Valasz Prof. Pongracz Judit biralatara

Tisztelt Professzor Asszony!

Hélasan kdszondm MTA doktori éertekezésem alapos biralatat és tdmogatd véleményét. Az
alabbiakban valaszolok az értekezeshez kapcsolodd kérdésekre.

1/1. Az azonositott négy transzkripcios faktor a proteomikai vizsgalatok alapjan is jol elkiilonithetd
fehérje mintazatot mutat. Az eddigi kutatésaik alapjan azonositott fehérjék 6sszefliggésbe
hozhatok-e olyan diagnosztikai markerként is szolgélo szekretalt, és vérben keringd fehérjékkel,
amelyek elosegithetik a kissejtes tiidorak korai diagnozisat?

Jelenleg egy prognosztikai biomarkerek felfedezésére 6sszpontositd véralapl proteomikai
vizsgalatunk zajlik (140, elérehaladott stddiumi SCLC), melynek eredményei részben mar
rendelkezésre allnak: a kromogranin A (CHGA), egy jol ismert neuroendokrin (NE) marker,
expresszioja erdsen Osszefliggott a betegek rosszabb prognoézisaval. Ez a fehérje az SCLC-A
(ASCL1 altal vezérelt) és az SCLC-N (NeuroD1 altal vezérelt) NE altipusokhoz kapcsolhato.
Hasonldképpen rosszabb progndzist figyeltink meg az IGFBP2 (insulin-like growth factor-
binding protein 2) esetében, amely fehérje overexpressziojat a NeuroD indukalja (YYazawa et al.
Am J Pathol 2009; 175:976-87.). Tovabbé olyan fehérjéket detektaltunk, mint a VSIG4 (V-set and
immunoglobulin domain containing 4) vagy a progranulin (GRN), amelyeket Gj, a tumor-
asszocialt makrofagokon erdsen expresszalodo, ellenérzépont-markerekként irtak le (Jung et al.
Biochem Biophys Res Commun 2022: 628:18-24.; Yoo S et al. J Hematol Oncol 2025; 18:14).
Mivel az SCLC-k egy alcsoportja fokozott immuninfiltraciot mutat (SCLC-I; ,inflamed”),
valoszintisithetd, hogy ezek a markerek potencidlisan kapcsolatba hozhatok ezzel a nem NE
alcsoporttal. Vér alapi munkaink eddig tehat prediktiv/prognosztikus biomarkerek azonositasara
fokuszaltak, melyek alapjan ugy tinik, hogy vannak olyan relevans keringé fehérjék, melyek
0sszekapcsolhatok a daganatok NE jellemzdivel, a fokozott immunrendszeri aktivitassal vagy az
epitelidlis-mesenchymalis atmenettel. Vérmintaink proteomikai analizisekor ugyanakkor tobb
mint 1300 keringd fehérjét tudtunk kvantifikalni, melyek kozott remélhetéen taladlunk majd az
SCLC korai diagnozisat is segité biomarkert. Diagnosztikai markerként is hasznalhat6 faktorok
azonositasahoz azonban tovabbi (korai stddiumu) betegek és megfelelé kontroll személyek
bevonasa lesz sziikséges.

1/2. Van-e kilénbség az SCLC-ben szenvedd betegekben a transzkripcios faktorok expresszios
megoszlasdban/mintazatdban rasszok kozott, illetve krénikus stressznek Kitett betegekben?

Az egyetlen korabbi tanulményban, mely ezt a kérdést vizsgalta azt talaltak, hogy a YAP1
expresszidja gyakoribb afroamerikai betegek daganataiban (33%), mint a fehér betegek eseteben
(12%), mig a POU2F3 (0% vs. 13%) és NEUROD1 (22% vs. 45%) expressziOja a fehér betegek
korében volt elterjedtebb. Erdemes megjegyezni, hogy e kutatasba minddssze 58 beteg volt
bevonva, igy az eredmények altalanosithat6saga korlatozott. (Godbole MM et al. J Thorac Oncol
2024; 19: S682)



Sajat anyagunkban, melyben kizarolag fehér betegektdl szarmazo mintakat tudtunk feldolgozni a
fentiektdl eltérd altipus eloszlast talaltunk: SCLC-A: 40.8%, SCLC-QN: 41,6%, SCLC-N: 4%,
SCLC-AN: 7,2%, és SCLC-P: 6,4%.

