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BIRALAT

Dr. Csortos Csilla “Reverzibilis fehérje foszforilacio és fehérje-fehérje kdlcsonhatasok tiidé
artéria endotél sejtekben” cimi{ MTA doktori értekezésérdl

Nagy oOromomre szolgdlt, hogy felkérést kaptam Csortos Csilla MTA doktori
értekezésének birdlatara, mivel munkdssagat tobb éve figyelemmel kisérhettem
konferencidkon tortént taldlkozasok alkalmaval, illetve folydiratokban megjelent publikacidi
nyoman. S6t néhany évvel ezel6tt egyik Ph.D. hallgatdjanak, Boratkd Anitanak értekezésének
is opponense voltam.

A most benyujtott MTA doktori disszertacié Csortos Csilla mintegy 15 évre visszanyuld
munkdssagat foglalja 6ssze, melyben a jeldlt feltdrja a vaszkularis endotél sejtek barrier
funkcidjaval Osszefliggésben a kiilonb6z6 protein kindzok és foszfatazok fontos szabalyozd
szerepét, valamint ezek kolcsOnhatasait a folyamatban résztvevé citoszkeletaris elemekkel,
adhézidés és adaptor fehérjékkel. Az értekezés alapjat 12 eredeti és egy Osszefoglald
kozlemény adja, melyek sszesitett impakt faktora 51,8. Ezek a mutatok kétséget kizardan
bizonyitjdk a jelolt szamottevd tudomdnyos teljesitményét. Az értekezésben bemutatott
munka kiemelendd erényének tartom, hogy egy viszonylag jél lehatarolt témateriiletet
szamos oldalrél megkozelitve, a molekularis részleteket szisztematikusan megvizsgalva,
rendkivili alapossaggal tarja fel az 6sszefliggéseket, kovetkeztetéseiben mégis mértéktartd
marad.

Csortos Csilla az MTA doktori cimére megszerzésére hagyomanyos formaju értekezést
nyujtott be. A disszertacio 151 oldal terjedelm(, melyben a 24 oldalas bevezetést, a
célkitlizések Osszefoglaldsat és a 12 oldal terjedelm{ metodikai részt kovetéen a jeldlt 64
oldalon mutatja be részletesen a kisérleti eredményeket. Ezutan a 20 oldalas ,,Megbeszélés”
fejezet Osszegzi és értelmezi a megszerzett ismereteket, melyben 5 remek attekinté abra
segiti az olvasét az Osszefliggések megértésében. A disszertacié a szokdsos madon:
Osszefoglaldssal, irodalomjegyzékkel, a kdzlemények felsoroldasdval, valamint a koszonet-
nyilvanitassal zarul. A benyujtott dolgozat formailag megfelel az MTA doktori értekezéssel
szemben tamasztott kovetelményeknek, amelyet kordbban tobb férumon részletesen

megvizsgaltak, és megfelelGnek talaltak.



Az értekezésben bemutatott munkabol a kdvetkez6ket tartom Uj eredménynek:

1.)

2))

3.

4.

5.)

Feltartak a vaszkularis endotél sejtekben a miozin konny( lanc foszforilaciojat
meghatarozdé MLCK1 protein kindaznak és a PP1 protein foszfataz reguldtor alegységének,
a MYPT1-nek szerepét, valamint az Gket szabalyozé mechanizmusokat: az aktivitasukat
meghatdrozo foszforildcids helyeiket és kolcsonhatd partnereiket. Igazoltdk a PP1c B
izoformajanak és a MYPT1-nek az endotél gatfunkcidjaban betoltott szerepét.
Megmutattak, hogy a PP2A protein foszfataz milyen mechanizmus révén segiti elé az
endotél barrier integritdsanak fenntartdsat. A PP2A szubsztratjaiként azonositottdk a
citoszkeletonhoz kapcsolédo tau és HSP27 fehérjéket, valamint igazoltdk a foszfataz Ba
regulator alegységének kodddését a VE-kadherinhez és funkciondlis kdlcsonhatasat a
B-kateninnel, melyek az adherens kapcsolatok meghatarozé fehérijéi.

Kimutattdk a MYPT fehérjecsalddhoz tartézé TIMAP fehérjérél, hogy a szintén a PP1c
regulator alegysége, azonositottdk a funkcidjat meghatarozd foszforilacids helyeit,
illetve igazoltak az ERM fehérjék — els6sorban a moezin — defoszforilacidjaban, valamint
az endotél gatfunkcidjanak fenntartasdban betoltott szerepét.

Azonositottak a RACK1 allvanyfehérjét, mint a TIMAP kolcsonhatd partnerét, valamint
megmutattdk, hogy a RACK1 milyen mechanizmus révén befolydsolja a TIMAP
prenilaciojat és sejten bellli elhelyezkedését, ezaltal az endotél sejtek gatfunkcidjat.

Két tovabbi allvanyfehérjét vizsgalva, megmutattak az EBP50 fehérje sejtciklustdl, illetve
foszforilaciotdl fligg6 sejten bellli transzlokacidjat vaszkuldris endotél sejtekben,
valamint igazoltak a PP2A protein foszfatdzzal vald koélcsdnhatasat, valdszindsitve az
EBP50 részvételét az endotél sejtciklus szabalyozasaban. Megmutattak, hogy a NHERF2
allvanyfehérje esszencialis az ERM fehérjék foszforilacidjahoz, és hogy hozzajarul az
endotél barrier funkciéjanak fenntartasahoz, illetve felvazoltak lehetséges szerepét az

angiogenezisben.

