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1. BEVEZETES

A pajzsmirigyhormonok (PMH-K) alapvet6 szerepet jatszanak a kiilonb6zd szervrendszerek
fejlodésében és mitkodésében. A PMH-k a sejtek miikddésének alapvetd folyamatait
befolyasoljak, ideértve a sejtosztodas/differenciacio és a cellularis energiahdztartas
szabalyozasat. A PMH-k kiilondsen fontosak az agy fejlédése és miikddése szempontjabol. A
PMH haztartds zavara emberben sulyos tiinetek formajaban nyilvanul meg, a velesziiletett
hipotireozis kezeletlen formdéja kreténizmust, mig a PMH jelatvitel mutaciok hatasara

bekovetkezd zavarai a kognitiv és a periférias mitkodésben okoznak problémat.

A keringé PMH szinteket a hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy (HHP)-tengely szabalyozza. Ez
a kozponti vezérlés arra van programozva, hogy a szérum Tj szintjét élettani tartomanyban
tartsa. Ez els6sorban a PMH termelésének szabalyozasan keresztiil valésul meg, kiilonds
tekintettel a pajzsmirigy altal termelt, hosszi felezési-idejii T4 prohormon elvalasztasara.
Azonban a PMH hatas szoveti, ill. sejtes kozegben valdsul meg és szabalyozasa gyors és
szovetspecifikus beallitasokat igényel. fgy a HHP-tengelynek a szoveti PMH szintekre
gyakorolt befolyasa korlatozott.

Az elmult két évtized erdfeszitéseinek kovetkeztében a szovetspecifikus PMH hatasért felel6s
molekularis halozatot alkoto, s annak szabalyozasaért felelés szamos mechanizmust sikertilt
feltérképezni. Kiemelkedd jelentdségili volt a szelenodejodaz enzimcesalad tagjainak klonozasa.
A Kkettes tipust dejoddz enzim (D2) kulcsfontossagli a PMH agyi aktivalasiban: az inaktiv
prohormonbdl, a tiroxinbol (T,) trijodtironint (Ts) képez ugy, hogy a kiilsd fenolos gytiriir6l 5
dejodacioval egy jodatomot tavolit el. Ez a folyamat az agyban kompartmentalizalt, a D2 altal
képzett T; eldallitas a gliasejtekben torténik, mivel az idegsejtek nem képesek a Ts
eldallitasara, igy az aktivalt hormont fel kell venniiik. A PMH elérhetéségnek ezt a lényeges
elemét tamasztjak ala azok a megfigyelések, amelyek szerint nem a Ts, hanem a T, prohormon
az, amelyik az agyszovetbe hatékonyan bejuthat. Ezaltal a Ts-nak helyben, az agyszovetben

kell képzddnie.

A pajzsmirigyhormonokkal Osszefiiggd biologiai hatasok elbfeltétele a PMH elérhetség
szoros szabalyozasa. Jol ismert tény, hogy a HHP-tengelyt a PMH-k negativ visszacsatolassal
szabalyozzak. Ezt egy olyan mechanizmus teszi lehet6vé, amely funkcionalisan dsszekapcsolja
a HHP-tengely kozponti iranyitasat azzal a mechanizmussal, ami a mediobasalis
hipotalamuszbéli harmadik agykamra oldalfalat és alapjat béleld tanicitak D2 aktivitasa altal a

helyi PMH elérhet6ség szabalyozasara iranyul. A hipotalamusz paraventrikularis magjanak



hipofiziotrop TRH neuronjai D2 expresszio hijan nem képesek Ts-at eldallitani, igy PMH

felvételilk a mediobasalis hipotalamusz Ts-szintjétol fiigg.

Az altalanos elképzelés alapjan az idegrendszer a proliferativ fejlédési stadiumokban
minimalizalja a PMH hatast, de csak kevés adat all rendelkezésre az agy Ts; képzo
kapacitasaval kapcsolatban a korai agyfejlodési szakaszban. A csirke a fejlédé agy PMH
haztartasat célzo vizsgalatoknak rendkiviil hasznos allatmodelljéiil szolgal, mivel a patkannyal
ellentétben a csirke HHP tengelyének fejlodési kinetikdja hasonlo az emberéhez. Ezenkiviil a
csirke embridban az anyai szabalyozasi korok zavard hatdsatol mentesen lehet vizsgalni a

fejlodési jelenségeket.

A D2 nagy aktivitassal rendelkez6 oxido-reduktaz, aktivitasara tobbszintli szoros szabalyozas
feligyel. Ezek a folyamatok kritikusan fontosak a szovetspecifikusan szabalyozott és
megfeleld idézitéssel végbemené PMH hatas elérésében. A D2 mRNS és aktivitas kozotti
kiillonbség arra utal, hogy a D2-fiiggé PMH aktivacié szabalyozasaban aktiv szerepet
jatszhatnak poszttranszkripcionalis folyamatok, pl. a D2 mRNS alternativ hasitasa. A D2
mRNS koriilbeliil négyszer hosszabb, mint egy atlagos eukariota mRNS ¢és hosszii nem-
transzlalodé régiokat tartalmaz. Erdekes modon 5° nem-transzlalodo régidja (5°UTR) szdmos
rovid nyitott olvasasi keretet (SORF) tartalmaz, ezek start és stop kodonnal elvalasztott kis
alternativ kodolo régiok, amelyek RNS szegmense harommal oszthatd, elvileg transzlaciora

alkalmas bazisbol all.

