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Kivonat

A cisztas fibrozis (CF) betegség kialakulasa a CFTR/ABCC7 kloridcsatorna génjében bekovetkezo
mutaciokra vezethetd vissza. A cisztds fibrozis hatterében all6 mutdciok hatdsmechanizmusanak
felderitése jelentés mértékben hozzajarulhat célzott terapias vegyiiletek tervezéséhez. A hatdanyagok
fejlesztési folyamatat nagymértékben elésegitik 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 mitkodését, ezért a kloridutvonal atomi szintii jellemzése és a kloridkonduktancia
hatasmechanizmusanak megismerése nagy jelent0séggel bir. A szerkezetvizsgald modszerek fejlodése
lehet6vé tette nagy, membranba agyazott fehérjék, mint amilyen a CFTR kloridcsatorna, atomi felbontasu
szerkezetének meghatarozasat. A  krio-elektronmikroszkopia (krio-EM) segitségével megoldott
szerkezetek lehet6séget teremtettek a CFTR ioncsatorna mitkodésének, a CFTR-kloridvezetés szerkezeti
hatterének in silico modszerekkel torténd vizsgalatara. Az itt bemutatott munka soran molekula dinamikai
szimulaciok segitségével meghataroztuk a CFTR ioncsatorna kloridion ateresztésére alkalmas ttvonalait.
Tovabba vizsgaltuk a CFTR krio-EM szerkezetekben megfigyelhetd atipikus szerkezeti elem, a 8-as

transzmembran hélix (TM8) megtorésének hatasat.

A CFTR fehérje els6 nukleotidkotd doménjét (NBD1) érintd, leggyakoribb cisztas fibrozist okozo
mutacio az 508-as fenilalanin delécidja (AF508/F508del). A AF508 megakadalyozza az NBDI1 helyes
feltekeredését (folding), ami egyrészt korai degradaciohoz vezet, masrészt a sejtek plazmamembranjaba
kijutd AF508-CFTR fehérjék mitkodését is gatolja, és ezek szerkezeti stabilitasat csokkenti. A mutaciok
ezen tipusa esetén a fehérje feltekeredésébe beavatkozva, a helyes szerkezetkialakitas tamogatasan
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 NBDI letekeredését. A kisérletek mellett a letekeredés atomi szintii jellemzését

szimulacios modszerek alkalmazasaval valdsitottuk meg.

Szimulaciés eredményeink olyan folyamatok atomi szintli leirdsat tették lehet6vé, melyeket
kisérleti modszerekkel nem, illetve csak rendkiviill alacsony felbontassal lehetséges vizsgalni. A
dolgozatomban leirt eredmények ramutatnak arra, hogy a szimulaciok és kisérleti modszerek kombinalasa,

Osszehasonlitasa nagyban hozzajarulhat molekularis szintii biologiai folyamatok megértéséhez.



1. A CFTR Kkloridion-utvonal azonositasa és az ioncsatorna-

miukodés szerkezeti hatterének feltérképezése

1.1. A tanulmany motivacidja és célkitiizései

Habar tobb organizmusbol 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) szimulaciok 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 megfigyelheté volt [1]. 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 Iétre szerkezeti
modelleket és vizsgaltdk a CFTR ioncsatornat [2]. Ezek azonban jelentésen eltérnek az ismert ABC
fehérjeszerkezetekt6l [3]. Masok molekula dinamikai szimulaciokat végeztek az ATP-kotott, zebrahal
CFTR szerkezeten (PDB ID: 5w81) alapulé homologiamodelleket felhasznalva. Az egyik tanulmanyban
metadinamikai szimulacié alkalmazasaval vizsgaltak a kapuzashoz kapcsolédé konformaciovaltozasokat
[4], illetve egy masik publikacié a CFTR lipidekkel kialakitott kdlcsonhatasairol szamol be [5]. Azonban

a kloridutvonal részletes leirasara ezek a tanulmanyok sem térnek ki.

