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BEVEZETES, ELMELETI HATTER

A sejtmagreceptorok

Az eukaridta transzkripciot befolyasolo jelek a rseeet legkilonbdibb
pontjaibdl érkezhetnek. A hormonok esetében példaw@ndokrin szendb szarmazo
jel a keringési rendszer altal Iényegében a szetvbarmely részére eljuthat. A
célszovethez eljutva egyes hormonok, anyagcserékamn kismolekulak képesek
athatolni a sejtek plazmamembranjan. A sejten beh@k a molekulak specifikus
transzkripcids faktorokhoz, a sejtmagreceptorokiidRR) kotdve fejtik ki hatasukat.
Ezaltal a sejtmagreceptorok direkt kapcsolatotsiédeek a sejt kids és bel§
koérnyezete, illetve a genetikai allomany kiféjdéséeert feléls transzkripcids

mechanizmusok kozott.

Peroxiszoma Proliferator Altal Aktivalt Receptorok (PPAR)

A szokatlan név a receptorok tudomanytorténgdtadodik. Az el$ izoforméat
az egyes xenobiotikumok altal a majsejtekben okopetoxiszOma proliferacios
folyamatok kapcsén izolaltak. Ez a PPARIt. Gyorsan kovette ezt a PPABS a
PPAR is. A legtobb sejttipusban tobb izoforma is kifégik, ami felveti annak
kérdését, hogy milyen médon szabalyozodnak az effjyesokhoz tartozé célgének.
Ez valOszifileg a valaszadd elemeket Ggegzekvenciak specificitasan, illetve a
szelektiv koaktivator fehérjeken keresztul torténik

A kulénboz zsirsavak és szarmazékaik viszonylag alacsonyiit@fsal
kotédnek a PPAR-hoz. Szamos nagy affinitassal rendetkezintetikus PPAR
ligand létezik. Ezek kozé tartoznak teazolidindion (TZD) tipusu hatéanyagok,
amelyek a Klinikai gyakorlatban Il. tipusu cukodmgtégben szenvédbetegeknél
inzulin érzékenyttként alkalmaznak.

Kizarélagos heterodimer partneriikkel, az RXR-rgbdsek kdzvetlen DNS-

kotésre a specifikus valaszado elem felismerésREpBtan.

Retinsav Receptorok (RAR)
Az RAR az A-vitamin biol6giailag aktiv formajat kép felismerni és

megkotni. A fehérjecsalad mas tagjaitol (a szteremeptoroktdl) eltéen, a retinoid
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receptorok mindig a sejtmagban talalhatéak. Ligakdjianyaban a sajat valaszado
elemuiket felismerve, represszorkéntéiitek a DNS-hez. Nagy affinitdst mutatnak
az RXR-ek felé, melyek ezeknek a receptoroknakbigyét dimerizacids partnerei.
Endogén ligandjuk a csupa-transz retinsav (ATRAjJamint a 9-cisz-retinsav.
Erdekes, hogy az utébbi agonista ligandja az RXR4ise Ez a jelenség is a két

receptor bertsséges kapcsolatara utal.

Retinoid X Receptorok (RXR)

A csupa-transz retinsav receptoranak azonosit@saagy masik receptort is
talaltak, amely részt vesz a retinoidok jelatvit@vonalaban. Ezzel parhuzamosan,
egy Uj kofaktort is leirtak, ami az RAR valaszadénethez tortéh kotddéshez
sziikséges. Ezek a felfedezések ugyanazt a sejioeppet, az RXR-t irtdk le. A
harom izoforma d,B,y) nagyfoki homoldgidja azt jelzi, hogy hasonld
célszekvencidkhoz kédve, hasonlé ligandokon keresztil fejtik ki hatasukA
kulonbség a szovetspecifikus expresszios mintabatukdodik. Az RXR és az
RXRg a legtobb szovettipusban megtalalhatd, viszont aR,Relsssorban az
izomrostok és agy szoveteit felépstejtekben fejesdik ki.

