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BEVEZETES

A T-limfocitdk a B-sejtek mellett az adaptiv (specifikus) immunrendszer meghatarozo
sejttipusai. Az immunvalasz fontos szabdlyozoi, de részt vesznek a virussal vagy
intracellularis parazitdkkal fertdzott sejtek felismerésében és eliminaldsaban, a tumor sejtek
elpusztitasaban, tovabba alapvetd szerepet jatszanak a sajat €s nem-sajat strukturak
megkiilonboztetésében ¢s az MHC (maior histocompatibility complex) inkompatibilis
szervek kilokodésében. Két nagy sejtcsoportot tudunk elkiiloniteni a T-sejteken beliil: az of3
T-sejt receptorral (TCR) és a yo TCR-rel rendelkezd sejteket. T-sejt receptornak a T-
limfocitak felszinén megjelend antigén felismeré molekuldkat nevezziik, amelyek két
doménes felépitésii polipeptid lancbdl allnak és a CD3 molekulakomplexszel kiegésziilve
alkotnak funkcionalis egységet. A T-sejt érés eredményeként lényegesen tobb off TCR-t
hordozo sejt jon létre, mint Y& TCR-t kifejezd T-limfocita. Az érett afy T-sejtek két
alcsoportra oszthatok attol fiiggéen, hogy melyik koreceptor molekulat expresszaljdk: a
CD4+ T helper sejtek az MHC II-vel egyiitt bemutatott extracellularis antigéneket ismerik
fel, mig az MHC I-el bemutatott, intracellularis antigéneket felismerd sejtek a CDS8-at

hordozé a sejtpusztito (citotoxikus) T-limfocitak.

A T-sejtek neviiket az érésiik helye miatt a timuszrol (csecsemdmirigy) kaptdk. Ez az a szerv,
ahol a csontveldi eredetli el6alakokbdl egy bonyolult, szelekcios 1épéseket is tartalmazo érési
folyamat sordn naiv, immunokompetens T-sejtekké érnek. A T-limfocita irdnyba valo
elkotelezddés és az af3 illetve yo irdnyu differencidlodas szétvalasa mar a T-sejt érés korai
stadiumaban megtorténik. A TCR-gének atrendezddése utan az aff T-sejtek szelekcioja, majd
a CD4+ és CD8+ iranyba torténd elkotelez6dés zajlik a timuszban. A timocitak érése
cellularis és humoralis faktorok altal iranyitott bonyolult folyamat, melynek minden részlete

még nem teljesen tisztazott.

A T-sejt fejlodés egy fontos ellendrzési pontjat jelenti a DP érési stddium, ahol a
funkcioképtelen és az autoreaktiv T-sejtek a pozitiv €s a negativ szelekcid soran apoptdzissal
elpusztulnak. A pozitiv és a negativ szelekcido modelljeiben a TCR ligand kotésének affinitasa
altal meghatarozott jelatviteli folyamatok hatarozzdk meg a timocitdk sorsat. A kolcsonds
antagonizmus modell szerint a glukokortikoid hormonok (GC) és TCR indukalta apoptotikus

utvonalak kozotti kolesonhatasok soran dol el a sejt apoptozisa vagy életben maradasa.
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Az apoptozis egy olyan szigortan szabalyozott folyamat, amely proteolitikus folyamatok

sorozatabol all, a sejtek jellegzetes morfoldgiai elvaltozasai kisérik, és végsd soron a sejt

halaldhoz vezet. A pozitiv szelekcid soran mind a TCR/CD3-komplexen keresztiil jovo, mind

a GC hatasara kialakul6 szigndl dnmagéban apopt6zishoz vezet. A kdlcsonds antagonizmus

modell szerint mind a lokalisan termelddé GC hormon, mind az antigén prezentald sejthez

valo kotddés soran a TCR-on keresztiil kapott jel, ha egyszerre éri a DP timocitat, a sejt

tulélését eredményezi. Ugyanezzel a kolesonds antagonizmus modellel irhatok le kiilonb6zd

citokinek és a glukokortikoid hormon egyiitthatasat leird6 megfigyelések is.

CELKITUZESEK
1. BALB/c és AND TCR transzgenikus egértorzs timuszdban a timocita alcsoportok

aranyanak nyomon kovetése in vivo glukokortikoid hormon és antigén, illetve anti-
CD3 kezelések hatasara. Egyszeri glukokortikoid kezelés hatasanak vizsgéalata timusz

sejtes 0sszetételére, és annak idébeli nyomon kovetése.

Az egyes timocita alcsoportok glukokortikoid receptor (GCR) expresszids szintjének
meghatarozasa BALB/c ¢s AND TCR transzgenikus egértorzsben. A GCR expresszio
valtozasanak vizsgalata T-sejt aktivacid, GC hatas, illetve GC antagonista kezelések

utan.

In vivo GC antagonista el6kezelés hatasa GCR indukalta jelatviteli utakra és a timusz

sejtes Osszetételére.

In vivo TCR aktivacio és GC kezelés hatasara kialakulo korai és késbi apoptotikus
sejtek ardnyanak meghatarozasa, valamint a pro-apoptotikus mitokondrium-funkcié
valtozas, caspase-3 aktivacio illetve az anti-apoptotikus Bcl-2 fehérje expresszidjanak

vizsgélata.

In vitro glukokortikoid hormon hatasasnak vizsgalata timusz szovet és timocita

sejtkultiraban GCR antagonistdk és GC hormon szintézis gatlo jelenlétében.

CD69+ DP timocitdk aranyanak vizsgalata BALB/c és AND TCR transzgenikus

egérmodellen TCR aktivacid, GC kezelés és GC antagonista hatasara.



ANYAGOK ES MODSZEREK

EGERMODELLEK. Kisérleteinkhez 4 hetes Balb/C (Charles Rives) egereket és 4 hetes
B10.Cg-TgN (TcrAND)53Hed (AND) galamb cytochrome C (PCC) specifikus I-E* (MHC-
IT) restrikcioval rendelkezd VP3/Vall T-sejt receptor transzgenikus egereket (AND)
hasznaltunk. A kisérletes munkak megfelelnek a Pécsi Tudomanyegyetem Allatetikai

Bizottsaga altal megallapitott szabalyoknak.

ALLATOK OLTASA ES TIMOCITA PREPARALAS. Kisérleti 4llatainkat
intraperitonealisan oltottuk magas do6zist (20,0 illetve 10,0 mg/testtomeg kg), kdzepes dozisu
(2,0 mg/kg), és alacsony dozisu (1,0 illetve 0,2 mg/kg) DX-al 6nmagaban vagy az egyéb
kezelésekkel kombindcioban. A GCR kompetitiv antagonistdinak tekintett RU486 vagy
RU43044 vegyiileteket 1 mg/testtomeg kg szezdmolajban higitva alkalmaztuk
intraperitonedlis oltasként. Az AND egereket 2 napig oltottuk naponta intraperitoneélisan 10
mg/testtomeg kg PBS-ben higitott PCC-vel. A Balb/c egerek intravéndsan kaptak 5 vagy 50
pg/allat (magas dozist) aktivald hatdsa anti-CD3 monoklondlis antitestet onalléan vagy DX-

al kombinacidban.

