A human ABCB6 transzmembran fehérje sejten beliili

lokalizacigjanak és funkcifjanak tanulmanyozasa

Doktori értekezés tézisei

Kiss Katalin

Eo6tvos Lorand Tudoméanyegyetem Természettudoményi Kar
Biolégia Doktori Iskola
Molekularis Sejt- és Neurobioldgia Program

Témavezetd: Dr. Szakdcs Gergely, Ph.D.
A Doktori Iskola vezetdje: Prof. Dr. Erdei Anna

A Doktori Program vezetdje: Prof. Dr. Sass Miklos

MTA TTK
Enzimoldgiai Intézet

Budapest
2014.



BEVEZETES

Az ATP-Binding Casette, azaz ABC fehérjecsaldd az élovildag egyik legnépesebb
fehérjecsalddja. Tagjai a membrant tobbszordsen ativeld transzmembran fehérjék, melyek
ATP hidrolizis révén szdmos funkciét latnak el szinte minden él6 szervezetben, igy
baktériumokban, gombédkban, novényekben és az allatviligban egyardnt. A Human Genome
Project szekvenciaadatai alapjdn emberben 48 ABC fehérjét azonositottak, a fehérjéket
szekvencia hasonldsdg alapjan hét alcsalddra osztjak (A-G jelolésti alcsaladok). Vizsgélataim

fokuszédban a B alcsalad 6. tagja, az ABCB6 fehérje dllt.

Doktori munkdm kezdetén az ABCB6 fehérjét az altalanosan elfogadott nézet szerint a
Saccharomyces cerevisiae ATM1 fehérje ortolégjanak tartottdk. Az ATMI1 fehérje pontos
funkciéja nem ismert - feltételezhetden egy eddig nem azonositott molekulat transzportdl a
mitokondriumbdl a citoszdlba, igy szabdlyozva a mitokondridlis vas-kén klaszter szintézist,
végsd soron a sejtek vasanyagcseréjét. 2006-ban megjelent kdzleményiikben Krishnamurthy
€s munkatdrsai egy Uj modellt javasoltak, melyben feltételezték, hogy az ABCB6 fehérje a
mitokondrium kiils6 mitokondridlis membranjdban talalhaté és a koproporfirinogen-III
molekula mitokondridlis importjaért, végsd soron az eritroid érés €s a hem szintézis

szabdlyozéasaért felel.

Menekitéses vizsgalatok alapjan a humdn ABCB6 fehérje képes az arml géndelécid okozta
fenotipust revertalni élesztokben, de jelentds ellentmondast jelent ugyanakkor, hogy erre a
nem-funkciondlé ABCB6 mutins is képes. Amennyiben az ABCB6 valéban a kiilsd
mitokondridlis membranban taldlhat6, gy nem vildgos, miként helyettesithetné a belso
mitokondridlis membréanban taldlhat6 ATM1 funkcidjit. A pontos funkciondlis megfeleltetés
azért is kérdéses, mert a két fehérje feltehetden ellentétes orientdciét mutat: mig az ATM1
fehérje a mitokondriumbdl a citoszélba, az ABCB6 fehérje forditott irdnyba képes
transzportalni. Tovdbb4, a belsé mitokondridlis membréannal szemben a dinamikusan valtozé
kiils6 mitokondridlis membran a kis molekuldk szdmdra atjarhat6, igy kérdéses, hogy egy
kiils6 membranban elhelyezkedd aktiv transzporter hogyan befolyasolhatja a hem prekurzorok

mitokondrialis felvételét.

Doktori munkdm ideje alatt szdmos publikicié jelent meg, melyek erdsitették az ABCB6
funkcidjat és lokalizacigjat illetd kételyeinket. Egyes szerzok az ABCB6 fehérjét a plazma
membrinban, mig médsok az endoplazmatikus retikulumban és a Golgiban mutattdk ki,
valamint az is bizonyitdst nyert, hogy - szemben a mitokondriélis fehérjékkel - az ABCB6
glikozildlédik. Patkany sejtekben kifejezve a human ABCB6 fehérje a vezikuldris rendszerben

volt lathatd, valamint megtaldlhaté a lizoszomalis proteomban is. Végiil egy kozelmiltban



megjelent kozlemény kimutatta, hogy az ABCB6 egy ritka vércsoport antigénnek felel meg,

azaz kifejezddik a vorosvértestek felszinén is.

Az ABCB6 fehérjérél megjelend valtozatos, egymadsnak ellentmondé kozlemények
megerdsitettek minket abban, hogy a fehérje sejten beliili elhelyezkedésérdl és funkcidjardl
kialakult kozmegegyezés megkérddjelezhetd és az irodalomban elfogadott informécidk egy
része téves lehet. Az ellentmondasos adatok tiikrében ezért elhatdroztuk, hogy a humén
ABCB6 fehérjét eldszor Sf9 rovarsejtes heterolég rendszerben, majd emlds sejtekben
kifejezziik, és vizsgéljuk a fehérje funkcidjat, sejten beliili elhelyezkedését, illetve eritroid

érésben betoltott szerepét.

