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1. BEVEZETES

A pajzsmirigyhormonok (PH) az anyagcsere, tovabba az idegrendszer fejlédésének és
miikodésének kiemelten fontos szabalyozoi. A szinaptogenezis, a progenitor sejtek migracioja
és fejlédési programja egyarant PH-fiigg6 folyamatok. A hippocampus és a kisagy fejlodése
szorosan PHok altal kontrolalt, amelyet jol demonstral az elégtelen PH szint kovetkeztében
kialakulé motorikus, tanuldsi és kognitiv funkciovesztés. A PHok jelentds szereppel birnak az
érzékszervek fejlédésében is. Osszességében a PH szignalizacio a kozponti idegrendszer
fejlédésében elengedhetetlen, ezt jol tikrzi, hogy a perinatalis hypothyroidismus
kovetkeztében kialakuld visszafordithatatlan fejlédési rendellenességek kivédése gyors PH
potlast kovetel. A PH hatas kiemelt jelentdségii a periféria esetében is; a zsir és maj
anyagcsere, szivmikodés, izomtonus és a ragesalok, valamint ujsziilottek hétermelésének
kozpontja, a barna zsirszovet (BAT) egyarant a PH hatasok jol ismert célpontjai.

A PHok szintézisét és felszabadulasat a hypothalamus-hypophysis-pajzsmirigy (HHP)
tengely szabalyozza. A tengely szervezOdésének szintjeit a thyrotropin-releasing hormone-t
(TRH) termel$ paraventicularis mag neuronjai a hypothalamusban, a thyroid-stimulating
hormone-t (TSH, thyrotropin) termel6 sejtek az adenohypophysisben és maga a pajzsmirigy
képezi. A TSH a PH szintézis szinte minden elemét illetve a PHok felszabadulasat stimulalja.
Azonban a PH hatas tér- és idébeni finomhangolasaban a HHP tengelynek nyilvanvalé korlatai
vannak, kiiléndsen a kdzponti idegrendszer esetében. A pajzsmirigybdl donté mértékben egy
stabil prohormon, a tiroxin (T4), szabadul fel, amely nem képes a pajzsmirigyhormon
magreceptorokat aktivalni, mivel azok a Ts-ra szelektivek. Azonban a vér-agy és a vér-CSF gat
ateresztoképessége Ts-ra nézve rendkiviil alacsony, amelynek alapja az e teriileteken
expresszalddo pajzsmirigyhormon transzporterek eltéré affinitasa az egyes PH derivatumokra,
vagyis az agyszovetbe elsésorban a transzkripcionalisan inaktiv T, jut be. Ebbél kovetkezéen
az agyi PH hatas a tengely altal szabalyozott PH szekrécio, PH transzport és a helyi, dejodaz
enzimek altal katalizalt PH metabolizmus egyiittes ereddje.

Az agyi PH aktivacio, vagyis a T4 Ts-ma alakuldsa a glia sejtekben expresszalodo kettes-
tipust dejodaz (D2) enzim altal katalizalt. A neuronok nem képesek a Ts el6allitasara, a
neuronalis PH hatast a glialis eredetii Ts-tol fiigg. Azonban a neuronok is képesek az
intracellularis Ts szint szabalyozédsara, a harmas-tipusti dejodaz (D3) altali inaktivacion
keresztiil.

A dejodazok szelenoenzimek, a szelenocisztein a katalitikus aminosav, amely beépitése
Osszetett, energiaigényes kotranszlacios folyamat. Az enzimcsaladnak harom tagja ismert, ezek

biokémiai paraméterei, expresszidja és szabalyozasa nagymértékben eltér egymastol.



Az egyes-tipusu dejodaz (D1) mind a PH aktivaciét, mind az inaktivaciot képes
katalizalni. Azonban a DI elsddleges szubsztratja a reverz Ts (r'Ts), mig a Ts eléallitasban
elsésorban hyperthyroid koriilmények kozott képes részt venni. Emberben az agyban nem
expresszalodik, igy nem vesz részt az agyi PH metabolizmusban. A D1 fehérje hosszu felezési
idejli, poszttranszlacios modositasa nem ismert.

A D2 elsodleges feladata a T4 Ts-ma alakitasa. Mivel preferalt szubsztratja a T4 és arra
nézve a Ky-je harom nagysagrenddel alacsonyabb a D1-énél, ezért euthyroid koriilmények
kozott elsdsorban a D2 a T f6 forrasa. Eltéréen a plazmamembranban lokalizalodé D1-t6l és
D3-t6l, a D2 homodimerek az endoplazmatikus retikulumban (ER) helyezkednek el, stabil
retencioban. A magas katalitikus hatasfok megkoveteli a D2 aktivitas preciz szabalyozasat,
amelyért tobbszintli rendszer felelds. Figyelembe véve, hogy a kozponti idegrendszerben a D2
a kizarolagos aktivalé dejodaz, igy a D2 felel az agyi T; eldallitasért. Magas D2 expresszid
figyelheté meg tovabba a BAT-ban, illetve izomszdvetben.

A harmas-tipust dejodaz (D3) a PH inaktivaciot katalizalja. Biokémiai paraméterei alapjan
képes a T, kozvetlen inaktivalasara, rTs-ma alakitisaval, valamint a T bontasara. A D3 az
agyban neurondlisan fordul eld, lehet6ség biztositva azok intracellularis Tz szintjének
szabalyozasara.

A hypothalamicus PH metabolizmusnak kiemelt jelent6sége van, hiszen, a HHP tengely
negativ visszacsatolasanak szabalyozasan keresztiil, hatasa az egész szervezetre kiterjed. Mivel
a hypothalamusban a T; nagy része helyben keletkezik a harmadik agykamra als6-oldalsd
falaban elhelyezkedd tanycytakban meglévé D2 altal, az enzim preciz szabalyozasanak
feltarasa ezekben a sejtekben kulcsfontossagn a tengely miikodésének megértéséhez. Mig
korabbi vizsgalatok szamos D2-t szabalyozo intracellularis utvonalat azonositottak, az ezekre
hat6 extracellularis szignalok — kiilondsen a tanycytak esetében — kevéssé ismertek, noha
alapvetd hatasuk lehet a HHP tengely miikodésének szabalyozasaban.