A létrejott T biologiai hatésait elsdsorban olyan, a sejtmagban talalhatd pajzsmirigyhormon
receptorokon (TR) keresztiil fejti ki, amelyek retinoid X receptorral (RXR) heterodimert
alkotva kotddnek a DNS-hez. A TR-RXR heterodimerek a sejtmagban talalhatbak abban az
esetben is, amikor nem kotnek hormont, és a hormont nem ko6t TR is a célgén PMH
valaszelemeihez kotédik. A PMH-k 4ltal pozitivan szabalyozott gének esetében a TR/IRXR
heterodimerek korepresszor molekulakat kotnek. A T3 kotddés a TR konformaciovaltozasaval
jar, és a korepresszorok elengedése utan a komplex koaktivatorokat két. A PMH-fiiggd
negativan szabalyozott gének miikodési mechanizmusa még nem teljes mértékben feltart és

kiilonbozé modelleket dolgoztak ki a jelenség magyarazatara.

A biolumineszcencian alapulo vizsgalati modszerek a transzkripcié tanulmanyozasara alkalmas
megkozelitések koziil a legkorszeriibbek kozé tartoznak. A génexpresszid pontos vizsgalatara
iranyulo kisérletek esetében elengedhetetlen kovetelmény, hogy maga a riporter ne legyen
érzékeny arra a faktorra, aminek a promoterre, valamint az azt hatdrold régiok muiikodésére

gyakorolt hatasat vizsgalni kivanjuk. Azonban bizonyitottak, hogy a klasszikus “firefly”



luciferaz aktivitdsa T; hatdsara PMH-fiiggd, de promoter-fiiggetlen modon csokkent és
feltételezték, hogy a luciferaz génben negativ PMH valaszelemek vannak jelen. Tobb vizsgalat
is ramutatott a klasszikus luciferaz korlataira Ts-fliggé génexpresszios vizsgalatokban. Ezek a
megfigyelések vilagossa tették, hogy sziikség van olyan vizsgalati modszerre, amellyel a Ts

altal kozvetitett génexpresszio ¢s a Ts sejtfunkcidkra kifejtett hatdsa pontosan mérhetd.

Ezért az volt a célunk, hogy olyan sejtes és molekularis szabalyozé tényezdket

tanulmanyozzunk, amelyek a PMH hatas hatterében allnak az agyban és mas szovetekben.



2. CELKITUZESEK

A PMH hatas szabalyozoé tényezdit molekularis és sejtbiologiai megkozelitésekkel

vizsgaltuk. A kovetkezé teriiletekre 6sszpontositottunk:

. APMH elérhet6ség vizsgalata a fejlédo csirke hipotalamuszban

Il. A kettes tipust dejodaz enzimet kodoloé dio2 gén RNS-fiiggd poszttranszkripcids

szabalyozasanak tanulmanyozasa

Il.  Ts-fiiggd géntranszkripcid vizsgalatara alkalmas riporterfehérjék azonositasa

Konkrét kérdéseink a kovetkezdek voltak:
1.  Milyen a D2 mRNS eloszlasi mintazata a fejlédé és a felnétt csirkeagyban?

2. Szerepet jatszik-e az alternativ hasitas és a D2 5’nem-transzlalodo régidja a

D2 aktivitas poszttranszkripcids szabalyozasaban?

3. Léteznek-e olyan 1j luciferaz riporterek, amelyek pontosabban képesek mérni
a Ts-altal kozvetitett transzkripcionalis valtozasokat, mint a klasszikus

“firefly” luciferaz?



3. MODSZEREK
3.1. Allatok
A nyolchetes, Specifikus-Korokozoktol-Mentes Fehér Leghorn csirkék és a 7, 8, 9, 10, 11, 13,

15 és 17 napos csirkeembriok az Orszagos Allategészségiigyi Intézetbol, valamint a Ceva-
Phylaxia Zrt-b6l (Budapest) szarmaztak. Az inkubacié a 0. embrionalis napon kezddott. Az
allatokbol szarmazé szovetmintdkat a Magyar Tudoméanyos Akadémia Kisérleti
Orvostudomanyi  Kutatointézet (Budapest) Allatvédelmi és FEtikai Bizottsaganak jogi

eldirasaival 6sszhangban gyijtottiik.

3.2 Konstrukciok

A D2 RNS-fiiggd poszttranszkripciondlis szabdlyozdsdnak vizsgdlata

A csirke D2 (cD2) riporter konstrukcié vaza az Ecorl-Hindlll hasitasi helyek kozott 1év6 cD2
kodold régiot, valamint a HindllI-Notl kozotti minimalis patkany D1-et tartalmazta. A
konstrukciok kiilonboz6 UTR fragmentumok klonozasaval késziiltek a D10 vektor Sacll és
EcoRI hasitasi helyei kozé. A ¢cD2 5’UTR konstrukcidja a teljes hosszisagu cD2 ¢cDNS Sacll-
EcoRI fragmentumanak a c¢D2 riporter megfeleld helyére torténd beillesztésével késziilt.

