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1. Bevezetés

A DNS a sejt genetikai alloményaban tarolt informécio elsédleges hordozdja, mig az RNS ezen
kédnak a funkciondlis megvaldsitasaban vesz részt: kozvetiti az informéciot a
fehérjeszintézishez (mRNS), valamint a fehérje-eléallitd apparatus szerkezeti és katalitikus
elemeit alkotja (rRNS ¢és tRNS). Ennek megfelelden a sejtekbdl izolalt €s tisztitott nukleinsavak
a modern élettudoméanyok alapvetd vizsgéalati anyagai, mivel lehetdvé teszik genetikai
variansok €s génexpresszios mintdzatok molekularis szintli elemzését, korokozok azonositasat,
valamint a sejtmiikodéshez és anyagcsere-folyamatokhoz kapcsolédd mechanizmusok
feltarasat. A nukleinsav-alapu vizsgdlatok egyben szamos orvosbioldgiai és ipari-
biotechnologiai alkalmazas alapjat is képezik.

A sejtek nukleinsav-tartalma a sejttipustol és az anyagesere-allapottol fligg, mikozben a teljes
sejttomeghez képest csak kis aranyt képvisel [1]. A sejtes kornyezetet foként fehérjék, lipidek
¢és egyéb makromolekulak alkotjak, ezért a nukleinsavak tiszta kinyerése Osszetett feladat: meg
kell Orizni a kis mennyiségii nukleinsavakat, mikozben el kell tavolitani a szennyezd
komponenseket. A kinyert nukleinsavak mindsége és mennyisége kozvetleniil befolyasolja a
tovabbi analitikai eljardsok megbizhatosagat, ezért a tiszta ¢és koncentralt elOkészités
kulcsfontossagu a molekularis bioldgiai munkafolyamatokban.

A nukleinsav-izolalasi modszerek fejlddése soran szdmos klasszikus és korszerti technika valt
elérhetdvé. A hagyomanyos fenol-kloroform extrakcié sordn a sejtlizist kdvetden szerves
oldoszeres fazisszétvalasztassal valasztjdk el a nukleinsavakat a fehérjéktdl, majd alkoholos
kicsapassal nagy hozammal nyerhet6k ki, mikdzben a hosszu molekuldk szerkezeti integritasa
1s megmarad [2,3]. Ugyanakkor ez az eljaras jelentds egészségligyi €s kornyezetvédelmi
kockézatokkal jar, mivel a fenol toxikus €és mar6 hatast, a kloroform pedig karcinogén. Tovabbi
hatranya, hogy nehezen automatizalhato, ami korlatozza alkalmazasat nagy ateresztoképességii
technikakban [4,5].

A nukleinsav-tisztitasban jelentds eldrelépést hoztak az 1990-es évektdl elterjedt szilika-alapa
oszlopos extrakcidos mddszerek. A sejtfeltarast kovetden a nukleinsavak a kialakitott kémiai
kornyezet hatdsara a szilika membranhoz k&tddnek, mikdzben a szennyezdk eltavolithatok,
majd mosasi és eludlasi Iépésekkel nagy tisztasagua DNS vagy RNS nyerhet6 vissza. A modszer
gyors ¢s egyszerll, ugyanakkor a kereskedelmi kitek koltségesek lehetnek, kis méretii
nukleinsavak esetén hozamveszteség fordulhat eld, és nagy mintaszdm feldolgozasahoz

specialis eszk6zok sziikségesek [6,7].
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A legkorszeriibb nukleinsav-izoldlasi modszerek kozé tartoznak a magneses részecskéken
alapul¢ technikak, amelyek nukleinsav-megkotésre alkalmas bevonattal ellatott, paraméagneses
(tobbnyire vas-oxid alapl) nanorészecskéket hasznalnak [8]. Megfeleld pufferoldatok
jelenlétében a DNS és RNS a részecskék felszinéhez kotddik, majd kiils6 magneses térrel
gyorsan elvalaszthat6 a folyadékfazistol. A centrifugdlés elhagyasa, a rovid feldolgozési ido és
az egyszerll automatizalhatdsag miatt ezek a mddszerek széles korben elterjedtek, példaul a
SARS-CoV-2 RNS nagyléptékii diagnosztikai vizsgalataiban is [9—11].

