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Bevezetés

A rékos megbetegedések mellett a kronikus obstruktiv tiiddbetegség (COPD) is a
vezetd halalos megbetegedések egyike, melynek kialakulasat altagosan 80-90%-ban a
dohanyzas okozza [1]. A dohanyzas gyakran valt ki 1éguti gyulladast, fokozza az oxidativ
stresszt, amely szorosan Gsszekapcsolodik a COPD és a tiidorak patogenezisével. EQy
2022-ben megjelent tanulmany szerint 2019-ben 212,3 milli6 COPD-S megbetegedést és
3,3 milli6 halalesetet jelentettek vilagszerte [2]. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO,
World Health Organization) felmérése alapjan 2019-ben a COPD-s megbetegedés volt a
harmadik vezet6 halalozasi ok vilagszerte, 2020-ban tovabbra is a COPD a harmadik, a
tidorak pedig a hatodik helyen alltak [3], [4]. A COPD a dohanyosok tobb, mint 50%-at
érinti, a tidorak kialakuldsanak kockazata 6tszor magasabb 1égzési nehézséggel kiizdo
dohanyosoknal ¢és kétszer nagyobb COPD esetén, mint a normal tiidéfunkcidval
rendelkezéknél [5], [6]. JOl ismert tény, hogy az oxidativ stressz szerepe kiemelt
jelentdségii a COPD és a tiidérak kialakulasaban. A cigaretta koriilbeliil 10 mennyiségii
szabadgyokot tartalmaz, beleértve a reaktiv nitrogén- és oxigénformakat (RNOS) is. Az
RNOS szamos mechanizmuson keresztiil karositja a sejteket, mint a DNS karosodas,
lipidperoxidacid, aminosavak ¢és enzimek kofaktorainak oxidacidja [7], karosodott
fehérjék képzodése és a szignalutak megvaltozasa. (1. abra, A-D). Ezenkiviil széles
korben ismert, hogy a dohdnyfiist szdmos rakkeltd anyagot tartalmaz (arzén, krom,
nikkel, policiklikus aromés szénhidrogének arzenalja: krizén, metilkolantrén,
dibenzantracén, dibenzakriden, stb.), melyek fokozzak az 0j mutaciok felhalmozodasat,
ezaltal 1) mutacids mintazatok kialakuldsat, tovabba feleldsek a gyulladdsos kdrnyezet

létrehozasaért, ami a késobbiekben tiidorak kialakulasahoz vezethet [8] (1.C ébra).
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l.abra: A COPD kialakulasanak oxidativ stressz altal vezérelt mechanizmusa. A
kornyezetbdl szdrmazd exogén (dohanyfiist, 1égszennyezgés, stb.) és endogén oxidacio
(amelyeket az aktivalt neutrofilek, alveolaris makrofagok és hamsejtek bocsatanak ki)
ROS termel6déséhez vezetnek, és a tiiddszovet karosodasat okozzak a fokozott
lipidperoxidacio, fehérjekarosodas, DNS-karosodas ¢és a jelatviteli tvonalak
megvaltozasan keresztiil. (A) A lipidperoxidacié a sejtmembranban 1évo foszfolipidek
hidrolizisét illetve a sejtmembran szerkezetének és ateresztoképességének megvaltozasat
eredményezi. A foszforsav-molekulak hidrolizisével keletkezé arachidonsav, annak
metabolitjai, a tromboxan, a prosztaglandin E és a leukotrién C4 részt vesznek a
gyulladésos folyamatban. (B) Az a1-AT inaktivalasa megbontja a proteaz és anti-proteaz
kozotti egyenstlyt, ami karosodast okoz az elasztinban, végiil emphysema alakul ki. (C)
A DNS-karosodas altal indukalt gyulladasos mediatorok génexpresszidja fokozodik. (D)
Az oxidativ stressz megvaltoztatja a TNF-a altal kdzvetitett jelatviteli Gtvonalat, ami
fokozott nyalkaszekrécidhoz és a csillosejtek diszfunkcidjahoz vezet. ROS: reaktiv
oxigénfajtak; AA: arachidonsav; ol-AT: alfa-1-antitripszin, Nrf2: nuclear factor
erythroid-2-related factor2; HSF: hdsokk faktor; NF- kB: nuklearis faktor-xB. (Forras:
He LX és mtsai, Front. Cell Dev. Biol., 8:585, 2020)



Egysejt-tomegspektrometria segitségével COPD-ben olyan neoantigéneket
azonositottak, melyek egyértelmlien megerdsitik azokat az epidemioldgiai adatokat,
amelyek a COPD-t a tiidorak el6fazisanak tekintik. A neoantigének olyan antigének,
melyek eltérnek a sajat struktiraktol, igy az immunrendszer szamara felismerhetoveé
valnak. A tomegspektrometria lehetdvé teszi a mutans és normalis peptidek ardnyanak
mérését, amelyek potencialisan egy-egy betegséggel asszocialtak [9]. Mivel a dohanyzas
a tiildorak kialakulasanak egyik f6 oka, a dohanyzassal 6sszefiiggd betegségek gyakran
tarsbetegségként jelentkeznek, mint a sziv és érrendszeri megbetegedések és a COPD (2.
abra). A tiildérakos betegek 40-70%-nal kimutathatdé COPD-re utalo tiidokarosodas, amit
a FEV1 (erdltetett kilégzési térfogat) érték alapjan hataroznak meg (2.B abra). Tovabba,
ismert tény, hogy a COPD-s betegeknél tapasztalhato tiidészovetek folyamatos
gyulladdsa 2-7-szeresre noveli a tiidérdk kialakuldsanak kockazatat fliggetleniil a

dohanyzasi el6zményektdl (2.C abra) [10].
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2. abra: A COPD nagyobb kockdazatot jelent a tiidorak kialakulasara. (A) A COPD és a tiidorak
szorosan Osszefliggd, tiid6t érintd betegségek. (B) A dohanyosoknal a COPD és a tiid6rak kozott
nagy az atfedés. Amig a dohanyosok bizonyos részhalmazaban COPD vagy tiidérak alakul ki,
addig a tiidérakos betegek jelentds részének (40-70%) COPD-je is van. (C) A COPD a dohanyzasi
el6zményektol fliggetleniil 2-7-szer nagyobb kockdzatot jelent a tiidérak kialakulasara, ahol a
lehetséges k6z6s mechanizmusok a genetikai hattér, az oxidativ stressz és a mikrokdrnyezeti

tényezok. (Forras: Aisling és mtsai., Int. J. Mol. Sci., 24(3), 2859, 2023)



11.1 Kronikus obstruktiv tiidobetegség (COPD)

A COPD a légzérendszer kronikus, gyulladasos megbetegedése, melynek
kialakulasaért felelds legfébb kockazati tényez6i az aktiv vagy passziv dohanyzas, bel-
és kiiltéri szennyezGanyagoknak (toxikus gazzal, szénnel szennyezett levegd, Szmog)
valo kitettség, allergének, foglalkozas altali Kitettség (kemikaliak, por) egészségtelen
taplalkozas, elhizas és a mozgasszegény ¢életmod. Amig a dohanyzast a legfébb kockazati
tényez6nek tekintjiik, addig a dohanyosok csak 45-50%-a szenved COPD-ben [11], [12].
A COPD kialakulasanak hatterében genetikai tényezd is allhat, melyek kozil a
legismertebb az a-1-antitripszin deficiencia, ami a koran kialakul6 tiidétagulasért felelds
[13], [14]. A kronikus 1égzészervi megbetegedések 2017-ben 544 millio esetet jelentettek
vilagszerte, amelybol 55,1% férfiaknal, 54,8%-ban pedig ndk esetében fordult el6 [15].
A COPD el6fordulasi gyakorisaga Eurdpaban a felnétt lakossag korében 15-20% kozott
mozog [16].

11.1.1 A COPD tiinetei

e légszomj, kiilondsen fizikai aktivitds vagy megerdltetés soran

o zihdlas, 1€gzés kozben fellépd magas, sipold hang a 1égutak sziikiilete miatt

o kohogés, tartos és produktiv (fokozott valadék és kopetliirités)

o fokozott nyalkatermelés, ami 1égzési nehézséget okoz ill. fokozza a léguti
fertézések kialakulasat

e ciandzis, kék vagy sziirke borelszinezddés kiilondsen az ajkak és a kormok kortil
a vér alacsony oxigénszintje miatt

e hord¢ alakt mellkas kialakulas a tiidében megrekedt levegd miatt

e csokkent 1égzési hangok

csokkent tiidofunkcid

Nem minden COPD-s betegnél jelentkezik az 6sszes fizikai tlinet, és egyes betegeknél
a betegség stlyossagatol fiiggéen tovabbi tiinetek is kialakulhatnak. fgy a COPD
diagnozisat altalaban a kortorténet, fizikalis vizsgalat, tiidéfunkcios és képalkoto
vizsgalatok egyiittes alkalmazasaval allitjak fel [17]. A COPD heterogén betegség, amely
a betegség sulyossaganak széles spektrumat képviseli a stabil allapottdl egészen a stlyos
exacerbaciokig. A stabil COPD-t a tlinetek jol kezelhetdsége ¢és a tiidé6 minimalis
hanyatlasa jellemzi, mig az exacerbaciora a 14 napot meghalad6é ¢€s egyre stlyosbodd

nehézlégzés és/vagy kohogés és kopetiirités jellemez, tarsult szapora 1égzéssel és/vagy
10



szapora szivdobogassal, illetve léguti fertézés vagy a légutakat ért 1égszennyezés vagy

egyéb inzultus okozta helyi vagy szisztémas gyulladassal jar [18].

I1.1.2 A COPD diagnosztikaja

A COPD-s megbetegedés legfontosabb koros elvaltozasai a kis légutak
atalakulasa, a horgdk falanak megvastagodasa, a tiidoparenchima destrukcioja, ezaltal
1égzofeliilet csokkenés kovetkezik be [19]. A képalkoto eljarasok mellett az alapvetd
diagnosztikai modszer a spirometrids tiidofunkcidos vizsgalat. A spirometriat
bronchodilatator nélkiil, majd bronchodilatator utan 30 perccel is elvégzik. A Globalis
Kezdeményezés a Kronikus Tiid6betegségekre (Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease, GOLD) a posztbronchodilatacios FEV1 érték alapjan a COPD-t 4
csoportba sorolja. Enyhe COPD-bena FEV1 >80 (GOLD 1), kézepes COPD-bena FEV1
50-80 (GOLD 2), sulyos COPD-ben a FEV1 30-50 (GOLD 3), nagyon sulyos COPD-ben
a FEV1 < 30 (GOLD 4) [20]. A GOLD jelenlegi (2023) iranyelve a COPD-t a
kovetkezOképpen hatarozza meg: heterogén tiidObetegség, melyet a légutak tartos,
gyakran progressziv légaramlasi karosodast okozo rendellenességei (bronchitis,
bronchiolitis, tiid6tagulas) miatt kialakuld kronikus 1éguti tiinetek (nehézlégzés, kohogés,

fokozott nyalkatermelés, exacerbaciok) jellemeznek [18].
11.1.3 COPD ¢és a gyulladas kapcsolata

Széles korben ismert, hogy a COPD-ben létrejovd léguti gyulladas szisztémas
gyulladassal jar egyiitt, ami gyakran sziv-és érrendszeri megbetegedéseket is okoz [21],
viszont a periférias immunrendszer szisztematikus vizsgalata COPD esetében még nem
teljesen megoldott. A COPD soran kialakulo gyulladds a terminalis horgéket és a
tiidoparenchimat érinti, melyeket infiltraldo makrofagok és CD8+ T-sejtek jelenléte
jellemez. A makrofagok elsdsorban a tiidében vannak jelen, a citotoxikus CD8+ T-sejtek
pedig perforinokat és TNF-a-t szabaditanak fel, igy az alveolaris epithel sejtek
apoptozisat okozzak. A makrofagok és a tiidésejtek IL-8/CXCL8-at és CXCLI1-et
termelnek, melyek a gyulladisos vélasz felerdsitéséért felelosek azaltal, hogy tobb
leukocitat toboroznak a vérbdl a gyulladas helyszinére. A dohanyos COPD-s betegeknél
a dohanyzassal Osszefiiggd ICAM-1 — leukocita migracioban szerepet jatszo adhézios
fehérje — fokozodas is megfigyelhetd a tiidé hamsejtjeiben [22]. COPD-ben a T-sejtek
diszregulacidja miatt emelkedett szamu CD8+ és csokkent CD4+ T-sejtek figyelhetok

meg. A T-sejtek kimeriilésének kovetkezménye az effektor funkcio elvesztése, ami a PD-

11



1 fokozott expresszidjat eredményezi [23], [24]. Dendritikus sejtek is megtalalhatoak a
légutak kozelében, melyek eldsegitik a velesziiletett és adaptiv immunités aktivalodasat.
A gyulladas soran citokinek, kemokinek, lipid mediatorok és novekedési faktorok
szabadulnak fel a gyulladasban részt vevd dendritikus sejtekbdl, neurtofilekbol, T-
sejtekbdl, epithel és endothel sejtekbdl, illetve fibroblasztokbdl, igy stlyosbitva a tiidé
fibrétikussa alakulasat [25].

11.1.4 A COPD epigenetikai vonatkozasai

A COPD-s tiidoszovet és emphysema kialakitasaban szerepet jatszo
génpolimorfizmusok, mint az al-antitripszin [12], a TNF-a [13], a matrix
metalloproteinazok (MMP) [14] vagy a glutation-S-transzferaz (GST) régota ismertek és

Osszefliggést mutatnak az életkorral illetve a betegség stilyossagaval, fenotipusaval [26].

Az epigenetekiai modositasok koziil elsésorban a hiszton-acetilacio és DNS-
metilaci6 kapcsolddik a COPD kialakulasahoz. A hiszton-deacetilaz esszencialis szerepet
betdlté enzim a COPD-ben jelen 1évd proinflammatorikus citokinek expresszidjanak
szabalyazasaban [27]. Azt is megfigyelték, hogy COPD-ben a hiszton-
acetilacio/deacetilacio egyensulyzavar all fenn, ahol az egyensuly a hiszton-acetilacio
fel¢ tolodik el. Ez az egyenstlytalansdg a nukleoszémak szerkezetének megvaltozasat,
igy az NF-«B altal szabalyzott gyulladasos citokinek fokozott transzkripciojat okozza, ily
moédon szabalyozva a gyulladasos gének kifejezédését, ami a COPD-s populacio
génexpresszids profiljanak megvaltozasahoz vezet. A dohdnyzas hatasara fokozodik az

IkBa degradacidja, igy az NF-kB transzlokacidja a sejtmagba folyamatossa valik [28].

A DNS-metilacio, jellemzéen a CpG-szigetek metilacioja, szovetspecifikus
epigenteikai modositasként van jelen, szdmos szakirodalmi adat all rendelkezésiinkre
arrol, hogy a COPD-vel 6sszefiiggd DNS-metilacio potencialis biomarkerként szolgalhat
a betegség megelézésében és diagnosztikajaban [29], [30]. Igy a kopetmintaban 1évd
GATA4 metilaciojat a COPD korai markerének feltételezik, tovabba tumorszupresszor
gének promoterének metilacids vizsgalatabol kideriilt, hogy a CDKN2A és MGMT
metilacidja szignifikansan magasabb COPD-ben, valamint az IL-1-f2 ¢és WIF-1
hipermetilacidjat azonositottak a COPD-bdl a tiidérakba vald atmenet soran [31], [32],

[33].
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1.2 Nem kissejtes tiidorak (NSCLC)

A tiid6rak az egyik leggyakoribb tumoros megbetegedés, a halalesetek mintegy
13%-at okozza vilagviszonylatban. A tiidérak heterogén betegségként definialhato,
szovettanilag két f6 csoportba sorolhatjuk: a tiidorakos esetek 22%-at ado kissejtes
tiidorakra (SCLC) és nem kissejtes tiidorakra (NSCLC). AZ NSCLC szovettanilag tovabb
csoportosithatd adenokarcindémara (40%), laphamrakra (30%) és nagysejtes karcindbmara
(8%) (3.A abra) [34]. Az elmult néhany évtizedben dramai elmozdulas tortént a tiidérak
szovettani formainak tendencidjaban, ugyanis az SCLC és laphamrak folyamatos
csOkkenése mellett ma mar az adenokarcindéma a leggyakoribb altipus a dohanyos és soha
nem dohanyzott betegpopulacioban egyarant (3.B abra) [35]. A tiidérak diagndzisaval
foglalkoz6 tanulményok a tiidérak indikatoraként a tartds kohogést és nehézlégzeést irjak
le [36], [37]. Emellett a betegek tobb honapon at tartd egyéb tiineteket is tapasztalhatnak,
mint az étvagytalansag, fogyas, faradtsag, tovabba akar véres kohdgés, mellkasi fajdalom,
légszomj, megnagyobbodott nyirokcsomok, 1az [38], [39]. Az NSCLC-s esetek 10%-a
tiinetmentes, igy jelenlétiiket mellkasi rontgenfelvétel sordn fedezik fel, vagy a tiinetek
megjelenése utan diagnosztizaljak [40], [41]. A kialakulasahoz vezet6 kockazati faktorok,
mint a dohanyzas, légszennyezés, munkahelyi Kkitettség, mozgasszegény életmod,
helytelen taplalkozas és genetikai faktorok (p53 ¢s EGFR mutacidja) nagyrészt atfednek
a COPD kialakulasaban szerepet jatszo faktorokkal [42], [43], [44].
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3. abra: A tiidérak szovettani és molekularis altipusai a tiidérakos betegpopulacioban. (A) A
tiidérak szovettani altipusainak felosztasa: SCLC: kissejtes tiidorak, NSCLC: nem kissejtes
tiidérak, melyen beliil Adeno: Adenokarcinéma, Laphamrak, LC: Nagysejtes tiidorak, és egyéb
tipusokat kiilonboztetiink meg. (B) A szdvettani altipusok eloszlasa a dohanyos és soha nem
dohanyzott betegcsoportokban. (C) Az adenokarcinéma és a laphamrak molekularis altipusai.
(Forras: Pikor és mtsai, Lung Cancer, 82.2, 179-189, 2013)

