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A TEZISBEN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE

Ada2p Alteration/deficiency of activation 2 protein
ACF autokorrelacids fiiggvény

AF-1 Activation function-1

AF-2 Activation function-2

ALEX Alternalo gerjesztés

AR Androgén receptor

BFP K¢ék fluoreszcens fehérje

Caco-2 Human kolorektalis adenokarcinoma sejt
CAR Konstitutiv androsztan receptor

CCF Keresztkorrelacios fiiggvény

ChIP Kromatin immunprecipitacid

CLSM Konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkop

COUP-TF  Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor
DBD DNS k&té domén

DMSO Dimetil-szulfoxid

DR Direct repeat

DRIP 150  Vitamin D receptor-interacting protein 150
EGFP Enhanced green fluorescent protein

EM Electron multiplying

EMCCD Electron multiplying charge-coupled device
ER Osztrogén receptor

FCS Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia
FCCS Fluoreszcencia keresztkorrelacios spektroszkopia
FRAP Fluorescence recovery after photobleaching
FRET Forster rezonancia energia transzfer

FXR Farnezil X receptor

GCNF Germ cell nuclear factor

GFP 761d fluoreszcens fehérje

GR Gliikokortikoid receptor

HEK?293 Human embrionikus vese karcindma sejt
HeLa Human méhnyakrak sejt

HIV-1 Humén immundeficiencia virus 1

HNF-4 Hepatocyte nuclear Factor 4

LBD Ligandko6té domén

LBP Ligand kot6 zseb

LED Fénykibocsajté divda

LRH-1 Liver receptor Homolog-1

LXR Liver X receptor

mCherry Voros fluoreszcens fehérje

MR Mineralokortikoid receptor

MSD Négyzetes elmozdulas
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TATA box-binding protein

Sajzsmirigy hormon receptor
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1. BEVEZETES

A magreceptorok szupercsaladjdba olyan transzkripcidés faktorok tartoznak, melyek
ligandfiiggd modon képesek célgénjeik atirdsara. Az altalunk vizsgalt reténsav (RAR) és D-
vitamin receptoroknak (VDR) szerepe van olyan folyamatokban, mint a sejtek novekedése,
fejlodése ¢és haldla. Az RXR magreceptornak koézponti szerepe van a magreceptorok
miukodésében, mivel heterodimerizalo partnerként szolgal szamos magreceptor, koztiikk az RAR

és VDR szamara is.

A magreceptorok miikddését a molekularis kapcsoldé modell irja le (1). A modell értelmében
ezek a magreceptorok agonista ligand hidnyaban kromatinhoz koétddve gatoljak célgénjeik
atirasat. Agonista ligand hatasara konformaciovaltozas torténik, mely sordn koaktivatorokat
kotve a transzkripcids gépezet aktivalasat idézik eld. Ezt a viszonylag statikus modellt a

teriileten zajlo intenziv kutatasok eredményeképpen joval dinamikusabb kép kezdi felvaltani.

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy RAR és RXR magreceptoroknak ligand hidnyaban
két kiilonb6z6 mobilitasti populéacidja fordul eld a sejtmagban: egy gyors populacio, mely a
monomer ¢€s kis oligomer formaban jelenlévd receptorokat reprezentélja; ezek a receptorok
szabadon diffunddlnak a sejtmagban, a kromatinhoz csak tranziensen kotddnek. A lassu
populacidt alkotd magreceptorok olyan komplexben helyezkednek el, melyek a kromatinhoz

stabilabban kotodnek (2,3).

Korabbi vizsgalataink kimutattak, hogy fehérje-fehérje kolcsonhatas szintjén kompeticidé van
jelen az RXR kotéséért, mely magyardzhatja magreceptor tamadéasponti terapidk

mellékhatasait (4).

Jelenlegi kisérletink sordan arra voltunk kivancsiak, hogyan valtozik a magreceptorok
mobilitasa, illetve egymashoz valo affinitasa ligand jelenlétében és hianyéaban, él6 sejtes
kornyezetben. Modern mikroszkopos modszereket alkalmazva feltérképeztiik az RAR és VDR
diffuzios tulajdonsagait és kivancsiak voltunk arra is, hogy heterodimerizal6 partner jelenléte
hogyan moddositja ezen receptorok mobilitdsat. Valaszt kerestiink arra is, hogy megnyilvanul-e
a magreceptorok kozott korabban fehérje-fehérje kolcsonhatas szintjén észlelt kompeticid a

receptorok kromatinhoz vald kétddésének szintjén is.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. GENEK ES A GENSZABALYOZAS

A szabad szemmel nem lathat6 vilag megismerésére a modern ember mar évszazadok ota tesz
komoly torekvéseket. 1665-ben Robert Hooke elkészitette az elsd optikai mikroszkdpot, majd
1674-ban Anton Van Leeuwenhoek volt az elsd, aki €16 sejteket (algakat) vizsgalt. Az eltelt
tobb mint 350 évben sikeriilt feltérképezniink mind a prokariota, mind az eukaridta sejtek

szervezddését, valamint a miikddésiiket befolyasold alapvetd folyamatokat.

A sejtek alapvetd miikodését a sejtmagban tarolt 6rokité anyag, €s az altala kodolt gének
hatarozzak meg. Ivaros szaporodasu fajokban a gének oroklésével kapcsolatos elsd alapvetd
megfigyeléseket a német szarmazasi Gregor Mendel tette meg, akit emiatt méltan neveznek a
»genetika atyjanak”. Munkassaga sordn egyszer sem hasznalja a gén szot, ennek elsé emlitése
a dan botanikus és genetikus Wilhelm Johannsen nevéhez flizédik 1909-ben. A fogalom a gorog

genos sz0bodl szarmazik, melynek jelentése eredet.

A mendeli genetika bevezetése ota a gén fogalma sokat valtozott. Jelenleg legelfogadottabb
definicid szerint génnek tekintjiik az olyan barmilyen hosszusagti kromoszomalis DNS
szakaszt, amely funkcionalis RNS molekulava, vagy fehérjét kodol6 RNS molekulava irddik

at.

A human genom tobb mint hatmilliard bazisparbdl szervezddik 22 par autoszomalis és 1 par
nemi kromoszomava. Habar a Huméan Genom Projekt eredményeként sikertilt feltérképezniink

a teljes human genomot (5), az altala kodolt gének pontos szamat maig nem ismerjiik (6).

Az egyik legatfogobb adatbazis, az Ensembl alapjan eddig 20 440 fehérjét kodold, 23 995 nem
fehérjét kodold és 15 222 pszeudogént ismeriink.



2.2. MAGRECEPTOROK

2.2.1. Magreceptorok szupercsaladja

A magreceptorok szupercsaladjdba olyan transzkripcidés faktorok tartoznak, melyek
ligandfiiggd moédon képesek befolyasolni célgénjeik atirdsat. Szerepiik van szamos
folyamatban, ilyen példaul a sejtek homeosztazisdnak, osztoddsanak, anyagcseréjének, illetve

halalanak szabalyozésa.

Az elsé magreceptort (6sztrogén receptor) 1958-ban Elwood Jensen azonositotta (7,8), majd
ezt kovetden Pierre Chambon, Ronald Evans, and Bjorn Vennstrom klonozta az dsztrogén-,
gliikokortikoid-, valamint pajzsmirigy hormon receptorokat (9). A teriileten zajlé intenziv

kutatasok eredményeként emberben 6sszesen 48 db magreceptort sikertiilt azonositani (10).

Természetes ligandjaik koz¢ olyan kis méreti, lipidoldékony molekuldk tartoznak, melyek
képesek szabadon atdiffundalni a sejtmembranon. Ezek a molekulak elsdsorban zsiroldékony
vitaminok (A ¢és D vitamin), hormonok (pajzsmirigy hormon, 06sztrogén), szteroidok
(gliikokortikoidok, mineralokotrikoidok) (11). Bizonyos magreceptorok endogén ligandjait
nem ismerjik (vagy legaldbbis egységes konszenzus nincs ezeket illetden), ezeket arva
receptoroknak nevezziik (12). Néhany arva receptorként ismert fehérje ligandjat a receptor
felfedezését kovetden sikeriilt azonositani, melyeket azdta ,,adoptalt” arva receptoroknak
nevezziik (13). Ilyenek példdul a PPAR, FXR és LXR, amelyek kis affinitdssal kotédnek
zsirsavakhoz, epesavakhoz, szterolokhoz, ezaltal metabolikus szenzorként miikodnek. Egyéb
»adoptalt” arva receptorok, példaul a CAR ¢és a PXR xenobiotikumokhoz kotddnek, serkentik
a citokrom P450 rendszer miikodését, ezaltal a szervezet méregtelenitésében toltenek be

jelentds szerepet (14).

Szamos mesterségesen eldallitott magreceptor ligandot a gyogyszeripar haszndl, ilyen tobbek
kozott az emlorak kezelésében alkalmazott 6sztrogén receptor modulator tamoxifen (15), vagy

a II-es tipusu cukorbetegség kezelésében alkalmazott roziglitazon (16).

Ismeriink olyan természetes (példaul a fitodsztrogének), de nagy szazalékban mesterségesen
eldallitott anyagokat (példaul a ftalatok, dioxinok, vagy a biszfenol A), melyek
magreceptorokon torténd kotddésen keresztiil az endokrin rendszer mikodését modositjak,
ezaltal befolyasoljak a szaporoddképességet, a gyermekek fejlddését, a tumorigenezist és az

immunrendszer funkcioit. Az ilyen vegylileteket endokrin diszruptoroknak nevezziik (17).



2.2.2. Magreceptorok doménszerkezete

A magreceptorok moltdmege 50-100 kDa koz¢ esik. Legtobbjiik 5 doménre oszthato (1. abra),

doménszerkezetiik nagyfoku homoldgiat mutat (18).

1. abra Teljes hosszuisagii PPARy és RXRa DNS-hez kétodve 9-cisz-reténsav mellett NCOA2 koaktividtorral asszocidglva.
(Fehérjeszerkezet forrdasa: Protein DataBase, 3E00 entry)

A receptorok N-terminalis végén taldlhato az A/B domén. Ez a legkevésbé konzervalt
szekvencia a magreceptorok szerkezetében (példaul a VDR (D-vitamin receptor) A/B doménje
23, a MR (mineralokortikoid receptor) A/B doménje 602 aminosav hosszusagu). Itt talalhato a
nem ligandfliggd aktivitasért felelés AF-1 (activation function-1) domén, mely szdmos kofaktor
- tobbek kozott a TBP (TATA box-binding protein), az Ada2p (Alteration/deficiency of
activation 2 protein) vagy a DRIP 150 (vitamin D receptor-interacting protein 150) — direkt
kotéséért felelds (19-21). NMR és cirkuldris dikroizmus spektroszkdpiai vizsgélatok szerint az

AF-1 rendezetlen fehérjeszerkezetii, azonban kofaktor-kotddés hatdsara konformaciovaltozas
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jon benne létre (22). Az AF-1 régid poszttranszlacidos modositasai (foszforilacio, SUMOilacio)

a magreceptor transzkripcios aktivitasat befolyasolhatjak (23,24).

Az A/B domént koveti a leginkabb konzervalt DNS-koté domén (DNA-binding domain,
DBD), mely két darab, egyenként 4-4 konzervalt ciszteint tartalmazd cink-ujjal rendelkezik. A
két Zn-ujj altal létrehozott hélix a DNS nagyarkéhoz képes kapcsolddni, amennyiben specifikus
valaszado elemet ismer fel. A valaszado elem (leggyakrabban: 5’-RGKTCA-3’, ahol R = G/A,
K = G/T) a transzkripcios starthelytdl messze, a promoter régioban helyezkedik el, ,,direct-
repeat”, ,,inverted-repeat”, vagy ,,everted-repeat” szekvencidban (25). A magreceptor ,,direct-
repeat” (DR) vélaszado elemeknek 6 fajtajat kiilonboztetjik meg attol fiiggden, hogy az
ismétlodd szekvenciat hany nukleotid vélasztja el egymast6l (DR0-DR6).

A D-régio flexibilis hidat képez a DBD ¢s a ligand-k6td domén (LBD) kozott. Akarcsak az
A/B domén, a D-régio is er0s aminosav variabilitdst mutat egyes magreceptorok kozott.
Vizsgalatok kimutattdk, hogy a D-régi6 mutacidja befolyasolja a DBD ¢és az LBD mukodését
(26), elosegiti az AF-1 és AF-2 transzaktivacidos domének szinergizmusat (27), valamint
jelentds szerepe van a magreceptorok szubcelluléris eloszlasanak meghatirozasaban, mivel itt
talalhatd a magi transzlokacioért felelés magi lokalizacios szignal szekvencia (NLS) (28,29). A
D-régié acetilacidja, foszforilacioja, vagy SUMOilacioja befolyasolja a receptorok

transzkripcids aktivitasat (30-32).

A ligandkoté domén (LLBD) igazi multifunkcios domén. Nemcsak a ligand kotésében, hanem
a dimerizacidban, a ligandfiiggd transzkripcios aktivalasban (activation function 2, AF2), és a
koregulator kotésben is meghatarozo szerepe van. Kiilonb6zo magreceptorok ligand-kotd
doménjének aminosav szekvencidja nagyfokl variabilitast mutat, mely lehetévé teszi ligand-
specifikus kotohelyek kialakitdsat, azonban ennek ellenére hiaromdimenzids szerkezetiik
nagyfoku hasonlosagot mutat (33). Kristalyszerkezeti vizsgalatok kimutattak, hogy az LBD 12
darab a-helixbdl (H1-12) épiil fel, melyek harom parhuzamos sikba rendezddtek (34). Az els6
11 hélix hozza létre a ligandkotd zsebet (ligand-binding pocket, LBP), melynek mérete 100 A’
és 1400 A3 kozott valtozhat. Azok a megreceptorok, melyek nagyméretii ligandkotd zsebbel
rendelkeznek (ilyen példaul a PPARY), tobbféle ligand megkdtésére képesek. Vannak olyan
magreceptorok is, melyek nem rendelkeznek ligandkotd zsebbel, ezéltal feltételezhetd, hogy
nincs endogén ligandjuk (35). Az LBD C-terminalis részén talalhaté a ligandfiiggd
transzkripcids aktivalasért felelés AF-2 domén. Akarcsak az AF-1, az AF-2 is szdmos
koaktivatort kothet (19). Az AF-1-gyel ellentétben azonban az AF-2-h6z kotddo fehérjék
konzervalt leucinban gazdag régidt tartalmaznak (36) LxxLL konszenzus szekvencidaban (L:

11



leucin, X: barmilyen egyéb aminosav). Ligandk&tés hatdsara az LBD konformacidvaltozason
megy keresztiil, mely soran a ligandkoté zsebet a H12 helix zéarja le, ezaltal lehetdvé téve

koaktivatorok kotodését.

Az F-domén nagyfoku variabilitdst mutat az egyes magreceptorok kozott, olyannyira, hogy
egyes magreceptorok F-doménje hianyzik. Habar az F-domén pontos szerepe nem minden
receptor esetében tisztazott, szdmos vizsgalat kimutatta, hogy delécidja vagy mutéacidja
modositja a magreceptorok transzkripcios aktivitasat, illetve kofaktorokhoz vald kotodését

(37).
2.2.3. Magreceptorok csoportositasa szerkezetiik alapjan

Az emberben el6forduld 48 féle magreceptort szekvencia homologia alapjan 7 nagy csoportba

oszthatjuk (38).

Az NRO csoportban két egyedi felépitésii receptor szerepel (dosage-sensitive sex reversal-
adrenal hypoplasia congenital critical region on the X chromosome, Gene 1 -DAX, small
heterodimer partner - SHP), melyek kizarolag ligand-koté domént tartalmaznak. Ligand-k6to
doménjiik LxxLL szekvencidjan keresztiil mas magreceptorokhoz kotdédnek és koaktivatorként

miitkodnek(39,40).

Az NRI1 csoportba tobbek kozott a pajzsmirigy-hormon receptor (TR), a reténsav receptorok
(RAR), a peroxiszoma-proliferator aktivalta receptorok (PPAR), a liver X receptor (LXR), a D-

vitamin receptor (VDR) tartoznak. Ezek a receptorok lipofil molekulékat kotnek.

Mivel vizsgalataink soran elsdsorban a reténsav receptorral és D-vitamin receptorral torténtek,

ezeket a receptorokat kiilon is ismertetem.

A reténsav receptort (2. dbra) eloszor 1987-ben klonoztak (41), azdéta harom szubtipusat
sikertilt elkiiloniteni (RARa, RARB és RARY), vizsgéalataink minden eseteben az RARa
izoformén torténtek. Természetes ligandjai az A-vitamin aktiv metabolitjai, a lipidoldékony
csupa-transz-reténsav €s a 9-cisz-reténsav. Szamos sejtfolyamatban részt vesz, tobbek kozott a
sejtek novekedésében és differencialoddsaban, de immunmodulécids szerepe is van (42). A
retinoid szignalizdci6 koros miikodését szamos malignus betegségben, tobbek kozott
leukémiadkban, melanomdban, tiid6-, mell-, petefészek-, prosztata-, hasnyalmirigy- &s
méjdaganatban kimutattak, ezaltal az RAR potencidlis kemoterdpias célpontta valhat (43—45).
Az RAR miikddése soran RXR-rel dimerizalddik, és leggyakrabban DRS, DR2, vagy DR1

valaszado elemhez kotddnek (11).
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A D-vitamin receptor (2. dbra) 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 megtalalhato, de egyes kutatdcsoportok a sejtmembranban is leirtak eléfordulasat
(46,47). Az aktivalt VDR/RXR heterodimer leggyakrabban DR3 valaszad6 elemhez kotodik.
A VDR részt vesz a szervezet kalciumtranszportjaban, de szdmos tanulmany utal arra, hogy az
immunvalaszban €s a tumorigenezisben is jelentds szerepe van (48,49). Protektiv szerepét
leirtak szamos virus altal okozott - tobbek kozott HIV-1 ¢s SARS-CoV-2 — infekcidban (50—
53). A VDR gén variabilitasdnak szerepe van a magas ¢életkor elérésében (54). A D-vitamin

hiany tobbek kozott csontritkulast, vagy gyermekekben angolkort okozhat (55).

huméan RAR-LBDy VDR-LBD

2. abra Human RAR-LBDy kristalyszerkezeti modellje all-transz reténsavat kotd allapotban és human VDR-LBD
kristalyszerkezeti modellje kalcitriolt koté allapotban. (forrds: Protein DataBase, 2LBD, 7QPP)

Az NR2 csoportot olyan magreceptorok alkotjak, melyek zsirsavakat kotnek. Ide tartoznak
tobbek kozott a retinoid X (RXR) receptorok, a chicken ovalbumin upstream promoter

transcription factor (COUP-TF), és hepatocyte nuclear Factor 4 (HNF-4).

