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1. Bevezetés

A DNS tamadaspontu molekulékat, kiilondsen a terapidkban betoltott szerepiik
miatt kiterjedten vizsgaljak. E kutatdsokat nagyban eldsegiti az egymolekula vizsgalati
technikdk elterjedése és fejlodése, melyek lehetdvé teszik a folyamatok molekularis
szintli megismerését és megértését. A porfirineket €s szdrmazékaikat nagy tudomanyos
érdeklodés Ovezi széleskorii — Kkoztik DNS-kot6 —  tulajdonsagaiknak  és
felhasznalhatosaguknak koOszonhetéen. Doktori munkdmban egy porfirinmolekula
(TMPyP; tetrakis(4-N-metil)-piridil-porfin) DNS-hez torténé kotédését tanulmanyoztam
egymolekula vizsgalati modszerekkel.

E fejezetben els6ként a fébb egymolekula vizsgélati eszkdzoket ismertetem, kiilon
kiemelve a lézercsipeszt, mellyel kisérleteim jelentds hanyadat végeztem. Ezt kdvetden
kitérek a DNS mechanikai tulajdonsagaira, majd bemutatom, hogyan moddositjak azt az
egymolekula technikaval vizsgalt, DNS-sel kolcsonhaté molekuldk. Tovabba réviden
bemutatom az altalam vizsgalt TMPyP-molekula jellemzdéit, felhasznalasat, és az eddigi
ismereteinket DNS-k6t6 tulajdonsagairdl. Végezetiil irodalmi attekintést adok a
mikrofluidikédval kombinalt 1ézercsipesz mérések soran felmeriild problémakrol, illetve
lehetdségekrol, melynek metodikai jellemzésével szintén doktori munkam keretében

foglalkoztam.
1.1. Egymolekula vizsgalati médszerek

Az egymolekula vizsgalati modszerek hasznalataval lehetéség nyilik arra, hogy
egyetlen molekulat vizsgaljunk megismerve annak mechanikajat és szerkezetét. E
modszerek nagy elonye, hogy az adott molekula olyan tulajdonsagairdl is informaciot
kaphatunk, melyek egy molekulasokasdgon végzett vizsgalat sordn az atlagolas
kovetkeztében elvesznének. Tovabbi eldny, hogy e mdodszerekkel maga a molekula nagy
precizitassal, mechanikailag manipuléalhato, igy képet kaphatunk példaul arrél is, hogy a
molekula mozgatasa, nyQjtasa, valamint csavardsa révén milyen szerkezeti valtozasok

jatszodnak le benne.

1.1.1. Lézercsipesz

A lézercsipesz — vagy mas néven optikai csipesz — egy olyan lézertechnikén

alapul6 eszkoz, mellyel kiilonb6zd, mikroszkopikus méretii, dielektromos részecskéket



csapdazhatunk, illetve mozgathatunk. A mddszer alapjat képezo jelenség a csapdazando
részecskével kolcsonhatd fotonok impulzusvaltozdsdnak kovetkeztében fellépd erdkon

alapul.

1.1.1.1. Torténelmi hattér

Arrdl, hogy a fény képes lehet nyomast kifejteni eldszor Johannes Kepler irt 1619-
ben [1]. Feltételezte, hogy a fénynyomassal magyarazhaté az, hogy az iistokosok csovaja
minden esetben a Nappal ellenkez6 irdnyba mutat. A fény e tulajdonsaganak elméleti
levezetése James Clerk Maxwellnek kdszonhet6 [2], amit John Henry Poynting fejlesztett
tovabb [3,4]. Kisérleti uton ezt a 20. szazad elején Pyotr N. Lebedevnek [5], Ernest F.
Nicholsnak és Gordon F. Hullnak sikeriilt bizonyitania [6]. A hatas azonban olyan
elenyész6, hogy a gyakorlati alkalmazhatdsaga jelentéktelennek bizonyult [7].

A fordulatot a 1ézer feltalalasa, majd Arthur Ashkin 1970-es felfedezése hozta,
melynek soran demonstralta, hogy keskeny nyaldbban fokuszalt 1ézerfény segitségével
lehetséges mikrométer nagysagl dielektromos részecskék mozgatasa [8]. E felfedezés
vezetett végiil az els6 1ézercsipeszek megalkotasahoz [7,9-11]. Arthur Ashkin 2018-ban
kapott Nobel-dijat ,,az optikai csipesz megalkotasaért és a biologiai rendszerekben torténd
felhasznalasaért” [12].

1.1.1.2. Geometriai optikai kozelités

A lézercsipesz részecskéket csapdazd hatasanak leirdasanal két esetet kell
figyelembe venni, amit a csapdazando részecskének a megvilagité fény hullamhosszahoz
képest vett mérete hataroz meg, tovabba a kozeg torésmutatdja az alabbi Osszefiiggeés
szerint, mely a & méretparamétert adja meg [11]:

§=2many/Ay, (1)

ahol a a részecske karakterisztikus mérete, n,, a kozeg torésmutatdja és A, a
csapdazo 1ézerfény hullamhossza vakuumban. Amennyiben & > 1, akkor a geometriai
optika hasznalataval leirhat6 a csapdazas. Ebben az esetben a csapdazando targyat éré
1ézerfényt fotonok osszességeként lehet tekinteni. Ezek a beesd fotonok megtorhetnek,
visszaverdédhetnek, vagy elnyelédhetnek a targgyal vald kolcsonhatas soran, aminek
kovetkeztében megvaltozik az impulzusuk. Az impulzusmegmaradas értelmében ezen
impulzusvaltozasok ereddjét a csapdazando targy ellenkezd eldjelli és azonos nagysagl

impulzusvaltozasanak kell kisérnie (1. dbra).
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1. dbra. Fokuszalatlan és fokuszalt, Gauss intenzitasprofilu lézernyalabok
csapdazo hatasdanak sematikus rajza geometriai optikai kézelitéssel, Ngyongy = Nigzeg
esetében [10,13]. A nyalabbdl szemléltetésként kiemelt fénysugarak pirossal, az
impulzusuk és annak fénytorés kovetkeztében torténoé megvaltozasa feketével, mig a
fénytorés és a fényvisszaverddés kovetkeztében gyongyre hato erdk rendre kékkel és
zolddel vannak jelolve. A feltiintetett fénysugarak eltéro intenzitasat az eltéré

vonalvastagsag szemlélteti.

A fénytorés kovetkeztében fellépd erdk egy Gauss intenzitasprofilu 1ézernyalab
esetében a nagyobb intenzitas felé, illetve a sugar terjedési iranyaba mozgatjak a targyat,
mig a fényvisszaverédés és az abszorpcié miatt kialakuldé erdk a targyat a Kisebb
intenzitas felé, illetve szintén a sugar terjedési irdnyaba mozgatjak kisebb mértékben
(Ntargy > Nisreg). ENNek ereddjeként a targy egy fokuszalatlan Gauss intenzitasprofila
lézernyaldbnal, noha a kozépponti tengely irdnyaba mozog, ezzel egyidoben annak
terjedési iranyaban tovabb halad, tehat nem johet létre csapdazas. Ez kikiiszobolhetd két,
egymashoz képest ellentétes iranyt nyaldbot kibocsatd 1ézer segitségével. A csapdazas
azonban megoldhatd egyetlen lézernyaldb segitségével is, ha azt nagy numerikus
apertardju lencsével fokuszaljuk. Ebben az esetben a fénytorés kovetkeztében fellépd
erok a targyat mindig a fokuszpontba probaljak mozgatni, mig a fényvisszaverddés

kovetkeztében 1évo erdk tovabbra is a fény terjedési iranyaba hatnak. Mivel stabil allapot



esetében a targyra hato erdk kiegyenlitik egymast, az egyensulyi pont igy kicsivel a
fokusz alatt talalhat6 (1. abra) [10,13].
1.1.1.3. Dipdlus kozelités
Abban az esetben ha & <<1 és |nk|§ << 1, ahol nyk a targynak a kozegre vonatkozd
relativ torésmutatdja, teljesiilnek a Rayleigh-szoras feltételei és a targy pontdipolusnak
tekinthet6 [14]. Ekkor az E elektromos térerésség, a p indukalt dipélusmomentum,

valamint annak U energiaja a kovetkez6képp irhato le:

E(r,t) = Re[E(r)e'“?] 2)
p(r,t) =a E(r,¢) 3)
U=—p(rt)-E(r,t) =—aE(r,t) E(r,t), 4

ahol Re a valds rész, r a helyvektor, w a korfrekvencia és t az id6 jelolésére
szolgél. A lézernyalab intenzitdsa | ardnyos az elektromos térerdsség amplitidojanak

négyzetével.

1 (T 1
I=|s)l = ?J‘ |s(®)|dt = EcnkézeggolEolz: ®)

0

ahol S a Poynting-vektort, < > az iddatlagolast, tovabba ¢ a fénysebességet
vakuumban, Niseg @ kOzeg torésmutatdjat, eo pedig a vakuum permittivitasat jeloli [15].
Gauss-nyalab esetén, ahol inhomogén az elektromagneses tér olyan erd 1ép fel, mely a
targyat — pozitiv polarizalhatosag esetén —a nyalab nagyobb intenzitasu része felé vonzza,
hogy minimalizélja az indukalt dipdlus energidjat. Ez az erd a fényintenzitds gradiensével

aranyos [13]:

Fyraa = ~((~a E(r,) - ME(r,0)) = 3 W(EX(r,0) = 7VIEo|* =

(6)
= VI(r)
2anézeg"so
A masik, targyra hato erd a szorasi erd, mely a lézersugar terjedési iranyaba

prébalja mozgatni a csapdazando targyat.

nkﬁzegaext nkézeg (Gabsz + Gszérési)
Foporasi = —————(Si) = c (8:) (7)



A Ooxt, Oapsz €S Ogzorasi rendre az extinkcids, abszorpcids €s a szorasi
keresztmetszeteket jelolik. Tehat 0sszefoglalva, ebben az esetben elmondhat6, hogy a
gradiens eré a csapddzandd részecskét a sugar fokusza felé probdlja mozgatni,
ellensulyozva a szorasi erd hatdsat, ami a sugar terjedési iranya mentén probalja eltolni.

1.1.1.4. Eromérés

A csapda kozéppontjat jellemz6 egyensulyi pont koriili kis kitérések esetében a
részecskére hatd erd aranyos az elmozdulassal. Mivel ez az eré (F) ellentétes iranya az
elmozdulassal (x), a csapda egyensulyi pontjaba probalja visszahtizni a részecskét, ezért
az optikai csapda e tartomanyon beliil felfoghaté egy virtudlis lineédris rugoként
[13,16,17].

F = —kx (8)

A k aranyossagi tényez6 az optikai csapda merevségét (rugdallandojat) jelenti.
Megfelel6 kalibraci6 utan, k ismeretében tehat a 1ézercsipesz erémérésre is alkalmas a

csapdazott részecske kiils6 erék hatasara torténd, kis elmozdulasai alapjan [13,16,17].

1.1.1.5. Fluoreszcens mikroszképiaval kombinalt 1ézercsipesz

A 1ézercsipesz kombinalhato fluoreszcens mikroszkopidval, ezzel lehetdséget
teremtve arra, hogy az eréméréssel egy idében nagy felbontast képet is alkothassunk a
vizsgalandé molekulakrol, folyamatokrél. Ez nagyban segithet a kotohelyek és a kotési
modok feltérképezésénél, reakciokinetikai folyamatok nyomon kovetésénél és er6hatasra
torténd szerkezeti atalakuldsok részletesebb vizsgalatdnal. Ennél a technikanal szamos
mikroszkopiai eljaras alkalmazhato, mint példaul epifluoreszcens, TIRF, konfokalis és
STED mikroszkopia [13].

Ezen eszkozokben a csapdazo 1ézerek mellett egy fluoreszcencia gerjeszt6 1ézer
is alkalmazasra keriil, mellyel egy adott hullamhosszon gerjeszthetfk a fluoreszcens
molekuldk, majd az emittalt fotonok az alkalmazott technikdnak megfeleld detektorokkal
(EMCCD (,,Electron Multiplying Charge-Coupled Device”), lavina (avalanche)
fotodioda (APD)) érzékelheték. gy akar egyetlen fluorofér altal kibocsatott fény is
érzékelhet6 [13].

A minta fluoreszcens jelolése is szdmos lehetdséget ad kiilonbozd vizsgalatok
elvégzéséhez. Példaul mas fluoroforok hasznélataval elérhetd a ,,tobbszinii” képalkotas

is, ami hasznos lehet tobbféle kotéhely egyidében torténd detektalasara [18] vagy adott



molekula specifikus jelolésével szerkezet-, vagy helyvaltoztatidsanak nyomon kovetésére
[19].
1.1.2. Atomierd-mikroszképia (AFM)

Az atomier6-mikroszkopia egy pasztazo tiiszondas mikroszkopiai modszer, amely
lehet6vé teszi a nanométeres felbontasti vizsgalatokat, informaciot szolgaltatva sejtek,
virusrészecskék vagy molekuldk topografidjaval és mas fizikai tulajdonsagaival
kapcsolatban.

A pasztazé alagatmikroszkopiat Heinrich Rohrer és Gerd Binnig talalta fel 1981-
ben. Munkajukért 1986-ban Nobel-dijat kaptak [20]. Ezt kovetéen Binnig és munkatarsai
1985-ben fejlesztették ki a pasztazo atomieré-mikroszkopiat [21]. Mig az el6bbi modszer
az alaguteffektuson alapszik és elektromosan vezetdképes mintak esetében hasznalatos,
addig az AFM nagy eldnye, hogy elektromosan nem vezetd minta esetében is
alkalmazhat6 a topografia feltérképezésére.

Az AFM tiiszonddja egy rugdlapka, melynek végén egy rendkiviil hegyes tii
talalhatd. A pasztazas, vagy erdmérés soran torténd valtozasokat a rugélapka hatoldalara
vetitett, majd onnan visszavert, pozicidérzékeny fotodiodara érkezé 1ézersugar altal lehet
detektalni.

Képalkotas soran, bioldgiai mintak esetében leginkabb a non-kontakt, vagy
tapogato lizemmod a hasznalatos. Ilyenkor a rugdlapkat a sajatfrekvencidjahoz kozeli
frekvencian rezgetjiik a minta felett egy beallitott amplitidoval. A tii hegye €és a minta
kozotti atomi kolcsOnhatdsok révén a rugodlapka sajatfrekvencidja eltolodhat, ami
amplitudovaltozast okoz, mely eltérést az elobb emlitett fotodiodan detektaljuk. A
rugolapkan keltett kényszerrezgés torténhet tobbek kozott piezoelektromos modon,
illetve a rugodlapkara érkezd 1ézerfény segitségével is. Ez utobbi esetben a rezgetés a
rugodlapka felhevitésével jon 1étre. Egy visszacsatolo rendszer azonban olyan tavolsagban
igyekszik tartani a rugdélapkat a minta felszinétdl, hogy az eldre beallitott amplitddo
allandé maradjon. igy a rugélapka helyzetének valtozasaibol — a megfelel§ program
felhasznalasaval — kirajzolodik a minta topografiai képe.

Az AFM felhasznalhato sejtek, virusok ¢és molekuldk topografidjanak
meghatarozasara [22—31]. Ezen feliil az AFM er6mérésre is alkalmas kontakt moédban. A
minta tlivel torténé nyomdasabol, vagy az adott molekulanak a huzéasabol szarmaz6 erd-

tavolsag gorbébol kovetkeztetni lehet annak mechanikai tulajdonsagaira [22,23,31,32].
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1.2. A DNS nanomechanikaja

A dezoxiribonukleinsav (DNS) — a genetikai informaci6é taroldsa révén —
kitlintetett szereppel bir a molekularis tudomanyokban. Felépitésében is egy kiilonleges
polimerrdl van sz6: két polinukleotid lancbol all (kettésszala DNS esetében), melyek
egymas koré tekeredve kettds spiralt alkotnak. A lancon beliili nukleotidok kovalensen
kapcsolodnak  egymashoz, mig a komplementer szalon 1évé nukleotidok
hidrogénkotésekkel kapcsolddnak a bazisokon keresztiil.

A DNS amellett, hogy csupan 2 nm széles (kettds szal esetén), rendkiviil hosszu
is lehet. Erdekességképpen megemlitendd, hogy az ember esetében ~2 métert adna ki a
DNS-allomany 6sszhossza (egyetlen sejt esetében) [33]. Mivel a molekula rendkiviil kis
térrészben helyezkedik el, ezért elengedhetetlen, hogy a sejtmag belsejében folyamatosan
hajlitason, csavarason és nyujtason menjen keresztiil szamos folyamat soran, mint példaul
a DNS-csomagolas vagy a molekularis motorok altal végzett replikacid €s transzkripcio.

Ezen mechanikai hatasok eredményét raadasul tovabb befolyasolhatja a DNS
bazisosszetétele, az ionerdsség, valamint DNS-koto fehérjék és gydgyszermolekuldk.

Ennek okdan a DNS nanomechanikai tulajdonsdgainak és azok kiilonbozd
kornyezeti hatasokra bekovetkezd valtozasainak vizsgéalata kulcsfontossaghh a DNS-t

érintd molekularis folyamatok részletesebb és teljesebb korii megértéséhez.

1.2.1. Biopolimerek mechanikajat jellemz6 paraméterek

A polimerlancok tulajdonsagainak megértése soran fontos definialni néhany
alapvetd mennyiséget, melyek segitenek abban, hogy jobban megértsiik a biopolimerek
mechanikai viselkedését. Ezek a mennyiségek tobbek kozott a vég-vég tavolsag, a
konttrhossz, a perzisztenciahossz és a nyujtasi modulus.

A polimer végpontjai kdzotti tadvolsag az in. vég-vég tavolsadg, mig a konturhossz
a polimer szal teljes hosszat jelenti. Ez a két mennyiség akkor egyezik meg, ha a szal
teljesen kinyujtott allapotban van. A gyakorlatban legtobbszor azonban a biopolimerek
Osszehajtott, osszetekeredett allapotban vannak, igy a vég-vég tavolsaguk rovidebb, mint
a kontarhosszuk.

A perzisztenciahossz a polimer hajlitdsi merevségétdl fiiggd mennyiség. Azt
fejezi ki, hogy a szdl mentén mekkora elmozdulds az, amelynél a szal irdnya mar

szamottevéen megvaltozik (lasd még: 1.2.3.2. fejezet). A perzisztenciahosszuknal
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rovidebb kontirhosszii szalakat merevnek tekinthetjiik, mig a joval nagyobb
kontarhossz polimerek flexibilis szalként értelmezhetok.

A biopolimerek nyujtdsi modulusa az alkalmazott erd hatdsara torténd
megnyulassal, illetve deformacidval szembeni ellenallast hivatott szamszeriisiteni. Mas
szoval megmutatja, hogy a polimer mennyire nyulik meg tengelyirdny feszitderd
hatasara. A nyutjtasi modulus analdg a Young-modulussal, azonban mértékegysége — az
eWLC (,,extensible Worm-Like Chain’’) modellbél is kovetkezden (lasd: 1.2.3.2. fejezet)
— Newton, és nem Pascal. Ennek oka az, hogy a nyujtadsi modulus egy tengelyiranya
feszitderd €s a polimerszal megnyuldsa kozott teremt kapcsolatot, jellemezve a szél
hosszanti iranyd merevségét, ¢s nem mechanikai fesziiltséget vesz alapul a relativ
deformaci6 leirdsara, tehat nem veszi figyelembe a polimerszal keresztmetszetét.
Elmondhat6 tehat, hogy a dolgozatban szereplé nytjtasi modulus a Young-modulussal
szemben egy specifikusabb mennyiség a polimerszalak vizsgalatira, azonban szerepiik

hasonlo, innen az analdgia.