Szamos molekulat irtak mar le potencialis RXR ldjegmt, koztik a 9-cisz
retinsav, a dokozahexaénsav illetve szintetikusektig ligandok, mint példaul az
LG268. Mindezek ellenére, az endogén RXR ligandég mem sikerult azonositani.

Az embs két-hibrid rendszerben mutatott aktivalhatésaglapjan az RXR
heterodimerek két csoportra oszthatokak. A nem-psaiv heterodimerek (példaul
az RXR:RAR dimer) nem aktivalhatoak szelektivenRa¢R oldalarél. A kétoldali
aktivacié szinergista hatast valt ki. Ezzel szemlaerpermissziv heterodimerek
(példaul az RXR:PPAR dimer) két-funkcids transzéids faktorokként viselkednek,

melyeik a dimer barmely oldalardl, kilon-kilon Igiealhatoak.

A sejtmagreceptorok mikédési modellje

A 'molekularis kapcsolé modell’ alapjan ligand télétében korepresszorok
€s a represszor komplex tovabbi tagjai (koztik HB#E kapcsolodnak a
magreceotorokhoz. Ez a zart nukleoszoméas szerkaatikulasanak kedvez a
kromatinon. Ez a kérnyezet korlatozza a transzidgptaktorok hozzaférését a genom
adott szakaszadhoz, ami gétolt transzkripciés altapgelent. Az agonista ligand
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megjelenése utan, a sejtmagba jutva kikkta specifikus receptor ligandkot
zsebébe, annak konformacio-valtozasat idézve el

A ligandko6tott forma affinitasa csokken a korepeesek felé, ugyanakkorén
a koaktivatorok felé. Ezek utan a koaktivatoroneketlll az aktivator komplex
tovabbi acetiltranszferaz aktivitassal bird taggmiatlakoznak. Az igy kialakulo

acetilalt milio az adott genomi régio transzkripcios aktivalasgits eb.

A sejtmagreceptorok dinamikus mikodése

A kromatin immunprecipitacié (ChIP) modszere a s$mmipcios faktorok
korabban ismeretlen tulajdonsagat segitett feltdkai els5 eredmeények alapjan az
Osztrogén receptor (ER) DNS-kotésében rovidebb @sszZabb iddj idészakok
ciklikusan véltjak egymast. Az ER, az HDAC és a Dp&@imeraz ciklikus DNS-
kotése, egy magas szinten integralt transzkripdiassni’-t ir le. Ez rendkivil
dinamikus valaszt tesz leldg€, amely azonban mobil végrehajté elemeket

(esetlinkben transzkripcios faktorokat) feltételez.

Fluoreszcencia visszatéres kioltas utan (FRAP)

Az itt targyalt fluoreszcencia technikdk a fluktiggdisszipacio tételén
alapulnak, amely kimondja, hogkér egy random fluktuacido eredményekeént, akar
egy kil ers hataséara jon 1étre egy nem egyensulyi allapoggyensuly felé tortén
fejlodése mindkét esetben azonos. A fluktuacio-dissiipéatel lehetve teszi, a
kuls6 eréterekre adott valaszon keresztil a rendsaexmlasi tulajdonsagainak
vizsgalatat. Az egyik ilyen, kids hatason alapuli technika a FRAP, amely
alkalmazaséaval tanulmanyozni lehet az oldatbafl feworeszcens molekulak kétési
kinetikdja és diffazidjat.

Egy tipikus FRAP kisérlet soran az 6 meghatarozott modellek
alkalmazaséaval a fluoreszcencia visszatérési argans a fél-visszatérésiad (ty/2)
lehet meghatarozni. FRAP az @&smaodszerek kozoétt volt, amivel masodperces
idobeli felbontas alatt tanulmanyoztak transzkripdidachikdjanak. Ezek a kisérletek
jelentették az etskihivast a 'statikus’ modell szamara és segitetidka ‘hit —and-

run’ modell megalkotasét.
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Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS)

