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Bevezetés

A cisztas fibrozis (CF) hatterében az adenozin-trifoszfat
(ATP)-kotd  kazetta (ABC, ATP-binding casette) fehérjék
aszimmetrikus C alcsalddjaba tartoz6 cisztas fibrozis transzmembran
konduktancia regulator (CFTR) ioncsatorna funkciovesztéssel jard
mutécioi allnak. Az ABC fehérjék tobbnyire aktiv transzporterek,
amelyek valtozatos szerkezetli molekuldk bioldgiai membranokon
keresztiili transzportjat végzik. A szubsztrattranszlokéacios ttvonalat a
két transzmembran domén (TMD) alkotja, amelyek a befele és kifele
néz6 konformacioik kozott valtakoznak. E konformaciovaltozasokat a
nukleotidk6td doménekben (NBD) zajlo ATP hasitasi ciklus hajtja. Az
ABC fehérj¢k NBD-i hirom erdsen konzervalt szekvenciat
tartalmaznak: a Walker A (GXXXXGKS/T, ahol X barmilyen
aminosav) és B (PDDODDE, ahol @ barmely hidroféob aminosav)
valamint az ABC signature motivumot (LSGGQR/K). A hidrolitikus
ciklusok soran a Walker szekvencidk ATP-t kotnek, majd a két NBD
dimert alkot, amely két kompozit ATP kotéhelyet fog kozre. E
kotohelyeket az egyik NBD Walker szekvenciai és a masik NBD
signature szekvenciaja alkotjak. A kotott ATP hidrolizisét kdvetden a
dimer disszocial és a nukleotid kicserélddik, lehetévé téve egy ijabb

ciklus megkezdését.



Az ABC-C alcsalad tagjaira is ez az alapvetd doménszerkezet
jellemzd, de a két NBD szekvenciaja jellemzden eltér egymastol. Az
N-termindlis NBD (NBD1) Walker B ¢és mas konzervalt
szekvenciaiban, valamint a C-terminalis NBD (NBD2) signature
szekvencidjaban  taldlhat6 nem  kanonikus  szubsztituciok
kovetkeztében, az ezen motivumok altal alkotott kompozit kdtShely
(1-es kotohely) hidrolitikusan inaktiv. Ezért az ABC-C fehérjék
csupan egyetlen Kkatalitikusan aktiv kotohellyel (2-es kotOhely)
rendelkeznek, amelyet az NBD2 Walker motivumai és az NBDI
signature szekvencidja alkotnak.

A CFTR az ABC-C alcsalad egyetlen tagja, amelynek TMD-i
CI" csatorna porust képeznek. A kanonikus domének mellett a CFTR
tartalmaz egy egyedi regulacios (R) domént is, amelyet a cAMP-
dependens protein kindz (PKA) foszforildl — ez a csatorna
kapuzasanak eldfeltétele. A foszforilalt CFTR csatorna porusat az
ATP kotését kovetd NBD dimerizacio nyitja meg, és e dimernek a 2-
es kotdhelyen kotott ATP hidrolizisét kdvetd szétesése zarja be. Az
NBD/TMD mozgésok szoros kapcsoltsaganak megfelelden az NBD2
Walker A treonin (T1246) és az NBD1 signature szekvenciatol C-
termindlisan elhelyezkedd arginin (R555) oldalldncai kozott a porus
nyitott allapotaban hidrogén kotés alakul ki, ami zart csatornakban
nem figyelhetd meg. Ez a hidrogén kotésben érintett két aminosav
ko6z0os evolicids nyomas alatt fejlodott, és az ATP-t kotétt NBD dimer
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kristalyszerkezetekben hidrogén hid kapcsolja 6ssze 6ket, amelyekben
az arginin hidrogén donorként, mig a szerin vagy treonin hidrogén
akceptorként szolgdl. A donor ¢és akceptor atomok optimalis
tavolsaganak megzavardsa — akar a donor oldallanc roviditése
(R555K) akar az akceptor oldallanc meghosszabbitiasa (T1246N)
révén — megakadalyozza a stabilizalé hidrogén hid kialakulasat, mig
az R555K-T1246N dupla mutacio6 helyreallitja ezt a lehetoséget.

