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Afejlett vildg leggyakrabban eléfordulé raktipusai a tidérak
és a mellrak. Mig a mellrak tulélési rataja javulé tendenciat
mutat, a tidérak az egyik legnagyobb mortalitasi rataval ren-
delkezik. A tumorok kezelését nagyban megneheziti a hete-
rogenitas ténye, ezért egyre fontosabba valnak a multiplex és
heterogenitast is figyelembe vevd, egysejt-szint( vizsgalatok.
Munkank elsédleges célja két kiilonb6z6 szoveti eredet(, ni
adenokarcindmasejtes modellrendszer, a H1975 tid6- és az
MDA-MB-231 tripla-negativ emléadenokarcinéma-sejtvo-
nalak egysejt-alapu, tomegcitometrids markerprofilozasa
és a komplex adatok kiértékelésének a bemutatasa volt.
Kimutattuk 13 marker egysejt-szint( kifejez6désének a profi-
lozdsaval, hogy 9 marker mutat szignifikans eltérést a két
adenokarcinéma-sejtvonal kozott az adott markerre pozitiv
populdciék szazalékaban. Jelen munkank ravilagit egyarant
a human tidé H1975 és human tripla-negativ MDA-MB-231
adenokarcinéma-sejtvonalak kozotti, és az egyes sejtvona-
lakon belili heterogenitadsra. Magy Onkol 65:129-138, 2021

Kulcsszavak: egysejt-analizis, adenokarcinéma, PD-L1, epi-
dermalis novekedési faktor receptor, epitelialis sejtadhézids
molekula

The most frequent cancer types are lung and breast cancer
in the Western world. However, the prognosis of breast can-
cer patients shows an improved tendency, while lung cancer
types remained with high mortality. Intratumor heteroge-
neity [ITH] frequently leads to the failure of treatments, so
there is an unmet need revealing ITH at single cell reso-
lution. Our aim was to study female-derived human H1975
lung and MDA-MB-231 triple-negative breast cancer ade-
nocarcinoma cell line models using single cell mass cytom-
etry. Nine of thirteen carcinoma markers showed significant
differences in the percentage of cells. Our current work
shed light on the intra- and inter cell line heterogeneity still
preserved in the studied, widely-used adenocarcinoma lab-
oratory models.

Neuperger P, Puskas LG, Szebeni GJ. Single cell mass cyto-
metric comparison of human H1975 lung and MDA-MD-231
breast adenocarcinoma cellular models. Magy Onkol

65:129-138, 2021
Keywords: single-cell analysis, adenocarcinoma, PD-LT,

epidermal growth factor receptor, epithelial cell adhesion
molecule
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BEVEZETES

Eurdpaban 2018-ban 9,91 millié rakos megbetegedést re-
gisztraltak, melybdl 523 ezer volt az emldrakok és 470 ezer
a tiddrakok gyakorisaga (1). A modern terapias lehetéségek
ellenére 2018-ban Eurdpaban a tlidérakok 388 ezer, mig az
emlérakok 138 ezer 4ldozatot koveteltek (1). Magyarorszagon
2016-ban a tid6rakok gyakorisaga 100 ezer lakosra vetitve
72,6 volt a férfiakra, és 38 a nékre nézve (2). Az emlérakot
tekintve hazankban 8215 esetet regisztraltak és 2212 halalozas
tortént 2018-ban (3). A kemoterapids szerek, specifikus gatld
molekulak, terdpids monoklonalis ellenanyagok eszkoztaranak
a béviilése mellett tovabbi kutatasok szlikségesek, hogy Ujabb
terapids célpontokat tarjunk fel a tid6- és emldrak kezelésének
javitasa érdekében. A modern vizsgalati médszerek, az un.
.multi-omics” technoldgidk (transzkriptomika, metabolomi-
ka, proteomika, epigenomika stb.) fejlédése elésegiti, hogy
a sejtek miikddésének, szabalyozasanak kiilonb6z6 szintjeit,
azok dsszefonddo haldzatat jobban megértsiik. Az egysejt-ala-
pu technologidk lehetéséget nyujtanak arra, hogy a sejtek
sokasagaban feltarjuk a fenotipikusan, sejtfelszini marke-
reikben kiilonb6zd altipusokat (4, 5). A sejtvonalmodellekre
jellemzd, hogy (i) viszonylag gyorsan és kéltséghatékonyan
tenyészthetdek, (i) az in silico platformokkal szemben bioldgiai
valaszfunkcidra képes él6 rendszerek és [iii) ha nem is teljes
mértékben, csak részlegesen, de reprezentaljak az eredeti
betegségre jellemzé tulajdonsagokat: jelatviteli folyamatok,
genetikai/epigenetikai elvaltozasok, korlatlan osztédas, megfe-
leld allatmodellben tumorképzés. Az egysejt-tomegcitometria
segitségével kordbban kimutattuk, hogy a human 3 dimenzids
A549 nem kissejtes adenokarcindma tiidérak-sejtkultirak
karcindmamarker-mintazata kozelebb all az in vivo korilmény-
hez, igy gyogyszerfejlesztésben hatékonyabb rendszer, mint

