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Bevezetés

A rak terapidkkal szembeni ellenalloképessége az egyik f6 egészségligyi
probléma és egyben az egyik legfontosabb kutatasi teriilet.

A tumorok komplex szerveknek tekinthetok, amelyek tumorsejtekbol és
nagyon heterogén sztromabol allnak. A tumor- és a sztromasejtek kozotti
kommunikacié befolyasolja a tumorok agresszivitasat és attétképzési
hajlamat, ezért a tumorheterogenitas vizsgalata nagy érdeklodésre tart
szamot.

A (lipid)metabolizmus atprogramozodasa ma mar a malignitas egyik
védjegyeként ismert, értelmezéséhez pedig elengedhetetlen a kvantitativ
bioanalitikai modszerek fejlesztése. Ezek kozott kiemelt helyet foglalnak
el a tomegspektrometria alapu technikdk, kiilonésen a kozvetlen
mintabevitelt alkalmazé shotgun lipidomika.

A szdveti heterogenitds vizsgalatdnak kihivasa a nagy lefedettségii
omikai adatok térbeli informaciokkal valé kombinalasa. A hatékony
tomegspektrometriai képalkotd technikdk nagy felbontas elérésére
képesek, de sokszor csak kvalitativ informaciot szolgaltatnak. Alternativ
megoldast jelenthetnek a lézer-mikrodisszekcioval kapcsolt modszerek,
amelyek az elmilt évtizedben hoditottak teret. Népszeriiségiiket
elsésorban a kiilonb6z6 sejtpopulaciok szovetbdl torténd preciz
izolalasanak koszonhetik, valamint annak, hogy barmilyen omikai

analizissel kombinalhatdak tovabbi elemzés céljabol.



Célkitiizeés
Doktori munkamban az alabbi célokat tuztem ki:

Lipidomikai modszerfejlesztés
e egy Uj, nagy térbeli felbontast biztositd, 1ézerdisszekcioval kapcesolt,
kvantitativ shotgun lipidomikai platform fejlesztése és validalasa

szoveti €s sejtes mintakon.

A lipidomikai platform alkalmazdsa in vitro tumormodelleken

szferoidmodell platform-kompatibilis kidolgozasa

lipidmetabolikus valtozasok feltarasa a 3D modellben.

A lipidomikai platform alkalmazdsa in vivo egértumormodelleken

lipidmetabolikus valtozasok feltardsa egér allograftokban —
kiilonb6z6 primer tumorok, tovabba az inter- és intrametasztatikus,

valamint az intratumoralis heterogenitas vizsgalata.

A lipidomikai platform multiomikai kiterjesztése

e a lipidmetabolikus valtozasokkal parhuzamos proteomikai és
transzkriptomikai =~ mintazatvaltozasok  feltdrasa  parhuzamos
metszetekbol

e az omikai adatok komplex bioinformatikai elemzése

e invitro és in vivo tumormodellek 0sszehasonlitésa.



Alkalmazott modszerek

2D és 3D sejtkulturdk

A modszerfejlesztéshez HelLa-Kyoto humén adenokarcindma
sejtvonalat, mig az in vitro 2D és 3D, valamint az egér allograft
tumormodellek eldallitasahoz tripla-negativ 4T1 egéremlétumor-
sejtvonalat hasznaltunk. A szferoidokat egyesével OCT-be agyazva
fagyasztottuk és —80 °C-on taroltuk.

Egérszovetmintdk és egértumormodellek

A moddszerfejlesztési vizsgalatokban cervikalis diszlokaciot kovetéen
eltavolitottuk az egér majat, veséjét és agyat. Az allograft modellek
eléallitasahoz az egereket 4T1 sejtekkel oltottuk, majd 22 nap elteltével
eltavolitottuk a tumort és a tumoros szerveket. A mintakat OCT-be

agyazva fagyasztottuk ¢s felhasznalasig —80 °C-on taroltuk.

Metszetkészités és hematoxilin—eozin (HE)-festés

Az OCT-be agyazott szferoidokbol ¢és szovetekb6l 10 um vastag
parhuzamos metszeteket készitettiink Leica CM1860 UV kriosztattal
—18 °C-on. A metszeteket vagy targylemezre helyeztiik és hisztologiai
elemzéshez HE-festést végeztink, vagy membrannal bevont

targylemezre keriiltek a késébbi lézer-mikrodisszekciohoz.

