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Abreviatures i acronims






ABC: ATP Binding Cassette

ABCD: Agenésia bilateral de conductes deferents

ABP: ATP Binding Pocket

A2b-R: Receptor d'adenosina 2b

ADP: Adenosina 5’-difosfat

AMPc: Adenosina 3'-5"-monofosfat ciclica

AMPK: Adenosina monofosfat quinasa/ proteina quinasa activada per AMP
AFT: Tripéptids estructurats per arginines

ASL: airway surface liquid

ATP: Adenosina 5’-trifosfat

AUCD: Agenésia unilateral de conductes deferents

AZ: Azoospérmia

B: Bronquiectasies

B2-AR: Receptor adreneérgic B2

BCA: acid bicinconinic

Br: Bronquitis

C: Capacitancia

CaCC: Calcium activated chloride channel

CAL: CFTR-associated ligand

CAP70: CFTR-associated protein, 70kDa

cDNA: acid desoxiribonucleic complementari

C/EBP: CCAAT-enhancer binding protein

CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CHIP: Carboxyl terminus of Hsp70 interacting protein
CK2: Proteina quinasa 2

COP: Complex del coatamer

CRE: element de resposta a cAMP

Csps: Cysteine-string proteins

Cx: Conexina

Da: Dalton

DGGE: denaturing gradient gel electrophoresis

dHPLC: denaturing high pressure liquid chromatography
DHS: DNasa | Hipersensitive site

DMEM: medi d’Eagle modificat per Dulbecco

DNA: acid desoxiribonucleic

D.O.: densitat optica

DTT: 1,4-ditiotreitol-treo-1,4-dimercapto-2,3-butanodiol

ECL: enhanced chemiluminescence



EDTA: acid etilendiaminotetraacetic

ENaC: Epithelial Sodium Channel

ER: Reticle endoplasmatic

ERAD: Endoplasmic reticulum associated degradation
ERC: Compartiment de reciclatge endosomal
ERQC: Endoplasmic reticulum quality control
FQ: Fibrosi Quistica

G: Conductancia

GFP: proteina verda fluorescent

Gi: Proteina inhibidora d’uni6 a GTP

Gs: Proteina que uneix GTP

GTP: Guanosina 5’-trifosfat

Hepes: acid N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonic
HEK293: Human Embryonic Kidney 293 cells
HRP: horseradish peroxidase

Hsp: Heat shock protein

I: Intensitat de corrent

IL: Ili meconial

IP: Insuficiéncia pancreatica

Kb: kilobases

LB: medi Luria Bertrani

mEq: miliequivalents

mRNA: acid ribonucleic missatger

MSD: Membrane spanning domain / TMD: Transmembrane domain
N: Nombre de molécules

NBD: Nucleotide binding domain

NHERF: Na*/H™ exchanger regulatory factor
PT: Pneumotorax

ORCC: Outwardly rectifying chloride channel
OZ: Oligozoospermia

PBS: Phosphate buffered saline

PC: Pancreatitis cronica

PCL: capa de liquid periciliar

PCR: reaccio en cadena de la polimerasa
PFA: Paraformaldehid

PKA: proteina quinasa dependent de AMPc
PKC: proteina quinasa C

PMSF: fluorur de fenil metil sulfonil



Po: Probabilitat d’obertura

R: Domini regulador

ROMK: Inward rectifier potassium channel

SDS: dodecilsulfat sodic

SDS-PAGE: electroforesi en gel de poliacrilamida en preséncia de SDS
SLC26: Solute-linked carrier 26

SNAP23: Synaptosome associated 23kDa protein

SP: suficiéncia pancreatica

SSCP: single strand conformation polymorphism assay
SV40: simian virus 40
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Introduccio

I-1. Fibrosi Quistica

La Fibrosi Quistica (FQ; MIM# 219700) és una de les malalties letals més comuns
en les poblacions d’origen caucasic, amb heréncia autosoOmica recessiva. El seu
fenotip clinic es caracteritza per l'acumulacié de moc viscdés en organs exocrins,
amb conseqléncies patologiques en el tracte respiratori, gastrointestinal i
urogenital. La FQ té gran heterogeneitat clinica.

Mutacions al gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
ABCC7; MIM# 602421) sén responsables de la malaltia. Aproximadament, 1 de
cada 2500 nadons manifesten la malaltia, amb una freqliéncia de 1/25 portadors de
mutacions al gen CFTR, encara que dependra de l'origen geografic i etnic de les
poblacions (1). Fins al moment, ja s’han descrit més de 1600 mutacions en el gen
CFTR (veure Cystic Fibrosis Mutation Database:

http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). Gairebé el 70% dels al.lels mutants porten

una delecié de tres parelles de bases al codé 508 (p.F508del).

I-2. Antecedents de la malaltia

El primer cop que s'empra el terme Fibrosi Quistica va ser per Dorothy Andersen al
1938 (2), ja que va observar un moc obstructiu en els conductes glandulars en la
autopsia d’uns infants desnodrits, que va denominar “Fibrosi quistica del pancrees”
per poder distingir-los d’altres pacients celiacs. La malaltia es caracteritzava per la
preséncia de lesions en el pancrees i la perdua de secrecié d’enzims pancreatics
que donaven lloc a una desnutricid, i en conseqliencia van interpretar que
aquestes alteracions provocaven una major vulnerabilitat a infeccions pulmonars. Al
1946, Andersen i Hodges van observar que es tractava d‘una malaltia d’origen
genetic i que es transmetia amb un patrd autosomic recessiu (3).

Més endavant, un jove pediatra, Paul di Sant’ Agnese, va descriure per primer cop,
gue hi havia un excés de clorur sodic en la suor dels nens afectats per FQ (4). Pero
no va ser fins 10 anys més tard que Gibson i Cooke (5) van establir un métode de
guantificacié de la concentracié de sals a la suor per poder ser utilitzat com a test
de diagnostic de la malaltia. L'any 1983, Paul Quinton va identificar el transport
anormal de clorur en les glandules de la suor de les cél-lules epitelials (6); i al
mateix temps, Knowles i col-laboradors (7) i Boucher i col.laboradors (8) van

observar un increment en la reabsorcié del sodi en I'epiteli respiratori.
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El gen CFTR s’identifica per técniques de clonatge posicional al 1989 (9-11). Tres
grups de recerca van estar implicats, Lap-Chee Tsui i John Riordan del “Hospital for
Sick Children”, Toronto, i Francis Collins de la Universitat de Michigan. Va ser el
primer gen trobat per clonatge posicional, la funcid del qual es desconeixia
completament. Un cop clonat, la década dels 90 es converti en una época on
s’'avanca considerablement en el coneixement de l'estructura i la funcid del
producte del gen, convertint-se el gen i el seu producte en potencials dianes
terapeutiques.

Actualment es diagnostiquen FQ aquells pacients que presenten una disfuncio en el

canal de clorur regulat per AMPc, és a dir, en el canal CFTR.

I-3. Manifestacions cliniques de la fibrosi quistica

La FQ és una malaltia multisistémica. Els simptomes de la malaltia no segueixen la
mateixa severitat en tots els individus afectats, manifestant-se amb una gran
variabilitat clinica. La pérdua de funcid pulmonar és el principal problema en els
malalts amb FQ.

Tenint en compte la gran heterogeneitat clinica observada entre els malalts amb
FQ, THE DIAGNOSTIC WORKING GROUP va proposar la segient classificacio (12),
basada en els nivells de clorur a la suor i la preséncia de manifestacions cliniques
associades a la malaltia: un diagnostic de Fibrosi Quistica classica o tipica el
rebran aquells pacients que presentin una o més caracteristiques fenotipiques i
valors de clorur a la suor superiors a 60 mEq/L. Les manifestacions cliniques poden
ser: malaltia sinopulmonar cronica, alteracions gastrointestinals, sindromes de
pérdua de sal, i trastorns en el tracte genital masculi. Els malats amb FQ classica
podran tenir insuficiencia pancreatica (IP) exocrina o bé suficiéncia pancreatica
(SP).

Per altra banda, es diagnosticaran amb Fibrosi Quistica no-classica o atipica,
aquells pacients que tinguin afectat almenys un organ i que presentin un valor de
clorur a la suor normal (30 mEg/L) o tocant el limit (30-60 mEg/L). Aquests
individus requeriran una confirmacié del diagnostic mitjancant la deteccié d’una
mutacié causant de la malaltia en cadascun dels gens CFTR o bé la quantificacio
directa del mal funcionament del canal CFTR a través de la mesura de la diferencia
del potencial nasal. Dins d'aquest grup trobem malalts amb manifestacions
cliniques multiorganiques, i també d’altres que només les presenten en un sol
organ. La majoria d’aquests pacients presenten SP i severitat mitja en la pérdua de

funcioé pulmonar.
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Tradicionalment, la FQ es diagnosticava en una edat primerenca, pero darrerament
existeix un nombre creixent de pacients diagnosticats en edat adulta, amb formes
atipiques de la malaltia. Aquesta classificacié pot ajudar al diagnostic perd no s’ha
de considerar rigidament, ja que no existeix una barrera clara entre ambdds grups.
La gran heterogeneitat clinica pot ser deguda a diferents factors, a més del genotip
CFTR, com els modificadors genétics, els factors ambientals, i fins i tot els efectes

dels tractaments terapéutics.

I-3.1 Sistema respiratori

La patologia pulmonar és la major causa de morbiditat i mortalitat en els pacients
amb FQ. Estudis patologics indiquen que els pacients amb FQ, en el seu naixement,
tenen un fenotip pulmonar gairebé normal, a diferéncia del pancrees i els intestins
que ja poden trobar-se danyats.

Un tret caracteristic de les vies respiratories dels pacients amb FQ sén les infeccions
bacterianes recurrents, sent la soca predominant Pseudomonas aeruginosa, i una
manca d’efectivitat dels mecanismes de defensa innats de les vies respiratories.

El liquid de la superficie de les vies respiratories, (airway surface liquid, ASL), esta
format per dues capes, una d’elles és una capa de mucositat i l'altra la capa de
liquid periciliar (PCL), que presenta normalment la mateixa alcada que els cilis (7-
10 pm) (veure figura 1). La capa de mucositat esta constituida per les mucines
secretades d’alt pes molecular i permet que quedin atrapades les particules
inhalades. Aquesta capa es pot veure alterada per canvis en el contingut d’aigua,
en la concentracié d’ions i en el pH. La capa de PCL és finament regulada, de
manera que tingui una viscositat apropiada per al correcte batec dels cilis, i poder

lubrificar el gel format per les mucines secretades des de la superficie cel-lular (13).
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Figura 1. Esquema de les parts que constitueixen el liquid de la superficie de les vies
respiratories (ASL, sigles que provenen de airway surface liquid). Format per dues capes, la
capa de liquid periciliar (PCL) i la capa de moc (mucus layer). En condicions normals la capa

de moc és transportada a 60 um.s* . Adaptat de Boucher, Eur. Respir. 1., 2004 (14).

Tenint en compte el greu problema que suposa pels malalts FQ aquestes infeccions
permanents, han estat proposades diverses hipotesis sobre cém les mutacions en el
gen CFTR poden ser-ne la causa. Entre d’altres, hi ha la hipotesi hipertonica, que es
basa en la possible perdua d’activitat que poden patir els péptids antimicrobians
degut a la seva sensibilitat als canvis de concentracié de les sals presents en I’ASL,
necessitant per ser actius la capa hipotonica (50 mM NaCl) (15-17). Tot i aixi,
sembla ser que després de nombrosos estudis intentant mesurar la tonicitat de
ASL, no es detecten diferéncies entre pacients FQ i poblacié control.

En els darrers anys, diversos estudis han proposat el moviment mecanic com el
principal mecanisme de defensa contra les infeccions bacterianes. El transport del
moc, degut al moviment mecanic ciliar, recanvia els bacteris de les vies
respiratories aproximadament cada 6 h en condicions normals; |activitat
antimicrobiana de la lactoferrina i el lisozim és suficient per evitar el creixement
bacteria durant aquest interval de temps. Un transport eficient del moc requereix
d’una capa de PCL ben definida i un volum d’ ASL adequat. En el cas de les cél-lules
FQ, es creu que la pérdua de funcié dels canals CFTR i la manca d’inhibicié dels
canals de Na* (ENaC) provoca una deplecié de PCL (ja que aquesta capa pateix una
deshidratacid), donant lloc a una acumulacié de mucositat espessa, i per tant
obstaculitzant el moviment ciliar. Estudis morfoldgics han mostrat que l'alcada de

PCL en cél-lules FQ és d’aproximadament 3 pm (14, 18).
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L'epiteli normal té un bon consum d’oxigen, i no crea un gradient en la pressié de
I'oxigen en la capa d’ASL (veure fig. 2a). En canvi, en |'epiteli FQ, la deplecidé de
PCL i l'increment del gruix de la capa de moc viscés genera gradients d’hipoxia,
degut a una disminucié en la difusié de I'oxigen i a un increment en el seu consum
per part de les cél-lules epitelials (veure fig. 2b i 2c).

Les particules inhalades, entre elles els patdogens, queden retingudes en el moc
viscos. P. aeruginosa té la capacitat de migrar a través d'aquest moc espés cap a
les zones hipoxiques i un cop alla augmentar la secrecié d’alginats per formar
microcolonies, i finalment convertir-se en biofilm. Els neutrofils no poden penetrar
aguest moc espés i els factors antimicrobians tenen grans dificultats en migrar,
mantenint-se un ambient favorable per a la proliferacié bacteriana (veure fig. 2d,
2e i 2f).

a) Normal b) CF

&0 um-s" ’ ‘ Oums’ ,
Mucus
e & -~

Na* cr Hy0

Figura 2. Esquema hipotétic dels processos que donen lloc a la colonitzacié cronica de
Pseudomonas aeruginosa. (2a) Volum adequat de la capa de ASL, per mantenir un consum
d’oxigen. En les cél-lules FQ (2b), la deplecié de PCL provoca una reduccié del transport de
les mucines i (2c) una hipersecreci6 de moc, creant-se un gradient en la pressié parcial

d’oxigen. (2d) Pseudomonas aeruginosa migra a través d’aquest moc, (2e) secretant
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alginats, per formar microcolonies i més endavant biofilms. (2f) Els neutrofils no poden
travessar aquesta capa de moc tan espés. Adaptada de Boucher, Eur. Respir. J., 2004 (14).

I-3.2. Sistema digestiu

Un 85% dels pacients FQ pateix IP des del naixement, i aproximadament un 3%
acaben desenvolupant la pérdua de la seva funcié gradualment en el temps. El
transport deficient de clorur i un intercanvi insuficient de bicarbonat degut a la
disfuncié de CFTR, provoquen una baixa secrecié de suc pancreatic.

L'obstruccid pancreatica pot causar quists i destruccié del teixit; en estudis
postmortem, el pancrees d’aquests pacients mostra alteracions caracteristiques que
consisteixen en atrofia acinar, fibrosi, reemplacament per greix i obstruccié dels
conductes proximals. Amb l'edat el teixit apareix desorganitzat, amb obstruccio
total dels conductes i desaparicié dels acini degut a I'alliberacié de les proteases. El
resultat final és que el teixit pancreatic es substituit per greix amb pérdua funcional
pancreatica. A més, sembla que es promou la formacio de taps proteics que també
contribueixen a I'obstruccié ductal.

El dany del teixit pancreatic i la pérdua de secrecié enzimatica exocrina pancreatica
poden ocasionar una deficiéncia nutricional. L'obstruccié dels conductes pancreatics
i de les glandules intestinals provoquen problemes digestius i una absorcié pobre en
greixos, proteines i vitamines, especialment en A, D, E i K. Tot plegat, comporta
deficiéncies nutricionals i un retard en el creixement i el desenvolupament del nen
(19). A més, molts nadons presenten una obstruccié intestinal severa
(aproximadament un 15-20% dels nens amb FQ presenten ili meconial).

La secrecié del fluid ductal es marcadament reduida, provocant que els conductes
es bloguegin degut a la precipitacid enzimatica i I'acumulacié de moc. Pacients amb
FQ, també presenten afectacié hepatica deguda al bloqueig dels conductes biliars

per secrecions espesses, lligada normalment a IP.

I-3.3. Aparell reproductor

Un 98% dels pacients masculins presenten alteracions als conductes de Wolf (20).
Els conductes deferents, I'epididim i les vesicules seminals estan atrofiats o son
absents, donant lloc a abséncia d’espermatozous (azoospérmia obstructiva). Només

un 2-3% dels homes afectats son fertils. L'agenésia congénita de conductes
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deferents, que comporta infertilitat, es pot donar de forma aillada, o com una

manifestacio més de la malaltia (21, 22).

I-3.4. Glandules sudoripares

Les glandules sudoripares secreten aigua amb sals utilitzant dos mecanismes en
paral-lel. El principal problema funcional en els malalts FQ és la dificultat que tenen
en la reabsorcié de clorur sodic, sent el canal de CI'/HCOs™ el que compensa en part
la pérdua de sal. Les glandules sudoripares dels pacients tenen una elevada

concentracié de clorur sodic i potassi (23).

I-4. Diagnostic de la malaltia

Un diagnostic positiu de FQ a grans trets es basa en la deteccié de nivells de clorur
a la suor iguals o superiors a 60 mmol/l, lligat a criteris clinics, i a un genotip CFTR
associat.

Si existeix una sospita clinica el diagnostic s’iniciara mitjancant un test de la suor;
en el cas d‘obtenir un resultat positiu, es realitzara un segon test de suor
confirmatiu (veure figura 3). Posteriorment, si els nivells de clorur a la suor
confirmen el diagnostic, es fara un test de DNA confirmatiu. I aixi seguidament fins
obtenir un diagnostic el més acurat possible (veure figura 3). En el cas dels
pacients amb un test de suor dubtds, la mesura de la diferéncia de potencial nasal,
pot servir d’ajuda per un diagnostic correcte. En els casos en qué la sospita clinica
prové de manifestacions cliniques lleus relacionades amb un diagnostic de FQ
atipica, és més convenient comencar per un test genétic.

El coneixement del gen responsable de FQ, permet fer una analisi mutacional del
gen CFTR. Actualment, existeixen diversos tests comercials per detectar les
mutacions més comuns que permeten identificar al voltant d’'un 80% dels al.lels
FQ. Existeixen altres proves de cribatge mutacional com els assaigs de DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis), dHPLC (denaturing high pressure liquid
chromatography), SSCP (single strand conformation polymorphism) i la
seqlenciacio directa. L'analisi molecular és essencial per la deteccié de portadors i

pel diagnostic prenatal i preimplantacional.
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Figura 3. Algoritme per un diagnostic confirmatiu de FQ, comengant per un test de suor.
Adaptada de Boeck De K, Thorax 2006 (12).
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I-5. El gen CFTR

I-5.1. Estructura del gen

Al 1989, el gen responsable de la FQ va ser identificat per técniques de clonatge
posicional i es localitza en el brag llarg del cromosoma 7 (7q31.2) (9-11). El gen de
la FQ, que s’'anomena Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR),
té una mida d’aproximadament 190 kb (24), format per 27 exons que donen lloc a
un transcrit de 6.1 kb (veure fig. 4). El gen codifica per una proteina de 1480

aminoacids (10).

Chromosome 7
r — Tp22.3
p
— n 4 T8 14a 15 17b
r Tpil2 s \ gy
— Tgiiaz
1 23 5 6aéb 9 10 1112 13 14b16 17a18 19 2021 22 23 24
intron
4 —CFTR
Tga.2
— Tq36.3

Figura 4. A) Localitzacié del gen CFTR en el brag llarg del cromosoma 7, posicié 7q31.2.

Imatge obtinguda de la web www.thetech.org/genetics/ask. B) Esquema de l'estructura

genomica del gen CFTR.

L'analisi de 3.8 Kb de la seqliéncia genomica anterior a I'exd 1 ha revelat la
inexisténcia d’una caixa TATA, pero també s’ha vist que existeix una zona rica en
GC (65%), diferents llocs d'inici de transcripciod, i potencials llocs d’unié dels factors
de transcripcido AP-1 i Spl. També s’han detectat altres elements de regulacio en
aquesta regido com elements CRE (element de resposta a cAMP), C/EBP (CCAAT-

enhancer binding protein) i elements de resposta a glucocorticoides (25).
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I-5.2. Regulacio de I'expressio genica

El gen CFTR és regulat finament en el seu patré d’expressié espacial i temporal. El
precis mecanisme de regulacié encara no esta completament resolt.

L'existéncia d’'una gran varietat de llocs d’inici de la transcripcidé podria proporcionar
una regulacié especifica de teixit i regulacié temporal de l'expressid de CFTR,
segons el tipus cel-lular, 6rgan o organisme (26). També s’han observat dos exons
alternatius a 5 en altres especies, que podrien proveir a l‘organisme d‘una
regulacié a nivell del desenvolupament (25).

Diversos estudis han portat a la conclusié que la majoria d’elements reguladors de
I'expressid del gen CFTR no es troben a la regié promotora. Per tant s’han analitzat
les 190 Kb que ocupa el DNA genomic de CFTR en busca d’altres elements
reguladors, mitjangant la deteccié de llocs hipersensibles a la DNasa I (DHS). Molts
d’aquests llocs encara s’esta comprovant si tenen un paper en la regulacié del gen
(25).

Un altre sistema de regulacié del patrd d’expressié especific de teixit i temporal que
utilitzen les cél-lules és mitjangant el procés d’empalmament alternatiu (26). El gen
CFTR durant la seva transcripcié pot patir diferents empalmaments alternatius, com
la perdua de I'exd 4, de I'exd 5, de I'exd 9, de I'exd 12, la inserciéo de 119 pb a
I'intré 10, i la perdua de 145 pb corresponents als exons 13 i 14, anomenat TRN-
CFTR, que provoca un canvi de pauta de lectura i una codd de parada prematura a
I'exo 14. L’'empalmament alternatiu TRN-CFTR déna lloc a una proteina truncada
formada per I'extrem N-terminal, la primera regié transmembrana, el primer domini
d’'unid a nucleotid i el domini regulador. La pérdua de l'exd 5 s’expressa
exclusivament al cor. La de lI'exd6 9 es troba majoritariament als conductes
deferents. La proteina truncada TRN-CFTR es caracteritza per tenir una funcid
similar a la proteina no truncada, per6 amb majors dificultats per arribar a la
membrana cel-lular (27). L'expressid d’aquest transcrit és especifica de teixit, a la
medula renal, i temporal, durant el desenvolupament la proteina no truncada va

reemplagant a la proteina truncada (28).

I-5.3. Classificacio de mutacions CFTR

Des del descobriment del gen CFTR, més de 1600 mutacions han estat descrites.
De totes elles, menys de 20 mutacions tenen una freqliéncia superior al 0.1%,

excepte la mutacié p.F508del (amb una frequéncia al voltant del 70%).
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La gran majoria sén mutacions puntuals de les quals: 42% s6n mutacions de sentit
erroni (missense), 15% son petites insercions o delecions que afecten al marc de
lectura (frameshift), 10% sén mutacions sense sentit (nonsense), 12% soén
mutacions d’empalmament alternatiu (splicing), un 3% so6n grans delecions i
insercions i un 0.5% sén mutacions en la regié promotora (29).

Les mutacions en el gen CFTR es poden classificar en quatre grups segons les
conseqliéncies cliniques a les han estat associades: 1. mutacions associades a FQ,
2. mutacions associades a fenotips clinics relacionats amb CFTR , 3. mutacions amb

expressié clinica desconeguda o incerta, 4. mutacions sense expressioé clinica (29).

