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Kivonat

A cisztas fibrozis (CF) betegség kialakuldsa a CFTR/ABCC7 kloridesatorna génjében bekdvetkezd
mutaciokra vezethetd vissza. A cisztas fibrozis hatterében all6 mutaciok hatdsmechanizmuséanak felderitése
jelentds mértékben hozzajarulhat célzott terapids vegyiiletek tervezéséhez. A hatdanyagok fejlesztési
folyamatat nagymértékben eldsegitik a CFTR kloridcsatorna atomi szintli szerkezeti és dinamikai
vizsgalatabol nyert informaciok.

A cisztas fibrozist okoz6 mutaciok megzavarjak a CFTR biogenezis egy vagy tobb 1épését, illetve
gatoljak az ioncsatorna miikodését, ezért a kloridutvonal atomi szinti jellemzése és a kloridkonduktancia
hatasmechanizmusanak megismerése nagy jelentOséggel bir. A szerkezetvizsgaldé modszerek fejlodése
lehetdvé tette nagy, membranba agyazott fehérjék, mint amilyen a CFTR kloridcsatorna, atomi felbontasu
szerkezetének meghatdrozasat. A krio-elektronmikroszkdpia (krio-EM) segitségével megoldott szerkezetek
lehetdséget teremtettek a CFTR ioncsatorna miikddésének, a CFTR-kloridvezetés szerkezeti hatterének in
silico modszerekkel torténd vizsgalatara. Az itt bemutatott munka sordn molekula dinamikai szimuldciok
segitségével meghataroztuk a CFTR ioncsatorna kloridion ateresztésére alkalmas utvonalait. Tovabba
vizsgéltuk a CFTR krio-EM szerkezetekben megfigyelhetd atipikus szerkezeti elem, a 8-as transzmembran
helix (TM8) megtorésének hatasat.

A CFTR fehérje els6 nukleotidkotdé doménjét (NBD1) érintd, leggyakoribb cisztas fibrozist okozo
mutacio az 508-as fenilalanin delécidja (AF508/F508del). A AF508 megakadalyozza az NBDI helyes
feltekeredését (folding), ami egyrészt korai degradaciohoz vezet, masrészt a sejtek plazmamembranjaba
kijutd AF508-CFTR fehérjék mikodését is gatolja, és ezek szerkezeti stabilitasat csokkenti. A mutaciok
ezen tipusa esetén a fehérje feltekeredésébe beavatkozva, a helyes szerkezetkialakitas tdmogatisan
keresztiil lehetne fokozni a terapias hatékonysagot. Azért, hogy a mutans NBD1 szerkezetének korrekcids
mechanizmusat és stabilizalasanak lehet6ségeit feltarjuk, megvizsgaltuk az NBD1 letekeredési 1épéseit és
annak koztes szerkezeti allapotait. Egyedi molekula erdspektroszkopia kisérletekkel (AFM)
tanulmanyoztuk az NBD1 letekeredését. A kisérletek mellett a letekeredés atomi szintii jellemzését

szimulacios modszerek alkalmazasaval valositottuk meg.

Szimulacios eredményeink olyan folyamatok atomi szintii leirasat tették lehetévé, melyeket kisérleti
modszerekkel nem, illetve csak rendkiviil alacsony felbontassal lehetséges vizsgalni. A dolgozatomban leirt
eredmények ramutatnak arra, hogy a szimulaciok és kisérleti modszerek kombinalasa, dsszehasonlitasa

nagyban hozzajarulhat molekularis szintli biologiai folyamatok megértéséhez.
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Abstract

Cystic fibrosis (CF) is caused by mutations in the gene of the chloride channel CFTR/ABCCY7. Elucidating
the mechanism of action of the mutations underlying cystic fibrosis could contribute significantly to the
design of targeted therapeutic compounds. For the development of effective therapeutic agents, atomic-

level structural and dynamic studies of the CFTR chloride channel are essential.

Mutations causing cystic fibrosis disrupt one or more steps of CFTR biogenesis or impair the function
of the ion channel. Consequently, it is important to characterize the chloride pathway at the atomic level
and to understand the mechanism of action of chloride conduction. Advances in structure determination
methods have enabled atomic-resolution structural characterization of large membrane proteins, such as
CFTR. The structures solved by cryo-electron microscopy (cryo-EM) provided an excellent opportunity to
study the function of this ion channel, to investigate the structural background of CFTR chloride conduction
using in silico methods. We described the chloride conducting pathways using molecular dynamics (MD)
simulations and analyzed the effect of the atypical broken transmembrane helix 8 (TMS) characteristic to

most of the cryo-EM CFTR structures.

The most frequent cystic fibrosis mutation affecting the first nucleotide-binding domain (NBD1) of
the CFTR chloride channel is the deletion of phenylalanine in the position 508 (AF508/F508del). This
mutation prevents the correct folding of NBDI1, leading to a premature degradation of the CFTR protein.
Besides, the AF508-CFTR proteins that can reach the plasma membrane do not function properly and are
characterized by reduced structural stability as well. For this type of mutation, therapeutic efficacy could
be enhanced marginally by interfering with the protein folding to promote the formation of correct
structures. To explore the mechanism of correction and stabilization of mutant NBD1 structure, our
objective was to investigate the unfolding steps and intermediate states of NBDI. Therefore, we
investigated the unfolding of NBD1 using single molecule force spectroscopy (AFM) experiments. In

addition to the experiments, we characterized the unfolding at the atomic level using MD simulations.

Our simulation results allowed us to describe these processes at the atomic level that are not feasible
with acceptable resolution using experiments alone. Furthermore, the methods and results described in my
thesis show that the combination and comparison of simulation and experimental methods are important
for testing the validity of the methods and contribute greatly to the understanding of biological processes at

the molecular level.
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1. A CFTR Kkloridcsatorna vizsgalatanak jelentosége

1.1. Cisztas fibrozis és annak molekularis hattere

A cisztas fibrozis (CF) egy stlyos lefolyasu, autoszomalis, recessziv modon 6roklodo genetikai betegség,
amely a leggyakoribb monogénes rendellenesség a kaukazusi populacidoban. Kialakulasaért az ABC (ATP-
kot kazetta) membranfehérje szupercsaladba tartozo CFTR/ABCC7 (Cisztas Fibrozis Transzmembran
Konduktancia Regulator) fehérje génjét érintd mutéaciok felelések. A CFTR a human szervezet szamos
szervében megtalalhatd anioncsatorna, elsdsorban kloridcsatorna, mely hamsejtek apikalis
plazmamembranjaban helyezkedik el. Jelen van a légutakban, a gasztrointesztinalis traktusban, a
reproduktiv rendszerben, valamint a verejték-, és nyalmirigyekben. A CFTR fehérje szamos élettani
folyamat szempontjabdl kulcsfontossagu. Jelentds szerepe van a hamsejtek so-, és folyadéktranszport
szabalyozasaban azaltal, hogy ioncsatornaként miikodik, valamint mas ioncsatorndkat €s transzportereket
szabalyoz. Mutaciok jelenlétében a normal mikoddésit CFTR fehérje funkciondlis expresszidja zavart
szenvedhet, ami kiegyensulyozatlan s6-, és vizhomeosztazist eredményez. A stilyos megbetegedések és a
halalozas 6 oka a légzdfeliilet nagymértéki karosodasanak tudhatd be. A koéros CFTR miikodésének
kovetkeztében a légutak felszinét boritd nyalka bestiriisodik, ami kedvez a korokozok megtelepedésének,

ami pedig tartos gyulladashoz, végiil pedig 1égzési elégtelenség kialakuldsahoz vezet. [1]-[3]

Szamos, eddig 0sszesen 401 cisztas fibrozis mutaciot azonositottak. (https://cftr2.org/ 2022 4prilis

29.) Ezek a mutdciok a CFTR biogenezis egy vagy tobb 1épését zavarjak meg. Csoportositasuk is aszerint
torténik, hogyan kérositja az adott mutacié a fehérje eldallitasat (I: szintézis, és II: érés defektusa; V:
lecsokkent fehérje mennyiség, VII: mRNS hidnya), a mikodesét (III: kapuzas, és IV: konduktancia
defektusa) vagy a stabilitasat (V1. osztaly) [4], [S]. A leggyakoribb cisztas fibrézis mutacié harom nukleotid
hatterében a AF508 mutéci6 all az esetek 70%-aban. A kovetkez6 leggyakoribb 6t mutacio esetén 3%, vagy
annal alacsonyabb az eldéfordulasi gyakorisag (G542X: 3%, G551D: 2%, N1303K 2%, R117H: 1%,
W1282X: 1%), mig a tobbi mutacio esetén ez mar az 1%-ot sem éri el (https://cftr2.org/ 2022 aprilis 29.).

A AF508 mutacio6 hatasat tekintve nem kategorizalhatd egyszeriien, mivel az FS08 aminosav hianya tobb
hibat is eredményez. Ez a mutacio megakadalyozza a CFTR helyes feltekeredését a fehérje érési defektusat
okozva, ami korai degradacidhoz vezet. Azonban azok a AF508-CFTR fehérjék, amelyek atjutnak az
endoplazmatikus retikulum (ER) mindségi kontrolljan, és kijutnak a sejtek plazmamembranjaba, nem

mutatnak megfelelé miikodést, illetve csokkent szerkezeti stabilitas jellemz6 rajuk [5].


https://cftr2.org/
https://cftr2.org/
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1.2. A CFTR fehérje szerkezete és miikodése

A CFTR az ABC transzporter szupercsaldd, azon beliil is az ABCC exporter alcsalad tagja (ABCC7). Az
ABC fehérjékre jellemzdéen két transzmembrdn doménbdl (TMD1/2) és két nukleotidkotd doménbdl
(NBD1/2) épiil fel (1.1. abra). A transzmembran domének 6-6 transzmembran (TM) hélixb6l allnak, ezek
alakitjak ki a sejtmembranon keresztiili iontranszport utvonalat. A nukleotidkoté domének ATP
megkotésén keresztiil alakitanak ki tranziens kolcsonhatast (dimerizalodnak), ami eldidézi a nyitashoz
sziikséges konformacidvaltozast és lehetové teszi a kloridionok elektrokémiai grandiens mentén torténd

aramlasat a TMD-ken keresztiil [6]—[8].

Klinikai jelent6sége miatt szdmos, a CFTR szerkezetét leird, mitkddésének megértésére iranyuld
tanulmanyt végeztek. El6szor a szolubilis, transzmembran doménektdl szeparalt nukleotidk6td domének
szerkezetét vizsgaltak kristalyositas és NMR spektroszkopia segitségével, ezért sokaig csupan az NBD1
szerkezete volt elérhetd [9]. A krio-elektronmikroszkopia (krio-EM) lehetévé tette membranba agyazott,
teljes hossziisagu ABC fehérjeszerkezetek megoldasat is. Az elsé ABC fehérje szerkezetének publikalasa
[10] utan tobb CFTR homoloégiamodell is késziilt [11]-[14]. Ezek fobb jellemz6it megerdsitették a legujabb
teljes hosszisagi CFTR krio-EM szerkezetek (PDB ID: Suak, Suar, Sw81, 6msm, 601v, 602p, 6d3r, 6d3s)
¢s részletesebb jellemzdikre molekula dinamikai (MD) szimulaciok is ramutattak. Ez amellett érvel, hogy
mind a krio-EM szerkezeteket, mind pedig az MD szimulaciokat érdemes figyelembe venni a CFTR

szerkezetének és miikodésének megértéséhez [15], [16].

A nukleotidk6té domének (NBD1/2) az ABC fehérjékre jellemz6, mind szekvencia, mind pedig
szerkezet tekintetében rendkiviil konzervalt ATP-az alegységek. Két aldoménbdl épiilnek fel, egy
nukleotidkotd/katalitikus aldoménbdl (catalytic core, a/f-core) és az a-hélixekbdl 4llo a-alegységbdl (ABC
a-subdomain). A katalitikus domén tartalmazza a magnézium és az ATP molekuldk kotéséhez fontos,
konzervalt Walker A (konszenzus GXXXXGKS/T) és B (konszenzus @PDPDPDE, ® hidrofob) motivumokat,
az a-alegység pedig az ABC signature (konszenzus LSGGQ) motivumot. A katalitikus domén vesz részt
az ATP-kotohely kialakitasaban, illetve rendelkezik ATP-az aktivitassal. A két ATP-kotéhely a két NBD
kozott jon 1étre, az egyik NBD Walker A, B motivumai, valamint a masik NBD ABC signature motivuma
alakitja ki. A katalitikus aktivitasban részt vevé aminosavakat a konzervalt switch hisztidin tartja 6ssze. A
CFTR esetén a két kotéhelyet tekintve aszimmetria all fenn. Az NBD1 Walker A, B motivummal
rendelkezd kotdhelyén (kotdhely 1) a katalitikus glutamat és a switch hisztidin helyett szerinek talalhatok
(NBD2: E1371, H1402 és NBD1: S573, S605), illetve az ABC signature motivum is atipikus (konszenzus
LSGGQ helyett LSHGH). Ezen mutéciok kdvetkeztében ez a kdtéhely degeneralt, ugyan megkoti az ATP

molekulat, azonban nem képes hidrolizalni azt. [7] (1.1. abra).

10



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.006

TMD1 TMD2 .

b b2 =
d K, b eI —
t . }
2™ A G e
(@ ). z = ¢
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1.1. abra — A CFTR domének elrendezidése és szerkezeti modellje. (a) A CFTR topologiaja. TMD1 (vilagossziirke),
TMD? (sététsziirke), NBD1 (kék), NBD2 (z6ld), R domén/RD (sdrga), intracelluldris hurkok (lila) és membran régio
(lazac). A (b) foszforilalatlan, ATP nélkiili, alul nyitott human CFTR szerkezete (PDB ID: Suak) és a (c) foszforilalt,
ATP-kétott, alul zart zebrahal CFTR szerkezet (PDB ID: 5w81). Az ATP molekulak sarga palcika jeléléssel vannak
feltiintetve, a Lasso motivum (piros) és a coupling hélixek (magenta) szines cartoon reprezentdcioban lathatoak. A
krio-EM elektronsiiriiség térképeken megfigyelt, feltehetéleg az RD-hez tartozo elektronsiiriiséget sarga felszin
reprezentdcio jeloli. (d) Az ATP-kétott NBD1/NBD?2 heterodimer elrendezédésének szemléltetése: NBDI (kék), NBD2
(zold), ATP molekulak (sarga), Walker A motivum konzervalt lizinek (K464 és K1250; piros) és ABC signature
motivum (LSGGQ, magenta). A 2-es kotohely esetén minden katalitikusan fontos oldallanc érintetlen (Walker B utani
konzervalt glutamat (E1371, rozsaszin), konzervalt switch hisztidin (H1402, lazac szin)), mig az 1-es kotohely nem
hidrolitikus (konzervalt glutamat és switch hisztidin szerinekre tértend szubsztitucioja (S573, S605)). Az NBD2 ABC
signature motivuma atipikus (LSHGH).

Kép forrasa: Csanddy et al. Structure, Gating, and Regulation of the CFTR Anion Channel,
Physiological Reviews, 2019.

Az NBDI1 tovabbi érdekes tulajdonsaga, hogy két B-redd (S1, S2) kdzott egy ~40 aminosav hosszi
regulator inszercio (RI) talalhato [17], ami destabilizalja az NBD1-et [18]. Mivel rendkiviil flexibilis, igy
ez a fehérje szakasz nem lathato a szerkezetekben. A nukleotidk6té domének konformaciovaltozasait az
ugynevezett intracellularis hurkok tovabbitjak a transzmembran domének fel¢. Ezek a hurkok két
szomszédos transzmembran hélix (TM2/3, TM4/5, TM8/9 ¢és TM10/11) intracellularis folytatasaként
jonnek létre, amelyeket egy-egy kis hélix kot dssze (coupling hélixek/intracellularis hurkok, CH1-4 vagy
CL1-4 jelolés) [11] (1.1. abra).

Az ABCC alcsaladra jellemzé LO motivumhoz hasonléan a CFTR is rendelkezik egy N-terminalis,
Lasso/L0 motivummal, amely egy két hélixbol allo peptidlanc [19] (1.1. abra). Az egyik egy a membrannal
parhuzamosan elhelyezkedd, amfipatikus hélix, mely szerepet jatszik a CFTR szabalyozasaban [7], [20],
[21]. Ezen kiviil a CFTR az ABC szupercsalad egyetlen képviseldjeként rendelkezik egy az NBDI1 és a
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TMD?2 ko6zott elhelyezkedd, ~200 aminosav hosszl rendezetlen régioval, a regulator doménnel (RD) (1.1.
abra). Az RD tobb foszforilacios helyet is tartalmaz, amelyek cAMP-fiiggd protein kindz A (PKA) altali
foszforilacioja elengedhetetlen az ioncsatorna nyitasahoz [6], [7], [22]. A CFTR szerkezet
meghatarozasakor az elektronsiirliség térképeken alacsony felbontasu elektronsiiriiség indikalta a regulator
domén (RD) elhelyezkedését. Foszforilacié hianyaban az RD a két nukleotidk6té domén kozé ékelddott be
¢és nyult fel a transzmembran domének kézé (PDB ID: Suar [23], Suak [24], 6d3r [25]). Foszforilaciot
kovetden az RD jelenléte nem volt megfigyelhetd a szerkezetben (PDB ID: 5w81 [26], 6d3s [25]), illetve
egy késobb publikalt szerkezet esetén az RD-nek megfeleltethetd, gyenge elektronsiiriséget figyeltek meg
az NBD1-gyel kdlcsonhatasban (foszforilalt, ATP-ko6tott human szerkezet, PDB ID: 6msm [27] és ez a
szerkezet két vegyiilet jelenlétében, PDB ID: 602p, 601v [28]).

Az aktiv modon miikodé ABC transzporterekben a szubsztrat transzlokacios utvonalan két kapu is
talalhatd. Az extracellularis oldali a kifelé nyitott (az alul zart), mig az intracellularis oldali a befelé nyitott
(alul nyitott) allapotban nyilik meg. Ezzel szemben a CFTR fehérjében a nyitott ioncsatorna egy folytonos
vizes porust biztosit lehetdvé téve az anionok membranon keresztiil torténé ataramlasat [7]. Kisérleti
tanulmanyok, modellezés és a meghatarozott szerkezetek alapjan az intracelluléris oldali bemeneti porus a
TM4 és TM6 kozott helyezkedhet el, ahol egy lateralis porus koti Ossze a citoszolt a CFTR belsd iiregével.
Ennek kornyékét pozitiv toltésti aminosavak veszik koriil, melyeknek az anionok poérushoz vonzéasaban
lehet szerepe [7]. Az ABC fehérjékben jelenlévd, extracelluléris oldali kapunak megfeleltetheto régié a
CFTR egy besziikiilo szakaszan helyezkedhet el, mely kozel van a kiilsé membranfelszinhez a TM6 338—
341 aminosavainak magassagaban [7], [29], [30]. A foszforilalt, ATP-ko6tott CFTR zebrahal szerkezetben
(PDB ID: 5w81) ezen a szakaszon (TM6, TM1 és TM11 hélixek kozott) valamelyest kitdgul a porus,
azonban az extracellularis tér fel¢ még mindig nem atjarhatdé az ioncsatorna. A CFTR szerkezetek
tobbségében jelenlévo megtort TMS8 extracellularis oldali szegmense és a TM12 lezarja a porust, ezek
lokalis atrendezodése sziikséges az extracellularis oldali atjarhatova valasahoz [26]. Bar a CFTR
szerkezeteket kiilonb6z6é konformacidkban is meghataroztak krio-EM segitségével, a CFTR kloridcsatorna
pontos miikodési mechanizmusa még mindig nem tisztazott. Tovabba az aktiv allapotu (foszforilalt, ATP-
kotott) szerkezetek sem tartalmaznak nyitott ioncsatornat, igy a kloridion transzlokacids ttvonala sem

ismert.

A kisérleti uton meghatarozott krio-EM szerkezetek tobbségében a TMS8 hélix a membran régidban
egy szakaszon széttekeredett, megtort (kivéve PDB ID: 6d3r, 6d3s) (1.2. abra). A TM8 megtdrése tobb
kérdeést is felvet. Az a-hélixek megtorése a membran régioban nem jellemz6é az ABC fehérjékre, igy ezt a
szerkezeti tulajdonsagot homoldgiamodellezéssel sem lehetett eldre jelezni. Tovabba, a TM hélixek
pszeudoszimmetriajat is megzavarja a TM8 folytonossaganak megszakadasa. Ez azzal jar, hogy az ABC
fehérjékre jellemz6 helyérdl kimozditja a TM7-et (1.2. abra). Ennek kdvetkeztében a kozponti iireg
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nagyrészt a TM1-TM6 (TMD1) és TM8-TM12 (TMD?2) altal kozrefogott [7]. Azonban a kisérleti iton
meghatarozott szerkezetek tobbségével szemben ugyan, de a csirkébdl szarmazéo CFTR krio-EM
szerkezetekben nem torik meg a TM8 (PDB ID: 6d3s és 6d3r). A TM8 szokatlan megtorése miatt
szerkezetének és lehetséges szerepének vizsgalata a kozéppontba keriilt. Szerkezeti megfigyelések alapjan
feltételezik, hogy a TM8-nak fontos szerepe van az ioncsatorna nyitasaban [23], [24], [26], [31]. Corradi
¢s munkatarsai megfigyelték, hogy a megtort TMS8 helyzete stabil hosszi szimulaciokban, akar az ATP
nélkiili, akar az ATP-kotott konformaciot vizsgdltdk. Emellett kimutattdk, hogy a TMS8 olyan
kolesonhatasokat 1étesitett szimulaciokban, melyek arra utalnak, hogy a TM8-nak szerkezeti szerepe lehet
a porus funkcionalis architektirajanak fenntartdsdban. A szimulaciok sordn a TMS koriili kettdsrétegben
membranperturbacidkat is megfigyeltek [32]. Chin és munkatarsai szintén molekula dinamikai szimulaciok
segitségével lipid kdlcsonhatasokat észlelt a kiils6 membranrégioban a TM7 és TM9 kozotti résben, a TMS8
torése kozelében [33]. Korabban kisérleti iton mar igazoltak, hogy a CFTR funkciojat lipid molekulak
fokozhatjak [33], [34], ezen megfigyelések Osszessége alapjan arra kdvetkeztettek, hogy a TMS torése
kornyékén lehet egy olyan régid, aminek konformdacios szabalyozasat a lipidek befolyéasolhatjadk vagy
kozvetithetik [32], [33]. A TM8-on megfigyelhetd rendezetlen szakasz (hélix megtorése) kozel helyezkedik
el az ioncsatorna nyitasaban szerepet jatszo transzmembran régidhoz, valamint kis molekulds partnerek
(ivacaftor, GLPG1837) jelentétében meghatarozott szerkezetekben (PDB ID: 602p, 60lv) ezek a
vegyiiletek a TM8 megtort szakaszanal kotodnek a fehérjéhez. Habar ezek a kis molekulak fokozzak a
CFTR funkcidét novelve a nyitasi valoszinliséget, azonban kotédésiik nem valtott ki a krio-EM
szerkezetekben szignifikans strukturalis eltérést a vegyiiletek nélkiil meghatarozott szerkezethez képest
(PDB ID: 6msm, RMSD=0.14 A), és ezekben a szerkezetekben szintén zart az ioncsatorna [28]. fgy
tovabbra is kérdéses, hogy egy tényleges kotdhelyet takar-e a TM8 megtorése.
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1.2. abra — A TM8 megtort dllapotii a publikalt CFTR szerkezetek tobbségében. A foszforilalt, ATP-kotott, alul zart
(PDB ID: 5w81) CFTR szerkezet (a) a membran sikjabol és (b) arra merdlegesen, az extracellularis oldal feloli
nézetben az NBDI1-2 megjelenitése nélkiil. A TMS felsé szegmense a CFTR belseje felé néz, a TM12 kozremiikodésével
elzarjak a porust az extracellularis oldalon. A TMD1 (z6ld), NBD1 (halvanyzéld), TMD?2 (cian), NBD2 (halvanycian),
és a TM8 (piros). Az ATP molekulak (kek) palcika megjelenitéssel latszodnak.

1.3. Klinikailag jovahagyott hatéanyagok a cisztas fibrozis kezelésére

Szdmos tanulmany tobb hatéanyagot, illetve ezek kombinacidojat mutatja be, amelyek a CFTR
biogenezisének, sejtmembranba szallitasanak és miikodésének bizonyos lépéseire hatnak [35], [36]. Ezek
a kis molekuldk a CFTR modulatorok, amelyek mindségileg és mennyiségileg novelik a CFTR fehérje
aktivitasat. A korrektorok a mutians CFTR feltekeredésének (folding) és plazmamembranba jutdsanak
javitasara kifejlesztett vegyiiletek, illetve a potencidtorok a mar plazmamembranba kijutott fehérjék

miikddésének fokozasara alkalmazhat6 hatéanyagok csoportja.

Jelenleg négy, klinikailag jovahagyott terapids vegyiilet all rendelkezésre. Az ivacaftor (VX-770;
Kalydeco) egy potenciator vegyiilet, melyet a G551D, az ioncsatorna nyitasat gatlé (gating) mutacid
kompenzalasara fejlesztettek ki. Korrektorok a lumacaftor (VX-809), ennek szarmazéka a tezacaftor (VX-

661), illetve az elexacaftor (VX-445) ([16], https://www.cff.org/ 2022.08.05.). A korrektorok tobb

csoportba sorolhatok hatdsmechanizmusuk alapjan. A kiilonb6zd csoportokba tartozo hatéanyagok

némelyike kombinalhatd, ami ndveli hatasuk mértékét [37], [38]. Mivel a AF508 mutécié mind a fehérje
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feltekeredését, mind pedig a miikodését karositja, ezért a miikddés helyreallitasahoz tobb vegyiilet
kombinacidjat is alkalmazzak (lumacaftor + ivacaftor: Orkambi és tezacaftor + ivacaftor:
Symdeko/Symkevi) [5]. Ezen terapias modszerek alacsony hatékonysaga miatt egy nemrég engedélyezett
kezelés, a Trikafta vette at a korabbiak helyét. Ennek soran a tezacaftor korrektort kombinaljak egy tovabbi

korrektor, az elexacaftor, valamint a potenciator ivacaftor egyiittes alkalmazasaval [38], [39].

Ezek a kiilonbozd vegyliletek kombinaciojat alkalmazo terdpias modszerek javitottdk a cisztas
fibrozisban szenvedok varhaté élettartamat, azonban egyik kezelés sem jelent teljes gyogyulast [16].
Jelenleg a G551D, és ehhez hasonlo gating (kapuzast befolyasold) mutaciok kezelése a legeredményesebb,
mig a homozigdta AF508 mutacio esetén csupan mérsékelt javulas érhetd el [35]. Fontos lenne a kombinalt
terapia hatékonysaganak javitdsa, mivel a hossz(i tava ivacaftor kezeléshez hasonloan a Trikafta
alkalmazasa is csupan részlegesen allitja helyre a CFTR funkciot. Emellett egyeldre az sem tisztazott, hogy
a kloridcsatorna miikodésének részleges helyreallitasa hosszu tavon elegendd-e a tiidéfunkcidé romlasanak
megakadalyozasara [35], [38]-[41]. Tovabba kérdéses a hatéanyagok életen at tarté alkalmazasanak
biztonsagossaga is, ugyanis a hatéanyagok stlyosabb mellékhatasairdl is beszamolnak. Példaul a
lumacaftor kezeléshez szamos esetben nehézlégzés kothetd, aminek kovetkeztében a kezelés
felfiiggesztésére volt sziikség. Ezen tiinetek molekularis hattere még szintén nem tisztazott [35]. Tovabbi
probléma, hogy habar nagy ardnyban a AF508 mutaci6 all a cisztds fibrézis hatterében, azonban szamos

mutacio esetén még nem létezik részleges funkciohelyreallitas sem [35].