I1.2.1 Az NSCLC genetikai altipusai

Az onkogének szerepe a rakos megbetegedések kialakuldsédban régota ismert. A
HER-2 egy protoonkogén, mely receptor tirozin-kindz funkciot tolt be. A HER-2
mutaciot hordoz6 NSCLC-t kiilon molekularis altipusnak tekintik. A HER-2 aktivalodasa
3 utvonalon torténhet: génmutacio (1-4%), génamplifikacio (2-5%) és talzott fehérje
kifejez6dés (2-30%) soran. A HER-2 aktivalodasanak kovetkezménye a receptor
hiperaktivacioja, mely a sejtproliferaciot indukalo jelatviteli utvonalakat indit el, mint a
MAPK, PI3K, AKT, PKC és STAT3 utvonalak [45]. Egy masik receptor tirozin-kinaz,
az EGFR mutacidja féleg adenokarcinémara jellemz6, a MAPK, PI3K, AKT jelatviteli
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utak aktivaciojan keresztiil eldsegiti a tiidétumorok ndvekedését és metasztazis képzését
[46]. Az NSCLS-s betegek 3-5% BRAF mutaciot hordoz, mely a RAF kinaz csaladba
tartozo szerin/treonin kinaz. A MAPK-ERK utvonal aktivalasaval kulcs szerepet jatszik
a sejtosztodasban, a sejtnovekedésben, a migracioban és a tulélésben [47]. A ROS1
protoonkogén, receptor tirozin-kindz aktivitassal rendelkezik és nagymértékben
kifejezddik a tiiddben. A ROS1 gént érinté kromoszoéma atrendezddések okozzak a ROS1
hibas miikodését, mely az NSCLC 1-2%-ban fordul ¢l6[48]. Az NSCLC-s betegek
nagyjabol 5%-ban ALK mutaci6 is el6fordulhat legtobbszor a nem dohanyos betegek
kozott, ami @ ROS1-hez hasonldan, szintén kromoszoma atrendez6dés eredményeként
jott létre. Igy az ALK kinaz aktivacidja konstitutivva valik, ezaltal olyan lefelé iranyuld
jelatviteli utakat indit el, amelyek fokozzak a sejtosztodast és a talélést [49], [50]. (3.C
abra)

11.2.2 A tiidorak epigenetikai szabalyozasa

Szamos genetikai és epigenetikai elvaltozast tulajdonitanak a kiilonbo6zd tiidérak
altipusok kialakulasanak és progresszidjanak [51]. Az SCLC-t gyakran a TP53 ¢és RB
tumorszupresszor gének inaktivacioja, mig az NSCLC-t a TP53, CDKNZ2A
tumorszupresszorok funkcidvesztéses mutacioja jellemzi [52], [53]. Tiidérakban jellemz6
epigenetikai valtozasok a hisztonok poszttranszlaciés modositasai, melyek koziil DNS-
metilaciorol valamint nem kodold RNS expressziordl szamoltak be. Példaul a normalis
tidével Osszehasonlitva a tumorok H4KS5/H4KS8 hiperacetilaciot, H4K12/H4K16
hipoacetilaciot és a H4K20me3 trimetilacidjanak elvesztését mutatjak [54]. Az
epigenetikai faktorok koziil legjobban tanulméanyozott mechanizmus a DNS-metilacio,
amely a kromatinszerkezet, ezaltal a transzkripcios faktorok kotéhelyének megvaltozasan
keresztiil szabalyozza a génkifejez0dést [55]. A CpG-szigetek metilaciojat DNS-
metiltranszfazok (DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b) végzik, példaul
tidorak egyes epigenetikai vonatkozasali nagyobb gyakorisaggal fordulnak el6
dohanyosoknal, mert a DNMTI expresszigja emelkedést mutat tiidorakos
dohanyosokban, ami 0sszefligg a dohanyzasra specifikus nitrézaminok jelenlétével,
Ezenkiviil a dohanyzas altal kivaltott gyulladas és reaktiv oxigéngyokok fokozott

1étrejotte szintén a DNS-metilacio fokozodasat eredményezi [56].
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11.3 COPD és a tiidorak kapcsolata, molekuliaris mechanizmusai

A COPD ¢és a tiidorak szamos kozos aktivacios utvonallal rendelkezik, a gyulladas
¢s arak pedig szorosan 6sszefligg. Mivel szinte minden rakos szovet gyulladast mutat, és
szdmos gyulladasos megbetegedés hajlamosit a rak kialakuldsara, valosziniisithetd, hogy
a COPD-ben jelen 1év6 kronikus gyulladas a tiidorak kialakulasanak egyik f6 okozoja
[57]. Az oxidativ stressz egyértelmiien 6sszefliggésbe hozhaté a COPD-vel és az NSCLC-
vel, hiszen a szoveti gyulladas az RNOS létrejottének egyik legfontosabb forrasa, az
RNOS szintje pedig tartdbsan magas COPD-ben [58]. A gyulladas azonban a
karcinogenezisben is szerepet jatszik, igy kronikus gyulladasban a citokinek aberrans
jelatvitele a sejtek novekedését és differencialodasat, illetve az apoptozist is hibdsan
iranyitja [59]. A kronikus gyulladas az NF-kB transzkripcios faktor — a gyulladas
indukalta karcinogenezis kulcsfontossagl résztvevaje — tilzott kifejezodsésével is egyiitt
jar [60]. A COPD ¢és a tiidérak atfedése a dohanyzas indukalta k6zos folyamatokon
talmenden ko6zOds genetikai hajlamon keresztiil is megvalosulhat. Az epithelidlis-
mezenchimalis d&tmenet (EMT), mely soran a hamsejtek elvesztik polaritasukat és mobilis
mesenchima sejtekké alakulnak, a COPD és tiidérak kozos jellemzdje. Az EMT-re
jellemzé morfologiai valtozasok mellett az EMT-ben résztvevo transzkripcids faktorok
(Snail, Slug és Twist) és mesenchimalis markerek (SL00A4, Vimentin, Fibronekin és N-
Cadherin) fokozott kifejez6dését, mig az epithelialis markerek (E-Cadherin és Occludin)
repressziojat irtak le COPD-ben [61]. A tumor-asszocialt fibroblasztok szerepet jatszanak
az immunrendszer ¢és a metabolikus folyamatok atprogramozéasaban, a tumor
mikrokornyezet 1étrehozasaban, ECM komponenseket ill. angiognezisben résztvevo
faktorokat termelnek, igy biztositva a talajt a tumoros sejtek novekedéséhez, metasztazis
képzéséhez és tulélésehez. A tumor-asszocialt fibroblasztok a tumor progresszidjanak

kulcsfontossagu résztvevoivé valtak [62].
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1.4 Technikai hattér
11.4.1 Egysejt-tomegcitometria (CyTOF)

Az egysejt-tomegcitometria egy multiplex vizsgalati modszer, mely alkalmas a
hagyoményos aramlasi citometria soran hasznalt 10-12 markernél magasabb, akar tobb,
mint 40 antitest egyidejii vizsgalatara egysejt szinten. A hagyomanyos aramlasi
citometridhoz hasonldan alkalmas sejtfelszini €s intracellularis markerek monitorozasara
is. Azonban az aramlasi citometriatol eltérén, ahol az fluoroférokkal jelolt antitesteket
alkalmazunk, majd fluoreszcencia intenzitast detektalunk, az egysejt-tomegcitometriaban
hasznalt antitestek stabil fémizotoppal képeznek konjugatumokat, igy a mérés soran a
fémizotopok atomi tomegét detektaljuk. Tovabbi elénye, hogy mig a flouroférok
emisszids spektruma kozott nagy atfedést tapasztalhatunk, addig a nehézfém izotopok
kozotti athallas, nincs vagy nagyon kis mértékii. A vizsgalat soran a sejteket nehézfém
izotoppal konjugalt antitestek keverékével jeloljiik. A sejtszuszpenzié a porlaszton megy
keresztiil, ahol egysejtes cseppekké alakul. Az egysejt cseppek a porlasztobol az ICP-be
keriilnek, ahol nagyjabol 6000 K hdémérsékleten eldszor vaporizdlodnak, majd
atomizalodnak, végiil ionizalddnak. A folyamat végén minden egyes sejtrdl egy ionfelhd
keletkezik, amely kovetkezd 1épésként a kvadrupol sziirébe keriil, ahol a 100 Da-nal
Kisebb, abundans, féleg sejtbdl szarmazoé ionok kiszlirddnek, igy csak a 100 Da-nal
nagyobb, riporter ionok jutnak el a tomeg-analizator egységbe, ami egy repiilési id6
kamrabol és egy detektorbol tevodik Ossze. A kamraban az ionok tomegiik alapjan
elkiiloniilnek, majd egyesével jutnak el a detektorhoz, igy informaciot kapunk a
sejtenkénti izotopok mennyiségér6l. Végiil a szamitogép a hagyomanyos aramlasi
citometrias fajlokkal megegyez6, FCS Kiterjesztésti fajlokat general, amit kiilonboz6
citometrias platformokon (Cytobank, Astrolabe, FlowJo, Kaluza, R program) lehet
kiértékelni [63], [64]. Az egysejt-tomegcitométer részletes miikddési elvét a 4. abra
mutatja be.
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4. abra: Az egysejt-tomegcitométer mérési elvének folyamata. A sejteket nehézfém izotop-
antitest konjugatumokat tartalmazd antitest keverékkel jeldljiikk, majd a sejtszuszpenziot a
porlasztoba juttatjuk, ahol megtorténik a cseppképzodés, igy egy cseppben egy sejt lesz
megtalalhato. A cseppek az ICP-be keriilnek, ahol magas hémérsékleten, tobb mint 6000 K
porlasztodnak, atomizalédnak majd ionizadloédnak. Az ICP-t az egysejtb6l szarmazo ionfelhd
hagyja el, amely a kvadrupo6lba keriil, ahol a 100 Da alatti ionok kisziir6dnek, igy csak a nehézfém
ionfelho jut el a repiilési id6 egységhez, ahol tomeg szerint elvdlasztodnak, majd egyesével a
detektorba csapddnak. A detektor minden fémizotopot egyesével szamszeriisit sejtenként,

melybdl FCS fajl generalodik. (Forras: Bendall és mstai, Trends Immunol., 33(7):323-32, 2012)
I1.4.2 Fluoreszcens aktivalt sejtszortolas (FACS)

A sejtszortolas folyamata sordan egy adott sejttipust kiilonitiink el mérete,
¢letképesség, extra- és/vagy intracellularis fehérje expresszidja alapjan a mintaban jelen
1évo tobbi sejttipustdl. A kiillonbozd vizsgalatokhoz gyakran nagymértékben tisztitott,
ismert fenotipusu sejtpopuldciora van sziikség, melyre a FACS a legmegfelelébb
technika. A FACS szamos elonnyel rendelkezik a tobbi rendelkezésre all6 modszerrel
szemben, mivel képes ritka, vagy alacsony marker expresszioval rendelkezd populéciok
elkiilonitésére, tovabba intracellularis markerek alapjan is elkiilonit sejtpopulaciokat. A
FACS folyamata sordn az antitesttel jelolt sejtek a késziilék kapillarisaiban
kopenyfolyadékban haladnak, az aramlasi sebesség megfeleld beallitasaval biztositjuk,
hogy egyszerre csak egy sejt haladjon el a 1ézer el6tt. A detekcios rendszer a sejtek elore

meghatarozott fluereszcens paraméterei alapjan detektalja a fluoreszcens jelet. Amint egy
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sejt athalad a detektalasi teriileten, a késziilék a sejtaramlast egy 60-100 pm-es fivokan
keresztiil cseppekre bontja gy, hogy egy csepp egy sejtet tartalmazzon A miszer
toltéssel (pozitiv vagy negativ) latja el a szortolni kivant sejteket tartalmazo cseppeket, €s
egy elektrosztatikus terelérendszeren keresztiil a sejtek a megfeleld gytijtécsdvekbe vagy
tobblyuku lemezre keriilnek [65]. A sejtszortolas folyamatat az 5. Osszefoglald abra

mutatja be.
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5. abra: A fluoreszcensen aktivalt setjszortolas sematikus abraja. A flureszcensen jelolt sejtek a
késziilék mintavivo kapillaris csévében, kopenyfolyadékban egyesével haladnak el a 1ézer el6tt.
A fluoreszcens jelet a detektorok rogzitik, majd a sejtek egy 60-100 um-es fivokan keresztiil
haladva egy sejtet tartalmazo cseppekké alakulnak. A miszer toltéssel latja el a cseppeket,
melyek az elektrosztatikus tereldlemezek kozott a megfelel6 gytijtéesébe keriilnek. (Forras:
Gross és mtsai, Int J Mol Sci., 16:16897-16919, 2016)

11.4.3 Luminex XMAP (MAGPIX®) technologia

Vérszérum vagy vérplazma mintak, szoveti homogenizatumok és sejtkulturak
feliiluszojanak multiplex fehérje (citokinek, kemokinek, ndvekedési faktorok, immun
ellenérzépont  fehérjék, egyéb szolubilis markerek, stb) koncentracidjanak

meghatarozasara a Luminex XMAP (MAGPIX®) technoldgia bizonyult a
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legalkalmasabbnak, melyben a multiplexalas hatakonysaga és az ELISA — egy mintabol
egyszerre egy fehérje koncentracidja mérhetd — érzékenység és pontossaga egyszerre
jelenik meg. A mérés soran egyetlen mintabol akar tobb, mint 40 protein egyideji
detekcidja lehetséges. A multiplex tulajdonsag azon alapszik, hogy a méréshez olyan
magneses gyongyoket alkalmaznak, amelyek kiillonb6z6 mennyiségli vords vagy
infravords fluoreszeens festéket tartalmaznak, igy meghatarozasra keriil a gyongyrégio,
mig a feliiletiiket pedig analit specifikus antitesttel vonjak be, melyek kifogjak a mintabol
a vizsgalt proteineket. Az analitok kimutatasa egy specifikus biotinilalt ellenanyag, amely
az analit egy masik epitopjdhoz kotodik, és sztreptavidin-fikoeritrin konjugatum
hozzaadasaval torténik. Ezaltal lehetové valik, hogy a kiilonbozé antitesttel bevont
gyongyok keverékét hasznaljuk egy vizsgalaton belil. Az xPONENT™ szoftver a
gyongyoket a vords vagy infravords fluoreszcencia intenzitas alapjan kiilonbozteti meg,
az analitot pedig a fikoeritrin fluoreszcencia intezitasan keresztiil detektalja (6.abra). Az
igy kapott analit-fikoeritrin median értékekbdl kiszamithaté a mintaban 1€évo vizsgalt

proteinek mennyisége [66].

Detekciés antitest / Fikoeritrin
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6. abra: A Luminex XMAP (MAGPIX®) késziilék mérési elve. A multiplex méréshez eltérd
mennyiségli vords vagy infravords fluoreszcens festéket tartalmazo, az analitra specifikus
antitesttel bevont magneses gyongyoket alkalmaznak. Az igy kifogott analitokat biotinilalt, analit-
specifikus detekcios antitestek keverékével azonositjak, majd sztreptavidin-fikoeritrin
hozzaadasaval teszik detektalhatova a létrejott kotott komplexeket. A gyongyhdz kotott

antitesteket piros 1ézerrel gerjesztik, majd a 1étrejott voros fluoreszeencia intenzitas alapjan a
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gyongyrégiok azonosithatova valnak, szamuk pontos meghatarozasra keriil. A zold 1ézer a
fikoeritrin gerjesztéséért felel, az igy kapott fluoreszcencia intenzitasbol a kotott komplexek
mennyisége hatarozhaté meg. (Forras: https://www.thermofisher.com/blog/behindthebench/luminex-

bead-based-immunoassays-drive-immunoassays-towards-higher-content-biomarker-discovery)

11.4.4 MACE RNS szekvenalas:

A MACE (Massive analysis of cDNA ends) szekvenalas egy ujfajta megkozelitésbol
végzett RNS szekvenalasi modszer, ami a transzkripteknek csak a 3’ végét szekvenalja,
igy a még részben lebomlott RNS-ek is elemezhetdek vele degradacios torzitas nélkiil.
Roviden, a folyamat sordan az mRNS-ekrdél atirt t cDNS-t magneses gyongyokkel
tisztitjak, majd a cDNS-t random 50-500 bazisparos fragmentumokra bontjak. Mivel a
szekvenalas soran csak egy transzkript bazis/leolvasas torténik, ezért a rovid és ritka
transzkriptek mar 10-20-szor alacsonyabb szekvenalasi mélységgel azonosithatok, mint
ateljes hosszusagh RNS szekvenalas esetén, igy hosszalapu normalizalasra sincs sziikség
[67]. Vizsgalatainkhoz a mintael6készitést és az RNS szekvenalast a GenXPro GMBH

(Frankfurt am Main, Németorszag) végezte.
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Ceélkituzések

A Ph.D. munkam f6 célkitlizése a dohanyzas immunrendszerre gyakorolt hatasanak
vizsgalata, vagyis a periférids immunrendszer multiplex, Osszehasonlitd vizsgalata,
beleértve a {6 immunsejt populaciok és plazmafehérjék dsszehasonlito vizsgalatat, illetve
transzkriptomikai elemzését dohanyos, egészséges kontrollok; dohanyos, stabil és

exacerbald6 COPD-s valamint dohanyos, NSCLC-s terapia naiv csoportokban.

