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A sejtmagreceptor-biológia kezdetei
1896-ban Beatson jegyezte le, hogy azon elôreha-
ladott mellrákban szenvedô betegek állapotában,
akiknél eltávolították a petefészkeket, jelentôs
javulást tapasztaltak. Ezzel gyakorlatilag felfedte
az ösztrogén mellrákra gyakorolt stimuláló hatását,
jóval azelôtt, hogy magát a hormont leírták volna

[1]. Késôbb, 1962-ben Jensen azt is leírta, hogy ezek
a hormonok a sejtekben található fehérjékhez kö-
tôdnek, melyek azután a sejtmagba vándorolva fej-
tik ki hatásukat [2]. Az ösztrogénreceptor (ER) mû-
ködésének modellje annyira újszerûnek bizonyult,
hogy csak fokozatosan vált elfogadottá. A felfe-
dezés azonban tudományos mérföldkônek számít.
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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.
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Összefoglalás

A magreceptorok szupercsaládjába olyan transz-
kripciós faktorok tartoznak, melyek ligandumfüggô
módon képesek szabályozni célgénjeik átíródását.
Kulcsszerepet játszanak olyan alapvetô biológiai
folyamatokban, mint a növekedés, az egyedfejlôdés
vagy a homeosztázis fenntartása. A mûködésüket
leíró általános modell alapján ligandum hiányában
korepresszormolekulát és a represszorkomplex to-
vábbi tagjait kötik magukhoz, így a szabályozásuk
alatt álló célgének kifejezôdése nem történik meg.
Agonista/aktiváló ligandum hatására konformá-
cióváltozáson mennek keresztül, ami a represszor-
komplex leválását, a koaktivátor- és az aktivátor-
komplex kötôdését, majd a célgén átíródását váltja
ki. Ezt a folyamatot írja le a molekuláriskapcsoló-
modell, ami egy kétállású, viszonylag statikus rend-
szer képét vetíti fel. A modern biofizikai módsze-
reknek és a mikroszkóptechnika fejlôdésének kö-
szönhetôen olyan alkalmazások kerültek a moleku-
láris biológia fegyvertárába, melyekkel egyre jobb
idôbeli felbontással vizsgálhatók a transzkripciós
szabályozásban részt vevô fehérjék kölcsönhatás-
változásai, s a korábbi statikus modellt egyre inkább
egy rendkívül dinamikus rendszer képe kezdi fel-
váltani. 
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Evans és Chambon nevéhez köthetô az elsô magre-
ceptor, a glükokortikoidreceptor (GR), majd az ER
klónozása [3]. Ezek az eredmények indították el azt
a folyamatot, mely során az 1980-as évek végéig
számos további magreceptort azonosítottak ho-
mológia alapján. Majd az azonosított recepto-
rokhoz egyre több endogén ligandumot is kötöttek,
így adoptálódtak a kezdetben ismeretlen ligan-
dummal rendelkezô „árva“ receptorok. A genom-
projekteknek köszönhetôen ma már tudjuk, hogy
a Caenorhabditis elegans génállománya 270, a
Drosophila melanogasteré 21, az egéré 49, az emberé
pedig 48 különféle magreceptort kódol. A szek-
venciavizsgálatokból kiderült, hogy ezek a fehérjék
jelentôs mértékben konzerváltak, ami azt jelenti,
hogy a magreceptorok a többsejtûek törzsfejlôdé-
sének igen korai szakaszán jelenhettek meg, és va-
lamennyi törzsben megtalálhatók [4].

A receptorok általános jellemzôi
A magreceptorok szupercsaládjába olyan transz-
kripciós faktorok tartoznak, melyek ligandumfüg-
gô módon képesek szabályozni – aktiválni vagy gá-
tolni – célgénjeik átíródását. Természetes ligandu-
maik közé kisméretû molekulák tartoznak, mint
például a lipidoldékony szteroid hormonok, a reti-