Az aktiv allapotban meghatarozott (ATP-kotott és foszforilalt) zebrahal CFTR szerkezetre egy
tranziens zért allapotként hivatkoznak [6]. gy lehetségesnek tartottuk, hogy MD szimulaciok segitségével
a nyitott konformaciotol elvalasztd energiagat atléphetd, és ezaltal a teljes kloridionitvonal
feltérképezhetové valik. Ezért, a kloridkonduktancia szerkezeti hatterének vizsgalata céljabol molekula
dinamikai szimulaciokat végeztiink az aktiv allapotban meghatarozott zebrahal CFTR szerkezettel (PDB
ID: 5w81 [6]), és az igy eldallitott szerkezeti sokasagban olyan konformdacidkat kerestiink, amelyek
nyitott, kloridionok ateresztésére alkalmas ioncsatornaval rendelkeznek. Ez a mddszer lehetové tette a

nyitott kloridcsatorna szerkezeti tulajdonsagainak vizsgalatat, a fehérje-ion kolcsonhatasok jellemzését.

A krio-EM CFTR szerkezetek tobbségében a TM7 és a TMS 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 TMS8-nak és megtorésének fontos szerepe van az ioncsatorna nyitasaban [6]—
2



[9]. A krio-EM CFTR szerkezetekben megfigyelt szokatlan tulajdonsagok azonban okozhatjak a
kloridcsatorna zart allapotat eme térszerkezetek esetén. A TM7 és TMS8 ioncsatorna-nyitasra gyakorolt
hatdsanak vizsgalata céljabol egy kozeli CFTR rokon fehérje (MRP1) szerkezete alapjan
homolégiamodellezéssel allitottunk eld egy olyan modellt, melyben a TMS8 és a TM7 is a homolog ABC
fehérjékhez hasonloéan helyezkedik el, valamint a TMS a torés nélkiil szerepel. Az igy eldallitott modellel

a zebrahal krio-EM szerkezethez hasonléan MD szimulé4ciokat végzetiink.
1.2. Eredmények ismertetése

A disszertacio els6 felében a CFTR-kloridvezetés szerkezeti hatterének vizsgalataval, a kloridionok
ateresztésére alkalmas ioncsatorna atomi szintli feltérképezésével és jellemzésével kapcsolatos
eredményeket mutatom be. Egyfeldl egyensulyi molekula dinamikai szimulaciokat végeztiink az aktiv
allapotban megoldott, ATP-kotott és foszforilalt CFTR szerkezettel (PDB ID: 5w81). A moddszer
segitségével eldallitott szerkezeti sokasagban meghataroztuk a kloridion CFTR fehérjén beliili atjutasi
utvonalat. A munka soran jellemeztiik az ioncsatorna szerkezeti tulajdonsagait, a fehérje és kloridionok
kozotti kolecsonhatasokat. A CFTR ioncsatorna funkcidjara vonatkozoan 0Osszegyljtottiik 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 régioban megtort. Emellett a szerkezetben a TM8 szokatlan helyzete a TM7-

et is kimozditja a homolog ABC fehérjékre jellemzd pozicidjabal.



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

A CFTR szerkezeti sokasagban a nyitott szerkezetek esetén két intracellularis bemeneti porust is
megfigyeltiink (TM4/6 és TM10/12), melyeket pozitiv toltésti aminosavak vesznek koriil. Ezeknek fontos
szerepe lehet a negativ toltésii kloridionok elektrosztatikus vonzasaban. A szimulaciok soran a kedvezd
elektrosztatikus kolcsonhatasoknak koszonhetéen gyakran tartozkodtak a kloridionok ezekben a
régiokban. A meghatarozott kloridutvonalak a szakirodalomban talalhatd kisérleti eredményekkel is

Osszhangban vannak.

1. dbra — A konformdcios sokasagban detektilt kloridion-uitvonal két belépési ponttal rendelkezik az
intracellularis oldalon. A kioridvezetésre alkalmas utvonalakat az ATP-hez kotott CFTR-szerkezettel (PDB ID:
Sw8l) végzett 22 egyensulyi szimulaciobdl egy trajektoriaban sikeriilt azonositani. A legjobb pontszamot elért
utvonalakat az ioncsatornat béleld aminosavak helyzete alapjan csoportositottuk. Piros szinii gyongydk
reprezentdljak a Caver program segitségével azonositott uitvonalakat. A belépési helyek kornyékén pozitiv toltéssel
rendelkezd intracellularis aminosavakat kék palcikak jelélik. A Lasso/L0 régio, a TMDI, TMDZ2, NBD1 és NBD2
domének sotétzéld, halvanyzdld, zold, sarga és narancssarga szinek jelolik. A TMS8 régioban a porusba betiiremkedd
lipidmolekuldkat fekete pdlcikik jelzik. (a-c) A TM4/6 hélixek kozétti belépési ponttal indulo utvonalak. (d) A
TM10/12 hélixek kozétt nyilo, alacsonyabb pontszamu utvonalak. Az (a-b, d) oldalnézet a lipid kettosréteg sikjabol,
és a (c) feliilnézet az extracellularis tér iranydabol.



