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1 Bevezetés
1.1 A CFTR élettani és korélettani szerepe

,Jaj annak a gyermeknek, aki homlokon csokolva sosnak talaltatik. El van atkozva
¢és hamarosan meg kell halnia.” — tartotta az észak-eurdpai népi hiedelem. A korképet
késébb, annak elsé klinikai alapossdgu leirdja, a hasnyalmirigy Onemésztése miatt
keletkezd cisztak és kiterjedt, progressziv fibrotikus elvaltozdsa utan a pancreas cisztas
fibrozisanak (CF) nevezte el [1]. Azonban a betegségben nemcsak a hasnyalmirigy,
hanem az Osszes, de kiilonosképpen a magas fehérje tartalmi szekrétumot eldallito,
exokrin szerv érintett. A CF hatterében a hamrétegek so6-viz transzportfolyamatainak a
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) anioncsatorna
funkciovesztéssel jaré mutacidi kovetkeztében megbomlo egyensulya all: a bestirlis6dd
szekrétum elzarja a lumeneket, ami a szervek milkddési zavarat, és hosszutdvon azok
karosodasat okozza [2-7]. A betegséget ezért, foleg az eurdpai szakirodalomban,
mucoviscidosisnak is nevezik. Visszatérd tiidofert6zések, bronchiectasia és a kis 1égutak
elzarddasa, a hasnyalmirigy dnemésztése kovetkeztében emésztési zavarok, majd a B-
sejtek pusztulasat kovetden diabetes, a maj bilidris cirrhosisa, 0jsziildttekben meconium
ileus, valamint infertilitas [8, 9] képezik a legsulyosabb tiineteket. A verejték sotartalma
megemelkedett — 60 mMM-nal magasabb verejték klorid koncentracio diagnosztikus CF-re
[6] — emiatt fokozott verejtékelvalasztas esetén a CF-es betegek hypotoniasan
dehidratalodnak. A betegek varhato élettartama a javuld tiineti kezelések ellenére sem éri
el a 40 évet. A leggyakoribb haldlok a fertdzések kovetkeztében kialakuld 1égzési
elégtelenség. A CF az észak-europai népek leszdrmazottai korében a leggyakoribb
orokletes betegség, incidenciaja Eurépaban és Eszak-Amerikdban ~ 1:3000-hez, mig a
vilag tobbi részén ennél joval alacsonyabb (pl. Japanban 1:350 000-hez) [8]. Klasszikus
mendeli autoszomalis recessziv 6roklodésmenetet mutat. A CFTR génnek eddig tobb
mint 2000 mutacidja ismert, amelybdl szamos CF-hez vezet [10]. A betegséget okozo
mutaciok a fehérje funkcidjara gyakorolt hatasaik alapjdn négy osztalyba sorolhatok: a
fehérjeszintézist, a fehérjeérést, a kapuzast, illetve a permeaciot megzavardkra. Ez az
elkiilonités azonban nem ¢éles: pl. a hibas alléloknak az északi népek korében mintegy
70%-4t kitevé mutacio, az 508-as pozicidban talalhato fenilalanin delécidja, egyrészt

megzavarja a fehérje érését és annak lebomlasahoz vezet [11], masrészt ugyan a AF508
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CFTR fehérjének ~3%-a kijut a membranba, de sériilt kapuzasu csatornakat alkot [12-
14]. Az els6 két osztalyra altalanossagban jellemz6, hogy hasnyalmirigy elégtelenséggel
jaro sulyosabb lefolyasu korképhez vezetnek, mig a masodik két osztalyba tartozd
mutaciok gyakran enyhébb lefolyasi betegséget okoznak, megtartott hasnyalmirigy
mikodéssel [4].

A CFTR-nek nem csak az alul-, hanem a talmikodése is betegséghez, fokozott
elektrolit tarnszporttal jard szekrécios hasmenéshez vezet, amely a fejlodo orszagokban a
mai napig jelentds problémat okoz, és a gyermekek haladlozasanak vezetd okai kozé
sorolhatd [15-17]. A korképet rendszerint a vékonybélkriptak sejtjeinek szekrécids
aktivitasat fokozo bakterialis toxinok okozzak. A gram negativ Vibrio cholerae toxinja a
heterotrimer G-fehérjék os alegységét adenozin-difoszfat(ADP)-ribozilalja. Az ADP-
riboz kotés megakadalyozza a G-fehérjék sajat, aktiv élettartamukat korlatozo, guanozin-
5'-trifoszfataz aktivitasat, és igy folyamatosan aktivan tartjak az adenilat-ciklaz enzimet.
A tartésan megemelkedd intracellularis 3'-5'-ciklikus-adenozin-monofoszfat (CAMP)
szint aktivalja a protein kinaz A-t (PKA), amely a CFTR-t foszforilalva fokozza annak
ioncsatorna aktivitasat [4, 18]. Az enterotoxikus Escherichia coli egyik hoélabilis
enterotoxinja (LT-I) szerkezeti homologiat mutat a kolera toxinjaval, és ennek
megfeleléen hasonld patomechanizmussal okoz szekrécios hasmenést [19]. A CFTR gén
mutacidinak kiugréan magas incidencidja alapjan felmeriil, hogy a heterozigota
tiinetmentes hordozok csokkent klorid transzport kapacitasa esetleg szelekcios elonyt

jelenthet ezen korképekkel szemben [20, 21].

1.2 A CFTR szerkezete és miikodése

A CF-es betegekben karosodott gént 1989-ben klonoztak [22], és az altala kodolt
CFTR fehérjét szekvencia homologia alapjan az ABC fehérjék csaladjaba soroltak. Tobb
mint 2000 ismert tagjaval ez az egyik legnépesebb membranfehérje csalad. A human
genomban megtalalhato 48 ABC fehérje [23] hét alcsaladba (ABC-A ... -G) oszthato [24].
Neviiket a jellegzetes €s er6sen konzervalt nukleotidk6td doménjeik (nucleotide binding
domain, NBD), az u.n. adenozin-trifoszfat (ATP) kot6 kazettak (ATP binding casette,
ABC) utan kaptak. A minden ABC fehérjében megtalalhato NBD doménekhez valtozatos
szerkezetl és funkcidju effektor domének tartozhatnak. Az ABC-E és -F fehérjék effektor

doménjei enzimatikus feladatokat latnak el, mint pl. a DNS hibajavitas vagy riboszéma
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funkcié szabalyozasa ("ABC enzimek") [25-29], a fehérjecsalad tobbi tagjai viszont
elsddleges aktiv transzporterek. Doménfelépitésiik modularis szerkezetet mutat: minden
ABC transzporter két NBD-t és két transzmembran domént (TMD) tartalmaz, de ez az
egylittes kiilonb6z6 szamu polipeptid lancbol épiilhet 6ssze, mint példaul négy 6nallo
doménbol, két TMD-NBD parbol (homodimer vagy homoldg felekbdl felépiild
heterodimer), vagy egyetlen polipeptidlancbol. A prokariotakban kettd vagy négy,
eukariotakban egy vagy kett6 fehérjelanc a jellemz6. Egyes esetekben a négy "kanonikus™
domént tovabbi regulacios vagy szubsztratk6td domének egészitik ki. Az ABC fehérjék
a sejtmembranban és — a mitokondrium és a kloroplaszt kivételével — az organellumok
membranjaiban is ugy helyezkednek el, hogy az NBD-ik a membran citoplazmatikus
oldalan  talalhatok. = A  szubsztrat  transzlokaciés utat alkot6 ~ TMD-k
konformaciovaltozasait az NBD-kben zajlo ATP kotési/hasitasi ciklus hajtja [30-34].

A szubsztrat mozgésanak iranyatodl fiiggéen az ABC transzporterek két csaladra
oszthatok: importerekre és exporterekre. Az importerek csak prokaridtakban talalhatok
meg, ezek taplalékfelvételének elengedhetetlen transzporterei. Jol  definialt
szubsztratkdtohelylik szelektiv a transzportaland6 molekuldra nézve. A legrészletesebben
tanulmanyozott szerkezeti ABC fehérje a maltoz importer [35-40]. Az exporterek
prokariotakban €s eukariotakban is megtalalhatok. Valtozatos feladatokat ellatéd fehérjék,
amelyek valdszinlileg nem tartalmaznak jol kortilhatarolhatd szubsztratkotohelyet, mert
sokféle molekulat szallithatnak, és egy résziik nem csak a citoszolbol, de a membran belsd
rétegébdl is felveheti szubsztratjat [31, 33].

A CFTR az ABC fehérjék C alcsaladjaba tartoz6 1480 aminosavbol allo integrans
glikoprotein, amely az ABC fehérjékre jellemzd tipikus topoldgiaval rendelkezik. Az
egyetlen peptidlancra felfiizott két TMD-NBD felet egyedi, csak a CFTR-re jellemzo,
regulacios domén (R-domén) kapcsolja 6ssze (1. dbra), amely protein kindzok szamara
felismerhetd foszforilacios helyeket tartalmaz. A tobbi ABC transzportertdl eltéréen a
CFTR TMD-i a membran teljes szélességét atéré anionokra szelektiv porust alkotnak,
elektrokémiai gradiensiik irdnyaban. A porus kapujat a fehérje sztochasztikus

konformacidvaltozasai nyitjak-zarjak.
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1. abra: A CFTR topoldgiai felépitése

Az ABC transzporterekre jellemzé doménfelépitésnek megfelelGen a CFTR két — TMD-bdl (TMD1
és TMD?2, sziirke) és ahhoz C-terminalisan kapcsolddd NBD-bdI (NBD1, zé/d; NBD2, kék) felépuls —homoldg
felét az egyedi regulaciés domén (R-domén, rézsaszin) kapcsolja 6ssze. Mindkét TMD-t hat transzmembran

a-hélix alkotja, kozottik két intracellularis hurok (/ila) taldlhato.

1.2.1 A nukleotidk6t6 domének szerkezete

Bar jelenleg még nem all rendelkezésiinkre nagy felbontasi CFTR
kristalyszerkezet, de a kiilonb6z6 fajokbol és ABC fehérjékbdl szarmazé NBD-k
nagyfokt szekvencia és szerkezeti homologiaja [41-44] lehet6vé teszi a CFTR NBD-k
szerkezetének modellezését.

A fehérjecsalad névét ado [45, 46] "ATP-koto kazetta" egy katalitikus és egy a-
helikalis aldoménbdl all. A katalitikus aldomén szerkezetileg homoldég mas P-hurok
ATP-azokkal [47], mint a RecA-val [48, 49] és az F1-ATPaz o és B alegységeivel [50].
Lelke egy parallel és egy antiparallel B-lemez altal kozrefogott a-hélix N-terminalis végén
elhelyezkedd P-hurok, amely a nukleotid foszfatcsoportjainak kotéséért felelds
legfontosabb szekvenciat, a Walker A motivumot (GXXXXGKS/T, ahol X barmilyen
aminosav) [51] (2. és 3. dabrak, piros) tartalmazza. Ezen aminosavak a-, valamint a lizin
oldallanc e-nitrogén atomjai hidrogén hidakon keresztiil koordinaljak a nukleotid B és y
foszfatjait, biztositva a y foszfat megfeleld térbeli elhelyezkedését. A Walker A
motivumtdl N-termindlisan elhelyezkedd A-hurokban 1év6 konzervalt aromas aminosav
(YIW) (2. és 3. dabrdk, lila) és a kotott nukleotid purin bazisanak delokalizalt
elektronrendszerei kozott fellépd stabilizald kolcsonhatds szintén hozzdjarul a
nukleotidkotés stabilitasahoz. Ez a nem-specifikus n-n interakci6 egyuttal magyarazhatja

az ABC fehérjéknek a nukleotid-trifoszfatok kozti jelentds szelektivitas hianyat [52]. A
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A-hurok RI
380 TTEVVMENVTAFWEEGIFGELFEKAKQNNNNRKTSNGDDSLFFSNFSLL|GT 438
1208 ~GQMTVKDLTAKYTEG|--~-—-—-—---— - - - - —— - — === = — — - GN 1224
Walker A

439 PVLKDINFKIERGQLLAVAIGSTGAGKTS[LLMMIMGELEPSEGKIKHSGRI 488
1225 AILENISFSISPGQRVGLLIGRTGSGKSTILLSAFL-RLLNTEGEIQIDG-V 1272

Q-hurok
489 = === mm e mmm - = SFCSQFSWIMPGTIKENI-=-=-======- IFGVSYDE 514
1273 SWDSITLQQWRKAFGVIPQKVFIFSGTFRKNLDPYEQWSDQEIWKVA-DE 1321

515 YRYRSVIKACQLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGQRARISLARAVYK 564
1322 VGLRSVIE========= QFPGKLDFVLVDGGCVLSHGHKQLMCLARSVLS 1362
Walker B D-hurok

565 DAD|[LYLLDS[PPF|GYLD[VLTEKEIFESCVCKLMANKTRILVTSKMEHLKKAD 614
1363 KAK|IILLLDEPSJAHLD[PVT-YQIIRRTLKQAFADCTV|ILCEHRIEAMLECQ 1411

615 KILILHEGSSYFYGTFSELQNLQPDFSSKLMGCDSFDQFSAERRNSILTE €64
1412 QFLVIEENKVRQOQYDSIQKLLNERS - —-—--—-—-—-—-—-- - - - — m - —— - — = — — = — 1435

665 TLHRFS 670

2. abra: Human CFTR NBD szekvencidinak 6sszehasonlitasa

A human CFTR NBD1 (389-670-es aminosavak, fels§ sorok) és NBD2 (1208-1435-6s aminosavak,
alsé sorok) 6sszehasonlitasa az ATP kotést és hidrolizist meghatarozd konszenzus szekvenciak kiemelésével.
Megfigyelhet6k az NBD1 signature szekvencidjanak és az NBD2 Walker motivumainak nem kanonikus

aminosavai.

katalitikus aldomén parallel B-lemezében taldlhaté a szintén konzervalt Walker B
szekvencia (PODODDE, ahol @ hidroféb aminosav) [51] (2. és 3. dbrdk, sotétkék),
amelynek konzervalt aszpartatja a hidrolitikus aktivitdshoz nélkiil6zhetetlen magnézium
iont koordinalja. Az ATP kotés hatdsara az a-helikalis aldomén 15-30°-os rotacio révén
a katalitikus aldomén felé kozeledik ("induced fit"). Ennek kovetkeztében a Q- (2. és 3.
dbrdk, barna) és a H-hurkok (2. és 3. dbrdk, cian) konzervalt glutamin, illetve hisztidin
oldallancai az ATP y-foszfatjanak kozelébe keriilnek. Az a-helikalis aldomén tartalmazza
az ABC fehérjék egyedi ismertetéjegyének szamitd konzervalt signature szekvenciat,
vagy mas néven C-hurkot (LSGGQR/K) (2. és 3. dbrak, narancssarga), amely a
nukleotid-kotohelytdl tavol helyezkedik el.

ABC enzimekbdl [53-55] és ABC transzporterekbdl [56-59] szarmazé NBD
domének ATP jelenlétében stabil dimereket képeznek. E dimer szerkezetekben két

kompozit ATP-kotohely lathato, amelyeket az egyik NBD Walker szekvenciai és a masik
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3. abra: CFTR NBD1-NBD2 heterodimerjének szerkezeti modellje

Staphylococcus aureus baktérium adenozin 5'-(B,y-imido)-trifoszfat (AMP-PNP) Na* sojat koté
Sav1866 ABC exporterének kristalyszerkezete alapjan [60] (Protein Data Bank azonositészam: 2HYD) épitett
human CFTR homoldgiamodell NBD1-NBD2 heterodimere [61] a plazmamembran sikja fel6l nézve. Also
kompozit ATP-kotShely az 1-es, a fels6 a 2-es. NBD1 z6/d, NBD2 kék, AMP-PNP sdrga, Na* ionok (a Mg?*
ionok helyén) részaszin, Walker A motivum piros (NBD1 K464, NBD2 K1250 oldallancai palcikdk), Waker B
motivum sététkék (NBD1 D572 és S573, NBD2 D1370 és E1371 oldalldncai palcikak), signature szekvencia
narancssdrga (NBD1 S459, NBD2 S1347 oldallancai palcikdk), A-hurok lila (NBD1 W401, NBD2 Y1219
oldallancai palcikak), Q-hurok barna (NBD1 Q493, NBD2 Q1291 oldallancai palcikak), H-hurok cign (NBD1
S605, NBD2 H1402 oldallancai palcikak), D-hurok fekete.

NBD signature szekvencidja alkotnak. E negyedleges szerkezet élettani jelentdségét
funkcionalis vizsgalatok [62-66] és teljes ABC fehérje szerkezetek [60, 67-70] tamasztjak
alad. A dimerben a signature szekvencia konzervalt szerinjének B-oxigénje és a masodik
glicin a-nitrogénje hidrogén hidakat létesit a szemben kotott ATP y-foszfatjaval. A
signature szekvencia tehat a szemkozti NBD altal kotott nukleotid y foszfat szenzoranak
is tekinthetd, és mutacioi gatoljak a hidrolitikus aktivitast [62]. Az NBD dimer

kialakulasat kovetden a dimerizacios felszinek kozé bezart ATP elhasad, mely kétféle
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molekularis mechanizmussal magyarazhat6. Az altalanos bazis-katalizalt hidrolizis
elmélet szerint, a Walker B szekvencia C-terminalis végén talalhatd glutamat, mint
katalitikus karboxilat, negativ toltésével polarizalja a 3 és y foszfatok kozotti savanhidrid
kotést tamado viz molekulat [71]. A masik elképzelés a szubsztrat-asszisztalt katalizis,
amely szerint a viz molekulat a y foszfat negativ tdltése polarizalja [72]. A hidrolizist
kovetden a nukleotidktd zsebben maradd végtermék ADP kevésbé stabilizalja az NBD
szerkezetet. Ennek kovetkeztében az aldomének ATP-indukalta zarddasa fellazul, a
foszfat ion ledisszocial kotohelyérol, és az NBD dimer szétesik.

Az NBD-k a Q-hurok és a signature szekvencia kozotti variabilis szakaszukon
keresztiil 1épnek kapcsolatba a TMD-k “csatold hélix"-eivel (lasd 1.2.2. fejezet).
Feltehetden e région keresztiil terjednek at az NBD-k konformacidés mozgasai a TMD-
kre. A CFTR NBD1 doménjének ezen szakaszaban talalhato az 508-as fenilalanin,
amelynek delécioja — a tobb szaz ismert CF mutacio koziil — egyediil felelds a betegségek
kozel 90%-aért [73].

Az aszimmetrikus ABC fehérjéknek, tobbek kozott a CFTR-t is tartalmazo ABC-
C alcsalad tagjainak, két kompozit nukleotid-k6téhelye nem egyenértékii: az egyik
kotohely, az azt alkotd Walker B és signature szekvenciadk nem kanonikus mutacioi
kovetkeztében degeneralodott, és csokkent katalitikus aktivitassal rendelkezik, vagy el is
vesztette azt [74-81]. A CFTR esetében az NBD2 Walker motivumai és az NBDI
signature szekvencidja altal alkotott "2-es kotOhely" a kanonikus, katalitikusan aktiv
kotohely [141]. Az NBD1 Walker B glutamatjat egy szerin helyettesiti, és az NBD2
signature szekvenciaja is degeneralt (LSHGHK) (2. és 3. dbrdk), igy az altaluk alkotott
"1-es kot6hely" inaktiv [82, 83].

A CFTR NBD1 szerkezete [84-86] nagyon hasonl6 a tobbi transzporterbdl ismert
szerkezetekhez, azonban a tipikus motivumok mellett tartalmaz két egyedi szekvencia
szakaszt is: az N-terminalis vége kozelében, az els6 két B-redd kozott, egy egyedi
beékelddést (regulacios beékelddés, regulatory insertion, RI; 405-436-as aminosavak)
(2. dabra, zold) és a kanonikus C-terminalist kovetd hélix-loop-hélix motivumot
(regulacios toldalék, regulatory extension, RE, 639-670-es aminosavak) (2. dbra,
rozsaszin). E szakaszok neviiket a benniik talalhatdé PKA-szubsztrat szerinek (S422,
illetve S660 és S670) utan kaptak, amelyek feltételezett foszforilacidja hatassal lehet

mind a domén térszerkezetére, mind a csatorna kapuzasara.
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1.2.2 A transzmembran domének szerkezete

Az ABC exporterek TMD-i (4. A-B dbra, TMD1 sotétsziirke, TMD?2
vilagossziirke) éltalaban hat-hat transzmembran o-hélixet tartalmaznak, amelyek a
plazmamembranban dimert képezve kozrefogjak a szubsztrat transzlokéciods utvonalat.
Dimerizacidjuk részeként egy-egy intracellularis hurkuk keresztezi egymast és a
fehérjelanc atellenes felében talalhatd NBD-vel érintkezik (domain swapping). igy
mindkét TMD mindkét NBD-vel 6sszekottetésben all. Az intracellularis hurkok rovid a-
helikalis szakaszaikon, az un. csatold hélixeken (4. A-B dbra, lila) keresztiil érzékelik az
NBD-k konformaciovaltozasait és tovabbitjak azokat a TMD-k felé. Az NBD1 az els6
(TMD1) ¢és a negyedik (TMD2), az NBD2 a mésodik (TMDI1) és harmadik (TMD?2)
citoszolikus hurkok csatol6 hélixeivel all kapcsolatban [60, 69, 70, 87-95].

A transzporterek konformaciés ciklusa soran a TMD-k befele és kifele nézo
allapotok kozott alternalnak, biztositva a szubsztratkdtohely valtakozo elérhetdségét a
membran két oldala feldl, de egyszerre mindig csak az egyik kompartment iranyabol [96].
ABC exporterek "apo™ allapotaban az intracellularis oldal felé¢ nyitott kotdhely nagy
affinitassal koti a szubsztratot, majd az NBD-k ATP kotésére bekovetkezd dimerizacioja
kotohely affinitasa alacsony, és a szubsztrat disszocial. Ezt kovetéen az NBD dimer
szétesik, ¢s a TMD-k visszatérnek kiindulasi allapotukba. A ciklikus mukodés
egyiranyusagat az ATP hidrolizise biztositja (4. C dbra) [30, 31, 33, 34, 81, 97-99]. A
transzport sebességét a fehérje konformaciovaltozasi ciklusanak idétartama limitalja. A
fehérjék konformécidvaltozasai a ms-os iddskalan zajlanak, igy a transzporterek tipikus
atviteli sebessége ~102 - 10* s [100]. Az ABC transzporterek transzportciklusdhoz
szorosan kapcsolt katalitikus aktivitasuk. Ezek mért értékei (katalitikus sebességi allando,
Keat) alapjan (P-glikoprotein: 9.2 s [101]; BmrC/BmrD: 4.7 s [102]; TAP. 5 s [103])
feltételezhetd, hogy e transzporterek szubsztrat atviteli sebessége joval kisebb.

A CFTR két, hat-hat transzmembran o-hélixet tartalmazd, TMD-jének
pszeudoszimmetrikus dimere anionszelekiv ioncsatorna poérust képez a membranban. A
nyitott poruson keresztiili passziv ionvandorlds sebessége fliggetlen a fehérje lasst
konforméciovaltozasainak idOtartamatol, az az atjarhato, nyitott konformacidban toltott

1dovel aranyos. A nyitott péruson keresztiil a permedbilis ionok szabadon aramolhatnak
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4. abra: ABC transzporterek szerkezete és miik6dése

A, Thermotoga maritima baktériumbdl szarmazé TM287/288 heterodimer ABC exporter
kristalyszerkezete [87] (Protein Data Bank azonositdszam: 3QF4). Az aszimmetrikus NBD-k csak a nem kanonikus
kotéhelyen kotnek AMP-PNP-t. Az NBD dimer az 1-es kotShely kordil részlegesen, a 2-es kétéhely koril teljesen
szétnyilt. A csatolod hélixek egymastdl tavol helyezkednek el, TMD-k befele néz& konformaciodban alinak.

