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Az értekezésben leggyakrabban hasznalt roviditések jegyzéke

ASCL1: achaete-scute homologue 1; AXL: tirozin-protein-kindz receptor UFO; BAK: BCL2
Antagonist/Killer; BAX: BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator; BCAM: Basal Cell Adhesion
Molecule; BCL-2: BCL2 Apoptosis Regulator; CDK: Cyclin Dependent Kinase; CHT: kemoterapia;
CLL: kronikus limfoid leukémia; COPD: kronikus obstruktiv tiidébetegség; DDC: aromés-L-aminosav-
dekarboxildz; DFS: betegségmentes talélést; EMT: epithelial mesenchymal transformation; EPHA2: EPH
Receptor A2; FDA: U.S. Food and Drug Administration; FFPE: Formalin-Fixed Paraffin-Embedded,;
GPX8: Glutathione Peroxidase 8; GTPBP1: GTP Binding Protein 1; IDO: indolamin-2,3-dioxygenaz;
IGF-1R: Insulin Like Growth Factor 1 Receptor; IHC: immunhisztokémia; KEGG: Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes; KIT: KIT Proto-Oncogene; KRT18: Keratin 18; MAPK: Mitogen-Activated
Protein Kinase; MCL-1: MCL1 Apoptosis Regulator; MHCII: major histocompatibility complex 1I;
MVA: multivarians analizis; NE: neuroendokrin; NEURODZ: neurogenic differentiation factor 1,
NSCLC: nem-kissejtes tiidorak; OLFM1: Olfactomedin 1; OS: overall survival (teljes talélés); OXPHOS:
Oxidative phosphorylation; PD-L1: Programmed death-ligand 1; PDK2: Pyruvate Dehydrogenase Kinase
2; PLCG2: Phospholipase C Gamma 2; POU2F3: POU class 2 homeobox 3; PVR: poliovirus receptor;
RB1: RB Transcriptional Corepressor 1; SCLC: small cell lung cancer (kissejtes tiidorak); STING:
Stimulator of interferon genes; TMA: tissue microarray; TME: tumor microenvironment; TP53: Tumor
protein P53; WTS: whole tissue section; YAPL: yes-associated protein 1
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Hattér

A kissejtes tiidorak (,,small cell lung cancer”, SCLC) a tiidérakos esetek mintegy 13-15%-4t teszi ki, és —a
kevesebb, mint 7%-0s Otéves tulélési ardnyaval — a rosszindulati megbetegedések egyik leghal&losabb
formajanak szadmit (1-3). Az SCLC-t rendkivul agressziv korlefolyds, Kiterjedt kromoszéma-
atrendezOdések, nagy mutécios teher és a tumor protein P53 (TP53), valamint a retinoblasztoma 1 (RB1)
tumorszupresszor gének csaknem &ltalanos inaktivacioja jellemzi (1, 4). Az SCLC agressziv viselkedése
miatt a betegek kétharmadanal mar a kezdeti diagndzis felallitasakor mellkason kiviili szervi attétek
figyelhetok meg (4). Ennek megfelelen a betegeket altalaban szisztémas citotoxikus kemoterapiaval és
immunterapiaval kezelik, egyidejii sugarkezeléssel vagy anélkiil (1, 5, 6). Bar az SCLC kezdetben
kivételesen jél reagal a platina-alapu terapiakra, és a terdpias valasz aranya kovetkezetesen meghaladja a
60%-ot, az esetek tObbségében gyorsan rezisztencia alakul ki és a betegség kidjul (4, 7). Fontos
megjegyezni, hogy a célzott terdpidk az SCLC-ben szenvedd betegeknél eddig kudarcot vallottak, és az
immunterapia nem-kissejtes tidérakban (NSCLC) tapasztalt hatékonysaga nem tiikr6z6dik SCLC esetében
(3, 8).

Bar az SCLC-t korabban homogén, egyetlen morfologiai tipussal rendelkez6 betegségnek tekintették, a
human tumorokon és preklinikai modelleken (SCLC sejtvonalakon, genetikailag maodositott egér
modelleken és betegbdl szarmazo xenograftokon) végzett legujabb kutatasok azt mutatjék, hogy az SCLC-
tumorok az achaete-scute homologue 1 (ASCL1), a neurogenic differentiation factor 1 (NEURODL1) és a
POU class 2 homeobox 3 (POU2F3) transzkripcios faktorok emelkedett expresszidja, illetve bizonyos
gyulladasos jellemz6k alapjan kiilonboz6 altipusokba sorolhatok (6, 9).

Az ASCL1-t nagymértékben expresszald tumorok (SCLC-A altipus) a neuroendokrin (NE) markerek
magasabb expressziojaval jellemezhetok, mig a NEUROD1 magas expresszioju daganatok (SCLC-N
altipus) altaldban alacsonyabb NE marker expressziot mutatnak, és ezért kevésbé NE jellegii fenotipus
tarsul hozzajuk (9-14). A nem-NE altipusokat illetéen, a POU2F3 magas expresszidju tumorok (SCLC-P
altipus) eltérd expresszios profilja és transzkripcids faktor meghatarozottsadga arra utal, hogy ez az altipus
— az elézéekben részletezett altipusokhoz képest — eltérd sejtes eredettel rendelkezik és az SCLC egy
jellegzetes kefesejtes variansat képviselheti (9, 15). Kezdetben egy negyedik molekularis altipust is
feltételeztek, amelyet a yes-associated protein 1 (YAPL) transzkripcids faktor vezérel (9), azonban tobb
fliggetlen vizsgalat sem erésitette meg egy kiilonallo SCLC-Y altipus létezését (6, 10, 16, 17). Ehelyett egy
— RNS-szekvenalasi adatokon és annak immunhisztokémiai (IHC) validalasan alapulé — nemrégiben
végzett vizsgalat egy ,,gyulladt” (,,inflamed™) SCLC altipus (SCLC-I) létezésére szolgaltatott bizonyitékot
(18). Az emelkedett ASCL1, NEUROD1 és POU2F3 expresszio hianya mellett az SCLC-I gyulladassal-
asszocialt genetikai mintazatot és mesenchymalis jellemz6ket mutat (6, 18). Ami a nomenklatarat illeti, az
SCLC-I alternativaja lehet az Gjonnan javasolt négyszeresen negativ (,,quadruple negative) altipusnak
(SCLC-QN) is, amelyet mind a négy transzkripcios szabalyozé (ASCL1, NEUROD1, POU2F3 és YAPL)
alacsony expresszioja jellemez (6, 17). Bar sem az SCLC-I-t, sem az SCLC-QN-t nem a YAPL expresszidja
hatarozza meg, jelenleg még vitatott, hogy ezek azonos altipusnak tekinthetdk-e, vagy két kiilonbozo
alcsoportot alkotnak a nem-NE SCLC-k skalajan beltl (6, 19).

Célkitiizések

=z

markereinek vonatkozasaban elért legtjabb eredmenyeit foglalom Gssze. kilon hangsulyt fektetve
az SCLC molekuléris altipusok bioldgiai és klinikai relevanciajanak targyalasara. Ertekezésemben
az alabbi f6 témakat érintem és targyalom részleteiben:

e Sebészileg reszekalt kissejtes tiidérakban az altipus-specifikus transzkripcios faktorok expresszios
mintazata és prognosztikus jelentdsége
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SCLC molekuléris alcsoportok vizsgalata jeldlésmentes shotgun proteomikai modszerrel. A
proteomikai adatok korrelaltdsa a sejtvonalak fenotipusos jellemzdivel, valamint az SCLC-
sejtvonalak €s szovetek nyilvanosan elérhet6 transzkriptomikai adataival.

A CDA47/PD-L1 expresszio és a kozelmultban targyalt fobb molekularis SCLC altipusok kozotti
kapcsolat, valamint a CD47 és a PD-L1 expresszid prognosztikai értékének vizsgalata

Az ij immunellen6rzési pontok, a STING és az MHCII, expresszios mintazatanak és prognosztikus
szerepének az immunsejt-stiriiség és a négy f6 SCLC altipus marker Osszefiiggésében torténd
vizsgélata a kiilonb6z6 tumorkompartmentekben

A BCL-2 expresszié kilonbsegeinek vizsgalata a kiilonbozé SCLC altipusok kozott. A BCL-2
gatlassal szembeni rezisztencia héatterében all6 mechanizmusok megismerése, illetve a BCL-
2/MCL-1 kombinalt gatlas hatékonysaganak tanulmanyozasa in vitro és in vivo
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1. Szubtipus-specifikus transzkripcios faktorok expresszios mintazata SCLC-ben

1.1. Bevezetes

Huméan SCLC tumorok és egér SCLC modellek elemzései arra utalnak, hogy a tumorok tobbsége jelentds
intratumordlis heterogenitast mutat az altipus-specifikus transzkripcios szabalyozok expresszidinak
vonatkozésaban (18, 20-22). Ez a heterogenitas hatassal lehet a tumor viselkedésére és a terdpiaval
szembeni rezisztenciara, valamint diagnosztikus jelent6séggel birhat a daganatok dominans molekularis
altipusa szerinti osztalyozasakor (4). A molekularis expressziés mintazatok gyakran jobban
megmutatkoznak a sebészeti mintadkban, mint a kis SCLC-biopsziakban, és a dominans altipust
pontosabban meghatarozhatjuk a sebészeti mintak alapjan (4, 23). Az SCLC ritkdn keril sebészeti
reszekciora (24), ezért altalaban nincsenek teljes SCLC-szévetblokkok (20). Igy eddig csak néhany
tanulmany vizsgalta az altipus-specifikus transzkripcids faktorok szoveti expresszidjat immunhisztokémiai
(IHC) mddszerrel sebészeti mintdkban (10, 25, 26). Sato és munkatarsai (26)] 47 sebészeti mintaban
vizsgaltak a négy kulcsfontossagu transzkripcids regulator jelenlétét, mig Baine és munkatarsai (10) 43
elsédleges tiidoreszekatum, 105 biopszia és 26 finomti-aspirdtum vegyes kohorszaban eértékelték e
eken (TMA-K) vizsgaltak az altipus-specifikus fehérjék és a neuroendokrin differenciacios markerek kdzotti
Osszefiiggéseket. Fontos megjegyezni, hogy a sebészeti mintak alacsony szdma, a részletes tulélési adatok
hidnya és az SCLC jelentds intratumoralis heterogenitasa miatt e korabbi tanulmanyok tovabbi
validacidjara lenne sziikség, kulonds tekintettel az altipus-specifikus fehérjék klinikopatoldgiai és
prognosztikai jelentdségére.

Sajat multicentrikus vizsgalatunkban 386 sebészileg kezelt SCLC-s beteg mintajan vizsgaltuk az altipus-
specifikus transzkripciés faktorok (ASCL1, NEUROD1, POU2F3 és YAPL), valamint a P53 és RB1
fehérjék expresszios mintazatanak klinikai és prognosztikai jelentéségét, valamint a P53 és RB1 fehérjéket
expressziot. Az altipus-specifikus fehérjék és a célzott és kemoterapias szerek in vitro hatékonysaga kozotti
Osszefliggések feltarasara atfogd tdmegspektrometria (MS) alapi proteomikai elemzést is végeztink egy
26 human SCLC-sejtvonalat tartalmazé panelen.

1.2. Anyag és modszer
Vizsgélati populacio

Ebbe a multicentrikus vizsgalatban 386 olyan beteget vontunk be, akiknél szovettani alapon megerdsitették
a kissejtes tiidérak (SCLC) diagnozisat, és sebészi reszekcion estek at. A vizsgalatban 6t kozép-eurdpali
egészséglgyi kozpont vett részt. A kutatas a Vilag Egészségugyi Szervezet Helsinki Nyilatkozatanak
iranyelveivel 0sszhangban tortént, €s a résztvevd orszagok etikai bizottsagainak nemzeti szinten torténd
jovahagyasaval. A vizsgalat retrospektiv jellege miatt a betegek irasbeli beleegyezésétdl eltekintettlink. A
klinikai informéciok 0sszegylijtését kvetden a betegazonositokat eltavolitottuk annak érdekében, hogy a
betegeket se kdzvetlendl, se kbzvetve ne lehessen azonositani.

A betegek mintéi és immunhisztokémiai vizsgalatok

A betegeket két kohorszba soroltuk: teljes szovetminta (WTS) kohorszba és széveti mikroarray (TMA)
kohorszba. A teljes szévetminta kohorszban teljes sebészeti mintak, formalinban rdgzitett, paraffinba
agyazott (FFPE) blokkok formajaban voltak elérhetéek (n = 141), mig a TMA-kohorszban szdveti
mikroarray-ek (TMA) keriltek felhasznalasra (n = 247). Mindkét kohorszot kulén-kulon elemeztiik
immunhisztokémiai (IHC) modszerrel.

Proteomikai elemzések és in vitro sejtviabilitasi vizsgalatok
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A vizsgélathoz 26, kereskedelmi forgalomban kaphaté huméan SCLC sejtvonalat hasznaltunk, amelyeket
proteomikai elemzéseknek vetettiink ala. A kiilonbozo terapias szerek in vitro hatékonysagat a sejtvonalak
megfeleld IC50 értékeinek segitségével vizsgaltuk.

Statisztikai elemzések

Minden statisztikai elemzést az R 3.6.3 verzidjaval végeztiink, amelyet a R Foundation for Statistical
Computing (Bécs, Ausztria) fejlesztett.

1.3. Eredmények
A betegek és a betegektdl szarmazd mintak jellemzoi

A WTS-kohorszba 6sszesen 141 sebészileg reszekalt SCLC-beteget vontak be. A bevont betegek median
életkora 63,9 év volt (tartoméany: 41-83 év). Valamennyi beteg kaukézusi szarmazasu volt, és 85 beteg volt
férfi (60,7%). Az altipus-specifikus fehérjék expresszios mintazatat vizsgalva azt talaltuk, hogy a magas
ASCL1- és NEUROD1-expressziot mutatd betegek kés6bbi stadiumu betegségben szenvedtek a diagnozis
idején. A POU2F3 expresszidja nem mutatott szignifikans kapcsolatot a korai stadiumi SCLC-vel.
Ezenkivil a WTS-kohorsz elemzése sorén azt is megallapitottuk, hogy az alacsony NEUROD1-expressziot
mutatdé tumorokban gyakrabban fordult eld intratumoralis nekrézis. A P53 vagy RB expresszid és a
klinikopatologiai jellemz6k kozott nem talaltunk szignifikans dsszefliggést.

A TMA-kohorsz 245 SCLC-ben szenvedd beteg mintajat tartalmazta, akik tidoreszekcios miitéten estek
at, azonban csak TMA-minték &lltak rendelkezeésre, nem teljes szovetblokkok (WTS). A TMA-kohorsz
betegeinek median életkora 57 év volt (tartomany: 37-79 év). A bevont betegek talnyomorészt férfiak
voltak (76,4%). Megjegyzendd, hogy a viszonylag hosszi bevalogatasi id6szak miatt néhany esetben nem
voltak elérhetéek a teljes klinikopatologiai adatok. A TMA-kohorszban nem talaltunk szignifikans
Osszefliggést a kulcsfontossagu transzkripcios faktorok expresszidjanak mintézata és a klinikopatoldgiali
jellemzok kozott. Ugyanakkor mind a TMA, mind a WTS kohorszban statisztikailag nem szignifikans
tendenciét figyeltink meg az ASCL1 expresszidja és a tumor stadiuma kdzott. A TMA-kohorszban a kés6i
stadiumban 1évé SCLC-ben szenvedd betegek tobbségének magas ASCL1-expressziot mutatdé tumorai
voltak.

A TMA-mintdk mindségének ellendrzéséhez hasznalt antitestek esetében, erds pozitivitast talaltunk a Bel-
2 és INI1 antitestek esetében, valamint mérsékelt pozitivitast a Ki-67 és SYP esetében.

A sebészileg reszekélt SCLC szdvetmintak molekuléris altipusai

A kulcsfontossagl transzkripcids szabalyozok eltéré mértékii expresszidja alapjan 6t f6 SCLC altipust
lehetett megkilonboztetni a WTS-kohorszban. (1.1.A. dbra) Ezen altipusok meghatarozdsahoz felligyelet
nélkdli hierarchikus klaszteranalizist végeztiink, ahol az expresszids szinteket tekintettik folyamatos
valtozdknak. Ahogy az 1.1.A. abra mutatja, az SCLC-A (ASCL1-dominans), SCLC-AN (kombinalt
ASCL1/NEURODL1), SCLC-N (NEUROD1-dominans), SCLC-P (POU2F3-dominans) altipusok mellett a
klaszteranalizis meghatarozott egy négyszeresen negativ (Un. SCLC-QN) altipust is, amely altipus a négy
vizsgalt transzkripcios faktor alacsony expresszidjaval jellemezhetd. Az intratumoralis heterogenitas két
formaja figyelhet6 meg a WTS-kohorszban: egyes szovetmintékban altipus-specifikus marker-expresszalo
és nem expresszalo sejtek keveréke volt jelen a tumor teriiletén beliil, mig mas esetekben e sejtek klasztereit
térben egymastol elkiiloniild régioban figyeltiik meg.

Az altipusokat kimutattuk a TMA-kohorszban is (1.1.B. abra), kivéve az SCLC-AN altipust. A YAP1
altipust ugyanakkor egyik kohorszban sem azonositottuk immunhisztokémiai festésekkel. Az altipus-
specifikus markerek expressziojanak magas ¢és alacsony szintjér6l az 1.1.C. és D. abrdk mutatnak
reprezentativ fotdkat.
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1.1. abra. A sebészileg reszekalt Kissejtes tiidédaganatok WTS- és TMA-mintak molekularis altipusai az ASCL1,
NEUROD1, POU2F3 és YAP1 immunhisztokémiai expresszidk alapjan. (A) A WTS kohorsz Ugynevezett "nem felligyelt”
klaszteranalizise 6t kiilonboz6 SCLC alcsoportot mutatott ki. Az SCLC-N (NEUROD1-dominéans), SCLC-AN (kombinélt
ASCL1/NEUROD1), SCLC-A (ASCL1-dominans) és SCLC-P (POU2F3-dominans) mellett talaltunk egy 6todik, négyszeresen
negativ SCLC altipust (SCLC-QN), alacsony ASCL1, NEUROD1, POU2F3 és YAP1 expresszidval. A klaszteranalizist az R
statisztikai szamitogépes programban végeztik, a szinsav skala pedig a transzkripcids faktorok IHC expresszids szintjét mutatja
a pozitiv fest6dést mutatd tumorsejtek szazalékaban. (B) Négy f6 klasztert azonositottunk a TMA-kohortban az ASCL1,
NEUROD1, POU2F3 és YAP1 expresszios mintazata altal meghatarozott, "nem felligyelt" hierarchikus klaszteranalizissel:
SCLC-A, SCLC-N, SCLC-Pés SCLC-QN. (C, D) A(C) aWTS és (D) a TMA-készletbdl szarmazd immunhisztokémiai festések
reprezentativ képei, amely az egyes transzkripcios faktorok expresszids mintazatat mutatjak. Minden képet 40x objektivvel
készitettink.
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A transzkripcios faktorok és a P53 és RB1 expressziojanak korrelacidjat vizsgélva a WTS-kohorszban
statisztikailag szignifikans, gyengén pozitiv lineéris korrelaciét talaltunk a YAP1 és NEUROD1 kdzott (r
= 0,222), valamint a YAP1 és RB1 expresszidja kozott (r = 0,227) (1.2.A. abra). Azonban érdemes
megjegyezni, hogy a YAP1 expresszioja ritkan volt megfigyelheté mind a WTS, mind a TMA-kohorszban,
igy a YAP1-re vonatkozd eredményeket Ovatosan kell értelmezni. Emellett mérsékelt negativ lineéris
korrelaciot talaltunk az ASCL1 és POU2F3 expresszioja kozott (r = -0,329; 1.2.A. abra). A WTS-
kohorszban nem taléltunk szignifikdns korrelaciot a P53 és az altipus-specifikus fehérjék expresszidja
kozott. A TMA-kohorszban nem tapasztaltunk statisztikailag szignifikdns eredményeket, kivéve a YAP1
és POU2F3 kozotti gyenge pozitiv korrelaciot (r = 0,188; 1.2.B. abra).
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1.2. Az ASCL1, NEUROD1, POU2F3, YAPL, P53 és RB1 fehérjék korrelacios mintazata sebészileg reszekalt SCLC-ben.
(A) Szorasdiagram, amely statisztikailag szignifikans pozitiv lineéris korrelaciot mutat a WTS kohorszban a YAPL és a
NEUROD1 (R =0,222), valamint a YAP1 és az RB1 (R = 0,227) kdzott. Az ASLC1 és a POU2F3 expresszidja szignifikans,
negativ korrelaciot mutat (R = -0,329). (B) Statisztikailag szignifikans pozitiv linedris korrelacié a YAP1 és a POU2F3
expresszidja kozott (R = 0,188) a TMA kohorszban. A korreléacids egyiitthatok a Pearson r-értékeket jelzik, mig az ezeket az
értékeket kovetd karakterek a szignifikancia szintet jelzik (***p < 0,001; **p < 0,01; *p <0,05; tp <0,10).

Az altipus-specifikus fehérjék prognosztikai markernek bizonyulnak sebészileg reszekalt SCLC-ben

A WTS-kohorszba tartoz6 betegek median kovetési ideje 58,9 hdnap volt, mig a medién teljes tulélés (OS)
35,3 honap. Elsoként egyvaltozos tulélési analizist végeztiink az OS klinikai prognosztikai faktorainak
meghatarozasara. Az eredmények alapjan a miitét utan adjuvans kemoterapiaban (CHT) részesiilo betegek
szignifikdnsan jobb talélési aranyt mutattak, mint a CHT-naiv betegek (p = 0,00027). Az anatomiai
reszekcio, mint sebészi megkdzelités, szintén szignifikdnsan hosszabb tulélést eredményezett (szemben az
ékrezekcios mitéttel; p = 0,056). Nem talaltunk szignifikans Osszefliggést a tilélés és a nem vagy a
szovettani jellemzok (pl. intratumoralis nekrozis és érinvazid kozott. Azonban érdemes megemliteni, hogy
a magas ASCL1-expresszid rosszabb taléléssel parosult a sebészileg reszekalt betegeknél (szemben az
alacsony ASCL1-expresszioval; a median OS 29,63 hdonap volt a magas ASCL1-expresszidju betegeknél;
42,93 hénap az alacsony ASCL1-expresszidju betegeknél; p = 0,012; 1.3.A &bra). A magas NEUROD1-
expresszioju tumorral rendelkezd betegeknél szintén szignifikansan révidebb volt a tilélés (szemben az
alacsony NEUROD1-expresszioju betegekkel; a median OS 22,88 honap volt a magas NEUROD1-
expresszioju betegeknél, mig 41,93 hénap az alacsony NEUROD1-expresszidju betegeknél; p = 0,013,
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1.3.B. abra). Ugyanakkor a magas POU2F3 expresszid szignifikdnsan jobb taléléssel tarsult (szemben az
alacsony POU2F3 expresszioju betegekkel; a median OS 69,47 honap volt a magas POU2F3 expresszioju
betegeknél, és 30,07 hénap az alacsony POU2F3 expresszidju betegeknél; p = 0,046, 1.3.D. dbra). Ezutan
a betegeket a tumorok dominans molekularis altipusa szerint csoportositottuk (1.1.A. &bra). A vartnak
megfelelden a legmagasabb talélési aranyt az SCLC-P és az SCLC-QN altipusokndl talaltuk, mig a
legalacsonyabbat az SCLC-A, SCLC-N és SCLC-AN altipusoknal (p = 0,03; 1.3.G. &bra). Ennek
megfelelden az NE fenotipus a sebészileg reszekalt SCLC esetében rossz progndzisra utalt (p = 0,003).

A ASCL1 expression: =+~ high =+~ low B HEUROD1 expression: =+ high =~ low POUZF3 expression: == high == low
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1.3. abra. Kaplan-Meier becslések a miitétileg kezelt SCLC betegek teljes tulélésére (OS) az altipus-specifikus
transzkripcios faktorok, valamint a P53 és RB1 expresszidja szerint a WTS kohorszban. (A) A magas ASCL1-expresszalo
tumorral rendelkez6 betegeknél szignifikansan rosszabb volt a medidn OS, mint az alacsony ASCL1-expresszal6 SCLC-vel
rendelkezd betegeknél (p = 0,012). (B) A magas NEUROD1-expresszi6 szignifikdnsan révidebb OS-t eredményezett (szemben
az alacsony NEUROD1-expresszi6val; p = 0,013). (C) A magas POU2F3-expresszal6 tumorral rendelkezé SCLC betegek OS-
értéke szignifikénsan jobb volt (az alacsony POU2F3-expresszidval rendelkez6khoz képest; p = 0,046). (D-F) A YAP1, P53 és
RB1 expresszio nem volt hatassal az OS-re. (G) A dominans molekularis altipusok szerint az SCLC-P és az SCLC-QN jobb
taléléssel, mig az SCLC-A, az SCLC-N és az SCLC-AN rosszabb ttléléssel tarsult (p = 0,031). Az eltérd csoportok kozotti
kilénbségeket a log-rank teszt segitségével hasonlitottuk @ssze. A betegek alacsony és magas alcsoportokba torténd
dichotomizalasahoz hasznalt hatarértékek az ASCL1 esetében 50%, a NEURODL1 esetében 5%, a POU2F3 esetében 1%, a
YAP1 esetében pozitivitas (>0%), a P53 esetében 50% és az RB1 esetében pozitivitds (>0%) voltak.

A tovabbi vizsgalatok sordn azt szerettilk volna meghatérozni, hogy az ASCL1, NEUROD1 és POU2F3
expresszio prognosztikai értéke fliggetlen-e més valtozoktol (példaul a betegség stddiumatol vagy a terdpias
megkozelitéstél) a WTS-kohorszban. Ehhez tobbvaltozos Cox-regresszids elemzést végeztink (1.4. abra),
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amelybe olyan klinikai tényezdket vettiink be, mint az életkor, nem, kronikus obstruktiv tiidébetegség
(COPD), tumor stadium a diagndzis idopontjaban és a kezelések. Eredményeink alapjan azt talaltuk, hogy
a magas ASCL1-expresszié tovabbra is szignifikans negativ prognosztikai tényezd maradt az OS
szempontjabdl (p = 0,03; 1.4. &bra). Ugyanakkor bar a magas POU2F3 expresszalo tumorok esetében a
hazard ratio emelkedett értéket mutatott (p = 0,08), a POU2F3-expresszié nem befolyasolta a tulélést,
fuggetlentl més klinikopatologiai valtozoktol (1.4. abra). A vartnak megfelel6en az életkor (p =0,01) és az
adjuvans CHT (p < 0,001) fuggetlentl befolyasolta az OS-t. A NEURODL1 expresszionak nem volt
szignifikans hatésa a talélésre a tdbbvaltozds modelliinkben.

WTS cohort TMA cohort
'Variable N |Hazard ratio P | Variable N |Hazard ratio [
Age 98 I 1.05(1.01.1.09)  0.01 Age 64 | ] 0.97(0.94,1.01) 0.12
Surgery type Anatomic a0 L ] Referance Surgery type Anatomic 48 i Refarence
Wedge 8| —m— |120(0048.348) o062 Wedge 15 | Am— | 1730083.382) 014
Gender Female ar L] Reference Gender Female 17 * Reference
Male 61 - l - 098 (056, 171) 094 Male 47 | - lI . 0.95(0.50,178) 086
COPD COPD 43 n Reference COPD COPD 20 n Reference
No COPD 55 | 061(037.1.02) 006 No COPD a| —— 102(0.55.188) 094
Stage® Early 70 [ ] Referance Stage® Early 48 [ Refarence
Late 28 == 098 (0.54.1.76)  0.94 Late 16 | —— | 213(0.98.484) 0.06
Adjuvant CHT Adjuvant CHT 7 L Referance Adjuvant CHT Adjuvant CHT 25 n Refarence
Mo adjuvant CHT 27 —l— | 245(1.44,4.18) <0001 No adjuvantCHT 39 | —— 1.89(1.07.3.35) 0.03
ASCL1 expression  High 43 [ ] Reference ASCL1 expression  High 29 " Reference
Low 55 | — 053(0.30,0.84)  0.03 Low 35 | - 067 (0.36,1.27) 022
NEUROD1 expression High 27 L Reference NEUROD1 expression High 10 . Reference
Low 71 == 091(051,183) 075 Low 54 | —— 1.12 (0.52.2.38) 0.77
POUZ2F3 expression  High 18 [ ] Referance POU2F3 expression  High 17 n Refarence
Low 78 —l— | 186(0.93.371) 0.08 Low 47 | '—i—' 1.10{0.57.2.14) 0.78
051 2 05 1 2
1.4. abra Tobbvaltozds Cox-regressziés modell az OS-t befolyasold klinikopatologiai valtozékra a sebészileg reszekalt
SCLC-k WTS- és TMA-kohorszban. A WTS-kohorszban az idésebb életkor és a magas ASCL1-expresszi6 statisztikailag
szignifikans negativ prognosztikai tényez6 volt az OS szempontjabdl, mig az adjuvans CHT jobb tulélési eredményekkel jart
egytt. A Cox-regresszids elemzés emellett azt is kimutatta, hogy a WTS-kohorszban a magas POU2F3-expresszalo tumorral
rendelkezd betegek klinikailag relevans tendencidt mutatnak a jobb tulélésre (p = 0,08). A tobbvaltozés modell konkordanciaja
= 67%. A TMA-kohorszban az alacsony ASCL1-expresszio és a magas POU2F3-expresszié inkabb jobb taléléssel tarsult. A
tobbvaltozds modell egyezdsége = 69%. OS, teljes tulélés; CHT, kemoterapia; COPD, krénikus obstruktiv tiidébetegség. #A
korai stddium az I. és II. stddiumra, mig a kés6i stddium a III. és IV. stadiumtt SCLC-re vonatkozik.

