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1. Bevezetés

Kutatdé munkdm soran a CFTR ioncsatorna szerkezet-funkcio Osszefliggéseit
vizsgaltam, igy ezen fejezetben ismertetem a fehérje — értekezésemben foglalt

eredményeim megértéséhez nélkiilozhetetlen — irodalmi hatterét.

1.1. A cisztas fibrozis

A cisztas fibrézis transzmembran konduktancia regulator (CFTR) fehérje
kiilonb6z6 mutacioi cisztas fibrozis (CF) kialakuldsdhoz vezethetnek, amely az egyik
leggyakoribb monogénesen 6roklédo letalis tobb szervet érintd betegség a kaukazusi
populédcioban (1). A klorid (2, 3) és a bikarbonat (4) transzport defektusa révén
kialakulé strli nydk a légzdszervrendszerben elzarja a légutakat, ami idilt
tiidogyulladashoz, horgdtagulathoz és visszatérd tiidofertézésekhez vezethet; mig a
hasnyalmirigyben a kivezetd csovek elzarédasa az exokrin funkcid elégtelen
mukodéséhez, a B-sejtek pusztulasat kovetden pedig diabetes kialakuldsahoz vezethet
(1, 5, 6). Jelentds tiinet lehet még a maj bilidris cirrdzisa, a férfiaknal fellépd
terméketlenség, valamint az Gjsziilottek vékonybelének elzaroddsa (meconium ileus).
A leggyakoribb haldlok a visszatérd fertézések okozta 1égzési elégtelenség (1, 7).
Emlitésre mélto, hogy a fehérje tulmikodése a fokozott elektrolit szekrécid miatt
hasmenéshez vezethet. Ilyen helyzetet jellemzden a kiilonb6z6 bakteridlis toxinok (pl.
kolera toxinja) idéznek eld a heterotrimer Gs-fehérjefiiggd jelatvitelen keresztiil
megvalosulo talzott CFTR stimulécio révén (8).

A tobb szaz azonositott CF-et okozé mutacio kiilonb6z6 osztalyokba sorolhat6
az mRNS / fehérje expressziora (1. osztaly), a fehérje érésére (2. osztaly), csatorna
kapuzéasara (3. osztdly), vezetdképességére (4. osztdly), valamint sejtmembranbeli
mennyiségére s stabilitdsara (5-6. osztaly) gyakorolt hatasa alapjan (9, 10). A betegség
kialakulaséaért leggyakrabban (~ 70 %) az 508-as fenilalanin delécidja (AF508) felelds,
mely a fehérje érését és kapuzasat is megzavarja (11). Ezzel szemben a G551D mutacid,
a 3. leggyakoribb mutéaci6 CF-fel diagnosztizalt betegekben, az ioncsatorna ATP-fliggd
kapuzasat teszi tonkre (12).

Bar a CF nem gyogyithatd, az utobbi évtizedben tobb olyan kismolekulas
gyogyszert fejlesztettek ki, amelyek magan a CFTR fehérjén fejtik ki hatasukat, és



alkalmazasukkal segithet6 a fehérje érése (korrektorok, pl.: lumacaftor, tezacaftor) (13-
15), illetve a csatorna kapuzasa (potenciatorok, pl.: ivacaftor, elexacaftor) (16, 17).
Ezek a klinikailag is jovahagyott vegyiiletek jelentdsen mérsékelhetik a betegek
tiineteit, ugyanakkor hatékonysdguk erdsen mutacid-fiiggd, dontden a csatorna
biolégiai komplexitasa miatt. fgy kulcsfontossagiiva valt a kiilonbozé mutaciok

molekuléris patomechanizmusanak feltarasa (18).

1.1.1. A hR117H CF mutacid korélettana

crer

crer

hR117H mutacié a 3. és 4. mutacids osztalyba sorolhatd, azaz a csatorna érését nem
befolyasolja, ugyanakkor nagymértékben gyorsitja a csatornak zar6dasat, valamint a
csatorna vezetOképességének csokkenéséhez vezet (21, 22). Bar szamos
elektrofiziologiai €s klinikai adat all rendelkezésre, a mutacid kozvetlen molekuléris

hatasa ismeretlen.

1.2. A CFTR anioncsatorna

A CFTR anioncsatorna az ’ATP-binding cassette’ (ABC) fehérjék
szupercsalddjaba, azon belill az ABCC alcsaladba tartozik (23). Az ABC fehérjék kozt
egyediili ioncsatornaként epitél sejtek apikalis membranjaban van jelen, és a légutak,
bél, maj és hasnyalmirigy so-viz transzportfolyamataiban jatszik szekrécios szerepet

().

1.2.1. A CFTR anioncsatorna szerkezeti felépitése

Az ABCC alcsalddra jellemzéen a CFTR anioncsatorna egyetlen
polipeptidlancbdl 4ll6 fehérje, amely két — a csatorna porusat képezd — egyenként hat
transzmembran hélixet tartalmazo transzmembran doménbdl (TMD1/2, 1. abra, sziirke)

¢és két — az ATP kotéséért és hidroliziséért felelds — nukleotidk6té doménbdl (NBD1/2,



A hR117

R

C

nem-hidrolitikus mutacio

IF-hCFTR
OF-hCFTR

site 2 (kanonikus kot6hely)

1. abra A CFTR topologidja, valamint a human ortolog befelé (‘inward facing’) és
vazlata, valamint a hR117 pozicio helyzete (kék kor). A TMD-k sziirke, az NBD1/2
rendre kék és zold, az R domén rozsaszin, a csatolo hélixeket (CH) tartalmazo
intracellularis régiok narancs, a membran halvanysdarga szinnel van abrdzolva. A
halvanyzold csillag az NBD2 Walker B motivumaban taldlhato nem-hidrolitikus
hattéermutaciokat (hD1370N, hEI1371S) jeloli. (B) A befele nézé foszforildalatlan
(‘inward facing’, IF) hCFTR (PDB: 5UAK) valamint a (C) kifelé nézo foszforilalt, ATP-
t kotott ("outward facing’, OF) hCFTR (PDB: 6MSM) szerkezete, kiemelve a hR117



pozicio helyzetét, valamint a csatolo hélixeket (CH, narancs) a térszerkezetben. A
domeének szinkodoldasa (A) szerint, az R domeént szemlélteté elektron denzitdas a (B)
panelen lathato. A piros nyil a (C) esetén az anionok transzlokacios utvonalat abrazolja
sematikusan (D) Az NBD dimer sematikus szerkezete. A panel szinkodolasa (A) szerint,
az ATP sarga, a ’signature’ szekvencia rozsaszin, a Walker A és B motivumok fontosabb
pozicioi halvany zold szinnel jelolve.

1. abra, kék/zold) épiil fel (5). E két homolog, de aszimmetriat mutaté molekulafelet
(TMD1-NBDI1 és TMD2-NBD?2) egy szabalyoz6 szerepet betdlté domén (R domén, 1.
abra, rozsaszin) koti 0ssze. Ez utobbi domén egyedi az ABC fehérje csaladban, sot,
szekvenciaja semmilyen ismert fehérje szekvencidjaval nem mutat homologiat (24).
Minthogy mésodlagos szerkezete javarészt nem definialt, szerkezete maig ismeretlen.
Az NBD-k az ABC szupercsaladra altalanosan jellemz6 ATPaz aktivitassal
rendelkezé domének, amelyek két aldoménbdl allnak. A ’fej” aldomént egy a-hélixek
altal stabilizalt F1-szerl parallel B-redd és egy hdromlancu antiparallel B-red6 alkotja,
elébbi tartalmazza az ATP kotéséhez elengedhetetlen konzervalt Walker A
(GXXXXGKS/T) (P-hurok) és Walker B (ZZZZDE, Z: hidroféb) motivumokat (1D
abra) (25). E két B-redd egy kozponti a-hélixet vesz koriil, mely a Walker A motivum
formalta P-hurkot koveti. Az a-helikalis *farok’ aldomén tartalmazza az in. ’signature’
szekvenciat (LSGGQ, C-hurok, 1D abra). Az ATP trifoszfat lancat a P-hurok és a
Walker A lizin oldallancai (hK464, hK1250, 1D abra) (26), adenin gyiirijét pedig az
antiparallel B-redé aromas oldallancai (hW401, hY1219) koordinaljak. A Walker B
motivum aszpartatjai (hD572, hD1370, 1D abra) a Mg**-ion koordinalasaban toltenek
be fontos szerepet (27-29), az NBD2 Walker B glutamat (hE1371, 1D abra) oldallanca
az ATP hidrolizise soran katalitikus bazisként szerepel (30, 31). A két NBD domén az
ATP NBD-khez vald kotodése révén stabil NBD-dimert képez (32-34), mely két
kompozit ATP-koto helyet foglal magaba. Mig a konszenzus kotéhely (Site 2) esetén
(Walker A ¢és B motivumok az NBD2-ben talalhatok) az ATPaz aktivitas megtartott
(26), a degeneralt kotohely (Site 1) esetén (Walker A és B motivumok az NBD1-ben
talalhatok) az ATPaz aktivitas sériilt, ezen a kotéhelyen ATP hidrolizis nem megy
végbe (35, 36). Emlitésre mélto, hogy bar az ATP még a dimer kialakulésa el6tt kotddik
az NBD domének ’fej’ aldoménjéhez, maguk a kotdhelyek csak az NBD dimer
kontextusdban léteznek, hiszen mindkét NBD hozzdjarul mindkét kotdhely

kialakitdsahoz (34).
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A TMDI1/2 membranon ativel, mélyen a citoplazmaba nyulé 12
transzmembran hélixbdl (TM1-12) épiil fel. A 6-6 a-hélixbol allo6 TMD-k dimerizalva
képezik az anionok transzlokacids ttvonalat (34). Emlitésre méltd, hogy a dimerizacion
tul egy-egy intracellularis hurkuk keresztezi egymast, s kapcsolatot 1étesit a fehérje
ellenkezd oldalan 1évé NBD-vel, igy a TMD-k mindkét NBD-vel 6sszekottetésben
vannak (34, 37). A TMD-k és NBD-k kozti kommunikéacié révid, un. csatold
(Ccoupling’) hélixek (CH) révén valosul meg (1B-C 4&bra, narancs), amelyek
parhuzamosak a plazmamembran sikjaval, s kozvetitik a konformaciovaltozasokat a két
szerkezeti egység kozt. A négy csatold hélix (TMD1: CH1, CH2, TMD2: CH3, CH4)
koziil az NBD1 az elsdvel és negyedikkel, az NBD2 a masodikkal és a harmadikkal all
kapcsolatban (38). Magéat a porust a TM1, TMS5, TM6, TMS, TM11 és TM12 hélixek
hatéaroljak, tiregét a citoszollal az intracellularis oldalon talalhaté laterdlis nyilas koti
Ossze, amely a TM4 és TM6 hélixek kozott nyilik (34, 39). A permeabilis anionok a
nyitott poruson keresztiil tehat szabadon aramolhatnak elektrokémiai gradiensiiknek
megfelelden (40). Az aszimmetrikus homokéra alaku poérus legszitkebb (~ 5.3 A a
nyitott konformécidban), az extracellularis felszinhez kozeli része alkotja a kaput (40,
41). Szelektivitasat tekintve a porus pozitiv toltésii oldallancainak (37) kdszonhetden
igen szelektiv anionokra kationokkal szemben, ugyanakkor kevéssé szelektal anionok
kozott (42). A kloridion mellett €lettani szempontbol jelentds a bikarbonat transzportja
is, amely fontos szerepet jatszik az epitél feliileteket beborit6é folyadékréteg pH-janak
szabalyozasaban (4, 43).

1.2.2. A CFTR anioncsatorna mukodése

A nem-foszforilalt csatorna zart, befelé¢ nézd (’inward-facing’, IF, 1. dbra)
allapotaban az R domént az NBD1 ¢és NBD2 domének fogjak kozre (37). A cAMP-
fliggd protein kinaz A katalitikus alegysége (PKA-C) kdolcsonhatdsba 1ép az R
doménnel (44), és ATP jelenlétében az R domén tobb szerin oldallancat foszforilalja
(45), mely események hatdsara az R domén kimozdul az NBD1/2 koz¢ ¢kelddott
helyzetébdl, és az NBD-k kozti tér szabadda valik (34). Ezt kdvetden egy-egy ATP
kotddik az NBD1/2 °fej’ részéhez, és kialakulhat a ’fej-farok’ NBD dimer (34). E

folyamat konformacids valtozast indukal a TMD1/2-ben is, atrendezve a csatorna IF
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crer

lehetové téve a csatorna porusanak megnyitasat (33, 34).

A foszforilalt CFTR kapuzasa ’bursting’ viselkedéssel jellemezhetd; a csupan
rovid (flickery’, ~10 ms) zéarodasokkal valtakozo csatornanyitasok (open’)
csoportjait *burst’-0knek, mig e burst-oket egymastol elvalasztd hosszabb (’slow’, ~1
s) zart szakaszokat ’interburst’-6knek nevezik. Ezen események alapjan hatarozhato
meg az interburst (Cs) és burst (B) allapot, valamint a B allapoton beliil a nyitott (O) és
flickery zart (Cr) allapotok (46). Kinetikai értelemben ez a fajta kapuzéds kétféle
mechanizmussal, a Cs«O<Cr és a Cy—>Cr—>0O modellekkel, irhaté le. Az IF
¢s az NBD1/2 nem alkot szoros dimert, ugyanakkor a degeneralt kotéhely valdsziniileg
nem esik teljesen szét (37, 47) (bar az irodalomban vannak érvek a teljes disszociacio
mellett (48)). Ezzel szemben a B allapot egy kompozit allapot, mely magaba foglalja
az O ¢és Cr allapotokat. Ez utobbiak TMD konformdcioja alapvetéen OF (49, 50),
amelyet az ATP-t kotott NBD dimer stabilizdl, azonban a csatorna extracelluléris
kapuja csak az O éllapotban taldlhato valoban nyitva (32). A vadtipusu (wild-type’,
WT) CFTR esetén az igen stabil B allapotnak a site 2-ben kotott ATP hidrolizise vet
véget, az igy keletkezO ADP ¢és foszfat kozotti elektrosztatikus taszitas miatt az NBD
dimer a site 2 oldalan felnyilik, és a csatorna visszatér eredeti (IF) konformacidba,
amelyben az ADP 1j ATP-re cserélddik (51).

Bar a nemrégiben krioelektron-mikroszkopiaval megoldott CFTR szerkezetek
Uj lendiiletet adtak a CFTR szerkezet-funkci6 0Osszefiiggésekre 0sszpontositd
kutatasoknak, fontos Gjra hangstlyozni, hogy az IF szerkezet (PDB: SUAK) nem
pontosan a Cs allapotot, azaz egy foszforilalt, ATP jelenlétében aktivan kapuzo csatorna
zart allapotat, jeleniti meg, hiszen a szerkezet nem-foszforilalt csatornar6l, ATP
hianyaban késziilt. Tovabba, az OF szerkezet sem tiikrozheti pontosan a nyitott
allapotot, mivel porusanak extracellularis vége nem elég széles ahhoz, hogy egy
hidratalt klorid ion transzportja megvalosulhasson (’kvazi-nyitott’ szerkezet).
Mindazonaltal, e szerkezetekkel elfogadhatéan modellezheté a domének (TMD-k és
NBD-k) alapveto elrendezddése, egymashoz viszonyitott helyzete a csatorna zart (Cs)

illetve nyitott (O) allapotaban (52).
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1.2.3. A vadtipusu csatornak kapuzasi ciklusa, valamint a nem-hidrolitikus mutaciok
elméleti hattere ¢s alkalmazasa

A foszforilalt WT csatorndk az ATP-t kotott IF konformaciobol (Cs: allapot, 2.
abra) az NBD dimer kialakuldsa révén a prehidrolitikus burst allapotba (B1 allapot, 2.
abra) keriilnek. Az ATP hidrolizisét kovetd poszthidrolitikus burst allapotbol (B:
csatornak ismét IF konformacidba keriilnek (Csz allapot, 2. abra), majd az ADP (site 2)
ATP-re torténd cseréjével visszakeriilnek a kiinduldsi allapotba (51). Egy burst
az ATP hidrolizis (Bi—B2—Cs2), de bekovetkezhet spontdn, ATP hidrolizis nélkiil is
(Bi—Cs1). Ugyanakkor, WT csatorndk esetén a ‘nem-hidrolitikus’ zarddas sebessége
(~knn) az ATP hidrolizis sebességéhez (~kn) képest 1ényegesen kisebb (51). Ahhoz,
hogy a nem-hidrolitikus zar6dasi sebesség, azaz a prehidrolitikus NBD dimer
stabilitdisa  vizsgalhatdé legyen, tgynevezett nem-hidrolitikus hattérmutaciok
alkalmazasaval meg kell akadalyozni az ATP hidrolizist (53). Igy a ciklikus kapuzasi
forma egy reverzibilis interburste>burst d&tmenetre egyszeriisodik (2. dbra), s a most
mar kizarolag nem-hidrolitikusan megvalosuld zarddas sebességének mérésével

meghatarozhatd a nem-hidrolitikus zar6dasi sebességi egylitthato (knn) (54).

A B

G T < B G —= B
ADP nh nh
ATP

C82 2

2. abra A vadtipusu (WT) valamint a nem-hidrolitikus CFTR ioncsatornak kapuzasanak
osszehasonlitasa. (A) A vadtipusu CFTR kapuzasanak ciklikus sémaja, amelyben Csi
(ATP(site 1) / ATP (site 2)) és Cs2 (ATP / ADP) zart (IF), mig Bi (ATP / ATP,
prehidrolitikus burst) és B2 (ATP / ADP, poszthidrolitikus burst) ionvezeté OF
dllapotok. Tovabba knn és kn rendre a nem-hidrolitikus és a hidrolitikus zdarddasi
sebességi egyiitthatok. (B) A nem-hidrolitikus hattérmutacioval rendelkezo CFTR
csatornak kapuzdsa reverzibilis interburst (Cs) burst (B) dtmenettel irhato le, knh a nem-
hidrolitikus zaroddasi sebességi egyiitthato.

13



Szamos nem-hidrolitikus mutaciot leirtak korabban, amelyek kiilonbozé
mechanizmusokkal gatoljak az ATP hidrolizisét. Miutan e mutaciok a prehidrolitikus
NBD dimer stabilitasat is eltéréen befolyéasoljak, igy egymadstdl eltérd atlagos burst
id6tartamot (Tourst) €s nyitvatartasi valoszintiséget (Po) eredményeznek. A hD1370N
mutacié a Walker B motivum konzervalt aszpartatjanak Mg?*-ot koordinalé y-karboxil-
csoportjat amid-csoportra cseréli (27-29). Ennek hatasara tourst mintegy 10-szeresére, a
Po mintegy 3-szorosara né a WT csatorna¢hoz képest (54).