A timocita preparalast Compton és Cidlowski modszere szerint végeztiik roviden: az egerek
gyors dekapitaldsa utan a timuszokat eltavolitottuk és hideg PBS oldatba helyeztiik. A timusz
szOovetét liveg-liveg homogenizatorral homogenizaltuk €és a szuszpenziét nylon vattdn
atszurtiik. A sejteket megmostuk PBS-ben ¢és az ¢l6 timocita szamot Biirker kamraban

meghataroztuk Trypan kék festékkizarasos teszt segitségével.

TIMUSZOK ES TIMOCITAK IN VITRO TENYESZTESE

1-2 napos BALB/c egerek teltavolitott timuszainak egy-egy lebenyét 24 6ran at inkubaltuk in
vitto DMEM médiumban, 107 mol/l DX-al, RU43044 GCR antagonistaval, a kettd
kombinaciojaval vagy szteroid szintézis gatldé Methyraponnal, hogy vizsgaljuk a

glukokortikoid hormon hatasanak szerepét az egyes timocita alcsoportok talélésében.

TIMOCITAK CMX-Ros FESTESE. A mitokondriumok funkcionalis aktivitasanak mérését a
Mito Tracker CMX-Ros festék segitségével végeztik. A CMX-Ros egy lipofil fluoreszcens
festék, amely az aktiv mitokondriumokban felhalmozoédik azok negativ membranpotencialja

miatt. Az €16 sejtek ezért CMX-Ros festékkel intenziven festddnek, s mivel az apoptotikus



sejtek elveszitik a mitokondrialis membranpotencialjukat, nem festédnek. A 10 millié sejtet
30 percen at inkubaltuk 0,1pg/ml CMX-Ros festék tartalmtt RPMI médiumban, majd a
sejteket mosas utan Osszegyljtottiik €s sejtfelszini jeldlést kovetden aramlasi citométerrel

analizaltuk az eredményeket.

TIMOCITAK SEJTFELSZINI ES INTRACELLULARIS JELOLESE. A sejtfelszini
jelolésekhez mintanként 10° é16 timocitat jeldltink anti-CD4-PE és anti-CD8-CyChr, anti-
CD69-FITC fluoreszcens monoklonalis antitestekkel.. Az intracellularis jeldlésekhez a
sejtfelszini jelolések utdn fixalo oldatban (4% paraformaledehid (PFA) tartalma PBS) 20
percig fixaltuk a sejteket. Ezutan kétszer megmostuk a timocitdkat PBS-ben majd 100ul
permeabilizal6 pufferben felvettiik a sejteket és fénytdl elzarva, jégen 30 percig végeztiik az
anti-Bcl-2-FITC, anit-akitvalt Caspase-3-FITC, anti-GCR-FITC fluoreszcens festékekkel
konjugélt monoklonalis antitestekkel a jeloléseket. Az inkubacidé végén kétszer mostuk a
sejteket permeabilizald pufferben, majd egyszer koto pufferben. A jelolés végén 500ul fixalo
pufferben vettiik fel a sejteket és a mérés kivitelezéséig abban taroltuk azokat (Current

Protocols in Immunology chapter 5.6).

INTRACELLULARIS ~ SZABAD  KALCIUMSZINT MEGHATAROZASA. Az
intracellularis szabad kalciumszint meghatarozasahoz a sejteket Fluo-3 AM festékkel
toltottiik fel ,,Minta et al.” modszere alapjan: 10° timocitat 100ul 10uM Fluo-3 AM tartalma
szovettenyésztd médiumban inkubaltuk 30 percen at szobahOmérsékleten. Ezutan a
sejtszuszpenziot 10ml RPMI + 10% FCS médiummal higitottuk és tovabbi harminc percig
inkubaltuk. Végiil a mintakat haromszor mostuk RPMI + 10% FCS médiumban ¢és sejtfelszini
ani-CD4-PE ¢és anti-CD8-CyChr jel6lés utan dramlési citométrids mérést végeztiink. A Fluo-3
AM festék atlagos fluoreszcencia intenzitasat 526 nm-en (FL1 csatorna) hataroztuk meg a

kiillonb6z6 mintakban.

ANNEXIN V ES PI KOMBINALT JELOLES. Az apoptozis korai jeleinek
meghatérozasahoz 10° szamu é16 timocitat 100 ul Annexin-koté pufferben Img/ml

crer

szobahdémérsékleten, majd 400 pl Annexin-kotd puffert adtunk a sejtekhez. A sejteket a

jelolés utan maximum 1 ordval dramlasi citométer segitségével vizsgaltuk.



ARAMLASI CITOMETRIAS MERES ES ANALIZIS. A mintakat FACSCalibur dramlési
citométeren (Becton Dickinson, San Jose CA) mértiik, az eredményeket a CellQuest program

segitségével analizaltuk.

STATISZTIKAI ANALIZIS. Az egyes kezelések hatasainak vizsgalatakor a kiilonb6zd
csoportok eredményeit Student féle t-probaval hasonlitottuk 6ssze és a p < 0,05 eltéréseket

fogadtuk el szignifikansan kiilonb6zonek.

EREDMENYEK, KOVETKEZTETESEK

A timocitdk pozitiv és negativ szelekcidjat szabalyoz6 molekularis mechanizmusok a régota
tartd kutatasok ellenre még mindig nem teljesen tisztazottak. Az ismert timusz citokinek,
novekedési faktorok és azok jelatviteli tutjainak vizsgalata sem oldott meg minden
ellentmondast. A glukokortikoidok timocitak érésében jatszott egzakt szerepe, amelyet a
kolcsonds antagonizmus modellel irnak le, még nem egyértelm, kiilondsen in vivo kisérleti
eredmények érhetdk el korlatozott szdmban. A folyamatok tovabbi tisztdzdsdhoz a sokat
tanulméanyozott BALB/c egérmodell mellett AND TCR transzgenikus egérmodellt is
hasznaltuk. A transzgenikus egérmodell szinte minden T-sejtje azonos specificitasi TCR-t
hordoz, mely a galamb citokrom c (Pigeon Cytochrome ¢, PCC) 88-104 fragmentumara
(KAERADLIAYLKQATAK) specifikus. Az egérmodell segitségével a nem antigén
specifikus (pl. aktival6 hatdst anti-CD3 monoklondlis antitesttel végzett) indirekt TCR
aktivacié mellett a specifikus antigénnel torténd, direkt TCR-on keresztiili T-sejt aktivacio

hatasait is tanulmanyoztuk.

BALB/C ES AND EGER TIMUSZANAK SEJTES OSSZETETELE. Eredményeink szerint
a kétféle egér csecsemOmirigyének sejtes Osszetétele nagyon eltér: a vad tipusuban az
intermedier fejlettségli DP sejtek domindlnak, mig a transzgenikus egérnél a CD4 pozitiv
érett sejtek vannak jelen legnagyobb aranyban és szinte nem is lehet CD8 pozitiv sejtet
kimutatni. Ennek oka a transzgén miikodése, amely a T-sejt prekurzorokban a germ line
TCR-bdI egyetlen tipust atrendez6dott VP3/Vall TCR kialakuldsat eredményezi, amely az
adott MHCII segitségével a pozitiv szelekcid soran csak CD4+ sejtek tulélését biztositja a

timocitaknak.