1. A kontrollokbol és betegekbdl szarmazod periférias mononuklearis sejtek
immunfenotipizalasa egysejt-tomegcitometriaval.

2. F6 immunsejt populaciok, valamint tovabbi alpopulacidik meghatarozasa
feliigyelet nélkiili klaszterez6 algoritmussal, eloszlasuk Osszehasonlitasa a
vizsgalati csoportok kozott.

3. A klaszterezés soran definidlt {6 immunsejt populéciok 29 sejtfelszini marker
expresszidjanak meghatarozasa és csoportok kozotti 6sszehasonlitasa.

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

5. A kontrollok egyénekbdl és betegekb6l szarmazo vérplazma mintak 17

kiilonb6zé  immun-onkologiai  ellendérzopont  fehérje  koncentracidjanak

meghatarozasa Luminex XMAP (MAGPIX®) technologiaval.

22



V.

Anyagok és modszerek:

IV.1 Mintagyiijtés, etikai nyilatkozat

Kisérletinkhez négy vizsgalati csoportot hataroztunk meg, melyek a kovetkezok
voltak: (1) Dohanyos, egészséges kontroll csoport (DK), akiknél kronikus betegség és
rendszeres gyogyszerhasznalat nem all fenn. (2) Dohanyos, stabil COPD-s betegek
(stCOPD) ismert tiidérakos megbetegedés nélkiil a GOLD iranyelv szerint kivalasztva.
(3) Dohéanyos, terapia naiv, akut exacerbald6 COPD-s egyének (exCOPD) ismert
tiidorakos elvaltozas nélkiil a GOLD iranyelv szerint kivalasztva, akik esetében a vérvétel
a gliikokortikoid kezelés megkezdése el6tt tortént. Az exCOPD csoportot alkotd egyének
esetén fokozott 1égszomj, kohogés, kopetiirités (mindségben és mennyiségben egyarant)
figyelhet6 meg, mely tiinetek miatt az egyének orvosi ellatasban részesiiltek a nemzetkozi
iranyelvekben meghatarozottak szerint. ([68]) (4) Dohanyos, terapia naiv, nem Kissejtes
tidorakos betegek csoportja (NSCLC). A vérvétel a kemoterapia megkezdése el6tt
tortént. Az exacerbacio alatt bakteridlis vagy virdlis fertdzés jelenlétének vizsgalata nem
tortént. A vérmintak gyljtése 2018. december - 2019 decembere kozott, a COVID-19
jarvany kialakulas el6tt valosult meg. Az alanyok a vizsgalatban valo bevonas el6tt irasos
és szobeli tajékoztatast kaptak, majd irasos beleegyezésiiket adtak a részvételbe. A
vizsgalatot a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen végezték, az alkalmazott protokollt
(Immunfenotipizalds COPD-ben és tiidérakban) a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont
Etikai Bizottsaga hagyta jova a 33815-7/2018/EUIG azonosito koddal.

Vizsgalatainkhoz az Orszagos Koranyi Pulmonologiai Intézetben diagnosztizalt
COPD-s és NSCLC-s betegektdl 20 ml vénas vér lett gylijtve K.EDTA-s vérvételi cs6ben
(Becton Dickinson), melybdl a periférias mononuklearis vérsejtek (PBMC) és vérplazma
izolalasa tortént. A betegekhez korban és nemben egyezd, 6nkéntes kontrolloktol is a
betegcsoporttal megegyezd mennyiségli vért gylijtottiink. A vér feldolgozésa, az izolalt
PBMC és vérplazma mintak archivalasa, majd kisérletekben valo felhasznalasa anonim
modon, kodolva tortént. A kisérletek soran felhasznalt human mintdk megsemmisitésre

kertiiltek.
IV.2 Vizsgalati csoportok meghatarozasa CyTOF és Luminex méréshez

A CyTOF kisérletekhez a kovetkezd vizsgalati csoportokat hataroztuk meg: (1)
dohanyos, egészséges kontroll (ismert betegség valamint rendszeres gydgyszeres kezelés
nélkiil (n=9), (2) dohanyos, stabil COPD (n=8), (3) dohanyos, szteroidkezelés el6tt allo
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exacerbal6 COPD betegcsoport (n=8), dohanyos, terapia naiv (kemoterapias és/vagy

immunterapias kezelés nélkiili) nem kissejtes tiidérakos betegek csoportja (n=8).

A Luminex mérés vizsgalati csoportjai a kovetkezd egyénekbdl tevodtek ossze:
(1) dohényos, egészséges kontrollok (n=9), dohanyos, stabil COPD (n=11), dohanyos,
szteroidkezelés el6tt allo exacerbaldé COPD (n=13), dohanyos, terapia naiv nem kissejtes
tiidorakos betegek (n=13).

IV.3 Periférias mononuklearis sejtek és vérplazma izolalas

A vérvétel utan a 20 ml KoEDTA-val alvadasgatolt vénas vért 1:1 aranyban
higitottunk PBS-sel (Merck), majd az igy kapott mintat Ficollt tartalmaz6 Leucosep csébe
(Greiner Bio-One) ontottiik és 800 x g, a féket kikapcsolva, gradiens centrifugalassal
frakcionaltuk. A kialakult plazma frakciobol 10 x 200 ul-t 1,5 ml-es centrifugacsovekbe
(Greiner Bio-One) pipettaztunk, majd tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A PBMC
gylirtit 15 ml-es falcon csébe pipettaztuk, PBS-sel 15 ml-re kiegészitettiik, majd 350 x g,
5 percig centrifugaltuk. A feliiliszo ledntése utan, ha a pellet piros vagy halvanypiros
szinii volt, 2 ml ACK vorosvérsejt lizis pufferben (ACK: 0,15M NH4Cl, 10mM KHCOg3,
0,ImM NaEDTA, pH 7,3, Merck, Germany) felszuszpendaltuk, majd 2 perc
szobahémérsékleten torténd inkubalast kovetden 15 ml-re egészitettik ki PBS-sel és
centrifugaltuk 350 x g, 5 percig, szobahdmérsékleten. A feliiluszo eltavolitasa utan a
mintat még kétszer mostuk 10 ml PBS-sel és centrifugaltuk 350 x g, 5 percig. A sejtek
¢életképességét és a sejtszamot Tripankék (Capricorn Scientific) festéssel és Biirker-
kamras (Merck) sejtszamolassal hataroztuk meg. Ehhez a pellethez 10 ml PBS-t adtunk,
majd az igy kapott sejtszuszpenziobol 7 pl-t 6sszeszuszpendaltunk 7 ul Tripankékkel,
majd Biirker-kamraban megallapitottuk a sejtszamot és az életképességet. A pelletre 4 x
108 sejtenként 1 ml fagyasztomédiumot mértiink (90% FBS (Capricorn Scientific), 10%
DMSO (Merck)), majd a sejtszuszpenziot 1 ml-ként 1,5 ml-es fagyasztocsovekbe
pipettaztuk. A mintakat 2 napig -80°C-on, ezt kovetéen pedig felhasznalasig folyékony

nitrogénben taroltuk.
IV.4 Sejtek felolvasztasa CyTOF kisérletekhez

A folyékony nitrogénbdl kivett fagyasztdcsoveket 2 percre 37°C-os vizflirdébe
helyeztiik, majd egy 15 ml-es falcon csében 1évé 14 ml 37°C-re elomelegitett RPMI-1640
médiumhoz (Capricorn Scientific) csepegtetjiik. 350 x g, 6 perces centrifugalas utan a
feliiliszot leontjiik, majd a pelletet 5 ml Maxpar sejtfesté oldattal (MCSB, Fluidigm)
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mossuk és centrifugaljuk. A feliiluszo leontése utan a sejtek életképességét 1 ml PBS-ben

hatarozzuk meg Tripankék festéssel, Biirker-kamras szamoléssal.
IV.5 PBMC mintak antitest jelolése CyTOF Kkisérletekhez

A mérés soran a sejtek életképességét ciszplatin jeldléssel hataroztuk meg,
melyhez a pelletet 300 ul 5uM ciszplatin-'**pPt tartalmazé RPMI-1640 médiumban, 3
percig inkubaljuk, jégen. A mintat 2 ml RPMI-1640-nel higitjuk, majd centrifugaljuk 350
X g, 6 percig, a feliilluszot leontjik. A mintat 4 ml MCSB-vel mossuk, majd Gjra
centrifugaljuk és eltavolitjuk a feliiluszot. A sejteket 50 pl 1:20 v/v TrueStain FcX™ FC
receptor blokkolét (Biolegend) tartalmaz6 MCSB-ben szuszpendaluk fel, majd 10 percig
szobanhéméréskleten inkubaljuk. A mintak antitest jeloléséhez gyari, a Human Immune
Monitoring Panel Kit (Fluidigm) 29 stabil fémizotoppal jeldlt antitestetjeit (1. tablazat)
alkalmaztunk. A sejtekhez 50 pl 29 féle antitestetbdl allo mixet adtunk kovetve a gyarto
utasitasait (Fluidigm), majd, 45 percig inkubaltuk sététben, 4 °C-on. A sejteket kétszer
1ml MCSB-vel mostuk, majd 1 ml 1,6%-0s Pierce™ formaldehiddel (Thermo Scientific)
fixaltuk 10 percig, szobahdmérsékleten. A mintat 800 X g, 6 percig centrifugaltuk, a
feliiluszot leontottiik és a pelletet 1 ml 1:1000 viv Ir'%/1rt% DNS interkalatorral

(Fluidigm) kiegészitett Fix & Perm oldatban (Fluidigm) taroltuk 4°C-on, egy éjszakan at.
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Human Immune Monitoring Panel (Fluidigm)
Antitest Klén Stabil fémizotop
Anti-Human CD45 HI-30 Py
Anti-Human CD196/CCR6 | G034E3 Mlp,
Anti-Human CD19 HIB19 "’Nd
Anti-Human CD127/IL-7Ra | A019D5 "Nd
Anti-Human CD38 HIT2 "INd
Anti-Human IgD 1A6-2 MONd
Anti-Human CD11¢c Bul5 "Sm
Anti-Human CD16 3G8 *Nd
Anti-Human CD194/CCR4 | L291H4 "Sm
Anti-Human CD123/IL-3R 6H6 Blen
Anti-Human TCRgd 11F2 ’Sm
Anti-Human CD185/CXCR5 | RF8B2 "Eu
Anti-Human CD3 UCHT1 'Sm
Anti-Human CD45RA HI100 '»Gd
Anti-Human CD27 L128 e
Anti-Human CD28 CD28.2 19Gd
Anti-Human CD66b 80H3 Dy
Anti-Human CD183/CXCR3 | GO02H7 '“py
Anti-Human CD161 HP-3G10 Dy
Anti-Human CD45RO UCHLI1 Ho
Anti-Human CD24 ML5 gy
Anti-Human CD197/CCR7 | GO043H7 Rl o
Anti-Human CD8 SK1 8y
Anti-Human CD25 2A3 " m
Anti-Human CD20 2H7 "y
Anti-Human HLA-DR 1243 By
Anti-Human CD4 SK3 "y
Anti-Human CD14 MS5E2 Lu
Anti-Human CD56 NCAM16.2 "vb

1.Tablazat: Az egysejt-tomegcitometrias mérésekhez hasznalt antitestek és stabil fémizotop
konjugatumainak listaja, mellyekkel a f6 immunsejt populaciok és alpopulacioik egyértelmiien

meghatarozhatok.

IV.6 CyTOF mérés

A mintat haromszor mostuk 4 ml MCSB-vel, majd 30 um-es Celltrics (System
Hungaria Kft.) gravitacios sejtsziiron sziirtiik, a sejtkoncentraciot 7 x 10°/ml allitottuk be

Maxpar Cell Acquisition oldat (Fludigm) hozzaadasaval. Utolsé 1épésben a mintahoz EQ
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négy elemi kalibracios gyongyoket (Fluidigm) adtunk 1:10 ardnyban, majd a gyarto
utasitasai szerint beallitott Helios egysetjt-tomegcitométeren (Fluidigm) lemértiink.
Ahhoz, hogy azonositani a tudjuk a ritka sejt-alpopulaciokat, 1 x 10® eseményt mértiink
egyedi PBMC mintankét. A tomeg-citométer altal generalt standard fajlokat (FCS)
CyTOF szoftverrel (Fluidigm, verzi6: 7.0.8493) randomizaltuk és normalizaltuk az

alapbeallitasok szerint.
IV.7 CyTOF adatfeldolgozas

A randomizalt és normalizalt FCS mérési fajlokat a Cytobank (Beckman Coulter)
online analizald platformra toltottik fel, majd manualis kapuzéssal kizartuk a
normalizécids gyongydket, a ciszplatin pozitiv halott sejteket és a tormeléket, illetve az
Osszetapadt sejteket. Szintén hagyomanyos kapuzassal meghataroztuk az él6, szinglet
(egysejt), CD45+ sejteket, melyen a tovabbi mintaclemzés tortént. A kapuzas soran a 6
populaci6 meghatarozé6 markerekre, mint a CD3 (T-limfocitak), CD14 (monocitak),
CD19 (B-sejtek), CD56 (NK-sejtek) kettés pozitiv sejtpopulaciokat kizartuk a tovabbi

analizisbdl (7. abra).
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7. abra: Manualis kapuzasi stratégia az €16, egysejt, CD45+ immunsejtek meghatarozasara. Elsé
Iépésben a kalibracios gyongyok kizarasadval meghataroztuk a sejteket. Majd definialtuk a
szingleteket (egysejt), ezt kovetden pedig a halott sejtek kizarasaval (Pt195 pozitivak) az €16
sejteket, majd pedig a CD45+ sejteket. Tovabba, kizartuk a CD3+/CD14+, CD3+/CD19+,
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CD14+/CD19+ és CD19+/CD56+ sejteket. A kapuzasi hierarcia balrol jobbra halad, a pont abrak

cime a parentalis populécio, alattuk pedig a kapuban 1év6 populacié olvashato.

A CD45+ sejtek meghatarzasat kovetéen a mintak kozotti sejtszamokat Kruskal-
Wallis teszttel Osszehasonlitottuk, majd megallapitotttuk, hogy a mintik sejtszamai
kozotti nincs szignifikans eltérés, igy a tovabbi kiértékelés soran kapott statisztikai adatok
kozotti szignifikans kiilonbségek nem a csoportok kozotti sejtszdmeltérésbdl szarmaznak
(8.abra). Az €16, szinglet, CD45+ sejteket tartalmazd FCS fajlokat exportaltuk és tovabbi
elemzésiiket RStudio szoftverrel (Posit) végeztik el. A fajlok kompenzalasat,
klaszterezését és dimenzidcsokkentd vizualizaciojat a Crowell HL et al. altal publikalt
cikkben ([69]) leirtak szerint végeztiik el. Az FCS fajlokat CATALYST ¢és FlowCore R
csomagokkal integraltuk, kompenzaltuk majd transzformaluk. A jel-athallas
kompnezalasat kovetden a CyTOF median markerintezitasokat invez szinusz
hiperbolikusszal (arcsinh) 5-6s kofaktorral transzformaltuk. A  fOpopulaciok
megatarozasahoz a transzformalt fijlokon aramlasi Onszervez6dd térképen alapulod
klaszterez6 algoritmust (FlowSOM) futattunk, mely a sejteket marker expresszidjuk
alapjan csoportokba, masnéven klaszterekbe sorolja. Az ily médon meghatarozott f6
immunsejt populaciokat egy ujabb FlowSOM analizissel tovabbi alpopulaciokra,
ugynevezett metaklaszterekre bontottunk. A klaszerezés soran a klaszterek szamat a
felhasznédld adja meg, az optimalis klaszterszamot az Osszegyiijtd eloszlas fliggvény
(CDF) platopontja hatarozza meg. A human periféridas immunrendszer fobb
sejtcsoportjainak abrazolasahoz UMAP-et (Uniform Manifold Approximation and
Projection for Dimension Reduction) futtatunk 6sszesen 300.000 sejt és 29 marker

felhasznalasaval.
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8.abra: A CD45+ é16 sejtek szamanak csoportok kozotti eloszlasa. A CD45+ immunsejtek

csoportok kozotti eloszlasaban nincs szignifikans eltérés.
IV.8 Sejtszortolas

Elso Iépésben a CD4+ T-sejtek izolalasat, majd pedig a CD4+ centalis memoria
(CD4+ CM) és CD4+ effektor memoria (CD4+ EM) T-sejtek szortoldsat végeztiik el. A
PBMC mintakat a folyékony nitrogénbdl felolvasztottuk, majd Tripankék festéssel
Biirker-kamraban meghataroztuk a minta sejtszamat és életképességét. A sejteket 50 pl
1:20 v/v TrueStain FcX™ FC receptor blokkold reagenst tartalmazd PBS-ben
felszuszpendaltuk és 10 percig szobahOmérsékleten inkubaltuk. A CD4+ T sejtek
izolalasat a gyari, Dynabeads™ FlowComp™ Human CD4 Isolation kit from PBMC
(Thermo Fisher Scientific) felhaszndlasaval végeztilk a gyartd utasitdsait kovetve. A
szortolashoz felhasznalt, populaciét meghatarozo antitestek (3.tablazat) titralasat
kovetden, a CD4+ T-sejteket 50 ul 25X higitott antitesteket tartalmazé FACS pufferben
(2% FBS-t tartalmaz6 1X PBS) inkubatuk 45 percig, szobahéméréskleten. 1 ml FACS
pufferrel mosas €s 350 x g, 5 perces centrifugalas utan a pelletet szortolashoz 2mM
EDTA-t tartalmazd6 FACS pufferben szuszpendaljuk fel. A szortolast FACSJazz
(Beckman Coulter) sejtszorterrel végeztiik, a sejtpopulaciok meghatarozasahoz manualis
kapuzast alkalmaztunk:(1) CD4+ EM T-sejtek (CD45RA-/CD45R0O+/CD197-) vagy (2)
CD4+ CM T-sejtek (CD45RA-/CD45R0O+/CD197+).
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Antitest (klon) Fluoroféor | Gyarto
CDA45RA (HI100) FITC Biolegend
CD45R0O (UCHL1) |PerCP-Cy5.5|Biolegend
CD197/CCR7 (G043H7) PB Biolegend

3.tablazat: CD4+ EM ¢és CD4+ CM T-sejtek szortolasahoz hasznalt antitestek listaja.