A cORF(Wt)-cD2 konstrukcidohoz az alabbi oligonukleotidakat hasznaltuk: ,,sense”
tcccegeggG CCGAGAAACA  ATGGGATAGC  GCgaatte;  ,antisense”  ggaattcGCG
CTATCCCATT GTTTCTCGGC ccgegggga volt. A két oligonukleotidat 6sszehibridizalva
duplaszali DNS-t hoztunk létre. A cORF(Mut-ATG)-cD2 konstrukcidhoz a kovetkezd
oligonukleotidakat hasznaltuk: ,sense” tccccgcggG CCGAGAAACA tTGGGATAGC
Gcegaattcc; ,,antisense” ggaattcGCG CTATCCCAaT GTTTCTCGGC ccgegggga. A keletkezett
inzerteket a cD2 riporter Sacll-EcoRI vagohelyei kozé klonoztuk. A A77¢D2 fehérjét kodolod
CDNS-t izolaltuk és a hasitott cDNS-t a D10 emlds expresszios vektor Sacll és Notl hasitasi
helyei kozé illesztettiik be. Az eldallitott konstrukciok szekvencidjat automata szekvenalassal
ellendriztik.

Luciferaz riporterek elemzése

A timidin kinaz luciferaz (TK-Luc) konstrukciét a pTRE-TK-Luc BamHI és Bglll-vel torténd
emésztésével allitottuk eld, majd ligalas utan a végsd konstrukcidt direkt szekvenalassal
ellendriztik.

A TK-(dCpG)Luc-ot a TK-Luc plazmidgerinc felhasznalasaval a kovetkezéképpen allitottuk
el6. A pMOD Luc-ShS v02 plazmidot hasznaltuk Vent PCR-rel a (dCpG)Luc kddolo régidjanak
amplifikalasahoz. A fragmentumot Ncol-el vagtuk és beillesztettiik a TK-Luc Ncol és tompa

véggé alakitott ECONI helyei kozé. A konstrukeiot szekvenalassal ellendriztiik.



A TK-NanoLuc-ot ugy allitottuk eld, hogy a pTRE-TK-Luc-ot BglII és Hindlll-al emésztve
minimal TK-t nem tartalmaz6 TRE-t izolaltunk, majd a fragmentumot a pNL1.1 vektor
(Promega, Madison, WI, USA) megegyez6 helyére klonoztuk, ezt kovetéen a végsd
konstrukciot szekvenalassal ellendriztiik.

A TK-Renilla-Luc-ot a pRL-TK (Promega) 760 bazispar hosszi TK promoterének
csonkolasaval allitottuk el Ggy, hogy azt BglIIl és EcoRl-el emésztettiik, majd Klenow
polimerdzzal tompitottuk a szalvégeket és Gijraligaltuk. fgy egy minimal TK promotert kaptunk,
amely 31 bazisparral rovidebb, mint a TK-Luc 128 bazispar hosszii TK promoétere. A TK
promotertdl 37 iranyban ez a konstrukcid szintén tartalmaz egy 136 bazisparos kiméra intront,
amely a pRL-TK-bdl szdrmazik. A konstrukciot restrikcios emésztéssel ellendriztiik.

Az egér TRa (MTRa) expresszids konstrukciohoz templatként a TRoCDM-t hasznaltuk tgy,
hogy az mTRa kddolo régidt Vent PCR-rel amplifikaltuk. A fragmentet EcoRl-el és Notl-el
emésztettiik, majd a pCI-Neo vektor (Promega) megfeleld helyeire illesztettiik és
szekvenalassal ellendriztiik. A szekretalt embrionalis alkalikus foszfatazt kodold pSEAP2-

Promoter plazmidot hasznaltuk transzfekcios kontrollként.

3.3. DNS transzfektalas

HEK-293 sejteket kalcium foszfat precipitaciés modszerrel transzfektaltunk. A sejteket tiz
mikrogramm dejodazt kodolo D10 alapt vektorral tranziensen transzfektaltuk 4 ug D15
,helper” vektor jelenlétében, amire a D10 promoterének transzkripcios aktivacioja miatt volt
szilkség. A D2 aktivitasi eredményeket atlag £ SEM-ben tiintetjiik fel, két parhuzamos
tenyésztéedény legalabb harom kiilonalld kisérletben torténd mérésére vonatkoztatva, a cD2
kontroll szazalékaban. A JEG-3 human choriocarcinoma sejteket 10% fotal borjusavoval
kiegészitett Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) tapfolyadékban tenyésztettiik 24
lyuku lemezen. Amikor a sejtek elérték a kb. 70%-os konfluenciat, 800 ng DNS-
sel/tenyésztéedény transzfektaltuk azokat (200 ng Luciferdz riporter, 100 ng egér TRa, 10 ng
pSEAP2 ¢és 490 ng pUC, mint ,,inert” DNS) Lipofectamine® 2000 felhasznalasaval. Hat ora
mulva a transzfekciohoz hasznalt tapfolyadékot 10%-nyi hormonmentes fotalborjusavoval
kiegészitett DMEM-re cseréltiik, és ebben 40 oran at inkubaltuk a sejteket. Ezt a tapfolyadékot
10%-nyi hormonmentes fotalborjusavoval kiegészitett DMEM-re cseréltiik, amely vagy 50 nM
3,5,3° trijodtironint (+T3) vagy pedig NaOH-ot tartalmazott (-Ts). 24 ora elteltével a
tapfolyadékot Osszegytijtottik SEAP mérésre. A sejteket foszfattal pufferolt sdoldattal (PBS)

mostuk és 100 ul Passziv lizis pufferben vettiik fel.



