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l. BEVEZETES

A pajzsmirigyhormonok (PMH) szamos alapvetd biologiai folyamat, pl. a metabolizmus,
idegrendszeri fejlodés és mikodés, novekedés, stressz és a szaporodas létfontossagu
szabalyozoi. A napi PMH termelés a hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy (HHP) tengely
szigortl szabalyozasa alatt all, aminek célja a szérum T3 szintek élettani tartomanyban tartasa.
A HHP tengely kozponti szabalyozoi, a hipofiziotrop tirotropin releasing hormon (TRH)
neuronok a patkany hipotalamusz paraventrikularis magjanak (PVN) medialis parvocellularis
és periventrikularis almagjaiban helyezkednek el. A TRH neuronok axon terminalisai az
eminentia mediana (EM) kiilsé z6najaba nyulnak, ahol a fenesztralt portalis kapillarisokba
szekretaljak a TRH peptidet, ami ezutan az eliilsé hipofizis tirotrop sejtjeit elérve serkenti a
pajzsmirigy stimulalé hormon (tirotropin, TSH) elvalasztasat a periférias keringésbe és ezaltal
stimulalja a pajzsmirigy follikularis sejtjeit. Az emberi pajzsmirigy foként tiroxint (T4) termel,
és csak kis mennyiségben bocsajt ki trijod-tironint (T3). A biologiai hatas kifejtéséhez a T4
prohormonnak T3-a kell alakulnia, mert csak ez a forma képes hatékonyan k6tédni a PMH
receptorokhoz (TR). A PMH a HHP tengely kiilonb6z6é szintjein negativ visszacsatolassal
szabélyozzak sajat termelédésiiket. A PMH szérum szintje viszonylag stabilnak tekinthet6, de
hatasukat jellemzden a szovetekben fejtik ki, ahol a PMH jelatvitel szovet és sejtspecifikus
helyi igényekre torténd szabasat egy Osszetett lokalis szabalyozorendszer végzi. E rendszer
része a lokalis PMH elérhet6séget szabalyozo PMH transzporter-medialt PMH felvétel, a
dejodaz enzim csalad 4ltal szabalyozott PMH metabolizmus (aktivacio és inaktivacio), illetve a
PMH jelatvitel szabalyozasat befolyasol6 PMH receptorok és koregulatorok.

A hipotalamuszban ezen szovetspecifikus rendszer szoros osszefiiggésben van a HHP tengely
miikodésével. Az agyba a PMH kozil elsésorban a T4 jut be, igy lokalis T3 képzddés
kritikusan fontos az egyes agyteriileteken végbemené PMH jelatvitelhez. Az agyban a kettes
tipusu dejodaz (D2)-medialt PMH aktivacio és a harmas tipusi dejodaz (D3)-katalizalt
inaktivacid térben elvalasztva zajlik a glialis sejtekben és neuronokban. A hipotalamusz f6 D2-
t expresszalo, T3 eléallito sejtjeit a harmadik agykamra falat és aljat béleld specializalt glia
sejtek, a tanicitak képezik. Bar a hipofiziotrop TRH neuronok sejttestjei a tanicitaktol tavolabb,
a PVN-ben talalhatok, de axon terminalisaik és a tanicitdk nyulvanyai egymashoz kozel
helyezkednek az EM-ban, igy a TRH neuronok ezen a teriileten kapcsolatba léphetnek a
tanicita eredetli T3-al. Az EM fontos szerepet tolt be mas hipofiziotrop neuroszekretoros

neuronok, pl. a gonadotropin- (GnRH), kortikotropin- (CRH), novekedési hormon- (GHRH)



releasing hormon ¢és szomatosztatin neuronok (SST) szabalyozasaban is, melyek axon
terminalisai szintén ebbe a régioba nyulnak és a PMH jol ismert célpontjait képezik.

A PMH normal szintje a vérben a fejlddés soran egy referencia érték, az G.n. ,set point”
beallitasaval rogziil és ennek eredményeképpen a tengely a keringé T3 szinteket a kivant
tartomanyban tartja. Habar a ,set point” kialakulas idGszaka alatt a PMH szintek szigoru
szabalyozasa kritikusan fontos és hatésa az egész élettartamra kiterjed, az ennek hatterében allo
mechanizmusok nagyrészt feltaratlanok. A ragcesaldo modellek nem jo alternativai a human
HHP tengely fejlodését célzo kutatasoknak, hiszen tengely fejlodési kinetikajuk merében eltér
egymastol, mivel a ragcsalok HHP tengelye alacsony fejlettségi fokot ér el a sziletés
iddszakara. Ezzel ellentétben a csirkék viszonylag jol fejlett HHP tengellyel rendelkeznek a
kelés idején és az embriok egyesével, kozvetleniil kezelheték a tojasokban. Hasonldéan a
ragesalokhoz, a csirke egyedfejlddés soran a HHP tengely miikodésének kezdete megel6zi a
PMH-medialt negativ visszacsatolas kialakulasat. A PMH aktivalo D2 és inaktivalo D3
enzimek szabalyozzak a hipotalamikus T3 elérhetdséget, ezaltal potencialis szabalyozoi
lehetnek a TRH neuronokon kialakuld visszacsatolasnak, azonban jelenleg ezen folyamat
fejlédéstani vonatkozasait alig ismerjiik.

Az ,alacsony T3 szindroma” patogenezisének és a barna zsirszovet (BAT) nem remegéssel
jaré hétermelés (NST) mechanizmusanak feltirdsaban a szovet- és sejttipus-specifikus PMH
jelatvitel szabalyozasa kiilondsen intenziven tanulmanyozott teriiletté valt. A TRH neuronok
visszacsatolas altali szabalyozasat humoralis és neuronalis inputok irhatjak felil kiilonb6z6
specialis koriilmények és kihivasok, pl. éhezés, hideg hatas, fertdzés soran. Az ,alacsony T3
szindroma” jellemzdéen kritikus allapotu betegekben jelentkezé korkép, ami egyben a HHP
tengely megvaltozott szabalyozasanak markans példajaul is szolgal. Ebben az allapotban a
csokkend szérum TSH és PMH szintek ellenére a HHP tengely aktivalodasa nem kovetkezik
be. A megvaltozott PMH jelatvitel szabalyozasanak részletes vizsgalata nélkiil a szindroma
természetének és potencialis kezelési lehetdségeinek feltarasa nem végezhetd el. A szindroma
mechanizmusat célz6 kutatasok gyakran hasznalt modellje ragcsalokban a bakterialis
lipopoliszacharid (LPS) indukalt szisztémas gyulladas.

