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1 Bevezetés

A nanotechnoldgia napjaink egyik meghatdrozé tudoményteriilete, melynek eredményeként 0j
tulajdonsagokkal rendelkezd anyagok (nanorészecskék) megalkotasara van lehetség. Ezen
anyagok felhasznélhatdak a molekularis biologia teriiletén is. Kiemelten fontos teriilet lehet a
magneses tulajdonsadggal rendelkezd nanorészecskék nukleinsav (DNS, RNS) molekulak
izolalasaban, tisztitasaban torténd alkalmazhatosdga, mivel a hagyomanyos (alkali-lizises)
preparalas iddigényes €s olyan szerves oldoszerek hasznalatat igényli, melyek hosszutdvon
egészségre karos hatasuak. Az egészségre karos reagensek hasznalatanak elkeriilése érdekében
a gyakorlatban korabban kiilonb6z6 affinitas oszlopok hasznalata terjedt el, melynek Iényege,
hogy a DNS molekuldk nagy affinitassal kotddni képesek az oszlopban talalhatd specidlis
toltethez, ezaltal a reakcidelegyben taldlhatdé mérgezé szerves komponensektdl
megszabadulhatunk. Ezek az ,oszlop-alapu” eljarasok azonban eszkozigényesek, és a
kereskedelmi forgalomban kaphatd koltséges, oldatok és specidlis oszlopokat tartalmazo
készletek megvasarlasat igénylik. Ezen affinitas oszlopokat alkalmazo technoldgidknak kitind
alternativai lehetnek a kiillonb6z6 magneses tulajdonsagii nanorészecskéket alkalmazo
eljarasok. Munkdm célja volt olyan magneses nanorészecskék tesztelése, melyek nukleinsav
koto képessegiik révén nukleinsav izolalas €¢s DNS/RNS tisztitasi eljarasokban alkalmazhatoak.
Tovabba meghatarozni ezen részecskék nukleinsav kotd képességének hatékonysagat, majd azt
a kereskedelmi forgalomban mar elérhetd magneses részecskék hatékonysagaval
Osszehasonlitani. Az elvégzett dsszehasonlitds eredményeként javaslat fogalmazhaté meg,
hogy a késdbbiekben, melyek a biologiai szempontbol is hasznosithatd magneses

nanorészecskék.

2 lrodalmi attekintés

2.1 Nukleinsavak (DNS és RNS) szerepe a molekularis biologiaban

A sejtjeinkben taldlhatd orokité anyag, a DNS lényegében minden o6roklodd biologiai
informaciot tartalmaz [1]. Ebbdl adoddan szamos tudoményteriilet fokuszal €és kutatja a DNS
szerkezeti felépitését, milkodésének sajatossdgait, a milkddést szabalyozd, javitod
mechanizmusokat. A DNS szerkezete és miikodése kozotti dsszefliggések megértése alapvetd
jelentéségli a génsebészettel (idegen kifejezéssel genetic engineering) foglalkozo
tudomanyteriilet, a molekularis bioldgia szdmara. A molekularis bioldgiai kutatasok

szempontjabol igy alapvetd fontossagu a kiilonbozo forrasbol szarmazo nukleinsavak tisztitasa



¢s a feladatnak megfeleld manipulacidja. Nukleinsavak tisztitasa leggyakrabban kiilonb6zo
baktériumtenyészetekbdl, novényi vagy allati sejtekbdl, szovetekbol torténik. De nukleinsavak
szarmazhatnak sejtmentes forrasokbol is, példaul vérplazmabol, vagy mesterségesen (in vitro)

reakciokbol (példaul polimeraz lancreakciobol, PCR) is.

A molekularis bioldgiai tudomanyok altal tanulmanyozott nukleinsavak a dezoxiribonukleinsav
(DNS) és a ribonukleinsav (RNS) nukleotid egységekb6l alld makromolekulak. Ezen
molekulak felelsek a sejten beliili genetikai informacié tarolasaért, és kijelolik, hogy sejtjeink
,elete” soran mikor, milyen fehérjék termelédjenek, meghatarozzak a fehérjék miikkodését,
¢lettartamat. A nukleinsavakat felépité nukleotidok alapvetéen harom 6sszetevobdl allnak: egy
nitrogénalapu heterociklusos bazisbol, ami purin, vagy pirimidin bazist jelent, egy pentdz
cukorbdl (ribéz az RNS, vagy dezoxiribéz a DNS esetében), és egy foszfatcsoportbol. A
nukleinsavak, a DNS ¢és az RNS nemcsak a nukleotidokat alkotd cukrok tipusaban térnek el
egymastol, de a nukleotidokban 1évé nitrogénalapt bazisok is kiilonboznek egymastol (1. abra)
[1]. Az adenin, a guanin és a citozin mind a DNS-re mind az RNS-re jellemz6. Azonban timin
csak a DNS-ben, mig uracil csak az RNS felépitésében vesz részt. Léteznek még egyéb ritkan

eléforduld nukleobazisok, ilyen az inozin, amely a tRNS szalaiban fordulhat el6 [2].

A nukleinsavak szerkezetiiket tekintve altalaban egy, vagy kett6s szaltiak. Az RNS molekula
alapvetGen egyszali nukleinsav, de egyes formai, mint pl. a transzfer RNS (tRNS), a nukleinsav
lanc részleges bazisparosodasanak koszonhetden, helyenként kettds lancu format vesz fel.

Sejtjeink orokitéanyagat jelentdé DNS azonban jellemzden kettdsszali makromolekula [1].
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1. dabra. A nukleinsavak felépitésében résztvevo nitrogéntartalmu bazisok.