Ezek az aranyok eltérnek a mas populaciokban megfigyelt értékekt6l. Példaul egy tisztan koreai
betegcsoportban az ASCL1-dominans altipus volt a leggyakoribb (56.3%), melyet az
ASCL1/NEURODL1 koexpresszidja kdvetett 17,9%-al. Meglepé modon ebben a vizsgalatban az
SCLC-QN Iényegesen ritkabbnak bizonyult (4.4%) (Sehhoon et al. eBioMedicine 2024
15;102:105062.) Bizonytalan viszont, hogy ezek a kilonbségek rassz-fiiggéek-e, e kérdés
megvalaszolasahoz tovabbi kutatasokra lenne sziikség.

Bar a kronikus stressz szerepe a daganatok kialakuldsaban ismert, ennek az SCLC altipusaira
gyakorolt hatasardl tudtommal nincsen adat.

1/3 Alkalmazhat6 lenne-e, az emelkedett transzkripcids faktorok siRNS-sel torténd csokkentése és
ez uton a kissejtes tiidorak kronikus, nem, vagy lassan progresszalo betegséggé tételéeben? Milyen
modon lenne kivitelezheto egy SCLC specifikus siRNS terapia?

AKkis interferalo RNS (siRNS)-terapia 0j lehetéségeket rejt magaban a daganatos megbetegedések
kezelésében, mivel gyakorlatilag barmilyen gén csendesitését lehetévé teszi. Szamos in vitro, in
vivo, illetve klinikai vizsgalat is megerdsitette, hogy a tumorok ndvekedése jelentdsen gatolhatod
ezzel a maddszerrel (de Fougerolles et al Rev Drug Discov 2007; 6:443-53., Mirzaei et al. Clin
Transl Oncol 2023; 25:1167-1188., Kara et al. Adv Drug Deliv Rev 2022; 182:114113., Tabernero
et al. Cancer Discovery 2013; 3, 406-417.) A fenti vizsgalatok sordn azonban szdmos olyan
tényezore is fény deriilt, amelyek egyeldre hatraltatjak az siRNS kezelés széles korli klinikai
alkalmazéasat. Ezek kozé tartoznak példaul az siRNS instabilitasa és enzimek altali lebontésa,
valamint a célsejtbe juttatas nehézségei (Kara et al. Adv Drug Deliv Rev 2022; 182:114113.).
Mindezzel egyiitt a fenti technoldgia valoban lehetévé tenné az értekezésben leirt SCLC-A, SCLC-
AN, SCLC-N és SCLC-P altipusok célzott kezeleset, az adott molekularis szubtipusra specifikus
transzkripcids faktorok célzasaval. Ugyanakkor megjegyezném, hogy az altalunk is megfigyelt
intratumoralis heterogenitas miatt csak a tumorsejtek egy részét tudnank hatékonyan célozni.
Emiatt els6sorban kombinécios terdpidban lenne érdemes alkalmazni ezeket a szereket.

2/1 Az azonositott fehérjék teljes listaja szolubilis fehérje volt, vagy kapcsolddhattak-e a tumorbol
kibocsatott vezikulakhoz, lipid nanopartikulumokhoz?

Az alkalmazott modszerbdl adodoan (a sejt kultira médium dsszfehérje-tartalmat vizsgaltuk)
biztonsaggal nem megallapithatd, hogy mely fehérjék, illetve, hogy az Osszfehérje tartalom
mekkora hanyada szekretalt és/vagy vezikuldkhoz kotott. A mar meglevé adatainkat vezikula
adatbazisokkal (pl. vesiclepedia, human protein atlas) 6sszevetve, es/vagy GO annotacio alapjan
talalhatunk valoszintisithetéen vezikula-asszocialt fehérjéket.