GCR EXPRESSZIO A KULONBOZO TIMOCITA ALCSOPORTOKBAN. Régota ismert,
hogy a glukokortikoid hormon analdég DX kezelés jelentésen csokkenti a timusz méretét. A
glukokortikoidok érett és éretlen timocitaknal is apoptdzis valtanak ki. Az egyes timocita

alcsoportok eltérd glukokortikoid érzékenységének pontos oka azonban nem magyaréazott.

Az egyes populaciok kiilonbozd GCR expresszids szintje lehetne az egyik kézenfekvod
magyarazat a kiilonb6zo glukokortikoid érzékenységre. A szabad citoplazmaris €s ligand
kotott receptort egyarant felismerd monoklondlis antitesttel végzett vizsgalataink szerint a
GCR szint jelentdsen eltéré az egyes timocita alcsoportokban: a DP sejtek tartalmazzak a
receptort a legkisebb mennyiségben, melynél tobb taldlhaté a CD4 SP, a CD8 SP
populédciokban, ¢és legtobb a DN sejtekben. Az AND transzgenikus egérmodellben az
alacsonyabb DP GCR expressziot mind a glukokortikoid kezelés, mind TCR aktivacio tovabb
csokkentette. A TCR aktivaciot kovetd GCR expresszid csokkenés magyarazatdhoz még
tovabbi kisérletek sziikségesek, noha a jelatvitel soran bekovetkezd AP-1, NFAT, NFkB ¢és
reagalnak a legintenzivebben a glukokortikoidok indukalta apoptoézissal, amely arra utal,
hogy a GCR szint dnmagéban nem meghataroz6 a glukokortikoidok irdnti érzékenység
szempontjabol. Mas jelatviteli mechanizmusok is befolydsolhatjak a sejtek glukokortikoid

érzékenyseégét.

A DP timocitak alacsonyabb GCR expressziojanak egyik lehetséges magyarazata a DP
timocitdk kornyezetében taldlhatd, lokdlisan magasabb koncentracioja, a kortikalis
epithelidlis sejtek altal termelt glukokortikoid hormon hatdsara bekdvetkez6 homolog
downregulacids folyamat lehet. Nagy dozisu glukokortikoid hormon in vivo alkalmazasakor
egyedil a DP populacidban taldltunk GCR expresszio novekedést, majd ez egy hét mulva
visszaallt az eredeti értékre. Az érett SP populaciokban a szeteroid hatdsra még nyolc nappal
a nagy dozistt DX kezelés utan is alacsonybb GCR expressziot talaltunk, ami feltételezéseink
kovetkezménye. A glukokortikoid-GCR komplex 30 percen beliil a magba transzlokalodik,
ahol kiilonboz6 gének (GRE) transzkripcios faktoraként hat. A GCR génje szintén tartalmaz
GRE-t, amely szerepet jatszhat a GCR expresszid glukokortikoidok 4altal torténd

crer

sejtvonalak GCR expresszids szintjének meghatarozasaban is.



A DP sejtek alacsony GCR expresszidja és glukokortikoidok irdnti nagyfoku érzékenysége
kozott fennalld éles ellentmondas felveti nem genomikus GCR jelatviteli mechanizmusok
jelenlétét is. A nem genomikus jelatviteli folyamatok egyik lehetséges moddja, hogy a GCR
mas jelatviteli folyamatokban résztvevd faktorokkal 1ép kdlcsonhatasba a citoplazméban. A
Hsp-90 lehet az egyik ilyen faktor, amelyrdl kideriilt, hogy Lck, Raf és ERK kotésen
keresztiil szerepet jatszik a TCR jelatvitelében is, €s szerepet jatszik a timocitdk pozitiv
szelekcigjaban. Ismert, hogy az inaktiv (ligandot nem kotd) GCR szintén a Hsp-90-hez kotve
talalhato a citoplazmaban, igy ez a molekula fontos érintkezési pont lehet a TCR és GCR
jelatvitel kapcsolatdban, molekuldris magyardzatot adva a kolcsonds antagonizmus
modellhez. Intézetiinkben folytatott kutatasok soran Jurkat T sejtekben a ZAP-70 molekulat

egy masik lehetséges kapcsolodasi pontnak talaltuk a GCR és TCR jel kozott.

Ezen nem genomikus mechanizmusok jelenlétét magyarazhatja az a megfigyelésiink is, hogy
a glukokortikoid antagonistdk nem tudtak meggatolni a DP sejtek DX indukalta depléciojat és
nem tudtak kikiiszobolni a korai apoptotikus markerek megjelenését 4 6raval DX adagolast
kovetden. A glukokortikoid-GCR komplex szdmos mas transzkripcios faktorral bizonyitott
interakcidja, mint példaul az NFxB, AP-1, CREB és STAT-5, felelds lehet egyes DX
hatasokért.

Autoregulacidhoz hasonléan a glukokortikoidok szerepet jatszanak a GCR expresszio
szabalyozasaban. Munkank egyik eredménye a glukokortikoid indukalta GCR expresszids
valtozasok és apoptotikus markerek (Annexin V / PI) idébeli lefolyasanak vizsgalata egér
timocitdkban. Erdekes mintazatot talaltunk a GCR szintek valtozasaban: egyszeri nagy dozisu
DX adagolast kovetden BALB/c egerekben 16 6raig nétt a receptor expresszioja, majd azt
kovetden folyamatosan csokkent a vizsgalt 24 o6ra idOtartamban. Hasonlod valtozasokrol
szamoltak be patkany hepatoma sejtekben. A 24 6ra utdn taldlt GCR expresszid mértéke

szintén hasonl6 az irodalomban jegyzett hasonl6 vizsgalatok eredményeihez.

Ugy tiinik, hogy a DP sejtekben nem miikodott a tobbi sejtre jellemzé GCR homolog
downregulacio, amely jelentds szerepet jatszik a glukokortikoid rezisztenciaban. A GCR
expresszid GC indukélta csokkenése kozds mechanizmus minden timocita alcsoportban,
kivéve a DP populaciot. A médosult GCR szint csokkenési hajlam magyarazhatja a DP sejtek

fokozott glukokortikoid érzékenységét a valtozatlan GCR szint miatt.



TIMOCITA ALCSOPORTOK TCR INDUKALTA AKTIVACIOJA. A TCR-n elindulé
jelatviteli folyamatok egyik eredménye a Ca'" szignal. Annak tisztazasara, hogy van-e
szerepe a kiilonb6z6 timocita alcsoportok eltéré TCR-n keresztiili aktivacidjadban az
intracellularis szabad Ca™" koncentricidnak, meghataroztuk annak szintjét mind a négy
populacioban. Az eltéré nyugalmi szabad intracellularis Ca™" szinttel jellemezheté egyes
timocita alcsoportok a TCR direkt stimuldldsanak kovetkeztében eltérd kinetikaju és
amplitadoju Ca' szint novekedéssel reagalnak. A legnagyobb aranyu és leggyorsabb Ca'™"
szint novekedést az érett CD4 SP populacid sejtjeinél talaltuk. Ezt az eredményiinket
alatamasztja az az irodalmi adat is, hogy a DP sejtek érett CD4 SP illetve CD8 SP
elkotelez6désében szerepet jatszik az intracellularis Ca’™ szint mégpedig oly médon, hogy a

magasabb Ca"" szint a CD4 SP iranyu elkdtelezédést segiti eld.

