Munkénk célja az idegrendszeri pajzsmirigyhormon szint szabalyozdsanak cellularis és
molekuléris vizsgalata ¢és e folyamatok agymukodésre gyakorolt hatasainak mélyebb
megértése volt.

Vizsgalataink egyik f6 stlypontja a neuro-glialis pajzsmirigyhormon jelatvitel mikodésének
megértése volt. Adataink kozvetlen bizonyitékot szolgéltatnak arra, hogy a glialis kettes-
tipusi dejoddz enzim (D2) altal eldallitott T3 parakrin modon befolyasolja a neuronok
transzkripcids aktivitasat, amire a neuronalis kompartmentben expresszalédé harmas-tipust
dejodaz enzime (D3) altal katalizalt T3 lebontas is hatdssal van. Jellemeztiikk primer
asztrocitdkban egyes pajzsmirigyhormon metabolizmusban ¢€s transzportban szerepet jatszo
kulcsgének expresszidjat, tovabba megallapitottuk, hogy a H4 human glioma sejtvonal is
rendelkezik e gének megfeleld expresszids mintazataval. Igy vizsgalatainkba ez utdbbi
modellrendszert is bevontuk. Eredményeink ramutattak, hogy az agyi pajzsmirigyhormon
haztartds eltérd koros allapotokban kiilonbozd adapticids stratégidkat kovet. A ,,sonic
hedgehog” nevii morfogén és agyi oxigén hiany hatasara csokken a T3 termelés, ill. fokozodik
a lebomlas. Az ischaemias patkany agyban észlelt jelentés agykérgi és hippocampalis D3
indukcio miatt felgyorsul a T3 lebomlédsa. Az igy kialakul6 lokalis hypothyroid kdrnyezet a
szoveti oxigén felhasznalas csokkentése altal tamogathatja az ischaemias/hipoxids szoévetek
tulélését. A ,,sonic hedgehog” kivaltotta D2 aktivitds csokkenés pedig a felndtt agyban
végbemend neurogenezis szabdlyozdsidban jatszhat szerepet. A munkank eredményeképpen
létrejott modell szamos, a pajzsmirigyhormonok agyi szabalyozdsdnak mechanizmusat érintd
eddigi adatot tudott egy funkcionélis rendszer keretében egyesiteni.

(Beatriz C G Freitas* Balazs Gereben®, Melany Castillo, Imre Kallo, Aniko Zeold, Péter
Egri, Zsolt Liposits, Ann Marie Zavacki, Rui M. B. Maciel, Sungro Jo, Praful Singru, Edith
Sanchez, Ronald M. Lechan and Antonio C. Bianco. Paracrine signaling by glial cell-derived
trilodothyronine activates neuronal gene expression in the rodent brain and human cells J
Clin Invest 2010 120(6):2206-2217 IF: 14,152, *megosztott elsé szerzdk)

A fenti neuro-glidlis mechanizmus vizsgalatat Kkiterjesztettik a  hipotalamusz
pajzsmirigyhormon jelatvitelének tanulmanyozasara. Megfigyeltiik, hogy az eminentia
mediana kiilsé zonajaban futd parvocellularis hipofiziotrop axonok varikozitasai D3 enzimet
tartalmaznak, igy potencialisan T3-at bonthatnak le. Ez a hipotalamikus T3 szabalyozas egy
uj utvonalat valdsziniisitette. Megallapitottuk, hogy a varikozitasok D3 tartalma alapjan
harom csoport kiilonithet6 el: a magas (~75%; GnRH, CRH, GHRH), alacsony (~25%, TRH)
D3 tartalmii és D3 mentes (szomatosztatin) tartalmi rostok. Azonban az MCT8 T3
transzporter az Osszes varikozitasban megtalalhaté volt. A D3 enzim ,dense core”
granulumokban  lokalizalodott a  varikozitasokban. N-STORM  szuperrezolucios
centrumat tartalmaz6 C-terminalis domén a citoplazmaban helyezkedik el, tehat az enzimet a
vezikulum membranjaban az N- terminalis transzmembran domén rogziti. Mivel ismert, hogy
a D3 monomerek dimerizacidja az enzim katalitikus aktivitasdnak eldfeltétele, GT1-7
sejtekben bimolekularis fluoreszcencia komplementaciéval megmutattuk, hogy a D3 dimerek
megtalalhatoak e sejtek axonszerii nyalvanyaiban. Emellett patkanyok eminentia mediana
mikrodisszektatumabol D3 aktivitdst tudtunk mérni, amit a hipertiroid allapot
homeosztatikuan megnovelt. Adataink a hipotalamikus T3 szabdlyozas 0j utjat bizonyitjak
melynek kulcstényezdje az axonalis T3 felvétel és a rost-specifikus D3-medialt T3 lebomlas.
Ez a folyamat valaszt ad a teriilet azon régi kérdésére, mely arra kereste a valaszt, hogy a
fokalis, tanicitalis D2-medialt T3 termelés, ill. a keringésbdl a vér-agy gaton kiviili eminentia



