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BEVEZETES

A virusok fertdz6 obligat intracellularis parazitdk, melyeket egy nanométeres nagysagrendii
fehérje kapszid és a benne foglalt 6rokitdanyag épit fel. A kapszid feladata, hogy megvédje az
orokitéanyagot a kiilsd karos kémiai és fizikai hatasoktol, tovabba DNS virusok esetén egyarant
felel az Orokitd anyag tovabbitasaért: a kapszidba csomagoldsért és a gazdaszervezetbe
juttatasért.

Kutatocsoportunk régota érdeklddik a T7 bakteriofag szerkezeti felépitése és stabilitasa irant.
A T7 bakteriofag a Podoviridae csaladhoz tartozik €s a Escherichia coli baktérium torzseit
fertdzi. A T7 bakteriofag feji és farki régiora tagolhatd, ahol a feji rész egy T=7 szimmetriaja
ikozaéderes héjbol és egy belsd magbol all. A belsé magot gpl4, gpl5, gpl6 és gp8 fehérjék
alkotjak, a héjat pedig 415 darab gpl10A fehérje épiti fel. A héjat képezd strukuralis fehérjék
kétféle alegységbe rendezddnek: 6tosével pentamereket, hatosaval hexamereket alkotnak. A
pentamerek a 12 ikozahedrélis cstcs 11 pontjan helyezkednek el, mig az utolsod cstcs a
tizenkettes elrendezddést gp8 konnektor fehérjékkel van betdltve. A 60 hexamer pedig dupla
sorba rendezddve a pentamerek kozatti teriiletet tolti ki. Az érett kapszid egy 40 kbp hosszisag
DNS-t foglal magéaba. Az utdbbi években valt ismertté, hogy a virusok geometridjanak jelentds
szerepe van a strukturalis és mechanikai stabilitasuk kialakitdséban.

Korabban, kutatod csoportunkban a T7 bakteriofag szerkezetét és mechanikai stabilitasat foként
abszorpcids spektroszkdpiai modszerekkel vizsgaltak, melyek kimutattdk, hogy a fag harom
jelentds homérséklet-fiiggd szerkezeti valtozdson megy keresztiil. Az elsd atmenet 50-55 °C
kortl torténik, melyet a kapszidba zart DNS rendezettségének csokkenése kisér ¢s a kapszid
fehérjeszerkezetének fellazuldsara utal. A masodik atmenet 80-85 °C koriil kovetkezik be, mely
feltehetdleg a dupla szalt DNS szétvalasa miatt megy végbe. Végiil a harmadik 4tmenet 90-
95 °C kortil lathato, és az alfa-helikalis fehérjeszerkezet felbomlasdhoz kothetd.

Egy nagy felbontasu technika, az atomerd mikroszképia (AFM) segitségével megprobaltuk
feltarni ezen strukurdlis valtozdsok mogott rejld mechanizmusokat. Az AFM-es képalkotas
lehetdvé teszi a kapszid szerkezetének preciz feltérképezését és az altalanos méretek
meghatdrozasan til a kapszomerek elrendezddését és az alattuk huzodo fehérjeszerkezet
azonositasat. Tovabba, az in situ erdspektroszkopia az AFM-et egyediilalld eszkozzé teszi a
virusok mechanikai tulajdonsdgainak vizsgalatira. A jelen dolgozat Osszegzi azon
kisérleteinket, melyek célja a T7 bakteriofag szerkezeti felépitésének, nanomechanikajanak és

az er0-vezérelt szerkezeti atalakulasainak alaposabb megértése.