A TMA-kohorszban a median kovetési id6 113,3 honap volt, mig a medidn OS 18,8 honap. Egyvaltozos
talélési elemzéssel szignifikdnsan hosszabb OS-t azonositottunk a korai stadiumu betegeknél (szemben a
kés6i stadiumu SCLC-vel; p <0,0001), az adjuvans CHT-vel kezelt betegeknél (szemben az adjuvans CHT-
naiv betegekkel; p = 0,0013), valamint azoknal, akiknél anatomiai reszekcidt végeztek (szemben az
ékreszekcioval; p = 0,012). A TMA-kohorszban hasonléan a WTS-kohorszhoz a magas ASCL1 (p = 0,027;
1.5.A. &bra) és magas POU2F3 (p = 0,017; 1.5.C. &bra) expressziot mutatd betegek esetén volt
szignifikdnsan hosszabb az OS. Azonban a NEUROD1-expresszio tekintetében nem volt statisztikailag
szignifikdns kulonbseg az OS-ben a TMA-kohorszban (p = 0,89; 1.5.B. abra). A klinikopatologiai
valtozokkal korrigalt Cox-multivarians modellben a TMA-kohorszban az adjuvans CHT tovébbra is
fiiggetlen prognosztikai tényezének bizonyult az OS szempontjabol (p = 0,03), tovabba az alacsony
ASCL1-expresszio jobb tuléléssel parosult (hazard ratio [HR]: 0,67; p = 0,22).
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1.5. 4bra. A miitétileg kezelt SCLC-s betegek Kaplan-Meier-gorbéi az altipus-specifikus fehérjék, valamint a P53 és RB1
expresszidja szerint a TMA-kohorszban. (A) A magas ASCL1-expresszié szignifikdnsan révidebb median OS-hez tarsult
(szemben az alacsony ASCL1-expresszioval; p = 0,027). (B) Az OS nem kiilénbdz6tt szignifikdnsan az alacsony versus magas
NEUROD1 expresszioju betegek kozétt (p = 0,89). (C) A magas POU2F3-expresszioval rendelkezé betegek OS-e
szignifikansan jobb volt, mint az alacsony POU2F3-expressziés SCLC-vel rendelkez6 betegeké (p = 0,017). (D-F) A YAPL,
P53 és RB1 expresszi6 nem volt hatassal az OS-re. A csoportok kdzotti kiilonbségeket a log-rank teszt segitségével hasonlitottuk
0Ossze. A betegek alacsony és magas alcsoportokba torténé dichotomizalasahoz hasznalt hatarértékek az ASCL1 esetében 5%, a
NEUROD1 esetében 5%, a POU2F3 esetében 1%, a YAP1 esetében pozitivitas (>0%), a P53 esetében 50% és az RB1 esetében
pozitivitas (>0%) voltak.

A humén SCLC sejtvonalak proteomikai elemzése és sejtviabilitasi vizsgalatai a transzkripcios
szabalyozok dltal meghatdrozott, eltérd sebezhetéségi profilokat mutatnak

Részletes proteomikai elemzésiink soran tobb mint 8000 fehérjét azonositottunk és hataroztuk meg a
mennyiségiket mind a 26 huméan SCLC sejtvonalban. A mintdk ASCL1, NEUROD1, POU2F3 és YAP1
fehérjék expresszidja alapjan végzett felugyelet nélkili klaszterezés eredményekent itt megkiilonboztettiink
egy YAP1 altal vezérelt klasztert, egy kevert SCLC-AN klasztert és egy heterogén SCLC-P klasztert (1.6.A.
abra). Az altipus-specifikus fehérjek és az RB1/P53 expresszidjanak korrelacios mintazatat vizsgalva
(1.6.B. &bra) statisztikailag szignifikans negativ linearis korrelaciét taldltunk a YAPL1 és a POU2F3
expresszio kozott (r = -0,488), de nem talaltunk korrelaciot az RB1 és a P53 expresszidja kdzott. Az altipus-
specifikus fehérjeexpressziok terapias jelent6ségének vizsgélata céljabol Kkorreléltattuk a fehérjék
abran lathatd, statisztikailag szignifikans korreléciot talaltunk az ASCL1 abundancia és az AURK-gétlé
alisertib 1C50 eértékei kozott (r = 0,493), valamint a YAP1 abundancia és a CDK-gatl6 abemaciclib és
CGP60474 IC50 értékei kdzott (r = 0,435 és r = 0,421). Ezenkivil megfigyeltiik, hogy a magas NEUROD1-
fehérje-abundancia in vitro érzékenységet jelent az alisertib (r = -0,401), az AURK-gétl6 barasertib (r = -
0,674), az abemaciclib (r = -0,502), a CGP60474 (r = -0,536) és az IGF-1R-g4tl6 BMS-754807 (r = -0,581)
szerekkel szemben (1.6.C. abra). A hagyomanyos kemoterapias szerekkel kapcsolatban (1.6.D. abra)
statisztikailag szignifikans negativ linearis korrelacit talaltunk a POU2F3 abundancia és a ciszplatin (r =
-0,585), irinotekan (r = -0,554), topotekan (r = -0,569) és etopozid (r =-0,507) IC50 értékek kdzott. Emellett
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statisztikailag szignifikans pozitiv lineéris korrelaciot talaltunk a YAP1 koncentrécid és a ciszplatin (r =
0,628), irinotekan (r = 0,611) és topotekan (r = 0,589) IC50 értékek kozott.
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1.6.abra. A célzott terapias és citosztatikus gydgyszerek proteomikai profilozasa és in vitro hatékonysaga az altipus-
specifikus fehérjék szerint. (A) A vizsgalt SCLC-sejtvonalak "nem felligyelt" klaszterezése egy elkilénilt Y AP1-vezérelt, egy
kombinalt SCLC-AN és egy heterogén SCLC-P klasztert mutatott ki. A szines sav az ASCL1, NEUROD1, POU2F3 és YAP1
log?-transzformalt fehérjeintenzitas-pontszamat jeloli. (B) A POU2F3 és a YAP1 kozotti statisztikailag szignifikans negativ
lineéris korrelaciot (R =-0,488) leszamitva nem azonositottunk egyéb korreléciot az altipus-specifikus és a P53 és RB1 fehérjék
kozott. (C) Szorasdiagramok, amelyek szignifikans pozitiv linedris korrelaciét mutatnak az ASCL1 abundancigja és az alisertib
IC50 értékei (r = 0,493), valamint a YAP1 abundanciaja és az abemaciclib, valamint a CGP60474 IC50 értékei kdzott (r = 0,435,
illetve r = 0,421). Szignifikans negativ linearis korrelacié mutatkozott a NEUROD proteomikai abundanciaja és az alisertib (r
=-0,401), barasertib (r = -0,674), abemaciclib (r = -0,502), CGP60474 (r = -0,536), valamint a BMS-754807 (r = -0,581) IC50
értékei kozott is. (D) Statisztikailag szignifikans negativ linearis korrelaciot talaltunk a POU2F3 abundancia és a ciszplatin (r =
-0,585), irinotekan (r = -0,554), topotekan (r = -0,569) és etopozid (r = -0,507) IC50 értékei kozdtt. A YAP1 megjelenése
pozitivan korreldlt a ciszplatin (r = 0,628), az irinotekan (r = 0,611) és a topotekan (r = 0,589) IC50 értékeivel.

1.4. Megbeszélés

Az elmult években az 4tfogd genomikai vizsgalatok hozzajéarultak az SCLC finomabb osztalyozdsahoz, az
egyes genexpresszids profilok alapjdn meghatarozott mintazatok szerint (9, 13). Fontos azonban
megjegyezni, hogy a tumorok transzkripciés profilja nem feltétleniil egyezik meg a fehérjeszintii
jellemzokkel. Bar az 0j molekularis osztalyozasok az altipus-specifikus terapiak kifejlesztéséhez hasznosak
lehetnek, tovabbi kutatdsokra van sziikség az altipusokat meghatarozd fehérjeexpresszidés mintdzatok
tisztdzdsahoz (4, 9, 10, 25-28). Emellett az SCLC szovetmintak korlatozott hozzaférhetésége és a megfeleld
klinikai adatok hianya miatt tovabbi vizsgalatokra van szikség annak megallapitdsahoz, hogy az egyes
dominans altipusok milyen mértékben befolyasoljak az SCLC-betegek klinikai kimenetelét. gy ebben a
multicentrikus vizsgélatban nagyszamu, sebészileg reszekalt SCLC mintat hasznaltunk a kulcsfontossagu
SCLC transzkripcids szabalyozok, valamint az RB1 és P53 fehérjék immunhisztokémiai festésekkel
meghatarozott expresszidjanak és klinikopatologiai jelentdségének vizsgalatara. Tovabba, az altipus-
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specifikus terapiés ceélpontok azonositasa érdekében MS-alapu proteomikai vizsgalatokat végeztlnk in vitro
citotoxicitasi vizsgalatokkal kombin&lva human SCLC-sejtvonal panelen.

Az SCLC tumorokban a molekuléris sokféleség és az NE (neuroendokrin) jellemzok miatt jelentds
heterogenitas figyelhetd meg (18, 20). Ezért a dominans molekulédris altipusok a sebészi mintakban
altalaban feltindbbek, mint a kis biopsziads mintakban (4). Raadasul a kisméretii transzbronchialis vagy
mediastinalis biopszias mintak esetében arteficialis nyomasi karosodas is eléfordulhat (29).Vizsgalatunk
sorén a sebészileg reszekélt SCLC-mintakban az SCLC-A és az SCLC-QN adddtak a dominéns molekuléris
altipusoknak mindkét vizsgalt kohorszban. Az ASCL1-dominans SCLC-A tumorok (azaz a "klasszikus"
altipusu daganatok (1, 30)) jelentik az SCLC-k talnyomo tobbségét, és altaldban "tipikus" SCLC-
morfoldgidval és az NE-markerek magas expressziojaval tarsulnak (1).Ugyanakkor megéllapitottuk, hogy
az SCLC-A tumorok egy alcsoportja expresszalja a NEUROD1-¢et is, tehat (Baine és munkatarsai (10)
eredményeivel 0Osszhangban) létezik egy kombinalt SCLC-AN altipus is. A legUjabb genetikailag
modositott egér SCLC-modellek azt mutatjak, hogy idével lehetséges atmenet egyik molekularis altipusbol
a masikba (példaul az SCLC-A-bol az SCLC-N-be) (11, 14, 21).

E vizsgalatunkban nem talaltunk elkiiloniilé6 SCLC-Y altipust, ami 6sszhangban van Baine és munkatérsali
(10) eredményeivel. Ehelyett azonban azonositottunk egy SCLC-QN altipust, amelyet mind a négy vizsgalt
transzkripcios faktor alacsony expresszidja jellemez. Fontos megjegyezni, hogy az SCLC-QN-t nem a
YAPL expresszidja hatarozza meg, igy ez elkiloniti az osztalyozasunkat a Rudin és munkatarsai altal
javasolt osztalyozastol (9). Ugyanakkor eredményeink felhivjak a figyelmet a nemrégiben javasolt SCLC-
| altipusra is, amelyet szintén az dsszes altipus-specifikus marker alacsony expresszidja hataroz meg (18).
Az SCLC-I mesenchymalis jellegzetességeket és gyulladasos fenotipust mutat, amelyek méas tumorokban
elore jelzik az immunellenérzépont-gatlasra adott valaszt (18, 31, 32).

Ami a tumorélis heterogenitast illeti, vizsgalatunkban annak két formajat észleltiik. Néhany tumorban
ugyanazon teriileteken belil voltak olyan sejtek, amelyek expresszaltdk / nem expresszaltak az altipus-
specifikus markereket, mig mas mintakban ezek a sejtklaszterek térben elkiiloniilo régiokban voltak jelen.
Ez utobbi jelenség megerdsiti Gay és munkatarsai (18) eredményeit, és alatamasztja azt a feltételezést, hogy
a kis biopsziadk nem feltétlenil tiikrozik a teljes tumor expresszids profiljat. Fontos megemliteni, hogy az
SCLC magas plaszticitasa (9) miatt a mutéttel eltavolithatd tumorok nem feltétlentil reprezentaljak teljes
mértékben az SCLC betegség teljes spektrumat a klinikai és patologiai jellemzok tekintetében. Ezért
eredményeink elsésorban a sebészileg kezelhetd SCLC esetében lehetnek iranymutatéak a molekularis
altipusok prognosztikai jelentdségére és eloszlasi mintdzatara vonatkozoan. Mindazonaltal eredményeink
a késoébbi validalo vizsgalatoknak és az eldrehaladott stadiumt betegeken végzett tanulmanyoknak is
alapjaul szolgalhatnak.

Az altipus-specifikus fehérjék és a P53 és RB1 fehérjék korrelacidés mintazata alapjan a YAP1 és az RB1
expresszioja kozott pozitiv lineéris korrelacidt talaltunk. Ez ¢sszhangban van egy nemrégiben végzett
preklinikai vizsgalattal, amely szerint a YAP1-et expresszalé SCLC-sejtvonalak intakt RB1-el tarsulhatnak
(33). Ugyanakkor, figyelembe véve mind a YAPL, mind az RB1 alacsony expresszi¢jat, Ovatosan kell
értelmezni az ezekre a fehérjékre vonatkozé eredményeket.

Az altipusokat meghataroz6 fehérjék klinikopatoldgiai és prognosztikai jelentdsége tovabbra sem kelld
mértékben tisztazott a megfeleld klinikai adatokkal rendelkezd sebészeti esetek alacsony szdma és a
szovetmintak morfolGgiai heterogenitdsa miatt (pl. kombinalt SCLC/NSCLC vagy SCLC/nagysejtes
neuroendokrin karcinoma). Az ltalunk végzett vizsgalat az els6, amely részletesen beszamol a molekularis
altipusok prognosztikus jelentdségérdl sebészileg kezelt SCLC-s betegek esetében. E vizsgalatunkban a
az NE (SCLC-A, SCLC-N, SCLC-AN) altipusokhoz. Ezzel ésszhangban, univariaciés modellben azt
talaltuk, hogy az ASCL1 vagy a POU2F3 egyéni (altipustdl fuggetlen) expresszidja rosszabb (ASCL1)
vagy jobb tuléléssel (POU2F3) parosul. Az erdteljes NE jellemzoket altaldban a tiidérakos betegek rossz
prognozisanak jeleként irjak le (34, 35). Egy nemrégiben végzett IHC-alapu elemzés is arra utal, hogy az

15



done. bal azs 133 23

ASCL1-pozitiv tumorral rendelkezd betegek tulélési eredményei altalaban rosszabbak, mint az ASCL1-
negativ SCLC-vel rendelkez6 betegeké (36). HasonlOképpen, az ASCL1 expresszio rossz prognozis jele
lehet a NE differencialodasu tiidé adenokarcinomakban [38]. Erdemes megemliteni, hogy a jelenlegi
vizsgélatban a magas ASCL1-expresszid a késdi stadiumu SCLC-vel Osszefliggésbe hozhatd. Fontos
azonban kiemelni, hogy a tébbvaltozods tulélési elemzés azt mutatta, hogy az ASCL1 expresszio a betegség
stadiumatol és mas klinikai tényezoktdl fliggetleniil befolyasolja a tulélési eredményeket.

Az SCLC-ben szenvedd betegeknél a NE jellemzok és a tulélés kdzotti mechanisztikus kapcesolat még nem
egyertelmil. Azonban korabbi vizsgalatok soran az alacsony neuroendokrin tulajdonsagokkal bir6 SCLC-
khez fokozott immunsejt-infiltracié (CD45+, CD3+ és CD8+ sejtek) tarsult, szemben a magas NE
jellemzoket mutaté tumorokkal (37). Ez 6sszhangban van mas kutatok megéllapitasaival, akik szerint az
»NE-alacsony” tumorok er6sebben immunogének ¢és ,forré” vagy ,,immunoazis” fenotipussal
rendelkeznek, mig az ,,NE-magas” tumorok ,,immunsivatag” fenotipussal jellemezhetok (38).

Egy masik lehetséges magyarazat a rossz tulélésre az NE-magas SCLC-ben az lehet, hogy e tumorok tilzott
hormontermeléssel tarsulhatnak, és igy gyakrabban alakulnak ki paraneoplasztikus szindromak (39, 40). E
paraneoplasztikus szindromak negativan befolyasolhatjak mind a korai, mind a kés6i stadiumt SCLC-ben
szenved6 betegek tulélését (41).

Az SCLC-P tumorokra, amelyeknél a POU2F3 a dominans, nem jellemzdek a klasszikus neuroendokrin
markerek, hanem a kefesejtvonal markerei (15). Igy az SCLC-P tumoros betegek prognozisa
valosziniisithetden jobb, mint a neuroendokrin vondsokat mutatdé SCLC-ben szenvedd betegeké. Ezt
alatamasztja az is, hogy az immunhisztokémiaval igazolt POU2F3 expresszié magasabb median taléléssel
parosult univariacios elemzéseink soran. A POU2F3 prognosztikai jelentdségére vonatkozod adataink
részben 6sszhangban vannak Huang és munkatérsai (15) eredményeivel is. Tanulmanyukban ezek a szerzék
egy korabban publikalt adathalmaz (13) RNS-seq-adatait értékelték Ujra, és azt talaltak, hogy a ,,POU2F3-
magas” tumorral rendelkezd betegekben a tlélési aranyok nem szignifikansan magasabbak, mint a
,POU2F3-alacsony” tumorokban (15). Erdemes megemliteni, hogy béar nem talaltunk szignifikans
Osszefiiggést a betegség stadiuma és a POU2F3 expresszidja kozott, a ,,POU2F3-magas” alcsoportba
tartozo betegeknél inkabb a korai stddiumu tumorok voltak jellemzoek. Ez is hozzajarulhat az ezeknél a
betegeknél megfigyelt jobb tulélési eredményekhez.

A kissejtes tiidorak proteomikai vizsgalata tovabbra is aktiv kutatasi teriiletet jelent, és jelentds eldrelépések
is torténtek a kozelmaltban (18, 42-44). Ellentétben a szévetmintdk immunhisztokémiai festései alapjan
kapott eredményekkel, a human SCLC sejtvonalakban megfigyeltiink egy YAP1-dominans altipust a
felugyelet nélkili klaszteranalizis soran. Fontos megjegyezni, hogy a YAP1-expresszid kilonbségeit mar
korabban leirtdk az SCLC-sejtvonalak és a szOvetmintak kdzott (10, 18), azonban ez tovabbi vizsgalatokat
igényel. A YAP1 elvesztésével kapcsolatos lehetséges magyarazatok a tumor mikrokérnyezetével, az RB1
mutécios statusszal és a kemoterapia érzékenységével kapcsolatosak (33, 45). Ujabb preklinikai modellek
azt sugalljak, hogy a YAP1 expresszidja kulcsfontossagu lehet a vad tipusi RB1-gént hordozo,
kemoterapiara rezisztens esetekben (33, 45).

Az NEUROD1-et magasan expresszald sejtek az AURK- és CDK-gatlékkal szembeni érzékenységét
illetden az eredményeink 6sszhangban vannak a korabbi vizsgalatokkal (3, 9, 14). Erdemes megjegyezni,
hogy ezek a MYC éltal vezérelt NEUROD1-et nagymértékben expresszalo sejtek fokozott auréra-kinaz-
aktivitassal rendelkeznek, ami eldre jelezheti az AURKA- és AURKB-gatlok hatékonysagat (9, 14).
Emellett a MYC-amplifikalt SCLC-k varhatdan érzékenyek lesznek a CDK-gatldkra is a MYC szintetikus
letalis célpontjainak gatlasaval (14, 46).

Még keveset tudunk a kemoterapias szerek molekularis altipusok szerinti terapias hatékonysagardl. Az
eredményeink 6sszhangban vannak Ito és munkatarsai eredményeivel, akik azt talaltdk, hogy a YAP1
elvesztése a kemoterapiara adott valasz igéretes eldrejelzéje lehet SCLC-ben (45). A YAPL tdmeges
jelenléte és a kemoterapiara adott rezisztencia kozotti erés korrelacio alapjan a YAP1-pozitiv sejtek
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valoszintileg jellemzdbbek a mar kemoterapidval kezelt betegeknél, ami magyarazatot adhat a YAP1-
dominans altipus hianyara a mitétileg kezelt kohorszunkban. Végiil, a magas POU2F3-expresszalo sejtek
ciszplatinnal, irinotekannal, topotekannal és etopoziddal szemben mutatott nagyobb érzékenysége részben
magyarazhatja a ,,POU2F3-magas” molekuléris altipusban tapasztalt jobb talélési eredményeket. Erdemes
megjegyezni, hogy Gay és munkatarsai is hasonlé tendenciat talaltak az SCLC-P sejtvonalakban a
ciszplatinnal szemben javult valasznak koszonhetéen (18).

Tanulmanyunknak szamos korlatja volt, mivel részben retrospektiv jellegli volt. A TMA-kohorsz esetében
hosszu 1d6 alatt gytilt dssze a kell esetszam, igy néhany esetben hianyosak a klinikopatolologiai adatok.
Emellett, bar az antigének altalaban hossz(l idén keresztul kimutathatéak az FFPE blokkokban, néhany
régebbi blokk esetében csokkend immunjel-intenzitast tapasztaltunk. Megjegyzendd azonban, hogy a
minéségellenérzéshez hasznalt Gsszes antitesttel (azaz Bel-2 (47, 48), Ki-67 (49, 50), SYP (51) és INI1
(52)) pozitiv fest6dést kaptunk még az SCLC-QN esetekben is. Mindazonaltal a vartnal gyengébb festodési
ardnyok a Ki-67 esetében arra utalnak, hogy bar TMA-ink megfelel6 minéségiick voltak, egyes esetekben
az immunjel intenzitasanak csokkenése is el6fordulhat. Bar a régebbi TMA-mintédk értékes segitseget
jelentenek a WTS-kohorsz megallapitasainak ellendrzéséhez, kiilondsen az altipus-specifikus fehérjék
prognosztikai jelentoségét és az SCLC-QN altipus jelenlétét illetden, nem biztos, hogy ugyanolyan
mindségliek, mint az Gjabban készitett TMA-k vagy a WTS-mintak. Masodszor, a TMA-minték expresszids
mintazatat az intratumoralis heterogenitas is torzithatja, igy ennek részleges Kkikuszdbdlése érdekében
minden betegtdl két kiilonallo szovetrészletet is vizsgaltunk. Fontos megjegyezni, hogy ezek a korlatok
nem vonatkoztak a WTS-kohorszra. Vizsgalatunkban az SCLC-QN alcsoportot a négy transzkripcids
szabalyozd alacsony expresszidjaval definidltuk, de a diagndzis konnyitése érdekében tovabbi pozitiv
diagnosztikai markerekre is sziikség van. A jovObeni vizsgalatoknak arra kell iranyulniuk, hogy az SCLC-
QN azonos-e az SCLC-I-vel, és diagnosztizalhatok-e olyan mesenchymalis markerekkel, mint a vimentin
és az AXL. A kiszobértékek kivalasztasakor széles korben elfogadott hatarértékeket hasznaltunk, de
tovabbi vizsgalatokra van sziikség a pontossaguk megerdsitéséhez a mindennapi gyakorlatban. A
multicentrikus vizsgalat célja az volt, hogy meghatarozza az altipus-specifikus fehérjék prognosztikus
jelentéségét és szoveti eloszlasat sebészileg kezelt SCLC-s betegekben. Az (j molekularis altipus
osztalyozast nagyszamu sebészeti mintan validaltuk, és megallapitottuk, hogy az ASCL1, NEUROD1 és
POU2F3 eltérd expresszioja egyedi SCLC altipusokat hataroz meg. Az IHC elemzéseink azonban nem
kilonboztették meg a YAPL altal vezérelt altipust. Ehelyett beszamoltunk egy SCLC-QN altipusrdl,
amelyet a négy transzkripcios szabalyozo6 alacsony expresszidja jellemez. Tovabba megallapitottuk, hogy
a magas POU2F3 expresszio jobb taléléshez tarsult az egyvaltozos elemzésben, mig a magas ASCL1
expresszio fliggetlen negativ prognosztikai tényezé volt a sebészileg kezelt SCLC-ben. Végul az SCLC
sejtvonalak proteomikai elemzései segitettek a transzkripcids szabalyozok és a célzott és kemoterapias
kezelések kozotti korrelaciok azonositdsadban. Eredményeink hozzajarulhatnak az altipus-specifikus
terapias megkdzelitések és kdvetési stratégiak kidolgozasahoz ebben a sulyos betegségben.

2. Human SCLC komprehenziv proteomikai vizsgalata: szubtipus-specifikus molekularis
mintazatok

2.1. Bevezetés

Az SCLC profilalkotd vizsgalatok talnyomo tobbségét klinikai minték és preklinikai modellek, példaul
betegbdl szarmazo és kering6 tumorsejtekbdl eredeztethetd SCLC xenograftok transzkriptomikai adatainak
és genexpresszios profiljanak elemzésével végeztéek (9, 13, 16, 20). Bar a kozelmultban végzett
immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatok megerdsitették, hogy az altipus-specifikus markerek valoban
kimutathatéak a huméan tumorszdvetmintakban, e mddszerrel nem tudtak megkilonboztetni egy egyedi
YAP1-vezérelt altipust (10). Megjegyzendd, hogy a nem-negativ matrixfaktorizacioval végzett
tumorexpresszids adatok elemzése alapjan Gay és munkatarsai a YAP1 &ltal meghatérozott altipus

17



done. bal azs 133 23

alternativajaként egy egyedi gyulladdsos (SCLC-I) altipust javasoltak, amelyet egy gyulladasos
génszignatura jellemez (18). Emellett az altipus markerei és az NE jellemz6i koz6tti, korabban vart RNS-
alapu korrelécios mintazatokat sem sikerult IHC-vel validalni (10). Ezért a transzkripcios profilozéson
alapul¢ altipus-osztalyozas nem biztos, hogy kizarolag a fehérjeexpresszio tekintetében reprezentativ.

A tomegspektrometrian (MS) alapuld proteomika lehetdvé teszi komplex bioldgiai rendszerek, példaul
sejtek, szovetek vagy vérplazma széleskorii elemzését. A modern, nagy felbontast tomegspektrométerekkel
és fejlett mintael6készitési munkafolyamatokkal tobb ezer fehérje parhuzamos kimutatésa és mennyiségi
meghatarozasa lehetséges, beleértve a kisebb abundancidju fehérjéket is, igy jobban megérthetoek a
tumorokra jellemzé molekularis kdlcsonhatasok és a jelatviteli Gtvonalak (53, 54). A rendelkezésre all6
anyag sziikdssége eddig akadalyozta az SCLC szdvetek atfogd proteomikai vizsgélatat, mig a nem-SCLC
szOvetek proteomjat mar korabban alaposan feltérképezték (55, 56). Ezidaig a proteomikai vizsgalatok az
SCLC-t egyetlen entitasnak tekintették, és az SCLC-mintakat normal hérgéhamszovettel (57), NSCLC
sejtvonalakkal (42) vagy karcinoid tumorszdvettel (43) hasonlitottak 0ssze. Megjegyzendd, hogy ezek a
tanulmanyok viszonylag alacsony szamu azonosithaté fehérjérél (193-1991) szdmoltak be. Csak
nemrégiben jelent meg egy 28 szdvettipusbdl szarmazo 949 tumoros sejtvonal, kdztiik 57 SCLC sejtvonal
proteomikai vizsgalatardl sz616 tanulmany, amelyben 6sszesen 8498 fehérjét hataroztak meg (58).

Jelen tanulmanyunkban az SCLC altipusainak 6sszehasonlité proteomikai elemzését végeztiik el négy
kulcsfontossagl transzkripcios faktor relativ expresszidja alapjan kategorizalt sejtvonalak segitségével. A
sejtpelletet (CP) és a sejttenyésztd mediumot (CM) egyarant értékeld, jelolésmentes shotgun proteomikai
vizsgalatunk kdzel 9000 fehérje mennyiségi meghatarozasat eredményezte. Az SCLC-sejtvonalaknak ez az
atfogd proteomikai elemzése a meglévd transzkriptomikai adathalmazokbol szarmazd ismeretekkel
integralva egyértelmiibb meghatarozast adhat az SCLC altipusairol, és betekintést nyujthat a terapias
valaszt meghatarozo sajatossagaikba.

2.2. Anyag és madszer

26 human SCLC-sejtvonal pelletét (CP) és sejttenyésztd médiumat (CM) jel6lésmentes shotgun
proteomikai vizsgalatnak vetettlk ald fehérjemeghatarozas és kvantifikalas céljabol, amelyet
bioinformatikai elemzések kovettek. A proteomikai adatokat korrelaltattuk a sejtvonalak fenotipusos
jellemzoéivel, valamint az SCLC-sejtvonalak és szovetek nyilvanosan elérhet6 transzkriptomikai adataival.
A munkafolyamatok részleges metodikai leirdsa meghaladja jelen dolgozat kereteit, igy hivatkozom az
alabbi grafikus absztraktra, illetve a kdzleményben leirtakra (59).

Transzkriptomikai
adatokkal torténd
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2.3. Eredmények
Az SCLC-sejtvonalak proteomikai mddszerekkel kimutatott molekularis heterogenitasa

A primer vagy metasztatikus human SCLC 1éziokbdl sz&rmazo6 26 sejtvonalat jel6lésmentes proteomikai
elemzéssel jellemeztiik. Osszesen 10161 fehérjét azonositottunk és szamszertisitettiink (9570 fehérje a CP-
ben, és 6425 a CM-ben), és e fehérjék tobbségét a mintak legalabb 80%-aban szamszerisitettiik (8405 és
5408 fehérje a CP-ben, illetve a CM-ben). Osszesen 699 szekretalt fehérjét, 800 sejtfelszini fehérjét, 3440
emberi vérplazméban kimutathaté fehérjét, amelyek kozil 367 aktivan szekretalodik a vérbe, és 289
gyogyszeresen befolyasolhat6 fehérjét annotéltunk a sejtvonalainkban. A CM viszonylag tobb szekretalt és
plazmafehérjébdl allt, kiemelve annak hozzaadott értékét a potencialis véralapti biomarkerek keresésében.

El6szor az ASCL1, NEUROD1, POU2F3 és YAP1 mRNS expresszios mintazatuk alapjan - a sejtvonalakat
anégy megfelel6 alcsoport egyikébe csoportositottuk: SCLC-A, SCLC-N, SCLC-P és SCLC-Y (nyolc, hét,
négy, illetve hét sejtvonal) (1A. abra, fels6 panel). Ezek a transzkripcids faktorok szintén megnovekedett
fehérjeszintet mutattak a megfelel6 altipusban (2.1.A. dbra, also panel).

Altalanossagban a Myc proto-onkogén (MYC) csalad szamos tagjat azonositottuk, amelyek altalanosan
kifejezddtek a mintainkban, mint példaul a MYC és a fehérje L-Myc (MYCL) (9), vagy a transzkripciot
aktivalo nukleéris faktor 1 B-tipus (60). A TP53 és RB1 gének fehérjetermékeit, amelyekrol jol ismert,
hogy genetikailag megvaltoznak az SCLC-ben (61-63), a sejtvonalak 100%-aban, illetve 88,5%-aban
kvantifikaltunk, fliggetlentl a sejtvonalak korabban leirt TP53 és RB1 mutacids statuszatol (52). Szamos
j6l elfogadott altipus-marker (3) mutatta a vart fehérje-expresszios profilt az altipusok kozott, mint példaul
a kromogranin-A (SCLC-A marker), az anthrax toxin receptor 1 (SCLC-N marker), az advillin (SCLC-P
marker) és integrinek (SCLC-Y marker) (2.1.B. abra).