I-6. La proteina CFTR

I-6.1. Biogeénesi

El gen CFTR codifica per una proteina de membrana de 1480 aminoacids, que
pertany a la gran familia dels transportadors ABC, sigles que provenen d’ATP-
Binding Cassette Transporters, familia de proteines que es troben tant en
procariotes com en eucariotes. En tots els transportadors ABC trobem dominis
d’'unié a ATP, i utilitzen la seva energia per conduir moléecules a través de la
membrana. La proteina CFTR presenta una estructura simeétrica (veure fig.5),
formada per dos motius repetits, cadascun d’ells format per una regid
transmembrana (TMD), composada per sis a-helix, i una regié citosolica hidrofilica
d’'uni6 a ATP (NBD). Aquests dos motius queden units mitjancant un domini
regulador (R), citosolic i hidrofilic, que és fosforila per PKA i PKC. Estructura comu
en tots els membres dels transportadors ABC, excepte el domini R, que només s’ha

detectat a CFTR. Els extrems amino i carboxi terminal son citoplasmatics.
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P P

Figura 5. Representacié esquematica de la proteina CFTR, on podem observar els dos
dominis transmembrana (MSD1 i MSD2), els dos dominis d’unié a nucleotid (NBD1 i NBD2) i
el domini regulador (R). Imatge adaptada de www.bristol.ac.uk/.../davidsheppard/photo

1.jpg.

Durant el transport co-traduccional a través del translocé Sec 61, el polipéptid de
CFTR s’integra en el reticle endoplasmatic, on es dura a terme el procés de N-
glicosilacié; amb aquest procés la proteina passara d'un pes de 130 KDa a 145
KDa. Posteriorment, amb I'ajuda de molécules xaperones, com la calnexina, Hsp70
o Hsp90, el polipéptid adoptara la conformacid correcta, evitant la degradacié del
proteosoma, i sera conduit fins a laparell de Golgi. Un cop en aquest
compartiment, la glicosilacié sera modificada per donar lloc a una proteina madura
de 170 KDa. Aquesta conformacié sera la que li permetra ser transportada fins la
membrana citoplasmatica i funcionar com a canal de clorur. Un cop a la membrana,
la proteina CFTR entrara en cicles de reciclatge mitjancant endocitosi a través de

vesicules de clatrina (30).

I-6.1.1. Sintesi, modificacions post-traduccionals i

plegament de la proteina

La biogénesi de CFTR comenca en el reticle endoplasmatic (ER), on troba I'ambient

apropiat per la sintesi, |'oligomeritzacid i el plegament; i s’obté la proteina
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correctament plegada amb les glicosilacions essencials, anomenant-se també a la
proteina resultant, forma precursora immadura. Aquest procés inicial requereix la
coordinacié entre els components del citosol, del lumen i de la bicapa lipidica del
ER. Els segments transmembrana hauran de ser plegats acuradament, i sembla ser
que la clau del seu plegament i de la correcta orientaci6 depéen d’una bona
associacié amb els lipids de membrana. Tot plegat és facilitat pel complex format
pel porus transloco Sec61 i el ribosoma. Aquest complex estableix principalment la
topologia dels segments transmembrana i dels seus llagos hidrofilics connectors,
durant els estadis inicials del plegament (31).

Tots els components del control de qualitat del plegament del ER (ERQC) actuen en
coordinaci6 amb els components responsables de la degradacié associats al ER
(ERAD), que s’encarreguen de marcar aquelles proteines mal plegades i aixi ser
conduides a la via de degradacié del proteosoma (32).

El correcte plegament de les proteines dependra tant de la seqliéncia primaria de la
proteina (factors intrinsecs estructurals) com de les molécules acompanyadores

(factors extrinsecs) (33).

Factors intrinsecs estructurals

Hi ha estudis on mostren que la substitucié de la glicina en la posicié 550 per acid
glutamic (G550E) o un acid glutamic a la 539 per una treonina (E539T), en cis amb
F508del, permeten que la proteina arribi fins la membrana citoplasmatica i funcioni
com a canal (34). En altres estudis han vist que substituint per lisines les quatre
arginines (R»9QR31, Rsi16YRsis, Rss3ARsss, and R;e4RR76¢), que formen part de les
seqliencies senyalitzadores de retencié en el ER anomenades tripeptids estructurats
per arginines (AFT), permeten que F508del es localitzi a la membrana

citoplasmatica i actui parcialment com a canal (35).

Factors extrinsecs

Diverses proteines xaperones estan implicades en la regulacié de la biosintesi i del
plegament de CFTR, encara que moltes d’elles tindran diferents efectes en CFTR
segons com s’acomplexin entre elles. Les podem trobar en tots els compartiments
cel-lulars.

Algunes xaperones acompanyen directament a CFTR, com la lectina calnexina, que
es troba al lumen del ER, o com els complexes citosolics Hsc-Hsp40/70 i Hsp9O0; i
d’altres modulen l'efecte d’aquestes. Fins al moment s’han estudiat algunes d’elles,
com Hsc70/Hsp70-Hdj-1/2 (36-38), calnexina (39, 40), CHIP (41), Hsp90 (42),
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HspBP1 (43), Bag-2 (44), i recentment s’ha descobert també la implicacié de la
proteina Aha-1 en el complex Hsp90 (45), perd es creu que existeixen altres
molécules encara per descobrir.

Els complexes Hsc70/Hsp70 i Hsp90 actuen com a primer punt de control en la
biogénesi de la proteina, facilitant el plegament i estabilitzant CFTR en les primeres
etapes del seu processament. Hsc70/Hsp70 segons la proteina amb la que
interaccioni té una funcié estabilitzadora, o bé un paper en la degradacié de la
proteina CFTR, per exemple quan s’‘associa amb Hdj-1 o Hdj-2 afavoreix el
plegament correcte de la proteina (36, 37). El segon punt de control de qualitat en
el processament de CFTR el tenim a través de la Calnexina, que també té un doble
paper en la regulacido del plegament de la proteina (40). El cicle de control de
gualitat de la calnexina comenca amb el procés anomenat N-glicosilacid, on
estructures d’oligosacarids formades per 14 unitats son addicionades per les
oligosacariltransferases a les regions consens Asn-X-Ser/Thr de les noves cadenes
polipeptidiques que es van formant en el ER. La unid dels oligosacarids tindra lloc
en les posicions aminoacidiques Asn894 i Asn900 de CFTR (40). Aquestes
estructures formades per 2 N-acetilglucosamines (GIcNAc), 9 manoses (Man) i 3
glucoses (Glc), actuen com a codis de reconeixement dins del ER. Els tres residus
de glucosa sén els responsables de que es produeixi la unioé de la calnexina a CFTR.
Un cop la calnexina es troba unida a CFTR, l'estructura glucidica formada per
GIlcNAc,-Mano-Glcs sera reconeguda per les a-glucosidases I i II, que aniran tallant
els residus de glucosa seqliencialment. La dissociacié de la calnexina de CFTR sera
simultania al procés d’eliminar el tercer residu de glucosa. Si el plegament de la
proteina és correcte, CFTR continuara per la via de secrecié cap a I'aparell de Golgi.
Si el plegament és incorrecte, I'enzim UDP-glicoproteina glucosiltransferasa (UGGT)
ho reconeixera i sera el responsable de tornar a glicosilar CFTR, forcant un altre cop
la unid6 de la calnexina, i provocant que la proteina CFTR torni al cicle de la
calnexina, fins que s’aconsegueixi un plegament correcte. Es creu perd, que en
cada volta del cicle, alguna d’aquestes molécules mal plegades son reconegudes
per I'enzim a-manosidasa, que s’encarrega de treure una manosa de la cadena
glucidica, i aixd0 comporta la formacié de I'isbomer Man8B que és reconegut per una

altra lectina, i el condueix a la via de degradaci6 del proteosoma (46).

I-6.1.2 Degradacio de la proteina

Moltes de les mutacions identificades en el gen CFTR afecten la capacitat de la

proteina a madurar i ser plegada correctament. Entre aquestes mutacions tenim la

36



Introduccid

mutaciéo més frequent, la p.F508del. La pérdua d’aquest triplet en el NBD1 afecta el
plegament de la proteina en el ER, provocant la degradacié prematura de la
proteina (32, 47). Farinha i Amaral proposen un nou model on tindriem dos vies de
control diferents de la degradacié de la proteina CFTR amb una conformacio
incorrecta. Per una banda, el primer punt de control de qualitat, Hsc70, seria la via
majoritaria de degradacié de la proteina p.F508del, sent una via independent de
calnexina. I per altra banda, la proteina WT seguiria el seu processament, i abans
de ser transportada a l'aparell de Golgi, una part seria degradada mitjancant
calnexina (veure fig. 6) (39).
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Figura 6. Farinha i Amaral proposen dos punts de control en el reticle endoplasmatic. Una
via inicial independent de calnexina (via de degradacié majoritaria de F508del) i associada a
la xaperona Hsc70; i una via posterior depenent de calnexina, on es donara el procés de N-

glicosilacio. Adaptat de Farinha & Amaral, 2005 (39)

Tot el conjunt de proteina amb un plegament incorrecte sera degradat pel complex
citosolic del proteosoma 26S depenent de ubiquitina. El complex 26S esta format
per diferents proteases i ATPases. Aquest complex degradara aquelles proteines
marcades amb cadenes llargues d’ubiqiitina.
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La co-xaperona CHIP té un motiu Telomere repeat binding factor (TRF) d‘unié a
Hsc70, i un motiu U-box d‘unié a E4, factor de la familia dels poliubiquitinitzadors,
gue interacciona amb el complex del proteosoma. La sobrexpressié de la proteina
CHIP, déna lloc a un increment de les molécules de CFTR marcades amb ubiquitina;
sent el complex CHIP-Hsc70 el responsable de marcar les proteines de CFTR
incorrectament plegades per a la seva degradacié (41). Per altra banda HspBP1
interfereix en la degradacio6 induida per CHIP, afavorint la maduracié de CFTR (43).
Hi ha altres molécules xaperones que s’uneixen a Hsc70, com les Csps (Cysteine-
string proteins) que modulen la biogénesi de CFTR. S’ha detectat la unid directa
d’aquestes proteines a I'extrem N-terminal i al domini regulador de CFTR, tant en el
ER com a la membrana citoplasmatica, i la seva sobrexpressid evita el transport de
CFTR a la membrana citoplasmatica i disminueix la resposta de CFTR a |'estimulacid
per AMPc (48, 49).

La proteina CFTR marcada per la seva degradacié haura de sortir al citosol, i per
fer-ho utilitzara el porus format pel translocdé Sec61. Un obstacle important en la
degradacio de les proteines de membrana és fer accessible el substrat a les
proteases citosoliques o extracitosoliques. La degradacié de CFTR es podria iniciar
en diversos llocs de la proteina al mateix temps (50), sent CFTR accessible al
proteosoma i a la seva degradacié mitjancant diferents vies.

La proteina p97, una de les ATPases del complex 26S, facilita la degradacié dels
segments transmembrana, ajudant a I'extracci6 de CFTR del ER i aixi fent
accessible els segments transmembrana al proteosoma 26S. p97 no és
imprescindible, perd és molt important en la via de degradacié dels TMD; en canvi
la degradacidé dels dominis citosolics de CFTR s6n completament independents de
p97 (51). Recentment, s’ha demostrat que en combinaci6 amb p97, la proteina
Derlin-1 també esta implicada en reconéixer la proteina CFTR mal plegada,
concretament en etapes inicials de la seva biogénesi, segurament degut a que es
capag de detectar una inestabilitat estructural en el primer domini transmembrana
de CFTR. Sun i col.laboradors (52) observen la capacitat de Derlin-1 de degradar
els fragments N-terminal de CFTR, perd quan aquests fragments, ja incorporen
altres dominis de la proteina, la seva eficacia degradativa disminueix
considerablement (53). Segons el sistema cel-lular que s’estudii, només un 60% del
total de les proteines es plegaran i maduraran correctament en el ER, i seran

transportades a |I'aparell de Golgi i posteriorment a la membrana cel-lular.
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I-6.1.3 Trafic intracel:-lular de CFTR

En el “cicle de vida” de la proteina CFTR es poden identificar fins a quatre vies de
trafic intracel-lular de la proteina a diferents compartiments de la cél-lula. En primer
lloc tindriem la ruta de sintesi, maduracio i trafic des del ER; una altra ruta és el
reciclatge de CFTR de la membrana fins als endosomes primerencs; un cop
reciclada, el retorn d’aquesta a la membrana citoplasmatica seria la tercera; i per

ultim tindriem la via de CFTR endocitada i marcada per la seva degradacio.

Ruta de sintesi, maduracié i trafic des del ER

Les proteines plegades correctament seran transportades des del ER fins les
vesicules de l'aparell de Golgi i posteriorment fins la membrana citoplasmatica
mitjancant la maquinaria del complex del coatamer II (COPII). La proteina CFTR
necessita en la seva seqtiéncia el motiu diacidic amb tirosina per a que el complex
COPII la reconegui i la condueixi fins a I'aparell de Golgi. Wang i col-laboradors van
detectar el motiu YKDAD, en els residus 563-567, en el NBD1 (54). Posteriorment,
Yu i col-laboradors també van observar COPI en la biogeénesi de CFTR, pero a
diferéncia de COPII, no es requereix pel transport fins a la membrana. Els autors
suggereixen que podria actuar com a xaperona en el transport de reciclatge entre
I'aparell de Golgi i ER (55). Estudis més recents sobre la implicacié de COPI
indiquen que alguns components, com B-COP, serien necessaris per a que CFTR

pugui funcionar correctament com a canal de clorur (56).

Ruta d’endocitosi i reciclatge

La densitat de CFTR a la membrana també dependra dels processos d’endocitosi i
reciclatge, convertint-se en el segon mecanisme que té la cél-lula per regular la
secrecid de clorur a través de CFTR en les cél-lules epitelials. La proteina CFTR és
endocitada de la membrana exclusivament a través de vesicules de clatrina. No és
pot excloure totalment la possibilitat de que existeixin quantitats molt petites de
proteina que siguin endocitades mitjancant caveoles, pero si aixi fos, seria |'opcio
minoritaria.

En general, CFTR és endocitada de la membrana amb una freqliéncia molt similar a
receptors de nutrients o molécules senyalitzadores, proteines associades a una
endocitosi a través de clatrina molt eficient. Si considerem la rapida internalitzacio

de CFTR (5-10%/min) i la limitada taxa de proteina traduida, ens porta a la
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conclusio que el retorn de proteina endocitada a la membrana citoplasmatica és un
punt clau de control del nombre de canals a la membrana (57).

La clatrina esta implicada en la internalitzacié de CFTR. Aquest procés dependra del
reconeixement dels motius endocitics per part de I'adaptador clatrina
heterotetrameéric, anomenat complex AP-2 (57). Els motius d’endocitosi solen ser
citoplasmatics i formats per pocs aminoacids, on els residus claus sén de tamany
gran i hidrofobics. Hi ha majoritariament dos tipus de senyals d’endocitosi
identificats; els que tenen com a residu clau una tirosina, i els que tenen dues
leucines. En la molécula CFTR, comparant les seqiéncies aminoacidiques de varies
especies, es detecta la preséncia d’'un motiu amb tirosina (YXX®), confirmant-se
posteriorment, per mutagénesi dirigida que realment *?*YDSI és un motiu
d’internalitzacié (58). Més tard, Hu i col-laboradors identificaren un altre motiu
basat en dues leucines (**3°LL) (59). La subunitat p2 de AP-2 reconeix el motiu
endocitic. Aquesta associacid6 és un prerequisit per a qué es produeixi la
concentracio de CFTR en les petites invaginacions de la membrana citoplasmatica
(clathrin coated pits, CCP). Posteriorment, aquestes petites invaginacions donaran
lloc a les vesicules de clatrina (clathrin coated vesicules, CCV), procés on intervé
també la dinamina. Interrompre la unié de AP-2, o bé la que es produeix amb la
dinamina, o la funcié de Rab5 (veure funcié en I’'apartat Regulacio el trafic vesicular
de CFTR), evita la internalitzacié de CFTR (30).

Regulacié del trafic vesicular de CFTR

El procés d’endocitosi de CFTR i del seu reciclatge es troba finament regulat per
diferents vies i molécules.

La proteina quinasa depenent de cAMP (PKA) regula el reciclatge, ja que un
increment en els nivells de cAMP ddéna lloc a un increment en el nombre de
molécules de CFTR a la membrana citoplasmatica. cAMP/PKA té la capacitat de
regular CFTR a dos nivells. En primer lloc activa la funcié del canal CFTR a través de
la fosforilacié del seu domini regulador (incrementant la probabilitat d’obertura,
Po); i en segon lloc regula el trafic de CFTR des de les vesicules on s’'emmagatzema
la proteina a linterior cel-lular fins la membrana citoplasmatica (incrementant el
nombre de molécules a la membrana) (57, 60). En alguns tipus cel-lulars, la
capacitat de PKA de regular el trafic de CFTR depén de l'expressié de la proteina
WT, fallant en la seva capacitat de modular I'endocitosi (61). Curiosament, no
existeixen evideéncies d’aquesta capacitat de regulacié en cel-lules de I'epiteli

respiratori, suggerint que aquesta regulacié dependria del tipus de teixit (62).
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Diferents proteines Rab tenen la capacitat de regular el trafic intracel-lular de CFTR
(veure fig.7). Rab5 esta implicada en el trafic correcte de CFTR des de la
membrana citoplasmatica fins els endosomes primerencs. El control del transit des
dels endosomes primerencs fins al compartiment Trans Golgi Network (TGN), i
també de la proteina CFTR endocitada que torna a la membrana cel-lular el tindra
Rab11, reciclatge que sera facilitat per la interaccié de Rab11l amb la miosina Vb
(63). Una altra proteina Rab, Rab7, sera I'encarregada de regular el trafic des dels
endosomes primerencs fins als tardans, i dels tardans fins als lisosomes. Rab9, com
a via alternativa, controlara el transit de CFTR des dels endosomes tardans al TGN
del Golgi, i des d'aquest compartiment a la membrana citoplasmatica (30).

Rme-1 és una GTPasa que regula la sortida de CFTR del compartiment de reciclatge
endosomal (ERC). Rme-1 no esta implicada en l'endocitosi de CFTR, sind en la
regulacié del seu reciclatge. La sobrexpressié de Rme-1 provoca que CFTR no surti
del compartiment ERC i es mantingui fortament unit a ell, bloquejant el seu trafic
(64).

Els motors de miosina son una superfamilia de proteines que es caracteritzen per
utilitzar I'energia del ATP per moure’s a elles mateixes i a les vesicules que porten
unides pel citoesquelet de la cél-lula. La miosina VI és I'Unica que es mou pel
filament de l'actina-F en sentit contrari al de l'actina, per tant en el sentit de
I’endocitosi. La miosina VI es requereix per |'endocitosi a través dels filaments
d’actina, en canvi no afectara al procés de reciclatge (65). Recentment, utilitzant
ratolins transgeénics que tenen afectada la proteina miosina VI (Snell's Waltzer
Myo60Ys¥)), s’ha pogut comprovar la implicacié de la miosina VI en I’'endocitosi
apical de CFTR (66).

Els dominis PDZ consisteixen en péptids molt conservats que tenen una seqiéncia
de 80-100 aminoacids, i intervenen fent de pont entre unions proteina-proteina,
reconeixent petites seqliéncies consens, que normalment es localitzen a I'extrem C-
terminal de les proteines. Aquests dominis es caracteritzen per tenir més d’una
zona d’unié, permetent interaccions de proteina-proteina homotipiques i
heterotipiques. Mitjangant aquestes interaccions, els dominis PDZ tenen com a
funcié unir i colocalitzar transportadors, canals i molécules senyalitzadores en
compartiments especifics de la cel-lula, controlen la funci6 de canals i
transportadors, i regulen el trafic d’endocitosi (67). La seqliiencia d'unié del domini
PDZ de I'extrem C-terminal de CFTR és Asp-Thr-Arg-Leu, que li permet unir-se a un
gran nombre de proteines que també contenen en la seva seqliéncia aminoacidica
un domini PDZ, com NHERF1 (Na*/H* exchanger regulatory factor isoform-1),
NHERF2, CAP70 (CFTR-associated protein, 70 KDa, també anomenada NHERF3),
NHERF4 i CAL (CFTR-associated ligand). Aquestes interaccions dels dominis PDZ
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implicades en el trafic de proteines s6n dinamiques i succeeixen a una escala de
temps de segons o milisegons (68). NHERF-1 i NHERF-2 a través del seu domini
ERM (que prové de les sigles ezrin/radixin/moesin) uneixen CFTR amb elements
citoesquelétics, com I'actina, podent tenir un cert paper en l'anclatge de CFTR a la
membrana apical de les cél-lules. NHERF-1, a més, posseeix dos dominis PDZ, i
s’ha especulat que podria intervenir en la dimeritzaci6 de CFTR. CAL es troba
localitzat majoritariament en l'aparell de Golgi, especialment en el TGN. Segons
resultats d’estudis realitzats per Cheng i col-laboradors (69) es podria trobar
implicat en la retenci6 de CFTR a linterior de la ceél-lula i la seva posterior
degradacio, enviant-la als lisosomes (69). Shank2, té la funcié contraria a NHERF-

1, i actua negativament sobre |'activitat de CFTR (68) .
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Figura 7 . Model esquematic del paper que juguen diferents molécules implicades en el

reciclatge i transit intracel-lular de CFTR (proteines Rab, Miosina, Dinamina). Imatge
obtinguda de la revisié Endocytic trafficking of CFTR in health and disease, Ameen et al,
2007 (30).
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L'extrem N-terminal en I'endocitosi de CFTR

El paper que juga I'extrem N-terminal en tot aquest procés d’endocitosi i reciclatge
de la membrana segueix sent poc clar.

Per una banda tenim l'efecte de les proteines t-SNAREs (target soluble NSF
attachment protein receptors) que s’uneixen a l'extrem N-terminal. Ha estat
demostrat que les t-SNARES, Sintaxina 1A i SNAP23 s‘uneixen a l'extrem N-
terminal de CFTR, provocant una disminucié de la funcié de CFTR. La unid de la
sintaxina 1A a CFTR succeeix amb una estequiometria de 1:1, i la interaccié té lloc
entre la tercera hélix de la sintaxina 1A (aminoacids 194-266) i I'extrem N-terminal
de CFTR (aminoacids 1-79). La interrupcié d’aguesta unié6 comporta un increment
en l'activitat de CFTR de 2 a 4 cops. S’ha observat que l'accié de SNAP-23 sobre
CFTR es afectada sinérgicament quan també actua la sintaxina 1A (70).

La discussid6 esdevé en el moment d’explicar com regulen l'activitat de CFTR.
Existeixen dues teories: els efectes que s’observen sén deguts a una alteracié o
reduccio del nombre de canals a la superficie cel-lular, o és degut per un efecte
directe en la obertura del canal. Existeix un estudi de Peters i col-laboradors, on
s’'observa que al co-expressar CFTR i sintaxina 1A en oocits de Xenopus, la
sintaxina 1A regula la insercié de CFTR des del reservori vesicular a la membrana
citoplasmatica (71). Concretament observen una disminucié en la capacitancia de la
membrana cel-lular, i una disminucié del marcatge de CFTR a la membrana per
immunofluoresceéncia. D'altra banda, Chang i col-laboradors, utilitzant linees de
cel-lules epitelials que expressen endogenament CFTR i sintaxina 1A, detecten que
possiblement la regulacié la duu a terme alterant I'obertura del canal (72).

Un altre membre de la subfamilia de les t-SNARE, la sintaxina 8, esta implicada en
el transport vesicular entre els endosomes primerencs fins als endosomes tardans.
S’uneix també a lI'extrem N-terminal i possiblement al domini regulador de CFTR,
reduint els nivells de CFTR a la membrana citoplasmatica (73). Un estudi molt
recent evidencia que la sintaxina 8, formant un complexe amb les proteines
SNARES, sintaxina 7, vtilb i VAMP8 son peces importants en el transport polaritzat
de CFTR (74).