mediana-ba eljutd T3 keveredésébdl 1étrejovo hipotalamikus T3 szint i) hogyan éri el az eltérd
teriileteken elhelyezkedd hipotalamikus neuroszekretoros neuronrendszereket, tovabba ii)
hogyan valosulhat meg a neuronok T3 szintjének rendszer-specifikus szabalyozasa. Az
altalunk leirt mechanizmus jelentds hatassal lehet az anyagcsere, szaporodas, novekedés és
stressz hipotalamikus szabélyozasara.

(Kallo I, Mohacsik P, Vida B, Zeold A, Bardoczi Z, Zavacki AM, Farkas E, Kadar A,
Hrabovszky E, Arrojo E Drigo R, Dong L, Barna L, Palkovits M, Borsay BA, Herczeg L,
Lechan RM, Bianco AC, Liposits Z, Fekete C, Gereben B. A novel pathway regulates thyroid
hormone availability in rat and human hypothalamic neurosecretory neurons. PLoS One.
2012;7(6):e37860. doi: 10.1371/journal.pone.0037860. Epub 2012 Jun 18. IF: 3,73).

Tanulmanyoztuk a D3-medialt T3 lebomlas szabalyozasat hippokampalis neuronokban
hipoxia soran, mely kondicié a hippokampalis neruogenezis ismert induktora. In vivo és in
vitro adataink bizonyitjak, hogy a D3 hipoxia hatasara a sejtmagba transzlokalodik, és ott T3
elsd ismert példa arra, hogy a sejtmagban végbemehet pajzsmirigyhormon metabolizmus.
Megmutattuk, hogy a D3 magi transzlokédcioja kovetkeztében kialakuld intracellularis
hipotiroidizmus hatasara megvaltozik e neuronok génexpresszoja, glikolitikus rataja és oxigén
felvétele. Feltételezziik, hogy a kialakulé lokalis hipotiroidizmusa elésegiti a régiod
proliferacids aktivitasanak novekedését.

(Jo S, Kallo I, Bardoczi Z, Arrojo E Drigo R, Zeold A, Liposits Z, Oliva A, Lemmon VP, Bixby
JL, Gereben B*, Bianco AC*. Neuronal hypoxia induces hsp40-mediated nuclear import of
type 3 deiodinase as an adaptive mechanism to reduce cellular metabolism. J Neurosci. 2012
Jun 20;32(25):8491-500. IF: 6,908; *megosztott utolso szerzdk )

Az idegrendszeri pajzsmirigyhormon jelatvitel in vivo befolyasolasanak céljabol
transzgenikus egérvonalat (floxolt D2) allitottunk el6, ami lehetové teszi az idegrendszeri T3
képzodésért felelés D2 enzim szovet-specifikus kikapcsolasat. A D2 hipotalamikus, ill.
hipofizealis kiiitése a hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy tengely szabalyozasanak uj
mechanizmusait tarta fel. Bizonyitottuk, hogy a TRH neuronok ,,feedback™ szabalyozasahoz
sziikséges hipotalamikus T3 termelésért a tanictak feleldsek, mig a hipofizeadlis D2 kititése
kovetkeztében el6alldo feedback csokkenésére, ill. az annak kovetkeztében el6allo TSH
indukcidora a hipotalamusz kompenzacidos valaszként a hipofiziotrop TRH expresszio
csokkenésével és a TSH bioaktivitas csokkentével valaszol, ami segiti a szervezet élettani
pajzsmirigyhormon statuszanak fenntartasat.

