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1. Bevezetés

2022-ben is a tiidérak vezette a daganatos haldlozasi okokat,
vilagszerte Osszesen 1,8 millio halélesettel. Ez a betegség az
Osszes daganattipus haldlozasanak 18,7%-at teszi ki. Kevesen
tudjak, hogy Eurdpaban a daganatos megbetegedések az anyai
arvasag masodik leggyakoribb okai kdz¢é tartoznak (11-18%).
Egy sziil6 elvesztése mély és maradandé hatassal van mind a
gyermekre, mind a tdrsadalomra. A tiidé neuroendokrin
neopléziai heterogén csoportot alkotnak, altipusaik szamos
patoldgiai jellemzdben kiilonbdznek. Egyik tipusuk, a kissejtes
tiildérak (SCLC), neuroendokrin (NE) malignitasként ismert.
Otéves tulélési ardnya alig éri el a 10%-ot, igy az egyik
legrosszabb progndzist rosszindulati betegségnek szamit. A
klinikai gyakorlatban az SCLC-t jelenleg tobbnyire egységes
betegségként kezelik. Ugyanakkor a leguijabb preklinikai
eredmények ramutattak, hogy a mogottes molekularis
heterogenitas alapjan tobb {6 tipus kiilonitheto el: a High-NE
(magas NE) és Low-NE (alacsony NE) fenotipusok. A tovabbi
biolodgiai altipusok transzkripcios faktorok expresszidjan
alapulnak: az Achaete-Scute Homologue 1 (ASCL1) altal
meghatarozott SCLC-A altipus, a Neurogenic Differentiation

Factor 1 (NEUROD1) éltal meghatarozott SCLC-N altipus, a



POU class 2 homeobox 3 (POU2F3) altal meghatarozott
SCLC-P altipus, valamint egy negyedik, SCLC-I altipus.



2. Célkitizések

Elso vizsgalat:
A SCLC térbeli heterogenitasanak vizsgalata a primer tumorok
(PT) és a hozzajuk tartozd nyirokcsomo-metasztazisok (NyM-

ok) molekularis és sejtszintli eltéréseinek feltérképezésével.

Etikai  engedély: ETT-TUKEB;  7214-1/2016/EKU.

Masodik vizsgalat:
A neuroendokrin  tiidodaganatok (SCLC, nagysejtes
neuroendokrin carcinoma LCNEC, atipusos karcinoid AC)
immunologiai mintazatdnak feltdrdsa immunhisztokémiai

modszerekkel.

Etikai engedélyek: ETT-TUKEB: 39249-2/2019/EKU és
526144/



3. Modszerek
Els6 fazisban a molekularis vizsgalatokhoz feldolgoztuk a PT-

bol és a hozzajuk tartozd NyM-bol szarmazé szovetmintakat. Az
RNS-expresszid meghatarozasara a HTG EdgeSeq Targeted
Oncology Biomarker Panelt hasznaltuk (HTG Molecular
Diagnostics Inc., Tucson, AZ, USA), amely a daganat
biolégidhoz kapcsolodd 2 560 gén egyideji, kvantitativ
detektalasat teszi lehetdvé. A vizsgalat érvényességét megfeleld
pozitiv és negativ kontrollokkal igazoltuk. A bevalasztast
megel6zéen minden hematoxilin-eozinnal (H&E) festett
metszetet egy szakképzett patologus revidedlta. A régebbi
blokkok mindségbiztositdsat korabbi vizsgalatok keretében,
diagnosztikus antitestekkel végzett megerdsité IHC-festésekkel
biztositottuk. A szdveti microarray (TMA)-ket a Coloradoi
Egyetemen (Denver/Aurora, CO, USA) készitették. Minden
donorblokkbdl két, 1 mm atmérdjii szovethengert vettiink, és
orientdltan paraffin-fogad6é blokkokba helyeztik (MP10 1,0
mm-es punch, manualis TMA-instrumentum; Beecher
Instruments). A hengereket a H&E-n kijel6lt, legéletképesebb
tumorteriiletekbdl emeltiik ki. Az altipus jeloldk (ASCLI,
NEURODI1, POU2F3, YAPI1) mellett a kdvetkezd, klinikailag
relevans fehérjék expressziojat is értékeltiik: CD47, c-MYC, L-
MYC, DLL3 (delta-like ligand 3), EZH2, LSD1, mTOR, PD-L1
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¢s PI3K. Az IHC-festés soran az antitest protokollnak
megfelelden a 4 pm vastag metszeteket a paraffin tisztitasa és
rehidratalast kovetden 20 percig hevitettik 10 mM
citratpufferben (pH 6,0) vagy 10 mM Tris-EDTA pufferben (pH
9,0). A targylemezeket 0,3% H:0: oldattal inkubaltuk. A jel
erésitését a gyartd ajanldsa szerint a Novolink™ Polymer
Detection System kittel végeztiik (Leica Biosystems, RE7150-
K; Wetzlar, Germany), ezt kovette az elsddleges antitesttel valo,
1 6ras szobahdmérsékletli inkubalas. A kotddést az ImmPACT
DAB (3,3'-diaminobenzidin)  szubsztratkittel — detektaltuk
(Vector Laboratories, NC9567138; Newark, CA, USA), a
magfestést hematoxilinnel végeztiikk. Valamennyi antitestet
megfeleld szoveti kontrollokkal validaltunk. A H&E-festett és
IHC-jelolt metszeteket PANNORAMIC 250 Flash I
szkennerrel digitalizaltuk (3DHISTECH Ltd., Budapest,
Magyarorszag), az értékelést CaseViewer 2.4 szoftverrel
végeztiik (3DHISTECH Ltd.). Az egyes markerek expresszidjat
klinikai adatok ismerete nélkiil két gyakorlott, egymastol
fliggetlen patologus biralta el. Tovabba festddési indexet
hataroztunk meg (a pozitiv tumorsejtek ardnya az Osszes
tumorsejthez viszonyitva). Maésodik fazisban sebészi tuton
eltavolitott tiid6 eredetll neuroendokrin tumorszdveteket

