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RESUMEN

El cancer de pulmon de célula pequefia (CPCP) es un tumor agresivo con altas tasas
de respuesta a la quimioterapia con platino-etopdsido, aunque dichas respuestas suelen
ser de corta duracion y los tratamientos posteriores ofrecen resultados suboptimos,
especialmente en enfermedad platino-resistente. Actualmente no existen
biomarcadores validados que predigan la eficacia ni la toxicidad del tratamiento en esta
poblacion. Polimorfismos de nucleétido unico (SNPs) podrian constituir potenciales
biomarcadores predictivos de eficacia y/o toxicidad a esta quimioterapia basada en

platino-etopdsido.

Se realizd un estudio retrospectivo unicéntrico en 145 pacientes con CPCP (45 con
enfermedad limitada y 100 con enfermedad extensa) tratados con platino-etopésido, con
o sin radioterapia toracica. Se evaluaron SNPs germinales en genes relacionados con
la reparacién del ADN, la metabolizacion del etopdsido y el control inmunitario, y se
analizé su asociacion con la eficacia y la toxicidad. Se determind la expresiéon tumoral
de ERCC1 y PD-L1 por inmunohistoquimica, y del complejo ERCC1-XPF mediante
ensayo de ligadura por proximidad (PLA).

Variantes en genes implicados en la reparacion del ADN se asociaron con la
supervivencia y la toxicidad hematolégica, destacando la asociacion de ERCC1rs11615
con supervivencia libre de progresion (SLP) en enfermedad limitada y de ERCC2
rs1799793 con trombocitopenia grado 3-4 en la cohorte total. La variante ERCC1
rs11615 no se asocié con la expresion tumoral de ERCC1. Se observo una relacion del

complejo funcional ERCC1-XPF con la SLP en la cohorte total y en enfermedad limitada.

En enfermedad extensa, las variantes rs2297136, rs2282055 y rs822336 de CD274 (PD-
L1), asi como CTLA-4 rs231775, se asociaron con la SLP, mientras que CD274
rs2297136 y rs822336 se asociaron con la sensibilidad a platino. No obstante, las

variantes en CD274 (PD-L1) no se correlacionaron con la expresion tumoral de PD-L1.

En conclusion, la evaluacién de variantes en genes de reparacion del ADN y en genes
de puntos de control inmunitario, junto con la expresién proteica del complejo ERCC1-
XPF, podria contribuir a estratificar el pronéstico y la toxicidad en pacientes tratados con
platino-etopdsido, asi como orientar un enfoque terapéutico mas individualizado en

poblaciones seleccionadas.






ABSTRACT

Small-cell lung cancer (SCLC) is an aggressive tumor with high response rates to
platinum—etoposide chemotherapy; however, these responses are usually short-lived,
and subsequent treatments provide suboptimal outcomes, particularly in platinum-
resistant disease. Currently, no validated biomarkers are available to predict either
treatment efficacy or toxicity in this population. Single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
may represent potential predictive biomarkers of efficacy and/or toxicity to platinum-

etoposide-based chemotherapy.

A single-center retrospective study was conducted in 145 patients with SCLC (45 with
limited-stage and 100 with extensive-stage disease) treated with platinum-etoposide,
with or without thoracic radiotherapy. Germline SNPs in genes involved in DNA repair,
etoposide metabolism, and immune regulation were evaluated, and their association with
treatment efficacy and toxicity was analyzed. Tumor expression of ERCC1 and PD-L1
was assessed by immunohistochemistry, and expression of the ERCC1-XPF complex

was determined using a proximity ligation assay (PLA).

Variants in DNA repair genes were associated with survival and hematologic toxicity,
notably ERCC1 rs11615 with progression-free survival (PFS) in limited-stage disease,
and ERCC2 rs1799793 with grade 3-4 thrombocytopenia in the overall cohort. The
ERCC1 rs11615 variant was not associated with tumor ERCC1 expression. A
relationship between the functional ERCC1-XPF complex and PFS was observed in both

the overall cohort and in limited-stage disease.

In extensive-stage disease, CD274 (PD-L1) variants rs2297136, rs2282055, and
rs822336, as well as CTLA-4 rs231775, were associated with PFS, while CD274
rs2297136 and rs822336 were associated with platinum sensitivity. However, CD274

(PD-L1) variants did not correlate with tumor PD-L1 expression.

In conclusion, the evaluation of variants in DNA repair genes and in immune checkpoint
genes, together with the protein expression of the ERCC1-XPF complex, could
contribute to stratifying prognosis and toxicity in patients treated with platinum-etoposide,

as well as to guiding a more individualized therapeutic approach in selected populations.






1. INTRODUCCION

1.1. Epidemiologia del cancer de pulmén de célula pequeia (CPCP)

El cancer de pulmén es la primera causa en incidencia y mortalidad por cancer en el
mundo. Es mas frecuente en hombres y presenta una asociacion directa con el gradiente
socioecondmico, aumentando en niveles altos en el contexto de una poblacion mas
envejecida con mayor exposicion a factores de riesgo, mayor consciencia de la salud y

una mayor capacidad de diagnéstico (1).

El consumo de tabaco es el principal factor de riesgo bien documentado en cancer de
pulmon, correlacionandose tanto con la cantidad como por la duracion del consumo.
Las tasas de tabaquismo han estado disminuyendo durante las ultimas décadas y la
reduccién en el consumo en paises desarrollados ha conducido a la disminucion en la
incidencia y la mortalidad por cancer de pulmén en esta poblacion, y se espera que
continue en descenso durante las proximas décadas (2). Este fendmeno es mas
pronunciado en hombres, por una mayor reduccion en el habito tabaquico (3). Estos
cambios, han implicado que en cohortes de pacientes mas jévenes y en ciertos grupos
raciales de estados unidos se haya invertido la incidencia de cancer de pulmén por
sexos, siendo ya superior en mujeres que en hombres (4). Ademas, hay proyecciones
que sugieren que para 2045 la incidencia de cancer de pulmon en mujeres también
supere a la de hombres en el resto de la poblacion (2). La reducciéon en el consumo
tabaquico también implica cambios en la patologia, con una mayor proporcién de

histologia de adenocarcinoma y una reduccién de histologia escamosa y célula pequefia

(5).

Entre un 15-20% de los pacientes con cancer de pulmén son no fumadores (6) y la
evolucion actual sugiere un aumento progresivo en la incidencia de este tipo de
pacientes, independientemente de la edad, sexo o etnia, si bien estos hallazgos no se
objetivaron en pacientes con histologia escamosa y célula pequefa (7). Se estima que
el cancer de pulmén en personas que nunca han fumado es la quinta causa mas comun
de muertes relacionadas con el cancer en todo el mundo en 2023, ocurriendo
preferentemente en mujeres (relacion 2:1) y poblaciones asiaticas (8). Se estima que
solo cerca del 2% de los pacientes con diagnéstico de cancer de pulmén de célula

pequefia (CPCP) nunca han fumado (9).



El tabaco no es el unico factor implicado en el cancer de pulmoén. El radén es la segunda
causa ambiental tras el tabaco en pacientes fumadores y la primera causa en pacientes
no fumadores. Ademas, la exposicion al radon se ha asociado con mayor riesgo de
CPCP respecto a cancer de pulmon de célula no pequena (CPCNP) (10). Otros factores
de riesgo descritos son el humo de segunda mano, carcinébgenos ocupacionales,
contaminacién ambiental por particulas PM2.5 o humos y particulas generadas por la
coccion, entre otros (8). EI consumo de marihuana también se ha relacionado con la
incidencia de cancer de pulmén (11), aunque la evidencia es insuficiente para establecer
relacion causal sélida, mayormente por el solapamiento con el consumo de tabaco y por
un tiempo insuficiente de seguimiento. La falta de seguimiento a largo plazo hace que
por el momento tampoco se haya podido establecer la relacion entre el consumo de

cigarrillos electronicos y vapeo con el cancer de pulmon.

El CPCP es un tipo de neoplasia neuroendocrina de pulmoén, que junto al carcinoma
neuroendocrino de célula grande forman los carcinomas neuroendocrinos de pulmon
(también llamadas neoplasia neuroendocrina de pulmén de alto grado, poco
diferenciadas o grado 3) (12). Constituye aproximadamente el 15% de todos los casos
de cancer de pulmén (13) y esta estrechamente relacionado con la exposicion al tabaco,
con apenas un 2.5% de pacientes que nunca han fumado(14). En los paises
desarrollados, en el contexto de los cambios en la conducta tabaquica, en las ultimas
décadas se esta describiendo una reduccion en la proporcion de hombres con CPCP y
un aumento de la proporcion de mujeres con este diagnéstico(15). Aunque el cribado
para la deteccion precoz ha demostrado reducir de forma significativa la mortalidad
especifica en CPCNP (16,17), los protocolos de cribado con TC no han conseguido

evidenciar una mejoria en la supervivencia del CPCP (18).

El CPCP es un tumor que presenta una elevada agresividad. Al diagndstico,
aproximadamente el 65% de los pacientes presentan enfermedad metastasica y el 85%
presentan la enfermedad en estadios IlI-IV (19). Aunque clasicamente, se han
clasificado en enfermedad limitada (CPCP-EL) aquellos pacientes con afectacion
toracica exclusiva que podian abarcarse en un campo de radioterapia, y en enfermedad
extensa (CPCP-EE) los pacientes cuya enfermedad no podria incluirse en un campo
radioterapico. Los resultados obtenidos a partir de una gran base de la IASLC con datos
de 4.453 pacientes con CPCP mostraron que la supervivencia a los dos afios en
pacientes diagnosticados en estadio IV fue del 10% y en pacientes diagnosticados en
estadios lIIC, IlIB y IlIA fue del 25%, 37% y 49%, respectivamente (19).



1.2. Patrones genéticos, transcripcionales y funcionales en el CPCP

Hasta el 90% de estos tumores se caracteriza por una inactivacion bialélica en los genes
supresores tumorales RB71y TP53(20). Pese a esto, es una enfermedad heterogénea,

con una elevada tasa de resistencias terapéuticas (21).

A destacar, se ha descrito que mas del 80% de los CPCP tienen baja actividad de
NOTCH, con hasta un 25% de los tumores con mutaciones especificas en el propio
gen(20), el cual actia como un supresor tumoral que regula negativamente la
diferenciacion neuroendocrina (22). Uno de los mecanismos descritos implicados en la
supresion de NOTCH es la represion de la sefalizacion de este por parte de la histona
desmetilasa KDM5A, la cual en condiciones normales es inhibida por la proteina RB(22).
Los tumores con baja activacion de la via de NOTCH expresan marcadores
neuroendocrinos tradicionales y presentan una alta expresion de achaete-scute
homologue 1 (ASCL1 o también conocido como ASH1), esencial en el desarrollo del
linaje neuroendocrino (22) y que regula la expresion de DLL-3, que a su vez esta
implicado en la sefalizacion de NOTCH en CPCP(23). Un estudio reveld que una
mutacion inactivadora en NOTCH era suficiente para producir una diferenciacion a

células tumorales neuroendocrinas en células precursoras no neuroendocrinas(24).

La amplificacion de genes de la familia MYC ocurre en aproximadamente el 20% de
CPCP y son excluyentes de mutaciones en NOTCH(25), impulsando un subtipo tumoral
con bajo perfil neuroendocrino (“neuroendocrino-low”) y con alta expresion de

neurogenic differentiation factor 1 (NeuroD1) (26).

En los dultimos afios, estudios transcriptomicos han revelado una marcada
heterogeneidad intertumoral en el CPCP, lo que ha permitido su subclasificacion

molecular en subtipos definidos por la expresién de factores de transcripcion(27) :

- SCLC-A: caracterizado por una alta expresion de ASCL1, asociado a un fenotipo
neuroendocrino clasico.

- SCLC-N: dominado por NEUROD1, también con caracteristicas neuroendocrinas,
aungue con un patron mas mesenquimal y con mayor plasticidad.

- SCLC-P: definido por la expresion de POU2F3, representa un subtipo no

neuroendocrino, con posible origen en células tuft pulmonares.



- SCLC-Y: caracterizado por una alta expresion de YAP1, presenta un perfil poco
neuroendocrino, con caracteristicas de transicion epitelio-mesenquimal y una mayor

capacidad de evasion terapéutica.

Esta clasificacion molecular ha sido respaldada por estudios de secuenciacion de ARN,
que revelan patrones diferenciales en cuanto a caracteristicas neuroendocrinas, vias de

diferenciacion celular, respuesta inmune y sefializacion oncogénica (27).

En los ultimos afios se ha propuesto un quinto subtipo funcional, independiente de los

factores de transcripcionales clasicos:

- SCLC-l ("inflamado"): definido por una firma génica inmuno-inflamatoria con
expresion de genes relacionados con la respuesta a interferon gama, MHC de clase

| y mayor infiltracion de linfocitos T CD8+ (28).

Pese a esta subclasificacion, existe un solapamiento parcial entre los subtipos SCLC-Y
y SCLC-I, ya que muchos YAP1 presentan una firma inmunoactiva, sin embargo, no son
equivalentes. Algunos SCLC-I| presentan baja expresion de YAP1 o pertenecen a los
subtipos SCLC-P o SCLC-N, lo que refuerza la idea de que SCLC-I constituye un grupo

funcional transversal.

Ademas, existe una plasticidad transcripcional entre los diferentes subtipos, que en
parte puede estar favorecida por la exposicion a las diferentes terapias y por la
progresion tumoral, que puede reflejar una evolucién desde perfiles altamente
neuroendocrinos, como SCLC-A, hacia fenotipos no neuroendocrinos, como SCLC-Y o
SCLC-I.

Desde una perspectiva terapéutica, estos subtipos podrian tener implicaciones clinicas
relevantes, dado que presentan expresion diferencial de genes que podrian ser
utilizados como potenciales biomarcadores de sensibilidad a terapias dirigidas o
tratamiento con inhibidores de control inmunitario (ICI por sus siglas en inglés) (29-31).
Sin embargo, el solapamiento entre subgrupos y la plasticidad tumoral suponen un
desafio para su aplicacién terapéutica directa, dificultando por el momento la utilizaciéon

rutinaria de esta subclasificacion en la practica clinica (30,31).

Los datos disponibles en CPCP en pacientes no fumadores sugieren que esta es una

entidad distinta al CPCP clasico, con menos posibilidades de tener aberraciones en



TP53y RB1, asi como, presentar baja carga mutacional y alteraciones accionables que

pueden estar presentes por su asociacion en esta poblacién de histologias mixtas (9,32).

1.3. Microambiente tumoral en el CPCP

El CPCP presenta una de las cargas mutacionales mas elevadas entre los tumores
solidos, lo que, en teoria, deberia favorecer el reconocimiento inmunitario mediante la
generacion de neoantigenos, no obstante, se comporta como un tumor
inmunologicamente "frio" (33). Esta paradoja podria explicarse por mecanismos de
inmunoescape altamente eficientes, tanto intrinsecos (defectos en la presentacion
antigénica) como extrinsecos (reclutamiento de células inmunosupresoras y exclusion

de linfocitos citotoxicos)

Uno de los mecanismos fundamentales de evasion inmune en el CPCP es la disfuncion
en la presentacion de antigenos. Las células tumorales exhiben una pérdida significativa
de la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I), impidiendo
su reconocimiento por los linfocitos T citotoxicos (CD8+). Estudios inmunohistoquimicos
han evidenciado que hasta el 70% de los tumores de CPCP expresan escasamente
MHC-1 y carecen del transportador asociado al procesamiento de antigenos (TAP1). De
manera complementaria, la expresion del MHC clase Il, indispensable para la activacion
de linfocitos T CD4+, también esta ausente en las células tumorales y es escasa en las

células inmunitarias infiltrantes (31).

La infiltracién de linfocitos T CD8+ en el CPCP es de 5,4 a 6 veces menor que CPCNP,
y su localizacion se restringe mayoritariamente al estroma, con escasa penetracion en
el parénquima tumoral (34). Esto sugiere la existencia de barreras estructurales o
sefiales inhibitorias que impiden el reclutamiento y la migracion efectiva de estas células
efectoras. Diversos factores secretados por el tumor y su estroma contribuyen a esta
exclusiéon inmunolégica. Por ejemplo, la sobreexpresion de VEGF por parte de células
tumorales y estromales reduce la expresion de moléculas de adhesion endotelial,
disminuyendo la adhesion y transmigracién de células inmunes (35). Asimismo, la
deficiencia en quimiocinas clave, necesarias para guiar la infiltracion de linfocitos T, esta
vinculada al silenciamiento epigenético de los genes que las codifican en las células

tumorales (36).



A pesar de la limitada respuesta mediada por linfocitos T CD8+ y CD4+, la actividad de
las células asesinas naturales (NK) también se ve comprometida. Aunque la menor
expresion de MHC-I deberia facilitar el reconocimiento por células NK, el CPCP muestra
una de las expresiones mas bajas del receptor activador de células NK grupo 2, miembro
D (NKG2D) entre todos los tumores sélidos, como consecuencia de un silenciamiento

epigenético con efecto a nivel transcripcional (37).

Ademas de estas barreras fisicas y funcionales, el microambiente tumoral del CPCP
estd densamente infiltrado por poblaciones inmunosupresoras como las células T
reguladoras (Tregs), los macréfagos asociados a tumor (TAM) y las células supresoras
derivadas de linaje mieloide (MDSC) (31). Las Tregs, principal subpoblacién de linfocitos
T CD4+ inmunorreguladores, median su efecto supresor a través de citoquinas como IL-
10, TGF-B e IL-35, asi como la expresion de moléculas inhibidoras como CTLA-4 y PD-
1 (38). Mas del 70% de las muestras tumorales de CPCP muestran una elevada
densidad de Tregs FOXP3+, en contraste con la escasa presencia de linfocitos T CD8+
(39). Su proporcion es aun mayor en pacientes con CPCP-EE y supera claramente la

observada en sujetos sanos.

Los TAM, ampliamente presentes en el microambiente tumoral del CPCP, adoptan
predominantemente un fenotipo M2, asociado a funciones protumorales e
inmunosupresoras. Se estima que los TAM-M2 representan entre el 22% y el 45% del
infiltrado inmunitario total (40). Por su parte, las MDSC suprimen de forma potente la
proliferacion y funcion de células T y NK mediante la produccién de diversas enzimas
(41).

El eje PD-1/PD-L1, blanco terapéutico principal de ICI, tiene un papel limitado en el
CPCP. La expresion de PD-L1 es considerablemente mas baja que en el CPCNP y, en
su mayoria, se restringe a células inmunitarias en lugar de tumorales, lo que refleja la
inmunofragilidad del microambiente tumoral en CPCP (33). Ademas, se ha investigado
el papel de otras moléculas inmunorreguladoras como CTLA-4, TIGIT y B7-H3, aunque

sin una clara validacion clinica hasta la fecha (31).

Ademas del componente celular inmunitario, los fibroblastos asociados a tumor (CAFs)
constituyen una de las poblaciones no malignas mas abundantes del microambiente
tumoral en el CPCP. Lejos de ser elementos pasivos, los CAFs contribuyen activamente
a la inmunosupresion al secretar citoquinas como TGF-f3 e IL-6, que inhiben la funcion

de células T y NK, y promueven la expansion de células T-reg. Ademas, remodelan la
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matriz extracelular aumentando su rigidez, lo que limita la infiltracion de células
inmunitarias y la penetracion de farmacos. Su interaccion con células tumorales puede
favorecer transiciones fenotipicas y adaptaciones que promueven la progresion y
resistencia al tratamiento, consolidando su papel clave en la evasion inmunitaria del
CPCP (42).

1.4. Bases del tratamiento con quimioterapia en el CPCP

Un metaanalisis de 21 ensayos clinicos fase Ill y de la base de datos de la SEER
(Surveillance, Epidemiology, and End Results) de pacientes con enfermedad extensa
tratados desde 1972 a 1974 mostro una mejoria en supervivencia global de hasta 2
meses en aquellos pacientes que recibian regimenes de quimioterapia basada en
cisplatino respecto a los que no (43). Posteriormente, un metaanalisis de 19 ensayos
clinicos con 4054 pacientes, que incluian tanto enfermedad limitada como extensa,
reportd una mejoria de supervivencia global del 4.4% al afio con regimenes basados en
cisplatino (44). Un metaanalisis posterior del Grupo Europeo de Trabajo sobre Cancer
de Pulmoén, con 7173 pacientes y 36 ensayos clinicos, confirmd el beneficio en
supervivencia de los esquemas basados en cisplatino y también un beneficio en
supervivencia para las combinaciones con etopodsido respecto a las que no lo incluian
(45). Ademas, un ensayo fase Ill randomizado, demostré una mejor supervivencia de la
combinacion de cisplatino y etopdsido respecto al régimen previo con esquema CAV
(ciclofosfamida, epirubicina y vincristina) en pacientes con enfermedad limitada sin
diferencias en enfermedad extensa (46). Dos metaanalisis, el Rossi et al con 4408
pacientes, no encontraron diferencias en respuesta ni supervivencia en funcién del
régimen de platino utilizado (cisplatino o carboplatino) (47,48). En base a estos
resultados la quimioterapia basada en platino, carboplatino o cisplatino, y etopésido se

considera el pilar del tratamiento en CPCP.