A katalitikus glutamat (hE1371) bazikus jellege szintén csokkenthetd, melynek
kovetkeztében az ATP y-P csoportjanak hasitasat végzo, nukleofil szerepet betdltd
vizmolekula nem polarizaldodik, s az ATP hidrolizis megakad (31). Fontos megemliteni,
hogy e pozicioban tobb nem-hidrolitikus mutécio is ismeretes (S, Q), melyek egymastol
eltéréen befolyasoljak a B allapot stabilitasat (32, 51, 55, 56). Mig a P, értéke mindkét
mutacid esetén kozel maximalis, addig tourst értékét a hE1371S mutéci6 tobb mint 100-
szorosara (55), a hE1371Q mutacié pedig tobb mint 1000-szeresére noveli (32, 56, 57).
Ezen kiilonbség molekularis oka maig ismeretlen.

A Walker A motivumban taldlhatdé K1250 lizin oldallinca az ATP P-
csoportjainak koordindldséban jatszik kiemelkedd fontossdgu szerepet. Alaninra valo
cseréje gatolja az ATP hidrolizisét, igy Tourst €rtékét ~100-szorosara, mig a Po értékét
~2-szeresére noveli, ugyanakkor, az NBD2-’fej” ATP iranti affinitdsanak dramai

csOkkenése miatt a ’telitési’ ATP melletti Po nem hatarozhatd meg (26, 58).

1.2.4. A CFTR ioncsatorna mas fajokban

A CFTR gerinces-specifikus ioncsatorna, legdsibb ortoldgja a tengeri ingolaban
talalhatdé meg (59, 60). Figyelemre mélté ugyanakkor, hogy a nagyfoku szekvencia
homologia ellenére az egyes ortologok szerkezete és miikddése kozt igen jelentds
adnak lehetdséget (57).

A human ortolég (hCFTR) nem-foszforilalt, ATP-mentes szerkezete (37) (IF-
hCFTR, PDB: 5UAK) és a tavoli zebrahal ortolog (zCFTR) hasonld koriilmények
kozott megoldott szerkezete (61) (IF-zCFTR, PDB: S5UAR) szuperpozicionalast
kovetden jol illeszkednek egymashoz. Ezzel szemben a két ortoloég foszforilalt, ATP-

kotott szerkezetei jelentOs eltéréseket mutatnak (33, 34). Egyrészt, az extracellularis
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TMD hurkok eltéré konformaciéi révén az OF-hCFTR fent leirt ’kvazi-nyitott®
porusaval szemben az OF-zCFTR porusa egyértelmiien zart (33). Masrészt, jelentOs
kiilonbség figyelhetd meg a kialakult NBD dimerek kozott: mig a konszenzus
kotdhelyen az NBD-interfész mindkét ortoldg esetén szorosan zart, addig a degeneralt
kotéhelyen az OF-hCFTR szorosan, az OF-zCFTR viszont lazdbban zart interfészt
mutat (33).

E szerkezeti kiilonbségek mellett, a human és zebrahal CFTR ortologok
miikodése kozott is érdekes eltérések figyelhetok meg (57). Mig a WT human és
zebrahal csatornak atlagos burst hossza azonos nagysagrendi (~0.2-0.7 s), addig a
zCFTR csatornak nyitvatartasi valdsziniisége szdmottevéen alacsonyabb (~0.03) a
hCFTR Po értékénél (~0.3) (57). Tovabba, eltérd hatasu a katalitikus glutamat (hE1371
/ zZE1372) glutaminra torténd cseréje is: a zE1372Q csatorna tourst értéke negyede, mig
a burst perioduson beliil megfigyelhetd Po (’intraburst Po’) értéke harmada a hE1371Q
csatornaénak (57). Végiil, fontos kiilonbségek figyelhetok meg a vezetdképesség terén
is: mig a human ortolog aram-fesziiltség (I-V) gorbéje linedris, addig a zCFTR csatorna

befelé rektifikal, vezetOképessége pedig csak feleakkora, mint a human ortologé (57).
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2. Célkituzések

A hR117H mutéci6 vezetoképességre gyakorolt hatdsa konnyen magyarazhato
a porus extracellularis oldalan jelenlévo pozitiv toltés megsziinésével (21), ugyanakkor
szokatlan, hogy egy extracellularis oldallanc mutacidja markans kapuzasi defektust
okozzon (62). E jelenség megértéséhez elengedhetetlen a CF-et okoz6 R117H mutécio
molekularis korélettananak feltdrasa, mely révén vélasz adhaté arra, hogy miért és
mukodeési defektust, a B allapot stabilitasanak drasztikus csokkenését (56).

Amennyiben a hR117-es oldallanc kozvetleniil befolydsolja a B allapot
stabilitasat, az arra enged kovetkeztetni, hogy a CFTR csatorna extracellularis
a tavoli zebrahal ortolog TM hélixeinek extracellularis orientdcidja jelentésen
kiilonbozik a hCFTR-ét6l (33, 34), felmeriil a kérdés, hogy van-e Osszefliggés a
hR117/zR118 oldallancok esetlegesen kiilonboz0 szerkezeti kdlcsonhatésai, valamint a
két ortolog korabban részletezett eltérd kapuzasa kozott.

E két izgalmas ¢és tudomanyos szempontbol kiemelkedd fontossaggal bird
kérdés megvalaszolasa érdekében kutatdisom soran a CFTR anioncsatorna
extracellularis régidja szerkezet-funkcid Osszefiiggéseinek vizsgalatat tiiztem ki célul.
Els6dleges célul tliztem ki a hR117 oldallanc B éllapotra gyakorolt hatdsdnak
vizsgalatat, valamint mutdcidi molekuldris mechanizmusénak felderitését (52).
Tovabbi célul tliztem ki az h117-es pozicid, és altaldban az extracellularis régio,
kapuzésra gyakorolt hatdsanak evolucios vizsgélatat, amely magyarazattal szolgalhat a
két tavoli ortolog kozotti funkcionalis kiilonbségekre (63).

E kérdések megvalaszolasa egyrészt egy CF-et okozo mutacié (R117H)
molekularis korélettananak megértése révén orvosbiologiai alkalmazasokra adhat
lehetdséget, masrészt az extracelluldris régid kapuzéasra gyakorolt hatdsdnak feltarasa
révén a CFTR anioncsatorna kapuzasi energetikdjar6l és molekularis evoluciojarol

adhat értékes informaciot.
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3. Modszerek

3.1. Vegyszerek ¢€s felhasznalt anyagok

A NaCl és a HEPES a VWR Chemicals-tol; a KCl, MgCl,, NaOH, CaCla,
NMDG, EGTA, PKA-C és a MgATP a Sigma-Aldrich-t6l, a tdmény HCI a Supelco-
tol, a P-dATP a Biolog-t6l, a Vx-770 a Selleck Chemicals-tol szarmazott. Az egyéb
enzimek ¢€s sejtek ismertetésére az adott szekcidban tériink ki.

OR2 puffer: 82 mM NaCl, 2 mM KCI, I mM MgCl2, 5 mM HEPES, pH 7.5
(titral6 oldat: 5 M NaOH). OR2+ puffer: OR2 puffer 1.8 mM CaClz-al és 50 pg / ml
gentamicinnel kiegészitve. A puffereket steril szlirés utdn szobahdn taroltuk.

PS3: 138 mM NMDG, 2 mM MgClz, 5 mM HEPES, 136 mM HCI, pH 7.4
(titral6 oldat: 12 M HCI). BS3-Cl: 138 mM NMDG, 2 mM MgClz, 5 mM HEPES, 0.5
mM EGTA, 134 mM HCI, pH 7.1 (titrdl6 oldat: 12 M HCl). Az oldatokat steril szlirés
utan szobahon taroltuk.

Mg-ATP torzsoldat: 400 mM-os vizes torzsoldat, pH 7.1 (titrald oldat: 2 M-os
NMDG). Az oldatot -20°C-on taroltuk, majd felhasznalaskor 2 mM, illetve 5 mM
végkoncentraciora higitottuk BS3-Cl pufferben.

P-dATP: A P-dATP-t 50 uM végkoncentracioban alkalmaztuk BS3-Cl-ban
higitva, melyet felhasznalasig -20°C-on taroltunk.

Vx770 / ivacaftor: 10 mM koncentracioji torzsoldatot készitettlink DMSO
oldészerben, melyet felhasznalasig -20°C-on tartottunk. A mérések soran 10 nM
végkoncentracioban alkalmaztuk BS3-Cl pufferbe higitva.

PKA-C torzsoldat és mérdoldat: A liofilizalt szarvasmarha PKA-C-t (Sigma
P2645-400UN) vizben oldottuk (50 pl), majd 6 pul 1 mM DTT-t adtunk
redukaloszerként. Felhasznalasig 4°C-on taroltuk. A torzsoldatbol (~19 uM) 16 pl-t
adtunk 1 ml BS3-Cl pufferhez, mely igy 300 nM-os végkoncentraciot eredményezett.

3.2. Molekularis biologia

3.2.1. A ¢cDNS molekularis klonozasa a megfeleld expresszios vektorokba
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A pcDNA3 vektorban talalhaté zCFTR gén T.C. Hwang professzor nagylelkii
ajandéka volt. A zCFTR cDNS-¢ét a békapetesejtes expresszios vektor (pGEMHE)
Xmal és Sall-HF restrikcios hasitohelyei kozé klonoztuk. A Xmal és Sall-HF hasitasi
helyeit tartalmazo ’forward’ illetve ’reverse’ primerek alkalmazasaval PCR reakcidval
felsokszorozott inszertet, valamint a cirkularis pGEMHE plazmidot a fenti két
endonukledzzal emésztettiik, majd agaroz gélen torténd futtatast kovetden tisztitottuk
(Qiagen gel extraction kit). Az inszert és a linearizalt plazmid elegyéhez T4 ligaz
hozzdadasaval létrehozott cirkularis DNS-t hdsokk révén (42°C, 1 perc) juttattuk be
kompetens DH5a E. coli sejtekbe, melyeket ampicillin tartalmt (100 pg / ml) taptalajra
sz¢lesztettiink és egész €jszakan at novesztettlink 37°C-on. A kind6tt telepek koziil
négyet 100 pg / ml ampicillin tartalma LB tapoldatba (10 ml) mostuk, majd tovabbi
egy ¢éjszakan at tartd ndvesztést (37°C, 200 rpm razatas) kovetden izolaltuk a DNS-t
(Qiagen Mini Kit). Diagnosztikus emésztést kovetden (Xmal), a zCFTR c¢DNS-t
tartalmazo konstrukciok DNS szekvencidjat teljes szekvenalassal ellendriztiik (LGC
Genomics). A hCFTR-pGEMHE konstrukcié D.C. Gadsby professzor, a hCFTR-
pcDNA3 konstrukcié K.L. Kirk professzor nagylelkii ajandéka. A kiilonb6zé cDNS-

eket tartalmaz6 konstrukciokat -80°C-on taroltuk.

3.2.2. Mutagenezis

A tervezett pontmutéaciokat a ’Quikchange’ technikaval hoztuk létre (QC II XL
kit, Agilent) a gyartoi eldirasoknak megfelelden az adott békapetesejt (p\GEMHE) és /
vagy emlds (pcDNA3.1) expresszios vektorban. Roviden, a pontmutéaciot tartalmazo
forward ¢és reverse primerek alkalmazédsaval végzett alacsony ciklusszdmi PCR-t
kovetden a sziiléi DNS széalat Dpnl enzimmel emésztettiik (37°C, 1 6ra), majd a
terméket kompetens DH5a (Top10, Invitrogen) E. coli sejtekbe transzformaltuk (42°C
1 perc, majd 0°C 5 perc). Az elozé fejezetben foglaltak szerint a kultarat ampicillin
tartalmu taptalajra szélesztettiik, majd 37°C-on ¢€jszakén at tart6 inkubalast kovetden
konstrukcionként 2 telepet mostunk (két kiilonbozd) ampicillin tartalmt LB tapoldatba.
Ujabb egész éjszakén 4t tartd novesztést kdvetden a DNS-t izolaltuk (Qiagen Mini Kit),
teljes cDNS szekvenalasaval ellendriztiik. A szekvenaldssal igazolt konstrukciokat -

80°C-on taroltuk.
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3.2.3. RNS eléallitasa

A békapetesejtben torténd expresszio végett a plazmidokat Nhel-HF restrikcids
endonukledzzal linearizaltuk (37°C, 2 6ra), majd az emésztett vektort izolaltuk (PCR
isolation kit, Qiagen). In vitro transzkripcioval (mMessage mMachine Kit, T7
polimerdz, Thermo Fischer) a lineéris vektor felhasznalasaval cRNS-t szintetizaltunk a
gyartoi eldirasoknak megfeleléen. A cRNS-t LiCl hozzéadasaval kicsaptuk, majd 30
perc -20°C-os inkubalast kovetéen centrifugalassal (4°C, 15 perc, 30000 rcf)
elvalasztottuk, nukleaz mentes vizben oldottuk. A kapott cRNS molekularis integritasat

crer

cRNS-t -80°C-on taroltuk.

33. A CFTR ioncsatorna kifejezése a kiilonféle expresszios
modellrendszerekben

3.3.1. A CFTR ioncsatorna kifejezése békapetesejtekben

A békapetesejt modellrendszerben végzett mérésekhez altatott (tricaine, Sigma)
dél-afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) sebészeti uton eltavolitott petefészek-
lebenyébdl a petesejteket (~5 ml sejt az OR2 pufferben) mechanikai disszocidciot
kovetden 2-es tipusu kollagenaz enzim (Collagenase Type 11, Gibco) alkalmazasaval
izolaltuk. Az emésztést egy Oran at végeztiik 18°C-on, majd meghataroztuk az izolalt
(follikularis sejtrétegétdl megszabaditott) petesejtek aranyat. Az optimalis ardnytol
(sejtek ~30%-a) vald nagyobb eltérés esetén az emésztési idot a kivant emésztési fok
eléréséhez adaptaltuk. Az izolalt petesejteket 1.8 mM CaCl2-t és 50 ug/ml gentamicin-
szulfatot tartalmazod modositott OR2 pufferben (OR2+) 18°C-on inkubaltuk. Az
egyedi-csatornds vagy makroszkopos méréseknek megfeleld expresszids szint
eléréséhez a petesejtekbe 0.1-20 ng CFTR cRNS-t injektaltunk (Nanoject II,
Drummond), a méréseket 1-4 nap elteltével végeztiik a 18 °C-on inkubalt injektalt

sejteken (64).
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3.3.2. A CFTR ioncsatorna HEK293 eml6s sejtekben torténd expresszidja

A HEK293 sejtek tenyésztése 37°C-on, 5 V/V% CO2 mellett tortént DMEM
tapoldatban. A 4.5 g/I gliik6z tartalmu tapoldatot FBS (10 V/V%), glutamin (2 mM) és
penicillin/sztreptomicin (100 egység / ml) hozzaadasaval egészitettiik ki. A kiilonféle
CFTR konstrukciokat tranziensen kifejez6 HEK293 sejtek 1étrehozéasahoz a sejtkulturat
kotranszfektaltuk CFTR —GFP 10:1 aranyt keverékével (Fugene HD reagens,
Promega) a gyartéi protokollnak megfeleléen, majd 4-6 o6ra mulva a sejteket
mechanikus disszociaciot kdvetden poli-D-lizinnel boritott tiveglemezekre pipettaztuk

(65).

3.4. Inside-out Patch clamp mérések

A békapetesejtek / HEK293 sejtek membran ioncsatorna aramait az 1.5-4 MQ
ellenallasti boroszilikat kapillaris és a plazmamembran kozotti - tobb széz GQ-os
ellendllas — ugynevezett ’giga seal’ kialakulasa utan kiszakitott, inside-out
(Narishige PP-830) segitségével allitottuk eld (2 fazisa huzo protokoll, flitdszal: 65,
50), majd hdpolirozast kdvetden a pipetta falanak elektromos kapacitasat viaszréteg
felvitelével csokkentettiik (ndvelve a jel/zaj aranyt). A pipettat PS3 oldattal toltottiik
fel, majd a giga seal kialakulasat kdvetéen a membran foltot kiszakitottuk, majd a patch
pipetta hegyét folyamatosan d&raml6 BS3-Cl kddoldatba meritettiik. A makroszkdopikus
méréseket jellemzden -20 - -80 mV, a mikroszkopikus méréseket -80 - -120 mV
membranpotencial alkalmazasa mellett végeztiik. A perfiizids rendszert szamitogép-
vezérelt szelepek (ALA-VMS, ALA Scientific Instruments) segitségével iranyitottuk.
Az oldatcsere id6allandojat a békapetesejt nativ  Ca®'-fiiggd Cl csatornak
felhaszndlasaval vizsgaltuk. Ezen csatornak gyors zarddasa révén az oldatcsere
idéallandojanak felsd hatara becsiilhetd, mely hozzavetdlegesen 100 ms volt. A
csatorna miikddését 25°C-on vizsgaltuk Mg>-ATP (Sigma-Aldrich) jelenlétében.
Minden méréstipus soran a membranban 1év0 csatorndkat foszforilaltuk 300 nM PKA-
C (Sigma-Aldrich) alkalmazasaval (1-2 perc), majd a PKA-C és ATP elvonasat
kovetden kezdtilk meg az adott mérési protokollt. A mért aramot (pA) felerdsitettiik és

2 kHz —es sarokfrekvenciaju alulateresztd sziirén szrtiik (Axopatch 200B, Molecular
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Devices), majd 10 kHz mintavételezési frekvenciaval digitalizaltuk (Digidata 1550B,
Molecular Devices), s rogzitettiikk (pClamp 11, Molecular Devices). Az alkalmazott

mérési protokollok a kovetkezd fejezetben keriilnek ismertetésre.

3.5. Kinetikai analizis

3.5.1. A makroszkdpos relaxaciok kivitelezése €s elemzése

A kiszakitott membranfoltban 1év6 csatornakat prefoszforilaltuk 5 mM ATP +
300 nM PKA-C hozzdadasaval (1 perc), majd a csatornakat az ATP ¢és a kinaz
elvondsaval zartuk. Az ezt kdvetden, az 5 mM ATP (1 perc) alkalmazasaval aktivalt
aram ATP elvonasara bekdvetkezd csokkenését illesztettiik egyszerli exponencidlis
egyenlettel. Az alkalmazott membran potencidl értékét -20 mV — -80 mV kozott
tartottuk, az expresszid fiiggvényében. Az aramregisztratumot manualis alapvonal

korrekciot kovetden 100 Hz frekvencian sziirtiik, majd az 1. egyenlettel illesztettiik,

-t

I(t) = I, eTpurst (1. egyenlet)
ahol t az id0, tourst @ burst atlagos élettartama, Io és I(t) pedig a nulla és a t idopillanatban
mért dram nagysaga. A kapott tourst reciprok értéke adja meg a nem-hidrolitikus

zarddasi sebességi egyiitthatot.