GLUKOKORTIKOID HORMON ES TCR AKTIVACIO HATASA A TIMOCITA
ALCSOPORTOK APOPTOZISARA. A timocitak apoptézisa szamos faktor altal
szabalyozott bonyolult folyamat melynek tanulmanyozéasa soran két érzékeny, az apoptozis
korai szakaszara specifikus detektaldé modszeren kiviil a Bcl-2 expressziot és Caspase-3

aktivaciot vizsgaltuk részletesebben.

4 oraval a DX kezelést kovetd novekedést figyeltiink meg a korai apoptotikus sejtek
aranyaban, amit késdéi apoptotikus markereket mutatd sejtek aranyanak megnovekedése
kovetett 16-20 oraval a kezelés utan. Nagyon hasonld apoptozis kinetikat talaltak C57BL/6

egerekben is. A GCR expresszid ¢és az apoptotikus sejtek aranydnak valtozasa egyiitt jart a

crer

A timuszt alkoto limfoid sejtek abszolut szdma az exogén szteroid adés hatdsara koncentracid
dependens modon dramai mértékben csokkent. Ez volt a helyzet az anti-CD3 vagy TCR

stimulaldé PCC kezelés hatasara is.

A DP sejtekben a GCR vagy a TCR aktivacid onmagaban ¢és egyiittesen is fokozott
foszfatidil-szerin externalizalddashoz és csokkent mitokondrium membranpotencialhoz vezet.
Bar relative kevesebb korai apoptotikus DP sejtet talaltunk, amikor a két aktivaciot egyiitt
valtottuk ki, az egyszeres kezelésekhez viszonyitva, hasonléan a munkankat megel6z6 in
vitro eredményekhez. Ezen eredmények vilagosan mutatjak, hogy a szimultan GCR és TCR

stimuldcidé sordn tapasztalhatd magasabb aranyt DP timocita tulélés a korai apoptotikus
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folyamatok gétlasanak koszonhetd, ami a két jelatviteli Ut Osszekapcsolodasat jelzi és a

kolcsonods antagonizmus modellt timasztja ala.

Mivel az AND TCR transzgenikus egerek timuszédban a DP és CD4 SP sejtek alkotjak az
Osszes sejt tobb mint 90%-4t, kisérleteink soran féleg erre a két sejtcsoportra koncentraltunk.
Mind a GCR, mind a TCR stimulus az éretlen DP sejtek szamaban okozott nagy csokkenést,
mig a CD4 SP érett populacio csokkenése kevésbé volt szembetiind. Mind a BALB/c, mind
az AND TCR transzgenikus egereknél szignifikansan tobb DP timocita menekiilt meg az
apoptozistol, ha GCR stimuléciot egylitt alkalmaztuk a TCR stimulécioval, ami nem volt

megfigyelheté a CD4 SP populacioban.

Az antigén in vivo jelenléte szignifikans DP sejtarany csokkenést okozott, mig a
glukokortikoid és a kombinalt kezelés szinte teljesen eltiintette a DP populaciot. Ezek a
valtozasok a CD4 SP alcsoport ardnyanak egyideji novekedésével jartak, amely arra utal,
hogy a DP sejtek egy része a kezelések hatasara valoszinilileg differencialodott és atjutott

ebbe az érettebb stadiumba.

A Bcl-2 egy anti-apoptotikus tagja a Bcl-2 protein csaladnak, amelybe mind pro-, mind anti-
apoptotikus hatdsu molekuldk tartoznak. Mas kozleményekhez hasonloan mi is eltérd Bel-2
expressziot mutattunk ki az egyes timocita alcsoportokban. Egy T-sejt hibridomakkal végzett
in vitro kisérlet bizonyitotta, hogy a Bcl-2 és a Bcl-xL molekulak szelektiven antagonzaljak a
glukokortikoidok altal indukalt apoptozist. Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a TCR
stimulus GCR agonistaval egyiitt alkalmazva megndveli a Bel-2 pozitiv DP sejtek aranyat,
jelezve azok szelekcios elényét. Mas kozlemények leirtak azt is, hogy a pozitiv szelekcid az
anti-apoptotikus Bcl-2 expresszidjanak novekedésével jar, amely Osszefliggésben van a DP

timocitak tulélésével.

Az aktivalt Caspase-3 az apoptdzis effektor szakaszdban szerepet jatszo fehérje.
Eredményeink szerint a DX indukalta DP timocita apoptozisban aktivalodott a Caspase-3
enzim, mig az anti-CD3 antitesttel kivaltott TCR aktivacié hatasara kialakuld apoptdzisban
nem. Amennyiben a két jel egyiitt érte a sejtet, akkor csak részleges aktivaciot figyeltiink
meg. Irodalmi adatok alapjan a Caspase-3 aktivacid mértéke timocitdkban aranyos az

apoptozis mértékével, a DNS toredezettségével és a FAS és Bax expresszid szintjével.
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A DX adagolast 4 oraval kovetd6 GCR expresszid valtozasanak és a foszfatidil-szerin
molekuldk  kiilsé membranba torténd  transzlokacidjanak  egyidejliségébol  arra
kovetkeztettiink, hogy a GCR szerepet jatszik az apoptozis korai 1épéseinek szabalyozasaban.
Mivel ezeket a korai (4 6rdn beliili) hatdsokat nem befolyésolta a glukokortikoid antagonista
kezelés, felmertil a glukokortikoidok nem genomikus hatasmechanizmusanak lehet6sége. Az
egyszeri nagy dozisu DX kezelés utan 12-24 oraval detektalhatd apoptozist gatolta a
glukokortikoid antagonista eldkezelés, amely jelenségrol mar mas kutatdcsoport is kozolt

adatokat.

GCR ANTAGONISTAK HATASA. A konvencionalis GC hatds megakadalyozasara
BALB/c egereket 2 napon at 12 6ranként oltottunk RU43044 vagy RU 486 glukokortikoid
receptor antagonistdval dSnmagéban, illetve kombinacioban 20 mg/kg DX-al. Onmagéaban sem
az in vivo RU486 kezelésnek, sem az RU43044 kezelésnek nem volt hatdsa a timuszok
abszolut sejtszdmara, vagy a sejtes Osszetételre. A glukokortikoid receptor antagonistaval
egylitt adott DX hatdséra a korai apoptotikus jelek ugyanigy megjelentek a timocitdkon, mig
a késé apoptotikus jelek elmaradtak, amely arra utal, hogy az apoptdzis korai fazisanak
kivaltasahoz nem sziikséges a receptor ligand kotése, mig késobbi apoptozis stadiumban mar

igen.