a hagyomanyos Petri-csésze alapu sejttenyésztés (4). Szintén
az egysejt-tomegcitometria segitségével meghataroztuk hu-
man akut mieloid leukémia alpopulaciok egy gyogyszerjeldlt
molekulara szenzitiv alpopuldcidit (7), vagy kimutattuk az
alacsony dézisu ciszplatin immunmoduldns hatasat egér 4T1
tripla-negativ emlékarcindmaban (8). A tdmegcitometria se-
gitségével feltartuk rakban a JAK konstitutiv aktivalodasaval
vagy egy tumorszuppresszor gén vesztésével jaro valtozasokat
avelesziiletett immunitasban (9). Jelen munkankban a H1975,
egy nem dohanyzé nébetegh6l szarmazo tiidé-adenokarciné-
ma és egy szintén ndi tripla-negativ emlé-adenokarcindma,
az MDA-MB-231 laboratériumi sejtes modelljeit vizsgaltuk
egysejt-tomegcitometridval. Elsédleges célunk a tomegci-
tometridban rejlé potencial, a multiplex karcindmamarkerek
egysejt-alapu vizsgalatanak egyszerd modellben torténd be-
mutatasa volt.

Az egysejt-tomegcitometria bemutatasa

Az dramlasi citometria egy Uj generaciojat képviseli a témegci-
tometria, amellyel multiplex immunfenotipizalast lehet végezni
egysejt-szinten. Az egysejt-tomegcitométerrel minden eddiginél
Gsszetettebben meg lehet hatarozni a sejtek fenotipikus és
funkcionalis profiljat. A tomegcitométer riportermolekula-
kat, altaldban antitesteket hasznal, amelyek fémizotdpokhoz
vannak kotve, hogy jeldljék a vérbdl, szovetbdl vagy sejtkultd-
rabol szarmazo sejteket. A fémjeldlt antitestek specifikusan
kotnek az adott proteinekhez, és a tomegcitométer ezeknek
a markereknek az expresszidjat méri minden egyes kiilonallé
sejtben a detektalt fém atomi tomegének megfeleld csator-
naban. A jelenlegi harmadik generaciés Helios tomegcito-
méter (Fluidigm, USA] 135 detekcids csatornat kinal, akar
tobb mint 1000 sejt/perc mérési sebességgel. A fluoreszcens
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1. ABRA. Az egysejt-tomegcitometria egyszeriisitett folyamatabraja. A sejtszuszpenzié nehézfémizo-
topokkal jelolt antitestekkel vald inkubalasat kovetéen a Helios miszerbe porlasztddik egy sejt/csepp
alapon. A sejtek ionizalddnak és az ionfelhGkbdl a nehézatomok repiilési ideje alapjan kirajzolddik sej-
tenként egy témegcitometrids profil, ahol az egyes nehézfématomok detektdlt mennyisége korrelal
annak a fehérjének a szintjével, amit az adott fématommal jel6lt antitest ismer fel (eredeti kép: Copy-

right Fluidigm Corp.)
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aramlasi citométernél elénydsebb a stabil fémizotopok atomi
tomegének a detektalasa, ugyanis a fluorokrémok spektralis
atfedéséhez képest a tomegcitometridban nincs atfedés és
nem sziikséges kompenzalni. A jelol6 izotdpoknak alacsony
a természetes abundancidja bioldgiai rendszerekben, emiatt
nem fognak interferalni az egysejt-analizissel. Ariporter fém-
jelek az antitestekhez fémkelatolé polimerrel kapcsolédnak.
A tomegcitométernek 5 fé6 komponense van, a mintabeviteli
egység, az induktivan kapcsolt plazma (ICP), az ionoptika,
ami a konnyl atomok kisz(irésére alkalmas kvadropdl, végdil
a 'time of flight’ (TOF) elv(i tomegspektrométer és detektora
(1. bra). A vizsgalni kivant sejtfelszini és/vagy intracellularis
fehérjékre specifikus antitestkoktéllal térténd jeldlés utan
a sejtszuszpenzio bekeril a porlasztéba, amelyben argongaz
aramlik. A sejtek athaladnak a porlasztén, majd atmennek
a spray-csatornan, ahol egysejtes cseppekké aeroszolizaléd-
nak. A spray-kamrat a sejtek individualis sejtként hagyjak el.
Az ICP-be injektalddnak, vaporizalddnak, atomizalddnak és
ionizalodnak. A étrejott ionfelh6bdl mért stabil fémizotopok
atomi tomege, ezeknek a jeleknek az intenzitasa jeldlt antites-
tenként aranyos az individualis sejtek adott antitestre specifikus
proteintartalmaval. A tomegcitometrids mérés soran FCS
kiterjesztésli fajlok keletkeznek, amit kiilonbdzd, hagyomanyos
(Kaluza) vagy témegcitometriara kifejlesztett platformokon
értékelhetiink ki (Cytobank, Astrolabe, Maxpar Pathsetter) (10).

