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1. BEVEZETES

1.1. Aretina

Az emberi szem falat harom f6 réteg alkotja: a legkiils6 réteg (az atlatszatlan fehér
inhartya és az atlatsz6 szaruhartya), a kozépsO vaszkularizalt réteg (az eliilsd
szivarvanyhartya, a kozbensd sugartest és a hatulsé érhartya), és a legbelsd réteg (a
retina). A szem hats6 kamrajaban talalhaté meg a tobbrétegi, kiilonb6z6 sejttipusokat
tartalmazoé retina. A neuroretina és a legkiilsé retina pigment epitélium (RPE) rétegek
egyiittesen alkotjak a retinat. A fotoreceptoroknak két tipusa kiilonboztethetd meg: a
gyenge fényviszonyok melletti latasért felelés palcikdk és a nappali és a szinlatasért
felel6s csapok. A retina Kicsi, kozponti része a makula (sargafolt), amely a centralis
latasért, kornyezetiink finom részleteinek érzékeléséért felelds tertilet, mely sziikséges a

mindennapi feladatok elvégzéséhez ugy, mint az olvasashoz vagy a vezetéshez.

1.2. A retina pigment epitélium (RPE)

Az erbsen pigmentalt, polarizalt, hatszogleti morfologiat mutatd RPE sejtek egyrétegii
szovetet hoznak 1étre. Az RPE ¢és az alatta 1évé Bruch-membran (specialis
extracellularis matrix (ECM) struktara) egyiittesen képezik a kiils§ vér-retina gatat,
amely jelentdsen hozzajarul a szem immunprivilégizalt allapotanak fenntartasahoz, a
retina homeosztazisahoz ¢és a normalis latashoz is. Mindezek mellett az RPE alapvetd
szerepet tolt be a retina egészséges mitkodésében és a fotoreceptorok homeosztazisaban
azaltal, hogy szabalyozza a fotoreceptor lemezek fagocitézisat, valamint a tapanyagok,
példaul a gliikkoz, a retinol és a zsirsavak szallitasat a vérbol a fotoreceptorokhoz. Az
RPE felel6s a szort fény elnyelésért, a latas mindségének javulasaért azaltal, hogy
pigmentalt sejtréteget képezve befedi a szemgolyd belsd falat, és nagy mennyiségi
antioxidanst halmoz fel az oxidativ stressz elleni védelem érdekében. Tovabbi
funkcidja, kiilonb6z6 faktorok szekretalasa, példaul ndvekedési faktorok, a retina és a
choriokapillaris szerkezeti integritasaért felelés faktorok (PEDF vagy VEGF), valamint
immunszuppressziv faktorok, amelyek hozzajarulnak a szem egészséges immunoldgiai

statuszanak a fenntartasahoz.

1.3. Invitro RPE sejtmodellek
Az RPE funkcionalis vizsgalatara az elmult évtized soran, a feln6tt retina pigment

epitélium-19 (ARPE-19) sejtek valtak a leggyakrabban hasznalt immortalizalt
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sejtvonalla. Eredetileg egy 19 éves férfi donor szemébdl izolaltak. A sejttenyészetek
jellemzo egy sejtrétegii macskakoves epitelialis morfologidja 15-20. passzazs Szamaig
figyelheté meg a sejttenyésztd flaskakban, tovabbi passzazsuk hosszikas, poligonalis
sejtek heterogén keverékét eredményezi. Az immortalizalt sejtvonalak konnyen
fenntarthatok, viszont elveszithetik az eredeti RPE sejtek néhany fontos tulajdonsagat.

A primer hRPE sejteket human kadaver szembdl izolaljak, valamint kereskedelmi
forgalomban is kaphatoak. A kiilonb6z6 laboratoriumok kutatoi az RPE sejtek feln6tt
human szembdl torténd izoldldsara alapvetéen ugyanazt a protokollt hasznaljak.
Igazoltak, hogy a primer hRPE sejtek polarizaltak és barrier tulajdonsagokkal bird
sejtréteget alkotnak. Tovabba meg tudjak Orizni az eredeti szovet jellegzetes
tulajdonsagait, Vviszonylag heterogén morfologiat és donor variabilitast mutatnak,
ellentétben az immortalizalt sejtvonalakkal. Altaldban a primer sejtek csak néhany
passzazs szamig expandalhatok.

az RPE sejtek 1étrehozasara. Néhany évvel ezel6tt Skottman és munkatarsai pluripotens
human embrionalis 6ssejtvonalakbol (hESC) torténé funkcionalis RPE-szerii sejtek
differencialtatasara kidolgoztak egy protokollt, mely allati eredetli Osszetevoktol
mentes. In vitro koriilmények kozott kimutattak, hogy ezek a sejtek hatszogleti,
macskakdszerli morfoldgidji, magas pigmentacios rataju, rendkiviil polarizalt epitelialis
sejtréteget alkotnak. Megfigyelték, hogy a human embrionalis Gssejtekbdl szarmaztatott
RPE-szeri sejtek funkcionalis tulajdonsagai alapjan nagyon hasonlitanak a nativ RPE
sejtekhez.

1.4. Az idoskori makula degeneracio (AMD)

Napjainkban az AMD az iddskorti emberek korében a vaksag egyik vezetd oka,
vilagszerte korilbeliil 50 milli6 ember szenved ebben a betegségben. Jellemz6 tiinetei
koz¢ tartozik a latasélesség drasztikus csokkenése, a kontrasztérzékenység defektusa, az
egyenes vonalak torzulasa, az abnormalis sotétadaptacio, a latotérkiesés, valamint a
szinlatds karosodasa. A koOzponti latas elvesztése, az olvasds, a vezetés és az arcok
felismerésének zavarahoz vezet az AMD esetében. A belsé ¢és a kornyezeti kockazati
tényezOk, tobbek kozott az 6regedés, a genetikai tényezOk, a dohanyzas, az alacsony
antioxidans tartalmi, tdpanyagszegény étrend, az elhizds, a magas vérnyomas, a
hiperkoleszterinémia ¢és az érelmeszesedés, egyiittesen jarulnak hozza a betegség

kialakulasahoz.



Az AMD szaraz és nedves tipusba sorolhato, ez a két f6 forma tovabb bonthato korai és
késOi szakaszra. A szdraz AMD a betegség gyakoribb, lassan eldre halado, kronikus
formaja, amelyet kisebb foku latasromlas jellemez. Ezzel ellentétben, a nedves tipus az
Osszes AMD betegeknek csak mintegy 10-15%-anal fordul el6, progresszioja

viszonylag gyors, akut latasvesztést okozhat.

1.5. Sejthalal tipusok az AMD patogenezisében

1.5.1. Anoikisz sejthalal
Anoikisz sejthalalrol akkor beszélhetlink, amikor a sejtek sejtadhézidja vagy az ECM-
hez val6 kotédésiik nem megfelelé. Az anoikisznek Iényeges szerepe van a fejlédés és a
szoveti homeosztazis biztositasaban, tovabba fontos védelmi mechanizmusként szolgal
a szervezet szamara azaltal, hogy megakadalyozza a letapadas-fliggetlen sejtnovekedést
és a nem megfeleld matrixhoz torténd kotdédést. Az apoptdzissal 6sszhangban, az
anoikisz sejthalal szintén lehet extrinsic utvonal altal kozvetitett, sejtfelszini halal
receptorokkal kivaltott és a mitokondriumon keresztiili intrinsic utvonal altal vezérelt is.
Anoikisz sejthalal indukalhato a fotoreceptorokban és az RPE sejtekben drusen
felhalmozddassal a Bruch-membran és a RPE réteg kozotti térben, amely a sejtadhézio
csokkenését és az RPE sejtek Bruch-membranrol torténé levalasat eredményezi.
Nemrégiben, munkacsoportunk egy in vitro modellt irt le anoikisz sejthalal kivaltasra az
ARPE-19 sejtvonalon, poly-HEMA-val fedett tenyészté edényekben 24 oOras

tenyésztéssel a sejtek letapadasanak blokkolasa révén.

1.5.2. Autofagia és autofagia-asszocialt sejthalal

Az autofagia az eukariota sejtekben egy evoliciosan konzervalt mechanizmus a citoszol
Eml6sokben harom kiilonbozd tipust autofagiat irtak le: makroautofagia, chaperon-
medialt autofagia és mikroautofagia. Munkank soran a makroautofagias utvonalat (a
tovabbiakban autofagiaként emlitjiik) vizsgaltuk.

A mammalian target of rapamycin (MTOR) az autofagia folyamatat negativan
szabdlyozza. A tipanyag-megvonas, illetve a rapamicin kezelés inaktivalja az
MTORC1-et, megvaltoztatja az ULK1 ¢€s az Atgl3 foszforilacios allapotat, amely végiil

az ULK1 kinaz-aktivitisanak fokozasahoz vezet, és autofagiat valt ki. A folyamat



kovetkezd 1épésében kialakul az izolaciés membran, az ugynevezett fagofor, amely
expandalodik és magaba zarja a degradaland6 anyagot, kettés membran vezikulat
alkotva, melyet autofagoszémanak neveznek. A fagofor expandalasahoz ¢és az
autofagoszomak éréséhez az Atgl2-Atg5-Atglé komplex és a mikrotubulus-asszocialt
protein 1 konnyl lanc 3 (LC3) konjugécids rendszer sziikséges. Az LC3 citoszolikus
forméja, az LC3-I, kovalensen konjugalodik a foszfatidil-etanol-amin lipidhez (PE), ami
az LC3-II kialakulasahoz vezet, mely kapcsolddik a fagofor membranhoz. A p62, mas
néven sequestosome 1 (SQSTMI1) fehérje, kapocsként funkcional az LC3 ¢és az
autofagoszoma kiils6 membranja fuzional a lizoszomakkal, autofagolizoszémakat alkot,
ahol a tartalma lebomlik. A degradacio utan kapott molekulakat wjra fel lehet hasznalni
fehérjék szintetizalasahoz.