B, Staphylococcus aureus baktérium Sav1866 homodimer ABC exporterének kristalyszerkezete [60]
(Protein Data Bank azonositészam: 2HYD). A szoros dimert alkoté NBD-k érintkezési felllete két AMP-PNP-t zar
magaba. A csatold hélixek egymashoz kozelebb helyezkednek el, a TMD-k kifele néz& konformacidban allnak.

A-B, TMD1 sotétsziirke, TMD2 vildgosszirke, csatold hélixek lilak, NBD1 zold, NBD2 kék, AMP-PNP
sarga. Mindkét szerkezetben jol Iathaté az intracellularis hurkok keresztez6dése (domain swapping).

C, A szubsztrat (sotétzold kér) az intracellularis oldal fele néz6 TMD-k (sziirke téglalapok) nagy affinitasu
kotéhelyéhez kotédik (bal oldali fiiggbleges nyil), majd a TMD-k kifelé nyitott konformacidba billennek &t (felsé
vizszintes nyil). A kifele nyitott TMD-k alacsony affinitdsi kot6helyérél a szubsztrat disszocidl (jobb oldali
fliggéleges nyil), majd a TMD-k visszabillennek befele nyitott "nyugalmi" konformacidjukba (alsé vizszintes nyil).
Az elsGdleges aktiv transzporterekre jellemz&en, a konformacids ciklus egyiranylsagat nagy energidju kémiai
kotés hidrolizise szolgéltatja (k6zépen: ATP sdrga kér, ADP piros). A TM287/288 krisztalyszerkezet a bal, a

Sav1866 kristalyszerkezet a jobb oldali TMD konformacidkat szemlélteti. Plazmamembran: sdrga téglalap.
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elektrokémiai gradiensiik iranyaban. Igy az atviteli sebesség a 108 ion/s nagysagrendet is
elérheti. A kilonb6z6 ABC transzporterek kozott konzervalodott molekularis
mechanizmus alapjan feltételezhetd, hogy a kapuzasi ciklusa sordn a CFTR hasonlé
konforméaciovaltozasokon megy keresztiil, mint az ABC transzporterek szubsztrat
transzlokacios ciklusaik alatt. A CFTR-rel rokon bakterialis ABC exporterek
kristalyszerkezeteiben a szeparalt NBD-k befele (4. A dbra), mig a dimerizalt NBD-k
kifele (4. B dbra) néz6 TMD-kel tarsulnak. Mivel azonban a CFTR-ben a dimer
kialakulasa a porus megnyilasahoz, szétesése pedig annak zarodasahoz kapcsolt (lasd
1.2.4 fejezet), feltételezhetd, hogy a CFTR porusanak zart szerkezete a befele, nyitott
szerkezete a kifele néz6 TMD konformaciéval analog. A CFTR tehat valoszintileg egy
0si ABC transzporterbdl fejlodott ioncsatornava, a citoszolikus kapu elvesztése révén
[100, 104, 105].

A pérust alkotd pozicidk azonositasara a behelyettesitett cisztein elérhetOségi
modszer (substituted-cysteine accessibility method, SCAM) alkalmas: a vizsgalni kivant
pozicidba célzott mutacidval bevitt cisztein oldallanc tiol-reaktiv reagensekkel (pl.
metantioszulfonatok, MTS) torténd modosithatdosaga azonositja a fehérje vizzel érintkezd
feliiletén elhelyezkedd poziciokat [106]. A CFTR transzmembran (TM) a-hélixeinek
szisztematikus SCAM vizsgalatai négy hélix (TM1, TM6, TM11 és TM12) porusalkotd
szerepét igazoltak. A porus zart allapotaban intra- vagy extracellularisan alkalmazott
MTS reagensek egy tagas belso (5. és 6. A, B, C dbrak, sotétkék aminosavak) [107-115]
és egy szlikebb kiils6 (5. és 6. A, B, C dbrdk, piros és rozsaszin aminosavak) [108, 111,
113, 116-119] vesztibulumot azonositottak. A kettd kdzott a csatorna porusa besziikiil: az
ott elhelyezett cisztein oldallancok csak lassabban, vagy egyaltalan nem, érhetdk el a
viszonylag nagy méreti MTS reagensekkel. A négy porusképzé TM a-hélixnek e
szliklilet hatdraira esd pozicidiba paronként bevitt ciszteinek (K95C/1344C,
K95C/S1141C, 1344C/S1141C) réz-(11)-0-phenanthrolinnal vagy Cd?*-mal keresztbe
kothetok [120-122], bizonyitva, hogy a hélixek ezen szakaszai a csatornaban valoban egy
magassagban helyezkedhetnek el. A TM6 hélixnek a sziikiiletre esd szakaszdban
elhelyezett ciszteinek a citoszolikusan alkalmazott permeabilis tiol-reaktiv auro-cianattal
a csatorna csukott allapotaban is elérhetok egészen az 1344-es [115] (vagy S341-es [108])
pozicioig. Ugyanakkor az S341-es pozicio kiillonb6zé MTS reagensekkel kiviilrdl is

elérhet6 a csatorna mind nyitott, mind zart allapotaban [117]. Ezek alapjan a csatorna
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5. abra: A CFTR porust alkoté TM a-hélixek pozicidinak elérhetGsége intra- és extracellularisan
alkalmazott MTS reagensekkel.

A vizsgdlt, de MTS reagensekkel el nem érhetd pozicidkban taldlhaté aminosavak feketék, az
extracellularis oldal feldl elérhetd poziciokban Iévék pirosak. Az intracellularis oldal felSl elérheté poziciok
kozll s6tétkékek a csatorna zart dllapotdban is elérhetdk, vildgoskékek a csak nyitott dllapotdban elérhetdk;
ez utdbbiak kozul azok, amelyek az extracellularis oldal felél is elérhetéek rozsaszinek. A topoldgai térkép
szinkédolasa megegyezik az 1. dbrdéval: plazmamembran sdrga, TMD-k sziirkék, intracellularis hurkok fildk,

NBD1 zé/d, NBD2 kék, R-domén rozsaszin.

ATP éltal vezérelt kapuja a 341-344-es pozicidk magassagaban lehet. A sziikiilet
megnyilasakor az intracellularis vesztibulum mélyebb részén talalhatd pozicidk is
gyorsabban hozzaférhetdvé valnak (5. és 6. D, E, F dbrdk, vilagoskék aminosavak) [109,
110, 112, 113] egészen a zart allapotban kiviilrél is elérhetd poziciokig (5. és 6. D, E, F
abrdk, rozsaszin aminosavak) [108, 111, 114].

Az intra- (K98, R303, R353) [120, 123] és extracellularis (R104, R117, R334,
K335) [124, 125] vesztibulumok pozitiv t6ltésii aminosavainak elektrosztatikus hatasa

crer

sziikiilete kozelében, ami hozzajarul a porus anion szelektivitdsdhoz [126]. A Na*, K* és
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6. abra: A SCAM Kkisérletek eredményeinek Osszefoglalasa bakterialis ABC transzporter
szerkezetek alapjan épitett human CFTR homolégiamodellek TMD-in

CFTR homoldgiamodellek [61] (A, B és C) a CFTR csatorna zart konformacidjaval analdg, befele
néz8 TM287/288 heterodimer ABC exporter [87] (Protein Data Bank azonositdszam: 3QF4) (4. A dbra),
[60] (Protein Data Bank azonositdoszam: 2HYD) (4. B dbra), kristalyszerkezetei alapjan. Nézetek: a
plazmamembran sikjabol (A és D), az extracellularis oldal fel6l (B és E), illetve az NBD-k eltavolitdsa utén az
intracellularis oldal fel6l (C és F). Az NBD-kben kotott AMP-PNP sdrga, az intracelluldris hurkok
csatolohélixei lildk. ATMD-k 1., 6., 11. és 12. TM a-hélixeinek SCAM maddszerrel vizsgalt szakaszai kiemelve
lathatok. Az MTS reagensekkel el nem érhet6 aminosavak gerincei fekete szalagok. Az elérheté pozicidk
(térkitoltd dbrazolas) szinezése: az extracellularis oldal felsl elérheté poziciok, piros; az intracellularis oldal
fel6l a zart dllapotban is elérhet6k, sététkék; a csak nyitott allapotban elérhetdk, vildgoskék, utdbbiak kozul

az extracellularis oldalrél is elérhetéek, rozsaszin.
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Ca?* -szelektiv csatornak rendkiviili diszkrimin4cios képességéhez [127] képest, a CFTR,
a tobbi anioncsatorndhoz hasonldan [128], csak kis mértékben szelektal a kiilonb6zo
kisméretii anionok kozott [126, 129-133]. A kiilonb6z6 anionok iranti permeabilitisanak
(SCN™ > NO3 > Br > CI' > T > ClO; = formiat > HCO3 > F7) és vezetéképességének
(CI' > NOj3 =/> Br" >> formiat > HCO3 > F~ > SCN ™ = ClO;) 6sszehasonlitasa alapjan a
szelektivitas az un. liotrop szelektalo filter mechanizmussal magyarazhato [134], amelyet
az anion ¢s hidratburka, illetve az anion és a ,,filterben” 1évo kotohelye kozotti kotési
energiak viszonya hatdroz meg. A "kozmotrop" anionok nehezen veszitik el
hidratburkukat és ez gatolja 6ket abban, hogy beléphessenek a sziik ,,filterbe” (kicsi
permeabilitas, pl. F7). A "liotrop" anionok hidratacios energidja kicsi, ezek konnyen
dehidratalodnak, igy a tobbi aniont megeldzve (kiszoritva) 1éphetnek be a filterbe (nagy
permeabilitas, pl. SCN 7). Ez utobbi ionok azonban gyakran nehezebben disszocidlnak le
a kotohelyrdl, ,,beragadnak™ a porusba, igy sajat vezetoképességiik kicsi, és gatoljak a
tobbi ion athaladasat is (pl. SCN”, ClOy) [130]. Az evoltcid soran az anioncsatornak
szelekcios mechanizmusa a sejt leggyakoribb anionjanak, a kézepesen liotrop klorid

ionnak leghatékonyabb atjuttatdsara optimalizalddott.

1.2.3 A regulaciés domén és a foszforilaciofiiggd szabalyozas

Az €16 sejtek millimoléros citoszolikus ATP koncentracidja joval meghaladja a
csatorna ATP iranti latszolagos affinitasat (lasd 1.2.4 fejezet), igy az ATP nem lehet
fiziologias szabalyozo tényezdje a CFTR kapuzasanak. Az ABC transzporterekben az
NBD-k ATP hasitasi ciklusat a transzport szubsztrdt TMD-khez torténd kotddése
indukalja [32]. A CFTR esetében ezt a funkciot az NBD1 és TMD2 kozé beékelt, ~200
aminosavbol allo, regulacios (R) domén tolti be. Az R-domén nem mutat szekvencia
homologiat semmilyen eddig ismert fehérjével, és feltehetdleg nem rendelkezik jol
definialhaté harmadlagos szerkezettel [135]. Mintegy 650-550 milli6 éve a csatorna
funkcié megjelenésével kozel egy idében alakulhatott ki intron szekvenciakbol.
Szekvencidjanak tailnyomo részén nem érvényesiilt erds szelekcids nyomas, azonban a

benne talalhatd tobbségében dibazikus (R/K,R/K,X,S) PKA felismerési konszenzus

e
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A csatorna aktivitdsanak elofeltétele az R-domén konszenzus szerinjeinek
foszforilacidja [52, 137-142]. A PKA altal in vitro foszforilalhatd nyolc szerinbdl [142,
143] eddig hatrél bizonyitottak, hogy in vivo is foszforilalodik [144]. Az egyes
foszforilacids helyek funkcionalis szempontbdl redundénsak (egy vagy néhany szerin
alaninra torténd cseréje nem okoz latvanyos csokkenést a csatorna aktivitasban) [144-
146], ugyanakkor nagy szamuk biztositja a preciz szabalyozas lehetéségét: a csatornak
nyitvatartasi valdszintisége (open probability, Po) a foszforilaciéo sztochiometriajaval
nagyjabol aranyosan novekszik [99]. A foszforilacio kovetkeztében megvaltozik a domén
szerkezete (csokken az a-helikalis tartalom [147, 148]) és a poliakrilamid géleken
tapasztalhatd mobilitasa [142].

In vitro koriilmények kozott a PKA mellett szdmos mas szerin/treonin kindz is
foszforilalja az R domént, mint példaul a protein kinaz C [137, 143, 149, 150], protein
kindz G [143, 149, 151], a Ca?*-kalmodulin dependens protein kindz [143] és az
adenozin-monofoszfat(AMP)-aktivalt protein kinaz [152-155], azonban ezek élettani
szerepe a csatorna kapuzdsanak szabdlyozdsdban a mai napig nem egyértelmiien
tisztazott.

Izolalt membranos mérésekben a PKA elvonasat kovetden a CFTR csatornak
aktivitdsa gyorsan csokken, majd egy alacsonyabb szinten stabilizalodik. Az R-domén
membran-kotott protein foszfatazok (PP) altali részleges defoszforilacidjanak kdszonhetd
[156] Po csokkenés, a nyitott események atlagos élettartamanak felére rovidiilését, és a
zart események hosszanak kétszeresére nyulasat tiikr6zi [140, 157-159]. A legtobb izolalt
membran rendszerben ez a részlegesen defoszforilalt dllapot tobb tiz percen keresztiil igen
stabil marad [52, 140]. Valoszintileg, mint ahogy a konszenzus szekvenciakban 1évé
szerinek sem egyforman jo szubsztratjai a kiilonb6z0 kindzoknak, a foszfoszerineket sem
egyforma sebességgel defoszforilaljak a PP-k.

A CFTR aktivitasa 0sszességében az R-domén foszforilalt szerinjeinek szamaval
[142, 150] vagy a foszforilalhato szerinek helyére bevitt stabil negativ toltések (aszpartat
[146] vagy glutamat [160]) szamaval aranyosan fokozodik. Azonban a foszfoszerinek
hatésa csak részben utanozhatd bevitt stabil negativ toltésekkel, mert az ilyen mutans
csatornak maximalis Po-ja jelentés mértékben elmarad a foszforilalt vad tipusu (wild type,
WT) csatornakétol. Az S7T37A és az ST68A CFTR mutansok PKA iranti érzékenysége

megndvekedett, ami valdsziniisiti, hogy a 737-es és 768-as szerinek foszforilacidja gatld
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hatéssal van a csatorna aktivitasara [142, 154, 161]. Ezt a két szerint in vitro koriilmények
kozott foszforilalja az AMP-aktivalt protein kinaz, ami magyarazhatja ennek a kinaznak
a CFTR aktivitasat gatlo hatasat [153, 154]. Tehat az R-domén foszforilacioja a negativ
toltések felszaporodasabol fakado elektrosztatikus hatasnal komplexebb mechanizmussal
szabalyozza a csatorna mitkodését.

Prefoszforilalt WT CFTR csatorndk exogén, foszforildlatlan R-domén peptiddel
gatolhatok, és ez a gatlo hatds az exogén R-domén foszforilaciojaval megsziintethetd
[162]. A CFTR TMD1-NBDI1 és TMD2-NBD2 fehérjelancainak koexpressziojaval
eléallitott "vagott” AR CFTR csatorndk foszforilacid hianyaban is kozel fele akkora
maximalis Po-val kapuznak, mint a foszforilalt WT CFTR csatornak [140, 163, 164]. A
AR CFTR csatornak aktivitasa gatolhat6 foszforilalatlan [163], viszont kis mértékben
fokozhato prefoszforilalt [165, 166], exogén R-domén peptid alkalmazasaval. Hasonlo
koexpresszios kisérletek alapjan az NBD1 RI és RE szakaszainak eltavolitasa nem
befolyasolja a CFTR kapuzasanak szigort foszforilacio-fiiggését [141]. Tehat a CFTR
csatorna aktivitds foszforilacio-fiiggésének hatterében elsésorban a foszforildlatlan R
domén kapuzésra kifejtett gatlo, és csak kisebb mértékben, a foszforiladlt R domén
stimulalo hatasa 4ll.

A protein kindz vagy foszfataz kezelés hatasara a CFTR kapuzasi kinetikaja és
katalitikus aktivitasa parhuzamosan valtoznak [167], de az NBD-k ATP iranti affinitasa
fiiggetlen az R-domén foszforilacio fokatol [83, 168]. A foszforilalatlan R-domén tehat
nem az ATP kotés megakadalyozasaval vagy a kapuzasi és az NBD dimerizacios ciklus
szétkapcsolasaval fejti ki hatdsat, hanem az ATP kotést kdvetd, a porus megnyilasahoz
vezetd, NBD dimerizacios 1épést (részletekért lasd az 1.2.4 fejezetet) gatolja. A TMD-k
konformaciovaltozasainak és az NBD-k dimerizacios ciklusanak szoros kapcsoltsaga
miatt, a csatorna aktivitasanak ez a gatlasa a TMD-k vagy az NBD-k szintjén, de akar
parhuzamosan  mindkét helyen is  megvalosulhat.  Alacsony  felbontasu
krioelektronmikroszképos szerkezet valosziniisiti, hogy a CFTR defoszforilalt
allapotaban az R-domén a citoszolikus doménektdl egészen a TMD-kKig felnyulik [169].
Az izolalt R-domén helikalis szakaszain keresztiil kapcsolodik az NBD1-hez, mely
kapcsolat a helikalis szakaszok foszforilaciot kovetd letekeredésével megsziinik [148,
170]. A fehérjelanc kettévagasa az R-domén és a TMD2 kozott a nem-foszforilalt

csatornak gatoltsaganak jelentés oldasahoz vezet [140], ami valdszindsiti, hogy a
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nem-foszforilalt R-domén és a TM7 hélix kovalens kapcsoltsaga fontos a zart allapot
stabilizalasa szempontjabol. Az R-domén foszforilacidja mindenesetre jelentésen
csokkenti a nyitott és a zart allapotok kozotti szabadentalpia kiilonbséget, lehetévé téve

az ATP-fligg6 kapuzasi ciklus megindulasat.

1.2.4 Az ATP-fiiggd kapuzasi ciklus

A CFTR csatornak ATP koncentracio fiiggvényében abrazolt relativ drama a
Michaelis-Menten kinetikat koveti, 50 uM koriili latszolagos affinitassal [158, 171-173].
A telitési ATP koncentracio jelenlétében kapuzo egyetlen csatorna aramanak mérésekor
megfigyelhetd nyitott és zart események id6tartamainak eloszlasait maximum likelihood
modszerrel illesztve legalabb egy nyitott (open, O) és két, egymastol jol elkiiloniild, zart
allapot azonosithat6: a hosszabb (zart, closed, C) a masodperces, mig a rovidebb
(blokkolt, blocked, B) a 10 ms-os nagysagrendbe esik. Ezek alapjan a CFTR kapuzasa
els6 kozelitésben leirhatod a harom allapoti C < O = B modellel [158, 171, 173].

Az O ¢és a B allapotok kozotti sebességi allandok (ros és rso) fliggetlenek az ATP
koncentraciotdl, és mivel jelentGsen gyorsabbak, mint az roc, ezért a hosszu ¢élettartamu
C allapotbol megnyilt csatorna, miel6tt visszatérne a C allapotba, tipikusan néhanyszor
az O és a rovid ¢lettartamti B allapotok kozott ugral. Ez a folyamat, az ATP-vezérelt
"lasst kapuzastol” fiiggetlen "gyors kapuzas", melynek mechanizmusa eddig tisztazatlan.
A csak rovid zart események altal megszakitott nyitott események sorozatat burst-nek, a
hosszi zart eseményeket interburst-nek nevezzik. A CFTR ATP-fiiggd "lassu
kapuzasan" tehat a burst és interburst események valtakozasat értjiik [158, 171, 173].
Ezért az ATP-fiiggd lasst kapu nyitasi sebességi allandojat az atlagos interburst-hossz
reciprokaként (1/t;,), zarasi sebességi allandojat pedig az atlagos burst-hossz
reciprokaként (1/t},) definialjuk [158, 171, 173].

Az egyedi csatornak steady-state kapuzasakor megfigyelhetd atlagos burst-hossz
ATP koncentracio fliggetlen [140, 158, 171-173]. Mivel a CFTR csatornak ATP
hianyaban elhanyagolhat6 sebességgel nyilnak meg [158, 174, 175], ezért makroszkopos
CFTR é4ram ATP hirtelen elvonasat kovetd lecsengésének idéallandoja szintén az atlagos
burst-hosszt tiikrozi, de nulla szabad ATP koncentracié mellett. Ez az érték megegyezik

a telitési ATP jelenlétében mért steady-state értékkel [159], ami megerdsiti, hogy a burst-
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hosszak valoban fliggetlenek az ATP koncentraciotol, azaz, hogy a burst idétartama alatt
az ATP-kotéhelyek nem hozzaférhetoek.

A lassu kapu nyitasi sebessége az ATP koncentracio fiiggvénye, és egyediil felel6s
a nyitvatartasi valosziniiség ATP koncentracid fliggéséért. A kotott ATP-k B- és y-
foszfatjait stabilizald6 Walker A lizinek barmelyikének mutécidja (1-es kotohely: K464 A,
2-es kotohely: K1250A), vagy a Katalitikusan aktiv 2-es kotéhelyen a magnézium iont
koordinal6 Walker B aszpartat mutacidja (D1370N), csokkenti az ATP latszolagos
affinitasat: vagyis barmelyik kotéhely ATP telitettsége a csatorna megnyilasa
szempontjabol sebességmeghatarozéva tehetd. Tehat a csatorna hatékony megnyilasanak
elofeltétele mindkét kotéhely ATP kotése [158].

Mivel a nyitasi sebesség nem linearis, hanem telithet6 (hiperbolikus) fiiggvénye
az ATP koncentracionak, a pdrus megnyildsa nem lehet az ATP kotés kozvetlen
kovetkezménye [83]. Nukleotid bazisukban eltéré nukleotid analogok (ATP, GTP, ITP,
UTP, CTP) kiilonb6z6 maximalis nyitasi sebességet biztositanak [52, 83, 158], ami arra
utal, hogy a nyitasi konformaciovaltozas telitési koriilmények kozott sebesség-
meghatarozo 1épésének a nukleotid kotését kdvetden kell torténnie. E 1épés sebessége
szempontjabol a nukleotidok bazis természeténél is jelentdsebb a pirofoszfat lanc pontos
szerkezete, mert a perturbalt pirofoszfat lanccal rendelkez6 nukleotidok (AMP-PNP,
AMP-PCP, ATPYS) elenyészé maximalis nyitasi sebességet biztositanak [158].

A foszforiltranszfert katalizal6 enzimekben a szervetlen foszfat analogok, mint
példaul a vanadat (VO?{) [176, 177] vagy a berilium-trifluorid (BeFs) [178], az ATP
disztalis savanhidrid kotésének hidrolizisét kovetéen a nukleotid-kotéhelyen
visszamarado ADP-hez kotodnek, és a katalizis atmeneti allapotara hasonlito szerkezetet
stabilizalnak. Az ATP jelenlétében kapuzo WT CFTR citoszolikus felszinén alkalmazott
VOi' vagy BeFsz az ATPaz ciklust az ATP hasitas atmeneti allapotaban megakasztva a
csatornat annak nyitott allapotaban stabilizalja ("nyitvarekeszti™) [83, 171, 179]. Hasonlo
eredménnyel jar ATP és egy nem hidrolizalhaté nukleotid analog — AMP-PNP [83, 157,
158, 171, 180] vagy pirofoszfat [171, 181, 182] — egyiittes alkalmazasa is. Ezek szerint
az ATP hasitasi és a kapuzasi ciklus kapcsoltsdgban all egymassal, és az ATP hidrolizise
a csatorna bezarodasat segiti eld.