A magneses nanorészecskék izolalasi teljesitményét alapvetden a részecskék fizikai-kémiai
tulajdonsagai hatdrozzdk meg. A nukleinsavak megkotése jelentdsen fokozhato példaul a feliilet
funkcionalizalasaval, amelynek soran a kotés erdsségét és szelektivitasat a jelenlévd funkcios
csoportok jellege és toltésallapota szabja meg. Aminocsoportokkal modositott feliiletek esetén
savas pH-n az aminocsoportok protonalt formdban vannak jelen, ami kedvezd elektrosztatikus
kolcsonhatast eredményez a nukleinsavak polianionos foszfatvazaval. Ugyanakkor a
részecskék kémiai Osszetétele és feliileti modositasa a diszperzios stabilitast, az aggregacios
hajlamot ¢és ezaltal az izolalasi folyamat reprodukalhatosagat is befolydsolja, ami
részecskespecifikus eljarasok kidolgozésat teszi sziikségessé.

A jelen disszertacid célja ferrit-alapi magneses nanorészecskék és nukleinsavak kozotti
kolcsonhatasok részletes vizsgalata, valamint ezen rendszerek nukleinsav-izolalasi
alkalmazhatésaganak feltardsa és optimalizalasa. A doktori kutatds kozéppontjaban olyan
magneses nanorészecske-alapu eljarasok fejlesztése allt, amelyek a nukleinsavak hatékony és
reprodukalhato kinyerését teszik lehetové, kiilonds tekintettel a modern molekularis biologiai
¢és diagnosztikai alkalmazasok mindségi- és mennyiségi igényeire.

A munka soran hat, eltérd kémiai Osszetételti és feliileti funkcionalizaltsdgu ferrit-alapt
magneses nanorészecske (MnFe20s, MnFe:0s-NH2, NiFe20s, NiFe:04-NH2, MgFe:Oa,
MgFe.04-NH>) kertilt vizsgalatra. Az elemzés kiterjedt a részecskék feliileti tulajdonsagainak
¢és diszperzios viselkedésének, valamint az alkalmazott kémiai kornyezetnek a nukleinsav-
megkdtést ¢és -elualast befolyasold szerepének értékelésére, melynek eredményeként
részecskespecifikus izolalasi eljarasok kidolgozésa valt lehetové.

A fejlesztett modszerek bakteridlis eredetli nukleinsavakon keriiltek alkalmazasra, beleértve
plazmid DNS (pDNS), genomi DNS (gDNS) és teljes RNS izolalasat. Az eljarasok értékelése
a kinyert nukleinsavak mennyiségi és mindségi jellemzdinek vizsgalatan, valamint downstream
molekularis biologiai modszerekben valo alkalmazhatdsaguk elemzésén alapult. A bemutatott
eredmények hozzdjarulnak a magneses nanorészecskéken alapulé nukleinsav-izolalasi

technikak mélyebb megértéséhez és tovabbfejlesztéséhez.
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2. Célkituzések

A disszertacid6 f0 célja olyan nukleinsav-izoldlasi protokollok kifejlesztése magneses

nanorészecskék segitségével, amelyek hatékonysagukban megkozelitik vagy felillmuljak a

kereskedelmi forgalomban elérhetd izolalo készletek teljesitményét. Emellett célom volt, hogy

a kidolgozott mddszerek egyszeriibb, felhasznalobarat megkozelitést kinaljanak, kevesebb

laboratériumi eszkdz hasznalatat tegyék sziikségessé, €s az alacsony eldallitasi koltség révén

gazdasagos, koltséghatékony alternativat biztositsanak a konvenciondlis izolalasi eljarasokkal