Szamos tanulmany vizsgalja az alkalmazott hatéanyagok korrekciés mechanizmusat. Egy krio-EM
vizsgalat eredményei szerint a lumacaftor és a tezacaftor azonos hidrofob zsebbe kotédik (TMDI1) a vad
tipusu CFTR szerkezetben, ahol négy hélixet (TM1,2,3 és 6) kapcsol Ossze és stabilizalhat ezaltal. Ez a
szerzOk szerint 6sszhangban van mas kutatasok eredményeivel, miszerint a lumacaftor az izolalt TMD1
feltekeredését segiti, ellenben mas doménre nincs hatassal [42]. Veit és munkatarsai a Trikafta esetén
allosztérikus korrekciorol szamoltak be, mivel a AF508 mellett mas ritka mutaciok részleges helyreallitasat
is megfigyelték sejtvonalakban [38]. Azonban még pontosan nem ismert, hogyan is hatnak ezek a

vegyiiletek.
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1.4. Az NBDI1 feltekeredése és a AF508 mutacio korrekcidojanak lehetoségei

Az 508-as fenilalanin, melynek delécioja (AF508) a leggyakoribb cisztas fibrozist okozo mutacid, a CFTR
elsd, N-termindlis nukleotidk&té doménjén (NBD1) helyezkedik el. A nukleotidk&té domének (NBD-k) két
aldoménbdl allnak. Egy nukleotidkotd/katalitikus alegységbdl (catalytic core, a/f-core), ami egy parallel
B-red6bol (Fi-like ATP-binding core subdomain: S6, S7, S8, S3, S9 és S10; ,,S” mint Strand) és az ezt
stabilizalo a-hélixekbdl (H1, H6, H7 ¢és a C-terminalis H8, H9; ,,H” mint Helix), valamint az ABC-
specifikus, haromszala, antiparallel B-redébol (S1, S2, S4; ABC p-subdomain) épil fel. Az NBD-k masik
alegysége az a-hélixekbdl allé a-alegység (H3, H4, H4b, HS, S6c¢c-b, ABC a-subdomain) [7]. Az F508
aminosav az NBD1 a-aldoménhez tartozo H3 és H4 a-hélixek kozotti hurkon helyezkedik el (1.3. abra).

a
N-terminalis F5|08 C-terminalis
L1 S6c L2
- - R = 1] I I .
S1 S2 S3 H1 S4 S6 H3 H4b H4 H5 S7 H6 S8 H7 S9 S10

ABC F1-like

ATP-binding co.7-

1.3. adbra — A CFTR N-termindlis (elsé) nukleotidkoté domén (NBDI1) masodlagos szerkezeti elemeinek
elrendezddése. Az NBDI (a) domének szekvencialis elrendezddése és (b) egy 3D rontgenszerkezeten (PDB ID: 2bbo)
alapulo, a reguldtor inszerciot nem tartalmazo (ARI) szerkezete. Az NBDI nukleotidkoté alegysége: F1-like ATP-
binding core subdomain (p-redok: S6, S7, S8, S3, S9 és S10; a-hélixek: HI, H6, H7, HS, H9) és az ABCf (f-redok:
S1, 82, §4) all. Az NBD a-alegysége: ABCa (a-hélixek: H3, H4-H4b, H5). Az a-alegységben helyezkedik el az F508
aminosav is (fekete palcika jelolés). A masodlagos szerkezeti elemeket szines téglalapok jelolik (S: p-redd, H: a-hélix).
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Kutatasok vizsgaltdk mar a CFTR fehérje szerkezetének kialakulasat, azonban a pontos folyamat
még kevéssé ismert. Becslések szerint a CFTR szintézise joval hamarabb befejez6dik, minthogy a domének
feltekeredése, majd Osszeszerelédése megtorténne [42]-[44]. A folyamat soran a még nem teljesen
feltekeredett fehérjék, koztes szerkezetek, az endoplazmatikus retikulumban tartézkodnak, és nagy résziik
lebontédik. fgy a fehérjék kis szazaléka jut csak ki a sejtfelszinre még a vad tipusi CFTR esetén is [43],
[45]. Ismert, hogy a leggyakoribb AF508 muticid, valamint a hasonlo folding, azaz feltekeredést érintd
mutaciok destabilizaljdk az egyes doméneket és/vagy megakadalyozzdk a domének hatékony
NBDI1 és a tobbi CFTR domén kozotti kdlesonhatdsok kialakulasat, masrészrol pedig csokkenti a jol
feltekeredett fehérjék mennyiségét és az NBD1 feltekeredésére jellemz6 koztes szerkezeti allapotok kozotti
atmeneteket [11]. Kisérleti mddszereket alkalmazé kutatasok kiilonbozé F508 mutaciok bevezetésével
(site-directed mutagenesis) kimutattak, hogy a AF508 azéltal karositja a domének helyes feltekeredését és
Osszeallasat, hogy befolyasolja a négy strukturalt domén, az NBD1/2 és a TMD1/2 k6z6tti kdlesonhatasokat
[46]-[48]. Masok ciszteinek keresztkotésén alapuld biokémiai kisérleteket felhasznalva molekularis
modellezés segitségével vizsgaltdk az NBD1 domént és azt talaltak, hogy az F508 aminosav hidrofob
oldallanca dont6 szereppel bir az NBD1 és a 4-es intracellularis hurok (coupling hélix 4, CH4 vagy CL4
jelolés) kapcsolat kialakitasaban [11]. Az izolalt vad tipust (WT) és AF508-NBD1 termikus és izotermikus
denaturalasanak részletes biofizikai vizsgalatai (CD ¢és intrinzik fluoreszcencia spektroszkopia,
differencialis pasztazo fluorimetria, statikus fényszoras) pedig a mutans domén jelentésen csokkent
mérték{i termodinamikai stabilitasat mutattak ki [49], [50]. A AF508 mutacié pontos szerkezeti hatasat

azonban még nem sikeriilt feltarni.

A gyogyszerfejlesztés elsddleges célja a AFS08-CFTR feltekeredésének (folding) helyreéllitasa az
NBDI stabilitasanak korrekciojaval [S1], vagy az NBD1 és az NBD1-CL4 kolcsonhatas instabilitdsanak
célzottan torténd helyreallitasaval [37], [52]. Mindkét korrekcidos modszer valdszinilileg csak a mar
feltekeredett NBD1-gyel rendelkez6 CFTR fehérjék esetén hatasos. Ezért azt is vizsgaljak, hogy az NBD1
feltekeredése soran kis molekulak képeseke-e kompenzalni a AF508 mutacié destabilizald hatasat. A BIA
(5-bromoindol-3-ecetsav) egy kis molekula, amely bizonyitottan eldsegiti a AF508-CFTR érését és
mérsékelten stabilizalja a AF508-NBD1-et az emelkedett hdmérsékleten torténd letekeredéssel szemben
[37]. Ez a hatéanyag azonban csak igen magas koncentraciéban (1-10 mM) volt hatékony in vitro
kisérletekben [51]. Azt is kimutattak, hogy a BIA méas hatasmechanizmussal allithatja helyre a feltekeredést,
mint a lumacaftor (VX-809) korrektor. Hudson és munkatarsai NMR kisérletekkel igazoltak, hogy a
lumacaftor a S3, S9 és S10 B-redok altal kialakitott hidrofob feliilethez kotddik. Kisérleteik alapjan a BIA
azonban az a-aldoménre lehet hatassal, csakhogy a folyamat pontos hatdsmechanizmusa még nem tisztazott

[53]. Mivel a BIA stabilizalta az NBD1-et a termikus letekeredéssel szemben, valészinlileg az NBDI
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feltekeredése utan is a doménhez kotédve marad [37]. Igy a kotShelye és stabilizalé hatésa hatterének
megismerése terapias jelentéséggel bir, segitve a BIA modositasat hatékonysaganak novelése érdekében
vagy Uj kotdéanyagok tervezését.

Bar a CFTR biogenezisének elsd 1épése, amelyet a AF508 befolyasol, az NBD1 feltekeredése, csak
néhdny tanulméany vizsgalta ezt a folyamatot. Qu és munkatarsai kimutattdk, hogy a AF508 mutacio
megnovelte a feltekeredés folyamatatol divergald koztes szerkezeti allapotok valdszinliségét, valamint
hatassal volt az ATP-kotohely kialakulasa elotti feltekeredésre, a feltekeredés kezdeti szakaszara [54], [55].
A kisérletek soran izolalt NBD1 feltekeredésének mennyiségét mérték spektroszkopiai modszerekkel és azt
talaltak, hogy az F508 aminosav befolyasolja a fehérje érési sebességét. Vizsgalataikbol arra kdvetkeztettek,
hogy az F508 aminosav dontd fontossagli kapcsolatokat hoz létre a feltekeredés folyamata soran. Erdekes
modon Bartoszewski és munkatarsai CD spektroszkopiai mérésekkel és az emésztett RNS fragmentumok
vizsgalataval (mRNA folding assay) megfigyelték, hogy a AF508 mutaciot eredményezé harom nukleotid
delécidoja az mRNS szerkezetének megvaltozasat okozza, ami a transzlacios sebesség csokkenéséhez vezet
[56]. Bali és munkatarsai azt is leirtak, hogy az alacsonyabb transzlacios sebesség megvaltozott CFTR-
konformdciokat eredményezett pulse-chase kisérleteikben [57]. Egy masik tanulmény sorozatban az NBD1
riboszomakon torténd feltekeredését vizsgaltak FRET spektroszkopia segitségével [58]-[60]. Kimutattak,
hogy az NBD1 S1-S6 B-redot tartalmazo N-terminalis része akkor tekeredett fel, amikor az F508 aminosav
még a riboszomaban volt, és az F508 delécidja a domén feltekeredésének egy késébbi szakaszat
befolyasolta [58]. Tovabba azt talaltdk, hogy a riboszéma késleltette az a-aldomén ¢és az S6 feltekeredését,
ami elengedhetetlen volt az S7-S8 B-redok katalitikus aldoménbe torténd helyes beilleszkedéséhez [59],
[60]. Ezek az eredmények elsore ellent mondanak a Qu és munkatarsai altal megfigyeltekkel, miszerint a
AF508 a feltekeredés kezdeti szakaszara van hatéssal [54], [55]. Ugyanakkor az N-terminalis, katalitikus
aldomén gyorsan és onalldan is feltekeredhet a Kim és munkatarsai altal végzett FRET kisérletek szerint
[59], azonban az aldomén allapota feltehetdleg nem tud megfeleld kdrnyezetet biztositani a megfelelo ATP-
kotohely kialakitasahoz [54], [55]. Valoszintlleg az eltérd tipust kisérletek a feltekeredés folyamatanak
kiilonb6z6 aspektusairol szolgaltattak adatokat. Ezek a kisérletek egyetértettek a megvaltozott kdztes

szerkezeti allapotok tekintetében, azonban a felbontasuk alacsony volt.

Serohijos ¢és munkatarsai molekula dinamikai szimulaciok segitségével vizsgaltdk az NBDI1
feltekeredésének kinetikajat [1]. A szdmitasok azt mutattak, hogy a helyteleniil feltekeredett AF508-NBD1
megnovekedett aranyat az S7-H6 hurok kolcsonhatasainak zavara okozhatta. Feltételezhetd, hogy a globalis
CFTR feltekeredését befolyasolo NBD1 és TMD-k helytelen elrendezodése [61] és a CFTR fehérje
csokkent termodinamikai, kinetikai stabilitasa [62] a AF508-NBD1-ben talalhat6 lokalis hatasokbol eredhet.
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1.5. Fehérjék miikodésének és feltekeredésének molekularis szintii vizsgalata

MD modszerek alkalmazasaval

Fehérjék feltekeredésének vizsgalatat szamos biokémiai és spektroszkopia modszer lehetdvé teszi, azonban
ezek tobbségének jellemzdje, hogy alacsony felbontasuak és nem szolgéltatnak atomi szintli informaciot a
folyamatr6l. Habar a kisérleti titon megoldott, statikus fehérjeszerkezetekben ionok athaladasi utvonala
jelen lehet, a CFTR szerkezetekben a kloridcsatorna nem lathatd. Ezeknek a felmeriild kérdéseknek a
megvalaszolasara kisérletet lehet tenni molekula dinamikai (MD) szimuldciok alkalmazasaval, amely
lehetévé teszi molekularis rendszerek atomi szinti dinamikdjanak kovetését. Ezt az elméleti modszert
széles korben alkalmazzak fehérjék (és mdas biomolekuldk) szerkezeti, dinamikai és termodinamikai
vizsgalatara.

Atomi szintli kdlcsonhatasokat legpontosabban kvantummechanikai szamitasokkal lehet leirni, ezek
azonban nagyobb molekuldk esetén, mint amilyenek a fehérjék is, olyan magas szamitasi igénnyel
rendelkeznek, hogy a jelenlegi szamitasi kapacitassal nem modellezhetéek. Kozelitések bevezetésével
azonban nagyobb biologiai rendszerek kolcsonhatasainak, tulajdonsagainak szdmitasa is elérhetové valik.
A molekularis dinamika klasszikus mechanikai kozelitéseket alkalmaz, a rendszerben jelen 1év6 atomok,
mint toltéssel rendelkezd tdmegpontok, a klasszikus dinamika térvényei szerint mozognak a rajuk hat6 erék
kovetkeztében. A szimuldcidk soran az atomok mozgasat leir6 egyenletek numerikus megoldasaval kapjuk
meg a rendszer energiajanak valtozasat. Molekularis dinamika esetén a rendszer energiajat csak az
atommagok helyzetébol szarmaztatott kolcsonhatasok hatarozzak meg, az elektronokat és kvantumkémiai

tulajdonsagokat nem veszi figyelembe ez a modszer.

A szamitasokhoz a rendszer teljes energiajat igynevezett eréterek segitségével hatarozhatjuk meg.
Ezek a kolcsonhatasokat leird potencial fiiggvények, illetve az egyenletek megoldasahoz sziikséges
rendszerfliggd paraméterek 0sszessége. A fehérjék esetén alkalmazott paraméterek empirikusak, kisérleti
megfigyelések, vagy kisebb rendszerekkel végzett kvantum szamitdsok alapjan keriiltek meghatarozasra.
A paraméterek irjak le a kiillonb6z6 atomtipusokra vonatkoz6 tulajdonsagokat (pl. tomeg, toltés, kotéshossz
stb.), illetve kiilonboz6 kolcsonhatasok kialakitasa esetén ezek jellemzoit. A potencialis energia a kovalens
kotéssel kapesolodo atomok (kotd kolesonhatasok), illetve a nem kovalens kotéssel kapcsolddo atom-atom
kolcsonhatasok (nemkotd kolesonhatdsok) energia értékeibdl tevodik Ossze. A kotések meghatarozo
tényezOi a kotéshossz, a kotésszog, és a torzidsszog megvaltozasai. A rendszer energidjat a nemkaotd
kolcsonhatasok esetén a van der Waals (Lennard-Jones potencidl) és elektrosztatikus kolcsonhatasok
(Coulomb potencial) hatarozzak meg. Ez utobbi szamitasigénye joval nagyobb, igy jelentésen hozzajarul a
szamitasi id6 novekedéséhez. Ezek szamitasahoz kozelitésék alkalmazasa sziikséges (pl. PME, Particle

Mesh Ewald modszere [63]).
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Az atomisztikus eréterek esetén minden atom mozgasaval és kolcsonhatasaval szamolunk a
szimulacio soran, igy ezek nagy szamitasigénytliek. Ezért kis idoskala modellezésére adnak lehetdséget, a
szamitasi id6tartamok a ns-pus skaldn mozognak a modellezni kivant rendszer méretétdl fiiggben. A
biologiai folyamatokat jellemz6 idéskalak azonban altalaban tobb nagysagrenddel hosszabbak, ezrét az
ezeket jellemz6 dinamikak nem érhetdk el az 6sszes atomot tartalmazod empirikus erdterek alkalmazasaval.
A szamitasi korlatok lekiizdésére kiilonbozo egyszeriisitések vezethetdek be. Lehetdség van a rendszert
leird szabadsagi fokok szdmanak csokkentésére. Példaul a rendszerben jelen 1év6 gyors hidrogén atomok
elhanyagolésara (pl. virtualis kdlcsonhatasi helyek bevezetése [64]). Durva felbontdsu modellek (coarse-
grained) alkalmazéséaval bizonyos atomcsoportokat vonhatunk 6ssze, ezeket gyongyokként reprezentalva.
Ez esetben az atomisztikus erdterek helyett ezeknek az egyszeriisitett modelleknek a kdlesonhatasait leird
erdterek alkalmazasa sziikséges. A szerkezet alapi modellek esetén a kisérleti ton megoldott
szerkezetekben jelen 1évO, a nativ szerkezetet stabilizaldé kdlcsonhatasok jatszanak jelentds szerepet a
szdmitasok sordn. A tobbi, nem-nativ kdlcsonhatast ezek a modszerek elhanyagoljak (pl. a szerkezet alapu
G6 modell) [65]-[67].

Explicit oldoszer alkalmazasa jelentdsen megnoveli a szdmitasigényt, hiszem ebben az esetben a
fehérje atomok mellett tobb szazezer atom kolcsonhatdsat is nyomon kell kdvetni. Az explicit oldoszer

modellek helyett a szamitasok egyszerisitését implicit modellek implementalasaval is el lehet érni.

A szamitasi korlatok lekiizdésére a diszkrét MD modszere is megoldast nytjthat [68], [69]. A
diszkrét molekuladinamika (DMD) a kolcsonhatasokat a hagyomanyos MD szamitasokkal szemben a
folytonos potencialok helyett diszkrét fliggvényekkel irja le. Az atomok kozti kotések végtelen
potencialkutként (infinite square well potentials), mig az egyéb kolcsonhatasok diszkrét energetikai 1épések
sorozataként vannak modellezve. A szimulaciok soran minden egyes részecske sebessége allando, amig el
nem ¢éri egy masik részecske kolcsOnhatasi tavolsagat (iitkozés), amikor is azonnal megvaltoztatja
sebességét. Minden egyes id6lépés a részecskék egyetlen iitkdzését jelenti, ezért az id6lépések kozotti idd
valtozo. Azért, hogy értékes szdmitasi idot lehessen megsporolni, a DMD minden egyes id6lépés utan egy
gyors rendezési algoritmust hasznal a rendszerben a kdvetkezo litk6zés azonositasara és csak az iitk6zésben
részt vevo részecskékre oldja meg a mozgasegyenleteket. Mivel kevesebb szamitast kell elvégezni, a DMD
modszer lehetdvé teszi nagyobb idOskdla modellezését, ezaltal példaul nagyobb méretii molekuldk is
vizsgalhatok a segitségével. Adott méret (atomszam) elérése utdn azonban ez a modszer lelassul a nagyon

gyakori litkdzések miatt.

Az egyensulyi molekula dinamikai szimulacidk soran a rendszer hajlamos energiaminimumban
megrekedni, és csupan az allapottér egy kis része térképezheto fel, a kiindulasi pont (szerkezet) kdzvetlen
kornyezetének mintavételezése torténik meg. A replikacsere (REX, replica exchange) egy olyan modszer,

amely MD szimulaciok mintavételezésének javitasara hasznalhato [70]. A replikacsere soran kiilonb6zo
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homeérsékletek alkalmazasaval, ugyanazon rendszer tobb masolataval (replika) inditunk szimulacidkat. A
szomszédos hémérsékletli replikdk esetén adott idokdzonként, adott valosziniliséggel kicseréljitk a két
replika teljes allapotat Alkalmazasa kiilondsen akkor elényos, mikor a szerkezeti allapotokat magas
energiagatak valasztjak el egymastol.

Az energiagat lekiizdése torténhet metadinamika segitségével is [71]. Ennek soran kollektiv valtozok
(CV) definidlasan keresztiil térképezhetjiik fel az ezek altal meghatarozott konformacids teret. Ehhez
ismerni kell a reakcidkoordinatakat, ami mentén az energiagat elhelyezkedik ¢és ,rasegitéssel” ezen
energiaminimumbo6l a rendszer kimozdithatd, azaz az energiagaton atjuttathatd. A metadinamikai
szimulaciok mesterséges dinamikan alapulnak, mert a szimulacidk soran a kollektiv valtozok mentén
modosul a rendszer energiaja. Egy elozményfiiggd Gauss-potencial tolti fel a kollektiv valtozok mentén a

szabadenergia felszin minimumait. Ez a folyamat a felszin ,,kisimulasaig” tart (konvergencia).

A molekula dinamikai szimulaciok egy specidlis esete, mikor kiils6 eréhatas alkalmazasaval
vizsgaljuk a molekuléris rendszert. Példaul fehérjék letekeredésének modellezésére lehetoség van a
molekula dinamikai szimulaciok szamitasara fejlesztett GROMACS programcsomagban implementalt pull
code alkalmazasaval [72]. Ezek a szimulaciok nem egyenstlyi szamitasok, hanem kiils6 er6hatast, kényszer
feltételeket alkalmaznak a szamitasok soran az elére definialt kollektiv valtozok mentén. Példaul az altalunk
hasznalt letekeredési (pulling) szimulaciok soran a fehérjelanc egyik végén definialt atomcsoportra egy
allando sebességli ,,huzo” erd hat, a fehérje lanc masik végén definialt atomcsoportot pedig egy kellden
nagy er6 ,,rogziti” a szimulaciok soran. A hizas iranyat esetiinkben a két hiizasi csoportot tartalmazo vektor

iranya jelolte ki.
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2. Motivacio és célok

Kutatasom célja a CFTR fehérje feletekeredésének, szerkezetének, dinamikéajanak, és mitkédésének jobb
megismerése, ugyanis ezen tudas birtokdban gyogyszer molekuldk tervezéséhez tudunk hozzajarulni. A
dolgozatomban bemutatott tanulmany a CFTR kloridcsatorna szerkezetét és dinamikajat vizsgalja, amit
kiilonboz6 tipust molekula dinamimai szimulaciok segitségével valdsitottunk meg. A munka két kiilonb6z6
témakort Olel fel, ezért ezek részletes taglalasa a konnyebb megértés céljabol két kiilon fejezetben kapott

helyet.

I. A CFTR fehérje térszerkezetét és szerkezet-funkcié kapcsolatat illetden még szamos kérdés
vitatott. Ezért elsO célkitlizésiink a CFTR kloridion-utvonal azonositasa és az ioncsatorna-mikodés

szerkezeti hatterének vizsgalata volt.

II. A CFTR fehérje mutans NBD1 domén szerkezet korrekcidos mechanizmusat és stabilizalasat célzo
lehetoségek feltarasa egy jelentds kutatasi teriilet. Ehhez kapcsoldddan vizsgaltuk a leggyakoribb
cisztas fibrozist okozo mutacid, a AF508 NBD1 doménre kifejtett hatasat. Ehhez az NBD1 domén

mechanikai letekeredését elemeztiik kisérleti és szimulacios modszerek kombinalasaval.

A két kiilon fejezet elején részletesebben ismertetem a kapcsolodo célkitiizéseket.

22



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.006

3. A CFTR Kloridion-utvonal azonositasa és az ioncsatorna-

miukodés szerkezeti hatterének feltérképezése

3.1. A tanulmany motivacidja és célkitiizései

Habar tobb organizmusbo6l szarmazd, illetve kiilonb6zé konformacidban meghatarozott krio-EM CFTR
szerkezet is elérhetd, azonban az ioncsatorna pontos mitkddése még nem tisztazott. A statikus szerkezetek
korlatainak lekiizdése, a fehérjedinamika felderitése molekuladinamikaval egy racionalis lehetdség.
Korabban kutaté csoportunk munkatarsai molekula dinamikai (MD) szimuléciok segitségével vizsgalta az
ATP tavollétében meghatarozott zebrahal CFTR szerkezetét, amely szeparalt nukleotidk6td doméneket
(NBD-k) mutatott. Megallapitottak, hogy ez a konformacié fizioldgias koriilmények kdzott nem gyakori,
mivel az NBD-k zar6dasa még rovid szimulaciokban is megfigyelhetd volt [15]. Mivel még az aktiv
allapotban meghatarozott (ATP-kotott €s foszforilalt) CFTR krio-EM szerkezetben sem figyelhetd meg
nyitott kloridcsatorna, igy a kloridionok pontos transzportitvonala sem ismert. Das és munkatarsai
ciszteinek keresztkotésén alapulod kisérletekkel kiegészitett modellezéssel hoztak létre szerkezeti
modelleket és vizsgaltak a CFTR ioncsatornat [73]. Ezek azonban jelentésen eltérnek az ismert ABC
fehérjeszerkezetektol [ 74]. Masok MD szimulaciokat végeztek az ATP-kotott, zebrahal CFTR szerkezeten
(PDB ID: 5w81) alapulé homologiamodelleket felhasznalva. Az egyik tanulmanyban metadinamikai
szimulacio alkalmazasaval vizsgaltak a kapuzashoz kapcsolodé konforméaciovaltozasokat [20], illetve egy
masik publikacié a CFTR lipidekkel kialakitott kdlcsonhatasairdl szamol be [33]. Azonban a kloriditvonal

részletes leirasara ezek a tanulmanyok sem térnek ki.

Az aktiv allapotban meghatarozott (ATP-kotott és foszforilalt) zebrahal CFTR szerkezetre egy
tranziens zart allapotként hivatkoznak [35]. igy lehetségesnek tartottuk, hogy MD szimulaciok segitségével
a nyitott konformaciotol elvalasztdo energiagat atléphetd, és ezaltal a teljes kloridionutvonal
feltérképezhetové valik. Ezért, a kloridkonduktancia szerkezeti hatterének vizsgalata céljabol molekula
dinamikai szimulaciokat végeztiink az aktiv allapotban meghatarozott zebrahal CFTR szerkezettel (PDB
ID: 5w81 [26]), és az igy eldallitott szerkezeti sokasagban olyan konformacidkat kerestiink, amelyek nyitott,
kloridionok ateresztésére alkalmas ioncsatornaval rendelkeznek. Ez a modszer lehetévé tette a nyitott
kloridcsatorna szerkezeti tulajdonsagainak vizsgalatat, a fehérje-ion kdlcsonhatasok jellemzését.

A krio-EM CFTR szerkezetek tobbségében a TM7 és a TMS8 transzmembran hélix az ABC
fehérjéktol eltérd szerkezeti tulajdonsagokat mutat. A krio-EM szerkezetek tobbségében a TM8 hélix
megtorik a membran régioban (kivételek a PDB ID: 6d3r, 6d3s szerkezetek). Szerkezeti megfigyelések

alapjan feltételezik, hogy a TM8-nak és megtorésének fontos szerepe van az ioncsatorna nyitasaban [23],
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[24], [26], [31]. A krio-EM CFTR szerkezetekben megfigyelt szokatlan tulajdonsagok azonban okozhatjak
a kloridcsatorna zart allapotat eme térszerkezetek esetén. A TM7 és TMS8 ioncsatorna-nyitasra gyakorolt
hatasanak vizsgalata céljabol egy kozeli CFTR rokon fehérje (MRPI1) szerkezete alapjan
homologiamodellezéssel allitottunk elé egy olyan modellt, melyben a TMS8 és a TM7 is a homolog ABC
fehérjékhez hasonloan helyezkedik el, valamint a TMS a torés nélkiil szerepel. Az igy eldallitott modellel

a zebrahal krio-EM szerkezethez hasonléan MD szimulé4ciokat végzetiink.

3.2. Alkalmazott modszerek

3.2.1. Konformacios sokasag eléallitasa

3.2.1.1. Felhasznalt szerkezeti modell

A szimulacidokhoz a foszforilalt, ATP-k&tott zebrahal CFTR krio-EM szerkezetét (PDB ID: 5w81 [26])

hasznaltuk. A szdvegben az aminosavak szamozasat a human CFTR fehérje szamozéasanak megfelelden

crcr

a zebrahal aminosav tipusat zardjelben tiintettem fel. Az dbrakon szereplé aminosav szamozas szintén a
human CFTR szamozasnak felel meg. A zebrahal és human CFTR szekvencidja ~55% azonossagu [24],

amely ABC fehérjék esetén igen magasnak szamit.

3.2.1.2. Egyensulyi molekula dinamikai szimuldciok futtatasa

A kiindulasi szerkezeti modellt a membran normalhoz igazitottuk az OPM adatbazis €s szerver segitségével
[75]. A szimulacidkat a 2018-as verzioju GROMACS molekula dinamikai szimulaciok szamitasara és
elemzésére fejlesztett programcsomag segitségével végeztiik el [76]. A szimulaciokhoz a CHARMM36m
fehérjékre optimalizalt erdteret hasznaltuk [77], az erdtérben implementalt, fehérjék esetén megbizhatéan
alkalmazhato explicit oldoszer modellel, a TIP3P vizmodellel [78]. A CHARMM-GUI webes feliiletet
hasznaltuk a fehérje lipid kettOsrétegbe torténd bedgyazasidhoz, valamint az energiaminimalizélés, az
egyenstlyba hozas (NVT, NPT) és az egyensulyi szimulacios bemeneti fajlok elkészitéséhez [79]-[81].

A rendszer elokészitése soran egy POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-foszfokolin)
molekuldkbol all6 homogén lipid kettdsrétegbe agyaztuk a CFTR szerkezeti modellt. A vizmodell mellett
ionokat is adtunk a rendszerhez és 150 mM KCI koncentraciot allitottunk be, mint fiziologias kdrnyezet. A
szimulaciokhoz egy ujabb ATP paraméterezést vettiink igénybe [82]. Az elsd 1épésben a rendszert
energiaminimalizaltunk (steepest decent integrator; konvergalt, ha az erd <1000 kJ/mol/nm). Az
elektrosztatikus kolcsonhatasok kiszamitasahoz a fast smooth PME [83], a kotéshosszok korlatozasahoz
pedig a LINCS algoritmust [84] hasznaltuk. A PME elektrosztatikahoz sziikséges racsinformaciot

automatikusan generaltuk. Minden szimulacié eldtt két fazisban egyensulyba hoztuk a rendszert
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(equilibration). E16szor NVT, majd NPT futtatas kdvetkezett a hdmérséklet és a nyomas stabilizalasanak
céljabol (T=310 K, P=1 bar). Ezen lépések alatt az atomokra pozicidkorlatozasok hatnak (position
restraints), melyek segitségével elkeriilhetok a tulzott mértékli fluktuaciok, térszerkezetet érinté nagyobb
valtozasok. Ezekhez a futasokhoz a Berendsen termosztatot és barosztatot hasznaltuk 1, illetve 5 ps
idoallandot alkalmazva. Ezt kdvetden az egyensulyba hozott rendszerrel lehet egyensulyi szimulaciot
inditani immar a korlatozasok nélkiil (production run). Az egyenstlyba hozast 6sszesen 22 alkalommal
végeztiik el, hogy kiilonboz6 kezddsebességekkel fiiggetlen szimuldciok bemeneteit generdljuk, majd ezt
kovetden 35 ns hossza egyensulyi szimulacidt inditottunk a 22 egyensulyban 1évé rendszerrel. Az
egyensulyi szimuldcidkhoz a Nose-Hoover termosztatot és a Parrinello-Rahman barosztatot hasznaltuk,
ezek iddallanddja 1, illetve 5 ps volt. Az egyensulyi szimulaciok alatt a hoémérséklet 310 K, a nyomas 1 bar
volt. Egy nyitott konformacidkat tartalmazd szimulacids trajektoridt és Ot masik véletlenszertien
kivalasztottat 100 ns hosszura terjesztettiink ki, hogy noveljiik a nyitott szerkezetek megfigyelésének
lehetéségét. fgy Osszesen 22 (16x35 ns, 6x100 ns hossza) kiilonboz6 kezdeti atomsebességgel inditott
egyensulyi szimuléciot inditottunk a zebrahal CFTR szerkezettel. A szimuldciokat a 3.1. tdblazat foglalja

0ssze.

3.2.2. Kloridcsatorna detektalasa a generalt szerkezeti sokasagban

A kloridionok ateresztésére alkalmas, transzmembran (TM) régidban nyitott ioncsatornat tartalmazé
konformaciok meghatarozasahoz az elsé 1épésben eldsziirésként a Hole2 programot [85] hasznaltuk. Egy
szerkezetet akkor valasztottunk ki tovabbi elemzéshez, ha a Hole2 altal detektalt porus sugara a membran
régioban nagyobb volt, mint 1.8 A (kloridion sugara). A TM régidt, azaz a keresés iranyat és hatérait az
intracellularis (IC) és extracellularis (EC) lipid fejcsoportok magassagéba es6 Ca atomcsoportok geometriai
kozepe jelolte ki (IC aminosav poziciok: 190, 250, 992, 1047; human: 189, 223, 1018, 1023; EC aminosav
poziciok: 218, 223, 1018, 1023; human: 217, 222, 1010, 1015). Az igy kivalasztott, TM régioban nyitott
szerkezeteket a masodik 1épésben a Caver programmal [86] elemeztiik. Ez utobbi program az el6zdvel
szemben joval kifinomultabb keresést tud végrehajtani: nem csak egy definialt iranyban, mint amilyen a
membran normal iranya, hanem attdl eltérve is képes tireget keresni. Azonban az eréforrasigénye nagy,
ezért végeztiink a Hole2-vel eldszlrést. A Caver programmal végzett porus keresés kiindulasi pontjat két
Co geometriai kozepe jelolte ki (aminosav poziciok: 190, 990; human: 189, 982). Ezek talalhatok a
membran régio IC lipid fejcsoportok magassagaban. A program a megadott kiindulasi pontbdl indulva
térképezte fel a lehetséges Gitvonalakat. A szamits soran a Caver az Gtvonalak mentén az tiregekbe akkora
sugarii gyongyoket illeszt, melyek még pont elférnek a fehérje aminosav oldallancai mellett (Caver
spheres). A fehérje felszin elérése jeldlte ki az adott utvonal végét. A szamitasokat kizardlag a

transzmembran doméneken (aminosav poziciok: 1-384, 844—1181; human: 1-383, 846—1173) végeztiik el.
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A keresési hatarérték itt is a kloridion sugara, az 1.8 A érték volt. Egyéb alkalmazott paraméterek a szamitas
soran: shell radius 6 A, shell depth 3 A, clustering threshold 4.5 A, one tunnel off. A tobbi beallitast

alapértelmezettként hasznaltuk.