A sejtvonalakat tovabb jellemeztiik NE és EMT jellemzoik alapjan. Minden sejtvonalra kiszamoltuk az NE-
pontszdmokat, amelyek 19 NE és 17 nem-NE markerbdl épiiltek fel (40), valamint az EMT pontszamokat,
amelyek 12 epithelialis és 10 mesenchymalis markeren alapultak (64). A NE, nem-NE, epitelialis és
mesenchymalis markerek atlagos fehérjebdségét az egyes mintakban az 2.1D. 4bra mutatja. A
véarakozasoknak megfelelden a legtobb SCLC-A sejtvonal erdsebben expresszalta a NE és epitelidlis
markereket, mint a nem-NE és a mesenchymalis markereket (M NE score = 0,71, M EMT score = -0,70).
Az SCLC-N inkabb NE altipusnak bizonyult, vegyes epitelialis-mesenchimalis jellemz6kkel (M NE score
= 0,56 és M EMT score = 0,39). Az SCLC-P mérsékelt nem-NE jellemzéket mutatott az
adatallomanyunkban (azaz alacsonyabbat, mint az SCLC-A és -N, de magasabbat, mint az SCLC-Y);
azonban ebben az altipusban az epitelialis markerek magas expressziéjat tapasztaltuk (M NE score = -0,05
és MEMT score = -0,61). Ezzel szemben az SCLC-Y sejtvonalak kiemelked6 nem-NE és mesenchymalis
vonasokat mutattak (MNE score = -1,35 és MEMT score = 0,75). Ezekkel az eredményekkel 6sszhangban
a delta-like protein 3 (DLL3) fehérje, egy gatlé Notch-utvonal ligandum (65), az SCLC-A-t6l az SCLC-Y
felé csokkené mennyiségben fejez6dott ki, ami a Notch-Utvonal fokozatos aktivalodasara utal.

A kiilonboz6 tulajdonsagokkal rendelkez6 sejtvonalak - mint peldaul a tenyésztési tipus, a sejtvonal eredete
és a kemoterapias kezelés - NE- és EMT-pontszamat 0sszehasonlitva azt talaltuk, hogy az adherens
sejtvonalak szignifikdnsan alacsonyabb NE-pontszamot mutathak, mint a nem-adherens sejtvonalak.
Ezenkivil szignifikdnsan negativ korreléaciot figyeltiink meg az NE és az EMT pontszamok kozott.
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2.1. abra. A molekularis heterogenitas feltérképezése a kissejtes tiidorakos sejtvonalak proteomjaban. (A) A molekularis
altipusok elkilénitéséhez haszndlt transzkripcios faktorok (ASCL1, NEUROD1, POU2F3 és YAP1) expresszidjanak
kilonbségei mMRNS- (abra fels6 sora) és fehérje-szinten (&bra alsé sora) az egyes molekularis altipusokba sorolt sejtvonalakban.
A felsd sorban a 274t x 1000 értékek (ahol a Ct az attorési ciklusszamra utal) atlaga + a standard deviaci6 (SD) van feltiintetve,
normalizalva a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogendzra (GAPDH). Minden pont egy-egy sejtvonalra mért értéket jeldl, mely
érték két biologiai replikadtum harom-harom mérésének atlaga. A Mann—-Whitney probak szignifikanciaja a dobozdiagramok
felett talalhaté (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). Az alsé sorban a proteomikai elemzés soran a fehérjék jellésmentes
mennyiségi meghatarozasabol nyert LFQ (label-free quantitation) értékek atlag + SD értékei lathatoak kiilén-kilén mindegyik
altipusra. A hianyzo6 LFQ értékek x-el vannak feltlintetve. A fiiggetlen mintas T probak szignifikanciaja a dobozdiagramok felett
lathatd (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.001). (B) Négy ismert altipus-marker fehérje expresszids profilja (balrél jobbra: CHGA,
ANTXR1, AVIL és ITGAS, melyek az SCLC-A, -N, -P és -Y altipusok markerei). A fiiggetlen mintas T probék szignifikanciaja
a dobozdiagramok felett talalhaté (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

(C) A neuroendokrin és nem neuroendokrin markerek &tlagos Z-értéke (bal oldali hétérkép), illetve az epitelialis és
mezenchimdlis markerek atlagos Z-értéke (jobb oldali hétérkép) a sejtvonalak proteomikai adataiban.
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A heterogén in vitro novekedési jellemz6k megnyilvanuldasa a proteomban

Bar azonos in vitro koriilmények kozott tartottuk oket, a sejtvonalak jelentosen eltéré novekedési
jellemzoket mutattak. Konkrétan a 26 sejtvonalbol 10 (38,5%) szuszpenzidban, 3 (11,5%) félig tapado
formaban, a tobbi 13 (50,0%) pedig miianyagon tapadva novekedett (2.2A abra). Az adherens és a nem-
adherens sejtvonalak egyértelmiien eltérd fehérje-expresszios profilokat mutattak (2.2.B-C. &bra).
Osszességében 270 és 148 fehérje volt szignifikansan (BH korrigalt p < 0,05) alulszabalyozott a
szuszpenzids sejtvonalakban a CP és CM adherens sejtvonalakhoz képest, mig 244 és 244 fehérje
szignifik&nsan tulszabélyozott a CP és CM szuszpenzios sejtvonalakban (2.2.B-C. &bra, bal oldal). Az
eltér6en expresszalt fehérjék ORA-ja (overrepresentation analysis), killon-kulon a CP és a CM esetében, de
tal- és alulszabalyozott fehérjéket kombinalva, azt mutatta, hogy az olyan KEGG-Utvonalak, mint a fehérje
processzalas az endoplazmatikus retikulumban, a lizoszdma és a glikozaminoglikan degradacio
szignifikansan (p < 0,05) feldisultak mind a CP-ben, mind a CM-ben, valamint mas Utvonalak, mint az
endocitozis, a CP-ben és a gap junction a CM-ben fellilreprezentaltak voltak, ami alatamasztja a fenotipusos
sejtvonalbeli kiildnbségeket a fehérjék szintjén (2.2B-C. abra, jobb oldal).
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2.2. dbra. A sejtvonalak in vitro ndvekedési karakterisztikaja és a proteomjuk kozétti dsszefliggések. (A) A sejtkultira
tipusok megoszlasa a vizsgalt 26 kissejtes tiidorakos sejtvonal kozott egy kordiagramon, valamint reprezentativ képek a kultara
tipusokrol (Zeiss Axiovert 40 C mikroszkdppal felvett kép, skala = 100 pum). (B) A sejt pellet adatokban a szuszpenzi6s és
adherens sejtvonalak kozotti differencialis expresszié analizis eredményei egy vulkan-diagramon (balra), és a differencidlis
expressziot mutatd fehérjék felllreprezentalt KEGG Gtvonalai (jobbra). (C) A sejtkultdra feliilisz6 adatokban a szuszpenzids
és adherens sejtvonalak kozotti differencidlis expresszio analizis eredményei egy vulkan-diagramon (balra), és a differencidlis

expressziét mutatd fehérjék feltlreprezentalt KEGG dtvonalai (jobbra).
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A proteom-alapu SCLC alcsoportok és a mRNS-alapu altipusmeghatérozés dsszevetése

Annak vizsgalatara, hogy a proteomikai altipusmeghatarozas korreldl-e az mRNS-alapl osztalyozéssal, a
CP-mintak nem felligyelt konszenzusos Kklaszterezését vegeztik el a legkilonfélébb fehérjék alapjan. Az
elemzés négy klasztert mutatott ki a proteomikai adatokban, ami 6sszhangban van a mRNS-alapu
altipusmeghatérozassal (2.3.A. abra). Eltérést csak egy sejtvonal (H1882) esetében észleltiink, amelyet a
qPCR-adatok alapjan SCLC-A alklaszterbe, a proteomikai eredmenyek alapjan pedig SCLC-P alklaszterbe
soroltunk. Megjegyzendd, hogy ez a sejtvonal is magasabb POU2F3 mRNS-expressziot mutatott, mint a
tobbi SCLC-A sejtvonal (2.3.A. abra). Ezenkivil két adherens SCLC-A minta (H1688, DMS53) jobban
elkllondlt a csoport tobbi tagjatol. Figyelemre mélto, hogy az SCLC-Y mintak mutattak a legkiilonb6z6bb
fehérje-expresszios profilt. Az el6z6 megfigyeléseket jol tikrozi a CP-mintak PCA-diagramja is (2.3.B.
abra). Ezzel szemben a CM-mintak a legkiilonb6z6bb fehérjék alapjan meglehetésen heterogén expresszids
profilt mutattak, és a PCA-diagram nem mutatott egyértelmii elkiiloniilést az mRNS altipusok szerinti
besorolés szerint (2.3.C. abra). Ennek megfeleléen a PVCA azt mutatta, hogy a molekularis altipusok a CP-
hez képest kevésbé jelentésen jarulnak hozza a CM fehérjeexpresszid variabilitasahoz (2.3D. &bra).
Tovabba, a tenyésztési tipus fontos hozzajarulast mutatott ki az SCLC-sejtvonalak proteomikai profiljahoz,
ami a CM-ben kifejezettebb volt.
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2.3. dbra. A Kkissejtes tiidérak sejtvonalak proteomikai adatai korreldlnak az mRNS-alapu altipus-besoroléssal. (A) A
sejt pellet (cell pellet, CP) adatokban magas varianciat (>1.25 SD) mutatd fehérjék felhasznalasaval végzett konszenzus
klaszterezés eredményei egy hotérképen. A mintak a klaszter besorolasuk alapjan vannak csoportositva, és lathato reprezentativ
fehérje expresszios profiljuk. (B) A CP adatokban magas varianciat (>1.25 SD) mutat6 fehérjék felhasznalasaval végzett
fékomponens elemzés (principal component analysis, PCA) grafikus illusztracioja. Az adatpontok sejtvonalakat jelolnek. Az
adatpontok a sejtvonalak altipus-besorolasa alapjan vannak szinezve, és az adatpontok formaja a kulttra tipus szerint valtozik.
Minden altipushoz 68%-0s konfidencia-ellipszis van rajzolva. (C) A sejtkulttra feltiliszo (culture media, CM) adatokban magas
varianciat (>1.25 SD) mutat6 fehérjék felhasznalasaval végzett PCA grafikus illusztracitja. Az adatpontok sejtvonalakat
jeldlnek, szinlk a sejtvonalak altipus-besorolasa alapjan valtozik, forméajuk pedig a kultdra tipus szerint. 68%-0s konfidencia-
ellipszis van rajzolva minden altipushoz. (D) F§ variancia komponens elemzés (principal variance component analysis, PVCA)
az altipus ¢és kultara tipus hozzajarulasanak szamszertisitésére a proteomikai adatok variancidjdhoz, kiilén a CP és a CM
adatoknal. A fennmaradd bioldgiai és technikai varianciat, melyet nem lehetett ezekhez a fent emlitett faktorokhoz rendelni, a

“residual” oszlop jeldli.
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Az SCLC altipusok multiomikai portréi felvazoljak a lehetséges altipus-specifikus terdpids lehetdségeket

Az mMRNS- és proteomalapu altipusok kozotti nagyfoku egyezésnek megfeleléen az altipusok kozotti
differencialis expresszios elemzésekben a mRNS-alapu osztdlyozasi rendszert hasznaltuk. 367 és 34
altipus-specifikus fehérjét taldltunk (ANOVA BH korrigélt p < 0,05, Tukey HSD post hoc p < 0,05),
amelyek szintje egy adott altipusban kiilonbozik a CP és CM adatokban szerepld mindhadrom masik
altipushoz képest. Ez négy olyan fehérjét is tartalmazott, amelyek a CP-adatokban on/off jellemzokkel
rendelkeztek, nevezetesen az achaete-scute homolég 1 (ASCL1; "on" az SCLC-A-ban), a G-protein
signalling 22 szabalyozoja (RGS22; "on" az SCLC-P-ben), a neurexofilin-4 és a puratrofin-1 (NXPH4 és
PKHG4,; "off" az SCLC-Y-ban). Ezutdn az Osszes altipus-specifikus fehérjét (beleértve a CP és CM
fehérjéket is) Utvonal-elemzésnek vetettiik ala.

Az SCLC altipusok mdgottes bioldgidjanak szisztematikusabb vizsgélata érdekében az altipus-specifikus
fehérjék azonositasa mellett az alcsoportok Utvonalakon alapuld dsszehasonlitdsat is elvégeztilk pGSEA-k
segitségével. Olyan jelentés utvonalakat kerestiink, amelyek egy bizonyos altipusban egybehangzéan
aktivalodtak vagy elnyomodtak a masik harom altipushoz képest. Ehhez minden péros altipus-
osszehasonlitast elvégeztiik, a CP-adatokbdl szarmazd kvantalt fehérjék teljes listdjat (n = 8405)
felhasznélva. Tovabba ugyanezt az elemzest elvégeztik a CCLE-bdl (52) szarmazdé 50 SCLC-sejtvonal
RNS-Seg-adatain is (n = 9237 gén), és végil értékeltiik a proteomikai és transzkriptomikai eredmények
kozotti kapcsolatot.

Az altipus-specifikus fehérjék szerint (n = 33) szignifikansan felulreprezentalt (p < 0,05) KEGG-
folyamatok az SCLC-A-ban az oxidativ foszforilacio (OXPHOS), valamint a fenilalanin metabolizmus és
a leukocita transzendothelialis migracio (2.4.A. abra). Ezzel 6sszhangban a pGSEA eredmények a
proteomikai adatok alapjan az OXPHOS és a l1égzési lanc elemeinek upregulacidjat is kimutattak. A neuralis
prekurzorsejtek proliferacidjanak pozitiv szabalyozasat mindkét adatkészlet alatdmasztotta, mig a
transzkriptomika a subpallium fejlédési génkészlet aktivalodasat mutatta ki SCLC-A-ban (2.4.B. abra).

Az SCLC-N (n = 54) altipus-specifikus fehérjék hozzajarultak a KEGG-Utvonalak, példaul a sejtciklus, a
fagoszoma, a riboflavin-anyagcsere és a peroxiszOma proliferator-aktivalt receptor jelatviteli Gtvonal
jelentés feliilreprezentaltsagahoz (2.4.C. dbra). Az SCLC-N-t a pGSEA alapjan tovabb lehetett jellemezni
az epidermisz fejlodési folyamatainak elnyomasaval. A proteomikai adatok az immunvalasz, a citokin-

a DNS-replikacid upregulaciojat is kérvonalaztak (2.4.D. abra).

Az SCLC-P specifikus fehérjéket (n = 32) figyelembe véve harom szignifikansan feldusult KEGG-
Utvonalat észleltink, nevezetesen a foszfolipdz D jelatvitelt, a lizoszémat, valamint az egyéb glikan
degradéacidt (2.4.E. abra). Tovabba a pGSEA kimutatta a neurotrofin jelatviteli Gtvonal és a lamellipodium
szervezOdési génkészlet aktivalodasat SCLC-P-ben (2.4.F. &bra).
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2.4. 4bra. Az SCLC-A/N/P altipusokra specifikus bioldgiai folyamatok. Az altipus-specifikus fehérjék és a hozzajuk kothetd,
szignifikansan feltlreprezentalt KEGG Utvonalak (p < 0.05) lathatdak a bal oldalon (a fehérjék pirossal és kékkel vannak jelélve
annak megfeleléen hogy feliil- vagy alulexpresszaltak az adott altipusban a tobbi altipushoz viszonyitva). Az eldre rangsorolt
modon végzett géncsoport dusulas analizis (pre-ranked gene set enrichment analysis, pPGSEA) eredményeként kapott, az egyes
altipusokra jellemz8 géncsoportok a jobb oldalon szerepelnek. Az x-tengely az atlagos normalizalt disulési értéket (average
normalized enrichment score, av. NES) mutatja a proteomikai adatokban az SCLC-A vs -N/P/Y, SCLC-N vs -A/P/Y, or SCLC-
P vs -A/N/Y Osszehasonlitasokra, mig az y-tengely a transzkriptomikai adatokbdl nyert av. NES értékeket mutatja. Az egyes
pontok kilénallo géncsoportokat jeldinek, melyek kulcsszavakkal vannak ellatva. A pontok szine az alapjan valtozik, hogy a
géncsoport szignifikans aktivalddasat vagy szupresszalddasat az adott altipusban mindkét omikai adat tamogatta-e (lila szin),
vagy csak a proteomika (z6ld szin), vagy csak a transzkriptomika (kék).

(A és B) SCLC-A, (C és D) SCLC-N és (E és F) SCLC-P altipusokra nyert eredmények.
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Az SCLC-Y tekintetében tobb KEGG-Utvonal szignifikdnsan felllreprezentalt volt az altipus-specifikus
fehérjékkel 0sszefiiggésben (n = 271), mint példaul az extracelluléris matrix (ECM)-receptor interakcid, a
fokalis adhézid, a spliceoszoma, a peroxiszoma vagy az O-glikdn bioszintézis (2.5.A. 4bra).
Hasonl6képpen, a pGSEA szerint az SCLC-Y-ban a tobbi altipushoz képest a folyamatok terjedelmes listaja
mutatott upreguléciot, mint példaul az ECM-szervezddés, a citokin altal kozvetitett jelatvitel, az interleukin
jelatvitel, a gyulladasos valasz, az EMT, a ndvekedési faktorokra adott valasz, a sejt-szubsztrat adhézio és
a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) kaszkad. A transzkriptomikai adatok az apoptotikus Gtvonalak és
a Janus kinaz-szignaltranszduktor és a transzkripcid aktivator jelatvitelének aktivalédasat mutattak, mig a
proteomika a Rho-GTPazok altali jelatvitel tulszabalyozasat, valamint a transzmembran transzporterrel
kapcsolatos folyamatok aktivalodasat mutatta ki. Ezen tilmenden a DNS-javitas, a fehérje acetilacio és a
kromatin-mddositas a proteomikai adatok alapjan downregulaltnak bizonyult ebben az altipusban (2.5.B.
abra).

Annak érdekében, hogy a sejtvonalainkban megfigyelt altipus-specifikussagot SCLC sz6vetekben is
igazolni tudjuk, megvizsgaltuk a George és munkatarsai altal publikalt SCLC szdveti transzkriptomikai
adathalmazban korabban vazolt altipus-specifikus folyamatok reprezentativ génkészleteinek (n = 33)
viselkedését (13). Az ssGSEA 22 olyan génkészletet azonositott, amelyek esetében az altipus-specifikussag
bizonyos mértékben megerdsitést nyert a szoveti adatokban (2.5.C). Ezek koziil az OXPHOS aktivalodasa
az SCLC-A-ban, a talszabalyozott DNS-replikacio és a lecsokkent immunvalasz az SCLC-N-ben, valamint
az aktivabb EMT és a szupprimalt DNS-javitads az SCLC-Y-ban volt kiemelhet6. Az SCLC-P-ben az
altipus-specifikus folyamatok egyike sem volt igazolhat6 szOveti transzkriptomikai modszerekkel.
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2.5. 8bra. Az SCLC-Y altipusra specifikus bioldgiai folyamatok, valamint a széveti transzkriptomikai adatok altal igazolt
altipus-specifikus folyamatok. (A) Az SCLC-Y altipusra specifikus fehérjék és a hozzajuk kéthetd, szignifikansan
felulreprezentalt KEGG Utvonalak (p < 0.05). A fehérjék pirossal és kékkel vannak jel6lve annak megfeleléen, hogy feliil- vagy
alulexpresszaltak az SCLC-Y altipusban a tébbi altipushoz viszonyitva. (B) A pGSEA eredményeként kapott, SCLC-Y altipusra
jellemzd géncsoportok. Az x-tengely az av. NES értékeket mutatja a proteomikai adatokban az SCLC-Y vs -A/N/P
Osszehasonlitasokra, mig az y-tengely a transzkriptomikai adatokbdl nyert av. NES értékeket abrazolja. Az egyes pontok
kilonallé géncsoportokat jeldlnek, melyek kulcsszavakkal vannak 6sszefoglalva. A pontok szine az alapjan valtozik, hogy a
géncsoport szignifikans aktivalodasat vagy szupresszalddasat az SCLC-Y altipusban mindkét omikai adat tamogatta-e (lila
szin), vagy csak a proteomika (zold szin), vagy csak a transzkriptomika (kék). (C) Az egymintas géncsoport dusulas analizis
(single-sample gene set enrichment analysis, ssGSEA) eredményeként nyert normalizalt disulési értékek az SCLC szdveti
mintak transzkriptomjaban, atlagolva a szévetmintak altipus-besorolasara. Olyan géncsoportok eredményei vannak feltiintetve,
melyek esetében a széveti mintak adatai alatdmasztottak a sejtvonalakbdl nyert adatokat.
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A proteomikai elemzés SCLC altipusok szerinti potencialis diagnosztikai markereket és gydgyszer-
célpontokat azonosit

A differenciélis expresszidelemzés mellett kiilon-kulon végeztiink sPLS-DA (sparse partial least squares
discriminant analysis)-t a CP és a CM esetében, hogy azonositsuk azokat a fehérjéket, amelyek expresszios
mint&zatuk alapjan leginkabb alkalmasak az altipusok osztalyozasara (azaz potencialis IHC- vagy véralapu
markerek). Az elemzés eredményeként 104 fehérje (82 és 23 a CP és a CM adatkészletekben; egy fehérje
mindkét adatkészletben kimutathatd volt) mutatott legalabb két altipus kozott egyértelmiien eltérd
profilokat. Az sPLS-DA altal kivalasztott fehérjéket a kovetkezé expresszios mintazati kategoriakba
lehetett sorolni: talszabalyozott az SCLC-A-ban vs. SCLC-N, talszabalyozott az SCLC-N-ben vs. SCLC-
A, tllszabalyozott az SCLC-P-ben vs. més altipusok kozott, tulszabalyozott az SCLC-Y-ban,
alulszabalyozott az SCLC-Y-ban (2.6.A. abra). Figyelemre méltd, hogy a 104 fehérje kozul 35 és 17
egyértelmiien tul- vagy alulszabalyozottnak mutatkozott az SCLC-Y altipusban. Sz&mos marker esetében
az expresszids mintazat egyezett az SCLC-szovetekbol szarmazo transzkriptomikai adatokkal (a harom
legfontosabbat a 2.6.B. dbra mutatja). Figyelemre méltd, hogy tdbb ilyen fehérjérél allapitottuk meg, hogy
tulexpresszalédik SCLC-Y-ban, igy a glutation-peroxidaz 8 (GPX8), a piruvat-dehidrogenaz-kinaz 2-es
izoforma (PDK?2) és a tirozin-protein-kinaz receptor UFO (AXL) (2.6.B. abra).

A szdveti transzkriptom szintjén megerdsitett fehérjék koziil hatot a human vérplazmaban is ki lehet mutatni
MS-sel. Ezek a kovetkezoek: tirozin-fehérje-kinaz receptor UFO (AXL, tllszabalyozva az SCLC-Y-ban),
a bazélis sejtadhézios molekula (BCAM, talszabalyozva az SCLC-A-ban vs. SCLC-N), GTP-kot6 fehérje
1 (GTPBP1, tlulszabalyozva SCLC-N-ben vs. SCLC-A), keratin-18 (KRT18, tllszabalyozva SCLC-A-ban
vs. SCLC-N), noelin (OLFM1, talszabalyozva SCLC-N-ben vs. SCLC-A) és foszfolipdz C-gamma-2
(PLCG2, tllszabalyozva SCLC-P-ben). A legigéretesebb véralapu biomarker ebbdl a listabol az UFO
fehérje, amelyet kordbban immunassay-vel is kimutattak.

Végil megvizsgaltuk, hogy a differencialis expresszios analizissel vagy sPLS-DA-val detektalt fehérjék
(6sszesen 418 egyedi fehérje) kdzott talalunk-e gyogyszeresen befolyasolhatd fehérjéket (66) (azaz az FDA
altal jovahagyott gyogyszercélpontokat). Hat ilyen fehérjét azonositottunk, mint az altipus-specifikus
terapidk potencialis célpontjai: aromas-L-aminosav-dekarboxilaz (DDC, SCLC-A-ban tllexpresszalt),
efrin-A tipusi receptor 2 (EPHAZ2), integrin alfa-V és béta-1 (ITGAV, ITGB1, SCLC-Y-ban
tulexpresszalt), hiszton-deacetilaz 1 (tulexpresszalt az SCLC-A/N/P-ben vs. SCLC-Y), és az Ossejt
novekedési faktor receptor Kit (KIT, talexpresszalt SCLC-P-ben). Tébb olyan gyogyszert is Ki lehetett
jelélni, amelyek hatdsmechanizmusuk részeként kozvetlenil kolcsonhatasba lépnek a fent emlitett
fehérjékkel. Raadasul az SCLC-sejtvonalakat mar hét ilyen gyogyszerrel szemben is tesztelték
(CancerRxGene adatbazis (67)), nevezetesen a dasatinib (az EPHA2-t célozza), vorinosztat (a HDACL-et
célozza), imatinib, pazopanib, sorafenib, sunitinib és tivozanib (mind a KIT-et célozza). Ezért
megvizsgaltuk, hogy az altipusok mutatnak-e kiillénbséget az ezekre a gydgyszerekre vald érzékenységben,
akar a GDSC1, akar a GDSC2 adathalmazokban. Altalanossagban azt talaltuk, hogy az alacsonyabb
EPHA2, KIT és HDACL fehérje mennyiség a sejtvonalainkban a GDSC1 adatkészlet szerint az ezeket a
fehérjéket célzd gyogyszerekkel szembeni fokozott rezisztenciara utal (2.6.C. abra). Ezt a tendenciat a
GDSC2-adatkészlet a dasatinib esetében nem igazolta; ugyanakkor néhany KIT-ellenes gyogyszer
(pazopanib, sunitinib, tivozanib) median 1C50-értéke az SCLC-P sejtvonalakban volt a legalacsonyabb,
valamint az SCLC-Y altipus vorinosztattal szembeni nagyobb rezisztencigja is igazolhato volt.
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2.6. abra. Diagnosztikai és terapias relevanciat mutato fehérjék a kissejtes tiidérak altipusokban.

(A) Fehérjék, melyek expresszios profiljuk alapjan alkalmasak az altipusok elkiilonitésére az adatainkban. A fehérjék listajanak
kinyerésére hasznalt modszer az Un. “diszkriminancia analizis a parcialis legkisebb négyzetek maodszerével” volt, mely
algoritmus a valtozok egyidejii szelektalasat is tartalmazta (sparse partial least squares discriminant analysis, SPLS-DA). A fels6
hétérkép a CP, az also hétérkép a CM adatokat mutatja. Azon fehérjék vannak jeldlve a hétérképeken, melyek hasonlé profilt
mutatnak az altipusok kdzétt az SCLC szdvetek transzkriptomikai adataiban is. (B) Transzkriptek génexpresszids kiilonbségei
az altipusok kozott az SCLC szdveti adatokban. Olyan transzkriptek adatai lathatoak, melyek fehérje-szinten alkalmasak voltak
az altipusok elkilonitésére, és ezt a transzkript-szintii adatok is alatamasztjak. A Wilcoxon probak szignifikancigja a
dobozdiagramok felett talalhato (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). (C) A dasatinib, pazopanib, és vorinostat gyogyszerek
IC50 értékeinek természetes alaptl logaritmusa a mért fehérje expresszid (LFQ érték) fiiggvényében. Az IC50 értékek a
“Genomics of Drug Sensitivity in Cancer 17 (GDSC1) adatbazisbol lettek Osszegytijtve. A Pearson korrelacios
analizisek eredményei a szorasdiagram folott olvashatdak. A pontok szine a sejtvonalak altipus-besorolésa szerint
valtozik.

30



done. bal azs 133 23

2.4. Megbeszélés

Bar klinikailag az SCLC-t még mindig homogén, NE-jellemzdkkel rendelkez6 tumortipusnak tekintik,
évtizedekkel ezel6tt leirtak, hogy az SCLC "klasszikus", szuszpenzids ndvekedési tipust és NE-fenotipusu
forméaja mellett 1étezik egy "varians" (NE-alacsony tipust), féként adherens sejtkultirakat alkotd6 SCLC-
forma is (12, 30). Emellett a kozelmultban leirtak NE-differencialédast nem mutaté (nem-NE) tumorokat
is (9). A mi SCLC-sejtvonalpaneliinkben a mintak 50%-a adherens, mig a méasik fele semi-adherens mddon
vagy szuszpenzidban ndvekedett. Az adherens fenotipus és a nem-NE jellemz6k kozott szignifikans pozitiv
kapcsolatot figyeltink meg. Fontos, hogy a vizsgalt sejtvonalak proteomikai képe is tlkrozte ezeket a
fenotipusos kiilonbségeket, és a sejtadhézidoban szerepet jatszo szamos utvonallal Osszefiiggd fehérjét
azonositottunk, amelyek eltéréen fejezédtek ki az adhézidban vagy szuszpenzidban ndvekvo sejtvonalak
kozott, beleértve a glikozaminoglikan lebomlast és az endocitozist vagy a gap junction-t is.

A legujabb profilalkotd vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy az SCLC NE és nem-NE osztalyai tovabbi
altipusokra oszthatok, nevezetesen az SCLC-A és -N (NE-magas, illetve NE-alacsony) és az SCLC-P és -
Y (nem-NE tipusok) (9). A sejtvonalainkat qPCR segitségével szintén ennek megfeleléen kategorizaltuk,
igy nyolc ASCL1+, hét NEUROD1+, négy POU2F3+ és hét YAP1+ sejtvonalat kaptunk. A globélis
proteomikai adatokban ezek a transzkripcios faktorok nagyobb abundanciat mutattak a megfeleld
altipusban, egyedil a neurogén differencialddasi faktor 1 (NEUROD1) emelkedett szintje az SCLC-N
sejtvonalakban nem kilénbdzott szignifikdnsan mindharom ésszehasonlitasban.

A Zhang és munkatarsai &ltal leirt (40) NE és nem NE markerek fehérjeexpresszidja szerint, a
varakozasoknak megfeleléen az SCLC-A és -N sejtvonalak NE jellemzdéket mutattak, mig az SCLC-P és -
Y csoportok inkabb nem-NE fehérjeprofillal tarsultak. Ez dsszhangban van egy nemrégiben human
szovetmintakon végzett IHC-alapu vizsgalat eredményeivel, amelyben a szerzok szintén azt talaltak, hogy
a POU2F3 expresszio valosziniisége SCLC-ben Kkvantitativ. modon 0Osszefligg a NE markerek
expressziojanak szintjével, és az SCLC-P tumorokra a NE-differencidlodés szinte teljes hianya jellemz6
(68). Ezért a POU2F3 potencialis kiegészit6 diagnosztikai markerként vald bevonasa vonzo megkdozelitést
jelenthet az olyan SCLC-tumorok diagnosztizalasaban, amelyekben a standard NE-markerek hianyoznak
vagy minimalis szintet mutatnak (68). Ekdzben egy masik vizsgalatban ugyanez a csoport azt is kimutatta,
hogy a NE-differencialodashoz kapcsolédé hagyomanyos markerek expresszidja lényegesen magasabb az
ASCL1- és NEUROD1-definalt tumorokban (az ASCL1/NEUROD1-dupla negativ tumorokkal szemben),
ami szintén megfelel a mi eredményeinknek (10). Az epitelialis és mesenchymaélis jellemzokkel
kapcsolatban egy SCLC-sejtvonalakon végzett tanulmany (69) felvazolta, hogy az SCLC-P és -Y
epitelialis, illetve mesenchymalis tulajdonsagokkal rendelkezik, mig az SCLC-A és -N altipusok vegyes
jellemzokkel rendelkeznek. A Kohn és munkatarsai (64) altal megéallapitott epitelialis és mesenchymalis
markerek alapjan végzett proteomikai vizsgalatunk megerdsitette ezeket a megfigyeléseket. Erdekes modon
az EMT pontszdmot nem befolyasolta a sejtvonalak szarmazasi helye. Adataink azt is kimutattak, hogy az
erés NE vagy EMT jellemzok altalaban kolcsonosen kizarjak egymast.

