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1. BEVEZETES

1.1. A tiidérak

A tidorak az egyik vezetd eclhalalozasi raktipus mindkét nemnél a magas
mortalitdsi ratdja, gyors nodvekedése és korai metasztazisa miatt. A rdkos
megbetegedések altali elhalalozas 27 %-at teszi ki [1]. Vilagszinten évente nagyjabol
1,6 milli6 beteg hal meg tiidérakban [2], a jelenlegi 5 éves talélési esélye is csak 21%
koriilire tehetd [3]. Hisztologiailag 2 f6 csoportra oszthatd (1. abra), a Kissejtes
tiidorakra (15%) és a nem-kissejtes tiidorakra (85%). A nem-kissejtes tiidorakot
tovabbi altipusokra lehet osztani: 40%-a adenokarcindma, 25%-a laphamsejtes
karcindma, 15%-a nagysejtes karcindma és a maradék 20% egy¢éb, kevert fenotipusu
ill. szovettanilag nem osztalyazhatd kategériabol adodik oOssze [4]. Az
adenokarcindma mirigyek hamjabol alakul ki, amelyek feliiletaktiv komponenseket
szekretalnak. Lehet acinaris, papillaris, szolid, mikropapillaris, kevert, valamint
invaziv nyalkahartya tipusu [5].

Kialakulasaban nagy szerepet jatszik a dohdnyzas, ami a betegek 80-90%-anal
el6fordul. Ennek a diagnosztizalas utani elhagyasa is nagyban segiti a talélést,
csokkenti az operacio utani komplikacidkat, javitja a gydgyszerekre adott reakciot és
az életmindséget is [4], [6].

NSCLC altipusok

Hisztolégiai besorolas

Egyéb nem
meghatarozhats
karcinoma
20%

1. Abra. A tiid6rak hisztologiai tipusainak felosztasa. A tiid6rak
szOvettanilag 2 nagy csoportra oszthato, a kissejtes és a nem-kissejtes
tiidérakra. Utobbi csoport 40%-a adenokarcindma, mely a kutatasunk

kozponti sejttipusa.



1.2.

Ujabb kutatasok kideritették, hogy a tiidéraknak nagy a heterogenitasa, vagyis
kiilonboz6 tumoros sejttipusok egyvelegének tekintheté. Azonban a tidérak
heterogenitas vezetd genetikai és epigenetikai mechanizmusai, hogy miként 1épnek
egymassal kolcsonhatasba kiilonb6zo sejttipusok, valamint a heterogenitas €és a

gyogyszerekre adott rezisztencia kapcsolata még alig ismert [3].

A rakos sejtek jellemzoi

A rak egy dinamikus valtozasokkal jar6 betegség. Szamos bizonyiték utal arra,
hogy a tumorgenezis egy tobblépcsés folyamat, ami genetikai valtozasokban
nyilvanul meg, igy egy progressziv folyamatként a normadlis sejtek sejtosztodasi
mechanizmusai felborulnak [7]. Hannahan és Weinberg korabban a rak ismérveit 6,
majd késobb 8 folyamattal irta le, azonban a rakkutatas folyamatos fejlddésének és
ismereteink béviilésének koszonhetéen ma mar 12 ismérvet kiilonitenek el (2. abra)
[8]. Korabban a rakot a kdvetkezo tulajdonsagokkal jellemezték: novekedésgatlas
elkeriilése, immundestrukcié elkeriilése, replikativ immortalitds képessége,
daganatot elOsegité gyulladas, invazid és metasztazis aktivaldsa, az érrendszer
indukalasa vagy elérése, genom instabilitas és mutacid, ellendllds a sejthaldlnak,
sejtanyagcsere deregulalasa, proliferativ jelatvitel fenntartisa. Ezeket azonban
ujonnan kiegészitették a fenotipusos plaszticitds feloldasdval, nem-mutécios
epigenetikus  jraprogramozassal, polimorf mikrobiommal ¢és a cellularis
szeneszcenciaval [8], [9].

A fenotipusos plaszticitas feloldasa a rak patogenezisnek egy fontos
komponense, mikor a progenitor sejtek nem a szigortian meghatarozott terminalis
differenciaciot kovetik. Az organogenezis sordn normalis esetben a sejtek egy
szigoruan meghatarozott fejlédési és érési folyamaton mennek keresztil. A
osztodasa leall. Eppen ebbél kifolyolag a fenotipusos plaszticitdss normalis
sejtosztodas korlatozd képességének felolddsa és a termindlis differenciacio
elkeriilése fontos része a rak patogenezisnek. A cellularis differenciaciot
differencidci6  blokkolva  van, vagy ha  kiilonb6zd  sejtvonalakba

transzdifferencialnak.
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kialakulasaban, azonban van egy latszolag ett6l fiiggetlen mddja, ami csupan
epigenetikailag szabalyozza a génexpresszido valtozasokat. Ezt nem-mutéciods
epigenetikus Gjraporgramozasnak nevezziik [8]. A tumor mikrokérnyezetnek
kiilonosen nagy hatasa lehet az epigenomra, ezen beliil is a hipoxia egy fontos
tényez0, mivel hipermetilaciot okozhat. A hipermetilacié viszont olyan folyamatokat
gatolhat, mint a sejtciklus szabdlyozas, apoptdzis, DNS javitomechanizmus és
gyakran a tumorszuppresszor géneket is befolyasolja [10].

Egyre tobb bizonyiték mutatja azt is, hogy a mikrobiom polimorf
valtozatossaga is hatdssal lehet rak fenotipusokra. A bdr, bél, tiidd, hiivelyi, oralis és
tumor mikrobiomnak is tumor moduldlé hatdsa lehet, mivel képesek a tumor
novekedését, gyulladast, immunrendszer kikeriilését, genom instabilitast és a
terapidra adott rezisztencidt is befolyasolni.

A cellularis szeneszcenciat sokaig egy neoplazia elleni védekezd
mechanizmusnak tartottak [11], azonban a folyamat bioaktiv fehérjék, kemokinek,

citokinek és proteézok felszabadulasaval jér, amelyek megvaltoztathatjdk a sejtek

cres
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2. Abra. A rakos sejtek 12 tulajdonsiga. A daganatképzddés egy
tobblépcsds, dinamikusan valtozo folyamatok dsszességeként irhatd le,
melyhez a tumorsejteknek kiilonb6z6  tulajdonsdgokkal  kell

rendelkezniiik [Hanahan, 2022].



1.3. Tumoron és sejtvonalon beliili heterogenitas

Mar az 1800-as években Rudolf Vichow felfigyelt a tumoron beliil a sejtek

diverzitasara. Majd az 1960-as és 70-es években citogenetikai vizsgalatokkal is

.....

crer

ténye, mivel molekularisan, fenotipikusan és funkcionalisan is kiilonbozdek egy
egyénen beliil az egyes tumor régiok (intratumor heterogenitas, 1TH), valamint
egyének kozott a kiilonb6z6 daganatok még ugyanolyan szovettani besorolasu rak
esetében is (inter-tumor heterogenitas) (3. abra). A daganatok tobb millié rakos
sejtbdl allnak, amelyek a neoplasztikus valtozasok altal torzitott mikrokdrnyezetben
helyezkednek el és a tumor mikroevolucidja soran az egyes tumor régiok eltérd
mikrokornyezetének eltérd szelekcidos nyomdésa eltérd tumorsejt alpopuldciok
kialakulasdhoz vezet. A rakos sejtek és a tumor mikrokornyezetét alkotd sejtek
heterogenitasa elGsegiti a betegség progresszidjat és a kezeléssel szembeni
rezisztenciajat [14].

Morfologiai szinten kiilonbozé hisztologiai heterogenitas mintazatok eltérd
szinti differenciacioval ¢és metasztatikus valtozasokkal figyelhetdek meg
ugyanabban a tumorban. Ezeknek a részteriileteknek a tumoron belil mas a

génexpressziojuk és a mutacios mintazatuk [15].
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Klonélis ITH

I 1
Genom instabilitas Epigenetika
(mutdciék,CNA) (gének és hisztonok)

Sztréma
Mikrokornyezet
S99z

‘&

Funkcionalis plaszticitds Sztochasztikus plaszticitas
(autokrin — parakrin) (sejtenkénti hatasfok)
| J

Nem klonalis ITH

3. Abra: Az intratumor heterogenitas (ITH) kiilonboz6 fajtai és az Sket
befolyasold hatasok. Molekuléris szinten elkiilonithetjiik a klonalis
valamint a nem klonélis intratumor heterogenitast [Stanta és Bonin,

2018][16].

Molekularis szinten két nagy csoportot kell elkiiloniteniink, az egyik altalaban
klonalis ITH, ami tovabbadja a leanysejteknek az informaciét. A genetikai klonalis
evoliicid a DNS mutacion és a kopiaszam valtozason, valamint az epigenetikai
valtozasokon alapszik [17].

A masik a funkcionélisan nem klonalis ITH, ami a genetikailag instabil rakos
sejtek és a mikrokornyezet interakciojabol adodik (4. abra). Ez az interakcid
régionként valtozhat a primer tumor koriil, maga a sztroma pedig szintén heterogén
lehet. Ez az Osszes komplex kapcsolat a funkciondlis fenotipusos plaszticitas.
Emellett még egy ugynevezett sztochasztikus plaszticitas is 1étezik, ami abbol
adodik, hogy minden sejt, még egy sejtvonalon beliil is, kiilonb6zé hatasfoku
transzkripcios és transzlacios szinttel rendelkezik [16], [18].
malignusabb régio alapjan allitjak fel a diagnozist, de a vizsgalatbdl a gyakorlatban

tovabbi agressziv teriiletek hidnyozhatnak a topologiai heterogenitasuk miatt [19].
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4. Abra: (A) A szarmazasi sejt differecialodasi allapotanak és a daganatot
kivaltdé genomi valtozasanak (A vagy B) kombinacidja a tumor
fenotipusanak meghatarozoja. (B) A sejtek plaszticitasa hozzajarul a rak
fenotipusos sokféleségéhez. Dinamikus kétiranyu sejtkonverzid torténik
a rakos 6ssejtek €s a daganaton beliili nem rékos dssejtek kozott. (C) A
daganatképzddés egy tobblépcsds elagazd evolucios folyamat. A klonok
filogenetikai vonalai genomi valtozassal és darwini szelekcidval
alakulnak ki. Ez a genomi heterogenitds fenotipusos tumor
heterogenitassa valik. (D) A tumorsejtek és mikrokornyezetiik kozotti
kolcsonhatas is befolyasolja a daganatok sokféleségét [Koren ¢és

Bentires-Alj, 2015].

1.4. Rékos sejtek interakcidja a mikrokornyezettel

Az ITH egyik oka a genetikailag instabil rakos sejtek és a mikrokdrnyezet
interakcidjabol adodik, ami befolyéasolja a fenotipust. Az interakcio régiorol régiora
valtozhat [20]. A tumor mikrokdrnyezet kritikus szerepet jatszik a daganatok

kialakulasaban, beleértve az immunszuppressziot, daganatképzodést, a rak
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novekedését ¢és a metasztazisokat. A tumor mikrokdrnyezetnek nagy hatdsa van a
tumorok metabolizmusara és novekedésére. Két fontos meghatirozo tényezdje a
hipoxia és a laktatos acidozis. Ezeket a valtozésokat elsdsorban a rossz szoveti
perfuzid, abnormalis tumor vaszkularizacid, kontrollalatlan proliferacio és a

szabalytalan energiametabolizmus kombinacioi idézik elé [21].

1.4.1. Hipoxias mikrokornyezet

A tumor mikrokdrnyezet egy gyakori jelensége a hipoxia, ami képes
megvaltoztatni a tumor metabolizmusat és hozzasegit a daganat progressziojahoz
[22].

Az oxigénérzékelés képessége egy fontos alapvetd biologiai jelenség, mivel a
csOkkent oxigénellatdsnak erdteljes hatdsa van a fejlddésre és fiziologiai
folyamatokra. Hipoxidra adott specifikus valaszként olyan gének upregulalodnak,
melyek segitenek helyreallitani a homeosztazist sejtes, lokalis €s szisztémas szinten
egyarant.

Az oxigén homeosztazis egyik kulcsszerepldje a hipoxia indukalt faktor-1
(HIF-1), amely o és B alegységbdl épiil fel (5. abra). A B alegység ugyan fliggetlen
az oxigén ellatottsagtol, azonban az a alegysége rendkiviil érzékeny ra. Csak hipoxia
vagy hipoxiat utdnzoé reagensek hozzdadasa hatdsara képes a HIF-la szintje
megndvekedni [23]. Az oxigénmennyiség csokkenése utan azonnal stabilizalodik a
HIF-1a, heterodimert képez a konstitutivan termel6dd P alegységgel és az igy
kialakult HIF-1 komplex transzlokalodik a sejtmmagba majd egy konszenzus
szekvencidhoz, a hipoxia valasz elemhez (HRE) kotddik és aktivalja a célgéneket. A
legfontosabb enzimek, amelyek szabalyozzak a HIF-la degradacids kaszkad
oxigeénfliggd 1épéseit a prolil-hidroxilazok (PHD), melyeknek kofaktorként vasra
(Fe?"), szubsztratként pedig oxigénre van sziikségiik [24], [25]. Normoxias
koriilmények kozott az oxigén dependens degradaciés domén (ODD) hidroxilacidja
a HIF-1lo és a von Hippel-Lindau (VHL) E3 ubikvitin ligdz kdlcsonhatasat
eredményezi, amely proteoszomalis degradaciohoz vezet [23], [26]. Emellett a HIF-
la szabalyozasaban a szintén oxigént igényld faktor-gatlo HIF (FIH) is részt vesz a
C-termindlison  1évé  transzaktivacios domén  hidroxilacidjaval, ezzel

megakadalyozva a transzkripcids kofaktorral torténé interakciot. Igy ha maradna
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barmennyi fehérje, ami nem degradalodik, a transzkripcios aktivitas gatlasa

biztositott a FIH kozvetitett hidroxilacion keresztiil [27].
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5. Abra. A HIF-1 komplex szabalyozasa normoxia és hipoxias allapot

esetében. Oxigén hianyadban a von Hippel-Lindau ligdz nem tud
kapcsolodni a HIF-1a alegységhez, ebbdl kifolydlag nem degradalodik
¢és komplexet tud képezni a HIF-1B-val. A HIF heterodimer a sejtmagba
transzlokalodik, majd a koaktivatorok, mint a P300 kotddése utan a

HRE-hez kapcsolodva aktivalja a célgéneket [Lin és mtsai., 2014].