A DIO2 gén promotere Osszetett transzkripcionalis szabalyozas alatt all. ramutattak, hogy
a CAMP/PKA utvonal a DIO2 transzkripcios aktivatora. Ez a mechanizmus ismert szerepet
jatszik a tobozmirigy fotoperiodikus szabalyozasaban, a hypothalamicus Tj aktivacié évszakos
valtakozasaban, valamint a BAT hidegstressz altali indukciojaban. Azonban a cAMP/PKA
utvonal jelentdsége tanycytakban, igy a HHP tengely szabalyozasaban kevéssé feltart, és az ezt
aktivalo faktorok nem ismertek. A DIO2 promoter érzékeny az NF-kB szignalizaciora, amely
az un. alacsony T3 szindroma pathomechanizmuséaban kiemelt jelentdségii lehet, aminek soran
a tanycytak megemelkedett T; el6allitaisa a HHP tengely gatlasdhoz, ezaltal

hypothyroidismushoz vezet. A DIO2 transzkripciot maguk a pajzsmirigyhormonok is



befolyasoljak azonban nem tisztazott, hogy gatlo hatasukat direkt, vagy indirekt modon fejtik
ki, mivel negativ pajzsmirigyhormon vélaszelemet a DIO2 promoterben nem azonositottak.

A legjelentdsebb kiilonbség dejodazok szabalyozasa kozott, hogy egyediil a D2 célpontja
az ubikvitin-proteaszoma rendszer altali (UPS) degradacionak, ennek kovetkeztében felezési
ideje rovid. Ez a mechanizmus lehetdvé teszi a D2 aktivitas gyors és reverzibilis szabalyozasat
a dimer struktiraban ubikvitinacié hatasara bekovetkezd konformacid valtozason keresztiil,
amely degradacio nélkiil is inaktivalja az enzimet. Ez deubikvitinazok altal megfordithato, igy
az ubikvitinalt D2 Gjra aktivalodhat. Az ER-ben elhelyezkedé D2 dimereket szorosan kotédnek
az ECSWSB! ¢s MARCHG6 ubikvitin ligdzok, valamint az USP33 (VDUI) és USP20 (VDU2)
deubikvitinazok. Az ECS™WB! komplex a CullinS vaz-, Skpl, Elongin B és C adapter
fehérjékbdl, valamint a WSB1 F-box szubsztrat felismer6 alegységbdl all. A MARCHG6 egy 14
transzmembran hélixet tartalmazo fehérje, az ER-asszocialt degradacio fontos résztvevéje. A
D2 ubikvitinaci6 altali inaktivacidjat a T4 serkenti, amely a szubsztrat altali enzim gatlas egyik
ritka példaja és lehet6vé teszi a Tz elallitas gyors szabalyozasat. Ezen Osszetett rendszer
elemeinek régio specifikus expresszidja részt vehet az egyes agyteriiletek D2 szabalyozasanak
homeosztatikus, mig a hypothalamusban kiilonb6z6 szignalok hatasanak megfeleléen allitja be
a lokalis PH szintet.

Az UPS alapvetGen két részfolyamatbol all: a célfehérje ubikvitin kotés altali
megjelolésébdl és a proteaszomalis degradaciobol. Az ubikvitin tobblépesds folyamat soran
keriil a célfehérjére, amely kijeloléséért az E3 ligaz enzimek felel6sek. A szintetizalt ubikvitin
motivum alapvetéen befolyasolja a célfehérje tovabbi sorsat, amely koziil egyik lehetség a
proteaszomalis lebomlas. A UPS rendkiviil széleskorii bioldgiai jelentdéggel bir; részt vesz
tobbek kozott a sejtciklus, osztodas és a jelatviteli utvonalak szabalyozasiban. Az ER
membranfehérjék degradacidja megkoveteli azok ATP-igényes extrakciojat, mielétt a
proteaszomaba keriilhetnének. Osszességében a D2 preciz, tobbszintli szabalyozas alatt 4ll —
beleértve a transzkripcionalis, pre- és poszttranszlacios szinteket —, amelyek miikodésének és
jelent6ségének feltarasa nélkiilozhetetlen a lokalis PH szintek szabalyozasanak megértéséhez,
kiilonos tekintettel a HHP tengely miikodésére.

Vizsgalataink célul tiizték ki i) a D2 éltali hypothalamicus PH aktivaciot és azon keresztiil
a HHP tengelyt szabalyozoé mechanizmusok feltarasat és ii) a D2 poszttranszlacios
szabalyozasa szerkezeti hatterének jobb megértését, amely jelends szerepet jatszhat a szoveti

PH hatas finomhangolasaban, kiilonds tekintettel a HHP tengely miikodésére.



2. CELKITUZESEK

1.

A D2 altali pajzsmirigyhormon aktivacio 0j szabalyozasi mechanizmusainak
feltarasa a hypothalamusban
a)  a D2 transzkripcionalis szabalyozasa a hypothalamusban
b) a pajzsmirigyhormon és a pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP) szignalizacio kapcsolata

A MARCHS6 szerepe a pajzsmirigyhormon aktivacio szabalyozasaban
a) aMARCHS® szoveti megoszlasa és szabalyozasa
b) aD2-MARCHSG6 interakcio vizsgalata

A D2 fehérje ubikvitinacidjanak szerkezeti vonatkozasai
a) a dejodazok ubikvitin altali szabalyozasanak minimalis szerkezeti
kovetelményei
b) a D2 ubikvitin ligizai 4ltali felismerésének molekularis hattere
c) az ER membran extrakcid szerepe a D2 ubikvitinacio altali reverzibilis

szabalyozasaban



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

DNS konstrukciok

Vad-tipust és a PCR alapu mutagenezissel el6allitott cAMP valaszelem mutans emberi
DIO2 promoter konstrukciokat pGL3-basic luciferazt expresszalo riporter vektorba klonoztuk.