3.5.2. Az intraburst egyensulyi alland6 meghatarozasa

Az intraburst kinetikai analizis soran a makroszkopos relaxacioknal leirt
kisérletes protokollt alkalmaztuk. Az analizis az &ramregisztratum ATP elvonast kdvetd
azon szakaszara korlatozddott, amelyben mar csak egy aktiv csatorna kapuzott. A
membranpotencial értéke -80 mV (hCFTR), illetve -120 mV (zCFTR) volt. Az analizis
kezdépontja az utolsdé el6tti csatorna végsd zarddasa volt. A kivélasztott
aramregisztratumokat 100 Hz frekvencian szlrtilk, majd automatikus alapvonal
korrekciot kovetden félamplitidd moddszerrel idealizaltuk, mely sordn a kapuzési
események idoben rendezett listajat allitjuk eld (azaz egy adott vezetési szinten (0, 1,
2, ...) megszakitas nélkiil eltoltott idé reprezentalja az adott eseményt). Az atlagos

nyitott llapotban elt61tott 1d6t (topen) €s az atlagos flickery zart allapotban eltoltott idot
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(tricker) @ nyitott illetve zart allapotban eltoltott tartdzkodasi idok egyszeri aritmetikai
atlagaiként szamoltuk. Az intraburst egyensulyi allandot (Keq|B) a 2. egyenlet alapjan

szamoltuk.

Keq|B = _topen_ (2. egyenlet)

Tflicker
Megjegyzendd, hogy az alacsony intraburst Po értékkel jellemezhetd konstrukciok
esetén lehetséges, hogy az utols6 el6tti csatornanak — az analizis kezdOpontjaként
szolgélo — latszolag végsd zarddasa valdjaban nem a végsd zarddas, csak az alacsony
nyitvatartasi valdszinliség miatt nem figyelheté meg tovabbi szimultan nyitési
esemény. Mindazonaltal, egy ehhez hasonlo jelenség a Po hirtelen csokkenését
eredményezné az elemzett szegmensen beliil (az utolso el6tti aktiv csatorna valodi
végsd zarddasakor). Minthogy ilyen jelenséget nem tapasztaltunk; feltételezziik, hogy
az elemzett szakaszok nagy részében valoban az utolsé aktiv csatorna kapuzasat

figyeltiik meg.

3.5.3. Koncentracid-hatas diagrammok illesztése a Michaelis-Menten egyenlettel

A hDI1370N hattérmutacid, valamint eme konstrukcioban elkészitett
pontmutaciok (hR117H, hE1124A, hR117H-E1124A) esetén megvizsgaltuk az ATP
dozis-hatas Osszefiiggéseit (3. abra). Ehhez a kiszakitott membranfolt csatorndinak
prefoszforilacigjat kovetden valtakozva 10 mM (telitési), illetve 3.2, 1, 0.32 vagy 0.1
mM tesztkoncentraciokban alkalmazott ATP jelenlétében aktivaloédd makroszkopikus
aramok egyedi szegmenseinek amplitadoit vizsgaltuk (3. 4bra). Az egyes
tesztszegmensekben mért amplitidokat a teszt eldtt és utan alkalmazott 10 mM ATP
jelenlétében mért dramok atlagdhoz normaltuk. A kapott hanyadosokat a Michaelis-

Menten egyenlettel illesztettiik (3. egyenlet)

L
Let = Lretmax 1K (3. egyenlet),

ahol L a ligand koncentracidja, Iri a normalt dramhinyados, Irelmax @ normalt
aramhanyados maximalis értéke, K a ligand latszélagos affinitdsa. A mért latszolagos
affinitds értékeket a 3. abra szemlélteti. Az adatok alapjan a steady-state

mikroszkopikus mérések soran alkalmazott ’telitési’ ATP koncentraciot 5 mM-ban

definialtuk.
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3. abra A hD1370N konstrukciok telitési ATP koncentrdcioinak meghatdrozasa. (A)
Reprezentativ makroszkopikus aramregisztratum (hD1370N), mely a kiilonbozo ATP
koncentrdaciok esetén (0.1-10) szemlélteti a csatornakon atfolyo aram nagysagat. A
membranpotencial -80 mV volt. (B-E) ATP dozishatas gérbek a négy konstrukcio esetén
a hD1370N hattérben. A relativ aram nagysagat a 10 mM ATP koncentraciora adott
vdlaszhoz képest hataroztuk meg (I/Larp 10 mm). Minden mérési pont ot fiiggetlen mérés
eredménye, melyet az datlag + SEM szemléltet. A kapott mérési pontokbol Michealis-
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Menten kinetika illesztésével hataroztuk meg a latszolagos disszocidcios allandot
(K1)

3.5.4. Az egycsatornas mérések elemzése telitési ATP koncentracié mellett

A steady-state mikroszkopikus mérésekhez a kiszakitott membranfoltban
talalhatd csatornakat (hD1370N, - hR117H, - hE1124A, -hR117H-hE1124A)
foszforilaltuk 300 nM PKA-C és 5 mM ATP alkalmazasaval, majd a ligand és a kinaz
elvondsat kovetden a csatorndk kapuzasat regisztraltuk telitési (5 mM) ATP
koncentracid6 mellett -80 mV membranpotencial alkalmazédsaval. Az elemzésre
kivalasztott szegmenseket 100 Hz-en torténd sziirést és alapvonal korrekcidt kovetden
a félamplitidd modszerrel idealizaltuk. A kapott eseménylistait Cse—>O—Cr /
Cs1C200Cr / Cs>0Cre>Cr2 modellekel illesztettik maximum likelihood
mobdszerrel (4. ébra), majd a (modellfiiggd) sebességi egyiitthatok felhasznalasaval
kiszamoltuk a modellfiiggetlen idoparamétereket (Tourst, Tinterburst, Tflicker, Topen) (66). A
véges savszélesség okozta torzitds elkeriilése végett a t = 4 ms alatti eseményeket
kizartuk az elemzésbdl. A modellfiiggetlen nyitasi és zarodasi sebességi egylitthatdkat
rendre 1 / Tinterburst €s 1 / Tourst formadban hataroztuk meg.

Az illesztést minden esetben eldszor az egyszeriibb modellel végeztiik (Cs«>O—Cy),
majd vizudlisan ellendriztiik az zart és nyitott idéesemények valos hisztogramjai és a
szamolt slriségfliiggvények egyezését (4. abra). Amennyiben az interburst vagy
flickery zart események tobb komponensre oszlottak, az adatokat a megfeleld
bonyolultabb modellel (Cs1>Cs2>0—Ct / Cs>0—Cr1>Crp) is megillesztettiik, és a
Loglikelihood Ratio Test alapjan dontdttiink el, hogy a bonyolultabb modell
szignifikansan jobb illeszkedést biztosit-e. Ez utobbi esetben a két Cs vagy Cr allapot

eseményszammal sulyozott atlagédval szamoltunk tovabb az elemzés soran.
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4. abra A célpoziciok esetén kapott ’steady-state’ tartozkodasi ido eloszlasok a
hD1370N konstrukciokban. (4, C, E, G) A hDI1370N, illetve az ebben a hattérben
létrehozozott konstrukciok egyedi csatornas méréseinek eseménylistaibol létrehozott
zart és (B, D, F, H) nyitott tartozkodasi ido hisztogramok (4 ms also ’binning’ hatar).
A voros gorbe a tartozkodasi idok Cs—O«—Cy modellel tortént maximum likelihood
illesztése, Topen, Tfiicker, Tinterburst @ Szamolt idoadllandok, 'a’ a zart tartozkodasi ido
hisztogramok két komponensének relativ sulyai.

Az alacsony Po-val rendelkez6 mutansok esetén (szimpla és dupla mutansok) a

kivagott membranfoltban taldlhaté csatorndk szdmanak bizonytalansaga miatt az
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analizaland6 szegmens végén a csatornak szdmanak megbizhatobb becslése céljabol a
nyitvatartasi valoszinliséget a lehetséges maximumra stimulaltuk (50 uM P-dATP / 50
puM P-dATP + 10 nM Vx770) (5. ébra). Ezen szegmensek elemzésével az adott
szegmensre jellemz0 nyitasi sebességi egyiitthatd, valamint a kumulativ nyitvatartési
1d6 6sszehasonlitasan alapul6 statisztikai tesztek alkalmazasaval megallapitottuk, hogy
mely steady-state szegmensek esetén zarhatd ki 95 %-os konfidencidval egy tovabbi,

nem észlelt csatorna jelenléte (67). A p > 0.05 esetén az adott szakaszt kizartuk az

analizisbol.
P-dATP
hR117H ATP | ]
[ ]
0.5 pA |_
5s
P-dATP

hE1124A ATP | ]
[

0.5 pA|
5s

P-dATP + ivacaftor

hR117H ATP ; )
E1124A ! |
0.5 pA 0.5 pA|
10s 10s

5. abra A csatornaszam meghatarozdsa az alacsony Po-val rendelkezo mutansok esetén
a P-dATP és ivacaftor okozta stimuldacio felhasznadlasaval. A  kivagott
membranfoltokban talalhato csatornak 5 mM telitési ATP koncentracio jelenlétében
regisztradlt kapuzadsdt kévetoen a Po-t 50 uM P-dATP-vel stimuldltuk, kiegészitve 10 nM
ivacaftorral a dupla mutans esetén. A megfigyelt nyitasi sebesség, valamint a kumulalt
nyitott id6 osszehasonlitasan alapulo statisztikai teszt révén nagy megbizhatosaggal
zarhato ki egy tovabbi, nem megfigyelt aktiv csatorna mindharom reprezentativ mérés
eseten (p > 0.012, p > 0.03, p > 0.003).

3.5.5. A modellfiiggd sebességi egyiitthatok szamitasa

A kinetikai analizis sordn a modellfiiggetlen idéparaméterek (Tourst, Tinterburst,

Topen, Thlicker) felhaszndldsaval szamoltuk ki a modellfiiggd sebességi egylitthatokat a
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kovetkezo egyenletek szerint (68). A Cs«>O«Cr modell esetén kcs—o = 1 / Tinterburst,
ko—cs = ((Tflicker / Topen) + 1) / (Tourst + Tflicker), k0—Cf = ((Tburst / Topen) = 1) / (Tourst + Tflicker),
kct—o = 1/ thiicker. A Cs«>Cre~0O modell esetén pedig ko—ct= 1/ Topen, kct—0 = (Tourst -
Topen) / (Tflicker * (Tourst + Ttlicker)), Act—Cs = ((Topen / Tlicker) + 1) / (Tourst + Tlicker), kCs—ct =

(’L'burst + 'L'ﬂicker) / (('L'burst - Topen) * Tinterburst — 2 * Tflicker * (Tburst + Tﬂicker)).

3.6. Termodinamikai mutans ciklus

Egy vizsgalt poziciopar kolcsonhatasi energidjanak a kiilonféle kapuzasi
allapotok kozotti  valtozasat termodinamikai mutans ciklusok alkalmazéasaval
hataroztuk meg, kordbban ismertetett protokoll alapjan (69, 70). Rdoviden, a
hattérkonstrukcio, a két vizsgalt célpozicié szimpla mutansai, valamint a duplamutans
egy termodinamikai ciklus négy sarkat alkotjak, amelynek egy-egy oldala reprezentélja
azokat az energetikai valtozasokat, amelyeket az adott mutacio adott hattérbe torténd
bevitele okoz (6. dbra). Ennek megfeleléen, egy Si<>T*—S2 kapuzasi séma esetén a
kdvetkezoképpen hataroztuk meg a kdlesonhatasi energia valtozasait. Az dtmeneti (T7)
¢s kiindulési (Si) allapot egymashoz viszonyitott stabilitasanak egy adott pozicio

mutacioja okozta valtozasat a

AAG? = —kTIn (rl—z) (4. egyenlet)

TH 58, — 12
egyenlet révén hataroztuk meg, ahol k a Boltzmann allandé, T az abszolut hémérséklet,
r’12 és 112 pedig rendre a mutans €s a hattér konstrukcidk sebességi allandoi (6. abra).
A két alapallapot egymdashoz viszonyitott stabilitdsdnak egy adott pozicid

mutécidja okozta valtozasat a

AAG] s = —kTIn (@) (5. egyenlet)

eq

alkalmazaséaval hataroztuk meg, ahol K’¢q és Keq rendre a mutans €s a hattér konstrukcio
egyensulyi allanddja az S1>S2 1épés soran. A kolcsOnhatasi energia valtozasat az adott
kapuzasi 1épés soran (AAGin) a mutans ciklus két parhuzamos oldalat leir6 AAG®
értékek kiilonbsége adja meg. Amennyiben a vizsgalt pozicidk kozott nincs
kolesonhatas, vagy a kdlesonhatas erdssége nem valtozik az adott kapuzasi 1épés soran,
akkor a mutaciok hatasai a AAG® értékére additivak, tehat AAGin~0. Ezzel szemben, a
0-t6l szignifikansan eltéré AAGint érték allapotfiiggd kolcsonhatast jelez, és egyben

szdmszerlsiti annak erdsségét. A AAGint értékek hibdjat az integrdl masodrendi
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kozelitésével becsiiltiik, feltételezve, hogy rij és Keq normalis eloszlast valdszinliségi

valtozok.

A

E
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6. abra Mikroszkopikus sebességi egyiitthatokra épitett mutans ciklusok két kiilonbozo
kapuzasi séma esetén. (A-H) Termodinamikai mutans ciklusok, amelyek a mutaciok
szabadentalpiagatakra gyakorolt hatdsait (AAG°; szamok a nyilakon) szemléltetik a

28



Cs—>0-Cr (A-D) illetve Cse» Cr <O (E-H) kapuzasi sémak egyes lépéseire (k a
Boltzmann dallando, T az abszolut homérséklet). A mutans ciklusok sarkai a hl17-es és
h1124-es poziciokba bevitt mutdciokat szemléltetik, a kolcsonhatasi energia valtozasat
(A44Giny) a lila szam adja meg, amelyet a parhuzamos oldalak AAG® értékeinek
kiilonbségekent hataroztunk meg. Kapuzasi lépések: Cs—O (A), O—Cs (B), O—Cr (C),
C—O (D); Cs—Cr (E), C—Cs (F), C—0 (G), O—Cr (H).

3.7. A szabadentalpia profilok szamitasa

A csatorna kapuzasat leird standard szabadentalpia profil létrehozasdhoz az

adott alapallapotok kozotti AAG? értékét szamoltuk ki. A Cs — B dtmenet esetén a

AAGP g = —kTIn (TH’A) (6. egyenlet)
interburst
6. egyenlet, mig a Cr— O 4tmenet esetén a
0 _ Topen
AAG. 0 = kTln (—Tﬂimr) (7. egyenlet)

7. egyenlet alkalmazdsaval, amelyekben k a Boltzmann allandé, T az abszolut
hémérséklet, Tourst, Tinterburst, Topen, Tflicker, pedig a meghatarozott idoparaméterek. Az
energiagadt magassaganak abszolut értékét nem hataroztuk meg, az egymashoz
viszonyitott magassagukat ugyanakkor ardnyosan abrazoltuk a kovetkezd moddszer
alapjan. Az egyazon allapotbdl kivezetd két &tmeneti allapot magassagbeli kiilonbségét

a 8. egyenlet alapjan szamoltuk ki,

AAGY, . = —kTIn (r—l) (8. egyenlet)

T T, T

ahol k a Boltzmann alland6, T az abszolut hdmérséklet, r1 és r2 pedig az adott allapotbodl
kivezetd sebességi allandok értékei. Hasonldan szamoltuk a kiilonb6zd konstrukcidk
egy adott atmeneti allapothoz tartozd energiagatjainak egymdshoz viszonyitott
magassagat, ilyenkor r1 és r2 rendre a két kiilonboz6 konstrukcid sebességi egylitthatoja

az adott kapuzasi 1épésre vonatkozoan.

3.8. Szekvencia illesztés

A kiilonbozé CFTR ortologok szekvenciait a BLAST algoritmus
alkalmazaséaval gyijtottiik 0ssze, adatbazisként a nem redundans fehérje adatbazist,
templatként a human CFTR fehérje szekvencidjat valasztva. Az igy kapott szekvencidk

koziil manualis szelekciot alkalmazva eltavolitottuk a duplikatumokat, valamint a
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csonka vagy valoszeritleniil hosszinak vélt ortologokat. Az igy kapott minta

szekvenciaillesztését Clustal W algoritmussal végeztiik (Mega X programcsomag) (60).

3.9. Homolo6gia-modellezés és szerkezetelemzés

Az egyes pontmuticiok homologia-modellezéséhez (zR118H, hI119N) a
Missense3D programcsomagot valasztottuk (71), templatként a z/hCFTR IF és OF
szerkezeteit (33, 34, 37) alkalmaztuk. A szerkezetek, valamint a kisérletesen
meghatarozott elektronstiriiség térképek elemzését a Pymol, illetve a Coot

programcsomaggal végeztiik (72).

3.10. Statisztika

Az adatokat azok atlaga és az atlag hibaja szemlélteti (atlag + SEM). Az atlag
hibajat minden szarmaztatott paraméter esetén valdsziniiségi valtozok hibaterjedése
alapjan hataroztuk meg. Mindegyik meghatdrozott mennyiség legalabb 4 fliggetlen
mérés eredménye. A p érték szamitasa kétoldalu t-probaval tortént, a kiilonbséget p <

0.05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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4. Eredmények

Ezen fejezetben ismertetjiik kutatasunk soran elért eredményeinket, els6ként az
R117H mutédcio korélettanara (52), majd a human és a zebrahal ortologok

extracellularis régidinak kiillonbségeire (63) fokuszalva.

4.1. Szerkezeti kiilonbségek a hR117 / zZR118 poziciot illetéen a human és
zebrahal ortologokban

e ersarrasiarssssssssrssssssssrssssssssrsssssssssssszesnes, P T PP PP PP P PP TP PP

OF-hCFTR OF-zCFTR

7. abra A hR117 oldallanc és a hE1124 peptidgerinc karbonil-csoport kézétt H-kotés
figyvelheto meg az OF-hCFTR szerkezetben, amely nem lathato sem az IF-hCFTR, sem
az IF/OF-zCFTR szerkezetekben. (4-C) A teljes fehérjék,, az IF-hCFTR (4, PDB:
SUAK), OF-hCFTR (B, PDB: 6MSM) és az OF-zCFTR (C, PDB: 5W81), térszerkezetei.
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Az extracellularis célpoziciok golyo dbrazolassal (kék: hR117 /zR118, piros: hEI1124
/zD1132), szinkodolas az 1. abra alapjan. (D-F) Az extracellularis régio (lila négyzet)
kozeli, 180°-os elforditasu abrazolasa az IF-hCFTR (D), OF-hCFTR (E) és OF-zCFTR
(F) esetén. Szinkodolas az (A-C) panelek, illetve 1. dbra alapjan, a megfigyelheté H-
kotéseket sarga szaggatott vonalak szemléltetik, az egyes transzmembran hélixek
(TM1/2/11/12) az abran jelolve.