3.4. RNS izolalas és RT-PCR

AT7,8,9, 10,11, 13 és 15 napos csirkeembriokbol szarmazo parhuzamosan vett agymintakbol
Trizollal total RNS-t izolaltunk. Az RNS-t oligonukleotid-dT primer segitségével cDNS-sé
irtuk at, majd azt D2 specifikus primerekkel amplifikaltuk. Az agyféltekéb6l és a majbol izolalt
totall RNS reverz transzkripciojat a CTCACCAGAA GGCCTGAAGA G “antisense”
oligonukleotidaval inditottuk és Taq polimeraz segitségével D2 specifikus primerekkel
amplifikaltuk. A fragmentumokat pGEM-T vektorba klénoztuk, és automata szekvenaldst

végeztiink. Az amplifikaciokat két kiilonallo reakcioban végeztilk.

35. Northern blot

A D2 ontogenetikus megoszlasi vizsgalatdhoz a Northern blot-ot a kordbban leirtak alapjan
végeztiik. Roviden, total RNS-t izolaltunk Trizol segitségével a 7, 8, 9 és 10 napos agyakbol,
valamint a 13, 15 és 17 napos embriok agyféltekéibél. A 30 ug totdl RNS-ben a D2
szimplaszala c¢DNS probat hasznaltunk. A probat linearis PCR-ben az (5°-3%)
TGCACAATGCACACTCGCTC ,antisense” oligonukleotidaval és DIG-deoxiuridin 5-
trifoszfattal jeloltikk. A denzitometriaban kontrollként a 28S alegység etidium bromiddal jelolt
gélekben nyert denzitasat vettiik alapul.

3.6. In situ hibridizacié

A modszert a 8 és 15 napos csirkeembriok és a 8 hetes csirkeagyak D2 mRNS ontogenetikus
eloszlasi vizsgalataban hasznaltuk. Harom darab 8 napos embriofejet, valamint harom 15 napos
és 8 hetes csirkeagyat szarazjégen gyorsfagyasztottunk és felhasznalasig -80 fokon taroltuk.
12-ym vastag metszeteket készitettink zselatinnal bevont targylemezekre, 4%
paraformaldehidet tartalmazo PBS-el fixaltuk, és a cD2 egész kodolo régidjahoz illeszkedd, kb.
840 bazisparnyi szimplaszali DIG-11-uridin 5 trifoszfattal jelolt cRNS probaval hibridizaltuk,
majd mostuk és juhbol szarmazé anti-DIG alkalikus foszfatdz Fab fragmentummal (1:1000,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) egész éjen at 4°C-on hibridizaltuk. Az
alkalikus foszfataz jelet 5-bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat/4 nitroblue tetrazolium kromogén
rendszerrel (Roche Diagnostics) mutattuk ki, a gyartd elbirasai alapjan. A hibridizacio
specifikussagat ,,sense” ¢cD2 kodold probaval igazoltuk, ami egyik vizsgalt korcsoportban sem

eredményezett specifikus hibridizacios jelet az agyban.



3.7. Meérések

3.7.1. Dejodiz aktivitds mérés

A mintakat 0,25M szacharézzal és 1 mM ditiotreitollal kiegészitett, jéghideg PE pufferben
homogenizaltuk [100 mM kalium foszfat, 1 mM etiléndiamintetraccetsav (EDTA) (pH 6,9)], és
felhasznalasig -80°C-on fagyasztva taroltuk. A mérésekhez 150-600 pg fehérje
homogenizatumot hasznaltunk 300 ul PE pufferben, amelyet kiegészitettiink kiilonboz6
mennyiségii (1 vagy 100 nM) jeldletlen T4-el és kb. 30.000 cpm Sephadex LH-20 tisztitott,
jelolt Ty-el valamint 20 mM DTT-vel. Az inkubalas 37°C-on 2 ¢ran at tartott. A fehérje
mennyiségét ugy allitottuk be, hogy a dejodacio 5 és 30% kozott maradjon. A reakciokat 200
ul 16szérummal allitottuk le (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) és 100 ul 50%-os triklorecetsavat
hasznaltunk a precipiticidhoz. A jodot tartalmazo feliluszot y-mérével mértik. Az
aktivitasszintet fehérje milligramra vonatkoztatott egy oOrara es6 femtomol dejodacidban
fejeztiik ki. A teljes beiitésszamot és a hatteret homogenizatumot nem tartalmazd, tires csovek
adataibol szamitottuk ki. A A77cD2 fehérjét és a cD2 riporter alapu 5’UTR-t HEK-293

sejtekben expresszaltuk és a D2 aktivitasukat 2 nM T, jelenlétében teszteltiik.