A fluoreszcens fehérjék felfedezése és az egyetielekula érzékenység
modszerek megjelenése forradalmasitotta a molegulddlcsbnhatasokkal
kapcsolatos vizsgalatokat. Az érzékenységet a katifomikroszkép teszi leh&té
egy fokuszalt Iézernyaldbbal, femtoliteres mgeaizékelési térfogatot hozva létre. Az
FCS hasonlit a FRAP-hoz abban az értelemben, hogy afluktuacié-disszipacio
tétel elvén mkodik. Azonban az FCS esetében nincs &lilatas ami eltérést okozna
az egyensulyi allapotban. Ez a mddszer az egyeanélliapottdl vald természetes
modon tortéi eltéréseket, ingadozasokat hasznalja ki. A flumressen jelolt
molekulak a konfokalis térfogaton at toréediffizidja a detektalt jel intenzitasanak
ingadozasat eredményezi. A @&lteges adat egy FCS meérés soran az fluoreszcencia
intenzitdsa az itl fuiggvényében, amely aranyos a megfigyelt részé&cskamaval.
Ebbsl a jelsorozatbdl, autokorrelacios fuggvény képé&zhe jelsorozat idben
valtoz6 on-hasonldsagat vizsgalva a molekulak ioitadi és diffuzios tulajdonsagait

irja le.

Viszgalatok a teljes genom szintjén: kromatin immuprecipitacioval kombinalt
szekvenalas (ChIP-Seq)

Sok informéacionak van arrél, hogy egy-egy trangmkidis faktor milyen
modon  kosdik egy-egy genomi régidhoz, azonban az Ujabb sreMasi
technolégiak és ezzel parhuzamosan az egyre tdjebetie megszekvenalt genom a
transzkripcidés gépezet U arcat mutatja be. A kitomanmunprecipitacié (ChIP)
soran egy DNS-két faktorra specifikus antitest alkalmazasaval ekthistd és
feldusithaté a mintabdol a faktor altal kotott gemwoéyio. A feldusitott DNS darabok
szekvendlasuk és azonositasuk utan visszailleSethbtoinformatikai modszerekkel
egy referencia genomra. Ha egy adott szakaszhomta bbb sejtjeben kédott az
adott faktor, akkor a szakasz t6bb alkalommal kegzezentalva az illesztés soran.
igy egy, a teljes genomot lefg@loszlast kapunk, adott helyeken csticsokat kitdaki
feldusulasokkal. Ezen csucsok eloszlasa a faktekvencia preferenciajat és annak
kotési valdszifisegét mutatja. Esetlinkben jO leisgiget jelent ez a modszer arra,
hogy a nagy idbeli felbontassal rendelkézmodszerek mellett globalisan is

vizsgaljuk az RXR dinamikajat.
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CELKIT UZES

Vizsgalataink a transzkripcids szabalyozas dinasieumeészetére irdnyultak.
A fokuszban az RXR A&llt, mint a magreceptorok &listabalyozas kdzponti
molekuldja. Olyan moddszereket alkalmaztunk, melyakmbinaciéja az eddig
példatlan idbeli és térbeli felbontas révén, ezen mechanizmug{legzetességeit,
Osszefluiggéseit tarhatja fel. A korabbi vizsgalagtaémben, ezen méréseket él
sejtekben végeztik el.

Munkankat a Kklasszikus promoter-analizis eszkoatka hasznalataval
kezdtuk, majd ésejtes konfokélis mikroszképiara tértink at. Utdlbkozott a
FRAP és FCS maddszerekre. A receptordikauését kulonbdzligandok és mutaciok
alkalmazasan at tanulmanyoztuk. Ezen vizsgalatdkBIM-FCS és ChIP-Seq
meérésekkel egészitettik ki, igy megndvelve egyrasirbeli felbontast, masrészt
kisérletek |éptékét is, mivel a korabbi kezeléseledltal a teljes genom

vonatkozaséban vizsgéalhattuk.

A fobb kérdések, amikre valaszt kerestink:

- Melyek az RXR és az RAR &ltalanos mobilitasi pagtereit?

- Milyen hatassal van az RXR és az RAR aktivilasasetmagon belili
dinamikajukra?