Els6ként megvizsgaltuk a kozelmultban krioelektron-mikroszkopiaval feltart
szerkezetben (34) az ECL1 hurokban elhelyezkedd hR117 oldallanc H-kétést (2.6 A)
alakit ki az ECL6 hurokban elhelyezked6 hE1124 aminosav peptidgerincen talalhato
karbonil-csoportjaval (7. dbra). Ezen H-ko6tés ugyanakkor nem figyelhetd meg az IF-
hCFTR szerkezetben (37), amelyben a tavolsag a kotést kialakitod partnerek kozott tul
nagy (> 16 A) egy H-kotés kialakitisahoz (7. abra). Bar az OF-zCFTR szerkezetben
(33) a zR118 oldallancot egy alanin oldallanc szemlélteti (7. 4bra), vélhetéen az
extracellularis régio alacsonyabb felbontasa ¢és / vagy az arginin oldallanc
megndvekedett mozgékonysaga miatt, meglepd modon a Missense3D program altal
modellezett zZR118 oldallanc és a zD1132 peptidgerinc karbonil-csoportja kozotti
tavolsag joval meghaladja (> 8 A) egy potencidlis H-kotés 4ltal athidalhato tavolsagot
(7. abra).

4.2. A hR117H mutaci6 molekularis patomechanizmusanak vizsgalata

Az eloz6 fejezetben bemutatott megfigyelések alapjan azt feltételeztiik, hogy a
hR117 — hE1124 kolcsonhatds stabilizdlja a nyitott konformaciot. Minthogy a
kisérletesen meghatarozott elektronsiiriiség térkép az extracelluléris régidban kevésbé
részletes, ezen feltevés funkciondlis igazolasa végett makroszképikus és
mikroszkopikus inside-out patch-clamp méréseket hajtottunk végre, amelyek a

kovetkezo fejezetekben kerililnek bemutatésra.

4.2.1. A hE1124A mutans hR117H-szert fenotipussal jellemezhetd

A hEI1371S nem-hidrolitikus hattérmutéacié alkalmazasa megakadalyozza az

ATP hidrolizist, igy a csatorna zarodasa csak a prehidrolitikus NBD dimer spontan
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disszociacidja révén valosulhat meg, azaz a zarddasi sebesség csak az NBD-dimer
stabilitasatol fiigg (34). Ezen mutacid egyrészt a ciklikus kapuzast egy reverzibilis Cs —
B atmenetre egyszerfisiti, masrészt a Tourst ~100-szoros megnytlasat eredményezi,
amelynek kdszonhetden tourst, illetve a nem-hidrolitikus zarodasi sebességi egyiitthato
(knn), értéke a makroszkopos aramregisztratumokban ATP elvonds esetén
megfigyelhetd aramrelaxacio exponencialis illesztésével egyszerlien meghatarozhato
(55, 58). Ezt a modszert alkalmazva, megvizsgaltuk a hl17-es illetve hl124-es
célpoziciokba bevitt mutaciok zarodasi sebességre gyakorolt hatasat (8. abra). A h117-
es pozicio esetén a CF-et okozo hR117H mutéciot, mig a h1124-es pozicid esetén az
a feltételezett kolcsonhatds megzavardsa céljabol. A hR117H mutacié a hattér
konstrukciohoz képest (hE1371S) jelentdsen felgyorsitotta a csatorndk zarodasat (8.
abra, fekete és kék), azaz lecsokkentette Tourst értékét (8. abra, fekete és kék),
reprodukélva az irodalomban leirtakat (56). Ezzel szemben, a hE1124 oldallanc
pontmutacioi (hE1124A, hE1124P, hE1124G) nem, vagy csak kis mértékben
befolyasoltak a csatorndk zarddéasi sebességét, azaz Tourst ertékét (8. abra, barna,
okkersarga ¢és zo0ld). Az ECL6 hurok roviditése (delécios mutans, hE1124A)
ugyanakkor a hR117H mutéacidhoz hasonl6an nagy mértékben megndvelte a csatornak
zarodasi sebességét, azaz lecsokkentette tourst €rtékét (8. abra, piros)., A feltételezett
kolcsonhatasnak a h1124-es pozicio oldalardl torténd megzavardsara tehat a delécids
mutanst valasztottuk.

Fontos leszogezni, hogy a fehérjékben egy-egy oldallanc akar tobb
kolcsonhatasban is részt vehet, igy egy adott pozicid perturbacioja a fehérje teljes
intramolekularis kdlesonhatds-halozatara hatast gyakorolhat. Termodinamikai mutans
ciklusok alkalmazasaval (32, 70) azonban a perturbacié cél-kdlcsonhatasra gyakorolt
hatasa elkiilonithetd a tobbi, cél-kdlcsonhatastol fiiggetlen, hatasaitol. A moddszer
Iényege, hogy az adott hattérkonstrukcidban a szimpla mutansok mellett a mindkét
szimpla mutacioval rendelkezé dupla mutins létrehozésa révén kvantitativ modon
vizsgalhatd a két pozicioba bevitt mutaciok hatdsainak energetikai additivitasa,
amelybdl meghatarozhatd a célpoziciok kolcsonhatasi energidjanak valtozasa (AAGint)

két allapot (S1 — S2) kozétt (69).
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8. abra A hE11244 mutans a hR117H mutaciohoz hasonlo fenotipussal jellemezheto.
(A, C) ATP elvonas hatisara végbemend makroszkopos dramrelaxaciok
regisztratumai, inside-out konfigurdcioban. A membranpotencial -20 mV
(hE1124A/P/G), -40 mV (hE1371S) illetve -80 mV (hR117H, hE11244, hR117H-
hE1124A) volt. Az aramgérbék amplitudoit a t = 0 s idopillanatban felvett értékekkel
normalizaltuk. Ildoskdla az abran talalhato, az egyes konstrukciokat szinkod
kiilonbozteti meg. Az oldatcsere sebességét a békapetesejt nativ kloridion csatornainak
Ca’* elvondsdra bekévetkezd zarddasa szemlélteti (C, sziirke dramgérbe). (B, D) Az
daramrelaxaciok egyszerii exponencialis egyenlettel torténo illesztésével kapott Tourst
értékek oszlopdiagramkeént (B), valamint logaritmikus skdlaju pontdiagramkeént (D)
dbrazolva. Az adatokat atlag + SEM értékeik jellemzik, amelyek 6-10 mérés
eredményei. (E) Termodinamikai mutans ciklus, amely a B—Cs lépés szabadentalpia
gat magassaganak mutdcio-okozta valtozasait (A4G°) szemlélteti (AAG°rs- a szamok
a nyilakon, k a Boltzmann dllando, T az abszolut homérséklet). Minden sarok a h117-

crer

AAGin(B—T?) értékét (lila szam) a pdrhuzamos oldalak AAG°®  értékeinek
kiilonbségeként definialtuk.

Ha a két pozici6 kozt nincs kdlcsonhatés, vagy a kdlesonhatéas erdssége nem valtozik
Si és Sz allapot kozott, akkor a két szimpla mutdcid energetikai hatasa a

duplamutansban additivan jelentkezik, s igy AAGint értéke kozelit a nulldhoz. Ha
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azonban a kolcsonhatds energidja valtozik Si és Sz allapotok kozott, akkor egy adott
kémiai természetétdl, azaz a két szimpla muticid hatdsa nem lesz energetikailag additiv
a duplamutansban. Ezt a gondolatmenetet alkalmazva megvizsgaltuk a duplamutans
exponencialis illesztés révén meghataroztuk tourst €rtékét (8. abra, z61d). Miga hE1371S
konstrukcidhoz képest a hR117H mutacio tourst €rtékét az ~1/5-ére csokkentette (8. 4bra,
kék és fekete), addig az E1124A hattérben ugyanezen mutacio tourst €rtékét csupan ~2/3-
ara csokkentette (8. abra, piros és zold), azaz a két szimpla mutacié hatdsa nem volt
energetikailag additiv. A kolcsonhatasi energia termodinamikai mutdns ciklus
alkalmazaséval (8. abra) kiszdmolt véltozdsa (8. 4bra, lila szdm) szignifikdnsan
kiilonbozik a nullatol (p = 0.00043), és értéke (AAGin(B—T*) = 1.4 + 0.23 kT)
Osszehasonlithato egy H-kotés atlagos energidjaval (2-3 kT). Ezzel igazoltuk, hogy a B
allapotban a hR117 oldallanc H-k&tést hoz 1étre a hE 1124 peptid-karbonil-csoportjaval,

amely a B—Cs 1épés soran a T* dllapotban felbomlik.

hE1371S

9. abra A hE1126P mutacio hatasa a CFTR ioncsatornak zarodasi sebességére. ATP
elvonds hatasara végbemend makroszkopos daramrelaxdcio regisztratuma inside-out
konfiguracioban. A membranpotencial -20 mV (hE1126P) és -40 mV (hE1371S) volt,
az aramamplitudokat a t = 0 s idopillanatban felvett értékiikkel normalizaltuk. Idoskala
az abran talalhato, az egyes konstrukciokat szinkod kiilonbozteti meg. Az
daramrelaxaciok exponencidalis illesztése révén kapott tourst értékeket oszlopdiagramkeént
abrazoltuk. Az adatokat atlag = SEM értékeik jellemzik, amelyek 5-6 mérés eredményei.
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Mivel a perfuzios kamraban az oldatcsere sebessége korlatozhatja a csatornak
z4rodasi sebességét, kontrollként megvizsgaltuk a békapetesejt nativ Ca*"-aktivalt CI'-
ion csatornainak kozismerten gyors zarodasi sebességét melynek mért értéke also
becslést ad az oldatcsere sebességére (8. abra, sziirke). Megillesztve a mért
aramregisztratumokat, a nativ kloridionaram relaxaci6s id6éallandoja ~100 ms kortili
érték volt, ami feliilrél becsiili az oldatcsere idéallandéjat. igy a dupla mutans esetén
meghatarozott tourst értéket az oldatcsere sebessége nem torzitotta.

Egy korabbi tanulmanyban arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hRI117
oldallanc a hE1126 glutamat oldallancaval hat kolcson, és ez az ECLI1-ECL6
kolcsonhatas stabilizadlja az ioncsatorna nyitott allapotat (73). Megvizsgalva e
lehetéséget, 1étrehoztuk a hE1126P mutaciot, azonban tourst értéke nemhogy nem
csokkent, de kozel haromszorosara nétt (9. abra, sarga és fekete). Ez egyértelmiien
kizarja annak lehetdségét, hogy az E1126 oldallanc legyen a hR117 oldallanc

kolcsonhato partnere.

4.2.2. A hR117-E1124 kolesonhatés stabilizalja a B allapotot, de nem jon 1étre a Cs
allapotban

A hR117-E1124 kolcsonhatés tehat 1étrejon a B allapotban és megsziinik a T*
allapotban, ugyanakkor azonban eddigi adatainkb6l nem allapithaté meg, hogy a Cs
allapotban kialakul-e; azaz, hogy a kolcsonhatds megzavarasaval valtozik-e az
interburst atlagos élettartama (Tinterburst) illetve a csatorndk nyitasi sebessége. Mivel a
hE1371S nem-hidrolitikus hattérmutacié igen megnyujtja Toust értékét, egyedi
csatornds steady-state mérésekbdl reprezentativ szdmui szamu burst-interburst esemény
csak rendkiviil hosszii mérésekbdl lenne nyerhetd, igy a hE1371S konstrukcié nem
alkalmas Tinterburst €rtékének meghatarozasara. Ezért a kérdés megvalaszolasdhoz a
hD1370N nem-hidrolitikus hattérmutaciét alkalmaztuk (51, 54), amelynek hatasara

Tourst €rtéke csak ~10-szeresére nd a WT csatornakéhoz képest.
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10. abra A célpoziciok kézti H-kétés csak a B dllapotban jon létre. (A) Egyedi csatornas
méresek 5 mM ATP alkalmazasa mellett az egyes konstrukciok esetén (szinkodolva) a
hD1370N hattéerben. A membranpotencial -80 mV volt, idé és amplitudo skala az abran.
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(B, D) A tartozkodasi idok elemzése révén nyert thurst €s Tinterburst értékek, amelyeket az
atlag + SEM szemléltet logaritmikus skalan 5-8 fiiggetlen mérés eredményeként. (C, E)
Termodinamikai mutans ciklusok, amelyek (C) a B—Cs, illetve (E) a Cs—B lépés
szabadentalpia gat magassdagainak mutdcio-okozta valtozasait (A4G°) szemléltetik
(A4AG°1y-8 illetve AAG°rz-cs a szamok a nyilakon, k a Boltzmann allando, T az abszolut

e rer

szemlélteti a hD1370N hattérben. AAGin(B—TY) (C) és AAGin(Cs—T?) (E) értékeit (lila
szamok) a parhuzamos oldalak AAG° értékeinek kiilonbségeiként definialtuk. (F) (Felso
panel) A teljes fehérje (fekete) valamint a vizsgalt kolcsonhatas (lila) szabadentalpia
profilia a Cs<B dtmenet sordn. (Alsé panel) A Cs—T B folyamat egyes dllapotainak
vazlatos abrazolasa, szinkodolas az 1. abra alapjan. A kék és piros részek rendre a
hR117 oldallancot és hE1124 peptid karbonil csoportot szemléltetik. A sarga csillag a
B adllapotban a kialakult H-hidat jelképezi.

A hR117H mutéciot bevezetve a hD1370N konstrukcidba azt tapasztaltuk, hogy Tourst
értéke drasztikusan, mintegy ~1/30-ara (10. abra, kék és fekete), mikdzben Tinterburst
értéke csak ~1/2-ére (10. abra, kék és fekete) csokkent. Tovabba, a hE1124A mutacio
ebben a hattérben is a hR117H mutacidohoz hasonlé fenotipust eredményezett (10A, B,
C, kék és piros). Ugyanakkor, ha a hR117H mutaciot a hE1124A hattérben hoztuk 1étre,
ennek hatdsara tourst €s Tinterburst €rtéke is csak ~1/2-ére csokkent (10. 4bra, piros és zold).
Azaz thurst esetén erds kapcsoltsdg figyelhetd meg a két pozicid kdzott, mig Tinterburst
esetén a két szimpla mutacid hatdsa energetikailag additiv. Termodinamikus mutans
ciklusok alkalmazasaval meghataroztuk a kdlcsdnhatasi energia valtozasat B — T* és
Cs — T* kapuzasi 1épések soran (10. abra). A B — T* 1épés esetén a kdlcsonhatési
energia véltozasa (AAGin(B—T%) = 2.8 + 0.23 kT) 6sszehasonlithatd egy H-kotés
atlagos energiajaval (10. &bra, lila szdm). Ez arra utal, hogy a B allapotban meglévd
h117-h1124 H-hid a T* Aallapotban felbomlik — &sszhangban a hE1371S nem-
hidrolitikus hattérmutacio alkalmazasakor kapott eredményekkel. Ezzel szemben a Cs
— T* 1épés esetén a szamolt érték (AAGin(Cs—T*) = 0.19 + 0.36 kT) nem kiilonbozik
szignifikdnsan a nullatél (p = 0.62) (10. abra, lila szam), azaz a h117-h1124
kolcsdnhatas erdssége nem valtozik a Cs és T+ allapotok kdzott. Mivel a fentiek alapjan
a Tt allapotban a kdlcsdnhatas nem 4ll fenn, ugyanez kell igaz legyen a Cs allapotban
is.

Megjegyzendd, hogy szemben tourst-tel, Tinterburst €rtéke csak az aktiv csatornak
szamanak pontos ismeretében becsiilhetd, igy az alacsony Po-t add konstrukcidk esetén
a csatorndk stimulalasaval (P-dATP + ivacaftor) hataroztuk meg a csatornaszamot (5.

abra). Minthogy N’ darab megfigyelt szimultan csatornanyitas esetén sosem zarhato
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ki 100%-o0s biztonsaggal egy 'N+1’-edik csatorna jelenléte, igy Tinterburst becsiilt értéke

némi bizonytalansagot hordoz (56).

1. tablazat A telitési ATP koncentracio alkalmazasaval regisztralt steady-state
méréseket leiro modellfiiggetlen paraméterek a hDI1370N  nem-hidrolitikus
hattérmutaciot tartalmazo konstrukciokban. Az adatokat az atlag + SEM reprezentalja,
n értékét minden konstrukcio esetén a zarojelben talalhato szam szemlélteti.

Thurst (INS) Tinterburst (IMS) Thiicker (INS) Topen (IMS)
hD1370N 2000 £ 250 5100+ 1100 10£1.6 390 + 79 (8)
hR117H 67 +8.8 2800 + 800 33+£5.0 12+2.3(5)
hE1124A 100+ 16 4800 + 810 23+4.0 19+ 3.3 (6)
hR117H-E1124A 58+4.4 3200 + 880 50+7.9 6.6 +1.3(7)

A kolcsonhatasi energidk alapjan felépitettiik a hR117-E1124 kolcsonhatas
szabadentalpia profiljat a Cs—>T*—B kapuzasi Iépések soran (10. abra, lila gorbe). Ezt
Osszevetve a teljes CFTR molekula "lasst kapuzasanak" (Cs<>B) a Cs-B egyensulyi
allandobol (Keq=thurst/Tinterburst) szamitott szabadentalpia valtozasaval (10. abra,
fekete gorbe) azt talaltuk, hogy — bar a teljes csatorna konforméaciovaltozasa szamos
kotés felszakadasaval és kialakulasaval jar — a fehérje teljes szabadentalpia valtozasa
Osszemérhetd a hR117-hE1124 kdlcsonhatas szabadentalpia valtozasaval.

Osszefoglalva a steady-state mérések eredményét, a hR117-hE1124

kolcsonhatas fennall a B allapotban, ugyanakkor nem jon létre sem a T* sem a Cs

allapotokban.