Un estudi recent, ha detectat una altra interaccié directa proteina-proteina entre
I'extrem N-terminal de CFTR i la filamina, una proteina que forma part del
citoesquelet de la cel-lula (75). L'estudi es centra en la mutacié S13F, detectada en
pacients FQ. La preséncia d’aquesta mutacié afecta a la interaccié amb la filamina,

provocant una desestabilitzacié de la proteina a la membrana citoplasmatica, sent
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internalitzada i acumulada prematurament en els lisosomes per a la seva posterior
degradacio.

Un efecte semblant ha estat descrit per les mutacions R31C i R31L, que tenen un
efecte activador de l'endocitosi. Jurkuvenaite i col-laboradors (76) observen que
una possible causa de l'activacié de I'endocitosi podria ser degut a l'aparicié d’un
domini endocitic, YxxC i YxxL, degut a aquestes mutacions, R31C i R31L, que
introdueixen un residu hidrofobic en la quarta posicid, formant-se la seqiiéncia
consens d‘internalitzacio, YXX®, on ® és un residu gran hidrofobic i X és qualsevol
residu (77).

Recentment, la caracteritzacié funcional d’'una nova mutacid6 en CFTR (P67S)
detectada en un pacient amb FQ atipica reafirma la implicaci6 de |'extrem N-
terminal en el procés d’endocitosi de CFTR (78). Utilitzant com a model d’expressid
oocits de Xenopus laevis, els autors detecten una reduccié en el nombre de canals
mutants a la membrana citoplasmatica i una lleu reduccié en la conductancia del
canal mutant, sense alterar la selectivitat idnica del canal, pero I'analisi per Western
blot indica un nivell d’expressié6 de proteina mutant similar a la proteina WT.
Aguests resultats suggereixen que la disminucié del nombre de canals no és deguda
a un processament incorrecte de la proteina mutant, sino a un increment del
reciclatge de la proteina a la membrana citoplasmatica. Per conéixer el mecanisme
0 mecanismes que esta afectant la pérdua d'aquest residu es requeriria un estudi

més exhaustiu.

I-6.2. Estructura i funcio electrofisiologica del canal
CFTR

El paper principal que desenvolupa el canal CFTR en la part apical de les cél-lules
epitelials és el transport de fluid transepitelial i electrolits a través de la membrana,
activitat que ve regulada directament per la fosforilaci6 de PKA. Aquest canal
permet el transit d’ions de clorur a través d’ell en qualsevol direccié, i es
caracteritza per tenir una baixa conductancia unitaria (la seva conductancia és de
7-10 pS). En canvi, altres canals de clorur descrits préviament a les cel-lules
epitelials condueixen els ions molt més rapidament (30 pS) i preferencialment els
ions entren a l'interior cel-lular. Una altra caracteristica és la de no tenir una relacié
corrent voltatge lineal a valors de voltatge positius, sind que rectifica cap a l'interior
a potencials superiors de +50 mV, aproximadament. Les mateixes caracteristiques
intrinseques del propi porus de CFTR, podrien ser les responsables d‘aquesta

rectificacid, facilitant el transport de clorur des de l'interior a |'exterior cel-lular, i
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dificultant el pas en el sentit oposat (79). CFTR selecciona el pas dels anions per
sobre dels cations, i presenta la seglent seqliéncia de permeabilitat idnica: Br- > Cl-
>I->F-.

A més d’aquesta activitat transportadora, CFTR regula altres canals i transportadors
de les ceél-lules epitelials, com ENaC, ROMK1, ROMK2, ORCC, CaCC i altres
transportadors de membrana (80).

A potencials fisiologics el canal té un comportament caracteristic en la seva cinetica
d'obertura, amb llargs periodes d’obertura que soén interromputs per rapids
moviments de tancament i obertura, separats per llargs periodes de tancament
(81).

CFTR és un membre de la familia dels transportadors ABC atipic, ja que actua com
un canal ionic i, @ més com un canal ionic que té ATP com a lligand, i utilitza la
seva hidrolisi per regular l'obertura. Tenint en compte a més, la seva relativa
intractabilitat per estudis bioquimics i estructurals, tot plegat comporta un obstacle
per coneixer el seu mecanisme d’accidé. Tot i aixo, la informacié que tenim sobre la
seva estructura i comportament ha estat obtinguda basicament amb dades
electrofisiologiques, amb mesures de la unid i la hidrolisi d’ATP, amb estudis sobre
la fosforilacié duta a terme per la PKA i la PKC i les seves conseqliéncies, i amb
altres estudis que ens permeten coneixer l'estructura d’alta resolucié del domini
NBD1 de ratoli, I'estructura tridimensional de baixa resolucié de CFTR humana, i
més recentment amb estudis d’homologia amb I'estructura d’altres proteines ABC

de procariotes de les quals es té la seva estructura tridimensional (82).

I-6.2.1. Els dominis d’unio a nucleotid

Per a l'activitat del canal CFTR es necessaria la unié de la molecula d'ATP als
dominis NBDs. Aquests dominis NBD, comuns als altres membres de la superfamilia
de transportadors ABC, presenten diversos motius d'unié a ATP i altres dominis
comuns molt conservats i amb un plegament basic molt similar (83).

Entre aquests motius identificats tenim el motiu Walker A, format pels residus
GSTGAGKTS i GRTGSGKST en el NBD1 i 2 respectivament, sent la lisina (K) la que
interacciona amb el fosfat terminal del ATP; i el motiu Walker B, format per
RAVYKDADLYLLDS i RSVLSKAKILLLDE en el NBD1 i 2 respectivament, on l'acid
aspartic (D) és lI'encarregat de coordinar el magnesi o un altre catié divalent durant
la hidrolisi (81). En el motiu Walker B també trobem que el residu continu a l'acid

aspartic té una carrega diferent en cadascun dels dos NBDs; en el domini NBD2
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tenim I'acid glutamic (E) que presenta carrega negativa, i en canvi a la resta de
NBD conservats (com en el NBD1 de CFTR) trobem sempre la serina (S) sense
carrega que confereix estabilitat a la unié amb ATP sense haver d’estar hidrolitzat.
Una altra seqliéncia caracteristica és el motiu altament conservat “Signatura
ABC” (LSGGQ i LSHGH per NBD1 i 2 respectivament) (84) (veure fig. 8). Estudis
basats en comparacions estructurals amb altres dominis NBDs de procariotes han
evidenciat la gran importancia del motiu “Signatura ABC” situat en un grup de tres
helixs alfa, i sembla ser que rota quan la molécula d’ATP se li uneix. En el canal
CFTR s’ha observat que els efectes de mutacions en aquest motiu sén greus, com
és el cas de la mutacid6 G551D, la tercera mutacié més comuna en pacients FQ, i
que es troba en la seqléncia signatura de NBD1 (85). Aquesta mutacié déna lloc a
una proteina que arriba a la membrana citoplasmatica perd no respon a l'activacio
per part de PKA (86). La mutacié F508del també es troba en el domini NBD1, i
sembla ser que la pérdua del triplet afectaria el lloc d’interaccié d’aquest domini
amb el domini transmembrana, segons els estudis estructurals de NBD1 de ratoli
(87). Estudis recents s’han centrat en la possibilitat de que aquesta mutacid estigui
implicada en la unié d‘altres molécules que s’uneixen a CFTR per regular-la.
Aguests estudis han revelat que F508del impedeix la unid i la fosforilacié per part
de la quinasa CK2 al

residu S511 de CFTR (88), afectant d’aquesta manera la regulacié de la obertura

del canal.
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Walker A Walker B

NBD1 GSTGAGKTS RAVYKDADLYLLDS
NBD2 GRTGSGKST RSVLSKAKILLLDE

Seqiiéncia Signatura
NBD1 LSGGQ NBD2 LSHGH

Figura 8 . Model predit per homologia de I'heterodimer format pels dominis NBD de CFTR
(NBD1 en verd i NBD2 en blau), que es troben units per molécules d’ATP (en groc). Motius
identificats: Walker A (en vermell), Walker B (en taronja) i el motiu signatura ABC (en lila).

Figura adaptada de la revisié de Gadsby i col., 2006 (82)

Existeixen evidéncies directes de la interaccid cap-cua entre els dos dominis NBD en
canals CFTR funcionals; definint-se dos llocs d’unié d’ATP: ABP1 (ATP binding
pocket 1) format pels motius Walker A i Walker B del domini NBD1 i el motiu
signatura ABC del domini NBD2, i ABP2 (ATP binding pocket 2) format pels motius
Walker A i Walker B del domini NBD2 i el motiu signatura ABC del domini NBD1, tal
com es mostra a la figura 8 (89). Per analogia amb altres transportadors ABC, s’ha

proposat que la dimeritzacié dels dos dominis NBD mitjancant ATP ddna lloc a
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I'obertura del canal, i que la hidrolisi de la molécula d’ATP en ABP2 provoca la
dissociacié del dimer, i per tant el tancament (90).

Es acceptat que la hidrolisi d’ATP per part de ABP2 déna lloc a la dissociacié del
dimer i al tancament posterior del canal. Pero respecte al paper que juguen
cadascun dels dominis en l'obertura, encara no existeix un consens general. Per
una banda, hi ha la teoria de que és necessaria la unié d’ATP als dos dominis per a
gue es produeixi l'obertura (89, 91-93). En canvi, altres proposen que és la unid
d’ATP a ABP2 la que catalitza I'obertura del canal, mentre que la unié a ABP1 no es
requereix (94-96).

Estudis bioquimics inicials (97, 98) suggereixen que |'associacid-dissociacié de la
molecula d’ATP a ABP1 és massa lenta per ser la responsable de les transicions
entre obertures i tancaments observades en els experiments electrofisologics.
Seguint aquesta linia Vergani i col.laboradors (91) van generar els mutants K464A i
K1250A (situats en cadascun dels motius walker A de cada domini NBD), i la
mutacié D1370N localitzada en el motiu Walker B en NBD2 i van analitzar la
cinetica dels canals mutants a diferents concentracions d’ATP. Basant-se en les
observacions d’aquests experiments, van proposar que és necessaria la unié d’ATP
als dos llocs d’unié dels dominis NBD per que es produeixi I'obertura del canal, i la
hidrolisi d’ATP, que té lloc en ABP2, per al tancament.

D’altra banda, Zhou i col.laboradors (94) consideren que el lloc d’'unié ABP1, a més
de ser responsable de l'obertura del canal, mantindria la dimeritzacié dels dos
dominis NBD. Proposen que les diferéncies que existeixen entre els dominis NBD de
CFTR i la resta de transportadors ABC té un sentit bioldgic, ja que per una molécula
transportadora és preferible que els estats intermitjos durant el cicle de transport
tinguin una vida mitja curta, perd aquest mecanisme teoric, encara que ideal pels
transportadors no es pot aplicar als canals ionics. Per tant, sembla logic que la
funcido de ABP1 sigui estabilitzar els estats oberts del canal, de manera que poden
passar molts més ions de clorur durant cada cicle d’obertura.

En contraposicié als estudis anteriors, Bompadre i col-laboradors (96), detecten la
preséncia de multiples estats oberts i com la distribucidé d’aquests estats canvia
segons la concentraciéo d’ATP. La unid de la molécula d’ATP al domini ABP1 afecta
|'estabilitat dels llargs temps d’obertura, perd no es requereix per a que el canal
s’obri. En canvi, és imprescindible la unié d’ATP a ABP2 per |'obertura del canal,
sent caracteristics els temps curts d’obertura per tenir ATP unit només a aquest
domini. També proposen que els canals que tenen ocupat amb ATP els dos llocs
d’unié presenten temps d’obertura molt més llargs que els que només tenen un sol
lloc ocupat, i aix0 explica com la concentracié d’ATP varia la distribucié dels dos

estats d’obertura que es detecten.
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En resum, la unid d’ATP als dos “caps” de NBD1 i NBD2, podria donar lloc a canvis
conformacionals, afavorint la formacié de I'heterodimer intramolecular cap-cua
NBD1-NBD2. Aquests canvis conformacionals dels NBD en el citosol es transmeten
a canvis estructurals dels dominis transmembrana, provocant finalment la obertura
del canal, i permetent aixi el pas de clorur a través d’ell. Per altra banda, la hidrolisi
de la molécula d’ATP que es troba unida al motiu Walker B del domini NBD2
permetria la dissociacid del dimer, tornant a la conformacié inicial anterior dels
dominis transmembrana i per tant, el tancament del canal. El mecanisme, pero, pel

gual és manté obert el canal continua sent controvertit.

I-6.2.2. El domini Regulador

La regulacié de l'obertura i el tancament del canal CFTR depén de la unid i la
hidrolisi d’ATP en els dominis NBD, perd no és suficient per activar el canal.
Préviament és necessaria la fosforilacio del domini regulador (R) per part de les
quinases PKA o PKC, i un cop fosforilat el domini R provoca un canvi estructural que
permet que s’inicii el procés d’obertura (99).

Es acceptat de manera general que I'obertura del canal CFTR és dependent de la
fosforilacié del domini regulador (R) per part de PKA. L'activitat del canal CFTR
incrementa fins 100 cops més, una vegada és fosforilat el domini R (CFTR sense ser
fosforilada amb una concentracié d’ATP saturant, té una probabilitat d’obertura de
<0.003, en canvi quan CFTR és fosforilada, té una probabilitat d’obertura al voltant
de 0.3). El domini R esta format per 240 residus que interaccionen amb els dos
dominis d’unié a nucleodtid (NBD1 i NBD2), i conté diverses serines en llocs consens
susceptibles a la fosforilacid per PKA i PKC (100). La fosforilacid per part de PKC
provoca una activacid6 més modesta de CFTR (101), sent aquesta activacié en el
millor dels casos d’'un 20% respecte a la que s’obté amb la fosforilacié duta a terme
per PKA. Han proposat que la fosforilacié per part de PKC potenciaria i podria ser un
prerequisit per ser posteriorment activada CFTR per PKA (101).

La manera en quée el domini R fosforilat controla I'obertura del canal encara no esta
prou clara. El fet que cap altra proteina de la familia ABC contingui un domini R, i
gue encara no s’hagi obtingut I'estructura terciaria d’alta resolucié de la proteina,
dificulten poder coneixer la forma i la localitzacié d’aquest domini.

Un altre fet que obstaculitza conéixer com I|'activitat d’agquest domini regula el
canal, és el gran nombre de llocs susceptibles a ser fosforilats. Han estat descrites
cinc serines que es fosforilen in vivo (les serines en les posicions 660, 700, 737,

795 i 813) (102, 103), i vuit in vitro (les cinc anteriors més les serines en les
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posicions 712, 753 i 768) (104). Els primers estudis de mutagénesi en el domini
regulador concloien que l'existéncia de tants llocs de fosforilacid tenien un paper
redundant (102). Aquesta idea inicial de redundancia va guanyar suport amb els
treballs de Rich i col.laboradors (105), substituint les serines per acid aspartic, i de
Aleksandrov i col.laboradors (106), que les van substituir per acid glutamic; amb la
intencié de mimetitzar les carregues negatives. Tot plegat suggeria que la regulacio
de CFTR per fosforilaci6 era la conseqliéncia electrostatica de |'acumulacié de
carregues negatives al domini R. Pero, estudis posteriors tendeixen a postular que
I'activacido ve donada per accions especifiques de les fosfoserines que provoquen
canvis estructurals en el domini R, més que a una acumulacié no especifica de
carregues negatives. Aquesta proposta és recolzada per estudis que mostren
reajustaments estructurals del domini R després de la fosforilacié d’aquest (107,
108). A més, altres grups que han purificat el domini R de la proteina han observat
qgue aquest domini després de ser fosforilat és objecte de canvis conformacionals
(109).

Per altra banda, existeixen els resultats obtinguts per Wilkinson i col.laboradors
(110), on detecten que les serines en les posicions 737 i 768 tenen un efecte
inhibidor en la funcié del canal. El principal mecanisme d‘inhibicié de la fosfoserina
768 és a través de la reduccid de la duracié dels periodes d’obertura dels canals
CFTR. Vais i col.laboradors (111) també observen que mutant les serines a alanines
en les posicions 700, 795 i 813, la probabilitat d'obertura disminueix, i en les
posicions 737 i 798, incrementa. Aquests autors proposen com a model que la
fosforilacié del domini R altera I'equilibri entre les formes de CFTR amb baixa
afinitat i alta afinitat per la unié a les molécules d’ATP, és a dir, afecta a la unid
d’ATP als NBD perd no a la hidrolisi ni al tancament. La fosforilacié indueix la unié
del domini R amb altres domini (com I'extrem N-terminal de CFTR), i com a resultat

dona lloc a reordaments estructurals necessaris per a l'activacié del canal (112).

L'associacio fisica entre el domini R i I'extrem N-terminal podria ser requerida per
I'activacio del canal depenent de PKA i podria promoure la fosforilaciéo del domini R.
Naren i col.laboradors (113) identificaren una regié de I'extrem N-terminal (residus
46-60) que conté una série de residus acids (D47, E51, E54, D58) que regulen
positivament |'activitat del canal. Aquests residus formen part de la superficie d’una
helix alfa predita. La interaccié entre el domini R i I'extrem N-terminal estabilitza
I'activitat del canal. Posteriorment, proposaren que la regulacié de |'obertura del
canal per part de I'extrem N-terminal ve donada perqué facilita I'entrada a un estat

d'obertura llarg de CFTR, o bé, l'estabilitza. A més, van observar que aquesta
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modulacié de I’'extrem N-terminal apareix després de la unié d’ATP als dominis

NBD, per0 anterior a la seva hidrolisi (114).

I-6.2.3. Els dominis transmembrana

La proteina CFTR esta formada, com ja s’ha comentat abans, per dos dominis
transmembrana homolegs i repetits, que contenen cadascun d’ells sis segments
transmembrana, seguits cada domini TMD per un domini NBD. L’estructura
cristal-litzada de baixa resolucié obtinguda recentment, mostra que les dos regions
transmembrana (TM) s’alineen formant un porus central, a través del qual els ions
travessen la membrana. Perd el que no s’ha aconseguit esbrinar és quines son
exactament les regions TM que formen el porus, ni quantes molécules de CFTR el
formen. Arribar a coneixer l'estructura quaternaria de la proteina és essencial per
saber si existeix com a monomer, com a dimer o com un complex multiméric a la

membrana citoplasmatica, ja que existeixen moltes controvérsies al respecte.

Estudis bioquimics, d’imatge i electrofisioldogics mostren que CFTR pot funcionar
com a monomer (115) i com a dimer. Imatges obtingudes per microscopia
electronica de criofractura suggereixen que el porus de CFTR esta format per dues
molécules de CFTR. A més, s’ha detectat que dues molécules de CFTR es poden
associar a través dels seus dominis PDZ situats en el seu extrem C-terminal
utilitzant com a pont la unié als dominis PDZ de NHERF1 i NHERF2. No esta gens
clar, pero, quina finalitat tindria I'estructura de dimer a la membrana. Sembla ser
gue l'associacié a través d’aquests motius promou una activacié de les obertures
del canal. Es possible que l'increment d’activitat degut a la dimeritzacié afavoreixi la
interaccié entre els dominis R (116). Altres estudis recolzen que es deu a una
regulacié de I'endocitosi de CFTR, donant la forma de dimer major estabilitat a la
membrana (68). A més, en un altre estudi in vivo es defensa que la formacié dels
dimers és independent dels motius PDZ, i que es formen a través d’altres proteines
com GB i la sintaxina 1A (117).

Tot i aixi, on no existeixen controversies basant-se en estudis comparatius
d’homologia amb altres proteines de la mateixa familia, és que el porus esta format

per I'alineament de multiples hélix alfa (118-120).

Encara es desconeix quins segments TM formen el porus i quina funcié tenen

cadascun d’ells. S'han realitzat diversos estudis funcionals per entendre quins
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residus contribueixen a la formacioé del porus i quins d'aquests interaccionen amb
els ions que travessen el canal.

Fins al moment, la majoria de grups s’han centrat en l'estudi del paper de TMD1.
Coincideixen en la idea de que l'estructura del porus és asimetrica, sent el primer
domini TM el que juga un paper més important en la formacié del porus, i en la
seva permeabilitat.

Molts estudis apunten que les carregues positives dels aminoacids R334 i K335 en
I’nélix 6, promouen |’entrada dels anions cap a la boca del porus des de |'exterior
cel-lular. L'efecte que poden tenir en la conduccié i permeabilitat dels anions, I'hélix
11 i les hélixs compreses entre la 1 i la 5, encara no és clar. Per altra banda, la
resta de regions transmembrana no han rebut gairebé cap atencié (de la 7 a la 10).
Ge i col.laboradors (121) consideren que per tal d’assegurar un moviment rapid
dels ions clorur a través del porus, l'interior d’aquest hauria de presentar una série
de caracteristiques que ajudessin als ions a situar-se comodament a l'entrada del
porus. I sembla ser que l'existéncia de carregues positives tindria un paper clau en
I'atraccié d’aquests ions. En fer mutageénesi dirigida en diferents aminoacids amb
carrega positiva situats als fragments transmembrana 1 i 6, per tal d’analitzar els
efectes que produeixen en la relacié corrent-voltatge, van proposar que la carrega
positiva de l'arginina (R334) situada en el TM6 podria atraure els ions cap al porus
des de l'exterior cel-lular; i un altre aminoacid carregat positivament, la lisina (K95)
en el TM1, els atrau des de l'interior cel-lular. EIl mecanisme que proposen seria que
les carregues positives d’aquestes arginines i lisines, les quals es troben a la boca
exterior i interior del porus, serien les responsables de I'atraccio electrostatica dels
ions clorur, permetent I'acumulacié de multiples ions simultaniament. D’aquesta
manera, els propis efectes de repulsié deguts a les carregues negatives dels ions
clorur entre ells acceleraria el pas pel porus. Aixi, els canals de CFTR s'assegurarien
altes quantitats de transport d‘ions a través del seu porus. Aquest model
concordaria amb |'efecte que provoquen les mutacions en R334, en els individus FQ
(122).

Préviament, Akabas i col.laboradors (123), van utilitzar la mutageénesi dirigida per
substituir cadascun dels aminoacids compresos entre la posicié 91 i la 99 per
cisteines, per tal de comprovar quines d'aquestes cisteines tenien accés a agents
metanotiosulfanats que reaccionen amb grups sulfidril, i aixi esbrinar quins
aminoacids d’aquesta regié podien estar situats en la cara externa del porus.
Només les cisteines que havien substituit en les posicions G91, K95 i Q98 eren
accessibles a aquests reactius. La conclusié d’aquests estudis va ser que aquests
aminoacids estan alineats en la cara externa del porus, i aix0 coincidia amb la

periodicitat dels residus formadors d’una estructura secundaria d’hélix alfa.
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Sorprenentment, perd, una construccié de CFTR sense els primers 118 aminoacids
donava lloc a canals que mantenien les propietats de conductancia molt similars a
la proteina sencera (124).

Degut a aquestes controvéersies, Mansoura i col.laboradors (125) van decidir tornar
a analitzar el paper de TM1, TM5 i TM6, basant-se en les propietats de
permeabilitat del canal a la formacié d’'un porus selectiu per anions, observant que
TM5 i TM6 contribueixen a |'estructura del porus, i que TM1 és menys important per
mantenir l'arquitectura del porus. Especialment, van detectar que G91 es troba
suficientment Iluny del lloc d’unié dels anions per no exercir cap efecte electrostatic

en la permeabilitat dels anions a través del porus.

