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Bevezetés

A gerinces-specifikus cisztas fibrozis transzmembran
konduktancia regulator (CFTR) klorid ioncsatorna a dont6en
aktiv transzportereket magaba foglalo adenozin-trifoszfat (ATP)
—kot6 kazetta (ABC) fehérjék szupercsaladjaba tartozik. A CFTR
epitél sejtek apikalis membranjaban lokalizalddva a légutak, bél,
méaj és hasnyalmirigy so-viz transzportfolyamataiban jatszik
szekréciés  szerepet. Mutacioi  egy haldlos, jelenleg
gyogyithatatlan betegség, a cisztas fibrdzis (CF) kialakulasahoz
vezethetnek. A CF-et okozd hR117H mutécié dramaian gyorsitja
a csatornak zéarddasat és csokkenti az ionpermeécid sebességeét a
nyitott péruson keresztil.

Az egyetlen polipeptid lancbdl all6 fehérje két —a csatorna
porusat képez6 — transzmembran domeént (TMD1/2) és két — az
ATP kotéséért és hidroliziséért felelos — nukleotidk6td domént
(NBD1/2) foglal magéaba. A homoldg molekulafeleket (TMD1-
NBD1 és TMD2-NBD?2) egy szabalyozo szerepet betdlté domén
(R domén) koti dssze.

Az R domén protein kinaz A (PKA) altali foszforilaciojat
kovetden a citoszolikus NBD domének két ATP molekula

megkotésével intramolekularis dimert képeznek, melynek



hatdsdra a TMD-k a befelé nézé6 (’inward facing’, IF)
konformaciobol a kifelé nézé (Coutward facing’, OF)
konformacioba rendezddnek, lehetévé téve az ioncsatorna
porusénak megnyilasat.

Nagyfelbontast egyedi csatornas aramregisztratumokon a
foszforildlt CFTR  kapuzédsa  ’bursting”  viselkedéssel
jellemezhetd; a csoportos csatorna nyitdsokat (’burst’) rovid
zarddasok (*flickery closure’) valasztjak el egymastol, mig
¢ ’burst’-6ket egymastol hosszabb zart szakaszok (’interburst’)
valasztjadk el. Ez alapjan foszforilalt csatorndk esetén
megkiilonboztethetd az interburst (Cs) és burst (B) allapot. Mig
disszocilt, addig az utobbi (B) egy kompozit allapot, amely
magaba foglalja a nyitott (O) és flickery zart (Cs) allapotokat. Mig
a B allapotra altalanosan jellemz6 a szoros, ATP-kotott NBD
dimer, az ionok vandorlésa csak az O &llapotban lehetséges. Az
igen stabil B allapot az ATP hidrolizise révén ér véget, s a
nukleotid cserét (ADP-ATP) kdvet6en a csatorna visszatér a Cs
allapotba.

A nagyfoku szekvencia homoldgia ellenére, a human
(hCFTR) és a zebrahal (zCFTR) ortologok jelentds szerkezeti és

funkcionalis kilonbségeket mutatnak. Bar a két ortolog IF
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konfiguracioju szerkezetei megfeleltethetok egymasnak, az OF
hCFTR szerkezet majdnem nyitott (azaz egy dehidratalt klorid
ion transzportja lehetséges), mig a zCFTR porusa egyértelmiien
zart; tovdbbd a zCFTR esetén kevésbé szoros NBD dimer,
valamint a TMD-k megvaltozott konformacidja figyelhet6 meg a
hCFTR-hez képest. Funkcionalis mérések alapjan a két ortolog
"burst’-jeinek atlagos hosszlséaga hasonlo, ugyanakkor a zCFTR
nyitvatartasi valdsziniisége (Po) joval alacsonyabb, valamint

vezetbképessége is kisebb a hCFTR-éhez képest.



Célkitiizés

Mivel szokatlan, hogy egy extracellularis pozicio
mutacioja markans kapuzasi defektust okozzon és befolyasolja a
B allapot stabilitasat, e jelenség megértése végett célul tiiztem ki
a hR117H mutécié molekularis korélettananak felderitését, mely
a mechanizmus megértésén tal orvosbioldgiai alkalmazésokra is
jelent6s hatéssal lehet.

