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Témavezeto6i ajanlas
Gerzsenyi Timea doktori értekezése a ferrit-alapu magneses nanorészecskék nukleinsav-
izolalasban val6 alkalmazhatdsagénak vizsgalatit €és az ehhez kapcsoldodd modszertani
fejlesztéseket mutatja be. A disszertdici6 a Miskolci Egyetem Kerpely Antal
Anyagtudomanyok ¢és Technoldgidk Doktori Iskoldjaban késziilt, az anyagtudomany, a
nanotechnoldgia, valamint a molekuldris bioldgia hatarteriiletén végzett kutatomunka
eredményeként.
A doktori munka soran kiilonb6zo Osszetétell és feliiletmodositast ferrit-alapti magneses
nanorészecskék DNS- és RNS-izoldlasban valdé alkalmazhatosagat vizsgalta, ¢és
részecskespecifikus eljarasokat dolgozott ki bakteridlis eredetli nukleinsavak kinyerésére.
Elemzései kiterjednek a kiillonbozo részecsketipusok dsszehasonlitdsara, valamint a kinyert
nukleinsavak molekularis biologiai felhasznalhatdsaganak értékelésére is.
Az ¢értekezésben bemutatott eredmények hozzajarulnak a ferrit-alapi mégneses
nanorészecskék molekularis biologiai alkalmazasanak mélyebb megértéséhez, kiilondsen a
kidolgozott modszerek potencidlisan alkalmazhatok diagnosztikai, bioanalitikai és
biotechnologiai rendszerekben, ahol a gyors, centrifugdlasmentes ¢€s automatizalhato
izolalasi megoldasok kiemelt jelentdséggel birnak.
A dolgozat alapjaul szolgaldé tudoményos eredmények 3 db Ql-es besorolasu, referalt
nemzetkozi folyoiratcikkben jelentek meg. Ezek a kozlemények kozvetleniil kapcsolodnak
a doktori kutatdshoz, és annak fObb megallapitasait tartalmazzdk. Emellett tovabbi
nemzetkozi folyodiratcikkek és egyéb publikaciok is kotddnek a jelolt munkéjahoz.
Eredményeit tobb hazai és nemzetk6zi tudomanyos konferencian ismertette poszter- és
szobeli eldadasok formdjaban. A doktori képzés ideje alatt kiilfoldi tanulmanyutakon is részt
vett, amelyek hozzajarultak szakmai ismereteinek bdvitéséhez. A kutatdcsoport
tevékenységében oktatasi és hallgatdr mentoralési feladatokban is kozremiikodott.
A doktori képzés soran a tanulmanyi ¢és kutatdsi kovetelményeket teljesitette. Az
értekezésben bemutatott eredmények a jelolt 6nallé tudomanyos munkajat tiikkrozik.
A fentiek alapjan meggy6zddésem, hogy Gerzsenyi Timea alkalmas 6nélldo tudomanyos

kutatomunkara, ezért sikeres védést kovetden javaslom szamara a PhD fokozat odaitélését.
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Dr. Szdri-Doroghazi Emma
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1. Bevezetés

A DNS a sejt genetikai dllomédnyaban tarolt informaci6 elsédleges hordozoja, mig az RNS
ezen kodnak a funkciondlis megvalositdsdban vesz részt: kozvetiti az informacidt a
fehérjeszintézishez (mRNS), valamint a fehérje-eldallitdo apparatus szerkezeti és katalitikus
elemeit alkotja (rRNS ¢és tRNS). Ennek megfeleléen a sejtekbdl izolalt és tisztitott
nukleinsavak a modern élettudomanyok alapvetd vizsgalati anyagai, mivel lehetévé teszik
genetikai varidnsok €s génexpresszids mintazatok molekularis szintli elemzését, korokozok
azonositasat, valamint a sejtmiikodéshez ¢és anyagcsere-folyamatokhoz kapcsolodod
mechanizmusok feltarasat. A nukleinsav-alapu vizsgélatok egyben szamos orvosbiologiai és
ipari-biotechnolédgiai alkalmazas alapjat is képezik.

A sejtek nukleinsav-tartalma jelentés mértékben fiigg a sejttipustél és az anyagcsere-
allapottol, mikézben e molekuldk a teljes sejttomeghez viszonyitva csak kis hényadot
képviselnek [1]. Ezzel szemben a sejtes kornyezetet nagysdgrendekkel nagyobb
mennyiségben fehérjék, lipidek és egyéb makromolekuldk alkotjak. Ennek kovetkeztében a
nukleinsavak tiszta allapotban torténd kinyerése 0sszetett feladat, amely soran egyidejiileg
kell biztositani a kis mennyiségben jelenlévd nukleinsavak megdrzését, valamint a kisérd
makromolekuldk hatékony eltavolitasat. A kinyert nukleinsavak mindsége és mennyisége
kozvetleniil befolydsolja a downstream analitikai eljarasok (példaul PCR-alapu
amplifikacid, szekvenalas, klonozas vagy hibridizacios vizsgalatok) megbizhatosagat. A
szennyezd komponensek jelenléte gatolhatja az enzimes reakciokat, illetve torzithatja az
analitikai eredményeket, ezért a nukleinsavak tiszta és koncentralt el6készitése
kulcsfontossagu 1€épés a molekularis biologiai és géntechnologiai munkafolyamatokban.

A nukleinsav-izolalasi modszerek fejlddése soran szamos klasszikus és korszerii technika
valt elérhetévé. A hagyomanyosan alkalmazott fenol-kloroform extrakci6 soran a sejtlizist
kovetden szerves olddszeres fazisszétvalasztassal kiilonitik el a nukleinsavakat a fehérjéktol,
majd az ezt kdvetd alkoholos kicsapassal a nukleinsavak nagy hozammal gytijthetok ossze,
¢és a hosszil molekuldk is megdrizhetk [2,3]. Az eljaras alkalmazasa ugyanakkor jelentds
egészségligyi és kornyezetvédelmi kockéazatokkal jar: a fenol er@sen toxikus és maro6 hatast
[4], mig a kloroform human karcinogénként van nyilvantartva, emellett neurotoxikus és
hepatotoxikus hatassal is rendelkezik [5]. Illékonysaguk miatt ezen vegyszerek fokozott
munkavédelmi intézkedéseket és szigorti hulladékkezelést igényelnek, tovabba az eljaras
nehezen automatizalhaté, ami nagy ateresztOképességli alkalmazasokban korlatozza

hasznalhatosagat.
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A nukleinsav-tisztitas teriiletén jelentds eldrelépést hoztak az 1990-es évektdl elterjedt
szilika-alapti oszlopos extrakcios modszerek. A sejtfeltarast kovetden a nukleinsavakat olyan
kémiai kornyezetbe hozzak, amely eldsegiti a nukleinsavak foszfatvaza és a szilicium-dioxid
feliilet kozotti kolesonhatasok kialakuldsat. Ennek eredményeként a célmolekulak a szilika
membranhoz kotddnek, mig a szennyezd komponensek eltavolithatok, majd mosasi és
elualasi 1épések révén nagy tisztasaghh DNS vagy RNS nyerhetd vissza [3]. A mddszer gyors
¢és egyszerl, ugyanakkor a kereskedelmi készletek (kitek) koltségesek lehetnek [6], bizonyos
esetekben — kiilonosen kis méretti nukleinsavak (példaul miRNS-ek (mikro RNS-ek)) esetén
— hozamveszteséggel jarhatnak [7], valamint nagy mintaszam parhuzamos feldolgozasahoz
specialis eszk6zok, példaul vakuummanifold alkalmazasa sziikséges.

A legkorszeriibb megoldasok kozé sorolhatok a magneses részecskéken alapuld nukleinsav-
izolalasi modszerek [8]. Ezek paramagneses, jellemzden vas-oxid alapli nanorészecskéket
alkalmaznak, amelyek felszinét nukleinsav-megkdtésre alkalmas réteggel, példaul szilikaval
vagy funkcionalizalt polimerekkel latjak el. Megfelel6 kémiai feltételek (azaz meghatarozott
Osszetételll pufferoldatok alkalmazédsa) mellett a DNS és RNS molekuldk a részecskék
felszin¢hez kotddnek, majd kiilsé magneses tér segitségével gyorsan és hatékonyan
elvélaszthatok a folyadékfazistol. A centrifugalasi 1épések elhagydsa, a rovid feldolgozasi
1d6 és az egyszerl automatizalhatosag hozzéjarult ahhoz, hogy ezek a technikdk széles
korben elterjedjenek, példaul a SARS-CoV-2 virus RNS-ének nagyléptékili diagnosztikai
vizsgalataiban is alkalmazhatoak voltak [9-11].

A magneses nanorészecskék 1zolalasi teljesitményét alapvetden a részecskek fizikai-kémiai
tulajdonsagai hatarozzadk meg. A nukleinsavak megkdotése jelentdsen fokozhatod példaul a
feliilet funkcionalizalasaval, amelynek soran a kotés erdsségét €s szelektivitasat a jelenlévd
funkcids csoportok jellege és toltésallapota szabja meg. Aminocsoportokkal modositott
feliiletek esetén savas pH-n az aminocsoportok protonalt forméban vannak jelen, ami
kedvezé elektrosztatikus koOlcsonhatast eredményez a nukleinsavak polianionos
foszfatvazaval. Ugyanakkor a részecskek kémiai Osszetétele ¢€s feliileti modositdsa a
diszperzios stabilitdst, az aggregicios hajlamot ¢és ezaltal az izolaldsi folyamat
reprodukalhatosagat is befolydsolja, ami részecskespecifikus eljarasok kidolgozasat teszi
sziikségessé.

A jelen disszertacid célja ferrit-alapt magneses nanorészecskék és nukleinsavak kozotti
kolcsonhatasok részletes vizsgéalata, valamint ezen rendszerek nukleinsav-izolalési
alkalmazhatosaganak feltardsa és optimalizalasa. A doktori kutatds kdzéppontjaban olyan

magneses nanorészecske-alapu eljarasok fejlesztése allt, amelyek a nukleinsavak hatékony,

2
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szelektiv €és reprodukalhaté kinyerését teszik lehetdvé, kiilonos tekintettel a modern
molekularis bioldgiai és diagnosztikai alkalmazasok mindségi- és mennyiségi igényeire.

A munka sordn hat, eltér6 kémiai Osszetételti és feliileti funkcionalizaltsagt ferrit-alapt
magneses nanorészecske (MnFe:0s, MnFe204-NHa2, NiFe:Os, NiFe:04-NH2, MgFe20a,
MgFe:04-NH2) keriilt vizsgélatra. Az elemzés kiterjedt a részecskék feliileti
tulajdonsagainak ¢és diszperzios viselkedésének, valamint az alkalmazott kémiai
kornyezetnek a nukleinsav-megkotést és -eludlast befolyasold szerepének értékelésére,
melynek eredményeként részecskespecifikus izolalasi eljarasok kidolgozasa valt lehetové.
A fejlesztett modszerek bakteridlis eredetii nukleinsavakon keriiltek alkalmazésra, beleértve
plazmid DNS (pDNS), genomi DNS (gDNS) és teljes RNS izolalasat. Az eljarasok
értékelése a kinyert nukleinsavak mennyiségi €és mindségi jellemzdinek vizsgélatan,
valamint downstream molekularis bioldgiai moddszerekben vald alkalmazhatésdguk
elemzésén alapult. A disszertacid felépitése ennek megfelelden elészor a vizsgalt magneses
nanorészecskék 4ltalanos jellemzését mutatja be, majd az izolalasi eljarasok
optimalizalasdnak kisérleti tapasztalatait targyalja, végiil pedig értékeli a moddszerek
alkalmazhatdsagat kiilonb6zé nukleinsav-tipusok esetén. A bemutatott eredmények
hozzajarulnak a magneses nanorészecskéken alapuld nukleinsav-izolalasi technikak

mélyebb megértéséhez és tovabbfejlesztéséhez.
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2. Szakirodalmi attekintés
2.1. A magneses nanorészecskék

A magneses nanorészecskék (MNP) a neviikbdl adoddan kettds tulajdonsaggal rendelkezd
anyagok. Egyrészt magnesezhetdek, amely megkonnyiti elvalasztasukat kiilonbozo
kozegektdl, masrészt pedig nanoméretiick, vagyis atmérdjik (melynek mérete
szabalyozhatd) 1 ¢és 100 nm kozé esik (1. abra), azonban a bevonatolds miatt a
hidrodinamikai a4tmérd esetenként meghaladhatja a 100 nm-t. A nanorészecskék mérete
olyan dimenzidt jelent, amely Osszehasonlithatd egy virus (20450 nm), egy fehérje (5—
50 nm) vagy egy génszekvencia (2 nm széles €s 10—100 nm hossza) méretével [12]. Ez azt
jelenti, hogy a magneses nanorészecskék méretiikbdl adoddéan kdzvetlen kolcsonhatasba
Iéphetnek a vizsgalat targyat képezd biologiai entitdsokkal. A nanoméret egyik legfontosabb
kovetkezménye a nagy fajlagos feliilet: minél kisebbek a részecskék, annal nagyobb fajlagos
feliilettel rendelkeznek [13], ami lehet6vé teszi kiilonb6zo molekulak, példaul nukleinsavak
adszorpcidjat a feliiletiikon. A nanométeres mérettartomany tovabbi eldnye a gyors diffizio,

amely kedvezd kolcsonhatasi és kotddési kinetikat biztosit, ezéltal eldsegitve a

1. dbra. A jelen kutatas alapjaul is szolgdlo egyik, MgFe>O4NH,> magneses nanorészecske nagyfelbontasu
transzmisszios elektronmikroszkopos (HRTEM) felvétele 500 nm (A), illetve 20 nm-es nagyitasban (B) [14]

A magneses nanorészecskék kémiai felépitésiiket tekintve hdrom csoportba sorolhatok:
fémes MNP-k (pl. vas, kobalt, nikkel) [15], fém-oxid MNP-k (pl. ferritek, vas-oxidok) [16]
¢és otvozet MNP-k (pl. FeCo) [17]. A ferritek olyan fém-oxidok, amelyek altalanos képlete
AB»0O4, ahol A kétértékii-, B pedig haromértékii kation. Egyik fontos alcsoportjukat a spinell
ferritek alkotjak, amelyek kobos kristalyszerkezetiiek, és neviiket a természetben eléforduld
MgALO4 spinell asvanyhoz vald szerkezeti hasonlosagukrol kaptdk. A spinell ferritek
egyedilallo magneses €s elektromos tulajdonsagokkal rendelkeznek, ezért felhasznalasuk

sz€éleskorli, tobbek kozott MRI kontrasztanyagként, sejtjelolésben, rakterapiaban és
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kornyezetvédelmi alkalmazasokban [18]. Szerkezetileg altalanos képletiik AFe>O4, ahol a
vas Fe’" forméaban van jelen, mig a kétértékii kation (A) lehet vas, nikkel, cink, kobalt,
mangan, magnézium, réz vagy kadmium [19,20].

A magneses nanorészecskék magneses viselkedésiik alapjan tovabb osztalyozhatok ferro-,
para-, dia-, antiferro- és ferrimagneses anyagokra. A paramagneses anyagokban, példaul
vas(Il)- (Fe*"), mangan(I)- (Mn*") vagy gadolinium(III)-ionokat (Gd>") tartalmazo
rendszerekben, a pdarositatlan elektronokkal rendelkezé ionok nettd6 magneses
momentummal rendelkeznek, amely kiils0 magneses tér hatasara orientalodik [21]. A tér
megsziinését kovetden azonban a magneses momentumok rendezetlenné valnak, igy nem
marad fenn makroszkopikus magnesezettség.

A molekuldris biologiai ¢és bioanalitikai elvalasztdsi eljardsokban leggyakrabban
alkalmazott, és a jelen kutatds szempontjabol is relevans magneses nanorészecskék ezzel
szemben szuperparamagneses viselkedést mutatnak. Ezek jellemzden ferro- vagy
ferrimagneses eredetli, vas-oxid alapu nanorészecskék, példaul magnetit (Fe3Os) vagy
maghemit (y-Fe203), illetve megfeleld mérettartoméanyban vas-, kobalt- vagy nikkel-alapti
részecskék [14]. A szuperparamagneses nanorészecskék egyetlen magneses doménbdl
allnak, és kiils6 magneses térben ugy viselkednek, mintha egyetlen nagy magneses dip6lust
alkotndnak. Ennek kovetkeztében a kiilsé tér hatdsara jelentds magneses momentummal
reagéalnak, ugyanakkor a mdagneses tér megsziinését kdvetden nem mutatnak remanens
magnesezettséget [22]. Ez a tulajdonsag kiilondsen fontos a nukleinsav-izolalasi eljarasok
soran, mivel a szuperparamagneses részecskék kiils6 magneses tér alkalmazasaval gyorsan
¢s hatékonyan Osszegylijthetok, majd a magnes eltavolitasa utan ismét stabil kolloid
szuszpenziot alkotnak, lehetdvé téve a mosasi 1épések és az ismételt felhasznalas egyszerti
kivitelezését.

A szuperparamagneses viselkedés kialakulasanak feltétele, hogy a nanorészecskék mérete
kellden kicsi legyen ahhoz, hogy egyetlen magneses domént alkossanak, valamint, hogy a
magneskristalyos anizotropia energiaja 0sszemérhetd legyen a termikus energiaval [22]. A
magneses anizotropia azt fejezi ki, hogy a részecskében a magnesezettség kialakulasa és
iranyvaltoztatdsa nem minden iranyban azonos energetikai feltételek mellett torténik:
bizonyos kristalytani irdnyok mentén a magneses momentum stabilabban rendezdédik, mig
mas iranyokban konnyebben elfordul. Amennyiben ez az iranyfliggd stabilizaldé hatas
gyenge a hdmozgas energidjahoz képest, a magnesezettség a kiilsé magneses tér megsziinése
utan nem marad fenn, ami a szuperparamagneses viselkedés alapfeltétele. Tipikus vas-oxid

alapu szuperparamagneses nanorészecskék (SPION-ok) esetén ez a feltétel altalaban 5—
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20 nm mérettartomanyban teljesiil, ahol a koercitivitds gyakorlatilag nulla, és a méagneses
szeparacio reverzibilis [23,24].

A magneses nanorészecskék karakterizalasa kiemelt fontossagl, hiszen fizikai, kémiai és
magneses tulajdonsagaik meghatdrozzak, hogy milyen teriileten hasznalhatok fel [25].
Rontgendiffrakcioval (XRD) meghatarozhatd a kristdlyracs tipusa és a fo fazisaik (pl.
magnetit, maghemit) jelenléte [26]. A Fourier-transzformacids infravords spektroszkopia
(FTIR) megmutatja a kémiai kotéseket, a funkcids csoportokat, ezaltal a feliileti
modositasokat, bevonatokat. A nanorészecskék mérete és méreteloszlasa, illetve
morfoldgidja megallapithatd transzmisszios elektronmikroszkopidval (TEM) [27]. A
vibraciés mintamagnetométer (VSM) segitségével vizsgalhatdé a részecskék magneses
tulajdonsaga (magneses szaturacid, koercivitds, remanencia), zéta-potencial méréssel pedig
a kolloidstabilitasuk [14].

A nanorészecskék feliilete funkcionalizalhato kiillonb6z6é anyagokkal, jellemzéen kovalens
vagy nemkovalens modon, példaul polimerlancok, szilicium-dioxid bevonatok vagy
egyszerl funkcids csoportok (példdul amino- vagy karboxilcsoportok) alkalmazasaval, ami
célzott kdlcsonhatasokat, fokozott kolloidstabilitast és jobb biokompatibilitdst eredményez
[28,29]. A feliileti tulajdonsdgok kiilondsen meghatarozéak a nukleinsav-megkotés
szempontjabol: a DNS- és RNS molekuldk negativ toltése miatt a pozitiv feliiletek erds
elektrosztatikus kolcsonhatast alakitanak ki veliik [30], mig negativ vagy kezeletlen feliiletek
esetén a kotddés jellemzden csak magas sokoncentracio mellett, ionhidak kozvetitésével
valosul meg [31,32]. A feliiletmodositds egyuttal megakadalyozza a bevonat nélkiili,
aktiv feliiletet és az adszorpcids hatékonysagot [33].

Az eddig felsorolt tulajdonsagok révén a magneses nanorészecskék szamos teriileten
alkalmazhatok, tobbek kozott az elektrokémidban, anyagtudoményban, biokémidban,
molekularis  biologidban, orvostudomanyban ¢és a kornyezetvédelemben [34].
Kornyezetvédelmi alkalmazasuk lehetéve teszi példaul kiilonboz6 szennyezdanyagok
eltavolitasat vizes kozegbdl; ilyen esetekben huminsavval funkcionalizalt MNP-ket
alkalmaztak nehézfémsok megkotésére [35]. Az orvostudoményban a kutatok felhasznaljak
a nanorészecskéket biomolekulak (pl. antitestek, enzimek) immobilizalasara is [36], tovabba
szerepet jatszanak a célzott gyogyszerbevitelben és a betegségek korai diagnosztikajaban
[13].

A fenti alkalmazéasok szempontjabol nemcsak a részecskeméret és a magneses viselkedés

tipusa meghatarozo, hanem az alkalmazott anyagi dsszetétel is. A biologiai alkalmazasokban
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leggyakrabban magnetit- és maghemit-alapti részecskéket hasznalnak, de mas spinell
ferritek (MFe,04; M = Mn?", Ni?", Mg?") is alkalmasak lehetnek. A kiilonbzé kationok
jelenléte modositja a telitési magnesezettséget és az anizotropiat, ami lehetOséget ad a
magneses viselkedés finomhangolasara [37,38]. Az optimalis Osszetétel és részecskeméret
kivalasztasa ezért alapvetd fontossdgu a nukleinsav-izolalas hatékonysaga szempontjabol
[26].

A jelen kutatds kozéppontjdban a magneses nanorészecskék molekularis bioldgiai
alkalmazasa all, kiilonos tekintettel a nukleinsavakhoz vald reverzibilis kotddésiik

kihasznalasara.

2.1.1. A mangan-ferrit és felhaszndlasi lehetoségei

A mangan-ferrit (MnFe;O4) spinell ferrit tipusi magneses nanorészecske, amelyet a
szakirodalomban az egyik legigéretesebb ferrit-alapu rendszerként targyalnak [39]. Ennek
megfelelden alkalmazasi lehetdségei széles korben ismertek és kisérletileg igazoltak.
Kornyezetvédelmi alkalmazasként példaul mezdgazdasagi hulladékbol eldallitott bioszenet
modositottak MnFe;Os-tel koprecipitacioval, majd azt adszorbensként hasznaltdk réz(II)-
ionok eltavolitdsara. A rendszer tobb tisztitasi cikluson keresztiil is Gjra felhasznalhatonak
bizonyult [40]. Orvosbiologiai teriileten MnFe>O4-alapti rendszereket vizsgaltak
gyogyszeradagolasban [41], magneses rezonancia képalkotdsban kontrasztanyagként,
valamint magneses hipertermian alapulo rakterapias alkalmazasokban [42,43].

Az in vivo rédkdiagnosztikai és -terdpids alkalmazasok miatt a MnFe;O4 esetében a
citotoxicitds vizsgalata kiemelt jelentdségii. Ilyen koriilmények kozott a nanorészecskék
kozvetleniil sejtes kornyezetbe keriilhetnek, €s a sejtekben, kiilondsen a tumorsejtek savas
mikrokdrnyezetében, a nanorészecskékbdl felszabaduld vas-ionok oxidacios reakcion
keresztiil reaktiv szabadgyokok képzddését eredményezik. Ezek a folyamatok kiilonb6z6
biomolekuladk (példaul nukleinsavak, enzimek) miikodésének megvaltozasat vagy gatlasat
okozzak [42,43].

A fenti példak alapjan a MnFe>O4 nanorészecskék alkalmazasi teriilete kornyezetvédelmi €s
orvosbiologiai iranyban kifejezetten széles, ugyanakkor (bakterialis) nukleinsav-izolalasban
vald, célzott felhasznalasukra vonatkoz¢ irodalmi adatok hidnyosak vagy csak elszortan

allnak rendelkezésre, ami a témateriilet feltaratlansagara utal.
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2.1.2. A nikkel-ferrit és felhaszndldsi lehetdségei

A nikkel-ferrit (NiFe;O4) is spinell ferrit alapti magneses nanorészecske, amelyhez a
szakirodalomban tobb, egymastol eltérd alkalmazasi irany kapcsolodik.

Bioanalitikai felhasznalasként grafén-oxid—nikkel-ferrit—kitozdn nanokompozit rétegeket
allitottak eld, amelyeket elektrokémiai génszenzorként alkalmaztak. A szenzoron régzitett
DNS szekvencia komplementere volt az Escherichia coli baktériumban megtalalhat6 egyik
specifikus génszakasznak, amely ily mdodon lehetdvé tette a baktérium azonositasat [44].
Egy masik kutatasban bemutattdk, hogy a nikkel-ferrit bevonati elektrokémiai grafit
elektrod feliilet egyszalu DNS (ssDNS), kétszala DNS (dsDNS) és egyszaliit RNS (ssRNS)
megkotésére is képes volt az elektrosztatikus kolcsonhatasok révén [45].

A NiFe>O4 z0ld szintézisével kapcsolatosan is tobb tanulmany sziiletett. Egy kutatdsban a
kozonséges vizijacint (Eichhornia crassipes) vizes kivonatat alkalmaztdk redukald és
stabilizald 4agensként, amely komplexalta a Ni*'- és Fe’'-ionokat, majd alacsony
hémérsékletii hdkezelést kovetden spinell szerkezetli NiFe;O4 nanorészecskék keletkeztek.
baktériumok szubsztrat-konverziojat, és ezaltal fokozodott a lignocelluldz-hidrolizatumbol
torténd biohidrogén-termelés [46]. Egy masik érdekes kozleményben arrdl szamoltak be,
hogy ha a Chlorella variabilis z6ldalgabol izolalt zsirsav-fotodekarboxilaz enzimet NiFe2O4
nanorészecskékre immobilizaltak, az enzim stabilabban miikodott, mint szabad allapotban,
¢s igy az enzim altal katalizalt pentadekéan-termelés hatékonysaga javult [47].

A NiFexO4 szennyviztisztitdsban valo felhasznéalaséra is taldlhatok példak: kristalyibolya
vizbdl valo eltavolitasat vizsgaltak, és kimutattak, hogy a festék hatékonyan adszorbealodott
a nikkel-ferrit nanorészecskék feliiletén [48].

Orvosbiologiai alkalmazasok esetén, az aggregédcido csokkentése és a biokompatibilitas
javitasa érdekében, lipid kettdsréteggel bevont vagy liposzoméaba zart NiFexOs
nanorészecskéket javasoltak tumorellenes gyogyszerhordozok és hipertermia-agensek célba
juttatasara, magneses térrel tAmogatott irdnyitassal [49]. A tumorterapian tl parazitak elleni
in vitro alkalmazast is vizsgaltak: Leishmania major tenyészetek esetében NiFe>O4
jelenlétében a parazitak talélési aranya jelentdsen csokkent [50].

Mivel a nikkel-ferrit tobb tanulmanyban is in vivo alkalmazasokhoz (kiilonosen MRI iranyu
fejlesztésekhez) kapcsolodik, a citotoxicitas vizsgalata itt is relevans volt [51]. Human
vorosveértesteken és periférids mononukleéris vérsejteken végzett vizsgalatok soran toxikus

hatést és fokozott oxidativ stresszt figyeltek meg, amit nyulakon végzett allatkisérletekkel is
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igazoltak [52,53]. Tovabbi tanulmanyok szerint a NiFe>O4 csokkentheti a human epithelialis
(tid6- és bor-) sejtek, valamint daganatos (maj-, mell- €s tiido-) sejtvonalak életképességét
is [18,54-56].

Bar a nikkel-ferrit bioszenzoros rendszerekben nukleinsavak megkdtésére és detektalasara
alkalmasnak bizonyult [44,45], a nukleinsav-izolalasban valo felhasznalasa eddig nem

tartozott a vizsgalatok fokuszaba.

2.1.3. A magnézium-ferrit és felhaszndldsi lehetoségei

A  magnézium-ferrit (MgFe2O4) szintén spinell ferrit tipust MNP, amelyet a
szakirodalomban elsdsorban orvosbioldgiai alkalmazisokban (példdul magneses
hipertermia adgens), valamint fotokatalitikus aktivitdsa miatt vizsgaltak [57].

Ehi-Eromosele és munkatarsai a MgFe>O4 antimikrobidlis hatasat agar diffuziés modszerrel
vizsgaltak, és megallapitottak, hogy egyes baktériumfajokkal szemben (S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, S. marcescens), hatasos lehet, mig mas mikroorganizmusoknal (M. varians és
B. substilis baktériumokra, valamint a C. albicans €s A. flavus gombafajokra) nem mutatott
aktivitast [58]. A baktericid hatds mechanizmusa nem teljes mértékben tisztazott, de
feltételezik, hogy a nagy feliilet/térfogat aranybol adodo fokozott részecske-mikroba
kontaktus, valamint az oxidativ stresszhez kapcsolodd szabadgyok-képzodés is szerepet
jatszik [59].

Ahogy a korabbi nanorészecskéknél is lattuk, a ferrit rendszerek esetén képalkotasi és
biokompatibilitdsi Osszefliggésekben a sejtes valaszokat (példaul gyulladédsos jeleket) is
vizsgaljak [60]. A MgFe>O4 citotoxicitasat tobb tanulmany elemezte, és az eredményekbdl
az deriilt ki, hogy a részecskék eltérd sejtkarositd hatdssal birnak a kiilonb6z6 tipusa
sejtekben (pl. L-929 vagy egér aerola fibroblaszt sejtvonalak esetén). Ennek hatterében az
allhat, hogy bizonyos sejtek jobban tiirik a szabadgyokok termelddését és sejtekbe vald
bejutasat, mint mas sejttipusok [61-64]. A magnézium-ferrit MNP-k feliiletmddositasanak
szerepe citotoxicitasi szempontbol is hangsulyos, hiszen kimutattdk, hogy példaul az
arannyal bevont MgFe>O4 kevésbé volt toxikus, mint a nem burkolt véltozata [61].

Bar a MgFe>O4 alkalmazasi lehetdségeit a szakirodalom széles korben targyalja, a
nukleinsavakkal — kiilonosen a DNS-sel — kialakitott kolcsonhatasainak, illetve nukleinsav-
izolalasi potencidljdnak atfogo, rendszerszintli feldolgozasa a szakirodalomban jelenleg

hidnyos, ami a témateriilet tovabbi vizsgalatanak indokoltsagat jelzi [6,14].
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2.2. A nukleinsavak
2.2.1. A DNS felépitése és szerkezete

A DNS, mint 6rokitéanyag lehet linearis — kromoszémakba rendezddott, végén telomerekkel
(eukariotak genomi DNS-e) [65] — vagy cirkularis. Ez utobbi forma jellemzd leggyakrabban
a prokariotdk genomjara [66], valamint ezekben az él61ényekben eléforduld plazmidokra is
[67]. Ezenkiviil az eukariotdk mitokondridlis DNS-e altalaban szintén cirkularis, mig a
kloroplasztisz DNS-e minden esetben ilyen szerkezetii [68].

Fiiggetleniil att6l, hogy eukariota vagy prokaridta, a DNS-re altalanosan jellemz6, hogy
nukleotidokbdl épiil fel (egy nukleotid harom komponensbdl all: egy foszfat-csoportbol, egy
nukleobazisbol €s egy pentdz molekulabol). A DNS nukleotidjainak sorrendje (szekvenciaja)
hordozza az ¢ld1ényt alkoté sejtek mitkodésére vonatkozd teljes bioldgiai informéciot. Tobb,
mint 70 évvel ezel6tt Watson és Crick megjelentettek egy publikaciot a DNS struktarajarol,
amelyben kihangsulyoztak két f6 jellemzdjét: a nukleobdzisok komplementaritasat a két

DNS szélon, valamint a polimer duplahelikalis voltat [69] (2. dbra).
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2. d@bra. A DNS dupla hélix szerkezete és felépitése

A DNS molekula alapvetden két részre oszthaté: a cukor-foszfatgerincre ¢és az
oldalcsoportokra. A cukor-foszfatgerinc felvaltva 2-dezoxi-D-ribéz molekuldkbol és
foszfatcsoportokbol all, amelyek szabalyos, 3°,5’-foszfodiészter kotések révén

kapcsolodnak 6ssze. Az oldalcsoportokat purin- vagy pirimidinbéazisok alkotjak, amelyek
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koziil minden egyes cukorhoz csak egy bazis kapcsolddik. A DNS felépitésében két purin,
az adenin (A) és a guanin (G), valamint két pirimidin, a citozin (C) és a timin (T) bazis vesz
részt. A bazis ¢€s a pentdz glikozidos kapcsolata nukleozidot eredményez, amelyben a
cukorkomponens dezoxiriboz, furandéz formaban. A dezoxiribdéz N-glikozidos kotéssel
kapcsolddik a pirimidin-nukleozidok esetében az Ni-, mig a purin-nukleozidok esetében az
No-atomhoz. A DNS két lancat hidrogénkdtések tartjdk Ossze a nitrogéntartalma,
heterociklusos bazisok kozott, amelyek a bazisparosodasi szabalyt kovetve kapcsolodnak
egymashoz: az adenin kizarélag a timinnel tud kapcsolodni, két hidrogénhidat alkotva, mig
a citozin csak a guaninnal, harom hidrogénhidat képezve. Ezek a kotések erdsen irdnyitott
jellegliek, a molekula masodlagos szerkezetét stabilizaljak, és a bazisok sikjaban képesek
kialakulni [70]. A kiilonb6z6 DNS molekuldk bazisosszetétele széles hatarok kozott
valtozhat, de a kettds szalu DNS-ben az adenin-timin (A:T), valamint a citozin-guanin (G:C)
aranya megkozelitéleg 1:1. A DNS két szala egymashoz képest antiparallel, vagyis
parhuzamos lefutastiak, de ellentétes iranyultsaguak. Ez a két ldnc egymasra csavarodik ¢€s
igy adja a molekula kettds spirdl jellegét (2. abra) [69]. A DNS — az RNS-sel szemben — a
kettds szalu szerkezete miatt, nagy fiziko-kémiai stabilitdssal és jelentés mechanikai

rigiditassal rendelkezik [71].