A vad-tipust (WT, wild-type) csatornaban minden kapuzasi
ciklus egy ATP molekula hidroliziséhez kapcsolt. A kanonikus,
katalitikusan aktiv 2-es kotOhely dimerizalt prehidrolitikus (O1),
dimerizalt poszthidrolitikus (O2) és disszocialt (C) allapotain a
C—01—02—C sorrendben halad keresztiil (ciklikus kapuzési séma).
Ezzel ellentétben, a katalitikusan inaktiv 1-es kotohely tobb kapuzasi
cikluson keresztiil is kotve tartja az ATP-t, anélkiil hogy elhidrolizalna
azt. A nagy affinitasi ATP analog NO°-(2-feniletil)-ATP (P-ATP)
gyorsitja a nyitasi ¢és lassitja a zarddasi sebességet. A nyitési
sebességre gyakorolt hatds a vegyiilet alkalmazisakor azonnal
jelentkezik, ezért feltételezhetd, hogy azt a 2-es kotéhelyhez kotdédo
P-ATP okozza. Ezzel szemben, a zarodasi sebesség lassulasa csak 30-
50 s-os késéssel jelenik meg, ami megfelel a degeneralt 1-es
kotéhelyben torténd lasabb ATP/P-ATP kicserélddésnek. Tovabba,
mivel az 1-es kotéhelyben a nukleotid kicserélodésének sebességét az
NBD2 signature szekvencidinak mutacidi is befolyésoljak, és e
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szekvencia csak a dimerizalt szerkezetben vesz részt az 1-es kdtohely
képzésében, feltételezhetd, hogy az NBD dimer a csatorna zart
allapotaban is csak részlegesen nyilik fel, olyan médon, hogy az 1-es
kotéhely koriil mindvégig zarva marad — legalédbbis szdmos kapuzasi
cikluson keresztiil. Ezen feltételezést az 1-es kotohely szemkdzti
oldalain 1év6é aminosav oldallancok kozotti energetikai kapcsoltsag
termodinamikai vizsgalata is megerdsitette: a megfigyelt kapcsoltsagi
mintazat alapjan az 1-es kotéhely szdmos kapuzasi cikluson keresztiil
intakt, zart allapotban marad. Ugyanakkor a degeneralt kotohely
valamiképpen mégis szerepet kell hogy jatszon a kapuzas
energetikdjaban, tekintettel arra, hogy kiilonféle 1l-es kotohely
perturbaciok (K464A mutacié az NBD1-ben, HI348A mutacié az
NBD2-ben, vagy P-ATP ko6tddése ATP helyett) jelentds hatassal
vannak a kapuzas kinetikdjara.

A WT CFTR csatornak az ATP-vezérelt kapuzasi ciklus
mellett rendkiviil ritkdn ATP hidnyaban is megnyilnak, de eziddig nem
tisztazott, hogy a csatorna spontan megnyilasa az NBD-k
dimerizacidjahoz kapcsolt vagy attdl fiiggetlen folyamat. A kérdés
jelentdsége tulmutat a spontan nyitasok elenyészd gyakorisaga alapjan
vartnal. Az NBD-k és a TMD-k kapcsoltsagadnak szorossdga a mai
napig vitatott, jelentds kérdés, amelynek megértése kulcsfontossagu
az ABC fehérjék ATP-fiiggd konforméciovaltozasi ciklusat
meghataroz6 erék megértésében. Tovabba, a G551D mutéciot
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hordoz6 betegek csatornainak a spontan aktivitds a kizarolagos
kapuzasi modja, és a mai napig az egyetlen CF-es betegek klinikai
kezelésére engedélyezett CFTR potenciator, az ivacaftor, ezen
mechanizmus fokozéasan keresztiil fejti ki hatésat.

A spontan kapuzéas vizsgalatdit eddig korlatozta annak
elenyészéen alacsony nyitvatartasi valdoszinisége (Po), amely tal
alacsony ahhoz, hogy megbizhatdéan mérhetd legyen. Azonban egyes
pontmutaciok, mint pl. a TM6 hélix intracellularis hataran
elhelyezkedd 355-0s prolin és a harmadik intracellulédris hurokban (a
TMS8 és TMO hélixek kozott) talalhatd 978-as lizin mutacioi (P355A
¢és K978C) jelentds mértékben ndvelik a csatornak spontan aktivitasat.
Tovabba, ezen funkcionyeréssel jard6 mutaciok hatdsai additivnek
bizonyultak a dupla mutans P355A-K978C csatornaban, alkalmassa

téve azt a spontan aktivitas kvantitativ biofizikai elemzésére.