Amennyiben a hR117 pozicid kdzvetlenul befolyasolja a
human ortol6g B &llapotanak stabilitasat, akkor — a zebrahal és a
human ortoldg extracellularis régidi kozti szerkezeti killonbségek
ismeretében — lehetséges, hogy 0sszefuiggés mutatkozik a hR117
/ zR118 oldallancok eltéré konformacioi valamint a funkcionalis
kilonbségek kozott. Ez utdbbi Osszefliggés vizsgalata a CFTR
kapuzasi energetikdjanak pontosabb megértésén tal annak

= sz

adhat.



Modbdszerek

Molekularis Bioldgia. A zCFTR és hCFTR konstrukciokat
békapetesejt (p\GEMHE) és emlds sejt (pCDNA) expresszios
vektorokba klonoztuk. A pontmutdcidkat ’Quick change’
mutagenezis révén hoztuk létre, és dezoxiribonukleinsav (DNS)
teljes szekvendldsaval ellendriztik. A  fehérjét kodolod
ribonukleinsavat (RNS) a kodolé DNS in vitro atirasaval

allitottuk elo.

Xenopus laevis petesejtek preparalasa és injektdlasa. A
petesejteket a béka petefészek lebenyébdl mechanikai
disszociacio es kollagendzos emésztés révén izolaltuk. Az egyedi
csatornas vagy makroszképikus mérésekhez 0.1-10 ng CFTR
RNS-t injektaltunk, a sejteket 18°C-on inkubaltuk. A méréseket

az injekci6 utan 1-3 nappal végeztik.

Izolalt membrdnos ’inside-out’ ’patch clamp’ mérések. A
mérésekhez  hasznalt pipetta oldat N-metil-D-glukamint
(NMDG), MgCl,-t és HEPES-t tartalmazott (pH 7.4). A patch
pipetta hegyét a membranfolt kiszakitasat kovetéen a
folyamatosan aramlo kadoldatba meritettik. A kadoldat a
pipettaoldathoz képest EGTA-t is tartalmazott (pH 7.1).



Szamitogép-vezérelt szelepek  segitségével a  kadoldat
Osszetételét ~100 ms-os iddallandoval tudtuk lecserélni.
Méréseinket 25 °C-on végeztiik. Az aramokat 2 kHz-en sziirtikk
és 10 kHz-en digitalizaltuk. Az egyedi-csatornads méréseket -80
mV / -120 mV-o0s, a makroszkopikus szegmenseket -20 / -40 / -

60 / -80 mV-0s membranpotenciadlokon mértik.

Nem-hidrolitikus mutansok makroszkopikus aramrelaxacidinak
illesztése. A kiszakitott membranfoltban 1év6 csatornakat el¢szor
foszforilaltuk (ATP + PKA), majd a csatornak zarasat kovetéen
az aramot ATP alkalmazésaval Gjraaktivaltuk, és regisztraltuk az
ATP elvonasara bekovetkezd aramrelaxaciot. Az
aramregisztratumot 100 Hz frekvencian szirtik, az &ram
melynek id6allanddja megadta a nem-hidrolitikus burst atlagos
hosszat (tourst), Valamint a nem-hidrolitikus zarddas sebességi

allandojat (Knh=1/tburst).

Az intraburst egyensulyi allandd (Keq|B) meghatarozasa. Ezen
analizis soran a makroszkdpos relaxacioknal leirt protokollt
alkalmaztuk. Az analizis az aramregisztratum ATP elvonast
kovetd azon szakaszara korlatozodott, amelyben mar csak egy

aktiv csatorna kapuzott. A kivalasztott aramregisztratumokat 100
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Hz frekvencian szirtiik, majd automatikus alapvonal korrekciot
kovetden félamplitidd6 moddszerrel idealizaltuk, mely sordn a
kapuzasi események id6ben rendezett listajat allitjuk eld. Az
atlagos nyitott allapotban eltoltott id6t (topen) €S az &tlagos
flickery zart allapotban eltoltott id6t (tricker) @ nyitott illetve zart
allapotban eltoltott tartozkodasi id6k egyszerti aritmetikai
atlagaiként szamoltuk, Keg|B-t Topen €S Triicker hanyadosaként
definialtuk.

