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Osszefoglalas

A magreceptorok szupercsaladjdba olyan transz-
kripciés faktorok tartoznak, melyek ligandumfiiggé
modon képesek szabdlyozni célgénjeik atirddasat.
Kulcsszerepet jatszanak olyan alapvetd biologiai
folyamatokban, mint a névekedés, az egyedfejlédés
vagy a homeosztazis fenntartdsa. A miikodésiiket
leir6 altalanos modell alapjan ligandum hidnyaban
korepresszormolekulat és a represszorkomplex to-
vabbi tagjait kotik magukhoz, igy a szabalyozasuk
alatt allé célgének kifejez6dése nem torténik meg.
Agonista/aktivald ligandum hatdsara konforma-
ciévaltozdson mennek keresztiil, ami a represszor-
komplex levalasat, a koaktivator- és az aktivator-
komplex kotédését, majd a célgén atirédasat véltja
ki. Ezt a folyamatot irja le a molekulariskapcsol6-
modell, ami egy kétéllasu, viszonylag statikus rend-
szer képét vetiti fel. A modern biofizikai médsze-
reknek és a mikroszképtechnika fejlédésének ko-
szonhet8en olyan alkalmazasok keriiltek a moleku-
laris biologia fegyvertaraba, melyekkel egyre jobb
idé@beli felbontdssal vizsgéalhatok a transzkripcids
szabalyozasban részt vevd fehérjék kolcsonhatas-
valtozasai, s a kordbbi statikus modellt egyre inkabb
egy rendkiviil dinamikus rendszer képe kezdi fel-
valtani.
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Summary

Nuclear receptors are transcription factors that
regulate gene expression in a ligand-dependent
manner. They play key roles in several basic bio-
logical processes such as growth, differentiation
and maintenance of homeostasis. According to
the current general model of nuclear receptor
action, in the absence of ligand, co-repressor and
other members of the repressor complex are
bound to the receptor, keeping the target gene
silent. However, in the presence of an agonist lig-
and, co-regulator exchange takes place, which
means that the repressor complex is released and
co-activator with members of the activator com-
plex takes its place. This regulator exchange
results in activation of target gene expression.
This process is viewed as the molecular switch
model, which represents two distinct states of a
rather static system. Due to modern biophysics
and the evolution of microscope technology,
new applications became available in the field
of molecular biology, which made it possible to
investigate transcriptional regulation at increas-
ingly higher time resolution. As the result of
these experiments the earlier static model is
being replaced by a rather dynamic one.

A sejtmagreceptor-biolégia kezdetei

1896-ban Beatson jegyezte le, hogy azon elSreha-
ladott mellrdkban szenvedd betegek allapotaban,
akiknél eltavolitottdk a petefészkeket, jelentSs
javulast tapasztaltak. Ezzel gyakorlatilag felfedte
az 6sztrogén mellrdkra gyakorolt stimulal6 hatasat,
joval azel6tt, hogy magat a hormont leirtdk volna
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[1]. KésSbb, 1962-ben Jensen azt is leirta, hogy ezek
a hormonok a sejtekben talalhat6 fehérjékhez ko-
tédnek, melyek azutan a sejtmagba vandorolva fej-
tik ki hatasukat [2]. Az §sztrogénreceptor (ER) m-
kodésének modellje annyira djszertinek bizonyult,
hogy csak fokozatosan valt elfogadotta. A felfe-
dezés azonban tudomanyos mérfoldkének szdmit.
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Evans és Chambon nevéhez kothets az elsé magre-
ceptor, a glitkokortikoidreceptor (GR), majd az ER
klénozasa [3]. Ezek az eredmények inditottak el azt
a folyamatot, mely soran az 1980-as évek végéig
szamos tovabbi magreceptort azonositottak ho-
moldgia alapjdn. Majd az azonositott recepto-
rokhoz egyre tobb endogén ligandumot is kotottek,
igy adoptalédtak a kezdetben ismeretlen ligan-
dummal rendelkezé ,arva” receptorok. A genom-
projekteknek koszonhetSen ma mar tudjuk, hogy
a Caenorhabditis elegans génallomanya 270, a
Drosophila melanogasteré 21, az egéré 49, az emberé
pedig 48 kiilonféle magreceptort kodol. A szek-
venciavizsgalatokbdl kideriilt, hogy ezek a fehérjék
jelentés mértékben konzervaltak, ami azt jelenti,
hogy a magreceptorok a tobbsejttiek torzsfejlédé-
sének igen korai szakaszan jelenhettek meg, és va-
lamennyi térzsben megtalalhatok [4].