A CFTR két NBD-je nem csak aminosav szekvenciajukban (az NBD1 Walker

motivumai €s az NBD2 signature szekvenciaja nem kanonikus mutéciokat tartalmaznak),
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hanem funkcionalisan is kiilénboznek egymastol, mert a 32P-t tartalmazo fotoreaktiv
8-azido-ATP analogokkal végzett keresztkotéses kisérletekben eltéré modon jeldlédnek.
Alacsony, 5 pM-0s, koncentracioban alkalmazott 8-azido-[a?P]-ATP-vel csak az NBD1
jeldlhetd. VOZ' parhuzamos alkalmazasa az inkubaci6 soran jeldlhetové teszi az NBD2-
t, valamint mérsékelten fokozza az NBDI1 jelolhetdségét [183]. Magasabb, 20-100 uM-
0s 8-azido-[032P]-ATP-vel mar VO3 nélkiil is jeldlhetévé valik az NBD2 [82, 184]. De
mig az NBD1-hez kotott nukleotid ténylegesen ATP marad, addig az NBD2-hoz kotott
nukleotid elhidrolizal, ugyanis 8-azido-[y*?P]-ATP-vel csak az elébbi kitdhely jelolhetd
[82, 83]. Tovabba, mig az NBD2-bdl konnyen kimoshaté a radioaktiv izotoppal jeldlt
ligand, addig az NBD1 t6bbszori mosast kovetden is megtartja, és csak igen lassan, tobb
perces idéallandoval (t = 15 + 2 min), vesziti el a kotott 8-azido-[a*?P]-ATP-t. Ez az
idé4llando nagysagrendekkel hosszabb a 8-azido-[o*?P]-ATP-ben kapuzo CFTR csatorna
ciklusidejénél (tn + 7tib) [83]. Az ABC fehérjék konzervalt NBD-inek hidrolitikus
aktivitasa a pirofoszfat lancot stabilizalo Walker A lizin [185, 186], a magnézium iont
koordinalo Walker B aszpartat [185, 187, 188], vagy a katalitikus karboxilatként szolgalo
Walker B glutamat [65, 66, 189] oldallanc mutacidival nagy mértékben lassithatd vagy
megsziintethetd. A CFTR esetében az NBD2 e pozicidinak mutacioi (K1250A, D1370N
és E1371S/Q) — a VO3 -hoz és a nem hidrolizalhato ATP anal6gokhoz hasonldéan —
nyitvarekesztik a csatornat, mig az NBD1 homolog pozicidiban elhelyezett mutaciok
(K464A, D572N és S573E) nincsenek hatassal a burst-hosszra [158]. Ezen biokémiai és
elektrofiziologiai kisérletek alapjan megallapithato, hogy az 1-es kotOhely stabilan koti
az ATP-t, anélkiill hogy elhidrolizalna azt, valamint, hogy e kotdhely nukleotid-kotott
allapotanak élettartama ttlsagosan hosszu ahhoz, hogy megfeleltethetd legyen a CFTR
fiziologias kapuzasi ciklusanak egyes allapotaival. A kapuzasi konformaciovaltozasok
tehat a 2-es kotéhely gyors hidrolitikus ciklusahoz kotottek.

ATP és VO vagy BeFs egyiittes alkalmazasa esetén a WT MdIl1lp bakterialis
ABC transzporter (az eukariota sejtek antigénfeldolgozasdban szerepet jatsz6 TAP
bakterialis homologja) NBD-i ATP koncentracio-fiiggd modon stabil dimert alkotnak
[66]. A Walker B glutamat mutacioi miatt hidrolitikus aktivitasukat elvesztett bakterialis
ABC domének (MJ0796/E171Q, MJ1217/E179Q [65], MdI1p/E599Q [66], GIcV/E166Q
[58]) ATP jelenlétében szintén stabil dimereket alkotnak, amelyeket a dimer érintkezési
felszinén kotott ATP molekuléak tartanak 6ssze [56]. Mivel a CFTR NBD2-jének homolog
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mutacioi (E1371S/Q) a csatornat nyitvarekesztik, valoszintisithet6 volt, hogy a dimerizalt

crer

crer

oldallancai az ATP-t kotott NBD dimer kristalyszerkezetekben hidrogén hidat alkotnak,
amelyekben az arginin hidrogén donorként, mig a szerin vagy treonin hidrogén
akceptorként szolgal [56, 57]. Az ABC fehérjék evolucidja soran e poziciok aminosavai
nem egymastol fiiggetleniil, hanem k6zos evolicids nyomas alatt fejlodtek: a konzervalt
hidrogén hid megérzése érdekében hosszabb hidrogén donor oldallanccal (arginin)
szemben altalaban révidebb oldallanca akceptor (szerin vagy treonin), mig rovidebb
hidrogén donor oldallanccal (lizin) szemben hosszabb oldallancu akceptor (aszpartat)
talalhato [190].

A donor és akceptor atomok optimalis tavolsaganak megzavarasa — akar a donor
oldallanc roviditésével (R555K), akar az akceptor oldallinc meghosszabbitasaval
(T1246N) — megakadalyozza a hidrogén hid kialakulasat, az R555K-T1246N dupla
mutansban azonban a donor és akceptor atomok optimalis tavolsaga helyreall, lehetévé
téve a hidrogén hid kialakitasat. Ezen CFTR mutaciok ATP-fiiggd kapuzasra kifejtett
hatasainak a termodinamikai mutans ciklus moédszerrel (lasd 3.3.4 fejezet) torténd
elemzése igazolta, hogy az 555-6s és 1246-0s oldallancok a csatorna zart allapotaban nem
érintkeznek, nyitott allapotaban viszont hidrogén hid kapcsolja 6ket 6ssze, amely mar az
atmeneti allapotban kialakul [190]. Ezek a kisérletek tehat igazoltak, hogy a CFTR zart
pérusa disszocialt, nyitott porusa pedig dimerizalt NBD konformacioval tarsul, amit
tovabbi fliggetlen kisérletes megkozelitések is megerdsitettek. A NBD-k érintkezési
felszinein elhelyezett cisztein oldallancok a csatorna nyitott allapotdban nem, csak zart
allapotaban elérheték MTS-reagensek szamara [191]. A 2-es kotOhely szemkozti
felszinein elhelyezett szulfhidril csoportok (S549C, S1248C) Cu(Il)(o-fenantrolin)2-nal
torténd keresztkotése nyitott allapotba rekeszti a csatornat [192]. A CFTR nyitasi
1épésének atmeneti allapotat igen magas aktivacios entropia jellemzi, amit a dimerizalo
NBD-k érintkezési felszineirdl kiszoruld rendezett hirdatburkok megbomlasa
magyarazhat [193].

Az egyes fehérje régiok elmozduldsdnak iddbeli sorrendjét Osszehasonlitva a

CFTR megnyildsa mogott meghuzédd konformdécidvaltozas részletesen s
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feltérképezhet6. Az elmozdulasi sorrendek meghatdrozdsa azon alapul, hogy -
amennyiben a kapuzds mechanizmusa egyensulyi — a fehérje molekula kordn elmozdul6
régidinak mutacidi elsésorban a nyitasi, a késon elmozdulokéi a zarodasi sebességet
befolyasoljak [194-196]. Az egyensulyi kapuzast mutaté, nem-hidrolitikus D1370N
mutans hattérkonstrukcioban végzett kinetikai elemzések szerint a nyitasi atmeneti
allapotban a 2-es kotdhely Walker A motivumanak 1246-0s treoninja mar befejezte
mozgasat, a masodik csatold hélix 275-0s tirozinja éppen mozgasban van, a TM6 hélix
348-as metioninja azonban még nem mozdult ¢l [197]. Ezek alapjan egy a citoszolikus
oldal felél az extracellularis oldal felé terjedé konformacios hullam rajzolodik ki. Az
atmeneti allapotban — a korabban ismertetettekkel egybevagoan — az NBD dimer ugyan
mar kialakult, de a porus még zarva van. A CFTR lasst nyitasi sebességét okozo kiugréan
magas aktivacios szabadentalpia [193] az NBD és TMD doméneket 6sszekotd, az
atmeneti allapotban éppen mozgasban 1évd, csatolé hélixekben ébredé molekularis
fesziilésként értelmezhetd.

A nyitott CFTR zarodasa két egymastol eltérd utvonalon keresztiil mehet végbe
zarodasa (k-1 sebességi allandd) a megnyilassal azonos kinetikai utvonalon, de azzal
ellentétes iranyban lejatszodo folyamat. Ebben az esetben a zart (C1) és nyitott (O1)
allapotok egymassal termodinamikai egyenstlyra torekszenek. Ezt a torekvést zavarja
meg a masik utvonal, amely két egymast kdvetd irreverzibilis 1épés lancolata. A nyitott
csatornaban a 2-es kotohelyen bezart ATP hidrolizise (O1 — O2) destabilizalja az NBD
dimert, és ezzel gyorsitja a dimer szétesését (O2 — C»). Ilyenkor a csatorna a megnyilastol
fliggetlen, attol eltérd kinetikai utvonalon keresztiil zarodik be. A kétféle zarodas
sebességének viszonya hatarozza meg.

Miutan az ATP hidrolizis sebességéhez képest (kkaicrrr) = 0.5-1 571 [167]) az igen
steady-state koriilmények kozott a WT CFTR csatorna a termodinamikai egyensulytol
tavol kapuzik. Ezt valosziniisitik, hogy a CFTR kapuzasanak ciklusideje kozel
megegyezik a biokémiai mérésekben meghatarozott ATPaz aktivitassal [167], tovabba,
hogy alacsony frekvencian sziirt CFTR aram regisztratumokon a burst-6kon beliil két

eltéré vezetdképességli allapot kiilonithetd el, amelyek a mikroszkopikus reverzibilitas
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Scheme 2 (non-equilibrium full model)

7. abra: WT CFTR csatornak burst eloszlasa igazolja a ciklikus kapuzasi sémat [159]

A, 2 mM ATP-ben kapuzd egyedi WT CFTR csatorna reprezentativ drama (fent) és 1441 burst
esemény id6tartamainak eloszlasat szemléltetd hisztogram. A kapott eloszlas egyensulyi (B panel, 1-es
séma), illetve ciklikus (B panel, 2-es séma; k1 nulldra rogzitve) modell szerinti maximum likelihood
illesztéseinek eredményét a pontozott kék, illetve folytonos piros gérbe szemlélteti. A ciklikus modell
illesztett paraméterei piros szamokkal feltiintetve.

B, Az A panelen vizsgalt burst-hossz eloszlas maximum likelihood illesztéséhez hasznalt egyensulyi
(1-es séma, kék pontozott vonallal bekeretezve) és ciklikus kapuzdsi modell (2-es séma) sematikus abraja,
amely megkulonbozteti a 2-es kotéhelyben ATP-t (C1 és O1 allapotok, felsé sor) és ADP-t (C2 és Oz allapotok,
alsoé sor) kotd zart és nyitott allapotokat. Sdrga, plazmamembran; sziirke, TMD-k; z6ld, NBD1; kék, NBD2;

sdrga, ATP; piros, ADP.

szabalyait megsértve szigortan egyféle sorrendben kovetik egymast; a kétféle nyitott
konformacio kozotti atmenet szorosan kapcsolt a 2-es kotdhelyben kotott ATP
hidroliziséhez [198, 199]. A linearis, egyensulyi és a ciklikus, nem egyensulyi kapuzasi
modellek egyértelmiien elkiilonithetok egyedi csatornas mérések burst analizisével, azaz
a burst-hosszok eloszlasanak a kiilonbozo, feltételezett kapuzasi modellekkel torténd
maximum likelihood illesztésével [200, 201] (lasd 3.3.3 fejezet).

A WT CFTR kapuzasanak egyensulyi C = O modellje (7. B dbra, kék pontozott
vonallal bekeretezve) [202, 203] egyszerii exponencialis burst-hossz eloszlast (7. A dbra,
kék szaggatott vonal), mig az irreverzibilis, ciklikus kapuzasi modell (7. B dbra) két

komponensii csucsos eloszlast josol, amelynek egyik komponense negativ eldjela
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(7. A dbra, piros folytonos vonal). Az utobbi modell szignifikansan jobban illeszkedik a
WT CFTR csatornak burst eloszlasara [159], és az illesztés segitségével becsiilhetdk a k1
és ko sebességi allandok. A k.1 sebességi allandd hozzavetbleges becslésére alkalmas
modellt kinalnak az ATP hidrolizisre képtelen mutansok. A kiilonb6z6 nem-hidrolitikus
mutansok makroszkopos zarddasi sebességei ugyan jelentés mértékben eltérhetnek
egymastol (0.03-0.5 s?), azonban mindenképpen l1ényegesen kissebbek a hidrolitikus
itvonal O1 — O 1épésének sebességénél (ki~4 s2) (7. A dbra). Ezek alapjan a WT CFTR
burst-jeinek talnyomo tobbsége ATP hidrolizissel végzodik.

Bizonyos mutaciokrol és farmakoldgiai modulatorokrdl feltételezik, hogy
megbonthatjak a hidrolitikus és kapuzasi ciklusok WT csatorndkban fennallo
kapcsoltsagat. A K464A mutéacio6 a ki sebességi allando csokkentésével és a k-1 allando
novelésével kb. 20%-ra, a nem-hidrolitikus mutaciok (ki = 0) pedig 0%-ra, csokkentik a
hidrolizissel végz6d6 burst-0k aranyat [159]. Tovabba, a W401F mutaciorol [182] és az
ivacaftorrol [204] is leirtak, hogy ATP koncentracio-fiiggd modon a burst-0k
meghosszabbodasahoz vezethetnek. Ennek alapjan feltételezték, hogy ezen esetekben a
2-es kotdhelyen a hidrolizis végtermék ADP jabb ATP-re torténd kicserelddése a porus
bezarddasa nélkiil is végbemehet ("reentry ciklus"), igy egy burst alatt tobb mint egy ATP
molekula kétése és hidrolizise is lehetséges [205].

Abiokémiai mérésekbdl ismert [82, 83] ATP-kotéhelyek kozti kiilonbségek eltérd
affinitasa ATP analdégok (N°-(2-feniletil)-adenozin-trifoszfat (P-ATP) vs. ATP)
kicserélddési sebességeinek elektrofizioldgiai nyomonkovetésével is megerdsitést
nyertek [206]. A nagy affinitasu P-ATP analdg gyorsitja a nyitasi, és csokkenti a zarodasi
sebességet, azonban a kadoldat ATP-jének hirtelen P-ATP-re torténd kicserélésekor e két
hatas eltéré id6allandoval jelenik meg. A nyitasi sebesség a nukleotidok kicserélését
kovetden azonnal megnd, valdszinlileg a 2-es kotdhelyen torténd gyors nukleotid
kicserélddés kovetkeztében. A burst-6k megnyulasa azonban csak ~50 masodperces
késéssel észlelhetd. Ez a késés valdszintileg a degeneralt 1-es kdtéhely lassabb nukleotid
cseréjét tiikrozi. Az 1-es kot6helyen kotott nukleotid e lassu kicserélddésének sebességét
nem csak az NBD1 A-hurok konzervalt aromas oldallancanak, hanem a kompozit
kotéhely masik felét alkoto NBD2 signature szekvenciajanak mutéacioi is befolyasoljak.
Miutdn ez utdébbi motivum csak a zart dimerben 1ép kolcsonhatasba az ott kotott

nukleotiddal, feltételezhetd, hogy a poérus zardédasakor az NBD dimer csak részlegesen
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nyilik szét, és az 1-es kotohely szamos kapuzasi cikluson keresztiil intakt, zart allapotban
marad. Ezt az elképzelést alatamasztja az 1-es kotdhely szemkozti felszinein talalhato
aminosavak kolcsonhatasi energiainak valtozatlansaga is a kapuzasi ciklus soran [207].
Ugyanakkor a degeneralt kotéhely valamiképpen mégis szerepet kell hogy jatszon a
kapuzas energetikajaban, tekintettel arra, hogy kiilonféle perturbacioi — pl. a K464A
mutédcié vagy P-ATP kotddése ATP helyett (lasd fent), illetve az NBD2 signature
szekvencia mutacioi — jelentds hatassal vannak a kapuzas kinetikajara.

A WT CFTR csatorndk az ATP-vezérelt kapuzasi ciklus mellett rendkiviil ritkan
ATP hianyaban is megnyilnak [158, 174, 175]. Ennek a "spontan" kapuzasnak egyelére
ismeretlen a molekularis mechanizmusa. A folyamat megértése tobb szempontbol is
jelentds lenne. Egyrészt, amennyiben a spontan nyitdsok az NBD dimer kialakulasatol
fiiggetlentil jonnek létre, ez alatdmasztand a szoros NBD-TMD csatolast megkérddjelezd
u.n. "allosztérikus" kapuzasi modelleket, amelyek csak energetikai csatolast feltételeznek
ezen domének mozgasai kozott [208, 209]. Masrészt, a viszonylag gyakori G551D CF
mutacid kovetkeztében a csatorndknak csak ez a spontan kapuzasa maradt meg [210],
amit a terapiasan alkalmazott ivacaftor drog [211, 212] — csakugy, mint a WT [204] és
szamos mas CF-t okozd mutaciot tartalmazo [213] csatorna esetében az ATP-fiiggd
kapuzast is — jelentés mértékben stimulal [214]. A spontan kapuzas vizsgalatat eddig
korlatozta annak elenyészden alacsony nyitvatartasi valdszintisége, amely til alacsony
ahhoz, hogy megbizhatban mérheté legyen. Azonban egyes pontmutaciok, mint pl. a
TM6 hélix intracellularis hataran elhelyezkedd 355-0s prolin és a harmadik intracellularis
hurokban (a TMS8 ¢és TM9 hélixek kozott) talalhato 978-as lizin mutéacidi (P355A és
K978C) [215, 216] nemcsak jelentds mértékben ndvelik a csatornak spontan aktivitasat,

de hatasaik additivnak is bizonyultak [216].
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2 Célkitiizések

2.1 A spontan porusnyitdsok mechanizmusanak vizsgalata

A WT CFTR csatornak, az ATP-vezérelt kapuzasi ciklus mellett, rendkiviil ritkan
ATP hianyaban is megnyilnak [175] (8. a dbra). Azonban az ennek hatterében allo
molekularis mechanizmus ismeretlen. Kisérleteink elsddleges célja volt meghatarozni,
hogy ezen spontan megnyilasok, az ATP-fiiggd aktivitishoz hasonléan, az NBD-k

dimerizaciojahoz kapcsoltak, vagy attol fiiggetlen események (8. b dbra).

2.2 A degeneralt ATP-kotéhely kapuzashoz kapcsolt konformaciovaltozasainak

vizsgalata

Annak ellenére, hogy az 1-es ATP-kotohely érintkezési felszinei feltételezhetden
szamos kapuzasi cikluson keresztiil zarva maradnak [206, 207], e kot6hely valamiképpen
mégis szerepet kell hogy jatszon a kapuzas energetikajaban, mert perturbacioi jelentds
mértékben befolyasoljak azt. Az 1-es kotéhely NBD1 fel6li oldalan elhelyezett K464A
mutaciorol részletesen ismert, hogyan befolyasolja a kapuzas kinetikajat [159]. Azonban
a kotéhely masik oldalat alkoto NBD2 signature szekvenciaban elhelyezett H1348A
mutacionak (13. B-D dbra) [207], illetve a kotdhelybe zart ligand szerkezeti
perturbacidjanak (P-ATP, ATP helyett) (12. E-G dbra) [206], zarodast lassitd
mechanizmusai ismeretlenek. Célunk volt, hogy betekintést nyerjiink ezen két utobbi
perturbacionak a csatorna energetikajara Kkifejtett hatasaiba, és ezeken keresztiil
kovetkeztethessiink arra, mely kapuzasi lépések jarnak egyiitt az 1l-es kotShely

mozgasaival.
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3 Maédszerek

3.1 Molekularis biologia

A human WT CFTR-t pGEMHE bakterialis vektorba klonoztuk [217]. A
sziikséges pontmutaciokat a Stratagene QuikChange Kit-tel, a forgalmazoéi eldirasokat
kovetve hoztuk 1étre. Az elkészitett konstruktok genetikai kodjat teljes szekvendldssal
(LGC Genomics) ellendriztik. A plazmidokat Nhel restrikciés endonukleazzal
linearizaltuk, majd in vitro transzkripciéval (Ambion, mMessage mMachine Kit, T7
polimeraz (Applied Biosystems)) allitottunk el cRNS-t, amit felhasznalasig -80 °C-on

taroltunk.

3.2 Elektrofiziologia

3.2.1 Xenopus laevis petesejtek preparalasa és injektalasa

A mérésekhez felhasznalt petesejteket Dél-Afrikai karmosbéka (Xenopus laevis)
petefészek-lebenyébdl kollagenazos (Gibco Collagenase Type I) emésztéssel izolaltuk
[217]. Az izolalt petesejteket 82 mM NaCl-t, 2 mM KCI-t, 1 mM MgClz-t, 5 mM HEPES-
t (pH NaOH-val 7.5-re beallitva), 1.8 mM CaCl>-t és 50 pg/ml gentamicin-szulfatot
tartalmazd béka-Ringer oldatban 18°C-on taroltuk. Az egyedi-csatornds vagy
makroszkopos méréseknek megfelel expresszids szint eléréséhez a petesejteket 0.1-10
ng CFTR cRNS-sel injektaltuk, és a méréseket 1-3 napos 18 °C-os inkubacid utan

végeztiink.

3.2.2 Izolalt membrénos inside-out patch clamp mérések

A petesejtek membran ioncsatorna dramait a sejthartya és az 1.5-4 MQ ellenallasu
boroszilikat kapillaris kozotti tobb szaz GQ-os ellenallas kialakulasa utan kiszakitott
membranfoltokbdl vezettiik el. A pipetta oldat 136 mM N-metil-D-glukamin(NMDG)-
kloridot, 2 mM MgCl,-t és 5 mM HEPES-t tartalmazott (opH NMDG-vel 7.4-re beallitva).
A patch pipetta hegyét, a membranfolt kiszakitasat kovetéen, a folyamatosan aramlo

kadoldatba meritettiik. A kadoldat 134 mM NMDG-CI-t, 2 mM MgCl-t, 5 mM HEPES-
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t és 0.5 mM EGTA-t (pH NMDG-vel 7.1-re beallitva) tartalmazott. A K978C mutacot
tartalmazé mérésekhez, a cisztein oxidacidjat megelézendd, a kadoldatot tovabbi 3 mM
ditiotreitollal egészitettiik ki. A 2 mM, vagy a K1250A mutaciot tartalmazé csatornak
esetében 10 mM MgATP-t (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 oldatokat a -20 °C-on tarolt 400
mM-os vizes torzsoldat (pH NMDG-vel 7.1-re beallitva) higitasaval allitottuk el6. A
P-ATP Na' sojanak 10 mM-os vizes torzsoldatat (Biolog LSI) -80 °C-on taroltuk és 10
uM-os, vagy a K1250A mutans esetében 50 pM-os végkoncentracidoban alkalmaztuk. A
mérések megkezdésekor a CFTR csatorndkat a citoszolikus felszinen alkalmazott 300
nM, marha szivbél szarmazdé PKA katalitikus alegységének (Sigma-Aldrich) egy-két
perces alkalmazasédval foszforilaltuk. A kinaz elvonasat kovetden a csatornak részlegesen
defoszforilalodnak, és ez az allapot azutan tobb tiz percen keresztiil stabil marad [140].
Kisérleteinket ezeken a részlegesen defoszforilalt csatornakon végeztik. Szamitogép-
vezérelt szelepek (Heka) segitségével 20-50 ms-os idéallandoval tudtuk megvaltoztatni a
kadoldat 6sszetételét. Méréseinket 25 + 1 °C-on végeztiik. Az aramokat 2 kHz-en sziirtiik
(Axopatch 200B, Molecular Devices) és 10 kHz-en digitalizaltuk (Digidata 1322A,
Pclampl10, Molecular Devices). Az egyedi-csatornas méréseket +80 mV-0s pipetta
potencialon (Vm = -80 mV) mértiik. Mivel a CFTR kapuzéasa kozel fiiggetlen az
alkalmazott fesziiltségt6l [218], a makroszkopos aramokat -20 és -80 mV kozotti
membranpotencialokon meértiik.