A BAT az elhizassal kapcsolatos kutatasok eldterébe keriilt, ugyanis ragcsalokban, valamint
Ujsziilott és felndtt emberekben alapvetéen fontos szerepet jatszik az NST soran felszabaduld
energia leadasaban. Hideg hatdsara a hipotalamusz a szimpatikus idegrendszeren keresztiil
aktivalja a BAT-ot, melynek eredményeképpen az uncoupling fehérje-1 (UCP-1) szétkapcsolja
a mitokondrialis terminalis oxidaciot és a felszabadulé energia h6 formajaban leadasra keriil.

Hidegstressz soran a PMH ¢és noradrenalin (NA) jelatvitel egyiittesen felels a lipogenezisért, a
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lipid mozgositasaért és a hofelszabadulas szabalyozasaért. A hideg kivaltott, D2-medialt lokalis
T3 képzés novekedése eldsegiti a trigliceridek felszabadulasat a sejt raktaraibol, gyorsitja a
cAMP valaszt és fokozza az UCP-1 expressziot. A BAT PMH jelatvitel szabalyozasanak
mélyebb megismerése alapvetd szerepet jatszik az elhizas kezelésére szolgald terapias

célpontok azonositasaban.

I1. CELOK

Vizsgalataink a szovetspecifikus PMH jelatvitel szabalyozasanak jobb megértését céloztak.
Részletezve célunk volt

1.  tanulmanyozni miként alakul ki a HHP tengely negativ visszacsatolasa

- meghatarozni a PMH-medialt negativ visszacsatolas kialakulasanak id6szakat a fejlodo csirke
hipotalamuszban

- azonositani olyan mechanizmusokat, amelyek a ,set point” kialakulasat iranyitjak

2. tanulmanyozni a hipotalamikus neuroendokrin tengelyek PMH elérhetdségének
szabalyozasat

- jellemezni a PMH inaktivaciot patkany parvocellularis neuroszekretoros neuronokban

- feltarni, hogy hogyan valtozik a PMH elérhet6ség szabéalyozasa neuroszekretoros

neuronokban ,,alacsony T3 szindroma” modellben

3. létrehozni egy 0j transzgénikus egérmodellt, ami lehetévé teszi a szovetspecifikus PMH
jelatvitel vizsgalatat ¢él6 allatokban és szovetmintakban

- jellemezni a Pajzsmirigyhormon jelatvitel indikator egérmodellt (THAI-egér)

- a modell felhasznaldsaval tanulmanyozni az ,alacsony T3 szindroma” hipotalamikus

patogenezisét és a lapockak kozti BAT (iBAT) PMH szabalyozasat



1. ANYAGOK ES MODSZEREK

11 Kisérleti allatok

HHP tengely egyedfejlodési kinetikajanak tanulmanyozasahoz sziikséges White Leghorn csirke
embriokat és ujsziilott csirkéket a Ceva-Phylaxia (Budapest, Magyarorszag) és Wyverkens
(Halle, Belgium) biztositotta.

Ujsziilstt csirkéket, felnétt him Wistar patkanyokat, (testtomeg: 220-250 g) és az tjonnan
létrehozott pajzsmirigyhormon indikator (THAI) egérvonalakat (FVB/Ant hattér) szabvanyos

laboratoriumi koriilmények kozott, szabad taplalék és ivoviz hozzaféréssel tartottuk.

1.2 Rekombindns DNS technolégia és kisérletek sejttenyészetekkel

A THAI DNS konstrukciot (THAIC) tovabba a csirke dejodaz promoter és az in situ
hibridizacidhoz alkalmazott RNS probak készitéséhez sziikséges rekombinans DNS
konstrukciokat standard modszerekkel készitettiik. A DNS darabokat Taq vagy Vent polimeraz
enzimekkel, polimeraz lancreakcioval (PCR) amplifikaltuk, és plazmid vektorokba klonoztuk.
Az igy elkésziilt rekombinans DNS-t baktériumokba transzformaltuk, és a megfelelé klont
szelekcios antibiotikum jelenlétében, baktérium kulturaban szaporitottuk fel.

A csirke Dio2 promoter Nkx2.1 valaszkészségének vizsgalatdhoz U87 human glioma
sejtvonalat hasznaltunk, a sejteket 10% FBS-el kiegészitett DMEM-ben tenyésztettiik és
kalcium-foszfat precipitatum segitségével transzfektaltuk. A transzfekciot 24-lyuka
tenyésztéedényben végeztiik 1600 ng DNS/lyuk felhasznalasaval. Egy nappal a transzfekcio
el6tt lyukanként 20.000 sejtet hasznaltunk melyeket a transzfekcid utan 48 oraval dolgoztunk
fel.

A THAIC-HEK293T sejtvonal létrehozasdhoz HEK293T sejteket 10% FBS-t tartalmazo
DMEM tapoldatban tenyésztettiink, majd Lipofectamine 2000 reagens segitségével THAIC
targeting DNS  konstrukcioval ¢és pcGlobinSB100 transzpozazt kodold — vektorral
transzfektaltuk, hogy el6segitsiik a Sleeping Beauty rekombinaz-medialt genomialis beépiilést.
A klénokat 150 pg/ml zeocin jelenlétében szelektaltuk. A felszaporitott klonokat 24 oran at
hormonmentesitett FBS-b8l késziilt tapban tenyésztettik, majd 24 6ran at 100 nM T3-al

indukaltuk tranziensen expresszalt egér TRa jelenlétében.



13 Pajzsmirigyhormon indikdator (THAIL)-egérmodell létrehozdsa és jellemzése

A targeting-konstrukcio 1étrehozasdhoz a Herpes simplex virus timidin kinaz (TK) minimal
promoterétl 5’ iranyban hirom, a human DIO1 5° hatarolé régiobol szarmazé, DR-4
pajzsmirigyhormon vélaszelem (TRE) kopiat klonoztunk. Ezt a DNS darabot egy kodon-
optimalizalt és metilacio-rezisztens dCpG luciferaz-ShBle fizios fehérjét tartalmazo firefly
luciferaz kodolo régi6 elé klonoztuk, amelyet egy EF1 pAn poliadenilacios kazetta kovet. A
targeting-konstrukciot a pWHERE vektor H19 elvalaszto szekvencidival hataroltuk és a
pT2/BH vektor transzpozaz forditottan ismétl6dd terminalis (ITR) szekvenciai k6zé klonoztuk.
A transzgénikus egerek létrehozasahoz megtermékenyitett FVB/Ant oocitak pronukleuszaba
injektaltuk a targeting transzpozon kazettdt tartalmazd plazmid és az in vitro atirt Sleeping
Beauty transzpozaz mRNS-¢ébdl allo keveréket.

