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1. ABSZTRAKT

A magreceptorok csalddjaba tartozé retinoid X receptor (RXR) meghatarozé szereppel bir az
egyedfejlodésben, differenciacidoban, és a szervezet homeosztazisdban. A receptornak alfa,
béta, és gamma izotipusa létezik, amelyek kiilonb6zd szdveti expresszids mintdzatot
mutatnak. Endogén ligandja egy A-vitamin (retinol) szarmazék, a 9-cisz retinsav. Az RXR
egyediilallo abban a tekintetben, hogy szamos magreceptorral heterodimert képez. Fontos
annak megértése, hogy az RXR heterodimerek altal tovabbitott hormonalis szignal hogyan
szlinik meg, azaz a ligand altal aktivalt receptor kikapcsolasa hogyan torténik. Az RXR
ligandkotést kovetd degradacidja a proteaszomakban valdsziniileg része ennek a
mechanizmusnak.

Mindeddig a degradacié tanulméanyozéasanak leginkabb hasznalt mdédja a Western blot
technikdval végzett fehérjekimutatds volt, amely azonban viszonylag nehezen kvantifikalhato,
¢s a sejtek halmazainak atlagarol ad informaciot. Mi egy olyan moédszer beallitasat tiiztiik ki
célul, amiben egyes sejtcsoportok vagy akar az egyes sejtek szintjén kozelitheté meg ez a
folyamat.

Aramlasi citométeren vizsgaltuk a Western blot technikdval nyert eredmények
reprodukélhatdsagat és a degradacio iddbeli lefolydsat. Ehhez RXRa zold fluoreszcens
fehérjével (GFP-vel) fuzionaltatott forméajat expresszalo sejtvonalakat hasznaltunk. A receptor
véltozik-e szintézisének mértéke. Ezen kiviil a beallitott dramlési citometridas modszerrel
megvizsgaltuk a proteaszoma gatlas hatdsat a receptorszintekre. Végiil, AD293T sejtek
Eredményeink azt mutatjak, hogy a Western blot technikéval végzett fehérjekimutatas
eredményei 4ramlési citométerrel reprodukalhatok a degradacid tekintetében. A aramlasi
citometrids moddszer segitségével megallapitottuk, hogy az agonista kezelést kdvetd
degradacio koriilbeliil az els¢ 8 6rdban a legintenzivebb. A receptor aktivacid azonban 24
oran beliil nem okozott Iényeges valtozast az mRNS szintekben. A proteaszoma gatlasaval —
Osszehangban az irodalmi adatokkal — gatolhat6 a degradécios folyamat. Szintén megfelelve a
korabbi eredményeknek a receptor ligandkdtd doménje dnmagéban is képes lebomlani.

A Dbedllitott mdodszer lehetdséget biztosit arra, hogy megvizsgaljuk a degradacios folyamat

tovabbi részleteit, és az abban szerepet jatszo tényezdket meghatarozzuk.



2. BEVEZETES

2.1 A génkifejezodés szabalyozasa

A legegyszeriibb egysejtli organizmusoknak is sziiksége van arra, hogy kornyezeti hatdsokhoz
alkalmazkodva bizonyos génjeiket be- és kikapcsoljak. A soksejtli szervezetekben ennek a
képességnek olyan fejlett és nagymértékben specializalt form4ja alakult ki, amely lehetdvé
teszi szamtalanféle, valtozatos megjelenésti és funkcidju sejt 1étrejottét. Ezen morfoldgiai és
funkcionalis sokféleség alapja az ugyanazon genetikai allomannyal rendelkezd sejtek
génjeinek kiilonbo6zd kifejezédése. Egy gén kifejez6dése a DNS-t6] a funkcioképes fehérjéig
vezetd Uton szamos ponton regulalodhat. A sejt képes kontrollalni, hogy egy adott gén mikor
¢és milyen gyakran kertil transzkripciora, az igy képz6dé RNS hogyan processzalodik, mely
mRNS-ek keriilnek ki a magbdl a citoplazmaba, a kikeriilt mRNS-ek egy részét képes
szelektiven degradalni, kijellni mely mRNS-ek keriilnek transzlacidra a riboszomak altal,
végiil képes az elkésziilt fehérjét szelektiven aktivalni vagy inaktivalni. A gének tobbsége
esetében azonban a transzkripcid szabalyozéasa a legfébb mechanizmus, amely a sejt kiilsd és
belsd kornyezetének fliggvényében az adott gén kifejez6dését regulalja (Alberts, 2009).

Az eukariota gének transzkripcidjat a génnel osszefliggd DNS teriileten elhelyezkedd un. cisz-
elemek, és az ezekhez, ill. magéhoz az érintett génszakaszhoz kt6do fehérjefaktorok, az un.
transz-faktorok szabalyozzik. A cisz-elemek koziil kiemelkedd jelentdségii a gén mRNS-t
koédolo szakaszatdl 5' irdanyban elhelyezkedd promoter, amely az RNS-t szintetizald6 RNS-
polimerdz kotddését és elindulasat teszi lehetdvé. A legtobb promdterben eléfordul egy timin-
adenin-timin-adenin (TATA) nukleotidsorrendii DNS-szakasz, az Gtn. TATA box. Ehhez
kotddik a TATA-kotd fehérje, amelyhez tovabbi daltalanos transzkripcios faktorok
kapcsolddnak, lehetévé téve az RNS-polimeraz miikodését, ezaltal a transzkripcid elindulasat.
Az RNS-polimerazt és az altalanos transzkripcids faktorokat egyiittesen alap transzkripcids
apparatusnak nevezziik. Tovabbi fontos cisz-elemek az Gn. enhancer-ek (magyarul 'erdsitd')
illetve silencer-ek (magyarul 'csendesitd’), amelyek a gén kodold szakaszatol 5' és 3' iranyban
egyarant elhelyezkedhetnek, akar tobb ezer bazisparnyira a befolyéasolt géntdl. Ezek a DNS-
szakaszok transzkripcios faktorok kotdhelyeibdl, az Gn. véalaszadd elemekbdl allnak. Attol
fiiggden, hogy a kapcsolddo transzkripeios faktor pozitiv vagy negativ iranyban befolyésolja
a promoter mitkodését, nevezzilk a DNS szakaszt enhancer-nek vagy silencer-nek. A
transzkripcids faktorok DNS-kotd doménjiikon kiviil aktivald és/vagy géatld doménnel is

rendelkeznek. Ezen domének révén kozvetitd fehérjékhez, tn. koreguladtorokhoz kotddnek.



Ezeket a fehérjéket koaktivatoroknak vagy korepresszoroknak nevezziik, attol fiiggéen, hogy
a transzkripci6 aktivacigjat, vagy represszidjat idézik eld.

A transzkripcids szabalyozasnak effektiv miikodése érdekében egy barriert kell elbontania. Ez
a barrier a kromatin. Az eukaridotdk magjaban ugyanis a DNS hiszton fehérjékkel alkot
komplexet. A kromatin szerkezeti egysége a nukleoszoma, amely megkozelitdleg 146
bazispar DNS-t tartalmaz egy oktamer hiszton-komplex koré tekerve, amely a négy
hisztonfehérje (H2A, H2B, H3, H4) két-két példanyat tartalmazza. Az 6todik hiszton fehérje,
a H1, vagy linker hiszton, amely a nukleoszomék kozotti DNS-hez asszocidlodva stabilizalja
a szerkezetet. A koregulatorok altalaban egy nagyobb fehérjekomplex részei, amelyen
keresztiil a transzkripcios faktor eldsegitheti vagy gatolhatja az alap transzkripcids apparatus
Osszeszerelddését, valamint a fehérjekomplex enzimkomponensei hiszton-acetilaz, deacetilaz,
metilaz, demetilaz, kindz, vagy ATP-fliggd kromatin-atrendezd aktivitas révén eldsegithetik a
kromatinszerkezet atalakulasat, ezaltal fokozva vagy csokkentve a transzkripcio mértékét. A
transzkripcids faktorok és az alap transzkripcids apparatus kozott gyakran funkciondl hidként
a Medidtor nevii fehérjekomplex (1. abra). A génkifejezddés szabalyozasaban résztvevo
fehérjéket kodolja az ismert human gének koriilbeliil 5-10%-a, amely jol illusztralja, milyen
hatalmas és Osszetett rendszer képes létrehozni a kiilonbdzd sejttipusokban megfigyelhetd

kiilonboz6 génkifejezddési mintazatokat (Alberts, 2002; Szabo, 2009; Alberts, 2009).
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1. abra. A génexpresszid szabalyozasa a transzkripcid szintjén. (Alberts, 2002 nyoman)



2.2 A magreceptorok altalanos jellemzéi és csoportositasuk

A sejt- és magmembranon atdiffundalé kisméretii hidrofob molekuldk, mint az A és D
vitamin, vagy a szteroid és thyroid hormonok fontos szerepet toltenek be a novekedésben és
sejtdifferenciacidoban, a szaporoddsban, a metabolizmusban, és a morfogenezisben egyarant.
Ezen molekuldk hatdsukat ligand-indukalt transzkripcios faktorokon, magreceptorokon
keresztiil fejtik ki, amelyek a szignal molekulat megkotve aktivalodnak, és a DNS-hez
kotddve meghatarozott gének transzkripcidjat szabalyozzak. A membrankotott receptorokkal
ellentétben tehat a magreceptorok intracellularis elhelyezkedéstiek, ¢és a kiilonbozd,
extracellularis lipid-medialt szignalokat kozvetleniil forditjak 4t transzkripcids valaszokra. A
magreceptorok-medidlta transzkripcids regulacio koaktivatorok és korepresszorok kotésén
keresztiil valésul meg, amelyek kromatinmodositdé komplexeken keresztil a célgén
transzkripcigjat eldsegitik vagy gatoljak. Az azonos milkddési mechanizmust kovetve a
kiilonb6zé magreceptorok hasonld, modularis szerkezetet mutatnak: a legtobb magreceptor 6
evoluciosan konzervalt 6nalld funkcionalis egységbdl, un. doménbdl all, amelyeket A-F-ig
betiikkel jeloliink (2. abra). Az N-terminalis A/B régid mutatja mind méretében, mind
szekvencidjaban a legnagyobb valtozatossagot a magreceptorok kozott. Gyakran talalhat6 itt
egy ligandfiiggetlen transzkripcios aktivalasért felelés domén (activation function 1 — AF-1).
Az A/B régié mas faktorokkal vald kolcsonhatasok révén promoter- és sejttipusspecifikus
aktivitast mutat. Ez a régid tobb foszforilacids helyet is tartalmaz, amelyeken keresztiil
kinazok (pl. MAPK, CDK) révén tobb szignalitvonal is képes a magreceptor transzkripcios
aktivitasat modositani. Az erdsen konzervalt C régid alkotja a DNS-k6té domént (DNA-
binding domain - DBD), amely lehetdvé teszi specifikus DNS szekvencidk felismerését. A
régioban talalhatd két cisztein-gazdag cink-ujj motivum, amely nélkiilozhetetlen a DNS-sel
torténd szoros kolcsonhatashoz. Az elsdé cink-ujj erésen konzervalt régidja az un. P-box,
amely a DNS-kotés szekvenciaspecificitasat hatarozza meg. Egy masik konzervalt régio a
masodik cink-ujj teriiletén taldlhatd a D-box, amely a felismert szekvencidk kozotti “spacer”
méretét hatdrozza meg (lasd aldbb). Az E régi6 a ligandk6té domént (ligand-binding domain -
LBD) foglalja magédban. Az LBD nem csupan a ligandkotésért felelds: itt talaljuk a
dimerizécios felszint, a ligandfiiggd transzkripcids aktivitasért felelds domént (activation
function 2 — AF-2), ezen kivill felszint biztosit koaktivator €s korepresszor molekuldk
kotédéséhez. Az LBD-t 12 konzervalt alfa-helikalis régio épiti fel (H1-H12), amelyek egy
haromrétegli "szendvics" struktiraba rendezddnek, also felén a hidrofob ligandkotd zsebbel.