Ellenkezé esetben, amikor az oxigénszint csokken, vagy a kofaktorok
barmelyike nem all rendelkezésre, a prolil-hidroxilacié nem kovetkezik be, ezzel
megakadalyozva az ubiquitin molekulak kotédését és a HIF-1o lebontasat, igy a HIF-

la alegység szintje megemelkedik és aktivalhatja a géneket [7], [8].
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1.4.2. Savas mikrokornyezet

Annak ellenére, hogy rég tudjak, hogy a laktatos savasodasnak fontos szerepe
van a szervezetben, az tovabbra is kérdés, hogyan valaszolnak ra a sejtek és ez a
valasz hogyan hat a rakos fenotipusra. A mikrokornyezetre jellemz6 az oxigénhiany,
magas laktat mennyiség és extracelluldris acidozis, gliikdz és energiahidny. Ezek a
mikrokornyezeti mintazatok nagyon sok kiilonb6z6 tumorban megfigyelhetéek, ami
az individualis tumorok metabolikus statuszanak heterogenitasara reflektalnak [21].

1920-ban Otto Warburg német tudés abnormalis metabolizmust irt le rakos
sejteknél, amely 0j utat nyitott a rakkutatasban [28] . Az emldsok sejtjei ATP nyerés
soran a gliikozt piruvatta alakitjak, amelyet a mitokondrium tud metabolizalni a
citromsavciklus és az oxidativ foszforilacid segitségével vagy anaerob glikolizis
révén a citoplazmaban laktattd alakitja. Otto Warburg azonban megfigyelte, hogy a
tumorsejtek az oxigén koncentraciotdl fiiggetleniil a piruvatot laktatta alakitjak. Ez

az aerob glikolizis a Warburg effektus (6. abra) [29].

20%0; Oxidativ

i 5 —_—— O H.O + 36 ATP
q | Past arburg 2 piruvat foszforilacié 2t gy
“’“‘M@ Rékos seitek_l E;z;z; ffekiu '
. 2 piruvat e—? Lakigts H — Acidozis
Glikolizis

0.1%0, +4ATP pH~6.5

6. Abra. A rakos sejtek glilkozmetabolizmusanak megvaltozasa. A
sejtek oxigén jelenléte mellett is képesek laktatot termelni, ezzel savas
extracellularis teret létrehozva. Emellett a kevésbé hatékony
energianyerés miatt tobb glilkoz felvételére van sziikségiik [Lin és

mtsai., 2014].

A tumorok nagy mennyiségben veszik fel a gliikozt, aminek a hatdséara
megndvekszik a glikolizis, ami szuppresszalja az oxidativ foszforilacios rendszert.
Ezt a korai, avaszkularizalt fazisban keletkez6 hipoxias kdrnyezet okozza. Mivel az
aerob glikolizis ATP nyerése joval rosszabb, mint az oxidativ foszforilacioé, a
metabolikus atprogramozas egy megndvekedett gliikoz felvételt von maga utan, hogy

elég energiat nyerjen a makromolekularis bioszintézishez és redox sziikséglethez.

15



Emiatt a gliik6z transzporter és a downstream glikolitikus enzimeinek 70%-nal
emelkedett expressziot mutatnak [28].

Az aerob glikolizis kozben laktat termelddik, amit laktat/ H+ szimporterek, a
monokarboxilat transzporterek (MCT) juttatnak ki a kornyezetbe. Néhany tumor
jobban pumpalja ki a protonokat az extracellularis térbe, ezzel egy forditott pH
gradienst hoznak létre, igy az extracelluléris tér lesz savas pH-ju, az intracellularis
pedig alkalikus [21]. A tumorokban jelenlévé laktat acidozist a 7. abran 1évo sajat
mérésiink is alatamasztja human primer tiidétumorszdvet €és ugyanazon betegbdl
szarmazo6 nem-malignus tiidé szovet 6sszehasonlitasaval.

A glikolitikus fenotipus és ezzel egyiitt a metabolikus savak ezutan a jol
oxigenizalt kornyezetben is megmaradhatnak. A savas kornyezet darwini
szelekcioként miikddik és azoknak a sejteknek kedvez, amelyek képesek adaptélni a
mechanizmusaikat, hogy rezisztensek legyenek a sav-medialt apoptozisra. Mivel a
kronikus acidézis toxikus lehet a normalis sejtekre, csak az adaptalodott sejtek
maradnak életben [30]. A savas mikrokornyezet tumor progresszidt promotal,
atrendezddését medidlja, serkenti a vaszkularizacidt és gatolja az immunvalaszt a

tumor antigénekre [31].

0.5+ * o .
-6 Egészséges szovet
0.4+ = Tumorszdvet

0.3+
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0.1-
—

0.0

Laktat (uM / ng fehérje)

7. Abra. Hat sebészetileg eltavolitott human tiidétumor laktat
mennyisége a sajat egészséges tiidoszovethez képest. A beteg
szovetekben szignifikansan nétt a laktat mennyisége. p=0.017(*).

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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1.5. Terapias lehetoségek

Mivel a tiidérak molekularisan heterogén betegség, nagyon nehéz a kezelése is.
A legbiztosabb moddszer, ha sebészetileg ki tudjadk metszeni, azonban emellett
sugarterapiaval és kemoterapiaval is kezelhetik. A molekuléris biologia fejlédésével
egyre jobban megismerjiik a betegséget, ebbdl adoddan a célzott terapiak is egyre
nagyobb teret hoditanak, amikkel specifikusabb hatast érhetnek el [2].
Adenokarcindmaban szamos irnyitd mutaciot fedeztek fel, mint az epidermalis
eredetli novekedési faktor receptor (EGFR), anaplasztikus limfoma kinaz (ALK),
reaktiv oxigéngyok 1 (ROS1). Ezen mutaciok hatdsara konstitutivan aktivak lesznek
a szignalizaciés fehérjék, ami a fokozott proliferacidhoz, angiogenezishez,
metasztazishoz és csokkent apoptozishoz vezet [32].

Jelenleg el6rehaladott NSCLC-s betegeknél elsé vonalon platina alapu
kombinatorikus terapiat alkalmaznak. A citotoxikus terapias modszereket viszont
egyre inkabb felvaltjak a személyre szabott célzott terapidk, amelyek a beteg egyéni
genetikai valtozasait és a programozott sejthalal ligand 1 (PD-L1) statuszat veszik
figyelembe. Ezek ellenére azonban a tulélési rata még mindig nagyon alacsony [2],
[33], aminek egyik oka, hogy a daganatsejtek plaszticitasuk miatt képesek olyan
fenotipusos allapotba atalakulni, melyet mar nem céloznak meg a korabbi
gyogyszerek [5].

Kutatocsoportunk altal végzett kutatas alatt vérvételtél szamitott 5 évnyi
nyomon kovetés utan az immunterapiaval kezelt betegek tlélése sokkal kedvezdbb
volt, mint a csak platina alapu kemoterapias szerrel kezelt betegeké (8. abra). A
betegcsoportokban vegyesen voltak férfiak és ndk, valamint adenokarcinémas és
laphamsejtes karcindmas betegek. A kemoterapids csoport ciszplatin + pemetrexed
vagy karboplatin + gemcitabine kombinaciét kapott. Mivel a mintagyiijtés
idopontjaban (2018. november — 2019. junius) még csak masod vonalon
engedélyezték az immunterapidkat, ez a betegcsoport is elsé vonalon platina alapt
kezelést kapott, amit felvaltott a PD-1 gatlo pembrolizumab vagy nivolumab terapia
[33].
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8. Abra. PD-1 gatldo pembrolizumab/nivolumab kezelt (ICI = immun
checkpoint inhibitor), valamint kemoterapias (Kem) tiid6 rakos betegek
talélése. Pirossal jeloltiik a kemoterapias, zolddel pedig az
immunterdpias betegeket. Az immunterdpias betegek teljes ttlélése
joval hosszabb, mint a csak kemoterapiat kapott betegeké. Statisztikat
Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztiik, p=0,0104 (*). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Kem.: n=10, életkor 67,3 + 5,6 év, median PFS
(progressziomentes tulélés) =11 honap, OS (teljes talélés) =14 honap,
ICI: n=10, ¢életkor 65,1 £ 5 év, median PFS=14,5 honap, OS=59,5

honap.

1.5.1. Hagyoméanyos modszerek

Tovéabbra is a kemoterapia az egyik elsé vonalu kezelési modszer, ha a beteg
nem alkalmas immunterapiara. A nem laphameredetii metasztatikus NSCLC
kezelésére tipikusan karboplatint vagy ciszplatint és pemetrexedet adnak 4-6
ciklusig, amit csak pemetrexed kovet a tumor progressziojaig vagy toxicitasig.
Lapham eredetiit NSCLC esetében a platinum dubblet terapia karboplatinbol vagy

ciszplatinbol és paclitaxelbol vagy gemcitabine-bal all [6].
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1.5.2. Leggyakoribb célzott terapidk

1.5.2.1. Epidermalis eredetli ndvekedési faktor receptor (EGFR) mutécio

A fehér bortt NSCLC-s betegekben az epidermalis eredetii novekedési faktor
receptor (EGFR) mutacié 10%-uknal van jelen [34], mig az dzsiaiaknal akar az 50%-
ot is elérheti [35]. llyen mutaciok esetében EGFR tirozin-kinaz gatlok alkamazhatoak
els6 vonalban. Ha PD-L1 mutacd is fennall, akkor is EGFR tirozin-kinaz gatlot (TKI)
ajanlanak, mivel az EGFR mutéaci6 az immunterapia hatasat negativan befolyasolja.
2017 ota a leggyakrabban alkalmazott TKI az osimertinib [6]. Ez egy harmadik
generacios irreverziblis TKI, mely az EGFR T790M mutaciot célozza meg [36], mig
az els6 generacios TKI-k a TK domén ATP kétését gatoljak [37]. Osszehasonlitva a
gefitinibbel és erlotinibbel 54%-os javulast figyeltek meg a progresszidmentes

talélésben (PFS), valamint 6,8 honappal hosszabb teljes talélést (OS) [38], [39].

1.5.2.2. Anaplasztikus limféoma kinaz (ALK) atrendezdodés

Az ALK atrendezédés az NSCLC-s betegek 2-5%-at érinti [40]. Ezek a
génatrendez6dések ALK tirozin-kinaz inhibitorokra érzékenyek. Az elérehaladott
ALK pozitiv betegek kozott gyakori az agyi metasztazis és a leptomeningedlis
betegség, emiatt a kdozponti idegrendszeri aktivitast elétérbe helyezd elsé vonalbeli
kezelést részesitik elonyben. Els6 vonalbeli kezelésként az alecitinib, brigatinib vagy
lorlatinib javasolt, mivel mindegyik jobb PFS-t és kozponti idegrendszer aktivitast
mutatott a korabbi ALK TKI-okkal szemben, mint a crizotinib [41].

1.5.2.3. Proto-onkogén 1 (ROSL1), receptor tirozin-kinaz atrendez6dés
A ROSL1 az inzulin receptorcsalad egyik tirozin-kinaza, amely a betegek 1-

2%-aban fordul elé. Az atrendezédések a ROS1 inhibitorra, a crizotinibre érzékenyek

[42].
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1.5.2.4. Kristen patkany szarkéma viralis onkogén (KRAS) mutacio

Ez a tiidérakban leggyakrabban el6forduld mutacié, ami az NSCLC-s
betegek 27,5%-at érinti [43]. A KRAS mutaciok 50%-at a 12-es kodon mutacidja
teszi ki (KRAS G12C mutacid) és altalaban a dohanyzassal hozhat6d 6sszefiiggésbe
[44]. A KRAS inhibitorok kedvezé kimenetelt mutatnak metasztatikus tumorokban
is. A sotorasib az elsd célzott terdpia erre a mutdciora, melyet csak nemrégiben

kezdtek el alkalmazni, de eddigi adatok alapjan igéretesnek bizonyult [45].

1.5.3. Immunterapidk

Az immunterapidk bevezetése nagymértékben megvaltoztatta a metasztatikus
NSCLC-s betegek kezelését. Ahogy folyamatosan fejlodott ez az agazat, egyre
hosszabb talélési id6t értek el vele. Az immunterapiak, mint az adaptiv transzfer vagy
az immunblokad inhibitorok az immunrendszer komponenseit hasznalja fel a rak
elleni kiizdelemben. A két leggyakoribb immunellendrzépont protein a programozott
sejthalal fehérje 1 (PD-1) és a citotoxikus T limfocita antigén 4 (CTLA-4), melyek a
T-sejt kozvetitett immunvalasz gatlasara szolgald ko-inhibitor receptorok a T-sejtek

felszinén. Azonban a daganatsejtek kihasznaljak ezeket a gatlé6 molekulakat, hogy a

crer

crer

esetében 3 kategoriara osztottak: PD-L1 negativ (a tumorsejtek kevesebb, mint 1%-
a expresszalja), PD-L1 alacsonyan pozitiv (1-49%) és PD-L1 pozitiv (>50%). A PD-
L1 pozitiv betegek estében sokkal jobb eredményt értek el toxicitas és tulélési 1dd
szempontjabol is, mint a kemoterdpiaval. A KEYNOTE-024 felmérésben a
pembrolizumabbal 26,3 honap volt a median tilélési id6 és az 5 éves talélést is a
betegek 31,9%-a elérte [6], [47].

A CTLA-4 gatlasa a helper T sejteken keresztiil szdmos immunologiai
valaszban szerepet jatszik. Az Ipilimumabot 2011-ben hasznaltak legeldszor
melanoma kezelésére, ami gatolta a CTLA-4-et. 2020-ban az Egyesiilt Allamok
Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (Food and Drug Administration, FDA)
kijelentette, hogy els6 vonalon a nivolumab és ipilimumab kombinatorikus terapiaja
elonyos kezelés az NSCLC-s betegek szamara 1%-nal kisebb PD-L1 expresszio €s
EGFR/ALK aberracio nélkiili esetben [46].
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1.6. Technikai hattér

Az egysejt alapu technoldgidk 0j utat nyitnak a kutatasokban, mivel igy
nemcsak alaposabban megérthetjiik az ugyanabban a szdvetben 1évé kiilonb6zo
sejttipusok molekularis jellemzOit, hanem akar teljesen 1j sejttipusokat is

meghatarozhatunk [3].