A harom létrehozott vonal (#4, #18, és #23-as vonal) transzgén kopia szaméanak
meghatarozasat 1épbdl sterilen izolalt limfocitakon, fluoreszcens in situ hibridizacioval
végeztink. A transzgén inzercids helyét genomialis DNS-en végzett Splinkerette PCR
technikaval térképeztiik fel. Egy specialisan tervezett, univerzalis Splinkerette oligonukleotid
hasznélataval sokszoroztuk a transzgén kazetta 5° vége és az els6 genomialis BstYT restrikcids
hasito hely kozotti szakaszt, amelyet szekvenalasnak vetettiink ala.

A vonalak fenotipusos karakterizalasa soran meghataroztuk a szérum PMH szinteket, és a
testtomeget, valamint a #4-es vonal, 11 hetes him allatain indirekt kalorimetrias méréseket
végeztiink metabolikus ketrecekben (PhenoMaster/LabMaster) és testtdmeg Osszetétel analizist

végeztiink EchoMRI teljes testtomeg Osszetétel analizator segitségével.

14 Szisztémdas PMH szintek modositdsa és mérése

HHP tengely fejlédési kinetikdjanak tanulmanyozasahoz 19 napos csirke embridkat (E19) és
két napos Gjsziilott (P2) csirkéket kezeltiink 1pg T4, 200 ng T3 vagy kontroll allatok esetében
vivéanyag (5mM NaOH fiziologias so oldatban) intravénas beadasaval (chorioallantois érbe
vagy labvénaba injektalva), 8 oraval mintavétel el6tt.

Feln6tt him Wistar patkanyokat 8 napon keresztiil, kétnaponta, intraperitonealisan (i.p.) 50 pg
T3/100 g testtomeg (N=9) vagy vivOanyaggal (N=9) kezeltiink, és mikrodisszektalt EM
mintaibél D3 enzim aktivitast mértiink.

A THAI-egerek szoveteinek PMH valaszkészségét in vitro szoveti lizatumban és in vivo €16
allatokban is meghataroztuk, miutan az allatok PMH statuszat T4-el (Spg/nap/egér L-T4 vagy
vivéanyag i.p. injekcio 3 napig), T3-al (1 pg/ttg L-T3 i.p. injekcio egy napig) vagy hipotiroid



(0.1% natrum-perklorat és 0.5% metimazol itatévizbe keverve jod mentes tappal kombinalva,
harom hétig) kezeléssel modulaltuk.

Szérum szabad T4 és T3 hormon szinteket AccuLite CLIA Microwells kit-el mértiik, a gyarto
utasitasai szerint. A kit kompetitiv kemilumineszcens enzim immunoassay modszeren alapulod

mikroplate formatumi mérést tesz lehetdvé.

15 LPS beadds, az ,,alacsony T3 szindroma” rdagesalé modellje

Kettds immunofluoreszcens jelolésekhez (D3 és hipofiziotrop peptidek) 200g-os him Wistar
patkanyokat kezeltiink 12 oraig LPS-el (250 pg/ 100ttg; E. coli 0127:B8, Sigma, i.p.), majd
transzkardialis perfuzioval fixaltuk az agyakat. (lasd még: 111/1.6).

THAI-egereket LPS-el kezeltiik (150 pg/allat; E. coli 0127:B8, Sigma, i.p.) és az injekciot
kovetd 6, 8 és 10 ora mulva dekapitaltuk. Az agyteriileteket ,,punch” tii segitségével, elShiitott
targylemezekre helyezett, fagyott metszetekbél mikrodisszektaltuk. A szovetek luciferaz és D2
vagy TRH expresszos szintjét (arkuatusz mag + EM vagy PVN) Tagman valds idejii PCR-rel

analizaltuk.

16 Immunhisztokémia és in situ hibridizdcio

Kontrol és LPS kezelt Wistar patkanyokat TRH detekcidjdhoz 4% acrolein/2%
paraformaldehid (PFA) fixalo szerrel, a GNRH, GHRH, CRH és szomatosztatin kimutataséhoz
4% PFA-val transzkardialisan perfundaltuk. A metszeteken kettés immunofluoreszcens
jeloléssel detektaltuk a D3 fehérjét és a kiilonboz6 hipofiziotrop peptideket. Szabvanyos
hisztologiai el6kezeléseket kovetden a meszeteket éjen at, a megfeleld els6dleges antitesteket
tartalmazo blokkolo oldatban inkubaltuk. Biotinilalt D3 antitestet sztreptavidin-konjugalt
Alexa 488 masodlagos antitesttel mutattuk ki, mig a hipofiziotrop peptidek elsédleges
antitesttét a megfelelé fluoreszcens Cy3 konjugalt masodlagos antitesttel detektaltuk. Az EM
kiils6 zonajabol konfokalis felvételeket készitettiink 60X olaj immerzids objektivvel, Radiance
2100 konfokalis mikroszkoppal. Minden allat esetében az EM kiilso zonjabol véletlenszertien
kivalasztott, 2600 pm2-es, teriileten szadmszerisitettiik a D3-al kolokalizalé hipofiziotrop
peptid tartalmui axon varikozitasok mennyiségét.

4% PFA-val fixalt, 10 um vastag patkany koronalis metszeteken GnRH-t, D3-at vagy RAB3
markert mutattunk ki egyes immunofluoreszcens jeloléssel. Az EM kiilsé zonajaban
elhelyezked6 axon varikozitasokrdl Nikon N-STORM szuperrezoliicios mikroszkép rendszer
segitségével felvételeket készitettiink és NIKON NIS szoftverrel festésenként 500

immunreaktiv klaszter atmérdjét mértilk meg.