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 jelentdsen 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
toltésti kaliumionok nem alakitottak ki jelents kdlcsonhatasokat a CFTR fehérjével, és ezek az ionok

nem is jutottak be a fehérje belsejébe.
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2. abra — A kloridion-csatorna két helyen is besziikiil a megfigyelt kloridion-utvonal mentén. (a) Az dsszes nyitott
ioncsatornabol szarmazo Caver gyongy sugarat atlagoltuk a z-koordindta mentén. A tagas transzmembran régioban
elhelyezkedd iireget nagy értékek jellemzik (akdr r=4 A), mig a citoszolikus régioban, valamint az extracelluldris
oldali membrdn réteg magassigaban 16v6 szitk keresztmetszetii szakaszok 2-2,5 A kozotti sugarértéket mutatnak. Az
extracellularis oldali membran réteg teriiletén elhelyezkedo sziik szakaszt a vilagos korallszinii doboz teriilete jeloli
ki. (b) A transzmembran domének 3D szerkezetei az ioncsatorna profilianak kontextusaban lathatok, az
extracellularis oldali membran réteg magassagaban elhelyezkedd ioncsatornaalkoto aminosavakat piros palcikak

jelélik.



Tézis 1.3. A kloridvezetés potencialis korlatozo tényezdje az iigynevezett sziik keresztmetszeti régio.

crcr

Az ioncsatorna atmérdje ebben a régioban a nyitott konformaciokban csak kismértékben haladta meg a
kloridion méretét. Emellett, az egyensulyi szimulaciok soran nem figyeltiink meg spontan ionatjutast, a
fehérje belsejébe bejutd kloridionok nem jutottak at a sziik keresztmetszeti région. Ezek alatadmasztjak azt
a feltételezést, hogy ennek a szik szakasznak szerepe van az ionateresztés korlatozasaban,

szabalyozéasaban.
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3. dabra — Az egyensulyi szimuldciok sordan a kloridionok bejutottak az ioncsatorndba, de nem haladtak dt a
membran région. (a) A fehérjébe belépd két kloridion helyzetét kék vonalak mutatjak (#1 vilagoskék és #2 kék). A
fekete vonalak a membran kettosrétegének hatarait jelzik, amelyeket a POPC molekulak foszfor atomjainak
tomegkozéppontja hataroz meg. Fiiggdleges vonalak (lila) jelolik a nyitott utvonallal rendelkezd konformdciokat. (b)
kiindulasi szerkezet kontextusaban. Ennek a kloridionnak és a fehérjének a kdlesénhatasi gyakorisagat a szerkezetre
vetitettem (pdlcika jeldlésii aminosavak), zéldtél (alacsony) pirosig (magas) szinkodoltam. A legmagasabb
kolcsonhatasi frekvenciaju aminosavak a K95 és az R134 (piros).



Tézis 1.4. A CFTR krio-EM szerkezetekben megfigyelheté 8-as transzmembran hélix (TMS8)

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

A zebrahal szerkezettel végzett egyensulyi szimulaciok 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 TMS8 kiegyenesitése ¢s a TM7 homolog
ABC fehérjékre jellemzd pozicioba mozditasa utdn kapott szerkezeti modellel végzett egyenstlyi
szimulaciokkal vizsgaltuk. Ezekben a szimulaciokban megnovekedett a kloridionok altal atjarhatova valo
szerkezetek aranya (2.038%), illetve a lipid molekuldk ebben az esetben nem tudtak betiiremkedni a
hélixek ko6zé¢ az ioncsatorndba. Az eredmények azt sugalljdk, hogy a TMS8 megtorése a

szerkezetmeghatarozaskor fennalld koriilmények kovetkezménye lehet.
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4. dbra — A kiegyenesitett TMS8 gyakoribb ioncsatorna-nyitist eredményez a szimuldciokban, valamint az
ioncsatorna sem nyitott a lipidmolekulik felé az extracellularis oldalon. A (a) megtort TM8 a zebrahal
szerkezetben (piros) és az egyenes TM8 az MRP1 szerkezetén alapulo homologiamodell (narancssarga) esetén. (c-d)
A teljes zebrahal CFTR szerkezetének , cartoon” és felszin dabrazolasa. Fekete gyongydk jelolik a megfigyelt
kloridutvonalakat. (b) Extracellularis oldali nézete az illesztett CFTR (halvanyciin) és homoldogiamodell
(halvanylila) szerkezeteknek (TMDI1-2). CFTR TMS8 (piros) és TM7 (magenta), homoldgiamodell TMS8
(narancssarga) és T™7 (kék).