4.2.3. A B allapoton beliil csak az O allapotban jon létre a hR117-hE1124 kdlcsonhatés

A B éllapot egy kompozit allapot, amely az O és Cr allapotokat foglalja
magaban. Felmeriil tehat a kérdés, hogy a vizsgalt kdlcsonhatas a Cr alapallapotban is
megtalalhat6, vagy csak az O dallapotban fejt ki stabilizdlé hatast. Ezen kérdés
megvalaszolasanak céljabol ugynevezett *utols6 aktiv csatorna’ méréseket végeztiink a

hE1371S nem-hidrolitikus hattérmutaciot tartalmazo konstrukciokban (51, 56).
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11. abra A hR117-E1124 kolcsonhatas a B dllapoton beliil csak az O allapotban jon
létre. (A) Az ATP elvonasat koveto utolso aktiv csatorna kapuzasanak aramgorbéi a
kiilonboz6  mutdansok  (szinkodolva)  esetéen a  hEI371S  hattérben. Az
daramregisztratumokon beliil az analizalt szegmenst fekete vonal szemlélteti. Az abra
jobb oldalan a felnagyitott minta szemlélteti, hogy a mutansokban az intraburst
kapuzasi egyensuly az O allapottol a Cr dllapot felé tolodik. A membranpotencial -80
mV volt. (B) A burst-6n beliili zart — nyitott allapotok termodinamikai egyensulyat az
intraburst egyensulyi adllando (Keq|B) értéke szemlélteti, amelyet az datlag + SEM
reprezental logaritmikus skalan 5-8  fiiggetlen mérés eredményekeént. (C)
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Termodinamikai mutans ciklus, amely a Cr és O alapallapotok szabadentalpia
kiilonbségének mutacio-okozta valtozasait (A14G°) szemlélteti (AAG°o-cr a szamok a
nyilakon, k a Boltzmann allando, T az abszolut homérséklet). Minden sarok a h117-es

crer

AAGin(Cr—0)  értékét (lila szam) a parhuzamos oldalak AAG®  értékeinek
kiilonbségekeént definialtuk. (D) (Felsé panel) A teljes fehérje (fekete) valamint a
vizsgadlt kolcsonhatas (lila) szabadentalpia profilia a Cr—~O dtmenet soran. (Also
panel) A Cr—O folyamat egyes dallapotainak vazlatos dabrazoldsa, szinkodolas az 1.
dabra alapjan. A kék és piros részek rendre a hR117 oldallancot és hE1124 peptid
karbonil csoportot szemléltetik. A sarga csillag az O allapotban a kialakult H-hidat
Jelkepezi.

A kiszakitott membranfoltban talalhato CFTR ioncsatornakat PKA-C és ATP elegyével
foszforilaltuk, majd a kindz és az ATP elvondsat kovetden ATP dramoltatdsaval és
ujboli elvonasaval regisztraltuk az utols6 aktiv csatorna kapuzasat (11. abra). Mivel
ATP hidnyéban az elsé Cs eseményt kdvetden a csatorna nem nyit ki tobbé, illetve a
hE1371S mutéacio tourst értékét jelentdsen megnyujtja, szamos nyitas (O) és flickery
zarddas (Cr) szelektiv megfigyelésére van lehetdség az utolso aktiv csatorna végso
zarddasat megel6zden (Cs). A nagyszami O és Cr esemény révén definidlhatd az
intraburst egyensulyi alland6 (Keq|B), igy vizsgalhato a kdlcsonhatasi energia valtozasa
a két alapallapot kozott (2. tablazat).

A hR117H mutécio bevitele a hE1371S hattérbe drasztikusan, mintegy ~1/90-
ére csOkkentette Keq|B értékét (11. abra, kék és fekete). Ezzel szemben, ha a hR117H
mutaciot a hasonld fenotipusu hE1124A hattérben (11. &bra, piros) hoztuk létre, akkor
Keq|B értéke csupan ~1/10-edére csokkent tovabb (11. dbra, piros és zold), azaz a két
mutéacid energetikai hatasa az intraburst egyensulyi allandora nem volt energetikailag
additiv. Termodinamikai mutans ciklus alkalmazéasaval meghataroztuk a kdlcsonhatasi
energia valtozasat a Cr és O alapallapotok kozott, melynek értéke (AAGin(Cr—O) = -
2.2 + 0,34 kT) szignifikansan kiilonbozik a nullatol (p = 0.0017), s negativ eldjele arra
utal, hogy a kdlcsonhatés fennall az O allapotban, de nem jon 1étre a Cr allapotban (11.
abra, lila szam).

Az elézéekhez hasonldan ismét felépitettiik a teljes molekula, valamint a
hR117-hE1124 kolcsonhatés szabadentalpia valtozasat a C+—O kapuzasi 1épés soran
(11. &bra). Bar a Cr és az O allapot kozott feltehetéen joval kisebb a konformacios
valtozas, ismét lathatod, hogy e 1épés soran a teljes fehérje szabadentalpia valtozasa

Osszemérhet6 a vizsgalt kdlcsonhatas szabadentalpia valtozasaval.
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2. tablazat Az intraburst kapuzast leiro modellfiiggetlen paraméterek a hE1371S nem-
hidrolitikus hattérmutaciot tartalmazo konstrukcioban. Az adatokat az atlag + SEM
reprezentalja, n értékét minden konstrukcio esetén a zarojelben talalhato szdam
szemlélteti.

Tilicker (IMS) Topen (MS) KB
hE1371S 11+23 200 =27 17+3.9(5)
hR117H 58+7.3 11+1.1 0.20 + 0.031 (6)
hE1124A 42+£6.0 18+1.7 0.42 +0.070 (6)

hR117H-E1124A 150 £ 18 6.2+0.50 0.042 £ 0.0060 (6)

Osszefoglalasként elmondhato, hogy a hR117 oldalldnc egy H-kotést alakit ki a
hE1124 pozicio karbonil-csoportjaval, amely stabilizalja az O allapotot, de nem jon
létre sem a Cs, sem a Cr allapotban. Ezen kolesonhatas hianya (hR117H) az O allapot

stabilitdsanak drasztikus csokkenéséhez, és ezaltal CF kialakuldsahoz vezet.

4.3. A zebrahal és a human ortolog kapuzasanak Osszehasonlitdsa nem-
hidrolitikus hattérben

A hR117 oldallanc és a hE1124 peptidgerinc karbonil-csoport kozotti H-kotés
tehat stabilizalja az O allapotot a human ortolégban. Mivel ez a H-kotés nem figyelhetd
meg az OF-zCFTR szerkezetben (33) (7F éabra), feltételeztiik, hogy ezen stabilizalo
kotés hidnya okozza a két ortolég kapuzésaban megfigyelt, korabban kozolt
kiilonbségeket, azaz a zebrahal ortolognak a human csatorna¢hoz képest csokkent
intraburst Po (és Keq|B) illetve toust értékeit a hE1371Q/zE1372Q hattérmutacio
jelenlétében (57).

fgy az irodalmi adatok megismétlése végett elséként osszehasonlitottuk a két
ortoldg nem-hidrolitikus tourst és Keq/B értékeit, a joval konnyebben kezelhetd
hE1371S/zE1372S  nem-hidrolitikus  hattérmutaciét alkalmazva. Meglepddve
tapasztaltuk, hogy a zZE1372S nem-hidrolitikus mutans tourst értéke nem volt rovidebb a
hE1371S human ortologénal (12. abra, fekete és sziirke). Ugyanakkor, az irodalmi
adatoknak megfeleléen (57), a zE1372S csatorndk intraburst Po értéke csak ~1/3-a,
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KeqB értéke pedig ~1/55-e volt a hE1371S csatornakénak (12. abra, fekete és sziirke).
Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy mig a B allapot a két ortologban hasonldan stabil, az
O allapotnak a Cr allapothoz viszonyitott stabilitdisa a hCFTR esetén lényegesen

magasabb, mint a zZCFTR esetén.
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12. abra A zE13728S és hE1371S nem-hidrolitikus mutansok B allapotainak stabilitdsa
hasonlo, mig a Keq|B értéke lényegesen alacsonyabb a zebrahal ortolog esetén. (A) ATP
elvonds hatdsdra végbemend makroszkopos aramrelaxdciok regisztratumai inside-out
konfiguracioban a hE1371S és zE1372S konstrukciok esetén. A membranpotencial -20
mV (zE1372S) és -40 mV (hE1371S) volt, az aramamplitudok a t = 0 s idopillanatban
felvett értekeikkel normalizaltak. Idoskadla az abran talalhato, az egyes konstrukciokat
szinkod kiilonbozteti meg. (B) Az aramrelaxaciok egyszerii exponencidlis illesztései
réven kapott thurst értékek oszlopdiagramjai. Az adatokat atlag + SEM értékeik jellemzi,
melyek 7-9 mérés eredményei. (C) Az ATP elvonasat kéveto utolso aktiv csatorna
kapuzasanak aramgorbéi a hE1371S és zE1372S esetén, a membranpotencial -80 mV
volt. Az aramregisztratumokon beliil az analizalt szegmenst fekete vonal szemlélteti.
(D) A burst-6n beliili zart — nyitott allapotok kozti termodinamikai egyensulyt az
intraburst egyensulyi dllando (Keq|B) értéke szemlélteti, amelyet az atlag + SEM
reprezental logaritmikus skalan 6-12 fiiggetlen mérés eredményeként.
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Minthogy az irodalmi adatok emlés (CHO) sejteken végzett kisérletek
eredményei (57), az ellentmondés feloldasanak céljabol elészor megvizsgaltuk a

membrandsszetétel tourst értékére gyakorolt hatasat.
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13. abra A nem-hidrolitikus mutacioként bevitt oldallanc, valamint a
membrandsszetétel hatasa thurs: értékere. (A,C) ATP elvonds hatasara végbemend
makroszkopos aramrelaxaciok regisztratumai inside-out konfiguracioban (4) a
hEI371S és zE1372S konstrukciok esetéen békapetesejt illetve HEK293 expresszios
modellrendszerekben , valamint (C) az E-Q nem-hidrolitikus mutdcio esetén
békapetesejt expresszios rendszerben. A membranpotencial -20 mV (zE1372S,
hE1371Q) illetve -40 mV (hE1371S, hE1371S-HEK293, zE13725-HEK293) volt, az
daramamplitudok a t = 0 s idopillanatban felvett értékeikkel normalizaltak. Idoskala az
dbran talalhato, az egyes konstrukciokat szinkod kiilonbozteti meg. (B, D) Az
daramrelaxdciok egyszerii exponencialis illesztése réven kapott thurst értékek
oszlopdiagramjai. Az adatokat datlag + SEM értékeik jellemzik, amelyek 4-9 mérés
eredményei.
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Megismételve a makroszkopos daramrelaxaciok regisztralasat HEK293 sejtekbdl
kiszakitott membranfoltok alkalmazasaval (13. 4bra), nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget a két kiillonb6zé modellrendszerben (békapete- és HEK293 sejt) mért thurst
értékek kozott, sem a hE1371S (p = 0.42), sem pedig a zE1372S (p = 0.09) konstrukcio
esetén. Ezen adatokbdl tehat arra kovetkeztettiink, hogy a membrandsszetétel nem
befolyasolja a nem-hidrolitikus zar6déasi sebességet (és tourst €rtékét), azaz nincs
hatassal a B allapot stabilitasara.

Mivel az irodalmi adatokat nem az E-S mutacid, hanem az E-Q mutacio
alkalmazasaval mérték (57), megvizsgaltuk annak lehetdségét, hogy a hE1371/zE1372
pozicid nem-hidrolitikus mutaciéi (S, Q) oldallancfiiggd modon, ortoldg-specifikusan
befolyasoljak tourst értékét. E célbol a békapetesejtes modellrendszerben 1étrehoztuk a
hE1371Q ¢és zE1372Q mutansokat, ¢és megizsgaltuk ezek makroszkdpos
csatornazarddasi sebességeit. Azt tapasztaltuk, hogy a huméan ortologban az E-Q
mutans Tourst értéke mintegy ~13-szor hosszabb az E-S mutanséhoz képest (13. abra,
fekete). Ezzel szemben, a zCFTR esetén az E-Q nem-hidrolitikus hattérmutans Tourst
értéke az E-S mutdnsénak csupan az ~1.4-szerese (13. dbra, sziirke). Feloldva ezzel
sajat adataink és a zebrahal ortolégon végzett korabbi kisérletsorozat kozti ellentétet
elmondhaté, hogy mig a hCFTR esetén a glutamin oldallanc nagymértékben stabilizalja
a B allapotot a szerin oldallanchoz képest, addig a zCFTR esetén ez a stabilizal6 hatas
nem jelentkezik, feltehetden az NBD dimerekben fellelhetd szerkezeti kiilonbségek
okan (33, 34). Minthogy ezen meglepd kiilonbség nem befolyasolja tervezett
kisérletsorozatunkat, igy a tovabbiakban az E-S nem-hidrolitikus hattérmutaciot

alkalmaztuk mindkét ortolog esetén.

4.4. A zR118H mutaci6 nem gyorsitja a zebrahal csatorndk zarodasi
sebességét

A zCFTR B éallapotanak stabilitasa tehat 6sszehasonlithaté a human ortolég B
allapotanak stabilitasaval. Tekintve, hogy a hR117 oldalldnc kulcsfontossagu szerepet
tolt be a B allapot stabilitdsaban, ugyanakkor az OF-zCFTR szerkezetben nem
figyelhetd meg az ECL1-ECL6 kozotti stabilizalé H-kotés (33); két hipotézis mertilhet
fel. Egyrészt, lehetséges, hogy a zCFTR esetén is 1étrejon a kolcsonhatas a két aminosav

kozott — ebben az esetben az OF-zCFTR szerkezet nem az O, hanem a Cr allapotot
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szemlélteti. Masrészt, ha nem jon 1étre ez a kolcsonhatas a zebrahal ortolog kapuzasa
soran, akkor feltehetden egy alternativ stratégia révén stabilizalodik a zCFTR B
allapota, s ebben az esetben az OF-szerkezet reprezentalhatja akar az O, akéar a Cr

allapotot.
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14. abra A zRI118H mutacio nincs hatassal a B adllapot stabilitasara a zebrahal
ortologban. (4) ATP elvonas hatasara végbemend makroszkopos dramrelaxdciok
regisztratumai inside-out konfiguracioban a hEI1371S és zE1372S konstrukciok és
mutansaik esetén. A membranpotencial -20 mV (zE1372S, zR118H), illetve -40 mV
(hE1371S, hR117H) volt, az aramamplitudok a t = 0 s idopillanatban felvett értékeikkel
normalizaltak. Idoskdala az abran taldlhato, az egyes konstrukciokat szinkod
kiilonbézteti meg. (B) Az aramrelaxaciok egyszerii exponencialis illesztése révén kapott
Tourst €rtékek oszlopdiagramjai. Az adatokat atlag + SEM értékeik jellemzik, amelyek 7-
9 mérés eredményei.

E kérdés eldontésének céljabol l1étrehoztuk a zRI118H mutacidt, az
Osszevethet0ség kedvéért a human szekvenciaban is alkalmazott, CF-es betegekben
gyakori, R-H mutaciot valasztva. Szemben a human ortoléggal, amelynek zarddasi
sebességét a hR117H mutécid bevezetése drasztikusan novelte, jelezve a B allapot
csokkent stabilitisat (14. 4bra, kék és fekete'), a zR118H muticiéo bevezetése a
zE1372S konstrukcidoba nem okozott szignifikans valtozast tourst €rt€kében (p = 0.27)
(14. ébra, halvany kék és sziirke). Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy — bar az arginin

oldallanc konzervalt a CFTR evoltcios torzsfejlodése folyaman (16. dbra, kék) — a

' A 14. abra huméan konstrukcidinak adatai a zebrahal ortologon végzett analdg kisérletekkel
parhuzamosan, ugyanazon méréallomason, ugyanazon sejtpopulaciokon mért adatokat Ssszegzik, igy
teljesen fliggetlen adathalmazt képeznek a 8. abran korabban bemutatott hasonld adatoktol.
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zR118 és zD1132 aminosavak kdzott nem jon 1étre a B (és O) allapotot stabilizalo H-
kotés. Minthogy a két ortolog B allapotainak stabilitdsa 6sszemérhetd (13A-B abra), a
zebrahal ortolog B allapota feltehetden egy alternativ stratégia révén stabilizalodik.

A human ortologéhoz hasonléan megkiséreltiik feltérképezni a zZR118H mutans
intraburst kinetikajat is. Azonban az arginin — hisztidin csere, vélhetéen a arginin
oldallanc pozitiv toltésének elvesztése miatt, a human ortoléghoz hasonldéan a zCFTR-
ben is csokkentette az egyedi csatornak vezetéképességét (~ 0.3 pA -120 mV-on). Az
alacsony jel/zaj aranybol kifolyolag a zR118H konstrukcid intraburst kinetikajaval a

tovabbiakban nem foglalkoztunk.

4.5. Az extracellularis régi6 konzervalt szerinjének szerepe kiilonb6zd
ortoldégok esetén

A zCFTR B allapotat stabilizalo alternativ stratégia felderitése céljabol
megvizsgaltuk az OF-zCFTR szerkezetet egy olyan kdlcsonhatas utan kutatva, amely
sem az IF-zCFTR, sem az IF/OF-hCFTR szerkezetekben nem lelhet6 fel (33, 34, 37,
61).

4.5.1. Az OF-zCFTR ¢és OF-hCFTR lehetséges alternativ stabilizal6 kdlcsonhatésai

crer

a zS109 és zN120 aminosavak oldallancai koz6tt, amely feltehetéen a TM1 és TM2 a-
hélixeket stabilizalja az extracellularis oldalon (15. abra). Ez a kolcsonhatds nem
figyelhetd meg az IF-zCFTR szerkezetben (15. 4bra), mivel a két oldallanc kozott
mérhetd tavolsag (> 8 A) joval meghaladja egy H-kotés atlagos hatotavolsagat (< 3.5
A). Tovabba, a hCFTR szerkezetek esetén az aszparagin helyén egy izoleucin aminosav
(hI119) talalhat6, amelynek oldallanca H-kotés kialakitasara nem alkalmas (15. dbra).
Emlitésre mélto, hogy az aszparagin — izoleucin csere trendszer(i valtozast mutat a
CFTR ioncsatorna evolucios torzsfejlédése sordn: a z120-nak megfeleld pozicidban
alacsonyabbrendii gerincesekben jellemzden polaros oldallanc (aszparagin, glutamin
vagy glutamat), mig magasabbrendii ortolégokban kizardlagosan izoleucin talalhato

(16. abra, bibor és sziirke).
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IF-hCFT

15. abra Az IF és OF z/hCFTR szerkezetek extracellularis régioinak vizsgalata. (A-D)
Az extracellularis régio kozeli abrazolasa az OF-hCFTR (A), OF-zCFTR (B), IF-
hCFTR (C) és IF-zCFTR (D) esetén. Szinkodolds a 7. dabra szerint, a szerin és
aszparagin szinkodja rendre narancs és bibor.