A March6 és Wshl expresszid szoveti megoszlasanak vizsgalatdhoz felndtt him Wistar
patkanyokbol szévetmintdkat vettiink majd TRIzol médszer segitségével RNS-t izolaltunk.
Reverz transzkripci6 utan a March6, Wshl és a housekeeping Ppia intron-athidald primerekkel
keriiltek amplifikalasra, majd agaroz gélben szeparaltuk a PCR termékeket.

Az emberi MARCH6 gén 3,5 kb 5’ hatarolo régidjat HEK-293T sejtekbdl izolaltuk, majd
pGL3-basic vektorba klénoztuk. A csonkolasokat emésztés-ujraligalassal hoztuk 1étre.

A FRET konstrukciok a D2, WSB1, MARCHG6 és USP33 fluoreszcens fehérjét tartalmazd
fuzios vektorba klonozasaval késziiltek. A mutaciokat hely-specifikus PCR-alapu
mutagenezissel alakitottuk ki.

A kiméra dejodazok létrehozasa a D2-bél torténd kazetta beillesztésével vagy hely-
specifikus PCR-alapu mutagenezissel tortént. FRET mérések céljabol ezek szubklonozva lettek
fluoreszcens fehérje fuzios vektorokba.

Minden létrehozott konstrukcio szekvenalassal ellendrizve lett.

Sejttenyésztés és transzfekcio

A HEK-293T és HeLa sejtvonalakat egyarant 10 % FBS-t és 1 % penicillin-streptomycint
tartalmazo tapban tenyésztettiik. A transzfekciohoz Lipofectamine 2000 vagy Xtremegene HP
reagenseket hasznaltunk. Minden mérés vagy mintavétel a transzfekcid utani masodik napon
tortént. A trijodtironin (T3) és tiroxin (Ts4) kezelésékhez hormonmentesitett szérumot

hasznaltunk.

Reagensek és kezelések

A T3 és T, 40 mM NaOH-ban lett oldva. A hormonmentesitett szérum készitéséhez FBS-t
Tris pufferben eléinkubalt orvosi szénnel és dextrannal kezeltiik. A tetracycline MQ-ban lett
oldva és 1 pg/ml végkoncentracioban hasznalva. MG132 dimethyl sulfoxide-ban (DMSO) lett
oldva és 2 uM végkoncentracioban hasznalva. Eeyarestatin I (EERI) DMSO-ban lett oldva és
10 uM végkoncentracioban hasznalva. PACAP 1-38 0.9 % NaCl-ban lett oldva és 100 nM
végkoncentracioban hasznalva. A Forskolin DMSO-ban lett oldva és 20 nM

végkoncentracidban hasznalva.



Luciferdz promoter vizsgalatok
A transzfekcio utani masodik napon a sejteket jéghideg 1x PBS-sel mostuk és 1% Passive
Lysis Bufferben lizaltuk. A luciferaz aktivitas méréséhez Dual-Luciferase Reporter Assay-t és

Luminoskan Ascent luminométert hasznaltunk, a gyartok utasitasai szerint.

Kvantitativ PCR

RNS izolalashoz TRIzol reagenst vagy RNeasy Lipid Tissue Mini Kit-et hasznaltunk. Az
RNS atirasahoz High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et hasznaltunk. Az RNS és a
génexpresszid mérését TagMan real-time PCR-rel végeztiik, melyhez TagMan Fast Universal
PCR Master Mix-et és TagMan Gene Expression Assayt hasznaltunk. A reakcidkat ViiA™ 7
Real-Time PCR késziiléken futtattuk. Az adatok normalizalasahoz egér mintak esetében a
Gapdh és Hprtl gének mértani atlagat, human sejtvonal mintak esetében az S18-at hasznaltuk.

A relativ génexpresszio kiszamitasihoz a 222 médszert alkalmaztuk.

Western blot

A mintakat cOmplete™ Mini EDTA-mentes proteaz inhibitort tartartalmazdé Western lizis
pufferben dolgoztuk fel. A fehérjekoncentracié meghatarozasahoz Bradford modszert és Bio-
Rad iMark Microplate Absorbance Reader-t hasznaltunk. A mintékat 4-20 %-0s gradiens vagy
10 %-os acrylamide/bis-acrylamide gélben futtattuk meg. A FLAG epitop kimutatdsahoz 1x
PBS-ben 1:3000 higitasi M2 anti-FLAG monoklonalis antitestet és BM Chemiluminescence

Western Blotting Kit-et hasznaltunk, a gyartok utasitasai szerint.

Dejodaz aktivitas mérése

A szdvetminték vagy sejt pelletek foszfat pufferben lettek homogenizalva. #1-jelslt Ty a
mérés napjan LH-20 Sephadex oszlopon keriilt tisztitisra. A D1 aktivitis méréséhez hasznalt
reakci6 dsszetétele: 10 mM dithiothreitol, 100 000 CPM #1-jelslt Ty, 1 uM Ty és lizdtum 300
pl végtérfogatban. A D2 aktivitds méréséhez hasznalt reakcié Osszetétele: 20 mM
dithiothreitol, 1 mM propylthiouracil, 100 nM T, 100 000 CPM #1-jelslt T4, 100 nM T, és
lizatum 300 pl végtérfogatban. A reakciokat 200 pl normal 16 szérum és 100 pl triklorecetsav
hozzaadasaval allitottuk le. A mintak 13 000 rpm-en torténd centrifugalasa utan a feliiluszot

gamma szamlalon mértiik.



Szekretalt alkalikus foszfataz (SEAP) mérés
A sejteket pSEAP2-Promoter plazmiddal kotranszfektaltuk. A kezelés napjan, a sejteken
1évé médiumbol mintat véve, azt NovaBright Chemiluminescent SEAP Reporter Gene Assay-

vel és Luminoskan Ascent luminométerrel mértiik.