Un ensayo clinico fase Ill japonés (JCOG 9511), que incluyd 154 pacientes, comparé el
tratamiento de cisplatino-etopdsido con un esquema alternativo con cisplatino—
irinotecan en pacientes con CPCP con enfermedad extensa, demostrando superioridad
de la rama de combinacion con irinotecan en tasa de respuestas y supervivencia.
Ademas, la combinacion con irinotecan demostré una menor toxicidad respecto a
etopodsido, tanto a nivel hematoldgico como digestivo (49). Estos resultados llevaron al
cierre prematuro del estudio. Dos estudios posteriores realizados en poblacion

caucasica no lograron demostrar superioridad de la combinacién con irinotecan respecto
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a etoposido (50,51). Un metaanalisis de seis ensayos con 1476 pacientes, reporté una
mejoria de la combinacion con irinotecan en tasa de respuestas y supervivencia global
(SG), pero no en supervivencia libre de progresion (SLP) y, ademas, se asocié con
menor tasa de toxicidad hematoldgica (52). Estos resultados se han de interpretar con
mucha cautela dado que solo incluyo seis ensayos clinicos aleatorizados, algunos datos
no habian sido informados y se observd importante heterogeneidad en SLP y SG que
podria justificarse por temas raciales, por el uso diferente de farmacos, como el
carboplatino en vez del cisplatino o diferente intensidad de dosis. Esto ha hecho que el
estandar de quimioterapia continue siendo la combinacion de platino y etopdsido,

especialmente en poblacién caucasica.

1.5. Toxicidad de la quimioterapia basada en platino y etopésido en el
CPCP

La quimioterapia basada en platino y etopdsido es un esquema potencialmente toxico,
siendo la toxicidad hematolégica la mas frecuente y severa. Mas del 70% de los
pacientes presentaran algun grado de toxicidad hematoldgica, mas frecuentemente
asociada a carboplatino que a cisplatino, y siendo esta diferencia especialmente
marcada a nivel plaquetar. Otras toxicidades, como la digestiva y la neurotoxicidad, son
mas comunes con cisplatino que con carboplatino (48). En cuanto a las toxicidades de
grado 3-4, la mas habitual es la neutropenia, que se observa en hasta en el 40% de los
casos, seguida de la anemia y la trombocitopenia, que aparecen en torno al 10%, siendo
también mas frecuente con carboplatino (53). Ademas, aproximadamente el 1% de los
pacientes presentaran toxicidad fatal asociada al tratamiento, principalmente por

neutropenia febril (54-56).

Un ensayo clinico aleatorizado con 211 pacientes con CPCP tratados en 1999 con un
esquema de quimioterapia basado en ciclofosfamida, doxorrubicina y etopdsido,
demostré que la adicidn de factor estimulante de crecimiento de colonias granulociticas
(G-CSF), frente a placebo, redujo el riesgo de neutropenia febril de un 77% a un 40%.
Ademas, redujo la duracién media de neutropenia grado 4 de 6 dias a 1 dia y redujo
aproximadamente al 50% el numero de dias de hospitalizaciéon y la incidencia de
infecciones confirmadas (57). Un metaanalisis de tres ensayos clinicos aleatorizados
con 606 pacientes report6é una reduccion del riesgo de neutropenia febril de un 68.3% a

un 38.7% con la adicién de G-CSF (58). Otro metaanalisis de 11 ensayos clinicos
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aleatorizados publicados entre 1990 y 1998 con 1141 pacientes y no especifico de
CPCP reporté una tendencia no significativa en la reduccion del riesgo de muerte por
neutropenia febril con el uso de G-CSF (59). La falta de evidencia robusta no hace
recomendable el uso de G-CSF preventivo de manera generalizada, aunque se puede

plantear en poblacion de riesgo o como prevencién secundaria.

El inhibidor de CDK4/6 ftrilaciclib ha mostrado eficacia en la prevencion de
mielosupresion en CPCP. En un ensayo fase Ib/Il en primera linea con platino-etopésido
se redujo de un 65% a un 11% el uso de G-CSF y de un 24% a un 5% la necesidad
de transfusiones de hematies (60). Un ensayo fase Il en pacientes tratados con platino-
etopdsido en combinado con atezolizumab disminuy6 de un 49.1% a un 1.9% la tasa de
neutropenia grado 4 y de un 37.7% a un 1.9% la de trombocitopenia grado 3-4, con una
tendencia no significativa a una menor necesidad de G-CSF (61). En base a estos
resultados, la ASCO ha recomendado ftrilaciclib como agente de apoyo mieloide en
pacientes con CPCP-EE no tratados previamente y que reciben tratamiento con
quimioterapia basada en platino con o sin inmunoterapia con una calidad de evidencia

moderada y una solidez de recomendacién débil (62)

1.6. Tratamiento sistémico en el CPCP con enfermedad limitada
(CPCP-EL)

La enfermedad limitada representa aproximadamente el 35% de todos los diagnosticos
de CPCP (19). Aunque se considera un estadio potencialmente curativo, la mediana de
SG se encuentra alrededor de 25-30 meses y la SG a 5 afos alrededor de un 30%
(54,63).

El tratamiento estandar se basa en la combinacion de quimioterapia basada en platino
y etoposido con radioterapia (64). Como se ha comentado en el apartado 1.4. no se han
demostrado diferencias en eficacia entre el uso de carboplatino o cisplatino, aunque los
principales ensayos clinicos en enfermedad limitada, como el CONVERT o

CALGB30610, incluyeron pacientes exclusivamente tratados con cisplatino (54,63).

Recientemente, la adicion de durvalumab como tratamiento de consolidacion ha

cambiado el estandar de tratamiento. El ensayo clinico ADRIATIC, fase lll, aleatorizado,
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doble ciego, controlado con placebo, reporté una mejoria de 9.2 a 16.6 meses en SLP
y de 33.4 a 55.9 meses en SG, para aquellos pacientes que no progresaban tras recibir
quimio—radioterapia concomitante y que recibian durvalumab de consolidacién por un
maximo de dos afos. El beneficio fue independiente del tipo de platino utilizado, de la
realizacion de irradiacion craneal profilactica (PCl) o del tipo de fraccionamiento de

radioterapia toracica realizado (normofraccionado vs. hiperfraccionado) (65).

Previamente, el ensayo clinico ETOP/IFCT 4-12 STIMULLI, fase I, aleatorizado y abierto,
comparo la consolidacion con nivolumab mas ipilimumab (cuatro ciclos seguidos de
nivolumab en monoterapia hasta 12 meses) frente a observacion en pacientes que no
habian progresado tras quimio-radioterapia concurrente (66) y el ensayo LU-005,
también fase Il, aleatorizado y abierto, evalud la adicion de atezolizumab a la quimio-
radioterapia concurrente seguida de un afio de mantenimiento con el mismo farmaco
(67), no consiguieron demostrar una mejoria en supervivencia respecto a la rama

control.

Datos comunicados recientemente de un ensayo nordico fase |Il, aleatorizado,
controlado con placebo, con atezolizumab (anti-PD-L1) en pacientes que no habian
progresado tras quimio-radioterapia concurrente tampoco consiguié demostrar

diferencias en supervivencia (68).

1.7. Radioterapia toracica en el CPCP-EL

Dos metaanalisis publicados en la década de los 90 establecieron la quimio-radioterapia
como el tratamiento estandar en CPCP-EL, al demostrar una mejoria de SG de un 5%
tras la adiciéon de radioterapia (RT) toracica a la quimioterapia (69,70). Posteriormente,
un estudio aleatorizado japonés con 231 pacientes evaluoé la adicion a la quimioterapia
de radioterapia, en régimen de concomitancia o secuencialidad, observando una
ganancia del 5.4% en supervivencia a 5 afnos en los pacientes que hacian tratamiento

concurrente (71).

Dos metaanalisis posteriores evaluaron el momento 6ptimo del inicio de la concurrencia,
confirmando un beneficio en supervivencia para los regimenes de RT mas tempranos y

cuando esta se iniciaba en los 30 dias tras el inicio de la quimioterapia (72,73).

En relacion al fraccionamiento, Turrisi y colaboradores en 1999, demostraron que en la

RT hiperfraccionada, 45 Gy en 30 fracciones de 1,5 Gy dos veces al dia (BID),
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aumentaba un 10 % la supervivencia frente a la RT normofraccionada, 45 Gy en 25
fracciones diarias, estableciendo a la RT hiperfraccionada como el estandar, aunque a
expensas de un aumento en toxicidad esofagica severa (32 vs. 16%) (74).
Posteriormente, dos ensayos fase Ill, CONVERT(54) y CALGB30610 (Alliance) (63)
compararon el normofraccionamiento con una dosis de 66Gy en 33 fracciones con el
hiperfraccionamiento con una dosis de 45Gy en 30 fracciones BID junto a quimioterapia.
No se observaron diferencias en SG vy la toxicidad en ambos grupos fue comparable, si
bien el ensayo CONVERT se desarrollé6 como un estudio de superioridad, y por este
motivo los investigadores concluyeron que el hiperfraccionamiento debia seguir siendo
el estandar de tratamiento (63,75). La ausencia de diferencias objetivas en ambos
estudios y la dificil implantaciéon del hiperfraccionamiento en practica clinica habitual
hace que el normofraccionamiento sea el régimen mas utilizado. Las directrices de la
ASTRO (76) consideran el hiperfraccionamiento como el régimen mas 6ptimo, sin
embargo la radioterapia normofraccionada entre 60 y 70 Gy se considera una alternativa

aceptable.

Recientemente, dos ensayos clinicos han reportado una mejoria en SG con la escalada
de dosis de RT toracica en régimen de hiperfraccionamiento sin incremento en
toxicidades grado 3-4. El grupo de Grgnberg compard, en un ensayo clinico fase Il, la
dosis de 45Gy en 30 fracciones BID con 60Gy en 40 fracciones BID, reportando una
mejoria en SG con la dosis de 60Gy (43.5 vs. 22.5 meses). Un ensayo clinico fase llI,
realizado en poblacion china que incluy6 pacientes de hasta 70 afnos, comparo la dosis
de 45Gy en 30 fracciones con 54Gy en 30 fracciones, reportando una mejoria en SG
con la dosis de 54Gy (60.7 vs. 39.5 meses) (77).

Cabe destacar, que la RT concurrente va asociada a una tasa no despreciable de
toxicidades. Hasta un 16-20% de los pacientes presentaran esofagitis grado 3 o superior

y aproximadamente el 2% de los pacientes neumonitis grado 3 o superior (54,63) .

1.8. Irradiacion craneal profilactica (PCl) en el CPCP-EL

Hasta el 50-60% de pacientes con CPCP-EL desarrollaran metastasis cerebrales en
algun momento de la enfermedad (78). Un metaanalisis del 1999 reportd una reduccion

significativa en la incidencia de metastasis cerebrales a 3 afios en un 25.3% y una
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mejoria en SG a 3 afios de un 5.4% en aquellos pacientes con buen control locorregional
que realizaron PCIl (79). Un metaanadlisis mas reciente confirm6 la mejoria en
supervivencia, aunque con una variabilidad significativa entre los diferentes
estudios(80). Un ensayo fase Il no evidencio beneficio en SG frente a observacién con
RM-craneo en pacientes con CPCP-EE (81), lo que mantiene el debate de si la PCI
aumentaria la supervivencia en pacientes con un seguimiento radioldgico estrecho con
RM-Craneo. Dos ensayos clinicos, PRIMALung y MAVERICK, intentaran resolver esta

pregunta.

1.9. Cirugia en estadios precoces (T1-2N0) en el CPCP

En pacientes con estadios muy precoces (cT1-2N0), el papel de la cirugia sigue siendo
controvertido (82). La cirugia podria considerarse tras la evaluacién por un comité
multidisciplinar y una estadificacion mediastinica previa y con una indicacion posterior
de quimioterapia adyuvante basada en platino. A pesar del abordaje multimodal, la
supervivencia en esta poblacion es pobre, con alrededor de un 50% de pacientes vivos
alos 5 afos (83). En la reseccion R1-2 o afectacion incidental N2, se puede contemplar
anadir RT a la quimioterapia, y la concurrencia seria de eleccién (84). En la actualidad

no existe evidencia para considerar el tratamiento neoadyuvante en el CPCP.

1.10. Tratamiento sistémico en el CPCP con enfermedad extensa
(CPCP-EE)

La enfermedad extensa es la forma mas frecuente de presentacion del CPCP,
representando aproximadamente el 65% de todos los diagnésticos (19). Al igual que en
la enfermedad limitada, el pilar del tratamiento es la quimioterapia basada en platino y
etopdsido, que en este contexto tiene un caracter paliativo con una SLP de aprox. 5
meses (48) y una SG de 8-10 meses (47,48).

En los ultimos afios, varios ensayos clinicos fase Ill han demostrado que la adicién de
farmacos anti-PD(L)1 a la quimioterapia mejora tanto la SLP como la SG, superando el
umbral de un afio en SG (Tabla 1) (55,56,85-87). Esta evidencia ha convertido a la
combinacién de quimio-inmunoterapia en el estandar terapéutico en pacientes con

CPCP-EE que no presentan contraindicacion para ICI.
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A su vez, se ha evaluado la incorporacion de ICI distintos a anti-PD(L)1, asi como la
adicion de tratamientos antiangiogénicos a la combinacion de quimio-inmunoterapia.
Mientras que la inclusion de otros ICI no ha mostrado un beneficio claro, la adicion de

agentes antiangiogénicos ha arrojado resultados prometedores (88-91).

Recientemente, el ensayo fase Il IMforte aleatorizé a 483 pacientes sin progresion tras
tratamiento de induccién con platino-etopdsido y atezolizumab a recibir lurbinectedina
mas atezolizumab frente a atezolizumab en monoterapia. La combinacién con
lurbinectedina mas atezolizumab logré una mejoraria en SLP (5.4 vs. 2.1 meses), SG
(13.2 vs. 10.6 meses) y tasa de respuestas (19.4 vs. 10.4 %), con un perfil de toxicidad
aceptable, siendo la hematolodgica la toxicidad mas frecuente (92). Estos resultados
respaldan a esta combinacion como un posible nuevo estandar en el mantenimiento en
pacientes con CPCP-EE que no progresan tras la induccidon con quimioterapia y

atezolizumab.
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Tabla 1. Ensayos clinicos fase Ill de primera linea en CPCP-EE: combinacion de quimioterapia con platino-etopésido y anti-PD(L)1

Ensayo n Brazo experimental Brazo TR (%) SLP (meses) SG (meses) SG-3anos (%)
control Exp. vs. Exp. vs. Cont. Exp. vs. Cont. Exp. vs. contr.
Cont. (IC 95%) (IC 95%)
IMpower133 403 PE-Atezolizumab | PE-Placebo 60.2 vs. 5.2vs.4.3 12.3vs. 10.3 16
(55,93) x4 > x4 > 64.4 HR =0.77 HR =0.70 (no reportado
Atezolizumab Placebo (0.62 - 0.96) (0.54 - 0.91) brazo control)
CASPIAN 805 PE-Durvalumab PE x 4-6 68 vs. 51vs. 54 12.9vs. 10.5 17.6vs. 5.8
(56,89) x4-6-> 58 HR =0.78 HR =0.71
Durvalumab (0,65 -0,94) (0.60 - 0.86)
KEYNOTE-604 | 445 | PE-Pembrolizumab | PE-Placebo 70.6 vs. 48vs. 4.3 10.8 vs. 9.7 15.5vs. 5.9
(86,94) x4 > x4 > 61.8 HR =0.70 HR =0.76
Pembrolizumab Placebo (0.57 - 0.85) (0.63 - 0.93)
CAPSTONE-1+ | 389 PE-Adebrelimab | PE-Placebo 70.4 vs. 5.8 vs. 5.6 15.3 vs. 12.8 21.1vs. 10.5
(87,95) Xx4-6-> x4 > 65.9 HR = 0.67 HR=0.73
adebrelimab Placebo (0.54 - 0.83) (0.60 —0.89)
ASTRUM-005 585 PE-Serplulimab PE-Placebo 68.9 vs. 5.8vs 4.3 15.8 vs. 11.1 25.3 vs. 101
(85,96) x4-6-> x4 > 58.7 HR =0.47 HR =0.60
Serplulimab Placebo (0.38 - 0.57) (0.49-0.73)

PE: Platino-Etopdsido; TR: Tasa de respuesta; SLP: Supervivencia libre de progresion; SG: Supervivencia global; Exp. vs.

HR: Hazard Ratio; IC95%: Intervalo de confianza 95%

+Estudio realizado exclusivamente en poblaciéon China
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1.11. Tratamiento sistémico en el CPCP previamente tratado

A pesar de la elevada tasa de respuestas a la quimioterapia de primera linea, mas de la
mitad de pacientes habran progresado en menos de seis meses, con independencia de
la adiciéon de anti-PD(L)1 (Tabla 1). Solo el 45-50% recibe posteriormente alguna linea
de tratamiento (55,89), y los tratamientos posteriores muestran una eficacia limitada por

la creciente resistencia asociada a la plasticidad tumoral (97,98).

La eficacia del tratamiento de segunda linea es variable y esta condicionado, en parte,
al intervalo libre de platino (ILP), definido como el tiempo trascurrido entre la finalizacion
de la quimioterapia de primera linea y la progresion de la enfermedad. Tradicionalmente,
se ha considerado enfermedad sensible a platino cuando el ILP es = 90 dias, sin
embargo las guias recomiendan el retratamiento con platino en aquellos pacientes con
ILP = 180 dias (64,84). Aquellos pacientes con enfermedad resistente (ILP < 90 dias) o
refractaria (progresion en curso de la quimioterapia basada en platino) presentaran mala

respuesta a los tratamientos posteriores y un prondstico desfavorable.

Hasta la fecha, topotecan continia siendo el estandar de segunda linea. Fue el Unico
farmaco que demostrd superioridad, frente a placebo, en un ensayo clinico fase Il y
mostré una eficacia comparable al esquema CAV, con un perfil de toxicidad mas
favorable (99,100). Un metaanalisis con 1347 pacientes evaluo la eficacia de topotecan
segun la sensibilidad a platino: en ILP < 90 dias, la SG a seis meses y a un afo fue del
37% y del 9%, respectivamente, con una tasa de respuesta de solo el 5%. En pacientes
con ILP = 90 dias, la SG a seis meses y a un afo aumenté al 57% y 27%,
respectivamente, con una tasa de respuestas del 17%. Las toxicidades hematoldgicas

grado 3-4 fueron frecuentes y un 2% fallecieron a causa de la toxicidad (101).

La lurbinectedina, un alcaloide derivado de la ecteinascidina, demostro ser eficaz y tener
un buen perfil de toxicidades en un ensayo clinico fase Il, lo que llevé a que en algunos
paises se considere un estandar alternativo a topotecan por su mejor perfil de seguridad
(102). Ademas, su combinacion con otros agentes, en especial anti-PD(L)1, ha mostrado
resultados alentadores (103,104), siendo este el racional para el ensayo clinico IMforte,

previamente comentado (92).
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El farmaco tarlatamab, un anticuerpo biespecifico reclutador de linfocitos T (BiTE por sus
siglas en inglés) dirigido frente a DLL3, mostré en ensayos fase I-Il, en pacientes con
progresion tras dos o mas lineas de tratamiento, una tasa de respuesta de hasta el 40%
con una mediana de duracion de respuesta de 14.9 meses, una SLP de 4.9 meses y una
SG de 14.3 meses, junto a un perfil de toxicidad aceptable (29% de eventos grado 3-4
sin toxicidades fatales) (105,106). En el ensayo fase Ill DeLLphi-304, que aleatoriz6 a
recibir tarlatamab o topotecan en pacientes previamente tratados con quimioterapia
basada en platino, con o sin anti-PD(L)1, tarlatamab mejoré la tasa de respuesta (35 vs.
20%), la SLP (4.2 vs. 3.7 meses) y la SG (13.6 vs. 8.3 meses) (107),consolidandose como
un probable nuevo estandar en pacientes que progresan a una primera linea en platino,

con o sin inmunoterapia.

Actualmente se estan desarrollando varios farmacos biespecificos y triespecificos
reclutadores de linfocitos T dirigidos contra DLL3, que han mostrado resultados
preliminares prometedores en estudios fase I/ll (108-110). Ademas, se estan evaluando
anticuerpos conjugados (ADCs por sus siglas en inglés), dirigidos frente a proteinas de
superficie como son B7-H3 (111,112), TROP-2 (113,114), SEZ-6 (115) 0 DLL3 (116), con
actividad tumoral inicial, cuya eficacia y perfil de toxicidad deberan confirmarse en

ensayos clinicos aleatorizados.

1.12. Mecanismo de accidén de los principales agentes de quimioterapia de
primera linea en el CPCP

PLATINO (Carboplatino y Cisplatino)

Los compuestos de platino son agentes citotoxicos que inducen la muerte celular
programada mediante la formacion de enlaces covalentes que alteran la estructura del

ADN e interfieren con su replicacién y transcripcion (117).

Los derivados de platino, una vez dentro de la célula, sufren un proceso de activacion por
acuacion que les permite formar uniones covalentes con bases de purina,
preferentemente la guanina, generando aductos intrahebra o entre hebras del ADN
(118,119). Estas alteraciones conformacionales impiden la replicacion y transcripcion del

ADN, lo que desencadena la activacion de mecanismos celulares de deteccion vy
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sefializacion del dafio en el ADN, principalmente a través de quinasas ATM y ATR y la
proteina p53. Paralelamente, las vias de reparacion del ADN intentan eliminar las lesiones
(120). La reparacion por escision de nucledtidos (NER por sus siglas en inglés) es la
principal responsable de eliminar los grandes aductos generados por el platino (121),
mientras que la reparacion por escision de bases (BER por sus siglas en inglés) se ocupa
de lesiones mas pequefias que pueden surgir como consecuencia del estrés replicativo y
la oxidacion inducida por el tratamiento (119,121). Cuando la reparacion resulta
insuficiente, la persistencia del dafio activa las vias de apoptosis, conduciendo a la muerte

celular programada.

ETOPOSIDO

El etopdsido es un agente citotdxico derivado de la podofilotoxina y forma parte del grupo
de los inhibidores de topoisomerasa Il. Actua interferiendo en el desarrollo y la regulacion
del ADN durante la replicacion y la transcripcion (122). La topoisomerasa Il es una enzima
nuclear que induce las roturas transitorias de doble cadena para aliviar el ADN
superhelicoidal, y posteriormente religa las cadenas de ADN para mantener la integridad
gendémica (123).

