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1. Bevezetés

Az elmult néhany évtizedben a nemesfém nanoszerkezetli anyagok eldallitdsa és
szerkezetvizsgalata — kdszonhetéen a morfologidjuktol, méretiiktol és Osszetételiiktol fliggd
optikai sajatsdgaiknak — egyre inkdbb az érdeklddés kozéppontjaba keriiltek. Ezen
nanoszerkezetek az elektronikatol a katalizisen at a gyogyaszatig szamos témateriileten
alkalmazhatdak. Az arany jol ismert kémiai inertsége a nanométeres mérettartomanyban is jelen
van. Emellett a tombfazishoz képesti megnovekedett reaktivitasa és az Gjonnan megjelend
optikai sajatsaga, amely a lokalizalt feliileti plazmon rezonancia (localised surface plasmon
resonance, LSPR) jelenség kovetkeztében figyelhetdé meg, széleskorlien tanulmanyozott
nanoszerkezetli anyag.

Az orvosbioldgiai teriileten torténd felhasznalasok sordn a szelektiven funkcionalizalt
arany nanorészecskék (Au NPs) mellett a fluoreszcens, szub-nanométeres mérettartomanyba
sorolhat6 arany nanoklaszterek (Au NCs) is egyre inkabb a figyelem kdzéppontjaba keriilnek,
mivel nagy kinetikai stabilitast mutatnak fiziologias kozegben. A biokompatibilis uton torténd
eldallitasi eljarasok koziil az egyik gyakorta alkalmazott un. nedveskémiai szintézis soran
egyazon szerves molekula tolti be a redukalo- €s a stabilizaloszer szerepét. Az alkalmazott
szerves molekula és prekurzor aranyion aranyatol fliggéen eltéré nanoszerkezetek (NPs vagy
NCs) allithatok el6. Nevezetesen, ha a biomolekulat ekvivalens mennyiségben vagy csak Kis
feleslegben adagoljuk a fémion mennyiségéhez, akkor termékként olyan Au kolloidok
képzédnek, ahol a részecskék atmérdje atlagosan d = 2 nm-nél nagyobb lesz és az UV-lathato
spektrumokon megjelenik a méret- és alakfliggd karakterisztikus plazmon modus. Ezzel
szemben, ha nagy biomolekula felesleget alkalmazunk a szintézisek soran, akkor szub-
nanométeres Au NCs képzodhetnek termékként (d > 2 nm). A reaktansok molaris aranya mellett
azonban a szintézisek soran alkalmazott pH is jelentds szereppel bir a kialakulé nano-
objektumok szerkezeti, ezaltal optikai sajatsagaira. A szub-nanométeres Au NCs olyan egyedi
fizikai és kémiai sajatsagokkal rendelkeznek, mint pl. a jol definialt molekulaszerkezet, diszkrét
elektronatmenet és a szerkezetiikkel hangolhatd fotolumineszcencia (PL). Kiemelkedéen jo
kvantumhasznositasuk lehetdvé teszi fluoreszcens jelzdanyagként valo alkalmazasukat, de

fluoreszcens bioszenzorok alapjait is képezhetik.