D2, Nkx2.1, D3 ¢és proTRH mRNS fejlédéstani expresszidjat in situ hibridizacioval
tanulmanyoztuk. 12um, nativ, koronélis csirke agymetszeteket kriosztaton metszettiik le és
targylemezekre vittiik fel. Prehibridizalds utan az el6bb emlitett mRNS-ek egyikét éjjen at,
65°C-on hibridizaltuk 500-1000 bazispar (bp) hosszusagi, S*-jelolt cRNS probaval. A
radioaktiv jelet az egyes RNS-nél kiilonb6z6 exponalasi idékkel, Kodak Autoradiografias
Emulzioval detektaltuk. A proTRH in situ hibridizacios jelének denzitometrids analizise soran
megmértiik az atlag eziist szemcese stirliséget az E19 és P2 csirke PVN f616tt ImageJ szoftver

segitségével.

1.7 Dejoddcios assay

A D2 enzim aktivitds mérése in vitro, széveti lizatumbél térténik és a 1'"®—jelslt T4 kiilsd
gyliriijérél, D2 4ltal, eltavolitott szabad I'® mennyiségének meghatarozisan alapul. Ezt a
modszert hasznaltuk a D2 aktivitds meghatarozasara a fejlod6 csirke hipotalamuszban és
MBH-ban, illetve hidegstressz kezelt THAI-egerek iBAT mintaiban szimpatikus denervalas
hatasanak vizsgalatara. A fagyasztott szovetmintakat PE pufferben homogenizaltuk (0.1M
kalium-foszfat, 1 mM EDTA (pH 6.9), 0.25M szukréz, 10 mM DTT). Minden reakcioba
egységnyi fehérje mennyiséget és I'®-jelolt T4-et mértink be, majd a reakcié keveréket
megfelelé idétartamig 37°C-on inkubaltuk. Ismert mennyiségii fehérje altal, adott id6 alatt

1125

lehasitott szabad '™ mennyiségét (a D2 aktivitisat) gamma-méré segitségével hataroztuk meg.

1.8 Luciferdz enzim aktivitds mérés szovetmintdakban és él6 dllatban

Firefly luciferaz enzim aktivitasat in vitro sejt- és szovetlizatumbol, hataroztuk meg. A reakciot
96 lyuku plate-ben az enzim szubsztratjat, valamint ATP-t tartalmazo ,Luciferase Assay
Reagent” hozzdadasaval inditottuk el és az enzimatikus reakcid sordn keletkez6 jelet
Luminoskan Ascent luminométerrel detektaltuk. Ezzel a moddszerrel mértik a U87
sejttenyészetben expresszalt csirke Dio2 promoter aktivitdsat Nkx2.1 transzkripcios faktor
jelenlétében, illetve THAIl-egér szoveteiben expresszalt luciferaz aktivitdsat megvaltozott
szisztémas PMH szintek mellett.

Luciferaz enzim aktivitast T3 kezelt, eutiroid, hipotiroid, valamint hidegstresszelt (24 6ra, 4°C)
¢16 THAI-egérben IVIS Lumina II in vivo képalkotoé rendszer segitségével kvantfikaltuk. Az
€16 allatokrol ketamin-xylazin altatasban, 15 perccel az enzim szubsztrat, D-Luciferin (i.p.
injekcio, 150 és 750 pg/ttg, PBS-ben oldva a T3 kezelt és hidegstresszelt allatok esetében)
beadasa utan készitettiink felvételeket, miutan szériiket eltavolitottuk az iBAT és a hasi szervek

teriiletérél. Az egyes szervekbdl szarmazé fény mennyiségét, az egyes allatokrol készitett
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felvételeken azonos méretii és alaku teriiletekrdl (region of interest= ROI) szoftver segitségével

meértiik meg és hasonlitottuk dssze.

1.9 Taqman valos idejii kvantitativ PCR

Génexpresszios valtozasok mértékét Tagman valos idejii PCR reakciokkal hatdroztuk meg
nativ, fagyasztott szovetekbdl. Vizsgaltuk az E19 és P2 csirkék hipofizisében TSHBE mRNS
expressziojat T3, T4 és vivoanyag kezelés hatasara, THAI-egerekben az intakt és denervalt
iBAT D2 ¢és luciferaz expresszidjanak valtozasat hidegstressz soran, valamint D2, luciferaz és
TRH mRNS szint valtozasokat mikrodisszektalt agyteriileteken LPS kezelés hatasara. Total
RNS-t fenol-kloroform alapu szilika-oszlopos tisztitassal izolaltuk ,,RNeasy Lipid Tissue Mini
kit” segitségével, a gyarto utasitasai szerint. ,,High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”
segitségével 1 pg total RNS-t irtunk at egyszali DNS-¢é, amelybdl 10ng keriilt minden egyes
Taqman reakcioba. A reakciohoz Thermo Fisher Scientific altal tervezett és gyartott Tagman
génexpresszids probakat és ,,Tagman Fast Universal PCR Mastermix”-et hasznaltunk. A

génexpresszios értékeket GAPDH belsd kontroll génhez viszonyitottuk.

1.10 Statisztika

Minden adatot atlag + SEM formatumban adtunk meg. A csoportokat kétmintas t-probaval
hasonlitottuk 6ssze. Tobbszords Osszehasonlitasokat egy utas ANOVA-t kdvetden Newman-
Keuls vagy (3-nal tobb csoport esetében) Tukey post-hoc teszttel végeztik. Az iBAT
denervalasi kisérletek eredményeit Osszetartozd6 mintds varianciaanalizis (Repeated

Measurements ANOV A) mddszert kovetden Tukey post-hoc teszttel értékeltiik ki.



V. EREDMENYEK

1. Negativ visszacsatolas kialakulasinak szabalyozasa a fejlodé  csirke

hipotalamuszban

11 A csirke HHP tengely T4 indukalt negativ visszacsatolasa az E19 és P2

kozotti idészakban alakul ki

Els6ként a hipotalamikus negativ visszacsatolas kialakulasanak iddszakat kivantuk
meghatarozni ezért kiilonbozé fejlédési stddiumokban tanulmanyoztuk a PVN proTRH
expressziojanak exogén T4 és T3-ra adott valaszat. In situ hibridizacioval megallapitottuk,
hogy az E19 kort PVN-ben a T4 nem gatolta szignifikdnsan a proTRH expresszidjat,
ellentétben a P2-ben tapasztalt 25%-os csokkenéssel. A T4 kezeléssel ellentétben a T3 mind
E19-ben, mind P2-ben (30 ill. 25%-al) csokkentette a csirke PVN proTRH mRNS szintjét. A
hipofizis TSHB mRNS expresszioja is hasonloan korfiiggd modon reagalt T4 és T3 hatasara;
P2 allatokban 60% illetve 20%-al csokkentette a TSHB mRNS szintjét, de egyik kezelésnek

sem volt hatasa az E19 hipofizisben.