Normal fizioldgias koriilmények kozott a legtobb eukaridta sejtben alacsony alapszinten
eléfordul az autofagia, és éheztetéssel, endoplazmatikus retikulum stressz-induktorokkal
(brefeldin A) valamint rapamicinnel indukalhat6. A mai napig szamos autofagia
inhibitort leirtak, ilyen példaul a 3-metil-adenin (3-MA), wortmannin, bafilomycin Al,
klorokvin (CQ), NH4Cl vagy pepsztatin A. Az autofagia aktivacio ellendrzésére
leggyakrabban hasznalt moédszer az LC3-I-1I atalakulas kimutatasa LC3 ellenes
antitestekkel immunoblott segitségével. A teljes autofagias folyamat dinamizmusat az
autofagias flux mutatja, amely nyomon kovetheté az LC3-11 turnover alapjan autofagia
inhibitor, példaul CQ, jelenlétében €s hidnydban western blott analizis alkalmazéasaval.
Ha az autofagia til magas szinten fordul eld, sejthalalt idézhet el6. Az autofagia és a
sejthalal kapcsolatara vonatkozdan az irodalomban ellentmondés taldlhat6. Az altalunk
vizsgalt jelenséget az irodalmi adatok hasonldsaga alapjan autofagia-asszocialt sejthalal

kategoriaba soroltuk.

1.6. Gyulladas az AMD patogenezisében

A retina immunprivilegizalt szovetnek tekinthet6. Ennek az immunprivilégiumnak a
fenntartasaért tobb tényezé és mechanizmus is felelds, mint példaul a vér-retina gat
jelenléte, a nyirokkeringés hianya, a sejtkotott €s a szolubilis immunszuppressziv
faktorokkal biztositott gatlo szemészeti mikrokornyezet, valamint a szemen beliili
szisztémas immunvalaszok szabalyozasa.

A nedves tipust AMD a vér-retina gat karosodasaval jellemezhetd, melynek eredménye

az ¢rhartya neovaszkularizacigja (CNV), mely eldsegiti a makrofagok bejutdsat a
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periférids keringésbol, az immunsejtek felhalmozddasat és eldsegiti egy erdsen
immunogén kornyezet kialakuldsat. Manapsag egyre tobb tanulmany O6sszpontosit az
olyan megbizhat6 AMD biomarkerek azonositasara, melyek segitenék a betegség korai
diagnozisat. A mai napig azonban még nincs olyan elfogadott, specifikus marker, amely

megfelel6 lenne a kezdeti AMD detektalasara.

1.7. Elhalo sejtek eltavolitasa professzionalis és nem-professzionalis fagocitakkal
A human felnétt szervezetben tobb milliard sejt hal meg naponta. Ezeknek az elhalo
sejteknek a gyors eltavolitasa a szoveti homeosztazis fenntartasahoz nélkiilozhetetlen.
Az apoptotikus sejtek eltavolitasa altalanosan négy f6 1épésre oszthatd: 1) Szolubilis
kemoattraktansok, tigynevezett "talalj meg" szignalok kibocsatasa az elhalo sejtek altal,
mint példaul ATP, UTP, lizofoszfatidil-kolin, hogy a fagocitakat a sejthalal helyszinére
toborozzak; 2) specifikus "egyél meg" szignalok, mint példaul a foszfatidil-szerin (PS)
felismerése az elhalo sejtek felszinén a fagocitak receptorai altal. Az apoptodzis soran a
PS gyorsan athelyez6dik a plazmamembran kiilsé felszinére. A TAM tirozin-kinaz
receptor csalad tagjai ugy, mint a Tyro3, Axl, Mer nem koézvetleniil, hanem hidképz6
molekulakat hasznalva kotodnek az apoptotikus sejteken 1évé PS-hez. A Gas6 egy
ismert PS-koté hidképz6 molekula, amely hozzajarul az apoptotikus sejtek
eltavolitasanak fokozasahoz; 3) a cellularis tormelék fagocitak altali bekebelezése. Az
apoptotikus sejtek felvételéhez sziikséges az aktin filamentumok atszervezdodése, ugy
nevezett ,,fagocitald kapu” formalddasa az elhald sejt tormelékek koriil, majd azok
internalizalasa, valamint a fagoszoma érési 1épések sorozata. A fagoszéma lumen egyre
savasabba valik, ami egy savas lizoszomalis struktiraval torténd fiziohoz és az elhalo
sejtek hatékony lebomlasahoz vezet; 4) a fagocitak altal a sejttormelékek
bekebelezésére adott immunvalasz. Az apoptotikus sejtek fagocitdzisa immunologiailag
csendes folyamat.

A nedves tipusu AMD esetében az 0j erck burjanzasa és athatolasa az Bruch-
membranon hozzdjarul a makrofagok és dendritikus sejtek (DC) bejutdsdhoz a
szubretinalis térbe. Ezek a professzionalis fagocitak képesek az apoptotikus sejteket
eltavolitani onnan. Azonban a szaraz AMD esetében a vér-retina gat sértetlen marad,
ezért a professzionalis fagocitak nem tudjak elérni az elhalo sejteket, ebben az esetben a

nem-professzionalis fagocitak felelések az elhaldo RPE sejtek felvételéért.



1.8. Az AMD Kkezelése

A szaraz tipusi AMD-re jelenleg nincs jovahagyott kezelés. Azonban az antioxidansok
¢és omega-zsirsavak elonyds hatdsa bizonyitott a betegség patogenezisében. A
taplalékkiegészit6-alapu kezelés, beleértve az antioxidans C- és E-vitamint, a cinket, a
karotinoidokat, a luteint, a zeaxantint, valamint az omega-3 zsirsavakat, 6sszefliggésben
all a retinalis szovetek védelmével és az AMD késdi nedves forméjanak megeldzésével,
illetve progressziojanak késleltetésével.

A nedves tipusit AMD esetben, 1ézer fotokoagulacio vagy fotodinamikus terapia (PDT)
szolgal az 1j erek ndvekedésének blokkolasara, az intravitredlis injekcid formajaban
adott anti-VEGF. A triamcinolone (TC) pedig egy hagyomanyos kortikoszteroid,
amelyet intravitrealis injekcioként hasznalnak a nedves AMD kezelésére. A szemészeti
gyakorlatban jelenleg kombinalt terapidkat alkalmazzak, az elsOdleges kezelések
hatékonysaganak novelésére. Tovabba ,scaffold” transzplanticion alapuld szoveti
sebészetei stratégiakat is kidolgoztak mar, amelyek utanozzak a Bruch-membrant, és a
sejtek megtapadasara szolgalnak. A legujabb vizsgalatok pedig kimutattak, hogy
szamos miRNS dont6 szerepet jatszik az AMD-asszocialt folyamatok szabalyozasaban,
ami arra utal, hogy a miRNS-ek uj AMD terapias célpontok lehetnek. Ezen feliil, a sejt-
alapi transzplantacios terapia a sérillt RPE sejtréteg in vivo poétlasara, illetve
regeneralasara Osszpontosit, retina és irisz pigment epitélium sejtek, valamint dssejtek

alkalmazasaval.



CELKITUZESEK

Autofagia-asszocialt sejthaldl indukdalds ARPE-19, hRPE ¢és hESC-RPE

sejtekben H,0; kezeléssel (oxidativ stressz modell) és szérum megvonassal.

In vitro modell 1étrehozasa autofagia detektalasara H,O,-kezelt ARPE-19, hRPE
¢és hESC-RPE sejtekben.

Anoikisz és autofagia-asszocialt moédon elhaldé RPE sejtek nem-professzionalis
fagocitak, makrofagok, dendritikus sejtek altali eltavolitdsanak kvantifikéldsa,

amely modellként szolgalhat az AMD patogenezisére.

A TC kezelés hatdsanak vizsgalata a professzionalis és nem-professzionalis
fagocitak kapacitdsara az autofagia-asszocialt elhaldé RPE sejtek bekebelezése

soran.

A MerTK receptor szerepének tanulmanyozasa a TC-fokozott anoikisz modon
elhalé RPE sejtek professzionalis és nem-professzionalis fagocitakkal torténd

felvételére.

A gyulladaskeltd citokin felszabadulds mértékének meghatirozasa anoikisz és
autofagia-asszocialt modon elhalé RPE sejtek makrofagok altali fagocitozisa

alatt.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Etikai engedélyek

Minden human sejt izolacios kisérleti protokoll eleget tett a Helsinki Deklaracioban
foglalt iranyelveknek és jovahagyta ezeket a Debreceni Egyetem (Magyarorszag)
Regionalis Orvosi Etikai Bizottsaga (DEOEC RKEB / IKEB Prot. No. 2745 -2008 ¢s
3093-2010), illetve a Kuopioi Egyetemi Korhaz (Finnorszag) Orvosi Etikai Bizottsaga
(42/2014), az Orvosi Jogi Ugyek Nemzeti Hatosaga (Finnorszag) (Dnro
1426/32/300/05) és a Pirkanmaa Keriileti Korhaz (Finnorszag) Etikai Bizottsaga
(Skottman / R05116).

3.2. Sejttenyésztés

Prof. Stephen Moss, (UCL, London, Egyesiilt Kiralysag) volt szives rendelkezésiinkre
bocsatani az ARPE-19 sejtvonalat. Ezeket a sejteket 10% FCS-t (Gibco), 200 mM L-
glutamint (Sigma-Aldrich) és 1% antibiotikum-antimikotikum oldatot (Hyclone)
tartalmaz6 DMEM tapfolyadékban (Sigma-Aldrich) tenyésztettik 37°C-on, 5% CO;
mellett. Az ARPE-19 sejteket legfeljebb 10-15 passzazs szamig hasznaltuk fel minden
kisérletnél. A primer hRPE sejteket ismert szemészeti betegségben nem szenvedett,
feln6tt human kadaver szembdl izolaltuk (életkor: 64-92 év). A Johnen és munkatarsai
altal leirt protokoll alapjan izolaltuk és tenyésztettik a hRPE sejteket 10% FCS-sel
(Gibco), 200 mM L-glutaminnal (Sigma-Aldrich) és 1% antibiotikum-antimikotikum
oldattal (Hyclone) kiegészitettt DMEM Nutrient Mixture F12 tapfolyadékban (Sigma-
Aldrich). A hRPE sejtekkel minden kisérletet legfeljebb 2-5 passzazsig végeztiink. A
hESC sejtek RPE differencialtatasi és fenntartasi folyamata a korabban leirtak alapjan
tortént. A konfluens hESC-RPE sejteket kollagén IV-gyel (Sigma-Aldrich) bevont
tenye€sztd lemezeken novesztettiilk RPE altalanos mediumban.