2.2 DNS Kkettés hélix felépitése és jellemz6i

A DNS molekulat felépité nukleotidok nukleobazisai a korabban mar emlitett citozin, timin
(ezek az un. pirimidin bazisok) valamint a guanin, és adenin (a purin bazisok). Ezen
nukleobazisok egymassal szigorti bazisparosodasi szabalyt kovetve meghatarozott szamu
hidrogénhid kialakitasaval kapcsolodni tudnak egymashoz. A guanin-citozin esetében harom
adenin-timin paros esetében csak két hidrogénhid kialakulasara van lehet6ség. A
nukleinsavakban ismétlddé monomer részeket nukleozidoknak hivjuk. A nukleozidokat 3',5'-
helyzetben foszforsav kapcsolja 6ssze észter kotéssel. Annak ellenére, hogy a kiilonb6zé DNS-
ek bazisosszetétele széles hatarok kozott valtozhat, az adenin és timin, illetdleg a citozin és
guanin ardnya megkozelitdleg 1:1. A DNS két fonalat (melyek egymassal ellentétes iranyban
futd, azaz antiparallel lancok) az adenin-timin ill. guanin-citozin bazisparok ko6zotti
hidrogénkotések tartjak Ossze. Két ilyen lanc egymasra csavarodik és igy alkotja a DNS

molekula dupla-hélix (kettds spiral) formajat [1].
2.2.1 A DNS szal érzékenysége hdmérsékletre ¢s pH-ra

Mivel a DNS kett6s hélixet nem kovalens erdk tartjak Ossze, ezért a lancok laboratoriumi
koriilmények kozott konnyen szétvalaszthatoak. A lancokat hidrogén kotés tartja dssze, amely
a pH és a héomérséklet novelésével gyengithetd, igy a két lanc elvalik egymastol. Ezt a
folyamatot denaturacionak nevezziik, amely egy reverzibilis folyamat. A hdmérséklet és a pH
csokkentésével a megfeleld lancok tjra képesek lesznek egyesiilni. A DNS ezen tulajdonsaga
a sejtekbdl vald izolalas soran és kiillonbozo genetikai kutatasok soran is alkalmazhat6 (egyes

DNS szekvencidak eltavolithatoak és kicserélhetek lesznek a kettds hélixben) [3].

2.2.2 Genomi DNS

Minden €16 szervezet 6rokl6dési alapja az adott szervezet genomja (2. abra). A genom a teljes
DNS éllomany, amely tartalmazza a sejtek kialakuldsdhoz ¢és miikodéséhez sziikséges
informéciot. Nagy része a kromoszomalis DNS, azonban vannak extrakromoszomalis
kiegésziilések is. Eukariotak esetében ezen extrakromoszoémalis elemek a mitokondrialis DNS
(allatokban) és a kloroplaszt DNS (ndvényekben), prokariotak esetén pedig plazmidoknak

nevezziik oket. [4]



2.2.3 Plazmid DNS

A plazmidok olyan kettds szalu cirkularis szerkezetli DNS molekulak, melyek lehetové teszik
az Orokité informacidk sejtek kozotti atadasat kromoszomaktol fliggetleniil. A plazmidok a
kromoszoémaktol fiiggetleniil replikdlodhatnak és egyik sejtb6l a madsikba atadddhatnak.

Elhelyezkedésiiket tekintve a baktériumok citoplazmajaban talalhatdak meg (2. abra).

A plazmidokban hordozott informacié vonatkozhat példaul az antibiotikumokkal szembeni
ellenalloképességre, mely tulajdonsagot a mikroorganizmusok atvihetik, akéar kiilonbzo
korokoz6 fajok kozott is. Arra is képessé teheti a baktériumot, hogy mérgeket szintetizaljon
konkurens baktériumok ellen. A plazmidokban talalhato gének a kromoszoman tarolt
informdacioktol eltérd tulajdonsdgokat hordoznak, olyanokat, amelyek a szervezet szamara

rendes korilmények kozott nem lennének 1étfontossaguak [4].

Genomi DNS ]

Plazmid DNS j

2. dbra. Genomi és plazmid DNS elhelyezkedése [5].

2.3 Mik azok a magneses nanorészecskék (MNP)?

A nanorészecskék (3. abra) olyan anyagok, melyek nagyon apro (1-100 nm) szemcsemérettel
rendelkeznek. Ezen ultrafinom szemcsemérettel magyarazhaté a nanorészecskék eltérd
viselkedése, hiszen a mérettartomanyuk kozelebb esik az atomi méretekhez, mint a nagyméretii

anyagi részecskékhez.

Az egyik emlitésre mélto tulajdonsaguk a nagy feliilet/tomeg arany, aminek kovetkeztében az
abszorpcios folyamatok is gyorsabban zajlanak le. Emellett bizonyos nanorészecskék erds
paramagneses tulajdonsagokkal rendelkeznek, melyek felhasznalhatoak molekularis biologiai

kisérletek elvégzésére [6-8].
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3. dbra. Mdgneses nanorészecskébdl dallo mag szilicium-dioxid héjjal [9].

2.3.1 Magneses nanorészecskék felhasznalasa

A magneses tulajdonsagi nanorészecskék tobb teriileten is felhasznalhatoak, kezdve a
molekularis bioldgiai felhasznalastdl szennyviz tisztitdson at a katalizisig és a magneses

rezonancia képalkotasig (4. abra).

sejt szeparacid Szennyviz tisztitds

Adott méret(i DNS szakaszok
enzimatikus reakcioelegybdl valé
I / kitisztitasa

makromolekuldkizoldlasa <4————————% Magneses nanorészecskék
felhasznélasa

/ \ nukleinsav szeparélas

Mégneses rezonancia képalkotds Katalizis

4. dbra. Mdagneses nanorészecskék felhaszndlasanak lehetdségei.