Az egycsatornas mérések elemzése telitési ATP koncentracio
mellett. A Kkiszakitott membrénfoltban talalhaté csatornak
prefoszforilaciojat kovetden a csatorndk kapuzasat regisztraltuk
telitési (5 mM) ATP koncentracidé mellett. A szegmenseket 100
Hz-en torténd sziirést és alapvonal korrekcidt kovetden a
félamplitddé modszerrel idealizaltuk. A kapott eseménylistat
kiilonb6zé modellekel illesztettik maximum likelihood
modszerrel, majd a (modellfiiggd) sebességi egylitthatok
felhasznalasaval kiszamoltuk a modellfiuggetlen
idoparamétereket. A modellfiiggetlen nyitdsi és zarodasi
sebességi egyiitthatokat rendre 1 / Tinterburst €s 1 / Tourst fOrméaban

hataroztuk meg.



Termodinamikai mutans ciklus. Egy vizsgalt poziciopar
kolcsonhatasi energiajanak a kulonféle kapuzasi allapotok kdzotti
véltozasat termodinamikai muténs ciklusok alkalmazésaval
hataroztuk meg. A hattérkonstrukcio, a ket vizsgalt célpozicid
mutansai, valamint a  duplamutans  felhasznalasaval
meghataroztuk a kolcsonhatasi energia valtozasat ket allapot
kozott (AAGin)). Amennyiben a vizsgalt pozicidk kdzott nincs
kolesonhatés, vagy a kdlcsonhatas erdssége nem valtozik az adott
kapuzasi |épés soran, akkor AAGint ~0. Ezzel szemben, a 0-tdl
szignifikansan eltér6 AAGin érték allapotfiiggd kolcsonhatast

jelez, és egyben szamszeriisiti annak erGsségét.

Statisztika. Az adatok legalabb 4 mérés atlagat és sztenderd
hibajat mutatjak. A statisztikai szignifikancia meghatarozasa

Student t-teszt alkalmazasaval tortént.



Eredmények

A hR117H muticio tanulményozésa végett elsoként
megvizsgaltuk az IF és OF szerkezeteket a human és zebrahal
ortoldg esetén. Azt talaltuk, hogy az OF hCFTR szerkezetben a
hR117 oldallanc egy lehetseges H-kotést alakit ki a hE1124-es
pozicio peptidgerinc karbonilcsoportjaval. Ezen kdlcsonhatas
nem figyelhet6 meg az IF hCFTR szerkezetben, igy azt
feltételeztiik, hogy ez a kdlcsdnhatés a B allapot stabilizalasdban
jatszik kozre. Erdekes méodon, e kotés nem figyelhetd meg az OF
(és IF) zCFTR-ben sem.

Ezt kovetden ’inside-out’ konfiguracioban makroszkdpos
relaxaciok vizsgalataval meghataroztuk toust értékét Gn. nem-
hidrolitikus hattérmutaciok jelenlétében, amelyek a CFTR
ciklikus kapuzasat egy reverzibilis interburst — burst atmenetre
egyszerisitik (ily moédon vizsgalhaté kozvetlenil a B allapot
stabilitdsa). Mig a hR117H mutéaci6 nagymértékben csdkkentette
Tourst €rtékét, addig a hE1124 pozicid oldallanc-mutécidi (A, P, G)
nem, vagy csak kis mértékben befolyasoltak azt. Ezzel szemben
a hEI1124 delécigja (hE1124A) markans, hR117H-szer(i
fenotipust ~ okozott.  Termodinamikai ~ mutans  ciklus

alkalmazasaval ellendriztiik a pozicid par kozti kapcesoltsagot. A
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két szimpla mutacié hatasai a dupla mutansban nem voltak
additivak, a szamolt AAGin(B—T¥) értéke ~1.4 KT (K, Boltzmann
allando; T abszolUt hémérséklet) volt, mely 6sszehasonlithatd
egy H-kotés atlagos energijaval (2-3 kT). Igy kijelenthetd, hogy
a hR117H és hE1124 poziciok kozotti feltételezett H-hid a B
allapotban létrejon, azonban a Cs allapot felé vezetd atmeneti

allapotban (T*) megsziinik.