A receptorok altalanos jellemzdi

A magreceptorok szupercsalddjdba olyan transz-
kripcids faktorok tartoznak, melyek ligandumfiig-
g6 modon képesek szabalyozni - aktivalni vagy ga-
tolni — célgénjeik atirddasat. Természetes ligandu-
maik kozé kisméretdi molekuldk tartoznak, mint
példaul a lipidoldékony szteroid hormonok, a reti-

noidok és egyes metabolitok, amelyek szabadon
képesek atdiffundalni a sejtmembrénon. Az , arva”
receptorok adoptaldsa sordn egy sor kis affinitasu
ligandum kertilt azonositasra. Ezek kézott tobbszo-
rosen telitetlen, illetve oxidalt zsirsavak, s&t xeno-
biotikumok is vannak. Ezek a fehérjék képesek a
hormonok vagy metabolitok altal hordozott infor-
maciét kdzvetleniil a genomhoz tovabbitani. Kulcs-
szerepet jatszanak olyan alapvetd biologiai folya-
matokban, mint a névekedés, az egyedfejlédés vagy
a homeosztazis fenntartdsa [5]. Ezt a szertedgazo
fehérjecsaladot két csoportra oszthatjuk élettani
szerepiik és miikodésiik alapjan. Az elsé csoportba
azok a receptorok tartoznak, amelyek specifikus,
nagy affinitdst ligandumokat kotnek (Ky ~ 107 M).
Ezen ,endokrin receptorok” kozé tartoznak a szte-
roid hormonok receptorai, a mar emlitett ER vagy
az androgénreceptor (AR). A masik csoportba, a
,metabolitreceptorok” csoportjaba tartoznak azok
a magreceptorok, melyek alacsony affinitasu ligan-
dumokat kotnek (K4 ~ 10° M). Ilyenek példaul a
peroxiszoma proliferator aktivalta receptorok
(PPAR), melyeket kiilonboz6 zsirsavak aktivalnak,
az oxiszterolok 4ltal aktivalt mdj-x-receptorok
(LXR), a retinsavreceptor (RAR) és a retinoid-x-
receptor (RXR).

csoportjanak tudomanyos didkkoros hallgatéja. Tudomanyos érdekl6dési teriilete: a magreceptorok mii-
kodésének vizsgalata modern biofizikai médszerekkel.
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kolcsonhatasanak in vivo koriilmények kozott torténd vizsgalataval foglalkozik.
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Szertedgazo és kozponti bioldgiai szerepiiknek ko-
szonhetSen a magreceptorok a gyoégyszerkutatés
elsGdleges célpontjai kozott szerepelnek. Ezért 1é-
nyeges, hogy megértsiik azon folyamatokat, me-
lyek soran az inaktiv, gatolt allapotban 1évé recep-
tor aktiv allapotba keriil. A kovetkezSkben azon
biokémiai, illetve biofizikai médszereket és az ezek
felhasznalasaval sziiletett alapvetS fontossagu ered-
ményeket mutatjuk be, melyek hozzdjarulnak,
hogy egyre pontosabban atlathassuk ennek a komp-
lex rendszernek a mtikodését.

Doménszerkezetiik

Néhany kivételtSl eltekintve valamennyi mag-
receptor hasonlé doménszerkezettel bir (1. dbra).
Az N-terminalis végen helyezkedik el a nem ligan-
dumfiiggd aktivitasért felelSs (activation function 1,
AF1) A/B-domén. Ezt koveti a magreceptorok ko-
zOtt legmagasabb fokiu konzervaltsagot (kb. 90%)
mutaté DNS-koté domén (DBD). A 75-90 amino-
savbdl felépiils egység két darab, egyenként 4—4
konzervalt ciszteint tartalmazé Zn-ujjal rendel-
kezik. Itt talalhat6 az a hélix, amely a DNS nagyar-
kédhoz képes kotédni, miutin felismerte a magre-
ceptor-specifikus valaszadé elemet (RE). A konszen-
zus valaszad6 elem 5-A /GGGTCA (fél szekvencia)
sokszor tobb szaz kilobazissal a transzkripciés
starthely el6tt helyezkedik el direkt ismétlédéses,
palindrom vagy inverz palindrom poziciéban, le-
hetévé téve ezaltal a specifikus receptor homo-
vagy heterodimerek kotését. A D-régi6 flexibilis hi-
dat képez a DBD és a ligandumkotd domén (LBD)
kozott. Az LBD valédi multifunkciés domén. Ide
kothets a ligandumkotésen tdl a ligandumfiiggd
transzkripciés aktivalas (activation function 2, AF2),
a dimerképzés, valamint a koregulatorkotés is. Ez
az egység 12 hélixbdl épiil fel, melyek harom par-
huzamos sikba rendez8dnek [4]. Csak a DBD és az
LBD kristalyszerkezetét ismerjiik, a teljes fehérje
szerkezetét még egyik magreceptor esetében sem
sikertilt feltdrni. Ezekbdl a kristalyszerkezeti ered-
ményekbdl tudjuk azt, hogy az LBD két félre oszt-
hat6. Az also fél belsejében egy apolaros kornyeze-
tet biztosito {ireg, a ligandumkots zseb (LBP) talal-
haté. Erdekes médon erre a konzervativ szerkeze-
tet mutat6 régiéra igen nagyfoku variancia is jel-
lemz8, ami a zseb méretének és kotSfelszinének
valtozatossagabol adédik. A nagyméretii zsebek —
mint amilyennel a PPARg is rendelkezik — azt ered-
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ményezik, hogy ugyanaz a receptor tébbféle, kémi-
ailag eltér$ ligandumot képes megkotni. Ezzel szem-
ben a Nurrl receptor kristalyszerkezetét tanulma-
nyozva kideriil, hogy nem rendelkeznek ligandum-
kots zsebbel, és valdszintileg nincs endogén ligan-
dumuk. Ezek az ,arva” receptorok nem az ismert
mechanizmust kovetve mtikodnek. A ligandumko-
t6 zsebet a 12-es hélix (H12, az apo-RXR kristalyszer-
kezete alapjan) fedi le. A H12 kulcsszerepet jatszik
abban, hogy a magreceptorok molekuléris kapcso-
l6ként miikddhessenek [6]. A magreceptor és va-
laszad6 eleme kozotti kotédést a D-vitamin-recep-
tor esetében a 2. dbra mutatja be.