szemben. Mindezek megvalodsitasa érdekében az alabbi konkrét célokat tiiztem ki:

reverzibilis DNS-kotés lehetdségének vizsgalatat ferrit-alapti magneses nanorészecskével
a tesztelt ferrit-alapti magneses nanorészecskék (mangéan-, nikkel- és magnézium-ferrit)
esetén egyedi ¢és hatékony, toxikus vegyszerektél mentes pDNS-izolald protokoll
kidolgozasat,

mindharom vizsgalt ferrit-alapit MNP (magneses nanorészecske) esetén dsszehasonlitani
a funkcios csoporttal ellatott és a nem funkcionalizalt véltozatokat, olyan szempontbol,
hogy a feliileti modositas milyen mértékben befolyasolja a pDNS-izolalas hatékonysagat,
két, azonos Osszetételll, de eltérd eldallitasi modszerrel késziilt magneses nanorészecske
(MgFe204-NHz) bakterialis DNS-kinyerésre vald alkalmassdganak 0Osszehasonlitasat,
annak megallapitasa céljabol, hogy a szintézis modja kritikus paraméter-e a DNS-izolalas
hatékonysaga és a modszer gyakorlati alkalmazhatdsaga szempontjabol,

a pDNS-izolalasra legalkalmasabb MNP kivalasztasat annak alapjan, hogy nemcsak nagy
mennyiségli és jO mindségli DNS-t biztositson, hanem a kisérleti koriilmények
véltozasaira a lehetd legkisebb mértékben legyen érzékeny,

a pDNS-izolalasra legalkalmasabb MNP alkalmazhatosdganak kiterjesztését bakterialis
gDNS ¢és RNS-kinyerésére alkalmas protokoll kidolgozésara, valamint a kinyert

nukleinsavak molekularis bioldgiai felhasznalhatdsaganak kisérletes igazolasat.
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3. Anyagok és modszertan

A Dbakteridlis sejtkultarak tenyésztéséhez standard LB-alapu taptalajokat ¢és szelektiv
antibiotikumokat alkalmaztam. A nukleinsav-izolalasi kisérletekhez kiilonb6zé kémiai
reagenseket (detergensek, pufferkomponensek, sok, kaotrop anyagok), valamint magneses
nanorészecskéket hasznaltam. A magneses nanorészecskéket a Miskolci Egyetem Kémiai
Intézetének Nanoszerkezetli Anyagok Kutatdcsoportjaban dolgozé munkatarsak szintetizaltak
¢és karakterizaltdk. A fehérje- és nukleinsav-szennyezések eltavolitasdhoz proteindz, RNaz ¢€s
DNaz enzimeket alkalmaztam.

A kisérleteim soran alkalmazott modszerek célja a kinyert nukleinsavak mennyiségi, mindségi
¢és funkcionalis jellemzése volt. A nukleinsav-izolalasi eljarasok hatékonysagat tobb, egymast
kiegészitd analitikai modszerrel értékeltem. Ezek kozé tartozott az agardz gélelektroforézis
(Bio-Rad PowerPac Basic elektroforézis rendszer), UV-Vis spektrofotometria (NanoDrop™
One Microvolume UV-Vis spektrofotométer), valamint PCR- és qPCR-alapti eljarasok (Azure
CieloTM Real-Time PCR, Biometra TAdvanced PCR). Az RNS mintak funkcionalis épségének
vizsgalatat — egy adott célszekvencia amplifikalhatosagan keresztiil — reverz transzkripcios
PCR reakcioval (RT-PCR) végeztem.

A magneses nanorészecskékkel végzett izolalasi eljarasokat kereskedelmi forgalomban elérhetd
DNS- ¢és RNS-izolalo készletekkel hasonlitottam Ossze, amelyek referenciamodszerként
szolgaltak a hozam, tisztasag €s reprodukalhatosag értekeléséhez.