CELKITUZESEK

Bér ismert, hogy a virusok hdkezeléssel inaktivalhatok, a kezelés hatasara bekovetkezd
szerkezeti valtozasokat kisérd mechanikai atalakulasok még feltaratlanok. Tovabba a DNS
kiszabadulasanak mechanik4ja és a folyamat soran a kapszidban fellépd dinamikus valtozasok
még mindig ismeretlenek. Az AFM egy kivaloan alkalmas eszkéz a nanométeres nagysagrendii
partikulumok kiilonb6zd kornyezeti feltételek mellett torténd részletes szerkezeti vizsgalatara,
ezentil lehetdvé teszi a partikulumok mechanikai vizsgélatat is. Az AFM ezen kedvezd
adottsagait kihasznalva a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt a vizsgalataink soran:

e Milyen valtozasok kovetkeznek be a kapszid szerkezetében hokezelés hatasara?

e Hogyan befolyasoljak ezek a szerkezeti véltozasok a partikulumok mechanikai

tulajdonsagait?

e Hogyan jarul hozz4 a genomialis DNS a kapszid mechanikai stabilitdsahoz?

e Milyen kapcsolatban vannak a kapszid mechanikai tulajdonsagai a kapszomer fehérjék

e Mi a kiilsé mechanikai erd szerepe a T7 fagban tarolt DNS kiszabaduldsanak

eloidézésében?
ANYAGOK ES MODSZEREK

Virusok topografiajanak atomi erémikroszkopos vizsgalata

A felszinhez rogzitett virus partikulumokrél PBS pufferben (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
10 mM Na;HPOg4, 1.8 mM KH>POy4, pH 7.4) non-kontakt izemmaddban alkottunk képet.

Az AFM egy rugoblapka végére erdOsitett hegyes tlivel a felszinhez igen kozel keriilve pasztazik
(1. abra), melynek soran a minta és a tli kozott €bredd erdk a rugolapkat elhajlitjak. Az elhajlést
a rugolapka hatuljara fokuszalt, majd egy kvadrans fotodiddara visszaverddott lézer sugar
segitségével rogziti. A kivalasztott teriilet pasztdzasat az x-y irdnya piezo kristalyok teszik
lehetévé a minta horizontdlis mozgatasa altal. A virus partikulumok felszinhez rogzitését két
Iépcsds  feliiletkezelési eljarassal biztositottuk, melynek sordn a kapszid fehérjéket
keresztkotottiik a felszinhez. Az elsd 1épés a felszin poly-L-lizines kezelése, melynek soran
kovalensen kotott, pozitiv toltésti amino csoportokat vittiink a felszinre. A masodik 1épés a
felszin keresztkotd glutaraldehides kezelése, mely noveli az AFM-es pasztazas stabilitasat

folyadék kozegben.
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1. abra Egy tipikus AFM-es mérési elrendezés sematikus abraja.

Virusok mechanikajanak atomi eromikroszkopos vizsgalata

A mechanikai manipulaciot megelézéen képet alkottunk a viruspartikulumokrol, hogy
meggy6zddjliink az épségiikrél és hogy az AFM tiit egy kivalasztott partikulum fo6lé
pozicionaljuk. Ezutan a partikulumot a csticsdnal benyomtuk, mig a tiire kifejtett erd egy elére
meghatarozott maximalis értéket elért, majd a tlit konstans sebességgel visszahtztuk. Az
indentaciés mérések eredményeként erd-elmozdulas gorbéket kaptunk, melyek analizise
informaciot adott a kapszidok mechanikai tulajdonsagairol. A 2.a abra egy indentacids mérés
kisérleti elrendezését mutatja, mig a 2.b dbra egy reprezentativ sematikus eré-elmozdulés
gorbét, mely harom f6 régidra oszthatd. Az elsd régioban a tii kozelit a felszinhez de még nem
1ép kontaktusba a mintaval, igy a rugélapka nem hajlik el és a mért erd nulla. Miutan a tii eléri
a kapszidot (2.b abra, teli haromszog) az er6 hirtelen elkezd novekedni. Az erd6gorbe ezen
linedris szakasz meredeksége megadja a partikulum rugédallandojat. Amikor a kapszid nem bir
ellenallni tovabbi terhelésnek, a kapszid beroppan és a mért erd hirtelen leesik (2.b abra, {ires
haromszog). A kapszid dsszeroppanasat kovetd régio a rugdlapka egyensulyi allapotahoz tartd
terheletlen rezgésének felel meg. Igy ennek a szakasznak a meredeksége egyenld a rugolapka
rugdallanddjaval. Ezentul az indentdciés mélység, a kontakt pont és az dsszeroppanas kozotti
szakasz (2.b abra, zold teriilet szélessége) és az ehhez tartozd torési erd tovabbi informaciot