1.2.2. Eré-tavolsag gorbe

A lézercsipeszben a két gyongy kozé kifeszitett DNS-t — vagy mas polimert — az
egyik gyongy mozgatdsaval lehet megnyujtani. A két gyongy kozotti tavolsdg ebben az
esetben megegyezik a molekula vég-vég tavolsagaval. A molekula altal kifejtett ellener6t
a statikus gyongyon lehet mérni a két gyongy kozotti tavolsag fliiggvényében. Ezzel
meghatarozhatova valik az erd-tavolsag gorbe, vagy rovidebben az er6gorbe, ami a
kettésszalu DNS esetén az alabbiakban targyalt jellemzdkkel bir.

A kettésszala DNS erégorbéje 4 fobb tartomanyra oszthatd. Az elsd tartomanyban
a DNS viselkedését termikus fluktuaciok hatdrozzdk meg. A DNS ebben a tartomanyban
egy szemiflexibilis radként modellezhetd, mely végpontjainak egymashoz viszonyitott
tavolsagat (vég-vég tavolsag) az emlitett fluktuaciok csokkentik. Ezen hatasok ellenében,
a molekula nyujtasa sordn kifejtett erd pN-os nagysagu, a tartomany megkozelitdleg 5
pN-ig tart. A rugalmassag elsésorban entropikus hatasoknak kdszonhetd, ezért ezt a
tartomanyt entropikus tartomanynak nevezziik (2. abra) [13,32].

10 pN-os nyujtoéerd kornyékén az entalpikus tartomany kovetkezik, melyben a
megnyulés és az erd kozotti kapcsolat megkozelitdleg lineédris. Ebben a tartoméanyban,

30-35 pN-nal éri el a DNS a konttrhosszat (2. abra sziirkével jelzett tartomanya) [13,32].
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2. abra. A kettdsszalu -DNS (A-bakteriofag DNS-€) kisérletesen kapott erd-
tavolsag gorbéje 0,1 M NaCl-koncentrdcional és 0,2 um/s huzasi sebességnél az
erogorbere jellemzo tartomanyok feltiintetésével: entropikus tartomany, entalpikus
tartomany, tulnyujtasi atmenet, vagy mas néven tulnyujtdsi plato és aszimptotikus rész

[34].

A molekula tovabbi nyUjtasaval elérhetd az Un. talnyajtdsi atmenet, vagy
tulnyujtasi platd. Torzionalisan nem korlatozott DNS-szal esetében (a molekula szabadon
elforoghat a lehorgonyzott végei koriil) ez az atmenet ~65 pN-nal, ellenkezé esetben
~110 pN-nal kezdddik, azonban ez fiigg az adott kozeg sokoncentraciojatol is [35,36]. Az
atmenet soran a molekula jelent6sen, kontirhosszan feliill mintegy 70%-kal talnyulik a
htzoéeré minimalis, néhany pN-os novekedése mellett (2. abra) [37]. Ezalatt 3 folyamat
jatszodik le: i) a DNS egyik, nem gyongyhoz kotott vagy egyszalt torés (,,nick™)
kovetkeztében szabadvégili szdla a hidrogénkotések felszakadasa révén lefejtddik a
komplementer szalrdl, igy mechanikai denaturdcidé kovetkeztében két egyszala DNS
szakasz jon 1étre; i) nem szabad szalvég esetében un. olvadasi buborék jon 1étre a két szal
kozott a hidrogénkotések felszakadasa kovetkeztében; iii) a két szal nem valik szét, a
bazisparosodas megmarad, azonban a szalak kitekerednek, a DNS szerkezete megnylik,

¢s az eredeti B-forma DNS ugynevezett S-formaba alakul 4t [37]. E harom folyamat
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egyidejileg jelen van a szdl tilnyujtdsa sordn, azonban ardnyuk fiigg a DNS
topoldgiajatol, a sokoncentraciotol, tovabba a 1ancok nukleotid-osszetételétol is [18].

A negyedik, aszimptotikus, vagy masodik entalpikus régionak is nevezhetd részen
a DNS-molekula tovabbi megnyuléasa 0jbdli, jelentés huzoerd-ndvekedés mellett érhetd
el. A két szalat néhany GC-gazdag régio tartja 0ssze a tilnyujtasi &tmenet utan (2. bra).

1.2.3. Polimermodellek

1.2.3.1. Szabadon csatolt lanc (,,freely jointed chain”; FJC)
A szabadon csatolt lanc (FJC) esetében a szalat alkotd szegmensek egymashoz
képest fiiggetleniil allhatnak a tér barmely irdnyaban. A vég-vég tavolsag €s erd kozotti

kapcsolatot ebben az esetben az alabbi 6sszefliggés adja meg:

_ th(ZFLp) kgT (1+F) 9
XE e | ) T 2FL, | TS ®)

Itt x a vég-vég tavolsagot, L. a kontlirhosszat, L, a perzisztenciahosszat, F az erét,
S, a nyujtasi modulust, kg a Boltzmann-allandot és T a homérsékletet jeloli [37].

1.2.3.2. Féregszerii lanc (,,worm-like chain”; WLC)

A féregszerti lanc (WLC) modell a polimert egy rigid, de hajlithato szalként irja
le (a Kratky-Porod polimermodell [38] folytonos valtozata). Ez a modell kiilonésen
alkalmas a merevebb polimerek leirasara, ahol az egymast kdvetd szegmensek egyfajta
kooperativitast mutatnak: a kozeli szegmensek megkozelitdleg egymashoz igazodnak,
emiatt a szal folytonosnak tekinthetd.

Egy L hosszasagu polimer esetében a t(S) érintévektor az r(s) pozicidban, a lanc

mentén S tavolsagban a kovetkezoképpen irhato fel [17]:

dr(s)
ds

t(s) = (10)

Az irdny-autokorrelacio fliggvény a WLC modell esetében exponencidlis

lecsengést mutat [39]:

(t(0)E(s)) = exp (— Li> (11)

p
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ahol Lp a perzisztenciahosszat jeloli. A WLC modell a kdvetkez6képp irja le az

erd és megnyulas kozotti kapcsolatot [40]:
P kgT [ 1 1 4 x] 1
S\ L, Jl4(1—x/L)? 4 L, (12)

Az eWLC (,,extensible Worm-Like Chain”) modell a WLC tovabbfejlesztése,

amely mar figyelembe veszi a polimerek hosszanti iranyt rugalmassagat is. Emiatt ez a
modell mar nagyobb hiizderdk esetében is jo leirast ad jelentésen megnytjthato szalak
esetében, mint példaul amilyen a DNS.

Két elterjedt tipusa is van az eWLC modellnek, amelyek nem sokban kiilonbéznek
egymastol és mindketté felhasznalja a nyujtasi modulust (S) a hosszanti iranyu

rugalmassag leirasara. Az Odijk-féle modell [41]:

1(ksT\2 F
x =L, 1——<L> +— (13)

¢s a modositott Marko-Siggia-féle modell [42]:
|
ksT\ | 1 1 x
=\ A
p _x L ¢
|4 (1 L.t3

(14)

“|
e —|

1.2.3.3. Csavarhaté féregszerii lanc (,,twistable worm-like chain”; tWLC)

A teljesség igénye miatt megemlitendd még a csavarhat6 féregszer(i lanc modell
(tWLC). Ebben a modellben a DNS spiralis, rugalmas egységnek tekinthetd, amely a
fesziiltségre nyuldssal és csavarodassal reagal. Ez eltér a korabbi modellektél, mint
példaul a nyujthato féregszerti lanc (eWLC), amely nem veszi figyelembe a DNS spiralis
szerkezetét és szekvencigjat. A tWLC modell igy a DNS mechanikajanak atfogobb és
pontosabb leirasat nyUjtja, amely a DNS kordbban figyelmen kiviil hagyott
kulcsfontossagu fizikai jellemzdit is magaban foglalja [43].

A modell jelent6sége a kozepesebb és magasabb eréknél figyelhetdé meg, mikor a
DNS megnyuldsat mar nem lehet a szal csavarodasatol elkiilonitve targyalni, mivel ez a
két paraméter magasabb huzoer6knél (a talnyujtasi platd eldtt) szorosan Osszefiigg (3.

abra).
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Itt C a csavarasi merevséget jeloli, mely a kettés hélix torzids erével szembeni
ellenallasat jellemzi, g(F) a csavaras-megnyulas kapcsolatot leird linearis fiiggvény,

melynek tengelymetszetét go, meredekségét g1 jeldli, valamint Fc a kritikus erd, amelynél

a DNS megnyulasa és csavarodasa kozotti kapcsolat megvaltozik [43].
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40 !"
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3. abra. Kiilonbozo polimermodellek illesztései 0,1 M NaCl és 0,2 um/s huzoero
esetében mért DNS-erogorbére. Magasabb erdoknél lényeges kiilonbség mutatkozik az
eWLC és tWLC modellek kozott, mely a kettosszalu DNS hélixének kicsavarodasa miatt

bekévetkezo tovabbi megnyuldssal magyarazhato.

1.3. DNS-koto molekulak

A DNS-ko6té molekulak megvaltoztathatjdk a DNS nanomechanikajat, ezaltal
hatassal lehetnek olyan folyamatokra, mint a transzkripcié vagy a replikacio. Ennek
kovetkeztében e molekulaknak fontos szerepiik van a sejtszintli folyamatok

szabalyozasaban a DNS-sel valo kdlcsonhatas révén. Az, hogy e DNS-k6té molekulak
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hogyan hatnak a DNS-re és ezaltal a DNS-t érintd molekularis folyamatokra,
kulcsszerepet  jatszik adott betegségeknél a megfeleld gyogyszermolekula
kivalasztasaban, illetve fejlesztésében. Emellett a genetikai diagnosztikaban és a bioldgial
szerkezetvizsgalatban is kiemelkedd szerepet jatszanak. A nanomechanikai valtozasok
feltérképezése azért is bir nagy jelentdséggel, mert mig terapias szempontbdl a DNS
mechanikai vagy szerkezeti modositasa lehet a cél, addig a diagnosztikai és
szerkezetvizsgalati esetekben épp ellenkezdleg, a DNS eredeti allapotanak fenntartasa
lehet fontosabb [17].

A DNS-koté molekulakat tobbféleképpen lehet csoportositani, példaul a kotédés
reverzibilitdsa szerint, vagy a kotési hely alapjan. Az utdbbi alapjan haromféle fobb kotési
modot lehet megkiilonboztetni: interkalacio, arokkotés és egyszala DNS kotés. Bizonyos
DNS-koté molekulak tobbféle kotési modot is mutatnak, mint példaul a TMPyP. E kotési
moédok azonosithatéak a DNS bekotédés hatasara megvaltozott er6gorbéjének egyedi
jellemz6i alapjan [17,32].

1.3.1. Interkalatorok

Az interkalatorok a kettdsszalit DNS szomszédos bazisparjai kozé ékelddnek, igy
stabilizalva a kettdsszali DNS szerkezetét, ami megakaszthatja a replikacios folyamatot.
Példak interkalatorokra az etidium-bromid, a SYTOX Orange (SxO) és az oxazol sarga
(YO), amelyeket DNS jelolésére hasznalnak [17,32,44-46]. Tovabbi példak még a
proflavin [47,48], psolaren [47], daunomicin (daunorubicin) [44,49] és aktinomicin D
[50], amelyeket kiilonb6z6 terapias eljarasokban alkalmaznak [17].

Altalanossagban elmondhaté, hogy az interkaltorok kotése megnéveli a DNS
hosszat, tovabba noveli a talnyujtasi plato eléréséhez sziikséges erét, ezzel stabilizialva a
DNS-t [17,44,47,49,51-54]. Tovabbi vizsgalatok [51,53,54], melyeknél kiilonb6z6
koncentraciok mellett mérték az erdt, a talnyljtasi platdo eltlinését egyszerii
termodinamikai hatdsokkal magyardzzak, amely nagyon magas ligandumkoncentracio
esetén kovetkezhet be. Megemlitend6 még, hogy az interkalatorok a tulnyujtasi platd
rovidiilését is okozzak a DNS hossznovekedésének eredményeként [17].

Polimermodell-illesztésekkel meghatarozhaté az interkalacié hatasara modosult
DNS perzisztenciahossza és konturhossza (lasd 1.2.3. fejezet). A vizsgalt interkalatorok
mindegyikénél megndtt a DNS kontGrhossza a hatéanyag nélkiili DNS-hez

képest [44,52,55]. Altalanosan elmondhato, hogy a perzisztenciahossz a szaturaciot elérd
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koncentracioknal alacsonyabb [44,52,56]. Ezt kiegészitendé fontos megjegyezni
azonban, hogy egy kutatasban alacsony er6knél (< 2 pN) azt mutattak ki, hogy a
perzisztenciahossz fokozatosan nétt egy kritikus koncentracidig, majd e kritikus érték
felett hirtelen csokkent, ezt kdvetden nagyobb koncentracioknal megkozelitdleg allando
maradt [55]. A nyujtasi modulus szintén csokken interkalacio hatasara [17,32,51,56].
Habér az interkalacio jelentds szerkezeti és mechanikai valtozdsokat okoz,
reverzibilis folyamat. E tulajdonsag az interkalatorokat igéretes jeloltekké teszi a DNS-t

célz6 alkalmazasok széles korére [32,45].

1.3.2. A DNS arkaiba koto molekulak

Azon molekuldk, amelyek pozitiv toltéssel rendelkeznek, valdsziniileg
elektrosztatikus kolcsonhatas révén kapcsolodnak a DNS-hez, a DNS negativan toltott
kis és nagy arkaiba kotédve. Ezeket a molekulakat arokkotdknek nevezik. Tobbféle
molekula is ismert, amely ezt a kotési modot hasznalja, legyen az a teljes kotddési
folyamatban egy koztes vagy végleges kotési allapot [17,32,49,57].

A netropszin [17], a disztamicin A [58] és alacsony koncentracioknal a berenil
[59] mind kotédnek a DNS kis arkaba. Az els6 két molekula esetében kimutattak, hogy a
tulnytjtasi platohoz sziikséges er6 megemelkedik a kis arokba kotédés hatasara [17].
Ennek ellentmond azonban egy tanulmany, ahol a disztamicin A poli(dG — dC) esetében
50 pN-ra csokkentette a tlnyajtasi platohoz tartozd erét [49]. Ennek feloldasara
1ézercsipeszes kisérletekben, A-DNS-t (a A-bakteriofag DNS-ét) hasznalva megvizsgaltak
a disztamicin A hatasat [44], és azt talaltak, hogy a tGlnyujtasi platohoz sziikséges erd
megnott, ezzel igazolva, hogy a DNS kis arkaiba torténd kotés valdban stabilizalja a DNS-
t a tulnyujtasi platd megemelésével. A perzisztenciahossz a kotés hatdsara megvaltozik,
de nem mutathaté ki minden esetben névekedés vagy csokkenés [17]. A netropszin és
alacsony berenil koncentracional végzett kisérletekben nem mutattak ki szamottevd
konttrhossz valtozast < 15 pN-nal végzett illesztésekbdl [52].

A DNS nagy arkaba koté molekulak példaul a metilzold [60] és a SYBR Green
[61]. Korabbi vizsgalatok alapjan megallapitast nyert, hogy a nagy arokba tortén6 kotés
megemeli a talnyljtasi platot, csokkenti a thlnyujtdsi atmenet sordn fellépd
kooperativitast, amit a talnyQjtdsi platé erdtartomédnyanak kiszélesedése jelez
[17,44,49,61]. Szintetikus peptid esetében azt talaltak, hogy a kotdédés megnoveli a
peptid-DNS-komplex konturhosszat, mig a perzisztenciahosszat csokkentette [17,44].
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1.3.3. Egyszali DNS-t kot6é molekulak
Szamos fehérjemolekulardl kimutattak mar, hogy képes az egyszali DNS-hez
kotni [17,62—69]. Ezen feliil az aktinomicin D [70-73] és a glioxal [74-78] is rendelkezik
ezzel a tulajdonsaggal. A glioxal hatasara a lézercsipesszel mért A-DNS nytjtasi-
relaxacios erdgdrbéken a talnyujtasi platd csdkkenése €s jelentds hiszterézis figyelhetd

meg [79], mely hasonlé az egyszali DNS-ko6t6é fehérjéknél megfigyelt eredményekhez
[17,65-69].

1.3.4. Tobbféle kotodést mutatéo molekulak
Bizonyos DNS-k6té molekulak tobbféle modon is képesek kdtddni a DNS-hez

[17]. Példaként emlithetd a berenil, mely alacsony koncentracioban a DNS kis arkaba kot
be, mig magas koncentracioknal az interkalacio a jellemz6 kotéstipus. A berenil DNS-
hez torténd kotését egymolekula szinten eldszor AFM segitségével vizsgaltak [47,57]. A
DNS nyujtasi er0gorbéit vizsgalva azt talaltak, hogy alacsony koncentracioknal némi
megnyulas volt tapasztalhato, mig a tilnyujtasi platé megemelkedett, mely valtozasok a
kis arokkdtésre utalnak. Magasabb koncentracioknal jelentds DNS-hosszndvekedést
tapasztaltak, mig a talnyujtasi atmenetre jellemzd kooperativitds jelentdsen csokkent,
melyek jellemzden az interkalaciot jelzik. A berenil DNS erégorbéjére gyakorolt hatasat
1ézercsipeszes kisérletekben is vizsgaltak [52]. Az er6gorbékre alacsony eréknél (F < 15
pN) WLC modellt illesztve vizsgaltak a perzisztencia- és a kontirhosszak koncentraciotol
fliggd valtozasat. Alacsony koncentracioknal a kontirhosszban elhanyagolhato eltérés
mutatkozott, azonban a koncentracio novelésével ndovekedést tapasztaltak. Ezzel szemben
a perzisztenciahossz kézel megkétszerezddott alacsony koncentracidknal, mig magasabb
koncentraciokon lecsokkent a kontroll — berenil nélkiili — DNS perzisztenciahosszanak
értéke ala [17].

Tobbfele kotést mutatdé molekulaként megemlithetd még a psoralen, melyet
bizonyos bérbetegségek kezelésére hasznalnak [80]. A psoralen elsdként interkalacioval
kotédik a DNS-hez, azonban a kezelés soran hasznalt UV-A fény hatasara a molekula
keresztkotéseket hoz 1étre a DNS-en beliil [17].

1.4. A TMPyP

A porfirinek a DNS-k6té molekulak jelentds és széles korben vizsgalt csoportjat
alkotjak, koszonhetden strukturalis sokféleségiiknek és kotési tulajdonsagaiknak.

Koziliik kiemelkedik a doktori munkam targyat képez6 TMPyP, amely erds affinitassal
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kotédik a DNS-hez, valamint figyelemre méltd fluoreszcens tulajdonsagokkal
rendelkezik. E jellemzdék lehetové teszik széleskori alkalmazhatdsagat a biologiai €s

gyogyszerészeti kutatasokban.

