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Bevezetés

A tiidérakos megbetegedés mellett a kronikus obstruktiv
tid6betegség (COPD) tovabbra is a vezet6 halalozasi okok
egyike vilagszerte. A COPD olyan gyulladésos
tiidébetegség, ahol a kronikus horghurut és a tidotagulas
egyszerre van jelen, sulyosbodasa pedig tiidérak
kialakulasahoz vezethet. Habar a COPD legfébb kockazati
tényezdjének a dohanyzast tartjdk, addig a dohényosok
koriilbeliil 45-50%-a szenved COPD-ben, tovabba a
tiidorak kialakuldsanak kockéazata Otszor magasabb
dohényos COPD-s betegeknél. Ezért az oxidativ stressz és
a dohanyzas 4ltal indukalt kronikus, onfenntartd gyulladas
kiemelt fontossagl szerepet jatszik a COPD ¢és a tiidérak
kialakulasdban. Kutatdsunk soran a terapia naiv,
dohanyos, stabil ¢és exacerbalo COPD-s (stCOPD,
exCOPD) ill. nem kissejtes tiidérakos (NSCLC) betegeken
¢s dohanyos, egészséges kontrollokon (DK) egysejt-
tomegcitometriat  (CyTOF), Luminex mérést és
transzkriptomikai analizist alkalmaztuk a dohanyfiist
periférias immunrendszer sejtes és molekularis elemeire

gyakorolt hatasanak feltarasahoz.



Célkitiizések és alkalmazott modszerek

A Ph.D. munkdam {6 célkitlizése a dohanyzas
immunrendszerre  gyakorolt  hatasanak = multiplex
jellemzése dohanyos, egészséges kontrollok ¢s dohanyos,

terapia naiv gyulladésos tiiddpathologidkban:

1. A kontrollokbol és betegekbdl szdrmazo periférias
mononukledris sejtek immunfenotipizdlasa egysejt-
tomegcitometriaval.

1.1. F6 immunsejt populacidk ¢€s alpopulacidinak
meghatarozasa felligyelet nélkiili klaszterezo
algoritmussal, eloszlasuk Osszehasonlitdsa a
vizsgalati csoportok kdzott.

1.2. A 6 immunsejt populaciok 29 sejtfelszini marker
expresszidjanak meghatarozdsa és csoportok
kozotti 0sszehasonlitasa.

2. A CD4+ centralis memoria (CM) és CD4+ effektor
memoria (EM) T-sejtek traszkriptomikai analizise
MACE RNS szekvenalassal.

3. A csoportok vérplazma mintaibol 17 immun-

crer

meghatdrozdsa Luminex xMAP (MAGPIX®)
technologidval.



Eredmények

e A periférias immunsejt populaciok és alpopulaciéik
csoportok kozotti szazalékos eloszlasa
szignifikansan eltért a DK, stCOPD, exCOPD és
NSCLC csoportok kozott.

Az statisztikai elemzés soran 5 f6 immunpopulécio

eloszlasa mutatott szignifikans kiilonbségeket. A CD4+ T

sejtek aranya stCOPD ¢és exCOPD-ben csokken, NSCLC-

ben a legmagasabb, a CD8+ T-sejtek aranya exCOPD-ben

volt a legalacsonyabb, stCOPD-ben a legmagasabb. A

CDA4-/CD8- T-sejtek, pDC-k és mDC-k aranya szintén

eXCOPD-ben volt a legalacsonyabb, ellentétben a

monocitak aranya exCOPD-ben kétszerese, a CD11c4™

sejtek aranya pedig tizszerese a DK-nak stCOPD-ben és
exCOPD-ben. A  betegcsoportban  szignifikansan
magasabb aranyban megtalalhat6 alpopulaciok a DK-val