A kisérletek soran alkalmazott mérOmiiszerek kozé tartoztak még tobbek kozott centrifugak
(Mega Star 1.6R), inkubatorok (Multi-Therm Cool-Heat-Shake thermoblock, N-Biotek rdzo
fiitheto/hiitheté  inkubator) ¢€s egy géldokumentacios rendszer (UVITEC Cambridge
géldokumentacios keésziilék). Az adatok feldolgozasdhoz és az dbrak készitéséhez altalanosan
hasznalt bioinformatikai és grafikai szoftvereket alkalmaztam (GSL Biotech SnapGene, Google

Colab, BioRender).
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1. d@bra. A kutatas soran kifejlesztett pDNS-izolalo protokoll sémdja, amely mindegyik vizsgalt nanorészecskere,
és mindegyik optimalizalt protokollra altalanosan érvényes
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4. Teézisek

1. tézis: Igazoltam, hogy a MnFe:04, MnFe204-NH2, NiFe204, NiFe204-NH2, MgFe204 és
MgFe204-NH2 magneses nanorészecskék alkalmasak bakterialis eredetii plazmid DNS
reverzibilis megkotésére, és ezek felhasznalasaval hatékony, szilard fazisu pDNS-izolalasi

eljarasokat fejlesztettem Ki.

Alatamasztds: Harom, az adszorpcids €s deszorpcios kornyezet kémiai Osszetételében eltérd
pDNS-izolél6 protokollt alkalmaztam hat kiilonb6zé magneses nanorészecskére (0sszesen 3
6 = 18 protokoll-MNP kombinacid). A felallitott kritériumok (DNS koncentracio, DNS
tisztasag, agaroz gélelektroforézis kép, restrikcidés endonukleazokkal torténd emésztés, qPCR)
alapjan mindegyik vizsgalt MNP esetében legaldbb egy protokoll alkalmasnak bizonyult
hatékony pDNS extrakciora, ami igazolja a reverzibilis megkdtés megvaldsithatosagat.

A magneses nanorészecskékkel izolalt DNS mintdk koncentracidjat  UV-Vis
spektrofotométeriaval hatdroztam meg, az eredményeket a 2. dbra szemlélteti. A diagram kék
oszlopai az elézetesen meghatarozott kritériumoknak megfeleld nanorészecske-protokoll
kombinaciok relativ extrakcios hatékonysagat mutatjadk. A legmagasabb DNS-hozamot a
MgFe;O4 részecske adta a 2. (PB) protokoll alkalmazasidval, mig a legalacsonyabb
hatékonysagot a MnFe,O4-NH> részecske mutatta a 3. (Tris-HCI, NaCl) protokoll esetében.
Ugyanakkor még ez utobbi esetben is 93,7 £ 35,2 pg/mL pDNS-t sikeriilt izolalni, ami jé
eredménynek szamit, hiszen példaul He és munkatéarsai csupan 55 pg/mL, magas kopiaszdmu
plazmid DNS-t extrahdltak az altaluk elkészitett amino-funkcionalizalt magneses

nanorészecskekkel [12].
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2. dbra. A nanorészecskékkel izoldlt pDNS mintik koncentrdcioja. Az X tengely az egyes izolaldsokhoz hasznalt
MNP-ket és protokoll szamat jeléli. Az abran bemutatott pDNS mintak tisztasagi értékei (A260/A2s0) minden
esetben a vart 1,6-2,0 kézotti tartomanyba estek..

A 2. abra tovabba Osszehasonlitja az altalam fejlesztett MNP-protokoll kombinaciok pDNS-
izolaldé  hatékonysagit kereskedelmi forgalomban kaphat6 extrakciés készletek
teljesitményével. Négy esetben affinitds oszlop-alapt (zold oszlopok), mig két esetben
magneses nanorészecske-alapu (lila oszlopok) izolalas valosult meg. Az eredmények alapjan
lathato, hogy a legtobb kereskedelmi kit nem éri el az altalam fejlesztett MNP-alapu eljarasok
pDNS-kinyerési hatékonysagat.