1.4.1. TMPyP alkalmazasai

A porfirineket ¢és szarmazékaikat a fotodinamikus terapiaban (,,Photodynamic
Therapy”; PDT) betoltott szerepiik miatt nagy tudomanyos érdeklédés dvezi. A modszer
lényege az, hogy a kivalasztott molekulat megfelelé hosszisagu fénnyel gerjesztve
reaktiv oxigéngyokok keletkeznek, melyek modosithatjak, illetve karosithatjadk a
fehérjéket, membranalkotokat €s a nukleinsavakat, ezzel akar sejthalalt is eredményezve
[81,82]. A PDT IlehetOséget biztosit lokalis, nagy precizitassal elvégezheto, feliileti,
terapias kezelésekre daganatterapiaknal.

A TMPyP-nél szamos esetben megallapitottak, hogy tobb elényos tulajdonsaggal
rendelkezik a PDT-ben valé alkalmazhatosagat illetéen [81]. A normalis sejtek a
daganatos sejtekhez képest kevesebb porfirint halmoznak fel [83-85]. Ennek oka
valosziniileg az, hogy lassabb anyagcseréjiik miatt kevesebb fényérzékenyité anyagot
vesznek fel, ami a fotoaktivalas soran kevesebb reaktiv oxigéngyok termelddéséhez vezet
[81,86].

Ezen feliil a kationos porfirinek — mint amilyen a TMPyP is — széleskorii
antimikrobialis hatassal birnak, mind Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok
esetében is [81]. A TMPyP kationos tulajdonsagai eldnyt jelentenek a mikrobialis
sejtekhez valo szelektiv kotddésben, valamint gyorsabb kotddés johet létre, mint az emlds
sejtek esetében. Ennek kovetkeztében rovidebb megvilagitasi idd is elég a fotodinamikus
hatas elérésére, ami tovabb minimalizélja az egészséges sejtek kezelés soran elszenvedett
karosodasat [87,88]. Az antimikrobialis fotodinamikus kezelés az antibiotikum-rezisztens
korokozok ellen is hatékonynak bizonyult [89], tovabba E. coli esetében azt tapasztaltak,
hogy a porfirinalapu fotoszenzibilizalé anyaggal torténd részleges inaktivalas utan sem
volt tapasztalhato jrandvekedés vagy rezisztencia, még 10 ismételt besugarzasi ciklus
utan sem. [90]. A fotodinamikus virusinaktivacidé szintén fontos kutatasi teriilete a
porfirineknek [91], a TMPyP-t vizsgaltak kifejezetten virusinaktivacios tulajdonsagai
miatt is [92-94].

A TMPyP kolcsonhatasa a G-kvadruplexekkel szintén nagy tudomanyos
érdekl6dést valtott ki, mivel a TMPyP megvaltoztatja a G-kvadruplex mechanikai
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tulajdonsagait, ezaltal megzavarja a telomeraz aktivitdsat, ami tovabb ndveli annak a
lehetdségét, hogy a TMPyP és szarmazékai sikeresen alkalmazhatok legyenek a
daganatos megbetegedések kezelésében [81,95-100].

Ezeken felil a TMPyP-t és szarmazékait felhasznaljak épitékovekként is
funckionalis szerkezetekben [101-104]

1.4.2. Molekulasokasagon végzett kutatasok eddigi eredményei

A TMPyP (tetrakis(4-N-metil)-piridil-porfin) a kationos porfirinek k6z¢ tartozik,
egy heterociklusos vegylilet, amely négy pirrolgyliriit tartalmaz, melyek négy
metinhiddal kapcsolodnak egymashoz, a négy metilpiridil szubsztituens pedig a metin-
hidak szénatomjahoz kapcsolddik (4. abra). A TMPyP négy pozitiv toltéssel rendelkezik
és vizben jol oldodik. Ezen feliil kiemelkedé DNS-affinitdssal és fluoreszcens
tulajdonsagokkal rendelkezik.

Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a TMPyP planéris szerkezetének
koszonhetéen képes interkalalddni a bazisparok k6zé, és a kettsszala DNS Kis arkaihoz

is képes kotédni [92—94,105]

4. abra. A TMPYP (tetrakis(4-N-metil)-piridil-porfin) molekula palcikamodellje.

A kotés tipusa fligg az ionerdsségtdl, a DNS-szekvenciatol és a TMPyP-
koncentraciotol, valamint érdemes megjegyezni, hogy mar alacsony TMPyP/bazispar
arany mellett is kimutathatd a kiillonbozé kotési modok egyidejii jelenléte [92-94]. A
TMPyP képes kotodni az egyszali DNS-hez is, és katalizalja a kettdsszala DNS
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képzodését [106,107]. A kotési reakciok 10-500 ms idéskalan jatszodnak le, melyek

kozil az interkalacio lassabbnak bizonyult, mint az arokkotés [108].
1.5. A mikrofluidikai cellaban fellépé diffuzio

A 1ézercsipeszt gyakran kombinaljak mikrofluidikai cellaval, melyben a kisérletet
végzik. A cellaban a laminaris aramlas lehetové teszi a kiillonb6z6 csatornakon beérkezo
folyadékaramok szétvalasztasat. Egy preciz mikrodllvanyra szerelt cella mozgatasaval
lehetéség nyilik a csapdazo 1ézerek relativ mozgatdsara a kiilonbozé folyadékaramok
kozott. Ez lehetové teszi példaul csapdazott mikrogyongyokhoz Kihorgonyzott DNS
mozgatasat puffer és DNS-koto festéket tartalmazo folyadékaramok kozott. Ez tobbek
kozott lehetdséget biztosit arra, hogy példaul a csatornavaltas iranyatol fiiggéen a DNS-
kot molekulak asszociacios és disszociacios kinetikajat mérjiik.

A folyadékaramok kozotti valtaskor azonban fontos figyelembe venni, hogy a
szomszédos csatornak kozott egy nem elhanyagolhatd kiterjedésti koncentracioprofil
alakulhat ki. Ez a molekularis festék bearamoltatasaval, mesterségesen létrehozott
koncentraciogradiens kovetkeztében kialakuld diffuzié eredménye. Ezt a hatést
figyelembe véve kijelenthetd, hogy a két csatorna kozotti atmenet nem lesz azonnali a
koncentraciovaltozas szempontjabol, kiillondsen a gyorsan kotddd molekuldk esetében. A
koncentracioprofil az é4ramlasi sebességtol, a puffer- és a DNS-koté molekuldkat
tartalmaz6 csatorndk taldlkozasi pontjatdol mért tavolsagtol, a molekula diffuzios
allandojatol és kezdeti koncentraciojatol fiigg [109-113].

A koncentraciogradienst a szomszédos mikrocsatornak kozott a mikrofluidikai
cellaban Fick Il. térvénye alapjan lehet meghatirozni, mely egydimenzids esetben a
kovetkezOképp adhatd meg:

2
r_plt a7

Itt ¢ a koncentréaciot, t az iddt, x a tavolsagot és D a diffuzids allandot jeloli. A
fenti 0sszefiiggés megadja, hogyan valtozik a koncentraci6 a tér €s 1d0 fiiggvényében. Ez
egy masodrendii parcialis differencidlegyenlet, melynek megoldasa természetesen fligg a

kezdeti feltételtdl és két hatarfeltételtdl. Az egyik megoldds, mely leginkabb

alkalmazhato a lézercsipeszes mikrofluidikai kisérleti elrendezésre a kovetkez6 [114]:
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c(x,t) = [1 + erf( \/_>] [1 +erf (\/;})] (18)

ahol ¢ az oldott anyag koncentracidja és cg a kezdeti, maximum koncentracio a
festéket tartalmazo csatornaban. Az Osszefliggés altal kirajzolt koncentracioprofilokat
szemlélteti az 5. dbra. Az egydimenzios tavolsag ebben az esetben az aramlas iranyara
merdlegesen értelmezendd, ugy, hogy értéke 0 a puffer-festék csatorndk hatdran és
pozitiv a festéket tartalmazo csatorna iranyaban (5. dbra x tengelye). Az erf a Gauss-féle
hibafiiggvényt jeloli, mely egy szigmoid alaku fiiggvény és az alabbi Osszefliggéssel
definialhato:

erf(x) = 2 xe‘tzdt (19)
Vi Jo

Figyelembe véve, hogy Einstein difftziés elmélete szerint a Brown-részecske
négyzetes kozépérték elmozduldsanak négyzetgyoke ¥ = 2Dt, a (18) egyenletben
szereplé 2v/Dt tag helyettesithetd a kovetkezével: V2% [115]. Fontos megjegyezni, hogy
a kiilonb6oz6 molekulak eltéré mozgékonysaga megvaltoztatja a koncentracioprofil végso
alakjat. A hatarfeltételek olyanok, hogy a koncentraciogradiensek végtelen tavolsagra a

két csatorna hatarfeliiletét6l mindkét iranyban 0-val egyenl6ek [114].

9¢ = 0; 9¢ =0 (20)
0X|y=—cot 0X|x=oot
A kezdeti feltétel pedig a kovetkezo:
c(x,0) = {(C)s ); ; 8 (21)
A koncentraci6 id6ében is valtozik Fick Il. torvénye szerint, ezért a

koncentracioprofilnak lesz egy idobeli fejlédése, ahogy a szomszédos oldatok
parhuzamosan, eldre beallitott sebességgel aramlanak lefelé¢ a mikrofluidikai eszkdzon.
Emiatt a két mikrocsatorna talalkozasatol vett adott tdvolsagban 1évé mintavételezési pont
egy adott iddpillanatnak felel meg. Ezt az id6fejlodést szemlélteti az 5. abran 3
iddpillanatban feltiintetett koncentracidprofil, melyek megfelelnek az d&ramlas iranyaban

vett 3 pozicionak.
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5. abra. Diffiizio kovetkeztében kialakulo koncentracidprofilok mikrofluidikai
cellaban. (A) A mikrofluidikai cellaban, a puffer- és festékcsatorna kozott, az aramlas
iranydra merdleges, egy dimenzio mentén vett koncentracioprofilok a (18) dsszefiiggés

alapjan 3 idépillanatban, ¢, = 100 nM maximalis koncentrdcional. A két csatorna
elméleti hatarat fiiggoleges, szaggatott vonal jel6li, a festékcsatorndaban lévd, illetve a

puffercsatorndba dtdiffundalo festéket halvanyzéld hattér jeloli. (B) Kétcsatornds
mikrofluidikai cella sematikus rajza, a 3 iddpillanatban vett koncentracioprofillal (t1
keék, t2 sarga és t3 piros). A két csatorna elméleti hatarat itt is szaggatott vonal jeloli,

mig az dramlas iranyat nyilak jelzik.
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Emiatt a koncentracioprofil alakja az aramlasi sebesség beallitasaval és/vagy a
mikrocsatorna Osszefolydsa utdni mintavételi pozicid kivalasztasaval valaszthatd6 meg.
Megjegyzendd, hogy a fentiekben targyalt modon kialakuld koncentracidprofilok
inflexids pontja az 5. dbran szemléltetett esetben marad ugyanazon pozicidoban. Tobb,
puffert tartalmazo csatorna esetében az dramlas mentén eldrehaladva az inflexids pont
aramlasra merdleges koordinataja valtozik.

Sejtek vizsgalatdra hasznaltak mér korabban mikrofluidikdban kialakitott
koncentracioprofilt  [109,116,117], munkam soran azonban egymolekularis
perspektivabol vizsgéaltam meg azt, a feltérképezésétél kezdve annak kiilonb6zo,

egymolekula biofizikaban torténd alkalmazhatdsagainak lehetdségéig.
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2. Célkituzeések

Doktori munkam koézéppontjaban a TMPyP-molekula ¢és a  DNS

kolcsonhatasainak egymolekula vizsgalati modszerekkel torténd atfogd tanulmanyozasa

allt, kiilonds tekintettel a DNS-TMPyP altal alkotott komplex nanomechanikai

tulajdonsagaira. Célul tiztem ki a TMPyP ko6tédési folyamatanak, tovabba a kotodés

hatasara a DNS-ben kialakul6 valtozasok molekularis szintli megismerését kiilonb6zo

kisérleti paraméterek mellett. Ezen feliil vizsgalataim kiterjedtek a mikrofluidikai

cellaban, folyadékaramok kozott kialakuld koncentracioprofil fluoreszcencian és

nanomechanikai elven alapuld karakterizalasara és egymolekula szinten, 1ézercsipesszel

végzett kisérletekben torténd alkalmazhatosagéra.

A munka soran az alabbi fobb kérdések és szempontok adtak meg a kutatas

iranyat:

[

. Hogyan valtozik meg a kettdsszala DNS erégorbéje TMPyP hataséara?

Hogyan moddosul a DNS-TMPyP altal alkotott komplex erdgorbéje a
kisérleti paraméterek (TMPYP-koncentracio, NaCl-koncentracio és huzasi

sebesség) megvaltozasanak fiiggvényében?

A szdmos  paramétertdl  fliggd nanomechanikai  véaltozasok
parametrizalasara olyan modell kidolgozasa, mely az erdgorbék teljes
tartomanyara jol illeszthetd minden vizsgalt TMPyYP- ¢és NaCl-

koncentracio, valamint huzasi sebesség mellett.

A kettésszala DNS-TMPyP  komplex polimermodell-illesztésekbdl
(eWLC) kapott nanomechanikai  paramétereinek  (konturhossz,
perzisztenciahossz, valamint nytjtasi modulus) értékei hogyan valtoznak

a TMPyP-koncentréacié €s hiizasi sebesség fliggvényében?

Milyen modon befolyasolja a TMPyP az egyszala DNS nanomechanikali

tulajdonsagait?
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6. Hogyan térképezhetd fel a mikrofluidikai cellaban, difftizio kovetkeztében
létrejovo  keresztmetszeti  koncentracioprofil  fluoreszcens, valamint

elofeszitett, kettdsszalit DNS-molekulat alkalmaz6 pasztazas modjan?

7. Milyen moddokon alkalmazhaté a koncentracioprofil egymolekula

kisérletekben?
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3. Modszerek

3.1. Mintak és oldatok

A Kkett6ésszali DNS-en végzett nanomechanikai mérésekhez 3'-3' végeken
biotinilalt A-fag DNS-t hasznaltam (Lumicks, Amszterdam, Hollandia). A DNS az egyik
szal 3' végén 6 biotinnal, a masik szal 3' végén pedig 4 biotinnal volt jeldlve. A molekula
48502 bazisparbol allt. Az egyszalit DNS-en végzett kisérleteket 3°-5° végeken biotinalt
DNS-en végeztem, melyek mindegyike 20452 bazisbol allt. Az AFM képalkotashoz
300 bazispar hosszi A-fag DNS fragmentumokat hasznaltunk. Minden 1ézercsipesszel
végzett kisérletben a DNS-t 20-30 ng/ml végsé koncentraciora higitottam. A DNS-ek
végeit két 3,11 pm atmérdjl, sztreptavidinnel bevont polisztirol mikrogyongyhdz
horgonyoztam ki (Kisker Biotech, Steinfurt, Németorszag) ugy, hogy egy adott vég egy
gyongyhoz kotédjon.

A puffer minden mérés esetében Tris-HCl (20mM Tris, 7,4 pH) volt, mely eltérd
mennyiségben tartalmazott NaCl-ot (0,01, 0,1 ¢és 1 M). Az alkalmazott NaCl-
koncentraciok az abrakon kiilon feltiintetésre keriiltek. A TMPyP-t (Porphychem, Dijon,
Franciaorszag) az d&brdkon feltlintetett kiillonb6z6 koncentraciokban hasznaltam,
3 nagysagrendet feldlelve 5 és 5120 nM kozott. A Sytox Orange fluoreszcens festéket
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a koncentracioprofil feltérképezésére
végzett kisérletben hasznaltuk 100 nM mennyiségben. Ez utobbi kisérletet leszamitva, az
Osszes 1ézercsipeszt érinté mérés esetében, a pufferek 0,01% Tween-20-at is tartalmaztak.
Erre a pozitiv toltésiit TMPyP, negativ toltésti livegfeliiletekhez valé nem specifikus
kotodesének gatlasa, és ezaltal az aramlasi cellan beliili effektiv TMPyP-koncentracio
megvaltozasanak elkeriilése érdekében volt sziikség.

A TMPyP koncentracidjat a 423 nm-en mért abszorbancia alapjan, 4E UV-VIS

abszorpcids spektrofotométer (Varian, Inc., Palo Alto, CA) segitségével mértem.
3.2. Lézercsipesszel végzett kisérletek modszerei

A A-fag DNS-ek mechanikai vizsgéalatahoz egy kétcsapdas optikai csipeszt
hasznaltam, mely egy tobbcsatornds mikrofluidikai cellaval és pasztazo, konfokalis,
fluoreszcens mikroszkoppal volt felszerelve (,,C-Trap”, Lumicks, Amszterdam,

Hollandia).

28



crer

koté molekulak szamara kijeldlt csatornaban az adott anyagot (SxO vagy TMPyP), a
tobbi csatornaban pedig az adott méréshez sziikséges mennyiségii NaCl-ot tartalmazo
puffert aramoltattam 45 percen keresztiil. Ez azért sziikséges, mert a cella faldhoz
adszorbealodo festékmolekuldk miatt a cella belsejében 1évd koncentracio jelentdsen
eltérhet az elézbleg kimért, névleges koncentraciotél. Tovabba a megfeleld idejli
azok nagy pontossaggal 0sszehasonlithatoak akar hosszii méréssorozatok esetén is.

A mikrogyongyoket a fokuszalt 1ézerfény segitségével aramlasban csapdaztam,
majd atvittem a puffert tartalmazéd csatornaba, ahol az aramlést leallitva kalibraltam a
csapdékat az er0k detektalasahoz. Ezt kovetden a gyongydket — mar ismét dramlasban —
atmozgattam a DNS-eket tartalmazd csatorndba, hogy kihorgonyozzam a molekuldkat a
gyongyokre a sztreptavidin-biotin kotést felhasznalva (6. abra). A mikrofluidikai cellan
beliil az aramlas lamindris, ezért a kiilonbozé csatorndkban folyod folyadékaramok
minimalis mértékben keverednek csak egymassal. A jelen esetben elhanyagolhatonak vett
keveredés diffazio kovetkeztében 1éphet fel a folyadékaramok hataran (1asd 1.5. fejezet).
Tovabbi fontos szempont, hogy a csapdazott gyongyok szabadon mozgathatoak a cellan
beliil.

Minden elvégzett mérésnél ezek az elsddleges 1épések, €s a kiinduldo molekula is
kettdsszali DNS, azonban a kisérletek moddszerei ettdl a ponttél kezdve eltérnek

egymastol, melyeket az alabbi alfejezetekben ismertetek.
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6. abra. Biotinalt, kettoszalu DNS kihorgonyzasat bemutato sematikus abra. A 3°- 3’
vegein biotinalt DNS a sztreptavidinnel bevont, lézercsipesszel csapdazott
mikrogyongyokhoz kotodik. A csapdazo lézer mozgatasaval igy lehetoség van a DNS-

molekula nanomechanikai manipuldciojara [34].