3.7.2. Luciferdz aktivitis mérés

A luciferaz aktivitast 20 ul sejtlizatumbol mértiik a Dual-luciferase Reporter Assay System
segitségével (firefly luciferaz a pTRE-TK-Luc, TK-Luc, TK-(dCpG)Luc; Renilla luciferaz a TK-
Renilla-Luc-ndl). A TK-NanoLuc aktivitasat 20 ul sejtlizaitumbol a Nano-Glo Luciferase Assay
System-mel (Promega) mértiikk a gyartd eldirasai alapjan. A luciferaz aktivitdst minden egyes
transzfektalt tenyésztéedényre kiilon megmértiik. A Dual-luciferase Reporter Assay System
felhasznalasaval minden edénybdl két parhuzamos mérést végeztink és az egy edényre
vonatkoztatott luciferaz aktivitast ezen mérések atlagaval fejeztiik ki. Valamennyi mérést

Luminoskan Ascent Luminometer-rel (Thermo, Waltham, MA, USA) végeztiink.

3.7.3. Szérum alkalikus foszfataz (SEAP) aktivitds mérés

A SEAP aktivitast 25 ul tapfolyadék Nova Bright™ SEAP Enzyme Reporter Gene
Chemiluminescent Detection System 2.0-el (Invitrogen/Thermo) hataroztuk meg. A SEAP-ot
normalizalasra hasznaltuk oly médon, hogy a Firefly luciferaz (Luc)/SEAP vagy Renilla
luciferase (Renilla)/SEAP fényegység hanyadosokat képeztiink minden tenyésztéedényre. A
kisérleteket legalabb nyolcszor megismételtiik és atlag £ SEM-ben fejeztiik ki.

3.8. Statisztika

A dejodaz mérések statisztikai kiértékelését egyutas variancia analizissel (ANOVA) végeztiik,

9



értékeinek Osszegét és a luciferaz mérések statisztikai analizisét kétmintas t-probaval

hasonlitottuk 6ssze, 95%-0s konfidencia intervallum alkalmazasaval.

3.9. Szekvenciak

AF401753).

10



4. EREDMENYEK
4.1. A PMH elérhetoség vizsgalata fejlodo csirkeagy hipotalamuszaban
Az alabbi célokat tiiztiik ki:

e a D2 mRNS expresszidjanak vizsgalata csirkeembriok agyaban a pajzsmirigy

miikodés beindulasa el6tt és utan

. a fejlodo csirkeagy D2 enzimaktivitassal jellemezhetd PMH aktivalo kapacitasanak

vizsgalata

e a D2 mRNS expresszidjanak sejttipus-specifikus eloszlasa csirkeembriok és felndtt
csirke agyaban

41.1. A D2 mRNS expresszié vizsgdlata fejlodd csirkeagyban RT-PCR és Northern
blot segitségével

A D2-t kodold6 mRNS transzkriptum a 7-15. embrionalis nap kozott valamennyi vizsgalt
intront ativeld oligonukleotidakkal. Mivel az agyféltekék és a koztiagy a 13 és 15 napos
embriok esetében elvalaszthatd volt az agytorzst6l és a kisagytol, igy lehetdség nyilt ezen
régiok elkiilonitett tanulmanyozasara. A PCR termék mérete pontosan megegyezett a vad-
tipusi c¢D2 transzkriptuméval (GenBank AF125575), ami azt bizonyitja, hogy az
agyfejlodésnek ebben a szakaszaban a hasitott D2 mRNS varians nem expresszalodik olyan
mértékben, ami egy nagyérzékenységii PCR alapi modszerrel kimutathat6 lenne. Ezt kovetéen
Northern blotot alkalmaztunk a 7-17 napos fejlddd csirkeembriok agyanak cD2 mRNS
mennyiségének meghatarozasara. A 10. embrionalis naptdl kezdédéen egyetlen, a vart mérettel
megegyez6 (~6 kb, GenBank AF125575) transzkriptumot lehetett azonositani digoxigeninnel
jelolt cD2 mRNS kodold régiora specifikus probaval. A vizsgalt periodusban a D2 expresszid
intenziv novekedését észleltiik, amelyet a D2/28S denzitas aranyok novekedése fémjelzett (0,5;
2,1; 5,2 és 7,3 a 10., 13., 15. és 17. embrionalis napokon), a denzitds méréshez az etidium

bromiddal festett 28S riboszomalis alegységet vettiik alapul.

412 D2 aktivitds a fejodd csirkeagyban (7-15. embriondlis napokon)

Annak érdekében, hogy még pontosabb képet kapjunk a fejlodé agy PMH aktivalo
kapacitasaval kapcsolatban, megmértik a D2 enzim aktivitasat is. A D2 aktivitast a 7.
embrionalis naptol lehetett kimutatni (54 fmol/6ra/mg). A 13. napt6l szignifikans novekedést
tapasztaltunk (p <0.001 egyutas ANOVA-vat kovetd Newman-Keuls poszthoc teszttel), az
aktivitas a 15. napon volt a legnagyobb, 148 fmol/6ra/mg értékkel. A 13 és 15 napos embridk