GLUKOKORTIKOID HORMON HATASANAK IN VITRO VIZSGALATA. Az in vivo
kisérleteinkkel parhuzamosan in vitro is vizsgaltuk a glukokortikoidok hidnyat a timocitak
apoptdzisaban és tulélésében. A timusz szovet kulturdban, ahol megtartott volt az eredeti
mikrokornyezet, a lokalis szteroid szintézist teljesen le tudtuk gatolni és szteroid mentes
médium hasznalatdval minimalisra tudtuk csdkkenteni a glukokortikoid hatast. A DP sejtek
mind a glukokortikoidok megvonaséara, mind a magasabb glukokortikoid szintre érzékenynek
mutatkoztak. A GC hatés hianyaban a szelekcion atesé DP sejteket csak a TCR-en keresztiil
érte aktivald jel, mely onmagaban a sejtek apoptdzisat okozhatta a kélcsonds antagonizmus
modell szerint. A GC hat4ds pontos mechanizmusa azonban nem ismert, mivel a GCR
antagonista kezelésiink 6nmagaban nem befolyasolta a sejtszdmokat és a DX adds hatasat

sem tudta kivédeni. Ezért felmeriil a DX GCR independens hatdsmoédja.

Az 1-2 napos BALB/c egér timusz szovetkulturankban és sejtkultirankban is nagy aranyu

spontan apoptozist talaltunk, mely valoszinilileg Caspase dependens folyamat, mivel Caspase
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inhibitorral csokkent a mértéke. Az érési és szelekcidos folyamatok tovabbi in vitro

kisérletezéséhez azonban a reaggregalt timusz kultira hasznalatara lesz sziikség.

TIMOCITAK POZITIV SZELEKCIOJANAK MODELLEZESE. A sikeres pozitiv
szelekciot kovetéen a DP és SP sejtek felsziniikon a CD69 antigént expresszaljak. Ezt a
jelenséget felhasznaltunk a TCR + GCR aktivacié indukalta pozitiv szelekcio detektalasara a
DP ¢és CD4 SP sejtpopulaciokban. Mindkét egértorzsben az antigén/CD3 indukalta TCR
aktivacio, illetve a DX kezelések onalloan is novelte a CD69 pozitiv DP sejtek aranyat, de a
kombinalt PCC ¢s DX kezelés volt a leghatasosabb. Ugyanakkor a CD4 SP sejtek kozott csak
az antigén, az alacsony dozisu DX és a kombinalt kezelések hatadsara nétt meg a pozitivan
szelektalodott sejtek ardnya, mig a jelenség nem volt megfigyelhetd magas dozisu DX
kezelés utan. Valoszinli, hogy a magas dézisu DX hatasa csak atmeneti CD69 pozitiv
sejtarany novekedés, amelyet a sejtek apoptozisa kovet. Ez a jelenséget tdmasztja ald az
egyes sejtvonalaknal megfigyelheté CD69 ¢s CD25 pozitivitas megjelenése spontan vagy
szteroid indukalta apoptozis soran. Ezzel szemben az alacsony dozisu DX és/vagy antigén
kezelés hatasara végbemend pozitiv szelekcio kdvetkezménye a CD69 pozitiv, tiléld CD4 SP

sejtek nagyobb aranya.

Mindkét egértorzsben talalt eredményeink azt a megfigyelést tamasztjak ala, hogy a
glukokortikoidok alacsony dozisban eldsegitik a pozitiv szelekcidt €és a sejtek talélését.
Eredményeinkbdl tovabba arra kovetkeztetiink, hogy az antigén és alacsony doézisu

glukokortikoidok egyiitt képesek pozitiv szelekcid serkentésére a DP timocitdkban.

Eredményeink szerint a kdlcsonds antagonizmus modellben szerepld GCR és TCR aktivacio
hatasara kialakuld apoptézis korai 1épései (membran foszfolipid aszimmetria eltiinése,
mitokondriumok miikddésének gatlasa) mindenképpen lezajlanak a két jel szimultan
jelenlétekor is. A programozott sejthaldl effektor szakasza azonban legatlodik, ha a két jel

egyliittesen van jelen, valoszintileg a Ras aktivalasan keresztiil.

Osszefoglaloan elmondhatjuk, hogy eredményeink szerint a DP érési stadiumban 1évé
timocitdkon az amugy apoptdzist kivaltd stimulusok egyiittesen az éretlen sejtek taléléséhez
vezetnek, ellentétben az érett sejtekkel. Feltételezziik, hogy ennek a mechanizmusnak az
egyik kulcs eleme a Bcl-2 molekula, amelyet a TCR és GCR szimultan jelének hatisara a

pozitiv szelekcidn atesett timocitdk nagyobb ardnyban expresszalnak.
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Az értekezés uj eredményei

1. Leirtuk, hogy a BALB/C ¢és a transzgenikus TCR AND egértdrzs timocita
alcsoportjaiban a GCR expresszioja eltér6: a glukokortikoid hormonra
legérzékenyebb DP populacié fejezte ki a legkisebb mennyiségli receptort.

2. Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy az egyes timocita alcsoportok intracellularis szabad
Ca’" szintje és a TCR aktivaciot koveté Ca®” szint valtozas kinetikaja eltér.

3. Bebizonyitottuk, hogy a timocitdk spontéan, ill. DX indukalta apoptézisa kaszpdz-
fiiggd, mig a glukokortikoid hatdsra és a TCR aktivacid hatasara kialakuld
apoptozisban kaszpaz-fliggetlen tényezok is szerepet jatszanak.

4. Eredményeink szerint a szimultdin GCR ¢és TCR stimuldcidé sordn tapasztalhatd
magasabb ardnyu DP timocita talélés a korai apoptotikus folyamatok gatlasanak
koszonhetd, ami a két jelatviteli ut 6sszekapcesolodasat jelzi.

5. GCR antagonistak segitségével leirtuk, hogy az apoptdzis korai fazisanak kivaltasahoz
nem szikséges a glukokortikoid receptor ligand kotése, mig késObbi apoptozis
stadiumban mar igen.

6. Leirtuk, hogy a kombindlt alacsony dozisu glukokortikoid hatas és antigén stimulus
egyiittes hatasa a DP sejtek érett CD4 pozitiv sejtekké torténd kiérését segitette eld a
trenszgenikus AND egértorzsben.

7. Kisérleteinkkel sikeresen alatamasztottuk a kdlcsonds antagonizmus modellt.
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INTRODUCTION

T lymphocytes derive their name from their site of maturation in the thymus. Like B
lymphocytes, these cells have membrane receptors for antigen and belong to the adaptive
immune system. T cells are important regulators of the immune response, and also take part
in the recognition and elimination of virally infected and tumour cells, and are also
implicated in transplant rejection. During its maturation T cell starts to express a unique
antigen-binding molecule, called the T-cell receptor (TCR), on its membrane. TCR can
recognize protein antigens that is bound to cell-membrane protein called major
histocompatibility complex (MHC). TCR is associated on the membrane with a signal-
transducing complex called CD3. Two different T cell subsets have been discovered
according to their TCR: T lymphocytes expressing a3 and cells carrying yo chains. The
majority of T cells have a TCR composed of a- and - TCR chains, while yd T cells represent

only a small subset of T cells that possess a distinct TCR on their surface.

Mature o3 T lymphocytes can be divided into subsets according to the markers they express:
the CD4+ helper T cells recognise extracellular antigens presented by MHCII molecules and

CD8+ cytotoxic T cells that recognise intracellular antigens presented by MHCI molecules.