2. Célkitiizés

Kutatocsoportunkban mar néhany éve kiemelt figyelmet kap a plazmonikus arany
nanorészecskék ¢és fluoreszcens sajatsaggal bird arany nanoklaszterek biokompatibilis
szintéziseinek kidolgozasa illetve a szintetizalt arany/biomolekula hibrid nanoszerkezetek
jellemzése: szerkezet és optikai tulajdonsagai kozotti kapcsolatuk feltérképezése, valamint
potencialis hasznosithatdosaguknak vizsgalata. Ezen kutatasokba kapcsolddtam be 2014. 6szén
a Kémia Doktori Iskola Katalizis, feliilet, kolloid és anyagtudomény alprogramjanak keretein
beliil. Munkam elsd felében tioltartalmt fehérjék és kismolekuldk kolcsonhatasat vizsgaltuk
tetrakloro-aurat (AuCls) ionokkal vizes kozegben, majd a biokompatibilis szintéziseket az
aromas N-tartalmu molekuldk tanulmanyozasara is kiterjesztettiik. FObb célul tliztiik ki olyan
reprodukadlhaté szintézismddszerek kidolgozasat, amely soran termékként jol definialt optikai
sajatsaggal rendelkezé arany nanohibrid rendszerek keletkeznek. Meghatarozni kivantuk a
szintézisek jelentds kisérleti paramétereit (reaktansok moélaranya, pH, reakcioid6 stb.), valamint
széleskoriien kivantuk jellemeztik a stabil nanodiszperziokat, ill. a fluoreszcens hibrid
struktirakat. Néhany rendszer esetén javaslatot tettiik orvosdiagnosztikai és szenzorikai
felhasznalasokra is.

Ezen tilmenden a doktori értekezés egyik f& motivacidja volt, hogy bar nemzetkozi
viszonylatban meglehetdsen sok kutatocsoport foglalkozik nemesfém nanoklaszterek
jellemzésével, de a hazai viszonylatban minddsszesen 2—3 kutatocsoportban tanulmanyozzak a
nanoklaszterek szerkezetfliggd optikai tulajdonsagait. Kutatomunkank eredményeivel

hozz4jarulni kivantunk ezen témateriilet sokrétliségének bemutatasdhoz.

3. Szintézisek és vizsgdlati modszerek

A szintézisekhez ¢€s vizsgalatokhoz alkalmazott vegyszerek analitikai tisztasdguak
voltak, igy azokat tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltuk fel. Az egyes torzsoldatokat és azok
felhasznalasaval készitett vizes kozegli nemesfém diszperzidkat minden esetben ultratiszta,
kiforralt ¢és nitrogénnel COz-mentesitett MQ-vizzel (Millipore, Milli-Q Integral3,
vezetOképesség 18,2 mS/cm 25 °C-on) frissen készitettiik el. A szintézisek paramétereit, mint
Uj tudomanyos eredményeket ismertetjiik. A szintézisekhez kozvetleniil felhasznalt molekulak

szerkezeti képleteit, a fehérjék kivételével, a 1. abra foglalja Gssze.
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Az eldallitott plazmonikus nanorészecskéket €s fluoreszcens nanoklasztereket az alabbi
méréstechnikdk felhasznalasaval jellemeztiik:

e UV-lathato spektrofotometria (Shimadzu UV-1800)

e Spektrofluorimetria (Horiba Jobin Yvon Fluoromax-4)

e Fluoreszcencia ¢élettartam és kvantumhasznositds (Edinburgh FLS920)

e Fourier-transzformacios infravords spektroszkopia (BIO-RAD Digilab Division FTS-
65A/896 ¢és BIO-RAD Digilab Division FTS-40)

e Cirkularis dikroizmus spektroszkopia (JASCO J-1100)

o Tomegspektrometria (Waters-Micromass és Bruker Reflex II)

e Dinamikus fényszoras és E-potencial mérés (Malvern NanoZS)

e Nagyfelbontasu transzmisszios elektronmikroszkopia (FEI Tecnai G2 20 X-Twin)

e Rontgen fotoelektron spektroszkopia (SPECS XRS50 rontgencsdé és PHOIBOS 150
MCD 9 analizétor)

e Rontgediffraktometria (Bruker D8)

e Kisszdgl rontgenszoras (Philips PW 1820 rontgencs6, KCEC/3 tipusu Kratky-kamera
¢s PDS 50M tipusu detektor)

e Fluoreszcencia mikroszkopia (100W-os HBO lampéval szerelt Leica DM IL LID
FLUO)

e Fagyasztva szaritas (Christ-Alpha 1-2 LD)

e Izotermikus titracios kalorimetria (MicroCal)