1.6.1. Egysejt-tomegcitometria

crer

amellyel multiplex immunfenotipizalast lehet végezni egysejt szinten. Az egysejt-
tomegcitométerrel minden eddiginél Osszetettebben meg lehet hatirozni a sejtek
fenotipikus ¢és funkcionalis profiljat. A tomegcitométer riporter molekulakat,
altalaban antitesteket hasznal, amelyek fémizotdpokhoz vannak kotve, hogy jeloljék
a vérbol, szovetbdl vagy sejtkulturabol szarmazéd sejteket. A fémjeldlt antitestek
specifikusan kotnek az adott proteinekhez és a tomegcitométer ezeknek a
markereknek az expresszidjat méri minden egyes kiilonalld sejtben a detektalt fém
atomi tomegének megfeleld csatornaban. A laborunkban 1évé harmadik generacios
Helios tomegcitométer (Fluidigm) 135 detekcids csatornat kinal, akar tobb mint 1000
sejt/perc mérési sebességgel. A fluoreszcens aramlasi citométernél elénydsebb a
stabil fémizotopok atomi tomegének a detektalasa, ugyanis a fluorokromok spektralis
atfedéséhez képest a tomegcitometridban nincs atfedés ¢és nem sziikséges

kompenzalni (9. dbra).

Fluoreszcencia spektralis atfedés Fém tomeg atfedés
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9. Abra. Spektralis atfedés a hagyomanyos fluoreszcens citométereknél,
illetve a fém izotdp jelek atfedésének hianya az egysejt-tomegcitométer

esetében [Lin és mtsai., 2014].
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A jel6ld izotopoknak alacsony a természetes eléforduldsi aranya biologiai
rendszerekben, emiatt nem fognak interferdlni az egysejt analizissel. A riporter
fémjelek az antitestekhez fém-kelatolo polimerrel kapcsolodnak (10. abra A). A
tomegcitométernek 5 f&6 komponense van, a mintabeviteli egység, az induktivan
kapcsolt plazma (ICP), az ion optika, végiil a repiilési id6 (’time of flight’-TOF)
analizator és detektora. A vizsgalni kivant sejtfelszini és/vagy intracelluléris
fehérjékre specifikus antitest koktéllal torténd jelolés utan, a sejtszuszpenzid bekeriil
a porlasztoba, amelyen argon gaz folyik at (10. abra B). A sejtek athaladnak a
porlaszton, majd &tmennek a spray csatornan, ahol egysejtes cseppekké
porlaszodnak. A spray kamra nagyjabol 200 fokos, ami segiti a maradék viz
eltavolitasat, hogy a plazma hatékonyan ionizalhassa a mintakat. Ez azt eredményezi,
hogy a spray kamrat a sejtek individualis sejtként hagyjak el. Az ICP-be
injektalédnak, vaporizaloldnak, atomizaldodnak és ionizalédnak (10. abra C). A
plazma az argongdz litkozések altal indukalt ionizaciobol keletkezik. A
radiofrekvencias tapellatas egy oszcillalo elektromos aramot hoz létre, ezzel egy erds
elektroméagneses mezdt generalva. Magas fesziiltségli szikrdk leszakitjdk a szabad
elektronokat a kamrabol kilépd argongazrol. Ezek a szabadelektronok
elektromégneses térben felgyorsulnak és kelld energiaval dsszeiitkoznek, hogy az
argongdzt plazmava ionizaljdk. Mikor az aeroszolizalt mintak bekeriilnek az
injektoron keresztiil a plazméhoz, a vizcseppek hamar elparolognak. Az individualis
sejtek ezutan ionfelhdkké alakulnak.

Az 1onfelhd egy alacsony nyomast optikai kamriba keriil. A kvadropol
ionszlird eltdvolitja a nem sziikséges kis molekulatomegli argont és endogén
cellularis ionokat, igy az izotdép ionprobdkat tartalmazd felhd jut el a TOF
analizatorhoz (10. abra D). Az ionfelhdk egy elektrosztatikus erdnek lesznek kitéve,
ami ortogonalisan gyorsitja a bejovo ionokat a detektor felé. Ez az ionok tomeg/toltés
alapu elvalasztasat eredményezi (10. abra E). A 1étrejott ionfelhd, ami tartalmazza az
ionizalt fémjeleket, az individualis sejtek proteintartalmat tiikkrozi (F) [48].

A tomegcitometrias mérés soran FCS kiterjesztésii fajlok keletkeznek (10. abra
G), amit kiilonboz6, hagyomanyos (Kaluza, FlowJo) vagy tomegcitometriara
kifejlesztett platformokon értékelhetiink ki (Cytobank, Astrolabe, Maxpar Pathsetter)
(10. ébra H).
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10. Abra. Az egysejt-tomegcitometria  folyamatabraja. A
fémizotopokkal jelolt antitestekkel megjeloljik a mintakat (A),
amelyek bekeriilnek egy porlasztoba (B). Az ICP-nek (C), majd az
ionsziirének (D) koszonhetéen a mintabol csak a megfeleld
mérettartomanyu nehézfém ionok maradnak meg. Minden sejtbdl egy
ionfelh6 képzddik, ahol a fémionok reprezentaljak a jelolt fehérjéket. A
TOF kamraban (E) tomeg/toltés alapjan elkiiloniilnek az ionok, majd
eljutnak a detektorig (F). Az igy kapott eredményeket FCS fajlként (G)

kiilonb6z6 modszerrel analizalhatjuk (H) [Lin és mtsai., 2014].
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2. CELKITUZES

A, Elso6 célkitiizésiink a klonalis heterogenitds normoxias €s hipoxids koriillmények
kozotti fenotipizalasa NSCLC adenokarcindma sejtvonalakban. A sejtvonalak
kozotti és sejtvonalon beliili heterogenitds vizsgalata 3 human tiidé adenokarcindéma

sejtvonallal tortént, melyek az A549, H1975 és H1650.

B, Célunk volt human primer NSCLC adenokarcinéma tidétumor intratumor

heterogenitasanak vizsgalata, egysejt felbontasu, fehérje szintii elemzése.

C, A tomegcitometridval azonositott, humdn adenokarcindémaban kifejez6dd
TMEM45A fehérje expresszidjat klasszikus IHC-val validaltuk nagyobb
elemszdmon human NSCLC adenokarcindméban. Célunk volt megvizsgalni, hogy a

TMEMA45A mutat-e kolokalizaciot a HIF-1a fehérjével.
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3.

3.1.

3.2.

3.3.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Human nem-Kkissejtes tiidorak sejtvonalak

Sejtvonalas kisérleteinkhez 3 humdn tidé adenokarcindma sejtvonalat
hasznaltunk, hogy atfogo kovetkeztetéseket vonhassunk le. Ezek az A549, H1975 és
H1650 sejtvonalak, melyeket az American Type Culture Collection cégtol
vasaroltunk. A H1975 és H1650 sejteket DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) médiumban, az A549 sejteket DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, Nutrient Mixure F-12) (DMEM, PAN-Biotech GMBH; F12 Nut mix,
Gibco, Thermo Fisher Scientific) médiumban tenyésztettiikk, melyeket 4,5 g/l
gliikozzal, 10% magzati borjuszérummal (FBS) (Gibco), 2mM GlutaMAX-szal
(Gibco), 100U/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicin antibiotikummal
(penicillin G s6 és sztreptomicin szulfat s6, Sigma-Aldrich) egészitettiink ki. A
sejteket hagyomanyos 10 mm atmérdjii sejttenyésztd Petri csészében novesztettiik
maximalisan 80% konfluenciaval standard nyomason 5% CO: tartalmu 37°C-0s

inkubatorban.

Sejtautentikacio

A sejtvonalakon a Microsynth céggel mikroszatellit alapt sejt autentikaciot
végeztiink. A bevizsgalashoz 1 millio sejtet pelletként kétszer mostunk foszfat
pufferelt s6oldatban (PBS, Lonza), 0,5 ml 90%-os etanollal felszuszpendaltuk és
elkiildtik a Microsynth AG cégnek (Balgach, Svajc) sejtautentikaciora. A
sejtvonalak profilozasa erésen polimorf tandem ismétlédé szekvenciak (STR)
alapjan tortént. Az STR-eket PowerPlex16 HS rendszerrel (Promega) amplifikaltak.
A fragment analizist ABI3730xlI-lel (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific)

készitették, majd az adatokat GeneMarker HID szoftverrel (Softgenetics) elemezték.

Sejtek életképesség mérése

A sejtek életképességét fluoreszcens resazurin vizsgalattal hatdroztuk meg
(Sigma-Aldrich). 96 lyuku sejttenyésztd csészébe (Corning Life Sciences) minden
sejttipusbol lyukanként 10.000 sejtett helyeztink ki 80 pl sejttenyésztd
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3.4.

tapfolyadékba. Deferoxaminb6l (DEF) (Sigma-Aldrich) 10 mM-os torzsoldatot
készitettlink tapfolyadékban oldva. A torzsoldatot sterilre szirtiik (0,22 um, alacsony
kotésti  filter, Merck). Ebbdl kiilonbozé koncentracioji felezd higitasokat
készitettlink: 5 mM, 2.5 mM, 1.25 uM, 625 uM, 312.5 uM ¢és156.25 uM. A DEF
kezeléseket 20 ul torzsoldat hozzaadasaval végeztik duplikatumokban. fgy a
végkoncentraciok a kovetkezok voltak: 1000 uM, 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62,5
uM és 31,5 uM. A Resazurin reagensbol (Sigma-Aldrich) PBS-ben (pH 7,4) feloldva
0,15 mg/ml koncentracioju torzsoldatot készitettiink, majd sterilre sziirtiik egy 0,22
um-es membranon €s porcidzva -20°C-on taroltuk felhasznalasig. A sejteket 72 6raig
5% COg tartalmu 37°C-0s inkubatorban (Sanyo, Osaka, Japan) DEF-nal kezeltiik,
majd a 100 upl sejtkultirahoz 20 pl resazurint adtunk. 2 o6ra inkubacidé utan
mikrolemez-olvasoval (Cytofluor 4000, PerSeptive Biosytems) fluoreszcenciat (530
nm excitacié/ 580 nm emisszid) mértliink. A proliferaciot a kezeletlen sejtekhez

mértiik, valamint minden értéket a sejt nélkiili tdpfolyadékhoz képest normalizéltunk.

Kvantitativ valés idejii polimer lancreakcié (QRT-PCR)

A sejteket 6 lyukt sejttenyésztd csészébe (Corning Life Sciences) 2 ml
tapfolyadékba helyeztiik lyukanként 2 mill6 sejttel, majd 24 6raig hagytuk letapadni.
A DEF-bol DMEM-F12 tapfolyadékkal 400 uM-os oldatot készitettiink és egy 0,22
um-es filterrel (Merck) sziirtiik. Miutan leszivtuk a sejtekrdl a feliiluszot, 2 ml 400
uM DEF-nal kezeltiik. 24 oras kezelés utan PBS-sel mostuk, Accuzol-lal (Bioneer)
felszedtiik és -80 °C-on taroltuk. Az RNS-t a Direct-zol RNA Miniprep Kit-tel
(ZymoResearch) a korabban leirtak szerint [49], a gyarté utasitasai alapjan izolaltuk.
RNS cDNS-re forditott atirasat 30 pl-es végso térfogatban nagy kapacitasi cDNS
Reverse Transcription Kit-tel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik a gyarto utasitasa
szerint. Az atiras egy MyGenie 32 Thermal blokkban (Bioneer) tortént a kovetkezo
protokollal: 10 perc 25 °C, 120 perc 37 °C, 5 perc 0 °C, 10 perc 75 °C, majd a gép 8
°C-on tartotta a hdmérsékletet. A reverz transzkripci6 utan a cDNS-t 130 pl DNaz
mentes vizzel (Thermo Fisher Scientific) higitottuk, igy a cDNS koncentracidja
18,75 ng/ul lett. A kvantitativ valos idejii polimer lancreakciohoz (QRT-PCR)
mintanként 5 ul qPCRBIO SyGreen Mix enzimet, 3 ul desztillalt vizet, 1 pl primert
és 1 ul cDNS-t adunk (18,75 ng), majd LightCycler 96 rendszerrel (Roche) mértiik
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[50]. A PCR protokoll a kévetkezo volt: enzim aktivacio 2 percig 95 °C-on, majd 45

cikluson keresztiil denaturaci6 95 °C-on 10 masodpercig, annealing 60 °C és extenzid

60 °C 10 mésodpercig. A kapott Ct értékeket ACTB haztartasi génre normalizaltuk.

A relativ génexpresszid aranyt génexpresszios valtozas vagy AACt (log2) értékkel

abrazoltuk + standard szorassal. A kapott eredményeket GraphPad Prism

programmal dbrazoltuk.

Gén Termék Forward Primer Reverz Primer

VEGEA Vaszkularis epdotéliélis GCTCGGTGCTG | AAGTGGGGAAT
novekedési faktor GAATTTGATA GGCAAGCAA

PDGER \{érlemezke eredet CTGAGTGACCA | CGGGTCATGTT
novekedési faktor-B CTCGATCCG CAGGTCCAA

1 TGGCATCAACG | AGCCAATGGTG
SLC2A1 Gliikoz transzporter 1 CTGTCTTCT GCATACACA

. . , ACGTACTGCAT | CAGGATGTGAC

LDHA Laktat dehidrogenaz TTGCCCCTT TCACTGGGAA

ST CTGTGCCAAAT | ATTGCTGAGAG
PGK1 Foszfoglicerat kinaz 1 GGAACACGG CATCCACCC

PDK1 Piruvat c'lehidrogenéz AGATGAGTGAC | GGAGGTCTCAA
kinaz 1 CGAGGAGGT CACGAGGTC

MMP2 Marix metallopeptidaz | GGCGGTCACAG | GCCTAGCCAGT
2 CTACTTCTT CGGATTTGA

CXCL12 C-X-(_: motivum CTACAGATGCC | CAGCCGGGCTA
kemokin ligand 12 CATGCCGAT CAATCTGAA

CXCR4 C-X-(_Z motivum ATCAGTCTGGA | CCAGACGCCAA
kemokin receptor 4 CCGCTACCT CATAGACCA

PLAUR Plazmiqogén aktivator, | GGCTTGAAGAT | TGCATTCGAGG
Urokinaz receptor CACCAGCCT TAACGGCTT

.y GGAGCCTAGAG | GCAGGACAGGA
CA9 Karbon anhidraz 9 GCTGGATCT CAGTTACCG

PLAU Plazminogér} aktivator, | CCGCTTTCTTGC | TGGCACAGGCA
Urokinaz TGGTTGTC AATCCATCT

TMEMA45A Transzmembran protein | GGAGCTATTGC | GGGGATACAGG
45A GGTCAAGTC ACAAATCCA

. CCAACCGCGAC | CCAGAGGCGTA
ACTB p-aktin AACATGA CAGGGATAC

1. Tablazat. A kondicidk génexpressziora gyakorolt hatasat vizsgald
primerpanel a gének megnevezésével, forward és reverz primerekkel.
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3.5.