- Milyen események befolyasoljak a receptorok mizsat?

- Hogyan tukrogdik az RXR és az RAR kozotti funkcionalis kilonbség

dinamikajukon?

Ezen kérdések megvalaszolasaval a magreceptorakdins nikodését leird

modelleket kivantuk kiegésziteni.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés és transzfekciod

A Hela-sejteket fenol-vérdos mentes RPMI tapoldatbemyésztettik, 10 %
borjuszérummal (FBS), 2 mM glutaminnal, penicil@hnés sztreptomicinnel
kiegészitve. A sejteket 48 draval a mérégt é-lyuka Nunc kamréakba helyeztik. 24
Oraval késbb, transzfekcidt végeztink lyukanként 40 ng DNS,60ul FuGene
(Roche) hasznélataval.

Plazmidok

A hRXRa, hRAR'], hRXR-LBD, hRARa-LBD, hRAR-dH12, a kofaktor
interakciés domeént és maglokalizacids szignalt (MIMBRT-ID és NLS-ACTR-ID)
kédol6 cDNS-eket PCR-t kouwn pEGFP-C3 (Clontech) és pmCherry-C3
vektorokba klénoztuk Bglll/Hindlll (RXR), Xhol/Hindl (SMRT) és Nhel/Sacl
(ACTR) endonukleazzal térténemésztés utan. A GFP-RAR mutansokat a Quick
Change Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagee#jabznélasaval hoztuk létre a
gyart6 utasitasai szerint. A plazmidok DNS-szekidssal elledriztik.

A tranziens transzfekcids vizsgalatokban hasznditesszids vektorok, (Gal-
SMRT ID1-2, VP-hRXR-LBD, VP-hRARu—LBD, CMX-hRARa, pMH100-TK-luc,
bRARE-luc, PCMXB-galaktozidaz, Gal-ACTR-ID1+2, Gal-DRIP-ID1+2)r. R.
Evans és Dr Sz. Befikjandékozta laborunknak.

Tranziens transzfekcids vizsgalatok

Fehérjék funkcionalis vizsgalata soran 500 ng cRNS-120 ng valaszado
elemmel fazionalt riporter plazmidot (RARE) és 9§ ap -galaktozidaz plazmidot
kotranszfektaltunk AD293T sejtekbe 48-lyuku kamm@kbA lizatumban a luciferaz
aktivitast Luciferase Assay Kit (Promega) hasz@al, Wallac Victor2 multilabel
fluoriméterrel hataroztuk meg.

Pulzal6 ligandkezelés

A transzfektalt sejteket 100 nM AM580, vagy LG26§ahdot tartalmad
széerummentes tapoldatban tartottuk 10 percen &C&mérések étt. A méréseket
40 percen at végeztink. A ligandot tartalmaz6 wgokimosasa utan @helegitett

(37°C) HBSS-pufferben tartottuk sejteket szérummenkdzegben egy CO2-
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inkubatorban 37°C-on 20 percig. A méréseket 40 grerat végeztunk ligand
tavollétében.
ChIP (kromatin immunprecipitacid)

A keresztkotés diszukcinimidil glutarat (30 peréy, a formaldehid ( Sigma)
(10 perc) jelenlétében tortént, amit az RXR immecjpitacioja kovetett. A
kromatint ultrahanggal (Diagenode Bioruptor) szaitikk 200-1000 bp darabokat
generalva. A kromatint 1gG-t (12-370, Millipore) &XR (sc-774, Santa-Cruz
Biotechnologies, Inc.) elleni antitestekkel immuegpitaltuk. A kromatin-antitest
komplexeket anti-lgG magneses gyongyokkel predipita(Life Technologies). 6
mosasi lépés utan a komplexek elualtuk és keregakdoldottuk. A DNS-
fragmentumokat oszlopon tisztitottuk (Qiagen, MurtE).
Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia ( FCS ) énések