Az RXR kiemelt szerepet kap a magreceptorok miikodésében, mivel szamos magreceptorral
képez heterodimert (56). Az RXR-nek harom altipusat ismerjiik: az RXRa ¢s RXRB szdmos
szovetben, tobbek kozott a vesében, a 1épben, a borben és a placentaban expresszalodik, mig az
RXRy elsdsorban az izmokban €s az agyban keriil kifejezddésre (57). Szamos molekulat leirtak,
mely RXR ligandként viselkedik — tobbek kozott a 9-cisz-reténsavat, az omega-3 zsirsav

dokozahexaénsavat, vagy a mesterségesen eldallitott LG268-at — de specifikus endogén
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ligandjat nem ismertiilk. A kozelmultban egerekben azonositottdk az RXR els6 endogén

ligandjat, a 9-cisz-13,14-dihidroreténsavat, melyet As-vitaminként ismeriink (58).

Az NR3 csoportba a szteroid-hormon koté receptorok tartoznak, mint példaul az androgén
receptor (AR), a progeszteron receptor (PR), a gliikokortikoid receptor (GR), a
mineralokortikoid receptor (MR) és az 6sztrogén receptorok (ER). Ezek a receptorok szterol-
vazas hormonokat kotnek, €s kulcsszerepet jatszanak kiilonb6z6 metabolikus, reprodukcids és

fejlédési folyamatokban.

Az NR4 csoportba olyan &rva receptorok tartoznak mint a nuclear receptors nerve growth factor
1B (NGF1-B), a nurr-related Factor-1 (NURR1), és a neuron-derived orphan receptor-1 (NOR-

1), melyeknek dontd szerepe van az idegrendszer fejlédésében (59).

Az NRS5 csoportban a steroidogenic Factor 1 (SF-1) és a liver receptor Homolog-1 (LRH-1)
arva receptorok taldlhatoak, melyek fontos szerepet jatszanak a szoveti differencialodasban a

szteroidogenezisben, az epesav-haztartasban ¢és a koleszterin-transzportban (60,61).

Az NR6 csoport egyetlen magreceptorbdl, a germ cell nuclear factor-bol (GCNF) all. A kiilon
csoportba helyezést az indokolja, hogy a receptor LBD-je nem tartalmaz AF domént. A GCNF

crer

2.2.4. Magreceptorok csoportositasa élettani szerepiik szerint

Elettani szerepiik és miikodésiik szerint négy csoportba oszthatjuk Sket. Az els6 csoportba azok
a receptorok tartoznak, amelyek nagy affinitasu ligandot (hormonokat) kotnek. Ilyen receptor
példaul az Osztrogén receptor (ER), vagy az androgén receptor (AR). Ligand hianyaban a
citoplazmaban lokalizdlodnak, és hdsokk-fehérjéhez kotddnek. Ligand hatdséra altalaban
homodimereket képeznek és a sejtmagba transzlokalddnak, ahol leggyakrabban inverted-repeat

szekvenciakhoz kotodnek.

A metabolit receptorok csoportjdba olyan magreceptorok tartoznak, amelyek alacsony
affinitasti (Kq = 10°® M) ligandokat kétnek és altaldban RXR magreceptorral képeznek
heterodimereket. Ezek a dimerek lehetnek permissziv heterodimerek (példaul az LXR-RXR
dimer), melyek mindkét magreceptor oldalarol aktivalhatoak, a két receptor egyiittes aktivalasa
additiv hatést valt ki. A nem-permissziv heterodimerek (példaul a VDR-RXR dimer), az RXR
oldalar6l nem, csak a partner oldalarél aktivalhatoak. A kondiciondlisan permissziv
heterodimerek (példaul az RAR-RXR heterodimer) aktivalasahoz a partner ligandja sziikséges,

azonban az RXR ligandkétése fokozza a dimer transzkripcids aktivitasat (63). Ligand
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hianyaban ezek a receptorok RGKTCA konszenzus valaszadd elemhez kotdédnek, legtobbszor
direct repeat elrendezésben, korepresszorokkal asszocidlodnak és a kromatinhoz kotédve
gatoljak célgénjeik atirasat. Agonista hatdsdra konformaciovaltozas és koregulatorcsere

torténik.

A dimerképzé arva receptorok homodimereket képeznek, és direkt-repeat elrendezésii
valaszado elemekhez kétddnek. Ebbe a csoportba tartozik a COUP-TF, a HNF-4 és az RXR
(64).

A monomer arva receptorok monomer, vagy dimer forméban kdtddnek a kromatinhoz, azonban
a kromatinkotésben egy valaszadd elem és egy DBD vesz részt. Ilyen receptor példaul SF-1

vagy az NGFI-B (65).
2.2.5. Kofaktorok

A magreceptorok a kdrnyezd kromatinra kofaktorokon keresztiil fejtik ki aktivitasukat. Ligand
hianyéaban a receptorok altalaban korepresszor komplex-szel asszocialnak. A korepresszorok,
mint példaul az SMRT, hiszton-deacetilaz aktivitassal rendelkeznek, hisztonok N-terminalis
lizinjének deacetildlasa révén a kromatint tomoritik, igy gatoljdk célgénjeik atirasat. A
korepresszorok két LxxxIxxxI/L. motivumon keresztiil (corepressor—nuclear-receptor (CoRNR)

box) a receptorok LBD-jével asszocialnak.

Agonista ligand hatdsara a receptorok konformaciovaltozdson mennek keresztiil, mely soran a
magreceptorok korepresszorok iranti affinitdsa csokken, igy koreguladtorcsere torténik, a
receptorokhoz korepresszorok helyett koaktivatorok kotddnek. Ilyen koaktivatorok példaul
apl160 fehérjék tagjai (NCoAl-3). Ligandkotés hatdsara a korepresszorok ubikvitindlodasa
révén azok degradacidja is bekovetkezik (66,67).

Strukturalis vizsgélatok kimutattak, hogy a koaktivatorok két LxxLL szekvencian keresztiil az
LBD egyik hidrofob zsebéhez kotddnek. Ezt kdvetden az LxxLL lizinjeihez a H3 hélix C-
terminalis lizinje és a H12 hélix glutamatja hidrogén-kotéssel kotddik, ezaltal stabilizalva a
magreceptorok ligandkotott formdjat (68,69). Ezt kovetden a koaktivatorok tovabbi fehérjéket
kotnek, melyek hiszton-acetiltranszferaz ¢és hiszton-remodeling aktivitasuk révén a
kromatinszerkezetet lazitjak, lehetdvé téve a transzkripcios gépezet kotodését, valamint

mediator komplexek segitségével a transzkripciot serkentik.

A kofaktorok interakcids felszinéhez kapcsolodd kotohelyek atfedést mutatnak, igy a
magreceptorok egyszerre csak koaktivatort, vagy kofaktort kothetnek (70).
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2.2.6. Molekularis kapcsolé modell

A magreceptorok mitkodését tradiciondlisan a molekularis kapcsold modell irja le (1). A modell
értelmében a receptorok ligand hianyaban a kromatinhoz kdtédnek és korepresszor komplex-

szel asszocidlnak, mely hiszton-deacetilaz aktivitdsa révén gatolja célgénjeik atirasat.

Ligand jelenlétében az agonista a ligandkotd zsebbe kotddik, ami konformacidvaltozast valt ki,
mely soran a H12 helix racsukddik a ligandkotd zsebre. Ez a konformaciovaltozas csokkenti a
magreceptor korepresszorok iranti, de ugyanakkor fokozza a koaktivatorok irdnti affinitasat,

igy koregulatorcsere zajlik le.

A koaktivatorok tovabbi fehérjéket kotnek, melyek hiszton-acetiltranszferaz aktivitdsuk révén

a kromatin szerkezetét lazitjak, lehetdvé téve a transzkripcids gépezet aktivalodasat.
2.2.7. Magreceptor-miikodés dinamikus modelljei

A teriileten zajl6 intenziv kutatasok eredményeként a fenti molekuléris kapcsold modellt egyre
dinamikusabb kép kezdi felvaltani. Transzkripcids faktorok vizsgélata soran kimutattdk, hogy
a transzkripcios faktorok a kromoszoman harom dimenzids letapogatast végeznek, mig el nem
érnek egy valaszado elemet, ahol megfeleld feltételek esetén hosszabb iddt tolthetnek, és
eldsegithetik a transzkripcid beinditasat (71). Az 6sztrogén receptor esetében kimutattak, hogy
a sejtmagon beliil eltér6 mobilitasu magreceptor komplexek vannak jelen. A leggyorsabbak a
nem kromatinhoz kotott magreceptor dimerek, mig a leglassabbak azok, melyek a kromatinhoz
tranziensen kotddnek és koregulator komplexszel asszocidlédnak (72). A magreceptorokkal
folytatott FRAP, ChIP és FCS vizsgalatok soran (2,3,73-76) 0j dinamikus modellt alkottak,
melyet ,hit-and-run” modellnek neveztek el (3. dbra). A modell alapjan a receptorok ligand
hianyaban korepresszorokat kotnek, majd a kromatint szkennelve tranziensen kotédnek
specifikus €s nem specifikus valaszado elemekhez. Ligand hatasara koregulatorcsere torténik,
a magreceptorok az AF-2 doménen keresztiil nagy tomegii koaktivator komplexhez kotddnek.
Specifikus valaszad6 elemhez érve a magreceptorok a kromatinhoz stabilabban koétddnek és

aktivaljak a transzkripcid gépezetet.
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3. abra Hit-and-run modell PPARy magreceptorral demonstralva. (Gelman L, Feige JN, Tudor C, Engelborghs Y, Wahli W,
Desvergne B. Integrating nuclear receptor mobility in models of gene regulation. Nucl Recept Signal. 2006,4:¢010. doi:
10.1621/nrs.04010. Epub 2006 Apr 28. PMID: 16741568; PMCID: PMC1472671. alapjin)



2.3. FLUORESZCENCIAS VIZSGALATI MODSZEREK
2.3.1. Fluoreszcencia

A nem termikus eredetii fénykibocsajtast lumineszcencianak nevezziik. A lumineszcencia azon
formajat, amikor egy adott anyag fotonokat nyel el, és ezt kdvetéen fény formdjaban

kisugarozza, fotolumineszcencianak nevezziik.

A fotolumineszcencidnak két tipusat kiilonbdztetjiik meg:

Fluoreszcencia soran az anyag egy adott hulldimhosszisagt fotont nyel el és ezt kovetden
gerjesztett szinglett allapot jon létre. Femtoszekundumok alatt vibracios relaxacio, illetve belsd
konverzio jon létre az Sl szinglett allapot legalacsonyabb energiaszintjére. Az ezutan
kibocsajtott foton hullamhossza altaldban nagyobb, mint a gerjesztd fotoné, ezt Stokes-féle
eltolodasnak nevezziik. Amennyiben az S1 allapotbdl az elektron intersystem crossing soran
triplet allapotba keriil és ezt koveti fotonemisszio, foszforeszcencidrdl beszéliink. A
foszforeszcencia élettartama mindig hosszabb, mint a fluoreszcenciaé, mert tiltott atmenet

révén valosul meg. A fluoreszcens fehérjék esetében ez néhany ps alatt bekovetkezik.

Fentieken kiviil el6fordulhat olyan eset is, amikor a gerjesztett allapotbdl az elektron hdleadas
révén keriil alacsonyabb energiaszintre, ekkor a fotonabszorbcidét nem koveti fénykibocsajtas.

A fenti atmeneteket legegyszeriibben Jablonski diagramon szemléltethetjiik (4. abra).

A fluoreszcenciara képes anyagokat fluoroféroknak nevezziik. Ezek a vegyiiletek kdnnyen
gerjeszthetd elektronokat tartalmaznak, legtobbszér aromds szerkezetiieck. Biologiai

rendszerekben a fluoreszcens fehérjék kromofor (fluoreszcenciara képes) régiojat

leggyakrabban aromas aminovasak, triptofan, tirozin €s fenilalanin épitik fel.

A fluoreszcencia kvantumhatéasfoka egyenld az emittalt és az abszorbedlt fotonok szdmanak

hanyadosaval:

CD — Nemitalt (1)

Nabszorbealt

A kvantumhatasfok definidlhat6 a sugarzéssal torténd és sugarzas nélkiili reakcidok atmeneti

valdsziniiségeinek a hanyadosaval is:

D = kfluoreszcencia (2)

kfluoreszcencia +kisctkic
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4. abra Kiilonbozd energiaszintek és az ezek kozotti lehetséges datmenetek fluoreszcencia és foszforeszcencia képzddése
esetén.

A molaris extinkcidos koefficiens (¢) meghatirozza, hogy az adott fluorofor, adott

hullamhosszon mennyire tud fotont elnyelni. Egy fluorofor fényességét a kvantumhatésfok, és

a molaris extinkcids koefficiens szorzata hatdrozza meg.

A fluoreszcencia ¢élettartam azt az idotartamot jelenti, amig a fluoreszcencia intenzitas a kezdeti

érték e-ad részére csokken.. A fluoreszcencia intenzitdst rovid impulzusgerjesztés utan a

kovetkezd egyenlet irja le:

I(t) = I,e /" (3)
ahol I, a gerjesztést kovetd fluoreszcencia intenzitas, a t fluoreszcencia élettartam

2.3.2. Fluoreszcens fehérjék

Az els6 fluoreszcens fehérjét 1962-ben fedezték fel, a kristdly mediza (dequorea victoria)
tanulméanyozisa soran. A med(zabol sikeriilt egy Ca®" altal aktivélt, kék fényt kibocsatd

lumineszcens fehérjét, az aequorin-t izolalni. A kirdlymeduzaban az aequorin altal Ca**-fiiggd
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modon kibocsajtott kék fény egy fluoreszcens fehérjét gerjeszt, amit zo6ld fluoreszcens

fehérjeként ismeriink (wild type green fluorescent protein — wt-GFP) (77).

A fluoreszcens fehérjék moltomege 12-77 kDa kozé esik (78), mely igen jelentds novekményt
jelentett a kordbban hasznalt fluoroférokhoz képest (példaul a fluoreszcein-izotiocianat 389,3

Da, mig rhodamine 479 Da molekulatomegi).

1992-ben, a wt-GFP sikeres klonozasat kovetden (79) igen jelentds eszkozzel gyarapodott a
molekularis bioldgia eszkdztara, melyet azota is széles korben alkalmazunk in vitro és in vivo
rendszerekben fluoreszcens markerként. A fluoreszcens fehérjék egyéb fehérjékhez fuzionalva
molekuléaris markerként funkciondlnak, ezaltal a célfehérjék €16 sejtekben vizualizalhatok és

vizsgalhatok (80).

A wt-GFP felfedezése ota szdmos fluoreszcens fehérjét sikeriilt 1étrehozni, azonban alapvetd
szerkezetlik megegyezik. A fluoreszcens fehérjék 11 B-redébol allnak, melyek egy a-hélix kortl
rendezddnek el (81), melyet gyakran ,,B-hordonak™ (B-can/B-barrel) neveznek. A kromofér az
a-hélix 65. treonin, 66. tirozin és 67. glicin aminosavjanak ciklizaciojaval, majd oxidacidjaval
keletkezik a fehérje érése soran. A 67. glicinnek a folyamatban donté szerepe van és a legtobb
fluoreszcens fehérjében igen konzervalt. A B-hordé megvédi a kromofort a fluoreszcenciat

kioltd molekulaktol (quencherektdl), valamint hidrogén-kotések révén stabilizalja azt.

A vad-tipust GFP felfedezése 6ta kiilonb6z6 aminosav mddositasokkal sikertilt egy gyorsabban
¢ro, foto-, termo- és mechanostabilabb zold fluoreszcens fehérjét 1étrehozni (EGFP — enchanced
green fluorescent protein), mely mara szinte teljesen kiszoritotta a vad-tipusi GFP-t a

molekularis bioldgia eszkoztarabol; kisérleteink soran mi is ezt a valtozatot hasznaltuk.

Az EGFP moltomege 26,9 kDa, gerjesztési spektrumanak maximuma 488 nm-en, mig
emisszios maximuma 507 nm-nél van. A vad tipusi GFP-hez képest molaris extinkcios

koefficiense magasabb, 55900 M 'cm™!, fluoreszcencia élettartama 2,6 ns (5. dbra).

_EGFP

-Ex/Em A: 488/507
_EC: 55900 QY:0.6

30 30 " 40 40 " "s00 ' '"sso0 ' "0 0 ' 700

5. dbra EGFP gerjesztési és emisszios spektruma (forrds: https://www.fpbase.org/spectra/)
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A wt-GFP felfedezése ota szamos egyéb fluoreszcens fehérjét izolaltak, mint példaul a
Viragallatok osztdlyanak Lapanemoéna nemébdl szdrmazd DsRed fehérjét (82), melynek

modositasaval jott 1étre az altalunk is hasznalt mCherry (6. dbra) (83).

:mCherry

-Ex/Em A: 587/610
_EC: 72000 QY:0.22

6. abra mCherry gerjesztési és emisszios spektruma (forrds: https://www.fpbase.org/spectra/)

Az mCherry tovabbi modositasaval hoztak 1étre a fluoreszcencia élettartam vizsgalatainkhoz

hasznalt mScarlet3-at (7. abra) (84,85).

_mScarlet

-EX/Em A: 569/594
_EC: 100000 QY:0.7

400 450 500

7. abra mScarlet gerjesztési és emisszios spektruma (forras: https://www.fpbase.org/spectra/)

Szintén ilyen fehérje a holyagos anemonabol izolalt eqFP578 (86), melynek modositasaval jott
létre a kompeticios vizsgalataink soran hasznalt TagBFP (8. dbra) (87).
_TagBFP

-Ex/Em A: 402/457
_EC: 52000 QY:0.63

600 650

8. dabra TagBFP gerjesztési és emisszios spektruma (forrds: https://www.fpbase.org/spectra/)
Amennyiben a fluoreszcens fehérjéket gerjesztik, a molekuldban 1év6 kovalens kotések hasitasa
vagy a kornyez6 molekulakkal torténd reakciok révén a fluoreszcencia intenzitas irreverzibilis
csokkenését figyelték meg, ezt fotoelhalvanyodasnak (photobleaching) nevezzik (88). A

fotoelhalvanyodast a minta oxigéntartalma, a hémérséklet, a gerjesztési fény hullamhossza és
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intenzitasa, a pH ¢és a fluorofér kornyezete befolyasolja. Azt az idéegység alatt elnyelt
fotonszamot, amit a fluoreszcens fehérje még fotoelhalvanyodés nélkiil atlagosan elvisel,
,,photon-budget”-nek nevezziik. A photobleaching kdvetkezményeként reaktiv szabad gyokok
képzddhetnek, melyek sejtkarositd hatdsa széles korben ismert, ezt fototoxicitasnak nevezziik

(89,90).

Az EGFP gerjesztése soran eléfordulhat olyan atmeneti allapot is, amely soran az nem bocsajt
ki fluoreszcens fotont, hanem egy sotét, nem emittald allapotba keriil - ezt ,,(photo)blinking”-
nek, pislogasnak nevezziik (91). Blinking-et eldidézhet a molekula triplet allapotba kertilése, a
fluorofor rotacidja, polarizaciés valtozasok, a molekula spontan, vagy foton-indukalt

izomerizacidja.
2.3.3. Mikroszkdpia

A legrégebben ember altal hegyikristalybol készitett lencsét Austen Henry Layard fedezte fel
1850-ben az asszir Nimrud palotdban, Irakban. A lencse Kr.e. 750 koriil késziilhetett,
valdsziniileg nagyitoként, dekoracioként, vagy - a napfény fokuszalasa révén - tlizgyujtasra
hasznalhattak (92). Az els6 széles korben hasznalt mikroszkopok a Kr. u. 17. szazadban kezdtek

megjelenni.