A P355A-K978C CFTR csatorndk makroszkdpos dramai esetén az alapvonal
megallapitasara a kadoldat klorid tartalmat tobb alkalommal, révid idére glilkonattal
helyettesitettiik (8. ¢ dbra, piros savok). llyen koriilmények kozott -80 mV-on nem
¢észlelhetd CFTR aram (9. dbra, fesziiltség-aram fiiggvény). A spontan aktivitas kinetikai
elemzését néhany aktiv csatornat tartalmazd6 membranfoltokon végeztik. A
membranfoltokban taldlhat6 aktiv csatornak szamanak megallapitdsara a teszt periodus
el6tt és utan ~2.5 perc idotartamokra 2 mM ATP-t alkalmaztunk, ami magas nyitvatartasi
valoszintiséget eredményezett (10. és 11. dbrdk; Po ATP jelenlétében). Mivel az 1-es
kotéhely ATP elvondst kovetden lassabban vesziti el kotott nukleotidjat, a ~5 perc
idStartamu tesztszakasz elsé 1-1.5 percét nem hasznaltuk fel kinetikai elemzésre. Az

elemzés kezddpontjat minden mérés esetében egyedileg allapitottuk meg.
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3.3 Adatelemzés
3.3.1 Makroszkdpos mérések kiértékelése
3.3.1.1 Aramlecsengések exponencialis illesztése

A makroszkdpos zarodasi sebességet az ilyen aram nukleotid elvonasat kovetd
lecsengési idéallanddjanak inverzeként definidltuk, és egyszerli exponencidlis
illesztésével (nem-linedaris legkisebb négyzetek modszere, pClamp10) hataroztuk meg. A
nem-hidrolitikus mutéaciokat (K1250A vagy E1371S) tartalmaz6 csatornak nukleotid

elvonast kovetd lecsengései gyakran jobban illeszthetdk dupla exponencidlissal

t t
(14. dbra): 1(t)=Iy(A;-e 1+(1-Ay)e2). Az ilyen esetekben két burst populicid

parhuzamos jelenléte feltételezhetd, amelyek atlagos burst-hossza (t*), a t*=

T1'T2
(A1 1at+AyTy)

definialhaté [207].

egyenlettel szamithato; ennek alapjan az atlagos zarodasi sebesség t—*-kent

3.3.1.2 Fesziiltség-aram diagramok illesztése a Goldman-Hodgkin-Katz egyenlettel

Az aszimmetrikus ionkdrnyezetben -80 és +80 mV kozott mért, +80 mV-ra

normalt mérési pontokat a Goldman-Hodgkin-Katz aram egyenlettel illesztettiik:

zF-Viy
Gl PGrel-[C1] € RT 22 F? . el .
f=K-V, (Gl;Pe I[Z.;%l: ), ahol K= %, pci a CI' permeabilitasa (?), Z az ion
le RT

értékiisége, F a Faraday-allandd (96 500 %), Vi a membranpotencial (V), R az
egyetemes gizdllandd (8.314 ——). T az abszolut homérséklet (K), [G]i az
ol

intracellularisan alkalmazott giikonat koncentracioja (mT), [Cl]o az extracellularisan

alkalmazott klorid koncentracidja (%) és parel a glitkonat klorid ionokhoz viszonyitott

relativ permeabilitasa.
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3.3.1.3 Koncentracio-hatas diagramok illesztése a Michaelis-Menten egyenlettel

A kiilonbozd aktivaléd ligandok dozis-hatas 0sszefiiggéseit a Michaelis-Menten-

. e (L]
egyenlettel illesztettiik: Lo LK’

ahol [L] a ligand koncentracioja, Il[—L] az adott ligand

max

koncentracio altal kivaltott relativ d&ram ¢és K a ligand latsz6lagos affinitasa.

3.3.2 Steady-state mikroszkopikus mérések kinetikai elemzése

Az elemzend0 szakaszokat 50 Hz-es szlrés ¢s alapvonal korrekciéo utan
félamplitaddo modszerrel idealizaltuk, azaz eldallitottuk a kapuzasi események idében
rendezett listajat, amelyben egy "eseményt" egy adott vezetési szinten megszakitas nélkiil
eltoltott periddus jelent, és az esemény sordn egyidejlileg nyitva tartd csatornak szdma

("vezetési szint", level, 1) és iddtartama (t, time) jellemez; egy k szamu eseményt

tartalmazo eseménylista formaja: Iy,t1; Io,t2; I3,t3 ... Ik,tx. Ezen eseménylistabol szamoltuk
k
. , . s Rl P PR .. .y
a nyitvatartasi valdszintséget, a P,= Z‘Nl—Tt Osszefiiggés alapjan, ahol N a

membranfoltban jelenlevé aktiv csatornak szama és T az elemzett szakasz teljes
idotartama. Mivel a regisztratumokon jol elkiilonithet6 egy rovid (~10 ms) és egy hossza
(>1 s) élettartamu zart esemény populacid, a kapuzasi kinetikai parmétereket a zart-
nyitott-blokkolt (C-O-B) kapuzasi séma illesztésével hataroztuk meg. E célbdl az egyes
vezetési szintekhez tartozd események idOtartamainak hisztogramjait egyiittesen
illesztettiik a fenti séméhoz maximum likelihood mddszerrel: a 6 ms-nal rovidebb
események ki lettek zarva az elemzésbdl, hogy a sziird holtideje ne torzitsa az illesztést.

A Kapott rco, roc, fos, s rso mikroszkopikus sebességi allandokbol az atlagos burst- és

. 1 . 1. . s , .
interburst-hosszak a 1, = (r—) : (1+ IO—B) €8 Tjp = — Osszefliggések alapjan hatarozhatok
oC BO CcO

s g g . L, 1 . .,
meg. A nyitasi €s zarasi sebességeket — és — formaban definialtuk.
Tib Tb

3.3.3 Egyedi-csatornas mérések burst idétartam eloszlasainak elemzése

A tobb csatornat tartalmaz6 steady-state mikroszkdpos mérések csak a burst-6k
atlagos id6tartamardl nyudjtanak informaciot, az idotartamok eloszlasarol azonban nem.

Ez utobbi csak egyetlen aktiv csatornat tartalmazé membranfoltokban vizsgalhato.
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Egyetlen aktiv csatorna aramregisztratumabodl szarmazo eseménylistakban a Jackson és
munkatarsainak moédszerével [219] definialt kiiszob értéknél (“cutoff”) rovidebb zart
eseményeket kitoroltiik, azaz az ilyen események ¢és az azokat koriilvevd nyitott
események idOtartamait egyetlen nyitott eseménybe olvasztottuk. Az ilyen moddszerrel
elkiilonitett burst-0k tartozkodasi id6 eloszlasait egyszerii exponencialis (19. A-B dbra,
kék pontozott vonalak) eloszlassal vagy a 19. C abrdn lathato ciklikus modellel (19. A-B
dbra, piros folytonos vonalak; k1 O-ra rogzitve) illesztettiik, a maximum likelihood
modszerrel [200]. A 12 ms-nal rovidebb eseményeket kizartuk az elemzésbol. A burst-

hossz eloszlasoknak a két illesztett modell szerinti valoszinliség slriiség

ki ko

figgvényei: f(k,t) =k-e*t és f(k.kp,t) = (k ”
2°K]

)-(e'kl't-e‘kﬂ). A két modellnek a

kisérletes eredményekre valo illeszkedését a log-likelihood ratio teszt segitségével

hasonlitottuk dssze [201].
3.3.4 Termodinamikai mutans ciklus analizis

A kivélasztott pozicid parok kdlcsonhatdsi energidiban a kapuzasi ciklus egyes
lépései soran bekovetkezd valtozdsokat mutans ciklus analizis segitségével vizsgaltuk.
Egy fehérje A és B allapotai kozotti konformaciovaltozas soran az X és Y aminosavak
kozotti  energetikai  kapcsoltsagot (kOlcsonhatasi energia valtozast, AAGin) Ugy
definidljuk, mint a mutans ciklus két parhuzamos oldalén, azaz az X és X’ hatterekben, a
fehérje B allapotanak A allapotdhoz képesti stabilitdsdban az Y — Y’ mutéci6 hatdsara
bekovetkez6 valtozasok (AAG) kiilonbségét. Pl.:

AAG,, = AAGOXYXY) _ AAGOXY2XY) = AAGOXY XYY _ AAGORY=XY)

Ha az A ¢és B allapotok a fehérje stabil alapallapotai, akkor a B allapotnak az A

allapothoz viszonyitott relativ stabilitaisa az egyenstlyi allandobol (Keq) mint
AGy , =—KTInK_ . Szamithat6 (ahol k a Boltzmann allando, T az abszoliit hémérséklet),
igy

AAGROY XY = AGRAY) —AGRRY = kT In(K_ (X'Y )/ K_ (X'Y)), és

AAGROY ) = AGOY) — AGRY = KT In(K_ (XY)/ K_, (XY)).
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Ioncsatorndk esetében ilyen stabil alapallapotok lehetnek a zéart és a nyitott

konformaciok. Ebben az esetben, az egyensulyi allandoé a nyitvatartasi valoszinliségbdl
szamithato: Ke,= 11-)_1:0 (11. h dbra).

A—T! 5B, konformaciovaltozas soran, ahol T+ az atmeneti allapot, az X és az Y
csoportok kozotti kapcsoltsagban az A—T* dtmenet soran bekdvetkezd valtozasai is
vizsgalhatok. Ilyenkor a mutacidknak az aktivacios szabadentalpiagat magassagara

kifejtett hatasai a reakcidsebességi allandok relativ valtozasaibol, az egyensulyi allando

esetében latottakkal analog médon, szamolhatok:
AAGIE YY) = KT In (r X'Y)/r, (X' Y))
AAGIX ™) = KT In ( r.(XY")/r, (XY)) :

ahol aras az A és B allapotok kozotti sebességi allando, pl., ioncsatornak esetében

a nyitasi (rco) ¢s zarasi (roc) sebességi allandok. Az energetikai kapcsoltség ebben az

crer

mutans ciklus két parhuzamos oldalan kifejtett hatasainak kiilonbsége (11. i-j dbra).
A AAG értékeket atlag + standard hiba (standard error of the mean, SEM)

formaban adtuk meg. A AAG® értékek esetén a SEM a kovetkez6képpen hatarozhatd meg.
A AAG értékek két fiiggetlen valosziniiségi véltozo, u és v, AAG =kTIn(u/v) alaku
figgvényei, ahol u és v két szerkezetileg kiilonboz6 csatorna egy adott kapuzasi
paramétere (Kegq, co, vagy roc). Feltételezve, hogy u és v normal eloszlastiak m (my, my)
atlaggal és o® (o7, o) variancidval, az In(u/v) variancidja az aldbbiak szerint
szdmolhat6:

_(u_mu )2 (V m, ) (u_mu)z _(V_mv)2

var (In(u/v)) I J. 2(uv)-—-e > .e ** dudv- I j (u/v)- 21 e 2 e 2% dudv
—0d—0 Vid

Ezen integralok analitikus formaban nem 4llithatok eld, de az In(u/v) és In*(u/v)

fliggvények az (my, my) vektor koriil hatvanysorba fejtheték. A masodrendii kozelitd

fliggvényeket behelyettesitve az integralds elvégezhetd, ¢és a kovetkezd kozelitést adja:

2 2 2 2 4 4
var(ln(u/v))z&+%+1.ﬂ.ﬂ_£[ﬂ+ﬂJ
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A masodrendii kozelitések mindaddig elfogadhatoak, amig oy << my €s ov << my;

0x=0.2my és oy=0.2my esetén az In (u/ V) variancidjanak fenti kozelitése még viszonylag
pontos, igy a var (AAG%_ A) értekeket ezzel becsiiltiik. Mivel az egyes csatorna parokon

elvégzett kisérletek paronként hasonldé szamuak voltak (pl., nxy = nxy), a SEM

szamitasdhoz azok étlagat hasznaltuk. SEM (AAG%(_Y”XY')) = \/var(AAGg(_iY”XY'))/ﬁ ,

ahol M =(nyy, +Nyy.)/2.
Az energetikai kapcsoltsdg variancidjat az aldbbiak szerint szamoltuk:

var (AAG.

int

)= var (AAG QXY =XY) ) +var (AAG%‘_Z&Y_’XY') ) Mivel a ciklus négy sarkat

alkoto csatorna konstrukcidkon kozel azonos szamban végeztiik el a kisérleteket (Nxy =

Nxy'= Nxy = Nxy'), az energetikai kapcsoltsag SEM értékét az alabbiak szerint szamoltuk:

SEM (AAG,

) = \/var(AAGim) /T, ahol M =(Ny, +Nyy +Nyy +Nyy )/ 4.

A fenti mutans ciklusokkal nyerhetd AAGint értékeket hagyomanyosan ugy
értelmezik, hogy azok a WT molekuldaban az X és Y poziciok kozotti kémiai kotés
energidjaban bedlld valtozast mérik, mikdzben a molekula az A-bdl a B éllapotba, vagy
egy alapallapotbol a T+ dtmeneti 4llapotba 1ép. Ez az értelmezés feltételezi, hogy a WT-
ban a két pozicid kozott fennalld kdlcsonhatds mind az egyszeres mutansokban, mind a
dupla mutansban megszlinik (ez jogos feltételezés pl. az oldallancok eltavolitasakor)
[220]. Ha azonban a poziciok kozotti interakcio az X’Y” dupla mutansban helyreall, akkor
a mért AAGinx a WT-ban taldlhatdé X-Y és a dupla mutdnsban talalhaté X’-Y’

oldallancparok kdlcsonhatési energia valtozasainak 0sszege. Az ilyen modon valasztott

mutéciok segitségével elért jelerdsités megkonnyiti a jel és a zaj szétvalasztasat.
3.3.5 Statisztika

A kozolt adatok legalabb 5 mérés atlagat és standard hibgjat tiikrozik. A

statisztikai szignifikancia meghatarozasa Student t-teszttel tortént.
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4 Eredmények

4.1 A spontan porusnyitdsok mechanizmusanak vizsgalata

4.1.1 A funkcionyeréssel jar6 mutaciok lehetové teszik a CFTR spontan kapuzasanak

kvantitativ elemzését

Amig ATP elvonast kovetden a WT CFTR csatorndk gyorsan bezarddnak
(8. a dbra), addig a P355A-K978C CFTR csatornak esetében az ATP elvonast kovetden
hosszt ideig fennalld, jelentds klorid aram marad vissza (8. ¢ dbra), amely csak a
permeabilis klorid ionok impermedbilis gliikonat ionokra torténd cseréjével sziintethetd
meg (8. ¢ dbra, piros sdavok). (WT CFTR csatornak esetében, szimmetrikus klorid
kornyezetben a fesziiltség-aram diagram mérsékelt befele rektifikdciot mutat. Az
intracellularis klorid ionok gliikonatra torténd cseréjét kovetden azonban erdsen negativ
fesziiltségeken az aram — a Goldman-Hodkin-Katz egyenletet kdvetve — a nullahoz
kozelit, igy -80 mV-on mar nem mérhetd jelent6s aram [129, 132] (9. dbra).)

A WT CFTR csatorndk nyitvatartasi valoszinliségének erdteljes foszforilacio-
fiiggését [142, 175] igazolja, hogy PKA alkalmazasat megel6zéen a WT CFTR csatornak
ATP-fiiggé arama igen alacsony, és a PKA elvonasat kovetden szinte azonnal kb. 50%-
kal csokken (8. a dbra). Ezzel szemben a P355A-K978C CFTR csatornakban az ATP-vel
kivaltott aram mar a PKA alkalmazasat megel6z6en is kdzel maximalis volt, és csak kis
mértékben fokozta, illetve csokkentette a PKA adasa/elvonasa (8. ¢ dbra). Mindez magas
Po-t valoszinlisit ATP jelenlétében mar a kinazzal torténd foszforilacio elétt is (nem
foszforilalt csatornak), és kozel maximalisat PKA jelenlétében (foszforilalt csatornak),
illetve annak elvonasat kovetden (részlegesen defoszforilalt csatornak). A P355A-K978C
CFTR csatornak ATP hianyaban is jelent0s spontan aktivitassal rendelkeznek, ami
néhany (<7) parhuzamosan aktiv csatornat tartalmazé membranfoltokban is lehetévé teszi
a spontan aktivitas megbizhat6 kvantitativ elemzését (11. a dbra); ugyanakkor az ATP
jelenlétében tapasztalt magas Po-nak koszonhetden az aktiv csatornak szama is
biztonsaggal megallapithato (10. és 11. a abrak). Az el6zetesen foszforilalt csatornakban
a P355A-K978C hattérmutaciok ("background”, BG) jelent6sen ndvelték mind a spontan
(0.000053 £ 0.000021 (n = 5) vs. 0.15 £ 0.03 (n = 21), WT vs. BG) (8. d dbra), mind az
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a WT CFTR
300 nM PKA
. 2 mM ATP 2mM ATP
E— —

C P355A-K978C CFTR (background)
300 nM PKA

. 2 mM ATP 2 mM ATP d
] I
WT
WT + ATP
BG
BG + ATP

0.0 02 04 06 0.8 1.0

Open probability

8. abra: A P355A-K978C mutacié egyarant fokozza a spontan és az ATP-fliggd nyitvatartasi
valészinliséget

a és ¢, WT (a) és P355A-K978C CFTR (background) (c) spontdn aktivitdsat valamint ATP és PKA
(fekete savok) fuggését szemléltetd, -80 mV-on mért, makroszkdpos dramok. Az (a) panelen a spontan
aktivitast egy 30 s hosszU kiemelt szakasz (sziirke téglalap) szemlélteti. A (c) panelen az alapvonal (sziirke
szaggatott vonal) megallapitdsa céljabdl a kddoldat anionja kloridrdl (z6/d sdvok) rovid id6tartamokra
impermeabilis glikondtra (piros sdvok) volt cserélve.

b, A vizsgadlatunk f6 kérdésfeltevését szemléltet§ sematikus dbra két lehetséges kapuzasi
mechanizmust szembesit: a csatorna spontan megnyilasa a NBD-k dimerizaciéjahoz kapcsolt (felsé sor) vagy
attél fuggetlen folyamat (alsé sor). TMD-k (sziirke), TMD-NBD atmenetet alkotd intracellularis hurkok
(rézsaszin), NBD1 (zéld), NBD2 (kék), plazmamembran (sdrga).

d, Spontan (homogén oszlopok) és 2 mM ATP jelenlétében (csikozott oszlopok) kapuzd WT
(narancssarga) és P355A-K978C (background, BG; fekete) CFTR csatornak nyitvatartdsi valdszinlségeinek

Osszehasonlitasa (n = 5-21).
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9. abra: A kadoldat klorid ionjainak gliikonattal torténdé helyettesitése -80 mV-on megsziinteti
a CFTR aramot

Makroszképos WT CFTR dramok normalt fesziltség-daram 0Osszefliggésének Osszehasonlitdsa
kloridkint/kloridbent (z6/d szimbdlumok) és kloridkint/gllikonateent (piros szimbdlumok) anionkérnyezetben (n =
6-9). Mindkét iondsszetétel esetében a 2 mM ATP-ben mérheté CFTR aramokbdl levontuk az ATP
hidnyaban mért hattér aramokat. A mintavételezés -80 és +80 mV kozotti membranpotencidlokon tortént.
Az ATP-fligg6 dramokat a +80 mV-on mért dramokhoz normaltuk. A szimmetrikus koralmények kozott nyert
mérési pontok linearis interpoldcidval vannak 6sszekotve (zéld vonal), mig az aszimmetrikus mérési
korilmények kdzott nyert mérési pontok a Goldman-Hodgkin-Katz egyenlettel lettek illesztve (piros vonal).

Szimmetrikus ionosszetétel esetén enyhe befele rektifikacié lathatd [218].

ATP jelenlétében (0.11 £ 0.04 (n = 6) vs. 0.80 £ 0.02 (n = 14), WT + ATP vs. BG + ATP)
(8. d dbra, csikozott oszlopok) mérhetd nyitvatartasi valoszintiséget. A P355A-K978C
csatorna tehat alkalmas modellt kinal a CFTR spontdn aktivitdsanak hatterében allo

mechanizmus vizsgalatara.

4.1.2 A 2-es ATP-kotéhely szorosan dimerizalt a csatorna spontan nyitott allapotaban

A WT CFTR csatornaban az ATP-fiiggé NBD dimer kialakulasa és szétesése a
csatorna nyitasahoz, illetve zarasahoz kapcsolt: a kanonikus ATP-kotohely egymassal
szemkozti felszinein talalhatd két aminosav oldallanc energetikai kapcsoltsdganak a

kapuzassal szinkron valtozasait termodinamikai mutans ciklus analizis (1asd 3.3.4 fejezet)
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a Front bracket
WT CFTR

P355A-K978C CFTR (background)
R555K-background
T1246N-background
R555K-T1246N-background

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Open probability

b Rear bracket
WT CFTR
P355A-K978C CFTR (background)
R555K-background
T1246N-background
R555K-T1246N-background

0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0

Open probability

10. abra: A hattér mutacidok magas ATP-fiiggé nyitvatartasi valdszinliséget eredményeznek

a-b, A PKA-val el6zetesen foszforilalt WT, illetve a mutans ciklus négy sarkat alkotd mutans CFTR
csatornak 2 mM ATP jelenlétében mérhetd nyitvatartasi valdszinliségei. Az oszlopok az 5 perc id6tartamu
ATP-mentes tesztszakaszt (a) megel6z6 (front bracket), illetve (b) azt kovets (rear bracket) 2.5 perc
idGtartamu ATP jelenlétében felvett kontroll szakaszok utolsd ~2 percének értékeit tikrozik (n = 6-17)

(lasd 11. a-d dbrdk).

segitségével igazoltak [190]. A BG mutaciokat tartalmaz6 CFTR csatorna alkalmas
modellt kindl ugyanezen aminosav oldallancok kozotti energetikai kapcsoltsag spontan
aktivitassal egylittjar6 valtozasainak vizsgalatara.

A BG hattérben mind az 555-6s pozicidba bevitt arginin—lizin, mind az 1246-0s
pozicioba bevitt treonin—aszparagin mutacié nagy mértékben csokkenti a spontan Po-t
(11. b-c dbrdk, 0.034 £ 0.007 (n = 18) és 0.044 £ 0.009 (n = 19); 11. e dbra, kék és piros
oszlopok). A nyitott (open, O) allapot stabilitasanak a zart (closed, C) allapotéhoz
viszonyitott csokkenését (AAGo-c) = +1.82 + 0.39 KT az R555K és +1.54 + 0.39 kT a
T1246N mutans esetében; 11. h dbra, felsé vizszintes és bal oldali fiiggdleges nyilak a
mutans cikluson) mindkét mutansban a megcélzott aminosav oldallanc és a fehérje t6bbi
része kozott fennallé mikroszkopikus kdlcsonhatdsok megvaltozésa okozza, amelyek a

WT csatornaban dsszességében stabilizaljak a nyitott allapotot.
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11. abra: A CFTR spontan megnyilasakor az 555-6s arginin és a 1246-os treonin oldallancok
energetikai kapcsoltsagba keriilnek

a—-d, P355A-K978C (background) (a) és az R555K (b) vagy T1246N (c) mutacidkat vagy az R555K-
T1246N dupla mutaciét (d) hordozd background, CFTR csatorndk spontan aktivitasat, valamint ATP és PKA
(fekete savok) fuggését szemléltetd -80 mV-on mért mikroszképikus dramok.

e—g, A hattér-mutdns (background) CFTR csatornak (fekete oszlopok) és az R555K (kék oszlopok),
T1246N (piros oszlopok) vagy az R555K-T1246N (lila oszlopok) mutdcidkat is hordozd background CFTR
csatornak spontan nyitvatartasi valdszin(iségei (e, n = 19-21), valamint spontan nyitasi (f, n = 15-19) és
zarasi sebességei (g, n = 15-19).

h—j, A spontdn nyitvatartdsi valdszinlségre (h), illetve spontan nyitasi (i) és zarodasi (j)

sebességekre épitett termodinamikai mutans ciklusok szemléltetik az egyes mutacidk hatdsat a nyitott
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allapot stabilitdsara a zart allapothoz képest (h), és az dtmeneti dllapot stabilitdsara a zart (i), illeve nyitott
(j) allapothoz képest. A mutédns ciklusok kdzepén az 555-0s és 1246-os pozicioknak a feltiintetett két
kapuzasi allapot kozotti kdlcsonhatasi energia véltozasai lathatdk (lasd 3.3.4 fejezet). A mutans ciklusok
négy sarkat az 555-0s és az 1246-os pozicidban taldlhatd aminosav oldallancok egy karakteres jelolései

azonositjak. k, Boltzmann allando, T, abszolut hémérséklet.