Kapesol6dé publikaciok: J1, J2



2. A CFTR kloridcsatorna NBD1 domén mechanikai

letekeredésének vizsgalata

2.1. A tanulmany motivacidja és célkitiizései

Szamos cisztés fibrozist (CF) okozé mutécio érinti a CFTR fehérje els6 nukleotidk6té doménjét (NBD1).
Ezek koziil a leggyakoribb, az 508-as fenilalanin delécidja (AF508). A AF508 mutécio a fehérje érése
soran rossz iranyba tereli az NBD1 feltekeredését, melynek kovetkeztében a termelt fehérje jelentds
mennyisége degradalddik [10], [11]. Kisebb hanyada eljuthat ugyan a sejtmembranba, azonban a mutacid
a hibas feltekeredés mellett a CFTR funkciojat és stabilitdsat is csokkenti [12]. A jelenleg hasznalatban
1évo, a CFTR funkcionalis expressziojat helyreallitdé gyogyszerek hosszutavu hatékonysaga még kétséges
[13]-[15]. Az alkalmazott vegyiiletek tobbnyire az érett, sejtmembranba kijutott fehérjék stabilizalasat
célozzdk, azonban a fehérjék nem megfeleld feltekeredése esetén nem nytjtanak tokéletes megoldast. A
mutaciok ezen tipusa esetén a terapids hatékonysag fokozasat a fehérje feltekeredésébe beavatkozva, a
helyes szerkezetkialakitds tamogatasan keresztiil lehetne elérni. Hatékony vegyiiletek tervezéséhez
azonban elengedhetetlen a CFTR szerkezetének és dinamikéajanak atomi szintli ismerete, valamint az

NBDI1 feltekeredésének részletes leirasa.

Korabbi tanulmanyok vizsgaltak az NBD1 feltekeredését [16]-[19], ezek a kisérleti mdodszerek
azonban alacsony felbontdsuak. Az izolalt vad tipusu és AF508 mutans NBD1 biofizikai modszereket
alkalmaz6 vizsgalatai a mutans domén jelentdsen csokkent mértékli olvadasi hémérsékletét mutattak ki
[20], [21]. A AF508 okozhat kiilonbséget az NBD1 stabilitdsaban 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

NBDI1 esetén.

Erdspektroszkopiai modszerek alkalmazasaval sikeresen vizsgaltak mar fehérjék mechanikai
letekeredését, a letekeredési erdvel szemben mutatott ellenallasat [22]-[25]. Ezért csoportunk atomero-
mikroszkop (AFM) kisérletekkel tanulméanyozta az NBDI letekeredését. Habar ezek a kisérletek
valdsaghoz kozeli adatokat szolgaltatnak, sokszor nehezen értelmezhetdek és felbontasuk is alacsony.
Ezek a problémak kikiiszobolhetéek iranyitott molekula dinamikai szimulaciok alkalmazésdval. A
modszer eldnye, hogy az erdspektroszkopiai kisérletekhez hasonldan vizsgalhatd fehérjék mechanikai
letekeredése. A letekeredési szimuldciok sordn megfigyelt erdcstcsokhoz konnyen hozzarendelhetdk a
letekeredési események, valamint lehetvé teszi a fehérjeletekeredés atomi szintii jellemzését is [26], [27].
Igy a kisérletekhez képest nagyobb felbontasban, pontosabban leirhatok a szerkezeti elemek letekeredési
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sorrendje, a letekeredési utvonalak. A szimulacidos moédszer eldnyeit kihasznalva célul thztik ki a
kisérletek segitségével meghatarozott letekeredési utvonalak részletesebb feltérképezését. Ehhez
letekeredési (pulling) molekula dinamikai szimulaciokkal, egy egyszerisitett, szerkezet alapti Go modellt
[28] alkalmazva vizsgaltuk az NBD1 letekeredését. Az egyszerisitett modellre az NBD1 méretébdl (~205

aminosav) adodoan volt sziikségiink.