Ezzel a mddszerrel szamos tutvonalat sikeriilt detektalni, melyek a kiindulasi pontbol vagy az
intracellularis/citoszolkus tér, vagy pedig a transzmembran région keresztiil az extracellularis tér felé
vezettek ki a fehérje belsejébdl. Azokat a szerkezeteket elemeztiik a tovabbiakban, melyek rendelkeztek
mindkét iranyba kivezet6 utvonallal. Egy szerkezet esetén a legalacsonyabb pontszammal (Caver tunnel
cost parameter) jellemzett utvonalpart, az adott konformacioban a legval6szinlibb nyitott Gtvonalnak
tekinthetd ioncsatornat valasztottuk ki a tovabbi elemzéshez. A 22 trajektoriabol csupan egy esetén sikeriilt
nyitott ioncsatornat tartalmazo szerkezeteket azonositani és ebben az esetben is csak a szerkezetek kis
aranyaban (54/10,000). Az elemzés soran ezt az egy trajektoriabol szarmazo, 54 nyitott ioncsatornat
tartalmazo szerkezetet hasznaltuk fel. Mivel a trajektoria elején ~20 ns ideig nem fordult el6 ioncsatorna-

nyitas, ezért az elemzést az ezt kdvetd 80 ns hosszu trajektorian végeztik el.
3.2.3. Az azonositott kloridcsatorna jellemzése

3.2.3.1. Nyitott szerkezetek elemzése

Meghataroztuk a kloridcsatorna kialakitasaban részt vevo aminosavakat az 54 nyitott szerkezetekben. Egy
aminosavat akkor tekintettiink ioncsatorna kialakitasaban résztvevének, ha barmely atomja és a Caver altal
definialt porust kitolté gyongy tdvolsaga kisebb volt, mint 3 A. A pérust koriildlelé aminosavak mellett
feltérképeztiik az ioncsatorna szerkezeti tulajdonsagait. Ehhez meghataroztuk az utvonalak atlagos sugarat
a szimulacios doboz z-koordinatdja mentén. A nyitott szerkezetek elemzéséhez ezeket a kiindulasi
szerkezethez illesztettik. A z=0 koordinata pont felel meg a szimulacios rendszer (doboz) aljanak.
Osszehasonlitas céljabol a nyitott szerkezeteket a kloridcsatorna kialakitasaban részt vevé aminosavak
alapjan csoportositottuk. A kloridion utvonalak csoportokba rendezése az ioncsatorna kialakitasaban részt
vevd aminosavak helyzete alapjan végeztiik el hierarchikus klaszterezéssel. Ehhez a paronkénti RMSD

értékeket hataroztuk meg, a klaszterek kozelségének szamitasara pedig Ward modszerét alkalmaztuk.

3.2.3.2. Nyitott és zart szerkezetek dsszehasonlitasa

A nyitott és zart allapotu konformaciok kozti szerkezeti kiilonbség ravilagithat a kloridkonduktancia fontos
elemeire. A kapuzasban szerepet jatszhatd sziik keresztmetszeti régié konformacids valtozasainak
meghatarozasdhoz Osszehasonlitottuk az Osszes nyitott ioncsatornat tartalmazo szerkezet (trajektoria
index=i) és a kozvetleniil el6tte még zart szerkezet (trajektoria index=i-1) két halmazat. A kiilonbségek
kvantitativ jellemzéséhez kiszamitottuk a nyitott és zart szerkezetek kapcsolati matrixait a nem hidrogén
atomok 4 A tavolsagon beliili kdrnyezetét tekintve. A zart szerkezeti halmaz matrixat kivontuk a nyitott
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szerkezeti csoportot jellemz6 matrixabdl, és jeloltiik a szerkezetben legnagyobb kiilonbséget mutatd 10%-

ot.

3.2.4. Kloridionok vizsgalata a szimulacié soran

3.2.4.1. Ionkolcsonhatasok vizsgalata

A Kkloridion-kolcsonhatasok vizsgalatdhoz kiszdmoltuk az Osszes hossz szimuladci6 soran (6x100 ns) a
kloridionok és a CFTR normalizalt kapcsolati matrixat a nem hidrogén atomok 4 A tavolsagon beliili
kornyezetét tekintve (d<4 A). A negativ toltésii kloridionok mellett azt is vizsgaltuk, hogy a pozitiv toltésii
kaliumionok kialakitanak-e kolcsonhatasokat a CFTR fehérjével. Ehhez kiszamitottuk a kaliumionok és a

fehérje kontakt métrixait (d<4 A) az 6sszes hosszi szimulacionkban (6x100 ns).

3.2.4.2. Kloridionok ioncsatornan torténd athaladdsdnak vizsgalata metadinamika alkalmazasaval

Metadinamikai szimulacié segitségével hataroztuk meg a lehetséges klorid utvonalakat és jellemeztiik a
kloridion-atjutas energetikdjat a kloriditvonal szllk keresztmetszeti szakaszan. A metadinamika
megkonnyiti a lokdlis minimumokbdl valé kilépést azaltal, hogy az elézményfiiggd Gauss-potencialt
felhalmozza az egyes reakciokoordinatakon (kollektiv valtozok, CV) [71]. A metadinamikai szimulacid
soran egy tavolsag alapt kollektiv valtozot (CV) hoztunk Iétre, ami a kivalasztott kloridion (#2) és négy
szén atom tomegkdzéppontja (COM) kozotti tavolsag volt (aminosav poziciok: 96, 348, 932 és 1149;
human: 95, 347, 924 és 1141). Ennek a tavolsagi CV-nek az x, y és z komponensét alkalmaztuk az elemzési
1épésben az 1D és 2D szabadenergia-felszin (FES, Free Energy Surface) Gjraszamitasahoz. A belso régiora
dsszpontositva a CV véltozora egy tovabbi feltételt vezettiink be, hogy annak értékét z=5 A és z=20 A kozé
korlatozzuk. Ehhez a CV-hez egy 5 A-nél 16vé alsé falat, a szimulacid soran megengedett legkisebb értéket,
és egy 20 A-nal 1év6 felsd falat, a szimulacié sordn megengedett legnagyobb értéket allitottunk be a klorid
mozgasanak az IC és a tavoli EC tér felé torténd korlatozasara. Ezzel a megkozelitéssel elkeriilhet6 volt a
kloridionnak a fehérjébdl az intracellularis vagy a tavoli extracellularis irdnyok felé torténd kiszabadulasa.
Végiil egy szogkorlatozassal tovabb szabalyoztuk az ion mozgasat, hogy az a vizsgalt régioban maradjon.
Ehhez harom pontot vettiink figyelembe: a POPC lipidek foszfor atomjainak COM-jat (1) az EC oldali
membran rétegben, (2) az IC oldali membran rétegben ¢és (3) a kloridion tényleges helyzetét. E hdrom pontot
ebben a sorrendben Osszekotve egy szoget hataroztunk meg, amelyet a szimulacié soran 80°-nal kisebbnek
tartottunk. Az elemzési 1épés azt sugallta, hogy maga a fehérje is hozzajarult ahhoz, hogy a kloridion a
vizsgalt régioban maradjon, és a tdvolsagi CV-re vonatkozo falak alkalmazasa 6nmagaban elegendo lehetett

volna a metadinamikai szimulaciohoz. A definialt CV-t és a korlatozasokat a 3.1. abra szemlélteti.
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Elészor a kiindulasi konformacioval, amelyben a kloridion #2 a legkdzelebb volt a szik
keresztmetszeti régidhoz, egy 25 ns id6tartamu egyensulyi szimulaciot inditottunk a #2 kloridionra
vonatkozé pozicidkorlatozassal. Ennek a szimulacionak a végsé allapotat hasznaltuk fel egy 600 ns hossz1,
jol temperalt metadinamikai szimulacidhoz. A metadinamikai szimulaciot a PLUMED 2.3 csomaggal
bovitett GROMACS segitségével futtattuk [87]. A PLUMED alkalmazhaté a dinamika jellemzéinek
szimulécio soran torténd (on-the-fly) elemzésére, illetve szabadenergia szamitasok végezhetok a kollektiv
valtozok fiiggvényében. A kloridion #2 szabadenergia-felszinét a PLUMED eszkozeivel szamoltuk ki,
vetitettiik az x/y és x/z sikokra. A periodikus peremfeltéte]l (PBC) nem volt hatdssal a CV szamitésara,
mivel a PLUMED kod figyelembe veszi azt.

r, (lower wall) = 5 A
r, (upper wall) =20 A

3.1. abra — Kollektiv valtozok és korldatozdsok meghatdrozdasa a metadinamikai szimuldacioban. A kloridion (kék kor)
és négy szén atom (aminosav pozicio.: 96, 348, 932 és 1149.; human szamozas: 95, 347, 924, 1141) tomegkézéppontja
(COM, X) kozotti tavolsagot (d) hasznaltuk fel a metadinamikai szimuldcioban kollektiv valtozokent (CV). Erre a CV-
re tovabbi korlatozast vezettiink be, hogy a kloridiont a z=5 A (kis fekete kor) és z=20 A (nagy sziirke kor) kozé
korlatozzuk. Azért, hogy a kloridion kiszokesét a vizsgalt régiobol meggatoljuk, meghataroztunk egy harom ponton
alapulo szoget. Ez a harom pont az EC és IC oldali membran rétegek POPC lipid foszfor atomok COM-ja (kitoltott
fekete kordk) és a kloridion (kék kér) volt. E szég felsd falat (piros vonalak) 80°-ban hataroztuk meg. x, y, z: a "d"
tavolsag (tavolsag CV) komponensei. Az egyértelmiiség kedvéért két kloridiont abrazoltam, de a szimulacioban csak
egyetlen kloridionra alkalmaztuk a korlatozasokat.
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3.2.5. TMS Kkiegyenesitése és kloridionok ioncsatornan keresztiili atjutasanak vizsgalata

A TMBS hélix megtorésének vizsgdlata céljabol a zebrahal szerkezetben (PDB ID: 5w81 [26]) a TM7 és
TMS hélixeket a nagy szekvencia azonossagu (~25%) homolog MRP1/ABCCI1 szerkezet (PDB ID: 6bhu
[88]) alapjan homoldgiamodellezéssel megvaltoztattuk, azaz a TMS8 torését megsziintettik
(kiegyenesitettiik). A szekvenciaillesztéshez a ClustalW-t hasznaltuk, manualisan igazitottuk ki [89]. A
homologiamodellezést a Modeller programcsomag segitségével végeztiik [90]. A modellezés soran a TM7
¢s TMS hélixeket az MRP1 megfeleld régidi alapjan modelleztiik, a tobbi szerkezeti régiot pedig a zebrahal
szerkezet alapjan stabilizaltuk. Osszesen 100 szerkezetet generaltunk, és a legjobb DOPE pontszdmmal
rendelkez6t valasztottuk ki a molekula dinamikai szimulaciokhoz. Az egyensulyi szimulaciokat és az
ioncsatorna keresést a zebrahal szerkezethez hasonld modon végeztilk el, azonos beallitasokat és

paramétereket alkalmaztunk. Osszesen 6 egyensulyi, egyenként 100 ns hosszli szimulaciot inditottunk.

Modell Tipus Idé #
5wl egyensulyi 35ns 16
5wl egyensulyi 100 ns 6
5w81 kloridion #2 egyensulyi 20 ns 1
5w81 kloridion #2 metadinamika 600 ns 1
6bhu_hmodell egyensulyi 100 ns 6

3.1. tablazat — Szimuldciok osszefoglaldasa. Jelolések: Sw81 az aktiv (ATP-kétott és foszforilalt) zebrahal CFTR
fehérje (PDBID: 5w81); 5w81 kloridion #2 az a szerkezet, ahol a 2-es szamu kloridion a legjobban megkdzelitette az
ioncsatornaban a sziik keresztmetszeti régiot; 6bhu_hmodell az MRPI1 alapjan homologiamodellezéssel eléallitott
CFTR szerkezet (kiegyenesitett TM8 és elmozgatott TM7).

3.2.6. Az adatok elemzéséhez és vizualizalasahoz felhasznalt programok

Az ioncsatorna kereséséhez a Hole2 [85] és a Caver [86] programokat hasznaltam. A detektalt
kloridutvonalak (ioncsatorna) elemzését és az aminosav-, illetve ionkdlcsonhatdsok meghatarozasat Python
hasznalataval végeztem. Ehhez sajat és a csoportunk szkriptjeit is felhasznaltam. Az elemzés soran a nyilt
forraskodu, molekula dinamikai szimulaciok elemzéséhez fejlesztett MDAnalysis konyvtarat [91] vettem
igénybe. A szerkezetek vizualizalasat a PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8.4
Schrédinger, LLC), illetve a VMD: visual molecular dynamics [92] programok segitségével végeztem. A

grafikonokat a Python Matplotlib [93] konyvtaraval generaltam.
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3.3. Eredmények ismertetése

3.3.1. A CFTR kloridion-csatorna két citoszolikus bemeneti pérussal és egy, a membranrégio

extracellularis oldalan elhelyezked6 sziik keresztmetszeti régioval jellemezhetd

Nyitott, kloridionok ateresztésére alkalmas ioncsatornaval rendelkezd szerkezetek eldallitasa céljabol
molekula dinamikai szimuldciokat végeztiink. Az RMSD (4tlagos négyzetes eltérés a kezdeti szerkezettdl)
¢s az Rg (girdcids sugar) értékek abrazoldsa azt mutatja, hogy a kozel atomi felbontast zebrahal CFTR
szerkezeti modellel (3,37 A) végzett szimulaciok stabilak voltak (3.2. abra). A 4-5 A-t meg nem halad6
RMSD értékek stabil szimuldciokat jeleznek ezen az id6skdlan és a rendszer méretét tekintve. Komoly

instabilitas esetén 6-8 A feletti RMSD értékeket kaptunk volna [94].

a b c
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3.2. dabra — Az RMSD és Rg értékek azt mutatjak, hogy a szimuldciok stabilak voltak. (a, b) A kezdeti
fehérjeszerkezettdl valo atlagos négyzetes eltérést (RMSD) és (c) a fehérje girdacios sugardt (Rg) a hat 100 ns
hosszusdgu trajektoria mentén szamoltuk ki, hogy mindsitsiik ezeket a szimulaciokat. A (b) panelen lathatoak a nyitott
szerkezeteket tartalmazo kettes szamu (#2) szimulacio RMSD értékei.

Az azonositott Utvonalak a lipid kettdsrétegbe esé szakaszon igen hasonloak voltak, mig az
intracellularis régioban nagyobb mértében eltértek egymastol (3.3. abra). A citoszolikus oldalon az
utvonalak tobbsége a TM3, TM4 és TM6 hélixek kozott végzodott (TM4/TM6 bemenet) a kovetkezd
pozitiv t6ltésli aminosavak kornyezetében: K190, R248 (K), G366 (R) és K370, a human CFTR-ben jelen
1év6 pozicioknak megfeleld szamozas szerint. A CFTR fehérjében bizonyos aminosavakat ciszteinekre
cseréltek ki, majd ezek hozzaférhetdségén alapulo kisérletekkel (SCAM) és elektrofiziologiai mérésekkel
bizonyitottak, hogy ezeknek a pozitivan t6ltétt aminosavaknak szerepe lehet a kloridionok csatornahoz
torténd toborzasaban [95]. Ezzel szimmetrikusan egy masik intracellularis, a TM9, TM10 és TM 12 kozotti
veégzodést (TM10/TM12 bemenet) is megfigyeltiink, azonban ezeket a Caver program alacsonyabb

30



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.006

pontszamokkal jelolte. Bar a TM10/12 helyet is kiterjedten veszik koriil pozitiv tdltésii aminosavak (3.3.
abra, kék palcika jel6lés), mint amilyen a G971 (R), R975, Q1035 (R), K1041, R1048, R1158, R1162 és
K1165, ez a hely alacsonyabb Caver pontszamokat kapott, amelyet valdsziniileg a porust lefedé L0/Lasso
motivum jelenléte okoz. A pozitiv toltésii aminosavak némelyikérdl (pl. K1041 és R1048) kimutattak, hogy

nagy valdsziniiséggel részt vesznek a kloridkonduktancia kialakitasaban [95].

Az abrazolt utvonalakon jol latszik, hogy egyes konformaciokban megfigyelt Utvonalak az
extracellularis oldalon a TM8 kornyezetében a hidrofob membranba nyiltak. Ez arra utalt, hogy a lipidek
akar kolcsonhatasba is Iéphetnek a kloridcsatorna kialakitasaban résztvevd aminosavakkal, amit a
szimulacidinkban meg is figyeltiink. A POPC molekulak betiiremkedtek az ioncsatornaba ezaltal eltomitve

azt (3.3. abra, fekete palcika jelolés). Ehhez hasonld jelenséget masok is megfigyeltek szimulacidikban [32].

3.3. dbra — A konformadcios sokasdgban detektdlt kloridion-utvonal két belépési ponttal rendelkezik az
intracellularis oldalon. A kloridvezetésre alkalmas utvonalakat az ATP-hez kotott CFTR-szerkezettel (PDB ID: 5w81)
vegzett 22 egyensulyi szimuldciobol egy trajektoriaban sikeriilt azonositani. A legjobb pontszamot elért utvonalakat
az ioncsatornat béleld aminosavak helyzete alapjan csoportositottuk. Piros szinii gyongyok reprezentaljak a Caver
program segitségével azonositott utvonalakat. A belépési helyek kérnyékén pozitiv téltéssel rendelkezd intracellularis
aminosavakat kék pdlcikak jelolik. A Lasso/LO régio, a TMDI, TMD2, NBDI és NBD2 domének sitétzold,
halvanyzold, z6ld, sarga és narancssarga szinek jelolik. A TM8 régioban a porusba betiiremkedd lipidmolekulakat
fekete palcikak jelzik. (a-c) A TM4/6 hélixek kozotti belépési ponttal induld utvonalak. (d) A TM10/12 hélixek kozott
nyilo, alacsonyabb pontszamu utvonalak. Az (a-b, d) oldalnézet a lipid kettdsréteg sikjabol, és a (c) feliilnézet az
extracellularis tér iranyabol.
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A szimulaciok hitelesitése céljabol dsszegyiijtottiik azokat a kisérleti iton meghatarozott aminosav
poziciokat, melyek nagy valoszinliséggel a porus iranyaba néznek, vagy melyeknek fontos szerepiik lehet
a kloridkonduktancia kialakitasaban [30], [96]-[102]. Ezek a kisérletek tobbnyire ciszteinek
hozzaférhetdségén (SCAM) és elektrofizioldgiai méréseken alapulnak. Az 54 nyitott szerkezetben
megfigyelt, ioncsatorna kialakitasaban szerephez juté aminosavat 6sszeszamoltuk és a normalizalt értéket
oszlopdiagrammon abrazoltuk (3.4. dbra). Szamos olyan aminosavat azonositottunk, amelyek mind az
Osszegyljtott kisérleti eredmények, mind pedig a szimulacidink alapjan az ioncsatorna iranyaba néznek. A

TM9 hélix mentén is talaltak olyan aminosavakat, amelyek hatast gyakorolnak a kloridion transzferre,
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3.4. abra — A szimuldciokban azonositott ioncsatorna-alkoté aminosavak nagymértékben megfelelnek kisérleti
adatoknak. A Caver gyéngyékkel kolcsonhatdasba lépd aminosavakat az Osszes nyitott szerkezetben megszamoltuk és
a kapott értéket normalizaltuk. Az abran csak azokat az aminosavakat tiintettiik fel, amelyek az in silico vagy in vitro
adatok alapjan a kloridion-csatorna mentén helyezkednek el. Az aminosavak poziciojat jelold szam (humdn szamozas)
melletti piros szinii "e" betii jelzi, amennyiben az adott aminosav laboratoriumi kisérletek alapjan bizonyitottan
befolydsolja a CFTR kloridvezetését. A vastag betiis szamok a TM-régioban taldlhaté aminosavakat jelélik. A kék

bekeretezett szakaszok emelik ki a TMY hélix lipid-kettosrétegben elhelyezkedd aminosavait.
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azonban ezek a fehérje szerkezete és szimulacidink alapjan nem kdzvetleniil az ioncsatorna kialakitasaban
vehetnek részt, hanem feltehetdleg allosztérikus moédon vannak hatassal a kloridion konduktanciara. A TM9
ugyanis tavol esik az ioncsatornatol és ezen aminosavak jelent6s része nem kozvetlenill az in silico

megfigyelt tvonalak mentén helyezkedett el.

A kloridcsatorna szerkezetének feltérképezéséhez meghatidroztuk az ioncsatorna sugardt a
szimulacios rendszer z-koordinataja mentén, ami megkozelitéleg merdleges a membran sikjara (3.5. abra).
Az intracellularis irdnybol kiindulva az itt 1év6 bemenet kisebb sugar értékeket mutat (z=50-75 A), majd az
ezt kovetd szakaszon nagyobb értékek figyelhetdk meg (z=75-95 A). Ezen a szakaszon egy tigasabb iireg
jelenlétére ciszteinek hozzaférhetdségén alapuld kisérleteket (SCAM) és elektrofiziologiai méréseket
alkalmaz6 kutatd munka is utalt mar [30], [96]-[99]. Az ioncsatorna sziik keresztmetszeti régidja a TM
régié extracellularis részének iranyaba helyezkedik el (z=95-110 A). Az itt kapott sugar értékek igen

alacsonyok, a kloridion méretét kozelitik meg.

Szamos tanulmany, tobbek kozott bizonyos aminosavak mutagenezisén, illetve a cisztein mentes
CFTR fehérje konstrukcioba illesztett ciszteinek hozzaférhetdségén alapuld kisérletek (SCAM) és
elektrofiziologiai mérések segitségével azt mutattak ki, hogy bizonyos aminosavak az ioncsatorna
kialakitasaban biztosan részt vesznek. Ezek a TM1 hélixen a Q98, P99, L102, a TM6 hélixen az 1344 (M)
¢s V345, valamint a TM12 hélixen a N1138 (Q) [96]-[101], melyek a szimulacidink soran a nagy bels6
liregben az ioncsatorna iranyaba nézve helyezkedtek el. Ezek mellett tovabbi ioncsatorna-alkotod
aminosavakat figyeltiink meg a szimulaciokban, melyek a sziik keresztmetszeti régio kialakitasaban vettek
részt, melyek az 1336, F337, T338, T339, 1340 (L) és S341 voltak. Ciszteinek hozzaférhetéségén alapulod
kisérleti tanulmanyok alapjan ezek a poziciok szerepet jatszanak a CFTR szelektivitasaban [96], [100],

[102] (1. fiiggelék tablazat).
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3.5. abra — A kloridion-csatorna két helyen is besziikiil a megfigyelt kloridion-utvonal mentén. (a) Az dsszes nyitott
ioncsatornabol szarmazo Caver gyongy sugardt atlagoltuk a z-koordindata mentén. A tagas transzmembrdan régioban
elhelyezkedd iireget nagy értékek jellemzik (akar r=4 A), mig a citoszolikus régioban, valamint az extracelluldris
oldali membran réteg magassdagaban 1évé sziik keresztmetszetii szakaszok 2-2,5 A kozotti sugarértéket mutatnak. Az
extracellularis oldali membran réteg teriiletén elhelyezkedd sziik szakaszt a vilagos korallszinti doboz teriilete jelili
ki. (b) A transzmembran domének 3D szerkezetei az ioncsatorna profiljanak kontextusaban lathatok, az extracellularis
oldali membran réteg magassagaban elhelyezkedd ioncsatorna-alkoto aminosavakat piros palcikak jelolik.
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3.3.2. A nyitott és zart szerkezeteket eltéro kolcsonhatasok jellemzik

Azért, hogy jellemezhessiik a nyitott és zart allapot kozti szerkezeti eltéréseket, 6sszehasonlitottuk a két
allapot szerkezeteinek normalizalt kapcsolati matrixait. Szdmos jellemzd aminosavkdlcsonhatast
megfigyeltiink a TM hélixek mentén. Ezek koziil a legtobb kdlcsonhatasban résztvevd aminosav a TM6,
valamint a TM12 hélixeken helyezkedett el. Az 6sszehasonlitds megmutatta, hogy a kdlcsonhatasok harom
elkiiloniil6 teriiletre korlatozodnak (3.6. abra, a-b), illetve a kiilonbo6zo teriileteken eltéré kolcsonhatasok
jellemzoek a két szerkezeti allapotot tekintve. A harom elkiiloniild teriilet egyike a szlik keresztmetszeti
régionak felel meg, mig a masik két teriilet aszimmetrikusan a transzmembran régié kozepén €s
intracellularis részén helyezkedik el. A kozépen elhelyezkedd régiot a TM6 és TM12 hélixek aminosavai
altal kialakitott kolcsonhatasok jellemzik. Az intracellularis oldal feldli régiora a TM6 hélix
aminosavkolcsonhatasok jellemzdek. A sziik keresztmetszeti szakaszon talalhatdé kdolcsonhatasok
kialakitasaban foéként a TM6 hélix aminosavai vesznek részt (2. fliggelék tablazat). A zart szerkezeti
allapotban nagyobb aranyban fordul el6 a TM6 altal kialakitott kdlcsonhatas a TM12-vel szemben (14/21,
4/21), mig a nyitott allapotra jellemz6 kolcsonhatasoknal kisebb az eltérés a TM6 é¢s TM 12 altal kialakitott
kolcsonhatasok szamaban (9/17, 6/17). A L197, F310, 1340, S341, R347, L997, R1048, R1097 és W1145
aminosavak mind a nyitott, mind pedig a zart konformacidéban kdlcsonhatassal rendelkeznek, viszont

megvaltozik a kdlcsonhatasi partneriik a két allapotban.

A nyitott és zart szerkezetek Osszehasonlitdsa soran kapott régiok, melyekre kiilonbozo
kolesonhatasok jellemzoek a két eltérd allapotban, a TM domének intracellularis és extracellularis végei
kozott helyezkednek el (foleg TM6 és TM12 aminosavak). Ezek allosztérikus kommunikacios helyek
lehetnek konformaciovaltozasok a nukleotidkoté doménektol a sziikiileti régioba torténd tovabbitasara. A
szlik keresztmetszeti régioba allosztérikusan kozvetitett kis valtozasok nyithatjak és zarhatjak az
ioncsatornat. A sziik keresztmetszetli régioban a fobb valtozdsok nem a poérus régiora lokalizalodnak.
Vizualisan megvizsgaltuk az 6sszes nyitott és ezt koveto zart szerkezetet és azt lattuk, hogy a porus atméroje
csak nagyon kis mértékben valtozik a nyitott, illetve zart allapotok kozott, aminek demonstralasara egy
nyitott és egy zart szerkezetpart mutatok be (3.6. abra, c-d). Azt figyeltiik meg, hogy az extracellularis oldali
pérusnal, a TM1, 6 és 12 kozott az 1344 és N1138 (M és L) aminosavak helyezkedtek el és ezek a
szimulacioban részt vettek a kloridion-utvonal lezarasaban. Ezt és a porust koriilvevd tovabbi aminosavak
(F337, S341, L102) CFTR kapuzasra gyakorolt hatdsat mutagenezist és elektrofiziologiai méréseket
kombinal6 kisérletekkel is kimutattak [96], [97], [100], [102].
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3.6. dabra — A nyitott és zart szerkezeti dllapotra kiilonbozd kolcsonhatasok jellemzéek a TM régioban. Oldalnézet
(a) és feliilnézet (b) a szerkezetrdl. Vonalakkal jeléltiik a legnagyobb kiilonbséget mutato (felsé 10%), a nyitott (piros),
illetve a zart (kék) allapotra jellemzé kolcsonhatdasokat. Az abrdzolasnal ezek a vonalak a kélesonhatasban lévo
aminosavak szén atomjait kotik dssze, az aminosavak nincsenek kiemelve a kénnyebb dttekinthetoség végett. A harom
kolcsonhatasi teriiletet fekete keretezés jeloli ki, melyek a (1) sziik keresztmetszeti régioban, (2) a TM régio kizepén,
és a (3) TM régio intracellularis oldalahoz kozel talalhatok. Egy nyitott (c) és egy zart (d) szerkezetpar szemlélteti a
sziik keresztmetszeti régio nyitott és zart allapota kozotti kiilonbséget. A kloridvezetést befolydsolo, az ioncsatorna
kimeneti helye koriil kisérletileg azonositott aminosavakat palcika modellel abrazoltam és zold szinnel jeléltem (L102,
F337,8341, 1344, N1138). A fehérje feliileti abrdzolasan lathato, hogy az 1344 (M) és az N1138) aminosavak a nyitott
dllapotban egymastol tavolabb, mig a zart dllapotban egymads felé fordulva helyezkednek el.
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Az ionok a szimulaciok soran kiterjedt mozgast végeznek a nagy molekulakhoz képest, mint amilyenek a
fehérjék is. Ezért a kloridionok és az aminosavak kozott kialakulé kdlesonhatasok vizsgéalatatol azt vartuk,
hogy az értékes informacidkat szolgéltathat a kloridion kdlcsonhatési helyekrdl, melyeknek szerepe lehet a
CFTR kloridion-vezetoképességében. Ezért a szimuldcidk sordn meghataroztuk a fehérje és kloridionok

kozotti kolesonhatasokat.