A 2-csatornas FCSéwitmény (a prototipust Dr. Jérg Langowski , DKFZ,
Heidelberg, Németorszag tervezete) konfokalis gaszegység negyedik detektalasi
csatornajahoz van csatlakoztatva. Az FCS-mérésekéb Hela sejteken végeztink.
Az EGFP gerjesztése 488 nm-en Ar-ion lézerrel mbrtdz emissziét egy 500-550
nm-es savatereszt sZiron keresztul, fotodiodaval detektaltuk (Perkin-Elmer
Wellesley, MA, USA). A fluoreszcencia autokorreldcigorbéket ALV-5000E
korrelator kartyaval hataroztuk meg (ALV-Laser Viethsgesellschaft mb.H., Langen
, Németorszag).
FRAP meérések

A FRAP meéréseket egy forditott a 1X-81 allvanyratégp egy 60xUPlanAPO
NAL1,2 viz immerzidés objektivvel felszerelt OlympuduoViewl000 konfokalis
mikroszkoppal végeztik. Az EGFP gerjesztése 48&nmy-ion lézerrel tortént. Az
emissziét egy 500-550 nm-es savatekesziron keresztil detektaltuk. A kvantitativ
elemzés 256x256 pixel métietertileten tortént, és a nyitott pinhole és 10xzoom
mellett. Minden mérés &t 10 égetés étti képeket vettiink 1%-os Iézerintenzitassal,
majd 1500 ms-on &t égettik ki a terlletet 100%éxerintenzitassal egy 256x10
pixeles terileten. A kiértékelés soran az atlagoslqntenzitasokat NIH ImageJ (ver.
1.45s) segitségével hataroztuk meg. A visszatgyésiéket az IGOR szoftverbe

illeszett FrapCalc-EMBL modullal illesztettik aded elkészitett modellekhez.
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EREDMENYEK, DISZKUSSZIO

A PPAR, kotédéese az ABCG2 promoterén (egy ’'klasszikus’ promoteanalizis)

A korabban leirt és publikalt PPAROG promoter egy 1647 bp méiet
szakaszbal all (-1285 / 362). Ebben a szekveneimsts nem tart fel ismert PPAR
valaszadod elemet. Ezutan egy nagyobb régiot (5@0@ibsgaltunk. Egy 150 bp-nyi,
konzervalt régiot (-3946 / -3796) sikerilt igy amseitani bioinformatikai
eszkOzoOkkel. Ez a szekvencia harom, potencialisRRRAlaszado elemet tartazott,
melyek mindegyikében megtalaltuk az isrtiéfl AGGTCA motivumot (DR1). Az
tjonnan azonositott ABCG2+4sit6 elemet egy minimalis TK-luciferdz promoter elé
klonoztuk (enhancer TK-luciferaz). Ezt a konstrdkciCOS1 és 293T-sejtekbe
kotranszfektaluk a PPARkonstitutivan aktiv formajaval egyitt (VP-PPARRXR
nélkdl, illetve jelenlétében. A fokozott luciferaktivitas a magreceptorok azéseitd
elemhez tortéh kapcsolddasat jelezte. A PPAR:RXR heterodimer Kermpagyobb
aktivitast mutatott, mint a PPAR monomer formalarek a kisérletek azt mutattak,
hogy a PPARdirekt médon, heterodimerként képes felismerni@sdai az tjonnan

azonositott, human ABCG2 génhez tartoZisi$ szekvenciahoz.

Az RXR dinamikaja élé sejtekben (FRAP)

A FRAP mérések lelise tették, hogy masodpercessfielbontas mellett
tanulmanyozzuk az RXR dinamikajat. &srban arra voltunk kivancsiak, hogy
megjelenik-e egy immobil (tartésan helyhezkotoéhyad az aktivacio soran és hogy
milyen hatassal van az agonista ligand megjelerséseeceptor magon beldli
diffaziéjara. Az égetési teriilet geometrigjanakagsehhez tartozé diffiziés modell
megtaladlasa utan lelé®® valt az immobil hdnyad és a fél-visszatérésh id
meghatarozasa.