2.2.2. Babkteridalis genomi és plazmid DNS

A dolgozatban bemutatott kisérleti rendszerhez igazodva elsdsorban a bakterialis sejtekben
megtalalhatdo DNS két, funkcionalisan eltérd tipusanak, a genomi és a plazmid DNS-nek a
bemutatasara keriil sor. E két DNS tipus nemcsak bioldgiai, hanem izolalastechnikai
szempontbol is kiilonb6z6 tulajdonsagokkal rendelkezik, mivel eltérd méret és kdpiaszam
jellemzi 6ket (3. 4bra).

A prokariota gDNS nagy molekulatomegli és komplex szerkezetli biomolekula, amely
kisebb, cirkularis pDNS. Komplexitasa kémiai Osszetételével is magyarazhatd, mely
tartalmaz kisebb mennyiségben tarsult fehérjéket (hisztonszerli fehérjék), kétértéki
kationokat (pl. Mg*"), és egyéb kis molekulakat (pl. vizmolekuldk), amelyek
befolyasolhatjak az oldhatosagot és a molekula térszerkezetét [72]. Mindezen természetes
asszociaciok, bar elengedhetetlenek a DNS funkciojahoz a sejtben, izolalasi koriilmények
kozott problémat jelenthetnek.

A genomi DNS izolalasa soran jellemzden nagy méretii, alacsony kopiaszamti DNS-frakcio

kinyerése a cél. Ezen folyamat sordn azonban gyakran juthatnak szennyezések az
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extraktumba, példdul RNS, fehérjék, poliszacharidok vagy fenol vegyiiletek formajaban,
amelyek gatolhatjak az enzimek miikddését és torzithatjak az analitikai eredményeket [73].
A hatékony extrakcio célja olyan, nagy molekulatomegi, tiszta DNS kinyerése, amely
mentes az inhibitoroktol, és megoérzi a genomi szerkezet integritasat [74]. A megbizhato
gDNS-izolalas kiilondsen fontos a klinikai diagnosztikaban, a kriminalisztikaban, valamint
a genetikai modositdsok soran, mivel a mintdk mindsége kozvetleniil befolyasolja a
kisérletek reprodukalhatosagat és az adatok megbizhatdsagat [75]. A genomi DNS emellett
alapvetd kiindulasi molekulaként szolgéal a kornyezeti mikrobioldgiai vizsgalatokban is,
példaul biodegradaciés folyamatok elemzésében, a mikrokdrnyezet genetikai
sokféleségének feltarasaban és fajok azonositasaban [76,77].

A gDNS izolalasa soran nemcsak a kémiai szennyezok, de a polimer fizikai darabolddasa is
problémat jelenthet. Bar a DNS stabil vegyiilet, azonban izolalasa soran, ha nem dolgozunk
elég ovatosan, hosszabb-rovidebb fragmentumokra toredezhet [78]. A DNS extrakciojat
kovetéen az izolalt biomolekuldt, mint terméket, downstream eljarasokban, esetleg
preparativ célokra hasznalhatjdk fel. Igy a szerkezetileg ép molekula kinyerése
elengedhetetlen.

A bakteridlis sejtekben megtaldlhatdé plazmid DNS kisebb méretli, 6nalléan replikalodo,
extrakromoszomalis genetikai elem, amely egy sejten beliil gyakran tobb kdpidban van jelen.
A plazmidok altaldban olyan géneket kodolnak, amelyek csak bizonyos kdrnyezeti feltételek
mellett expresszalodnak, ugyanakkor a gazdasejt alapvetd ndvekedéséhez standard
korilmények kozott nem sziikségesek [52]. Kivételt képeznek ez aldl a plazmid
fennmaradéasahoz sziikséges gének — példaul a replikacidt és szegregaciot biztositod rep és
par gének —, amelyek rendszerint konstitutivan expresszalodnak [79,80]. Tipikus példa egy
plazmidon talalhaté génre az antibiotikum-rezisztencia gén (3. 4bra), amely lehetdvé teszi,
hogy az azt hordozdé baktériumok egy vagy tobb antibiotikummal szemben ellenallova
valjanak [81]. A rezisztencia a pDNS replikacioja révén az utddsejtekre is atoroklodik,
tovabba egyes plazmidok esetében horizontalis géntranszfer utjdn mas baktériumsejteknek

is atadhato [82].
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@) PDNS
gDNS

haktériumseijt

3. d@bra. Baktériumsejt 6rokito anyagai: gDNS és pDNS (kinagyitva egy pDNS sematikus abraja, melyen egy
ampicillin rezisztancidért felelds gén (Amp®) és a replikdcios origd (Ori) ldtszédik)

A plazmid DNS kiilonb6zé topologiai formakban fordulhat eld. Jellemzden
megkiilonboztethetd a szuperhelikalis (kovalensen zart cirkuldris) forma, amelyben a
cirkularis, kettds szali DNS még inkabb felcsavart allapotban van, nyilt cirkularis, amely
egyetlen szal megszakadasanak kovetkeztében alakul ki, valamint a linearis, amelynél a

DNS mindkét szala ugyanazon a ponton megtorik, igy a molekula linearizalodik (4. abra).

kovalensen zart
cirkularis forma

nyilt cirkularis
forma (monomer)

D linearis monomer
konkatamer
(nyilt cirkularis

dimer)

4. dbra. A pDNS négy topologiai formdja
In vivo koriilmények kozott a pDNS jellemzden tomor, szuperhelikalis allapotban van jelen,
egyrészt a kompaktabb térkitoltés biztositdsa érdekében, masrészt pedig azért, mert ez az
allapot befolyasolja a transzkripciot, a replikaciot és a DNS-fehérje kolcsonhatasokat [83].
A laboratoriumban azonban, 6vatos preparalas mellett is megtorténik, hogy bizonyos pDNS

molekuldk egyik szalan torés alakul ki. Mivel ez a torés csak az egyik szdlon talalhatd, a
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molekula még cirkularis marad, de a kialakult hézag hatasara megsziinik a topoldgiai
kényszer, ami lehetdvé teszi az extrafeltekeredés kilazulasat és a foszfodiészter gerinc
Osszekapcsolodhatnak és konkatamert (nyilt cirkuldris dimert vagy akar trimert)
formalhatnak (4. dbra). Emellett a konkatamer forma lehet rekombinacids események,
ligalas vagy replikacios hibak kovetkezménye is [84].

A pDNS molekuldk torése az izolalasi folyamatban a sejtlizis vagy a genomi DNS
eltavolitdsanak 1épésében torténhet. Ennek kovetkeztében az emlitett topologiai formak
mindegyike benne lehet egyazon preparalt pDNS mintdban. A kovalensen zart cirkularis
DNS annyira tomor, hogy sokkal konnyebben éathalad az agardz gél poérusain, mig a nyilt
cirkuldris, illetve linearis formék — bar bazisparjaik szdma megegyezik a kovalensen zart
formaéval — nagyobb ellenallast mutatnak a porusokkal szemben, ezért rovidebb utat tesznek
meg a térhalos szerkezetben. Mindez az agardz gélelektroforézis soran komplex savmintazat
kialakulasahoz vezethet [85]. Igy elmondhatd, hogy az agardz gélelektroforézis soran
megfigyelt sdvmintdzat nem csupan a DNS mennyiségérdl, hanem a pDNS topoldgiai
allapotardl is informacidt szolgaltat.

A pDNS nemcsak analitikai szempontbol jelentds, hanem alapveté kiindulopontja szamos
molekularis bioldgiai és biotechnologiai alkalmazasnak, mint a génmodositas (pl.
rekombinans fehérjék fejlesztése, virdlis vektorok eldallitdsa), valamint génterapia ¢és
bioterapias alkalmazasok [86]. Eppen ezért fontos a gyors, hatékony és megbizhaté DNS-
1zolalasi stratégidk kidolgozéasa, amelyek nemcsak kevés laboratoriumi eszkozt igényelnek,
hanem koltséghatékonyak is [6].

Mivel a plazmid és genomi DNS molekuldk szerkezete és funkcidja is eltérd, igy izolalasuk
is részben kiilonbozd technologidk alkalmazasat igényli. Az utdbbi években megjelent 1)
technologidk, mint példaul a funkcionalizalt magneses nanorészecskék alkalmazésa, tovabb

noveltek a DNS-izolalas hatékonysagat és egyszertiségét [87].

2.2.3. Az RNS felépitése és szerkezete

A ribonukleinsav (RNS) linearis polimer, amely szintén nukleotidokbol épiil fel, ugyanolyan
foszfodiészter kotések révén, amelyek a DNS szerkezetében is megtalalhatok. Az RNS egyik
legfontosabb kémiai sajatossaga a rib6z 2’-hidroxil (-OH) csoportja, amely hidnyzik a DNS
2’-dezoxiribézaban. Ez a funkcios csoport noveli az RNS kémiai reaktivitasat, kiilonosen
baziskatalizalt hidrolizissel szembeni érzékenységét [88]. Az RNS bdzisai az adenin és

guanin purinok, valamint a citozin és uracil (U) pirimidinek. Az uracil a DNS-ben talalhato
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timint helyettesiti. Az egyszali RNS (ssRNS) a sejtes szervezetekben a leggyakoribb, ide
tartozik az mRNS, tRNS, rRNS ¢és szdmos szabalyozoé kis RNS (sRNS). Ezekben a
molekuldkban gyakran megfigyelhetd az intramolekularis bazisparosodas jelensége. A
kettds szala RNS (dsRNS) ritkabb, de jelen lehet bizonyos virusok genomjaként (pl.
Reoviridae) [89], tovabba molekularis mechanizmusokban, mint példaul az RNS-
interferencia sordn (siRNS, miRNS) [90].

Az RNS molekula tehat kémiai tulajdonsagaibol adodoan Iényegesen érzékenyebb a
kornyezeti tényezokre, mint a DNS. Kiilondsen igaz ez a bazikus kozegre ¢és a ribonukleaz
enzim jelenlétére, ez utdbbi gyakorlatilag minden biologiai rendszerben nagy mennyiségben
eléfordul. Ennek kovetkeztében az RNS molekuldk (foként az mRNS ¢s sSRNS) élettartama
rovid, és funkcidjuk tilnyomorészt &tmeneti jellegii [91]. A hirvivé RNS-ek (mRNS) példaul
csak addig maradnak stabilan jelen a sejtben, ameddig a benniik tarolt genetikai informécio
atirdsa (transzlacid) zajlik. Ezt kovetden specifikus lebonté mechanizmusok (pl.
exoribonukleazok ¢és endoribonukledzok altal végzett degradacio) eltavolitjak Oket,
biztositva ezzel a génexpresszid gyors €s dinamikus szabéalyozasat [92].

A sejtekbdl kinyert RNS-t leginkabb génexpresszids profilok vizsgalatara alkalmazzak [11],
valamint patogén €s nem patogén baktériumok mechanizmusainak feltarasara, beleértve a
gazdasejttel vald interakcidkat, de fontos teriilet a transzkriptomika is, amellyel lehetoség

nyilik példaul kérnyezeti mintdk mikrobidlis kozosségeinek funkcionalis elemzésére [93].

2.3. A nukleinsavak kinyerésének alapelvei és kihivasai

Mivel a pDNS és gDNS, illetve az RNS molekulak struktirdjukat és funkciojukat tekintve
is eltérnek, ezért izolalasuk is részben kiilonbozd technikak és vegyszerek alkalmazasat
igényli. A bakterialis plazmid-izolalasi eljaras alapja a pDNS molekula gDNS-t6l eltérd
fiziko-kémiai tulajdonsigain (méret, topoldgia) és az ebbdl adodo eltérd renaturacids
képességen alapul. A pDNS izolalds hagyomanyosan alkalikus lizissel torténik, mely
eltavolitdsan alapul [94]. A bakteridlis sejtmembran feltarasa ilyenkor lugos pufferrel és
detergenssel (NaOH + SDS (natrium-dodecil-szulfat)) torténik, amely egyszerre denaturalja
a fehérjéket és a DNS-t. A pH semlegesitésével (pl. kalium-acetat tartalmt puffer) a sejtbdl
szarmazo6 fehérjek, lipidek és a nagyméretli DNS irreverzibilisen precipitalddnak, mikézben
a pDNS képes gyorsan ¢és teljesen renaturalodni. Ennek hatterében az 4all, hogy a pDNS egy
kis méretii cirkularis molekula, és bar a denaturald koriilmények kozott megsziinnek a

hidrogénkotések a két DNS szal kozott, a szalak nem tavolodnak el, mert egymasra vannak
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tekeredve. A pDNS tovabbi tisztitasa torténhet szilicium-dioxid affinitas oszlopon, magneses
nanorészecskéken, vagy hagyomanyos fenol-kloroform extrakciéval [3].

A gDNS kinyerése eltérd megkozelitést, tobb id6t €s nagyobb koriiltekintést igényel a
szerkezeti integritds megdrzése miatt. A Dbakteridlis sejtlizis nem alkalikus puffer
segitségével torténik, hiszen itt a nagyobb méretii gDNS épsége a fontos. A kiméletes feltaras
lényege, hogy a gDNS ne fragmentdlodjon. Ebben az esetben a membran megbontasa
lizozim enzimmel torténik, de mechanikai modszer (pl. ultrahangos kezelés) is
alkalmazhatd. A fehérjék eltavolitasa proteaz enzimmel (proteindz K) és detergensekkel
torténik. Az RNS degradécioja pedig barmilyen tipusi DNS-izolalas esetén RNaz enzimmel
valosul meg. A denaturalt fehérjék és lipidek kicsapasa torténhet szerves oldoszerekkel, de
alternativ modszer a pPDNS-nél mar emlitett affinitds oszlop és a magneses nanorészecskék
alkalmazasa.

Mind a pDNS, mind a gDNS izolalasi folyamataban az utols6 1épés az elticid, mely soran
altalaban TE (Tris-EDTA) pufferben oldjak vissza és taroljak az izolalt nukleinsavat [3,95].
Az RNS izoléalasa tovabbi kihivasokkal jar, kiilondsen a baziskatalizalt hidrolizisre valo
hajlam, és a sejtekben nagy mennyiségben jelenlévd RNazok miatt. Igy az extrakcids
folyamat f6 kihivasa a sejtek feltarasa mellett az RN4az enzimek inaktivalasa és a tiszta RNS
megorzése. A sejtlizis soran kaotrop anyagokat, példaul guanidium-tiocianatot (GTC)
hasznélnak, amely egyszerre inaktivalja az RNazokat és denaturélja a fehérjéket [96]. Ebben
az esetben is alkalmazhat6 szerves extrakcio (pl. fenol, kloroform, izoamil-alkohol), de a
kereskedelmi forgalomban kaphato, affinitas oszlop-alapu készletek [97] €s a magneses
nanorészecskék, mint szilard fazisu extrakcidos eszkozok, szintén alkalmasak RNS-
kinyerésre [11].

Osszességében a pDNS, gDNS és RNS izolalasanak kiilonbségei a molekulak méretébél,
fizikai és kémiai szerkezetébdl, illetve asszocidlt komponenseikbdl adédnak. A magas
mindségli nukleinsav-extrakci6 alapvetd a downstream alkalmazasok sikeréhez. Ez
indokolja a gyors, hatékony és megbizhaté nukleinsav-kinyerési stratégiak, példaul a

magneses nanorészecske-alapu izolaléas fejlesztését.

2.4. Magneses nanorészecskékkel torténo DNS- és RNS-kinyerés bakterialis sejtekbél

A 2000-es évektdl kezdve megjelentek olyan kozlemények, amelyek kiilonbozd tipust és
Osszetételll magneses nanorészecskékrdl szamoltak be, és ezeket szilard fazisu nukleinsav-
izolaloként vagy -szeparaloként alkalmazték kiilonbozd sejtekbdl és kdzegekbdl [98—100].

A magneses nanorészecske-alapi DNS-izoldlds — az affinitds oszlopos moddszerhez
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hasonléan — szdmos elénnyel jar az iddigényes, egészségre karos oldoszerekkel végzett,
hagyomanyos (fenol-kloroformos) modszerhez képest. A magneses tulajdonsagu
gyongyokhoz kotott DNS molekuldk sejtlizatumtol vald elvélasztasa egy erds kiilsd
magneses tér segitségével torténik. A magneses részecskék (a hozzajuk kotddott DNS
molekulakkal egylitt) a mégnes elhelyezkedésétdl fiiggden a mintatartd csé aljan vagy
oldalan gytilnek Ossze, igy a (DNS mentes) feliilusz6 frakcid pipetta segitségével
eltavolithatd. Az MNP-DNS komplex etanolos mosasat kvetden a DNS molekulak elticidja
(deszorpcidja a részecskék feliiletérdl) torténik [3]. A konvencionalis nukleinsav-izolalasi
modszerekkel Osszehasonlitva, az MNP-alapu technika elénye, hogy gyorsabb ¢és
egyszerlibben automatizalhat6, mivel nem igényel hosszadalmas centrifugalasi 1épéseket, és
igy a nyiréer6bdl eredd kéarosodds kockazata is csokkenthetd [3]. A szakirodalomban
megjelent eredmények alapjan a ferrit-alapi magneses nanorészecskék bakteridlis
nukleinsav-izolalasban vald alkalmazédsa lehetséges, ugyanakkor az alkalmazott
megkozelitések és rendszerek jelentds valtozatossdgot mutatnak, kiilondsen az egyes ferrit-
Osszetételek és feliiletkémiai tulajdonsagok tekintetében.

Az elmult kozel két évtized szakirodalmaban szamos példa talalhaté ferrit-alapti magneses
nanorészecskék nukleinsav-izolald képességének vizsgalatara, amelyek tematikusan
kapcsolodnak a jelen kutatds targydhoz. Kobalt-ferrit (CoFe2O4) nanorészecskéket
hasznaltak példaul csirkék vérébdl és Lactococcus baktériumbol izolalt DNS adszorpcios €s
deszorpcids vizsgalataira, majd a részecskék feliiletén sikeresen megkdtott nukleinsavat
PCR reakcioban hasznaltak fel [101]. Szintén CoFe;0s-et (alginsavval bevonva) hasznaltak
PCR amplikonok szeparalasara, amelyeket a tovabbiakban restrikcios enzimek katalizalta
reakciokban sikeresen teszteltek [102]. Chiang és munkatarsai kifejezetten plazmid
molekuldk kinyerését tlizték ki célul, és mindehhez polietiléniminnel bevont Fe3O4
(magnetit) nanorészecskéket hasznaltak [103]. Dimerkapto-szukcininsavval bevont
magnetit MNP-ken végzett kisérletek soran tiszta DNS adszorpcigjat tanulmanyoztak, €s a
visszanyerési arany a kezdeti DNS-mennyiséghez képest 86,16%-nak bizonyult [104].
Jelentds szamu olyan kutatds van, amelyekben nem bevonatolt magnetit részecskéket
alkalmaznak DNS sejtes extrakciojara vagy kozegekbdl torténd elkiilonitésére, és ehhez a
részecskék felszinén 1évé —OH csoportokat hasznaljak [105,106]. Ezekben a rendszerekben
a kotddés kortilmeényeit (példaul az ionerdsséget €s a kondenzaciot eldsegité adalékokat) ugy
valasztjak meg, hogy a DNS-feliilet kolcsonhatasok kialakuldsat tamogassak, amelynek
fiziko-kémiai hatterét a 2.5. fejezet targyalja. Ilyen, bevonat nélkiili Fe3;04 MNP-k esetén
mas publikacidkban a maximalisan kinyerheté DNS koncentraci6 18-20 ng/mL volt [8,107].
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Hasonl6 eredményeket értek el egy masik kutaté csoportban, ahol a magnetit részecskékkel
bakterialis sejtekbdl 13,4 pg/mL DNS-t izolaltak [108].

A baktériumokbdl extrahalt RNS a sejtek izoldlasanak idépontjaban fennallo, aktualis
génexpresszios allapotot tikkrozi. A kinyerés pillanataban izolalt teljes RNS-tartalom (amely
magaban foglalja az mRNS-t, rRNS-t, tRNS-t és egyéb nem-kodold, szabalyozd vagy
strukturalis funkcidju sRNS-eket is) azon gének Osszességét reprezentalja, amelyek az adott
kornyezeti feltételek, fizioldgiai allapot vagy életciklus-szakasz hatdsara transzkripcioval
atirodtak vagy éppen atirodnak, példaul a tépanyagfelvételben szerepet jatszo
géncsoportokat [109]. Léteznek azonban olyan gének is, amelyek expresszidja a kdrnyezeti
kortilményektdl fliggetleniil stabilnak mondhatd. Ezek a haztartdsi gének, amelyek a sejt
alapvetd életfolyamatainak fenntartdsdhoz sziikségesek, és transzkriptomjaik a teljes RNS-
készlet stabil komponenseit alkotjak [110]. Az RNS nanorészecskékkel vald kinyerését
fokuszba helyezve, a publikaciok szama foleg a SARS-CoV-2 fert6z¢s kitdrése utan nott
meg jelentdsen. A szakirodalomban tilnyomoérészt olyan kutatasokat talalunk, amelyek
viralis RNS extrakcidjat célozzak meg MNP segitségével [11,111], ezaltal nemcsak egy
kevéssé vizsgalt teriiltet érintve, hanem a virusfertézések detektaldsat is megkonnyitve. Ezen
kiviil megjelenik néhany olyan kutatas, amelyben bakteridlis DNS és RNS egyiittes
extrakciojat valositjadk meg MNP-vel kiilonbozd sejtekbdl [112,113], vagy csak RNS-t
eukariotakbol [114]. Azonban kizarolag bakterialis RNS kinyerésére iranyul6, olyan MNP-
alapu protokoll, amely nem funkcionalizalt MNP-ket hasznal (olyan értelemben, hogy a
nanorészecskék feliiletét a cél RNS szekvencidval komplementer nukleinsavval
funkcionalizaljak, a szelektiv kinyerés érdekében [115]), a szakirodalomban egyeldre nincs.
Mindezek alapjan indokoltnak tlint olyan MNP-alapi megkozelitések vizsgalata, amelyek
bakterialis RNS kinyerésére is alkalmasak lehetnek, kiilonos tekintettel az ilyen értelemben
nem funkcionalizalt nanorészecskék alkalmazasara.

A kinyert nukleinsavak mennyiségének €s mindségeének ellendrzése az extrakcios eljarasok
fontos része. A mindségellendrzést jellemzden elektroforézissel és/vagy spektrofotometrias,
illetve fluorometrids mérésekkel végzik. RNS esetében — kémiai instabilitasa és funkcionalis
szerepe miatt — ezt gyakran funkcionalis validacidos modszerekkel, példaul reverz
transzkripcids polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) egészitik ki [116]. Az RT-PCR nemcsak
az izolalas sikerességének visszaellendrzésére, hanem a kinyert RNS funkcionalis

analizisére — adott célszekvencia amplifikalhatosagan keresztiil — is alkalmas.
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2.5. A nukleinsavak és nanorészecskék fiziko-kémiai kapcsolata

A protokollfejlesztés alapja az izolalando nukleinsav és az izolalasra hasznalt feliilet fizikai-
kémiai tulajdonsagainak ismerete, mivel ezek nélkiil sem a szelektiv kotddés, sem a
hatékony visszanyerés nem biztosithatd. Ennek megfelelden a magneses nanorészecskék és
nukleinsavak kozotti kolecsonhatasok mechanizmusainak megértése lehetévé teszi olyan
kinyerési protokollok kialakitasat, amelyek a komponensek fizikai-kémiai tulajdonsagainak
célzott kihasznélasaval nagy hatékonysagot érnek el, mikdzben csokkenthetd a sziikséges
reagensek, 1épések és eszk6zok szama.

A nukleinsavak mas molekulakkal ¢és szupramolekularis komplexekkel valo
kolesonhatadsaban jelent0s szerepet jatszik a foszfatcsoportok és a nukleobazisok
protonaltsagi allapota. A foszfatvaz fiziologias pH-n allandoan negativ toltésii, mig a bazisok
protonélodésa savas, illetve deprotonalddasa lugos pH-tartomanyban valik jelentdssé, ami
hatassal lehet a hidrogénkdtésekre és az elektrosztatikus kolcsonhatasokra [30,31]. Az
aminocsoporttal modositott ferrit-alapi nanorészecskék esetében a feliileten talalhaté -NH»
csoportok sav-bazis egyensulya pH-fliggd: savas és semleges pH-tartomanyban ezek
tlnyomorészt protonalt (-NH3") formaban vannak jelen, mig lagos kornyezetben fokozatos
deprotonalodasuk kovetkezik be [117]. A nem funkcionalizalt ferrit-alapt MNP-k feliiletét
fém-hidroxil csoportok boritjak, amelyek amfoter jelleglikbél adédoan szintén pH-fiiggd
protonalddasi és deprotondlodasi egyensulyt mutatnak [102,118]. Amennyiben a magneses
nanorészecskék elektrokinetikai potencidlja negativ, a DNS molekulakkal torténd
kolcsonhatds nem elsdsorban elektrosztatikus vonzason alapul, hanem kiilonb6zd
nemkovalens kdlcsonhatasok — tobbek kozott hidrogénkdtések — egylittes hozzéajarulasaval
valosulhat meg. Ferrit-alapu nanorészecskék esetében a feliileti =Fe—OH csoportok donor
hidrogénatomjai  hidrogénkotéseket —alakithatnak ki a DNS  foszfatgerincének
oxigénatomjaival, amelyek nemkotd elektronparjaik révén hidrogénkdotés-akceeptorként
vesznek részt ezekben a kélcsonhatasokban [119].

A kotédés hatékonysagat jelentdsen befolyasolja a kisérleti kornyezet, kiilondsen az
1onerdsség €s a nukleinsav molekuldk konformacidja. A nagy ionerdsség (pl. NaCl-tartalom)
[32], az oldatban jelenlévd ellenionok révén toltésarnyékolast eredményez, mig a PEG-
segiti eld. Ezek egylittesen rendszerfliggd moddon novelhetik vagy csokkenthetik az

adszorpcio mértékét [93,94]. Rittich és munkatarsai eredményei is ezt tamasztjak ala,
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cyey

koriilmények) alkalmazésa jelentds kiillonbséget eredményezhet a DNS hozamban [102].
Az MNP-k mérete, morfologiaja, magneses szaturaciodja és feliileti moddositdsa mind
befolyasoljak a nukleinsavakkal torténd interakciokat. Példaul kisebb részecskeméret
nagyobb fajlagos feliiletet biztosit, igy tobb kotohely lehet a nukleinsav molekuldk szamara.
Emellett a magasabb magneses szaturacid elonyos lehet az adszorbealt DNS vagy RNS
gyors €s hatékony magneses elvalasztasadhoz [102].

A fenti szakirodalmi adatok alapjan elmondhatd, hogy a ferrit-alapi magneses
nanorészecskék alkalmasak lehetnek nukleinsavak megkdtésére és kinyerésére, azonban a
kolcsonhatdsok mértékét és a kinyerés hatékonysagat szdmos, egymassal Osszefiiggd
paraméter (Osszetétel, feliiletkémia, pH, ionerdsség, részecskeméret) befolyasolja. Ennek
kovetkeztében az egyes megkozelitések kozvetlen Osszehasonlitdsa gyakran nehéz, és
indokolt a rendszerek egységes szempontrendszer szerinti vizsgalata, illetve a kinyerési
feltételek célzott optimalizalasa. A fenti megfontolasok alapjan fogalmaztam meg a

disszertacio célkitlizéseit, amelyeket a kovetkezd fejezetben részletezek.
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3. Célkitiizések

A disszertacio f6 célja olyan nukleinsav-izolalasi protokollok kifejlesztése magneses
nanorészecskék segitségével, amelyek hatékonysagukban megkdzelitik vagy felillmuljak a
kereskedelmi forgalomban elérhetd izolald készletek teljesitményét. Emellett célom volt,
hogy a kidolgozott mddszerek egyszeriibb, felhasznaldbarat megkdzelitést kinaljanak,
kevesebb laboratoriumi eszkdz hasznalatat tegyék sziikségessé, és az alacsony eldallitasi
koltség révén gazdasagos, koltséghatékony alternativat biztositsanak a konvencionalis
izolalasi eljarasokkal szemben. Mindezek megvalositasa érdekében az alabbi konkrét
célokat tliztem ki:

e reverzibilis DNS-kotés  lehetdségének — vizsgalatat  ferrit-alapt  magneses
nanorészecskével

e atesztelt ferrit-alapu magneses nanorészecskék (mangan-, nikkel- €s magnézium-ferrit)
esetén egyedi és hatékony, toxikus vegyszerektél mentes pDNS-izolaldé protokoll
kidolgozasat,

e mindharom vizsgalt ferrit-alapi MNP esetén 0sszehasonlitani a funkcids csoporttal
ellatott és a nem funkcionalizalt véltozatokat, olyan szempontbol, hogy a feliileti
modositas milyen mértékben befolyasolja a pDNS-izolalas hatékonysagat,

o két, azonos Osszetételli, de eltérd eldallitdsi modszerrel késziilt magneses
nanorészecske (MgFe204-NHz) bakteridlis DNS-kinyerésre vald alkalmassaganak
Osszehasonlitasat, annak megallapitdsa céljabol, hogy a szintézis moédja kritikus
paraméter-e a DNS-izoldlas hatékonysaga és a mddszer gyakorlati alkalmazhatosaga
szempontjabol,

e a pDNS-izolalasra legalkalmasabb MNP kivalasztasat annak alapjan, hogy nemcsak
nagy mennyiségll €s joO mindségli DNS-t biztositson, hanem a kisérleti koriilmények
véltozasaira a lehetd legkisebb mértékben legyen érzékeny,

e apDNS-izolalasra legalkalmasabb MNP alkalmazhatdsaganak kiterjesztését bakterialis
gDNS és RNS-kinyerésére alkalmas protokoll kidolgozadsara, valamint a kinyert

nukleinsavak molekularis bioldgiai felhasznalhatésaganak kisérletes igazolasat.
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4. Anyagok és modszerek
4.1. Felhasznalt anyagok és eszkozok

A doktori kutatdsom soran alkalmazott reagensek, laboratériumi eszk6zok, mérémiiszerek
¢s szoftverek részletes felsorolasat a Mellékletek 2. fejezete tartalmazza. A fészovegben
kizarolag azokat az anyagokat és eszkozoket ismertetem, amelyek a kisérletek modszertani
megértése €s reprodukalhatosdga szempontjabol l1ényegesek.

A bakteridlis sejtkulturdk tenyésztéséhez standard LB-alapu (Luria-Bertani tapkozeg)
taptalajokat és szelektiv antibiotikumokat alkalmaztam. A nukleinsav-izolalasi kisérletekhez
kiilonbozé kémiai reagenseket (detergensek, pufferkomponensek, sok, kaotrop anyagok),
valamint magneses nanorészecskéket hasznaltam. A magneses nanorészecskéket a Miskolci
Egyetem Kémiai Intézetének Nanoszerkezetli Anyagok Kutatocsoportjdban dolgozo
munkatarsak szintetizaltdk ¢és karakterizaltdk. A fehérje- és nukleinsav-szennyezések
eltavolitasahoz protedz, RNaz és DNaz enzimeket alkalmaztam.

Az izolalt DNS és RNS mennyiségi és mindségi vizsgalatat agaroz gélelektroforézissel,
valamint spektrofotometrias mérésekkel végeztem. A nukleinsavak molekularis biologiai
felhasznalhatosagat restrikciés emésztésekkel, PCR- ¢és qPCR-alapt moddszerekkel
igazoltam. Az RNS mintdk funkcionalis épségének vizsgalatat — egy adott célszekvencia
amplifikalhatosadgan keresztiil — reverz transzkripcios PCR reakcidéval (RT-PCR) végeztem.
A magneses nanorészecskékkel végzett izolalasi eljarasokat kereskedelmi forgalomban
elérhet6 DNS- és RNS-izoldldo készletekkel hasonlitottam  Ossze, amelyek
referenciamodszerként szolgaltak a hozam, tisztasag és reprodukélhatosag értekeléséhez.

A kisérletek soran alkalmazott mérémiuszerek kozé tartoztak tobbek kozott centrifugak,
inkubatorok, PCR- ¢és qPCR késziilékek, UV-Vis spektrofotométer, gélelektroforézis
berendezés ¢és géldokumentacidos rendszer. Az adatok feldolgozasdahoz és az &brak

készitéséhez altalanosan hasznalt bioinformatikai és grafikai szoftvereket alkalmaztam.

