DNS-TMPyP kolcsonhatas nanomechanikai
vizsgélata

Doktori tézisek

Kretzer Balazs David

Semmelweis Egyetem
Elméleti és Transzlacios Orvostudomanyok Doktori Iskola

Témavezetd: Dr. Kellermayer Miklos, DSc., egyetemi tanar

Hivatalos biralok: Dr. Kovacs Mihaly, DSc., egyetemi tanar

Dr. Miillner Nandor, egyetemi docens
Komplex vizsga szakmai bizottsag:
Elnok: Dr. Alpar Alan, DSc., egyetemi tanar
Tagok: Dr. Kovacs Mihaly, DSc., egyetemi tanar

Dr. Cervenak Laszlo, tudomanyos tanicsado

Budapest
2024



1. Bevezetés

A porfirinek a DNS-kot6 molekuldk jelent6s és széles korben
vizsgalt csoportjat alkotjak, koszonhetden strukturalis sokféleségiiknek és
kotési tulajdonsagaiknak. Koziilik kiemelkedik a doktori munkam targyat
képez6 TMPyP, amely er6s affinitassal kot6dik a DNS-hez, valamint
figyelemre méltd fluoreszcens tulajdonsagokkal rendelkezik. E jellemzdk
lehet6vé teszik széleskori alkalmazhatosagat a biologiai €s gyogyszerészeti
kutatasokban.

A porfirineket és szarmazékaikat a fotodinamikus terapiaban
(,,Photodynamic Therapy”; PDT) betoltott szerepiik miatt nagy tudomanyos
érdeklédés Ovezi. A PDT lehetdséget biztosit lokalis, nagy precizitassal
elvégezheto, feliileti, terapias kezelésekre daganatterapiaknal. A TMPyP-nél
szamos esetben megallapitottak, hogy tobb el6nyds tulajdonsaggal
rendelkezik a PDT-ben vald alkalmazhatosagat illetéen. Ezen feliil a kationos
porfirinek — mint amilyen a TMPyP is — széleskor(i antimikrobialis hatassal
birnak. A fotodinamikus virusinaktivacio szintén fontos kutatasi teriilete a
porfirineknek, a TMPyP-t vizsgaltak kifejezetten virusinaktivacios
tulajdonsagai miatt is. A TMPyP kolcsonhatasa a G-kvadruplexekkel szintén
nagy tudomanyos érdeklédést valtott ki, ezen felil a TMPyP-t és
szarmazékait felhasznaljak épitokovekkeént is funckionalis szerkezetekben.

Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a TMPyP planaris
szerkezetének koszonhetden képes interkalalodni a bazisparok kozeé, és a
kettdsszalit DNS kis arkaihoz is képes kotédni. A kotés tipusa fligg az
ioner6sségtdl, a DNS-szekvenciatol és a TMPyP-koncentraciotol, valamint
érdemes megjegyezni, hogy mar alacsony TMPyP/bazispar arany mellett is
kimutathaté a kiilonb6z6 kotési modok egyideju jelenléte. A TMPyP képes
kotddni az egyszalt DNS-hez is, és katalizalja a kett6sszala DNS képzdodését.



Tekintettel arra, hogy a TMPyP komplex modon kotédik a DNS-
hez, valamint a k6t6édés tipusa — és ezaltal a DNS-re gyakorolt hatasa — tébb
paramétert6l fiigg, ezért doktori munkam soran egymolekula vizsgalati
modszereket (1ézercsipesz, AFM) alkalmaztam a kot6dés folyamatanak,
tovabba a DNS nanomechanikdjara gyakorolt hatasanak széleskorii
feltérképezésére.