2.3.2 Magneses nanorészecskek felhasznalasa a molekularis biologidban
A molekuldris biologia az ¢€l6lények és sejtek mukodésének molekuldris szinti
tanulmanyozéasa, a kiilonféle sejteken beliili interakciok és szabdlyozasuk megértésével

foglalkozik, beleértve a DNS, RNS és a proteinszintézis témakdorét [10]. Ebbol adddoan

konnyen belathatd, hogy a molekularis biologiai laboratériumi folyamatokhoz sziikség van
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kival6 mindségli, a megfeleld forrasbol tisztitott DNS-re. A DNS tisztitas klasszikus
megkozelitése a sejtlizis (a sejttartalom felszabaditasa), majd a sejtszennyezdédések
(sejttormelék) és az extracellularis komponensek (RNS, fehérjék, sejtmembran komponensek)
eltavolitasa kicsapasi és centrifugalasi 1épések sorozataval [11]. Napjainkban kereskedelmi
forgalomban 1év6 oszlop alapa készletek (Kit-ek) segitségével konnyebben izolalhatunk DNS-
t, mint a klasszikus (szerves oldoszereket alkalmazo) modszerrel. Ezekben az eljarasokban a
szerves oldoszerek (fenol, kloroform) hasznalatat altalaban szilicium-dioxid tartalmi
oszlopokkal helyettesitik. Ezen eljaras tehat egy szilard fazist extrakcios modszer, melynek
alapja, hogy a nukleinsav specialis koriilmények kozott kotédik ehhez a szilicium-dioxid szilard
fazisahoz (5. abra) [11]. A szilicium-dioxid membranhoz nem k6t6dé részecskék és inhibitorok
pedig specifikus 0sszetételli pufferekkel lemoshatoak, eltavolithatoak a rendszerbdl. Az oszlop
toltethez reverizibilisen k6t6d6 DNS, a tisztitasi folyamat végén, egy vizes fazissal ,,leoldhato”,
levalaszthato az oszloprol. Végeredményként pedig egy nagy tisztasagli, megfeleld toménységii

DNS oldatot kapunk.

| | | |
Si Si  Si Si

5. dbra. Szilicium-dioxid tartalmii oszlopok DNS izolalashoz [12]

Az oszlop alapu DNS izolalasi, tisztitasi modszerek mellett egyre elterjedtebbek a szilicium-
dioxiddal bevont magneses részecskék alkalmazasa is erre a célra. Ezen részecskék feliiletéhez
is reverzibilisen tud kapcsolodni a DNS. A DNS sejtbdl valé izolalasa, vagy egyéb enzimatikus
reakcid elegyekbdl vald tisztitdsa magneses nanorészecskék alkalmazasaval lehetdséget nytjt
arra, hogy ezen folyamatokat egyszerre nagy mintaszammal, de ugyanakkor nagy
hatékonysaggal, viszonylag olcson végezhessiik el. A magneses nanorészecskék ilyen modia
felhasznalasa lehet6vé teszi tovabba az izolalasi és tisztitasi 1épések automatizalasat is. A
molekuléaris biologia igy nemcsak az ¢€l0 sejtek mikodésének molekularis szinti

tanulmanyozasat jelenti, hanem a molekularis laboratériumi technikak fejlesztését is, ebben az
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esetben nanotechnologia alkalmazésaval. A magneses nanorészecskék elonye, hogy kevésbé
egészség ¢s kornyezet karositok, emellett gyors és hatékony alkalmazhatdsagot tesznek

lehetové.

A molekuldris biologidban altalanosan hasznalt magneses részecskéknek (magneses gyongyok)
két f6 formdja van: egyrészt a viszonylag kicsi (50 nm-tdl 2 pm-ig terjedd) részecskék, amelyek
szilard ferritmagbol allnak, masrészt a nagyobbak ferrit-és valamilyen polimer kombinacioi,
melyek atlagos mérete 1-5 um kozott van [13]. Mindkét magneses gyongytipus jol hasznalhatod
anukleinsav izolalasara, tisztitdsara ¢s manipulalasara. Ezen magneses részecskék nagy elonye,
hogy méretiikhoz képest nagy relativ feliilettel rendelkeznek, és egy altalanos felszereltségii
laboratoriumban is konnyen elkészithetéek [14-15]. A molekularis biologidban hasznalt
magneses gyongyokkel szemben tamasztott igények koziil az egyik legfontosabb szempont a
magneses nanorészecskéket tartalmazd diszperzio stabilitdsa. Ennek érdekében legtobbszor
kiilonb6z6 bevonatokkal latjak el a magneses részecske ,,magjat” (igy épiilnek fel példaul a
kereskedelmi forgalomban 1évé AmPure XP vagy a Sera-Mag tipusi magneses részecskék is
(6. abra)). A nanorészecske magot burkold funkcionalizalt bevonat (nukleinsavak tisztitasahoz
valo felhasznalas esetén) leggyakrabban a semleges feliiletet jelentd szilicium-dioxid, vagy
negativ feliileti toltést jelenté karboxil burok [17]. Magneses nanorészecskéket egyébként
fehérjék specifikus megkotésére, elvalasztasara, vagy kiilonb6z6 betegségek diagnosztizalasra
is hasznalnak. Ilyenkor a madagneses részecskéket példaul tozil, epoxi, vagy klorometil
csoportokat tartalmaz6 burokkal latjak el. Hasonldan elterjedtek a fehérjék megkdotésére a
sztreptavidin-biotin nem kovalens kolcsonhatason alapuld sztreptavidin  vagy biotin

ligandumokat tartalmazo6 funkcionalizalt magneses nanorészecskék is [18].

Karboxil csoporttal
modositott polimer
bevonat

Polisztirol mag

Magnetit

6. abra. Karboxil csoportokkal rendelkezo funkcionalizalt burokkal ellatott gyongydk
felépitése [16].



3 Célkituzések

A funkcionalizalt burokkal rendelkezd feliilet modositott részecskék kivalthatok olyan
specifikusan eldallitott nanorészecskékkel, melyek magneses tulajdonsadggal rendelkeznek.
Munkam célja volt kiilonbozo, ilyen 1) tipusii magneses nanorészecskék molekularis biologiai
vonatkozast felhasznalhatosaganak vizsgalata, elsdésorban nukleinsav koté képesség,
nukeinsav izolalas ¢s DNS/RNS tisztitasi eljarasokban valo alkalmazhatosag szempontjabol. A
magneses részecskék nukleinsav koto képességének teszteléséhez megteleld tesztelési eljarast,
protokollt kell kidolgozni. A kidolgozott manualis protokollok validalasat kovetéen, nagy
ateresztoképességli robotizalhatd eljarasokra vald adaptalasa a cél, mely eljarasok a DNS-
karosodas kutatasban, bakterialis fertézések kimutatasaban, és klinikai diagnosztikaban lesznek

majd alkalmazhat6ak.
E célok eléréséhez a kovetkezd gyakorlati eljarasok megvalositasara van sziikség:

- A nukleinsav (DNS) forrast jelentdé modellorganizmusok kivalasztasa, a megfeleld
baktérium torzsek fenntartasa a tesztelés idejére.

