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1 Bevezetés

Az elmult évek vilagjarvanyai (pl. koronavirus jarvany 2003-ban, H5N1 influenza 2005-2006,
MERS jarvany 2012-ben, COVID-19 jarvany 2020.) 6ta nagy mértékben megnovekedett az
igény a nukleinsav (DNS, RNS) izolacios folyamatok fejlesztésére, melyek célja a gyorsabb és
hatékonyabb diagnosztikai eljarasok kidolgozéasa. A nanotechnoldgia tudoményteriilete ezen
fejlesztésekhez tobbek kozott tigy jarul hozza, hogy olyan magneses nanorészecskék (MNP)
kialakitdsan dolgozik, melyek alkalmasak nukleinsav molekuldk reverzibilis megkotésére.
Ezaltal olyan DNS és RNS extrakcios folyamatok dolgozhatok ki, amelyek a hagyomanyos
izolalasi modszereknél gyorsabbak és mell6zik a mérgezé oldoszerek hasznalatat, illetve a
kereskedelmi forgalomban elérhetd izolald készleteknél koltséghatékonyabbak. A kiilonb6zd
extrakcios folyamatok hatékonysagat a végeredményként kapott nukleinsav tartalmt oldat
lesz a legjobb, amellyel egységnyi kiindulasi mintabol a legtobb nukleinsav lesz izolalhato.
Korabbi munkaink soran a MNP-alapu bakterialis plazmid DNS izolalasok hatékonysaganak
Osszehasonlitasara elsdsorban az agardz gélelektroforézis modszerét alkalmaztuk, viszont ez a
modszer inkabb kvalitativ, irdnymutaté a DNS mennyiségére nézve, konkrét szambeli adatot
nem ad. Ahhoz, hogy szamszerisitett adatokat kapjunk és Osszehasonlitsuk a kiilonb6zo
Osszetételit MNP-Kel torténd izolalasok hatékonysagot, mas eljarasokat is alkalmaznunk kell.
Ehhez, jelen tudomanyos munkank soran a spektrofotometria és fluorimetria eljarasait
alkalmaztuk. Munkank célja a vizsgalati modszerekhez tartozo protokollok kidolgozasa,
mintdinkhoz valo adaptilasa és a vizsgalati mddszerek pontossaganak Osszevetése volt.

Feladatunk volt tovabba kiilonbozd Osszetételll és eldallitasi moéda MNP-kel izolalt frakciok

crer



2 lrodalmi attekintés

2.1 Dezoxiribonukleinsav (DNS) molekularis biolégiai jelentosége

Az emberi sejtekben 1évé orokitéanyag a DNS. Ez tartalmazza a szervezetiink miitkddéséhez
szlikséges fehérjék szabalyozasahoz, eldallitasahoz nélkiilozhetetlen informaciokat [1]. DNS-
iink azon szakaszait, melyben ezen létfontossagu informaciok vannak ,,raktarozva”, géneknek
nevezziik. Eletiink soran részben az oroklott hajlam, részben a kornyezeti hatasok
kovetkeztében génjeinkben valtozasok, in. mutacidk alakulnak ki, melyeknek kovetkeztében
egyes fehérjéink nem megfeleléen vagy egyaltalin nem miikodnek, és ez genetikai
rendellenességek, betegségek kialakulasahoz vezethet. A molekularis biologia eszkoztarat
felhasznalva képesek vagyunk mesterségesen is létrehozni géneket vagy gén szakaszokat,
melyeket bejuttatva az emberi szervezetbe, az un. génterapia részeként a gyogyitasban fel lehet
hasznalni. Génterapiaval kijavithatjuk, vagy akar ,,kikapcsolhatjuk™ a rendellenességet 0kozo,

rosszul miikodo géneket.

2.1.1 Plazmid DNS tulajdonsagai, jelentdsége

Plazmidoknak nevezziikk a baktériumokban, egyes <¢lesztogombakban, algakban ¢&s
novényfajokban talalhato, az 6rokitd informacié sejtek kozotti atadasat a kromoszémaktol
fliggetleniil lehet6vé tevd, gylirli alakt, kettds szali DNS molekulakat. A génterapia részeként
a mesterségesen eldallitott gének, génrészletek emberi szervezetbe vald bejuttatdsanak egyik

modja, ha a géneket ilyen plazmidokba épitjiik be.

Genomi DNS Plazrrﬁd DNS

1. abra Genomi DNS és plazmid DNS szerkezete és elhelyezkedése bakterialis modellorganizmuson
beliil



A plazmidokba lehetdség van mas forrasbol (vagy akar a mesterségesen eldallitott) gén
darabokat beépiteni, majd a plazmidok, mint hordoz6 molekuldk bejuttathatok példaul a
kiilonbozé  €l6lények sejtjeibe. Napjaink egyik legnagyobb kihivasat jelentd fert6z6
megbetegedés a SARS-CoV-2 virus okozta Covid19 ellen kidolgozott vakcinak egy részénél is
,»osszeszerelésére” vonatkozo informaciot egy hordoz6 DNS vagy RNS molekuldba épitették
be, és ezen nukleinsav molekulak, mint vektorok juttatjak el az immunrendszer aktivalasahoz

sziikséges informaciot a sejtjeinkbe [2].

2. abra Escherichia coli baktériumok [4]

A plazmidok ¢és az altaluk hordozott informaciok nem csak a vakcina gyartdsban
hasznosithatok. Példaul Escherichia coli (2. abra) sejtekben specialis plazmidok segitségével
human inzulin hormon termeltetésére van lehetdség [3]. A baktériumokba bejuttatott
plazmidokkal egyéb specifikus feladatokat is képesek vagyunk megoldani. Léteznek olyan,
modositott baktériumok, melyek a sejtjiilkbe juttatott plazmidokat nagy mennyiségben
felsokszorozzak, és igy a plazmidon hordozott génekrdl atirodd fehérjéket is nagy
mennyiségben termelik, mely fehérjéket pl. nehézfémek (higany vagy arzén) eltavolitasaban és
kimutatasaban lehet felhasznalni. Tovabba genetikailag modositott baktériumokkal véralvadasi

faktorok, vagy akar novekedési hormonok, kiilonb6z6 enzimek eldallitasa is lehetséges. [5; 6]

Ahhoz azonban, hogy a genetikailag modositott baktériumokbdl a gyogyaszatban vagy a
kutatasban felhasznalt fehérjéket, hormonokat, enzimeket megfeleld mennyiségben tudjuk
kinyerni, szlikség van az ezeket a fehérjéket kodolo plazmidok nagy mennyiségli és nagy

tisztasagu eloallitasara.