nyUjt a kapszid mechanikai tulajdonsagairdl.
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2. abra Virus nanoindentacié sematikus abrdja. (a) A virus partikulum AFM t(livel torténé
benyomasanak kdvetkeztében a rugdlapka elhajlik; a td altal kifejtett erét a fotodiddara vetild
lézersugdr elmozduldsabdl szamoljuk. (b) Az indentdciés er6 az indentdcios mélység
fliggvényében abrazolva.

EREDMENYEK

A T7 bateriofag homérséklet-fiiggo topografiaja és nanomechanikaja

A hokezelés indukalta szerkezeti valtozasok feltérképezéséhez két 1€pcsében melegitettiik a
fagokat (65 °C, 80 °C), majd AFM segitségével vizsgaltuk a kapszidra kifejtett hatasat. A
szobahdmérsékleten pasztazott képeken a felszinhez kotott virusok ¢ép, gomb alaka
partikulumként jelentek meg (3.a-c¢ abra). Hegyes tiit hasznalva a kapszomerek kozepén
talalhatd porusok is feloldhatova valtak, ami lehetévé tette a felszinhez vald kotddés
szimmetridjanak azonositasat. Egyes virusok koriil DNS széalak csoportosultak az alkalomszerti,
mechaniakilag-indukalt DNS kilokédés miatt. A legtobb viruspartikulum feliiletén kiilonb6z6
helyeken a kup alaku farok régio is lathatova valt, fiiggéen csillamhoz vald kotodés
orientacidjatol (3.b abra). A hattérben gombszerii partikulumok is megjelentek, melyek

feltehetdleg a DNS kilokddés soran egyidejlileg tavozott magfehérjékbdl szarmaznak.
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3. abra Felszinhez rogzitett kezeletlen T7 bakteriofagok AFM-es topografidja. (a) 1 um x 1 um-
es minta terllet topografiai képe. A fehér nyil a hirtelen bekévetkezett mechanikailag indulkalt
DNS kilol6dés eredményét mutatja. Méretskdla: 100 nm. (b) A szobah&mérsékleten pasztazott
T7 fagok AFM képein kilonboz6 orientdcidoban elhelyezked6 kupszerU farkirégidk. A fehér
nyilak a farki régidk csucspontjaira mutatnak. Méretskala: 30 nm. (c) T7 fagok felszinének és

és haromoszoros (i, iv) szimmetriasikokbdl nézve. Méretskdla: 10 nm. (d) 1 um x 1 pum-es,
65 "C-on kezelt minta terllet topografiai képe. A fehér nyilak a nagy (>10 nm) gombszer(
partikulumokat jelolik. Méretskala: 100 nm. Betétabra, a hattér egy tetsz6legesen kivalasztott
szakaszanak (fehét szaggatott vonal) magassagprofilja. (e) 1 um x 1 um-es, 80 °C-on kezelt
minta terlilet topografiai képe.

A kapszid szerkezetének szobahdmérsékleten torténd topografiai vizsgalata utan a mintat 15
percen at hokezeltiik 65 °C-on, majd képalkotas céljabol visszahiitottiik 20°C-ra (3.d abra). A
65 °C-os hokezelés utan a minta topografidja jelentésen megvaltozott (3.d abra). A
csillamfelszint DNS-ek haldzata boritotta, a legtobb kapszidrol a kup alaku farki régio eltiint,
tovabba a hattérben szdmos nagy (>10 nm), gobszerli partikulum valt lathatova, melyek
feltehetdleg a letorott farki régiok maradvanyai. A kapszidok felszinén jobban kivehetové

véltak az ikozaéder élek és lapok, ami a DNS kilokddése miatt bekovetkezé enyhe kapszid



zsugorodassal magyarazhato (3.d abra). A 80 °C-os hokezelés hatasara a hatteret még siirtibben
boritotta DNS (3.e dbra). Tovabbd szamos gombszerli partikulum, valamint nagy méretii
aggregatum is megjelent elszortan a hattérben, melyek a kapszidfal maradvéanyai lehettek. A
nagyfelbontdsi AFM képeken a kapszomerek duzzadtabbnak latszottak, fogaskerékszerii
szerkezetiik pedig kevésbé volt kivehetd.