A ligandkoté zseb mérete meghatdrozza az adott receptor ligandkotd tulajdonsagait és



szelektivitasat. Egyes receptorokban (pl. PPAR-ok — peroxiszoma proliferator-aktivalt
receptorok) a ligandkotd zseb viszonylag nagy, ezéltal a ligand csak egy kis részét tolti ki. Ez
egyrészt lehetdvé teszi nagyszdmu, kiillonbozd ligand kotését, masrészt a kialakuld kis
affinitasu kolcsonhatas a ligand és a receptor kozott a ligand-kotott és ligandot nem kotott
allapot kozott gyors atmenetet biztosit. Ezzel szemben bizonyos receptorok (pl. RXR —
retinoid X receptor, szteroid hormon receptorok) kisméretii ligandko6td zsebbel rendelkeznek,
ami nagy specificitasit és affinitast ligandkotést tesz lehetdvé. A ligand bekdtodését
konformacids valtozas kiséri, egy kompaktabb proteinstruktira kialakulasat eredményezve. A
D régidé vagy "hinge" mozgékony kapocsként szolgdl a DBD és LBD kozott, emellett a
nukledris lokalizacids szignalt is itt talaljuk. Egyes receptorok rendelkeznek egy F régioval is,

amelynek valosziniileg az AF-1, és AF-2 domének aktivitdsat modulalo hatasa lehet.

LBD
| |

N-C AB c |p E F)-C

AF-1 ;I_J AF-2

DBD

2. abra. A magreceptorok doménszerkezete: az N-terminalis A/B régioban taldljuk az AF-1

(ligandfiiggetlen transzkripcios aktivitasért felelés) domént, a C régié a DNS-kotd domént
(DBD), az E régi6 a ligandk6té domént (LBD) ill. az AF-2 (ligandfiiggd transzkripcios
aktivitasért felelds) domén foglalja magdban. A D régi6 az un. hinge, vagy kapocs a DBD ¢és
LBD kozott. A C-termindlis F régié pontos funkcidja nem ismert. (Aranda et al., 2001

nyoman)

A magreceptorok altal felismert DNS szekvenciat hormon vélaszadé elemnek (hormon
response element - HRE) nevezzik. A HRE leggyakrabban a célgént6l 5' iranyban
elhelyezkedd szabalyozo szekvencidkban taldlhatd, gyakran kozel a promoéterhez, azonban
néhany esetben a transzkripcids starthelytl tobb szaz bazisparra 1évé enhancer régidban

talalhato.



A monomer receptor specifikus DNS-kotéséhez egy 6 nukleotidbol all6 szekvencia
felismerése sziikséges (leggyakrabban: AGGTCA). Azonban a magreceptorok tobbsége
homo- vagy heterodimert alkotva kotddik a DNS-hez, igy ebben az esetben a HRE két
hexamer motivumbdl all, amelyek elhelyezkedése lehet direkt ismétlddés, palindrom, vagy
forditott palindrom, egyes esetekben pedig a hexamer motivum nem ismétlddik. A szteroid
hormonokat megkotd magreceptorok homodimereket alkotva 6 bazisparbol allé palindrom
szekvencidkhoz kotddnek, amelyeket 3 nukleotid valaszt el. Ezzel szemben a nem-szteroid
Ebben az esetben a hexamer motivumok elhelyezkedése és a kozattiik 1évo nukleotidok szdma
hatdrozza meg a HRE specificitasat és szelektivitasat (Mangelsdorf és Evans, 1995; Aranda és
Pascual, 2001; Adam, 2006).

A magreceptorok nagy hanyada, szdmos egyéb transzkripcios faktorral ellentétben képes
kromatinba “agyazott” valaszad6 eleméhez kotddni. A specifikus szekvencidk felismerése a
célgénben esszencidlis a magreceptor miikodése szempontjabdl, azonban a receptor
kapcsolata az RNS polimerdz II komplexszel és a gént koriilvevd kromatin kornyezettel
legalabb ugyanekkora jelentdségili. A magreceptor miikddésének ezen aspektusat segiti eld a
koregulatorokkal (koaktivatorokkal és korepresszorokkal) torténd kolcsonhatas. Az elsd
magreceptor koaktivator, a steroid receptor coactivator-1, azaz SRC-1 (Onate et al., 1995) és
korepresszorok, a nuclear receptor co-repressor 1, azaz N-CoR és a silencing mediator for
retinoid or thyroid-hormone receptors, azaz SMRT klonozasa (Horlein et al.,1995; Chen ¢és
Evans, 1995) 6ta tobb mint 300 koregulétor leirasara keriilt sor, jollehet ezeket nem kizardlag
a magreceptorok “hasznaljak”. A szerkezeti konzervaltsdg ellenére a magreceptor csalad
tagjai igen nagy kiilonbozdséget mutatnak a transzkripcid szabalyozdsanak tekintetében.
Egyes receptorok indirekt modon, mas DNS-kotd faktorok révén fejtik ki szabalyozo
szerepiiket. A magreceptorok egy csoportja (ide tartozik a TR és az RAR) ligand hianyaban
aktiv modon represszalja a célgén transzkripcidjat, ligand kotés hatasara pedig, hasonléan a
legtobb magreceptorhoz, potencialis transzkripcidés aktivatorra valik. Ugyanakkor tobb
magreceptor képes ligand-dependens modon gatolni a transzkripciot silencer szekvencidkhoz
kotédve, vagy més transzkripcios faktorok hatasat gatolva (transzrepresszio). Altalanossagban
azonban megallapithato, hogy ligand nélkiili receptorok elsdsorban korepresszorokkal, ligand-
kotott receptorok pedig elsOsorban koaktivatorokkal 1étesitenek kapcsolatot. A koregulatorok
harom nagy csoportba sorolhatok. Az elsé csoportba azok a faktorok tartoznak, amelyek
kovalensen mddositjak a hisztonfehérjéket [(de)acetilacid, (de)metilacid, (de)foszforilacio,

(de)ubikvitinaci6]. Az igy kialakitott hiszton mddositasok rendszere (az un. hiszton kod) —



fliggden azok kombinacidjatol, az érintett hiszont fehérjétél és a moddositott aminosav
oldallancoktdl — transzkripcios aktivaciot vagy repressziot tesz lehetévé. A leggyakoribb
transzkripcids aktivalassal Osszefliggd hiszton modositdsok a hiszton acetilacio, a H3S10
foszforilacio, és a H3K4, H3K36 metilacio. Transzkripcids represszidval asszocialt példaul a
H3K9, H3K27 metilacio, és a H2A ubikvitindcio (Kouzarides, 2007). A koregulatorok
masodik csoportjdba ATP-fiiggd kromatin-atrendezd faktorok tartoznak, amelyek
szabalyozzak a promoter hozzaférhetdségét az alap transzkripcids apparatus és transzkripcios
faktorok szamara a hiszton fehérjék kovalens modositdsa nélkiil. A harmadik csoportba
azokat a koregulatorokat sorolhatjuk, amelyek nem modositjdk a kromatinszerkezetet,
chelyett a koregulator komplexek Osszeszerelddését, promodterhez vonzasat, vagy arrdl valo
levalasat szabalyozzak. Ez az osztalyozas azonban kétségkiviil talegyszerisitett, hiszen az
utébbi évek eredményei ramutattak, hogy a koregulatorok tobbkomponensi komplex
formajaban mikodnek, amely nem tekinthet statikusnak, tagjai folyamatos dinamikus
atrendezdést mutatnak az aktualis feladat fiiggvényében. Igy példaul az SRC-3 koaktivator
egy olyan komplex tagja, amely kinazokat, ubikvitin-ligdzokat, ~ATP-azokat,
metiltranszferazokat, acetildzokat, és egy proteaszoma aktivalo fehérjét (a magreceptorok és
proteaszoma kapcsolatat lasd késObb) tartalmaz. A koreguldtorok nagy szama mellett
valtozatos poszttranszlacidos modositasukbol eredd funkciondlis diverzitdsuk tovabb ndveli
annak a szabdlyozasi halézatnak az Osszetettségét, amelynek a magreceptorok is szerves
részei. A peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma koaktivator-1 béta, azaz PGC-1
foszforilacigja a transzkripcios aktivitas novekedéséhez, mig acetilacidja és metilacidja annak
csOkkenéséhez vezet, jelezve egyuttal, hogy sok esetben a koaktivatorok és korepresszorok
kozotti hatar sem éles (McKenna és O’Malley, 2002; Perissi és Rosenfeld, 2005; Lonard és
O’Malley, 2007).

Az utébbi évtized genomprojektjei lehetévé tették a magreceptorok szamanak meghatarozasat
kiilonboz6 fajokban. Igy példaul a Caenorhabditis elegans genomja 270, a Drosophila
melanogaster genomja 21, az egér genom 49, a human genom pedig 48 magreceptor génjét
megjelentek, nem taldlhatbak meg a gombdkban, a ndvényekben ¢és az egysejtil
eukariotdkban sem. A kiilonbdzd fajok nukleotidszekvencidinak Osszehasonlitasa és
filogenetikai analizise alapjan a magreceptorok tobbsége 6 alcsaladba sorolhato:

1. Ebbe a nagy alcsaladba tartoznak a thyroid receptorok (TR), retinsav receptorok (RAR),
peroxiszoma proliferator-aktivalt receptorok (PPAR), a D-vitamin receptor (VDR), amelyek

mindegyike retinoid X receptorral (RXR) képez heterodimert. Ezen kiviil tobb arva, azaz



jelenleg ismert ligand nélkiili magreceptort is ide sorolunk, igy példdul az RAR-related
orphan (ROR) receptorok, constitutive androstane receptor (CAR), Rev-erb receptorok.

2. A csoport legfontosabb tagja az RXR, amely az 1. és 4. csoportba tartozé receptorokkal
képez heterodimert. Ide soroljuk még tobbek kozott a HNF4-et (hepatocyte nuclear factor 4),
ill. a COUP- TF-et (chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor).

3. Ebbe a csoportba tartoznak a legkorabban leirt, homodimert képzd, szteroid hormonokat
kotd magreceptorok: Osztrogén receptor (ER), gliikokortikoid receptor (GR), progeszteron
receptor (PR), androgén receptor (AR).

4. Egy kisebb csoport, amely fontosabb tagjai: Nurrl (nuclear receptor related 1 protein),
Nur77, Norl (neuron-derived orphan receptor 1). Ezek egy része monomer forméban aktiv,
mig egyesek (pl. Nur77) RXR-rel képezhetnek heterodimert.

5. Szintén egy kis csoport, ide tartoznak a Drosophila Fushi Tarazu Factor-1 (FTF-FI)
analogjai, ill. az emlésokben talalhatd SF-1 (steroidogenic factor 1).

6. Az utolsé alcsaladba keriilt a GCNF (germ cell nuclear factor), amely az eldbbi csoportok
egyikébe sem sorolhato.

A 48 human magreceptor kdzott szamos olyan van amelynek ligandjat ismerjiik, de tobb az
un. arva receptor, jelenleg ismert ligand nélkiil. Ezen kiviil léteznek olyan magreceptorok (pl.
Nurrl) amelyek szerkezeti vizsgalata megmutatta, nem rendelkeznek ligandkotd zsebbel,
funkcidjuk tehat valdsziniileg valamilyen mas Utvonalon szabélyozott (Nuclear Receptors

Nomenclature Committee, 1999; Szanto et al., 2004).