2.2 Magneses nanorészecskék alkalmazasa plazmidok nagy mennyiségi és

tisztasagu eloallitasara

A magneses nanorészecskék a nanorészecskék egy csoportja, amelycket magneses mezé
segitségével lehet manipuldlni. Az ilyen részecskék altaldban két komponensbdl allnak, egy
magneses magbol, gyakran vasbol, nikkelbdl vagy kobaltbol (3. abra), egyes esetekben pedig
a magneses nanorészecskék feliilete rendelkezhet tovabba egy funkcionalizalt burokkal is, mely
segitségével specifikus tulajdonsagok érhetéek el a részecskénél [7] (példaul huminsavval

funkcionalizalt részecskék alkalmazasa nehézfémsok vizbdl valdé megkotéséhez [8]).

Az utdbbi 1idében a DNS magneses nanorészecskékkel torténd izolalasa fokozott figyelmet
kapott az egyszerli kivitelezhet6ség ¢és az alacsony koltségek miatt. Bar a magneses
elvalasztasukra vonatkozé modszereket alaposan tanulmanyoztak, jelenleg sziikség van egy
hatékony technikara a DNS izolalaséara a rendkiviil érzékeny diagnosztikai alkalmazasokhoz.
Erre j6 alternativat nyQjtanak a kifejezetten plazmid DNS izolalasra kifejlesztett funkcionalizalt
burokkal rendelkez6 magneses nanorészecskék [9].

‘.}:' 1S

3. dbra Kobalt mdgneses nanorészecske grafén funkcionalizdlt burokkal [10]

Azonban ezen funkcionalizalt burokkal rendelkezé magneses részecskék egy gazdasagosabb
véltozata a funkcionalizalt burok nélkiili, 4 tipusi magneses nanorészecskék alkalmazésa.
Ilyen mégneses nanorészecskék fejlesztése folyik a Miskolci Egyetem Kémiai Intézetében is,
illetve ezzel parhuzamosan torténik a részecskék plazmid DNS izolaldsban valo

alkalmazhatosaganak tesztelése is [11].



2.3 Spektrofotometria

A tobb évtizedes multra és gyakorlati alkalmazéasra visszatekintd spektrofotometria a
természettudomanyok minden teriiletén az egyik legelterjedtebb analitikai mérési technika. A
modszer széleskorii elterjedését a miuszer viszonylag egyszerii felépitésének, a méréshez
sziikséges reagensek, vegyszerek konnyl hozzaférhetoségének és nem utolsé sorban a
spektrofotometrids metodika koltséghatékonysaganak koszonheti. A mddszer tovabbi eldnye a
nagy pontossag, érzékenység, gyorsasag, kis anyagigény, tovabba a nagy mintaszam esetén

megvalosithatd automatizalhatosag [12].

A spektrofotometria széleskorti alkalmazhatésdganak kovetkeztében szamos kiviteli és
felhasznalasti késziilék kaphato. Jelen munka sordn olyan miiszert alkalmaztunk, amely
szimpla, egy fényutas felépitésii (4. abra).

Szimpla (egy utas)
Spektrofotométer

Fényforras Detektor
a1
. Adott hullam- Nem abszor- Elektromos
(-/ — y hosszii fény ) bealédott fény jel Jelfeldolgozo
\" J=—== Monokromator 3 Minta e egység
w— I I o

4. abra Szimpla (egy utas) spektrofotométer miikidésének blokksémdja [13]

A fényforrasbol beérkezd fény eldszor egy monokromatoron halad 4t, mely a beérkezd fényt
elemeire bontja, igy igény szerint valaszthat6 ki a megfeleld monokromatikus fénynyalab. Ez a
fénynyaldab ezutan athalad a mintan, amely altaldban egy adott geometridju kiivettadban
helyezkedik el. A fény egy része abszorbealodik, mig egy része tovabb halad a detektorba. A
detektor az észlelt jelet elektromos jell¢ alakitja, amit tovabbit a jelfeldolgozo egységbe, ami az
abszorbancia értékét a Lambert-Beer torvény segitségével szamitja ki. Az egyenletet az

1.sz.melléklet tartalmazza.

2.3.1 Spektrofotometrikus modszerek alkalmazasa DNS koncentraciéo meghatarozasara

A spektrofotometria az egyik leggyakoribb modszer a DNS koncentracié meghatarozasara. A
nukleinsavak abszorpciés maximuma 260 nm-es hullamhosszon talalhato (5. abra). Mivel a
fehérjék fényelnyelési maximuma 280 nm-en van, a DNS oldat tisztasdga pedig elsdsorban a
végsO szuszpenzidban marado fehérjementességtol fiigg, ezért a 260 nm-en térténd mérés

mellett sziikséges 280 nm-es hullamhosszon is mérni a mintakat. A frakcio esetleges fehérjével



vald szennyezettségére a 260/280 nm-es arany utal [15]. A tisztanak tekinthet6 DNS oldat
Azeors0 hanyadosa 1,8 - 2,0 értékek kozé esik [11].

Nukleinsav abszorbancia spektruma
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5. dbra Nukleinsavak abszorbancia spektruma [14]

2.4 Fluoreszcens spektroszképia

A fluoreszcencia spektroszkopia a fotolumineszcencia egyik leginkabb elterjedt valfaja.
Fotolumineszcencia alatt azt a jelenséget értjiik, amikor az anyag ultraibolya, vagy lathato
fénysugarzas hatasara gerjesztodik, majd az elnyelt energiat fény formajaban, altalaban
nagyobb hulldmhosszusagti (kisebb energiaju) fényként sugarozza ki. Az egyes fluorofor
anyagok mas és mas hulldmhossza fénnyel besugarozva képesek fluoreszkalasra, és az emittalt
fénysugéarzas spektruma is kiilonb6zd anyagrol anyagra. Ebbdl adoddan a fluoreszcencia
spektroszkopia igen szelektiv analitikai modszernek tekinthetd. Tobbnyire azok a molekulak
mutatnak intenziv fluoreszcenciat, amelyek aromas gylriiket, vagy tobbszordosen konjugalt
kettds kotést tartalmaznak, illetve merev, sik szerkezetliek (pl. 6. abra altal bemutatott

PicoGreen elnevezésii festék molekula) [16].