A virus partikulumok hdékezelés hatasara bekovetkezett topografiai valtozasainak vizsgalata
utan indentacids méréseket végeztiink, hogy feltarjuk a hdkezelés okozta nanomechanikai
valtozasokat is (részleteket lasd a Modszerek fejezetben). A szobahdmérsékleten, valamint 65

¢és 80 °C-os hokezelés utan regisztralt erdgorbéket a 4. abra mutatja.
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4. abra A T7 bakteriofag nanomechnaikaja. Kiilonb6z6 fag partikulumokon fliggetlen mérések
sorozatan keresztul rogzitett, majd egymasra vetitett er6-indentacids gorbék
szobahémérsékletd (a), valamint 65 °C (b) és 80 °C (c) h6mérsékleten kezelt mintak esetén.

Az er6gorbék analizise azt mutatta, hogy a kapszid betdréséhez sziikséges erd jelentdsen
lecsokkent a 65 °C-os hokezelés hatdsara (6.80 nN-r6l 1.61 nN-ra), ami arra utal, hogy a
kapszidba zart DNS jelenléte jelentdsen hozzdjarul a mechnikai stabilitas kialakitasdhoz.
Kiilonos modon a 80 “C-os hokezelés hatasara a toréshez sziikséges erd kiss€ megndvekedett,
ami feltehetdleg a kapszomer fehérjékhez kothetd szerkezeti atalakulas kovetkezménye. A 65
és 80 °‘C kozott tortént atrendezddés hozzdjarulhatott a kapszidok teljes mechanikai
stabilitasanak novekedéséhez. Az erdgorbék alapjan szamitott rugdallandé mintegy kétszer
akkora volt szobahdmérsékleten, mint a DNS-ét vesztett vagy hokezelt kapszidok esetén. Ez
arra utal, hogy a kapszidba zart DNS jelenléte hozzdjarul a kapszid rugalmassadganak
kialakitdsahoz. A maximalis benyomo6das mértéke fokozatosan emelkedett a hdkezeléssel,
feltehetdleg a toréshez sziikséges erd és a rugdallandd valtozasanak egylittes hatdsdnak

kovetkeztében.

A T7 bakteriofag ero-vezérelt strukturalis valtozasai

Annak érdekében, hogy informéciot szerezziink a virus partikulumok mechanikai stabilitasaral,

faradas méréseket végeztiink az atlagos (7 nN) torési erdnél alacsonyabb 1.5 nN maximalis erdt



alkalmazva. Ez a terhelési er6 10 nm koriili maximalis benyomodast okozott, ami elegendden
alacsony ahhoz hogy ne torje be a kapszidot els6 nyomasra, de kellden magas ahhoz, hogy
néhany nyomasi ciklus utan eléidézze azt. A mechnikailag terhelt partikulumok koriilbeliil

0todénél az erdgorbék szamos diszkrét 1épcsdszerli atmenetet tartalmaztak (5. abra).
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5. dbra A T7 kapszid |épcsGszerl atmenetei és mechanikai faradasa. (a) A kapszid benyomasa
soran rogzitett reprezentativ er6-elmozdulds gérbe. A |épcséméret a flirészfogszer( csucshoz
tartozé erénél mért tavolsag kiulonbségnnek felel meg. (b) Szobahémérsékleten, egyetlen
kapszidon mért 97 egymadst kovet6 indentacids gorbe. Az egymdsutani gérbék az tengely
mentén egymastdl 2 nm-rel elcsusztatva a jobb [athatdsagért. (c) Gauss gorbékkel illesztett
lépcsbtavolsagok eloszlasa. Azillesztett gorbék csucsai: 0.58 (+0.21), 1.26 (£0.24), 1.99 (+0.25),
2.47 (£0.09) és 2.92 (+0.19) nm.

