Opponensi birdlati vélemény Dr. Harsfalvi Jolan ,,Hemosztazis és trombozis: In vitro
dramlasi és klinikai modellek” cimii MTA doktori értekezésérol

A hemosztazis 0sszetett, részleteiben egyre jobban megismert folyamat, melynek koros
miitkodése kiemelten jelentds az orvostudomany szempontjabol. Az alapfolyamatok
megismerésével €s tiineti majd célzott terapiak felfedezésével jelentdsen megvaltozott szamos
betegség lefolyésa, elterjedtsége és az azokkal kapcsolatos halédlozas, azonban dacéra az
elmult évek jelentds haladasanak, ez a teriilet tovabbra is szamos megoldatlan problémat rejt a
teriileten dolgozo klinikusok és kutatok szamara.

Dr. Harsfalvi Jolan 1995-ben 6nall6 munkacsoportot alakithatott Debreceni Orvostudomanyi
Egyetemen abban az intézetben, amely hazankban kiemelked6en jelentds klinikai és
tudomanyos aktivitast fejt ki a hemosztazis mikodésének megismerése és az azzal
kapcsolatos klinikai jelenségek diagnosztizalasa teriiletén. Onéllo csoportja szakteriiletének a
hemosztazeoldgiat valasztotta, és korabbi mentorai altal felvazolt Giton 6nalldan
tovabbhaladva jelentds eredményekkel jarult hozza szakteriilete fejlodéséhez. Az elmult
csaknem 20 esztendd eredményeit mutatja be a birdlo bizottsag elé terjesztett MTA doktori
mil, melynek témavalasztasa rendkiviil hasznos és megalapozott: olyan vizsgéalatok
eredményeit olvashattuk, melyek gondos metodikai fejlesztések és uj modszerbeallitdsok
preciz klinikai-gyakorlati alkalmazasardl tantiskodnak.

Altalanos biralat

Formai szempontok

Az értekezés formai szempontbdl megfelel a doktori miivekkel szemben tamasztott
kritériumoknak, a szerzd vildgosan tagolt fejezetekben tarja az olvasé elé munkaja
Osszefoglalasat, konkrét célkitlizéseit, azok hatterét, majd a részletes ,,Anyagok, klinikai
mintak és modszerek”, ,,Eredmények” és ,,Eredmények értékelése” szakaszokban kovetkezik
a mi 1ényegi része. Dolgozatat 171 adekvat tételt felsorold irodalmi hivatkozasi lista zarja. A
mil magyar nyelven, dsszesen 88 szamozott oldalon késziilt el, melyet 34 szdmozott abra €s 8
szamozott tablazat illusztral. Az adbrak és tablazatok vildgosan szerkesztettek, pontos
feliratokkal és magyardzatokkal egésziilnek ki, melyek a mondand6 megértését nagyban
segitik.

A doktori mii nem tartalmazza azokat a cikkeket, amelyek eredményeire kozvetleniil épiil,
ezekre a cikkekre (és az azokban bemutatott részletekre) utalas talalhato a szovegben.
Hianyoltam a dolgozatbdl egy olyan 6nallo fejezetet vagy szakaszt, amelyben a jelolt
felsorolja és bemutatja, hogy mely cikkeire épiil a doktori mii. Meg lehetett volna ezt a
kérdést ugy is oldani, hogy az eredmények rész egyes szakaszaindl a cimben vagy alcimben
feltiintetésre keriil, hogy ezek az eredmények nyomtatasban mikor és hol jelentek meg. A
dolgozat ezeket a hivatkozéasokat két helyen adja meg: a ,,Bevezetés és a mii célja” fejezetben,
és az ,,Eredmények” részben, mindkét helyen a folyd szovegbe illesztve. Rdadasul a sajat
munkakra és az irodalmi ismeretekre torténd hivatkozasok egy k6zos listara utalnak.
Mindezek a megoldasok megnehezitették a biralod dolgat, és lelassitottak a jelolt onallo
munkassaganak pontos kortilhatarolasat.

A dolgozat nyelvezete egységes, jelolt kiilon le is irja dolgozatdban, hogyan probalta meg a
magyar, latin és angol eredetli szakszavak irasmodjat egységesitenti, ill. elfogadott forditas
hianyaban jeldlni. Torekvése drvendetes, de igy is maradt dolgozatadban néhény eliités,
tévesztés €s nem egységes nyelvhasznalat, melyek 0sszességiikben az értelmet nem zavarjak,
a megértést nem gatoljak. Ugyanakkor tobb helyen is indokolatlanul révid mondatokat,
toredék mondatokat taldlhatunk, melyek arra utalnak, hogy egy alapos atolvasas még
javithatta volna a dolgozat nyelvezetét, stilusat.