Az elsé széles korben hasznalt mikroszkopokat Robert Hooke megrendelésére Christopher
Cooke ¢és Antonie van Leeuwenhoek készitette el. Hooke mikroszkopja 3 lencsébdl allt, mig
Leeuwenhoek mikroszkopja egy apro lencsét tartalmazott. Leeuwenhoek fennmaradt

mikroszkdpjaival akar 266x-o0s nagyitas is elérhetd (9. dbra).

A mai modern mikroszkopok bonyolult lencserendszerekbdl allnak, mivel igy a nagyitas

mértéke novelhetd, valamint a kiilonboz6 fénytorési hibak mértéke is csokkenthetd.

Tradicionalisan kétfajta fénymikroszkopos modszert kiilonithetiink el.

Transzmisszids mikroszkopia soran a megvilagitd fényforras €és a detektor a minta két oldalan
helyezkedik el, igy a képalkotas soran — a hatteret is tartalmazo — szummacios kép jon létre.
Mivel a vizsgalt sejtek altalaban kevés fényt abszorbealnak, a keletkezett képekre alacsony
kontraszt jellemz0, igy transzmisszios vizsgalatok soran a vizsgalt sejteket altalaban kiilonb6z6
festési eljarasoknak vetik ald. Kontrasztosabb képek érhetéek el fazis-kontraszt

megyvilagitassal.
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9. abra Cooke és Leeuwenhoek dltal készitett mikroszkopok. Forrads: National Museum of Health and Medicine / Utrecht
University Museum.

Fluoreszcencia mikroszkopiaval fluoreszcens festékek vizsgalhatdak (10. dbra). A sejtekben és
a sejtek felszinén taldlhatd molekuldk immunfluoreszcens, vagy molekuléris genetikai
modszerekkel specifikusan jelolhetéek fluoroforokkal. Tébb fluorofor hasznalataval egyszerre
szdmos molekula megjeldlhetd, ezaltal vizualizalhatd és kvantifikalhaté ezek egyméashoz valo

affinitasa vagy térbeli helyzete.

Tradicionalis epifluoreszcens mikroszkopia soran a fluorofort gerjesztd, valamint a fluorofor
altal emittalt fényt dikroikus tiikrok és sziir6k segitségével valasztjuk szét. Megvilagitd
fényforras lehet higany-géz, xenon, wolfram-halogén vagy LED izz6, melyek széles
hullamhossztartomanyban emittalnak, a megvilagitasra hasznalt hulldmhossztartomanyt
gerjesztési szlrokkel sziikitjiik. A megvilagitast biztosithatjuk 1ézerek segitségével, melyek

szlik hullamhossztartomanyban emittalnak.

A dikroikus tiikdr bizonyos hullamhossztartomanyban ateresztd, mig egyes hulldmhosszokon a
raesd fotonokat visszaveri, ezaltal a gerjesztésre hasznalt fényt a mintéra tiikr6zi, majd a minta
altal kibocsajtott fotonokat atereszti. Emisszios szlirdkkel tovabb sziikithetjiik a detektorra jutd

hullamhossztartomanyt.
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10. abra Fluoreszcencia mikroszkop jellemzo elrendezése.

2.3.4. Konfokalis mikroszkopia

Az epifluoreszcens mikroszkdpia legnagyobb hatranya, hogy mivel a gerjesztd fényforras a
minta teljes vastagsdgaban gerjeszti a fluoroférokat, a fokuszsikon kiviil esé fotonok is
detektalasra keriilnek. Amennyiben a minta vastagsadga elhanyagolhatd, ez nem okoz jelentds
képmindség romlést, azonban vastagabb mintak, példaul sejtek vizsgélata soran, a fokuszsikon

kiviilrél szarmazé fluoreszcens szignal elkiilonitése nehézkes.

Fentiek miatt szamos 1j modszer keriilt kifejlesztésre, mellyel a fokuszsikon kiviil esé fotonok
a detektalasbol kizarhatoak. Ilyen modszer a konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkopia (CLSM),
mely sordn a mintat fokuszalt 1ézerfénnyel vildgitjuk meg, majd ezt kdvetéen 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 pontszerii
lézernyalabbal torténik, a mikroszkopos kép a minta letapogatasaval jon létre, mely sordn a
1ézerfényt tiikrok segitségével a minta pontjaira irdnyitjuk, majd az egyes pontokon gerjesztett

fluoreszcencia intenzitast detektaljuk (93).
2.3.5. Szelektiv sik-megvilagitasu mikroszkopia (SPIM)

Az tradiciondlis konfokélis mikroszkopidval szemben a szelektiv sik-megvilagitasa
mikroszkdpia a minta vékony sikjat vilagitja meg. A gerjesztés soran hengeres lencsével egy
1ézerfény-sikot képeziink, mely a detektalds iranyara merdleges (/1. abra). A gerjesztés szinte
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kizarélag a fokuszsikban torténik, ezaltal a hattér gerjesztése minimalis. A fenti modszerrel
lehetdségilink van optikai szeletelésre, jelentdsen csOkkenthetd a fotohalvanyitas, valamint a
sejtekre kifejtett fototoxicitas. Mivel a gerjesztés és detektalas egy egész sikban egyszerre

torténik, a CLSM-hez képest 100-1000x gyorsabb képalkotas érheto el.

emissziés  mintatarté
objektiv

henger
lencse
(light-sheet
képzés)

gerjesztd
lézer

11. abra Szelektiv sik-megvilagitasu mikroszkdp mintatartéjanak fényképe és sematikus rajza.

2.3.6. Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS)

A konfokalis mikroszkopia kifejlesztésével lehetdség adodott igen kis térfogatokban detektalni

a fluoroforok altal kibocsajtott fluoreszcencia jelet.

Fluoreszcencia korrelacids spektroszkdpia soran konfokalis mikroszkdppal mérjiik a kicsiny,
femtoliteres gerjesztett térfogatba be- és kilépd fluoroforok altal okozott fluoreszcencia
intenzitas valtozasat (94-96). Mas mikroszkopos moddszerekkel ellentétben itt nem a minél
nagyobb jelintenzitasra toreksziink, mivel elsddleges célunk a fluoreszcencia intenzitdsban
bekovetkezett fluktuaciok rogzitése. A detektaldsi térfogat csokkentésével vagy a térfogatban

crer

soran keletkezett fluktudciok relativ értéke az atlagos jelintenzitashoz képest ndvelheto.

FCS vizsgalatok soran a gerjesztd fotonokat egy fokuszalt 1ézernyaldb biztositja, melyet egy
nagy numerikus apertraval (NA>0,9) rendelkezd objektiv vetit a mintara. A mintabodl
kibocsajtott fluoreszcens jel az objektiven keresztiil egy dikroikus tiikkron és egy emisszios
szirén halad at, majd egy pinhole-on keresztiil jut a detektorba. A mintavételezés hosszabb
ideig, szub-mikroszekundumos felbontassal torténik, ezaltal megkapjuk a minta F(t) idofiiggd
fluoreszcencia intenzitdsat, mely adott idoében a detektalasi térfogatban talalhat6 fluoroforok

szamaval aranyos. A fluktudciok hossza a molekulak sebességétodl, tehat diffuzios allandojatol

fligg.
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Az id6ben fluktualo jelbdl az alabbi képlettel szamithat6 az autkorrelacids fliggvény, melynek

alakja fligg a fluoreszcens molekulak fotofizikai és diffuzids tulajdonsagaitol:

(F(OF(t+7))

6™ =—Fon

1 (4)

ahol F(¢#) a t idOpontban mért fluoreszcencia intenzitds, F(t+t) a t+7 idépontban mért

fluoreszcencia intenzitas. A (e) az Osszes 7 esetén szamitott értékek szamtani kdzepét jelenti

Fluoreszcenciaintenzitas Autokorrelacios fuggvény

»
>
»
>

intenzitas

Konfokalis
térfogat [:> lq
V=0.25um3 tx1/D

e log(t)”

12. dbra Autkorreldcios fiiggvény szarmaztatasa konfokdlis mikroszkopos FCS mérések sordn

Az autokorrelacids fiiggvény kiilonféle modellfiiggvényekkel illeszthetd, és az illesztési
paraméterekbdl a diffuziot jellemzd fizikai tulajdonsagok kinyerhetéek (/2. abra). A
modellvalasztas sordn a rendszert a lehetd legegyszeriibben, de megfeleld pontossaggal leird

modellt keressiik.

A diffuzio a részecskék hdmozgés révén torténd vandorlasa. A diffuziot jellemezhetjiik az
atlagos négyzetes elmozdulassal (MSD), mely egy részecskének a kezdéponttdl térténd atlagos

elmozdulésat jelenti:
1
MSD = N IiV=1(x0 - x;)? (5)
ahol N a részecskeszam, xya kezddpont, x; a kezddponttol valo tavolsag.

Normal (szabad) diffuziot feltételezve Fick II. torvénye alapjan az MSD az id6 (t)

fliggvényében linearisan novekszik a diffuzios allandoval (D) aranyosan:
MSD = 6Dt (6)

Ha az MSD novekedése az id6 mulasaval nem linearisan novekszik, anomalis diffuziorol

besz¢liink, ekkor az MSD a kovetkezd képlettel adhatdé meg:
MSD = K, t* (7)

ahol K, az n. ,,generalizalt” diffuziés allando, t az eltelt id6, a az anomalitasi faktor.
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Ha o>1, akkor szuperdiffuziordl beszEliink, mely sejteken beliil aktiv transzportfolyamatok
kovetkeztében jon létre. Amennyiben a<1, szubdiffuzid vagy gatolt diffiizid jon létre, mely

soran a molekulak szabad mozgasa akadalyozott (/3. abra).

normal diffazio
= szuperdiffuzio

= szubdiffuzio

MSD

T(s)
13. abra MSD értéke kiilonbizo diffiizios modellek esetében az ido fiiggvényében (MSD: datlagos négyzetes elmozdulas)
A magreceptorok vizsgalata soran 4 alapveté modellt alkalmaztunk:

e Egy-komponensii normal diffizidés modell
o Két-komponensli normal difftiziés modell
e Egy-komponensii anomalis diffuziés modell

e Két-komponensii anomalis diffuzios modell,

melyek koziil a legkevesebb paramétert az egy-komponensti normal diffuziés modell, mig a

legtobb paramétert a két-komponensii anomalis diffiziés modell tartalmazta.

Modelljeinkben figyelembe vettilk az alkalmazott fluoreszcens fehérje fotofizikai

tulajdonsagait, a triplet allapotot és a blinking-et is.
2.3.7. Fluoreszcencia keresztkorrelacios spektroszkopia (FCCS)

Fluoreszcencia keresztkorrelacids spektroszkopiaval vizsgalhatjuk két egyiitt diffundalo,

kiilonbozé  fluoroférral megjeldlt molekula asszociacidjat (97,98). FCCS soran a
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fokusztérfogatot két atfedd 1ézernyalabbal gerjesztjiik, a beérkezd fluoreszcencia jeleket pedig

két kiilonallo detektorral detektaljuk (/4. abra).

A keresztkorrelacios fliggvényt a kdvetkezo képlet irja le:

_(ROFBED)
6x(D) =R 1 ®)

ahol Fi(t) az i-edik csatorndban t id6pontban mért fluoreszcencia intenzitds, Fo(t+1) a masodik
csatornaban a t+t idépontban mért fluoreszcencia intenzitas. A (e) az dsszes t esetén szamitott

értékek szamtani kdzepét jelenti

Amennyiben a két fluoroforral megjeldlt molekula egymassal asszocial, a kereszt-korrelacios
fliggvény amplitidoja magas lesz, igy a fliggvény amplituddjabol kdvetkeztethetiink az

asszociacidé mértékeére.

dimerizacio:
Z6ld intenzitas

oG ’ »
oR &
o GR )
; Z6ld autokorreldcio
~ Voros autokorreldcié
v Keresztkorrelacio

6ros intenzitas

zitas

o
=
>

.
>

Fluoreszcencia inten:

Van dimerizacio
1d6 (s)

@ dimerizacio: @ dimerizcid
Z6ld intenzitas imerizacio

A
m a log(t) (ms)

Vorés intenzitas

Korrelécios fuggvény

zitas

.

1d6 (s)

Fluoreszcencia inten:

14. abra Autokorreldcios és keresztkorreldcios fiiggvények szarmaztatisa konfokdlis mikroszkopos FCCS mérések sordn
(Krieger JW, Singh AP, Bag N, Garbe CS, Saunders TE, Langowski J, Wohland T. Imaging fluorescence (cross-) correlation
spectroscopy in live cells and organisms. Nat Protoc. 2015 Dec;10(12):1948-74. doi: 10.1038/nprot.2015.100. Epub 2015
Nov 5. PMID: 26540588. alapjan)

A keresztkorrelacios fiiggvény amplitidojat szdmos faktor befolyasolhatja. FCCS mérések
soran torekedniink kell a két gerjesztési térfogat egységes méretére, valamint ezek minél
tokéletesebb atfedésére. A magas hattér fluoreszcencia is a keresztkorrelacidés amplitado

csOkkenéséhez vezet, de szamitasba kell venni a festékek fotoelhalvanyodasat is.

A csatorndk kozotti atvilagitas fals-pozitiv keresztkorrelaciot idézhet eld, amit munkam soran

alternal6 gerjesztés bevezetésével zartunk ki.
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2.3.8. Forster rezonancia energia transzfer (FRET)

A FRET érzékeny modszer két molekula kozelségének meghatarozasara. A FRET a gerjesztett
allapotban 1évé donor, valamint egy megfeleldé spektroszkopiai paraméterekkel rendelkezd
akceptor kozott dipol-dipol kdlesonhatds révén sugarzas nélkiili energiadtadas formajaban jon

1étre. A jelenséget el6szor Theodor Forster irta le (99).

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 molekulak megfeleld relativ orientacidja (100,101).

Annak valoszinliségét, hogy egy donor FRET révén keriil alapallapotba, a FRET hatasfok fejezi
ki:

— kKFRET 9)
krtkpreT+Y; ki

ahol kpger a FRET soran Iétrejov0 energiatranszfer sebességi allandoja, kr a donor

fluoreszcencidjanak sebességi allandoja, a k; az egyéb legerjesztddéssel jard folyamatok

sebességi allandoja.

A FRET hatasfok fiigg a két molekula tavolsagatol:

(10)

ahol R a molekulak kozotti tavolsag, R, pedig az un. Forster-tavolsag, amely azt a tavolsagot

adja meg, melynél a FRET hatasfok 50%.

Az R, a kovetkezo képlettel kiszamithato:

20,7  Kk?%Qp

6
R =
0 128 5N, n*

J (11)

ahol k a dipdl-orientacids faktor, Qp a donor kvantumhatasfoka, n a kdzeg térésmutatoja, Ny
az Avogadro-szdm, | a donor emisszids és az akceptor abszorpciods spektrumanak atfedési

integralja. Az R, értéke EGFP-mCherry esetében 5,4 nm (102).

Mivel a FRET hatasfok a két kolcsonhatd molekula tavolsdganak hatodik hatvanyaval
forditottan aranyos, igy a mddszer ,,molekularis vonalzoként” is hasznalhat6 (103). A FRET

felfedezése oOta szdmos modszer keriilt kidolgozasra, mely alkalmas tobbek kozott fehérjék
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kozotti  asszociacio, membran fluiditds mértékének, molekulak 06sszerendezodésének

vizsgalatara is (104—-106).
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3. CELKITUZESEK

Dolgozatomban elsdsorban az RAR, VDR ¢és RXR magreceptorok dinamikéjanak vizsgalataval

foglalkozom, €16-sejtes kornyezetben, fluoreszcencids vizsgalati modszereket felhasznalva.

Egyre tobb eredmény utal arra, hogy a magreceptorok egymadssal vald kolcsonhatisa és
mobilitasa az eredeti molekularis kapcsold modell altal leirt képnél joval dinamikusabb, melyet

szamos tényez0 befolyasol.
Kisérleteink soran az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

e Mobilitas szempontjabdl homogén-e a sejtmagban talalhaté magreceptor populacid?

e Hogyan valtozik a magreceptorok mobilitasa heterodimerizal6 partner, illetve agonista
ligand hatdsara?

e A mobilitdsban bekdvetkezd valtozas a heterodimerizacio vagy a fokozott DNS kotddés
kovetkezménye?

e Megjelenik-e az RXR kotéséért folytatott versengés a VDR és RAR kozott a kromatin-

kotédés szintjén?

A fenti kérdések megvalaszoldsdhoz elsdsorban konfokalis mikroszkoppal végeztiink
fluoreszcencia korrelacios vizsgalatokat, de 1étrehoztunk egy olyan szelektiv sik-megvilagitast
mikroszkopiara (SPIM) épiild modszert is, mellyel egyszerre vizsgalhato a molekuldk

FRET-FCCS) is.

A jelen disszertacio eredményei a késébbiek folyaman segithetnek a magreceptorok miikodését
befolyasolo terdpias célpontokat talalni, valamint felhivja a figyelmet a magreceptorokat célzé
terapiak esetében a kompeticio fontossagara. Az altalunk kifejlesztett 1j mikroszkopos modszer

mas fehérjék esetében is segithet a molekularis kolcsonhatasok és mobilitas feltérképezésében.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. PLAZMID KONSTRUKTOK

A teljes hosszisagii RARa és RXRa plazmidokat a cDNA Resource Centertdl (Bloomsberg,
PA, USA) vésaroltuk. PCR amplifikaciot kdvetéen a cDNS-t modositott pEGFP-C3 (Clontech
Laboratories, Mountain View, CA, USA) és pmCherry-C3 (Clontech Laboratories, Mountain
View, CA, USA) vektorokba klénoztuk Xhol és HindIIl restrikcios endonukleazok

alkalmazasaval.

A magreceptorok ligand-k6td doménjének szekvenciajat az UniProt adatbazis (107)
segitségével kerestiik meg. Az NR-LBD szekvencidjat PCR amplifikacioval sokszorositottuk,
majd a korabban ismertetett moédon pEGFP-C3 (Clontech Laboratories, Mountain View, CA,
USA) ¢és pmCherry-C3 (Clontech Laboratories, Mountain View, CA, USA) vektorokba

klénoztuk

Korabbi vizsgalataink tapasztalatibol kiindulva a fluoroférok térbeli orientacidjabol adodo
alacsony FRET hatasfok miatt SPIM-FRET-FCCS vizsgéalatokhoz a fenti magreceptor
plazmidokat tigy modositottuk, hogy a fluorofér és a magreceptor kozé egy erdsen flexibilis,
10 aminosavbdl allo, (GGGGS), szekvenciaju “linker”-t illesztettiink. El6szor a (GGGGS)»
szekvenciat (GGGGS)2 BsrGI és Xhol restrikcios endonukledzok felhasznaldsaval a pEGFP-
C3 és pmCherry-C3 vektorokba klonoztuk. Ezt kovetéen a modosiott vektorokba a teljes
hosszusagu receptorok esetében Xhol és Sacll endonukledzokat, LBD-k esetén Xhol és HindIII
endonukleazokat felhasznalva klonoztuk az RAR, RXR, RAR-LBD ¢és RXR-LBD

szekvenciakat.