Biofizikai mddszerek segitségével kimutattadk, hogy a AF508 mutacié termodinamikailag és
kinetikailag is destabilizalja az NBD1-et és feltehet6leg hozzajarul lokalisan kedvezd energetikaju off-
pathway intermedier szerkezetek kialakulasahoz. Masok spektroszkopiai modszerekkel vizsgaltak az
NBDI1 feltekeredésének folyamatat. Megallapitottak, hogy az F508 aminosav fontos koélcsonhatasokat
hozhat létre a feltekeredés soran, és feltételezik, hogy ezeknek szerepe lehet a folding helyes iranyba
torténd terclésében. Emellett azt is kimutattak, hogy a AF508 mutacidé hatassal van a feltekeredés
sebességére, ami okozhatja a kiilonbozé régiok nem megfelelden idozitett feltekeredését, illetve nem
megfeleld helyre torténd illeszkedését a doménen beliil [16]-[18], [29], [30]. A folding kritikus elemei az
S8 és S7 B-redok. Ezek szintézise az a-alegység utan kovetkezik be, azonban a katalitikus domén N-
termindlis régidja és az a-alegység kozé sziikséges illeszkednitlik. A folding folyamatat vizsgald kutatasok
eredményei arra utalnak, hogy ezt az illeszkedést az a-alegység gyors feltekeredése, illetve nem

megfeleld kdlcsonhatasok kialakitasa gatolhatja [17], [18].

Az S8, S7 és S6 P-reddk, valamint az a-alegység a szerkezetben egy Onalld 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 talalhaté az F508 aminosav is,
melynek delécioja akadalyozza a CFTR helyes feltekeredését. Azért, hogy pontosabban jellemezhessiik
az F508 aminosav S6-0-S8 core régiora kiterjedd hatasat, nehéz atomokra kiterjedd, explicit viz
molekuldk jelenlétében végzett MD szimulaciokkal vizsgaltuk az S6-0-S8 core letekeredési itvonalait, a
letekeredés koztes szerkezeti allapotait és a letekeredés soran létrejové nem-nativ kdlesonhatasokat mind
a vad tipust (WT), mind pedig a AF508 mutaciot hordozo S6-a-S8 core régid esetében. Tovabba, célul
tliztik ki a szimulaciok és az AFM kisérletek sordn kapott erdgdrbék elemzésével a letekeredés

1épéseinek kdzvetlen dsszehasonlitasat is.

A BIA (5-bromoindol-3-ecetsav) egy kis molekula, mely potencidlisan hathat az NBDI
feltekeredésére. Mivel a BIA stabilizalta az NBDIl-et a termikus letekeredéssel szemben [31],
valdsziniileg az NBD1 feltekeredését kovetéen is a doménhez kotddve marad. A BIA kotéhelyének
megismerése terapias jelentGséggel birhat. Egyrészt, mivel ez az ismeret segitheti a BIA molekula
attervezését Uigy, hogy novekedjen annak hatékonysaga. Masrészt hozzajarulhat Gjabb, az adott helyhez

ko6todo molekulak tervezéséhez. Ezért csoportunk tovabbi célkitlizése a BIA-korrekcidé mechanizmusanak,



kotohelyének feltarasa volt. Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy BIA hozzaadasa mellett az NBD1

mechanikai letekeredéssel szembeni ellenallasa megvaltozik-e.
2.2. Eredmények ismertetése