Az altalunk kivalasztott, karcindmavizsgalati markerek
bemutatasa

CD326

Az epitelialis sejtadhéziés molekula (EpCAM, CD326) egy
transzmembran glikoprotein, amely epitélspecifikus intercel-
lularis sejtadhéziot kozvetit, a legtobb adenokarcinémaban
erésen expresszalddik. A legfrissebb adatok azt sugalljak,
hogy az EpCAM szintén részt vesz a sejtek jelatvitelében,
Diagnosztikai és prognosztikai szerepén tul az EpCAM széles
expresszidja, valamint a tumorgenezisben és az attétekben
valo nyilvanvalo részvétele rdmutat arra, hogy az immun-
terapias stratégiak célpontja lehet (11).

EGFR

Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR, ErbB-1,
HER1) egy transzmembran glikoprotein, amely a proteinkinaz
szupercsalad tagja és a sejtndvekedés és a differencialédas
szabalyozasaban jatszik szerepet. A ligandumkatés indukalja
a receptor dimerizacidjat és a tirozin-autofoszforilaciot, inicialva
a MAPK, Akt és JNK szignaltranszdukciés utakat a DNS-szintézis
és a sejtproliferacio felé. Az EGFR tultermelddik vagy konsti-
tutivan aktiv kilonbdzé human hameredet( daganatokban (12).

CD274

A CD274 a programozott sejthalal ligandum 1 fehérje (PD-L1),
amelyet hematopoetikus, példaul regulator T- és B-sejtek és
kilonféle tumorsejtek expresszalnak. I. tipust transzmemb-
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ran fehérje, amely immunglobulin V- és C-szerl doménekkel
rendelkezik, de szekretalédhat is. A ligandum receptoraval
(PD-1]) valé kdlcsonhatasa gatolja a T-sejt-aktivaciot és gyul-
ladasos citokinek termelését, valamint a citotoxikus T-sejtek
inaktivacidja révén a tumor-mikrokornyezetben biztositja
a tumorsejtek tulélését (13).

Galektin-1

A galektin-1(GAL-1) lektin sokrét( bioldgiai funkciéjat megha-
tarozza a szabalyozott szoveti és idGbeli expresszidja. Terme-
l6dése a legtobb rakos szovetben kimutathaté. A tumor-, ill.
tumorsztroma-eredet(i GAL-1 hozzéjarul a raksejtek védett-
ségéhez a tumorspecifikus immunvalasszal szemben azaltal,
hogy a tumorszovetbe vandorld T-sejtek apoptézisat okozza,
mely folyamatnak a részletes molekularis mechanizmusat
csoportunkban tartuk fel (14). Az immunszuppresszié mel-
lett vaszkularizacids, tovabba a sejtadhézios funkcidja révén
a raksejtek metasztatikus folyamataiban is részt vesz (15).

Galektin-3

A galektin-3 (GAL-3, Mac-2], egy 30 kDa-os béta-galakto-
zid-kotd protein. A galektin-3 tumorsejtekben, makrofagok-
ban, aktivalt T-sejtekben, oszteoklasztokban, hamsejtekben
és fibroblasztokban expresszalédik. Szamos sejttipusban
hozzajarul a sejtek névekedéséhez és szaporodasahoz. A tu-
mor-mikrokérnyezetben csendesiti azimmunvalaszt, fokozza
a tumorsejtek osztddasat, gatolja az apoptozist, eldseqiti
a sejtadhézids, metasztatikus folyamatokat (16).

CD24

A CD24, héstabil antigén (HSA, BA-1, Ly-52) egy glikozil-fosz-
fatidil-inozitol (GPI) kapcsolt protein. B-sejtek, granulocitak,
follikularis dendritikus sejtek és epitelialis sejtek felszinén
expresszalodik, és szerepet jatszhat a B-sejtek prolifera-
ciéjanak és érésének szabdalyozasaban. A CD24 elfogadott
rakéssejtmarker, tovabba gatolja a tripla-negativ eml6rak-
sejtek makrofagok altali fagocitézisat (17).

CDééa/c/e

A CDb6 antigének a karcinoembrionélis antigén (CEA, CD66)
molekuldk csaladjaba tartoznak, amelyek szorosan 9sszefiig-
genek a glikoproteinek immunoglobulin szupercsaladjaval és
szamos karcinémaban ektopikus expressziot mutatnak. A CEA
csalad tagjai részt vesznek a transzmembran jelatvitelben és
a neutrofilek aktivalasadban. A CDééa (CEACAM1] elsGsorban
granulocitakon, a CD66c (CEACAM6, NCA) mind a granulo-
citakon, mind az epitelidlis sejteken, a CD66e (CEACAMS)
pedig epitelidlis sejteken expresszalddik (18).