2.3 Retinoid X receptor

Az RXR altalanos jellemzdi

Az A-vitamin és szarmazékai, a retinoidok kiemelkedd szerepet jatszanak a fejlédésben
sejtdifferenciarora, proliferaciéra, apoptodzisra kifejtett hatdsuk révén, emellett a
homeosztazisban, és a metabolizmus szabdlyzasaban is részt vesznek (2. dbra). Komplex
hatdsukat a magreceptorok csalddjaba tartoz6 retinsav receptoron (RAR) és retinoid X
receptoron (RXR) keresztiil fejtik ki. Az alapvetd strukturalis és funkcionalis kiilonbségeken
kiviil az RAR ¢és RXR kiilonbdz6 retinoidokat kot meg: az RAR-hez all-transz retinsav és 9-
cisz retinsav egyarant kotddik, mig az RXR csak a 9-cisz retinsav sztereoizomerrel
aktivalhat6. Leirtak tovabbi feltételezett endogén RXR ligandokat 1is, ilyen a
dokozahexaénsav ill. a fitansav (de Urquiza et al., 2000; Lemotte et al., 1996). Emellett
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léteznek — els6sorban szintetikus — ligandok, amelyek RXR-specifikusak, ezeket

rexinoidoknak nevezziik (pl. SR11237, LG100268, LGD1069).
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3. abra. Az A-vitamin biologiailag aktiv szdrmazékai, a retinoidok kiemelkedd szerepet
jatszanak a fejlédésben sejtdifferenciarora, proliferaciora, apoptozisra kifejtett hatasuk révén,
emellett a homeosztazisban, és a metabolizmus szabalyzasaban is részt vesznek. (Ross et al.,

2000 nyoman)

A megfigyelés, miszerint a tisztitott RAR nem kotddik hatékonyan vélaszadd eleméhez,
vezetett a hatékony kotddéshez sziikséges “kiegészitd faktor”, az RXR leirdsahoz. Késdbb
kidertilt, hogy ez a fehérje — a magreceptorok kozott egyediilalldé mdédon — nem csak az RAR-
rel, hanem szdmos mas magreceptorral heterodimert képez, ide tartozik a D-vitamin receptor
(VDR), retinsav receptor (RAR), thyroid hormon receptor (TR), liver X receptor (LXR),
peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor (PPAR), farnezoid X receptor (FXR), konstitutiv
androsztan receptor (CAR), pregnan X receptor (PXR), valamint a 4. alcsalad két tagja a Nur-
related protein 1 (Nurrl) és Nur77. Az 6sszes heterodimer esetében kimutattak, hogy az RXR
noveli a partner DNS-koté képességét, és sziikséges annak transzkripcidt szabalyozo
funkcidjahoz. A kiilonbdz6 RXR-t tartalmazé heterodimerek kiilonboz6 valaszadd elemekhez
kotédnek. Igy példaul az RXR-PPAR heterodimer egy nukleotid (az un. spacer) altal

elvalasztott, az AGGTCA hexamer szekvenciat direkt ismétlodésben tartalmazo valaszado
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elemhez (direct repeat 1 - DR-1) kotédik. Ezzel analég moédon az RXR-RAR heterodimerek
DR-2 és DR-5, az RXR-TR és RXR-LXR a DR-4, az RXR-VDR ¢és RXR-PXR a DR-3
véalaszadd elemekhez (HRE) kotddnek. Bar a valaszadd elem specificitasat a két hexamer
motivumot elvéalasztd nukleotidok szdma (azaz a spacer mérete) hatdrozza meg, a hexamer
szekvenciaja, a spacer szekvenviaja, valamit a kdrnyez6 szekvenciak is befolyasoljak a DNS-
hez torténd kotddést. (Germain et al., 2006). Az RXR heterodimerizacios partnerei un.
permissziv és nonpermissziv tipusokba sorolhatok. A permissziv partnert tartalmazé RXR
heterodimerek mind a partner, mind az RXR agonista ligandjaval aktivalhatok, mindkét
ligand jelenlétében szinergista hatas figyelhetdé meg. Permissziv tipustak a PPAR, LXR,
FXR, és PXR receptorok. Ezzel szemben az RXR ¢és nonpermissziv receptor (RAR, VDR,
TR) alkotta heterodimer RXR agonistaval nem aktivalhato, kizardlag a partner agonistdja
révén. A nonpermissziv partner lehetdvé teszi az RXR ligandkotését, viszont gatolja az
aktivaciojat. Mindazonaltal ligandkotott, nonpermissziv partner jelenlétében az RXR
agonistai képesek szinergista hatast kifejteni. Erdekes médon a permissziv partnerek a fent
emlitett kis affinitdst, nagyszamu kiilonb6z6 ligandot kotd, nagy ligandkotd zsebbel
rendelkezd receptorok koz¢é tartoznak, mig a nonpermissziv receptorok mind nagy
affinitasuak, kisméretii ligandkotd zsebbel.

Az RXR képes homodimer képzésére is (lasd alabb), azonban az a kérdés, hogy rendelkezik-e
sajat jelatviteli utvonallal, vagy csak heterodimerizacios partnereinek aktivitasat szabalyozza,
ma sem tisztdzott teljesen. Leirtdk, hogy RXR homodimerek képesek in vivo PPAR
valaszado elemhez (DR-1) kotddve transzkripeiot aktivalni (Ijpenberg et al., 2004).

Az RXR szerkezete ¢és ligand-indukalt szerkezeti valtozasok

Az RXR koveti a magreceptorok fent leirt moduléris szerkezetét, amely magéban foglalja a
kapocsrégio altal 6sszekotott, konzervalt DNS- és ligandkoté domént, ill. a ligandfiiggetlen
(AF-1) és ligandfiiggd (AF-2) transzkripcids aktivacios doméneket. A ligandk6td domén
funkcionalis komplexitasa kovetkeztében a ligand bekdtddése utan végbemend konformacios
valtozasok a receptor miikodésének tobb aspektusat érintik. Ez minden ligand-aktivalt
magreceptorra igaz, azonban az RXR esetében, amely szdmos magreceptorral heterodimert
képezve a transzkripcids regulacio tobb utvonalaban is érintett, kiilondsen nagy jelentdségii.
Ezek a konformacios valtozasok az RXR szerkezetének harom fo teriiletét érintik, ezaltal
harom fontos valtozast eredményezve a molekula viselkedésében.

1. Az els6 ezek koziil a receptormolekula-multimerek képzddésének csokkenése. Az RXR

abbol a szempontbdl is unikdlis a magreceptorok kozott, hogy az LBD-n taldlhato
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dimerizécios felszine lehetévé teszi energetikailag kedvezd szimmetrikus és asszimetrikus
interakciok 1étrejottét egyarant, azaz mind RXR/RXR homodimerek, mind RXR ¢és 1.
csoportba tartozé magreceptorok kozotti heterodimerek 1étrejottét. Ennek szerkezeti alapja a
megfeleld nagysagl teriileten 1étrejovo intermolekularis kapcsolat, amely képes a dimert
stabilizalni. Tehat a homodimert képzd szteroidreceptorok nem képesek heterodimert
létrehozni, ill. az RXR-rel heterodimert képezd 1. csoportii receptorok nem képesek
homodimerizalodni, mivel ezekben az esetekben a dimerizéacios felszinek asszocidcidja nem
teszi energetikailag kedvezOvé a dimert. Az RXR homodimerek képzddése egy uj —
ezaltal RXR tetramerek létrejottét idézi eld. Agonista ligand bekdtddése (pl. 9-cisz retinsav) a
12. hélix egérfogoszerli felhajlasat eredményezi a ligandkotd zsebhez, igy a homodimerek
kozotti kapesolat megsziinik, a tetramerek disszocidlnak, RXR homodimerek, vagy megfeleld
partner jelenlétében RXR-t tartalmazé heterodimerek jonnek létre. Az RXR tetramerekben a
12. hélixen talalhato AF-2 domén el van zarva a koaktivatoroktdl és korepresszoroktol, ezért
— bar DNS-hez képes kotddni — a tetramer transzkripcids szabalyozo aktivitassal nem
rendelkezik. A tetramerek tehat ligand hidnyaban RXR molekuldk funkcidképes, azonban
inaktiv készletét képezhetik a sejtben. Ezt a jelenséget szem el6tt kell tartani RXR-t nagy
mennyiségben expresszald kisérleti rendszerekben végzett vizsgalatok soran.

2. Az agonista ligandok altal indukélt konformacidvaltozas érinti az LBD dimerizacios
felszinét is, igy a ligand az RXR homo- és heterodimerizacids képességének megvaltozasat
eredményezi. Mig a ligandot nem kotott (un. apo-) RXR forma tetramer formaban stabil,
addig a ligand-kotott (Gn. holo-) forma hetero- vagy homodimert képez. A partnerek kozott
igy kialakul6 érintkezési felszin pl. az RXR/PPAR ill. RXR/RAR heterodimerekben nagyobb
mint az RXR/RXR homodimerben, tehat megfeleld partnerek jelenlétében ligandkotést
kovetéen a heterodimer forma energetikailag kedvezdbb. A homodimer alacsonyabb
stabilitasat jol illusztralja, hogy - ellentétben a heterodimerrel - egyetlen mutacio képzése a
dimerizécios felszinen elegendd a homodimerizéacios képesség elvesztéséhez (Vivat-Hannah
et al., 2003). A kiilonb6zé RXR heterodimerek kristalyszerkezetének megismerése szerkezeti
alapot nyujtott a permissziv és nonpermissziv heterodimerek mitkodésének megértéséhez is.
Permissziv heterodimerekben (pl. RXR/PPAR, RXR/FXR, RXR/LXR) egy ligand-indukalt
valtozas az RXR 7. hélixének szerkezetében lehetdvé teszi az RXR dimerizacios felszine €s a
partner C-terminalis 12. hélixén talalhatd AF-2 domén kozotti sokotés 1étrejottét. Ez a sokotés
egyrészt ndveli a heterodimer stabilitdsat, masrészt eldsegiti a partner 12. hélixének

elmozdulésat koaktivatorkoté konformdcioba, ezéltal né a heterodimer transzkripcids
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aktivitasa. Tehat permissziv heterodimerekben a partner AF-2 doménjének pozicioja lehetdvé
teszi a sOkotés létrejottét, ezaltal az RXR ligandkotése a partner aktivaciojat idézi elé (Gampe
et al., 2000; Bourguet et al., 2000). Nonpermissziv heterodimerekben (pl. RXR/RAR,
RXR/VDR, RXR/TR) a partner C-termindlis AF-2 doménje nincs megfeleld kozelségben az
RXR “ligandérzékeny” csoportjaihoz a s6kotés 1étrejottéhez, tehat az RXR ligandkdtése nem
vezet koaktivatorkotd felszin kialakulasahoz, és transzkripcios aktivalashoz.

3. A ligandkotés idézi eld a koaktivator- ill. korepresszor-kotd konformacids allapotok kozotti
valtast is. A DNS-hez ko6t6dé magreceptor egy fehérjekomplexszel asszocialodik, amely
kromatinmodifikdlé enzimeket, ill. a magreceptor allapotatdl fliggden koaktivatorokat vagy
korepresszorokat tartalmaz. Ezek a molekuldk az LBD meghatarozott hélixei altal alkotott
felszinhez kotddnek, amely érdekes modon nagyrészt atfedést mutat a koaktivator és
korepresszor esetében. (Nagy et al., 1999) Agonista ligand hatasara a 11. és 12. hélixek
egérfogoszerlien behajlanak, lezarva a ligandkotd zseb nyildsat, egyidejiileg egy toltott
felszint létrehozva, amely nagy affinitassal koti az LxxLL motivumot tartalmaz6 koaktivator
fehérjéket. Ligand hidnydban a 12. hélix pozicidja a korepresszor kotést preferdlja, amely a
korepresszor LxxxIxxxI/L (L=leucin, [=izoleucin, x=barmely aminosav) motivuman keresztiil
valosul meg. Antagonista ill. részleges agonista (azaz a ligandk6td zsebet nem teljesen kitolto,
pl. olajsav) ligand kotddése utan a 12. hélix eltéré modon zardodik, amely szintén korepresszor
kotését eredményezi. A fent emlitett strukturdlis alapok ismeretében egyértelmii, hogy a
permissziv heterodimerekben az egyik partner ligandkotése elegendd a koaktivatorkotéshez,
mindkét partner ligandkotott allapota pedig szinergisztikus hatasu a koaktivator megkotésére.
A nonpermissziv heterodimerek ligand hidnydban korepresszor komplexet kotnek. Ebben az
esetben egyediil az RXR ligandkotése nem elegendd a korepresszor komplex koaktivatorra
torténd cseréjéhez, ez a folyamat csak a nonpermissziv partner (pl. RAR) ligandkotésének
hatasara megy végbe (Mangelsdorf és Evans, 1995; Szant6 et al., 2004; Ahuja et al. 2003;
Bastien et al., 2004; Germain et al. 2006).
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(de Lera et al., 2007 nyoméan)