4.2. Bakterialis sejttenyésztés folyamata

A Dbaktériumsejteket LB agarlemezr6l LB téaptalajba oltottam, majd razatds mellett
inkubatorban tenyésztettem egy éjszakdn at, az adott baktériumtorzs novekedéséhez
legmegfelelobb hémérsékleten (E. coli (37 °C), P. fluorescens (26 °C), M. luteus (30 °C), B.
subtilis (30 °C)) [120-123]. A tenyésztést kdvetden a sejtszuszpenzidk optikai denzitisat
600 nm hulldmhosszon (ODsoo NanoDrop™ spektrofotométerrel) mértem. Az ODsoo

mérését a sejtndvekedés nyomon kovetésére alkalmaztam. Sejtszuszpenziok esetében a mért
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jel nem tisztdn molekularis abszorpcion, hanem elsdsorban a sejtek altal okozott
fényszorason alapul. Ennek ellenére meghatdrozott koncentracidtartoményban az ODsoo
érték aranyos a sejtszuszpenzio zavarossagaval, és jo kozelitéssel a sejtkoncentracioval is,

igy alkalmas a sejtndvekedés nyomon kovetésére.

4.3. A MnFe:04 MNP DNS-kotésének és a kotés reverzibilitasanak vizsgalata

A kutatas sordn tesztelt els0 magneses nanorészecske a mangan-ferrit volt, melyet
munkatarsaim ultrahangos kavitaciot alkalmazé €gési eljarassal készitettek [124]. Elso
1épésként azt vizsgaltam, hogy DNS molekulak adszorbedlhatok-e az MNP feliiletére,
illetve, hogy az adszorpcid reverzibilis-e. Ennek érdekében egy, a szakirodalomban (mas
nanorészecskékekkel) alkalmazott protokollt [114] vettem alapul és néhdny moddositassal
hasznaltam (pl. mas térfogat mennyiségek, inkubacios id6k, hatékonyabb etanol eltavolitas),
tiszta, csak DNS-t tartalmaz6 oldatot alkalmazva a teszthez. Ehhez egy kereskedelmi

forgalomban elérheté DNS-izolalo készlet segitségével, a gyarto altal eloirt protokoll [125]

alapjan végeztem el a DNS eldzetes extrakciojat, majd a 4.9.2. alfejezetben leirtak alapjan

agardz gélelektroforézissel ellendriztem a kinyert DNS meglétét.

A DNS reverzibilis megkotddésének vizsgalatat az alabbi protokoll alapjan végeztem:

e a szakirodalomban alkalmazott koncentracidtartomanyhoz hasonldéan készitettem egy
0,014 mg/mL koncentracidju MnFe;O4 diszperziot kotd pufterben (2,5 M NaCl; 10 mM
tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA; 20%w/v PEG 1450; 0,05%v/v Tween 20), amely a DNS
adszorpciojanak kozegeként szolgalo oldat;

e hozzdadtam a DNS oldatot, melynek térfogatat a végtérfogat aranyaban hataroztam meg
(2/5 rész), amely a jelen kisérletekben 50 pL-nek felelt meg;

e amintat rdzattam 5 percen keresztiil, majd ugyanennyi ideig magneses tartora helyeztem
(a nanorészecskék a magneshez rendezddtek);

e afeliiluszo frakciot 0j Eppendorf csébe pipettaztam;

e azelegyet 200 pL 80%-0s etanolban szuszpendaltam, razattam (1 min), majd magnesre
helyeztem (5 min) ¢&s eltavolitottam a feliiliszot (ezt a 1épést még egyszer
megismételtem);

e rOvid centrifugdlds utdn a maradék etanolt is eltdvolitottam &és a mintat
szobahdmérsékleten hagytam, hogy teljesen elparologjon az alkohol,

o az eludlast (DNS deszorpcidja az MNP feliiletérdl) 50 pL 10 mM tris-HCI (pH 8,5)
elucios pufferrel végeztem;

e 5 min razatas utan a magneses tartora tettem a mintat (10 min inkubécio);
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e amagneshez rendez6dott nanorészecskék bolygatasa nélkiil, a DNS-t tartalmaz6 elucios
frakciot egy tiszta csObe pipettaztam.
A teljes folyamatot parhuzamosan végeztem el egy negativ kontrollal, ahol a DNS oldat

helyett steril desztillalt vizet adtam a nanorészecskékhez.

4.4. Bakterialis pDNS-izolalasi protokoll kidolgozasa MnFe:04 MNP-vel

A MnFe>O4 MNP-vel végzett bakteridlis pDNS-izolalasi protokoll (5. abra) kidolgozéasa
soran korabban k6z61t, magneses nanorészecskéken alapuld nukleinsav-extrakcids eljarasok
szolgéaltak kiindulési pontként, elsdsorban Oberacker és munkatarsai [114], valamint Treitli
¢s munkatarsai [126] publikacioi. Ezeket a modszereket sajat kisérleti rendszeremhez
igazitva, tovabba a Qiagen plazmid izoladl6 készletek pufterosszetételeit figyelembe véve

alakitottam ki az alkalmazott extrakcios folyamatot [125].

centri-

fugalas + magnes

sejt-
szuszpenzié

sejtlizatum

DNS-MNP szennyezdk DNS-deszorpcio tiszta DNS
komplexek eltdvolitdsa
szepardldsa

5. abra. A kutatas soran kifejlesztett pDNS-izolalo protokoll sémdja, amely mindegyik vizsgalt
nanorészecskere, és mindegyik optimalizalt protokollra dltalanosan érvényes

Az alkalmazott alapprotokoll Iépései a kovetkezdk voltak:

e az Escherichia coli sejteket (5 mL sejtszuszpenziot) centrifugaltam (5 min, 6000xg), a
feliiltszo tapfolyadékot dekantéltam;

e a Plasmid Purification Midi készlet (Qiagen, [125]) altal alkalmazott P1-P3 jeldlésii
puffereket a publikus receptardk alapjan készitettem el és hasznaltam. A Pl

reszuszpendalo puffer (50 mM tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA, 100 ng/mL RNaz A) a
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sejtek homogenizalasat szolgalta, a P2 lagos lizis puffer (200 mM NaOH, 1%w/v SDS)
a sejtek feltarasat és a makromolekuldk denaturdlasat végezte, mig a P3 neutralizald
puffer (3 M kalium-acetat pH 5,5) a pDNS renaturalasan tul a genomi DNS és fehérjék
kicsapasat tette lehetove;

e centrifugalas: 14 500%g, 15 min;

e a por formadban rendelkezésemre bocsatott magneses nanorészecskéket kimértem ¢€s
elkészitettem egy 20 mg/mL-es, 600 uL térfogatu diszperziot kot pufterben (2,5 M
NaCl; 1 M tris-HCI, pH 8,0; 0,5 M EDTA; 20%w/v PEG 6000; 0,05%v/v Tween 20). Az

crer

crer

magneses nanorészecske diszperzohoz, ezzel a nanorészecskék végkoncentracidja
10 mg/mL lett;
e az Eppendorf csdveket 10 percen keresztiil forgattam (itt torténik meg a DNS-MNP
komplexek kialakulasa);
¢ 5 min inkubaci6 magneses tarton, szobahdmérsékleten;
e akialakulo nyers feliiluszo frakciot (amely a potencialisan nem kotott DNS molekulakat
¢és szennyezddéseket tartalmazza) 6sszegylijtottem €s egy 0 csdbe pipettaztam;
e a maradék pelletet (DNS-MNP komplex) pedig haromszor mostam, mindhdromszor
ugyanazt a mos6 puffert alkalmazva (10 mM tris-HCI, pH 7,5 és 80% etanol):
1. mosds: 1 mL mos6 puffer, vortex, magnesen inkubalds (2 min), feliiliszo
eltavolitasa;
2. mosas: 1 mL mosé puffer, 30 s inkubalés, feliiluszo eltavolitasa;
3. mosas: 500 pL mos6é puffer, vortex, 2 min inkubaldas magnesen, feliiluszo
eltavolitasa;
e rovid centrifugidlas a maradék etanolos puffer egyszeribb eltdvolitdsa miatt (a
reakcidelegyben marado alkohol a késdbbi molekularis bioldgiai folyamatokat zavarna);
e az etanol végso eltavolitasdhoz a csdvek nyitott tetdvel torténd inkubélasa 37 °C-on (az
MNP feliiletérél a maradék alkohol is elparolog — kb. 15 min). A mintat nem szabad
»talszaritani”, azaz hagyni, hogy a pellet mar repedezni kezdjen, hiszen akkor az MNP-
hez kotott DNS diszperzid nem lesz homogén, darabos marad. Ez az MNP-rél
visszanyerhetd DNS mennyiségét csokkenti, ezzel pedig az izoldlasi folyamat

hatékonysagat rontja;
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e a mintakat 80 pL eluciés pufferben (10 mM tris-HCI, pH 8,5) szuszpendaltam (10 min,
37 °C), majd magneses tarton inkubaltam (5 min);

e atiszta DNS oldat pipetta segitségével kiillonvalaszthato a nanorészecskéktol;

e hogy megndveljem az izolalt pDNS kihozatalat, egy ijabb elticids 1épést alkalmaztam,

szintén 80 pL-es térfogattal.

A pDNS-izolalasi protokoll optimalizalasa soran azt is vizsgéaltam, hogy az MNP-feliileten
megkotott DNS minél nagyobb aranyu visszanyeréséhez hdny egymast kovetd elualas
sziikséges. Ennek érdekében ugyanazon minta esetében az elicios 1épést egymast kdvetden
Osszesen négy alkalommal végeztem el. Egy eludlas az alabbi 1épésekbdl allt:

e az MNP-DNS komplex szuszpendaldsa elticids pufferben,

e 10 min inkubaci6 37 °C-on,

¢ 5 min magneses szeparalds,

e azelucids frakcio (DNS oldat) atmérése tiszta Eppendorf csobe.

4.5. Bakterialis pDNS-izolalas MgFe204-NH2 MNP-vel, és pDNS-izolalasi hatékonysag

vizsgalata a kiilonboz6 szintézisidejii nanorészecskék esetén

Az amino-funkcionalizdlt magnézium-ferrit magneses nanorészecskék két, eltérd
szintézismodszerrel készitett valtozatat alkalmaztam a pDNS-izolalasi kisérletek soran. Az
egyik minta hagyomanyos koprecipitacios eljarassal késziilt, 12 éran at tartd refluxaltatas
mellett (,,12 h” minta), mig a masik esetében ezt a 1€pést egy mikrohullamu sugarzassal
segitett, 4 perces melegitési eljaras valtotta fel (,4 min” minta). A karakterizalési
eredmények alapjan mindkét nanorészecske Osszetétele ¢és szuperparamagneses
tulajdonsagai Osszehasonlithatonak bizonyultak [14]. A pDNS-kinyerési hatékonysag
Osszehasonlitdsa érdekében tobb parhuzamos 1zoldlast végeztem Escherichia coli
baktériumszuszpenziobol a 4.4. alfejezetben ismertetett alapprotokoll alkalmazéaséaval,
mindkét tipusi MgFe;O4-NH2 MNP-vel. Az extrahdlt pDNS mintdk tisztasagat,
mennyiségét €s szerkezeti épségét UV-Vis spektrofotometridval, agaroz gélelektroforézissel

és restrikcios endonukledzok altal katalizalt emésztési reakciokkal ellendriztem.
4.6. NiFe204 magneses nanorészecskék pDNS-izolalasban valé alkalmazhatésaganak
vizsgalata

A harmadik és egyben utols6 vizsgalt magneses nanorészecske a nikkel-ferrit volt, melynek
vizsgaltam mind a szolvotermalis modszerrel késziilt, funkcionalizalt valtozatat (NiFe;Os-

NHz), mind pedig a funkcios csoport nélkiili formajat (NiFe;O4), amelyet szonokémiai
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szintézissel allitottak eld [6]. A nikkel-ferrit részecskék pDNS-izoldlo képességét a mangan-

ferrit esetében kidolgozott alapprotokollal teszteltem (4.4. alfejezet).

4.7. Extrakcios protokoll optimalizalasa mindegyik vizsgalt MNP-re

Az MNP alapt pDNS izolalasi protokollok optimalizalasat hat kiilonb6zo ferrit-alapt
magneses nanorészecskével végeztem, beleértve a funkcids csoporttal ellatott és a nem
funkcionalizalt véltozatokat is: MnFe2Os4, MnFe2O4-NHz, MgFe;0s, MgFe;0s-NHo,
NiFe204, NiFe2O4-NHo.

A nukleinsav-izolalasi protokoll optimalizalasa soran a szakirodalomban k6zolt, magneses
nanorészecskéken alapuld extrakcios eljarasok tapasztalatait vettem figyelembe. A
szakirodalmi adatok alapjan az izolalasi hatékonysagot elsdsorban két 1épés befolyasolja: a
DNS adszorpciodja és deszorpcioja az MNP feliiletén. Ennek megfelelen a kisérletek soran
ezen lépések koriilményeit modositottam, és a hat kiilonb6zd ferrit-alapt magneses
nanorészecske esetében tobb, eltérd extrakcids protokollt alkalmaztam.

Referenciaként a korabban alapprotokollként emlitett eljarast alkalmaztam, melyet az
optimalizalasi kisérletsorozatban ,,1. Tris-HCI” protokollként pontositottam. A protokoll
elnevezése az alkalmazott elucios puffer tipusara utal, tehat ebben az esetben az elualas
10 mM tris-HCI (pH 8,5) pufterrel tortént.

A masodik protokoll esetében kizarolag az elucios puffer 0sszetételét modositottam: a tris-
HCI pufter helyett 0,1 M K3PO4 (pH 8,0) foszfat puffert alkalmaztam, mig az adszorpcids
¢s mosasi 1épések valtozatlanok maradtak. Ezt az eljarast ,,2. PB” protokollnak neveztem el
(PB = phosphate buffer). A foszfationok DNS-deszorpcidt eldsegitd hatasat korabbi
tanulmanyok is leirtdk, els6sorban amino-funkcids csoporttal moddositott magneses
nanorészecskék esetében [127]. Ennek hatterében az 4ll, hogy ha negativ toltésii ionokkal
teli elticios pufferben szuszpendaljuk a DNS-MNP komplexeket, akkor a szintén negativ
Ossztoltési DNS molekuldkat ezek az ionok kompetitiv mddon kiszoritjak a részecskék
feliiletérdl [128].

A harmadik protokoll kidolgozdsakor mind az adszorpciés, mind a deszorpcids
koriilményeket modositottam. A kotd puffer ebben az esetben nem tartalmazott natrium-
kloridot, mig az elucios pufferben a tris-HCI koncentraci6 valtozatlanul maradt, és emellett
800 mM NaCl-ot tartalmazott. Az eljarast ,,3. Tris-HCI, NaCl” protokollként jeldltem. Az
eredményei alapjan valasztottam, akik kimutattak, hogy ez a megkdzelités novelheti a DNS

visszanyerési hatékonysagat [127].
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Az optimalizélt protokollok minden egyéb lépésiikben megegyeztek az alapprotokollal; az
egyes eljarasok kozotti eltérések kizardlag a koto- és elucios pufferek dsszetételében jelentek

meg, amelyeket az 1. tdblazat szemléltet és foglal Gssze.

1. tablazat. A kéto- és elucios pufferek osszetétele az alap (1. Tris-HCI) és a tovabbfejlesztett protokollokban
(2. PB, 3. Tris-HCI, NaCl). Az 1. protokolltol eltérc valtozasokat pirossal jeloltem.

Protokoll szama és K6t puffer 6sszetétele Elucids puffer dsszetétele
neve (adszorpcio) (deszorpcid)

2,5 M NaCl; 10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1
1. Tris-HClI (alap) mM EDTA; 20%w/v PEG 6000; 0,05%V/v 10 mM Tris-HCl (pH 7,0)
Tween 20

2,5 M Nacl; 10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1
2.PB mM EDTA; 20%w/v PEG 6000; 0,05%V/v 0,1 M K3POg4 (pH 8,0)
Tween 20

10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA;
3. Tris-HCI, NaCl 20%w/v PEG 6000;
0,05%v/v Tween 20

10 mM Tris-HCI (pH 7,0);
800 mM NacCl

4.8. A pDNS-izolalasi hatékonysag kritériumai

Annak érdekében, hogy az egyes magneses nanorészecskék esetében optimalizalt, nagy
hozamu és j6 mindségii DNS-kinyerést érjek el, mind a hat MNP-t mindharom kidolgozott
extrakcios protokollal vizsgéltam (0sszesen 6 x 3 kombindcioban). A kisérleteket legalabb
harom fiiggetlen ismétlésben végeztem el, biztositva ezzel az eredmények statisztikai
megbizhatdsagat. A 18 vizsgalt kombinacié megfeleldségét 6t elére meghatarozott kritérium
alapjan értékeltem:

1. a kinyert DNS koncentracidja,

2. tisztasaga az Az60/A2so arany alapjan,

3. az izolalt plazmid mindsége agardz gélelektroforézis képen,

4. a DNS fragmentaciés mintdzata restrikcids endonukledzokkal katalizalt reakciot
kovetoen,

5. a kinyert DNS integritdsa qPCR reakci6 alapjan.

Az aladbbiakban részletezem a szempontok kritériumait:

1. A pDNS mennyiségi mutatoja (koncentraciomérés):

A pDNS minta abszorbanciajat 260 nm specifikus hulldmhosszon (Azs0) mértem. A
szakirodalomban elfogadott 0sszefliggés szerint Azso = 1,0 abszorbanciaérték 50 pg/mL
tiszta duplaszalt DNS-nek felel meg, igy a mért abszorbancidk alapjan a minta DNS
koncentracioja kiszamithat6 [129,130].
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Osszehasonlitasi alapként figyelembe vettem egy kereskedelmi forgalomban elérhetd
plazmid DNS-izolal6 készletet (Mag-Bind Ultra-Pure Plasmid DNA Kit, Omega Bio-tek),
amely nagy kopiaszamu plazmidok (kb. 300-1000 pDNS kopia/sejt) esetén >10 ug/mL
pDNS hozamot garantal [131]. Jelen vizsgalatban ezzel szemben egy alacsony kopiaszamu
plazmidot (pBAD24; koriilbeliil 10-20 kopia/sejt) izolaltam. Ennek ellenére a protokollok
értékeléséhez a 10 pg/mL-es koncentraciot hataroztam meg kiiszobértékként. A kiiszobérték
alkalmazaséanak célja az egyes mddszerek teljesitményének egységes dsszehasonlithatésaga
volt a kereskedelmi izolalo készletekkel, valamint olyan eljarasok fejlesztése, amelyek

alacsony kopiaszdmu plazmid esetén is magas izolalasi hatékonysagot biztositanak.

2. A pDNS tisztasaganak (szennyezddésmentességének) kritériuma:

DNS tartalmi minta esetén a 280 nm (Azs0) hullamhosszon mért abszorbanciat a
potencialisan szennyez6 fehérjék meghatarozasara hasznaljak. Az Azeo/Azg0 aranyt a DNS
minta tisztasaganak értékelésére szamitjak ki. Jellemzden a tiszta DNS Azso/A2g0 aranya

1,6 — 2,0 értékek kozé esik [132].

3. A pDNS agardz gélelektroforézis (AGE) képen valo megjelenésének kritériuma:

Az agaroz gélelektroforézissel torténd elvalasztds utdn a kapott DNS fragmentumokat
tartalmaz6 mintdknak UV fénnyel megvilagitva jol koriilhatarolt fluoreszcens savokként kell
megjelenniiik a gélképen, a megfeleld molekulatomegli DNS méretmarker savjaival

Osszevethetd migracios pozicidban [133].

4. A pDNS integritasanak kritériuma restrikcidos endonukledzokkal torténd reakciok (REaz

reakciok) alapjan:

A bakteridlis sejtekbdl kivont pDNS integritasa tobbek kozott a pBAD24 molekulan
specifikus felismerd- és hasitohelyekkel rendelkezd restrikcios endonukledzok segitségével
vizsgalhato. Ezek az enzimek felismernek egy adott szekvenciat a DNS-en, és (a felismerési
helyen vagy attdl tavol) hidrolizaljak a DNS gerinc két szomszédos nukleotidja kozotti
foszfodiészterkotést, ragados vagy tompa véget hagyva maguk utan [134]. A DNS épseégét
akkor lehet megerdsiteni, ha az enzimaktivitds meghatarozott méretl ¢és szamu
fragmentumok keletkezését eredményezi. Ha a plazmid molekula az izolalds soran
szerkezeti sériilést szenved (t6rés vagy mutacio), a restrikciés endonukledzok szekvencia-
felismerése vagy hasitdsa gatolt lehet, ami eltérd fragmenticidos mintazatot eredményez

[135].
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5. A pDNS integritasdnak kritériuma gPCR alapjan:

qPCR segitségével leggyakrabban génexpressziot vizsgalnak, de a modszer alkalmas a DNS
mennyiségi [136] és mindségi [137] elemzésére is. A kutatasomban qPCR-t is hasznaltam a
DNS molekulak integritdsanak értékelésére. Ha a DNS templat ép, az oligonukleotid
primerek megfeleld hdmérsékleten hibridizadlnak a komplementer szekvencidjukhoz, és az
altaluk kozrezart génrészlet DNS-polimerazzal torténd amplifikacidja bekovetkezik. A
felsokszorositott termék jelenlétét a megfeleld ciklusszam (Cq) €s a fluoreszcencia jel
intenzitasa jelzi. Szakirodalmi adatok szerint a 35-0s Cq érték koriilbeliil 10 DNS képidnak
felel meg, ami nagyon kis mennyiség. Minél alacsonyabb a Cq érték, annal nagyobb a
kiindulasi minta DNS tartalma [138]. Ennek alapjan a qPCR megfeleldségi kritériuménak a
35 alatti Cq értéket valasztottam. A fluoreszcencia intenzitdsat (RFU) minden esetben pozitiv
kontroll mintdhoz viszonyitva értékeltem, mivel az RFU érték nemcsak az amplifikalt DNS
mennyis€gétdl, hanem az alkalmazott qPCR berendezés érzékenységétol is fiigg [139]. Ezért
az RFU esetében abszolut kiiszobértéket nem hatdroztam meg (hiszen adott mintdban a

maximalis RFU értékek qPCR berendezésenként eltérnek).

A 6. dbra szerint bemutatott dontési fa volt az alapja az elvégzett kisérletek kiértékelésének.
Az abrazolt vizsgalati szintek hataroztdk meg azt is, hogy a downstream folyamatok koziil
melyeket lehet és kell elvégezni, vagy mely esetben sziikséges a tesztelést, a definialt
szabalyoknak valdé nem megfelelés miatt, id6 eldtt megszakitani. Tehat minden esetben az
extrakciot kovetden el@szor spektrofotométeren mértem az izoldlt minta DNS
feleltek meg a definiélt kritériumoknak, a tovabbi vizsgalatokat nem folytattam (pirossal
keretezett agak, 6. é&bra). Pozitiv eredmények esetén agardz gélelektroforézis, majd

restrikcios emésztés és qPCR vizsgalatok kovetkeztek (zolddel keretezett 1épések, 6. abra).
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b

5 mL sejtbél izolalt pDNS

1. spektrofotometrias koncentracio-
és 2. tisztasagmeérés

konc. < 10 pg/mL
VAGY A.o/Aq, < 1,6
VAGY Ao/Asge > 2,0

konc. > 10 pg/mL ES
AseolAsg=1,6—-2,0

nincs tovabbi 3. AGE
vizsgalat

a fluoreszcens DNS sav a létra altal

meghatarozott, nem megfelel§ magassagban a fluoreszcens
van (4542 bp), ES/VAGY elmosddott DNS sav jol
korilhatarolt,
megfelelé
magassagban

nincs tovabbi
vizsgalat

4. REaz reakcid 5.qPCR

6. abra. A pDNS-extrakcio utan végzett downstream modszerek dontési faja (konc. = koncentrdcio, AGE =
agaroz gélelektroforézis, REaz = restrikcios endonukledz, gPCR = kvantitativ polimeradz lancreakcio)

4.9. A nukleinsav-izolalast koveté downstream folyamatok modszertani leirasa
4.9.1. Nukleinsavak koncentraciojanak meghatarozasa UV-Vis spektrofotometridaval

A DNS koncentracié méréseket mikrotérfogatban kiviteleztem UV-lathatoé tartomanyban
miikddd NanoDrop™ spektrofotométerrel, 260 nm hullamhosszon. A késziilék beallitasai
lehetévé teszik mind a DNS (dsDNS), mind pedig az RNS koncentracié konnyli
meghatarozasat, csupan 1-2 pL  mintatérfogatbol. A nukleinsavaknak aromas
nitrogéntartalmi bazisai (purin- és pirimidinbazisok) az UV-tartomanyban, jellemzden
260 nm-en mutatnak abszorpciés maximumot, ezért ezen a hulldmhosszon mérhetd

abszorbancidjuk kozvetlen Osszefiiggésben 4ll a mintdban jelenlévé nukleinsav
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mennyiségével. Az abszorbancia és a koncentracid kozotti kapcsolatot a Lambert-Beer

torvény irja le (1. egyenlet).

A=gxcxl
1. egyenlet. A Lambert-Beer torvény egyenlete
ahol
A = abszorbancia,
€ = molaris extinkcios koefficiens,
¢ = koncentracio,

1 = a fény uthossza.

A mikrotérfogatil spektrofotometriaban alkalmazott késziilékek (pl. NanoDrop™) esetében
a fény uthossza a mérés soran automatikusan beéllitasra €s kalibralasra keriil, igy a mért
abszorbancia  kozvetleniil  atszdmithatd  koncentracidértékké. A nukleinsavak
koncentracidjanak meghatarozasahoz a szakirodalomban elfogadott, empirikusan
meghatarozott extinkcids értékeket hasznaljak, amelyek figyelembe veszik a DNS és az RNS
atlagos bazisosszetételét, és lehetdvé teszik a koncentracid megadéasat tomegegységben
(ug/mL). Ennek megfelelden a szakirodalomban elfogadott konverzios értékek az alabbiak:
DNS esetén: Azeo =1 = 50 ug/mL DNS [129],

RNS esetén: Axso = 1 = 40 pg/mL RNS [140].

Ezek az osszefliggések a Lambert-Beer torvény gyakorlati alkalmazasan alapulnak és tiszta,
fehérjéktdl, illetve egyéb UV-elnyeld szennyezokt6l mentes mintdk esetén biztositanak
megbizhaté koncentracidbecslést. A NanoDrop™ késziilék a mért abszorbanciaértékek és a
beallitott nukleinsavtipus alapjan ezeket a konverzios tényezoket automatikusan alkalmazza,

igy a mérés eredményeként a koncentracioerték kozvetleniil leolvashato.

4.9.2. Agaroz gélelektroforeézis

Az agar6z gélelektroforézis egy hatékony modszer a 0,5 — 25 kb méretli DNS fragmentumok
elvalasztasara [141], ugyanakkor egyszerlien csak arra is alkalmas, hogy megallapitsuk,
jelen van-e a DNS egy oldatban. Ezt a folyamatot alkalmaztam ahhoz, hogy igazolni tudjam
a DNS jelenlétét a magneses nanorészecskekkel torténd izolalas utan. 0,75 cm vastagsagu,
1%-o0s, vagy kisebb méretli PCR termékek esetén 3%-os (w/v) agardz gélt hasznaltam. Az
1%-0s gélhez 1 g, a 3%-oshoz pedig 3 g agardz port adtam 100 mL 1x tris-ecetsav-EDTA
(roviden TAE: 40 mM tris-bazis, 20 mM ecetsav, ] mM EDTA) puffer elkészitéséhez. Az

elektroforézishez sziikséges futtatd puffer szintén TAE volt. A mintdk gélzsebekbe valo
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bejuttatasahoz, illetve a gélben vald ,,vadndorlds” monitorozasdhoz géltoltd festéket
alkalmaztam (gel loading dye: 30%v/v glicerol, 0,25%w/v bromfenolkék festék). Az
elektroforézishez készitett mintaclegy 1 rész festéket és 5 rész izolalt DNS oldatot
tartalmazott. Az elektroforézis paraméterei: 40 min és 90 V az 1% agaroz gél esetén, mig
50 min és 70 V a 3% agardz gél esetén. Elektroforézis utan a gélt GelRed® festékoldatban
utdfestettem, a gyartd erre vonatkozé ajanlasanak megfeleld higitdsban. Az inkubécio 30
percen keresztiil, Ovatos razatas mellett tortént. Ezt kovetden a gélt UV fény alé helyeztem,

majd egy géldokumentacios kamerarendszerrel kiértékeltem a kapott gélképet.

4.9.3. Restrikcios endonukleazokkal torteno reakciok

A pBAD24 plazmid DNS-re specifikus restrikcios enzimek koziil az Agel és Asel enzimek
kertiltek alkalmazasra, melyek optimalis miikddési és hasitasi hdmérséklete 37 °C. A
reakcidkat FastDigest™ (gyors reakcioidejii) pufferben, 5 min inkubédcioval végeztem, a
sziikséges homérsékletet vizfiirdo segitségével biztositva. A restrikcios reakciokat ezt

kovetben 65 °C-on, 10 min inkubacidval inaktivaltam thermoblock késziilékben.

4.9.4. qPCR

A qPCR-t 96 lyuku lemezben (96-well plate) végeztem. Egy mintahely (well) 5 ng DNS
templatot, 1x toménységti Master Mixet (DNS-polimeraz, MgClo, dNTP (dezoxinukleozid-
trifoszfat), tarolasra alkalmas puffer), 0,4 uM forward primert, 0,4 uM reverse primert és
0,5x toménységli fluoreszcens PCR festéket tartalmazott. A PCR festék egy SYTO9
festékanalog, amelynek az excitacids maximuma 485 nm, az emisszids maximuma pedig
498 nm. A festék az Azure Cielo™ Real-Time PCR késziilék SYBR/FAM csatornajaval
gerjeszthetd.

A pBAD24 pDNS-t tartalmazo6 reakciokban az ampicillin prométer forward primert és az
ampicillin reverse primert hasznaltam, amelyek a plazmid templatra specifikusak. A gDNS
templatot tartalmaz6d qPCR reakcidkban pedig bakteridlis genomra specifikus primereket
alkalmaztam, melyeket részletesen majd az 5.9. 1. alfejezetben ismertetek. A qPCR reakciok

altalanos Iépései a 2. tablazatban olvashatok.
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2. tablazat. A qPCR lépései és azok leirdsa. A 2. és 3. lépések ciklusosan ismétlodnek 45-szor annak érdekében,
hogy a detektor dltal mérheto mennyiségii DNS keletkezzen a kezdeti DNS templat fragmentumaibol.

Lépés | Homérséklet Id6 Lezajloé folyamat
1 ciklus 1. 95 °C 60s denaturacié
2. 95 °C 20s denaturacié
45 ciklus ; A .
3. 60 °C 30s primerek bekot6dése, DNS szintézis

4.9.5. Babkteridlis transzformalds

Hérom kiilonb6z6 bakterialis transzformalast végeztem, amelyek soran az alabbi magneses
nanorészecskékkel €s izolalasi protokollokkal eldallitott plazmid mintakat alkalmaztam:
MgFe>04-NH; — 1. protokoll (Tris-HCI),

MnFe;O4 — 2. protokoll (PB),

NiFe>O4 — 3. protokoll (Tris-HCL, NaCl).

Ennek eredményeként mindharom kiilonb6zo fém-ferrit-alapi nanorészecske-tipus ¢€s
mindharom izoldlasi protokollal kinyert pDNS transzformalasban val6 alkalmazhatdsaga
tesztelésre kertilt. A transzformalast kémiai modszerrel, hdsokk alkalmazasaval végeztem E.
coli IM109 kompetens sejtekben. A kompetens sejteket jégen olvasztottam ki, majd 100 uL
sejtszuszpenziohoz 5 uL pBAD24 mintat adtam. A pBAD24 plazmid ampicillin-
rezisztenciagént tartalmaz, ezért a transzformalt sejtek szelekcidja ampicillin-tartalmu
taptalajon tortént. Pozitiv kontrollként kereskedelmi forgalomban kaphato, affinitdsoszlop-
alapt izolalo készlettel kinyert pBAD24 mintat alkalmaztam [142]. A transzformalt
sejtekb6l  100-100 pL-t 0,1 mg/mL ampicillint tartalmazé, eldmelegitett (37 °C)
agarlemezekre oltottam, melyeket 37 °C-on egy ¢éjszakan at inkubdltam. A taptalajon
megjelend baktériumtelepek jelenléte a transzformalas sikerességét jelezte, és azt igazolta,
hogy az izolalt plazmidok funkciondlisan ép &llapotban voltak. A tovabbi megerdsités
érdekében minden lemezrdl egy-egy telepet ampicillin-tartalma LB tapfolyadékba oltottam,
majd a felndtt sejtkulturakbol pDNS-izolalast végeztem. Az Ujraizolalt plazmid mintat
agaroz gélelektroforézissel elemeztem, amely soran a pBAD24-nek megfeleld méretli DNS

sav megjelenése egyértelmiien aldtamasztotta a transzformalas sikerességét.

4.9.6. pDNS-izolalas komplex biologiai mdtrixbol MgFe;04+NH; mdgneses
nanorészecskékkel

Ejszakan at (~16 h) tenyésztett, pPBAD24 plazmidot tartalmazé Escherichia coli sejtekbél
5 mL szuszpenziot azonos térfogati, enyhe vordsvértest-szennyezettséget mutatd, human
vérszérummal elegyitettem. A keverékbdl vortexelést és centrifugalast kovetden az amino-

funkcionalizalt magnézium-ferrit nanorészecskékkel és az 1. Tris-HCl protokoll
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crer

tisztasagat spektrofotometridas modszerrel értékeltem, ezt kovetden pedig agardz

gélelektroforézissel elemeztem.