A lézercsipeszben a két gyongy kozé kifeszitett DNS-t az egyik
gyongy mozgatasaval lehet megnytjtani. A két gyongy kozotti tavolsag
ebben az esetben megegyezik a molekula vég-vég tavolsagaval. A molekula
altal kifejtett ellener6t a statikus gyongyon lehet mérni a két gyongy kozotti
tavolsag fiiggvényében. Ezzel meghatarozhatdva valik az er6-tavolsag gorbe,
vagy rovidebben az erdgorbe (1. abra). A kettdsszalit DNS erdgorbéje 4 f6bb
tartomanyra oszthatd. Az els6 tartomanyban a DNS viselkedését termikus
fluktuaciok hatarozzak meg. Ebben a tartomanyban a DNS szemiflexibilis
radként modellezhetd. A rugalmassag elsésorban entropikus hatdsoknak
koszonhetd, ezért ezt a tartomanyt entropikus tartomanynak nevezziik. Ezt
koveti az entalpikus tartomany, melyben a megnyulds és az erd kozotti
kapcsolat megkdzelitéleg linearis. Ebben a tartomanyban, 30-35 pN-nal éri
el a DNS a konturhosszat. A molekula tovabbi nyujtasaval elérhetd az n.
tulnyujtasi atmenet, vagy tulnyujtasi platd. Az atmenet soran a molekula
jelentdsen, kontirhosszan felil mintegy 70%-kal tulnyalik a hazderd
minimalis, néhany pN-os novekedése mellett. A negyedik, aszimptotikus,
vagy masodik entalpikus régionak is nevezhetd részen a DNS-molekula
tovabbi megnyulasa ujboli, jelentds hiizoer6-ndvekedés mellett érhetd el. A

két szalat néhany GC-gazdag régio tartja 6ssze a tulnylijtasi a&tmenet utan.
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1. abra. A kettosszalu A-DNS kisérletesen kapott eré-tavolsag gorbéje 0,1 M
NaCl koncentracional és 0,2 um/s huzdsi sebességnél az erégorbére
Jellemzd tartomanyok feltiintetésével: entropikus tartomany, entalpikus
tartomany, tulnyujtasi dtmenet, vagy mas néven tulnyujtasi plato és

aszimptotikus rész.

A lézercsipeszt gyakran kombinaljak mikrofluidikai cellaval,
melyben a kisérletet végzik. A cellaban a laminaris aramlas lehet6vé teszi a
kiilonboz6é csatorndkon beérkezd folyadékaramok szétvalasztasat. A cella
mozgatasaval lehet6ség nyilik a csapdazd lézerek relativ mozgatdsira a
kiilonbozé folyadékaramok kozott. Ez lehetdvé teszi példaul a
mikrogyongyokhoz kihorgonyzott DNS mozgatasat puffer és DNS-kotd
festéket tartalmazé folyadékaramok kozott. Ez tobbek kozott lehetdséget



biztosit arra, hogy példaul a csatornavaltas iranyatdl fiiggéen a DNS-kotd
molekulak asszociacidos és disszociacios kinetikajat vizsgaljuk. Fontos
azonban figyelembe venni, hogy a diffizié kovetkeztében a szomszédos
puffer- és festékcsatornak kozott egy nem elhanyagolhatd kiterjedést
koncentracioprofil alakulhat ki. Ezt figyelembe véve kijelenthetd, hogy a két
csatorna kozotti atmenet nem lesz azonnali a koncentraciovaltozas
szempontjabol, kiilonésen a gyorsan kotddé molekuldk esetében. A
koncentracioprofil az aramlasi sebességtol, a puffer- és a DNS-kotd
molekulakat tartalmazé csatorndk talalkozési pontjatdl mért tavolsagtol, a
molekula diffuzios allandojatol és kezdeti koncentracidjatol fiigg (2. abra).
A mikrofluidikai cellaban kialakulé koncentracidprofil vizsgalata
nem csak az adott DNS-k6td molekula kotédési folyamatainak
feltérképezéséhez nyujt lényeges informaciot, de olyan metodikai
lehet6ségek el6tt is utat nyithat, mint példaul tobb koncentracid vizsgalata
egyazon mérés soran a vizsgalt DNS-molekula megfeleld pozicionalasaval a
koncentracioprofil mentén. Munkdm soran ezért egymolekularis
perspektivabol vizsgaltam meg a folyadékaramok kozott kialakulo
koncentracioprofilt, a feltérképezésétdl kezdve annak kiilonbdzo,

