A pajzsmirigyhormonok szdmos biologiai folyamat, igy a fejlédés, a novekedés és az
anyagcsere alapvetd fontossagu tényez6i. A tiroxin (T4) pro-hormon, melynek a
pajzsmirigyhormon aktivacié sordn dejodacioval T3-a kell alakulnia ahhoz, hogy
kotddni tudjon a pajzsmirigyhormon magreceptorhoz és biologiai hatasait kifejthesse.
A T4 aktivaciot az agyban a kettes-tipust dejodaz enzim (D2) katalizalja. A palyazat
célkitiizései a kozponti idegrendszeri pajzsmirigyhormon aktivacid cellularis és
molekuléris vonatkozéasainak vizsgalatahoz kapcsolddtak. Munkank fobb eredményeit

az alabbikban foglaljuk 6ssze.

Egyik célunk az alacsony T3 szindréma (nonthyroidal illness syndrome, NTIS)
molekularis pathogenezisének vizsgéalata volt. Az NTIS egy olyan rendkiviil gyakori
endokrin koérkép, amit csokkend keringd pajzsmirigyhormon szintek és erre
aktivacioval nem valaszolo centralis agyi pajzsmirigyhormonszabalyozas jellemez.
Elézetes eredményeink valosziniisitették, hogy a dio2 gén terméke, a D2 fehérje a
idegrendszeri T3 szintézisen keresztiil jelentds szerepet jatszik a szindroma
kialakulasaban, igy célunk az emberi dio2 gén citokinek altali transzkripcios
szabalyozasanak molekularis biologiai vizsgalata volt.

A dio2 gén kiilonb6z6 szakaszait rekombinans luciferaz riporter gén elé helyeztiik és
aktivitasat p65 NF-kB alegységet kodolod plazmid jelenlétében HCI11 sejtvonalban
vizsgaltuk. transzfektaltuk. A gén valaszkészségét a 3° ~ 1 kb-ra lokalizaltuk. Ebben a
szakaszban a TESS adatbazis hasznélataval 6 feltételezett NF-kB kotohelyet
azonositottunk. HeLa sejtekben NF-xB fehérjét expresszaltunk s ezt gélretardacios
assay-ben alkalmaztuk a kotOhelyek jellemzésére. Megallapitottuk, hogy a 2-es (-683
bp 5’ a transzkripcios inditohelytdl /TSS/) as az 5-6s szdmu hely (-198 a TSS-t6l) koti
az NF-kB. A 2-es és 5-0s kotohelyének NF-kB kotési kapacitdsa megegyezd volt. A
kotdhelyeket  helyirdnyitott mutagenezissel mutaltuk ¢és a transzaktivacios
képességiiket riporter assay-vel tesztelve bizonyitottuk, hogy a dio2 gén NF-xB
véalaszkészségében 2-es hely nem vesz részt, tehdt azért az 5-0s hely felelds.
Vizsgaltuk tovabba, hogy a masik f6 citokin effektor, a STAT fehérje csalad képes-e
befolyasolni a dio2 gén expresszidjat. A STAT3 és STATS nem valtoztatta meg a
dio2 gén valaszkészségét a HC11, HEK293 és COS7 sejtekben.



Osszefoglalva, az NF-xB a dio2 gént transzkripcionalisan szabalyozza az 5-0s sz.
kotéhelyen keresztiil. Vizsgalatainkat kiterjesztve MSTO-211H megéllapitottuk, hogy
az NF-kB medialt jelatviteli utvonal az endogén D2 expressziot is képes szabalyozni.
E feltart mechanizmus az alapjat képezheti a hipotalamuszban fertdzés soran
bekovetkezd D2 expresszid6 ndvekedésnek. Az ennek kovetkeztében létrejove T3
talsuly szupresszalni képes a TRH termelést, s e lokalis T3 tdobblet miatt a
hipotalamusz-hipofizis tengely nem képes valaszolni az NTIS-ben létrejové alacsony
keringd pajzsmirigyhormon szintre.

Eredményeinket eléadas formdjaban is bemutattuk a Pajzsmrigy Vildgkonferencian

majd az Endocrinology-ban kozoltiik (1).

Az alacsony T3 szindroma pathogenezisét magyarazni kivano kiindulasi hipotézisiink
alapjan tehat a D2-t termeld hipotalamikus tanicitdkban lejatszodd D2 aktivitas
novekedés s azt kdvetd T3 szint emelkedés szupresszalnd a hipotalamusz-hipofizis-
pajzsmirigy tengelyt a TRH neuronok megndvekedett T3 inputjan keresztiil. Mivel a
D2 fehérje instabil és ubikvitinalodik, igy megvizsgaltuk, hogy az NF-xB utvonal
képes-e befolyadsolni a D2 aktivitast e poszt-transzlacids utvonalon is.