2. tézis: Megallapitottam, hogy a MnFe:04, MnFe204-NH2, NiFe204, NiFe204-NH2,
MgFe:04 és MgFe204-NH2 magneses nanorészecskékkel kifejlesztett bakterialis pDNS-
extrakcios protokollokkal izolalt plazmidmintak enzimatikus és amplifikacios

molekularis biologiai eljarasokban felhasznalhatok.

3. tézis: Bebizonyitottam, hogy a hat vizsgalt magneses nanorészecske (MnFe204,
MnFe204-NH2, NiFe204, NiFe204-NH2, MgFe204 ¢és MgFe204-NH2) koziill az
aminocsoporttal ellatott magnézium-ferrit a legkevésbé érzékeny a kornyezeti hatasok
megvaltoztatasara DNS-izolalas soran, ezaltal pedig a legszélesebb korben alkalmazhato

bakterialis nukleinsav Kinyerésére.

Alatamasztas a 2-3. tézisekhez: Minden MNP esetében legalabb egy olyan protokollt ki lehetett
valasztani (1. tablazat, zold kiemelés), amellyel hatékonyan, nagy mennyiségii €s j6 mindségii
pDNS-kinyerése valosithatdo meg Escherichia coli-bdl, és amely a tovabbi molekularis bioldgiai

folyamatokban is felhasznalhat6. Az alkalmas protokoll-MNP kombinacidkkal torténd
9
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extrakciokban a pDNS koncentracioé a meghatdrozott 10 pg/mL kiiszobértéket minden esetben
meghaladta (1. kritérium), a DNS tisztasdga a szakirodalomban meghatdrozott
értéktartomanyba (Aze0/A280 = 1,6 - 2,0) esett (2. kritérium), az agaroz gélelektroforézis vizualis
igazolast adott a kinyert molekuldk megfeleloségérdl (3. kritérium), tovabba a restrikcios
emésztés sikeresen végbement (4. kritérium), valamint a qPCR esetében a mintak ciklusszam

értékei a felsd hatarérték (35 ciklusszam) alatt megfelelonek mindsiiltek (5. kritérium).

1. tablazat. A pDNS-izolalashoz tarsitott hatékonysagi kritériumok oOsszegzése (Konc. = koncentracio, AGE =
agaroz gélelektroforézis, REdz = restrikcios endonukledz). 1: Tris-HCl-os eludlast alkalmazo protokoll; 2: foszfat
pufferes elualast alkalmazo protokoll (PB); 3: NaCl-mentes koté pufferrel és NaCl-ot tartalmazo elicios pufferrel
vegzett protokoll (Tris-HCI, NaCl).

DNS-izolalas | Protokoll | Mennyiség Minéség Integritas A hatékonysag

MNP-vel szama Konc. Tisztasag | AGE | REazreakcio | qPCR Gsszegzése
X v 4/5
5/5 | 11/15
2/5
4/5
o/s | 9/15
5/5
4/5
o/5 | 9/15
5/5
5/5
o/s | 10/15
4/5
4/5
5/5 | 14/15
5/5
5/5
5/5 | 15/15
5/5
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A hat vizsgalt nanorészecske-tipus koziil kizardlag az amino-funkcids csoporttal ellatott
magnézium-ferrit miikodott mindegyik kidolgozott protokollal, igy ez bizonyult a legkevésbé
érzékenynek a kémiai koriilmények valtozasara. A MgFe,O4-NH> részecske széles korli
felhasznalhatosdgat igazolja az is, hogy komplex kozegbdl (vérszérummal Osszekevert

baktériumtenyészet) is alkalmasnak bizonyult hatékony DNS-kinyerésre.

4. tézis: Igazoltam a MgFe204-NH2 nanorészecskék alkalmazhatésagat bakterialis

sejtekbdl torténé genomi DNS-izolalasra, és kidolgoztam egy szilard fazisa izolalasi

10
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protokollt, amely qPCR-alapu downstream felhasznalasra alkalmas nukleinsavat

eredményez.

Alatamasztds: 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 3. abran lathatok.