noidok és egyes metabolitok, amelyek szabadon
képesek átdiffundálni a sejtmembránon. Az „árva“
receptorok adoptálása során egy sor kis affinitású
ligandum került azonosításra. Ezek között többszö-
rösen telítetlen, illetve oxidált zsírsavak, sôt xeno-
biotikumok is vannak. Ezek a fehérjék képesek a
hormonok vagy metabolitok által hordozott infor-
mációt közvetlenül a genomhoz továbbítani. Kulcs-
szerepet játszanak olyan alapvetô biológiai folya-
matokban, mint a növekedés, az egyedfejlôdés vagy
a homeosztázis fenntartása [5]. Ezt a szerteágazó
fehérjecsaládot két csoportra oszthatjuk élettani
szerepük és mûködésük alapján. Az elsô csoportba
azok a receptorok tartoznak, amelyek specifikus,
nagy affinitású ligandumokat kötnek (Kd ~ 10-9 M).
Ezen „endokrin receptorok“ közé tartoznak a szte-
roid hormonok receptorai, a már említett ER vagy
az androgénreceptor (AR). A másik csoportba, a
„metabolitreceptorok“ csoportjába tartoznak azok
a magreceptorok, melyek alacsony affinitású ligan-
dumokat kötnek (Kd ~ 10-6 M). Ilyenek például a
peroxiszóma proliferátor aktiválta receptorok
(PPAR), melyeket különbözô zsírsavak aktiválnak,
az oxiszterolok által aktivált máj-x-receptorok
(LXR), a retinsavreceptor (RAR) és a retinoid-x-
receptor (RXR).
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Szerteágazó és központi biológiai szerepüknek kö-
szönhetôen a magreceptorok a gyógyszerkutatás
elsôdleges célpontjai között szerepelnek. Ezért lé-
nyeges, hogy megértsük azon folyamatokat, me-
lyek során az inaktív, gátolt állapotban lévô recep-
tor aktív állapotba kerül. A következôkben azon
biokémiai, illetve biofizikai módszereket és az ezek
felhasználásával született alapvetô fontosságú ered-
ményeket mutatjuk be, melyek hozzájárulnak,
hogy egyre pontosabban átláthassuk ennek a komp-
lex rendszernek a mûködését.

Doménszerkezetük

Néhány kivételtôl eltekintve valamennyi mag-
receptor hasonló doménszerkezettel bír (1. ábra).
Az N-terminális végen helyezkedik el a nem ligan-
dumfüggô aktivitásért felelôs (activation function 1,
AF1) A/B-domén. Ezt követi a magreceptorok kö-
zött legmagasabb fokú konzerváltságot (kb. 90%)
mutató DNS-kötô domén (DBD). A 75–90 amino-
savból felépülô egység két darab, egyenként 4–4
konzervált ciszteint tartalmazó Zn-ujjal rendel-
kezik. Itt található az a hélix, amely a DNS nagyár-
kához képes kötôdni, miután felismerte a magre-
ceptor-specifikus válaszadó elemet (RE). A konszen-
zus válaszadó elem 5‘-A/GGGTCA (fél szekvencia)
sokszor több száz kilobázissal a transzkripciós
starthely elôtt helyezkedik el direkt ismétlôdéses,
palindrom vagy inverz palindrom pozícióban, le-
hetôvé téve ezáltal a specifikus receptor homo-
vagy heterodimerek kötését. A D-régió flexibilis hi-
dat képez a DBD és a ligandumkötô domén (LBD)
között. Az LBD valódi multifunkciós domén. Ide
köthetô a ligandumkötésen túl a ligandumfüggô
transzkripciós aktiválás (activation function 2, AF2),
a dimerképzés, valamint a koregulátorkötés is. Ez
az egység 12 hélixbôl épül fel, melyek három pár-
huzamos síkba rendezôdnek [4]. Csak a DBD és az
LBD kristályszerkezetét ismerjük, a teljes fehérje
szerkezetét még egyik magreceptor esetében sem
sikerült feltárni. Ezekbôl a kristályszerkezeti ered-
ményekbôl tudjuk azt, hogy az LBD két félre oszt-
ható. Az alsó fél belsejében egy apoláros környeze-
tet biztosító üreg, a ligandumkötô zseb (LBP) talál-
ható. Érdekes módon erre a konzervatív szerkeze-
tet mutató régióra igen nagyfokú variancia is jel-
lemzô, ami a zseb méretének és kötôfelszínének
változatosságából adódik. A nagyméretû zsebek –
mint amilyennel a PPARg is rendelkezik – azt ered-

ményezik, hogy ugyanaz a receptor többféle, kémi-
ailag eltérô ligandumot képes megkötni. Ezzel szem-
ben a Nurr1 receptor kristályszerkezetét tanulmá-
nyozva kiderül, hogy nem rendelkeznek ligandum-
kötô zsebbel, és valószínûleg nincs endogén ligan-
dumuk. Ezek az „árva” receptorok nem az ismert
mechanizmust követve mûködnek. A ligandumkö-
tô zsebet a 12-es hélix (H12, az apo-RXR kristályszer-
kezete alapján) fedi le. A H12 kulcsszerepet játszik
abban, hogy a magreceptorok molekuláris kapcso-
lóként mûködhessenek [6]. A magreceptor és vá-
laszadó eleme közötti kötôdést a D-vitamin-recep-
tor esetében a 2. ábra mutatja be.

1. ábra A magreceptorok doménszerkezete. Az N-terminális
vég felôl: a válaszadó elemhez kapcsolódó DNS-kötô domén
(DBD), híd régió (D), ligandumkötô domén (LBD) az aktivált
pozícióban lévô H12 hélixszel (AF2) és a ligandumkötô zsebhez
kötôdött agonista ligandummal. (Szaggatott vonal ábrázolja a
híd régiót; mivel technikai okok miatt a teljes hosszúságú recep-
tor nem kristályosítható, ezért az LBD és a DBD kristály-
szerkezeti képei csak külön-külön ismertek.)