PicoGreen (PG)

6. abra PicoGreen fluoreszcens festék szerkezeti képlete [17]



A fluoriméter felépitése jelentdésen kiilonbozik a szimpla (egy utas) spektrofotométer
felépitésétdl. A fluoriméterek esetében két monokromatort alkalmazunk, mivel a vizsgélatoknal
nem csak a besugarzd fény hullamhosszat kell iranyitani, hanem a kibocsatott fénybdl is
szelektiven ki kell szlirni a kivant anyagra jellemzd hulldamhosszusagot. A masik jelentOs
kiilonbség, hogy a megvilagitast és a detektalast végzo egységek nem egy vonalban vannak
elhelyezve, hanem éltalaban egyméssal derékszoget zarnak be. gy biztositva azt, hogy a

besugarzé fény ne zavarja a kibocsatott fénysugarzast.

fényforras ®

monokromator

mintatarto 5 5 T
monokromator fotodetektor erdsito és kijelzo

7. abra fluoreszcencia spektrofotométer sematikus felépitése [16]

2.4.1 A fluoreszcens spektroszkopia alkalmazasa DNS koncentracié meghatarozasara

Az abszorbancia-mérésen alapuld koncentracid meghatarozasi modszerek egyszertiek és
pontosak mindaddig, amig a szennyezddések ¢és a pufferkomponensek abszorbens
hozzajaruléasat figyelembe vessziik. A fluoreszcencia vizsgalatok sokkal kevésbé hajlamosak az
interferencidra, mint a 260 nm-en torténd abszorbancia mérések. A fluorofor gerjesztés és az
azt kovetd emisszid nagyobb érzékenységet eredményez, €s sok fluorofor specifikussagat az
adja, hogy szelektiven kotédnek a mérés szempontjabol 1ényeges komponenshez (pl. a kettds
szalu DNS-hez). A kettdsszali DNS (dsDNS) koncentracié meghatarozasra hasznalt festékeket
harom csoportba oszthatjuk: interkalalo festékek (pl. etidium-bromid), fluoroforok, amelyek a
dsDNS kisebb barazdajahoz kotédnek (pl. Hoechst festék) és mas specialis fluoreszcens
festékek, példaul cianin festékek (pl. PicoGreen (6. abra)). Ugyan a fluoreszcens vizsgalatok
tobb 1épést igényelnek, mint az abszorbancia alap vizsgéalatok még igy sem tekinthetdk

bonyolultnak és extrém modon iddigényesnek.



3 Célkituzések

crer

csak kvalitativan, agar6z gélelektroforetikus vizsgalattal hataroztuk meg. Munkénk célja volt
olyan koncentraci6 meghatdrozdsi modok adaptalasa, melyekkel a maéagneses
nanorészecskékkel izolalt nukleinsav tartalmu frakciok koncentracioja a lehetd legpontosabban
meghatarozhat6, ezzel hosszutavon eldsegitve a MNP-kék Gsszehasonlitasanak egyszeriisitését.
A kidolgozott mddszerek €s a kapott adatok fliggvényében a jovében ezen j koncentracio
meghatarozasi modokat rendszeresen alkalmazni lehet majd a MNP-kék vizsgdlata soran.
Emellett célunk volt két rendelkezésiinkre bocsajtott magneses nanorészecske plazmid DNS
kotddés szempontjabol torténd analizise. Ezen analizis sordn célunk az 0 koncentraciod

meghatarozasi modszereket, protokollokat is tesztelni.
E célok eléréséhez a kdvetkezd gyakorlati 1épések elvégzésére volt sziikség:

- Plazmid DNS izoladlds a rendelkezésiinkre bocsajtott magneses nanorészecskék
hasznalataval.

- A kiilonb6zé DNS koncentracié meghatarozashoz hasznalatos modszerek elméleti
hattérének megismerése.

- A spektrofotometrias mérésekhez hasznalt NanoDrop™ tipust késziilék miikodésének
megismerése, mérési folyamat elsajatitasa.

- A fluoreszcens spektroszkopidhoz hasznélni kivant festékmolekula kivalasztasa.

- A fluoreszcens spektroszkopids koncentracidmeghatdrozasi modszer pontos
alkalmazhatosagahoz sziikséges kalibracios tartomany kivalasztasa.

- Mintdink mérési modszerének kidolgozasa, inkubacios 1dok kisérletes meghatarozasa.

- A fotometrikus modszerrel mért mintak fluorimetrikus médszerrel vald Gjramérése,
majd a kapott eredmények 0sszehasonlitasa.

crer

O0sszehasonlitasa
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4  Anyagok és modszerek

4.1 DNS tartalmu frakciok izolalasaban alkalmazott magneses nanorészecskék

Dolgozatunk elkészitése soran két magneses nanorészecskével izolalt DNS frakcid

crer

mig a masik a MgFe204-NH2 (8. abra B) volt.

MgFe,O, Magneses nanorészecske (MNP) | |MgFe,0,-NH, Magneses nanorészecske (MNP)

8. dbra A) MgFe;O4s mdagneses nanorészecske B) MgFe,04-NH, magneses nanorészecske

4.2 A vizsgalatok soran hasznalt reagensek, oldoszerek, oldatok

Kisérleteinkhez hasznalt anyagokat, reagenseket, és az alkalmazott oldatok Osszetételét a 2.5z.

melléklet tartalmazza.
4.3 Felhasznalt modellorganizmus

A nukleinsav izolalasi vizsgalatokhoz Escherichia coli (E. coli) Gram negativ, nem patogén
baktériumot hasznaltunk modellorganizmusként (2. abra). Laboratoriumunkban tobbféle
plazmid DNS-t tartalmazé E. coli is rendelkezésre all. Az E. coli pPBAD t6rzsben a pPBAD24
tipusu plazmid van jelen. Az izolacidés folyamatok célja ezen pDNS molekuldk lehetd

leghatékonyabb kinyerése.
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4.4 A magneses nanorészecskével torténoé pDNS extrakcio folyamata

A vizsgalat alapjat a P. Oberacker és munkatarsai altal kozolt eljaras [19] jelentette, melynek
egyes Iépéseit modositottuk. Az izolalas 1épéseit igy a T. Gerzsenyi és munkatarsai altal kozlés
alatt 1év6 cikk [11] alapjan végeztiik el. A folyamat f6bb miiveletei a kovetkezdek voltak: a
kiindulasi sejtszuszpenziot centrifugéltuk, majd a felesleges tapfolyadék eltavolitasa utan a
visszamaradt sejttomeget feltdré oldatokkal kezeltik (P1-P3). A kapott sejtlizdtumot
centrifugaltuk és a tesztelni kivant MNP-k diszperzidjat is elokészitettiik. Az MNP diszperzot
tartalmazo Eppendorf csdvet magneses tartoba helyeztikk, majd a fazisszétvalas utan a
feliiluszot eltavolitottuk és a visszamaradt szilard fazist az un. ,,MNP-k6t6 puffer (2)”-vel ujra
szuszpendaltuk. Ehhez adtuk hozza a sejtlizatum cetrifugalasa utan kapott tiszta feliluszot. A
DNS-MNP komplex kialakuldsahoz az Eppendorf csovet razogépbe helyeztiik. Az Eppendorf
csOvet ezutan magneses tartoba tettiik és mosé pufferrel tobbszori mosasi 1épést végeztiink. A
mosast kovetden elicios pufferrel valasztottuk le a DNS molekuldkat az MNP-kr6l. A folyamat

1épéseit a 9. abra Az MNP-kkel tirténd plazmid DNS izoldcid folyamatabrdja [11] mutatja be.