Ha a WT csatorndban az R555-6s és a T1246-os oldallancok nem 4allnédnak
egymassal kolcsonhatasban, vagy ha kdlcsonhatasuk erdssége nem valtozna a kapuzasi
ciklus soran, akkor e mutaciok hatésai fliggetlenek volnanak a masik pozicidoban talalhato
aminosav kémiai természetétol: azaz, az egyedi mutdcioknak a csatorna kapuzasi
energetikdjara gyakorolt hatisai egy dupla mutansban 6sszeadodnanak. Barmiféle nem
additiv kapuzasi hatds az R555 és a T1246 oldallancok kozotti interakcids energia
kapuzéashoz kapcsolt valtozasat kell tikrozze. A szimpla mutans csatorndkkal szdges
ellentétben, a dupla mutans R555K-T1246N csatorndk a BG csatornadkéhoz hasonlo,
magas spontan Po-val rendelkeznek (0.11 +0.02 (n=20); 11. e dbra, lila 0szlop). Vagyis,
mindkét egyedi mutdcionak a spontdn Po-ra gyakorolt hatasa jelentés mértékben fligg a
masik pozicidban 1év6 aminosav kémiai természetétol: példaul, a spontan nyitott allapot
a zart allapothoz képest destabilizalddik, ha az R555K mutacidt a BG csatornaba vissziik
be (11. e dbra, kék vs. fekete oszlopok), de stabilizalodik, ha ugyenezt a mutaciot a
T1246N csatornaba vissziik be (11. e dbra, lila vs. piros oszlopok). A két vizsgalt
aminosav oldalldnc kozotti kdlesonhatédsi energia valtozasat a csatorna megnyilasakor
(AAGinto-c)) a mutans ciklus két parhuzamos oldalan ad6d6 AAGo-c) értekek kozotti
kiilonbség szamszerisiti (lasd 3.3.4 fejezet), amely az R555 és a T1246 aminosavak
esetében az ATP-mentes zart és nyitott allapotok kozott -2.90 + 0.49 KT (11. h dbra,
kozépen), szignifikans (p = 0.0004) kdlcsonhatasi energia valtozast igazol.

A kolcsonhatdsi energia valtozds negativ eldjele elvileg a nyitott allapotban
1étrejovo  stabilizald kapcsolattal, vagy a zart allapotban jelenlevd destabilizalod
kapcsolattal is magyarazhatd. Azonban egy korabbi munkabdl tudjuk, hogy az R555 és a
T1246 aminosavak zart allapotban nem allnak energetikai kapcsolatban egymaéssal,
fiiggetlentil attol, hogy a 2-es kotéhelyen jelen van-e ATP vagy sem [190]. Azaz,
eredményeink konzisztensek a vizsgalt aminosav oldallancok kozotti stabilizalo

crer

kapcsoltsag mértéke pedig megfelel a hidrogén hidak kotési energidjanak. Ezek tiikrében
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mérési eredményeink az R555 és a T1246 aminosav oldallancok kézott, az ATP-mentes
nyitott allapotban fennall6 hidrogén hid jelenlétével magyarazhatd: ez a kémiai kotés — a
hidrogén kotés kialakuldsahoz sziikséges idealis donor-akceptor atomtavolsag hianyaban
— mindkét szimpla mutansban hidnyzik, de a dupla mutansban — a donor és akceptor
atomok tavolsaganak ujboli optimalizalasaval — helyredll. E kovetkeztetések értelmében
az NBD dimer érintkezési felszinei a 2-es kotohely kortil, ATP jelenlététdl fliggetlentiil,

szorosra zarulnak a csatorna porusanak megnyilasakor.

4.1.3 A 2-es ATP-kot6hely mar az atmeneti allapotban is szorosan dimerizalt a csatorna

spontan megnyilasakor

A spontan nyitott (burst) és zart (interburst) allapotok kozotti konformacios
allapoton (T*) halad keresztiil (20. dbra), amelynek relativ stabilitisat az atlagos
zarvatartasi (tip) €s nyitvatartdsi (tp) idok inverzeként meghatarozott spontdn nyitasi,
illetve zarasi sebességek tiikrozik. A spontan nyitasi, illetve zaroddasi sebességek mutacio
okozta relativ valtozasai szédmszerlisitik az 4atmeneti allapot szabadentalpiijanak
megvaltozasat a stabil zart (AAGr-c)), illetve nyitott (AAG(r-0)) allapothoz képest. A
mutans ciklus két parhuzamos oldala kozott mért szabadentalpia valtozasok (AAG)
kiilonbsége kvantifikalja a két oldallanc kozotti kolcsonhatdsi energia valtozasat az
atmeneti allapot elérésekor a zart (AAGinyr-c); 11. i dbra) vagy nyitott (AAGinr-0); 11. j
dabra) alapallapotok fel6l. A kinetikai elemzés eredményei szerint, a mindkét egyedi
mutansnal tapasztalt spontan Po csokkenést (11. e dbra, kék és piros oszlopok) elsésorban
a csokkent nyitasi sebesség (11. f dbra, kék és piros oszlopok) okozza, amely a dupla
mutansban a kontrollhoz kozeli értékre all vissza (11. f dbra, lila oszlop). Ennek
megfelelden az atmeneti allapotnak a zart alapallapot feldli elérését az R555 és a T1246
aminosav oldallancok kozotti -2.30 + 0.46 KT (11. i dbra, panel kézepe) szignifikans
(p = 0.0001) kolcsonhatasi energia valtozas (AAGingr-c)) kiséri. Ezzel szemben, a zarodasi
sebességeket a vizsgalt mutaciok csupan kis mértékben befolyasoljak (11. g dbra). A
mutans ciklus analizis alapjan az 4tmeneti allapot nyitott alapallapot feldli elérésekor a
kolcsonhatasi energia valtozas (AAGinyt-0)) a nullatol statisztikailag nem szignifikansan
(p = 0.09) kiilonb6z6 +0.62 + 0.34 KT (11. j dbra, panel kézepe).
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Ezen eredmények szerint, a WT csatorndban az R555 és a T1246 aminosav
oldallancok ko6zott nyitott allapotban fennéllé hidrogén kotés mar az atmeneti allapotban
kialakul, és csak kisebb mértékben erésodik tovabb, amikor a csatorna eléri a stabil nyitott
érintkezési feliiletének 2-es ATP-kot6hely koriili része mar az dtmeneti allapotban zérul
(20. a dbra, kozépen) — hasonléan ahhoz, ahogy az az ATP-t kotott csatorna
megnyilasakor is torténik [190, 197].

4.2 A degeneralt ATP-kotéhely kapuzashoz kapcesolt konformacidvaltozasainak

vizsgalata

4.2.1 A P-ATP nagy affinitasi ATP analdg, amely megnyujtja a steady-state burst

1d6tartamat

Eldszor sajat kisérletes rendszeriinkben is 0sszehasonlitottuk az ATP és a P-ATP
hatasat a CFTR kapuzasara. A kétféle nukeotid latszélagos affinitdsdnak meghatarozasara
az ATP ¢és P-ATP novekvo koncentracidi altal kivaltott makroszkopos CFTR dramokat
az ismételten alkalmazott telitési nukleotid koncentraciok (2 mM ATP és 32 uM P-ATP)
mellett mért aramokhoz normaltuk (12. 4 és B dbra). A nukleotid koncentraciok
fliggvényében abrazolt normalt aramok (12. C dbra) jol illesztheték a Michaelis-Menten
egyenlettel (lasd 3.3.1.3 fejezet), amely az ATP-re 40 + 2 uM-os, mig a P-ATP-re
2.4 +£0.2 uM-0s Kn értéket josol.

Ezt kovetéen kettd vagy annal kevesebb aktiv csatornat tartalmazd
membranfoltokban — amelyekben a csatornaszam megbizhatéan megallapithato és a
kapuzasi események jol feloldhatok — 6sszehasonlitottuk a CFTR kapuzasanak kinetikai
paramétereit e kétféle nukleotid telitési koncentracidinak (2 mM ATP és 10 uM P-ATP)
jelenlétében (12. D dabra). A Kinetikai elemzés (lasd 3.3.2 fejezet) eredménye alapjan a
CFTR csatorna nyitvatartasi valoszintisége magasabb P-ATP-ben, mint ATP-ben (12. E
dbra), amit az interburst idétartamok kisebb mértékii rovidiilése (12. G dbra) mellett,
els6sorban a burst idétartamok kétszeresére nyulasa (12. F dabra) okoz. Ezek az
eredmények meger6sitik azon korabbi tanulmanyokat [206, 221], amelyek szerint a

P-ATP nagy affinitast, hatékony CFTR stimulator.
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12. abra: A P-ATP nagy affinitasu, hatékony ATP analég

A és B, NovekvS ATP (A) vagy P-ATP (B) koncentracidk hatasa elGzetesen foszforildlt WT CFTR
csatornak makroszkdpos aramaira.

C, ATP (kék szimbolumok) és P-ATP (piros szimbdlumok) altal kivaltott daramok dozis-hatds
osszefliggései. Az egyes tesztkoncentraciok altal kivaltott dramok a teszt el6tt és utdn, telitési nukleotid
koncentraciod (2 mM ATP, illetve 32 uM P-ATP) jelenlétében mért dramok atlagdhoz vannak normalva. A
mérési pontok a Michaelis—Menten egyenlettel vannak illesztve (folytonos vonalak; Km értékek feltliintetve).

D, Két aktiv, 2 mM ATP-ben (kék szakaszok) vagy 10 uM P-ATP-ben (piros szakasz) kapuzo,
el6zetesen foszforildlt WT CFTR csatorna steady-state aramregisztratuma.

E-G, 2 mM ATP-ben (kék oszlopok) vagy 10 uM P-ATP-ben (piros oszlopok) kapuzé WT CFTR

csatornak steady-state nyitvatartasi valdszinlségei (E), atlagos burst (F) és interburst (G) id6tartamai.

4.2.2 A H1348A CFTR steady-state burst id6tartama fliggetlen az ATP koncentraciotol

Az irodalombol ismert, hogy a H1348A mutacié kb. hadromszorosara nyljtja a
2 mM ATP-ben kapuzdé CFTR csatorna atlagos burst idétartamat [207]. Mivel egy masik
1-es kotéhely mutans CFTR-r6l, a W401F-rdl leirtak, hogy magasabb ATP koncentraciok
mellett az atlagos burst idotartama megnyult [182], ezért megvizsgaltuk, hogy a H1348A
mutansnal is észlelhetd-e a burst id6tartamok ilyen ATP koncentracid-fliggd megnyulasa. A
HI348A CFTR 2 mM ¢és 10 mM ATP jelenlétében észlelt kapuzasi kinetikajanak
Osszehasonlitasa (13. 4 dbra) azonban nem igazolt eltérést a nyitvatartasi valoszintiség (13.

B dbra) és az éatlagos burst (13. C dbra), illetve interburst id6tartamok (13. D dbra) terén.
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13. abra: A H1348A CFTR steady-state burst id6tartama nem nyulik meg magasabb ATP
koncentracié mellett

A, Két aktiv, 2 mM (z6ld szakasz) vagy 10 mM (sététkék szakasz) ATP-ben kapuzd, elGzetesen
foszforilalt H1348A CFTR csatorna steady-state daramregisztratuma.

B-D, 2 mM (z6/d oszlopok) vagy 10 mM (s6tétkék oszlopok) ATP-ben kapuzé H1348A CFTR csatornak

steady-state nyitvatartasi valdszinlségei (B), atlagos burst (C) és interburst (D) id6tartamai.

4.2.3 AP-ATP és a H1348 A mutacio csokkentik a nem-hidrolitikus zarodasi sebességet

A vizsgélt 1-es kothely perturbaciok nem-hidrolitikus zarodési sebességre gyakorolt
hatdsainak jellemzése cé€ljabdl hidrolizisre képtelen csatorndk makroszkopos dramainak
nukleotid elvonasat kovetd lecsengését exponencidlisokkal illesztettiik. Mivel a
kiilonb6zd hidrolizist megakadalyozé mutaciok eltérden befolyasolhatjak az NBD dimer
stabilitasat, és igy a prehidrolitikus (O1) nyitott allapot élettartamat, nem lehet tudni,
melyik nem-hidrolizalé mutans a legalkalmasabb modell a WT CFTR nem-hidrolitikus
zarodasi sebességének megallapitasara. Ezért az 1-es kotohely perturbacidok hatasat
kétféle hidrolizisre képtelen csatorna, az NBD2 Walker A mutans K1250A (14. A-C
abra) ¢s Walker B mutans E1371S (14. D-F dbra), zarddasi sebességein is teszteltiik. A
P-ATP (14. A és D dbra, piros exponencidlis illesztések és idéallandok) és a H1348A
mutacio (14. B és E dabra, zold exponencialis illesztések és idodllandok) mindkét
hidrolizis-képtelen csatornaban markansan csokkenti az dramlecsengések sebességét a
kontroll csatorndk ATP elvonést kovetd relaxaciodihoz képest (14. 4 és D dbra, kék
exponencialis illesztések és idéallandok; [207, 221]). Tehat, a valasztott nem-hidrolitikus
hattérmutaciotol — K1250A (14. C dabra) vagy E1371S (14. F dbra) — flggetleniil,
mindkét 1-es kotShely perturbacid azonos iranyba moédositja, azaz felére-harmadara

csokkenti a nem-hidrolitikus zarddasi sebességeket (14. C és F dabra, 0szlopok).
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14. dbra: A P-ATP és a H1348A mutdcio csékkentik a CFTR nem-hidrolitikus zarédasi sebességét

A és D, Rovid ideig alkalmazott 10 mM ATP és 50 uM P-ATP (A) vagy 2 mM ATP és 10 uM P-ATP
(D) hatdsai el6zetesen foszforilalt K1250A (A) és E1371S (D) CFTR csatornak makroszkopos aramaira. A
K1250A csatorndk esetében hasznalt 6tszords nukleotid koncentracidkra e mutdns csokkent ATP
affinitdsanak kompenzaldsa végett volt szikség [158]. A nukleotid elvonast kovet§ aramlecsengések
egyszer(i exponencialis gorbékkel (szines folytonos vonalak) lettek illesztve. A szines szamok az illesztett
exponencialisok id&allandoit jelolik (masodpercben), amelyek megfelelnek az 4tlagos burst
id6tartamoknak.

B és E, Rovid ideig alkalmazott 10 mM ATP (B) vagy 2 mM ATP (E) hatdsa el6zetesen foszforilalt
K1250A/H1348A (B) és E1371S/H1348A (E) CFTR csatornak makroszkdpos daramaira. A nukleotid elvonast
kdvet§ aramlecsengések dupla exponencidlissal (szines folytonos vonalak) lettek illesztve. Az illesztett
exponencialisok iddallanddinak sulyozott atlagakén meghatarozott burst id6tartamokat a szines szamok
jelolik (t*, masodpercben; lasd 3.3.1.1 fejezet). Az illesztett paraméterek a B panelen: 11 =37 s, T2 = 165 5,
A1=0.34 és A> =0.66; valamint az E panelen: 11 =24 5,1, =179s, A1 =0.07 és A> = 0.93.

CésF, K1250A (C) vagy E1371S (F) hattérben mért nem-hidrolitikus zarodasi sebességek ATP (kék
oszlopok) vagy P-ATP (piros oszlopok) elvonasat kovetéen, illetve a hattérmutacié mellett a H1348A
mutdciot is tartalmazé CFTR-ben ATP elvonasat kovetSen (z6ld oszlopok). A nem-hidrolitikus zarodasi
sebességek a nukleotid elvonast kovet§ dramlecsengések exponencidlis illesztéseibdl nyert idéallanddk
inverzei (1/t). Azon relaxaciok esetén, amelyeket egyszer(i exponencidlissal nem, csak dupla
exponencialissal lehetett illeszteni, a nem-hidrolitikus zarddasi sebességek az illesztéssel nyert id6allanddk

sulyozott dtlagainak inverzei (1/t*) (lasd 3.3.1.1 fejezet).
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4.2.4 A hidrolitikus zarodast az 1-es kotOhelyen kotott P-ATP lassitja

Korabbi munkak alapjan [206] az ATP-t kdvetden alkalmazott P-ATP kapuzasra
kifejtett hatasanak idoben késve jelentkezd komponensét, a hidrolitikus és nem-
hidrolitikus zarddasi sebességek lassuldsat, az 1-es kotohelyen kotott ATP lassabb
kicserélddése okozza. Ezt a feltételezést, termodinamikai mutans ciklus analizis (lasd
3.3.4 fejezet) segitségével, tovabbi fliggetlen bizonyitékokkal tamasztottuk ala. Két
szerkezeti perturbacionak a kapuzasra gyakorolt nem-additiv hatdsa arra utal, hogy a
kapuzasi ciklus sordn e perturbalt szakaszok kozotti kotési energia valtozik, azaz ezen
csoportok energetikai kapcsoltsagban allnak.

A P-ATP jelenlétében kapuzo csatornak két szerkezeti perturbaciot tartalmaznak:
mindkét kotéhelyen kotott nukleotid tartalmaz egy-egy feniletil csoportot az adenin gytirii
zarddasi sebességet, akkor ennek a perturbacionak a hatasa additiv lenne a térben tavoli
1-es kotohely mutaciok zarodasi sebességet befolydsold hatasaival. Ha azonban az 1-es
kotdhelyen 1évo feniletil csoport lenne felelds a zarodasi sebesség lassulasaért, akkor a
P-ATP ¢és az 1-es kotOhely muticiok hasonld hatdsai nem lennének additivak. Két
kiilonbozd 1-es kotdhely régio és a P-ATP feniletil csoportja kozotti energetikai
kapcsoltsagot vizsgaltuk. Az 1-es kotohely NBD2-oldalardl a signature szekvenciaba
elhelyezett H1348A perturbaciot valasztottuk, mert ennek a mutdnsnak a zarddasi
sebességet befolyasold hatasa erételjes, és mar jellemeztik (13. C dbra). Az NBD1-
oldalrél pedig a nem konzervalt regulacids inzercidé (RI) nagy részének (415-432-es
peptidszakasz) delécidjat  valasztottuk, amit a CFTR 1-414 ¢és 433-1480
peptidszakaszainak koexpressziojaval értiink el (ARI CFTR). Ez utébbi perturbacid az
ATP-fiiggd kapuzast ugyan kevéssé zavarja meg [141], de varhatdan lokalis torzulast
okoz az l-es kotShelyen kotott nukleotid adenin gytir(ijét koriilolelé molekularész
szerkezetében. A 2 mM ATP (15. A és D dbra, zold szakaszok), illetve 10 uM P-ATP
(15. 4 és D dbra, barna szakaszok) segitségével aktivalt H1348A (15. A dbra) és ARI
(15. D dabra) CFTR csatornak kapuzasanak kinetikai elemzésével vizsgaltuk a P-ATP és
a fenti két perturbacié hidrolitikus zarodasi sebességre gyakorolt hatasait. Korabbi
munkakkal egybecsengben, a H1348A ¢és a ARI perturbaciok eltéréen hatnak a

hidrolitikus zarodasi sebességre: ATP jelenlétében a H1348 A mutacio felére/harmadara
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15. abra: A H1348A mutacio és a 415-432 szakasz delécidja (ARI) megsziinteti a P-ATP feniletil

csoportjanak hatasat a CFTR hidrolitikus zarédasi sebességére

A és D, 2 mM ATP jelenlétében (zé/d szakaszok), illetve 10 uM P-ATP jelenlétében (barna szakasz)
kapuzé el6zetesen foszforildlt H1348A (A) és ARI (D) CFTR csatornak reprezentativ mikroszkdpikus aramai.

A mérések steady-state részeib8l 10 s hosszU szakaszok (sziirke sdvok) id6ben széthuzva is lathatok.

Az A panelen abrazolt mérés -40 mV-os membranpotencialon készdlt.

B és E, Az ATP jelenlétében (z6/d oszlopok) és P-ATP jelenlétében (barna oszlopok) kapuzd H1348A
(B) vagy ARI (E) CFTR csatornak zarddasi sebességei a steady-state korilmények kozott mért atlagos burst

id6tartamok inverzei (1/1). ATP jelenlétében (kék oszlopok) és P-ATP jelenlétében (piros oszlopok) kapuzd

WT CFTR steady-state zarédasi sebességei a 12. F abrdrol szarmaznak.

C és F, A P-ATP feniletil csoportja és a H1348-as aminosav oldallanc (C) vagy az Rl régio (F) kozotti

kolcsonhatas vizsgalata céljabdl a (hidrolitikus) zarédasi sebességekre felépitett termodinamikai mutans
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ciklusok. A mutans ciklusok sarkait az 1-es kétShely szerkezete (H vagy A a 1348-as pozicidban [C], illetve
megtartott vagy hianyzod RI [F]) és a kapuzast hajté nukleotid (ATP vagy P-ATP) jellemzi. A nyilakon olvashaté
AANGF értékek a zarodasi aktivacids szabadentalpia perturbacidk okozta valtozasait szamszer(sitik
(atlag £ SEM). A feniletil csoport és a H1348 oldallanc (C), illetve a feniletil csoport és az Rl régié (F), kozotti
energetikai kapcsoltsdg (AAGinciosing) @ parhuzamos oldalak mentén kapott AAG* értékek kildnbsége

(lasd 3.3.4 fejezet).

csokkenti (15. B dbra, zold vs. kék oszlop és 13. C dabra), mig a ARI perturbacido nem
befolyasolja azt (15. E dbra, z6ld vs. kék oszlop; [141]). A WT CFTR-ben tapasztaltakkal
(15. B és E dbra, piros vs. kék oszlop) ellentétben, az ATP P-ATP-re torténd cseréje egyik
perturbacio esetén sem befolydsolja a hidrolitikus zarodési sebességet (15. B és E dbra,
barna vs. zéld oszlop). Azaz, amig a WT csatornaban a feniletil csoport bevitele a kotott
nukleotid szerkezetébe lassitja a hidrolitikus zarodast, addig ugyanez a valtoztatas nincs
hatdssal a zarddasi sebességre az 1-es kotdhely barmelyik oldaldn perturbalt
csatorndkban. Tehat, a feniletil csoportnak a hidrolitikus zarodési sebességet befolydsolo
hatdsa szempontjdbdl nem kozonbds, hogy azt perturbalt vagy nem perturbalt 1-es
kotdhelyli csatornakon vizsgaljuk. A hidrolitikus zarodast lassitdo feniletil csoport
energetikai kapcsoltsagban all mind az NBD1 RI szakaszaval (15. F dbra), mind az
NBD2 H1348-as oldallancaval (15. C dbra), mert a koztiikk mért kdlcsonhatési energia
valtozas (AAGinyr-0)) szignifikdnsan (P < 0.05) kiilonbozik 0-t0l. Ez egybevag azzal a
feltételezeéssel, hogy a hidrolitikus zarodasi sebesség lassulasat az 1-es kotohelyen kotott

P-ATP okozza.