A human monocitakat egészséges véradoktol szarmazo vérkészitménybdl (buffy coat)
izolaltunk gradiens centrifugalassal, Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences)
felhasznalasaval, majd a magneses szeparalashoz CD14 human mikrogyongyoket
(Miltenyi Biotec) alkalmaztunk. A human makrofagokat 5 napig differencialtattuk 5
ng/ml M-CSF (Pepro-Tech) segitségével, 10% human AB szérum (Sigma-Aldrich), és
10000 U/ml penicillin-10 mg/ml sztreptomicin (Sigma-Aldrich) tartalmt IMDM
(Gibco) tapfolyadékban, 37 °C-on, 5% CO, atmoszféran. Az éretlen dendritikus sejtek

frissen izolalt monocitakbol szarmaztak. 2x10° sejt/ml sfirtiségben 6-lyuki sejttenyésztd
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edénybe helyeztilk a monocitdkat, és 5 napig tenyésztettiik szérummentes AIM V
tapfolyadékban (Gibco), amely 80 ng/ml GMCSF-et (Pepro-Tech), és 100 ng/ml IL-4-et
(Pepro-Tech) tartalmazott. A tapfolyadékot azonos mennyiségii GMCSF-fel és IL-4-
gyel egészitettiik Ki a 0. és a 3. napon. A dendritikus sejtek érését pro-inflammatorikus
citokin eleggyel (10 ng/ml TNF-a (Pepro-Tech), 5 ng/ml IL-1B (Pepro-Tech), 20 ng/ml
IL-6 (Pepro-Tech), 75 ng/ml GMCSF (Pepro-Tech), és 1 mg/ml PGE2-t (Sigma-
Aldrich)) indukaltuk az 5. napon és a sejteket a 6. napon gytijtottiik be.

3.3. Anoikisz és autofagia-asszocialt sejthalal indukcio6

Anoikisz sejthaldl indukéalashoz, az ECM-1dl valo levalas modellezése érdekében az
ARPE-19, a primer hRPE, illetve a hESC-RPE sejteket 24 orara poly-HEMA-val
(Sigma-Aldrich) bevont sejttenyészté edényekre helyeztiik. Az autofagia-asszocialt
sejthalal kivaltashoz a klonfuens (80-90%-0s) sejtréteget alkotdé ARPE-19 és hRPE
sejteknél 2-4 6ra, 0,4-ImM H,O, (Sigma-Aldrich) kezelést alkalmaztunk
szérummegvonassal. A hESC-RPE sejtek esetében szérummegvonassal és 2 6ra, 1ImM

H,0; egyiittes kezeléssel indukaltunk az autofagia-asszocialt sejthalalt.

3.4. Sejthalal analizis

Az anoikisz és az autofagia-asszocialt sejthalalt az ARPE-19, a primer hRPE és a
hESC-RPE sejteknél Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit (MBL) segitségével
hataroztuk meg, a gyartd ajanlasai szerint. Az Annexin-V (AnxV) és/vagy propidium
jodid (PI) pozitiv sejtek szazalékos aranyat a BD FACS Calibur vagy BD Accuri C6
aramlasi citométerrel (BD Biosciences) detektaltuk és az adatok WinMDI 2.8.

szoftverrel értékeltiik ki.

3.5. Antitestek és immunoblott

Az Osszegylijtott sejteket PBS-sel mostuk, jéghideg lizispufferben (50 mM Tris-HClI,
0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 1 mM EDTA-t (Sigma-Aldrich), 15 mM 2-
merkapto-etanol (2-MEA) (Sigma-Aldrich), proteaz inhibitor (Sigma-Aldrich)), vagy
M-PER lizis reagensben (Thermo Scientific) homogenizaltuk. Az oldhatatlan sejtes
anyagot centrifugalassal eltavolitottuk és a fehérje koncentraciot Bradford-reagenssel
(Sigma-Aldrich) hataroztuk meg. Ezt kovetéen a lizatumot 5x Laemmli loading
pufferrel Gsszekevertiik és 10 percig forraltuk. Egyenlé mennyiségli fehérjét
valasztottunk szét SDS poliakrilamid gélen. A fehérjéket PVDF-membranra (Merck-
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Millipore) transzferaltuk, és utana 5% sovany tejporral (AppliChem) 1 o6ran at
blokkoltuk. Ezutan a membranokat egy éjszakan at 4 °C-on anti-LC3 (1: 2000) patkany
poliklonalis antitesttel (Novus Biologicals), anti-p62 (1: 2000) egér monoklonalis
antitesttel (Santa Cruz Biotechnology) vagy anti-MerTk (1: 1000) egér monoklonalis
antitesttel (R&D Systems) inkubaltuk. Ezt HRP-konjugalt megfelelé fajspecifikus
szekunder antitestekkel (Sigma-Aldrich) szobahémérsékleten, 1 6ran at tartd jelolés
kovette. Egér monoklonalis GAPDH (1: 5000) (Covalab), tubulin (1: 5000) (Sigma-
Aldrich) vagy B-aktin (1: 5000) (Sigma-Aldrich) ellenes antitestet hasznaltunk egy
¢jszakan at, 4°C-on loading kontrollként. Az immunoreaktiv termékeket az Immobilon
Western kemilumineszcens szubsztrat (Merck-Millipore) alkalmazasaval —tettiik
lathatova. A western blot denzitometrias elemzését Image J szoftver segitségével

végeztik el.

3.6. Elektron mikroszképia

A transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) elemzéshez a H,0,-kezelt (ImM, 2h)
ARPE-19 sejteket 0,1 M natrium-kakodilat-pufferrel (pH 7,4) és 2,5%-os glutaraldehid-
oldattal fixaltuk 2 oran keresztiil. Ezt kovetéen a sejteket haromszor, 10 percig mostuk
0,1 M natrium-kakodilat pufferrel, (pH 7,4) és 7,5% szachar6zzal, majd poszt-fixalassal
folytattuk, 1% OsO, oldattal 1 6raig. Ezutan a mintakat dehidrataltuk etanol gradienssel
(70%-os etanolban (20 percig), 96%-0s etanolban (20 percig), 100%-os etanol (kétszer,
20 percig), és Durcupan ACM-be agyaztuk be. Az ultravékony metszeteket uranil-
acetattal és Olom-citrattal festettik meg. A metszeteket Philips CM-10 TEM

segitségével (Philips Electronic Instruments) 80 kV-on vizsgaltuk.

3.7. LC3 pozitiv sejtek kvantifikacidja

A GFP-LC3 expresszidos plazmidot Prof. Noboru Mizushima (Tokiéi Orvosi ¢és
Fogorvosi Egyetem) volt szives rendelkezésiinkre bocsatani. ARPE-19 sejteket iiveg
fed6lemezre novesztettik ¢és a GFP-LC3 expresszids plazmidot tranziensen
transzfektaltuk a konfluens sejtekbe PEI reagens (Sigma-Aldrich) felhasznalasaval
(PEL: DNS arany = 4: 1; 1 ug DNS/lyuk). A transzfektalt ARPE-19 sejteket el6-kezeltiik
CQ-nel (25 puM, 16ra) (Sigma-Aldrich), majd H,O,-dal (ImM, 26ra) inkubaltuk
szérummentes médiumban. A kezelések utan a sejteket 4% PFA-val (Sigma-Aldrich)
fixaltuk 10 percig, és DAPI-val (0,3 ug/ml) (Sigma-Aldrich) festettiik meg, hogy

szemléltessiik a sejtmagot. A fluoreszcens képek Axiovert-200 Zeiss mikroszkoppal
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(Carl Zeiss Microlmaging GmbH) késziiltek. A GFP-LC3 pozitiv sejteket manualisan
megszamoltuk a fluoreszcens képek alapjan. Ezzel parhuzamosan, a GFP-LC3 pozitiv
sejtek szazalékos aranyat aramlasi citometriaval is meghataroztuk BD FACS Aria Il
(BD Biosciences) segitségével. Tovabba, a GFP-LC3 pozitiv, AV-tartalmu, és a GFP-
LC3 negativ ARPE-19 sejteket a GFP fluoreszcenciajuk alapjan Kiszortoltuk BD FACS
Aria III segitségével. Az adatgyijtést és elemzést BD FACS Diva 6.2 szoftverrel
végeztiink.

Az AV-ok és a sejthalal egyidejii detektalasahoz az ARPE-19 sejteket tranziensen
transzfektaltunk mCherry-LC3 plazmiddal, melyet Dr. Gian Maria Fimia (University of
Salento) volt szives rendelkezésiinkre bocsatani, H,O,-dal (1mM, 26ra) kezeltiik, majd
Annexin V- FITC jelolést hasznaltunk. A LC3-pozitiv AV-okat tartalmazé sejteket
és/vagy a feliiletiikon PS-t kifejezd sejtek mennyiségét BD FACS Calibur aramlasi

citométerrel hataroztuk meg.

3.8. Fagocitozis mérés

A fagocitakat eldkezeltiikk 1uM TC-nal (Sigma-Aldrich), 48 oraval a fagocitozis mérés
elétt. A fagocitaként funkcionald €16 RPE sejteket szérummentes tapfolyadékban 24
oraval a fagocitozis el6tt sejttenyésztd edényre helyeztiikk. A fagocitakat CMTMR-rel
(Molecular Probes, 16 o6ras inkubacio, 7.5uM koncentracioval), az anoikisz és az
autofagia-asszocialt elhalo RPE sejteket pedig CFDA-val (26ra 12,5mM) (Molecular
Probes) festettilk meg. A fagocitakat ko-inkubaltuk az anoikisz vagy az autofagia-
asszocialt elhaldo RPE sejtekkel, 4, 8, 12 vagy 24 6ran at 1: 3, 1: 2 vagy 1: 5 aranyban
37°C-on, 5% CO;, mellett; szérummentes IMDM tapfolyadékban. A ko-inkubalas utan a
fagocitalo sejtelegyet tripszines kezelést kovetden Osszegyiijtottiik, centrifugaltuk, majd
kétszeri PBS-sel torténd mosast kovetéen fixaltuk 1% -0s PFA-val. A fagocitozis
hatékonysagat FACS Calibur BD aramlasi citométerrel mértik meg, az adatok
elemzéséhez pedig WinMDI 2.8. szoftvert hasznaltunk.