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)

A FRET detektalasahoz akceptor photobleaching technikat alkalmaztunk, amelyhez Nikon
A1R konfokalis mikroszkopot hasznaltunk Gn. virtualis filter médban, az alabbi beallitasokkal:
453 nm argon lézer ECFP gerjesztéshez, 464-500 nm tartomany detekciohoz; 514 nm argon
lézer EYFP gerjesztéshez, 516-540 nm tartomany detekciohoz; 561 nm DPSS 1ézer mCherry
gerjesztéshez, 600-650 nm tartomany detekciohoz. A statisztikai kiértékelésbe a 80 % bleach

hatasfokot eléré mintak Keriiltek be.

Allatok és miitétek

Az allatkisérletek a Magyar Tudomanyos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi
Kutatéintézete Munkahelyi Allatjoléti Bizottsagénak elSirasai valamint az Eurépai Unid
Tanacsanak 2010/63/EU iranyelve szerint torténtek.

Sztereotaxikus miitéttel 26-guage atmér6jii acél kaniilt dltettiink 8 hetes him CD1 egerek
oldalkamrajaba az alabbi koordinatak szerint: anteroposterior -0.2; lateral -1.0 és dorsoventral -
2.0 Bregmatol szamitva. Egy hét felépilési id6 utan 33-guage atmér6jii belsé kaniilt
csatlakoztattunk a korabban beiiltetett kaniilhoz, melyen keresztiil 300 pmol PACAP 1-38-at 2
pl artificial CSF-ben (aCSF) oldva vagy 2 pl artificial CSF-et injektaltunk az oldalkamraba. Az
allatok a beadas utan 4 oraval dekapitalassal keriiltek termindlasra, melyet kovetden vér és
sz6vetminta vétel tortént.

Hypothyroid statuszi allatok el6allitaséhoz 8 hetes him CDl-es egereket 3 hétig jod-
mentes tapon tartottunk, valamint ivoviziket 0,1 % natrium-perklorattal és 0,5 %
methimazollal egészitettiik ki. Hyperthyroid statusza egerek létrehozasahoz 3 napig napi 15 pg
T4/0,002 % BSA/PBS i.p. injekciot alkalmaztunk.

Pajzsmirigyhormon koncentrdcio mérés

A szérum szabad T3 és T, szintek meghatarozasa AccuLite CLIA microwells assays kit
felhasznalasaval tortént Luminoskan Ascent luminométeren vagy LIAISON® fT; and fT,
assays felhasznalasaval LIAISON® Analyzer-en.



TSH bioaktivitas mérés

Az emberi TSH receptorral stabilan transzfektalt CHO sejteket 24 oraval a mérés kezdete
el6tt 24-es plate-re helyeztiink. A sejteket 90 ul stimulacios pufferben 30 percig eldinkubaltuk.
10 pl szérum minta hozzaadasa utan a sejteket 1 Oraig inkubaltuk, majd etanolban kicsaptuk,
amelyet 37 °C-on hagytunk elparologni. Ezutan a sejteket 50 pl lizis pufferben gyiijtottik
Ossze. A lizatumok cAMP koncentracidja AlphaScreen cAMP Assay Kit segitségével

EnSpire® Multimode Plate Reader-en keriilt meghatarozasra a gyart6 utasitasai szerint.

Immunohisztokémia

Az egerek transzkardidlis perfazioja 40 ml 4 %-os paraformaldehid/0,1 M PB-ben oldattal
tortént. Az agyakat a kivétel utani posztfixalast kovetéen 30 %-os cukrot tartalmazo
krioproteiktiv PBS oldatban inkubaltuk éjen at. Az agyakbol fagyasztdé mikrotommal 25 pm
vastagsagu metszetek késziiltek. A metszetek permeabilizalasahoz 0,5 % Triton X-100-at €s
05 % H,O,-t tartalmazd6 PBS-t hasznaltunk 15 percig. Az aspecifikus kot6dés
megakadalyozandd 2 %-os normal 16 szérumot tartalmazé PBS oldatot alkalmaztunk, az
antitestek higitasa ugyanilyen Osszetételii pufferben tortént. A PACAP receptor kimutatasahoz
nyul aPACIR (Dr. Shioda illetve Sigma, 1:100-as higitas) primer szérumot, biotinilalt szamar
anyal-1gG (1:250) szekunder antitestet hasznaltunk, melyet avidin-biotin komplex ersités utan
streptavidin-FITC konjugatummal (Jackson, 1:250) jeloltink. A vimentin kimutatasdhoz
kecske avimentin antitestet (Santa Cruz, 1:1500) és Alexa555-konjugalt szamar ojuh-lgG-t
(Thermo, 1:500) hasznaltunk. A GFAP kecske aGFAP (Santa Cruz, 1:500) és Alexa555-

konjugalt szamar ojuh-IgG felhasznalasaval keriilt kimutatasra.

Statisztikai analizis

Statisztikai analizishez a Prism 3.0 and Statistica 8.0 szoftvereket hasznaltuk. Az adatok
atlag = SEM értékekben keriiltek kifejezésre, mig a szignifikancia szint megjelenitésére
egységesen a *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 jelolés lett alkalmazva. Altalanossagban két
csoport Osszehasonlitasa t-proba, mig harom vagy tobb csoport statisztikai vizsgalatara a

megfelel tipust ANOVA és post hoc teszt lett alkalmazva.