CELKITUZESEK
Doktori munkam soran a kovetkezo célokat tiztem ki:

» Célul tiztem ki az ABCB6 fehérje transzporter funkcidjanak vizsgalatat heterolog
rovarsejtes rendszerben. Vizsgalni kivantam a human ABCB6 miikodését az ABC
fehérjék esetén sikeresen hasznalt in vitrro médszerekkel, tobbek kozt ATPaz aktivitds €s
vezikularis transzport mérésekkel, valamint a katalitikus ciklus jellemzésére alkalmas

azido-ATP metodikéval (,,trapping”).

» Célom volt az endogén fehérje sejten beliili elhelyezkedésének és ttjanak vizsgalata emlOs

sejtekben sejtfrakciondlds, immunoaffinitds és mikroszképos metodikdkkal.

» Célom volt tovabba az ABCB6 fehérje vizsgalata az eitroid érés soran, tovabba az
ABCB6 fehérje kifejezddésének vizsgalata egészséges egyénekbdl izolalt vorosvértestek

felszinén.

» Végill célom volt, hogy megvizsgaljam a fehérje N-terminalis végének a fehérje

funkcidjaban, illetve lokalizaciéjaban betoltott szerepét.

MODSZEREK

Spodoptera  frugiperda (Sf9) rovarsejtekben rekombindns bakulovirus fert6zéssel
tdltermeltettem a teljes hosszisdgi ABCB6 fehérjét, valamint annak inaktiv mutans (629M),
illetve N-termindlisan csonkolt valtozatat (del205-ABCB6). A fehérjéket nagy mennyiségben
tartalmazé membran vezikuldkat izoldltam, melyeket ATP4z esszében, illetve radiokativan

jelolt azido-ATP felhasznaldsaval elemeztem.

A K562 sejtekben hemin és imatinib-mezilat segitségével eritroid differencidciét indukaltunk.
A porfirin szintézis mértékét a sejtekben a fluoreszcens intermedier, a protoporfirinigen-IX

(PPIX) molekula mennyiségének mérésével jellemeztiik, a PPIX fluoreszcencia értékét



aramlési citométerrel mértiik. A differencialodé sejtek hemoglobin tartalmat benzidines

kimutatassal allapitottuk meg.

Az ABCB6 fehérje és annak varidnsainak tdltermeltetését emlds sejtekben lentivirus
transzdukcidval és tranziens transzfekcidval értiik el, a génexpressziét RNS interferencia

segitségével csendesitettiik.

Sejtfrakcionalast differencidl centrifugaldssal és immunoaffinitds purifikacioval végeztiink.
Mitokondriumfrakciét az immunprecipitdldst sorin TOM22 fehérje elleni antitest segitségével
izolaltunk. A sejtfrakciondlds eredményeként kapott frakcidkat kiilonboz6 sejtorganellumokra

jellemzd fehérjék elleni antitestekkel jellemeztiik.

A fehérje és valtozatainak sejten beliili elhelyezkedését konfokdlis mikroszkdppal, illetve
elektronmikroszkoppal vizsgéltuk, a felvételeket képelemz6 szoftverek segitségével
elemeztilk. Az endoszomadlis struktirdkat Rab5 fehérje konstitutivan aktiv véltozatanak
(Q79L) GFP fuzios valtozatanak kifejeztetésével tettiilk lathatovd. A sejtfelszini ABCB6
fehérjét OSK43, extracellularis epitdppal rendelkezd, ABCB6 fehérjét felismerd antitesttel
jeloltiik.

A vorosvértestek felszinén megtaldlhat6 ABCB6 mennyiségét antitest alapd &ramlasi
citométer esszében mértiikk. A kisérletek Dr. Varady Gyorgy (MTA TTK) végezte, az
alacsonyabb ABCB6 expressziot mutatdé mintdkban az ABCB6 fehérje kodold régidjanak
szekvendldsa Magdalena Koszarska (Orszdgos Vérellitd Intézet) munkdja. A sejtvonalak
elddllitdsaban, fenntartidsdban, a dimerizacids kisérletben és a fehérjék Western blot

analizisében Kucsma Néra (MTA TTK) volt segitségemre.

TEZISEK

¢ A humén ABCB6 fehérje és a Walker-A régioban taldlhaté konzervalt lizint nélkiil6zo
ABCB6(K629M) mutdns valtozat egyarant expresszalodik Sf9 rovarsejtekben, vagyis
mind a vad tipusi, mind a katalitikus hely mutins ABCB6 fehérje megfeleléen
feltekeredik €s integralddik rovarsejt membranba.

e Az Sf9 heterolég rendszerben kifejeztetett human ABCB6 képes ATP-t kotni €s
hasitani; alap-, illetve szubsztrat stimuldlt ATPaz aktivitdsa azonban nem mérhetd

e Az ABCB6(K629M) képes az ATP megkotésére, de az ATP hasitdsara mar nem.

e A hemoglobin szintézis novekedésével parhuzamosan az ABCB6 fehérje mennyisége
K562 sejtek kémiai szerekkel indukalt eritroid differencidciéja sordn nd. Az irodalmi
allitasokkal szemben azonban az ABCB6 fehérje expresszidja és a de novo porfirin

szintézis mértéke kozott nincs ok-okozati Osszefiiggés.