1.2 A helyi PMH metabolizmus szerepe a hipotalamikus negativ visszacsatolds

kialakuldsaban

Az E19 PVN TRH expresszios valaszkészségének T4 és T3 kezelés utan tapasztalt kiilonbsége
azt valosziniisitette, hogy a hipotalamikus pajzsmirigyhormon aktivacié és inaktivacio
fejlédéstani valtozasai fontos résztvevdi lehetnek a ,,set point” kialakitasanak. Elséként a helyi
PMH aktivaciot végz6 D2 mRNS expresszidjat vizsgaltuk izotopos in situ hibridizacioval a
fejlédé hipotalamuszban, a visszacsatolas kialakulasa elétt és utan. Joval a ,set point”
kialakulasa el6tt, E13-ban kimutattuk a D2 mRNS jelenlétét, “posterior” hipotalamikus
teriileteken B-tanicitaiban, illetve perivaszkularis képletekben az egész hipotalamuszban. P2
korban a D2 mRNS expresszidé megjelent az ,.anterior” teriiletek B-tanicitdiban és kiterjedt az
a-tanicitakra is, létrehozva egy expresszids mintazatot a harmadik agykamra ependima rétege
mentén. A dejodacios enzimaktivitds mérésével vizsgaltuk a D2 aktivitasanak alakulasat mind
az MBH-ban, mind az MBH-n kiviili hipotalamikus szbvetekben, E15 E18 és P2 korban. E15
és P2 kor kozott D2 aktivitds 11.6-szoros novekedést mutatott az MBH-ban és jelentOsen

alacsonyabb, de szignifikans 3.9-szeres novekedést ért el az MBH-n kiviili teriileteken.

10



Megvizsgaltuk a D3 mRNS expressziojat és fehérje szintjét is a visszacsatolas kialakulasa el6tt
és utan, de nem talaltunk jelentds mennyiségi eltéréseket sem neuronokban, sem a rendhagyé

modon D3-at expresszalé tanicitakban.

13 Az Nkx2.1 mRNS expresszalodik csirke tanicitikban, de nincs jelen a

perivaszkularis képletekben

Olyan faktorok azonositasat is megkiséreltiik, amelyek szerepet jatszhatnak a D2 expresszio
fejlédéstani valtozasaiban. Mivel az Nkx2.1 olyan fejlédéstanilag jelentds transzkripcids faktor
ami a human DIO2 gén és tobb pajzsmirigy-specifikus gén transzaktivaloja, igy feltételeztiik
hogy a csirke D2 expresszi6 egyik potencialis szabalyozoja lehet az agy fejlédése soran. In situ
hibridizaciéval megmutattuk, hogy az Nkx2.1 és a D2 expresszio E13 és P2 korban is atfed a
harmadik agykamra faldban és aljaban elhelyezked§ a tanicitdkban, de az Nkx2.1 nincs jelen a
D2-t expresszalod perivaszkularis képletekben. Promoter vizsgalatot végeztiink U87 glioma
sejteken annak megértése céljabol, hogy a D2-t és Nkx2.1-et egyiittesen expresszald csirke
tanicitakban funkcionalisan miikod6képes lehet-e a Dio2 gén Nkx2.1 altali transzkripcionalis
aktivacidja. Nkx2.1 koexpresszié ~4-szeresen és 1.8-szorosan ndvelte cDio2 promoter 3.6kb és
nem adott vélaszt. A haszndlt, 3.6kb hossza, cDio2 5’ hatarolo régiot szekvencia analizisnek
alavetve 6t potencialis Nkx2.1 kot6helyet azonositottunk (transzkripcionalis kezdd helyhez

viszonyitva: -18, -2872, -2587: TCAAGG; -2321, -1671; TCAAGT).

2. Pajzsmirigyhormon elérhetéség szabalyozasa ragcesaloé hipotalamusz parvocellularis

neuroszekretoros neuronjaiban

21 A D3 megoszlasa és sejten beliili elhelyezkedése patkany hipotalamuszban

A neuronok nem képesek T3 el6allitasra és azt a glia sejtekt6l veszik fel. A T3 intracellularis
szintjének pontos beallitasaért neuronokban a D3-medialt T3 inaktivalas felels. Vizsgalni
kivantuk, hogy hogyan miikodik ez a folyamat neuroszekretoros neuronokban.
Fénymikroszkopos immunhisztokémiaval vizsgalva a D3 elhelyezkedését, az immunreaktivitas
egyenetlen eloszlasban, apré pontokként jelentkezett a hipotalamuszban. Legnagyobb
stirliségben az EM kiilsé zonajaban észleltiik, ott ahol a hipofiziotrop axonok a portalis
kapillarisok koriil csoportosulnak. A D3 immunreaktivitasa az EM-ba vetiil§ teriileteken (pl.
medialis preoptikus teriilet, PVN és arkuatusz mag) és a legtébb hipotalamikus régioban jelen

volt, bar itt kevésbé intenziv jelet detektaltunk, mint az EM-ban. Mivel a neuronok
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perikarionjaban nem talaltunk D3 jelet, a jelek pontszerii jelenléte az EM-hoz hasonloan
ezekben a régiokban is az axonalis lokalizaciora enged kovetkeztetni.

Csoportunk korabbi ultrastrukturalis vizsgalatai az axon varikozitasokban 1évé D3-at ,,dense
EM kiils6 zonajaban lokalizalodd DCV-ken torténd pontos meghatarozasaval folytattuk. Egyes
immunofluoreszcens jelolést N-STORM  szuperrezolicios mikroszkopiaval — vizsgalva
megmutattuk, hogy a D3 C-terminalis része 83.9 nm nagysagi immunreaktiv klasztereket alkot
melyek szignifikdnsan nagyobbak mint a vezikula belsejét kitoltd, 65.6 nm-es, GnRH
klaszterek, mig a DCV felszinét fedd RAB3 fehérjét jelolé immunreaktiv klasztereket 81.4 nm-
nek mértiik. Tehat N-STORM mikroszkdpiaval bebizonyitottuk, hogy a D3 C-terminalis aktiv
centruma a DCV kiilsé felszinén kiviil helyezkedik el és a citoplazmaval érintkezik, ezért ez a
hatarfeliilet lehet az axon terminalisok f6 PMH inaktivald szegmense. Patkany hipofiziotrop
neuronok axonalis kompartmentjeit tartalmazé mikrodisszektalt EM mintakban D3 enzim
aktivitast is talaltunk ami igazolta, hogy a DCV asszocialt D3 katalitikusan és funkcionalisan is
aktiv az axon terminalisokban, rdadasul az aktivitdis mértéke 4-szeresére emelkedett

hipertiredzis hatasara.