Vizsgaltak-e, illetve tervezik-e vizsgalni a betegség progresszidjat is iranyitani képes lipid-kapcsolt
fehérjék szintjét a betegek szérumaban, vagy plazmajaban?

Erdekes felvetés, a vezikulak irant egyre nagyobb az érdekl3dés az onkoldgiaban (Xu R et al. Nat
Rev Clin Oncol 2018; 15:617-638.), tobb izolaciés modszer is létezik, pl. ultracentrifugals, size



exclusion kromatogréafia, és mikrofluidikas mddszerek is (Rezeli M et al. 2016; 88:8577-86.), az
MS pedig annyit fejlédott, hogy kis mennyiségti mintabdl is megbizhat6 adatokat lehet kinyerni.

2/2 Mivel a magas vagy alacsony expresszids szintet mutatd fehérjék jelenléte sejten belil akar a
szabalyozd miRNS-ek csokkent vagy emelkedett jelenlétének, avagy az miRNS-ek aktivitasat
szabalyozd cirkularis-RNS-eknek is lehet a kdvetkezménye, ismertek-e az altipusokra jellemzd
miRNS vagy cirkularis-RNS mintazatok? Mivel ezek a molekuldik vérbdl is mérhetdek, és igy korai
diagnosztikai markerek, avagy akar terdpias célpontok is lehetnek, végeznek-e ilyen iranyu
vizsgalatokat?

Bar nem tudok altipus specifikus miRNS vagy cirkularis RNS mintazatok feltérképezésre iranyuld
kutatasokrol, ismert néhany olyan miRNS, melyek hatassal vannak az altipusokat meghatarozo f6
transzkripcids faktorokra, ezaltal pedig potencialisan szerepet jatszhatnak az altipus mintazatok
kialakulasaban és véaltozasaban a tumor evoldcié soran.

Legink&bb emlitésre mélt6 a miR-375, melynek expresszidjat az ASCL1 serkenti. Masrészt ismert,
hogy a miR-375 gatolja a YAP1 kifejez6dését, igy is szerepet jatszva az SCLC fenotipus
kialakulasaban. Tovabbi, bizonyitottan az ASCL1 altal befolyasolt miRNS-ek mint a miR-7, miR-
375, miR-200b-3p, és a miR-429, is azonositasra kerultek. (Miyakawa et al. Cancer Sci 2022;
113:3932-3946.; Nishikawa et al. Cancer Res 2011; 71:6165-73.)

A Notch jelatviteli utvonal kdztudottan negativan szabalyozza az ASCL1-et, ennck megfeleléen
megallapitottdk, hogy a miR-9-5p és a kordbban emlitett miR-375 a NOTCH2 célszekvenciait
targetaljak, ami a Notch jelatvitel elnyomasat és az ASCL1 expresszio fenntartasat segitheti elo.
(Miyakawa et al. Cancer Sci 2022; 113:3932-3946.)

Az is ismert, hogy a circPVTL1 tulzott expresszidja a YAP1 szintjének emelkedését és a POU2F3
szintjének csokkenését eredményezi, mely arra utalhat, hogy szerepe van az SCLC-P és SCLC-I
fenotipus kialakitasaban. (Tolomeo et al. Genes Chromosomes Cancer 2023; 62:377-391.)
Hasonloképpen, a circSH3PXD2A is kolcsonhatasba léphet a miR-375-3p-vel, mely a YAP1
expresszié novekedeséhez vezet. (Chao et al. Int J Nanomedicine 2023; 18:2989-3006.)

Jelenleg is folynak az SCLC véralapl biomarkereinek azonositasara iranyuld kutatasaink, azonban
ezek nem Kkifejezetten az miRNS-ekre vagy cirkularis RNS-ekre fokuszalnak. A fentieket
figyelembe véve ugyanakkor ezen molekuldk kimutatasa valoban igéretes kutatasi iranyt jelenthet.