vizsgaltunk. Az értékelést rutin diagnosztikai protokoll szerint
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végeztik, kiegészitve (IHC) az alabbi  markerekre:
Chromogranin A, Szinaptofizin (Synaptophysin), CD56,
Szintaxin (Syntaxin) és Ki-67. A diagnosztikai pontossag
biztositasara és a kevert hisztologiai esetek kizarasa érdekében
valamennyi H&E-metszet fliggetlen Gjraértékelésen esett at a
bevalasztas elott. A szovettani metszeteket 15 potencidlis
immunterapias célpontra alkalmas immunoldgiai markerre
elemeztik: PD-L1, PD-1, CD3, CD4, CD8, CD27, CDA47,
indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO), inducible T-cell co-stimulator
(ICOS), CD70, CD137, CD40, CD94/NK-csoport 2A
(NKG2A), lymphocyte-activation gene-3 (LAG-3) és OX40
(tumornekrézisfaktor-receptor  szupercsalad, 4. tag). A
metszetek paraffin tisztitasa és rehidratdldsa utdn 20 percig 3%
H-0O: oldattal kezeltiik. Ezt kovetden a mintakat a gyartoi
utmutatonak megfelelden 40 percre 98 °C-ra hevitettilk 10 mM
citratpufferben (pH 6,0) vagy 10 mM Tris-EDTA pufferben (pH
9,0). A targylemezeket elsének 5 percig inkubéltuk Ultra V
reagenssel. Ezt kovetden az elsddleges antitestek hozzdadasa
utdn 4 °C-on még egy ¢jszakat kellett inkubdlnunk. Az
immunreakcidok vizualizéldsat UltraVision LP  detekcids
rendszerrel végeztiik, DAB kifejtéssel, amit H&E ellenfestés
kovetett. A patologiai kiértékelés soran két patologus egymastol

fliggetleniil, 20x ¢és 40x nagyitason, tiz véletlenszeriien
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kivalasztott latomezd atlagos pozitivsejt-aranyat szamitotta.
Amennyiben a pontszamok >20%-kal eltértek, a metszeteket
egy harmadik patologus biralta feliil. A pontozast kiilon
végeztik a tumor- ¢és immunsejt-kompartmentre. A pozitiv
sejtek aranyat a teljes tumorsejt-, illetve immunsejt-
populacidhoz viszonyitva is kiszamitottuk, beleértve az egyes

mintak teljes immuninfiltratuméanak mértékét.