TMEM45A

Atranszmembran fehérjéket kodolé TMEM csaladba tartozd
TMEMA45A nagymértékben expresszalddik epidermalis ke-
ratinocitdkban. Emlérakban kimutattak a hipoxia indukalta
kemoreziszenciaban betoltott szerepét (19).
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GLUT1

Agliikéztranszporter 1 (GLUT1, SLC2A1) a sejtek f6 energiafor-
rasa, a gliikoz leggyakoribb transzportere. AGLUT1 transzpor-
ter eltéréen expresszalddik tobb tumortipusban. A vizsgalatok
arra utaltak, hogy a GLUT1 expresszidja prognosztikai és
diagnosztikai markerként jelenik meg a daganatokban (20).

MCT4

A monokarboxilat transzporter 4 (MCT4, SLC16A3) széles
korben expresszalddik, kiildndsen a glikolitikus szdvetekben,
példaul a fehér vazizomrostokban, az asztrocitdkban, a fehér-
vérsejtekben, a kondrocitdkban és néhany emléssejtvonalban.
Az MCT4 a glikolizisb6l szarmazoé tejsav transzportere az
extracellularis térbe, ezzel hozzajarul a tumor-mikrokérnye-
zet aciddzisahoz és a rakbetegek rossz prognoézisédhoz (21).

Pan-keratin

Akeratinok (citokeratinok) kézbensé filamentumos fehérjék
egy csoportja, amelyeket féként epitelialis sejtek expresszal-
nak. A keratin-heterodimerek savas keratinbdl (vagy I. tipusu
keratin, 9-23. keratin) és egy bazikus keratinbél (vagy Il. tipusu
keratin, 1-8. keratin) llnak 6ssze és alakitanak ki szalakat.
A parok Gsszetétele az epitelidlis sejt tipusatol, a differen-
cialédas stadiumatdl, a sejtek novekedési kornyezetétdl
és a betegség allapotatél fliggben valtozik. Ez a szdvet- és
differencialédasspecifikus profil teszi 6ket hasznosithatéva
kutatasi biomarkerekként. A legtobb karcindma emelkedett
pan-keratin-pozitivitast mutat (22).

TRA-1-60

ATRA-1-60 differencialatlan emberi embrionalis ssejteken,
indukalt pluripotens éssejteken, embrionalis karcindmasejte-
ken és embrionalis csirasejteken expresszalddik. A TRA-1-60
a sejtek differencialodasakor elvész, egy neuraminidazrezisz-
tens glikozilalt fehérje, a podokalixinen talalhatd az epitop,
amely a CD34-hez kapcsolédé szialomucinek csaladjanak tagja.
A podokalixin egy transzmembran keratan-szulfatalt gliko-
protein, a glikokalix része, amely szamos rak, koztik mellrak
novekedésében és agresszivitdsaban is szerepet jatszik (23).

CA9

A szénsav-anhidraz 9 (CA9), amely egy cinktartalmi metal-
loprotein, hatékonyan katalizalja a szén-dioxid reverzibilis
hidrataciéjat. Pericellularis bikarbonat-ionokat hoz létre, ami
az intracellularis térbe vald transzport utan neutralizalja az
alacsony pH-t. A CA9 magas expresszidja altaldban korrelal
arossz prognozissal és a betegségmentes intervallum csokke-
nésével, ezért a rossz prognézis elérejelzdjének tekinthetd (24).

ANYAGOK ES MODSZER

Sejtek

Kisérleteinket két human sejtvonalon végeztiik, a H1975
tidé-adenokarcindman és az MDA-MB-231 tripla-negativ
emlékarcindman, amelyek az ATCC (USA] sejtbankbdl
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szarmaznak. Mindkét sejtvonal letapadd, amelyeket he-
tente haromszor passzaltunk és exponencialis novekedési
szakaszban tartottunk. AH1975-6t DMEM-ben (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium), 10% FCS-ben, az MDA-MB-231-et
RPMI 1640 médiumban (Roswell Park Memorial Institute
médium), 10% FCS-ben tenyésztettiik (Thermo Fisher
Scientific, USA) 10 mm-es Petri-csészében (Corning, USA).
A sejteket 5% CO,-tartalmu 37 °C-os inkubatorban névesz-
tettiik (Sanyo, Japan).