3.6.

3.7.

Etikai nyilatkozat

Az vizsgélatba bevont pdaciensek tdjékoztatdst kaptak és beleegyeztek a
kisérletekbe miel6tt részt vettek a kutatasban. A vizsgalat a Helsinki Nyilatkozatnak
megfelelden tortént €s a protokollt a Szegedi Tudoményegyetem Etikai Bizottsaga
hagyta jova. A vizsgalat cime: A PD-1 gatld kezelésre rosszul valaszold és jol
valaszold6  nem-kissejtes  tiidokarcinoméas  betegek  immunfenotipizalasa.

Projektazonositéd kod: 163/2018-SZTE.

Primer sebészeti adenokarcinoma homogenizalasa

A human tiidészoveteket Dr. Furdk Jozseftél az SZTE SZAOK
Mellkassebészeti osztalyarol kaptuk, aki sebészetileg tavolitotta el a szoveteket. A
mintakat kozvetleniil a mitét utan elhoztuk a laboratoriumunkba 4°C-0s Rosewell
Park Memorial Institue médiumban (RPMI), hogy feldolgozzuk. A nem érintett
teriiletet (egészséges tiid6, HT) és a malignus teriiletet (TT) elkiilonitettiik, majd
aszeptikus sebészeti olloval és csipesszel Kis, kb 1 mm?® —es darabokra vagtuk és
enzimatikusan emésztettiik 250 pg/ml liberazzal (Sigma-Aldrich), 100 pg/ml DNazI-
gyel (Sigma-Aldrich) FBS nélkiili RPMI-ben szobahémérsékleten razatva egy oran
keresztiil. Az egysejt szuszpenziot steril gézen és 100 pm-es sejtsziirén (Merck)
atszlirtiik. Ezek utdn centrifugaltuk 300 g-n 5 percig, a vordsvértesteket 5 ml
ammonium-klorid kaliummal (ACK) (0,15 M NH4Cl, 10 mM KHCOs és 0,1 mM
Na:EDTA, pH 7,3, Molar Chemicals Ltd.) lizaltuk 3 percig. Majd 10 ml RPMI-vel
mostuk és 300 g-n 5 percig centrifugaltuk, a sejteket Biirker kamraban megszamoltuk
tripankék (Sigma-Aldrich) ¢életképesség festékkel az egysejt-tomegcitometrids

festéshez.

Egysejt-tomegcitometria

A sejtvonalakat (A549, H1975, H1650) PBS-sel mostuk és Accutazzal
(Corning Life Sciences) felemésztettilk oket. A sejteket tripankék életképesség
festékkel megszamoltuk Biirker kamraban. Sejtvonalanként 3  biologiai
replikdtumbdl azonos mennyiségeket Osszemértiink és egy mintaként kezeltiik

tovabb ¢és eldkészitettiik a sejteket PBS-ben a tomegcitometrids festéshez. A
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tiidészovetek esetében ugyanazon paciens tumoros (TT=tumor tissue) és nem érintett
tiidotertiletét (HT=healthy tissue) hasonlitottuk egymashoz. A sejtek életképességét
ciszplatinnal (5 pM !%Pt, Fluidigm) hatiroztuk meg, melyhez 3 percig jégen
inkubaltuk 500 ul PBS-ben oldva ezerszer higitva. Inkubalds utan 2 ml PBS-sel
higitottuk Maxpar Sejtfesté Pufferben (MCSB, Fluidigm, San Francisco, CA, USA)
¢és 350 g-n centrifugaltuk 5 percig. A sejteket 50 ul MCSB-ben szuszpendaltuk, majd
hozzaadtunk 50 pl antitest koktélt.

Lista a tomegcitométerhez felhasznalt antitestekrol:

Kataloguszam Forgalmazo Célgén Fémjel
3144017B Fluidigm HLA-A,B,C 144Nd
3141006B Fluidigm CD326 (EpCam) 141py
3148012B Fluidigm TRA-1-60 148Nd
3149018B Fluidigm CD66-a,c,e 199Sm
31560268 Fluidigm CD274 (PD-L1) 15%Gd
3162027A Fluidigm Pan-Keratin e2py
3166007B Fluidigm CD24 166Ey
3170009B Fluidigm EGFR 10y

MAB2188-100 R&D Systems CA9 198Gd
MAB1418 R&D Systems Glutl 154Sm
sc-376140 Santa Cruz Biotech. MCT4 yp
orb357227 Biorbyt TMEMA45A 19T M

2C1/6 Monostori labor Gall Ly
3153026B Fluidigm Gal3 18y

2. Tablazat. A felhaszndlt antitestek listaja a forgalmazd, célfehérje és a

konjugalt fém feltiintetésével

Az anti-HLA-ABC, anti-CA9, anti-GLUTL, anti-MCT4, anti-TMEM45A ¢és
anti-Gal-1-et Maxpar fémjelol6 kittel mi konjugaltuk a gyarté ajanlasa alapjan. A
kisérletek el6tt a megfelelé koncentracid érdekében titraltuk az antitesteket. A 3

sejtvonalat egyesével barkodoltuk kiilonbozé fémmel jelolt HLA-ABC-vel az
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antitest koktél festése el6tt a kovetkez6 kodok alapjan: kezeletlen, HLA-ABC2Cd;
DEF kezelt, HLA-ABC*Cd. Minden kondiciébol 3 biolégiai pArhuzamost mértiink.
A sejtvonalakat 4° C-on 30 percig inkubaltunk a HLA-ABC antitestekkel a
barkddolashoz, majd mostuk kétszer 2 ml MCSB-vel és centrifugaltuk 5 percig 350
g-n. Ezutan sejtvonalanként a kezelt és kezeletlen sejteket egy csObe mértiik dssze €s
onnant6l egy mintaként kezeltiik. Tiidészovet esetében a HLA-ABC *Nd fémjelolt
antitestet a primer tiidoben 1év0 sejtekre hasznaltuk és nem barkddolésra.

A sejteket 45 percig inkubaltuk 4°C-on az antitest koktéllal, majd mostuk
kétszer 2 mL MSCB-vel ¢s centrifugaltuk 5 percig 350 g-n. A gyarilag konjugalt
antitesteket, valamint az anti-Gal-1-et 5 pg/ml-ben, a tobbi altalunk konjugalt
antitesteket 10 ng/ml koncentracioval hasznaltuk. A sejteket 1,6%-o0s formaldehiddel
fixaltuk frissen higitva 16%-0s formaldehidbd6l (Pierce) PBS-ben 10 percig. A fixalt
sejteket 800 g-n 5 percig centrifugaltuk, majd 500 pl °**2%Ir DNS interkalatort
(Fluidigm) adtunk hozza ezerszeres higitasban (125 nM) Fix and Perm (Fluidigm)
pufterben, majd egy éjszakéra 4°C-on taroltuk felhasznalasig.

Sejtek jeldlése

HLA-ABC™Cd HLA-ABC™™*Cd

Kezeletlen sejtek  Kezelt sejtek

Sejtvonalak Szovet lizétum

EQ kalibracios
gyongyok

Halott sejtek festése

ciszplatinnal

185Hg (175 15'Eu
H3N,
>t
: is0Ca

HN 4 :
. 420e
Halott sejt  ElS sejt N 153
e v A~ Ta e

11. Abra. A CyTOF festés sematikus folyamatibrija. A mintak

megfeleld elokészitése utan ciszplatint hasznalunk az él6 és halott
sejtek elkiilonitésére, ugyanis a ciszplatin képes penetralni a halott
sejtekbe. A barkod segitségével Osszevegyithetiink kiillonbdzo
sejttipusokat, igy késdbb az antitest koktéllal torténd festésnél egy
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3.8.

mintaként tudjuk kezelni. Az iridium megjeloli a DNS két szalat, ezzel
elkiilonithetdek lesznek az egyedi sejtek a tormeléktdl és duppletektdl.
Kozvetleniil mérés elétt EQ kalibracios gyongyoket adunk a mintahoz,

aminek segitségével a CyTOF szoftver normalizalja az FCS file-okat.

Masnap a sejteket kétszer mostuk 2 ml MSCB-vel 800 g-n 5 percig, majd 1 ml
Maxpar PBS-ben megszamoltuk. Ujabb centrifugat kovetéen a feliiluszot leszivtuk
¢s a szuszpenziot 500.000 sejt/ml-re allitottuk be Cell Acquisition oldattal
(Fluidigm), végiil kiegészitettiik 10% EQ kalibracios gyonggyel. Az EQ polisztirol
gyongyoket tartalmaz, belsejiikben cérium (24%1%2Ce), eurdpium (*>V*53Eu), holmium
(***Ho) és lutécium (Y°*7Lu) lantanoid fémizotopokkal. A szuszpenziot mérés elétt

atszlirtiik 30 pum-es sejtsziirén (Celltrics).

Immunhisztokémia

Az THC vizsgalatok az SZTE SZAOK Patolégia Intézetében torténtek Dr.
Tiszlavicz Laszl6 vezetésével. A formalinnal fixalt, parafinba agyazott szovet
blokkokkbol 4 um-es metszeteket készitettek, majd pozitivan toltott tiveglemezre
(Superfrost Plus, Thermo Fisher Scientific) helyezték. A metszeteket Bond Dewax
oldattal (Leica) deparafinaltak, leszallo alkoholsorral ¢és desztillalt vizzel
rehidrataltak. Az antigén feltaras Bond-Max gépben tortént, pH 9 Bond Epitope
Retrieval 2 oldatban (Leica) 20 percig inkubalva.

Az endogén peroxidaz aktivitas gatlasara 3%-0s H202-dal inkubaltak 5 percig,
amit egy mosas kovetett Bond Wash oldattal (Leica). A metszeteket anti-HIF-1a
antitesttel (monoklonalis nyal, EP118-as klon, Bio SB) 1:250-es higitassal vagy anti-
TMEMA45A-val 1:800 higitassal (poliklonalis nyul, Biorbyt) inkubaltak 20 percig
szobahdmérsékleten, majd Bond Wash oldattal mostak. Torma peroxidazzal és
DAB-3-mal jelolt anti-nyul masodlagos antitestet hasznaltak kromogénként az
antigén jel detektalasara. Kontrasztanyagként hematoxilin festést alkalmaztak. A
vizualizacidhoz Zeiss Axio Imager Z1 mikroszkopot (10x okuldr, 10x és 40x%
objektiv) hasznaltunk egy Zeiss AxioCam MRm kameraval és AxioVision SE64.
4.9.1 szoftverrel (Carl Zeiss).

31



3.9. Statisztikai analizis

Az elemzések és abrak GraphPad Prism 6 és 8-as verzidval, Cytobank Premium
(Beckman Coulter) felh6 alapu szoftverrel, valamint Microsoft Excel-lel késziiltek.
2 csoport kozott paros t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat szamtani atlag + standard
deviacioval (SD) fejeztik ki. A szignifikanciaszinteket a kovetkez6 moddon
hataroztuk meg *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4. EREDMENYEK

4.1. NSCLC sejtvonalak inter-és intratumor heterogenitasa

4.1.1. Sejtek kapuzasi stratégiaja

A kalibréacios gyongyok segitségével a CyTOF szoftveren keresztiil tudjuk
normalizalni a mérésiinket. A polisztirol gyongyokben talalhato kiilonb6z6 nehézfém
izotopokkal egy id6fiiggd korrekcids funkciot general, igy kivédve a rovid és
hosszutava miiszerérzékenységi ingadozast. [51]. Ezeket a gyongyoket azonban a

kapuzas els6é 1épésénél ki is kell zarni, hogy a tovabbiakban csak a sejtekkel

dolgozhassunk.

B  Szingletek C  El6sejtek

826 1.‘)(

193)r DNS 2

140Ce
Kalibracids gyongy
195pt (ciszplatin)

191r DNS 1 91r DNS 1 193]r DNS 2

12. Abra. A tumorsejtek kapuzasi stratégiaja. (A) A °Ce kalibracios
gydngy és a DNS-be interkalalodott 1%Mr segitségével elkiilonitjiik a
sejteket a kalibracids gyongyoktdl. (B) A °1/1%[r DNS jelslt dupla
pozitiv sejteket hatdroztuk meg szingletekként (egysejtekként), igy
kizartuk a tormelékeket és a duppleteket. Végil az ¢€l6 sejtek

popudciodjat a ciszplatinra negativ sejtekre kapuzva kaptuk meg (C).

A gydngyok kizarasa utan a kovetkezd 1€pés a tormelékek és az Osszetapadt
sejtek kizardsa 19V1%[r DNS interkalator segitségével. Az szingleteket a dupla

pozitiv, r-ot és *8Ir-ot is tartalmazo halmaz alapjan hatarozzuk meg. Eletképesség
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mérésére %Pt jeldlt ciszplatint hasznaltunk, ami képes bejutni a halott sejtekbe, igy

a ciszplatin negativ sejtek kapuzasaval megkapjuk az €16 sejteket.

4.1.2. NSCLC sejtvonalak klonalis heterogenitasa

Kisérleteink soran a rakkutatasban és gyogyszerfejlesztésben leggyakrabban
hasznalt human adenokarcindma sejtvonalak altipusait vizsgaltuk, az A549, H1975
¢s H1650 sejtvonalakat. Legel6szor a lehetséges kontaminaciokat sziirtiik, ezért STR
szekvencidk alapjan sejt autentikacidt végeztettiink. A sejtvonalak klonalis
heterogenitasat egysejt-tomegcitométerrel az alapjan hataroztuk meg, hogy a sejtek
hany szadzaléka expresszalja a GLUT1, MCT4, CA9, TMEMA45A, CD66, CD274,
CD24, CD326, pan-keratin, TRA-1-60, Gal-3, Gal-1, és EGFR markereket.