1. abra A magreceptorok doménszerkezete. Az N-termindlis
vég feldl: a vilaszado elemhez kapcsolodé DNS-kotd domén
(DBD), hid régi6 (D), ligandumkoté domén (LBD) az aktivilt
poziciéban 1évd H12 hélixszel (AF2) és a ligandumkotd zsebhez
kotédott agonista ligandummal. (Szaggatott vonal dbrizolja a
hid régiot; mivel technikai okok miatt a teljes hossziisdgii recep-
tor nem kristdlyosithaté, ezért az LBD és a DBD kristdly-
szerkezeti képei csak kiilon-kiilon ismertek.)

2. abra (lasd a cimlapon) A vdlaszado eleméhez kapcsolodo
magreceptor (D-vitamin-receptor). A ligandumkoté domén 12-
es hélixe (sarga szinnel kiemelve), amint az agonista ligan-
dum (pirossal jelolve) kotddését kivetden lezirja a ligandum-
kotd zsebet. A jelenleg kibontakozéban 1évd elképzelések szerint
a magreceptorok és a vilaszado elemek kozotti dinamikus kol-
csonhatdsok eredményeként a receptorok folyamatosan tesztelik
(scanning) a potencidlis vilaszado elemeket.

Dimerek, koregulitorok

A magreceptorok miikodésének megértéséhez
sziikséges tovébbi két jellegzetesség ismerete. Az
egyik, hogy ligandumot koté allapotban — kevés ki-
vételtdl eltekintve — dimereket képeznek. A dime-
rek a kiilonb6z8 hossziisagu szakaszokkal elva-
lasztott dimerspecifikus fél kotShelyekhez kotdd-
nek. Alkothatnak igy egyrészt homodimereket,
mint példaul a GR, vagy az ER, illetve RXR-rel he-
terodimereket is, mint az RAR és a PPAR. Az RXR
tehat kozponti szereppel bir a magreceptorok egy
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csoportjdban, mivel promiszkuus heterodimerizald
partnerként viselkedik. Az RXR-heterodimerek le-
hetnek permissziv heterodimerek, ha mindkét re-
ceptor oldalardl aktivalhatok (példaul RXR:PPAR),
ellentétben a nem permissziv heterodimerekkel
(példaul RXR:RAR), melyek kizar6lagosan az RXR
oldalérdl nem, csak a partner oldalardl, illetve pan-
agonista ligandummal aktivalhaték. A masik 1é-
nyeges jellemzd a koregulatorok kotése. A magre-
ceptorok a kornyezd kromatinstruktiirara koregu-
latorokon keresztiil fejtik ki hatasukat. Jelenleg
tobb szaz ilyen koreguldtort ismeriink, melyek ha-
talmas fehérjekomplexeket képezve egyrészt hidat
jelentenek a magreceptorok és a transzkripciés gé-
pezet kozott, masrészt megvaldsitjak azt a fajta fi-
noman hangolt kombindacids szabélyozast, ami a
receptorok sokrétd szerepének az alapja. Funkcio-
jukat tekintve lehetnek korepresszorok és koaktiva-
torok. Korepresszor példaul a 270 kDa méretd
SMRT, ami olyan molekulakomplexek tagja, ame-
lyek példaul a hisztonok N-terminalis lizinjének
deacetildlasa révén gatoljak a célgén atirodasat. A
koaktivatorok kozé tartozik példaul a DRIP/TRAP
komplex. Ebben az esetben is nagyméretti, 14-16
fehérjébdl allé komplexrdl van szé. A komplex tag-
jai hiszton-acetiltranszferdz enzimatikus aktivitas-
sal rendelkeznek, ami lehet§vé teszi az aktiv kro-
matin kialakitasat, ezéltal a célgén atirodasat [4].