Nagy felbontasu mikroszkopia és a kivagando régiok kijelolése
A nativ metszetekrdl késziilt vilagos 1atoter(i és/vagy autofluoreszcens,
valamint a HE-festett metszetekrdl késziilt nagy felbontast képek ko-

crcr

Analysis Software-rel végeztiik el.



Automatizalt lézer-mikrodisszekcio (LMD)

Az analizalni kivant teriilletek kivagasahoz Leica LMD6000 vagy
LMD7000 tipusu, allithaté és flexibilis didda-pumpalt szilardtest 1ézerrel
felszerelt 1ézerdisszekcids mikroszkopot hasznaltunk. Az LMD-t
kovetden a lefelé kiesd mintadarabokat egyenként fogtuk fel egy 96
lyukt mikrolemezben (lipidomika) vagy 0,5 mL-es PCR-csévekben

(proteomika és transzkriptomika).

Lipidextrakcio

A 2D kultirdkbol keészitett sejtpelleteket egyfazisi metanolos
lipidextrakcionak vetettiik ala, az extraktumokat —20 °C-on taroltuk.

Az LMD mintak esetében az azokat tartalmaz6é mikrolemezben
egylépéses, egyfazist in situ lipidextrakciot végeztiink a doktori

munkam soran kifejlesztett szolvensrendszerrel.

Shotgun lipidomikai analizis

Az LMD mintak témegspektrometriai (MS) lipidanalizisét robotizalt
nanoforrassal (TriVersa NanoMate) felszerelt nagy pontossagl és nagy
felbontast Orbitrap Fusion Lumos tomegspektrométeren végeztiik
polaritasvaltassal MS1 és MSn szkennelési méodban koézvetlenill a
lipidextraktumokat tartalmazé mikrolemezb6l. A lipidspecieszek
azonositasahoz a LipidXplorer 1.2.8.1 szoftvert, majd az adatok tovabbi

feldolgozasahoz sajat, Microsoft Excel-ben irt makroinkat alkalmaztuk.

Proteomikai analizis
Az LMD mintdk proteomikai analizisét a Szegedi Biologiai
Kutatokozpont  Proteomikai ~ Kutatocsoportjaval — kooperacioban

valositottuk meg. Az PCR-csdvekbe gyiijtott mintdkat emésztést



kovetéen egyszer hasznalatos csapdazd minioszlopra vittik, majd
Evosep One—Orbitrap Fusion Lumos rendszerrel, adatfiiggé LC-MS/MS
modszerrel analizaltuk. Az adatkiértékelést és MS1 alapu kvantitalast a

Proteome Discoverer 3.0 szoftverrel végeztiik.

Transzkriptomika
A 4T1 szferoidokbdl késziilt LMD mintdkbol az ujgeneracios
szekvenalas NextSeq 500 szekvenalod rendszeren késziilt, amelyet a

DeltaGene biztositott.

Statisztikai modszerek

A mobdszervalidalasi kisérleteknél a pontossagot a variacios
egyiitthatoval (CV%), a linearitast pedig a determinacios egylitthatoval
(R2) irtuk le. A lipidomikai és proteomikai adatok tobbvaltozos
statisztikai analizis¢hez a MetaboAnalyst szoftvert hasznaltuk. Az
adatok paronkénti 6sszehasonlitasahoz kétmintas t-probat alkalmaztunk
FDR korrekcioval. A fehérjék GO-kategoriak szerinti elemzése a
ShinyGO online szoftverrel tortént. Az utvonalelemzéseket fehérjék
esetén a Pathview R kod felhasznalasaval a ShinyGO KEGG statisztikaja
alapjan abrazoltuk. Az RNAseq adatokat a Reactome adatbazis és

szoftver segitségével elemeztiik.



Eredmények

Lipidomikai modszerfejlesztés (Varga-Zsiros és mtsai, 2023)

e Kidolgoztunk egy lézer-mikrodisszekcidoval kapcsolt shotgun
lipidomikai eljarast, amely egyszerd, gyors, kvantitativ, jo
lefedettséget (tobb szaz lipidspeciesz) €s nagy térbeli felbontast
(~ 80 um) biztosit (1. dbra).