200 -

O E coli
B P fluorescens
O M. luteus
—~—~ . B_ .’,-
x_El 150 - % _i_ subtilis
=)
=
©
@
£ 100 4 |© O
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MgFe.0.,-NH.  Oszlop-alapu kit ~ MNP-alapu kit

3. abra. A MgFe;0,-NH, alapu gDNS-izolalasi protokoll teljesitményének 6sszehasonlitasa kereskedelmi izolalo
kitekkel, az izolalt gDNS koncentracioja alapjan. Az azonos szinii oszlopok azonos baktériumfajokbdl izolalt
gDNS mintakat jelolnek.

A 3. abra két utols6 oszlopa jeldli a kereskedelmi forgalombodl szdrmazo izolalo készletekkel
kinyert DN'S koncentraciojat. Erdemi 6sszehasonlitas szempontjabol az MNP-alapu izolal6 kit
all kozelebb a sajat fejlesztést protokollhoz tartozo eredményekhez. Az 6sszehasonlitd abran
jol lathato, hogy egyforma kiindulasi sejtszuszpenzid-térfogat alkalmazésakor a magnézium-
ferrit alapu gDNS-izolalé protokollal mind a négy baktériumfajbol nagyobb mennyiségii
genomi DNS kinyerése valosithaté meg, mint az MNP-alapu készlettel.

A kinyert genomi DNS mintak qPCR-analizis soran megfelelé amplifikdciot mutattak, ami

bizonyitja a mddszer alkalmassdgat downstream molekularis bioldgiai alkalmazasokra (4.

abra).
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4. abra. A MgFe;O~NH, MNP-vel izolalt, kiilonbozé baktériumfajokbol szarmazo gDNS mintak gPCR
vizsgalatanak Cq értékei. NTC = templat nélkiili kontroll, NPC = primer nélkiili kontroll, NaN = nem
értékelhetd adat

5. tézis: A MgFe204-NH2 nanorészecskék alkalmazasaval kidolgoztam egy szilard fazisa
RNS-izolalé protokollt bakterialis sejtekbdl, amellyel a kinyert RNS RT-PCR alapu

molekularis biolégiai analizisekben felhasznalhato.

Alatdmasztds: A kutatds soran kidolgozott, bakteridlis RNS-izolald protokoll elvégzését
kovetden RT-PCR-rel validaltam a kinyert RNS funkcionalitasat. Az RT-PCR folyamat elsd
1épéseként reverz transzkripciot végeztem, melynek soran az izolalt RNS a reverz transzkriptaz
enzim templatjaként szolgalt, amely egy egyszali, az RNS-sel komplementer DNS-t (¢cDNS)
szintetizalt. Ezt a cDNS-t pedig az eljaras masodik 1épésében, a PCR reakcioban templatként
hasznaltam. A modszer sordn az wuidA gén egy 70 bp hosszlisagh szakaszat specifikus
primerekkel amplifikdltam, majd a reakcid sikerességét agardz gélelektroforézissel

ellendriztem (5. abra).
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100 bp
50 bp

5. abra. A 70 bp hosszusagu RT-PCR termék agaroz gélelektroforezis képe. Az 1. és 2. mintak a MgFe;04-NH,
MNP-vel kinyert RNS-rél szarmaznak (NTC = templat nélkiili negativ kontroll, NPC = primerek nélkiili negativ
kontroll)

Az 5. abra alapjan megallapithato, hogy a kereskedelmi RNS-izolal6 készlettel kinyert minta
pozitiv kontrollként (PC) megfeleld amplifikaciot mutatott, és ezzel azonos modon a MgFe>O4-
NHo nanorészecskékkel izolalt RNS mintak (1. és 2. parhuzamos izolalas) esetében is jol lathatd
PCR termék jelent meg. Ez igazolja, hogy az izolalt RNS megfelelé mindségl volt a reverz
transzkripcidhoz és az azt kovetd PCR-amplifikacidhoz. Bar az izolalt RNS koncentracioja
elmarad a kereskedelmi forgalomban kaphato készlettel elérhetd kihozataltol, az izolatum RT-
PCR reakcioban sikeresen szolgalt templatként, ami igazolja annak funkcionalis

felhasznalhatosagat.
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5. Osszefoglalé