4.2.5 A nem-hidrolitikus zarodast az 1-es kotohelyen kotott P-ATP lassitja

Az 1-es kotéhely két oldalan 1étrehozott perturbaciok és a P-ATP feniletil
csoportja kozotti energetikai kapcsoltsagot nemcsak a hidrolitikus, hanem a nem-
hidrolitikus zarodas vonatkozasaban is megvizsgaltuk (16. dbra). Erre a célra a nem-
hidrolitikus mutans K1250A/H1348A (16. A dbra) és K1250A/ARI (1-414 és 433-
1480(K1250A) CFTR szegmensek koexpresszidja) (16. D dbra) csatornak ATP, illetve
P-ATP aktivalta makroszkopos aramainak a nukleotid elvonasat kovetd lecsengéseit
exponencialisokkal illesztettiik, és az igy nyert nem-hidrolitikus zarddasi sebességekre

épitettiink termodinamikai mutans ciklusokat. A H1348A és a ARI perturbaciok ellentétes
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16. abra: A H1348A mutacié és a 415-432 szakasz delécidja (ARI) fokozza a
P-ATP feniletil csoportjanak hatasat a CFTR nem-hidrolitikus zarodasi sebességére

A és D, Rovid ideig alkalmazott 10 mM ATP és 50 UM P-ATP hatdsa elGzetesen foszforildlt
K1250A/H1348A (A) és K1250A/ARI (D) CFTR csatorndk makroszképos aramaira. A nukleotid elvonasat
kovets aramlecsengések egyszer(i exponencialisokkal (szines folytonos vonalak) lettek illesztve. A szines
szamok az illesztett exponencialisok id6allanddi (masodpercben), amelyek az atlagos burst id6tartamoknak
felelnek meg.

B és E, K1250A/H1348A (B) és K1250A/ARI (E) CFTR csatornak nem-hidrolitikus zarddasi
sebességei ATP (z6/d oszlopok) vagy P-ATP (barna oszlopok) elvonasat kovetéen. A nem-hidrolitikus
zarédasi sebességek a nukleotid elvondsat kovetd dramlecsengések exponencialis illesztéseib8l nyert
id6allanddk inverzei (1/t). A K1250A CFTR ATP (kék oszlopok) és P-ATP (piros oszlopok) elvonédsakor
mérhetd nem-hidrolitikus zarodasi sebességei a 14. C dbrdrdl szarmaznak.

C és F, A P-ATP feniletil csoportjanak a H1348-as oldallanc (C) vagy az Rl régio (F) kozotti

kolcsonhatds vizsgalata céljabdl a nem-hidrolitikus zarodasi sebességekre felépitett termodinamikai
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mutdns ciklusok. A mutans ciklusok sarkait az 1-es kétShely szerkezete (H vagy A a 1348-as pozicidban [C],
illetve a megtartott vagy hidnyzd Rl [F]) és a kapuzast hajtd nukleotid (ATP vagy P-ATP) jellemzi. A nyilakon
olvashaté AAG* értékek a nem-hidrolitikus zarddasi aktivacids szabadentalpia perturbaciok okozta
valtozasait szamszer(sitik (atlag £ SEM). A feniletil csoport és a H1348 oldallanc (C), illetve a feniletil csoport
és az Rl régid (F), kozotti energetikai kapcsoltség (AAGint(ciosing) @ parhuzamos oldalak mentén kapott AAG*

értékek kilonbsége (lasd 3.3.4 fejezet).

iranyban hatnak a nem-hidrolitikus zarodasi sebességre: mig a H1348A kb. egyharmadara
csokkentette (16. B dabra, zold vs. kék oszlop, 14. C dabra), addig a ARI perturbacié kb.
haromszorosara novelte azt (16. E dbra, z6ld vs. kék oszlop, [141]). Egyik perturbacio
sem sziintette meg, s6t inkabb fokozta, a P-ATP feniletil csoportjanak a nem-hidrolitikus
zarodast lassitd hatasat (16. A és D dbra, barna vs. zold illesztett exponencialisok és
idéallandok). Mindkét mutans ciklus nem-additivitasra utal: mig a P-ATP feniletil
csoportjanak jelenléte a K1250A csatorndkban csak egynegyedére csokkenti a nem-
hidrolitikus zarodasi sebességet (14. C és 16. B és E dbrdk, piros vs. kék oszlop), addig a
K1250A/H1348A csatornakban kevesebb mint egyhatodara (16. B dbra, barna vs. zold
oszlop), a K1250A/ARI csatornakban pedig kb. egykilencedére (16. E dbra, barna vs.
zold oszlop). Ennek megfeleléen a nem-hidrolitikus zarddasi sebességekre épitett
termodinamikai mutans ciklusok alapjan mind a P-ATP feniletil csoportja és a 1348-as
pozicid kozotti (16. C dbra), mind a feniletil csoport és a RI (16. F dbra) kozotti
kolesonhatéasi energia valtozasok szignifikdnsan (p<0.05 és p<0.01) kiilonboznek a
nullatol. Kovetkezésképpen, a nem-hidrolitikus zarédas P-ATP okozta lassulasaért is az

1-es kotohelyen kotott P-ATP molekula a felelds.

426 A P-ATP és a H1348A mutacio nem valtoztatjak meg az egy burst-re es6 ATP

kotések szamat

A P-ATP és a H1348A mutacidé megnyujtjak a steady-state burst iddtartamokat
(12. F és 13. C dbra). Nemrégiben kozolt tanulmanyok [182, 205] az NBD1 mutans
WA401F CFTR csatornak megnyult burst-jeinek magyarazatara feltételeznek egy —az ATP
hidrolizisét kdvetd — rovid idéablakot, amely alatt a hidrolizis termékei, az ADP és a
foszfat, ledisszocialhatnak kotShelyiikrdl, és lehetové teszik egy 1) ATP molekula

megkotését még mielbtt a porus bezarddhatna. Egy ilyen "reentry” mechanizmus valoban
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a steady-state burst-6k megnyulasahoz vezetne, mert lehetévé tenné, hogy egy burst-re
egynél tobb ATP hidrolizis ciklus essen. A "reentry" elmélet azt josolja, hogy a steady-
state koriilmények kozott tapasztalt atlagos burst idotartamok szignifikansan hosszabbak,
mint az ATP elvonast kovetd makroszkopos aramlecsengések idéallandoi, mivel ez
utobbi mérdszdm olyan koriilmények kozott méri a burst idétartamot, amelyek —
nukleotidok hianyaban — kizarjak a reentry események lehetdségét.

Mivel a W401F mutacidhoz hasonldan, a H1348A és a P-ATP burst idétartamot
megnyajtd hatasai is az 1-es kotOhely perturbacidinak kovetkezményei, ezért
megvizsgaltuk, hogy ez utobbi jelenségek is magyarazhatok-e a reentry mechanizmussal.
Ehhez meghataroztuk a WT és ARI CFTR csatornak 2 mM ATP vagy 10 uM P-ATP (17.
A és C dbra), valamint a H1348A csatornak 2 vagy 10 mM ATP (17. B dbra, felsé sor)
vagy 10 uM P-ATP (17. B dbra, alsé sor) elvonasat koveté makroszkopos zarodasi
sebességeit: az aramlecsengések exponencialis illesztésébdl szarmazo idéallandok (17.
A-C dbra, szines gorbék és szamok) a reentry eseményeket nem tartalmazo burst-ok
atlagos idotartamait tiikrozik. Ezen idballandokat (17. D dbra, szines oszlopok) a
makroszkopos aramok aktivaciojahoz hasznalt nukleotid koncentraciok folyamatos
jelenlétében mért, mikroszkopikus, steady-state burst idétartamokkal (17. D dbra,
csikozott oszlopok, az adatok a 12. F, 13. C és 15. B és E dbrdakrol szarmaznak)
hasonlitottuk dssze. A steady-state értékek egyik esetben sem bizonyultak hosszabbnak a
ligand elvonassal megallapitott értéknél. Ezek szerint a 2 mM ATP-ben vagy 10 uM
P-ATP-ben kapuzo WT és ARI CFTR csatornak, valamint a 2-10 mM ATP-ben vagy 10
uM P-ATP-ben kapuz6é H1348A csatornak, a steady-state kapuzas soran a porusnyitast
eloidéz6 NBD dimerizaciot kovetOen, a burst idotartama alatt mar nem kotnek tovabbi
nukleotidot, csakugy, mint az ATP-ben kapuzé6 WT CFTR csatornak [159].

A makroszképos WT CFTR aram relativ novekedése P-ATP-ben ATP-hez
viszonyitva (<1.5x, 17. A dbra) szerényebb anndl, mint amit a nyitvatartasi valosziniiség
novekedése (~1.55x, 12. E dbra) alapjan varnank. A kiillonbség hatterében a kétféle
nukleotiddal aktivalt csatorna atlagos vezetdképességének kiilonbsége all (iatp = -0.59 +
0.01 pA (n = 6) vs. ip.aTp = -0.54 = 0.01 pA (n = 6)) (18. dbra), amit az adatrogzitési

koriilményeink kozott a rovid zart dllapotok nem teljes feloldasa okozhat.
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17. dabra: WT, H1348A és ARl CFTR nukleotid elvonast koveté makroszkdopos
aramlecsengéseibdl nyert zarodasi sebességek 6sszehasonlitasa a mikroszkdpikus steady-state zarédasi
sebességekkel

A-C, Rovid ideig alkalmazott 2 mM ATP vagy 10 uM P-ATP (A és C) és 2 vagy 10 mM ATP (B, felsé
sor), illetve 2 mM ATP vagy 10 uM P-ATP (B, also sor) hatasa elGzetesen foszforilalt WT (A), H1348A (B) és
ARl (C) CFTR csatornak makroszképos aramaira. A nukleotid elvonast kovetéen az dramlecsengések
egyszerli exponencialisokkal (szines folytonos vonalak) lettek illesztve. Az illesztett exponencidlisok
idGallandéit a szines szamok jelélik (ms-ban).

D, Makroszképos zarddasi idéallanddk 2 mM ATP (kék oszlop) vagy 10 uM P-ATP (piros oszlop)
elvonasat kbvetéen WT, 2 mM ATP (bal zéld oszlop) vagy 10 mM ATP (sététkék oszlop) vagy 10 uM P-ATP
(bal barna oszlop) elvonasat kovetSen H1348A, illetve 2 mM ATP (jobb zéld oszlop) vagy 10 uM P-ATP (jobb
barna oszlop) elvonasat kdvet8en ARI CFTR csatornak esetén. Osszehasonlitasképpen a csikozott oszlopok
(12. F, 13. Cés 15. B és E abrakrol szarmazo adatok) a megfelel§ csatornak azonos nukleotidok folyamatos

jelenlétében, mikroszképikus mérésekbdl meghatarozott atlagos burst idétartamokat szemléltetik.
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18. abra: A P-ATP-ben kapuzé WT CFTR csatornak atlagos vezetSképessége alacsonyabb, mint
az ATP-ben kapuzdké

A, ATP-ben (felsé sor) és P-ATP-ben (alsd sor) kapuzod egyedi WT CFTR csatornas regisztratumok
25 s-o0s reprezentativ szakaszai. Vm = -80 mV. Folytonos z6ld vonalak, az idealizaldashoz hasznalt vezetési
szintek; szaggatott piros vonalak, a nyitott allapot meghatdrozasahoz hasznalt kiszobérték (a
vezet6képesség fele).

B, Az A panelen bemutatott reprezentativ mérések amplitidé hisztogramja. Az idealizacios kiszob
(szaggatott piros vonalak) feletti oszlopok sdrgdval vannak kiemelve. Az egyedi csatornaknak a burst
idGtartamara vonatkoztatott atlagos aramai (i), a sargdval kiemelt adatpontok atlagai, a hisztogramokon fel

lettek tlntetve.

4.2.7 AP-ATP és a H1348A mutacio az O1 — O atmenet lassitdsa révén nyujtjdk meg

a burst id6tartamat

Egy burst esemény kétféle modon végzddhet: az NBD dimer disszociacidja
torténhet ATP hidrolizis nélkiil, a poérusnyitasi konformaciovaltozassal ellentétes,
reverzibilis Uton (O1 — Ci; 19. C dbra), vagy kovetheti a 2-es kotéhelyen kotott ATP
hidrolizisét (O1 — O2 — C»; 19. C dbra). Miutan WT csatornakban, a nem-hidrolitikus
zarodasi sebességi allandoé (k-1; 19. C dbra) igen Kicsi, a burst-ok tilnyomo részt a

hidrolitikus Gtvonalon keresztiil zarodnak. Az ilyen tipikus burst két szakaszra oszthato:
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19. abra: A P-ATP és a H1348A mutacid egyarant lassitja a CFTR O1 - Oz atmenetét

A és B, 10 uM P-ATP-ben kapuzdé egyedi WT (A) és 2 mM ATP-ben kapuzdé egyedi H1348A (B) CFTR
csatorndk tobb szaz burst eseményének id8tartamait 0sszegzd hisztogramok. A panelek tetején egy-
csatornas aramregisztratumok 30 s hosszUsagu reprezentativ szakaszai lathatok. A maximum likelihood
modszer segitségével (lasd 3.3.3 fejezet) mindkét kapott eloszlast egyszer(i exponencidlis eloszlassal (kék
pontozott vonal), illetve a C panelen lathatd sémaval (a k1 sebességi dllandé 0-ra rogzitése mellett; piros
folytonos vonal) is megillesztettiik. Az utdbbi séma a log-likelihood ratio teszt alapjan szignifikdnsan jobban
illeszkedik (WT + ATP, P < 0.01 és H1348A + ATP, P = 0.05) mindkét eloszlashoz. A ciklikus séma illesztett
paraméterei (k1 és ka2 sebességi dllanddk), valamint az eloszlasok exponencialis komponenseinek amplitudoi
és az id6allandoi mindkét panelen fel lettek tlintetve.

C, A vizsgalt burst-hossz eloszlasok maximum likelihood illesztéséhez hasznalt, egyszerUsitett
ciklikus kapuzasi modellnek a sematikus dbraja [159], amely a 2-es kotShelyben ATP-t (C1 és O1 allapotok,
felsé sor), illetve ADP-t (C2 és Oz dllapotok, alsé sor) kotd zart és nyitott dllapotokat kilonboztet meg. A
modell feltételezi, hogy a pdrus megnyildsa/zarédasa egybeesik az NBD dimer kialakuldsaval/szétesésével.
Az dbra szinkddoldsa megegyezik az el6z6 dbrakéval. Sarga, plazmamembran; szirke, TMD-k; zéld, NBD1,
kék, NBD2; sdrga, ATP; piros, ADP.

D, Egyedi, 10 uM P-ATP-ben kapuzd WT CFTR (piros oszlopok) és 2 mM ATP-ben kapuzd H1348A

CFTR (z6/d oszlopok) csatornak burst-hossz eloszlasainak illesztésével nyert ki és ka sebességi allandok,
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illetve azok 6sszehasonlitdsa a 2 mM ATP-ben kapuzd WT CFTR hasonlé paramétereivel [159] (kék
oszlopok). A hibahatarok 0.5-egységnyi log-likelihood intervallumokat jeloinek. Megjegyzendd, hogy a
vizsgdlt 1-es kotShely perturbacidk esetében a ka2 sebességi dllandd csak mérsékelt pontossdggal becsiilhetd
a ki1 és a kz sebességi allandok kozott fokozddod kilonbség miatt (lasd [193]; ka/k: hanyadosok WT + ATP,
WT + P-ATP és H1348A + ATP esetén: 11, 18 és 29).

egy kezdeti, hosszabb iddintervallumra, amelynek soran a csatorna 2-es kotohelye ATP-
t kot (stabil, prehidrolitikus Oz allapot; 19. C dbra), és egy ezt kovetd joval rovidebb
intervallumra, amely alatt a 2-es kotéhely mar a hidrolizis végtermékét, az ADP-t
tartalmazza (instabilabb, rovid, poszthidrolitikus O3 allapot; 19. C dbra). A csatornanak
ezen konformaciokban eltoltott idejét az O1 —O2 és az O2 — C2 1épések sebességi
allandoi (ki és ko; 19. C dbra) hatarozzak meg. E sebességi allandok megbecsiilhetdk a
burst idotartamok eloszlasanak a 19. C dbrdn lathatdé modellel torténé maximum
likelihood illesztésével [200].

Tisztdzni kivantuk, hogy a P-ATP ¢és a H1348A mutécié melyik mikroszkopikus
sebességi allandora hatva nyujtjak meg a burst-6k id6tartamat. E célbol egyetlen aktiv
csatornat tartalmaz6 membranfoltok aramait regisztraltuk (19. 4 és B dbra), majd a burst-
hosszakat burst analizis (lasd 3.3.3 fejezet) segitségével hataroztuk meg. Az igy nyert
burst-hossz eloszlas maximum likelihood illesztésével becsiiltik a mikroszkopikus
sebességi allandokat. A 10 uM P-ATP-ben kapuzdé WT (19. 4 dbra) és a2 mM ATP-ben
kapuz6é H1348A (19. B dbra) CFTR csatorndk burst-hossz eloszldsa is csucsos, ami
megfelel a CFTR-re jellemz6, nukleotid hidrolizissel jard, nem-egyenstlyi kapuzasi
ciklusnak. A legszembetiindbb kiilonbség a 2 mM ATP-ben kapuzé6 WT [159] és az
altalunk vizsgalt perturbalt csatornak burst-hossz eloszlasai kozott, az utobbiak lassu
komponensének ("farkanak") megnyulasa volt, mig a cstcsok helyzete kozel valtozatlan
maradt. Ennek megfeleléen a maximum likelihood illesztés a 2 mM ATP-ben kapuzé6 WT
kontrollhoz képest (19. D dbra, kék oszlop a bal oldalon, [159]) felére-harmadara
csokkent ki sebességi allandot adott mind a P-ATP, mind a H1348A mutécio esetében
(19. D dbra, piros és zold oszlopok a bal oldalon). Ezzel szemben sem a P-ATP, sem a
H1348A mutéacio nem befolyasolja szignifikansan a k> sebességi allandot (19. D dbra,
jobb oldal).
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5 Megbeszélés

5.1 A spontan porusnyitdsok mechanizmusanak vizsgalata

5.1.1 A spontan poérusmegnyilasok mechanizmusa megerdsiti, hogy a CFTR ATP-

fliggd kapuzasa nem koveti a mikroszkopikus reverzibilitas elvét

Amig a CFTR porusanak ATP-fiiggé megnyilasarol ismert, hogy az az NBD-k
dimerizacidjahoz kapcsolt [190], addig az ATP hidnyaban észlelhetd spontan aktivitas
molekularis mechanizmusa ismeretlen. Utdbbi jelentdsége tilmutat a spontan nyitasok
elenyészé gyakorisaga alapjan vartnal. Az NBD-k és a TMD-k kapcsoltsagi fokanak
szorossaga a mai napig vitatott, jelentds kérdés, amelynek megértése kulcsfontossagl az
ABC fehérjék ATP-fiiggd konformaciovaltozasi ciklusat meghatarozo erék megértésében
[159, 190, 204, 208, 222]. A kérdés gyakorlati jelentdségét pedig az adja, hogy a G551D
mutacidt hordoz6 betegek csatornainak a spontdn aktivitas a kizarolagos kapuzéasi modja
[204, 210, 214], és a mai napig egyetlen CF-es betegek klinikai kezelésére engedélyezett
CFTR potenciator, az ivacaftor, ezen mechanizmus fokozasan keresztiil fejti ki hatasat.

Igazoltuk, hogy a spontan megnyilasok — csakugy, mint az ATP jelenlétében
bekovetkezok —az NBD-k 2-es ATP-kotohely koriili szoros dimerizaciojahoz kapcesoltak.
A CFTR porus megnyildsanak ez a szoros kapcsoltsaga az NBD-k dimerizaci6jahoz —
figgetlentil az ATP jelenlététdl vagy annak hidnyatol — er6s megkdtéseket tamaszt a
CFTR ATP-figgd kapuzasat magyarazd mechanikai modellekkel szemben, és segiti a
konformacidvaltozast vezérld, az ABC fehérjék kozott valdsziniileg konzervalt, erék
megértését. A szoros kapcsoltsag egyuttal egyszerlibb magyardzatot kinal kiilonb6z6
mutaciok, élettani vagy gyogyszeres regulatorok hatasmechanizmusainak értelmezésére.
Példaul, a harmadik leggyakoribb CF-t okozo, az NBDI signature szekvenciajaban
talalhaté G551D mutaciot hordozé csatorna kizardlag spontan mechanizmussal képes
megnyilni, mert a 2-es kotdhelyre bekotott ATP molekula egyenesen gétloszerként
viselkedik: az NBD2 Walker motivumaihoz kotott ATP vy foszfatja és az 551-es
pozicidban a mutacio altal 1étrehozott negativ toltés kozott elektrosztatikus taszitas 1ép
fel, amely neheziti az NBD dimer kialakulasat [214]. Ilyen elektrosztatikus kdlcsonhatas
nem lenne varhato, ha az NBD dimerizécios felszinek nem kozelitenék meg egymast a

porus megnyilasakor, de kézenfekvé kovetkezmény, amennyiben az NBD-k
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dimerizaciéja a GS551D mutansban is Szoros kapcsoltsagban marad a poérus
megnyilasaval. Tovabba, bar egy C-terminalisan csonkolt, NBD2 hidnyos CFTR csatorna
(CFTR aminosavak 1-1197; [223]) ritka spontan megnyilasai nyilvanvaléan nem
lehetnek NBD dimerizaciohoz kapcsoltak, a jelen eredmények arra utalnak, hogy e
csonkolt csatornanak a normalis NBD-TMD kapcsolatban szerepet jatszo, megmaradt
régidi (pl. csatold hélixek) a pdrus nyitdsai soran hasonldé mozgéasokat végeznek, mint
amelyek a nem csonkolt csatorndk NBD dimerizaciojat kisérik.

Az ATP-mentes megnyilasok soran — csakagy, mint az ATP-t kotott csatornakban
[191] — a nyitott CFTR csatornak ATP-kotohelyei az NBD felszinek szoros dimerizacidja
miatt valoszinileg hozzaférhetetlenek a citoszol feldl. Ezért a nukleotid kotés és
folyomanya van. El0szor is, az ATP-mentes nyitott allapot nem alkothatja az ATP fiiggd
kapuzasi ciklus szerves részét [175, 204]. Masodszor, a feltételezett hasonlosagok [208,
215, 222] ellenére, a CFTR kapuzasanak alapelvei gyokeresen kiilonboznek a ligand
kapuzott csatorndkétol, mint példaul a nikotinerg acetilkolin receptorétol. A ligand
kapuzott csatorndk ciklikus egyensulyi mechanizmussal rendelkeznek: a ligand kotése és
ligand aktivalo hatasanak termodinamikai alapja a mikroszkopikus reverzibilitas (detailed
balance) elve, miszerint egy ciklikus egyensulyi reakciosémaban egy zart hurok mentén
korbehaladva az egyes lépések egyensulyi allanddinak szorzata egységnyi: vagyis a
csatorna megnyilasat (,,izomerizacidjat”) az okozza, hogy a ligandkotéhely egyidejii
konformacidvaltozasa soran novekszik a kotdhely ligand iranti affinitasa [224]. Ezzel
szemben, CFTR esetében a ligandkotOhelyek a csatorna nyitott allapotaban zartak, igy
nem hozzaférhetdek a ligand szdmara, sem bekotésre, sem disszocidcidra nincs lehetdség:
azaz a nyitott CFTR kotési affinitdsa nem definidlhato (a kotés és disszociacid sebességi
allandoja egyarant nulla). Ezért még a hidrolizist megakadalyoz6 mutaciok segitségével
egyensulyi kapuzasra kényszeritett CFTR csatornak sem a mikroszkopikus reverzibilitas
elveinek alavetett ciklikus modellt, hanem linearis reverzibilis kapuzasi sémat (20. a

dbra) kovetnek.
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20. abra: A CFTR spontan pdrusnyitasainak mechanizmusa és a funkcidnyeréssel jaré mutaciok,

illetve az ATP-kotés kapuzasi energetikara gyakorolt hatasai

a, A spontan kapuzé CFTR csatorna sematikus domén elrendezdése a zart (C), atmeneti (T) és
nyitott (O) allapotokban. A panel szinkdédolasa megegyezik a 8. b dbrdn hasznalttal: sérga, plazmamembran;

szlirke, TMD-k; z6ld, NBD1; kék, NBD2; kék és piros kérék jelolik a mutans ciklus analizishez felhasznalt

célpoziciok helyzetét.

b, Az energetikai kapcsoltsagban bekovetkez§ valtozasok a vizsgalt poziciok kozoétt a spontan

kapuzas soran.

