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1. BEVEZETES

Richard Feynman 1959-es, ,,There's Plenty of Room at the Bottom: An Invitation to Enter
a New Field of Physics” névre keresztelt eléadasa egy 0j korszakat nyitotta meg a technologiai
fejlédésnek.! Provokativ kérdése, miszerint ,,Miért ne irhatnank fel az Encyclopedia Britannica
mind a 24 kotetét egyetlen gombostli fejére?”, egy j szemléletmodot inditott el, amely mara a
nanotechnologia teriiletévé notte ki magat. A nanotechnoldgia a tudomany és technika azon
targykore, amely kiilonbozé nanoszerkezetek eldallitasaval, jellemzésével és felhasznélasaval
foglalkozik. Nanoszerkezeteknek azokat az anyagokat nevezziik, amelyeknek legalabb egy térbeli
dimenzidja hozzavetélegesen 1 és 100 nanométer (10° méter) kozé esik.? Ebben a
mérettartomanyban az anyagok eltéré tulajdonsagokkal rendelkeznek a megszokott, tombfazisu
valtozataikhoz képest. Az Uj tulajdonsagok megjelenését a nano-méretli anyagok megnovekedett
feliilet/térfogat aranya eredményezi, amely megvaltozott energiaviszonyokhoz vezet. Habar a
kornyezetiinket felépitd, illetve az élet alapjaul szolgalé anyagok nagy része is ebbe a kategoriaba
sorolhatd, napjainkra jelentéssé valt az antropogén eredetli, illetve ipari Gton gyartott
nanorészecskék mennyisége is koriilottiink.® Ez tobbek kozott annak is koszonhetd, hogy a jelentds
huzoagazatok mellett, mint példaul a vegyipar, épitdipar €s az elektronika, a kornyezettudomanyos
és orvosbiologiai teriileteken is egyre nagyobb teret hoditanak a specidlis feladatra fejlesztett
nanoméretii szerkezetek.*

Az iparilag gyartott nanoanyagok koziil, bioldgiai szempontbdl az eziist nanorészecskék
jelentésége kiemelkedd, kdszonhetden kivald antimikrobialis és citotoxikus hatasuknak. Ahogy a
nanorészecskékre altaldban, ugy az eziistre is igaz az, hogy az aktivitasa a részecskemérettel és
alakkal alapvetéen befolyasolhato. A részecskeméret esetében ez kiilondsen jol ismert jelenség;
altalanosan elfogadott megfigyelés az, hogy a méretiik csokkentésével az eziist nanorészecskék
toxicitasa nd.>® A nanoeziist erds, altalanos toxicitasat jol szemlélteti, hogy a mai napig kevés olyan
tudomanyos publikacio ismert, amely eziistre rezisztens mikrobakat mutatna be, raadasul ezek a
torzsek is mindossze az eziist ionokkal szemben bizonyultak ellenallonak, és ahogy a késdbbiekben
targyalni fogjuk, nem ez az egyetlen lehetséges mechanizmusa a nanotoxicitasnak.” Ennek a kivalo
€s precizen modosithatd tulajdonsdgnak koszonhetden az eziist nanorészecskék szamos
kereskedelmi forgalomban kaphaté termékben megtalalhatok.®® Nanoeziisttel talalkozhatunk

olyan hasznalati targyakban, mint a kozmetikumok, héaztartasi eszk6zok, textilek és élelmiszer-



csomagolok, de fellelhetdk orvosbioldgiai felhasznalasok soran is, akar mint antimikrobialis
hatéanyagok, célzott hatdanyag szallito rendszerek, bioszenzorok, rakterapias szerek vagy
molekularis képalkoto eljarasok kontrasztanyagai.® Az ilyen, és ezekhez hasonld termékek
hasznossaga mellett azonban tébb olyan tényez6 vizsgalata hattérbe szorult, amelyek a hétkoznapi
anyagok esetében kevéssé relevansak, azonban mélyrehatoan befolyasolhatjdk a nanoméretli
rendszerek hossztavu hatasait €s kockazatait.

