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Bevezetés

A tiidérak az egyik leggyakrabban diagnosztizalt raktipus,
azonban a diagnosztika és terapias fejlodések ellenére
tovabbra is alacsony a tulélési ratija. A kezelést
megneheziti a tumorok heterogenitasanak ténye, ugyanis
egyes betegek daganata is kiilonbozik egymastol, illetve egy
tumoron beliil is a kiilonbdzd régidk mas-mas fenotipust
mutatnak. A heterogenitast értelmezhetjiikk tumoron beliil,
sejtvonalak kozott és sejtvonalon beliil is. Az intratumor
heterogenitds  adodhat  genomikai  instabilitdsbol,
epigenetikai valtozasokbol, funkcionalis vagy
sztochasztikus  plaszticitasbol, ezek  mellett a
mikrokornyezet is egy folyamatos nyomast gyakorol ra. A
leggyakoribb mikrokornyezeti stressz a hipoxia, ami képes
megvaltoztatni a tumor metabolizmusat. Kutatasunkban az
egyik legkorszeriibb egysejt szintii technologiat, egysejt-
tomegcitométert (CyTOF) alkalmaztuk a human tid6
adenokarcinoma intratumor heterogenitas, sejtvonalak
kozotti és sejtvonalon beliili heterogenitas egysejt szinti

fenotipizalasahoz.



Célkitiizés

A, Elsé6 célkitlizésilink a klonalis heterogenitas normoxias és
hipoxias koriilmények kozotti fenotipizalasa nem-kissejtes
tidd (NSCLC) adenokarcindma sejtvonalakban. A
sejtvonalak kozotti €s sejtvonalon beliili heterogenitas
vizsgalata 3 human tiid6 adenokarcinoma sejtvonallal

tortént, melyek az A549, H1975 és H1650.

B, Célunk volt human primer NSCLC adenokarcindma
tiidotumor intratumor heterogenitasanak vizsgalata, egysejt

felbontasu, fehérje szintli elemzése.

C, A tomegcitometridval azonositott, human
adenokarcinoméaban  kifejez6d6 TMEM45A  fehérje
expressziojat klasszikus immunhisztokémidval validaltuk
nagyobb elemszamon huméan NSCLC adenokarcinémaban.
Célunk volt megvizsgalni, hogy a TMEM45A mutat-€

kolokalizaciot a HIF-1a fehérjével.



Alkalmazott anyagok és modszerek

Kisérleteinkhez human nem-Kissejtes tiidorak
sejtvonalakat, az AS549, H1975 és HI1650 sejtvonalat
hasznaltuk, melyeken Microsynth sejt autentikaciot
végeztettiink.

A sejteket deferoxaminnal kezeltilk a hipoxias kdrnyezet
létrehozasahoz. A kezelés szubletdlis koncentraciojat
resazurin reagenssel hataroztuk meg.

Kvantitaviv valds idejii polimer lancreakciéval igazoltuk a
hipoxias kornyezet 1étrejottét hipoxiafiiggd géneken.

Az SZTE SZAOK Mellkassebészeti osztalyrél primer
sebészeti human tiidé adenokarcinémat és kontrollént az
adott beteg egy egészséges tiidoszovetét kaptuk. Etikai
engedély projektazonosito kod: 163/2018-SZTE.

A sejtvonalakat és a human szoveteket Helios egysejt-
tomegcitométerrel mértiik egy 14 markeres karcinoma
panellel. Az adatokat Cytobank szoftveren keresztiil t-SNE,
FlowSOM és t-SNE-CUDA algoritmussal elemeztiik.

Az SZTE SZAOK Patolégia Intézetbél 17 human tiid6
adenokarcinoma és 3 emfizémas kontroll
immunhisztokémids metszeteket kaptunk TMEM45A ¢és

HIF-1oa immunfestéssel.



Eredmények

A CyTOF-os kisérletiink szemléletesen abrazolta, hogy a
human tiid6 adenokarcinéma sejtvonalak, az A549, H1975
és H1650 az altalunk valasztott markereket - GLUTL,
MCT4, CA9, TMEMA45A, CD66, CD274, CD24, CD326,
pan-keratin, TRA-1-60, Gal-3, Gal-1, ¢s EGFR - kiilonb6z6
mértékben expresszaljak. A 3 sejtvonal populacio
szazalékban elsdsorban a CA9, CD274, CD24 és kisebb
mértékben a Gal-3 fehérjékben kiilonboznek. A CD326 a
H1975-ben és H1650-ben sejtvonalon szinte minden sejten
megtalalhato, azonban az A549 sejtek csak 20 %-aban. A
markerek intenzitdsa szempontjabol a CD274, CD24,
CD326 ¢s Gal-3 fehérjében térnek el legjobban. A
heterogenitas  vizualizalasahoz ~ t-SNE  algoritmust
hasznaltunk, ami 3 kiilon felh6ként valasztja el a sejteket,
ezzel is jelezve a sejtvonalak kozotti heterogenitast. EQy
sejtvonalon beliil a markereket a sejtek egy populacioja
erdsen, mig a masik résziik akar egyaltalan expresszalja,
tehat a sejtvonalon beliili heterogenitas is megnyilvanul. A
deferoxamin kezelés hatasara a 12 hipoxia indukalt gén és a
TMEMA45A expresszidja megnovekedett. A sejtvonalak

klonalis heterogenitasa hipoxia alatt is megtartott.



A sejtvonalas kisérletek utan lehetdségiink volt human
sebészeti tiidotumort €és ugyanabbdl a betegbdl szdrmazod
egészséges tlidoszovetet is vizsgalni. A tumorban az
egészséges szovethez képest a legjobban a GLUT1, MCT4,
CA9, TMEM45A fehérjék novekedtek. A HLA fontos
szerepet  jatszik az  immunrendszer  citotoxikus
aktivitasaban, igy ennek elkeriilése érdekében a tumorok
gyakran alulreprezentaljak a HLA-t. Ezt a mérésiink is
igazolta, ugyanis a HLA-ABC medianja a felére csokkent.
Egy klaszterezd algoritmussal 10 metaklasztert hataroztunk
meg. Az algoritmus a TMEMA45A-t er6sen expresszalo
sejteket egy kiilon metaklaszterként azonositotta, ahol ezen
fehérje mellett a CD66, CD326, HLA-ABC és Gal-3
mennyisége is magas volt.

17 adenokarcindéma €s 3 nem tumoros emfizémas kontroll
tiidd immunhisztokémids metszetét vizsgalva a HIF-la
sporadikus festddését mutatta (+), mik6zben a TMEM45A
erosen (+++) fejezddott ki mind a 17 beteg szovetén. A két

fehérje kozott teljes kolokalizacidt nem talaltunk.



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%),
TMEMA45A (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-1a (+), 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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