Az USP33 (VDU-I) a D2 deubikvitindza, ami képes csokkenteni a D2 lebomlast és
ezaltal megnovelni a D2 aktivitast. Ehhez eldszor képet akartunk alkotni a a D2
szelektiv proteolizisének idegrendszeri jelentoségérdl, igy megvizsgaltuk két
kulcsszerepld, a WSB1 ubikvitin ligaz és az USP33 deubikvitindz jelenlétét a patkany
agy D2-t expresszald sejtjeiben. Mig a D2-t expresszald asztrocitdk expresszaltak
WSBI1-et, USP33 nem volt jelen ezekben a sejtekben. Ezzel ellentétben a harmadik
agykamra falaban elhelyezkedd, D2-t termeld tanicitdk ko-expresszaltak a WSB1-et
¢s az USP33-at. Ez arra utal, hogy mig feltehetdéen mindkét sejt-tipusban
mitkdddképes a D2 ubikvitindcio, addig ennek USP33 4ltali reverzibilis forméja csak
tanicitdkban mikodik. Real-time PCR-el vizsgaltuk a WSB1 és USP33 expresszio
pajzsmirigyhormon fliggését in vivo patkany agy kiilonb6z6 teriiletein és azt talaltuk,
hogy e fehérjék expresszidja nem szabalyozodik T3 fiiggé modon. Ennek alapjan
valoszintisithetd, hogy a D2 ubikvitindcids szabalyozasdnak f6 feladata nem a
pajzsmirigyhormon homeosztazis fenntartasa, inkabb stimulusokra torténd rapid T3

szint befolyasolasa lehet. Eredményeink az Endocrinology-ban jelentek meg (2).



Mivel bizonyitottuk, hogy az USP33 jelen van tanicitdkban, megvizsgaltuk, hogy az
NF-kB hat-e az USP33 expresszidjara. Ez azt jelentené, hogy a NF-xB a D2 aktivitast
nem kizarélag transzkripciondlisan, hanem poszt-transzlacionalisan, az ubikvitinalt
D2 mennyiségének csokkenésén keresztiil is szabalyozhatna. Klonoztuk az emberi
USP33 promoterénk, ennek in vitro és in vivo vizsgalata nem erésitette meg, hogy az
USP33 expresszidja NF-xB érzékeny lenne.

A dejodazok alacsony T3 szindromaban betdltott szerepérdl alkotott aktualis képet a

Cellular and Molecular Life Science-ben 6sszefoglalo cikkben tekintettiik at (3).

Jellemeztiik tovabba a Teb4-et, a D2 10 ubikvitin ligazat. A Teb4 felgyorsitja a D2
lebomlasat az ubikvitin-proteaszoma ttvonalon, de e hatds nem gyorsithato tovabb
WSBI1-el, a D2 els6ként megismert ubikvitin ligdzaval. Megmutattuk, hogy a D2
fehérje korabban altalunk leirt ubikvitinacids hurkanak eltavolitdsa meggatolja a Teb4
D2 aktivitas csokkenésére kifejtett hatasat. Adataink ramutatnak, hogy a WSBI1 ¢és a
Teb4 nem egymast erdsitd, hanem helyettesitd szerepet jatszik a D2 medialt T3
képzddés ubikvitinacids ttvonalon torténd szabalyozasdban. Ennél fogva a két ligdz
szovet-, ill. sejt-tipus specifikus expresszidja hatdrozhatja meg a WSBI ill. Teb4
medialt D2 lebomlas érvényre jutasat. Ezért megvizsgéltuk a Teb4 szoveti eloszlasat
patkany szovetekben. Mig a barna zsirszovetben a WSB1 dominal a Teb4-el szemben,
addig pajzsmirigyben egyik ligdz sem volt kimutathatd, de az agyban mindkét gén
expresszalodott. A tovabbiakban patkdny agy D2-t expresszalod sejt-tipusaiban
térképeztiik fel a Teb4 jelenlétét. Mig a mediobazalis hipotalamusz T3 generald
centrumat képezd tanicitdkban mindkét ubikvitin ligdz jelen volt, addig asztrocitakban
az agyterilet-fliggetleniil jelenlévé WSB1-el ellentétben a Teb4 csak a kisagyban
expresszalodott. Ez arra utal, hogy mig a hipotalamuszban mindkét ubikvitin ligaz
képes befolyasolni a D2 medidlt T3 szintézist, addig erre a kiemelten T3 érzékeny
hipokampuszban csak a WSBI1 képes a két ligaz koziil.