2.2 D3-immunoreaktiv hipofiziotrép tremindlisok fenotipusa és D3 eloszldsa a

neuroszekretoros neuronokban patofiziologids koriilmények kozott

Az EM-ban 1év6 D3 tartalmu axon terminalisok fenotipusanak meghatarozasahoz kettés
immunofluoreszcens jelolést kovetéen konfokalis mikroszkopiat hasznaltunk és vizsgaltuk a
D3 és hipofiziotrop releasing és inhibiting hormonok kolokalizacidjat. A D3 immunreaktiv
képletek kis szigetekként jelentek meg az axon varikozitdsokban. D3 immunreaktivitast
mutattunk ki a GnRH (71.843.8%), CRH (63.2+7.5%), GHRH (64.2+2.7%) and TRH
(26.6+£5.0%) axon terminalisokban, foként disztalis varikozitasokban ¢és terminalis
szegmensekben. A TRH axonok alacsonyabb D3 tartalma szignifikansan kiilonb6z6tt a GnRH,
CRH és GHRH axonokban észlelttdl, valamint a SST-immunreaktiv varikozitdsokban és
magnocellularis neuronokban nem talaltunk D3-at.

Megmutattuk, hogy a monokarboxilat transzporter 8 (MCT8) PMH transzporter minden axon
fenotipus esetében jelen van, igy a T3 felvétele minden vizsgalt hipofiziotrop axon terminalis
altal lehetséges.

Ismert, hogy a D2-medialt PMH aktivaldé kapacitdas novekszik az MBH-ban LPS kivaltott
salacsony T3 szindroma” modellben. Célunk volt megvizsgalni, hogyan valtozik a

parvocellularis neuronok T3 lebontd kapacitasa ebben a modellben, ezért 12 6raval az i.p. LPS
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injekciot kovetden megvizsgaltunk a parvocellularis axon terminalisok D3 megoszlasat. Az
LPS szignifikansan csokkentette a D3 pozitiv varikozitasok szamat a GHRH (10%) és CRH
(25%) tartalmt axonokban, ami csokkent T3 bontast és emelkedett T3 szintet valoszintisit ezen
neuronokban. Ezzel szemben sem a TRH, sem a GnRH tartalmi axonok esetében nem trtént
valtozds. Az LPS kezelést kovetd valtozatlan axonalis D3 tartalom és a valtozatlan szamu
MCTS8 pozitiv terminalis a TRH neuronokon arra utal, hogy ezen neuronok sejten beliili T3
tartalmukat nem tudjadk szamottevéen befolyasolni, igy a hipotalamusz T3 tartalmanak

kovetésére vannak programozva.

3. Pajzsmirigyhormon jelatvitel indikator egérmodell 1étrehozasa és jellemzése

3.1 Létrehozas

A PMH jelatvitel egy Osszetett molekularis szabalyozé mechanizmus eredéje, ami magéaba
foglalja a PMH transzportot, metabolizmust és a TR-medialt magi folyamatokat. Létrehoztunk
egy PMH jelatvitel indikator (THAI) egérmodellt, aminek segitségével emldsben, in vivo
kornyezetben tanulmanyozhatjuk a szévetspecifikus PMH jelatvitelt. A modellt felhasznaltuk a
hipotalamusz és a BAT PMH jelatvitelének vizsgalatara. Az egerek a szovetspecifikus PMH
jelatvitelt firefy luciferaz riporter gén expresszidjaval jelzik, amit a human DIO1 gén
promoteréb6l szarmazd TRE valaszelemek tripletje tesz PMH érzékennyé. (A targeting DNS
konstrukcio részletes leirasat 1d. a 111/1.2-ben.) A targeting DNS konstrukcio genomba
juttatasat in vitro atirt Sleeping Beauty transzpozazt kddolo mRNS jelenlétében pronuklearis
injektalassal végeztiik.

Harom transzgénikus egérvonalat hoztunk létre (#4, #18 és #23). Fluoreszcens in situ
hibridizacioval kimutattuk, hogy a homozigdta egyedek minden vonal esetében két kopia
THAIC transzgént tartalmaznak azaz a ,,founder” egyedekbe egy kopia épiilt be. Mindharom
vonal szérum fT4 és T3 szintje alapjan eutiredta tovabba testtomege sem kiilonbozik a vad-
tipusétol. Splinkerette PCR-el megmutattuk, hogy a riporter kazetta a #4-es THAI vonal
esetében az L1 repeat csaladba tartozd genomidlis régidba illesztddott be, igy nem valtoztatta
meg egyetlen endogén gén szerkezetét sem. Ennek megfeleléen az allatok semmilyen
azonosithaté fenotipust nem mutattak és a #4-es THAI allatok esetében a PMH statusztol
erbsen fliggd szisztémas paraméterek (zsirmentes testtomeg, zsirtdmeg, 1égzési hanyados
/RER/, oxigén fogyasztas /VO2/) sem kiilonboztek szignifikdnsan a vad-tipusu kontroll

allatokéitol.
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3.2 THAIl-egérvonalak PMH valaszkészségének jellemzése