Célkituzések
A spontan porusnyitasok mechanizmusanak vizsgalata

A WT CFTR csatornak, az ATP-vezérelt kapuzési ciklus
mellett, rendkiviil ritkin ATP hianyaban is megnyilnak. Azonban az
ennek hatterében 4all6 molekularis mechanizmus ismeretlen.
Kisérleteink elsédleges célja volt meghatarozni, hogy ezen spontan
megnyilasok, az ATP-fiiggd aktivitashoz hasonloan, az NBD-k

dimerizacidjahoz kapcsoltak, vagy attol fiiggetlen események.

A degeneralt ATP kotéhely kapuzashoz kapcsolt konformdacio-

valtozdsainak vizsgalata

Annak ellenére, hogy az 1-es ATP kotOhely érintkezési
felszinei feltételezhetéen szdmos kapuzasi cikluson keresztiil zarva
maradnak, e kotohely valamiképpen mégis szerepet kell hogy jatszon
a kapuzas energetikdjdban, mert perturbacidi jelentés mértékben
befolyasoljak azt. Az NBD2 signature szekvenciajaban elhelyezett
H1348A muticionak, és a kotdhelybe zart ligand szerkezeti
perturbaciojanak  (P-ATP, ATP  helyett) zarodast lassito
mechanizmusai ismeretlenek. Célunk volt, hogy betekintést nyerjlink
e két utobbi perturbacionak a csatorna energetikdjara kifejtett
hatasaiba, és ezeken keresztiil kovetkeztethessiink arra, mely kapuzasi
1épések jarnak egyiitt az 1-es kotdhely mozgésaival.
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Modszerek

Molekularis biologia

A human WT CFTR-t pGEMHE bakteridlis vektorba
klonoztuk. A sziikséges pontmutaciokat a Stratagene QuikChange kit-
tel, a forgalmazoéi eldirdsokat kovetve hoztuk 1étre. Az elkészitett
konstruktok genetikai kodjat teljes szekvenalassal (LGC Genomics)
ellendriztiik. A CRNS-t in vitro transzkripciéval (T7 polimeraz

(Applied Biosystems)) allitottuk el6.

Xenopus laevis petesejtek prepardldsa és injektalasa

A petesejteket Dél-Afrikai karmosbéka (Xenopus laevis)
petefészek-lebenyébdl kollagenazos emésztéssel izolaltuk. Az egyedi-
csatornds vagy makroszkopos méréseknek megfeleld 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.

Izolalt membranos inside-out patch clamp mérések

A mérésekhez hasznalt pipetta oldat 136 mM N-metil-D-
glukamin (NMDG) kloridot, 2 mM MgCl2-t és 5 mM HEPES-t
tartalmazott (pH NMDG-vel 7.4-re beallitva). A patch pipetta hegyét
a membranfolt kiszakitasat kovetéen a folyamatosan &ramlo

kadoldatba meritettilk. A kadoldat 134 mM NMDG-CI-t, 2 mM
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MgClz-t, 5 MM HEPES-t és 0.5 mM EGTA-t (pH NMDG-vel 7.1-re
beallitva) tartalmazott. A K978C mutaciét hordozé csatornak esetén,
a cisztein oxidaciojat megelézendd, a kadoldatot tovabbi 3 mM
ditiotreitollal egészitettiik ki. A MgATP-t (Sigma-Aldrich) és a P-ATP
Na* sojat (Biolog LSI) 2 mM-os, ill. 10 uM-o0s (a K1250A csatornak
esetében 10 mM-os, ill. 50 uM-0s) végkoncentraciokban alkalmaztuk.
A mérések megkezdésekor a CFTR csatornakat a citoszolikus
felszinen alkalmazott 300 nM PKA Kkatalitikus alegység (Sigma-
Aldrich) egy-két perces alkalmazasaval foszforilaltuk. A kinaz
elvonasat kovetden a csatornak részlegesen defoszforilalodnak, és ez
az allapot ezutdn tobb tiz percen keresztiil stabil marad. Szamitogép-
vezérelt szelepek (Heka) segitségével a kddoldat dsszetételét 20-50
ms-os iddallandoval tudtuk megvaltoztatni. Méréseinket 25 °C-on
végeztiik. Az aramokat 2 kHz-en szlirtiik (Axopatch 200B, Molecular
Devices) ¢és 10 kHz-en digitalizaltuk (Digidata 1322A, Pclamp10,
Molecular Devices). Az egyedi-csatornas méréseket +80 mV-0s
pipetta potencidlon (Vm = -80 mV) mértiik. Mivel a CFTR kapuzasa
kozel fliggetlen az alkalmazott fesziiltségtdl, a makroszkopos