4. Uj tudomdnyos eredmények

T1. Lizozim fehérjével-stabilizalt arany nanorészecskék és nanoklaszterek méretszabalyozott

szintézise és szerkezetvizsgalata. [1]

o Sikeresen alkalmaztunk AuCls -ionok vizes kozegli redukcidjahoz 37 °C
homérsékleten LYZ fehérjét. A kiindulasi reakcidelegyben szisztematikusan valtoztatva a
komponensek tomegaranyat lugos kozegben mind plazmonikus Au nanorészecskék
(LYZ:Au/5:1), mind fluoreszcens Au nanoklaszterek (LYZ:Au/20:1) eléallitasara is lehetdség
nyilt; a kialakulo fémrészecskék mérete a LYZ mennyiségének novelésével csokkend
tendenciat mutatott. Tanulmanyozva a termékek optikai sajatsagait €és méretét megallapitottuk,
hogy a LYZ-Au NPs plazmonikus savja A = 518 nm-nél jelentkezett, atlagos méretiik TEM
felvételek alapjan d = 12,0 = 3,1 nm volt. A fluoreszcens klaszterek ezzel szemben nem
rendelkeztek plazmonikus sajatsdggal, emisszidjuk a lathatd fény voOrds tartomanyan
jelentkezett (Aem = 655 nm), atlagos méretiik pedig 1,5 = 0,3 nm-nek adodott az
elektronmikroszkdpos képek alapjan.

o Liofilizalas utan mind a LYZ-Au NPs, mind pedig a LYZ-Au NCs akar 1 évig
is eltarolhatok és aggregacio nélkiil rediszpergalhatok. A SAXS és FT-IR méréstechnikakkal
torténd szerkezetvizsgalatok alapjan meghataroztuk, hogy a fehérje szerkezetében bekovetkezo
valtozasok mindkét méréstechnikaval azonos eredményeket mutattak. A SAXS szorasgorbe
Kratky-reprezentaciojabol megallapitottuk, hogy a LYZ-Au NPs képzodését kovetden a fehérje
részlegesen kigombolyodott formaban taldlhaté a NPs feliletén. A LYZ-Au NCs
vonatkozasdban a LYZ teljesen kitekeredett allapota volt azonosithatd, melyet az FT-IR
spektrumokbol meghatdrozhaté Amid I sav helye is igazolt (1648 cm™, rendezetlen, #n. random

coil struktara).

T2. Arany nanorészecskék és nanoklaszterek méretszabdlyozott szintézise y-globulin
immunofehérjével. A yG-Au NCs szenzorikai felhaszndldsa \-kinurenin fluorimetrids
detektalasara.

o Igazoltuk, hogy redukalo- és stabilizaloszerként yG immunofehérjét alkalmazva
arany kolloidok és arany nanoklaszterek kozvetlen eldallitaisa megvaldsithatd. A yG:Au/1:1
tomegarany mellett eldallitott Au NPs plazmon mddusa A = 525 nm-nél jelentkezett, atlagos
méretilk a TEM felvételek alapjan 24,2 £ 12,3 nm, mig yG:Au/15:1 tomegarany beallitasa
mellett vordsen emittald (Aem = 645 nm), monodiszperz méreteloszlast mutato (1,5 £ 0,3 nm)

fluoreszcens Au NCs-t kaptunk termékkeént.



o Az FT-IR és CD spektroszkopids vizsgalatok ramutattak arra, hogy a fehérje
masodlagos szerkezeti elemei a klaszterképzddésnek koszonhetden megvaltoznak: a dontden
B-redds szerkezet B-kanyarokkd és rendezetlen struktirava (random coil) alakultak at. A yG-
Au NCs nagymértéki kinetikai stabilitast mutattak fiziologids koriilmények kozott.