Az RXR izotipusai és funkcidjuk

Az RXR megnevezés tulajdonképpen egy receptorcsoportot foglal magaban, amelyet harom
izotipus - RXRa, B, v - alkot. A kiilonb6zd gének altal kodolt izotipusok két-két izoforméaban
fordulnak eld, amelyek az RXR génekrol atirt RNS-ek alternativ splicing varidnsai. Az egyes
RXR izotipusok kiilonb6zd szoveti eloszlassal jellemezheték. Az RXR[ szinte minden
szovetben megtalalhat6, mig az RXRa elsdsorban a vesében, majban, borben, 1épben, és
placentaban expresszalodik. Az RXRy expresszioja az izomzatra és az agy bizonyos részeire
korlatozodik (Mangelsdorf et al., 1992). Az RXR morfogenezisben ill. a felndtt szervezet
fiziologias miikodésében jatszott szerepére a kiilonbozé RXR izotipusok génjeinek szelektiv
kititésével létrehozott knock-out 4allatmodellek deritettek fényt. Az RXRoa hianya
embriondlisan letalis kovetkezményli, ennek oka myocardialis hypoplasia miatt fellépd
szivelégtelenség az embridban. Az embridkban a sziv mellett a szem fejlédése is zavart
szenved (Kastner et al., 1994). Ezen izotipus postnatalis funkcidjanak vizsgalatdhoz az
embrionalis letalitds miatt kondicionalis knock-out allatmodellek eléallitasa valt sziikségessé,
amelyek lehetdvé tették a gén szdvetspecifikus kivagasat. Az RXRa hidnya a majban szamos
metabolikus folyamatot érint, melynek oka az RXR-rel heterodimert képzé, méjban
expresszalodo magreceptorok (PPARa, CARPB, PXR, LXR, FXR) funkciézavara, bizonyitva
az RXR, mint heterodimerizacidés partner kozponti szerepét a magreceptorok-medidlta
transzkripcids regulacioban (Wan et al., 2000). Az RXRa zsirszovet-specifikus kititésekor
ezen kiviil a normalisan ¢hezéskor meginduld lipolizis is karodosik. A méjjal analog modon
itt a PPARY/RXR heterodimer miikddése valik elégtelenné (Imai et al., 2001). Azokon az
allatokon, amelyekben a keratinocytdk nem expresszalnak RXRa-t szOrtiisz6 degeneracio,
kovetkezményes szérhidany és kiilonbozd boérelvaltozdsok figyelhetok meg, elsdsorban a
VDR/RXR heterodimer funkcidjanak kiesése kovetkeztében (Li et al., 2000). Erdekes modon

az RXRa prostata-specifikus kiiitése a mirigyszovetben multifokalis hyperplasidhoz és

15



preneoplasticus 1¢éziokhoz vezet (Huang et al., 2002). Az RXRp hianyos allatok koriilbeliil
50%-a a méhen belill elpusztul, azonban a megsziiletett allatokon nem figyelhetd meg
abnormalitds, a him allatok sterilitdsat kivéve, amelynek legvaldsziniibb oka a Sertoli-sejtek
felborult lipid metabolizmusa (Kastner et al., 1996). Az RXRy hidnyos allatok fejlodése
normalis, azonban a vad tipusu allatokénal magasabb szérum-tiroxin és TSH szinttel
rendelkeznek, az igy kialakuld hyperthyredzis magasabb metabolikus ratat eredményez. Ez
egybevag a receptornak az agyalapi mirigy thyreotrop sejtekben kimutatott expressziojaval

(Krezel et al. 1996; Brown et al., 2000).

2.4 Az ubikvitin-proteaszoma rendszer

Az ubikvitin-proteaszoma rendszer felelds legnagyobbrészt az eukariota sejtek rovid életd,
regulatorikus fehérjéinek szelektiv, energiaigényes lebontasaért. A folyamat elsé 1épése egy
erdsen konzervalt, 8,6 kDa molekulatomegi fehérje, az ubikvitin kovalens kotése a lebontasra
itélt fehérjéhez. Az ubikvitindlt fehérjéket ezt kovetden egy tobb alegységbdl allo protedz
sejtben 1évo tobb ezer célfehérje lizin oldallincdhoz az ubikvitin-aktivalé enzimek (E1),
ubikvitin-konjugalé enzimek (E2), és ubikvitin-ligdz enzimek (E3) Osszehangolt mitkodése
teszi lehetévé. A human genom 2 El, 38 E2, és megkdzelitéleg 600-1000 E3 enzimet kodol,
ezek  kiillonb6zé  kombindldsdval alkalmazkodik a sejt a rendkiviil széles
szubsztratspektrumhoz.

Az ubikvitin-aktivald enzim (E1) ATP hidrolizisét kdvetdéen adenyl csoportot kapcsol az
ubikvitinhez, majd az ilyen modon aktivalt molekula az El enzim katalitikus cisztein
oldallancahoz kapcsolodik nagy energiaju tioészter kotéssel AMP felszabaduldsa mellett. Ezt
kovetden az ubikvitin az ubikvitin-konjugald enzim (E2) cisztein oldallancéra keriil 4t (jjabb
tioészter kotés révén. A folyamat utolsd 1épésében az ubikvitin egy ubikvitin-ligdz enzimre
(E3) keriil, amely felismeri a lebontasra itélt fehérjét, és katalizalja az ubikvitin atvitelét a
fehérjére, kialakitva egy izopeptid kotést az ubikvitin C-termindlis karboxil-csoportja és a
szubsztrat fehérje egy lizinjének € aminocsoportja kozott (5/A abra). Az E3 enzimeknek két
osztalyat kiilonithetjiik el. A HECT csaladba tartoz6 E3 enzimek esetében az ubikvitin az E2
enzimrél az E3 HECT doménjének egy ciszteinjére helyezddik at, mieldtt a célfehérjére
keriilne, kialakitva egy ijabb nagy energidju tioészter kotést. Az E3 enzimek tobbsége viszont

egy un. RING domént tartalmaz, amely csupan katalizalja az ubikvitin transzferét az E2-rdl a
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szubsztratfehérjére, kovalens kotést az ubikvitinnel nem Iétesit. Egy fehérjének tobb
kiilonb6z6 lizin oldallanca is ubikvitindlodhat, ezt a jeleneséget multiubikvitindcionak
nevezziik. Egyes E2/E3 enzimkombinaciok képesek a szubsztrat-konjugélt ubikvitin egy
lizinjéhez ujabb ubikvitineket kapcsolni, poliubikvitin lancot 1étrehozva. A mono-, multi-, ill.
polyubikvitinacié kiillonbozd Utvonalakra tereli a fehérjét. A mono- és multiubikvitinacid
regulatorikus szerepti, nem koveti degradacio a proteaszoma altal. Erdekes médon bizonyos
esetekben, ha a fehérjéhez kapcsolt poliubikvitin lancban adott lizin oldallancokon (pl. K63)
keresztiil kapcsolodnak a monomerek, foszforilacidhoz hasonld fehérjefunkcio-valtozas
tapasztalhaté degradacio nélkiil. Tehat csak meghatarozott mdédon kapcsoldédd ubikvitin-
monomerek alkotta lanc irdnyithatja a fehérjét a proteaszomahoz. (Sadowski, 2010).

Kritikus fontossagli a sejt szamdra, hogy csak a megfeleld fehérjék ubikvitinacidja és
proteolizise torténjen meg. Ez abban az esetben valdsulhat meg, ha a lebontasra itélt fehérjén
az E3 enzim éltal felismerhetd degradaciods szignal keletkezik, vagy van jelen folyamatosan.
A fehérjének ezt a jellemzdjét degronnak is nevezik. Ez a szigndl, illetve felismerésének
moddja igen valtozatos lehet a kiilonbozé fehérjék és E3 enzimek esetében. Az egyik
legkorabban megismert degron az tin. N-vég szabdly, amely szerint egy fehérje N-terminalis
jelenség alapja az E3al (UBRI) enzim kotédése bizonyos Un. destabilizalé N-terminalis
oldallancokhoz (Varshavsky, 1997). Szdmos proteint meghatarozott oldallancainak
foszforilacigja itél lebontdsra, a kindzok 4ltal kialakitott kiilonbozd foszforilacios
mintdzatokat pedig kiilonboz6 ubikvitin-ligazok ismerik fel. Tobb, rovid féléletideji fehérje
(pl. IxkBa, Fos) un. PEST elemeket tartalmaz, azaz prolin, glutaminsav, szerin és treonin
aminosavakban gazdag szekvencidkat (Rechsteiner és Rogers, 1996). Mivel a PEST
szekvencidk Cdk és egyéb protein kinazok foszforilacios helyeit tartalmazzak szdmos fehérje
esetében a PEST elemben bekovetkezd foszforilacio a degradacio feltétele. Mas,
degradaciohoz vezetd foszforilaciés helyek is ismertek, némely fehérj¢ék bizonyos
oldallancainak foszforilacidja ugyanakkor ellentétes, degradaciot gatlé hatast. Bizonyos
esetekben maganak az E3 enzimnek kell foszforilalédnia ahhoz, hogy szubsztratjat megkosse
(pl. az EGF receptort felismerd c-Cbl). Egyes fehérjéket nem ismer fel kdzvetleniil a ligéz,
csak egy koztes fehérjén keresztiil. Ilyen Osszekotoként funkcionalhatnak példaul egyes
virusfehérjék (pl. HPV E6 fehérje) és chaperonok. A sejtciklus szabalyozasdban kdzponti
szerepet betdltd ciklinek ubikvitinacidjat egy N-termindlis rovid aminosavszekvencia, az un.
destrukciés box medialja. Erdekes modon ez a konzervélt szekvencia csak az E3 altal torténd

felismerést szolgalja, az ubikvitinacié nem a szekvencian beliil torténik.
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Az ubikvitin-konjugécios kaszkad egy “cimkét” helyez el a fehérjén, amelyet a 26S
proteaszoma ismer fel. Ez a nagyméretii proteolitikus komplex a “felcimkézett” fehérjét ATP-
dependens modon lebontja, mig az ubikvitin egységek felszabadulnak, lehetdvé téve
ujrafelhasznalasukat. A 26 S proteaszoma egy, a proteolitikus aktivitast hordozo 20S
komplexbdl (core particle) és a két végéhez csatlakozo, regulatorikus szerepi 19S
komplexekbdl (regulatory particle) all (5/B ébra). A 20S kompex négy darab héttagu
gyliribdl felépiilé hengeres struktira. A henger alapjat és tetejét az a alegységek gytriii
képezik, amelyek a két koztes, B alegységekbdl felépiild gylriit szegélyezik. Az egyes gytiriik
hét-hét kiillonbo6zo a ill. B alegységbdl allnak. A B alegységekbdl allo gytiriik belsd felszinén,
a 20S komplex centruméaban taldlhatdoak a proteolitikus aktiv helyek, gytirinként 3-3
kiilonb6z6, azaz minden proteaszomaban 6. A kozponti lireg a 20S komplex hengerének két
végén keresztiil érhetd el, azonban a bejaratot lesziikiti az o alegységek N-terminalis
szegmense (~ 13 A atmérdre), amely kizarja, hogy egy Osszehajtogatott fehérje 4thaladjon
azon. Ez védoéfunkcioként is szolgal a sejtfehérjék szabalyozatlan proteolizise ellen. A 19S
komplex 19 alegységbdl all, és két nagy szerkezeti egységre, egy alap és egy fedél részre
tagolhato. A fedél elem felelds a poliubikvitinalt fehérje felismeréséért és az ubikvitin lanc
eltavolitasaért (deubikvitinacio). Az alap rész két, ATP-az aktivitds nélkiili, és hat AAA+
ATP-4z csaladba (ATPases Associated with diverse cellular Activities) tartozod alegységbdl
(Rptl1-6) all. Ezen alegységek valtozatos funkcidval birnak, tobbek kozott chaperon aktivitast
kolcsondznek az alapnak, ill. lehetdvé teszik a 20S komplex o gylriijéhez torténd kotddést,
egyidejiileg megnyitva a 20S komplex sziik bejaratat, és szabad utat engedve a proteolitikus
helyekhez. A 20S komplex belsejébe keriild, harmadlagos szerkezetiiket részben vagy teljesen
elvesztd fehérjék 3-23 aminosav hosszusagu peptidekre darabolédnak. A 20S komplex —
ellentétben szadmos egyéb protedzzal a szervezetben — képes barmely két aminosav kozotti
peptidkdtést hasitani.

Az ATP-4zok elhelyezkedése tiikrozi a folyamat energiaigényes lépéseinek helyét: a 19S
komplexben taldlhatd ATP-azok szabaditjak fel a fehérje letekeredéséhez (unfolding), ill. a
20S komplex kapujanak nyitasahoz sziikséges kémiai energiat, maga a proteolizis tehat nem
energiaigényes.