Scientometriai szempontok

Az MTMT adatbazisban 2012. majusi feltoltottséggel voltak taldlhatok adatok a jeloltre
vonatkozdan a dolgozat birdlasanak idején, melyekbdl az dertilt ki, hogy Dr. Harsfalvi Jolan
teljes munkassaga soran 85 tudomanyos dolgozat és 2 ,,Proceedings” mii megirasaban vett
részt, melyeknek 6sszegzett impakt faktora 172,775, és az 6sszes cikkre kapott fiiggetlen
hivatkozasok szama 522. Dr. Harsfalvi Jolan 1996-ban szerzett PhD doktori fokozatot, ett6l
az 1d6tdl szamitva dolgozik 6nallé munkacsoport vezetdjeként €s a beterjesztett MTA doktori
mii alapvetden az 1996 utani idészak tudomanyos dolgozataira épiil. Osszesen 22 sajat,
valogatott tudomanyos cikket, 3 absztraktot és 2 folyoirat supplementumot hasznalt fel
eredményei bemutatasara és az értekezés aldtdmasztasara. Az MTA doktori mii alapjaul
szolgalo, lektoralt folyodiratokban megjelent 22 cikk 0sszegzett impakt faktora 85 és az ezekre
kapott Gsszes hivatkozasi szam 203. Az értekezéshez felhasznalt 22 cikk koziil 9 esetben
allapithato meg jeldlt vezetd szerepe (elsd vagy utolso szerzd), és ezen cikkek kozott igen
rangos folyodiratokban megjelent tételek is szerepelnek (mint pl. Blood, JTH). Mindezen
mutatok alapjan megéllapithatd, hogy jelolt tudomanyos aktivitdsa imponalo, lényegesen
meghaladja az MTA doktori eljarasban elvart kiiszobértékeket. Orvendetes, hogy az MTA
doktori értekezéshez felhasznalt, primer eredményeket bemutaté miivek kozott 3 magyar
nyelvi is talalhato.

Részletes biralat, kérdések

., Irodalmi dsszefoglalas, hattér”

A 10. oldalon talalhato 2. tablazatnak ,,Az endotélsejt” cim tulsdgosan leegyszerisitd, és nem
utal arra, hogy mi keriilt bemutatasra a tablazatban.

Kérdés: A tablazatban feltiintetett molekulakat termelik az endotélsejtek? Miért pont ezeket
valasztotta ki dolgozata bevezetdjéhez?

A 20. oldalon a lap aljan a von Willebrand faktorr6l (VWF) ir, és hangstlyozza, hogy a
molekula mikodése a vér aramlasi sebességének fiiggvényében valtozik, a trombocitak VWF-
medialta idészakos rogziilése az érfalhoz nagy aramlasi sebesség mellett érvényesiil. Itt
példakeént az artéridkat €s kapillarisokat hozza fel, azonban ez ellentmond a kordbban az 1-es
tablazatban [helyesen] bemutatott értékeknek, ahol kideriil, hogy a kapillarisokban a
leglasstibb az dramlés az emberi szervezetben.

Kérdés: Van ismert bizonyiték arra vonatkozoan, hogy a VWF kapillarisokban, lassu aramlds
mellett hozzajarulhat a trombocitak érfalhoz tapadasahoz?

A 9. dbran a VWF szintje €s a vérzés ill. trombdzis rizikd kozotti osszefiiggések kertiltek
bemutatasra. A vastag folytonos vonal az abrafelirat szerint ,,a populaci6 VWF értékei
gyakorisaganak eloszléasat és az 50-200% kozotti 95%-os konfidencia intervallumot mutatja”.
Az 4bra jobb oldali Y tengelyén nincs skala, valamint nem vildgos szamomra, hogy a 95%-0s
konfidencia tartomany miként kertilt feltiintetésre.

Kérdés: Kérem mutassa be a populacio VWF értékeit és annak 95%-0s konfidencia
intervallumat egy pontos abran!

A VWEF szintézis utani processzalasa soran az ADAMTSI13 betliszoval jelolt metalloproteaz
egy kritikus hasitasi 1épést katalizal, melyrdl dolgozatanak 17. és 25. oldalan is ir. A két jelolt
helyen azonban eltéré aminosav poziciokat jelol meg a hasitasi hely bemutatasakor.

Kérdeés: Kerem ismertesse a VWF ADAMTSI3 katalizalta processzaldsat és annak
funkcionalis hatasat!



., Eredmények”

Az 53-54. oldalakon egy VWF-ko6té monoklonalis antitest funkcionalis hatasairdl ir, a
szovegben 1C1E7 és 1C1D7 antitestekrdl olvashatunk, az abrdkon azonban csak az elébbi
szerepel.

Kérdes: Kérem pontositsa, itt egy vagy két anti-VWF antitest vizsgadlatarol van szo?