Parhuzamos széveti Nativ és HE-festett képek Kivagandd régick
metszetek készitése regisztracidja kijeldlése
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1. abra: Lézer-mikrodisszekcidval kapcsolt, kvantitativ shotgun lipidomikai
mddszer folyamatabraja

e A moddszerfejlesztés soran optimalizdltunk egy egyfazist
oldoszerelegyet, amely extrakcios és infizios szolvensként egyarant
szolgal, és lehetdvé teszi a polaritasvaltassal torténd MS mérést is.

e A moddszervalidalas soran KkitlinG extrakcids hatékonysagot ¢és
reprodukalhatosagot allapitottunk meg a teljes munkafolyamatra.

e A kvantitdlas linearitdsat szoveti és sejtes LMD mintdkon tesztelve

kivalo determinacids egyiitthatokat allapitottunk meg nemcsak a



teljes membranlipid-tartalomra, hanem a membranlipidom Osszes
komponensére.

e A kvantitalhato lipidspecieszek szama nem csokkent szamottevoen a
csokkend LMD mérettel, és a lipidosszetétel is jol megtartottnak
bizonyult.

e A moddszer hatékonysagat egérhippokampusz heterogenitasanak

kimutatasaval demonstraltuk.

A lipidomikai platform alkalmazdsa in vitro tumormodelleken

o A tenyésztési, beagyazasi és metszési koriilmények optimalizalasaval
és az LMD-séma kidolgozéasaval biztositottuk a lipidomikai platform
hatékony alkalmazasat 4T1 sejtekbol késziilt szferoidmodellen.

o Kétféle LMD-séma alkalmazéséaval is bemutattuk tobb lipidosztaly
gradiens tipusu valtozasat a szferoid széle és belseje kozott. A
szferoid belseje felé detektilt monoén/polién arany novekedése
korlatozott  tapanyag-hozzaférésre, mig az alkil kotési
foszfatidilkolin és szfingomielin emelkedése a szferoid magjaban
elhelyezkedd sejtek membranjainak nagyobb ellenalloképességére
utalhat.

e A 4T1 3D sejtkultura legmarkansabb lipidvaltozasait gradualis

lipidmegvonassal 2D sejttenyészetben is sikeriilt kimutatni.

A lipidomikai platform alkalmazdsa in vivo egértumormodelleken

e 4T1 tumorallograftok vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a
kiilonb6z6 gazdaszervekben létrehozott primer egértumorok
proliferativ régidinak lipidmintazata karakterisztikusan kiilonbozik.

Feltartuk tovabba, hogy egy primer léptumor és annak majba,



valamint tiidobe adott metasztazisai ugyancsak
megkiilonboztethetdek, vagyis a célszervek tumor-mikrokdrnyezete
jelentésen befolyasolja a primer tumor lipidosszetételét.

4T1 szubkutdn tumor részletesebb topologiai elemzése soran
kimutattuk, hogy adott tumoron beliil a proliferativ és nekrotikus
terliletek lipidmintazata markansan kiillonbozik, és ezt az
intratumoralis heterogenitast — legalabbis a vizsgalt mintdkban —nem

irta feliil a kiilonb6z6 egyedek kozotti intertumoralis heterogenitas.

A lipidomikai platform multiomikai kiterjesztése

Kidolgoztunk egy multiomikai kisérleti elrendezést, amelyben a
lipidomika mellett proteomikai és/vagy  transzkriptomikai
vizsgalatokat is végeztiink in vitro és in vivo 4T1 tumormodelleken.
A AT1 szferoidok lipidomikai jellemzése soran részletesen
bemutattuk a monoén/polién, az alkil foszfatidilkolin és a
szfingomielin gradiens hatterében meghtuzodd speciesz szintil
valtozasokat.

A 4T1 szferoidok proteomikai elemzése szamos fehérje esetében
mutatott Ki gradiens tipusu viselkedést a szferoid centruma és széle
kozott. A szferoid belsejében a mitokondrialis energetikai
folyamatokban résztvevo fehérjék szintje emelkedett, mig a
fehérjeszintézissel kapcsolatos folyamatok lehalkultak.