Az ubikvitin-proteaszoma rendszer altal medialt fehérje lebontds kulcsfontossagii szerepet
jatszik szamos alapvetd cellularis folyamatban. Ide tartozik tobbek kozott a sejtciklus
szabalyozasa, a sejtosztddas, differenciacid, stresszvalasz, transzkripcios regulacio, DNS-
javitas, cirkadian ritmus és antigén prezentacid. Mutans, denaturdlt és rosszul hajtogatott

fehérjék lebontasaval nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a sejthomeosztazisban. (Haas és
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Siepmann, 1997; Pickart, 1997; Hershko és Ciechanover, 1998; Glickman és Ciechanover,
2002; Pickart és Eddins, 2004; Schrader, 2009)
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5. abra. Az ubikvitindci6 mechanizmusa (A). A 26S proteaszoma vazlatos szerkezete és

alegységosszetétele (B). (Haas et al., 1997 és Murata et al., 2009 nyoman)
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2.5 Az ubikvitin-proteaszoma rendszer a transzkripcio szabalyozasaban

Elsésorban az utdbbi évtizedben nyert teret az az elképzelés, hogy a proteaszoma
proteolitikus ill. nem proteolitikus funkcidja révén részt vesz a transzkripcid szabdlyozasaban.
Elsdsorban S. cerevisiae modellben nyert adatok tdmasztjak ezt ald, noha egyre tobb emlds
modellrendszerbdl szarmazoé eredmény megerdsiti a proteaszoma ezen Uj funkcionalis
aspektusat.

A proteaszoma proteolitikus funkcidja elsdsorban transzkripcios regulatorok lebontasa révén
avatkozik a transzkripcid térbeli és iddbeli szabalyozasdba. Részt vesz egyes faktorok
kialakitasaban is: az NFkB transzkripcios faktor esetében kimutattdk, hogy p50 alegységének
prekurzorat ubikvitin-konjugaciot kovetden C-termindlis részének részleges proteolizisével
alakitja ki a proteaszéma (Palombella, 1994). Ezen kiviil a 26S proteaszoma kapcsolodik az
elongacids komplexekhez, majd lebontja a komplexeket a termindcios helyeken, gatlasa pedig
a terminacid zavarat idézi el6 (Gillette, 2004).

Ezen tulmenden a proteaszOma maés, nem proteolitikus aktivitdssal Osszefiiggd
mechanizmusok Utjan is szerepet jatszik a transzkripcids szabalyzasban, jelen ismereteink
szerint elsésorban a 19S komplexe révén. Igy a 19S komplex eldsegiti az SRC-3 koaktivator
promoterhez torténd odavonzasat, amit degradacioja kovet (Ferry, 2009). A 19S komplex az
MHC 1II gén szabalyozéasaban is részt vesz: a CIITA transzaktivatorhoz kotédve eldsegiti a
gén transzkripciojat, majd a 20S komplex késleltetett assszociacidja termindlja a
transzkripciot (Bhat et al.,, 2010). A 19S komplex tobb hiszton modositasban is regulalo
szerepet jatszik. Igy pozitivan reguldlja a hiszton H3-K4 és H3-R17 metilaciot ill. a H3-K18
acetilaciot a CBP (CREB-binding protein) altal az MHC II promoéterén (Koues et al. 2009).
Erdekes médon egyes 19S alegységek részt vesznek az mRNS-transzportban is. Ilyen
alegység a Seml fehérje, amely a TREX-2 (TRanscription EXport-2) komplex részeként
fontos szerepet jatszik mRNS-ek nukleéris exportjaban (Strasser et al., 2002).

Ugy tiinik tehat, hogy a proteaszoma a transzkripcids regulatorok gyors lebontasaval, a
transzkripcids apparatussal kialakitott kapcsolata révén, és kiilonbozo, elsésorban a 19S
komplex-medialta intermolekularis kolcsonhatdsok utjan szerves része a transzkripcids

gépezetnek.

2.6 A magreceptorok és az ubikvitin-proteaszoma rendszer kapcsolata
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A fentiek alapjan érthetd, hogy a magreceptorok, mint ligand-indukalt transzkripcids faktorok
tobb fronton kapcsolatba keriilnek a proteaszoma rendszerrel. A receptorszam csdkkentése
része egy adaptacids valasznak, amelynek célja a sejt érzékenységének csokkentése a kiilsd
stimulusokkal szemben. Egyes sejtfelszini receptorok ligand hatdsdra végbemend
endocytosisa lehetdvé teszi, hogy a ligandok kevesebb receptort érjenek el és aktivaljanak,
azonban a membranon konnyedén atdiffundalo ligandokat kotd magreceptorok ilyen modon
nem inaktivalhatok. Els6ként az Osztrogén receptor esetében irtdk le, hogy a sejtek
Osztrogénstimulusa a citoplazmatikus receptor Osztrogénkotd képességének csokkenéséhez
vezet (Sarff és Gorski, 1971). Csaknem két évtizeddel késobb deriilt fény arra, hogy ennek
oka a receptor lebontidsa az ubikvitin-proteaszoma rendszer altal (Nawaz et al., 1999). A
2000-es évek elejére szamos magreceptor, igy a PR, VDR, TR, RAR, RXR, PPAR esetében is
leirtdk a ligand-indukalt degradécié jelenségét (Lange et al., 2000; Masuyama et al. 1998;
Dace et al., 2000; Zhu et al., 1999; Nomura et al., 1999; Hauser et al., 2000). A receptorok
lebontasa energiaigényes folyamat, igy minden bizonnyal fontos szerepe lehet a transzkripciod
fiziologias miikodésében. Ezt bizonyitja tobb receptor esetében a megfigyelés, miszerint a
proteaszOma gatlasa egyuttal gatolja a receptorok altal medidlt transzkripcidt is (Lonard et al.,
2000; Dace et al., 2000; Hauser et al., 2000; Kopf et al., 2000; Shen et al. 2001; Osburn et al.
2001). Kivételt képez ez alol a gliikokortikoid receptor, a mineralokortikoid receptor, és a
PPARa, amelyek transzkripcios aktivitasa a proteaszéma gatlas hatdsara né (Wallace et al.,
2001; Yokota et al., 2004; Blanquart et al., 2002). Fontos azonban megjegyezni, hogy a
proteaszomak gatldsat generalizalt stresszhatdsnak tekinthetjilk, amely szamos ponton
beavatkozik a sejt homeosztazisaba. Az ilyen koriilmények kozott megfigyelhetd folyamatok
nem feltétlen tiikrozik a fiziologias allapotot. A kiilonbdz6 magreceptorok szekvencidjaban
keresését. A csalad szamos tagjanak vizsgéalata két domén sziikségességét mutatta ki. Ezek az
N-terminalis AF-1 ¢és a ligandk6td doménen belill talalhato AF-2 domén, azaz a
ligandfiiggetlen, ill. ligandfliggd transzaktivacioért felelds szerkezeti egységek. A degron és a
transzaktivaciés domén atfedése mas transzkripciés faktorokban (pl. Myc, E2F-1) is
megfigyelheté. A magreceptorok abbdl a szempontbdl kiilonboznek, hogy mindkét domén
megléte esszencidlis az ubikvitinacidjukhoz és kovetkezményes lebontasukhoz. A ligandkotés
tehat valdszintileg 0j felszint hoz 1étre az AF-1 és AF-2 résztvételével az ubikvitin-ligdzok
szamara. A részleges agonistak és az antagonistak azonban altaldban nem indukalnak
degradaciot, jelezve, hogy a ligandk6td domén agonista-indukalt, transzkripcidésan aktiv

konformacidja sziikséges az ubikvitin-ligdzok altal torténd felismeréshez (Alarid, 2006). A
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degradacio szabalyozasanak Gjabb szintjét hozza létre a receptorok foszforilacioja kiilonb6zd
aminosavoldallancokon, ill. kiilonb6z6 szignalutvonalakon keresztiil aktivalodo kinazok altal.
Mind a PR, mind az RARy2 AF-1 doménje foszforilalodik ligandkotést kovetéen a MAPK
kindz kaszkad utvonalan keresztiil, amely feltétele a receptor proteaszomalis lebontasanak
(Lange et al., 2000; Gianni et al., 2002). Az ERa és GR AF-1 doménjeinek foszforilacios
helyei szintén szerepet jatszanak a receptor stabilitasaban (Calligé et al., 2005; Webster et al.,
1997). A foszforilaci6 azonban nem feltétleniil szolgal degradacids szignalként. Valosziniileg
inkabb kiilonb6zd kinazok relativ aktivitdsa hatdrozza meg a fehérje stabilitasat, ahogy azt az
ERa esetében kimutattak: mig az ERK7 és a protein kindz C fokozta a proteolizist, a PI3K ¢és
a protein kinaz A stabilizalta a fehérjét (Marsaud et al., 2003; Henrich et al., 2003; Tsai et al.,
2004). Mutécios vizsgalatokkal céloztadk meg a DNS-koté domén degradacioban betoltott
szerepét is, viszont az ERa és PPARy cink-ujj doménjében képzett pont-mutaciok nem
gatoltak a degradaciot (Lonard et al., 2000; Hauser et al., 2000). Kirajzolddni latszik tehat egy
két szignal hataroz meg: a ligandk6té domén agonista ligand-indukalt konformacidvaltozasa,
és a receptor foszforilacidja megfelel6 aminosav oldalldncain. A folyamat pontos részletei a
receptorok tobbségénél azonban nem ismertek.

Ligand stimuldcié hatdsara a proteaszoma komponensei kolokalizdciot mutatnak a GR
receptorral és koaktivatoraival (Baumann et al., 2001). Ezek az eredmények is jelzik, hogy a
proteaszoma a magreceptorok medialta transzkripcios eseményeknek is szerves része. ChIP
(chromatin immunoprecipitation) és FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)
kisérletek eredményei alapjan ugy tlinik, hogy a magreceptorok, koreguldtoraikkal egyiitt
ciklikusan hozzakapcsolodnak, majd levalnak a promoterrdl, csak rovid ideig létesitve
kapcsolatot a valaszadoé elemmel (Metivier et al., 2003; Reid et al., 2003; Kang et al., 2002;
Nagaich et al., 2004). Ebben a folyamatban szerepe lehet az ubikvitin-proteaszoéma
rendszernek. Ligandkotés hatasara a magreceptorok, a koregulatorok, ill. az alap
transzkripcids faktorok is ubikvitindlodnak és degradalédnak (Nawaz és O’Malley, 2004;
Rochette-Egly, 2005). Ilyen modon a proteaszomalis degradacio egy hatékony modja lehet a
véalaszadd elemmel torténd ciklikus interakcid kialakitdsanak, amely egyuttal lehetové teszi
mas koregulatorok kotddését a kornyezeti szignalok fiiggvényében (Dennis és O’Malley,
2005). Ezzel egybevagd modon egyes ubikvitin konjugdld enzimek (E2) és ubikvitin-ligaz
enzimek (E3) egyarant részt vesznek a magreceptor-medialt transzkripcidban, interakcioba
Iépve a receptorokkal és koaktivatoraikkal, ezen kiviil szintén részt vesznek a transzkripcios

apparatus lebontdsdban. Bizonyos E3 enzimek szerves részei a koregulator ill. polimerdz

22



komplexeknek, ezaltal elsegitve a transzkripciot, a proteolitikus Gtvonalon kiviil (Conaway
et al., 2002). A proteaszOma maga is betdlt hasonld szerepet: az SUG-1, a 19S komplex egyik
ATP-4za jelen van a transzkripciosan aktiv gének kozelében, kapcsolodva magreceptorokhoz,
a TFIIH alap transzkripcios faktorhoz és az RNS polimeraz I1-h6z (Sun et al., 2002; Gianni et
al., 2002). Az ubikvitin-proteaszéma rendszer tehat alapvetd eleme a magreceptor-medialt
dinamikus transzkripcidés folyamatnak mind proteolitikus aktivitisa, mind egyes

komponenseinek szabalyozo6 funkcidja révén.

2.7 Az RXR ligand-indukalt degradacioja

Az RXR magreceptor ligandfiiggd degradacioja alapvonasaiban megegyezik a fent leirt,
magreceptorok  tobbségére jellemzd mechanizmussal, azonban heterodimerizacios
partnereinek valtozatossaga mindenképp érdekessé teszi a degradacié szabalyozasanak
tanulmanyozasat. Ennek ellenére viszonylag kevés adat 4all rendelkezésre a folyamat
molekularis részleteirdl, és csaknem kizarolag az RXRa izotipusrol.