- Nukleinsavak (elsdsorban a DNS) izolalasa kiilonb6zd technikakkal (specifikus
oszlopos  kialakitasi  izolalasi,  tisztitdsi  eljardsok, valamint magneses
nanorészecskékkel torténd DNS izolalas, tisztitas).

- A tesztelésre kivalasztott Uj tipusi magneses részecskeék osszehasonlitasa molekularis
biologiai felhasznalhatdésag szempontjabol (alkalmasak-e DNS tartalmi komplex
reakcioelegyekbdl specifikusan a DNS megkotésére, azaz DNS molekulak tisztitasara).

- A tesztelt magneses részecskék alkalmazhatdsdganak vizsgalata kozvetleniil bakterialis
sejtlizatumbol valdo DNS izolalasra (DNS kinyerésre).

- A kilonb6z6 modon tisztitott nukleinsavak vizualizalasa gélelektroforetikus
modszerrel.

- A Kkiilonbozd tisztitasi, izolaldsi modszerek hatékonysaganak Osszehasonlitasa

(elsdsorban gélelektroforetikus modszerrel).



4 Anyagok és médszerek

4.1 Tesztelt magneses nanorészecskék

- Ampure XP Beads magneses nanorészecske (forgalmazo: Beckman Coulter Life
Science)

- Vas-citrat (FeCeHs07*xH20) tartalmi magneses nanorészecske [19]

- Kobalt-ferrit (CoFe20s) tartalmii magneses nanorészecske (forras: MAK Kémiai
Intézet)

- Mangan-ferrit (MnFe2QO4) tartalmi magneses nanorészecske (forras: MAK Kémiai
Intézet)

- Réz-ferrit (CuFez04) tartalmi magneses nanorészecske (forras: MAK Kémiai Intézet)

A tesztelésre kapott részecskék egyes fizikai és kémiai tulajdonsagait ((-potencial, atlagos
részecskeméret, elemdsszetétel) a 2. tablazat foglalja Ossze. Ezen részecskéket Dr.

Vanyorek Laszl6 €s csoportja készitette és jellemezte.

1. tablazat. Tesztelt részecskek fizikai és kemiai tulajdonsagai.

C-potencidl | atlagos részecskeméret Osszetétel
Tesztelt részecskék
[mV] [nm] [wt%]
Maghemit: 93,2
vas-citrat -41 23,9 )
Hematit: 6,8
) CoFe204: 99,6
kobalt-ferrit -8,7 14+3
Co0: 0,4
mangan-ferrit -1,0 11+£3 MnFe2O4: 100
) CuO: 16.5
réz-ferrit -2,1 15+3
CuFe204 : 83.5
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4.2 A Kkisérletekhez felhasznalt anyagok és reagensek:

2. tablazat. Felhasznalt anyagok nevei és forrdsa, forgalmazoi.

Anyag neve

Osszetétel/képlet:

Forgalmaz6

Tripton

tripszinnel emésztett kazein

VWR Chemicals

Elesztd kivonat

VWR Chemicals

NaCl

VWR Chemicals

Agar

tengeri vorésmoszatokbol
nyert poliszacharid-keverék
(70% agar6z, 30%

amilopektin)

VWR Chemicals

Renaturalo oldat

gliik6z-trisz-EDTA tartalmu
puffer oldat (gyarto altal

meghatarozott sszetétel)

Merck Life Science Kft.

Lizis (sejtfeltard oldat) oldat

NaOH-SDS tartalmu puffer
oldat (gyarto altal

meghatarozott sszetétel)

Merck Life Science Kft.

Neutralizal6 oldat

Kalium-acetat tartalmu puffer
(gyarto altal meghatarozott

Osszetétel)

Merck Life Science Kft.

Oszlop mos6 oldat gyarto altal meghatarozott | Merck Life Science Kft.
Osszetétel

Etanolos moso oldat gyarto altal meghatarozott | Merck Life Science Kft.
Osszetétel

Elucios oldat

Trisz-EDTA tartalmu puffer
oldat gyart6 altal

meghatarozott dsszetétel

Merck Life Science Kft.

MNP kot6 puffer (1)

NaCl (2,5 M),

trisz-HCI pH 8.0 (10 mM),
EDTA (1 mM),

PEG 1540 (20 w/v %), Tween
20 (0,05 viv%).

[20]

MNP kot6 puffer (2)

NaCl (2,5 M),

[17]
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trisz-HCI pH 8,0 (10 mM),
EDTA (1 mM),

PEG 6000 (20% w/v), Tween
20 (0,05%)

Trisz-etanol moso puffer trisz-HCI pH 7,5 (10 mM), [17]
etanol 80 %
Agardz ™ D-galaktoz és 3,6-anhidro-L- | VWR Chemicals
galaktopiranoz linearis
polimere
GelRed fluoreszcens DNS | gyarto altal meghatarozott Biotium/VWR Chemicals
festék Osszetétel
GeneRuler™ 1 kb | gyarto altal meghatarozott Thermo Fisher Scientific
molekulastuly marker Osszetétel
TAE puffer | Trisz(hidroximetil)- VWR Chemicals
elektroforézishez aminometan (CsH11NO3)
Ecetsav (CH3COOH)

EDTA: etilén-diamin-
tetraecetsav (C10H16N20g)