aramokat -20 és -80 mV kozotti membranpotencidlokon mértiik.

Steady-state mikroszkopikus mérések kinetikai elemzése

A nyitott (burst) és zart (interburst) események atlagos

id6tartamainak meghatarozasa az 1-7 parhuzamosan nyitott csatornat
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tartalmazd membranfoltok steady-state szakaszaibol torténtek. A
kapott eseménylistak illesztésére hasznalt modellben az ATP-fiiggd
lassu kapuzast zart-nyitott allapotokként (burst €s interburst), mig az
ATP-fiiggetlen révid zarodasokat porus blokként értelmeztiik. A
kapuzasi kinetikai parmétereket (rco, roc, o, €s so) az egyes vezetési
szintekhez tartoz6 események id6tartameloszlasainak a zart-nyitott-
blokkolt (C<~O«+-B) kapuzasi sémaval torténé maximum likelihood
illesztésével hataroztuk meg a sziird holtidejének figyelembe
vételével. Az atlagos burst, illetve interburst hosszakat az
(L/roc)(1 + roelreo), illetve 1/rco Gsszefliggések alapjan hataroztuk

meg.

Egyedi-csatornds mérések burst iddtartam eloszldsainak elemzése

Az egyedi burst-ok id6tartamait az egyetlen aktiv csatornat
tartalmaz6 aramregisztratumokbol szarmazo eseménylistakban a
kiiszob értéknél (“cutoff”) rovidebb zart események kitorlésével
allitottuk el6. Az ilyen modszerrel elkiilonitett burst-6k idétartam
eloszlasait  egyszeri  exponencialis  ecloszlassal, illetve a
C1—01—02—C; ciklikus modellel illesztettiik, maximum likelihood
modszerrel. A  masodik valtozd bevezetésének az illesztés
pontossagara gyakorolt hatasat a log-likelihood ratio teszt segitségével

allapitottuk meg.



Makroszkopos aramlecsengések exponencialis illesztése

A makroszkopos zarodasi sebességet az ilyen aramok
nukleotid elvonasat kovetd lecsengési iddallandojanak inverzeként
definialtuk, és egyszerti exponencialis illesztésével (hnem-linearis

legkisebb négyzetek modszere, pClamp10) hataroztuk meg.

Termodinamikai mutans ciklus analizis

A kivalasztott pozicidé parok kolcsonhatasi energidiban
(AAGint) a kapuzasi ciklus soran bekovetkezé valtozasokat mutans
ciklus analizis segitségével vizsgéltuk. Egy perturbcié hatasai a
kapuzéds egyes Iépéseit kisérd szabadentalpia valtozasokra a
mutansciklus két szomszédos sarkat (i és j) reprezentald csatornak
nyitvatartasi valoszinliségeibdl (Po), illetve nyitasi/zarodasi sebességi
allandoibol (r) szamolhatok: AAG = -RTIn(Pgj/Poi), illetve AAG =
-RTIn(ri/ri). A AAGin @ mutéans ciklus két parhuzamos oldala kdzott
mérhetd AAG értékek kiilonbségeként definidlhatd. A AAG értékeket

atlag + standard hiba formaban adtuk meg.