A korepresszor- és koaktivator-komplexek specifi-
kusan képesek kotédni a magreceptorok LBD ré-
gidjdhoz. A kolcsonhatds a koaktivatorok esetében
az LxxLL, korepresszorok esetében az LxxxIxxxI/L
motivumon keresztil torténik (receptor interaction
domain, RID). Az LBD mutécids feltérképezése azt
a meglepd eredményt hozta, hogy a korepresszor
és a koaktivator interakcids felszinéhez kapcsol6do
kotShelyek nagymértékben atfednek egymassal a
magreceptoron. Ez azt jelentheti, hogy a koregula-
torkotés kizardlagos, egyszerre csak egy molekula
kapcsolédhat az LBD-hez. Igy azzal, hogy az LBD-
hez koaktivétor vagy korepresszor koétédik, lénye-
gében elddl a ,, molekularis kapcsold” allasa. Ezen a
jelenségen alapul a magreceptorok miikodését leird
kapcsolémodell (3. dbra). A modell megalkotasat
elésegitette, hogy mind t6bb kristalyszerkezeti kép
késziilt kiilonbozs receptorok LBD régidjardl ligan-
dumkéts és apo-konformaciéban, valamint komp-
lexben a koregulatorok interakciés doménjét kép-
visel§ peptidszakaszokkal [6]. Olyan kristalyszer-
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3. dbra A molekuldriskapcsolé-modell kidolgozdsihoz vezetd
kisérleti rendszerek. (A) A kéthibrid rendszerben lehetséges fe-
hérje—fehérje és fehérje~DNS kolcsonhatdsok vizsgalata. A rend-
szer mitkodésének alapjelensége a riporter gén (példdaul a luci-
ferdzgén, melynek terméke a luciferint detektdlhato fényjelen-
ség mellett modositja) aktivildsa abban az esetben, ha a transz-
kripciés faktor az aktivdtorrégiohoz kotddik. Az elnevezés on-
nan ered, hogy a transzkripcios faktort két részre bontva alkal-
mazzuk. A DNS-kot6 félhez van kapcsolva a ,,csali” (A) fehér-
je, a transzaktivicids képességgel bird félhez pedig a ,zsdkmdny”
(B). Ha a csali-zsdkmdny pdr kolcsonhatdsba 1ép eqymdssal, az
azt eredményezi, hogy az aktivilé domén a vdlaszado elemhez
kotodik a csalifehérjén keresztiil, igy a riporter gén kifejezodik.
Ezt az alapelvet felhaszndlva a médszer alkalmas a magrecep-
torok ligandumfiiggd transzaktivdcios képességének vizsgdlati-
ra, a koreguldtorcsere tanulmdnyozdsdra, valamint promoter-
térképezésre is, attol fiiggden, hogy milyen eqységekbdl épitjiik
fel. (B) A GST (glutation-S transzferdz) pull-down mddszer-
ben a GST-fiizids csalifehérje glutationon keresztiil kikotodik
egy specifikus oszlopra. Az izotdp beépitésével, in vitro transz-
lalt zsakmdnyfehérje is dtdramlik az oszlopon. Azonban ha van
affinitds a két fehérje kozott, akkor az izotdppal jelolt fehérije is
kikotodik az oszlopra, ellentétben a tobbi fehérjével. A kotédott
fehérje detektildsin keresztiil vizsgalni lehet, hogy kiilonbozo
ligandumkezelések milyen hatdssal vannak a fehérjepartnerek
kolesonhatdsdira, és mutagenezis segitségével a kolcsonhato fel-
szinek térképezhetdk.

kezeti modell azonban, amely a teljes hossztisagu
receptort tartalmazna, eddig nem késziilhetett el
technikai okok miatt. A mtikodés hatterében allo fe-
hérje—fehérje és fehérje-DNS kolcsonhatasok vélto-
zasét éleszt6-, majd fehérje-kéthibrid technikaval,
valamint GST-fiziés fehérjék kifejezésével tanulma-
nyoztak. Az igy kirajzolédé egyszerd, kapcsolo-
modell Iényegében az LBD felszinén lezajl6 koregu-
latorcserét irja le. Ennek alapjan az apo-receptor ko-
represszort és ezen keresztiil a represszorkomplex
tovabbi tagjait koti. A célgén atirédasa ekkor nem
torténhet meg, mivel a régi6 gatolt allapotban van.
Agonista ligandum hatadsara azonban a represszor
levalik a magreceptorrdl, és helyére koaktivator,
valamint az aktivatorkomplex tovabbi tagjai kotdd-
nek. Ezek alakitjdk ki azt a kromatinkornyezetet,
ahol lehet&vé valik a célgén aktivalasa, atirodasa.
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A magreceptor-mtikodést leir6 modellek
(mozgol6d6 magreceptor-kutatas)

Egy statikus modell: a molekuldris kapcsold

De miként dént az LBD arrél, hogy melyik tipusu
koregulatort kosse? Milyen molekuléris folyama-
tok allnak a kapcsolé miikddése mogott? A rendel-
kezésre allo kristalyszerkezeti képek alapjan a ko-
aktivator interakciés domén (ID) a receptor 3-as, 4-
es és 12-es hélixekhez kotédik (H3, H4, H12), még-
pedig olyan médon, hogy a H12 pozicidja egy tol-
téscsapdéan keresztiil elésegiti ezt a kdlcsonhatast.
Ez a H12 aktiv pozicidja a holo-receptor esetében,
azaz, amikor az agonista ligandum a ligandumkéts
zsebben iil. A H12 mint egy egérfogé karja, lénye-
gében lezdrja ezt a zsebet, stabilizalva a koaktivator
kotédését (2. dbra). Ezzel szemben — bar a kore-
presszor is ugyanahhoz a régidhoz kotédik az
LBD-n — a hosszabb ID-régionak koszénhetSen a
H12 nem tudja felvenni az aktiv poziciét. Ez a li-
gandum altal vezérelt koregulatorcsere a kapcsol
miikodésének alapja. Proteolizis-szenzitivitds és
NMR-vizsgalatok vildgossa tették, hogy a ligan-
dumkétés stabilizdlja az LBD-t, egy kompaktabb
konformaciét hozva létre. Apo-PPAR magrecep-
toron végzett fluoreszcencia-anizotrépids vizsgéla-
tok alapjan a H12 rendkiviil mobilis, és mobilitasa
fliggetlen a domén tobbi részétdl. Ligandumkotés
utdn azonban ez a dinamika jelent6sen mérsékls-
dik, alatdAmasztva azt az elképzelést, hogy ekkor a
12-es hélix felkotédik az LBD felszinére, felvéve
aktiv pozicidjat. A ligandum tehat két titon is stabi-
lizélja a receptor aktiv konformaciéjat. Egyrészt
kozvetlentil is kapcsolédik a H12 hélixhez, mas-
részt az egész LBD konformadci6jara hatdssal van,
mivel kompaktabba teszi azt, ezzel is elGsegitve a
kialakult aktiv konformacié stabilizdldsat. Ligan-
dum hidnydban viszont a bekot6dd korepresszor
nagyobb méret(i ID-jének kdszonhetSen a H12 nem
foglalja el aktiv pozicidjat, és az apo-konformacié
stabilizalodik. Megjegyzend§ azonban az is, hogy a
jelen 1évé koregulatorok egymashoz viszonyitott
aranya is befolydsolja a koregulatorcserét.