A mutacié ’interburst’ (valamint ’burst’) id6tartamra
gyakorolt hatasat *steady-state’ mérések révén vizsgaltuk, telitési
ATP koncentracio mellett. Azt talaltuk, hogy a szimpla mutéciok
hatdsai az interburst idGtartamra additivan jelentkeznek a
duplamutansban  ((AAGin(Cs—T*) ~0), ugyanakkor a
bursthosszra gyakorolt hatdsok esetén ismet egyértelmi
energetikai kapcsoltsag figyelhetd meg, AAGin(B—T*) ~2.8 KT.
Ezek alapjan leszogezhetd, hogy a kdlcsonhatéas a B allapotban

kialakul, de nem jon létre sem a Cs sem a T+ allapotban.

Minthogy a B allapot kompozit allapot (O és Cs
allapotok), utolsé csatornds mérések révén meghataroztuk a
celpoziciok mutécidinak Keq|B értékére gyakorolt hatasait, illetve
ezekbOl AAGint értékét a két allapot kdzott. Azt talaltuk, hogy a
két szimpla mutéci6 hatasai nem additivak a duplamutansban, igy
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AAGint(C+—O) értéke ~2.2 kT. Ennek alapjan kijelenthetd, hogy
az hR117-E1124 koélcsonhatds kizardlag az O allapotban jon
Iétre, és nem alakul ki sem a Cs, sem a Cs allapotokban.

Ezt kovetéen kivancsiak voltunk, van-e 0sszefligges a
hR117 / zR118 oldallancok kiilonb6z6 konformacidja és a
h/zCFTR ortologok eltér6 kapuzasa kozott. Elsé 1épésként
megvizsgaltuk a nem-hidrolitikus zCFTR thurst Valamint Keg|B
értékét. Azt tapasztaltuk, hogy turst értéke (azaz a B allapot
stabilitasa) hasonld a hCFTR esetén mért értékhez, mig Keq|B
értéke ~1/55-6de a hCFTR ugyanazon értékének, mely

konzisztens az irodalomban leirtakkal.

Megvizsgaltuk a zebrahal ortologban a zR118H mutacio
hatdsat. Mig a hCFTR esetén a hR117H mutacidé bevezetése
jelent6sen lecsokkentette Tourst €rtékét,, addig a zCFTR esetén a
zR118H mutaciéo nem befolyasolta tourst €rtékét. Ugyanakkor, a
zCFTR B Aéllapotanak stabilitaisa a hCFTR B-allapotanak
stabilitasaval Osszemérhetd, igy feltételeztik hogy a zCFTR

esetén egy alternativ stabilizacios stratégia érvényesil.

Ismét megvizsgalva az OF / IF z/nCFTR szerkezetek
extracellularis régioit, az OF zCFTR szerkezetben egy lehetseges
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H-hidat fedeztiink fel a zS109 és zN120 pozicidpar kdzott, amely
nem figyelheté meg az IF zCFTR szerkezetben. Tovabba, a
human ortoldgban az aszparagin helyett egy izoleucin (h1119)
talalhato, és ez a szubsztiticio trendszer(i evolucios eloszlast
mutat. Erdekes modon az OF szerkezet alapjan direkt kapcsolat
figyelhet6é meg a hS109 és hR117 poziciok kozt, igy célul tliztiik
ki a potencidlis zS109-zN120 és hS108-hR117 H-kotések
vizsgalatat.

A zS109 és zN120 pozicidk esetén makroszkopos
aramrelaxaciok illesztése, valamint utolso csatornas szegmensek
elemzése révén meghataroztuk tourst €5 Keg|B értékét mind a négy
konstrukcié (hattér, szimpla mutansok, duplamutans) esetén. Azt
tapasztaltuk, hogy a szimpla mutaciok hatasai Keq|B-re nem
additivak a duplamutansban, ugyanakkor a tourst-re gyakorolt
hatdsok  additivak. ~ Termodinamikai  mutans  ciklusok
alkalmazasaval meghataroztuk AAGin: értékeit, amelyek alapjan
a2S109-zN120 kolcsonhatas csak a Cs (valamint a Cs és B allapot
koz6tti T+) allapotban jon létre, de sem az O, sem a Cs allapotban
nem alakul ki. Fontos azonban, hogy mig Keq|B értékét a zZN120A
mutacio novelte, addig a zS109A mutacié csdkkentette, mely

azzal magyarazhat6, hogy a zS109 oldallanc a Ct allapotot
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stabilizald fenti H-kotésén tal egy igen erds kolcsonhatast hoz
letre az O Allapotban egy masik — jelenleg ismeretlen —

aminosavval.