Az A549 (12. abra A), H1975 (12. abra B) és H1650 (12. abra C) sejtvonalak
mas mértékben fejezik Ki a sejtvonalak kozotti és sejtvonalon beliili heterogenitas
korvonalazasahoz hasznalt markereket annak ellenére, hogy mindegyik human tiidé
adenokarcinoma, tehat elméletileg szovettanilag egyféle tumorbol szadrmazod
sejttipus.  Mivel a populaciok szazalékos aranya nem reprezentdlja a fehérjék
expresszios intenzitasat, ennek abrazolasahoz hétérképet hasznaltunk a sejtvonalak

Osszehasonlitdsdhoz (12. abra D).
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13. Abra. Az A549, H1975, H1650 huméan NSCLC sejtvonalak egysejt-
tomegcitometrids elemzése. Az oszlopdiagramokon lathatd, milyen
szazalékban expresszaljadk az adott sejtfelszini fehérjét az ¢élo
szingleteken az (A) A549, (B) H1975, és (C) H1650 sejtvonalak. A
tizenhdrom fehérje markert - GLUT1, MCT4, CA9, TMEMA45A, CD66,
CD274, CD24, CD326, pan-keratin, TRA-1-60, Gal-3, Gal-1, és EGFR
- egysejt szinten vizsgaltunk fémizotoppal jelolt antitestekkel egysejt-
tomegcitométerrel. (D) A hotérképen a 13 fehérje expresszios intenzitasa
lathat6, amelyet a tadblazat minimum értékéhez viszonyitott transzformalt
median fejez ki. A fekete az alacsony, a fehér a magas expressziot

abrazolja.

A median fémintenzitasok megfelelnek a vizsgalt 13 fehérje kifejezédésével és
megmutatja a 3 sejtvonal kozotti heterogén expressziot. A legnagyobb kifejezddést
mutatd markerek A549 esetében az EGFR és CD24, H1975 esetében a CD274,
CD326 és az EGFR, valamint a H1650-nél a CD326 és EGFR.

A 3 sejtvonal populacio szazalékban elsésorban a CA9, CD274, CD24 és
kisebb mértékben a Gal-3 fehérjékben kiilonboznek. A CD326 a H1975 és H1650

sejtvonalban szinte minden sejten megtalalhato, azonban az A549 sejtek csak 20 %-
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aban. A markerek intenzitdsa szempontjabol a CD274, CD24. CD326 ¢s Gal-3
fehérjében térnek el legjobban.

A klonalis alpopulacidk vizualizalasahoz t-elosztasu sztochasztikus szomszéd
beagyazasa (t-SNE) analizist alkalmaztunk mindharom sejtvonalon. Az algoritmus
k6zos marker expresszio alapjan egy tobbdimenzios térben helyezi el a sejteket, majd
dimenzionalisan redukalja [52]. Itt 13 marker expresszidés mintdzata nyilvanul meg
egyszerre, azaz 13 dimenziés teret redukdl 2 dimenzidva. Szinskala jelzi az
intenziast, kékkel az alacsonyat, pirossal a magasat. A vizualizacidhoz a Cytobank
platform t-eloszlasu sztochasztikus szomszéd beagyazas vizualizaciot (viSNE)
hasznal, ami a t-SNE algoritmus Barnes-Hut implementacidja. A t-SNE térképeken
taldlhatdé morfologiai szegmentaciok lehetévé teszik a mintdk heterogenitdsdnak
vizualizalasat, a nagy felbontdsu sejttérképezést és a magasan expresszalt kdzos
markerek meghatarozasat. A 13. abran jol lathatd sejtvonalon beliili heterogenitas,
ugyanis a markereket a sejtek egy populacidja magas szinten, egy masik résziik pedig
egyaltalan nem is expresszalja, annak ellenére, hogy ugyanolyan szovettani tiidérak
tipusbol szarmazé sejtekr6l van szo. llletve a sejtvonalak kozotti heterogenitas is
kirajzolodik, mivel az 3 sejtvonalon egyszerre futtatott algoritmus kiilon felhdként
valasztja szét az A549 (13. abra A), H1975 (13. abra B) és H1650 (13. abra C)

sejtvonalakat.
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14. Abra. NSCLC sejtvonalak inter- és intratumor heterogenitis

vizsgalata viSNE algoritmussal. Reprezentativ viSNE analizis 13
markeren az A549 (A), H1975 (B), és H1650 (C) sejteken egysejt
szinten. Az analizist 100.000 sejten futtattuk egyenld elosztasban
(iteracio = 2000, perplexitas = 30, theta = 0.5).
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A sejtvonalon beliili heterogenitds dbrazolasanal a szinintenzitds aranyos a
sejtfelszinen kimutatott fehérjék mennyiségével. Az expresszalt fehérjék alapjan a
szinek és a felhdk mintazata is kiilonb6z6 alpopulaciokat mutat. A sejtvonalak
kozotti heterogenitas szemléltetésére 0sszevontuk a 3 sejtvonal viSNE felhéjét (14.
abra). A 13 marker alapjan a sejtvonalak egymastol elkiilonithetéek a
mutidimenzionalis térben és 3 kiilonallod szigetet alakitanak ki. A H1975 és H1650
sejtvonalak kozott némi atfedés fedezhetd fel, tehat mindkettének van olyan
alpopulacioja, ami hasonloan fejezi ki a fehérjéket, azonban javarésziik teljesen

kiilonbozo.

tSNE1

A549 I
H1975 [
H1650 [

tSNE2

15. Abra. A 3 human NSCLC sejtvonalak kozotti heterogenitas. Atfed
kép a 3 sejtvonal viSNE analizisér6l, ahol 13 fehérjét elemeztiink
egyidejiileg egysejt felbontasban. Az A549 (kék), H1975 (narancssarga)
¢s H1650 (zo6ld) sejtvonalak kiillonbozdképpen nyilvanulnak meg és

teljesen elkiilonithetéek egymastol.

Egy masik, szintén algoritmus vezérelt feliigyelet nélkiili bioinformatikai
elemzést is elvégeztiink, mely az aramlasi onszervez6do térkép (FlowSOM) (15.
abra). A FlowSOM egy olyan 1j, aramlasi és tomegcitométer analizalasdhoz
alkalmazhat6 vizualizacios technika, melynek alapja az 6nszervez6dé térkép (Self-
Organizing Map) algoritmus. A FlowSOM képes az adatokat automatikusan
klaszterezni, az n vizsgalt marker adatait 2 dimenzidra redukélni és markerenként

tobb minta, jelen esetben 3 sejtvonal atfogd dbrazolasat is lehetdvé teszi. A mintdban
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1évo  sejttipusokndl nagyobb klaszterszamot megadva, informaciot nyujt az
alpopulaciokrol is. Elsé 1épésként az FCS fajlbol egy matrixot képez, melyben
minden egyes sejthez soronként hozzarendeli a mért marker értékeket. A matrixbol
egy csomopontokbol 4all6 racshalot alkot, melyben minden csomdpont egy
multidimenzionalis pontot reprezentdl. Az egyes csomopontokat kordiagramként
abrazolja, amely a markerek atlagar6l ad informacidt. Majd ebbdl egy térben
minimalis ,,fat” (minimum spanning tree, MST) alkot a klasztereknek megfeleléen,
ahol a csomoépontok kozti tadvolsdg ardnyos az egymashoz viszonyitott
hasonlosaghoz. Az algoritmus képes a 3 sejtvonalat megkiilonboztetni, igy 3
kiilonb6z6 agra bontani (15. abra A). A 3 sejtvonal egyiittes, 6sszevont abrazolasa
markerenként kirajzolja egy abran a vizsgalt sejtvonalak eltéré marker profiljat (15.
abra B). A csomopontok mogotti hattérszin a meta-klasztereket jeloli. [53], [54]. Az
agakon szerepld nodulusok a sejtek egy-egy csoportjat mutatjak, ahol a szin

megegyezik a fehérje kifejez6désének intenzitasaval.
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16. Abra. Az A549, H1975 és H1650 sejtvonalak FlowSOM analizise
a sejtvonalak kozotti és sejtvonalon beliili heterogenitas vizsgalatara. A
tumorsejtvonalak alpopulacioit egy feligyelet nélkiili FlowSOM
klaszterezd algoritmussal vizsgaltuk a Cytobank feliiletén keresztiil .
(A) A 3 sejtvonal markerexpresszio6 alapjan 3 kiilonbozo agra bonthato.
Piros szin jelzi az adott sejtvonalhoz tartozo alpopulaciokat. (B) A
sejtvonalak fehérjeexpresszidja az dsszesitett MST-n. A hasonl6 sejtek
egy nodulusba csoportosulnak és a nodulus nagysaga fligg a klaszter
sejtmennyiségétol. Az adott sejtvonalhoz tartozo sejtcsoportokat az A
abra mutatja. Az expresszi0 intenzitasat szinskala jelzi kéktol (alacsony

expresszil) pirosig (magas expresszio).
4.1.3. A hipoxias koriilmények kdzott megtartott klonalis heterogenitas

A sejtvonalak heterogenitasat deferoxamine (DEF) kezelés utan is
megvizsgaltuk. DEF kelatolja a vasat, igy gatolja a PHD aktivitasat, ami a HIF1-a
stabilizalashoz vezet és egy hipoxiat imitalé kornyezetet hoz 1étre [55]. A DEF
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crer

szubletalis koncentraciojat egy higitasi sorral resazurin alapu életképesség
vizsgalattal ~allapitottuk meg. A hipoxia-valaszelemet tartalmazé gének
expressziojanak noveléséhez a 400 uM-os koncentraciot tartottuk megfelelének 24
Oras inkubacids idével. Kvantitativ valos idejii polimer lancreakcié-val (qPCR)
igazoltuk, hogy a hipoxiafiiggé gének DEF kezelésre emelkedést mutattak. A
kivalasztott fehérjék részt vesznek az angiogenezishen (VEGFA, PDGFB),
metabolizmusban (SLC2A1, LDHA, PGKI1, PDKI1), metasztdzisban (MMP2,
CXCL12, CXCR4, PLAUR) és acidozisban (CA9, PLAU) [56], [57], [58]. Mivel
egy kollégank korabbi munkédjaban a TMEM45A fehérjére felfigyeltiink, ezen gén

valtozasat is megvizsgaltuk hipoxias koriilmények hatasara [59].
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17. Abra. A hipoxias kornyezet igazolasa GPCR-rel. A génexpresszio
véltozasa a kontrollhoz képest mindegyik sejtvonalban masmilyen

mértékben valtozik, ami a sejtvonalak diverzitasat mutatja.

A géneket az aktinra normalizaltuk és 3 bioldgiai parhuzamost mértiink. A
qPCR igazolta, hogy a DEF kezelés hatdsara megnovekedett HIF1-a érzékeny gének
transzkripcidja, tehat a hipoxias modell mitkodott. A sejtvonalak azonban kiilonb6z6
karakterisztikus génexpresszids profilt mutattak, ami alatamasztja a bioldgiai
diverzitasukat és a sejtvonalak kozotti heterogenitast NSCLC adenokarcindéman beliil

is.
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Ezutan a CyTOF-ra tervezett tumormarker paneliinkkel fehérje szinten
megvizsgaltuk a hipoxids kornyezet hatdsat. Szignifikdnsan azonban csak az A549
sejtvonalon beliil a CA9 (MMI = 8.49 vs 226.35), a H1975 (MMI = 194.13 vs
279.56) és H1650-nél (MMI = 350.84 vs. 517.94) pedig a CD326 mennyisége
valtozott (17. abra).
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18. Abra. Az NSCLC sejtvonalak heterogenitasanak fennmaradéasa 24
oréds hipoxias kezelés hatdsara. Az oszlopdiagrammok az A549 (A),
H1975 (B), valamint a H1650 (C) sejtvonalak a sejtfelszini fehérjék
expresszio intenzitasat mutatjadk (MMI, median fémintenzitds) az €16
szingleteken DEF kezelés hatasara a kezeletlen kontrollokhoz
viszonyitva. A VISNE abrakon lathaté az adott sejtvonalaknal
szignifikansan valtoz6 markerek, szinintenzitdssal jeldlve a fehérjék
kifejezddését. A kékkel jelolt sejtek alacsonyan expresszalnak, a
pirossal jelolt sejtek magasan fejezik ki az adott fehérjét. Az A549
estében a CA9 (D), A H1975-nél (E) és a H1650 (F) sejtvonalnal a
CD326 fehérje mennyisége nétt meg. **p<0,01; *** p < 0.001.
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A hipoxidra egy adaptiv valaszként a tumorok emelkedetten expresszaljak ¢és
funkcionalisan aktivaljak a cink metalloenzimek csaladjaba tartozo karbon-anhidraz
IX-et (CA9), ami egy tumor-asszocialt sejtfelszini enzim. A CA9-ct kddolo gént a
HIF1 stabilizalodasa ¢s HRE elemhez kotodése aktivalja. Ez az egyik alacsony
oxigénszintre leginkabb érzékeny fehérje [60]. Feladata a szén-dioxid bikarbonat
ionna és protonna torténd reverzibilis konverzidja. A Katalitikus aktvitasanak
koszonhetéen az intra- és extracellularis pH szabalyozasaban jatszik szerepet és
hipoxia hatasara savas mikrokornyezetet hoz létre [61]. A CA9 gén transzkripcidja
noveli a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) és a foszfoinozitol 3-kinaz (PI3K)
utvonalakat [62], valamint az Src onkogént [63].

Az epitélikus sejtadhéziés molekula (CD326, EpCAM) egy transzmembran
glikoprotein, amely epitél specifikus intercelluldris sejtadhézioban jatszik szerepet.
Annak ellenére, hogy tumor markerként fedezték fel, funkcidja még nem
teljeskoriien tisztazott [64]. Tualnyomé tobbségében a lateralis és a bazalis
membranban koncentralddik, azonban a nem epitélialis szévetekben nem talalhato
meg. Egyes raktipusokon kiviil a rdkos szévetben gyakran taltermelddik, elsésorban
a bél-, mell-, tidé- és prosztatarakban [65]. Tumor asszocialt funkcidjat a
sejtadhézioban, proliferacioban, migracioban és szoveti plaszticitasban fejti Ki,
esszencialis szerepet jatszik az embriondlis morfogenezisben és az intesztinalis

homeosztazisban is [66].