Fontos, hogy SCLC-sejtvonalainkat négy alcsoportba tudtuk besorolni atfogé sejtproteomikai profiljaik
alapjan, amelyek megegyeztek az elére meghatarozott mRNS-alapu altipusokkal (csak egy sejtvonalat
soroltunk be tévesen a proteomika alapjan). Megjegyzendd, hogy a sejtkdzeg fehérjéinek a cellularis
fehérjékhez viszonyitott altalanos nagyfoku variabilitasa valoszinilleg zavarta az altipus-specifikus
szignatUrak kimutatasat ebben az adathalmazban (MSD a CP-ben = 0,85, MSD a CM-ben = 1,20). A
proteomikai kiilonbségek masik drivere a tenyésztési tipus volt, amely mind a CP-t, mind a CM-et érintette.

Az SCLC altipusok egyedi vonasainak leirdsa érdekében megvizsgaltuk az altipusok kozoétt differencialisan
expresszalodo fehérjéket, és multiomikai Utvonal-szintli elemzést végeztiink az dsszes kvantifikalt fehérje
(a mi adatallomanyunkbdl) és transzkriptum (az SCLC sejtvonalak CCLE transzkriptomikai adataibdl)
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expresszios kiilonbségeinek felhasznalasaval az altipusok k6zott. Ennek megfelelen feltartuk a potencialis
altipus-specifikus terapias lehetéségeket.

Az ASCLI1 neuralis differencialodasban betoltott jol ismert szabalyozo szerepének kdszonhetéen (70), a
egybehangzo tllszabalyozast az SCLC-A altipusban. Erdekes modon a proteomikai adatok egyértelmiien
jelezték, hogy az OXPHOS és a légzési lanc elemeinek aktivalasa erdsen specifikus az SCLC-A-ra.
Nemrégiben leirtdk, hogy a MYC-et nem expresszald sejtvonalak (jellemzé az SCLC-A-ra (9, 13, 40))
jobban tdmaszkodnak az oxidativ anyagcserére (71), ami arra utal, hogy az SCLC-A tumorok érzékenyek
lehetnek az OXPHOS-gétldkra (72).

Az SCLC-N sejtvonalak, amelyek vizsgalatunkban tulnyomorészt szuszpenzios kultdrdkat alkottak,
ravilagitott a DNS-replikacio és a transzkripci6 fokozott aktivitasara és a citokin altal kozvetitett jelatvitel
depléciojara is ebben az altipusban. Erdekes mddon hasonlé tendenciét irtak le egy olyan vizsgalatban,
amely az SCLC és a normdl szovetek kozotti génexpresszios kilonbségekkel foglalkozik (73).

Az epitélszerli SCLC-P sejtvonalakban a lamellipodium szervezddési utvonal tulszabalyozasat figyelték
meg, amely az EMT egyik dontd 1épését jelenti, ami a sejtek fokozott mozgékonysagahoz és invaziv
képességéhez vezet (74). Ezen tilmenden a neurotrofin jelatvitel tulszabalyozasa elGrevetiti, hogy a
poli(adenozin-difoszfat-ribdz) polimerdz (PARP) inhibitorok hatékony terapias szerek lehetnek az SCLC-
P esetében, ahogyan azt korabban javasoltak (18), mivel a PARP elh(z6dé aktivacidja hozzajarul a
neurotrofinok altal kivaltott neurondlis halalhoz (75). Ezen tdlmenden adataink arra utalnak, hogy a
neurotrofin-szignalizacio kozvetlen célzott kezelése megfeleld kezelési lehetGség lehet a POU2F3 altal
vezérelt SCLC-ben (76).

Az SCLC-Y sejtvonalak egyértelmiien meghatarozott alcsoportot alkottak a mi SCLC-mintainkban. A
proteomikai adatokban egyedilall6 felfedezés volt ebben az altipusban a fehérje acetilacié, a
kromatinmaodositas (hiszton acetiltranszferdzok csokkent szintje &ltal vezérelt) és a DNS kettésszal-torés
javitasi utvonalak downregulacioja. Ezen tilmenden a MAPK-kaszkad és a Rho-GTPaz jelatviteli tagok
overexpresszidjat is kimutattuk ebben az altipusban. A Rho donté fontossagu a YAP/TAZ aktivitashoz
(77); ezért az utdbbi Utvonalak tulszabalyozasa varhat a YAP1+ sejtvonalakban. Nemrégiben Caeser és
munkatarsai arrél szamoltak be, hogy SCLC-A-ban a MAPK utvonal aktivalodasa inkabb gatld funkciot
tolt be, szemben az SCLC-N/P sejtvonalakkal. Az SCLC-Y altipusb6l szarmazé sejtvonalakat azonban ezek
a szerzOk nem vizsgaltak (78). A YAP1 altal vezérelt sejtvonalak adhézios jellegével 6sszhangban azt is
megfigyeltiik, hogy a fokalis adhézio, az ECM szervez6dés és a sejt-szubsztrat protein Utvonalak
egységesen tulszabalyozottak voltak az SCLC-Y alcsoportban, csaklgy, mint a peroxiszomaval és
endocitézissal kapcsolatos fehérjék. Tlemsani és munkatarsai leirtdk, hogy az SCLC-Y sejtvonalak magas
prezentadld és nativ immun prediszpoziciét mutatnak (69). Emellett ezek a sejtek rendelkeznek a
legmagasabb antigénprezentald pontszammal is, igy eldrevetitve, hogy az SCLC-Y altipus érzékeny lehet
az immun-checkpoint-inhibitorokra (69). Ezzel dsszhangban a citokin altal kozvetitett jelatvitel és a
gyulladésos valasz jellegzetes tulszabalyozésat is azonositottuk ebben az altipusban.

Megjegyzendd, hogy az SCLC-Y alitpushoz kapcsolédéan még mindig van ellentmondas, mivel a
betegmintakban az SCLC altipusok atfogd immunhisztokémiai és szdvettani elemzései nem azonositottak
a YAP1 altal vezérelt kulonalld altipust (10). Ezzel szemben a mi preklinikai proteomikai vizsgalatunk
egyértelmiien azonosit egy egyedi SCLC-Y altipust a vizsgalt sejtvonalak k6zott. Ennek megfeleléen a 104
diagnosztikai jelentéségli fehérje jelentés hanyada az SCLC-Y-hez kapcsolodott. Az SCLC-Y
legigéretesebb biomarkerei kdzé tartozik a GPX8, a PKD2 és az UFO, amelyek kdziil az UFO potencialisan
kimutathaté a human vérplazmaban is. Ez klinikai jelentéségli, mivel a megfelel szovetmintak hianya
ravilagit a véralap biomarkerek diagnosztikai relevanciajara. Valoban, eddig csak egyetlen tanulmany tett
kisérletet az altipus-specifikus véralapl biomarkerek panelének meghatarozasara (79). Tanulmanyukban
azonban a szerzok nem a fehérjék, hanem a kering6 sejtmentes DNS diagnosztikai relevancidjat vizsgaltak
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(79). Ami a vizsgalatunkban azonositott potencialis SCLC-Y markereket illeti, a GPX8 génexpresszidja
korabban korrelélt a YAP1 expresszidjaval SCLC-sejtvonalakban (80). A protein kindz D (PKD) SCLC-
ben betoltott szerepérdl keveset tudunk, de egy korabbi tanulmany kimutatta, hogy a PKD a H69, H345 és
H510 sejtvonalakban aktivalodik a protein kindz C-fliggd ttvonal aktivalasan keresztiil (81). Az AXL gén
(amely az UFO fehérjét kddolja) a mesenchymalis fenotipussal van kapcsolatban, és potencialis célpont az
epidermalis novekedési faktor (EGF) receptor inhibitorokkal szembeni rezisztencia lekiizdésére (82).

Adataink hat olyan fehérjét vazoltak fel, amelyek az altipusok kozott figyelemre méltd kilonbségeket
mutatnak a gyakorisigban, és amelyek az FDA Altal jovahagyott gyégyszercélpontok is, nevezetesen a
DDC (overexpresszélt az SCLC-A-ban), az EPHA2, az ITAV és az ITB1 (az EPHA2, ITGAV és ITGB1
géneknek megfeleld, az SCLC-Y-ban overexpresszalt), a HDAC1 (az SCLC-Y-ban alulszabélyozott) és a
KIT (az SCLC-P-ben talszabalyozott). Az ASCL1 magas szintjével rendelkezé sejtek a DDC erésebb
expresszidjat is mutattak (11), mig az EPHA2-t, egy nem-NE markert (40) kordbban maér leirtak, hogy az
SCLC-Y-ban tulszabalyozott (69). Az integrinek talzott expresszidja az SCLC-Y-ban hozzajarul a
kemoterapias rezisztencidhoz a kemoterapia altal indukalt apopt6zis elnyomasa révén (83). Ezzel
Osszhangban csoportunk korébban pozitiv korrelaciérél szamolt be a YAPL fehérje mennyiség és a
kemoterapids szerekkel szembeni rezisztencia kozott SCLC-sejtvonalakban (17). A kozelmdltban
beszamoltak a HDAC-gatldval szembeni rezisztenciarél is az SCLC-Y-ban, amelyet a mi vizsgalatunkban
a HDACI1 downregulacioja elérevetitett (84). A KIT fehérje ismert SCLC-P marker (85). Fontos, hogy
hipotézisiinket, miszerint a fehérjék altipus-specifikus overexpresszidja bizonyos gyégyszerekkel szembeni
érzékenységet jelez, a CancerRxGene adatai alatdmasztottak (67). Kiilondsen azt erdsitettilk meg, hogy a
KIT-et célzo gyogyszerek, mint példaul a pazopanib, potencialisan megfeleléek a POU2F3-dominans
SCLC-kellen, mig a YAP1-dominans daganatok ellenall6bbak a vorinosztattal szemben (amely a HDAC1-
et célozza).

A sejtvonalakon alapuld vizsgalatok f6 elonye tobbek kozott az, hogy homogén tumorsejtek tiszta
populacioit lehet vizsgalni, keveredett stroma- vagy gyulladasos sejtek nélkil. Ez tudomanyos
jelentéséggel bir a gyogyszerérzékenységi vizsgalatokban és az altipus-meghatarozasi vizsgalatokban, mint
amilyen a jelenlegi is (86, 87). Fontos, hogy a sejtvonalakbdl szarmazd proteomikai adataink jelentds
atfedést mutattak az SCLC szdvetmintakbdl szarmazo transzkriptomikai adatokkal az altipus-specifikus
Utvonalak tekintetében, ami arra utal, hogy az SCLC sejtvonalakon végzett in vitro vizsgalatok hasznosak
az SCLC szoveti altipusainak jellemzésében. Gay és munkatarsai altal az SCLC szdvet- és sejtvonaladatok
atfogéb multi-omikai vizsgalata ugyanezt mutatta ki, nevezetesen, hogy az SCLC-k mind a tumoros
mikrokdrnyezet jelenlétében, mind annak hianyaban alcsoportokba sorolhatéak (18).

A sejtvonalak, bar kétségteleniil nem idealis modellek a profilalkot6 vizsgalatokhoz, szamos olyan elénnyel
jarnak, amelyek kiegészitik a tumorszovetek és allatmodellek hasznalatat az SCLC vizsgalatahoz (86).
Mindazonéltal néhany limitacidjat a tanulmanyunknak hangsllyozni kell. Bar szamos koradbban leirt
altipus-markert megerdsitettiink, és eredményeink nagyrészt Gsszhangban vannak az altipus-specifikus
Utvonalakra vonatkoz6 korabbi transzkriptomikai adatokkal, a bevont sejtvonalak teljes szdma viszonylag
kicsi volt. Tovabb4, tekintettel arra, hogy minden YAP1 altal vezérelt sejtvonal adherens ndvekedési
tipussal rendelkezett, a késdbbi elemzések nem voltak kivitelezhetdek az altipus €s a sejtndvekedési tipus
kulon-kiilon torténd vizsgalatara. Ezért a sejtnovekedés tipusanak hatasa az SCLC-Y kiilonallo jellemzdire
még mindig nem tisztazott. Azt is fontos megjegyezni, hogy az Gtvonalak egyedi tal- vagy alulszabalyozasa
egy altipusban nem feltétleniil jelent fiiggdséget vagy fiiggetlenséget ezekt6l az ttvonalaktdl, mivel az
egymashoz kapcsolodo biologiai folyamatok €s szdmos szabalyozd tényezo, beleértve a visszacsatolasi és
eldrecsatolasi hurkokat is, beavatkozik az ilyen folyamatokba. A kezeléssel kapcsolatos megfelel adatok
hidnya egyes sejtvonalak esetében egy masik lehetséges vizsgalati korlatot jelent. Ennek részben az az oka,
hogy a vizsgalt sejtvonalak tobbségét a mult szazadban hoztdk 1étre, és ezért a beldliik szarmazd daganatra
vonatkozd Klinikopatoldgiai adatokat még alapos irodalomkutatast kovetGen sem lehetett beszerezni.
Figyelemre mélté azonban, hogy sem a NE/mesenchymalis jellemzok, sem a fehérjeexpresszids profil nem
kiilonb6zott jelentésen a kemoterapia jelenléte vagy hidnya szerint (az adatokat nem mutatjuk).
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Osszességében eredményeinket elsédlegesen hipotézisalkotonak kell tekinteni a jovébeli vizsgalatokhoz,
¢s minden megallapitast a fent emlitett korlatozasok fényében kell megvizsgalni. Ennek megfelelden
nagyobb SCLC-kohorszok proteomikai elemzése szikséges, lehet6leg homogén kezelési elézményekkel
rendelkezd betegek friss szovetmintainak bevonasaval, hogy megallapitasainkat validaljuk.

3. A CDA47 és PD-L1 expresszié klinikai és prognosztikai jelentdségének vizsgalata miitétileg
reszekalt SCLC-ben
3.1. Bevezetés

A kozelmult SCLC preklinikai és klinikai vizsgalataiban egyarant jelentds szamt célozhaté molekulat
azonositottak (4). Az immunterapias megkdzelitést kulénosen igéretesnek tartjuk az SCLC-ben (88). Az
elmult évtizedek legjelentGsebb terapias ujdonsagait képviselve, a programozott sejthalal-ligandum 1 (PD-
L1) célzott kezelése nemrégiben bekeriilt a Kiterjedt stadiumi SCLC-s betegek kezelési iranyelveibe (89,
90). Ezen tilmenden a CD47, a makrofagok szamara antifagocitotikus sejtfelszini jel immunellendrzépont-
medialt gatlasarol kimutattak, hogy hatékonyan elnyomja a SCLC tumor ndvekedését in vitro és in vivo
(91). Ez klinikai jelentdséggel bir SCLC esetében, mivel a CD47-et szisztémas immunterapidval célzo
Klinikai vizsgalatokba mar megkezdddtek a kiilonb6z6 szolid és hematologiai rosszindulati daganatokban
szenvedd betegek bevonésa (92).

Mivel eddig csak néhany, kis kohorszokkal végzett vizsgalat tanulmanyozta a PD-L1 és a CD47 eloszlasat
¢és prognosztikai jelent6ségét SCLC-ben, az eredmények eldzetesek és ellentmondasosak, ezért tovabbi
vizsgalatokat igényelnek (93, 94). Ennek megfeleléen jelen vizsgalatban célunk volt (i) a CD47 és a PD-
L1 expresszids mintazatanak, (ii) a CD47/PD-L1 expresszio és a kozelmultban targyalt fobb molekularis
SCLC altipusok kozotti kapcsolat, valamint (iii) a CD47 és a PD-L1 expresszid prognosztikai hatasanak
értékelése egy nagy nemzetk6zi kohorszban, amely miitétileg kezelt kaukazusi SCLC-s betegeket
tartalmazott.

3.2. Anyag és madszer
Vizsgalati terv és klinikai adatok

A vizsgalatba olyan szévettanilag igazolt SCLC-s betegek kertltek, akik 2000 januéarja és 2019 decembere
kozott két kdzep-eurdpai nagy volumenti mellkassebészeti kozpontban (Bécsi Orvostudomanyi Egyetem,
Mellkassebészeti Osztaly, Bécs, Ausztria és Orszagos Koranyi Pulmonoldgiai Intézet, Mellkassebészeti
Osztaly, Budapest, Magyarorszag) diagnosztikus vagy terdpias mutéti reszekcion estek at. A klinikai és
kovetési adatokat retrospektiv modon az intézményi orvosi nyilvantartasokbdl nyertiik ki, vagy kdzvetlenil
a Kozponti Statisztikai Hivataltol szereztiik be. Az ékrezekciot és a szegmentektémiat szublobaris
rezekcidnak, mig a lobektomiat vagy pneumonektomiat lobaris rezekcidénak definidltuk. A betegek
stadiumbeosztasat retrospektiv mddon végeztik el a szovettani leletek és az orvosi nyilvantartasok adatai
alapjan, a Nemzetkozi Tiidérakkutatd Tarsasag altal a LC-re vonatkozo6 TNM (tumor-csomo-metasztazis)
osztalyozas nyolcadik kiadasanak megfelelden (95, 96). Visszatérd betegségként definialjuk a mediastinalis
vagy hilaris nyirokcsomokban vagy az ipsilateralis tiidoben jelentkezd kiujulast. Barmely méas helyen
torténd kitjulast tavoli szervi attétként osztalyozzuk.

Ha Kkiljulas vagy attét gyantja mertlt fel, tovabbi klinikai értékelést [pl. bronchoszkopos/transztorakalis
biopszia a gyanus elvaltozasbél, pozitronemisszidés tomografia-komputertomografia (CT), méagneses
rezonancias képalkotas] végeztek az egyeni forgatokdnyvnek megfelelden. A teljes talélést (OS) a mutét
idépontjatol az utolsd elérhetd kovetés vagy halal idépontjaig, honapokban kifejezett idétartamként
hataroztuk meg. A betegségmentes tulélést (DFS) a miitéttdl az attétek vagy a kitjuld betegség
megjelenéséig eltelt idépontig honapokban kifejezve szamoltuk.
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Az intézményi protokolloknak megfeleléen valamennyi bevont beteg esetében rutin onkologiai kdvetés
tortént. Ezek a kovetések rendszeres (azaz a mitét utani elsd évben 3 havonta, majd 6-12 havonta)
vérvizsgalatokat, rontgenfelvételeket és/vagy mellkasi CT-vizsgalatokat foglaltak magukba. Az egyes
betegek daganat-specifikus adjuvans kezelésben részesiiltek a multidiszciplinris onkoteam dontése
alapjan, a National Comprehensive Cancer Network (NCCN) iranyelveinek megfeleléen (5). Az adjuvans
kemoterdpia platina hatéanyagbol (ciszplatin vagy karboplatin) &llt etopoziddal kombinélva. Ritka
esetekben sugarterpit is alkalmaztunk.

Immunhisztokémia és értékelés

A miitétileg reszekalt, formalinban rogzitett, paraffinba agyazott primer tumor- és nyirokcsomo-mintakat a
résztvevd intézmények patologiai osztalyairdl szereztik be. Roviden, a friss szovetmintakat 4pum
vastagsagu metszetekre vagtuk, és a CD47, PD-L1, ASCL1, NEUROD1, YAP1 és POU2F3 expresszios
szintjét immunhisztokémiai (IHC) modszerrel vizsgaltuk a gyartok protokolljanak megfeleléen. A
kovetkezd antitesteket és higitasokat alkalmaztuk: anti-CD47 (Sigma Aldrich, Burlington, MA,
HPA044659, 1 : 100), anti-PD-L1 (Cell Signaling Technology, Leiden, Hollandia, E1L3N/#13684, 1 : 100),
anti-ASCL1 (BD Bioscience, San José, CA, #556604, 1 : 50), anti-NEUROD1 (Abcam, Cambridge,
Egyesilt Kiradlysag, #ab213725, 1 : 100), anti-YAP1 (Cell Signaling Technology, Leiden, Hollandia,
#4912, 1 : 200) és anti-POU2F3 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, #sc-293402, 1 : 100). A
metszeteket egy éjszakan at 4°C-on festettiik, majd 1 6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk masodlagos
ellenanyaggal. Végll az expresszios szintek vizualizalasa Liquid DAB+ Substrate Chromogen System
(Dako, K3468) segitségével tortént, és a metszeteket hematoxilinnel kontrasztfestettik. Az antitesteket és
az immunfestéshez hasznalt kiteket egyarant validaltuk megfeleld pozitiv és negativ szoveti kontrollok
hasznalatdval. Az IHC-festési eredményeket két tapasztalt, tiidédaganatokra szakosodott patoldgus
egymastol fliggetlentil, kettds vakon értékelte. Ha az értékelések kozott jelentds kiillonbségek voltak, a
festést megvitattak és Gjraértékelték. A CD47-expresszidt negativnak (hianyzik vagy az 0sszes tumorsejt
<10%-a pozitiv) vagy pozitivnak (az Osszes tumorsejt >10%-a pozitiv) értékelték, figyelembe véve a
membran és/vagy citoplazma jeleket. A PD-L1 esetében a tumorélis és a stromalis expressziot egyarant
értékelték, és negativként (hidnyzik vagy a tumor- vagy stromalis sejtek <1%-a) vagy pozitivként (a tumor-
vagy stromalis sejtek >10%-a) hataroztak meg. Az ASCL1, NEUROD1, YAP1 és POU2F3 esetében a
korabban meghatarozott cut-off értékeket hasznaltuk (17).

Statisztikai elemzés

Az adatokat GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA), Microsoft Excel 16.48 verzié
(Microsoft Corporation, Redmond, WA) és SPSS Statistics 27.0 verzid (IBM Corp., Armonk, NY)
segitségével értékeltik. A binomialis valtozok dsszehasonlitasara a khi-négyzet tesztet alkalmaztuk. Ha a
varhatd gyakorisag 5 alatt volt, a Fisher-féle egzakt tesztet alkalmaztuk. Az OS és a DFS kockazati
tényezoinek azonositasa érdekében az Gsszes klinikopatologiai adatot és festési eredményt Cox-regresszios
modellel végzett egyvaltozds elemzésbe vontuk be, és kockazati aranyokként (HR) mutattuk be, beleértve
a megfeleld6 95%-0s konfidenciaintervallumokat (Cl). Az egyvaltozds elemzésben szignifikans
eredményeket mutatd kockazati tényezOket egymas utan bevontuk a tobbvaltozos elemzésbe a
megbizhatdsag és a fliggetlenség vizsgalata érdekében. A tualélési gorbe becsléséhez a Kaplan-Meier-
maodszert alkalmaztuk a log-rank teszttel egyutt, hogy értékeljiik az OS és a DFS szignifikans kildnbségeit.
Minden tesztet kétoldalasan szamoltunk, és a <0,05-0s P-értékeket statisztikailag szignifikansnak
tekintettuk.

3.3. Eredmények
A vizsgalati kohorsz jellemzése

Osszesen 104, 2000 januarja és 2019 decembere kozott miitéti reszekcion atesett SCLC-beteget vontunk be
a vizsgalatba. A median életkor a muitét idépontjaban 64 év volt (tartomany 41-83 év). Negyvenkilenc beteg
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(47,1%) ndé volt, ¢és 87 beteg (83,7%) az orvosi feljegyzések szerint dohanyzott. A leggyakoribb
tarsbetegségek a magas vérnyomas (51%), a kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD) (41,3%) és a
cukorbetegség (16,3%) voltak. A miitét tipusat tekintve a leggyakoribb eljarasok a lobektomia (51%), a
szegmentektomia (13,5%), az ékrezekci6 (11,5%) és a pneumonektoémia (10,6%) voltak. Otvenhét beteg
(54,8%) korlatozott staddiumu betegségben szenvedett (I + I1. stddium), és 62 beteg (59,6%) kapott adjuvans
kemoterapit a helyi protokolloknak megfeleléen. A vizsgalt populacio klinikopatologiai adatait a CD47 és
PD-L1 expresszio tekintetében az 1. tablazat és az S.1. kiegészitd tablazat mutatja, amelyek elérhetéek a
https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2022.100631 oldalon.

A CDA47 magas aranya a sebészileg reszekalt SCLC-ben

100 betegbdl 88-nél (84,6%) CD47-expressziot mutattunk ki. A CD47 expresszid azonban nem korrelalt a
klinikopatologiai betegadatokkal. A CD47 expresszitja és a molekuléris SCLC altipusok kozott sem volt
Osszefliggés a  vizsgalt  kohorszon  belil  (S.1.  kiegészit6  tablazat, elérhet6 a
https://doi.org/10.1016/j.esmo0p.2022.100631 oldalon). Négy mintat ki kellett zarni a nem megfeleld
festési mindség miatt. A CD47 antitesttel festett mintak reprezentativ mintait az 3.1.A. és B. bra mutatja.

%10 magnification x40 magnification
A

r~

=4

[=]

L&)

3,

o

o

©

5

£

3

=

3

o

a

=

£

2

&

g

5

£

g

o

2

=

by

=
3.1. dbra. Reprezentativ képek az SCLC-t tartalmazd sebészi reszekatumokban IHC reakcioval detektalt CD47 és PD-
L1 expresszidrol. CD47-et csak tumorsejtek expresszéltak (A, B), PD-L1 expresszio tumor- (C, D) és stromasejtekben (E, F)
is megjelent. G és H dbrakon CDA47 és PD-L1 pozitivitast nem mutat6 reprezentativ mintak lathatok. IHC: immunhisztokémia;
PD-L1: programmed death-ligand 1; SCLC: kissejtes tiidérak (small-cell lung cancer).
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Gyenge tumoralis és mérsékelt stromalis PD-L1 expresszié sebészileg reszekalt SCLC-ben

A CDA47-gyel ellentétben a pozitiv tumoralis PD-L1-expresszié (t-PD-L1P*) 102 betegbdl 10 betegnél
(9,6%) volt kevésbé jelen. Erdekes modon a t-PD-L1P* betegek kozott szignifikansan magasabb volt a
korlatozott stadiumi betegségben szenvedd betegek szama (a t-PD-L1P* betegek 70%-a | + Il stadiumu
volt, P = 0,0472, Kiegészito S.1. tablazat, elérhetdé a https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2022.100631
oldalon). A tumoros PD-L1-statusz nem mutatott szignifik&ns osszefliggést a megfestett molekuléris SCLC
altipusok egyikével sem.

A stromalis teriilet értékelése soran 62 olyan beteget azonositottunk (a vizsgalati kohorsz 59,6%-a), akiknél
pozitivitast (>1%) mutattunk ki a stromalis PD-L1-expressziéra (st-PD-L1P%). Erdekes mddon az st-PD-
L1P° betegek nagyobb valdsziniiséggel tartoztak az NO stddiumba, mint az st-PD-L1" betegek (53,2%
versus 25%, P = 0,024, Kiegészito S.1. tablazat, elérhet a https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2022.100631
oldalon). A stromalis PD-L1-statusz nem kulénbdzott a molekularis SCLC altipusai kdzott. Megjegyzendsd,
hogy két PD-L1-re festett mintat kizartunk a tovabbi elemzésbol a rossz festési minéség miatt. A kiilonb6z6
tumoros és stromélis PD-L1-statuszt mutato reprezentativ mintdk az 1C-F. &bran talalhatok.

A klinikopatologiai jellemzok hatdsa a klinikai kimenetelre

Kovetkezé 1épésként a klinikopatologiai jellemz6k OS-re és DFS-re gyakorolt hatasanak értékelését
végeztik el az SCLC sebészi reszekciojat kovetéen. Erdekes modon a férfi betegek (szemben a nékkel, 20
versus 44 honap, P = 0,0053) és a COPD-s betegek (szemben a COPD nélkili betegekkel, 30 versus 44
honap, P = 0,0266) OS-je szignifikdnsan rosszabb volt, mig az adjuvans kemoterapiaban részesiilé betegek
(szemben az adjuvans kemoterapia nélkuli betegekkel, 41 versus 16 honap, P = 0,0015) OS-e szignifikansan
hosszabb volt (3.2.A-C. abra). Ennek megfelelden az egyvaltozos elemzés megerdsitette, hogy a nem (férfi,
HR 1,954, 95% CI 1,209-3,158, P = 0,006) és a COPD (HR 1,712, 95% CI 1,059-2,770, P = 0,028) a
rosszabb OS szignifikans kockazati tényez6i, mig az adjuvans kemoterapia (HR 0,399, 95% CI 0,221-
0,717, P = 0,002) az SCLC sebészeti reszekciojat kovetden hosszabb OS-hez tarsult. A tdbbvaltozos
elemzés alkalmazasa utan az adjuvans kemoterapia maradt a kedvez6 OS egyetlen fiiggetlen elérejelzdje
(HR 0,399, 95% CI 0,211-0,755, P = 0,005, 2. t4blazat, https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2022.100631).

A DFS tekintetében a szublobaris reszekcioban részesiild (versus lobaris reszekcid, 14 versus 29 honap, P
= 0,027) és a T1 tumoros (versus >T2 tumoros, 30 versus 18 honap, P = 0,018) betegek prognosztikus
klinikopatologiai feltételekkel rendelkeztek (3.2.D. és E. abra). Kiiléndsen a sublobaris reszekcidt igazoltuk
a rosszabb DFS kockazati tényezdjeként az egyvaltozds elemzés soran (HR 2,424, 95% CI 1,077-5,456, P
=0,032), s6t, fliggetlen prognosztikai tényezdként a tobbvaltozds elemzés soran (HR 3,274, 95% CI 1,407-
7,618, P = 0,006). Hasonléképpen a tumor mérete is a jobb DFS szignifikans és fuggetlen klinikai
eldrejelzéje maradt az egyvaltozos (T1 versus >T2, HR 0,362, 95% CI 0,151-0,869, P = 0,023) és a
tobbvaltozds elemzésben (T1 versus >T2, HR 0,351, 95% CI 0,144-0,858, P = 0,022) (3. tablazat,
https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2022.100631).
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3.2. &bra: A vizsgalt kohorsz klinikopatolégiai jellemz6i, melyek szignifikins Kkorrelaciot mutattak a Klinikai
eredménnyel sebészileg reszekalt SCLC esetén. Férfi (A) és COPD-ben szenvedd (B) betegek szignifikansan rovidebb OS-t,
mig az adjuvans kemoterapiaban részesiilé (C) betegek egyértelmiien hosszabb OS-t mutattak. A lebenyreszekcionél kisebb
miitéten atesd (D) és T2-nél magasabb stadiumu (E) betegek csokkent DFS-t mutattak.

COPD: krénikus obstruktiv tiid6betegség; DFS: betegségmentes tulélés (disease-free survival); OS: dsszesitett talélés (overall
survival); SCLC: kissejtes tiiddrak (small-cell lung cancer).

A CDA47 és a PD-L1 expressziojanak prognosztikai jelentosége

Végul a CD47 és a PD-L1 statusz prognosztikai értékét vizsgaltuk a betegek posztoperativ OS és DFS
tekintetében a klinikai kimenetelre vonatkozoan. A pozitiv CD47-statusz korrelalt a rovidebb OS-sel (31
versus 44 hénap, P = 0,647) és DFS-sel (21 versus 35 hdnap, P = 0,165) (3.3A. és B. abra). Ezzel
6sszhangban az egyvaltozds elemzés a révidebb OS (HR 1,181, 95% CI 0,562-2,482, P = 0,661) és a
révidebb DFS (HR 3,745, 95% CI 0,505-27,798, P = 0,197) egyértelmiien megndvekedett kockazatat
szamitotta ki a CDA47-expresszald tumorral rendelkezd betegeknél (2. és 3. tablazat,
https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2022.100631).