A fluoroforral fuzionalt magreceptorokat tartalmazd plazmidot DHSa E. coli sejtekbe
transzformaltuk, majd GenElute Plasmid Miniprep/Maxiprep Kit-et (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA) hasznaltunk a plazmidok tisztitdsara. A plazmidok tisztasagat ¢és

ellendriztik.

A konfokalis FCS mérések soran hasznalt EGFP-VDR magreceptor konstruktot mar korabban

l1étrehoztadk munkacsoportunkban (4).

A magreceptorok aranyanak meghatarozasédhoz, valamint FRET és FCCS mérésekben pozitiv

kontrollként hasznalt EGFP-mCherry, valamint EGFP-mRFP1 faziés fehérjéket
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munkacsoportunkban korabbi vizsgalatok sordan mar széles korben alkalmaztuk. A két
fluorofort a CGG GAT CCA CCG GTA ATG szekvencia altal kodolt 6-tagli peptid linker

valasztja el egymastol.

Létrehoztunk egy olyan EGFP-mCherry fuzids plazmidot is, melyben a fluoroférokat egy 30
aminosavbol allo poliprolin lanc valasztja el egymastol, igy a két fehérje ugyan egylitt mozog
pozitiv FCCS amplitudot generalva, de a két fluorofor nagy tavolsdga miatt az EGFP és az

mCherry k6zott nem jon 1étre FRET.

4.2. SEJTTENYESZTES

A mikroszképos vizsgalatok sordn human embrionalis vese karcinoma (HEK293), humén
méhnyakrdk sejteket (HelLa) és humén kolorektalis adenokarcindma (Caco-2) sejteket
hasznaltunk. A sejteket fenolvoros festéket tartalmazo, 10% FBS-el (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), 50 mg/l gentamycinel (KARA, Novo Mesto, Szlovénia) és GlutaMax-al
(Fisher Scientific, Tokid, Japan) kiegészitett DMEM-ben novesztettiik 37°C-os inkubatorban

5% CO»-t tartalmaz6 atmoszféraban. A sejteket hétfo-szerda-pénteki napokon passzaltuk.

48 6réaval a konfokalis mikroszkdpiai méréseket megeldzden a sejteket 8-lyukt ibidi kamrékban
(ibidi, Miinchen, Németorszag) szélesztettiik 15000 sejt/lyuk koncentracidban. A sejteket ezt
kovetéen 300 pl fenolvords-mentes médiumban novesztettikk. 24 oraval a mérések eldtt a
sejtekhez 65 ng magreceptor-plazmidot és 0,3 ng FuGene transzfekcids reagenst (Promega,
Mannheim, Németorszag), valamint 5 ul szérum-mentes DMEM-et tartalmaz6 oldatot adtunk

a gyarto el6irasainak megfelelden.

SPIM-méréseink sordn a sejteket egyedileg elkészitett, elézbéleg 0,01%-os poli-L-lizint (Sigma
Aldrich Saint Louis, MO, USA) tartalmazé oldattal kezelt fed6lemezekre (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) szélesztettiik. Ehhez 48 6raval a mikroszkopos vizsgalatok
elétt 3 db, elézetesen poli-lizinezett feddlemezt tartalmazd, 35 mm-es petri-csészékre 120000
sejet helyeztiink at. Ezt kovetden a sejteket 400 ng plazmidot, 3 pl FuGene-t, valamint 50 pl

szérum-mentes DMEM-et tartalmazo oldattal transzfektaltuk.

Kompeticios vizsgélatainkhoz a korabban munkacsoportunk altal létrehozott, TagBFP-vel
jelolt RXRa-t expresszald HEK293 sejteket hasznaltunk, melyeket a fentebb ismertetett modon

transzfektaltunk tovabbi magreceptorokkal.

A mikroszkopos mérésekre minden esetben a transzfekciot kovetden 24 oraval keriilt sor.
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4.3. KONFOKALIS MIKROSZKOPIA

Konfokalis mikroszkdpiai méréseinket Zeiss LSM880 — AiryScan (Carl Zeiss, Jéna,
Németorszag) konfokalis 1ézer pasztazdé mikroszkdépon végeztiik, 40-szeres nagyitastu, 1,2

numerikus aperturaval rendelkezd vizimmerzids objektivvel.

A képfelvételek 70,85 pumx70,85 pm latomezorél 512x512 pixel felbontdsban 16 bit

mélységben késziiltek.

A gerjesztési és detektalasi hullamhossztartomanyokat az 1. tdblazat tartalmazza.

Fluorofoér Gerjesztés Detektalas
TagBFP 405 nm dioda 1ézer 415-490 nm
EGFP 488 nm Ar-ion lézer 500-534 nm
mCherry 543 nm He-Ne lézer 578-696 nm

1. tabldzat: Konfokdlis mikroszkdpia sordn alkalmazott gerjesztési és detektdildsi hullimhossztartomdnyok.
A fluroférral megjeldlt magreceptorok relativ expresszios szintjét EGFP-mCherry és TagBFP-
EGFP fuzios fehérjék hasznalataval hataroztuk meg. E18sz6r meghataroztuk az EGFP-mCherry
¢s TagBFP-EGFP fehérjék zold/piros €s kék/zold csatorndiban mért fluoreszcencia intenzitas
hattér- és FRET-korrigalt hanyadosat:

_ (2—B)x(1-E)
(I1-B1)

Q (12)

ahol I, az akceptor csatornaban mért fluoreszcencia intenzitas, B, az akceptor csatornaban mért
autofluoreszcencia intenzitds, E a FRET hatasfok, I; a donor csatornaban mért fluoreszcencia

intenzitds B, a donor csatorndban mért autofluoreszcencia intenzitas.

Ezt kovetden a két fluoroforral jelolt magreceptor koncentracidinak hanyadosa a kovetkezo
képlettel meghatarozhat6:

N, _ (I2=B2)x(1-E)
/Nl "~ (I-B)XQ (13)

HEK293 sejtekben az endogén ¢és transzfektalt magreceptorok expresszios szintjének
meghatarozasdhoz Western-blottal kombinalt konfokalis mikroszkopiai méréseket végeztiink.
Ehhez a sejteket a korabban ismertetett médon transzfektaltuk, majd ugyanazon a

sejtpopulacion egyszerre torténtek a Western-blot vizsgalatok ¢és a konfokalis képalkotas. A
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Western-blot vizsgalatokat Dr. Hegediis Eva végezte, mely soran meghatarozta a transzfektalt

¢és endogén magreceptorok aranyét a teljes sejtpopulaciora nézve.

Mivel az FCS vizsgalatok egy meghatarozott, alacsony fluoreszcencia intenzitdsu
sejtpopulacion torténtek, a Western-blot vizsgéalatokkal parhuzamosan nagy latotérben (212 x
212 pum) szamos sejtrol (~150 sejt/minta) vettiink fel konkokalis képeket, majd meghataroztuk
a fluoreszcencia intenzitasokat az egész sejtpopulaciora (a transzfektalatlan sejteket is
beleértve), valamint a tipikusan az FCS-vizsgalatokra hasznalt sejtekre. Ezek ismeretében az

FCS-sel vizsgalt sejtpopulacioban a fluoreszcens ¢és endogén magrecptorok aranya

megbecsiilhetd:
C(NRFP) — III\/I//RBFP (FFCS) (14)
C(NRendog.) Il%indog. (Ftotal)

ahol c(NRpp)/c(NRenqog4.) a transzfektalt és endogén magreceptorok atlagos aranya az FCS-el
vizsgalt sejtekben, [ ,%ip és | ,%Be ndog. & Western-blot-bol Image J programmal meghatarozott

hattérkorrigalt, integralt biolumineszcencia intenzitds a floreszcensen jelolt és endogén
magreceptorok esetében, (Frcs) az FCS vizsgalathoz felhasznalt sejtek atlagos fluoreszcencia
intenzitasa, (F;,:q;) pedig a latotérben lathatd Osszes sejt atlagos fluoreszcencia intenzitasa a

konfokalis képek alapjan.
4.4. PONT FCS MERESEK

FCS mérések soran a vizsgalni kivant sejtrél eldszor konfokalis képet vettiink fel a kordbban
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 l1ézerrel
tortént. Az objektivnél észlelhetd 1ézerintenzitast minden mérési nap elején 1.7 uW-ra allitottuk
be. Ezt kdvetden a kivalasztott pontokban 10x8 masodpercen keresztiil mértiik a fluoreszcencia
intenzitast, amibodl a mikroszkoép Zen szoftvere kiszamitotta az autokorrelacios fliggvényeket.

A mérések minden esetben szobahdémérsékleten torténtek (22.5°C).

Az autokorrelacios fliggvények kiértékeléséhez a QuickFit3 szoftvert hasznaltuk (108). E16szor
az 0sszes autokorrelacios gorbe atvizsgalasra kertilt. A sejtek mozgasabol, nagy aggregatumok
altal generalt fluoreszcencia fluktudciokbol ad6do miitermékeket tartalmazéd gorbéket kizartuk
a kiértékelésbdl. Az egy mérésbdl szarmazd, fennmaradd gorbéket atlagoltuk, majd a
keletkezett korrelacios fliggvényt szorasokkal sulyozva kiillonb6z6 modellekkel illesztettiik a

legkisebb négyzetek modszere szerint, szimulalt lagyitas (simulated annealing) algoritmus
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segitségével. A modellfiiggvény, mely a diffizi6 mellett triplet és blinking komponenst is

tartalmaz, a kovetkezd képlettel irhato le:

_T -
/Ttr+<bce “frec

1-T—d+T
G(r) = 1e—T—d>C Gaifr(T) (15)
ahol
normal _ 1 z - T \7V? * i v M2
Gairy (D = 3 [pl (1+5) (+5) " +e(14+5) (1+5) (16)
és

aar = 2o (1 () (0 ()™ w1+ () (0 ) o
ahol G (1) G(7) az autokorrelacios fiiggvény értéke, N a fluoreszkaldé molekulak atlagos szama
a mérési térfogatban, S az ellipszoid alak detektalasi térfogat axialis és lateralis sugaranak
aranya, T a triplet allapotban 1évé molekulahdnyad, 7 a késleltetési idd, 4, a triplet allapot
korrelacios ideje (3 ps-ra fixalva) (109), @, a protonalt, sétét allapotban 1évd molekulahdnyad,
T. a protonaciod korrelacios ideje (320 ps-ra fixalva) (110), p; és p, a gyors és a lassu diffuzios
komponens hanyada, 7; és 1, pedig a komponensek diffuzios ideje. A receptorok diffuzios
allanddja (D) forditottan aranyos a diffuzids idejiikkel, és meghatarozhato ismert diffuzios
allandoju sztenderd (Alexa 488 festékoldat) diffuzios idejével torténd dsszevetéssel:

2

— Yxy
D=7 (18)
Wyy = [4DTp = /4 X 414pm?/s X 1) (19)

ahol D; a kalkulalt diffuzios allando, wy,, a detektalasi térfogat lateralis sz€élessége, 7; a
magreceptorok diffuzios ideje, D az Alexa 488 festék irodalombdl ismert (111) diffuzios
allanddja, tp az Alexa 488 festékoldat diffuzios ideje a mérésekhez hasznalt konfiguracidban

mérve.
4.5. SPIM MIKROSZKOPIA

SPIM mikroszkopiai méréseinkhez egy egyedileg Osszeallitott mikroszkopot hasznaltunk.
Specialis kialakitdsu mintatartoban a mar korabban ismertetett targylemezekre kirakott sejteket
az objektiv sikjahoz képest kb. 45 fokkal elforditottuk. A mintatartot DMEM médiummal
toltottilk meg. A mintakat 488 nm-es €s 561 nm-es szilardtest 1ézerrel (MLD 488-60 and Jive
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25, both Cobolt SE, Solna, Sweden) gerjesztettiik, a fokusztérfogatban sikkal kozelithetd
gerjesztési nyalabot cilinderes lencsékkel és egy objektivvel hoztuk létre (LJ1629RM-A,
Thorlabs, Newton, NJ, Plan Fluor 10%/0.3, Nikon). Az optikai szeletek 1,28 pm és 1,35 um
vastagsaguak voltak 488 nm-es €s 561 nm-es megvilagitas esetében. Az objektivnél mért

1ézerintenzitasok 910 és 4750 pW-nak adédtak.

(A) Optical Setup mmm Andor iXon X3 860
; EMCCD camera
. . emision filter ; \ = i
) ) mirrors for ty h  § ; o
© & © alignment %
E E dichroic splitter v-, : é
o © | Y_ P
X @ adjustable slit — PN
beain expanders A N tiibis l6iE
. Y
3 | X
8 _ detection
E “ objective
E = 60x NA1.0
o G, | | :
(G0
a N
=l =% ...
e top view | [ \ chamber

gimbal-mounted mirror

(move ”ght sheet) LED transmission
z l KHI/\ ﬁ r illumination
snde view
relay telescope cylindrical lens  projection objective

15. dabra Szelektiv sik-megvilagitisu mikroszkop sematikus képe. (Krieger JW, Singh AP, Bag N, Garbe CS, Saunders TE,
Langowski J, Wohland T. Imaging fluorescence (cross-) correlation spectroscopy in live cells and organisms. Nat Protoc.
2015 Dec;10(12):1948-74. doi: 10.1038/nprot.2015.100. Epub 2015 Nov 5. PMID: 26540588. alapjan)

A fluoroférok altal kibocsajtott fluoreszcens fotonokat a gerjesztésre merdlegesen, 60x-0s
nagyitasu vizimmerzids objektivvel gytijtottikk 6ssze (CFI Apo-W NIR 60x/1.0W, Nikon,
Tokio, Japan). A fluoreszcens fotonokat spektralisan kettéosztottuk (500-550 nm, >593 nm)
egy DualView nyaldbosztoval (Optical Insights, LLC, USA), majd a z6ld és voros fotonokbol
alkotott képeket egyazon EMCCD kameraval (iXon X3 860 EMCCD camera, Andor
Technology) rogzitettiik egymas mellett a fényérzékeny chip két térfelén 530 ps-os
mintavételezéssel, 51 um x 8§ um (128 x 20 pixel) méretben (/5. dbra).

A FRET ¢és FCCS mérések ugyanabban a sikban torténtek, a kiértékelés mindig pixelenként
tortént. FRET mérésekhez olyan elénézeti képeket hasznaltunk, melyeket az FCCS mérés el6tt
kozvetleniil vettiink fel, és a beallitasokat (200 miliszekundumos expozicios id6, 50x EM gain)

a FRET méréshez optimalizaltuk. Ezt kovetden két 1ézerrel torténd folyamatos gerjesztés
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mellett FCCS képeket vettiink fel, mely sordn minden egyes pixelre zdld- és piros

autokorrelacids és keresztkorrelacios gorbe kertilt kiszamitéasra (/6. dbra).

Z0ld csatorna

16. abra SPIM-FRET-FCCS vizsgalatok sordn z0ld és voros csatorndban felvett reprezentativ mikroszkopos képek. (a
képek mérete: 51 um x 8 um)

4.6. ALTERNALO GERJESZTES (ALEX)

A fentebb ismertetett modszer hatranya, hogy az elénézeti képekbdl szamitott FRET hatasfokot,
valamint az FCCS amplitadot kiilonb6z6é idopontban, kiilonbozé képekbdl szamitjuk ki. A
sejtek mozgasabol, vagy a fotoelhalvanyodasbdl szdrmazo intenzitas kiillonbségek miatt a két
mérés kozvetleniil nem 6sszehasonlithatd. Rdadasul az FCCS mérésekor alkalmazott kétlézeres
folyamatos gerjesztés soran szdmolnunk kell a csatornak kozotti atvilagitassal és a fokozott

fotoelhalvanyitéssal is.

Hogy ezeket a mitermékeket elkeriiljiik, SPIM mikroszképiai méréseink sordn alternaléd
gerjesztést (ALEX) vezettiink be. ALEX soran id6ben kiilonvalasztjuk a két 1ézerrel torténd
gerjesztést, 488 nm-es gerjesztés soran donor- €s transzfer képet (500-550 nm, illetve >593 nm
detektalas), 561 nm-es gerjesztés soran akceptor képet (>593 nm detektalds) kapunk, melyet
FRET vizsgélatainkhoz hasznaltunk. Az egymast kdvetden felvett donor- és az akceptor képek

korrelaltatasaval FCCS vizsgalatokra nyilt lehetdségiink. A fenti médszerrel a FRET és FCCS
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vizsgélataink egy idOben, ugyanazon fluoreszcens fotonok felhasznaldsaval torténnek, igy

kozvetleniil 6sszehasonlithatdak (7. abra).

A Hattér Eléi[\ézeti FCCS képek Uténézeti
20(')“:'::'( 0.53ms Ho0toakep) R
b A
2 i &
= =
/7 >
2 488nm BN n
« I .
% LED
B
Hattér El6nézeti FCCS és FRET ALEX képek Uténézeti
képek (50 000 z6ld csatorna kép + 50 000 piros csatorna kép) képek
200 ms
—t—
: : |I|I||I|IIIII|I|||||II||II|||IIII
g ER TR ERERTLR e
/7 >
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% se1om W U e e et e e e eerreee ety
% LED

17. abra SPIM-FRET-FCCS workflow folyamatos gerjesztés (A) és ALEX (B) haszndlataval. El6sz6r mindkét modszer
esetében gerjesztés nélkiil képek késziiltek, ezeket a hattér-korrekciohoz hasznaltuk fel. Ezt kévetden elénézeti képeket vettiink
fel, melyek alkalmasak FRET szamitasra. Folyamatos gerjesztés (A) soran 100000 képet vettiink fel, mely soran a mintat
mindkét lézerrel gerjesztettiik, ezaltal FRET vizsgalatokra ez a képsorozat alkalmatlan volt. ALEX gerjesztés soran kiilon
vettiik fel 530 ns kiilonbséggel a donor, akceptor és transzfer képeket melyek alkalmasak FRET és FCCS vizsgalatokra is. A
mintavételezés végén utonézeti képek késziiltek, melyekbdl a fluoroforok kiégésének mértékét hataroztuk meg.
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4.7. IMAGING FCCS MERESEK KIERTEKELESE

A SPIM-FCCS mérések kiértékelése is a QuickFit 3 programmal tortént. E16szor a felvett képek
hattér- és kiégés korrekcion mentek keresztiil, majd a mozgasi miitermékes sejteket kizartuk az
analizisbOl. Ezt kovetden a pixelenkénti idében fluktuald fluoreszcencia intenzitasokbol
minden egyes pixelre kiszamitottuk a zold és vords jel autokorrelacios (ACFO, ACF1), illetve
a két jel kereszkorrelacios (CCF) fiiggvényét. Szemellendrzéssel €s intenzitds alapt kapuzassal
kivalasztottuk a sejtek megfeleld intenzitasu pixeleit, majd azokat a sejten beliili pixeleket,

melyek miitermékre utald korrelacids gorbékkel rendelkeztek, kizartuk az analizisbol.