Az atmenetek tipikusan flirészfogszerli csticsok sorozatabol alltak, melyeket egy hirtelen
erdvisszaesés kovetett. Az egymast kovetd gorbék szama gyakran elérte a 100-at a kapszid
betdrését megeldzden, tovabba szisztematikusan tartalmaztdk a flirészfogszerli atmeneteket
(5.b abra). A 1épcsé-atmenetek méret eloszlas analizise 0.6 nm (0.58 = 0.21 nm, S.D) egész
szamu tobbszordsénél mutatott csucsokat. Ez arra utal, hogy egyetlen dtmenet megfeleltethetd
a kapszid szerkezetében bekovetkezett 0.6 nm-es eltolodasnak, amely feltehetdleg szorosan
Osszefiigg a kapszomerekben végbement diszkrét szerkezeti valtozassal.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a DNS szerepét a 1épcsdszerii atmenetek kialakitdsaban,
faradas méréseket végeztiink 65 “C-os hokezeléssel kitiritett partikulumokon. Ebben az esetben
is ismétlédéen hasonld erd-elmozdulas gorbéket kaptunk, de a torést megel6z6 egymasutani
gorbék szama jelentdsen alacsonyabb volt mint a szobahdmérsékletli minta esetén (6. abra).
Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a DNS jelenléte valoban hozz4jarul a fagok mechanikai
stabilitdsanak a kialakitasahoz és noveli az ellenalloképességoket a kapszidburkolat mechanikai

faradasat illetben.




a oo e |y
0 Histogram data
Gaussian fits
~ NI 12
Z 05 J =
= z 0.5 §
[0] ~ o 8
S 8 ]
o S o
L 2 10 9]
1.0 IC 4
152010010 = T 1 f
15 10 nm Distance (nm) 0.0 0.5 T.O 1.5 2.0
Distance Step size (nm)

6. abra 65 °C-on kezelt T7 bakteriofagok diszkrét nanoindentacids lépcséi. (a) Egyetlen
kapszidon 16 egymdsutani indentacidval mért er6-elmozudlas gorbe. (b) LépcsStavolsagok
eloszldsa. (c) A kumulativ [épcséméret adatsorra illesztett Gauss gérbék csucsai: 0.29 (£0.09),
0.59 (£0.19) és 1.24 (+0.13) nm.

A 65 °C-on kezelt mintakon mért 1épcsé-atmenetek méret eloszlas analizise csucsokat mutatott
0.59 nm (+ 0.37 nm) és 1.24 nm (£ 0.26 nm) tdvolsagoknal, melyek a 0.6 nm egész szdmu
tobbszorosei és megfeleltethetdek a szobahOmérsékleten mért elsd €s masodik cstcsnak. A
hoékezelés hatdsara azonban egy plusz csucs is megjelent 0.29 nm (£0.19 nm) koriil, ami az
egység-lépcsd méret felének felel meg. Azt feltételezziik, hogy ez a szerkezeti valtozas a
pentamerekkel kapcsolatos a kovetkezok miatt: (a) az eré-elmozdulas gorgbékben az atmentek
megjelenésének valdszintisége 0.2, mely megegyezik a kapszidburkolatot felépitd pentamerek
(12) és a hexamerek (60) el6fordulasi aranyaval, (b) a 1épcsOszerii atmenetek maximalis szdma
gorbénként 5 és (c) a pentamerek kitettek a mechanikai horpaddsnak, mivel a T7 kapszid
ikozaéderes felépitése miatt kiemelkednek a felszinbdl

Valoszintsithetd, hogy az &tmenetek akkor figyelhet6k meg, ha a T7 kapszid egyik pentamerje
felfel¢ néz. Amennyiben 6t szerkezeti hiba 0sszegzddik egy pentamernél, a kapszid fala nem
képes tovabbi terhelésnek ellendlni és az AFM tii atszakitja. Tehat azt feltételezziik, hogy a
Iépcsdszerti atmentek a pentamerek fokozatos behorpadésdhoz kotheték. Annak érdekében,
hogy a behorpadas alap egységét, a 0.6 nm-es 1€pcsdméretet megfeleltessiik a kapszidfal egy

szerkezeti elemének, készitettiink egy egyszerti geometriai modellt (7. abra).