Feliilaszo
frakeié (F)

7 — — —_—
—D —>D —_—D —D
P 'S —— —— . —

MNP magneses mosasi eliicios puffer
sejtlizis oo 4adasa szeparacio 1épések hozzaadéasa
—) — — —> [
sejt szuszpenzi6 sejt DNS szeparalt szennyez6dések DNS eliicidja a tizs'z'ta DNS )
(Smi) lizatum kotése DNS-MNP eltavolitasa MNP-r8l (elucits frakci6)
komplex (E)

9. abra Az MNP-kkel térténd plazmid DNS izoldcio folyamatdibrdja [11]
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4.5 A DNS tartalmu frakciok gélelektroforetikus vizsgalatanak folyamata

Az agardz gél készitéséhez 1 g agard6zhoz 100 ml TAE puffert adtunk, majd mikrohulldmu
siitében az agar6z teljes oldodasaig melegitettiik az elegyet. A folyékony gélt a gélontd forméaba

ontottiik és belehelyeztiik a zsebek kialakitasahoz sziikséges mlianyag gélfésiit (10. abra A).

Gélclektrotbf.ézis gy 4 = ”‘j
P e W 7

Gél 6nt8
10. abra A) Gélonto formaban lévd szilardulo gél. B) Tapegység és a gélelektroforézishez hasznalt
futtato kad (*abrdn gélfésii és gélontd egybe irando)

A gél szilardulasa utan a fésii eltavolitasaval annak helyén kis mélyedések, zsebek maradnak a
gélben. Az agardz gélt ezutan a futtatd pufferrel (1 x TAE puffer) feltoltott gélelektroforézis
kadba kell helyezni (10. abra B). Ezutan torténik a mintak zsebekbe valé felvitele pipettaval.

Az elektroforézis 90 V-on 45 percig zajlott.

A gélfuttatas végeztével a kész gélt egy milanyag edénybe kell helyezni, melyben 1 x TAE
pufferben higitott, 3x GelRed™ fluoreszcens festék talalhato. 30 perces festékben valo razats
alatt a gélelektroforézissel elvalasztott DNS molekulak lathatova valnak, hiszen a GelRed™
egy olyan fluoreszcens festék, mely interkalalodik, beékelddik a DNS molekula kettds lancaba,
majd UV tartomanyu fénybesugarzas hatasara a DNS-hez kotott festék fluoreszcens fényt
bocsajt ki. A kibocsajtott fény intenzitdsa ardnyos a gélben 1évé DNS mennyiségével, azaz
minél tobb DNS van a mintaban, ahhoz annal t6bb festékmolekula tud kotddni, és ez annal

intenzivebben vilagito savot produkal.
4.6 Gélképek elkészitése

A fent emlitett médon megfestett géleket a megfeleld6 modon dokumentalni is kell. Ehhez egy

a gélfotok elkészitéséhez kifejlesztett Uvitec Essential V6 tipusu késziiléket hasznaltunk. A
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késziilék sajat fotokamraval rendelkezik, egy beépitett szamitdgép altal vezérelhetd kameraval
¢s UV fényforrassal. A fényképek elkészitése teljesen zart térben tOrténik, szamitogép

vezérléssel igy nem éri a kezel6t er6s UV-sugarzas (11. abra A-B).

11. abra A) Uvitec Essential V6 késziilék B) A késziilék fotokamrdja

4.7 DNS tartalom spektrofotometrikus vizsgalata

vizsgalattal mértiik. Erre a célra egy mikrotérfogatti, nukleinsav koncentracié meghatarozasra
alkalmas NanoDrop™ késziiléket hasznaltunk. A késziilék mikodési elve megegyezik a 2.3
fejezetben leirt hagyomanyos, egy utas spektrofotométerek miikodési elvével. A késziilék
szamunkra legelonyosebb tulajdonsaga viszont az, hogy rendkiviil kis (mikroliteres)

mennyiségii minta elegend6 a mérésekhez.

A késziiléken kivalasztottuk a szdmunkra megfelelé mérési algoritmust, ami jelen esetben a
kettdsszali DNS mérési protokollja. A mintdk mérése eldtt nullazni (blank) kell az eszkozt,
ezzel megadva azt a referenciat a késziilék szamara, hogy mely értékhez tarsitsa a 0
koncentracio értéket. Ezt a mi esetiinkben steril ultratiszta vizzel tettiik meg. A mintdinkat
mérés elott vortexeltiik (12. abra A), hogy minél egységesebb szuszpenziobol tudjunk mintat
venni, majd 2 ul-t pipettaztunk a késziilék mérési pontjara (12. abra B). A kar lehajtasa utan a

mérés gombra nyomva a késziilék elvégzi az abszorbanci mérést. A késziilékben eldre beallitott
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mérési protokoll szerint a minta abszorbanciaja 260, 280 ¢és 230 nm-en is meghatarozasra kertil
(230 nm-en egyes szerves olddszerek: pl. fenol, kaotrop sok (guanidin-tiocianat, guanidin
hidroklorid), EDTA, Triton™ X-100, Tween® 20, poliszacharid, szuszpenzidban esetlegesen
eléforduld egyéb szilard részecskéknek van fényelnyelésiik). Ezen abszorbancia értékekbdl
nemcsak a DNS koncentraciéo automatikus kiszamitdsa torténik, de a minta tisztasagara

vonatkozd abszorbancia hanyadosok (A2e0/280, A260/230) kiszamitasa is.

A NanoDrop™ késziilék a Beer-Lambert-torvény alapjan és elére meghatarozott extincios
egyiitthatok segitségével végzi el az abszorbancia-koncentracié konverziot. gy egy dsDNS
minta esetén, ha Axgo = 1, a mintaban a DNS koncentracidja 50 ng/ul-nek tekinthet6 [20]. Ezen
a konvencionalis 0sszefiiggés alapjan standard gorbe felvétele nélkiil is meghatarozhatd a minta
dsDNS tartalma. Igény szerint pg/ml-ben vagy ng/ml-ben kaphatjuk meg az eredményt, illetve

a késziilék megjeleniti a mért mintank tisztasagara jellemz6 Azeo280 hanyadost is.

Vortex NanoDrop™

12. abra A) Vortex és NanoDrop késziilékek B) NanoDrop késziilék mintafelviteli helye

4.8 DNS koncentracié fluorimetrias vizsgalata

4.8.1 Alkalmazott eszk6zok

A méréshez hasznalt miiszer egy BMG Labtech Clario Star Plus™ (13. abra B) mikrolemez
olvas6, mely multifunkciondlis (tobb spektroszkopiai vizsgalat elvégzésére is) alkalmas. A
fluoreszcens mérések soran hasznalt mikrolemezek fekete polisztirolbol késziilnek (13. abra
B). A mintahelyek geometriai méretei szabvanyositottak. A késziilék rendelkezik a legtobb

szabvanyos lemez geometridjaval és tulajdonsdgaival igy ezt nem sziikséges manualisan

15



betéplalni. Nem szabvanyos lemez haszndlata esetén a geometria megadhatd a késziilék

szamara manualisan is. A késziilék a 2.4 fejezetben leirt elven végzi el a méréseket.

