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Bevezetés 

A tüdőrák az egyik leggyakrabban diagnosztizált ráktípus, 

azonban a diagnosztika és terápiás fejlődések ellenére 

továbbra is alacsony a túlélési rátája. A kezelést 

megnehezíti a tumorok heterogenitásának ténye, ugyanis 

egyes betegek daganata is különbözik egymástól, illetve egy 

tumoron belül is a különböző régiók más-más fenotípust 

mutatnak. A heterogenitást értelmezhetjük tumoron belül, 

sejtvonalak között és sejtvonalon belül is. Az intratumor 

heterogenitás adódhat genomikai instabilitásból, 

epigenetikai változásokból, funkcionális vagy 

sztochasztikus plaszticitásból, ezek mellett a 

mikrokörnyezet is egy folyamatos nyomást gyakorol rá. A 

leggyakoribb mikrokörnyezeti stressz a hipoxia, ami képes 

megváltoztatni a tumor metabolizmusát.  Kutatásunkban az 

egyik legkorszerűbb egysejt szintű technológiát, egysejt-

tömegcitométert (CyTOF) alkalmaztuk a humán tüdő 

adenokarcinóma intratumor heterogenitás, sejtvonalak 

közötti és sejtvonalon belüli heterogenitás egysejt szintű 

fenotipizálásához.   



Célkitűzés 

A, Első célkitűzésünk a klonális heterogenitás normoxiás és 

hipoxiás körülmények közötti fenotipizálása nem-kissejtes 

tüdő (NSCLC) adenokarcinóma sejtvonalakban. A 

sejtvonalak közötti és sejtvonalon belüli heterogenitás 

vizsgálata 3 humán tüdő adenokarcinóma sejtvonallal 

történt, melyek az A549, H1975 és H1650. 

 

B, Célunk volt humán primer NSCLC adenokarcinóma 

tüdőtumor intratumor heterogenitásának vizsgálata, egysejt 

felbontású, fehérje szintű elemzése. 

 

C, A tömegcitometriával azonosított, humán 

adenokarcinómában kifejeződő TMEM45A fehérje 

expresszióját klasszikus immunhisztokémiával validáltuk 

nagyobb elemszámon humán NSCLC adenokarcinómában. 

Célunk volt megvizsgálni, hogy a TMEM45A mutat-e 

kolokalizációt a HIF-1α fehérjével. 

  



Alkalmazott anyagok és módszerek 

- Kísérleteinkhez humán nem-kissejtes tüdőrák 

sejtvonalakat, az A549, H1975 és H1650 sejtvonalat 

használtuk, melyeken Microsynth sejt autentikációt 

végeztettünk. 

- A sejteket deferoxaminnal kezeltük a hipoxiás környezet 

létrehozásához. A kezelés szubletális koncentrációját 

resazurin reagenssel határoztuk meg.  

- Kvantitavív valós idejű polimer láncreakcióval igazoltuk a 

hipoxiás környezet létrejöttét hipoxiafüggő géneken.  

- Az SZTE SZÁOK Mellkassebészeti osztályról primer 

sebészeti humán tüdő adenokarcinómát és kontrollént az 

adott beteg egy egészséges tüdöszövetét kaptuk. Etikai 

engedély projektazonosító kód: 163/2018-SZTE.  

- A sejtvonalakat és a humán szöveteket Helios egysejt-

tömegcitométerrel mértük egy 14 markeres karcinóma 

panellel. Az adatokat Cytobank szoftveren keresztül t-SNE, 

FlowSOM és t-SNE-CUDA algoritmussal elemeztük.  

- Az SZTE SZÁOK Patológia Intézetből 17 humán tüdő 

adenokarcinóma és 3 emfizémás kontroll 

immunhisztokémiás metszeteket kaptunk TMEM45A és 

HIF-1α immunfestéssel.  