o Sikeresen alkalmaztuk a yG-Au NCs-t, mint potencialis L-Kinurenin (Kyn)
bioszenzort. A kinurenin utvonal f6bb metabolitjai koziil, csak a Kyn oltotta ki a klaszterek
fluoreszcencidjat. A szenzorikai méréseket 4 kiilonb6z6 homérsékleten (298, 303, 308, 313 K)
végeztiik el, a kolcsonhatas részletesebb megértéséhez pedig meghataroztunk szamos analitikai
¢és termodinamikai paramétert. A legkisebb kimutathaté Kyn mennyiség 15 uM-nak adodott,
mig a szenzorikai mérések a 15-100 pM Kyn koncentracid-tartomanyon bizonyultak
linedrisnak. A mérési adatok kiértékelésébdl meghataroztuk, hogy a yG-Au NCs/Kyn kioltasi
folyamat dinamikus, termodinamikailag kedvezményezett, entropia-vezérelt, endoterm és

feltehetdleg a reakciopartnerek kozotti toltésatviteli folyamat révén valosulhat meg.

T3. Au nanohibrid rendszerek eloadllitisa és  szerkezetvizsgalata  tioltartalmu
kismolekulakkal. [2]

o Kisérleteinkkel elséként mutattunk ra, hogy az (-glutation (GSH) oldat pH-ja
dontd szereppel bir az AuCls -oldattal torténd kolcsonhatas soran a GSH:Au/15:1 mdlarany
mellett. Savas kozeg (pH = 2—4) alkalmazasaval sargan emittald (Aem = 590 nm) Au(l)-tartalmt
koordinécids polimer (CP) struktara alakult ki. Megfigyeltiik, hogy a fluoreszcencia intenzités
erésen csokkend tendenciat mutatott pH = 7-ig; pH 8-10 tartomanyban mar egyaltalan nem volt
megfigyelhetd. Lugos kozegben (pH = 10-t6l induléan) a fluoreszcencia spektrumban Aem =
445 nm-nél fokozatosan megjelent egy 0j emisszids sav, mely a néhany atomos, kéken emittald
Au(0) tartalmu NCs képzddését igazolhatja, melyet az XPS mérések tamasztottak ala. A GSH
savas ¢€s lugos kozegben megtigyelhetd, eltérd redukalo tulajdonsaga feltehetdleg a molekula
erdsen pH-fiiggd standard potencial értékeivel magyarazhato.

o Az AuUCls/L-cisztein (Cys) rendszerben képz6ddé fluoreszcens Cys-Au(l)
onrendez6dd CP struktira eldallitdsara reproduktiv szintézist végeztiink el. Uj eredményként
kimutattuk, hogy a reaktdnsok moélaranya és a pH meghatarozé szereppel bir a képz08do termék
megjelenésére €s annak emisszios tulajdonsagara. Megallapitottuk, hogy a legnagyobb
fluoreszcencia intenzitds a Cys:Au/10:1 molaranynal detektalhatd, valamint az 6nrendez6dd
struktara képzddéséhez a savasabb kornyezet a preferdlt, amit a Aem = 620 Nnm-nél jelentkezd
emisszids csucs pH = 1-8 kozott folyamatosan csokkend értéke is alatamasztott. A Cys-Au(l)

CP lamellas szerkezetét XRD vizsgalatokkal sikeresen igazoltuk.



o Sikeresen valositottuk meg plazmonikus sajatsaggal (Amax = 518 nm) rendelkezd
ciszteinil-triptofannal (CW) stabilizalt, atlagosan d = 8-10 nm-es arany kolloidok lagos kézegii
(pH = 11-12) szintézisét CW:Au/0,5:1 moélarany alkalmazasa mellett. Megfigyeltiik, hogy
novelve a reakcid sordn a dipeptid mennyiségét (CW:Au/20:1, cau = 0,1 mM) kéken emittald
(hem = 495 nm) termék keletkezett, amelyet feltehet6leg Au(I)-tartalmi szupramolekularis
komplexek alkottak. Megallapitottuk, hogy a Trp aromas oldallancanak jelenléte sztérikusan
gatolhatja az Onrendez6dé koordinacidés polimer struktira kialakulasat, tovabba, hogy a

fluoreszcens termék képzddésére a pH meghatarozo szereppel nem bir.