A TMEM45A fehérje minden esetben alacsony szinten volt csak jelen, ami
abbol is adodhat, hogy elsésorban az Golgi apparatusban, valamint az
endoplazmatikus retikulumban van jelen, mi azonban arra voltunk kivancsiak,
hogy hipoxia hatasara megjelenik-e a sejtfelszinen is.

Ellenérzésképpen az AS549 sejtvonalon megvizsgaltuk CyTOF-fal, hogy
intracellularisan valoban jelen van-e a fehérje. Igy a sejtek 71%-a pozitiv jelet
adott, tehehat a TMEM45A intracellularisan kifejezddik, azonban sejtfelszinen

kezelés nélkiil nem.

44



5
o
Ll
@®
5
%
L

9

1 0.24%
W 3 71.01%

189Tm TMEMA45A

189Tm TMEM45A

IQ: .
w a0' 3

LN I LA LILIL S S ) S B R R ]|

] 1 2 f s B R L 3 B M R B R L
aole’ 10 10 10 ol % W A

193)r DNS1 193)r DNS1
19. Abra. A TMEM45A kifejez6dése intracellularisan és sejtfelszinen
CyTOF méréssel. (A) A TMEM45A az A549 human tiid6 sejtvonalban
intracellularisan a sejtek 71,01%-4ban  expresszalodott, mig

setjfelszinen (B) csak 0,24%-ban, tehat szinte egyaltalan nem.

A TMEMA45A glioblasztomaban proliferaciot, migracot és invaziot
eredményez [67], kolorektalis karcinomaban pedig epitélialis-mezenchimalis
tranziciot figyeltek meg [68]. A vélhetden 7 transzmembran doménbdl allo fehérje
els6dlegesen a Golgi apparatusban talalhatdé meg [69] , de megjelenését az ER-ben
is feltételezik, munkéank soran a sejtfelszinen kifejezett TMEM45A expressziot

kovettiik nyomon egysejt-tomegcitometriaval.

4.2. Human primer tiidé adenokarcinéma intratumor heterogenitasa

Kimutattuk, hogy mind a sejtvonalon beliili, mind a sejtvonalak kozotti
egysejtli heterogenitds jelen van az elemzett human tiid6 adenokarcindma
sejtvonalakban, de az, hogy ez a heterogenitas az eredeti daganatbodl 6roklddik, vagy
genetikai eltolodas és mikroevolucid révén szerzett-€ a laboratoriumi sejttenyésztés
soran, nem ismert. Ezen kérdés kutatasara sebészeti klinikarol szarmazo paciens
eredetli primer tiidé adenokarcindmat vizsgaltunk, melyet miitét utan frissen rogton
a laborunkba szallitottunk a feldolgozashoz. A tumorszdvetet (TT) és a kozelébdl
szarmazo egészséges tiidoszovetet (HT) a sebészeti beavatkozas utan 1 oran beliil

feldolgoztuk az egysejt tdmegcitométeres vizsgalathoz. Az egysejteket 9t r+/1%|r+
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DNS interkalatorral jel6ltiik és kikapuztuk a dupla pozitiv sejteket. Mivel a rakos
sejtekbe konnyen bejut az itt életképességre hasznalt ciszplatin, nem a ciszplatin
negativ sejteket vettiik figyelembe, hanem a szingleteket elemeztiik. A nem immun-
eredetil sejtekre szerettiink volna fokuszalni, ezért az infiltraldo immunsejteket CD45
antitesttel kizartuk. Az anti-HLA-ABC antitestet is hozzaadtuk a panelhez, mivel az
alacsonyabb  HLA-ABC  expresszi6 jelezheti a  daganatok  csokkent
immunfeliigyeletét. A tumor €s az egészséges tiidoszovet szingleteken a populécio
szazalékok a kovetkezok: GLUTL (53% vs. 4.8%), MCT4 (67.3% vs. 6.0%), CA9
(40.4% vs. 3.6%), TMEMA45A (61.1% vs. 5.6%), CD66 (61.7% vs. 37.1%), CD274
(15.6% vs. 2.4%), CD24 (12.8% vs. 0.9%), CD326 (50.7 vs. 37.4%), pan-keratin
(17.8% vs. 9.5%), TRA-1-60 (1.5% vs. 0.9%), HLA-ABC (88.1% vs. 92.4%), Gal-3
(61.5% vs. 73.6%), Gal-1 (57.7% vs. 60.1%), és EGFR (7.8% vs. 28.9%). A sejtek
pozitivitasa a GLUT1, MCT4, CA9, TMEM45A, CD66, CD274, CD24, CD326 és
pan-keratinra Osszefiiggésbe hozhatd a tumoros szdvettel, igy a radardiagramon jol

elkiilonithet6 az egészséges szovettol.
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20. Abra. A vizsgalt 14 fehérje expresszios mintazata huméan primer
adenokarcinomaban. (A) A radardiagramon egyértelmiien kirajzolodik,
hogy a sejtek hany szazaléka pozitiv az adott markerre és milyen
mértékben valtozott a betegség soran. A tumorszovetben a
legerételjesebben a GLUTL, MCT4, CA9, TMEMA45A, CD66, CD274,
CD24, CD326 és pan-keratin fehérjék populacié %-a novekedett a
legjobban az egészséges szovethez képest. (B) A fehérjék
expressziojanak intenzitdsat (median fémintenzitds) hotérképpel
abrazoltuk. A medidnok a tidblazat minimum értékéhez szamitott

transzformalt ardnyok. HT=egészséges szovet, TT=tumorszovet.
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A tumorbdl emésztett sejtek sejtfelszinén a kontrol szovethez képest a GLUT],
MCT4, CA9, TMEMA45A, CD66, CD274, és CD326 fehérjék fehérje expesszidja
novekedett meg legjobban, melyet hétérképpel (19. abra B) vizualizaltunk. Annak
ellenére, hogy a Gal-3 ¢és a Gal-1 populacié szazaléka szinte nem valtozott (19. abra
A), a TT-ben expresszid intenzitasuk novekedett (19. abra B). Az irodalmi adatokkal
megegyezOen, miszerint a tumorsejtek képesek alul moduldlni az antigén
prezentaciot, a mérésiink alapjan a HLA-ABC a tumoros szovetben csokkent
intenzitassal jelent meg az egészégeshez képest. A HLA-ABC marker median
fémintenzitasa a 176-rol (HT) 87-ra (TT) csokkent. A human szovetek intratumor
heterogenitasadt egysejt szinten sokdimenziés t-SNE analizissel boncoltuk
Cytobankban (20. abra). A viSNE abrakon a sejtek eloszlasa a mintak markereinek
klonalis vagy diffuz expressziojat mutatja. A szinskala aranyosan jelzi a sejtfelszinen

talalhat6 fehérjék denzitasat (mennyiségiiket).
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21. Abra. Human primer tiidé adenokarcinoma egysejt intratumor
heterogenitasa. VISNE analizis megmutatja a GLUT1, MCT4, CA9,
TMEMA45A, CD66, D274, CD24, CD326, pan-keratin, TRA-1-60,
HLA-ABC, Gal-3, Gal-1, és EGFR fehérje expresszid valtozasat az

egészséges szovet €s a tumoros szovet kozott ugyanabbol a betegbdl.
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A VISNE analizishez egyszerre futtattuk az algoritmussal a két mintat, igy jol
latszodik, hogy az egészséges tiidoszovettel szemben a tumorokban legerdsebb
valtozast mutatdo markerek az MCT4, GLUT1, CA9 és TMEMA45A és a Gal-3. Ezek
részben atfedd régioban vannak, tehat van egy sejtpopuldcid, ami ezek koziil
mindegyik markert erételjesebben expresszalja, azonban az intratumor heterogenitas

IS megnyilvanul.

A FlowSOM metaklaszterek (FSMC) a FlowSOM futtatdsa kozben egy
feliigyelet nélkiili analizis, a t-SNE szamitégépes egységes eszkozarchitektura
(CUDA, Computer Unified Device Architecture) térkép alapjan késziltek a
Cytobankban. Az FSMC-k a ViISNE-n egysejtekbdl alkotott populaciok. Ez a 10
FSMC 10 elkiilonithetd sejtpopuldciot jelol a mért human tiidétumoron beliil (21.
abra).
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22. Abra. A tumorszovet feliigyelet nélkiili populacié analizis 10
FSMC-t mutat6 feltérképezése. (A) FlowSOM metaklaszterek
elosztasa t-SNE CUDA térképen. (B) A sejtek szazalékos eloszlasa az
egyes FSMC-kben. (C) Hotérkép a mért 14 fehérje expresszios
intenzitasar6l a metaklasztereken beliil inverz szinus hiperbolikusz

(arcsinh) transzformacioval 5-6s kofaktorral.
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Az algoritmus a TMEMA45A-t erGsen expresszaldo sejteket egy kiilon
alpopulacioként, FSMC6-ként jeldli, mig a tobbi klaszter kozepesen expresszalja.
Tovabba ebben a klaszterben a CD66, CD326, HLA-ABC és a Gal-3 is nagyobb

mennyiségben van jelen.

A koexpresszios mérést kézi kapuzassal is véghezvittiik. Azonositottuk az
egyiitt expresszaldo sejtek szazalékos aranyat. CD326+/pan-keratin+ (15.6%);
CD326+/GLUT1+ (6.9%); CD326+/MCT4+ (7.1%); CD326+/Gal-3+ (10.8%);
CD326+/CD66+ (9.3%) (22. 4éabra B); CD66+/pan-keratin+ (12.1%);
CD66+/GLUT1+ (8.8%); CD66+/MCT4+ (8.53%); CD66+/Gal-3+ (10.4%) (22.
abra C); Gal-3+/pan-keratin+ (13.9%); Gal-3+/GLUT1+ (19.2%); Gal-3+/MCT4+
(30.3%) (22. abra D); MCT4+/pan-keratin+ (6.9%); MCT4+/GLUT1+ (16.6%) (22.
abra E); GLUT1+/pan-keratin+ (8.2%) (22. abra F).
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23. Abra. A koexpresszalo sejtcsoportok kézi kapuzasi stratégiaja. (A)
A szingletek meghatarozasa utan kizartuk az immunsejteket. (B)
Ezutan a CD326 pozitiv sejtek, (C) a CD66 pozitiv sejtek, (D) Gal-3
pozitiv sejtek, (E) MCT4 pozitiv sejtek és a (F) GLUTI pozitiv sejtek

segitségével koexpresszalo sejtpopulaciokat hataroztunk meg.
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4.3. TMEMA45A expresszioja human primer tiidé adenokarcinomaban

Mivel a TMEMA45A pozitivitast mutatott primer tiidé adenokarcindmaban és
korabbi irodalmi adatok nem igazan jellemezték tiido rakban, az érdeklédésiink ezen
fehérje felé fordult. A friss sebészeti tumormintdkhoz ¢és a hozzdjuk tartozd
egészséges szovethez azonban nehéz hozzajutni, igy a TMEMA45A kifejez6désének
vizsgalatdhoz immunhisztokémiai metszeteket hasznaltunk 17 adenokarcindmas
betegbdl, valamint 3 nem tumoros pneumothoraxos paciensbél. A formalin-fixalt
paraffinba agyazott (FFPE) tidébiopsziak egymast koveté metszetét anti-HIF-1a
vagy anti-TMEMA45A antitestekkel festettiik.

Csoportunkban végzett kutatds volt az elsd, ahol bemutatasra keriilt a
TMEMA45A fehérje expresszidjanak dsszehasonlitasa human tiidé adenokarcindmas
¢€s nem tumoros tiid6 szoveti mintan. Annak ellenére, hogy tobb kézelmény is van a
TMEM45A ¢és a hipoxia kapcsolatardl, szinte mindegyik transzkriptomikai
eredményeken alapszik [57], [59]. Az IHC a HIF-1a sporadikus festédését mutatta
(+), mikdzben a TMEMA45A erdésen (+++) fejezddott ki mind a 17 beteg szovetén
(23. éabra).
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24. Abra. Az immunhisztokémia a TMEM45A magas expressziojat

mutatja és a HIF1-a sporadrikus kifejez6dését invaziv acinaris
karcinobméaban. A piros négyzetek malignusabb szovetrészletet
mutatnak, melyekrél 40-es objektivvel is késziilt fénykép (jobb oldal).
Ezen betegek tumorstatuszai a kovetkezok: Paciens 1: T1bN2MO,
paciens 2: T3NOMO és paciens 3: T20N2MO. Osszesen 17 rdkos beteg
tiidejét vizsgaltuk. A kontroll szovetek 1égmelles betegek nem-tumoros
tiidejébdl szarmaznak. Nagyitasi 1épték: 100 pm.

54



A hipoxia fiiggd HIF-1a lokalisan szuppresszalja a velesziiletett és adaptiv
tumorellenes  immunvalaszt. Az emelkedett HIF-1a aktivalja az
immunszuppressziv hatasokat (immun szuppresszorok, mint a regulator T-sejtek
¢s a mieloid eredetli szuppresszor sejtek toborzasa, 2-es tipust segitdé Th2—es
citokinek szekrécigja) és gatolja a tumorellenes immunvalaszokat (természetes
Olosejtek, természetes 616 T-sejtek, CD4 és CD8 immunsejtek mitkodésének
gatlasa), gatolja az antigén prezentalo sejteket (dendritikus sejtek), és csokkenti

az immunrendszer stimulalo Thl citokinek termelését [70].
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5. DISZKUSSZIO

A tidorak az egyik leggyakrabban diagnosztizalt raktipus, kiilondsen a fejlett
orszagokban, azonban a diagnosztika, besorolas ¢€s terapids fejlodések ellenére
tovabbra is alacsony a tilélési rataja. A tumor heterogenitast szamos tumorban leirtak
¢és tobbféle szinten is értelmezhetd: hisztologiailag, cellularisan, molekularisan és
genetikailag. Az ITH a tumorok egy olyan jellemzdje, ami nagymértékben hozzajarul
a gyogyszerekre adott rezisztenciadhoz, immunrendszer elkeriiléséhez és végiil a
visszaeséshez [71]. Ebbdl kifolydlag az ITH foka olyan biomarkerré valt, amely
forditottan aranyos a betegség prognoézisaval [72]. Egy nemrégiben késziilt teljes
genom szekvenalasi tanulmany 38 raktipust lefedve 2658 tumormintat szekvenalva
alatamasztotta az ITH mogotti szubklonalis driver mutaciok pozitiv szelekcidjat [73].
Az ITH alapvetéen tumoros sejtek tomegének a valtozd6 genomikai,
transzkriptomikai, epigenetikai és proteomikai statuszabol szarmazhat [74].

