OPPONENSI VELEMENY

Dr. Krajcsi Péter

”Membrdn transzporterek mint a gyogyszerek,
novényi hatoanyagok és kornyezetszennyezo anyagok
ADMETox tulajdonsdgainak meghatdrozoi”

cimi MTA doktori értekezésérol

Az elmult 15 évben nagymértékben felértékelodott a kiillonbozo tipusu, korszerl in vitro -
in vivo biokémiai moddszerek a xeno- és endobiotikumok biokémiai, bioanalitikai
tomegspektrometrids vizsgédlatainak szerepe a korszerli membrdn transzport folyamatok
vizsgélatdban, az ADMETox vizsgédlatokban, a gyogyszerfejlesztésben, a diagnosztikdban és
a novénynemesitésben. A XXI. szazadban a modern, célirdnyos efflux és influx membréan
transzport folyamatok kutatdsdnak szerepe napjainkban egyre jobban felértékelodik a
gyogyszerkutatdsban az ADME és a hozza tartozé farmakoldgiai vizsgélatok, a gyogyszer-
transzporter interakciok szerepeként, a testidegen vegyiiletek teljes K+F folyamataban.
Mindez nem nélkiilozheti a komplex kutatdsi szemléletet, a preklinikai alapkutatistdl a
multidiszciplinéris alkalmazott kutatdsokig. Ez a multidiszciplindris tudds igénye az elmélet
és a gyakorlat szempontjabol egyarant jelentds kihivast jelent a fenti teriilleten dolgozé
szakember szdmadra.

Jelen akadémiai doktori értekezés kivalo példdja ennek az egyre erdsodd biokémiai és
farmakolégiai nemzetkozi tendencidnak. A Jelolt igen massziv klasszikus biokémiai,
farmakoldgiai, tovabba bioanalitikai miiszeres mérési alapokra és ezek kombindlt tuddséara
épiild, az in vitro és in vivo legfejlettebb transzporter vizsgélati technikdkat és vizsgéld
modszereket sorakoztatja fel munkdssdga kapcsdn, amivel Osszességében jelentds, magas
szinvonalu gyakorlati és elméleti eredményeket prezental.

Igy a disszerticié alapvetd f6 célkitlizései és azok megvaldsitdsanak mindsége a

legkurrensebb nemzetkozileg publikélt korszer(i témdk kozé tartozik, amit j6l bizonyit, hogy a



membrén transzporterek, az ADMETox €s az ezzel kapcsolatos transzporter-interakcidkkal
foglalkoz6 publikaciok szama megtizszerez0dott az elmult hét évben.

Ma az alkalmazott biokémiai kutatdshoz korszeri biokémiai, analitikai, radioanalitikai
modszerek és berendezések tarhdza sziikséges. A disszertacié szerzdje az efflux és influx
transzporterek in-vitro és in-vivo vizsgélataival, szdmos tudomanyteriileten tobb szegmensu
biokémiai, ADMETox vizsgdlata terén végzett tobb mint egy évtizedes kutatdé munkdjat
foglalta Ossze.

A benyujtott értekezés egyik pozitivuma, hogy egyesiteni tudja a membran transzporter
vizsgélatokhoz sziikséges széleskorli biokémiai, bioanalitikai fejlesztés, az in vitro
vizsgélatokban a sejtvonalak, primer kultirdk, szovettenyésztési mdédszerek, a fehérjemérés, a
Westenblot, a kiilonb6z6 membrin- és sejtes esszék, a festék transzport- €s citotoxicitds
essz€k, valamint az in vivo vizsgédlatokban az epevezeték kaniilacids efflux transzportereken
torténd gydgyszerkolcsonhatdsok, a mikrodializis technikdk alkalmazdsa a vér-agy géton
torténd gyogyszer interakciok farmakokinetikai vizsgdlatdban, stb. moddszerek egyiittes

szellemiségét, komplexicitdsat, egyben bizonyitja a Jelolt széles irodalmi jartassagat.

Az értekezésen beliil az egyes fejezetek terjedelme és ardnya optimdlisnak mondhat6, bar
az értekezés 0ssz-oldalszdma meghaladja az idedlis terjedelmet. A vizsgélatokhoz alkalmazott
modszerek a legkorszerlibbek. A disszertdcioban Osszefoglalt vizsgdlatok jelentds része
alapkutatds, részben alkalmazott kutatds, amely tilmutat az 4j biokémiai médszerekkel kapott
eredményeken és a gydgyszerkutatds mas teriileteinek gyakorlatdban is jél hasznosithato.