3.2.1. DNS-erégorbék mérése
Az egyik gyongy mozgatasaval a két gyongy kozé kikotott DNS-molekula

megnyujthato, és az ennek hatdsdra a molekuldban ébredd erd meghatarozhat6. Az erd és
a gyongyok kozotti tavolsag egyidejii mérését kdvetden megkaphatdak az egyes DNS-
molekulak erdé-tavolsag gorbéi, vagy rovidebben az er6gorbéi.

Egyetlen DNS-molekula er6gorbéjének meghatarozasahoz elészor TMPyP
nélkiili pufferben (kontrollmérés) huztam a molekulat eldre beallitott, a nyljtas sordn
végig allando sebességgel. Ezt kovetéen a molekulat az adott koncentraciojo TMPyP-t
tartalmaz6 mikrofluidikai csatornaba vittem. A mérések soran a hidrodinamikai
perturbaciokat elkeriilendd, leallitottam az aramlast. Emiatt azonban a diffuzid
kovetkeztében fellépd koncentracidesokkenés iddvel befolydsolhatja a mérés
pontossagat. Emiatt a TMPyP-vel végzett kisérletet a molekulat tartalmazo6 csatorndnak
a tobbi csatornahoz képest 1évd betorkollasatol tavol végeztem (7. abra). Ez a hatas
ugyanis a puffer-TMPyP csatornak hatarfeliiletéhez kozel a legjelentGsebb, attol
tavolodva csokken a hatas, tovabba aramlas nélkiil ez a koncentracioprofil az id6vel
aranyosan kiszélesedik, ezért az adott kisérlet folyadékcelldn beliili helyének
figyelembevétele kiilonésen fontos hosszh idétartamu mérések elvégzésénél [45,46]. A
DNS nyujtési ciklust a TMPyP csatornaban is ugyanolyan sebességgel ismételtem meg,

mint a kontroll esetben.
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7. abra. A DNS-TMPYP kolcsonhatas mérési utvonalanak sematikus abrazolasa.
Narancssarga pontok jelolik a fobb kisérleti lépéseket, mig a nyilak a kisérlet sordan
bejart utvonalakat szemléltetik. A szaggatott vonalak a csatorndak kozott lévo elméleti

(atjarhato) hatart jelolik, mig a vastagitott fekete vonalak a mikrofluidikai cella
iivegfalait abrazoljdk [34].

A DNS-er6gorbék TMPyP-tdl valo fiiggését 3 kiilonbozé NaCl-koncentracional
(0,01, 0,1 és 1 M) végzett méréssorozat esetében vizsgaltam. Egy méréssorozaton beliil
5-t61 5120 nM-ig terjed6 TMPyP-koncentraciokkal dolgoztam, dupldzva a megel6z6
koncentraciot. Adott méréssorozaton beliil, s adott TMPyP-koncentracional 3 kiilonbdzd
nyujtasi sebesség mellett vizsgaltam a TMPyP hatasat. Mas szdval 9 kiilonb6zo esetben
(NaCl-koncentracio és huzasi sebesség) vizsgaltam meg, esetenként 11 kiilonbozo
TMPyP-koncentracional a DNS nyujtasi erégorbéit. A TMPyP-molekulak kettsszalu
DNS szerkezetére gyakorolt hatasanak egymolekula szinten torténé vizsgalatat a 8. abra
szemlélteti sematikusan. A DNS-TMPyP komplex kett6sszala DNS-t6l eltérd
szerkezetére annak nanomechanikdjan keresztiil kovetkeztethetiink, melyrél az

erogorbek, illetve az azok kozotti eltérések adnak 1ényeges informaciot.
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8. abra. 4 csapdazott mikrogyongyok kézé kihorgonyzott kettosszalu DNS-
TMPYP komplexet bemutato sematikus abra [34].

3.2.2. Molekularis erdlépcso

A kettdsszalu DNS-TMPyP kolcsonhatast olyan tekintetben is vizsgaltam, hogy a
DNS-t hirtelen, kiilonb6zé erdkkel megnyujtottam és kozben detektaltam a DNS
megnyuldsat az ido fiiggvényében, mig az erdt allandoan tartottam. Az erét egy un.
»Force Clamp” rendszer 500 Hz frekvencidju visszacsatoldssal tartotta dllandoan. Miutan
a szal mar nem nyult tovabb a bek6tédé6 TMPyP hatasara, az erét ~5 pN-0S 1épésben
noveltem, ami minden esetben ~30 ms-ot igényelt. Emiatt a kiértékelésnél csak azokat a
hosszadatokat vettiik figyelembe, melyeket a miiszer az erd stabilizalodasa utan
regisztralt. A huzoerd ilyen mddon torténd 1épésenkénti novelését 5-60 pN-ig végeztem.
A méréseket szintén aramlasmentes kdrnyezetben hajtottam végre. Ennek okan szintén
fontos volt a kisérleteket a TMPyP-puffer hatart6l tavol, a TMPyP csatorna belsejében
végezni, mivel a DNS-hossz stabilizalodasanak fiiggvényében egy-egy mérés hosszabb
1d6t vett igénybe.

3.2.3. Egyszali DNS nyujtasa

Az egyszalu DNS-molekula vizsgalatahoz a kiinduldo molekula egy kettdsszalu,
A-fag DNS volt, melynek egyik szala volt a 3°-5” végein biotinalva. Mivel a molekula
egyik szalanak két vége biotinalt, ezért beldle 1ézercsipesszel is eldallithatd az egyszalu
DNS. Ehhez a kettésszali DNS-t annyira meg kell nyujtani, hogy a talnyujtasi atmenet
végéhez legyen kozel (az er6gorbéken ez a tulnyujtasi platd végét jelenti), hogy a kettds
szalat stabilizald, bazisparok kozotti hidrogénkdtések jelentds része felszakadjon. Ezt
kovetden, egy alacsonyabb sebességli, a kifeszitett DNS-re merdleges iranyu aramlas

segitségével a maradék hidrogénkotések is felszakithatok, igy levalaszthaté a
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komplementer szal. A két gyongy kozotti tavolsag csokkentésével, a DNS-szal
relaxécidja soran keletkezod er6gorbébdl lathato, hogy ha az az egyszalu DNS er6gorbéjét
veszi fel. Ennek alapjan mar a kisérlet kozben megallapithatd, hogy sikeriilt-e a

komplementer szal levalasztasa, és igy az egyszali DNS eldallitasa (9. abra).

0,1 M NaCl éramiss
0,2 um/s huzasi sebesség l'eallltaSa

100 —
aramlas
bekapcsolasa

Tavolsag (Mm)

9. abra. Az egyszalu DNS kettosszalu DNS-bdl torténd eldallitasanak menetét
reprezentdlo abra a DNS-ek erogorbéin keresztiil. A 3’ 5° végein (egyetlen szalon)
biotinalt kettdsszalu DNS-t huzzuk, egészen a tulnyujtasi dtmenet végéig, mikorra a
legtobb hidrogénkotés a bazisok kozott felszakadt a tulnyujtasi atmenet soran. Ezt

kovetéen a komplementer szdlat lemossuk a feszitett szalra merdleges dramlas
segitségével, majd a mar egyszalu DNS-t visszaengedjiik az aramlas leallitasa utan

(piros gorbe), egy mechanikailag relaxaltabb dallapotba [34].

Az igy kapott egyszali DNS-t el6szor pufferben nyujtottam meg az egyik gyongy
mozgatasanak segitségével, felvéve a kontroll erdgorbét, majd az el6zo fejezetben (3.2.1.)
leirtak szerint a TMPyP-t tartalmaz6 csatornan beliil, tdvol a puffer-TMPyP hatértol
végeztem a tovabbi erdgorbe felvételét. A reverzibilitas vizsgalatahoz ezt kovetden a
DNS-szalat visszavittem a csak puffert tartalmaz6 csatornaba, majd gyenge aramlas

mellett hagytam, hogy az esetlegesen még a szalhoz ko6tédé TMPyP-molekulak
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disszocialjanak a szalrél. Ezutan ijra aramlas nélkil, pufferben nyujtottam meg a DNS-t

vizsgélva, hogy az igy kapott er6gorbe eltér-e a kezdeti, kontroll er6gorbétol.

3.2.4. Koncentracioprofil feltérképezése

A méréseket a TMPyP és a tobbi csatorna 6sszefolyasatol ~100 pm tavolsagra
pozicionaltuk a stabil hidrodinamikai kornyezet biztositasa érdekében (10. abra). A
kisérletek soran végig 1 mm/s oldataramlasi sebességet tartottunk fenn. A mechanikai
méréseket vagy allando nyujtasi sebesség (500 nm/s) vagy allando erd (35 pN) mellett
végeztiik. Az allandd erd fenntartdsat a 3.2.2. pontban ismertetett 500 Hz frekvenciajua
erdvisszacsatoldsi mechanizmus biztositotta. A fluoreszcencia méréséhez 532 nm-es
Nd:YAG lézert (Lumicks) hasznaltunk gerjesztéshez. A fluoreszcenciaemissziot 545-620
nm hulldmhossztartomanyban fotonszdmlald lavina fotodiodaval mértik. Az id6
figgvényében vagy az X-Y sikban 1évé képeket, vagy a molekuldris tdvolsagot

rogzitettiik (kymogram).
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10. abra. A4 koncentraciogradiens mérések utvonala a mikrofluidikai cellan

beliil. A narancssarga pontok szintén a fobb mérési lépéseket jelolik, mig a nyilak a

lépések kozotti utvonalakat mutatjak (a 7. abrdahoz hasonloan).

Koncentraciogradienst hoztunk 1étre a két szomszédos mikrofluidikai csatorna
kozott, melyek koziil az egyik a DNS-ko6t6 molekulat tartalmazta (TMPyP vagy SxO), a
masik pedig csak puffert tartalmazott (11. abra). Az ennek kovetkeztében fellépd diffuzio
soran kialakul egy id6ben (az 4aramlas mentén, lasd 1.5. fejezet) valtozod

koncentracioprofil. A koncentracioprofil alakja a DNS-koté molekula diffizios

34



egylitthatojatol és a koncentraciojatdl — ami egy limitalo tényezd —, tovabba az dramlasi
sebességtdl és a mikrocsatorndk Osszefolydsatol mért tavolsagtol fiigg. A DNS-kotd
molekula koncentraciojanak tényleges keresztmetszeti eloszlasat az SxO fluoreszcencia
intenzitdsanak a koncentracioprofil mentén (azaz az aramlas irdnyara merdlegesen) vett
egydimenzios leképezésével jellemeztiik.

A koncentracioprofil az id6 fiiggvényében fejlédik, ahogy a szomszédos oldatok
parhuzamosan, elére beallitott sebességgel aramlanak a mikrofluidikai cellaban. Az igy

kialakulé koncentracidprofil tehat az aramlési sebesség bedllitdsaval ¢és/vagy a

mikrocsatornak osszefolyasa utani mintavételi pozici6 kivalasztasaval valaszthatdé meg.

Festék (SxO)

Puffer

11. abra. A koncentracioprofil mérések kisérleti elrendezésének sematikus dbrdzolasa.
A piros téglalap azt a teriiletet jelzi, ahol a méréseket végeztiik. A kék nyil jeloli a
megkotott DNS-molekula utjat a koncentrdcioprofil mentén a DNS-sel torténd pasztizads
sordn. Az utvonal kezd6- és végpontjat fehér keresztek jeldlik, mig a festék- puffer-
csatornak elméleti hatarat szaggatott vonal jeléli. A mikrofluidikai rendszerben lévé
dllando aramlast a bal oldali fehér nyilak jelzik. A puffercsatorna aljan egy optikai uiton
csapdazott mikrogyongyokhoz kotott DNS-molekula sematikus dbrdja lathato [46].
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Tekintettel arra, hogy a vizsgalt DNS-k6té6 molekuldk (SxO ¢és TMPYyP)
interkalalédnak a DNS-be [17,45,92-94,105], ezaltal megvaltoztatva a kettdsszalit DNS
konturhosszat [17,32,45], a koncentracioprofil mechanikusan feltérképezhet6 a befogott
DNS-nek a profil mentén torténé mozgatasaval [45]. Megjegyzendd, hogy ahhoz, hogy
olyan koncentracioprofil alakuljon ki, amelyben a manipulalt molekula a teljes
festékcsatornaban a DNS-re nézve telitett koncentracio alatt kell maradnia. Mas széval,
ha tobb a DNS-ko6t6 molekula, mint ahany olyan kdtéhely van a DNS-molekulan, amibe
torténd kotddés hosszvaltozast idéz elé a DNS-en, akkor azon koncentraciotartomanyon
ez a mddszer mar nem alkalmazhat6. Ezen megallapitason alapulva két kiilonb6zo
modszert alkalmaztunk. Az elsOben egyetlen, 35 pN dallando erével megfeszitett
kettosszali DNS-molekulat mozgattunk allanddé sebességgel (18,5 pm/s) a
koncentracioprofil mentén, tigy, hogy a molekula tengelye parhuzamos volt az aramlas
iranyaval. A normalizalt hosszvaltozast a megtett tavolsag fliggvényében abrazoltuk. A
masodik modszer soran a DNS-molekulat gyorsan (500 um/s sebességgel), diszkrét, 38
um-es lépésekben mozgattuk a koncentracioprofil mentén és a DNS hosszat az id6
fliggvényében abrazoltuk.

3.2.5. Koncentraciolépcso

A koncentraciolépesot jelentd kisérletekben a kettdsszala DNS-molekulakat
allando er6kon (10, 20, 30, 40 vagy 50 pN) tartva, gyorsan (~250 ms alatt) a csak puffert
tartalmazo csatornabol a TMPyP-t (5 vagy 80 nM) tartalmazo6 csatornaba vittem at. A
koncentraciogradienst a két csatorna kozott 500 um/s-os dramlési sebességgel tartottam
allandéan a mérési nyomvonal mentén (merdlegesen a folyadékaramra). A
kiértékeléseknél a DNS 1ddfiiggd, bekdtddd TMPyP hatasara végbemend megnyutlasat
vettem figyelembe, a TMPyP-molekula koncentracioprofilja mentén térténé mozgatasa
utan. Ugyanazt a molekuldt tovabba, a TMPyP csatorndba torténd mozgatasnal
alkalmazott er6n tartva szintén ~250 ms alatt visszamozgattam a puffert tartalmazo
csatornaba, hogy vizsgaljam a TMPyP DNS-bdl térténd kitirtilésének idébeli valtozasat

¢s annak hatasat a molekula hosszara.
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3.3. Atomieré-mikroszképiaval (AFM) végzett képakoltas

A 300 bp hosszusagi A-fag kettosszalt DNS-fragmentumokrol folyadékban,
25 °C-on, Asylum Research Cypher ES atomieré-mikroszkop (Oxford Instruments,
Abingdon, Egyesiilt Kirdlysag) segitségével alkottunk képet. A mintdk feliiletét BL-
AC40TS (Olympus) rugélapkakkal pasztaztuk non-kontakt iizemmodban, a
rezonanciafrekvencia (~20 kHz) kozelében fototermikus gerjesztéssel rezonaltatva. A
tipikus pasztazasi sebesség 0,5 um/s koriil volt, tovabbd a pésztazasi felbontas
512 pixel/vonal volt minden kép esetében. 100 ul DNS-mintat cseppentettiink szaritott,
poli-L-lizin (PLL) bevonata csillamfeliiletre. Ezt kovetéen a TMPyP hatasanak
méréséhez a PLL feliiletéhez eldzetesen kotott kettésszala DNS-t 10 percig 250 nM
TMPyP-vel inkubaltuk. A kép utofeldolgozasat és elemzését az AFM-et is vezérld
szoftverben (IgorPro, WaveMetrics, Portland, OR, USA) végeztiik. Az egyes DNS-szalak
(n=75) konturhosszat ¢és vég-vég tavolsagat a kontroll és a TMPyP-vel kezelt mintdk
esetében is megmértiik. A kontirhossz meghatarozasahoz a maximalis magassagot
kovettiik a lanc mentén (12/A abra). A DNS-molekula végeit a tengelyiranyu nyomvonal
mentén, a topografiai maximalis magassag felénél 1évé pontokban hatiroztuk meg

(12/B abra).
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12. abra. (A) AFM-kép egyetlen, feliilethez kotott 300 bp hosszusdagii kettdsszalu DNS-
molekularél, a lanc mentén hiizott nyomvonallal poli-L-lizinnel bevont csillamfeliileten,
250 nM TMPyP-vel torténd inkubdcio utan. (B) A kettdsszali DNS-molekulan mért
topogrdfiai magassag és tengelytavolsag gorbe. A kék jelolések mindkét abrarészen a

molekula konturhosszat kijelold szakasz kezdeti, illetve végpontjat jelolik [34].
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3.4. A kotési folyamatok kinetikai elemzése

A perturbacids kinetikai (er6- és koncentraciolépcso) kisérletekben kapott erétol
fliggd sebességi allandokat (k(F)) a kovetkezd egyenlet segitségével illesztettiik:
k = koeFAx/kBT, (22)

ahol k, a nulla erénél mért sebességi allando, Ax pedig az egyetlen TMPyP-molekula
kotédése altal okozott latszolagos hosszvéltozas. A k,p €s ks €rtékeket a TMPyP-
koncentraciotdl fliggd k, adatokra torténé fliggvényillesztéssel allapitottuk meg, melyet

az alabbi egyenlet hataroz meg [118]:

Sz¢lséséges esetekben, a kettdsszala DNS gyors valtasakor a TMPyP magas és nulla
koncentracidja kozott, a fenti egyenlet a kovetkezOképp egyszeriisodik: k =

kon[TMPyP] magas és k = k,¢¢ nulla TMPyP-koncentracio6 esetén.

3.5. Adatelemzés és vizualizacio

A lézercsipesz kisérletek nyers adatait Pythonban konvertaltam 4t és elemeztem.
Tovabbi elemzéseket végeztiink az Origin és a KaleidaGraph programokkal.

Az AFM-képek kiértékelését az IgorPro programban végeztem, mig az igy kapott
adatok statisztikai elemzését R-ben és Pythonban végeztem.

Az abrak Pythonban, tovabba a kovetkez6 programok felhasznalasaval késziiltek:
Gnuplot, Origin, CorelDraw, Inkscape, KaleidaGraph ¢és Microsoft Excel.

A lézercsipesz mérések részfolyamatait Pythonban irt szkriptekkel
automatizaltam. Igy biztosithaté volt az allandé huzasi sebesség fenntartisa a mérések
soran, tovabba a DNS nyujtas-relaxacio ciklusokban az azonnali valtas az oda-visszatarto
er0gorbéknél az adott cikluson beliil (lasd 4.1.5. fejezet), valamint a molekularis
erdlépcso kisérletek soran annak megallapitasa, hogy a DNS-szal mar nem nyulik tovabb

a bekot6dé TMPyP-molekulak hatasara.