A ligand tavollétében, a fluoreszcens jel gyorsz@pulést mutatott; (t= 2,5
+ 0,4 s, immobil hanyad 3 + 3%). Tiz perces LG2BXR agonista) kezelés utan a
fél-visszateresi idl emelkedett (.= 7,3 + 0,7 s), de immobil frakciot tovabbra sem
detektaltunk (7 £ 3%). Az agonista kezelés a kdeneDNS-kotésre képtelen GFP-
RXR-LBD konstrukt fél-visszatérési idejét is emelb@r kisebb mértékben. Ezekben

a kisérletekben az aktivalas soran az RXR lelasawdlt kimutathat6, de ellentétben
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szamos mas magreceptorral, az RXR nem képzett ahyarobil frakciot, amely a

hosszabb tartdzkodasidick utalna a kromatinhoz kotve.

Az RXR és az RAR dinamikaja miliszekundumos felboréds mellett, éb sejtekben
(FCS)

FCS segitségével méréseinket a miliszekundumosmartyba helyezhettik
at. A két-komponerisnormal diffaziés modell bizonyult legjobban hasihaédnak
rendszerlinkben. A tézis ezen szakaszdban az RAR BXR diffuziés paraméterei
kerllnek 6sszevetésre. A receptorokra jell@mifuzios idbk atl = 1,5-10 ms (gyors

komponens) és2 = 60-240 ms (masodik, lassabb komponens) tartgbaéestek.

Az RAR és az RXR jelenés hanyada viszonylag szabadon diffundal a magban
A receptorok diffuziés id eloszlas-hisztogramja hasonlé mintdzatot mutat.
Azonban két Iényeges kilonbség jelenik meg: az R¥Rdebb az atlagos diffuzios

ideje és a lassu hanyad RAR-hez képest kisebb enéret

Az aktivalas a receptorokat egy lassabb allapot féltolja el

A magreceptorok fikddesét leird6 molekularis kapcsold6 modell alapjan a
ligandfligd) koregulatorcsere az egyik legfontosabb, az aléstdeheivé te\s 1épés.
A kérdésiink az volt, hogy a ligandfliggktivacio és koregulatorcsere hogyan
tukrozodik a receptorok mobilitasan. A telitési koncentihan adagolt szelektiv
agonista (100 nM AM580 vagy LG268) csak kis valgizakozott a diffuzios
id6kben. Azonban mar 6t perccel a ligand hozzaadasa ditrendeiott a
gyors/lassu receptorok aranya. Az aktivalt RXR @sen a lassabb molekulak aranya
16%-r6l 43%-ra valtozott. Az RAR esetében eleveynhl) volt ez a frakcio az
aktivalasat megékéen is (29 %). Az AM580-kezelés az RXR-hez hasoniggors

valtozast ereményezett ennél a receptornal is.

A ligandfiggé mobilitasbeli valtozasok az RXR esetében tranzieek, ellentétben
a RAR-ral

A véraramban taladlhatdé metabolitok, kismolekuldk &gyéb potencidlis
magreceptor ligandok mennyiségeshén nem allandd. Latva a valasz azonnali
jellegét, kivancsiak voltunk a valtozas tartéssagarKimosast® végeztink.

Ugyanazon kamraban mértiink keydetben agonista Inétiajd agonista jelenlétében.

11
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Ezutan a ligandot tartalmazé tapoldatot Uresreéttsér, és ebben inkubdltuk 20
percig a sejteket, majd ismat FCS-mérést végeztigyanabban a kamraban.
Meglep kuldnbségeket tapasztaltunk. Az RXR esetébenaamdigeltavolitasa utan a
mobilitasi viszonyok visszarendittek. Ezzel ellentétben, az RAR esetében a ligand

eltavolitdsa utan is megmaradt az aktivalt allaptemz gyors/lassu hanyad.

A koaktivatorkotes feltétele a ligandfigd mobilitasbeli valtozasoknak

A magreceptorok aktivaciojanak kulcs mozzanataganklkotést kovéen a
korepresszor komplex levaldsa és a koaktivator kexnpekotdése a receptor
felszinen. Az RAR ezen feliletét modositottuk ponitacioval, majd
tanulmanyoztuk a valtozasok hatasat a fent lgjandfligd lassulasra.