4. Eredmények

Az elsd vizsgalatban 32, sebészi uton eltavolitott, hisztologiailag
igazolt SCLC-os beteget vontunk be. A betegek median életkora
58 ¢év volt (tartomany: 34-78 ¢év), koziilik 22 férfi. A
betegpopulacié mind kaukazusi szarmazasu volt. A median
teljes tulélés 20,7 honap, mig a median betegségmentes talélés
14,9 honap volt. A fehérjeszintli expresszids mintdzatok
vizsgalatat IHC modszerrel végeztik. A DLL3 expresszioja
szignifikdnsan magasabb volt a primer PT-ban, mint a
hozzatartoz6 NyM-ban (p = 0,008). Ezzel szemben a
NEURODI1 expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a PT-
ban a NyM-hoz viszonyitva (p < 0,001). Tovabba,
szignifikdnsnak nem tekinthetd eredményként elmondhato,
hogy a CD47, LSD1, mTOR ¢és POU2F3 expresszioja
magasabb, mig a c-MYC expresszioja csokkent volt a PT-ban.
A szubtipus-meghatarozo fehérjék differencialis expresszidja
alapjan 0Osszesen o0t f6 SCLC-altipust sikeriilt azonositani:
SCLC-A; SCLC-AN; SCLC-N; SCLC-P; SCLC-QN. A mintak
61%-a NE fenotipust mutatott, amely a SCLC-A, SCLC-AN ¢és
SCLC-N altipusokat foglalta magéaban. Ezutan megvizsgaltuk,
hogy a PT-ok altipusa megegyezik-¢ a hozzajuk tartozo NyM-

ok altipusaval, vagy kimutathatok-e eltérések az altipust



meghataroz6 fehérjék expressziojaban. Az elemzés kimutatta,
hogy az attétek gyakran kiilonboznek a kiinduldsi tumoroktol.
Molekularis altipusvaltas 21 esetben volt megfigyelheté: SCLC-
QN — SCLC-AN (n = 5) vagy SCLC-N (n =5) SCLC-A —
SCLC-AN (n =4), SCLC-N (n =1), vagy SCLC-QN (n =3). A
SCLC-AN altipustt primer tumorok tOobbsége megtartotta
altipusat az attétképzés soran, minddssze egy eset valtott SCLC-
N-re. Erdekesség, hogy egyik PT sem volt SCLC-N altipusu,
ugyanakkor ez az altipus volt a masodik leggyakoribb a NyM-
ok kozott. Mindkét SCLC-P altipusi PT SCLC-N altipusra
valtott a NyM-ban. A masodik vizsgalat sordn az egyes
immunmarkerek esetében a betegek két csoportba keriiltek
besorolasra a tumorszoveti expresszido medidn értéke alapjan:
alacsony €s magas expresszids csoportba soroltuk be dket. A
Kaplan—Meier-analizis a tumorsejtek esetében magas CD47-
expresszional rosszabb prognodzist mutatott, mig a magas CD40-
expresszional jobb tilélési eredményeket lattunk. Az
immunsejtekben mért immunmarkerek koziil a CD137 magas
expresszioja szignifikans Osszefiiggést mutatott a hosszabb
tuléléssel. Ezzel szemben a magas ICOS-expresszid esetén a
tulélés rosszabbnak bizonyult. A CD8 ¢és LAG3 markerek
esetében szignifikans eltérést nem talaltunk. Amikor kiilon

elemeztiik a SCLC- és a LCNEC-eseteket, a daganatsejtekben
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mért immunmarker-expressziok egyike sem befolyasolta
szignifikansan a tulélést. Ugyanakkor az immunsejtekben mért
expressziok esetén tobb marker is szignifikdns Osszefiiggést
mutatott a taléléssel. Ezek k6zé tartozott a PD-1 (p = 0,048),
CD27 (p =0,0043), LAG3 (p =0,023), CD4 (p = 0,059), CD137
(p = 0,064), valamint az immunsejt-infiltraci6 mértéke (p =
0,021).
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Kovetkeztetések

Elso vizsgalat:

-Az RNA-profilok nem mutattak Iényeges kiilonbséget a primer
tumorok és a nyirokcsomo-attétek kozott, viszont az IHC-
vizsgalat jelentds eltéréseket tart fel.

-A DLL3-expresszio szignifikdinsan magasabb volt a primer
tumorokban, mig a NEURODI-expresszido szignifikdnsan
alacsonyabb volt a nyirokcsomd metasztazisokban.

-A primer tumorok ¢és a hozzajuk tartoz6 nyirokcsomd
metasztazisok kozott 21 esetben tortént molekularis altipus

valtast.

Masodik vizsgalat:

-Magas CD40- és CD137-expresszio jobb tuléléssel tarsult.
-Magas CD47- ¢és ICOS-expresszid rosszabb prognozist
jelentett.

-Az LCNEC ¢s SCLC alcsoportokra fokuszalva az iddsebb
életkor és a vaszkularis invazio jelenléte szignifikansan rosszabb
tuléléssel jart egyiitt.

-Elemzéseink megerdsitettek az ¢€letkor kulcsfontossagu

szerepét a prognozisban.
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