A fent felsoroltak Uj és jelent6s tudomdanyos eredményeknek tekintheték, amit kétséget

kizdréan alatdmaszt az, hogy az ezeket bemutatd cikkek jegyzett, nemzetkozi tudomanyos

folydiratokban jelentek meg.



Az értekezéssel kapcsolatos kérdéseim:

1.)

2)

3.

4.

5.)

Mennyire altalanosithaték ezek, az elsGsorban tiid6 artéria sejtekben (BPAEC, HPAEC),
illetve human koldokvéna endotél sejtekben (HUVEC) megfigyelt fehérje-fehérje
kolcsonhatasok? Vajon hasonld szabalyozdé mechanizmusok uralkodnak mas szervekben
lévd, igen kiilonb6z6 tulajdonsagokkal biréd endotél sejtekben, mint pl. a vér-agy gat
szorosan illeszked6 endotél sejtjeiben, a vesében |évé fenesztralt endotéliumban, vagy a
majban |év6 szinusziodokban? Talan még izgalmasabb kérdés, hogy vajon a tumor
endotél sejtekben is hasonlé mechanizmusok figyelhet6k-e meg.

A trombin és az ATP ellentétesen szabalyozza az endotél barrier funkciét. A trombin
raadasul ATP kidramlast indukal bizonyos sejttipusokbdl, mint pl. a trombocitak vagy az
endotél sejtek. Hogyan érvényesil ez a két ellentétes hatas fizioldgias korilmények
kozott? Van-e kinetikai eltérés a két dgens hatasa kozott és milyen szerepet toltenek be
ennek szabalyozasaban a vizsgalt kinazok és foszfatazok?

Az ATPyS-rél ugyan altaldanossagban azt tartjak, hogy nem hidrolizdlhaté ATP analdg,
valéjaban az ektonukleotiddzok lassabb kinetikdval, mint az ATP-t, de hasitjak. Tudhato-
e, hogy az ATP az endotél gatfunkcidra gyakorolt hatdsa kdzvetlenil P2 receptorokon
érvényesul, vagy valéjdban bomlasterméke, az adenozin P1 receptorokon keresztiil
okozza a transzendotelidlis rezisztencia novekedését? Az értekezés vildgosan bemutatja
a protein foszfatdzok fontos szabalyozé szerepét ebben a folyamatban a citoszkeletaris
elemek, az adherens kapcsolatok és az allvanyfehérjék szabalyozdsan keresztil, de
milyen ,,upstream” szignalizacios utak vezetnek ide?

A TIMAP fehérje kolcsonhatd partnereinek keresésekor a GST pull down kisérletben a
kb. 30 kDa-os RACK1 fehérjét sikeriilt azonositaniuk. Ebben a kisérletben (4.2.1. dbra, A)
legaldbb két tovabbi kolcsonhatd fehérje sejthet6 — kb. 40 és 45 kDa magassagaban.
Miért pont a 30 kDa koriili a fehérjesdvra esett a valasztasuk, torténtek-e eréfeszitések a
magasabb molekulatomegl potencialis kdlcsonhatd partnerek azonositasara?

Az MLC foszforilacidjanak szabalyozdsat oOsszefoglalé d&brdan (5.1.1. 4dbra) a
Ca**/kalmodulin reguldcidja az MLCK1 foszforildciéjatél upstream van dabrazolva.
Figyelembe véve, hogy a defoszfo- és foszfo-MLCK1 kindz aktivitasat hasonld affinitassal
stimulalja a Ca’*/kalmodulin (4.1.3. C 4bra), nem volna-e helyesebb a Ca® regulaciot
downstream is feltiintetni, azaz egy olyan szabalyozé kort felvazolni, melyben az Src

foszforilacié és a Ca**/kalmodulin egyiittesen éri el az MLCK1 maximalis aktivalasat?



6.) Mind a MYPT1, mind a TIMAP fehérjével kapcsolatban bemutattdk, hogy a PPlc B
izoforma regulatoraként szolgal, valamint hogy ERM fehérjékkel kélcson hat, illetve hogy
szerepet jatszik az endotélium barrier funkcidjanak szabalyozasaban. S6t a bemutatott
abrakbadl intracellularis lokalizaciojuk is hasonldnak tlinik. A MYPT1-r6l megmutattak,
hogy az ERM fehérjék koziil elsésorban a radixinnel |ép kdlcsonhatdsba, a TIMAP-pal
Osszefliggésben viszont csak a moezinnel vald kélcsénhatds mutattak be. Mi lehet a két
MYPT fehérje egymashoz valdé viszonya? Elképzelhet6, hogy kozos komplexben
helyezkednek el? Funkcidjuk vonatkozasaban egymadst kiegészit6, vagy inkdbb egymadst

helyettesitd regulatoroknak tekintheték?

Véleményemet O0sszefoglalva, Csortos Csilla elért eredményeit és tudomanyos teljesitményét
nagyra értékelem. Ennek megfelel6en a dolgozat nyilvanos vitdra bocsatasat javaslom, és

Csortos Csilla szamara az MTA doktori fokozat odaitélését messzemendékig tamogatom.

Budapest, 2015. oktéber 5.
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