El canal CFTR, com molts canals de clorur, selecciona pobrament respecte els petits
anions que travessen el seu porus. Els anions halurs o pseudohalurs més grans que
el CI" entren més facilment dins del canal que el clorur. Basicament, CFTR té la
tasca de distingir el clorur i probablement el bicarbonat, de grans anions com
fosfats o sulfats. Per exemple, I'anié SCN™ podria competir amb el CI” per passar pel
porus. La pérdua de la regulacio de la conduccio del bicarbonat i el descens del pH
per part de CFTR podria contribuir al fenotip FQ en les ceél-lules epitelials
respiratories i en les del pancrees (126).

A més, el canal CFTR és inhibit per una gran quantitat de substancies que s’uneixen
a I'entrada citoplasmatica del porus, tapant fisicament I’entrada del porus i impedint
el pas dels ions CI. La unidé d’aquests bloquejadors del canal implica interaccions
electrostatiques amb carregues positives, els llocs d’'unié descrits fins al moment,
els aminoacids K95 i R303. Perd sembla que cada lloc d’unié de bloquejador tindria
un mecanisme d’actuacio diferent (127). Els anions més petits s’unirien a K95, sent
el bloqueig depenent del potencial de membrana i de la concentraci6 de CI
extracel-lular. Les grans molécules, en canvi, bloquejarien el canal interactuant
amb R303, no sent sensibles ni al potencial de membrana ni a la concentracié de
Cr.

I-6.2.4. Reguladors de I'activitat electrofisiologica del
canal CFTR

La interaccié fisica entre AMPK i CFTR, regula el canal CFTR. AMPK és una quinasa
activada per lincrement de la relaci6 AMP/ATP durant les situacions d’estrés i

anoxia a la cél-lula. L'activitat de AMPK és elevada en cel-lules aillades de pacients
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FQ. Se sap que lactivaci6 farmacologica de AMPK inhibeix la secrecié pro-
inflamatoria de citoquines, és per aquesta rad que es creu que |'activacié d'aquesta
quinasa en cél-lules FQ és deguda a una resposta adaptativa per intentar reduir la
inflamacio (128).

La unid a CFTR té lloc entre els aminoacids 1420 i 1457 de CFTR i l'extrem C-
terminal de al-AMPK, i estudis inicials van detectar que l'acci6 de AMPK era
essencial per la fosforilacié6 de CFTR, inhibint I'activitat del canal sense afectar el
nombre de canals a la membrana(128).

El receptor adrenérgic B2 (B2-AR) i el receptor d’adenosina 2b (A2b-R) també tenen
un paper important en la regulacié de I'activitat de CFTR en les cél-lules de I'epiteli
respiratori (veure fig. 9a). NHERF1 uneix CFTR i B2-AR a través dels seus dominis
PDZ, i aixi, quan B2-AR és activat per un agonista, incrementa els nivells de AMPc, i
aquests activen PKA i en conseqiéncia CFTR. NHERF1 és |'encarregat d’organitzar
el complex macromolecular, on estan implicats B2-AR, la proteina que uneix GTP
(Gs), la adenilat ciclasa, la proteina ezrina i PKA. NHERF1 també es troba implicat
en el complex d’activacié que ve donat per A2b-R i PKA (68).

Per una altra banda, CFTR és inhibida pel receptor acid-2 lisofosfatidic (LPA-2) a les
cel-lules epitelials de l'intesti (veure fig. 9b). En aquest cas és NHERF2 la que uneix
CFTR a LPA-2 a través dels seus dominis PDZ. Al contrari del cas anterior, quan
LPA-2 és activat per un agonista, redueix els nivells de AMPc a través de la proteina
inhibidora que uneix GTP (Gi), i d'aquesta manera reprimeix l'activacié de CFTR
mitjancant PKA (68).

Una altra molécula que inhibeix l'activitat de CFTR és Shank2. La inhibicié de

Shank2 sobre CFTR es podria deure a l'associaci6 amb una fosfatasa, o bé per

competicido amb un altre domini PDZ que activés CFTR.
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Figura 9. Complexes macromoleculars de regulaciéo de l'activitat de CFTR. Regulacié de

I'activitat de CFTR mitjangant el receptor adrenérgic B2, el receptor d'adenosina 2b i pel
receptor de l'acid-2 lisofosfatidic. (9a) Els dos primers receptors activen CFTR. (9b) En canvi

el receptor de I'acid-2 lisofosfatidic inhibeix I'activitat del canal CFTR (68).

I-6.2.5. CFTR: regulador d’altres canals

La proteina CFTR regula altres proteines transportadores, com els canals ENaC i de
K* (ROMK1 I ROMK2), mecanismes de transport d’ATP, bescanviadors d’anions (CI
/HCO3’) i altres canals com l'aquaporina. Encara no és coneix gaire sobre el
mecanisme que empra CFTR per regular altres proteines, pero se sap que es troben
implicats en la formacié de complexes macromoleculars de senyalitzacié, que es
troben dinamicament regulats. Entre aquestes molécules de senyalitzacié tenim les
proteines amb dominis PDZ, com és el cas de NHERF1 i NHERF2. Per exemple,
aquestes molécules incrementen la interaccié fisica entre ROMK1 i CFTR (129).
NHERF1, a més esta implicat en la regulacié reciproca entre CFTR i els
transportadors de clorur-bicarbonat SLC26 (130).
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El canal CFTR i el canal ENaC es regulen reciprocament. CFTR inhibeix ENaC
(excepte en els conductes de la suor, on l'activa (131)), mentre que ENaC activa
CFTR. Aquesta regulacié muatua té una gran importancia bioldgica degut a que el
balang correcte d‘aigua i sals en el fluid periciliar, per evitar que es dipositin els
bacteris i altres agents nocius en I'epiteli pulmonar, es crea basicament a través de
la secrecié de clorur per part de CFTR, i la reabsorci6 de Na* per part de ENaC
(132).

CFTR també té un paper en la regulacié dels canals de clorur ORCC (133) (134).
Estudis inicials ja mostraven que existia aquesta regulacié, ja que quan es
reintroduien copies normals del canal CFTR en cél-lules FQ, es corregia també
I’activitat de ORCC. Perd posteriorment es va veure que el mecanisme de regulacio
era a través de la implicacid que té CFTR en el transport d’ATP des de l'interior
cel-lular fins I'exterior, sent I'increment d’ATP en I'espai extracel-lular el responsable
de l'activacié de ORCC mitjangant PKA.

No hi ha cap dubte que CFTR pot controlar el transport d’ATP cap a l'exterior
cel-lular, perd no és coneix realment el mecanisme que empra. El problema és
saber si el transport d’ATP és a través del mateix canal o passa a través d’un altre
mecanisme (135) pero controlat indirectament per CFTR. A més cada cop hi ha més
evidéencies de que existeix una relacido entre CFTR i els receptors purinérgics P2Y i
P2X (134).

En teixits que es troben tipicament afectats en pacients FQ, CFTR modula la funcié
de diverses connexines. Per exemple, sobre la Connexina 45 (Cx45) en cel-lules
exocrines del pancrees, CFTR te la capacitat d’afectar la conductancia i la
sensibilitat a voltatge d’aquests canals. Resultats recents mostren que CFTR també
exerceix una modulacié similar sobre les conexines 32 i 40. S’ha especulat sobre el
possible mecanisme de regulaci6 de CFTR sobre aquestes conexines, sembla ser
que la modulacié de la Cx43 o la Cx45 seria per l'activacié de TNF-a mitjangant
cascades de senyalitzacié, a través de les seves unions a proteines amb dominis
PDZ, com EBP50 (136).

I-7. Alteracions en la biogenesi i I'activitat del canal

CFTR per mutacions FQ

Mutacions en el gen CFTR son les responsables dels defectes en la proteina CFTR,
tant en la seva produccié com en la seva funcié, mitjancant diferents mecanismes
moleculars. Per tant, tenint en compte aixd i el gran nombre de mutacions

diferents que es detecten en pacients FQ, les mutacions es van classificar segons el
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tipus de mecanisme molecular que condueix a les diferents alteracions en el canal
CFTR. Inicialment, Welsh i Smith (137) les classificaren en 4 classes. Actualment, la
classificacié s’ha estés fins a 5 classes, basant-se en els nous coneixements que es

té del funcionament i de la regulacié de CFTR (Veure fig. 11).

Mutacions de Classe I; la presencia de grans delecions o mutacions puntuals que
donen lloc a la presencia d’'un codé de parada prematura, o bé a un canvi en el
marc de lectura, que produeixen un RNA missatger inestable i que sera degradat
pel mecanisme de Nonsense-mediated decay (NMD). Les mutacions de classe I es

troben en un 25-30% del total d'al-lels mutants en pacients amb FQ.

Mutacions de Classe II; Les mutacions de classe II afecten als processaments de
glicosilacié i maduracié en el ER i I'aparell de Golgi. Aquests processos provocaran
la retencid de la proteina en el ER i posteriorment la seva degradacié (veure apartat
Sintesi, modificacions post-traduccionals i plegament CFTR). La mutacié F508del és

una mutacio de classe II.

Mutacions de Classe III; La fosforilacié del domini regulador causa la unié d’ATP
al domini d’unié a nucleotid (NBD), permetent el transport de clorur (veure apartat
Estructura i funcié del canal CFTR).

Les mutacions de classe III, donen lloc a una proteina que sera conduida i inserida
a la membrana citoplasmatica, perd sera resistent a la fosforilacié del domini
regulador o a la unié d’ATP. Un exemple d’aquesta classe de mutacié és la G551D
amb una freqléncia de 3.1%, que es troba en el domini NBD1 de CFTR interferint
en la hidrolisi de I’ATP.

Aguestes tres classes de mutacions donen lloc majoritariament a un fenotip de FQ

classic.

Mutacions de Classe IV; aquestes mutacions afecten a la conductancia del canal,
la presencia de les mutacions de classe IV donen lloc a una reduccié del transport
de clorur. Pacients amb aquestes mutacions solen presentar un fenotip clinic mig o
lleu. Incrementar la funcié de CFTR en aquests casos seria suficient per millorar el

fenotip.

Mutacions de Classe V; les mutacions que s’inclouen en aquest grup donen lloc a
processos d’empalmament tant aberrants com correctes durant la transcripcié del

gen CFTR. Els nivells de transcrits variaran segons el pacient o segons I’0rgan dins
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del mateix pacient. Segons la quantitat de transcrits correctes, el fenotip clinic del

pacient variara; a nivells alts presentara un fenotip mig, i a nivells baixos, fenotip

greu.

AV FWF rﬂmw

Normal Classe | Classe Il Classe lll Classe IV ClasseV

Figura 11. Representacio esquematica de les 5 classes de mutacions que podem trobar en
el gen CFTR. Imatge adaptada de la revisié Proesmans i col. 2008 (138).

I-8. Relacid entre la disfuncio resultant de mutacions
CFTR i l'afectacio clinica dels pacients: cap a una

correlacidé genotip-fenotip

En molts casos les mutacions detectades en el gen sén les Uniques responsables de
causar la malaltia, pero la gran variabilitat en la clinica de FQ observada en malalts
que presenten la mateixa combinacié de mutacions, corrobora que a més del
genotip CFTR, existeixen altres factors ambientals i genétics que afecten la gravetat
de la malaltia.

La correlacié genotip-fenotip pot ser utilitzada per determinar associacions a nivell
poblacional, pero no s’hauria d’emprar per a la prognosi del pacient individualment.
L'impacte del genotip CFTR en el fenotip clinic sera especific d’organ. Per exemple,
la capacitat de funcionament correcte del pancrees exocri té una bona correlacié
amb el genotip de CFTR, en canvi el nivell de gravetat de l'afectacié pulmonar

correlaciona molt poc amb el genotip de CFTR (139) (veure fig. 12).
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Figura 12. Esquema on s'il-lustra la contribucié del genotip de CFTR en la gravetat de la
malaltia segons l'0Organ afectat. Esquema adaptat de Cutting Annu. Rev. Genomics Hum.
Genet. 2005 (140).

Només unes poques mutacions determinen directament la manifestacié clinica
pulmonar. Aquest és el cas de pacients amb la mutacié A455E, que tenen una taxa
lenta de disminucié de la funcié pulmonar. Altres estudis mostren que certes
mutacions correlacionen amb un baix risc de patir infeccions pulmonars per part de
Pseudomonas aeruginosa (140). Perd majoritariament seran els factors ambientals
els responsables de la variabilitat en la disfuncié pulmonar.

A més dels factors ambientals, existeixen molts polimorfismes que poden modificar
el fenotip pulmonar i es localitzen en gens candidats. Identificar aquests gens
modificadors ens permetria entendre millor la variabilitat clinica de la malaltia, i
identificar noves dianes pel tractament. La majoria d’aquests gens es troben
implicats en la resposta immune als microorganismes patogens i en la inflamacio.
Molts investigadors s’han centrat en buscar aquests gens candidats. Els candidats

es poden agrupar basicament en quatre grups: aquells que es troben directament
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implicats en la funcié de CFTR (receptor B-adrenérgic); els que codifiquen per vies
alternatives de transport de clorur (CIC-2); els que estan implicats en les respostes
immune i inflamatoria (MBL, TNF-a), i els responsables de combatre el dany en el
pulmé (TGF-B). Per exemple, ens trobem amb polimorfismes que donen lloc a alts
nivells de TNFa que estan associats a un diagnostic sever de la malaltia pulmonar
(141).

I-9. Terapies per la Fibrosi Quistica

Un major coneixement del problema basic de la FQ esta portant al plantejament de
noves estratégies curatives, pero fins al moment els tractaments es basen en la
simptomatologia (138).

Al 1964, Mathews i col-laboradors (142) establiren tres linees basiques de
tractament de la FQ, complementacié nutricional, I'aclariment de les obstruccions
de les vies respiratories i terapia antibiotica contra les infeccions pulmonars.

Més d'un 85% dels pacients neixen amb IP. A més dels problemes funcionals del
pancrees, els malalts tenen problemes en I'absorcié del greix, i en |I'absorcié de les
vitamines solubles en greix, A, D, E i K, que han de ser complementades. Una dieta
correcta i el tractament amb suplements enzimatics pancreatics prevenen la
malnutricié.

La clarificacié de les secrecions espesses, és una de les inicials i principals terapies
en el tractament de la patologia pulmonar, on es combina la fisioterapia de pit i
metodes farmacologics per disminuir la viscositat del moc. L'espessor del moc ve
determinada per nombrosos factors, entre ells, la preséncia de DNA lliure, actina
polimeritzada i mucines. El trencament del DNA en petits fragments redueix la
viscositat, la DNasa humana recombinant (Pulmozyme) és el tractament més
extensament utilitzat per reduir la viscositat del moc (138).

Per altra banda, el tractament amb antibiotics especifics ha estat fins ara la
principal terapia, perd encara no s’ha trobat una terapia efectiva per combatre les
infeccions croniques. La supressié de la inflamacié farmacologicament es duu a
terme amb tractaments amb esteroides a dies alterns o amb altes dosis d’ibuprofe.
Pero quan els diferents tractaments perden la seva efectivitat i es produeix la
colonitzacid cronica, la pérdua de funcié pulmonar és progressiva. Hi ha un limit de
funcié respiratoria per determinar el transplament pulmonar. El primer
transplantament es realitza al 1983 i més de 100 pacients amb FQ reben un pulmé

nou cada any, segons dades del “"CF Foundation Data Registry”.
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I-9.1. Terapies futures a nivell molecular

Des del descobriment del gen CFTR, molts estudis s’han centrat en comprendre el
defecte basic de la malaltia, per tal d’aplicar terapies especifiques segons la
mutacio, i solucionar el problema a nivell molecular. Existeixen dos possibles
enfocaments per tal d’abordar la situacid: utilitzar la terapia génica, i per exemple
introduir una copia normal del gen en les cél-lules apropiades; o bé mitjancant
terapies especifiques d’al-lel per tal de corregir el defecte especific de les formes
mutants de CFTR.

Aconseguir un bon model animal ajudaria a provar les futures terapies. Fins al
moment existeixen 11 ratolins FQ que s’han caracteritzat (143). Tenint en compte
que les mutacions detectades en CFTR generen una gran varietat de fenotips i de
manifestacions cliniques diferents, resulta molt complicat generar un ratoli
transgénic que pugui ser un excel-lent model que recapituli totes les afectacions
cliniques que es donen en humans. Segons I'0rgan i el tret clinic que s’hagi volgut
estudiar, els investigadors han tingut més o menys éxit en la generacié de ratolins
manipulats genéticament per poder ser utilitzats com a model de la malaltia. Per
exemple, en el cas de les patologies del sistema digestiu existeix un ventall ampli
respecte a I'éxit obtingut. El fenotip intestinal és un dels millor aconseguits en el
model de ratoli; excepte alguns casos, la gran majoria presenten una patologia
severa molt similar a la humana. En canvi, els ratolins FQ no sén bons models per
la patologia pulmonar, ja que la majoria d’ells tenen I'epiteli respiratori pulmonar
amb la homeostasi de ASL ben regulada i amb un moc no espés. Altres ratolins
mostren canvis patologics pulmonars, perd sense manifestar inflamacié ni
infeccions bacterianes. Només en un cas, un ratoli homozigot per la mutacié
G551D, CFTR™!¢%310 va desenvolupar una desregulacié de la inflamacié dels seus
pulmons, i una susceptibilitat inicial a Pseudomonas aeruginosa. Els investigadors
han suggerit que existeix en ratolins una via alternativa de transport de clorur
(143).

Molt recentment, un grup d‘investigadors han aconsseguit generar porcs CFTR™",
Aquests porcs defectius per CFTR presenten una patologia molt similar a la
humana. Han detectat que desenvolupen ili meconial, destruccié del pancrees
exocri, i la funcié hepatica afectada. Perd, no han observat cap anormalitat en el

seu sistema respiratori (144).
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I-9.1.1 Terapies especifiques segons la mutacio

El fet de que es necessitin nivells baixos de CFTR funcional (un 10% és suficient)
per disminuir o fins i tot eliminar les principals manifestacions cliniques de la
malaltia, afavoreix |'utilitzaci6 de potenciadors o correctors de la funcié de CFTR
mutant. L'actual classificacié de les mutacions, i el progressiu coneixement dels
diferents mecanismes moleculars que poden alterar la proteina, proporcionen una
base per el desenvolupament de farmacs dirigits a cadascuna de les mutacions,

proposant-se terapies especifiques per cada tipus de mutacié en FQ.

Mutacions de Classe I; es coneix que els antibiotics del tipus aminoglicosidases, a
més de la seva activitat antimicrobiana, sén efectius en afavorir que la maquinaria
transcripcional es salti les mutacions de codons prematurs de parada i en aquests
llocs s’incorpori un aminoacid. La gentamicina i altres aminoglicosidases poden
restaurar la sintesi correcta de la proteina CFTR. Dos assajos clinics s’han dut a
terme administrant gentamicina a individus que tenien mutacions sense sentit en el
gen CFTR (145, 146).

Un altre aspecte que cal tenir en compte és el fet de que la introduccié d'un
aminoacid en el codd on hi havia parada prematura és a l'atzar. Per tant aixd pot
convertir la mutacié de classe I en una mutacié de les altres classes. En aquest cas,
s’hauria de combinar amb una altra terapia adequada al nou tipus de mutacié. A
més, cal tenir en compte que actuen sense diana especifica, podent afectar altres

gens.

Mutacions de Classe II; Existeix un gran interés en identificar totes les molécules
xaperones implicades en el plegament i el trafic de la proteina a la membrana;
encara que moltes d’elles ja es coneixen, com Hsc70/Hsp70-Hdj-1/2 (36-38),
Calnexina (39), CHIP (41), Hsp90 (42), HspBP1 (43) i Bag-2 (44). Algunes d’elles
mantenen l'estructura de la proteina, i d'altres promouen la seva ubiquitinitzacié i
degradacioé (veure apartat biogenesi de la proteina). Molécules xaperones de baix
pes molecular, com el glicerol, I’'0xid de N-trimetilamina i |'aigua deuterada, sén
capaces d’estabilitzar la proteina i incrementar la seva mobilitat durant |'associacid
amb els microtubuls oligomeérics (147). Aquests compostos sOn coneguts com
xaperones quimiques. Desafortunadament en el cas del glicerol, les quantitats
necessaries per rescatar el fenotip sén molt altes, per tant aquest tractament valid
in vitro, no és aplicable en la terapia clinica, degut a la seva toxicitat. Altres
alternatives al glicerol serien el mio-inositol, la betaina i la taurina, ja que tenen

una menor toxicitat (148).
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Una via més refinada, seria la utilitzacié de xaperones farmacologiques, que es
distingeixen de les quimiques degut a la seva especificitat. Un exemple de
farmacoxaperones serien els compostos Benzo(c)quinolizinium (149).

L'associaci6 de Hsp70 i calnexina a CFTR promou la seva degradacié. La droga
Sodi-4-fenilbutirat (4-PBA) promou el trafic de la proteina CFTR mutant F508del a
la membrana (150). La seva accié es deguda a que provoca una disminucié de
Hsc70, impedint la formacié de les unions CFTR-Hsc70 i un increment de Hsp70,

afavorint la connexié de Hsp70 amb CFTR.

Mutacions de Classe III; Existeixen diversos compostos que augmenten
I'activitat del canal CFTR; s'ha descrit que compostos com els inhibidors de les
fosfodiesterases incrementen els nivells de cAMP, o bé els derivats de flavonoides
augmenten l'activitat de CFTR en linies cel-lulars. Les alkyl-xantines (derivats de
flavonoides), com el 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina (CPX) i la genisteina, sén els
més importants (151). La genisteina és un potent activador de CFTR, i afecta la
unié d’ATP a G551D. També tenim la droga milrinona, que és un inhibidor de les
fosfodiesterases. La seva accid bloqueja cGMP i d’aguesta manera s’incrementen els
nivells de cAMP i CFTR es activada (152).

Mutacions de Classe 1IV; Es pot incrementar la funcié de CFTR, augmentant els
nivells citosolics de cAMP (per promoure la fosforilacié de CFTR), inhibint I'activitat
de les fosfatases (per bloquejar la defosforilaci6 de CFTR), o bé interactuant
directament amb CFTR (151).

Mutacions de Classe V; les mutacions que s’inclouen en aquest grup sempre
produeixen una mica de CFTR normal, ja que donen lloc a processos
d’empalmament tant aberrants com correctes. Els nivells de transcrits variaran
segons el pacient o segons I'0rgan dins del mateix pacient.

El procés d’empalmament es regulat per complexos formats per diferents factors
que s’uneixen a diferents motius d’empalmament. Per tant, seria interessant en

primer lloc conéixer millor la maquinaria i la seva regulacié.

I-9.1.2 Terapia geénica

Un cop es descobri el gen de la FQ, estudis in vitro demostraren que la introduccio
de DNA complementari (cDNA) de CFTR en cél-lules afectades podia corregir el
defecte del canal de clorur (153, 154), convertint-se la terapia génica en un

tractament efectiu.
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Existeixen diferents caracteristiques d’aquesta malaltia que l'afavoreixen per ser
una bona candidata per aquest tipus de terapia. En primer lloc, la proteina madura
es localitza a la membrana apical de les cél-lules epitelials de les vies respiratories a
les glandules de les mucoses (155), per tant sén potencialment accessibles a
aerosols. En segon lloc, diferents estudis han evidenciat que es requereixen nivells
minims de CFTR per corregir la funcié del canal de clorur, i amb un 10% de cél-lules
corregides és suficient per normalitzar el nivell de transport de clorur, encara que
en el cas de l'absorcié de sodi és necessita un percentatge molt més alt. I per
ultim, existeix la possibilitat de mesurar la funcionalitat del gen mitjancant assajos
in vivo de l'activitat del canal de clorur amb mesures de les diferéncies de potencial
nasal (153).