A 4T1 szferoidok transzkriptomikai elemzése feltarta, hogy a
génexpresszid szabalyozasa RNS-szinten is lehalkult, és a sejtek
osztodasa a szferoid magjaban rendkiviil lelassult. Meglepé modon

az apoptotikus és a szabalyozott nekrotikus folyamatok, valamint a



stresszvalasszal ~ kapcsolatos  jelatviteli  utak  ugyancsak
lecsendesedtek a szferoid magjaban a sz€li régidhoz képest.

A 4T1 szubkutdn tumor esetében négy kivalasztott tumorrégiot
(proliferativ, proliferativ hatar, nekrotikus hatar és nekrotikus)
vizsgaltunk. A lipidomikai és proteomikai analizis a proliferativ,
illetve nekrotikus teriiletek lipidmintazatbeli hasonlosagat, tovabba a
hatar menti régiok éles elkiiloniilését mutatta ki.

A 4T1 szferoid- és tumoreredmények Osszehasonlitisa szamos
egybecsengd lipidomikai és proteomikai valtozast tart fel. A
legfontosabb, hasonlosagot mutat6é lipidomikai jellemzok a diacil
foszfatidilkolin csokkenése, valamint az alkil foszfatidilkolin, a
szfingomielin és a koleszteril-észter novekedése voltak a szferoid
magjaban, illetve a tumor nekrotikus régidiban a megfeleld
proliferativ teriiletekhez képest. Ezekrol a valtozasokrol ismert, hogy
korrelacioban allnak a tumor agresszivitasaval. A legfontosabb
proteomikai egyezésnek azt talaltuk, hogy a szferoid belsejéhez
hasonléan a tumor nekrotikus teriiletein is lehalkult az RNS-
processzalés €s a transzlacid a tisztan proliferativ teriilethez képest.
Omikai adataink alapjan tehat elmondhatjuk, hogy — legalabbis
részben — a szferoid szélén elhelyezkedd proliferativ sejtek képesek
modellezni a tumor proliferald sejtjeit, és hasonldéan, a szferoid
magjaban 1év6 sejtek tulajdonsagai a tumor nekrotikus teriileteire
emlékeztetnek.

Osszességében, a jelen munkéaban alkalmazott 4T1 tumormodellek
nagy térbeli felbontdst multiomikai vizsgalata igazolta azon

varakozasainkat, hogy ezzel a modszerrel olyan 0j informéciokhoz
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juthatunk, amelyek feltaro jelleglikbol adodoan megalapozzak
tovabbi kutatasainkat.

Summary

The ability of cancer to develop resistance to therapy is a major health
problem and one of the most important research topics. Lipid metabolic
reprogramming is a newly recognized hallmark of malignancy. For
understanding the aggressiveness and metastatic potential of tumors, it is
required to develop quantitative bioanalytical tools that enable good
coverage of tissue components with high spatial resolution. Laser
dissection-coupled mass spectrometry-based techniques  offer
alternatives to achieve this challenge.

In the first part of my PhD thesis, | presented the development of a laser
microdissection-coupled shotgun lipidomic platform, which is simple,
fast, quantitative, and enables good coverage (hundreds of lipid species)
with high spatial resolution (~ 80 um). The method validation has
revealed excellent extraction efficiency, reproducibility, linearity of
guantification as well as well-retained lipid composition over the
examined dissected tissue area range.

In the second part of my thesis, | presented the extension of the platform
to a multiomics experimental setup, in which we combined lipidomics
with proteomics and/or transcriptomics to examine in vitro and in vivo
tumor models. We have found several lipidomic and proteomic changes
that were in agreement in the two models. The most important matching

lipidomic alterations were the decrease in diacyl phosphatidylcholine as
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well as the increase in ether phosphatidylcholine, sphingomyelin, and
cholesteryl ester in the spheroid core and the tumor necrotic regions
compared with the corresponding proliferative areas. These changes are
all known to correlate with tumor aggressiveness. The most obvious
proteomic similarity was the downregulated translation both in the
spheroid centre and in the tumor necrotic areas. Therefore, our data
allowed to conclude that, at least in part, the proliferative cells at the
spheroid edge are able to model the proliferative cells of the tumor,
whereas the features of the cells in the spheroid core resemble those that
sit in the necrotic tumor regions.

Altogether, the spatial multiomics investigations of 4T1 tumor models
met our expectations, i.e., the developed platform provides exploratory

new information which establish the future research directions.
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