2. ábra (lásd a címlapon)  A válaszadó eleméhez kapcsolódó
magreceptor (D-vitamin-receptor). A ligandumkötô domén 12-
es hélixe (sárga színnel kiemelve), amint az agonista ligan-
dum (pirossal jelölve) kötôdését követôen lezárja a ligandum-
kötô zsebet. A jelenleg kibontakozóban lévô elképzelések szerint
a magreceptorok és a válaszadó elemek közötti dinamikus köl-
csönhatások eredményeként a receptorok folyamatosan tesztelik
(scanning) a potenciális válaszadó elemeket.

Dimerek, koregulátorok

A magreceptorok mûködésének megértéséhez
szükséges további két jellegzetesség ismerete. Az
egyik, hogy ligandumot kötô állapotban – kevés ki-
vételtôl eltekintve – dimereket képeznek. A dime-
rek a különbözô hosszúságú szakaszokkal elvá-
lasztott dimerspecifikus fél kötôhelyekhez kötôd-
nek. Alkothatnak így egyrészt homodimereket,
mint például a GR, vagy az ER, illetve RXR-rel he-
terodimereket is, mint az RAR és a PPAR. Az RXR
tehát központi szereppel bír a magreceptorok egy

A TRANSZKRIPCIÓS SZABÁLYOZÁS DINAMIKUS ARCA
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csoportjában, mivel promiszkuus heterodimerizáló
partnerként viselkedik. Az RXR-heterodimerek le-
hetnek permisszív heterodimerek, ha mindkét re-
ceptor oldaláról aktiválhatók (például RXR:PPAR),
ellentétben a nem permisszív heterodimerekkel
(például RXR:RAR), melyek kizárólagosan az RXR
oldaláról nem, csak a partner oldaláról, illetve pán-
agonista ligandummal aktiválhatók. A másik lé-
nyeges jellemzô a koregulátorok kötése. A magre-
ceptorok a környezô kromatinstruktúrára koregu-
látorokon keresztül fejtik ki hatásukat. Jelenleg
több száz ilyen koregulátort ismerünk, melyek ha-
talmas fehérjekomplexeket képezve egyrészt hidat
jelentenek a magreceptorok és a transzkripciós gé-
pezet között, másrészt megvalósítják azt a fajta fi-
noman hangolt kombinációs szabályozást, ami a
receptorok sokrétû szerepének az alapja. Funkció-
jukat tekintve lehetnek korepresszorok és koaktivá-
torok. Korepresszor például a 270 kDa méretû
SMRT, ami olyan molekulakomplexek tagja, ame-
lyek például a hisztonok N-terminális lizinjének
deacetilálása révén gátolják a célgén átíródását. A
koaktivátorok közé tartozik például a DRIP/TRAP
komplex. Ebben az esetben is nagyméretû, 14-16
fehérjébôl álló komplexrôl van szó. A komplex tag-
jai hiszton-acetiltranszferáz enzimatikus aktivitás-
sal rendelkeznek, ami lehetôvé teszi az aktív kro-
matin kialakítását, ezáltal a célgén átíródását [4].

A korepresszor- és koaktivátor-komplexek specifi-
kusan képesek kötôdni a magreceptorok LBD ré-
giójához. A kölcsönhatás a koaktivátorok esetében
az LxxLL, korepresszorok esetében az LxxxIxxxI/L
motívumon keresztül történik (receptor interaction
domain, RID). Az LBD mutációs feltérképezése azt
a meglepô eredményt hozta, hogy a korepresszor
és a koaktivátor interakciós felszínéhez kapcsolódó
kötôhelyek nagymértékben átfednek egymással a
magreceptoron. Ez azt jelentheti, hogy a koregulá-
torkötés kizárólagos, egyszerre csak egy molekula
kapcsolódhat az LBD-hez. Így azzal, hogy az LBD-
hez koaktivátor vagy korepresszor kötôdik, lénye-
gében eldôl a „molekuláris kapcsoló” állása. Ezen a
jelenségen alapul a magreceptorok mûködését leíró
kapcsolómodell (3. ábra). A modell megalkotását
elôsegítette, hogy mind több kristályszerkezeti kép
készült különbözô receptorok LBD régiójáról ligan-
dumkötô és apo-konformációban, valamint komp-
lexben a koregulátorok interakciós doménjét kép-
viselô peptidszakaszokkal [6]. Olyan kristályszer-

kezeti modell azonban, amely a teljes hosszúságú
receptort tartalmazná, eddig nem készülhetett el
technikai okok miatt. A mûködés hátterében álló fe-
hérje–fehérje és fehérje–DNS kölcsönhatások válto-
zását élesztô-, majd fehérje-kéthibrid technikával,
valamint GST-fúziós fehérjék kifejezésével tanulmá-
nyozták. Az így kirajzolódó egyszerû, kapcsoló-
modell lényegében az LBD felszínén lezajló koregu-
látorcserét írja le. Ennek alapján az apo-receptor ko-
represszort és ezen keresztül a represszorkomplex
további tagjait köti. A célgén átíródása ekkor nem
történhet meg, mivel a régió gátolt állapotban van.
Agonista ligandum hatására azonban a represszor
leválik a magreceptorról, és helyére koaktivátor,
valamint az aktivátorkomplex további tagjai kötôd-
nek. Ezek alakítják ki azt a kromatinkörnyezetet,
ahol lehetôvé válik a célgén aktiválása, átíródása.