3/1 Terveznek-e, avagy végeztek-e olyan vizsgélatokat, melyek sordn a mitokondrium funkcio
vizsgalhatova valna a kissejtes tiidorak altipusaiban primer klinikai szévetmintdakon?

Itt hivatkozom egy az ASCL1-vezérelt SCLC sejtvonalak és human tumorszévetek metabolikus
fenotipusat vizsgal6 - jelenleg revizi6 alatt all6 - utankdvetési tanulmanyunkra (Solta A et al.
Unveiling the powerhouse: ASCL1-driven small cell lung cancer is characterized by higher
numbers of mitochondria and enhanced oxidative phosphorylation. Cancer&Metabolism, under
review): Proteomikai adataink (Ujra)elemzésével, a mitokondriumok szerkezeti és funkcionalis
kuldnbségeinek vizsgélataival (qPCR, aramlasi citometria, konfokélis és elektron mikroszkopia,



seahorse-esszék), valamint szdmos metabolikus inhibitor tesztelésével (MTT-alapl és klonogén
esszék), illetve egysejtes enzimaktivitasi vizsgalatokat végezve SCLC betegek sejtvonalain és
tumorszovet mintain, azt talaltuk, hogy a mitokondriumok szama emelkedett az ASCL1-dominans
sejtekben méas SCLC altipusokhoz képest, illetve azt, hogy ez magasabb oxidativ foszforilacios
aktivitassal jar egyutt. Megfigyeltik tovabba, hogy a mitokondrialis enzimkomplex-I-t vagy a
karnitin-palmitoiltranszferaz-1-et célzé metabolikus inhibitorok nagyobb érzékenységet mutattak
SCLC-A altipus esetén. Az alacsonyabb oxidativ aktivitasd, nem ASCL1-vezérelt SCLC-k
glutaminolizist6l valo fiiggdséget mutattak, amit glutaminaz-gatlasra valé fokozott érzékenységik
is alatdmasztott; ugyanakkor fokozott glutamat-dehidrogenaz aktivitast mértiink a non-ASCL1
sejtvonalakban, valamint huméan SCLC szévetmintakban. Osszefoglalva, human SCLC
sejtvonalakon és tumormintakon elvégzett vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a
kiilonboz6 SCLC altipusok egyedi metabolikus sebezhetéséget mutatnak, mindez pedig a 1égzési
lancot, a zsirsavtranszportot vagy a glutaminolizist célzo altipus-specifikus terapiak lehetéségére
utal.

3/2 Mivel a mitokondridlis miikodés az mTOR azaz a,,mammalian target of rapamycin” jelatviteli
atvonalon keresztul szabalyozza a sejtmagban kodolt mitokondridlis fehérjék szintézisét, a
mitokondrium aktivitasat és biogenezisét, tesztelték-e a venetoclax alkalmazésat rapamicinnel
kombinacioban? Jelenleg a kisérletekben alkalmazott MCL1 inhibitor azaz az S63845 fazis 1-es
vizsgélata tudomasom szerint 2020-ban lezarult. Ezzel szemben a rapamicin engedélyezett
gyvégyszer. Igy klinikai vizsgdlatba torténd bevondsa és a kombindlt kezelés hatékonysdgdnak
tesztelése nem lenne-e egyszeriibb? Eddigi sejtvonalas és xenotranszplantdacios vizsgalatok
alapjan, amik 2014-ig nyulnak vissza, a kombinacidé hatékonyan csokkentette az SCLC sejtek
gyorsabban vezetne hatékonyabb terapias kombinaciohoz, mar az MCL1 géatlé engedélyezése
elott?