Fonseca, TL; Medina, MC; Campos, MPO; Wittmann, G; Werneck-de-Castro, JP; Arrojo e
Drigo, Rafael; Mora-Garzon, ME; Ueta, CB; Caicedo, A;Fekete, Cs; Gereben, B; Lechan,
RM, Bianco, AC. Coordination of hypothalamic and pituitary T3 production regulates TSH
expression The Journal of Clinical Investigation 2013 123(4):1492-500. IF: 12,812)
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Felkérésre review cikkben foglaltuk 6ssze a glia-specifikus pajzsmirigy-hatas és glialis T3
szabalyozassal kapcsolatos nézeteinket.

(Petra Mohdcsik, Aniko Zeold, Antonio C. Bianco and Baldzs Gereben. Thyroid hormone and
the neuroglia: both source and target (2011) Journal of Thyroid Research, Special issue:
Thyroid Hormones and Their Receptors: From Development to Disease Volume 2011, Article
ID 215718, 16 pages doi:10.4061/2011/215718)

Az agyi T3 képzodéséért felelds D2 enzim ubikvitinalodik és mai tudasunk szerint ez a
folyamat jelenti az idegrendszer T3-fiiggd folyamatainak leggyorsabb szabalyozo
mechanizmusat. Ezért munkank maésik fo sulypontja az agyi T3 képzdédés ubikvitinacios
szabalyozasat lehetévé tevé molekularis folyamatok jobb megértése volt. A nativan nem
ubikvitanalodod egyes tipusi dejoddz (D1) mutagenezisével olyan rekombinans kimérakat
hoztunk létre, melyekbe beillesztettiik a D2 egyes strukturalis elemeit (K223 és K230
ubikvitinalhato lizinek, destabilizacios hurokmodul ), ill. az endoplazmatikus retikulumba, a
D2 enzim nativ lokalizaciojaba iranyité Sec62 fuzidés domént. E modszerrel meghataroztuk a
D2 ubikvitinacid sziikséges és elégséges elemeit. Majd a D2 kimérdk ubikvitin ligaz
kotésének tesztelésére fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) modszert
allitottunk be, ami alkalmas az ubikvitinacios fehérje-komplexben 1étrejovo fehérje-fehérje
interakciok vizsgalatara és meghataroztuk a D2 mindkét ismert ubikvitin (E3) ligazanak, a
WSB1-nek és a Teb4-nek a 1étrehozott D2 kimérakhoz torténd kotddését. Klonoztuk a Teb4
promoterét és kimutattuk, hogy az nem érzékeny a sonic hedgehog effektorara, a Gli2-re, igy
megallapitottuk, hogy a tanicitdkban expresszalodé Teb4-medialt D2 lebomlas a WSBI-
szabalyozta Gtvonaltol eltéréen nem szabalyozodik sonic hedgehog jelatvitel altal. Mivel a
hipotatalamusz tanicitaiban egyediilallo6 modon koexpresszalodik a D2 a Teb4-el es WSB1-el,
ezért létrehoztunk egy Osszetett 3-FRET rendszert, aminek a segitségével egyszerre harom
fehérje kozotti kdlcsonhatést lehet vizsgalni €16 sejtben. Ennek segitségével megallapitottuk,
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betekintést nyljtanak a D2-medialt agyi T3 képzddés molekularis szabalyozasaba.

Egri, P, Gereben, B. Identification of minimal requirements for ubiquitination-mediated
regulation of thyroid hormone activation (benyujtas elétt)

Tanulmanyoztuk tovabba a D2 endoplazmatikus membranbol torténd extrakciojanak
mechanizmusat, ami az enzim proteaszomaba keriilése szempontjabdol Kkulcsfontossagu.
Megallapitottuk, hogy a p97/Atx3 komplex fontos szerepet jatszik ebben a folyamatban é€s
meghataroztuk a hatterében allo fehérje interakciok valtozasait.