T4. Oldallancban aromds-N-tartalmu aminosavval stabilizalt Au rendszerek eldallitdsa. [4]

o Megallapitottuk, hogy a reaktansok koncentracidjan és aranyan tal a pH is
meghataroz6 szereppel birt az -triptofan (Trp) aminosavval stabilizalt arany nanohibrid
rendszerek méretszabalyozott szintézise soran. Vizsgalataink eredményeképpen igazoltuk,
hogy lugos kozegben (pH > 11), Trp:Au/0,4:1 arany alkalmazasaval stabil, Trp-stabilizalt Au
kolloidok (Amax = 530 nm) képzddtek. Ezzel szemben erdsen savas (pH < 2) kdzegben a Trp
molaranyanak szisztematikus novelésével (Trp:Au/l:1, 5:1 és 15:1) zolden (Aem = 497 nm),
illetve kéken (Aem = 486 és 472 nm) emittdlo NCs képzddése volt a preferdlt folyamat.
Kimutattuk tovabba, hogy alland6 arany koncentracio mellett az aminosav mennyiségének
novelésével a klaszterek képzodése soran detektalhatdo emisszid (472—497 nm) hangolhatd. A
klasztereket alkot6 atomok szamat és a redukciot kisérd aminosav oligomerizacidt az ESI és
MALDI-MS mérések igazoltak.

o Sikeresen alkalmaztuk az (-hisztidin (His) aminosavat AuCls™-ionok vizes
kozegl redukcidjahoz. Igazoltuk, hogy az optimalisan 24 h reakci6idd letelte utan képzddo
fluoreszcens termék jelenléte fligg a kozeg pH értékétdl; a maximalis fluoreszcencia intenzitas
His:Au/30:1 moélarany alkalmazasa mellett és pH = 6,0-nal volt megfigyelhetd. Az alkalmazott
kisérleti kortiilmények kozott bekdvetkezd redukceids folyamat termékének szerkezetvizsgalata
soran kimutattuk, hogy az Au(Ill)-ionok (+1) oxidacios allapotig redukalddtak, amelyek
feltehetden az Ag(I)/His rendszerhez hasonldan, szerkezeti analdgia alapjan, helikalisan
rendezdd6 [AuxHisx+1]" altalanos képlettel megadhatd polinuklearis komplexeket alkothatnak.

. A fluoreszcens komplexeket viszonylag jo kvantumhasznositasuk (QY ~ 4 %)
miatt gyogyszerhordozd rendszerek fluoreszcens jelolésére hasznaltuk fel. Korabban a
kutatocsoport munkatarsai altal szintetizalt marha szérum albumin/ibuprofen nanokompozit és
kitozan biopolimer alapi mikrogydngydk jelolését végeztiik el sikeresen, melyet a regisztralt

fluoreszcencia mikroszkdpos felvételek igazolnak. A jeldlt kompozitok stabilitasvizsgalata
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soran megallapitottuk, hogy a fehérje-alapti kompozit jeldlése utan a fehérje kiredukalta a
feliiletére kotott Au*-komplexet és néhany 6ran beliil arany nanorészecskék képzddése volt
megfigyelhetd. A pH = 6,0 esetén pozitiv toltéssel rendelkezd kitozan mikrogyongyok feliiletén
a protonalt aminocsoportokkal feltehetéen a polinuklearis komplexek deprotonalt, igazoltan
kotésben nem 1évo karboxilcsoportjai képesek hidrogénhidas kdlcsonhatast kialakitani, ezaltal
kotddni a mikrogyongyok feliilet¢thez, mivel a komplex stabilan a kitozan mikrogydngy

feliiletén maradt a vizsgalat és a fluoreszcens mikroszkdpos megfigyelés id6tartama alatt.