egymolekula biofizikaban torténd alkalmazhatdsagainak lehetdségéig.
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2. abra. Diffiizio kdvetkeztében kialakulo koncentrdacioprofilok
mikrofluidikai cellaban. (A) A puffer- és festékcsatorna kéozott, az aramlas
iranyara merdleges, egy dimenzio mentén vett koncentracioprofilok 3
iddpillanatban, 100 nM maximalis koncentracional. A két csatorna elméleti
hatdrat fiiggdleges szaggatott vonal jeloli, a festékcsatorndaban 1évé, illetve
a puffercsatorndba datdiffundadlo festéket halvanyzold hattér jeloli. (B)
Ketcsatornas mikrofluidikai cella sematikus rajza a 3 idépillanatban vett
koncentracioprofillal (t1 kék, t> Sarga és t3 piros). A két csatorna elméleti

hatarat itt is szaggatott vonal jeloli, mig az dramlas iranyat nyilak jelzik.
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2. Célkitiizések

Doktori munkam kdzéppontjdban a TMPyP-molekula és a DNS
kolcsonhatasainak egymolekula vizsgalati modszerekkel torténd atfogod
tanulmanyozasa allt, kiilonds tekintettel a DNS-TMPyP altal alkotott
komplex nanomechanikai tulajdonsagaira. Célul tiiztem ki a TMPyP kotodési
folyamatanak, tovabba a kotédés hatasara a DNS-ben kialakulo valtozasok
molekularis szintli megismerését kiilonbozd kisérleti paraméterek mellett.
Ezen felil vizsgalataim kiterjedtek a mikrofluidikai celldban,
folyadékaramok kozott kialakuld koncentracioprofil fluoreszcencian és
nanomechanikai elven alapuld karakterizalasara és egymolekula szinten,
1ézercsipesszel végzett kisérletekben torténd alkalmazhatosagara.

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

1. Hogyan valtozik meg a kettdsszali DNS er6gorbéje TMPyP
hatasara?

2. Hogyan modosul a DNS-TMPyP altal alkotott komplex
er6gorbéje a kisérleti paraméterek (TMPyP-koncentracié, NaCl-
koncentraci6 és huzasi sebesség) megvaltozasanak fiiggvényében?

3. A szamos paramétertdl fliggé nanomechanikai valtozasok
parametrizalasara olyan modell kidolgozasa, mely az er6gorbék teljes
tartomanyara jol illesztheté minden vizsgalt TMPyP- és NaCl-koncentracio,
valamint huzasi sebesség mellett.

4. A Kkettésszala DNS-TMPyP  komplex polimermodell-
illesztésekbdl (eWLC) kapott nanomechanikai paramétereinek (konturhossz,
perzisztenciahossz, valamint nyujtasi modulus) értékei hogyan valtoznak a

TMPyP-koncentraci6 és huzasi sebesség fliggvényében?



5. Milyen moddon befolyasolja a TMPyP az egyszala DNS
nanomechanikai tulajdonsagait?

6. Hogyan térképezhet6 fel a mikrofluidikai celldban, diffuzid
kovetkeztében 1étrejovo keresztmetszeti koncentracidprofil fluoreszcens,
valamint el6feszitett, kettésszala DNS-molekulat alkalmaz6 pasztazas
modjan?

7. Milyen moédokon alkalmazhat6 a koncentracioprofil egymolekula

kisérletekben?
3. Modszerek

3.1. Lézercsipesszel végzett kisérletek modszerei

A \-fag DNS-ek mechanikai vizsgalatahoz egy kétcsapdas optikai
csipeszt hasznaltam, mely egy tdbbcsatornas mikrofluidikai celldval és
pasztazo, konfokalis, fluoreszcens mikroszkdppal volt felszerelve (,,C-Trap”,
Lumicks, Amszterdam, Hollandia).
hogy a DNS-kot6 molekulak szamara kijel6lt csatornaban az adott anyagot
(SxO vagy TMPyP), a tobbi csatornaban pedig az adott méréshez sziikséges
mennyiségii NaCl-ot tartalmazé puffert aramoltattam 45 percen keresztiil. A
mikrogydngydket a fokuszalt ézerfény segitségével aramlasban csapdaztam,
majd atvittem a puffert tartalmazd csatornaba, ahol az aramlast leallitva
kalibraltam a csapdakat az er6k detektalasahoz. Ezt kdvetden a gyongyoket
— mar ismét aramlasban — atmozgattam a DNS-eket tartalmazo6 csatornaba,
hogy kihorgonyozzam a molekuldkat a gyongyokre a sztreptavidin-biotin