El etopdsido se une de forma estable al complejo ADN-topoisomerasa I, estabilizando el
complejo de rotura e impidiendo la religacion de las cadenas de ADN (124,125). Como
consecuencia, se produce un acumulo de roturas de doble cadena que activa la respuesta
celular al dafio del ADN, principalmente a través de ATM y ATR, induciendo la deteccion
del ciclo celular en G2/M, y si este dafio no se repara, induciendo a la apoptosis (122,125).
Esta actividad explica la sinergia con los compuestos de platino, al combinar la formacion

de aductos con la generacion de roturas de doble cadena.

1.13. Marcadores predictivos de eficacia y/o toxicidad a la quimioterapia
con platino y etopésido en el CPCP

1.13.1. Marcadores clinicos y socioeconémicos

Diversos factores clinicos, analiticos y epidemiologicos se han relacionado con el
prondstico del cancer de pulmén de célula pequena. Un buen estado funcional, ECOG 0-

1, se asocia con una mayor SG (126,127). Las mujeres, especialmente las mas jovenes,
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presentan un prondstico mas favorable que los hombres, en parte por una menor carga
tabaquica y comorbilidad (14,127,128). La comorbilidad, evaluada mediante la Escala
Simplificada de Comorbilidad (ESC), también impacta en la evolucion; una puntuacion
superior a 9 identifica a pacientes con peor supervivencia tanto en enfermedad limitada

como en extensa, y con menor tasa de respuesta en enfermedad extensa (129).

El estado nutricional previo al tratamiento es igualmente relevante. Un indice nutricional
pronostico pretratamiento (PNI) bajo se ha asociado de manera independiente con mayor
riesgo de mortalidad en un metaanalisis de nueve estudios que incluyé 4164 pacientes,
aunque sin correlacion significativa con SLP. En el ambito analitico, la lactato
deshidrogenosa (LDH) es el unico factor prondstico consolidado. Un metaanalisis de 28
estudios y 4785 pacientes reporté una peor SG en pacientes con niveles de LDH
elevados. La extension de la enfermedad también influye en el prondstico, observandose

una peor supervivencia en pacientes con diseminacion hepatica u ésea (130).

En lo referente a factores epidemioldgicos y socioculturales, el tabaquismo, presente en
aproximadamente el 98% de los casos, un nivel sociocultural bajo y el hecho de ser
soltero, se han asociado con un peor prondstico, mientras que la poblacion asiatica

presenta una asociacion con una mejor SG en enfermedad extensa (14).

La respuesta al tratamiento de primera linea y la posibilidad de recibir multiples lineas se
consideran factores pronodsticos favorables (127). En pacientes de mas de 65 afios con
enfermedad extensa, el nimero de ciclos de quimioterapia se ha identificado como un
predictor independiente de SG (131). Ademas, en una serie retrospectiva de 235
pacientes reportd que una mayor reduccién tumoral durante la primera linea se

correlaciona con mejores resultados en términos de supervivencia (132).

1.13.2. Marcadores farmacogendémicos y farmacogenéticos

La farmacogenomica y la farmacogenética son disciplinas que estudian la influencia de la
variabilidad genética en la respuesta a los tratamientos farmacolégicos. La
farmacogenética se centra en el estudio de variantes en genes que afectan a la absorcion,
distribucion, metabolismo, eliminacién o interaccion con la diana terapéutica de un

farmaco. La farmacogendmica, por su parte, incluye el estudio de perfiles de expresién
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génica, para identificar patrones que puedan explicar la eficacia o la toxicidad de un

tratamiento.

Pese a que se han identificado variantes germinales relevantes, como son DPYD y
UGT1A1 asociadas a la toxicidad por fluoropirimidinas e irinotecan, respectivamente,
(133,134), y que han dado lugar a protocolos clinicos especificos (135) (136) y a la
incorporacion de estos biomarcadores en la cartera de servicios del Sistema Nacional de
Salud (SNS), hasta la fecha no se han descrito marcadores farmacogenomicos o
farmacogenéticos predictivos de eficacia o toxicidad de la quimioterapia basada en platino

y etopdsido, en especial en cancer de pulmén de célula pequena.

A continuacion, se resume la evidencia sobre marcadores farmacogendémicos y
farmacogenéticos descritos en pacientes con cancer de pulmén tratados con
quimioterapia basada en platino con o sin etopdsido, que pueden ser relevantes en la

presente tesis:

Excision repair cross-complementation group 1 (ERCC1)

La proteina ERCC1 es una endonucleasa clave del sistema de reparacion por escision
de nucledtidos. Actua mediante la formacion de un heterodimero con XPF (Xeroderma
Pigmentosum Group F), proteina codificada por el gen ERCC4 (excision repair cross-
complementation group 4), que realiza el corte 5°de las lesiones en el ADN durante NER
(137,138). Ademas, esta implicada en la reparacién de roturas de doble cadena mediante
recombinacion homadloga (139).

ERCC1 participa en la reparacion de lesiones en el ADN inducidas por agentes quimicos
o irradiacion, entre ellos los compuestos de platino o la radioterapia y su expresion
proteica en el tumor ha sido estudiada como biomarcador pronéstico y como predictivo
de respuesta a la quimioterapia basada en platino (138,140,141). ERCC1 puede generar
4 isoformas por splicing alternativo (isoformas 201-204). La isoforma 202 es la Unica que
se traduce en una proteina completa y activa de ERCC1, ya que las otras isoformas
carecen de los dominios que permiten la union a XPF en el extremo C—terminal o la region
de union al ADN. Estas otras isoformas no participan en la reparaciéon del ADN por NER

y por lo tanto no influirian en la resistencia al platino (140-142).
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La sobreexpresién de ERCC1 confiere resistencia a los compuestos de platino al mejorar
la capacidad de la célula tumoral de reparar los aductos de ADN antes de que se

desencadena la apoptosis (138,140,141).

Variantes genéticas en ERCC1 han sido estudiadas extensamente en CPCNP como
posibles biomarcadores predictivos de respuesta a la quimioterapia con platino, aunque
los resultados han sido poco consistentes (143,144). Los SNPs mas estudiados son
rs11615 (Asn118Asn, C>T), polimorfismo sindbnimo, que puede alterar el uso de codones,
afectando potencialmente la traduccion o estabilidad del ARNm, y por ende los niveles
funcionales de ERCC1 (145), y rs3212986 (C8092A, situado en la regién 3'-UTR), que

podria influir en la estabilidad del ARNm y la regulacién post-transcripcional (146).

Excision Repair Cross-Complementation Group 2 (ERCC?2), también conocido como

Xeroderma Pigmentosum group D (XPD)

La proteina ERCC2 (XPD) es una helicasa dependiente de ATP, perteneciente a la
superfamilia 2, esencial del sistema NER (147,148). Esta proteina constituye una
subunidad esencial del complejo TFIIH (factor de transcripcion Il H), desempefiando un
papel dual en dos procesos celulares criticos, la reparaciéon del ADN por escision de
nucledtidos y la iniciacion de la transcripcién por la ARN polimerasa Il. En la reparacion,
ERCC2 participa en el desenrollamiento local de la doble hélice en torno a lesiones del
ADN inducidas por agentes genotoxicos, como radiacién ultravioleta o quimioterapia
basada en platinos, permitiendo que endonucleasas especificas eliminen el fragmento
danado y se complete la sintesis de reparacion (147). Las variantes que disminuyen la
actividad helicasa de ERCC2 reducen la reparacion de aductos de ADN en las células

tumorales (149), aumentando la sensibilidad al platino (150).

Los polimorfismos mas estudiados de ERCC2 son rs1799793 (Asp312Asn, G>A), un
polimorfismo no sinénimo que provoca un cambio de aminoacido en la proteina, y rs50872
(C8092A), menos caracterizado, localizado en una regién intrénica y que podria afectar a

la regulacion transcripcional de ERCC2 (143).
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ATP-Binding Cassette sub-family B _member 1 (ABCB1), también conocido como
Multidrug Resistance Protein 1 (MDR1)

El gen ABCB1 (MDR1) codifica la proteina P-glicoproteina (P-gp), un transportador de
membrana que bombea activamente farmacos y otras sustancias fuera de las células,
protegiendo a las células normales de toxinas y eliminando farmacos (151). El etopésido
es un sustrato de P-gp lo que implica que puede expulsarlo de células sanas y tumorales,

afectando su eficacia (152,153).

Los polimorfismos mas reportados son rs1045642 (C3435T) y rs1128503 (C1236T/A),
ambos polimorfismos sindnimos ubicados en exones codificantes , que pueden afectar a
la expresion y estabilidad del ARNm, y rs2032582 (G2677T/A), polimorfismo no sinénimo
ubicado en exdn codificante que puede modificar la actividad del transportador y alterar

la expulsion de farmacos de la célula (143,154).

Puntos de control inmune (Immunecheckpoints)

Aunque la expresion de PD-L1 es un biomarcador tumoral validado para predecir la
eficacia de los ICI (155), su papel como predictor a la quimioterapia basada en platino
sigue siendo incierto. En un estudio que incluy6 86 pacientes con CPCNP tratados con
quimioterapia basada en platino neoadyuvante, un mayor nivel de expresion tumoral de
PD-L1 se asoci6 con un prondstico clinico desfavorable (153). Hasta la fecha no se ha
demostrado que la expresion de PD-L1 sea un predictor fiable de eficacia del tratamiento
en CPCP.

Ademas, estudios exploratorios han investigado la relacion entre variantes germinales en
genes de punto de control inmunitario y la eficacia de la quimioterapia en cancer de
pulmoén. En un estudio de 261 pacientes con CPCP, la variante CD155 rs1058402 G>A
se asocid con peor respuesta y supervivencia, mientras que, la variante CD226 rs763361
C>T se asocio con mejor respuesta y SG (156). En otro estudio que incluy6 379 pacientes
con CPCNP tratados con cisplatino—paclitaxel, la variante en CD274 (PD-L1) rs2297136
T>C se asoci6 con peor respuesta y SG, y la variante en CD227 rs4143815 C>G con peor
respuesta. Ademas, el haplotipo rs2297136C-rs4143815G se relaciond con una mayor

respuesta y supervivencia (157).

25



26



2. HIPOTESIS

El cancer de pulmon de célula pequena presenta una elevada tasa de respuesta a la
quimioterapia basada en platino y etopésido. En enfermedad limitada, la intencion del
tratamiento es radical, sin embargo, la mayoria de los pacientes presentara progresion
de la enfermedad. En el caso de la enfermedad extensa, esta progresion sera de manera
temprana. Ademas, la sensibilidad a esta primera linea de tratamiento puede condicionar
la eficacia de lineas terapéuticas posteriores y la supervivencia. Aunque la adicion del
tratamiento con inhibidores de puntos de control inmunitario ha logrado mejorar la
supervivencia de los pacientes con enfermedad extensa, este beneficio es modesto y la
quimioterapia basada en platino y etopésido continua siendo el pilar de tratamiento. Hasta
la fecha, en CPCP no se dispone de marcadores establecidos, con la excepcion del
estado general (ECOG), que permitan predecir la eficacia o la toxicidad de la

quimioterapia con platino y etopésido en esta poblacion.

Fundamentandose en estas premisas, la hipotesis de esta tesis es que polimorfismos en
genes implicados en la reparacion del ADN, en la metabolizaciéon del etopdsido y en la
regulacién del sistema inmune a través de puntos de control inmunitario pueden ser
potenciales biomarcadores predictivos de eficacia y/o toxicidad a la quimioterapia basada

en platino y etopdsido, con o sin radioterapia, en el cancer de pulmoén de célula pequena.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar biomarcadores farmacogenéticos y farmacogendmicos predictivos de eficacia

y/o toxicidad al tratamiento con quimioterapia basada en platino y etopdsido en pacientes

con cancer de pulmon de célula pequefia.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1.

Evaluar la asociacién entre polimorfismos en genes de la via de reparacién por
escision de nucledtidos (NER) y en genes implicados en la metabolizacion del
etopdsido, y la respuesta al tratamiento, la toxicidad y la supervivencia, en pacientes
con cancer de pulmén de célula pequefa tratados con quimioterapia basada en

platino-etopdsido, con o sin radioterapia.

Analizar la relacién entre la expresion proteica de ERCC1 en tejido tumoral y
polimorfismos germinales en ERCC1, asi como evaluar la relacion del complejo
funcional ERCC1-XPF vy la supervivencia de pacientes con cancer de pulmén de

célula pequefa tratados con quimioterapia basada en platino-etopésido.

Investigar la posible asociacién entre polimorfismos en genes que codifican proteinas
de puntos de control inmunitario y la respuesta al tratamiento y la supervivencia de
pacientes con enfermedad extensa tratados con quimioterapia basada en platino-
etopdsido. Analizar la relacion entre polimorfismos en CD274 (PD-L1) y la expresion

de PD-L1 en tejido tumoral de estos pacientes.
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Abstract: Standard first-line chemotherapy in small cell lung cancer (SCLC) is based on the platinum
plus etoposide combination. Despite a high objective response rate, responses are not durable and
chemotherapy-induced toxicity may compromise treatment. Genetic variants in genes involved in the
DNA-repair pathways and in etoposide metabolization could predict treatment efficacy and safety
and help personalize platinum-based chemotherapy. Germline polymorphisms in XRCC1, ERCC1,
ERCC2, ABCB1, ABCC3, UGT1A1 and GSTP1 genes were investigated in 145 patients with SCLC. The
tumor expression of ERCC1 was determined using immunohistochemistry, and the tumor expression
of ERCC1-XPF was determined via a proximity ligation assay. Survival analyses showed a statistically
significant association between the ERCC1 rs11615 variant and median progression-free survival
(PES) in patients with limited-stage (LS) SCLC (multivariate: hazard ratio 3.25, [95% CI 1.38-7.70];
p = 0.007). Furthermore, we observed differences between the ERCC1-XPF complex and median PFS
in LS-SCLC, although statistical significance was not reached (univariate: positive expression 10.8
[95% CI 4.09-17.55] months versus negative expression 13.3 [95% CI 7.32-19.31] months; p = 0.06).
Safety analyses showed that the ERCC2 rs1799793 variant was significantly associated with the risk
of grade > 3 thrombocytopenia in the total cohort (multivariate: odds ratio 3.15, [95% CI 1.08-9.17];
p = 0.04). Our results provide evidence that ERCC1 and ERCC2 variants may predict the efficacy and
safety of platinum-based chemotherapy in SCLC patients. LS-SCLC patients may benefit most from
ERCC1 determination, but prospective studies are needed.

Keywords: ERCC1; ERCC2; platinum-based chemotherapy; small cell lung cancer; pharmacogenomics

1. Introduction

Small cell lung carcinoma (SCLC) is a poorly differentiated neuroendocrine tumor
that accounts for approximately 15% of all lung cancers. It is characterized by rapid tumor
growth and early development of metastasis [1]. The standard treatment for patients
with limited-stage (LS) is the combination of platinum compounds plus etoposide (PE)
chemotherapy and radiotherapy [2]. However, the disease progresses in half of the patients
within 15 months [2], and no other treatment has yet shown to be superior to chemora-
diotherapy. Patients with extensive-stage (ES) are treated with PE-based chemother-
apy [3-5], and although 60% of patients initially respond, only 34% maintain this response
at 6 months [4]. The combination of chemotherapy and immune checkpoint inhibitors (ICI)
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has become a new standard of treatment in ES-SCLC, but the benefit in overall survival
(OS) is modest [3,4]. Furthermore, 60% of SCLC patients have severe toxicity to chemother-
apy [3,4], and 3 to 19% of patients experience severe toxicity due to concurrent thoracic
radiotherapy [2]. Advanced age and poor performance status (PS) have been correlated
with higher toxicity and poorer survival [6,7]. Additionally, comorbidities and high pre-
treatment lactate dehydrogenase (LDH) levels have been correlated with an increased risk
of mortality [8-10]. However, these factors do not accurately predict the clinical outcome
in SCLC patients, and additional validated predictors of treatment efficacy and toxicity
are needed.

Platinum compounds such as cisplatin and carboplatin are DNA alkylating agents.
Their antineoplastic effects are decreased by the activation of cellular DNA repair mechanisms,
mainly nucleotide excision repair (NER) and base excision repair (BER) pathways [11,12].
Ionizing radiation effects have also been shown to be affected by these DNA-repair path-
ways [13,14]. During DNA repair processes, excision repair cross-complementation group 1
(ERCC1) and xeroderma pigmentosum complementation group F (XPF) proteins form a
heterodimer with endonuclease activity, which catalyzes the incision at the 5’-side of the
damaged DNA strand [15]. In vitro studies have found that cell lines that are defective
in terms of the ERCC1-XPF complex are more sensitive to cisplatin [16,17]. Low ERCC1
expression in tumor tissue has been correlated with better survival in non-small-cell lung
cancer (NSCLC) [18-20] and in SCLC patients treated with platinum-based chemother-
apy [21,22]. Furthermore, many studies have examined the influence of single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the ERCC1 gene on clinical outcomes in platinum-containing
regimens in NSCLC [23,24], but to a lesser extent in SCLC [25,26]. The most studied SNPs
are ERCC1 rs11615 located at codon 118 at exon 4, and ERCC1 rs3212986 located in the
3'-untranslated region.

Etoposide is mainly metabolized through cytochrome P450 (CYP) 3A4 and 3A5,
glutathione S-transferases (GSTs) and uridine 5'-diphosphate glucuronosyltransferase
(UGT1A1). Genetic variants in the genes encoding these enzymes may contribute to the
treatment toxicity in SCLC [27,28].

ERCC1 expression and variants in genes involved in DNA repair pathways and
in etoposide pharmacokinetics may be predictors of efficacy and toxicity to PE-based
treatment [18,22,24,27], but data concerning SCLC are insufficient and inconsistent [29-31].
Moreover, to the best of our knowledge, research exploring the role of ERCC1-XPF complex
as a biomarker in SCLC is lacking. Our aim was to identify predictive biomarkers of clinical
outcome in a cohort of SCLC patients treated with platinum plus etoposide chemotherapy.
We analyzed polymorphisms in genes related to PE chemotherapy and radiotherapy in
germline DNA, and evaluated the expression of ERCC1 and ERCC1-XPF proteins in
tumor tissue.

2. Materials and Methods
2.1. Study Sample

We conducted a retrospective study in 145 patients with SCLC treated with PE-based
chemotherapy between September 2007 and May 2021 at Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau (Barcelona, Spain). Blood samples were collected from all participants, and formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) tumor tissue samples were available from 106 (73%) of
the 145. Table 1 summarizes the characteristics of the patients. This study was approved
by the ethics committee of the Institut de Recerca Sant Pau (IIBSP-CCP-2022-56) and was
performed in accordance with the Declaration of Helsinki. All patients gave informed
consent for inclusion in this study.
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Table 1. Patients’ baseline clinical characteristics and treatment details.

o Total Cohort Llrmt.ed-Stage Extens'lve-Stage
Characteristic (0 = 145) 1 (%) Disease Disease
- ° (n =45) n (%) (n =100) n (%)

Baseline characteristics

Sex
Male 104 (71.7) 31 (68.9) 73 (73)
Female 41 (28.3) 14 (31.1) 27 (27)
Age, median (range)years 67.4 (38-89) 67 (54-89) 66 (38-86)
ECOG
0 9 (6.2) 4(8.9) 5(5)
1 79 (54.5) 31 (68.9) 48 (48)
2 37 (25.5) 6 (13.3) 31 (31)
3-4 15 (10.4) 1(2.2) 14 (14)
Missing 5(34) 3(6.7) 2(2)
Smoking
Current 89 (61.4) 22 (48.9) 67 (67)
Former 55 (37.9) 23 (51.1) 32 (32)
Missing 1(0.7) 0 1(1)
Metastases
Brain 20 (14.2) 20 (20)
Liver 43 (29.7) 43 (43)

Treatment details

Chemotherapy regimen

Cisplatin 51 (35.2) 22 (48.9) 29 (29)

Carboplatin 94 (64.8) 23 (51.1) 71 (71)

Median cycles (range) 4 (1-6) 4 (1-5) 6 (1-6)

Immune checkpoint inhibitors 9 (6.2%) 0 9 (9.0%)

Radiotherapy

Thoracic radiotherapy 40 (27.6) 40 (88.9)
Concomitant 22 (15.2) 22 (48.9)
Sequential 18 (12.4) 18 (40)

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG).

2.2. Clinical Assessment

Progression-free survival (PFS) was defined as the time from initiation of PE chemother-
apy treatment to disease progression according to Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors version 1.1 (RECIST 1.1) or death from any cause, whichever occurred first. OS was
defined as the time from initiation of PE chemotherapy treatment to death from any cause.
The objective response rate (ORR) was defined as the percentage of patients who achieved a
partial or complete response to PE chemotherapy according to RECIST criteria 1.1 [32]. The
PE-based chemotherapy-related toxicities analyzed were anemia, neutropenia and throm-
bocytopenia. Radiotherapy-related toxicities analyzed were esophagitis and pneumonitis.
These toxicities were graded according to the Common Terminology Criteria for Adverse
Events (CTCAE) Version 4.0. [33]. Hematological toxicities were dichotomized into grades
1-2 versus grades 3—4. Esophagitis and pneumonitis toxicities were dichotomized into their
presence or absence.

2.3. SNPs Selection and Genotyping

We selected SNPs in genes involved in the DNA repair pathways (NER and BER) and
etoposide pathway that have been previously associated with clinical outcomes in lung can-
cer patients treated with PE-based chemotherapy and/or radiotherapy [13,23,26-28,34-37]
(see Table 2).
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Table 2. Description of genetic markers previously associated with clinical outcomes in lung cancer
patients treated with platinum compounds plus etoposide.