Az RXRa ligand-indukalt ubikvitinaciojat és lebomlasat tobb sejtvonalban is kimutattak.
Specifikus agonistai indukaljak, antagonistai viszont gatoljak a lebomlast. A 12. hélix, azaz az
AF-2 domén eltavolitasa gatolja a degradaciot, tehat a degradacionak valdszintileg feltétele az
agonista ligand bekotddését kovetd konformaciods valtozas a ligandkdtd doménben (Osburn et
al., 2001). Ennek egyik eleme, a 12. hélix mar emlitett egérfogoszerli felhajlasa (4. abra).
Adipocitdkban nem torténik meg az RXR[ ubikvitinacidja és degradacioja ligandkezelés
hataséara, ami felveti a folyamat izotipus- vagy szovetspecifikus voltat (Lefebvre et al., 2010).
Az RXR, mint heterodimerizacids partner stabilitdsanak jelentdségét hangstlyozzak azok az
eredmények, amelyek szerint az RXRa specifikus degradéacidja fokozza az adipocitdk
valaszkészségét a PPARy agonista ligandjaval, a Rosiglitazone-nal szemben. Ezekben a
sejtekben egy hypoxia-indukalt ubikvitin-hidroldz-ligdz (UCH-L1) képes izotipus-specifikus
modon csokkenteni az RXRa szintjét (Lefebvre et al., 2010). A reguléci6 valdsziniileg nem
csak a zsirszovetre korlatozodik, ugyanis cardiomyocitdkban is kimutattdk az RXR szint
csOkkenését hypoxia hatasara (Huss et al., 2001). Az RXR/RAR heterodimerben az RXR
partnerével. Bar az RXR/RAR heterodimer nonpermissziv, azaz a transzkripcids aktivitashoz
az RAR agonistdjanak kotése sziikséges, koexpresszalt rendszerben mind RXR-, mind RAR-

specifikus ligand a heterodimer mindkét tagjanak lebomlasat indukélta (Zhu et al., 1999). Ez a
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jelenség RXR/TR és RXR/PPARY heterodimerekben is megfigyelhetd (Osburn et al., 2001).
Valoszinli tehat, hogy a degradacio tekintet nélkiil a heterodimer permissziv/nonpermissziv
voltara, mindkét partner ligandkdtése révén megtdrténhet.

A foszforilaciéo degradacidt szabalyozd szerepére vonatkozoan az RXR esetében is vannak
adatok. Az RXRa AF-1 doménjében hdrom oldallanc taldlhatd, amelyet MAPK (mitogén-
aktivalt protein kindz) kinazok foszforildlnak (Adam-Stitah et al., 1999). Ezen foszforilacios
jelenlétét (Gianni et al., 2003). Ezzel ellentétben a 260. szerinjének foszforilacidja a MAPK
utvonalon keresztiil stabilizélja a fehérjét, ezzel egybevagéan a MAPK kinaz (MKK) inhibitor
fokozott RXR degradaciot valt ki. Az MKK gatldsa az AF-2 mutins RXR szintjét is
csokkenti, tehat ez a mechanizmus nem igényli a 12. hélix integritasat. (Adachi et al., 2002;
Osburn et al., 2001). Erdekes modon az RARy A/B régidban 1évé foszforilacios helyeinek
valdsziniileg fokozza az RXR partnerének foszforilacigja. (Kopf et al., 2000).

Az RXRa két PEST motivumot is tartalmaz (az egyik az A/B domén teriiletén, a masik a
kapocs-régioban), amely szamos rovid féléletidejli fehérjében az ubikvitin-ligazok felismerési
szignaljaként funkcional. Ugyanakkor egyik PEST motivum sem bizonyult sziikségesnek az
ubikvitinacidhoz és kovetkezményes lebontashoz (Boudjelal et al., 2000).

A Gal4-RXR LBD fuzidos fehérje a teljes fehérjéhez hasonléan agonista-fliggden
degradalodik, tehat az LBD 6nmagéban elegendd a hatékony lebomlashoz. Az RXR molekula
hogy transzkripcids aktivitasuktdl megfosztott, koaktivator-kotésre képtelen mutins RXR
fehérjék degradacidja is végbemegy (Osburn et al., 2001). A korepresszor-kotés azonban, gy
csokkenti degradacidjukat (Boudjelal et al., 2002).

Egyes daganatsejtekben el6fordulhat az RXR rendellenes (fokozott vagy csokkent)
degradacioja, rendellenes retinoid jelatvitelt eredményezve (Priifer et al., 2002; Lattuada et

al., 2007).

Osszeségében, a fentiek alapjan lathatjuk, hogy az RXR magreceptor szerkezete,

transzkripcids szabalyozasanak mechanizmusa, hidnydnak fenotipusos kovetkezménye

crer

mechanizmusardl, szabalyozasarol, illetve a folyamat funkciondlis jelentdségérél a

transzkripcids szabalyozas vonatkozédsaban SZ4mos ponton hidnyosak.
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3. A VIZSGALATOK CELJA

Munkank sordn az RXR magreceptor (és késObbiekben egyéb magreceptorok)
vizsgalatahoz a szakirodalomban szinte kizarolag a Western blottal torténd fehérjekimutatast
hasznaltdk, a membdron megjelend specifikus sav intenzitdsdnak ligandkezelést kovetd
csOkkenését megmutatva. Ennek eldnye, hogy a fehérje mesterséges kifejeztetése nélkiil az
endogén fehérjeszintek is vizsgalhatdak, ugyanakkor alkalmazasaval lizalt sejtek halmazarol
kapunk informaciot, relative kis érzékenységli, nehezen kvantifikalhatd6 modon. A
fehérjekimutatas szamos probléméjara megoldast nyujt a zold fluoreszcens fehérjével (GFP-
modszer eldnyeként emlithetd, hogy gyorsan ¢és nagy érzékenységgel vizsgalhatok
tetszOlegesen valasztott sejtpopulaciok, vagy akar egyetlen sejt. Fontos ezen kiviil kiemelni,
hogy ¢l6 sejtekben, valds id6ben zajlé folyamatok tanulmdnyozhatoéak, ellentétben a
fehérjekimutatassal. A modszernek kétségkiviil hatranya a receptorfehérje stabil vagy
tranziens transzfekcioval torténd tulexpresszaltatdsanak sziikségessége, azonban fontos
megjegyezni, hogy szamos fehérjekimutatason alapul6 szakirodalmi adat szintén transzfektalt,
receptorfehérjét nagy mennyiségben kifejezd sejtvonalakbdl szarmazik.

Elsédleges célunk volt tehat az aramlési citométer bevezetése a jelenség vizsgalatanak
modszertaraba. Ezen tilmenden a beallitott rendszer segitségével a ligandfiiggd degradécio

tobb, részben a korabbi metddussal mar vizsgalt aspektusat tanulmanyoztuk.
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4. FELHASZNALT ANYAGOK, ALKALMAZOTT MODSZEREK

4.1 Sejtkultura és kezelés

Kisérleteinkhez EGFP-hRXRa (Enhanced Green Fluorescent Protein — human Retinoid X
Receptor «, a tovabbiakban: GFP-RXR « ) fuzids fehérjét stabilan expresszalé Hela

sejtvonalakat (cervicalis carcinoma eredetll), ill. tranziens transzfekcio céljabol AD293T
(human embrionalis vese eredetil) sejtvonalat hasznaltunk. A HeLa sejtek tenyésztése 6 lyuka
sejtkultaras pléteken tortént, egy lyukba 250 000 sejt keriilt. Téapoldatként 2ml 10% FBS
(Fetal Bovine Serum), 0,9% glutamin, 0,9% penicillin-streptomicin tartalmi RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) médiumot hasznaltunk lyukanként. Az AD293T sejtek tenyésztése
12 lyuku sejtkultaras pléteken tortént, egy lyukba 150 000 sejt kertiilt. Tapoldatként 1 ml 10%
FBS (Fetal Bovine Serum), 0,9% glutamin, 0,9% penicillin-streptomicin tartalmi DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) médiumot hasznaltunk lyukanként.

A sejtek kezelésekor hasznalt ligandok/inhibitorok dimetil-szulfoxid és etanol 1:1 aranyu
elegyében kertiiltek beoldasra, majd ebben az oldoszerben tortént a higitasi sorok készitése is.
A sejtek ligandkezelése sordn a ligandok/inhibitorok friss tapoldatban kertiltek kihigitasra,
majd erre cseréltiik le a kordbban hozzaadott tapoldatot. A kontrollként hasznalt sejtek a
kezelt sejtekkel megegyez0 mennyiségli oldoszert kaptak a tapoldatban, kiilonbozo

ligandkezelési idok esetén a leghosszabb ligandkezelés iddtartamaig.

4.2 Aramlasi citometrias mérések

Az aramlési citometrids mérések soran 20 000 sejt adata keriilt 6sszegytijtésre FACSCalibur
(BD Biosciences) aramlési citométer haszndlatival. A fluoreszcencia intenzitast az FLI
csatornan, 515-545 nm hulldmhossztartomanyban detektaltuk. A sejtmérettel aranyos elére
iranyuld fényszoras (forward scatter) detektdlasakor 52-es kiiszobértéket hasznaltunk a
sejttormelék kisziirése céljabol. Az adatok analizise FCS Express 4 szoftver segitségével
tortént. Ennek soran olyan kaput hataroztunk meg, amely koriilhatarolja az oldoszerrel kezelt
kontroll sejtpopuléciot, azonban a GFP-t nem tartalmaz6 HeLa sejtek nem esnek bele. Az
ezen kapuba esd sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitdsat hataroztuk meg a szoftver
segitségével. Az idofliggés vizsgalata kivételével minden eredmény tobb mérés eredménye

koziil bemutatott reprezentativ adat.
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4.3 Western blot technikaval végzett fehérjekimutatas

A sejtek lizise lizis pufferrel [0sszetétele: 1% Triton X-100, 10 mM Tris, SmM EDTA (etilén-
diamin-tetraecetsav), 50mM natrium-klorid, 30mM natrium-pirofoszfat, 50mM natrium-
fluorid, 1mM natrium-ortovanadat, haszndlat eldtt kiegészitve: Spug/ml Aprotinin, 1pg/ml
(150ul/250 000 sejt) billegén 4 °C-on 30 percig. A sejteket ezt kdvetden felkapartuk, majd az
igy nyert sejtlizatumot 20 percig 4 °C-on, 13 200 RCF-en (relative centrifugal force)
centrifugdltuk. A kapott fehérjetartalma feliiliszoval dolgoztunk tovabb, amelynek
nm-en mért abszorbanciabol szamitva. A 10%-os natrium dodecil-szulfat (SDS) poliakrilamid
gélen gélelektroforézissel elvalasztott fehérjemintdkat Western blot technikaval nitrocellul6z
membranra transzferdltuk (100 mA, 1 o6ra). A nitrocelluld6z membranra transzferalt
fehérjemintak ezutan a nem specifikus antitest kotohelyek lefedése céljabol szobahén 1 orara
1% BSA (Bovine Serum Albumin), 0,01% natrium-azid tartalma TBST [0,1% Tween 20
TBS-ben (Tris Buffered Saline)] oldatba keriiltek. Az anti-RXRalfa (D20 Santa Cruz) tipust
els6dleges antitesteket 1:200 higitasban 0,5% tejport tartalmazd TBST-ben higitottuk, majd
ebben az oldatban a membranokat egy éjszakan 4t 4 C-on billegdn inkubaltuk. 3x5 perc
TBST-s mosast kovetéen a TBST-ben 1:5000 aranyban higitott HRP (Horseradish Peroxidase
- torma-peroxidaz)-konjugalt nytl IgG ellenes masodlagos antitesttel 1 Ordn keresztiil
szobahén billegén inkubéltuk a membranokat. Ujabb 3x10 perc TBST-s mosas utdn a HRP
szubsztrat Luminolt tartalmazé oldatban (0sszetétele: 10% 1M Tris-HCI, 5% Luminol, 0,22%
kumarsav, 30% hidrogén-peroxid) 5 percig inkubéltuk a membranokat, majd rontgenfilmre
rogzitettik a kemilumineszcens jelet. A normalizal6 GAPDH (gliceril-aldehid-3-foszfat
dehidrogenaz) detektalasahoz Un. strippelést végeztiink a membranokon, azaz eltavolitottuk
az addig megkotott elsddleges és masodlagos antitesteket (30 perc 55 °C-on “stripping”
pufferben, amelynek oOsszetétele: 100mM 2-merkapto-etanol, 2% natrium-dodecil-szulfat,
62,5 mM Tris). Ezt kovetéen a GAPDH fehérje detektalasa a membranon 1:1000 aranyban
higitott anti-GAPDH (6C5 Santa Cruz) tipusu elsddleges antitesttel, 1:5000 ardnyban higitott

egér IgG ellenes masodlagos antitesttel a fent leirt protokoll szerint tortént.
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4.4 RNS izolalas