kotést felhasznalva (3. abra).
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3. abra. Biotinalt, kettészalu DNS kihorgonyzasat bemutato sematikus abra.
A 3’- 3’ végein biotinalt DNS a sztreptavidinnel bevont, lézercsipesszel

csapdazott mikrogyongyékhoz kotédik. A csapdazo lézer mozgatasaval igy

crer

3.1.1. DNS-erégorbék mérése

Egyetlen DNS-molekula er6gorbéjének meghatarozasahoz elészor
TMPyP nélkiili pufferben (kontrollmérés) htiztam a molekuldt allando
tartalmazé mikrofluidikai csatornaba vittem. A celldban az aramlast a
mérések soran leallitottam. A DNS-er6gorbék TMPyP-t6l vald figgését 3
kiilonb6zé NaCl-koncentracional (0,01, 0,1 és 1 M) végzett méréssorozat
esetében vizsgaltam. Egy méréssorozaton beliil 5-t61 5120 nM-ig terjedd
TMPyP-koncentracidkkal dolgoztam, duplazva a megeléz6 koncentraciot.
Adott méréssorozaton beliil, és adott TMPyP koncentracional 3 kiilonb6zo

nyujtasi sebesség mellett vizsgaltam a TMPyP hatasat.

3.1.2. Egyszali DNS lézercsipeszben torténé eléallitasa
Az egyszalu DNS-molekula vizsgalatahoz a kiindul6é molekula egy
kettosszalu, A-fag DNS volt, melynek egyik szala volt a 3°-5° végein
biotinalva. A kettGsszalt DNS-t annyira kell megnyujtani, hogy a talnyujtasi



atmenet végéhez legyen kozel azért, hogy a ketts szalat stabilizalo,
bazisparok kozotti hidrogénkdtések jelentds része felszakadjon. Ezutdn a
kifeszitett DNS-re merdleges iranyt éaramlds segitségével a maradék
hidrogénkotések is felszakithatok, igy levalaszthato a komplementer szal. A
két gyongy kozotti tavolsag csokkentésével, a DNS-szal relaxacidja soran
keletkez6 er6gorbébdl mar a kisérlet soran lathato, hogy ha az az egyszala
DNS er6gorbéjét veszi fel. Az igy kapott egyszaltt DNS-t pufferben, valamint
320 nM TMPyP mellett vizsgaltam, kiillon mérve a TMPyP-nek a DNS-

szalbol torténd kimosodasat is pufferben.

3.1.3. Koncentracioprofil feltérképezése

A méréscket a TMPyP ¢és a tobbi csatorna dsszefolyasatol ~100 um
tavolsagra pozicionaltuk. A kisérletek soran végig allandd oldataramlasi
sebességet tartottunk fenn. A mechanikai méréseket vagy alland6 nyujtasi
sebesség (500 nm/s) vagy allandé er6 (35 pN) mellett végeztik. A
fluoreszcencia méréséhez 532 nm-es Nd:YAG lézert (Lumicks) hasznaltunk
gerjesztéshez. A fluoreszcenciaemissziot 545-620 nm
hullamhossztartomanyban fotonszamlalo lavina fotodiodaval mértiik. Az id6
figgvényében vagy az X-Y sikban 1évé képeket, vagy a molekularis
tavolsagot rogzitettiik.

Koncentracidgradienst hoztunk Iétre a két szomszédos
mikrofluidikai csatorna k6zott, melyek koziil az egyik a DNS-ko6té molekulat
tartalmazta (TMPyP vagy SxO), a masik pedig csak puffert tartalmazott. Az
ennek kovetkeztében fellépd difftizio soran kialakul egy id6ben (az aramlas
mentén)  valtozd  koncentracioprofil. A DNS-két6 — molekula
koncentraciéjanak  tényleges  keresztmetszeti eloszlasit az  SxO
fluoreszcencia intenzitasanak a koncentracioprofil mentén (azaz az aramlas

iranyara merdlegesen) vett egydimenzios leképezésével jellemeztiik.