Lendiiletben: 1ij alkalmazdsok, 1ij modellek

ChIP. A molekularis kapcsol6 modellje alapjan egy
viszonylag statikus rendszer rajzolodik ki el6ttiink,
melyben a transzkripcié szabalyozasanak kulcsat a
kiilonb6z6 hatassal bir6 fehérjekomplexek és a kro-
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matin kdlcsonhatasai jelentik. Ez a modell azonban
nem tér ki a folyamatok kinetikajara, ugyanis a mo-
dellhez vezet6 médszerek alkalmatlanok a transz-
kripciés szabélyozas iddbeli lefolyasanak vizsga-
latara. Ilyen irdnyu vizsgélatokat tesz lehet6vé a
kromatin-immunprecipitacié (ChIP) és moédositott
forméinak alkalmazéasa. Az eljaras alaplépései a ko-
vetkez8k: 1) a szovet vagy sejtek, a DNS—fehérje és
fehérje—fehérje komplexek formaldehiddel torténd
keresztkotése, 2) a kromatin fragmentaldsa, 3) a
kromatinfragmentumok immunkicsapdsa magre-
ceptor-, illetve koregulatorspecifikus antitestekkel,
4) a keresztkotések feloldasa, 5) a prométer DNS
detektalasa. Az antitestek specifitidsanak javitasa és
PCR technikak alkalmazasa nagyban novelték a
modszer hatékonysagat, még pontosabba téve a
promoter régio feltérképezését. Az idSfliggés vizs-
gélatat a Shang altal alkalmazott , kinetikus ChIP*
modszer [7] tette lehetévé. Ezzel ugyanis kimu-
tathatéva valt a pS2 és a cathepsin D prométerén
felépiil6 ER-kotott transzkripcids komplex Ossze-
rendezddése szinkronizélt sejtpopuladcidoban [8].
Két érdekes eredményt is hoztak ezek a kisérletek.
Az egyik, hogy az egyes komplexek promoéterko-
tése atfed. Az aktivaci6é bekovetkezéséhez sziikség
van a korepresszorok jelenlétére is.

Nem all ez ellentétben azzal a koncepciéval, amit
a kéthibrid-kisérletekbdl sziilet6 kapcsolomodell
leir? A legérdekesebb észlelés pedig csak ezutan
kovetkezett. Osztrogén, azaz az agonista ligandum
hianyaban az ER prométerkotése jellegzetes cikli-
kussagot mutatott. A be-ki ciklus periddusa 20 perc
koriil mozgott, azonban az RNS-polimeraz II pro-
moterkdtése nem volt detektalhaté ekkor. Osztro-
gén jelenlétében ezzel szemben az ER, a polimerdz
és a koregulatorok is kovették ezt a be-ki ciklust,
noha egy jelentSsen lelassult, koriilbeliil 40 perces
ciklusossagot kovetve [9]. Ezen eredmények alap-
jan egy sokkal dinamikusabb rendszer kezdett ki-
rajzolédni. Nem szabad azonban megfeledkezni
arrél, hogy a ChlIP alkalmazasa sordn a kdlcsonhat6
partnereket biokémiai médszerekkel keresztkotjiik,
igy lényegében pillanatképet készitiink a komp-
lexekrdl. Ezeket a pillanatképeket megfelelGen egy-
mas utdn helyezve érzékelhet§ ugyan, hogy egy
dinamikusan valtozé rendszerrél van sz9, viszont a
perces nagysagrend idSbeli felbontés és az in vitro
kornyezet alapvetSen korlatozza, hogy a valésagos
dinamikai véltozasokat feltarhassuk.
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A biofizika és a molekuldris bioldgia hatdrteriiletén:
in vivo fluoreszcencia mikroszképia

Igény jelentkezett tehdt olyan molekularis biofizi-
kai moédszerekre, melyekkel nem csupan egy na-
gyobb sejtpopulacié halmazétlagaként, hanem
akér egyedi sejtenként, szubszekundumos felbon-
tassal és ,val6di” kornyezetében, azaz in vivo ko-
riilmények kozott vizsgalhatok az emlitett fehérje-
dinamikai valtozasok. Az igények és a technikai fej-
16dés szerencsés egybeesése egy sor olyan fluoresz-
cenciamikroszképids eljaras kifejlesztését eredmé-
nyezte, amelyek megfeleltek ezeknek a kritériu-
moknak, forradalmasitva a magreceptorok miiko-
désérdl kialakult elképzeléseket.