A disszertdci6 masodik felében a CFTR kloridcsatorna NBD1 domén mechanikai letekeredésének
vizsgalataval kapott eredményeket mutatom be. Csoportunk erdspektroszkopiai (AFM) kisérleteihez
hasonldan, azonban nagyobb felbontasban, iranyitott (letekeredési) molekula dinamikai szimulaciokkal
vizsgaltuk az NBD1 mechanikai letekeredését egy egyszertsitett HA-Go modell (heavy-atom GO)
alkalmazasaval. Ezekbdl a szimulacios adatokbol meghatiroztuk az NBD1 masodlagos szerkezeti
elemeinek letekeredési sorrendjét, a letekeredési utvonalakat, melynek eredménye jelentdsen hozzajarult
az er6spektroszkopiai (AFM) kisérletekbodl kapott letekeredési mintazatok értelmezéséhez. Az F508
aminosav S6-0-S8 core régiora kiterjedd hatasanak vizsgalata céljabol nehéz atomokra kiterjedd, explicit
oldoszer jelenlétében végzett (HA-MD) szimulaciokkal modelleztik az S6-a-S8 core mechanikai
letekeredését. Emellett vizsgaltuk a letekeredés koztes szerkezeti allapotait, a letekeredés soran 1étrejovo
nem-nativ kolcsonhatasokat, valamint az F508 aminosav szerepét az NBD1 letekeredési intermedier
szerkezetek stabilizalasaban. Tovabba, az erOspektroszkopiai kisérleti eredményekhez hasonldan
meghataroztuk a HA-MD szimulaciokbol szarmazod, S6-a-S8 core régid letekeredését jellemzd
kontirhossz és kontirhossz-novekedés értékeket. Ez a kisérleti és szimulacidos adatok kozvetlen

Osszehasonlitasat és a kisérleti eredmények konnyebb megértését tette lehetdveé.

Tézis II.1. A AF508 mutans S6-0-S8 core régioban az F508 aminosav hiinya az S6 P-redd 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 1égid letekeredési utvonalait. Az utvonalak elemzése azt mutatta, hogy a
AF508 mutans esetén nagyobb aranyban fordul el6 a H6 a-hélix S6 B-redo elétti 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-red6 H6 a-hélix eldtt tekeredett le (WT centroid 1), addig a AF508 mutans esetén két
kezdeti szerkezeti csoportot sikeriilt azonositani, melyek egyikére a H6 o-hélix S6 [B-redd elétti
letekeredése volt jellemzé (AF508 centroid 1 és 2). Megvizsgaltuk a masodlagos szerkezeti elemek
letekeredési idépontjainak eloszlasat és azt tapasztaltuk, hogy a mutansra jellemz6 az S6 B-redé korabbi
idépontokban torténd levaldsa. A masodlagos szerkezeti elemek levalasi idépontjaiban mérhetd
szakitoerok eloszlasanak vizsgalata megmutatta, hogy a mutansra jellemz6 az S6 B-red6 kisebb er6hatasra

torténd levalasa. A H6 o-hélix esetén nem volt jelentds az eltérés a vad tipus és a mutans levalasi
10



idépontok és szakitderok eloszlasaban. Ezek alapjan az S6 B-redé gyengébb kotddése, nem pedig a H6 a-

hélix er6sebb kotddése jellemzi a AF508 mutanst a mechanikai letekeredés soran.
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5. 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 mutdns szimulaciokbol szarmazo koztes szerkezeteket a kontakt
RMSD mint pdros tavolsagi metrika segitségével klasztereztiik. Az eredményiil kapott csoportok centroid elemeit
csillagok jelolik, az ezeknek megfeleld szerkezetek pedig a jobb oldali paneleken (b, d) lathatok. A sziirke teriilet
kiemeli a vad tipusu S6-0-S8 core régioban jelen 1évé, viszont mutansbol hianyzo szerkezeti csoportot. Nyilhegyek
jelolik az egyes masodlagos szerkezeti elemek nativ kontaktusok aranya alapjan szamitott atlagos letekeredési
iddpontjait.
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6. abra — A AF508 mutdns esetén az S6 f-redo kisebb erd hatdsdra levalt a letekeredések egy része sordn, mig a
H6 a-hélix szakitoerdk eloszlisa nem kiilonbozott. A vad tipus (WT) és a mutans (AF508) S6-0-S8 core régioval
veégzett AA-MD szimulaciokbol szamolt szakitoerdk eloszlasa az S6 f-redd és a H6 a-hélix masodlagos szerkezeti
elemek esetén. (a) A WT (sotétkék) és AF508 (magenta) esetén szamolt S6 és H6 szakitoerdk eloszliasa azonos
grafikonon dbrazolva. (b) A WT és a AF508 esetén szamolt S6 (vilagoskék) és H6 (z6ld) szakitoerdk eloszlasa kiilon-
kiilon grafikonon abrazolva.
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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 S6-0-S8 core régid letekeredésének elemzése megmutatta, hogy minden esetben a letekeredés utolso
1épésében bomlik fel az F508 aminosavat is tartalmazo o-alegység. Tehat, az S6-0-S8 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
utols6 1épése elott egy tartosabb koztes szerkezeti allapotot is felvesz a mutanssal szemben. A
kolesonhatasok vizsgalataval azt tapasztaltuk, hogy az F508 és annak kdrnyezete a nativ szerkezetben
nem szerepld, azaz nem-nativ kolcsonhatdsok kialakitasdban vesz részt a letekeredés soran. Ezek szdma
megemelkedik a letekeredés utolsé 1épése elbtt, €s ez az emelkedés a vad tipus esetén jelentésen nagyobb
meértékll. Azaz, ez a letekeredés soran kialakuld intermedier szerkezet nem-nativ kolcsonhatasok révén
stabilizal6dhat. Ezekben a nem-nativ k6lcsonhatdsokban részt vevé aminosavak jelentds része hidrofob,
melyek fontos szerepet jatszhatnak az NBDI1 feltekeredésének korai szakaszaban, a kezdeti lokalis
feltekeredés elinditasaban, illetve a feltekeredés helyes iranyba torténé terelésében. Ezt folding
szimulaciokkal is vizsgaltuk, melyek soran az F508 és annak kornyezete szamos kdlcsonhatast 1étesitett.
A folding szimulaciok azt sugalljak, hogy az F508 hianya egy, a feltekeredés szempontjabol kedvezotlen
nem-nativ kolesonhatas (Y515-Y512) kialakulasdhoz vezet, ellenben a megfeleld hélixorientacio

