Biraldi vélemény

Csortos GCsilla: ,,Reverzibilis fehérje foszforilacié és fehérje-fehérje kdlcsonhatasok tiidé
artéria endotél sejtekben”
cimd MTA doktori értekezésérdl

Csortos Csilla MTA doktori értekezésében a tid6 endotél sejtekben lezajlé reverzibilis
foszforilaciés folyamatok mechanizmusat targyalja. Ezek a biokémiai folyamatok alapvetd
hatdssal vannak sejtek citoszkeleton szerkezetére valamint barrier képzé funkcidjara. A
valasztott téma mind elméleti, mind pedig gyakorlati (orvosi) szempontbdl nagy jelentdségu.
Az endotél sejtek a vérerek falan olyan réteget képeznek, amely szabdlyozza molekuldk és
sejtek atjutdsat a vér és a kornyez6 szovetek kozott, alapvetéen hozzajarulva ezzel a
homeosztazis fenntartdsahoz. Szamos olyan fizioldgids és patoldgias szitudcio ismert, ahol az
endotél barrier tulajdonsdgai megvaltoznak, integritdsa séril, permeabilitdsa megndvekszik.
A tid6é endotél sejtek esetében a permeabilitdsban bekdvetkez6 valtozdsoknak fokozott
jelentésége van mas szovetekhez képest, hiszen a tiid6 érrendszere rendkiviil nagy fellleten
érintkezik a kornyez6 szoveti strukturakkal. A reverzibilis fehérje foszforilacié az egyik
leggyakoribb intracelluldris poszttranszlacios modifikacid, ami a fehérjék miikddését
alapvetéen befolyasolja. Csortos Csilla munkdja értékes felfedezésekkel gyarapitja
ismereteinket a tid6 endotél sejtekben lezajlé reverzibilis fehérje foszforilacios
folyamatoknak a sejtekre, illetve az endotél barrierre gyakorolt hatdsat illetéen.

A doktori értekezésben — leszdmitva az irodalmi hivatkozasokat — szerz6 130 oldalon keresztdil
targyalja a tudomanyos eredményeit. A disszertacio alapjaul 13 sajat tudomanyos kdzlemény
szolgdl, amelyek mind tekintélyes nemzetkozi folydiratokban jelentek meg. Ezek kozil jelolt
haromban els6, otben pedig utolsé szerzé. Ehhez jarul még a kandidatusi fokozat
megszerzése Ota megjelent tovabbi négy publikacié. Csortos Csilla kozleményeinek
szcientometriai mutatdéi megfelelnek az MTA 3altal tamasztott kovetelményeknek. Az
értekezéshez felhaszndlt kozlemények |étrejottéhez jeldlt alapvetéen hozzdjarult a
tudomdnyos koncepcié kidolgozdsa, a kisérletek tervezése és Kkivitelezése, és a
kovetkeztetések levonasa terén. A dolgozatot alaposan attanulmanyozva nem maradt
kétségem afelél, hogy jelolt a tudomanyteriilet nemzetkozileg elismert szakért6je, aki 6nalld
munkaja révén jelentésen hozzajarult ismereteink gyarapitdsahoz. A dolgozat ezenkivil tobb
érdekes, tovabbi kutatasra érdemes kérdést is felevet.

A doktori értekezés nagy gondossaggal megirt, szépen kivitelezett munka. Az ,lrodalmi
attekintés” osszefoglalja az endotél barrierrél, a protein kindzokrdl és foszfatazokrdl szélé
alapismereteket, valamint részletesen targyalja azokat a fehérjéket, amelyek foszforilacidja
hatdssal lehet az endotél barrier szabdlyozdsdra. A célkitlizésekben roviden
megfogalmazasra kerlilnek azok a kérdések, amelyeket a kisérletes munka soran jel6lt
részletesen tanulmanyozott. Az , Anyagok és moddszerek” fejezet kell§ részletességgel, jol
attekinthet6éen ismerteti a laboratériumi munka soran alkalmazott moddszereket,