1V.9 Minta elokészités RNS szekvenalashoz

A szortolt sejteket 350 x g, 5 percig centrifugaltuk, majd a feliiliszo eltavolitasa
utan 500 ul TRIzol lizispufferben (Thermo Fisher Scientific) felszuszpendaltuk és -80°C-
on taroltuk. Az RNS izolalast az RNeasy Micro kit (Qiagen) felhasznalasaval végeztiik a
gyarto utasitasai szerint. Az izolalast kovetéen 20 U/ul RNAse inhibitort (ThermoFisher
tisztasagat NanoDrop™ One késziilékkel hataroztuk meg. A vizsgéalt memoriasejtek
relativ alacsony szama, és az ebb6l adodo mintankénti alacsony RNS koncentracio miatt,
az RNS szekvenalashoz a vizsgalati csoportok RNS mintait azonos mennyiségben
Osszekevertiik (egy csoporton beliil 3-5 személy RNS mintéit, azonos mennyiségben). Az
RNS-szekvenalast (Massive Analysis of cDNA Ends) a GenXPro GMBH (Frankfurt Am
Main, Németorszag) szolgaltatasként végezte el. A génkészlet dusitas analizist a GSEA
4.1.0 szoftverrel végeztiik ([70]). A szoftvert CLI modban futtatuk és a kiolvasatait

egyedi R szkripteken keresztiil analizaltuk.
V.10 Plazmafehérjék kvantitativ meghatarozasa

A plazmamintdkbol 17 kiilonb6zé immun-onkologiai ellenérzépont fehérje
koncentraciojanak  multiplex meghatarozasait Luminex XxMAP (MAGPIX®)
technologiaval, Human Immuno-Oncology Checkpoint Protein Panel 1 - Immuno-
Oncology Multiplex Assay (Cat. num.: HCKP1-11, Merck) felhasznalasaval végeztiik el
a gyarto utasitasait kovetve. A 20 ml Ko2EDTA-val alvadasgatolt periférias vérbdl izolalt
plazmamintakat a vizsgalat lefutdsaig -80°C-on taroltuk. Minden mintat kodolva
taroltunk és vizsgaltunk. Egy 96-lyuktl lemezre 25 nl befogd antitesttel bevont,
fluoreszcensen jelolt magneses gyongydt vittiink fel. Mintanként 50 pl plazmét mértiink
a mintakat, 25 ul standard és 25 ul matrix oldatot pedig a standard mintakat tartalmazo
lyukakba. 2 6ra szobahdmérsékletli inkubalast és mosasi 1épéseket kovetden 25 pl
biotinilat detekcios antitestet, majd 25 ul sztreptavidin-fikoetitrin konjugatumot adtunk

minden mintahoz a lemezen. Az inkubalasi és mosasi 1épések utan 150 ul vivéfolyadékot

adtunk minden mintahoz, majd a lemezt Luminex XMAP (MAGPIX®) késziiléken
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olvastuk le. Az adatokat az Analyst 5.1 (Merck) programmal kiértékeltiik és
meghataroztuk a 17 plazmafehérje koncentracigjat. A vizsgalt 17 plazmafehérje panelje
¢és a kimutatési tartomany (pg/ml-ben az also és a felso hatarérték kozott) a 4. tablazatban

talalhato. Az adatokat GraphPad Prism v8 (Dotmatics) programban abrazoltuk.

Fehérje rovid neve Fehérje teljes neve Gén név |UniProt ID | Detekcids hatir (pg/ml)
B- és T-limfocit
BTLA es -imiocha BTLA | Q7Z6A9 16,63-198560
attenuator/CD272
CD27 CD27 antigén CD27 P26842 10,04-172511

T-sejt specifikus sejtfelszini
glikoprotein CD28
CD40 Tumon nekrGzis faktor CD40 | P25942 2,37-23003
szupercsalad 5-0s tagja

T-limfocita aktivaciés antigén

CcD28 CD28 P10747 1121,23-199220

CD80/B7-1 CD8O CD80 P33681 7,59-71188
T-limfocita aktivaciés antigén
CD86/B7-2 CDS6 & CD86 P42081 32,56-186,951
CTLA4 Citotoxikus T-limfocita protein CTLAY P16410 5,04-74684
4/CD152

Tumon nekrézis faktor receptor
GITR TNFRSF18| Q9Y5US 3,07--79814
szupercsalad 18-as tagja/CD357 Q '

Tumon nekrézis faktor ligand
GITRL Y ! '8 TNFSF18 | QOUNG2 13,57-29449
szupercsalad 18-as tagja

Tumon nekrézis faktor receptor
HVEM TNFRSF14 92956 1,22-14501
szupercsaldd 14-es tagja/CD270 Q

Indukalhaté T-sejt
2 -19821
1COS kostimulator/CD278 ICOS Q9Yews 3,79-198219

LAG-3 Limfocita aktivacios gén 3 LAG3 | P18627 57,66-198972
protein /CD223

Programozott sejthalal

PD-1 i PDCD1 | Q15116 14,51-149468
PD-L1 Programoz;g;z;‘za'él ligand | o274 | qonzaz 2,37-36458
PD-12 Pr°gram°zz‘j,té;‘;j;‘;‘alé”iga"d PDCDILG2 Q9BQS51 15,85-189115
TIM-3 Hepf:ltei;f‘o :Z‘;Z;;'ggé S| havcr2 | QsTDQO 2,33-36013
TLR-2 Toll-like receptor 2/CD282 | TLR2 | 060603 33,88-198927

4.tablazat: A Human Immuno-Oncology Checkpoint Protein Panel 1 (Merck) 17 kiilonbozé

plazmafehérjét tartalmazo6 panel Gsszetétele a hozzajuk tartozo detekcids tartomanyokkal.
V.11 Mintak csoportositisa a plazmafehérje koncentraciok alapjan

A 4 dohanyos vizsgalati csoportbol szarmazd mintakban (DK, stCOPD, exCOPD
¢s NSCLC) mért analitok koncentracidit a pheatmap R csomag (35) segitségével
hétérképen abrazoltuk. A hierarchikus klaszterezést az euklideszi tavolsag alapjan és az

R-ben talalhato hclust mddszerrel végeztiik el.
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1VV.12 Statisztikai analizis

A CyTOF mérésekbol kapott median jelintenzitasokat, valamint a f6 sejtpopulaciok
és alpopulaciok eloszlasanak statisztikai elemzését és abrazolasat GarphPad Prism 8.0.1
(Dotmatics) programmal végeztiik el. Az adatok normalitasat D’ Agostino és Pearson —
teszttel vizsgaltuk. Abban az esetben, ha minden csoport alfa értéke 0,05 alatt volt, az
adathalmazt normal eloszlastinak tekintettiik. A normal eloszlast adatokat azonos szoras
esetén normal ANOVA-val, egyenl6tlen szorasok esetén Brown-Frosythe ANOVA-val
hasonlitottuk Gssze. Nem normal eloszlasi adatoknal Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk. Minden tipust szignifikancia tesztet tobbszordés 0Osszehasonlitasra
korrigaltuk, a hamis felfedezési arany (FDR) szabalyozasaval kétlépcsés Benjamini,
Krieger ¢és Yekutieli megkozelitéssel, 10%-os FDR hatarértékkel. A kiilonbségek *p <
0,05; **< 0,01, ***< 0,001, ****< 0,0001 esetében tekinthetok szignifikdnsnak.

A plazmafehérjék Luminex mérése soran a Statisztikai szignifikancia kiszamitasa
Student's t-probaval tortént. A statisztikai szamitasokat a dplyr v1.0.6 és az rstatix v0.7.0,
a grafikonok abrazolasat a ggpubr v0.4.0 ggprism v1.0.3 R csomagok segitségével
végeztik. A kiilonbségek *p < 0,05; **< 0,01, ***< 0,001 esetében tekinthetok

szignifikansnak.
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V.

Eredmények

V.1 Egysejt-tomegcitometrias multiplex immunfenotipizas terapia naiv,

dohanyos COPD-s és NSCL-s betegekben és dohanyos kontrollokban

Egysejt-tomegcitometrias méréseinket 4 vizsgalati csoport - DK, stCOPD, exCOPD,
NSCLC - periférias vérbol izolalt PBMC mintain végeztiik. Méréseinkhez a kereskedelmi
forgalomban kaphato Human Immune Monitoring Panel kitet (Fluidigm) hasznaltuk,
mely 29 stabil fémizotoppal konjugalt antitestet tartalmazott, igy azonositani tudtuk a {6
immunsejt populaciokat valamint azok tovabbi alpopulaciot. Az adatelemzés soran a
kalibracios gyongyoket kizartuk, majd az €16, egysejt CD45+ sejteket manudlis
kapuzassal hataroztuk meg. Tovabba szintén kézi kapuzassal, a CD45+ sejteken beliil
kizartuk az olyan kettés pozitiv sejtek csoportjait, mint a CD3+/CD14+; CD3+/CD19+;
CD19+/CD14+; CD19+/CD56+ sejtek, melyek vagy Osszetapadt kisebb sejtek vagy

pedig a mérés soran a csatornak kozotti jel-athallasbol keletkezhetnek.

Az igy kapott CD45+ egysejteken tovabbi felligyelet nélkiili elemzéseket végeztiink,
vizualizaciohoz a UMAP-et (Uniform Manifold Approximation and Projection for
Dimension Reduction) klaszterezéshez pedig a FlowSOM-ot (Self-Organizing Maps for
flow cytometry), melyekkel 14 f6 immunsejt populaciot azonositottunk, mint a CD4+ T-
sejtek, CD8+ T-sejtek, CD4+/CD8+ T-sejtek, CD4-/CD8- T-sejtek, y/6 T-sejtek, NK-
sejtek, CD4+ NKT-sejtek, CD8+ NKT-sejtek, plazmablasztok, B-sejtek, monocitak,
CD11c%™ sejtek, plazmacitoid dendritikus sejtek (pDC), monocitoid dendritikus sejtek
(mDC) (9.A-B.4bra)
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9.abra: F6 immunsejt populaciok meghatarozasa UMAP és FlowSOM analizissel. (A)
Reprezentativ UMAP abra 14 immunsejt populacioval, ahol egy pont egy sejtet jelenit meg, igy
a ,.felh6k” mérete azonos a sejttipusok aranyaval és eloszlasaval. (B) F6 immunsejt populaciok
marker expresszios hotérképe, ahol a piros szin a magas, mig a kék szin az alacsony kifejezodést
jeloli. Lila szin esetében nincs fehérje kifejezddés. Az analizist R Studio programban végeztiik

33 FCS fajlon.
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V.1.1 F6 immunsejt populaciok

A 6 immunpopulaciok gyakorisagat a CD45+ €16 sejtek aranyaban, szdzalékosan
fejeztiik ki. A CD4+ T-sejtek csoportok kozotti eloszlasat 6sszehasonlitva a stCOPD ¢és
az exCOPD csoportban az egyharmadara, a DK esetén a felére csokken és NSCLC-ben a
legmagasabb, mig a CD8+ T-sejtek aranya stCOPD-ben meghaladja a DK csoportot,
ellenben az exCOPD-vel, ahol a felére csokken a DK csoporthoz viszonyitva. A CD4-
/CD8- T-sejtek aranya szintén a exCOPD-ben a legalacsonyabb (10.A &bra). Ezzel
szemben a monocitak aranya kétszer nagyobb az exCOPD-ben a DK csoporthoz
viszonyitva, a CD11c%™ sejtek aranya kozel tizszerszeres a stCOPD és exCOPD esetén
Osszehasonlitva a DK-val, mig az NSCLC csoporthoz képest pedig 6tszér magasabb
aranyban vannak jelen. A pDCs és mDCs alpopulédciok a exCOPD csoportban vannak a
legalacsonyabb jelen (10.C abra). A tovabbi vizsgalt immunsejt populacidok esetén

szignifikans eltérést nem tapasztaltunk (10.A-C abra).

Populécié % a CD45+
seijteken beliil

CD4+ T-sejtek

Populacio % a CD45+

sejteken belil

CD8+ T-sejtek

CD4+/CD8+ T-sejtek
4

sejtaken baliil
woow

Populacio % a CD45+

CD4-/CD8- T-sejtek

Populacié % a CD45+
sejteken baliil
oW

D Q O
* &L LS
& ¥

Populacié % a CD45+

sejteken beliil

¥/o T-sejtek

(3]

Populcié % a CD45+
sejteken beliil

Populacio % a CD45+

sejteken belil

=

°© N a2 @ @

Populécié % a CD45+
sejteken beliil

2 0w @ s
3 8 8 3

°

C B-sejtek

Populacié % a GD45+
sejteken beliil

Populicit % a CD45+

sejteken beliil
5 = ®m w & @

w)

Populicid % a CD45+
sejteken beliil

Populacio % a CD45+

sejteken belil

[ |
HEKK
L.

Populacié % a CD45+
sejteken belil
b = > ~
o = o °

b
>

Populacié % a CD45+
sejteken belil

10.4bra: A 14 f6 immunsejt populaciok szazalékos eloszlasanak aranya a CD45+ sejteken beliil.
(A) A T-sejtek alpopulacioinak vizsgalati csoportok kozotti eloszlasa, mint CD4+, CD8+,
CD4+/CD8+, CD4-/CD8- és v/6 T-sejtek. (B) NK-sejt altipusok eloszlasa: NK-sejtek, CD4+
NKT-sejtek, CD8+ NKT-sejtek. (C) A B-sejtek és plazmablasztok eloszlasa a vizsgalati
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csoportokba. (D) A mieloid eredetii sejtpopulaciok, mint a monocitdk, CD11¢%™ pDCs és mDCs
szazalékos eloszlasa. Szignifikans az érték, ha az FDR q értéke < 0,1 és p *<0,05, **<0,01,
**%<0,001, ****<0,0001.

V.1.1.1 T-sejtek

A dohanyos, COPD-s betegek adaptiv immunrendszerének aktivalodasa, valamint
tiidérak esetén a T-sejtek diszfunkcidja vagy kimeriilése mar régota ismert ([25], [71],
[72]) ezért fokuszunkat a T-sejtek kiilonb6z6 alpopulécic')inak Vizsgélatéra

crer

mintazatok alapjan 14 metaklasztert (MC) azonositottunk (11.4bra).
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11.abra: A CD4+ T-sejtek FlowSOM analizisének marker expresszids hotérképe, ahol a piros
szin a magas, mig a kék szin az alacsony kifejezddést jeldli. Lila szin esetében nincs fehérje
kifejezddés. Az analizist R Studio programban végeztilk A CD4+ T-sejtek marker profilja alapjan
14 metaklasztert hataroztunk meg.