As thymocytes mature in the thymus, the diversity of their TCRs is generated by a series of

random gene rearrangements.

Commitment to T cell and the disjunction of a3 and yd T cell differentiation take place in the
early phase of T cell maturation in the thymus. The rearrangement of TCR genes is followed
by the selection of afy T cells and the commitment to CD4+ T helper or CD8+ T cytotoxic
cells in the thymus. The maturation of thymocytes, which is a complex process controlled by

numerous cellular and humoral factors is not completely understood yet.

After expressing antigen-binding receptors, thymocytes are subjected to a two-step selection
process. Any developing double positive (CD4+ CD8+, DP) thymocyte that is unable to
recognize self-MHC molecules (positive selection) or that do have a high affinity for self-
antigen plus self MHC (negative selection) are eliminated by programmed cell death

(apoptosis). According to the mutual antagonism model interactions between glucocorticoid
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hormone (GC) and TCR induced signalising will determine the fate of developing
thymocytes.

Apoptosis is the process of programmed cell death which involves a series of biochemical
events leading to a characteristic cell morphology and death, in more specific terms, a series
of biochemical events that lead to a variety of morphological changes, including blebbing,
changes to the cell membrane such as loss of membrane asymmetry and attachment, loss of
mitochondrial membrane potential, cell shrinkage, nuclear fragmentation, chromatin
condensation, and chromosomal DNA fragmentation. During positive selection both TCR
activation or GC effect alone result in apoptosis. While according to the mutual antagonism
model locally produced glucocorticoids and TCR signal together induce the survive of DP
thymocytes. The same mutual antagonism model describes the interaction of different

cytokines and glucocorticoids.

OBJECTIVES

1. Comparison the ratio of the four different thymocyte subpopulations in BALB/C and
TCR transgenic AND mouse strain after in vivo GC hormone, specific antigen or anti-
CD3 treatment (TCR activation). Long term effect of a single dose GC treatment on

the cellular compositon of thymus.

2. Detection of glucocorticoid receptor (GCR) expression level in the different
thymocyte subpopulations. Changes of GCR expression after T cell receptor

activation, GC or GC antagonist treatment.

3. Effects of in vivo GC antagonist pre-treatment on GCR induced signal transductions

and cellular composition of thymus.

4. Measurement of early and late apoptotic cell ratio, mitochondrial membrane potential
changes and pro-apoptotic caspase-3 activation and anti-apoptotic Bcl-2 expression in

thymocytes after in vivo TCR activation and GC treatment.

5. Effect of in vitro GC treatment in thymic organ culture and thymocyte culture in the

present of GCR antagonists or GC hormone synthesis inhibitor.



6. Detection of CD69+ DP thymocyte ratio in BALB/C and TCR transgenic AND

mouse strain after TCR activation, GC and GC antagonist treatment.

MATERIALS AND METHODS

MICE. We used 3—4-week-old (10 g body weight) BALB/C and B10.Cg-TgN (TCR AND)
53Hed (AND) pigeon cytochrome C specific I-Ek (MHC-II) restricted Vb3, Vall TCR
transgenic mice. The animal experiments were carried out in accordance with the regulations

set by the University’s Committee on Animal Experimentations.

TREATMENT OF ANIMALS AND THYMOCYTE PREPARATION. Mice were injected
1.p. with high dose (20,0 or 10,0 mg/kg), middle dose (2,0 mg/kg) or low dose (1,0 or
2,0mg/kg) dexamethasone (DX) alone or with other treatments. We used i.p. 1mg/kg GCR
competitive antagonist RU486 and RU43044 dissolved in sesame oil. AND mice were
injected i.p. with 10 mg/kg PCC dissolved in PBS once per day for 2 days. Activating anti-
CD3 (145.2C11) mAb (5 or 50 pg/animal) was injected i.v. in 100ul PBS. Thymocytes were
prepared as dexcribed by Compton and Cidlowski. In brief, mice were killed by rapid
decapitation, and the thymus glands were removed and placed on ice-cold PBS. Thymus
tissue was homogenized in a glass/glass homogenizer; the suspension was filtered through a
nylon mesh filter. The thymocytes were washed in PBS, and the cell number and viability

determined by counting on a hemocytometer using the Trypan blue dye-exclusion test.

IN VITRO CULTURE OF THYMUS LOBES AND THYMOCYTES. One lobe of a
removed thymus gland of 1 or 2 day old BALB/C mice were incubated in DMEM medium
containing 107 mol/l DX, GCR antagonist RU43044 or steroid synthesis inhibitor
Methyraponnal, for 24 hours.

CMX-ROS STAINING. CMX-Ros is a lipophilic cationic fluorescent dye that is sequestered
in active mitochondria because of their negative mitochondrial membrane potential, therefore
living cells show high CMX-Ros fluorescence. Since apoptotic cells lose their mitochondrial
membrane potential CMX-Ros staining of mitochondria decreases. The lower CMX-Ros
positive cell ratio indicates the loss of mitochondrial membrane potential, i.e. the presence of

mitochondrial type of apoptosis. 10 ul CMX-ROS stock solution (I mg/ml in DMSO) was



added to 10° cells in 1ml of RPMI medium then cells were incubated for 30—45 min in 37 °C
and after cell surface labelling (a-CD4-FITC, a-CD8-CyC) analysed with flow cytometry.

FLUORESCENT CELL SURFACE AND INTRACELLULAR LABELLING OF
THYMOCYTES. Thymocyte samples (10°) were incubated with monoclonal antibody
cocktails (anti-CD4-PE, anti-CD8-CyChr, anti-CD69-FITC) for 30 min in 100 pl binding
buffer on ice, then washed twice in PBS, and finally resuspended in 500 pl 0.1% buffered
PFA in PBS. We used triple labelling technique for the simultaneous detection of cell surface
CD4, CDS8, and intracellular GR or Bcl-2 protein. Briefly, after cell surface CD4, CDS§
labelling thymocyte samples (10°) were fixed in 4% PFA buffer for 20 min at room
temperature then cells were further washed and intracellularly labelled in the
permeabilisation buffer. Thymocytes were incubated with FITC-conjugated anti-GR or
FITC-conjugated anti-Bcl-2 or anti-activated Caspase-3 monoclonal antibodies for 30 min at
room temperature. Afterwards cells were washed twice in permeabilisation buffer then once

in PBS and finally resuspended in 500 ul 0.1% PFA in PBS.

DETECTION OF INTRACELLULAR FREE CALCIUM LEVEL. Intracellular free calcium
was measured using Fluo-3 AM according to the protocol described by Minta et al. Briefly,
10° cells in 100 pl RPMI containing 10 uM Fluo-3 AM were incubated for 30 min at room
temperature. Afterwards, the cell suspension was diluted with 10 ml RPMI+10% FCS and
incubated for a further 30 min. Finally, samples were washed three times in RPMI+10% FCS,
then cell surface anti-CD4-PE, anti-CD8-CyChr labelling were carried out and immediately
measured in a Becton Dickinson FacsCalibur flow cytometer using the CellQuest program.
The mean fluorescence intensity of Fluo-3 AM dye was determined at 526 nm (FL1 channel)

in the different samples, which is proportional to the cytosolic calcium level.