Az RNS izolalas soran a mintakat 5 percig TRIzol reagenssel inkubaltuk, majd a mintdkhoz
200ul kloformot adtunk. A hozzdadott kloformmal a mintdkat alaposan &sszeraztuk, majd 3
percig szobahdmérsékleten inkubaltuk és 15 percig 13200 RCF-en 4°C-on centrifugéltuk. A
centrifugdlds utan a felsd RNS-t tartalmazo vizes fazissal dolgoztunk tovabb. Ezutan a
mintdkhoz  1:1 ardnyban 2-izopropanolt adtunk majd 15 percig inkubaltuk
szobahOmérsékleten, ezutan 10 percig 13200 RCF-en 4°C-on centrifugaltuk. A centrifugalas
utan a feliiltszot ledntottiikk a mintakrol, majd a pelletet 1ml 70%-o0s etanollal mostuk, ezt
kovetden 5 percig 13200 RCF-en 4°C-on centrifugaltuk. A képzddd pelletet vakuumos szaritd
segitségével beszaritottuk és 50ul nukleaz mentes vizben oldottuk fel. Utolso 1épésként 65°C-

on 10 percig inkubaltuk a mintakat, majd 0sszerazas utan jégre keriiltek.

crer

crer

informéciokat nyertiink az OD260/0D280 ¢és az OD260/0D230 abszorbancidk aranya

alapjan.

4.5 Reverz transzKkripcio

A reakcid végtérfogata 20ul, mely a kovetkezdképpen oszlott meg: 8ul 5x SSII puffer, 4ul
100mM DTT, 8ul 2,5mM dNTP, 0,3ul 3pg/ul rnd hexamer primer 0,2ul SSII Mnlv
(200U/ul). Ehhez 20ul beoldott RNS-t adtunk. A reverz transzkripcié utdn a cDNS mintdkat
azonos koncentraciora, 100ng/pl-re higitottuk.

A protokoll a kovetkezd volt: 1. 1épés: 10 perc 25°C, 2. 1épés: 2 6ra 42°C, 3. 1épés 5 perc
72°C, 4. 1épés 4°C 0.

4.6 Kvantitativ PCR (qPCR)

A c¢DNS kvantitativ meghatarozasa a labor munkatarsai altal tervezett PCR assay segitségével

tortént.
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A reakcid térfogata a kovetkezdképpen oszlott meg 10ul végtérfogatban: 2,1ul nukledz
mentes viz, 1,2ul MgCI2 (25mM), 1ul 10x puffer, 0,5u1 2,5mM dNTP, 0,0375ul primer-
(100uM), 0,0375ul primer+ (100uM), 0,0625ul proba (20uM), 0,0625ul Taq polimeraz (5U).
A mixhez 5-5pu1 cDNS-t adtunk.

A kisérletekhez hasznalt primer szekvenciak:

huméan RXRa

(1278+) GGCCTACTGCAAGCACAAGTA

(1341-) CAGGCGGAGCAAGAGCTTA

huméan RARa

(1206+) CCAGCACCAGCTTCCAGTTA

(1302-) GGGAGGGCTGGGCAC

human ciklofilin

(52+) ACGGCGAGCCCTTGG

(117-) TTTCTGCTGTCTTTGGGACCT

A gPCR eredmények hdrom parhuzamos mérés atlagabol adodnak.

4.7 Transzformalas

A tranziens transzfekcid soran felhasznalt plazmidokat DHS5a, ultrakompetens E. coli
baktériumokban sokszoroztuk fel az alabbi protokoll szerint.

Hdésokk-kezelés: 20 pl sejthez adtunk 1 pg plazmidot. A sejtek és plazmidok elegyét 30 percig
jégen hiitottiik. A hiités utdn 90 masodperces, 42°C-os hdkezelést alkalmaztunk. Ismét jégen
hiitottiik az elegyet 5 percig. A sejteket ampicillin-tartalmti  taptalajra szélesztettiik ¢és
¢jszakan at 37°C-on inkubaltuk.

Kis-kultara elinditasa: Az ¢jszakédn at ndvesztett kulturdkbol kiilonallo telepeket valasztottunk
ki, melyeket atoltottunk LB (Luria-Bertani medium) és ampicillin tartalmt tapoldatba. Ezeket

¢jszakan at 25°C-on razattuk.

4.8 Plazmid izolalas

A plazmid izolalashoz a WIZARD, DNA Purification System MiniPrep (PROMEGA) kit
felhasznalasaval végeztiik, az eldirt protokoll alapjan:
Az éjszakan at novesztett baktérium-kultarakat lecentrifugaltuk (5 perc, 10.000g). A feliiluszo

eltavolitasa utan a sejteket 250 pl reszuszpenddld oldattal a homogén allag eléréséig
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szuszpendaltuk. 250 pl 1izal6 oldattal lizaltuk a sejteket. 350 pl neutralizalé oldattal kezeltiik a
sejteket, majd a lizazumot centrifugaltuk (10 perc, 14.000g). A feliiluszot Gjra centrifugaltuk
(10 perc, 14.000g). A feliiluszot gytlijtéoszlopra ontottiikk at. Centrifugdlas utan (1 perc,
14.000g) a csapadékot eltavolitottuk. Az oszlopra 750 pl mosod oldatot Ontottiink, amit
centifugalas utan (1 perc, 14.000g) megismételtiink 250 ul moso oldattal (2 perc, 14.000g). 50
ul nukledz-mentes viz hozzdadasa utan centrifugalassal (1 perc, 14.000g) elualtuk az

oszloprol a termeltetett plazmidokat.

4.9 Tranziens transzfekcio

A transzfekcios kisérletekhez a hatékonyabban transzfektalhato AD293T sejtvonalat
hasznaltuk. Lyukanként 160 pl, 0,8 pg 10x PEI (Polyethylenimin) oldatot tartalmazé NaCl
oldatot adtunk 160 pl, 3,2 pg plazmidot tartalmaz6 NaCl oldathoz. Ezt az elegyet 20 percig
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ezt kdvetden a sejtek tapoldatat 320 ul FBS mentes DMEM-
re cseréltiik, majd ehhez 320 pl elézdleg elkészitett elegyet adtunk. 5 6ra 37 °C-on torténd
inkubaciot kovetéen a tapoldatot 640 pl, a sejttenyésztés részben ismertetett tapoldattal

egészitettiik ki.

4.10 Statisztikai modszerek

A statisztikai szamitasok Microsoft Excel és Graphpad Prism szoftverrel torténtek. A

szignifikancia szint szamitasa soran kétmintas t-probat alkalmaztunk.
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5. EREDMENYEK

5.1 Az RXRa ligandfiiggo degradacidojanak kimutatasa Western blottal és aramlasi
citométerrel

Els6 1épésként valaszt kerestlink arra, hogy a receptorfehérjén talalhatdé GFP befolyasolja-e a
degradaciot, valamint reprodukélhatd-e a Western-blot segitségével kimutatott ligand-indukalt
lebomléds 4ramlési citométerrel is. Ennek érdekében LG100268 agonista liganddal kezelt,
GFP-RXR-t kozepes ill. magas szinten expresszald stabilan transzfektalt HelLa sejtek egy
részébdl Western-blot segitségével mutattuk ki az RXRa fehérje szintjének valtozéasat, mig
ugyanazon ligandkezelt sejtpopulaciobol szarmazo sejtekben dramlési citométerrel vizsgaltuk
az esetleges fluoreszcencia intenzitdscsokkenést, ami a receptorfehérje, és a hozzéa fuzionalt
GFP lebomlasat jelezheti. Mind a GFP-RXRa fizids fehérjét kozepes szinten expresszalo,
mind a fuzidés fehérjét magas szinten expresszalo HeLa sejtvonalban az LG100268 RXR-
specifikus agonista ligandkezelés csokkenti az ¢l0, fluoreszcens sejtek atlagos fluoreszcencia
intenzitasat (6. és 7. abrak). Ez jelzi, hogy a ligandkezelés hatasara a fuzids fehérje jelentds
része elbomlott a GFP-vel egyiitt, jelezve, hogy a receptorfehérjén 1évé GFP a proteaszomalis
degradacios folyamatot nem gatolja. Lathatd, hogy a Western-blottal kimutathat6 ligand-
indukalt degradédciés folyamat reprodulkalhaté &ramlasi citométerrel is, egy jobban

kvantifikalhaté modon.
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6. abra. Az GFP-RXRa fehérjét kozepes szinten expresszaldé Hela sejtekben a sejtek
nagyobb része nem fluoreszcens, a fluoreszcens sejtek intenzitdsa kozepes szintli. A
fluoreszcencia intenzitds gorbéjének balra tolodasa jelzi a 20 h LG100268 kezelés (1 uM)
hatasara végbemend degradaciot (A). 20 h LG100268 kezelés (1 uM) kovetkeztében lathato a
GFP-RXRa fuzios fehérje szintjének csokkenése. Az endogén fehérjeszint valtozasa kevésbé
markans (B). Az aramlasi citométer altal detektalt sejtpopuléciobol egy kapu képzésével
kivalasztottuk az elkiiloniilé fluoreszcens sejtpopulaciot, amelynek intenzitasvaltozasa a dot
ploton nyomon kovethetd (C). Ezen kapuba esé sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitasa a 20

h LG100268 kezelés (1 uM) hatasara szignifikansan (p<0,0001) csokkent (D).
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7. abra. Az GFP-RXRa fehérjét magas szinten expresszaldo HeLa sejtekben a fluoreszcencia
intenzitas gorbéjén lathatd, hogy ezek a sejtek nagyobb fluoreszcencia intenzitast mutatnak,
¢s a sejteknek nagy része fluoreszcens. A gorbe balra tolodasa jelzi a 20 h LG100268 kezelés
(1 uM) hatésara végbemend degradaciot (A). 20 h LG100268 kezelés (1 uM) kovetkeztében
lathatd a GFP-RXRa fuzids fehérje szintjének csokkenése. Az endogén fehérjeszint valtozasa
jobban megfigyelhet6 (B). Az aramlasi citométer altal detektalt sejtekbdl egy kapu képzésével
kivalasztottuk az elkiiloniild fluoreszcens sejtpopulaciot amelynek intenzitasvaltozasa a dot
ploton nyomonkovethetd (C). Ezen kapuba esé sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitasa a 20

h LG100268 kezelés (1 uM) hatasara szignifikdnsan (p<0,0001; n=6622/6133) csokkent (D).