Szignifikans kiilonbségeket talaltunk a CD4+/CD185+ MC10-ben, melynek
gyakorisaga exCOPD-ben és NSCLC-ben csokkent (12.A abra). A CD38°9" | vagyis
CD38-at magasan expresszald6 CD4+ T-sejtek csoportjat a CD38++ MC-t a MC13 és
MC14 metaklaszterek Osszevondsaval hatdroztuk meg, amelyek gyakorisaga exCOPD-
ben a legmagasabb (12.B abra). Ezzel ellentétben a CD183+ MC-k, vagyis az MCO05,
MCO06, MCO08, MC10 6sszevonasaval 1étrehozott csoport eXCOPD-ben a Iegalacsonyabb

crer
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csokken NSCLC-ben 6sszehasonlitva a DK-val (2D abra), a CD127 pedig stCOPD-ben
mutat alacsonyabb kifejezddést. az eXCOPD-hez képest. (2E éabra). A tovabbiakban
fokuszunk a CD4+ memoriasejtek, igy a CD4+ CM (centralis memoria) ¢s a CD4+ EM
(effektor memoria) T-sejtek iranyaba szikiilt. A CD4+ CM sejteket a MCO03, MC10,
MC11, MC13 metaklaszterek Osszevonasaval, CD4+/CD45RA-/CD45R0O+/CD197+
sejtekként definidltuk. A CD4+ EM sejteket a MCO02, MCO04, MC09, MC14
metaklaszterek  egyesitésével, = CD4+/CD45RA-/CD45RO+/CD197-  sejtekként
hataroztuk meg. A CD4+ CM ¢s CD4+ EM sejtek aranya minden vizsgalati csoport koziil
az exCOPD csoportban a legalacsonyabb (12.F-G ébra).
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12.abra: A CD4+ T-sejtek alpopulacioinak eloszlasa (A-C) és marker-expresszios profilja (D-E)
a kiilonb6z6 vizsgalati csoportokba. A CD4+CM (F) és CD4+EM (G) T-sejtek szazalékos
aranyanak kiilonbségei. Szignifikans az érték, ha az FDR q értéke < 0,1 és p *<0,05, **<0,01,
***<0,001.
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Vizsgalataink soran a CD8+ T-sejteket FlowSOM analizisét is elvégeztiik,

mellyel 15 metaklasztert hataroztuk meg (13.abra).
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13.abra: A CD8+ T-sejtek FlowSOM analizisének marker expresszios hétérképe, ahol a piros
szin a magas, mig a kék szin az alacsony kifejez6dést jeldli. Lila szin esetében nincs fehérje
kifejez6dés. Az analizist R Studio programban végeztiik A CD8+ T-sejtek marker profilja alapjan
15 metaklasztert hataroztunk meg.

A statisztikai analizis eredményeképp tobb szignifikans kiillonbségeket talaltunk a
metaklaszterek szazalékos eloszlasdban valamint a marker kifejez6dési mintazatokban is
a betegcsoportok és a dohanyos kontrollcsoport kdzott. A metaklaszterek szignifikans
eltéréseit a 14.4bra oszlopdiagramjai (A-G) mutatjdAk be. A MCO01: CD45RAYM
alpopulacio szazalékos ardnya a betegcsoportokban emelkedést mutat, a stCOPD és
exCOPD csoportokban a legmagasabb a kontrollhoz viszonyitva, az MCO06:
CD28+/CD194+ alpopulacio az exCOPD csoportban a legmagasabb; az MCO09:
CD27+/CD45R0O+ és az MC13: CD27+/CD183+/CD194%™ metaklaszterek aranya az
eXCOPD-ben a legalacsonyabb, mig az MC14: CD45RA+/CD197+ alpopulacié
csokkend tendenciat mutat a DK csoporthoz képest, a betegcsoportok koziil pedig a
exCOPD csoportban figyelhetiink meg szignifikans emelkedést (14.A-E abra). Az
osszevont CD27+ MC-t a MC04, MC05, MCO07, MC08, MC09, MC11, MC13, MC14,
MC15 sejtjei képviselik, amelyek szazalékos aranya a stCOPD-ben a legalacsonyabb, a
betegcsoportok kozotti eloszlasban pedig emelkedd tendencia abrazolddik (14. abra F).
Az 6sszevont CD183+ MC-t az MC04, MC07, MC09, MC11, MC12, MC13, MC14
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sejtjei képviselik, ami szintén a legalacsonyabb az stCOPD csoportban, a betegcsoportok
kozotti eloszlasban pedig emelkedd tendencia figyelheté meg, hasonléan a CD27+ MC-
hez. (14.G abra). A CD27 és CD28 kifejez0dése hasonlé mintazatot mutat a vizsgalt
csoportokban, a legalacsonyabb expresszié a stCOPD-ben figyelheté meg (14.H-I 4bra).
A CD127 kifejezddése szignifikansan csokkent a sStCOPD csoportban(14.J abra), mig a
CD183 expresszidja stCOPD és exCOPD-ben, a CD197 expresszidja pedig az stCOPD-
ben és az NSCLC-ben a legalacsonyabb a DK csoporttal 6sszevetve.(14.K-L abra).
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14.abra: A CD8+ T-sejtek alpopulacioinak eloszlasa (A-G), valamint marker expresszios
mintazata (H-L) a vizsgalt csoportokban. A kiilonbség akkor szignifikans, ha az FDR q értéke <
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0,1 és p *<0,05, **<0,01, ***<0,001, ****<0,0001. Szignifikans eltéréseket tapasztaltunk a
MCO01, MCO06, MCO09, MC13, MC14, illetve a CD27+ 6sszevont MC-k és a CD183+ dsszevont
MC-k esetén. A markerek kifejez6désének vizsgalatakor a CD27, CD28, CD127, CD183 és

CD197 expresszidjaban talaltunk szignifikans eltéréseket.

A CD4+/CD8+ tgynevezett kettés pozitiv T-sejtek sejtfelszini marker expresszios
profiljuk alapjan tovéabbi alcsoportokra nem bonthatok, igy a FlowSOM analizissel
tovabbi metaklasztereket nem tudtunk meghatarozni. Ellenben az CD4+/CD8+ T-sejtek
marker kifejezddésésében szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk. A CD25
expresszidja az exCOPD csoportban a legmagasabb a DK, a stCOPD és a NSCLC
csoportokkal Osszevetve egyarant (15.A abra). A CD27 kifejez6dése az exCOPD és
NSCLC csoportokban szignifikansan csokken a DK-val 6sszehasonlitva (15.B abra), mig
a CD8 expresszidgja az exCOPD csoporban a legmagasabb a betegcsoportokkal

osszevetve (15.C abra).
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15.abra: A CD4+/CD8+ T-sejtek szignifikans kiilonbséget mutatd markereinek expresszios
profilja a 4 vizsgalati csoportban. A kiilonbség akkor szignifikans, ha az FDR q értéke < 0,1 és p
*<0,05, **<0,01. Szignifikans eltéréseket tapasztaltunk a CD25, CD27 és a CD8 sejtfelszini

markerek kifejezddésének statisztikai elemzésekor.

A CDA4-/CD8- ugynevezett kettds negativ T-sejtek alpopulacidit marker
expresszios kiillonbségeik alapjan FlowSOM analizissel 5 kiilonb6zé metaklaszterbe
soroltuk. Szignifikans eltéréseket tapasztaltunk a kovetkezé metaklasztreke szazalékos
eloszlasaban: MCO02: CD27+/CD127+/CD161+, mely az exCOPD és NSCLC-ben van a
legalacsonyabban jelen, az MCO04: CD38"9" a betegcsoportban emelkedést mutat,
legnagyobb  aranyban az  exCOPD-ben  figyelhet6 —meg, az MCO5:
CD38Y9"Y/CD183+/CD196+ aranya pedig egyre magasabb a stCOPD-t6] a NSCLC
iranyaba (16.A-C abra). A sejtfelszini markerexpressziok tekintetében szignifikans
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eltérést tapasztatunk a CD28 esetén, mely kifejezddésében szignifikdns csokkenés
figyelhet6 meg NSCL-ben az exCOPD-hez képest (16.D abra). A CD183 expresszidjaban
is csokkenés tapasztalhatd a betegcsoportokban a DK-val Osszevetve, szignifikans

csokkenést az exCOPD és NSCLC csoportokban talalunk (16.E abra).
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16.abra: A CDA4-/CD8- kettds negativ T-sejtek metaklasztereinek eloszlasanak (A-C) és
sejtfelszini marker kifejezddésének (D-E) szignifikans eltérései. A kiillonbség akkor szignifikans,
ha az FDR q értéke < 0,1 és p *<0,05, **<0,01, ***<0,001. Az analizis soran az MC02, MC04,
MCO5 csoportok kozotti aranyaban ill. a CD28 ¢és a CD183 kifejezédésében mutatkoztak
szignifikans kiilonbségek.

A y/6 T-sejtek FlowSOM analizisével 11 metaklasztert hataroztunk meg. A
CD27+ y/d T-sejt metaklasztert az MC03-MCO07 metaklaszterek Osszevonasaval
definialtuk. A CD27+ metaklaszter eloszlasaban szignifikans eltérést tapasztaltunk,
legalacsonyabb szazalékban az exCOPD csoportban van jelen a DK ¢s NSCLC csoporttal
Osszevetve egyarant (17.A abra). A CD183+ metaklasztert a MC03, MC04, MC06, MCO07

¢s MC11 Osszevonasaval hataroztuk meg. A CD183+ alpopulacio szazalékos aranya a
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stCOPD ¢s exCOPD betegcsoportban szignifikans csokkenést mutat a DK és NSCLC

csoporttal dsszehasonlitva.
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17.abra: A v/6 T-sejtek CD27+ (A) és CDI183+ (B) metaklasztereinek populacio szazalékos

eloszlasa a vizsgalt csoportokban. A kiilonbség akkor szignifikans, ha az FDR q értéke < 0,1 és p
*<0,05, **<0,01.

A CyTOF-al végzett, ugynevezett mély immunfenotipizalas jelentds
kiilonbségeket tart fel 46 tovabbi nem T-sejtes populacidban és alpopulacidikban illetve

sejtfelszini marker expresszids profiljukban.
V.1.1.2 NKT-sejtek:

A CD4+ NKT-sejtek és a CD8+ NKT-sejtek FlowSOM analizise soran 3-3
metaklasztert azonositottunk. A metaklaszterek szazalékos aranyaban szignifikans
kiilonbségeket nem tapasztaltunk, ellenben a marker expresszidos mintazatokban
megfigyelhetiink szignifikans eltéréseket, minta CD16, CD45 és CD197 az CD4+ NKT-
sejteken (18.A-C abra), valamint a CD16, CD56 és CD183 a CD8+ NKT-sejteken (18.D-
F abra). A CD4+ NKT-sejteken CD16 kifejezodése az NSCLC-ben a legalacsonyabban
a DK-val 6ssszehasonlitva, a CD45 expresszidja szintén az NSCLC-ben a legalacsonyabb
az exCOPD-vel sszevetve, mig a CD197 kifejezddése az exCOPD-ben a legmagasabb a
DK és stCOPD-vel Osszevetve. A CD8+ NKT-sejteken a a CD56 kifejezodése az
stCOPD-ben csokkent, mig az NSCLC-ben a legalacsonyabb a DK-hoz képest, a CD16
expresszidja pedig a DK-val Osszevetve minden betegcsoportban szignifikansan
lecsokkent, a CD183 kifejezddése szintén minden betegcsoportban csdkkenést mutat a

DK-val 6sszehasonlitva, legalacsonyabban pedig az exCOPD-ben expresszalodik.
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18.abra: A CD4+NKT-sejtek és CD8+ NKT-sejtek marker expresszidjanak csoportok kozotti
szignifikans eltérései (A-F). A kiilonbség akkor szignifikans, ha az FDR q értéke < 0,1 és p
*<0,05, **<0,01, ***<0,001, ****<0,0001.A statisztikai elemzés soran Osszehasonlitottuk a
markerek kifejez6dését a kiilonboz6 csoportokban, a CD4+ NKT-sejtek CD16, CD45 és CD197,
a CD8+ NKT-sejtek CD16, CD56 és CD183 markereinek expresszidjaban kaptunk szignikifans
kiilonbségeket.

V.1.1.3 NK-sejtek:

Az NK-sejtek FlowSOM analizisével 18 metaklasztert hataroztunk meg,
melyekb6l 7 mutatott szignifikans kiilonbséget a vizsgalt csoportok kozott. A MCO02:
CD11c-/CD45R0O-/CD183+ az exCOPD ¢és DK csoporttal dsszevetve szignifikansan
emelkedett NSCLC-ben, hasonléan az MC12: CD56"9"/CD27-/CD161- metaklaszterrel,
mely szintén emelkedést mutat NSCLC-ben az exCOPD-hez képest (19.A-B abra). A
MC14: CD11c-/CD38+/CD161- metaklaszter szignifikansan a legnagyobb szazalékban
az exCOPD-ben van jelen a DK, a stCOPD ¢és az NSCLC-vel 6sszehasonlitva (19.C abra).
Az Osszevont metaklasztereket vizsgalva tovabbi szignifikdns kiillonbségeket talaltunk,
mint a CD56++ MC: MC05-06, MC09, MC12 &sszevonasaval, valamint a CD27+/
CD127+ MC: MCO04-06, MC09 és MC12 6sszevonasaval melyek szazalakos aranya
exCOPD-ben a legmagasabb a DK és NSCLC-vel 6sszehasoniltva (19.D-E abra) A
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CD183+/CD194+ MC: MCO01-02, MCO07 6sszevonasaval 1étrehozott metaklaszter, mely
NSCLC-ben a van jelen legmagasabb aranyban a DK, stCOPD ¢és exCOPD csoportokkal
Osszevetve egyarant (18.F abra). Tovabba, szignifikdnsan csokkent CD56 kifejezodést
figyeltiink meg az NSCLC csoportban a DK és exCOPD-vel 6sszevetve (19.G abra).
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19.abra: Az NK-sejtek metaklasztereinek csoportok kozotti eloszlasanak (A-F) és a CD56
kifejez6désének (G) szignifikans eltérései a vizsgalt csoportokban. A kiilonbség akkor
szignifikans, ha az FDR q értéke < 0,1 és p *<0,05, **<0,01, ***<0,001. Az NK-sejtek MCO02,
MC12 és MC14 alpopulacionak és a CD56++, CD27+/CD127+, CD183+/CD194+ Gsszevont
metaklaszterinek csoportok kozotti eloszlasa és a CD56 kifejezddése a kiilonbozé csoportokban

szignifikans kiillonbséget mutatnak.
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V.1.1.4 B-sejtek

A B-sejtek marker expresszios profilja alapjan 15 metaklasztert hataroztunk meg
FlowSOM analizissel, melyek koziil 5 metaklaszter csoportok kozotti szazalékos
eloszlasanak aranyaban, valamint a CD19, CD185, CD196 ¢s HLA-DR markerek
kifejez6dési mintazatdban tapasztaltunk szignifikans eltéréseket. Az MCO04:
CD45RA9/CD185+/1gD+ aranya szignifikansan lecsokkent a stCOPD csoportban,
ellentétben az MC12: CD20P"9"/CD196'°Y/CD197- -vel, amely szignifikins emelkedést
mutat DK-val &sszehasonlitva (20.A,E abra). Az MC06: CD45RA+/CD185'°"/IgD+
aranya az exXCOPD-ben a legmagasabb (20.B  abra) Az  MCO08:
CD45RAMIY/CD185+/IgD- és MC10: CD45RA+/CD185+/IgD- metaklaszterek
szazalékos eloszlasa hasonld tendenciat mutat a vizsgalt csoportok kozott (20.C-D abra).
Mindkét esetben szignifikans csokkenést tapasztaltunk a stCOPD, exCOPD ¢és NSCLC
esetében is a DK csoporthoz hasonlitva. A CDI19 kifejez6dése az NSCLC-ben a
legalacsonyabb, mig a CDI185 és CD196 expresszidja a DK-val §sszevetve minden
betegcsoportban alacsony, legalacsonyabb a stCOPD-ben, viszont a betegcsoportok
kozott, a betegség sulyosbodasaval parhuzamosan emelkedés tapasztaltunk a stCOPD-t61
az NSCLC iranyaba (20.F-H abra). A HLA-DR kifejez6dése az exCOPD-ben a
legalacsonyabb (20.1 abra).
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20.abra: A B-sejtek metaklasztereinek csoportok kozotti eloszlasanak (A-E) és sejtfelszini
marker kifejezédésének (F-1) szignifikans eltérései a vizsgalt csoportokban. A kiilonbség akkor
szignifikans, ha az FDR q értéke < 0,1 és p *<0,05, **<0,01, ***<0,001. Az MC04, MCO06,
MCO08, MC10 és MC12 alpopulaciok csoportok kozotti aranya szignifikansan eltér. A CD19,
CD185, CD194 és HLA-DR expresszios profilja szignifikans kiillonbségeket mutat a vizsgalt
csoportokban.
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V.1.1.5 Plazmablasztok:

A plazmablasztokat, kis szazalékban jelen 1évé immunsejt populacié révén
tovabbi metaklaszterekre nem bontottuk, hanem marker expresszidos mintazatukat
vizsgaltuk, mely soran a CD19, CD27, CD38 és CD45RA kifejez6désében talaltunk
szignifikans eltéréseket. A CD19 és CD27 kifejez6dése az NSCLC csoportban a
legalacsonyabb, mig a CD38 az exCOPD-ben mutat emelkedett expressziot (21.A-C
arba). A CD45RA kifejezddése a betegcsoportokban a betegség sulyosbodasaval
parhuzamosan csokken, legalacsonyabb NSCLC-ben a DK, az stCOPD és az exCOPD-

vel dsszehasonlitva (21.D abra).
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21.abra: A plazmablaszt sejtek marker expresszios profilja (A-D). A kiilonbség akkor
szignifikans, ha az FDR q értéke < 0,1 és p *<0,05, **<0,01. A CD19, CD27, CD38 és CD45RA

kifejez6dése szignifikansan eltér a 4 vizsgalt csoportban.
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V.1.1.6 Monocitak:

A monocitdkat marker expresszios mintazatuk alapjan FlowSOM analizissel 12
metaklaszterre bontottuk, melyekb6l 6 metaklaszter és 3 Osszevont metaklaszter
szazalékos eloszlasa mutatott szignifikans kiilonbségeket. Az MCO1: CD11c9"YCD14-
ICD45RA+, az MC04: CD11c""/CD14-/CD45RA™, az MC06: CD11c""/CD16-
/CD123"", az MCO07: CD11c”"/CD38+/HLA-DR+/CD123- és az MCO8:
CD11"9"/CD45RO+/HLA-DR'"" metaklaszterek az exCOPD csoportban szignifikansan
a legalacsonyabb, mig a MC03: CD11c+/CD56'% az exCOPD-ben szignifikansan a
legmagasabban ardnyban vannak jelen (22.A-F abra). Az 6sszevont, HLA-DR'"Y MC:
MCO03, MCO05, MC08, MC10, MC11, MC12 és a klasszikus monocitak: MC02, MCO05,
M08, MC10-12 6sszevonasaval szignifikansan magasan, ellenben a CD16+ MC: MCO01,
MCO04, MCQ9 szignifikansan a legalacsonyabb szazalékban fordulnak elé az exCOPD
csoportban (22.G-I abra).
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22.abra: A monocitak alpopulacidinak csoportok kozotti eloszlasa (A-1). A kiilonbség akkor

szignifikans, ha az FDR q értéke < 0,1 és p *<0,05, **<0,01, ***<0,001. A monocitak
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alpopulécioi koziil az MCO1, MC03, MC04, MC06, MCO07 és MCOS8 alpopulaciok, illetve az
Osszevonassal létrehozott CD16, HLA-DR"Y és klasszikus monocitak alpopulacidinak csoportok

kozotti ardnya szignifikdnsan kiilonbozik.