Az egyik ilyen jelentés folyamat az aggregacido, ami a folyadékokban diszpergalt
részecskék ,,0sszetapadasat” jelenti.!%!! A nanorészecskék kiemelkedéen magas fajlagos feliiletiik
miatt magas feliileti energiajaval rendelkeznek, amelyet a rendszer a termodinamikai
energiaminimumra valo torekvés érdekében csokkenteni igyekszik. Ez a torekvés a részecskék
kozotti vonzd kolesonhatasok formajaban jelenik meg, igy az aggregacid éppen a nano
mérettartomanyra jellemz6 tulajdonsagok csokkenését és megsziinését eredményezheti. A
nanorészecske szuszpenziok kolloidstabilitasa megfelelé erdsségli taszitd kolcsonhatasok
kialakitasaval biztosithato, amelyek kinetikai uiton képesek stabilizalni a kolloid rendszereket.!!
Eziist nanorészecskék esetén a legelterjedtebb eljarasok kiilonb6z6 stabilizaloszerek feliileti
adszorpcidjan alapulnak. A lehetséges stabilizaloszerek kémiai 6sszetételiik szempontjabol nagyon
valtozatosak, miikodési mechanizmusukat tekintve azonban harom f6 csoportba sorolhatok, amely
szerint megkiilonbdztethetiink elektrosztatikus, sztérikus és elektrosztérikus stabilizaloszereket.'?

Elektrosztatikus stabilizaci6 esetében a részecskék feliiletén olyan toltéssel rendelkezd
ionok és kismolekuldk talalhatok, amelyek két nanorészecske talalkozasakor megfeleléen nagy
elektrosztatikus taszitast idéznek eld ahhoz, hogy ellenstlyozzdk a részecskék kozotti vonzo
kolcsonhatasokat. Sztérikus stabilizacio esetén a felilleti boritast olyan makromolekuldk,
rendszerint polimerek adjak, amelyek sajat kiterjedésiik €s alakjuk altal gatoljadk a részecskék
aggregaciojat. Elektrosztérikus esetben pedig az el6z6 két mechanizmus egyesiil, ilyenkor a
stabilizacio polielektrolitok altal valosul meg.

Habar a nanorészecske szuszpenziok kolloidstabilitasa laboratoriumi koériilmények kozott
jol kontrollalhatd, az ¢életlink szempontjabol fontos rendszerekben, mint a természetes
okoszisztémak, illetve az €16 szervezetek, ez az egyensuly mar korantsem trivialis. A bioldgiai
rendszerekben eléforduldé pH viszonyok, illetve elektrolit és biomolekula koncentraciok
nagymértékben befolydsolni képesek a nanoméretii anyagok kolloidstabilitasat, az ebbdl kovetkezo

aggregacio ¢és felhalmozodas pedig belathatatlan kovetkezményekkel jarhat az élet minden



tertiletén. Ez kiilondsen igaz a legnagyobb mennyiségben gyartott és forgalmazott nanorészecske
csoportra, a nanoeziistre.