4.10. Statisztikai probak

A statisztikai elemzés sordn azt vizsgaltam, hogy a kiilonb6z6 MNP-protokoll
kombinaciokhoz tartoz6 DNS koncentraciok és a qPCR ciklusszam (Cq) értékek kozott
kimutathat6-e statisztikailag szignifikans kiilonbség. Az elemzéshez kilenc, eltér6 MNP-
protokoll kombinaciét vettem figyelembe, amelyek mindegyikéhez harom parhuzamos
izolalasbol szarmazd mérési adat allt rendelkezésre. A statisztikai 0sszehasonlithatosag
biztositasa érdekében, mivel a rendelkezésre allo kisérleti adatok csoportonkénti elemszama
alacsony volt, a mért adatok &tlag- és szorasértékei alapjan csoportonként tovabbi,
normaleloszlast feltételezé szimulalt adatpontokat generaltam. fgy minden MNP-protokoll
kombinéciohoz Gsszesen tiz adatpont allt rendelkezésre (a szimulalt adatok kizarélag a
statisztikai proba alkalmazhatdsagat szolgaltak).

A DNS koncentraciok és a Cq értékek csoportok kozotti 6sszehasonlitdsdra nemparaméteres
Kruskal-Wallis probat alkalmaztam annak megallapitasara, hogy a vizsgalt csoportok kdzott
fennall-e statisztikailag szignifikans eltérés. A statisztikai elemzéseket Python
programnyelvben, a NumPy és SciPy konyvtarak felhasznéaldsaval, a Google Colab

kornyezetben végeztem el.

4.11. Genomi DNS-izolalasi protokoll amino-funkcionalizalt MgFe204 magneses

nanorészecskékkel

A gDNS-izolalasi protokoll kidolgozasa soran tobb, egymast kiegészitd forrast vettem
figyelembe. Ezek kozé tartoztak a Qiagen altal kiadott Genomic DNA Handbook, [143]), a
https://bomb.bio/protocols weboldalon elérhetd, MNP-alapt izolalési protokollok, valamint
a Zymo Research (Quick DNA Magbead Plus Kit, [144]) és az Omega Bio-tek (E.Z.N.A.®
Bacterial DNA Kit [145]) kereskedelmi gDNS-izolald készleteihez tartozdé moddszertani
leirdsok. Emellett olyan szakirodalmi kdzleményeket is attekintettem, amelyek bakterialis
gDNS-kinyerésével foglalkoznak, kiilonds tekintettel azokra, amelyek az extrakcid soran
magneses nanorészecskék alkalmazasat irjak le [87,101,108,146-150]. A kiilénb6zo
protokollok és pufferdsszetételek elemzését €s adaptalasat kovetden egy olyan, optimalizalt
eljarast dolgoztam ki, amely megbizhat6 és reprodukéalhaté mddon alkalmas mind Gram-
negativ (G-), mind Gram-pozitiv (G+) baktériumok genomi DNS-ének izolaldsara. Az

alkalmazott protokoll Iépéseit az aladbbiakban ismertetem:
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e ecgy ¢jszakan at, az adott baktériumfajnak megfeleld6 homérsékleten tenyésztett
sejtszuszpenziobdl 5 mL-t centrifugéltam (5 min, 6000 xg);

e a feliiluszot dekantdltam, a sejtpelletet 500 uL 1-es pufferben (50 mM tris-HCl
pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0; 0,5%v/v Tween 20) szuszpendaltam;

e amintahoz hozzdadtam:

o 0,2 mg/mL RNazt, amely a sejtekbdl felszabaduld6 RNS-t bontja le,
megakadalyozva, hogy beszennyezze a DNS-extraktumot, ezaltal tisztabb
DNS-t eredményezve [151],

o 1,8 mg/mL lizozimot, amely a bakterialis sejtmembran peptidoglikan rétegét
bontja, és foleg a Gram-pozitiv fajok esetében fontos, hiszen esetiikben
vastagabb a peptidoglikan réteg (a lizozim a B(1—4) kotést hidrolizalja az N-
acetil-muraminsav és N-acetil-glikdzamin kozott, ezaltal gyengitve a
bakterialis sejtmembrant és eldsegitve annak megbomlésat a sejtlizis sordn)
[152],

o 1,1 mg/mL proteindz K-t, amely altalanosan minden fehérje szerkezetét
enzimfehérjékét is [146];

e az elegyet 37 °C-on inkubaltam (30 min). Altalanosan elmondhato, hogy az el6z6
Iépésben a mintdhoz hozzaadott enzimek (RNdaz, lizozim, proteinaz K) optimalis
miikodési hdmérséklete 37 °C. A 30 min pedig azért fontos, hogy legyen minden
enzimnek elegendd ideje a hatékony és teljes miikdodéshez [2];

e a sejtlizdtumhoz 175 pL 2-es puffert (3 M g-HCI, 20%v/v Tween 20) adtam, és
50 °C-on 30 percig inkubaltam, ami azért fontos, mert a membran felbomlasa, annak
szolubilizalasa, és a fehérjék denaturdlasa hatékonyabb 50 °C-on, tovabba ezen a
hémeérsékleten torténd inkubacid segit a DNS foszfatgerincének feltarasaban, amely
a kovetkezo 1€épésben elektrosztatikus interakcioba Iép a feliileten pozitiv toltésekkel
rendelkez0 magneses nanorészecskékkel [2,3];

e amagneses nanorészecske diszperziot koté pufferben (2,5 M NaCl; 10 mM tris-HCl
pH 4,0; 1 mM EDTA; 20%w/v PEG 6000; 0,05%v/v Tween 20) készitettem el ugy,
hogy a mintdhoz adva a végsé MNP koncentraciéo 10 mg/mL legyen;

e rotatorban 5 percig szobahdmérsékleten forgattam az Eppendorf csovet, hogy az

adszorpcid minél homogénebb kdzegben, minél hatékonyabb legyen;
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e a csOvet magneses tartoba helyeztem, és miutan a nanorészecske-DNS pellet a
magneshez rendezddott, tiszta feliiluszot hagyva maga utan, a feliiliszo folyadékot
pipetta segitségével eltavolitottam;

e mosasi lépések kovetkeztek: 300 uL. 96% etanolt adtam a részecskékhez, vortexeltem
a mintat és visszatettem a magneses tartora. A feliiluszot eltavolitottam, majd 300 pL
80%-os etanolt alkalmazva kétszer megismételtem ezt a 1épést;

e rovid centrifugaldst kovetden a pellet az Eppendorf csO aljaban 0Osszegytilt,
elkiiloniilve a maradék folyadéktol. Majd magneses tartora helyeztem a csoveket €s
a visszamaradt etanolt pipettaval eltavolitottam;

e nyitott tetdvel 37 °C-os inkubatorba helyeztem a csoveket €s 15 percig hagytam,
hogy az a folyadék, amit pipettaval nem lehet eltavolitani, elparologjon. Az etanol
teljes eltavolitasa azért is fontos 1épés, mert ha a gélelektroforézis soran a DNS minta
alkoholt is tartalmaz, akkor a DNS nem marad benne a gél mintafelvivé zsebében,
ezzel ellehetetlenitve az izolalas elektroforetikus ellendrzését;

e a szaritast kovetden a pelletet eliciés pufferben (5 mM tris-(hidroximetil)-
aminometan (roviden: tris-bazis) pH 10,0) szuszpendéltam, méagneses tarton pedig a
nanorészecskék szétvaltak a gDNS-t tartalmazo elucios frakciotol;

e az cludtumot egy tiszta csObe pipettaztam, a gDNS mintdt azonnal felhasznaltam

downstream folyamatokban, vagy -20 °C-on taroltam felhasznalasig.

Fontos hangsulyozni, hogy a bemutatott eljaras ujdonsaga nem az egyes lizis- vagy mosasi
lépések 6nalld alkalmazasaban rejlik, hanem annak kisérletes igazoldsa, hogy a MgFe>O4-
NH: magneses nanorészecskék megfeleld koriilmények mellett alkalmasak bakteridlis

genomi DNS izolélasara, beleértve Gram-negativ és Gram-pozitiv fajokat is.

4.11.1. Az alkalmazott pufferek szerepe a mdgneses nanorészecskékkel torténo gDNS-

izoldalasban

1-es puffer (50 mM tris-HCl pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0; 0,5%v/v Tween 20):
Reszuszpendald puffer, amelyben a tris-HCl fenntartja a pH-t (8,0), amely a DNS
stabilitashoz sziikséges, hiszen a molekula enyhén alkalikus pH-n a legstabilabb,
ugyanakkor sok enzim, példaul a DN4z ilyen pH-n kevésbé aktiv [153]. A pufferben 1év6
EDTA kelatorként funkcional, amely bivalens fémionokat kot meg, mint példaul Mg?*-ot
vagy Ca’’-ot. Ezen ionok fontos kofaktorai a nukleinsavat bontd enzimeknek (pl.

DNazoknak), melyek EDTA 4ltali megkotése gatolja a nukleaz-aktivitast, megvédve ezaltal
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a DNS-t a lebontastol [154]. A Tween 20 (més néven polioxietilén(20)-szorbitan-laurat) egy
nemionos detergens, mely megbontja a sejtmembranban 1évo lipid-lipid és lipid-protein
kolcsonhatasokat, ezzel segitve a lizist €s a fehérjék oldatban tartasat, ezaltal pedig noveli a
membran permeabilitdsat. Ez elOsegiti a sejtkomponensek felszabaduldsat (a DNS-t is
beleértve) az extrakcids folyamat sordn [155].

2-es puffer (3 M guanidin-HCI (g-HCl), 20%v/v Tween 20): A g-HCI egy erds kaotrop
agens, amely a nemkovalens kotések destabilizalasan keresztiil eldsegiti a fehérjék
makromolekularis komplexeket. A kaotrop kornyezet hatdsara a DNS felszabadul a hozza
asszocialt fehérjéktdl (pl. nukleoid fehérjéktol), és a vizes kdzegben olyan konformacidba
keriil, amely kedvez a szilard fazishoz (mégneses nanorészecskékhez) valé hatékony
kotoédésnek [74].

Koté puffer (2,5 M NaCl; 10 mM tris-HCI pH 4,0; 1 mM EDTA; 20%w/v PEG 6000;
0,05%v/v Tween 20): A magas ioner0sség arnyékolja a DNS foszfatgerincének negativ
toltéseit, csokkenti az elektrosztatikus taszitast, és eldsegiti a DNS feliilethez kozelitését és
adszorpcidjat [156]. A 4-es pH-ju tris-HCl-nak puffereld hatdsa van, a savas pH fokozza az
aminocsoportok protonaltsigdt a magneses nanorészecske feliiletén, novelve a pozitiv
toltésti kotohelyek aranyat, ami kedvez az adszorpcionak [157]. A PEG 6000 jelenléte
szilard fazishoz torténd kotddés hatékonysagat [127].

Elucios puffer (5 mM tris-bazis pH 10,0): Fontos, hogy az elucios puffer alacsony
ionerdsségli és detergens-mentes legyen, mivel a detergens-maradékok gatolhatjak a
downstream enzimes reakciokat (pl. PCR, qPCR). A magasabb pH csokkenti a
nanorészecske-feliilet protonaltsagat, ezaltal gyengiti az elektrosztatikus kdlcsonhatdsokat a

DNS és MNP-k kozott, és eldsegiti a DNS deszorpcidjat a nanorészecskék feliiletérdl [14].

4.12. RNS-izolalasi protokoll kidolgozasa MgFe:04-NH:2 nanorészecskékkel

Kutatasaim sordn amino-funkcionalizalt magnézium-ferrit MNP-ket alkalmaztam
bakterialis sejtekbdl torténd RNS-izoldlasara, mint a DNS mellett egy masik vizsgalt
nukleinsav-tipus kinyerésére alkalmas szilard fazis. Az extrakcid 1épéseit a kereskedelmi
forgalomban 1év6, Mag-Bind Total RNA 96 Kit (Omega Bio-tek) nevli készlet alapjan
dolgoztam ki, amelyet referenciaként alkalmaztam, és pozitiv kontrollként hasznéaltam az
izolalasi hatékonysag értékeléséhez. A kit protokollja azonban a felhasznalt pufferek

receptjeit nem ismerteti, ezért a pufferdsszetételek meghatdrozdsdhoz szakirodalmi
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forrasokat vettem figyelembe, és azok alapjan dolgoztam ki az oldatok Osszetételét

[2,74,78,158-161]. A kidolgozott, részletes protokoll az aldbbiakban olvashatd, amelyet

RNaz-mentesitett eszk6zokkel és munkakdrnyezetben végeztem:

egy ¢jszakan at tenyésztett E. coli baktériumkultarabol 2 mL-t lecentrifugaltam
(6000%g, 5 min);

a pelletet 470 pL lizis pufferben (4 M guanidium-tiocianat (GTC); 50 mM Tris-HCI
pH 8,0; 1%v/v Triton-X 100; 10 mM ditiotreitol (DTT)) szuszpendaltam, majd
hozzaadtam 0,8 mg/mL proteindz K-t. Ebben a 1épésben torténik a baktériumsejtek
membranjanak megbontasa és a fehérjék denaturdlésa;

centrifugaltam a mintat (9000%g, 5 min), hogy a kicsapddott sejtalkotokat
elkiilonitsem a folyadékfazistol;

400 pL feliiluszot ovatosan atpipettaztam egy tiszta Eppendorf csébe gy, hogy
lehetdség szerint a felhdszerhi pellet ne keriiljon atvitelre. A feliilisz6 tartalmazta az
izolalni kivant RNS-t;

a mintdhoz, igy a magneses nanorészecskék végkoncentracigja 2 mg/mL lett. Az
etanol dehidratalo hatasu vegyszer, részben eltavolitja az RNS-t és MNP-felszint
koriilvevé hidratburkot, amely lehetévé teszi a nemkovalens kdlcsonhatdsok
kialakulasat a nukleinsav ¢és a nanorészecske kozott [162];

thermoblockban inkubéltam (20 °C, 5 min, 1500 rpm);

magneses tartora helyeztem a mintat, és amint a nanorészecskék (a rajtuk adszorbealt
nukleinsavval) a magneshez rendezddtek, a feliilluszé folyadék pedig kitisztult,
pipetta segitségével eltavolitottam a folyadékot;

400 pL 1-es mosé puffert (800 mM g-HCI; 50% etanol; 20 mM tris-HCI pH 7,5)
adtam a pellethez, 20x szuszpendaltam, majd magneses tartora helyeztem. Ezen elsé
mosasi [épés soran a g-HCI a kaotrop, alacsony hidratacids kornyezet fenntartasaval
biztositja a nukleinsavak magneses nanorészecskékhez valo kotddésének
megmaradasat, és ezzel egyidejiileg denaturdlja a visszamaradt fehérjéket, valamint
inaktivalja az RNazokat. Az etanollal egyiitt lehetévé teszi a szennyezd
komponensek hatékony eltavolitasat anélkiil, hogy az RNS elualédna [163];

a feliiluszot eltavolitottam, roviden lecentrifugdltam a mintat, hogy a maradék
folyadékot is el tudjam tavolitani, majd nyitott tetdvel (de alufoliaval letakarva az

esetleges szennyezok miatt), szobahOmérsékleten hagytam kiszaradni a
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nanorészecskéket (10 min). Ezen a ponton a nanorészecskék fajlagos feliiletére
nemcsak RNS, hanem DNS molekulak is adszorbealva vannak;

e 100 pL elucios pufferben (gyartéi puffer [164], amely helyettesithetd RN4az mentes
vizzel vagy TE (tris-EDTA) pufferrel) szuszpendaltam az MNP-t. Ebben az elicios
Iépésben a cél nem a nukleinsavak végleges levalasztasa az MNP-rél, hanem a
kozottiik 1évo nemkovalens kotések gyengitése egy ideiglenes deszorpciohoz és a
DNS hozzéaférhetdségének elérése. A tovabbiakban alkalmazott DNS-t emésztd
enzim milkddéséhez ugyanis a DNS-nek részben oldatban kell lennie, hogy az enzim
hatékonyan hozzaférhessen;

e inkubalas (razé thermoblock, 20 °C, 5 min, 1500 rpm). Itt a DNS és RNS is részben
deszorbealodik a részecskékrol;

e amintadhoz 50 uL DN4az emészté puffert (10 mM tris-HCI pH 7,6; 2,5 mM MgCly;
0,5 mM CaCly) és 2 uL. DN4z I enzimet adtam, majd szobahdmérsékleten inkubaltam
(10 min);

e 150 uL 2-es moso puffert (45% etanol; 10 mM tris-HCl pH 7,5; 3,24 M GTC) adtam
a mintahoz és 1 percig alacsony fordulatszamon (kb. 5000 rpm) vortexeltem;

e hozzdadtam 300 pL 3-as moso puffert (80% etanol) és 20x szuszpendaltam;

e inkubalas: thermoblock, szobahémérséklet (20-22 °C), 10 min, 1500 rpm. A DNaz
kezelést kovetd, GTC- €s etanoltartalmu mosasi [épés célja az RNS readszorpcidja a
nanorészecskek feliiletére, mikdzben az emlitett vegyszerek hatékonyan eltavolitjak
a DNaz enzimet, a divalens kationokat és a DNS-emésztés termékeit, elokészitve a
tiszta, végso eliciot [163];

e magneses tartora helyeztem, a feliiliszot eltavolitottam;

e 400 pL 3-as moso6 puffert adtam hozza ismét, és 20x szuszpendaltam, majd magneses
szeparalas kovetkezett és Gjra a nanorészecskék kiszaritasa;

e 100 pL elacios pufferben szuszpendaltam az MNP-t, majd 5 percig 1500 rpm-en
razattam, 20 °C-on;

e azutolso 1épés ismét egy magneses elvalasztds, amelynek soran megtortént az RNS
molekulak deszorpcidja a nanorészecskék feliiletérol;

e az RNS-t tartalmazo elacids frakcidt tiszta csObe pipettaztam, és tovabbi

felhasznalasig -76 °C-on taroltam.
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4.12.1. Az alkalmazott vegyszerek szerepe a nanorészecskékkel torténd RNS-izoldlasban

Az RNS-izolalas soran alkalmazott pufferek és komponensek miikddési elvei részben
megegyeznek a DNS-izolalasnal ismertetett mechanizmusokkal (denaturdci6, nukledz-
inaktivalas, szilard fazisa kotés). Az alabbiakban ezért kizarolag az RNS-izolalés
szempontjabol kritikus, specifikus komponensek szerepét targyalom.

GTC és g-HCI: erésen denaturald kaotrop szerek, amelyek azonnal denaturdljdk a
fehérjéket, koztiik az RNazokat, ezaltal védve a kinyerni kivant RNS molekulakat [96]
Triton-X 100: polietilén-glikol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil-éter, nemionos detergens,
amely oldja a bakterialis membran lipidjeit, ezaltal novelve a lizis hatékonysagat
redukalasaval (RN4az enzimekben is) [165]

Proteinaz K: a fehérjeszennyezddés elimindldsat segiti a fehérjék lebontasaval; a proteindz
K stabil molekula, GTC jelenlétében is aktiv és intakt marad, ugyanigy a DTT jelenlétében,
ugyanis az enzim kevés (pontosan két) diszulfid-hidat tartalmaz, amely a DTT célpontja
[166]

DNaz I enzim: a dsDNS és ssDNS molekulak specifikus lebontd enzime

MgCl2: a DN4z I kofaktora, az enzim Mg?* ion nélkiil inaktiv [167]

CaClx: a DN4z I enzimnek Ca®" ion kothelye is van, amely segit az enzim szerkezetét

stabilizalni [167]

4.13. Az extrahalt RNS mintak RT-PCR folyamata
4.13.1. Reverz transzkripcio (RT)
A sajat fejlesztésii, MNP-alapu protokollal izolalt RNS mintak koziil kettdt hasznéaltam fel
(1. és 2. minta), illetve egy kereskedelmi készlettel izolalt mintat, amely pozitiv kontrollként
(PC) szolgalt. A pozitiv kontrollal elézetesen elvégeztem egy RT-PCR-t, hogy
megbizonyosodjak az izolalas sikerességérdl.
1. A TranscriptMe RNA Kit komponenseit 6sszemértem a gyartdi utasitas alapjan az alabbi
sorrendben, egy steril nukleaz-mentes Eppendorf csdbe, melyet jégen tartottam:
o 10 pL 2x RT Master Mix
o 2 pL TranscriptME Enzyme Mix
o & uL RNS minta (ez a térfogat mindig egységesen ugyanennyi volt, ezért a benne
1évé RNS mennyiség valtoz6 volt, a magnézium-ferrit nanorészecskékkel izolalt
minték esetében 0,10 —0,14 ng, mig a kereskedelmi készlettel izolalt mintanal ~2 pg)

2. Ovatosan Osszekevertem az elegyet, majd 25 °C-on inkubaltam (10 min).
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3. Ujabb inkubalas kovetkezett: 50 °C, 30 min.
4. Hozzéadtam 1 pL RNé4z H-t (amely a keletkezett RNS-cDNS hibridek szétbontasat
katalizalta), majd 37 °C, 20 min.

5. Areakci6 leallitasahoz 85 °C-on inkubaltam az elegyet (5 min), utana egybdl jégre tettem.

4.13.2. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A PCR reakciokhoz a 3. tdblazatban 1év6 koncentraciok ¢€s térfogatok alapjan mértem Ossze
a komponenseket. Az 1. és 2. mintak kiilonbozé RNS-izolalasbol szadrmazd, reverz
transzkripcidval atirt cDNS templatokat tartalmaztak, mig a pozitiv kontroll (PC) reakcioba
a kereskedelmi készlettel izolalt RNS-rél szarmazé komplementer DNS-t pipettdztam. A
negativ kontrollok vagy ¢cDNS templatot (NTC), vagy pedig primereket (NPC) nem

tartalmaztak, melyek hidnyaban a reakcidé nem mehet végbe.

3. tablazat. A PCR reakcio komponensei a nanorészecskékkel izolalt RNS-rél szarmazo komplementer DNS
(cDNS) specifikus szekvenciajanak amplifikalasara

1. 2.
PC X . NTC | NPC
minta | minta
végkoncentracid

10x TagNovaHS

Ly 1x
reakciépuffer
50 mM MgCl2 1,5mM
2 U/uL TagNova DNS- 1u
polimeraz
40 mM dNTP 0,8 mM
19 UM uidA forward 0,2 uM :
primer
19 MM uidA reverse 0,2 uM 3
primer
cDNS templat 2,5 ulL térfogat -
PCR tisztasagu viz 50 pL-re kiegészitve
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5. Eredmények

5.1. A MnFe:04 MNP reverzibilis DNS kotési tesztje

A kutatds kezdeti szakaszdban sziikséges volt a mangan-ferrit nanorészecskék feliiletén
torténd DNS-kotés reverzibilitasat vizsgalni egy olyan egyszerii rendszerben, amely biztosan
tiszta (kereskedelmi készlettel izolalt) DNS oldatot tartalmaz. Ez azért volt fontos, mert
lehetévé tette a nanorészecske-DNS kolcsonhatasok alapvetd jellemzését a komplex
biologiai mintdk zavar6 hatdsai nélkiil, és alapot teremtett az adott, valamint a tovabbiakban

tesztelt nanorészecskékkel végzett nukleinsav-izolalasi vizsgalatokhoz.

tiszta DNS DNS-adszorpcio DNS-MNP DNS-deszorpcio tiszta DNS
komplexek

szeparédldsa

7. abra. A magneses nanorészecskék reverzibilis DNS-kétési tesztiének sémdja

A mangan-ferrit DNS-sel valo kolcsonhatasanak meglétét a 4.3. alfejezetben ismertetett
protokoll szerint végeztem (7. é&bra). A vizsgalat megismételhetdségét legalabb 3
parhuzamos kisérlettel ellendriztem. Negativ kontrollként DNS-mentes tisztitasi folyamatot
végeztem, amely soran a nanorészecskékhez DNS minta helyett desztillalt vizet pipettaztam.
A 8. dbra mutatja az elvégzett teszt eredményét. Az 1-es oszlop a kiindulasi, tiszta DNS
oldatra jellemz6 fluoreszcens sdvokat mutatja, 2-es és 3-as oszlopok a reverzibilis megkotési
teszt feliiluszo frakcioit jelolik (7. abra, narancssargaval jelolt frakcidja). A viz-MNP
reakciokbol szarmazo feliilliszdé mintanal nem volt fluoreszcens jel, mig a DNS tartalmt
oldattal végzett reverzibilis kotési tesztbdl szarmazo feliiliszonal egy halvany fluoreszcens
jel volt lathat6, amit némi, a feliiliszé frakcidban visszamaradt (MNP-hez nem k&tddott)
DNS okoz. Ez egyrészt utalhat arra, hogy a magneses nanorészecskék mennyisége kevés a
kiindulési 6rokitdanyag megkotéséhez, masrészt arra is, hogy a kotd puffer osszetétele (pl.
sotartalma) nem teljesen megfeleld az adszorpcidhoz. A gélkép 4. oszlopa a viz-MNP
elicios frakcidt mutatja, ahol tovabbra sem volt kimutathat6 fluoreszcens jel. Ez igazolja,
hogy a MnFe;O4 nanorészecskék 6nmagukban nem lépnek kdlcsonhatasba a fluoreszcens

festékkel. Ennek alapjan megallapithatd, hogy az agar6z gélen megjelend fluoreszcens sav
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(8. abra, 5. oszlop) kizarélag a nanorészecskékhez reverzibilisen kotddott, majd az elucid
soran felszabaditott DNS jelenlétére vezethetd vissza.

Ezzel a teszttel sikeriilt az els6dlegesen kitlizott célomat elérnem, azaz bebizonyitani, hogy
a DNS molekuldk megfeleld koriilmények kozott képesek kotddni a MnFexOq
nanorészecskékhez, majd pedig a koriilmények megvaltoztatdsaval levalni azokrol. Ezt
kovetden a komplex (bakteridlis) kozegbdl vald izoldlasi protokoll fejlesztésére

koncentraltam.

8. dbra. MnFe;O4 MNP-vel torténd reverzibilis DNS kotési teszt eredmeénye. 1 — kiindulasi DNS oldat, 2 —
negativ kontroll feliiliiszéja, 3 — MNP-DNS komplex feliiluszoja, 4 — negativ kontroll elucidja, 5 — DNS
tisztitas elucioja, 1 kb DNS marker (Thermo Fisher Scientific)

5.2. A MnFe:04 MNP-vel torténo pDNS-izolalas és annak optimalizalasa

A reverzibilis tesztek és az izolalds soran tobbféle feliiluszo frakcio képzddik. Ilyenek
példaul az alkalmazott moso puffer eltavolitasa utan kapott feliiltiszo frakciok, melyek nem
kertilnek tovabbi felhasznaldsra, feldolgozasra. Az extrakcids protokoll elsd, kotd puffert
tartalmazo feliiluszojat azonban megtartom (7. abra, narancssargaval jelolt frakcid), hogy
ellendrizzem, elegendd-e az alkalmazott MNP mennyiség az éjszakan at novesztett, adott
térfogatll E. coli sejttenyészetbdl kinyerhetd teljes pDNS mennyiség extrakcigjahoz. Ezt ugy
lehet eldonteni, ha ennek a feliiliszonak a DNS-tartalmat is ellenérzom gélelektroforézissel.
A mangan-ferrit DNS-izolal6 kapacitasat 1,5 mL-es €s 5 mL térfogatl sejtszuszpenziokbol,
6 mg/mL, illetve 20 mg/mL. MNP koncentracid mellett teszteltem, ahol mind a térfogat,
mind a nanorészecske koncentracid 3,33-szoros aranyban valtozott. Az 1,5 mL-es térfogatot
azért valasztottam, hogy beleférjen a leggyakrabban hasznalt mikrocentrifuga csdbe,
tovabba ez az a térfogat, amelyet a legtobb kereskedelmi forgalomban elérhetd DNS-izolalo

készlet javasol [142,168]. A tesztek sordn minden MNP-DNS koncentracional két elucios
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1épést végeztem (E1 és E2), illetve megfuttattam az elsd, kotd puffert tartalmazo feliiluszo
frakciokat is.

mennyiségli pDNS-t sikertilt kinyerni (4. tdblazat). Csak kevés mennyiségii cél DNS maradt
kotetlentil a DNS-MNP egyiittes inkubacidja utan, melyet a 9. abra 1. oszlopaban lathato,
halvéany fluoreszcens sav jelol. Ha a kiindulési sejtmennyiség valtozatlan maradt (1,5 mL),
de az MNP mennyiségét megndveltem (20 mg/mL) (9. abra, 4-6. oszlopok), 1,7-szer tobb
pDNS-t izolaltam (az els6 és masodik elucios lépésekben egyiittesen kinyert DNS
mennyiséget tekintve): 6 mg/mL MNP-nél 4,78 ng-ot, illetve 20 mg/mL MNP-nél 8,06 pg
DNS-t. Mivel a pBAD24 egy alacsony kopiaszdmu plazmid, az extrakcios tesztekhez
nagyobb kiindulasi sejtmennyiség javasolt [169], ezért teszteltem az 5 mlL-es starter
kiindulasi térfogatot, amely nagyon jo DNS kihozatalt biztositott, 5,7-szer tobbet (45,56 pg-
ot a két eluciobdl dsszesen), mint amennyi az 1,5 mL-es térfogatbol ugyanennyi MNP-vel
kinyerhetd. Fontos megjegyezni, hogy ez utdbbi mennyiségek hasznalata esetén a DNS-
MNP koinkubéacios 1épést kovetden nem volt DNS veszteség (a feliilliszo frakcidoban egyediil

itt nincs fluoreszcens sav (9. abra, 7. oszlop)).

5 6 7 8 9
El E2 marker F El E2

v

] — -
. - . s Y
: y
=N 15mli+ 1,5 mL + 5 mL+
6 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL

o/

sejttérfogat + MINP koncen‘tr.éc%é
9. dabra. A MnFe;O4 DNS-két6 kapacitdasanak tesztjei. F = feliiluszo, E1 = elsé elucio, E2 = mdsodik elicio
Ezekben a vizsgéalatokban a marker elsdsorban technikai kontrollként szolgal, amely az
agardz gél mindségét, valamint az elektroforézis beallitasainak megfeleldségét igazolja, és
nem a plazmidméret meghatdrozdsat célozza. Mivel a markersavokban nem volt
megfigyelhetd elmosddas vagy fogazott megjelenés, igy megallapithatd, hogy az

alkalmazott agardéz gél homogén volt, és a futtatasi paraméterek (fesziiltség, idotartam)
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megfelelden keriiltek megvalasztasra, a gélképek technikai mindsége alkalmas az ismertetett
kisérletek értelmezésére.

A pDNS-izolalasi kisérletek E. coli sejtekbdl, a 4542 bp hosszusagu, cirkularis pBAD24
plazmidmolekuldk kinyerésével torténtek [170]. A pDNS kiilonb6zd topoldgiai formainak
koszonhetden a molekula eltérd pozicidkban jelenhet meg a gélen. Ennek megfeleléen a
pDNS gyakran a tényleges méretéhez tartoz6 savnal magasabban fut, amint az a 10. dbra A
részében is megfigyelhetd. Itt az als6 sav (10. dbra A rész E2 mintdban 1évd alsd sav)
vélhetden a plazmid szuperhelikdlis, szorosan zart formaja, mely egy kompaktabb
szerkezetet jelent, ezért gyorsabban képes athaladni az agar6z gél porusain keresztiil. A felsd
sav lehet a plazmid multimer form4ja (pl. dimerek, trimerek), amely a gélen magasabban
jelenik meg (10. dbra A rész, E2 mintaban 1évd felsé sav), mivel ez nagyobb, mint a
monomer forma [171]. Ennek megfeleléen, a pDNS-izolalas sikerességének igazolasara
bemutatott agar6z gélelektroforézis képek (8, 9, 10 és 11. dbrak) nem tartalmazzak a

fluoreszcens markersavok pontos méretmegjelolését.

DNS F
marker

[}
&
o

DNS} i + ) DNS-mentes,
extrakciobol kontroll

szarmazo extrakciobol
frakciok szarmazo frakciok
1

A B

10. abra. Agaroz gélelektroforézis kép a MnFe;O4 MNP-vel izolalt pBAD24 pDNS-rol (4) és DNS-mentes
negativ kontroll izolalasi frakciok (B). F = feliiluszo frakcio, E1 és E2 = els6 és masodik elucios frakciok

A 10. abra alapjan vizsgalataim azt mutattdk, hogy 5 mL starter sejtszuszpenzidhoz 600 pL
maradjon vissza kotetlen DNS. A tesztjeimhez alkalmazott E. coli sejtszuszpenzid atlagosan
3,8 x 10? sejt/mL sejtkoncentracidval rendelkezett.

Az eluciok DNS koncentréacioja az UV-Vis mérések alapjan E1 esetén 390,6 £41,55 ng/mL,
és E2 esetén 178,77 + 16,06 pg/mL volt (4. tablazat). A DNS minta tisztasaga (Azeo/A280)
ebben az esetben 2,06 £ 0,03 (E1), illetve 2,09 + 0,05 (E2) aranyértékeket mutatott. Habar
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ezek a szdmok minimalisan atlépik a tisztasagi érték felsé hatarat, az ide vonatkozd

szakirodalom szerint ez nem jelent szignifikans szennyezddést [172,173].