Estudis inicials en humans utilitzant vectors virals, com els derivats dels
adenovirus (156-158) i vectors no virals, com lipids cationics (159, 160), han
aconseguit I'expressié del gen en les vies respiratories. Encara que els resultats sén
encoratjadors, no sén prou efectius, degut a una pobre eficiéncia de transfeccio
(161), una duracio limitada de I'expressié del gen (162) i una resposta immune i

inflamatoria als adenovirus (157, 161).
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Existeixen moltes evidéncies en la literatura on les mutacions de sentit erroni,
independentment de la seva localitzacié en el gen CFTR, poden afectar a la funcié
del canal CFTR a diferents nivells: biogénesi de la proteina, transport i localitzacid,
propietats electrofisiologiques del canal, com la probabilitat d’obertura o la
conductancia, etc....

Diferents estudis d’estructura-activitat han suggerit també I'importancia dels dos
dominis transmembrana homolegs pel seu paper estructural com a formadors del
porus, i de I'extrem N-terminal de CFTR en la regulacié de la proteina, tant a nivell
del trafic com a nivell de I'obertura del canal.

Tenint en compte aquests antecedents en el present estudi s’han analitzat les
conseqlieéncies funcionals de vuit mutacions amb sentit erroni localitzades en la
regio N-terminal de CFTR i que havien estat identificades majoritariament a la

poblacié FQ espanyola.

Per dur a terme aquest estudi ens plantejarem els seglients objectius especifics:

1. La introduccidé de les vuit mutacions missense en el vector pCMVCFTRNot6.2wt,

mitjancant mutageénesis dirigida, i la seva expressio en cel-lules epitelials HEK293.

2. L'analisi del processament de les proteines mutants i la determinacié del seu

patré de maduraciéo mitjancant Western blot.

3. L'estudi del trafic cel-lular de cadascun dels mutants i la determinacio de la seva
localitzacidé subcel-lular mitjangant immunocitoquimica.
4. La caracteritzacié funcional del canal CFTR utilitzant la técnica de “Patch clamp”

en configuracio “whole cell” i en configuracié “excised inside-out”.
5. Relacionar els resultats de les mutacions analitzades en quant el comportament

del canal CFTR amb el fenotip dels pacients, per establir una correlacié genotip-

fenotip més acurada.
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M-1. Clonatge i expressio de mutacions de sentit

erroni

M-1.1. Vectors d’expressio

Per a I'expressié del gen CFTR i de CFTR amb la mutacié p.F508del s’utilitzaren els
vectors d’expressio pCMVCFTRNot6.2wt i pCMVCFTRNot6.2delF508, que contenen
el cDNA de 6.2 Kb que codifica per la proteina “wild type” de CFTR i per la proteina
mutant p.F508del, respectivament. Ambdds cDNAs estan clonats en el vector pCMV
(Fig. M-1) de 3681 bp, inserits en el lloc de restricci6 de Not I, i van ser
proporcionats per la Dra. Johanna Rommens (Hospital for Sick Children, Toronto,
Canada). El vector pCMV conté tots els elements necessaris per a la correcta
expressié en cel-lules eucariotes: el promotor del citomegalovirus, un lloc de

poliadenilacié del virus SV40 i llocs de splicing .

(Starting Vector pUC19)
January 12, 1992 o

Figura M-1. Vector d’'expressié pCMV. Esquema del plasmidi pCMV on es van inserir els
cDNAs del gen CFTR, i del gen CFTR amb la mutacié p.F508del, en el lloc de restriccié de Not

I. Cedit per la doctora Johanna Rommens, University of Toronto.

També s'utilitza un altre vector d’expressid del gen de la proteina verda fluorescent
(EGFP): el vector d’expressié pEGFP-N1 (Genbank Accession number: U55762) (BD

Biosciences, Clontech, CA), optimitzat per millorar la fluorescéncia i I'expressio de
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la proteina verda en cél-lules de mamifers. Vam utilitzar aquest vector en paral-lel

amb el de CFTR, com a marcador de cél-lules transfectades (veure fig. M-2).

pEGFP-N1 Vector Information PT3027-5
GenBank Accession #UJ55762 Catalog #6085-1
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Figura M-2. Vector d’expressio pEGFP-N1. Esquema del vector d’expressié comercial
pEGFP-N1 de Clontech.

M-1.2. Mutagénesi dirigida

Les mutacions puntuals en el gen CFTR, p.P5L, p.S50P, p.E60K, p.R75Q, p.G85E,
p.G85V, p.Y89C i p.E92K es varen generar en el plasmidi pCMVCFTRNot6.2wt
mitjangant mutagénesi dirigida per oligonucleodtid. S'utilitza el kit “QuikChange™
XL-Site-Directed Mutagénesis” (Stratagene, La Jolla, Ca, USA), dissenyat
especificament per aconseguir una mutagénesi dirigida eficient en plasmidis de
gran tamany. El primer pas fou introduir el canvi puntual en la seqliéncia
nucleotidica del cDNA mitjancant una PCR, després es varen digerir les cadenes
parentals i posteriorment s’obtingueren copies del nou plasmidi generat mitjangant

la seva expressié en cél-lules procariotes (veure Fig. M-3).
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Pas 1.
Preparacio
plasmidi.

Pas 2.

Reaccio en
cadena de la
polimerasa.
Utilitzant la Pfu
Turbo DNA po-
limerasa.

Pas 3. Digestio de N

les cadenes meti- —

lades, no mutades ‘\w

parentals, mitjan- =

FULIL L : LLEGENDA
Pas 4.
Transformacio en
les cel.lules ultra-
competents
XL10-Gold

- PlEsmidi ADN parental

4/ Primer mutagénesi

__ Plasmidi ADN mutant

Figura M-3. Kit “"QuikChange™ XL-Site-Directed Mutagénesis”. Esquema-resum dels

passos a seguir per a I'obtencié dels plasmidis mutants amb el Kit.

M-1.2.1. Reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)

Seguint les instruccions del kit, es dissenyaren les parelles d’oligonucleotids adients

per obtenir cadascuna de les mutacions puntuals (veure taula 1).
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Mutacions Sequencia (5'>3")
p.P5L CATGCAGAGGTCGCITCTGGAAAAGGCCAG
p.S50P GTTGATTCTGCTGACAATCTACCTGAAAAATTGGAAAGAGAATG
p.E60K GGAAAGAGAATGGGATAGAAAGCTGGCTTCAAAGAAAAATC
p.R75Q CTCATTAATGCCCTTCGGCAATGTTTTTTCTGGAGATTTATG
p.G85E CTGGAGATTTATGTTCTATGAAATCTTTTTATATTTAGGGGAAG
p.G85V CTGGAGATTTATGTTCTATGTAATCTTTTTATATTTAGGGGAAG
p.Y89C CTGGAGATTTATGTTCTATGTIAATCTTTTTATATTTAGGGGAAG
p.E92K CTGGAGATTTATGTTCTATGTAATCTTTTITATATTTAGGGGAAG

Taula 1. Encebadors de mutagénesi. A la columna de I'esquerra de la taula hi ha les
diferents mutacions que es generaren per mutagénesi dirigida, i a la dreta els encebadors
corresponents utilitzats per generar-les (només es mostren les seqliencies d’oligonucleotids

direccié 5">3’) . En negreta es senyala el nucleotid mutant.

Un cop dissenyats els encebadors per a cadascuna de les mutacions, es realitza la
PCR de mutagenesi de 18 cicles [50 s a 95°C (desnaturalitzacid), 50 s a 60°C
(hibridacié) i 20 min a 68°C (elongacié)]. Finalment es va fer un pas addicional
d’elongacié de 7 min a 68°C. Per a la reaccié s'utilitza I'enzim Pfu Turbo DNA
polimerasa, que es caracteritza per replicar el DNA amb una gran fidelitat
(proporcionat en el kit).

Posteriorment, el producte obtingut de la PCR es tracta amb l’enzim Dpn I, que
digereix el DNA metilat, per tant degrada les copies de DNA parental sense la

mutacio introduida.
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M-1.2.2. Transformacio de bacteris

S'utilitzaren les cél-lules ultracompetents XL 10-Gold per transformar amb el
producte de la PCR de mutagénesi, i amplificar-ho.

Per cada transformaci6 es va fer servir una aliquota de 45 pl de bacteris
ultracompetents. S’afegia B-Mercaptoetanol, i seguidament el producte de la PCR,
deixant-ho reposar en gel durant 30 min.

Passat aquest temps es feia un xoc térmic portant la barreja a 42°C durant 30 s. Es
tornava immediatament al gel, i s’afegien 500 pl de medi LB enriquit amb NZY*
(veure: Composicid de les solucions) i es feien créixer a 37°C durant 1 h en agitacio
a 225-250 rpm. Finalment, es sembraven 250 pl del cultiu en una placa de medi LB
agar amb una concentracié d’ampicil-lina de 50 pg/ml i s‘incubava tota la nit a
370C.

Les colonies obtingudes es feien créixer en tubs amb 3 ml de medi LB amb
ampicil-lina a 37°C en agitacid, i s'obtenia el seu DNA plasmidic amb el kit de mini-
preps (Qiagen). Es feien stocks glicerolats de les colonies positives per a la seva

conservacio a -80°C.

M-1.2.3. Seqiienciacio

Es verifica la incorporacié del nucleotid adient i I'abséncia de nucledtids mutants a
I’'atzar en cadascun dels plasmidis mutants mitjangant seqlienciacid automatica del
cDNA. S’utilitza el seqlienciador ABI Prism 3100 Genetic Analyzers (Applied
Biosystems,CA). S’empra el reactiu Big dye v.3.1, que inclou el tampé de reaccio, la
DNA polimerasa, els dNTPs i els terminadors units a molécules fluorescents per
poder realitzar les 13 reaccions de PCR de seqlenciaci6 amb els encebadors

corresponents (veure taula 2).
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Seqliencia (5'>3")
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E4R1

E7R2

E7D1

E8R1

E13R5

E13R2

E13R1

13bi5’

E14D1

K19R

E19D1

E22D1

E22R1

TCTTATAAATCAAACTAAACATAG

AAGTATCTCACATAGGCTGC

GTACAAACATGGTATGACTCT

TCCCAGAAGGCTGTTACAT

GCCATCAGTTTACAGACACAG

TGTAAGGGAGTCTTTTGCACA

AAGTCTTCTTCGTTAATTTCTTC

CTCAATCCAATCAACTCTATACGAA

TCGATATATTACTGTCCAC

GGCATGTCAATGAACTTAAAGA

ATGCGATCTGTGAGCCGAG

AAGCTTGACTTTGTCCTTG

CTGGATCCAAATGAGCACTG

5'UTR- Ex6 4
—

Exd 4 - Ex6 7
—

Ex6 7 - Ex0 9
—>

Exd 7 - Ex0 9
«—

Exé 9 - Ex6 12
«—

2 Ex6 13
4—

1 Ex06 13 final
4—
Exd 13 - Ex6 15
—

Exd 14a - Ex0 17a
—

Ex6 16 - Ex6 19
4—

Ex6 19 - Ex6 22
—>

Ex6 22 - 3'UTR
—

Ex6 20- Ex0 22
4__

Taula 2. Encebadors de seqiienciacié. En aquesta taula es mostren els oligonucleotids

emprats per a la seqlienciacié del cDNA de CFTR, i la regié del cDNA que ens permet

seqilenciar cadascun dels encebadors.
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M-1.3. Clonatges

Les mutacions a l'‘atzar generades en els plasmidis amb les mutacions p.Y89C i
p.E60K es trobaven en les posicions nucleotidiques 3581 i 3926 del cDNA de CFTR,
respectivament. Aixi que s’escindi el fragment de plasmidi on es trobava la mutacié
puntual correcta i es clona en el vector d’expressi6 pCMVCFTRNot6.2wt.

L'escissid del fragment es dugué a terme amb I’enzim de restriccié BspEI. El vector
té dues dianes de restriccid per aquest enzim; una d’elles es troba en la posicié
1130 en el cDNA de CFTR i l'altra es troba propera al promotor CMV, sent la seva
diana de restriccié T/CCGGA. Es digeriren pCMVCFTRNot6.2wt, pCMVCFTRNot6.2wt
amb la mutacié puntual p.Y89C i pCMVCFTRNot6.2wt amb la mutacido puntual
p.E60K. D’aquesta digestié s’obtingueren dos fragments per cadascun dels
plasmidis, un fragment petit d’'uns 3900 pb, i un fragment gran d'uns 5980 pb, que
es feren cérrer en una electroforesi en gel d’agarosa de baix punt de fusié al 1%.
S’eluiren i es purificaren les bandes corresponents al fragment gran de
pCMVCFTRNot6.2wt i al fragment petit del plasmidi amb la mutacié desitjada, amb
el kit MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen). Seguidament, es desfosforila de 2 a 4 ug
de DNA corresponents al fragment gran, amb fosfatasa alcalina (Roche) a 37°C
durant 1 h. Un cop inactivada la fosfatasa alcalina amb el MinElute Gel Extraction
Kit (Qiagen), es feu la lligacié dels dos fragments amb la T4 DNA lligasa (Gibco)
amb una proporcid 3:1 d’insert respecte a vector, a temperatura ambient durant 4
h. El producte de la lligacié es transforma en les cel-lules ultracompetents XL-10
Gold i s’obtingué el DNA plasmidic, tal com s‘indica en l'apartat 2.2.

La comprovacido d’una correcte lligacid, es feu en un primer pas mitjancant
digestions amb tres enzims de restricci6 diferents, EcoRI, HindIII, Xbal.
Posteriorment, els clons positius es seqienciaren per comprovar que es mantenia la

mutacio desitjada, i que s’eliminava la mutacioé a I'atzar.

M-1.4. Cultius cel-lulars eucariotes

Tots els assajos en cultius cel-lulars eucariotes es varen fer en la linia cel-lular
epitelial “Human Embryonic Kidney 293” (HEK293). Aquestes cél-lules es
mantingueren en un incubador, a 37°C i 5% CO02, amb medi DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium, Gibco, Scotland) suplementat amb 10% de sérum fetal

bovi, 100 U/ml de penicil-lina, 100 pg/ml d’estreptomicina i 2 mM de glutamina.
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M-1.5. Transfeccions

Un estudi previ determina el vehicle de transfeccid no viral més eficient i menys
toxic en les cél-lules HEK293. En aquest estudi comparatiu, utilitzant el gen
reporter EGFP, es valoraren tres vectors no virals: Polyfect (Qiagen, Valencia, CA),
Exgen 500™ [22KDa linear polyethylenimine (PEI)] (Euromedex,
Souffelweyersheim, France) i GenePorter2™ (Gene Therapy Systems, San Diego,
CA). L'analisi per citometria de flux de cél-lules HEK293 transfectades amb el vector
d’expressié pEGFP-N1 complexat amb qualsevol dels tres vectors no virals revela
que el vector més eficient era el Polyfect.

Aixi que seguint el protocol proveit per Qiagen, es sembraren 6x10° cél-lules per
pou en plagques de 6 pous, el dia abans de la transfeccid. Les cél-lules es co-
transfectaren transitoriament amb 2 ug del plasmidi corresponent del gen CFTR i
200 ng del vector pEGFP-N1.

M-2. Analisi del processament i la localitzacio de les

proteines mutants

M-2.1 Control de transfeccio

L'assaig de Western blot es feu amb els extractes proteics totals de cél-lules
transfectades transitoriament. Per tant, necessitavem algun control de les
eficiéncies de transfeccié, per comprovar que cadascun dels extractes utilitzats
provenia d’un pool de cél-lules amb un percentatge de transfeccid similar entre
elles.

S'utilitza la deteccid de la proteina verda fluorescent mitjancant citometria de flux,
que fou transfectada alhora amb el plasmidi corresponent del gen CFTR. Les
cel-lules es desenganxaven de la placa de cultiu amb tripsina, i es rentaven dos
cops amb PBS fred, una cinquena part s’analitzava en el citometre de flux, i la resta

es reservava per obtenir I'extracte de proteina total.
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M-2.2. Obtencio i quantificacio dels extractes proteics

48 hores després de la transfeccid, les cel-lules HEK293 es rentaven dos cops amb
PBS fred, i es solubilitzaven amb 150 ul de tampd de lisi RIPA durant 20 min en gel.
Els extractes cel-lulars lisats es centrifugaven a 14000 rpm durant 10 min a 4°C, i
es recuperaven els sobrenedants, que contenien els extractes proteics totals.

La quantificacid de la proteina total es realitzava mitjancant la deteccié de la

reaccié colorimétrica a 652 nm de |'assaig BCA (Pierce Biotechnology, IL, USA).

M-2.3. Analisi del processament de las proteines

mutants

Es barrejava 50 pg d’extracte proteic amb la meitat de volum de tampd de carrega
3X més DTT 15% i es fraccionava electroforeticament amb un gel d’acrilamida al
7.3% (MiniProtean; BioRad), segons el métode de Laemmli (SDS-PAGE). El gel es
transferia en mullat sobre una membrana Hybond-C extra (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) segons el métode de Towi, durant 2 h a 100V. Es bloquejava
la membrana durant 1 h a temperatura ambient amb la solucié de bloqueig I, i
després s’incubava amb l'anticos monoclonal MAB1660 (R&D Systems, MN, USA)
gue reconeix el domini R del canal, diluit en solucié de blogueig (1:500) tota la nit a
40C. Paral-lelament, es detectava la proteina ubiqua Golgina de 97 kDa, com a
control de normalitzaci6 de carrega, amb I'anticos monoclonal anti-Golgina 97
(1:2000, Molecular Probes, Eugene, OR) a 49C tota la nit. Es feien tres rentats de
10 min amb la solucié de bloqueig I i després s’incubava la membrana amb |'anticos
secundari anti-ratoli generat en cabra i conjugat a peroxidasa (DakoCytomation,
Glostrup, Denmark), diluit en soluci6 de bloqueig (1:2000), durant 1 h a
temperatura ambient, per reconeixer ambdds anticossos primaris. Es feien tres
rentats de 10 min amb la solucié de bloqueig I, i es feia reaccionar la membrana
amb ECL (Amersham Biosciences). La deteccié de la quimioluminescéncia emesa es
feu amb el sistema “Versadoc Imaging” (BioRad, CA, USA) a diversos temps.

La quantificacié de la densitometria de les bandes corresponents a CFTR es feu amb

el software “Quantity one” (BioRad).
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M-2.4. Analisi de la localitzacio de les proteines

mutants

Es varen sembrar 3 X 10° cél-lules HEK293 en cobreobjectes 24 h abans de ser
transfectades. La transfeccio es realitza com s’indica a I'apartat M-1.5.
L'assaig d'immunocitoquimica s’inicia 48h després de la transfeccid, com en el cas

de I'obtencid dels extractes proteics.

M-2.4.1. Deteccio de la proteina CFTR en la membrana

citoplasmatica

Les cél-lules HEK293 transfectades es rentaven dos cops amb PBS fred, i
s'incubaven amb la solucié de bloqueig II durant 1 h a 4°C, mantenint-se la
membrana citoplasmatica intacta. Seguidament, es feia el marcatge de la
membrana citoplasmatica, amb la Concanavalina A, lectina que reconeix
glicoproteines de membrana, conjugada a Alexa Fluor 488 diluit en la solucié de
bloqueig II (5 pg/ml, Molecular Probes) durant 20 min a 4°C. Es feien tres rentats
amb la solucié de bloqueig en fred i es fixaven amb paraformaldehid 4%, 10 min a
40C, Després de rentar-se les cél-lules tres cops amb PBS a temperatura ambient,
s’incubaven amb I'anticos primari MAB1660 diluit en la solucié d'incubacié (1:1000)
durant tota la nit a 4°C. Es feien tres rentats amb PBS a temperatura ambient i
s’incubaven amb l’anticos secundari anti-ratoli generat en cabra, i conjugat a Alexa
Fluor 568 diluit en la solucié d’incubacié (1:500) 1 h 30 min a 4°C. Es feien tres
rentats amb PBS i s’'incubaven amb TO-PRO 3 en PBS (1:3000) 1 h a temperatura
ambient, per tenyir els nuclis. Es rentaven tres cops amb PBS, i es muntaven els
cobreobjectes amb el medi de muntatge Vectashield (Vector Laboratories, Inc.,

Burlingame, CA).

M-2.4.2. Deteccio de la proteina CFTR intracel-lular

Les cél-lules transfectades HEK293 es rentaven dos cops amb PBS fred, i es fixaven
amb paraformaldehid 4%, 10min a 4°C. Les cél-lules fixades es bloquejaven amb la
solucié de bloqueig III, que alhora les permeabilitzava, durant 1h a temperatura
ambient, i seguidament s’incubaven amb la concanavalina A conjugada a Alexa

Fluor 488 diluida amb PBS (5 pg/ml) 20 min a temperatura ambient. La detecci6 de
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la proteina CFTR i la tincié dels nuclis de les cél-lules es realitza seguint el mateix

protocol que en |'apartat anterior.

M-2.4.3. Adquisicio d'imatges

Les imatges s’adquiriren amb un microscopi confocal espectral model Leica TCS SL
(Leica, Heidelberg, Germany). S’utilitza I'objectiu d'immersié de 63X, emprant tres
longituds d‘ona d’excitaci6 (Ar 488nm, He/Ne 543nm, He/Ne 633nm).
Posteriorment, les imatges es tractaren amb el programa LCS leica Confocal

Software.

M-3. Mesura de l'activitat dels canals CFTR mutats

M-3.1. Com es mesura l'activitat de CFTR

Qualsevol que sigui el sistema en que un vol fer una mesura eléctrica, aquest es
pot considerar com un circuit eléctric equivalent, i per tant podran ser utilitzats
definicions i parametres eléctrics. Aixo s’aplica també a les membranes biologiques
compostes de canals ionics i fosfolipids, com un model de resisténcia en paral-lel
amb un capacitador. La resisténcia ve de les propietats dels canals idnics inherents
a la membrana i el capacitador recau en les propietats passives, principalment
relacionades amb la composicié dels fosfolipids. Matematicament aixd pot ser
expressat com:
In=Iionic + Cm (dV/dt)

Aix0 significa que el corrent mesurat és la suma de dos components. Estem
interessats en el component ionic, el moviment d’ions a través de la membrana.
L'altre component ve de I'anomenat corrent capacitatiu. Aquest corrent és només
un transitori generat quan el capacitador de la membrana es carrega. Aquest es
I’efecte eléctric mesurable del que passa en les dues cares de la membrana a nivell
microscopic; I'acumulacié de carreges en un costat i la descarrega a l'altre, degut al
diferent valor de potencial aplicat a cada banda. En alguns casos el corrent
capacitatiu és un parametre (til per saber les propietats de la membrana o per

calcular el tamany de la cél-lula. Pero en el moment de fixar un voltatge, per tal de
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mesurar els canvis de corrent, el segon component de la formula és converteix en
zero.

La técnica de Patch-clamp és indubtablement el millor métode per I'estudi del
comportament dels canals ionics. Al 1976, Neher i Sakmann (163) van utilitzar per
primer cop la técnica de Patch-clamp en configuracié cell-attached per I'estudi de
canals cationics activats per acetilcolina en musculatura esquelética de granota. La
capacitat d’aquesta técnica de permetre registrar les corrents a través d’'un o més

canals en temps real és el que li confereix tant d’interes.

CT Rg
ﬁ
Reference p Ca
ele-:trcnde in bath . .
/ Ar As Output
&

CFTR- CDN.ﬁ.

.

Figura M-4. Esquema del sistema de mesura de l'activitat eléctrica dels canals ionics,

anomenat Patch Clamp.

M-3.2. Registres de patch-clamp en configuracio

whole cell

Les cél-lules HEK293 transfectades amb el plasmidi corresponent del gen CFTR i el
plasmidi pEGFP-N1 (seguint el protocol que s’indica en l'apartat M-1.5), es
dipositaven en cobreobjectes. Els registres es realitzaven amb les cél-lules que

havien estat transfectades préviament a l'adquisicié dels registres (entre 8 i 36 h
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previes, ja que 8 h era el temps minim per poder detectar I'expressio de la proteina
verda fluorescent en el microscopi de fluorescéncia).