ANNEXIN V AND PI LABELLING. For the detection of early apoptotic thymocytes
Annexin V — FITC staining was performed. Briefly, samples (10° thymocytes) were
incubated with Annexin V — FITC for 20 min in 100 ul Annexin binding buffer at room
temperature, then diluted with 400 pl Annexin binding buffer, immediately followed by flow

cytometric measurement.



FLOW CYTOMETRIC ACQUISITION AND ANALYSIS. Samples were measured and
analysed in a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA), using the

CellQuest software.

STATISTICAL ANALYSIS. The effect of various treatments between groups was tested for

statistical significance using Student’s t-test. P<(0.05 denoted statistical significance.

RESULTS AND CONCLUSIONS

The molecular events leading to positive and negative selection steps during thymocyte
development are still unclear. The investigation of the role and signaling pathways of known
thymic cytokines and growth factors did not solve this problem. Recently it has been
suggested that thymic GC synthesis by epithelial cells and local GC action might influence
the selection steps by inhibiting TCR-mediated apoptotic signals, but only few in vivo results
are available. For the further clarification of the maturation process of thymocytes we used a
TCR transgenic AND mouse strain beside the well known BALB/C mouse model. Almost all
T cells of the transgenic AND mouse express the same TCR specific for antigen 88-104
fragment of the Pigeon Cytochrome C (PCC: KAERADLIAYLKQATAK). Thus we could
explore the effects of not only the indirect activation (anti-CD3 mAb) but also the direct,

antigen specific activation of TCR in vivo.

CELLULAR COMPOSITION OF BALB/C AND TRANSGENIC AND MOUSE THYMUS.
We showed that the cellular composition of the two mouse strains differ: in BALB/C the DP
population dominated (75-80%) while in the thymus of the transgenic AND mouse strain the
CD4 single positive (CD4 SP) cells were more frequently found and the CD8 single positive
cells (CD8 SP) were almost totally absent. The reason of this is the transgen in the transgenic
mouse strain: in the T cell precursors only one kind of rearranged TCR (VB3/Vall) can be
generated from the germ line gene configuration, which through MHCII molecules could

ensure only the CD4 SP cell survival during positive selection.

GCR EXPRESSION IN THE DIFFERENT THYMOCYTE SUBPOPULATIONS. It is well
known that the glucocorticoid analogue Dexamethasone (DX) treatment diminishes thymus

size and cellularity. Glucocorticoids cause apoptosis in both mature and immature



thymocytes, but the different thymocyte subpopulations have different glucocorticoid

sensitivity. The cause of this phenomenon is not jet known.

The variant expression levels of GCR in the different thymocyte subpopulations could be a
plausible explanation. Our laboratory produced a monoclonal antibody against GCR which
recognises both free and ligand bound form of the receptor. We showed that the GCR level
differ in the different thymocyte populations: DP cells had the lowest and double negative
(DN) cells the highest level of the receptor. In the transgenic AND mice the low GCR level
decreased after both DX treatment and TCR activation in the DP cells. For the explanation of
GCR expression fall after TCR activation further research should be done, but it is known
that during TCR signal transduction AP-1, NFAT, NFkB and Elk activation occurs that could
have some effects on GCR expression level. GCR level alone could not determine
glucocorticoid sensitivity, because DP cells, that had the lowest GCR expression, showed the
most intensive apoptosis after glucocorticoid treatment. Other signalling mechanisms also

influence the glucocorticoid sensitivity of thymocytes.

The explanation of low GCR expression in DP thymocytes could be the homologues down
regulation of GCR expression caused by the high concentration of the locally produced
glucocorticoid hormone in the thymus cortex around DP cells. After high dose DX treatment
we could detect an initial increase of GCR level before the decrease of its expression but only
in DP population. In the SP populations a week after the treatment the GCR levels was still
lower. This could be the result of homologues down regulation of GCR expression in the
surviving and further maturing DP cells. Within 30 minutes the GCR-ligand complex
translocates to the nucleus where acts as a transcription factor of different genes
(glucocorticoid responsible elements, GRE). The gene of GCR is also a GRE which involves
the glucocorticoids in the regulation of GCR expression. In the literature the role of

glucocorticoid hormone in the determination of GCR levels in other cell lines is described.

The low GCR level in DP cells and their high sensitivity to glucocorticoid induced apoptosis
raise the possibility of non-genomic GCR signalisation. One mechanism of this non-genomic
signal transduction could be the interaction of GCR and other signal transduction factors in
the cytoplasm. Hsp-90 may be one of this factors because it is knonwn that through Lck, Raf
and ERK binding it affects TCR signaling and has a role in thymocyte selection. It has been



shown that ligand free GCR is bound to Hsp-90 in the cytoplasm, thus this molecule could be
an important connection between TCR and GCR signalisation providing an explanation for
mutual antagonism theory. Results of other researches in our institute lead to ZAP-70
molecule and another possible connection between TCR and GCR signal transduction.
Interactions of GCR-glucocorticoid complex with other transcription factors such as NFxB,
AP-1, CREB and STAT-5 could be responsible for some of our results. Using glucocorticoid
antagonists we could not inhibit the DX induced thymocyte loss and the appearance of early

apoptotic markers on DP cells after 4 hours of DX administration.

One of our goals was to detect the glucocorticoid induced apoptotic markers (Annexin V /
PI), the kinetics of apoptosis and GCR level changes in mouse thymocytes. We found an
interesting GCR expression kinetics in DP cells: after high dose DX administration the
receptor expression increased for 16 hours and then decreased during the examined 24 hours.

Similar results were reported in rat hepatic cells.

It seems that in DP cells the homologeus downregulation of GCR is not typical like in other
thymocyte subpopulations which is important in the development of glucocorticoid
resistance. The impaired GCR downregulation of DP cells could explain the high
glucocorticoid sensitivity of DP cells beside the unchanged GCR level.

TCR INDUCED ACTIVATION OF THYMOCYTES. Elevation of the free Ca’ level in the
cytoplasm is one result of TCR activation. We determined the free cytoplasmic Ca’™" level in
the four thymocyte subpopulations to clarify its possible role in the different TCR activation.
The four thymocyte subpopulations can be characterised by different free intracellular Ca™
level and with different kinetics after TCR activation with anti-CD3 mAb. The highest and
quickest increase of Ca'" level was found in the CD4 SP population. It is supported by
previous data from literature that free Ca’  level plays a role in the CD4 SP or CD8 SP
commitment of DP cells. The higher intracellular Ca™ level induce the further maturation

into the CD4 SP direction.

EFFECTS OF GLUCOCORTICOID HORMONE AND TCR ACTIVATION ON
THYMOCYTE APOPTOSIS. Apoptosis of thymocytes is a complex process regulated by a

number of different factors. To examine this process we analyzed Bcl-2 expression and



Caspase-3 activation in parallel with two sensitive detection methods of the early phase of
apoptosis.

Four hours after DX treatment we observed an increase in the proportion of early apoptotic
cells which was followed by an increase in the ratio of late apoptotic cells 16-20 hours after
DX treatment. Very similar kinetics of apoptosis were found in C57BL/6 mice. Changes in
GCR expression, increase of apoptotic cell ratio and depletion of DP cells were observed

simultaneously in the thymus.