agyaban (amelyek esetében a féltekék és koztiagyak, valamint az agytorzs és kisagymintak
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elkiilonitett mérésére nyilt lehetdség) nem volt szignifikans kiilonbség a D2 aktivitasok kozott.
Annak érdekében, hogy bizonyitsuk, hogy a mért 5 dejodaz aktivitas D2 eredetii, frakcionalis
dejodacios meérést végeztiink, kihasznalva a D1 és D2 enzimek nagymértékben -eltérd
szubsztrat-érzékenységét. Az igen kilonbozé T, K, miatt 100 nM T, szupresszalja a D2
aktivitast, de nem befolyasolja a D1 enzim aktivitasat. E modszer segitségével megallapitottuk,
hogy a mért 5° dejodaz aktivitasnak csak nagyon kis része szarmazhatott a D1-t6l, mert a T4
szaturacios mérés soran az agyhomogenizatum [125I)T4 dejodacidja erésen csokkent 100 nM
jeloletlen T, hozzaadasara, minden egyes vizsgalt fejlodési stadiumban. Abban az esetben,
amikor 100 nM Ts-at és 1 mM PTU-t hasznaltunk (a D3 aktivitas kizarasa érdekében), a
dejodacio csak mérsékelten valtozott. Az aktivitds 13 és 15 napos mintakban volt a
legmagasabb a 7 és 8 napos embriokhoz képest (p < 0.01 egyutas ANOVA-val, amelyet
Newman-Keuls teszt kovetett). A bemutatott enzimaktivitas vizsgalatok egyértelmiien
megerésitették, hogy a csirkeembriok agyaban valos D2 aktivitas van jelen, amely a fejlédés

soran novekvo aktivitast mutat.

4.13. A D2 mRNS megoszlisa a fejlodo csirkeagyban

A D2 expresszi6 sejtszintli tanulmanyozasahoz in situ hibridizaciot alkalmaztunk a célbol,
hogy a D2 mRNS jelenlétét a fejlodé agyban azonosithassuk. A 8 napos csirkeembriok
agyaban elszort sejtcsoportokban csak igen gyenge D2 hibridizacios jelet figyeltiink meg D2
kodolo régiora specifikus digoxigeninnel jelolt probaval. A 8. embrionalis naphoz képest a jel
erGssége az agyban fokozodott perivascularis jellegli sejtcsoportokban. A harmadik agykamra

falat bélelé ependyma sejtekben nem lattunk D2 hibridizacids jelet.

414. D2 mRNS megoszlisa felndtt csirkeagyban

A felnétt csirkeagyban nem talaltunk hibridizacios jelet a harmadik agykamra falanak eliilsd
részén és az oldalsdo agykamrakban. Az eminencia mediana eliilsé részénél a harmadik
agykamra alapjat bélelé ependyma sejtek egy csoportja pozitiv volt D2-re. Kiemelendd, hogy
egy hatrabb helyez6d6 szegmensben a D2-t expresszalo sejtek a kamrafal also felét-harmadat
boritottak. A jelolt ependyma sejtek megoszlasi mintazata hasonlitott a tanicitakéra. A D2
hibridizacios jel egyéb agyteriileteken hasonld sejtcsoportokban fordult eld, mint a 15 napos
embriok esetében, de a jel intenzitasa jelent6sen csokkent [15 napos embrio vs. felnétt
(integralt denzitas egység) 15,90 = 0,23 vs. 3,34 + 1,23, p = 0,0043]. Erds D2 jelet lehetett

megfigyelni a neostriatum izolalt sejtjeiben.
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4.2. A Kettes tipusu dejodazt (D2) kédol6 dio2 gén RNS fiiggé poszttranszkripcios
szabalyozasanak megértése

Célunk volt, hogy megértsiik az mRNS szerkezet szerepét a dio2 gén szabalyozasaban a PMH
aktivacio soran. Erdekl6désiink az alternativ hasitas, tovabba a D2 mRNS 5> UTR-jének a D2
aktivitasanak szabalyozasaban betoltott szerepére terjedt ki.