kialakulasahoz fontos lehet az F508-Y 512 kolcsonhatas.

13



100 — WT
90 —— AF508

80
70
60
50
40

Nem-nativ kontakt, %

30

[d8, ns

1750 . WT

s AF508
b
>

L lillu“l
w

I |‘|||| Ii.
>

F508 H4 H5

1507
1530
1546

e |_526
1533
1539
540
L548
e ()552

1500
1250
1000
©o
8

750

500

250

o

Osszegzett kozelségi érték
P499
1502
. |506
Y512

G500 mm.
NSOSI

w
T mmm————

. 0524

I l“.h .

T T T T T i e T T e e e e e Tk e T,m e i, o
© 0
ret [l
-4 [a]

,_.

V 520 1| — V520

F 490
S 495
Y 515
Q 525
1530
E 535
V 540
G 545
G 550
R 555 -—
L 570

H
Szekvencia

7. dbra — Megndovekedett szamiui nem-nativ kélcsonhatds jellemzo a vad tipus S6-a-S8 core régio letekeredésére. A
szimuldciok soran kapott (a) nem-nativ kontaktok aranya a vad tipus (WT) és a AF508 mutans esetén (n=50-50). A
nem-nativ kontaktok aranya a 18-25 ns idésavban mindkét peptid konstrukcio esetén megemelkedett, azonban ez a
WT esetén jelentésebb. (b) Pdlcika reprezentdcio jeldli a letekeredés utolso lépése eldtti WT esetén megfigyelt
szerkezeti csoportban, a hidrofob magot kialakité aminosavakat. (¢) Az aminosavanként osszegzett kozelségi értékek.
Ez alapjan hataroztuk meg, hogy az egyes aminosavak milyen mértékben vettek részt nem-nativ kélcsonhatdsok
kialakitasaban az utolso letekeredési intermedier szerkezet esetén.
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8. abra — Az F508 és kornyezete lokadlis kolcsonhatdasokat alakit ki a REX-DMD folding szimuldciok sordn. (a) A
REX-DMD (replikacsere diszkrét molekula dinamika) folding szimuldaciokban a legmagasabb hémérsékleten
eléfordulo konformdciokban megfigyelt paronkénti aminosav kontakt-gyakorisdgot kiszamitottuk, és az egyes
aminosavak dsszesitett kontaktértékeit abrazoltuk. (b) A hidrofob aminosavak konformacicja a nativan feltekeredett
NBDI-ben. (c) Az F508-Y512 és az F508-Y515 gyakori nem-nativ kélcsonhatasok a folding szimuldaciokban. (d) Az
F508 aminosav hianya az 508-512-es régio hurokképzédésének kisebb valdszintiségét eredményezi, ami
kedvezétleniil befolyasolhatja az NBD1 feltekeredését.
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Tézis 11.3. A AF508 mutacio 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-NBDI1 eltér6 mechanikai
ellenallassal jellemezhetd, vagy a fehérje eldallitasi folyamatok soran a AF508 mutans jelentés mértékben
helyteleniil tekeredett fel. Ennek feloldasa érdekében letekeredési molekula dinamikai szimulaciokat
végeztink a vad tipusi és a AF508 mutins S6-a-S8 core régidval és a kisérletekhez hasonldan
meghataroztuk a letekeredési események eloszlasat. A két moddszer altal kapott eredmények
Osszehasonlitasa azt mutatta, hogy a vad tipusra jellemzd, kisérletek soran kapott letekeredési mintazat jol
megfeleltethetd a vad tipus, szimulacids adatokbol meghatarozott letekeredési mintdzataval. A AF508
mutans kisérleti letekeredési mintazata viszont jelent6sen eltért a AF508 mutans szimulacios 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 dsszehasonlitdssal megmutattuk, hogy a kisérletekben megfigyelt eltérést nem a
AF508 mutans csokkent mechanikai ellenallasa, hanem a helyesen feltekeredett fehérjék csdkkent aranya
okozza. Ezt alatamasztja a kisérleti eredményeinkb6l szamolt adat is, miszerint a kisérleti erégorbék
kétszerese volt a vad tipus esetén a nativ S6-a-S8 core letekeredésére jellemzé a AF508 mutanshoz képest
(WT: 56%, AF508: 28%). Tovabba a BIA molekula jelenlétében végzett AFM kisérleteink is azt mutatjak,
hogy a BIA noveli a AF508-NBD1 mechanikai letekeredéssel szembeni ellenallasat és nagymértékben