¢, WT (narancssdrga vonal) és P355A-K978C (fekete vonal) CFTR csatorndak ATP hidanydban
megfigyelhet6 spontan kapuzdsanak, valamint a nem-hidrolizdlé K1250R CFTR csatorna telitési ATP
jelenlétében megfigyelhets kapuzasanak (sziirke vonal) [190] szabadentalpia profiljai. A fekete és sziirke

lefele mutatd nyilak a funkcidnyeréssel jaré (BG) mutacidk, illetve a kompozit kotéhelyek ATP kotésének

energetikai hatdsait szemléltetik.
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5.1.2 A funkcidnyeréssel jaro mutaciok eltéré mértékben stabilizaljak az atmeneti és a

nyitott allapotot

A csatorna kiilonb6z6 részethez kotddo ,,allosztérikus modulatorok” ATP-t koto
¢és ATP-t nem kotd csatorndkon kifejtett hatasai nemcsak hogy szoros korrelaciot
mutatnak, de a kiilonb6zé modulatorok hatdsai additivnak is bizonyultak. Példaul, az
ATP-t kotott és nem kotott csatornak nyitvatartasi valoszinlisége egyarant novekszik az
R-domén foszforilaciojaval, feltételezhetéen az R-domén ¢és a TMD-k kozotti
a TMD-ken hato, ivacaftor hatasara [204]. Tovabba kiilonb6z6, az intracellularis
hurkokban elhelyezett mutaciok novelhetik [215, 216, 225] vagy csokkenthetik [226]
mind az ATP-t ko6tott, mind a nem kotott csatornak nyitvatartasi valosziniiségét. Jelen
eredményeink  kézenfekvd magyarazatot kindlnak mindezen megfigyelések
értelmezésére: annak a nyitott csatornaszerkezetnek (20. a dbra, jobb oldala) az
energetikai stabilizaciojat vagy destabilizaciojat, amelyrdl kimutattuk, hogy alapvetden
hasonlo elrendezddésii ATP-t kotott és nem kotott formdban is.

A WT ¢és az altalunk modellként hasznalt hattér (BG) CFTR csatornak kapuzési
paramétereinek Osszehasonlitdsa magyardzattal szolgalhat a funkcidonyeréssel jaro
mutaciok spontan aktivitast fokozo hatasanak mechanizmusara (20. ¢ dbra, fekete vs.
narancs szabadentalpia profil). A P355A-K978C kett6s mutacié a spontan nyitott
konformaciot ~8.1 KT mértékben (20. ¢ dbra, jobb fekete nyil) stabilizalva fokozza a
spontan Po-t (8. d dbra, BG vs. WT), és ennek hatterében nemcsak a fokozott nyitasi,
hanem a cs6kkent zar6dasi sebesség is all. A spontan nyitasok atlagos burst idétartamanak
megnyulasa a BG mutansban (WT: 60 + 9 ms (n = 5) vs. BG: 1566 + 235 ms (n = 19)) a
csatorna zarodasat megakadalyozoé termodinamikai barrier (AAG(T-0)) ~3.3 KT mértékii
emelkedését jelenti a WT-hoz viszonyitva. Osszességében ezen eredmények szerint a
funkcionyeréssel jar6 BG mutaciok a spontan atmeneti allapotot 1ényegesen kevésbé
(csupan 8.1 KT — 3.3 kT = ~4.8 kT mértékben) stabilizaljak (20. ¢ dbra, bal fekete nyil),
mint a nyitott allapotot. A célzott aminosav oldallancok tehdt molekularis
kornyezetiikben valtozast észlelnek, barmelyik iranybdl is érjék el a spontan atmeneti
allapotot. Az  atmeneti allapotban tehat az  oldallancok  kornyezetének

konformaciovaltozasa még folyamatban van, vagyis e régiok még nem érték el a spontan
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nyitott allapotra jellemz6 térszerkezetiiket. Ez a megfigyelés egybevag egy mar korabban
leirt, az NBD-TMD hatarfeliileten taldlhaté pozicid6 ATP-fliggd porusnyitas soran
bekovetkezé mozgasainak idézitésével [197]. Azaz, feltételezhetd, hogy — az ATP-t
kotott csatorna kapuzdsahoz hasonldéan — a spontan megnyilasok esetében is a rovid
¢lettartamu, magas szabadentalpidji atmeneti allapotban a poérus még zarva van

(20. a dbra, kozépen).

5.1.3 A kotott ATP-k eltéré mértékben stabilizaljak az atmeneti és a nyitott allapotot

Hogyan segiti eld a porusnyitast a csatorna természetes ligandja, az ATP?
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a kotott ATP nem valtoztatja meg a zart és
nyitott konforméaciok alapvetd elrendezddését. Sokkal inkabb molekularis ragasztoként
lehet elképzelni, amely stabilizalja az atmeneti és a nyitott allapotot. Mivel az ATP
jelenlétében megnyild csatorndk zdréddsa nem a megnyilassal ellentétes iranyl
reverzibilis utvonal mentén, hanem a 2-es kotohelyen kotott ATP hidrolizisén keresztiil
torténik [159], ezért a WT csatorna kapuzasanak ATP hianyaban, illetve jelenlétében
(8. d abra, WT+ATP vs. WT) meghatarozott termodinamikai profiljainak dsszehasonlitasa
nem alkalmas az ATP kotés energetikai hatasanak értelmezésére. Azonban a WT csatorna
spontan kapuzadsanak termodinamikai profiljat egy ATP-t kotott hidrolizis-képtelen
mutanséval Osszehasonlitva némi fogalmat alkothatunk az ATP koétésnek a csatorna
kapuzési energetikdjara gyakorolt hatdsar6l (20. ¢ dbra, sziirke vS. narancssdrga
szabadentalpia profil). Az ATP hidrolizist megakadalyozo 2-es k6t6hely mutaciok mind
megnyUjtjak az atlagos burst iddtartamot és a ciklikus kapuzasi mechanizmust
egyensulyiva csonkitjak, arra kényszeritve a csatornat, hogy ugyanazon a magas
szabadentalpidju atmeneti allapoton keresztiil zarodjon be, mint amelyen keresztiil
megnyilt (20. a dbra) [159, 190, 197]. Példaul, a telitési ATP jelenlétében kapuzo
K1250R (2-es kotéhely Walker A szekvencia) mutans (Po~0.6, 17b=9323 ms [190]) és a
spontan kapuzd6 WT csatorndk nyitvatartasi valoszinliségeibdl és atlagos burst
id6tartamaibol szamitott szabadentalpia profilok 0sszehasonlitasabol az deriil ki, hogy a
kotott ATP ~10.3 KT mértékben stabilizalja a nyitott allapotot (20. ¢ dbra, jobb sziirke
nyil), mig a csatorna zarodasdt megakadalyozé termodinamikai barrier magassaga

(AAG(T-0)) ~ 5.1 KT mértékben csokken. Eszerint az ATP kotés kevésbé stabilizalja az
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atmeneti allapotot (csak 10.3 KT — 5.1 KT = ~5.2 KT mértékben), mint a nyitott allapotot
(20. ¢ dbra, bal sziirke nyil). Tehat, bar az ATP-t kotott NBD érintkezési felszinek a 2-es
kotohely kortil mar az dtmeneti allapotban is szoros dimert képeznek [197], ebben az
allapotban a kotott ATP még nem fejti ki teljes mértékben "molekularis ragasztd" hatasat,
mivel az jelentésen tovabb erdsodik, amikor a csatorna eléri stabil nyitott allapotat. Ez a
kovetkeztetés az NBD dimerizéacios felszinek tovabbi molekularis atrendezddését
valoszinlisiti, mikdzben a csatorna az atmeneti allapotbdl a nyitott allapotba billen. Az
egyik lehetséges magyarazat, hogy az atmeneti allapotban az 1-es kdtohely még nem érte
mar az atmeneti allapotban is teljes mértékben kifejti molekularis ragasztd hatasat, addig

az 1-es kotéhelyben kotott ATP csak a nyitott allapotban.

52 A degeneralt ATP-kotéhely kapuzashoz kapcesolt konformacidvaltozasainak

vizsgalata

A CFTR degeneralt 1-es kotohelyében két szerkezeti perturbacionak a kapuzasra
gyakorolt hatdsait vizsgaltuk: az NBD2 signature szekvencidjaban talalhato 1348-as
hisztidin oldallancat eltavolitottuk, illetve az 1-es kotéhelyen kotott P-ATP adenin

Bar kisérleteinkben, a hosszas P-ATP alkalmazasnak koszonhet6en, feltehetdleg
mindkét kompozit kotdhelyben mar az ATP analég volt jelen, korabbi munkak
meggy6zbden bizonyitottak, hogy a burst-ok id6tartamara (12. F dbra) az 1-es kotéhelyen
kotott nukleotid szerkezete van hatdssal, mig a 2-es kotdhelyen kotott nukleotid a
latszolagos affinitast (12. B és C dbra), illetve a maximalis nyitasi sebességet hatarozza
meg [206]. Tovabba, a P-ATP és a nem-hidrolizal6 AMP-PNP egyiittes alkalmazasaval
nyitvarekesztett csatornakon végzett kisérletek tanusaga szerint, a nem-hidrolitikus
zarodast is az 1-es kotéhelyen kotott P-ATP lassitja [221]. Ezen korabbi megfigyelések
tovabbi fiiggetlen megerdsitéseként mind a hidrolitikus, mind a nem-hidrolitikus zarodas
kapcsan energetikai kapcsoltsdgot igazoltunk a P-ATP feniletil csoportja és az 1-es
kotohely két oldalan kivalasztott poziciok kozott (15. és 16. dbrak).

Steady-state egy csatornas mérések maximum likelihood illesztésével és
makroszkopos aramok nukleotid elvonast kovetd lecsengéseinek exponencialis

illesztésével meghataroztuk, mely mikroszkdopikus sebességi allandok megvaltozasai
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okozzak a vizsgalt 1-es kotohely perturbacioknak a csatorna nyitott allapotat stabilizalo
hatésait.

Nemrégiben felvetették [182, 205], hogy a burst-6k poszthidrolitikus szakaszaban
1étezik egy rovid idOablak, amely soran a csatorna még nyitva van, de a 2-es kotéhelyen
lezajlott hidrolizis végtermékei mar ledisszocialtak, lehetséget teremtve egy ujabb ATP
megkotésére anélkiil, hogy a csatorna ekdzben bezarodna. A szerzok azt is felvetették,
hogy bizonyos mutaciok — mint pl. az 1-es kot6helyben talalhato W401F mutacio — illetve
hatoanyagok fokozhatjak az ilyen ,reentry” események gyakorisagat, ami a burst-0k
megnyulasat eredményezi [182, 204, 205]. Mivel az altalunk vizsgalt perturbaciok is az
1-es kotohelyben talalhatok és a burst-0k megnytlasaval jarnak, felmeriilt, hogy egy
hasonl6 ,,reentry” mechanizmus magyarazhatja-e a kapott fenotipusokat. Azonban a
H1348A mutans atlagos steady-state burst idétartamai ATP koncentracio-fiiggetlennek
bizonyultak (13. C dbra), és a makroszkopos aramok nukleotid elvonast kovetd
lecsengéseinek id6allandoi 6sszhangban voltak a telitési nukleotid koncentraciok mellett
steady-state koriilmények kozott meghatarozott burst idétartamokkal (17. dbra). Ezek az
eredmények kizarjak a reentry lehetéségét, és igazoljak, hogy az altalunk vizsgalt két
1-es kotohely perturbacido nem zavarja meg az ATP kotés és a porusnyitasok kozotti kozel
1:1 aranyu kapcsoltsagot, ami az ATP-ben kapuzé WT CFTR csatorndk jellemz6
sajatossaga [159]. Bar a makroszkopos és a steady-state zarodasi sebességek
Osszehasonlitdsa talan nem elég érzékeny az 1:1 ardnytdl vald mérsékelt eltérés
észlelésére, azonban az atlagos burst idétartamok altalunk észlelt, kétszeres, haromszoros
megnyulasanak magyarazatara a mérsékeltnél joval nagyobb eltérésre lenne sziikség.

A kinetikai méréseink értelmezéséhez a 19. C dbrdan lathatd egyszerUsitett
ciklikus modellt hasznaltuk, és meghataroztuk a vizsgalt 1-es kotohely perturbaciok
hatdsait a nyitott allapot stabilitdsdt meghatdrozd harom sebességi 4allandora: k-
(01 — C1), k1 (O1 — 02) és k2 (02 — C2) (19. C dbra).

A részletes kinetikai elemzés eredményei szerint a vizsgalt perturbaciok hatasai
nagyon hasonléak: mindkettd felére-harmadara csokkenti az O1 — Oz és az O1 — C1
atmeneteknek megfeleld ki és k. sebességi allandokat. Ezen eredmények a CFTR
kapuzasi ciklus szabadentalpia profiljanak (21. dbra, kék szabadentalpia profil) tikrében
egyszerlien értelmezhetoek az Oi allapot szelektiv stabilizalasaval (AAGoz1; 21. dbra,

piros szabadentalpia profil), amely az O1 — Oz (AG*1; 21. dbra) és az O1 — C1 (AG*4;
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21. abra: A P-ATP és a H1348A mutacié CFTR kapuzasi energetikajara gyakorolt hatasainak
szemléltetése

Felsé grafikon: A korabbiakban bemutatott kapuzasi [épéseken (19. € dbra) keresztilhaladd WT
(kék vonal) és 1-es kot6helyében perturbalt (piros vonal) CFTR csatorna szabadentalpiavaltozas-profiljainak
Osszehasonlitdsa. (Az dbra nem méretardnyos.) Az O1 alapdllapotnak — a Ci1 és az O2 alapdllapotokhoz
viszonyitott — szelektiv stabilizaldsa (6AGo1) az O1 allapotbdl kivezeté mindkét energiagdt magassaganak
(AG*.1 és AG*1) megndvekedését vonja maga utan (piros vs. kék fliggéleges kettds nyilak), ami a k-1 és ki
sebességi allanddk egyidejl csokkenéséhez vezet. Alsé sematikus dbra: a kapuzasi konformaciovaltozasok

szemléltetése; az 1-es kotShely perturbacidjat piros csillag jeloli.

21. abra) atmeneti allapotokhoz tartozo energiagatak ndvekedését vonja maga utan
(21. abra, piros vs. kék nyilak).

A H1348A mutansban a nyitasi sebesség kétszeresére gyorsulasa (13. D dbra, zold
oszlop vs. 12. G dbra, kék oszlop) megfelel a C; — Oi atmenethez tartozo energiagat
csokkenésének. A P-ATP feniletil csoportja kisebb mértékben, de szintén fokozza a
nyitasi sebességi allandot (12. G dbra, piros vs. kék oszlopok), azonban ez a hatas csak
korlatozottan értelmezhetd, tekintettel arra, hogy azt a 2-es kotéhelyben kotott nukleotid
okozza [206].

Az eddigi eredmények szerint az 1-es kotohely koriil az NBD-k nem valnak szét
a csatorna zarodasakor [206, 207], ezért a degeneralt kotdhelyet egyszerli, merev
szerkezetként képzelték el, amely nem vesz részt az aszimmetrikus ABC-C fehérjék

konformaciovaltozasaiban. Jelen eredményeink azonban nem tdmasztjdk ald ezt a
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szemléletet. Ha az 1-es kotOhely rigid szerkezetként viselkedne, azaz az 1-es kthely
koriili konformécid a csatorna kapuzasa soran nem valtozna, akkor az itt elhelyezett
perturbaciok kornyezete a kapuzasi ciklus soran allandé maradna. Azaz, a perturbalt
csoportok masodlagos kotési energidinak 0sszessége nem valtozna az O1 — O és az
O1 — Ci atmeneti allapotok, illetve a stabil Oy allapot kozott, igy e perturbaciok nem
befolyasolndk ezen termodinamikai barrierek magassagait. Azonban kisérletes
eredményeink e termodinamikai barrierek (AG*1 és AG*.1; 20. dbra) valtozasat igazoljak
mindkét 1-es kotohely perturbacionk esetén, ami a perturbalt csoportok lokalis
kornyezetében a kapuzasi ciklus soran bekovetkezd molekularis atrendezddést feltételez.
Az l-es kotéhely C; = O; lépés soran torténd atrendezddése, a kotShely jelentds
mozgésat valdszinlisiti a nyitasi 1épés soran — még akkor is, ha a kotéhely maga nem valik
sz¢&t a zart allapotban. Az 1-es kdtdhely O1 — Oz 1épés soran torténd atrendezodése pedig
érthetdvé teszi, hogy e kotdhely perturbacioi — allosztérikus modon — lassitani képesek az
ATP hidrolizisét a 2-es kotéhelyben.

Egy tovabbi 1-es kdtohely perturbaciordl, a 464-es pozicio konzervalt Walker A
lizin-oldallancanak eltavolitasardl (K464A) is ismert, hogy befolyasolja a fenti két
sebességi allandot, bar ezen hatdsok iranya némileg eltérd: a ki sebességi allandot a
K464 A mutacio negyedére csokkenti [159], mig K1250A modellben a nem-hidrolitikus
zarodas sebességi allandot (k-1) tizszeresére noveli [159]. A K464A perturbacio és az itt
vizsgalt két perturbacid tehat masként torzitjdk a szabadentalpia profilt, a konklazid
azonban azonos: mozgas az 1-es kotéhelyben az O — Ci és az O1 — O2
konforméciovaltozasok soran.

Bér az 1-es kotOhely szemkozti felszinein 1étrehozott két perturbacio, az NBD1
K464A ¢s az NBD2 H1348A mutacidja, ellentétes iranyban befolyéasoljak az O allapot
stabilitasat a Ci allapothoz képest. E hatasaikat a reverzibilis C; = O; atmenet mindkét
sebességi allandojanak — a nyitasi (kci1»o1) €s a nem-hidrolitikus zarodasi (k-1) sebességi
allandonak — egyiittes megvaltoztatasaval érik el: a K464A mutacio esetén a Kci-o1
csokken és a k.1 n6 [159], a H1348A mutacio esetén a Kci»o1 n6 €s a k.1 csokken (13. D
és 14. B és E dbrak). (A P-ATP-vel végzett kisérleteinkben mért nyitasi sebességi allando
nem tekinthetd az 1-es kotéhely perturbacioja szempontjabol értékelhetdnek, mert azt a
2-es kotohelyen kozott ligand befolyasolja [206, 221, 227].) A perturbaciok ilyen

kinetikai hatdsa az atmeneti 4allapotban éppen mozgasban 1évé molekularészek
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jellemzdje. Vagyis, mig a 2-es kompozit kotéhely, ATP jelenlétében [197] és annak
hianyaban (20. b dbra) is, mar az dtmeneti allapotban eléri a nyitott allapotara jellemzd
lokalis térszerkezetét, addig az 1-es kotohely lokalis konforméciovaltozasa csak késébb
fejez6dik be, és ténylegesen csak a porus megnyilasakor éri el végsd, nyitott allapotra

Az ezidaig rendelkezesre 4ll6 egyetlen aszimmetrikus ABC transzporter
kristalyszerkezetben, a TM287/288 szerkezetében [87], a TMD-k a befelé¢ nyitott
konforméacioban allnak, amely feltételezhetéen a CFTR zart pérusénak felel meg. Az
NBD-k ek6zben részlegesen szétvalt konformacidban vannak (22. dbra): a 2-es kotéhely
disszocialt és nem tartalmaz nukleotidot (22. dbra; felso kompozit kotéhely), mig a
degeneralt 1-es kotéhely (22. dbra; alsé kompozit kétéhely) egy AMP-PNP molekulat
tartalmaz, ¢és két oldala kozott joval kissebb a tavolsadg. Ez utdbbi kotdhely D-hurkaban
talalhatd 521-es aszparagin (22. dbra; rozsaszin, térkitoltott) és a konzervalt 368-as
Walker A treonin (22. dbra; piros, térkitoltétt) alfa szénatomjai kozott minddssze 5.7 A
a tavolsag, és az aszparagin kapcsolatban all a kotott AMP-PNP y-foszfatjaval. A CFTR-
ben az analdg pozicidoknak megfelelé aminosavak (T460 - H1375) kozott az energetikai
kapcsoltsag nem valtozik a kapuzési ciklus soran, amit a két oldallanc kozott
folyamatosan fennallo kapcsolatként értelmeztek [207]. Azonban, szorosan dimerizalt
ABC fehérje szerkezetekben [56, 69] az 1-es kotéhely két oldala kozott a Walker A és a
signature motivum kozotti tavolsagok ~3 A-mel kisebbek, mint ami a TM287/288
szerkezetben [87] mérheté. Ez — jelen eredményeinkkel 6sszhangban — az 1-es kotohely
két oldala kozotti részleges szeparaciora utal.

Eredményeink szerint a CFTR kapuzasi ciklusa soran nemcsak a kanonikus 2-es,
hanem az 1-es kompozit ATP-kotéhelyben is szignifikans konformaciovaltozas megy
végbe, azonban e mozgasok pontos mértékének és irdnyanak feltardsa tovabbi szerkezeti

¢s funkcionalis méréseket tesz szlikségessé.
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22. abra: A TM287/288 aszimmetrikus bakterialis ABC transzporter kristalyszerkezetében a
degeneralt ATP-két6hely két oldala részlegesen disszocialt

A degeneralt kot6helyben AMP-PNP-t (sdrga pdicikamodell) k6t6 TM287/288 (Protein Data Bank
azonositészam: 3QF4) NBD dimerének kristalyszerkezete. A konzervalt Walker A treoninok (T368 a TM287-
ben és T390 a TM288-ban; pirosak) és a D-hurkokban ezekkel szemkozt elhelyezkedd analég aminosavak
(S499 a TM287-ben és N521 a TM288-ban; lildk) térkitolt abrazoldssal kiemelve. A kanonikus (felsé) ATP-
kot6hely nem tartalmaz kotott nukleotidott és nyitva van, mig a degeneralt (also) kot6hely AMP-PNP-t kot,
és a Walker A és a D-hurok kozotti kapcsolat részlegesen megtartott. A NBD-k szinkddoldsa az eddig

haszaltaknak megfelelS: z6/d, TM287 NBD-je; kék, TM288 NBD-je.

5.3 A kompozit kdtéhelyek szerepe a CFTR kapuzéasaban

Doktori munkamban bizonyitottuk, hogy az NBD dimer nem csak ATP
jelenlétében [190], hanem annak teljes hianyaban (20. b dbra) is kialakul, bar az ilyen
"lires" dimer stabilitasa jelentés mértékben elmarad a két kotott ATP molekulat magaba

zaroétol (20. ¢ dbra, sziirke vs. narancssdarga szabadentalpia profil): to (atry= 9323 £ 515
ms (n = 49) [190] vs. 1 eaTr)= 60 £ 9 ms (n = 6) (8. d dbra). Ez alapjan nincs okunk

feltételezni, hogy nem alakulhat ki olyan NBD dimer is, amelyben csak az egyik kdtOhely
zar magaba ATP-t, mig a masik iliresen marad. Ezen felvetés egyszerli magyarazatot kinal
a szakirodalomban leirt néhany tovabbi eredmény értelmezésére is.

WT CFTR csatornak a makroszkopos aram ATP elvonast kdvetd lecsengésének

idéallandojaval (t = 0.46 = 0.02 s (n = 25)) kozel azonos sebességi allandoval
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(t =0.34 £ 0.03 s (n = 20)) veszitik el a 2-es kot6helybe zart nukleotidot, mig az 1-es
kotéhelyben ez nagysagrendekkel lassabban, atlagosan 51 +5 s (n = 19) alatt [206] megy
végbe. Bar kisérletes adatok utalnak arra, hogy a zart csatorndk ennél valamivel
gyorsabban (~30 s alatt [181]) veszitik el a degeneralt kotéhelybe zart nukleotidot, az
ATP elvonasat kozvetleniil koveté idészakban a zart csatornak egy része még ATP-t
tartalmaz az 1-es kotéhelyben. Nagyszama WT CFTR csatornat tartalmazo
membranfoltban az ATP elvondsat kovetd kb. fél percben még lathatok olyan 0j nyitasok,
amelyek élettartama Osszevethetd az atlagos hidrolitikus burst-hosszal (2-300 ms, nem
mutatott eredmény), és amelyek jol elkiiloniilnek a késobb észlelhetd, ezeknél 1ényegesen
rovidebb (60 = 9 ms (n = 6) (8. d dbra)) spontan nyitasoktol (8. a dbra). Ezekrdl a
pérusnyitasokrol feltételezhetd, hogy olyan NBD dimerek kialakulasa okozza,
amelyekben csupan a degeneralt kotohely tartalmaz ATP-t.