A pixelenkénti korrelacios fliggvény g, ,(7) vy csatorndra €s y komponensre a kovetkezd

képlettel fejezhetd ki:
Iya(®) = e gy (D) Gy (D) (20)
124 (Ny) aatwym JXV¥x zy.x
ahol
2
2 /4-D T+a)x
Ixyyx(T) =12a-erf 2 P [exp( ) - 1] (21)
\/4Dxr+w,26y'y 4DXT+("ny
és
4D, T 1/2
gora@® = (1+55) (22)

ahol a a kamera effektiv pixelmérete, <N > az atlagos molekulaszam a V,; detektalasi
terfogatban, wy,, ., w,,, a pixelek PSF értékei a laterdlis €s axialis irdnyban, a D a diffuzids

koefficiens.
AV,rr akovetkezd képlettel definialhato:
Vi-a?-wzy

[rlegs) sl )

A Wyyy, Wy, ertékeket minden mérési nap elején meghataroztuk 100 nm-es Tetraspeck

gyongyoket (Invitrogen, Waltham, MA, USA) és a Quickfit 3 beépitett moduljat hasznalva.
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A komplexben egyiitt mozgd, zold ¢és vords fluoreszcens fehérjét is tartalmazéd
molekulahdnyadot mindegy egyes pixelre a keresztkorrelacios és autokorrelacidos gorbék
minimumaban mért amplitadok ardnyaval becsiiltiik meg:

CCF (Tmin)

7"CCF = min(ACFO(Tmin)‘ACFl(Tmin))

24)

Az rCCF értékének pontosabb meghatarozéasa érdekében az ALEX mérések soran az auto- és
keresztkorrelacios fliggvények elsé 8, mig a folyamatos gerjesztéssel mért adatok elsé 16

adatpontjat atlagoltuk.
4.8. SPIM-FRET MERESEK KIERTEKELESE
A SPIM-FRET méréseket kétféleképpen értékeltiik ki:

1. Az FCCS mérések eldtt elonézeti képeket vettlink fel a donor, transzfer és akceptor
csatorndkban 200 milliszekundumos expoziciés iddvel, 50x EM gaint alkalmazva, 488
nm-es, majd 561 nm-es gerjesztést kovetden (/8. dabra).

2. Az ALEX gerjesztés soran minden egyes pixelrdl 1000 iddpillanatban felvett képek
intenzitasat pixelenként 6sszeadtuk, majd ezt a képet hasznaltunk a tovabbi kiértékelés
soran. Ebben az esetben 530 mikroszekundumos expozicids iddt alkalmaztunk 50x EM

gain mellett.

A képek kiértékeléséhez egyedileg megirt Matlab (Mathworks, Natick, MA) scriptet
hasznaltunk, mellyel meghataroztuk az atlagos hattérintenzitést, az atvilagitasi faktorokat és az

a faktort. A képeket 3 csatornara osztottuk fel:

e Donor csatorna (I1): 488 nm-es gerjesztés soran a zold csatorndban detektalt

fluoreszcencia intenzitas

e Transzfer csatorna (I2): 488 nm-es gerjesztés soran a vords csatornaban detektalt

fluoreszcencia intenzitas

e Akceptor csatorna (I2): 561 nm-es gerjesztés sordn a vords csatornaban detektalt

fluoreszcencia intenzitas
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32x32 EMCCD FCS correlation curves
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18. abra SPIM-FRET-FCCS madszerrel a sejt egy sikjanak minden pixelében mérheté FRET és FCCS (Krieger JW, Singh
AP, Bag N, Garbe CS, Saunders TE, Langowski J, Wohland T. Imaging fluorescence (cross-) correlation spectroscopy in live
cells and organisms. Nat Protoc. 2015 Dec;10(12):1948-74. doi: 10.1038/nprot.2015.100. Epub 2015 Nov 5. PMID:
26540588. alapjan)

Az egyes csatornak fluoreszcencia intenzitas értékei a kovetkezé modon irhatoak fel:

1,(488,,,500 — 5504,;) = Ip(1 — E) (25)
1,(488,.,,> 593,4.:) = Ip(1 — E)S; + 1S, + [pEa (26)
I5(561,y,> 5934.) = I, (27)

ahol I, a donor csatornaban mért fluoreszcencia intenzitas elméleti értéke a donor csatornaban
abban az esetben, ha nincs FRET, /, az akceptor intenzitasa az akceptor csatornaban, £ a FRET

hatasfok, S;¢és S, a spektralis atvilagitasi faktorok.

Az atlagos autofluoreszcencia intenzitdsokat nem transzfektalt HeLa sejtekben mértiik, az /-3
értékeket ezeket felhasznélva korrigéltuk. A sejten kiviil esé pixelek, valamint a sejtben mért

kiugréan magas és alacsony intenzitast pixelek nem keriiltek kiértékelésre

A spektralis atvilagitasi faktorokat csak EGFP-t, vagy csak mCherry-t kifejezd sejteken

hataroztuk meg a kdvetkez6 modon:
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S, == (28)
Iy
I3

5, =% 29)

Az a faktor adott szamu gerjesztett mCherry altal kibocsajtott, transzfer csatorndban mért
fluoreszcencia intenzitas €s ugyanannyi gerjesztett EGFP altal kibocséjtott, donor csatornaban
mért fluoreszcencia intenzitas aranya, melyet EGFP-mCherry fuzios protein vizsgalata soran
hatdroztunk meg (112). Ez a fehérje a két fluorofort 1:1 ardnyban tartalmazza. Az o faktor

elméleti értéke a fuzios fehérjével mért intenzitasokkal kifejezve:

D
o =42 (30)
Ip €igg
ahol esg/c4 az EGFP és az mCherry extinkcios koefficiensének aranya 488 nm-es gerjesztés

mellett.

Mivel Ip és 14 nem ismert, az a a gyakorlatban a kovetkez6 mdodon szamithat6 a fzids fehérje

intenzitasainak segitségével (112):

sD
1151+ 1+388 135, -1,
&
a= 488 (31)

Iy

A FRET hatasfokot minden pixelre a kovetkez6 képlettel hataroztuk meg:

_ L-115-135,
Iy+11(a=S1)~I3S;

(32)
4.9. LIGANDKEZELES

Ligandkezeléshez a magreceptorok szintetikus ligandjait hasznaltuk, AM580-at (BioVision
Inc., Milpitas, CA, USA) az RAR, LG268-at (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Németorszag) az
RXR és kalcitriolt (BioVision Inc., Milpitas, CA, USA)) a VDR aktivalasahoz (/9. dbra).
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OH

O
AMS580 LG268 kalcitriol

19. dbra A vizsgadlataink sordan hasznalt ligandok szerkezete. AM580: az RAR szintetikus ligandja, LG268: az RXR
szintetikus ligandja, kalcitriol: a VDR természetes ligandja

A torzsoldatokat DMSO-ban oldottuk fel. Ezt kovetoen kis kiszerelésti oldatokat készitettiink,
melyek 50-50%-ban etanolt ¢s DMSO-t tartalmaztak, ezeket -20°C-on taroltuk, kiolvasztast
kovetden a maradék oldatokat mar nem hasznaltuk tovabbi kisérlethez. A ligandkezelés soran
a ligandokat 100 nM koncentracioban adtuk a sejtekhez, a méréseket 20 perc inkubaciot
kovetden végeztiik. A sejteket a ligandkezelést kovetden maximum 1 6ran keresztiil vizsgaltuk,

ezt kdvetden 1) mintdn ujabb ligandkezelést végeztiink.
4.10. STATISZTIKAI MODSZEREK

Statisztikai szamitasainkat GraphPad Prism (version 8.0.0 for Windows, GraphPad Software,
San Diego, California USA, www.graphpad.com) szoftverrel végeztiik. Az FCS soran hasznalt
modellek (egykomponensii normal diffuziés modell, kétkomponensii normal difftiziés modell,
egykomponensii anomalis diffuziés modell, kétkomponensii anomalis diffuzios modell)
dsszehasonlitasahoz elészor az illesztés y° értékeit szamitottuk ki, meghatdroztuk a modellek
Akaike informaciés kritériumat (113), majd a modelleket F-teszttel hasonlitottuk 6ssze webes
applikécio hasznalataval (GraphPad QuickCalcs Website). Ennek alapjan a teljes hosszasagu
magreceptorok ACF-jeinek illesztésére a kétkomponensii szabad diffizids, mig a DNS-koto
képességgel nem rendelkezd ligandk6td domének esetében az egykomponensii szabad diffuzios

modellt talaltuk legalkalmasabbnak.
A p2 és CCF értékeit Student-féle egymintas t-probaval hasonlitottuk 6ssze.

A diffazios idok ¢és diffuzios koefficiensek Osszehasonlitdsdhoz elébb az értékeket a
komponenseik aranyaban sulyoztuk, majd eloszlasukat F-teszttel hasonlitottuk Ossze. Az

Osszehasonlitashoz egyedileg irt C++ programot hasznaltunk.
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SPIM méréseink soran a E és az rCCF értékek kozott Pearson-féle korrelacids koefficienst sajat
Matlab szkripttel szamoltuk ki. Eldszor a FRET képek kiértékelése soran hasznalt maszkot
QuickFit3 kompatibilis formaban exportaltuk, igy ugyanazok a pixelek kertiltek kiértékelésre a
FRET ¢és FCCS képeken. A Pearson-féle korrelacidos koefficiens a kovetkezd modon

szamolhato:

C(E,7CCF) = ﬁzlz’v:l (Ei—#E) (rCCFL’_HrCCF) (33)

OF OrCCF

ahol u és g az E és rCCF értékek atlaga €s szorasa, i a vizsgalt pixel azonositoja.

A box-plotok abrazoldsa soran a box-ok a 25., 50. és 75. percentilis értékeket, mig a vonalak a

10. és 90. percentilist jelolik. Az atlagot a + jellel abrazoltuk.
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5. EREDMENYEK

5.1. FLUORESZCENSEN JELOLT MAGRECEPTOROK ELOSZLASANAK ES DIFFUZIOS

PARAMETEREINEK MEGHATAROZASA HEK293 SEJTEKBEN

Az RAR sejten beliili eloszlasanak és diffuzids paramétereinek vizsgalatahoz HEK293 sejteket
EGFP-vel jelolt RAR magreceptorokkal transzfektaltunk. A Human Protein Atlas (114) adatai
szerint HEK293 sejtben az altalunk vizsgalat magreceptorok relativ expresszids szintje igen

alacsony, ezaltal kivalo modellként szolgalt vizsgalatainkhoz.

Mikroszkopos vizsgalataink kimutattdk, hogy az RAR ligand hidnyéban féként a sejtmagban
helyezkedik el (20. abra).

EGFP-RAR mCherry-RXR

20. abra HEK293 sejtek EGFP-RAR-rel és mCherry RXR-rel traszfektalva. Reprezentativ hamis-szinezésti konfokalis képek
(a képek mérete 71x71 pm)

A sejtmagban elhelyezked6 magreceptorok szabadon diffunddlhatnak, tranziensen vagy
stabilan kotddhetnek a kromatinhoz. Ezeknek a mozgéasoknak a dinamikajat a fluoreszcencia
1d6 szerinti autokorrelacids fiiggvénye fejezi ki. Az autokorrelacios fliggvényt a Mddszerek
fejezetben bemutatott egy- vagy kétkomponensii, normal- €s anomalis diffiziés modellekkel
illesztettiik (27. dbra). EGFP-RAR esetében az egykomponensii modellfiiggvény nem
illeszkedett megfeleléen a mért ACF-re. Kétkomponensit modellekkel a fiiggvény jol
illeszthetd volt, a 2-komponensli anomalis diffiziés modell a 2-komponensii normal difftzids
modellhez képest viszont szignifikdnsan nem adott jobb illesztést. A kiilonb6zé modellekkel
tortént illesztéseket ,,goodness of fit” analizisnek is aldvetettilk, eredményeinket az 2.

tablazatban részleteztiik.
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Eredményeink alapjan teljes hossziisdgih magreceptorok esetében a tovabbiakban a 2-

komponensii normal diffuziés modellt alkalmaztuk (21/C dbra).
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21. dabra: Kiilonbéozo modellfiigvények alapjan végzett illesztések EGFP-RAR esetében. A: [-komponensii normal diffiizios
modell, B: 1-komponensii anomalis diffiizios modell, C: 2-komponensii normal diffiizios modell, D: 2-komponensii anomalis
diffuzios modell.

Munkacsoportunkban zajlo korabbi vizsgalatok soran (3) megbecsiilték a két diffundalo
magreceptor populacio latszélagos moltomegét a monomer EGFP-hez viszonyitva. A gyors
komponens latszolagos moltomege az EGFP-RAR moltomeg 5-10-szeresének adodott, mely
nagy valdszintiséggel a szabadon diffundald, kisméretii komplexben eléforduld, valamint a
kromatinhoz tranziensen kot6dé magreceptorokat reprezentalja. Ez a populacié révid ideig

kotédik a kromatinhoz, atlagos diffuzios idejiik (a konfokalis térfogatban eltoltott idejiik) 2 ms.

Ez felelhet meg a kromatint pasztaz6 egydimenzids mozgéasnak.
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Ezzel szemben a lassi komponens latszolagos moltémege az EGFP-RAR moltdmegének 10°-
szorosa, atlagos diffuzids ideje 50 ms. A lassu populécioba tartozd magreceptorok hosszabb

ideig kotddnek a kromatinhoz, feltehetden specifikus modon a valaszad6 elemekhez.

Kutatocsoportunkban kordbban EGFP-RAR-rel végzett FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching) vizsgalatok kimutattdk (115), hogy kiégetést kovetden 40 masodpercig
vizsgalva, ligand hidnyaban ¢€s ligand jelenlétében sem mérhetd szamottevé immobilis frakcio,
amely arra utal, hogy az RAR nem kotddik tartdsan a kromatinhoz, még a lasstt komponens

kotddése is tranziens, mar ezen a néhanyszor 10 s-os idéskalan is.

Sample name Ligand One component, | One component, | Two component, | Two component,
normal anomalous normal anomalous

RAR 49.92 16.84 15.18 13.03

RAR +AMS580 21.65 17.50 13.90 12.22
RAR+RXR 67.98 18.15 17.57 17.76
RAR+RXR +AM580 47.53 20.33 12.65 11.69
RAR+RXR-LBD 59.24 16.75 14.63 13.61
RAR+RXR-LBD +AM580 61.65 16.92 13.78 12.01
VDR 41.58 14.29 14.88 12.78

VDR +Calcitriol 4417 15.42 14.09 11.91
VDR+RXR 43.98 13.75 13.21 10.71
VDR+RXR +Calcitriol 47.71 18.50 15.02 12.71
RAR+RXR+VDR 62.07 20.48 14.38 11.87
RAR+RXR+VDR +AM580 68.63 19.85 14.60 13.32
RAR+RXR+VDR +Calcitriol 51.83 16.89 14.05 12.20
RAR+RXR+VDR +LG268 51.51 24.94 14.92 12.77

+AMS580
RAR+RXR+VDR +LG268 41.84 19.93 16.15 14.14
RAR+RXR+VDR +E)I;\CI502it6r§)I 53.64 21.63 13.19 13.15
RAR+RXR+VDR +EA;I\I§$ i?)l 58.58 20.72 14.92 13.06
VDR+RXR+RAR 49.76 17.87 14.10 12.37
VDR+RXR+RAR +AMS580 42.18 16.00 13.75 12.21
VDR+RXR+RAR +Calcitriol 62.88 19.65 15.64 13.30
VDR+RXR+RAR +LG268 45.59 16.24 15.61 13.53
+AMS580

VDR+RXR+RAR +LG268 43.22 16.78 13.54 12.51
VDR+RXR+RAR +JE)I;C|502|$ i)l 54.97 18.38 17.06 14.93
VDR+RXR+RAR ++CA;I\I/(I:€i)tE:g)I 52.10 20.61 15.94 13.24

2. tablazat: x’ (,goodness of fit”) értékek kiilonbozd illesztési modellek alkalmazdsaval az atalunk mért mintik esetében
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5.2. AGONISTA KEZELES, VAGY KO-EXPRESSZALT HETERODIMERIZALO PARTNER

FOKOZZA AZ RAR KROMATIN KOTESET

Az RAR diffaziés paramétereinek vizsgalatahoz HEK293 sejtekbe EGFP-vel megjelolt RAR
¢s mCherry-vel jelolt RXR magreceptorokat transzfektaltunk, majd a sejteket az RAR
szintetikus ligandjaval, AM580-al kezeltilk. Agonista ligand és heterodimerizalé partner
hianyaban az EGFP-RAR lassu populacidjanak (p2) ardnya, kb. 22%-nak adddott, ez az arany
munkacsoportunk korabbi méréseivel megegyezik (3). Amennyiben a sejteket 107 M
koncentracioja AMS580 liganddal kezeltiik, a lassti populécié aranya 34%-ra novekedett, mig a
lassu populacioé diffizios allandoja (D2) csokkent, mely a kromatinhoz torténd erdsebb kotddés,
a kromatinhoz kotott allapot meghosszabbodasanak kovetkezménye lehet (22., 23. dbra).
Fentiekb6l arra kovetkeztethetiink, hogy az RAR ligandkétése Onmagaban olyan

konformacidvaltozast idéz eld, mely fokozza annak kromatinkotd képességét.

A B
1 ns 1
06y i L 1,0 — RAR 6nmagaban
I = = +AM580
= +RXR

= = +RXR+AM580

vagy ennek ligand-kétd doménjével kotranszfektaltuk.. A box-ok a 25. és 75., mig a whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket
jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta medianjat, mig a kereszt a minta atlagat adja meg. A p2 értékeit kétmintas
t-probaval hasonlitottuk dssze. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns, nem szignifikans.
A mérések 40, 37, 30, 25, 25, 26 sejten torténtek az RAR, +AM580, +RXR, +RXR+AMS580, +RXR-LBD, +RXR-LBD+AM580
esetében.

Amennyiben az EGFP-RAR mellé mCherry-RXR-t transzfektaltunk, az RAR lassu
komponensének ardnya még nagyobb mértékben emelkedett, mig a lasst populacio diffuzios
allanddja jelentdsen csokkent (22., 23. dbra), ez a fokozott heterodimerizaciora, valamint
fokozott kromatinkotésre utal. Western-blot vizsgalataink alapjan a transzfektalt RXR
mennyisége kortlbeliil 1,2-szerese volt az endogén RXR mennyiségének. AMS80

ligandkezelés additiv médon novelte a lassu populacié aranyat.
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A gyors populacio — mely a szabadon diffundalo, illetve kromatinhoz kevésbé kotodo
magreceptorokat reprezentélja - diffuzids allanddja (D) érdemben nem valtozott ligandkezelés

vagy agonista ligand hozzdaddsanak hatasara.

Az RAR dinamkéjaban bekovetkezd valtozasokat a 22/B. abra foglalja 6ssze: a lassu populacid
diffuziés ideje ligandkezelés és heterodimerizald partner hatdsdra megnyult, mig aranya

novekedett (ezt a gorbe alatti teriilet irja le).