A 3-MA (10mM, 24 o6ra) kezelés fagocitozisra kifejtett hatasanak vizsgalatara, 3-MA-
nel elokezelt, majd a H,O,-dal (ImM, 2 ora) kezelt ARPE-19 sejteket koinkubaltuk
makrofagokkal. Ezen tilmenden, a GFP-LC3-pozitiv vagy a negativ ARPE-19 sejteket
szétvalasztottuk és ujra szuszpendaltuk IMDM tapfolyadékban. Ezeket a kiilonvalasztott
sejteket adtuk hozza makrofagokhoz, hogy meghatarozzuk a fagocitozis mérétékét. A
fagocitozist gatld vizsgalatoknal a makrofagokat eldinkubaltuk 10 pg/ml anti-MerTk
ellenanyaggal (R&D Systems) 10 percig, az elhald sejtekkel torténd ko-inkubalas eldtt.
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A Gasb6 fagocitozisra kifejtett hatdsanak vizsgalatara a makrofagokat 200 ng/ml Gas6-
tal (R&D Systems) kezeltiik 24 6raval az elhalo sejtek hozzaadasa el6tt.

3.9. Time-lapse mikroszkopos elemzés

Az in vitro fagocitdzis méréshez a makrofagokat 24-lyuka sejttenyészté edénybe
helyeztiik, majd 16 oran keresztiil jeloltiik 7.5pM CMTMR-rel. A sejteket koinkubaltuk
a CFDA-festett (12,5mM, 2 ¢6ra), vagy a GFP-LC3 transzfektalt elhalo RPE sejtekkel
1:2 aranyban. A ko-kultarak time-lapse mikroszkdpos vizsgalatahoz egy, inkubatorral
felszerelt (Solent Scientific), motorizalt és automatizalt, nagysebességli Hamamatsu
ORCA-R2 digitalis kameraval (Hamamatsu Photonics) rendelkez6 Olympus IX-81
inverz mikroszkopot hasznaltunk. A sejteket 24 oraig figyeltiikk meg, mely kdvetés sordn
a sejttenyészté edény kiillonbozd lyukairdl és minden szincsatornardl 5. perces
frekvenciaval késziiltek képfelvételek. A digitalis képeket XCE-RT xCellence Real
Time szoftver (Olympus) segitségével alakitottuk time-lapse mozgoképpé 24

képkocka/mésodperc sebességgel.

3.10. siRNS-ek és a makrofagok elektroporacidja

Az siRNS-konstruktok az Ambion (Life Technologies) cégtél szarmaztak: targeting
adenozin A3 receptor (ADORA3) [3-CGUCUAUGCCUAUAAAAUALt (sense) és az
5-UAUUUUAUAGGCAUAGACGtt (antiszensz)] AxI receptor tirozin-kinaz [3'-
GGAACUGCAUGCUGAAUGALtt (sense) és 5 -UCAUUCAGCAUGCAGUUCCLg
(antiszensz)], a  C-mer  proto-onkogén  tirozin-kindiz ~ (MERTK)  [3'-
GAACUUACCUUACAUAGCULtt (sense) ¢s az 5'-AGCUAUGUAAGGUAAGUUCaa
(antiszensz)] és a thrombospondin-1 (THBS1) [3-GGACUGCGUUGGUGAUGUALt
(sense ) és az S'UACAUCACCAACGCAGUCCtt (antiszensz)]. Az ¢16 ARPE-19
sejteket és a makrofagokat, harom nappal az izolalasuk utan, 24-lyuku lemezekre
helyeztiik és mostuk egyszer DMEM-mel, vagy IMDM-mel, majd egyszer PBS-sel. A
sejteket Gjra szuszpendaltuk fenolvorés nélkiili OptiMEM-ben (Invitrogen Life
Technologies) 4 x 10"/ml koncentracioban. Az siRNS-t (3uM) kiivettaba helyeztiik,
100ul sejtszuszpenziot adtunk hozza, és az elektromos impulzus elétt 3 percig a
Genepulser Xcell (Bio-Rad) késziilékben inkubaltuk. Ugynevezett négyszog
impulzusokat hasznaltunk, a makrofagokat 0.5 ms-ig 500V-tal, az é16 ARPE-19 sejteket
pedig 10 ms-ig 250V-tal elektorporaltuk. Kozvetleniil az elektroporacié utan a
makrofagokat human AB szérummal és M-CSF-fel és TC-vel kiegészitett IMDM
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tapfolyadékba, az ARPE-19 sejteket pedig FBS-sel kiegészitett DMEM tapfolyadékba
helyeztiik.

3.11. Immunofluoreszcens festés és konfokalis mikroszkopia

A makrofagokat iiveg feddlemezen, a kordbban leirtak szerint tenyésztettik. A
makrofagokat az anoikisz elhalo sejtekkel 4 oraig ko-inkubaltuk, majd mosast kovetden
anti-MerTk antitesttel (R&D systems) 1 oran at, jégen jeloltik. Ezt koveten
fluorokrommal konjugalt anti-egér NL-493 (R&D Systems) masodlagos antitestet
hasznaltunk, majd mosast kdvetéen a mintakat 4%-0s PFA-val 10 percig jégen fixaltuk.
A mintdkat Zeiss LSM 510, illetve Olympus FV1000 konfokalis 1ézer-pasztazo

mikroszkoppal vizsgaltuk, majd Fiji szoftverrel elemeztiik.

3.12. 1L-6 és IL-8 szekrécié kimutatiasa ELISA modszerrel

Az anoikisz és az autofagia-asszocialt modon elhald RPE sejtek makrofagok altali
fagocitozisa alatt felszabadult IL-6 ¢és 1IL-8 pro-inflammatorikus citokinek
ELISA OptEIA™ ¢és a huméan IL-8 ELISA OptEIA™ kitek (BD Biosciences)

alkalmazaséaval a gyart6 ajanlasa szerint.

3.13. Statisztikai analizis

Minden vizsgalatot legalabb hiarom, egymastol fliggetlen modon ismételtiink meg, €s
minden mintabdol harom technikai parhuzamost képeztiink. Az eredményeket atlag + SD
(szoras), vagy atlag = SEM (atlag szorasa) formaban fejeztiik ki. A csoportok
tobbszords Osszehasonlitasahoz, a statisztikai szignifikanciat egyiranyt ANOVA, majd
Tukey-féle post-hoc teszttel szamitottuk ¢és értékeltik. A  csoportok kozotti
statisztikailag szignifikans kiilonbséget a parositott Student-féle t-teszttel (két végi)

hataroztuk meg és a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. Szérummegvonas és H,O, kettés kezelés hatasara az ARPE-19 és a primer
hRPE sejtek ido- és koncentracio-fiiggé modon haltak el

Az ARPE-19 és a hRPE sejteket szérum hidnyaban névekvd iddtartamu (2-4 o6ra) és
koncentracioju (0,4mM, 0,8mM, 1mM) H,0,-dal kezelve életképes, korai és késoi
apoptotikus, valamint nekrotikus sejtpopulaciok keverékét mutattuk ki Annexin V-
FITC/PI kettos festés segitségével, a sejtek 1d6- és koncentracid-fliggd elhalasat
figyeltiikk meg. A sejtek tobbsége PS externalizacié mellett halt el, kiilonosen 2 ora, 1
mM H,0; kezelés utan. A kezeletlen kontrollhoz viszonyitva 2 6ra, 1ImM H;0;-kezelés
utan az életképes ARPE-19 sejtek ardnya jelentdsen lecsokkent, 91,4+1,7%-r6l
28,6+14,2%-ra, és ezzel parhuzamosan a csak AnxV" ARPE-19 sejtek aranya jelentdsen
megnoétt 2,1£2%-r61, 41£10,8%-ra. A primer hRPE sejtek esetében hasonld tendencia
volt megfigyelhetd. 2 6ra, ImM H,0; kezelés eredményeként az életképes sejtek
szdzalékos ardnya 87,1+4,9%-16l 51,6+3,6%-ra valtozott, és a sejtek 17,7+12,7%-a valt
AnxV*-va, mig a kezeletlen kontroll csak 3,2+2,8% korai apoptotikus sejtet
tartalmazott. Nekrotikus sejthalal pozitiv kontrollként natrium-azid kezelést (4 oOra,
ImM) alkalmaztunk. Ez a kezelés tobbnyire csak PI pozitiv sejteket eredményezett, az
ARPE-19 sejteknél 67.92+3,32%-0t és a hRPE sejteknél 42,59+12,80%-ot. Ezt
Osszehasonlitva a H,O,-kezeléssel, jelentds kiilonbséget tapasztaltunk, a sejteknek csak
10-30%-a volt PI pozitiv. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a sejtek tobbsége PS
externalizacioval hal el. Osszességében a Hy0,-kezelés az RPE sejtek kiilonb6zo

sejthaldl modozatainak keverékét eredményezte a vizsgalt id6 alatt.