13. abra A)BMG Labtech Clario Star Plus™ B) Fluoreszcens mérések sordn haszndlt
mikrolemezek

4.8.2 A kidolgozott mérési protokoll

A méréseinkhez a PicoGreen™ fluoreszcens festéket tartalmazo, DNS koncentracio
meghatarozasra alkalmas ,,gyari” készletet és a hozza tartozo protokollt hasznaltuk. A készlet
tartalmazza az Osszes szlikséges reagenst. Sziikséges volt azonban a gyartd altal megadott
protokoll laboratoriumi koriilményeinkre vald adaptalasara. Ezért a kovetkezd valtoztatasokat

eszkozoltik:

e  M:¢érési hdmérséklet megszabasa.
e Megfeleld mérési koncentracio-tartomany  kivalasztasa, higitds 1épéseinek
standardizélésa.
e Kalibracids pontok szdmanak meghatarozasa (novelése) és értékeinek igazitasa a sajat
mintainkhoz.
e Inkubécios idok bevezetése, idétartamuk optimalizalasa.
e Mintak mérési modszerének megvalasztasa (mérés elOtti rdzatds alkalmazdsa, egy
mintahely tobbszori mérése, egy mintdhoz tartozé mintahely szdmanak novelése).
Ezen valtoztatasok sziikségességét minden esetben kisérletesen is ellendriztiik, és a kapott
eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezen lépések alkalmazisaval

pontosabb és reprodukalhatobb mérések valdsithatok meg.

16



Elsé Iépésben a gyart6 altal eldirt pufferoldatokat higitani kell a megfeleld mértékben. Fontos,
hogy a festék oldatot csak az utolsé 1épésben higitsuk ki, ugyanis a festékmolekuldk fény
hatasara degradalédhatnak. A TE puffer megfeleld higitasa utdn (20x) el kell késziteni a
kalibracidhoz hasznalatos sztenderd DNS szuszpenzidé megfelelé mennyiségli torzsoldatat. A
higitanunk kell 500 ng/ml-es koncentraciora. Mivel ez a higitas viszonylag nagy mértékii és kis
térfogatra kellene elvégezni, ezért egyszerre nagyobb mennyiségii térzsoldatot készitettiink,
mint amennyi egy méréshez sziikséges lenne. Ennek oka az, hogy a kis mennyiségek kimérése
(<10ul) automata pipettaval jelentds mértékben megndveli a szorast és rontja a kalibracios

egyenes linearitasat. A fel nem hasznalt térzsoldat -20 °C-on tarolhato.

Az oldatok elkészitése utan a mintdk higitdsa kovetkezik. Tapasztalati alapon a magneses
részecskékkel izolalt frakciok DNS tartalma egy 0-150 pg/ml-es tartomanyba esik. Ez a
tartomany a festékmolekuldval pontosan detektalhatd tartomanyon kiviil esik (mintaink
higitdsara van sziikség). A protokoll 1épéseinek finomhangoldsa kozben tobb koncentraciod
tartomanyt is ellendriztiink, és a kapott eredmények alapjan azt lattuk, hogy a legnagyobb
linearitast kalibracios egyenes a 0-500 ng/ml-es mérési tartomanyban volt. Ezért a kalibracios
tartomanyt 0-150 ng/ml-es tartomanyra valasztottunk meg. Ez a mintakra nézve azt jelenti,
hogy az izolacios kisérletek (9. abra) soran kapott elucios frakciokat (E) ezerszeresére kell
higitani. Mivel ez a higitas az el6zdekben leirtakhoz hasonl6oan rendkiviil nagy mértékii és kis
térfogatban kellene elvégezni, ezért elkeriilhetetlen a tobblépcsds higitasi Iépések alkalmazasa.
A higitasi lépcsOket ugy hatdroztuk meg, hogy egyik 1épés esetében se kelljen 10 pul-nél kisebb
mennyiséget kimérniink. A higitasi 1épések elvégzésének folyamatat a 14. abra szemlélteti. A
higitasok elvégzése utan, a kalibracios egyenes felvételéhez, a kalibracios pontokhoz tartozo
elegyek bemérése kovetkezik a mikrotiter lemez mintahelyeire. A kalibracidés egyeneshez
tartoz6 pontok megfeleld higitdsdhoz az 1. tdblazat szerint kell a mintahelyekre bemérni a
komponenseket. Minden kalibraciés pontot hiaromszoros mennyiségben készitettiink ¢€s
egyenlden elosztva hdrom mintahelyre mértikk be. A mérés kiértékelésekor az azonos

koncentracidhoz tartoz6 mintahelyek értékeit atlagoltuk.
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1. tablazat A kalibrdcids pontokhoz sziikséges oldatok mennyisége

1x TE Puffer 500ng/ml DNS Pico Green festék | DNS koncentracié 200ul
mennyisége [ul] torzsoldat oldat mennyisége | mintatérfogatban [ng/ml]
mennyisége [pl] [pd]
100,0 0,0 100,0 0.0
88,0 12,0 100,0 30,0
76,0 24,0 100,0 60,0
64,0 36,0 100,0 90,0
52,0 48,0 100,0 120,0
40,0 60,0 100,0 150,0

Mint ahogy az a 14. abra IV. részén is lathatd, a mintakat is 3x mennyiségben kell elkésziteni,
majd azt egyenlden szétosztani harom mintahelyre. Erre a Iépésre is azért van sziikség mert igy

csOkken a mért értékek szorasa.

l. Higitasi lépés Il. Higitasi lépés IIl. Higitasi Iépés IV. Higitasi lépés
A A \ A
[ \ | | \
10x 50x 500x 1000x
Higitas Higitas Higitas Higitas
=> SS—- > >
10 pl 20 ul 35 ul 3x100 pI
90 ul 80 ul 315 pl 3x100 pl (Egy minta 3
(=) (S) () mintahelyre)

B
f
f
g

y o r,r e

A standard kalibracios pontok bemérése és a mintak 14. abra szerinti bemérése utan kovetkezik
a festékoldat higitasa. A festékoldatot a gyarté 200x-os tdoménységben bocsijtja rendelkezésre
melyet 200x-ara kell higitani (hogy végiil 1x-es toménységii festékoldatot kapjunk). A 1épés
soran itt is kiemelt fontossagu, hogy ne torténjen olyan higitasi 1épés, amikor 10 pl-nél kisebb
mennyiséget mériink pipettaval, emellett fontos az is, hogy a festékoldat higitasa és lemezbe

torténd bemérése kozben ne érje az oldatot erds fényhatas. A higitas utan torekedni kell arra,
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hogy a festékoldatot a lehetd legkisebb iddintervallumon beliil adjuk a mintdkhoz. Erre a célra

tobbcsatornas pipettat alkalmazunk (15. abra).

s, ’auama)sue: 1%

D
8- smauedla)sueu

15. abra Tébbcsatornas pipetta

A festékoldat mintdkhoz valé hozzaadasakor a reakcioelegyet szuszpendaljuk pipettazassal. Ha
minden mintahelyhez hozzdadtuk a megfeleld mennyiségli festékoldatot, akkor a lemezt
behelyezziik a késziilék 25°C-ra temperalt mintaterébe és 20 percig sotétben inkubaljuk (ezzel
az inkubacids id6vel segitjiik el azt, hogy minden festékmolekula kétodni tudjon a DNS

lancokhoz).