Osszehasonlitva a kovetkezok voltak: CD4+ T-sejtek

CD38"9 ¢s CDI183+ metaklasztereit, CD8+ sejtek

CD45RAY™ CD28+/CD194+, CD27+/CD183+/CD1974™

metaklaszterei, CDA4-/CD8- sejtek CD38YM9" &g

CD38"9"/CD183+/CD196+ alpopulacioi. A



betegcsoportban szignifikansan alacsonyabb aranyban

megtalalhaté alpopulaciok a DK-val Gsszehasonlitva a

kovetkezd voltak: CD8+ sejtek a CD27+ és CD183+

metaklaszterei, yoT-sejtek CD183+ alpopulacioi.

e A fé6 immunsejt populiciok 29 sejtfelszini marker
expresszioja szignifikansan kiilonbozott a vizsgalt
csoportok kozott.

A 6 immunpopuldciok markerexpresszidjaban 33

szignifikans kiilonbséget talaltunk a betegcsoportok

kozott. A tézisfiizetben csak a T-sejtekre jellemz6
eltéréseket ismertetjik. A CD4+ T-sejteken a CD27,

CD127 kifejezdése, a CD8+ T-sejteken pedig a CD27,

CD28, CD127, CD183 ¢s CD197 expresszidja mutatott

kiilonbséget. A CD4+/CD8+ T-sejteken a CD8, CD25 és

CD27, amig CD4-/CD8- T-sejteken a CD28 és CD183

expresszios profilja tért el. A CD4+ NKT-sejtek a CD16,

CD45 és CD197-et, a CD8+ NKT-sejtek pedig a CD16,

CD56 és CD183-at fejezték ki eltérden.

e Az exCOPD és NSCLC csoport CD4+ EM és CD4+
CM T-sejtek transzkriptomjaban koézoésen eltéréen

magasan és kozosen eltéroen alacsonyan expresszalt



géneket azonositottunk, melyek  Pearson-
korrelaciot mutattak.

Az exCOPD ¢és NSCLC csoport CD4+ CM

kozosen  eltéréen  alacsonyan  expresszalt — gént

azonositottunk 0,807 Pearson-korrelacidoval, tovabba, az
exCOPD ¢és NSCLC csoport CD4+ EM populacidjaban

234 kozosen eltéréen magasan és 90 kozosen eltérden

alacsonyan kifejez6dé gént 0,747 Pearson-korrelécioval.

A HALLMARK ¢és KEGG analizisekbdl azt az eredményt

kaptuk, hogy az exCOPD és NSCLC CD4+ CM sejtjeiben

foképp az angiogenezisben szerepet jatszo utvonalak,

addig az exCOPD és NSCLC CD4+ EM sejtjeiben a

sejtosztddasban, fehérje szekrécidban, transzkripcioban,

UV sugarzasra adott valaszban szerepet jatszd gének up-

regulaltak.

e A 17 immun-onkolégiai ellenérzépont fehérje
koncentracidja szignifikansan eltért a csoportok
kozott, a klaszterezés a COPD-s és NSCLC-s
betegek vegyes fenotipusat mutatta.

Az exCOPD-s betegek plazmaja gyulladasos fenotipust

mutatott, ahol a gatlo PD-L2 és TIM-3 alacsonyabb a ko-
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stimuladcios CD86 ¢és GITRL pedig emelkedett
koncentracioban volt detektalhato. A tovabbi vizsgalt 13
plazmaprotein esetében szignifikans kiilonbség nem, a
DK csoporttal dsszehasonlitva emelkedett koncentracio
volt jellemz6 a betegcsoportokban. A vizsgalt
plazmafehérjék klaszterezése soran 3  csoportot
hataroztunk meg, az 1. gyulladasos klasztert, a 2.
klaszterre a gyulladasos mediatorok legalacsonyabb

koncentracioja jellemzd és a 3. dtmeneti klasztert.