Statisztika

A kozolt adatok legalabb 5 mérés atlagat és standard hibajat
tikrozik. A statisztikai szignifikancia meghatarozasa Student t-teszttel

tortént.
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Eredmények
A spontan porusnyitasok mechanizmusanak vizsgalata

Amig ATP elvonast kovetoen a WT CFTR csatornak gyorsan
bezarddnak, addig a P355A-K978C CFTR csatornak esetében az ATP
elvonds utan hosszu ideig fennallo, jelentds klorid &ram marad vissza
(PowT, oaTP) = 0.000053 + 0.000021 (n = 5) VS. Po(p3s5a-Ka78C, 0ATP) =
0.15+0.03 (n =21)). A P355A-K978C CFTR csatornak ezen jelentds
spontan aktivitasa lehetové teszi a spontan kapuzas megbizhato
kvantitativ  elemzését néhany aktiv  csatornat tartalmazd
membranfoltokban. Ez a dupla hattérmutaciot tartalmazé CFTR
csatorna (background, BG) alkalmas modell, amelyben vizsgalhato
ugyanazon két aminosav oldallanc energetikai kapcsoltsdganak
spontan aktivitassal egylittjar6 valtozasai, amelyek vizsgalata az ATP-
fliggd kapuzas esetén az NBD/porus kapcsoltsag igazolasahoz
vezettek. Mind az 555-0s pozicidba bevitt arginin—lizin, mind az
1246-0s pozicibba bevitt treonin—aszparagin, mutici® nagy
mértékben csokkenti a spontan Po-t (0.034 £ 0.007 (n = 18), illetve
0.044 £ 0.009 (n = 19)), amit mindkét mutansban a célzott aminosav
oldallanc és a fehérje tobbi része kozott fennallo, a WT csatorndban
Osszességeében a nyitott allapotot stabilizald, mikroszkopikus

kolcsonhatasok megvaltozasa okoz.
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Ha a WT csatorndban az R555-0s és a T1246-0s oldallancok
nem allndnak egymassal kolcsonhatdsban, vagy ha kdlcsonhatasuk
erdssége nem valtozna a kapuzasi ciklus soran, akkor e mutaciok
hatasai fliggetlenek lennének a masik pozicioban talalhatdé aminosav
kémiai természetétdl: azaz, az egyedi mutacioknak a csatorna kapuzasi
energetikdjara  gyakorolt  hatdsai egy dupla  mutansban
Osszeadddnanak. Barmiféle nem additiv kapuzasi hatas az R555 és a
T1246 oldallancok kozotti interakcids energia kapuzashoz kapcsolt
valtozasat kell hogy tiikrozze. A szimpla mutans csatornakkal szoges
ellentétben, a dupla mutins RS555K-T1246N csatornak a BG
csatorndkéhoz hasonld, magas spontan Po-val rendelkeznek (0.11 +
0.02 (n=20)). Vagyis, mindkét egyedi mutacionak a spontan Po-ra
gyakorolt hatasa jelentds mértékben fiigg a masik pozicioban 1évo
aminosav kémiai természetétol.

Az ATP hidnyaban jellemzd zart-nyitott egyensulyi allando
(K) a spontdin Po-bol szdmolhatd6. A K értékekre épitett
termodinamikai mutans ciklus —2.90 + 0.49 kT, szignifikans (p =
0.0004) kapcsoltsagi energiavaltozast igazolt az R555-0s és T1246-0s
aminosavak oldallancai kozott az ATP-mentes zart és nyitott allapotok
kozott. Ez az energetikai kapcsoltsag a WT csatorna spontan nyitott
allapotaban megjelend hidrogén hid kialakulasaval magyarazhato,
amely mindkét szimpla mutansban hianyzik, de a dupla mutansban

helyreall. Ezen eredmények szerint az NBD dimer érintkezési felszineli
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a 2-es kotohely kortil, ATP jelenlététdl fiiggetleniil, Szorosra zarulnak
a csatorna porusanak megnyilasakor.