ABCL-2 inhibitor és mTOR gatlo egydttes alkalmazésa preklinikai kisérletekben valéban igéretes
eredményeket mutatott a sejtproliferacié és migracio hatékony csokkentését elérve, igy a
kombinéciot a hematologia egyéb teriiletein €s mas szolid tumorokban is jelentds érdeklédés dvezi
(Satta et al. Clin Cancer Res 2023; 29:1332-1343; Nayman et al. J Cancer 2019; 10:1466-1478),
azonban a human-ekvivalens doézis alkalmazédsakor vérhatd toxicitds miatt ennek klinikai
gyakorlatba Ultetése kétséges. Klinikai vizsgalatokbdl szarmazé adatok alapjan a nemkivanatos
hatasokat tekintve a két gyogyszer esetében nagyfokd hasonldsag lathatd, mindkét készitménynél
a leggyakoribb jelentett mellékhatasok kozott szerepel a myeloszuppresszid, illetve az
immunszuppressziv hatds, igy a fert6zésekre vald fokozott hajlam, melyek, tekintve az
alapbetegségiikbdl adodoan egyébként is immunkompromittalt és klinikailag gyenge allapoti
célpopulaciot, elony-kockézatot mérlegelve, a két gyogyszer egyidejii alkalmazasa ellen szolnak.
(Groth et al.Transplantation 1999; 67:1036-42; Roberts et al. N Engl J Med 2016; 374:311-322).
Emellett, farmakokinetikai profiljukat tekintve, in vitro vizsgalatok alapjdn a venetoclax és a
rapamycin is elsOsorban a citokrom P450 CYP3A4 enzim utjan metabolizdlédnak, valamint
szubsztratjai a P-glikoproteinnek. Tovabbi vizsgalatok eredményei szerint klinikailag relevans
koncentracidban adagolva egyik szer sem inhibitora vagy induktora a CYP3A4-nek, a P-
glikoproteinnek azonban mindkettd inhibitora (Zhang et al. Ther Drug Monit 2017; 39:406-411;
Salem et al. Clin Transl Sci 2024; 17:¢13807). A két gyogyszer egyidejii alkalmazasa esetén a
bélrendszer, maj és vese P-glikoprotein medialta drug-efflux gatlasan keresztil a két szer



plazmakoncentracioja emelkedhet, ezaltal az egyébkeént is varhato toxicitas tovabbi fokozddasara
lehet sz&mitani.

Tehat, bar irodalmi adatok alapjan az értekezésben részletezett MCL-1 overexpresszi¢ altal
kialakul6 venetoclax rezisztencia esetén is hatékonynak bizonyulhat a venetoclax mTOR géatl6val
valé kombinacioja (Choudhary et al. Cell Death Dis 2015; 6:1593), a gyakorlatban ez a fent
kifejtett biztonsagossagi profilt érinté kérdések miatt rendkiviill szoros monitorozast és
korultekintest igényelne.

3/3 D vitaminnal folytatott kisérletek nem-kissejtes tiidérdak (NSCLC) sejtvonalon kimutattdk, hogy
egy transzfer-RNS-b4! szdrmazo kis RNS (tsRNS) utvonalon, a D vitamin mitokondrium miikédést
befolydsolva elnyomta a sejtosztoddast, migraciot, sejtes invaziot és apoptozist idézett elé a daganat
sejtekben. Végeztek-e hasonld kisérleteket SCLC sejtvonalakon? Esetleg ismert volt-e az
anamnézisbdl, hogy a betegek fogyasztottak-e taplalékkiegészitot vagy a mitokondridlis miikodést
is befolyasold D vitamin keszitményeket? Ha voltak ilyen betegek, hatott-e a mitokondrium
aktivitasanak befolyasolasa a tulélési statisztikakra?