Mivel a nanoanyagok kiilonleges tulajdonsagaihoz hasonldan, az aggregacionak szintén a
megnovekedett feliilet/térfogat arany a mozgatorugoja, az ilyen rendszerek hatismechanizmusa és
kolloidstabilitasa elvalaszthatatlan tényez6k, azonban a gyakorlatban az utobbi sajnos rendszerint
hattérbe szorul. Doktori munkam soran kiilonb6zo eziist nanorészecske szolok szintézisével,
jellemzésével és aggregacios viselkedésének értelmezésével foglalkoztam bioldgiailag relevans
korilmények kozott. Ezzel Osszefliggésben azt is részletesen tanulméanyoztam, hogy miként
befolyésolja a részecskeaggregacié a nanorészecskék citotoxicitasat €s antimikrobialis aktivitasat.
A kisérleteket két fo tulajdonsdg mentén végeztilk. Egyfelol megvizsgaltuk az eziist
nanorészecskék méretének hatasat a biorelevans kolloidstabilitasra, hiszen a részecskeméret az
egyik legalapvetébb tulajdonsag, amivel a kapcsolodé szakirodalom foglalkozik.'* A masodik
nézépont pedig a felhasznalt stabilizdloszerek hatasa volt, hogy megismerhessiik a kiilonboz6
stabilizdl6 mechanizmusok f6 elényeit €s hatranyait. A részecskék morfologiai vizsgdlata soran
megbizonyosodtunk a mintdk Osszetételérdl és mindségérdl, az aggregacios vizsgalatok soran
pedig meghataroztuk az aggregaciot el6idéz6 legjelentdsebb koriilményeket, illetve
tanulmanyoztuk a biomolekulak jelent6ségét a kolloidstabilitas szempontjabol. Végezetiil, a
biologiai vizsgalatok soran egy ) szemléletmod segitségével jellemezni tudtuk a
részecskeaggregacio kozvetlen hatasat a toxicitasra, ezzel alatimasztva az elképzelést, hogy az
elsddleges hatasmechanizmusok pontos feltarasan tul, a felhasznalasi kozegre jellemz6

kolloidstabilitas ismerete is elengedhetetlen nanorészecskék hatékony alkalmazéasa érdekében.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Nanoszerkezetek biolégiai vonatkozasai
2.1.1. Nanorészecskék elofordulasa a természetben

Habar hajlamosak vagyunk a nanoméretii szerkezetekre ugy tekinteni, mint a technoldgia
modern vivmanyaira, valojaban csak a szemlélet ujszerii; nanorészecskék mar a foldi élet kezdete
elott megtalalhatok voltak a bolygonkon. Egyes feltételezések szerint a nano-hatarfeliileteknek
kulcsfontossagu szerep jutott a f61di élet kialakulasaban, mert katalizalhattak az élethez sziikséges
makromolekuldris komponensek polimerizacidjat, a protosejtek Onszervezddését, illetve az
evolucié kezdeti szakaszdban a bakterialis sejtfalak kialakuldsat.!*'" Az ilyen megfontolasok
alapjan a nanorészecskéket csoportosithatjuk az eredetiik szerint és megkiilonbdztethetiink
természetes €s antropogén nanoanyagokat, az utobbi csoportot pedig tovabb bonthatjuk jarulékos
és tudatosan gyartott alcsoportokra.’

A Foldon legnagyobb mennyiségben eldforduld nanorészecskék természetes eredetiiek. Ide
sorolhatjuk a talajrétegek erozidjaval kialakulo, és a természetes vizek altal széthordott fém-oxid,
szulfid, karbonat, foszfat stb. alapu részecskéket, a levegdben terjedd asvanyi porokat és vulkani
eredetli szervetlen szemcséket, vagy az ugyancsak erdzioval, illetve mineralizacioval kialakuld
agyag-alapt nanorészecskéket, amelyek a Fold nanorészecske-készletének legnagyobb részét
teszik ki (107-108 Tg).!® Ide sorolhatok tovabba a mikrobidlis folyamatokhoz kothetd
nanorészecskék, mint példaul a magnetotaktikus baktériumok helyvaltoztatd mozgasanak
iranyitasaért felelés magnetoszomak vas-oxid nanorészecskéi.'®

A jarulékos nanoanyagok kémiai értelemben lehetnek szerves és szervetlen aggregatumok,
kristalyok, vagy példaul katrany cseppek.® Ezalatt a csoport alatt olyan részecskéket értiink, amik
ugyan emberi tevékenységhez kothetdk, kialakulasukrol azonban sokaig nem volt tudomasunk,
mivel tobbnyire a megfeleld méréstechnika megjelenése eldtt mar ,.termeltiik” 6ket mint egyéb,
hétkoznapi folyamatok melléktermékei. Jarulékos nanorészecskék taldlhatok a koromban, a
hegesztési fiistben, illetve kialakulnak ipari és banyaszati miiveletek soran is.?’ Habar az ipari
forradalom ota a jarulékos nanorészecskék mennyisége annyira megugrott, hogy némely
teriileteken vetekedhetnek a természetes eredetli nanoanyagok mennyiségével, a foldi életre
gyakorolt hatdsukrol mégis sokkal kevesebbet tudunk, mint a természetes nanorészecskék
esetében.® Erre talan a legjobb példa az utobbi idében egyre nagyobb figyelmet kivaltd, a polimer