Megvaltoztatott PMH statuszi homozigota him THAI egerek kiilonféle szoveteibdl vett
mintakat luciferaz aktivitds méréssel vizsgaltuk. A kiilonboz6 szovetekben mért alap luciferaz
aktivitas széles skalan mozgott minden vonalnal. Hat nagysagrendnyi kiilonbséget talaltunk a
maj és a here esetében, de a legtobb szovet értékei két nagysagrendnyi intervallumba estek.
Ezek a kiilonbségek valosziniileg a transzgén DNS inzercios helyének sejt specifikus, alap
transzkripcionalis aktivitasat tilkrozik. A #4-es vonal szoveteinek PMH valaszkészsége nagy
valtozatossagot mutatott L-T4 hatdsara, tekintve, hogy a here 0.8-szoros, az agyteriiletek
(hipotalamusz, hipokampusz, kisagy és agykéreg) 1.5-2-szeres luciferaz aktivitas emelkedést
mutattak, mig az iBAT 64-szeres indukciot jelzett. Ezen kiviil erdsen érzékeny szovetek voltak
a vazizom, sziv, nyalmirigy és bor (4-11-szeres emelkedés). A PMH érzékenység mintazata a
masik két vonal esetében kiilonboz6 volt, ugyanis a #23-as vonalban az iBAT mar csak ~7-
szeres novekedést mutatott L-T4 hatasara, amig a #18-as vonalban nem volt detektalhato
aktivitas ebben a szovetben. A #23-as és a #18-as vonal er6s PMH valaszkészséget mutatott a
hipofizisben, illetve a #18-as vonal esetében mértiik a legmagasabb agyi riporter alapaktivitas
értékeket.

Az adatok ismeretében elmondhatd, hogy #4-es vonal a szovetek széles skalajan nyujt
lehet6séget a PMH jelatvitel tanulmanyozasara, mig a masik két vonal tovabbi lehet6ségeket
tartogat specialis esetek vizsgalatara, amikor elényos a hipofizis nagyobb PMH érzékenysége
(#18 és #23), vagy a magasabb agyi riporter alapaktivitas (#18).

A #4-es THAI-egérvonal estében PMH jelatvitel valaszkészségét megvizsgaltuk csokkent
PMH szintek mellett is. A hipotiroidda tett 4llatokban a luciferaz aktivitast szamos szovet és
agyteriilet lizatumaban vizsgaltuk. Megkozelitdleg 2-3-szoros PMH jelatvitel csokkenést
mértiink  kiillonboz6 agyteriileteken (pl.  hipotalamusz és agykéreg), majban ¢és
fehérvérsejtekben, mig 4-6-szoros csokkenést észleltiink az iBAT-ban, hipofizisben, szivben és
csontban, valamint 10-szeres csokkenést a vékonybélben. Tehat a THAI-egér szamos

szovetében jol detektalhatok a hipotiroidizmus szovetspecifikus tulajdonsagai.

33 A PMH jelatvitel él6 THAI-egérben

A PMH jelatvitel é16 allatban is vizsgalhato in vivo biolumineszcens képalkoté eljarassal a
THAI-egér bizonyos szoveteiben, pl. az iBAT-ban, a vékonybélen, nyalmirigyben, bérben és a
saccus caecum-ban. Hipo- eu-, és hipertiorid (#4 vonalba tartozd) egereket altatasban, 15
perccel D-luciferin i.p. beadast kovetSen vizsgaltunk. A hipotiroidizmus ~80%-al csokkentette

a luciferaz aktivitast a duodenumban és jejunumban, valamint 24 o6raval a felvétel készitést
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megel6z6en adott egyszeri L-T3 injekcid 9-szeresre novelte az iBAT és 3-szorosra a vékonybél
luciferaz aktivitasat, és csak kisebb mértékben novelte az enzim aktivitast a talpparnak és a

farok bérében.

3.4 THAIl-egér felhasznalasa szovetspecifikus PMH jelatvitel vizsgalatara

A THAIl-egér segitségével lehetéségiink nyilt az ,alacsony T3 szindroma” patogenezisének
tanulmanyozasara, mivel a modell biztositja a kiilonbozd agyteriiletek PMH jelatvitelének
kozvetlen vizsgalatat. #23-as vonal mikrodisszektalt EM mintaiban az LPS ~2-szeres D2
mRNS szint névekedést valtott ki, minden vizsgalt idépontban (6, 8, 10 oraval i.p. LPS
injekctio utan). Ezt a luciferaz expresszidjanak novekedése is kovetette ami 8 oOra utan valt
szignifikanssd, abban az idépontban, amikor a TRH expresszio ~50%-al csokkent a PVN-ben.
Eredményeink ramutatnak, hogy az ,,alacsony T3 szindréma” kialakulasa soran a D2-medialt
lokalis PMH aktivacié novekedése hatassal van a PMH jelatvitelre az MBH-ban, ez pedig
hozz4jarul a HHP tengely gatlasahoz és a TRH expresszid csokkenéséhez a PVN-ben.

Az iBAT miikodését noradrenerg és PMH jelatvitel egyiittesen befolyasolja és a kozponti
idegrendszer szabalyozasa alatt all. El6 THAI-egerek (#4) iBAT-jaban 9 és 24 Oras
hidegstressz utan, biolumineszcens képalkotassal PMH jelatvitel emelkedést detektaltunk, tehat
ki tudtuk mutatni a PMH elérhetdség fiziologias stimulusra bekovetkezd valtozasat. Az iBAT
biolumineszcenciaja 24 6ra utan 3.2-szeres ndvekedést mutatott, mig a talpbdr értéke nem
valtozott. Hasonlé indukciot mértiink iBAT szdvetmintak lizatuméban is.

A modell felhasznalasaval tanulmanyoztuk az iBAT PMH jelatvitelének noradrenerg
szabélyozasat. Az iBAT egyoldali szimpatikus denervacioja nem befolyasolta az alap D2
aktivitast és luciferaz riporter mRNS szintjét, jelezve hogy az alap PMH jelatvitel kevésbé fiigg
a szimpatikus bemenetekt6l. A denervalas csokkentette az iBAT hidegstresszre adott valaszat,
és gatolta a 9 oras hideg kezelés altal indukalt ~2-szeres NA szint novekedést, a 9-szeres D2
expresszio és a 18-szoros D2 aktivitas novekedést, ezzel ellentétben az intakt iBAT lebenyben
~2.7-szeres luciferaz mRNS expresszi6 novekedés kovetkezett be. Ennek alapjan
megallapithatd, hogy a szimpatikus idegrendszer az alap és hideg-indukalt PMH jelatvitelt
eltéré modon szabalyozza.

A PMH-k elony6s hatdsainak (pl. koleszterin szint és testsuly csokkentd) kiakndzasra
fejlesztett, de a nem kivanatos kardialis mellékhatasokat mell6z6, TR izoforma-specifikus
PMH analogok, vagy tiromimetikumok tesztelésére a THAI-egér rendkiviil hasznos modellt

kindl. A #4-es vonal allatain GC24 TR izoforma-specifikus hatdanyagot tesztelve ~2.5-
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szeresre nétt a luciferaz aktivitas a TRP dominans majban, viszont a PMH jelatvitel nem

novekedett a TRa dominans szivben.