A spontan nyitott és zart allapotok kozotti konformacios
atmenet soran a fehérje egy magas szabadentalpidju, instabil, révid
élettartam®l atmeneti allapoton (T*) halad keresztiil, amelynek relativ
stabilitasat az atlagos zarva- (tip) és nyitvatartasi (tp) idék inverzeként
meghatarozott spontan nyitasi, illetve zarédasi sebességek tiikkrozik. A
spontan nyitasi, illetve zarodasi sebességek mutacio-okozta relativ
valtozasai szdmszerlsitik az atmeneti allapot szabadentalpidjanak
megvaltozasat a stabil zart (AAGrc)), illetve nyitott (AAG(T-0))
allapotokhoz képest. A kinetikai elemzés eredményei szerint, a
mindkét egyedi mutansnal tapasztalt spontan Po csokkenést elsésorban
a csokkent nyitasi sebesség okozza, amely a dupla mutansban a
kontrollhoz kdzeli értékre all vissza. Ennek megfelelden az atmeneti
allapot zart alapallapot feldli elérését az R555 €és a T1246 aminosav
oldallancok kozotti -2.30 + 0.46 kT szignifikans (p=0.0001)
kolcsonhatési energia valtozas (AAGinyr-c)) kiséri. Ezzel szemben, a
zarodasi sebességeket a vizsgalt mutaciok csupan kis mértékben
befolyasoljak. A mutans ciklus analizis alapjan az 4tmeneti allapot
nyitott alapallapot feldli elérésekor a kolesonhatasi energia valtozas
(AAGinyT-0)) a nullatdl statisztikailag nem szignifikdnsan (p=0.09)
kiilonb6z6 +0.62 + 0.34 kT.
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Ezen eredmények szerint a WT csatorndban az R555 ¢és a
T1246 aminosav oldallancok kozott nyitott allapotban fennallo
hidrogén kotés mar az atmeneti allapotban kialakul, és csak kisebb
mértékben erdsodik tovabb, amikor a csatorna eléri a stabil nyitott
dimer érintkezési feliiletének 2-es ATP kotdhely koriili része mar az
atmeneti allapotban zarul — hasonloan ahhoz, ahogy az az ATP-t kotott

csatorna megnyildsakor is torténik.

A degeneralt ATP kotohely kapuzashoz kapcsolt konformacio-

valtozdsainak vizsgalata

A kinetikai elemzés eredménye alapjan a CFTR csatorna
nyitvatartasi valosziniisége magasabb P-ATP-ben mint ATP-ben, amit
az interburst idGtartamok kisebb mértékli rovidiilése mellett
elsésorban a burst iddtartamok kétszeresére nyulasa okoz. Az utdbbi
hatasrol ismert, hogy azt az 1-es kotéhelyen kotott P-ATP okozza. Az
NBD2 signature szekvenciajanak H1348A  mutacioja  kb.
haromszorosara nyujtja a 2 mM ATP-ben kapuzé CFTR csatorna
atlagos burst iddtartamat. Annak érdekében, hogy ezen 1-es kothely
perturbacioknak a csatorna zarddasi mechanizmusara kifejtett hatasait
kvantitativ modon 0Osszehasonlithassuk, vizsgaltuk azok nem-

hidrolitikus és hidrolitikus zarodasi sebességekre gyakorolt hatasait.
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A nem-hidrolitikus zarodasi sebsségeket hidrolizisre képtelen
csatornak (NBD2 Walker A mutans K1250A és Walker B mutans
E1371S) makroszkopos aramainak  zarddasi  sebességeivel
modelleztiik. A P-ATP ¢és a H1348A muticié mindkét hidrolizis-
képtelen csatornaban markansan csokkentik az &aramlecsengések
sebességét a kontroll csatorndk ATP elvonast kovetd relaxacidihoz
képest. Hidrolitikus koriilmények kozott a burst-0k két szakaszra
oszthatok: egy kezdeti, hosszabb id6intervallumra, amelynek soran a
csatorna 2-es kotéhelye ATP-t kot (stabil, prehidrolitikus Oz allapot),
és egy ezt kovetd joval rovidebb intervallumra, amely alatt a 2-es
kotéhely mar a hidrolizis végtermékét, az ADP-t tartalmazza
(instabilabb, rovid, poszthidrolitikus O allapot). Mivel a nem-
hidrolitikus zarodasi sebbesség (k1, O1—Ci1 1épés) igen lassu, a
csatornanak ezen konformacidkban eltoltott idejét az O1 — O és az
02 — C, Iépések sebességi allandoi (ki és ko) hatarozzak meg. E
sebességi allandok megbecsiilhetdk a burst idétartamok eloszladsanak
a ciklikus kapuzasi modellel torténd maximum likelihood
illesztésével. Meg kivantuk hatarozni, hogy a P-ATP és a H1348A
mutacido melyik mikroszkopikus sebességi allandora hatva nyujtjak
meg a burst-ok idétartamat. E célbol egyetlen aktiv csatornat
tartalmazd membranfoltok aramait regisztraltuk, majd a burst
hosszakat burst analizis segitségével hataroztuk meg. Az igy nyert