A magneses nanorészecskék forradalmat ¢€ljiik. Ezek a valtozatos, specifikus kémiai és fizikai
tulajdonsagokkal rendelkezd anyagok szdmos teriileten alkalmazhatok. A kiilonféle szenzorok
készitésétol kezdve, a mezdgazdasagi alkalmazason at egészen az orvostudomanyig, széles
korben hasznaljak oket. Ipari felhasznaldsban, kutatasban és a hétkoznapokban egyarant
jelentds szerepet jatszanak. Az MNP-k olyan nagy fajlagos feliilettel rendelkeznek, amely
lehetdvé teszi kiillonb6zdé molekuldk hatékony adszorpcidjat. Ezen tulajdonsagukat kihasznalva
olyan bakterialis nukleinsav-izolalasi protokollokat fejlesztettem ki plazmid DNS, genomi
DNS ¢és RNS molekuldk extrakcidjara, amelyek felveszik a versenyt a mar jol mikodo
hagyomanyos modszerekkel, és kereskedelmi forgalomban kaphato6 készletekkel egyarant.

A doktori kutatdsom soran ferrit-alapii magneses nanorészecskék nukleinsav-adszorpcios és -
izolald képességét vizsgaltam, majd hatékonysidgukat Osszehasonlitottam. Plazmid DNS-
izolalasra az Gsszes, rendelkezésemre allo nanorészecskét leteszteltem: MnFe2O4, MnFexO4-
NH»>, NiFe2Os4, NiFe;0s-NH,, MgFe;0s, MgFe2O4-NHo. A mangan-ferrit  példajan
meghataroztam az optimalis kiindulasi sejtmennyiséget, a nanorészecske koncentraciot és az
elicios 1épések szamat az extrakcidhoz. A szintézis soran kiillonb6z6 ideig hdkezelt MgFe2O4-
NH: részecskék pDNS-izolalé hatékonysagat is 6sszehasonlitottam, és megallapitottam, hogy
a 4 perces mikrohullamu kezeléssel eldallitott MNP hasonldan jo hatékonysaggal rendelkezik,
mint a 12 oran at kezelt valtozat. Mivel Osszetételiiket tekintve azonosak, koltség- €s
idéhatékonysagi szempontbol a 4 perces kezeléssel eldallitott minta elénydsebbnek bizonyult.
Ezt kovetden a kinyerési hatékonysag és tisztasag alapjan az eredetileg MnFe>Os-re kidolgozott
eljarast a tobbi részecskére is optimalizaltam, amely a koto- €s elticids pufferek dsszetételének
megvaltoztatasat jelentette. Mindegyik MNP esetében sikeriilt legalabb egy olyan
pufferdsszetételt (1. Tris-HCl; 2. PB; vagy 3. Tris-HCl, NaCl) és ezaltal protokollt
meghatdrozni, amely nagy mennyiségli, tovabbi felhasznalasra alkalmas és jo tisztasagu, E. coli
baktériumbol szarmazd pDNS kinyerését tette lehetévé. Az MNP-protokoll kombinaciok
hatékonysagat agar6z gelelektroforézissel, UV-Vis spektrofotometrids méréssel, restrikcios
endonukledzok 4ltal katalizalt reakcidokkal, qPCR vizsgalatokkal és transzformalassal
ellendriztem, tovabba 6sszehasonlitottam kereskedelmi forgalomban kaphatd, affinitasoszlop-
¢s MNP-alapu kitek hatékonysagaval. A hat vizsgalt nanorészecske-tipus koziil kizardlag az
amino-funkcioés csoporttal ellatott magnézium-ferrit miikddott mindegyik kidolgozott
protokollal, igy ez bizonyult a legkevésbé érzékenynek a kémiai koriilmények valtozasara.