Az inkubécios 1d6 alatt bedllitajuk a mérési paramétereket. A késziilék programja eldre
meghatarozott protokollal rendelkezik a PicoGreen™ fluoreszcens festékkel torténd mérés
paramétereit tekintve, igy nem kell sem a besugarzasi (480 nm), sem a detektalasi (520 nm)
hullamhosszokat bedllitanunk. Meg kell azonban adnunk, hogy egy lemezen mely
mintahelyeken torténjen meg a mérés, illetve meg kell adnunk a besugarzasi fény intenzitasat.
A Dbesugarzds intenzitdsa minden mérésiinkkor azonos, igy az értékek jobban
Osszehasonlithatdak lettek. A mérés elott még meg kell hatarozni azt a mintahelyet a lemezen,
mintahely megadasa torténhet manualisan, illetve ugy is, hogy a késziilék végig ellendrzi
(pésztazza) az 6sszes mintahelyet és kivalasztja automatikusan a legintenzivebb jelhez tartozo
helyet (ha ezt valamelyik minta esetében jelzi, Gigy az az érték a kalibracidos egyenes
tartomanyan kiviil fog esni). A mérést kdvetden az egyes kalibracids pontokhoz tartozd

értékeket atlagoljuk és abrazoljuk a kalibracios egyenest (16. abra).
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Kalibracids egyenes
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16. abra Fluoreszcens spektroszkopidaval mért kalibrdcios egyenes
A mintadknal mért fluoreszcens intenzitast behelyettesitve az egyenletbe és azt megoldva x-re
Fluor. Intenzitas = Meredekség » Koncnetracio + Blank fluor.intenzitasa
1. egyenlet

Az egyenlet megoldasaként kapott eredményt pug/ml-be kell atszamolni , hogy az igy kapott
DNS koncentracio értékeket a spektrofotometrikus eredményekkel konnyebben 6ssze tudjuk

majd hasonlitani..
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5 Eredmények

A vizsgalatra kapott MgFe,O4 és MgFe204-NH2 magneses nanorészecskékkel el6szor plazmid
DNS izolalasi reakciot végeztink a 4.4 fejezetben leirtak alapjan. A részecskékkel két féle
modon végeztiik el a kisérletet. Az egyik esetben az elucidt egy 1épésben tettilk meg. Az elucios
frakcio térfogata ebben az esetben 160 pl-volt (1x160 ul) (17. abra C-D). A masik esetben az
elucios puffert négy egymast kovetd 1épésben 80 pl-enként adtuk a DNS-MNP komplexhez.
Ez azt jelenti, hogy négy darab elucios frakcio (E1-E4) keletkezett a kisérlet soran, melyek
térfogata egyenként 80 ul volt (4x80 ul) (17. abra A-B). Korabbi kisérleteink soran
megbizonyosodunk mar réla, az elucios Iépések tObbszori ismétlésével novelni tudjuk az
izolalasi folyamat sordn MNP-khez kotddott plazmid DNS molekuldk visszanyerési
hatékonysagat. Esetlinkben a kiilonb6zd elucios térfogatok alkalmazasaval azt szerettiik volna
megvizsgalni, hogy a korabbiakban alkalmazott 4x80 pl-rel végzett elucido DNS kihozatalat
kevesebb, de nagyobb elucids térfogatok alkalmazasaval is elérhetjiik-e. Szdmunkra ez azért
lényeges, mivel az eluciés 1épések szamanak csokkentésével az izolalasi protokoll
egyszerlisodik, és gyorsabba valik. Viszont mindez nem mehet a MNP-16l eludlhatd 6sszes

plazmid DNS mennyiség csokkenésének rovasara.

Az izolalasok soran kapott DNS frakciokat (9. abra. E: elucids frakciok) elGszor
gélelektroforézissel vizsgaltam a 4.5 fejezetben leirtak szerint, melynek eredményei az alabbi

gélképeken lathatok (17. abra).

17. abra A)MgFe;Os MNP-vel izoldlt 4 lépcsds (4x80 ul) izolacios frakcioinak gélképe B) MgFe;O,-
NH2> MNP-vel izolalt 4x80 ul-es elucios frakcioinak gélképe C) MgFe;O4, MNP-vel izoldlt 1 lépcsds
(1x160 ul) izoldcios frakcio gélképe D) MgFe;0s-NH, MNP-vel izoldlt 1 lépcsds (1x160 ul) izoldcios
frakcio gélképe
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5.1 Spektrofotometrikus modszerrel valo DNS koncentracio meghatarozas

A gélelektroforézissel vizsgalt elucios frakciok DNS tartalménak megallapitdsdhoz DNS

koncentracié mérést végeztiink a 4.7 fejezetben és leirt mérési modszer alapjan. Méréseinkhez

kontrollként (hattérként) olyan az eluciés mintakat hasznéaltam fel, melyek a DNS mentes

(csupan ultratiszta vizzel végrehajtott) izolalasi tesztekbdl szarmaztak. Ezen DNS mentes

mintakkal kapott abszorbancia értékekkel korrigdlva hataroztam meg a magnézium-ferrit és

amino-funkcionalizalt magnézium-ferrit MNP-kel

tablazat foglalja 6ssze.

végzett DNS

crer

izolalasi

folyamatok

2. tablazat Spektrofotometrikus meghatdarozdsi modszerrel mért frakciok mérési eredményei