BIOKÉMIA, 31: 74–81 (2007)BRÁZDA PÉTER ÉS MTSAI

3. ábra A molekuláriskapcsoló-modell kidolgozásához vezetô
kísérleti rendszerek. (A) A kéthibrid rendszerben lehetséges fe-
hérje–fehérje és fehérje–DNS kölcsönhatások vizsgálata. A rend-
szer mûködésének alapjelensége a riporter gén (például a luci-
ferázgén, melynek terméke a luciferint detektálható fényjelen-
ség mellett módosítja) aktiválása abban az esetben, ha a transz-
kripciós faktor az aktivátorrégióhoz kötôdik. Az elnevezés on-
nan ered, hogy a transzkripciós faktort két részre bontva alkal-
mazzuk. A DNS-kötô félhez van kapcsolva a „csali“ (A) fehér-
je, a transzaktivációs képességgel bíró félhez pedig a „zsákmány“
(B). Ha a csali–zsákmány pár kölcsönhatásba lép egymással, az
azt eredményezi, hogy az aktiváló domén a válaszadó elemhez
kötôdik a csalifehérjén keresztül, így a riporter gén kifejezôdik.
Ezt az alapelvet felhasználva a módszer alkalmas a magrecep-
torok ligandumfüggô transzaktivációs képességének vizsgálatá-
ra, a koregulátorcsere tanulmányozására, valamint promóter-
térképezésre is, attól függôen, hogy milyen egységekbôl építjük
fel. (B) A GST (glutation-S transzferáz) pull-down módszer-
ben a GST-fúziós csalifehérje glutationon keresztül kikötôdik
egy specifikus oszlopra. Az izotóp beépítésével, in vitro transz-
lált zsákmányfehérje is átáramlik az oszlopon. Azonban ha van
affinitás a két fehérje között, akkor az izotóppal jelölt fehérje is
kikötôdik az oszlopra, ellentétben a többi fehérjével. A kötôdött
fehérje detektálásán keresztül vizsgálni lehet, hogy különbözô
ligandumkezelések milyen hatással vannak a fehérjepartnerek
kölcsönhatására, és mutagenezis segítségével a kölcsönható fel-
színek térképezhetôk.
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A magreceptor-mûködést leíró modellek
(mozgolódó magreceptor-kutatás)

Egy statikus modell: a molekuláris kapcsoló

De miként dönt az LBD arról, hogy melyik típusú
koregulátort kösse? Milyen molekuláris folyama-
tok állnak a kapcsoló mûködése mögött? A rendel-
kezésre álló kristályszerkezeti képek alapján a ko-
aktivátor interakciós domén (ID) a receptor 3-as, 4-
es és 12-es hélixekhez kötôdik (H3, H4, H12), még-
pedig olyan módon, hogy a H12 pozíciója egy töl-
téscsapdán keresztül elôsegíti ezt a kölcsönhatást.
Ez a H12 aktív pozíciója a holo-receptor esetében,
azaz, amikor az agonista ligandum a ligandumkötô
zsebben ül. A H12 mint egy egérfogó karja, lénye-
gében lezárja ezt a zsebet, stabilizálva a koaktivátor
kötôdését (2. ábra). Ezzel szemben – bár a kore-
presszor is ugyanahhoz a régióhoz kötôdik az
LBD-n – a hosszabb ID-régiónak köszönhetôen a
H12 nem tudja felvenni az aktív pozíciót. Ez a li-
gandum által vezérelt koregulátorcsere a kapcsoló
mûködésének alapja. Proteolízis-szenzitivitás és
NMR-vizsgálatok világossá tették, hogy a ligan-
dumkötés stabilizálja az LBD-t, egy kompaktabb
konformációt hozva létre. Apo-PPAR magrecep-
toron végzett fluoreszcencia-anizotrópiás vizsgála-
tok alapján a H12 rendkívül mobilis, és mobilitása
független a domén többi részétôl. Ligandumkötés
után azonban ez a dinamika jelentôsen mérséklô-
dik, alátámasztva azt az elképzelést, hogy ekkor a
12-es hélix felkötôdik az LBD felszínére, felvéve
aktív pozícióját. A ligandum tehát két úton is stabi-
lizálja a receptor aktív konformációját. Egyrészt
közvetlenül is kapcsolódik a H12 hélixhez, más-
részt az egész LBD konformációjára hatással van,
mivel kompaktabbá teszi azt, ezzel is elôsegítve a
kialakult aktív konformáció stabilizálását. Ligan-
dum hiányában viszont a bekötôdô korepresszor
nagyobb méretû ID-jének köszönhetôen a H12 nem
foglalja el aktív pozícióját, és az apo-konformáció
stabilizálódik. Megjegyzendô azonban az is, hogy a
jelen lévô koregulátorok egymáshoz viszonyított
aránya is befolyásolja a koregulátorcserét.