Ami a PD-L1 expressziot illeti, a pozitiv tumoros PD-L1 statusz( betegeknél a hosszabb OS (72 versus 32
hénap, P = 0,116) és DFS (30 versus 20 honap, P = 0,335) volt a jellemzo (3.C. és D. abra). Ezenkiviil az
egyvaltozos elemzés alacsonyabb eseménykockézatot szamitott ki az OS (HR 0,407, 95% CI 0,128-1,299,
P = 0,129) és a DFS (HR 0,388, 95% CI 0,052-2,870, P = 0,354) tekintetében (2. és 3. tdblazat:
https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2022.100631).

Erdekes modon a pozitiv stromalis PD-L1-expresszioval rendelkezd betegeknél szignifikdnsan hosszabb
OS (42 versus 14 honap, P = 0,003) és tendenciaszeriien hosszabb DFS (30 versus 12 honap, P = 0,101)
volt megfigyelhetd (3.3.E. és F. dbra). Fontos, hogy a stromélis PD-L1-expresszi6 a kedvezé OS erds és
fliggetlen eldrejelz6je maradt mind az egyvaltozos (HR 0,487, 95% CI 0,302-0,785, P = 0,003), mind a
tobbvaltozds Cox-regresszids elemzésekben (HR 0,530, 95% CI 0,298-0,943, P = 0,031) (2. és 3. tablazat,
https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2022.100631). A DFS tekintetében az egyvaltozos (HR 0,521, 95% CI
0,236-1,153, P = 0,108) elemzés ismét megerdsitette a pozitiv stroma PD-L1 statuszt, mint a kedvezd
kimenetel eldrejelzojét, de nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét.
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3.3. abra: Sebészi reszekcion atesett SCLC preparatumok CD47 és PD-L1 statuszanak tulélésre gyakorolt hatasa
Kaplan-Meier tulélési gérbén abrazolva. Az emelkedett CD47 expresszi6 révidebb OS és DFS értékekkel parosult (A, B). A
tumor PD-L1 pozitivitasa hosszab OS és DFS értékekkel korrelalt (C, D). A stromélis PD-L1 expresszio egyértelm, erds,
szignifikans 6sszefliggést mutatott a hosszabb tuléléssel (E, F)

3.4. Megbeszélés

E tanulméanyban a CD47 és a PD-L1 immunellenérzdpont molekulak jelenlétének és prognosztikai
értékének vizsgalatat tiiztiik ki célul sebészileg reszekalt SCLC-s betegek egy relative nagy nemzetkozi
kohorszaban. Azonositottuk a mitétileg reszekalt SCLC-betegek kimenetelét jelentdsen befolyasolo
kiiléonboz6 klinikopatologiai jellemzoket és terapias megkozelitéseket. Tovabba kimutattuk, hogy a CD47
erésen kifejez6dik, mig a PD-L1 jelenléte altalaban alacsony az SCLC-szOvetben. Végul kimutattuk, hogy
a stroma PD-L1 expresszidja szignifikdnsan korreldl a betegség jobb kimenetelével, és figgetlen
prognosztikai biomarker a reszekalt SCLC-ben.

Bar a SCLC betegek altalanos klinikai kimenetele az elmult évtizedekben nem javult jelentdsen, a
kiilonb6z6 demografiai jellemzok és kezelési modok figyelemre mélto talélési kiilonbségekkel tarsulnak
(97-99). Tanulmanyunkban az adjuvans kemoterdpia alkalmazésat azonositottuk a hosszabb OS egyik
legerdsebb eldrejelzdjeként. Ezenkiviil egyértelmil 6sszefliggést talaltunk a novekvd tumorméret (>T2) és
a kevésbé radikalis sebészi reszekcio (sublobaris versus lobaris reszekcio), valamint a rosszabb DFS koz6tt.
Ennek megfeleléen eredményeink meger6sitik a korabbi jelentések hasonld eredményeit, és figyelembe
kell venni a m{itét alkalmazasakor SCLC-s betegeknél (100-103).

Ami a CD47 expresszi6 jelentdségét illeti SCLC-ben, az 6sszes vizsgalt beteg 88%-anal (88/100) mutattunk
ki pozitiv expressziot. Egyértelmii, hogy a CD47-expresszid viszonylag magas volt a sebészeti SCLC-
kohorszunkban. Egy nemrégiben végzett tanulmanyban Orozco-Morales és munkatérsai SCLC biopszias
mintékat értékeltek, és 29-b6l 7 pozitiv volt CD47-re (94). Bér ez a pozitivitasi arany alacsonyabb a mi
eredményeinkhez képest, az SCLC jelent6s intratumoralis heterogenitast rejthet magaban, ami nagy
kihivast jelent, amikor a kiilonb6z6 fehérjék expresszios mintazatat kis biopszias mintakbol értékeljuk (17,
18, 22). Megjegyzendd, hogy a malignus tiidészovetben a CD47 viszonylag magas expresszidjara
vonatkoz6 eredményeink 0sszhangban vannak az NSCLC-ben CD47 expressziot értékelé mas
tanulmanyokkal. Arrieta és munkatarsai ugyanis 84%-0s CD47-pozitivitdst mutattak ki a tumoros
biopszidkban, 80%-0s median expresszioval (104). Egy masik tanulmanyban Zhao és munkatarsai a mintak
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65%-4&ban talaltdk a CD47 overexpresszidjat primer NSCLC-ben; azonban az 6 cut-off értékeik a mi
tanulmanyunkhoz képest jelentésen magasabbak voltak (105). Figyelemre méltd, hogy egy tovabbi
vizsgalatban a CD47 szintjét NSCLC ¢és pulmonalis fert6zéses mintdkban vizsgaltak, és szignifikdnsan
magasabb CD47-expressziot talaltak a malignus, mint a fert6z6 kontroll szovetekben (106). Ezek alapjan a
CD47 egy olyan immunellenérzépont molekulat képvisel, amelyet fOként a malignus sejtek
overexpresszalnak. A CDA47 prognosztikai értékét tekintve nem azonositottuk a CD47-et a klinikai
kimenetel szignifikans és fiiggetlen eldrejelzdjeként, bar a magasabb CDA47-expresszid egyértelmi
tendenciat mutatott az OS (31 versus 44 hoénap, P = 0,647) és a DFS (21 versus 35 honap, P = 0,165)
rovidulésére. Ez a tendencia 6sszhangban van mas tanulmanyok adataival, amelyek 6sszefiiggést mutatnak
a magas CD47-expresszid és a rosszabb klinikai kimenetel kézott szamos rosszindulatl daganatban,
beleértve az akut myeloid leukémiat, a gyomorrakot és a petefészekrakot (107-109). Tekintettel a CD47
magas expressziojara a mi vizsgalati kohorszunkban, ¢és a preklinikai SCLC modellekbdl szarmazo igéretes
eredmények alapjan, amelyek az anti-CD47 terdpia in vivo hatékonysagat hangsulyozzak, tovabbi
vizsgalatok indokoltak a CD47 mint igéretes célpont értékelésére SCLC-ben (91).

A PD-L1 tumorsejtek PD-L1-expresszidja figyelemre méltdéan alacsonyabb volt, mint a CD47-expresszioja,
a pozitivitds aranya 0sszességeben 9,6%-nak (10/102) adodott. Megjegyzendd azonban, hogy mas
tanulmanyok még alacsonyabb PD-L1-expressziés aranyrél szamoltak be SCLC-ben. Yasuda és
munkatarsai mindossze egyetlen PD-L1-expresszalo tumort azonositottak a 39 vizsgalt beteg kozil, ami
2,5%-0s altalanos pozitivitasi aranyra utal (110). Egy masik tanulmanyban Schultheis és munkatarsai 94
SCLC-beteget elemeztek, és egyikik mintdi sem mutattak pozitiv PD-L1-expressziét a tumorsejtekben
(111). Fontos, hogy a jelenlegi tanulmanyban arrél is beszamolunk, hogy a tumoros PD-L1-expresszio
gyakoribb a korai (I + II.), mint az el6rehaladott stadiumu betegeknél. Hasonloképpen Fu és munkatarsai
is szignifikdnsan magasabb PD-L1-expressziordl szamoltak be korlatozott stddiumi SCLC-ben, 43
sebészileg reszekalt beteg korében 63%-0s pozitivitasi arannyal (112). Ennek megfeleléen a kozeljovoben
megalapozottak a korlatozott stadiumu SCLC-s betegek PD-L1-blokkol6 terapiait értékeld vizsgalatok.

A mi eredményeinkhez hasonl6an Schultheis és munkatarsai a PD-L1 nagyobb mértékii jelenlétét talaltak
a tumor stromaban, bar a vizsgalt mintaik 46%-a kis biopsziabdl szarmazott. Itt a tumor stroma jelentésen
eltérhet a sebészi reszekciobdl szarmazé mintaktdl (113). Mindazondltal a vizsgalt kohorsz 18,5%-a
mutatott erételjes PD-L1-expressziot a tumort infiltraldé limfocitakban (TIL) (111).Ami a prognosztikai
értékét illeti, egyértelmi 6sszefliggést mutattunk ki a stréma PD-L1 jelenléte és a kedvezd OS kozott SCLC
sebészi reszekcigja utdn. Mas tanulmanyok a petefészek-, vastagbél- vagy eml6rakos betegcsoportok
értékelésekor ugyanezt a tendenciat irtdk le, mint amit mi is talaltunk SCLC-ben (114-116). Elsére
ellentmondasosnak tlinhetnek eredményeink, miszerint a magas PD-L1-expresszid korreldl a jobb
onkolégiai kimenetellel. A PD-L1 ugyanis az egyik legjobban leirt "ne 6lj meg" jelet kdzvetiti, amelyet a
rosszindulat( sejtek arra hasznalnak, hogy elnyomjak a tumorspecifikus T-sejtek gatlasat, és igy kikeruljék
a fiziologias tumorellenes immunitast. Ennek megfelelden azt varhatnank, hogy a PD-L1 magas jelenléte
automatikusan rosszabb onkolégiai kimenetellel jar. Tobb olyan eredmény is van azonban, amely racionalis
magyarazatként szolgéalhat a PD-L1 stromalis jelenlétének pozitiv prognosztikai értékére. E16szor is, Ali és
munkatarsai pozitiv korrelaciot irtak le a stromalis PD-L1 expresszio és a TIL-ek magasabb jelenléte kdzott,
mely utébbiaktdl ismert, hogy dominans szerepet jatszanak a malignus sejtek eliminacidjaban (117). Wang
¢s munkatarsai szintén jelentés PD-L1-t0lszabalyozasrol szamoltak be a T-sejtek proliferacios fazisaban,
mig Pulko és munkatarsai azt javasoltak, hogy az aktivalt TIL-ek a PD-L1-et védelmi jelzésként hasznaljak
sajat tulelésuk érdekében (118, 119). Tovabba, a PD-L1 jelatvitel tdlszabalyozasat a tumorellenes
immunvalaszban részt vevo citokinek kozvetleniil is eldsegitik (120-122). Ezen eredmények ismeretében a
stromalis PD-L1 expresszié olyan immunogén tumoros mikrokdrnyezetet tiikrézhet, amely képes elnyomni
a tumor novekedését, ezzel magyardzva a vizsgalatunkban talalt 6sszefliggést a jobb klinikai kimenetellel
(123, 124).

Csoportunk nemrégiben értékelte a kordbban bemutatott f6bb molekularis SCLC altipusok klinikai
relevanciajat a sebészileg reszekalt betegek és sejtvonalak egy jelentds kohorszaban (9, 17). A
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prognosztikai implikacidkon tialmenden jelent6s dsszefiiggéseket azonositottunk a kiilonb6z6 molekularis
altipusok és a terdpiasan relevans molekuldk kozott. A jelenlegi vizsgalatban azonban sem a CD47, sem a
PD-L1 expresszioja nem mutatott 6sszefiiggést a f6 molekuléris SCLC altipusok egyikével sem.

Meg kell jegyezni, hogy tanulmanyunknak vannak bizonyos korlatai. El6szor is, annak ellenére, hogy az
IHC jol bevalt és rutinszeriien alkalmazott modszer a fehérjeszintii valtozdsok meghatirozasara a tumoros
mintékban, nincsenek szabvanyositott protokollok a CD47 és PD-L1 értékelésére vonatkozéan. A
kiilonboz6 antitestek, festési protokollok, valasztott cut-off értékek és pontozasi modszerek nyilvanvaldan
nagyon eltéré eredményekhez vezethetnek. Mésodszor, bar tanulméanyunkban a sebészileg reszekalt SCLC
esetek viszonylag nagy kohorszat értékeltiik, a bevont betegek szama 6sszességében még mindig Kicsi
maradt. VVégul, tekintettel a tanulmany retrospektiv jellegére, az egyeni talélési adatokhoz teljes mértékben
a rendelkezésre all6 orvosi nyilvantartasbdl jutottunk.

4. STING és MHCII immunellenérzépont-fehérjék expresszioja SCLC-ben

4.1 Bevezetés

A tumor mikrokdrnyezetét (TME) érint6 kritikus immunolégiai mechanizmusokrol, mint példaul a tumort
infiltralo limfocitakrol (TIL) és a tumorasszocialt makrofagokrol (TAM) alkotott tudasunk a mai napig
hianyos (125). Az immunsejt-infiltracio és a megnovekedett CD8+ T-sejtek fliggetlen pozitiv prognosztikai
markereknek bizonyultak, és szamos malignitasban, koztik vastagbél- (126), prosztata- (127) és
emlérakban (128), melanoméaban (129) és NSCLC-ben (129, 130) fokozhatjak az anti-PD1-immunterapiara
adott vélaszt. A TME egy ellentmondasosabb eleme, a TAM-ok tumorral kapcsolatos aktivitasa
tumortipusonként és kompartmentenként eltéré lehet (131). A TAM-okat és més gyulladasos sejteket a
tumorstroma felé vonzza a tumorsejtek altal termelt, pro-tumorigén és immunszuppressziv funkcidkat ellato
citokinek és kemokinek felszabadulasa (132).

Nemrégiben csoportunk kimutatta, hogy az immunellen6rzé-pontok, mint az indolamin-2,3-dioxygenéz
(IDO), a T-sejt immunglobulin és mucin domén-tartalma fehérje 3 (TIM3), a poliovirus receptor (PVR) és
a f6 hisztokompatibilitasi komplex I (MHCII) expresszioja szignifikdnsan magasabb a neuroendokrin (NE)
alacsony SCLC-ben (37). Mig az MHCII konstitutiv expresszidja az antigénprezentalo sejtekben (APC-k)
jol ismert, bizonyos daganattipusok is képesek a molekula expresszidjara (133). Arrdl is beszamoltak, hogy
az MHCII molekula tumorspecifikus expresszidja fokozhatja a tumor felismerését az immunsejtek altal
(134), mig a nagyszam( immunszuppressziv  M2-macrofagok jelenléte (135) akadalyokat goérdithet a
jovobeli immunterapiak sikerességének titjaba. Egy masik immunellendrzési pont, az interferongének
stimulatora (STING) a tumor felismerésének alapvetd velesziiletett immunszenzoraként miikodik (136). A
STING jelatvitel a TME-ben 1évé APC-k aktivalddasakor az I. tipusu interferon termelését iranyitja, igy
fokozza az effektor (CD8+) T-sejtek keresztprimingjét (137, 138). Masok csokkent STING/cGAS
expressziordl szamoltak be tiidérakban, ami rosszabb prognoézissal jar (139, 140).

Ebben a vizsgélatban 219 SCLC-s beteg TMA-mintéin végeztink immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatokat.
Tanulmanyoztuk az j immunellenérzési pontok, a STING és az MHCII expresszidés mintazatat €s
prognosztikus szerepét az immunsejt-siriség és a négy f6 SCLC altipus marker 6sszefliggésében a
kiilénb6z6 tumorkompartmentekben, beleértve a stromat és a tumorfészkeket.

4.2. Anyag és médszer
Etikai nyilatkozat

A vizsgalatot az Orvosok Vilagszovetségének Helsinki Nyilatkozata iranyelvei szerint, valamint a nemzeti
etikai bizottsdg (ETTTUKEB-7214-1/2016/EKU) jovahagyasaval végeztik. E retrospektiv vizsgalat
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esetében eltekintettiink a betegek eldzetes tajékoztatasatol és beleegyezésétol. A klinikai informaciok
beszerzése utan a betegeket deidentifikaltuk, igy sem kdzvetlenil, sem kdzvetve nem azonosithatok.

Vizsgélati populacio

Ebbe a retrospektiv vizsgalatba 1975 és 2013 kozott az Orszagos Koranyi Pulmonolégiai Intézetben
sebészileg reszekalt és szdvettanilag igazolt, konszekutiv SCLC betegek keriiltek bevonéasra. A vizsgalatot
és a kezeléseket az intézményi iranyelvek alapjan végeztek. Az elemzésbe bevont utolsd utankdvetés
idépontja 2021. aprilis volt.

Szovetfeldolgozés

Az SCLC-betegek daganatait a miitétet kovetden fixaltuk és paraffinblokkokba agyaztuk. A TMA-k
eloallitasat az FFPE-blokkokbdl a kordbban leirtak szerint végeztik (141). Roviden, 4 mikronos
metszeteket vagtunk minden szovetblokkbol egy HM-315 mikrotom (Microm) segitsegével, és
uveglemezekre helyeztilk (Colorfrost Plus, #22-230-890, Fisher). A targylemezeket automatizalt Tissue-
Tek Prisma festOplatformon (Sukura) H&E festéssel festettiik. Egy mellkasi onkol6gidban jértas patologus
megvizsgélta a H&E-festett metszeteken a tumorteriiletet, amelynek a hatarait megjel6lték. Minden donor
szovetblokkbdl két 1 mm-es szdvetlyukasztast végeztiink, és egy recipiens paraffinblokkba Ultettiik azokat
pozicio-kodolt array formatumban (MP10 1,0 mm-es szovetlyukasztdo kézi TMA-miiszeren, Beecher
Instruments).

Immunhisztokémia és immunfluoreszcencia

Az IHC-festéshez 6t mikron vastagsagu metszeteket vagtunk. A festési folyamatot Leica Bond RX
autostainerrel végeztiik a CD45 (#13917), CD8 (#8112), CD68 (#201340), STING (#13647) és MHCII
(#682588S) nyul monoklonalis ellenanyaggal a Cell Signaling cégtdl, amelyet a festés el6tt 1:200 aranyban
higitottunk, a korabban leirtak szerint (37). Az SCLC altipus markerekhez nydl monoklondlis antitesteket
hasznaltunk az ASCL1 (Sigma-Aldrich, #32355, 1:300-ban higitva), POU2F3 (Sigma-Aldrich, #32537,
1:300-ban higitva) és YAP1 (Invitrogen, #PA1-46,189, 1:300-ban higitva), valamint egér monoklonalis
antitestet a NEUROD1 (abcam, #60704, 1:300-ban higitva) ellen. A primer antitestek kotodését
vizualizaltuk, majd a targylemezeket Bond Polymer Refine Detection kit (#DS9800) segitségével festettiik
meg a Leica IHC F protokollal, és 20 percig epitope retrieval 1-gyel (alacsony pH) inkubaltuk. A kettGs
IHC-festéshez a CD45 (#13917), CD3 (#17143), CD68 (#201340) és SMA (#7817) ellenanyagokat
hasznaltuk az Abbcam-t6l 1:300 aranyban higitva. Masodlagos ellenanyagként és kromogén szubsztratként
IMMPRESS® Duet Double Staining Polymer Kit (HRP Anti-Mouse IgG-brown, AP Anti-Rabbit 1gG-
magenta, MP-7724, VectorLabs) kerult felhasznalasra. Az anti-POU2F3 festéshez masodlagos antitestként
AP anti-Rabbit 1gG-t (Vector) hasznaltunk, 1:200 aranyban higitva 1% PBS/BSA-ban. Az endogén
alkalikus foszfataz aktivitast 5%-os levamizol oldattal oltottuk ki miel6tt az antigén bekotést vizualizaltuk
VectaRed AP kit (Vector) segitségével. Az ellenfestést hematoxilinnel végeztik. A kettds
immunfluoreszcenciahoz (IF) Alexa IgG anti-nyul A488 és IgG anti-egér A546 fluoreszcens szekundereket
hasznaltunk (Invitrogen) a CD45, CD3, CD68 és SMA antitestek jelének kimutatasara. TrueBlack®
Lipofuscin  Autofluorescence Quencher (Biotium) anyagot hasznaltunk az FFPE mintak
autofluoreszcenciajanak kikuszobolésére. A fehérjeexpresszid kimutatdsanak optimalizasara pozitiv
kontrollként humén mandula- és tiid6 adenokarcindma-szdvetet hasznaltunk.

Immunfestések kiértékelése, sejtszamlalas és morfometria

A TMA-metszetekrol késziilt képeket egy BX53 Olympus mikroszkop és egy 20MP felbontastt DP74
CMOS kamera segitségével készitettik el a kiértékeléshez, a sejtek szamolasadhoz és a tumorszévetek
reprezentativ képeihez. A STING és az MHCII expresszidjat és az SCLC altipus markerek (ASCLL1,
NEURODI1, POU2F3 és YAP1) festddési intenzitasat egy szemikvantitativ pontozasi rendszer segitségével
értékeltiik. Az MHCII esetében a pontszdmokat az immunellenérzOpont expresszids mintdzata alapjan
hataroztuk meg, ahol 0 = nincs pozitiv tumorsejt, 1 = a tumorsejtek elszortan elhelyezkedd csoportjai
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pozitivak (1-50 sejt), 2 = a tumorsejtek tobb csoportja pozitiv (> 50 sejt), és 3 = a legtdbb tumorsejt difflz
pozitiv festédése. A TME-n (stromasejtek, endothelium, immunsejtek) talalhatd pozitiv festddést nem
vettiik figyelembe a pontozasnal. A STING esetében a pozitiv sejtek szama/TMA core alapjan pontozast
alkalmaztunk, ahol a 0 = 0 sejt, 1 = 1-20 sejt, 2 = 20-40 sejt és 3 = > 40 sejt pontszdmot hataroztunk meg
minden egyes szekciora es kompartmentre (stroma és tumorfészek). A tumorsejteken az SCLC altipus
marker expressziojanak pontszamat a festddés intenzitasa alapjan hataroztuk meg az Allred-pontszam
szerint, ahol 0 = negativ, 1 = gyenge, 2 = kozepes és 3 = erds pontszamot adtunk. Az SCLC altipus
markereinek stromalis expresszidjat nem pontoztuk és nem értékeltik. A STING 6sszpontszamot, a stroma
és a tumorfészek pontszamat minden szekciora atlagolva szamoltuk ki.

A tumort infiltrdld immunsejtek sejtstirliségének méréséhez a morfometriat és a sejtek szamolasat az
Olympus CellSens Dimensions szoftvercsomaggal végeztik, a mért teriiletek (stroma és tumorfészek) kézi
annotacidjat pedig a korabban leirtak szerint (37). Réviden, a CD45, CD8 és CD68 immunmarkerek pozitiv
sejtjeit két fliggetlen megfigyeld altal végzett szoftveres, kézi sejtszamlalassal azonositottuk az Imagel
szoftvercsomag ,.cell counter” bévitményével (142). 20% alatti eltérés esetén az értékeket atlagoltuk,
ellenkez6 esetben a mintakat Gjra pontoztuk. Harom kiilonallo, 6t mikron vastagsagli metszetet (a metszetek
kozott legalabb 100 um Z tavolsaggal) pontoztunk vagy szamszerisitettink minden egyes TMA-core és
minden egyes hasznalt biomarker esetében. A négyzetmikrométereket (um?) négyzetmilliméterre (mm?)
konvertaltuk a sejtstiriségi paraméterek kiszamitasahoz a statisztikai elemzések sordn. Az azonos TMA-
pontszamu, kilonallé metszetek eredményeit atlagoltuk.

A kolokalizacié mennyiségi értékelése

Megvizsgaltuk a STING-pozitiv és a STING-negativ immunsejtek aranyat; az 6sszes sejtet megszamoltuk
az 6sszes immunsejt-marker (CD45, CD68 és CD3) esetében, majd kulon-kulén megszamoltuk a STING-
CD45, STING-CD68 és STING-CD3 kettds pozitiv sejtek szamat a stromaban, illetve a
tumorkompartmentben. A kolokalizacid szamszerisitéséhez csak a CD45 stroma oazist vagy o0azis
tumorokat vettiik figyelembe (4.1. &bra). A sejtszamlélést az ImageJ szoftvercsomag "“cell counter”
pluginjaval veégeztuk IF-festett targylemezeken, ahol méasodlagos antitesteket és Alexa A488 (STING
esetében) és Alexa A546 (immunsejt-markerek esetében) fluorokromokat hasznaltunk. A kolokalizaciot a
kettds expresszids szinjel (sarga) megjelenésekor értékeltik.

Hatarértékek és a TME fenotipusok meghatarozasa

Kiilonb6zé6 TME-fenotipusokat szamoltunk ki a stroma és a tumorkompartmentumok sejtsiirlisége
(sejt/mm?) alapjan. A k-means R plugin minden biomarker esetében 3 atlag-k6zéppontu csoportot generalt
a stroma- és tumorfészek infiltracios siirliségére (0-1-2). Ezutdn egyesitettik a kilonallé stroma- és
tumorpontszdmokat, hogy minden egyes betegminta esetében meghatarozzuk az altalanos "infiltracids
fenotipust". A kiilonb6z6 TME-fenotipusokra vonatkozd hatéarértékeket, pontszdmokat és osztalyozasi
kritériumokat az 1. tablazat mutatja.

Statisztikai médszerek

A normalitast a Kolmogorov-Smirnov-teszttel értékeltiik. A tumor-core A és B biomarkerek expresszidjat
Wilcoxon pérositott mintds teszt segitségével hasonlitottuk ©ssze, és egyik 6sszehasonlitdsban sem
talaltunk szignifikans kulonbséget; ezért a tovabbi statisztikai elemzésekhez az A és B tumor core &atlagos
értékeit hasznaltuk. A statisztikai elemzéseket a PASW Statistics 22.0 csomag (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) segitségével végeztiik. Az adatok elofeldolgozasat és a klaszterelemzést R csomagokkal végeztiik,
beleértve a ggplot2-t a PCA abrézolasahoz és a pheatmap-ot (R csomag 0.7.7-es verzidja) a hétérképek
abrazolasahoz. Az adatok eléfeldolgozasdhoz nem hasznaltunk skéalazasi modszert. Az Oncomine adatbézis
segitségével a TMEM173 (STING) RNS relativ expresszios értékeit (transzkript per read, TPM) értékeltiik
SCLC (n = 54) és NSCLC (n = 136) sejtvonalakban. A tulélési elemzés Kaplan-Meier-gorbékkel és a
talélési gorbék log-rank teszttel torténé Osszehasonlitasa révén tortént. Cox-proporciondlis hazard
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regressziot alkalmaztunk a jelentds prediktiv valtozok szlirésére. Az elemzés kétoldalas volt a = 0,05
szignifikancia-szinttel. A tébbvaltozos modelllink illeszkedésének értékelésére Harrel C-indexét (> 0,7)
szamoltuk Kki. A talélési elemzéseket a SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) és a Statistica 13.05
(TIBCO Software Inc.) szoftvercsomagok segitsegével végeztik.

4.3. Eredmények
Immunsejtek beszivargasa SCLC mintédkban és a TME fenotipus

Vizsgalatunkban 6sszesen 219 SCLC-vel diagnosztizalt beteget azonositottunk, akiknél sebészi reszekciot
vegeztink. A vizsgalat munkafolyamatat az 4.1.A. &bra mutatja. A CD45 és CD8 IHC-festés n = 190
esetben, a CD68 n = 173 esetben, a STING n = 193 esetben és az MHCII n = 178 esetben allt rendelkezésre.
A relevéns Kklinikopatoldgiai adatok, beleértve a stadiumot, az OS-t és az adjuvans kemoterapiat, n = 129
beteg esetében &lltak rendelkezésre.

Az 4.1B. é&bra a Kiterjedt (2), mérsékelt (1) vagy minimélis (0) CD45+ , CD8+ vagy CD68+ CD45+ sejtes
infiltraciot mutatd tumorok relativ eloszlasat szemlélteti a stroméban és a tumor kompartmentekben. Az
4.1.C. abra a négy f6 infiltracios fenotipus relativ eloszladsat mutatja, amelyek a stroma és a tumorsejt-
stirliség pontszamokbdl szarmaznak, a korabban leirtak szerint. A reprezentativ szovetmintak CD45, CD8
¢s CD68 immunjelolést mutatnak a TMA mintakon. A morfologiai jellemzdok és a teriilethez igazitott
sejtszamlalés alapjan 4 TME fenotipust allapitottunk meg a CD45 + immunsejt-, CD8 + T-sejt- és CD68 +
makrofdg infiltracioé tekintetében. Az immunoazis tumorokat Ugy definialtuk, mint erdsen infiltralt
tumorokat mind a stromaban, mind a tumorfészekben CD45 (4.1.D., D." 4bra), CD8 (4.1.D." abra) és CD68
(4.1.D." abra) immunjel6léssel. A stroma oazis tumorok Kiterjedt stroma immunsejtes infiltracioval
rendelkeznek, a tumorfészkekbe viszonylag kevés CD45 + (4.1.E., E.' 4bra), CD8+ (4.1.E." abra) vagy
CD68+ (4.1.E."™ &bra) sejt jut be. Ezzel szemben az immunsejtek ritkan és kizarélag a stroma
kompartmentben fordulnak el6 az infiltracioval korlatozott tumorokban, gyakorlatilag a fent emlitett
sejttipusok intratumordlis jelenléte nélkil (4.1.F.-F." &bra). Az immunsivataggal jellemezheté tumorok
teljesen negativak a CD45, CD8 vagy CD68 tekintetében, vagy minimalisan expresszalédnak (4.1.G.-G"."
abra).
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4.1. dbra. Az immuninfiltracié fenotipusai a CD45 + immunsejt-, CD8 + citotoxikus T-sejt- és CD68 + makrofag
sejtsiiriiség fiiggvényében. A panel a vizsgalat munkafolyamatat mutatja. A. Osszesen 219 betegnél végeztek sebészi
reszekciot, ebb6l immunhisztokémiai festés a CD45 és CD8 esetében 190, CD68-nal 173, STING-nél 193, mig az MHCII
tekintetében 178 esetszam allt rendelkezésre. Minden betegeknél teriiletre viszonyitott sejtszamlalassal, két TMA (tissue
microarray) core-t értékeltiink. A “modszerek” fejezetnél leirtak szerint a pontszamokat a sejtstirtiség (sejt/mm?) értékekbdl
szamoltuk, kuldn a stroméban és a tumorfészkekben. A panelben azon tumorok relativ eloszlasa Iathato, amelyek kiterjedt (2),
mérsékelt (1) vagy minimalis (0) CD45 +, CDS8 + vagy CD68 + sejtes infiltraciot mutatnak a kotdszovetben, valamint a tumor
kompartmentekben. A kiilonb6z6 teriiletek morfologiai jellemz6i és infiltracios pontszamai alapjan 4 TME-fenotipust
allapitottunk meg az immunsejt-populéciok jellemzésére (C). A reprezentativ szévetmintak CD45, CD8 és CD68 pozitiv
immunjeldlést mutatnak a TMA mintakon (D-G™"). Az immun oézis daganatokat er6sen infiltralt daganatoknak tekintettik mind
a kotészovet, mind a tumorfészkek CD45 (D-D’), CD8 (D), és CD68 (D) immunjelelédései alapjan. A stréma oazis
daganatoknal jelentds stromalis immunsejt infiltracio figyelhetd meg, ugyanakkor a CD45+(E-E’), CD8+(E”), vagy
CD68 +(E”) sejtek szama a tumor fészkekben viszonylag alacsony volt. Ezzel szemben az immunsejtek ritkan fordultak el
(és kizérdlag a stromalis régioban) a korlatozottan infiltralt daganatok esetében (F-F”’). Az immun sivatag daganatok teljesen
negativak, vagy csak minimélisan expresszalnak CD45-t, CD8-t vagy CD68-t (G-G™”).