Eredmények 

 A CyTOF-os kísérletünk szemléletesen ábrázolta, hogy a 

humán tüdő adenokarcinóma sejtvonalak, az A549, H1975 

és H1650 az általunk választott markereket - GLUT1, 

MCT4, CA9, TMEM45A, CD66, CD274, CD24, CD326, 

pan-keratin, TRA-1-60, Gal-3, Gal-1, és EGFR - különböző 

mértékben expresszálják. A 3 sejtvonal populáció 

százalékban elsősorban a CA9, CD274, CD24 és kisebb 

mértékben a Gal-3 fehérjékben különböznek. A CD326 a 

H1975-ben és H1650-ben sejtvonalon szinte minden sejten 

megtalálható, azonban az A549 sejtek csak 20 %-ában. A 

markerek intenzitása szempontjából a CD274, CD24, 

CD326 és Gal-3 fehérjében térnek el legjobban. A 

heterogenitás vizualizálásához t-SNE algoritmust 

használtunk, ami 3 külön felhőként választja el a sejteket, 

ezzel is jelezve a sejtvonalak közötti heterogenitást. Egy 

sejtvonalon belül a markereket a sejtek egy populációja 

erősen, míg a másik részük akár egyáltalán expresszálja, 

tehát a sejtvonalon belüli heterogenitás is megnyilvánul. A 

deferoxamin kezelés hatására a 12 hipoxia indukált gén és a 

TMEM45A expressziója megnövekedett. A sejtvonalak 

klonális heterogenitása hipoxia alatt is megtartott.  



 A sejtvonalas kísérletek után lehetőségünk volt humán 

sebészeti tüdőtumort és ugyanabból a betegből származó 

egészséges tüdőszövetet is vizsgálni. A tumorban az 

egészséges szövethez képest a legjobban a GLUT1, MCT4, 

CA9, TMEM45A fehérjék növekedtek. A HLA fontos 

szerepet játszik az immunrendszer citotoxikus 

aktivitásában, így ennek elkerülése érdekében a tumorok 

gyakran alulreprezentálják a HLA-t. Ezt a mérésünk is 

igazolta, ugyanis a HLA-ABC mediánja a felére csökkent. 

Egy klaszterező algoritmussal 10 metaklasztert határoztunk 

meg. Az algoritmus a TMEM45A-t erősen expresszáló 

sejteket egy külön metaklaszterként azonosította, ahol ezen 

fehérje mellett a CD66, CD326, HLA-ABC és Gal-3 

mennyisége is magas volt.  

 17 adenokarcinóma és 3 nem tumoros emfizémás kontroll 

tüdő immunhisztokémiás metszetét vizsgálva a HIF-1α 

sporadikus festődését mutatta (+), miközben a TMEM45A 

erősen (+++) fejeződött ki mind a 17 beteg szövetén. A két 

fehérje között teljes kolokalizációt nem találtunk. 

  



Summary 

Lung cancer is one of the leading causes of death among 

men and women worldwide. Treatment is challenging 

because the tumours differ from patient to patient, and also 

regions to regions within the same solid tumour. That so 

called tumour heterogeneity represents different 

phenotypes. Heterogeneity can be interpreted at different 

levels, e.g. whitin the tumour (intra tumor heterogeneity 

(ITH), between cell lines or within a cell line. ITH can 

originate from genomic instability, epigenetic changes, 

functional or stochastic plasticity, and in addition the 

microenvironment also exerts a continuous selective 

pressure on it. The most common microenvironmental 

stresses is hypoxia, which alters the tumour metabolism. 

The central method of our experiments was single-cell mass 

cytometry, which is capable of multiplex phenotyping at 

single-cell level. Our first aim was to investigate the inter- 

and intra-cell line heterogeneity of 3 human lung 

adenocarcinoma cell lines. The 3 cell lines differed in 

population percentages mainly based on the differential 

expression of CA9, CD274, CD24 and to a lesser extent in 

the production of Gal-3. To visualise the inter- and intra-cell 



line heterogeneity we used t-SNE algorithm which presents 

the 13 marker expression intensities simultaneously. The 

algorithm separated the cells into 3 clouds, thereby 

indicating the heterogeneity between cell lines. Next, we 

were interested in the effect of hypoxia on clonal 

heterogeneity, one of the most common and most influential 

environmental stress. After the cell line experiments, we 

also had the opportunity to study human primary lung 

tumours and healthy lung tissue from the same patient. The 

frequentcy of subpopulations 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%).  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. We also investigated 17 patients with 

adenocarcinoma and 3 non-tumorous pneumothorax patient 

as a control by immunostaining. The sections showed 

sporadic staining of HIF-1α (+), 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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