A Teb4-el kapcsolatos eredményeinket az Endocrine Society konferencidjan mutattuk
be, majd a Mol Cell Biology-ban kozoltiik (4).

Tanulmanyoztuk tovabba a D2 ubikvitinacidjanak strukturalis vonatkozasait €s a
fehérje intracellularis eloszlasanak egyes aspektusait is. Megallapitottuk, hogy a D2
endoplazmatikus retikulumbéli (ER) lokalizacidja stabil retencioval jon létre, majd

kiilonboz6é  sejtkompartmentumokban (ER ¢és plazmamembran) vizsgaltuk a D2



lebomlds mitkodését kiméra fehérjék (D2-Sec62 /ER/ ill. D2-NIS /plazmamembran/)
segitségével és behataroltuk a D2 fehérjében azokat az aminosavakat, amelyek
sziikségesek lebomléasahoz.

Eredményeinket eldadas forméjaban bemutattuk az Eurdpai Pajzsmirigy Térsasag

konferencidjan, majd kozoltiik a J. Biol. Chemistry-ben (5).

Tanulmanyoztuk az idegrendszeri T3 termeléséért felelds kettes-tipusu dejodaz (D2)
enzim lebomldsdnak strukturdlis és funkcionalis vonatkozédsait. Ennek sordn
megallapitottuk, hogy D2 homodimerek mindkét monomerje katalitikusan aktiv és
homodimerizacié sordn veszi fel azt a térszerkezetet, ami sziikséges a dejodacids
1év6 lizineken végbemend ubikvitindcié olyan konformécio véltozasokat hoz létre,
ami a katalitikus aktivitas elvesztéséhez vezet. Megmutattuk, hogy ennek hatterében
az Elongin BC-Cul5- Rbx1-WSB1-USP33 fehérje komplex D2 homodimerekkel valo
képes az ubikvitinacié okozta tranziens konformécié valtozas megsziintetésére. gy ez
a mechanizmus lehetdvé teszi, hogy az ubikvitindcid6 nem kizardlag a D2
proteaszomalis lebomldsa altal hat a T3 szintézisre, hanem a D2 homodimerek
inaktivaciojan keresztiil képes a T3 eldallitds gyors ¢és visszafordithato
szabalyozasara. Ez a feltart mechanizmus az ubikvitinacio-medialt fehérje funkcio-
szabalyozasnak egy eddig ismeretlen utvonalat képviseli. Ez a mechanizmus az
ubikvitinacié altal a fehérjék mitkddésesében eldidézett valtozasok egy teljesen uj
utvonalanak els6 példaja lehet.

Munkénkat az Amerikai Pajzsmirigy Tarsasadg éves konferenciajanak kiemelt “’short
call” szekcidjdban eldadas formajaban mutathattuk majd az megjelent a Mol Cell

Biology-ban (6)

Az idegrendszeri T3 termeléséért felelds kettes-tipusu dejodaz (D2) enzim strukturalis
¢s funkciondlis vizsgdlata soran feltartuk a homodimerizdcionak az enzim
térszerkezetének  kialakitdsdban  jatszott szerepét. E  vizsgdlatainkat most
kiterjesztettiik az enzimcsalad masik két - a D2-vel ellentétben nem ubikvitindlodo és
nem az endoplazmatikus retikulumban, hanem plazmamembran lokalizalt - tagjara, a
pajzsmirigyhormon inaktivacioban szerepet jatszé 1-es (D1) és 3-as (D3) tipusu

dejoddz enzimre. Megmutattuk, hogy mindkét fehérje homodimerizalodik, a dimert



egy transzmembran ¢és egy globularis dimerizacids felszin tartja Ossze, ami
eredményeink szerint a teljes dejoddz enzimesaladra jellemzd tulajdonsag. Erdekes
modon a D3 heterodimerizaciora is képes a masik két dejoddz enzimmel, aminek
bioldgiai jelentdsége jelenleg még nem vilagos. Munkank megjelent a Molecular

Endocrinology-ban (7).