Eltcios Hattérrel korrigalt
. DNS mentes )
. frakciok ) abszorbancia értékekbdl
Eltcios 1épés szama . minta A260/280
abszorbancidja . szamolt DNS
abszorbancidja
koncentraci6 (ug/ml)
MgFe204 4x80ul-es elticios 1épés eredményei
1. Elucio (80ul) 4,85 0,05 239,9 1,87
2. Elucio (80ul) 2,50 0,05 122,4 1,86
3. Eluci6 (80ul) 1,38 0,01 68,4 1,91
4. Elucio (80ul) 0,93 0,03 45,0 1,90
MgFe204 1x160pul-es elucios 1épés eredményei
1. Elucio (160ul) 4,76 0,03 236,6 1,86
MgFe204-NH; 4x80ul-es eltcios 1épés eredményei
1. Elucio (80pul) 10,72 0,41 515,1 1,97
2. Elucio (80pl) 5,24 0,18 253,4 1,95
3. Elucio (80ul) 5,17 0,16 250,6 1,99
4. Elucio (80ul) 3,55 0,14 170,9 2,01
MgFe204-NH2 1x160pul-es elucios 1épés eredményei
1. Elucio (160ul) 4,77 0,25 226,0 1,84

A gélelktroforézis és koncetracio mérésék eredményeibdl is jol latszik, hogy amikor 4x egymas

utan 80-80 ul-rel végeztiik az elualast, az els6 két elucios frakcio DNS koncentracioja jocskan

meghaladta a masodik két elicios 1épésnél mért DNS tartalmat (17. abra A-B E1-E2, illetve
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E3-E4 frakciok). Az elvégzett koncentracid mérések arra is ravilagitottak, hogy az elucios
1épések tobbszori (4x80 ul) ismétlésével, ha csupan az E1 és az E2-es frakciok DNS tartalmat
vessziik is figyelembe (17. abra A-B, E1-E2), nagyobb mennyiségli plazmid DNS volt
izolalhato adott sejtmennyiségbdl, mint mikor 1xX160 ul eliciés térfogatot alkalmaztunk (17.
abra C-D, E). Szamszertsitve az eluacidos frakciok DNS koncentracidjat, a MgFe.Os MNP
esetén 4x80ul alkalmazasaval E1+E2: 362,3 pg/ml volt, mig. 1x160 pl-es elacional E frakcid
DNS koncentracioja 236,6 pug/ml volt. MgFe204-NH2 MNP-k esetén a 4x80pul-es elucioknal
E1+E2: 768,5 ng/ml, mig MgFe,04-NH2 1x160ul-nél az E frakcié DNS tartalma 226 ug/ml
volt. Ezen eredmények alapjan mind a MgFe2O4, mind a MgFe20s-NH2 MNP-knél az MNP-
DNS komplexekrdl a maximalis mennyiségti DNS levélasztasdhoz a (minimum) két [épésben

80 pl-rel torténd eluciot javasoljuk.
5.2 Fluoreszcens spektralanalitikai modszerrel mért mintak mérési eredményei

A kovetkez6 vizsgalatunkkor a mar gélelektroforetikus és spektrofotometrikus modszerekkel is
vizsgalt mintakat a 4.8 fejezetben leirt protokoll alapjan mértiik. Ez a fluoreszcens festékeket
alkalmazé modszer a spektrofotometrids mérési modszernél sokkal szelektivebb, mivel a
fest¢kmolekulak, amelyeket ezen méréskor alkalmazunk, csak a mintankban talalhaté plazmid
DNS (dsDNS) molekulékkal tud kdlcsonhatasba 1épni. Igy kikiiszobdlhetd a mérendd mintdban
esetlegesen eloforduld szennyezddések (pl. fehérjék, RNS) okozta mérési pontatlansag, ami a
spektrofotometrikus mérési moddszer esetében az emlitett makromolekuldk elnyelési
maximumanak kozelségébdl adodoan jelentkezik (1asd fehérjék esetében az elnyelési maximum
280 nm-nél van). Fontos kihangstlyozni, hogy a spektrofotometrikus mérési modszer ettdl még
nem rossz modszer DNS koncentraci6 meghatarozashoz, hiszen 0Osszehasonlitasok
elvégzéséhez egy gyors ¢€s koltséghatékony megoldast jelent. A spektrofluorimetrikus mérési
modszer bar koltségesebb, elvégzése valamelyest koriilményesebb, de az alkalmazott festéekek

dsDNS-re valo szelektivitasa miatt a mérés sokkal pontosabb lesz.

A vizsgalat soran az Osszes frakciot egyszerre mértiik, igy egy kalibracios egyenes felvételére

végeztiik el, a mintakat a 14. abra alapjan higitottuk és mértiik be a megfelel6 mintahelyekre.

A kalibracios egyeneshez tartozd intenzitds értékeket az alabbi tablazat foglalja Ossze (3.

tablazat).
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3. tablazat Spektrofluorimetrikus mérésekhez tartozo kalibrdacios pontok mért értékei

Standard minta Meért fluoreszcens Fluoreszcens intenzitasok
koncentracioja [ng/ml] intenzitasok atlaga szoréasa
0 13545 288
30 36178 287
60 60475 307
90 86487 2386
120 108167 708
150 132079 522

A 3. tablazat-ban kiemelt standard koncentracid értékekhez tartozo intenzitas értékeket

abrazoltuk a koncentraci6 fliggvényében, és igy a kovetkez6 kalibracios egyenest kaptuk (18.

abra Spektrofluorimetrikus mérések kiértékelésekor haszndlt kalibrdcids egyenes).
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18. dabra Spektrofluorimetrikus mérések kiértékelésekor haszndalt kalibrdcios egyenes

A kalibraci6 sikeres elvégzése utan a mintak egy méréshez tartoz6 eredményeit atlagoltuk, és

kiszamitottuk az értékek szorasat is. Majd a 4.8.2 fejezetben talalhaté 1. egyenlet megfeleld

helyére (Fluor. Intenzitas) helyettesitettiik be az értékeket és az egyenlet megoldasa utan kaptuk

meg a 4. tablazat kiemelt értékeit:

24



4. tablazat Spektrofluorimetrikus modszerrel mért mintdk koncentrdcio értékei

Elticios frakciok
Intenzitas értékekbdl
_ fluoreszcens Intenzitasi értékek
Elucios 1épés szdma | _ szamitott DNS
intenzitasanak szérasa )
koncentracio6 (ng/ml)
atlaga
MgFe204 4x80ul-es elucios 1épés eredményei
5. Elucio (80ul) 18910 818 31,78
6. Elucio (80ul) 5590 453 3,54
7. Elucio (80pl) 3963 422 0,00
8. Elucio (80ul) 4298 1212 0,00
MgFe204 1x160ul-es elucids 1épés eredményei
2. Elacio (160ul) 20584 727 35,33
MgFe204-NH: 4x80pl-es elucios 1épés eredményei
5. Elucio(80ul) 49432 2000 96,51
6. Elucio (80pl) 16075 2494 25,77
7. Elucio (80pl) 8994 694 10,76
8. Elucio (80ul) 6881 290 6,28
MgFe204-NH2 1x160ul-es elicios 1épés eredményei
2. Elacio (160ul) 22950 395 40,35