A koncentracioprofilt mechanikusan is feltérképeztiik, melyhez két
moddszert alkalmaztunk. Az elsében egyetlen, 35 pN dallandd erdvel
megfeszitett kett6sszali DNS-molekulat mozgattunk allandd sebességgel
(18,5 pm/s) a gradiens mentén, ugy, hogy a molekula tengelye parhuzamos
volt az aramlds iranyaval. A masodik modszer soran a DNS-molekulat
gyorsan (500 pm/s sebességgel), diszkrét, 38 pum-es 1épésekben mozgattuk a
koncentracioprofil mentén és a DNS hosszat az id6 fiiggvényében abrazoltuk.

3.1.4. Koncentraciélépcso

A koncentraciolépcsot jelentd kisérletekben a kettdsszala DNS-
molekulékat alland6 erékon (10, 20, 30, 40 vagy 50 pN) tartva, gyorsan (~250
ms alatt) a csak puffert tartalmazd csatornabol a TMPyP-t (5 vagy 80 nM)
tartalmazd csatornaba vittem at. A koncentracidgradienst a két csatorna
kozott 500 pm/s-os aramlasi sebességgel tartottam allanddan a mérési
nyomvonal mentén (merdlegesen a folyadékaramra). A kiértékeléseknél a
DNS id6fiiggd, bekotddé TMPyP hatasara végbemend megnyulasat vettem
figyelembe, a molekula koncentraciéprofil mentén torténd mozgatasa utan.
Ugyanazt a molekulat tovabba, a TMPyP csatornaba térténé mozgatasnal
alkalmazott er6n tartva szintén ~250 ms alatt visszamozgattam a puffert
tartalmazd csatornaba, hogy vizsgaljam a TMPyP DNS-bdl torténd
kitiriilésének idébeli valtozasat és annak hatasat a molekula hosszara.

3.2. Atomierd-mikroszkopiaval (AFM) végzett képakoltas

A 300 bp hossziisagti A-fag kett6sszala DNS-fragmentumokrol
folyadékban, 25 °C-on, Asylum Research Cypher ES atomierd-mikroszkop
(Oxford Instruments, Abingdon, Egyesiilt Kiralysag) segitségével alkottunk
képet. A mintak feliiletét BL-AC40TS (Olympus) rugolapkakkal pasztaztuk
non-kontakt iizemmodban, a rezonanciafrekvencia (~20 kHz) kozelében

fototermikus gerjesztéssel rezondltatva. A pasztazasi sebesség 0,5 pm/s kortil

10



volt, tovabba a pasztazasi felbontds 512 pixel/vonal volt minden kép
esetében. 100 pl DNS-mintat cseppentettiink szaritott, poli-L-lizin (PLL)
bevonatu csillamfeliiletre. Ezt kovetden a TMPyP hatasanak méréséhez a
PLL feliiletéhez el6zetesen kotott kettGsszali DNS-t 10 percig 250 nM
TMPyP-vel inkubaltuk. A kép utdfeldolgozasat 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 kontlrhossz
meghatarozasahoz a maximalis magassagot kdvettiik a lanc mentén. A DNS-
molekula végeit a tengelyirany nyomvonal mentén, a topografiai maximalis

magassag felénél 1évo pontokban hataroztuk meg.
4. Eredmények
4.1. DNS-TMPyP ero-tavolsag gorbék

A TMPyP-koncentraci6  ndvelése  jelentds  valtozasokat
eredményezett az er6gérbék minden tartomanyaban, megnovelve a DNS
kontarhosszat és csokkentve az entalpikus tartomany meredekségét. A
tulnyujtasi platd magassaga a koncentracid fiiggvényében eldszor nétt, majd
csokkent, valamint a meredeksége nott a TMPyP-koncentracié emelésével.