39



4. Eredmények

4.1. A DNS-TMPYyP altal alkotott komplex eré-tavolsag gorbéi

4.1.1. Az erogorbék TMPyP-koncentraciotol, NaCl-koncentraciétol és

huzasi sebességtol valo fiiggése

A DNS-TMPyP er6-tavolsag gorbéket a TMPyP-koncentraciok széles
tartomanyaban (5 nM-t6l 5120 nM-ig, duplazva a koncentraciot), harom kiilonb6zo
DNS huzasi sebességének megvaltoztatasa Kis — illetve az entropikus tartomanyban
elhanyagolhato — eltéréseket ad alacsony sebességeknél (0,1 — 9 um/s) (13. abra). Ennek
alapjan a huzasi sebességeket tigy valasztottam meg, hogy azok két nagysagrendet is
lefedjenek (0,2, 2 és 20 um/s). E paraméterek mellett végzett kisérletek igy 6sszességében
9 koncentracidsorozatot jelentenek.

A TMPyP-koncentracio novelése jelentds valtozasokat eredményezett az emlitett
gorbék minden tartomanyat illetden. Alapvetden megnodvelte a DNS konturhosszat,
tovabba csokkent az entalpikus tartomany meredeksége. Ezen feliil a talnyujtasi platod
magassaga a koncentracio fliggvényében el6szor nétt, majd csokkent, valamint a
meredeksége nétt a TMPyP-koncentracio emelésével (14-16. abrak).

A huzasi sebesség novelésével megfigyelhetd a gorbéken egy enyhe elmozdulés
allapot iranyaba. Ez arra utal, hogy a valtozdsok egy részét a molekularis rendszer
termodinamikaja és kinetikaja befolyasolja, ami azonban — a vizsgalt tartomanyon beliil
— kisebb mértéki eltéréseket eredményez az er6gorbéken (14-16. abrak).

A NaCl-koncentracio emelésével megfigyelhet, hogy a TMPyP hatdsa a DNS
er0gorbéjére nézve jelentésen redukalodik mind az entropikus, mind pedig az entalpikus
tartomanyokban. Magas (1 M) NaCl-koncentracié esetén a DNS kontirhossza csak
elhanyagolhaté mértékben valtozik meg, mig magas TMPyP-koncentracid esetében is
csak a tulnyujtasi platd meredeksége mutat valtozast. Ez arra utal, hogy az ionerésségnek
eltéré hatasai vannak a DNS és a TMPyP kozotti kolcsonhatasra, illetve kompeticiot
mutat a TMPyP-vel (14-16. abrak).
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13. abra. Kettdsszalu DNS erdgorbéi 80 nM TMPyP mellett kiilonbozé huzasi
sebességeknél (0,1: lila kereszt — 9 um/s: sarga rombusz). Az alkalmazott huzdsi eréknél
az entropikus tartomany kivételével — melynél elhanyagolhato — kismértékii eltérések
tapasztalhatok a kiilonbozo huzasi sebességek mellett felvett erogorbék kozott az

alkalmazott sebességtartomanyon beliil.
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DNS + TMPyP eré-tavolsag gorbék (10 mM NacCl)
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14. abra. Kettésszalu DNS erogorbéi 10 mM NaCl mellett, 0,2, 2 és 20 um/s huizasi

sebességeknél és kiilonbozé TMPyP-koncentracioknal (0 — 1280 nM tartomdnyon) a

szinkodolasoknak megfeleléen.
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DNS + TMPyP eré-tavolsag gorbék (100 mM NacCl)
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15. abra. Kettosszalu DNS erogorbéi 100 mM NaCl mellett, 0,2, 2 és 20 um/s huzasi
sebességeknél és kiilonbozé TMPyP-koncentrdcioknal (0 — 5120 nM tartomdnyon). A

jelolések az eloz6 abrahoz hasonloak.
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DNS + TMPyP erd-tavolsag gorbék (1000 mM NacCl)
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16. abra. . Kettosszalu DNS erégorbéi 1000 mM NaCl mellett, 0,2, 2 és 20 um/s huzdasi
sebességeknél és kiilonbozé TMPyP-koncentraciokndl (0 — 5120 nM tartomdnyon). A

jelolések az eloz6 abrahoz hasonloak.
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4.1.2. Nanomechanikai részletek parametrizalasara létrehozott modell

Mivel a kettésszala DNS-TMPyP altal alkotott komplex er6gorbéit tobb

kornyezeti tényez6 mellett is vizsgaltam (TMPyP- és NaCl-koncentraciok, tovabba a

huzési sebesség), melyek egymassal ellentétesen, illetve egymast erdsitve hathatnak a

rendszer nanomechanikéjara, ezért sziikség volt egy egy olyan modell felallitdsara, mely

a nanomechanikai valtozasok részletes leirasat és kvantitativ meghatarozasat segiti elo.

Ebbdl kifolyolag egy olyan modellt dolgoztunk ki a mért er6gorbék illesztésére, mellyel

az egyes hatasok és azok mértéke kiilon is vizsgalhatok fényt deritve olyan tartomanyokra

is, ahol a DNS a legérzékenyebb egy adott kisérleti paraméter megvaltozasara.

Ez a modell harom komponensbél all: egy szigmoid fiiggvénybdl (f1, entropikus

¢és entalpikus tartomanyok), egy linearis fliggvénybdl (f2, talnyujtasi platd) és egy

hiperbolabdl (f3, aszimptotikus tartomany):

1
filkx) =
' 1+ exp (— X ;Zpl) (24)
f2(x) = Psx + P, (25)
fs(x) = m ) (26)

ahol az illesztési paramétereket Pi —vel jeloltiik, az egyes paraméterek jelentése

pedig a kovetkezd:

P1: a szigmoid fiiggvény helyzete az x tengely mentén; a DNS konturhosszaval
skalazodik

P2: a szigmoid fiiggvény szélességét adja meg; a DNS nyujthatosagaval
skalazodik az entalpikus régioban

Ps: a linearis fliggvény meredekségét jeloli; az erdgorbén belil a talnyujtasi
atmenetet irja le, azon beliil is az &tmenet soran fellépé kooperativitast, amellyel
forditottan ardnyos

P4 a linedris fliggvény y tengelymetszetét adja meg; szintén a tulnyujtasi
atmenetet jellemz0 paraméter

Ps: a hiperbola aszimptotajat adja meg; a talnyujtott kettésszala DNS maximalis

hosszaval skalazodik
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e Ps: a hiperbola gorbiiletét jellemz6 paraméter; indirekt 6sszefliggésben van az

egyszali DNS hajlitasi merevségével

A (25) és (26) egyenleteket 6sszeadva, majd megszorozva azt a (24) egyenlettel a

kovetkezd Osszefiiggést kapjuk:
Pe
X — P5

X 1_32P1)

P;x + P, —

f)=fi-(ztf3)= (27)

1+exp (—

Az igy kapott fiiggvénnyel illesztettik a mérések soran, a 14-16 abrakon is
bemutatott gorbéket. Minden esetben a fiiggvény jo illeszkedést mutatott a mért adatokra.
Ehhez kapcsolédoan a 17. abra ad szemléltetést a fliggvény komponenseirdl (17/A abra),
azok illeszkedésérdl, illetve a modellt leird végsd fiiggvény illeszkedésérdl a teljes erd-
tavolsag tartomanyon. Az illesztés josagat két sz€lso esetben (alacsony, 5 nM TMPyP- és
magas, 1280 nM TMPyP-koncentracid) is abrazoltuk, kiilon feltiintetve az adott
illesztéshez tartozd rezidualisokat is (17/B abra). A rezidualisokbol lathato, hogy az
illesztett fliggvény a teljes erdgorbére jo illeszkedést mutat mindkét sz€lsd esetben. Az
illesztési paraméterek megfeleld megvalasztasaval a tobbi esetben is fennallt ez a pontos

illeszkedés a mért adatokra.
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17. abra. (A) A modell erégorbékre torténd alkalmazasanak vazlatos abrdaja. A mért
gorbét a fekete korok jelzik. A modell egy szigmoid (kék gorbe, nagyitva a jobb
szemléltetés érdekében (50 t1)), egy linedris (sarga gorbe) és egy hiperbolikus (fekete
gorbe) fiiggvénybdl dll. Az igy létrejovo modellt leiro fiiggvényt piros szaggatott gérbe
jeloli. (B) Az illesztés josdagdanak szemléltetése a TMPyP-koncentracio két szélséséges
esetében: SnM (piros) és 1280 nM (kék). Mindkét mérést 0,1 M NaCl és 20 um/s huzdsi
sebesség mellett végeztem. A korok a mérési adatpontokat jelolik, mig az illesztések
jelolése folytonos vonallal tortént. A reziduadlisok szinei megfelelnek az adott illesztéshez

tartozo szineknek.
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4.1.2.1. A nanomechanikai modell paraméterei

Az illesztésbol kinyerhetd paraméterek eredményei koziil elséként a P1 paraméter
(kett6szaltt DNS kontarhosszaval skalazodik) eredményeit vizsgaltuk mind a TMPyP- és
a NaCl-koncentracié, mind pedig a huzasi sebesség fliggvényében, amit az alabbi (18.)
abra is szemléltet. Mivel a paraméter TMPyP-koncentraciotol valo fiiggése igen jelentds
alacsony koncentraciok esetében, ezért a (B) abrarészen logaritmizalt x tengelyen is
abrazoltuk az eredményeket. Lathato, hogy a kiilonb6z6 NaCl-koncentraciok esetében jol
elkiilontilnek a gorbék, mig a huzasi sebesség (szinkodolva az abran; kék: 0,2 um/s, zold:
2 um/s és piros: 20 pum/s) tobb nagysagrenden keresztiil sem okozott eltérést a Pi

paraméter értékeiben a koncentracio fliggvényében.
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18. abra. (A) A P1 paraméter (szigmoid pozicioja, amely a kettésszalu DNS
konturhosszaval skdlazodik) a TMPyP-koncentracio fiiggvényében kiilonbozo NaCl-
koncentraciok (0,01, 0,1 és 1 M) és huzasi sebességek (kék: 0,2 um/s, zéld: 2 um/s és

piros: 20 um/s) mellett. (B) Az (A) abra logaritmizalt valtozata.
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A P2 paraméter (2 DNS nyujthatosagaval skalazodik az entalpikus régidoban)
értekeit a TMPyP-koncentracié fliggvényében az alabbi dbra mutatja (19. 4bra). Itt
hasonloképpen az el6z6 abrahoz, a (B) abrarész az értékek logaritmusat tiinteti fel, mivel

ez a paraméter is er0s TMPyP-koncentraciotél valo fiiggést mutat alacsony

c sy

_ B

E 157 0,01-0,1M

p

: /’—A/A

)]

~@

A

)

£ 101 NaCl - NaCl

=y

>

| =

%J 1M

a 0 10 20 30 40 50

3 054

Nm *

w T M ¢

8 —  20dm/s —  20Mmis

= 2umls 2pm/s

_%" — 02umis — 02umis

— 0 : ‘ .

o 0 500 1000 1500 1b 1(]30 1OIDI3
TMPyP koncentracié (nM) TMPyP koncentracié (nM)

19. abra. (A) A P2 paraméter (szigmoid szélessége, a kettésszalu DNS nyujthatosdagaval
skalazodik) a TMPYP-koncentrdcio fiiggvényében kiilonbozé NaCl-koncentraciok (0,01,
0,1 és 1 M) és huzasi sebességek (0,2 um/s, 2 um/s és 20 um/s) mellett. A jelolések az
elozé abraéval megegyezéek. (B) Az (A) abra logaritmizalt valtozata. A 0,01-0,1 M
jelolés azt jelenti, hogy a paraméterek ebben a két esetben hiban beliil azonos értékeket

vesznek fel, tehdt nem elkiilonithetdk.
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A P3 paraméter (tulnyujtasi platdé meredeksége) TMPyP-koncentraciotol valod
fliggésén is lathato, mint az el6z6 két esetben is, hogy alacsonyabb NaCl-koncentracional
(0,01-0,1 M) er6sebb a paraméter TMPyP-koncentraciotol valo fiiggése (20. abra). Ezen
felil 1 M NacCl esetében a htizasi sebességtol valo fliggés megndtt, ami arra utal, hogy a

molekularis rendszer eltolddott az egyensulytol.
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20. abra. A P3 paraméter (a linearis fiiggvény meredeksége, a tulnyujtdasi plato
meredekségét adja meg) a TMPYP-koncentracio fiiggvényében kiilonbozé NaCl-
koncentraciok (0,01, 0,1 és 1 M) és huzasi sebességek (0,2 um/s, 2 um/s és 20 um/s)

mellett. 4 jelolések az el6zd dbrdaéval megegyezdek.
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A tilnyujtasi atmenet magassaga (X =25 um tavolsagnal f» alapjan) fokozatosan,
a TMPyP-koncentracio fiiggvényében csokken (21/A &bra), kivéve alacsony TMPyP-
koncentracional, ahol atmeneti ndvekedést figyeltiink meg. Ezt jobban szemléltetendd, az
alacsony TMPyP-koncentracioknal (< 40 nM) 1évé magassagértékek kiilon abran is
szemléltetésre kerliltek (21/B abra). A megfigyelést alatdmasztja az erdgorbék
keresztez6dése a tulnyujtasi platonal (21/B kiegészitd abraja). A NaCl-koncentracio

novelése a TMPyP-vel ellentétes hatast valtott ki, azaz ndvelte a platdmagassagot.
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21. abra. A TMPYP hatasa a DNS nanomechanikajara a tulnyujtasi plato
tartomanyaban. (A) A tulnyujtasi platé magassaga (X = 25 um tavolsdagnal f2 alapjan) a
TMPYP-koncentracio, a huzdasi sebesség és a NaCl-koncentracio (0,01, 0,1 és IM)
fiiggvényében. A 0,2 um/s, 2 um/s, 20 um/s huzasi sebességeket kékkel, zolddel és
pirossal jeloltiik. (B) Az (A) dbrarész nagyitott képe a 0-40 nM kézotti TMPyP-
koncentrdcio tartomanyban (sziirkével jeldlt teriilet). A kiegészité abran 5 nM (piros),
illetve 10 nM (kék) TMPYP-koncentraciondl (10 mM NaCl, 0,2 um/s hiizosebesség) mért
erogorbék lathatoak, mely a TMPYP tulnyujtasi platéo magassagat noveld hatdsat

szemlélteti.
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A Ps paraméter, amely a talnytjtott DNS-molekula maximalis hosszat tiikrozi, a

TMPyP-koncentracié fiiggvényében fokozatosan nétt a maximum felé, ami arra utal,

hogy a TMPyP kozvetleniil az egyszala DNS-hez is kotédhet, és annak megnyulasahoz,

illetve nanomechanikajanak megvaltozasahoz vezethet (22. abra). 1 M NaCl-nal a Ps

értéke alacsony TMPyP-koncentracional jelentésen Kisebb, majd ugyanahhoz a

maximalis értékhez tart a TMPyP-koncentracid ndvelésével. A huzasi sebességnek

minimalis hatdsa volt erre a paraméterre és annak NaCl-koncentraciotol valo fiiggésére

is.
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22. abra. A TMPyP hatasa a DNS nanomechanikdjdra az aszimptotikus tartomanyban.

Ps paraméter (a tulnyujtott kettdsszalu DNS maximalis hossza) a TMPYP-koncentracio,

huzasi sebesség és NaCl-koncentracio fiiggvényében.
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4.1.3. Differencialt erogorbék

Mig a P> paraméter jol tiikrozi a kettdsszala DNS nyujthatosagat, a merevség egy
szemléletesebb ¢€s jobban értelmezhetd jellemzdje a molekula nanomechanikai
viselkedésének. A DNS azonnali, hossziranyu merevségének és a TMPyP ennek a
jellemzdre gyakorolt hatdsdnak kiszamitasdhoz numerikusan derivaltuk az erégdorbéket
(23. abra). TMPyP hianyaban egy keskeny, harang alaka gorbe figyelheté meg, amelynek
csucsa 16,2 um-nél talalhato a tadvolsagot — azaz a megnyujtott DNS hosszat — mutatd X
tengelyen, fliggetleniil a NaCl-koncentraciotol vagy a huzasi sebességtol. Ez a pozicio -
mely egyben a szigmoid fliggvény (24) inflexios pontja is - megyegyezik a A-fag DNS
konturhosszaval, alatimasztva azt, hogy a P1 paraméter tiikrozi a kettdsszali DNS
konttirhosszat ezekben a kisérletekben. A DNS latszolagos merevsége (TMPyP nélkiil)
az 50 pN/um értéket veszi fel, mely elhanyagolhaté mértékben novekszik csak a NaCl-
koncentracio fiiggvényében. TMPYP hatasara a gorbe kiszélesedett, a csucsérték
csokkent, és a csucspozicid fokozatosan a nagyobb megnyulast jelentd értékek felé
tolodott a TMPyP-koncentracié novelésével. Nagy huzési sebességnél hasonld valaszt
volt. 1 M NacCl jelenlétében a cstcs jobbra tolddasa teljesen megszlint, de a névekvd
TMPyP-koncentraciok tovabbra is csokkentették a DNS merevségét. Ebben az esetben a
differencialt gérbéken nem alkalmaztunk simitast, szemléltetve a mérési adatok, illetve a

numerikus differencialas sordn fellépd zaj alacsony mértékét.
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23. abra. Derivalt erégorbék 3 kiilonbozé esetben: 0,1 M NaCl, 0,2 um/s; 0,1 M NaCl
és 20 um/s; 1 M NaCl és 2 umls. A TMPYP-koncentraciokat kiilonbozé szinekkel

jeloltiik az abran feltiintetett modon. Az also abran (IM NaCl) az erégérbéken nem

alkalmaztunk simitast.
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4.1.4. eWLC modell illesztése az erégorbékre

Az er6gorbék vizsgélatanal a konvencionalis polimermodellek hasznalata, mint
példaul az eWLC modell, kiemelt jelentdséggel bir, mivel paramétereik kdzvetlen fizikai
jelentéssel birnak, ezaltal lehetévé téve a valos fizikai Osszefiiggések pontosabb
feltérképezését. Ezen feliil ez lehetdséget biztositott arra, hogy Osszevessiik a két
modellbdl szarmazo6 eredményeket.

Ennek érdekében 0,1 M NaCl-koncentraciondl mindharom huzasi sebességnél, 6
TMPyP-koncentracional szisztematikusan elvégeztiik az illesztéseket az erdgorbékre,
melyet az alabbi dbra is szemléltet 0,2 pm/s esetében (24. abra). Az illesztések josaganak

megallapitdsdhoz a rezidualisokat is figyelembe vettiik, melyek a 25. dbran lathatoak.
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24. abra. eWLC polimermodell illesztések kiilonboz6 TMPyP-koncentracioknal mért
DNS-erdgorbékre 0,1 M NaCl és 0,2 um/s huzasi sebesség esetében. A mérési adatokat
kiilonbozé — az dbran feltiintetett rendszer szerint — szinii PONtok jelélik, mig az illesztett

fliggvényt, minden esetben piros gorbe jeloli.
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25. abra. A 24. abran lathato eWLC illesztésekbdl szarmazo rezidudlisok a kontroll

erogorbe, illetve kiilonbéz6 TMPyP-koncentraciok esetében, 0,1 M NaCl és 0,2 um/s

huzasi sebességnél.
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Az eWLC illesztésekbdl meghatarozhatd a DNS perzisztenciahossza (Lp),

konturhossza (L¢) és nyujtasi modulusa (S) kiilonboz6 TMPyP-koncentracioknal és

huzési sebességeknél, melyek az alabbi, 26. dbran lathatoak.
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26. abra. A DNS perzisztenciahossza (Lp), kontiirhossza (Lc) és nyujtasi modulusa (S) a

TMPyP-koncentracio fiiggvényében, mindhdarom hiizasi sebességnél (kék: 0,2 um/s,

narancs: 2 um/s és zéld: 20 um/s) 0,1 M NaCl-koncentrdcio mellett.
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Lathato, hogy a huzasi sebességek tekintetében nincs szamottevd kiilonbség a 3
illesztési paraméter értékeiben. A meghatarozo tényez6 a TMPyP hatasa, mely foként
alacsony koncentracidk esetén fejt ki jelentds hatast a DNS-t jellemzd 3 paraméterre. A
kettdsszalt DNS konttirhossza alacsony TMPyP-koncentraciok mellett jelentésen, majd
80 nM-t61 kezdve kisebb mértékben ndvekedett, mig el nem ért egy ~20 um-es platot. A
perzisztenciahossz és a nyujtasi modulus jelent6sen csokkent alacsony TMPyP-
koncentracioknal, és rendre 25 nm, valamint 300 pN koriili értékeken stabilizalodott. A
fentiek alapjan elmondhatd tehat, hogy a kettdsszalit DNS nyujthatobba és hajlékonyabba
valt a TMPyP megkdtése utan.