The activation of GCR or TCR alone or their combination resulted in increased
externalization of membrane phosphatidylserine molecules (Anenxin V positivity) and
decreased mitochondrial potential in DP cells. The ratio of early apoptotic DP cells was lower
when the two activation signals were combined similarly to the in vitro stimulation results.
The co-activation of GCR and TCR caused higher DP survival (compared to single
activations) due to the interaction of the two different signaling pathways supporting the

mutual antagonism model.

Since in TCR transgenic AND mice more than 90% of thymocytes are DP or CD4 SP, we
focused on these two populations in our further work. Both GC treatment and TCR activation
caused drastic loss of immature DP cells while the loss of mature CD4 SP cells was not so
dramatic. Significantly more DP thymocyte escaped from apoptosis in both BALB/C and
TCR transgenic AND mice when GCR and TCR activation were used together which
combined effect was not detectable in CD4 SP population.

In the AND transgenic mice the presence of the specifi antigen caused significant decrease of
DP cells, while glucocorticoid and combined treatment resulted in almost total loss of this
thymocyte population. At the same time the increase of CD4 SP cells was detectable
suggesting that a portion of the lost DP cells presumably differentiated further into mature
CD4+ cells.

Bcl-2 is an anti-apoptotic member of the Bcl-2 family, which includes both pro- and anti-
apoptotic molecules. Similarly to other research groups we found different Bcl-2 expression
levels in the different thymocyte populations. An in vitro examination with a T cell
hibridoma showed that Bcl-2 and Bcl-xL selectively antagonised glucocorticoid induced

apoptosis. We proved that TCR and GCR activation increased the number of Bcl-2 positive
9



DP thymocytes giving them advantage during selection steps. Other papers claimed that after
successful positive selection the increased anti-apoptotic Bcl-2 expression resulted in DP

thymocyte survival.

Activated Caspase-3 is a protein having a role in the effector phase of apoptosis. We did not
find Caspase-3 activation after anti-CD3 mAb treatment, but it could be shown in DX
induced DP apoptosis. When the two treatments were combined the Caspase-3 activation was
partial. Data from literature showed that the ratio of Caspase-3 activation is proportional to
DNA fragmentation, FAS and Bax expression during apoptosis. These results reflect a

different apoptotic pathway due to GCR or TCR activation.

GCR could have a role in the regulation of early apoptosis since changes of GCR expression
and Annexin V positivity could both be detected 4 hours after DX administration. Non-
conventional GCR effects can be responsible for that since glucocorticoid antagonist
treatment did not affect early apoptosis. Glucocorticoid antagonist pre-treatment inhibited the
late (12-24 hours) apoptosis induced by a single high dose DX treatment which is an already

known phenomenon.

EFFECTS OF GCR ANTAGONISTS. To inhibit the conventional GC effects we treated our
BALB/C mice twice a day with glucocorticoid receptor antagonist RU43044 or RU486 alone
or together with 20 mg/kg DX for 2 days. Neither receptor antagonist alone had any effect on
thymic cell count or the cellular composition of thymus. After combined treatment with a
receptor antagonist and DX the early apoptotic signs of thymocytes (Annexin V in the outer
cell membrane) were detectable in thymocytes, while the late signs of apoptosis were absent
suggesting that GCR ligation is not needed for the early steps of apoptosis but it is necessary
in the late phase (PI positivity).

IN VITRO EFFECTS OF GLUCOCORTICOID HORMONE. In parallel with our in vivo
experiments we also explored the in vitro effects of glucocorticoid hormone on thymocyte
apoptosis and survival. In thymic organ culture, where the original microenvironment was
conserved we were able to minimize the local glucocorticoid production with the help of
Methyrapon. With keeping the thymus lobes in steroid free medium we could provide a
glucocorticoid free environment. DP cells were sensitive both to the lack of GC and to the

high level of the hormone. According to the mutual antagonism model the lack of GC caused
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DP cells only to be activated through TCR and this signalisation alone resulted in the
apoptosis of thymocytes. With the use of GCR antagonist major changes in the thymus could
not be induced and the effects of DX treatment could not be totally inhibited. These results
indicate possible GCR independent effects of DX.

In the thymic organ and cell cultures of 1-2 day old BALB/C mice high degree of
spontaneous apoptosis was found, which could be Caspase dependent since the aminisitration
of Caspase inhibitor decreased its rate. We are planning to use the reaggregate thymus organ
culture method for further in vitro research of the maturation and selection processes of

thymocytes.

MODELING POSITVE SELECTION OF THYMOCYTES. After successful positive
selection of thymocytes the CD69 expression can be detected on the surface of DP and SP
cells. We used this phenomenon to detect the positive selection after TCR and GCR co-
activation in DP and CD4 SP cells. In both mouse strains antigen or anti-CD3 mAb induced
TCR activation or DX treatment alone increased the ratio of CD69 positive DP cells, but co-
activation of TCR and GCR had a stronger effect. In the CD4 SP population antigen itself,
low dose DX and co-activation of TCR and GCR increased the CD69+ cell ratio, but after
high dose DX treatment there was no increase in the number of CD69+ cells. After high dose
DX treatment CD69 positivity of DP cells could be transient since CD69 and CD25 positivity
has been showed during spontaneous and steroid induced apoptosis of different cell types. On
the other hand low dose DX and simultaneous antigen treatment caused positive selection of
thymocytes which can be indicated by the increased ratio of CD69 positive, surviving CD4
SP cells.

According to our results after GCR and TCR co-activation, maturing DP thymocytes show
the early signs of apoptosis (membrane phospholipid asymmetry, loss of mitochondrial

functions), while the effector phase of apoptosis is inhibited probably through Ras activation.

In summary we can say that the combined effect of stimuli which alone cause apoptosis of
thymocytes results in the survival of DP cells. A key element of this phenomenon could be
the Bcl-2 molecule since TCR and GCR co-stimulation resulted in the increased expression

of this molecule in positively selected thymocytes.
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SUMMARY OF NEW RESULTS

1. We proved that in BALB/C and TCR transgenic AND mouse strains the four different
thymocyte subpopulations express GCR in different level: DP cells that are the most
sensitive to GC hormone expresses the lowest GCR level.

2. We demonstrated that free cytoplasmic Ca*" level and the kinetics of Ca*" level after
TCR activation are different in the thymocyte subpopulations.

3. We confirmed that the spontaneous and DX induced apoptosis of thymocytes are
caspase dependent, while in GC hormone and TCR activation induced apoptosis
caspase independent factors are also important.

4. With the help of GCR antagonists we proved that ligand binding of GCR is not
essential for the early steps of GC induced apoptosis, but without it apoptosis
declines.

5. GCR and TCR co-activation results in higher ratio of surviving DP thymocytes
caused by the inhibition of early steps of apoptosis which suggests a link between the
two signalling pathways.

6. We showed that in TCR transgenic AND mouse strain low dose glucocorticoid
treatment with simultaneous antigen stimulus induced further maturation of surviving
DP thymocytes into CD4 positive direction.

7. Our experiments successfully confirmed the presence of the mutual antagonism model

in thymocyte selections.
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