A huzasi sebesség novelésével megfigyelhetd volt a gérbéken egy
enyhe elmozdulas a TMPyP-mentes, illetve magasabb koncentraciok esetén
az alacsonyabb koncentracioji allapot iranyaba. Ez a hatds azonban — a
vizsgalt tartomanyokon beliil — kisebb mértéki eltéréseket eredményezett.

A NaCl-koncentracio emelésével a TMPyP hatasa a DNS
er0gorbéjére nézve jelentdsen csOkken az entropikus és az entalpikus
tartomanyokban is. Magas (1 M) NaCl-koncentraci6 esetén a DNS

kontirhossza csak elhanyagolhatd mértékben valtozik meg, még magas
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TMPyP-koncentracié esetében is csak a tilnyujtasi platé meredeksége mutat
valtozast.

Mivel a kettésszala DNS-TMPyP erégorbéket tobb kornyezeti
tényezd mellett is vizsgaltam, melyek egymassal ellentétesen, illetve egymast
erdsitve hathatnak a rendszer nanomechanikajara, ezért kidolgoztunk egy
olyan modellt, mely a nanomechanikai valtozasok részletes leirasat és
kvantitativ meghatarozasat segiti eld, valamint jol illeszkedik a teljes
erdgorbére (4. abra). A modell paraméterei alapjan az egyes hatasok és azok
mértéke kiilon is vizsgalhatok fényt deritve olyan tartomanyokra is, ahol a

DNS a legérzékenyebb egy adott kisérleti paraméter megvaltozasara.

A B

0,1 M NaCl
20 pm/s hizasi sebesség

5nM TMPYP

© 1280 nM TMPYP

rezidualisok

2 2 2 ”
Tavolsag (um) Tévolsag (Hm)

4. abra. (A) A modell erégorbékre torténd alkalmazasdnak vazlatos abrdja.
A mért gorbét a fekete korok jelzik. A modell egy szigmoid (kék gorbe,
nagyitva a jobb szemléltetés érdekében (50 f1)), egy linearis (sarga gorbe)
és egy hiperbolikus (fekete gorbe) fiiggvénybol all. Az igy létrejévo modellt
leiro fiiggvényt piros, szaggatott gorbe jeldli. (B) Az illesztés josdganak
szemléltetése a TMPyP-koncentrdcio két szélsdséges esetében: SnM (piros)
és 1280 nM (kék). Mindkeét 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 rezidudlisok szinei megfelelnek az

adott illesztéshez tartozo szineknek.
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A 0,1 M NaCl esetében mért eré6gorbéket az eWLC (,,extensible
Worm-Like Chain”) modellel is illesztettem, igy meghatarozva a DNS
perzisztenciahosszat, konturhosszat és a nyujtdsi modulusat kiilonb6z6
TMPyP-koncentracioknal és huzasi sebességeknél. A huzasi sebességek
tekintetében nem volt szamottevdé kiilonbség a 3 illesztési paraméter
értékeiben. A meghatarozd tényez6 a TMPyP hatasa volt, mely foként
alacsony koncentraciok esetén fejt ki jelentds hatast a DNS-t jellemzd 3
paraméterre. A kettdsszala DNS kontirhossza alacsony TMPyP-
koncentraciok mellett jelentdsen, majd 80 nM-tdl kezdve kisebb mértékben
novekedett, mig el nem ért egy ~20 um-es platdt. A perzisztenciahossz és a
nyujtasi modulus jelentdsen csokkent alacsony TMPyP-koncentracioknal, és
25 nm, illetve 300 pN koriili értékeken stabilizalodott. Ezek alapjan
elmondhat6, hogy a kettdsszalit DNS nytjthatobba és hajlékonyabba valt a
TMPyP megkétése utan.

Az egyszalii DNS er6gorbéjének vizsgalata alapjan a TMPYP hatasa
egyértelmilen  jelentkezik, az egyszaldt DNS kontarhosszat ¢és
perzisztenciahosszat is megvaltoztatja. A kontroll és a TMPyP kimos6dasa
utani er6gorbe kozott nincs killonbség, a folyamat teljesen reverzibilis a
DNS-szal nanomechanikajara nézve.