A STING és az MHCII fehérjék expresszidja az immun TME kontextusaban

Az immunellendrzépont fehérje, a STING szamos sejtben kifejez6dott az SCLC-ben. A 4.2. dbraa STING
expresszids mintdzatat mutatja reprezentativ szovetmintakon (4.2.A.-B." &bra). Az IHC-festések azt
mutattak, hogy a STING fehérje expresszidja foként a stromasejtekben van jelen (4.2.A. és B. abra), de
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sejtekben is, amelyeket a kolokalizacids vizsgélatok sordn CD68+ makrofagokként és CD3+ T-
limfocitaként azonositottak (4.2.B." bra nyilhegyek, 4.3. abra). A daganatsejtek csak a betegek 4%-aban
expresszaltdk a STING-et, tobbnyire elszortan, klaszterekben (4.2.C.-C." bra). Ezt tdmasztjak ald az
Oncomine adatbazisbol szarmazé RNAseq adatok, ahol a STING expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb
az SCLC (n =54), mint az NSCLC sejtvonalakban (n = 136) (0,043 vs 2,41 TPM, p = 0,012) (4.2.C." 4bra).
Hisztogramok mutatjdk a pontozas eredményét és a STING-expresszios pontszdmok relativ eloszlasat
(4.2.E.-E." &bra), és egy kordiagram mutatja a magas vs. alacsony STING-értékii tumorok aranyat a teljes
kohorszban (4.2.F. &bra).
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4.2. 4bra. A STING immunellendrzé fehérje expresszioja SCLC-ben. Az A-B’ dbra reprezentativ TMA mintak STING
expresszios mintazatat mutatja. STING nagyszamu kotGszoveti sejtekben (B) és szorvanyosan a tumorfészekben 1év6 nem
daganatos sejtekben (B’) expresszalddik. A tumorsejtek STING-expresszidja (C) csak a betegek 4%-aban volt kimutathaté
(C*). Az Oncomine-bdl nyert RNS szekvenalési adatok szerint a STING expresszidja szignifikinsan alacsonyabb az SCLC-ben
(n = 54), ésszehasonlitva az NSCLC-sejtvonalakkal (n = 136) (p = 0,012) (C’’). Az eredményt hisztogramban abrazoljuk, a
STING expresszids pontszamok relativ eloszlsa a kotészovetben és a tumorfészekben (D-D”). A tortadiagrammon a magas €és
alacsony STING daganatok aranya figyelhet6 meg (F).

A STING-et expresszal6 immunsejt-populaciok azonositasa érdekében kettés THC-festést végeztink a
CD45-re (leukocitak) és kettés immunfluoreszcenciat (IF) a CD3-ra (T-sejtek) és a CD68-ra
(tumorasszocialt makrofagok, TAM-ok). A koexpresszio kvantitativ meghatarozasat immun-oazissal vagy
stroma-oazissal jellemezhetd tumorokban végeztiik. A kolokalizacios vizsgalatok azt mutattak, hogy tobb
stroma CD45+ sejt expresszélja a STING fehérjét (4.3.A. abra, csillag), de az immunsejtek 71%-a még
STING-negativ (4.3.H. &bra). Ehelyett a STING szdmos CD45-negativ elongélt stromasejtben (4.3.A. bra,
nyilak) és az endotélsejtekben (4.3.C. abra) expresszalodott. Erdekes modon a STING-expresszi6 a
tumorhoz kapcsolodd erek lumenében extravazalé CD45+ immunsejtekben is eléfordult (4.3.D. &bra
csillagok és nyilhegy). A tumorfészekben a CD45 + immunsejtek 81%-a STING-negativ volt (3.A-B. abra,
nyilhegyek és 1.), csak néhany sejt koexpresszalta a STING feheérjét (4.3.B. bra, nyilak és I.). A STING-et
expresszaldo immunsejtek immunfenotipusanak pontositasa érdekében kettds immunfluoreszcenciat
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vegeztink a panmakrofag CD68 marker és a T-sejtek CD3 markerére (4.3.E.-F. abra). A stroma
kompartmentben a CD68+ sejtek 33%-a koexpresszalta a STING fehérjét (4.3.E. abra, nyilak és H.), mig a
tumorfészekben a TAM-ok 40%-a STING-pozitiv volt (4.3.1. dbra). A nyilhegy a 4.3E. &bran STING-
negativ CD68 + TAM-ot, a csillagok pedig STING + CD68- sejteket mutatnak, amelyek elagazo, elnyujtott
morfologijuak. A CD3-STING kettds IF azt mutatja, hogy tobb T-sejt expresszal STING fehérjét (22%) a
stroméban (4.3.F. abra, nyilak és H.). Ezzel szemben a CD3-immunpozitiv T-sejteknek csak 5%-a volt
pozitiv STING-re a tumorfészekben (4.3.1. abra). A STING fehérjét a CD68+ TAM-ok szignifikansan
nagyobb szdzalékban fejezték ki, mint a CD3+ T-sejtek (p = 0,008) a tumorfészekben. A STING-re pozitiv,
de CD68-ra és CD3-ra negativ megnyult sejtek SMA-t expresszaltak, ami a tumorhoz tarsult fibroblasztok
(CAF-0k) altalanos markere (4.3.G. abra).

4.3. dbra. A STING fehérje kolokalizacidja CD45 + immunsejtekkel, CD68 + makrofagokkal, CD3 + T-sejtekkel és SMA +
CAF-okkal. A stromalis teriileteket tekintve a STING kiilonb6z6 morfologiat mutat CD45 + sejtekben (A, csillag) és CD45-
negativ sejtekben (A, nyilak). Az intraepithelidlis CD45 + sejtek nagy részében egyaltalan nincs (A-B, nyilhegy), vagy csak
korlatozott szamban (B, nyilak) van STING expresszio. A STING a tumorszovetekbe torténd extravazacid sordn a stromalis
endothel sejtekben (C, csillagok) és az intravascularis, kerek alak( vérsejtekben (D, csillag) is kifejez8dik (D, nyilhegy). Sok
esetben a makrofagok nem expresszaljak a STING-et (D, nyilak, H-1), viszont a CD68 pan-makrofag marker tébb STING-
pozitiv sejtben koexpresszalddik (E, nyilak). A stroma CD3+ pozitiv sejtjeiben STING detektalhaté (F, nyilak, H-1). Az SMA-
festés STING-et expresszal6 CAF-okat mutat a kotdszovetben (G, nyilak, bedgyazott kép). A tumorfészekben a CD68 +
makrofagok szignifikdnsan nagyobb szézalékban expresszaljak a STING-et, mint a CD3 + limfocitak (p = 0,008) és a CD45 +
(p = 0,022) immunsejtek. A kék sdvok a STING-kettds pozitiv sejtek szazalékos aranyat mutatjak az annak megfeleld
immunsejt-markerekkel. A hibasavok a standard deviaciot (SD) jelzik. A szignifikancia *P<0,05; **P<0,01.

IHC-elemzéseink szerint az MHCII molekula is kifejez6dott a tumoros sejtekben. Bizonyos tumorok
MHCII-expressziot mutattak a stromaban és a tumorfészkekbe belépd immunsejtek felszinén, de a tumoros
sejtek nem mutattak MHCII-pozitivitast (4.4.A.-A." dbra). Egyes tumorok azonban diffuz MHCII-
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expressziot mutattak a tumorsejtjeikben (4.4.B.-B.' abra). Kozbiilsé fenotipusként 1étezik az MHCII
mozaikos expresszidja is, ahol a tumorsejteknek csak a klaszterei kedvezdek a molekula szempontjabol
(4.4.C.-C." 4bra). Az MHCII expresszios pontszamok eloszlasat a 4.4.D. abra mutatja. A kordiagramok a
magas és az alacsony MHCII expresszioju daganatok, valamint a dupla magas és a dupla alacsony
MHCII/STING expresszidju daganatok ardnyat mutatjak (4.4.E. &bra) a teljes kohorszban.
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4.4. dbra. Az MHCII expresszidja SCLC-ben. Az MHCII expresszigja bizonyos tumorok strémajaban és a tumorfészkekben,
a daganat mikrokornyezetében (Tumor microenvironment, TME) el6fordul, de a daganatos sejtek jellemzéen nem expresszaljak
(score = 0, A-A"). Egyes tumorok sejtjeiben diffiz MHCII-expressziét mutatnak (score = 3, B-B'), és bizonyos esetekben a
tumorsejtek kilénallo csoportjai expresszéljak ezen molekulat (score = 1-2, C-C'). MHCII-re vonatkoz¢ &tlagos expresszios
pontszamokat hisztogram (Allred) mutatja (D). A kérdiagramok a betegeknél mért MHCII-magas és - alacsony, valamint a
MHCII-STING-magas és -alacsony aranyat mutatjak a teljes kohorszban (E).

SCLC altipusok és korrelaciojuk a TME-vel

Az ASCL1, POU2F3, YAP1 és NEUROD1 IHC-festése n = 179 beteg esetében allt rendelkezésre. E16szor
a négy kulcsfontossagu altipust meghatarozé fehérje expresszidés mintazatat elemeztiik IHC-vel, és a
mintakat a tumorsejteken vald fest6dés intenzitasa szerint pontoztuk. Azt taldltuk, hogy az ASCL1 és a
YAPL fehérjék expressziot mutatnak mind a stroma-, mind a tumorsejtekben, mig a NEURODL1 és a
POU2F3 expresszioja a tumorfészkek tumorsejtjeiben dominal (4.5.A.-D. abra). Az egymast kovetd
metszeteken végzett immunfestések egy reprezentativ betegmintaban az altipust meghatarozo fehérjék
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kétszeres-haromszoros és négyszeres in situ expressziojat mutattak ki (4.5.E.-E.™ &bra, a mintak azonositdja
dolt betiivel szedve). A korrelacios matrix Osszefoglalja az altipusjelzok és az immunsejtek siiriiségének,
valamint az immunellen6rzépontok expresszidjanak Osszefliggéseit a kiillonbdzé tumorkompartmentekben
(4.5.F. abra). A CD45 + ¢és CD8 + immunsejtstiriségek erésen korrelaltak (r = 0,65-0,94) minden
Osszehasonlitdsban, a CD68 + TAM-sirliség csak mérsékelten korrelalt a CD45 + és CD8 +
sejtstirtiségekkel a tumorfészekben (r = 0,48-0,49). Az immunsejt-markerek mérsékelt pozitiv korrel&ciot
mutattak mind a STING-, mind az MHCIl-expresszioval (r = 0,41-0,6), hasonléan a két
immunellenérzépont expresszidjahoz egymassal (r = 0,38-0,42) (4.5.F. 4bra).

Az 0Osszes altipus marker koziil az ASCL1 mutatta a legerdsebb expressziot, €s expresszids szintje
szignifikdnsan magasabb volt, mint az 6sszes tébbi marker esetében (4.5.G. dbra). Az ASCL1, aNEUROD1
és a POU2F3 fehérje expresszidja nem mutatott szignifikans korrelaciot egyik immunsejt-markerrel sem,
¢s csak elhanyagolhaté mértékii korrelaciot mutatott az immunellendrzd pontok expresszidjaval (4.5.F.
abra). A YAP1 azonban szignifikans, mérsékelt korrelaciot mutatott a CD45+ és CD8+ sejtsiirtiségekkel,
amelyek a tumorfészkekben kifejezettebbek voltak (r = 0,43-0,44), de csak gyenge korrelaciét mutatott a
CD68-cal (r = 0,26-0,30) (4.5.F. &bra). Ez utdbbit tAmasztja ala az a tény, hogy a YAP1-magas betegek
mind a stromaban, mind a tumorfészekben szignifikansan megnovekedett CD45 + ¢s CDS8 + sejtsiirliséget
mutattak (4.5.H.-H." abra). A YAP1-magas betegek szignifikansan fokozott MHCII-expressziot mutattak
a tumorsejteken (p = 0,148, 4.5.1. abra), és a YAP1-expresszid szignifikansan korrelalt az MHCII-vel (r =
0,37, p < 0,001, 4.5.J. abra). Az 45.K-K" dbra a YAPL1 és az MHCII kolokalizaciojat mutatja a
tumorsejtekben és a STING fehérje kolokalizacidjat a stromasejtekben ugyanazon betegminta egymast
kovetd metszetein.

Bevezettlink egy ,.altipus-pontszdmot” is, ahol az egyes altipusfehérjék pontszamait betegenként
0sszegeztik. Ez azért lehet hasznos, mert az altipus-specifikus markerek expresszidja kozott jelentés szamt
betegnél szembetlin atfedés van (4.5.L. abra). Az altipus pontszdm szignifikdns mérsékelt korrelaciot
mutatott a STING stromalis és tumorfészek-expresszidjaval (r = 0,36-0,39), és gyenge szignifikans
korrelaciot a tumorsejteken 1évé MHCII expresszidjaval (r= 0,26) (4.5.F. abra). A ,,altipus-magas” betegek
szignifikdnsan magasabb STING-expressziot mutattak (az ,,altipus-alacsony” betegekhez képest) mind a
stromaban, mind a tumorfészekben (p < 0,001, 55.M-M' &bra).
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4.5. abra. SCLC altipus-specifikus jellemzdi a daganatos mikrokornyezetben (TME). Az ASCL1 és YAP1 fehérjék mind
a kotészoveti, mind a tumorsejtekben expresszalodnak, mig a NEURODI1 és POU2F3 expresszidja foként a tumorfészkek
daganatos sejtjeiben kiemelkedé (A-D). A sorozatmetszeteken végzett immunfestések az altipus fehérjék kétszeres,
haromszoros és négyszeres in situ expresszidjat mutatjdk egy reprezentativ betegcsoportban (E-E™). A korrelaciés matrix
kiemeli az altipus markereket az immunsejtek slriiségének, valamint az immunellenérzési pontok expresszidjanak
flggvényében a kiilonbozd teriileteket tekintve (F). A négy altipusmarker koziil az ASCLI (1,632) volt a leginkabb expresszalt
(1,632 vs 0,939, vs 0,982, vs 0,855, p<0,001, illetve, G). A POU2F3 (0,939 vs 0,855, p = 0,041) és a YAP1 (0,982 vs 0,855, p
=0,021) expresszidja Iényegesen magasabb volt, mint a NEUROD1-¢, és nem volt szignifikans kiilonbség a POU2F3 ésa YAP1
expresszios szintje kdzott (p = 0,733, G). A YAP1-magas expresszidji (> 2) betegeknél szignifikansan magasabb a CD45+ és
CD8+ sejtsiirliség mind a kotészovetben (1506 vs 820 sejt/mm, p <0,001 és 1499 vs 1276 sejt/mm, p = 0,001, illetve), mind a
tumorfészekben. YAP1-magas (> 2) betegekben szignifikinsan magasabb az MHCII expresszidja a tumorsejteken (p = 0,0148,
1), és a YAP1 expresszidja korrelal az MHCII-vel (r = 0,37, p < 0,001, J). A K-K" panelek sorozatmetszeteket mutatjak a YAP1
és az MHCII kolokalizacidjat a tumorsejtekben és a STING fehérje mintazatat a k6tszoveti sejtekben. Az L abra tortadiagramja
megjeleniti a magas altipus pontszamu (>6, 25,4%) és alacsony altipus pontszamu (< 6, 74,6%) betegek eloszlasat. A magas
pontszammal rendelkezé betegeknél szignifikansan nagyobb a STING expresszid szintje mind a kotdszovetben, mind a

tumorfészekben. (p = 0,001, illetve M-M”). A hibasavok a standard deviaciot (SD) jelzik. Szignifikancia *p <0,05,**p <
0,01,***p < 0,001.
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Klaszteranalizis az immunsejtek infiltracidja, az SCLC altipusai és a checkpoint expresszio alapjan

Hotérképeket készitettiink, hogy klaszterelemzést végezziink, és megvizsgaljuk a betegcsoportokat az
immunsejt-infiltraci6 mértéke (a stromaban, illetve a tumorfészekben), az immunellenérzépontok
expresszidja s az SCLC altipusok profilja szerint. A stroma infiltracio tekintetében (4.6.A. dbra) a betegek
két f6 klaszterbe voltak sorolhatok: magas (A klaszter) és alacsony (B klaszter) immunsejt-infiltracioval és
a kapcsolodé ellenérzépont-expresszidval. Erdekes madon az A2 alklaszter magas MHCII-expressziot, de
alacsony STING-expressziot mutatott, mig az A3 alklaszterre ennek ellenkezdje volt jellemzd. Néhany
betegnél alacsony vagy minimalis immunsejt-infiltracio volt megfigyelhet6 fokozott STING (Bs alklaszter)
vagy fokozott STING- és MHCII-expresszioval (Bl alklaszter). E klaszter létezése a STING nem-
immunsejteken (CAF-ok) torténd stromalis expresszidjat hangstlyozza. A B2 alklaszter az immun- €S
ellendrzépont-sivataggal jellemezheté tumorokat képviseli. A tumorfészkekben (4.6.B. &bra) az A
klaszterbe tartoznak a fokozott (Al alklaszter) és a hianyz6 (A2 alklaszter) CD68 + TAM infiltracidval,
CD45- CD8- ¢s ellendrzépont expresszios pontszammal rendelkezé tumorok. Ellendrzépont-magas és
immuninfiltratum-alacsony klaszter is eléfordult (B1 és B2 alklaszter). A C1 alklaszter az intratumoralis
CD8 + T-sejtes infiltracioval nem rendelkezd, de mas immuninfiltracio és ellenérzépont-expresszio esetén
valtozo szintet mutat6 tumorokat képviseli, mig a C2 alklaszter a teljes immun- és ellendrzépont-sivataggal
jellemezheté tumorokat.

Az SCLC altipus markereit tekintve 6 fo betegcsoportot észleltiink (5.6C. abra). Az Al Kklaszterbe olyan
tumorok tartoznak, amelyekben egyidejileg tobb altipus-marker, koztuk az ASCL1 és a NEUROD],
valamint valtoz6 mértékben a POU2F3 és a YAPI is kifejezddik. Ez az ugynevezett ,.altipus-magas”
pontszamu betegcsoport. Az A2 Klaszter az ASCLI/NEURODI kettés pozitiv tumorokat vagy csak a
NEUROD1-et expresszald tumorokat képviseli. A Bl klaszterben a POU2F3 expresszié domindl, de
bizonyos szamu tumorban egyidejlileg ASCL1 és/vagy YAP1 expresszio is eloéfordul. A B2 klaszterben a
YAPL1 dominal, és néhany tumorban az ASCL1 is expresszalodik. A B3 klaszter kizarélag ASCL1-pozitiv,
mig a B4 Kklaszter négyszeresen negativ tumorokat tartalmaz, amelyek egyik altipus-marker kifejezédését
sem mutatjak. A 4.6.D. abra a kiilonboz6 altipus-klaszterek aranyat mutatja a dominans altipus alapjan.
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4.6. dbra. Immunellendrzdépont-expresszio, immunsejt-infiltrécio és az SCLC altipusai klaszteranalizis utan. A hétérkép
és a klaszterelemzés olyan betegcsoportokat abrézolnak, amelyek hasonld immuninfiltratum-ellenérzépont- és SCLC altipus
expresszids tulajdonsagokkal rendelkeznek. K-atlag algoritmus (CD45, CD8 és CD68) és linearis transzforméacio
(ellenérzépontok, SCLC altipusok) segitségével Z-pontszamot (0-6) generaltunk minden sejtre.

Klinikopatolégiai jellemzok és az OS prognosztikai tényezoi

Tulélési elemzést végeztink az immunsejt-infiltracié és az STING és MHCII immunellenérzé-pontok
prognosztikus szerepének éertékelésére. Az OS-adatok n = 129 beteg esetében alltak rendelkezésre, n = 96
korai stadiumu (1-11) és n = 33 111. stadiumu betegséggel rendelkez6 beteg esetében. Osszesen n = 51 beteg
kapott adjuvans kemoterapiat (CT). A korai stadiumu (I-II) betegségben szenvedo betegek OS-je javult (vs.
I1. stadiumu, p < 0,001, 4.7.A. 4bra), mig az adjuvans CT nem volt szignifikdns hatéssal a tulélésre (p =
0,062, S.2.A. Kiegészitd abra).

A 4.7.B.-E. &bra az 04&zis, a stroma-oazis, a korlatozott infiltraciét mutatod és a sivataggal jellemezhetd
tumorok eltérd KM-gorbéit mutatja a CD45 + immunsejt, a CD8 + T-sejt infiltracio és a CD68 + TAM
infiltracio szerint. Mivel a korai stadiumu (I-11.) és a Ill. stddiuml betegek OS-értéke kozott jelentds
kilonbség volt, a korai stddiumd betegekre szelektalt KM-elemzéseket végeztiink. A CD45 és CD8
infiltracids fenotipusok tekintetében nem volt szignifikans kilénbség a talélésben a ,sivataggal” és a
korlatozott infiltracidval bird tumorok kozott (CD45: p = 0,613; CD8: p = 0,922), illetve a stroma-04azis és
04zis tumorok kozott (CD45: p = 0,854; CD8: p = 0,27) (4.7.B.-C. 4bra). A CD45 vagy CD8 stroma-0azis
tumorral rendelkez6 betegeknél azonban szignifikansan nagyobb OS-t mutattak a CD45 és CD8 sivatag (p
= 0,001, illetve p < 0,001) vagy a CD45 és CD8 korlatozott infiltraciot mutatd tumorokhoz képest (p =
0,049, p < 0,001). A CD8 oazis tumorok szignifikansan jobb OS-t mutattak, mint a ,,sivataggal” vagy
korlatozott infiltracioval bird tarsaik (p = 0,01, illetve p = 0,004) (4.7.B.-C. abra). Megjegyzendd, hogy a
CD45 esetében a szerényebb kilonbség (az OS nem szignifikansan jobb a CD45 oazis tumorok vs.
infiltracidval korlatozott tumorok esetében (p = 0,145) arra utal, hogy a CD8 infiltracié megbizhatébb
prognosztikai tényez6. A CD45 stroma-oazis és oazis tumorok vs. korlatozott infiltracioval és ,,sivataggal”
biré fenotipusok Osszevonasakor a stroma-oazis vagy 04azis tumoros betegek szignifikansan jobb OS-t
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mutattak (median OS: 59,9 vs. 13,3 honap; p = 0,0019). Ugyanebben az dsszehasonlitdsban a CD8 stroma-
oazis és oazis tumorral rendelkez6 betegek hasonloan megnovekedett tulélést mutattak a korlatozott
infiltracioval és sivataggal rendelkez6 tumorokkal szemben (median OS: 74,4 vs. 12,5 honap; p = 0,0001).

A CD68 tekintetében a ,,sivataggal” és oazissal bird daganatokban szenved6 betegeknél volt a legrosszabb
az OS, mig a stroma-o0azis daganatoknal a legjobb (4.7.D. &bra). Hogy vizsgaljuk a CD68+ TAM infiltracid
jelentségét, KM analizist végeztiink a kivalasztott stroma o0azis vagy oazis-infiltralt fenotipust betegeknél.
Erdekes modon mind a CD68 stroma 0azis, mind a korlatozott infiltraciot mutaté tumorok szignifikansan
nagyobb OS-t mutattak a CD68 0azis tumorokhoz képest (p < 0,001, illetve p = 0,016) (4.7.E. bra). igy a
TAM-infiltracié a tumorfészekben kedvezotlen hatast jelenthet az OS-re.

Az immunellenérzépontok expresszidja és az immunsejt-infiltracié kdzotti szignifikans korrelacio miatt a
STING fehérje prognosztikus szerepét vizsgéltuk az infiltralt tumorokban. Mig a STING stromaélis
expresszidja nem mutatott szignifikdns hatdst az OS-re (4.7.F. abra), a tumorfészekben 1évé STING
expresszioja szignifikansan jobb OS-hez jarult hozza (p = 0,002), még az immuninfiltralt tumorok kdzott
is (4.7.G. &bra). A tumorsejtek MHCII-expresszidjara vonatkozé KM-elemzés nem mutatott szignifikans
kiilénbséget az OS-ben sem az infiltralt tumorok kdzott, sem a teljes kohorszban (p = 0,14, illetve p =
0,862).

Ezutan tdbbvaltozds elemzést (MVA) végeztink Cox-modell segitségével, hogy értékeljik a STING
expressziojanak prognosztikai értékét a stroma/tumorfészekben és az MHCII expresszidjat a tumorsejteken.
A stroma oazis/oazis és a korlatozott infiltracioju/sivatag fenotipusokat kilén értékeltiik az MV A-hoz. Chi-
négyzet tesztet végeztiink, hogy kizarjuk barmely paraméter torzulasat az MVA csoport (n = 129) és a teljes
IHC-festett kohorsz (n = 193) kozott, ahol egyik paraméter sem mutatott szignifikdns kilonbséget. A
korlatozott CD45- és CDS8-infiltraciot mutatd és a sivatag jellegli tumoroknal nem volt szignifikans
kiilonbség egyik paraméter tekintetében sem, az immunellendrzépontok, a stadium vagy az adjuvans CT
OS szignifikans prognosztikus tényezdjének bizonyult (p = 0. 0266, [HR]: 0,1444), és a CD8-immun-
oazissal és strdma-oazissal rendelkezd tumoroknal a I11. stadiumu betegeknél tendencia volt a csdkkent OS
(p = 0,0579, [HR]: 0,1964). Erdekes médon, a CD8 stroma 0azis és oazis tumorok tekintetében a STING
expresszidja a tumorfészekben szignifikans pozitiv prognosztikai értékkel birt (p = 0,0429, [HR]: 0,4571).
Sem az MHCII expresszio a tumorsejtekben (p = 0,5367), sem a STING expresszio a strbméban (p =
0,6594) nem mutatott prognosztikai értéket a talélés tekintetében. Osszességében a CD45+ immunsejt- és
CD8+ citotoxikus T-sejt-infiltracid magas szintje szignifikansan jobb talélést biztosit az I-Il. stadiumu
SCLC-s betegek szamara. Tovabba a tobbvaltozos elemzés kimutatta, hogy a stroma oazis és az oazis
tumorokban a tumorfészek STING fokozott expresszidja pozitiv prognosztikai értékkel birt az OS
tekintetében.
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4.7. dbra. Az immunsejt-infiltracio és a STING-expresszio prognosztikai szerepe korai stddiumd SCLC-ben. Korai
stadiumu (1-11) betegek jobb teljes talélést (OS) mutattak (szemben a I11. stddiumuakkal, p <0,001, A). A korai stidiumban 1év6
betegeknél a Kaplan Meier-gérbék az OS-t mutatjak, mind az oazis, stdma-oazis, infiltracio-limitalt és sivatag infiltracios-
fenotipusok esetében a CD45+ immunsejt és CD8 + T-sejtes infiltracio szerint (B és C), ahol az oazis és a strdma-oazis tumorok
szignifikdnsan nagyobb éatlagos tulélést (OS) mutattak a sivatag és az infiltracio-limitalt tumorokhoz képest a teljes
Osszehasonlitasban. Kivételt képez a CD45 odazis vs. CD45 infiltracio-limitalt tumorok esete (p = 0,145, B). Egyik
6sszehasonlitasban sem volt szignifikans kildnbség az atlagos talélésben a sivatag és az infiltracio-limitalt tumorok kézott. A
CD68 tekintetében a stréma-oazis és oazis tumorok szignifikansan nagyobb tulélést mutattak, mint a sivatag fenotipust tumorok
(p<0,001, p = 0,011, illetve p = 0,011), azonban az infiltracio-limitalt tumorokhoz képest szignifikans kilonbség nem volt
kimutathat6 (p = 0,094, illetve p = 0,291) (D). Csak az infiltralt tumorral rendelkez6 betegeket nézve (CD45 stroma-0azis és
0azis) a legjobb prognozist a stréma-odzis és az infiltracio-limitalt tumorok mutattak (172,3, illetve 59,8 honap), ezzel szemben
az immunoazis fenotipust tumoroknal volt a legrosszabb a tulélés (21 hénap) (E). A fentebb részletezett elemzési modszert
hasznélva (csak CD45 stroma-oazis és oazis tumorok) a magas tumorfészek STING expresszioval (> 2) rendelkez6 betegek
szignifikdnsan nagyobb tulélést mutattak (az alacsony STING-értékii (<2) betegekhez képest, p = 0,002, G), mig a STING
kotdszoveti expressziojat tekintve nem volt szignifikéns kilénbség az OS-ben (p = 0,125, F).

4.4. Megbeszélés

Az immunstimulalé molekulak, mint célpontok kulcsfontossaguak lehetnek a jovobeli immunterapiakban,
amelyek alapvetden fokozhatjak a daganatellenes immunitast, beleértve a T-sejtek éréset, proliferaciojat és
fejlodését. gy jelenlegi tanulmanyunkban a STING és MHCII immunellenérzépontok in situ
fehérjeexpresszidjat jellemeztilk a CD45 +, CD8 + és CD68 + immunsejtes infiltracio és az SCLC altipusok
szerint. A legfontosabb eredményiink, hogy az SCLC-tumorok 36%-a magas CD45 + immunsejtes
infiltraciot (oézis és stroma odzis) tartalmaz. Ezzel szemben az SCLC-tumorok t6bb mint kétharmada
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korlatozott vagy sivatag jellegli immunsejtes infiltracioval rendelkezik. A CD45 + sejtsiiriiség erds pozitiv
korrelaciot mutat a CD8 + T-sejt-siirliséggel mind a stromaban, mind a tumorfészekben, mig a CD68 +
TAM-siirliség mérsékelten korrelal a CD8 + T-sejtes infiltracioval. Ez sszhangban van korabbi, korlatozott
betegalcsoportokban végzett vizsgélatainkkal (37, 125)).