A fluoreszcenciamikroszképias vizsgalatok alapja,
hogy a tanulmanyozni kivant fehérjéhez megfelels
tartomanyban gerjeszthet§ és detektdlhaté fluo-
reszcens fehérjét — zold fluorescens proteint (GFP)
vagy annak kiilonb6zé szinii valtozatait — csatol-
nak. Az igy keletkez$ kiméra szerencsés esetben
meg0rzi a magreceptor eredeti tulajdonséagait, azaz
ligandumfiliggd transzaktivacids, dimerizéciés és
koregulatorkotési képességét.

A fazi6s fehérjék transzfektalasaval él6 sejtekben, in
situ lehet vizsgalni a magreceptorok dinamikéjanak
térbeli és idSbeli valtozasait. A legkézenfekvSbb le-
het&ség a lokalizaci6 vizsgélata. Lokalizacié alapjan
harom csoportba oszthaték a magreceptorok. Az el-
s6 csoportba tartoznak azok, amelyek tobbnyire el-
s@sorban a magban taldlhatok. Ilyen az ER, az RXR
vagy a RAR. A GR és az AR elsSsorban a citoplaz-
maban helyezkedik el, a progeszteronreceptor (PR)
pedig hasonlé aranyban taldlhaté meg a citoplaz-
maban és a sejtmagban. Ligandumkezelés hatasara
jellegzetes, az egyes receptorokra jellemzd valtoza-
sokat tapasztalhatunk. Ez jelenti egyrészt a transz-
lokécidt, azaz a ligandummentes allapotban a cito-
plazmaban talalhato receptorok ligandum hatésara
a magba torténé vandorlasat, valamint az eloszlas
megvaltozasat is. Az ER difftiz magi eloszlasa ago-
nista hatdsdra pontozotta valik, a receptorok inten-
zivebb és halvanyabb, de jol kivehetd foltokba ren-
dezdédnek. A foltképzdés mechanizmusa és szere-
pe még nem minden esetben tisztdzott, azonban mi-
vel érdekes mddon a foltok nem kolokalizdlédnak a
transzkripcidsan aktiv RNS-polimeraz Il enzimmel,
valdszintinek tiinik, hogy a ttlexpresszalt magre-
ceptorok raktérai lehetnek. Ugyanakkor ez a fajta

ligandumfiiggs eloszlasvaltozas PPAR esetében
nem figyelheté meg [10].

FRAP. Osszefiiggésbe lehet-e hozni ezt a valtozést
a transzkripciés faktorok szempontjabdl alapvets
DNS-kotéssel? A valasz megadasdhoz olyan mod-
szer sziikséges, amivel él6 sejtekben, in situ kovet-
heté a jelolt fehérjék mozgasa, dinamikaja. A kro-
matinhoz kotott, immobilizalt transzkripcids fak-
torok tanulméanyozasara alkalmasak példaul a foto-
kioltason alapulé fluoreszcenciamikroszkopias el-
jarasok. A fotokioltds utani fluoreszcencia-vissza-
térés (FRAP) mérése soran el8szor rovid ideig tar-
t6, intenziv 1ézerbesugérzassal kiégetjiik a fluoresz-
cens molekuldk egy részét a mérési térfogatban,
majd detektaljuk a fluoreszcenciajel visszatérését,
amit a kiégetett és a térfogatelemen kiviilrdl érkezd
ép molekuldk difftzioval torténd kicserélédése
okoz. A mérés informéaciot ad a jelolt molekula mo-
bilitasar6él és a molekuldk mobilis hanyadarol.
Ezzel az eljarassal sok esetben sikeriilt kapcsolatot
talalni a magreceptorok immobilizacidja és a ki-
alakuld, pontozott mintazat kozott (4. dbra, FRAP).
A FRAP-eredmények alapjan a magreceptorok
egyik csoportja — amelybe a PPAR, RAR is tartozik
— rendkiviili mobilitassal rendelkezik, ami a ligan-
dumkezelés hatdsara sem valtozik jelentSsen. Ezzel
szemben a GR, ER csoportjdban ligandumkezelés
utdn a receptorok egy szubpopulaciéja immobiliza-
l6dik, a fennmarado rész pedig csokkent difftiziot
mutat.

Egy atfogd, kromatinkots fehérjékre iranyuld
FRAP-vizsgalat szerint a legtobb fehérje (20 pro-
teinbdl 18) magas DNS-kotési ratat mutatott, ma-
sodperces—perces nagysagrendd tartézkodasi id6-
vel. Phair elképzelése szerint ez a gyors dinamika
teszi lehet6vé, hogy a fehérjekomplexek nagy ha-
tékonysaggal valaszoljanak a kotSpartnereken tor-
tént legkisebb valtozdsokra is. Igy tehat a magfe-
hérjék viselkedésére sokkal inkabb a gyors alkal-
mazkodoképesség, mintsem a hosszu élettartamd,
stabil fehérjekomplexek kialakulésa jellemz6 [11].