4. tablazat. A MnFe;O4 MNP-vel izolalt pDNS mintak koncentracioja [174]

Starter .. .. o . o s
seitszusz Kiindulasi Az izolalt pDNS Az izolalt pDNS
Jenzic’) MnFe;04 koncentracidja Ase0/A230 koncentracidjaa  Aazeo/Azs0
,p MNP konc. az elsé eluciéban (E1) masodik (E2)
térfogata . s
(ml) (mg/mL) (ng/mL) eldciéban (ug/mL)
1,5 6 44,95 + 19,87 1,87+0,12 16,63 +12,76 2,04+£0,14
1,5 20 63,8 +13,01 1,87 £ 0,07 36,93 £8,94 1,99+ 0,07
5 20 390,60 £ 41,55 2,06 £0,03 178,77 £ 16,06 2,09 +£0,05

A kovetkezd vizsgalat az elicids 1épések szamanak meghatdrozésara iranyult, amellyel
igazoltam, hogy bar még a masodik eluciods 1€pés utan (E3, E4 frakciokban) is marad némi
DNS a nanorészecskék feliiletéhez adszorbealva, az els6 két 1épésben olyan mennyiségii
nukleinsavat sikertilt kinyerni, hogy nem indokolt meghosszabbitani az extrakcids id6t még
két ismétleési 1épéssel. Az elsd két elualas soran a tesztben Osszesen 25,58 ng tiszta DNS-t
nyertem ki a bakteridlis sejtekbdl (11. dbra, E1+E2), amely elegendé mennyiség minden
altalam végzett downstream molekuldris biologiai felhasznalasra (pl. agaroz
gélelektroforézis ~ 0,5-1 pug, qPCR ~ 1-5 ng, restrikcios endonukleazokkal torténd emésztés
~0,5 pg DNS-tigényel), és azok tobbszori megismétlésére is. A DNS koncentracidé mérések,
és az agaroz gélelektroforézis képek alapjdn megallapithaté volt, hogy az extrakcids
folyamat eredményeként kapott pDNS molekulak alkalmasak tovabbi, molekularis bioldgiai

folyamatokban valo felhasznalasra.
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DNS mennyiség az egy izolalashoz
tartozo eluciokban (ng)

11. abra. pDNS (pBAD24) izoldlas MnFe;O4 MNP-vel, négy elucios lépés beiktatasaval (E1-E4), agaroz
gélelektroforézisen abrazolva (A), illetve DNS mennyiségekben abrazolva (B). F = DNS adszorpcio utani
feliiluszo frakcio

Az izolalasi kisérletek soran tapasztalt magas pDNS-hozam ¢és jo tisztasadg hatterében a
mangan-ferrit nanorészecskék kedvezd szerkezeti és feliileti tulajdonsagai allnak. Ezek
megértése érdekében a kovetkezOkben bemutatom a MnFe>Os nanorészecskék azon
tulajdonsagait, amelyek meghatirozo szerepet jatszanak a DNS-sel valo kolcsonhatasok
kialakuldsédban. Fontos megjegyezni, hogy a nanorészecskék fizikai-kémiai jellemzését az
egylittmiik6dé kutatdcsoport végezte; az itt ismertetett adatok a veliik kdzosen publikalt,
lektoralt kozleménybdl szdrmaznak, és a jelen doktori munka keretében a pDNS-izolalasi
eredmények értelmezését szolgaljak.

Az XRD, TEM ¢és HRTEM felvételei alapjan a mangan-ferrit nanorészecskék atlagos mérete
11,2 nm, szerkezete egykristaly, amely Osszhangban van az MNP szuperparamagneses
viselkedésével. A kis részecskeméret nagy fajlagos feliiletet eredményez, ami eldsegiti a
DNS molekuldkkal valé hatékony kolcsonhatasok kialakuldsat. A nanorészecskék tovabbi
karakterizalasa soran kideriilt, hogy a feliileti hidroxil-csoportok (melyek jelenléte FTIR
vizsgalattal  igazolt)  deprotonaléddsa  miatt az  elektrokinetikai  potenciél
negativ (— 17+ 6 mV). Ennek kovetkeztében a nanorészecskék vizes kozegben
elektroszatikailag taszitjdk egymast, ami jo diszpergalhatosagot biztosit, és megakadalyozza
az aggregaciot az izolalasi 1épések soran [124].

Mivel a DNS ¢és a nanorészecskek feliilete egyarant negativ toltésii, a DNS-kotés nem tisztan
elektrosztatikus jellegli. A szakirodalom szerint a kolcsonhatast elsGsorban a feliileti
hidroxil-csoportokon keresztiil kialakul6 hidrogénkotések és a hidratacios réteg kozvetitette
interakcidk hatarozzadk meg, amelyek hatékony, ugyanakkor reverzibilis DNS-adszorpciot
tesznek lehetévé [71]. Ez a kdlcsonhatasi mechanizmus magyarazatot ad a kisérletek soran

tapasztalt magas pDNS-hozamra, a jo tisztasagra, és hogy a DNS hatékonyan elualhato
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maradt a nanorészecskék feliiletérdl anélkiil, hogy jelentés mértékii nem specifikus

szennyezddés tarsult volna hozza.

5.3. Bakterialis pDNS-izolalas MgFe20s-NH2 MNP-vel, és a  Kkiilonb6zo

szintézismodszerrel késziilt MNP-k DNS-izolalo hatékonysaganak 6sszehasonlitasa

A mangan-ferrit nanorészecskékkel végzett izolalasi kisérletek alapjan felmeriilt, hogy a
nanorészecskék kémiai dsszetétele, felilletkémiai modositasa és szintézismodszere jelentds
hatassal lehet a pDNS megkotésére €s eludldsara. Ennek vizsgalatara a kovetkezOkben
MgFe,04-NH> magneses nanorészecskékkel végzett izolalasi teszteket mutatok be, valamint
Osszehasonlitom a részben kiilonb6zd szintézismodszerrel késziilt MNP-k DNS-izoldlo
hatékonysagat. A két, azonos kémiai Osszetételi (MgFe,Os-NHz) MNP  azonos
koprecipitacids elven alapuld, szolvotermalis szintézissel késziilt, Mg(Il) és Fe(Il)
prekurzorok felhasznalasdval, etanolamin jelenlétében, etilén-glikol oldoszerben. Az egyik
(konvencionalis) mddszer 12 6ras reakcioidot (felmelegités €s refluxalas, 12 h minta)
alkalmazott, mig a masik, 0j tipust eljaras ezt a folyamatot egy 4 perces, mikrohullammal
kombinalt szintézisre redukalta (4 min minta). A karakterizalas soran a két nanorészecske
hasonlonak bizonyult: 4tlagos részecskeméretiik 37,8 nm (12 h) és 43,9 nm (4 min) volt [14],
ami lehetdvé tette a szintézismddszer DNS-izolalasi hatékonysagara gyakorolt hatasanak

célzott vizsgalatat.

5. tablazat. A kiilonbozo szintézisidovel szintetizalt MgFe>O4NH>, MNP-k DNS-izolalo hatékonysdga

Ve MgFe204-NHz (4 mln) 12 h MgFe204-NHz (12 h)
Elticidk
DNS konc. (p.g/mL) Azso/Azso DNS konc. (p.g/mL) Azeo/Azso
El 416,8 + 285,35 1,92 500,83 + 250,37 1,93
E2 180,13 £ 16,97 1,95 141,13 £ 87,21 1,83

Az eredményekbdl az lathatd, hogy mindkét mddon szintetizalt nanorészecskével jo
tisztasagu (A260/A2s0:1,7 — 2,0 tartomanyba esd) €és nagy mennyiségli pDNS nyerhet6 ki (5.
tablazat, 12. abra).
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12. dbra. A kiilonbozo szintézisidejii (4 min, 12 h) MgFe>O4+NH: nanorészecskék DNS-izolalo
hatékonysaganak ésszehasonlitasa a kinyert DNS mennyiségét tekintve. E1 = elsé elucios frakcio, E2 =
masodik elucios frakcio

Ha az izolalt DNS mennyiségét abszolut értékben (ng-ban kifejezve) vessziik figyelembe,
vagyis az egyenként 80 pL térfogata elucios frakcidkban talalhaté pDNS mennyiséget, akkor
a4 min mintaval Osszesen atlagosan 47,75 pg pDNS-t sikertilt kinyerni, mig a 12 h mintaval
51,36 pg-ot (az E1 és E2 frakciokban mért DNS mennyiségek dsszege alapjan, 12. abra). A
kereskedelmi forgalomban kaphato, pozitiv kontrollként alkalmazott, Mag-Bind Ultra-Pure
Plasmid DNA Kit (Omega Bio-tek) nevli, magneses nanorészecskéket alkalmazd
plazmidizolalo készlet a gyarto szerint 50 pg magas kopiaszama pDNS izolaldsara alkalmas
5 mL sejtkultardbol [131]. Ezzel 6sszevetve az eredményeim azt igazoltak, hogy az amino-
funkcionalizalt magnézium-ferrit MNP-vel kinyert pDNS-hozam &sszemérhetd a
kereskedelmi készlet maximalis elméleti kihozatalaval, még az alacsony kopiaszamu
pBAD24 plazmid esetében is.

A kétféle MNP-vel kinyert pDNS agaroz gélelektroforézis képeit (egy-egy reprezentativ
minta esetében) a 13. dbra mutatja. Az eredmények mind a DNS tisztasaga, mind pedig
mennyisége tekintetében nagyon hasonloéak, ami azt igazolja, hogy a magnézium-ferrit
MNP-t érdemes a lényegesen rovidebb és egyszerlibb modszerrel szintetizalni, mivel DNS-
izolalasi hatékonysaga Osszemérhetd a 12 Ords szintézisidejli, azonos Osszetételll

nanorészecskéjével.
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4 min 12 h

DNS F
marker

13. dbra. A kiilonbozo szintézisidejii MgFe04NH> MNP tipusokkal (4 min, 12 h) végzett pDNS-izoldlas egy-
egy reprezentativ agaroz gélelektroforézis eredménye

Az izolalt pDNS mennyiségi €s tisztasagi paramétereinek értékelését kovetden sziikséges
volt annak igazoldsa is, hogy a nanorészecskékkel kinyert DNS alkalmas tovabbi
molekularis bioldgiai alkalmazasokra. Ennek vizsgalatara emésztési kisérleteket végeztem
restrikcios endonukledzokkal. A restrikcids endonukledzok altal katalizalt reakciokhoz két
olyan enzimet hasznaltam (Agel és Asel), amelyek az E. coli-bdl izolalt pBAD24 plazmid
duplaszalii DNS-ének cukor-foszfat gerincében talalhatd foszfodiészter kotést egy-egy
specifikus hasitohelyen hidrolizaljak (14. &bra). Az Agel endonukledz a pDNS 1074.
bazisparjanal hasit, mig az Asel a 2497. bazisparnal. A két enzim egylittes alkalmazasa a
cirkularis plazmid DNS-t két, jol definialt méretli fragmentumra hasitja: egy 1423 bp és egy
3119 bp hosszsagu szakaszra (15. 4bra).
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Clal (2)
Aflll (301)
pBRrevBam_primer EcoRV (386)
pGEX_3_primer AraC

ORF frame 2

Nrul (708)
ara0?2
Agel (1074)

pBR322_origin

pBAD24
4542 bp

f1_origin
ara0O1

CAP_BS
pBAD_fwd_primer
Aral112
ARA_promoter
Nhel (1300)
EcoRI (1311)

Asel (2497) Ncol (1318)
FSpIrZa5s] rmB_T2_terminator, Kpn! (1326)
ORF frame 1 AmpR_promoter Xmal (1326)
Ampicillin Smal (1328)

Xbal (1337)

Sall (1343)

Pstl (1353)

Hindlll (1361)
pBAD_rev_primer
pTrcHis_rev_primer
rnB_terminator
rnB_T1_terminator

14. abra. A 4542 bp hosszusagu pBAD24 cirkularis plazmid restrikcios térképe az Agel (1074 bp) és Asel
(2497 bp) hasitohelyeivel (narancssarga kerettel jelélve)

A 15. 4bra 1. oszlopédban lathatd a pozitiv kontroll, amely egy kereskedelmi forgalomban
kaphato, MNP-alapt készlettel izolalt pBAD24 szintén Agel és Asel-gyel hasitott formajat
tartalmazza, majd pedig a 2. és 3. oszlopokban a 12 h és a 4 min mintdk emésztett formaja

lathato.

DNS 1 2 3
marker PC 12h 4 min

:
’
-
)
.
.
.

3000 bp

1500 bp

15. dbra. A MgFe;O4NH (12 h) és MgFe;04NH, (4 min) MNP-vel izolalt DNS mintak alkalmazasa
restrikcios endonukledzok (Agel és Asel) altal katalizalt reakcioban. PC = pozitiv kontroll
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A 15. éabra gélelektroforézis képén jeloltem a 3000 bp és 1500 bp méreti DNS
fragmentumokat a DNS marker esetén. Jol lathato, hogy a pozitiv kontroll (PC) és a két,
sajat fejlesztésii protokollal izolalt pPBAD24 mintdk (12 h, 4 min) azonosan viselkedtek a
restrikcios endonukledzok katalizalta reakcioban, tovabba a savok a vart mérettartomanyban
jelentek meg. Ez azt jelenti, hogy az extrahalt pDNS mintdk megfeleld tisztasagiak és
szerkezetileg épek voltak, igy alkalmasak tovabbi molekularis biologiai alkalmazasokra. Az
eredmények alapjan tovabba megallapithato, hogy a 12 h €s 4 min szintézisidejii MgFe,Os-
NH> MNP-k azonos hatékonysaggal alkalmazhatok bakterialis DNS tisztitasra, ezért
koltség- és energiahatékonysagi szempontbdl célszerii a 4 min szintézisidejii nanorészecskék
alkalmazdsa, amennyiben azokat DNS-kinyerésre ¢s tovabbi vizsgalat elvégzésére
hasznaljuk.

A MgFe>04-NH, MNP-vel kapcsolatos, a jelen alfejezetben leirt eredményeket nemzetkozi
folyoiratban publikaltuk, ezzel a szakirodalomban els6ként mutattuk be a magnézium-ferrit

DNS-izolalasra val6 alkalmazhatosagat [14].

5.4.A 6 tesztelt magneses nanorészecskével (MnFe204, MnFe204-NH2, MgFe204,
MgFe:04-NH2, NiFe204, NiFe204-NH2) torténé pDNS-izolalas és a

protokolloptimalizalas eredményei

A mangan- és magnézium-ferrit alapti magneses nanorészecskékkel végzett pDNS-izolalasi
kisérletek eredményei igazoltak, hogy a ferrit tipusit MNP-k alkalmasak bakterialis plazmid
hatékony kinyerésére, ugyanakkor ravilagitottak arra is, hogy az izolalas hatékonysagat az
alkalmazott protokoll paraméterei befolyasoljak. Ennek megfelelden ebben a fejezetben hat
kiilonbozd ferrit-alapi magneses nanorészecske (MnFe;Os, MnFe>O4-NHj, NiFeyOs,
NiFe204-NH2, MgFe>04, MgFe204-NH2) pDNS-izolalési teljesitményét hasonlitom Ossze
tobb izolalasi protokoll alkalmazéasaval, majd egy elére meghatarozott kritériumrendszer
alapjdn azonositom a legkedvezdbb tulajdonsagokkal rendelkez6 MNP-protokoll
kombinaciot. Az alkalmazott protokollok elnevezése ¢€s leirasa a 4.7. alfejezetben keriilt
Osszefoglalasra, roviden pedig a 6. tablazat leirdsaban. Az egyes nanorészecskékkel
elvégezett pDNS-izolalast akkor tekintettem elfogadhatonak, ha az adott izolalasi médszer
haromszori ismétlés soran a 4.8. alfejezetben részletezett kritériumoknak megfeleld
eredményeket adott. A 6. tdblazatban az X-szel jelolt cellak azt jelzik, hogy az MNP-
protokoll kombinacid estében az eredmények nem feleltek meg az eldirt kritériumoknak,
vagy az adott mddszert nem alkalmaztam, mivel a dontési fa (4.8. fejezet, dontési fa 6. dbra)

alapjan a megeldz6 tesztek eredményei nem tettek eleget a meghatarozott elvarasoknak. A
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6. tablazat utolsdé oszlopa 0Osszefoglald jellegli, és minden egyes tesztelt magneses
nanorészecskére vonatkozoan jelzi, hogy a lehetséges 15 kritériumbol (3 protokoll x 5

kritérium) 6sszesen hany teljesiilt.

6. tablazat. A pDNS-izoldlashoz tarsitott hatékonysagi kritériumok 6sszegzése a 4.8. alfejezetben leirtak
alapjan (Konc. = koncentracio, AGE = agaroz gélelektroforézis, REaz = restrikcios endonukledz). 1: Tris-HCI
alapprotokoll; 2: foszfat pufferes eludlast alkalmazo protokoll (PB),; 3: NaCl-mentes kétd pufferrel és NaCl-ot
tartalmazo elucios pufferrel végzett protokoll (Tris-HCI, NaCl).

DNS-izolalas | Protokoll | Mennyiség Minéség Integritas A hatékonysag
MNP-vel szama Konc. Tisztasag | AGE | REazreakcié | gPCR Gsszegzése

1 v X v v v 4/5
MnFe204 2 v v v v v 5/5 | 11/15

3 X X v X v 2/5

1 v v v X v 4/5
MnFe20s-NH: 2 X X X X X 0/5 9/15

3 v v v v v 5/5

1 v v v X v 4/5
NiFe204 2 X X X X X 0/5 9/15

3 v v v v v 5/5

1 v v v v v 5/5
NiFe204-NH: 2 X X X X X o/s | 10/15

3 v v v X v 4/5

1 v v v X v 4/5
MgFe204 2 v v v v v 5/5 | 14/15

3 v v v v v 5/5

1 v v v v v 5/5
MgFe20s-NH: 2 Vi v v v v 5/5 | 15/15

3 v v v v N 5/5

Ezen Osszefoglalo tablazat alapjan minden egyes MNP esetében legaldbb egy olyan
protokollt ki lehetett valasztani (6. tablazat, zold kiemelés), amellyel hatékonyan, nagy
mennyiségll és jo mindségli pDNS-kinyerése valosithatd meg Escherichia coli-bol, és amely
a tovabbi molekularis bioldgiai folyamatokban is felhasznalhato. A MnFe204 MNP esetében
a 2. szamu protokoll (PB) bizonyult a legmegfelelébbnek. Ezzel szemben a MnFe204-NHz
¢s NiFe204 MNP-k esetében a 3. protokoll (Tris-HCI, NaCl) adta a legjobb eredményeket,
mig a NiFe204-NH2-nél az 1. protokoll (Tris-HCI) volt optimalis. A MgFe204 a vizsgalt
protokollok koziil kettével (2. és 3.) is alkalmazhatd, mig a MgFe204-NH2 esetén
mindhiarom protokollal izoldlt pDNS minta eleget tett a mindségre és mennyiségre
vonatkoz6 kovetelményeknek. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a vizsgalt magneses
nanorészecskék koziil ez utdbbi (MgFe.O4-NHz) a leghatékonyabb bakterialis pDNS-

izolalasaban.
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Mivel a vizsgalt MNP-k ¢€s izolalasi protokollok koziil tobb is megfelelt a pDNS-kinyerésére
vonatkoz6 mindségi és mennyiségi kritériumoknak, a tovabbiakban sziikségessé valt azok
gyakorlati alkalmazhatdsaganak értékelése is. Ennek egyik meghatarozd szempontja az
1zolalasi eljarasok koltségigénye, kiilondsen nagyobb mintaszam esetén. Ennek megfelelden
a kovetkezokben a kifejlesztett izolalasi protokollok koltségigényét szamszerlsitettem, és
Osszevetettem a laboratoriumi gyakorlatban alkalmazott alternativ modszerekkel. A
tesztekhez felhasznalt nanorészecskék eldallitasi koltségeit, illetve az izolalasok soran
sziikséges vegyszerek mennyiségének az arait 96 pDNS-izolalasi reakciora vonatkoztatva
szamoltam ki, és ezt mindharom kifejlesztett protokoll esetén elvégeztem. A koltségeket
Osszehasonlitottam a hagyomdényos alkali lizises izolalas, illetve a laboratériumunkban
megtaldlhatd ¢és alkalmazott, kereskedelmi forgalomban kaphaté izoldldo készletek
koltségeivel, szintén 96 extrakcidra vetitve, melyeket a 7. tdblazat szemléltet. Az izolalas
tovabbi, laboratériumi eszkozigényeit (pl. centrifuga, vortex stb.) a szamitasok soran nem
vettem figyelembe. J6l lathatd, hogy az intézetiinkben szintetizalt nanorészecskékkel (mivel
mind a hat MNP-tipus szintézisének koltsége azonos) kifejlesztett protokollok
megkozelitdleg fele akkora koltséget jelentenek, mint a hagyomanyos extrakcio, tovabba 7-
9-szer alacsonyabb koltségigénytliek, mint az MNP-alapu kitek. Az affinitds oszlop-alapt
készletek ara pedig 36-72-szer magasabb 96 pDNS-izoldlasra vetitve, mint a sajat
protokollokkal torténd kinyerés. Ezen 6sszehasonlitas alapjan egyértelmiien megéllapithato,
hogy a kutatds soran pDNS-izolalasra kifejlesztett  protokollok jelentdsen

koltséghatékonyabbak, mint a vizsgalt alternativ izolalasi modszerek.

7. tablazat. A kifejlesztett protokollok anyagkéltségei a hagyomanyos izoldlassal [175] és kereskedelmi
forgalomban kaphato izoldlo készletekkel Osszehasonlitva. A koltségeket a VWR International Hungary
honlapjan szereplo arak alapjan szamoltam ki (https://hu.vwr.com/store), a 2025 janudrjaban érvényes arak
figyelembevételével, osszhangban a vonatkozo kozleményben bemutatott szamitasokkal [6]

Protokoll/kit neve 96 DNS-izolalas ara (HUF)
Kifejlesztett, 1. Tris-HCI 7031,32
MNP-alapu 2.PB 7028,73
protokollok 3. Tris-HCI, NaCl 6986,08
Hagyomanyos DNS-izoldlas 13 795,74
MNP-alapu Omega Bio-tek 47 555,64
izolalé kit Zymo Research 66 199,61
Oszlop-alapu Omega Bio-tek 248 511,24
izolalo kit QIAGEN 504 954,43
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5.5.A Kkivalasztott MNP-protokoll kombinaciokbol szarmazé pDNS részletes

kvantitativ és kvalitativ jellemzése

Az el6z6 fejezetekben bemutatott Osszehasonlitd elemzés alapjan azonositott, pDNS-
izolalasra alkalmas ¢s koltséghatékony MNP-protokoll kombinaciok esetében a
kovetkezOkben részletesen bemutatom a kinyert DNS kvantitativ €s kvalitativ jellemzését.
Ezeket a vizsgalatokat mar csak az aldbbi MNP-protokoll kombinaciobol szarmazé DNS
mintakkal végeztem el: MnFe>O4 — (2), MnFe2O4-NH> — (3), NiFe2O4 — (3), NiFe204-NH»
— (1), MgFex04 — (2) és (3), MgFe»04-NH> — (1), (2) és (3) protokollok (6. tablazat zolddel
kiemelt sorai).

szarmazd eredményeket a 16. abra szemlélteti, mig a mérésekhez tartozd konkrét
szamadatokat a Mellékletek M. tdblazata foglalja Ossze. A diagram kék oszlopai a
kivélasztott nanorészecske-protokoll kombinaciok relativ extrakcidos hatékonysagat
mutatjak. Ebben az dsszehasonlitdsban a DNS-hozam szempontjabol a leghatékonyabbnak
a MgFe>O4 MNP bizonyult a 2. PB protokollt hasznalva, mig a MnFe>O4-NH> a 3. Tris-HCI,
NaCl protokollal a legkevésbé hatékony. Béar a 3-as protokollal és MnFe>O4-NH>
részecskével kaptam a legalacsonyabb pDNS mennyiséget (93,7 + 35,2 pg/mL), ez még
mindig figyelemre méltéoan jo eredménynek szdmit, hiszen példaul He és munkatarsai
csupan 55 pg/mL, magas kopiaszamu plazmid DNS-t extrahaltak az altaluk elkészitett
amino-funkcionalizalt magneses nanorészecskékkel [176].

Fontos megjegyezni, hogy a MnFe>O4-NH> MNP-vel és a 3-as protokollal kapott, a tobbi
vizsgélathoz képest alacsonyabb DNS koncentracié részben annak tulajdonithatd, hogy a
nanorészecskék aggregalodtak az izolalasi folyamat sordn, amelyet a tesztek elvégzésekor
vizualisan is megfigyeltem. A részecskék aggregalodasa pedig csokkentette az effektiv
fajlagos feliiletet és igy az adott MNP DNS-kot6 kapacitasat.

Eredményeim tovabbi értékelése eldtt fontosnak tartom megjegyezni, hogy a kovetkezékben
bemutatott értelmezések soran kizarolag azokat a részecske-jellemzdket emelem ki, amelyek
kozvetleniil hozzédjarulnak a pDNS-izolalasi eredmények magyardzatadhoz. Az MNP-k
részletes fizikai-kémiai jellemzése a veliink egylittmiikodd kutatdcsoport munkdja volt; az
itt hivatkozott adatok a kozos, lektordlt publikéciokban, valamint a kulcsfontossagu

paraméterekre korlatozva a Mellékletek M2. tablazataban talalhatok meg.
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16. dabra. A nanorészecskekkel izolalt pDNS mintdk koncentrdcioja. Az X tengely az egyes izolaldasokhoz
hasznalt MNP-ket és protokoll szamat jeloli. Az abran bemutatott pDNS mintdk tisztasdagi értékei (Az60/A2s0)
minden esetben a vart 1,6-2,0 kozotti tartomanyba estek. A mérésekhez tartozo pontos koncentrdcio- és
Az60/A2s0 értékeket a Mellekletek M1. tabldzata foglalja dssze.

A 16. abra kék oszlopai altal bemutatott eredmények hatterében egyrészt az all, hogy a DNS
molekula 0Ossztoltése negativnak tekinthetd a DNS lancot alkotd foszfatcsoportoknak
koszonhetden, ezért elektrosztatikus kolcsonhatas kialakitdsaval a DNS képes a pozitiv
toltésti magneses nanorészecskék feliiletére adszorbedlni. Az NH»-funkcionalizalt magneses
nanorészecskék az aminocsoportoknak koszonhetden megnovekedett pozitiv feliileti
toltéssel rendelkeznek, ami er6sebb elektrosztatikus kolcsOnhatas kialakulasat és ebbdl
adoddan fokozott DNS kotddést tehet lehetdvé [14]. Az emlitett tendencia azonban nem
minden altalam tesztelt NH>-funkcionalizalt részecske esetén igazolodott. Vizsgalataimnal
ez a nikkel-ferrittel torténd izoldldsoknal, illetve bizonyos koriilmények kozott a
magnézium-ferritnél volt megfigyelheté (lasd a MgFe:Os4 (3) és MgFexOs4-NHz (3)
eredmények Osszehasonlitisat a 16. abra szerint).

A modositatlan mangan-ferrit MNP-vel magasabb DNS-hozam volt elérheté az NHo-
funkcionalizalt valtozathoz képest, ami 6sszefiiggésbe hozhat6 azzal, hogy eldbbi esetében
a magneses szaturacio értéke (Ms) nagyobb (73 emu/g), mint az utobbié (38 emu/g) [6]. A
nagyobb magneses szaturacio6 pedig fokozhatja a DNS és a magneses nanorészecskék kozotti
vonzo kolcsonhatasokat [177].

A nikkel-ferrit magneses nanorészecskék esetében az NHz-csoporttal rendelkez6 részecskék
jobb hatékonysagat az —NH> csoportoknak kdszonhetéen megndvekedett pozitiv feliileti
toltés mellett egyéb fizikai paraméterek is aladtdmaszthatjdk. A funkcids csoporttal
rendelkezd valtozat nagyobb magnesezettséggel rendelkezik, mint a funkcids csoport nélkiili
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(39 emu/g > 26,7 emu/g), tovabba kisebb atlagos méreteloszlassal bir (NiFe>O4: 12 + 3 nm,
NiFe2O4-NHa: 6 £ 2 nm) [6]. A kisebb részecskék nagyobb fajlagos feliilettel rendelkeznek,
ami szintén kedvez a DNS molekuldk adszorpcidjanak.

A magnézium-ferrit nanorészecskék esetében a kiilonbozé protokollokkal extrahalt DNS
mennyiségek kozotti kiilonbség adodhat abbodl, hogy a nukleinsav molekuldk a kiilonbdz6
DNS molekuldkban a negativ toltésii foszfatcsoportok kozott erds taszitas alakul ki, és emiatt
a molekula elongalodott, kitekeredett szerkezetet vesz fel [178,179]. Egy pDNS hossza ilyen
kitekeredett formaban akar tobb szaz nanométer is lehet, mig egy nanorészecske atmérdje
legfeljebb 100 nm. Kovetkezésképpen, amikor a pDNS molekuldkat nanorészecskékkel
keverjiik 6ssze, a szabad DNS korbetekeredhet a részecske feliiletén. Ez azt eredményezheti,
hogy egyetlen pDNS molekula a nanorészecske feliileti kotOhelyeinek nagy részét
lefoglalhatja, sdt a DNS hossza és a foszfatgerinc mentén talalhato negativ toltések révén a
DNS egyidejlileg tobb részecskéhez is adszorbealodhat [127]. Ennek eredményeként a
nanorészecskék effektiv DNS-adszorpcios kapacitasa csokken.

megnyult konformaciébol kompaktabb, globularis szerkezetbe rendezddik [127,180]. Ebben
a feltekeredett allapotban a DNS gerincét alkoto foszfatcsoportok egy része learnyékolodik,
ami csokkenti a hozzaférhetdségiiket a pozitiv toltési nanorészecskékhez. Ennek
kovetkeztében egy adott DNS molekula kisebb feliiletet foglal el a nanorészecske felszinén,
lehetévé téve tobb DNS molekula egyidejii adszorpcidjat. Valamilyen kondenzaldszer (pl.
polietilén-glikol) hozzaadéasa a natrium-klorid tartalmt pufferhez tovabb fokozza a DNS
A 16. abra Osszehasonlitja az altalam tesztelt MNP-protokoll kombinaciok pDNS-izolalo
hatékonysagat kereskedelmi forgalomban kaphatd extrakcios készletek hatékonysagaval.
Ezek koziil négy olyat teszteltem, amelyekkel affinitas oszlop-alapt izolalas valdsult meg
(z6ld oszlopok, 16. abra), kettével pedig magneses nanorészecske-alapt (lila oszlopok, 16.
abra). Jol lathato, hogy a magneses nanorészecskéket hasznalo izolald kitek nem kdozelitik
meg a Nanoszerkezetli Anyagok Kutatocsoport altal szintetizalt MNP-k és a veliik fejlesztett
ejarasok pDNS-kinyerési hatékonysagat. Ezeknél ugyanis a legkevésbé hatékony eredmény
(MnFe>04-NH> (3)) is tobbszorosen meghaladja az Omega Bio-tek (34,2 £ 21 pg/mL) és a
Zymo Research (49,3 £ 7,9 png/mL) éaltal forgalmazott készletekkel kapott hozamot. A
bevonatolt oszlopokat alkalmazé pDNS-extrakcids készletek is (melyek koziil a legjobb

58



Gerzsenyi Timea - PhD értekezés Eredmeények

eljaras 181,3 £ 137,2 pg/mL pDNS-t eredményezett) csak két, sajat fejlesztésii MNP-
protokoll kombinacié (MnFe>O4 (2) és MnFe>04-NH> (3)) hatékonysagat eldzték meg.
Annak érdekében, hogy megvizsgaljam, van-e szignifikédns kiilonbség a DNS koncentraciok
kozott, a kis elemszam ¢és a normaleloszlas feltételezhetoségének hianya miatt Kruskal-
Wallis H-probat végeztem, amely kimutatta, hogy a kilenc kisérleti csoportban (amelyek az
MNP-protokoll kiilonb6zé kombinacidit képviselik) a DNS koncentraciok statisztikai
szempontbol, nagyon alacsony szignifikanciaszint mellett is kiilonbéznek (H(8) = 75,52;
p <0,0001).

Az UV-Vis spektrofotometrias méréseket kovetden agardz gélelektroforézist alkalmaztam a
pDNS mindségének tovabbi értékelésére. Abban az esetben, ha az agardz
gélelektroforézissel kedvezd, azaz a dontési fa (6. &bra) 4ltal megfogalmazott
kritériumoknak megfeleld eredményeket kaptam (17. dbra), a pDNS tovabbi, funkcionalis

jellegli vizsgalatait restrikcioés endonukleaz- és qPCR reakcidkkal végeztem el.

F «E3 E2 F+ E1 E2 EEEEETEEEZNEEEUEEENREZNRENCIRE F E1 E2 F E1 E2 F E1E2 °‘F EL E2

N

[O — (] ad

MnFe,0, MnFe,0, NiFe,0, NiFe,0,4 MgFe,0, MgFe,0, MgFe,0, MgFe,0, MgFe,0,
(2) —NH,(3) (3) —NH, (1) (2) (€)) —-NH, (1) —-NH, (2) )\ P E))

17. abra. Agaroz gélelektroforézis kép a nanorészecskékkel kinyert pDNS mintakrdl. F = feliiluszo, E1 = elsé
elucios frakcio, E2 = masodik eliicios frakcio

5.6. A kinyert pDNS integritasvizsgalata restrikcios endonukleaz reakciok és qPCR

alkalmazasaval

A kinyert pDNS integritasanak vizsgalatat restrikcids endonukledz emésztéssel valositottam
meg, amely alkalmas a DNS szerkezeti épségének és emészthetdségének ellendrzésére. A
restrikcidos  emésztéseket az Asel endonukleaz ezimmel végeztem az egyes
nanorészecskékkel izolalt pBAD24 DNS-re. Az igy kezelt mintdk agaroz
gélelektroforézissel nyert eredményei az integritasvizsgalat reprezentativ példaiként

lathatok a 18. abra gélképein.
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18. abra. Az Asel enzimmel hasitott pBAD24 mintdk, amelyek izoldlasa a kévetkezé nanorészecskével (és
protokollal) tortént: 1. MnFe;Oy (2), 2. MnFe;O4—NH> (3), 3. NiFe;Oy4 (3), 4. NiFe;O+~NH: (1) 5. MgFe>O4
(2), 6. MgFe;0y4 (3), 7. MgFe;04~NH, (1), 8. MgFe;O+~NH, (2), 9. MgFe;O4,—NH (3). Az Asel enzimnek egy

hasitasi helye van a pBAD24 molekulan, ezaltal linearizalja a cirkularis plazmidot, igy a fluoreszcens DNS
sav a gélképen a plazmid méretének megfelelo magassagnal jelenik meg (4542 bp). Az 1 kb-os DNS marker
savjai bp-ban értendok.