Egysejt-tomegcitometria

Az egysejt-tomegcitometriat az aldbbiak szerint végeztik
(6). Réviden, a sejteket akkutazzal felemésztettiik (Corning,
USA, a tenyésztécsészéket PBS-sel [phosphate-buffered
saline) mostuk. Mivel a feltiluszoban is voltak sejtek, azt
is 0sszegyUjtottik és 350 g-n 5 percig centrifugaltuk a fel-
emésztett sejtekkel egyiitt. A sejteket 1T ml Maxpar sejtfestd
pufferrel (Maxpar Cell Stainig Buffer, MCSB, Fluidigm)
atmostuk és centrifugaltuk 350 g-n 5 percig. A feliiliszé
eltavolitdsa utan a sejteket 5 pM '"5Pt ciszplatinnal (Flu-
idigm, USA] inkubaltuk jégen 3 percig 300 ul MCSB-ben,
majd 1200 pl MCSB-vel mostuk, centrifugaltuk 350 g-n 5
percig. A sejtpelletet 50 pl MCSB-ben szuszpendaltuk, majd
50 pl antitestmixet adtunk hozza az 7. tablazatban szerepld
antitestekbdl. Az antitesteket a Maxpar X8 Multimetal
fémjeldld kit leirdsa szerint konjugaltuk. (A kereskedelmi
antitesteket és az anti-galektin-1-et 5 pg/ml-ben, a tobbi
konjugatumot 10 pg/ml koncentracidval hasznéaltuk.) 45
perc szobahdmeérsékletl inkubacio utan a mintakat két-

1. TABLAZAT. A felhasznalt antitestek listaja az antitestforras (gyarto),
célfehérje és a konjugalt fém feltlintetésével

3141006B Fluidigm CD326 (EpCam) 141_Pr
3148012B Fluidigm TRA-1-60 148_Nd
3149018B Fluidigm CDééa,c,e 149_Sm
3156026B Fluidigm CD274 [PD-L1)  156_Gd-et
3162027A Fluidigm pan-keratin 162_Dy
3166007B Fluidigm CD24 166_Er
3170009B Fluidigm EGFR 170_Er
3153026B Fluidigm GAL-3 153_Eu
MAB2188-100 R&D Systems CA9 158_Gd
MAB1418 R&D Systems GLUT1 154_Sm
sc-376140 Santa Cruz Biotech. MCT4 171 _Yb
orb357227 Biorbyt TMEMA45A 169_T™
2C1/6 Monostori Eva labor ~ GAL-1 175-_Lu



szer atmostuk 1 ml MCSB-vel, centrifugaltuk 350 g-n 5
percig. A sejteket 125 nM ""%'%Siridium DNS-interkalatorral
Maxpar Fix and Perm (Fluidigm) oldatban éjszakara 4
°C-on inkubaltuk 350 ul-ben. Masnap a sejteket kétszer
mostuk és centrifugaltuk 800 g-n 5 percig, elészor 1 ml,
majd 500 yl MCSB-vel. A sejtszamnak megfeleléen CAS-t
(Cell Aquisition Solution, Fluidigm] adtunk a sejtekhez
10% EQ Calibration Bead-del (Fluidigm]. A sejteket 30
um-es steril filteren (Celltrics, Partec) szlirtiik és lemér-
tik a Helios 3. generaciés tomegcitométeren (Fluidigm).
Az adatok kiértékelését Cytobankban (Beckman Coulter,
USA) végeztiik el.

Statisztika

A vizsgalatokat kilon-kilon harom bioldgiai parhuzamos
mintan végeztiik el a H1975 és MDA-MB-231 sejteken. Amin-
tak kozotti statisztikai dsszehasonlitast parosaval végeztiik
kétszéll, kétmintas, egyenld varianciaju Student-féle t-teszt
formajaban Microsoft 365 Excel programban. A szignifi-
kanciaszintet a kdvetkezé mddon hataroztuk meg: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Az oszlopdiagramokat GraphPad Prism
szoftverrel készitettiik el, az aritmetikai atlagok és a standard
szoras feltiintetésével.

EREDMENYEK

A sejtek azonositasara "'Ir (iridium) interkalalé reagenst
hasznalunk, amely képes interkalalédni a DNS-be, ez-
zel megkilonboztetve a sejteket a kalibraciés gyongyok-
t6l (“°Ce+, cézium) és a gydngy-sejt aggregatumoktol
("“°Ce+/"'Ir+) (2. dbra). A tovabbiakban az 6sszetapadt sej-
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Sejtek Szingletek EL6 sejtek

2. ABRA. Az egysejt-tomegcitometridban az él3 szingletek kapuza-
sa. Manuélis kapuzassal a kalibraciés gyongycket (DNS-mentes] és
a sejt-gydngy aggregatumokat (“Ce és DNS kett8s pozitiv) kizarjuk.
Csak a "'Ir DNS-marker-pozitiv eseményeket, a sejteket vizsgajuk to-
vabb. Kettds DNS-festés ('™Ir/!"'Ir) alapjan kizérjuk a sejttérmeléket és
a sejtaggregatumokat, meghatadrozzuk a szingleteket. A halott sejtek
aspecifikus antitestkotddésének kikiiszobolésére ciszplatin (5Pt se-
gitségével elvalasztjuk az élé és a sériilt sejtmembrannal rendelkezd
sejteket