Lendületben: új alkalmazások, új modellek

ChIP. A molekuláris kapcsoló modellje alapján egy
viszonylag statikus rendszer rajzolódik ki elôttünk,
melyben a transzkripció szabályozásának kulcsát a
különbözô hatással bíró fehérjekomplexek és a kro-

matin kölcsönhatásai jelentik. Ez a modell azonban
nem tér ki a folyamatok kinetikájára, ugyanis a mo-
dellhez vezetô módszerek alkalmatlanok a transz-
kripciós szabályozás idôbeli lefolyásának vizsgá-
latára. Ilyen irányú vizsgálatokat tesz lehetôvé a
kromatin-immunprecipitáció (ChIP) és módosított
formáinak alkalmazása. Az eljárás alaplépései a kö-
vetkezôk: 1) a szövet vagy sejtek, a DNS–fehérje és
fehérje–fehérje komplexek formaldehiddel történô
keresztkötése, 2) a kromatin fragmentálása, 3) a
kromatinfragmentumok immunkicsapása magre-
ceptor-, illetve koregulátorspecifikus antitestekkel,
4) a keresztkötések feloldása, 5) a promóter DNS
detektálása. Az antitestek specifitásának javítása és
PCR technikák alkalmazása nagyban növelték a
módszer hatékonyságát, még pontosabbá téve a
promóter régió feltérképezését. Az idôfüggés vizs-
gálatát a Shang által alkalmazott „kinetikus ChIP“
módszer [7] tette lehetôvé. Ezzel ugyanis kimu-
tathatóvá vált a pS2 és a cathepsin D promóterén
felépülô ER-kötött transzkripciós komplex össze-
rendezôdése szinkronizált sejtpopulációban [8].
Két érdekes eredményt is hoztak ezek a kísérletek.
Az egyik, hogy az egyes komplexek promóterkö-
tése átfed. Az aktiváció bekövetkezéséhez szükség
van a korepresszorok jelenlétére is.

Nem áll ez ellentétben azzal a koncepcióval, amit
a kéthibrid-kísérletekbôl születô kapcsolómodell
leír? A legérdekesebb észlelés pedig csak ezután
következett. Ösztrogén, azaz az agonista ligandum
hiányában az ER promóterkötése jellegzetes cikli-
kusságot mutatott. A be-ki ciklus periódusa 20 perc
körül mozgott, azonban az RNS-polimeráz II pro-
móterkötése nem volt detektálható ekkor. Ösztro-
gén jelenlétében ezzel szemben az ER, a polimeráz
és a koregulátorok is követték ezt a be-ki ciklust,
noha egy jelentôsen lelassult, körülbelül 40 perces
ciklusosságot követve [9]. Ezen eredmények alap-
ján egy sokkal dinamikusabb rendszer kezdett ki-
rajzolódni. Nem szabad azonban megfeledkezni
arról, hogy a ChIP alkalmazása során a kölcsönható
partnereket biokémiai módszerekkel keresztkötjük,
így lényegében pillanatképet készítünk a komp-
lexekrôl. Ezeket a pillanatképeket megfelelôen egy-
más után helyezve érzékelhetô ugyan, hogy egy
dinamikusan változó rendszerrôl van szó, viszont a
perces nagyságrendû idôbeli felbontás és az in vitro
környezet alapvetôen korlátozza, hogy a valóságos
dinamikai változásokat feltárhassuk.

A TRANSZKRIPCIÓS SZABÁLYOZÁS DINAMIKUS ARCA
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A biofizika és a molekuláris biológia határterületén:
in vivo fluoreszcencia mikroszkópia

Igény jelentkezett tehát olyan molekuláris biofizi-
kai módszerekre, melyekkel nem csupán egy na-
gyobb sejtpopuláció halmazátlagaként, hanem
akár egyedi sejtenként, szubszekundumos felbon-
tással és „valódi“ környezetében, azaz in vivo kö-
rülmények között vizsgálhatók az említett fehérje-
dinamikai változások. Az igények és a technikai fej-
lôdés szerencsés egybeesése egy sor olyan fluoresz-
cenciamikroszkópiás eljárás kifejlesztését eredmé-
nyezte, amelyek megfeleltek ezeknek a kritériu-
moknak, forradalmasítva a magreceptorok mûkö-
désérôl kialakult elképzeléseket.

A fluoreszcenciamikroszkópiás vizsgálatok alapja,
hogy a tanulmányozni kívánt fehérjéhez megfelelô
tartományban gerjeszthetô és detektálható fluo-
reszcens fehérjét – zöld fluorescens proteint (GFP)
vagy annak különbözô színû változatait – csatol-
nak. Az így keletkezô kiméra szerencsés esetben
megôrzi a magreceptor eredeti tulajdonságait, azaz
ligandumfüggô transzaktivációs, dimerizációs és
koregulátorkötési képességét.