4. EREDMENYEK

41 A pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) és a

pajzsmirigyhormon szignalizacié kapcsolata

411 APACAP a cAMP/PKA utvonalon keresztiil indukalja a D2 expressziot

Korabbi eredmények szamos intracellularis kaszkad részvételét mutattak ki a D2
transzkripcionalis szabalyozasaban. Azonban az ezeket aktivalo szignalok kevésé ismertek. A
hypothalamus a PACAP egyik {6 célpontja, amely hatésai e teriileten nagymértékben atfednek
a PH-ok hatasaval. Ezért vizsgaltuk, hogy a PACAP szerepet jatszhat-e a hypothalamicus PH
metabolizmusban a D2 szabalyozasan keresztiil. E18szor teszteltiik a PACAP hatasat az emberi
DIO2 gén transzkripcidjara kettds luciferaz promoter vizsgalatok segitségével a PACIR
PACAP receptort expresszalo HEK-293T sejtekben. A DIO2 promoter aktivitisa 100 nM
PACAP kezelés hatasara indukalodott. Annak tisztdzasahoz, hogy a tapasztalt hatds a
cAMP/PKA masodlagos jelatviteli ttvonalon keresztil jon-e 1étre, helyiranyitott
mutagenezissel 1étrehoztunk cAMP vélasz elem (CRE) mutans DIO2 promoter konstrukciot.
Mig az NF-kB p65 alegységének stimulalo hatasa megmaradt, a PKA nem volt képes indukalni
e konstrukciot, demonstralva a mutacio specifikus hatasat a cAMP/PKA ttvonalra. A PACAP
indukalo hatésa teljes mértékben kivédhetének bizonyult a mutacioval, arra utalva, hogy a

PACAP a cAMP/PKA jelatviteli utvonalon keresztiil szabalyozza a DIO2 promoter.

4.1.2 A PACIR PACAP receptor expresszalodik tanycytakban

Immunohisztokémia segitségével vizsgaltuk, hogy mely régiokban, illetve sejt-tipusokban
valosulhat meg a D2 transzkripci6 PACAP altali szabalyozasa vagyis, hogy a PACIR
eléfordul-e az agy két f6 D2-t expresszald sejttipusaban a hypothalamicus tanycytakban és az
astrocytakban. PACIR immunoreaktivitds azonosithatd volt a harmadik agykamra alsé és
oldalso faldban elhelyezkedé tanycytiakban, melyek a helyi Ts eldallitasért felelések ebben a
régioban. Ezen eredmények alapjan a PACAP szerepet jatszhat a hypothalamicus Tj eléallitas
szabéalyozdsaban. Szemben a tanycytdkkal, PAC1R expresszi6 nem volt megfigyelhetd
astrocytakban a cortexben és a hippocampusban. Meg kell azonban emliteni, hogy a PACAP-ra
és a vasoactive intestinal polypeptide-ra (VIP) hasonlé affinitassal rendelkez6 VPACL és 2
receptorok bizonyos koriilmények kozott expresszalddhatnak ezen sejtekben, illetve korabbi

vizsgalatok a PACIR jelenlétére utalnak reaktiv astrocytakban.



4.1.3 A PACAP befolyasolja a HHP tengely miikodését és fejlodését

El6z6ekben megallapitottuk, hogy a tanycytdkban megvalosulhat a D2 PACAP Altali
szabalyozdsa a cAMP masodlagos jelatvivon keresztiil. Ezen mechanizmus in vivo
miikod6képességének tesztelése céljabol him CD1 egereknek intracerebroventricularisan 300
pmol PACAP-ot adtunk be. 4 6ras PACAP kezelés hatasara a mediobasalis hypothalamus D2
aktivitasa 2,4-szeresére emelkedett. Az emelkedett T; eldallitas HHP tengelyre gyakorolt
hatasat a TRH neuronok szintjén paraventricularis magbol mikrodisszektalt mintak qPCR-rel
torténd vizsgalataval teszteltik. A Trh mRNS szint 45,89 %-ot csokkent, ramutatva a
megemelkedett Ts; termelés altal indukalt negativ visszacsatolasra a HHP tengelyen.
Parhuzamosan a Trh szint csokkenésével a hypophysisben a Tshb mRNS 23,30 %-kal volt
alacsonyabb, mig a Dio2 transzkriptum szintje véltozatlannak bizonyult, a PACAP indirekt
hatasara utalva ebben a régidban. A szérum TSH bioaktivitds nem valtozott szignifikansan,
azonban egy csokkend tendencia megfigyelhet6 volt. A szérum szabad T, szintjében sem
tortént valtozas, azonban tekintettel a kezelés hosszara ez nem is volt varhato.

A PACAP a HHP tengely szabalyozasara hosszil tdvon gyakorolt hatasat PACAP hianyos
egértorzs PH statuszan keresztiil vizsgaltuk. Heterozigota PACAP hianyos egerekben csokkent
szérum szabad Ts, T, szinteket és TSH bioaktivitast tapasztaltunk, amely centralisan nem
kompenzalt hypothyroidismusra utal. A csokkent PH elérhetdség hatasara a cortexben és a
hippocampusban a D2 aktivitas megemelkedett. A HHP tengely szempontjabol kiemelt
jelent6ségii régiokban, a mediobasalis hypothalamusban és a hypophysisban a D2 aktivitas
nem valtozott szignifikansan. Tekintettel a centralis hypothyroidismusra, ami egyes fert6zéses
allapotokban is kialakulhat tovabba a PACAP markans antiinflammatorikus szerepére,
vizsgaltuk, hogy nem az immunstatusz megvaltozdsa all-e a fenotipus hatterében. Ennek
tisztdzasdra mértik a keringd inflammatorikus és antiinflammatorikus  citokinek
Kovetkez6 1épésként a HHP tengely fejlodésének érintettségét vizsgaltuk a PACAP hianyanak
hatasara. Ennek tesztelésére vizsgaltuk a PH elérhetdséget 5-napos allatokban, azaz abban a
korban, amikor a tengely egyensulyi pontja kialakul. A periféria hypothyroidnak bizonyult a
méj csokkent Diol, és emelkedett Thrb expresszidja alapjan, mig a hypothalamusban
emelkedett Dio3 szintet talaltunk. Ezen adatok alapjan valosziniisithetd, hogy a tengely
egyensulyi pontja alacsony PH elérhet6ség alapjan allitédik be, igy a hypothyroid allapot a

TRH neuronok éltal normalis értékként ismerddik fel, kovetkezésképpen nem kompenzalodik.