teket és a sejttormeléket zarjuk ki, két kiilonb6z6 izotopos
iridiummal ("'Ir/"Ir) jelolt DNS-interkalator segitségé-
vel megkaphatjuk az individudlis sejteket, a szingleteket.
Mivel a halott sejtek az antitestek aspecifikus kotédését
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mutathatjak, a permeabilisabb plazmamembranon a ha-
6d6 sejtekbe bejutd ciszplatin ('°Pt] segitségével ezeket
kizarjuk a kovetkezd analizisekb6l (2. dbra). Az é16 szingle-
teken hatdrozzuk meg az egyes markerekre pozitiv sejtek
szazalékat. Mivel a fémizotopok kiilonbozd intenzitasuak,
az egyes markerek pozitiv kapuja kilon beallitast igényel
[3.a dbra). Annak érdekében, hogy bemutassuk a témegci-
tometria reprodukalhatésagat, az adott markerekre pozitiv
sejtek szazalékos eloszlasat radarplot dbran mutatjuk
be, 3-3 bioldgiai parhuzamossal végzett mérésbél (3.b
abral. A manualis kapuzasbdl szarmazé adatok alapjan
késziilt radarplotokon egyértelmen kirajzolddik a kétféle
szoveti eredetl sejtes human adenokarcinémamodel-
lek eltérd profilja. Az abundans markerek kozott vannak
statisztikailag szignifikdns kilonbségek, melyek rendre
a H1975 és MDA-MB-231 adenokarcinéma-sejtek kozott
a CD326: 99,45 vs. 81,29% (p=0,0088); EGFR: 83,48 vs.
99,84% (p=0,014); CD274: 77,46 vs. 99,35% (p=0,0003) (3.c
abral. A markansabb kildnbség a H1975 és MDA-MB-231
adenokarcinéma-sejtek kézott a galektin-3- (GAL-3) és
a CDé6-pozitiv sejtek hidnya az MDA-MB-231 sejtekben és
a CA9+ sejtek hidnya a H1975 sejtekben, GAL-3: 22,81 vs.
0,10% (p=0,0011); CDé6: 4,28 vs. 0,34% (p=0,0016); CA9:
0,31 vs. 4,69% (p=0,0015) (3.c dbra). Mérsékelten szignifi-
kans kiilonbséget mutatott a GLUT-1+, pan-keratin+ és
TRA-1-60+ sejtek csokkent szazaléka a H1975 sejtekben,
GLUT1: 3,08 vs. 1,11% (p=0,0042), pan-keratin: 2,27 vs.
0,67% (p=0,0024), TRA-1-60: 0,73 vs. 0,24% (p=0,03) (3.c
abral. A vizsgalt karcindmamarkerek denzitasat a sejtek
felszinén, az expresszids intenzitds és ehhez tartozo sejt-
szam abrazolasaval, a klasszikus hisztogramok mutatjak
(4.a dbra). A fehérjeexpresszids adatok egyszer(sitett
formaban torténd atlathatésagat hétérképezéssel se-
githetjik (4.b dbral. AH1975 és az MDA-MB-231 median
marker-jelintenzitdsa az abundans értékek esetében is
mutatott szignifikans eltérést, rendre a H1975 és az MDA-
MB-231 dsszehasonlitdsdban CD326: 198,99 vs. 76,38
(p=2,8E-06); EGFR: 113,47 vs. 787,69 (p=4,6E-05), CD274:
76,02 vs. 371,07 (p=0,003). Osszhangban a sejtek szaza-
lékos pozitivitdsaval, az anti-galektin-3 és anti-CD66 nem
adott jelet az MDA-MB-231 sejteken, GAL-3: 23,59 vs.
0,05 (p=3,8E-05]), CD66: 1,58 vs. 0,29 (p=0,01), tovabba az
anti-CA9 nem adott jelet a H1975 sejteken: 0,39 vs. 3,21
(p=0,012) (4.c abra). A tébb fehérjemarker egysejt-szint(
osszehasonlitasara vezették be a viSNE (visualisation of
t-distributed Stochastic Neighbor Embedding) dbrazolast,
egy olyan bioinformatikai technoldgiat, amely a sokdimen-
zi6s egysejtes adatok vizualizaciéjat szolgalja (5. dbra).
A ViSNE elemzés alapjat a t-SNE (t-distributed SNE] al-
goritmus adja (25). AViSNE az egyedi sejtek sokmarkeres
analizisét hivatott megjeleniteni. Adott, n szdmu antitest
esetén n dimenzids térbe helyezi a sejteket és az egyes
sejtek kdzds markerexpresszidja alapjan szigeteket hoz
létre. Az egyes sejtpopulacidk szigetekként rajzolddnak ki,
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3. ABRA. A vizsgalt 13 markerre pozitiv adenokarcindma-sejtek meghatarozasa manualis kapuzassal. Reprezentativ dot plotok az MDA-MB-231
tripla-negativ eml6-adenokarcindma sejtek adott markerekre pozitiv populacidinak a manualis kapuzasarél (a). A radarplotokon a harom biold-
giai parhuzamos (H1975 vagy MDA-MB-231) egysejt-témegcitometrias profiljat latjuk az adott markerre pozitiv sejtek szazalékaban (0-100%) (b).
A H1975 tid6- és MDA-MB-231 eml6adenokarcindma-sejtes modellek egysejt-alapl eltérése karcindmamarker-pozitivitasban (c). Az egyes mar-
kerekre pozitiv sejtek aritmetikai dtlaga és a standard hiba lathatd az oszlopdiagramon. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