Az altalam vizsgalt pDNS-nek a 4000 és 5000 bp-t jelentd markersdvok kozott kellett
elhelyezkednie. Amint azt a gélkép is mutatja, pozitiv eredmény esetén a megfeleld
mérettartomanyban megjelend, éles fluoreszcens sav jelzi, hogy a restrikcids emésztés
sikeres volt, mivel a cirkularis pDNS egyetlen hasitasi helyen torténd vagasa linearis DNS
molekula kialakuldsdhoz vezet. A linearis forma a plazmid egy konformacidja, amely
kevésbé kompakt, mint a szuperfelcsavarodott allapot, és amelynek vandorlasa a gélben a
DNS méretétdl fliggd sebességli [171].

Az, hogy a hasitas a megfeleld helyen végbemehetett, arra utal, hogy a DNS minta nem
tartalmazott olyan szennyezd komponenseket, amelyek a restrikcids endonukledz mitkdését
gatoltak volna. Emellett a gélen elmosodott savok, azaz diffuz fluoreszcencia, valamint nagy
molekulatomegii, genomi DNS-re utalo jelek hianya azt jelzi, hogy a pDNS izolalasa soran
nem kovetkezett be mechanikai vagy kémiai eredetli toredezés, illetve nem tortént
aspecifikus hasités.

Ezek az eredmények megerdsitettek, hogy a nanorészecskékkel izolalt pDNS szerkezetileg

¢ép és a tovabbi molekularis bioldgiai felhasznalashoz sziikséges tisztasaggal rendelkezik.
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19. abra. A gPCR reakciokat azon pDNS templatokkal végeztem, amelyeket az X tengelyen feltiintetett MNP-
protokoll kombinacio szerint izolaltam. PC = pozitiv kontroll (GenElute Plasmid Miniprep Kit-tel (Sigma
Aldrich) kinyert minta), NTC = templat nélkiili kontroll, NPC = primer nélkiili kontroll, NaN = nem
értékelhets adat

A qPCR modszerét a részecskékkel kinyert pDNS mintdk tovabbi felhasznalhatdsaganak
kimutatdsara alkalmaztam. Az Osszes DNS mintdnal mar a 8-15. ciklusok ko6zott volt
detektalhat6 fluoreszcens jel. A 3 parhuzamos mérés eredményébdl szarmazo Cq atlagértéke
MgFe>04-NH; esetében volt a legkisebb (8,32), mig legkésébb a NiFe>O4-nél jelent meg a
fluoreszcens jel, atlagosan a 15,74. ciklusban (19. abra). Ez az elvart kritériumoknak
megfeleld eredménynek szamit. A megfeleloség alatt azt értem, hogy minden érték
jelentdsen a 35-0s Cq kiiszobérték alatt van, tovabba minden esetben a detektalt fluoreszcens
jel megjelenése a pozitiv kontrollnal (PC) tapasztalt értékhez kozeli volt. A pozitiv kontroll
ebben a tesztben egy kereskedelmi forgalomban kaphatd, affinitds oszlop-alapt izolalo
készlettel (Sigma Aldrich) kinyert pDNS minta volt. Ezen kiviil a tapasztalt alacsony Cq
értékek arra utalnak, hogy az egyes reakciokban felhasznalt 5 ng DNS-bdl mar kis szamu
(8-15) ciklus alatt akkora mennyiségli amplifikalt termék keletkezett, mely képes volt
detektalhatd fluoreszcens jelet generalni. A sikeres amplifikacidé akkor valosul meg, ha a
primerek templathoz val6 hibridizacioja nem akaddlyozott (az izolalt DN'S minta nem sériilt)
¢s a DNS-polimerdz is hatékonyan képes miikddni (a reakcioelegybe nem keriilt
szennyezddés, pl. tokéletlen izolalas esetén maradék fém nanorészecske).

A templatot nem tartalmazo kontroll (NTC) magas Cq értéke arra utal, hogy a primer
dimerek egymassal kapcsolddtak a reakcioban, kettds szala DNS-t alkotva, amihez a
fluoreszcens PCR festék kotddni, majd gerjesztddni tud. Azonban a primer dimerek nem

teljesen komplementerei egymasnak, igy kapcsolodasuk nem tokéletes, ami miatt csak kevés
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festék tud interkalalodni kozéjiik. fgy csak sok ciklus utan és csak kis mértékii fluoreszcens
jel generalddik ezen mintakban.
A primer nélkiili kontrollnak (NPC) nincs amplifikécios gorbéje, hiszen a reakciohoz
hozzdadott minimalis mennyiségli pDNS nem elegendd ahhoz, hogy az kimutathat
fluoreszcens emisszidt generaljon, primer hianydban pedig a DNS-polimerdz nem tud a
templat DNS-hez hozzékapcsolodni, hogy véghez vigye a szintézist.
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20. abra. A jelzett MNP-protokoll kombindcioval izolalt pDNS mintdkkal végzett gPCR eredmények RFU
(relativ fluoreszcencia egység) értékei

A qPCR mérések soran meghatarozott RFU értékek atlagat bemutatd oszlopdiagram (20.
abra) célja annak szemléltetése, hogy az egyes MNP-protokoll kombinaciokbol szdrmazod
pDNS mintak hasonl6 fluoreszcencia-intenzitast eredményeztek, és igy a qPCR reakcidoban
egységes mindségl templatként viselkedtek. Az RFU értékek nagysaga és szorasa minden
esetben dsszemérhetd volt a pozitiv kontrollként alkalmazott, kereskedelmi izolalo készlettel
nyert pDNS mintaéval, ami alatdmasztja az alkalmazott MNP-alapti izolalasi modszerek
PCR-kompatibilitasat.

A Cq értékek statisztikai 6sszehasonlitasa Kruskal-Wallis probaval szignifikans eltéréseket
mutatott az egyes MNP-protokoll kombinacidk kozott (H(8) = 85,81; p <0,0001), ami arra
utal, hogy bar az amplifikdci®6 minden esetben alacsony ciklusszamon indult meg, az
izolalasi koriilmények a qPCR amplifikaci6 kezdetének idozitését eltérd mértékben
befolyasoltak.

A gqPCR eredményben megfigyelhetd Cq értékek minden tesztelt MNP esetében hasonldan
alacsonyak voltak, ami arra utal, hogy a vizsgalt ferrit-alapti nanorészecske a vele

optimalizalt protokoll(ok)kal sikeres, j6 min6ségii DNS-kinyerést tesz lehetdvé. Ezaltal az
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izolalt DNS templatként alkalmazhaté amplifikdcids reakciokban. Mindez megerdsiti a
tesztelt részecskék azon potencialjat, hogy megbizhato alternativaként szolgaljanak a pDNS-

izolaladsaban, bovitve a kutatok szamara a kinyerésre alkalmazhaté lehetoségek korét.

5.7. Az MNP-vel izolalt pDNS bakterialis transzformalasa

Az izolalt pDNS integritdsdnak és amplifikacids alkalmassaganak igazolasat kovetden a
kovetkezd 1épésben azt vizsgéltam, hogy az MNP-alapi modszerekkel kinyert DNS
biologiai értelemben is funkcionalisan aktiv maradt-e. Ennek igazolasara bakterialis
transzformalasi kisérleteket végeztem.

A transzformalast mindharom tipusu (magnézium-, mangan- ¢és nikkel-ferrit-alapu)
magneses nanorészecskével kinyert pDNS mintaval elvégeztem. A transzformaldsra
kivélasztott templéatok esetében az volt a szempont, hogy a kordbban optimalisnak bizonyult
MNP-protokoll kombinaciok koziil mindharom MNP-tipus és mindharom izolalési protokoll
reprezentalva legyen. Ennek megfelel6en a pDNS templatok a MgFe>O4-NH: (1. protokoll),
MnFe;04 (2. protokoll) és NiFe2O4 (3. protokoll) kombinaciokbol szarmaztak.

Az E. coli JM109 kompetens sejt transzformalasat kovetéen, ampicillin-tartalmu szelektiv
taptalajon torténd tenyésztés soran minden esetben baktériumkolonidk jelentek meg (21.
abra), ami igazolja, hogy mindharom MNP-protokoll kombinaciébol szarmazé pBAD24
templat bejutott a baktériumsejtbe. A kolonidk megjelenése egyben a plazmidon kodolt
szelekciés marker miikodését is alatdmasztja, mivel a kordbban ampicillinre érzékeny
baktériumok a bejuttatott pDNS jelenlétében képessé valtak az antibiotikumot tartalmazé
kozegben torténd novekedésre.

Ezutan a transzformalt sejtekbdl a pBAD24 plazmidot Ujraizoldltam, majd agardz
gélelektroforézissel ellendriztem annak jelenlétét, amely megerdsitette a transzformalas

sikerességét.
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21. dabra. A kinyert pBAD24 transzformalasat kéveté ampicillin-szelekcio LB taptalajon, pozitiv kontroll (A)
eseten, illetve a kiillonbdzé MNP-protokoll kombindciokkal: MgFe,O4+NH; — 1. protokoll (B), MnFe;O4— 2.
protokoll (C) és NiFe,O4— 3. protokoll (D)

5.8. pDNS-izolalas baktériumsejtekkel fertozott human vérszérum mintabol

A nukleinsav-izolalasi modszerek validalasa soran elengedhetetlen annak vizsgalata, hogy
az alkalmazott eljards mennyire hatékony komplex bioldgiai matrixokban, ahol a cél-DNS
szamos potencialisan zavaré komponens jelenlétében talalhato. A vérszérum — kiilondsen
enyhe vorOsvértest-szennyezettség esetén — fehérjéket, lipideket, sejttormeléket
tartalmazhat, amelyek jelentdsen befolyasolhatjdk a DNS-adszorpciot, az izolalas
hatékonysagat és a downstream analitikai modszerek megbizhatdsagat. Mivel a plazmid
DNS extrakcidja szempontjabdl a legkedvezébb eredményeket az amino-funkcionalizalt
magnézium-ferrittel értem el, annak hatékonysagat tovabb vizsgaltam vérszérummal terhelt
(spike-olt) matrixbol torténd pDNS-kinyerésre. A kisérlet soran E. coli pBAD24
baktériumtenyészetet adtam hozza vérszérumhoz, majd a kialakitott, komplex kozegbdl
végeztem el a pDNS izoléalasat az 1. protokollal.

5 mL, 1,57 x 10° CFU/mL sejtstiriiségii, vérszérummal spike-olt E. coli pBAD24
baktériumtenyészetbol sikeresen izolaltam pDNS-t, amelynek koncentracioja 303,1 pg/mL
volt az els6 eludtumban (E1) és 93,7 ug/mL a masodikban (E2). Az extrahalt DNS mintak
tisztasdga az Azeo/A2go arany alapjan 1,92 (E1) és 1,84 (E2) értékeket mutattak. Az agardz
gélelektroforézis eredménye (22. &bra) az izolalas elsd és masodik elucids frakcidibol

szarmaz6 pBAD24 molekulak jelenlétét mutatja.

64



Gerzsenyi Timea - PhD értekezes Eredmények

22. abra. A MgFe;04+NH; nanorészecskékkel (1. Tris-HCI protokoll) vérszérum és bakteridlis sejtszuszpenzio
keverékebdl izolalt pBAD24 DNS agaroz gélelektroforézis képe. E1 = elsé elucios frakcio, E2 = masodik
elucios frakcio

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az amino-funkcionalizalt magnézium-ferrit alapt
magneses nanorészecskék nemcsak tiszta bakteridlis tenyészetb6l, hanem vérszérummal
terhelt, komplex biologiai matrixbdl is hatékonyan alkalmazhatok pDNS izoldlasara. A
kapott DNS mennyisége ¢és tisztasadga, valamint a gélelektroforézises ellendrzés eredményei
egylittesen igazoljak, hogy az izoldldsi modszer ilyen koriilmények kozott is megdrzi
hatékonysagat. Ez arra utal, hogy ez az MNP-protokoll (MgFe>Os-NH> — 1. Tris-HCI)
kombinéci6 potencidlisan alkalmas Osszetett mintak feldolgozésara is. Ez a megkozelités
nemcsak az izoldlasi eljards robusztussdgat igazolja, hanem modellezi azokat a
koriilményeket is, amelyekkel a modszer potencidlis diagnosztikai, biotechnologiai vagy

kornyezetanalitikai alkalmazasok soran talalkozhat.

5.9. gDNS-izolalas eredményei: négy baktériumfajbél szairmazo6 extrakcio MgFe204-

NH: nanorészecskével

A pDNS-izoldlasara irdnyuld kisérletek eredményeit kovetden a vizsgalatokat
kiterjesztettem genomi DNS (gDNS) kinyerésére is, annak érdekében, hogy megitéljem az
amino-funkcionalizalt magnézium-ferrit alapu magneses nanorészecskék alkalmazhatosagat
eltérd sejtfalszerkezeti baktériumok esetében.

A gDNS-izolalas forrasa két Gram-negativ (E. coli, P. fluorescens) és két Gram-pozitiv (M.
luteus, B. subtilis) baktériumfaj volt. Az amino-funkcionalizalt magnézium-ferrit

nanorészecskékkel kinyert gDNS koncentraciok a 23. abran lathatok.
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23. abra. A MgFe;04-NH: alapu gDNS-izolaldsi protokoll teljesitményének osszehasonlitdasa kereskedelmi
izolalo kitekkel, az izolalt gDNS koncentrdcioja alapjan. Az azonos szinii oszlopok azonos baktériumfajokbol
izolalt gDNS mintakat jelélnek.

A 23. abra két utolsd6 oszlopa jeloli a kereskedelmi forgalombol szarmazo izolald
tek gyartotdl szarmazik, mig az MNP-alapu kitet a Zymo Research késziti, és érdemi
Osszehasonlitds szempontjabol ez utobbi all kdzelebb a sajat fejlesztésii protokollhoz tartozo
eredményekhez. A Zymo Research készlete azonban nem ismerteti, hogy milyen tipusu
nanorészecskéket tartalmaz. Az 0Osszehasonlitdé abran az jol lathatd, hogy egyforma
kiindulasi sejtszuszpenzid-térfogat alkalmazasakor a magnézium-ferrit alapi gDNS-izolalo
protokollal mind a négy baktériumfajbol nagyobb mennyiségli genomi DNS kinyerése
valosithatdo meg, mint az MNP-alapu készlettel (23. 4bra).

Ha 0sszehasonlitjuk az aminocsoporttal rendelkez6 magnézium-ferrittel kiilonb6zo
modellorganizmusokbdl izolalt gDNS mennyiségeket, az lathatd, hogy a két G-
baktériumbdl (E. coli és P. fluorescens) tobb DNS-t nyertem ki, mint a G+ baktériumokbol
(M. luteus és B. subtilis) (23. 4bra). Ez egyrészt annak kdszonhetd, hogy az éjszakan at
razatott baktériumszuszpenziok kiindulasi sejtstirlisége eltérd volt. Ezt aldtdmasztjak az
izolalas megkezdése el6tt 600 nm-en elvégzett optikai denzitas mérések is:

E. coli: ODeoo = 5,63 (ez hozzavetSlegesen 4,5 x 10° sejt/mL sejtsiirtiségnek felel meg [181])
P, fluorescens: ODgoo = 6,08

M. luteus: ODeoo = 4,5

B. subtilis: ODeoo = 3,9
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Mivel az optikai denzitas j6 kozelitéssel aranyos a sejtkoncentracioval, a magasabb ODeoo
érték nagyobb kiindulasi sejtszamot jelent térfogategységenként, ami potencidlisan nagyobb
mennyiségli izolalhatdé genomi DNS-t eredményez. Masrészt, mivel a baktériumok
sejtmembranjaban 1évé peptidoglikan réteg a két tipust baktériumcsoportban kiilonbozik
(G- baktériumokban ez a réteg vékonyabb, mint a G+ esetén), emiatt a kémiai sejtfeltaras is
konnyebben mehetett végbe az E. coli és a P. fluorescens esetében [182], ami szintén
befolyésolhatta a sejtekbdl kinyerheté DNS mennyiségét.

A kinyert gDNS minték tisztasagat az Ax60/A2so arany jellemzi, mely a szakirodalom szerint
1,6 — 2,0 kozott tekinthetd jonak. Eredményeim azt mutattak, hogy a kiilonb6z6 forrasbol

izolalt gDNS tisztasdga megfelelt ennek a kritériumnak (8. tablazat).

8. tablazat. A MgFe;O,-NH> MNP gDNS-izolalo hatékonysdganak 6sszehasonlitdsa kereskedelmi forgalomban
kaphato kitek hatékonysagaval, DNS tisztasag szempontjabol (Az60/A2s0)

gDNS forras (baktérium) Felhasznalt MNP/kit Kinyert gDNS Azc0/A2s0
E. coli 1,69 £0,02
P. fluorescens 1,79 £ 0,08
MgFe204-NH2
M. luteus 1,62 £0,02
B. subtilis 1,71+£0,08
) Omega Bio-tek 1,79+0,01
E. coli
Zymo Research 1,73 £ 0,06

Hasonlé kutatdsokban, melyekben szintén (vas-oxid) magneses nanorészecskék DNS
adszorpcios képességét €s hatékonysagat tesztelték, azt kaptak eredményiil, hogy az E. coli
sejtekbdl kinyerhetd maximalis, tiszta DNS mennyiség 18-20 pg/mL [8], mig az altalam
tesztelt magnézium-ferrit esetében ez atlagosan 113,9 ng/mL.

A sejtekbdl extrahalt gDNS épségét és jelenlétét agardz gélelektroforézissel is ellendriztem.
A jol elkiilonithetd, fluoreszcens savokat a 24. dbra mutatja. A kapott jelekre nem volt
jellemz6é a nagymértékii elmosddas, ami arra utal, hogy a DNS mintak nem bomlottak le

vagy darabolddtak fel az izoldlasi folyamat soran.

24. dbra. A kiilonbozo, G— és G+ baktériumfajokbol, MgFe;O4NH>; MNP-vel kinyert gDNS mintdk agaroz
gélelektroforézis képe (1. Escherichia coli, 2. Pseudomonas fluorescens, 3. Micrococcus luteus, 4. Bacillus
subtilis).
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A kifejlesztett protokoll tehat sikeresen volt alkalmazhato kiilonb6zd baktériumfajokbol vald
gDNS-izoldlasra, ezzel bizonyitva a protokollban szerepld magnézium-ferrit széleskort
felhasznalhatosagat. A kapott eredmények biztatoak tovabbi baktériumokbdl, élesztd vagy
akéar novényi sejtekbdl torténd extrakciora nézve is. Emellett, az itt megfigyelt hatékonysag
Osszhangban van az el6bbiekben bemutatott, plazmid DNS-re irdnyuld izolalasok soran
kapott jo eredményekkel, ami megerdsiti a MgFe>O4-NH> alkalmassagat szélesebb korti

izolalasi célokra, kiilonb6zd bioldgiai kontextusokban.

5.9.1. Az extrahalt gDNS integritdasanak vizsgdalata qPCR-rel

Mig a DNS mennyiségét és mindségét leggyakrabban UV spektrofotometriaval vizsgaljak,
az integritdsat gyakran qPCR-rel is ellendrzik [136]. A qPCR moddszer ilyen célu
alkalmazasat pDNS minték esetében korabban részleteztem, a kovetkez6kben a modszert a
genomi DNS integritasanak értékelésére alkalmazva mutatom be. Erre azért van sziikség,
mert a gDNS integritdsanak ellendrzése nemcsak alapkutatasi folyamatokban fontos, hanem
kiilondsen indokolt az Osszetett, id6- és erOforras-igényes gDNS alapu alkalmazéasok (pl.
genomikai vizsgalatok, DNS-biobankok készitése, teljes genomszekvenalds, metilacios

vizsgalatok) megkezdése elott is.
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25. dabra. A MgFe;O4—NH> MNP-kel izolalt, kiilonbézé baktériumfajokbol szarmazo gDNS mintik gPCR
vizsgadlatanak Cq értékei. Az oszlopok harom fiiggetlen qPCR reakcio Cq atlagértékeit, a pontok az egyedi
meéréseket jelolik. NTC = templat nélkiili kontroll, NPC = primer nélkiili kontroll, NaN = nem értékelheto

adat

A gPCR vizsgalatok sordn megfigyelhetd volt, hogy nagyobb kiinduldsi DNS mennyiség
esetén kevesebb PCR ciklus sziikséges ahhoz, hogy a fluoreszencia intenzitdsa a

kiiszobértéket meghaladd intenzitasat elérje. Ez a forditott aranyossag pedig jol lathatd az
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oszlopdiagramon (25. abra) is. Az NTC mintdnal a magasabb Cq érték és az alacsonyabb
RFU (26. abra) hatterében az all, hogy a reakcidban jelenlévd primerek egymadssal
hibridizalva primer dimereket képeznek, melyek alacsony intenzitdsu jelet adnak. A qPCR
reakciokat akkor tekintettem sikeresnek, ha a Cq érték 35 alatt jelentkezett. A 25. 4bra azt
mutatja, hogy a gDNS templatok esetén a Cq értékek 22,66 és 26,29 kozé estek, ami

hatékony felsokszorositasra és a templatok megfeleld integritdsara utal.
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26. abra. A magneézium-ferrit MNP-vel izolalt gDNS mintak qPCR reakcioinak eredménye RFU (relativ
fluoreszcens egység) tekintetében. A diagram az RFU értékek triplikatumokbol szarmazo atlagait mutatja.

A 26. abra diagramjan lathat6 eredmények reprezentativnak tekinthet6k, mivel a négy
vizsgalt baktériumfajbdl izolalt gDNS mintak szignifikdnsan magasabb fluoreszcencia-
intenzitast mutattak, mint a templatot nem tartalmazoé kontroll (NTC), ami arra utal, hogy a
detektalt jel valoban az amplifikdlt DNS-hez kothetd. A primer nélkiili kontroll (NPC)
mintdk esetében nem volt kimutathatd fluoreszcencia, ami megfelel annak az elvarasnak,
hogy primer hianyaban amplifikalas nem megy végbe.

Osszességében, noha az abszolut RFU értékek késziilékfiiggdk, az azonos kisérleti feltételek
mellett mért relativ kiilonbségek jol tiikrozik a felsokszorositds hatékonysagat és
specificitasat, igy a diagramon megfigyelhetd tendencia megbizhatéan igazolja a PCR

reakciok sikerességét és bioldgiai relevancidjat (26. abra).

5.10. A MgFe204-NH2 MNP-vel végzett RNS-izolalas és RT-PCR eredményei

Mig a fenti vizsgalatok a gDNS izolalasanak sikerességét és a templat integritasat igazoltak,

a nukleinsav-izoldlasi mddszer alkalmazhatdsagdnak teljes korti értékeléséhez sziikséges
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volt a sejt aktudlis transzkripcids allapotat tiikr6z6 RNS kinyerésének ¢és
felhasznalhatosaganak vizsgalata is.

Els6 1épésként az RNS-izolalas hatékonysagat a kinyert nukleinsav mennyisége alapjan
hasonlitottam 6ssze, amelyet UV-Vis spektrofotometriaval, 260 nm-en hatdroztam meg. A
sajat fejlesztésti protokollal és a kereskedelmi készlettel, ugyanolyan E. coli sejttérfogatbol

kinyert RNS koncentracigjat 6sszehasonlitva a 27. dbra mutatja.
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27. abra. A MgFe;04NH; MNP-vel és az Omega Bio-tek gyartotol szarmazo RNS-izolalo kittel kinyert RNS
mintak atlagos koncentracioja

A nukleinsav mennyiségét tekintve az Omega Bio-tek kit lathatéan szignifikansan
hatékonyabbnak bizonyult. A sajat fejlesztési modszerrel atlagosan kinyerhetd
tovabb. Ehhez egy olyan gén kivalasztasa volt sziikséges, amelynek expresszidja a
kornyezeti €s sejt anyagcsere allapotatdl nagyrészt fliggetlen. E. coli esetében az egyik ilyen
gén (Un. haztartasi gén) az uidA, amely a B-gliikuronidaz enzimet kddolja [183]. Az uidA
stabil expresszidja miatt megbizhato célgénként alkalmazhaté az RNS mintak mindségének
¢s RT-PCR-ben val6 felhasznalhatosaganak igazolasara. Jelen munkdban ezért ennek a
génnek az RNS-alaptl kimutatasat céloztam meg.

Az RT-PCR folyamat elsd 1épéseként reverz transzkripcidt végeztem a 4.173.1. alfejezetben
leirtak alapjan. Ennek soran az izolalt RNS a reverz transzkriptdz enzim templatjaként
szolgalt, amely egy egyszalu, az RNS-sel komplementer DNS-t (cDNS) szintetizalt. Ezt a
cDNS-t pedig az eljaras masodik 1épésében, a PCR reakcioban templatként hasznaltam. A
modszer soran az uidA gén egy 70 bp hosszlsdgi szakaszat specifikus primerekkel

amplifikaltam, majd a reakcio sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztem.
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DNS
marker

100 bp
50 bp

28. abra. A 70 bp hosszusagu RT-PCR termék agaroz gélelektroforezis képe. Az 1. és 2. mintak a MgFe;0y-
NH>; MNP-vel kinyert RNS-ré6l szarmaznak.

A 28. abra alapjan megallapithato, hogy a kereskedelmi RNS-izolalo készlettel kinyert minta
pozitiv kontrollként (PC) megfelelé amplifikaciot mutatott, és ezzel azonos moéddon a
MgFe>O4-NH> nanorészecskékkel izoldlt RNS mintdk (1. és 2. parhuzamos izolalas)
esetében is jol lathatdo PCR termék jelent meg. Ez igazolja, hogy a reverz transzkripcid
sikeres volt. Bar az izolalt RNS koncentracidja elmarad a kereskedelmi forgalomban kaphato
készlettel elérhetd kihozataltdl, az izoldtum RT-PCR reakcidban sikeresen szolgalt
templatként. A negativ kontrollok (NTC, NPC) esetében nem volt megfigyelhetd

fluoreszcens sav, ami a reakciok specificitasat tamasztja ala.
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6. Tézisek

1. tézis: Igazoltam, hogy a MnFe>Os, MnFeoOs-NH», NiFe2Os, NiFer04-NHz, MgFe 04 €s
MgFe,04-NH> magneses nanorészecskék alkalmasak bakteridlis eredetli plazmid DNS
reverzibilis megkdtésére, és ezek felhasznalasaval hatékony, szilard fazisu pDNS-izolalasi

eljarasokat fejlesztettem ki.

2. tézis: Megallapitottam, hogy a MnFe;Os, MnFe;04-NH,, NiFe 04, NiFe Os-NHa,
MgFe,04 €s MgFe>O4-NH> magneses nanorészecskékkel kifejlesztett bakterialis pDNS-
extrakcios protokollokkal izolalt plazmidmintak enzimatikus és amplifikacios molekularis

biologiai eljarasokban felhasznalhatok.

3. tézis: Bebizonyitottam, hogy a hat vizsgdlt magneses nanorészecske (MnFe2Oq,
MnFe>O4-NH2, NiFe;Os4, NiFe:O4-NHz, MgFe:Os4 és MgFer0s4-NHz)  kozil az
aminocsoporttal ellatott magnézium-ferrit a legkevésbé érzékeny a kornyezeti hatidsok
megvaltoztatasara DNS-izolalas soran, ezaltal pedig a legszélesebb korben alkalmazhato

bakterialis nukleinsav kinyerésére.

4. tézis: Igazoltam a MgFe>O4-NH> nanorészecskék alkalmazhatdsagat bakterialis sejtekbol
torténd genomi DNS-izoldlasra, és kidolgoztam egy szilard fazisu izolalasi protokollt, amely

gPCR-alapti downstream felhasznélédsra alkalmas nukleinsavat eredményez.

5. tézis: A MgFe>O4-NH> nanorészecskék alkalmazasaval kidolgoztam egy szilard fazisa
RNS-izolalo protokollt bakterialis sejtekbdl, amellyel a kinyert RNS RT-PCR alapt

molekularis bioldgiai analizisekben felhasznalhato.
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7. Osszefoglalé

A maégneses nanorészecskék forradalmat éljiikk. Ezek a valtozatos, specifikus kémiai és
fizikai tulajdonségokkal rendelkezé anyagok szdmos teriileten alkalmazhatok. A kiilonféle
szenzorok készitésétdl kezdve, a mezdgazdasadgi alkalmazdson 4t egészen az
orvostudomanyig, széles korben hasznaljak oket. Ipari felhasznalasban, kutatisban és a
hétkoznapokban egyarant jelentds szerepet jatszanak. Az MNP-k olyan nagy fajlagos
feliilettel rendelkeznek, amely lehetové teszi kiillonboz6 molekuldk hatékony adszorpcidjat.
Ezen tulajdonsagukat kihaszndlva olyan bakteridlis nukleinsav-izolalasi protokollokat
fejlesztettem ki plazmid DNS, genomi DNS és RNS molekulak extrakcidjara, amelyek
felveszik a versenyt a mar jol mikodé hagyomanyos modszerekkel, és kereskedelmi
forgalomban kaphato készletekkel egyarant.

A doktori kutatasom sordn ferrit-alapt magneses nanorészecskék nukleinsav-adszorpcios
¢s -1zolalo képességét vizsgaltam, majd hatékonysagukat dsszehasonlitottam. Plazmid DNS-
izolalasra az sszes, rendelkezésemre allo nanorészecskét leteszteltem: MnFe2O4, MnFe>Os-
NH»>, NiFe;0s4, NiFe;04-NHo, MgFex04, MgFe:04-NHz. A mangan-ferrit példajan
meghataroztam az optimalis kiindulasi sejtmennyiséget, a nanorészecske koncentraciot és
az eltcids l1épések szamat az extrakcidhoz. A szintézis sordn kiilonbozd ideig hokezelt
MgFe;04-NH>  részecskék pDNS-izolalé hatékonysagat is 0Osszehasonlitottam, és
megallapitottam, hogy a 4 perces mikrohullamt kezeléssel eldallitott MNP hasonloan jo
hatékonysaggal rendelkezik, mint a 12 6ran at kezelt valtozat. Mivel dsszetételiiket tekintve
azonosak, koltség- és idohatékonysagi szempontbdl a 4 perces kezeléssel eldallitott minta
eldnydsebbnek bizonyult. Ezt kdvetden a kinyerési hatékonysag és tisztasdg alapjan az
eredetileg MnFe>O4-re kidolgozott eljarast a tobbi részecskére is optimalizaltam, amely a
kotd- és elucios pufferek Osszetételének megvaltoztatasat jelentette. Mindegyik MNP
esetében sikeriilt legalabb egy olyan pufterosszetételt (1. Tris-HCI; 2. PB; vagy 3. Tris-HCI,
NaCl) és ezaltal protokollt meghatarozni, amely nagy mennyiségli, tovabbi felhasznalasra
alkalmas és jo tisztasagu, E. coli baktériumbol szarmazo pDNS kinyerését tette lehetdvé. Az
MNP-protokoll kombindcidk hatékonysagat agar6z gélelektroforézissel, UV-Vis
spektrofotometrids méréssel, restrikciés endonukledzok altal katalizalt reakciokkal, gPCR
vizsgalatokkal és transzformalassal ellendriztem, tovabba dsszehasonlitottam kereskedelmi
forgalomban kaphat6, affinitasoszlop- és MNP-alapu kitek hatékonysagéaval. A hat vizsgalt
nanorészecske-tipus koziil kizardlag az amino-funkcids csoporttal ellatott magnézium-ferrit

miikddott mindegyik kidolgozott protokollal, igy ez bizonyult a legkevésbé érzékenynek a

73



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Osszefoglalo

kémiai koriilmények valtozasara. Ennek alapjan a tovabbi nukleinsavtipusokra iranyulo
izolalasi protokollokat a MgFe>Os-NH> MNP-vel kisérleteztem ki, valamint ugyanezen
magneses nanorészecskét alkalmaztam komplexebb forrasbdl (human vérszérum ¢€s E. coli
sejtszuszpenzid keverékére) torténd pDNS-izolalasra is. A genomi DNS-izolalasi modszert
tobb kereskedelmi forgalomban kaphaté készlet, illetve szakirodalomban megjelent
publikacié protokollja alapjan fejlesztettem ki, és Gram-negativ (E. coli, P. fluorescens),
illetve Gram-pozitiv (M. luteus, B. subtilis) baktériumokra egyarant teszteltem. Az
eredmények Osszességében kedvezdbbek voltak, mint az MNP-alapu készlettel végzett
kisérletek esetében, bar nagy mennyiségii genomi DNS kizarolag az affinitas oszlop-alapu
készlettel volt kinyerhetd. Az extrahdlt nukleinsav tiszta volt, és tovabbi molekularis
biologiai felhasznaldsokra (spektrofotometrids mérés, agardz gélelektroforézis és qPCR)
alkalmasnak bizonyult. Az amino-funkcios csoporttal rendelkezd magnézium-ferritrdl
elmondhat6, hogy bakteridlis (E. coli) RNS-izolalasra is alkalmazhaté. Bar az MNP-alapu
RNS-izolalo készlettel dsszehasonlitva kisebb mennyiségii ribonukleinsav nyerhetd ki, a
kutatds sordn kifejlesztett modszer mind kvantitativ, mind pedig kvalitativ szempontbol
megfeleld ribonukleinsavat eredményezett, amely RT-PCR vizsgalatban kival6 templatként
szolgalt.