Az eredmények jelentds, eléremutatd aspektusanak tartom, hogy jeldlt (ij modszerek
kidolgozasaval (aramlési sebesség figyelembe vételét lehetove tévo vizsgalati rendszer)
végzett felfedezo jellegli kutatasokat 0j gyogyszerjeloltek azonositasara. Dolgozatanak tobb
szakaszaban is leirja az oligopeptid és oligonukleotid alapu inhibitorok felismerését,
jellemzését és hatasaikat. Dolgozatanak 57-59. oldalain ismerteti azokat a kutatasokat, melyek
elvezettek a ,,multi antigens peptide”, MAP felismeréséhez, amely a vérlemezke adhézid
potencialis inhibitora.

Kérdés: Torténtek az elmult években tovabbi vizsgalatok ezzel az inhibitorral in vitro, in vivo
vagy egyeb tesztrendszerekben? Hasznalhatonak bizonyult a molekula dllatkisérletek soran?

A 69. oldalon cukorbetegek korében végzett klinikai tanulményt ismertet, melyben alvadék
lizis rezisztenciajat vizsgaltak. A leiras szerint plazminogén aktivatort alkalmaztak a
kisérletek soran, azonban annak roviditését PAI-1-ként jeloli, ami annak inhibitorat jelenti.
Késdbb ugyanebben a bekezdésben a feliiliszé PAI-1 aktivitdsarol ir, holott legfeljebb gatlo
aktivitast vizsgalhatna erre vonatkozoan.

Kérdés: Kérem ismertesse ezeket a kisérleteket részletesen! Torténtek tovabbi sajat vagy
irodalmi vizsgalatok ebben a témaban?

A 69-70. oldalakon ADAMTS13 aktivitas mérést és VWF multimer szerkezet analizist ir le,
melyet majbetegek korében végeztek. Ezek a megfigyelések absztrakt forméaban keriiltek
publikalasra, és a dolgozat nem tartalmazza a részletes eredményeket.

Kérdés: Kérem mutassa be a mdjbetegek kérében végzett vizsgalatokat részletesen!

Uj megallapitasok
A fenti kérdésekre adott valaszoktol fiiggetlentil a jel6lt () tudomanyos eredményeinek
fogadom el a kovetkezoket:

o Uj vizsgaloeljarast dolgozott ki és hasonlitott 5sszes mas modszerekkel, amellyel
vénds &s artérias aramlasi korliilményeket modellezve lehet a hemosztazis egyes
elemeit vizsgalni az aramlasi sebesség fliggvényében.

e Kvantitativ adatkiértékelési eljarast dolgozott ki a VWF multimer szerkezetének
megallapitasdhoz

e Részletesen jellemezte a trombocitak kollagénhez és endothelsejt matrixhoz valo
funkciodjanak jellemzésére

e Molekularis mechanikai méréseket végzett a VWF molekula doménszerkezetének
funkcionalis jellemzéséhez, hangsulyosan a kollagén-, VWF- és trombocita
interakcidra, melyhez kifejezetten modern vizsgaloeljarasokat is alkalmazott (mint pl.
atomerd mikroszkopia, d&ramlasi citormetrids energia transzfer).

¢ Funkcionalisan jellemzett anti-VWF monoklonalis antitestet, €¢s megallapitotta, hogy
az a VWB 2B tipusahoz hasonl6é molekularis eltéréseket okoz annak az Al-es
doménjéhez kapcsolodva.

e Feltarta a pidca nyalabol izolalt calin VWF-kollagén kdlcsonhatasra gyakorolt gatlo
hatasat artérias aramlési koriilmények kozott.



e Bakteriofagok segitségével végzett peptid-térképezés soran azonositott olyan
inhibitorokat, melyek képesek a trombus képzddés gatlasara

e A trombin aktivitasanak gatlasara alkalmas oligonukleotid szerkezetli aptamereket
vizsgalt és bizonyitotta azok trombus képzddést gatld aktivitasat

e Klinikai vizsgalatokban alkalmazta a VWF ¢és trombocita funkci6 jellemzése soran
beallitott metodikakat. Egy beteg kivizsgalasa soran GPIb ellenes autoantitesteket
azonositott, és kardiovaszkularis betegségekben (stroke, kronikus szivelégtelenség,
preeclampsia), ill. majcirrhosisban értékes adatokat szolgaltatott a VWF faktorra és
annak processzalasat végzd metalloprotedzra vonatkozoan.

Osszefoglalas, javaslat

Tekintettel arra, hogy jelolt kiemelkedden sikeres munkacsoportot vezetett az elmult csaknem
20 évben, korabbi tudoményos fokozata megszerzése Ota végzett 6ndllo munkassaga magas
szinvonalu és kelléen bizonyitott, valamint a fent felsorolt pontok vonatkozasaban uj, hiteles
¢s eredeti tudoméanyos megfigyelésekkel jarult hozza a hemosztazeoldgia fejléddéséhez,
javaslom az értekezés nyilvanos vitara tizését, és sikeres védés esetén részére az MTA
doktora cim odaitélést.
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