V.1.1.7 CD11c"m sejtek:

A CD11c%™ sejtek FlowSOM analizise soran tovabbi 3 metaklasztert hataroztunk
meg (22.abra), melyekbdl 2 esetén figyelhetiink meg szignifikans kiilonbségeket. Az
MCO01:CD183+/CD196'" aranya az exCOPD-ben a legalacsonyabb, mig ezzel szemben
az MC03: CD183-/CD196- az exCOPD-ben van legnagyobb szazalékban jelen a vizsgalt

csoportokat dsszehasonlitva (23.A,B abra).
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23.4bra: CD11c%™ sejtek metaklasztereinek csoportok kozotti eloszlasanak (A-B) szignifikans
kiilonbségei. A kiilonbség akkor szignifikdns, ha az FDR q értéke < 0,1 és p *<0,05, **<0,01,
***<0,001. Az MCO1 és MCO3 eloszlasa szignifikansan eltér a DK vs. exCOPD és exCOPD vs.
NSCLC kozott.

Az immunfenotipizalas eredményei koziil érdemes kiemelni néhany jelentds
kiilonbséget, melyek a gyulladas sulyosbodasaval Osszefiiggésben, a daganatellenes
immunvalasz karosodasaban relevansak lehetnek. Ilyen példaul a CD16 (FcyRIII)
csokkenése mind a CD4+ NKT-, mind pedig a CD8+ NKT-sejteken az NSCLC
csoportban a DK-csoporttal sszehasonlitva, vagy a CD4+ és CD8+ T-sejtek CD27, ami
kulcsszerepet jatszik a T-sejt aktivacioban ¢és differenciacioban, expresszidjanak
csokkenése a betegcsoportokban. A G-protein kapcsolt receptorok, mint a CD183
(CXCR3) vagy a CD194 (CCR4) pozitiv metaklaszterek emelkedett aranyat NK-sejteken
szintén az NSCLC csoportban a 3 masik vizsgalati csoporthoz képest. A B-sejtek MC08
(CD45RAPM/CD185+/1gD-) metaklasztere dramaian lecsdkkent mind a harom
betegcsoportban a dohdnyos kontrollokhoz képest, addig a monocitdk MCO03
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(CD11c+/CD56'"%), a klasszikus monocitak, valamint a HLA-DR'®Y metaklaszter sejtjei
szignifikdnsan magasabb aranyban vannak jelen az exCOPD-ben. Ezzel szemben, szintén
a monocitik MC06 (CD11cP9"/CD123°Y/CD16), MC07 (CD11c9"/CD38+/HLA-
DR+/CD123-), MC08 (CD45RA""/CD185+/IgD-) és CD16+ metaklaszterek sejtjei a
legalacsonyabb aranyban az exCOPD csoportban figyelheték meg. A CDI11c%™
MCO01(CD196'°%) metaklaszter sejteinck aranya exCOPD-ben a legalacsonyabb, mig az
MCO03 (CD196-) sejtjei exCOPD-ben a legmagasabb aranyban talalhatoak meg.
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V.2 A CD4+ EM és CD4+ CM T-sejtek transzkriptomikai vizsgalata

A CD183 (CXCR3) a szakirodalmi adatokkal megegyezéen csokkent
génkifejez6dést mutat a CD4+ EM és CD4+ CM T-sejt alpopulaciokban, melynek a
memoria T-sejtek fejlédésére gyakorolt hatasa szintén ismert ([73]). Emellett korabbi
szakirodalmi adatok szintén a memoria T-sejtek alpopulacidinak valtozasarol szamoltak
be COPD-ben ([74], [75], [76]). Ezért a tovabbi transzkriptomikai elemzéshez, az RNS
szekvenalashoz a CD4+ EM és CD4+ CM T-sejteket szortoltuk, majd a tisztitott RNS-t
egy vizsgalati csoporton beliil — 3-5 alanyb6l mintanként azonos mennyiségli RNS-t
Osszemérve — dsszevontuk annak érdekében, hogy elkertiiljiik az izolalt RN'S mennyiségi
kiilonbségébdl adodo torzitast. A szekvenalas eredményeképp az exCOPD és NSCLC
gént azonositottunk, melyek a két csoportban kdzosen up-vagy down-regulaltak és 0,807
Pearson-korrelaciot mutattak. A exCOPD és NSCLC csoport CD4+ EM populécidjaban
234 eltérden up-regulalt és 90 eltérden represszalt gént azonositottunk, melyek a két
csoportban kozosen up-vagy downregulaltak és 0,747 Pearson-korreldciot mutattak. A
Gene Set Enrichment Analizis (GSEA) eredményei hasonlé expresszids mintazatot
mutattak az NSCLC-bdl és exCOPD-b6l szarmazo CD4+ CM és CD4+ EM sejtek kozott
(23.abra). Eredményeinket HALLMARK ¢és KEGG (Kyoto Encyclopedy of Genes and
Genomes) jelatviteli utvonal analizissel is tovabb vizsgaltuk, amelyek soran a genomban
1évé géntartalmat Osszehasonlitjdk a KEGG/PATHWAY adatbazissal, hogy
megvizsgaljak, mely utvonalak és kapcsolddd funkciok lehetnek kodolva a
genomban[77]. Az elemzésekhez normalizalt expresszids értékeket hasznaltunk a
dohanyos kontroll csoport expresszids értékeivel Osszehasonlitva. Az exCOPD és
NSCLC CD4+ CM sejtjeiben az angiogenezisben szerepet jatszo utvonalak, mig
exCOPD ¢és NSCLC CD4+ EM sejtjeiben a sejtosztodasban, fehérje szekrécioban,
transzkripcidban, androgénre vagy az ultraibolya sugéarzasra adott valaszban résztvevd
utvonalak mutatkoztak up-regulaltnak (23.abra). Az exCOPD és NSCLC csoportok 10
legjobban represszalt kozos génjei CD4+ CM T-sejtekben a kovetkezok: MAP3K2,
SUZ12, SYNE2, HNRNPF, RNF24, APLP2, HIPK3, FBXL5, SEPT2, GLCCI1, mig
exCOPD ¢és NSCLC csoportok 10 tulexpresszalt kozos génjei CD4+ CM T-sejtekben a
kovetkezok: AC008481.1, COMMD1, MRPL41, C12o0rf57, RPS3AP5, AL009174.1,
AC026979.2, AC108161.1, CUTA, AL450998.1. Az exCOPD és NSCLC csoportok 10
leginkabb represszalt kozos génjei CD4+ EM T-sejtekben a kovetkezék: FGFBP2,
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CERKL, RBL2, GNLY, SYNE1, HNRNPLL, PTPN4, GLS, ITGAM, TGFBR3, addig a
exCOPD ¢és NSCLC csoportok 10 up-regulalt kozos génjei CD4+ CM T-sejtekben a
kovetkez6k: AC008677.2, AC245033.4, AL450998.1, RPS18P9, RPS3APS5, EEF1A1PS5,
RPL27AP, RPL41P5, AC008481.1, S100A09.

CD4+ centralis memdria T-sejtek

NSCLC vs. SmHC exCOPD vs. SmHC
HALLMARK: angiogenezisben részt vevd FDR
up-regulidltgének * ® e <025
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2 1 ] 1 2 2 1 0 1 2
NES
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NSCLC vs. SmHC exCOPD vs. SmHC
HALLMARK: a sejtciklus G2/M
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HALLMARK: Protein szekrécios
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23.abra: CD4+ EM és CD4+ CM T-sejtek Gene Set Enrichment Analizisének eredményei. Az
abrak azokat a KEGG és HALLMARK génkészleteket mutatjak, melyek hasonld tendenciat
mutattak a NSCLC vs. DK és az exCOPD vs. DK csoportok sszehasolitasa soran. A pozitiv NES
(Normalized Effect Score) értékek a DK-ban vald génfelhalmozodast jelzik. A pontok méretei az
FDR (False Discovery Rate) értéktartomanyait mutatjak.

V.3 Immuno-onkolégiai ellenérzépont mediatorok meghatarozasa vérplazma
mintabdl
A -80°C-on tarolt 4 vizsgalati csoport vérplazma mintajabol multiplex, kvantitativ
analizist végeztink Luminex MAGPIX® technologiat hasznalva, mely soran
vizsgalt plazmafehérjék koziil négy mediator (TIM-3/CD366, PD-L2/CD273, B7-
2/CD86, GITRL) mutatott szignifikans eltérést a vizsgalt csoportok kozott. A gatlo TIM-
3/CD366 koncentracioja emelkedett StCOPD-ben a DK-hoz viszonyitva, mig exCOPD-
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ben a stCOPD-vel 6sszevetve csokkenést tapasztaltunk. A szintén inhibitor szerepet
betolté PD-L2/CD273 szignifikansan legalacsonyabban az exCOPD-ben figyelheté meg
a masik harom csoporttal Osszehasonlitva. A T-sejt stimuldcidban szerepet jatszo
CD86/B7-2 ¢és GITRL koncentracidja exCOPD-ben emelkedést mutat dsszevetve a DK
csoporttal. A tovabbi vizsgalt 13 plazmaprotein esetén bar szignifikans kiilonbséget nem,
viszont a DK csoporttal Osszehasonlitva emelkedett koncentracio figyelhetd meg a
stCOPD, exCOPD és NSCLC csoportokban. (24.abra)

LAG-3/CD223 D27 PD-A2/CD273 CTLA-4/CD152 BTLA/CD272 PD-L1/CD274
00

°
2000
s
i o E)
ot :
3 3 @ K
T P <
A0 3 o .
ol o o | 3
Ao &w >
4 d
S| s
g 1 | z000 ® e
q o ¢
S
o

PD-1/CD279 TIR-2/CD282 TIM-3/CD366 1COS/CD278 28 GITR/CD357
. s5m - o

a0z

aowao

&
o
o o
o]
ovan - | 4 9
° |
d
&

[

a000s -

Seignifikancia
a0

Koncentracié {pg/ml)

Koncentracld (pg/mi)

s o
o
: q o
o E
a

: 3 - L ) :
oao s6/B72 | Hvemjco270 CDB0/B7-1

DK | P—teiro o
iy

:
exXCOPD " - Erg——®%—=—=1 0 0

StCOPD
NSCLE —Fpm—o—a—s

002~

[P
&
o o o
o8y Bay o
L SN .
% Ea SO
o % FaE Fa— &
o, o
T o

El
3 g
P '
. F “a < T
= a 5l
a u o a g a o w x a o g w o oay
5223 5 & a 2 a2 &2 5 = & g3 5 & &g
g o2 g oz o g g 6 o 8 g g g
g 8 2 g 8 2 g % = g "8 = g 8§ =
¥ % % - g % ¥ %

24.abra: 17 szolubilis immun-onkoldgiai ellenérzépont fehérje koncentracidja egyéni értékeket
abrazolva a DK, stCOPD, exCOPD és NSCLC csoportokban. Szignifikansnak tekintettiik a
kiilonbséget, ha p < 0,05. Csoportok kozotti szignifikans eltérést a gatlo TIM-3/CD366 és PD-
L2/CD273 ill. az aktival B7-2/CD86 és GITRL mennyiségében tapasztaltunk.

A Luminex mérés eredményeit klaszterezo analizisssel is vizsgaltuk, mely soran

a koncentracios értékek a z-pontszam tarnszformécio utan 3 {6 klasztert hataroztak meg

(27.A 4&bra). Az 1. Kklaszterb6l, melyre a gyulladasos mediatorok legmagasabb

koncentrécioja jellemzd, hianyzik a DK csoport, és 3 exCOPD, 2 stCOPD és 1 NSCLC-

s beteget foglal magaba. A 2. klaszterre a plazmafehérjék legalacsonyabb koncentracioja
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jellemzo6 és 5 DK, 6 exCOPD ¢és 4 NSCL-s beteg alkotja. A 3 klaszter egy koztes
klaszternek tekinthetd, ahol az immun-onkoldgiai mediatorok kdzepes koncentracidja
figyelhet6 meg, 4 DK, 5 stCOPD és 8 NSCLC-s beteget képvisel. (27.B abra) Az analizis
soran azt is megallapitottuk, hogy az egyes vizsgalati csoportok milyen aranyban
tartalmazzak a 3 klasztert. A DK csoport csak az 2 és 3 klasztert, a stCOPD legnagyobb
aranyban a 3. klasztert, majd a 2. és kis szazalékban az 1. klasztert tartalmazza. Az
betegség sulyosbodéasaval korreldlva az exCOPD csoport legnagyobb aranyban a 2.
Klaszter, majd 3. klasztert, végezetiil legkisebb aranyban, de a betegcsoportok kozott a
legnagyobb szazalékban pedig a 1. klasztert tartalmazza ellentétben az NSCLC-vel, ahol
legnagyobb szazalékban a koztes, 3.klaszter-t, majd a 2. klaszter, és — a betegcsoportok
kozott a legkisebb szazalékban itt el6forduld — gyulladasos, 1. klaszter-t tartalmazza
(27.C ébra).
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25.abra: A betegek vérplazmajaban detektalhatdé 17 immun-onkologiai mediator
szinkoddal vannak feltiintetve, ahol a piros a magas, a kék pedig az alacsony koncentraciot jeldli.
A koncentraciés szinteket Z-pontszam transzformacioval normalizaltuk. Hierarchikus
klaszterezéssel harom f6 klasztert azonositottunk. (B) A vizsgalati csoportok eloszlasa a harom
klaszterben. (C) A klaszterek eloszlasa a kiilonboz6 vizsgalati csoportok kozott. Az 1. és 2.

klaszter a legmagasabb, illetve a legalacsonyabb plazmafehérje koncentracioval jellemezhetd. A
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3. klaszter koztes plazmaprotein koncentraciot mutat, és az NSCLC mintak legnagyobb hanyadat

tartalmazza.

cyey .

Végezetiil, a T-sejtek biologiajara Osszpontositva eredményeinket 3 szinten —
gének, fehérjék, sejtek — foglalhatjuk 6ssze. A CD4+ CM és CD4+ CM T-sejtek
transzkriptomikai vizsgalata feltarta, hogy az exCOPD-s és NSCL-s betegpopulacio
memoriasejtjeinek transzkriptomja korrelaciét mutat, vagyis sikeresen azonositottuk
csoportok kozotti, kozosen magasan €s alacsonyan kifejez0d6 géneket. Fehérjék szintjén
a szolubilis plazmafehérjék kvantitativ meghatarozasa tortént, ahol a CD86, a GITRL
emelkedett, a TIM-3 és a PD-L2 pedig csokkent exCOPD-ben. NSCLC-ben emelkedett
PD-L2 koncentraciot figyeltiink meg. Sejtek szintjén az egysejtes immunfenotipizalas tart
fel kiilonbségeket a periférias immunrendszer sejtes kompartmentjeiben. A
CD4+/CD38"9" T-sejtek mennyisége exCOPD-ben megnétt, NSCLC-ben lecsokkent, a
CD4+/CD183+ T-sejtek szama pedig exCOPD-ben csokkent le, NSCLC-ben pedig
novekedett, hasonléan a CD4+ CM T-sejtekhez.(26.abra)
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¢ [ Legjobban up-regulilt gének CD4+ CM sejtekben (exCOPD és NSCLC-ben egyszerre): AC108161.1, CUTA, AL450998.1
“c’ Legjobban represszalt gének CD4+ CM sejtekben (exCOPD és NSCLC-ben egyszerre): MAP3K2, SUZ12, SYNE2
‘3 Legjobban up-regulalt gének CD4+ EM sejtekben (exCOPD és NSCLC-ben egyszerre): RPL41P5, AC008481.1, SI00A9

Legjobban represszilt gének CD4+ EM sejtekben (exCOPD és NSCLC-ben egyszerre): FGFBP2, CERKL, RBL2

26.abra: Az eredményeink vazlatos abraja harom szintre 6sszpontositva: gének, fehérjék, sejtek.
A CD4+ CM és CD4+ EM sejtek transzkriptomja korrelaciot mutatott exCOPD és NSCLC esetén.
A harom leginkabb eltéréen expresszalodd gént emeltik ki. Meghataroztuk a szolubilis
mediatorok mennyiségét, ahol a CD86 és a GITRL magasabb, mig a TIM-3 és a PD-L2
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alacsonyabb volt az exCOPD betegek plazmamintaiban. Végiil az egysejtes immunfenotipizalas
a periférias kompartmentek Osszetételének megvaltozasat tarta fel, ahol az immunsejt
alpopuléciok gyakorisagat szamszertsitettiik, majd azonsitottuk az exCOPD-re és az NSCLC-re

jellegzetes immunsejt csoportokat. (Forras: Gémes és mtsai, Front. Immunol., 14:1297577, 2023)
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VI.