Elsddlegesen azt vizsgaltuk meg, hogy a kloridionok kialakitanak-e jelentds kdlcsonhatast az
ioncsatorna két bemeneti szakaszanak kornyezetében. Ugyanis az intracellularis bemeneti porusokat pozitiv
toltésti aminosavak veszik koriil, melyek véarhatéan segitik a negativ t6ltésti kloridionok ioncsatorndhoz
vonzasat. A kloridion interakcids helyek szerkezetre vetitett gyakorisagat mutatja a 3.7. dbra. A két, Caver
program segitségével azonositott intracellularisan elhelyezkedd ioncsatorna-belépési helye koriil intenziv
kolesonhatasokat figyeltiink meg. Ezek koziil az N-terminalis LO/Lasso régiohoz kozel es6 TM10/TM12
bemeneti porus kdlcsonhatasai erdteljesebb volt a masik, K370 pozicidhoz kozeli TM4/TM6 koriil
megfigyelhetd kolcsonhatasokhoz képest. A Caver pontozasa alapjan ez utébbi, a TM4/TM6 kozti porus
volt a jellemzébb bemenet, azonban az ellentétes oldalon megfigyelhetd nagyszamu kdlcsonhatasi hely
alapjan ez a TM10/TM12 kozotti bemeneti porus sem elhanyagolhatd. A bemeneti porus koriili pozitiv
aminosavaknak is szerepe lehet a kloridionok ioncsatorndhoz vonzasaban és lehetséges, hogy a két
alternativ citoszolikus bemenet egyiittesen 1étezik és fiziologids koriilmények kozott mindkettd szerepet
jatszik a kloridkonduktanciaban. Ezt az is alatamasztja, hogy mindkét porus koriil talalhatok olyan
aminosavak, melyeket mutagenezist ¢és elektrofiziologiai méréseket alkalmazé tanulmanyok

elengedhetetlennek mindsitettek a kloridkonduktancia zavartalan mitkodéséhez [95], [96].

A szimulaciok egyensulyba hozasakor a viz molekuldk feltoltotték a transzmembran régidba eso,
fehérjén beliili iireget. Megfigyeltiilk, hogy két kloridion bejutott a kloridcsatornaba, ezért a nyitott
szerkezeteket is tartalmazo szimulacié soran nyomon kovettiik ennek a két kloridionnak a membran sikjara
merdleges helyvaltoztatasat (3.8. abra, a). A varakozasoknak megfelelden a kloridionok taszitottak egymast,
¢s nem maradtak egymas kozelében. Azonban ezek a kloridionok a nyitott konformaciok ellenére sem
tudtak athaladni a teljes ioncsatornan. A transzmembran régioba belépd két klorid elérte a szik
keresztmetszeti régiot (z=95 A), de a Q98, M1137 és N1138 (L) aminosavak kdrnyékénél nem jutott tovabb

egyik sem, nem haladtak at a membranon.
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3.7. abra — A kloridionok és a CFTR fehérje kélcsonhatasi helyek a kloridion-utvonal két intracellularis belépési
pontja koriil csoportosulnak. A 100 ns hosszu szimuldaciok (n=6) soran atlagolt fehérje-kloridion kapcsolati matrix a
szerkezetre vetitve. A kdlesonhatasi poziciokat az aminosavak pdlcika abrazolasa jeloli. A szinskadla a kélesonhatasok
gyakorisagdt mutatja, ami zoldtdl (alacsony) pirosig (magas) terjed. (a) A TMD1-en elhelyezkedd, a TM4/TM6 hélixek
kozotti, K370 pozicio kérnyezetében lévé kloridion bemeneti porus abrazolasa. (b) A TMD2-n és az L0/Lasso
motivumhoz (fekete) kiozel elhelyezkedd, a TM10/TM12 hélixek kéozotti bemeneti pont abrazolasa. A bemeneti pontokat
piros keretezés jeloli. A kisérleti tanulmanyok altal a kloridvezetésben fontos szerepet betolté aminosavakat fekete
keretezés jeloli. A TM4, TM6, TM10 és TM12 hélixeket kék, lazac, cian és lila szinek jelolik.

A 22 trajektoriabdl csupan egy esetén (100 ns hosszi) sikeriilt nyitott ioncsatornat tartalmazo
szerkezeteket azonositani és ebben az esetben is csak a szerkezetek kis aranyaban (54/10,000 konformacio).
Az atjarhato szerkezetek, a nyitasi események nem egy adott idopont koriil csoportosulnak, hanem a
szimulacio alatt elosztva figyelheték meg. Ez a megfigyelés arra utal, hogy az egyetlen szimulacio soran
megfigyelt ioncsatorna-nyitasi események egymadstdl fliggetlenek. A nyitott konformacidk alacsony
eléfordulasi gyakorisaga miatt lehetséges, hogy egyik kloridion sem volt megfeleld helyzetben a nyitas
pillanataban, ezért nem tudtunk ionatmenetet megfigyelni. Tovabba fontos megjegyezni, hogy a
szimulaciok soran a rendszerben a membran két oldaldn megegyez6 kloridion koncentracié (150 mM) allt
fenn az alkalmazott periodikus peremfeltételek kovetkeztében, mely szintén negativan befolyasolhatta a

kloridionok atjutasat fiziologias koriilményekkel ellentétben, ahol elektrokémiai gradiens segitheti az ionok

cyey
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Kiszamoltuk a fehérje belsejébe bejutd kloridionoknak és az ioncsatorna-alkotd aminosavaknak a
kolesonhatasi gyakorisagat (3.8. abra, b). A kloridionok olyan pozitivan t6ltott aminosavak kozelében
toltottek tobb id6t, melyek koziil szamos fontos szerepet tolt be a CFTR miikdésében (K95, R134, K190,
R248 (K), R303, R352, R1097). Erre mutans CFTR variansokkal végzett elektrofiziologiai kisérletek
utalnak, melyekben a vizsgalt aminosavak mutacidja negativan befolyasolta kloridkonduktanciat [95], [96],
[99], [103]-[105]. A nem pozitiv toltésli aminosavakkal ritkdbban figyeltiink meg kloridkdlcsonhatast. A
kloridionok mellett a szimulacids rendszerben szintén jelen 1évo, pozitivan tltott kaliumionok mozgésait
¢és kolcsonhatésait is vizsgaltuk. A kloridionokkal szemben ezek nem jutottak be a CFTR kozponti iiregébe,
valamint csokkent mértékben alakitottak ki kdlcsonhatdsokat a fehérjével a kloridionokhoz képest (3.9.

abra).
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3.8. dbra — Az egyensulyi szimuldciok soran a kloridionok bejutottak az ioncsatorndba, de nem haladtak dt a
membrdn région. (a) A fehérjébe belépo két kloridion helyzetét kék vonalak mutatjak (#1 vilagoskek és #2 kék). A
fekete vonalak a membran kettosrétegének hatarait jelzik, amelyeket a POPC molekulik foszfor atomjainak
tomegkozéppontja hataroz meg. Fiiggdleges vonalak (lila) jellik a nyitott utvonallal rendelkezd konformdciokat. (b)
szerkezet kontextusaban. Ennek a klovidionnak és a fehérjének a kélcsonhatdsi gyakorisagat a szerkezetre vetitettem
(pdlcika jelolésii aminosavak), zéldtol (alacsony) pirosig (magas) szinkodoltam. A legmagasabb kolcsonhatasi
frekvencidju aminosavak a K95 és az R134 (piros).
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3.9. abra — A pozitiv toltésii kaliumionok nem alakitottak ki jelentos kolcsonhatdsokat a fehérjével. A TMDI-2
szerkezeti képe a (a) membran sikjabol és (b) arra merdlegesen az extracellularis oldalrol. Az egyes aminosavak
kaliumionokkal valé normalizalt kélcsonhatasat (d < 4 A) a szerkezetre vetitettem, a kontaktok gyakorisdagdanak
megfeleléen szineztem. Ezek az abradk azt mutatjak, hogy a kaliumionok foként az extracellularis oldani aminosavakkal
lépnek kélcsonhatasba, és szimulacioinkban nem jutottak be a fehérje belsejébe.

3.3.4. A sziik keresztmetszeti région keresztiil lehetséges a kloridion-transzlokacié

A hagyomanyos molekula dinamikai szimulaciéink soran a kloridionok athaladasat nem tudtuk megfigyelni.
A Kkloridionok az extracellularis membranrészben 1évé sziikk keresztmetszetli régidig jutottak el az
ioncsatornaban. Ez azt sugallja, hogy a sziik keresztmetszeti régio a kloridvezetés potencialis korlatozo
tényezo6je lehet. Ezen a sziik région atvezetd utvonal jellemzésére és az atmenet potencial feliiletének
leirasara metadinamikai szamitasokat végeztiink. Az egyensulyi molekula dinamikai szimulacidk soran a
nyitott szerkezeteket tartalmazé trajektdriaban két kloridion (klorid #1 és #2) Iépett be a fehérje belso
jobban megkozelitette a szlik régiot, mint a klorid #1. Azt a konformaciot valasztottuk ki, amelyben a klorid
#2 a legkdzelebb volt a sziik keresztmetszeti régiohoz. Ezzel a kiindulasi szerkezettel egy 25 ns idétartamu
egyensulyi szimulaciot inditottunk a klorid #2-re vonatkozd pozicidkorlatozassal, és a végsd allapotot
hasznaltuk fel egy hosszu, jol temperalt metadinamikai szimuldcidhoz. A 600 ns hosszu szimulaci6 soran

a szamitasok konvergaltak (3.10. abra).
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A 2D szabadenergia-felszineket x/y és x/z mentén szamoltuk ki (3.11. abra, a-b) a tavolsagi CV x,y
¢s z komponenseinek felhasznalasaval. Az x/y vetiilet, amely az extracellularis térbol valé feliilnézetnek
felel meg, két mély energia minimumot mutat, amelyek az x/z vetiileten (oldalnézet) két extracellularis
kilépési helyként jelennek meg. Ez az x/z vetiilet azt mutatja, hogy a metadinamikai szimulaci6 soran az
utvonal a szlik keresztmetszeti régio utan kettévalt, és ezeken az utvonalakon nem volt jelent6s energetikai
akadaly a kloridion szamdara az ioncsatorna extracellularis irdnyban torténd elhagyasahoz. A szik
keresztmetszeti szakasz extracellularis oldala felé¢ elhelyezkedd és a kloridionnal kdlcsonhatasba 1épd
aminosavak k6zé tartoznak az 1106, A107, Y109, D110 a TM1-bdl, az 1331, 1332 (N), L333 R334 a TM6-
bol és Y914 a TM8-bol (3.11. &bra c-d). Ezek koziil az R334 és a Y914 aminosavaknak fontos szerepe van
a CFTR funkcidban. Az R334 pozitiv toltésli aminosav toltéssemlegesitd mutacidi csokkentik a
kloridvezetést [106]. Emellett a Y914 mutécioi a kloridkonduktancia mellett a csatorna nyitas-zaras
folyamatat is befolyasoljak [107]. Ezeket a kolcsonhatdsokat Zeng €s munkatarsai is megfigyelték

szimulacioik soran [108].

sszss3 g0 | EEEEEEEEEEEa —

30 30+ 301

204 201
---- 100 ns
-- 200 ns

-- 300 ns
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--200ns 7T
--300ns T
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-- 200ns ~moa
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10 400 ns 10 400 ns 10 400 ns
---- 450 ns -- 450 ns -==- 450 ns
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0 600 ns 0 600 ns 01 600 ns
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3.10. abra — A 600 ns hosszu metadinamikai szimuldcio konvergdlt. Az elemzéshez a kollektiv valtozo (CV) x, y és z
komponensét hasznaltuk a szabadenergia-felszin (FES) ujraszamitasahoz. (a-c) A PLUMED eszkézokkel kiszamitott
1D FES grafikonok az egyes koordinatak mentén kiilonbozo szimulacios idointervallumokban abrazoltuk. A
grafikonok azt mutatiak, hogy a metadinamika mindharom dimenzioban konvergalt (a késébbi idépontokban a
vonalak nagyon hasonlova valtak egymashoz).
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azonositasara. A négy C-atom (aminosav pozicio: 95, 347, 924 és 1141) témegkozéppontia és a Cl- #2 kozotti
tavolsagot reakciokoordinataként (kollektiv valtozo, CV) hasznaltuk. Ennek a CV tavolsagnak az x, y és z komponensei
mentén 2D szabadenergia-feliileteket szamitottunk és dabrazoltam (a, b). A 100 szerkezeti dllapotonkent felvett
kloridionok felsé (c) és oldalso (d) nézeteit kék gombéokkel abrazoltam a kiindulasi szerkezethez viszonyitva. A TM1,
TM6 és TMS piros, zold, illetve narancssarga szinnel jeloltiik. A pdlcikak a kovetkezé aminosavakat jelolik a szitk
keresztmetszeti régioban: 1106, A107, Y109 (F), D110 (TM1), 1331, 1332 (N), L333, R334 (TM6), Y914 (TM$).
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3.3.5. A megtort TMS8 csokkenti az ioncsatorna nyitasanak valosziniiségét

A TMBS hélix mentén talalhat6 torés a legtobb CFTR szerkezetben jelen van (PDB ID: Suak, 602p, 6msm,
60lv, Suar, 5w81) és sokan ugy vélik, hogy ez adja a CFTR egyediségét az ABC csalad aktiv
transzportereihez képest. A csirkébdl szarmazé CFTR fehérje szerkezetében azonban nincs ilyen torés
(PDB ID: 6d3s és 6d3r) és ilyen konformacidt mas ABC szerkezetekben sem észleltek. Annak érdekében,
hogy megvizsgaljuk ennek a torésnek a jelent6ségét, az Sw81 szerkezetben a TM7 és TMS hélixeket az
MRP1 szerkezete (PDB ID: 6bhu) alapjan homologiamodellezéssel megvaltoztattuk. Azaz a TM8 torését
megsziintettiik, kiegyenesitettiik a hélixet, illetve a TM7 hélix pozicidjat is megvaltoztattuk (3.12. abra).
Ezzel a korrigalt szerkezettel, a korabbi egyensulyi szimulaciok soran hasznalt paraméterek mellett
futtattunk szimulaciokat. A hat szimulaciobol 6tben tudtunk megfigyelni nyitott konformaciot. Tovabba a
fent ismertetett, SW81 szerkezettel végzett egyensuilyi szimulacidban megfigyelt 0.047% gyakorisaghoz
képest joval magasabb, 2.038%-o0s valoszinliséggel (3.2. tablazat). A gyakoribb ioncsatorna-atjarhatosag
mellett a kiegyenesitett TM8 esetén az ioncsatorna integritdsa nem sériilt, a lipidek nem jutnak be az

ioncsatornaba a szimulaciok soran a zebrahal szerkezet esetén megfigyeltekkel ellentétben.
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3.12. abra — A kiegyenesitett TM8 gyakoribb ioncsatorna-nyitdst eredményez a szimuldaciokban, valamint az
ioncsatorna sem nyitott a lipid molekulak felé az extracellularis oldalon. A (a) megtort TMS8 a zebrahal szerkezetben
(piros) és az egyenes TM8 az MRPI szerkezetén alapulo homologia-modell (narancssarga) esetén. (c-d) A teljes
zebrahal CFTR szerkezetének , cartoon” és felszin dbrazolasa. Fekete gyongyok jelolik a megfigyelt
kloridutvonalakat. (b) Extracellularis oldali nézete az illesztett CFTR (halvanycian) és homologia-modell
(halvanylila) szerkezeteknek (TMDI-2). CFTR TMS (piros) és TM7 (magenta), homologia-modell TMS
(narancssarga) és TM7 (kek).

CFTR modell | 1dé Nyitott/osszes szerkezet ~ \itott szerkezetek
aranya

Swal 6x100ns + 16x35ns __ 54/116,000 0.047%

6bhu_hmodell | 6x100 ns 1223/60,000 2.038%

3.2. tabldazat — A két szerkezettel végzett szimuldaciok sordn a nyitott szerkezetek ardnya. Jelolések: Sw8l1 az aktiv
(ATP-kétott és  foszforilalt) zebrahal CFTR fehérje (PDBID: 5w81); 6bhu_hmodell az MRPI alapjin
homologiamodellezéssel eldallitott CFTR szerkezet (kiegyenesitett TMS8 és elmozgatott TM7).
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3.4. Diszkusszio

A CFTR kloridcsatorna nyitott és zart allapot szerkezetének, valamint a két kiilonb6zd allapot kozotti
atmenetnek a feltardsa kulcsfontossagti a kloridcsatorna miikddésének, illetve miikddési hibainak
megértéséhez. Annak ellenére, hogy tobb, kozel atomi felbontadsu CFTR krio-EM szerkezetet is publikaltak,
még mindig nem tisztazott a CFTR nyitas-zaras (kapuzas) és a kloridionok ioncsatornan torténd atjutasanak
pontos mechanizmusa. Bar a zebrahal CFTR krio-EM szerkezetét (PDBID: 5w81) aktivald koriilmények
kozott hataroztak meg, azonban az ioncsatorna zart, nem atjarhatéd a kloridionok szdmara és ezért erre a
szerkezeti allapotra egy tranziens zart konformacioként tekintenek [26]. A CFTR fehérje kloridcsatorna
atjarhatova valas megfigyelése és a klordicsatorna jellemzése céljabol egyensulyi molekula dinamikai
szimulaciokat végeztiink ezzel a zebrahal szerkezettel (PDB ID: 5w81). Az elemzés lehetové tette a

kloridcsatorna atomi szinti feltérképezését, valamint a CFTR ¢€s a kloridionok kdlcsonhatasanak vizsgalatat.

Szimulaciés eredményeink korreldlnak a szakirodalombol kigytijtott kisérleti modszerek
alkalmazasaval kapott adatokkal. Az ioncsatorna-alkotd aminosavak nagymértékben megfeleltek
mutagenezisen és elektrofiziologiai méréseken, valamint ciszteinek hozzaférhet6ségén alapuld kisérleti
eredményeknek, a szimulacidink és kisérleti eredmények kozott megfigyelt eltérések nagy része
allosztérikus hatasokbol eredhet. Az allosztérikus hatasok evidens példaja a TM9 (9-es transzmembran
hélix). Habar kisérletek szerint néhany TM9 aminosav befolyasolhatja a CFTR kloridvezetd képességét,
azonban a TM9 aminosavai nem vehetnek részt az ioncsatorna kdzvetlen kialakitasaban, mivel ez a hélix a
kozponti porustdl lateralisan tavol helyezkedik el. Ez a példa ravilagit, hogy fontos az egymasnak
ellentmondd kisérleti és szerkezeti adatok tanulmanyozasa, ez ugyanis informdaciét szolgaltathat az

alloszterikus kolcsonhatasok azonositasahoz.

Mig tobb intracellularis bemeneti porust is feltételeztek mind kisérleti modszereken alapuld [95],
[109], mind pedig szamitasos tanulmanyok [13], [14], [20], a foszforilalt, ATP-kotott zebrahal szerkezet
esetén az egyik, K370 koriili, TM4 és TM6 kozott nyilo belépési helyet emelték ki, ahol a két hélix kozott
egy szemmel lathatéan nagy rés talalhatd [26]. A masik, a TM10 és TM12 kozti, az LO/Lasso motivum
kozelében 1évé bemenetnek nem tulajdonitottak nagy jelentOséget, mint lehetséges bemeneti poérus,
azonban ugyanez a tanulmany bemutatja, hogy ezen az oldalon elhelyezked6 K1041 és R1048 aminosavak
fontos szerepet jatszanak a kloridionok elektrosztatikus vonzasaban [95]. Mi mindkét bemeneti hely
kornyékén megfigyeltiink pozitiv toltésii aminosavakat, melyek szimulacidink soran kdlcsonhatasba 1éptek
a kloridionokkal. Ezek az aminosavak biztosithatjak a szelektivitast a negativ toltésti ionok szamara.
Emellett az intracellularis bemenet kornyékén alacsony ioncsatorna-sugarértékeket hataroztunk meg (2-3
A), ami arra utal, hogy az ioncsatorna bemeneti régidja a toltés mellett a méret szempontjabol is szelektiv

lehet.
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A szelektivitds egy masik lehetséges tényezdje €és a kloridvezetés potencialis korlatja az
extracellularis membranrészben 1évo sziik keresztmetszetli régio. Megfigyeltiik, hogy ezt a szakaszt olyan
aminosavak alkotjak (I336, F337, T338, T339, 1340 (L) és S341), melyre tobb mutagenezisen ¢és
elektrofiziologiai méréseken, illetve ciszteinek hozzaférhetdségén alapuld tanulmény is a CFTR
szelektivitasaban szerepet jatszo aminosavként utal, és feltételezik, hogy ezen aminosavak kolcsonhatasai
hatarozhatjdk meg az ioncsatorna nyitas-zards mechanizmusat [29], [30], [96], [100], [102]. Az ABC
fehérjékre jellemzd a citoszolikus, illetve az extracellularis oldalakon elhelyezkedd kapuk jelenléte,
melyeknek a transzporterekre jellemzd szubsztrattranszlokaciés mechanizmus sordn van szerepiik. Ez a
CFTR fehérjében az ioncsatorna funkcio kialakuldsaval egyiitt modosulhatott, a kloridion-itvonal mentén

megfigyelt két szelektivitasi tényezd ennek a két transzporter kapunak az utodja lehet.

Azt figyeltiik meg, hogy az ioncsatorna atméréje ebben a sziik keresztmetszeti régioban a nyitott
konformaciokban csak kis mértékben haladta meg a kloridion méretét, valamint a zart allapotot jellemzé
atmér6ét. A szimulaciok soran a kloridionok nem haladtak at az ioncsatorna ezen sziik szakaszan, igy
lehetséges, hogy ez a kis atmérdbeli kiilonbség mar nem elegend6 ahhoz, hogy a kloridion spontan atjutasat
lehetové tegye az altalunk alkalmazott szimulacids koriilmények kozott. A kloridionok athaladdsanak
hianyat okozhatja az elektrokémiai potencidl hidnya is, ugyanis fiziologias koriilmények kozott a
hidratburkot gyengitheti a negativ membranpotencial [110]. Egy jabb publikacioban a human CFTR-rel
végeztek molekula dinamikai szimulaciokat, és azt figyelték meg, hogy az alkalmazott membranpotencial
mellett tobb viz molekula jut a sziik keresztmetszeti szakaszon 1€v6 hidrofob részbe és par kloridion spontan
atjut az ioncsatorndn. Az igy generdlt membranpotencidl nem tiikrozte a fiziologias koriilményeket,
rendkiviil magas volt, mégis csupan 17 db kloridionnak sikeriilt atjutnia 2 rendkiviil hosszu (10 x 1000 ns)
szimulacio soran [108]. Ez alapjan ez a tranziens zart human szerkezet sem kiilonbozott a zebrahal

szerkezett6] annak tekintetében, hogy a szimuldciok soran nehézkes volt a kloridionok atjutasa.

A metadinamikai szimulacioink eredménye megmutatta, hogy a sziik keresztmetszeti szakaszon
keresztiil két, energetikailag kedvezd utvonal halad keresztiil az extracellularis tér irdnyaba. Az egyik
utvonal egy centralisabban elhelyezkedd porushoz vezet a TM1, TM6 és TMS8 kozott. Ezt alatamasztja egy
ciszteinek hozzaférhet6ségén alapuld tanulmany, amely soran kimutattdk, hogy a nyitott CFTR
ioncsatornaban a TM8 egyes aminosavai a sziik keresztmetszeti régioban a TM1 és a TM6 kozelébe esnek
[107]. A masik altalunk megfigyelt lateralis titvonal a TM1 és TM6 (TM3 felé es6 oldalon) kozott érte el
az extracellularis oldalt. Megfigyeltiik, hogy a porus nyitott allapotdt a TM1 és a TM6 kozotti tdvolsag
szabalyozza. Ezekrdl a hélixekrdl kimutattak, hogy dontd fontossaguak a nyitas-zaras folyamatanak
szempontjabodl [96]-[102] és ciszteinek hozzaférhet6ségén alapuld vizsgalatok is azt sugalljak, hogy a TM 1
¢s a TM6 extracellularis végei elvalnak egymastol, amikor a csatorna megnyilik [111]. Ehhez hasonléan
Zeng és munkatarsai jelentésebb TM1 és TM6 mozgast figyeltek meg, azonban a TMS8 és a TM12 esetén
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nem ezt lattak [108] Zhang és munkatarsaival ellentétben [26]. Zeng és munkatarsai is tobb kloridion
kilépési itvonalat figyeltek meg a szimulacidikban. Ezek a TM1 és TM6 kozott, TM1 és T12 kozott,
valamint egy a kett6 kdzotti atmentenek megfeleld, a TM1, TM6 és TM12 kozott 1évo titvonalak [108]. A
foszforilalt és ATP-kotott human szerkezetben (PDB ID: 6msm) szintén a TM1 és TM6 kozott figyelhetd
meg egy sziik porus az extracellularis oldalon [27]. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy ezek a leirt utvonalak
egylittesen léteznek és a TM hélixek atrendezddésével valtozhat ezeknek az Gtvonalaknak az atjarhatosaga
[108].

A nyitott szerkezetek szama igen alacsony volt, a 22 szimuldcios trajektoriabol csupan 1 esetén
tudtunk megfigyelni kloridcsatornat, s a trajektoriat alkotd 10,000 szerkezetbdl pedig csak 54 esetén. Zhang
¢s munkatarsai elektofiziologiai vizsgalatokkal kimutattak, hogy a zebrahal CFTR ioncsatornanak tobb
mint tizszer kisebb a nyitasi valdszinlisége human CFTR fehérjéhez képest [112], ami magyarazattal
szolgalhat a szimulacidinkban megfigyelt ritka nyitasi eseményekre. Megfigyeltiik azonban, hogy a
zebrahal szerkezettel végzett szimulacidink soran a TM8 megtorésének kornyezetében lipid molekulak
tiremkedtek be az ioncsatornaba elzarva azt, ami eredményezhette a nyitott szerkezetek igen alacsony
szdmat. A kiegyenesitett TM8 hélixli szerkezeti modellel végzett egyensulyi szimulacidinkban gyakoribb
ioncsatorna-nyitast figyeltiink meg a megtort TM8 CFTR szimulacidkhoz képest. Ez arra utalhat, hogy a
CFTR fehérje TM8 hélixének torése a szerkezetmeghatarozaskor alkalmazott kdriilmények (detergens,
alacsony hdémérséklet) altal eldidézett mitermék lehet [26], amihez hozzdjarulhat a TM8 nagy
mozgékonysaga is [113]. Lehetséges, hogy a TMS8 kiilonb6z6 kolesonhatasokat alakit ki a nyitott €s zart
allapotban, azonban a kisérleti modszerekkel torténd szerkezetmeghatarozas esetén nem lehetett a nyitott
allapotot jellemz6 konformécioban meghatarozni. Chin és munkatérsai arra utalnak, hogy a detergensben
torténd tisztitas soran a lipidek eltavolitdsa megzavarhatja ezt a mechanizmust s ezért nem figyelheté meg

nyitott kloridcsatorna a szerkezetekben [33].
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3.5. Osszefoglalas

A fentebb bemutatott munka soran a CFTR-kloridvezetés szerkezeti hatterének vizsgalataval foglalkoztunk.
Az aktiv allapotban meghatarozott CFTR szerkezettel (ATP-kotott és foszforilalt, PDB ID: 5w81) végzett
molekula dinamikai szimulacioink segitségével eldallitott szerkezeti sokasagban azonositottuk a kloridion
CFTR fehérjén beliili atjutasi tvonalat. A CFTR ioncsatorna funkcidjara vonatkozoan 6sszegyiijtottiik a

publikalt kisérleti eredményeket és validaltuk a szimulaciokkal kapott eredményeinket.

A kloridion-utvonalak elemzése megmutatta, hogy a CFTR citoszolikus részén két alternativ belépési
hely is taldlhat6. Ez a megfigyelés az Osszegytijtott kisérleti modszereket alkalmazo tanulmanyok
eredményeivel is 6sszhangban van. Tovabba jellemeztiik az ioncsatorna szerkezeti tulajdonsagait, valamint
meghataroztuk a fehérje és kloridionok kozotti kolesonhatiasokat. Az ionkdlcsOnhatasok vizsgélata
megmutatta, hogy az ioncsatorna citoszolikus bemeneti szakaszan a szubsztrat mérete és toltése hatarozza
meg a szelektivitdst. Az egyensulyi molekula dinamikai szimulacidinkkal kapott eredmények azt
megmutattak, hogy a kloridvezetés potencialis korlatozd tényezdje az ugynevezett sziik keresztmetszeti
régio.

A krio-EM CFTR szerkezetek tobbségére jellemz6 8-as transzmembran hélix (TM8) megtorése egy
atipikus szerkezeti elem, amely nem jellemz6 az ABC fehérjékre. Emellett szokatlan helyzete a TM7-et is
szimulaciokkal vizsgaltuk ezeknek a szerkezeti jellemzOknek a hatdsat. A szimuldcidink megmutattak,
hogy a CFTR krio-EM szerkezetekben megfigyelhetd TM8 és a TM7 elmozdulésa gatolhatja az ioncsatorna
mikodését. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a TM8 megtorése a szerkezetmeghatarozaskor fennalld
koriilmények kovetkezménye lehet. A TM8-megtores jelentéségének, esetleges szerepének tisztazasara

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Szimulécios eredményeink lehetdve tettek a CFTR-kloridiitvonal atomi szintli jellemzését, melyet
kisérleti modszerekkel csupan alacsony felbontassal lehetséges vizsgalni. A munka soran kapott
eredmények segithetik a kisérleti eredmények értelmezését. Emellett, a szerkezetre vonatkozo6 atomi szintii
informaciok hozzajarulhatnak ioncsatorna-funkciora negativan haté mutaciok hatdsmechanizmusanak
megértéséhez. Tovabba, hasznos adatokkal szolgalhatnak ioncsatorna-funkcido helyreallitasat célzo

vegyiiletek fejlesztéséhez.
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4. A CFTR Kkloridcsatorna NBD1 domén mechanikai

letekeredésének vizsgalata

4.1. A tanulmany motivacioja és célkitiizései

Szamos cisztés fibrozist (CF) okozé mutécio érinti a CFTR fehérje els6 nukleotidkdtd doménjét (NBD1).
Ezek koziil a leggyakoribb, az 508-as fenilalanin delécidja (AF508/F508del). A AF508 mutacid a fehérje
érése sordn rossz iranyba tereli az NBD1 feltekeredését, melynek kovetkeztében a termelt fehérje jelentds
mennyisége degradalddik [43], [45]. Kisebb hdnyada eljuthat ugyan a plazmamembranba, azonban a
mutacio a hibas feltekeredés mellett a CFTR funkcidjat és stabilitasat is csokkenti a normal varianséhoz
képest [114]. A jelenleg haszndlatban 1év0, a CFTR funkcionalis expresszidjat helyredllité gyogyszerek
hosszi tava hatékonysaga még kétséges [39]-[41]. Az alkalmazott vegyiiletek tobbnyire az érett,
plazmamembranba kijutott fehérjék stabilizalasat célozzak, azonban a fehérjék nem megfeleld
feltekeredése (misfolding) esetén nem nyujtanak tokéletes megoldast. A mutaciok ezen tipusa esetén a
terapias hatékonysag fokozasat a fehérje feltekeredésébe beavatkozva, a helyes szerkezet kialakitasanak
tamogatasan keresztiil lehetne elérni. Hatékony CFTR korrektorok tervezéséhez azonban elengedhetetlen a
CFTR szerkezetének ¢és dinamikéjanak atomi szintli ismerete, valamint az NBD1 feltekeredésének részletes

leirasa.