A Gyors populacio B Lassu populacio
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23. abra EGFP-RAR gyors (A) és lassu populdciojanak (B), ezek aranydval sulyozott dtlagos diffuizios dllandoi box-and-

e

hosszusagu mCherry-RXR-rel (+RXR), vagy ennek ligand-koto doménjével kotranszfektaltuk. A box-ok a 25. és 75., mig a
whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta medianjat, mig a kereszt a minta
atlagat adja meg. A diffuizios idoket F-probaval hasonlitottuk dssze. *, p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001, ns, nem
szignifikans. A mérések 40, 37, 30, 25, 25, 26 sejten torténtek az RAR, +AM580, +RXR, +RXR+AMS580, +RXR-LBD, +RXR-
LBD+AMS580 esetében.

Az RXR éltal indukalt fokozott kromatin k6tédés mechanizmusdnak megértéséhez az EGFP-
RAR mellé mCherry-vel jelolt RXR ligandk6té doméneket (RXR-LBD) transzfektaltunk. Az
RXR-LBD képes RAR-rel heterodimerizalodni, DNS-k6t6 domén hijan viszont énmagaban
nem képes kromatinhoz kotddni. A teljes hosszusdgli RXR-rel ellentétben az RXR-LBD
kotranszfekcidja nem novelte a lassu populacié aranyat; AMS80 hozzéadasa is csak minimalis
valtozast idézett eld (22. dbra). Ebbdl kovetkezik, hogy az RAR RXR-rel torténd dimerizacioja
csak akkor fokozza a komplex kromatinkotését, ha az RXR is rendelkezik DNS-kotod

képességgel.

Mivel a magreceptorok kifejezddése nem egyforma kiilonb6zé szovetekben, vizsgalatainkat
HeLa sejtekben is elvégeztiik. A Human Protein Atlas (114) adatai szerint az endogén

RAR/RXR ¢s VDR/RXR aranya 4-5-szor alacsonyabb mint HEK293 esetében. Ennek ellenére
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HeLa sejtekben is hasonlo tendenciat tapasztaltunk: ligandkezelés és a heterodimerizalo6 partner
ko-transzfekcidja emelte a lassu popoulacid aranyat (24. abra)
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24. abra EGFP-RAR lassu populdciéjanak aranya HEK293 és HeLa sejteken vizsgdlva heterodimerizalo partner (+RXR)
és agonsita ligand (+AMS580) hozzaadasat kévetéen. A box-ok a 25. és 75., mig a whisker-ek a 10. és 90. percentileket jelolik.
A box-ban lathato vizszintes vonal a minta medianjat, mig a kereszt a minta dtlagadt adja meg A p2 értékeit kétmintas t-
probaval hasonlitottuk dssze. *** p<0,001

A molekularis fényesség (F/N) a komplexben egylitt mozgd fluoroférok szamaval egyenesen
aranyos, magas értéke aggregaciora utalhat. Az egyes mintak molekularis fényességét vizsgalva
azt tapasztaltuk, hogy RXR ko-transzfekcio ¢s ligandkezelés hatasara sem ndvekedett az EGFP-
RAR molekularis fényessége (25. abra), eziltal a komplexben egyiitt diffunddlo RAR

molekulak szama.

Az EGFP-RAR F/N értéke a monomer EGFP-hez képest alacsonyabbnak addédott, ami nagy
valdsziniiséggel annak kdszonhetd, hogy az EGFP-RAR-ben talalhato linker peptid, az RAR
vagy az EGFP-RAR-rel kolcsonhaté egyéb fehérjék csokkentik az EGFP-RAR

kvantumbhatasfokat.
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25. abra EGFP-RAR molekularis fényességének értékei kiilonbozd kezeléseket kivetden. Az elsé két oszlopban a monomer
és dimer EGFP fényessége is feltiintetésre keriilt. Az F/N értékeit kétmintas t-probaval hasonlitottuk dssze. *** p<0,001. A
mérések 72, 65, 40, 37, 30, 25, 25, 26 sejten torténtek az IxXEGFP, 2xEGFP, RAR, +AM580, +RXR, +RXR+AMS580, +RXR-

LBD, +RXR-LBD+AM580 esetében.

5.3. A VDR MOBILITASA CSAK HETERODIMERIZALO PARTNER ES AGONISTA

LIGAND EGYUTTES JELENLETE ESETEN CSOKKEN

Agonista ligand hidnyaban - az EGFP-RAR-rel ellentétben - az EGFP-VDR a sejten beliil
homogén eloszlast mutat. mCherry-RXR ko-transzfeckiot kovetden, illetve kalcitriol kezelés
hatdsira az EGFP-VDR a sejtmagba vandorol (26. dabra), ahogy ezt kordbban
munkacsoportunk, illetve egyéb kutatocsoportok is kimutattak (4,116,117).
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26. abra HEK293 sejtek EGFP-VDR-rel és mCherry RXR-rel traszfektdilva. Reprezentativ hamis-szinezésii konfokalis képek
(a képek mérete 71x71 um). Kalcitriol és RXR kotranszfekcié hatasdara a VDR a sejtmagban halmozodik fel. A box-ok a 25. és
75., mig a whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta medianjat, mig a kereszt
a minta datlagat adja meg. Az aranyokat t-probaval hasonlitottuk ossze. *, p <0,05; *** p <0,001; ns, nem szignifikans. A
meérések 49, 39, 46, 40 sejten torténtek a VDR, +CALC, +RXR, +RXR+CALC esetében.
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Az EGFP-RAR-rel ellentétben az EGFP-VDR lasst populaciojanak aranya igen alacsony volt,
tehat a VDR affinitasa a kromatinhoz joval kisebb, mint az RAR esetében. Ligandkezelés vagy
mCherry-RXR kotraszfekci6 hatasara a lassu populacio aranya csak kismértékben nétt, a lasst

populécio diffuzios allanddja nem valtozott.

Agonista ligand és mCherry-RXR ko-transzfekcid egylittes hatdsara a lassu populacié aranya
csaknem kétszeresére noétt, mig a diffuzios allandé csokkent (27, 28. dabra), ami a

kromatinkotés megnovekedett idétartamara utal.
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27. abra EGFP-VDR lassu populdcidjanak ardnya (pz) box-and-whiskers plot-on dbrdzolva. A sejteket 100 nM

box-ok a 25. és 75., mig a whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta
medianjat, mig a kereszt a minta atlagat adja meg. A pa értékeit kétmintas t-probaval hasonlitottuk 6ssze. *, p<0,05; ***
p<0,001. A mérések 49, 39, 46, 40 sejten torténtek a VDR, +CALC, +RXR, +RXR+CALC esetében.
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RXR-rel (+RXR), vagy ennek ligand-kété doménjével kotranszfektaltuk. A box-ok a 25. és 75., mig a whisker-ek a 10. és 90.
percentiliseket jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta medianjat, mig a kereszt a minta atlagat adja meg. A
diffuzios iddket F-probaval hasonlitottuk dssze. *, p<0,05; *** p<0,001; ns, nem szignifikdns. A mérések 49, 39, 46, 40

sejten torténtek a VDR, +CALC, +RXR, +RXR+CALC esetében.
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Hasonl6 eredményeket kaptunk, amennyiben az EGFP-VDR-t Caco-2 kolorectalis karcindéma
sejtvonalba transzfektalva vizsgéltuk, melyek a bél mukoza sejtekhez hasonléan D-vitamin
hatdséra részt vesznek a kalcium transzportjaban. A Human Protein Atlas adatai alapjan az
endogén VDR ¢és RXR expresszioja a Caco-2 sejtekben magasabb a HEK293 sejtekhez

viszonyitva.

0,6+
N ! * ok ok i
0,44 —_ —
N
Q T
0.21 1
] :
0,0 T T T T T T T T
o O <> O N O < (@)
2 2
3 x x 2 X X
& & &
& x & x
L L
HEK293 Caco-2

29. abra EGFP-VDR lassu populaciojanak aranya HEK293 és Caco-2 sejteken vizsgalva heterodimerizalo partmer (+RXR)
és agonsita ligand (+CALC) hozzdadasat kovetéen. A box-ok a 25. és 75., mig a whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket
jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta medianjat, mig a kereszt a minta atlagat adja meg A p> értékeit kétmintas
t-probaval hasonlitottuk dssze. * p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001; ns, nem szignifikans.
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5.4. AZRARES VDR LIGAND-MEDIALT KOMPETICIOJA

Munkacsoportunkban kordbban magi transzlokacios vizsgalatokkal kimutattuk, hogy
kiilonb6zé magreceptorok versengenek az RXR kotddéséért (4). Ligand hianydban az RAR
affinitasa magasabb volt az RXR-hez mint a VDR-¢, ligand jelenlétében azonban mindig a

ligandk6tott receptor dominalt az RXR kotésében.

Vizsgalataink sordn arra voltunk kivancsiak, hogy a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok szintjén az

RXR kotéséért fent leirt kompeticio megjelenik-e a DNS-k6tés szintjén is RAR és VDR kozott.

Ennek megallapitdsdhoz mindhdrom, kiilonb6zé fluoreszcens fehérjével megjelolt
magreceptort (BFP-RXR, EGFP-RAR mCherry-VDR vagy BFP-RXR, EGFP-VDR mCherry-
RAR) ko-expresszaltattuk HEK293 sejtekben. A ko-transzfekcié megkonnyitése céljabol a
munkacsoportunkban korabban l1étrehozott, BFP-RXR-t konstitutivan kifejez6 HEK293
sejtekkel dolgoztunk. Az EGFP el6ny0s fotofizikai tulajdonsagai miatt az FCS mérés mindig
EGFP-vel jelolt magreceptorral tortént.

EGFP-VDR mCherry-RAR BFP-RXR

30. abra Reprezentativ hamis-szinezésii konfokalis képek EGFP-VDR, mCherry-RAR ko-transzfekciojaval BFP-RXR-t
konstitutivan kifejezé HEK293 sejtekben (a képek mérete 41x41 um)

Kompeticios FCS vizsgalatainkhoz olyan sejteket valasztottunk, melyekben a magreceptorok

expresszios aranya hasonlo6 volt egyméshoz (aranyuk 0,75 és 1,25 kozé esett).

Méréseink sordn azt tapasztaltuk, hogy mindharom magreceptor jelenléte esetén az RAR lasst

¢s RXR jelenlétében (p2 ~ 0,38; 22. abra 3. oszlop). Ez arra utal, hogy az RXR készlet egy

része VDR-hez kotddik, ezaltal csokkentve az RAR/RXR heterodimerek aranyat.

A VDR esetében RXR hozzdadasakor nem tapasztaltunk fokozott kromatinkotést (27. dbra 2.
oszlop), €s ugyanezt az eredményt kaptuk mindharom magreceptor egyiittes jelenléte esetén is

(32. dabra 1. oszlop).
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EGFP-RAR (RXR és VDR jelenlétében)
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31. abra Az EGFP-RAR lassu populdciojanak aranya mCherry-VDR-rel ko-expresszdlva TagBFP-RXR-t kifejezd
HEK?293 sejtekben. A sejtek 100 nM koncentrdcioju AM580-al, LG268-al, kalcitriollal, vagy ezek kombindcidjaval voltak
kezelve. A box-ok a 25. és 75., mig a whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta
medianjat, mig a kereszt a minta atlagat adja meg A pa2 értékeit kétmintas t-probaval hasonlitottuk dssze. * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001; ns, nem szignifikans. A mérések 74, 55, 68, 25, 69, 32, 29 sejten torténtek a “ligand nélkiil”,
+AM580, +CALC, +AM+CALC, +LG268, +AM~+LG, +CALC+LG esetében.

AMS580 ligand hozzaadasara nem tapasztaltunk szignifikdns valtozadst az RAR lassu
populécidjanak ardnyaban, mig kalcitriol hatasara a lassti populécid aranya kissé csokkent (3 1.
dbra 2-3 oszlop). AMS580 és kalcitriol egyiittes alkalmazasa esetén nem tapasztaltunk érdemi

valtozést a liganddal nem kezelt mintahoz képest (31. dbra 4 oszlop).

A VDR lasst populécidja kalcitriol hatasara jelentosen emelkedett (32. abra 3. oszlop), mig
AMS580 hatdsara mérsékelten csokkent (32. dbra 2. oszlop). AM580 ¢és kalcitriol egylittes
alkalmazasakor a lassi populacié ardnya a két kiilon-kiilon végzett kezelés értéke kozé esett

(32. abra 4. oszlop).

Fentiek alapjan elmondhato, hogy amennyiben az RAR és VDR egyszerre vannak jelen, az

RXR inkébb az RAR-t részesiti elonyben a VDR-rel szemben.
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EGFP-VDR (RAR és RXR jelenlétében)
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32. abra Az EGFP-VDR lassu populdcidjanak aranya mCherry-RAR-rel ko-expresszdlva TagBFP-RXR-t kifejezd
HEK?293 sejtekben. A sejtek 100 nM koncentracioju AM580-al, LG268-al, kalcitriollal, vagy ezek kombindciojaval voltak
kezelve. A box-ok a 25. és 75., mig a whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta
medianjat, mig a kereszt a minta atlagat adja meg A pa2 értékeit kétmintas t-probaval hasonlitottuk dssze. * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001; ns, nem szignifikans. A mérések 91. 84. 79. 52. 91. 46. 38 sejten torténtek a “ligand nélkiil ",
+AMS580, +CALC, +AM+CALC, +LG268, +AM+LG, +CALC+LG esetében.

Vizsgalatainkat RXR agonista jelenlétében is elvégeztiik, mivel munkacsoportunkban
kimutattuk, hogy RXR agonista alkalmazasakor fokozddik az RAR/RXR heterodimerizacio
mértéke (41. dbra, 7.1. fejezet). Ligandkezeléshez az RXR szintetikus szelektiv agonistajat, az
LG268-at hasznaltuk.

Mindhdrom magreceptor jelentlétében az LG268 az RAR esetében minden kombinacioban
emelte, mig VDR esetében minden kombindcidban csdkkentette a lassii populacié aranyét.
RAR esetében a kromatinkotott lassu populacié aranya LG268 hatasara emelkedett (31. dbra
5. oszlop), ellentétben a VDR-rel, melynél csokkenést tapasztaltunk (32. dbra 5. oszlop); ez az
RXR RAR-hez torténd fokozott affinitasat jelzi. AMS80 és LG268 egyiittes alkalmazasa tovabb
novelte az RAR lassu komponensének aranyat az AMS580 kezeléshez képest (31. abra 6.
oszlop), mig VDR esetében kalcitriol és LG268 dupla kezelés hatasara csokkenést tapasztaltunk
a kalcitriol kezeléshez képest (32. abra 7. oszlop).
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Az RXR RAR-hez torténd fokozott affinitasa abban az esetben is kimutathato volt, ha az RXR
ligandjat a kompetald partner ligandjaval egyiitt alkalmaztuk: az RAR lassi komponensének
aranya LG268 ¢s kalcitriol egyiittes alkalmazasakor magasabb volt, mint csak kalcitriol kezelés
esetén (31. abra 3. vs. 7. oszlop); ezzel szemben a VDR lassi komponensének aranya LG268
¢s AMS580 kezelés mellett érdemben nem valtozott a csak AMS80 kezeléshez képest (32. dbra

2. vs. 6. oszlop).

VD R

33. abra Az RAR és a VDR ligand-vezérelt kompeticidja a DNS kétéséért. Kalcitriol jelenlétében (fent jobbra) a VDR
dominal a DNS kotéséért, mig AM580 (bal fent), vagy mindkét ligand jelenlétében (bal alul) az RAR. LG268 jelenléte az RXR
kotédésének kedvez (jobb lent).

Osszességében mérési adataink arra utalnak, hogy a ligand-vezérelt kompeticié az RAR és
VDR ko6z6tt nem csak fehérje-fehérje kdlesonhatasok, hanem a kromatin kotédés szintjén is
megjelenik. Az RAR ligand hianyéban, illetve VDR ¢és RAR ligand egyiittes jelenlétében is
nagyobb affinitdssal kotddott az RXR-hez, mint a VDR, az RAR-RXR komplex pedig
erésebben kotddik a kromatinhoz, mint a VDR-RXR komplex (33. dbra).
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5.5. A VDRES AZ RAR NEM KEPES EGYMASSAL HETERODIMERT KEPEZNI

Hogy a VDR ¢és RAR koz6tti potencialis dimerizaciot kizarjuk, olyan kisérleteket is végeztiink,
melyekben HEK293 sejteket kiilonbozo fluoroforokkal megjeldlt RAR-rel és VDR-rel ko-
transzfektaltuk (EGFP-RAR/mCherry-VDR vagy EGFP-VDR/mCherry-RAR), az FCS
vizsgalatokat mindig az EGFP-vel jelolt magreceptorral folytattuk. Az RXR minden esetben

csak alacsony endogén koncentracidban volt jelen.
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AMS580-al és 100 nM kalcitriollal kezelve. A box-ok a 25. és 75., mig a whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket jelolik. A box-
ban lathato vizszintes vonal a minta medianjat, mig a kereszt a minta atlagat adja meg A p2 értékeit kétmintas t-probaval
hasonlitottuk ossze. *, p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001,; ns, nem szignifikans. A mérések 40, 44,20, 49, 20, 24 sejten
torténtek a “RAR 6nmagaban”, +VDR, +VDR+AMS580+CALC, “VDR énmagaban”, +RAR, +RAR+AM580+CALC
esetében.

Ligand hidnyaban mind az RAR, mind a VDR lassu populéaciojak ardnya kissé alacsonyabb
volt, mint 6nmagaban, ez az endogén RXR-ért torténd kompeticidé eredményének tudhato be

(34. abra 1. vs. 2. oszlop és 4. vs. 5. oszlop).

Ligandkezelés hatdsara a két magreceptor kozott nem alakult ki heterodimerizécio; a ligand-
indukalt fokozott kromatink6tés nem ndvekedett tovabb, amennyiben a masik liganddal aktivalt
magreceptor volt jelen (22. dabra 2. oszlop vs. 34. abra 3. oszlop és 27. abra 2. oszlop vs. 34.

dbra 6. oszlop).
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Az RAR VDR feletti dominancidja attételesen ebben a kisérletsorozatban is megmutatkozott:

crer

kezeletlen RAR-hez képest (34. abra 1. vs. 3. oszlop), mig VDR esetén hasonl6 koriillmények

kozott nem tapasztaltunk szignifikans valtozast (34. dabra 4. vs. 6. oszlop).
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5.6. ALTERNALO GERJESZTES BEVEZETESE SPIM MERESEINK SORAN (SPIM-
ALEX-FRET-FCCS)

SPIM-FRET-FCCS vizsgalataink sordn a FRET hatasfok kiszamitasat eldszor elonézeti
képeken végeztiik, melyek idében elkiiloniiltek az FCCS analizis soran hasznalt képsorozattol.
Ez az id6beli kiilonbség nem teljesen Osszehasonlithatd képeket eredményez, tobbek kozott a

sejtek mozgasa ¢€s a fotoelhalvanyitas miatt.

Korabbi FCCS mérések sordn a két 1ézerrel torténd egyiittes és folyamatos gerjesztés tovabbi
korrekciokat igényelt: tobbek kozott a donor vords csatornaba torténd atvilagitasat, a FRET-et
¢s a voros festék 488 nm-es lézerrel torténd gerjesztését is figyelembe kellett venniink (/7.

abra).