4.1.4 A pajzsmirigyhormonok befolyasoljak az Adcyapl (PACAP) promoter aktivitdsat

Annak tisztazasa céljabol, hogy a PHok hatnak-e a PACAP jelatviteli utvonalra, vagyis,
hogy a PACAP ¢és PH szignalizacié kozti kapcsolat kétiranya-e, vizsgaltuk az egér PACAP-ot
kodold Adcyapl génje PHok altali szabalyozasat. Az Adcyapl gén promoterének 5° hatarold
luciferaz promoter rendszerben vizsgalva. A PACAP szintézis a cAMP/PKA szignalizacio
pozitiv szabalyozasa alatt all, amelyet PKA kotranszfekcidjaval demonstraltunk. A PHok
Adcyapl promoter cAMP/PKA altali aktivacidjara gyakorolt hatdsat Adcyapl luciferaz
promoter konstrukciot expresszald sejteken vizsgaltuk, azokat 50 nM Tj és/vagy 20 puM
Forskolin kezelésnek alavetve egér TRa jelenlétében vagy hianyaban. A TRa és T; egyiittes
jelenléte gatolta az Adcyapl promoter cCAMP altali indukcidjat. Kimutattuk, hogy mig a
PACAP szintézis nem all a PHok direkt szabalyozasa alatt, azonban annak cAMP altali
indukciojat képes befolyasolni a ligandalt pajzsmirigyhormon receptor.

Az eléz6ekben azonositott mechanizmus in vivo jelent6ségét qPCR alkalmazasaval
vizsgaltuk, mérve az Adcyapl expressziot hypo- és hyperthyroid egerekbél mikrodisszektalt
agyi mintikon. Kiemelten olyan régiokra fokuszaltunk, amelyek a hypothalamicus teriiletekre
vetiilnek és jelentdséggel birnak a HHP tengely, valamint a taplalkozas és az energiahaztartas
szabalyozasaban. A parabrachialis mag esetében csokkent Adcyapl expressziot tapasztaltunk
hyperthyroid egerekben, mig forditott Osszefiiggés volt tapasztalhaté a hypophysis esetében.

Azonban altalanossagban az Adcyapl gén expressziojat nem érintette az eltérd PH statusz.

42 A MARCHG ubikvitin ligaz karakterizalasa

421 A March6 szoveti expresszios profilja

A March6 mRNS szoveti megoszlasat felnétt Wistar patkanyokban vizsgaltuk, a Wshl
ligaz alegységgel Osszehasonlitva. Jelentés March6 expresszid volt megfigyelheté a
hypophysisben, cortexben, vaz- és szivizomban és vesében, mig majban és BAT-ban alacsony
March6 mRNS szintet talaltunk, ez utobbi jelentds WSsbl expressziot mutatott. A

pajzsmirigyben egyik ligdz sem volt kimutathato.

4.2.2 Az emberi MARCH®6 gén promoterének vizsgdlata
A MARCHS expresszi6 szabalyozasanak vizsgalatahoz klonoztuk az emberi MARCHG gén
algoritmus valamint TRANSFAC 6.0 adatbazis segitségével analizaltuk potencialis

transzkripcios faktor kotohelyeket keresve. Ennek sordn szamos olyan feltételezhetd



transzkripcios faktort talaltunk, amelyek a DIO2 gén szabalyozasaban fontos szerepet
jatszanak, mint az NF-xB és CREB, mig a transzkripcios start hely kozelében szamos
potencialis SP1 hely volt azonosithat6. Luciferaz promoter aktivitas vizsgalatok az NF-«xB és a
PKA gatlo hatasat mutattdk a MARCHG6 promoter aktivitasara. Igazoltuk a feltételezett SP1
kotohelyek funkcionalis jelentdségét: delécidjuk a MARCHG6 promoter alapaktivitast a felére
csokkentette. Lényeges kiilonbség volt megfigyelheté a MARCHS6 és a WSB1 Sonic hedgehog
(SHH) altali szabalyozasaban: mig utébbi a SHH pozitiv célpontja, a MARCH6 promoter

aktivitasa nem bizonyult érzékenynek a SHH transzkripcios faktorara, a GLI2-re.

4.2.3 A D2 ubikvitindcidjanak jelentésége a barna zsirszévetben (BAT)

A MARCH6 promoter PKA altali gatlasa felvetette annak lehetéségét, hogy a D2
ubikvitinacids szabalyozasa részt vehet a BAT hideg indukalta emelkedett T3 termelésében. E
folyamat noradrenerg szabalyozas alatt all, ami intracellularis cAMP szint emelkedést valt ki.
Ennek teszteléséhez him CD1 egereket 4 °C-on tartottunk 1, 2, 4, 6 és 9 6raig, majd a D2
ubikvitinaciés szabalyozasaban szerepet jatszd gének expresszidjat qPCR segitségével
vizsgaltuk. A March6 expresszid végig valtozatlan maradt, mig a Wsh1l mar az elsé draban
emelkedett szintet mutatott, amely végig megfigyelhetd volt a vizsgalt intervallumban. Az
Usp33 deubikvitindzz mRNS szintje 2 6ra utan emelkedett 2-2,5-szeres szintre, mig a Dio2
expresszidja azonnal indukalodott és 10-25-sz6ros emelkedett szintet mutatott az indukalatlan
kontrolhoz képest. Az Ucpl expresszidja 4 Ora utan tért el szignifikansan az alapallapottol, és
folytonos emelkedést mutatott.

Forditott kisérleti elrendezésben vizsgaltuk, hogy az enzim ubikvitinacids szabalyozasa
részt vesz-e az indukalt D2 aktivitas csokkentésében hidegstressz utan. Him CD1 egereket 8
oras 4 °C-o0s hidegstressz utan termoneutralis (30 °C) hémérsékleten tartottunk 1, 2, 4, 6 oraig.
Hasonloan az elézGekben tapasztaltakkal, a March6 expresszio valtozatlan maradt, a Wsbl
szintje a hidegstressz utan azonnal a kontrol szintjére esett. Az Usp33 mRNS szintje gyors
valtozast mutatott, azonban 6 Ora utan is emelkedett maradt. A Dio2 expresszio kinetikaja
hasonl6 volt az Usp33-hoz, azonban az aktivitas konstans szinten maradt csokkenést eldszor
csak 6 ora utan lehetett detektalni. Az Ucpl mRNS szintje stabil maradt a vizsgalt idészakban.