4.2. TMPyP-hatas  atomierd-mikroszkopiaval (AFM)
torténé vizsgalata

A TMPyP DNS hosszat megnoveld hatasat a feliilethez kotott
kettdsszalit DNS-molekuldk konturhosszanak AFM-mel végzett kdzvetlen
mérésével is vizsgaltuk. Mind kontroll, mind pedig TMPyP-vel kezelt
esetben, tobb kép alapjan 75-75 DNS-t vizsgaltunk meg. 250 nM TMPyP és
0,1 M NaCl jelenlétében a kontrollhoz képest 9,9%-os konturhossz-

novekedést mértiink.

13



4.3. Koncentracioprofil mentén végzett kisérletek

A tobbcsatornas mikrofluidikai cellaval megvalosithaté az oldat
hatékony szabalyozasa és koncentraciogradiens létrehozédsa a szomszédos
mikrocsatorndk hataran. A koncentracidgradiens kialakitdsdhoz a két,
szomszédos, lamindris aramlasi  mikrocsatorna  egyike = magas
koncentracidban tartalmazta a DNS-ko6té molekulékat (SxO, TMPyP), mig a
szomszédos csatorna csak puffert tartalmazott.

A kialakulo koncentracidprofilt az SxO fluoreszcenciajan alapuld
képalkotassal, valamint DNS segitségével torténé mechanikus pasztazassal
jellemeztiik (5. abra). Az alkalmazott SxO-koncentracié 100 nM volt. A
puffer- és a festékcsatornak hatarteriiletének vizsgalt tartomanyan végzett
fluoreszcencia-képalkotas egy olyan teriiletet mutatott, ahol a
fluoreszcenciaintenzitds fokozatosan nétt a puffercsatornatol a festékcsatorna
felé (5/A éabra). A megfeleld intenzitasprofil abraja egy szigmoidalis
fiiggvényt mutatott (5/B 4bra). Az intenzitasprofil illesztése 23,3 + 0,1 um
diffaziés tavolsagot eredményezett. 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 jellegii gorbét
mutatott. Az SXO esetében mért DNS-hosszgorbének az illesztése 29,0 £ 0,2
um tavolsagot eredményezett (5/C abra).

A TMPyP-koncentraciougras kisérletek soran a DNS-molekulat
elére beallitott, allandé erével tartottam, majd gyorsan 0 TMPyP-
koncentraciorél (puffercsatorna) magas TMPyP-koncentraciora (5 vagy 80
nM) vittem at, és hagytam, hogy a hossza az erdé-visszacsatolas (,,Force

Clamp”) kovetkeztében uj értékre relaxalddjon.
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5. abra. A mikrofluidikai cellaban két mikrocsatorna kozott
kialakulo koncentracioprofil karakterisztikdja. (A) Pasztdzo konfokdlis
mikroszkopos kép két, szomszédos mikrocsatorna kozaotti (puffer- és
festékcsatorna) teriiletrél. A kezdeti SxO-koncentrdacio (jobbra) 100 nM. A
z0ld szinezés mesterséges. (B) Az SXO-koncentrdcidprofil mentén mért
fluoreszcenciaintenzitds (zéld pontok). A fekete, folytonos vonal a kisérleti
adatokra illesztett egyenletet jeldli. (C) Az SxO (kék) és TMPYP (sdrga)
koncentracioprofilok mechanikus pasztazasa altal kialakult, normalizalt
DNS-hosszabbodds, a 35 pN dllandé erdvel megfeszitett DNS-molekula 18,5
um/s allando sebességgel torténd mozgatasaval. Referenciakent az SxO