Korabbi tanulmanyok vizsgaltdk az NBDI1 feltekeredését [58]-[60], [115], ezek a kisérleti
modszerek azonban alacsony felbontastak. Az izolalt vad tipusu és AF508 mutans NBD1 biofizikai
modszereket alkalmazo vizsgalatai a mutdns domén jelentosen csokkent mértékii olvadasi hémérsékletét
mutattak ki [49], [50]. Az F508 aminosav delécidja okozhat kiilonbséget az NBD1 stabilitdsdban a vad
tipushoz képest, ami a fehérje megvaltozott mechanikai ellenallasaban nyilvanulhat meg. Ezért egyik
célunk volt nagyobb felbontasban vizsgalni az NBD1 mechanikai letekeredéssel szembeni ellenallasat a

vad tipusu és a AF508 mutans NBD1 esetén.

Erdspektroszkopiai modszerek alkalmazasaval sikeresen vizsgaltak mar fehérjék mechanikai
letekeredését, a letekeredési erdvel szemben mutatott ellenallasat [116]—[119]. Ezért csoportunk atomero-
mikroszkop (AFM) kisérletekkel tanulmanyozta az NBDI1 letekeredését. A kisérletek soran egy
molekularisan sima csillamfelszinhez rogzitették az NBD1 domént, majd AFM tii segitségével meghtiztak.
Az erbhatas kovetkeztében a fehérje tobb 1épésben tekeredik le. Az egyes letekeredési események az
ellenallasi erd hirtelen csokkenésének felelnek meg, ezaltal a domén teljes letekeredése egy flirészfog
mintazati letekeredési er6gorbét szolgaltat. Az er6-tavolsag (AFM th és felszin kozti tavolsag) adatokbol

kovetkeztethetd vissza, hogy a fehérje bizonyos szakaszai mikor tekerednek le egymashoz képest.
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Habar az erdspektroszkopiai kisérleti eredmények valdsaghoz kozeli adatokat szolgaltatnak, ezek
sokszor nehezen értelmezhetdek és felbontasuk is alacsony. Ezek a problémak kikiiszobdlhetoek iranyitott
molekula dinamikai szimuldciok alkalmazasaval. A moddszer elénye, hogy az erdspektroszkopiai
kisérletekhez hasonldan vizsgalhato fehérjék mechanikai letekeredése. A letekeredési szimulaciok soran
megfigyelt erdcsucsokhoz konnyen hozzarendelhetok a letekeredési események, valamint lehetové teszi a
fehérjeletekeredés atomi szintii jellemzését is [120], [121]. fgy a kisérletekhez képest nagyobb felbontasban,

pontosabban leirhato a szerkezeti elemek letekeredési sorrendje, a letekeredési titvonalak.

A szimulaciés modszer el6nyeit kihasznalva célul tliztiik ki a kisérletek segitségével meghatarozott
letekeredési utvonalak részletesebb feltérképezését. Ehhez letekeredési (pulling) molekula dinamikai
szimulaciokkal, egy egyszerlsitett, Go-nak nevezett modellt [65] alkalmazva, implicit oldoszer mellett
vizsgaltuk az NBD1 letekeredését (heavy-atom Go, HA-G0). A GO egy nativ szerkezet alapi modell. A
szerkezet alapii modellek esetén a szimulaciohoz sziikséges szamitasok egyszerlisodnek azaltal, hogy nem
veszik figyelembe a nativ allapotban nem "érintkezd" aminosav-kolcsonhatasok nagy részét [65]-[67]. A
G0 modellben a potencialfiiggvényt csak a nativ allapot hatarozza meg, a nativ szerkezetben nem érintkezé
atomok taszitd kolcsonhatast kapnak [65]. Az egyszeriisitett modellre az NBD1 méretébol (~205 aminosav)
adododan volt sziikséglink, ugyanis a szimuldciés modszer hatranya, hogy csak kis fehérjék letekeredése
vizsgalhato. Az explicit olddszerrel végzett, minden atomra kiterjedd (all-atom, AA) MD szimulacidok
hossza ¢és idoskalaja korlatozott [122], egy teljes fehérje letekeredésének vizsgalata az erdspektroszkopiai
kisérleteket megkozelité huzasi sebesség alkalmazasaval nem lehetséges [123]. Ennek a problémanak egy
feloldasa a szerkezet alapti modellek alkalmazéasa, melyeket sikeresen alkalmaztak mar fehérjék fel-,
(folding) és letekeredésének (unfolding) vizsgalatara is [65]. Az explicit olddszer hidnya jelentGsen
lecsokkenti az atomok szamat, melyek helyzetével és mozgasaval az AA-MD szimulaciok esetén szamolni

kellene. Ez lehetové tette a teljes NBD1 letekeredésének vizsgalatat.

Biofizikai moddszerek segitségével kimutattdk, hogy a AF508 mutacié termodinamikailag és
kinetikailag is destabilizalja az NBD1-et és feltehet6leg hozzajarul lokalisan kedvezd energetikdju off-
pathway intermedier szerkezetek (kinetikus csapdak) kialakulasahoz [49], [50]. Méasok spektroszkopiai
modszerekkel vizsgaltak az NBDI1 feltekeredésének folyamatat. Megallapitottak, hogy az F508 aminosav
fontos kolcsonhatdsokat hozhat 1étre a feltekeredés soran, és feltételezik, hogy ezeknek szerepe lehet a
folding helyes iranyba torténd terelésében [54]. Emellett azt is kimutattak, hogy a AF508 mutéci6 hatassal
van a feltekeredés sebességére, ami okozhatja a kiilonb6z0 régiok nem megfelelden iddzitett feltekeredését,
illetve nem megfeleld helyre torténd illeszkedését a doménen beliil [56]-[60]. A folding kritikus elemei az
S8 ¢és S7 B-redok. Ezek szintézise az a-alegység utdn kovetkezik be, azonban a katalitikus domén N-

terminalis régioja és az a-alegység kozé sziikséges illeszkedniiik. A folding folyamatat vizsgald kutatasok
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eredményei arra utalnak, hogy ezt az illeszkedést az a-alegység gyors feltekeredése, illetve nem megfeleld

kolesonhatasok kialakitasa gatolhatja [59], [60].

Az S8, S7 és S6 B-reddk, valamint az a-alegység a szerkezetben egy 6nallé egységet alkot és
szekvencialisan is folytonos. Erre a régiora a dolgozatban, mint S6-a-S8 core (a-alegység a H6 a-hélixet
beleértve + a B-alegység harom B-reddje: S6, S7, S8) hivatkozok. Itt taldlhatd az F508 aminosav is, melynek
delécidja akadalyozza a CFTR helyes feltekeredését (4.1. abra). Azért, hogy pontosabban jellemezhessiik
az F508 aminosav S6-a-S8 core régiora kiterjedd hatasat, nehéz atomokra kiterjedd, explicit viz molekulak
jelenlétében végzett (HA-MD) szimulaciokkal vizsgaltuk az S6-a-S8 core letekeredési Utvonalait, a
letekeredés koztes szerkezeti allapotait és a letekeredés soran létrejovo nem-nativ kdlcsonhatasokat mind a
vad tipust (WT), mind pedig a AF508 mutaciot hordozo S6-a-S8 core régio esetében. Tovabba, célul tiiztikk
ki a szimulaciok és az AFM kisérletek soran kapott er6gorbék elemzésével a letekeredés 1épéseinek

ko6zvetlen Gsszehasonlitasat is.

A BIA (5-bromoindol-3-ecetsav) egy kis molekula, mely potencidlisan hathat a CFTR els6
nukleotidk6té doménjének (NBDI1) feltekeredésére. Mivel a BIA stabilizalta az NBDI1-et a termikus
letekeredéssel szemben [37], valoszinilileg az NBD1 feltekeredését kovetden is a doménhez kdtddve marad.
A BIA kotohelyének megismerése terapias jelentOséggel birhat. Egyrészt, mivel ez az ismeret segitheti a
BIA molekula attervezését ugy, hogy novekedjen annak hatékonysaga. Masrészt hozzajarulhat jabb, az
adott helyhez kotddé molekulak tervezéséhez. Ezért csoportunk tovabbi célkitiizése a BIA-korrekcio
mechanizmusanak, kot6helyének feltarasa volt. Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy BIA hozzaadasa

mellett az NBD1 mechanikai letekeredéssel szembeni ellenallasa megvaltozik-e.
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4.1. abra — A CFTR N-termindlis (elsé) nukleotidkité domén (NBDI1) masodlagos szerkezeti elemeinek
elrendezddése. Az NBDI (a) domének szekvencidlis elrendezddése, (b) topologiaja és (c) egy 3D rontgenszerkezeten
(PDB ID: 2bbo) alapulo, a regulator inszerciot nem tartalmazo (ARI) szerkezete. Az NBD1 nukleotidkétd alegysége:
Fl-like ATP-binding core subdomain (p-redék: S6, S7, S8, S3, S9 és S10; a-hélixek: HI, H6, H7, H8, H9) és az ABCf
(B-reddk: S1, S2, S4) all. Az NBD a-alegysége: ABCa (a-hélixek: H3, H4-H4b, H5). Az S6-a-S8 core (aminosav
pozicio: 487-604, fekete szaggatott keretezés), mely harom B-redébdl (S8, S7, S6) és ot a-hélixbdl (H3, H4, H4b, HS,
HG6) dll. Ebben a szerkezeti egységben helyezkedik el az F508 aminosav is (fekete palcika jelolés). A mdsodlagos
szerkezeti elemeket szines téglalapok jelélik (S: f-redd, H: a-hélix).
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4.2. Alkalmazott modszerek

4.2.1. Az NBD1 és az S6-a-S8 core régio letekeredését reprezentalé szerkezeti sokasag eléallitasa

szimulacios modszerekkel

4.2.1.1. Felhasznalt szerkezeti modell

A szimulaciokhoz kiindulasi szerkezetként egy vad tipusi human NBD1 szerkezeti modellt hasznaltunk fel,
amely egy korabbi tanulménybdl [1] szdrmazik és egy rontgenszerkezeten (PDB ID: 2bbo [124]) alapul.
Azért, hogy illeszkedjen az erdspektroszkopiai kisérletekben hasznalt konstrukcidohoz, a regulétor inszerciot
(aminosav pozicidé: 405-435) nem modelleztiik (ARI-NBD1), a hézagot a Modeller [90]
hurokmodellezésével zartuk le, a 403, 404, 433 és 434 aminosavakat hurok régionak bedllitva. Erre a
fehérjére hivatkozunk ugy, mint vad tipusu (WT) NBD1 domén. A AF508 mutaciét hasonld6 modon
modelleztiik, az 1507 és G509 aminosavakat Modellerrel fiztiik dssze.

4.2.1.2. Molekula dinamikai szimulaciok az NBD1 doménnel GO modell alkalmazasaval

A letekeredési utvonalak meghatarozasa céljabol iranyitott molekula dinamikai szimulaciokat végeztiink a
vad tipust NBD1 doménnel egy egyszerlisitett, nehéz atomokra kiterjedd, szerkezet alapu GO modellel
(heavy-atom Go6, HA-G0) [65]. A szerkezet alapi Go modell esetén a potencidlfiiggvényt csak a kisérleti
uton meghatarozott, nativ allapot hatarozza meg (globalis energia minimum), a nativ szerkezetben nem
érintkezd atomok pedig taszitdo kolcsonhatast kapnak [123]. Az éltalunk hasznalt GO modell a hidrogén
atomokra nem, csak a nehéz atomokra terjed ki (HA-Go6 modell). [123].

Azért ezt az egyszerUsitett modellt hasznaltuk, mert a 250 aminosav hosszii NBD1 esetén a teljes
letekeredés elérése minden atomra kiterjedd (all-atom, AA), explicit viz molekuldk jelenlétében végzett
MD modszer alkalmazasaval nagy erdforrds igényl lenne. A teljes NBDI1 letekeredéséhez sziikséges
méretli szimulécios ,,dobozt” (6*6*90 nm) AA-MD esetén oldoszer tolti ki (pl. TIP3P vizmodell)
drasztikusan megnovelve a molekulak szamat (NBD1 esetén: ~2000 fehérje atom + ~315.000 nem-fehérje
atom), melyek helyzetével €s mozgasaval a szimulacios 1épések soran szadmolni kellene. Ezzel szemben az
egyszerlsitett GO modell esetén nem tartalmaz explicit oldoszert a rendszer jelentdsen megnovelve a
szamitasi sebességet a hagyomanyos modszerhez képest.

A SMOG?2 egy olyan szoftver, amit eredetileg fehérjék feltekeredésének tanulmanyozasara
fejlesztettek ki [67], [125]. Segitségével a szerkezet alapi modellek alkalmazhatéak a GROMACS
molekula dinamikai szimulaciok szamitasara hasznalt programban. Ezért, a GROMACS 4.6.7 szamara a
SMOG2 programcsomag segitségével generaltunk bemeneti fajlokat. A szomszédkeresésre, a nem

kotésben 1évo  kolcsonhatasokra, az altalanositott Born-féle elektrosztatikara, a nyomas-, és
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homeérsékletkapcsolasra vonatkozd opciokat a SMOG2 alapértelmezéseinek és hasonld iranyitott
letekeredési  (pulling/unfolding) szimulaciét alkalmazé tanulmanyban hasznalt paramétereknek

megfelelden allitottuk be [123], [126].

A GO modell esetén a homérséklet nem felel meg a valdsnak. A rendszerben mért olvaddsi
hémérsekletet szokés haszndlni, ami joval alacsonyabb az AA-MD szimulaciok esetén alkalmazott
fiziologias homérsékletnél. Ezért, mi a G0 szimulacidink soran a hdmérsékletet 110 K-re allitottuk, ami az
NBD1 méretii fehérjék SMOG2 rendszerben mutatott olvadasi hémérséklettartomanyaban van [123], [126].
Az 1 ns hosszl egyensulyba hozési 1épésben a f6-, és oldallanc atomok mozgasat 400, illetve 40 kJ/mol/nm?
harmonikus eréallandoval korlatoztuk. Az NBDI1 letekeredését a GROMACS pull code hasznalataval
végeztik el. A pulling szimulacidok soran egy reakciokoordinatat és két hizasi csoportot (pull group)
alkalmaztunk. Az NBD1 C-terminalis végét rogzitettiik, az N-terminalis végét pedig allandd sebességii (5
m/s) huzasnak tettiik ki, a szimulaciok végére egy teljesen kitekert fehérjelancot kapva (16 ns). A két huizasi
csoport tomegkozéppontja kozott harmonikus potencialt alkalmaztunk (umbrella pulling). Igy az erd
aranyos volt az elmozdulassal. A huzas iranyat a két huzasi csoportot tartalmazé vektor iranya jelolte ki
(distance pulling). Egy dimenzié mentén tortént hizas, a rendszer z-koordinatajat vettiik figyelembe az
irany meghatarozasa soran. A rugd6 allando (pull k) értéke 1000 kJ/mol/nm2 volt. Osszesen 100, eltérd

kezdeti sebességili szimulacidt inditottunk a vad tipusi NBD1 doménnel.

4.2.1.3. Nehéz atomokra kiterjedé molekula dinamikai szimulacidk az S6-a-S8 core peptiddel

crer

atomi szintil iranyitott molekula dinamikai szimulaciokat végzetiink a szolvatalt vad tipust és a AF508 S6-
0-S8 core régioval (WT S6-a-S8 core és AF508 S6-a-S8 core; aminosav pozicio: 487-604). Ezek a

szamitasok realisztikusabb, pontosabb jellemzését tették lehetvé a letekeredési utvonalaknak.

Az atomisztikus (0sszes atomot tartalmazo) erdterekkel végzett klasszikus szimulaciok esetében a
leggyorsabb mozgasok a kotésben 1évo hidrogén atomok rezgései. Ezeknek a mozgasoknak a frekvenciaja
tobbszorose a tobbi kolcsonhatas idskalajanak. igy az 6sszes mozgéas pontos kiszamitasahoz kis id6lépték
alkalmazasara van sziikség. Ez a kis 1épéskoz a legtobb mozgast a sziikségesnél sokkal gyakrabban frissiti,
ami felesleges szamitasi kapacitast emészt fel. Ez elkeriilhet6 a gyors rezgések teljes eltavolitasaval. Ezért
a minden atomra kiterjedd molekula dinamikai szimuldcidink esetén a szamitas felgyorsitasdhoz a
szerkezeti modellben a hidrogén atomokat Ggynevezett tomeg nélkiili virtualis kolcsonhatasi helyekkel
helyettesitettiik (nehéz atomokra kiterjedé, HA-MD), eltavolitva a rendszer leggyorsabb szabadsagi fokat,
a hidrogén atomok rezgéseibol szarmazo kotésszog-valtozasokat [64]. Ezaltal nagyobb id6éléptéket tudtunk

beallitani a szimulaciokhoz (2 helyett 4 fs), és azok gyorsabban lefutottak. A virtualis kdlcsonhatasi helyek
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bevezetését egy tanulmanyban szimulaciés moddszerek alapos Osszehasonlitasaval vizsgaltak és azt a

kovetkeztetést vontak le, hogy nincs jelentds hatasa a fehérje dinamikara [127].

A szimuléciok futtatdsira a 2019-es GROMACS verziot [76] hasznaltuk a fehérjékre optimalizalt
CHARMM36m erétér [77] €s az erdtérben implementalt TIP3P explicit vizmodell [78] alkalmazasaval. A
rendszerben a KCl koncentracié fiziologias volt (150 mM). A szimuldciok soran az elektrosztatikus
kolesonhatasok kiszamitasara a fast smooth PME algoritmust [83], a kdtéshosszok korlatozasara pedig a
LINCS algoritmust [84] hasznaltuk. A szerkezetek energiaminimalizalasat a steepest decent integrator
alkalmazasaval tettiik meg (konvergalt, ha az erd <1000 kJ/mol/nm). Minden pulling szimulaci6 elott két
fazisban egyenstlyba hoztuk a rendszert (equilibration). El6szor NVT, majd NPT futtatas kovetkezett a
hémérséklet és a nyomas stabilizalasanak céljabol (T=310 K, P=1 bar). Ezekhez a futasokhoz egy
modositott Berendsen termosztatot (V-rescale) €s a Parrinello-Rahman barosztatot hasznaltuk 0.1, illetve 2
ps idéallandot alkalmazva. Az egyenstlyba hozast 50-50-szer végeztiik el a WT S6-a-S8 core és a AF508
S6-a-S8 core esetén is, hogy kiilonb6zo kezdeti sebességekkel fiiggetlen szimulacidkhoz generaljunk
kiindulasi allapotokat. A pulling szimulacidkhoz a Nose-Hoover termosztatot és a Parrinello-Rahman

barosztatot (izotrdp csatolas) hasznaltuk, ezek idéallanddja 2, illetve 5 ps volt.

A letekeredési szimulaciokat ebben az esetben is a GROMACS pull code segitségével végeztiik el.
A pulling soran egy reakciokoordinatat és két hiizasi csoportot (pull group) alkalmaztunk. Az S6-a-S8 core
szerkezet C-terminalis vége volt rogzitve (S8 B-redd), az N-terminalis végén (S6 B-redd) pedig egy olyan
valtozo nagysagu erd hatott, amely allando sebességii (1 m/s) hlizasnak tette ki ezt a peptidet, a szimulacid
végére teljesen letekerve azt (40 ns). A két hizasi csoport tomegkozéppontja kdzott harmonikus potencialt
alkalmaztunk (umbrella pulling). A hlizas iranyat a két htizasi csoportot tartalmazo vektor iranya jeldlte ki
(distance pulling). Egy dimenzié mentén tortént hizas, a rendszer z-koordinatajat vettiik figyelembe az
irany meghatarozasa soran. A rugé allando (pull k) értéke 1000 kJ/mol/nm2 volt. Ez a huzasi beallitas
megfelelt a kisérleti rendszerben hasznalttal, kivéve a hlizasi sebesség nagysagat. Az erdspektroszkopiai
kisérletek soran alkalmazott huizasi sebesség nagysagrendekkel kisebb a szimulaciok soran alkalmazotténal
(10° m/s). Osszesen 50-50 szimulaciot inditottunk a WT S6-a-S8 core és a AF508 S6-a-S8 core peptideket

tartalmazo rendszerrel.
4.2.2. Letekeredési utvonalak és koztes szerkezeti allapotok meghatarozasa

4.2.2.1. Letekeredési utvonalak

A nem-nativ kélcsonhatasok befolyasolhatjak a fehérjék feltekeredését a fehérje stabilitasan, a feltekeredés
sebességén, a szabadenergia felszin moddositasan, valamint lokalisan alacsony energetikaju koztes

szerkezeti allapotokon, folding intermedier szerkezeteken keresztiil. Azonban Best és munkatarsai
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bizonyitottak, hogy habar a nem-nativ kdlcsonhatasoknak is szerepe lehet a fehérje feltekeredésének
meghatarozasaban, azonban szimulacios rendszerben a nativ kdlcsonhatasok aranya is megfelelden leirja
fehérjék feltekeredésének (folding) folyamatat, s igy a nem-nativ kdlcsonhatasok elhanyagolhatok. Ezt
kiilonb6z6 Go modellel végzett, valamint hagyomanyos all-atom MD szimulaciok Osszehasonlitasaval
mutattak meg [128]. Ezért az NBD1 doménnel végzett, letekeredési, nativ kolcsonhatasokon alapulé Go

szimuléacioinkban a letekeredési utvonalakra a nativ kdlcsdnhatasok ardnyabdl kovetkeztethetiink.

A letekeredési Utvonalak elemzését a kdvetkez6 modon végeztiik. Meghataroztuk a masodlagos
szerkezeti elemek (a-hélix, B-redd) kiindulasi szerkezetben egymas k6zott jelen 1évo, nativ kdlcsonhatasait
(kontaktusait). Minden egyes letekeredési szimulacid esetén kiszamoltuk a nativ kolcsonhatasok kezdeti
értékhez viszonyitott aranyat (Q) [ 128] a szimulacios trajektoria mentén (id6 fiiggvényében). Egy szerkezeti
egység levalasa a doménrdl akkor kdvetkezik be, amikor nativ kontaktusainak szama hirtelen nulla kozeli
értékre csokken le. Ezért letekeredési eseményként azonositottuk a Q érték egy kiiszobérték ala csokkenését
(NBD1: 0.2, S6-a-S8 core: 0.1). Igy minden egyes szimulaciés trajektoria esetén azonositottuk a
masodlagos szerkezetei egységek letekeredési sorrendjét, azaz a letekeredési itvonalakat. Ezeket Gsszesitve
kaptuk meg az egyes letekeredési titvonalak gyakorisagat. Legtobb esetben a masodlagos szerkezeti elemek
nem Ondlloan tekeredtek le, hanem letekeredési csoportokat alkottak. Tehat tobb masodlagos szerkezeti
elem is egyszerre tekeredett le. Ezeket az egyszerre letekeredo szerkezeti elemeket letekeredési csoportokba
soroltuk (4.1. tablazat). Erre példa az S1, S2 és S4 redok egyiittes letekeredése, melyet a gS1 (group S1)
jelol. A 10-es szamu B-redd (S10) volt az egyetlen, amely minden esetben kiilon egységként valt le. Az 4.2.
abra mutatja egy GO szimulacido soran szdmolt Q értékeket és az abbol meghatarozott letekeredési

csoportokat.
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Csoport Masodlagos szerkezeti elemek
2S10 S10

2S9 S9, H7

eS1 S1, S2, S4

2S3 S3, H1

eS8 S8, H6

2S6 S6, Séc, S7, H3, H4, H4b, HS

4.1. tablazat — Letekeredési csoportok definidlasa. A csoport nevét egy ,,g” (group) és az azt tartalmazo B-redd jeloli.
A csoportban szereplé masodlagos szerkezeti elemek fel vannak tiintetve: S (Strand), mint f-red6,; H (Helix), mint a-
hélix.

s1
s2
s3
H1
s4
S6
H3
H4
Hab
H5
57
H6
S8
H7
s9
S10

o
0

0.6

o
S

Nativ kontaktok aranya (Q)
o
.

o
(=}

o

2 4 6 8 10 12 14 16
Id6 (ns)
vy VvY v v
gS10gS9 gS1 gS83 gS8 gS6
S10 S9,H7 $1,82,54 S3,H1 S8,H6 $6,86¢,57,H3,H4,H4b,H5

4.2. abra — Az NBD1 masodlagos szerkezeti elemek letekeredése egy HA-Go szimuldcio sordn. A nativ kontaktusok
aranyat (Q) minden egyes szerkezeti elemre kiszamitottuk és abrazoltuk. A Q értéket szines vonalak jel6lik a p-redok,
sziirke vonalak pedig az o-hélixek esetén. Nyilak mutatidk a f6bb letekeredési eseményeket, amelyeket a csoportban
1évé B-redd neve jelol. A letekeredési csoport neveit és tagjait félkovér, illetve normal betiitipussal jeloltem.
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4.2.2.2. A letekeredés soran kialakulo intermedier szerkezetek meghatarozasa

A letekeredés koztes szerkezeti allapotainak meghatarozéasa céljabol csoportositottuk a letekeredés soran
kapott konformacids sokasdg szerkezeteit. A szerkezeti csoportositast kontakt alapti paronkénti RMSD
(atlagos négyzetes eltérése) értékek szdmitasaval, 0.8 nm kiiszobérték alkalmazasaval végeztiik el [129].
Minden egyes szimuldci6 esetén meghataroztuk a paronkénti aminosav tdvolsdg matrixat a trajektoria
szerkezeteinek ugy, hogy a 0.8 nm-es hatarérték feletti tavolsag értékeket mar nem vettiik figyelembe,
azokat 0.8 nm értékkel helyettesitettiik. A péaronkénti kontakt alapt RMSD értékeit ezekbdl a

tavolsagmatrixokbol szamoltuk ki a kdvetkezdképpen:
1 2
RMSD(fi ;) = 3 ) (fi = £})
ij

ahol N az aminosavak szama, f; az i. szamu szerkezet paronkénti aminosav tavolsag matrixa. Ez a fajta
tavolsag metrika az egymastol tavol esd aminosavak kozotti tavolsag valtozast elhanyagolja, melyek
elrejtenék a még feltekeredett régidban jelen 1évo fontosabb kolcsdonhatasok valtozasait. A konformaciok
csoportositasdhoz a DBSCAN siiriség alapt klaszterez6 algoritmust alkalmaztuk [130]. Az egyes
letekeredési szimulacidkra eldszor kiilon-kiilon végeztiik el a csoportositast. Els6 1épésben egy trajektoria
szerkezeteit csoportositottuk a szamolt kontaktus alapti RMSD értékeket felhasznalva, majd meghataroztuk
a csoportok kozponti elemeit (centroidokat). Ezt kdvetden az Osszes trajektoria centroid szerkezetein
szintén elvégeztilkk a csoportositast. Ezek, a masodik 1épésben generalt szerkezeti csoportok centroid
szerkezetei jellemzik az Osszes szimuldcio soran kapott, a letekeredést jellemzo szerkezeti valtozasokat.
Azon centroidokat nem vontuk be a masodik csoportositasba, melyek csoportja kevesebb szerkezetet
tartalmazott, mint a trajektorian beliil csoportokba sorolt szerkezetek 5%-a. A klaszter centroidokat egy

hasonlésagi érték [131] alapjan valasztottuk ki:

Sij=e —Dij/Dsta

argmax; = Z Sij
j

ahol D a csoport szerkezeteinek paronkénti tavolsag matrixa (kontakt RMSD értékek), S; két szerkezet

paronkénti hasonlosaga, D (RMSDy) a csoport i. és j. szerkezetek paronkénti tavolsaga, Dyy a D matrix
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szorasa, argmax; az i. szerkezet, aminek maximalis az Osszesitett hasonldsaga a csoporton beliil. Tehat a

centroid a csoporton beliil az 6sszes tobbi szerkezethez legjobban hasonlité konformacio.

4.2.3. Intermedier szerkezetek jellemzo kolcsonhatasainak vizsgalata

4.2.3.1. Nem-nativ kdlcsonhatasok elemzése

A kolcsonhatasok vizsgélata céljabol meghataroztuk az egyes letekeredési trajektoridk esetén a letekeredés
soran a nativ és nem-nativ kolcsonhatasok normalizalt szamat. Akkor tekintettiink egy aminosav part
kontaktban 1évonek, ha a par barmely atomja kozotti tavolsag a 0.45 nm-es cutoff értéken beliil volt. Nativ
kolcsonhatasként azonositottuk azokat az aminosavparokat, melyek az 50 szimulaciéo kiindulasi
szerkezetének legalabb 75%-aban cutoff értéken beliili tavolsagra voltak egymastol. Azokat az aminosav
parokat, amelyek nem voltak kontaktusban a kiindulasi szerkezetben, de a letekeredési szimulaciok soran
a cutoff értéknél kozelebb keriiltek egymashoz, nem-nativ kontaktusként jeloltink. A nem-nativ

kolesonhatasok jellemzésére kozelségi értékeket [132] szamoltunk az alabbi képlet szerint:

(cut —d;;)/cut  d;j < cut

proximity(a;, a;) = { 0 d;i > cut
ij =

ahol cut jeloli két aminosav kozotti megengedett maximalis tavolsagot (0.45 nm), @; az aminosav az i.
értéknél kisebb tavolsagok esetén, nulla a cutoff vagy az annal nagyobb tavolsagok esetén. A paronkénti
kozelségértékeket a vad tipussal és a AF508 mutanssal végzett szimulaciok esetén kiilon-kiilon szamoltuk
ki a szimulacids trajektoridk azon szakaszan, ahol a nem-nativ koélcsonhatasok szamaban novekedést
figyeltiink meg (18-25 ns). A vad tipus és a AF508 szimulaciokbol szamolt paronkénti kozelségértékeket
kiilon-kiilon Osszegeztikk egy Osszesitett paronkénti kozelségértékeket tartalmazo matrixot kapva. Ezen
értékek alapjan szamoltuk ki az aminosavanként Osszesitett kozelségértékeket (adott aminosav

kontaktusainak dsszegzése).