S;;rirll)eol Reference SNP  Variant Description HGVS (Nucleotide) MAF Cohort ReIf{e;rg:;Ziefor
XRCC1 1525487 Missense NM_006297.3:c.1196 A>G 0.37 [34]
ERCCI 153212986 3/-UTR NM_001369414.1:¢.*197= 0.23 [23,26,37]
rs11615 Synonymous NM_001369414.1:¢.354T>C 0.37 [23,26,37]
rs13181 Missense NM_000400.4:c.2251A>C 0.34 [37]
ERCC2 rs50872 Intron NM_000400.4:¢.1238-1492T>C 0.26 [36]
rs1799793 Missense NM_000400.4:c.934G>A 0.33 [36]
ABCC3 154793665 2KB upstream NC_000017.11:g.50634726C>T 0.46 [36]
151045642 Synonymous NM_001348944.2:¢.3435T>C 0.47 [35,36]
ABCBI1 12032582 Missense NM—OO%‘.IS(?;‘.‘#;X%WBG; 0.41/0.05 35,36]
151128503 Synonymous NM_001348944.2:¢.1236T>C 0.43 [35,36]
UGT1A1 153064744 Upstream NG_002601.2:g.175491_175505 0.36 [27,28]
GSTP1 151695 Missense NM_000852.4:c.313A>G 0.34 [37]

38

SNP: single-nucleotide polymorphisms; HGVS: human genome variation society; MAF: minor allele frequency.

Genomic DNA from peripheral blood samples was obtained by automatic extraction
(Autopure, Qiagen, Hilden, Germany). DNA concentration and quality were assessed using
the NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA).
Genotyping was carried out by real-time PCR using TaqMan® SNP genotyping assays on a
7900 HT Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). All methods
were performed following the manufacturers’ recommendations. The UGT1A1 rs3064744
(UGT1A1*28) variant was assessed as previously reported by Marcuello et al. [38]. The
genotyping success rate was higher than 99% for samples and SNPs. The allele frequencies
of the SNPs were consistent with those reported in European populations [39]. All SNPs
were in the Hardy—Weinberg equilibrium.

2.4. Immunohistochemical Studies

ERCC1 protein expression was determined using immunohistochemistry (IHC) in
FFPE tissues. Immunohistochemical stain was performed fully automated with Dako
OMNIS Technology (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). We cut 4 um thick FFPE
tissue sections. Deparaffinized and rehydrated sections were heated for 30 min at 97 °C to
perform antigen retrieval. These tissue sections were then stained with the ready-to-use
anti-human ERCC1 mouse monoclonal antibody (clone 4F9, Dako Ltd., Cheshire, UK)
followed by incubation with a secondary antibody and horseradish peroxidase coupled to
a dextran polymer backbone. The slides were then revealed with 3,3/-diaminobenzidine
tetrahydrochloride chromogen, counterstained with hematoxylin and coverslipped. The
positive external control was tonsil. Internal positive controls were respiratory epithelium
and/or lymphocytes present in a variable proportion in the sample cases. Two investigators
(LL and MF) independently examined the nuclear ERCC1 staining and reviewed the
discordant cases for mutual consensus. The ERCC1 expression pattern was classified as
positive when nuclear staining was present, independently of intensity or proportion, and
negative when nuclear staining was absent.

2.5. Proximity Ligation Assay (PLA)

We included samples with ERCC1-positive expression determined using IHC in the
evaluation of nuclear colocalization of ERCC1 and XPF (n = 72). Samples with ERCC1-
negative expression were considered negative for the ERCC1-XPF complex. We incubated
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4 um thick sections of FFPE tissues at 37 °C for 30 min and at 60 °C for 60 min with the
primary antibodies anti-human ERCC1 mouse monoclonal antibody ready-to-use (clone
4F9, Dako Ltd., Cheshire, UK) and anti-XPF diluted at 1:200 (Polyclonal, Novus Biologicals,
Centennial, CO, USA). The slices were then incubated with the anti-rabbit MINUS and anti-
mouse PLUS Duolink® PLA Probes (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The resulting
oligonucleotides were hybridized, ligated, amplified and detected using the Duolink®
Detection Reagents for Brightfield (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Next, chromogenic PLA signals were visualized using optical
microscope at 400 x magnification. The presence of dark red colocalization signals (dots)
in cell nuclei was considered positive for the ERCC1-XPF complex. Prior to the analysis,
two investigators (LL and MF) observed the different expression patterns in 20 random
samples to reach a consensus on the sample analysis. Four expression pattern groups
were defined based on the number of signals within the cell nucleus (0, 1, 2, >3). The two
investigators independently examined each full tissue section and selected at least three
different representative areas to count the PLA signals. At least 50 tumor cells per area
were analyzed. PLA signals were counted by establishing the percentage of nuclei in each
of the formerly defined groups. Discordant cases were reviewed for mutual consensus. A
semi-quantitative histochemical score (H-score) was calculated by multiplying the number
of nuclear signals and the percentage of cells with nuclear signals. The H-score was
considered positive for values > 1 due to the low expression of the ERCC1-XPF complex
(85% of tumors with H-score < 25). Representative images were taken using scanned
images from an Olympus Slideview VS200 and processed using the Olympus V5200 ASW
3.3 software (Olympus, Tokyo, Japan).

2.6. Statistics

Survival biomarkers were investigated in patients who received at least two cycles of
PE chemotherapy and did not receive treatment with ICI (n = 121). The progression date
was not available for four patients, and they were excluded from the PFS analyses (n = 117).
ORR to chemotherapy biomarkers were studied in patients who received PE chemother-
apy, excluding those who underwent ICI and concomitant chemo-radiotherapy (n = 99).
PE-based chemotherapy-related toxicity analyses were conducted in all patients (n = 145).
Radiotherapy-related toxicity analyses were conducted in patients who underwent thoracic
radiotherapy (n = 40). The sample size had an 80% statistical power with a two-sided 95%
CI to detect genetic effect sizes of moderate magnitude (OR < 3), considering 90% mortality
(Epi Info 7TM, https:/ /www.cdc.gov/epiinfo; accessed on 15 May 2022). Kaplan-Meier
estimates, log-rank tests and Cox regressions (with disease stage and eastern cooperative
oncology group (ECOG) PS as covariates when appropriate) were used to study the influ-
ence of SNPs and proteins on survival analyses. Statistical differences between categorical
variables were calculated using Chi-square or Fisher’s exact test based on sample size.
Logistic regression analyses were performed considering toxicity as the dependent variable
and polymorphisms and the appropriate clinical variables (disease stage, ECOG PS and
platinum dose reduction) as predictors. Co-dominant, dominant and recessive inheritance
models of genetic variants were used whenever appropriate. Statistical significance was set
at less than 0.05. Correction for multiple comparisons was performed using the Bonferroni
method (p < 0.0005). All statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics
(version 26.0).

3. Results
3.1. Clinical Results

The median follow-up was 10.9 (interquartile range 6.5-22.3) months. In total,
107 patients (88.4%) showed disease progression, and 113 (93.4%) died. The median OS
was 12.4 [95% CI 9.1-15.7] months, and the median PFS was 7.0 [95% CI 6.2-7.7] months.
OS differed significantly according to the SCLC stage and ECOG PS. Patients with LS-
SCLC had a median OS of 25.8 [95% CI 12.43-39.11] months compared to 9.7 [95% CI
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Progression-free survival

7.83-11.52] months in patients with ES-SCLC (p < 0.001). Patients with ECOG PS 0-1 had a
median OS of 15.5 [95% CI 12.45-18.63] months compared to 8.2 [95% CI 7.39-8.94] months
in patients with ECOG PS > 2 (p < 0.001). ES-SCLC patients with an ECOG PS of 0-1
(11.5 [95% CI 6.93-16.15] months) survived longer than patients with ECOG PS > 2
(8.2 [95% CI 7.64-8.69] months) (p = 0.001). There were also significant differences in
PFS according to the SCLC stage: 12.5 [95% CI 8.29-16.62] months in LS-SCLC compared to
6.1 [95% CI 5.33-6.80] months in ES-SCLC (p < 0.001).

3.2. Survival and Objective Response Rate Analyses
3.2.1. Analyses of Genetic Variants

Univariate analyses showed a statistically significant association between the ERCC1
1511615 variant and PFS (p = 0.02 in a dominant model) (Figure 1A). In the LS-SCLC
subgroup, three SNPs showed statistically significant associations with PFS: ERCC1 rs11615
(p = 0.003 in a dominant model) (Figure 1B), ERCC2 rs50872 (p = 0.01 in a recessive model)
and UGT1A1 rs3064744 (p = 0.02 in a dominant model). In ES-SCLC patients, the ERCC1
1rs3212986 variant showed a statistically significant association with PFS (p = 0.049). Table 3
summarizes the statistically significant results. The full results are shown in Supplementary
Table S1. Multivariate analyses showed the association between PFS and the ERCC1 rs11615
variant in LS-SCLC patients (hazard ratio [HR] 3.25, 95% CI 1.38-7.70; p = 0.007). However,
this association was not statistically significant after the Bonferroni test was applied.
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Figure 1. (A) Progression-free survival according to ERCCI rs11615 variant in the total cohort of
small cell lung cancer (SCLC) patients. (B) Progression-free survival according to ERCC1 rs11615
variant in the subgroup of patients with limited-stage disease.

Table 3. Significant univariate associations between genetic variants and survival in the total cohort,
limited-stage SCLC and extensive-stage SCLC subgroups.

Progression-Free Survival Overall Survival

mPES (95%CI), mOS (95%CI),

SNP Months HR (95% CI) p-Value n Months HR (95% CI) p-Value
Total Cohort
ERCC1 rs11615
AA 49 6.6 (5.8-7.4) Reference (1) 0.06 50 11.3(7.9-14.7) Reference (1) 0.26
AG 52 7.0 (4.0-10.0) 0.66 (0.44-1.0) 53 11.8 (6.8-16.8)  0.72 (0.48-1.09)
GG 16 7.7 (5.8-9.6) 0.57 (0.31-1.03) 18 12.7 (8.9-16.4) 0.75 (0.43-1.31)
AG-GG? 68 74 (5.6-9.1) 0.64 (0.43-0.94) 0.02 71 127 (8.6-167)  0.73 (0.50-1.07) 0.1
ABCC3 rs4793665
TT 35 6.4 (5.4-7.4) Reference (1) 0.18 35 10.1 (7.5-12.7) Reference (1) 0.046
TC 59 7.7 (5.7-9.8) 0.67 (0.43-1.03) 62 14.6 (10.4-18.7) 0.59 (0.38-0.90)
cC 23 7.3 (6.1-8.6) 0.80 (0.47-1.34) 24 127 (7.3-18.0)  0.77 (0.46-1.31)
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Table 3. Cont.
Progression-Free Survival Overall Survival
SNP no MPESOSRCD HR@swen  pvalwe  n MOSONCD T pResuen  pvalue
Limited-stage disease
ERCC1 rs11615

AA 15 10.8 (8.0-13.6) Reference (1) 0.009 15 20.7 (14.3-27.1) Reference (1) 0.04

AG 17 18.2(10.2-26.2) 0.3 (0.13-0.68) 18 33.8 (26.8-40.7) 0.38 (0.17-0.83)

GG 10 9.6 (0.0-28.5) 0.43 (0.17-1.1) 10 14.8 (0.0-45.4) 0.73 (0.32-1.7)
AG-GGP? 27 18.2 (8.1-28.3) 0.34 (0.16-0.71) 0.003 28 33.8 (22.2-45.4) 0.48 (0.24-0.96) 0.03

ERCC2 rs50872

GG 23 13.3 (9.3-17.4) Reference (1) 0.03 24 31.8 (19.4-44.3) Reference (1) 0.16

GA 14 14.9 (5.5-24.3) 0.66 (0.3-1.45) 14 161 (0.0-44.6)  1.00 (0.47-2.13)

AA 5 7.8 (6.4-9.3) 2.9 (1.03-8.17) 5 153 (6.7-239)  2.55(0.92-7.09)
GG-GA 37 14.8 (10.6-18.9) 0.30 (0.11-0.82) 0.01 38 28.7 (16.7-40.7) 0.39 (0.15-1.06) 0.06

ABCC3 rs4793665

TT 9 11.2 (9.6-12.8) Reference (1) 0.24 9 23.0 (0.0-55.8) Reference (1) 0.04

TC 25 14.8 (10.8-18.7) 0.57 (0.26-1.29) 25 35.2 (32.8-37.5) 0.40 (0.17-0.92)

CcC 8 9.6 (4.5-14.7) 1.05 (0.39-2.84) 9 19.0 (7.0-30.9) 0.96 (0.38-2.51)

UGT1A1*28
153064744

*1/*1 17 19.1 (15.1-23.1) Reference (1) 0.05 17 34.8 (29.1-40.6) Reference (1) 0.23

*1/%28 15 10.8 (6.6-15.1) 2.57 (1.17-5.64) 16 15.3 (7.2-23.3) 1.90 (0.89-4.07)

*28/*28 10 9.1 (5.7-12.5) 1.84 (0.75-4.54) 10 16.1 (0.0-45.4) 1.17 (0.48-2.86)
*1/*28-*28/*28 2 25 10.8 (8.0-13.6) 2.24 (1.14.57) 0.02 26 16.1(8.8-23.4) 1.559 (0.78-3.10) 0.2
Extensive-stage disease

ERCC1 rs3212986
GG 46 6.0 (4.8-7.2) Reference (1) 0.049 49 10.6 (8.6-12.5) Reference (1) 0.1
GA 27 5.4 (3.8-6.9) 1.81 (1.08-3.00) 27 7.5 (5.8-9.2) 1.69 (1.04-2.73)
AA 2 7.7 (NA-NA) 0.67 (0.16-2.75) 2 12.4 (NA-NA) 1.06 (0.26-4.42)

2 Dominant model; ® Recessive model. Statistically significant p-values are marked in bold.

Univariate analyses for OS showed a statistically significant association with the
ABCC3 rs4793665 variant (p = 0.047). Stratification by disease stage showed the ABCC3
154793665 (p = 0.04) and the ERCC1 rs11615 (p = 0.03 in a dominant model) variants were
significantly associated with OS in LS-SCLC (Table 3). Multivariate analyses showed no
statistically significant associations.

Analyses of ORR showed no significant correlations with the genetic variants inves-
tigated in any of the groups considered (total cohort, LS-SCLC and ES-SCLC subgroups)
(Supplementary Table S2).

3.2.2. Analyses of ERCC1 and ERCC1-XPF Complex Expression

In total, 11 of 106 FFPE tissues samples were not evaluable for ERCC1 protein ex-
pression due to insufficient representative tumor tissue. These samples were excluded
from the analyses. No differences were observed in the 95 remaining patients regard-
ing clinicopathological parameters in comparison with the 145 patients included in this
study. A total of 72 samples were positive for ERCC1 expression, and 23 were negative
(Figure 2A-C). Colocalization of ERCC1 and XPF proteins in the cell nuclei was positive in
65 samples (68.4%) (Figure 2D-F). ERCC1 expression in tissue samples did not correlate
with the ERCC1 rs11615 and rs3212986 polymorphisms.

Differences were observed between PFS and the expression of the ERCC1-XPF complex
in the total cohort (n = 79), although these were not statistically significant. Patients with
positive expression of the ERCC1-XPF complex achieved a shorter median PFS than patients
with negative expression (6.5 [95% CI 5.68-7.30] months versus 10.2 [95% CI 4.19-16.20]
months, respectively; p = 0.05). In the analyses according to disease stage, marginal
differences were also observed between PFS and expression of the ERCC1-XPF complex in
LS-SCLC patients (n = 26) (10.8 [95% CI 4.09-17.55] months versus 13.3 [95% CI 7.32-19.31]
months; p = 0.06). No significant associations were observed between OS and ERCC1 or
ERCC1-XPF complex expression.
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Figure 2. (A) High intensity and diffuse ERCC1 nuclear protein expression (clone 4F9, Dako Ltd.,
Cheshire, UK) by immunohistochemistry (IHC) in a small cell lung cancer (SCLC) biopsy (100x).
(B) Moderate intensity and diffuse ERCC1 nuclear protein expression (clone 4F9, Dako Ltd., Cheshire,
UK) by IHC in a SCLC cell block (40x). (C) Low intensity and patched ERCC1 nuclear protein
expression (clone 4F9, Dako Ltd., Cheshire, UK) by IHC in a SCLC biopsy. ERCC1 nuclear positivity
in bronchial epithelium as internal positive control is marked with a black arrow (100 x). (D,E) Two
positive cases with different levels of expression of the ERCC1-XPF complex. The presence of one or
two dark red signals locates the ERCC1-XPF complex (ERCC1: clone 4F9, Dako Ltd., Cheshire, UK
and XPF: Polyclonal, Novus Biologicals, Colorado, USA) in the SCLC nucleus via proximity ligation
assay (PLA) (1000x). (F) A negative case for the ERCC1-XPF complex using PLA (1000x).

3.3. Safety Analyses
Analyses of Genetic Variants

Univariate analyses for toxicity showed statistically significant associations between
ERCC2 rs50872 (p = 0.03 in a recessive model) and XRCC1 rs25487 (p = 0.04 in a recessive
model) and anemia. Moreover, ERCC2 rs1799793 (p = 0.03 in a dominant model) and
UGT1A1 rs3064744 (p = 0.03 in a recessive model) were significantly associated with
thrombocytopenia. Table 4 summarizes the statistically significant results. The full results
are shown in Supplementary Table S3. In the multivariate analyses, the association between
ERCC2 151799793 and thrombocytopenia maintained statistical significance (odds ratio [OR]
3.15, 95% CI 1.08-9.17; p = 0.04). However, this association was not statistically significant
after the Bonferroni test was applied.

Regarding radiotherapy-related toxicities in LS-SCLC, only five patients had pneu-
monitis, and the toxicity was not analyzed. No statistically significant associations were
found for esophagitis (Supplementary Table S4).
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Table 4. Significant univariate associations between genetic variants and PE-based chemotherapy-
related toxicity in the total cohort.

Affected, n/

SNP Total, 1 (%) p-Value
Anemia
ERCC2 rs50872
GG 11/74 14.9 0.04
GA 9/58 15.5
AA 4/8 50
GG-GA P 20/132 15.2 0.03 *
XRCC1 rs25487
CC 9/52 17.3 0.12
CT 15/71 21.1
TT 0/17 0
CC-CTP 24/123 19.5 0.04 *
Thrombocytopenia
ERCC2 rs1799793
cC 6/61 9.8 0.04
CT 14/65 215
T 5/14 35.7
CT-TT? 19/79 24.1 0.03
UGT1A1 rs3064744
*1/%1 12/64 18.8 0.05
*1/*28 5/50 10.0
*28/%28 8/24 33.3
*1/*1-*1/*28 P 17/114 14.9 0.03

2 Dominant model; ® Recessive model; * Fisher test. Statistically significant p-values are marked in bold.

4. Discussion

Chemoradiotherapy remains the treatment of choice for LS-SCLC, and the combination
of immunotherapy and PE-based chemotherapy in ES-SCLC has promoted only a modest
improvement in OS. Additionally, treatment-induced toxicity is high, often worsening
outcomes and decreasing quality of life. In this pharmacogenomic study, we investigated
predictive biomarkers of response and toxicity in SCLC treatment. We found that ERCC1
was significantly associated with PFS and ERCC2 with thrombocytopenia.

ERCC1 and ERCC2 are rate-limiting enzymes in the NER pathway. Both these en-
zymes can modulate the therapeutic effects of platinum-based chemotherapy [40]. The
predictive value of common genetic variants in their coding genes for efficacy and toxicity
has been widely evaluated in lung cancer [23], but research conducted in SCLC is limited
despite platinum-based regimens being the standard first-line treatment. Yu et al. [25]
identified an intron variant, ERCC1 rs2298881, associated with response and survival in
Asian SCLC patients treated with carboplatin plus etoposide. Nicos et al. [26] found that
patients harboring the AA genotype for ERCC1 rs11615 had a higher OS than heterozygous
Caucasian SCLC patients. Notably, based on ORR and survival, many studies in NSCLC
patients have shown significant associations between the ERCCI rs11615 variant and the
efficacy of chemotherapy [37,41], but others have failed to find a correlation [23].

In the present study we found that LS-SCLC patients carrying the rs11615 G-allele had
a longer PFS than those with the wild-type genotype. This finding is consistent with the
hypothesis that alterations in the enzymes involved in the DNA repair pathways may lead
to better clinical outcomes in patients treated with platinum compounds. Nevertheless, the
underlying effect of the variant is poorly understood. The ERCC1 rs11615 (p.Asn118Asn)
polymorphism is a synonymous variant that has been associated with a reduced codon
usage and a consequent reduction in ERCC1 mRNA expression [42]. We did not, how-
ever, find any correlation between the variant and the expression of the ERCC1 protein or
ERCC1-XPF complex, although similar results have already been reported in NSCLC [43].
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These finding are in line with previous observations that ERCC1 mRNA and protein levels
were not correlated [44,45], thus suggesting the involvement of other factors in the regula-
tion of ERCC1 expression such as post-transcriptional or post-translational modifications.
Regardless, ERCCI rs11615 may be a feasible biomarker of survival in LS-SCLC.

We also observed that LS-SCLC patients with negative tumoral expression of the
ERCC1-XPF complex presented a longer PFS, although the association was not statistically
significant probably due to the limited availability of FFPE tissues. Olaussen et al. [18]
reported that negative ERCC1 expression, determined by IHC using the 8F1 antibody, was
associated with better survival in operated NSCLC patients treated with adjuvant platinum-
based chemotherapy. However, subsequent studies failed to confirm this finding [46,47],
possibly due to a lack of specificity of the antibody [48]. Moreover, four ERCC1 isoforms,
namely 201, 202, 203, and 204, derived from alternative splicing have been described,
but only the ERCC1-202 isoform is involved in the repair of platinum-DNA adducts [46].
To deal with this technical challenge, we determined the colocalization in the cell nuclei
of ERCC1 and XPF proteins using the PLA technique and the 4F9 antibody. This may
be a more reliable method to assess the expression of the endonuclease ERCC1-XPF and
overcome the lack of a specific antibody against the ERCC1-202 isoform.