igy a ViSNE-profil megmutatja egy minta heterogenitasat
egysejt-szinten, jelen esetben a H1975 és MDA-MB-231
sejtes adenokarcindma-modellrendszerek viSNE-profil-
ja kirajzolja az adott sejtvonalra jellemz6 alpopulacio-
kat (5. dbra). Az egyes markerek expresszids intenzitasa
szinkddolassal van bemutatva, a piros a legmagasabb és
a kék a legalacsonyabb fehérjeexpressziéval korrelal. Az
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algoritmusnak tobb elénye is van. Szenzitiv a kisebb al-
populaciokra, ami lehetévé teszi, hogy kisebb sejtszamok
mellett ezeket kiilon értékeljik. Figyelembe veszi az egyedi
sejtek kozos markerexpressziojat, igy a fehérjeexpresszids
mintazatot tekintve hasonlo sejtek is egymashoz rendel-
heték. Tovabba minden sejt egy pontként jelenik meg,
amely lathatdva teszi a populacid sokféleségét, és ez adja
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4. ABRA. A H1975 tiid6- és az MDA-MB-231 emladenokarcinéma-sejteken a vizsgalt 13 karcinémamarker expresszids intenzitasa elkiloniti a két
sejtes adenokarcindémamodellt. A vizsgalt 13 marker expresszids intenzitasa reprezentativ hisztogramokon (a) H1975 (kék) és MDA-MB-231 sejtek
esetében (narancs) vagy hétérképen (b). A H1975 tidd- és MDA-MB-231 eml8adenokarcinéma-modellek egysejt-alapu eltérése karcinbmamar-
ker-expresszi6s intenzitasban (c). Az egyes markerek median jelintenzitdsanak aritmetikai atlaga és a standard hiba lathaté az oszlopdiagramon.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

a részletes felbontast is. A kiértékeld szoftver a kapott
eredményeket sokdimenzids, esetiinkben 13 dimenzids
térben helyezi el, minden markert figyelembe véve. A k6zds
markerek alapjan szigeteket kiilonit el, ami alpopulacidkat
jelol. AH1975 human tiid6-adenokarcinéma esetében az
abundans markerek részleges koexpressziot mutatnak,
melyek a CD326, EGFR, CD274, GAL-1, GAL-3 és CD24 (5.
abra). A H1975 sejteknél a TMEM45-, GLUT1-, MCT4- és
pan-keratin-pozitiv alpopulaciok atfednek, koexpressziot
mutatnak. Ezekt6l jol elkiilonll az a néhany sejt, ami ma-
gasan CDé6-pozitiv. Az MDA-MB-231 human tripla-negativ
emlé-adenokarcinéma sejtek esetében a sejtek kiilonbo-
z6ségét demonstrald modon eltéré szigetek rajzolédnak ki.
Az MDA-MB-231-ben megfigyelhetd az alacsonyabb CD326-
és a magasabb EGFR-, CD274-expresszi6. A vizsgalt két
adenokarcindma-modellben a galektin-1 esetében nincs
termelddésbeli kilonbség. Az MDA-MB-231-nél a TME-
M45A-, GLUT1-, MCT4- és pan-keratin-pozitiv sejtek ala-
csonyabb mértékben vannak jelen és nem mutatnak koexp-

ressziot. Az MDA-MB-231 sejtekben, szemben a H1975
adenokarcinéma-sejtekkel, kifejezédik a CA9 (5. dbra).
Egy masik, szintén algoritmusvezérelt (,unsupervised”)
bioinformatikai elemzést is elvégeztiink, mely a FlowSOM
(6. dbra). A FlowSOM egy olyan Uj, dramlasi és tomegcito-
méter analizalasahoz alkalmazhatd vizualizacios technika,
melynek alapja a .,Self-Organizing Map” algoritmus (26).
A FlowSOM képes az adatokat automatikusan klaszterezni,
az n vizsgalt marker adatait 2 dimenziéra redukalni és
markerenként tobb minta, jelen esetben sejtvonal atfogd
abrazolasat is lehetévé teszi. A mintaban lévé sejttipusok-
nal nagyobb klaszterszamot megadva, informaciot nyujt
az alpopulaciokrol is. Els6 lépésként az FCS fajlbol egy
matrixot képez, melyben minden egyes sejthez soronként
hozzarendeli a mért markerértékeket. A matrixbol egy
csomépontokbdl alléo racshalét alkot, melyben minden
csomopont egy multidimenzionalis pontot reprezental. Az
egyes csomopontokat kordiagramként abrazolja, amely
a markerek atlagarél ad informaciot. Majd ebbél egy tér-
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5. ABRA. A ViSNE 13 dimenziés, t-SNE algoritmus altal vezérelt (,unsupervised”) elemzése a vizsgalati markerek egyiittes figyelembevételével
kirajzolja a human H1975 és MDA-MB-231 sejtes adenokarcinémamodellek karcinémamarker-térképét