SCLC esetében, annak agressziv viselkedése €s a tumorszévet korlatozott hozzaférhet6sége miatt az
immunsejt-infiltracio in situ értékelése csak primer tumorok kisebb kohorszaiban tortént ez idaig (143) (37,
144) vagy agyi attétek esetében (145)), klinikai kimenetelre vonatkozé meggy6z6 adatok nélkiil.
Tudomasunk szerint ez az els6 olyan atfogd, nagy adathalmazon végzett vizsgalat, amely a kiillonb6z6
immunellen6rzépontokat az immuninfiltracié fenotipusai, molekularis altipusai és klinikai kimenetele
szerint jellemzi SCLC-ben. Eredményeink alapjan arrél szdmolunk be, hogy a megndvekedett CD45+
immunsejtstiriiség szignifikansan fokozott tuléléssel jar (median OS, 59 vs. 13 honap), és ez az elony még
jelentésebb a CD8+ T-sejtek siirtiségét illetéen. Emellett nem volt kilonbség a tdlélésben a stroma-
immuninfiltralt (stroma oazis) vagy tumorinfiltralt betegek talélésében, ahol a tumorfészkeket immunsejtek
is kolonizaljak (oazis). Feltételezésiink szerint a kivaltdé ok az iddébeli eltérés lehet, vagyis hogy a két
mindig megeldzi a szolid stromainfiltracio. Ezt tdmasztja ala az a tény, hogy minden olyan tumornak,
amelyre jellemz6 a magas intraepitelidlis immunsejt-arany, a sztromaja is erdsen infiltralt. Ezzel szemben
a CD68+ TAM-ok jelenléte a tumorfészkekben szignifikansan kedvezdtlen hatast gyakorolt az OS-re, még
az egyébként immuninfiltralt tumorokban is. Ez alatimasztja az intratumoralis makrofag-kolonizacio
potencialis immunszuppressziv hatasat, amelyet korabbi tanulmanyunkban (135) kimutattunk, és részben
magyarazatot adhat az immunterapia korlatozott sikerére SCLC-ben.

A kil6nb6z6 preklinikai modelleken (9, 13) és human primer tumorokon (10, 17) végzett legtjabb SCLC-
profilalkot6 vizsgalatok a négy kulcsfontossagu transzkripcids szabalyozé (ASCL1, NEUROD1, POU2F3
és YAP1) vagy egy gyulladasos genetikai szignattra (SCLC-I, (18)) altal meghatarozott SCLC osztalyozasi
séma finomitasahoz vezettek. A kdzelmultban tébb tanulmany is arr6l szamolt be, hogy a human tumorok
a sejtvonalakhoz képest 0sszetettebb fenotipust mutatnak az SCLC altipusait illetéen, valamint minden
human és egértumor tobb altipusbol tevodik Ossze (146). Ez a funkcionalis intratumoralis heterogenitas
closegitheti a gazdag mikrokornyezet kialakulasat és a kezelésre adott adaptiv valaszt (147). E
vizsgalatunkban kimutattuk, hogy az ASCL1 a leginkdbb expresszal6dd altipus marker SCLC-ben.
Meglepé modon azt talaltuk, hogy a betegek 13,8%-anal tobb altipus marker harmas vagy akar négyszeres
pozitivitasa is kimutathato, és hogy az ASCL1 expresszidja atfedésben lehet a POU2F3 vagy a YAP1 "nem-
NE" markerek expresszidjaval. Ezenkivil az 0sszes bevont beteg 24,1%-a négyszeresen negativnak
mindsiilt, ahol egyik altipus marker fehérjeexpresszidja sem volt kimutathato.

A mi atfedd altipusjellemzdinkkel 6sszhangban Borromeo és munkatdrsai 81 human primer SCLC-
tumorminta esetében szdmoltak be koexpresszal6 alcsoportokrol, amelyeket korabban egysejtes RNS-seq-
elemzéssel profiloztak (11). Tanulmanyukban a tumorokat ASCL1 és NEURODI kett6s magas és kettds
alacsony alcsoportokba csoportositottak. Adataink tovabbi alatdmasztasara ugyanez a tanulmany azt is
kimutatta, hogy az ASCL1-magas tumorok sokkal gyakoribbak, mint a NEUROD1-magas tumorok (13).
Vizsgalatunkban az dsszes altipusmarker kozil csak a YAP1 mutatott érdemi korrelaciot az immunsejtek
infiltracidjaval, kulondsen a CD45+ és CD8+ sejtekkel a tumorfészekben. Ez 6sszhangban van az SCLC

e

Ezt kovetéen a STING immunellenérz6-pont expresszids mintazatat elemeztik. Méas csoportok kimutattak,
hogy az intratumordlis STING aktivalasa a cGAMP agonistajaval normalizalta a tumor érrendszerét
xenotranszplantadtumokban és spontan daganatokban, és maximalis terdpids hatékonysagot ért el, ha
kolcsonosen kifejez6dott a stromalis hematopoetikus sejtekben is (148). Vizsgalatunkban a fokozott
STING-expresszié mindkét kompartmentben magas CD45+ és CD8+ immunsejtstiriiséggel tarsult. Ezt
korabbi beszamolok is megerdsitették, ahol az endotelialis STING expresszi6 prediktiv biomarker volt a
terapia szempontjabol, és korrelalt a fokozott T-sejtes infiltracidval és a meghosszabbodott taléléssel
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vastagbél- (149) és emlérak esetén (150). Eredményeink szerint a STING fehérje expresszioja az SCLC
tumorok 40%-&ban fokozott, de az NSCLC-vel ellentétben (Della Corte és mtsai. (151, 152)) a tumorsejtek
csak a betegek 4%-aban expresszaljdk a STING-et, igy az immunstimulalé molekula termelése a tumor
mikrokdrnyezetre marad. Ez gatolhatja a kés6bbi immunaktivaciot kissejtes szovettanban, és csokkent TIL-
kolonizécidhoz vagy hatékonysaghoz vezethet.

Ennek ellenére még az immunoazisos, STING-magas SCLC-tumorokban is csak az immunsejtek toredéke
expresszalja az ellendrzépont-molekulat, a STING-pozitiv limfocitak szama alacsony a tumorfészekben. A
tumorfészekbe besziirodd immunsejtek fokozott STING-expresszidja azonban fliggetlen kedvezd
prognosztikai tényezd a tilélés szempontjabol. Ezzel szemben a STING magas stromalis expresszioja
Onmagaban egyaltalan nem biztosit talélési elonyt. Ennek oka az lehet, hogy a stroméaban sok STING-
expresszalo sejt tumor-asszocialt fibroblaszt, melyek immunszuppressziv, tumorigén szerepér6l ismert a
TME-ben (153-155). A négy altipusjelz6 koziil csak a YAP1 mutatott gyenge pozitiv korrelaciot a STING-
expresszioval mind a stromaban, mind a tumorfészekben. Ugyanakkor szignifikans, mérsékelt korrelacid
volt a STING expresszio és az aggregalt altipus pontszam kozott, ami arra utal, hogy minél erésebb és
atfedobb egy tumor altipus molekuldjanak expresszidja, annal magasabb a STING expresszidja.

Korabban kimutattak, hogy tiidérak-sejtvonalakban (156) és szovetmintadkban (157) egyes tumorsejtek
MHCII-expressziot mutatnak els6sorban a TIL-ek kdzelében, erésen infiltralt tumorokban. Ez arra utal,
hogy az immunsejtek beszivargasa megengedd mikrokornyezet esetén indukalhatja az MHCII molekula
kifejez6dését a tumorsejtekben (158). Az MHCII kritikus szerepet jatszik az antigén prezentacidjdban a
CD4+ T-limfocitdk szamara, amelyek szerepe a tumorellenes immunitasban egyre inkabb felértékelddik
(158). Ennek megfeleléen a tumorspecifikus MHCII expresszio novelheti a tumor immunrendszer altali
felismerését, és ezért fontos szerepet jatszhat az immunterapiaban (158). Tovabba a tumorspecifikus
MHCII 6sszefligg a melanoma és emlérakos betegek jobb prognézisaval és az immunterapiara adott jobb
valasszal, tovabbd megnovekedett tumor-kilokédéssel egérmodellekben (159-162). Ezért az MHCII
igéretes a gyulladt tumorok és az anti-PD-1/anti-PD-L1 szerekre adott valasz nagyobb valdsziniiségének
biomarkereként (158). Megvalaszolatlan kérdés, hogy az MHCII milyen hatassal van a CD4+ Treg sejtekre,
amelyek szamos szolid tumortipusban bdségesen el6fordulnak, és képesek az immunitést és a gyulladast
er6teljesen elnyomni (163). Az MHCII Treg-aktivacioban betdltott szerepével kapcsolatos ellentmondas
foként azért all fenn, mert az MHC-1I expresszidja az immunmedialt eredmények javulasaval fiigg dssze,
mig a Treg-aktivacio gyulladascsokkenté hatasa (158, 164). E tanulmanyban kimutattuk, hogy a
tumorsejtekben az MHCII-expresszid mérsékelt korrelaciot mutat az immunsejt-infiltracioval, beleértve a
CD8+ T-sejteket, és mérsékelt-gyenge korrelaciét a STING-expresszidval. Az MHCII-expresszio a négy
transzkripcios driver gén koziul a YAP1-hez kapcsolddott, és a YAPL-et magasan expresszaléd betegek
szignifikansan nagyobb mennyiségiit MHCII-t fejeztek ki. Az MHCII-magas tumorok a teljes betegcsoport
22,5%-at teszik ki, és az NSCLC-vel (165) ellentétben a tobbvaltozds elemzésiink nem mutatott tdlélési
eléonyt vagy hatranyt az MHCII-expresszid tekintetében a SCLC-s betegek esetében, ami az SCLC-ben
eltér6 TME-bioldgianak tudhato be.

Az MHCII expresszidval kapcsolatos eredményeinkhez hasonléan Cai és munkatarsai egy nemrégiben
végzett tanulmanya kimutatta, hogy a NE-alacsony, "varians" tipusi SCLC-k kifejezett MHCI
expresszioval, immun-infiltraltabb TME-vel, kemorezisztencidval és fokozott MYC expresszioval jarnak
egyutt (a NE-magas tumorokhoz képest), még akkor is, ha az ASCL1 expresszidoban nem kovetkezik be
valtozas (166). Tekintettel arra, hogy ezek a tumorok altaldban egy sor immunszuppressziv gént
expresszalnak (135), kritikus fontossagu lesz annak megértése, hogy mely génfunkcidkat kell megcélozni
annak érdekében, hogy a NE-alacsony SCLC-kben hosszan tarté6 daganatellenes immunvalaszt érjiink el.
Figyelemre mélt6, hogy mas csoportok is megfigyelték, hogy egy specifikus NE-alacsony fenotipusi SCLC
alpopulaciot erés MHCI-expresszid jellemez, és kilonosen érzékenyek a STING agonizmusra, ami a T-
sejtek felismerésének fokozddasahoz vezet szingenikus egérmodellekben (167).
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Tanulmanyunknak van néhany limitacidja. E16szor is, egy retrospektiv keresztmetszeti vizsgalat, amelyben
korlatozott klinikopatologiai adatok &llnak rendelkezésre. Mésodszor, egy tllnyomaorészt korai stadiumban
1év6 kohorsz, és a betegeket nem kezelték specifikus terapiakkal. Ennek megfelel6en nem tudjuk vizsgalni
a biomarkerek prediktiv vagy prognosztikai értékét. Mivel a toborzasi iddszak meglehet6sen hosszu volt, a
terapias iranyelvek (beleértve a miitéti technikakat is) idével valtozhattak, ami befolyasolhatta a talélést.
Vizsgéalatunkban a legtobb intraepitelidlis immunsejt nem mutat STING-expressziot, ami korlatozhatja a
hatékony tumorellenes immunvalaszt az egyébként erdsen infiltralt tumorokban. Ennek a problémanak a
lekiizdése segithet a gazdaszervezet tumorsejtekkel szembeni immunitasanak fokozasaban, és jobb hosszl
tava eredményeket biztosithat ebben a nehezen kezelhetd rosszindulati daganatban.

5. BCL-2 expresszid és kombinalt BCL-2 / MCL-1 gatlas SCLC-ben

5.1 Bevezetés

Mivel az SCLC szubtipusokat definialo transzkripcios faktorok nehezen megcélozhatoak, a célzott SCLC
terapidk kifejlesztése ez idaig elmaradt (168). 1988-ban kimutattak, hogy a BCL-2 fehérje a sejthalallal
szembeni rezisztencia révén eldsegiti a karcinogenezist és a tumor progresszidjat (169). A kdvetkezo
években szamos fehérje megismerésével boviilt e csalad, amelyek mindegyike részt vesz a sejtek
apoptozisanak szabalyozésaban, és egy vagy tobb BCL-2 homoldgia (BH) domént tartalmaz (170). Az
SCLC-k proteomikai profilalkotdsa a BCL-2 emelkedett szintjét mutatta ki, amelyet késébb fokozott
ciszplatinrezisztenciaval hoztak dsszefliggésbe (42). Emellett a primer SCLC-tumorok és sejtvonalak teljes
genomjanak szekvendlasa arra utal, hogy a BCL-2 expresszidja az Gjonnan meghatérozott molekularis
altipusok kozott valtozhat, ami egy lehetséges altipus-specifikus terapiat hatarozhat meg (9).

Az MCL-1 a BCL-2 csalad masik tagja, amely a sejtek ttlélését segiti el6 azaltal, hogy megakadalyozza a
szerkezetileg hasonlo, de pro-apoptotikus BAX és BAK aktivalodasat a mitokondrium kiilsé membranjan
(171). A BCL-2 expresszitjaval ellentétben azonban, amely a BCL-2 inhibitorokkal szembeni nagyobb
érzékenységhez vezet, az MCL-1-et az ezen antagonistdkkal szemben szerzett rezisztencia kritikus
tényezdjeként azonositottak (172).

Az elmult években a BCL-2 csaladdal interakcidba 1épd inhibitorok megjelenése \ij gyogyszerarzenalt
biztositott a kiilonbozé malignitasok, kiilonosen a leukémidk kezeléséhez (173). A venetoclax, az els6, az
FDA dlltal jovahagyott tiszta BCL-2 BH3 mimetikum dramai médon javitotta a betegek ellatasat krénikus
limfoid leukémidban (CLL) és akut myeloid leukémiaban (AML), és jelenleg preklinikai és klinikai
vizsgalatok alatt all szolid tumorokban is (174, 175). Tekintettel a BCL-2 emelkedett expresszidjara
bizonyos kissejtes tiidérakos esetekben (47), a venetoclax mas BCL-2 antagonistikkal egydtt igéretes
lehetdséget jelenthet e betegek kezelésében (173). Mindazonaltal a kezdetben biztatd eredmények (168)
ellenére az ezen inhibitorokra mutatott érzékenység mind a preklinikai modellekben, mind a korai fazisu
klinikai vizsgalatokban még a magas BCL-2-expresszalé esetekben is ellentmondasos (173). Az ezekkel az
inhibitorokkal szembeni rezisztencia egyik f6 mechanizmusa feltehetéen az MCL-1 overexpresszidja, a
BCL-2-bél felszabaduld, csak BH3-at tartalmazo fehérjék elkilonitése és a BAX/BAK aktivacidjanak
gatlasa révén (176, 177). Tanulmanyunkban a személyre szabott terapias megkozelitések kidolgozasanak
elésegitése érdekében meghataroztuk a BCL-2 expressziojanak kiilonbségeit a kiilonb6zé SCLC altipusok
kozott, és vizsgaltuk a BCL-2 gatlassal szembeni rezisztencia hatterében all6 mechanizmusokat. Emellett
a BCL-2/MCL-1 kombinalt gatlasanak hatékonysagat is tanulmanyoztuk in vitro és in vivo.
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5.2. Anyag és modszer
Sejtvonalak

A sejtvonalakat 10% magzati borjuszérumot (FCS) (Sigma, St. Louis, MO, USA), 100 U/ml penicillint és
10 mg/ml streptomycint (Sigma) tartalmaz6 RPMI-1640 tapfolyadékban tenyésztettiik 37 °C-on, 5% CO2-
t tartalmazo, parasitott inkubatorban, és rendszeresen ellendriztiikk a Mycoplasma-szennyezettséget.

Proteomikai elemzés

Az ebben a tanulményban elemzett proteomikai adathalmazt feljebb targyaltam és korabban mar publikélta
csoportunk (59). Roviden, a fehérjéket 27 SCLC-sejtvonal sejtpelletjébdl extrahaltuk és enzimatikusan
emésztettiik. A peptidek tomegspektrometrids elemzését egy Ultimate 3000 RSLC nanopumpan végeztik,
amely egy Q Exactive HF-X tdmegspektrométerhez (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) volt
csatlakoztatva, a korabban leirtak szerint (178). A nyers fajlokat a Proteome Discoverer 2.4 (Thermo Fisher
Scientific) programban kerestiik a Spectral Library (Proteome tools human spektrumkonyvtar) és a
SEQUEST HT keresések segitségével az UniProtKB human adatbazissal szemben (v.15/01/2019) (17,
179). A nyers fehérjeintenzitasokat ezutan log2-transzformaltuk, és a mintakat median-normalizaltuk.

Gydgyszeres kezelés

A venetoclaxot és az S63845-6t a Medchemexpress-t61 (Monmouth Junction, NJ, USA) vasaroltuk,
DMSO-ban oldottuk, és in vitro a megadott koncentracidban hasznaltuk. Az in vivo részhez a venetoclaxot
60% phosal 50 propilén-glikolban (PG) (Medchemexpress), 30% polietilén-glikol 400-ban (PEG400)
(Medchemexpress) és 10% etanolban oldottuk. Az S63845-6t 20%-0s hidroxipropil-B-ciklodextrin
(Sigma)-ben készitettiik eld, amelyet 20 mM HCl-ben oldottunk.

Transzfekcid expresszids plazmidokkal

Osszesen 1 x 10° sejtet iiltettiink ki T25 sejttenyésztd edénybe, majd a kovetkezd napon 2,5 pg pCMV6-
BAX-al (OriGene Technologies, Rockville, MD, USA) vagy pEGFP-n3-mal (Takara Bio, Kusatsu, Japan)
transzfektaltuk Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével a gyarto
utasitésai szerint.

RNS-izolalas és gPCR

A totadl RNS-t TRIzol segitségevel izolaltuk, majd MMLV reverz transzkriptazzal (Thermo Fisher
Scientific) reverz transzkripciot végeztink a kordbban leirtak szerint (180). A cDNS-eket TagMan
génexpresszios probakkal (Thermo Fisher Scientific, BCL-2: Hs04986394; GAPDH: Hs02786624; BAX:
Hs00180269) elemeztik 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)
segitségével. Referencia génként a GAPDH-t hasznaltuk.

Fehérjeizolalas és Western blot analizis

A sejteket proteaz inhibitor koktélt (Thermo Fisher Scientific) tartalmazo RIPA pufferbe gytjtottik. A
fehérjeket SDS-PAGE segitségével elvalasztottuk, nitrocelluléz membrénokra blottoltuk, és a Western
blotokat a gyartd protokollja szerint végeztik el a kovetkezd primer antitestek felhasznalasaval (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA): BCL-2 (1:3000, #15071), MCL-1 (1:1000, #39224), BAX
(1:1000, #5023), Kaspéz 3 (1:3000 #9662), Cleaved Caspase 3 (1:1000 #9661), PARP (1:3000, #9542) és
GAPDH (1:5000, #5174).

Sejtviabilitasi vizsgélat

Az elézetesen meghatarozott optimalis szamu sejtet 100 pl tapfolyadékban 96 lyuku plate-re Ultettik ki
harom-harom well-be. A pontos sejtszdmlélashoz tripszin segitségével egysejtes szuszpenzidt hoztunk
létre, a 3D klaszterekben novekvo sejtvonalak esetében is. Masnap a sejteket tjabb 100 pl médiummal
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kezeltiik, amely tartalmazta a vizsgalando gyogyszereket. Az el6zetesen plazmidokkal transzfektalt sejteket
24 6raval a transzfekciot kovetden iltettik ki a plate-re. 72 Ora elteltével a sejtek thlélését MTT-teszttel
mértlik a gyartd utasitasa szerint (EZ4U, Biomedica, Bécs, Ausztria).

Telepképzodési vizsgdlat

Klonogén esszét hajtottunk veégre a venetoclax és az S63845 hosszU tavl hatasainak vizsgalatara 6nallo
gyogyszerként, valamint kombinacidoban. Ehhez a sejteket alacsony stirliségben 6 vagy 12 lyuka
sejttenyészt6 plate-re Ultettlik ki harom-harom well-be, és a kovetkez6 napon kezeltiik 6ket. A sejtvonaltol
fiiggéen 10-21 nap elteltével a telepeket 70%-os etanollal fixaltuk és 0,1%-os kristalyibolyaval festettik.
A mennyiségi meghatdrozashoz a lemezeket 2%-0s SDS-szel festettlik, és az abszorbanciat 562 nm-en
mértuk.

Apoptozis esszé

Osszesen 3 x 10° sejtet iiltettiink ki 6 lyuk szdvettenyésztd plate-re, majd a kdvetkezé napon DMSO-val,
2,5 uM venetoclaxszal, 2,5 uM S63845-tel vagy ezek kombinacidjaval kezeltik. A 24 vagy 48 Orés
inkubaciot kdvetden a sejteket 6sszegyjtottiik és Annexin V-FITC-vel (BD Pharmingen, Franklin Lakes,
NJ, USA) és propidium-jodiddal jeloltik. 15 perces szobahémérsékleten torténd inkubaciot kovetden a
sejteket aramlési citometridval elemeztiik Gallios aramlési citométerrel (Beckman Coulter, Brea, CA,
USA).

In vivo xenograft modell

Osszesen 1 x 107 SHP77 sejtet oltottunk 1:1 aranyban szubkutan him SCID egerekbe, szérummentes
tapfolyadék és matrigel felhasznalésaval. 7 nap elteltével, amikor a tumorok tapinthatéva valtak, az
egereket véletlenszerlien 4 kezelési csoportba osztottuk (N = 7 csoportonként): vehicle control, venetoclax,
S63846 és venetoclax+S63845. A venetoclax csoportban az egereket heti 5 napon keresztiul kezeltiik 100
mg/kg venetoclax-szal oralisan. Az S63845-6t intraperitoneélisan adtuk be 25 mg/kg ddzisban hetente
kétszer. Az éllatkisérleteket az ARRIVE-irdnyelvek (181) és a befogado intézetek allatjoléti szabalyzata
szerint végeztiink (engedelyszdm: PEI/001/2574-6/2015). A daganatokat hetente haromszor mértik meg
kaliperrel, és mm?-ben fejeztik ki az elnyujtott ellipszoid térfogatara vonatkozd képlettel (hossz x
szélesség® x m/6), a korabban leirtak szerint (182). Az egereket 17 napos kezelés utan terminaltuk.

A daganatok szdvettani elemzése

A daganatokat frissen fagyasztottuk és 4 pm-es metszetekre vagtuk. A sejtproliferacio értékeléséhez a
preparatumokat Ki-67 antitesttel (1:100, MIB-1 klon, Dako, Glostrup, Déania) inkubaltuk 30 percig az
endogén peroxidaz blokkoldsa utdn. Az ImMmPRESS Goat Anti-Mouse detektdlé rendszert (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) hasznéltuk az antitestek detektaldsara a gyartd ajanlasainak
megfelelden. Az antitesteket 3-3-Diaminobenzidinnel (Dako) hivtuk eld. Minden egyes targylemezt Mayer-
fele hematoxilinnel (Sigma) ellenfestettiink, és Entellan-nal (Merck, Darmstadt, Németorszag) fedtik. Az
apoptozis elemzéséhez a termindlis dezoxinukleotidil-transzferdz-medidlt dUTP nick-end jel6lést
(TUNEL) végeztilk a gyarto utasitasai szerint (Roche Diagnostics, Basel, Svajc). A sejtmagokat DAPI-val
jeloltuk.

A targylemezeket TissueFAXS rendszerrel (TissueGnostics GmbH, Bécs, Ausztria) szkenneltik. A Ki-67
és TUNEL-pozitiv tumorsejtek szazalékos ardnyanak értékelésehez mintankent legaldbb 3000 tumorsejtet
szamoltunk meg manuélisan az ImageJ szoftverrel.

Statisztikai elemzés

Az adatokat a GraphPad Prism 8 programmal elemeztilk, és legalabb harom fliggetlen, hdrom ismétlésben
végzett kisérlet atlagaként vagy atlag + SD értékekent, illetve boxplotként (min-t6l max-ig) abrazoltuk. Az
IC50-értékeket a GraphPad Prism 8 segitsegével dozis-valaszgorbékbol —szamoltuk ki, A
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korrelacioelemzéshez a normal eloszlasra vonatkozd Anderson-Darling-tesztet hasznaltuk, és ennek
megfeleléen a Pearson- vagy Spearman-r értékeket GraphPad Prism 8 programmal szamoltuk ki. A
gyogyszerkolcsonhatisokat a Combenefit szoftverrel értékeltik. A kilonbségeket két vagy tobb csoport
Osszehasonlitdsa esetén Student's t-teszttel vagy varianciaanalizissel értékeltik, és p < 0,05 esetén
statisztikailag szignifik&dnsnak tekintettUk.

5.3. Eredmények

A BCL-2 nagymeértékben expresszalddik az SCLC-A és —P altipusokban

Fentebb targyaltam a nemrégiben elvégzett &tfogd proteomikai elemzésinket, melyet mind a 4 6
molekularis altipust képviselé 27 SCLC-sejtvonalon végeztiink (9x ASCL1, 7x NEUROD1, 4x POU2F3,
7x YAP1) (59). Ezt az adathalmazt tovabb elemeztiik az altipusok kodzétti kiilonbségek tekintetében, és azt
talaltuk, hogy a BCL-2 szignifikdnsan nagyobb mértékben expresszalodik az SCLC-A és SCLC-P
altipusokat képviselé tumorokbol 1étrehozott sejtvonalakban (5.1.A. abra). Ezt az expresszios mintazatot
megerdsitettiik a sejtvonalak egy kibdvitett paneljében (N = 28) western blot és qPCR segitségével (5.1.B-
C. abra). Megjegyzendd, hogy szignifikans pozitiv korrelaciot figyeltiink meg a BCL-2 mRNS- és
fehérjeszintje kdzott.

A BCL-2 gétlassal szembeni érzékenység nem kizarélag a BCL-2 szintjétdl fiigg

Ezutan az SCLC-sejtvonalainkat a BCL-2-t gatlo venetoclax kiilonb6z6é koncentracidival kezeltiik, amely
a sejtvonalak kozott széles hatadsspektrumot mutatott, és 75 nM és >25 uM kozotti szamitott 1C50 értékeket
eredmenyezett. A BCL-2 gétlasra valo érzékenységet a BCL-2 kiilonb6z6 szintjeit expresszaldé SCLC
altipusok részben tikrozték, az SCLC-A, SCLC-N és SCLC-P érzékenyebb volt, mint az SCLC-Y (5.1.D.
dbra). Amikor a venetoclax érzekenységét dsszehasonlitottuk az egyes sejtvonalak BCL-2 expresszids
szintjeivel, szignifikans, de gyenge korrelaciot talaltunk (5.1.E. dbra). A 4 uM-os cut-off IC50 hatérértéket
alkalmazva paneliinket venetoclax-érzékeny (venS) és rezisztens (venR) csoportokra osztottuk, amelyek 8
(DMS53, H146, DMS153, COR-L311, H187, H211, H524, N417), valamint 18 (H526, H1882, H1048,
H446, SHP77, H1694, H1688, H372, H69, H82, H2171, GLC4, H196, H841, H1341, CRL-2066, CRL-
2177, HLHE) sejtvonalbol alltak. A venS és venR csoportok kdzdtt nem volt szignifikans killonbség a BCL-
2 szintjében, mivel tobb sejtvonal is rezisztens volt a venetoclaxra a nagyon magas BCL-2 szintjlik ellenére,
amint azt a fekete nyilak jelzik (5.1.E-F. abra).
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5.1. dbra. A BCL-2 expresszids mintazata kevéssé korrelal a venetoklax rezisztencidval SCLC sejtvonalakban.

a BCL-2 fehérje expresszié SCLC sejtvonalakban, molekuldris altipusok szerinti csoportositasban, proteomikai analizis alapjan
(N=27). b BCL-2 expresszid SCLC-sejtvonalakban (N = 28) a Western blotok denzitometriai elemzése alapjan a GAPDH-ra
normalizalva, valamint reprezentativ Western blot képek. Az oszlopok 4-5 ismétlés atlagat és szorasat mutatjak. c BCL-2 mRNS
kifejez6dés (N = 28) GAPDH-ra normalizalva gqPCR mérés alapjan. d A venetoklax ddzis-valasz gorbékbdl szamitott IC50
értékei 72 draelteltével, MTT-esszével mérve. A fekete vonal (4 uM) jelzi az érzékeny és rezisztens sejtek kozotti kiiszobértéket.
e Spearman korrelacié a Western blot analizisb6l szarmazé BCL-2 fehérje expresszids szintek és a venetoklax IC50 értékek
kozott (kék: SCLC-A, piros: SCLC-N, sérga: SCLC-P, z6ld: SCLC-Y). A fekete nyilak a "kiugro értékeket" jelzik. f Western
blot-elemzésekbdl szarmazo BCL-2-expressziok, a 4 pM-0s kiiszobérték alapjan venetoklax-érzékeny és rezisztens csoportba
sorolt SCLC-sejtvonalakban. Minden pont egy sejtvonal &tlagat jelenti. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Az MCL-1 overexpresszio és az alacsony BAX-szintek a venetoclax-rezisztencia jellemzdi

A BCL-2 gatlassal szemben megfigyelt rezisztenciaért felelos potencialis jeloltek keresése céljabol csak a
magas BCL-2 expresszalo sejtvonalakra (venSBC-2mas%  yenRECH2mase) fokyszalva, proteomikai adataink
segitségével megvizsgaltuk a BCL-2 csalad més tagjainak expressziojat a venetoclax érzékeny és rezisztens
sejtvonalakban. Igy azokat a sejtvonalakat, amelyeknél a normalizalt log2-intenzitas 19-nél nagyobb volt a
proteomikai adathalmazban (5.1.A. 4bra), és amelyeknél a BCL-2 western blot segitségével kimutathatd
volt (5.1.B. dbra), a BCL-2™9* csoportba soroltuk, igy 6 venSEe-2m@% (DMS53, H146, DMS153, COR-
L311, H187, H211) és 8 venREC-#™4 (4526, H1882, H1048, H446, SHP77, H1694, H1688, H372)
sejtvonalat kilonitettiink el. Mig a NOXA, BAD, BOK, BID, BAK1, Bcl-XL és BCL-2L12 expresszio
szintekben nem tapasztaltunk kiilonbséget, addig proteomikai adataink alapjan az anti-apoptotikus MCL-
1-nek szignifikdnsan magasabb, a pro-apoptotikus BAX-nak alacsonyabb expresszidjat talaltuk a
venetoclax-rezisztens csoportban (5.2.A-B. abra). Ezt a megfigyelést megerésitették a western blot
eredmények is, amelyek pozitiv korrelaciot mutattak a venetoclax IC50 értéke és az MCL-1 expresszioja
kozott (5.2.C. abra), tovabbé szignifik&ns negativ korreléciot a venetoclax érzékenység és a BAX szintje
kozott (5.2.D. dbra). Altalanossagban elmondhat6, hogy a BCL-2-vel ellentétben az MCL-1 és a BAX nem
fejez6dott ki eltéréen a 4 SCLC altipus kozott, és a BCL-2 expresszidja nem korrelalt sem az MCL-1-gyel,
sem a BAX-szal.