Els cobreobjectes es transferien a la cambreta de registre on es realitzaven els
experiments a temperatura ambient. Les solucions extracel-lulars s’aplicaven al
bany a través d’un sistema de perfusid per gravetat.

Els corrents de membrana es registraven en condicions de fixacié de voltatge,
utilitzant la técnica de patch-clamp descrita per Hamill (164) i en configuracié de
whole cell.

Les micropipetes es fabricaven a partir de capil-lars de vidre de borosilicat, amb un
diametre extern de 1.2 mm i un diametre intern de 0.94 mm (Harvard Apparatus,
UK), utilitzant un estirador de pipetes horitzontal P-97 (Sutter Instruments, Novato,
CA), i obtenint una resistencia entre 2-4 MOhm. Les micropipetes s'omplien amb la
solucié interna, i s’'emprava un eléctrode de Ag/AgCl. S’obtenien segells de 4-5
Gigaohms sobre la superficie de la membrana abans d’establir la configuracié whole
cell. Els corrents macroscopics s’adquiriren i analitzaren mitjancant I'amplificador de
patch-clamp EPC-9 (HEKA, Heildeberg, Germany) i el software associat a
I'amplificador que el controla. Els corrents s’adquirien a 3 kHz i es filtraven
posteriorment a 0.5 KHz. El potencial de membrana es mantenia a -40mV.

Les cel-lules es banyaven amb la solucié extracel-lular passats els primers 10 s de
registre, i sequidament s’intercanviava la solucié de perfusié per la mateixa solucié
amb 5 pM Forskolina durant 2 min, per estimular els corrents de clorur. L'inhibidor
especific de CFTR (CFTR (inh)-172) (Sigma aldrich) s’aplicava a 1 yM amb la solucio

extracel-lular per perfusié.

M-3.3 Registres de patch-clamp de canal dnic en

configuracio excised inside-out

L'estudi individual de I'activitat de cadascun dels canals de CFTR detectats a la
membrana citoplasmatica es realitza mitjangant la técnica de patch-clamp de canal
Unic en configuracié Excised inside-out.

Les cel-lules, que havien estat transfectades amb el plasmidi amb el cDNA de CFTR
i el plasmidi pEGFP-N1 8 h abans, es plantaven en cobreobjectes tractats
préviament amb poli-L-Lisina (Sigma) 12 h prévies a la seva utilitzacié, per
assegurar l'adhesié de les cel-lules en el vidre en el moment de l'escissié del
fragment de membrana unit a la micropipeta.

Les micropipetes es fabricaven a partir de vidre de borosilicat utilitzant un estirador

de vidre horitzontal P-97 (Sutter Instruments), com en el cas anterior (veure
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apartat 6.1.), obtenint-ne una resistencia de 8-12 MOhm, i es recobria la punta
amb Sylgard®, resina amb base de silicona (Dow Corning), per disminuir la
capacitancia de la pipeta. La punta de les micropipetes es forjava amb una
microforja i s‘'omplia amb la solucié extracel-lular.

Les cel-lules es col-locaven en la cambreta de registre i es banyaven en la mateixa
solucié amb que s’havien omplert les pipetes, obtenint condicions simeétriques entre
I'interior (el bany) i I'exterior (la micropipeta) de la cél-lula. Després d’aconseguir
un segell d'alta resisténcia (Gigasegell), es neutralitzava el transient capacitatiu de
la pipeta i s’escindia el pegat unit a la pipeta. El potencial de membrana es
mantenia a -80 mV. Posteriorment, s’afegia al bany 1 ml de solucié extracel-lular
amb 75 nM de la subunitat catalitica pKA, 1 mM de Mg-ATP (ambdds de Sigma),
per activar els canals de CFTR.

L'amplificador de patch-clamp EPC-9 i el software associat a I'amplificador que el
controla (HEKA, Heildeberg, Germany) s’utilitza per a la fixacié del voltatge i per a
I'adquisicié dels corrents de canal Unic. Els corrents s’adquirien a 10 kHz i es
filtraven digitalment a freqliéncies amb un filtre passabaixos amb una freqiiéncia de
tall entre 200 i 500 Hz.

M-3.4. Analisi dels registres de canal Unic

L'analisi dels registres adquirits es feu amb el programa EDR software v. 3.6.8 (Dr.
John Dempster, Strathclyde University, UK) i Igor Pro 5 (Wavemetrics, Lake
Oswego, OR).

La mesura de les amplituds dels registres de canal Unic s’efectua a partir dels
histogrames generats de tots els punts.

La conductancia es calcula dividint la corrent unitaria per la diferéncia entre el
voltatge aplicat i el potencial de reversié. Es mesuraren dos parametres cinétics, la
mitjana de temps d’obertura del canal i la probabilitat d’obertura (Po) del canal. Per
la mitjana de temps d’obertura es fixa un 50% com a llindar de seleccié de deteccid
d’esdeveniments i es descartaren aquells que la seva duracié era menor de 1 ms.

La NPo es calcula utilitzant I'equacié:
NPo = E( T1+ T2+---+Tn)/z-t0tal

On N és el nombre de canals, T €S el temps total analitzat, i 5 és el temps en
gue i o més canals estan oberts, és a dir: ; és el temps en que un o més canals

estan oberts, » és el temps en que dos o més canals estan oberts, i aixi
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successivament. Per calcular la NPo només s’utilitzaven els registres estables que
presentaven una duracidé entre 1 i 6 min, obtinguts de segells on detectarem entre

1i 5 canals; aquells amb un nombre major de canals es van excloure.

M-3.5. Analisi estadistic

Els resultats s‘expressaren com a mitjanes=SEM de n observacions. Per a la
comparacié de les dades s'utilitza “one-way analysis of variance” (ANOVA). Es
consideraren diferéncies estadisticament significatives quan la P<0.05. Tots els

tests estadistics es feren amb el programa Graph Pad Instat software v. 3.
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M-4. Composicio de les solucions

Solucions

Composicio solucions

LB-Agar (per litre)

10 g NaCl
10 g triptona
5 g extracte de llevat
20 g agar
Afegir aigua desionitzada fins un volum 1 |
Ajustar pH a 7.0 amb 5N NaOH

Autoclavar

NZY+ (per litre)

10 g NZ amina (caseina hidrolitzada)
5 g extracte de llevat
5 g NaCl
Ajustar pH 7.5 amb NaOH
Autoclavar
Abans d’utilitzar complementar amb 12.5 ml 1M
MgCl,, 12.5 ml 1M MgSO, i 20 ml de 20% (w/v) de
glucosa.

Filtrar

Tampo de Lisi RIPA

25 mM Tris-HCI pH 7.5
150 mM NacCl
1% Triton X-100
1% deoxicolat sodic
0.1% SDS
10 mM iodoacetat
10 pg/ml chimostatina
10 pug/ml pepstatina A
10 pg/ml antipaina
10 pg/ml leupeptina
100 pg/ml aprotinina
100 pM PMSF
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tampo fosfat 10 mM, pH 7.4
PBS NaCl 140 mM,
KCl 3 mM

Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8
Tampé de carrega Glicerol 20%
SDS 2%

B-Mercaptoetanol 5%

PBS
Solucio de bloqueig I
Tween-20 0.05%
llet 2%
PBS
Solucio de bloqueig II BSA 1% (w/v)

azida sodica 0.1% (w/v)

PBS
Trité X-100 0.2%

Sérum fetal bovi 1%

Solucié d’incubacio

PBS
Soluci6 de bloqueig III Serum fetal bovi 20%
Tritd X-100 0.2%

140 mM clorur de N-metil-D-glucamina (NMDG-CI)

Solucio extracel-lular per 1 mM MgCl,
“whole-cell” 10 mM Glucosa
10 mM Hepes

Ajustar pH 7.4 amb Tris
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Solucié intracel-lular per

“whole-cell”

140 mM NMDG-CI
5 mM EGTA
5 mM MgCl,
10 mM Hepes
Ajustar pH 7.2 amb Tris
Afegir 5 mM Mg-ATP just abans d’utilitzar, i tornar a
calibrar el pH, ja que concentracions tan altes d’ATP

acidifiquen el medi.

Solucié extra-
intracel.lular per

“excised inside-out”

140 mM NMDG
3 mM MgCl,
1 mM Cs EGTA
10 mM TES
Ajustar pH 7.3 amb HCI
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R-1. Descripcio de les mutacions analitzades

R-1.1. Localitzacio en el canal CFTR

En aquest estudi s’analitza l'efecte que produeixen vuit canvis d’aminoacids,
localitzats a la regid N-terminal de la proteina CFTR, en I'expressio, el
processament i l'activitat del canal. Quatre d’'aquests residus es troben a l'extrem
N-terminal (p.P5L, p.S50P, p.E60K, p.R75Q) i els altres quatre en el primer
fragment transmembrana (MSD1) (p.G85E, p.G85V, p.Y89C, p.E92K) (veure fig. R-
1).

E92K
Y89C
G85E/V

R75Q
E60K
S50P

PSL

Figura R-1. Representacié esquematica de les mutacions puntuals analitzades en aquest

estudi.
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R-1.2. Analisi de la conservacio dels aminoacids

mutats

La primera fase de l'estudi, abans de generar les mutacions en els vectors
d’expressid, va ser avaluar el grau de conservacié dels aminoacids en |'evolucio. Per
aix0, s’efectua l'alineament de I'extrem N-terminal (els 100 primers aminoacids) de
la proteina CFTR provinents de 8 especies diferents de vertebrats: Homo sapiens
(GenBank accession n® NM_000492), Mus musculus (GenBank accession n©
NM_021050), Rattus novergicus (GenBank accession n°. NM_031506), Oryctolagus
cuniculus (GenBank accession n°. NM_001082716), Bos taurus (GenBank accession
n° NM_174018), Ovis aries (GenBank accession n°. NM_001009781), Xenopus
laevis (GenBank accession n°. X65256) i Squalus acanthius (GenBank accession n©.
M83785). Aquest alineament es realitza mitjancant el programa d’alineament
multiple de seqléncies ClustaW. Les 8 variants es trobaven completament

conservades en les 8 especies analitzades (veure fig. R-2).

1 50
H. sapiens (Humano) MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRP ILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLS

M. musculus (Ratén)  MQKSPLEKASFISKLFFSWTTPILRKGYRHHLELSDIYQAPSADSADHLS

R. norvegicus (Rata)  MQKSPLEKASFISKLFFSWTTPILRKGYRHHLDLSDIYHSPSPDSADHLS
0. cuniculus (Conejo)  MQRSPLEKAGVLSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSADSADNLS
B. taurus (Toro)  MQRSPLEKASVVSKVFFSWTRPILKKGYRQRLELSDIYHISSSDSADNLS

0. aries (Oveja)  MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILKKGYRQRLELSDIYHISSSDSADNLS

X. laevis (Rana)  MQKTPLEKASIFSQIFFSWTKPILWKGYRQRLELSDIYQIHPGDSADNLS

S. acanthias (Tiburén)  MQRSP IEKANAFSKLFFRWPRP ILKKGYRQKLELSDIYQIPSSDSADELS

51 100
H. sapiens (Humano) EKLEREWDRELAS-KKNPKL INALRRCFFWRFMFYGIFLYLGEVTKAVQPL

M. musculus (Ratén) EKLEREWDREQAS-KKNPQL IHALRRCFFWRFLFYGILLYLGEVTKAVQPV

R. norvegicus (Rata) EKLEREWDREQAS-KRNPQL IHALRRCFVWRFVFYGVLLYLGEVTKAVQPV
0. cuniculus (Conejo) EKLEREWDRELAS-KKNPKL INALRRCFFWRFMFYGIFLYLGEVTKAVQPL
B. taurus (Toro) EKLEREWDRELAS-KKNPKLINALRRCFFWRFMFYG I ILYLGEVTKAVQPL

0. aries (Oveja) EKLEREWDRELAS-KKNPKL INALRRCFFWRFMFYG I ILYLGEVTKAVQPL

X. laevis (Rana) ERLEREWDREVATSKKNPKL INALKRCFFWKFLFYGILLYLGEVTKAVQPL

S. acanthias (Tiburén) EMLEREWDRELATSKKNPKLVNALRRCFFWRFLFYGILLYFVEFTKAVQPL

Figura R-2. Alineament multiple de la seqliencia dels 100 primers aminoacids de la proteina
CFTR provinents de 8 especies diferents. Les seqiiéncies provenen de huma (Homo sapiens,
Gen-BankNM_000492), ratoli (Mus musculus, GenBankNM_021050), rata (Rattusnovergicus,
GenBankNM_031506), conill (Oryctolagus cuniculus, GenBank NM_001082716), vaca (Bos
taurus, GenBank NM_174018), ovella (Ovis aries, GenBank NM_001009781), granota
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(Xenopus laevis, GenBank X65256), i taurd (Squalus acanthias, GenBank M83785). En

vermell estan indicades les variants analitzades.

R-2. Clonatge i expressio de les diferents mutacions

de canvi de sentit estudiades

R-2.1. Clonatge de les mutacions

Les 8 mutacions amb sentit erroni es generaren per mutageénesi dirigida en el
vector d’expressi6 pCMVCFTRNot6.2wt i es van seqlenciar per verificar la
incorporacié del nucleotid adient.

El resultat de la seqlienciaci6 mostra que dos dels plasmidis obtinguts per
mutagenesi dirigida, p.Y89C i p.E60K, presentaven una mutaciéo a l'atzar. Les
mutacions a l'atzar en els plasmidis amb les mutacions p.Y89C i p.E60K es trobaven
en les posicions nucleotidiques 3581 i 3926 del cDNA de CFTR, respectivament. Per
tant, s’escindi el fragment de plasmidi on es trobava la mutacié puntual correcta i
es clona en el vector d’expressi6 pCMVCFTRNot6.2wt.

La comprovacido d‘una correcte lligacid, es feu en un primer pas mitjancant
digestions amb tres enzims de restricci6 diferents, EcoRI, HindIII, Xbal, i
posteriorment, els clons positius es van seqiienciar per comprovar que es mantenia

la mutacié desitjada, i s’havia eliminat la mutacié a |'atzar.

R-2.2. Control de transfeccio

Préviament a la caracteritzacio del processament post-traduccional de les proteines
mutants, es realitzava un control de transfeccié. Per a dur a terme aquest control
de transfeccié es detectava el percentatge de ceél-lules transfectades amb EGFP-N1
mitjangcant citometria de flux. Tal com es descriu a l'‘apartat corresponent de
materials i métodes, es transfectava alhora el plasmid de pEGFP-N1 i el plasmid
corresponent de CFTR, en una proporcié 1:10. Els percentatges de ceél-lules
transfectades vives que es detectaven es trobaven compresos entre un 40 i un 50%

(veure fig. R-3).
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R5

Figura R-3. Exemple representatiu d’analisi per citometria de flux. A la finestra R2 es
detecten les cél-lules vives, perd negatives a la presencia de proteina fluorescent verda. A la
finestra R3 es troben incloses les cél-lules vives i transfectades amb pEGFP-N1. Les finestres

R4 i R5 corresponen a cel-lules mortes tenyides amb iodur de propidi.

R-3. Caracteritzacio de l'efecte de les mutacions en la

biogenesi del canal CFTR

R-3.1. Processament post-traduccional de Iles

mutacions a I'extrem N-terminal

La caracteritzacio del processament post-traduccional de les proteines mutants es
dugué a terme determinant el patré de maduracié de les proteines mitjangant la
técnica de Western blot.

Moltes mutacions puntuals en el gen CFTR produeixen defectes en el plegament o
en la maduracid de la proteina. Durant aquest procés de maduracié es va
modificant el grup oligosacarid unit a CFTR, com succeeix amb altres glicoproteines
de membrana. En base a aquest increment de complexitat s’ha classificat a la

proteina en tres estats de maduracio tipics (165). La molécula, segons la preséncia
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o no del grup glucidic i del seu nivell de complexitat, té un pes molecular diferent, i
la técnica de Western blot ens permet diferenciar cadascun dels estats. El procés de
glicosilacié de CFTR comenca al ER produint-se la proteina CFTR no glicosilada amb
un pes molecular de 135 kDa, que correspon a la banda A, pero és practicament
indetectable, degut a la rapidesa en que els oligosacarids s’uneixen als residus
asparagina de la proteina. La proteina CFTR amb un pes molecular de 150 kDa,
anomenada banda B, correspon a la proteina CFTR que porta unit un oligosacarid
d’alt contingut en manosa, sent sensible a la digestid per I'enzim endoglicosidasa H.
La banda C, de 170-180 kDa aproximadament, corresponen a la proteina resultant
del procés de maduracid produit en el complex de Golgi, presentant una glicosilacid
complerta i complexa. En aquest estat la proteina és resistent a la endoglicosidasa
H.

La proteina mutant p.F508del es caracteritza per tenir un processament incomplert
i ser retinguda en el ER, per a una posterior degradaciéo mitjancant els mecanismes
cel-lulars de degradacio proteosomal, per tant només es pot detectar la banda A i
la banda B (32, 47, 165, 166).

Un cop generats els diferents plasmidis mutants amb la seva corresponent mutacio
puntual en el vector d’expressi6 pCMVCFTRNot6.2wt, es transfectaren
transitoriament les cel-lules HEK293 amb pCMVCFTRNot6.2wt,
pCMVCFTRNot6.2delF508 i els 8 mutants generats, en paral-lel.

L'analisi per Western blot de les proteines CFTR sobrexpressades es féu utilitzant
I'anticos MAB1660, que reconeix el domini regulador (R) intracel-lular del canal.
S’empra la deteccié de la proteina enddgena Golgina per normalitzar, i aixi poder
comparar i quantificar relativament el processament de les proteines mutants de
CFTR respecte els controls. Com a controls d’expressiéo del gen CFTR, s'utilitza la
deteccié de la proteina CFTR no mutant, i de la proteina CFTR amb la mutacio
p.F508del. Es varen detectar quantitats majors de proteina WT madura (Banda C)
respecte la proteina parcialment glicosilada (banda B). En canvi, quan s’expressava
la proteina mutant p.F508del només s‘observava la proteina parcialment
glicosilada, i ens servi com a referéncia de proteina mutant que queda retinguda en
el ER (167).

Al expressar cinc de les mutacions analitzades vam detectar només la banda B,
corresponent a la proteina parcialment glicosilada, p.S50P, p.E60K, p.G85E,
p.G85V i p.E92K; analogament a la proteina mutada p.F508del, suggerint que
aquestes cinc mutacions quedaven retingudes al ER. En canvi, Les mutacions
p.R75Q i p.Y89C presentaven un patré de glicosilacio6 molt similar a la proteina
CFTR WT, detectant majoritariament la proteina madura. En el cas de la mutacid

p.P5L vam observar la preséncia de la proteina parcialment glicosilada i també la
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banda C, corresponent a la proteina amb una glicosilaci6 complerta, pero a
diferéncia de p.R75Q i p.Y89C vam detectar una menor quantitat de proteina
madura (veure figura R-4A).

Es mesura per densitometria la quantitat de proteina CFTR madura expressada,
normalitzant la Banda C de CFTR respecte la banda B, tant per CFTR WT com per
cadascuna de les mutacions. Excepte p.R75Q i p.Y89C, la resta de mutacions
expressen una quantitat significativament menor de proteina madura que WT. En el
cas de p.P5L vam observar al voltant d'un 13% de proteina madura respecte
proteina madura de CFTR WT. Les altres mutacions produeixen una quantitat

irrellevant de proteina madura. (veure fig. R-4B).
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Figura R-4. Patro de maduracio de la proteina CFTR no mutada (WT), de la proteina mutada
p.F508del, i de les mutacions p.P5L, p.S50P, p.E60K, p.R75Q, p.G85E, p.G85V, p.Y89C i
p.E92K. (A) Es transfectaren transitoriament cel-lules HEK293 amb CFTR WT i la resta de
mutacions, i es detecta la seva expressié per Western blot amb I'anticds monoclonal
MAB1660. La deteccié de la proteina endogena Golgina es va efectuar com a control de
carrega. (B) Quantificacié de la proteina CFTR madura per densitometria. La banda C es va
normalitzar per la banda B. *P<0.01 respecte CFTR WT, n=3.
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R-3.2. Distribucio cel-lular

La distribucié subcel-lular de la proteina CFTR i de les variants generades s’efectua
amb un assaig d'immunolocalitzacié, visualitzant posteriorment els resultats amb
microscopia confocal.

La proteina CFTR es troba distribuida en diferents compartiments cel-lulars segons
el seu estat de maduracid, sent el seu desti funcional la membrana citoplasmatica,
com en el cas de la majoria de glicoproteines. Inicialment, localitzem CFTR en el
ER, on es produira el seu assemblatge i s’iniciara I'addicié d’oligosacarids. Si aquest
procés inicial es realitza amb exit i supera els punts de control, prosseguira la seva
maduracié en el complex de Golgi, per acabar finalment a la membrana
citoplasmatica. El reciclatge de la proteina a la membrana cel-lular es produeix via
endosomes.

La proteina mutada p.F508del, al no superar els punts de control del ER quedara
retinguda en ell per ser posteriorment degradada per la via del proteosoma.

En aquest estudi varem sobreexpressar el gen CFTR WT i les variants generades
per mutagenesi dirigida en cél-lules HEK293, i vam localitzar la seva distribucio a la
cél-lula. Es van fer dos assajos paral-lels; per una banda marcavem la membrana
citoplasmatica, i per un altre banda visualitzavem el ER, emprant la lectina
Concanavalina A unida a un fluorocrom. La lectina Concanavalina A té la propietat
d’unir-se a glicoproteines de membrana. Aprofitant aquesta propietat de la
molécula, es marcava la membrana citoplasmatica de cel-lules intactes, i en I'altre
assaig paral-lel es marcaven les membranes de l'interior cel-lular d’aquelles cél-lules
préviament fixades i permeabilitzades (ER i el complex de Golgi).

En la figura R-5, podem observar la proteina CFTR no mutada (en vermell) co-
localitzada majoritariament amb la Concanavalina A (en verd) a la membrana
citoplasmatica de les cel-lules HEK293. També, detectem una petita part de
proteina distribuida a linterior cel-lular, corresponent a aquella proteina que
s’estava sintetitzant i processant en el moment de fixar la cél-lula. Quan marquem
les membranes interiors amb la Concanavalina A, gairebé no s’observa
colocalitzacié.

A diferéncia de la proteina CFTR no mutada, p.F508del no es troba localitzada a la
membrana citoplasmatica, sind que s’observa basicament tota la proteina

sintetitzada co-localitzant amb la concanavalina A (en groc) a l'interior cel-lular.
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Figura R-5. Distribucié subcel-lular de la proteina CFTR no mutada (control positiu) (les dos
primeres columnes) i la mutant p.F508del (les dos columnes de la dreta). El marcatge de la
membrana citoplasmatica i del reticle endoplasmatic es feu amb la lectina Concanavalina A
(en verd, primera fila), CFTR es detecta amb I'anticos primari MAB1660 (en vermell, segona
fila). Finalment es mostra la superposicio de les dos imatges i es visualitzen els nuclis amb
TO-PRO3 (en blau) ( ultima fila).