7. dbra A T7 kapszid mechanikailag indukalt |épcsészer(i horpadasainak fenomenoldgiai
modellje. (a) A T7 kapszid sematikus abrdja a horpaddsban részvevs kapszomereket kiemelve
(egy pentamer a korilotte levé hexamerekkel, vastag kék vonal). (b) Az AFM rugdlapka
indentacidja (kék nyil) altal kivaltott els6 horpadasi lépcs6. (c) A horpadas progresszidja a
kapszid fellilete mentén.

A T7 bakteriofag mechanikailag-indukalt DNS kilokodése

A mechanikai erének a DNS kilokddés eldidézésében betdltott szerepének vizsgalatahoz
vizualizaltuk a virus partikulumok mechanikailag indukalt szerkezeti valtozasait. A felszinhez
kotott kapszidokat sorozatosan pasztaztuk €s rogzitettiik a rugdlapka mechanikai tapogatasanak
hatasara bekovetkezd DNS kilokddést az id6 fliggvényében (8. abra). A képek analizise
lehetdvé tette a mechanikailag-indukalt DNS kilokddés legfontosabb jellemzdinek
azonositasat:

e A kilokodott és felszinhez kotddott DNS csak egy része a teljes T7 genomnak,
kinetikusan csapdazott esett szerkezeti allapotban. A hipotézisiink megerdsitése
érdekében Osszehasonlitottuk a képeken lathatd kiszabadult DNS éltal beteritett
csillamfeliilet méretét azzal amit a felszinre egyensulyba rendezddott és a felszinre
kilokodott teljes genom hosszabol szamoltunk.

e A DNS kilokdédés lathatéan a farok région keresztiil tortént (8. abra), mely arra utal,
hogy a folyamat a természetes utvonaldn ment végbe. Annak érdekében, hogy
eldontsiik, hogy a DNS kiszabadulasat a rugolapka tiije altali farki régio letorés okozta-
e, kiegészitd méréseket végeztiink. Ezen mérések soran a DNS kilokddést tigy idéztiik
eld, hogy csak a kapszid feliiletet pasztaztuk a farki régiot kikeriilve.

e A DNS kilokdédés a farki région keresztiil tortént egy a T7 fagra jellemz0 sebességgel.
Ezt a sebességet az egymads utan pasztazott képek analizisébdl becsiiltiik meg.

e A farok régiotol tavol esd mechanikai terhelés olyan perturbacidt okozott, mely
tovabbterjedt a DNS-sel toltott kapszid Osszenyomhatd kozegén és végiil a DNS
kilokédését eredményezte. Becsléseink szerint a DNS kilokddését el6idézé belsd

nyomasndvekedést a rugolapka rezgése valtotta ki.



8. dbra A T7 bakteriofag DNS kilok&désének in situ AFM vizsgalata. A DNS kil6k6édés kdzben
(a) és utan (b) rogzitett AFM magassagképek. A két kép rogzitése kozott eltelt idé 7 perc. A
fehér nyil az AFM pasztazas iranyat, a piros nyil pedig azt a pasztazasi vonalat jeldli, amikor a
DNS hirtelen megjelent. A piros nyilhegy a farki régiot és azt a terlletet mutatja, ami telitetté
valt a DNS kilokédést kovetben.

A DNS hirtelen kilokédését okozo lehetséges mechanizmusok feltardsa céljabol, a felszinhez

kotott partikulumokat pasztazas eldtt glutaraldehiddel kémiailag fixaltuk (9. abra).
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9. dbra A T7 partikulumok kémiai fixaldsa. (a) A glutaraldehiddel fixalt felszinhez rogzitett T7
fagok AFM képe. (b) Azon T7 partikulumok AFM képei, melyek farok régidja a felszinhez képest
felfelé mutat. A szaggatott vonalak a bal alsé képen a kapszid fellletére rogzitett “labakat”
jelolik. (c) A T7 fag E. coli baktériumra valé lehorgonyzasanak és a DNS kilok&dését megel6z6
kapcsoldsi lépésének sematikus dbrdja. A piros nyilak a feltételezett konformacié-fliiggé
kapcsoloét jelzik, melyek a “labak” (“fiber”) elrendez6désének valtozasahoz kdtheték.