Itt érdemes visszautalni arra, hogy a ChlP-vizsga-
latok azt mutatjak meg egy sejtpopuldciéra vonat-
koztatva, hogy adott idépontban mekkora valo-
szintiséggel kapcsolodik egy adott komplex a pro-
moterhez, ellentétben a most emlitésre keriild mod-
szerekkel, amelyekkel azt mérhetjiik, mennyi idé&t
toltenek az egyes komplexek a promoteren.
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4. dbra A dinamikus modell kidolgozdsdindl alkalmazott fon-
tosabb biofizikai médszerek. A fotokioltds utini fluoreszcencia-
visszatérés (FRAP) mérése sordn eldszor rovid ideig tarto, in-
tenziv lézerbesugdrzdssal kiégetjiik a fluoreszcens molekuldik
eqy részét a mérési térfogatban, majd detektdljuk a fluoreszcen-
ciajel visszatérését, amit a kiégetett és a térfogatelemen kiviilrol
érkezd ép molekuldk diffiizioval torténd kicserélodése okoz. A flu-
oreszcenciakorreldcios spektroszképia (FCS) alkalmazdsakor a
vizsgdlt és gerjesztett térfogat konfokdlis elrendezésii, femtoli-
teres méretil. A fluoreszkilo molekuldk — esetiinkben a kiilonbo-
20 fluoroférokkal jelolt magreceptorok — diffiiziéjuk sordn beiisz-
nak a gerjesztési—detektildsi térfogatba, és ott fluoreszcens jelet
bocsdtanak ki, melyet fotodidddval detektilhatunk. Amikor a
molekula kitiszik a detektdldsi térfogatbél, a fluoreszcens jel
csokken. Megfelelden alacsony molekulakoncentricio mellett
csak néhany molekula tartozkodik egy idben a konfokdlis térfo-
gatban, igy a molekulidk szdma nagy statisztikus ingadozdst
mutat (AN~N"2). Ennek megfelelSen az id6 fiiggvényében mért
fluoreszcenciafiigguény is jelentds relativ ingadozdst fog mutat-
ni. Az ingadozist a detektilt molekuldk diffiizidjanak sebessé-
gén til fotofizikai folyamatok és kémiai reakcidk is befolydsol-
hatjak. A fluoreszcencia ingadozdsdbol kiszamithaté az autokor-
reldcios fiigguény, amelynek alapjan meghatirozhaté a detektd-
lisi térfogatban 1évd dtlagos molekulaszdam és a molekuldk diffii-
zids ideje (a detektdldsi térfogatban toltott dtlagos idGtartam),
ami forditottan ardnyos a diffiizios dllandéval. Fluoreszcencia-
keresztkorreldcios spektroszkdpids (FCCS) méréshez két mole-
kulafajtat kiilonbozo szinii festékekkel jeloliink, és ezek fluoresz-
cencidjdt két csatorndban egyidejilleg detektaljuk. Amennyiben
a molekuldk stabilan egyiitt mozognak, a fluoreszcenciaingado-
zdsok parhuzamosak lesznek, és az 1in. keresztkorreldcios fiigg-
vény amplitiiddja nullatol kiilonbozd lesz. Az amplitiidobol meg-
becsiilhetd a komplex koncentrdcidja, a diffiizios id6bol pedig
diffiizios dllandoja.

A magreceptorok transzkripciészabalyozéasarol
kialakul6 képet nagyban alakitottak az in. tandem
array rendszereken végzett kisérletek, ahol a tobb,
mesterségesen egymds mellé rendezett véalaszadd
elem jol lathato 1okuszként figyelhet6 meg, miutan
kapcsolédtak hozzajuk a fluoroférral jelolt fehér-

80

jék. A legismertebb ilyen tipusu kisérletet egérsejt-
vonalon végezték, ahol 800-1200 GR kotShelyet
tartalmazoé egységet épitettek be az egér 4-es kro-
moszémadjiba, majd a GFP-GR eloszlasat és dina-
mikajat vizsgaltak. A fluoreszcencia-visszatérési
id6 a 10 masodperces tartomanyba esett. A recep-
torok ebbdl szdrmaztatott latszélagos kotési idejét
noveli a kotShelyek nagy koncentracidja, tehat az
egy 6ndllo valaszadd elemre jellemz§ receptortar-
tézkodasi id6 ennél is kisebb lehet. FRAP-vizsgala-
tokkal sikeriilt kimutatni a magreceptorok, vala-
mint a veliik kolcsonhaté koregulatorok gyors cse-
rélédését ezeken a valaszaddelem-sorozatokon.
A transzkripcids faktorok és a kromatinkotd fehér-
jék nagyfokti mobilitasa, azaz a valaszképes pro-
moterek ilyenfajta szonddzasa arra utal, hogy a
transzkripcids szabdlyozas alapjat sztochasztikus
folyamatok jelentik. Ezen az elképzelésen alapul a
McNally-féle ,hit-and-run” modell [12].

Ugy ttinik tehat, hogy a FRAP médszer alkalmas
ennek az egyre dinamikusabb képet mutat6 rend-
szernek a tanulmanyozasara, azonban a mddszer
hatranya, hogy nehezen kvantifikalhaté. Emellett
az idébeli felbontasa a néhanyszaz milliszekundu-
mos tartoményig terjed.