A kezeletlen "aktivatork@' mutans (amely nagyobb affinitdssal koti a
koaktivatort) diffiziés paraméterei a kezeletlewemor hasonléak voltak a vad
tipusu receptoréhoz. Ezzel szemben, a megndvekieoietpresszorkét affinitassal
rendelked mutans esetében a ligand hatasa elmaradt a wshéiptapasztalttol. A
lassu hanyad ligandfugmovekedése tehat a koregulatorkétéshez kapcsolt.

Mivel az RXR esetében nem ismertek jol leirt kotétprkdo® mutansok, egy
masik stratégiat alkalmaztunk. Az LG1208 egy stikiis (RXRa-specifikus)
antagonista. A keis LG1208 + LG268 kezelés mérsékelt az agonista BGBasat.
Az antagonista 6nmagdban nem okozott valtozéstkatebindlva az agonista
liganddal megakadalyozta a gyors/lassu komponeéatekdeddését. jraelosztasa .
Ez azt sugallja, hogy csakugy, mint az RAR esetékeaktivatorkotés éfeltétele az

RXR mobilitasbeli valtozasanak.

A DNS-kotés az aktivacio ditti dinamikai viszonyokat befolyasolja, az aktivaco-
fliggé atrendezdésre csak limitalt hatassal bir

Transzkripcios faktorokként a sejtmagreceptorok ilegyegfontosabb
képessége a DNS-kotés. Ezalapjan arra szamitothody a DNS-kdt képesség
redukalasa vagy megszintetése jélefiatassal van a receptorok diffuziéjara. Olyan,
csonkolt receptorokat hoztunk létre melyek csak kggndkdott doménisl (és egy
maglokalizacids szignalbol éallnak), tehat hianyakDNS-kéé domeénjuk. (GFP-
RXR-LBD, GFP-RAR-LBD). A FRAP mérések alapjan az RXBD diffaziéja

gyorsabb volt, mint a teljes hosszUsagu receptamgnban aktivalas hatasara
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megnovekedett fél-visszatérési ideje, azaz lelasBala mutans tovabbra is képes a
ligand és a koregulator megkotésére és a dimerkémzeiszont nem képes direkt
modon koéddni a DNS-hez. Fontos megjegyezni, hogy a dimeidgapartneren
keresztil tortéth DNS-kotést nem lehet kizarni az LBD esetében. B5nérések a
teljes hosszusagu (FL) formaknal mérteknél roviddbfuzios idbket mutattak. A
lassu komponens latszolagos diffuzios ideje nendriiibzott szignifikansan az FL-
nél mértekdl, de a frakcié mérete kisebb volt. Ez az eredmang utal, hogy a ligand
tavollétében is van bizonyos méniéRNS-, illetve kromatinkdtés a teljes hosszusagu
RAR és RXR esetében.

Az RXR mobilitas-térképe

A kulénb6z mobilitassal biré molekula-populaciok sejten  bieldl
megjelenitése U utakat nyithat a magreceptoroggélataban. A SPIM-FCS esetében
a fluoreszcens molekuldk gerjesztése nem a sejaégtf pontjaban toérténik, hanem
egy teljes sejtszeletben. igy nem egy, hanem ddatiin(a detektortol fudgn)
40x20 FCS mérés torténhet egyszerre a sejtmag egigté&ben. Ezen mérések
kiértékelése utan megkaphatjuk a vizsgalt fehembihtas-térkéepét. A SPIM-FCS-
sel meghatarozott diffuziés paraméterek megegyezaiekFCS-sel mértekkel. A
kulénb6z6 mobilitAssal biré populaciék azonban etptes eloszlast mutattak a
magon beldl, nem lattuk tehat nyomat helyi felddsaknak.

Az RXR DNS-koétése a teljes genom szintjén

Amint a korabbi mérések soran lathattuk, megbelstimulus hatasara
jelentbsen megvaltozik a magreceptorok dinamikaja egyré@s#oregulatorkotés,
masrészt a DNS-kotés kovetkezteben. Mi torténikramsizkripcios faktor és a
kromatin k6zo6tt? Tobb potencialis kbely valik vajon elérhéé az aktivacié soran?