5.2 A ligandfiiggo degradacio idobeli lefolyasa

A receptorfehérje proteaszomalis degradéacioja — legalabbis részben védekezési mechanizmus
a talzott stimulaciéval szemben. Eppen ezért kivancsiak voltunk arra, milyen hosszi
ligandstimuléci6 sziikséges a degradaciéo meginduldsdhoz, és hogyan valtozik ez a folyamat
egy 24 Oras intervallumban. Ezért megvizsgaltuk 24 oOrdn keresztiil, kiilonb6zd ideig
LG100268 liganddal kezelt sejtpopulaciok atlagos fluoreszcencia intenzitasat. A GFP-RXRa-t
kozepes szinten expresszald HeLa sejtvonallal dolgoztunk tovabb, annak érdekében, hogy a

tobblet fehérjével kevésbé zavarjuk meg a sejtmiikddést. Az adatokbol, nyilvanvald, hogy az
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RXRa lebomldsa nem linedris, az els§ 8 ordban a legintenzivebb, ezt kovetéen az

intenzitasvaltozas minimalis (8. 4abra).
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8. abra. GFP-RXRa fuzios fehérjét kozepes szinten expresszald HeLa sejtekbdl egy kapu
segitségével kivalasztottuk a fluoreszcens sejtpopulaciot (A), majd az a kapuba esO sejtek
fluoreszcencia intenzitasanak atlagat vizsgaltuk a kiilonboz6 ideig 1 pM LG100268 liganddal

kezelt sejtpopulaciok esetében, viszonyitva a kontroll sejtekhez (B).
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5.3 A degradacio és receptor expresszio viszonya

Felmeriil a kérdés, vajon a degradaci6 hatisara valtozik-e a receptor mRNS szintii
expresszidja, azaz a sejt valaszol-e a receptor lebomlasara annak fokozott transzkripciojaval?
Esetleg magyarazhato-e a 8 ora ligandkezelés utani csokkent lebomléas a receptor fokozott
transzkripcigjaval? A kérdés megvalaszolasara kiillonbozé ideig liganddal kezelt
sejtpopulaciokban vizsgaltuk meg az RXRa fehérje RNS szintli kifejezddését (9. abra). Az
eredményekbdl egyértelmii, hogy a fent leirt degradaciés folyamat és a receptorgén
kifejezddése kozott nincs kapcsolat. Ez varhatd is, hiszen csak igy valodsithatdé meg a

receptorszintek iddbeli és térbeli regulécioja a lebontasuk révén.
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9. abra. Az RXRa RNS szintl expresszidja kiilonb6zd ideig 1 pM LG100268 liganddal

kezelt sejtpopulaciokban.

5.4 A proteaszoma gatlas hatasanak vizsgalata

Tovéabbi célunk volt megvizsgilni a proteaszoma gatlasanak hatdsat a beallitott aramlasi
citometrids modszerrel. A sejteket PS-341 proteaszoma inhibitorral 1 oraig eldkezeltiik, majd
az inhibitorral és LG100268 agonistaval 24 oraig inkubdltuk a minél jobban lathato hatas
elérése érdekében. A stabilan transzfektalt, GFP-RXRa-t kozepes szinten expresszalo HelLa
sejtekben a degradacidés folyamat részben gatolhatd, azonban a kontrollal megegyezd
fluoreszcencia intenzitds nem 4allithatd vissza (10. abra). A tranziensen traszfektalt AD293T
sejtekben a proteaszoma inhibitor hatdsdra a fluoreszcencia intenzitds kisebb mértékben

csokken, bar itt sem ¢éri el a kontroll sejtek szintjét (11. dbra). Annak oka, hogy a proteaszoma
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gatlasaval nem tudjuk teljesen megsziintetni a fluoreszcencia intenzitas csokkenését, lehet a
gatlas tokéletlensége, a proteaszoma gatlas kovetkeztében kialakuld cellularis stressz, esetleg
alternativ degradacidés utvonalak Iétezése a receptorfehérje szamara. Ugyanakkor az

crer

¢s ezaltal a sejtek fluoreszcencia intenzitdsanak esését csokkenti.
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10. abra. GFP-RXRa fehérjét kozepes szinten expresszaldé HelLa sejtekben az 1uM
LG100268 ligandkezelés mellett alkalmazott 1uM PS-341 kezelés részben visszaallitja a
ligandkezelés 4ltal eltolt gorbét (A). A GFP-RXRa fuziés fehérjét kozepes szinten
expresszaldo HeLa sejtekbdl egy kapu segitségével kivalasztottuk a fluoreszcens sejtpopulaciot
amelynek intenzitasvaltozésa a dot ploton nyomon kovethetd (B). Ezen kapuba esd sejtek
atlagos intenzitasa szignifikansan alacsonyabb (p<0,0001) 24 h LG100268 ligandkezelés (1
uM) hatasara, és a csak liganddal kezelt sejteknél szignifikdnsan magasabb (p<0,0001) 24 h
PS-341 (1 uM) proteaszéma inhibitor kezelés alkalmazasa mellett (C).
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11. abra. GFP-RXRa fehérjét expresszald, tranziensen transzfektalt AD293T sejtekben az
1uM LG100268 ligandkezelés mellett alkalmazott 1uM PS-341 kezelés részben visszaallitja a
ligandkezelés altal eltolt gorbét (A). GFP-RXRa fehérjét expresszald, tranziensen
transzfektalt AD293T sejtekb6l egy kapu segitségével kivalasztottuk a fluoreszcens
sejtpopulaciot, amelynek intenzitasvaltozédsa a dot ploton nyomonkovethetd (B). Ezen kapuba
esO sejtek atlagos intenzitasa szignifikdnsan alacsonyabb (p<0,0001) 24 h LG100268
ligandkezelés (1 uM) hatasara, és a csak liganddal kezelt sejteknél szignifikansan magasabb
(p<0,0001) 24 h PS-341 (1 uM) proteaszéma inhibitor kezelés alkalmazasa mellett (C).

5.5 A ligandkoto domén degradacidjanak vizsgalata

A bedllitott dramldsi citometrias modszerrel megkiséreltiik kimutatni a ligandk6td domén

crer

crer

torténd interakcid nem sziikséges. GFP-RXRa LBD fuzids fehérjével tranziensen transzfektalt

AD293T sejteken vizsgaltuk az LBD ligandstimulaciora bekovetkezd bomlésat, ill. a
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proteaszoma gatlas hatasat a folyamatra. Eredményeink egybevagnak az irodalmi adatokkal:
24 ora ligandkezelés hatdsadra megfigyelhetd a sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitasanak
csokkenése a fuzids fehérje bomlasa miatt. A folyamat hasonldéan a teljes magreceptort

hordozé fuzios fehérjével transzfektalt sejtekhez, PS-341 proteaszéma inhibitorral gatolhatd

(12. abra).
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12. abra. GFP-RXRoa LBD fehérjét expresszalo, tranziensen transzfektalt AD293T sejtekben
az 1pM LG100268 ligandkezelés mellett alkalmazott 1uM PS-341 kezelés részben
visszadllitja a ligandkezelés altal eltolt gorbét (A). GFP-RXRa fehérjét expresszalo,
tranziensen transzfektalt AD293T sejtekbdl egy kapu segitségével kivalasztottuk a
fluoreszcens sejtpopulaciot, amelynek intenzitasvaltozasa a dot ploton nyomonkdvetheto (B).
Ezen kapuba esd sejtek atlagos intenzitdsa szignifikdnsan alacsonyabb (p<0,0001) 24 h
LG100268 ligandkezelés (1 uM) hatasara, ¢és a csak liganddal kezelt sejteknél szignifikdnsan
magasabb (p<0,0001) 24 h PS-341 (1 uM) proteaszoéma inhibitor kezelés alkalmazasa mellett

(C).
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6. MEGBESZELES

A magreceptorok csaladjaba tartozé retinoid X receptor fontos szerepet jatszik a
differencidcioban és homeosztazisban. A magreceptorok kozott egyediilalldé moédon szdmos
mas magreceptorral heterodimert képezve kozponti eleme a magreceptor-medialt
proteaszoma rendszer altal valoszinilileg tobboldalu. Védekezési mechanizmusként ovja a
sejtet a tulzott hormonstimuléaciotdl, ezen kiviil kikapcsolja a hormonalis szignalt, végiil az
ubikvitin-proteaszéma rendszer a transzkripcids szabalyozas részeként is funkcional.

mellett egy 0j eszkozt, az aramlasi citometriat alkalmaztuk. Eredményeink alapjan a GFP-
RXRa fuzios fehérjét expresszald sejtekben a degradacidos folyamat nyomonkdvethetd,
kvantitativ modon és sejtpopuldciokra szelektiven kiértékelhetd. A bedllitott aramlasi
citometrids mddszert alkalmazva sikeriilt meghataroznunk a degradacio 24 oras id6gorbéjét,
amely megmutatta, hogy a folyamat az elsé 8 ordban a legintenzivebb. A sejtek RNS szintii
RXR expressziojat vizsgalva megallapithatd, hogy a ligandstimulus hatisara a receptor
transzkripcidja nem ndvekszik. Egybevdgva az irodalmi adatokkal sikeriilt a proteaszomat
gatolva a degradacios folyamatot csokkenteniink. Fluoreszcens fehérjével jelolt RXRa-LBD-t
ligand hatdséra, amelyet korabban szintén nem mutattak ki ilyen modszerrel.

A degradécios folyamat pontos részleteinek megismerése, kinetikdjanak, szabalyozasanak
leirdsa a magreceptorok expresszidjanak vagy bomlasanak megvaltozasaval jaro klinikai
korképek kezelésében is eldrelépést jelenthet. Erre jo példa az akut promyelocytas leukémia,
amely az akut myeloid leukémia egy altipusa. A betegekben egy transzlokaci6 révén a PML
(promyelocyta) gén és a RARa magreceptor génje kozott 1étrejon egy fuzids fehérje, ami
domindns negativ hatdssal bir az RXR/RAR heterodimerrel szemben, er0sen koti a
korepresszorokat, igy az RARa-indukalt gének traszkripcidjat gatolja. Ez differencidlatlan
hematopoieticus sejtek felszaporodasat okozza a csontvelében. A betegség mortalitasi ratdja
az 1970-es évekig 100% volt. Ezt kovetden keriilt felismerésre, hogy ATRA (all-transz
retinsav) adagolasaval kivalthaté a fuzids fehérje degradécidja a ligandkotést kovetdé RAR
degradacio miatt, igy a csontveldi differencidcios folyamat folytatddni tud (Fang et al., 2010).
Az ATRA terapids adagolasa azonban egy igen sulyos mellékhatassal, az Un. retinsav

szindroma (dyspnoe, laz, stlycsokkenés, periférias 6déma) fellépésével jarhat (Breccia et al.,
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2008). Az RAR degradacié kinetik4janak, szabdlyozasanak pontosabb ismeretével 1j
molekularis célpontok ismerhetéek meg, amelyek segitségével hatékonyabb terapias eljarasok
dolgozhatok ki az APL esetében.

A bedllitott dramlési citometrids modszert felhasznalva megkezdtiik az RXR retinoid jelatvitel
szempontjabol legfontosabb heterodimerizacids partnere, az RAR degradacids folyamatanak
vizsgalatat. Ilyen modon sikeriilt megismerniink az RAR degradacio kinetikajat, amely az
RXR-hez hasonld iddbeli lefutast mutat (az adat nincs abrazolva). Célunk, hogy a
magreceptorok csaladjanak tovabbi tagjaira is Kkiterjessziik vizsgalatunkat. Tovabba
heterodimerizaciora képtelen mutansokkal vizsgalni szeretnénk az ilyen modon nagy
sziikséges megvizsgalni kiilonb6z0 kindz inhibitorok hatdsat a bomlds mértékére, mivel a
degradacio foszforilacidos szabdlyozdsa még korantsem tisztazott teljesen. Felmeril a
specifikus degradacidgatlas lehetsége egyes receptorok, esetleg izotipusok szintjén, akar a
foszforilacid, akar az ubikvitinacid6 modulalasaval. Valdszinlileg a receptordegradacio
specifikus gatlasaval az egyes receptorok mennyisége, transzkripcids aktivitasa novelhetd
volna olyan korképekben, ahol a receptor csokkent expressziét mutat a sejtekben. Igy az
RARP epxresszidja csokkent Osztrogén receptor negativ emlérdk esetén, mig ATRA-
rezisztens petefészekrak esetén az RARa és RXRa kifejezddése csokkent (Fields et al., 2007).
Végiil szeretnénk az eddig hasznalt modszertani eszkoztart tovabb bdviteni FRET
(Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer) méréssel, amely segitségével lehetdségiink
nyilna az RXR magreceptor és heterodimerizacids partnerei interakcidinak, illetve ezzel
egyidejileg a fluoreszcensen jelolt receptorok kiillonbozé ligandstimulusokra fellépd

crer

fehérje-fehérje interakciok és a degradacios folyamat megindulasa kozott.
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FUGGELEK

A bemutatott eredményekhez vald sajat hozzajarulas:

* sejttenyésztés,

* ligandkezelés

* transzformalas

* plazmid izolalas

* tranziens transzfekcid

*  Western-blot fehérjekimutatas
e aramlési citometrias mérések
e aramlési citometrias eredmények kiértékelése
* RNS tisztitas

e RT-PCR

* qPCR mérések
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