T5. Adenozin-monofoszfittal stabilizalt Au nanorészecskék és nanoklaszterek eléallitdsa,
stabilitasvizsgalata és a fluoreszcens klaszterek felhaszndlasa Fe**-ionok detektdldsara. [3]

o Megallapitottuk, hogy az AuCls és az AMP koncentracidja, valamint az
egymashoz viszonyitott moélardnyuk nagy jelentdséggel birt a képzddott nanostruktura
méretére, optikai sajatsagara. Ramutattunk arra, hogy az AuCls-ionok Au®-va torténd teljes
redukcidja nem kovetkezett be tisztdn az AMP alkalmazasaval, igy nélkiilozhetetlen volt egy
tovabbi gyenge redukaloszer felhasznalasa is. A szintéziseket citromsav/citrat (pH = 6)
pufferben végeztilk el. Az AuCls™ koncentraciojat 0,1 mM értéken tartva AMP:Au/20:1
molarany mellett termékként kék emisszioval (Aem =480 nm) rendelkezd, néhany atomos AMP-
Au NCs képzdodtek. Ezzel szemben 0,5-5,0 mM kozotti AuCls™ koncentraciok és AMP:Au/1:1
molarany mellett voros szinli (Amax = 525 nm), d = 10-13 nm atméréjii AMP-stabilizalt Au
kolloidokat kaptunk termékként. Az AMP-Au NCs rendszerek fizioldgias sokoncentracid
alkalmazasa mellett is nagymértékii kinetikai stabilitast mutattak pH = 69 koz6tt, hiszen sem
az optikai sajatsagaikban, sem pedig a mért -potenciadl értékekben néhany hét utdn sem
mutatkozott szdmottevd valtozas.

o A szenzorikai vizsgalathoz szamos aniont és kationt teszteltiink. A vizsgalt ionok
koziill nagymértékii szelektivitas csak a Fe3*-ionok esetén volt megfigyelhetd, melyet a
nanoklaszter fluoreszcenciajanak kioltdsa révén detektaltunk (Io/I > 30). A kioltas mértékébdl
meghataroztuk a minimalisan detektalhat6 analit mennyiségét, amely 2 pM-nak adddott. Ezen
feliil megallapitottuk az analit koncentraci6 és a fluoreszcencia kioltas kozotti linearis
(dinamikus) tartomanyt, amely 10-100 uM Fe3*-ion koncentracié kozott taldlhato.

. A mérési adatokbol a Stern-Volmer egyenlet alkalmazésaval a kioltasra jellemzd
Stern-Volmer allandokat hataroztuk meg 298, 303, 310 és 323 K homérsékleten. A Stern-
Volmer allando csokkenése a hémérséklettel ramutatott, hogy az AMP-Au klaszter/Fe®*
rendszer esetén sztatikus kioltas kdvetkezik be. Sztatikus kioltasnal az AMP-Au NCs és Fe*-

ionok egy nemfluoreszkaldo komplexet alkotnak, melyet a mért E-potencial értekek is



alatdmasztottak. Mig a tobbi fémion esetén a mért &-potencial értékek kismértékii valtozast
mutattak, addig egyediil a Fe**-ionok esetén allapitottuk meg a feliilet attdltését (-35 mV-rol
+30 mV-ra), ami a Fe®*-ionok és a klaszterek feliiletén kotott AMP molekulak kozotti
koordinativ kotés kialakuldsara enged kovetkeztetni. A sztatikus kioltds esetén alkalmazhato
modositott Stern-Volmer egyenlet felhasznalasaval a klaszter-Fe** adduktum kialakul4sara
jellemzd asszociacios allandot (Ka) hataroztuk meg, melyek a mérési hdmérsékleteken (298,
303, 310 és 323 K) szintén rendre csokkend értéknek adodtak. A termodinamikai paraméterek
ismeretében megallapitottuk, hogy a klaszterek és Fe®'-ionok kozotti kioltasi folyamat
termodinamikailag kedvezményezett, exoterm ¢€s entalpia-vezérelt, a kialakuld sotét komplexet

pedig feltehet6leg intermolekularis erdk stabilizalhatjak.
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