Kutatasunkban az egyik legkorszeriibb egysejt szintli technologiat, a CyTOF-
ot alkalmaztuk a human tiidé adenokarcindma sejtvonalak kozotti és sejtvonalon
beliili heterogenitds fehérje szintli vizsgalatdhoz. El6szér harom huméan NSCLC
sejtvonalat, az A549, H1975 és H1650 adenokarcinoma sejteket elemeztiik, hogy
ezek a sejtvonalak vajon homogén sejtekbdl allnak-e vagy valamilyen jellegzetes
sejtvonal heterogenitast hordoznak-e. Korabbi irodalmi adatokat nem talaltunk,
amelyekben egysejt szinten vizsgaltik volna a human tiidé adenokarcindma
sejtvonalak fehérjeexpressziojat. Mindharom sejtvonal heterogenitast mutatott a 13
vizsgalt marker esetében, és megdrizték azok eredendd klonalis heterogenitasat
hipoxias koriilmények alatt is. A sejtvonalak kozotti, illetve sejtvonalon beliili
heterogenitas mindegyik vizsgalt marker: GLUT1, MCT4, CA9, TMEMA45A, CD66,
CD274, CD24, CD326, pan-keratin, TRA-1-60, galektin-3, galektin-1 és EGFR
esetében is megmutatkozott. A legnagyobb kifejezédést mutatdé markerek A549
esetében az EGFR és CD24, H1975 esetében a CD274, CD326 és az EGFR, valamint
a H1650-nél a CD326 és EGFR.

Tehat a kutatdsunk megerdsitette, hogy a rakkutatdsban alkalmazott A549,
H1975 és H1650 NSCLC sejtvonalak megfeleld modellrendszerek a raksejtek
heterogenitas vizsgalatahoz. A hipoxia a tumor mikroevolucio egyik legismertebb
hajtoereje, ezért az NSCLC sejteket szubletalis dozisu DEF-fel kezeltiik, hogy
stabilizaljuk a HIF-lo-t a vas kelatolasaval. QRT-PCR-rel validaltuk a hipoxiat
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imitalo kornyezet 1étrejottét olyan génekkel, amelyek koztudottan HRE elemet
tartalmaznak. Ezek az angiogenezisben (VEGFA, PDGFB), metabolizmusban
(SLC2A1, LDHA, PGK1, PDK1), metasztazisban (MMP2, CXCL12, CXCR4,
PLAUR) és savasodasban (CA9, PLAU) szerepet jatszo gének, valamita TMEM45A
igazolta a 400 uM DEF hipoxiat imital6 hatasat mRNS szinten. Azonban a CyTOF
mérésiink fehérje szinten csak az A549 esetében a CA9-ben, a H1975 és H1650
esetében pedig a CD326 fehérjében mutatott jelentdsebb valtozast. Osszességében
elmondhat6, hogy a 3 kiilonb6zo vizsgalt human tiidé adenokarcindéma sejtvonal —
A549, H1975 ¢és H1650 — nem ugyanolyan sejtek tomkelege, hanem kiilonbozd
mértékben reprezentaljak egysejt szinten a heterogenitast, igy megfeleld kisérleti
modellek a raksejtek heterogenitasara fokuszalo kutatasokban.

2023 végén megjelent egy cikk Zhu és tarsaitol, ahol transzkriptomikai és
epigenetikai heterogenitast vizsgaltak 42 human sejtvonalon. Kimutattdk, hogy a
transzkriptom sokféleségét befolydsolhatja a szubkloénok jelenléte, valamint a
sejtvonal belsé plaszticitdsa. Felmertilt, hogy a heterogenitasok statikusak-e vagy
inkdbb plasztikusak kiillonb6zé koriilmények kozott. 24 oOrds hipoxias kezelés
ellenére a kiillonb6zd alklaszterek eltérd tulajdonsdgai normal és hipoxias
koriilmények kozott is megmaradtak. Eredményiil 2 korrelacids mintazatot figyeltek
meg: egyik esetben teljesen megegyeztek a klaszterek a 2 koriilmény alatt, a masik
esetben az egy klaszterbdl tobb klaszterre osztodtak, ami azt jelenti, hogy az egy
klaszter ala tartozo sejtek is kiilonbozokképpen reagalhatnak a hipoxias koriilményre.
A leszarmazasi vonal nyomon kovetésével €s hipoxids kezeléssel azt talaltak, hogy a
transzkriptomikus heterogenitas dinamikus, és a kdrnyezeti stressz atalakithatja [75].
Ezzel 6sszecseng a mi fehérje szintli eredményiink is, ugyanis 24 o6ras DEF kezelésre
javarészt hasonld maradt a sejtek fenotipusa, azonban egyes populaciok masként

valaszoltak €s a sejtvonalak egymashoz képest is kiilonbozbéen reagaltak.

Tovabba a human primer adenokarcindma heterogenitasat is vizsgaltuk egysejt
szinten CyTOF-fal. Kimutattuk a GLUT1, MCT4, CA9, TMEMA45A, CD66 és Gal-
3 fehérjék emelkedett kifejez6dését tumorban az ugyanabbol a betegbdl szarmazd
nem érintett, egészséges tiidészovethez viszonyitva. A GLUTI1, MCT4 és CA9 a
hipoxiahoz és acid6zishoz valdé metabolikus alkalmazkodas markerei, ami hozzéjarul
a tumor agresszivitasahoz, recidivahoz és a betegek rossz prognézisahoz [76], [77],

[78]. NSCLC-ben a rak metabolizmusanak célbavétele egy bevalt modszer lett [79],
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foleg a GLUTI1 célzasaval, mely elGsegiti a glikolizist és az NSCLC-t az integrin
B1/Src/FAK jelatvitelen keresztiil [80]. A laktat effluxon keresztiil acrob glikolizist
tamogatdo MCT4 gatloszere [81], valamint a hipoxas adaptacid soran a savas
extracellularis pH f6 szabalyozoja, a CA9 inhibitora fejlesztés alatt all [82]. A CD66-
a/cle-t mar 1965 6ta hasznaljak epitélialis tumor markerként, mivel ezek a fehérjék
hozzajarulnak a proliferaciohoz, migracidhoz valamint a karcindma sejtek terapiara
adott rezisztenciajahoz [83], [84]. A korabbi egysejt szintli proteomikai vizsgalatok
elsésorban a tiidé adenokarcindma immunkomponenseire fokuszaltak [85]. Mistry a
munkatarsaival irt egy atfogd tanulmanyt a szolid tumorok CyTOF-fal vald
méréseinek eldnyeirdl, nevezetesen egyes sejtekben 1évo fehérjék kvantitativ
kimutatasarol. A CyTOF kifejezetten multiplex és viszonylag torzitatlan mennyiségi
fehérje méréseket kinal a szovetekben és szolid tumorokban 1évé sejtek fenotipusos,
funkcionalis és térbeli sokféleségének megértéséhez [86]. A CyTOF-ot hasznalva a
CD24-et korabban petefészekrak osztalyozasara alkalmaztak [87], citokeratint
alkalmaztak a melanomasejtek jelolésében [88], és az EpCAM-et nemrégiben
valasztottak ki a petefészek karcindma sejtek vizsgalatahoz [89]. Kutatasunk alatt
egysejt szinten profiloztuk CyTOF-fal a human primer tiid6 andenokarcindma nem
immunkompartmentjeit a 14 kivalasztott fehérje expressziojanak vizsgalataval.

Az egysejt szintl markerexpresszié profilok megértésével feltarhatéak a
tiildétumoros betegek potencialis célponjai, tdmogathatja a gyogyszerfejlesztést s a
személyre szabott terapiat [90]. Tavernali és munkatarsai kimutattdk human
adenokarcinoma mintak térbeli heterogenitasat, ahol az ITH mozgatérugdinak az
epigenetikus és transzkripcios Gjraprogramozast vélték [91].

Kutatésaink alatt a fokuszunk az alig ismert TMEM45A fehérjére felé iranyult.
Az NSCLC-ben betdltott szerepe még szinte feltaratlan, azonban azt mar leirtak,
hogy ezen fehérje gatlasa novelheti a rakos sejtek kemoszenzitivitasat [92]. Emellett
CD133+ koldokzsinorvérsejtet vizsgalva kimutattdk a TMEM45A mRNS
kifejez6dését is hipoxias koriilmények kozott [57]. Benita és munkatarsai in silico
vizsgalattal HIF-1a célpontként azonositotta [56]. Végiil Flamant leirtaa TMEM45A
mRNS expressziojat hipoxias MDA-MB-231 human mellrak sejtekben valamint
HepG2 human majrak sejtekben [59]. Hayez volt az elsd, aki megmutatta a
TMEMA45A fehérje mennyiségének novekedését a Golgi apparatus kozelében

hipoxias allapotban egér embrionalis fibroblasztokban [69]. Ezzel szemben az IHC
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eredményeinknél human tiid6 adenokarcindmaban a TMEM45A expresszioja nem
kifejezetten a HIF-1a indukciotol fliggott.

szamoltunk be A549 sejtek haromdimenzids tenyészetében ¢és egér A549
xenograftban daganatokban, melyet szintén CyTOF-fal vizsgaltunk [93]. Jelenlegi
kutatdsunk az elsd, amely CyTOF-fal leirja a TMEM45A sejtfelszini fehérje
megndvekedett mennyiségét paciens eredetli tiidé adenokarcindma mintdban. Az
emelkedett expressziot 17 beteg tiid6 adenokarcinoma IHC-javal demonstraltuk [94].
Bar az THC a sejtfelszini és intracellularis TMEMA45A expressziot is detektalja, azt
feltételezziik, hogy a CyTOF altal kimutatott sejtfelszini fehérje jelenléte
kondicionalis koriményektdl fligg és a fehérje szabalyozasanak, valamint

funkciojanak feltarasdhoz tovabbi kutatasok sziikségesek.
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OSSZEFOGLALO

A vilag egyik vezetd elhaldlozasi oka férfiak és nok korében is a tiidorak.
Legnagyobb rizikofaktora a dohanyzéas, melynek letétele barmikor javithat a
kialakulas esélyén vagy akar a kezelés hatékonysagan is. Viladgszinten évente 1,6
csoportra lehet elkiiloniteni, a kissejtes tiidorakra, valamint a nem-Kissejtes
tiidérakra. Utobbi tovabbi alosztalyokra is bonthat6, melynek donté tobbségét, 40%-
at az adenokarcinoma teszi ki. Eppen ezért vizsgalatunk kozponti sejttipusanak ezt
jeloltiik ki.

A tumorképzés egy tobblépcsds, dinamikus valtozasokkal jard folyamatként
irhato le, mialatt a rakos sejtek kiilonboz6 tulajdonsagokat sajatitanak el.

A kezelést megneheziti, hogy altalaban csak késdn diagnosztizaljak, amikor
mar metasztazis is kialakul, valamint a tumor heterogenitdsanak ténye, ugyanis egyes
betegek tumora is kiilonbozik, illetve egy tumoron beliil is a kiilonbdzo régidk mas-
mas fenotipust mutatnak. Emellett a kezeléseknél konnyebben maradhat, majd
szaporodhat tal rezisztens alpopulacid. A heterogenitdst értelmezhetjiik tumoron
beliil, sejtvonalak kozott és sejtvonalon belill is. Az ITH addédhat genomikai
instabilitdsbol, epigenetikai valtozdsokbdl, funkciondlis vagy sztochasztikus
plaszticitasbol, ezek mellett a mikrokdrnyezet is egy folyamatos nyomast gyakorol
ra.

A leggyakoribb mikrokdrnyezeti stressz a hipoxia és a savasodas.
Tumorképzésnél hirtelen egy nagyobb sejttomeg alakul ki sok milli6 sejtbdl, azonban
ennek a tomegnek a belseje nem lesz kell6képpen vaszkularizalt, igy oxigénhianyos
allapot alakul ki. Normoxia alatt a HIF-1a-hoz képes hozzakapcsolodni a VHL
kornyezetben ez az interakcido nem torténik meg, kialakul a HIF-1 komplex, ami a
sejtmagba transzlokalodva aktivalja a hipoxidra érzékeny fehérjék termelddését.

Kisérleteink kozponti moddszere az egysejt-tomegcitométer volt, amely
multiplex fenotipizélasra képes egysejt szinten. Detektalashoz lantanoid fém
izotopokkal konjugalt antitesteket hasznal, ezzel kizarva a hagyomanyos aramlasi

citometria korlatjat, a spektralis atfedést.
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Elsé célunk 3 humén tiidé adenokarcindma sejtvonal, az A549, H1975 ¢és
H1650 sejtvonalak kozotti €s sejtvonalon beliili vizsgalata volt. A heterogenitast egy
altalunk felépitett karcindma panellel - GLUT1, MCT4, CA9, TMEMA45A, CDG66,
CD274, CD24, CD326, pan-keratin, TRA-1-60, Gal-3, Gal-1, és EGFR - vizsgaltuk
egysejt-tomegcitométerrel. A CyTOF-os kisérletiink szemléletesen abrazolta, hogy
annak ellenére, hogy mindharom sejtvonal human adenokarcindma, az altalunk
valasztott markereket kiillonb6z6 mértékben expresszaljak. Az A549 sejtek nagyjabol
86%-a expresszalja a CD24-t és szinte az 0sszes sejt az EGFR-t. Az 6sszes H1975
kifejezi a CD326 fehérjét és a sejtek donté tobbsége a CD274-et, valamint EGFR-t
IS. Szintén az Osszes H1650-en megnyilvanul a CD326, a sejtek 96%-an az EGFR
€s 56%-an a CD24. Mindhéarom sejtvonalnal a magas EGFR expresszid abbol adodik,
hogy EGFR mutans adenokarcindmak. A 3 sejtvonal populaciéo szazalékban
elsésorban a CA9, CD274, CD24 és kisebb mértékben a Gal-3 fehérjékben
kiilonboznek. A CD326 a H1975-ben és H1650-ben sejtvonalban szinte minden
sejten megtalalhatd, azonban az A549 sejtek csak 20 %-aban. A markerek intenzitasa
szempontjabol a CD274, CD24, CD326 és Gal-3 fehérjében térnek el legjobban.