4.2.1. Egy alternativan hasitott csirke D2-6t kodolo transzkriptum klonozdsa és

Jjellemzése

A D2 mRNS ¢és enzimaktivitas szintek egyes szovetekben eltéroek. Ezt jol szemlélteti, hogy
bar a ~6.1 kilobazisnyi D2 mRNS mennyisége megegyezik a csirke agyban és a majban, ennek
ellenére a D2 aktivitas az agyban mintegy 2,6-szor magasabb, mint a majban (408 vs. 156 fmol
To/0ra/mg  fehérje). Ezért feltételeztik, hogy a D2  aktivitds valtozasiban
poszttranszkripcionalis jelenségek, példaul az mRNS alternativ hasitasa is szerepet jatszhat.
Feltételeztik, hogy kismértékben eltér6 méretli, rutin modszerekkel nem kimutathato,
megvaltozott aktivitdst D2 fehérjét kodolo D2 mMRNS variansok szovetspecifikusan
befolyasolhatjak a D2 aktivitast. Ezért RT-PCR-rel D2-t kodolo mRNS-eket izolaltunk csirke
agyféltekékbdl és majbol. Az amplifikalt fragmentumokat plazmidokba klonoztuk és
szekvenaltuk. Ezzel az eljarassal egy olyan cD2 mRNS-t azonositottunk, aminek kodold
régiojabol 77 bazispar hianyzik a D2-t kodolo dio2 gén exon/intron csukldja melll. Az 1j
hasitott cD2 MRNS varians szekvenciajat elhelyeztik a GenBank-ba (azonositasi szam:
AF401753). A A77cD2-t kddolo mRNS-t kisérletesen teszteltiik. A hasitott kodold régiot D10
expresszios vektorba illesztettiik és tranziensen transzfektaltuk HEK-293 sejtekbe.
Megallapitottuk, hogy a A77¢cD2 mRNS inaktiv D2 enzimet kodol. A hasitas altal kivaltott
deléci6 a cD2 kodolo régid olvasasi keretét atallitotta. A A77cD2 DNS-bol levezetett
aminosavszekvencidja egy csonkolt D2 fehérjére utalt, ami az aktiv centrumtél N terminalis
iranyban csonkolodik. Ezt kovetéen az volt a célunk, hogy meghatarozzuk a A77cD2 és a vad
tipusu ¢cD2 mRNS aranyat a majban és az agyban. Egy olyan PCR-alapu detekcios rendszert
allitottunk Gssze, amely alkalmas a vad tipusi és a hasitott D2 transzkriptum egyidejli
kimutatasara ugyanabban a reakcioban. Ez az eljaras alkalmas a vad-tipusu és a hasitott
amplikonok szemikvantitativ kimutatasra, mivel ugyanazok az oligonukleotidak ugyanabban a
PCR reakcioban allitjak el6 a termékeket. Ezzel a rendszerrel a vad tipusu és a A77cD2 mRNS
hasitott valtozat nagyobb mennyiségben volt jelen, mig az agyféltekék esetében ez az arany

forditott volt.
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42.2. A csirke D2 mRNS 5’ UTR funkcionalis szerepének vizsgdlata

A D2 mRNS 5° UTR-e szokatlanul hosszi, ezért feltételeztiik, hogy szerepe lehet a D2
aktivitas szabalyozasaban. Csirke D2-t kodolo riportert hasznaltunk annak meghatarozasara,
hogy ez az mRNS régio hogyan befolyasolja a D2 enzim aktivitasat HEK-293 sejtekben. A
csirke D2 5” UTR a cD2 enzim aktivitasat 6todére csokkentve jelentds gatlo hatast fejtett ki.
Célunk volt, hogy a gatlo hatas hatterében 1év6 molekularis folyamatokat jobban megértsiik. A
D2 5’UTR rovid nyitott olvasasi kereteket (SORF) tartalmaz, ez a jelenség az sszes ismert D2
5’ UTR-ben megfigyelhet. Elszor szekvenciaanalizist végeztiink, hogy meghatarozzuk
melyik sORF tartalmaz Kozak konszenzus szekvenciat, azaz -3 pozicioban purint (A vagy G),
ami  eukariotdkban a  hatékony transzlaciés iniciaci6 elengedhetetlen  feltétele.
Szekvenciaanalizissel feltartuk, hogy a csirke 5° UTR négy sORF-je kozil csak a
transzkripcios inditohelytél szamitott masodik SORF (CORF-B) felel meg ennek a feltételnek.
Ezért az izolalt cORF-B gatlo hatasat funkcionalisan teszteltilk a mar korabban emlitett HEK-
293 expresszids rendszerben. A cORF-B a D2 aktivitast 60%-kal csokkentette. Fontos
kiemelni, hogy az ATG kezd6 kodon pontmutacioval torténé delécioja a CORF-B D2 aktivitast
gatlo hatasat teljesen megsziintette. Ez a megfigyelés igazolta, hogy transzlacids iniciacio

torténik a CORF-B-nél és ez a mechanizmus részt vesz a D2 aktivitds 5’ UTR-fiiggd

csokkentésében.
4.3. A Ts-fiiggé géntranszkripcié pontos mérésére alkalmas riporter fehérjék
azonositasa