The associations we found between ERCC1, at germline DNA level and at protein
expression level, and survival were in LS-SCLC, but not in ES-SCLC. This finding indicates
that ERCC1 may be a predictive biomarker of PFS in patients treated with platinum-based
chemotherapy plus radiotherapy, supporting findings by other authors [21,49]. ERCC1
may help to identify LS-SCLC patients who could achieve long-term clinical remissions
and consequently be potentially curable with standard treatment. ERCC1 may also help
to identify patients at high risk of failure of platinum-based treatment. These patients
could be selected for inclusion in prospective clinical trials evaluating treatment improve-
ments such as radiotherapy dose escalation [50], or a combination of immunotherapy
and chemotherapy. Additionally, they would benefit from maintenance treatments with
tarlatamab, lurbinectidin or sacituzumab govitecan that have already demonstrated effi-
cacy in ES-SCLC [3,4,51-54]. These considerations may be relevant as LS-SCLC patients
have limited treatment options, and adding drugs after the completion of platinum-based
chemotherapy has not shown to improve outcomes [55].

Another result of interest was the association between the ERCC2 rs1799793 T-allele
and a higher risk of developing grade 3—4 platinum-induced thrombocytopenia in the total
cohort. However, this variant was not associated with a dose reduction in chemotherapy
or with PFS. As expected, we observed that thrombocytopenia was more frequent in ES-
SCLC patients whose regimen of choice was carboplatin—etoposide. Most of these patients
required a reduction in the chemotherapy dose and presented poor survival. ERCC2
protein has ATP-dependent 5'-3' DNA helicase activity and is a subunit of the general
transcription and DNA repair factor IIH (TFIIH) core complex. The ERCC2 rs1799793
variant could identify patients who are at risk of developing thrombocytopenia and would
be candidates for preventive treatment with thrombopoietin receptor agonists. To date, this
variant has not been previously analyzed as a biomarker of thrombocytopenia in SCLC,
but results of the studies conducted in NSCLC were negative [56,57]. The ERCC2 rs1799793
(p-Asp312Asn) variant results in a change in an amino acid located in the Arch domain
(residues 248-438) of the protein. Mutations in this region have been shown to affect DNA
repair processes and protein—protein interactions established during transcription [58,59].
Furthermore, Seker et al. [60] observed an increased apoptotic response of lymphoblastoid
cell lines homozygous for the Asn312 codon (T-allele) exposed to UV or ionized radiation,
supporting ERCC2 rs1799793 as a putative functional variant.

Our candidate gene-based pharmacogenetic study has several limitations. First, the
sample size was relatively small and additionally divided into limited- and extensive-stage
SCLC. In addition, the percentage of optimal FFPE tissue available for this study was low
because these tissues were prioritized for histological diagnosis and possible clinical trials.
Second, most of the informative genetic variants involved in the DNA repair pathways
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and etoposide metabolism were analyzed in this study, but variants in other relevant genes
were not analyzed. The evaluation of additional DNA repair genes such as ERCC4 or genes
encoding for kinases and cyclins involved in the cell cycle, among others, would have
allowed us to better describe the interindividual variability in the response to platinum-
based chemotherapy and radiotherapy in these patients. Moreover, functional analyses of
ERCC1 1511615 and ERCC2 rs1799793 variants remain necessary to better characterize their
effect on DNA repair pathways. Lastly, ERCCI rs11615 and ERCC2 rs1799793 associations
with survival and toxicity, respectively, did not reach statistical significance according to
the Bonferroni correction criteria. Bonferroni correction, however, is a too conservative
procedure when correlating genetic markers. To overcome this limitation, we performed
complementary ERCC1 protein expression analyses that showed results in line with those
observed for the ERCC1 rs11615 genetic variant. However, the cut-off score for ERCC1-XPF
positivity in the PLA technique has yet to be validated.

5. Conclusions

Our study adds further evidence to the predictive value of germline variants in
genes of the NER pathway in relation to survival and toxicity following platinum-based
chemotherapy. ERCC1 is a promising biomarker to personalize platinum-based chemother-
apy in LS-SCLC. However, confirmatory findings from larger prospective samples and
additional functional analyses of the genomic variants are needed.
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Supplementary Table S1 Univariate associations between genetic variants and survival in the total cohort, limited-stage and extensive-stage subgroups

Total COHORT

Progression-free survival Overall survival

mPFS (95%Cl),

mOS (95%Cl),

SNP n months HR (95% Cl) P-value n months HR (95% Cl) P-value
ERCC1 rs11615
AA 49 6.6 (5.8-7.4) Reference (1) 0.06 50 11.3(7.9-14.7) Reference (1) 0.26
AG 52 7.0(4.0-10.0) 0.66 (0.44-1.0) 53  11.8(6.8-16.8) 0.72 (0.48-1.09)
GG 16 7.7 (5.8-9.6) 0.57 (0.31-1.03) 18 12.7(8.9-16.4) 0.75 (0.43-1.31)
AG-GG? 68 7.4 (5.6-9.1) 0.64 (0.43-0.94) 0.02 71 12.7(8.6-16.7) 0.73 (0.50-1.07) 0.1
ERCC1 rs3212986
GG 70 7.1(6.2-8.0) 0.71 73 14.6(10.8-18.3) 0.88
GA 42 6.4 (5.5-7.2) 43 9.2(7.0-11.4)
AA 5 10.2(4.8-15.5) 5  14.2(10.3-18.0)
ERCC2 rs13181
T 52 7.3 (6.5-8.2) 0.91 54 13.2(8.1-18.3) 0.69
TG 53 6.4 (4.7-8.0) 54  11.2(5.9-16.6)
GG 12 6.3 (5.1-7.4) 13 11.5(7.1-16.0)
ERCC2 rs50872
GG 60 7.3 (6.4-8.3) 0.90 63  14.6(9.7-19.4) 0.74
GA 50 6.1 (5.5-6.6) 51  10.4(8.3-12.5)
AA 7 7.8 (6.1-9.6) 7 17.0(12.5-21.6)
ERCC2 rs1799793
cC 52 7.3 (5.9-8.8) 0.70 53  14.9(11.8-17.9) 0.38
CcT 53 6.4 (4.9-7.8) 55 11.2(6.6-15.9)
T 12 6.0 (4.2-7.8) 13 10.4(7.4-13.4)
XRCC1 rs25487
CcC 40 7.0 (6.1-7.8) 0.56 41 14.9 (9.2-20.5) 0.66
cT 62 7.1(5.9-8.3) 64  11.8(8.8-14.9)
i 15 6.5 (5.7-7.3) 16  10.4 (8.5-12.3)
ABCC3 rs4793665
T 35 6.4 (5.4-7.4) Reference (1) 0.18 35 10.1(7.5-12.7) Reference (1) 0.046
TC 59 7.7 (5.7-9.8) 0.67 (0.43-1.03) 62 14.6(10.4-18.7)  0.59 (0.38-0.90)
cc 23 7.3 (6.1-8.6) 0.80 (0.47-1.34) 24 12.7(7.3-18.0) 0.77 (0.46-1.31)
ABCB1 rs1045642
GG 35 6.4 (5.9-7.0) 0.51 36 12.7(8.8-16.5) 0.99
GA 54 7.3(5.6-9.1) 57 10.4 (7.0-13.8)
AA 28 6.9 (5.8-8.2) 28 15.5(8.1-23.0)
ABCB1 rs2032582
GG 39 6.4 (5.8-7.0) 0.45 40 12.7 (6.8-18.5) 0.96
GT-GA 55 7.3(5.7-8.9) 58 10.6(7.2-13.9)
TT-AT 23 7.1(5.9-8.3) 23 15.7(6.6-24.7)
ABCB1 rs1128503
GG 36 6.1(5.1-7.2) 0.63 37 11.5(7.1-16.0) 0.35
GA 55 7.3(5.5-9.2) 58  11.2(7.7-14.8)
AA 26 7.4 (6.3-8.4) 26  15.7(8.0-23.3)
UGT1A1 rs3064744
*1/*1 57 7.3 (6.0-8.7) 0.15 58 13.2(8.9-17.4) 0.31
*1/%28 a1 6.6 (6.0-7.2) 43 11.3(9.0-13.5)
*28/%28 19  8.4(4.7-12.0) 19  13.8(8.5-19.1)
GSTP1 rs1695
AA 55 4.1(6.3-7.9) 0.63 56 11.2(7.8-14.7) 0.28
AG 46 6.6 (5.3-7.9) 48  13.8(8.3-19.3)
GG 16 6.5 (5.1-7.8) 17  11.5(5.0-18.0)
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LIMITED-STAGE

Progression-free survival Overall survival
mPFS (95%Cl), mOS (95%Cl),
SNP n months HR (95% CI) P-value n months HR (95% CI) P-value
ERCC1 rs11615
AA 15 10.8 (8.0-13.6) Reference (1) 0.009 15  20.7 (14.3-27.1) Reference (1) 0.04
AG 17 18.2(10.2-26.2) 0.3 (0.13-0.68) 18 33.8(26.8-40.7)  0.38(0.17-0.83)
GG 10  9.6(0.0-28.5) 0.43 (0.17-1.1) 10  14.8 (0.0-45.4) 0.73(0.32-1.7)
AG-GG* 27  18.2(8.1-28.3) 0.34 (0.16-0.71) 0.003 28 33.8(22.2-45.4) 0.48 (0.24-0.96) 0.03
ERCC1 rs3212986
GG 24 10.8 (8.5-13.1) 0.22 24 23.0(13.6-32.5) 0.72
GA 15  18.2(8.0-28.4) 16  25.8(0.0-62.9)
AA 3 20.6(0.0-43.2) 3 34.8(0,0-79.3)
ERCC2 rs13181
T 18 12.2 (7.0-17.3) 0.49 19 25.8(15.7-35.9) 0.32
TG 18 12.5(5.1-19.8) 18  33.7(9.2-58.3)
GG 6 8.4 (.8-15.9) 6 14.8 (7.8-21.9)
ERCC2 rs50872
GG 23 13.3(9.3-17.4) Reference (1) 0.03 24  31.8(19.4-44.3) Reference (1) 0.16
GA 14 14.9 (5.5-24.3) 0.66 (0.3-1.45) 14 16.1 (0.0-44.6) 1.00 (0.47-2.13)
AA 5 7.8 (6.4-9.3) 2.9(1.03-8.17) 5  15.3(6.7-23.9) 2.55 (0.92-7.09)
GG-GA® 37 14.8(10.6-18.9)  0.30(0.11-0.82) 0.01 38 28.7(16.7-40.7)  0.39(0.15-1.06) 0.06
ERCC2 rs1799793
CcC 19 12.2 (6.5-17.8) 0.78 19 28.7(16.2-41.2) 0.57
cT 19  12.6(9.6-15.5) 20 20.7(0.2-41.2)
T 4 8.4 (0.0-23.0) 4 9.4(0.0-34.8)
XRCC1 rs25487
cc 14 13.3 (5.9-20.8) 0.75 14 25.5(11.7-39.3) 0.78
cT 21 12.2(9.6-14.8) 21 31.8(17.0-46.7)
T 7 12.5(1.9-23.0) 18 9.4 (0.0-25.7)
ABCC3 rs4793665
T 9 11.2 (9.6-12.8) Reference (1) 0.24 9 23.0(0.0-55.8) Reference (1) 0.04
TC 25 14.8(10.8-18.7)  0.57 (0.26-1.29) 25 35.2(32.8-37.5)  0.40(0.17-0.92)
cc 8 9.6 (4.5-14.7) 1.05 (0.39-2.84) 9  19.0(7.0-30.9) 0.96 (0.38-2.51)
ABCB1 rs1045642
GG 15 11.2 (8.0-14.4) 0.25 15 21.1(7.4-34.9) 0.90
GA 18 14.9(10.7-19.1) 19 33.7(22.8-44.6)
AA 9 10.7 (6.1-15.3) 9  23.0(16.2-29.9)
ABCB1 rs2032582
GG 16  11.2(8.6-13.8) 0.36 16  25.8(0.5-51.0) 0.70
GT_GA 19 14.9(10.9-18.9) 20 25.5(9.8-41.1)
TT_AT 7  10.7(6.6-14.7) 7  23.0(17.0-29.1)
ABCB1rs1128503
GG 12 10.8 (6.2-15.4) 0.88 12 21.2 (0.0-46.3) 0.16
GA 20 14.9(10.5-19.3) 21  25.8(8.0-43.6)
AA 10 10.7 (5.4-15.9) 10 23.0(0.6-45.5)
UGT1A1*28 rs3064744
*1/*1 17 19.1(15.1-23.1) Reference (1) 0.05 17 34.8(29.1-40.6) Reference (1) 0.23
*1/%28 15  10.8(6.6-15.1)  2.57 (1.17-5.64) 16  15.3(7.2-23.3) 1.90 (0.89-4.07)
*28/%28 10 9.1(5.7-12.5) 1.84 (0.75-4.54) 10  16.1(0.0-45.4) 1.17 (0.48-2.86)
*1/%28-*28/%28° 25  10.8(8.0-13.6) 2.24 (1.1-4.57) 0.02 26 16.1(8.8-23.4) 1.559 (0.78-3.10) 0.2
GSTP1 rs1695
AA 19 10.8(8.1-13.6) 0.36 19  19.0(3.4-34.5) 0.30
AG 17 14.8(11.5-18.0) 18 31.8(13.3-50.3)
GG 6 10.7 (5.9-15.4) 6 23.1(0.0-46.5)
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EXTENSIVE-STAGE

Progression-free survival Overall survival

mPFS (95%Cl), mOS (95%Cl),
SNP n months HR (95% ClI) P-value n months HR (95% ClI) P-value
ERCC1 rs11615
AA 34 5.9 (4.9-6.9) 0.97 35  10.3(9.3-11.3) 0.97
AG 35 6.1(5.0-7.2) 35 8.4 (7.1-9.8)
GG 6 4.6 (0.5-8.7) 8 5.6 (0.0-15.5)
ERCC1rs3212986
GG 46 6.0 (4.8-7.2) Reference (1) 0.049 49  10.6 (8.6-12.5) Reference (1) 0.1
GA 27 5.4 (3.8-6.9) 1.81 (1.08-3.00) 27 7.5(5.8-9.2) 1.69 (1.04-2.73)
AA 2 7.7 (NA-NA) 0.67 (0.16-2.75) 2 12.4 (NA-NA) 1.06 (0.26-4.42)
ERCC2 rs13181
T 34 6.5 (5.9-7.0) 0.5 35  9.8(8.2-11.4) 0.78
TG 35 4.9 (3.9-5.8) 36 8.1(6.6-9.7)
GG 6 4.9 (3.2-6.6) 7 11.5(8.6-14.4)
ERCC2 rs50872
GG 37 6.3 (5.9-6.8) 0.81 39 9.8(7.1-12.5) 0.78
GA 36 5.3(3.9-6.7) 37 9.1(6.8-11.4)
AA 2 2.2 (NA-NA) 2 17.0 (NA-NA)
ERCC2 rs1799793 0.49
cc 33 6.5 (5.9-7.0) 0.44 34 9.8(8.3-11.3) 0.51
cT 34 4.9(3.6-6.1) 35  8.4(5.7-11.1)
T 8 4.9 (3.2-6.6) 9 10.4 (1.9-18.8)
XRCC1 rs25487
cc 26 6.1(5.2-7.1) 0.19 27 9.7(6.4-12.9) 0.31
cT 41 6.1(5.2-6.9) 43 9.2(6.7-11.7)
1T 8 4.4 (3.2-5.6) 8 10.4 (5.4-15.4)
ABCC3 rs4793665
1T 26 4.9 (3.3-6.4) 0.50 26 7.4 (5.4-9.5) 0.67
TC 34 5.5(4.7-6.3) 37 10.3(8.3-12.3)
cc 15 6.6 (5.3-7.8) 15  10.4 (8.1-12.7)
ABCB1 rs1045642
GG 20 4.9 (3.8-5.9) 0.18 21 8.1(3.8-12.4) 0.35
GA 36 6.0 (4.7-7.4) 38 8.4 (6.4-10.4)
AA 19 6.5 (5.7-7.2) 19 13.8(6.5-21.2)
ABCB1 rs2032582
GG 23 5.4 (4.9-5.8) 0.13 24 8.0(5.9-10.1) 0.19
GT_GA 36 6.1 (4.7-7.4) 38 9.1(6.8-11.4)
TT_AT 16 6.5 (6.0-6-9) 16 11.2 (1.5-21.0)
ABCB1 rs1128503
GG 24 5.4 (4.9-5.8) 0.13 25 8.2 (6.8-9.6) 0.14
GA 35 6.0 (5.0-7.1) 37 9.2 (6.9-11.5)
AA 16 6.6 (5.6-7.6) 16 11.5(1.8-21.2)
UGT1A1 rs3064744
*1/*1 40 6.1(5.1-7.1) 0.59 41  10.4 (8.3-12.5) 0.83
*1/*28 26 6.0 (4.1-7.9) 27 8.2 (6.3-10.0)
*28/*28 9 5.4 (5.1-5.7) 9 10.1 (9.2-11.0)
GSTP1 rs1695
AA 36 6.5 (5.7-7.3) 0.74 37 10.3 (8.8-11.8) 0.58
AG 29 5.2 (4.3-6.2) 30 8.2(4.6-11.7)
GG 10 6.1(4.9-7.3) 11 9.8(6.8-12.9)

* Dominant model; ® Recessive model; * Fisher test
Statistically significant P-values are marked in bold.
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Supplementary Table S2 Univariate associations between genetic variants and objective
response rate (ORR) in the total cohort, limited-stage and extensive-stage subgroups

OBJECTIVE RESPONSE RATE
Chemotherapy* (n=94)

Affected, n/

SNP Total, n % P-value
ERCC1 rs11615

AA 34/41 82.9 0.92
AG 36/42 85.7

GG 9/11 81.8

ERCC1 rs3212986

GG 47/56 83.9 0.74
GA 29/35 82.9

AA 2/3 66.7

ERCC2 rs13181

T 35/40 87.5 0.22
TG 36/46 78.3

GG 8/8 100

ERCC2 rs50872

GG 36/45 80 0.45
GA 40/45 88.9

AA 3/4 75

ERCC2 rs1799793

CcC 35/41 85.4 0.76
CT 35/43 81.4

T 9/10 90

XRCC1 rs25487

CcC 25/29 86.2 0.97
CT 43/51 84.3

T 12/14 85.7

ABCC3 rs4793665

T 25/31 80.6 0.12
TC 36/45 80

CcC 18/18 100

ABCB1 rs1045642

GG 22/26 84.6 0.54
GA 37/46 80.4

AA 20/22 90.9

ABCB1 rs2032582

GG 23/30 76.7 0.36
GT-GA 40/45 88.9

TT-AT 16/19 84.2

ABCB1 rs1128503

GG 22/29 75.9 0.32
GA 38/44 86.4

AA 19/21 76.2

UGT1A1 rs3064744

*1/*1 36/46 78.3 0.29
*1/*28 29/33 87.9

*28/*28 14/15 93.3

GSTP1 rs1695

AA 40/46 87 0.73
AG 29/36 80.6

GG 10/12 83.3

*Evaluated in patients undergoing chemotherapy or sequential chemo-radiotherapy



Supplementary Table S3 Univariate associations between genetic variants and chemotherapy-related toxicities in the total cohort

ANAEMIA THROMBOCYTOPENIA NEUTROPENIA
Affected, n/ Affected, n/ Affected, n/
SNP Total, n (%) P-value Total, n (%) P-value Total, n (%) P-value
XRCC1 rs25487
cc 9/52 173 0.12 11/52 212  0.65 34/52 65.4 0.85
cT 15/71 211 12/71 16.9 43/70 614
L 0/17 0.0 2/17 118 10/17 58.8
cccrt 24/123 195 0.04*
ERCCIrs11615
AA 11/57 193 0.80 10/57 175 100 34/57 59.6 0.69
AG 9/61 14.8 11/61 18.0 40/60 66.7
GG 4/22 18.2 a4/22 18.0 13/22 59.1
ERCC1 rs3212986
GG 15/81 185 0.88 13/81 160 0.78 52/81 64.2 0.32
GA 8/53 151 11/53 20.8 33/52 63.5
AA 1/6 16.7 1/6 16.7 2/6 33.0
ERCC2 rs50872
GG 11/74 149 0.04 14/74 18.9 0.76 50/73 68.5 0.16
GA 9/58 155 9/58 155 31/58 534
AA 4/8 50.0 2/8 25.0 6/8 75.0
GG-GA® 20/132 152 0.03*
ERCC2 rs1799793
cc 10/61 164 091 6/61 9.8 0.04 40/61 65.6 0.27
cT 12/65 185 14/65 215 41/64 64.1
L 2/14 143 5/14 35.7 6/14 42.9
cr-1r° 19/79 241 0.03
ERCC2 rs13181
T 13/59 220 042 7/59 119 029 37/59 62.7 057
TG 9/67 134 15/67 224 43/66 65.2
GG 2/14 143 3/14 214 7/14 50.0
ABCC3 rs4793665
T 6/41 146 085 9/41 220 071 24/40 60.0 0.88
TC 13/71 183 12/11 16.9 46/71 64.8
cc 4/27 148 4/27 148 17/27 63.0
ABCBI1 rs1045642
GG 7/44 159 0.14 7/44 159 0.56 28/43 65.1 0.28
GA 7/62 113 10/62 16.1 35/62 56.5
AA 9/33 273 8/33 242 24/33 727
ABCB1 rs2032582
GG 10/52 192 063 9/52 173 088 34/51 66.7 0.25
GT-GA 8/61 131 12/61 19.7 34/61 55.7
TT-AT 5/26 19.2 4/26 154 19/26 731
ABCBI1 rs1128503
GG 9/50 180 091 8/50 16.0 087 31/49 63.3 044
GA 9/60 15.0 11/60 183 35/60 58.3
AA 5/29 17.2 6/29 20.7 21/29 724
UGT1A1 rs3064744
11" 10/64 156 036 12/64 188 0.05 40/64 62.5 097
*1/*28 6/50 120 5/50 100 32/50 64.0
*28/*28 6/24 250 8/21 333 15/23 65.2
*1/*1-*1/*28° 17/114 149 0.03
GSTP1 rs1695
AA 10/61 164 100 9/61 148 067 40/60 66.7 0.60
AG 10/60 16.7 12/60 20.0 35/60 58.3
GG 3/18 16.7 4/18 22.2 12/18 66.7