Ezzel szemben, a z109-nek megfeleld pozicid szerin oldallanca (16. abra, narancs) —
hasonldéan a h117-es pozici6 arginin oldallancéhoz (16. abra, kék) — igen konzervalt a
CFTR molekularis evolucidja soran. Ennek megfeleléen elemeztiikk a hS108 pozicio
lehetséges szerepét a human ortolog esetén, s azt talaltuk, hogy az OF hCFTR
szerkezetben a hS108 peptidgerinc karbonil-csoportja a hR117 oldallanc szekunder
aminocsoportjaval alakithat ki egy lehetséges H-kotést (15. dbra), mig a szerin
oldallanca a TM1 helikélis strukturdjanak stabilitdsdban jatszhat szerepet. Az OF-
elmondhatd, hogy kisérletesen meghatdrozott elektronstirliség térképe alacsony
felbontasu, igy az oldallancok elrendezddése a szerkezeti modellekben bizonytalan.
Ezért célul tiiztiik ki a zS109-zN120 poziciok kozti lehetséges kapcsolatnak, valamint

a hS108 pozicio6 szerepének funkciondlis vizsgalatat elektrofiziologiai modszerekkel.
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16. abra Az ECLI és ECL6 hurok régiok szekvencidi kiilonbozo ortologok esetén. A
vizsgalt poziciok szinkodolva (szerin: narancs, arginin: kék, aszparagin: bibor,

izoleucin:

sziirke, 1124-es glutamat: piros), a hurkok kialakitisaban résztvevo

aminosavakat alahuzas jeloli. A szekvenciaillesztés aljan sematikus abra szemlélteti a
TMI1-ECLI-TM2, valamint a TM11-ECL6-TM12 atmenetet.

4.5.2. A zS109-zN120 kolcsonhatas stabilizalja a Cr allapotot

Mind a zS109, mind pedig a zZN120 pozicid6 megzavardsara az alanin mutdciot

valasztottuk. Elsdként Keq|B értékét vizsgaltuk meg utolsé aktiv csatornés kisérletek

alkalmazaséaval (17. abra). A zN120A mutéci6 bevezetése drasztikusan, mintegy ~7.5-

szOrosére novelte az intraburst egyensulyi allandot a zE1372S hattérkonstrukcio

hasonlo értékéhez viszonyitva (17. 4bra, bibor és sziirke). Ezzel szemben, a masik

szimpla mutans (zS109A) bevitele ellentétes hatast fejtett ki, ~1/3.5-ére csokkente

Keq/B értékét a zE1372S hattérmutéciot tartalmazo konstrukcidhoz képest (17. dbra,

narancs ¢s sziirke). Az energetikai additivitas vizsgalatanak céljabol 1étrehoztuk a dupla

mutans konstrukciot, és az elédzéekhez hasonldan vizsgaltuk Keq|B értékét (17. abra,

zold). Azt talaltuk, hogy mig a zE1372S hattérbe bevezetett ZN120A muticio KeqB

értekét noveli, addig a zS109A hattérben létrehozott zZN120A mutacid, tovabb —

mintegy felére — csokkenti KeqB értékét, azaz a két pozicidé mutacidinak hatasa

kifejezetten nem-additiv energetikailag.
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17. abra A zS109 és zN120 kozott H-kotés jon létre a Cr allapotban. (A) Az ATP
elvondsat koveto utolso aktiv csatorna kapuzasanak aramgorbéi a kiilonbozo mutansok
eseten (szinkodolva) a zE1372S hattérben. A membranpotencial -120 mV volt, az
daramregisztratumokon beliil az analizalt szegmenst fekete vonal szemlélteti. (B) A
burst-6n beliil a zart — nyitott allapotok kozti termodinamikai egyensulyt az intraburst
egyensulyi allando (Keq|B) értéke szemlélteti, amelyet az atlag + SEM reprezental
logaritmikus skalan 5-12 fiiggetlen mérés eredményekent. (C, F) Termodinamikai
mutans ciklusok, amelyek szemléltetik (C) a Cr és O alapallapotok szabadentalpia
kiilonbségének, illetve (F) a B—Cs lépés szabadentalpia gat magassdaganak, mutacio-
okozta valtozasait (414G o-cy és AAG 1y a szamok a nyilakon, k a Boltzmann dllando,
T az abszolut homérséklet). Minden sarok a z109-es és z120-as poziciok egy-egy
mutdcidjat szemlélteti a zE1372S hattérben. AAGin(Cr—0) (C) és AAGin(B—TF) (F)
ertékeit (lila szamok) a parhuzamos oldalak AAG°® értékeinek kiilonbségeiként
definialtuk. (D) ATP elvonas hatasara végbemend makroszkopos dramrelaxaciok
regisztratumai inside-out konfiguracioban kiilonbéz6 mutansok esetén a zE1372S
hattérben. A membranpotencial -20 mV (zE1372S), -40 mV (zS109A4, zN120A4) és -80
mV (zS1094-N120A4) volt, az aramamplitudok a t = 0 s idopillanatban felvett
ertékeikkel normalizaltak. ldoskala az abran talalhato, az egyes konstrukciokat szinkod
kiilonbozteti meg.. (E) Az daramrelaxdciok egyszerii exponencialis illesztése révén
kapott tourst értekek oszlopdiagramjai. Az adatokat atlag + SEM értékeik jellemzik,
amelyek 6-9 mérés eredményei.
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Termodinamikai mutans ciklus alkalmazasaval meghataroztuk a kdlcsonhatasi energia
valtozasat a Cr és O allapotok kozott, melynek nagysaga (AAGin(Cr—O) = 2.7 + 0.46
kT) Osszehasonlithatdo egy H-kotés atlagos energidjaval, €és pozitiv eldjele arra utal,
hogy a feltételezett H-kotés a Cr allapotban kialakul, de az O allapotban nem jon 1étre
(17. abra).

Két fontos tovabbi kovetkeztetés is levonhaté az adatokbol. Egyrészt, a két
szimpla mutaci6 altal kivaltott ellentétes hatasok alapjan feltételezhetd, hogy a zS109
aminosav oldallanc, a zZN120 oldallanccal a Cr allapotban képzett H-kotés mellett, az O
allapotban egy masik erds kdlcsonhatast alakit ki egy jelenleg ismeretlen aminosavval.
Masrészt, mivel az ezuton igazolt zS109-zN120 kdlcsonhatas csak a Cr allapotban jon
1étre, ezért az OF-zCFTR szerkezet sziikségszerlien nem az O, hanem a Cr allapotot
szemlélteti, s igy betekintést enged a Cr allapot lehetséges szerkezetébe (33).

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk a kdlcsdnhatasi energia valtozasat a B és a T*
allapotok kozott, makroszkdpos aramrelaxaciok vizsgalataval. A zN120A mutécio
hatdsara tourst értéke kis mértékben, az eredeti érték mintegy 70%-ara csokkent (17.
abra, sziirke és bibor). A zS109A mutici6 ezzel szemben jelentésen, mintegy
harmadara csokkentette tourst €rtékét, destabilizalva a zE1372S hattérkonstrukcio B
allapotat (17. abra, sziirke és narancs). Minthogy a duplamutans esetén mért Tourst érték
tovabbi, mintegy 30%-kal csokkent (17. abra, zold), a két szimpla mutans hatasa jol
lathatoan energetikailag additiv, amit termodinamikai mutans ciklus alkalmazéasaval
szamszer{isitettiink (17. dbra). Valdban, AAGin(B—T*) értéke nullahoz kozeli, azaz a
kolcsonhatis energidja nem valtozik a B allapotbol a T* allapotba 1épés soran. Minthogy
a hattérkonstrukcioként hasznalt zE1372S csatorna a burst iddtartaméanak nagyobb
részét a Cr allapotban t6lti (intraburst Po ~ 0.26), és igy a zS109-N120 kolcsonhatas a
B allapotban dominansan jelen van, ezen H-kotés vélhetéen fennall a T* allapotban is.
Tekintve azonban, hogy az [F-zCFTR szerkezetben a kolcsonhatas nem figyelhet meg,

feltételezziik, hogy a Cs allapotban nem jon 1étre.

4.5.3. A hS108 oldallanc a hR117 oldallanccal egyiitt stabilizalja az O allapotot

A zebrahal ortologban tehat a zZS109 szerin oldallanc jelentdsen stabilizalja a B
allapotot: egyfeldl egy H-kotés kialakitasan keresztiil a Cr allapotban, masfeldl egy

ismeretlen aminosavval vald kolcsonhatas révén az O allapotban.
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18. abra A hS108 és a hR117 poziciok kézott H-kotés jon létre az O allapotban. (A)
ATP elvonas hatasara végbemendé makroszkopos aramrelaxaciok regisztratumai
inside-out konfiguracioban kiilonb6zo mutdansok esetén a hEI1371S hattérben. A
membranpotencial -40 mV (hE1371S, hS108A4, hR117H) és -80 mV (hS1084-R117H)
volt, az aramamplitudok a t = 0 s idopillanatban felvett értékeikkel normalizaltak.
ldéskala az abran talalhato, az egyes konstrukciokat szinkod kiilonbozteti meg. (B) Az
dramrelaxdciok egyszerii exponencialis illesztése révén kapott thurst értékek
oszlopdiagramjai. Az adatokat datlag + SEM értékeik jellemzik, amelyek 7-9 mérés
eredményei. (C, F) Termodinamikai mutans ciklusok, amelyek szemléltetik (C) a B—Cs
lépés szabadentalpia gat magassaganak, illetve (F) a Cr és O alapallapotok
szabadentalpia kiilonbségének, mutdcio-okozta valtozdsait (AAG°ri-s és AAG°o-cr a
szamok a nyilakon ka Boltzmann dllando, T az abszolut hé’mérséklet) Mina’en sarok
AAsz(B—>Tf) (C) és AAGin(Cr—0) (F)értékeit (lila szamok) a parhuzamos oldalak
AAG® értékeinek kiilonbségeiként definialtuk. (D) Az ATP elvondsat kovetd utolso aktiv
csatorna kapuzasanak aramgorbéi a kiilonbozé mutansok esetén (szinkodolva) a
hE1371S hattérben. A membranpotencial -80 mV volt, az aramregisztratumokon beliil
az analizalt szegmenst fekete vonal szemlélteti. (E) A burst-6n beliil a zart — nyitott
dllapotok kozti termodinamikai egyensulyt az intraburst egyensulyi dllando (Keq|B)
értéke szemlélteti, amelyet az dtlag = SEM reprezental logaritmikus skalan 6-8
fiiggetlen mérés eredményeként.

A homoléog hS108 aminosavnak a hCFTR szerkezetekben megfigyelhetd

orientaciojabol, valamint e pozicid6 evoluciés konzervaltsagabol kifolydlag
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tanulmanyoztuk a hS108 pozici6 hCFTR kapuzasara gyakorolt hatasat. A szerkezet
megzavarasara ismét az alanin mutacidt valasztottuk. ElsOként megvizsgaltuk a
hS108A mutécid turst-re gyakorolt hatasat. Meglepd modon, ez a mutacid mintegy
negyedére csokkentette tourst ért€két a hE1371S konstrukciééhoz képest (18. abra,
narancs ¢s fekete), mely hatds nagyban hasonlit a hR117H mutaciééhoz. Ezutin
létrehoztuk a dupla mutans konstrukciot (hS108A-R117H), és meghataroztuk a két
pozicid kozotti kdlesdnhatési energia valtozasat a B és T+ allapotok kozott (18. dbra).
Minthogy a hS108A mutéci6 bevezetése a hR117H hattérbe ~2-szeresére novelte Tourst
értékét (18. abra, zold és kék), igen erds energetikai kapcsoltsag figyelhetd meg e két
pozicio kozott. Termodinamikai mutans ciklus alkalmazasaval a kolcsonhatasi energia
véltozasa AAGin(B—T*%) = 1.9 + 0.20 kT (18. 4bra, lila szam), amely megfelel egy H-
kotés atlagos energidjanak, s pozitiv eldjele alapjan a kotés a B allapotban jon 1étre,
hasonldéan a hR117-hE1124 kdlcsonhatashoz.

Kivancsiak voltunk tovabba arra is, hogyan valtozik e kdlcsonhatas erdssége a
Cr és O allapotok kozott, igy utolsd csatornas mérések alkalmazasaval vizsgéaltuk a
hS108A mutacid intraburst egyensulyra gyakorolt hatasat. KeqB értékét a hS108A
mutacid a hE1371S hattérbe bevezetve ~70-edére (18. abra, narancs és fekete), a
hR117H hattérbe bevezetve viszont csupan ~4-edére (18. abra, kék és zold)
csokkentette, ami erds energetikai kapcsoltsagot jelez a hS108 és hR117 pozicidok
kozott. Szamszerlsitve a kolcsOnhatasi energia valtozasat Cr és O allapotok kozott
(AAGint(Ce—0) =-2.9 £ 0.47 kT; 18. abra, lila szdm), annak nagysaga megfelel egy H-
kotés energidjanak, negativ eldjele pedig arra utal, hogy e kotés az O allapotot
stabilizalja.

A hS108-hR117 pozicidok kapcsoltsagabol kifolyolag megvizsgaltuk egy
analog, zS109 és zR118 poziciok kozotti kolcsonhatds lehetdségét a zebrahal
csatornaban (19. abra). Létrehozva a duplamutéanst (zS109A-zR118H) célul thztiik ki a
kolcsdnhatasi energia valtozasanak meghatarozasat B és T+ allapotok kozott. A zS109A
mutacié a zE1372S hattérben hozzéavetdlegesen harmadara, ugyanezen mutacid a
zR118H hattérben mintegy felére csokkentette tourst értékét (19. abra, narancs és sziirke,
valamint z0ld és halvanykék), mely hatdsok tehat nagymértékben additivak
energetikailag. A termodinamikai mutans ciklus révén meghatarozott AAGin(B—T¥)
értéke nulldhoz kozeli (19. dbra, lila szam), igy a zebrahal ortologban feltételezhetden

nincs kolcsonhatas a két pozicio kozott.
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19. abra A zS109 és zR 118 aminosavak kozt nincs kélcsonhatas a zebrahal ortologban.
(A) ATP elvondas hatdasdara végbemené makroszkopos aramrelaxdciok regisztratumai
inside-out konfigurdacioban kiilonbéz6 mutansok esetén a hE1371S hattérben. A
membranpotencial -20 mV (zE1372S, zR118H), -40 mV (zS1094) és -80 mV (zS109A4-
RI118H) volt, az aramamplitudok a t = 0 s idopillanatban felvett értékeikkel
normalizaltak. Ildoskdala az abran talalhato, az egyes konstrukciokat szinkod
kiilonbozteti meg. (B) Az aramrelaxaciok egyszerii exponencialis illesztése réven kapott
Tourst €rtékek oszlopdiagramjai. Az adatokat atlag + SEM értékeik jellemzik, amelyek 7-
9 méres eredményei. (C,) Termodinamikai mutans ciklus, amely a a B—Cs lépés
szabadentalpia gat magassaganak valtozasait (A4G°) szemlélteti (AAG°rz-p a szamok
a nyilakon, k a Boltzmann allando, T az abszolut homérséklet). Minden sarok a z109-

crer

AAGin(B—T?) értékét (lila szam) a pdrhuzamos oldalak AAG®  értékeinek
kiilonbségeként definialtuk.

4.5.4. A Cr éllapotot stabilizalo dsi kdlesonhatéas helyreallithaté a human ortologban

Mig egy kolcsonhatds megzavardsa, azaz a kolcsOnhatas kialakulasanak
megakadalyozasa jol tervezhetd megfeleld pontmutaciok valasztasaval, addig egy nem
1étezé kolcsonhatés kialakitasa, 1étrehozasa koriilményesebb €s precizebb tervezést
kivan. Tekintve, hogy a hCFTR nativ forméjaban a Cr allapotot stabilizald, h108-h119
poziciok kozotti, dsi H-kotés nem johet 1étre a h119 pozicidban lezajlott aszparagin —
izoleucin csere miatt; kivancsiak voltunk, hogy az aszparagin aminosav
visszaallitasaval kialakulhat-e az 6si stabilizalo kolcsonhatas.

Els6ként a Cr és O allapotok kozotti kdlcsonhatési energia valtozasat vizsgaltuk.
Virakozéasainknak megfelelden, a hE1371S hattérben a hI119N mutacid KeqB értékét
mintegy ~17-edére csokkentette (20. abra, bibor és fekete).
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20. abra A Cr dllapot stabilizalhato a human ortologhan az aszparagin aminosav
aktiv csatorna kapuzasanak aramgorbéi a kiilonbozo mutansok esetén (szinkodolva) a
zE13728 hattérben. A membranpotencial -80 mV (hE1371S, hS108A, hl119N) és -120
mV (hS108A-1119N) volt, az aramregisztratumokon beliil az analizalt szegmenst fekete
vonal szemlélteti. (B) A burst-6n beliil a zart — nyitott allapotok kozti termodinamikai
egyensulyt az intraburst egyensulyi allando (Keq|B) értéke szemlélteti, amelyet az atlag
+ SEM reprezental logaritmikus skalan 6-9 fiiggetlen mérés eredményeként. (C, F)
Termodinamikai mutans ciklusok, amelyek szemléltetik (C) a Cr és O alapallapotok
szabadentalpia kiilonbségeének, illetve (F) a B—Cs lépés szabadentalpia gat
magassaganak, mutdcio-okozta valtozasait (AAG°o-crés AAG°ry-p a szamok a nyilakon,
k a Boltzmann dallando, T az abszolut homérséklet). Minden sarok a h108-as és hl19-
AAGin(B—T?) (F) értékeit (lila szamok) a pdarhuzamos oldalak AAG® értékeinek
kiilonbségeikent definialtuk. (D) ATP elvonas hatdasdara végbemeno makroszkopos
daramrelaxaciok regisztratumai inside-out konfigurdcioban kiilonbozé mutansok esetén
a zE1372S hattérben. A membranpotencial -40 mV (hE1371S, hS1084, h1119N) és -80
mV (hS1084-1119N) volt, az aramamplitudok a t = 0 s idopillanatban felvett értékeikkel
normalizaltak. Idoskdala az adbran taldlhato, az egyes konstrukciokat szinkod
kiilonbozteti meg. (E) Az aramrelaxaciok egyszerii exponencialis illesztése révén kapott
Tourst €rtékek oszlopdiagramjai. Az adatokat atlag + SEM értékeik jellemzik, amelyek 7-
9 mérés eredményei.
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Ugyanezen mutacié bevitele a hS108A hattérbe azonban csak tovabbi ~3.5-sz0ros
csokkenést eredményezett (20. abra, z6ld €s narancs), azaz egyértelmii energetikai
kapcsoltsag all fenn a két pozicid6 kozott, melyet termodinamikai mutdns ciklus
alkalmazésaval szamszertsitettiink (20. abra). Minthogy eme mutans ciklusban a
lehetséges H-kotés csak a hI119N hattérben johet létre, igy ezt a konstrukciot
definiadlhatjuk a ciklus ’hattereként’ (azaz ez keriil a ciklus bal felsd sarkaba); a
hE1371S és hS108A-I119N konstrukcidk a szimpla mutansoknak (egy mutécio a hattér
konstrukciohoz képest), a hS108A konstrukcid pedig a dupla mutansnak (két mutacio
a hattér konstrukcidohoz képest) feleltetheté meg. Az igy definialt mutans ciklus soran
meghatarozott kolcsonhatasi energia valtozas nagysaga (AAGin(Cr—0O) = 1.6 £ 0.38
kT) 6sszemérhetd egy H-kotés atlagos energidjaval (20. abra, lila szam), s pozitiv
eléjele arra utal. hogy a H-kotés csak a Cr allapotban jon létre.