4.2.3.2. DMD folding szimulaciok

Ugy gondoltuk, hogy a vad tipusi S6-a-S8 core letekeredése soran az utolsd lépésben megfigyelt
intermedier szerkezetben jelen 1évé nem-nativ kolcsonhatasok szerepet jatszhatnak e régio (NBDI1 a-
aldomén) feltekeredésének korai fazisaban. Azért, hogy feltevésiinket teszteljiik, replikacsere diszkrét
potencialti molekula dinamikai (REX-DMD) [68], [69] folding szimulacidkat végeztiink egy rovid, teljesen

megnyujtott peptiddel. Ez az NBD1 azon szakasza, ahol nem-nativ kolcsonhatasok alakultak ki a
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letekeredési szimulaciok soran (aminosav pozicio: 491-567). A kiindulasi allapotként hasznalt
molekula dinamikai szimulaciok soran az atomok kozotti kdlesonhatasok leirasa a hagyomanyos MD soran
alkalmazott folytonos potencialfiiggvények helyett diszkrét lépcsds fliggvényekkel torténik. A DMD
szimulacidinkhoz minden atomra kiterjedd peptid modellt és a diszkrét Medusa erdteret alkalmaztuk [133].
Ez az erdtér egy implicit oldoszer modellt vesz igénybe. A nyujtott peptid szakasz kodlcsonhatdsainak
hatékonyabb feltérképezésére a replikacsere modszerét alkalmaztuk, ami egy ,,fokozott” mintavételezést
lehetévé tévé moddszer. A nyujtott peptid szakaszt tartalmazd rendszerrel nyolc replikat futtattunk
kiilonboz6é homérsékleteken (0.5246, 0.5451, 0.5665, 0.5886, 0.6116, 0.6355, 0.6604 ¢és 0.6862 6nkényes
hémérseklet egység), mindet 1,000,000 idéegységen keresztiil. A szimulaciés homérsékletek cseréje
periodikus id6kozonként egy Monte Carlo tipust fliggvény alapjan cserélddik ki a replikak kozott. A
replikék cseréjének feltételeit 1,000 idéegységenként teszteltiik. Az alkalmazott hdmérsékletek 23-51%-o0s
csere valdszinliséget biztositottak a szomszédos replikak kozott. A szerkezeti allapotokat 200
idéegységenként mentettiik el, igy minden homérséklethez 5000 konformaciot generaltunk. A diszkrét
molekula dinamikai szamitasok soran Anderson termosztatot hasznaltunk, és a h6cseréld tényezot 0.01-re
allitottuk be. Az egyes trajektoriak konformacioit hdmérséklet szerint csoportositottuk, és a legmagasabb

hémeérsékletli konformacidkat hasznaltuk az elemzéshez.
4.2.4. Kisérleti eredmények dsszehasonlitisa a HA-MD szimulaciékbdl nyert adatokkal

4.2.4.1. Egyedi-molekula erdspektroszkopiai kisérletek az NBD1 letekeredésének vizsgalatira

Az erdspektroszkopiai kisérleteket nem én végeztem. Mivel szerves részét képezi a munkamnak a

szimulacios és kisérleti modszerek 6sszehasonlitasa miatt, ezért itt roviden bemutatom a modszert.

A kisérletekhez csoportunk egy cisztein nélkiili [134], His6-jelolt, SUMO-fuziés human NBDI
fehérjét hasznalt. Ebben a fehérjében az NBD1 domén N-terminalis végéhez egy SUMO (Small Ubiquitin-
like Modifier) fehérjét fuziondltak (SUMO-fuzios-NBD1 konstrukcid). A SUMO fehérje jelenlétének két
elénye van. Egyfeldl javitja az NBDI1 oldhatosagat eldsegitve azt, hogy a fehérje termelése soran ne
csapodjon ki. Masrészt a SUMO fehérje karakterisztikus jelet ad a letekeredés soran, aminek segitségével
konnyebben azonosithatok a vizsgalni kivant mérési adatok (1asd késobb). A regulator inszercio hianyzik
ebbdl a konstrukciobol (ARI, aminosav pozicio: 405-436), mivel ez a delécio noveli a fehérje stabilitasat
¢s oldhatosagat [18]. Ez kiilonosen fontos volt a AF508 mutans esetében [18], [50], [135]. A termelt
fehérjében a ciszteineket alanin, illetve valin helyettesiti. Ez 5 ciszteint érintett: C491A, C524V, C590V,
C592V, C647A. A cisztein nélkiili konstrukcié hasznélatara azért volt sziikség, hogy ne zavarjdk a

terminalisan bevezetett ciszteineken keresztil torténé immobilizaciét. A SUMO-NBDI1 konstrukciokat E.
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coli Rosetta 2 (DE3) pLysS torzsbdl, a His6-jelolt fehérjéket Ni-NTA affinitas oszlopon (Profinity IMAC
Ni-Charged, BioRad) tisztitottak. Az egyszerliség kedvéért erre a cisztein mentes és regulator inszercio

nélkiili, Cys-less NBD1 ARI konstrukciora NBD1-ként hivatkozok a tovabbiakban.

A frissen hasitott csillamfeliiletet APTES reagens felhasznaldsaval funkcionalizaltak. Az NBDI
termindlis ciszteinjét Sulfo-SMCC segitségével kotottek az APTES-sel bevont csillimhoz. Az
erdspektroszkopiat egy Cypher atomer6-mikroszkop (AFM) miiszerrel (Asylum Research) végezték PNP-
TR rugolapka (rugéallando: 100-200 pN/nm, NanoWorld) hasznalataval. A kisérleteket 25 °C-on, PBS
pufferben (pH 7,2) végezték [116]. A miiszer eldszor a hegyet egy masodpercen keresztiil a csillamfeliileten
tartotta 1 nN alland6 erd alkalmazasaval, ami az NBD1-SUMO fehérje rugolapka hegyéhez torténé nem-
specifikus rogzitését eredményezte. Azt, hogy a kotdédés megtortént-e, illetve a megfeleld helyen, a fehérje
N-terminalisan tortént-e meg, az eredmények elemzése mutatta meg (lasd késobb). A rugdlapka
csillamfeliileten torténd tartasat kovetoen allandd sebességgel (1 um/s) huzta vissza a tit a felszint6l
eltavolitva azt (4.3. abra, a), mikdzben az erdvaltozasok rogzitésre keriiltek. A fehérjehtizasonként kapott
letekeredési erdgorbéken megfigyelt flirészfog-szerii csticsok (megemelkedett eréértékek) megfelelnek az
egyes szerkezeti elemek letekeredésének. Ugyanis a fehérje huzasakor a szerkezeti egység ellenallasa
kovetkeztében a kifejtett erd folyamatosan emelkedik. Ez az emelkedés addig tart, amig egy szerkezeti
egység stabilizal6 kolcsonhatéasai felbomlanak, a szerkezet ,,megroppan” és az erd érték hirtelen lecsokken.

Ekkor elkezdddik a letekeredés.

A WLC (worm-like chain) modell egy, a biopolimerek entropikus rugalmassaganak ¢és
fehérjeletekeredési adatok elemzéséhez [136]-[138], [116]. Az erdspektroszkopiai fiirészfog mintazati
gorbék felfutd szakaszaira illesztve kaphaté meg a mar letekeredett fehérjeszakasz maximalis hossza, a
konttrhossz (Lc), illetve a hajlitdmerevséget jellemzé perzisztenciahossz. Az egyes letekeredési 1épésekhez
tartozo konturhossz értékekbdl kiszamolhatd két csucs kozotti konturhossz-névekedés (AL), ami megfelel
az adott letekeredett fehérjeszakasz hosszanak. Csoportunk a kisérletek soran kapott eré6gorbe cstucsok
felszallo agaira a WLC polimermodellt illesztette, amely alapjan Asylum Research AFM meghajtd
szoftverrel kibovitett Igor Pro (Wavemetrics) alkalmazasaval hataroztak meg a letekeredési eseményekhez
(erdgorbe csucsai) tartozo konturhossz (Lc), illetve kontirhossz-novekedés (AL) értékeket. Mivel az AFM
tli véletlenszerli pontokon kapcsolodik a fehérjéhez és nem feltétleniil a fehérje végét sikeriil megragadni,
a felvett er0gorbék egy része nem a teljes fehérje letekeredését mutatja. Ez indokolja a megfeleld erdgorbék
kivalogatasat. Az elemzéshez a teljes hosszsdgat NBD1-SUMO fehérje htizasabol szarmazo erégorbéket
valasztottak ki. Az erdgorbéknek két feltételnek kellett megfelelniiik. Egyrészt a szamolt polimerhossz
megkozelitdleg egyezett az NBD1-SUMO fehérje hosszaval (teljes hossza ~110-120 nm). Masrészt az
er6gorbe tartalmazta a SUMO letekeredésének ujjlenyomatat, egy ~25 nm-es kontirhossz-ndvekedést az
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er6gorbe terminalis szakaszan. A SUMO mechanikai ellenallasa nagy, ezért tekeredik ki ez a fehérjedomén
utoljara. Mivel a SUMO letekeredése el6tt detektalt kontirhossz-novekedések (AL) szarmaznak az NBD1
letekeredésébol, ezeket Osszegyujtottek és ezeket felhasznalva azonositottak a letekeredd szakaszoknak
megfeleld szerkezeti régiokat (4.3. abra, b-c). Az NBDI letekeredését jellemz6 események eloszlasat gy
abrazoltuk, hogy az utols6 esemény, a SUMO domén Iletekeredésének kezdetét hasznaltuk
referenciapontként. Ett0l a letekeredési eseményt6l kiszdmitottuk a kiilonbdz6 csucsokhoz tartozd
konttrhossz-ndvekedéséket (Ak), majd ezeket hisztogramon abrazoltuk. Ez lehetdvé tette a szimulacios
eredményekkel torténd Osszehasonlitdst is. A referenciaponttol szamolt kontarhossz-ndvekedés (Ak)

értékek meghatarozasat a 4.3. dbra szemlélteti.

4.2.4.2. A konturhossz-ndovekedések szamitasa a szimulacios er0g0rbékbol.

A molekula dinamikai szimulaciok és a kisérleti eredmények Osszehasonlitisa érdekében az AFM
kisérletekhez hasonloan a szolvatalt, atomi S6-a-S8 core MD szimulacidkban is kiértékeltiik az er6gorbéket.
A konturhossz értékeket (Lc) és azok ndvekményeit (AL) az egyszerli polinomialis WLC polimermodell
adatokra torténé illesztésével hataroztuk meg [139]. Az S6-0-S8 core szimulaciok esetén a kisérleti
adatokhoz hasonloan, a fehérje teljes letekeredését referenciapontként hasznilva meghatdroztuk a
referenciaponttol szamitott kontirhossz-novekedéseket (Ak). Ezek eloszlasat az AFM kisérletek soran mért

konttrhossz-ndvekedések (Ak) hisztogramjain dbrazoltuk.

4.2.4.3. Szakitoéer6k meghatarozasa a szimulacids er6gorbékbél

A masodlagos szerkezeti elemek letekeredéséhez sziikséges eré értékeket (szakitderd, rupture force), a
szimulacios trajektoriakbol hataroztuk meg. Ehhez kigy(ijtottik a szerkezeti elemek letekeredéséhez
kothetd erbgorbe-csticspontokat azok szimulacid soran torténd letekeredési idépontjai alapjan. Majd
kiszamoltuk az ezekbdl a letekeredési eseményekbdl szarmazd szakitoerOk normalizalt gyakorisagat és

eloszlasat.
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4.3. abra — Az NBD1 szerkezeti elemek letekeredéséhez kithetd kontiurhosszak meghatdarozasa az AFM mérésekkel
kapott erogorbékbol. (a) A cisztein nélkiili ARI konstrukcio sematikus dabrazolasa. A SUMO-jelolt NBDI-et
diszulfidkotésen keresztiil immobilizaltak a csillam feliiletén. A [-redok hozzavetileges helyzetét S betiikkel jeloltiik.
(b) Egy mérés soran kapott, jellegzetes fiirészfog mintdzatot mutato erégorbe. A letekeredési eseményeket
haromszogek jeldlik. Csoportunk a csucsokra WLC polimermodellt illesztett (piros szaggatott vonalak), aminek
segitsegével meghataroztak a koztes szerkezetek letekeredésébdl szarmazo konturhossz-névekedés (AL) értékeket.
Ezen az erégorbén egy 12 nm és egy 30 nm hosszu (AL) fehérjeszakasz letekeredése ldthato. A teljes NBDI
letekeredését kdvetden a 25 nm konturhossz-névekedés a SUMO domén letekeredéséhez (magenta hdaromszog)
kéthetd. (c) Az NBD1 szerkezetén kék és narancssarga szin jeloli a b) panelen lathato erdgorbe (egyetlen letekeredés)
esetén szamolt konturhossz-novekedes értékeknek megfelelo szerkezeti régiokat, melyeket egyértelmiien sikeriilt
beazonositani. Ezek egy 12 nm (32 a.a.) és egy 30 nm (83 a.a.) hosszu fehérje szakaszok voltak. A 12 nm a gS8
letekeredési csoportnak, mig a 30 nm a gS6 letekeredési csoportnak felelt meg. A b) panelen lathatoak az ezekhez a
letekeredési eseményekhez kotheto, referenciaponttol szamolt konturhossz-novekedes értékek (4k). A referenciapont
az NBDI teljes letekeredése, azaz a SUMO domén letekeredésének kezdetéhez kéthetd csucs (magenta haromszog,
z6ld ,,0” pont). Ez értelmezhetd, mint a ,,SUMO doméntdl mért tavolsag”. Az utoljara letekeredo fehérjeszakasz egy
AL=30 nm konturhossz-névekedést eredményez, ez Ak=30 nm a referenciaponttol. A AL=12 nm konturhossz-
novekedest eredményezo fehérje regio pedig egy (30+12) Ak=42 nm a referenciaponttol. Ezeknek a Ak értékeknek az
eloszlasat mutatjdak a hisztogramok.
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4.2.5. Adatok elemzéséhez és vizualizalasahoz felhasznalt eszkozok

A munka sordn az elemzéshez a GROMACS beépitett funkcidit [76], sajat, illetve a csoportunk Python
szkriptjeit hasznaltam. Az elemzés soran a nyilt forraskddu, molekula dinamikai szimulacidk elemzéséhez

fejlesztett MDAnalysis konyvtarat [91] vettem igénybe.

A nativ kolcsonhatasok aranyanak (Q) meghatarozasat Python segitségével, az MDAnalysis csomag
felhasznalasaval végeztem (soft cut metrika, [128]). A szerkezetek csoportositasat (DBSCAN [130]) és a
centroidok kivalasztasat [131], tovabb4 a nativ, valamint nem-nativ kdlcsonhatdsok elemzését, a kozelségi
értékek szamitasat [132] és az egyes szerkezeti elemek szakitderdinek meghatirozéasat szintén Python
segitségével végeztem. A szimulaciokbol kapott er6gdrbékbdl a konturhossz értékeket (Lc) és azok

novekményeit (AL) sajat, illetve a csoportunk Python szkriptjeinek felhaszndldsaval szamoltam.

A szerkezetek vizualizalasahoz PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8.4
Schrodinger, LLC), illetve a VMD: Visual Molecular Dynamics [92] programot hasznaltam. A
grafikonokat a Python Matplotlib [93] konyvtaranak segitségével generaltam.

4.3. Eredmények ismertetése

4.3.1. A G0 szimulaciok lehetové tették az NBD1 letekeredési itvonalak feltérképezését

hozzajarulva az AFM Kisérleteink elemzéséhez

A CFTR kloridcsatorna NBD1 domén szerkezetét erGspektroszkopiai (AFM) kisérletek és szimulacios
modszerek kombinalasaval vizsgaltuk. Azért, hogy az AFM kisérletekhez hasonldéan, azonban nagyobb
felbontdsban, meghatarozzuk az NBDI letekeredésének 1épéseit, iranyitott molekula dinamikai
szimulaciokat végeztiink az NBD1 doménnel. Ehhez egy egyszertsitett, nativ szerkezet alapi HA-GO
modellt alkalmaztunk. A letekeredési utvonalak meghatarozasat a masodlagos szerkezeti elemek (a-hélix,
B-redd) nativ kolcsonhatasainak szimulacidé soran bekovetkezd valtozasai alapjan végeztiik el. Minden
egyes szimulacid esetén (n=100) megallapitottuk a szerkezeti egységek letekeredésének sorrendjét, majd
ez alapjan szamoltuk ki a kiilonb6z6 letekeredési utvonalak gyakorisagat (4.4. abra). Szamos alternativ
utvonalat megfigyeltiink, melyek k6zos tulajdonsaga, hogy az NBDI1 letekeredése minden esetben a [3-

alegységgel kezd6dott. A H6 a-hélix és az a-alegység csak ezt kovetden tekeredett le.

Az NBDI1 letekeredése soran leggyakrabban elészor az S10 valt le 6nmagaban (gS10), majd ezt
kovették a gS9, gS1, és gS3 letekeredési csoportok. Az ezt kdvetden megmarado atmeneti szerkezeti egység
harom B-redébdl (S6, S7, S8), a H6 a-hélixbdl és az a-alegységbdl all. A letekeredés ezzel a szekvencialisan
folytonos és szerkezetileg is egy egységet alkotod régioval (4.1. abra és 4.4. abra, b) zarul, ezért ennek az
egységnek az S6-a-S8 core elnevezést adtuk. Ez a szerkezet tobbféleképpen is letekeredett a Go
szimulaciokban. A leggyakoribb esetben a gS8 letekeredésével kezdddik a S6-a-S§ core letekeredése (68%).
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Gyakorisag szerint ezt kdveti a teljes S6-a-S8 core egyszerre torténd letekeredése (gS8-gS6, 28%). Az
esetek kis szazalékaban gSo6-tal kezd6do letekeredést is megfigyeltiink (4%).

Osszességében két 6 letekeredési Gitvonalat figyeltiink meg, melyek egymastol az S6-a-S8 core régio
letekeredésében kiilonboztek (kiilon-kiilon: gS8, gS6 (47%) vagy egyszerre: gS8-S6 (17%)). Ezek mellett
szamos alacsony valdszinliséggel el6forduld alternativ utvonal is lathatd (1-8%). Az ezek kozti kiilonbség
jelentds része bizonyos szerkezeti elemek egyiittes letekeredésébol adodik, mint példaul a gS10 és gS9 (4.4.
abra, a panel — tablazat 4. sora) vagy a gS1 és gS9 (4.4. abra, a panel — tablazat 7. sora) csoportok egyiittes

letekeredése mindkét esetben az Gitvonalak 1-1%-at teszik ki.

WT
NBD1

gS3 - gS6| 47%
gS3 gS8-gS6 | 17%
gS3 gSé6 1%
gS3 gS6| 1%
gS3 gS6| 2%
gS3 gS8-gS6 4%
gS10 gS1-gS9 gS3 - gS6 1%
gS10 gS1-gS9 gS3 gS8-gS6 2%

gs1o- 9S9-gS3 4%
gswl 5%

Letekeredési autvonal

gS10 gS3 gS8-gS6 2%
gS10 gS3 gS6 3%
gS10 gS9-gS3 gS6| 8%
gS10 gS9-gS3 gS8-gS6 3%

4.4. abra — A kiilonbozo letekeredési utvonalak gyakorisaga Go szimuldciok esetén. (a). Az egyiittesen letekeredo
szerkezeti elemeket a csoportban lévé [-redd neve jeloli. A szaggatott vonal feletti, felsé két sor mutatja a két
leggyakoribb utvonalat. (b) Az NBD1 topologidja. Szinek jelolik a kiilonbozo f-redoket, a feketével bekarikazott régio
pedig az S6-a-S8 core régiot jeloli.
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Ezeket a GO szimulaciokat a modszer nagymértékii egyszerlsitésébol adodéan nem hasznaltuk fel a
részletes elemzésnél, illetve a vad tipusti és mutans fehérjék kozti kiilonbségek kimutatasanal. Mivel
azonban a masodlagos szerkezeti elemek letekeredési sorrendjének (letekeredési utvonalak)
megallapitasahoz alkalmasnak bizonyultak [128], igy ezeket felhasznaltuk a letekeredési események pontos
meghatarozasahoz. Ez jelentésen hozzajarult az erdspektroszkopiai kisérleteink elemzésének

sikerességéhez.

4.3.2. Egyes masodlagos szerkezeti elemek kotédése gyengébb a AF508 mutans esetén

crcr

kiterjed6 hatasat, a nehéz atomokra kiterjedd, explicit oldészer jelenlétében végzett, pulling molekula
dinamikai (HA-MD) szimulaciokat végeztiink a vad tipusu és a AF508 S6-a-S8 core régioval (WT S6-a-S8
¢s AF508 S6-a-S8) (4.5. abra, a). Ezek a szimulaciok a nem-nativ kdlcsonhatasokat is figyelembe veszik,
igy a letekeredési utvonalak és a letekeredés koztes szerkezeti allapotainak realisztikusabb, pontosabb
jellemzését tették lehetévé. Ezek a szimulaciok lehetdséget adtak a letekeredés soran esetlegesen kialakuld
nem-nativ kolcsonhatasok, valamint az F508 aminosav és kdrnyezete kolcsonhatasainak vizsgalatara is.
Tovabba lehetdségiink volt a szimulacios er6gorbék alapjan a szakitdoerdk meghatarozéasara, valamint az

AFM kisérletekkel torténo kozvetlen 6sszehasonlitasra is.

Az NBDI1 S6-0-S8 core régidja (4.5. abra, a) esetén meghataroztuk a letekeredési utvonalakat.
Emellett a letekeredési 1épések részletesebb vizsgalatahoz meghataroztuk az egyes masodlagos szerkezeti
elemek esetén a feltekeredett fehérjerészrol torténd levalasi idopontban mérhetd erdt, a szakitoerot is (4.5.
abra, b) mind a vad tipus (WT), mind pedig a mutans (AF508) peptiddel végzett szimulacidinkban. A
letekeredési utvonalakat az S6-a-S8 core régid6 MD szimulaciok esetén szintén a nativ kontaktok aranya
(Q) alapjan hataroztuk meg. Minden egyes szimuldcio esetén (n=50-50) meghataroztuk a szerkezeti
egységek letekeredési sorrendjét, majd ez alapjan kiszamoltuk a kiilonbozd letekeredési utvonalak
gyakorisagat (4.5. abra). Szdmos utvonal figyelhetd meg, melyek két fazisra oszthatok. El0szor a B-redok,
S6, S7, S8, és a H6 a-hélix valnak le, majd a masodik szakaszban a tobbi a-hélix (HS, H4, H3) tekeredik
szét. A leggyakoribb, 0 letekeredési titvonal esetén az S8 B-reddvel kezdddott a letekeredés. Ezt kovette a
H6, majd az S6 és S7 egyiittes letekeredése. Ez utobbi két B-redé egymassal alakit ki jelentésebb
kolcsonhatasokat, igy egyiittes szétvalasuk nem meglepd eredmény. Ennek az Gtvonalnak a gyakorisaga
alacsonyabb a mutans AF508 S6-a-S8 core esetén (4.5. abra, d; AF508: 54% és WT: 78%; p <0.05, %2 test).
A letekeredés masodik szakaszaban a vad tipus esetén a HS és a H3 a-hélixek szinkron letekeredése

nagyobb aranyban fordult el6 a mutanshoz képest (4.5. abra, e; WT: 20% és AF508: 6%; p=0.074, y2 test).
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4.5. abra — Az S6-a-S8 core letekeredésének jellemzése a mdasodlagos szerkezeti elemek vizsgdlatan keresztiil. (a) A
vad tipusi S6-a-S8 core szerkezete. Az F508 aminosavat fekete pdlcika reprezentacio jeldli. A szinezés a masodlagos
szerkezeti elemeket jeloli. (b) A letekeredési idopontokban meghatarozott szakitoerd értékek mdsodlagos szerkezeti
elemenként a vad tipusu S6-0-S8 core esetén, illetve a letekeredési idépontok és szakitoerok eloszldsa ((kernel density
estimate, kde plot). (c) A letekeredési utvonalakat a masodlagos szerkezeti egységek letekeredéseinek sorrendjébol
hataroztuk meg. A szerkezeti egységek egyiittes letekeredését kotdjel jelzi. (d) Letekeredési utvonal gyakorisagok
asszesitése a letekeredés elsé fazisat tekintve. (e) Letekeredési utvonal gyakorisagok dsszesitése a letekeredés masodik
fazisat tekintve. Az ,,egyeb” kategoriaba keriiltek azok az utvonalak, melyek esetén tobb szerkezeti elem letekeredése
sem volt egyértelmiien elkiilonitheté. Ezek mindegyike onallo utvonalat képezne, igy 6sszevonasra keriiltek. Ezeknél
az utvonalaknal a H6 az S6-S7 utan valt le minden esetben.
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A vad tipus és a mutans kozti legnagyobb kiilonbség a H6 letekeredési sorrendben betdltott
az S6-S7 B-redok utan valt le (4.5. abra, d; AF508: 40%, WT: 22%; p=0.0517, %2 test). Ez két okbdl
lehetséges. Vagy gyengébben kotddik az S6, vagy er6sebben a H6 a még feltekeredett szerkezethez a AF508
mutans esetében. Azért, hogy valaszt talaljunk erre a kérdésre, elemeztiikk az egyes szerkezeti elemek
letekeredéséhez kothetd idopontokat és eréértékeket. Elso 1€pésben Gsszehasonlitottuk a mutans és a vad
tipusu S6-0-S8 core szerkezeti elemei esetén kapott letekeredési idoket (1. fiiggelék abra, 3. fiiggelék
tablazat). Az Osszehasonlitds azt mutatta, hogy az S6, H4 ¢s H5 masodlagos szerkezeti elemek nagyobb
aranyban tekeredtek le korabbi idépontokban a mutans S6-0-S8 esetén. A H6 letekeredési idok eltérésében
nem figyeltiink meg jelentds kiillonbséget. Masodik 1épésként Osszehasonlitottuk a vad tipus és mutans
fehérje esetén a letekeredési eseményekhez kothetd erdket, a szakitéeroket (2. fiiggelék abra, 4. fiiggelék
tablazat). Ez az 6sszehasonlitas azt mutatta, hogy az S6 a letekeredések egy része soran kisebb erd hatasara
levalt a mutans esetén. Ezzel szemben a H6 letekeredési er6kben nem figyeltiink meg kiilonbséget (4.6.

abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a AF508 mutdcié meggyengiti az S6 kotodését.
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4.6. abra — A AF508 mutdns esetén az S6 f-redo kisebb erd hatdsdra levalt a letekeredések egy része sordan, mig a
H6 a-hélix szakitoerdk eloszlasa nem kiilonbozott. A vad tipus (WT) és a mutans (AF508) S6-0-S8 core régioval
vegzett AA-MD szimulaciokbol szamolt szakitoerdk eloszlisa az S6 B-redé és a H6 o-hélix masodlagos szerkezeti
elemek eseten. (a) A WT (sotétkek) és AF508 (magenta) esetén szamolt S6 és H6 szakitoerck eloszlasa azonos
grafikonon dabrazolva. (b) A WT és a AF508 esetén szamolt S6 (vilagoskék) és H6 (z61d) szakitoerdk eloszlasa kiilon-
kiilon grafikonon abrazolva.
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4.3.3. A letekeredés utolso szakaszan kialakulo intermedier szerkezetekre emelkedett szamu nem-

nativ kélesonhatas jellemzo a vad tipus esetén

A letekeredési utvonalak mellett szerettilk volna megvizsgalni a letekeredést jellemzd intermedier
szerkezetei allapotokat. Ezért egy kolcsonhatds alapa RMSD értéket hasznédlva csoportositottuk a
szimulaciok soran kapott szerkezeteket és kivalasztottuk az egyes csoportokat jellemzd kozponti
szerkezeteket. Ezek a szerkezetek jellemzik az S6-a-S8 core letekeredésének egyes 1épéseit, a letekeredés

intermedier szerkezeteit.

A szerkezetek csoportositasaval a vad tipus és a AF508 mutans S6-a-S8 core esetén is négy koztes
szerkezeti allapotot kaptunk, melyek azonban kiilonboztek egymadstol (4.7. &bra). A mutans esetén a
letekeredés elején két szerkezeti csoportot kaptunk. Az egyik esetén (4.7. abra, AF508 centroid 1), mely a
vad tipusra is jellemz0, az S8 és H6 letekeredett allapotban van jelen. A masik (4.7. abra, AF508 centroid
2), csak a mutdnsra jellemzd szerkezeti csoportban, az S8 és S6 szerkezeti elemek tekeredtek le. Ez
Osszhangban 4ll az utvonalak és erdk elemzésénél tapasztaltakkal, miszerint a mutansra jellemz6bb az S6
gyengébb kotddése és a H6 eldtti letekeredése. Tovabbi kiilonbség a vad tipus esetén egy intermedier
szerkezet kialakulasa a letekeredés masodik szakaszaban (18-25 ns), ami egy extra letekeredési 1épést
eredményez. Ez azt jelenti, hogy mig a mutans esetén H5, H4 és H3 a-hélixek széttekeredése feltehetdleg
egyenletesen, jol meghatarozhatd koztes allapot nélkiil torténik meg, addig a vad tipus esetén egy koztes
szerkezeti csoportot figyeltiink meg. A kiilonbség oka lehet, hogy ezt az allapotot olyan kolcsonhatasok

stabilizaljak, amik a mutans fehérjében nem tudnak megfelelden kialakulni vagy érvényesiilni.
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4.7. abra — Kiilonbozo szerkezeti csoportok jellemzok a vad tipus és a AF508 mutins S6-a-S8 core régio
letekeredésére. A (a) vad tipus (WT) és a (c) AF508 mutans szimuldciokbol szarmazo koztes szerkezeteket a kontakt
RMSD mint paros tavolsagi metrika segitségével klasztereztiik. Az eredményiil kapott csoportok centroid elemeit
csillagok jelolik, az ezeknek megfelel szerkezetek pedig a jobb oldali paneleken (b, d) lathatok. A sziirke teriilet
kiemeli a vad tipusu S6-a-S8 core régioban jelen lévo, viszont mutansbol hianyzo szerkezeti csoportot. Nyilhegyek
jelolik az egyes masodlagos szerkezeti elemek nativ kontaktusok aranya alapjan szamitott atlagos letekeredési
iddpontjait.
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Azért, hogy megallapitsuk, mely intramolekuldris kolcsonhatasok vesznek részt ennek a koztes
szerkezetnek a stabilizalasdban, megvizsgaltuk a nativ és nem-nativ kontaktokat a szimulaci6 soran. A nativ
kolesonhatasok szama a vartnak megfeleloen a kiindulasi szerkezethez képest folyamatosan csokkent a
letekeredése soran mindkét peptid esetén (5. fiiggelék abra). A nem-nativ kontaktok szamaban azonban
novekedést figyeltiink meg a letekeredés masodik felénél, a trajektoria azon szakaszan (18-25 ns) ahol a
vad tipus esetén a mutanssal ellentétben az extra szerkezeti csoport talalhatd (4.8. abra, a). A nem-nativ

kolesonhatasokban mért novekedés mértéke a vad tipus esetén jelentOsebb volt, mint a AF508 mutansnal.