4.3 Felhasznalt modell organizmus

A nukleinsav tisztitasi és izolalasi vizsgalatokhoz Escherichia coli DH5a Gram negativ, nem
patogén baktériumot hasznaltuk modellorganizmusként. Laboratoriumunkban tobbféle plazmid
DNS-t tartalmazo E. coli is rendelkezésre all. Az E. coli pBAD torzsben a pBAD24 tipusu
plazmid van jelen, mely egy alacsony kopiaszamu plazmid (baktérium sejtenként 15-20 db
plazmid van jelen), az E. coli pBlusescript baktérium toérzsben pedig a pBtKS+ plazmid
termelddik (ez egy magas kopiaszdml plazmid, 100-200 db sejtenként). A kisérletekhez
sziikséges E. coli sejtszuszpenziot LB tapoldatban (Luria Bertani tapoldat: 10 g tripton, 5 g
¢leszt kivonat, 10 g NaCl, 1000 ml-re egészitve ultratiszta vizzel) készitettem el ugy, hogy LB
agar lemezrél (LB taplemez: LB tapoldat 1,5% agarral szilarditva) steril oltokaccsal egy telepet
a tapoldatba mostam. Majd ezt a starter (kiindulasi) szuszpenziot 12-16 oran at folyamatos

razatassal 37 °C-on inkubaltam.

12



4.4 Plazmid DNS-izolalasa gyari GenElute™ plazmid izolalé készlettel

Kisérlettol fiiggben 1-5 ml starter sejtszuszpenziot 13000 rpm-en 1 percig centrifugaltam, hogy
kiilon lehessen valasztani a baktérium sejteket a novesztéshez hasznalt tapoldattol. Az igy
Osszegyljtott sejteket a 200 pl renaturald oldattal ujra felszuszpendaltam, majd 200 pl lizis
oldattal feltartam a sejteket. A gyartoi (Merck Life Science Kft) protokoll altal meghatarozott
inkubacios 1d0 leteltével az eddigi szuszpenzidohoz 350 pl neutralizalé oldatot adtam, mely
hatasara a bakterialis sejtekbdl kiszabadulo fehérjék, RNS molekuldk, membran komponensek
irreverizibilisen kicsapodnak, és centrifugalassal (13000 rpm 10 perc) konnyen elvalaszthatoak
lesznek a szintén a sejtekbdl felszabaduld plazmid DNS molekulaktol. A centrifugalést
kovetden a denaturalodott makromolekuldk és a sejttormelék a csapadék fazisban marad, mig
aplazmid DNS a feliiluszo frakcioba kertil. Ezt a feliiluszo frakciot kell a gyarto altal a készletbe
helyezett szilikagél oszloptoltettel rendelkezd, megfelelden eldkészitett oszlopra tolteni. Itt a
feliiluszoban 1évo plazmid DNS megkdtddik, mig az esetlegesen a feliiliszéban maradt egyéb
molekuldk, szennyezddések az oszlopon athaladva centrifugalassal (13000 rpm 1 perc)
eltavolithatdak. Az oszlop toltethez kotddott plazmid DNS-t 750 pl etanol tartalmt pufferrel
tovabb mossuk, centrifugaljuk (13000 rpm 1 perc), majd a készletben 1évé Trisz-EDTA

oOsszetételll elucios puffer 100 pl-ével a folyamat végén az oszloprol levalasztjuk (elualjuk)

45 Plazmid DNS magneses nanorészecskékhez valéo reverzibilis

kotodésének vizsgalata

A tesztelésre kapott magneses nanorészecskék reverzibilis DNS kot képességét vizsgaltam
eldre izolalt plazmid DNS oldattal (oszlopos modszerrel E. coli térzsbdl izolalt plazmid DNS).
A DNS-MNP reverzibilis kotodésének (DNS oldat MNP-kel valo tisztitasanak) tesztelésére
alkalmas eljaras alapjat egy szakirodalomban fellelheté modszer jelentette [17], melyet a
korabbiakban elvégzett tesztek tapasztalatai alapjan modositva alkalmaztam. A tesztekhez 20
mg/ml-es MNP diszperziokat készitettem ultratiszta vizzel, majd kozvetleniil a tesztelés
megkezdése el6tt 90 ul-t a MNP diszperziokbol 5 percre magneses tartoallvanyra helyeztem.
Ebben az allvanyban a magneses tulajdonsagt részecskék kiilonvalnak a diszperzio folyadék
fazisatol (7. abra). Az igy kialakult feliiluszot pipettaval tavolitottam el. A magnesrdl
levalasztva a mintarté Eppendorf csovet, a csé aljan 1évéo MNP-eket 125 ul MNP kotd puffer
(1)-gyel ujra felszuszpendaltam, és 50 pl DNS oldatot adtam hozza (kontroll esetén DNS
helyett 50 ul ultratiszta vizet hasznaltam). A DNS oldatot a MNP-kel 5 percre razogéppbe
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helyeztem (razatas kb 600 rpm sebességgel), majd ismét visszahelyeztem a csoveket a
magneses mintatartoba. A fazisszétvalast kovetden (max. 5 perc) a kialakult feliiluszot
leszivtam (ez lesz az F=feliilusz6 frakcid). A visszamaradt pelletet (szilard fazis, melyhez
megfeleld kotédés esetén a DNS molekulak kotve vannak) 200 ul frissen készitett 80%-0s
etanollal kell mosni. A mos6 oldatot a magneses tartora helyezett csovekbdl pipettazassal
tavolitjuk el. A mosési 1épést még egyszer ismételtem (ezzel a MNP-khez nem k&t6do
molekulak eltavolithatoak a rendszerbdl). A masodik etanolos mosas utan 1 percre centrifugalni
kell a mintatart6 csoveket, hogy az etanolt minél teljesebben el lehessen tavolitani, hiszen az a
tisztitott DNS oldat tovabbi felhasznalasat zavarnd. Az alkohol teljes eltavolitasa érdekében a
MNP-DNS szilard fazisa pelletet tartalmaz6é Eppendorf csovet 37°C-0s inkubatorba kell
helyezni (max. 5-6 percig), majd a szaritott pellet felszuszpendalasa kovetkezik 50 ul TE
elucios pufferrel (1M TRIS, 0,5M Na;EDTA, pH: 8.0). Ez lesz az E=eltcios frakcio. A fenti

folyamatot a 7. abra foglalja 6ssze.