ben (spanning tree) minimalis ..fat” alkot a klasztereknek
megfelelden, ahol a csomépontok kozti tdvolsag aranyos
az egymashoz viszonyitott hasonlésaggal. Az algoritmus
képes a 2 sejtvonalat megkilonbdztetni, igy 2 kiilonboz6
agra bontani (6.a dbra). Akérdiagramok reprezentaljak az
adott csomdpontra esé sejtek markerexpressziéjat, a kordi-
agramok nagysaga pedig aranyos a sejtek mennyiségével.
A2 sejtvonal egylttes, 0sszevont dbrazolasa markerenként
kirajzolja egy dbran a vizsgalt tidd- és eml6-adenokarci-
nomak eltéré markerprofiljat (6.b dbral. A csomdpontok
mogotti hattérszin a meta-klasztereket jeléli.

MEGBESZELES

Kordbban, 2017-ben az egysejt-tomegcitometriat alkal-
mazva Levin és mtsai sikeresen tartak fel human adeno-
karcindmaban a tumorinfiltralo immunsejtek fenotipikus
jellemzéit (,immune landscape”], habar a karcinémasej-
teket nem vizsgaltak (27). Késébb a karcindmamarkerek
tomegcitometrids profilozésa is teret nyert. Csoportunk-
ban 2019-ben az egysejt-témegcitometria segitségével
kimutattuk az A549 adenokarcindma-sejtvonalon, hogy
markerprofilukat tekintve a haromdimenzids szferoidok
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atmenetet képeznek az in vivo és a hagyomanyos egyré-
tegl sejttenyésztés kozott, tovabba igazoltuk, hogy tobb
potencialis terapias célpont nem fejezddik ki az egyréteg(
sejtkultirakban (6). Bodenmiller és csoportja 2020-ban
szamolt be 352 emlékarcindmas paciens tumormintai-
nak a képalkoté tomegcitometrias elemzésérdl, feltarva
a nagyfoku intratumoralis heterogenitast az egyes met-
szeteken (28). Azonban a klinikai mintak hozzaférhetésége
a kutatointézetekben korlatozott, illetve a mechanisztikus
vizsgalatok nagyfoku reprodukalhatdsagot biztositd mo-
dellrendszerek alkalmazhatdsagat kivanjak meg. Ezért
a sejtvonalas modellrendszerek tovabbra is a kutatdk
napi hasznalatos eszkdztarahoz tartoznak. Dolgozatunk
elsédleges célja két kiilonb6z6 szoveti eredetl, ndi aden-
okarcinomasejtes modellrendszerek, a H1975 tid6- és az
MDA-MB-231 tripla-negativ emléadenokarcinéma-sejtvo-
nalak egysejt-alapl témegcitometrias markerprofilozasa
és a komplex adatok kiértékelésének a bemutatasa volt.
Kimutattuk 13 marker egysejt-szintl kifejez6désének
a profilozasaval, hogy 9 marker mutat szignifikans eltérést
a két adenokarcindéma-sejtvonal k6zott az adott marker-
re pozitiv populaciok szazalékaban. Egyes kondicionalis
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6. ABRA. A FlowSOM analizis a H1975 és MDA-MB-231 sejtvonalak markerexpresszié alapjan torténd algoritmus éltal vezérelt (,unsupervised”)
megkilonboztetése klaszterezéssel. Az algoritmus képes a két adenokarcindma-sejtvonalat megkilonboztetni, igy 2 kiilonb6z6 agra bontani.
A kdrdiagramok reprezentaljak az adott csomdpontra esé sejtek markerexpresszi6jat, a nagysaguk pedig aranyos a sejtek mennyiségével (a). A két
sejtes adenokarcindmamodell egyiittes dbrazoladsa markerenként. A csomépontok magétti hattérszin a meta-klasztereket jeléli (b)

markerek csak a H1975 sejtek kisebb csoportjaiban, pl.
a GAL-3 (22%) és a CDé66 (4%), mig a CA9 csak az MDA-
MB-231 sejtek alpopulacidiban fejez8ddtt ki (4%). Az alabbi
abundans markerek koziil a H1975-ben CD326-ra pozitiv
sejtek szazaléka volt szignifikdnsan magasabb (100% vs.

80%), mig ezzel szemben az EGFR (99% vs. 80%) és CD274
(99% vs. 77%) dominalt az MDA-MB-231 sejtekben. Jelen
munkank ravilagit egyaranta H1975 human tiidé- és MDA-
MB-231 human tripla-negativ adenokarcindma-sejtvonalak
kozotti, és az egyes sejtvonalakon beliili heterogenitasra.
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