A firefly luciferaz Ts-altal kivaltott promoter-fiiggetlen aktivitascsokkenése a PMH-fiiggd
transzkripcios vizsgalatok komoly gatjat képezi. Az volt a célunk, hogy olyan luciferaz
riportereket azonositsunk, amelyek a klasszikus firefly luciferaznal kevésbé érzékenyek a Ts-
altal kivaltott, promoter-fiiggetlen expresszid csokkenésre. Ugyanazon minimal TK
promoterrel meghajtott emlds expresszios vektorokat készitettiink. Ezzel lehetdvé valt, hogy
olyan promoterfajtaval végezziink kisérleteket, amelyet a Ts kezelés ismerten nem befolyasol,
igy az egységesitett promoter kialakitds segitett a promoter-fiiggd Ts valaszkiilonbségek
kiilonboz6  konstrukciokban  torténd  kikiiszobolésében.  Kontrollként JEG-3  sejteket
transzfektaltunk pTRE-TK-Luc-cal, illetve TK-Luc firefly luciferdzzal, mTRa jelenlétében.
Amint az varhaté volt, a pTRE-TK-Luc luciferaz aktivitasa haromszorosara nétt 50 nM T;
hataséra, ugyanez a kezelés a TRE-t nem tartalmazd TK-Luc riporter esetében az aktivitast
~60%-kal csokkentette. A SEAP konstrukcido valaszat a transzkripciés hatékonysag
monitorozasara hasznaltuk és fontos kiemelni, hogy a Ts kezelés nem befolyasolta a SEAP
bels6 kontroll szintjét (SEAP szint a pTRE-TK-Luc tenyésztéedény lyukakban -Ts: 0,97+ 0,078
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vs. +T3: 0,79+0,084) /atlag+SEM; n=14, p=0,13 t-teszttel/; SEAP szint a TK-Luc lyukakban -
Ts: 0,86+0,105 vs. +T3: 0,76+0,057 /atlag£SEM; n=8, p=0,4 t-teszttel/). Ebben a jol jellemzett
rendszerben kiilonféle luciferaz riporterek Ts-raadott valaszat teszteltiik olyan konstrukciokkal,
amelyek nem tartalmaztak TRE-t a promoter szekvenciatol 5° iranyban. Kiemelendd, hogy a
szintetikus firefly luciferazt kodolé TK-(dCpG)Luc-ra nem volt hatassal 50 NnM Ts hozzaadasa.
A TK-NanoLuc luciferdz aktivitasa enyhén csokkend tendenciat mutatott ugyan, de a valtozas
nem volt statisztikailag szignifikans. Masfeldl, az 50 nM Tskezelés szignifikansan csokkentette

(~30%-kal) a TK-Renilla-Luc-ot expresszalo tenyészetek aktivitasat.
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5. KOVETKEZTETESEK

Az embrionalis és feln6tt csirkeagy D2-fliggd PMH aktivacidjanak jobb megértését tiztiik ki
célul. A D2 mRNS mar a 7. embrionalis naptdl kezd6dden kimutathaté volt amit D2
enzimaktivitas jelenléte kisért. Bizonyitottuk, hogy a D2 mRNS a 8. embrionalis naptol kezdve
elszort sejtcsoportokban van jelen és a jel erésebbé valik a 15 napos embriok hipotalamuszanak
és neostridtumanak megnyult perivaszkuldris sejtcsoportjaiban. A felnétt csirkeagyban a D2
jelet mutaté sejtek atrendezédését figyeltiik meg, azaz tanicitakra emlékeztetd jelolt ependyma
sejteket detektaltunk a harmadik agykamra faldban, ugyanakkor az agy mas teriiletein a jel
erételjes csokkenését tapasztaltuk. Ezek az eredmények meger6sitették, hogy a fejlodo
csirkeagy mar nagyon korai stadiumban képes a tiroxin prohormon aktivalasara, joval
korabban, mint ahogyan a pajzsmirigy hormonszekrécidja elkezdédik. A D2 megoszlasi
mintazata az agyfejlédés folyaman valtozik, ontogenikusan szabalyozott, és hozzajarul a
megfeleld T; szintek beallitasathoz a kozponti idegrendszerben. Megfigyeléseink
megkérddjelezik azt az elképzelést, miszerint a PMH hatds minimalizalt a proliferativ
fazisokban és arra utalnak, hogy indokolt lehet azon allaspont ujragondolasa, miszerint a

fejlodo kozponti idegrendszer a minimalis Tj elérhetdségre torekszik.

Bizonyitottuk a D2 mRNS alternativ hasitasinak szerepét a D2-t kodold dio2 gén poszt-
transzkripcids szabalyozasaban. Azonositottunk ¢és funkcionalisan jellemeztiink egy 1j
alternativan hasitott D2 mRNS-t csirkeagyban és majban. Ez a transzkriptum 77 bazisparral
rovidebb a vad-tipusi D2 mRNS-nél ¢és inaktiv dejodaz enzimet kodol. Eredményeink azt
jelzik, hogy az alternativ hasitas azon mechanizmusok egyike, amelyek befolyasoljak egy adott
szovet D2 szintjét. Eredményeink azt is megerésitik, hogy csupan a D2 mRNS szint
meghatarozasa félrevezetd lehet kiilonb6z6 szovetek D2 enzimaktivitds —szintjének
megitélésében. Ezenkiviil igazoltuk, hogy a D2 mRNS 5’UTR-je cskkenti a D2 aktivitast és
ennek a hatasnak a hatterében sORF alapu transzlaciés iniciacio hizodik meg. Ez a

nagy aktivitasu oxido-reduktaz szigora szabalyozasahoz.

Az altalanosan elfogadott nézet szerint a Ts biologiai hatasait elsésorban magreceptorokon
keresztiil, transzkripcionalisan fejti ki. A PMH jelatvitel tanulmanyozasaban ennek a
mechanizmusnak a kisérletes vizsgalata kritikusan fontos. Azonban a Ts hatassal van a firefly
luciferaz riporter szintjére és ez a jelenség jelentésen gatolja e vizsgalatokat. Eredményeink
ramutatnak, hogy a dCpG luciferazt és a NanoLuciferazt a Ts; nem képes negativan
szabalyozni. Ez lehetdvé teszi a PMH-fiiggd génexpresszid transzkripcios szabéalyozasaban

szerepl6 tényezok pontos tanulmanyozasat kiillonboz0, riporter-alapu rendszerekben.
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