A harmadik leggyakoribb CF-t okozé G551D CFTR mutacio olyan csatornakat
eredményez, amelyek csak a spontan mechanizmus révén képesek kapuzni [210], mert a
2-es nukleotid-kotéhelyben az NBD2 Walker motivumaihoz kotott ATP y foszfatja és a
mutacid kovetkeztében az NBDI1 signature szekvencidjaban megjelend aszpartat
oldallanc negativ toltése kozott fellépd elektrosztatikus taszitas gatolja a dimer
kialakuldsat és a csatorna megnyilasat. Ezért ez a csatorna még mM-os ATP koncentracio
mellett sem mutat lényegesen nagyobb kapuzasi aktivitast, mint nukleotidok teljes
hianyaban [210, 214, 228]. Azonban létezik egy olyan alacsony ATP koncentracio
tartomany (10-20 uM), amelyben a G551D csatornak aktivitasa fokozddik. Ezt az elsére
paradoxnak tliné megfigyelést a CFTR két nukleotid-kotShelyének eltérd ATP affinitasa
magyarazhatja. Az 1-es kotohely affinitasa nagyobb [82], ezért az ATP koncentracid
csokkentésével parhuzamosan né az ATP-t csak az 1-es kot6helyen tartalmazo csatornak
aranya [214], amelyek esetében a dimerizacio lehetésége fokozott. (Hasonld hatas érhetd
el a 2-es kotéhely nukleotid affinitasanak csokkentésével is, pl. az Y1219G mutaciod
segitségével.) Az ennél alacsonyabb ATP koncentraciokndl azonban a G551D mutans
aktivitasa Gjra csokken [214], jelezve, hogy az 1-es kotéhely kiiiresedése utan kialakulo
spontan dimerek stabilitdsa kisebb a csak az 1-es kotOhelyen ATP-t tartalmazo
dimerekénél.

Az irodalombol ismert, hogy a nem-hidrolitikus K1250A CFTR csatornaban az
ATP latszolagos affinitdsa lecsokken (K2 K1250A vs. Kiz WT: 6.5 £ 4.8 mM vs.
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57 + 2 uM [158]). Mig telitési, 10 mM-0s, ATP koncentraci6 mellett e mutans nyitott
allapota igen stabil (tn ~20 s (14. A és C dbra)), addig alacsony, 10 uM-0s, ATP
koncentracié mellett az atlagos burst-hossz 100 ms-os nagysagrendbe esik [229], azaz
kozel megegyezik a WT csatorndk atlagos nyitvatartasi idejével. A fenotipusra
magyarazattal szolgalhat, hogy a két NBD kozotti affinitaskiilonbség novekedésével ezen
csatornaknak alacsony ATP koncentracié mellett csak az 1-es kotohelye foglalt, mig a
mutacio kovetkeztében csokkent affinitasu 2-es kotohely tires marad. Ezt az értelmezést
erdsiti, hogy a szintén hidrolitikusan inaktiv E1371S CFTR, amelynek ATP iranti
affinitasa érintetlen, 10 uM ATP jelenlétében is tobbnyire hasonléan hosszl burst-okre
nyilik meg, mint telitési ATP koncentracioé mellett (tb ~24 s (14. D és F dabra)) [174].

A szintén csokkent ATP affinitassal rendelkez6 (Kg = 391 + 118 uM) [158], nem-
hidrolizal6 mutans D1370N CFTR 2 mM ATP jelenlétében vizsgalt burst-hossz eloszlasa
két komponensii exponencialissal szignifikansan jobban illeszthetd, ami két eltérd atlagos
¢lettartamu nyitott (burst) allapot 1étezését tiikrozi: a burst-6k talnyomo tobbségének
atlagos élettartama 2 s koriili, de emellett tisztdn feloldhato egy ~200 ms-0s élettartamu
burst populacio is [159]. A kétféle nyitott allapot mogott két eltéré konformacio
feltételezhetd. A hosszti komponens minden bizonnyal megfelel a mindkét nukleotid-
kotdhelyben ATP-t kotd6 NBD dimerrel megnyilo csatorndknak, mig a révidebb
¢lettartamt komponens valdsziniileg a csak az egyik kotéhelyben ATP-t kétd NBD
dimerrel megnyil6 csatornakat tiikrozi.

WT CFTR esetében is leirtak bizonyos kisérleti koriilmények kozott az atlagos
burst-hossz ATP koncentracio-figgését: e tanulmanyokban a burst-hossz minimalis
értéke kozel azonos az el6zdekben ismertetett, csak egy nukleotidot kotd, NBD dimerek
¢lettartamaval, és az ATP koncentracio emelésével mérsékelten megnytlik [229].

A fenti 6t példa egyarant magyarazhato azzal, hogy a nyitasok mogott olyan NBD
dimer is allhat, amelyben csak a 1-es, degeneralt kotéhely kot ATP-t. Az el6z6ekben
ismertetett példak logikaja alapjan azonban feltételezhetjiik olyan NBD dimer létezést is,
amely csak a katalitikusan aktiv 2-es kothelyben tartalmaz ATP-t. Ilyen dimerizacios
mechanizmus létezését valoszinlisiti az alabbi két példa.

ATP jelenlétében, az annak elhasitasara képtelen E1371S CFTR NBD-i igen
stabil dimert alkotnak, amely nyitvarekeszti a csatornat (14. D és F dbra). Ennek a

dimernek a stabilitdsat jelentds mértékben gyengiti az NBD1 A-hurkéban talalhat6, az
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1-es kotdhelyben kotott nukleotid purin bazisat stabilizalo, W401 aminosav mutéciodja: a
dupla mutans (W401G/E1371S) CFTR csatorna nyitott allapotanak stabilitasa csak kozel
fele az E1371S csatornaénak [227]. Ligand kicserélési kisérletekbdl tudjuk, hogy a
W401G mutans gyorsabban vesziti ¢l az 1-es k6téhelyben kotott nukleotidot, mint a WT
csatorna [181, 206]. A csatorna latszolagos ATP iranti affinitasat azonban e mutacié nem
befolyasolja, mert a W401G nyitasi sebességének ATP koncentracio fiiggése a WT-éval
megegyez6 marad [227]. Miutan a 2-es kot6helyben talalhatd, a W401-es aminosavval
analog helyzetli és funkcidji, Y1219 aminosav mutacidja jelentés mértékben jobbra tolja
a csatorna nyitasi sebességének ATP koncentracio fliggését [227], feltételezhetjiik, hogy
a W401G mutacio is "jobbra tolja" az 1-es kotdhely ATP affinitasat. Tehat, vagy olyan
magas a WT csatorndk 1-es kotdhelyének ATP affinitdsa, hogy még a W401G
csatornaban is magasabb marad a 2-es kotéhelyénél, vagy pedig az 1-es ATP-kot6hely
telitettsége nem jatszik kulcsfontossagl szerepet a nyitasi sebesség meghatarozasaban.
Az utobbi értelmezést valdszinisiti, hogy csak a 2-es kotohelyben végbemend ATP
P-ATP csere befolyasolja a CFTR maximalis nyitasi sebességét [206]. Ha a fentiek, és a
csak egy kotott ATP jelenlétében is kialakul6 NBD dimer lehetdségének fényében
probaljuk értelmezni a WA401F mutans atlagos burst-hosszanak mérsékelt ATP
koncentracio fliggését [182], akkor valdsziniisithetjiik, hogy az 1-es kotdhely mutacio
révén csokkent ATP affinitdsa kovetkeztében alacsony ATP koncentraciok mellett mar
nem csak elvétve, hanem kimutathatdo — a burst idotartamok atlagat is befolyasolo —
aranyban jonnek 1étre olyan instabilabb dimerek, amelyekben a 2-es kotohelybe zart ATP
mellett az 1-es kotéhely iires.

A G1349 aminosav az 1-es ATP-kotéhelyet alkoto6 NBD2  signature
szekvenciajaban talalhato. Homolog a fent ismertetett, NBD1-ben talalhat6 551-es
glicinnel, és aszpartat mutacioja szintén CF-hez vezet, bar enyhébb lefolyassal [210]. A
kapuzés sériilésének molekularis hattere analdgidt mutat a G551D mutdcional mar
korabban targyaltakkal, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben az 1-es kotéhelyben
kotott ATP y foszfatja és a 1349-es pozicidban megjelend aszpartat kozotti
elektrosztatikus taszitds miatt csokken a nyitvatartasi valosziniis€g. A két mutacio
sulyossadganak Osszehasonlitdsa valdszintsiti, hogy a kapuzéds szempontjabol a két
kotéhely koziil a 2-es a fontosabb, mert annak mutacio okozta funkcidkiesését az 1-es

kompozit kotdhely kevésbé tudja potolni, mint forditva. A G1349D mutans ugyanis
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megtartott ATP-fliggd kapuzassal rendelkezik, bar maximalis nyitvatartasi valoszintisége
csak tizede a WT csatornaénak. Ugyanakkor, alacsony ATP koncentraciok mellett ez az
arany lényegesen nagyobb, vagyis az ATP koncentraci6é csokkentése esetén a mutacid
gatlo hatasa kevésbé érvényesiil. A G1349D burst-jeinek atlagos idétartama hasonlo, mint
a hidrolitikusan aktiv, vagy a csak egy ATP-t tartalmaz6 NBD dimerrel megnyilo, WT
CFTR csatorna burst-hosszai, és ATP iranti latszolagos affinitasa IS jo kozelitéssel
megegyezik a WT csatornadkéval, bar relativ drama alcsonyabb ATP koncentraciok
mellett kevésbé meredeken csokken [210]. Ezek alapjan feltételezheté, hogy a 2-es
kotéhely ATP affinitasa nem sériilt, azonban a nagyobb affinitasu [82] 1-es kotéhelyben
kotott ATP akadalyozza a csatorna megnyilasat. Ez a gatlo hatas csak akkor szlinik meg,
ha az 1-es kotohelyrdl ledisszocial az abban kotott ATP, és igy az liresen marad, ennek
esélye pedig az ATP koncentracié csokkenésével né. Valdszinisitheto tehat, hogy az
alacsony ATP koncentraciok mellett megnyilo G1349D csatornak NBD dimere tobbnyire
csak a 2-es kotéhelyben tartalmaz ATP-t.

A fenti példak jol szemléltetik, hogy a hidrolizisre képtelen, két ATP-t magéba
zar6 NBD dimer termodinamikai stabilitasaval (1o > 20 S) szemben, a nukleotid hianya
barmelyik kdtohelybdl jelentés mértékben csokkenti az NBD dimer stabilitasat (tn < 0.5
S), és e hatas kiilondsen szembetiin a két iires kotohelyet tartalmazo “spontan” NBD
dimer esetén (tp ~ 60 ms, v.0., (8. d dbra)). Azaz mindkét ATP egyarant szerepet kell
hogy jatszon a dimer stabilitdsdnak meghatarozasaban. Ezzel latszolag ellentmondonak
tlinhet, hogy mig a 2-es kotdhelyben kotott nukleotid purin bézisat stabilizalo 1219-es
tirozin glicin mutacioja nem befolyasolja, addig az 1-es kotéhely ezzel analog W401G
mutacioja jelentdsen csokkenti, a hidrolizisre képtelen (E1371S) dimer stabilitasat [227],
¢és hasonldo mértékben befolyasolja azt szamos egyéb 1-es kéthely perturbacio is, pl. a
K464 A mutacio [159], a RI deléciodja (16. E dbra) és a H1348 A mutacio (16. B dbra). A
két kotdhely perturbacidinak a nem-hidrolitikus nyitott allapot élettartamara kifejtett
kiilonboz6 hatdsai mogott a két kotéhely mozgésainak idobeli aszimmetridja allhat. Mig
a 2-es kotéhely a nyitasi dtmeneti allapotban (T*) mar elérte a nyitott 4llapotra jellemzé
allapotban teljesen érvényesiil, addig az 1-es kotdhely a T+ 4llapotban még mozgasban
van, és az itt kotott ATP teljes stabilizalo hatasa csak a nyitott (O1) allapotban alakul ki

(v.0., 20. ¢ dbra, sziitke vs. narancssagra szabadentalpia profil). A 2-es kothely
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perturbacidi ezért hasonlé mértékben hatnak a T+ és O1 allapotok szabadentalpijara,
Osszességeében nem befolyasolva az O1—Cy 1€pés energiagatjanak magassagat (21. dbra,
AG*1). Ezzel szemben, az 1-es kotdhely perturbacioi nagyobb mértékben torzitjak
(novelik vagy csdkkentik) az O1 allapot szabadentalpiajat, mint a T+ allapotét, igy az
01—C: energiagat magassagara is hatnak.

Ugyanezen gondolatmenet egyben megmagyarazza a nyitasi sebesség
fokozottabb érzékenységét a 2-es kotOhely perturbécidival szemben: az Op allapot
szabadentalpidjanak perturbacié okozta dAGo1 mértékli valtozasanak kovetkeztében a
nyitasi energia barrier (AGt-c1) hasonld mértékben valtozik, ha a perturbacio a 2-es, de
csak kisebb mértékben, ha a perturbacio az 1-es kotdhelyben talalhato (v.6., 21. dbra).
Ennek alapjan érthetd, hogy a 2-es kdtohely szemkozti felszinein elhelyezkedd T1246 és
R555 aminosavak mutacioi dramaian csOkkentik a nyitasi sebességet [190, 197]
(11. f abra), mig az 1-es kotéhely homoldg pozicidinak (T460, L1353) mutacioi joval
szerényebb hatassal vannak arra [207]. Hasonloképpen, a 2-es kotéhelyben kotott ATP-
nek P-ATP-re torténd cseréje jelentds mértékben gyorsitja a maximalis nyitasi sebességet,
mig ugyanez a csere az l-es kotShelyben nem befolyasolja azt [206]. Végezetiil,
minthogy a csatorna megnyilasat a 2-es kotéhelyhez k6t6d6 nukleotid joval nagyobb
mértékben gyorsitja, ezért a nyitasi sebesség ATP koncentracio-fiiggése elsdsorban az
egyébkeént is kisebb affinitdsu 2-es kotOhely nukleotid-telitettségének ATP-fliggését
tikkr6zi. Ebbol adodik, hogy a 2-es kotéhely mutacioi altalaban markansabban toljak el a
csatorna latszolagos ATP affinitasat (pl. Y1219G [227] vagy K1250A [158] mutaciok),
mint az 1-es k6téhely analdg perturbacioi (pl. WA01G [227] vagy K464A [158]).
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6 Kovetkeztetések

6.1 A spontan porusnyitdsok mechanizmusanak vizsgalata

Igazoltuk, hogy a spontdn megnyilasok — csakugy, mint az ATP jelenlétében
bekdvetkezok — az NBD-k 2-es ATP-kotohely koriili szoros dimerizaciojahoz
kapcsoltak. A 2-es kotOhely koriil a dimer mar az atmeneti allapotban kialakul.
A BG mutaciok altal érintett P355 és K978 aminosav oldallancok molekularis
kornyezetiikben valtozast észlelnek, barmelyik iranybol is érjék el a spontan
atmeneti allapotot, vagyis azok az atmeneti allapotban még mozgéasban vannak.
Ennek alapjan feltételezhetd, hogy — az ATP-t kotott csatorna kapuzasahoz
hasonloan — a spontan megnyildsok esetében is a rovid élettartami, magas
szabadentalpidju 4tmeneti allapotban a poérus még zarva van.

A WT csatorna spontan kapuzasdnak termodinamikai profiljat egy ATP-t
kotott hidrolizis-képtelen mutanséval 6sszehasonlitva megallapithato, hogy az
ATP kotés mind az atmeneti, mind a nyitott allapotot stabilizalja, de utdbbit
nagyobb mértékben. Ez a csatorna atmeneti allapotabol nyitott allapotaba
billenése kozben az NBD dimerizacidés felszinek tovabbi molekularis
atrendezddését valdsziniisiti. Az egyik lehetséges magyarazat, hogy az

atmeneti allapotban az 1-es kotéhely még nem érte el nyitott allapotara

crer

6.2 A degeneralt ATP-kotéhely kapuzashoz kapcsolt konformaciovaltozasainak

vizsgalata

CFTR hidrolitikus és nem-hidrolitikus zardédasa kapcsan energetikai
kapcsoltsagot igazoltunk a P-ATP feniletil csoportja €s az 1-es kotohely két
oldalan kivéalasztott poziciok (H1348 ¢és RI) kozott, ezzel tovabbi fiiggetlen
bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a burst-o6k hosszara az 1-es kotohelyen
kotott nukleotid szerkezete van hatassal.

A H1348A mutacio és az ATP/P-ATP csere csokkentik a k1 (O1 — O2) és k-1

(O1 — Cy) sebességi allandokat, vagyis novelik az O1 — Oz és az O1 — Cy
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energiagatak magassagat, ami molekularis atrendezddést feltételez az érintett
csoportok lokalis kdrnyezetében mind a megnyilas, mind a hidrolizis soran.

Bér az 1-es kotohely két szemkozti felszinén elhelyezkedd H1348A és K464A
mutéciok eltéré modon torzitjdk a kapuzasi szabadentalpia profilt, mindkét
perturbacio egyarant befolyassal van a kci—o1 €s a k.1 sebességi allandokra. Ez
egyrészt tovabb erdsiti azt a kdvetkeztetést, hogy a csatorna megnyilasakor az
1-es ATP-kotéhelyben lokalis konformaciovaltozas zajlik, valamint arra is
utal, hogy ez a lokalis konformaciovaltozas az atmeneti allapotban még nem

fejez6dott be. Tehat az 1-es kot6hely csak a porus megnyilasakor éri el végso,

crer
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7 Osszefoglalas

A cisztas fibrozis (CF) hatterében a CFTR ioncsatorna funkcidvesztéssel jaré mutacioi
allnak. A CFTR csatorna porusat a nukleotidk6té doménjeinek (nucleotide binding domain,
NBD) ATP-fiiggd dimerizacidja nyitja meg, majd az egyik kotott ATP hidrolizisét kdvetden e
dimer szétesése zarja be. A dimerizacios felszinek alkotta két nukleotid-k6tOhely funkcionalisan
kiilonboznek. A kapuzasi ciklus soran a kanonikus, katalitikusan aktiv 2-es k6téhely dimerizalt
prehidrolitikus (O1), dimerizalt poszthidrolitikus (O) és disszocialt (C) allapotain a
C—01—0,—C sorrendben halad keresztil. Ezzel ellentétben, a katalitikusan inaktiv 1-es
kotohely tobb kapuzasi cikluson keresztiil kotve tartja az ATP-t, és csak részlegesen nyilik fel.

A vad tipusu (WT) CFTR csatorna ATP hianyaban bekovetkezé spontan megnyilasai
ritkdk, de bizonyos CF mutansoknak ez a kizarolagos kapuzdsi mechanizmusa, amely
ivacaftorral, az egyetlen klinikailag is igazolt CFTR potenciatorral, fokozhatd. A spontan kapuzas
molekularis mechanizmusa még nem tisztazott. Munkankban vizsgaltuk a dimer érintkezési
feliilet két oldalan taldlhatd aminosav oldallancok energetikai kapcsoltsdganak valtozasait a
spontan kapuzas soran. Igazoltuk, hogy a spontan pérus nyitasok ATP hidnyaban is szorosan
kapcsoltak az NBD-k dimerizacidjahoz. Az 6sszehangolt NBD/p6rus mozgas a CFTR csatorna
egyedi tulajdonsaga: az ATP nem a zart és a nyitott konformaciok szerkezetét befolyasolja, csak
stabilizalja a nyitott allapotot. Az NBD dimerbe bezart két ATP molekula er6sebben stabilizalja
a nyitott, mint az dtmeneti allapotot. Mig a 2-es kot6helyben mar az dtmeneti allapot eléréséig
lezajlik a konformdciovaltozas, addig valdszinti, hogy az 1-es kotOhelyben kotott ATP
molekularis kornyezete csak a nyitott allapot elérésekor éri el az arra jellemzo lokalis szerkezetét.
Az 1-es kotdhely perturbaciok kapuzasra gyakorolt hatasainak vizsgalata alapjan a P-ATP és a
H1348A mutacio szelektiven stabilizaljak a CFTR prehidrolitikus nyitott (O1) allapotat: ennek
kovetkezménye a WT csatornak O1—O2 Iépésének, illetve a K1250A és E1371S csatornak nem-
hidrolitikus zarodasi sebességének (O1—C atmenet) lassuldsa. A kiilonbozé 1-es kotdhely
perturbacioknak az O1—C ¢és az O1—O, atmenetekre gyakorolt hatdsai lokalis szerkezeti
valtozasokat igazolnak mind a csatorna megnyilasakor, mind a 2-es kotéhelyben kotott ATP
hidrolizise kdzben.

Tehat a CFTR porusanak megnyilasa, még ATP hianyaban is, az NBD-k 2-es ATP-
kotdhely koriili szoros dimerizécidjahoz kapesolt. Mig a dimerizacios felszinek a 2-es kotShely
koriil mar az atmeneti allapotban zarédnak, addig a degeneralt kotohely mozgasa valamivel
késobb megy végbe, ezért az 1-es kotOhely dimert stabilizalo hatdsa csak a nyitott allapotban

érvényesiilhet teljes mértékben.
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8 Summary

In CFTR, the chloride channel mutated in cystic fibrosis (CF) patients, ATP-binding-
induced dimerization of two cytosolic nucleotide binding domains (NBDs) opens the pore, and
dimer disruption following ATP hydrolysis closes it. In CFTR the two interfacial binding sites
are functionally different. During gating, the canonical, catalytically active nucleotide-binding
site (site 2) cycles between dimerized prehydrolytic (state O1), dimerized post-hydrolytic (state
0>), and dissociated (state C) forms in a preferential C—01—0>—C sequence. In contrast, the
catalytically inactive nucleotide-binding site (site 1) is believed to remain associated, ATP-bound,
for several gating cycles.

Spontaneous openings without ATP are rare in wild-type (WT) CFTR, but in certain CF
mutants constitute the only gating mechanism, stimulated by ivacaftor, a clinically approved
CFTR potentiator. The molecular motions underlying spontaneous gating are unclear. We
correlated energetic coupling between residues across the dimer interface with spontaneous pore
opening/closure in single CFTR channels. We showed that spontaneous openings are also strictly
coupled to NBD dimerization, which may therefore occur even without ATP. Coordinated
NBD/pore movements are therefore intrinsic to CFTR: ATP alters the stability, but not the
fundamental structural architecture, of open- and closed-pore conformations. The two ATP
molecules bound at interfacial binding sites stabilize the open conformation more than the
transition state. Because there is no further conformational rearrangement in site 2 when the
channel relaxes from the transition state towards the stable open state, it seems likely that it is the
ATP bound in site 1 that experiences some conformational rearrangement during this step. We
have examined the possibility of conformational changes in site 1 during ATP-dependent gating,
by studying gating effects of perturbations in site 1. We found that P-ATP and the H1348A
mutation prolong WT CFTR burst durations by selectively slowing transition O1—0O,, and
decrease the nonhydrolytic closing rate (transition O1—C) of CFTR mutants K1250A and
E1371S. The marked effects of different site-1 structural perturbation on both steps O;—C and
01—0> suggest that the global conformational changes that CFTR undergoes both upon opening,
and coincident with ATP hydrolysis at the active site 2, include significant structural
rearrangements at site 1.

Our results show that opening of the CFTR pore is coupled to the formation of an NBD
dimer, even in the absence of ATP. We propose that the dimer interface tightens around site 2
already in the transition state, while movements at the degenerate site are somewhat delayed

causing site 1 to reach its full stability only in the open state.
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