4.2. A szérummegvonas és a H,O, kettos kezelés hatasa a hESC-RPE sejtek
A kezeletlen hESC-RPE sejteknél nagyfoku pigmentacié és macskakoves morfologia
volt megfigyelhetd faziskontraszt-mikroszkdp segitségével. Szérummegvonas (2 Ora)
hatasara azonban sériilt az egyrétegl struktura. A szérum jelenlétében alkalmazott H,O,
kezelés (2 6ra, 1 mM) utan duzzadt és felvalt hESC-RPE sejteket mutattunk ki. A H,O,
(2 6ra, 1 mM) és a szérummegvonas egyiittes hasznalata megnovelte a felvalt, elhalt sejt
aggregatumok mennyiségét. Az életképes hESC-RPE sejtek szazalékos aranya
szérummegvonas ¢s H,O, egyiittes kezelés eredményeként a kezeletlen kontrollhoz

képest jelentésen lecsokkent, 88,35+0,88%-161 55,22+13,12%-ra. Ezzel parhuzamosan,
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a csak AnxV pozitiv hESC-RPE sejtek ardnya a kezeletlen kontrollal 6sszehasonlitva
jelentésen megnovekedett az egylittes kezelést kovetden, 9,85+1,13%-ro6l
39,86+11,73%-ra nétt. A hESC-RPE sejtek kettds kezelésre adott valasza hasonld volt,
mint amit az ARPE-19 sejteknél megfigyeltiink, mintegy 40% csak AnxV pozitiv, PS

externalizal6 sejt volt kimutathatd mindkét sejttipusnal.

4.3. ECM-rdl valo levalassal indukalt anoikisz sejthalal a hESC-RPE sejteknél

A hESC-RPE sejtek esetében anoikisz sejthalal indukcidhoz a munkacsoportunk altal
korabban leirt protokollt hasznaltuk. A kezeletlen hESC-RPE sejtek reprezentativ
faziskontraszt felvétele konfluens, erdsen pigmentalt macskakoves egy sejtréteget
mutatott. Ezzel ellentétben az anoikisz hESC-RPE sejteknél, Usz6 aggregalt
képzddményeket figyeltiink meg. Az ECM-rdl vald levalds a kontrollhoz képest az
¢letképes hESC-RPE sejtek ardnyanak jelentds csokkenését eredményezte, ez
88,35+0,88%-161 64,36+1,84%-ra valtozott. Ezzel parhuzamosan a csak AnxV pozitiv
anoikisz-indukalt hESC-RPE sejtek aranyanak (27,86+3,58%) szignifikans novekedését
detektaltuk, a kezeletlen kontroll esetében ez csupan 9,85+1,13% volt. Tovabba, az
anoikisz sejtek 7,10+£3,30% kettOs pozitiv, kés6i apoptotikus sejtet tartalmaztak, ezzel

szemben a kontroll esetében csak 1,14+0,11% kettds pozitiv sejtet mértiink.

4.4. 1d6- és Kkoncentracido-fiiggé autofagia indukci6 az ARPE-19 és hRPE
sejtekben

LC3-1I/LC3-I arany id6-és koncentracio-fiiggd novekedését mutattuk ki az ARPE-19 és
a hRPE sejtekben western blott analizissel, ndvekvd koncentracioban (0,4mM, 0,8mM,
ImM), és id6kozonként (2 ora, 4h) alkalmazott H,O, kezelés eredményeként, szérum
hianyéaban a kezeletlen kontrolhoz képest. A hRPE sejtekben a legmagasabb autofagias
aktivitas 2 ora, ImM H,0; kezelés utan volt megfigyelhetd szérummentes koriilmények
kozott. Az ARPE-19 sejteknél, ugyanezt a kezelést alkalmazva, szintén megnovekedett
LC3-1-LC3-11 4talakuldst detektaltunk. Ezzel parhuzamosan az SQSTMI1/p62
expresszios szintjét is megvizsgaltuk. Valaszul a szérummegvonas ¢és a H,O; egyiittes
kezelésre csokkend p62 expresszios tendencia volt kimutathatd az ARPE-19 sejtekben,
Osszehasonlitva a kezeletlen kontrollal. Tovabba, a H,O, kezelés (2 6ra, 1 mM)
eredményeként citoszolikus komponenseket tartalmazo kettds-membrannal hatarolt

autofagids vakuolumokat (AV) tudtunk detektalni TEM segitségével. Osszefoglalva,
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ezek az adatok arra utalnak, hogy a 2 oras, 1 mM H,0, kezelés jelentds autofagia
indukcidhoz vezethet ARPE-19 és hRPE sejtekben.

4.5. Autofagia indukcio hESC-RPE sejtekben szérummegvonas és H,O, kettos
kezelés kovetkeztében

Szérummegvonas és H,O; (2 6ra, ImM) egyiittes kezelés hatasara vizsgaltuk a hESC-
RPE sejtekben az autofagia aktivitast. Alap autofagias aktivitds volt megfigyelhetd a
kezeletlen kontroll sejtek esetében, ami 2 6ra szérummegvonds, valamint a szérum
jelenlétében alkalmazott 2 6ra, ImM H,0, kezelés eredményeként fokozddott. A
szérum hianyaban hasznalt H,O; (2 6ra, ImM) kezelés tovabb novelte a LC3-11/LC3-I
aranyt. Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy az autofagids folyamat szérum
megvonas és H,O, (2 ora, ImM) egyiittes kezelés kovetkeztében fokozodik az hESC-
RPE sejtekben.

4.6. Emelkedett autofagias flux ARPE-19 és hRPE sejtekben

Az LC3-1I/LC3-I aranyok ko6zott szignifikans kiilonbséget allapitottunk meg CQ (0,5
o6ra, 12,5uM) hianyaban ¢és jelenlétében az ARPE-19 sejtekben H,0, kezelés (2 ora, 1
mM) alatt, mind szérum hidnyaban, mind szérum jelenlétében, ami azt jelzi, hogy H,0O,-
expozicid alatt nétt az autofagids flux. A hRPE sejtek esetében szérum jelenlétében a
CQ elokezelés szintén LC3-II felhalmozddashoz vezetett, az LC3-11/LC3-1 arany

szignifikansan nétt, bizonyitva az autofagias flux emelkedését.

4.7. Autofagia-asszocialt sejthalal indukcié RPE sejtekben

Szérummegvonas ¢s HyO; (2 6ra, ImM) egylittes kezelés hatasara perinuklearis GFP-
LC3 pozitiv aggregatumok, illetve gytiri alakiit AV-ok felhalmozddasat figyeltiik meg.
A CQ-elékezelt (1 ora, 25uM), majd H,O,-dal kezelt (2 6ra, 1 mM) sejtek intenzivebb
fluoreszcens pottyoket és nagyobb GFP-LC3 pozitiv AV-okat mutattak. A fluoreszcens
képek alapjan, manudlisan szamlalva a sejtek 40,9+8,4%-a tartalmazott GFP-LC3-
pozitiv vakuolumokat H,O, (2 6ra, 1mM) kezelés utan szérummentes médiumban.
Ezzel parhuzamosan, aramlasi citometrias elemzés segitségével a sejtek
fluoreszcenciaja alapjan 23,9+1,2%-ot talaltuk GFP-LC3-pozitivnak. Ezek az adatok is
azt jelzik, hogy H,0O,-kezelés és szérum megvonds hatasara autofagias folyamat

valthato ki az ARPE-19 sejtekben.
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Az LC3-pozitiv AV-okat és a PS-externalizaciot egyidejiilleg vizsgaltuk a H,O,-kezelt
(2 6ra, ImM), mCherry-LC3 tranziensen transzfektalt ARPE-19 sejtekben. FACS-
analizis segitségével azt talaltuk, hogy a kezeletlen sejtek 15,02%-a volt LC3", ami
H,0, kezelés eredményeként 28.76%-ra emelkedett, mindekdzben az AnxV' sejtek
szama 3,4%-16l 17,5%-ra nétt. Tovabba kimutattuk, hogy az LC3" sejtek 52,3%-a volt
AnxV"; mig az AnxV" sejtek 83,88%-a volt LC3" is. Ezek az eredmények azt sugalljak,
hogy H,O, kezelés hatasara autofigia-asszocialt folyamatok aktivalédnak az elhald

ARPE-19 sejtek tobbségében.

4.8. Anoikisz modon elhalo sejtek hatékony eltavolitaisa makrofagok és nem-
professzionalis RPE sejtek segitségével

Azt taldltuk, hogy az anoikisz modon elhal6 RPE sejteket 24 6réds iddintervallum alatt
hatékonyan és egyre novekvé mértékben tudtak bekebelezni mind a nem-professzionalis
fagocitaként funkcionalo é16 RPE sejtek, mind a makrofagok. Az anoikisz mddon elhal6
ARPE-19 sejtek ¢l6 ARPE-19 sejtek altali fagocitozis atlaga 3,16+0,91% volt 4 6ra ko-
inkubacional. Amikor az anoikisz médon elhalé ARPE-19 sejteket makrofagokkal
inkubaltuk egylitt, magasabb fagocitézis aranyt figyeltik meg, 4 oOra alatt ez
5,07+0,27% volt. Az anoikisz médon elhalé primer hRPE sejteket a makrofagok még
hatékonyabban vették fel, a fagocitald kapacitas 12,56+2,38% volt 4 6ra ko-inkubacio
utan. A TC kezelés a legtobb esetben nodvelte az elhalo sejtek eltavolitdsanak

hatékonysagat.