A Szerz6 kutatdsi eredményeibdl készitett téziseit 9 fofejezetben €s szdmos alfejezetben,
152 oldalon foglalja 6ssze. Tudomanyos eredményeit 34 dbra és 20 tablazat felhasznédldsaval
dokumentélja. Mindez impondl6, egyben jol segiti az értekezés érthetOségét. A disszertacid
felépitése logikus, j6l nyomon kovethetd.

Kiilon kiemelendd az 5 oldal terjedelmii roviditések jegyzéke és az igen értékes és
részletes, 313 db, minden igényt kielégitd irodalmi Osszefoglald, valamint a jol elkiiloniilé 68
sajat irodalmi hivatkozds gytijteménye. A Jelolt nemcsak a tudomanyos publikécidival ért el
jelentds elismeréseket, hanem konyvfejezeteivel és 2 szabadalmaval is, amely bizonyitja a
kisérletes vizsgalati hozzaértésén tul a rendszerbe foglal6 képességét is.

A disszertaci6 formai szempontb6l megfelel az MTA doktori értekezések
kovetelményeinek, gondos munka, dokumenticidja mintaszerli, ortografidja modern,
kovetkezetes. Kiilon kiemelenddk az igen szemléletes Osszefoglald abrdk, tablazatok (pl. 1-4

tablazat), amelyek jol kovethetdvé teszik a szertedgazé értekezést. Kiilon kiemelend6 az FDA



altal elfogadott transzporter medidlt gyégyszerkolcsonhatdsok Osszefoglaldsa (4. tdblazat),
amely az ADME-gy6gyszerinterakciok legkorszertibb katatési irdnyét vetiti az olvaso elé.

A vizsgélatok tervezése és preciz kivitelezése, tovdbbd a nagyszamu egyiittmiikodo
partner, meggy6zi a birdlét a Jelolt kisérletes vizsgédlatokban valé jartassdgardl és a
tudoményos egylittmiikodé képességérdl is, amely ma nélkiilondzhetetlen. Mindez mutatja a
SOLVO-ban a kivalé mithelymunka elméleti és gyakorlati eredményességét.

A Jelolt a biologiai membrinok efflux €s influx transzportfolyamatainak széleskorii
biokémiai, HPLC, LC-MS, izotéptechnika, stb. legkorszerlibb vizsgalataival, széleskora
vizsgédlé moédszereket vonultat fel. A disszertacidban szerepld biokémiai technikdk arzendlja
bizonyitja a Jelolt széleskorli mdédszertani jartassagat is.

A Jelolt korrekten irja le a sajat és az egyiittmiikodésben végzett vizsgalatok
eredményeinek ardnyat. Jelentdsen segiti az opponenst, hogy az egyes fejezetekben

feltiintetésre keriil a relevans publikécid.

Részletes megjegyzések

A birdl6 feladata a mi méltatdsan kiviil kritikai megjegyzések ismertetése. A birdld
zavarban van, mert az elkészitett disszertacié gondosan kivitelezett munka, olvasdsa kozben
csak elvétve meriilnek fel szakmai birdlé megjegyzések, ezek is javarészt, szerkesztési és
formai kifogasok.

e Sajnélatos, hogy nincs megadva az internetes hivatkozasok évszdma és idOadatai a
disszertacio 141. oldalan €és a tézisek 26. oldalan.

e Az értekezés igen demonstrativ része, hogy szamos roviditést mutat be. Sajndlatos,
hogy a Rovidités jegyz€ékbdl kimaradt tobb fontos fogalom, amely rontja a nyomon
kovethetdséget (123., 124. oldal).

e A 132. oldalon a 6. pontnak nincs el6zménye.

e Talalt betihibdk: 6., 49., 63., 78. oldal, 10. tdblazat.

e A 2.6.1.1. bekezdésben a membrin vezikula alapi vizsgdlatokban, csak az keriil
leirasra, hogy az emlOs sejtek sokszor nem rendelkeznek elegendden magas
expresszidval, de nincs leirva, hogy akkor mi hasznalhat6.

e A 20. dbra alairdsébol hidnyzik a calcein tesztre val6 utalas.

* A glikokenodeoxikoldt (GCDC) intrinszik klirensz (77. oldal, 11. tdblazat) egyik

transzporter esetében sem véaltozott koleszterinnel valé toltés hatdsara. Ezért nem lehet



kijelenteni, hogy a vizsgélt szubsztratokra az intrinszik klirensz emelkedett a

koleszterin toltés hatasara.