Ennek alapjan a tovabbi nukleinsavtipusokra irdnyuld izoldlasi protokollokat a MgFeO4-NH>
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MNP-vel kisérleteztem ki, valamint ugyanezen magneses nanorészecskét alkalmaztam
komplexebb forrasbol (human vérszérum és E. coli sejtszuszpenzid keverékére) torténd pDNS-
izolalasra is. A genomi DNS-izolalasi modszert tobb kereskedelmi forgalomban kaphato
készlet, illetve szakirodalomban megjelent publikacio protokollja alapjan fejlesztettem ki, és
Gram-negativ (E. coli, P. fluorescens), illetve Gram-pozitiv (M. luteus, B. subtilis)
baktériumokra egyarant teszteltem. Az eredmények 6sszességében kedvezdbbek voltak, mint
az MNP-alapu készlettel végzett kisérletek esetében, bar nagy mennyiségii genomi DNS
kizarolag az affinitas oszlop-alapt készlettel volt kinyerhetd. Az extrahalt nukleinsav tiszta volt,
¢s tovabbi molekularis bioldgiai felhasznalasokra (spektrofotometrids mérés, agardz
gélelektroforézis és qPCR) alkalmasnak bizonyult. Az amino-funkcios csoporttal rendelkezd
magnézium-ferritrél elmondhatd, hogy bakterialis (E. coli) RNS-izolalasra is alkalmazhato. Bar
az MNP-alapti RNS-izolalo készlettel Osszehasonlitva kisebb mennyiségli ribonukleinsav
nyerhetd ki, a kutatds soran kifejlesztett modszer mind kvantitativ, mind pedig kvalitativ
szempontbol megfeleld ribonukleinsavat eredményezett, amely RT-PCR vizsgalatban kivalo
templatként szolgalt.

Osszességében elmondhat6, hogy az anyagtudomany és molekuléris bioldgia hatarteriiletén
elhelyezkedo kutatasom elsdsorban a bakterialis plazmid DNS-re terjedt ki részletesen, hiszen
ez az a molekula, amelyet a biotechnoldgiai kutatds leggyakrabban alkalmaz kis mérete,
egyszerli hozzaférhetdsége és konnyli manipuldlhatésaga miatt. Erre a cirkuléris, féleg
baktériumokban el6forduld, dsDNS molekuldra olyan protokollokat fejlesztettem ki, amelyek
nemcsak sokkal koltséghatékonyabbak a hagyomanyos vagy kereskedelmi forgalomban
kaphaté modszereknél, hanem teljes mértékben mellézik a felhasznald6 szamara toxikus
vegyszerek hasznalatat is. Ezen tilmenden az eljarasok minimalis laboratériumi infrastruktirat
igényelnek, igy korlatozottabb anyagi forrasokkal rendelkezd laborokban is konnyen
alkalmazhatok. A nanorészecskék szintézise ¢és a kidolgozott protokollok egyarant
megtaldlhatok a doktori értekezés alapjaul szolgalo nyilt hozzaférésii publikaciokban, ezzel is
eldsegitve mas kutatok munkdjat. Abbol adodoan, hogy a kidolgozott mddszerek (a sejtlizist
kovetden) mar nem igényelnek centrifugalasi 1épéseket, a folyamatok konnyen
automatizalhatok: magneses modullal ellatott pipettdzod robot segitségével akar 96 minta
parhuzamos preparaldsa is megvalosithato. Ezaltal a diagnosztikai céli nukleinsav-izolacios
folyamatok is egyszertsithetOk, lehetdvé téve a gyorsabb, hatékonyabb betegségfelismerést,

valamint a megfeleld terapia miel6bbi megkezdését.
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6. 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;Os, MnFe>O4-NHo,
NiFe204, NiFe204-NH2, MgFe 04, MgFe;04-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, I 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-HCIL; 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. Based on these findings, MgFe>O4-NH2 MNPs were used for subsequent
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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.
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