A hCFTR esetén a hS108 oldallanc csonkolasanak mind
Tourst, MINd Keg|B értékére gyakorolt hatdsa hasonlé a hR117H
mutécid hatdsaihoz, igy a duplamutéans létrehozasaval vizsgaltuk
a két pozicid kozotti energetikai kapcsoltsagot. Azt talaltuk, hogy
a szimpla mutacioknak sem tourst-re, sem Keg|B-re gyakorolt
hatasai nem additivak a duplamutansban, AAGin értéke minden
esetben 0-tol kiilonboz6 és egy H-hid atlagos energidjaval
osszehasonlithatd (AAGin(B—T*) ~1.9 KT és AAGini(C+—0) ~-
2.9 KT). Ez egyértelmii kapcsoltsagot bizonyit a két pozicio
kozott, igy kijelenthetd, hogy a hS108-hR117 kdlcsonhatés, a
hR117-hE1124 kélcsonhatadshoz hasonldan, csak az O allapotban

val6sul meg.

Végezetil, kivancsiak voltunk, helyredllithato-e az 6si Ct
allapotot stabilizal6 H-hid, ezért létrehoztuk a hI119N
pontmutaciét, és vizsgaltuk e lehetséges kdlcsonhatas
energetikajat. Azt talaltuk, hogy Keq|B esetén a szimpla mutaciok
hatdsai nem additivak a dupla mutansban, s a termodinamikai

mutans ciklusok révén meghatarozott AAGint(C+—0O) érték ~1.6
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KT, azaz a hS108-h1119N koélcsdnhatés a Cr allapotban létrejon,

de nem alakul ki az O allapotban.
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Kovetkeztetések

Legfontosabb kdvetkeztetésiink, hogy termodinamikai
mutans ciklus alkalmazasaval igazoltuk a szerkezet alapjan
feltételezett H-kotés meglétét a hR117 oldallanc és a hE1124
peptidgerinc karbonil-csoportja kozott, és igazoltuk, hogy az
szelektiven a B allapotot stabilizalja. A hR117 aminosav
kiilonb6zé mutacioi esetén ezen kotés hidnya vezet CF
kialakuldsdhoz. A hR117-hE1124 aminosavak kozott kialakuld
H-kotés csak az O allapotban jon létre; sem a hosszu Cs, sem a
rovid Cs zart allapotban nem alakul ki.

A zebrahal ortoldg burst allapotanak stabilitasa a human
CFTR csatorndkéhoz hasonlo, ugyanakkor a csatorna intraburst
nyitvatartasi valdszintisége alacsonyabb, mint a huméan ortologe.

A zebrahal CFTR esetén a zR118H mutacio nincs hatassal
a csatornak nem-hidrolitikus zarddasi sebességére, azaz az
arginin oldallanc a zebrahal ortolégban nem stabilizélja a B
allapotot.

A zebrahal CFTR-ben talalhaté zS109 aminosav kozponti
szerepet jatszik. Egyrészt a zN120 aminosav oldallancaval H-
kotest képez, amely stabilizalja a Ct allapotot. Masrészt, egy

jelenleg ismeretlen aminosavval kdélcsonhatva stabilizalja az O
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allapotot. Feltehetéen a zCFTR csatornaban ezen alternativ
stratégia helyettesiti a human ortolog hR117-hE1124
kolcsonhatésa okozta stabilizaciot.

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

Bar a zZN120 poziciéban talalhat6é aszparagin aminosav a
torzsfejlodés sordn egy izoleucinra cserél6dott a magasabb rendii
gerincesekben, a zS109 pozicid szerinje megdrizte stabilizald
szerepét. A hCFTR-ben a hS108 aminosav direkt kélcsonhatas

révén a hR117 oldallanccal egyitt stabilizalja az O allapotot.
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