Adataink alapjan az ubikvitin konjugéacié nem lényeges eleme a D2 indukcidjanak a BAT-
ban hidegstressz hatasara. A Wshl esetében a feltételezettel ellentétes valtozas megértése

tovabbi vizsgalatokat igényel.



424 A D2-MARCHS interakcio topoldgidja

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer segitségével vizsgaltuk a MARCH6-D2
D2 fehérje mindkét terminusa kozott teszteltik. A MARCH6 RING-domén tartalmazé N-
terminusa és a D2 citoplazmaban elhelyezkedd C-terminalis globularis doménje kozt
interakciot tapasztaltunk (Errer= 20.04 + 1.02 %). Ezzel szemben a MARCH6 C-terminusa és

a D2 N- vagy C-terminusa kozt nem volt mérheté FRET szignal.

425 A D2MARCHS dltali szabalyozdsanak pajzsmirigyhormon-fiiggése

Vizsgaltuk, hogy a MARCHG6 szerepet jatszhat-e a PH aktivacio PHok altali
szabalyozasaban. A MARCHG6 promoter aktivitasa nem valtozott 100 nM T; kezelésre, arra
utalva, hogy transzkripcids szinten a MARCHG6 nem all PH szabalyozas alatt. Azonban a D2-
MARCHS6 interakcio 39,17 %-os er6sodését tapasztaltuk 10 uM T, hatasara, amely alapjan a
MARCHS6 — hasonloan a WSB1-hez — részt vesz a D2 szubsztrat indukélta ubikvitinaciojaban.

426 A D2 és ligazai kozti interakciok egyidejii vizsgdlatara alkalmas 3-FRET rendszer
létrehozasa

Az agyban csak tanycytakban figyelhetd meg, hogy a D2 minkét E3 ligazaval, a WSB1-
gyel és MARCHG6-tal koexpresszalodik. A két ligaz D2 szabalyozasaban betoltott szerepének
egyidejii, €16 sejtben torténd vizsgalata céljabol 3-FRET rendszert hoztunk 1étre, amely alapja,
hogy 3 fluorfor egyszerre 2 FRET part alkot. E modszerrel megallapitottuk, hogy mindkét ligaz
hasonlé mértékben jarul hozza a D2 szubsztrat altali ubikvitinaciojahoz (55,55 % MARCH6-
D2 és 49,99 % WSB1-D2 interakci6 erdsodés 10 uM T, hatasara).

4.3 A dejodazok ubikvitinaciojanak szerkezeti hattere

4.3.1 A dejodazok stabilitisanak és ubikvitinalhatésaganak molekularis alapjai

A D2 rovid felezési idejének és ubikvitinalhatosaganak sziikséges és elégséges szerkezeti
kovetelményeinek azonositasahoz D1-D2 kiméra fehérjéket hoztunk létre. A stabil D1-be, mint
dejodaz vazba, kilon-kiilon, vagy egyiittesen beépitettik a D2 ubikvitinalodé lizinjet,
instabilitasi-hurkat, illetve SEC62-fuzidval a fehérjét ER-lokalizaltta tettik. Egy vagy mindkét
lizin beépitése nem érintette sem a stabilitast Sem az ubikvitinaciot, azonban az instabilitasi-
hurokkal egyiitt csokkent felezési id6hoz vezetett. Az igy kapott kiméra ER-lokalizaltta tétele
ubikvitinalt formak megjelenését eredményezte. Az ubikvitinaciot MG132 proteaszoma

inhibitorral is teszteltiik. A lizineket és/vagy instabilitasi-hurkot tartalmazé kimérak dejodaz



aktivitasat nem érintette az MG132 kezelés arra utalva, hogy ezek nem célpontjai az ubikvitin-

proteaszoma rendszernek.

43.2 A D2-specifikus elemek szerepe az ubikvitin ligdzok dltali felismerésében

A D2-specifikus szerkezeti elemek a D2 ubikvitin ligazai altali kotéséhez minimalisan
elégséges kombinaciojat FRET segitségével vizsgaltuk, valamint teszteltik, hogy az
ubikvitindlédonak talalt kiméra a D2 ubikvitin ligdzai szamara felismerheté-e. Hasonloéan az
el6zéekben tapasztaltakhoz a lizinek és az instabilitasi-hurok nem bizonyultak elegendének
sem a WSB1-, sem a MARCHS altali felismeréshez. A D1 SEC62-fuzioval ER-be torténd
iranyitasakor hasonlé eredményt tapasztaltunk. Azonban kombinalva az emlitett elemeket és a
lokalizaciot, a harmas mutans (D2-specifikus lizinek, instabilitasi-hurok, ER expresszio) és a
WSBI1 ligaz kozott interakciot tapasztaltunk, azonban ezek az elemek sem eredményeztek
interakciot a MARCHG6 ¢és e kiméra kozt. Ezen adatok alapjan az ubikvitinalodonak talalt
kiméra a D2 egyik ubikvitin ligaza altal felismerhetd. Tovabba eredményeink arra utalnak,

hogy a D2 WSB1- és MARCHEG altali felismerése eltéré motivumokon keresztiil torténik.

4.3.3 A D2 treonin/alanin polimorfizmusdnak hatisa a D2 és ligdzai interakcidjdra
Vizsgaltuk az emberi D2 instabilitasi-hurkdnak elsé aminosavat érinté polimorfizmus
hatasat a fehérje ubikvitinacidjara. Szubsztrat hidnyaban sem a D2-WSB1, sem a D2-
MARCHS interakcié er8ssége nem valtozott a T92A szubsztiticid hatdsara. A Ts-okozta
interakci6 er6s6dés a WSB1 esetében szintén hasonlé volt a vad-tipusu és polimorf D2 kozott.
Azonban a D2-MARCHS® interakcio6 érzéketlen volt a T4-re. Ezen eredmények alapjan a T92A
polimorfizmus érintheti a D2 poszttranszlacios szabalyozasat, ami hozzajarulhat a T92A
mutans feltételezett hosszabb felezési idejéhez, valamint adataink, hasonléan az el6zéekben

tapasztaltakkal, a két ligaz eltér6 felismerési motivumara, illetve mechanizmusara utalnak.