Osszességében elmondhatd, hogy az anyagtudomany és molekularis bioldgia hatarteriiletén
elhelyezkedd kutatdsom elsOsorban a bakterialis plazmid DNS-re terjedt ki részletesen,
hiszen ez az a molekula, amelyet a biotechnologiai kutatas leggyakrabban alkalmaz kis
mérete, egyszerli hozzaférhetdsége és konnyli manipuldlhatosdga miatt. Erre a cirkularis,
foleg baktériumokban eléforduld, dsDNS molekulara olyan protokollokat fejlesztettem ki,
amelyek nemcsak sokkal koltséghatékonyabbak a hagyomanyos vagy kereskedelmi
forgalomban kaphaté médszereknél, hanem teljes mértékben melldzik a felhasznald szaméra
toxikus vegyszerek haszndlatat is. Ezen tulmenden az eljardsok minimalis laboratériumi
infrastrukturat igényelnek, igy korlatozottabb anyagi forrasokkal rendelkezd laborokban is
konnyen alkalmazhatok. A nanorészecskék szintézise €s a kidolgozott protokollok egyarant
megtalalhatok a doktori értekezés alapjaul szolgalo nyilt hozzaférésli publikacidkban, ezzel
is eldsegitve mas kutatok munkdjat. Abbol adddoan, hogy a kidolgozott modszerek (a
sejtlizist kovetden) mar nem igényelnek centrifugalasi 1épéseket, a folyamatok konnyen
automatizalhatok: magneses modullal ellatott pipettazd robot segitségével akar 96 minta
parhuzamos preparalasa is megvalosithato. Ezaltal a diagnosztikai célil nukleinsav-izolacios
folyamatok is egyszeriisithetok, lehetdvé téve a gyorsabb, hatékonyabb betegségfelismerést,

valamint a megfeleld terapia mielobbi megkezdését.
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8. Summary

We are living through the revolution of magnetic nanoparticles. These inorganic materials,
characterized by highly diverse and specific chemical and physical properties, can be applied
extremely broadly. They are widely used in fields ranging from sensor fabrication and
agricultural applications to medicine, and they play a significant role in industrial use,
research and everyday life alike. Due to their nanoscale dimensions, these materials possess
a very high specific surface area, making them suitable for the adsorption of large amounts
of various molecules. Exploiting this property, I developed bacterial nucleic acid isolation
protocols for the extraction of plasmid DNA (pDNA), genomic DNA (gDNA), and RNA
molecules that are competitive with both well-established traditional methods and
commercially available kits.

During my PhD research, I investigated the nucleic acid adsorption and isolation capabilities
of ferrite-based magnetic nanoparticles and compared their efficiencies. For pDNA isolation,
I tested all magnetic nanoparticles available in our laboratory: MnFe>O4, MnFe2O4-NHo,
NiFe204, NiFe:04-NH2, MgFe 04, MgFe204-NHz. Using manganese ferrite as a model
system, I determined the optimal starter cell amount, nanoparticle concentration and number
of elution steps required for efficient extraction. I compared the pDNA isolation efficiency
of amino-functionalized magnesium ferrite particles subjected to different heat treatment
durations during synthesis and found that magnetic nanoparticles produced by 4 minutes of
microwave treatment exhibited as good performance as those treated for 12 hours. Since
their compositions are identical, the 4-minute treatment proved more advantageous in terms
of both cost and time efficiency. Subsequently, based on extraction efficiency and purity, |
optimized the procedure originally developed for MnFe>O4 for the other nanoparticles as
well, which involved modifying the compositions of the binding and elution buffers. For
each MNP, I identified at least one buffer composition (1. Tris-HCI; 2. PB; or 3. Tris-HCI,
NaCl) and corresponding protocol that enabled the extraction of large amounts of high-purity
pDNA from E. coli suitable for downstream applications. The efficiency of the MNP-
protocol combinations was evaluated using agarose gel -electrophoresis, UV-Vis
spectrophotometry, restriction endonuclease-catalyzed reactions, qPCR analyses and
transformation experiments. The results were compared with those obtained using
commercially available affinity column- and MNP-based kits. Among the six nanoparticle
types examined, only amino-functionalized magnesium ferrite performed successfully with

all developed protocols, making it the least sensitive to changes in chemical conditions.
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Based on these findings, MgFe204-NH2 MNPs were used for subsequent nucleic acid
isolation experiments and were also applied to pDNA isolation from more complex sources,
such as mixtures of human blood serum and E. coli cell suspensions.

The genomic DNA isolation method was developed based on several commercially available
kits and protocols published in the literature and was tested on both Gram-negative (E. coli,
P. fluorescens) and Gram-positive (M. luteus, B. subtilis) bacteria. Overall, the results were
more favorable than those obtained using an MNP-based commercial kit, although larger
amounts of gDNA could only be extracted using an affinity column-based kit. The isolated
nucleic acids were of high purity and proved suitable for further molecular biological
applications, including spectrophotometric measurements, agarose gel electrophoresis and
qPCR.

Amino-functionalized magnesium ferrite was also shown to be suitable for bacterial (E. coli)
RNA isolation. Although this method yielded lower amounts of RNA than a commercial
MNP-based RNA extraction kit, the protocol developed during this research produced
ribonucleic acid of adequate quantity and quality, which served as an excellent template for
RT-PCR analyses.

Overall, this research — situated at the interface of materials science and molecular biology
— focused most extensively on bacterial plasmid DNA, as this molecule is most frequently
used in biotechnological research due to its small size, easy accessibility and simple
manipulability. For this circular, double-stranded DNA molecule, primarily found in
bacteria, I developed protocols that are not only significantly more cost-effective than
traditional or commercially available methods but also completely eliminate the use of
chemicals toxic to laboratory personnel. Furthermore, these procedures require minimal
laboratory infrastructure, making them easily applicable in laboratories with limited
financial resources. Both the nanoparticle synthesis procedures and the developed protocols
are described in open-access publications forming the basis of this doctoral thesis, thereby
facilitating the work of other researchers. Since the developed methods do not require
centrifugation steps following cell lysis, the workflows are easily automatable, enabling the
parallel preparation of up to 96 samples using a pipetting robot equipped with a magnetic
module. As a result, diagnostic nucleic acid isolation processes can also be simplified,
allowing faster and more efficient disease detection and the earlier initiation of appropriate

therapy.

76



Gerzsenyi Timea - PhD értekezés Koszonetnyilvanitas

9. Koszonetnyilvanitas

Szeretném Oszinte koszonetemet kifejezni a témavezetdémnek, Dr. Szoéri-Doroghazi
Emmanak, aki szakmai tudéasaval, tiirelmével, segitokészségével ¢és kedves, emberi
hozzaallasaval végig kisért a doktori képzésen. Ajtaja mindig nyitva all, mellyel példat

mutat a hallgatoinak, kollégainak, és példaképpé valik sokak szamara, koztiik szamomra is.

Koszonettel tartozom a Kémiai Intézet és a FIEK igazgatojanak, egy személyben Prof. Dr.
Viskolcz Bélanak, aki megteremtette az infrastrukturalis lehetéséget a doktori kutatasom
kivitelezéséhez. Koszondm, hogy részt vehettem projektekben, amelyek tovabb mélyitették
a szakmai tudasom a PhD-m témakérében. Ordm olyan kutatdintézet tagja lenni, ahol a
vezetd és a kollégdk tadmogatjadk a fejlddést, a konferenciarészvételeket és a kiilfoldi

kapcsolatteremtés lehetdségeit.

Ko6szoném Dr. Vanyorek Laszlo habilitalt egyetemi docensnek és Allné Ilosvai Agnes
doktorjeldltnek, hogy a magneses nanorészecskéket elkészitették és karakterizaltak. Halas
koszonetem a hallgatotarsaimnak, kiilonosképpen a kutatécsoportunk tagjainak, Karindnak,
Anikonak és Orsinak, akik mindig segitokészen fordultak hozzam, és akik nélkiil nem telt
volna olyan jol ez a négy év. Koszondm Dalmdénak, hogy mindent nevetve és egyiitt
csinaltunk végig, nélkiile ez az utazas sokkal unalmasabb lett volna. Koszonettel tartozom a
KI és a FIEK munkatarsainak is, az oktatoknak, a kutatoknak és az adminisztracios

dolgozoknak egyarant.

Nagyon koszondm a Doktori Iskola tdmogatasat. A Doktori Tandcsban vald részvétel
megerdsitett abban, hogy olyan kdzegben folytattam a tanulmanyaimat, ahol a hallgatok
érdeke mindig az els6 helyen all. K6szonom a Doktori Iskola adminisztrativ dolgozoinak is

a rengeteg segitséget, €s a toretleniil kedves hozzaallasukat.

Végiil, de nem utols6 sorban kdészondom a vdlegényem, a csalddom ¢€s a barataim
tamogatasat, akik mindig szurkoltak nekem, €s mindig kivancsian hallgattdk a legtjabb
tudomanyos kisérletem sikerességét vagy éppen sikertelenségét, még azok is, akik nem

értették, hogy mirdl beszélek. Koszondm, hogy hisztek bennem.

71



Gerzsenyi Timea - PhD értekezés Szakirodalmi kozlemenyek

10. Szakirodalmi kozlemények

10.1. Ertekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Timea B. Gerzsenyi, Agnes M. Ilosvai, Ferenc Kristaly, Lajos Daroczi, Michael C.
Owen, Béla Viskolcz, Laszlo6 Vanyorek, Emma Széri-Doroghazi. Investigation and
optimization of DNA isolation efficiency using ferrite-based magnetic nanoparticles.
Biotechnology Reports 2025, Volume 47, €00904;
https://doi.org/10.1016/1.btre.2025.e00904 (SJR indikator: Q1, IF: 6,7)

2. Timea B. Gerzsenyi, Agnes M. Ilosvai, Gergely Szilagyi, Milan Sz6ri, Csaba Varadi,
Béla Viskolcz, Laszl6 Vanyorek, Emma Szdri-Doroghdzi. A Simplified and Efficient
Method for Production of Manganese Ferrite Magnetic Nanoparticles and Their
Application in DNA Isolation. International Journal of Molecular Sciences 2023, 24(3),
2156; https://doi.org/10.3390/ijms24032156 (SJR indikator: D1, IF: 5,6)

3. Agnes M. llosvai, Timea B. Gerzsenyi, Emdéke Sikora, Lajos Harasztosi, Ferenc
Kristaly, Béla Viskolcz, Csaba Varadi, Emma Szdri-Doroghéazi, Léaszlé Vanyorek.
Simplified Synthesis of the Amine-Functionalized Magnesium Ferrite Magnetic
Nanoparticles and Their Application in DNA Purification Method. International Journal
of Molecular Sciences 2023, 24(18), 14190; https://doi.org/10.3390/ijms241814190
(SJR indikator: D1, IF: 5,6)

10.2. Tovabbi, referalt folyoiratokban megjelené kozlemények

1. Mohammed Ahmed Shehab, Emma Szdri-Doroghazi, Timea B. Gerzsenyi, Munaf Al-
lami, Andrea Valsesia, Tamas Szab6, Khalid T. Rashid, Adnan A. AbdulRazak, Anett K.
Lesko, Haidar Hasan Mohammed, Zoltan Németh. Utilization of semiconductor-
decorated tungsten trioxide nanowire membranes for the elimination of microorganisms
from potable water. RSC Advances, 2025, 15, 28613-28625;
https://doi.org/10.1039/D5RA04826E (SJR indikator: Q1, IF: 4,6)

2. Pal Boto, Timea Beatrix Gerzsenyi, Adel Lengyel, Balint Szunyog, Istvan Szatmari.
Zbtb46-Dependent Altered Developmental Program in Embryonic Stem Cell-Derived
Blood Cell Progenitors. Stem Cells 2021, Volume 39, Issue 10, Pages 1322-1334,
https://doi.org/10.1002/stem.3424 (SJR indikator: Q1, IF: 5,845)

10.3. Tovabbi, nem referalt folyoiratokban megjelend kozlemények
1. Timea Gerzsenyi, Viktoria Papp, Emma Szdri-Doroghdzi. From Soil to Sequence:

Magnetic Nanoparticles as Enablers of Metagenomic Monitoring in Remediation.

78


https://doi.org/10.1016/j.btre.2025.e00904
https://doi.org/10.3390/ijms24032156
https://doi.org/10.3390/ijms241814190
https://doi.org/10.1039/D5RA04826E
https://doi.org/10.1002/stem.3424

Gerzsenyi Timea - PhD értekezés Szakirodalmi kozlemenyek

Symposium on Polymer(s) Innovation & Soil Innovation for Regenerative Agriculture
booklet (SPI-SIRA) 2025 pp. 32-39, ISBN: 9789633584057 (2025)

2. Gerzsenyi Timea, Papp Viktoria, Szori-Doroghazi Emma. Bakterialis DNS-izolalasa
talajmintabol, kiilonds tekintettel a nanorészecskékkel torténd extrakciora —
szakirodalmi attekintés. Doktorandusz Almanach (2939-7294): 2025 (1) pp 63-68 (2025)

3. Dalma Dojcsdk, Csaba Varadi, Timea B. Gerzsenyi, Emma Szdri-Doroghézi. The Use
of Automated Liquid Handling in Combination with Magnetic Nanoparticles for Robotic
DNA Isolation and PCR Setup. Symposium on Polymer(s) Innovation 2024 & Energy,
Mitigation, Storage: Conference booklet, (1) Miskolc-Egyetemvaros: Miskolci
Egyetem, Felsdoktatési és Ipari Egyiittmiikddési Kozpont, pp 61-76 (2024)

4. Timea Gerzsenyi, Em6ke Bartok, Orsolya Alberti, Emma Szd8ri-Doroghéazi. Magneses
nanorészecskék adszorpcids és antibakterialis hatasanak vizsgalata. XXX. Nemzetkozi
Vegyeszkonferencia, Kolozsvar: Erdelyi Magyar Miiszaki Tudomadnyos Tarsasag
Absztraktkotet, pp 23-23 (Nemzetkdzi Vegyészkonf. 1843-6293 2734-7109; 30) (2024)

5. Gerzsenyi Timea, Szori-Doroghdzi Emma. Hazai gyartasi SYBR Green és STYO9
fluoreszcens festékanaldgok kvalitativ tesztelése qPCR reakcidokban. Doktorandusz
Almanach (2939-7294): 1 pp 231-238 (2024)

6. Gerzsenyi Timea, Szoéri-Doroghdazi Emma. Amin-csoporttal elldtott mangéan-ferrit
magneses  nanorészecskék  tesztelése pDNS-izoldlasra  bakteridlis  sejtekbdl.
Doktorandusz Almanach (2939-7294): 2023 (1) pp 138-142 (2023)

7. Gerzsenyi Timea, Varga Lilla, Szdri-Doroghazi Emma, Vanyorek Laszlo.
Antibakterialis hatéanyagui nano eziist PUR kompozitok fejlesztése. Symposium on
Polyurethane Innovation - SPI 2022, Conference publications, Miskolc-Egyetemvaros:
Miskolci Egyetem, FelsOoktatési és Ipari Egyiittmiikddési Kozpont, Miskolci Egyetem,
Kémiai Intézet, pp 174-181 (2022)

8. Gerzsenyi Timea B., Sz0ri-Doroghazi Emma. DNS-izolalasi mddszerek €s kvantitativ

eljarasok attekintése. Doktorandusz Almanach (2939-7294): 1 pp 109-115 (2022)

11. Hivatkozasok
Osszes hivatkozas szama: 34
Fiiggetlen hivatkozasok szdma: 23

h-index: 3

79



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

12. Szakirodalmi jegyzék

[1]
2]
[3]

[4]

[5]

[6]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Milo R, Phillips R. Cell biology by the numbers. Garland Science; 2015.
Green MR, Sambrook J. Molecular cloning. A Laboratory Manual 4th 2012;448.

Tan SC, Yiap BC. DNA, RNA, and protein extraction: the past and the present.
Biomed Res Int 2009;2009:574398.

Toxicological Profile for Phenol. Agency for Toxic Substances and Disease Registry
n.d.

U.S. Environmental Protection Agency. Toxicological review of chloroform (CAS
No. 67-66-3) 2001.

Gerzsenyi TB, Ilosvai AM, Kristaly F, Daroczi L, Owen MC, Viskolcz B, Vanyorek
L, Szd8ri-Doroghdzi E. Investigation and Optimization of DNA Isolation Efficiency
Using Ferrite-Based Magnetic Nanoparticles. Biotechnology Reports 2025:¢00904.

Shin JH. Nucleic Acid Extraction Techniques. In: Tang Y-W, Stratton CW, editors.
Advanced Techniques in Diagnostic Microbiology, Boston, MA: Springer US; 2013,
p. 209-25.

Bandyopadhyay A, Chatterjee S, Sarkar K. Rapid isolation of genomic DNA from E.
coli XL1 Blue strain approaching bare magnetic nanoparticles. Curr Sci 2011:210-4.

Xu J, Chen D, Yang Y, Gong H, Gao W, Xiao H. A one step method for isolation of
genomic DNA using multi-amino modified magnetic nanoparticles. RSC Adv
2021;11:3324-32.

Inoue J, Huber N, Fendel R, Held J. Automated total nucleic acid extraction with
magnetic beads for the detection of Plasmodium falciparum in large study cohorts.
Malar J 2024;23:398.

Cui H, Song W, Ru X, Fu W, Ji L, Zhou W, Zhao Z, Qu G, Yu X-F, Jiang G. A
simplified viral RNA extraction method based on magnetic nanoparticles for fast and
high-throughput detection of SARS-CoV-2. Talanta 2023;258:124479.

Pankhurst QA, Connolly J, Jones SK, Dobson JJJ. Applications of magnetic
nanoparticles in biomedicine. J Phys D Appl Phys 2003;36:R167.

Tang C, He Z, Liu H, Xu Y, Huang H, Yang G, Xiao Z, Li S, Liu H, Deng Y.
Application of magnetic nanoparticles in nucleic acid detection. J Nanobiotechnology
2020;18:62.

Tlosvai AM, Gerzsenyi TB, Sikora E, Harasztosi L, Kristaly F, Viskolcz B, Varadi C,
Sz6ri-Doroghéazi E, Vanyorek L. Simplified Synthesis of the Amine-Functionalized
Magnesium Ferrite Magnetic Nanoparticles and Their Application in DNA
Purification Method. Int J Mol Sci 2023;24:14190.

80



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

Fathi Karkan S, Mohammadhosseini M, Panahi Y, Milani M, Zarghami N,
Akbarzadeh A, Abasi E, Hosseini A, Davaran S. Magnetic nanoparticles in cancer
diagnosis and treatment: a review. Artif Cells Nanomed Biotechnol 2017;45:1-5.

Dadfar SM, Roemhild K, Drude NI, von Stillfried S, Kniichel R, Kiessling F,
Lammers T. Iron oxide nanoparticles: Diagnostic, therapeutic and theranostic
applications. Adv Drug Deliv Rev 2019;138:302-25.

Li D, Pan D, Li S, Zhang Z. Recent developments of rare-earth-free hard-magnetic
materials. Sci China Phys Mech Astron 2016;59:617501.

Ahamed M, Akhtar MJ, Siddiqui MA, Ahmad J, Musarrat J, Al-Khedhairy AA,
AlSalhi MS, Alrokayan SA. Oxidative stress mediated apoptosis induced by nickel
ferrite nanoparticles in cultured A549 cells. Toxicology 2011;283:101-8.

Ditta A, Khan MA, Junaid M, Khalil RMA, Warsi MF. Structural, magnetic and
spectral properties of Gd and Dy co-doped dielectrically modified Co-Ni (Ni0. 4Co0.
6Fe204) ferrites. Physica B Condens Matter 2017;507:27-34.

Jalaiah K, Babu KV. Structural, magnetic and electrical properties of nickel doped
Mn-Zn spinel ferrite synthesized by sol-gel method. J Magn Magn Mater
2017;423:275-80.

Parodi F. 19 - Physics and Chemistry of Microwave Processing. In: Allen G,
Bevington JC, editors. Comprehensive Polymer Science and Supplements,
Amsterdam: Pergamon; 1989, p. 669-728.

Issa B, Obaidat IM, Albiss BA, Haik Y. Magnetic nanoparticles: surface effects and
properties related to biomedicine applications. Int J Mol Sci 2013;14:21266-305.

Ho DON, Sun X, Sun S. Monodisperse magnetic nanoparticles for theranostic
applications. Acc Chem Res 2011;44:875-82.

Lluis M. Martinez. Reversible and irreversible aggregation of magnetic particles.
SEPMAG Smart & Scalable Magnetic Bead Separators 2016.

Reddy LH, Arias JL, Nicolas J, Couvreur P. Magnetic nanoparticles: design and
characterization, toxicity and biocompatibility, pharmaceutical and biomedical
applications. Chem Rev 2012;112:5818-78.

Raeisi Shahraki R, Ebrahimi M, Seyyed Ebrahimi SA, Masoudpanah SM. Structural
characterization and magnetic properties of superparamagnetic zinc ferrite
nanoparticles synthesized by the coprecipitation method. J Magn Magn Mater
2012;324:3762-5.

Récuciu M, Oancea S, Barbu-Tudoran L, Draghici O, Agavriloaei A, Creangd D. A
Study of Hyaluronic Acid’s Theoretical Reactivity and of Magnetic Nanoparticles
Capped with Hyaluronic Acid. Materials 2024;17:1229.

81



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

Vasi¢ K, Knez Z, Leitgeb M. Multifunctional iron oxide nanoparticles as promising
magnetic biomaterials in drug delivery: a review. J Funct Biomater 2024;15:227.

Faaliyan K, Abdoos H, Borhani E, Afghahi SSS. Magnetite-silica nanoparticles with
core-shell structure: Single-step synthesis, characterization and magnetic behavior. J
Solgel Sci Technol 2018;88:609—17.

Garrett RH, Grisham CM. Biochemistry. Brooks. Cole, Cengage Learning 2010:321—
3.

Kasyanenko N, Khansetsen B, Baryshev A, Sokolov P. DNA Persistent Length in
Solutions of Different pH. Int J Mol Sci 2025;27:316.

Vandeventer PE, Lin JS, Zwang TJ, Nadim A, Johal MS, Niemz A. Multiphasic DNA
adsorption to silica surfaces under varying buffer, pH, and ionic strength conditions.
J Phys Chem B 2012;116:5661-70.

LiH,Jin H, Li R, Hua J, Zhang Z, Li R. Magnetic Fe304(@ SiO2 study on adsorption
of methyl orange on nanoparticles. Sci Rep 2024;14:1217.

Mohammed L, Gomaa HG, Ragab D, Zhu J. Magnetic nanoparticles for
environmental and biomedical applications: A review. Particuology 2017;30:1-14.

Liu J, Zhao Z, Jiang G. Coating Fe304 magnetic nanoparticles with humic acid for
high efficient removal of heavy metals in water. Environ Sci Technol 2008;42:6949—
54.

Dojcsak D, Ilosvai AM, Vanyorek L, Gilanyi I, Olah C, Horvath L, Varadi C. NH2-
Functionalized magnetic nanoparticles for the N-Glycomic analysis of patients with
multiple sclerosis. Int J Mol Sci 2022;23:9095.

Dippong T, Levei EA, Cadar O. Recent advances in synthesis and applications of
MFe204 (M= Co, Cu, Mn, Ni, Zn) nanoparticles. Nanomaterials 2021;11:1560.

Murugesan C, Aroutchelvane J, Okrasa L, Chandrasekaran G. Synthesis and
characterisation of superparamagnetic MgFe204 nanoferrite. J Supercond Nov Magn
2018;31:3255-62.

Mondal DK, Borgohain C, Paul N, Borah JP. Tuning hyperthermia efficiency of
MnFe204/ZnS nanocomposites by controlled ZnS concentration. Journal of
Materials Research and Technology 2019;8:5659-70.

Huang W-H, Wu R-M, Chang J-S, Juang S-Y, Lee D-J. Manganese ferrite modified
agricultural waste-derived biochars for copper ions adsorption. Bioresour Technol
2023;367:128303.

Asghar K, Qasim M, Das D. Preparation and characterization of mesoporous
magnetic MnFe204(@ mSiO2 nanocomposite for drug delivery application. Mater
Today Proc 2020;26:87-93.

82



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

Kalaiselvan CR, Thorat ND, Sahu NK. Carboxylated PEG-functionalized MnFe204
nanocubes synthesized in a mixed solvent: morphology, magnetic properties, and
biomedical applications. ACS Omega 2021;6:5266-75.

Islam K, Haque M, Kumar A, Hoq A, Hyder F, Hoque SM. Manganese ferrite
nanoparticles (MnFe204): size dependence for hyperthermia and negative/positive
contrast enhancement in MRI. Nanomaterials 2020;10:2297.

Tiwari I, Singh M, Pandey CM, Sumana G. Electrochemical detection of a pathogenic
Escherichia coli specific DNA sequence based on a graphene oxide—chitosan
composite decorated with nickel ferrite nanoparticles. RSC Adv 2015;5:67115-24.

Topkaya SN, Agar1 IK, Kaya HO, Ozcan I, Kéytepe S, Cetin AE. Interaction of nickel
ferrite nanoparticles with nucleic acids. Colloids Surf B Biointerfaces
2022;211:112282.

Zhang Q, Cao J, Zhao P, Zhang Y, Li Y, Xu S, Ye J, Qian C. Green synthesis of nickel
ferrite nanoparticles for efficient enhancement of lignocellulosic hydrolysate-based
biohydrogen production. Biochem Eng J 2023;194:108885.

Li F, Xia A, Guo X, Huang Y, Zhu X, Zhu X, Liao Q. Immobilization of fatty acid
photodecarboxylase in magnetic nickel ferrite nanoparticle. Bioresour Technol
2023;385:129374.

Debnath S, Das R. Strong adsorption of CV dye by Ni ferrite nanoparticles for waste
water purification: Fits well the pseudo second order kinetic and Freundlich isotherm
model. Ceram Int 2023;49:16199-215.

Rodrigues ARO, Gomes IT, Almeida BG, Araujo JP, Castanheira EMS, Coutinho
PJG. Magnetic liposomes based on nickel ferrite nanoparticles for biomedical
applications. Physical Chemistry Chemical Physics 2015;17:18011-21.

Alijani HQ, Iravani S, Pourseyedi S, Torkzadeh-Mahani M, Barani M, Khatami M.
Biosynthesis of spinel nickel ferrite nanowhiskers and their biomedical applications.
Sci Rep 2021;11:17431.

Hyder F, Manjura Hoque S. Brain tumor diagnostics and therapeutics with
superparamagnetic  ferrite nanoparticles. Contrast Media Mol Imaging
2017;2017:6387217.

Martinez-Rodriguez NL, Tavarez S, Gonzdlez-Sanchez ZI. In vitro toxicity
assessment of zinc and nickel ferrite nanoparticles in human erythrocytes and
peripheral blood mononuclear cell. Toxicology in Vitro 2019;57:54-61.

Khan MS, Buzdar SA, Hussain R, Afzal G, Jabeen G, Javid MA, Igbal R, Igbal Z,
Mudassir KB, Saeed S. Hematobiochemical, oxidative stress, and histopathological
mediated toxicity induced by nickel ferrite (NiFe204) nanoparticles in rabbits. Oxid
Med Cell Longev 2022;2022:5066167.

83



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]
[66]

Ahamed M, Akhtar MJ, Alhadlag HA, Khan MAM, Alrokayan SA. Comparative
cytotoxic response of nickel ferrite nanoparticles in human liver HepG2 and breast
MFC-7 cancer cells. Chemosphere 2015;135:278-88.

Al-Qubaisi MS, Rasedee A, Flaifel MH, Ahmad SH, Hussein-Al-Ali S, Hussein MZ,
Zainal Z, Alhassan FH, Taufig-Yap YH, Eid EEM. Induction of apoptosis in cancer
cells by NiZn ferrite nanoparticles through mitochondrial cytochrome C release. Int J
Nanomedicine 2013:4115-30.

Al-Qubaisi MS, Rasedee A, Flaifel MH, Ahmad SHJ, Hussein-Al-Ali S, Hussein MZ,
Eid EEM, Zainal Z, Saced M, Ilowefah M. Cytotoxicity of nickel zinc ferrite
nanoparticles on cancer cells of epithelial origin. Int J Nanomedicine 2013:2497-508.

Ubhi MK, Kaur M, Grewal JK, Oliveira AC, Garg VK, Sharma VK. Correction:
Insight into photocatalytic behavior of magnesium ferrite—bentonite nanocomposite
for the degradation of organic contaminants. J] Mater Res 2024;39:1594-6.

Ehi-Eromosele CO, Olugbuyirozz JAO, Taiwo OS, Baboye OA, Ango CE. Synthesis
and evaluation of the antimicrobial potentials of cobalt doped-and magnesium ferrite
spinel nanoparticles. Bull Chem Soc Ethiop 2018;32:451-8.

Hajipour MJ, Fromm KM, Ashkarran AA, de Aberasturi DJ, de Larramendi IR, Rojo
T, Serpooshan V, Parak WJ, Mahmoudi M. Antibacterial properties of nanoparticles.
Trends Biotechnol 2012;30:499-511.

Alghamdi N, Stroud J, Przybylski M, Zukrowski J, Hernandez AC, Brown JM,
Hankiewicz JH, Celinski Z. Structural, magnetic and toxicity studies of ferrite
particles employed as contrast agents for magnetic resonance imaging thermometry.
J Magn Magn Mater 2020;497:165981.

Nonkumwong J, Pakawanit P, Wipatanawin A, Jantaratana P, Ananta S, Srisombat L.
Synthesis and cytotoxicity study of magnesium ferrite-gold core-shell nanoparticles.
Materials Science and Engineering: C 2016;61:123-32.

Yang G, Li X, Zhao Z, Wang W. Preparation, characterization, in vivo and in vitro
studies of arsenic trioxide Mg-Fe ferrite magnetic nanoparticles. Acta Pharmacol Sin
2009;30:1688-93.

Kanagesan S, Hashim M, Tamilselvan S, Alitheen NB, Ismail I, Bahmanrokh G.
Cytotoxic effect of nanocrystalline MgFe204 particles for cancer cure. J Nanomater
2013;2013:865024.

Symons MCR, Gutteridge JMC. Free radicals and iron: chemistry, biology, and
medicine. Oxford University Press; 1998.

Blackburn EH. Structure and function of telomeres. Nature 1991;350:569-73.

Wang X, Llopis PM, Rudner DZ. Organization and segregation of bacterial
chromosomes. Nat Rev Genet 2013;14:191-203.

84



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

Clark DP, Pazdernik NJ. Chapter €20 - Plasmids. In: Clark DP, Pazdernik NJ, editors.
Molecular Biology (Second Edition), Boston: Academic Press; 2013, p. e473-8.

Singh S, Naik J, Pandey A. Genetics of plant organelles: plastid and mitochondrial
genomes. Plant genomics for sustainable agriculture, Springer; 2022, p. 313-30.

Watson JD, Crick FHC. Molecular Structure of Nucleic Acids: A Structure for
Deoxyribose Nucleic Acid. Nature 1953;171:737-8.

Crick FHC, Watson JD. The complementary structure of deoxyribonucleic acid. Proc
R Soc Lond A Math Phys Sci 1954;223:80-96.

Pershina AG, Sazonov AE, Filimonov VD. Magnetic nanoparticles—DNA
interactions: design and applications of nanobiohybrid systems. Russian Chemical
Reviews 2014;83:299.

Lindahl T. Instability and decay of the primary structure of DNA. Nature
1993;362:709-15.

Wilson IG. Inhibition and facilitation of nucleic acid amplification. Appl Environ
Microbiol 1997;63:3741-51.

Boom R, Sol CJ, Salimans MM, Jansen CL, Wertheim-van Dillen PM, Van der
Noordaa J. Rapid and simple method for purification of nucleic acids. J Clin
Microbiol 1990;28:495-503.

Marmur J. A procedure for the isolation of deoxyribonucleic acid from micro-
organisms. J Mol Biol 1961;3:208-IN1.

Pereira F, Carneiro J, Amorim A. Identification of species with DNA-based
technology: current progress and challenges. Recent Pat DNA Gene Seq 2008;2:187—
200.

Rhee S-K, Liu X, Wu L, Chong SC, Wan X, Zhou J. Detection of genes involved in
biodegradation and biotransformation in microbial communities by using 50-mer
oligonucleotide microarrays. Appl Environ Microbiol 2004;70:4303—17.

Ali N, Rampazzo R de CP, Costa ADT, Krieger MA. Current nucleic acid extraction
methods and their implications to point-of-care diagnostics. Biomed Res Int
2017;2017:9306564.

Salje J, Gayathri P, Lowe J. The ParMRC system: molecular mechanisms of plasmid
segregation by actin-like filaments. Nat Rev Microbiol 2010;8:683-92.

Cervantes-Rivera R, Pedraza-Lopez F, Pérez-Segura G, Cevallos MA. The replication
origin of a repABC plasmid. BMC Microbiol 2011;11:158.

Adam V, Dux L, Farago A, Fésiis L, Machovich R, Mandl J, Siimegi B. Orvosi
biokémia. vol. 3. Medicina Konyvkiado; 2006.

85



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

Svara F, Rankin DJ. The evolution of plasmid-carried antibiotic resistance. BMC Evol
Biol 2011;11:130.