(Arrojo E Drigo* R, Egri P*, Jo S, Gereben B, Bianco AC. The Type Il Deiodinase Is
Retrotranslocated to the Cytoplasm and Proteasomes via p97/Atx3 Complex. Mol Endocrinol.
2013 Dec;27(12):2105-15. doi: 10.1210/me.2013-1281. [F:4,746 *megosztott elsé szerzdk)

Emellett leirtuk a D2-medialt T3 eléallitas egy j tipusu szabalyozo mechanizmusat, melynek
soran a D2 fehérje transzlacioja elF2a-medialt Gton csokken endoplazmatikus retikulum (ER)
stresszben, am-e folyamat a D2 fehérje lebomlasat nem érinti. Ennek kovetkezménye az
intracellularis T3 szintézis koros allapotokban bekovetkezd csokkenése lehet.
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(Rafael Arrojo e Drigo, Tatiana L. Fonseca, Melany Castillo, Matthias Salathe, Gordana
Simovic, Petra Mohdcsik, Balazs Gereben and Antonio C. Bianco. Endoplasmic Reticulum
Stress Decreases Intracellular Thyroid Hormone Activation via an elF2a-Mediated Decrease
in Type 2 Deiodinase Synthesis. Molecular Endocrinology December 1, 2011 vol. 25 no. 12
2065-207 IF: 4,544)

Ubikvitinaciés folyamatok tanulmanyozasa soran szerzett jartassagunk eredményeképpen
felkérésre vettiink részt a kisspeptin receptoranak (KISS1R) lebomlasi vizsgalataban. Ennek
soran kimutattuk, hogy az emberi Arg386Pro, e nagy klinikai jelentéségli aktivalo mutacio
tulmiikodése a mutans csokkent proteolizise miatt alakul ki. A munka az Endocrinology cim-
lapjara kertilt.

(Suzy D. C. Bianco, Lauren Vandepas, Mayrin Correa-Medina, Baldazs Gereben, Abir
Mukherjee, Wendy Kuohung, Rona Carroll, Milena G. Teles, Ana Claudia Latronico and
Ursula B. Kaiser. Kiss1R intracellular trafficking and degradation: Effect of the Arg386Pro
disease-causing mutation. Endocrinology 152(4):1616-26 IF: 4,459)

Az American Thyroid Association felkérésére részt vettem egy olyan bizottsdg munkéjaban,
mely a pajzsmirigy endokrinologiai alapkutatasok atfogd metodikai attekintését, tovabba
ajanlasok megfogalmazasat kapta feladatul. Kozel egy éves munkdnk eredménye a Tarsasag
hivatalos véleményeként, ,,Guide-ként jelent meg, egy szerkesztségi ajanlas kiséretében.

(Bianco AC, Anderson G, Forrest D, Galton VA Dr, Gereben B, Kim BW, Kopp PA, Liao XH,
Obregon MJ, Peeters R, Refetoff S, Sharlin D, Simonides WS, Weiss RE, Williams G.
American Thyroid Association Guide to Investigating Thyroid Hormone Economy and Action
in Rodent and Cell Models. 2014 Jan;24(1):88-168. doi: 10.1089/thy.2013.0109. Epub 2013
Dec 12.1F:3,544)

A péalyéazati munka eredményeibdl 9 kozleményt jelent meg (6ssz. impakt faktor: 54,89 és egy
tovabbi kézirat all bekiildés eldtt. Eredményeinkrdl rendszeresen beszamoltunk hazai és
nemzetk6zi konferencidkon (pl. Endocrine Society, American Thyroid Association, Magyar
Idegtudomanyi Tarsasag, Magyar Endokrinologiai és Anyagcsere Tarsasag), tovabba hazai és
kiilfoldi meghivasoknak eleget téve (pl. 10th International Workshop on Resistance to
Thyroid Hormone & Thyroid Hormone Action 2012, Dept. of Biochem. and Mol Cell Biol.,
University of Vienna 2012, Debreceni Endokrin Napok 2013, tovabba meghivott eléado
leszek a European Congress of Endocrinology-n (Wroclaw, 2014 majus) és az Annual
Meeting of the European Thyroid Association (Santiago de Compostella 2014 szeptember)
konferencigjan.
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