Ezt kovetden tanulmanyoztuk AAGin értékét B és T* allapotok kozott,
makroszkopos dramrelaxaciok vizsgalataval. A hI119N mutacio bevitele a hE1371S és
hS108A hatterekbe rendre ~1,4-szeresére és ~ 2,6-szorosara novelte Tourst érté€két, ami
kis mértékli kapcsoltsagot sejtet (20. abra, bibor és fekete, zold és narancs). A
kolesonhatési energia termodinamikai mutans ciklus alapjan szamolt valtozasa kicsi
(AAGin(B—T%) = -0.64 + 0.26 kT), de nullatél szignifikansan kiildonbdzé (p = 0.042)
érték (20. abra, lila szdm). Ezen kicsi, de negativ AAGint érték a H-kotés erdsségének
kis mértékii novekedését szemlélteti, ahogy a hI119N csatornak a B allapotbél a T+
allapotba jutnak. Mivel a B allapotban a H-kotés csak a Cr allapotban jon 1étre, valamint
a hI119N csatornak hozzavetSlegesen a teljes tartozkodasi idé felét toltik a Cr
allapotban (intaburst Po ~ 0.5; 1d. 20.A-B 4bra), a kdlcsonhatasi energia burst-6n beliili
idéatlaga varhatoan egy H-kotés energidjanak a felét kozeliti. fgy a kismértékii tovabbi
stabilizaci6 a B—T* 1épés soran alatdmasztja a H-kotés jelenlétét az atmeneti
allapotban.

A Cs—T* 1épés soran fellépd kdlcsonhatasi energia valtozas mérése a hE13718S
hattérben a lassu kapuzas miatt technikailag nem kivitelezhetd, igy ezt kvalitativ modon
in silico vizsgaltuk. Homologia-modellezés (Missense3D) segitségével létrehoztuk az
I119N mutaciot az IF-hCFTR szerkezetben. Megvizsgalva a két célpozicio (hS108,
hI119N) kozétti tavolsagot azt talaltuk, hogy e tavolsag lényegesen nagyobb (> 8 A),
mint egy H-hid atlagos tavolsdga. Osszefoglalva, a mesterségesen helyreallitott *6si’
hS108-hI119N kélcsénhatds mind a Cr, mind a T* 4llapotokban 1étrejon, de sem a Cs,

sem az O allapotokban nem figyelhetd meg.
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3. tablazat A burst atlagos élettartamat és az intraburst kapuzast leiro modellfiiggetlen
paraméterek a hE1371S/Q és zE1372S/Q nem-hidrolitikus hattérmutdaciot tartalmazo
konstrukciokban. Az adatokat az atlag = SEM reprezentalja, n értékét minden fiiggetlen

paraméter esetén a zarojelben talalhato szam szemlélteti, n.d. esetén a paraméter nem

keriilt meghatarozasra.

zebrahal Thurst () Topen (MS) Thickery (MS) | Keg|B

zE1372S 57+8.3(9) 19+£3.6 55+8.0 0.35+0.079 (12)
zE1372Q 78 £6.7 (6) n.d. n.d. n.d.

zS109A 19+£3.0(7) 14+3.3 150 + 32 0.094 £ 0.027 (9)
zN120A 40+7.7 (6) 37+6.2 14+1.5 2.6 £0.51 (5)
zS109A-N120A 13+0.82(7) 9.0+1.5 200 + 31 0.045 £ 0.0094 (12)
zR118H 72+ 11(7) n.d. n.d. n.d.
zS109A-R118H 36 £3.4(7) n.d. n.d. n.d.

human

hE1371S 37+3.7(7) 200 +23 10+2.2 19 +£4.1(6)
hE1371Q 470 £ 65 (4) n.d. n.d. n.d.

hS108A 11+£1.409) 33+2.8 120+ 16 0.27 £ 0.041 (7)
hI119N 50+ 7.9 (8) 66 +5.8 61 +8.6 1.1+£0.17 (9)
hS108A-1119N 29+ 5.0 (8) 19+3.6 260 + 39 0.074 £ 0.017 (7)
hR117H 9.5+0.73 (8) 11+2.1 150 + 24 0.072 £ 0.018 (8)
hS108A-R117H 19+2.4(9) 54+1.5 300 £ 38 0.018 £0.0054 (6)

4.6. Modellfiiggd analizis: Cs«>O<Cravagy Cs<>Cr—0

A foszforilalt CFTR anioncsatorndk kapuzasanak ’burst’ mintdzata kinetikai

értelemben kétféle linearis kapuzasi mechanizmussal irhato le: Cs«>O«Cry, illetve
Cs—Cr—0 mechanizmussal (66); ugyanakkor egyik séma mellett sem szol elegendd
érv, s azt maradéktalanul alatdmasztd adat. Korabban megprobaltak kiillonbséget tenni
a mikroszkopikus sebességi egyiitthatok ATP koncentracio-fiiggése (46), valamint a
pH (74) és a membranfesziiltség kapuzasra (75) gyakorolt hatdsai alapjan. Kutatasunk
soran azt feltételeztiik, hogy az O illetve Cr allapot szelektiv megzavarasa esetleg olyan
kinetikai illetve energetikai profilt eredményezhet, amely csak az egyik vagy csak a

masik modellel magyarazhatd, ezek bemutatasara a kovetkezo fejezetben kertil sor.
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4.6.1. Az O éllapot szelektiv destabilizaldsaval nem tehetd kiilonbség a két modell
kozott
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92 +8.1 20+29 97+15 190 + 14
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21. abra Mindkét linearis modell megmagyardazza a hR117-hE1124 kolcsonhatas
megzavardsa okozta valtozasokat. (A-D) A hRI117-hE1124 kétés (A-B), valamint a
teljes fehérje (C-D) szabadentalpia profilja a kiilonbozé mutansok eseten a hD1370N
hattérben (mutacio szerint szinkodolva), mind a Cs«—>O—Cy (A4, C), mind a Cs—Cp—>0O
(B, D) modellt feltételezve. Az (A-B) panelek kélcsonhatasi energiaprofiljait a négy
kapuzasi lépésre kapott AAGint értékekbol, a (C-D) panelek szabadentalpia profiljait a
modellfiiggé mikroszkopikus sebességi allandok (semdk nyilain szamok, mutacio
szerint szinkodolva) felhasznalasaval épitettiik fel. A vazlatos modellek (C, D, also
panel) a Cs, Crés O dllapotok szerkezeti jellemzoit szemléltetik, szinkodolas a 10. abra
alapjan.

A hDI1370N nem-hidrolitikus hattérmutaciot tartalmazo hattér, hR117H,
hE1124A, és hR117H/hE1124A konstrukciok telitési ATP koncentracio mellett
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sebességi egyiitthatok, s a beldliik szamolt modellfiiggetlen paraméterek (Tourst, Tinterburst,
Topen, A) felhasznéalasaval szamoltuk vissza a két linedris séma szerinti modellfiiggd
sebességi allandokat (Cs«>O«>Cr: kes—o ko-cs, kooct, ker—o; Cse>CreO: kes—cr,
ker—cs, ker—o, ko—cf). Ezt kovetden mind a négy egyiitthatora termodinamikai mutans
ciklust épitve meghatdroztuk a hR117-hE1124 kotés kolcsonhatasi energidjanak
valtozésat a 3 alap- és 2 atmeneti allapot kozott (6. abra), majd ezt felhasznélva
épitettiik fel a kotés energetikai profiljat mindkét séma esetén (21. dbra). Tovabba, a
sebességi allandok abszolut értékeibél mind a négy konstrukcidra vonatkozodan
kiszamoltuk a teljes csatorna kapuzasi szabadentalpia profiljat is (21. 4bra,
konstrukciok szinkddolva). Ez utébbirél elmondhat6, hogy — barmelyik sémat fogadjuk
is el valosnak — a kotést megzavard pontmutaciok az O allapot szelektiv
destabilizacidjat eredményezik. Masfeldl, fontos szem el6tt tartani, hogy a hR117-
hE1124 kotés kolcsonhatasi energia valtozasa (21. dbra) a Cs«>O«>Cr séma esetén
annak mindkét kapuzdsi 1épése soran ugyanannak a H-hidnak a kialakuldséat /
felbomlasat kell tiikrozze. Ezért, amennyiben AAGint szamolt értéke az O—Cs és O—Cs
kozott nem lenne hasonlo, ez kizarna ezt a sémat a lehetdségek korébol. Minthogy
azonban a kotés energidjanak valtozasa a Cs«>O«Cr mechanizmus e két 1épése soran
gyakorlatilag megegyezik (21. abra), adataink alapjan a két modell k6zott nem lehet

kiilonbséget tenni az O allapot szelektiv megzavarasaval.

4.6.2. A Créllapot szelektiv destabilizalasaval sem tehetd kiilonbség a két modell k6zott

Mivel a hE1371S /zE1372S nem-hidrolitikus hattérmuticiok alkalmazasa soran
Tinterburst €rtéke a lassti kapuzas miatt technikailag meghatarozhatatlan, tovabbéa a zS109
¢s a hS108 aminosavak az O allapotban is kotést 1étesitenek, igy alternativ stratégiat
alkalmaztunk. A hE1371S — hI119N ¢és a zE1372S — zN120A konstrukciok esetén a
mérhetd adatok (Tburst, Topen, Thicker) felhasznalasaval kiszdmoltuk a hdrom becsiilhetd
modellfiiggd sebességi egyiitthatdt (Cs«>O—Cr: ko-cs, ko-ct, ker—o; CserCreo0:
kef-cs, ket—o, ko—cr) (22. abra) (68). A Cs«>O«>Crmechanizmus esetén feltételezheto,
hogy a Cr allapot szelektiv megzavardsanak hatasara az O—Cs 1épést leird sebességi
egylitthatd (ko—cs) valtozatlan marad — ellenkezd tapasztalat a Cs«—>O—Cr

mechanizmust valdsziniitlenné tenné. Mivel azonban sem a zebrahal (22. abra), sem a
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human (22. abra) ortolog esetén nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a két
Osszevetett konstrukcid (sziirke és bibor) ko—cs sebességi allandoi kozott, az adatok

mindkét modellel leirhatok.

zN120A 52+7.8 18+24
27 £ 4.1 70+6.8
—_— —_ > Iy S~
A — = —_— -
s O Cf s f
0.067 £0.012 18+24 0.023 £ 0.0016 52+7.38
0.035 £ 0.0025 70+6.8 0.090 £0.017 27 + 4.1
hE1371S
hiI119N 51+0.56 96 + 17
15+£1.3 16+ 2.1
—_— —_— -~ -~
C.— 0 ——=¢, C.—=C, =
0.029 £ 0.00036 97 £ 17 0.54+0.12 5.1+0.55
0.039 £ 0.0040 16 £ 2.1 0.042 + 0.0046 15+13

22. abra Mindkét linedris séma jol magyarazza a hI119N és a zN120A mutaciok
kapuzasra gyakorolt hatdsait. (A-D) A sebességi egyiitthatokat tourst, Topen, €S Tflicker
felhasznalasaval szamoltuk a két linearis modell szerint a zebrahal (4, B) és a human
(C, D) ortolog esetén. Az adatokat az atlag + SEM reprezentilja, a SEM-et
valosziniiségi valtozok hibaterjedése révén hataroztunk meg.
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5. Megbeszélés

Munkank egyik alapkovetkeztetése, hogy a hR117 oldallanc és a hE1124
peptid-karbonil csoportja kozott, kizarodlagosan az O allapotban, H-kotés alakul ki
amely stabilizadlja az O éallapotot (23. abra). A hR117H mutdci6 ezen kotés
megsziintetésével destabilizalja az O éallapotot, s a Po drasztikus csokkenéséhez vezet,
amely CF kialakulasat eredményezheti. Bar elérhetd kisérletes modszer hianyéaban (76)
¢ kolcsonhatasban részt vevo kémiai csoportok azonossaga kozvetleniil, a h1124-es
karbonil csoport kiiktatasaval, nem bizonyithato, fenti kovetkeztetésiinket a mutans
ciklusok (10-11. 4dbrak) eredményén feliil tobb tovabbi érv is aldtdmasztja. Egyrészt,
mig a hR117 oldallanc szamos mutacioja (C, G, L, P) CF kialakulasahoz vezethet, addig
a hE1124 pozicid esetén nincs regisztralt CF-et okoz6 mutacié. Masrészt, mig az
arginin oldallanc igen konzervalt az evolucios torzsfejlodés folyaman, a hE1124-nek
megfeleld pozicidban bizonyos fajokban eltérd oldallanc taldlhaté (16. abra).
Harmadrészt, a hE1124 oldallinc muticidja nem eredményezett hR117H-szer(i
fenotipust, azaz az oldallanc feltehetden nem jatszik szerepet a stabilizald kotés
kialakitdsaban (8 A-B 4bra). Emlitésre méltd, hogy mig a hE1124G mutacio novelte,
addig a hE1126P csokkentette a csatorndk zarddasi sebességét (8B ill. 9. dbra), ami
feltehetéen az ECL6 mozgékonysaganak novelésére illetve csokkentésére vezethetd
vissza. Tekintettel arra, hogy a hE1124 peptid-karbonil csoport részvétele csupan
implicit modon, a hE1124A mutanson keresztiil bizonyithato; nem kizarhato, hogy a H-
kotés kialakitasdban valdjaban egy masik ECL6 peptid-karbonil csoport vesz részt, e
valddi kdlecsonhatd partner pozicidja azonban a hE1124A delécid révén megrovidiilt
ECL6-ban megvaltozik, ellehetetlenitve a H-kotés kialakitasat.

Egy fehérje konformacio valtozas sordn szamos mar meglévo kotés szakad fel,
s 1j kotések jonnek 1étre az Gjonnan felvett orientacio stabilizalasa céljabol (33, 34, 37,
61). Ahhoz azonban, hogy egy konformdacié valtozas termodinamikai értelemben
reverzibilis lehessen, elengedhetetlen,, hogy ezen valtozasok egyenstlyozva legyenek,
azaz, hogy a teljes molekula szabadentalpia véltozasa ne legyen tavol a nullatol. Jol
lathatd, hogy a nagy atrendezddéssel jaré Cs«»B atmenet soran a teljes molekula
szabadentalpia valtozéasa 6sszemérhetd egyetlen H-kotés kotési energidjaval (~1 kT és
~2.8 kT; 10F abra). Ezzel magyardzhat6, hogy egyetlen kotés megzavardsa is képes

drasztikus hatast gyakorolni a teljes fehérje kapuzasdra, jelentésen eltolva az
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egyensulyt a Cs allapot felé. Bar feltételezhetéen a Cr«—~O atmenet soran csekélyebb
atrendezddés jatszodik le a fehérjében, a teljes molekula €¢s a hR117-hE1124 H-ko6tés
ezen lépéshez kapcsolt szabadentalpia valtozésai is 6sszehasonlithatok (11D abra), igy

vélhetden ez a kolcsonhatas az intraburst kapuzasban is kulcsfontossagu szerepet tolt
be.
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23. abra A zebrahal és a human ortolog extracellularis régioinak vazlatos modellje,
amely osszefoglalja az ECLI-ECL6 szegmensek vizsgalt kélcsonhatasainak alakuldasat
a Cs, Crés O allapotokban. Szinkod az 1. abra és a 15. abra alapjan. A zCFTR esetén
a kerddjel az ismeretlen aminosavat jelképezi, amely a zS109 oldallanccal

kélcsonhatasba lépve stabilizalja a nyitott allapotot.

Meglepé modon, a h117-es pozicidban talalhaté arginin oldallanc — a CFTR
molekularis evolucidja soran megfigyelhetd nagyfoku konzervéltsaga ellenére — a
zebrahal ortolégban nem képez H-hidat (15. dbra), és nem jarul hozza az O allapot,

illetve tagabb értelemben a B allapot, stabilitasdhoz. E tényt két megfigyelésiink
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szemlélteti. Egyrészt, mig a B allapot (azaz az NBD dimer) stabilitdsa a két ortolog
esetén 0sszemérhetd (12A-B abra), addig a két ioncsatorna iontranszportra vonatkozo
hatékonysaga kiilonbozd: az intraburst Po a hCFTR esetén kozel 1, ugyanakkor a
zCFTR esetén csak ~0.3 (12C-D ébra). Masrészt, a zCFTR csatorndban a zR118
oldallanc mutacidja nem csokkenti a B allapot stabilitasat (14. abra).

Munkank masik alapkovetkeztetése, hogy a zebrahal és mas alacsonyabb rendi
gerinces fajok CFTR csatorndiban a z109-es pozicid konzervalt szerin oldallanca
(zS109) tolt be univerzalis stabilizald szerepet a burst soran (23. abra). Egyrészt, a burst
események Cr allapotban t61tott idéhanyada soran a kdzponti szerepet betoltd zS109
oldallanc a zN120 oldallanccal kdlcsonhatva stabilizalja a B allapotot (17. dbra). E
kolecsonhatés altalanos szerepét a korai gerincesekben valosziniisiti, hogy a homolog
pozicioban a halakban (N, Q), s6t feltételezhetden még a jelenleg legdsibb ortologként
szamon tartott tengeri ingolaban (E) is, polaris oldallanc van jelen. Megjegyzendo,
hogy e kdlcsonhatas nem allhat fenn a porcos halak CFTR csatornaiban, mivel ezekben
— a magasabb rendii gerincesekhez hasonldan — izoleucin taldlhaté a zN120-nak
megfeleld pozicidoban (16. abra). Masrészt, a szerin oldallanc (zS109) egy jelenleg
ismeretlen aminosavval kdlcsonhatva stabilizalja az O allapotot is (v0., 17A abra). Ez
utobbi mechanizmus az 0si gerinceseknek, a hR117-hE1124 kolcsonhatashoz hasonlo,
alternativ stabilizalo stratégidja lehet (23. abra, fent).