4.1.5. Mechanikai reverzibilitas vizsgalata
Tekintettel arra, hogy az entalpikus tartomanyban a kettésszali DNS szerkezete
torzulhat (18., 19. és 23. abrak), a nyualasi és relaxacios er6gorbék Gsszehasonlitasaval
megvizsgaltuk, hogy a molekularis rendszer egyenstilyban van-e.
Alacsony NaCl-koncentracié (0,01 M) és htuzasi sebesség (0,2 pm/s) mellett a
TMPyP-koncentraci6 széles tartomanyaban nem tapasztaltunk hiszterézist az
er6gorbéken, ami azt jelzi, hogy a rendszer a nanomechanikai kisérlet soran végig

termodinamikai egyenstlyban volt (27. 4bra).
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27. abra. A kettésszalu DNS-TMPYP komplex erégorbéjének mechanikai reverzibilitds-
vizsgadlata 0,01 M NaCl és 0,2 um/s huzdsi sebesség mellett 320 nM (kék: nyujtas,
piros: relaxacio) és 1280 nM (zold: nyujtas, narancs: relaxdcio) TMPyP mellett.

A NaCl-koncentracié 1 M-ra torténé novelésével kismértékii hiszterézis jelent
meg alacsony TMPyP-koncentracio mellett (320 nM TMPyP, 28. abra). Azonban ez
magasabb TMPyP-koncentraciokon jelentésen csokkent (1280 nM), illetve el is tiint
(5120 nM) az alkalmazott 0,2 um/s htzasi sebesség esetében (28. abra). Egy
szisztematikus nanomechanikai kisérlettel (1 M NaCl, 20 um/s htzasi sebesség és 5120
nM TMPyP mellett), mely soran a maximalis megnytjtast fokozatosan csokkentettiik,
kimutattuk, hogy az entalpikus tartomanyon beliil fennall a reverzibilitas, és a hiszterézis

csak akkor keletkezik, ha a DNS belépett a tulnyulasi atmenetbe (29. abra).
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28. abra. A kettosszalu DNS-TMPYP komplex erogorbéjének mechanikai reverzibilitds-
vizsgalata 1 M NaCl és 0,2 um/s huzasi sebesség mellett 320 nM (kék: nyujtas, piros:
relaxacio), 1280 nM (zold: nyujtas, narancs: relaxacio) és 5120 nM (lila: nyujtas,
sarga:relaxdcio) TMPyP mellett. Lathato, hogy a nyujtadsi és a relaxdcios gorbék (oda-
vissza erogorbék) kozott kialakult hiszterézis a TMPyP-koncentracio novelésével

fokozatosan csokken, illetve eltiinik.
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1M NaCl, 20 um/s, 5120 nM TMPyP
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29. abra. A maximalis nyujtas hatasa a mechanikai reverzibilitasra 20 um/s huzdsi
sebességnél 1 M NaCl és 5120 nM TMPyP mellett. A DNS-molekulat egymast kéveté
mechanikai ciklusokban, fokozatosan csékkend maximdlis nyujtasi hossz mellett
nyujtottam meg, majd engedtem vissza a kezdeti megnyujtasi hosszra (10 um). Az
egymast koveto mechanikai ciklusokat a halvanyodo szinkod mutatja, kezdve a
halvanyabb kékkel jelolt legnagyobb megnyujtast jelento ciklussal, a sotétkék szinnel
jelzett, legrovidebb ciklusig. Az erégorbék egy cikluson beliili nyujtasi, majd relaxacios

iranyait sarga nyilak jelolik.
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4.1.6. Reprodukalhatosag vizsgalata
A kiilonbozo esetekben torténd mérések pontossaganak meghatdrozasdhoz tébb
esetben Ujramértem az adott er6gdrbéket. Az ) mérésekbdl szarmazod gorbéket ezutan
Osszevetettem a korabbiakban ismertetett illesztéseknél hasznalt adott erégorbével
(kontroll er6gorbe). Ezen ) mérési eredményeket, a 3 Gjramért gérbe erdben vett (y
iranyu), kontrolltél valo eltéréseinek atlagat és szorasat az alabbi abrak szemléltetik a

kiilonb6z6 esetekben (30-32. abrak).

0,1 M NaCl, 0,2 um/s huzasi sebesseg, 40 nM TMPyP
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30. abra. Ujramért és kontroll erégorbék ésszehasonlitdsa 0,1 M NaCl, 0,2 um/s hizdsi
sebesség és 40 nM TMPyP esetében. A felso abrarészen négy erégorbe lathato, a
kontroll erégorbét piros szin jeloli. Az also abrarészen az uj mérések atlagos erében
Vett eltérése és szordsa keriilt abrazoldsra a kontrollhoz képest. Az atlagos eltérést
sotétkék szin, mig a tszorast halvanykék tartomany jeloli. Mindkét dbrarész x tengelye

azonos tartomanyu a jobb osszehasonlithatosag érdekében.
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0,1 M NaCl, 2 um/s hazasi sebesség, 40 nM TMPyP
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31. abra. Ujramért és kontroll erégérbék dsszehasonlitisa 0,1 M NaCl, 2 um/s hiizdsi

sebesség és 40 nM TMPyP esetében. A jelolések az elozo dbraéval megegyezoek.

Az atlagos eltérés a mérési bedllitdsok reprodukalhatdsagat, mig a szords a

molekularis folyamatokbdl adodé variabilitast hivatott kvantifikalni.
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1 M NaCl, 0,2 um/s huzasi sebesség, 640 nM TMPyP
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32. abra. Ujramért és kontroll erégérbék ésszehasonlitisa 1 M NaCl, 0,2 um/s hiizdsi

sebesség és 640 nM TMPyP esetében. A jelolések az el6z6 két abraéval megegyezoek.

Megfigyelhetd, hogy csak a magasabb (640 nM) TMPyP-koncentracional mért
esetben (32. abra) novekedett meg kisebb mértékben a szoérds, mig az atlagos eltérés
hasonlé mértékiinek bizonyult mindharom esetben. Erdekes médon a megndvekedett
szoras az entalpikus tartomany végétol, illetve a tlnyujtasi atmenet kezdetétol észlelhetd,
ami magyarazhato a komplex kotddési folyamatokbol eredd fluktudcidval, mely

magasabb TMPyP-koncentracion hangsulyosabba valhat.

4.1.7. Egyszala DNS-erégorbék
Annak tesztelésére, hogy a TMPyP valdban kotédik-e az egyszala DNS-hez,

kozvetleniil is megmértem a porfirinmolekula nanomechanikai hatasat egyszala DNS-
molekulakon. A DNS-t pufferben nytjtottam meg mérve a kontroll er6gorbét, majd
320 nM TMPyP mellett végeztem mérést, végiil szintén pufferben gyenge aramlas mellett

hagytam, hogy az esetlegesen még a szalhoz kdtddé TMPyP-molekulak disszocialjanak.
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Ezt kovetden ujabb er0gorbét vettem fel annak vizsgdlatdra, hogy kimosodas utan
visszakaphat6-e az eredeti kontroll erégorbe, azt vizsgalva, hogy a kotési folyamat

valdban teljesen reverzibilis-e (33. abra).

40

—— Egyszalu DNS kontroll
—— 320 nM TMPyP
Kimosodas utan

35

Erd (pN)

5 6 7 8 9 10 11
Tavolsag (um)

33. abra. Egyszalu DNS erdgorbei kontroll (TMPyP nélkiil, kék) és 320 nM TMPyP
mellett (zold), tovabba a TMPyP pufferben, dramlas segitségével végzett kimosdsa utdan
ujrameért gérbe (vilagos narancssagra). A feltiintetett erogorbék mind egyazon DNS-

molekulahoz tartoznak.

A TMPyP hatéasa egyértelmiien jelentkezik a két erdgorbe dsszehasonlitasanal, az
egyszali DNS konturhosszat és perzisztenciahosszat is megvaltoztatja. A kontroll gorbét
Osszehasonlitva a TMPyP kimosddéasa utan mért gorbével lathato, hogy nincs kiilonbség,

a folyamat teljesen reverzibilis a DNS-szal nanomechanikéajara nézve.
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4.2. TMPyP-hatas atomiero-mikroszkopiaval (AFM) torténo
vizsgalata

A TMPyP DNS hosszat megnovel6 hatasat a feliilethez kotott kettdsszaltt DNS-

molekulak kontirhosszanak AFM-mel végzett kozvetlen mérésével is vizsgaltuk. A poli-

L-lizinre felvitt DNS-ek atomieré-mikroszkopos képét az alabbi abra mutatja (34. abra).
Mind kontroll, mind pedig TMPyP-vel kezelt esetben, tobb kép alapjan 75-75 DNS-t

vizsgéltunk meg.

34. abra. AFM-kép 300 bazispar hosszusdagu, 250 nM TMPyP-vel kezelt, kettdsszalu
DNS-molekuldkrol poli-L-lizinnel bevont csillamfeliileten. A jobb alsé sarokban lévo

fehér szakasz jeloli a 200 nm-es hosszusdgot.

250 nM TMPyP ¢és 0,1 M NaCl jelenlétében a kontrollhoz képest 9,9%-0s
konturhossz-novekedést mértiink. Ezen eredmények szemléletes alatdmasztasaul szolgél
a 35. abra, mely a kontroll és a 250 nM TMPyP-vel kezelt DNS-e¢k konttrhosszanak

eloszlasat mutatja hisztogrammon (35/A abra) és kumulativ eloszlasfiiggvénnyel
(35/B abra).
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35. abra. A kontroll (300 bp, kék) és a TMPyP-vel kezelt (250 nM, piros) kettisszalu
DNS-molekulik konturhosszainak eloszldasdat bemutato (A) hisztogrammok és (B)

kumulativ eloszlasfiiggvéenyek.
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4.3. A molekularis erolépcsé kinetikai analizise

------

részletesebb leirasa érdekében perturbacios kinetikai kisérleteket végeztem egyedi DNS-
molekulakon. Erre iranyuldan kétféle kisérletet hajtottam végre: i) molekularis er6lépcs6
(3.2.2. fejezet) ii) TMPyP-koncentraciougras (3.2.5. fejezet). Az er6lépcsés kisérleteket
5 és 80 nM TMPyP-koncentracional végeztem, a DNS-molekulat fokozatosan, 5 pN-o0s
1épésekben novekvd huzderdnek kitéve, az adott erdt allanddan tartva egy visszacsatolasi
rendszer (,,Force Clamp”) segitségével, mig a rendszer teljes egyenstlyba nem keriilt
(nem volt tovabbi DNS-hossznovekedés). Tehat az erénévekedés, tovabba a bek6t6dod
TMPyP-molekulak novelték a DNS hosszat, amely végiil stabilizalodott egy 1j
egyenstlyi helyzetben. igy a DNS-TMPyP kotési egyenstlyt egyfajta perturbacios
hatasnak tettem ki, a hirtelen megnodvelt huzoerd altal. A hosszndvekedés koriilbeliil
90%-a az erdugras alatt tortént, de a DNS hossza az erd stabilizalodéasa utan is tovabb
nétt. Ez a hosszndvekedés igy mar csak a TMPyP-kotddés hatdsanak tulajdonithato és
1 —e™ alaki fliggvényt kovetett. Az illesztésekbdl kiszamitottuk a hossznovekedés
er6fiiggd sebességét (k(F)) mind 5, mind 80 nM TMPyP esetében. A k, értékeket a
(22) egyenletnek az adatokra torténd illesztésével szamoltuk, melyek 5 és 80 nM TMPyP
estében rendre 7,1 (£0,7) és 57,9 (£17,5) s'*-nak adodtak, ami rendre 0,68 nMs? ¢és 3,7
stk,, ésk, fr értékeket eredményezett a (23) egyenlet alapjan (36. abra).
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36. abra. 4 kettésszalu DNS-TMPyP kotddés perturbacios kinetikai elemzése, a
molekularis erélépcsé esetében. (A) Molekularis erdlépesé kisérlet 5 nM TMPyP-
koncentracio mellett. Az erdt hirtelen, 5 pN-os lépésekben néveltem, majd egy
visszacsatoldsi mechanizmus (,, Force Clamp”) segitségével dllandoan tartottam. (B) A
kettésszalu DNS hosszadatainak illesztése abban a tartomdnyban, ahol az eré mar a
beallitott értéken stabilizalodott (rozsaszinnel jelolt szakasz). (C) A TMPYP-kétddés koda
értékei az ero fiiggvényében 5 és 80 nM TMPyP esetében.
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4.4. Koncentracioprofil mentén végzett kisérletek

4.4.1. A koncentracioprofil karakterizalasa

Munkam soran vizsgaltam a diffzio kdvetkeztében kialakuld koncentracioprofil
karakterizalhatosagat és alkalmazhatosagat is egymolekula biofizikai megkozelitésben.

Mig a lézercsipesz €és a fluoreszcens mikroszkopia lehetové tette a DNS
képalkotast, addig a tobbcsatornas mikrofluidikai cellaval megvalosithato az oldat
hatékony szabalyozasa ¢és koncentraciogradiens Iétrehozasa a szomszédos
mikrocsatorndk hataran. A koncentraciogradiens kialakitasdhoz a két szomszédos
laminaris &ramlasu mikrocsatorna egyike magas koncentracioban tartalmazta a DNS-koto
molekulakat (SxO, TMPyP), mig a szomszédos csatorna csak puffert tartalmazott.

A kialakul6 koncentracioprofilt az SxO fluoreszcenciajan alapuld képalkotassal,
valamint DNS segitségével torténd mechanikus pasztazassal jellemeztiik. Az alkalmazott
SxO-koncentracio 100 nM volt. A puffer és a festék mikrocsatornak hatarteriiletének
vizsgalt tartomanyan végzett fluoreszcencia-képalkotas egy olyan teriiletet mutatott, ahol
a fluoreszcenciaintenzitas fokozatosan nétt a puffercsatornatol a festékcsatorna felé (37/A
abra). A megfelel0 intenzitasprofil abraja egy szigmoidalis fliggvényt mutatott, amely jol
illeszthet6 a (18) egyenlettel (37/B abra).

Az illesztés 23,3 + 0,1 um diffuzios tavolsagot eredményezett, mely alapjan az
alkalmazott beallitasok (DNS-k6t6 molekula maximalis koncentracidja, aramlasi
sebesség, a két csatorna Osszefolyasatol vett tavolsag) mellett koriilbeliil 46 pm tavolsag
all rendelkezésre, amelyen keresztiil a festékmolekula koncentracidja megkdozelitdleg
linearisan valtozik 20-80 nM kozott (37/B és C abrak).

A koncentracioprofil mechanikai pasztazasa kissé eltéré eredményeket adott. A
DNS-hosszabbodas (normalizalt hossznovekedés) és a tavolsag (koncentracioprofil
mentén) fliggvénye mind az SxO, mind a TMPYP esetében szigmoid jellegli gorbét
mutatott, bar az alakjuk kissé eltért a fluoreszcencia-intenzitasprofil alakjatol. Az SxO-
gorbének a (18) egyenlettel torténd illesztése 29,0 + 0,2 um tavolsagot eredményezett. A
mechanikus pasztazas alapjan tehat koriilbeliil 58 pm tavolsag all rendelkezésre, amelyen
keresztiil az SXO koncentracidja megkozelitdleg linedrisan valtozik 20-80 nM kozott

(37/C abra).
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37. abra. A mikrofluidikai cellaban két mikrocsatorna kozott kialakulo
koncentracioprofil karakterisztikdja. (A) Pdsztazo konfokalis mikroszkdpos kép két,
szomszédos mikrocsatorna kozotti (puffer- és festékcsatorna) teriiletrol. A puffer- és a
festék- (SxO) csatorndk a kép bal, illetve jobb oldalan helyezkednek el. A kezdeti SxO-
koncentrdcio (jobbra) 100 NM. A zéld szinezés mesterséges. (B) Az SxO
koncentracioprofilja mentén mért fluoreszcenciaintenzitas (zold pontok). A (18)
egyenletet hasznaltuk a kisérleti adatok illesztésére (fekete folytonos vonal). (C) Az SxO
(kék) és TMPYP (sarga) koncentrdcioprofilok mechanikus pasztazasa altal Kialakult,
normalizalt DNS-hosszabbodds, a 35 pN dllando erdvel megfeszitett DNS-molekula
18,5 um/s allando sebességgel torténd mozgatasaval. Referenciaként az SXO

fluoreszcenciaintenzitds adatai is lathatoak az abran (z6ld).
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Az SxO fluoreszcens interkalald festék hasznalata lehetévé teszi, hogy a kettOsszalu
DNS-r6l kozvetleniil képet alkothassunk, ahogy azt a koncentracioprofil mentén
mozgatjuk (38/A és B abrak). A festett DNS-molekula és a mikrofluidikai hattér kozotti
erds kontraszt egy ~450-szeres fluoreszcencia-intenzitasnovekedésbél ered, mely az SxO
DNS-hez torténé bekotédésének kovetkezménye [119]. Ahogy a befogott DNS-
molekulat gyorsan (500 um/s sebességgel) uj helyre mozgattuk az SxO-
koncentracioprofil mentén, az atlagos fluoreszcencia intenzitasa, valamint a DNS
konturhossza megnoétt. Figyelembe véve, hogy az alkalmazott sebesség mellett a 38 um-
es lépéstavolsag megtétele mindossze 76 ms-ot vett igénybe, az ezt kdvetd megnytlas,
amely koriilbeliil 5 s alatt allt be egy adott hosszra inkabb a kémiai egyensulyi kinetika
eredménye, mintsem a molekula mozgatisabol eredd mechanikai perturbacié

kovetkezménye (38/C abra).
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38. abra. Eldfeszitett (35 pN) kettosszalu DNS-molekula mozgatasa a
koncentracioprofil mentén. (A) Képek a két mikrogyongy kozétt allando erével (35 pN)
kifeszitett DNS-molekularol, négy kiilonbozo pozicioban (19, 57, 95, 133 um, balrdl
jobbra) az SxO-koncentracioprofil mentén. A felsé gyongyot egy eré-visszacsatoldson
alapulé rendszer (,, Force Clamp ) az dallando erd fenntartasa érdekében
dtpozicionalta. (B) A megnyujtott DNS tengelye mentén konfokdlis szkenneléssel kapott
kymogram az idé fiiggvényében a molekula SxO-koncentracioprofil mentén torténd
fokozatos (38 um/lépés) mozgatasa soran. A piros szaggatott vonalak jelzik azokat az
idépontokat, amikor a 38 um-es lépések torténtek. (C) A DNS hossza az idé
fiiggvényében a molekula gyors (500 um/s), lépcsozetes mozgatdasa sordan az SxO-
koncentracioprofil mentén. Az SXO-t nem tartalmazé kontroll kisérletekben a DNS-
hossz dllando maradt. A mellékelt abran a DNS-h0ssz relaxacioja lathato ugyanannak a
DNS-molekulanak az SxO-koncentracioprofil mentén, azonos térbeli poziciokban,

visszafele torténd lépcsdzetes mozgatdsa sordn.
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4.4.2. A koncentracioprofil alkalmazasa a perturbaciés Kinetikai
kisérletben (TMPyP-koncentraciougras)

A mikrofluidikai cellaban létrejovo koncentracidgradienst a fenti megfontolasok
alapjan be lehet allitani az adott kisérleti célnak megfelel6en. Példaul egy megfeleléen
meredek (ill. keskeny kiterjedésii) 1épcsot lehet 1étrehozni nagy aramlasi sebesség mellett,
molekulat gyorsan (250 ms alatt) atmozgatva az egyik mikrocsatornabdl a masikba
elérhetd egy koncentracidugras, amely a kotddés kinetikai egyenstlyara nézve
perturbacios hatdssal bir. Természetesen megjegyzendd, hogy a moddszer
alkalmazhatdsaga és pontossaga fiigg az adott DNS-k6té molekulatdl, illetve a kdtddés
folyamatat jellemz6 sebességi allandoktol.