* Dominant model; ® Recessive model; * Fisher test
Statistically significant P-values are marked in bold.
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Supplementary Table S4 Univariate associations between genetic variants and radiotherapy-

related esophagitis in limited-stage

ESOPHAGITIS
SNP Affected, n/Total, n (%)  P-value
XRCC1 rs25487
CcC 4/10 40.0 0.80
CT 6/18 33.3
T 2/8 25.0
ERCC1 rs11615
AA 3/11 27.3 0.52
AG 5/17 29.4
GG 4/8 50.0
ERCC1 rs3212986
GG 5/19 26.3 0.38
GA 5/14 35.7
AA 2/3 66.7
ERCC2 rs50872
GG 8/19 42.1 0.06
GA 1/12 8.3
AA 3/5 60.0
ERCC2 rs1799793
CcC 6/14 42.9 0.05
CT 3/18 16.7
TT 3/4 75.0
ERCC2 rs13181
TT 5/14 35.7 0.10
TG 3/16 18.8
GG 4/6 66.7
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Abstract: The cornerstone of first-line treatment in extensive-stage small cell lung cancer
(ES-SCLC) is platinum- and etoposide-based chemotherapy. Platinum compounds could
immunomodulate the tumor microenvironment in addition to their cytotoxic effect. Ge-
netic variation in immune checkpoint (IC) pathways may predict chemotherapy efficacy.
Polymorphisms in the IC genes were determined, and their association with survival
was analyzed in 78 patients with ES-SCLC treated with chemotherapy. PD-L1 protein
expression in tumor tissue was determined. Three variants in CD274 were associated with
better median progression-free survival (mPFS): rs2297136 (hazard ratio [HR] 0.52, 95% CI
0.29-0.93; p = 0.03), rs2282055 (HR 0.23, 95% CI 0.09-0.64; p = 0.005), and rs822336 (HR 0.41,
95% CI10.23-0.73; p = 0.002). CTLA4 rs231775 was also associated with mPFS (HR 0.30, 95%
CI0.14-0.63; p = 0.002). The variants CD274 rs2297136 and CD274 rs822336 were associated
with platinum sensitivity (odds ratio [OR] 0.13, 95% CI 0.02-0.70; p = 0.02, and OR 0.08,
95% CI0.01-0.46; p = 0.005, respectively). CD274 rs2297136 was also associated with better
overall survival (p = 0.02), but not after adjustment for covariates. No association was
found between CD274 germline variants and PD-L1 tumor expression. Our results suggest
that CD274 and CTLA4 variants may be predictive biomarkers for platinum plus etoposide
treatment in ES-SCLC.

Keywords: extensive-stage small cell lung cancer; platinum-based chemotherapy;
pharmacogenetics; biomarker; CD274 gene; PD-L1

1. Introduction

Small cell lung cancer (SCLC) accounts for 15% of all lung cancer cases [1] and is
strongly related to tobacco exposure [2]. Platinum-based chemotherapy plus etoposide
is the cornerstone of treatment for patients with untreated SCLC [3,4]. The addition of
immune checkpoint (IC) inhibitors to chemotherapy has shown moderate improvement in
progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) in patients with extensive-stage
(ES) disease [3-5]. These outcomes could be improved by introducing new drugs [6,7] or
molecular biomarkers for accurate patient selection into current chemoimmunotherapy.
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Validation of new molecular classifications of SCLC tumors, such as those based on dif-
ferential expression of transcriptional regulators [8,9], could also contribute to improved
outcomes. Unfortunately, there are at present no predictors of efficacy for platinum-based
treatments with or without immunotherapy in ES-SCLC. Programmed cell death ligand
1 (PD-L1) expression and tumor mutation burden status have been extensively investi-
gated as immunotherapy biomarkers in some tumors [10,11]. Although PD-L1 expression
has been validated in non-small cell lung cancer (NSCLC), neither of these two biomark-
ers has been confirmed in ES-SCLC and are therefore not recommended in therapeutic
decision-making [12]. Other molecular markers have been postulated for platinum-based
chemotherapy in NSCLC, such as excision repair cross-complementation group 1 (ERCC1)
protein expression in tumor tissue [13] and ERCC1 germline polymorphisms [14]. However,
these markers have also not been validated in ES-SCLC [15].

In ES-SCLC, identifying and validating predictors for platinum-based chemotherapy
is of great interest, as their implementation would enhance the synergistic clinical effect
of chemotherapy and immunotherapy. This proposal is based on the knowledge that
the mechanism of action of platinum compounds entails not only the formation of DNA
adducts that induce cell cycle arrest and cell apoptosis in proliferating tumor cells [16], but
also the modulation of the antitumor immune response [17-19]. The host immune response
is tightly controlled by IC molecules both to prevent autoimmunity and to protect against
infections and cancer. The programmed cell death protein-1 (PD-1) receptor, expressed on
T cells, natural killer cells, monocytes, B cells, and dendritic cells, and its ligand PD-L1,
expressed by antigen-presenting cells, are crucial in the negative regulation of the immune
response [20]. However, in the tumor microenvironment, tumor cells also express these
IC molecules as a mechanism to evade immune surveillance by inactivating cytotoxic T
cells [21]. In this context, the efficacy of a platinum-based regimen may be conditioned by
functional alterations of IC molecules [22].

Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes encoding ICs have been proposed
to influence the efficacy of chemotherapy [23] and survival [24,25] in Asian patients with
NSCLC and SCLC [26]. To the best of our knowledge, however, only the CD155 rs1058402
variant has been associated with survival in ES-SCLC [26], although this variant has a
minor allele frequency of less than 0.05 in European populations. Therefore, the rationale
for this study is to explore new treatment-selection biomarkers in the IC pathways that
may contribute to identifying a subset of ES-SCLC patients who would benefit most from
platinum-containing regimens. Here, we examined a comprehensive set of SNPs in genes
coding for receptors and ligands that mediate IC signaling in a retrospective cohort of
ES-SCLC patients treated with first-line platinum-etoposide chemotherapy. In addition, we
investigated whether there was a correlation between CD274 (PD-L1) genetic variants and
PD-L1 protein expression.

2. Results
2.1. Patients” Characteristics and Clinical Variants Analyses

Table 1 shows the main characteristics of the ES-SCLC patients.

The median follow-up was 10.0 (interquartile range 6.9-15.8) months. The median
OS was 9.7 months (95% confidence interval [CI] 7.8-11.5), and the median PFS was
6.1 months (95% CI 5.3-6.8). Patients with ECOG PS 0-1 had a better median OS than
those with ECOG > 2 (11.5 months [95% CI 6.9-16.2] versus 8.2 months [95% CI 7.6-8.7];
p =0.001). No differences were observed in median PFS according to ECOG (p = 0.3).
Patients treated with consolidative thoracic radiation therapy (TRT) had a better median OS
(17.1 months [95% CI 7.0-27.1] versus 8.4 months [95% CI 6.6-10.3]; p = 0.002) and median
PFS (7.3 months [95% CI 6.2-8.4] versus 5.2 months [95% CI 4.6-5.9]; p = 0.002) than patients
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who did not. No differences were found in median PFS or median OS according to sex
(p = 0.7 and p = 0.4, respectively) or type of platinum (p = 0.08 and p = 0.07, respectively).

Table 1. Baseline patient characteristics and treatment details.

Characteristic n=78
Male (%) 56 (71.8)
Age, median (range), years 65 (38-86)
ECOG performance status (%)
0 5(6.4)
1 41 (56.2)
2 22 (28.2)
34 8 (10.3)
Unknown 2 (2.6)
Smoking (%)
Current 52 (66.7)
Former 25 (32.1)
Unknown 1(1.3)
Brain metastases (%) 16 (21.3)
Liver metastases (%) 35 (44.9)
Chemotherapy regimen selected (%)
Cisplatin 26 (33.3)
Carboplatin 52 (66.7)
Median number of cycles (range) 6 (2-6)
Consolidative thoracic radiation therapy (%) 19 (24.4)

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group.

The analyses showed that 36.5% of patients were platinum-based chemotherapy
sensitive. There was a significant positive association between platinum sensitivity and
consolidative TRT (odds ratio [OR] 0.16, 95% CI 0.05-0.49; p < 0.001). Numerical differences
were found between platinum sensitivity and cisplatin treatment (OR 0.37, 95% CI 0.14-1.00;
p = 0.05).

2.2. Polymorphisms of Immune Checkpoint Genes and Progression-Free Survival Analyses

The full results of the univariate analyses between the genetic variants of IC signaling
molecules and PFS are shown in Table S1. CD274 rs2282055 was the only variant that
reached the Bonferroni-adjusted significance level for multiple comparisons (p < 0.001).
Multivariate analyses for PFS showed significant associations for the rs2297136, rs2282055,
and rs822336 variants in the CD274 gene and the CTLA4 rs231775 variant (Table 2).

For CD274 rs2297136, patients with the AG and GG genotypes had a longer median
PFS (6.3 months) than patients with the AA genotype (4.6 months) (hazard ratio [HR]
0.52,95% CI 0.29-0.93; p = 0.03 in a dominant model) (Figure 1A). For CD274 rs2282055,
patients with TT and TG genotypes had a longer median PFS (6.1 months) than patients
with the GG genotype (4.6 months) (HR 0.23, 95% CI 0.09-0.64; p = 0.005 in a recessive
model) (Figure 1B). For CD274 rs822336, patients with the GC and CC genotypes had a
longer median PES (6.5 months) than patients with the GG genotype (4.8 months) (HR 0.41,
95% CI10.23-0.73; p = 0.002 in a dominant model) (Figure 1C). For CTLA4 rs231775, patients
with the AA and AG genotypes had a longer median PFS (6.1 months) than patients with
the GG genotype (4.6 months) (HR 0.30, 95% CI 0.14-0.63; p = 0.002 in a recessive model)
(Figure 1D).
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Figure 1. Progression-free survival curves of extensive stage-small cell lung cancer patients (n = 75)
according to the (A) CD274 rs2297136 variant in a dominant model of inheritance, (B) CD274 rs2282055
variant in a recessive model of inheritance, (C) CD274 rs822336 variant in a dominant model of

inheritance, and (D) CTLA4 rs231775 variant in a recessive model of inheritance.

Table 2. Analyses between the significant immune checkpoint genetic variants and progression-free

survival of extensive-stage small cell lung cancer patients.

Progression-Free Survival

Univariate Analysis

Multivariate Analysis

SNP mPFS (95%

HR (95% CI) p* Value

HR (95% CI)  p" Value

CI), Months
CD274 rs2297136
AA 18 4.6 (3.8-5.3) Reference (1) 0.007
AG 43 6.1(52-69)  0.58 (0.33-1.02)
GG 14 6.8 (6.2-7.4) 0.30 (0.14-0.66)
AA 18 4.6 (3.8-5.3) Reference (1)
0.52
. - | *
AG-GG 57 6.3 (5.7-6.8) 0.50 (0.29-0.87) 0.01 (0.29-0.93) 0.03
CD274 rs2282055
TT 42 6.1 (5.1-7.0) Reference (1) 0.001
TG 28 6.1 (4.4-7.8) 0.79 (0.48-1.28)
GG 5 46(0.0-9.7)  4.48 (1.64-12.23)
GG 5 4.6 (0.0-9.7) Reference (1)
0.23
- - | 3%
TT-TG 70 6.1 (5.6-6.6) 0.20 (0.08-0.55) <0.001 (0.09-0.64) 0.005
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Table 2. Cont.
Progression-Free Survival
Univariate Analysis Multivariate Analysis
_ mPFS (95% o . o b
SNP n=75 CI), Months HR (95% CI) p” Value HR (95% CI) p’ Value
CD274 rs822336
GG 21 4.8 (3.9-5.8) Reference (1) 0.02
GC 35 6.5 (5.9-7.0) 0.48 (0.27-0.84)
CcC 19 6.6 (5.9-7.3) 0.50 (0.26-0.96)
GG 21 4.8 (3.9-5.8) Reference (1)
0.41
- — —| *
GC-CC 54 6.5 (6.0-7.0) 0.48 (0.29-0.82) 0.006 (0.23-0.73) 0.002
CTLA4 rs231775
AA 34 6.1 (5.9-6.3) Reference (1) 0.005
AG 32 6.3 (4.6-7.9) 0.94 (0.58-1.55)
GG 9 4.6 (3.9-5.3) 3.10 (1.43-6.72)
GG 9 4.6 (3.9-5.3) Reference (1)
0.30
- - | *%
AA-AG 66 6.1 (5.7-6.5) 0.31 (0.15-0.07) 0.001 (0.14-0.63) 0.002

SNP, single-nucleotide polymorphism; mPFS, median progression-free survival; HR, hazard ratio; p* value from a
log-rank test; p’ value from a Cox proportional hazards model; * dominant genetic model; ** recessive genetic
model. Statistically significant p-values are marked in bold.

2.3. Polymorphisms of Immune Checkpoint Genes and Overall Survival Analyses

Regarding OS, the full results of the univariate analyses are shown in Table 52. Mul-
tivariate analyses showed marginal differences for CD274 rs2297136: patients with the
AG and GG genotypes had longer median OS (10.4 months) than patients with the AA
genotype (7.5 months) (HR 0.62, 95% CI 0.36-1.09; p = 0.1 in a dominant model) (Figure S1).

2.4. Haplotype Analyses for CD274 Variants and Survival

Haplotype analyses were performed to determine the effect of CD274 variants
(rs2297136 1 rs2282055 | 1s822336) on PFS and OS. The GGG haplotype (frequency = 6%) was
associated with median PFS (p = 0.009 univariate; p = 0.01 multivariate) and OS (p < 0.001
univariate; p < 0.001 multivariate) (Table S3).

2.5. Polymorphisms of Immune Checkpoint Genes and Platinum Sensitivity Analyses

Analyses between platinum sensitivity and the four genetic variants associated with
PFS showed significant associations for rs2297136 and rs822336 variants in the CD274 gene
when the covariates were included (Table S4). Patients carrying the CD274 rs2297136-G
allele (OR 0.13, 95% CI 0.02-0.70; p = 0.02 in a dominant model) and those carrying the
CD274 rs822336-C allele (OR 0.08, 95% CI 0.01-0.46; p = 0.005 in a dominant model) were
more likely to be platinum-sensitive.

2.6. Analyses of PD-L1 Protein Expression and CD274 Polymorphisms

Fifty-two tumor tissue samples (66.7%) were evaluable for PD-L1 expression analysis.
The positivity of PD-L1 expression by the Tumor Proportion Score (TPS) was 3.8%, and
no patients presented PD-L1 > 50%. The positivity of PD-L1 expression by the Combined
Positive Score (CPS) was 23.1%.

There was no correlation between CD274 germline variants and PD-L1 tumor expression.
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3. Discussion

In this retrospective cohort of ES-SCLC patients treated with first-line platinum-
etoposide chemotherapy, some variants in the CD274 (also known as PD-L1) and CTLA4
genes were significantly associated with PFS.

ES-SCLC is an aggressive disease with a poor prognosis [27]. As the addition of IC in-
hibitors to platinum-based chemotherapy has provided a modest benefit, several treatment
options are currently being investigated to improve survival in these patients [6,7]. In this
scenario, platinum doublet remains the cornerstone of first-line treatment and a second-line
choice for those patients with relapsed disease who are sensitive to platinum [28]. However,
to date, no biomarkers have been identified to explain the interindividual variability in
response to platinum compounds in ES-SCLC.

In lung cancer, few studies [23-26] have analyzed genetic variants in genes of the im-
mune checkpoint signaling pathway based on the immunomodulatory effects of chemother-
apy on the tumor microenvironment [17-19]. These studies have identified associations
between chemotherapy response or survival and the CD155 rs1058402 and CD226 rs763361
variants in SCLC, although only the CD155 rs1058402 variant was associated with OS in
extensive-stage disease [26], and variants in the CD274 gene in NSCLC [23-25]. In patients
with advanced-stage NSCLC, the CD274 rs2297136-G allele was found to be associated with
chemotherapy response and OS [23]. In addition, in postoperative NSCLC patients treated
with adjuvant platinum-based chemotherapy, patients carrying GC and CC genotypes for
CD274 rs822336 showed better survival [25].

Our results are consistent with those reported in NSCLC [23,25] and show that variants
in the CD274 gene may be feasible biomarkers of platinum-based chemotherapy efficacy
in ES-SCLC. Patients carrying the rs2297136-G allele and patients carrying the rs822336-C
allele had a longer median PFS, and they were more likely to respond to platinum-based
chemotherapy. In addition, carriers of the rs2297136-G allele had a longer median OS,
although this was not statistically significant, a result in line with the significant association
observed with OS of the low-frequency haplotype GGG that includes the protective G
allele for this variant. These findings suggest that the CD274 variants might help identify
patients with a higher probability of longer PFS and platinum-sensitive disease, thus
lending sensitivity to second-line treatments, especially in those patients who received
platinum rechallenge [29].

The CD274 gene encodes the immune inhibitory ligand PD-L1, which binds to the PD-1
receptor, blocking T-cell activation to prevent autoimmunity, a mechanism also used by the
tumor to escape immune surveillance [30]. CD274 rs2282055 is an intron variant [31]. The
prediction scores (rank 1f and score 0.55) of the variant from the Regulome database [32]
show that there is evidence of its putative functionality. The CD274 rs2297136 variant
located in the 3/-UTR region may alter the microRNA binding sites for miR-324-5p and
miR-296-5p and thus affect mRNA translational repression or destabilization [33]. In silico
studies predicted a higher minimum free energy of hybridization of miR-324-5p and mRNA
for the G allele [23], and in vitro studies showed that miR-296-5p suppressed the expression
of the construct containing the G allele [34]. CD274 rs822336 is an upstream variant, and
the C allele may confer reduced PD-L1 mRNA expression [25] and promoter activity [24].
Thus, these germline CD274 variants may be functional and could lead to decreased PD-L1
protein levels.

Based on these findings, PD-L1 in immune cells may therefore have an effect on the re-
sponse to platinum compounds. Notably, in SCLC, PD-L1 expression occurs predominantly
in immune cells rather than in tumor cells [35], so down-regulation of the PD-1/PD-L1
pathway may induce host immune responses and contribute to the effect of the antitumor
activity of chemotherapy observed in our study. However, in the present study, no correla-
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tion was found between CD274 germline variants and PD-L1 expression in a subgroup of
patients. It should be noted that PD-L1 expression may be modified by therapeutic expo-
sure to chemotherapy with or without immunotherapy or by disease progression. In the
tumor microenvironment, transcription, post-transcription, and post-translation processes
determine PD-L1 expression [36]. Thus, the low levels of PD-L1 protein expression and
its possible temporal variation throughout disease progression may explain the lack of
correlation observed in our study between germline CD274 SNPs and protein expression
at diagnosis.

Another result in this study was that patients with the AA and AG genotypes for
the CTLA4 rs231775 variant had longer median PFS than homozygous patients for the
G allele. The CTLA4 gene encodes for a protein that is expressed in activated T cells
and is involved in attenuating the immune response. The CTLA4 rs231775 A > Gis a
missense polymorphism (p.Thr17Ala) located in exon 1 [37]. However, in vitro experiments
have shown that the protein expression is reduced in GG homozygotes compared to AA
homozygotes [38], and further investigation is required before considering the variant a
biomarker of platinum efficacy.

Platinum compounds have a cytotoxic effect on cancer cells but also act as host immune
modulators. Cisplatin has been shown to increase major histocompatibility complex class I,
enhance T-cell infiltration, proliferation, and cytotoxic activity, and decrease the expression
of immunosuppressive cells, including myeloid-derived suppressor cells and Treg cells [17].

The findings of the present study are consistent with this knowledge and support
the suggestion that the common genetic variation in the IC pathway would help iden-
tify those ES-SCLC patients treated with platinum compounds who have a favorable
response. The study cohort was collected prior to the approval of combination chemother-
apy with immunotherapy in ES-SCLC. This design allowed us to investigate predictive
biomarkers for platinum-based chemotherapy without the bias that adding immunother-
apy might have introduced, especially in a study focusing on the evaluation of genes in IC
signaling pathways.

This pharmacogenetic study has some limitations. First, the sample size was modest,
although the statistical power was sufficient for the objectives of the study. In addition,
it was a cohort of patients from a single center and homogeneously treated. Second, the
analyses did not show a correlation between germline CD274 variants and PD-L1 expression
in the tumor at diagnosis, probably due to low PD-L1 protein expression in the tumor, and
further experiments would be necessary to elucidate the underlying mechanisms.

4. Materials and Methods
4.1. Study Population

This was a retrospective association study involving 78 patients with ES-SCLC treated
between September 2010 and May 2021 at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona,
Spain). The study included patients treated with standard carboplatin/cisplatin-based
chemotherapy plus etoposide for first-line treatment who had received at least two cycles
of platinum-based chemotherapy and excluded those who received IC treatment. The inclu-
sion of patients treated with consolidative TRT after first-line platinum-based chemotherapy
was permitted. Patients previously treated with chemotherapy for limited-stage SCLC
were excluded from the study.