A dio2/PORF lokusz vizsgalata soran megkiséreltiik promoter assay-vel felkutatni a
D2 3’UTR potencidlisan PORF promoterként miikodd szakaszait, de az eziranyu
kisérletek nem tudtak aktiv transzkripcidés komplexet azonositani. A jelenleg elérhetd
egyetlen PORF1 antiszérum citokémiaban nem mikodott igy a peptid in vivo,
sejtszintli azonositasa jelenleg nem megoldhatdo. PORF1-et expresszald konstrukciot
allitottunk eld, amire mesterséges epitopot is fuzionaltattunk. A PORF-1-et HEK293
sejtekben expresszaltuk, lokalizacioja magi és mag koriili volt. Eredményeinkbdl egy

egyetemi szakdolgozat sziiletett (8)

Az idegrendszeri T3 képzddés és a centralis pajzsmirigyhormon szabalyozas kozotti
Osszefliggések fejlodéstani vonatkozasainak jobb megértését célzd vizsgalatainkhoz
klonoztuk a csirke dio2 (cdio2) promotert és jellemeztiikk a 3.6 kb-os cdio2 hatarolo
régiot. Megallapitottuk, hogy a promdter cAMP és NF-kB érzékeny, tovabbé hogy az
emberi dio2-h6z hasonldan, ill. a patkany dio2 promoterrel ellentétben, érzékeny az
Nkx2.1 (TTF-1) transzkripcios faktorra. A csirke promoternek csak a proximalis
szakasza konzervalt az emberi dio2 promoterrel Osszehasonlitva. In  situ
hibridizaciéval ki tudtuk mutatni az Nkx2.1 expressziojat csirke tanicitdkban.
Emellett elvégeztilk a tanicitalis D2 expresszio ontogenetikus behatarolasat is 13
napos csirke embrid, ill. 0jsziilott, egy napos patkany mediobazalis hipotalamuszaban
nagy érzékenységii in situ hibridizacioval sikeriilt kimutatnunk a D2 expressziojat,
annak ellenére, hogy e teriileten ilyen fejlddési stddiumban az expresszid a korabbi
modszerekkel nem volt detektalhatd. Meglepé6 modon a harmadik agykamra alatti
béta-tanicidk expresszaljak a fejlodés e stadiumaban az enzimet, mig a kamra falanak
alfa-tanicitdi nem. Ez a tanicitdk al-tipusainak eltérd expresszids mintdzatira vilagit
ra, ¢és arra enged kovetkeztetni, hogy a kozeli paraventrikuldris magban elhelyezkedd
TRH neuronok T3 feed-backjéhez sziikséges T3 megtermelésében az eltérd tanicita

altipusok az egyedfejlodés folyaman eltéré mértékben vesznek részt. A tanicitalis D2



expresszid szabalyozéasa csirkében adataink szerint fiigghet az Nkx2.1-t6l. A feltart
jelenség szerepet jatszhat a hipotalamikus T3 képz6dés beindulasaban ¢és ezaltal a
centralis pajzsmirigyhormon szabalyozéas kialakuldsahoz sziikséges T3 feed-back

biztositasaban (kézirat elokésziiletben).

Egy egylittmiikodés keretében proteomikai vizsgalatokat végeztink dejodaz-
interakcids partnerek azonositasa céljabol. Megmutattuk, hogy a 3-as tipust dejodaz
(D3) enzim kapcsolddik egy Peroxiredoxin 3 (Prx3) nevii fehérjével. Prx3 hianyaban
a D3 aktivitads csokken, de a D3 fehérje mennyisége nem valtozik. Mivel a Prx3
fehérje redukald hatast fejt ki, feltételezzilk hogy az a D3 szelenoenzim eddig
ismeretlen in vivo redox kofaktora lehet. Eredményeinket az Endocrine Society

konferenciajan mutattuk be, majd az Endocrinology-ban kozoltiik (9).

A D1 enzim mRNS-ének daganatokban feltart 0j poliformizmusai kapcsan a Thyroid
felkérésére Osszefoglaltuk a poliformizmusok pajzsmirigyhormon aktivacioban

betoltott szerepével kapcsolatos aktualis ismereteket (10).

Felkérésre az Endocrine Reviews-ban, a legidézettebb endokrinolégiai - ¢és a
biomedikai ujsagok fels6 egy szazalékaba tartozd - szaklapban egy nagyobb
terjedelmt Osszefoglaldé munkédban tekintettiik 4t pajzsmirigyhormon metabolizmus

szabalyozasanak vizsgalata sordn elért eredményeinket, tovabba a teriilet leglijabb

fejleményeit (11).
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