A TMPyP-koncentraciougras kisérletek soran a DNS-molekulat elére beallitott,
allando er6vel tartottam, majd gyorsan 0 TMPyP-koncentraciorol (puffercsatorna) magas
TMPyP-koncentraciora (5 vagy 80 nM) vittem at, és hagytam, hogy a hossza az eré-
visszacsatolas (,,Force Clamp”) kovetkeztében uj értékre relaxalédjon. Ezt kdvetden a
molekulat gyorsan visszavittem 0 TMPyP-re, mikozben tovabbra is fenntartottam az
allando erdszintet, ¢s mértem a DNS hosszvaltozasat az id6 fliggvényében. Az iddfiiggd
DNS-hosszvaltozasokra illesztett fiiggvényekkel meghataroztuk a TMPyP kotési (k,q,)
¢és disszociacios (ky;ss,q) erofiiggd sebességi allandoit (39. abra). A k, értéke a kotési
reakciora a (22) egyenletb6l meghatarozva 5 és 80 nM TMPyP-nél rendre 0,85 (+0,09)
és 1,01 (£0,22) s volt. A TMPyP-disszociacié hosszvaltozas adatainak illesztésébol
szamitott k, értékek 0,86 (£0,08) és 0,37 (£0,02) s'-nek adodtak 0 TMPyP esetén 5 és
80 nM TMPyP expoziciot kdvetden.
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39. abra. 4 kettosszalu DNS-TMPyP kotodés perturbacios kinetikai elemzése, a
koncentrdciougrdas (koncentrdaciogradiens) esetében. (A) TMPYP-koncentraciougras
kisérlet 10, 20, 30, 40 és 50 pN dllando eroknél és 5 nM TMPyP mellett. A két
mikrogyongy kozott tartott kettésszalu DNS-molekulat az adott beallitott erdvel gyorsan
5 nM TMPyP-re, majd vissza 0 TMPyP-re vittem (vildgospiros, illetve kék arnyékolt
teriiletek). Az oda (magas TMPyP) és vissza (0 TMPyP) DNS-hosszadatokat, a
illesztettiik (vastag folytonos vilagospiros és kék vonalak). (B) A TMPYP-kotédés koda
eértékei az erd fiiggvényében 5 és 80 nM TMPyP esetében. A Koda értékeket a magas
(C) A 0 TMPyP-ben mért disszocidcios (visszafelé iranyulo) reakcio k értékei (Kvissza) -
amely megfelel a k, ¢ értéknek - az eré fiiggvényében 5 és 80 nM TMPyP esetében. A

hibasavok négy fiiggetlen kisérletbol adodo szorast jelolik.
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5. Megbeszélés

Doktori munkdmban a fotodinamikus terdpia szempontjabol jelentds
tulajdonsagokkal biro [82,120-127] és a G-kvadruplex stabilizalasara is képes
[97,98,128-133] TMPyP hatasat vizsgaltam a DNS nanomechanikajara vonatkozolag.
Mivel szamos fontos DNS-kot6 fehérje mechanoenzim (tobbek kozott példaul DNS- és
RNS-polimerazok), a DNS farmakoldgiai uton indukalt nanomechanikai valtozasainak
megértése nagy jelentdséggel bir.

Erdemes megemliteni, hogy az alkalmazott TMPyP-koncentraciok az in vitro
fotodinamikus terapidban hasznalt koncentraciok alatt, vagy joval azokon beliil vannak
[122,125,134] (14-16. abrak). Ezen felil a DNS-ben bekovetkezé legnagyobb
nanomechanikai valtozasok egy viszonylag sziik, nanomolaris (5-40 nM) TMPyP-
koncentraciotartomanyban jelentkeznek (18-21. abrak). Tovabba érdemes még
megjegyezni, hogy a megallapitasok alapjat képezo kisérleti eredmények — egymolekula
kisérletek 1évén — rendkiviil jol, nagy pontossadggal reprodukalhatok a vizsgalt kisérleti
paraméterek tartomanyaban (4.1.6. fejezet, 30-32. abrak).

Fenti megallapitasokat figyelembe véve elmondhatd, hogy a dolgozatban targyalt
szerkezeti és nanomechanikai valtozasok rendkiviil fontosak a TMPyP terapias
alkalmazhatésaganak szempontjabol. Igy a nanomolaris TMPyP-koncentraciok és a
DNS-re hato pikonewtonos erék Osszhatasa finomhangolhatja a DNS szerkezeti és
nanomechanikai  jellemz6it, ezaltal szabalyozva a DNS-hez  kapcsolodo

mechanoenzimatikus folyamatok széles skalajat.

5.1. A kettésszalu DNS-TMPyYP komplex nanomechanikaja
5.1.1. A Kkettosszalt DNS megnyulasa a TMPyP bekotodésének

hatasara
A TMPyP 0Osszetett és koncentraciotol fliggd valtozast idézett eld a kettdsszalu
DNS karakterisztikus er6gorbéjére nézve (vo. 2. abra és 13-16. abrak). Ezen feliil a NaCl-
koncentraci6 valtoztatdsa tovabbi, Osszetett valtozdsokat eredményezett, mig a DNS
huzasi sebességének megvaltoztatdsa kisebb, de nem elhanyagolhatd mértékben

modositotta a mért erdgorbéket (13-16. abrak).
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A nanomechanikai kisérletekben a molekulaszerkezet erd hatasara, az id6
fiiggvényében torzithatd, ami miatt a kotési reakcid egyensulya folyamatosan eltolodhat.
Emiatt a rendszer termodinamikai allapota kiemelten fontos. Masrészt érdemes lehet a
DNS jellemzését olyan kémiailag allandé rendszerben végezni, ahol a komplexben a
reaktans és a DNS aranya alland6 marad [45]. Megfigyeléseink alapjan a TMPyP
kotddése a DNS-hez a nanomechanikai kisérletek iddskaldjan rendkiviil gyors, ami
kizarja egy olyan molekularis rendszer jellemzését, ahol a DNS-hez kotott TMPyP-
molekulak aranya allando marad. Emellett érdemes lehet a DNS termodinamikai
egyensulyban torténd jellemzését vizsgalni, ahol a DNS-TMPyYP komplex a mechanikai
nyujtasi-relaxacios ciklus soran végig kémiai és konformacios egyensulyban van. Az
ilyen egyenstlyt az er6gdrbén 1évé hiszterézis hianya jellemzi [135]. Az egyenstly
vizsgalatahoz a DNS-TMPyYP komplexet kiilonb6zd huzési sebességeknek tettiik ki,
mivel a huzosebesség novelése eltolja a molekularis rendszert az egyensulytol, és
forditva. Igy a kiilonboz6 kisérleti koriilmények (kiilonboz6 TMPyP- és NaCl-
koncentraciok és huzasi sebességek) mellett mért er6gorbék eredményeként egy nagy,
tobbdimenzids adathalmaz keletkezett (14-16. abrak).

Ahhoz, hogy megkiilonboztessiik a TMPyP, a NaCl és a huzasi sebességek
hatasait a DNS-re nézve, egy empirikus matematikai modellt vezettiink be, melyet a
mérések soran kapott erdgorbékre illesztettiink. A modell jelentdsége az, hogy a
paraméterei megfeleltetheték a DNS fizikai jellemzdinek, tovabba lefedi a DNS teljes
er6gorbéjét az entropikustol kezdve az aszimptotikus tartomannyal bezarolag, az altalunk
vizsgalt kisérleti paraméterek tartomanyan beliill (17. abra). Igy vizsgalni tudtuk a
kettdsszali DNS kontirhosszanak ¢és nyujthatosagdnak valtozasat, a thlnyujtas
atmenethez tartozo er6t és az atmenetre jellemz6 kooperativitast, valamint a talnyujtott
DNS maximalis hosszat.

A TMPyP a kettdsszalit DNS konturhosszanak jelentds, akar 37%-os novekedését
okozta, amit a P1 paraméter valtozasa mutatott (18. abra). A hossznovekedés fliggetlen
volt a hlizasi sebességtdl, ami azt jelzi, hogy a TMPyP hatasara bekovetkezo szerkezeti
valtozasok a mérés soran alkalmazott 20 pm/s maximalis DNS huzasi sebességhez
viszonyitva is gyorsan végbemennek. A megnyulads nagy része az alacsony TMPyP-
koncentracio tartomanyban (<40 nM) kovetkezik be, amelyet egy fokozatosabb, TMPyP-
koncentraciotdl fliggd megnytlads kdvet. Ez arra utal, hogy a TMPyP legalabb két
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kotédési modban [105,107] kotédik, eltéré TMPyP-koncentraciotol valo fliggéssel és
feltehetdleg eltérd kinetikaval. 1 M NaCl mellett a TMPyP hatasara azonban nem
kovetkezett be hossznovekedés magas koncentracidkon sem. Ez azt jelzi, hogy a TMPyP
DNS-hez torténo kotodésének mechanizmusa elektrosztatikus. Korabban mar kimutattak,
hogy a TMPyYP — mas kotodési modok, mint példaul az arokkotés mellett [136-138]—
interkalalodik a DNS-be [136,139-141], és hogy az interkalatorok DNS-hosszabbodast
okoznak [32,45,46,53,56,142-145]. E megallapitasok tiikrében levonhatdé az a
kovetkeztetés, hogy a hossznovekedést elsdsorban a TMPyP interkalacidja okozza.

A TMPyP hatasara tortén6 DNS-meghosszabbodast AFM-mérésekkel jol lehetett
igazolni (35. abra). Bar az AFM-kisérletek soran talalt 9,9%-os konturhossz-novekedés
hasonlo kisérleti koriilmények mellett 1ézercsipesszel végzett nanomechanikai
mérésekbdl szamitott 9,0%-o0s hosszndvekedéshez hasonld, érdemes megjegyezni, hogy
ez utobbi nem egyezik meg az elméleti modellillesztésekbdl (EWLC) szamitott
konturhossz-valtozassal, amely az adott kisérleti koriilmények kozott 14,4% lenne. Az
AFM-kisérletek sordan szdmitott konturhossz-ndvekedés értékének az elméleti
modellillesztésekbdl kapott értéktdl valod eltérése (9,9% és 14,4%) valosziniileg a DNS-
nek a szubsztratfeliilethez torténd kotddésébol eredé mechanikai korlatoknak kdszonhetd.
Mas sz6val az AFM-mérések soran a DNS kinetikus csapdéaba eshet a szubsztrat feliiletén,
ami eredményezhet kisebb eltérést a pontos kontirhossz-névekedés megallapitasat
illetden. Mindazonaltal elmondhatd, hogy az AFM-mérések filiggetlen kisérleti

bizonyitékul szolgaltak a TMPyP-ko6tédés DNS-hosszabbodast eléidézd hatasara.

5.1.2. A TMPyP-bekotoédés hatasa a kettosszala DNS nyujthatésagara
Az TMPyP jelentésen novelte a kettésszala DNS nyujthatosagat egy viszonylag

szlik koncentraciotartomanyban (10-40 nM), ami a P2 paraméter valtozasabol lathato (19.
abra). A nyujthatosag itt olyan értelemben értendd, hogy a kettdsszala DNS-molekula
mennyire tud megnyulni, mennyire ,,engedékeny” kiilsé erdk hatasara. Ez a paraméter a
TMPyP hatésara nd, ami azt jelenti, hogy kiils6 erd hatasara a DNS koénnyebben nyulik
meg. Ez fontos a DNS biologiai funkcidinak szempontjabdl, példaul a sejtmagban
lejatszodo folyamatokban. A P2 paraméter enyhe hiizasi sebességtdl valo fiiggése arra
utalhat, hogy a molekularis rendszer feltehetdleg nincs egyensulyban. A TMPyP-nek e
hatésa szinte teljes mértékben visszafordithato, ha a NaCl-koncentraciot 1 M-ra noveljiik.

Huzoerd hatasara a rendszer fokozatos kémiai atalakulason megy keresztiil a tovabbra is
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kot6dé TMPyP-molekulak miatt, emiatt a molekularis rendszer nem targyalhato teljesen
rugalmas testként, jellemzd6 ra egyfajta viszkozus viselkedés, mely a TMPyYP- és Na-DNS
kotodési reakciok kinetikai és termodinamikai allapotatol fiiggden alakulhat ki. A
termodinamikai egyensulyt is teszteltiik, és azt talaltuk, hogy addig fennall, amig a DNS
nem lép a talnyjtasi atmenetbe (27-29. 4brak). Erdekes médon a NaCl eltéré hatést
gyakorol a kettésszala DNS-re az erdgorbe e tartomanyaban a konturhossz ¢s a
nyujthatosag terén. Mig a DNS eredeti konturhossza teljesen helyreall, a TMPyP DNS
nyujthatosagat noveld hatasa még magas (1 M) NaCl-koncentracié mellett is megmarad,
ami arra utal, hogy a NaCl kiilonboz6képpen verseng a TMPyP kotoédésével, a kotodés
mechanizmusatol fiiggden (23. abra). Osszességében a kettésszala DNS latszdlag
rugalmas testként viselkedik, amelynek merevségét érzékenyen szabalyozhatja a TMPyP
(nM-o0s koncentraciotartomanyban) és az ionerésség.

Az eWLC modellt alkalmazva a kisérleti adatokra (24. abra) elemeztiikk a TMPyP
hatasait mind az entrépikus, mind az entalpikus régiokban. Az eredmények még inkabb
ramutatnak a komplex DNS-hosszabbit6 hatasra és a nanomolaris TMPyP-tartomanyban
jelentkez6, DNS nyujthatosagat noveld hatasra (26. abra). Elmondhatd, hogy a modell
szerint a TMPyP-koncentracio fiiggvényében nétt a kettésszala DNS kontarhossza, mig
perzisztenciahossza és nyujtasi modulusa csokkent a vizsgalt koncentraciokon. Ezen
eredmények jo egyezést mutatnak az altalunk kidolgozott empirikus modellnek a DNS-

er6gorbe entropikus és entalpikus tartomanyait leir6 részével.

5.1.3. A TMPyP-bekotédés hatasa a tilnyujtasi atmenetre

Egy kiiszoberdnél, jellemzden ~60 pN elérésekor, fizioldgias koriilmények kozott
a kettdsszali DNS egy kooperativ tulnyuldson megy keresztiil, amelyet jelentds (>60%-
os) megnyulas jellemez egy sziik (~15 pN) er6tartomanyon beliil [37]. Az atmenet soran
harom f6 folyamat (B-DNS atalakulasa S-DNS-sé, Gn. olvadasi buborékképz6dés és a
szallefejtodés; lasd 1.2.2. fejezet) jatszodik le, melyek aranyat a DNS mentén talalhato
egyszalu torések (,,nick™) szdma €s a kdrnyezeti paraméterek, mint példaul az ionerdsség,
befolyasoljak [18,146]. Mivel e folyamatokat a szalak kozotti kapcsolat erdssége
befolyasolja, az atlagos platd magassaga a tilnyujtasi platé — vagy mas néven talnytjtasi
atmenet — tartomdnyaban a kettdsszalu DNS-szerkezet stabilitasat tiikrozheti. Az d&tmenet
kooperativitasa az erOtartomany kiterjedésében, tehat az erdgorbe e tartomanyban vett

meredekségének inverzében nyilvanul meg, és a DNS-lanc kontarja mentén linearisan
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futé folyamatokhoz kapcsolddik. Més szoval minél kisebb erdtartomanyt feldlelve lehet
tuljutni a tulnyajtasi atmeneten a kettésszalt DNS nyujtasa sordn, vagyis a talnyujtési
platd minél jobban kozelithetd egy horizontdlis egyenessel, annal nagyobb a
kooperativitas.

A tlnytjtasi d&tmenetet nagymértékben megvaltoztatta a TMPyP bekdtodése (20-
21. abrak), valamint a NaCl tovabbi, jelentOs valtozasokat idézett el6 e tartomanyban. A
kooperativitas, amely a P3 paraméter inverzeként értelmezhetd, jelentésen csokkent egy
sziik TMPyP-tartomanyban (0-40 nM, 20. abra). Novelve a TMPyP-koncentraciot ez az
érték kisebb mértékben ugyan, de tovabb csokkent. Elképzelhetd, hogy a kettésszalu
DNS-hez kotott TMPyP-molekuldak az atmenet soran végig kotddve maradnak, és
gatoljak a molekularis valtozasok elérehaladasat a lanc mentén. A NaCl-koncentracio 1
M-ra torténd ndvelése részben visszadllitotta a kooperativitdst, tovabba megfigyelhetod,
hogy erds htizasi sebességtdl valo fliggés allt fenn ebben az esetben. Tekintettel arra, hogy
az 1 M NaCl kozelitdleg teljesen visszaallitja a kettésszald DNS kontirhosszat (18. és
23. abrak), magas TMPyP- ¢s NaCl-koncentracio jelenlétében a tilnyjtasi atmenetnél a
molekularis valtozasok el6rehaladasat gatlo TMPyP-molekulak valdsziniileg olyanok,
amelyek az atmenet soran Gjonnan kotédnek a DNS-hez, feltehetdleg az egyszalu DNS-
régiokhoz. A NaCl nem versenyez hatékonyan ezekkel az Gjonnan kotott gatlé TMPyP-
molekulakkal.