Diszkusszio

Vizsgalatunk célja a dohanyos, stabil COPD ¢és exacerbalo COPD
immunhomeoszazis egyensulyhianyanak mélyebb megértése volt. Mivel a dohanyzas ¢és
a mar kialakult COPD gyakran tiidérakhoz vezet, ezért dohanyos NSCLC-s betegek
mintdit is vizsgaltuk. A dohanyzas okozta dnfenntartd, szisztémas gyulladast korabban
mar csoportunk, valamint mas kutatdcsoportok is intenziven tanulmanyoztak [4], [78],
[79]. A dohanyzas szisztémas immunrendszerben okozott valtozasait COPD
megbetegedésben Taucher és mtsai atfogoan vizsgaltak [80]. Csoportunk nemrégiben
hatarozta meg a kemo- vagy immunellenérépont-gatld terapiaban (ICl) részesiild
dohanyos, elérehaladott NSCLC-s betegek periférias immunfenotipusat egysejt-
tomegcitometriat felhasznalva [34]. Ugyanakkor korlatozott szamu tanulmany all
rendelkezésiinkre, melyben CyTOF technikat alkalmaznak a dohanyos COPD-s és
NSCLC-s betegek periférids mononukledris vérsejtjeinek immunfenotipizalasara.
Kordbban Vasudevan és mtsai CyTOF-ot hasznalva kronikus gyulladast tamogatd
mieloid sejtek alacsonyabb PD-L1 és PD-L2 expressziojat mutattak ki dohanyos COPD-
s betegek bronchoalveolaris mosassal (BAL) gyijtott mintajabol [81]. Freeman és mtsai
elvégezték COPD-s betegek PBMC, BAL és kopetmintainak immunfenotipizalasat 12-
szinli aramlasi citométer antitest panelt felhasznalva. Meghataroztdk 7 immunse;jt
populacio (CD4+ és CD8+ T-sejtek, B-sejtek, monocitak, makrofagok, neutrofilek és
eozinofilek) kapuzasi stratégiajat és tovabbi elemzéseket javasoltak annak céljabol, hogy
felfedjék az immunsejt alpopulaciok fenotipusa valamint a dohdnyzasi elézmények,
spirometriai adatok illetve a COPD-s betegek egyéb fiziologiai paraméterei kozotti
korrelaciot [82]. Xiong és mtsai szintén aramlasi citometriaval, 8-szinii panelt
felhasznalva Thl, Th17 tipust és regulatoros T-sejt alpopulaciok ndvekedését mutattdk
ki akut, exacerbald6 COPD-s betegek PBMC mintaibol a stabil COPD-s betegek mintaival
Osszevetve [83]. Kapellos és mtsai a cigarettafiist-kitettség ragcsaldo modelljében egysejt-
tomegcitomteriaval kimutattak a CD34+/CD117+/CD16/32+/1dU+ progenitorok,
CD117+/CD11b+ preneutrofilek és CD11b+/Ly-6G+/CD117-/CD62L-/CD172a- éretlen
neutrofilek relativ novekedését a dohanyfiistnek kitett allatokban, mig a CD11b+/Ly-
6G+/CD117-/CD62L+/CD172a+ érett neutrofilek szama viszonylag csokkent [84].
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Jelenlegi szakirodalmi ismereteink szerint az altalunk végezett vizsgalat az elso,
amely Osszehasonlitja a dohanyos, egészséges kontrollok periférias immunfenotipusat a
terapia naiv, dohanyos, stabil illetve excerbaldé COPD-ben vagy NSCLC-ben szenvedd
betegek periférias immunfenotipusaval. A rendelkezésiinkre all6 kontrollok és betegek
periférias vérmintait széleskortien vizsgaltuk CyTOF ¢és Luminex MAGPIX®
technologiaval. Multiplex, egysejt- tomegcitometrias méréseinkhez egy 29 tag antitest
panelt hasznaltunk, igy 14 f6 immunsejt populaciot tudtunk meghatarozni, mint a CD4+
T-sejtek, CD8+ T-sejtek, CD4+/CD8+ (kettés pozitiv) T-sejtek, CD4-/CD8- (kettbs
negativ) T-sejtek, y/6 T-sejtek, CD4+ NKT-sejtek, CD8+ NKT-sejtek, B-sejtek,
plazmablasztok, monocitak, CD11c%™ sejtek, pDC-k és mDC-k. Késébbiekben
fokuszunkat a T-sejtek alpopulacidinak tovabbi vizsgalataira sziikitettiik. A CD4+ és
CD8+ T-sejtek aranyat vizsgalva jelentds emelkedést tapasztaltuk NSCLC-ben a
monocitdk és CD11¢%™ sejtek szamanak csokkenése rovasara. A CD4+ T-sejteken a
CD38 fokozott expresszidjat figyeltilk meg exCOPD-ben, ami egy ciklikus ADP riboz-
hidrolazként miikodd aktivacios sejtfelszini marker. Guades és mtsai korabban leirtdk a
CD38 altal kozvetitett fokozott jelatvitelt COPD-ben, mely a NAD-ot t6bb metabolit,
tobbek kozott adenozin-difoszfat riboz és a ciklikus adenozin-difoszfat riboz eldallitasara
hasznalja fel, amelyek a 1égut simaizmainak kalcium jelatvitelében vesznek részt [85]. A
CD38 tovabbi szerepet t6lt be az immunsejtekben, ahol funkcioja a sejtdifferencialodas
modulalasatol a gyulladas alatti effektor funkciokig terjed, igy a CD38 szabalyozhatja a
sejtek toborzasat, a citokin felszabadulast és a NAD elérhetéségét[86]. A CD183 vagy
masnéven CXCR3 egy kemokin receptor, mely kdlcsonhatasba I1éphet a CXCL9,
CXCL10 és CXCL11 kemokin ligandokkal, igy befolyasolva a T-sejtek polarizaciojat
[87]. Osszehasonlit elemzésiink soran azt talaltuk, hogy a CDI183+ &sszevont
metaklaszterek legkisebb aranyban fordultak el6 CD4+ T-sejteket vizsgalva exCOPD-
ben, ellenben NSCLC-ben emelkedés volt megfigyelhetd, mig CD8+ T-sejtek esetén
szintén csokkent StCOPD-ben. A CD183 kifejezddésének csokkenését tapasztaltuk CD4-
/CD8-T-sejtek estében az exCOPD, és /0 T-sejtekben a stCOPD csoportban. A CD183
a T-sejtek polarizaciojan tul, befolyasolhatja a memoria T-sejtek fejlodését [73], [88].

Eredményeinket a CD4+ CM ¢és CD4+ EM T-sejteket vizsgalva a korabbi
szakirodalmi adatok alatdmasztjak, mert a vizsgalt memoria T-sejtek aranya az exCOPD-
ben a legalacsonyabb, illetve a CD183+ metaklaszterek aranya szintén exCOPD-ben volt
a legalacsonyabb CD4+ T-sejtek esetében.Tovabba, Roberts és mtsai is a CD4+ CM és
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CD4+ EM T-sejtek alacsonyabb aranyat publikaltdk COPD-s megbetegedésben a
dohanyos kontroll csoporthoz képest [74]. Mivel a CD4+ T-sejtek kdzponti szerepet
jatszanak a T-sejt medialt valaszok polarizacidjaban, ezért a CD4+ CM ¢és CD4+ EM T-
sejteket valasztottuk ki a tovabbi transzkriptom analizisre RNS szekvenalassal, melyhez
a vizsgalni kivant CD4+ memoria T-sejt alpopulacidkat fluoreszcens antitest jeldlés utdn
szortoltuk. Jelenlegi ismereteink szerint kutatocsoportunk vizsgalta el6szor a dohanyos
kontroll, stabil és exacerbalo COPD és NSCLC betegekbdl szarmazd CD4+ CM és CD4+
EM sejtek periférids immunfenotipusat és transzkriptomjat. Az exacerbalo COPD-ben és
az NSCLC-ben tartosan fennallo kronikus gyulladas a CD4+ CM vagy CD4+ EM sejtek
differencidlisan expresszalt génjeinek koexpresszidjaban 0,8 vagy 0,74 Pearson-
korrelaciot mutatott. Mivel a CD4+ helper T-sejtek esszencialis szerepet toltenek be az
adaptiv immunitas polarizacidjdban, az mRNS-ek magas lefedettsége ezekben a memoria
sejtekben szerepet jatszhat az antigénfiiggd gyulladasos utvonalakban exCOPD ¢és
NSCLC esetén. Ezért azt feltételezziik, hogy a dohanyzéas altal generalt gyulladas
polarizélja a CD4+ CM ¢és CD4+ EM T-sejteket, amelyek hozzajarulhatnak a COPD
markert, mint példaul az exCOPD és NSCLC-ben magasan kifejezett S100A9-et a
dohényzas indukalja, és hozzajarul a COPD kialakuldséhoz vagy az NSCLC csokkent
taléléséhez [89], [90]. Azt, hogy a COPD ¢és a tiidérakos szovetek milyen immunsejt
Osszetétellel rendelkeznek korabban mas kutatocsoportok mar publikaltak[75], [91], [92],
ezért a vizsgalat soran a periférias immunitas jellemzésére, ezen beliil pedig az immunsejt
alcsoportok heterogenitasanak megismerésére koncentraltunk. Sahin és mtsai
publikaciojukban 11 szérum biomarkert vizsgaltak stabil és exacerbalé COPD-ben és
megallapitottak, hogy a leukocita és neutrofil sejtek szama, a vorosvérsejt-eloszlasi
szélessége (red cell distribution width, RDW), a C-reaktiv protein, a neutrofil-limfocita
arany és a trombocita-limfocita arany magasabb volt exCOPD-ben, mint az egészséges
kontroll csoportban [93]. Barta és mtsai kopet mintak citokin vizsgalata soran IL-6 és
novekedés szabalyzott onkogén-o magasabb szintjét mérték stCOPD-ben, mint a nem
dohanyos kontrollokban, az IL-1Ra, RANTES, MIG, BMP-4, BMP-6, GDNF és Acrp30
szintjét szintén magasabbnak talaltak exCOPD-ben, mint stCOPD-ben [94]. Az altalunk
hasznalt Luminex MAGPIX® panel egy kereskedelmi forgalomban kaphaté immun-
onkologiai ellenérzépont proteinek mérésére alkalmas panel volt, amelynek eredménye a
COPD-s ¢s tudorakos betegek vegyes fenotipusat mutatta. Az exCOPD-s betegek
plazmaja gyulladasos fenotipust mutatott, ahol a gatld PD-L2 és TIM-3 alacsonyabb
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koncentracioban volt jelen az stCOPD-vel szemben, valamint a stimulalo CD86 és
GITRL a DK-hoz képest megndovekedett szintjével jellemezhetd. A meghatarozott
klaszterek eloszlasa a DK, stCOPD, exCOPD vagy NSCLC csoportba tartozo egyének
heterogenitasat reprezentaljak. A fentebb emlitett betegséggel Osszefiiggd heterogén
fenotipusok terapids rezisztenciat rejthetnek magukban, igy a megfeleld terapids
lehetdségek kivalasztasa tovabbi kihivast hordoz magaban. Csoportunk kordbban
atfogoan vizsgalta, hogy a kronikus gyulladas hogyan biztositja a megfeleld feltételeket
rak kialakulasahoz [95], valamint azt is, hogy a COPD eléfeltétele lehet a tiidorak
kialakulasanak [4]. Vizsgalatunk egyik f6 lizenete a dohanyzassal Osszefliggd, az
eXCOPD-t és az NSCLC-t 0sszekotd szisztémas gyulladas, mely komplex egysejt-
tomegcitometrids profilként mutathatd ki, hiszen a periférids immunfenotipus
meghatarozasa komplex ralatast biztosit az immunpopulaciokra, kiilonos tekintettel a T-
sejtes kompartmentekre. Freeman és mtsai korabban a CD4+ és CD8+ T-sejtek
csOkkenését publikaltak akut exacerbacioban szenvedé COPD-s betegek periférias

vérében, ami eredményeinkkel szintén 6sszecseng [96].

Osszességében nehéz megbecsiilni, hogy az immunfenotipusban mutatkozé
kiilonbségek koziil melyiknek van a legnagyobb klinikai jelentésége, viszont adataink
forrasként szolgalhatnak olyan jovdbeli vizsgalatokhoz, amelyek a dohanyos COPD-s
vagy NSCLC-s betegek  immunhomeosztazis-egyenstulyzavardnak  mélyebb

megértéséhez vezetnek.
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VIII.

Osszefoglalo

A tiidérakos megbetegedés mellett a kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD)
2020-ban a harmadik vezetd halalozasi ok volt vilagszerte. A COPD, olyan gyulladdsos
tiidobetegség, mely a tiid6 légaramlasanak akadalyozottsagat okozza, a betegség
progresszidja pedig tiidorak kialakulasahoz vezethet. Tiinetei kozé tartozik a nehézlégzés,
kohogés, fokozott nyalkatermelés és a zihalas. A legfontosabb kockdzati tényezdi a
dohényzas, a bel-és kiiltéri légszennyezésnek vald kitettség, allergének, munkahelyi
kitettség, elhizas, mozgasszegény életmdd €s az egészségtelen taplalkozasi szokasok. Mig
a COPD {6 kockazati tényezdjének a dohanyzast tartjak, addig a dohanyosok kortilbeliil
45-50%-a szenved COPD-ben, a COPD-s betegek nagyjabol 25-45%-a pedig soha nem
dohanyzott. Tovabba, a tiidorak kialakulasanak kockazata Otszor magasabb dohanyos
COPD-s betegeknél, mint normal tiidéfunkcidval rendelkezd dohdnyosoknal, és kétszer
magasabb, mint a nem dohanyos COPD-s betegeknél. Ezért az oxidativ stressz €s a

dohéanyzas kiemelt fontossagu szerepet jatszik a COPD ¢és a tiidorak kialakulasaban.

Erdeklédési koriinkbe a gyulladésos megbetegedések és a betegség kialakulasa soran
fellépd periférids immunhomeosztazis zavarai tartoznak, ezért Ph.D. munkam sordn a
dohanyfiist hatésat vizsgaltuk a periférias immunrendszer immunfenotipusara, sejtes €s
molekularis résztvevoire egyarant dohanyos, gyulladdsos tlidopathologiakban.
Kisérleteink legfébb modszerei az egysejt-tomegcitometria, mely multiplex
fenotipizalasra képes egysejt szinten, a Luminex XMAP (MAGPIX®) technologia, mely
soran egyetlen mintabol egyszerre tobb plazmafehérje mennyisége detektalhato, illetve

az RNS-szekvenalassal végzett transzkriptomikai analizis volt.

Vizsgalatainkhoz 4 vizsgdlati csoportot hatdroztunk meg: dohanyos, egészséges
kontrollok (DK); dohanyos, terapia naiv stabil COPD (stCOPD); dohanyos, terapia naiv
exacerbalo COPD (exCOPD) és dohanyos, terdpia naiv nem kissejtes tiidorakos betegek
(NSCLC) csoportja. A DK csoportot korban és nemben a betegcsoporthoz illeszkedd
egyének alkottdk, mig a COPD-s csoportokban a mintavételkor ismert tiidérakos
megbetegedés nem allt fenn. A vérmintak gytijtése 2018. december — 2019 december
kozott, a COVID-19 jarvany kialakulasa el6tt tortént.