V. KOVETKEZTETESEK

Bemutatott eredményeink és a vizsgalatokhoz létrehozott 0j transzgénikus egérmodell a fejl6do
és feln6tt agyban valamint a periféridas szovetekben zajlo PMH jelatviteli folyamatokat
tamogato mechanizmusok jobb megértéséhez jarulnak hozza.

Annak ellenére, hogy a PMH-medialt hipotalamikus ,,set point” beallitas alapvetéen fontos a
megfeleld PMH haztartas és a szoveti mikodés szempontjabdl és az ¢él6lény egész
élettartamara  kiterjedd hatassal bir, kialakulasanak mechanizmusa Kevéssé ismert.
Vizsgalataink soran csirke modellt hasznalva meghataroztuk a ,,set point” kialakulas idszakat
és megmutattuk, hogy a D2-medialt hipotalamikus T3 eléallitas dramai névekedése a fejlédés
soran meghatarozé a helyi PMH jelatvitel szigora szabalyozasaban, és a TRH neuronokon
végbemend negativ visszacsatolas kialakulasaban. Az anyai PMH statusz befolyasolja a
magzati PMH elérhetdséget, és a fejlodés soran megvaltozott PMH szintek eltolodott HHP
tengely ,set point”-ot és tartds defektusokat eredményeznek. Adataink 0j érvekkel
szolgalhatnak azon vita eldontéséhez, ami a PMH szintek ellendrzésének rutin terhességi
vizsgalatokba torténd ellenérzésérdl folyik, kiilonds tekintettel arra az idészakra, amikor a
HHP tengely ,,set point”-ja kialakul. Hasznos lenne a vizsgalatok kiterjesztése foemlésokre,
hogy a bemutatott folyamatok jelent6ségét igazolni tudjuk magasabb rendii gerincesekben is.

A neuroszekretoros neuronok a PMH-k {8 célpontjai a hipotalamuszban. A hipofiziotrop
parvocellularis neuronok axon terminalisainak dense core vezikulai felszinén bdségesen
jelenlévd, milkodoképes D3 a neuroendokrin tengelyek PMH-medialt szabéalyozasanak j
atjara utalnak. D3 tartalmuk alapjan kétféle axon terminalist kiilonitettiink el (D3-at tartalmazo
és D3 nélkiili axon terminalis). A D3 pozitiv axon varikozitasok szama erésen eltéré volt a
kiilénb6z6 neuroendokrin axisok neuronjaiban szamuk bakterialis LPS altal kivaltott gyulladas
soran eltéréen valtozott. Tehat létezik egy axon-tipus specifikus intracellularis T3 elérhet6ség
szabalyozas a neuroszekretoros neuronok terminalisaiban. A hipotalamikus T3 {6 forrasat az
EM-ban 1év6 tanicitak nyulvanyai jelentik, viszont a hipofiziotrop neuronok sejttestjei ett6l
tavolabb, kiilonb6z6 idegmagvakban helyezkednek el. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a T3
az EM-ba nyul6 axon terminalisokba keriil felvételre és az axonokban retrograd transzporttal

juthat el a sejttestbe és éri el a sejtmagot. Az axonalis D3-medialt T3 inaktivalas gatat vet a T3
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szabad intracellularis dramlasanak és dinamikusan szabalyozza a retrograd transzporttal magba
jutd T3 mennyiségét. Tovabba a D3-nak az axonalis neuroszekréciot szabalyozo helyi hatasa is
elképzelheté a mitokondrialis biogenezis és mitkodés befolyasolasa altal, ennek alatamasztasa
azonban tovabbi vizsgalatokat igényel. Monokarboxilat transzporter 8-medialt axonalis T3
felvétel és az intracellularis T3 szintek neuron-tipus specifikus D3 altali szabalyozasa a
ragesalo EM teriiletén a szaporodas, novekedés, stressz és metabolizmus hipotalamikus
irdnyitasanak 0j modjat jelentheti.

A létrehozott PMH jelatvitel indikator (THAI)-egér egyediilallo in vivo modellként szolgal a
szovetspecifikus PMH jelatvitel tanulmanyozasara és jelentdsen hozzajarulhat az ilyen iranyu
vizsgalatokhoz. A THAI-egér miitkodése firefly riporter expresszion alapul és teljes mértékben
a PMH jelatvitel endogén szabalyozd elemeit hasznalja. A modell elséként teszi lehet6vé a
PMH jelatvitel kvantifikalast é16 allatban, valamint kiilonb6z6 agyrégiokbol és periférias
szovetekbdl szarmazo szovetmintakban. Az endogén PMH érzékeny géneket mas, nem PMH
eredetil tényezOk is iranyitjak, ezzel szemben a THAI-egér hitelesen és kizarolagosan jelzi a
PMH jelatvitelt. A modell segitségével kimutathatéak az endogén PMH elérhetéségben
bekovetkezd valtozasok és az agyban illetve periférias szovetekben is detektalhato a szoveti
hiper- és hipotiroidizmus. A modell segitségével megmutattuk, hogy fertézés indukalt
alacsony T3 szindroma” kialakulasa soran a PMH jelatvitel szovetspecifikusan szabalyozodik
a kiilénboz6 hipotalamikus almagokban. THAI modellt hasznaltuk a hideg-indukalt iBAT
PMH szabalyozasanak részletesebb megértéséhez is ami ramutatott az iBAT-on belili PMH
jelatvitel noradrenerg szabalyozasanak uj vonatkozasaira. Tovabba vizsgalataink igazoltak,
hogy a THAIl-egér felhasznalasaval endogén receptoridlis kornyezetben tesztelheték TR
izoforma-szelektiv vegyiiletek, és igy segitségiil szolgalhat az elhizas és magas koleszterin
szint kezelésére alkalmazhato tiromimetikumok fejlesztésében. A modell segitségével, szoveti
hipotiroidizmusrol nyerheté 0j adatok nagyon hasznosak lehetnek a PMH poétlasi terapiak
témajaban folyd vitdk megvalaszolasaban is, ami vilagszerte emberek tizmillidinak kezelését

teheti hatékonyabba.
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