A kovetkezd 1épésben meghataroztuk, mely aminosavak vesznek részt a nem-nativ
kolcsonhatasokban a szimulaciok 18-25 ns tartomanyaban (4.8. abra, b-c). Ezért kiszamoltuk az
aminosavak paronkénti kozelségi (proximity) értékeit ebben az iddintervallumban az dsszes szimulacioban
¢és ezeket a vad tipus és a AF508 szimulaciok esetén kiilon-kiilon (n=50-50) Gsszegeztiikk egy Osszegzett
kozelségi matrixot kapva (4. fiiggelék abra). Ez alapjan hataroztuk meg, hogy az egyes aminosavak milyen
mértékben vettek részt nem-nativ kolcsonhatasok kialakitasaban az utolsé letekeredési intermedier
szerkezet esetén. Ehhez aminosavanként 0sszegeztilk a paronkénti kozelségértékeket (4.8. abra, c, és 5.
fiiggelék tablazat). Szdmos aminosav alakit ki nem-nativ kdlcsonhatast a letekeredési szimulacidk soran. A
H3 o-hélix, valamint a H3-H4 és a H4-H5 k6zotti hurkok aminosavai jelentdsen hozzajarulnak a nem-nativ
kolesonhatasok kialakitasahoz. Emellett a H4 a-hélix bizonyos aminosavai is részt vesznek nem-nativ
kontakt Iétrehozasaban. A vad tipus és a AF508 mutans kozott jelentds kiillonbségeket mutatd aminosavak
(5. fliggelék tablazat) a H3-H4 hurokban, az F508 aminosav kdrnyezetében, illetve a H4-HS hurokban
helyezkedtek el. Az eredmények azt mutatjak, hogy a vad tipus esetén az F508 aminosav is részt vesz nem-
nativ kolcsonhatdsok kialakitasaban. Tovabba megfigyelhetd, hogy az F508 aminosav kdrnyezetének
aminosavai (H3-H4 hurok) megvaltozott mértékben vesznek részt nem-nativ kolcsonhatés kialakitasaban a

mutanshoz képest (4.8. abra, c).

A kiilonb6zo régiokban a kiemelkedd aminosavaknak a tobbsége hidrofob és ezek a szerkezet
tekintetében a H3, H4 és H5 a-hélixek kozott helyezkednek el egy hidrofob magot kialakitva (4.8. abra, b).
Mivel ez a nem-nativ intermedier szerkezet volt az utols6 még valamilyen mértékben globularisnak
tekinthetd szerkezet a letekeredés soran, ezért elképzelhetd, hogy a forditott, feltekeredési folyamat els6
intermedier allapotaként egy hasonlé szerkezet alakul ki. Ez azt jelentené, hogy a vad tipusban megfigyelt
nem-nativ kolcsonhatasok, melyek egy részében az F508 aminosav vesz részt, szerepet jatszhatnak az
NBDI1 feltekeredésének (folding) folyamataban a korai feltekeredési lépések soran. Ezért, ezt a

feltevésiinket folding szimulaciok segitségével vizsgaltuk meg.

72



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.006

100

© — WT
o
= 90 —— AF508 V540
X
L541
2 80 /5
S 5 A\ _
=
= 60
<
= 50 F508
2 a0
30 V510
0 5 10 15 20 25 30
I1d6, ns
C
1750 . . WT
©or~ © E’, m AF508
~ 22 ~ g 3
& 15001 22 o 308
+ >
0
© g ™ = 3
D 1250+ ] o 3 - N
o) > < > 0
7] 8 &
) P I}
8 1000- - 3
:Q =] o - (7]
X ~ o~ wn
- a g o« - w
*qN'j 750 23 z
o
N 5001
[%2]
[@]
250 I i I
04— = ___Iii ih J _lk L Ii ' h l l LII'L I _
—‘ _ _
o wn o [Ts} IO m o e} o s} o O [Te} o n o
[e)] (=)} o o [ —~ ~N ~ m m < tf un [Ta} (=] Ce] ~
S < s} (T3] :tﬁ [T} ['a} [Ta] [Tp} ['s] s} n [T} [Ta} v [Ts] [Ta]
w wn 0] =z > > > o - w > U] (6] =4 [=4 (a] -
H3 F508 H4 H5
Szekvencia

4.8. abra — Megnovekedett szamii nem-nativ kélcsonhatds jellemzo a vad tipus S6-a-S8 core letekeredésére. A
szimuldciok soran kapott (a) nem-nativ kontaktok ardanya a vad tipus (WT) és a AF508 mutans esetén (n=50-50). A
nem-nativ kontaktok aranya a 18-25 ns idésavban mindkét peptid esetén megemelkedett, azonban ez a WT esetén
jelentGsebb. (b) Pdlcika reprezentacio jeloli a letekeredés utolso lépése elotti WT esetén megfigyelt szerkezeti
csoportban, a hidrofob magot kialakito aminosavakat. (c) Az aminosavanként sszegzett kozelségi értékek. Ez
alapjan hataroztuk meg, hogy az egyes aminosavak milyen mértékben vettek részt nem-nativ kolcsénhatdsok
kialakitasaban az utolso letekeredési intermedier szerkezet esetén.
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4.3.4. Az F508 aminosav és kornyezetének nem-nativ kélcsonhatasai fontos szerepet tolthetnek be

az NBD1 feltekeredése soran

A vad tipusu S6-a-S8 core letekeredése soran az utolso 1épésben megfigyelt intermedier szerkezetben nem-
nativ kdlcsonhatasokat figyeltiink meg. Ezt a szerkezetet az NBD1 a-alegysége, a H3, H4 és HS a-hélixek
alkotjak, itt helyezkedik el az F508 aminosav is. Ugy gondoltuk, hogy ezek a nem-nativ kolcsonhatasok
szerepet jatszhatnak e régio (NBD1 o-aldomén) feltekeredésének korai fazisaban. Azért, hogy a
feltevésiinket teszteljiik, valamint megvizsgaljuk az F508 aminosav kdlcsonhatasait, replikacsere diszkrét
molekula dinamikai (REX-DMD) folding szimulaciokat végeztiink a nem-nativ kolcsonhatasok

kialakitasaban részt vevo fehérje szakasszal.

A szimulaciok soran az F508 aminosav kdzvetlen szomszédsaga volt az a régid, ahol a legtobb
kolesonhatast figyeltiik meg (4.9. dbra, a), ahol négy aminosav mutatott kifejezetten magas kontaktszamot
(F508, Y512, Y515, Y517). Ezek koziil harom (F508, Y512, Y517) vett részt nem-nativ kolcsonhatas
kialakitdsdban a letekeredési szimulaciok sordn. Ezek mellett szdmos letekeredési nem-nativ kontaktot
figyeltiink meg a folding szimulaciokban, mint jelentds kolcsonhatasi hely. A AF508 mutans esetén a
kolesonhatasi gyakorisagok kissé megnovekedtek az 540-550 aminosavak koriil, amely a H4b és HS a-

hélixek kozotti hurkot (S6¢, L2) alkotja a nativ szerkezetben.

A négy 16 kolcsonhatdé aminosav kozelében a peptidlanc elhajlasa és a H4 a-hélixnek megfeleld o-
hélix szerkezet kialakulasa latszodik (4.9. abra, b-d). Ez a régi6 szerkezetileg hasonl6 volt a letekeredési
szimulaciokban megfigyelt, utolsoként szétnyild koztes allapothoz. Egy Iényeges kiilonbséget figyeltiink
meg, ami az Y515 oldallanc orientacioja volt. A folding szimulacidoban a leggyakoribb kolcsonhatas az
Y515-Y512 volt. Emellett az F508-Y512 és a F508-Y515 kolcsonhatas is gyakori volt. Azonban mig az
Y515 aminosav kdlcsonhatasokat alakitott ki a folding szimulaciok soran, addig nem vett részt a nem-nativ
kolesonhatasok kialakitasaban a letekeredési szimulaciokban. Ez azt sugallja, hogy az F508 aminosav
hianya egy, az NBD1 feltekeredésének szempontjabol kedvezétlen nem-nativ kdlcsonhatas, az Y515-Y512
kialakulasahoz vezet, ellenben az F508-Y512 kolcsonhatas fontos lehet a megfeleld hélixorientacid

kialakulasahoz.
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4.9. abra — Az F508 és kornyezete lokdlis kélcsénhatdsokat alakit ki a REX-DMD folding szimuldciok sordn. (a) A
REX-DMD folding szimuldaciokban a legmagasabb hémérsékleten eldfordulo konformdciokban megfigyelt paronkénti
aminosav kontakt-gyakorisagot kiszamitottuk, és az egyes aminosavak ésszesitett kontaktértékeit abrazoltuk. (b) A
hidrofob aminosavak konformdcioja a nativan feltekeredett NBD1-ben. (c) Az F508-Y512 és az F508-Y515 gyakori
nem-nativ kélcsonhatasok a folding szimulaciokban. (d) Az F508 aminosav hianya az 508-512-es régio
hurokképzodeésének kisebb valosziniiségét eredmenyezheti, ami kedvezotleniil befolydsolhatia az NBD1 feltekeredését.
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4.3.5. A AF508 mutacio elsésorban megakadalyozza a fehérje helyes feltekeredését

A WT-NBD1 és AF508-NBD1 (SUMO-fuzios) fehérje konstrukciok kvantitativ Osszehasonlitasa
érdekében az erdspektroszkopiai (AFM) mérések soran kapott erdgdrbékbdl meghatarozott, a
referenciaponttél szdmolt (SUMO fehérje letekeredésétdl mért) kontarhossz-novekedéseket (Ak)
hisztogramon &brazoltuk (4.10. abra, sziirke oszlopok). Ezek adnak informaciét az NBDI1

referenciaponthoz igazitott letekeredési eseményeinek leoszlasarol.

A kisérleti adatokat tekintve a WT-NBD1 Ak hisztogramja esetén 6t adatcsucs lathat6 (4.10. abra,
fels6 hisztogram). Azért, hogy ezeket a csucsokat megfeleltethessiik a molekularis eseményeknek, a Go
vonatkoz6 informaciokat hasznaltuk fel (4.1. dbra). A G6 szimuldciokban utolso letekeredési eseményként
az S6-0-S8 core felbomlasa tortént meg (4.4. dbra). Ez a szerkezeti egység két masodlagos szerkezeti elem
csoportbol!, a gS8-bol és a gS6-bol all. Mivel a gS8 és gS6 csoportok 32, illetve 83 aminosav hosszusagh
régiok, letekeredésiik ~ 12 nm (32 x 0,35 nm) és ~ 30 nm (83 x 0,35 nm) kontirhossz-névekedést (AL)
eredményez. Attol fiiggden, hogy egy adott NBD1 gS8 és gS6 régidi milyen sorrendben, illetve kiilon-
kiilon vagy egyiitt tekeredtek le, 12, 30 és 42 (12+30) nm-es konturhossz-novekedést (AL) eredményeztek
egy-egy letekeredés soran (4.11. abra). Ezek az adatok megfeleltek a kisérleti er6gorbék utolsé szakaszat
jellemz6 jol definialt letekeredési eseményeknek (erécsucsok). Eza WT-NBDI1 hisztogramon a 12 nm, 30
nm és 42 nm Ak értékeknél kirajzolodo letekeredési mintazatként (adatcsucsok) lathato (4.10. abra, fels6
hisztogram). Példaul, a letekeredés utolso szakaszan kapott AL=12 nm, majd AL=30 nm hosszu szakaszok
egymast koveto letekeredése (12 nm—30 nm) egy Ak=30 nm, illetve Ak=42 nm (30+12) tavolsagra
kovetkeztek be a referenciaponttdl (SUMO letekeredése) mérve. Ezen szakaszok forditott sorrendii
letekeredése (30 nm— 12 nm) egy Ak=12 nm, illetve egy Ak=42 nm (12+30) adatcstcsként jelenik meg a

hisztogramokon.

I A letekeredési eseményekhez tobb szerkezeti elem letekeredése is kothetd, amelyek ,letekeredési csoportokat”
alkotnak. Példaul az S8 B-redd és a H6 a-hélix egyiitt alkotjak a gS8 csoportot. A letekeredési csoportokat a 4.1.
tablazat foglalja ossze.
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4.10. abra — A vad tipus S6-a-S8 core szimuldcios és kisérleti adat-erégorbékbol meghatdarozott kontiurhossz-
novekedeés eloszlasok (Ak) kozott nagymértékii a hasonlosdag. A hisztogramok a referenciaponttol szamolt
(SUMO domén kezdeti letekeredésétol mért) kisérleti konturhossz-novekedéseket (Ak) mutatjak (WT, n = 126;
AF508, n = 178). A szerkezet és a szimulaciok alapjan vart hossznovekedéseknek megfelelé Ak értékeket
szaggatott vonalakkal jeloltiik. A szimulacios erdgérbékbdl szamolt Ak értékek eloszlasat (kernel density
estimate, kde) a szines vonalak mutatjak (kék -WT, z6ld - AF508).
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A gS3 csoport letekeredése egy ~13 nm (36 aminosav) hosszusagi szegmens letekeredését
eredményezte. Ez az utdna bekdvetkezd gS8 és gS6 letekeredésével egylitt egy 55 (42 + 13) nm
konttirhossz-ndvekedést mutat. Hasonloan a gS10 és gS9 letekeredése a teljes peptid letekeredésének
kezdetén 74, illetve 72 nm-es csucsot eredményezett. A WT-NBD1 Ak hisztogramon megfigyelhetd els6
két cstics 55 és 70 nm koriil volt (4.10. abra, fels6 hisztogram). Annak ellenére, hogy ezek a kisérleti adatok
zajosak voltak, mivel a csillamfeliilethez kozeli, kedvezdtlen elektrosztatikus kolesonhatasokkal jard
konttrhossz-ndvekedés értékeket is tartalmaztak, a kapott adatok elég jol megfeleltek a WT-NBD1 fentebb

részletezett specifikus letekeredési eseményeinek.

Kisérleteink esetén a WT-NBD1 és AF508-NBD1 Ak eloszlas értékek kozott jelentds kiilonbség
lathato. A vad tipussal ellentétben a AF508-NBD1 Ak hisztogramon nem figyelhetdek meg ezek a csticsok,
hanem egy egyenletesebb, homogén eloszlas jelenik meg (4.10. abra, als6 hisztogram). Emellett a AF508
mutanssal végzett kisérletek nagy részében a vad tipushoz képest varatlan konturhossz-novekedések
jeletkeztek a ~20 €s 35 nm-es értékek kdrnyékén. Ez utalhat arra, hogy a AF508-NBD1 eltéré mechanikai
ellenallassal jellemezhetd, vagy a fehérje eldallitasi folyamatok soran a AF508 mutans jelentés mértékben
helyteleniil tekeredett fel és igy a termelt heterogén fehérjepopulacié tobbféle letekeredési kontirhossz-

novekedést eredményezett.

E két mechanizmus feloldasa érdekében az S6-a-S8 core szerkezetével végzett szolvalt nehéz-atom
molekula dinamikai (HA-MD) szimulacidink er6gorbéit a kisérletekhez hasonloan szintén elemeztiik. A
szimulacios gorbékre szintén a polimerek entropikus rugalmassagat jellemzé WLC modellt illesztettiink,
ami alapjan a szimulacids er6gdorbékbdl is meg tudtuk hatarozni a letekeredett szakaszokat jellemzo
kontirhossz-ndvekedés (AL) értékeket, illetve ezek referenciaponttol (teljes S6-a-S8 core letekeredése)
szamolt valtozatait (Ak). A szimulacids Ak értékek eloszlasat (4.10. abra, zold és kék gorbék) a kisérleti
adat hisztogramokra (sziirke oszlopok) vetitve abrazoltuk a két mddszerbdl kapott eredmények kdzvetlen

Osszehasonlitasahoz.

Azt talaltuk, hogy a vad tipus szimulaciokbol szarmazé 42 nm-es és 30 nm-es Ak adatcstcsok
megegyeznek a WT-NBD1 kisérleti adatok soran kapott Ak adatcstucsokkal. Ez arra utal, hogy az AFM
kisérletekkel képesek voltunk detektalni a gS8 és a gS6 csoportok letekeredését. Mivel a szimulaciok soran
egy nativ §6-0-S8 core szerkezetet hasznaltunk, a Ak in silico és in vitro adatcsiicsok hasonlosaga
megerdsitette, hogy ez a letekeredési mintazat a helyesen feltekeredett szerkezet mechanikai ellenallasat

jellemzi, vagyis ezek a konturhossz-novekedések a nativ térszerkezetli fehérje letekeredésébdl szarmaznak.

A szimulaciokbol kapott eredmények azt mutatjak, hogy a H3, H4 és H5 a-hélixek letekeredése egy
22 nm hossz koriili Ak adatcsucsot hoz 1étre a hisztogramon. Ez az adatcstcs azonban nem figyelheté meg

a kisérleteinkben. Korabbi tanulmanyokbdl ismert, hogy a fehérje mechanikai erével szembeni ellenallasa
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els6sorban a masodlagos szerkezeti elemeket Osszekotd hidrogénkotésekhez kapcsolodik. A markans
er6gorbe csucsok a B-redok kozti hidrogénkotések felbomlasa kdvetkeztében jelennek meg [140], [141], az
a-hélixek letekeredése pedig a B-red6khoz képest 5-10-szer alacsonyabb erdhatas mellett kdvetkezik be
[142]. Takahashi és munkatarsai emellett megmutattak, hogy az a-helikalis szerkezeti elemek letekeredése
egy komplex folyamat. Az a-hélixek mechanikai stressz hatasara pufferként viselkedhetnek kiegyenlitve a
polimer mentén terjedd erd hatdsat, igy ezek mechanikai ellendllasa kisebb huzasi sebességnél
elhanyagolhat6 [143]. Feltételezziik, hogy a kisérletek soran alkalmazott alacsony huzasi sebesség mellett
a helikdlis szerkezeti elemek mechanikai ellenallasa elhanyagolhatd volt és ezért letekeredésiik nem
eredményezett markans erdcsticsokat az er6gorbén a nagyobb huzési sebességli szimuldcios adatokkal
Osszehasonlitva. A megfeleld helyen kisebb emelkedéseket ugyan megfigyeltiink a kisérletek soran, ezek
azonban nem voltak alkalmasak WLC illesztésre €s igy konturhossz-ndvekedés értékek meghatarozasara.

Ez magyarazhatja a hianyzo6 adatcsucsot a kisérleti hisztogramon.

A 12 nm koriili Ak adatcsucs a kisérletekre jellemz6, ami a gS8 (S8 és H6) régid utoljara torténd
letekeredésének felel meg. Azonban, ezt az itvonalat nem figyeltiink meg a szimulaciok soran. Minden
esetben a H3, H4 és HS a-hélixek tekeredtek szét utoljara. Ezt a kiillonbséget a két mddszer esetén
alkalmazott eltérd huzasi sebesség okozhatta. A szimulaciok soran az egyes szerkezeti elemek mindig vagy
a C-terminalis (S8), vagy pedig az N-termindl (S6) vég feldl kezdtek el letekeredni. Az utoljara letekeredd
régio a H3, H4 és HS a-hélixek (4.11. dbra, narancssarga jelolést szakasz hélixei). Ez a régio a B-red6k (S6,
S8) altal védve helyezkedik el. A gyorsabb hiizasi sebesség altal eredményezett nagyobb szakitéerok

eredményezhették azt, hogy a szimulaciok soran ezeknek a B-red6knek a , leszakitasa” tortént meg eldszor.

A AF508 szimulaciokbol meghatarozott Ak értékek eloszlasa nagymértékben hasonlitott a vad tipus
szimulaciokbol szamolt értékekhez. Ez nem meglepd, mivel a szimulaciokban a jol feltekeredett, nativ
NBD1 szerkezetet hasznaltuk. A AF508 esetén is megfigyelheték voltak a vad tipushoz hasonld
adatcsucsok, ami azt mutatja, hogy egy helyesen feltekeredett mutans fehérje letekeredésének 1épései
hasonldak. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a vad tipus és a AF508 kisérleti er6gorbéi kozotti kiillonbséget
elsdsorban nem a mutans megvaltozott mechanikai ellenallasa, hanem a helyesen feltekeredett fehérjék

csokkent aranya okozza.

A kisérleti és szimulacids adatok elemzése alapjan a nativ S6-a-S8 core letekeredésének tekintjiik
azokat a letekeredési utvonalakat, melyek a 12 nm-es, illetve a 30 nm-es AL értékeket eredményezd
letekeredett fehérje régiok (csoportok) barmely kombinacioja. A 12 nm AL a gS8 (S8, H6), a 30 nm AL
pedig a gS6 (S6, S6c, S7, H3, H4, H4b, HS) régioknak feleltetheté meg (4.11. abra). A nativ S6-a-S8 core
letekeredésének megfeleldé AFM letekeredési események szamanak Gsszegzése azt mutatta, hogy az S6-a-
S8 core letekeredése csak a AF508 kisérleti gorbék 28%-aban volt nativ jellegli, ami pontosan kétszeres

csokkenést jelent a vad tipus nativ jellegli gorbék 56%-ahoz képest (4.2. tablazat).
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4.11. abra — Az erdspektroszkopiai (AFM) kisérletek sordn azonositott letekeredési egységek dbrdazoldsa. Az NBD1
(a) domének szekvencialis elrendezédése, (b) topologidja és (c) egy 3D rontgenszerkezeten (PDB ID: 2bbo) alapulo,
a regulator inszerciot nem tartalmazo (ARI) szerkezete. A masodlagos szerkezeti elemeket szines téglalapok jelélik (S:
p-redd, H: a-hélix). Az S6-0-S8 core (aminosav pozicio: 487-604, fekete szaggatott keretezés), mely harom f-reddbdl
(S8, 87, S6) és ot a-hélixbél (H3, H4, H4b, HS, H6) dll. Az F508 aminosavat fekete pdlcika jeldli. A szinek az egyszerre
letekeredd masodlagos szerkezeti elemeket jelolik ki (kék, narancs). Az S6, S7 és S8 f-reddk alakitidk ki az a-alegység

és a f-alegység kozti kapcsolatot. A H3, H4 és H5, harom o-hélix (narancssdarga jelolésii régio hélixei) az S6 és S8 f-
reddk altal védve helyezkedik el.

Letekeredési utvonal WT AF508
12 nm —30 nm 31.3% 14.7%
30 nm —12 nm 16.7% 8.8%

42 nm 8.3% 4.4%
56.3% 27.9%

4.2. tablazat — A kisérleti eredmények arra utalnak, hogy az S6-a-S8 core a vad tipusu NBDI populdcio jelentds
részében hibdsan tekeredik fel, és ezt az F508 aminosav delécidja jelentésen fokozza. A tabldzat mutatja az S6-a-S8

core régio letekeredési utvonalakat, melyeket csoportunk az AFM kisérleti konturhossz-novekedés értékek (AL)
alapjan hatarozott meg.
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4.4. Diszkusszio

Korabbi tanulményok vizsgaltdk mar az NBD1 feltekeredését (folding), azonban ezek a kisérleti modszerek
alacsony felbontastiak voltak [58]-[60], [115]. Az izolalt vad tipusu és AF508 mutans NBD1 részletes
vizsgalatai a mutans domén jelentdsen csokkent mértékii olvadasi hdmérsékletét mutattak ki [49], [50]. Az
F508 aminosav delécidja okozhat kiilonbséget az NBD1 stabilitasaban a vad tipushoz képest, ami a fehérje
megvaltozott mechanikai ellenallasaban nyilvanulhat meg. Ezért, egyik célunk volt nagyobb felbontasban
vizsgalni az NBD1 mechanikai letekeredéssel szembeni ellenallasat a vad tipusu és a AF508 mutans NBD1
esetén. Ehhez erdspektroszkopiai kisérletek €s molekula dinamikai szimulaciok segitségével vizsgaltuk a
CFTR NBD1 domén mechanikai letekeredését. A két modszerrel kapott eredmények azt mutatjak, hogy az
F508 aminosav delécidja jelentds hatassal van az NBDI1 letekeredésére. Feltételezziik, hogy ezek a hatasok
ugy érvényesiilnek, hogy a letekeredés késoi szakaszaban, feltehetdleg a feltekeredés korai szakaszaban,

fontos nem-nativ koztes szerkezeti allapotok kialakulasat akadalyozza meg ez a mutacio.

Mivel sikeresen alkalmaztak egyszertisitett modelleket fehérjék letekeredésének vizsgalatara [123],
[126] el6szor egy nativ szerkezeten alapulé Go modellel végeztiink letekeredési szimulaciokat. Ez az
egyszerisitett modell lehetévé teszi az NBD1 méretli fehérjékkel végzett szimulaciok soran a letekeredés
kivitelezéséhez sziikséges szamitasi korlatok lekiizdését. Ezek a szimulaciés eredmények
elengedhetetlenek voltak az AFM kisérleteink elemzéséhez. Az atomi felbontasu szimulaciok nélkiil
ugyanis nagy kihivast jelent az er6gdrbe-csticsok molekularis eseményeknek torténd megfeleltetése, €s a
fehérjeszakaszok letekeredési sorrendjének meghatarozasa. A szimulacidinkban megfigyelt letekeredési
mintazatok és az AFM kisérletekb6l nyert kisérleti adatok Osszehasonlitasaval azonositani tudtuk a

szerkezeti elemek letekeredési utvonalait, illetve az Gtvonalak megoszlasat.

Az NBDI1 feltekeredésének vizsgalatat leird, spektroszkopiai modszereket alkalmazo kisérleti
tanulmanyban megallapitottak, hogy a feltekeredés soran az F508 aminosav fontos kdlcsonhatasokat hozhat
l1étre, amelyeknek szerepe lehet az NBD1-feltekeredés helyes iranyba torténd terelésében [54]. Azt is
kimutattak, hogy a AF508 mutacio hatassal van a feltekeredés sebességére, ami a kiilonb6z6 régiok rosszul
idozitett feltekeredését okozhatja, végsé soron ezen régiok doménen beliili helytelen illeszkedéséhez
vezetve [56]-{60]. Ezek a kritikus szerkezeti elemek az S8 és S7 B-reddk. Az S8, S7 és S6 B-reddk, valamint
az a-alegység és a H6 a-hélix a szerkezetben egy 6nallo egységet alkot és szekvencialisan is folytonos (S6-
a-S8 core 1égio). Ebben a régioban talalhaté az F508 aminosav is, melynek delécidja megakadalyozza a
CFTR helyes feltekeredését. A korabbi kutatasok eredményeivel 6sszhangban a csoportunk altal végzett
AFM Kkisérletekkel és a Go szimulaciokkal is sikeriilt kimutatni, hogy az NBD1 letekeredése soran ez az
S6-a-S8 core 1égio veszti el utoljara a globularis szerkezetét, ennek felnyilasakor valik a domén egy teljesen

denaturalt polimerlancca.
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Kiemelt fontossaga révén nagyobb felbontasban terveztiik megvizsgalni az S6-a-S8 core
letekeredését, valamint az F508 aminosav kornyezetének kolcsonhatasait a vad tipust és a AF508 mutans
fehérjében. Azonban a hagyomanyos (minden atomra kiterjedd, explicit oldoszer jelenlétében végzett)
molekula dinamikai szimulaciéhoz képest a Go modellel végzett szimulaciok pontossagat csokkenti az
explicit vizmolekulak hianya és a nem-nativ kdlcsonhatasok elhanyagolasa. Ezért teljesen szolvalt, nehéz
atomokra kiterjedd letekeredési szimuldcidkat végeztiink az S6-a-S8 core régidval. A szimulacidinkban a
AF508 mutans S6-a-S8 core esetén megvaltozott letekeredési tutvonal-gyakorisdgot és bizonyos
masodlagos szerkezeti elemek gyorsabb levaldsat figyeltiik meg. A megfigyeltek a mutans és vad tipus
kiilonbségére utalnak mind a B-reddk (féleg S6 koriili), illetve a letekeredés utolsod [épése sordn felbomlo,
a H4, HS és H3 a-hélixek altal kialakitott szerkezeti dllapot kolcsonhatési halozataban. A letekeredés soran
azt tapasztaltuk, hogy az F508 aminosav szinte a letekeredés végéig a vad tipusu S6-a-S8 core még
feltekeredett részének Osszetevéje maradt. A vad tipus a letekeredés késoi szakaszaban tobb nem-nativ
kolesonhatast mutatott, mint a AF508. Ez arra utal, hogy a nem-nativ kdlcsdnhatasok hozzajarulnak a vad
tipus letekeredési intermedier szerkezetek stabilitdsahoz. Ezek a kdlcsonhatasok olyan ismert cisztds
fibrozist okoz6 mutacidpoziciokat tartalmaznak (AI507, V520F, L558S és A559T), melyekrdl kimutattak,
hogy befolyasoljak az NBD1 a-alegységének hajtogatodasat a feltekeredés kritikus intervallumaban [60].