A fúziós fehérjék transzfektálásával élô sejtekben, in
situ lehet vizsgálni a magreceptorok dinamikájának
térbeli és idôbeli változásait. A legkézenfekvôbb le-
hetôség a lokalizáció vizsgálata. Lokalizáció alapján
három csoportba oszthatók a magreceptorok. Az el-
sô csoportba tartoznak azok, amelyek többnyire el-
sôsorban a magban találhatók. Ilyen az ER, az RXR
vagy a RAR. A GR és az AR elsôsorban a citoplaz-
mában helyezkedik el, a progeszteronreceptor (PR)
pedig hasonló arányban található meg a citoplaz-
mában és a sejtmagban. Ligandumkezelés hatására
jellegzetes, az egyes receptorokra jellemzô változá-
sokat tapasztalhatunk. Ez jelenti egyrészt a transz-
lokációt, azaz a ligandummentes állapotban a cito-
plazmában található receptorok ligandum hatására
a magba történô vándorlását, valamint az eloszlás
megváltozását is. Az ER diffúz magi eloszlása ago-
nista hatására pontozottá válik, a receptorok inten-
zívebb és halványabb, de jól kivehetô foltokba ren-
dezôdnek. A foltképzôdés mechanizmusa és szere-
pe még nem minden esetben tisztázott, azonban mi-
vel érdekes módon a foltok nem kolokalizálódnak a
transzkripciósan aktív RNS-polimeráz II enzimmel,
valószínûnek tûnik, hogy a túlexpresszált magre-
ceptorok raktárai lehetnek. Ugyanakkor ez a fajta

ligandumfüggô eloszlásváltozás PPAR esetében
nem figyelhetô meg [10].

FRAP. Összefüggésbe lehet-e hozni ezt a változást
a transzkripciós faktorok szempontjából alapvetô
DNS-kötéssel? A válasz megadásához olyan mód-
szer szükséges, amivel élô sejtekben, in situ követ-
hetô a jelölt fehérjék mozgása, dinamikája. A kro-
matinhoz kötött, immobilizált transzkripciós fak-
torok tanulmányozására alkalmasak például a foto-
kioltáson alapuló fluoreszcenciamikroszkópiás el-
járások. A fotokioltás utáni fluoreszcencia-vissza-
térés (FRAP) mérése során elôször rövid ideig tar-
tó, intenzív lézerbesugárzással kiégetjük a fluoresz-
cens molekulák egy részét a mérési térfogatban,
majd detektáljuk a fluoreszcenciajel visszatérését,
amit a kiégetett és a térfogatelemen kívülrôl érkezô
ép molekulák diffúzióval történô kicserélôdése
okoz. A mérés információt ad a jelölt molekula mo-
bilitásáról és a molekulák mobilis hányadáról.
Ezzel az eljárással sok esetben sikerült kapcsolatot
találni a magreceptorok immobilizációja és a ki-
alakuló, pontozott mintázat között (4. ábra, FRAP).
A FRAP-eredmények alapján a magreceptorok
egyik csoportja – amelybe a PPAR, RAR is tartozik
– rendkívüli mobilitással rendelkezik, ami a ligan-
dumkezelés hatására sem változik jelentôsen. Ezzel
szemben a GR, ER csoportjában ligandumkezelés
után a receptorok egy szubpopulációja immobilizá-
lódik, a fennmaradó rész pedig csökkent diffúziót
mutat.

Egy átfogó, kromatinkötô fehérjékre irányuló
FRAP-vizsgálat szerint a legtöbb fehérje (20 pro-
teinbôl 18) magas DNS-kötési rátát mutatott, má-
sodperces–perces nagyságrendû tartózkodási idô-
vel. Phair elképzelése szerint ez a gyors dinamika
teszi lehetôvé, hogy a fehérjekomplexek nagy ha-
tékonysággal válaszoljanak a kötôpartnereken tör-
tént legkisebb változásokra is. Így tehát a magfe-
hérjék viselkedésére sokkal inkább a gyors alkal-
mazkodóképesség, mintsem a hosszú élettartamú,
stabil fehérjekomplexek kialakulása jellemzô [11].

Itt érdemes visszautalni arra, hogy a ChIP-vizsgá-
latok azt mutatják meg egy sejtpopulációra vonat-
koztatva, hogy adott idôpontban mekkora való-
színûséggel kapcsolódik egy adott komplex a pro-
móterhez, ellentétben a most említésre kerülô mód-
szerekkel, amelyekkel azt mérhetjük, mennyi idôt
töltenek az egyes komplexek a promóteren.