Valéban, in vitro és in vivo adatok egyarant azt mutatjak, hogy a D-vitamin tébb daganattipusban
is gatolhatja a karcinogenezist és befolyasolhatja a tumorprogresszidt, beleértve a
sejtdifferencialodas  elbsegitését, a tumorsejtek proliferdcidjanak gatlasat, valamint
gyulladascsokkentd, immunmodulald, pro-apoptotikus €s antiangiogén hatasokat is (Feldman D et
al. Nat Rev Cancer 2014; 14:342-357.; Keum N et al. Ann Oncol 2019; 30:733-743.). Ismert
tovabba, hogy az alacsony D-vitamin szint kiillonb6z6 daganatos megbetegedések (pl. vastagbel-,
eml6-, és prosztatarak) fokozott kockazataval jar egytt (Carlberg C et al. Semin Cancer Biol 2022;
79:217-230.), valamint, hogy a D3-vitamin készitmények csokkenthetik az elérehaladott
daganatok kialakulasanak kockazatat, els6sorban normalis testtomegii egyénekben (Chandler PD
et al. JAMA Netw Open 2020; 3:€2025850.), tovabba klinikai kisérletek folynak annak
vizsgalatara is, hogy kiilonb6z6 daganatellenes kezelések D-vitaminnal torténd kiegészitése
milyen terdpids elényokkel jarhat. A fazis 3 SOLARIS study-ban példaul azt vizsgéltak, hogy nagy
dozisu D3-vitamin kemoterapiahoz/bevacizumabhoz t6rténé hozzaadasa meghosszabbitja-e az
elérehaladott vastagbélrakban szenved6 betegek tUlélését, de a vizsgélat negativ eredménnyel
zarult (ESMO Congress 2024 Abstract LBA26). Hasonl6 klinikai vizsgalatrol kissejtes tiidérakban
ugyanakkor nem tudok, és kisérletes munkardl is alig vannak adatok, a Pubmed adatbazisban
minddssze egyetlen, nem igazan meggy6z6 1998-as tanulmany fellelhet6 a témaban (Guzey M et
al. Biochem Biophys Res Commun 1998; 249:735-44). Sajat beteganyagunk D vitamin szintjeirdl,
illetve D-vitamin gyogyszerelésérdl sajnos nem alltak rendelkezésre adatok.

4/1 Mi volna véleménye szerint az idealis adatgytijtési modszer, hogy a betegekrdl elérhetd klinikai
adatok minden fontos informdciot tartalmazzanak, sziirhetoek legyenek és potencialis gyogyszer
interakciokra is kovetkeztetni lehessen az adatbazisbol?

Az elmalt évek soran munkacsoportunk Kozép-Eurdpa egyik legnagyobb SCLC szdvet- és vér-
alapu biobankjat hozta Iétre. E munka soran gyakorlati tapasztalatot szereztiink a klinikopatoldgiai
adatok megfeleld ¢€s egységesitett modon torténd gyijtése kapcsan is. Ennek megfelelden, az
idealis adatgyiijtés betegség-specifikus (jelen esetben SCLC-specifikus) kérdoivekkel torténik,
melyet a kezelGorvos (vagy pedig az e célra kijel6lt szakember) tolt ki a beteggel kdzosen,
amennyiben a beteg irdsos hozzajérulast adott adatainak kutatasi céllal torténd feldolgozasahoz. A



megfelelden dsszeallitott (de nem tul hosszll) kérddiv a tarsbetegségeken és a részletes dohanyzasi
szokasokon tul kiterjed a jellegzetes tiinetekre (pl. paraneoplazids szindromék), a beteg altal
szedett gyogyszerekre, valamint az egyes foglalkozasokhoz kotheté expozicids artalmakra (pl.
azbeszt, szilikat, radon, stb.). A betegek longitudinalis kdvetése érdekében a vizsgalatba
bevalasztott személyeket meg legaldbb egyszer telefonon is megkeressik, a kezelés soran
jelentkez6 1) tlinetek és a terapiahoz kotheté mellékhatdsok feltérképezése céljabol. A
daganatellenes és szupportiv terapidra vonatkozd adatokat a kutatdsban részt vevd klinikus
dokumentalja kelld odafigyeléssel az alkalmazott terapids szer dozisara és a kezelések
rendszerességére, mig a szovettani adatokat az adott intézet patoldgiai osztalya szolgaltatja. A
tulélési adatokat rendszerint az orszagos szintil statisztikai hivatal révén gytjtjiik be.

Végul ismetelten kdszondm Pongracz Judit Professzor Asszonynak értekezésem biralatat és
rendkivil aktualis kérdéseit, tamogatdé gondolatait. Egyben tisztelettel kérem véalaszaim
elfogadésara.

Tisztelettel,

Budapest, 2025. februar 14.
Dr. Dome Balézs