Az ABCB6 mennyisége a hemoglobin-szinttel parhuzamosan véltozik K562 sejtek
eritroid irdnyd differencidci6ja sordn, de a fehérje tiltermeltetése vagy éppen
csendesitése nem befolydsolja a sejtek hemoglobin-tartalmat. Mindez megkérddjelezi
a fehérje feltételezett reguldld szerepét a hem szintézis és az eritroid érés
folyamatédban.

Immunoaffinitds tisztitds és konfokalis vizsgélatok alapjan az ABCB6 fehérje nem a
mitokondriumban, hanem az endo-lizoszémadlis rendszerben helyezkedik el K562,
HEK?293T és HeLa sejtekben egyardnt. Pairhuzamosan megerdsitettem, hogy a masik
hiarom mitokondridlis ABC fehérje, az ABCB7, -B8 és -B10 fehérjék a
mitokondriumban taldlhatdak.

Eredményeinket elektronmikroszkopos felvételekkel is megerdsitettik. ABCB6
fehérjét taltermeld Hela sejtek vizsgédlata sordn a fehérje dontéen a multivezikularis
testekben, a multilamellaris lizoszomakban, valamint a denz lizoszémakban volt
megtaldlhato6.

Az ABCB6 fehérje jelen van K562 és Hela sejtek plazmamembréanjdban is, és az
endoszomalis rendszeren keresztiil, dinamin fiiggd médon internalizalddik.

Az ABCB6 fehérje jelen van az érett vorosvértestek membranjdban és az éretlen
retikulocitdk felszinén egyarant, valamint a retikulocitdk érése sordn a multivezikuldaris
testekben keletkez6 exoszomdkban is megtalédlhato.

Lan- vércsoporti vérminta Western blot analizise alapjan megerdsitettilk a kordbbi
megfigyelést, miszerint az ABCB6 fehérje a Lan- vércsoport antigénje.
Kutatéintézetiinkben kidolgozott antitest alapi aramldsi citométer metodikdval a
vorosvértestek felszinén megtaldlhat6 ABCB6 fehérje mennyiségét elemeztiik, és az
irodalom alapjan vart el6fordulési frekvenciandl nagyobb mértékben taldltunk Lan-
vagy ABCB6 fehérje expressziot csokkentd génvaltozatokat. A Lan- vércsoport az
irodalomban szereplé adatokndl nagyobb frekvencidval fordul eld az étlag
populécidban.

Azonositottunk két uj, feltehetden Lan- fenotipust okoz6 ABCB6 génviltozatot, az
R192Q muticidt és egy splice site mutdciét. Egyben megerdsitettiik, hogy az R192W
€s G588S mutécidk Lan- fenotipust okoznak.

Az ABCB6 fehérje HMMTOP algoritmus jésldsa alapjan 5+6 transzmembran hélixet
tartalmaz. Az N-termindlisan elhelyezkedd, jarulékos 5 transzmembrdan hélix

szekvencidja egyedi, mas ismert fehérjéhez nem hasonlit.



¢ Az N-termindlis, jarulékos régié Sf9 heterol6g rendszerben a vad tipust fehérjével
hasonlé médon képes ATP-t kotni és hidrolizélni, azaz nem sziikséges a katalitikus
aktivitashoz.

e Kimutattuk, hogy emlds sejtekben az N-terminélis, jarulékos régié nem sziikséges a
dimerizaciéhoz.

e Megerdsitettiik tovabbd, hogy emlds sejtekben az N-termindlis, jarulékos régidé a
korédbbi irodalmi adatoknak megfelelden glikozildcids helyet tartalmaz.

e Az ABCB6 fehérje N-termindlis jarulékos része a fehérje endo-lizoszomalis

elhelyezkedését és a sejten beliili utjat szabdlyozza.

KOVETKEZTETESEK

Az irodalomban domindns nézet szerint az ABCB6 fehérje a kiils6é mitokondridlis
membranban helyezkedik el, a koproporfirinogen-III molekula mitokondriélis importja révén
az eritroid érés és a hem szintézis kulcsregulatora. A doktori munkdm sordn nyert eredmények
e modellt megcafoljak. Kimutattuk, hogy az ABCB6 fehérje a sejtek endo-lizoszémalis
rendszerében helyezkedik el és a plazmamembranbol endoszémédkon keresztiil
internalizdlédik. Az ABCB6 fehérje jelen van a mitokondriumokat nem tartalmazé
vorosvértestek felszinén és megtalalhat6 a retikulocitak érése sordn keletkez6 exoszomdkban.
Tovabba, a fehérje hidnya vagy tdltermeltetése nem befolydsolja az eritroid érési
folyamatokat és a hemoglobin szintézist K562 sejtekben. Elképzelhetd, hogy az ABCB6
fehérjének szerepe van az eitroid érés és/vagy a hem bioszintetikus dtvonal szabalyozdsaban,
de eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy az ABC6 nem jatszik kozvetlen szerepet a

porfirinek mitokondridlis importjaban.
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