Ezutén egy venetoclax-rezisztens sejtvonalat (H146venR) hoztunk létre tigy, hogy a H146 sejteket novekvo
venetoclax-ddzisokkal kezeltlik tobb honapon keresztil (5.2.E. &bra). Amikor 6sszehasonlitottuk a BCL-2,
MCL-1 és BAX szintjét a venetoclax-érzékeny sziildi sejtvonallal, tendenciaszerlien alacsonyabb BCL-2,
magasabb MCL-1 és szignifikansan alacsonyabb BAX expresszids szintet talaltunk (5.2.F. abra). gy azt
feltételeztiik, hogy az MCL-1 kozvetiti a venetoclax rezisztenciat a magas BCL-2 expresszalé sejtekben.
Igy a sejtvonalpaneliinket az S63845 MCL-1-inhibitorral kezeltiik, és 50 nM és >10 pM kozétti 1C50-
értékeket talaltunk (5.2.G. abra). A 2 uM-os értéket hasznaltuk cut-off értékként Az S63845-re érzékeny és
rezisztens sejtek elkilonitésére cut-off értékként a 2 uM-os értéket hasznaltuk, melyet a fekete vonal jelez.
Nem volt korrelacio az S63845 1C50 értékek és a venetoclax IC50 értékek vagy az MCL-1 szintek kdzott.
A korébban meghatarozott hatarértékek (venetoclax: 4 uM; S63845: 2 uM) alkalmazasaval ezutan a BCL-
2 és MCL-1 gatlasra valo érzékenység szempontjabol 4 csoportba soroltuk a sejtvonalakat: Erzékenyek
mindkét inhibitorra (S/S, N = 2), érzékenyek a venetoclaxra, de az S63845-re nem (VS/R, N = 6),
rezisztensek a venetoclaxra, de érzékenyek az S63845-re (VR/S, N = 8) és rezisztensek mindkét gydgyszerre
(R/R, N = 10) (5.2.H. abra).

A BCL-2, MCL-1 és BAX expresszios mintazatat vizsgalva ezekben a csoportokban nem-szignifikans
tendenciat talaltunk a magasabb BCL-2 és MCL-1 szintek tekintetében a vS/R és VR/S sejtekben. Erdekes
modon az alacsony BAX-expresszid tovabbra is egyértelmiien a venetoclax-rezisztencidhoz tarsult (5.2.1.
abra), ami arra utal, hogy a BCL-2 vagy MCL-1 magas szintjének expresszitja ellenére az SCLC-sejtek a
BAX downregulacidjaval lekiizdhetik a venetoclax-szal szembeni érzékenységet.
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5.2. abra. A venetoklax rezisztenciat megnévekedett MCL-1 és a csokkent BAX szint jellemzi.

a MCL-1 és b BAX normalizalt log2 intenzitdsa, a BCL-2-t magasan expresszal6 venetoklax érzékeny (venSBCL2high) és
BCL-2-t magasan expresszald venetoklax rezisztens (venRBCL2high) csoportba sorolt sejtvonalak proteomikai elemzése
alapjan. c Pearson korrelacié a Western-blottal mért MCL-1 expresszids szintek és a venetoklax IC50 értékek kozétt. d
Spearman korrelacié a Western-blottal mért BAX expresszids szintek és a venetoklax 1C50 értékek kozott (c és d: kék: SCLC-
A, piros: SCLC-N, sarga: SCLC-P, z6ld: SCLC-Y). e H146 és H146venR sejtek ddzis-valasz gorbéi 72 draval az adott dozisu
venetoklax kezelések utan. f A H146-hoz viszonyitott Western blottal mért fehérje expresszié a H146venR sejtekben. Az
oszlopok az tlagok és szdorasok értékeit mutatjak. g Az S63845 dozis-valasz gorbékbol szamitott IC50 értékei 72 ora elteltével,
MTT esszével mérve. A fekete vonal (2 uM) jelzi az érzékeny és rezisztens sejtek kozotti kiiszobértéket. h A venetoklax és az
S63845 IC50-értékei (kék: SCLC-A, piros: SCLC-N, sarga: SCLC-P, z6ld: SCLC-Y). i BAX fehérje expresszidja Western blot
analizis alapjan, kettds érzékeny (S/S), venetoklax érzékeny (vS/R), S63845 érzékeny (VR/S) és kettds rezisztens (R/R)
sejtekben. Minden pont egy sejtvonal atlagat jeloli. ANOVA és Tukey-féle tobbszords dsszehasonlito teszt. *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001.
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A BCL-2 és az MCL-1 gdtlisa szinergiat eredményez a kettis rezisztencidval rendelkezd SCLC
sejtvonalak egy alcsoportjaban.

Ezutan a 10 kettds rezisztens sejtvonalat (R/R) kombinaltan kezeltiik a venetoclax és az S63845 kiilonboz6
dozisaival, hogy felmérjiik a gyogyszerkolcsonhatas lehetséges hatésait. Erdekes modon néhéany sejtvonal
erés novekedési gatlast mutatott a kombinacios kezelésre adott valaszként, mig masoknal egyik kezelés
sem volt hatéssal (5.3.A. dbra). A szinergizmus vagy antagonizmus kiszamitasahoz a Combenefit szoftver
HSA modelljét hasznalva azt talaltuk, hogy 6t sejtvonal mérsékelt vagy erds szinergizmust mutatott. A
masik Ot sejtvonalban a kombinacios kezelés foként additiv vagy gyenge antagonista hatast eredményezett,
és nem volt valasz a novekedésgatlas tekintetében (5.3.B. abra). Az erfs szinergizmus az adherensen
novekedd SHP77 sejtekben a koloniaképzddési vizsgalatban is jol lathato volt (5.3.C. abra).

Ezutan a venetoclax és az S63845 kozotti erdsen szinergisztikus kdlcsonhatas in vivo validalasa érdekében
kettds rezisztens SHP77 sejteket injektaltunk szubkutan SCID egerekbe. Amikor a tumorok mérhetdvé
valtak, az egereket venetoclaxszal, S63845-tel vagy a ketté kombinaciojaval kezeltik. Megjegyzendd, hogy
a kombinacios csoportban a tumorterhelés jelentds csokkenését tapasztaltuk, mig Onmagaban egyik
gydgyszer sem mutatott hatast a tumor ndvekedésére, ezzel igazolva in vitro eredményeinket (5.3.D. abra).
Sulyos toxicitasra vagy sulycsokkenésre utalo jeleket nem észleltiink. Az SCLC xenotranszplantatumainak
késobbi elemzése szignifikansan fokozott apoptdzist és csokkent proliferacidt mutatott a kombindcios
csoportban (vs. kontrollok), amit a TUNEL-pozitiv kettés szalszakadasok (5.3.E. &bra), illetve a csokkent
KI-67-expresszi6 (5.3.F. abra) jelzett.
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5.3. bra. A venetoklax és az S63845 szinergizmust mutatnak az SCLC sejtvonalak egy alcsoportjéban in vitro és in vivo.
a Az SCLC sejtvonalak dozis-vélasz gorbéi adott dozisu 72 dras venetoklax és S63845 kezelés utdn, MTT esszék alapjan és b
HSA szinergia/antagonizmus abrdk a Combenefit szoftverrel generdlva. Az adatok atlag és szoras értékekben vannak
feltiintetve. ¢ SHP77 sejtek klonogenitasi vizsgalatanak mennyiségi meghatérozasa valamint reprezentativ képek a DMSO-val
(Co), 2,5 uM venetoklax-szal (Ven), 2,5 uM S63845-tel (S6) vagy a ketté kombinacidjaval (Ven+S6) valo kezelésiik utan. Az
adatok harom bioldgiai ismétlés atlag és szoras értékeként szerepelnek (ANOVA és Tukey tobbszords 6sszehasonlitd teszt). d
Tumorok térfogat valtozasai a kezelések id6tartama alatt és tumor tdmegek a 24. napon. SHP77 sejtekkel szubkutan oltott SCID
egerek (n = 4-7 csoportonként) az alabbi kezeléseket kaptak: vivéanyag (Co), 100 mg/kg venetoklax hetente otszor (Ven), 25
ma/kg S63845 hetente kétszer (S6) illetve a ketté kombinacidja (VentS6). e TUNEL- vagy f Ki67-pozitiv sejtek szazalékos
aranya a xenograftokban. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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A venetoclax és az S63845 egyértelmiien apoptozist indukdl az érzékeny sejtekben

A BCL-2 és MCL-1 gatlas apoptozis indukciora gyakorolt hatasénak értékeléséhez western blotokat
végeztiink a hasitott PARP és kaszpaz 3 meghatarozésara egy-egy az adott csoportra (S/S, vS/R, VR/S, R/R)
reprezentativ sejtvonalon, amelyet venetoclaxszal, S63845-tel, illetve a kettds rezisztens SHP77 sejtvonal
esetében a kettd kombinacidjaval kezeltiink. A sejtvonalakban a hasitott PARP ¢és hasitott kaszpaz 3
indukciojat talaltuk az érzékenységi profiljuknak megfeleléen (5.4.A. abra). Ezt az aramlasi citometriai
elemzések soran is megfigyeltik. Kiemelendd, hogy a kettds rezisztens SHP77 sejtvonal esetében a
kombin&ciés csoportban szignifikansan tobb apoptotikus sejtet talaltunk, mig O©nmagukban a
hatdéanyagoknak nem volt hatasa (5.4.B-C. &bra).
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5.4.4bra. A venetoklax és az S63845 apoptdzist indukal a kezelésre érzékeny sejtekben. a Hasitott PARP és a kaszpaz 3
fehérjék Western blot eredményei SCLC sejtekben 1 vagy 2 nappal a 2,5 uM venetoklax (Ven), S63845 (S6) vagy a kettd
kombinacidjaval tortén6 kezelés utan. Az oszlopok 2 bioldgiai ismétlés GAPDH-ra normalizélt &tlag és szorés értékeit mutatjak.
b Aramlési citometriaval (propidium-jodid (PI) vagy AnnexinV festés) mért apoptozis, 48 draval a 2,5 pM venetoklax, S63845,
vagy a kettd kombinacidjaval vald kezelés utan. Az adatok 3 biologiai ismétlés éatlag és szOras értékeit mutatjdk. A
kontrollcsoportokban észlelet elhalt sejtek magas szama a sejtvonalak ,,nem-letapad¢” sajatossdganak tulajdonithato. c
Reprezentativ dramlasi citometriai dbrak 48 6ra utan.
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A BAX sziikséges a venetoclax és az S63845 kdzotti szinergista kdlcsonhatdsokhoz

A venetoclax és az S63845 kombinacidjara adott eltérd valaszért felelés mechanizmus azonositasara
dsszehasonlitottuk az additiv/antagonista (Add) és szinergista (Syn) sejtvonalak expresszids profiljat.
Ehhez a sejteket a HSA/Combenefit elemzésbdl szarmazod maximalis szinergizmus pontszdmuk alapjan
csoportositottuk, a cut-off érték 15 volt (ezt az 5.5.A. abrén a fekete vonal jelzi), és igy csoportonként 5
sejtvonalat kaptunk. Korabbi eredményeinkkel 6sszhangban a BAX expresszidja szignifikdnsan
alacsonyabb volt a nem vélaszold, additiv sejtvonalakban, mig a BCL-2 és MCL-1 expresszidja nem
valtozott jelent6sen (5.5.B. abra). Ezért expresszios plazmidok segitségével tlltermeltettik a BAX-ot az
alacsony BAX-expressziot, de detektalhatdo BCL2-t mutatd H1048 sejtvonalban, hogy megvizsgaljuk, hogy
a helyreéllitott BAX szenzitizélja-e a sejteket a venetoclaxra, az S63845-re vagy a ketté kombinacidjara.
Azt talaltuk, hogy a H1048 sejtek, amelyek kordbban nem reagéaltak a kombinacios kezelésre a kontroll
plazmiddal (eGFP) transzfektalva sem, a BAX tdltermelése esetében szinergista hatast mutattak (5.5.C.
abra). Amikor 6sszehasonlitottuk a HSA szinergia modellbdl szarmazo pontszamokat, a BAX-transzfektalt
H1048BAX sejteknél 25.86 maximalis szinergia pontszamot kaptunk (szemben a kontroll transzfektalt
H1048eGFP sejteknél kapott 11.89 ponttal), ami joval meghaladja a kordbban meghatarozott 15-6s
kiiszObértéket (5.5.D. &bra). A szinergia- és antagonista pontszamok 0Osszege is magasabb volt a
H1048BAX sejtekben (5.5.E. dbra). Végiil a koloniaképzddési vizsgalatok megerdsitették a venetoclax és
az S63845 dnmagukban, és kilondsen kombinacidban tapasztalt fokozott aktivitasat a BAX-taltermeld
sejtvonalban (5.5.F. abra).
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5.5. dbra. A BAX nélkiilozhetetlen a venetoklax és az S63845 kozétti szinergisztikus kélcsénhatashoz. a HSA/Combenefit
elemzésbdl szarmazé maximalis szinergia pontszam. A fekete vonal altal jelzett kiiszobérték az additiv (<15, Add) és a
szinergikus hatasok (>15, Syn) kdzo6tt, amely csoportonként 5 sejtvonalat eredményez. b A Western blot elemzésbél szarmazd
expresszios profilok a szinergista (Syn) és az additiv/antagonista (Add) sejtvonalcsoportok kdzoétt. Minden pont egy sejtvonal
atlagat jeloli. c Az eGFP-vel (H1048°C"P) vagy BAX-szal (H1048%4X) transzfektalt H1048 sejtek dozis-valasz gorbéi 72 oras
venetoklax és S63845 kezelés utan a jelzett dozisokban, MTT esszék (balra) és a Combenefit szoftverrel 1étrehozott megfelels
HSA szinergia/antagonizmus abrak (jobbra) alapjan. Az adatok atlag és szoras értékben vannak feltiintetve. d Maximum
szinergia érték és e Gsszesitett szinergia érték, HSA elemzések alapjan. f A H1048°CF" és H10488~* klonogenitasi vizsgalatai
10 napos inkub&cié utdn DMSO-val (Co), 1 uM venetoklax-szal (Ven), 1 uM S63845-tel (S6) vagy a kettd kombinacidjaval
(Ven+S6) (ANOVA és Dunnett tdbbszords 6sszehasonlitd teszt), *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

5.4. Megbeszélés

A preklinikai modellekben és a korai fazist klinikai vizsgalatokban a kiilonbdz6 célzott hatdanyagokkal
elért biztatd eredmények ellenére az utobbi iddben nem sikeriilt jelentds attdrést elérni az SCLC-s betegek
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kezelésében. A negativ fazis II. klinikai vizsgalatok végtelen sora elsdsorban az SCLC nagyfoku
plaszticitasanak és a nem szelektalt betegcsoportoknak koszonhetd. Igy a betegek molekularis altipus és
specifikus fehérjeszintli modosulasok szerinti csoportositdsa hozzajarulhat az 0 célzott stratégiak
kifejlesztéséhez ebben a nehezen kezelhet$ betegségben. Jelen tanulmanyban a BCL-2 gatlo venetoclax és
az MCL-1 gétl6 S63845 preklinikai hatékonysagat értékeltiik a BCL-2 csalad mas fehérjéinek expresszioja
szerint, tovdbbd vizsgaltuk azokat a mechanizmusokat, amelyek hozzajarulhatnak terapiés
sikertelenségiikhoz.

A BCL-2 molekuléris altipus-specifikussadgat elemezve az ASCL1- és POU2F3-dominéns altipusokban
széles korben emelkedett expresszios szintet talaltunk. Ez 6sszhangban van masok eredmeényeivel, amelyek
szerint az SCLC-A altipus nagymértékben fligg a BCL-2 és az INSM1 szintjét6l (9, 18, 183, 184). Ezen
eredmények fényében a BCL-2 valdban potencialis altipus-specifikus terapias célpontot jelenthet az SCLC
ezen alcsoportja szdméara. Korabban a BCL-2 génexpresszids szintje korrelalt a POU2F3 expresszidjaval
is, azonban ezek az eredmények nem mutatkoztak szignifikdnsnak a korabbi vizsgalatokban (9). Figyelemre
mélto, hogy vizsgalatunkban a BCL-2 szintje szignifikansan megnovekedett az SCLC-P sejtekben mind az
RNS-, mind a fehérjeexpresszid tekintetében. A legljabb preklinikai munkak amellett érvelnek, hogy a
POU2F3 expresszitja is értékes lehet a PARP-gatlasra érzékeny tumorok azonositasaban (18, 185). Mivel
a BCL-2 gyakran koélcsonhatésba 1ép a PARP-1-gyel, és ezért elnyomja a PARP-1-fliggé DNS-javitast
(186), a BCL-2-PARP-1 kdélcsénhatas célzott megszakitasa igéretes altipus-specifikus megkdzelitést
jelenthet ezekben az esetekben.

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a BCL-2 expresszidja Kkorreldl-e in vitro a venetoclax
hatékonysagaval, és azt talaltuk, hogy bar a venetoclaxra érzékeny sejtvonalak tébbsége valéban az SCLC-
A vagy SCLC-P altipusha tartozott, nem minden magas BCL-2 szintet expresszal6 sejtvonal reagélt
megfeleléen a BCL-2 géatlasara. Ezzel 6sszhangban Lochmann és munkatarsai is azt taldltak, hogy az
SCLC-k egy jelent6s alcsoportja érzékeny a venetoclax adasara (168). Ezek az eredmények némi
optimizmust adhatnak arra vonatkozo6an, hogy egy Uj terapias stratégia lehet a lathataron, ugyanakkor a
terapiara refrakter esetek és a dozist korlatozé toxicitasok komoly aggodalomra adnak okot. Ezt tAmasztja
ald az is, hogy a multicentrikus 1/2-es fazisu vizsgalatot (NCT04543916), amelynek célja az orélis
venetoclax ajanlott ddzisdnak meghatarozasa volt visszaesett vagy refrakter SCLC-ben szenvedd
betegeknél, a fellépd toxicitasok miatt ledllitottdk. E problémak lekiizdése érdekében a rezisztencia o
mechanizmusainak meghatarozasa a megfeleld betegkivalasztassal egyiitt dontd fontossagu. Fontos
eredményunk, hogy mind az MCL-1 overexpresszio, mind az alacsony BAX-szint jellemz6 volt a
venetoclax rezisztenciara SCLC-ben, mig a NOXA, BAD, BOK, BID, BAK1, BCL-XL és BCL-2L12
szintek nem befolyasoltak a terdpias hatékonysagot. Hasonld kovetkeztetésekre jutottak Punnoose és
munkatarsai myeloma multiplexben, ahol az MCL-1 overexpresszié rezisztenciat eredményezett a
venetoclax és a navitoclax BCL-2-gatlokkal szemben (187). Erdekes modon eldzetes elemzésiik arra is
utalt, hogy a BCL-XL fokozott expresszidja a BCL-2-h6z képest a venetoclaxra valdé csokkent
érzékenységgel jarhat egyitt (187). Megjegyzendd, hogy ezeket az eredményeket a mi vizsgalatunkban
nem sikerilt validalni. Ehelyett vizsgalataink szerint egy masik, a terapias rezisztenciaval kapcsolatban
érdekes fehérjének adodott a BAX, egy pro-apoptotikus fehérje, amely az apoptotikus szignal hatasara
oligomerizacion megy keresztiil, és lyukakat képez a kiilsé mitokondrialis membranban (188, 189). Ezzel
elésegiti a citokrom ¢ és a tobbi pro-apoptotikus molekula citoplazmaba valé bejutasat, és aktivalja a
kaszpazokat, igy a sejtek apoptdzisahoz vezet (188, 189). Akut limfoid leukémidban (ALL) végzett korabbi
vizsgalatok szintén arra utalnak, hogy a BAX-deficiencia és a missense BAX-mutaciok szerzett venetoclax-
rezisztenciat indukalnak (176, 190).

Mivel az emelkedett MCL-1 szintek magas BCL-2 expresszioval rendelkezé SCLC-sejtvonalakban a
venetoclax rezisztenciaval tarsulnak, az MCL-1 célzott kezelése az S63845-tel szintén megvalosithatd
terapias megkozelitést jelenthet a refrakter esetekben. Azonban nem minden venetoclax-rezisztens BCL-2-
expresszalo, tulszabalyozott MCL-1-gyel rendelkezé sejtvonal reagalt megfeleléen az MCL-1 gétlasara
sem, és meglep6 modon az MCL-1 expresszid nem korrelalt az S63845 hatékonysagaval. Annak érdekében,
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hogy legy6zzilk a terapias rezisztenciat ezekben a kettds rezisztens sejtvonalakban, a két célzott
hatéanyagot egyszerre adtuk be. Az MCL-1 és a BCL-2 kettds gatlasaval kapcsolatban tobb tanulmany is
sziletett (191). Az S63845 és a venetoclax kombinacidja erds aktivitast mutatott orrgarat karcinoma (192),
AML (193) eés kopenysejtes limfoma (194) esetében. Ezzel Osszhangban egy nemrégiben SCLC-
sejtvonalakon végzett in vitro vizsgalat szintén az S63845 és a navitoklax, egy kettés BCL-XL- és BCL-2-
gatld kozotti potencialis szinergizmusra utalt (191). Ugyanakkor a navitoklax és az S63845 terapias
tartoménya tovabbi in vivo vizsgilatokban sziiknek bizonyult (191). Osszességében a venetoclax és az
S63845 kettés alkalmazésa tovabbra is ellentmondéasos maradt SCLC-ben. A jelenlegi munka azt mutatja,
hogy a BCL-2 és az MCL-1 egyidejii gatlasa a fent emlitett két terapias szerrel szinergista a kettés rezisztens
SCLC-sejtvonalak egy alcsoportjaban. Emellett azt is megallapitottuk, hogy a venetoclax/S63845
kombinacid kifejezett tumorellenes aktivitast mutatott az SHP77 xenograft modellben, amely mindkét
gatléval szemben 6nmagaban rezisztens, ami 6sszhangban van azokkal a vizsgalatokkal, amelyek a
venetoclax MCL1-gatldkkal kombinalt hatékonysagardl szamoltak be myeloma-modellekben (195-197).
Fontos, hogy in vivo modelliinkben nem észleltik a toxicitas jeleit. Figyelemre mélt6, hogy a mi SCLC-
mintaink egy része még a BCL-2/MCL-1 kettds célzassal szemben is rezisztens maradt.

Bar mind a BCL-2, mind az MCL-1 inhibitorok klinikailag elérhetéek és toleralhatoak kiilonbozo
tumormodellekben (196, 198, 199), a venetoclax és az S63845 egyidejii adasat még nem vezették at klinikai
vizsgalatokba. A jelenlegi és a korabbi vizsgalatokban nem észleltek dozisfiiggd toxicitast (196),
ugyanakkor a BCL-2 és MCL-1 gatlok egyidejii alkalmazasa egyes esetekben még mindig novelheti a
toxicitasi aranyokat. Emellett a kettds gatlas hatékonysaga nem minden sejtvonalban kovetkezetes, €s nem
minden tumor reagél hatarozottan a BCL-2/MCL-1 gétlasra (196). Ezért a megfelel6 a betegkivalasztas
mellett a terapias rezisztencidra vonatkozo biologiai jellemzoOk értékelése alapvetd fontossagu lesz a
jovobeli klinikai vizsgalatok esetében. Jelen tanulmanyban azt mutatjuk be, hogy a két inhibitor
kombin&cidja BAX-fliiggé modon kedvez az apoptozisnak. Specifikusabban, 6sszhangban az AML (193)
és a myeloma multiplex (196) korabbi eredményeivel, azt talaltuk, hogy a venetoclax/S63845 kombinacid
hatékony gatlasdhoz SCLC-ben is kotelez6 az intakt és aktivalt BAX. Fontos, hogy a BAX szintjének
helyreéllitasa szenzitizalja a H1048 sejteket a venetoclax/S63845-re. A BCL-2/MCL-1/BAX kdlcsonhatas
mélyrehatd biologiai jellemz6it még meg kell hatarozni, azonban a BAX-fiiggé hatékonysag egyik
lehetséges oka maganak a BAX-nak a pro-apoptotikus tulajdonsagaiban rejlik. A kettds gatlas ugyanis
azaltal indukalja a sejthalalt, hogy lehet6vé teszi a BAX szamara, hogy heterokomplexeket képezzen a
BAK-kal, ami az apoptozis egyik dont6 1épése (196). Emellett a BAX és a BAK k6zotti kooperativ ktodést
is megfigyelték a mitokondridlis membranporusok kialakitasahoz kett6s gatlas hatdsara, ami tovabb erdsiti
azt a hipotézist, hogy a megfelelé BAX-szint sziikséges a sejthalalhoz (200, 201). Bar ezek a biologiai
elképzelések részben megmagyarazzak a BAX'™ sejtvonalak gyenge valaszadési ardnyat a kettés BCL-
2/MCL-1 gatlasra, e lehet6ségek tovabbi vizsgalata a jovobeni kutatasok targyat kell, hogy képezze.

6. Az értekezés f6bb megallapitasai

6.1. Sebészileg reszekalt SCLC mintdk nagy kohorszan vizsgéltuk az SCLC molekuléris altipusok
klinikopatologiai jelent6ségét. Immunhisztokémiai festésekkel meghataroztuk az ASCL1, NEURODI1 és
POUZ2F3 fehérjék expresszidjat, és az eredmények alapjin azonositottuk az SCLC altipusokat. YAP1-
altipust nem lehetett elkiloniteni az IHC segitségével. Az univariacios elemzés soran a POU2F3 magas
expresszidja kedvezobb tulélési eredményekkel tarsult, mig az ASCL1 emelkedett expresszidja fliggetlen
negativ prognosztikai faktornak bizonyult. A huméan SCLC sejtvonalak proteomikai és sejtviabilitasi
vizsgalatai eltér6 sebezhetdségi profilokat mutattak ki, amelyeket a transzkripcids szabalyozok hataroznak
meg.

6.2. Kvantitativ proteomikai adataink ravilagitottak, hogy a négy molekuléaris SCLC altipus fehérjeszinten
egyértelmiien megkiilénbdztethets. A sejtvonalak valtozatos neuroendokrin és epitelialis-mesenchymalis
jellemzoket mutattak, amelyek altipusonként eltéréek voltak. Osszesen 367 olyan fehérjét azonositottunk
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sejtpelletben és 34-et sejttenyészté médiumban, amelyek valamelyik altipusban jelent6s tal- vagy
alulszabéalyozést mutattak, koztik ismert gyogyszeresen célozhatd fehérjéket és potencidlis véralapu
markereket. Az SCLC-sejtvonalakbol szdrmazd transzkriptum és a kapcsolddd utvonalak parhuzamos
vizsgalata az egyes altipusok egyedi szignaturait mutatta ki, mint példaul az oxidativ foszforilacio
thlszabalyozasa az SCLC-A-ban, a DNS-replikacio az SCLC-N-ben, a neurotropin jelatvitel az SCLC-P-
ben és az epitelialis-mesenchymalis dtmenet az SCLC-Y esetében. Fontos, hogy a YAPL altal vezérelt
altipust azonositottuk a leginkabb eltérd SCLC alcsoportként. A legkisebb négyzetek diszkriminancia-
analizisét alkalmazva olyan fehérjéket azonositottunk, amelyek expressziés mintdzatuk alapjan
egyértelmiien megkiilonboztetik a négy SCLC altipust, beleértve az SCLC-Y potencialis diagnosztikali
markereit (pl. GPX8, PKD2 és UFO).

6.3. Meghataroztuk a CD47 és a PD-L1 expressziés mintazatat és klinikopatoldgiai és prognosztikai
jelentéségét sebészileg reszekalt SCLC betegek eddigi legnagyobb nemzetkdzi kohorszaban. Kimutattuk,
hogy a CD47 nagymértékben jelen van az SCLC mintakban, és a stromalis PD-L1 expresszid prognosztikai
biomarkerként szolgalhat az SCLC kedvez6 kimenetelének szempontjabol. Ezenkivil a sebészileg kezelt
SCLC-betegek optimalis tulélési kimenetelének szempontjabol relevans tényezoként azonositottuk a
kiilonb6z6 demografiai jellemzoket és terapias modokat.

6.4. Megéllapitottuk, hogy a STING és az MHCII kifejezédik az SCLC-ben. Az immuninfiltracié
meghatarozdsa a tumor kompartmentek szerint kritikus az SCLC progresszidja szempontjabdl. Az
immunsejtes infiltracio, kulondsen a CD8+ citotoxikus T-sejtek siirlisége prognosztikus a korlatozott
stadiumu SCLC betegeknél. Tovabba a STING expresszidja a tumorfészekben prognosztikus az
immuninfiltralt tumorokban, és igy a STING potencialis terapias célpont SCLC-ben.

6.5. Bar az SCLC molekuléris altipusainak specifikus genetikai és proteomikai térképe kozelebb visz
minket az egyénre szabott terapidkhoz, az altipus-specifikus terapias sebezhetéségek kifejezédése és
eloszlasa még mindig ellentmondasos az SCLC-ben. Vizsgalatainkban az SCLC-A és SCLC-P
altipusokban szignifikansan emelkedett BCL-2 szintet mutattunk ki, ami arra utal, hogy a venetoclax
igéretes altipus-specifikus terapias szer lehet ezekben az alcsoportokban. Ezen tilmenden azt is kimutattuk,
hogy a BCL2 magas SCLC-sejtvonalak venetoclax-rezisztenciaja elsésorban az anti-apoptotikus fehérje
MCL-1 magas expressziojanak és a pro-apoptotikus fehérje BAX alacsony expresszidjanak koszonhetd. E
vizsgalatot megel6zéen a BCL-2 és az MCL-1 egyidejii farmakologiai célzasdnak megvalosithatosaga
bizonytalan volt SCLC-ben. Tanulmanyunk preklinikai bizonyitékot szolgaltat arra vonatkozo6an, hogy a
BCL-2/MCL-1 venetoclaxszal és S63845-tel torténd kettés gatlasa hatékony megkozelités lehet a
venetoclax rezisztencia leklizdésére a magas BCL-2-expresszalé6 SCLC-kben. Mindazonaltal az MCL-1 és
BCL-2 gatlas hatasanak maximalizalasahoz intakt BAX sziikséges. Osszességében, amellett, hogy feltartuk
a BCL-2 altipus-specifikus jellegét és fényt deritettlink a venetoclax rezisztencia mechanizmuséra human
SCLC-ben, vizsgalatunk igazolja, hogy a BCL-2 és az MCL-1 egyidejii célzasa hatékony stratégia a SCLC
novekedésének gatlasara in vitro és in vivo. Mindazonaltal a kett6s BCL-2/MCL-1 gatlasanak jogosultsaga
SCLC-ben tovabbi preklinikai validalast igényel, miel6tt klinikai tesztelésére sor keriilne.
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