L'assaig d'immunofluorescéncia ens mostra que |'expressié de cinc de les mutacions
de CFTR: p.S50P, p.E60K, p.G85E, p.G85V i p.E92K es localitzaven a l'interior
cel-lular, i no s’‘observava la seva presencia a la membrana de la cel-lula, coincidint
amb la distribucid que haviem observat per la proteina mutada p.F508del (veure
fig. R-6). Aquests resultats es correlacionaven amb el patré de maduracié observat
per Western blot. En canvi, les mutacions p.R75Q i p.Y89C presentaven el mateix
patré de distribucid subcel-lular que la proteina no mutada, observant-se
majoritariament la seva presencia, juntament amb la concanavalina A, a la
membrana plasmatica, i una deteccié minima d’aquestes als compartiments
intracel-lulars (veure fig. R-6). El fenotip intermedi el presentava el mutant p.P5L,

trobant-se la major part del canal distribuit a linterior cel-lular, colocalitzant
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majoritariament amb la concanavalina A. Pero també existeix una petita proporcié
de canal sintetitzat que aconsegueix arribar a la membrana citoplasmatica (veure
fig. R-6).

PM C PM C

Figura R-6. Distribucié subcel-lular de la proteina CFTR WT i de les proteines mutants
p.S50P, p.E60K, p.G85E, p.G85V, p.E92K, p.P5L, p.R75Q i p.Y89C en ceél-lules HEK293
transfectades transitoriament. A I'esquerra de cada panell sempre es mostra el marcatge de
la membrana citoplasmatica (PM) amb la concanavalina A unida al fluorocrom Alexa488 (en
verd), i a la dreta I'utilitzacié del mateix marcador per a la deteccié del citoplasma (C). Es
detecta el canal CFTR mitjangant I'anticos monoclonal MAB1660 (en vermell) i els nuclis
cel-lulars amb TO-PRO 3 (en blau).
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Finalment, vam comprovar que els resultats obtinguts amb el doble marcatge
fluorescent (concanavalina A- Alexa 488 i MAB1660- Alexa 568), coincidia amb el
que s’extreia observant la superposicié amb Illum transmesa (veure fig. R-7). Per
exemple, es detecta la proteina no mutada basicament a la membrana
citoplasmatica, i en petites proporcions a l'interior cel-lular (fig. R-7A). En canvi, la
distribucié de la proteina mutant p.P5L es centrava en la seva major part a l'interior
cel-lular (fig. R-7B).

8 um

Figura R-7. Imatges superposades, adquirides amb llum transmesa i amb microscopia
confocal, de cél-lules transfectades amb el vector d’expressié6 pCMVCFTRNot6.2wt (A) i amb
pCMVCFTRNot6.2wt amb la mutacié p.P5L (B). La proteina CFTR esta marcada amb I'anticos
monoclonal MAB1660 (en vermell).

R-4. Analisi de I'activitat dels canals CFTR mutats

R-4.1. Electrofisiologia de les mutacions CFTR a

I’extrem N-terminal. Configuracioé whole cell
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Per realitzar I'analisi de l'activitat dels canals CFTR mutats es mesuraren els
corrents estimulats per AMPc mitjangant la técnica electrofisiologica de patch clamp
en configuracié whole cell.

Les cel-lules HEK293 eren transfectades amb el cDNA de CFTR i el cDNA de la
proteina EGFP. La fluorescéncia emesa per la proteina verda la utilitzavem com a
marcador de les cel-lules que havien estat transfectades. Varem intentar relacionar
intensitat de corrent dels canals CFTR amb fluorescéncia emesa per la proteina
EGFP. La fluorescéncia emesa depenia del nombre de copies de cDNA de EGFP que
haguessin entrat a l'interior cel-lular. Varem voler comprovar si aquest nombre de
copies mantenia una proporcid constant amb el nombre de copies de CFTR
expressades. Mitjancant una camera acoblada al microscopi, adquiriem una imatge
de la fluorescéncia de la cél-lula, posteriorment punxavem i registravem la
intensitat de corrent dels canals CFTR. La imatge adquirida la processavem amb el
programa Image J que ens permetia quantificar la intensitat de fluorescéncia. Ho
vam realitzar amb cél-lules transfectades amb CFTR no mutat i transfectades amb
p.P5L. Vam observar que la relacidé entre fluorescéncia i intensitat de corrent no era
lineal, i que la proporcido no es mantenia, per tant era independent la intensitat de
fluorescéncia de la intensitat de corrent (veure fig. R-8). La deteccio de la proteina

verda es va utilitzar com a indicador qualitatiu.
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Figura R-8. Relacid entre fluorescéncia emesa i intensitat de corrent en cel-lules HEK293
transfectades amb CFTR no mutat (punts negres) i la mutacié p.P5L (quadrats vermells). Els

dos parametres es normalitzaren per la capacitancia de la membrana.

Un cop aplicada la forskolina durant 2 min, les cél-lules que expressaven el canal
CFTR mostraven grans corrents de CI". Aquests eren produits per CFTR, ja que en
les cel-lules on no detectavem |'expressido de EGFP tampoc detectavem cap corrent
induit per forskolina. A més, els corrents generats després d‘aplicar 5 uM de
forskolina en cél-lules transfectades amb CFTR WT i p.R75Q, eren sensibles a la
presencia de 1 uM d’inhibidor CFTR;,,-172 (168) (veure fig. R-9).
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Figura R-9. Sensibilitat de CFTR WT i de la variant p.R75Q a la preséncia de l'inhibidor
CFTRinn-172. Els corrents de clorur generats després de l'aplicacié de 5 uM de
Forskolina, en abséncia (linies continues) i en preséncia (linies discontinues) de 1
MM de [linhibidor CFTR;;n-172. Les relacions corrent-voltatge es generaren amb
protocols de rampes de 2 s amb canvis de voltatge que anaven des de -80 mV a
+80 mV.

En les cél-lules analitzades que expressaven el cDNA de la mutacié p.F508del no es
detectaven corrents estimulats per AMPc, al aplicar-se la forskolina (el nostre
control negatiu de proteina mutant retinguda en el ER degut a un plegament
incorrecte) (veure fig. R-10, A). El mateix efecte I'observavem en els registres
obtinguts de les variants p.S50P, p.E60K, p.G85E, p.G85V i p.E92K, mutacions que
com en el cas de p.F508del presentaven un patrd electroforétic diferent a WT, i
tampoc aconseguien arribar fins a la membrana citoplasmatica (veure fig. R-10, B).
Només les mutacions p.R75Q i p.Y89C produien corrents estimulats per AMPc
similars a la proteina no mutada (veure fig. R-10, C).

Es van corregir els corrents obtinguts segons el tamany de la cél-lula, normalitzant
els pics de corrent per la superficie cel-lular, al dividir-se pels valors de
capacitancia cel-lular individual. Els valors obtinguts presentaven una gran
variabilitat, possiblement degut a la metodologia de transfeccio utilitzada (Tseng et
al, 1997). En el cas de la proteina no mutada teniem valors que anaven des de 10
pA/pF fins a 396 pA/pF, amb un valor mig de 114 £ 22 pA/pF (n=24). Valors
similars varem detectar per la variant p.R75Q, 98 £ 55 pA/pF (h=18) i per la
mutaciéo p.Y89C, 114 + 54 pA/pF (n=6). La mutacié p.P5L presentava valors
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menors de pics de corrent respecte a la capacitancia de la cél-lula, que la proteina
no mutada, amb un valor mig de 46 + 16 (n=20). Encara que la diferéncia no era
significativa, amb una P = 0.09, aquesta observacié correlacionava amb les dades
d’'una menor quantitat de canals a la membrana obtingudes per Western blot i
inmunocitoquimica.

Tenint en compte la gran variabilitat en els corrents observats, es caracteritza el
processament de p.P5L a la membrana, analitzant la densitat de corrent en funcio
del temps posterior a la transfeccié. Es van comparar les densitats de corrent per
CFTR WT, p.R75Q i p.P5L a 8-12 hores pos-transfeccié amb les obtingudes a 24-36
hores post-transfeccié. Es va observar en tots els casos un augment progressiu en
les densitats de corrent amb el temps transcorregut des de la transfeccidé. La
variant p.P5L sempre presentava densitats de corrent menors a la resta en tots els
temps estudiats. Vam detectar un reduccié al voltant de 1.5 a 2 com a mitja
respecte els corrents que es generaven en les cel-lules que expressaven CFTR WT
(veure fig. R-10, D).
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Figura R-10. Registres representatius de corrents de CI°, adquirits mitjancant patch clamp
en configuracié whole cell, dels canals CFTR WT i mutants expressats transitoriament en
cél-lules HEK293. Els corrents de CI” van ser estimulats amb 5 uM forskolina durant 2 min. El
potencial de membrana es mantingué a -40 mV. (A) Registre representatiu per CFTR WT
(negre) i p.F508del (gris), la barra negra indica el temps d’estimulacié amb forskolina. (B)
Els mutants p.S50P (groc), p.E60K (vermell), p.G85E (blau), p.G85V (marrd) i p.E92K (verd)
no presenten corrents de ClI” evidents. Es mostra registre de la proteina CFTR WT per
comparacié (negre), la barra negra indica el temps d’estimulaci6 amb forskolina. (C)
Corrents estimulats per AMPc corresponents a CFTR WT (negre) p.P5L (vermell), p.R75Q
(blau) i p.Y89C (verd). (D) Densitats de corrent del canal CFTR WT (negre) i dels canals
p.R75Q (blau) i p.P5L (vermell) a diferents temps. La primera columna (cercles) correspon a
8-12 hores després de la transfeccio i la segona columna (quadrats) a 24-36 hores posteriors

a la transfeccié. Mitjanes = S.E.M

110



Resultats

R-4.2. Analisi de l'activitat de canal dGnic per les
mutacions CFTR localitzades a Ila membrana

citoplasmatica

Varem observar que tres de les vuit mutacions caracteritzades, p.P5L, p.R75Q i
p.Y89C, arribaven a la membrana citoplasmatica, i es detectaven corrents de CI
activats per AMPc en les cel-lules HEK293 on les haviem expressat. Per tant,
decidirem estudiar funcionalment el canal a nivell individual per aprofundir en les
propietats electrocinétiques de cadascun d’'aquests canals CFTR mutats. En especial
en el cas de p.P5L, per tal d’aclarir si la disminucié en la densitat de corrent
observada préviament es deu tan sols a un menor nombre de canals a la
membrana, o també existeix una disfuncié del canal. Utilitzarem la técnica de patch
clamp en configuracio excised inside-out per realitzar I'estudi de canal Unic.

Els registres de patch clamp s’obtingueren mantenint els fragments de membrana
en solucions amb concentracions simétriques de CI', i s‘aplica la subunitat catalitica
de PKA a la solucid del bany. Inicialment caracteritzarem CFTR WT en les condicions
generals de registre. Vam observar que el potencial de reversié del canal CFTR és
proper a cero en aquestes condicions. La relacido I-V segueix essencialment una
relaci6 Ohmica, experimentant una correccié al voltant de +40 mV, propietat
intrinseca de CFTR (79). En la figura R-11 mostrem com la rectificacié és deguda a
una reduccid6 en i (intensitat de corrent d'un canal Unic) i a un canvi del

comportament cinétic de |'obertura del canal (veure fig. R-11).
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Figura R-11. Representacié del comportament electrofisiologic del canal CFTR. (A) Traces
representatives de canal Unic de CFTR als voltatges indicats, ATP (1 mM) i PKA (75 nM) es
trobaven en la solucié intracel-lular. Les linies puntejades indiquen l'estat del canal tancat.
(B) Relacio Intensitat de corrent- Voltatge (I-V) de CFTR WT. La linea ens mostra la millor
representacio grafica que uneix els diferents valors obtinguts en experiments independents.

A voltatges superiors a +40 mV, la relacid lineal I-V rectifica, indicat per la linia discontinua.
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L’adquisicié dels registres de canal Unic es realitza mantenint el potencial de
membrana a -80 mV, ja que fou el voltatge en el que podiem determinar clarament
les obertures i els tancaments del canal, per analitzar-los posteriorment utilitzant
tots els punts del registre adquirits.

Inicialment varem mesurar la conductancia del canal CFTR WT, i estimarem una
conductancia a -80 mV de 8.6 £ 0.6 pS, amb 11 cél-lules analitzades. Es
detectaven transicions on el canal es trobava obert durant periodes que anaven de
0.1 a 0.7 s, sent la mitjana de temps obert (t,) de 259 + 54 ms. Els valors de 1,
s’utilitzaren per calcular la NPo de CFTR, obtenint un valor mig de 0.3 = 0.05
(veure taula 2). Quan s’examina el comportament de les mutacions, varem
observar que la mutacido p.P5L era la que provocava un canvi més acusat en
diferents parametres del procés d’obertura del canal. Es detecta una conductancia
de 4.8 £ 0.3 pS, significativament menor que la corresponent al canal WT (P <
0.01). Respecte als parametres cinétics, varem calcular una NPo de p.P5L de 0.09
+ 0.05 (n=7) (veure taula 2). En els registres obtinguts de CFTR WT haviem
observat més d’un canal per segell, perd no en els de p.P5L (veure fig. R-12, A). Si
tenim en compte les dades bioquimiques obtingudes préviament mitjancant
Western blot i immunocitoquimica, esperariem un menor nombre de canals a la
membrana de ceél-lules expressant p.P5L. A més, els corrents de whole cell
mesurats ens indicaven també un menor nombre, oscil-lant la seva disminucid
entre 1.5 a 2 cops menys que en el cas de la proteina WT, segons el temps
transcorregut des de la transfeccié (veure fig. R-10). Per tant, haviem de tenir en
compte que una part de la reduccié de la NPo era deguda a una disminucié de la N.
Quan vam analitzar els temps d’obertura, detectarem temps significativament més
petits en p.P5L que en el canal no mutat. Varem determinar arbitrariament,
observant els registres del canal CFTR, dos tipus d’obertures segons la seva
durada: obertures de llarga durada (>0.1 s), i obertures de curta durada (<0.1 s).
El canal CFTR WT presentava aproximadament un 43% d’obertures de llarga
durada, en canvi en el canal p.P5L es van detectar tan sols un 18% d’obertures de
llarga durada (veure fig. R-12, B). La variant p.R75Q sembla que no produeixi cap
efecte en el comportament del canal, amb uns registres molt similars a la proteina
WT, presentant uns valors mitjos de NPo de 0.3 £ 0.07, de 1, de 296 £ 116 ms i
una conductancia de 8.3 + 0.8 pS (n=10) (veure fig. R-12, A i Taula 2).
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Figura R-12. Comportament de les obertures de CFTR WT, de la mutacié p.R75Q i de la
mutacié p.P5L. (A) Traces representatives de les obertures del canal CFTR WT, de p.R75Q i
de p.P5L. La linia puntejada indica I'estat tancat del canal. (B) Histogrames on es representa

la distribucio dels temps d’obertura (7o) per a la proteina WT i la mutacié p.P5L.

Al portar a terme |'analisi de la mutacio p.Y89C, el primer que detectem és la gran

complexitat del seu comportament d’obertura, mostrant-se la majoria del temps
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obert, perd amb un alt percentatge d’obertures de curta durada, i amb diferents
nivells de subconductancia. Identificarem un nivell d’obertura que presentava una
conductancia mitja al voltant de 8.3 + 0.4 pS (n=8). Degut al seu comportament
complexe, serien necessaries mesures electrofisioldogiques addicionals per definir
més acuradament el comportament dinamic del canal p.Y89C (veure fig. R-13 i
Taula 2).

%
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Figura R-13. Traces representatives on s’observa el comportament que provoquen en el
canal CFTR les mutacions p.R75Q i p.Y89C. La barra indica I'estat tancat del canal, i la fletxa

un nivell d'obertura del canal.
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Taula 2. Resum dels valors obtinguts amb l'analisi de canal Unic dels registres
obtinguts per patch clamp en configuracio excised inside-out de CFTR WT i de les
mutacions p.P5L, p.R75Q i p.Y89C

Mutacions
(nombre de NPo To (Ms) G (pS)
cél-lules)
Wild type (n=11) 0.3 £ 0.05 259 £ 54 8.6 £ 0.6
P5L (n=7) 0.09 £ 0.05%* 77 £ 15% 4.8 £ 0.3*
R75Q (n=10) 0.3 £ 0.07 296 + 116 8.6 £ 0.8
Y89C (n=8) N.A. 61.3 £ 9.2% 8.3+0.4

NPo, producte del nombre de canals (N) per la probabilitat d’obertura (Po); to, temps mig

d’obertura; G, conductancia de canal Unic a -80 mV. * valors estadisticament significatius
(P<0.01) després d’aplicar test ANOVA.
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R-5. Resum de la caracteritzaciéo funcional de les

mutacions estudiades

Taula 3. Taula resum de la caracteritzacié funcional de les 8 mutacions analitzades

., ., Localitzacié Activitat del
Mutacio Conservacio Processament .
Predominant canal
Citosolic i
. onservada ectat Membrana ectada
p.P5L C d Af b Afectad
plasmatica
p_SSOP Conservada Afectat Citosolic No hi ha activitat
p_E60K Conservada Afectat Citosolic No hi ha activitat
Membrana
p_R75Q Conservada No afectat plasmatica No afectada
p_GSSE Conservada Afectat Citosolic No hi ha activitat
p,G85V Conservada Afectat Citosolic No hi ha activitat
Membrana
p_Y89C Conservada No afectat plasmatica Afectada
p_E92K Conservada Afectat Citosolic No hi ha activitat

R-6. Correlacio entre els trets funcionals de les

mutacions estudiades i [I'afectacio clinica dels

pacients

Tots els canvis analitzats en el present treball havien estat préviament descrits en
individus que mostraven fenotips relacionats amb CFTR, majoritariament a la
poblacié espanyola (169), excepte p.Y89C que fou identificat en un pacient FQ a la
poblacid italiana (170).

Les mutacions p.P5L, p.E60K, p.G85E, p.G85V i p.E92K presenten una freqiuéncia
de 0.1-1% a la nostra cohort d’al:-lels FQ (n=1560). Algunes d’aquestes mutacions
havien estat detectades tant en pacients amb FQ classica com en individus que
presentaven manifestacions cliniques relacionades amb CFTR, p.G85E i p.E92K

(individus amb agenésia bilateral de conductes deferents (ABCD)). Altres mutacions
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només s’han trobat en pacients amb malalties relacionades amb CFTR, com p.S50P,
gue només s’ha identificat en dos pacients amb ABCD (171). La mutacié p.R75Q ha
estat descrita com a canvi neutre, perd posteriorment s’ha associat en diversos
estudis amb pacients amb fenotips relacionats amb CFTR, com azoospérmia
obstructiva (172), bronquiectasies (173), pancreatitis cronica (174),
hipertripsinémia (175), asma (176); i també ha estat descrita a la poblacié general
(177) (veure Taula 4).
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Taula 4. Correlacié genotip-fenotip dels canvis d’aminoacid analitzats en l'estudi

Canvi Fenotip Segon al-lel (n° pacients)
d’aminoacid
p.P5L FQ p.F508del (1), p.P205S (1)
p.S50P ABCD p.F508del (1), p.E115del (1)
p.E60K FQ p.G542X (1), p.I507del (1)
p.R75Q HT p.F508del (3), p.E725K (1)
B p.R347H (1), p.R75Q (1), n.i. (4)
Br €.1584G>A (2), ¢.121-7_1210-6delTT(1),
n.i. (3)
PT p.F508del (1)
PC €.1584G>A (1), n.i. (3)
IM n.i. (1)
AUCD n.i. (2)
0z n.i. (2)
Normal p.R75Q (1), c.2052_2053insA (1), n.i. (1)
p.G85E FQ p.F508del (8), p.G542X (2),p.I507del(1),

c.580-1G>T (1),
p.G85E(1), c.1477_1478delCA (1)

ABCD p.G576A (1)
HT p.L997F (1), WT (1)
p.G85V FQ p.F508del (2), p.G542X (2),

P.Y1092X (1), c.2657+5G>A (1),
p.A1006E, ¢.1210-7_1210-6delTT (1),

n.i. (1)
Y89C FQ n.i. (1) Padoan R. et al. 2000
p.E92K FQ p.F508del (2), p.Q890X (1),
p.L206W (1)
ABCD €.1210-7_1210-6 delTT (1)

FQ: Fibrosi quistica; ABCD: Agenésia bilateral de conductes deferents; HT: Hipertripsinémia;
B: Bronquiectasies; Br: bronquitis; PT: Pneumotorax, PC: pancreatitis cronica, IM: Ili
meconial; AUCD: agenésia unilateral de conductes deferents; OZ: oligozoospérmia; n.i.: no
identificat.

S’han utilitzat les recomanacions per la nomenclatura de les mutacions

(www.hgvs.org/mutnomen/) per a nombrar les variacions de la seqtiencia del gen CFTR, tant

a nivell de nucleotid com a nivell de proteina. A la taula s’ha seguit el format de la
nomenclatura de HGVS (A del codd ATG d’inici de la traduccié com a +1, “c.” com a prefix),
pero les variacions a nivell de nucleotid també s’han nombrat segons la CF mutation

database (CFMDB) (més endavant entre parentesis), on la A del codéd ATG d'inici de la
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traduccié correspon a +133 (GenBank NM_000492.2): [c.1584G>A (1716G>A); c.1210-

7_1210-6delTT (IVS8-6(5T)); ¢.2052_2053insA (2184insA); ¢.580-1G>T (712-1G>T);
c.1477_1478del CA (1609del CA); c.2657+5G>A (2789+5G>A)].
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Les mutacions que alteren el canal CFTR, responsable del transport de clorur en les
cel-lules epitelials i de la regulacié d’altres proteines transportadores de membrana,
dona lloc a la FQ. Existeixen aproximadament 1600 mutacions descrites, que
confereixen un ampli ventall i severitat de les diferents manifestacions cliniques
caracteristiques d’'aquesta malaltia. Diversos estudis estructurals-funcionals
relacionen les mutacions detectades en el gen CFTR amb el seu efecte, i han
contribuit a interpretar I'estructura i la funcid dels diferents dominis de la proteina i
també han ajudat a entendre la relacié entre la mutacié i el quadre clinic.

Les diferents mutacions detectades en el gen CFTR causen defectes en el
processament i la funcié de la proteina a través de diferents mecanismes
moleculars. Aquest gran nombre de mutacions descrites poden classificar-se segons
el mecanisme a través del qual afecten a la funcidé de CFTR. Coneixer millor quins
sOn aquests mecanismes moleculars afectats per les mutacions i els elements que
intervenen permetra que es puguin crear unes bones bases pel desenvolupament
de farmacs dirigits a una terapia especifica de mutacido amb els malalts FQ.

Fins al moment, els dominis on s’han centrat més estudis, degut a la seva
importancia en la regulacié del canal, son els dominis NBD i el domini R. Pero,
també existeixen altres evidencies del paper rellevant dels dominis N-terminal, C-
terminal i dels dominis TMD (dominis formadors del porus) en la funcié del canal.

En aquest estudi hem analitzat i caracteritzat I'efecte que produeixen en la
maduracid i en les propietats electrofisiologiques de CFTR, vuit mutacions de sentit
erroni (missense) localitzades en la regido N-terminal, identificades totes elles en
pacients amb FQ i fenotips relacionats. Quatre d‘elles es troben localitzades en
I'extrem N-terminal (p.P5L, p.S50P, p.E60K i p.R75Q) i les altres quatre en el
primer fragment transmembrana (p.G85E, p.G85V, p.Y89C i p.E92K). La
conservacio total dels residus analitzats que s’observa al fer l'alineament de les
seqliencies aminoacidiques de CFTR de diferents especies, evidencia el paper
important d’aquestes variants en l'estructura i funcié de I'extrem N-terminal de
CFTR.