Az AFM képeken a kapszid felszinén lathatova valtak a T7 fag “labai” (fiber), tovabba a csilldm
felszint mar DNS boritotta a képalkotas idejére. Elképzelhetd, hogy a labak rogziilése olyan
konformaciés valtozast okozott mely a mechanikai er6hdz hasonldéan eldidézte a DNS

kilokddését. Bar a konformacio-fliggd kapcsoldsi mechanizmus részletei egyeldére nem



ismertek, a folyamat része lehet a labak emeld szerli mozgasa, ami végiil a farok komplex

konformacid-valtozasat eredményezi.
KONKLUZ10

A T7 bakteriofag hokezelés-indukalta szerkezeti valtozasai

Meéréseink megmutattak, hogy a T7 partikulumok 65 “C-os hékezelése a farki régio levalasa
révén a DNS kiszabadulasahoz vezet (10.b abra). A DNS elvesztése a kapszid-szerkezet
fellazulasat eredményezi, melyet a rugdallando és toréshez sziikséges erd csokkenése kisér. A
hémérséklet tovabbi 80 °C-ra torténd emelése pedig a kapszidfal szerkezeti atrendezddését
okozza a gplOA fehérjék denaturacidja miatt (10.c &bra). Bar a DNS kiszabaduldsa
destabilizalja a kapszidot, az mégis meglepden ellendlldo a magas hémérsékleten tortént

kezelésnek és megdrzi az ép gdmbszerli szerkezetét. Feltehetdleg a kapszomer fehérjék
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10. dbra A T7 bakteriofdag hékezelés indukalta valtozdsainak sematikus modellje. (a)
Szobahdmeérsékleten a kapszid a belsé DNS nyomas kdvetkeztében kissé duzzadt. (b) 65 “C-os
hékezelés hatasara a farki régidé letorik, ami a DNS kilok&dését okozza. A bels6 nyomas
csokkenése miatt a kapszid felszinén az ikozaéderes élek jobban kiveheték. (c) 80 “C-os
hékezelés hatasara a kapszid megduzzad és a felszine egyenetlenné valik.

A T7 bakteriofag 1épcsoszeri reverzibilis horpadasai

A faradéds mérések feltartak, hogy a nanoindentacios er6-gérbék rugalmas tartomanya diszkrét,
1épcsdszerli atmeneteket tartalmaz, melyek mérete 0.6 nm egész szamu tobbszordsei. Ezek az
atmenetek a kapszid horpadéasaihoz (“buckling”) kothetdk, reverzibilisek és a rugoélapka
tavolodasakor hozzajarulnak a kapszid gyors szerkezeti visszaalakuldsdhoz. Az atmenetek a
DNS hdkezeléssel tortént eltavolitasa utan is jelen voltak, ami arra utal, hogy a kapszomer
fehérjék dinamikus szerkezeti valtozasaihoz kapcsolatosak. A dinamikus erdspektroszkopiai

méréseink pedig azt mutattak, hogy a termikusan aktivalt visszaalakulds mintegy 10:-szer



gyorsabban megy végbe mint a spontdn horpadés. Ez arra utal, hogy a kapszid stabilitasa erds
dinamikus kontroll alatt all, valamint hogy a kapszid szerkezeti dinamikéja jelentds szerepet

tolt be a DNS kiils6 kdrnyezeti koriilmények elleni védelmében.