fluoreszcenciaintenzitdas adatai is lathatéak az dabran (zold).
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Ezt kovetden a molekulat gyorsan visszavittem 0 TMPyP-re, mik6zben
tovabbra is fenntartottam az allandd erdszintet, és mértem a DNS
hosszvaltozasat az id6 fiiggvényében. Az id6fiiggd DNS-hosszvaltozasokra
illesztett fiiggvényekkel meghataroztuk a TMPyP kotési és disszocidciods
erofiiggd sebességi allandoit. A k, értéke a kotési reakciora 5 és 80 nM
TMPyP-nél rendre 0,85 (£0,09) és 1,01 (£0,22) s? volt. A TMPyP-
disszociaci6 hosszvaltozas adatainak illesztésébodl szamitott k, értékek 0,86
(£0,08) és 0,37 (£0,02) s1-nek adédtak 0 TMPyP esetén 5 és 80 nM TMPyP

expozicidt kovetden.
5. Kovetkeztetések

Munkam soran a TMPyP altal kivaltott nanomechanikai valtozasok
sorat vizsgaltam egy- és kettGsszali DNS-en. A DNS nanomechanikajanak
komplex, TMPyP-koncentraciotol fliggd valtozasai a genomban zajlo erétol
fiiggd folyamatok szabalyozdsadnak széleskorli lehetOségeit kinaljak, és
fontos terapias jelentdséggel birhatnak.

Ezen feliill munkam kiterjedt a DNS-ko6té molekuldk mikrofluidikai
folyadékaramok ko6zott kialakuld koncentracioprofiljanak karakterizalasara
és vizsgaltam alkalmazasanak lehet6ségét a DNS nanomechanikajara
gyakorolt koncentraciotdl fiiggd hatasok mérésére.

A kutatds soran szamos eredményt és kovetkeztetést sikeriilt
levonni. Ezek koziil a legfontosabbak a kdvetkezok:

1. A TMPyP rendkiviil dinamikus folyamat soran kotédik a
kettdsszali DNS-hez, és annak jelentds megnyulasdhoz vezet, mig a
latszolagos, hosszanti iranyu merevségét csokkenti.

2. A TMPyP molekularis kapcsoloként miikddik a kettdsszali DNS
stabilitdsat illetben, ami a tualnyujtasi atmenetre jellemzé huzoerd

megvaltozasat jelenti: alacsony koncentracioknal stabilizélja a kettds szalat,
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mig magasabb koncentracidknal destabilizdlja azt. Tovabba csokkenti a
tulnyujtasi atmenetre jellemzd kooperativitast.

3. Az eWLC modell alapjan, TMPyP hatasara ndtt a kettdsszala
DNS konturhossza, mig perzisztenciahossza és nyujtasi modulusa csokkent a
vizsgalt koncentracioknal.

4. A TMPyP egyszali DNS-hez torténd kotédése és a DNS
erdgorbéjének, ezaltal nanomechanikdjanak megvaltozasa kimutathatd volt
kozvetlen, egyszalit DNS-t vizsgald egymolekula kisérletek soran. Ezen feliil
sikeriilt kimutatni, hogy ez a valtozas teljesen reverzibilis a vizsgalt kisérleti
koriilmények kozott.

5. A NaCl hatékonyan versenyez a TMPyP-vel a DNS-kotést
illetéen, feltehetéleg elektrosztatikus arnyékolds kovetkeztében, de
kiilonb6z6é hatassal bir a DNS-hosszabbitd és -stabilizald folyamatokra.
Tovabba a NaCl hatasa a kett6sszali DNS nanomechanikajara jelentésebb,
mint az alkalmazott hiizasi sebességek a vizsgalt koncentracio- (0,01 - 1 M)
és sebességtartomanyokban (0,02 — 20 pm/s).

6. A mikrofluidikai celldban, két mikrocsatorna kozott, diffazid
kovetkeztében kialakuld koncentracioprofil jol karakterizalhaté fluoreszcens
mikroszkopia és eldfeszitett, kettGsszali DNS-molekulaval végzett
mechanikai pasztazas segitségével. Ez utdbbi érzékenyebb moddszer a
koncentracidprofil megallapitasara.

7. A koncentracidgradiens jol alkalmazhaté egyensulyi és
nemegyensulyi, tranziens kinetikai kisérletekben egyazon molekulan. Ezen
feliil a koncentracidprofil mentén a pozicié fliggvényében koncentraciofiiggd

egyensulyi kisérletek is végezhetok egyazon molekulan.
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