OPPONENSI VELEMENY

Dr. Harsfalvi Jolan
»Hemosztazis és trombdzis. In vitro aramlasi- és klinikai modellek”

cimlt MTA doktori értekezésérol.

A hemosztazist és a trombozis kialakuldsaban részt vevé komponensek szerepét
elemzd, a szerz6 altal ,MTA doktori mii”-nek cimzett disszerticié 88 szamozott oldalt
tartalmaz, melyhez kiegészitésként csatlakozik a dolgozat alapjat képezé kozlemények és
eléadasok listdja. Ez utébbi a 6 kongresszusi eléadason kiviil 22 kézleményt sorol fel.
Ezek Osszesitett impakt faktora 86.9 és 12 olyan kézlemény van koztiik, melyben a jelolt

elsé, illetve utolsé szerzéként szerepel.

A dolgozat fejezeti beosztasa sajatos: egy - egy oldal ,,Osszefoglalas”-sal illetve
»Bevezetés €és a mul célja”-val indit, mely dontéen a fent emlitett kiegészitd
kozleményjegyzék publikacidira hivatkozik. Az ,Irodalmi 6sszefoglalds / hattér” 29
oldalon elemzi a trombus képzdédés irodalmilag ismert mechanizmusait, a trombocitak és
déntden a von Willebrand faktor alapvetd szerepét. Az ,Anyagok, klinikai minték és
modszerek” 11 oldalas fejezetben a minta-elokészités fazisait és a rutinszertien
alkalmazott, illetve specialis laboratériumi eljarasokat ismerteti. Ezt koveti a 26 oldalas
»Eredmények” fejezet, amit a 12 oldalas ,,Eredmények értékelése” diszkutal. A mi végén
a ,,Hivatkozasok” 171 kozleményt (koztiik vegyesen a sajat publikaciokat is) sorol fel,

kiilénélloan a szerz6 sajat scientometriai adatait nem tartalmazza.

Véleményem szerint az eredmények ismertetésénél a sajat munkat kihangsulyoz6
fejezet elrendezést kellett volna valasztania. Ugyanakkor a nemzetkdzi kritikat kiallt
kozleményekre épiilé disszertacié erénye, hogy az dontéen az elsé- és utolsészerzés
dolgozatok Iényegesebbnek tartott &sszefliggéseire koncentral. Ennek megfeleléen a
bemutatott eredmények az elsé- és utolsoszerzds publikaciokban megjelent informacidk

gondosan szelektalt 5sszességét képviselik.



Az értekezés nyelvezete altalaban gordiilékeny, bar fogalmazésa nem mindeniitt
preciz. Sajnos a kozpontozasi, nyelvtani és helyesirasi hibak esetenként az érthetdséget is
zavarjak, ezek tételes felsoroldsatdl azonban eltekintek. A bevezetést és eredményeket
tartalmazo fejezetek a tudoméanyos munkéat nem idérendi sorrendben, sokkal inkabb
tematikai szempontok alapjan mutatjak be. A munka hatterét bemutaté fejezet jelentOs
része tankdnyvileg targyalt, leginkdbb egy 6sszefoglalé monografidba illé ismereteket

kozol.

A tovabbiakban a disszertici6 tartalmi vonatkozasaival kapcsolatos néhany

észrevételemet szeretném megtenni:

A 22. oldalon a szerzé azt llitja, hogy a von Willebrand betegség a populacid
mintegy 1 %-at érinti. A von Willebrand betegséget a National Institutes of Health (NIH)
ala tartoz6 Office of Rare Diseases (ORD) ritka betegségként tartja szamon. A betegség,
vagy valamely altipusa a szervezet adatai szerint az USA-ban 200.000-bs] 1 fot érint. Az
»Orphanet” nevii, a ritka betegségek eléfordulasaval foglalkozé eurépai nemzetkdzi
konzorcium 1-5/100 000 fében hatdrozza meg a betegség gyakorisagat. Ez az adat azonban
szamos szerzd szerint aldbecsiilt, prevalencidja az egyes tanulmanyokban jelent6sen eltéro,
az ott adott becslések alapjan 0,1-1,3 % lehet. Az eltéré prevalencia adatok ismertetése,

magyarazata hasznos lett volna.