technikdkat. A dolgozat leghosszabb fejezete, az ,Eredmények” rész, abrdkkal b&ségesen
illusztrdlva ismerteti a kisérletes munka sordn elért eredményeket és részben kitér az
azokbdl levonhatd kovetkeztetésekre is. Az ezutdn kovetkezd ,Megbeszélés” fejezetben
szerz§ tovabbi kovetkeztetéseket von le, és az eredmények tobb oldalrél is megvitatasra
kertilnek. A dolgozat szép kivitelezésd, kiilondsen igaz ez az abrdkra, amelyek szemléletes
modon illusztraljak a kilonb6z6 molekularis folyamatokat, modelleket. Az irodalomjegyzék
267 referenciat tartalmaz, ami a téma irodalmanak magas szintl ismeretére utal. A
disszertacié minden tekintetben megfelel a formai kovetelményeknek. A mi hiteles adatokat
tartalmaz. A dolgozattal kapcsolatban két formai megjegyzésem lenne. Az ,lrodalmi
attekintés” fejezetben taldlhatd abrak egy része mds szerz6k publikacidibol lett atvéve.
Ezeknél az abrdknal az irodalmi forras azonban olyan formatumban (els6 szerz6, évszam) van
feltiintetve, ami nem alkalmas arra, hogy a szdmozott irodalomjegyzékben egyszerlien és
egyértelmlien meg lehessen taldlni. A birdld6 munkajat megkonnyitette volna, ha a
disszertacid alapjaul szolgdld kozlemények a dolgozat végére bekeriiltek volna, illetve ha az
egyes eredményeknél egyértelmlien feltiintetésre keriilt volna, hogy azok melyik
publikdciéban szerepelnek.

A disszertacio legfontosabb Uj eredményei réviden 6sszefoglalva a kdvetkezdk:

1.) Felfedezték az endotél MLCK enzim egy Uj szabdlyozasi mechanizmusat, ami az egyedi N-
terminalis régidban talalhato Tyr oldallanc foszforilacidjan keresztil valésul meg.

2.) Jellemezték az endotél miozin foszfatdaz PP1cP katalitikus és MYPT1 reguldtor alegységét
és igazoltak szabalyozo szerepliket az endotél barrier funkcidban.

3.) Bizonyitottdk a PP2A foszfatdz enzim részvételét az endotél citoszkeleton
szabdlyozasaban és a tau valamint a HSP27 fehérjék defoszforilacidjaban.

4.) Megmutattak, hogy a PP2A enzim aktivitdsa szlikséges az endotél sejtek adherens
kapcsolataihoz. Az enzim Ba regulator alegysége kolcsénhatasba Iép a VE-kadherin és a B-
katenin fehérjékkel.

5.) Igazoltdk, hogy a TIMAP fehérje a PP1cB enzim reguldtor alegységeként az endotél
barriert védd funkciot tolt be. A TIMAP/PP1cB holoenzim katalizdlja az ERM fehérjék
defoszforilacidjat, amit a TIMAP foszforilacidja szabalyoz.

6.) Felismerték a RACK1 dllvanyfehérje szerepét a TIMAP prenildcidjaban és membranhoz

T4

7.) Tanulmanyoztak EBP50 és az NHERF2 fehérjék szerepét az endotél sejtekben.
Eredményeik arra utalnak, hogy az EBP50 a sejtciklus szabalyzasdban vesz részt, mig az
NHERF2 az ERM fehérjék foszforilaciéjan keresztil a barrier képzésben és az
angiogenezisben jatszik szerepet.



Az értekezéssel kapcsolatos megjegyzéseim illetve kérdéseim a kévetkezok:

1.) Az irodalmi attekintésben olvashatjuk, hogy a simaizom miozin foszfatdz egy katalitikus
(PP1cB) és két regulator alegységbhdl (MYPT1 és M20) 4ll. A kisebb reguldtor alegységrdl
(M20) nem sokat tudunk és a dolgozat sem foglalkozik vele. Az M20 alegység azonban
késGbb olyan abran is feltlintetésre kerul (5.1.1), ahol az endotél miozin foszfataz szerepel.
Egyértelm(ien bizonyitott-e, hogy az M20 jelen van a tid6 endotél sejtekben és kotédik a
MYPT1 fehérjéhez? A MYPT fehérjecsalad mely tagjaitél varhato, hogy kotnek M20-at?

2.) A 4.1.2. tablazatbél szémomra nagyon hidnyzik az Ala'®/Ser’® muténs annak
bizonyitasara, hogy a Ser'® foszforilacidja lezajlik a Thr'® foszforilacidja elétt. Mi az oka
annak, hogy nem vizsgaltak ezt a mutanst?

3.) Az 50. oldalon olvashatjuk, hogy a p60° gatlasa vagy hidnya esetén az MLCK mindharom
formaja autofoszforilalédik. Hol lehet az autofoszforilacids hely az MLCK fehérjén?