alapu hulladékok bomlasabodl keletkez6 mikro-, és nanomilanyagok, amelyek komolyan
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¢s nanomiianyag keriilhet az 6ceanokba a folydvizek altal, az €16 szervezetekre gyakorolt hatasuk
pedig az egyes milanyagok anyagi mindségétol fiiggden valtozhat. 212

A tudatosan gyartott nanoanyagok csoportjat a hagyomanyos értelemben vett
,hanorészecskék™ teszik ki, amelyeket valamilyen konkrét feladat, vagy funkcié ellatasdnak
érdekében hoztak 1étre. Habar ez a csoport kevesebb mint egy évszazados torténelemre tekint
vissza, az ide sorolhatd nanoszerkezetek egyre nagyobb jelentdséggel birnak a mindennapi

3

¢letiinkben.> A modern gyartasi és vizsgalati modszerek lehet6vé teszik a nanoanyagok

Osszetételének ¢és morfologidjanak tetszoleges modositasat, egyediilalldo tulajdonsagokkal
rendelkez6 szerkezeteket eredményezve. A legnagyobb mennyiségben szintetizalt nanorészecskék
a titan-dioxid (Ti10y), szilika (SiOz2), vas (Fe), cink-oxid (ZnO), aluminium-oxid (Al203), cérium-
oxid (Ce0O.), réz (Cu), eziist (Ag), szén nanocsévek (CNT), grafén és a keramia alapu
nanokompozitok.?* Felhasznalasi teriileteik a teljesség igénye nélkiil példaul az élelmiszeripar,
kozmetika, épitdipar, katalizis, elektronika és orvosbiologia.®> 2

A nanorészecskék szarmazasuktol fliggetleniil bekeriilnek az élet korforgasaba, ami a
bioldgiai rendszerek minden szintjén kovetkezményekkel jar. Ezek az emberi élet szempontjabol
pozitiv és negativ kimeneteliiek is lehetnek. Mikrobak tekintetében a nanoméretli szerkezetek
megjelenése ) ¢és hatékony antimikrobialis, fert6tlenité termékeket jelent, azonban a
kontrollalatlan termelés ¢és felhasznalas a kiilonbozé mikrokdrnyezetek megvaltozasat
eredményezheti, ami 0 Okologiai niche-ek kialakulasahoz, illetve betegségekhez, példaul
diszbiozishoz vezethetnek.> Novények esetén (féként a nanorészecskék antimikrobilis hatasa
miatt) jobb termeléshozamokat érhetiink el, azonban ez a nanoanyagok felhalmozodésaval jarhat a
taplaléklancban.® A nanoszerkezetek elényei a allatok — és emberek — esetében a legjelentdsebbek,
hiszen a pozitiv egészségiigyi hatasok mellett ide sorolhatunk minden technoldgiai vivmanyt, ami
nanorészecskéken keresztiil konnyiti meg mindennapi életiinket. Azonban nem feledkezhetiink
meg a nanoanyagok esetleges nem vart hatranyos mellékhatasairol sem, amelyek részletei az egyre
béviild tudomanyos eredmények ellenére még nem teljesen tisztazottak. 32930

A nanorészecskék egyszerre hordoznak magukban hatalmas lehetdségeket és kockazatokat.
A lehet6ségeket csak akkor tudjuk kihasznalni, ha a felelésségteljes felhasznalasukhoz adottak a

koriilmények: mélyrehatéan meg kell ismerjik a nano-hatarfelilletek és biologiai rendszerek

kozotti kolesonhatasokat.