A ,,Trombusképzddést gatlo anyagok / inhibitorok™ cimii alfejezetben sajnalatosan
nem esik sz6 a klinikai gyakorlatban alapvetd jelentéségli antitrombotikus hatast szerekrél

ey

¢s a trombocitak aggregaciojat gatlo gyogyszerekrol.

A bevezetésben a Bernard - Soulier szindrémét nem emliti, noha az eredmények

kozott esetismertetésként egy szerzett Bernard - Soulier szindromas beteget mutat be.

A modszerek leirdsanal nem deriil ki egyértelmtien, hogy a ,,Klinikai mintak,

mintakezelés” alfejezet adatai melyik vizsgalatra vonatkoznak. A moédszerek leirdsanal



hianyolom, hogy nem tér ki arra: tortént-e vizsgélat arra vonatkozoélag, hogy a PRP és PPP
max. 6 honapig torténé mélyfagyasztésa befolyasolja-e a trombocitak aggregabilitasat. A
trombocita aggregabilitis diurnalis ritmusa jol ismert jelenség, ezért a jeldltnek arra is ki
kellett volna térnie, hogy a vérvételek szisztematikusan adott napszakban torténtek-e. Nem
részletezi, hogy tortént-e vizsgélat arra vonatkozélag, hogy az tn. ,»poolozas” befolyésolja-
e a trombocita aggregaciot. A risztocetin indukélta trombocita aggregacio (RIPA)
meghatdrozas leirdsanal nem tiintette fel, hogy milyen médszerrel és eszkozzel torténik a
trombocita aggregacio mérése, és csak késébb keriil emlitésre, hogy Lumi aggregométerrel
tortént a trombocita aggregacié meghatérozas. Itt csak ennek leirasbol deriil ki, hogy
metodikailag optikai aggregometrids mérésekrél van sz6. A specifikdciok a modszerek
leirdsdndl tobb helyen hidnyoznak (pl. az 4ramlasi kamrak leirasanal), s esetenként

pontatlanok.

A jelolt nem részletezi, hogy honnan szdrmaztak a sejttenyészetekben felhasznalt
human koldokvéna sejtek. A ,,Sejttenyészetek, matrixok és vizsgalatok™” cimii alfejezet
végén a ,, Trombocita adhézio és trombusképzddés, aggregacio kisérleti modellje” részre
iranyit a parhuzamos lemez{i kamrak részletes leirdsaért, de ilyen cimi alfejezet a
tartalomjegyzékben nem szerepel. Ugyanakkor a 2B tipusu von Willebrand betegek feno-
¢s genotipizalasat az eredmények kozott felsorolja, de a modszerek kozott nem szerepel a

vizsgélat leirasa.

Az ,Eredmények” kozott szamos értékes, innovativ médszertani eljaras leirasat is
talaljuk, mint pl. a PPC és a CPC 6sszehasonlitasat az adhézios teriiletek, az SPD és a
VWF eloszldsa szempontjabdl. A szerzé sajat fejlesztésti, a vWF multimer kvantitativ
meghatdrozasara alkalmas mddszere szintén csak az »Eredmények” kozott keriilt leirasra,
csakugy, mint a VWF és a GPIb receptor kozotti kolcsonhatas vizsgalatara alkalmas

ugyancsak figyelemre mélto, sajat fejlesztésii eljaras.

A trombusképzoédés és a trombogén felszin vizsgalatat izolalt kollagénen, illetve
HUVEC és HMEC-1 sejtvonalak altal termelt extracellularis matrixon vizsgalta francia

kollaboracioban. Meghataroztdk a HUVEC és az HMEC-1 ECM prokoaguléans aktivitasat.