FCS. A fluoreszcenciakorrelaciés spektroszképia
(FCS) jelentette a megoldast erre a nehézségre. Ez-
zel a moédszerrel akar a mikroszekundumos id6-
skalan lejatszodé diffizids folyamatokat is tanul-
manyozhatjuk. Magat a médszert mar 1974-ben le-
irtdk, azonban csak a kozelmdultban, az eljaras kon-
fokalis mikroszképidval valé Osszekapcsoldsanak
koszonhetSen valt lehetévé, hogy FCS-méréseket
in vivo koriilmények kozott lehessen folytatni. Ez-
zel a ligandumbhatas és egyéb dinamikai véltozasok
olyan pontossagu detektdlasa valt lehet6vé, ame-
lyek a transzkripciés szabalyozashoz kapcsol6do
elképzeléseket véglegesen 1j megvilagitdsba he-
lyezték. Az FCS alkalmazasa sordn egy rendkiviil
kicsi, szubfemtoliteres (kobmikrométernél kisebb)
méret( térfogatot gerjesztiink fokuszalt lézersugar-
ral. Ez gerjeszti a gerjesztési térfogaton athalado,
esetiinkben a vizsgalandé fehérjéhez kapcsolt fluo-
rofért, majd az altala kibocsatott sugarzast detek-
taljuk (4. dbra, FCS). Mivel a detektalt jel ingadoza-
sa a detektalasi térfogatba be- és onnan kidiffunda-
16 molekuldk mennyiségétSl és azok sebességétdl
fligg, annak vizsgalatdb6l a molekulapopulaciok
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diffiziés egytitthatja meghatarozhatéva valik [13].
Ezzel a mddszerrel sikeriilt kimutatni, hogy ligan-
dumkezelés hatdsara a PPAR dinamikaéja jelent&sen
csokken. Tovabbmenve azt is sikertilt kimutatni,
hogy mind a ligandumkétott, mind pedig a nem li-
gandumkotott receptor is kisebb difftizids egytitt-
hatéval rendelkezik, mint amekkorara egy, a mag-
ban monomerként vagy dimerként szabadon dif-
fundalé molekula esetében szamitani lehetne. Erre
logikus magyaréazat az, hogy in vivo koriilmények
kozott 1ényegében nincs sz6 szabad difftiziérol, mi-
vel a receptorok ligandum hianyaban a represszor-
komplexhez, ligandumkoétés utdn pedig a még
nagyobb méretli aktivatorkomplexhez kotSdnek.
A komplexek egytitthat6jabol vonatkoztatott mole-
kulatomegek azonban olyan nagynak adoddtak,
hogy felvet6dott ismét annak a gondolata, hogy
a receptorok egy populacidja tranziensen kotddik
a kromatinhoz, és innen ad6dik a mobilitas jelentSs
csokkenése. Ujra megérkeztiink tehat a ,hit-and-
run” modellhez, azonban nyilvanvalénak tiinik,
hogy a molekulapopulacié dinamikdjanak valtoza-
sdhoz a kromatinkotés és a koregulatorkotés egya-
rant hozzajarul. A fluoreszcenciarezonancia-ener-
giatranszfer (FRET) modszerével lehetséges €16 sej-
tes kornyezetben fehérje—fehérje egytittallasok ki-
mutatasa, s6t a komplex konformacidjanak vizsga-
lata is (mivel a FRET sebességi dllanddja a donor—
akceptor tavolsag hatodik hatvanyaval forditottan
aranyos). El6fordulhat azonban, hogy a fluoroférok
az egymassal kolcsonhaté molekuldk atellenes ol-
dalan helyezkednek el, vagy relativ orientacidjuk a
FRET létrejotte szempontjabol kedvezétlen, igy a
FRET hatasfoka nagyon kicsi vagy nem is mérhetd.
Kulonosen hasznos lehet nagyméreti fehérje-
komplexek kolcsonhatédsainak vizsgéalatakor egy
olyan médszer, amivel indirekt kdtddéseket is ki le-
het mutatni [8].

FCCS. A fluoreszcencia-keresztkorrelaciés spekt-
roszképiaval (FCCS) két kiilonbdz6 szind festékkel
megjelolt molekula fluoreszcenciafluktuacidin ke-
resztiil a molekulak egyiittmozgasat vizsgalhatjuk
(4. dbra, FCCS). Azaltal, hogy ez a médszer is beke-
riilt az in vivo koriilmények kozott alkalmazhato el-
jarasok fegyvertaraba, sejthets, hogy az eddig szii-
letett modellek pontositdsaval, atfogalmazasaval
kozelebb kertilhetiink a transzkripciés szabalyozas
miikddésének megértéséhez [10].

A molekularis biol6gidval parhuzamosan a magre-
ceptor-kutatas is megdobbentd valtozasokon ment
at az elmalt b6 két évtizedben. Még mindig egy
viszonylag fiatal tudomanyteriiletrél van sz6, ahol
kiilénosen igaz az, hogy az ugrasszerd elSrelépé-
seket, dogmavéltasokat olyan modszerek elterjedé-
se teszi lehet6vé, melyek a hatartudomanyok fel6l
érkeznek, és alkalmazdsukkal természetesen ko-
rabban nem ismert nézSpontbdl vizsgalhatjuk a
rendszer alapjelenségeit. Ahogy kiilonb6z8 ,omi-
kak” megsziiletéséhez nélkiilozhetetlen volt, hogy
az informatika eszkoztara megfeleld szintre béviil-
jon, tgy a kiilénboz6 bioldgiai rendszerekben fel-
vet6ds kérdések tjabb és djabb kihivasokat adnak
a mikroszkopia, a biofizika és az informatika fejl6-
désén munkalkododknak is. Kirajzolédni latszik mar
a tertilet kovetkez8 mérfoldkove, amennyiben egy-
re tobb in vivo fluoreszcencia technoldgia valik elér-
het6vé nagy feldolgozoképességii rendszerekben is.

Koszonetnyilvanitas
A szerz6k koszonetet mondanak az OTKA T48745
program tamogatasaért.
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