Baranello L, Levens D, Gupta A, Kouzine F. The importance of being supercoiled:
how DNA mechanics regulate dynamic processes. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Gene Regulatory Mechanisms 2012;1819:632—8.

Viret JF, Bravo A, Alonso JC. Recombination-dependent concatemeric plasmid
replication. Microbiol Rev 1991;55:675-83.

Hintermann G, Fischer H-M, Crameri R, Hiitter R. Simple procedure for
distinguishing CCC, OC, and L forms of plasmid DNA by agarose gel electrophoresis.
Plasmid 1981;5:371-3.

Promega Corporation. Protocols and applications guide. Madison, WI: Promega;
1996.

Berensmeier S. Magnetic particles for the separation and purification of nucleic acids.
Appl Microbiol Biotechnol 2006;73:495-504.

Miao Z, Westhof E. RNA structure: advances and assessment of 3D structure
prediction. Annu Rev Biophys 2017;46:483-503.

Cui Y, Zhang Y, Zhou K, Sun J, Zhou ZH. Conservative transcription in three steps
visualized in a double-stranded RNA virus. Nat Struct Mol Biol 2019;26:1023-34.

Borkhardt A, Novosel A. RNA Interference (RNAi) — siRNA. In: Offermanns S,
Rosenthal W, editors. Encyclopedia of Molecular Pharmacology, Berlin, Heidelberg:
Springer Berlin Heidelberg; 2008, p. 1091-4.

Kornienko I V, Aramova OY, Tishchenko AA, Rudoy D V, Chikindas ML. RNA
stability: a review of the role of structural features and environmental conditions.
Molecules 2024;29:5978.

Schaeffer D, Van Hoof A. Different nuclease requirements for exosome-mediated
degradation of normal and nonstop mRNAs. Proceedings of the National Academy of
Sciences 2011;108:2366—71.

Maurer M, Klassert TE, Loffler B, Slevogt H, Tuchscherr L. Extraction of High-
Quality RNA from S. aureus Internalized by Endothelial Cells. Microorganisms
2023;11:1020.

Strider W, Camien MN, Warner RC. Renaturation of denatured, covalently closed
circular DNA. Journal of Biological Chemistry 1981;256:7820-9.

Park D. Genomic DNA Isolation From Different Biological Materials. In: Hilario E,
Mackay J, editors. Protocols for Nucleic Acid Analysis by Nonradioactive Probes,
Totowa, NJ: Humana Press; 2007, p. 3—13.

86



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

Pei Y, Mamtimin T, Ji J, Khan A, Kakade A, Zhou T, Yu Z, Zain H, Yang W, Ling Z.
The guanidine thiocyanate-high EDTA method for total microbial RNA extraction
from severely heavy metal-contaminated soils. Microb Biotechnol 2021;14:465-78.

Bardwell VJ, Wickens M. Purification of RNA and RNA-protein complexes by an
R17 coat protein affinity method. Nucleic Acids Res 1990;18:6587-94.

Sosa-Acosta JR, Silva JA, Ferndndez-lzquierdo L, Diaz-Castafion S, Ortiz M,
Zuaznabar-Gardona JC, Diaz-Garcia AM. Iron Oxide Nanoparticles (IONPs) with
potential applications in plasmid DNA isolation. Colloids Surf A Physicochem Eng
Asp 2018;545:167-78.

Emst C, Bartel A, Elferink JW, Huhn J, Eschbach E, Schonfeld K, Felller AT,
Oberheitmann B, Schwarz S. Improved DNA extraction and purification with

magnetic nanoparticles for the detection of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus. Vet Microbiol 2019;230:45-8.

Shabatina TI, Vernaya OI, Shabatin VP, Melnikov MY. Magnetic nanoparticles for
biomedical purposes: Modern trends and prospects. Magnetochemistry 2020;6:30.

Prod¢lalova J, Rittich B, gpanové A, Petrovéa K, Benes MJ. Isolation of genomic DNA
using magnetic cobalt ferrite and silica particles. J Chromatogr A 2004;1056:43-8.

Rittich B, Spanova A, Horak D, Bene§ MJ, Klesnilova L, Petrova K, Rybnikat A.
Isolation of microbial DNA by newly designed magnetic particles. Colloids Surf B
Biointerfaces 2006;52:143-8.

Chiang C-L, Sung C-S, Wu T-F, Chen C-Y, Hsu C-Y. Application of
superparamagnetic nanoparticles in purification of plasmid DNA from bacterial cells.
Journal of Chromatography B 2005;822:54-60.

Min JH, Woo M-K, Yoon HY, Jang JW, Wu JH, Lim C-S, Kim YK. Isolation of DNA
using magnetic nanoparticles coated with dimercaptosuccinic acid. Anal Biochem
2014;447:114-8.

Wu H-X, Wang T-J, Jin Y. Effects of— OH groups on Fe304 particles on the
heterogeneous coating in a hydrous alumina coating process. Ind Eng Chem Res
2007;46:761-6.

Saiyed ZM, Ramchand CN, Telang SD. Isolation of genomic DNA using magnetic
nanoparticles as a solid-phase support. Journal of Physics: Condensed Matter
2008;20:204153.

Basu S, Chatterjee S, Bandyopadhyay A, Sarkar K. Potential application of
superparamagnetic nanoparticles for extraction of bacterial genomic DNA from
contaminated food and environmental samples. J Sci Food Agric 2013;93:788-93.

87



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

Firoozeh F, Neshan A, Khaledi A, Zibaei M, Amiri A, Sobhani A, Badmasti F, Nikbin
VS. Evaluation of the effect of magnetic nanoparticles on extraction of genomic DNA
of Escherichia coli. Polymer Bulletin 2023;80:3153—63.

Rombouts S, Nollmann M. RNA imaging in bacteria. FEMS Microbiol Rev
2021;45:fuaal51.

Joshi CJ, Ke W, Drangowska-Way A, O’Rourke EJ, Lewis NE. What are
housekeeping genes? PLoS Comput Biol 2022;18:¢1010295.

Capriotti N, Morales LCA, de Sousa E, Juncal L, Pidre ML, Traverso L, Lopez MF,
Ferelli ML, Lavorato G, Lillo C. Silica-coated magnetic particles for efficient RNA
extraction for SARS-CoV-2 detection. Heliyon 2024;10.

Wang J, Ali Z, SiJ, Wang N, He N, Li Z. Simultaneous extraction of DNA and RNA
from hepatocellular carcinoma (Hep G2) based on silica-coated magnetic
nanoparticles. J Nanosci Nanotechnol 2017;17:802—6.

Wang J, Ali Z, Wang N, Liang W, Liu H, Li F, Yang H, He L, Nie L, He N.
Simultaneous extraction of DNA and RNA from Escherichia coli BL 21 based on
silica-coated magnetic nanoparticles. Sci China Chem 2015;58:1774-8.

Oberacker P, Stepper P, Bond DM, Hohn S, Focken J, Meyer V, Schelle L, Sugrue VJ,
Jeunen G-J, Moser T. Bio-On-Magnetic-Beads (BOMB): Open platform for high-
throughput nucleic acid extraction and manipulation. PLoS Biol 2019;17:e3000107.

Gessner I, Yu X, Jingst C, Klimpel A, Wang L, Fischer T, Neundorf I, Schauss AC,
Odenthal M, Mathur S. Selective capture and purification of micrornas and

intracellular proteins through antisense-vectorized magnetic nanobeads. Sci Rep
2019;9:2069.

Bustin SA. Absolute quantification of mRNA using real-time reverse transcription
polymerase chain reaction assays. J Mol Endocrinol 2000;25:169-93.

Munna MSA, Islam MM, Rabbi MA, Mefford OT, Malaj A, Islam MS, Ahmad H,
Rahman MM. Synthesis and characterization of fluorescent magnetic nanoparticles:
a dual-function platform for DNA separation and real-time visualization. RSC Adv
2025;15:37226-44.

Zapotoczny B, Dudek MR, Koziot JJ, Mleczko J. Nanobuffering property of Fe304
magnetic nanoparticles in aqueous solution. Physica A: Statistical Mechanics and Its
Applications 2013;392:1493-9.

Wang J, Li K, Li F, Li X, Zhou J, Yang M, Zhang X, Wang M, Li L. Interaction of
Nanomaterials with Nucleic Acids and Their Applications in Nucleic Acid Analysis.
Int J Biol Sci 2025;21:4051.

Donnarumma G, Buommino E, Fusco A, Paoletti I, Auricchio L, Tufano MA. Effect
of temperature on the shift of Pseudomonas fluorescens from an environmental

88



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

microorganism to a potential human pathogen. Int J Immunopathol Pharmacol
2010;23:227-34.

[121] Tuttle AR, Trahan ND, Son MS. Growth and maintenance of Escherichia coli
laboratory strains. Curr Protoc 2021;1:e20.

[122] Errington J, Aart LT van der. Microbe Profile: Bacillus subtilis: model organism for
cellular development, and industrial workhorse. Microbiology (N Y) 2020;166:425—
7.

[123] Mukamolova G V, Yanopolskaya ND, Kell DB, Kaprelyants AS. On resuscitation
from the dormant state of Micrococcus luteus. Antonie Van Leeuwenhoek
1998;73:237-43.

[124] Gerzsenyi TB, Ilosvai AM, Szilagyi G, Sz6ri M, Varadi C, Viskolcz B, Vanyorek L,
Széri-Doroghazi E. A simplified and efficient method for production of manganese
ferrite magnetic nanoparticles and their application in DNA isolation. Int J Mol Sci
2023;24:2156.

[125] QIAGEN® Plasmid Purification Handbook. 2021.

[126] Treitli SC. BOMB plasmid DNA extraction using Sera-Mag carboxylated beads.
Bomb.bio, 2019; #5.3 https://bomb.bio/protocols/

[127] Shan Z, Jiang Y, Guo M, Bennett JC, Li X, Tian H, Oakes K, Zhang X, Zhou Y, Huang
Q. Promoting DNA loading on magnetic nanoparticles using a DNA condensation
strategy. Colloids Surf B Biointerfaces 2015;125:247-54.

[128] Tanaka T, Sakai R, Kobayashi R, Hatakeyama K, Matsunaga T. Contributions of
phosphate to DNA adsorption/desorption behaviors on aminosilane-modified
magnetic nanoparticles. Langmuir 2009;25:2956-61.

[129] Boesenberg-Smith KA, Pessarakli MM, Wolk DM. Assessment of DNA yield and
purity: an overlooked detail of PCR troubleshooting. Clin Microbiol Newsl
2012;34:1-6.

[130] Samuel M, Lu M, Pachuk CJ, Satishchandran C. A spectrophotometric method to
quantify linear DNA. Anal Biochem 2003;313:301-6.

[131] Omega Bio-tek. Mag-Bind® Ultra-Pure Plasmid DNA 96 Kit 2019:9-12.

[132] Lucena-Aguilar G, Sanchez-Lépez AM, Barberan-Aceituno C, Carrillo-Avila JA,
Lopez-Guerrero JA, Aguilar-Quesada R. DNA source selection for downstream
applications based on DNA quality indicators analysis. Biopreserv Biobank
2016;14:264-70.

[133] Lee PY, Costumbrado J, Hsu C-Y, Kim YH. Agarose gel electrophoresis for the
separation of DNA fragments. J Vis Exp 2012:3923.

89



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[134] Pingoud A, Fuxreiter M, Pingoud V, Wende W. Type II restriction endonucleases:
structure and mechanism. Cellular and Molecular Life Sciences 2005;62:685.

[135] Roberts RJ, Murray K. Restriction endonuclease. CRC Crit Rev Biochem
1976;4:123-64.

[136] Holdenrieder S, Burges A, Reich O, Spelsberg FW, Stieber P. DNA integrity in plasma
and serum of patients with malignant and benign diseases. Ann N Y Acad Sci
2008;1137:162-70.

[137] Dang J, Mendez P, Lee S, Kim JW, Yoon J-H, Kim TW, Sailey CJ, Jablons DM, Kim
I-J. Development of a robust DNA quality and quantity assessment qPCR assay for

targeted next-generation sequencing library preparation. Int J Oncol 2016;49:1755—
65.

[138] Ruiz-Villalba A, Ruijter JM, van den Hoff MJB. Use and misuse of Cq in qPCR data
analysis and reporting 2021;11:496.

[139] Haas C, Hanson E, Banemann R, Bento AM, Berti A, Carracedo A, Courts C, De
Cock G, Drobnic K, Fleming R. RNA/DNA co-analysis from human skin and contact

traces—results of a sixth collaborative EDNAP exercise. Forensic Sci Int Genet
2015;16:139-47.

[140] Koetsier G, Cantor E. A Practical Guide to Analyzing Nucleic Acid
Concentration and Purity with Microvolume Spectrophotometers. New England
Biolabs 2019.

[141] Surzycki S. Agarose gel electrophoresis of DNA. Basic techniques in molecular
biology, Springer; 2000, p. 163-91.

[142] GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich). Saint Louis, MO, USA: 2018.
[143] Qiagen. Genomic DNA Handbook. 2015.

[144] Zymo Research. Quick DNA MagBead Plus Kit. 2023.

[145] Omega Bio-tek. E.Z.N.A.® Bacterial DNA Kit. 2019.

[146] Qamar W, Khan MR, Arafah A. Optimization of conditions to extract high quality
DNA for PCR analysis from whole blood using SDS-proteinase K method. Saudi J
Biol Sci 2017;24:1465-9.

[147] Shehadul Islam M, Aryasomayajula A, Selvaganapathy PR. A review on macroscale
and microscale cell lysis methods. Micromachines (Basel) 2017;8:83.

[148] Hou Y, Han X, Chen J, Li Z, Chen X, Gai L. Isolation of PCR-ready genomic DNA
from Aspergillus niger cells with Fe304/SiO2 microspheres. Sep Purif Technol
2013;116:101-6.

90



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[149] Konecna J, Romanovska D, Horak D, Trachtova S. Optimalization of
deoxyribonucleic acid extraction using various types of magnetic particles. Chemical
Papers 2019;73:1247-55.

[150] Bai Y, Roncancio D, Suo Y, Shao Y, Zhang D, Zhou C. A method based on amino-
modified magnetic nanoparticles to extract DNA for PCR-based analysis. Colloids
Surf B Biointerfaces 2019;179:87-93.

[151] Andreou L-V. Preparation of genomic DNA from bacteria. Methods Enzymol., vol.
529, Elsevier; 2013, p. 143-51.

[152] Reith J, Berking A, Mayer C. Characterization of an N-acetylmuramic acid/N-
acetylglucosamine kinase of Clostridium acetobutylicum. J Bacteriol 2011;193:5386—
92.

[153] Tan A. “What Is The Function Of A Tris Buffer In DNA Extraction?” sciencing.com.
vol. 5. 2018.

[154] Barra GB, Santa Rita TH, de Almeida Vasques J, Chianca CF, Nery LFA, Costa SSS.
EDTA-mediated inhibition of DNases protects circulating cell-free DNA from ex vivo
degradation in blood samples. Clin Biochem 2015;48:976-81.

[155] Manzer K, Mubasher DAR, Anabela BG. Nucleic Acid Purification Method, 2008.

[156] Sahoo SL, Liu C-H. Adsorption behaviors of DNA by modified magnetic
nanoparticles: effect of spacer and salt. Colloids Surf A Physicochem Eng Asp
2015;482:184-94.

[157] Yildirim E, Arikan B, Yiicel O, Cakir O, Kara NT, Iyim TB, Giirdag G, Emik S.
Synthesis and characterization of amino functional poly (acrylamide) coated Fe304
nanoparticles and investigation of their potential usage in DNA isolation. Chemical
Papers 2022;76:5747-59.

[158] Chomczynski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem 1987;162:156-9.

[159] Yoshino K, Nishijima R, Kawakatsu T. Low-cost RNA extraction method for highly
scalable transcriptome studies. Breed Sci 2020;70:481-6.

[160] He H, LiR, ChenY, Pan P, Tong W, Dong X, Chen 'Y, Yu D. Integrated DNA and RNA
extraction using magnetic beads from viral pathogens causing acute respiratory
infections. Sci Rep 2017;7:45199.

[161] Possebon FS, Ullmann LS, Malossi CD, Miodutzki GT, da Silva EC, Machado EF,
Braga IS, Pelaquim IF, Araujo Jr JP. A fast and cheap in-house magnetic bead RNA
extraction method for COVID-19 diagnosis. J Virol Methods 2022;300:114414.

[162] Abarca-Cabrera L, Fraga-Garcia P, Berensmeier S. Bio-nano interactions: binding
proteins, polysaccharides, lipids and nucleic acids onto magnetic nanoparticles.
Biomater Res 2021;25:12.

91



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[163] Hu W-P, Chen Y-C, Chen W-Y. Improve sample preparation process for miRNA
isolation from the culture cells by using silica fiber membrane. Sci Rep
2020;10:21132.

[164] Omega Bio-tek. Mag-Bind Total RNA 96 Kit Product Manual 2024;v5.2:12—7.

[165] Bender AT, Sullivan BP, Lillis L, Posner JD. Enzymatic and chemical-based methods
to inactivate endogenous blood ribonucleases for nucleic acid diagnostics. The
Journal of Molecular Diagnostics 2020;22:1030—40.

[166] Betzel C, Pal GP, Saenger W. Three-dimensional structure of proteinase K at 0.15-nm
resolution. Eur J Biochem 1988;178:155-71.

[167] Gueroult M, Picot D, Abi-Ghanem J, Hartmann B, Baaden M. How cations can assist
DNase I in DNA binding and hydrolysis. PLoS Comput Biol 2010;6:¢1001000.

[168] Mag Bind Ultra-Pure Plasmid DNA Kit (Omega Bio-tek). Norcross, GA, USA: 2014.

[169] Wood WN, Smith KD, Ream JA, Lewis LK. Enhancing yields of low and single copy
number plasmid DNAs from Escherichia coli cells. J Microbiol Methods
2017;133:46-51.

[170] Addgene Vector Database n.d. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7608087
(accessed January 30, 2026).

[171] Birnboim HC, Doly J. A rapid alkaline extraction procedure for screening
recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Res 1979;7:1513-23.

[172] Abdel-Latif A, Osman G. Comparison of three genomic DNA extraction methods to
obtain high DNA quality from maize. Plant Methods 2017;13:1.

[173] Pervaiz ZH, Turi NA, Khaliq I, Rabbani MA, Malik SA. Methodology: a modified
method for high-quality DNA extraction for molecular analysis in cereal plants. Genet
Mol Res 2011;10:1669-73.

[174] Gerzsenyi TB, Ilosvai AM, Szilagyi G, Sz6ri M, Varadi C, Viskolcz B, Vanyorek L,
Sz6ri-Doroghéazi E. A simplified and efficient method for production of manganese
ferrite magnetic nanoparticles and their application in DNA isolation. Int J Mol Sci
2023;24:2156.

[175] Ehrt S, Schnappinger D. Isolation of plasmids from E. coli by alkaline lysis. E. coli
Plasmid Vectors: Methods and Applications, Springer; 2003, p. 75-8.

[176] He X, Huo H, Wang K, Tan W, Gong P, Ge J. Plasmid DNA isolation using amino-
silica coated magnetic nanoparticles (ASMNPs). Talanta 2007;73:764-9.

[177] Ang D, Tay CY, Tan LP, Preiser PR, Ramanujan R V. In vitro studies of magnetically
enhanced transfection in COS-7 cells. Materials Science and Engineering: C
2011;31:1445-57.

92



Gerzsenyi Timea - PhD eértekezes Szakirodalmi jegyzek

[178] Yoshikawa K, Yoshikawa Y, Koyama Y, Kanbe T. Highly effective compaction of long
duplex DNA induced by polyethylene glycol with pendant amino groups. J Am Chem
Soc 1997;119:6473-7.

[179] Savelyev A. Do monovalent mobile ions affect DNA’s flexibility at high salt content?
Physical Chemistry Chemical Physics 2012;14:2250—4.

[180] Schlick T, Li B, Olson WK. The influence of salt on the structure and energetics of
supercoiled DNA. Biophys J 1994;67:2146—66.

[181] Padmesh S, Singh A, Chopra S, Sen M, Habib S, Shrivastava D, Johri P. Isolation and
characterization of novel lytic bacteriophages that infect multi drug resistant clinical

strains of Escherichia coli. Environmental Science and Pollution Research
2024;31:57327-37.

[182] Mahalanabis M, Al-Muayad H, Kulinski MD, Altman D, Klapperich CM. Cell lysis
and DNA extraction of gram-positive and gram-negative bacteria from whole blood
in a disposable microfluidic chip. Lab Chip 2009;9:2811-7.

[183] Chern EC, Siefring S, Paar J, Doolittle M, Haugland RA. Comparison of quantitative
PCR assays for Escherichia coli targeting ribosomal RNA and single copy genes. Lett
Appl Microbiol 2011;52:298-306.

93



Gerzsenyi Timea - PhD értekezés Mellékletek

Mellékletek

1. Roviditések jegyzéke

A = adenin

AGE = agaroz gélelektroforézis

B. subtilis = Bacillus subtilis

bp = bazispar

C = citozin

CFU = telepképzo egység (colony forming unit)
Cq = ciklusszam (quantification cycle)

DNaz = dezoxiribonukleaz

DNS = dezoxiribonukleinsav
o ¢DNS = komplementer DNS (complementary DNA)
o dsDNS = duplaszala DNS
o gDNS = genomi DNS
o ssDNS = egyszalu DNS (simple stranded DNA)
o pDNS = plazmid DNS

dNTP = dezoxiribonukleozid-trifoszfat

DTT = ditiotreitol

E. coli = Escherichia coli

E1, E2, E3, E4 = els6, masodik, harmadik, negyedik elucids frakcio
EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav

F = feliiltszo frakcid

FTIR = Fourier-transzformacids infravords spektroszkopia (Fourier transform infrared
spectroscopy)

G = guanin

G- = Gram-negativ

G+ = Gram-pozitiv

g-HCl = guanidin-hidroklorid
GTC = guanidium-tiocianat

HRTEM = nagy felbontdsi transzmisszios elektronmikroszképia (high-resolution
transmission electron microscopy)

kb = kilobazispar
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konc. = koncentracio

LB = Luria-Bertani

M. luteus = Micrococcus luteus

MNP = magneses nanorészecske (magnetic nanoparticle)

MRI = magneses magrezonancia képalkotas ((nuclear) magnetic resonance imaging)
Ms = magneses szaturacio

NPC = primereket nem tartalmazé kontroll (no primer control)
NTC = templatot nem tartalmaz6 kontroll (no template control)
OD = optikai denzitas

P. fluorescens = Pseudomonas fluorescens

PB = foszfat puffer (phosphate buffer)

PC = pozitiv kontroll

PCR = polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

PEG = polietilén-glikol

qPCR = kvantitativ PCR (quantitative PCR)

REaz = restrikcios endonukledz

RFU = relativ fluoreszcencia egység (relative fluorescence unit)
RNz = ribonukledz

RNS = ribonukleinsav

miRNS = mikro RNS

mRNS = hirvivé RNS (messenger RNA)

rRNS = riboszomalis RNS

siRNS = kis interferald6 RNS (small interfering RNA)
sRNS = kis RNS (small RNA)

ssSRINS = szimplaszali/egyszali RNS

tRNS = transzfer RNS

0O O O 0O 0O O ©O

RT = reverz transzkripcid

SARS-CoV-2 = sulyos akut 1égzdszervi szindroma-koronavirus 2 (severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2)

SDS = natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate)

SPION = szuperparamdagneses vas-oxid nanorészecske (superparamagnetic iron oxide
nanoparticle)
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T = timin

TAE = tris-ecetsav-EDTA (tris-acetate-EDTA)

TE = tris-EDTA

TEM = transzmisszios elektronmikroszkopia (transmission electron microscopy)
tris-bazis = tris-hidroximetil-aminometan

tris-HCI = tris-hidroklorid

U = uracil

UV-Vis = ultraibolya-lathato6 (ultraviolet-visible)

VSM = vibral6 minta magnetométer (vibrating-sample magnetometer)

XRD = Rontgen diffrakcio (X-ray diffraction)
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2. Felhasznadlt anyagok és eszkozok

A bakterialis sejtkultirak tenyésztéséhez felhasznalt anyagok:
- tripton, élesztokivonat (Neogen Culture Media, Lansing, MI, USA)
- natrium-klorid, bakteriologiai agar (VWR International, Leuven, Belgium)
- ampicillin-natriumso (4lfa Aesar, Kandel, Németorszag)
A magneses nanorészecskékkel torténd reverzibilis DNS-kotési tesztekhez, illetve
nukleinsav-izolalasokhoz (pDNS, gDNS, RNS) felhasznalt anyagok:
- polietilén-glikol 6000, natrium-klorid, kalium-acetat, natrium-hidroxid, natrium-
dodecil-szulfat, Triton-X 100 (VWR International, Leuven, Belgium)
- tris-hidroklorid s6 (VWR International, Solon, OH, USA)
- etilén-diamin-tetraecetsav dinatriumsé, ditiotreitol (Sigma-Aldrich, Louis, MO,
USA)
- 96% etanol (VWR International, Fontenay-sous-Bois, Franciaorszag)
- Tween 20 (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)
- tris-(hidroximetil)-aminometan (Molar Chemicals, Halasztelek, Magyarorszag)
- ecetsav (Alfa Aesar, Haverhill, MA, USA)
- RNaz A, proteindz K (Apollo Scientific, Manchester, Egyesiilt Kirdlysag)
- lizozim (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)
- guanidin-hidroklorid (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA)
- guanidium-tiocianat, DNaz [ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
- RNS elucios puffer (Omega Bio-tek, Norcross, GA, USA)
- magnézium-klorid (Alfa Aesar, Kandel, Németorszag)
- kalcium-klorid (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Németorszag)
Az agaroz gélelektroforézishez felhasznalt anyagok:
- brémfenolkék natriumso, tris-hidroklorid s6 (VWR International, Solon, OH, USA)
- etilén-diamin-tetraecetsav dinatriumsé (Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA)
- glicerol (VWR International, Fontenay-sous-Bois, Franciaorszdg)
- ecetsav (Alfa Aesar, Haverhill, MA, USA)
- GelRed® nukleinsav gélfesték, agaroz (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)
- 50 bp DNA Ladder (BioSystems, Barcelona, Spanyolorszag)
- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
A restrikcids emésztésekhez felhasznalt anyagok:
- Agel és Asel FastDigest™ restrikcios endonukledz enzimek, 10x FastDigest™

pufter (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
4
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A qPCR-hez és PCR-hez felhasznalt anyagok:

forward ¢€s reverse primerek (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Escherichia coli (az uidA gén 70 bp kodolé régioja):
o uidA (forward): 5’ — CGGAAGCAACGCGTAAACTC - 3'

o uidA (reverse): 5’ - TGAGCGTCGCAGAACATTACA -3’

Pseudomonas fluorescens (az rpoB gén 100 bp kdédolo régidja):
o rpoB (forward): 5 - TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT -3’

o 1poB (reverse): 5 — AGATCTTGCGGCATCAGGCCTT - 3°

Micrococcus luteus (a 16S rRNS 177 bp kodolé régioja):
o Miclutl6S (forward): 5> — ACTCCTACGGGAGGCAGCAG -3’

o Miclutl6S (reverse): 5> — ATTACCGCGGCTGCTGG - 3’

Bacillus subtilis (Bacillus spp. specifikus primerek):
o BacF (forward): 5 — GCTGGTTAGAGCGCACGCCTGATA - 3’

o BacR (reverse): 5’— CATCCACCGTGCGCCCTTTCTAAC -3’
pBAD24 plazmidspecifikus primerek:
o Ampicillin promoter primer (forward):
5~ TTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAAT - 3'
o Ampicillin reverse primer (reverse):
5’ — ATAATACCGCGCCACATAGC - 3'
Luna® Universal Probe qPCR Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA)
fluoreszcens SYTO9 PCR festék (Bioxol, Budapest, Magyarorszag)
10x TagNovaHS Reaction Buffer, PCR-grade water, 50 mM MgCl,, TagNova
thermostable DNA polymerase 500 U (Blirt, Gdansk, Lengyelorszag)
dNTP Mix 40 mM — 10 mM each (VWR International, Darmstadt, Németorszag)

A kutatas soran felhasznalt, kereskedelmi forgalomban kaphato készletek:

Mag-Bind Ultra Pure Plasmid DNA Kit pDNS-izoléalashoz (M1258-00, Omega Bio-
tek, Norcross, GA, USA)

GenElute Plasmid Miniprep Kit pDNS-izolalashoz (PLN70-1KT, Sigma Aldrich,
Louis, MO, USA)

E.ZN.A.® Bacterial DNA Kit gDNS-izolalashoz (D3350-01, Omega Bio-tek,
Norcross, GA, USA)

Quick DNA MagBead Plus Kit gDNS-izolalashoz (D4081, Zymo Research, Irvine,
CA4, US4)



Gerzsenyi Timea - PhD értekezés Mellékletek

Mag-Bind Total RNA 96 Kit RNS-izoldlashoz (M6731-00S, Omega Bio-tek,
Norcross, GA, USA)
TranscriptMe RNA Kit RT-PCR-hez (RT31-020, Blirt, Gdansk, Lengyelorszag)

A doktori kutatas soran hasznalt laboratoriumi eszkozok:

flithetd vizfiirdd, Mega Star 1.6R nagy teljesitményli centrifuga, analitikai mérleg
(VWR International, Radnor, PA, USA)

Multi Bio 3D Mini-Shaker kevertetd/billegtetd késziilék, V-1plus Vortex, Labaqua
Bio ultratiszta vizszlr6 berendezés (Biosan, Riga, Lettorszag)

Multi-Therm Cool-Heat-Shake thermoblock (Benchmark, Sayreville, NJ, USA)
UVITEC Cambridge géldokumentacios késziilék (UVITEC, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag)

Biometra TAdvanced PCR késziilék (Analytik Jena, Jena, Németorszag)

taramérleg (OHAUS Europe, Ndnikon, Svdjc)

fiithetd magneses keverd (VELP Scientifica, Usmate, Olaszorszag)

NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis spektrofotométer, Orion Star A211 pH
mérd (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

razé flithet6/hiithetd inkubator (N-Biotek, Bucheon, Dél-Korea)

Azure Cielo™ Real-Time PCR (4zure Biosystems, Dublin, CA, USA)

PowerPac Basic elektroforézis rendszer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
Safemate EZ 1.2 steril fiilke (BioAir, Siziano, Olaszorszdg)

Mini Tube rotator (Boekel Scientific, Feasterville-Trevose, PA, USA)

Brand Transferpipette® S pipettaszett (Brand, Wertheim, Németorszdg)
MagnaRack™ magneses Eppendorf tart6 (invitrogen, Waltham, MA, USA)
hiithet6-fiitheté inkubétor (POL-EKO, Wodzistaw Slgski, Lengyelorszdg)
horizontalis gdzsterilizator (Biobase, Shandong, Kina)

mikrohulldmu siitd

AF 80 jégkészitd berendezés (Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, IL, USA)

Felhasznalt szoftverek és platformok:

SnapGene (GSL Biotech, Chicago, IL, USA)
Google Colab (Google, Mountain View, CA, USA)

Biorender (BioRender, Toronto, Kanada)
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Mellékletek

M]1. tablazat. Az MNP-protokoll kombinacioval izolalt pDNS mintak, illetve a kereskedelmi forgalomban

kaphato, affinitas oszlop-alapu, és MNP-alapu pDNS-izoldlasok koncentrdcioi és tisztasagi értékei

Izoldlas madja Alkalmazott protokoll/gyarté | DNS konc. (ng/mL) Azeo/Azs0
178,2 1,82
MnFe;04 2.PB 172,4 1,82
170,3 1,81
109,5 1,76
MnFe;04-NH; 3. Tris-HCI, NaCl 118,2 1,80
53,4 1,71
228,5 1,72
NiFe,04 3. Tris-HCI, NaCl 169 1,69
189,3 1,71
326,6 1,92
NiFe,04-NH; 1. Tris-HCI 226,8 1,93
260,6 1,94
828,1 1,93
2.PB 678,9 1,89
581 1,86
MegFe0s 231,1 1,72
3. Tris-HCI, NaCl 214,3 1,69
233,3 1,71
341 1,81
1. Tris-HCI 327,3 1,84
437,1 1,93
386,3 1,95
MgFe;04-NH; 2.PB 325,4 1,99
264,5 1,96
331,7 1,75
3. Tris-HCI, NaCl 366,5 1,80
246,4 1,76
109,2 1,85
Sigma (mini) 124,1 1,83
68,2 1,91
37,2 1,91
Omega Bio-tek (mini) 38,5 1,94
Oszlop-alapu kit 60,8 1,84
70,4 1,86
Omega Bio-tek (midi) 54,4 1,87
71 1,86
329,7 1,91
Qiagen (midi) 155,1 1,85
59,1 1,81
58,3 1,89
Omega Bio-tek 19,9 1,74
- 24,3 1,59
MNP-alapu kit ) 2.00
Zymo Research 42,3 1,92
a7 1,86
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M?2. tablazat. A nukleinsav-kinyerésre alkalmazott mdgneses nanorészecskek atlagos méreteloszlasa és
mdagneses szaturdacioja

MNP Atlagos kristalyméret- Magneses szaturacio Hivatkozas
eloszlas (nm) (emu/g)

MnFe;04 8+3é6s11,2+2,6 73 és72 [6,124]
MnFe,04-NH, 52 38

MgFe;04 10+2 51
MgFe;04-NH, 742 36 [6]

NiFe;04 12+3 26,7
NiFe204-NH; 612 39