stabilizalja az a-alegységet.
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9. abra — A vad tipus S6-a-S8 core szimuldcios és kisérleti adat-erogorbékbol meghatarozott kontiurhossz-
novekedés eloszlasok (Ak) kozott nagymértékii a hasonlosdag. A hisztogramok a referencia ponttol szamolt
(SUMO domén letekeredési eseménytol mért) kisérleti konturhossz-novekedéseket (Ak) mutatiak (WT, n = 126;
AF508, n = 178). A szerkezet és a szimulaciok alapjan vart hossznovekedéseknek megfeleld Ak értékeket
szaggatott vonalakkal jeloltiik. A szimuldcios erégorbékbdl szamolt Ak ertékek eloszlasat (kernel density
estimate, kde) a szines vonalak mutatjak (kék -WT, z6ld - AF508).
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3. Osszefoglalas

Molekula dinamikai szimulacidink lehetdvé tették a CFTR kloridcsatorna kloridion-utvonalanak atomi
szinti jellemzését, valamint a CFTR NBDI domén letekeredésének szintén atomi részletességii
vizsgalatat, melyek kisérleti moddszerekkel rendkiviil nehezen és csupan alacsony felbontassal
vizsgalhatok. A dolgozatomban bemutatott eredmények azt mutatjdk, hogy a szamitdsos és kisérleti

modszerek kombinalédsa, 6sszehasonlitdsa segitheti molekularis szintli biologiai folyamatok megértését.

A kloridutvonal feltérképezése soran kapott, a szerkezetre vonatkozd atomi szinti eredmények
hozzajarulhatnak a CFTR fehérje funkciojat vizsgalo kisérletek eredményeinek értelmezéséhez. Emellett
hasznos adatokkal szolgalhatnak a kloridcsatorna miikddését gatldé mutaciok hatdsmechanizmusanak

megértéséhez €s ezek helyredllitasat célzo vegyiiletek fejlesztéséhez.

Az NBDI1 kisérleti és szimulaciés modszerek kombinalasaval torténd vizsgalata lehetové tette
szamunkra a AF508 mutacio hatasanak atomi szintii jellemzését. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a
feltekeredés soran a AF508 mutacid kedvezdtlen intramolekularis kélcsonhatasok kialakulasahoz vezet,
ami az NBD1 a-alegységének csokkent stabilitasat eredményezi. Ez a jelenség felhasznalhatoé korrekcios
hatéanyagok tervezéséhez. Tovabba megallapitottuk, hogy az a-alegység potencialis célpontja lehet
allosztérikus hatasu kis molekulaknak, melyek alkalmasak lehetnek a AF508 és mas NBDI1 domént

destabilizal6 mutaciok hatasanak ellensulyozasara.
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