Ezen problémaék kikiiszobdlésére a SPIM mikroszkopot alkalmassa tettiik alternald gerjesztés
(ALEX) hasznalatara (/7. dbra). Ezzel a modszerrel a 488 nm-en torténd gerjesztés soran donor
¢s transzfer jeleket kapunk, mig az 561 nm-es 1ézerrel 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 kiillonbozo

kontroll mintakon:

e GC": EGFP-mCherry fuzios fehérjével transzfektalt sejtek, ahol a két fluorofort egy 6
aminosavbol all6 linker valasztja el, ezaltal pozitiv kontrollként szolgal a FRET ¢és
FCCS mérésekhez egyarant.

e GC: szintén EGFP-mCherry fuzios fehérjével transzfektalt sejtek, azonban a két
fluorofort egy hosszu, rigid linker valasztja el egymastol, igy a két fluorofor kozotti
FRET hatasfok alacsony, azonban egyiitt diffundalnak, igy pozitiv FCCS jelet adnak.

e G/C: az EGFP és az mCherry ko-transzfekcidjaval 1étrehozott sejtek, ezekben a két
flurofér egymastol fiiggetleniil diffundéal, igy a minta negativ FRET és FCCS

kontrollként szolgal.

A fenti sejtekrol készitett reprezentativ pixelenkénti FRET és FCCS térképek és hisztogramok
a 35. abran lathatoak.

A GC" sejtekben magas E FRET hatasfok és magas rCCF keresztkorrelacios amplitadd

észlelhetd, ezzel szemben GC sejtekben a FRET igen alacsony, mig az »CCF magas értéket
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adott. G/C sejtekben — mivel a két fluorofor diffuzioja egymastol fiiggetlen — egyarant alacsony

FRET ¢és rCCF értékeket kaptunk.
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35. abra SPIM-ALEX-FRET-FCCS mérés sordn kapott reprezentativ sejttérképek. A) Kivalasztott sejtek FRET térképei,
valamint a pixelek FRET értékeinek eloszlasa. B) FCCS térképek, valamint az datlagos autokorrelacios (ACF0, ACF1) és
keresztkorreldacios (CCF) gorbék. GC*: EGFP-mCherry fiizios fehérjével transzfektdlt sejt, ahol a két fluorofort egy 6
aminosavbol allo linker valasztja el egymastol, pozitiv FRET és FCCS kontroll; GC: EGFP; EGFP-mCherry fiizios
fehérjével transzfektalt sejt, ahol a két fluorofort egy hosszu, rigid linker valasztia el egymastol, negativ FRET és pozitiv
FCCS kontroll. G/C: EGFP és mCherry kotranszfekcioja, FRET és FCCS negativ kontroll

A r6vid donor-akceptor tavolsag miatt a GC™ minta esetén magas FRET hatasfokot mértiink
(32,9% az elonézeti képekbdl szamolva, mig 21,4% alternald gerjesztés alkalmazasaval — 36./4
dbra). Az elénézeti képekbdl szamitott magasabb FRET hatasfok nagy valosziniiséggel a
rovidebb gerjesztés, ezaltal alacsonyabb mértékli akceptor kiégés kovetkezménye. Ezzel
szemben a GC esetében igen alacsony FRET hatésfok értékeket kaptunk (0,8% az elénézeti
képekbdl szamolva, valamint -2,5%-ot ALEX-et haszndlva). G/C minta esetében a két fluorofor
difftizigja fliggetlen, mind a FRET hatéasfok, mind az »CCF értéke alacsonynak adodott. Mint

lathatd, az ALEX alkalmazasaval szamitott E értékek szordsa magasabb, mint az elénézeti
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képekbdl szamolt E értékeké. Ez a kisebb jel/zaj arany kovetkezménye, azonban javithaté tobb

ALEX mérés soran keletkezett kép szummazasaval (37. abra).

A kiilonb6z6 modszerekkel kapott rCCF értékeket a 36. dbra B panelja szemlélteti. Lathato,
hogy folyamatos gerjesztéssel még a G/C negativ kontroll esetében is viszonylag magas értéket
kapunk, a csatornak kozotti atvilagitasbol adéddan. Amennyiben az atvilagitast szoftveresen

korrigaljuk (foly. korrigalt), az rCCF értéke alacsonyabb lesz.
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36. abra A) A FRET hatdsfok sejtenkénti medidanjai box-ploton dbrdzolva, elénézeti és ALEX képekbdl szamolva.B) Sejtek
rCCF érékei, folyamatos gerjesztés, dtvilagitdsi faktorral szoftveresen korrigdlt folyamatos gerjesztés és ALEX gerjesztés
mellett. A box-ok a 25. és 75., mig a whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta
medianjat, mig a kereszt a minta atlagat adja meg. A) A mérések oszloponként 21, 20, 21, 23, 28, 24 sejten torténtek. .B) A
mérések oszloponként 28, 25, 70, 24, 23, 89, 36, 26,73 sejten torténtek.

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

a modszer szenzitivitasa is fokozodik.
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37. dbra ALEX képkockdk dsszeaddsinak hatisa a FRET hatdsfok értékére és eloszlisira GC* mintikban.
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A folyamatos gerjesztéssel jelentkez6 atvilagitasi miitermékek kikiiszobolésére tovabbi donor
fluoroforral végzett mérések sziikségesek, valamint a szamitas soran szamos korrekcios faktort
kell alkalmazunk, melyek ALEX alkalmazasaval elhagyhatoak. Mivel a gerjesztés idotartama
rovidebb, ALEX alkalmazésaval a ki¢gés mértéke is csokkenthetd (38. abra).
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38. abra Kiégés mértéke GC mintan mérve folyamatos és ALEX gerjesztést alkalmazva a z6ld és vords csatorndaban
egyarant. ALEX gerjesztés a kiégést kb. 55%-al csokkentette. (naLex=22, neonr=21)
Mivel az rCCF értéke kismértékben fligg a mikroszkdp napi bedllitasatol, a magreceptor
mintakkal végzett kisérleteink soran ezek értékét mindig az aktuélis napon mért GC' minta

értékéhez normalizaltuk.
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39. abra Sejtek dtlagos E értékei az rCCF fiiggvényében dbrdazolva ALEX gerjesztést hasznalva. A kétdimenzios abrazolas
haszndlataval egyértelmiien elkiilonithetéek a magas FRET-magas rCCF értékii (GC™), alacsony FRET-magas rCCF értékii
(GC) és alacsony FRET-alacsony rCCF (G/C) értékii populaciok.

Mivel az alternalo gerjesztés soran a FRET és FCCS mérések idoben egymastél nem
kiiloniilnek el, lehetdségiink van az E és rCCF paramétert kozos koordinata rendszerben
abrazolni, ezaltal egyszerre kvantifikdlhatd a molekuléris tavolsag ¢és a ko-diffuizio mértéke. A
39. abran lathatoan jol elkiiloniilnek a kontroll mintdk populacioi. FRET vagy FCCS kiilon-

kiilon torténd alkalmazasaval ezek a populaciok nem kiilonithetéek el megbizhatdan.
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5.7. MAGRECEPTOROK DIMERIZACIOJANAK ES KROMATIN KOTESENEK EGYIDEJU

VIZSGALAT SPIM-ALEX-FRET-FCCS ALKALMAZASAVAL

Az ) modszer hasznalhatosagat eloszor EGFP-vel és mCherry-vel megjeldlt magreceptorokon
teszteltiik HeLa sejtekben. SPIM-ALEX-FRET-FCCS hasznalataval egyidejlileg mérhetjiik a
sejt minden egyes pontjan a két magreceptor kozotti dimerizacio mértékét és informéciot

kaphatunk a magreceptorok és magreceptor komplexek diffizioés paramétereirdl is (41. abra).
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40. abra Reprezentativ FRET és FCCS sejttérképek SPIM-ALEX-FRET-FCCS alkalmazdsdval. Felsé panel: FRET
hatasfok térképek és a FRET hatasfokok eloszlisa EGFP-RAR és mCherry-RXR magreceptorok (RAR/RXR), valamint ezek
ligand-kot6-doménjei (RARL/RXRL) esetében, tovabba 100 nM AM580 ligand hozzaadasat kovetéen (+AMS580). Also panel:
a fenti sejtek rCCF térképei, valamint atlagos korrelacios és keresztkorrelacios fiiggvényei. A két autokorreldcios fiiggvényt
(ACF0, ACF1) két komponensii normal diffiizios, mig a kereszkorrelacios fiiggvényt (CCF) egy komponensii normal diffizios
modellel illesztettiik.
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A magreceptorok kozotti FRET hatasfok megallapitdsahoz az FCCS mérést megel6zden
készitett elénézeti képeket hasznaltuk a magreceptorok kozotti alacsony E érték miatt. Teljes
hosszisaghi magreceptorok esetében ligand hidnyaban a FRET hatasfok 1,6%-nak adodott, ami
AMS580 kezelés hatdsara szignifikansan novekedett. LG268 és dupla ligandkezelés hatasara

nem tapasztaltunk szignifikans ndvekedést.

RAR/RXR RARL/RXRL

%k Xk

| * %k
151 =
X 101 = :
W 1 AT 2|

_10 ] ] ] ] ] ] ] ]
AM580 N N

LG268 - -+ o+ - -+

41. abra SPIM-ALEX-FRET-FCCS mérés soran kapott FRET hatdsfok magreceptor mintakon.

RAR/RXR: teljes hosszusagi EGFP-RAR és mCherry-RXR kotranszfekcicja, RARL/RXRL EGFP-RAR-LBD és mCherry-
RXR-LBD kotranszfekcidja A kezelések100 nM AM580-al és 100 nM LG268-al térténtek. A box-ok a 25. és 75., mig a
whisker-ek a 10. és 90. percentiliseket jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta medianjat, mig a kereszt a minta
atlagat adja meg. A p2 értékeit kétmintas t-probaval hasonlitottuk Sssze. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; A mérések 27,
26, 17, 42 sejten torténtek az RAR/RXR kontroll, +AMS580, +LG268, és dupla kezelés esetében, mig 28, 33, 23, 24 sejten az
RARL/RXRL kontroll, +AMS580, +LG268, és dupla kezelés esetében

Az E értékével ellentétben a magreceptorok kozotti komobilitas (#CCF) mar ligand hidnyaban
is magas volt (42. abra). AM580 hozziadéasakor az rCCF értékében markans, mig LG268
esetében kisebb ndvekedést tapasztalunk. Dupla ligandkezelés hatasara szignfikans valtozast
nem sikeriilt kimutatnunk. LG268 hatasira az RXR endogén receptorokkal is dimerizalodhat,

mely az AM580-nal gyengébb hatast magyardzhatja.

A diffizios paraméterek pixelenkénti meghatarozasahoz az autokorrelacios fliggvényeket két-
komponensii normal diffazidés modellel illesztettiik. A gyors populécio diffuzios allandoja (D)

4-9 nm?/s-nak, mig a lasst populacidé (D>) 0,2 um?/s-nak adodott. Ezek az eredmények korabbi

68



konfokalis FCS vizsgalatainkkal megegyeznek (23. dbra). A keresztkorrelacios fliggvényeket
egykomponensii normal diffuzios modellel illesztettiik, a sejtek diffizios allandéja 0,3 um?/s

kortil alakult, mely a dimer kromatink6tésére utal (43.abra).
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42. abra SPIM-ALEX-FRET-FCCS meérés soran kapott keresztkorreldcios amplitiudo magreceptor mintdkon.
RAR/RXR: teljes hosszusagi EGFP-RAR és mCherry-RXR kotranszfekcioja, RARL/RXRL EGFP-RAR-LBD és mCherry-
RXR-LBD kotranszfekcioja A kezelések100 nM AM580-al és 100 nM LG268-al térténtek. A box-ok a 25. és 75., mig a
whisker-ek a 10. és 90. percentileket jelolik. A box-ban lathato vizszintes vonal a minta medianjat, mig a kereszt a minta
atlagat adja meg A p2 értékeit kétmintas t-probaval hasonlitottuk dssze. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; A mérések 27,
26, 17, 42 sejten torténtek az RAR/RXR kontroll, +AM580, +LG268, és dupla kezelés esetében, mig 28, 33, 23, 24 sejten az
RARL/RXRL kontroll, +AMS580, +LG268, és dupla kezelés esetében

A lassu komponens aranyanak (p.>) meghatarozasabol kitlinik, hogy az RAR kromatinkotése
kevésbé fligg a ligand hozzaadasatol, a p> mar ligand hidnyaban is igen magas, mint ahogy ezt
korabbi konfokalis FCS vizsgalataink is kimutattak (44. abra). RXR esetében azonban a lasst
komponens aranya 23%-r6l AMS580 hozzaadasakor 29%-ra, mig LG268 hozzdadasara 35%-ra
novekedett. Kisérleteinkben az akceptor-donor ardny (az mCherry-RXR/EGFP-RAR aranya) 1
és 1,5 kozott volt, tehat tobb mCherry-RXR volt jelen, mint EGFP-RAR. Ez azt eredményezi,
hogy az mCherry-RXR molekuldk egy része nem kotddik EGFP-vel jelolt RAR-hez. RXR
esetében a ligand hatasara bekovetkezd mobilitas csokkenés annak kdszonhetd, hogy az RXR

fluoroforral nem jeldlt, endogén magreceptorokkal dimerizalodik.
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A fenti diffuzios paramétereket és ezek valtozasat is figyelembe véve elmondhatd, hogy
AMS580 és LG268 hatasara fokozodik az RAR-RXR dimerizacio, de LG268 esetében kisebb
mértékben, mely nagy valdszinliséggel annak kdszonhetd, hogy az RXR nem csak az EGFP-
vel jelolt RAR-rel, hanem mas jeloletlen, endogén magreceptorokkal is dimerizalodik €s igy

kotodik a kromatinhoz.
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43. abra SPIM-ALEX-FRET-FCCS mérés soran kapott diffuzios allandok magreceptor mintikon.

RAR/RXR: teljes hosszusagi EGFP-RAR és mCherry-RXR kotranszfekcicja, RARL/RXRL EGFP-RAR-LBD és mCherry-
RXR-LBD kotranszfekcidja.. ACFO0: zéld csatorna, ACF1: vorés csatorna, CCF: keresztkorrelacios csatorna. A kezelésekl00
nM AM580-al és 100 nM LG268-al térténtek. A mérések 27, 26, 17, 42 sejten torténtek az RAR/RXR kontroll, +AM580,
+LG268, és dupla kezelés esetében, mig 28, 33, 23, 24 sejten az RARL/RXRL kontroll, +AM580, +LG268, és dupla kezelés
esetében

Ezek az eredmények bizonyitjdk a SPIM-FRET-FCCS moédszer eldnyeit: csak FRET
alkalmazasaval a dimerizacid6 meértékét alulbecsiilnénk, wvalamint az RAR ¢és RXR

kromatink6tddésének kiilonbségeit sem tudnank kimutatni.
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5.8. MAGRECEPTOROK LIGAND-KOTO DOMENJEINEK VIZSGALATA SPIM-FRET-

FCCS MODSZERREL

Hogy a dimerizaciot a kromatinkotés “zavard” hatasa nélkiil tisztan vizsgalhassuk, a
magreceptorok ligandkotd doménjeivel is elvégeztiik kisérleteinket. Ehhez EGFP-vel jelolt

RAR-LBD-t és mCherry-vel megjelolt RXR-LBD-t kotranszfektaltunk.

Ligand hidnyaban a két magreceptor LBD kozott mért FRET hatasfok magasabbnak adddott,
mint a teljes hossziisagi magreceptorok esetében. Ez egyrészt utalhat a magasabb
dimerizécidra, de okozhatja a két fluorofor elénydsebb relativ orientacidja, vagy a két fluorofor
kozotti kisebb tavolsag is. A két magreceptor LBD kozotti keresztkorrelacios amplitado a teljes
hosszusagli magreceptoroknal mért értékhez képest alacsonyabb volt, ami arra utal, hogy a

kromatink6tédés vagy a DNS-ko6té domének kdlcsonhatésa is hozzajarul a dimerizacidohoz.
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44. abra SPIM-ALEX-FRET-FCCS mérés soran kapott lassu komponens ardnyok magreceptor mintdakon.
RAR/RXR: teljes hosszusagu EGFP-RAR és mCherry-RXR kotranszfekcicja, RARL/RXRL EGFP-RAR-LBD és mCherry-
RXR-LBD kotranszfekcicja. ACFO: zéld csatorna, ACF1: vérés csatorna, CCF: keresztkorreldcios csatorna. A kezelések100
nM AM580-al és 100 nM LG268-al térténtek. A mérések 27, 26, 17, 42 sejten torténtek az RAR/RXR kontroll, +AM580,
+LG268, és dupla kezelés esetében, mig 28, 33, 23, 24 sejten az RARL/RXRL kontroll, +AM580, +LG268, és dupla kezelés
esetében

AMS80 kezelés hatasara a FRET hatasfok kozel kétszeresére nott, azonban az rCCF nem
novekedett szignifikans mértékben, ami arra utal, hogy a FRET hatasfok ndvekedését részben
a két fluorofor tavolsaganak csokkenése vagy kedvezdbb orientacidja, mintsem a fokozott
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dimerizacié okozta. LG268 hatasara az E kismértékben novekedett, mig az rCCF értéke nem
valtozott. Dupla ligandkezelés hatasara a FRET hatasfok majdnem kétszeresére nétt, mig az

rCCF nem valtozott.

A lasst populacid aranya az LBD-k esetében minden esetben alacsonyabb volt, mint a teljes
hosszisaghh magreceptorok esetében. Mivel az LBD-k nem képesek a kromatinhoz kétddni, a
lasstt populacio kizarolag olyan LBD dimereket tartalmazhat, melyek nagy moltomegi
koaktivator komplexet kotnek, vagy indirekten, nem jelolt endogén partnereken keresztiil

kotodnek a kromatinhoz.
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6. MEGBESZELES

6.1. FLUORESZCENSEN JELOLT MAGRECEPTOROK ELOSZLASANAK ES DIFFUZIOS

PARAMETEREINEK MEGHATAROZASA HEK293 SEJTEKBEN

A magreceptorok miikodését leird statikus molekularis kapcsold modellt a teriileten zajlo
intenziv kutatasok eredményeképpen egyre dinamikusabb kép kezdi felvaltani. Az eredeti
modell értelmében a magreceptorok a kromatinon taldlhatd valaszad6 elemekhez statikusan
kotédnek, ligand hatdsara elsOsorban koregulatorcsere torténik, mely felelés a biologiai
valaszért. Biofizikai vizsgalatok kimutattak, hogy a magreceptorok sokkal dinamikusabbak ¢és

tobb kiilonb6z6 mobilitast populaciojuk fordul el6 a sejtekben (2,3,72—74,118-120).

Munkacsoportunkban végzett FCS vizsgalataink sordn bebizonyitottuk, hogy agonista ligand
hatasara koaktivator-dependens modon fokozodik az RAR és RXR magreceptorok DNS-
kotddése (2,3). Bebizonyitottuk tovabba azt is, hogy néhany vizsgalt magreceptor — RAR, VDR
¢s PPARy — esetében fehérje-fehérje szinten kompeticio figyelheté meg az RXR kotéséért.
Ligand hidnyaban (vagy mindkét receptor agonistdja jelenlétében) az RAR mutatta a legerdsebb
affinitast az RXR-hez, melyet a PPARY és végiil a VDR kovetett; agonista ligand jelenlétében
mindig a liganddal aktivalt receptor mutatta a legerdsebb affinitast az RXR-hez (4).