Mindazonaltal, az evolucié egy ponton a mar jelen 1évd arginin oldallanc
(hR117, valamint homologjai) felhasznéaldsaval optimalta a B allapotot stabilizalo
stratégiat, egy olyan kolcsonhatas kialakitasa révén, amely szelektiven az O allapotot
stabilizalja (23. abra, lent). Ezen torzsfejlodési mérfoldkd meghatdrozasa nagy
mennyiségli CFTR ortolog klonozasat és tanulmanyozasat igényelné, és tilmutat a
jelen munka keretein. A természet ugyanakkor igen takarékos, hiszen a szerin (hS108)
a magasabb rendii gerincesekben tovabbra is szlikséges az O allapot stabilizaldsdhoz
(vo., 18D-E dabra), mégpedig feltételezhetben a hR117 oldallinc megfeleld
pozicionalasa révén (15A abra, vo. 18C, F abra). Azaz, a torzsfejlodés megtartotta a
konzervalt szerint egyfajta O allapot ’ko-stabilizatorként’. Meglepd, hogy a szerin
oldallanc csonkoldsa megzavarja ezt a kolcsonhatast, tekintve, hogy azt a szerkezet
alapjan a hS108 peptidgerinc karbonil-csoportja hozza I1étre a hR117 oldallanccal.
Feltehetdleg az oldallanc kiemelkedden fontos szerepet jatszik a peptidgerinc karbonil-
csoport pozicionalasaban, ugyanakkor elérheté molekularis technikak hidnyaban ezen

felvetés nem bizonyithato.
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Van-e tehat korélettani jelentdsége a szerin oldallancnak, regisztraltadk-e CF-es
dokumentéltak olyan CF-es beteget, aki barmelyik allélen hS108 mutacidval
rendelkezne, aminek tobb oka lehet. Egyrészt lehetséges, hogy ezen oldallanc mutécioi
embrionalisan halalosak. Masrészt a szerin aminosav szamos, hat kodonnal
rendelkezik, melynek kdszonhetden a mutaciok egy része csendes marad. Végezetiil, a
szerin aminosav atlagos oldallinc mérete és polaris jellege miatt szamos egyéb
aminosavval (pl. treonin, aszparagin) helyettesithetd funkciondlisan, mig a szintén hat
kodon altal kodolt arginin helyettesitése az oldallanc altal kialakitott lehetséges H-kotés

erosségének egyértelmii csokkenéséhez vezet.

Bér vizsgalataink nem erre a kérdésre irdnyultak, a kisérleteink soran nyert
adatok érdekes informaciokat nyujtottak a WT hCFTR csatorndk nem-hidrolitikus
zarodasi sebességére vonatkozoan is. Tekintve, hogy kiilonb6zé nem-hidrolitikus
mutaciok (hE1371S, hE1371Q, hD1370N) kiilonb6z6 tourst €rtéket, ezaltal kiilonbozo
zarddasi sebességi egyiitthatot (knh = 1/tburst) eredményeznek, igy felmeriilhet a kérdés:
mekkora valdjaban a nem-hidrolitikus zar6dasi sebesség? Minthogy a WT csatornak
nem-hidrolitikus zarddasi sebességének az ATP-hidrolizis sebességétol vald
elkiilonitésére jelenleg kisérleti megoldas nem ismert, igy knn értékérdl jelenleg csak
annyit lehet sejteni, hogy az a hD1370N (knh ~0.5 s™) és a hE1371Q (kah ~0.0021 s7)
mutansok zarddasi sebességi egyiitthatoi kozé esik.

A katalitikus glutamat oldallanc kiilonféle nem-hidrolitikus mutécidinak (E <>
S/ Q) eltérd hatasa a human és zebrahal ortologban tovabb fokozza az alkalmazott nem-
hidrolitikus mutaci6 jelentdségét. Mig az E-S mutans esetén a hCFTR és zCFTR nem-
hidrolitikus zarodési sebességi egyiitthatdja igen hasonl6 (0.027 s és 0.018 s!), addig
az E-Q mutans esetén jelentds kiilonbség allapithatdé meg (0.0021 s! és 0.013 s1). Ezen
eltérést az OF-z/hCFTR szerkezetek NBD kolcsonhatasi felszineinek kiilonbségei kell,
hogy magyarazzak. Erdekes, hogy mig az OF-hCFTR esetén a hE1371Q oldallanc egy
lehetséges H-kotést sejtet a hG576 peptidgerine karbonil-csoportjaval, addig az OF-
zCFTR esetén ezzel analdog kolcsonhatds nem figyelheté meg. Ugyanakkor a valds
mechanisztikus okok tisztdzdsa tovabbi kisérleteket igényelne.

Tovabbi fontos tapasztalatunk, hogy az egyes mutacidok hatisa is fiigg az
alkalmazott nem-hidrolitikus hattérmutaciotol: a hR117H mutdcid tourst értékét rendre

~30-adara és ~5-0dére csokkenti a hD1370N és a hE1371S konstrukciokban (10B és
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8D 4brak), azaz a h117-h1124 kétés kdlesonhatasi energia véltozasa a B—T* dtmenet
soran kiilonbozo (2.8 kT és 1.4 kT; 10E ¢és 8E abrak). Ebbdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy a B allapotban az ECL hurkok elrendez6dése nem teljesen azonos a két
hattérmutaciod esetén; azaz a h117 és h1124 poziciok kozti tavolsag, s igy a koztiik
kialakulé H-kotés energiaja is kiilonbozik. Ismét felmeriilhet a kérdés, melyik érték all
kozelebb a WT CFTR-ben kialakulé H-kotés energidjadhoz? Egy korabbi tanulmany
alapjan (56) a burst — interburst atmenet sebességi allandoja (kzarodas) WT csatornak
esetén a hR117H mutécié hataséra ~3.5 s7'-r6l mintegy ~11 s™'-ra nétt. Minthogy a
poszthidrolitikus B allapot élettartama igen rovid (51), ezen sebességi egyiitthatok a
prehidrolitikus B allapot ¢élettartamat tiikrozik (a WT és mutans csatorndk esetén), s
kozelithet6k az ATP hidrolizis (kn), valamint a nem-hidrolitikus zarodas (knn) sebességi
egyiitthatok Osszegével (Kzrodis ~ kn + knn). Mivel a WT csatorndban knn << kn, de
legalabbis knh < 0.5 57! (hD1370N) (51), ezért kn > 3 s°!. Feltételezve, hogy a hR117H
mutacié nem befolyasolja kn értékét (kn ~ 3 s''), a hR117H csatornak esetén knn értéke
~ 8 s kell legyen, tehat a becslés alapjan a WT csatornak kan értékét a hR117H mutécid
legalabb 16-szorosara ndveli, ami inkabb a hD1370N hattérben mért adatokkal van

Osszhangban.

Bar az adatok alapjan a modellfiiggd analizis révén a két lehetséges lineéris
séma kozott nem tehetd kiilonbség; néhany kvalitativ jellegli érv mégis a Cs«>Cr—0O
mechanizmust timogatja inkabb. Egyrészt, a kizarolagosan az O éllapotban fennallo
hR117-hE1124 kétés a Cs«>O«—Cr séma esetén két alapvetden eltéré konformacio
valtozas (Cs«>0 ¢és Cr—Q0) soran is kialakulna / felszakadna, mig a Cs«<>Cr—0O séma
esetén a kotés kialakulasara / felszakadasara csak a Ce—O 1épés soran keriilne sor. Ilyen
értelemben ez utdbbi mechanizmus egyszerlibb magyarazatot kindl a csatorna
kapuzasara (Cargument of parsimony’).

Masrészt, a zS109-zN120 és a hS108-hI119N kolcsonhatasok mind a Cr
allapotban, mind a burst-interburst atmenet aktivalt (T¥) allapotaban létrejonnek, de
nem alakulnak ki sem az O, sem a C; allapotokban (17. ill. 20. 4bra). A Cs<>T*-0«C;
mechanizmust feltételezve tehat a kotés két egymastdl kinetikailag szeparalt allapotban
allna fenn, azaz kialakulasa / felszakadasa harom kilonb6zo konformacid valtozas
(Cse>TH O TH Cr»0) soran is végbemenne. Ezzel szemben, a Cs<>TH>Cr0 séma
esetén a kotés két egymassal kinetikailag Osszefiiggd allapotban allna fenn, azaz

kialakulasa / felszakadasa csak két konformacié valtozassal (Cs«<>T¥ Cr—>O) jarna

65



egyiitt. fgy ismét ez utobbi mechanizmus magyarazza egyszeriibben a kolcsonhatasi
energiak tapasztalt valtozasait.

Mindazonaltal, miutan az irodalmi adatok és az altalunk mért 6sszes adat
mindkét linearis modellel Osszefér, lehetséges, hogy a kiindulasi, axiomatikus
feltételezés, miszerint a Cs, Cr és O allapotoknak sziikségszertien egy linearis sémaba
kell rendezddnie, helytelen. Ebbdl kovetkezne, hogy mindharom allapot kozott
lehetséges kozvetlen atjaras, azaz a valosagot egy ciklikus séma irja le, amelyet hat
sebességi allandd jellemez. Minthogy azonban a kisérleti adatokbdl csak négy
paraméter nyerhetd ki, a ciklikus modell sebességi allanddinak meghatdrozasa nem

lehetséges.
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6. Kovetkeztetések

e Termodinamikai mutans ciklus alkalmazéisaval igazoltuk, hogy a hR117
oldallanc és a hE1124 peptidgerinc karbonil-csoportja H-kotést hoz 1étre, amely
stabilizalja a "burst’ allapotot.

e A hR117 aminosav kiilonb6z0 mutécioi esetén ezen kotés hidnya vezet cisztas
fibrozis kialakuladsahoz.

e A hRI117-E1124 aminosavak kozott kialakuld H-kotés csak a nyitott allapotban
jOn létre; sem a hosszu ’interburst’, sem a révid ’flickery’ zart allapotban nem
alakul ki.

e A zebrahal ortolog burst allapotanak stabilitdsa a human CFTR csatornakéhoz
hasonlod, ugyanakkor a csatorna ’intraburst’ nyitvatartdsi valdszinlisége
alacsonyabb, mint a human ortologé.

e Mig a human ortologban az E1371Q ¢és E1371S nem-hidrolitikus mutaciok
eltér6 modon befolydsoljak a csatorndk nem-hidrolitikus zar6dasi sebességét,
addig a zebrahal CFTR esetén az E1372Q és E1372S nem-hidrolitikus mutaciok
fenotipusai hasonlok.

e A zebrahal CFTR esetén a zR118H mutaci6 nincs hatassal a csatorndk nem-
hidrolitikus zarodasi sebességére, azaz az arginin oldallanc a zebrahal
ortologban nem stabilizalja a burst allapotot.

e A zebrahal CFTR-ben taldlhato zS109 aminosav kozponti szerepet jatszik.
Egyrészt a zN120 aminosav oldallancaval H-kotést képez, amely stabilizalja a
flickery zart allapotot. Tovabba egy jelenleg ismeretlen aminosavval
kolesonhatva stabilizalja a nyitott allapotot. Feltehetéen a zCFTR csatornaban
ezen alternativ stratégia helyettesiti a human ortoloég hR117-hE1124
kolesonhatasa okozta stabilizaciot.

e Az OF-zCFTR szerkezet nem a nyitott, hanem a flickery zart allapotot jeleniti
meg, szemben az OF-hCFTR szerkezettel, amely a nyitott konformaciot
kozeliti.

e BarazN120 pozicidban talalhato aszparagin aminosav a torzsfejlddés soran egy
izoleucinra cserél6dott a magasabb rendi gerincesekben, a zS109 pozicid
szerinje megorizte stabilizald szerepét. Direkt kolcsonhatas révén a hS108

aminosav a hR117 oldallanccal egyiitt stabilizalja a nyitott allapotot.
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Az adatokbol szamolt modellfiiggd sebességi 4allandokkal minden
megfigyelésiink leirhat6, akar a Cs«>O—Ct, akar a Cs«>Cr—O linearis kapuzasi
séma feltételezése mellett, ez utdbbiak kozti valasztas tehat kvantitativ érvvel

nem tamaszthato ala.
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7. Osszefoglalas

A CFTR anioncsatorna mutacioi egy halalos, gyogyithatatlan betegség, a cisztas
fibrozis (CF) kialakuldsdhoz vezethetnek. A foszforilalt CFTR kapuzasa — amelyet a
nukleotidkoté doménekben zajlé ATP kotddés és hidrolizis hajt — ‘bursting’
viselkedéssel jellemezhetd; a csoportos, rovid zarddasokkal (Cr allapot) elvalasztott,
csatorna nyitasok (O allapot) ‘burst’-oket (B allapot) alkotnak, amelyeket egymastol
hosszabb zart események (Cs allapot) valasztanak el. A human (hCFTR) és zebrahal
(zCFTR) ortologok a CFTR molekularis evolicio mintegy két végpontjat képviselik,
kozottiikk szamos szerkezeti és kapuzasbeli kiilonbség figyelheté meg. A CF-et okozo
hR117H mutacié csokkenti a vezetOképességet és gyorsitja a zarddasi sebességet, de
nincs hatassal a nyitasi sebességre, mely arra utalt, hogy e pozicid stabilizdlja a B
allapotot. Az ATP-t kotott foszforilalt CFTR szerkezetben a hR117 oldallanc a hE1124
peptidgerinc karbonil-csoportjaval H-kotést képez, amely nem figyelhetd meg az ATP-
t nem kotott, nem foszforilalt szerkezetben.

Feltételezve, hogy a hR117-hE1124 kdlcsonhatés stabilizalja az O éllapotot,
nem-hidrolitikus hattérmutaciok alkalmazasaval, egycsatornas és makroszkopikus
“inside-out patch clamp’ mérések segitségével vizsgaltuk az emlitett kolcsonhatas
megzavarasanak funkcionalis kovetkezményeit, majd termodinamikai mutans ciklusok
révén meghataroztuk a kolcsonhatasi szabadentalpiavaltozast. Azt talaltuk, hogy a
hE1124A mutécié a hR117H mutavidohoz hasonloan felgyorsitja a zarodasi sebességet
¢s csokkenti a burst-6n beliili nyitott idOhanyadot, a hR117H-hE1124A dupla mutacio
esetében azonban nem figyeltiink meg additivitast. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a
hR117-hE1124 kolcsonhatés stabilizalja az O éallapotot. Az ATP-t kotott foszforilalt
zCFTR szerkezetben ez a H-kotés nem figyelheté meg, valamint a zZR118H mutacio
nem befolyasolja a csatorna kapuzasat. Ehelyett, az ATP-kotott foszforilalt zCFTR
szerkezet egy H-kotést sejtet a zS109 és zN120 oldallancok kozott. Funkcionalis
mérésekkel igazoltuk, hogy a feltételezett H-kotés kizardlag a Cr allapotban jon 1étre.
mutacido hR117H-szerli fenotipust eredményez, és e két mutacid hatdsa nem additiv.
Osszefoglalva, a zZCFTR-ben a zS109-zN120 kolcsdnhatés stabilizélja a Cr allapotot,
mig a hCFTR-ben a hS108-hR117-hE1124 kolcsonhatasok egyiittesen stabilizaljak az
O allapotot.
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8. Summary

CFTR anion channel mutations cause the lethal and incurable disease cystic
fibrosis (CF). Gating of phosphorylated CFTR is driven by ATP binding/hydrolysis at
two nucleotide-binding domains, and exhibits ‘bursting’ behavior: groups of openings
(state O) separated by short ‘flickery’ closures (state Cr) form ‘bursts’ (state B) that are
flanked by long ‘interburst’ closures (state Cs). The human (hCFTR) and zebrafish
(zCFTR) orthologues represent roughly the two ends of CFTR molecular evolution,
and possess different gating properties and differences in their structures. CF mutation
hR117H decreases anion conductance and accelerates pore closure but does not
affecting opening rate. This suggests that position 117 moves late during during the
interburst-burst conformational change, and that the hR117 side chain stabilizes the B
state. In the ATP-bound phosphorylated CFTR structure the hR117 side chain forms a
strong H-bond with the hE1124 backbone carbonyl group, but that bond is absent in the
ATP-unbound, unphosphorylated structure.

We aimed to investigate whether the hR117-hE1124 interaction stabilizes the
O state. In non-hydrolytic backgrounds single-channel and macroscopic inside-out
patch-clamp recordings allowed quantitation of gating-associated changes in
interaction energy between the target positions through thermodynamic mutant cycles.
We found that mutation hE1124A accelerates closing rate and decreases intraburst open
probability similarly to mutation hR117H, but no additivity was observed in the
hR117H-E1124A mutant. These findings reveal that the hR117/hE1124 interaction
stabilizes exclusively the O state. In the outward-facing zCFTR structure that H-bond
1s not observed, and we found that zR118H mutation in zCFTR has no functional effect.
Instead, we discovered a H-bond between the zZN120 and zS109 side chains of ATP-
bound pohsphorylated-, but not ATP-free unphosphorylated zCFTR. Using functional
experiments we confirmed that zS109 indeed forms a H-bond with zZN120, but the bond
is formed exclusively in the Crstate. In hCFTR a bond between the analogous positions
cannot form, as an isoleucine (hI119) replaces the asparagine. Surprisingly, mutation
hS108A produces a strong hR117H-like phenotype, and the effects of these two
mutations are not additive. In conclusion, in zCFTR the zS109-zN120 interaction
stabilizes the Cr state, whereas in hCFTR the hS108-hR117-hE1124 interactions

cooperate to stabilize the O state.
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11. Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretnék elséként koszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Csanady
Laszlonak, aki mentoromként lehetové tette szamomra a laboratoriumi kutatdmunkat,
segitette szakmai fejlddésem mind elméleti, mind gyakorlati sikon, valamint
nagylelklien tdmogatta szamos nemzetkdzi konferencian valé részvételemet.
Segitségével elsajatithattam az elektrofiziologia alapjait, elmélyithettem tudomanyos
gondolkodasmodomat, tovabba élesithettem kritikus latdAsmodomat.

Ko6szonettel tartozom munkatarsaim, Dr. Sz6116si Andras, Dr. Iordan Iordanov,
Dr. Té6th Balazs, Dr. Bartok Adam, Dr. Mihalyi Csaba ¢s Zavoti Olivér munkdm soran
nyujtott segitségéért, kérdéseimre adott alapos valaszaikért, hasznos tanacsaikért.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani Dr. TorOcsik Beatanak, akinek révén
elsajatithattam a molekularis bioldgiai miveleteket.

Koszonettel tartozom Dr. Nyitray Laszlonak, kordbbi mentoromnak, akinek
révén vegyészként elsajatithattam a biokémia és szerkezeti biologia alapjait.

K0sz6nom sziileim, Andras és Monika; testvéreim, Réka és Gergely allhatatos
tamogatasat, biztatasat, mely révén nagymértékben hozzdjarultak eme értekezés
elkészitéséhez.

Kiemelt koszonet illeti feleségemet, Rékat; aki id6t és energiadt nem spérolva
nap mint nap kozvetve és kozvetlentil segitette kutatomunkdm, meghallgatta kétségeim,
¢s kiutat mutatott a hullamvolgyekbol.

Végezetiil koszondom fiam, Vilmos segitségét, aki bar semmilyen értelmezhetd
moddon nem jarult hozzéd ezen értekezés elkészitéséhez, st bizonyos értelemben nem
elhanyagolhato akadalyt is gorditett elé; jelenléte, mosolya és egész 1énye mégis az

értekezés mieldbbi elkészitésére sarkalt.
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