4.) Jelolt tobb helyen (pl. 60. oldal) emliti, hogy TIMAP fehérje expresszids szintje az endotél
sejtekben mds sejtekhez viszonyitva ,igen magas”. Mekkora expressziés szintbeli
kiilonbséget jelen ez? Mi lehet a két reguldtor fehérje, a MYPT1 és a TIMAP moldris aranya
tuddé endotél sejtekben és vajon hogy viszonyul ez PP1cBf mennyiségéhez? Elképzelhet6-e,
hogy a két reguldtor alegység verseng a katalitikus alegységért?

5.) Jelolt meggy6z6en bizonyitotta, hogy a RACK1 allvanyfehérje kdlcsonhatasba l1ép a TIMAP
regulator fehérjével. Elképzelhet6-e, hogy a RACK1 képes kot6dni a MYPT fehérjecsalad mas
tagjaihoz is?

6.) A 4.2.1/A abran lathaté az a gélkép, amely alapjan a TIMAP ,U0j partnerét”, a RACK1
fehérjét azonositottak. A piros nyillal megjeldlt sdv meglehetésen halvany és diffliz, elsé
latasra nehéz biztosan allitani, hogy ez egy Uj sav lenne a kontroll (TIMAP+LP) mintahoz
képest. Bizonyossagot csak az LC-MS mérés utan lehetett nyerni. Lathatd viszont a gélen
tobb extra sav, amelyek nincsenek meg a kontrollban. Kiiléndsen feltliné a 43 kDa-os marker
sav felett elhelyezked6 er6sen fest6dé, diszkrét sav. Vizsgaltak-e a tobbi extra savot is LC-
MS-sel? Milyen fehérje lehet az erés ~45 kDa-os savban?

7.) Tobb helyen is olvashaté a dolgozatban (pl. 111. oldal) és a tézisflizetben, hogy ,a
trombin receptordhoz valé kotédése” aktivdlja az endotél sejteket (IP; és Ca®* szint
emelkedés, sejtkontrakcid, stb.). Ez a megfogalmazas meglehetfsen pongyola és félrevezetd.
A trombin receptorai az endotél sejteken a protedz-aktivalt receptorok (PAR). A trombin
leghatékonyabban a PAR1 receptort hasitja, de nagyobb koncentraciéban a PAR4-et is (s6t
bizonyos irodalmi adatok szerint a PAR3-mal is reagal). A trombin azdltal aktivdlja a PAR-
okat, hogy lehasit az N-termindlis végikrél egy rovid peptidszakaszt. A proteolizis hatdsara
képzddott Uj N-terminadlis a PAR liganduma (tethered ligand), aminek a kot6dése a receptor
extracellularis doménjéhez kivaltja a szignal transzdukcidés eseményeket. A trombin tehat



nem a kot6désével, hanem a proteolizissel aktivalja a receptort. Zimogén vagy katalitikusan
inaktiv mutans trombin semmilyen hatassal nincs a PAR-okra.

8.) Jelolt eredményei arra utalnak, hogy a TIMAP (és a TIMAP/PP1cB komplex) a magban is
lokalizalédik. A ,,Megbeszélés” fejezetben (123. oldal) olvashatjuk, hogy a TIMAP nuklearis
transzportjat jelenleg is vizsgaljak, és mar taldltak is olyan fehérjét, aminek ebben a
folyamatban szerepe lehet. A dolgozat megirdsa 6ta tortént valamilyen el6rehaladas ebben a
témaban?

9.) A tézisflizet 12. oldalan nyilvan elirds, hogy SDS-PAGE-vel a sejteket valasztottdk szét
molekulatdmeg szerint. (A dolgozat szerint (41. oldal) 7-12%-0s, mig a tézisfiizet szerint 10-
15%-0s PAGE-t hasznaltak.) Az asszocidcids konstans megaddsanal (19. oldal) hidnyzik a
mértékegység (M™).

A fenti észrevételek a dolgozat |ényegi részét nem érintik.

Osszefoglalva, Csortos Csilla doktori dolgozatdban bemutatott munka jelent8s mértékben
jarult hozza a tudomanyteriilet fejl6déséhez. Jeldlt tudomanyos teljesitménye megfelel az
MTA doktori fokozathoz elvart kdvetelményeknek, ezért javaslom a nyilvanos vita kitlizését
és az MTA doktori cim odaitélését.
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