A fenti kompeticio felelés lehet néhany magreceptort célzd terdpia mellékhatasaiért.
Kimutattdk, hogy a PPAR agonista thiazolidinedione kezelés fokozza a csontritkulas
valdsziniliségét, mely D-vitamin adjuvans adasaval mérsékelhetd (121). Egyéb kutatocsoportok
bebizonyitottak, hogy a szintén PPAR agonista rosiglitazon a preosteoblastok adipocita iranyt
differencialodasat indukaljak PPARY szignalizacion keresztiil (122), mig a VDR aktivacidja in
vitro koriilmények kozo6tt az osteoblast irdnyu differencialodast segitette (123). Fentiek alapjan
a rosiglitazon mellékhatasai részben magyarazhatoak a PPARy és VDR ko6zo6tt kompeticioval.
A rosiglitazon a retinoid szignalizacid befolydsolasaval makuladdéma kialakuldséhoz is

vezethet (124,125).

Kisérleteink sordn arra voltunk kivancsiak, hogy megnyilvanul-e az RXR-ért folytatott

kompetici6 a receptorok kromatinhoz val6 kotddésében is.

FCS vizsgalataink kimutattdk, hogy az RAR kromatinhoz és RXR-hez val6é affinitisa is

crer

crer
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ligandkezelés hatdsara novekedett, mig VDR esetében alig valtozott. Fentiek alapjan
elmondhat6, hogy mind az RAR, mind pedig a VDR dimerizalédik az RXR-rel ligand
hianyaban, de RAR esetében erdsebb kotddés észlelhetd. Korabban fehérje szintii kompeticios

vizsgalataink is hasonlé eredményre jutottak (4).

FCS eredményeink arra utalnak, hogy az RXR-rel torténd dimerizacidé az RAR kromatinkotd
képességét is fokozza. RAR esetében a ligandkezelés 6nmagéaban fokozott kromatink6tédéshez
vezetett, VDR esetében az agonista ligand hozzdadasa mellett ehhez sziikség volt az RXR ko-

expressziodjara is.

Megvizsgaltuk az altalunk mért eredmények sejtvonal specificitasat is: az RAR viselkedését
HeLa méhnyakrak sejtvonalon, mig a VDR viselkedését Caco-2 kolorektalis adenocarcinoma
sejtvonalban mértiikk fel. A Human Protein Atlas adatai alapjan a Caco-2 sejtek nagyjabol
kétszer annyi VDR-t expresszalnak mint a HEK293 sejtek, nagy valdsziniiséggel a VDR
valaszado elemeit is nagyobb szamban tartalmazzdk. FCS vizsgalataink nem mutattak
szignifikans kiilonbséget a magreceptorok viselkedésében egyik sejtvonalon sem,

eredményeink tobb sejttipusra is altalanosithatoak.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy agonista ligand hozzdadasa, vagy az RXR-rel torténd
dimerizacié milyen mechanizmussal fokozza az RAR kromatin kotését. Az RXR ligandkoto
még ligand jelenlétében sem, ezaltal arra kdvetkeztethetlink, hogy az RXR DNS-koté doménje
is sziikséges az RAR/RXR dimer stabil kromatinkotéséhez.

Az RAR ¢s a VDR kozotti kompeticio vizsgalatahoz kiilonb6z6 fluoroforokkal megjeldlt RAR,
VDR ¢és RXR magreceptorokat ko-transzfektaltunk, majd az EGFP-vel megjelolt magreceptor
hanyadra. Kordbbi vizsgalataink soran a fehérje-fehérje kolcsonhatés szintjén az RAR/RXR
heterodimer aranya csokkent VDR jelenlétében (4). Ezt megforditva a VDR kismértékii DNS-
kotése — mely csak kismértékben fokozodott RXR jelenlétében — nem valtozott RAR
jelenlétében, mig a korabbi mérések szerint a VDR/RXR dimer mennyisége jelentdsen
csokkent. Fenti eredményeink arra utalnak, hogy az RAR és VDR kozotti kompeticid nem csak
fehérje-fehérje szinten, hanem a receptorok kromatinkotd képességének mértékében is
megnyilvanul. Mig azonban az RAR/RXR dimer ligand hidnyaban is jelentds mértékben
kotédik a DNS-hez, addig a VDR/RXR dimer csak kismértékben, ezért a DNS-kotésének

mértéke alig valtozik a kompetald magreceptor jelenlétében.
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RAR agonista kezelés hatasdra az RAR lassi komponensének aranya minimalisan novekedett,
mig VDR esetében csokkenés volt észlelhetd. VDR agonista kezelés hatasara a VDR lasst
csokkentette. Mindkét ligand egyiittes alkalmazasa RAR esetében ugyanakkora hatast valtott
ki, mintha az RAR ligandjat egyediil alkalmaztuk volna, VDR esetében a kezeletlen
populacidhoz képest ugyan ndvekedést észleltlink, de a hatas elmaradt a szimpla VDR agonista
kezeléshez képest. RXR agonista kezelés tovabb novelte az RAR AM580 ligand indukalta DN'S
kotését, valamint kompenzalta a kalcitriol negativ hatasat, mig VDR esetében csokkentette a
kalcitriol kromatin-kotés fokozo hatasat, mely arra utal, hogy LG268 hatasara az RXR az RAR-

rel torténd dimerizéciot preferdlja.

Kompeticios vizsgalatainkat HEK293 sejtekben végeztiik el, egyéb sejttipusokban a harom
vizsgalt magreceptor aranya nagyban kiilonbozhet. Azokban az esetekben, ahol az RXR joval
nagyobb mennyiségben van jelen, mint a két kompetald magreceptor, nem alakul ki kompeticid
az RXR-ért. A magreceptorok kozotti kotédés nagy valdszinliséggel sejttipustol fiiggetlen,
azonban a magreceptorok kiillonbozd sejttipusokban észlelhetd eltéré expresszids szintje, a
koregulatorok ¢és a rendelkezésre 4ll6 valaszadd elemek szama befolyasolhatjdk a
magreceptorok DNS-kotését. Fentieket figyelembe véve kompeticios méréseink soran a
fluoroforral jelolt magreceptorok aranyat ugy allitottuk be, hogy expresszios szintjiik nagyjabol

azonos legyen, ezaltal lehetdséget adva a kompeticiora.

Mint ahogy azt korabban Dr. Nagy Laszl6 kutatdcsoportja kimutatta, a magreceptorok kdzotti
kompetici6 nem csak azonnali hatdsokban mutatkozik meg, hanem jelentdsége van a sejt
sorsanak meghatarozasaban is. Differencidlatlan embriondlis Ossejtek reténsavval torténd
kezelése csokkentette a LXR altal indukalt gének expressziojat, mig fokozta az RAR/RXR
célgének atirasat (126). Az ilyen RXR dimerizacids preferencidit modositd ligand-indukalt

valtozas a sejtek differenciacidja soran kritikus lehet.

A magreceptorok RXR-ért ¢és a DNS-kotésért folytatott, ligand-vezérelt kompeticioja
legalabbis részben megmagyardzza a magreceptorokra iranyuld terdpidk mellékhatésait,
melyek a terapidk iddszakos alkalmazédsaval ¢és maés magreceptor ligandokkal torténd

kombinaciojaval esetleg kikiiszobolhetové valhatnak.
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6.2. ALTERNALO GERJESZTES BEVEZETESE SZELEKTIiV SiK- MEGVILAGITASU
MIKROSZKOPIA SORAN (SPIM-ALEX-FRET-FCCS)

Hagyomanyos konfokalis mikroszkoppal végzett FCS méréseink soran az adatgytijtés egy adott
sejt egy pontjabol tortént. Ezzel a mddszerrel sajnos nem kapunk idében atfedd informéaciot a
sejt kiilonbozd kompartmentjeiben torténd folyamatokrol, illetve az egy ponton torténd
gerjesztés a fluorofor gyors kiégését is eredményezi. Fentiek miatt a konfokalis mikroszkopia

soran végzett FRET és FCS mérések kozvetleniil nem voltak 6sszehasonlithatoak.

Sikeriilt egy olyan moddszert kifejleszteniink, mellyel lehetévé valt a molekuldk kozelségének
¢s ko-mobilitasanak egyidOben torténd vizsgalata. Szelektiv sik-megvildgitdsu mikroszkopia
alkalmazasdval — mivel a gerjesztés a mintanak csak egy sikjaban torténik - jelentdsen
csokkenthetd a fluoreszcens molekulak kiégése, valamint egyszerre kaphatunk adatokat sejt

minden egyes pontjarol (127).

Mikroszkdpos mddszeriinket alternald gerjesztés (ALEX) bevezetésével fejlesztettiik tovabb.
Kordbban ALEX modszert csak konfokalis FCS soran alkalmaztak (128—130). A folyamatos
gerjesztéssel szemben az ALEX-nek szamos eldnye van: csokkenti a fluoroférok — esetiinkben
foként a vords fluoreszcens fehérje — kiégését, illetve kikiiszoboli a csatorndk kozotti

atvilagitast, ezaltal kevesebb szoftveres korrekciora van sziikség.

SPIM-ALEX-FRET-FCCS alkalmazasaval egyszerre mérhetjiik a két molekula ko-diffuzigjat
(FCCS), valamint a két molekula ko6zotti tavolsagot (FRET), ezaltal lehetdségiink van a két
paramétert kozos koordinata rendszerben abrazolni, igy egyszerre kvantifikalhat6 a molekularis
tavolsag ¢s a ko-diffiizio mértéke. A modszer a fentiek alapjan lehetéséget ad a molekuldk
kozelsége ¢és ko-diffuizidja alapjan kiilonb6zd szubpopulaciok elkiilonitésére, melyek a két

modszer kiilon-kiilon torténd alkalmazasdval nem valaszthatoak szét egymastol megbizhatdan.

Modszeriink megbizhatdsagat harom féle kontroll mintdn teszteltiik. Elészor egy EGFP-
mCherry fizids fehérjét vizsgaltunk, ahol a két fluorofort rovid linker valasztotta el egymastol,
ezaltal pozitiv kontrollként szolgal a FRET ¢s FCCS mérésekhez egyarant. Egy olyan EGFP-
mCherry fuzios fehérjét is megvizsgaltunk, ahol a két fluorofért egy hosszu, rigid linker
valasztotta el egymastol, igy a két fluorofér kozotti FRET hatasfok alacsony, azonban egyiitt
diffundalnak, igy pozitiv FCCS jelet adnak. Tovabbi vizsgaltunk olyan sejteket is, ahol a két
fluorofort kiilon-kiilon transzfektaltuk, igy negativ kontrollként szolgaltak. SPIM-ALEX-
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FRET-FCCS alkalmazésaval kapott eredményeinket koordinata rendszerben abrazolva a harom

kontroll populéci6 szignifikdnsan elkiiloniilt egymastol.

SPIM-ALEX-FRET-FCCS modszert haszndlva lehetévé valt a  magreceptorok
dimerizacidjanak és (ko-)mobilitasanak egyidoben torténd mérése, valamint a magreceptor
populécidk diffuzids paramétereinek meghatarozasa a sejt egy adott sikjaban. Eredményeink
azt mutattak, hogy a két modszer kombinalasaval lehetdségiink volt olyan interakciok
megfigyelésére, melyek FRET vagy FCCS kiilon-kiilon torténd alkalmazasaval félrevezetdek
lehettek volna: a molekuldk kozott mért alacsony FRET adodhat a két fluorofor nem megfeleld
orientacidjabol, vagy a nagyméretii fehérjék miatt a til nagy donor-akceptor tavolsagbdl; a
FRET negativ értéke nem zarja ki a dimerizacié lehetdségét. FCCS alkalmazasaval a fals-

mértékére.

SPIM-ALEX-FRET-FCCS eredményeink azt sugalljak, hogy a magreceptorok mobilitdsa
komplexebb, mint ahogy az eredeti molekularis kapcsold6 modell alapjan varnank.
Vizsgalataink kimutattdk, hogy az RAR-RXR heterodimerek tobbsége a kromatinhoz koétodik,
AMS580 ligandkezelés hatdsara mind a heterodimerizacié mértéke, mind pedig a kromatinkotés

fokozodik.

A teljes hosszusadgu magreceptorok és ezek ligand-kotd doménjeinek Osszehasonlitasa alapjan
elmondhat6, hogy a kromatinkotés és a dimerizacid szoros pozitiv korreldciét mutat: a
valaszado elemekhez vald kotddés stabil alapot biztosit a dimerizaciohoz, a képzddott dimer

pedig szorosabban kotddik a kromatinhoz.

Modszeriink alkalmazhatosaga nem kérdéses, azonban a késObbiekben tovabbi fejlesztését
tervezziik. ALEX esetében a rovid mintavételezés miatt a jel-zaj ardny (SNR: signal to noise
ratio) meglehetdsen alacsonynak adddott. Az SNR javithaté lenne az erdsebb gerjesztési
intenzitassal, azonban a fluoroforok kiégése — féként vords fluoreszcens fehérjék esetében —
gatat szab a gerjesztési intenzitds novelésének. A vords csatornaban észlelhetd fokozott kiégés
latszolag alacsonyabb lassi populacidés aranyt, valamint alacsonyabb FRET hatasfokot
eredményez. A vOrds fluorofor fotostabilitasanak novelésével a gerjesztési intenzitds is

novelhetd lenne, ezzel javitva a jel-zaj aranyt.

Az objektivek numerikus aperturajanak (NA) novelése szintén javithatja az jel-zaj aranyt, mivel

nagyobb térszogben detektalhatoak az emittalt fotonok. Az NA novelésével azonban az objektiv
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fokusztavolsaga csokken, ami megakadalyozza az NA tovabbi emelését. Megoldas lehetne a

nagyobb atmérdji frontlencsével rendelkezd objektivek alkalmazasa.

A modszer idébeli felbontasa javithato lenne gyorsabb kamerak alkalmazasaval, azonban ez a
fejlesztés is a jel-zaj aranyt csokkentené. Erre megoldéas lehet majd EMCCD és sCMOS
detektorok helyett SPAD (single photon avalanche diode) detektorok alkalmazésa, mely egyedi

fotonok detektalasara is képes, joval magasabb jel-zaj arany mellett.
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7. OSSZEFOGLALAS

A magreceptorok miikddését leird viszonylag statikus molekuléris kapcsold modellt a teriileten
zajloé intenziv kutatasok eredményeképpen egyre dinamikusabb kép kezdi felvéltani.
FCS vizsgalataink arra utalnak, hogy a magreceptoroknak két eltéré mobilitast populacidja van
jelen a sejtmagban: a gyors populécio rovid ideig kotddik a kromatinhoz, ez felelhet meg a
kromatint pasztazé egydimenziés mozgasnak. Ezzel szemben a lassu populacidba tartozo
magreceptorok hosszabb ideig kotddnek a kromatinhoz, feltehetden specifikus médon a

valaszadod elemekhez.

Agonista ligandkezelés vagy RXR kotranszfekcid hatasara RAR esetében a lassu populacio
aranya jelentdsen novekedett, mely a kromatinhoz torténd erdsebb kotddés, a kromatinhoz
kotott allapot meghosszabbodéasanak kovetkezménye lehet. Ezzel szemben VDR esetében a
lasst populacio aranya csak ligand és RXR egyiittes hozzdadasa mellett ndvekedett, vagyis a
VDR kromatinkotése csak ligandkotott allapotban, RXR-rel heterodimert képezve stabil.
Harom magreceptort (RAR, VDR, RXR) egy sejtben vizsgalva kimutattuk, hogy az RAR és a
VDR versengése az RXR kotddéséért a kromatinkotés szintjén is megjelenik, ami felel@ssé
tehetd a magreceptorokon hatdo human terapiak mellékhatasaiért. Ligand hianydban az RXR az
RAR-t preferalja a VDR-rel szemben, ligand jelenlétében pedig mindig a ligandk&tott receptor
képezett heterodimert az RXR-rel.

Munkédm masodik fazisaban tovabbfejlesztettiink egy mikroszkopos modszert, mely lehetdveé
tette, hogy a sejt egy adott sikjaban egyidében vizsgaljuk a molekulék diffiizios tulajdonsagait,
valamint a kozattiik 16v6 kolesonhatasokat. A SPIM-FRET-FCCS modszert hasznalva lehetové
valt a magreceptorok dimerizacidjanak és komobilitdsdnak egyidében torténd mérése, valamint
a magreceptor populaciok diffuzios 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. Alternald gerjesztés (ALEX) bevezetésével tovabb finomitottuk modszeriinket, ezaltal
csokkent a fluoreszcens fehérjek kiégése ¢és jelentdsen javult az FCCS dinamikus tartomanya

¢s érzékenysége is.

A jelen disszertacio eredményei a késébbiek folyaman segithetnek a magreceptorok mikodését
befolyasolo terapids célpontokat talalni, valamint felhivjak a figyelmet a magreceptorokat célzé
terapiak esetében a kompeticio fontossagara. Az altalunk kifejlesztett 1j mikroszkopos modszer

mas fehérjék esetében is segithet a molekularis kolcsonhatasok és mobilitas feltérképezésében.

79



8. SUMMARY

According to the intensive research on the field, the previously outlined molecular switch model

being replaced by a more dynamic one.

Our FCS studies showed that there are two distinct populations of nuclear receptor with
different diffusion properties are present in the nucleus: a fast population, in which nuclear
receptors are bound to the chromatin with lower residence times, these receptors are scanning
the DNA for specific response elements, but the stability of chromatin binding is low. Contrary,
the receptors in the slow population are bound to the DNA (especially to response elements)

with much longer residence times.

In the case of RAR, agonist treatment or RXR cotransfection increased the amount of the slow
population which is due to the increased stability of chromatin-binding or increased residence
time. In contrast to RAR, the slow population of the VDR only increased in the presence of
both agonist and RXR, so the chromatin binding of the VDR stable only in liganded, RXR-
bound form. By triple co-transfection of RAR, VDR and RXR, we showed that the competition
between RAR and VDR for the binding of RXR is appeared on the level of chromatin-binding,
which is at least partly responsible for the side effects of nuclear receptor targeted therapies.
Without ligands, the RXR showed higher preference for RAR than VDR. In the presence of
ligands, always the liganded receptor dominated. We also showed that RAR and VDR cannot

heterodimerize with each other in living cells.

During the second part of my work, we further developed a microscopic method, which is
capable of measuring the diffusion properties of molecules and their association at the same
time in a plane of the cell. By using SPIM-FRET-FCCS we measured the dimerization a co-
mobility of nuclear receptors at the same time. The combination of the two methods, showed
interactions between nuclear receptors, that couldn’t be seen by just using FRET of FCCS
separately. The application of ALEX made our method more precise by decreased

photobleaching and increased dynamic range.

The results of this dissertation can help in the search for nuclear receptor-based therapies and
raise attention to the importance of competition between nuclear receptors. The new

microscopic method can be used in the investigation of other molecular systems as well.
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