4.9. A makrofiagok és az él6 RPE sejtek képesek hatékonyan bekebelezni az
autofagia-asszocialt elhalo RPE sejteket

Az ARPE-19 sejtek és a makrofagok az autofagia-asszocialt elhalo RPE sejteket
novekvo kapacitassal tudtdk bekebelezni 24 6ras iddintervallum alatt. Az ARPE-19
sejtek hatékonyan vették fel az autofagia-asszocialt elhalo ARPE-19 sejteket, 8 ora ko-
inkubalas esetében a fagocitozis atlaga 3,8+1,1% volt. Hasonld fagocitdzis ratat
kovetden, 8 oranal 6,9+1,7%-ot. Az autofagia-asszocialt elhald primer hRPE sejteket a
makrofdgok még hatékonyabban tudtdk eltavolitani, a fagocitald kapacitas 21,2+3,3%
volt 8 ora ko-inkubacié utan. 48 oraval a fagocitdzis vizsgalat elétt, a fagocitakat TC-

vel kezeltiik, ami a legtobb esetben fokozta a bekebelezd kapacitasukat.
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4.10. A 3-MA gatlo hatasa az ARPE-19 sejtek autofagia-asszocialt sejthalalara és
kovetkezményes hatasa a fagocitozisra

A Hy0,-kezelt (2 6ra, ImM) ARPE-19 sejtekben 3-MA (24 6ra, 10mM) hatasara az
LC3-1 LC3-1I-v¢é torténé atalakulas részleges blokkolasat mutattuk ki western blott
analizis segitségével, ezzel igazoltuk az autofagids folyamat gatlasat. Tovabba azt
talaltuk, hogy az é16 sejtek szama szignifikinsan novekedett, mig az AnxV" és PI" és a
dupla pozitiv H,O,-kezelt ARPE-19 sejtek szama szignifikansan csokkent az inhibitoros
kezelés kovetkeztében. A 3-MA eldkezelés gatolta az autofagia-asszocialt sejthalélt az
ARPE-19 sejtekben, tovabba szignifikansan csokkentette az autofagia-asszocialt elhald
sejtek fagocitozisanak mértékét, 8 ora ko-inkubalast kovetden a kezeletlen makrofagok
esetében 8,45+0,56%-r6l 3,24+0,52%-ra, ¢és a TC-vel kezelt makrofagoknal
10,49+1,01%-1061 5,90+2,89%-ra csokkent.

411. A GFP-LC3 pozitiv autofagia-asszocialt elhalo ARPE-19 sejtek
makrofagokkal torténd eltavolitasa

A GFP-LC3 transzfektalt, H,O,-kezelt ARPE-19 sejteket 8 oraig makrofagokkal ko-
inkubaltuk ¢és aramlasi citométerrel kvantifikaltuk a fagocitozis ratat, hogy
megvizsgaljuk, vajon a fagocitalt sejtek ténylegesen autofagia-asszocialt (elhald sejtek)
¢s nem mas tipusu elhal6 sejtek. A makrofdgok képesek voltak, bekebelezni a H,0,-
kezelt, GFP-LC3 transzfektalt ARPE-19 sejteket, a fagocitozis mértéke 9,3+3,7% volt,
ami Osszehasonlithato az €16 festéses, HoO,-kezelt ARPE-19 sejtek makrofagok altali
felvételével. Ezen talmenden a FACS Aria III &ramlési citométer segitségével kiszortolt
GFP-LC3 pozitiv és negativ ARPE-19 sejteket 8 oran at ko-inkubaltuk a
makrofagokkal. Elhanyagolhatd mennyiségli GFP-LC3 negativ, nem autofagia-
asszocialt ARPE-19 sejtet kebeleztek be a makrofagok (0,6+0,2%). Ezzel ellentétben, a
GFP-LC3 pozitiv RPE sejtek felvételének mértéke kdzel azonos (13,7£3,3%) volt azzal,
mint amit a nem szortolt autofagia-asszocidlt elhalo sejtek esetében mértiink, igy
bizonyitani tudtuk szerepiiket a fagocitdldo folyamatban. S&ét, TC eldkezelés
eredményeként a GFP-LC3 transzfektalt, HyO,-kezelt ARPE-19 sejtek eltavolitasa

szignifikansan fokozodott.
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4.12. Anoikisz és autofagia-asszocialt médon elhalé hESC-RPE sejtek makrofagok
altali bekebelezése

A makrofagok hatékonyan kebelezték be az anoikisz mddon elhalé hESC-RPE sejteket:
a fagocitozis rata 4 6ra ko-inkubécid utdn 32,40+3,45% volt. Az autofagia-asszocialt
elhalo hESC-RPE sejtek makrofagokkal torténd felvétele még hatékonyabb volt 8 éra
ko-inkubacidt kovetden: 50,72+2,98%. TC kezelés hatasara mérsékelten fokozodott a
makrofagok fagocitald kapacitasa az anoikisz elhalo6 hESC-RPE sejtek (35,15+3,85%)
¢s az autofagia-asszocialt elhalo hESC-RPE sejtek (58,70+8,68%) bekebelezése soran.

4.13. A dendritikus sejtek in vitro koriilmények kozott hatékonyan képesek
felvenni az elhalo sejteket

Az anoikisz modon elhaldo ARPE-19 sejteket alacsony mértékben kebelezték be mind az
éretlen (3,26+0,58%), mind az érett dendritikus sejtek (2,88+1,14%) 4 6ra ko-inkubacio
alatt. Ezzel ellentétben, a dendritikus sejtek fagocitald kapacitasa az autofagia-asszocialt
modon elhalé ARPE-19 sejtek bekebelezése soran sokkal magasabb volt, az éretlen
dendritikus sejtek esetében ez 26,7+10,8% volt 8 oOra ko-inkubaciot kdovetden, és
21,4+6,4% volt mikor gyulladasos citokin koktélt hasznaltunk a dendritikus sejtek

érésének stimulalasara.

4.14. A TC-altal felregulalt gének csendesitésének hatasa a fagocitozisra

TagMan Low Density Array segitségével megallapitottuk, hogy TC kezelés hatasara az
elemzett 95 gén koziil 55 génnek szignifikansan megvaltozott az expresszids szintje
anoikisz ARPE-19 sejtek fagocitozisa soran, az elhald sejtek nélkiili TC-kezelt
makrofagokkal Osszehasonlitva. Ez utdn azt kivantuk bizonyitani, hogy az apopto-
fagocita gének TC-indukalt felregulacioja kozvetlen hatassal van-e a makrofagok
fagocitald képességének fokozasara. siRNS transzfekcidos modszert hasznéltunk a
kivalasztott felregulalt gének elcsendesitésére: ADORA3, THBS1, AXL, MERTK. A
cél gének csendesitésének hatékonysdga bioldgiai varianciat mutatott a kiilonbozd
makrofag donorok kozott és az egyes €16 ARPE-19 sejt repeticiok kozott is eltérések
voltak. A makrofagokban a TAM csalad tagjainal mutatkozott a leggyengébb csendesitd
hatas és a fagocitozis mértékében jelent6s csokkenés csak a TC-kezelt MERTK és AXL
knock-down makrofagok esetében volt kimutathato. A TC-kezelt ¢l6 ARPE-19 sejtek
MERTK ¢és AXL csendesitésének eredményeként az anoikisz ARPE-19 sejtek nem-

professzionalis fagocitdk altali bekebelezése szignifikdnsan csokkent.
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4.15. A MerTk receptornak donté szerepe van a TC kezeléssel fokozott, anoikisz
modon elhalo sejtek makrofagok altal torténd eltavolitasaban

TC hidnyaban a makrofagok fagocital6 kapacitasat nem lehetett gatolni MerTk blokkolo
antitesttel, mig a TC-kezelt makrofagokkal térténé anoikisz modon elhalé ARPE-19
sejtek bekebelezését a blokkold antitesttel lassitani lehetett. Immunofluoreszcens festés
segitségével meghataroztuk a MerTk receptor eloszldsat a makrofagok bekebelezd
kapujanal az anoikisz modon elhal6 ARPE-19 sejtek felvétele soran TC jelenlétében,
illetve hianyaban. A makrofagok ¢és az anoikisz ARPE-19 sejtek hataranal pontszera
MerTk jelet tudtunk kimutatni, amely szignifikdnsan felhalmozodott az elhalo ARPE-19
sejtek és a TC-kezelt makrofagok kapcsolodési pontjai kozott. Tovabba western blott
analizissel meghataroztuk a MerTk fehérje expresszids szintjét; mindkét kezeletlen
sejttipusnal alacsony volt, viszont TC kezelés hatasara sokkal tobb MerTk fejez8dott ki

a makrofagokban az anoikisz elhald6 ARPE-19 sejtek bekebelezése soran.

4.16. A MerTk gatlasanak hatasa a TC kezeléssel fokozott, elhalo RPE sejtek nem-
professzionalis fagocitak altal torténé eltavolitasara

TC hianyaban a MerTk blokkold antitest nem tudta gatolni az ¢16 ARPE-19 sejtek
fagocitalo kapacitdsat. Ezzel szemben a TC kezeléssel fokozott fagocitdzis mértéke
mind a fagocitdknal, mind az anoikisz ARPE-19 sejteknél alkalmazott blokkol6 antitest
hatdsara jelentésen csokkent. Immunofluoreszcens festéssel pontszerli MerTk
struktirakat detektaltunk a nem-professzionalis fagocitak és az anoikisz modon elhalo
ARPE-19 sejtek hataranal, amely jelentdsen felhalmozddott a bekebelezé kapuknal, a
TC-kezelt fagocitak és az elhald sejtek kozott. Tovabba western blott analizissel
meghataroztuk a MerTk fehérje expresszios szintjét; a TC kezeletlen sejteknél alacsony
expressziot detektaltunk, mig a fagocitdlo ARPE-19 sejtek TC kezelésének

eredményeként a fagocitozis alatt megemelkedett a MerTk expresszioja.

4.17. A MerTK receptor gatlasanak és serkentésének hatiasa a makrofagokkal
torténo elhalo primer hRPE sejtek fagocitozisara

A TC kezelés (48 ora, 1 uM) szignifikansan novelte a makrofagok fagocitalo képességét
az elhaldo hRPE sejtek eltavolitasa soran, koriilbeliil 1,5-2-szer nagyobb fagocitald rata
volt megfigyelhetd 4 6ra ko-inkubacidt kovetden. A TC-kezelt makrofagokhoz MerTk
blokkold antitestet adva szignifikdnsan csokkent az elhald hRPE sejtek bekebelezése.
Végiil megvizsgaltuk, hogy a MerTk ligandja, a Gas6 hidképzé molekula hatdssal van-e
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az anoikisz moédon elhalo ARPE-19 és hRPE sejtek fagocitozisara. TC kezelés nélkiil a
makrofagok fagocitald képessége mérsékelten fokozodott Gas6 kezelést kdvetden.
Ezzel parhuzamosan a TC-kezelt makrofagok esetében jelentés, koncentracio-fiiggd
fagocitozis-fokozo hatast mutattunk ki, a MerTk szignifikansan felregulalodott mind

mRNS, mind fehérje szinten.