G G
— Magneses
MNP szeparacio és Desztilldlt viz
hozzaadésa moséds hozzéaddsa
N N N Iy
[ D \/ l ,)\—/ L > \J — — — L » I
) Szennyez8k DNS-eludlasa 1zol4lt Feliiliiszé Tisztitott
gy RS : eliiliszo
Sejt lizatum DNS-kotése eltavolitasa plazmid i DNS
DNS eltavolitasa

7. abra. Plazmid DNS mdgneses részecskékhez valo reverzibilis kitodésének folyamata
(plazmid DNS tisztitds) [19].

4.6 Plazmid DNS izoldlaisa baktérium sejtszuszpenziobol MNP-ék

felhasznalasaval

Vizsgalni kellett azt is, hogy a tesztelésre kapott MNP-¢k kozvetleniil sejtlizatumbol valo DNS
izolalasra is alkalmazhatoak-e. Ehhez is a Oberacker és mts-ai altal kozolt eljarasok egyike
jelentette a kiindulasi alapot [17]. Az 5 ml kiindulasi sejtszuszpenziot 6000 g-n (g: nehézségi
gyorsulds) 5 percig centrifugdltam, majd a felesleges tapfolyadék eltavolitasa utdn a
visszamaradt sejttomeget az oszlopos DNS izolalasi eljarasnal ismertetett feltaro oldatokkal
kezeltem, ¢€s a sejteket feltartam. A kapott sejtlizatumot 10 percig centrifugaltam 14500 g-n
4°C-ra hitott centrifugatérben. Id6kozben a tesztelni kivant MNP-k diszperzidjat is
elokészitettem. 350 pl MNP diszperzot tartalmazdé Eppendorf csdvet magneses tartoba

helyeztem 5 percre. Majd a fazisszétvalas utan a feliiliszot eltavolitottam és a visszamaradt
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szilard fazist 600 ul MNP kot puffer (2)-vel ujra szuszpendaltam. Ehhez adtam hozza a
sejtlizatum cetrifugalasa utan kapott tiszta feliiliszot. A MNP-DNS kotédéshez a Eppendorf
csovet 5-10 percre razogépbe helyeztem (razatas kb 600 rpm sebességgel). Az Eppendorf
csOvet ezutdn magneses tartoba tettem 5 percre. Ezt kovetden a feliiluszot eltavolitottam
(F=feliilusz6 frakcid), a visszamaradt szilard frakciot 1 ml trisz-etanol mosé pufferrel mostam,
majd a mosopuffer eltdvolitdsa utdn a DNS-MNP szilard pelletet hagytam kiszaradni (37°C-0s
inkubator 5 perc). A szaradas utan 50 ul 10 mM trisz-HCIl (pH 8.5) eluciés pufferrel
valasztottam le a DNS molekuldkat a MNP-kr6l (E=eltcios frakcid). A folyamatot a 8. abra

szemlélteti.

Desztillalt viz
hozzaadasa

MNP
hozzaadasa

Tisztitott
DNS

Sejt lizatum Feliiluszo
eltavolitasa

8. abra. A MNP-kel torténo plazmid DNS izoldlas leegyszeriisitett folyamatabrdja.

4.7 Agaroz gélelektroforézis

Az agardz gél készitéséhez 1g agardzhoz 100 ml TAE puffert adtam, majd mikrohullamu
stitbben az agaroz teljes oldodasaig melegitettem az elegyet (9. abra). Ezutan az oldathoz
pipettaztam 2 pl GelRed™ fluoreszcens festéket, mely a plazmidok gélben torténd lathatova
tételére szolgal. A folyékony gélt a gélonté formaba Ontdttem és belehelyeztem a zsebek
kialakitasahoz sziikséges milanyag fésiit. A gél szilardulasa utan a fésii eltavolitasaval, a fést
helyén kis mélyedések, zsebek maradnak a gélben. Az agar6z gélt ezutan a futtatd pufferrel
(TAE puffer) feltoltott gélelektroforézis kadba kell helyezni. Itt torténik meg a mintak zsebekbe
pipettazasa. Az elektroforézis leggyakrabban 90 V-on 45 percig tartott.
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Gél formdba
dntése Fésii a zsebek

i : kialakitisdhoz

Agaroz es TAE
puffer elegye

0. abra. Agaroz gél ontésének sematikus abrdja.

A gélfuttatas végeztével ultraibolya fény alatt (254 nm-en) lathato sikeres tisztitas, vagy izolalas

utan a DNS minta.

Referenciaként minden alkalommal DNS molekulasuly markert (DNS markert) is kell futtatni.
A DNS molekulastlymarker egy gyarilag kialakitott, kiilonb6z6 méretli (bazispar hosszusagu)
DNS szakaszokat tartalmazod elegy. Gélelektroforézis soran egy DNS szakasz minél tobb
bazisparbol all (minél hosszabb), annal lassabban halad a gélben, mig a kisebb DNS darabok
gyorsabban haladnak, a gélben messzebbre jutnak. Igy a DNS markerben 1év6 kiilonb6z6
hosszusagu DNS szakaszok létrazatot alakitanak ki, mely segitségével az altalunk futtatott

mintak mérete, és (hozzavetdlegesen) a minta DNS tartalméanak mennyisége is meghatarozhato.

16



5 Eredmények

A tesztek megkezdése eldtt megvizsgaltam, hogy a kapott részecskékbdl készitett vizes
diszperzokban a szilard részecskék mennyi id6 alatt iilepednek le. Ez a MNP-k molekularis
biologial felhasznalhatosaga szempontjabol nagyon fontos tulajdonsag, ugyanis, ha az iilepedés

gyors, kevesebb bioldgiai minta (esetiinkben DNS molekula) tud a MNP-k feliiletéhez kétodni.
Az elkészitett diszperzidk lilepedésének adatait a 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat. 20 mg/ml-es mdgneses nanorészecske diszperziok iilepedési ideje (s).