Megallapitja, hogy magas dramlési sebességnél a szubendoteliumon adhézi6 és aggregacio
a VWF, illetve I-es, Ill-as €s IV-es tipusi kollagén nélkiil is bek&vetkezhet. Leirja, hogy a
trombin inhibitor hirudin jelenlétében a trombusképz3dés elmaradt a HCEM-1 ECM-en,
de nem valtozott a kollagén matrixon. HUVEC sejtek esetén viszont nem koézli a hirudin
hatdsat az adhéziora és a trombus képzédésre. Az értékelésben hidnyolom a hirudin

kiilonboz6 trombogenitéasu felszineken észlelt eltérd hatésanak plauzibilis magyarézatat.

Atomeré mikroszképos vizsgalatok sordn kollagénhez kotott vWF molekuldk
morfologiai analizisét végezte el alacsony €s magas nyirofesziiltség mellett azzal a céllal,
hogy a vWF dramlasfliggé kotési kapacitds-novekedését magyardzza. Arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a nyiréerd nem befolyésolja jelentdsen a kollagénnel fedett
felszinhez k6t6dd vWF molekula alakjat, azaz ellentétben mas szerzokkel azt talalta, hogy
a VWF molekula nem mutat dramlasi irdnyba rendez6dé fibrillaris strukturat. Nem

részletezi, hogy az eltéré modszertan oka lehetett-e az eredmények kiilonbozéségének.

A VWF ellenes 1CIE7 antitest vizsgalata soran megéllapitja, hogy az antitest
hatdsara a vVWF nagyméretli multimerei k6tddtek a trombocitédk felszinéhez, mely a 2-es
tipusu vWB-et modellezi. Arra kovetkeztet, hogy nagy nyiréfesziiltség esetén a vWF-t mar

tartalmazo trombocita nem képes adhéziéra.

Pioca nyalabél izolalt calin specifikus gatlo hatésat irja le a vVWF - kollagén
kdlcsonhatasra, ami jelentésen hozzdjarult a peptid molekula trombézis modellekben valé
alkalmazhatosaganak igazolaséhoz. A vWF konforméci6-fiiggd kotdhelyeit ugyanezen
kolcsonhatasra specifikus fagokkal és fagpeptidekkel is vizsgalta. A vizsgalat soran vWF-
kollagén kolcsonhatast gatlo peptidet azonositott, melynek a késdbbiekben

antitrombotikus hatast gyogyszer kifejlesztésében lehet fontos szerepe.

A trombin aktivitds gétlasanak a trombus képz6désre kifejtett hatésat 4-tio-
deoxiuridilattal médositott aptamerrel vizsgélta. A szer, tovabbi optimalizaciot kovetden

alkalmasnak tlinik Uj antitrombotikus gyogyszerek kifejlesztésére. Hianypotlé lett volna a



hatdsmechanizmus 0Osszehasonlitisa a mar klinikai hasznalatban 1évd trombin

inhibitorokkal.

A jelolt dolgozata nem tartalmazza az altala Gjnak tartott tudoményos
eredményeinek tételes felsorolasat, mely egyébirant formai hiba, igy ezek megadasat az

opponensi valaszban mindenképpen fontosnak tartom.

Osszességében megéllapithat6, hogy dr. Harsfalvi Jolan eddigi kutatoi palyafutisa
alatt jelentds mértékben jarult hozza ahhoz, hogy a trombozis kialakuldsdnak
mechanizmusat pontosabban megérthessiik. Egyediilalldé hazai metodikai fejlesztéseket
valdsitott meg, majd a bevezetett Ujszerli modszerek segitségével sikeres kutatomunkat
végzett. A jelolt nagyszamu, koztik vezetd lapokban is megjelent publikacidjaban
részletesen targyalt szdmos cellularis és molekularis mechanizmust és feltarta azok

kapcsolatat kiilonb6z6 kérallapotokkal és gydgyszerhatasokkal.

Mindezek alapjan dr. Harsfalvi Jolan MTA doktori értekezésének nyilvanos vitara

bocsatasat és sikeres védés esetén az MTA doktori cim odaitélését timogatom.
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