4.18. IL-6 és IL-8 szekrécio az autofagia-asszocialt médon elhalé RPE sejtek
professzionalis fagocitak altali eltavolitasakor

Elhanyagolhaté mennyiségli IL-6 és IL-8 szekréciot figyeltik meg a TC-kezelt és a
kezeletlen makrofagok esetében. Az autofagia-asszocialt médon elhald6 ARPE-19 és
hRPE sejtek szignifikansan nagyobb mennyiségii IL-8 citokint szekretaltak, mint 1L-6-
ot. A makrofagok ko-inkubalasa az autofagia-asszocialt modon elhalé ARPE-19 vagy
hRPE sejtekkel megnovekedett IL-6 és IL-8 koncentraciot eredményezett. A makrofag-
elhald sejt ko-inkubacid utdn, nagyobb mennyiségii kibocsajtott IL-8-at detektaltuk,
mint IL-6-ot. Az ARPE-19 ¢és hRPE sejtek TC-kezelt makrofagokkal torténd
fagocitdzisa sordn csokkent IL-6 ¢és IL-8 citokin szekréciot mértiink. Ezek az
eredmények azt jelzik, hogy az autofagia-asszocidlt modon elhalo6 RPE sejtek

makrofagok altali eltavolitasa pro-inflammatorikus valaszhoz vezet in vitro.

4.19. Az anoikisz és az autofagia-asszocialt moédon elhalo hESC-RPE sejtek
makrofagok altali bekebelezése IL-6 és IL-8 szekréciéhoz vezetett

A makrofag kontrollok, elhalo sejtek nélkiil nem termeltek IL-6 citokint. Az anoikisz
hESC-RPE sejtek makrofagok altali fagocitozisa jelentésen megnovekedett I1L-6
szekréciohoz (836,33+252,27 pg/ml) vezetett, amely TC kezelés eredményeként
lecsokkent (780,87£279,18 pg/ml). Az autofigia-asszocialt médon elhald sejtek
felvételekor szignifikansan alacsonyabb szintli IL-6 felszabadulas (324,37+67,43 pg/ml)
volt megfigyelhetd, mint az anoikisz modon elhal6 sejtek eltavolitasakor. A makrofag
kontrollok kis mennyiségii IL-8 citokint szekretaltak, TC-kezelés nélkiil (120,92+1,90
pg/ml) és TC-kezelés mellett (84,40 + 2,48 pg/ml). Erdekes médon a makrofigok az
anoikisz modon elhal6 sejtek felvételére fokozott IL-8 termeléssel (1057,33+416,56
pg/ml) valaszoltak, ami szignifikdnsan lecsokkent a TC-kezelés (892,11+442,08 pg/ml)
kovetkeztében. Az autofagia-asszocialt modon elhald sejtek bekebelezése alatt kisebb
mennyiségli IL-8 szabadult fel (318,13+67,99 pg/ml), mint az anoikisz modon elhald

sejtek fagocitozisakor.

21



5. MEGBESZELLES

Az AMD egy komplex, neurodegenerativ betegség; el6fordulasa vilagszerte egyre
novekszik, valdszinlileg hamarosan jelent6s globalis kozegészségligyi problémava fog
valni. Leggyakoribb forméja a szaraz tipusi AMD, melyre jelenleg nem létezik
specifikus kezelés. A nedves tipusat AMD esetében 1j ereck nének keresztiil a Bruch-
membranon a subretinalis pigment epitél térbe, ahol membransériilést és vér- illetve
folyadékszivargast tudnak okozni. Jelenleg csak néhany lehetdség all rendelkezésre a
nedves AMD kezelésére. Sziikség van Uj modellek létrehozésira az AMD
patogenezisének tanulmanyozasara, Oj terapias megkozelitések kidolgozasahoz.

Tobb utvonal is kapcsolodik az AMD progressziojahoz, példaul a sejthalal, a fagocitdzis
¢és a gyulladasos folyamatok. Kiilonbozo sejthalal tipusok jarulhatnak hozza az AMD
kialakulasahoz gy, mint az apoptdzis, az anoikisz, illetve az autofagia. A jelen
tanulmanyban célul tliztiik ki egy in vitro modell 1étrehozasat az ARPE-19, a primer
hRPE és a hESC-RPE sejtek anoikisz és autofagia-asszocialt sejthalalanak kimutatasara.
Megvizsgaltuk, hogy a hESC-RPE sejtekben indukalhaté-e anoikisz sejthalal poly-
HEMA-val fedett tenyésztéedényeken. Azt talaltuk, hogy ezek a sejtek nem tapadtak le
a poly-HEMA fedett feliiletre, usz6 aggregatumokat képeztek, tovabba magas aranyu
AnxV pozitivitast (27%) figyeltiink meg ezekben a sejtekben.

Az RPE sejtek megndvekedett oxidativ karosoddsa szerepet jatszik az AMD
progressziojaban. A leggyakrabban hasznalt in vitro oxidativ stressz induktor a H,O,.
Az oxidativ stressz Osszefiigg a magas autofagias aktivitassal. Az RPE sejtekben H,0,-
kezelést alkalmaztunk oxidativ stressz modellként, illetve autofagia és autofagia-
asszocialt sejthaladl kivaltasara és tanulméanyozéasara. Novekvd koncentracioban (0,4-
ImM) és id6-intervallumban (2-4 6ra) hasznaltunk H,O,-kezelést az ARPE-19 és a
hRPE sejtekben, hogy megkapjuk a leghatékonyabb kezelést az autofagia indukcidhoz.
A HyO, kezelést szérummegvonassal kombinaltuk, amely egy jol ismert autofigia
induktor, és vizsgaltuk ennek a kettds-kezelésnek a hatasat a sejthalal mértékére és az
autofagia szintjére az RPE sejtekben. Ez a kettds-kezelés heterogén elhalé RPE
sejtpopulaciok kialakulasat eredményezte. Azt taldltuk, hogy a PS”, elhalo RPE sejtek
aranya id6-és koncentracid-fiiggéd modon fokozddott HoOz-kezelés hatasara. 2h, 1mM
H20, kezelést kovetden mutattuk ki a legnagyobb ardnyban a csak AnxV pozitiv
sejteket, az ARPE-19 sejtek 41+10,8%-a, a hRPE sejtek 17,7+12,7%-a és a hESC-RPE
sejteknek mintegy 40%-a lett AnxV™.
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Az RPE sejtekben H,0; kezelés eredményeként kialakult autofagia indukcié igazolasara
kiilonb6z6 modszereket hasznaltunk. Western-blott analizissel mindharom RPE
sejttipusnal kimutattuk az LC3-11/LC3-I arany id6- és koncentracio-fiiggd novekedését,
kiilénésen 2 ora, ImM H,0; kezelés alkalmazasakor. Tovabba az ARPE-19 sejtekben
H,0; kezelés hatdsara (2 6ra, ImM) szérummegvonds mellett szignifikdnsan csokkent
p62 szintet tudtuk detektdlni western blott analizissel, valamint felhalmozodott
autofagoszomakat TEM-mel, a GFP-LC3-pozitiv sejtek szamanak novekedését
fluoreszcens mikroszkdppal és magasabb GFP fluoreszcencia intenzitast a GFP-LC3
transzfektalt sejteknél dramlasi citometriaval, a kezeletlen kontroll sejtekhez képest.

Az ARPE-19 és a hRPE sejtekben megvizsgaltuk a H,O, kezelés (2 6ra, | mM) alatti
autofagias folyamat dinamizmusat. Az autofigids flux értékeléséhez megnéztiik az
LC3-Il turnover-t CQ jelenlétében western blott segitségével. CQ kezelés hatdsara
felhalmozodott az LC3-II, mely jelentésen megnovelte az LC3-11/LC3-1 aranyt, ezaltal
bizonyitva az autofagias flux fokozodasat H,O,-kezelés hatasara. Kovetkezésképpen, az
RPE sejtekben H,0,-kezeléssel (2 6ra, | mM) autofagia aktivalhato, illetve ezeknek a
megkozelitéseknek a kombinacioja az autofagia kimutatasara szolgald in vitro modell
1étrejottéhez vezetett az RPE-sejtekben.

Tovéabba megvizsgaltuk, hogy az LC3" RPE sejtek, hany szazaléka AnxV' is és az
AnxV" elhald6 RPE sejtek koziil mennyi mutat LC3-pozitivitast H,O; kezelés esetén. A
szérum hianyaban H,O,-dal kezelt (2 ora, 1ImM) ARPE-19 sejtekben egyidejiileg
elemeztiik az LC3-pozitiv AV-okat mCherry-LC3 plazmid transzfekcio segitségével és
a PS-externalizaciot Annexin V-FITC jeloléssel éaramlasi citometriat hasznalva.
Eredményeink megerdsitik, hogy szérummegvonas és H,O, (2 6ra, ImM) kezelés altal
oxidativ stressz eredményeként az autofigia-asszocialt folyamat kivalthatdé az elhalo
ARPE-19 sejtek tobbségében.

Azt tapasztaltuk, hogy ARPE-19 sejtek és a makrofagok in vitro koriilmények kozott
autofagia-asszocialt elhalo ARPE-19, primer hRPE és az hESC-RPE sejteket, ezen
kiviil a TC eldkezelés fagocitozis kapacitdst fokozo hatdsat is kimutattuk. A FACS
elemzéssel parhuzamosan time-lapse mikroszkdéppal is nyomon kovettiik az autofagia-
asszocialt elhald RPE sejtek fagocitozisat. A makrofagok képesek voltak hatékonyan
eltavolitani az anoikisz modon elhalé primer hRPE és a hESC-RPE sejteket; tovabba
TC-elokezelés eredményeként mindkét esetben nétt a fagocitozis rata. Erdekes modon,

a dendritikus sejtek sokkal tobb autofagia-asszocialt elhal6 ARPE-19 sejtet tudtak
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bekebelezni, mint a nem-professzionalis ARPE-19 sejtek vagy a makrofagok. Azonban
az anoikisz modon elhaldo ARPE-19 sejteket alacsony hatékonysaggal vették fel a
dendritikus sejtek.