BIOKÉMIA, 31: 74–81 (2007)BRÁZDA PÉTER ÉS MTSAI
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A magreceptorok transzkripciószabályozásáról
kialakuló képet nagyban alakították az ún. tandem
array rendszereken végzett kísérletek, ahol a több,
mesterségesen egymás mellé rendezett válaszadó
elem jól látható lókuszként figyelhetô meg, miután
kapcsolódtak hozzájuk a fluorofórral jelölt fehér-

jék. A legismertebb ilyen típusú kísérletet egérsejt-
vonalon végezték, ahol 800–1200 GR kötôhelyet
tartalmazó egységet építettek be az egér 4-es kro-
moszómájába, majd a GFP–GR eloszlását és dina-
mikáját vizsgálták. A fluoreszcencia-visszatérési
idô a 10 másodperces tartományba esett. A recep-
torok ebbôl származtatott látszólagos kötési idejét
növeli a kötôhelyek nagy koncentrációja, tehát az
egy önálló válaszadó elemre jellemzô receptortar-
tózkodási idô ennél is kisebb lehet. FRAP-vizsgála-
tokkal sikerült kimutatni a magreceptorok, vala-
mint a velük kölcsönható koregulátorok gyors cse-
rélôdését ezeken a válaszadóelem-sorozatokon.
A transzkripciós faktorok és a kromatinkötô fehér-
jék nagyfokú mobilitása, azaz a válaszképes pro-
móterek ilyenfajta szondázása arra utal, hogy a
transzkripciós szabályozás alapját sztochasztikus
folyamatok jelentik. Ezen az elképzelésen alapul a
McNally-féle „hit-and-run“ modell [12].

Úgy tûnik tehát, hogy a FRAP módszer alkalmas
ennek az egyre dinamikusabb képet mutató rend-
szernek a tanulmányozására, azonban a módszer
hátránya, hogy nehezen kvantifikálható. Emellett
az idôbeli felbontása a néhányszáz milliszekundu-
mos tartományig terjed.

FCS. A fluoreszcenciakorrelációs spektroszkópia
(FCS) jelentette a megoldást erre a nehézségre. Ez-
zel a módszerrel akár a mikroszekundumos idô-
skálán lejátszódó diffúziós folyamatokat is tanul-
mányozhatjuk. Magát a módszert már 1974-ben le-
írták, azonban csak a közelmúltban, az eljárás kon-
fokális mikroszkópiával való összekapcsolásának
köszönhetôen vált lehetôvé, hogy FCS-méréseket
in vivo körülmények között lehessen folytatni. Ez-
zel a ligandumhatás és egyéb dinamikai változások
olyan pontosságú detektálása vált lehetôvé, ame-
lyek a transzkripciós szabályozáshoz kapcsolódó
elképzeléseket véglegesen új megvilágításba he-
lyezték. Az FCS alkalmazása során egy rendkívül
kicsi, szubfemtoliteres (köbmikrométernél kisebb)
méretû térfogatot gerjesztünk fókuszált lézersugár-
ral. Ez gerjeszti a gerjesztési térfogaton áthaladó,
esetünkben a vizsgálandó fehérjéhez kapcsolt fluo-
rofórt, majd az általa kibocsátott sugárzást detek-
táljuk (4. ábra, FCS). Mivel a detektált jel ingadozá-
sa a detektálási térfogatba be- és onnan kidiffundá-
ló molekulák mennyiségétôl és azok sebességétôl
függ, annak vizsgálatából a molekulapopulációk

4. ábra A dinamikus modell kidolgozásánál alkalmazott fon-
tosabb biofizikai módszerek. A fotokioltás utáni fluoreszcencia-
visszatérés (FRAP) mérése során elôször rövid ideig tartó, in-
tenzív lézerbesugárzással kiégetjük a fluoreszcens molekulák
egy részét a mérési térfogatban, majd detektáljuk a fluoreszcen-
ciajel visszatérését, amit a kiégetett és a térfogatelemen kívülrôl
érkezô ép molekulák diffúzióval történô kicserélôdése okoz. A flu-
oreszcenciakorrelációs spektroszkópia (FCS) alkalmazásakor a
vizsgált és gerjesztett térfogat konfokális elrendezésû, femtoli-
teres méretû. A fluoreszkáló molekulák – esetünkben a különbö-
zô fluorofórokkal jelölt magreceptorok – diffúziójuk során beúsz-
nak a gerjesztési–detektálási térfogatba, és ott fluoreszcens jelet
bocsátanak ki, melyet fotodiódával detektálhatunk. Amikor a
molekula kiúszik a detektálási térfogatból, a fluoreszcens jel
csökken. Megfelelôen alacsony molekulakoncentráció mellett
csak néhány molekula tartózkodik egy idôben a konfokális térfo-
gatban, így a molekulák száma nagy statisztikus ingadozást
mutat (∆N~N1/2). Ennek megfelelôen az idô függvényében mért
fluoreszcenciafüggvény is jelentôs relatív ingadozást fog mutat-
ni. Az ingadozást a detektált molekulák diffúziójának sebessé-
gén túl fotofizikai folyamatok és kémiai reakciók is befolyásol-
hatják. A fluoreszcencia ingadozásából kiszámítható az autokor-
relációs függvény, amelynek alapján meghatározható a detektá-
lási térfogatban lévô átlagos molekulaszám és a molekulák diffú-
ziós ideje (a detektálási térfogatban töltött átlagos idôtartam),
ami fordítottan arányos a diffúziós állandóval. Fluoreszcencia-
keresztkorrelációs spektroszkópiás (FCCS) méréshez két mole-
kulafajtát különbözô színû festékekkel jelölünk, és ezek fluoresz-
cenciáját két csatornában egyidejûleg detektáljuk. Amennyiben
a molekulák stabilan együtt mozognak, a fluoreszcenciaingado-
zások párhuzamosak lesznek, és az ún. keresztkorrelációs függ-
vény amplitúdója nullától különbözô lesz. Az amplitúdóból meg-
becsülhetô a komplex koncentrációja, a diffúziós idôbôl pedig
diffúziós állandója.