Mérés szama Ulepedési id6 [s]
vas-citrat kobalt-ferrit | mangan-ferrit | réz-ferrit
1 4,82 28,69 2,18 1,40
2 4,48 27,29 2,29 1,19
3 4,04 31,12 2,06 1,11
4 5,43 27,65 2,77 1,3
5 4,52 26,31 2,66 1,35
Atlag 4,66 28,21 2,39 1,27
Szoras 0,51 1,83 0,31 0,11

Az eredmények alapjan azt lattam, hogy a mangan-ferrit és a réz-ferrit esetén kiemelten fontos,
hogy a diszperzi6 Osszeallitasa utan az elegy azonnal felhasznalasra keriiljon, mert ezeknél a
részecskéknél volt legkevésbé stabil a diszperzido (mangan-ferrit esetén atlagosan 2,39 s, mig

réz-ferrit esetén 1,27 s).

5.1 Plazmid DNS magneses nanorészecskékhez valo reverzibilis

kotodésének vizsgalata

A tesztelt magneses nanorészecskéknél vizsgalni kellett, hogy alkalmazhatoak-e eldre tisztitott
plazmid DNS reverzibilis kotésére, valamint, hogy kozvetlenill a sejtlizatumbol valéo DNS
izolalasra is felhaszndlhat6ak-e. Az els§ esetben azt lehet eldonteni, hogy a vizsgalt
nanorészecske a késObbiekben felhasznalhatd lesz-e DNS-t tartalmazo enzimatikus
reakcioelegyekbdl (PCR reakcidelegy, restrikcids/modifikaciés enzimeket tartalmazo
reakcidelegy) a termék DNS molekulak kinyerésére, reakcidelegybdl valo kitisztitasara. A

masodik esetben pedig magéabdl a bakterialis sejtekbdl valé DNS kinyerés (izoldlas) a cél. Ez

17



utobbi felhasznalasi mdd lehetdveé tenné, hogy a kereskedelmi forgalomban 1év6 oszlopos DNS

izolalo készleteket sajat készitésii magneses részecsékkel valo izolalasi modra cseréljiik.

El8szor tehat a kereskedelmi forgalomban kaphato GenElute™ készlet segitségével izolaltam
plazmid DNS-t, majd az igy kapott tiszta DNS oldatot hasznaltam fel a kiilonb6z6 magneses
nanorészecskék reverzibilis DNS kotési tulajdonsadgainak meghatarozasara (7. abra). A
vizsgalatok soran két plazmid tipust alkalmaztam (pBAD24 vagy a pBtKS+). Erre azért van
sziikség, mert a kiilonb6zo tipust MNP-k DNS megkotési hatékonysaga eltérd lehet alacsony
kopiaszamu plazmidok (pl. pBAD24) ¢€s magas kopiaszamu plazmidok (pl. pPBTKS+) esetén.
A kisérletek elvégzésekor azonban nem mindig tudtam szisztematikusan haladni és minden
részecskét mindkét plazmid tipussal is tesztelni. Igy az egyes teszteknél mindig feltiintettem,

hogy adott esetben melyik volt az éppen rendelkezésre all6 plazmid.

A MNP-k reverzibilis DNS kot6 tulajdonsaganak vizsgalatakor az MNP-DNS kozos inkubalast
kovetden a mintakat tartalmazé Eppendorf csdveket magneses térbe helyeztem, ezzel megkotve
a magneses részecskéket és a hozzajuk reverzibilisen k6t6dé plazmid DNS-t is. A feliiluszot
lepipettazva (DNS F), és kiilonb6z6 mosasi 1épéseket kovetden eliciot hajtottam végre (ez lesz
a DNS E). Az igy kapott elucios mintat gélelektroforézis segitségével dsszehasonlitottam a
kiindulashoz hasznalt GenElute™ oszlopos rendszerrel izolalt DNS mintaval (+ kontroll). A
teszt soran negativ kontrollt is hasznaltam. Ebben az esetben a vizsgélati metodus a korabbival
teljesen megegyezett, de itt a minta nem tartalmazott plazmid DNS-t, helyette ultratiszta vizet
hasznaltam a plazmid DNS mintaval ekvivalens mennyiségben. Az eredményként bemutatott
abrakon (10. abra. A-D) minden esetben a negativ kontroll feliiluszé frakcidja (dH20 F), és a

negativ kontroll elucios frakcidja (dH20) is szerepel.

Ahogy a 10. abra is mutatja a vas-citrat, a mangan-ferrit és a réz-ferrit MNP-knél csak az
elicios frakcional (DNS E) volt kimutathato DNS (10. abra. A, C, D jeli gélképeknél a 6.
oszlop), melynek mennyisége kozel olyan volt, mint amennyi a kiinduldsi minta (+ kontroll)
DNS tatalma volt (10. abra. A, C, D gélképek 2. oszlopa). Ez azt jelenti, hogy ezen MNP-k
képesek reverzibilisen kotni a vizsgalt plazmid DNS-eket, és az alkalmazott elucios
koriilmények is megfeleldek voltak. Kobalt-ferrit részecskék esetén azonban a gélképen DNS
molekulara vonatkozo specifikus jel nem volt lathato sem a feliiluszo frakcioban (DNS F), sem
az elucios frakcioban (DNS E), ami azt jelenti, hogy ebben az esetben a DNS irreverzibilisen
kotodott a kobalt-ferrit részecskékhez és a részecskékrél nem sikeriilt azt levalasztani (10. abra.