A tulnyujtasi atmenethez tartoz6 erd (a platé magassaga) fokozatosan csokkent a
TMPyP-koncentracio novekedésének fliggvényében. Ezt a hatast némileg ellensulyozta a
megndvelt NaCl-koncentracié (21. abra). Erdekes modon azonban a talnyujtasi plato
magassaganak csokkenése nem volt monoton, hanem egy lokalis maximumot figyeltiink
meg 5-10 nM TMPyP-nél (21/B abra). Ez a meglepé eredmény arra utalhat, hogy a
kiilonb6zd kotési modok helyi kémiai egyensulya atrendezddik a kettdsszala DNS-t
stabilizalo és destabilizalo reakciok kozott. Elképzelhetd, hogy alacsony TMPyP-
koncentraci6 tartomanyban az interkal4cid és az arokkotés stabilizadldo hatdsa dominél
[93,94,105], mig magasabb TMPyP-koncentracioknal az egyszala DNS-kotés
destabilizalé hatasa a jelentdsebb. Ennek lehetdségét alatdmasztjadk az egyszalu DNS-
kot fehérjékkel valdo kolcsonhatasbol szarmazo hasonld er6gorbék [64,143,147].
Kimutattak tovabba, hogy az aktinomicin-D (ActD) DNS-hez vald kotddése, amely a
kettdsszala DNS-bazisparok kozotti interkalacion [148-152], egyszala DNS-
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asszociacion [153-156] és egyszali DNS-bazis interkalacion [157,158] keresztiil
torténhet, a tulnyujtasi platéhoz tartozo erd €s a kooperativitas csokkenését eredményezi
[159].

Osszességében a TMPyP és a NaCl 4ltal a DNS tulnytjtasi dtmenetére kifejtett
komplex hatasrendszert a stabilizalo és a destabilizal6 TMPyP-DNS kotési modok kozotti
eltolodas, valamint a NaCl-nak az interkalalé és nem interkalalo TMPyP-DNS

asszociaciora vonatkoz¢ differencidlt &rnyékolo hatasa hatarozza meg.
5.2. DNS-TMPyP kotés kinetikaja

Kettésszalu DNS-molekuldkon végzett egymolekula perturbacios kisérletekkel
feltérképeztilk a TMPyP-DNS kolcsonhatas dinamikdjat. Az er6lépcesos kisérletekben
(36. abra) a kémiai egyenstlyt mechanikai eré hatasara kissé eltoltuk az egyenstlytol, és
az 0j egyensuly helyreallitasat egyszerre iranyitotta a kotédés és a disszociacio folyamata.
Ezzel szemben a koncentracidugrason alapuld kisérletekben (39. abra) a mechanikai
egyensulyban 1évé molekularis rendszert gyorsan, drasztikusan eltéré kémiai kornyezetbe
olyan messzire tavolitsuk el az egyensulytol, hogy csak az egyik folyamat dominaljon,
legalabbis kezdetben. Fontos megjegyezni, hogy mikor a DNS-TMPyP rendszer 0
TMPyP-be keriil (puffercsatorna), a megfigyelési idéablak alatt csak disszociacio
torténik, mivel az allando sebességii pufferaramlds minden nem kotott TMPyP-molekulat
kimos (3.2.5. ¢és 3.4. fejezetek), eczaltal megakadalyozva a szabad ligandum
felhalmozodasat és ennek kovetkeztében az 1j kotédés kialakulasat. igy, mig a 0 TMPyP-
nél végzett koncentriciougrason alapuld egymolekula kisérlet lehetdvé teszi a k,ff
kozvetlen becslését, a kotddés és a disszocidcid egyarant hozzdjarul a megfigyelt
kinetikahoz mikor magas TMPyP-koncentracional (5 vagy 80 nM) az egyenstlyhoz
kozelitiink.

A két kiilonb6zd perturbacidos kinetikai  megkozelités némileg eltérd
eredményeket adott, ami arra utal, hogy az egyensulyt a kiilonb6zo kisérleti koriilmények
kozott kiilonb6zd utvonalakon lehet elérni. Az erd6lépcsdt alkalmazo kisérletekbdl

szamitott ko, és korp értékek (36. abra) 0,68 nM's™ és 3,7 s voltak. Ezzel szemben a

nulla és a magas TMPyP ko6z6tti koncentracidougrason alapuld kisérletekbdl szamitott k,,,,
és kopp értékek 0,002 nMs™ és 0,84 s™-nek adodtak (39. abra). Az 5 vagy 80 nM

TMPYP-161 0 TMPyP-re torténd koncentracidugras kisérletek exponencialis illesztésébdl
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kozvetleniil szamitott k,rr értékek 0,86, illetve 0,37 st voltak, amelyek
Osszehasonlithatdak az elédremend koncentracidugras mérésekbdl kapott értékekkel.

A kisérletekben megfigyelt k., €s ko, TMPYP-koncentraciotol valo fliggese
tovabbi vizsgalatot igényel, és Osszefiiggésben lehet a kotési reakcio Osszetettségével és

a DNS-ben eldidézett komplex szerkezeti valtozasokkal.
5.3. A TMPyP egyszalit DNS-t koté tulajdonsaga

Ha a kettdsszali DNS-t extrém mértékben megnyujtjuk, akkor a legtobb
hidrogénkotés a szalak kozott felszakad és a kettdsszali DNS tulnyomd tobbségében
egyszali DNS-ekké alakul at, mely szalakat kis szamu hidrogénkotés tart Ossze a
tulnyujtasi atmenet végén (1.2.2. fejezet, 2. abra).

A TMPyP-nek a thalnyajtasi atmenetre gyakorolt hatasaval kapcsolatos
megfigyeléseink felvetették annak lehetdségét, hogy a TMPyP képes kozvetleniil
egyszalt DNS-t kotni (20-21. abrak). Emellett a kettdsszali DNS maximalis hossza (Ps
paraméter) fokozatosan novekedett a TMPyP-koncentracid novelésével (22. abra),
tovabba 1 M NaCl-koncentracional ez a ndvekedés gyorsabb iitemben tortént. Ez
visszavezetheté a NaCl arnyékolo hatasara, vagyis a TMPyP versenyez a NaCl-dal. A
TMPyP versengd hatasat valoszintisithetden a pozitiv toltésii molekulak interkaldcioja
okozza az egyszalu DNS bazisai kozott. Eszrevételeink és a TMPyP egyszala DNS-t kot
tulajdonsaganak alatdmasztasara kozvetlen méréseket végeztem egyszali DNS-en (9.
abra). Az igy kapott er6gorbék alapjan kijelenthetd, hogy a fiiggetlen nanomechanikai
kisérletek egyértelmiien kimutattak, hogy a TMPyP képes kozvetleniil kdlcsonhatasba
1épni az egyszalua DNS-sel és megvaltoztatja annak er6gorbéjét, azaz a kotdédés hatasara

mechanikai valtozason megy keresztiil a DNS-szal (33. abra).

54. A mikrofluidikai koncentraciéprofil egymolekula

kisérletekben torténo alkalmazhatosaga

A koncentracioprofil az id6 fiiggvényében fejlodik, ahogy a szomszédos oldatok
parhuzamosan, eldre beallitott sebességgel aramlanak lefelé¢ a mikrofluidikai eszkdzben.
A koncentracioprofil alakja igy az aramlasi sebesség beallitasaval és/vagy a két
mikrocsatorna 0sszefolydsa utani vizsgalando pozicid kivéalasztdsaval valaszthatd meg
(1.5. fejezet). A koncentracioprofilt fluoreszcencian alapuld képalkotassal (SxO) és

mechanikusan — kettésszali DNS-sel — is karakterizaltuk. Ez utobbi azért lehetséges, mert
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az interkalald molekulak kotddése a DNS megnyulasat eredményezi [17,32,45]. Ennek
kapcsan fontos megjegyezni, hogy a leirtak interkalalo, illetve interkaldciot is mutatd
DNS-ko6té molekulak esetében érvényesek.

A fluoreszcens képalkotasbol szarmazé intenzitasprofilra jol illeszkedett a (18)
figgvény (37. abra). A mechanikus pasztazasbol kapott eredmények kissé eltértek a
képalkotasbol szarmaz6é eredményektdl. A DNS hosszabbodasa (normalizalt
hossznovekedés) a tavolsag (koncentracioprofil mentén) fliggvényében mind az SxO,
mind a TMPyP esetében hasonlé gorbét mutatott, de az kissé eltért a fluoreszcens
mérésbol szarmazo intenzitasprofil alakjatol és a két DNS-koté molekula gorbéje is
némileg kiilonbozott egymastol. Az eldbbi eltérés magyarazhaté a két modszer
kiilonbségébdl, pontosabban a nanomechanikai pasztazas érzékenyebb modszert jelenthet
(a vizsgalt kisérleti beallitasok mellett), mig utobbi esetben a magyarazat a TMPyP-nek
a DNS-hez torténd, SxO-hoz képest eltérd, komplex kotési mechanizmusa lehet.

Az illesztésekbdl rendre 46 um és 58 um-es tavolsagok adodtak a fluoreszcens €s
a mechanikai pdsztdzdsra, melyeknél az intenzitasprofil, illetve a megnyutlas-
koncentracié gorbe kozelitdleg linearisan valtozik 20-80 nM SxO, illetve TMPyP-
koncentracid kozott. Ez tovabb erdsiti az el6z6 megallapitast, hogy a mechanikus
pasztazas érzékenyebb modszert biztosit a koncentracioprofil feltérképezésére, mint a
fluoreszcencian alapuld képalkotas az alkalmazott miiszerbedllitasokkal és DNS-koto
molekulakkal.

A koncentracioprofil mentén végzett mérések egyik f6 elénye az, hogy pontosabb
eszkozon beliil. E festékmolekuldk ugyanis adszorbealodhatnak a cella falara, ezzel
csokkentve az effektiv koncentraciot [45]. A koncentracioprofil mentén azonban
pontosan szamolhatok a relativ koncentraciok, igy kikiiszobolhetd a festékmolekula
effektiv, relativ koncentracidesése, mely fligghet a kezdeti — a rendszerbe befolyd —
koncentracio értékétdl. Ezen felill a koncentracioprofil mentén torténd megfeleld
poziciok megvalasztasaval tetszéleges szamu, kiilonbzo koncentraciondl mérhetd meg a
DNS-molekula erégorbéje. Ez lehetdvé teszi, hogy ne kelljen a mikrofluidikai cellat Gjra
inkubalni minden egyes koncentracid esetében az uj egyensuly eléréséhez a cella fala és

a DNS-kotd molekula kozott.
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A mechanikus pasztazas elénye, hogy érzékenysége folytan pontosan
meghatarozhatd a DNS-kotd festékek koncentracidprofiljanak kezdeti (alacsony
Osszefiiggést felhaszndlva pontosan meghatdrozhatjuk a koncentracidprofilt és igy a
koncentraciogradienst is a teljes tartomanyon beliil fluoreszcens képalkotas nélkiil is.

Fontos még megjegyezni, hogy a mikrofluidikai koncentraciégradiens
egymolekula lézercsipeszes felhasznaldsa nem korlatozddik csak DNS-re és DNS-koto
molekulakra. Alkalmazhaté példaul ionok, szubsztratok fehérjékre gyakorolt hatasanak

vizsgélatara is.
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6. Kovetkeztetések

Munkdm soran a TMPyP altal kivaltott nanomechanikai valtozasok sorat
vizsgéltam egy- ¢s kettdsszali DNS-en. A DNS nanomechanikéjanak komplex, TMPyP-
koncentraciotél fliggd valtozdsai a genomban zajlo erdtél fiiggé folyamatok
szabalyozasanak széleskori lehetdségeit kinaljak, és fontos terapias jelent6séggel
birhatnak.

Ezen felil munkam kiterjedt a DNS-kot6 molekulak — mikrofluidikai
folyadékaramok kozott kialakuld koncentracioprofiljanak karakterizaldséra és vizsgaltam
alkalmazasanak lehet6ségét a DNS nanomechanikdjara gyakorolt koncentraciotol fiiggd
hatasok mérésére.

A kutatés sordn szamos eredményt és kovetkeztetést sikeriilt levonni. Ezek koziil

a legfontosabbak a kdvetkezok:

1. A TMPyP rendkiviil dinamikus folyamat sordn kotédik a kettdsszalu
DNS-hez, és annak jelentds megnyuldsahoz vezet, mig a latszolagos,

hosszanti irdnyll merevségét csokkenti.

2. A TMPyP molekularis kapcsoloként miikodik a kettésszala DNS
stabilitasat illetden, ami a talnyajtasi atmenetre jellemzdé huzoerd
megvaltozasat jelenti: alacsony koncentracioknal stabilizalja a kettds
szalat, mig magasabb koncentracioknal destabilizalja azt. Tovabba

csokkenti a tilnyujtasi &tmenetre jellemz6 kooperativitast.

3. Az eWLC modell alapjan, TMPyP hatasara nott a kettésszali DNS
konturhossza, mig perzisztenciahossza és nyujtasi modulusa csokkent a

vizsgalt koncentracioknal.

4. A TMPyP egyszala DNS-hez torténd kotddese és a DNS er6gorbéjének,
ezaltal nanomechanikdjanak megvaltozdsa kimutathaté volt kozvetlen,
egyszalu DNS-t vizsgalo egymolekula kisérletek soran. Ezen feliil sikertilt
kimutatni, hogy ez a valtozés teljesen reverzibilis a vizsgalt kisérleti

kortilmények kozott.
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5. A NaCl hatékonyan versenyez a TMPyP-vel a DNS-kotést illetden,
feltehetdleg elektrosztatikus arnyékolds kovetkeztében, de kiilonbozo
hatassal bir a DNS-hosszabbito ¢s -stabilizalo folyamatokra. Tovabba a
NaCl hatéasa a kettdsszala DNS nanomechanikajara jelentésebb, mint az
alkalmazott huzasi sebességek a vizsgalt koncentracio- (0,01 - 1 M) és

sebességtartomanyokban (0,02 — 20 um/s).

6. A mikrofluidikai cellaban, két mikrocsatorna kozott, diffazio
kovetkeztében  kialakuld  koncentracioprofil  jol  karakterizalhato
fluoreszcens mikroszkopia és eldfeszitett, kettdsszali DNS-molekulaval
végzett mechanikai pésztazas segitségével. Ez utdbbi érzékenyebb

modszer a koncentracioprofil megéllapitdsara.

7. A koncentracidgradiens jol alkalmazhato egyenstlyi és nemegyensulyi,
tranziens kinetikai kisérletekben egyazon molekulan. Ezen feliil a
koncentracioprofil mentén a pozicio fiiggvényében koncentraciofiiggd

egyensulyi kisérletek is végezhetdk egyazon molekulan.
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7. Osszefoglalas

A kationos porfirinszarmazékok a fotodinamikus terapia igéretes vegyiiletei. Ezek
koziil a TMPyYP szamos elényds tulajdonsadggal bir széleskori felhasznalhatosagat
illetéen: vizsgaltdk virusinaktivacids tulajdonsadgai miatt, széleskorli antimikrobidlis
hatassal bir, erds affinitdst mutat a DNS-hez, ezen feliil G-kvadruplex stabilizal6 hatast
IS mutat.

Munkénk soran ezért egymolekula vizsgalati eszkozokkel tanulmanyoztuk a
DNS-TMPyP kolcsonhatést, és atfogo leirast adtunk a TMPyP-bekotddés hatasara a DNS
nanomechanikajaban 1étrejové komplex valtozasokrol. Azt vizsgaltuk, hogy hogyan
befolyasolja a TMPyP a DNS nanomechanikajat a TMPyP-koncentracio (5-5120 nM), a
mechanikai htuzoéer6 (0-100 pN), a NaCl-koncentracié (0,01-1 M) és a hiizasi sebesség
(0,2-20 um/s) széles tartomanyaiban mikrofluidikaval kombinalt 1ézercsipesz ¢és
atomierd-mikroszkopia segitségével.

A komplex, tobb paramétert6l fiiggd nanomechanikai valtozasok
parametrizalasara kidolgoztunk egy matematikai modellt, mely jol illeszkedik a DNS-
TMPyP komplex teljes er6gorbéjére. A TMPYP DNS-hez torténd kotdédése rendkiviil
dinamikus folyamat, aminek kovetkeztében a kettésszala DNS megnyulik, tovabba
hosszanti irdnyt merevsége lecsokken. Ezen feliil a kettdsszali DNS stabilitasa alacsony
TMPyP-koncentraciok (<10 nM) esetén megnétt, majd a TMPyP-koncentracio
novelésével fokozatosan csokkent. A tulnyujtdsi atmenetre jellemzd kooperativitds
csokkent, tovabba kozvetleniil kimutattuk, hogy a TMPyP ko6todik az egyszala DNS-hez
¢és megvaltoztatja annak erdgorbéjét. A NaCl jelentds arnyékold hatassal birt a TMPyP
kotddésére nézve, magas (1 M) koncentracidban torténd hozzaadésa versengett a TMPyP
altal kivaltott nanomechanikai valtozasokkal.

Munkank soran tovabba vizsgaltuk a mikrofluidikai celldban kialakulo
koncentracioprofilt, tovabba annak felhasznalasat az adott DNS-k6t6 molekula
pedig eléfeszitett, kettGsszala DNS-sel torténd nanomechanikai pasztazas modjan is
karakterizaltuk. Ezen feliil demonstraltuk a koncentraciogradiens ugyanazon molekulan

torténd alkalmazhatdsagat egyensulyi, és nemegyensulyi kisérletekben egyarant.
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8. Summary

Cationic porphyrin derivatives are promising compounds for photodynamic
therapy. Among them, TMPyP has several advantageous properties for its wide range of
applications: it has been investigated for its viral inactivation properties, it has broad
antimicrobial activity, it shows strong affinity for DNA, and it also exhibits G-quadruplex
stabilizing activity.

Therefore, we have used single-molecule assays to study the DNA-TMPyP
interaction and provide a comprehensive description of the complex changes in DNA
nanomechanics that occur as a result of TMPyP binding. We have investigated how
TMPyP affects DNA nanomechanics over a wide range of TMPyP concentrations (5-
5120 nM), mechanical pulling forces (0-100 pN), NaCl concentrations (0.01-1 M) and
pulling speeds (0.2-20 um/s) using microfluidics combined with optical tweezers and
atomic force microscopy.

A mathematical model has been developed to parameterize the complex, multi-
parameter nanomechanical changes, which fits well to the entire force-distance curve of
the DNA-TMPyP complex. The binding of TMPyP to DNA is a highly dynamic process,
which results in the elongation of the double-stranded DNA and a decrease in its
longitudinal stiffness. In addition, we have found that the stability of double-stranded
DNA was increased at low (<10 nM) TMPyP concentrations and was gradually decreased
with increasing TMPyP concentration. The cooperativity characteristic of the
overstretching transition was reduced, and we have directly shown that TMPyP binds to
single-stranded DNA and alters its force-distance curve. NaCl had a significant shielding
effect on TMPYP binding, and its addition at high concentration (1 M) competed with the
nanomechanical changes induced by TMPyP.

We have also investigated the concentration profile in a microfluidic cell, and its
use to control the concentration of a given DNA-binding molecule. We have characterized
the concentration profile both fluorescently and by nanomechanical scanning with a
prestretched double-stranded DNA. In addition, we demonstrated the applicability of the
concentration gradient on the same molecule in both equilibrium and non-equilibrium

experiments.
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