Eredményeink arra utalnak, hogy az F508 aminosav jelenléte timogatja a nem-nativ kdlcsonhatasok
kialakulasat €s fennmaraddsat, ami fontos tényezd lehet az off-pathway intermedierek kialakulasanak
elkeriilése szempontjabol. A nem-nativ kolcsonhatdsokrol Clementi és munkatarsai leirtdk, hogy
befolyasoljak a feltekeredés folyamatat jellemzd szabadenergia-felszint [144], valamint Shao és
munkatarsai eredményei alapjan a fehérje feltekeredésének sebességkorlatozo tényezoi lehetnek [145].
Ezek a nem-nativ kolcsonhatasok valosziniileg lassitdé mechanizmusként szolgalnak, hogy idét
biztositsanak az NBD1 polipeptid szamara a megfeleld koztes allapot eléréséhez, mielott megkezdné a
feltekeredés kovetkez6 1épését. Ezt tamasztjak ala Kim és munkatarsai in vitro transzlacios kisérletei is,
amelyek azt mutattak, hogy a gyorsabb kodonok gatoltak a megfeleld feltekeredést [59]. Tovabba Serohijos
¢s munkatarsai megfigyelték, hogy a AF508-NBD1 G0 folding szimulacidikban csokkent a feltekeredéshez
sziikséges 1d6 arra utalva, hogy az NBD1 self-chaperoning aktivitasa csokkent mértékii a mutansban [1].
Azok az aminosavak, amelyek a nem-nativ kdlcsonhatasok kialakuldsdban részt vettek a letekeredési
szimulacioink soran, a folding szimulacidinkban is gyakori kolcsonhatd partnernek bizonyultak. Ez

megerdsiti, hogy az F508 aminosav és kornyezete egy lokalis feltekeredési gocpontként szolgalhat.

Bar az S6-0-S8 core letekeredési szimulacioink és az AFM kisérleteink kvantitativ 6sszehasonlitasa

a kontirhossz-novekedések vizsgalatanak tekintetében korrelaciot mutatott, felhivja a figyelmet a

modszerek korlataira és kiilonbségeire is. Mig a AF508 szimulaciokbol szarmazé adatok a vad tipushoz

hasonlé6 mintazatot mutattak, addig a kisérleti AF508-NBD1 eredmények nem. Ennek oka, hogy a
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szimulaciokat a nativan feltekeredett S6-a-S8 core régioval végeztik, és egy homogén populaciobodl
indultunk ki. Ezzel szemben a kisérletekben a sejtekben termelt fehérjék vegyes populaciot alkotnak,
helyesen feltekeredett és nem jol feltekeredett domének keverékébdl allnak. Tehat, kiilonbdzé populacio
allt rendelkezésiinkre a két modszer esetén. Ennek elonye, hogy a kisérleti adatok informaciot tartalmaznak
az NBDI1 feltekeredésének folyamatarol is. Az, hogy a vad tipus esetében a kisérleti és szimulacios
eredmények sokkal kzelebb allnak egymashoz, mint a mutdns esetében, azt mutatjdk, hogy a vad tipusu
fehérjék szerkezete jobban megfelel a nativ szerkezetnek, mint a AF508, ahol kevés a helyesen feltekeredett
S6-a-S8 core régid.

Tovabbi kiilonbség, hogy a kisérletekbdl hianyoznak az a-hélixek in silico letekeredésének
megfeleltethetd események. Az altalunk megfigyelt kiillonbség adodhat a szimulaciok esetén hasznalt
lényegesen nagyobb huzasi sebességbil. Ugyanis Rief és munkatarsai megfigyelték, hogy az a-hélixek
letekeredése a B-redokhoz képest 5-10-szer alacsonyabb eréhatas mellett bekovetkezhet a negyedleges
szerkezetet stabilizald hidrogénkdtések hianya miatt [142]. Takahashi és munkatarsai pedig megmutattak,
hogy az a-hélixek mechanikai stressz hatasara pufferként viselkedhetnek kiegyenlitve a polimer mentén
terjedo erd hatéasat, igy az a-hélixek mechanikai ellenallasa kisebb htizasi sebességnél elhanyagolhato6 [143].
Ennek kovetkeztében az a-hélixek letekeredése valdszintlileg nem eredményez jelentds csticsokat a kisérleti

er6gorbéken.

Az AFM kisérleti eredmények arra utalnak, hogy az S6-a-S8 core a vad tipusu NBD1 populacié egy
részében helyteleniil tekeredik fel, és ezt a AF508 mutacidé nagymértékben fokozza. A kisérletek és a
szimulacios eredmények Osszevetése alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az a-alegység a
feltekeredés soran nagymértékben instabil. Lehetséges, hogy az a-alegység célzott stabilizalasaval
fokozhatd lenne a teljes NBD1 stabilizalasa is. Ezt a BIA kis molekula jelenlétében végzett AFM
kisérleteink, valamint a BIA in silico dokkolasunk, illetve hidrogén-deutérium-csere tomegspektrometriai
kisérleteink (HDX-MS) is megerositették [146]. Ezek a kisérletek megmutattak, hogy a BIA az a-
alegységhez kotodik. A BIA nélkiil elvégzett kisérletekkel szemben a BIA-NBDI1 letekeredési mintazatok
esetén meg tudtuk figyelni az a-hélixek letekeredését is. Ez a jelenség azt sugallja, hogy a BIA ndveli a
AF508-NBD1 mechanikai letekeredéssel szembeni ellenallasat. A HDX-MS kisérletek is arra utalnak, hogy
a BIA kotodése a mutans NBD1-hez nagymértékben stabilizalja az a-alegységet, mind a BIA nélkiili vad
tipus, mind pedig a AF508-NBD1 esetén.
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4.5. Osszefoglalas

A munka soran a CFTR kloridcsatorna els6 nukleotidk6td domén (NBD1) mechanikai letekeredését
vizsgaltuk. Csoportunk erdspektroszkopiai (AFM) kisérleteihez hasonldan, azonban nagyobb felbontasban,
letekeredési (pulling) molekula dinamikai szimulacidkkal jellemeztiilk az NBD1 mechanikai letekeredését
egy szerkezet alaput GO modell alkalmazasaval. A szimulaciés adatokbol meghataroztuk az NBDI1
masodlagos szerkezeti elemeinek letekeredési sorrendjét, a letekeredési titvonalakat, melynek eredménye

jelentésen hozzajarult az AFM kisérletekkel kapott letekeredési mintazatok értelmezéséhez.

Az S§6-a-S8 core 1égid a szerkezetben egy 6nallo egységet alkotod és szekvencialisan is folytonos
szakasz, ebben a régioban talalhaté az F508 aminosav is. Azért, hogy pontosabban jellemezhessiik az F508
aminosav S6-a-S8 core régiora kiterjedd hatasat, nehéz atomokra kiterjedo, explicit olddszer jelenlétében
végzett MD szimuldciokkal vizsgaltuk ennek a régidnak a mechanikai letekeredését. Emellett
tanulmanyoztuk a letekeredés koztes szerkezeti allapotait, a letekeredés soran létrejové nem-nativ
kolcsonhatasokat, valamint az F508 aminosav szerepét az NBDI intermedier szerkezeteinek
stabilizalasaban. A szimulaciok elemzése megmutatta, hogy az F508 aminosav és annak kdrnyezete nem-
nativ kolcsonhatasokat alakit ki, melyeknek fontos szerepe lehet a CFTR érése soran az NBDI
feltekeredésének elinditasaban, helyes iranyba terelésében és tamogatasaban. A letekeredési MD
szimulacioink megmutattak, hogy a AF508 mutansban az F508 hidnya az S6 B-red6 egy kisebb mértékii
meggyengiilését okozza. Az AFM kisérleteknél alkalmazott modszerhez hasonldan a szimulacios adatok
esetén is meghataroztuk az S6-a-S8 core letekeredését jellemz6 konturhossz-novekedés értékeket. Ez a
kisérleti és szimulacids adatok kdzvetlen Gsszehasonlitasat tette lehetdvé, ami azt mutatja, hogy a AF508
mutacio megakadalyozza az NBD1 helyes feltekeredését, valamint a AF508 mutans esetén a feltekeredés
soran az a-alegység nagymértékben instabil. Ezt alatdmasztjak tovabbi kisérleti eredményeink is, valamint

a BIA vegyiilet jelenlétében végzett AFM kisérleteink is.

Osszességében, az NBD1 kisérleti és szimuldcios modszerek kombinalasaval torténd vizsgalata
lehet6vé tette szamunkra a AF508 mutacié hatasanak atomi szintli jellemzését. Az eredményeink azt
mutatjak, hogy a feltekeredés soran a AF508 mutacié kedvezdtlen intramolekularis kolcsonhatasok
kialakulasahoz vezet, ami az NBDI1 a-alegységének csokkent stabilitasat eredményezi. Ez a jelenség
felhasznalhato lehet korrekcids hatoanyagok tervezéséhez. Tovabba megallapitottuk, hogy az a-alegység
potencialis célpontja lehet allosztérikus hatast kis molekulaknak, melyek a AF508 és mas NBD1 domént
destabilizal6 mutaciok hatasanak ellensulyozasara lehetnek alkalmasak. Az ilyen tipusu célzott korrektorok

segithetik a CFTR fehérje feltekeredését az NBD1 domén stabilizalasan keresztiil.
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5. Tudomanyos eredmények osszegzése

I. rész - A CFTR kloridatvonal azonositasa és az ioncsatorna-miikodés szerkezeti hatterének

feltérképezése

A disszertacid els6 felében a CFTR-kloridvezetés szerkezeti hatterének vizsgalataval, a kloridionok
ateresztésére alkalmas ioncsatorna atomi szintll feltérképezésével és jellemzésével kapcsolatos
eredményeket mutattam be. Egyfeldl egyensulyi molekula dinamikai szimuldciokat végeztiink az aktiv
allapotban megoldott, ATP-kotott és foszforilalt CFTR szerkezettel (PDB ID: 5w81). A mddszer
segitségével eldallitott szerkezeti sokasdgban meghataroztuk a kloridion CFTR fehérjén beliili atjutasi
utvonalat. A munka sordn jellemeztiik az ioncsatorna szerkezeti tulajdonsagait, a fehérje és kloridionok
kozotti kolecsonhatasokat. A CFTR ioncsatorna funkcidjara vonatkozdan Osszegyljtottik a publikalt
kisérleti adatokat és validaltuk a szimulaciokkal kapott eredményeinket. Masfel6l megvizsgaltuk a TMS8
ioncsatorna-nyitasra gyakorolt hatasat. A TM8 egy atipikus szerkezeti elem, az ABC fehérjékre nem
jellemzé moédon a membran régidban megtort. Emellett a szerkezetben a TM8 szokatlan helyzete a TM7-

et is kimozditja a homolog ABC fehérjékre jellemzd poziciojabol.

Tézis I.1. A CFTR citoszolikus részén két alternativ belépési hely is talalhato.

A CFTR szerkezeti sokasagban a nyitott szerkezetek esetén két intracellularis bemeneti porust is
megfigyeltiink (TM4/6 és TM10/12), melyeket pozitiv toltésii aminosavak vesznek koriil. Ezeknek fontos
szerepe lehet a negativ t6ltésti kloridionok elektrosztatikus vonzasaban. A szimulaciok soran a kedvez6
elektrosztatikus kolcsonhatasoknak kdszonhetéen gyakran tartozkodtak a kloridionok ezekben a régidkban.
A meghatarozott kloridion-uitvonalak a szakirodalomban talalhato6 kisérleti eredményekkel is 6sszhangban

vannak.

Tézis 1.2. Az ioncsatorna citoszolikus bemeneti szakaszan a szubsztrat mérete és toltése hatarozza

meg a szelektivitast.

Kozvetleniil az ioncsatorna bemeneti szakaszan alacsony ioncsatorna-sugarértékeket figyeltiink meg, ami
arra utal, hogy az ioncsatorna-szubsztrat méretét ez a bemeneti régio jelentosen korlatozza. A szimulaciok
soran a citoszolikus bemeneti pérusok koriili kloridion-kdlcsonhatasi helyeket hataroztunk meg. Tovabba
megfigyeltiik, hogy a kloridionok sikeresen bejutottak az ioncsatorndba, mig ezzel szemben a pozitiv toltési
kaliumionok nem alakitottak ki jelentds kdlcsonhatasokat a CFTR fehérjével, és ezek az ionok nem is

jutottak be a fehérje belsejébe.
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Tézis 1.3. A kloridvezetés potencialis korlatozo tényezdje az ugynevezett sziik keresztmetszeti régio.

srcr

ioncsatorna atmérGje ebben a régidban a nyitott konforméciokban csak kismértékben haladta meg a
kloridion méretét. Emellett, az egyensulyi szimul4cidk soran nem figyeltiink meg spontan ionatjutast, a
fehérje belsejébe bejutd kloridionok nem jutottak at a sziik keresztmetszeti région. Ezek alatdmasztjak azt

a feltételezést, hogy ennek a sziik szakasznak szerepe van az ionateresztés korlatozasaban, szabalyozasaban.

Tézis 1.4. A CFTR krio-EM szerkezetekben megfigyelhetd 8-as transzmembran hélix (TMS)

megtorése és a 7-es transzmembran hélix (TM7) elmozdulasa gatolhatja az ioncsatorna miikodését.

A zebrahal szerkezettel végzett egyensulyi szimuldciok soran azt tapasztaltuk, hogy rendkiviil alacsony volt
az ioncsatorna-nyitas aranya (0.047%). A 8-as transzmembran hélix (TMS8) torése a transzmembran
régioban a lipidek ioncsatornaba torténd betliremkedését okozzak, ami szintén hozzajarulhat a ritka
ioncsatorna-nyitashoz. Ezt a homologiamodellezéssel torténd TMS kiegyenesitése ¢s a TM7 homolog ABC
fehérjékre jellemzd pozicidba mozditasa utan kapott szerkezeti modellel végzett egyenstlyi szimulaciokkal
vizsgaltuk. Ezekben a szimulaciokban megndvekedett a kloridionok altal atjarhatova valo szerkezetek
aranya (2.038%), illetve a lipid molekulak ebben az esetben nem tudtak betiiremkedni a hélixek kozé az
ioncsatornaba. Az eredmények azt sugalljak, hogy a TM8 megtorése a szerkezetmeghatarozaskor fennalld

koriilmények kovetkezménye lehet.

Kapesolodé publikaciok: J1, J2

II. rész - A CFTR kloridcsatorna NBD1 domén mechanikai letekeredésének vizsgalata

A disszertaci6 masodik felében a CFTR kloridcsatorna NBD1 domén mechanikai letekeredésének
vizsgalataval kapott eredmények Kkeriiltek bemutatdsra. Csoportunk erdspektroszkopiai (AFM)
kisérleteihez hasonldan, azonban nagyobb felbontdsban, iranyitott molekula dinamikai szimulaciokkal
vizsgaltuk az NBD1 mechanikai letekeredését egy egyszerusitett HA-G6 modell (heavy-atom Go)
alkalmazasaval. EzekbOl a szimulacios adatokbol meghataroztuk az NBD1 maésodlagos szerkezeti
elemeinek letekeredési sorrendjét, a letekeredési utvonalakat, melynek eredménye jelentdsen hozzéjarult
az erdspektroszkopiai (AFM) kisérletekbdl kapott letekeredési mintazatok értelmezéséhez. Az S6-a-S§ core
régio a szerkezetben egy 6nallo egységet alkoto és szekvencialisan is folytonos szakasz, ebben a régidban

talalhat6 az F508 aminosav is. Azért, hogy pontosabban jellemezhessiik az F508 aminosav S6-a-S8 core
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régiora kiterjed0 hatdsat, nehéz atomokra kiterjedd, explicit oldoszer jelenlétében végzett (HA-MD)
szimulaciokkal modelleztiikk az S6-a-S8 core mechanikai letekeredését. Emellett vizsgaltuk a letekeredés
koztes szerkezeti allapotait, a letekeredés soran 1étrejovo nem-nativ kdlcsonhatasokat, valamint az F508
aminosav szerepét az NBDI1 letekeredési intermedier szerkezetek stabilizalasaban. Tovabba, az
erdspektroszkopiai kisérleti eredményekhez hasonloan meghataroztuk a HA-MD szimulaciokbol szarmazo,
S6-a-S8 core régid letekeredését jellemzo konturhossz és kontirhossz-ndvekedés értékeket. Ez a kisérleti
¢s szimulacids adatok kozvetlen Osszehasonlitasat és a kisérleti eredmények konnyebb megértését tette

lehetové.

Tézis I1.1. A AF508 mutans S6-a-S8 core régiéban az F508 aminosav hianya az S6 B-redé egy kisebb

mértékii meggyengiilését okozza letekeredési molekula dinamikai szimulaciok soran.

A masodlagos szerkezeti elemek nativ kdlcsonhatasainak letekeredés soran bekovetkezo valtozasa alapjan
meghataroztuk az S6-a-S8 core 1égio letekeredési utvonalait. Az utvonalak elemzése azt mutatta, hogy a
AF508 mutans esetén nagyobb aranyban fordul el6 a H6 a-hélix S6 -red6 elotti letekeredése (AF508: 40%,
WT: 22%). Ezt a szerkezetek csoportositasa is alatimasztotta, ugyanis mig a vad tipus letekeredésének
kezdeti szakaszan csupan egy kezdeti szerkezeti csoportot kaptunk eredményiil, mely soran az S6 B-redd
H6 a-hélix elott tekeredett le (WT centroid 1), addig a AF508 mutans esetén két kezdeti szerkezeti csoportot
sikeriilt azonositani, melyek egyikére a H6 a-hélix S6 B-redd eldtti letekeredése volt jellemzd (AF508
centroid 1 és 2). Megvizsgaltuk a masodlagos szerkezeti elemek letekeredési idopontjainak eloszlasat és
azt tapasztaltuk, hogy a mutansra jellemzd az S6 B-red6 kordbbi idépontokban torténd levaldsa. A
masodlagos szerkezeti elemek levalasi idOpontjaiban mérhetd szakitoerdk eloszlasanak vizsgalata
megmutatta, hogy a mutansra jellemz6 az S6 B-redd kisebb er6hatéasra torténd levalasa. A H6 a-hélix esetén
nem volt jelentds az eltérés a vad tipus és a mutans levalasi idopontok és szakitéerok eloszlasaban. Ezek
alapjan az S6 B-red6 gyengébb kotddése, nem pedig a H6 a-hélix erdsebb kotddése jellemzi a AF508

mutanst a mechanikai letekeredés soran.

Tézis 11.2. Az F508 aminosav és annak kdrnyezete nem-nativ kdlcsonhatasokat alakit ki, melyeknek
fontos szerepe lehet a CFTR érése soran az NBD1 feltekeredésének elinditasaban, helyes iranyba

terelésében és tamogatasaban.

Az 56-a-S8 core 1égio letekeredésének elemzése megmutatta, hogy minden esetben a letekeredés utolso
1épésében bomlik fel az F508 aminosavat is tartalmazo a-alegység. Tehat, az S6-a-S§ core letekeredése
alatt a vad tipusu szerkezet esetén az F508 aminosav végig a még feltekeredett peptidszakasz részét képezi.
A letekeredés szerkezeteinek csoportositasaval megfigyeltiik, hogy a vad tipus a letekeredése utolso 1épése

elott egy tartdsabb koztes szerkezeti allapotot is felvesz a mutanssal szemben. A kolcsonhatasok
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vizsgalataval azt tapasztaltuk, hogy az F508 és annak kdrnyezete a nativ szerkezetben nem szerepld, azaz
nem-nativ kolcsonhatasok kialakitdsdban vesz részt a letekeredés soran. Ezek szama megemelkedik a
letekeredés utolso 1épése elott, és ez az emelkedés a vad tipus esetén jelentésen nagyobb mértéki. Azaz, ez
a letekeredés soran kialakuld intermedier szerkezet nem-nativ kdlcsonhatasok révén stabilizalodhat.
Ezekben a nem-nativ kdlcsonhatasokban részt vevo aminosavak jelentds része hidrofob, melyek fontos
szerepet jatszhatnak az NBDI1 feltekeredésének korai szakaszaban, a kezdeti lokdlis feltekeredés
elinditdsaban, illetve a feltekeredés helyes irdnyba torténd terelésében. Ezt folding szimulaciokkal is
vizsgaltuk, melyek sordn az F508 és annak kornyezete szamos kolcsonhatast létesitett. A folding
szimuléaciok azt sugalljdk, hogy az F508 hianya egy, a feltekeredés szempontjabdl kedvezdtlen nem-nativ
kolesonhatas (Y515-Y512) kialakulasdhoz vezet, ellenben a megfeleld hélixorientdcid kialakuldsdhoz

fontos lehet az F508-Y512 kolesOnhatas.

Tézis I1.3. A AF508 mutacié els6sorban az NBD1 helyes feltekeredését akadalyozza meg.

A csoportunk altal végzett kisérletek eredménye azt mutatta, hogy a vad tipus és a AF508 mutans esetén
eltérd letekeredési mintazat jellemz6. Ez utalhat arra, hogy a AF508-NBD1 eltéré mechanikai ellenallassal
jellemezhet6, vagy a fehérje eldallitasi folyamatok soran a AF508 mutans jelentds mértékben helyteleniil
tekeredett fel. Ennek feloldasa érdekében letekeredési molekula dinamikai szimulacidkat végeztiink a vad
tipusu és a AF508 mutans S6-a-S8 core régioval és a kisérletekhez hasonloan meghataroztuk a letekeredési
események eloszlasat. A két modszer altal kapott eredmények Gsszehasonlitdsa azt mutatta, hogy a vad
tipusra jellemzd, kisérletek soran kapott letekeredési mintazat jol megfeleltethetd a vad tipus, szimulacios
adatokbol meghatarozott letekeredési mintazataval. A AF508 mutans kisérleti letekeredési mintazata
viszont jelentdsen eltért a AF508 mutans szimulacids letekeredési mintazattol. A két modszer altal kapott
eredmény kozotti eltérést a AF508 mutans esetén az okozta, hogy mig a szimulaciokban a jol feltekeredett,
nativ NBD1 szerkezetbdl indultunk ki a mutans esetében is, addig a kisérletek soran in vitro termelt fehérje
tartalmazhatott jol feltekert és tobbféle, hibasan feltekert fehérjepopulaciot is. Az Osszehasonlitassal
megmutattuk, hogy a kisérletekben megfigyelt eltérést nem a AF508 mutans csokkent mechanikai
ellenallasa, hanem a helyesen feltekeredett fehérjék csokkent aranya okozza. Ezt alatimasztja a kisérleti
eredményeinkbdl szamolt adat is, miszerint a kisérleti er6gorbék kétszerese volt a vad tipus esetén a nativ
S6-a-S8 core letekeredésére jellemz6 a AF508 mutanshoz képest (WT: 56%, AF508: 28%). Tovabba a BIA
molekula jelenlétében végzett AFM kisérleteink is azt mutatjak, hogy a BIA ndveli a AF508-NBD1

mechanikai letekeredéssel szembeni ellenallasat és nagymértékben stabilizalja az a-alegységet.
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Fiiggelék

1. fiiggelék tablazat

aa# z-koord., A Ioncsatorna Konduktancia Szerep a
sugar, A befolyasolasa™ kapuzasban**
336 109 2.9 + N
915 109 29
337 108 2.7 + n
322 108 2.7
918 105 22
102 104 22 +
917 104 2.2
319 103 2.4
340 103 24 +
99 102 2.6 + n
318 101 2.5
341 101 2.5 + n
921 100 )
922 100 2.2
98 100 2.2 +
315 99 29
1138 98 2.4 +
1137 98 24 +
344 97 2.7 +
96 97 2.7
345 95 3.0 +

A sziik keresztmetszeti régioban talalhato aminosavak, melyek a CFTR kloridcsatorna kiilsé és belsé iiregeit valasztjak
el. Aminosavak, melyek kisérleti tanulmanyok szerint befolyasoljak a CFTR kloridion-vezetoképességét (*), illetve
szerepiik van az ioncsatorna nyitds-zaras (kapuzas) folyamataban (**) szintén fel vannak tiintetve.
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2. fliggelék tablazat

Aminosav 1 Aminosayv 2
;. ‘ aa# aa aa aa# aa aa
Regio Allapot human human zebrahal T™# human human zebrahal M#
2 zart 303 R R 5 352 R R 6
zart 303 R R 5 989 L L 9
zart 307 S S 5 352 R R 6
zart 310 F Y 5 352 R R 6
zart 347 R R 6 924 D E 8
zart 348 M M 6 352 R R 6
zart 990 T L 9 1152 D A 12
zart 997 L L 9 1145 W W 12
zart 1001 A% A\ 9 1142 T T 12
nyitott 310 F Y 5 347 R R 6
nyitott 311 F F 5 1145 AW AW 12
nyitott 347 R R 6 351 T T 6
nyitott 997 L L 9 1145 W W 12
nyitott 997 L L 9 1149 S T 12
nyitott 1140 M L 12 1144 Q Q 12
. nyitott ] ...] 1145 . LA A 12 1. 1149 . S N 12 .
3 zart 88 L L 1 200 F F 3
zart 146 H HSD 2 192 D D 3
zart 146 H HSD 2 1089 W W 11
zart 194 G S 3 360 T M 6
zart 197 L M 3 356 AW M 6
zart 197 L M 3 357 A S 6
zart 197 L M 3 360 T M 6
zart 200 F F 3 357 A S 6
zart 1093 L L 11 1097 R R 11
nyitott 143 F F 2 1097 R R 11
nyitott 197 L M 3 353 Q Q 6
. nyitott ). 1041 K K10 1092 e, Yo 1.

1 zart 106 I 1 1 337 F F 6
zart 318 A% I 5 340 1 L 6
zart 337 F F 6 341 S S 6
nyitott 99 P P 1 341 S S 6
nyitott 211 L C 3 345 \Y A% 6
nyitott 314 G A 5 344 I M 6
nyitott 317 A% A% 5 340 | L 6
nyitott 321 S A 5 340 | L 6
nyitott 345 A% A% 6 349 A T 6
nyitott 917 Y Y 8 1134 T C 12

A nyitott és zart dllapotokra jellemzé aminosavkélesonhatasok teriiletenként: sziik keresztmetszeti régio (1), a TM
régio kozepén elhelyezkedd (2) és intracellularis oldalhoz kozel esé (3) teriilet.
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1. fiiggelék abra

Letekeredési iddpontok eloszldasa (kde plot) a vad tipus (WT) és mutans (AF508) S6-a-S8 core régioval végzett
szimuldciok esetén.

3. fliggelék tablazat

Letekeredési idok osszehasonlitasa

nw na D p
Sé 50 50 0.32 0.01
S7 50 50 0.18 0.40
S8 50 50 0.22 0.18
H3 50 50 0.20 0.27
H4 50 48 0.29 0.03
H4b 50 48 0.08 0.99
HS 50 50 0.28 0.04
Hé6 50 50 0.20 0.27

A tablazat mutatia a vad tipus (WT) és mutdins (AF508) S6-0-S8 core régio masodlagos szerkezeti elemenkénti
letekeredeési idokre szamolt Kolmogorov-Smirnov (K-S) proba eredmeényét. nw, ny: elemszam a vad tipus és a mutans
esetén; D és p: szamolt K-S statisztika és p-érték.
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2. fliggelék abra
Szakitoerok eloszlasa (kde plot) a vad tipus (WT) és mutans (AF508) S6-a-S8 core régioval végzett szimuldciok esetén.

4. fiiggelék tablazat

Szakitoerok osszehasonlitasa

nw na D p
S6 33 41 0.29 0.08
S7 18 15 0.38 0.15
S8 50 48 0.27 0.04
H3 37 43 0.29 0.06
H4 29 27 0.23 0.39
H4b 34 30 0.27 0.16
HS5 43 44 0.20 0.31
He6 48 50 0.15 0.56

A tablazat mutatja a vad tipus (WT) és mutans (AF508) S6-0-S8 core régio masodlagos szerkezeti elemenkénti
szakitoerdkre szamolt Kolmogorov-Smirnov (K-S) proba eredményét. nw, ny: elemszam a vad tipus és a mutans esetén;
D, p: szamolt K-S statisztika és p-érték.
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3. fiiggelék abra
Az S6-0-S8 core régioval vegzett letekeredési szimuldaciokbol (n=50-50) szamolt masodlagos szerkezeti elemek

letekeredési idopontjainak és a letekeredést jellemzo szakitoerdk abrazoldasa, valamint ezek eloszlasa (kde gorbék) a
(a) vad tipus és a (b) AF508 mutans konstrukciok esetén.
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5. fiiggelék abra

Az S6-a-S8 core régioval végzett letekeredési szimulaciokbol (n=50-50) szamolt nativ kontaktok aranya a vad tipus

(WT) és a AF508 esetén.
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4. fiiggelék abra

Nem-nativ kélcsonhatasok jellemzése paronkénti kozelségértékek szamitasaval. Az S6-a-S8 core régioval végzett
letekeredési szimulaciokbol (n=50-50) szamolt, a (a) vad tipus és a (b) AF508 mutans szimulaciok esetén Gsszegzett
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paronkénti kézelségértékek. Az értékeket a szimuldciok 18-25 ns iddintervalluman szamoltuk ki.
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5. fiiggelék tablazat

DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.006

WT AF508 AF508-WT
aa  aa# proximity EZEI‘: aa  aa#  proximity 2;‘:‘: aa  aa#  proximity
| 506 1460 1 546 1511 G 509 945
L 526 1443 I 506 1476 F 508 -665
I 530 1389 Y 517 1379 N 505 649
I 546 1257 G 509 1367 + vV 510 -512
Y 517 1196 1 530 1335 T 547 -320
L 548 1180 L 526 1325 S 511 -297
Y 512 1142 I 502 1182 I 546 254
V 540 1107 N 505 1128 + G 542 -228
I 502 1041 Y 512 1049 I 539 220
Q 552 1035 v 540 1023 K 503 -219
I 507 995 C 524 1014 L 548 -215
T 547 941 L 548 965 E 514 213
C 524 846 Q 552 922 I 556 -206
R 518 772 I 539 868 E 504 -201
D 529 762 I 507 808 K 536 -195
I 556 753 P 499 778 I 507 -186
VvV 510 721 + R 518 759 Y 517 183
K 503 701 + v 520 717 C 524 167
P 499 689 D 529 698 I 521 153
vV 520 668 Q 525 697 I 502 141
F 508 665 + T 547 621 D 513 138
F 533 665 F 533 611 R 516 -135
S 511 659 + I 556 547 A 523 124
I 539 649 L 541 504 + L 526 -118
Q 525 633 Q 552  -113
R 516 626 + R 553 -109
G 542 556 + E 543 -100
G 545 528 +
R 553 509 +

A letekeredés soran megfigyelt jellemzé nem-nativ kontaktusok az S6-a-S8 core MD szimuldciok esetén. A vad tipus
(WT) és a AF508 mutans S6-0-S8 core magas (>500) kozelségértékii aminosavai a szimulaciokbol. A nem-nativ
kolcsonhatasok kialakitasaban részt vevé aminosavakat *+’ karakter jeloli. Tovabba azok az aminosavak, amelyeknél
a mutans és a vad tipus kézelség-kiilonbsegének abszolut értéke egy kiiszobérték felett van: abs(kozelség-kiilonbség)

> 100.
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