B jelti gélkép).
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10. dbra. DNS-MNP reverzibilis kotodési tesztek gélelektroforetikus képeinek
osszehasonlitasa. Az A, B, C abrdakon bemutatott teszteknél a kiinduldasi DNS minta
pBAD24 plazmid, az dbra D jelii részén a kiinduldasi minta a pBtKS+ plazmid

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a kisérlet elvégzése utdn és a vizudlis kiértékelést
kovetden lathatd, hogy vas-citrat, mangan-ferrit és réz-ferrit MNP-k esetén sikeresek voltak az
elicios 1épések, és sikeriilt jo hatékonysaggal a részecskéhez kotott DNS molekulakat

visszanyerni.
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5.2 Plazmid DNS Kkozvetleniil bakterialis sejtlizatumbél valo izolalasa

magneses nanorészecskékkel

A reverzibilis kotddések vizsgalata utdn megallapithatd, hogy mely részecskék lehetnek
potencialisan alkalmasak arra, hogy 0Osszetettebb, tobbféle makromolekulat is tartalmazo

elegybdl is specifikusan ki tudjuk izolalni plazmid DNS-t.

A kiindulési sejtszuszpenzi6 sejtjeinek feltarasa utdn magat a sejtlizatumot egyiitt inkubalva a
magneses részecskékkel a sejtekbdl felszabaduld DNS, megfeleld koriilmények kozott, a MNP-
hez tud kot6dni (8. abra). Az eljaras soran itt is kiilon gyijtottem a fazisszétvalasok soran
kialakulo feliiluszo (DNS F, dH20 F) és az elucios frakciokat is (DNS E, dH20 E). A kapott

eredményeket a 11. abra mutatja be.

A vas-citrat (11. abra A), kobalt-ferrit (11. abra. B), mangan-ferrit (11. abra. C) és réz-ferrit
(11. abra. D) MNP-kel végzett plazmid DNS izolalasok esetén minden esetben a pPBAD24
plazmidot tartalmazé E. coli torzset hasznaltam a kisérletekhez. A mintak agar6z gélen vald

futtatasi sorrendje a korabbiakkal megegyezd modon tortént:

crer

3. 0szlop: DNS tartalmti mintanal a DNS ko6tédést kovetden a feliiluszo frakciobol vett minta
(DNS F),

4. oszlop: negativ kontroll eltcié (dH20 E),
5. oszlop: A magneses nanorészecskékrol visszanyert (elualt) DNS minta (DNS E),
6. oszlop: DNS marker/DNS létra: 1 kb DNS molekulastly marker.

A gélképeken jol latszik, hogy a DNS mentes mintakban (2. és 4. oszlop) aspecifikus jeleket
nem kaptam, és DNS-t csak az elucios frakciokban (5. oszlopok) lehetett kimutatni. Ezen
kisérletekbdl az is kideriilt, hogy bar a kobalt-ferrit részecskékrdl korabban nem sikertiilt az
elére tisztitott plazmid DNS molekuldkat levalasztani, bakteridlis sejtekbdl valdé DNS
izolalasara mégis hasznalhatoak. A kobalt-ferrit és a mangan-ferrit nanorészecskékkel végzett
izolalasnal gyenge DNS sav volt lathato a gélképeken az DNS F mintakban (11. abra. B és C
részletén a 3. oszlopok), ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezen esetekben a teszteknél

felhasznalt MNP mennyiség valosziniileg nem volt elegendd. A tovabbiakban ezen MNP-kel
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torténd plazmid izoldldsokat meg kell ismételni Ggy, hogy a tesztekhez tobb magneses

részecskét hasznalunk fel, vagy kevesebb sejtmennyiségbdl indulunk Ki.

Osszességében tehat megallapithatd, hogy az 4ltalam tesztelt magneses nanorészecskék
alkalmasak lehetnek bakterialis sejtekbdl torténd plazmid DNS izolalasara. Ezen eredmények

véglegesitéséhez azonban még sziikség van tovabbi kisérletekre, azaz a MNP-kel a sejtekbdl

crer

crer

hatékonysagat tovabba Ossze kell vetni a mar kereskedelmi forgalomban 1évé magneses
részecskék DNS izolalasi hatékonysagaval.
2 3 4 o (e o Pl W e N

dI:OF DNSF dH:0E DNSE DNs | dH:OF DNSF dH:O EDNSE DNS
marker létra

MNP: Vas-citrat MNP: Kobalt-ferrit

2 3 4 5 6 2 (§)
dH:OF DNSF dH:OE DNSE DNS dH-O F DNS F dH:O E DNS E DNS
marker létra

MNP: Réz-ferrit

11. abra. Vas-citrat (A), kobalt-ferrit (B), mangan-ferrit (C) és réz-ferrit (D) MNP-kel
tortént DNS izolalas eredményének gélképei.
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6 Eredmények osszefoglalasa és tovabbi tervek

Jelen munkam soran kiilonb6z6 DNS tisztitasi, izolalasi modszerekkel ismerkedtem meg, és
négy féle magneses nanorészecskét teszteltem molekularis biologiai felhasznalhatosaguk
szempontjabol. Megallapitottam, hogy bakterialis sejtekbdl valdo plazmid DNS izolalasra
mindegyik altalam tesztelt méagneses részecske alkalmas lehet, de az izolalas hatékonysagat
még tovabb kell vizsgalni. Szisztematikusan tesztelni kell a részecskéket, hogy van-e eltérés a
kiilonb6z6 tipust (alacsony (pl pBAD24) és magas (pPBTKS+) képia szamu) plazmidok
izolalasi hatékonysagdban. Tovabba Osszehasonlitasokat szeretnék végezni ezen részecskék
DNS izolal6 hatékonysaga és a kereskedelmi forgalomban 1év6 méagneses részecskék, valamint
az oszlopos elrendezésii plazmid izoldlo rendszerek hatékonysaga kozott. A megfeleld izolalasi
koriilmények kidolgozéasaval lehetdség van az izolalas folyamatat felgyorsitani, valamint a
szerves oldoszerek, és draga, kereskedelmi forgalomban 1év0, izoldlashoz hasznalt készletek

alkalmazasat kivaltani, megsporolva ezzel jelentés mennyiségii idot és anyagi forrast.

22



7 Koszonetnyilvanitas
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segitségét és tamogatasat. Koszonettel tartozom Gerzsenyi Timeanak, a Miskolci Egyetem
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