Summary

Alongside lung cancer, chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) is still the leading cause of death
worldwide. COPD is a chronic inflammatory lung disease
that causes obstructed airflow from the lungs. Although
smoking is considered the main risk factor for COPD,
around 45-50% of smokers have COPD and the risk of
developing lung cancer is five times higher in smokers
with COPD. Therefore, oxidative stress and smoking-
induced chronic, self-sustained inflammation play a major

role in the development of COPD and lung cancer.

The main goal of my Ph.D research was to examine the
effects of tobacco smoking on the peripherial immune
system in chronic inflammatory lung pathologies. The
main methods of our experiments were single-cell mass
cytometry, Luminex xMAP (MAGPIX®) technology and
transcriptomic analysis by RNA sequencing. We defined
4 experimental groups: smoker healthy controls (SmHC),
smoker, therapy naive stable COPD (stCOPD), smoker,
therapy naive exacerbating COPD (exCOPD) and smoker,
therapy naive non-small cell lung cancer (NSCLC)



patients. The DK group consisted of age- and sex-matched

individuals.

Our first aim was to identify the immunophenotype of
peripheral blood mononuclear cells by mass cytomery. We
performed the immunophenotyping of the PBMCs of 9
SmHC, 8 stCOPD, 8 exCOPD and 8 NSCLC patients
using the 29 antibodies containing Human Immune
Monitoring Panel (Fluidigm). We identified 14 main
immune cell populations and their subpopulations with
unsupervised clustering algorithms, then examination
groups were statistically compared. We found significant
differences in the distribution of 5 immune populations,
including CD4+ T-cell, CD8+ T cells, CD4-/CD8- T cells,
pDCs and mDCs and monocytes. All main populations
were further subdivided into subpopulations. The
subpopulations found in significantly higher rates in
patient groups compared to SmHC were the following:
Within CD4+ T cells CD38"9" and CD183+ metaclusters;
within  CD8+ cells CD45RAY™ ~ CD28+/CD194+,
CD27+/CD183+/CD197%™ subpopulations, within CD4-
/CD8- cells CD38Y9" and CD38"9"/CD183+/CD196+



subsets. The subpopulations with significantly lower rates
in patient groups compared to SmHC were the following:
within CD8+ cells CD27+ and CD183+ metaclusters;
within y8T cells CD183+ metaclusters.

We found 33 significant differences in marker expression
of the major immune populations between patient groups,
CD27, CD127 on CD4+ T cells; CD27, CD28, CD127,
CD183 and CD197 on CD8+ T cells; CD8, CD25 and
CD27 on CD4+/CD8+ T cells; CD28 and CD183 on CD4-
/CD8- T cells; CD16, CD45 and CD197 on CD4+ NKT
cells, CD16, CD56 and CD183, on CD8+ NKT cells were

differentially expressed.

We selected the CD4+ central memory and CD4+ effector
memory cell populations for further transcriptomic
analysis. As a result of RNA sequencing in CD4+ CM
cells of exCOPD and NSCLC groups, we identified 203
genes which were differentially upregulated and 167 genes
wich were differentially downregulated and showing
0,807 Pearson correlation. In the CD4+ EM cells of the
eXCOPD and NSCLC group, 234 differentially
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upregulated and 90 differentially downregulated genes

were identified, showing 0,747 Pearson correlation.

We measured the concentration level of 17 immuno-
oncology checkpoint mediators. The concentrations of B7-
2/CD86, which takes part in T cell activation and GITRL,
were the highest in exCOPD, in contrast the inhibitor PD-
L2/CD273 was the lowest in exCOPD. The amount of the
inhibitor TIM-3/CD366 was the highest in stCOPD.
Clustering of the plasma proteins was also performed and
3 clusters were identified. Cluster 1 was characterized by
the highest concentration of inflammatory mediators,
cluster 2 was characterized by the lowest concentration of
the measured plasma proteins, cluster 3 was considered as
a transition group with intermediate concentration of the
investigated mediators, predominantly represented by
NSCLC.
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