5.3 Spektrofotometrikus és fluoreszcens meghatarozasi médok eredményeinek

osszehasonlitasa

A dolgozatunk utols6 szakaszaban a kiilonb6z6 koncentraciomeghatarozasi modszerek
Osszehasonlitasat végeztiik el. Az eredmények Gsszefoglalasat a 19. abra B oszlopdiagrammja

szemlélteti.
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19. abra A kiilonbozd koncentraco mérési modszerek dsszehasonlitisa

Az oszlopdiagramm kelléen szemlélteti a két koncentracidmeghatarozasi modszer
érzékenységbeli kiillonbségét. Mivel a fluoreszcsens meghatarozasi modot specifikusabbnak,
pontosabbnak tekintjiilk, igy amennyiben az izoldlt DNS-t a késObbiekben olyan
enzimreakciokhoz szeretnénk felhasznalni, ahol ez az izolalt DNS templatként lesz alkalmazva
(pl. PCR reakciok, vagy restrikcids endonukleazokkal valo kezelés), és a reakcio sikeres
végmenetele fiigg a templat DNS koncentracidjatol, tigy a fuoreszcens festékkel torténd

koncentraciomeghatarozasi modszer alkalmazasat javasoljuk.
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A diagram alapjan jol leolvashatd volt az is, hogy azon izoldldsok soran, ahol amino-
funkcionalizalt magnézium-ferritet hasznéltunk, az elucioés frakciok koncentracidja magasabb
mind a fotometrikusan, mind a fluorimetrikusan mért eredmények esetében. Ebbdl adéddan a
késbébbiekre vonatkozoan a MgFe,Os-NH2 MNP-vel valo plazmid DNS izolalas protokolljanak

fejlesztését javasoljuk, illetve ezen folyamat automatizalhatésaganak tesztelését.
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6 Osszefoglalas, konkluzié

A rendelkezésiinkre bocsajtott két féle magneses nanorészecskét (MgFe204és MgFe204-NH2)
megvizsgaltuk DNS izolalasban valo alkalmazhatdsaguk szempontjabol, és ezen mérésekkel
parhuzamosan teszteltiink egy 1j DNS koncentracid meghatarozasra alkalmas médszert is. Az
eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy mind a MgFe204, mind a MgFe204-NH2
is. Eredményeink arra vilagitottak rd, hogy a MgFe204-NH2 magneses nanorészecskével
hatékonyabban lehet plazmid DNS-t izolalni, mint a nem funkcionalizalt parjaval. Kisérletekkel
alatamasztottuk, hogy kevésbé tiszta mintak esetén (amelyekben esetleg a DNS mellet egyéb
makromolekuldk, vagy szerves olddszer maradvanyok is vannak/lehetnek) érdemesebb a
fluoreszcens festékeket felhasznald koncentracio meghatarozasi modszert alkalmazni. Hiszen
ezek a modszerek olyan festékeket alkalmaznak, melyek specifikusan csak a dsDNS-hez tudnak
kotodni, és a megfeleld gerjesztés utan fénykibocsatasuk akar 1000x-e is lehet a DNS-hez nem
kotott festék formahoz képest. A spektrofluorimetrikus mérési modszert sikeriilt adaptalni a
sajat mérési koriilményeinkre, igy kijelenthetd, hogy a jovoben a modszer alkalmazhaté a
kiilonbozé magneses nanorészecskékkel torténd DNS extrakcid vizsgélatai soran, mint DNS
tartalmi mintdk koncentraci6 meghatdrozasi moddszere, ezzel bovitve a magneses

nanorészecskék molekularis biologiai tesztelésének folyamatat.
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29



8 Mellékletek

1.sz.melléklet
Iy
A =log— = ¢ecl
I
ahol:
A : abszorbancia
I, : a minta besugarzasa eldtti fény intenzitasa
I : nem abszorbedlodott fény intenzitasa
€ : abszorpcios koefficiens
c : koncentracio

[ : optikai thossz



2.sz.melléklet

Anyag neve Osszetétel/képlet: Forgalmaz6
Bakterialis tdpoldat komponensei
Tripton tripszinnel emésztett kazein VWR Chemicals

Elesztd kivonat

VWR Chemicals

NaCl

VWR Chemicals

Agar

tengeri vorosmoszatokbdl nyert
poliszacharid-keverék (70% agaréz,
30% amilopektin)

VWR Chemicals

Izolécios reakcidhoz hasznalt oldatok, reagensek

Renaturalo oldat (P1)

gliik6z-Trisz-EDTA tartalmt puffer
oldat (gyarto6 altal meghatérozott

Osszetétel)

Merck Life Science Kft.

Lizis (sejtfeltaro oldat)
oldat (P2)

NaOH-SDS tartalmu puffer oldat
(gyarto altal meghatarozott

Osszetétel)

Merck Life Science Kft.

Neutralizal6 oldat (P3)

Kalium-acetat tartalmt puffer
(gyarto6 altal meghatarozott

Osszetétel)

Merck Life Science Kft.

Etanolos moso puffer

gyarto altal meghatarozott dsszetétel

Merck Life Science Kft.

Elucios puffer

Trisz-EDTA tartalma puffer oldat

gyarto altal meghatarozott 6sszetétel

Merck Life Science Kft.

3)

80 %

MNP-ko6t6 puffer (1) NaCl (2,5 M), [18]
Trisz-HCI pH 8.0 (10 mM), EDTA
(1 mM), Tween 20 (0,05 v/v%).
MNP-ko6t6 puffer (2) NaCl (2,5 M), [19]
Trisz-HCI pH 8,0 (10 mM), EDTA
(1 mM),
PEG 6000 (20% w/v), Tween 20
(0,05%)
Trisz-etanol mos6 puffer | Trisz-HCI pH 7,5 (10 mM), etanol | [19]




Gélelektroforézishez hasznalt oldatok, reagensek

Agaroz ™

D-galaktoz és 3,6-anhidro-L-

galaktopiranoz linearis polimere

VWR Chemicals

GelRed fluoreszcens DNS
festék

gyarto altal meghatarozott 6sszetétel

Biotium/VWR Chemicals

GeneRuler™ 1 kb

molekulasuly marker

gyarto altal meghatarozott 6sszetétel

Thermo Fisher Scientific

TAE puffer

elektroforézishez

Trisz(hidroximetil)- aminometan
(CsH11NO3)

Ecetsav (CH3COOH)

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav
(C10H16N20g)

VWR Chemicals

Fluoreszcens spektroszkopiai mérésekhez felhasznalt oldatok, reagensek

20x TE puffer Tris-HCI (pH 8.0) Thermo Fisher Scientific
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav
(C10H16N20g)
Lambda DNS (ADNS) gyarto altal meghatarozott 6sszetétel | Thermo Fisher Scientific
standard (100pg/ml)

Quant-iT PicoGreen
dsDNA Reagent

gyarto altal meghatarozott 6sszetétel

Thermo Fisher Scientific
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