Az sejtvonalak  kozotti, illetve sejtvonalon  beliili  heterogenitas
vizualizalasahoz t-SNE algoritmust hasznaltunk, ami szemléletesen abrazolja a 13
marker expresszios intenzitdsat egyszerre, valamint az igy kapott sokdimenzids teret
képes 2 dimenziova redukalni. A sejteket kdzos markerexpresszio alapjan helyezi
egymashoz kozel vagy tavol. Minél kozelebb helyezkednek el egymadstdl, annal
jobban hasonlitanak, nagy kiilonbség esetében pedig kiilon sejtcsoportként,
populécioként jeleniti meg. Emellé szinskala jelzi az expresszid intenzitasat is. A 3
sejtvonalunkon egyszerre futtatott algoritmus 3 felhdként kiiloniti el a sejteket, ezzel
is jelezve a sejtvonalak kozotti heterogenitast (14. abra). A hotérkép ramutat arra is,
hogy az egyes sejvonalakon beliil is a markereket kiilonb6z6 mértékben fejezik ki a
sejtek, akar teljes alpopulaciot elkiilonitve (13. dbra). Ezt egy masik feliigyelet
nélkiili algoritmussal is bemutattuk, a FlowSOM analizissel, ami a markerek alapjan
klaszterekre bontja a sejtvonalakat és lehet6vé teszi az expresszids intenzitdsokat
egyszerre bemutatni minhdrom sejtvonalon (15. ébra).

Ezutan kivancsiak voltunk, hogy az egyik leggyakoribb, legbefolyasosabb
kornyezeti stressznek, a hipoxidnak milyen hatasa van a klonalis heterogenitasra. EQy
fémkelatolo agenssel, a deferoxaminnal stabilizaltuk a HIF-1 komplexet, ezzel

indukalva a hipoxiara érzékeny fehérjék termelddését. A hipoxiat imitald kdrnyezet
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meglétének validalasara HRE-t tartalmazo géneket vizsgaltunk qPCR-rel; VEGFA,
PDGFB, SLC2Al, LDHA, PGK1, MMP2, CXCL12, CXCR4, PLAUR, CA9,
PLAU. Mivel egyes cikkekben a TMEM45A-t hipoxia indukalt kemorezisztenciaval
hoztak Osszefliggésbe, ezt is bevettiik a vizsgalt fehérjék kozé. DEF kezelés utan
azonban fehérje szinten csupan néhany fehérje expresszioja emelkedett. Az A549
sejtvonalon a CA9 fehérje termelése novekedett (MMI = 8,49 vs. 226,35), a H1975-
nél (MMI = 194,13 vs. 279,56) és a H1650-n¢él (MMI = 350,84 vs. 517,94) pedig a
CD326 expresszidja nott.

A sejtvonalas kisérletek utan volt alkalmunk human sebészeti tiidétumort is
vizsgalni. A frissen kim{itdtt tumort €s az ugyanazon betegbdl szarmazé egészséges
tiidészovetet laborunkban azonnal feldolgoztuk és liberdz segitségével egysejt
szuszpenziot készitettlink. A karcindma paneliinket ebben az esetben kiegészitettiik
a HLA-ABC-vel, valamint a CD45 antitesttel. Utobbit annak érdekében, hogy az
infiltralo immunsejteket ki tudjuk kapuzni €s csak az egyéb sejtekre fokuszaljunk. A
tumorban az egészéges szovethez képest a populédcio szazalék legjobban a GLUT1
(53% vs. 4.8%), MCT4 (67.3% vs. 6.0%), CA9 (40.4% vs. 3.6%), TMEM45A
(61.1% vs. 5.6%), CD66 (61.7% vs. 37.1%), CD274 (15.6% vs. 2.4%), CD24 (12.8%
vs. 0.9%), CD326 (50.7 vs. 37.4%), pan-keratin (17.8% vs. 9.5%) markereknél
novekedett. Annak ellenére, hogy a Gal-1 és Gal-3 populacio szazaléka szinte nem
valtozott, a tumoros szdvetben az intenzitdsuk novekedett. A HLA fontos szerepet
jatszik az immunrendszer citotoxikus aktivitasdban, igy ennek elkeriilése érdekében
a tumorok gyakran alulreprezentaljak a HLA-t. CyTOF-os vizsgalatunk alapjan a
HLA-ABC median fémintenzitdsa az egészséges tiidészovethez képest a tumorban
176-r6l 87-re csokkent, tehat ez a jelenség itt is jol megnyilvanult. A viSNE é&brak
alapjan jol lathato, hogy a szovetek sejtjei kiilonbozé mértékben fejezik ki ezeket a
fehérjéket és alpopulaciok is elkiilonithetéek. A TT és a HT sejttipusai kozott van
atfedés is, de jorészt kiilonbozo sejtekbdl allnak.

A tumorszovet alpopulacidinak szeparalasdhoz feliigyelet nélkiili FlowSOM
algoritmussal 10 metaklasztert hataroztunk meg és jellemeztiink. A TMEM45A-t egy
alpopulédcio, az FSMC6 kiemelkedden magasan fejezi ki. Tovabba ebben a
klaszterben a CD66, CD326, HLA-ABC és a Gal-3 is nagyobb mennyiségben van

jelen.
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A TMEMA45A egy eddig alig jellemzett fehérje, €s a korabbi kutatdsok foleg
transzkriptomikan alapszanak. A TMEMA45A elsésorban a Golgi apparatusban ¢€s az
endoplazmatikus retikulumban figyelheté meg, azonban korabbi eredményeink
alapjan a sejtfelszinen is megjelenhet. CyTOF-fal megvizsgalva az A549 sejtvonalat
csak intracellularisan volt jelen a fehérje (71,01%), sejtfelszinen azonban szinte
egyaltalan nem fejezddott ki. Ennek ellenére human tiidétumor mintaban sikertilt
sejtfelszinen is kimutatnunk, ahol a populacié szazalék a tumorban 61,1% volt, mig
az egészséges szovetben csak 5,6%.

Mivel sebészeti tumorhoz nehéz hozzaférni, 17 adenokarcindmas beteg
formalin-fixalt paraffinba agyazott mintajat vizsgaltuk immunfestéssel,
mikroszkoppal, mellé 3 nem tumoros pneumothoraxos paciens tiidé mintajat néztiik
kontrollként. A metszetek a HIF-1a sporadikus festédését mutatta (+), mikozben a
TMEMA45A erdsen (+++) fejezddott ki mind a 17 beteg szovetén. A két fehérje kozott

teljes kolokalizaciot nem talaltunk.
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SUMMARY

Lung cancer is one of the leading causes of death among men and women
worldwide. The biggest risk factor is tobacco smoking, but quitting smoking at any
time can improve the chance of survival. Globally, 1.6 million people die from lung
cancer each year and the current survival rate is only 21%. It can be devided into two
major groups, small cell lung cancer and non-small cell lung cancer. The latter can
be further divided into subclasses, the vast majority (40%) is adenocarcinoma.
Therefore, we focus on the adenocarcinoma subtype in our study.

Tumour formation is a multistep process with dynamic changes where cancer
cells acquire different functional capabilities.

Treatment is complicated since it is usually diagnosed late, when metastasis
has already developed. Treatment is challenging because the tumours differ from
patient to patient, and regions to regions within a solid tumour that so called tumour
heterogeneity represents different phenotypes. In addition, tumor heterogeneity may
underlie resistance to therapies. Heterogeneity can be interpreted at different levels,
e.g. whitin the tumour, between cell lines or within a cell line. ITH can originate from
genomic instability, epigenetic changes, functional or stochastic plasticity, in
addition the microenvironment also exerts a continuous selective pressure on it.

The most common microenvironmental stresses are hypoxia and acidification.
In tumour development, a large cell mass is suddenly formed from many millions of
cells, however, the interior of this mass will not be sufficiently vascularised, thus an
oxygen deficient state develops. During normoxia, HIF-1a is able to bind to the VHL
ubiquitin ligase, resulting in its degradation. However, under oxygen deprivation the
HIF-1 complex can form, which translocates to the nucleus and activates the
production of hypoxia-sensitive proteins.

The central method of our experiments was single-cell mass cytometry, which
is capable of multiplex phenotyping at the single-cell level. For detection, we used
antibodies conjugated with lanthanide metal isotopes, thus eliminating the limitation
of traditional flow cytometry, the spectral overlap.

Our first aim was to investigate the inter- and intra cell line heterogeneity of 3
human lung adenocarcinoma cell lines, namely A549, H1975 and H1650. The
heterogeneity with a carcinoma panel we constructed - GLUT1, MCT4, CA9,
TMEMA45A, CD66, CD274, CD24, CD326, pan-keratin, TRA-1-60, Gal-3, Gal-1,
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and EGFR - were examined by single-cell mass cytometry. First of all, an STR-based
cell authentication was requested from Microsynth to validate our cell lines. Despite
the fact that all three cell lines are human adenocarcinomas, the CyTOF experiment
with our chosen markers showed different expression levels. Roughly 86% of A549
cells expressed CD24 and almost all cells expressed EGFR. All H1975 cells
expressed CD326 protein and the vast majority of cells also expressed CD274 and
EGFR. Similarly all H1650 cells expressed CD326, 96% of cells EGFR and 56% the
CD24. The high expression of EGFR in all three cell lines was due to EGFR mutant
adenocarcinomas. The 3 cell line differed in population percentages mainly is CA9,
CD274, CD24 and to a lesser extent in Gal-3 proteins. CD326 in the H1975 and
H1650 cell lines was expressed in almost all cells, but only in 20% of A549 cells. In
terms of the intensity of the markers, CD274, CD24, CD326 and Gal-3 differed
mostly.

To visualise the inter- and intra cell line heterogeneity we used t-SNE algorithm
which presents the 13 marker expression intensities simultaneously, and can reduce
the mutidimensional space into 2 dimensions. Cells are classified based on common
marker expression placed cells close to or far away from each other. The closer they
are located to each other, the more similar they are, and in the case of large
differences, it displays it as a separate group of cells, as a distinct population. In
addition, a colour scale indicates the intensity of expression. The algorithm run
simultaneously on our 3 cell lines separated the cells into 3 clouds, thereby indicating
the heterogeneity between cell lines. The heat map also showed that markers were
expressed to different degrees within each cell line, even isolating entire
subpopulations. This was also demonstrated by another unsupervised algorithm, the
FlowSOM analysis, which divides cells in clusters based on markers and allows to
present expression intensities in all three cell lines simultaneously.

Next, we were interested in the effect of hypoxia on clonal heterogeneity, one
of the most common and most influential environmental stress. Using a metal
chelating agent, deferoxamine, we stabilized the HIF-1 complex, thereby inducing
the production of hypoxia-sensitive proteins. To validate the existence of hypoxia
imitating environment, the following HRE containing genes were tested by qPCR:
VEGFA, PDGFB, SLC2A1, LDHA, PGK1, MMP2, CXCL12, CXCR4, PLAUR,
CA9, PLAU. Since in some articles TMEMA45A was associated with hypoxia induced

chemoresistance, we also included this among the investigated proteins. However,
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after DEF treatment, at protein level only CA9 increased significantly in the A549
cell line, and the CD326 expression both in H1975 and in H1650.

After the cell line experiments, we also had the opportunity to study human
primary lung tumours. The freshly operated tumours and healthy lung tissue from the
same patient were processed immediately in our laboratory and single-cell
suspension was made by using liberase. To this measurements our carcinoma panel
was expanded with HLA-ABC and CD45 antibody. The latter in order to exlude
infiltrating immune cells and focus only on other cells. The population percentage in
the tumour compared to healthy tissue increased the most in GLUT1 (53% vs. 4.8%),
MCT4 (67.3% vs. 6.0%), CA9 (40.4% vs. 3.6%), TMEM45A (61.1% vs. 5.6%),
CD66 (61.7% vs. 37.1%), CD274 (15.6% vs. 2.4%), CD24 (12.8% vs. 0.9%), CD326
(50.7 vs. 37.4%), pan-keratin (17.8% vs. 9.5%) markers. Although the Gal-1 and Gal-
3 population percentage did not change, their intensity increased in the tumor tissue.
The HLA-ABC plays an important role in the cytotoxic activity of the immune
system to escape this, tumors often underrepresent HLA-ABC. Based on our CyTOF
analysis, the median metal intensity of HLA-ABC of the healthy lung tissue
compared to tumour decreased from 176 to 87, so this phenomenon was also well
manifested here. The viSNE analysis clearly showed that the cells of the tumor
tissues differently expressed these proteins compared to the healthy tissue. There was
only a slight overlap between TT and HT cell types, but they are largely made up of
different cells.

For the separation of subpopulations of tumour tissue by unsupervised
FlowSOM algorithm, 10 metaclusters were defined and characterized. TMEM45A
was highly expressed by a subpopulation, FSMC6. Furthermore, CD66, CD326,
HLA-ABC and Gal-3 were also highly expressed in this cluster.

TMEMA45A is a poorly characterized protein, and previous studies have mainly
focused on transcriptomics. It is especially expressed in the Golgi apparatus and the
endoplasmic reticulum, however, based on our previous results it can also appear on
the cell surface. With CyTOF examining the A549 cell line, the protein was only
present intracellularly (71.01%), but almost not expressed at all on the surface of
cultured cell lines. Nevertheless, we also managed to detect it on the cell surface in
human primary lung tumor sample, where the population percentage in the tumour

was 61.1% compared to 5.6% in healthy tissue.
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Since the access to native primary tumour is difficult, we examined further the
formalin-fixed paraffin-embedded samples of 17 patients with adenocarcinoma by
immunostaining. In addition, we looked at the lungs of 3 non-tumorous
pneumothorax patients as a control. The sections showed sporadic staining of HIF-
la (+), while TMEM45A was strongly (+++) expressed in the tissues of all 17

patients, but no perfect colocalization was found between the two proteins.
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