4.3.4 A D2 deubikvitinaciéja és ER membranbol torténd extrakcidja kozti kapcsolat

Az ER-ben lokalizalodé fehérjéknek proteaszomalis degradacidjuk el6tt a membranbol
extrahalodniuk kell a p97/VCP komplex altal. Elézetes adatok alapjan az ER membran
extrakcidjanak gatlasa nem eredményezi a D2 aktivitdsanak novekedését. Ezen ellentmondas
tisztazasa céljabol vizsgaltuk a D2 globularis doménjei, valamint a D2 és az USP33
deubikvitindz kozti fehérje-fehérje interakcié. Az ER membran extrakciés komplexének, a
p97/VCP-nek gatlasa Eeyarestatin I-gyel (EERI) csokkentette a D2 globularis domének kozti
interakciot, hasonld szintre, mint, amit T4 hozzdadasa esetén mértiink. Az EERI és T, egyiittes

alkalmazasa nem okozott tovabbi valtozast, a D2 ubikvitinacids egyensulyanak érintettségére



utalva. E hipotézis tesztelésé¢hez vizsgalatuk a D2 és USP33 kozti interakcidt a membran
extrakcio és az ubikvitinacio gatlasa esetén. Adataink alapjan a D2-USP33 interakcio a
membran extrakcid gatlasanak hatdsara csokkent, ami alacsonyabb deubikvitinacids
kapacitasra utal, ami magyarazatul szolgalhat a csokkent aktivitasra a degradacids utvonal

gatlasa esetében.

5. KOVETKEZTETESEK

Kimutattuk, hogy a PACAP képes a DIO2 transzkripciot aktivalni a cAMP/PKA
utvonalon keresztiil. Az agyban a D2-t expresszalo sejttipusok koziill a tanycytakban
azonositottuk a PACIR receptor expresszidjat. Intracerebroventricularis PACAP beadas emelte
a mediobasalis hypothalamus D2 aktivitasat, ami a PVN-ben Trh és a hypophysisben Tshb
expresszio csokkenéshez vezetett, a korabban feltételezett PACAP Trh-ra gyakorolt stimulalo
hatasa ellenére. Ramutattunk a PACAP fontos szerepére a HHP tengely fejlodésében, a
PACAP-hianyos allatmodell centralisan nem kompenzalt hypothyroid fenotipusan keresztiil.
Ennek feltételezhetd oka a megvaltozott hypothalamicus PH metabolizmus a tengely
egyensulyi pontjanak kialakulasakor.

A tanycytakban a D2-vel koexpresszalodé E3 ligaz — a March6 — széleskorli szoveti
expressziojat tapasztaltuk, jelentds atfedésben a Wsh1l ligazzal, mig pajzsmirigyben egyik ligaz
sem volt kimutathatd. Vizsgaltuk az emberi MARCHG6 gén szabalyozasat, elsésorban a PH
aktivaciot befolyasol6 faktorokra fokuszalva. Kimutattuk, hogy a DIO2-t stimulalo Gitvonalak —
PKA és NF-kB — gatoljak a MARCH6 promoter aktivitasat, amely altal az emlitett jelatviteli
utvonalak poszttranszlaciésan is novelhetik a Ts; eldallitast, interferalva a D2
ubikvitinacidjaval. Ennek in vivo tesztelésére vizsgaltuk a ligdzok expressziojat BAT-ban
hidegstressz hataséara, amelynek kozponti tényezdje cAMP/PKA ttvonal noradrenerg stimulus
altali aktivacioja, amely noveli a BAT-ban a Ts eléallitast. Szemben az in vitro adatokkal a
March6 expresszio nem reagalt a cAMP/PKA utvonal aktivaciojara. Ezzel szemben a Wsh1l
MRNS szinten szorosan korrelalt a hidegstressz fennallasaval, amelynek jelent6sége tovabbi
vizsgalatokat igényel, de hozzajarulhat a PH aktivacio fokozasdhoz a példaul a katalitikusan
inaktiv enzim lebontasaval.

Kimutattuk a MARCH6 és a D2 fehérjék kapcsolatat él6 emlés sejtekben, igazolva
szerepét a D2 ubikvitinacidjaban. A MARCHG6, hasonléan a WSBI1-hez, részt vesz a D2
szubsztrat altali inaktivaciojaban, azonban expresszios szinten nem célpontja a PHoknak. 3-

FRET rendszert létrehozva vizsgaltuk a két ligdz egymashoz viszonyitott szerepét a D2



szabalyozasaban, melynek soran hasonld mértékii részvételt tapasztaltunk a D2 T,-indukalta
ubikvitinacidjaban. Kimutattuk a D2 deubikvitinaciojanak és p97/VCP szabalyozta membran
extrakcidjanak funkcionalis kapcsoltagat.

D1-D2 kimérak létrehozasaval azonositottuk, hogy a D2 lizinjei, instabilitasi-hurka az ER-
lokalizacioval elegendd feltétele a rovid felezési idének, és az ECSWSB! ligaz altali
ubikvitinaciénak egy dejodaz fehérje esetében. Az emlitett kiméra nem volt felismerhet6 a
MARCHS6 ligaz szamara, amely a ligazok eltéré interakciés motivumara utal. Eltérés volt
megfigyelhetd a WSB1 és MARCH6 kozott a D2 T92A polimorfizmusa esetében is, amely
interferalt a D2-MARCHS6 interakcio T, altali er6sodésével. A D2 deubikvitinacidja és
membran extrakcidja kozott szoros kapcsolatot tartunk fel, amely e 1épés sebesség
meghatarozo voltara utal a D2 reverzibilis degradacidjaban.

Eredményeink hozzajarulnak a PH aktivacié molekuléris-szintii szabalyozasanak, és azok

HHP tengely miitkddésében betoltott jelentdségének jobb megértéséhez.
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