Ezekre a kérdéseket csak akkor lehet vélaszolni,ahanagreceptorok
kromatinkotését a teljes genom szintjén vizsgalfbRIP-Seq kisérleteket végeztiink
HelLa sejtekben, hogy 0sszevessilk az aktivalési €s az aktivalas utani RXR
kotéhelyeket. Az immunoprecipitacido, a szekvenalas ésnegszekvenalt DNS
szakaszok referencia-genomra toétéhesztése utan meghataroztuk az RXR Altal
elfoglalt kothelyek szamat. 6636 RXR-kbtszakaszt azonositottunk a kontrol
(kezeletlen) mintaban. Ez a szam 8302-6& az LG268 aktivalt mintdban. 5138
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(tébb, mint 50 %) azon helyeknek a szdma amelyek@sak a két mintaban. 1498
kotohely tint el, és 3164 Uj hely jelent meg a ligandkezetés.u

Az aktivalas hatdsara az RXR nem ddik lényegesen tobb kéitelyre.
Azonban a kromatin ‘foglaltsdga’ valtozik. Agonigtatdsara ugyanisétt annak a

valoszirisége, hogy az RXR-t kéttelyhez kapcsoltan taléljuk.
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OSSZEFOGLALAS

Az RXR és az RAR sejtmagon belili mobilithsat vasgk aktivalas soran
élé-sejtes konfokalis mikroszképias modszerekkel. AAPRés az FCS technikak
kombinalt alkalmazaséaval szélesis#talan tudtuk tanulmanyozni a magreceptorok
rendkivil dinamikus viselkedését. A rendszert Ibggn a két-komponetisszabad
diffaziés modell irja le. Ligand tavollétében a tiégb receptor a gyorsabb
populaciéhoz tartozik. Agonista kezelést kdest, a populaciok eloszlasa gyorsan
megvaltozik; megh a lassu receptorok aranya. A koaktivatorkétés tiié#hetetlen
ehhez a valtozashoz.

Az RXR és az RAR receptorok FCS-mérése jéleninamikai kilonbségekre
mutatott r4: RXR dinamikusabb molekulaként visedted Az aktivalas soran
szélesebb spektrumon véltozott a mobilitasa. SPO&Fnéréseink alapjan ezek a
dinamikai véltozasok a teljes sejtmagban azonosakiden végbemennek.

A teljes genomra vonatkoz6 eredményeink alapjaakéizacio soran nemén
meg jelenisen az RXR-ko6tott helyek szama. A ChIP-Seq mérasekutalnak tehat,
hogy a receptorok nem foglaltak el tobb dti@lyet, azonban a kétések valészinsége
nott.

Az RXR és mas magreceptorok kapcsolata szamos egdekdést tartogat
meég. Arra, hogy hogyan befolyasoljak és szabalyozaa elérheét kotohelyek,
ligandok és dimerizaciés partnerek a kulorbdXR-heterodimerek |étrejottét,
valosziriileg hamarosan valaszt kaphatunk. Egy mésik érdekéket a kromatin, a
transzkripciés faktorok és a transzkripciésan aktégiok viszonya. Ezekhez
kapcsolodo kerdésekre adhat valaszt szamos, ndraréglérhdive valt modszer. A
SPIM-FCCS (SPIM fluoreszcencia keresztkorrelacpekgoszkdpia) alkalmazésaval
példaul megrajzolhaté a sejtmagon belili fehérfeefie kdlcsdnhatasok térképe. A
GROseq (Global Run-On szekvenalads) modszerévelaligokieljes-genom szinten
lehet meghatarozni az aktiv RNS-szintézis helyg#iokban az esetekben amikor
mechanizmusok leirasa és feltarasa a cél, célrivazadilonbosd elveken alapul6 és
elté érzékenységmaodszerek kombinacidjat alkalmazni.
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