A I'hora de discutir sobre I'efecte que tenen aquestes mutacions en el processament
o funcionament de la proteina CFTR a partir dels resultats obtinguts, s’haura de
tenir en compte quin canvi d‘aminoacid s’esta produint i en quina regié de la
proteina esta localitzada la mutacié. Per aquesta rad es separa la discussié en dos
grans blocs, corresponents: 1) a les mutacions situades en |'extrem citosolic N-
terminal i 2) a les mutacions situades en la regié6 transmembrana. No tindra el
mateix efecte un canvi de carrega o de polaritat en I'extrem N-terminal que en el
primer segment transmembrana. Com es comenta a l'introduccid, els dominis

transmembrana tindrien importancia en la formacié del porus i la seva
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permeabilitat, i en canvi l'extrem N-terminal tindria principalment un paper
regulador, tant de l'estabilitat de la proteina com de I'activitat del canal.

A més a més, s’ha dut a terme a terme |'estudi mitjancant diferents aproximacions
experimentals, per tal d’esbrinar si la mutacié afecta a nivell de la biogénesi de la
proteina o bé a nivell funcional del canal.

També, s’ha intentat correlacionar els resultats moleculars amb el fenotip clinic, i
aixi suggerir potencials actuacions terapéutiques especifiques segons la mutacié.
Utilitzant, concretament, tres aproximacions experimentals diferents
(inmunodeteccié per Western blot, inmunocitoquimica i patch clamp en configuracio
whole cell) varem observar que cinc de les mutacions analitzades, p.S50P, p.E60K,
p.G85E, p.G85V i p.E92K, provoquen un processament i una maduracid incorrecte
de la proteina. Totes cinc presenten un comportament molt similar a la mutacid
p.F508del, podent-se classificar aquestes mutacions dins la classe II.

En canvi, en el cas de les altres tres mutacions p.P5L, p.R75Q (situades a la cua N-
terminal) i p.Y89C (al segment TM1), es detecta proteina madura, encara que en

diferents proporcions.

Mutacions localitzades al domini transmembrana MSD1

Si considerem les propietats fisico-quimiques de cadascun dels aminoacids
estudiats en el domini transmembrana podem predir que almenys tres d'aquestes
mutacions (p.G85E/V i p.E92K), comportarien un efecte greu en el processament i
la fisiologia de CFTR.

Un canvi de carrega pot provocar un plegament incorrecte de la proteina. En el cas
de la mutacié p.E92K situada al segment TM1 del domini MSD1, ddéna lloc a un
canvi de carrega, de negativa a positiva. Estudis previs han descrit que residus
carregats que es troben en dominis transmembrana afecten la topologia, el
plegament i I'oligomeritzacié de les proteines, com també propietats estructurals
que afecten la conductancia ionica, la selectivitat i el control de les obertures del
canal (178-181). Un dels aspectes claus del plegament correcte de la proteina és
adquirir la topologia adequada associant-se amb la membrana lipidica. Moltes
proteines de membrana adquireixen la topologia dels fragments transmembrana de
la regié N-terminal abans de que s’hagi sintetitzat el domini transmembrana de
I'extrem C-terminal en el ER. La insercid i el plegament correcte dels segments TM1
i TM2 esdevé essencial per la inserci6 i plegament dels segments de CFTR (182). El
residu carregat negativament E92 situat al nucli hidrofobic de TM1 disminueix
I'activitat de translocacié C-terminal de TM1, i aixi millora l'orientacié estable del

segment transmembrana. El canvi de carrega pot estar desestabilitzant la correcta
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orientacié dins la membrana lipidica. Curiosament, segons els estudis de Lu i
col.laboradors (31), la mutacié p.E92A incrementa la senyal de |'activitat i I'habilitat
de TM1 de dirigir independentment la topologia de la regié N-terminal, encara que
redueix l'activitat del canal de clorur quan ho expressen en Xenopus. Per tant,
sembla ser que un canvi de carrega de negativa a positiva podria estar
desestabilitzant la correcta orientacid6 dels segments transmembrana, tal com
s’observa per la mutacié p.E92K, i en canvi quan es perd aquesta carrega per una
carrega neutra, no desestabilitza sind tot el contrari, encara manté més estable la
topologia de la regié transmembrana.

Un estudi posterior, que corrobora els nostres resultats, de correlacié genotip-
fenotip on analitzen en individus la mutacié p.E92K en homozigosi (183) detecten

un transport de clorur dins el mateix rang que els individus control amb FQ classica.

La mutacio p.G85E té una freqliéncia mundial de 0.2%, sent molt més prevalent en
la regid mediterrania (Espanya 0.7%, Italia 1.7%). La mutacid provoca una
substitucio d’una glicina per un acid glutamic, incorporant-se una carrega negativa
en el primer fragment transmembrana. Existeix un estudi de correlacidé genotip-
fenotip (184) on conclueixen que la mutacié p.G85E esta associada a un fenotip
sever. En aquest estudi també realitzen experiments de pulse-chase on observen
una maduracié incompleta de la proteina quan la mutacié esta present, coincidint
aquestes dades amb els nostres resultats.

A més de l'estudi esmentat, existeixen altres publicacions anteriors on els resultats
obtinguts també concorden amb els nostres. Com en l'estudi de Xiong i
col.laboradors (185), que van observar que la mutacié p.G85E afecta al plegament
de la proteina, sent degradada per la via ERAD en el ER, perd a diferencia de
p.E92K, aquests investigadors conclueixen que no afectaria provocant grans efectes
en la topologia de la proteina, ni impedint un correcte plegament i orientacidé dels
fragments a la membrana, sind que serien canvis més subtils en I'estructura
terciaria de la proteina. Aquesta conclusié en l'efecte provocat vindria donat per la
prediccié que existeix de l'estructura de CFTR, que ens indica que I'aminoacid en la
posicié 85 no es trobaria en contacte amb els lipids de la membrana, com és el cas
de la mutacié p.E92K, sind formant part de I'alineacidé del porus. A més, completant
I'informacid sobre aquesta mutacio, se sap que la proteina Derlin-1, component de
ERAD, degrada eficientment els mutants p.G85E i p.F508del (52).

Els mateixos resultats es van obtenir a I'expressar la mutacié p.G85V a través de
les tres aproximacions experimentals utilitzades (Western blot, inmunocitoquimica i
patch clamp en configuracié whole cell). Encara que en aquest cas el canvi en

aquesta posicid és la substitucié d’una glicina per una valina, i per tant no
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s'introdueix una carrega negativa, com succeia amb la mutacié p.G85E, si que
apareix un residu polar en substitucié d’'un no polar. Recentment, s’ha publicat que
I'aparicié de residus polars en les estructures hélix dels fragments transmembrana
poden distorsionar el plegament de la proteina (186). Per tant es podria atribuir
I'aparicié de polaritat en aquesta posici6 com la causant d‘un efecte molt similar al
de p.G85E.

Finalment, dins del grup de les mutacions analitzades que es troben en la regid
transmembrana, tenim la mutacié p.Y89C. Si ens centrem en les propietats
estructurals dels aminoacids implicats en la mutacié p.Y89C, on és substitueix la
tirosina, residu de gran tamany, per una cisteina, petit grup aminoacidic que conté
un grup tiol, i en la seva posicido en el fragment TM1, on la resta de mutacions
analitzades (p.G85E/V i p.E92K) provoquen desestabilitzacid de l'estructura de la
proteina, esperariem un major desajustament en el plegament de la proteina. Pero
sembla ser que el seu plegament és correcte, ja que obtenim un percentatge de
proteina madura semblant a WT per Western blot, i observem la proteina
localitzada a la membrana citoplasmatica en les imatges d’inmunocitoquimica
(veure fig. R-4 i R-6).

Respecte a la funcionalitat de la proteina que arriba a la membrana, p.Y89C
presenta un fenotip complexe. Sembla que tot i que no existeixen diferéncies en les
intensitats de corrent detectades per whole cell en les cél-lules HEK293 que
sobreexpressen aquesta mutacié (veure fig. R-10), quan analitzem el seu
comportament cinéetic i les seves propietats com a canal Unic, si que presenta
diferéncies respecte CFTR WT (veure fig. R-13). Tot i que I'analisi no esdevé senzill,
ja que presenta multiples subnivells de conductancia, i obertures de durada molt
més curta que CFTR WT.

Es desconeix exactament I|‘estructura del porus de CFTR, i encara hi ha
controversies sobre si és un monomer o dimer, perd sembla coincidir tothom en el
fet de que esta format per l'alineacié de multiples hélix alfa. Basant-nos en estudis
previs de |'estructura del canal sembla ser que els fragments TM1 i TM6 tenen un
paper primordial en la formacié del porus (121). Encara que existeixen
controvérsies en estudis anteriors (125) on proposen que els fragments formadors
del porus son TM5 i TM6, i TM1 té un paper menys important. Si afegim a la nostra
discussio altres estudis estructurals previs del porus del canal CFTR (123) on ja van
predir que només els residus de cisteina substituides en G91, K95 i Q98 eren
accessibles als reactius especifics dels grups sulfidrils, suggerint que eren aquests
aminoacids els que s’alineaven en la cara externa del porus amb la periodicitat de

I’'estructura secundaria de I'hélix alfa. Tenim que la mutacié p.Y89C es trobaria
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localitzada en un fragment transmembrana important per la formacio del porus del
canal, perdo no estaria a la cara externa del porus, segons la prediccidé estructural.
Per tant, no esperariem efectes directes per la preséncia de la mutacié en la
conductancia unitaria del canal, pero tenint en compte els nostres resultats aquesta
mutacio si que estaria afectant a la cinética del canal.

Amb el comportament cinétic tant complexe que presenta el canal amb la mutacié
p.Y89C, esdevé molt complicat determinar quin és exactament el patr6é d’obertura.
El que esta clar es que no segueix el comportament caracteristic en la cinética
d’obertura del canal CFTR WT, amb llargs periodes d'obertura que sén interromputs
per rapids moviments de tancament i obertura, separats per llargs periodes de

tancament.

Mutacions localitzades a I'extrem N-terminal

S’han analitzat quatre mutacions a I'extrem N-terminal, dues d’elles no donen lloc a
proteina madura (p.S50P i p.E60K) i les altres dues (p.P5L i p.R75Q) si, encara que
en diferents proporcions.

Per una banda tenim el cas de la mutacid p.S50P on es produeix la substitucid
d’'una serina per una prolina. El fet de que aparegui una prolina suggereix que
aquesta mutacié podria provocar canvis conformacionals que desestabilitzarien
I'estructura de la proteina. La prolina es distingeix de la resta de aminoacids per no
tenir un grup amino primari, sind un grup amino secundari, anomenant-se per
aquesta rad iminoacid. Aquesta estructura ciclica caracteristica li confereix una
major rigidesa conformacional que la que posseeixen la resta d’aminoacids. Aixi, si
es troben al mig d’estructures secundaries com les hélix alfa o les lamines beta
poden desorganitzar-les. Per tant, si considerem que aquesta prolina es troba en
una regid, compresa entre els residus 46 a 63, on s’ha predit que aquests
aminoacids formen una hélix alfa (113), es reforca la hipotesi de que aquesta
prolina estaria desestabilitzant la proteina, concordant d’aquesta manera amb els
nostres resultats on només detectem la proteina immadura. El més probable és que
el mecanisme de control del ER reconegui un plegament incorrecte i sigui enviada a
la via de degradacié proteosomal.

En la mateixa regio (residus 46-63) que formen I’'hélix alfa, hi esta comprés un grup
d’aminoacids carregats negativament que interacciona amb el domini regulador.
Aquesta unid és essencial per a la regulacié del domini R, donant estabilitat a les
obertures de llarga duracié (113, 114). Per tant, si aconseguissim que aquest

mutant evités els punts de control i arribés a la membrana, utilitzant un farmac o
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algun altre mecanisme molecular, podria convertir-se en mutaciéo de tipus III,

afectant la regulacié del canal.

La mutacié p.E60K, dona lloc a un canvi de carrega, com en el cas de p.E92K.
Naren i col.laboradors (113) ja van observar un efecte pertorbador en el plegament
de la proteina CFTR quan es perd l'acid glutamic en la posicié 60. En el seu estudi,
feien mutagenesi dirigida de diferents residus carregats negativament, i els
substituien per alanines. Ells detectaven tan sols la banda B, corresponent a la
proteina immadura, quan expressaven la construccié de CFTR amb la mutacio
p.E60A. En el nostre estudi, detectem el mateix problema en la biogenesi de la
proteina amb la mutacié E60K (veure fig. R-4).

Aixi que no tindria el mateix comportament la posici6 E60 que la E92 quan es
muten per un altre aminoacid, ja que com s’ha comentat abans, la mutacié p.E92A
no donava lloc a una proteina truncada, sind que per el contrari semblava que
I'estabilitzava més. En canvi, en el cas de la posicié6 E60, podria ser tan sols la
pérdua del glutamat el determinant per a que no es pugui arribar a formar la

proteina madura.

Respecte a les altres dues mutacions que s’expressen com a proteina madura i
arriben a la membrana de la cél-lula, tenim la mutacié p.R75Q, on es substitueix
una arginina per una glutamina. Els nostres resultats mostren que tant el seu
plegament com en la funcié del canal presenta un comportament analeg a WT.
Aguesta mutacio es troba localitzada en el limit entre I'extrem N-terminal i el
primer fragment transmembrana. Probablement la posicid que ocupa li confereix
una certa flexibilitat, i per aquesta rad no s’observa un comportament alterat.

Augests resultats corroboren I'estudi previ de correlaciéd genotip-fenotip clinic que

considera la mutacié p.R75Q com a una mutacié sense expressio clinica (187).

La mutacié p.P5L presenta un fenotip molt interessant, tant en la biogénesi de la
proteina com en les alteracions funcionals del canal.

Observem un fenotip entremig entre les mutacions estudiades on no s’expressa
proteina madura i el processament de CFTR WT. Ja que detectem una quantitat
significativament menor de proteina madura respecte a CFTR WT per Western blot
(13% de proteina madura respecte proteina CFTR WT) (veure fig. R-4). I també
observem en les nostres imatges obtingudes per microscopia confocal un menor
nombre de proteina que conté la mutacié p.P5L a la membrana citoplasmatica. Per
tant, no hi ha cap dubte de que esta provocant una alteracié en la biogénesi de la

proteina. El que desconeixem és quin punt del processament de la proteina es
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trobaria afectat (plegament, insercié en la membrana, reciclatge), obtenint com a
resultat final una disminucié del nombre de canals a la membrana citoplasmatica
(veure fig. R-6 i R-7).

La densitat de CFTR a la membrana dependra dels processos d’endocitosi i
reciclatge, convertint-se en el segon mecanisme que disposa la cél-lula per regular
els nivells de secrecid de clorur a través de CFTR en les cél-lules epitelials. En
general, CFTR es endocitada de la membrana amb una freqiiencia molt similar a
receptors de nutrients o molécules senyalitzadores, proteines associades a una
endocitosi a través de clatrina molt eficient (30). Se sap que I'extrem N-terminal té
un paper en tot aquest procés d’endocitosi i reciclatge de la membrana.

Per una banda les proteines t-SNAREs (target soluble NSF attachment protein
receptors), la Sintaxina 1A i la SNAP23 s’uneixen a l'extrem N-terminal de CFTR,
produint una disminucié de la funcié de CFTR i segons una de les hipotesis que
existeix, aquesta regulacié es produiria a través de I’endocitosi de la proteina (71).
Un altre membre de la subfamilia de les t-SNARE, la sintaxina 8, esta implicada en
el transport vesicular entre els endosomes primerencs fins als endosomes tardans.
S’uneix, també, a I’'extrem N-terminal i possiblement al domini regulador de CFTR,
reduint els nivells de CFTR a la membrana citoplasmatica (73).

Estudis previs ja han detectat mutacions en I'extrem N-terminal que provoquen la
reduccio de l'expressio de la proteina madura a la membrana citoplasmatica, com
és el cas de la mutacioé p.P67S. Utilitzant com a model d’expressiéo Xenopus laevis,
els autors detecten una reduccié en el nombre de canals mutants a la membrana
citoplasmatica i una lleu reduccié en la conductancia del canal mutant, sense alterar
la selectivitat ionica del canal, pero I'analisi per Western blot indica un nivell
d'expressié de proteina mutant similar a la proteina WT. Aquests resultats
suggereixen que la disminucié del nombre de canals no és deguda a un
processament incorrecte de la proteina mutant, sino a un increment del reciclatge
de la proteina a la membrana citoplasmatica (78).

Un estudi recent ha detectat un altre interaccid directa proteina-proteina, entre
I'extremm N-terminal de CFTR i la filamina, una proteina que forma part del
citoesquelet de la cél-lula (75). L'estudi es centra en la mutacié p.S13F, mutacid
detectada en malalts FQ. La preséncia d’aquesta mutacid afecta a la interaccié amb
la filamina, provocant una desestabilitzaci6 de la proteina a la membrana
citoplasmatica, sent internalitzada i acumulada prematurament en els lisosomes per
a la seva posterior degradacio.

En un altre estudi analitzen altres mutacions naturals a I'extrem N-terminal de
CFTR, p.R31C i p.R31L, on detecten alteracions en la biogénesi de CFTR molt

similars a les que nosaltres observem en p.P5L (76). En aquestes mutacions, la
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disminucié observada de proteina madura no és deguda a una degradacié de la
proteina pels sistemes de control del ER, sind degut a un increment de la
internalitzacié de la proteina un cop localitzada a la membrana citoplasmatica.

Per tant la mutacié P5L, podria estar afectant I'endocitosi de la proteina per alguna
de les vies esmentades, desestabilitzant-la i incrementant la seva internalitzacié.
Seria interessant dongs realitzar assajos d’internalitzacid per avaluar aquesta
possibilitat.

Els nostres resultats discrepen amb els resultats publicats per Thelin i
col.laboradors (75), ja que classifiquen la mutacié p.P5L com a mutacié de classe
II, perqué no detecten mitjancant Western blot proteina madura al expressar-la en
cel-lules eucariotes. Possiblement la radé d’aquesta discrepancia es deguda a
divergéncies metodologiques en el processament dels extractes proteics o bé al
reconeixement de CFTR pels anticossos utilitzats.

Per altra banda la mutacié P5L també altera les propietats electrofisiologiques del
canal, detectant-se una disminucié en la conductancia i en la probabilitat d’obertura
(veure fig. R-10 i R-12).

L'associacio fisica entre el domini R i I'extrem N-terminal podria ser requerida per
I’activacio del canal depenent de PKA i promovent la fosforilacié del domini R. Com
s’ha comentat abans, Naren i col.laboradors (113) identificaren una regié de
I'extrem N-terminal (residus del 46-60) que conté una série de residus acids (D47,
E51, E54, D58) que regulen positivament |'activitat del canal. Aquests residus
formen part de la superficie d’'una hélix alfa predita. La interaccié entre el domini R
i 'extrem N-terminal estabilitza |'activitat del canal. Posteriorment, proposaren que
la regulaciéo de l'obertura del canal per I'extrem N-terminal, a través d’aquesta
interaccié amb el domini R, facilita I'entrada a un estat d’obertura llarg de CFTR, o
I'estabilitza. La mutacié D58N presenta una reduccié en la probabilitat d’obertura
deguda en gran part a una reduccié de la durada de les obertures del canal. La
mutacioé p.P5L podria estar alterant les forces estériques de I'hélix alfa predita més
propera, sent I'anell de prolina el que ajudés a mantenir la conformacié de I’'hélix
alfa gracies a la seva l'estructura rigida, i al ser substituit aquest residu per una
lisina es desestabilitzés. Aixi, p.P5L impediria una interaccié estable entre els
residus carregats de l'extrem N-terminal i el domini R de CFTR produint uns
parametres electrofisiologics alterats del canal observats en els nostres

experiments.
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Relacié entre mutacio, funcio6 i fenotip: cap a una futura correlacié genotip-fenotip

Totes les variants missense que es van seleccionar per a la seva caracteritzacié
molecular i funcional, excepte p.Y89C (descrita en un pacient Italia (170)), han
estat identificades en individus de la poblacid espanyola diagnosticats amb FQ o
amb altres alteracions relacionades amb el gen CFTR (veure Taula 4).

Establir quin efecte clinic poden tenir les mutacions de sentit erroni (missense) és
molt complicat, necessitariem un major nombre d’individus per poder dur a terme
un bon estudi de correlacié genotip-fenotip, i a ser possible que aquests individus
presentessin la mutaci6 en homozigosi. Perd, observant els resultats del nostre
estudi i tenint en compte la mutacié identificada en I'altre al-lel, sembla que per la
majoria de les variants hi ha una bona correlacié entre la funcionalitat del canal de
clorur i la severitat dels fenotips clinics. Tot i aixi, la major excepcid és la variant
p.S50P, que quan s’ha caracteritzat a nivell molecular i funcional s’ha classificat
com a mutacié de classe II. Per tant, si aquesta mutaciéo déna lloc a una proteina
immadura o a un plegament deficient, esperariem un fenotip sever, quan la
mutacio de l'altre al-lel no compensés el fenotip. En canvi, els dos pacients on ha
estat identificada aquesta mutacié no presentaven un fenotip clinic sever, sind que
tots dos pacients tenien ageneésia bilateral de conductes deferents (tenint ambdos
mutacions greus a l'altre al-lel) (veure Taula 4). Pero, hem de tenir en compte que
tan sols son dos individus estudiats i que a la literatura no és el primer cas on no
s’observa correlacié entre el genotip i el fenotip. Existeixen altres casos publicats
qgue tampoc correlacionen (188). Aquesta perdua de correlacié podria ser deguda a
I’efecte d’altres elements o factors reguladors que compensarien el fenotip sever.

En aquest estudi hem caracteritzat estructural i funcionalment les mutacions de
sentit erroni (missense) de I'extrem N-terminal i del primer fragment
transmembrana de CFTR. Els resultats obtinguts determinen que la majoria
d’aquestes mutacions generen alteracions significatives en el processament i en el
comportament del canal de clorur, i per tant hem verificat la importancia que té
aquesta regid en la fisiologia del canal. A més de l'informacié molecular, 'analisi
realitzat té un valor afegit per la clinica, tant per la contribucid a la correlacié
genotip-fenotip com per poder aplicar en un futur una terapia especifica segons el

tipus de mutacions que presenti el pacient.
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Conclusions

1. Mitjangant una combinaci6 de metodologies immunocitoquimiques i
electrofisiologiques, s’ha caracteritzat funcionalment a nivell molecular vuit
mutacions de sentit erroni, localitzades a |'extrem N-terminal del canal CFTR

presents majoritariament a la poblacié FQ espanyola.

2. Cinc de les mutacions analitzades, p.S50P, p.E60K, p.G85E, p.G85V i p.E92K,
tenen un efecte deleteri en el processament i en el trafic de la proteina, amb
abséncia de transport de clorur. En totes elles observem un efecte en el
processament molt similar a la mutacié p.F508del. Per tant, podem classificar-les

com a mutacions de tipus II.

3. La mutacié p.P5L afecta a la funcid6 de CFTR a dos nivells: a nivell de la
biogenesi i a nivell de I'activitat del canal. Aquesta mutacié provoca una disminucio
de la densitat de canals a la membrana citoplasmatica. La conductancia i la cinética

del canal també s’alteren.

4. La proteina mutant p.Y89C afecta a l'activitat del canal. Aquesta mutacid altera

especificament la cinética del canal.

5. El canal CFTR corresponent a la mutacié p.R75Q presenta un patré de maduracié
i un comportament funcional del canal analeg a la proteina CFTR no mutada. Els
nostres estudis corroboren la classificaci6 de p.R75Q com a mutacid sense

expressio clinica.

6. El comportament sever de la majoria de les mutacions avaluades, afectant la
biogénesi i/o l'activitat del canal, ressalta la importancia funcional de la cua N-

terminal i del segment TM1 en la fisiologia de CFTR.

7. Els resultats obtinguts en aquest estudi poden ajudar tant a contrastar
correlacions entre els genotips i els fenotips clinics de pacients portadors de les
mutacions analitzades, com al disseny racional d‘estratégies terapéutiques

personalitzades segons el defecte molecular present a CFTR.
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