Ezutan megnéztiik, hogyan valtozik a H,O,-kezelt RPE sejtek sejthaldlanak mértéke és
a makrofagok altali eltavoltasa, ha 3-MA, PI3K inhibitorral blokkjuk az autofagoszéma
kialakulasat. E10szor is western blott analizissel alatdmasztottuk az autofagias folyamat
részleges blokkolasat 3-MA-kezelés eredményeként. Ezzel parhuzamosan az inhibitor
hatasara az életképes sejtek aranyanak szignifikans novekedését és az AnxV" és a PI"
H,0,-kezelt ARPE-19 sejtek aranyanak szignifikans csokkentését figyeltiik meg, ami az
autofagia-asszocialt sejthalal blokkolasat jelezte az ARPE-19 sejtekben. Végiil, amikor
ko-inkubaltuk a 3-MA el6kezelt, majd H,O,-kezelt APRE-19 sejteket a makrofagokkal,
jelentésen csokkent az RPE sejtek fagocitozisdnak mértéke. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy az autofagia a sejtek felszinén olyan specifikus valtozasokhoz jarul
hozza, amelyek ezen elhal6 sejtek makrofagok altali felismeréséhez és bekebelezéséhez
kapcsolodik.

Figyelembe véve, hogy a H,0,-dal indukalt sejthalal egy kevert sejtpopulaciohoz vezet,
ezt kovetden egy jol megalapozott, érzékeny, nagy ateresztOképességli aramlasi
citometria technikat alkalmaztunk a transzfektalt, H,O, kezelt ARPE-19 sejtek
szortoldsara. A méretiik, granularitasuk és fluoreszcens jeliik alapjan osztalyozott GFP-
LC3 pozitiv és negativ szub-populaciokat ko-inkubaltuk a makrofagokkal. Hasonld
fagocitdzis arany volt megfigyelhetd a GFP-LC3 pozitiv RPE sejtek €s nem szortolt
autofagia-asszocialt modon elhald sejtek makrofagokkal torténd bekebelezése soran,
ezaltal igazoltuk a szerepiiket a fagocitdzis folyamataban. Jelen ismereteink szerint ez
az els6 tanulmany, amely bemutatja a HyO,-kezelt, GFP-LC3 pozitiv szortolt ARPE-19
sejtek makrofagokkal torténd fagocitdzis ratdjat nagy teljesitményli sejtszorter
segitségével, valamint time-lapse mikroszkopia alkalmazasaval lathatova teszi az
eltavolitasi folyamatot.

TLDA modszer segitségével vizsgaltuk a génexpresszids mintdzat valtozasat az
anoikisz modon elhalé ARPE-19 sejtek TC-kezelt és kezeletlen makrofagokkal torténd
bekebelezése eldtt és alatt. A kovetkezd gének elcsendesitéséhez siRNS transzfekcios
modszert alkalmaztunk: ADORA3, THBSI1, AXL, MERTK (TC kezelés hataséara
mindegyik felszabalyozodott). Ezzel azt kivantuk meghatarozni, hogy a felszabalyozott
apopto-fagocita gének kozvetlen hatassal vannak-e a professzionalis fagocitdk fokozott

eltavolitasi hatékonysdgara. Csak a MERTK ¢és az AXL csendesités tudta meggatolni a
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TC-kezeléssel fokozott anoikisz ARPE-19 sejtek makrofagokkal torténd bekebelezését.
Ezzel parhuzamosan, MerTk ellenes blokkol6 antitestekkel is megerdsitettiik a MerTk
receptor kézponti szerepét ebben az eltavolitasi folyamatban. Az anoikisz modon elhalo
ARPE-19 sejtek TC-indukalt nem professzionalis fagocitozisa esetében is igazoltuk a
MerTk receptor szerepét MerTk blokkold antitest-kezeléssel, ugyanis a TC-fokozott
fagocitozis mértéke jelentésen lecsokkent, mind a fagocitak, mind az anoikisz ARPE-19
sejtek esetében. Ezen tilmenden, az anoikisz modon elhald primer hRPE sejtek TC-
kezelt makrofagok altali eltavolitasa szignifikdnsan csokkent a MerTk receptor blokkold
antitest alkalmazasa eredményeként. Végiil azt talaltuk, hogy a MerTk ligand Gas6
kezelés jelentésen fokozta a TC-kezelt makrofdgok fagocitdlo kapacitasat,
koncentracio-fiiggd modon. Jelen ismereteink Szerint ez az elsé tanulmany, amely
bizonyitja a MerTk jelentds szerepét az anoikisz modon elhaldo RPE sejtek
eltavolitasanak szabalyozasaban, nemcsak a TC-fokozott nem-professzionalis fagocitak,
hanem a makrofagok altal is.

Egyre tobb bizonyiték sugallja, hogy az AMD patogenezise immunologiai
folyamatokkal szorosan Osszefligg. Ebben a tanulményban kimutattuk, hogy az
autofagia-asszocialt modon elhal6 ARPE-19 vagy hRPE sejtek makrofagokkal torténd
eltavolitasakor felszabadulo IL-6 és IL-8 citokinek koncentracidja megnott, tovabba azt
talaltuk, hogy ezen interleukinek TC-kezelt makrofagok altali kibocsatasa jelentdsen
csokkent a gliikokortikoid TC gyulladascsokkentd hatdsa miatt. Hasonld hatast
észleltiink, amikor a makrofagok az autofagia-asszocialt hESC-RPE elhalo sejteket
kebelezték be. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az autofigia-asszocialt elhalo
RPE sejtek eltavolitasa pro-inflammatorikus valaszt valthat ki a huméan makrofagokban
in vitro.

Meglepé modon, az anoikisz elhaldo hESC-RPE sejtek makrofagok altali fagocitdzisa
esetében, nagy mennyiségli IL-6 és IL-8 felszabadulast detektaltunk, amely valaszul a
TC kezelésre lecsokkent. Ezen pro-inflammatorikus medidtorok szekrécioja
Osszefiigghet az anoikisz moédon elhald sejtek nem megfeleld eltavolitasaval. Ezen
tulmenden az a lehetdség sem zarhatd ki, hogy a poly-HEMA-fedett sejttenyésztd
edényeken torténd 24 Oras tenyésztés eredményeként a masodlagos nekrotikus
sejtpopulacié kis ardnya is hozzajarulhatott ezen pro-inflammatorikus citokinek

kibocsatasahoz.
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6. TARGYSZAVAK

anoikisz; autofagia; AXL; fagocitozis; gyulladas; idOskori makula degeneracio;

makrofag; MERTK; RPE; triamcinolon
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7. OSSZEFOGLALAS

Az elhald6 RPE sejtek eltavolitdsa elengedhetetlen a retina homeosztazisanak
fenntartdsahoz. Ezeknek az elhalo sejteknek a fagocitdkkal torténd nem megfeleld
eltavolitasa, a tormelékek felhalmozddasat és az AMD progresszidjat eredményezhetik.
Azt feltételezziik, hogy az AMD patomechanizmusaban nem csak az RPE sejtek
intracellularis fehérjéinek eltavolitasa esszencialis, hanem az autofagia-asszocialt elhal6
sejtek fagocitakkal torténd eltavolitasa is. Munkank soran az autofagia-asszocialt és az
anoikisz mddon elhald RPE sejtek fagocitak altali bekebelezését vizsgaltuk.
Szérummegvonas és H,0, kettds kezelés hatdsara novekvo PS*, elhald RPE sejt rata
volt megfigyelhetd. Autofagia indukciot detektaltunk 2h, 1mM H,0; kezelés utan TEM,
LC3/p62 expresszio és GFP-LC3 transzfekcios vizsgalatokkal, valamint CQ-kezeléssel
igazoltuk a H;0O,-expozicio alatti autofagias flux novekedését. Autofagia-asszocialt
sejthalalt indukaltunk az ARPE-19, hRPE és a hESC-RPE sejtekben. Tovabba, anoikisz
sejthalalt valtottunk ki a hESC-RPE sejtekben ECM levalassal.

Az in vitro fagocitozis vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy az autofagia-asszocialt és az
anoikisz médon elhald sejteket 1dofliggd mddon, hatékonyan és ndvekvd mértékben
tudtak bekebelezni a makrofagok, a dendritikus sejtek €s az é16 RPE sejtek. A 3-MA-val
torténd autofagia gatlas a makrofagok fagocitald kapacitasanak csokkenéséhez vezetett
az autofagia-asszocialt elhalo sejtek bekebelezésekor, mig a szortolt GFP-LC3 pozitiv
sejtpopulaciok és a TC kezelés fokozta azt. A TC-kezelés fagocitdzis-fokozd hatdsat
igazolni tudtuk a nem-professzionalis és a professzionalis fagocitaknal az anoikisz
modon elhald RPE sejtek eltavolitasakor a MerTK szignalizacids utvonalon keresztiil.
Géncsendesitéssel és blokkolo antitestekkel bizonyitottuk, hogy a MerTK kulcsszerepet
tolt be a makrofagokban az elhal6 sejtek bekebelezésekor. A TC-kezelt makrofagok
fagocitalo hatékonysaga modon novekedett Gas6 kezelés hatdsara a MerTK receptoron
keresztiil. Az autofagia-asszocialt elhald6 RPE sejtek makrofagok altali eltavolitasa pro-
inflammatorikus valaszt valtott ki.

Eredményeink azt jelzik, hogy az anoikisz és az autofagia-asszocidlt elhald RPE sejtek
fagocitozisa modellként felhasznalhaté az AMD in vitro tanulmanyozasara, €s az AMD
kezelésére szolgald jovObeni farmakologiai szerek vizsgalatara. A hESC-RPE sejthalal
modellek alkalmasak lehetnek feltarni ezen sejtek Ossejt terapias felhasznalasanak in
ViVo potencialjat és immunologiai kovetkezményeit. A MerTK receptorok specifikus
agonistai fagocitdzis-fokozd szerepet tolthetnek be a retindban, ¢és jovObeni

célpontokként szolgalhatnak az AMD-terapiaban.
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