4.2. Definitions of Clinical Endpoints

PFS was defined as the time from the date of initiation of chemotherapy to the date of
disease progression, as defined by RECIST 1.1 [39], or death from any cause, whichever
occurred first. OS was defined as the time from the date of initiation of chemotherapy

63



Int. ]. Mol. Sci. 2025, 26, 4245

8of13

64

to the date of death from any cause. Platinum sensitivity status was dichotomized into
platinum-sensitive and platinum-resistant. Platinum-sensitive was defined as progression
> 90 days from the last dose of platinum-based chemotherapy, and platinum-resistant was
defined as progression < 90 days from the last dose of platinum-based chemotherapy [40].
Patients who progressed during platinum-based chemotherapy (platinum-refractory) were
classified as platinum-resistant patients.

4.3. Selection of Polymorphisms

Fifteen SNPs were selected in the CD274 (PD-L1), PDCD1, CTLA4, CD226, and LAG3
genes encoding IC signaling molecules. These are SNPs with functional evidence [41] or
previously associated with susceptibility, prognosis, or treatment response in autoimmune
diseases and some cancers (see Table 3).

Table 3. Main characteristics of the immune checkpoint genetic variants analyzed.

Gene Symbol Reference SNP De\:::ﬁ;ltliton Relf{eart:)\rc::jefor
rs4143815 3/-UTR [23,24,34,42]
CD274 (PD-L1) 1s2297136 3/-UTR [23,34,43]
rs2282055 Intron [42,44]
rs822336 2 KB Upstream [24,25,43]
rs2227981 Synonymous [45,46]
rs10204525 3/-UTR [47,48]
PDCDI rs11568821 Intron [45,49]
rs7421861 Intron [45,48]
154553808 2 KB Upstream [50]
CTLA4 15231775 Missense [50,51]
rs3087243 500B Downstream [52]
CD226 rs763361 Missense [26,53]
rs2365095 Intron [54]
LAG3 rs870849 Missense [55]
rs3782735 Intron [56]

SNP, single-nucleotide polymorphism; CD274, CD274 molecule; PD-L1, programmed cell death ligand 1; PDCD1,
programmed cell death 1; CTLA4, cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4; CD226, CD226 molecule; LAG3,
lymphocyte activating 3.

4.4. Genotyping

DNA from whole blood samples was extracted automatically (Autopure LS system,
Qiagen, Hilden, Germany). The genotyping of the samples was carried out by real-time
PCR using TagMan® SNP genotyping assays on a 7900 HT Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the manufacturers’ instructions. All the
samples were successfully genotyped.

The allele frequencies of the SNPs were similar to those observed in European popu-
lations [57]. The genotype frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium, except for
CD226 15763361 (p < 0.05), which was removed from the analyses. The 1000 Genomes Project
Phase 3 linkage disequilibrium data for CD274 gene variants in European populations are
shown in Table S5.



Int. . Mol. Sci. 2025, 26, 4245

90f13

4.5. Immunohistochemistry Analysis

PD-L1 protein expression was assessed through immunohistochemistry on formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) tumor tissue sections using the PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
kit (Dako Ltd., Cheshire, UK). FFPE tissue sections, 4 pm thick, were deparaffinized and
rehydrated. Antigen retrieval was performed by heating the slides for 20 min at 97 °C in a
low-pH solution using a PT Link system (Dako Ltd., Cheshire, UK). The sections were then
stained automatically with the Dako Autostainer Link 48 (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) using the ready-to-use anti-human PD-L1 mouse monoclonal antibody, clone
22C3 (Dako Ltd., Cheshire, UK). This was followed by sequential incubation with a mouse
anti-rabbit IgG linker and a secondary antibody and horseradish peroxidase conjugated to
a dextran polymer backbone. The slides were then revealed using 3,3'-diaminobenzidine
tetrahydrochloride chromogen, counterstained with hematoxylin, and coverslipped. Tonsil
tissue served as the positive external control.

Two independent investigators (LL and MF) evaluated the PD-L1 staining, and dis-
cordant cases were reviewed for consensus. PD-L1 expression was interpreted using two
scoring systems: the TPS and the CPS. The TPS was defined as the percentage of viable
tumor cells showing partial or complete membrane staining of any intensity. A specimen
was considered PD-L1 positive if the TPS was >1%, and high PD-L1 expression was defined
as TPS > 50%. The CPS was calculated by dividing the total number of PD-L1-positive
cells (membrane-staining tumor cells, cytoplasm-staining lymphocytes, and macrophages)
by the total number of viable tumor cells, multiplied by 100. A specimen was considered
PD-L1 positive if the CPS was >1. Considering the expected low proportion of TPS pos-
itivity [35,58], CPS was performed to evaluate PD-L1 expression in tumor-inflammatory
immune cells.

4.6. Statistical Analysis

Deviations from Hardy-Weinberg equilibrium were assessed for each SNP using the x>
test. Codominant, dominant, or recessive genetic models of inheritance were used for each
SNP as appropriate. Survival curves and median survival were calculated using the Kaplan—
Meier method. Differences in survival were tested using the log-rank test. Cox proportional
hazards regression models were adjusted for multivariate analysis with Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) performance status (PS) (2—4 versus 0-1) and consolidative TRT
as covariates. The results are expressed as HRsand 95% Cls. The rate of sensitivity to
platinum was analyzed for those SNPs for which we observed significant differences in
median PFS in our analyses. Differences in platinum sensitivity were calculated using
the x? test and logistic regression analyses, considering platinum compound (cisplatin
or carboplatin) and consolidative TRT as covariates. The results are expressed as ORs
with 95% Cls. Progression data for three patients and platinum sensitivity status for four
patients were not available and were therefore excluded from the analysis. The size of
our sample had a statistical power of 75-87% to detect the effect of polymorphisms with a
w = 0.3-0.35. (« = 0.05) (G*power version 3.1.9.7, Diisseldorf, Germany) [59]. Statistical
significance was set at p < 0.05. Correction for multiple comparisons was set at p < 0.001
using the Bonferroni method. Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics
(version 29.0) and the statistical package PLINK (v1.07.2) [60].

5. Conclusions

Our results suggest that genetic variants in CD274 may be predictor biomarkers
of survival in ES-SCLC patients treated with platinum- and etoposide-chemotherapy.
These results support existing evidence that platinum compounds may be involved in
the immunomodulation of the tumor microenvironment. Validation in a larger cohort of
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patients treated with the current standard treatment of chemotherapy plus IC inhibitors
is required.
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com/article/10.3390/ijms26094245/s1.
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Supplementary Figure S1. Overall survival curves of extensive stage-small cell lung cancer patients according to the
CD274 rs2297136 variant in a dominant model of inheritance.
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Supplementary Table S1. Analyses between the immune checkpoint genetic variants and progression-free survival
of extensive stage-small cell lung cancer patients

Progression-free survival

Univariate analysis

Multivariate analysis

SNP

mPFS (95%Cl),

HR (95% Cl)

ap-value

HR (95% CI)

bp-value

months
CD274 rs4143815
GG 37 6.4 (5.9-6.8) Reference (1) 0.06
GC 31 5.3 (4.2-6.5) 1.83 (1.09-3.06)
cc 7 5.5 (4.9-6.1) 1.08 (0.48-2.45)
GC-CC 38 5.3 (4.9-5.7) 1.60 (0.99-2.57) 0.05 1.33 (0.80-2.20) 0.27
CD274rs2297136
AA 18 4.6 (3.8-5.3) Reference (1) 0.007
AG 43 6.1(5.2-6.9)  0.58(0.33-1.02)
GG 14 6.8 (6.2-7.4) 0.30 (0.14-0.66)
AG-GG 57 6.3 (5.7-6.8) 0.50 (0.29-0.87) 0.01 0.52(0.29-0.93) 0.03
CD274 rs2282055
T 42 6.1(5.1-7.0) Reference (1) 0.001
TG 28 6.1(4.4-7.8) 0.79 (0.48-1.28)
GG 5 46(0.09.7)  4.48(1.64-12.23)
TT-TG* 70 6.1 (5.6-6.6) 0.20 (0.08-0.55)  <0.001  0.23(0.09-0.64)  0.005
CD274 rs822336
GG 21 4.8 (3.9-5.8) Reference (1) 0.02
GC 35 6.5 (5.9-7.0) 0.48 (0.27-0.84)
cc 19 6.6 (5.9-7.3) 0.50 (0.26-0.96)
GC-CC 54 6.5 (6.0-7.0) 0.48 (0.29-0.82) 0.006 0.41 (0.23-0.73) 0.002
PDCD1 rs2227981
GG 27 6.5(3.7-9.2) Reference (1) 0.66
GA 35 5.9 (4.8-6.9) 1.26 (0.75-2.11)
AA 13 6.1(5.2-7.1) 1.22 (0.63-2.40)
PDCD1 rs10204525
cC 65 6.1 (5.2-7.0) Reference (1) 0.69
cT 10 5.5 (4.3-6.7) 0.87 (0.45-1.71)
PDCD1 rs11568821
cc 60 6.1(5.1-7.0) Reference (1) 0.26
cT 13 6.1(4.1-8.1) 1.19 (0.65-2.18)
T 2 4.4 (NA-NA)  3.08(0.72-13.10)
PDCD1 rs7421861
AA 31 5.4 (4.4-6.4) Reference (1) 0.30
AG 37 6.5 (5.9-7.1) 1.01 (0.61-1.67)
GG 7 4.4 (4.2-4.6) 1.87 (0.81-4.33)
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Supplementary Table S1. Analyses between the immune checkpoint genetic variants and progression-free survival
of extensive stage-small cell lung cancer patients (Continuation)

Progression-free survival

Univariate analysis Multivariate analysis
SNP n=7s | MPFS(S%C), o igs%cl)  cpvalue  HR(95%CI)  p-value
months
CTLA4 rs4553808
AA 47 6.1(5.1-7.1) Reference (1) 0.82
AG 26 5.9 (4.4-7.4) 1.17 (0.71-1.90)
GG 2 6.1 (NA-NA) 0.93 (0.22-3.86)
CTLA4 rs231775
AA 34 6.1(5.9-6.3) Reference (1) 0.005
AG 32 6.3 (4.6-7.9) 0.94 (0.58-1.55)
GG 9 4.6 (3.9-5.3) 3.10(1.43-6.72)
AA-AG* 66 6.1(5.7-6.5)  0.31(0.15.0.066)  0.001 0.30 (0.14-0.63) 0.002
CTLA4 rs3087243
GG 22 4.8 (3.8-5.7) Reference (1) 0.046
GA 36 6.1 (5.6-6.5) 0.50 (0.29-0.89)
AA 17 6.8 (4.7-8.9) 0.56 (0.29-1.06)
GA-AA 53 6.2 (5.7-6.6) 0.52 (0.31-0.89) 0.01 0.602 (0.35-1.03) 0.07
LAG3 rs2365095
cc 36 6.5(5.9-7.0) Reference (1) 037
CT 34 5.4 (4.4-6.3) 1.07 (0.66-1.75)
T 5 4.6 (4.1-5.0) 1.96 (0.76-5.06)
LAG3 rs870849
CcC 31 5.5 (4.4-6.6) Reference (1) 0.82
cT 31 6.1 (5.2-7.0) 0.94 (0.56-1.57)
1T 13 6.1(3.1-9.1) 1.17 (0.60-2.25)
LAG3 rs3782735
AA 22 6.3 (5.0-7.5) Reference (1) 0.04
AG 43 6.1(5.1-7.0) 1.54 (0.89-2.66)
GG 10 4.4 (3.2-5.5) 2.84 (1.25-6.47)
AA-AG* 65 6.1 (5.7-6.5) 0.47 (0.23-0.97) 0.04 0.52 (0.24-1.09) 0.08

*Reference (1) is the homozygous recessive genotype. SNP, Single-nucleotide polymorphism; mPFS, median
progression-free survival; HR, hazard ratio; 2p value from a long-rank test; °p value from a Cox proportional hazards
model. Statistically significant p-values are marked in bold.
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Supplementary Table S2. Univariate analyses between the immune checkpoint genetic variants and overall survival
of extensive stage-small cell lung cancer patients

Overall survival

Univariate analysis

SNP n=78 mOS (95%Cl), months HR (95% Cl) 9p-value
CD274 rs4143815
GG 39 10.6 (8.0-13.2) Reference (1) 0.42
GC 32 8.7 (6.4-10.9) 1.34 (0.83-2.16)
cc 7 8.9 (5.4-12.4) 1.41 (0.62-3.18)
GC-CC 39 8.9 (6.9-10.9) 1.35 (0.86-2.13) 0.19
CD274 rs2297136
AA 19 7.5 (6.0-9.0) Reference (1) 0.008
AG 45 9.8 (8.0-11.7) 0.64 (0.37-1.10)
GG 14 11.2 (0.0-23.1) 0.31(0.15-0.66)
AG-GG 59 10.4 (9.4-11.4) 0.54 (0.32-0.92) 0.02
CD274 rs2282055
T 45 10.4 (9.2-11.6) Reference (1) 0.80
TG 28 8.7 (6.5-10.8) 0.86 (0.52-1.40)
GG 5 7.1(3.0-11.3) 1.05 (0.40-2.74)
TT-TG* 73 10.1 (8.7-11.5) 0.89 (0.35-2.25) 0.80
CD274 rs822336
GG 21 7.8(6.5-9.1) Reference (1) 0.56
GC 38 10.3 (7.7-12.9) 0.75 (0.44-1.30)
cc 19 10.6 (8.5-12.7) 0.76 (0.40-1.43)
GC-CC 57 10.4 (8.9-11.9) 0.76 (0.45-1.26) 0.28
PDCD1 rs2227981
GG 28 10.4 (7.3-13.5) Reference (1) 0.10
GA 37 7.5 (6.0-9.0) 1.63 (0.98-2.69)
AA 13 10.6 (9.5-11.6) 0.98 (0.50-1.90)
PDCD1 rs10204525
ccC 67 9.7 (7.5-11.9) Reference (1) 0.64
cT 11 9.8 (3.0-16.6) 0.86 (0.45-1.63)
PDCD1 rs11568821
cC 62 10.4 (8.7-12.0) Reference (1) 0.32
cT 14 8.4 (6.4-10.4) 1.31(0.73-2.37)
1l 2 7.4 (NA-NA) 2.49 (0.59-10.55)
PDCD1 rs7421861
AA 33 10.4 (7.7-13.0) Reference (1) 0.31
AG 38 9.7 (8.2-11.2) 1.29 (0.79-2.12)
GG 7 8.0(6.5-9.5) 1.81(0.79-4.18)
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Supplementary Table S2. Univariate analyses between the immune checkpoint genetic variants and overall survival
(Continuation)

Overall survival

Univariate analysis

SNP n=78 moOs (95%Cl), HR (95% CI) ap-value
months
CTLA4 rs4553808
AA 50 10.4 (8.7-12.1) Reference (1) 0.79
AG 26 8.4 (6.2-10.6) 1.18 (0.73-1.92)
GG 2 8.0 (NA-NA) 1.04 (0.25-4.28)
CTLA4 rs231775
AA 37 8.1(6.8-9.5) Reference (1) 0.45
AG 32 10.4 (8.0-12.8) 0.75 (0.46-1.22)
GG 9 10.4 (10.3-10.5) 0.74 (0.35-1.54)
AA-AG* 69 9.2 (7.0-11.5) 1.17 (0.58-2.36) 0.66
CTLA4 rs3087243
GG 22 9.8 (7.6-12.0) Reference (1) 0.27
GA 36 10.4 (7.0-13.8) 0.81 (0.47-1.39)
AA 20 8.0 (6.7-9.4) 1.29 (0.70-2.36)
GA-AA 56 9.2 (6.5-11.9) 0.94 (0.57-1.55) 0.81
LAG3 rs2365095
cc 37 10.4 (7.7-13.1) Reference (1) 0.84
cT 36 8.2 (6.0-10.4) 1.15 (0.72-1.83)
TT 5 11.5 (6.4-16.6) 1.04 (0.41-2.66)
LAG3 rs870849
cc 32 8.9(5.7-12.1) Reference (1) 0.19
CT 32 10.6 (8.6-12.6) 0.86 (0.52-1.42)
I 14 8.0 (6.0-10.1) 1.55 (0.82-2.95)
LAG3rs3782735
AA 23 8.2 (5.2-11.1) Reference (1) 0.02
AG 44 10.4 (8.8-12.0) 0.89 (0.53-1.48)
GG 11 5.7 (2.8-8.6) 2.33(1.10-4.95)
AA-AG* 67 10.3 (8.9-11.6) 0.40 (0.20-0.77) 0.005

*Reference (1) is the homozygous recessive genotype. SNP, Single-nucleotide polymorphism; mPFS, median
progression-free survival; HR, hazard ratio; ®p value from a long-rank test. Statistically significant p-values are marked
in bold.
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Supplementary Table S3. CD274 haplotype analyses (rs2297136 | rs2282055 | rs822336) for progression-free survival and overall survival

Progression-free survival Overall survival
Univariate analysis  Multivariate analysis | Univariate analysis  Multivariate analysis

Haplotype | Frequence | BETA p-value BETA p-value BETA p-value BETA p-value

GTC 0.39 1.37 0.25 1.75 0.3

ATC 0.1 -0.86 0.62 -1.66 0.5

GGG 0.06 6.35 0.009 5.74 0.01 11.8 <0.001 10.7 <0.001

AGG 0.18 -1.26 0.39 -2.48 0.23

GTG 0.02 5.12 0.29 14.6 0.03 10.3 0.09

ATG 0.25 -2.68 0.06 -2.17 0.11 -4.12 0.04 -3.42 0.06

Supplementary Table S4. Analyses between platinum sensitivity and the rs2297136, rs2282055 and rs822336
variants in the CD274 gene, and the CTLA4 rs231775 variant

Univariate analysis

Multivariate analysis

SNP n=74 se::?ttil\?:r(-%) p-value OR (95% Cl) p-value
CD274 rs2297136
AA 18 2(11.1) 0.002
AG 42 15 (35.7)
GG 14 10 (71.4)
AG-GG** 56 25 (44.6) 0.01 0.13 (0.02-0.70) 0.02
CD274 rs2282055
T 41 15 (36.6) 0.19
TG 28 12 (42.9)
GG 5 0(0.0)
TT-TG* 69 27(39.1) 0.15 NA (NA-NA) 0.99
CD274 rs822336
GG 21 2(9.5) 0.008
GC 34 15 (44.1)
cc 19 10 (52.6)
GC-CC** 53 25 (47.2) 0.003 0.08 (0.01-0.46) 0.005
CTLA4 rs231775
AA 34 14 (41.2) 0.05
AG 31 13 (41.9)
GG 9 0(0)
AA-AG* 65 27 (41.5) 0.02 NA (NA-NA) 0.99

*Reference (1) is the homozygous recessive genotype. **Reference (1) is the homozygous dominant genotype. SNP,
Single-nucleotide polymorphism; OR, odds ratio; NA: not available. Statistically significant p-values are marked in

bold.
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Supplementary Table S5. Linkage disequilibrium data for CD274 gene variants in European populations (1000
Genomes Project Phase 3)

Variant 1 Location Variant 2 Location r2 D'

rs822336 5448690 rs4143815 5468257 0.12 0.57
rs2282055 5455732 rs4143815 5468257 0.14 0.38
rs2297136 5467955 rs4143815 5468257 0.14 0.59
rs822336 5448690 rs2297136 5467955 0.21 0.47
rs822336 5448690 rs2282055 5455732 0.31 0.90
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5. RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS

En el presente trabajo de tesis doctoral se incluyeron 145 pacientes con cancer de pulmén
de célula pequena tratados con quimioterapia basada en platino-etopésido de una serie
retrospectiva de un unico centro, el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. De estos

pacientes, 45 presentaban enfermedad limitada y 100 enfermedad extensa.

Los analisis de la asociacion entre polimorfismos en genes implicados en la reparacion
del ADN y en la metabolizacion del etopésido, y la eficacia y la toxicidad del tratamiento,
se realizaron en la cohorte total, asi como en subanalisis por separado en las cohortes
de enfermedad limitada y enfermedad extensa. En la evaluacion de la eficacia se excluyo
a los pacientes que recibieron tratamiento con ICIl y a los que recibieron menos de dos
ciclos de quimioterapia basada en platino-etopdsido. Los resultados obtenidos mas
relevantes mostraron un posible papel como biomarcador de supervivencia de la variante
ERCC1 rs11615. En la cohorte total los pacientes portadores del alelo ERCC1 rs11615-
G presentaron una mejor SLP que los pacientes con genotipo AA (p = 0.02 en modelo
dominante). En los subanalisis, esta variante se asoci6 con diferencias en SLP en la
cohorte de enfermedad limitada (p = 0.03), asociacidon que se mantuvo estadisticamente
significativa en el analisis multivariado (HR = 0.31, 1IC95% 0.13 — 0.72; p = 0.007). Este
polimorfismo también se asocié con SG en la cohorte de enfermedad limitada en el

analisis univariado (p = 0.03).

Se dispuso de 106 muestras de tejido tumoral parafinadas, de las cuales 95 fueron
optimas para el analisis de la expresion proteica de ERCC1 y 65 para la determinacion
del complejo funcional ERCC1-XPF. Se detectod expresion de ERCC1 en el 75.8% de las

muestras analizadas, mientras que la colocalizacion de ERCC1-XPF se observo en el

68.4% de las muestras. La expresion proteica de ERCC1 no se asocid con las variantes
genéticas ERCC1 rs11615 ni rs3212986.