Kérdéseim:

A ciklosporin A (CS) ICsp értékében mért gatlas kiilonbség az ABCB11/CTRL esetén
2 uM és az ABCB11-HAM membran esetében 18,9 uM, amely kozel tizszeres értéket
mutat (12. tabl4zat, 78. oldal). Mivel magyardzhat6 ez a kiugré érték?

Van-e in vivo igazoldsa annak, hogy a seliciclib agyi expoziciéjit az ABCB1 fehérje

limitélja?

Az értekezés tudomanyos eredményei

A Jelolt az alapkutatds jellegti elméleti és gyakorlati eredményeit 3 f6 irdnyvonal koré

csoportositja és 16 pontban foglalja 0ssze, szamos alfejezettel kiegészitve. Az Opponens

ezeket Uj tudomanyos eredményeknek fogadja el. Az eredményeket javarészt neves kiilfoldi

folydiratokban publikéltdk. Az eredmények hozzdjarultak a SOLVO stratégiai jelentdségl uj

terméklancanak tudoményos és gyakorlati hasznosithatésagéhoz.

Kidolgozta, hogy az apikdlisan expresszalodé efflux transzporterek aktivitdsa
jelentdsen fiigg az expresszids rendszer membran koleszterin tartalmatol.
Kifejlesztettek és szabadalmaztattak egy ) teszt-reagens sorozatot, a koleszterinnel
feltoltott rovarsejt membranokat (High-Activity-Membrane (HAM)).

Bemutatta, hogy a molekuldk lipofilicitdsa, valamint a sejtes vizsgélatok esetében a
transzporter expresszio fontos meghatdrozoi a membran és sejtes esszékben mért ICso
adatoknak. Mindez felveti a barrier specifikus sejtvonalak és a primer kultirdk
hasznalatdnak sziikségességét.

Megmutatta, hogy a klorotiazid és teriflunomid szelektive ABCG2 szubsztratok
haszndlhatok kiilonbozd in vivo tesztekben.

Kidolgozott és szabadalmaztatott egy fluoreszcens VT esszét az ABCB1 transzporter
gatldsdnak vizsgdlatara. Igazolta, hogy a CDCF alkalmas ABCC2 szubsztrat probaként
val6 alkalmazdsidra nagy A4teresztOképességli vezikuldris transzport metodikdju
szlrdtesztekben.

Bemutatta, hogy a membrdn és sejtes tesztrendszerek alkalmasak novényi

hatéanyagok, valamint kornyezeti  szennyezbanyagok és  konjugatumaik



transzportfolyamatainak vizsgélatira. Az igy kapott adatok felvetik a lehetOségét a
fejlesztések racionalizdldsanak, illetve a biztonsdgosabb peszticidek eldallitdsdnak.

e [gazolta, hogy kiilonb6z6 komplexitasi modszerek “barrier”-specifikus integracidjaval
gyogyszerek hepatikus exkrécidjanak €s vér-agy géit penetracidjanak vizsgalatdval

mechanisztikus €s relevancia adatok egyarant nyerhetok.

Osszefoglalasképpen ismételten ki kell emelni Dr. Krajesi Péter hiteles adatokon
nyugve, igen értékes, széleskorli elméleti és gyakorlati munkdssdgat, amely hozzdjarult a
tudomanyteriilet fejlodéséhez. Az értekezés kimagaslo szintli, szertedgazo kisérleti adatai és
az efflux és influx membran transzporter fehérjék vizsgdldé mddszereinek eredményei
bizonyitottdk a Jelolt ratermettségét €s preciz kisérlettervezését, valamint sokoldald
képességeit. Uj médszertani bazist teremtett az ADMETox transzportfehérjék in vitro és in
vivo vizsgélataihoz, amely gyakorlati alkalmazhatésdgaval rdszolgdlt pélyatarsai
megbecsiilésére és tiszteletére. Korszerli magyarorszagi transzporter vizsgalataival

nemzetkozileg elismert szakemberré valt.

Megjegyzéseim az értekezéshez, a tobb mint egy évtizedes kimagaslo kutatdsi tevékenység
egészét nézve nem érdemiek.

Mindezek alapjan Dr. Krajcsi Péter disszertacidjat komoly gyakorlati hasznd, értékes
munkdnak tartom, amely messze megfelel az MTA doktora fokozat szakmai és formai
kovetelményeinek.

Mindezek alapjan, messzemendleg javaslom az értekezés nyilvanos vitara valo

bocsatasat és sikeres védés esetén az MTA doktora fokozat odaitélését.

Budapest, 2014. jinius 30.

Dr. Klebovich Imre
az MTA doktora
egyetemi tandr