A TRANSZKRIPCIÓS SZABÁLYOZÁS DINAMIKUS ARCA



diffúziós együtthatója meghatározhatóvá válik [13].
Ezzel a módszerrel sikerült kimutatni, hogy ligan-
dumkezelés hatására a PPAR dinamikája jelentôsen
csökken. Továbbmenve azt is sikerült kimutatni,
hogy mind a ligandumkötött, mind pedig a nem li-
gandumkötött receptor is kisebb diffúziós együtt-
hatóval rendelkezik, mint amekkorára egy, a mag-
ban monomerként vagy dimerként szabadon dif-
fundáló molekula esetében számítani lehetne. Erre
logikus magyarázat az, hogy in vivo körülmények
között lényegében nincs szó szabad diffúzióról, mi-
vel a receptorok ligandum hiányában a represszor-
komplexhez, ligandumkötés után pedig a még
nagyobb méretû aktivátorkomplexhez kötôdnek.
A komplexek együtthatójából vonatkoztatott mole-
kulatömegek azonban olyan nagynak adódtak,
hogy felvetôdött ismét annak a gondolata, hogy
a receptorok egy populációja tranziensen kötôdik
a kromatinhoz, és innen adódik a mobilitás jelentôs
csökkenése. Újra megérkeztünk tehát a „hit-and-
run” modellhez, azonban nyilvánvalónak tûnik,
hogy a molekulapopuláció dinamikájának változá-
sához a kromatinkötés és a koregulátorkötés egya-
ránt hozzájárul. A fluoreszcenciarezonancia-ener-
giatranszfer (FRET) módszerével lehetséges élô sej-
tes környezetben fehérje–fehérje együttállások ki-
mutatása, sôt a komplex konformációjának vizsgá-
lata is (mivel a FRET sebességi állandója a donor–
akceptor távolság hatodik hatványával fordítottan
arányos). Elôfordulhat azonban, hogy a fluorofórok
az egymással kölcsönható molekulák átellenes ol-
dalán helyezkednek el, vagy relatív orientációjuk a
FRET létrejötte szempontjából kedvezôtlen, így a
FRET hatásfoka nagyon kicsi vagy nem is mérhetô.
Különösen hasznos lehet nagyméretû fehérje-
komplexek kölcsönhatásainak vizsgálatakor egy
olyan módszer, amivel indirekt kötôdéseket is ki le-
het mutatni [8].

FCCS. A fluoreszcencia-keresztkorrelációs spekt-
roszkópiával (FCCS) két különbözô színû festékkel
megjelölt molekula fluoreszcenciafluktuációin ke-
resztül a molekulák együttmozgását vizsgálhatjuk
(4. ábra, FCCS). Azáltal, hogy ez a módszer is beke-
rült az in vivo körülmények között alkalmazható el-
járások fegyvertárába, sejthetô, hogy az eddig szü-
letett modellek pontosításával, átfogalmazásával
közelebb kerülhetünk a transzkripciós szabályozás
mûködésének megértéséhez [10].

A molekuláris biológiával párhuzamosan a magre-
ceptor-kutatás is megdöbbentô változásokon ment
át az elmúlt bô két évtizedben. Még mindig egy
viszonylag fiatal tudományterületrôl van szó, ahol
különösen igaz az, hogy az ugrásszerû elôrelépé-
seket, dogmaváltásokat olyan módszerek elterjedé-
se teszi lehetôvé, melyek a határtudományok felôl
érkeznek, és alkalmazásukkal természetesen ko-
rábban nem ismert nézôpontból vizsgálhatjuk a
rendszer alapjelenségeit. Ahogy különbözô „omi-
kák” megszületéséhez nélkülözhetetlen volt, hogy
az informatika eszköztára megfelelô szintre bôvül-
jön, úgy a különbözô biológiai rendszerekben fel-
vetôdô kérdések újabb és újabb kihívásokat adnak
a mikroszkópia, a biofizika és az informatika fejlô-
désén munkálkodóknak is. Kirajzolódni látszik már
a terület következô mérföldköve, amennyiben egy-
re több in vivo fluoreszcencia technológia válik elér-
hetôvé nagy feldolgozóképességû rendszerekben is.

Köszönetnyilvánítás
A szerzôk köszönetet mondanak az OTKA T48745
program támogatásáért.
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