burst-hossz eloszlds maximum likelihood illesztésével becsiiltik a
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mikroszkdpikus sebességi allandokat. A 10 uM P-ATP-ben kapuzo
WT és a2 mM ATP-ben kapuzé H1348 A CFTR csatornak burst-hossz
eloszlasa is cstcsos, ami megfelel a CFTR-re jellemzd, nukleotid
hidrolizissel — jar6, nem-egyensulyi kapuzéasi ciklusnak. A
legszembetinObb kiilonbség a 2 mM ATP-ben kapuzdé WT ¢és az
altalunk vizsgalt perturbalt csatorndk burst-hossz eloszlasai kozott az
utobbiak lassu komponensének ("farkanak") megnyulédsa volt, mig a
csucsok helyzete kozel valtozatlan maradt. Ennek megfelelden a
maximum likelihood illesztés a 2 mM ATP-ben kapuzé6 WT
kontrollhoz képest felére-harmadara csokkent ki sebességi allandot
adott mind a P-ATP, mind a HI1348A muticid esetében. Ezzel
szemben sem a P-ATP, sem a H1348A mutacié nem befolyasolja
szignifikansan a ko sebességi allandot. Tehat az 1-es kotdhelyen kotott
P-ATP és az NBD2 signature szekvenciajanak H1348 A mutacioja
szelektiven stabilizaljak a prehidrolitikus nyitott allapotot a nem-
hidrolitikus zarodasi sebesség (O1 — Ci) és a hidrolizis sebességének

(01 — O3) lassitasaval.
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Kovetkeztetések

A spontan porusnyitasok mechanizmusanak vizsgalata

Igazoltuk, hogy a spontan megnyilasok — csakugy, mint az
ATP jelenlétében bekovetkez6k —az NBD-k 2-es ATP kotéhely koriili
szoros dimerizacidjdhoz kapcsoltak. A 2-es kotdhely koriil a dimer
mar az atmeneti allapotban kialakul.

A BG mutéaciok 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 mozgasban vannak. Ennek alapjan
feltételezhetd, hogy —az ATP-t kotott csatorna kapuzasdhoz hasonldéan
— a spontan megnyildsok esetében is a rovid élettartamu, magas
szabadentalpidju atmeneti allapotban a porus még zarva van.

A WT csatorna spontan kapuzéasanak termodinamikai profiljat
egy ATP-t kotott hidrolizis-képtelen mutdnséval Osszehasonlitva
megallapithatd, hogy az ATP kotés mind az dtmeneti, mind a nyitott
allapotot stabilizalja, de utdbbit nagyobb mértékben. Ez a csatorna
atmeneti allapotabdl nyitott allapotdba billenése kozben az NBD
dimerizaciés  felszinek tovabbi  molekuldris  atrendezédését
valosziniisiti. Az egyik lehetséges magyarazat, hogy az atmeneti

allapotban az 1-es kotéhely még nem érte el nyitott dllapotara jellemzd

crer
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A degeneralt ATP kotohely kapuzashoz kapcsolt konformdcio-

valtozasainak vizsgalata

A H1348A mutacio és az ATP/P-ATP csere csokkentik a ki
(01 — 0O2) és kg (O1 — C1) sebességi allandokat, vagyis novelik az
O1 — Oz ¢s az O1 — Ci energiagatak magassagat, ami molekularis
atrendezddést feltételez az érintett csoportok lokalis kornyezetében
mind a megnyilas, mind a hidrolizis soran.

Bar az 1-es kotOhely két szemkozti felszinén elhelyezkedd
HI1348A ¢és K464A mutaciok eltéré modon torzitjak a kapuzési
szabadentalpia profilt, mindkét perturbacié egyarant befolyassal van a
Kci—or és a k1 sebességi allandokra. Ez egyrészt tovabb erdsiti azt a
kovetkeztetést, 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 kotOhely csak a porus megnyilasakor

crer
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