Els6 célunk a periférids mononuklearis sejtek (PBMC) immunfenotipusanak

multiplex dsszehasonlito vizsgalata volt egysejt-tomegcitometriaval. Ennek elvégzéséhez
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az Onkéntes kontrolloktol és a betegektdl periférids vérmintat gyljtottiink, majd
elvalasztottuk a PBMC-t a vér tobbi alkotoelemétdl. Osszesen 9 dohanyos kontroll, 8
StCOPD-s, 8 exCOPD-s ¢és 8 NSCLC-s beteg PBMC mintajanak immunfenotipizalasat
végeztiik el a 29 antitestet tartalmazo, Human Immune Monitorig (Fluidigm) gyari panelt
felhasznalva. Az €16, szinglet, CD45+ immunsejteket a CD3, CD4, CD8, CD11c, CD14,
CD16, CD19, CD20, CD24, CD25, CD27, CD28, CD38, CD45RA, CD45R0O, CD56,
CD66b, CD123, CD127, CD161, CD183, CD185, CD194, CD196, CD197, HLA-DR,
IgD ¢és TCRyo sejtfelszini markerekkel jellemeztiik. A vizsgalt markerek kifejezodése
alapjan feliigyelet nélkiili elemzéseket végeztiink, mint a UMAP (Uniform Manifold
Approximation and Projection for Dimension Reduction) és a FlowSOM (Self-
Organizing Maps for flow cytometry), melyekkel 14 f6 immunsejt populaciot hataroztunk
meg, mint a CD4+ T-sejtek, CD8+ T-sejtek, CD4+CD8+ T-sejtek, CD4-CD8- T-sejtek,
v/d T-sejtek, NK-sejtek, CD4+ NKT-sejtek, CD8+ NKT-sejtek, plazmablasztok, B-
sejtek, monocitak, CD11c%™ sejtek, plazmacitoid dendritikus sejtek (pDC), monocitoid
dendritikus sejtek (mMDC). A f6 immunpopulaciok gyakorisagat a CD45+, €16 sejtek
aranyaban fejeztiik ki szdzalékosan, majd statisztikai Osszehasonlitast végeztiink a
kiilonb6zé betegesoportok és a kontrollcsoport kozott. Az Gsszehasonlitas soran 5
immunpopulacid eloszlasa mutatott szignifikans eltéréseket. A CD4+ T-sejtek aranya a
stCOPD ¢s exCOPD csoportban egyharmadéara, a DK csoportban a felére csokkent,
NSCLC-ben volt a legmagasabb, mig a CD8+ T-sejtek aranya exCOPD-ben volt a
legalacsonyabb és stCOPD-ben pedig a legmagasabb. A CD4-/CD8- T-sejtek, a pDC és
mDC aranya szintén exCOPD-ben bizonyult a legalacsonyabbnak. Ezzel ellentétben a
monocitak aranya exCOPD-ben a DK kétszerese, a CD11¢4™
tizszerese stCOPD és exCOPD, NSCLC-ben pedig a DK 6tszorose Volt.

sejtek aranya pedig a DK

Ezt kovetden a fobb immunsejt populdciok marker expresszidjat is
Osszehasonlitottuk, mely soran 33 szignifikans kiilonbséget azonositottuk. A CD4+ T-
sejtek esetén a CD27 kifejez6dése NSCLC-ben csokkent a CD127 pedig exCOPD-ben
volt a legmagasabb. A CD8+ T-sejtek CD27, CD28 és CD127 expresszidja stCOPD-ben
volt a legalacsonyabb, de a betegség stilyosbodasaval az expressziojuk fokozddott, mig a
CD183 exCOPD-ben a CD197 pedig stCOPD-ben fejez6dott ki legalacsonyabban, de a
tobbi betegcsoportban is csokkent expressziot mutatott. A CD4+/CD8+ T-sejtek esetén a
CDS8 ¢és CD25 kifejezddése exCOPD-ben volt a legmagasabb, a CD27 expresszidjaban
pedig exCOPD és NCSLC-ben csokkenést tapasztaltunk. A CD4-/CD8- T-sejtek a CD28-
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at exCOPD-ben a legmagasabban, a CD183-at pedig exCOPD-ben expresszaltak a
legalacsonyabban. Az CD4+ NKT-sejtek CD16, CD45 és CD197 mig a CD8+ NKT-
sejtek CD16, CD56 és CD183 kifejez6désében talaltunk szignifikans eltéréseket. B-sejtek
esetében a CD19 kifejezédése NSCLC-ben, a HLA-DR expresszidja pedig exCOPD-ben
volt a legalacsonyabb, a CD185 és CD196 expresszioja pedig stCOPD-ben. A pDC-k a
CD19-et, a CD27-¢et és a CD45RA-t az NSCLC-ben legalacsonyabban, a CD38-at pedig
az exCOPD-ben fejezték ki a legmagasabban. A CD11¢%™ populacié marker expresszids
vizsgalata soran a CD3, CD14 4s HLA-DR kifejezddésében taldltunk szignifikéns
kiilonbséget, a CD3 és HLA-DR expresszidja exCOPD-ben a legalacsonyabban, a CD14
pedig exCOPD-ben a legmagasabban kifejezé6doének bizonyult.

Az egysejt-immunfenotipizalas eredményei koziil érdemes kiemelni néhany
kiilonbséget, melyek relevansak lehetnek a gyulladas stilyosbodasaban és a tumorellenes
immunvalasz karosodasaban, mint CD4+ és CD8+ T-sejtek betegcsoportokban mutatott
csokkent CD27 expresszigjat, amely a tumor nekrozis faktor szupercsalad tagjaként
kulcsszerepet tolt be a T-sejt aktivacioban, eldsegiti a T-sejtek osztodasat és
melynek az NK-sejtek altali tumorsejt 6lésben van meghatarozé szerepe - csokkenése

mind a CD4+ NKT- és CD8+ NKT-sejteken NSCLC-ben kiemelt jelentségii.

Az analizis utolso 1épéseként minden fopopulacidot FlowSOM algoritmussal tovabbi
alpopuléaciokra, ugynevezett metaklaszterekre bontottunk ¢€s statisztikai elemzést
végeztiink a csoportok kozotti eloszlasuk alapjan. Mivel a dohanyos COPD-s betegek
immunrendszerének aktivalodasa és tiidorak esetén a T-sejtek diszfunkcidja vagy
kimeriilése ismert, ezért fokuszunkat a T-sejtek alpopulacidinak vizsgalatara
Osszpontositottuk. A betegcsoportban szignifikdnsan magasabb aranyban megtalalhato
alpopulaciok a DK-val 6sszehasonlitva a kovetkezok voltak: CD4+ T-sejtek CD38PM9M ¢s
CD183+ MC-ei, CD8+ sejtek a MCO1: CD45RAY™ alpopulacié, MCO6:
CD28+/CD194+, MC13: CD27+/CD183+/CD1979™ CD4-/CD8- sejtek a MCO04:
CD38Y9 ¢s MCO05: CD38"/CD183+/CD196+ alpopulaciéi. A betegcsoportban
szignifikdnsan alacsonyabb aranyban megtalalhaté alpopulaciok a DK-val
Osszehasonlitva a kovetkezd voltak: CD8+ sejtek a CD27+ MC-ei és a CD183+ MC-el,
voT-sejtek CD183+ MC-ei.
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Mivel a CD4+ EM és CD4+ CM T-sejtek eloszlasa hasonld mintazatot mutatott,
vagyis a DK-hoz képest a stCOPD-ben csokkent, legalacsonyabban az exCOPD-ben,
majd a NSCLC-ben a DK-val kozel azonos aranyban volt jelen, ezért tovabbi
transzkriptomikai vizsgélatainkhoz ezt a két memoriasejt populaciot valasztottuk ki. Az

RNS szekvendlds eredményeképp exCOPD ¢és NSCLC csoport CD4+ CM

s

crcr

kozosen, eltéréen alacsonyan kifejez6d6 gént azonositottunk, melyek 0,747 Pearson-
korrelaciot mutattak. A HALLMARK ¢és KEGG analizesek sordn azt az eredményt
kaptuk, hogy az exCOPD és NSCLC CD4+ CM sejtjeiben f0képp az angiogenezisben
szerepet jatszo utvonalak, addig az exCOPD és NSCLC CD4+ EM sejtjeiben a
sejtosztodasban, fehérje szekrécioban, transzkripcidoban, UV sugarzasra adott valaszban

szerepet jatszo gének up-regulaltak.

A rendelkezésiinkre all6 vérplazma mintakon multiplex Luminex MAGPIX® mérést
végeztiink 17 immuno-onkologiai ellendrzépont mediator (BTLA, CD27, CD28, TIM-3,
HVEM, CD40, GITR, LAG-3, TLR2, GITRL, PD-1, CTLA4, CD80, CD86, PD-L1, PD-
L2, ICOS) mennyiségi meghatirozasa céljabol. A vizsgalati csoportot 9 dohanyos
kontroll, 11 stCOPD-s, 13 exCOPD-s és 13 NSCLC-s beteg alkotta. A vizsgalt
plazmafehérjék koziil a TIM-3/CD366, a PD-L2/CD273, a B7-2/CD86 és a GITRL
mutatott szignifikans eltérést. A T-sejt aktivacioban résztvevé B7-2/CD86 és a GITRL
koncentracidja exCOPD-ben volt a legmagasabb, ezzel ellentétben az inhibitor PD-
L2/CD273 exCOPD-ben volt a legalacsonyabb. A gatlo TIM-3/CD366 mennyisége pedig
stCOPD-ben a volt legmagasabb. Elvégeztiik a vizsgalt plazmafehérjék klaszterezését is,
mely sordn 3 klasztert hataroztunk meg. Az 1. klaszterre a gyulladdasos mediatorok
legmagasabb koncentracioja jellemz6 és hianyzik bel6le a DK csoport, addig a 2. klasztert
a plazmafehérjék legalacsonyabb koncentracidja jellemzi. A 3. klaszter egy atmeneti
csoportnak tekinthetd, ahol a vizsgélt mediatorok kdzepes koncentracidja figyelhetd meg,

tobbségben NSCLC-sek alkotjak.
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IX.

Summary

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) was the third leading cause of death
worldwide in 2020 beside lung cancer. COPD is a chronic inflammatory lung disease that
causes obstructed airflow in the lungs. The progression of COPD may cause lung cancer.
Symptoms include difficulty breathing, coughing, increased mucus production and
wheezing. The most important risk factors are tobacco smoking, exposure to indoor and
outdoor pollutants, allergens, occupational exposure, obesity, pchysical inactivity and
unhealthy diet. The main risk factor of COPD is tobacco use, however around 25-45% of
COPD patients were never-smokers. Furthermore, the risk of developing lung cancer is
five times higher in smokers with COPD than in smokers with normal lung function, and
twice as high as in non-smokers with COPD. Therefore, oxidative stress and tobacco

smoking play a major role in the development of COPD and lung cancer.

Our intertest was the immunphenotyping of smokig related pathologies, therefore the
main goal of my Ph.D. research was to examine the effects of tobacco smoking on the
peripheral immune system in chronic inflammatory lung pathologies. The main methods
of our experiments were single-cell mass cytometry which is able to perform multiplex
phenotyping at single cell level, Luminex xMAP (MAGPIX®) technology, able to detect
multiple plasma protein levels simultaneously from a single sample, and transcriptomic

analysis by RNA sequencing.

We defined 4 experimental groups: smoker, healthy controls (SmHC), smoker,
therapy naive stable COPD (stCOPD), smoker, therapy naive exacerbating COPD
(exCOPD) and smoker, therapy naive non-small cell lung cancer (NSCLC) patients. The
SmHC group consisited of age- and sex-matched individuals, in the COPD groups there
was no known lung cancer at the time of sampling. Blood samples were collected between
December 2018 and December 2019, before the outbreak of COVID-19 pandemic in
Hungary.

Our first aim was to perform a multiple comparative analysis to identify the
immunophenotype of peripheral blood mononuclear cells by mass cytomery. Peripheral
blood samples were collected from volunteer controls and COPD or NSCLC patients,
then PBMC was separated from other blood components. We performed the
immunophenotyping of the PBMCs of 9 SmHCs, 8 stCOPD, 8 exCOPD and 8 NSCLC
patients using the 29 antibodies containing Human Immune Monitoring Panel (Fluidigm).
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The CD45+ living singlet cells were characterized by the following cell surface markers:
CD3, CD4, CD8, CD1lc, CD14, CD16, CD19, CD20, CD24, CD25, CD27, CD28,
CD38, CD45RA, CD45R0, CD56, CD66b, CD123, CD127, CD161, CD183, CD185,
CD194, CD196, CD197, HLA-DR, IgD and TCRys. Unsupervised analyses, such as
UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection for Dimension Reduction) and
FlowSOM (Self-Organizing Maps for flow cytometry), were carried out according to the
expression of the markers. We identified 14 main immune cell populations: CD4+ T cells,
CD8+ T cells, CD4+/CD8+ T cells, CD4-/CD8- T cells, v/ T cells, NK cells, CD4+ NKT
cells, CD8+ NKT cells, plasmacytoid cells, B cells, monocytes, CD11c%™ cells,
plasmacytoid dendritic cells (pDC), monocytoid dendritic cells (mDC) and their
subpopulations. The frequency of the main immune populations was given within the
percentage of CD45+ cells, then examination groups were statistically compared. The
statistical analysis showed significant differences in the distribution of 5 immune
populations. The proportion of CD4+ T cells was reduced to a third in stCOPD and
exCOPD, a half in SmHC and the highest in NSCLC, while the percentage of CD8+ T
cells was the lowest in exCOPD and the highest in stCOPD. The proportion of CD4-
/ICD8- T cells, pDCs and mDCs was also the lowest in exCOPD. In contrast, the
percentage of monocytes in exCOPD is twice of the SmHC, the percentage of CD11cd™
cells is 10 times higher in stCOPD and exCOPD than in SmHC and 5 times higher in
NSCLC compared to SmHC.

Next, the marker expression profile of the main immune cell populations was
compared, revealing 33 significant differences. The CD27 expression on CD4+ T-cells
was reduced in NSCLC and expression of CD127 was the highest in exCOPD. The CD27,
CD28 and CD127 expression on CD8+ T cells was the lowest in stCOPD but increased
with the progression of the disease, while the expression of CD183 was the lowest in
exCOPD and CD197 in stCOPD, but showed also decreased expression level in the other
patient groups. On CD4+/CD8+ T cells, CD8 and CD25 expression was the highest in
exCOPD, and CD27 expression was reduced in exCOPD and NCSLC. CD4-/CD8- T cells
expressed CD28 the highest in exCOPD and CD183 lowest in exCOPD. Significant
differences were found in the expression of CD16, CD197 and CD45 on CD4+ NKT cells
and CD16, CD56 and CD183 on CD8+ NKT cells. The CD19 expression on B cells was
the lowest in NSCLC, HLA-DR expression was the lowest in exCOPD, and CD185 and
CD196 expression was the lowest in stCOPD. pDCs expressed CD19, CD27 and
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CD45RA the lowest in NSCLC and CD38 the highest in exCOPD. CD11c%™ cells
expressed CD3 and HLA-DR the lowest in exCOPD and the expression of CD14 was the
highest in exCOPD.

Of the results, it is worth highlighting some differences, that may be relevant in the
exacerbation of inflammation and impairment of the antitumor immune response, such as
the reduced expression of CD27 in CD4+ and CD8+ T cells in patient groups, which plays
a key role in T cell activation as a member of the tumour necrosis factor superfamily,
promoting T cell proliferation and differentiation into memory and effector cells.
Furthermore, the reduction of CD16 (FcyRIIl), which plays a crucial role in tumour cell
killing by NK cells, was shown both in CD4+ NKT and in CD8+ NKT cells in NSCLC.

Finally, all main populations were further subdivided into subpopulations, also
known as metaclusters, using FlowSOM algorithm and statistically compared according
to the distribution amoung groups. Because the dysfunction or exhaustion of T cells in
lung cancer has been well known, we focused on T-cell subpopulations. The
subpopulations found in significantly higher rates in patient groups compared to SmHC
were the following: In CD4+ T cells CD38"9" and CD183+ MCs; in CD8+ cells MCO1:
CD45RAY™ ~ MC06: CD28+/CD194+, MC13: CD27+/CD183+/CD197%™
subpopulations, in  CD4-/CD8- cells MCO04: CD38Yd" and MCO5:
CD38"9"/CD183+/CD196+ subpopulations. The subpopulations with significantly
lower rates in patient groups compared to SmHC were the following: in CD8+ cells
CD27+ MCs and CD183+ MCs; in y3T cells CD183+ MCs.

As a result of the distribution of CD4+ EM and CD4+ CM cells showed similar trend,
we selected these two memory cell populations for further transcriptomic analysis. As a
result of RNA sequencing in CD4+ CM cells of exCOPD and NSCLC groups, we
identified 203 genes which were differentially upregulated and 167 genes which were
differentially downregulated and showing 0,807 Pearson correlation. In CD4+ EM cells
of the exCOPD and NSCLC group, 234 differentially upregulated and 90 differentially
downregulated genes were identified, showing 0,747 Pearson correlation. HALLMARK
and KEGG analyses revealed that in CD4+ CM cells of exCOPD and NSCLC, pathways
involved mainly in angiogenesis, whereas in CD4+ EM cells of exCOPD and NSCLC,
genes involved in cell division, protein secretion, transcription, and response to UV

radiation were upregulated.
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We performed multiplex Luminex MAGPIX® measurements on available plasma
samples to detect the concentration level of 17 immuno-oncology checkpoint mediators
(BTLA, CD27, CD28, TIM-3, HVEM, CD40, GITR, LAG-3, TLR2, GITRL, PD-1,
CTLA4, CD80, CD86, PD-L1, PD-L2, ICOS). The study group consisted of 9 SmHC, 11
stCOPD, 13 exCOPD and 13 NSCLC patients. Of the 17 plasma proteins, TIM-3/CD366,
PD-L2/CD273, B7-2/CD86 and GITRL showed significant differences. The
concentrations of B7-2/CD86, which takes part in T cell activation and GITRL, were the
highest in exCOPD, in contrast the inhibitor PD-L2/CD273 was the lowest in exCOPD.
The amount of the inhibitor TIM-3/CD366 was the highest in stCOPD. Clustering of the
plasma proteins was also performed and 3 clusters were identified. Cluster 1 was
characterized by the highest concentration of inflammatory mediators and it was lacking
in SmHC, while cluster 2 was characterized by the lowest concentration of the measured
plasma proteins. Cluster 3 was considered as a transition group with intermediate
concentration of the protein mediators, predominantly represented by NSCLC patients.
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