En los analisis de supervivencia, se identific6 una menor SLP en los pacientes con
ERCC1-XPF positivos en comparacion con los negativos (6.5 vs. 10.2 meses; p = 0.05),

aunque esta diferencia no alcanzo significacion estadistica. Esta diferencia también se

observo en la cohorte de enfermedad limitada (10.8 vs. 13.3 meses; p = 0.06). No se

encontraron asociaciones entre la expresion del complejo ERCC1-XPF y la SG.
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Por otro lado, en los andlisis entre los polimorfismos genéticos y la toxicidad realizados
en la cohorte total, los pacientes portadores del alelo ERCC2 rs1799793-T presentaron
una mayor incidencia de trombocitopenia grado 3-4 (p = 0.03, modelo dominante). Esta
asociacion se mantuvo estadisticamente significativa en el analisis multivariado (OR =
3.15,95% C1 1.08 — 9.17; p = 0.04).

En la evaluacién de la asociacion entre las variantes en genes de puntos de control
inmunitario y la eficacia del tratamiento se seleccionaron 78 pacientes con enfermedad
extensa que habian recibido al menos dos ciclos de quimioterapia basada en platino-
etopdsido (sin ICI). Los analisis multivariados mostraron diferencias en SLP para las
variantes en CD274 rs2297136, rs2282055 y rs822336, asi como para la variante CTLA4
rs231775. Se reportd una mejor SLP en los pacientes portadores del alelo CD274
rs2297136-G (HR = 0.52, CI195% 0.29 — 0.93; p = 0.03, modelo dominante), los portadores
de alelo CD274 rs2282055-T (HR = 0.23, ClI95% 0.09 — 0.64; p = 0.005, modelo recesivo),
los portadores del alelo CD274 rs822336-C (HR = 0.41, CI95% 0.23 — 0.73; p = 0.002,
modelo dominante) y los portadores del alelo CTLA4 rs231775-A (HR = 0.30, CI95% 0.14
—0.63; p = 0.002, modelo recesivo). Ademas, se observé una mejor SG en los pacientes
portadores del alelo CD274 rs2297136-G en comparacion a los pacientes con genotipo
AA (10.4 vs. 7.5 meses; HR = 0.62, CI95% 0.36 — 1.09; p = 0.1, modelo dominante).
Finalmente, un analisis por haplotipos para CD274 (rs2297136|rs2282055|rs822336)
reveld una asociacion del haplotipo GGG, con una frecuencia del 6%, con la SLP (p =
0.01) y la SG (p <0.001).

Asimismo, los analisis entre los polimorfismos en genes que codifican para los ICl y la
sensibilidad al tratamiento con platino revelaron una asociacion para las variantes CD274
rs2297136 y rs822336. Los portadores del alelo CD274 rs2297136-G presentaron mayor
sensibilidad al platino (OR = 0.13, CI95% 0.02 — 0.70; p = 0.02, modelo dominante), al
igual que los pacientes portadores del alelo CD274 rs822336-C (OR = 0.08, C195% 0.01
—0.46; p = 0.005, modelo dominante).

Finalmente, se determind la expresién proteica de PD-L1, tanto en células tumorales
como en células inflamatorias infiltrantes de tumor, en 52 tumores. Los resultados
mostraron una baja expresion de PD-L1 en tejido tumoral, con un 3.8% segun el Tumor
Proportion Score (TPS) y un 23.1% segun el Combined Positive Score (CPS). La
expresion de PD-L1 en tejido tumoral no mostré asociacion con las variantes germinales
en CD274.
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6. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION

El CPCP es un carcinoma con un patréon de crecimiento rapido y de mal pronéstico. En
los ultimos afos, en el CPCNP, el mayor conocimiento de la genética molecular y de la
inmunidad tumoral ha permitido identificar alteraciones moleculares susceptibles de ser
bloqueadas con terapias dirigidas (158), asi como biomarcadores predictivos, como PD-
L1, que permiten seleccionar a una poblaciéon con mayor probabilidad de respuesta al
tratamiento con anti-PD(L)1 (159). Este enfoque de tratamiento personalizado, ha
permitido mejorar la supervivencia de los pacientes con diagnostico de CPCNP, e
incorporar farmacos que, en su mayoria, presentan un perfil de toxicidades mas favorable
que la quimioterapia. Pese a los avances en este ambito en CPCNP, estos han sido
limitados en CPCP, para el que, a dia de hoy, aun no se dispone de marcadores
moleculares predictivos de eficacia o toxicidad. Ademas, a pesar de que la adicién de
inmunecheckpoints a la quimioterapia ha cambiado el estandar de tratamiento en
enfermedad extensa, el beneficio de estos tratamientos es modesto (55,56), y la
quimioterapia basada en platino—etopdsido continua siendo el pilar del tratamiento. Cabe
afiadir, que una proporcidon no despreciable de pacientes presenta toxicidad severa
(grado 3-4) con esta combinacién de quimioterapia (53,55,56), y actualmente tampoco se
dispone de marcadores predictivos de toxicidad, con la excepcion del ECOG basal del
paciente (126,127).

La presente tesis doctoral aborda la farmacogenética en CPCP desde dos mecanismos
bioldgicos complementarios, la reparacion del ADN y el control inmunitario, con el objetivo
de identificar biomarcadores capaces de modular la eficacia y la toxicidad de la
quimioterapia basada en platino y etopésido. Nuestros hallazgos apoyan la hipétesis de
que variantes germinales en estos procesos podrian influir en la sensibilidad tumoral y la
tolerancia al tratamiento, aportando potenciales herramientas para avanzar hacia una

medicina mas personalizada en este subtipo tumoral de prondstico adverso.

Se identificd una asociacion entre los polimorfismos ERCC1 rs11615 y la supervivencia,
y ERCC2rs1799793 y la toxicidad. ERCC1 participa en la reparacion del ADN formando
un complejo con XPF que realiza el corte de la cadena dafiada (137)(138), mientras que
ERCC2 actua como helicasa dentro del complejo TFIIH, facilitando el desenrollamiento
del ADN para permitir su reparacion (147)(148). Ambas proteinas son componentes

esenciales de la via NER, fundamental para corregir las lesiones inducidas por los
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agentes quimioterapicos basados en platino (160). Polimorfismos en los genes que
codifican para estas proteinas han sido evaluados en estudios de asociacién en cancer

de pulmodn, especialmente de célula no pequeia, con resultados no concluyentes (144).

En nuestro estudio en CPCP, la variante ERCC1 rs11615 se asocié con la supervivencia
en pacientes con enfermedad limitada. ERCC1 rs11615 es un polimorfismo sinébnimo
(Asn118Asn, C>T), que puede alterar el uso de codones, afectando potencialmente
la traduccion o estabilidad del ARNm y por ende los niveles de ERCC1 (145). Nuestros
hallazgos se alinean con la hipétesis de que cambios en las enzimas involucradas en la
reparacion del ADN pueden tener un efecto en la eficacia a la quimioterapia basada en
platino en CPCP. Estos resultados, ademas, estan en concordancia con resultados
previamente comunicados en CPCNP, en los que ERCC1 rs11615 se asocié con la tasa
de respuesta y la supervivencia en CPCNP, aunque de manera poco consistente debido
a la heterogeneidad étnica, metodoldgica y de tratamiento (161-163). Nuestros datos
muestran una asociacion de esta variante en enfermedad limitada, lo que sugiere que en
estos pacientes el impacto observado de ERCC1 rs11615 podria estar potenciado por la
adicion de la radioterapia toracica al tratamiento con platino, que modularia la capacidad

de reparacion del ADN frente al daio inducido por este farmaco.

La falta de asociacion entre las variantes germinales de ERCC1 y la expresion de ERCC1
tumoral, determinada mediante inmunohistoquimica, es consistente con observaciones
previas que reportan la ausencia de correlacion entre la expresion de ARNm vy la
expresion proteica de ERCC1 (164,165), lo que sugiere posibles mecanismos

postranscripcionales o postraduccionales.

Es importante considerar, ademas, que ERCC1 puede generar 4 isoformas por splicing
alternativo, aunque solo la isoforma 202 codifica una proteina completa y funcional capaz
de unirse a XPF y formar el complejo endonucleasa ERCC1-XPF. Actualmente no se
dispone de anticuerpos especificos que permitan identificar de manera especifica la
isoforma 202, lo que puede conducir a una sobreestimacion de la expresion de ERCC1
(140,141,166). Para superar esta limitacion, evaluamos la expresion del complejo
funcional ERCC1-XPF mediante la deteccién de la colocalizacion de ambas proteinas
utilizando el ensayo de ligadura por proximidad (PLA). Este abordaje permiti6 identificar

los complejos nucleares de ERCC1-XPF.
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En los analisis estadisticos, la expresion positiva del complejo funcional ERCC1-XPF se
relaciond con una peor supervivencia, particularmente en pacientes con enfermedad
limitada, hallazgo consistente con estudios previos en CPCNP que vinculan la
sobreexpresién de ERCC1 con resistencia a platino (140). No obstante, aunque los
resultados son alentadores, deben considerarse exploratorios y preliminares debido al
tamafo muestral limitado y a que el punto de corte utilizado para definir la positividad de

la expresion del complejo proteico carece de validacion independiente.

En conjunto, la evidencia generada por los resultados del primer articulo de esta tesis,
que relacionan tanto las variantes germinales en ERCC1 como la expresion tumoral del
complejo proteico ERCC1-XPF con la supervivencia en CPCP-EL, sugiere que, previa
validacion en series prospectivas, la incorporacion de estos biomarcadores en la practica
clinica podria facilitar la identificacion de pacientes con un prondstico mas adverso,
quienes podrian beneficiarse de estrategias terapéuticas de intensificacion, ademas del
tratamiento de consolidacion con durvalumab (65). Entre dichas estrategias podrian
considerarse la radioterapia toracica hiperfraccionada a dosis altas (77,167) o, en un
futuro, los anticuerpos conjugados a farmacos (ADCs) dirigidos frente a TROP-2, B7-H3
o DLL3, aunque estas aproximaciones requieren todavia de validacion en ensayos

clinicos especificos para CPCP-EL.

En relacion con la toxicidad, el alelo T de la variante ERCC2 rs1799793 se asocié con
mayor riesgo de trombocitopenia grado 3-4 en la cohorte total, sin embargo, no se
observaron diferencias en la reduccion de dosis ni en la SLP. Esta toxicidad fue mas
notable en el subgrupo con enfermedad extensa, en el cual el uso del carboplatino fue
mas frecuente, farmaco que se ha vinculado a una mayor incidencia de toxicidad
hematolégica severa en comparacion con el cisplatino (48). Ademas, un estudio previo
en pacientes con CPCNP tratados con cisplatino no logré asociar esta variante con
toxicidad hematoldgica (168). Nuestros hallazgos sugieren que los pacientes portadores
del alelo ERCC2 rs1799793-T podrian beneficiarse del uso preferente de cisplatino, con
el objetivo de reducir el riesgo de trombocitopenia severa y optimizar los resultados
oncoldgicos. También podria considerarse el uso selectivo de agonistas de
trombopoyetina en pacientes con contraindicacion al cisplatino y alto riesgo de toxicidad
medular, aunque no es practica estandar. Estas estrategias, no obstante, requieren de

validacion prospectiva.
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El mecanismo a través del cual la proteina ERCC2 estaria implicada en la toxicidad
hematoldgica inducida por derivados del platino no ha sido esclarecida hasta el momento.
No obstante, estudios in vitro han mostrado una mayor respuesta apoptética en lineas
celulares linfoblasticas homocigotas para el codon Asn312 (alelo T) expuestas a radiacion
ultravioleta o ionizante (168). Ademas, esta variante, que produce un cambio de
aminoacido en la proteina (Asp312Asn G>A), se localiza en una regién del gen en la que
se han descrito mutaciones que afectan procesos de reparacion del ADN y las

interacciones proteina-proteina (169)(170).

Por otro lado, se evalué el papel de variantes germinales en genes implicaciones en la
regulacion del sistema inmunitario en pacientes con CPCP-EE. Aunque en los ultimos
anos el conocimiento sobre los puntos de control inmunitario ha trasformado el paradigma
del tratamiento oncoldgico con la llegada de los ICI, existen evidencias de que el platino
también ejerce un efecto inmunomodulador sobre el microambiente tumoral (171-173).

No obstante, los estudios en cancer de pulmén que evallan la asociacion entre variantes
en genes implicados en puntos de control inmunitario y la eficacia a la quimioterapia

basada en platino son escasos (156,157,174,175).

Nuestros resultados identifican variantes en CD274 (PD-L1) y en CTLA-4 que estan
asociadas a SLP en pacientes tratados con quimioterapia basada en platino—etopésido,
sin inmunoterapia. Las variantes CD274 rs2297136 y rs822336 se asociaron, también,
con una mayor sensibilidad al platino. Ademas, se observé una mejoria en SG en los
portadores del alelo CD274 rs2297136-G, pese a que dicha mejoria no alcanzo
significacion estadistica, lo que podria deberse a un tamafio muestral limitado u otros
factores no controlados. Esta relacion podria explicarse, en parte, por la mayor
proporcion de pacientes sensibles al platino, dado que la sensibilidad a este tratamiento
se ha asociado con una mayor eficacia a lineas posteriores de tratamiento y a una mejor
SG (176).

Diversos estudios respaldan la posible funcionalidad de estas variantes en CD274. La
variante rs2282055 es intronica (177), aunque estudios in silico sugieren que podria ser
funcional (Regulome database: rango 1f; puntuacion 0,55) (178). La variante rs2297136,
situada en la region 3'-UTR, puede alterar los sitios de union de los microRNAs miR-324-
5p y miR-296-5p, y afectar la represion o desestabilizacion del ARNm (179)(157)(180).
La variante rs822336, situada a 2kb de la region reguladora del gen, podria reducir la

expresion del ARNm de PD-L1 (175) y su actividad promotora (174). Estas variantes de
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la linea germinal podrian contribuir a niveles disminuidos de proteina PD-L1, con posibles

implicaciones en la respuesta al tratamiento.

La proteina PD-L1 se expresa tanto en células tumorales como en células del
microambiente tumoral, e inhibe la respuesta inmune antitumoral mediante el bloqueo de
la activacion de los linfocitos T, favoreciendo asi la evasion del tumor frente al sistema
inmunitario (181). En nuestra serie de pacientes, la expresion de PD-L1, tanto en células
tumorales como en células inflamatorias infiltrantes de tumor fue baja, en concordancia
con lo previamente reportado (33). Aunque no se observé asociacion entre las diferentes
variantes de CD274 y la expresion de PD-L1 tumoral, estos resultados deben
interpretarse con cautela debido a la baja expresion detectada y al tamafio muestral
limitado. La determinacién de la expresion de ARNm de PD-L1 podria haber
complementado estos resultados (182), sin embargo, existen discrepancias sobre los
umbrales estandar (183) y, ademas, la fiabilidad de los resultados habria estado
condicionada por la calidad del ARNm obtenido de las muestras tumorales fijadas en

parafina.

Nuestros resultados sugieren que CTLA-4 también podria desempefar un papel en la
modulacion de la respuesta al platino. La proteina CTLA-4, expresada principalmente en
linfocitos T reguladores y activados, limita la actividad de los linfocitos T efectores,
contribuyendo a la evasion tumoral frente al sistema inmunitario (184). En nuestro estudio,
los portadores del alelo CTLA-4 rs231775-A, un polimorfismo no sinénimo (Thr17Ala
A>G) (185), se asociaron con una mejor SLP, lo que sugiere que la modulacion de la
activacion de los linfocitos T podria potenciar la eficacia del platino. No obstante, estudios
in vitro han mostrado una reduccién de la expresion de la proteina en portadores del
genotipo GG frente AA (186) , en aparente contraste con nuestros hallazgos. Estudios
adicionales in vitro, asi como la evaluacién de la relacion entre la variante germinal CTLA-
4 rs231775 y la expresion de CTLA-4 en el microambiente tumoral, podrian permitir

validar nuestros resultados.

Los hallazgos de la presente tesis doctoral indican que alteraciones moleculares en
ERCC1 podrian orientar a un enfoque terapéutico individualizado y variantes genéticas
en CD274 podrian predecir la eficacia de tratamientos posteriores en cancer de pulmon
de célula pequefa, aunque se requieren estudios prospectivos de validacion. Estos
resultados adquieren especial relevancia en el contexto actual, donde la combinacion de

la quimioterapia e inmunoterapia constituye el estandar de tratamiento en CPCP-EE. La
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identificacion de variantes germinales que afecten tanto la sensibilidad al platino como la
interaccion con el sistema inmune podria ser clave para optimizar estrategias combinadas
y estratificar a los pacientes que mas se beneficien de la combinacién de quimio-

inmunoterapia.

6.1. Limitaciones

La presente tesis doctoral presenta varias limitaciones que deben considerarse al
interpretar los resultados. Si bien, estas no disminuyen la relevancia de los hallazgos ni
su aportacion al conocimiento sobre biomarcadores en cancer de pulmén de célula

pequefa.

En primer lugar, se trata de un estudio retrospectivo de un unico centro, lo que podria
conducir a sesgos de seleccion, y limitar la extrapolacion de los resultados a otras
poblaciones. Sin embargo, este disefio permitié disponer de un seguimiento clinico
homogéneo que asegurase la calidad y consistencia de los datos, asi como del
tratamiento realizado. El tamafio muestral fue destacable considerando otros estudios
similares con esta histologia. Si bien fue moderado para analisis por subgrupos, permitio
generar hallazgos relevantes de manera independiente, tanto en la cohorte de pacientes

con enfermedad limitada como en la de extensa.

La heterogeneidad en los tratamientos, incluyendo el tipo de platino utilizado, la adicion
de radioterapia, o la concurrencia o secuencialidad de esta, podria haber influido en los
resultados de supervivencia, si bien se realizaron ajustes multivariados de cara a
minimizar sesgos. No obstante, dicha heterogeneidad es un reflejo de la practica clinica

en vida real.

La seleccion de polimorfismos se basé en la evidencia reportada en la literatura previa, lo
que no permite descartar la existencia de otras variantes genéticas de relevancia. Este
disefio permitié utilizar variantes con evidencia bioldgica y clinica previa, aumentando la
posibilidad de detectar asociaciones significativas y de generar hipétesis para futuras

investigaciones en CPCP.

Pese a que el material histolégico no estuvo disponible de todos los pacientes para los

estudios de IHQ o PLA, lo que pudo afectar la potencia estadistica y la deteccion de
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asociaciones de pequefio tamafio, los hallazgos obtenidos de los analisis con expresion

proteica refuerzan la relevancia clinica de las asociaciones farmacogenéticas obtenidas.

La determinacion de la expresiéon de ERCC1 y PD-L1 por IHQ puede estar sujeta a
variabilidad técnica y de interobservador, aunque la IHQ es una técnica ampliamente

aceptada y utilizada como técnica estandar, tanto en investigacion como en diagndstico
clinico. Ademas, la evaluacion del complejo ERCC1-XPF mediante PLA no ha sido

explorada previamente para la determinacion de la isoforma ERCC1 202 funcional en
cancer de pulmon, por lo que el punto de corte 6ptimo para la positividad en la técnica no
esta establecido, y los resultados se han de interpretar con cautela si se comparan con
resultados de otros estudios. Si bien, se considera una técnica que podria abrir la puerta

a estudios prospectivos de validacion.

Finalmente, aunque los resultados carecen de una cohorte de validacion externa, este
trabajo sienta las bases para futuras investigaciones, ofreciendo hallazgos novedosos y
clinicamente relevantes que puedan orientar investigaciones futuras y estrategias

personalizadas en el tratamiento de pacientes con cancer de pulmon de célula pequefia.
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7. CONCLUSIONES

1.- Las alteraciones moleculares en la via de reparacién del ADN son potenciales
biomarcadores de la eficacia y la toxicidad del tratamiento con platino-etopdsido en el

cancer de pulmoén de célula pequeia:

e La variante rs11615 en el gen ERCC1 predice supervivencia en enfermedad
limitada.

e La ausencia de expresion del complejo proteico ERCC1-XPF se relaciona con
mejores resultados clinicos en enfermedad limitada.

e Lavariante rs179979 en el gen ERCC?2 predice trombocitopenia severa.

2 .- Las variantes farmacogenéticas en genes codificantes de puntos de control inmunitario
son potenciales biomarcadores de la eficacia del tratamiento con platino-etopdsido en el
cancer de pulmoén de célula pequefia, lo que respalda un posible efecto inmunomodulador

del platino:

e Las variantes rs2297136 y rs822336 en el gen CD274 predicen la supervivencia

libre de progresion y la sensibilidad al platino en enfermedad extensa.

3.- La determinacion de alteraciones moleculares en ERCC1 podria orientar un enfoque
terapéutico individualizado, mientras que la evaluacién de las variantes genéticas en el
gen CD274 podrian predecir la eficacia de tratamientos posteriores en cancer de pulmén

de célula pequefia tratado con platino-etopésido.
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8. LINEAS DE FUTURO

Como consecuencia de los resultados de la presente tesis doctoral, que asociaron
variantes genéticas en CD274 y CTLA-4 con la sensibilidad al platino y la supervivencia
en pacientes con cancer de pulmén de célula pequefa con enfermedad extensa, se ha
disefiado un estudio que evalua la asociacion entre dichos polimorfismos y la respuesta,
la sensibilidad a platino y la supervivencia en una cohorte de pacientes tratados con

quimioterapia basada en platino y etopdsido en combinacion con ICI.

Otro estudio, que actualmente se esta desarrollando, también complementa los
mencionados resultados de la presente tesis doctoral y explora el papel de los linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs) como posibles factores predictivos de eficacia de la
quimioterapia basada en platino y etopésido. Este analisis permitira integrar la
informacion de TILs, de la expresion de PD-L1 y de las variantes germinales en genes
relacionados con puntos de control inmunitario para comprender mejor los determinantes

de la respuesta a la quimioterapia basada en platino.
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