Mechanikai erére érzékeny kapcsolo vezérelte DNS kilokodés

Képalkotassal kozvetleniil megmutattuk, hogy a kapszidfal oszcillalo AFM tiivel torténd
pasztazdsa DNS kilokddést indukal a farki région keresztiil. Azt talaltuk, hogy a kilokédés
sebességallanddja exponencidlisan novekszik az erd fiiggvényében (11.d dbra). Az
atmenetiallapot-elméletnek megfeleléen a spontan triggerjel aktivacios energidja 23 kcal/mol

¢s a tavolsag a rendszer kezdeti €s atmeneti allapota kdzott 1.2 nm a reakcidkoordinata mentén.
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11. dbra A mechanikai terhelés novelésének hatdsa a DNS kilok&dés sebességére. 2 x 2 um-es
AFM képek, ahol a minta (a) 20 pN, (b) 25 pN, (c) 30 pN mechanikai terhelésnek volt kitéve.
(d) A DNS kilok&dés sebességi allanddja az erd figgvényében.

A kiszabadult DNS molekuldk konformacidjabol arra kovetkeztettiink, hogy a DNS propulziv
erének volt kitéve. A kapszidban 1évé tobbletnyomasbol szarmazé erd hozzéjarul a kilokodési
folyamat elinditasahoz, majd a DNS kapszid falon tulra val6 juttatasahoz. A labak kémiai
rogziilése, immobilizalddasa hasonldan fokozott DNS kiszabaduléssal jart. Ez arra utal, hogy a
folyamat eldidézéséhez egy konformacio érzékeny kapcsolo is szerepet jatszik, ami mind kiilsé

mechanikai erd, mind a farki régio és a hozza kapcsolodo 1abak altal aktivalhato.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

I. 65 °C hokezelés hatasara a farki régio elvesztésének kovetkeztében a DNS kiszabadul,
ami a kapszid szerkezet destabilizalodasahoz vezet. A hdmérséklet tovabbi 80 °C-ra
torténd emelése a kapszid mechanikai stabilitdsdnak novekedését eredményezi a
struktirat megtartva.

II. A nanoindentacids erdgorbék elasztikus régidja diszkrét, 1épcsdszerli dtmeneteket
tartalmaz, amelyek a kapszid behorpaddsaihoz (buckling) kothetdk. Az atmenetek
reverzibilisek, a kapszid fehérjékkel kapcsolatosak és hozzajarulnak a kapszid gyors
szerkezeti visszarendezOdéséhez. A kapszid szerkezet igen gyorsan fluktual ép és
behorpadt allapotok kozott. Erd hatasara az egyenstly a behorpadt, erdé hianyaban az ép
allapot felé tolodik.

III. A kapszidfal oszcillalo AFM tlivel torténd pasztazasa eldsegiti a DNS kiszabadulasat a
farki région keresztiil. A mechanikai terhelés exponencialisan noveli a DNS kilokddést
el6idézd szerkezeti valtozas sebességi allandojat. Mindez arra utal, hogy a DNS

kilokoédést egy mechanikai erdre is érzékeny kapcsold vezérli.

SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE

A disszertaciohoz kapcsolodo kozlemények
Voros Z, Csik G, Herényi L, Kellermayer MSZ. (2017) Stepwise reversible nanomechanical
buckling in a viral capsid. Nanoscale 9: 1136—1143.

Kellermayer MSZ, Voros Z, Csik G, Herényi L. (2018) Forced phage uncorking: viral DNA

ejection triggered by a mechanically sensitive switch. Nanoscale 10: 1898—1904.

Voros, Z., Csik, G., Herényi, L. & Kellermayer, M. S. Z. Temperature-dependent

nanomechanics and topography of bacteriophage T7. Under review

A disszertaciotol fiiggetlen kozlemények

Vords Z, Yan Y, Kovari DT, Finzi L, Dunlap D. (2017) Proteins mediating DNA loops
effectively block transcription. Protein Sci. 26: 1427—-1438.

Reinemann DN, Sturgill EG, Das DK, Degen MS, Voros Z, Hwang W, Ohi R, Lang MJ. (2017)
Collective Force Regulation in Anti-parallel Microtubule Gliding by Dimeric Kif15 Kinesin
Motors. Curr. Biol. 27: 2810-2820.