2.1.2. Nanorészecskék kolecsonhatasa az €16 szervezetekkel

Az el6z6 fejezet alapjan lathatd, hogy a nanoméretii szerkezetekkel valo érintkezés sokkal
altalanosabb jelenség, mint elsére gondolhatnank. Mindezek ellenére a nanoanyagok foldi életre
gyakorolt hatasarél joval kevesebbet tudunk, mint a tombi, vagy akar molekularis szintl
bioldgiailag aktiv anyagokrol, ami foként annak kdszonhetd, hogy hatdsaikat tobb, kiilonbdzd
kolesonhatés egylittese eredményezi. Mivel ezek a kdlcsonhatasok eltérd kornyezetben masként és
mas aranyokban jelentkezhetnek, a pontos ismeretiik elengedhetetlen ahhoz, hogy a részecskék
viselkedése egy adott szituacioban meghatarozhato legyen. A kovetkezOkben a legfontosabb
kolesonhatdsokat fogjuk attekinteni, az 1. abran lathat6 csoportositds mentén, megkiilonboztetve a
feliiletek 4altal katalizalt kémiai reakcidkat, részecskemérettdl ¢és morfologiatdl fiiggd

kolesonhatasokat, kioldodasos reakciokat és feliileti adszorpcios reakcidkat.

Feliileti Kémiai
adszorpecio reakciok

Kioldodas Méret és
morfologia

1. abra Nanorészecskék bioldgiai szempontbol jelentds feliileti kolcsonhatasai

A bioldgiai aktivitast eredményezd kdlcsonhatdsok elsd csoportjaba a nano-hatarfeliilet
altal katalizalt kémiai reakciok tartoznak. Habar a nanorészecskék feliiletének kémiai Gsszetételétol
fliggden szamtalan reakcid lejatszodhat, toxikologiai szempontbdl a redoxireakciok a
legjelentOsebbek, amelyek oxidativ stressz formdjaban nyilvanulnak meg. Redoxireakciok

létrejohetnek spontan moddon példaul atmeneti fém nanorészecskéken, redox aktiv szerves



bevonatokon (pl. kinonok), inert nanoszerkezetekben maradt katalizator szennyez6déseken (pl.
szén nanocsOvek szennyezddései esetében), illetve megemlithetiink indukalt mechanizmusokat is,
mint példaul a titanat nanorészecskék fotokatalitikus aktivitasat, amelyhez UV sugarzas
sziikséges.! Ezeken a reaktiv hatarfeliileteken a molekularis oxigénbol szabadgyokok keletkeznek,
amelyeket gylijténéven reaktiv oxigénszarmazékoknak (ROS, reactive oxygen species) neveziink.
Az oxidativ stressz folyamata altalaban szuperoxid gyokok (-O27) képzodésével kezdddik, ezek a
gyokok pedig tovabbi reakciok soran egyéb ROS szarmazékokat, példaul hidrogén-peroxidot
(H202), hidroxil gyokot (-OH), szinglet oxigént (102) stb. generalnak, amelyek ezutan az é16 sejtek
organellumait karositjak. Az oxidativ sejtkdrosodéas nanorészecskéktol fliggetlentil is lejatsz6do
folyamat, amely az 6regedés mellett olyan betegségek megjelenése esetén is fontos faktor, mint a
daganatok, a kardiovaszkularis megbetegedések, 1égz8szervi és vesebetegségek, stb.3? Habar az
oxidativ stressz altalanos jelenség, a finom szemcsézettségli anyagok belélegzése — egy mar régdta
ismert veszélyforrds — szintén Osszefiiggésbe hozhaté a nano-hatéarfeliilet altal katalizalt ROS
képzddéssel.333* A nanorészecskék jelenléte azonban nem feltétleniil jar egyiitt az oxidativ stressz
novekedésével. Egy érdekes és Wjszerti kutatasi teriilet az ugynevezett ,,nanozimek” csoportja.®® A
nanozimek olyan (tobbnyire fém, vagy fém-oxid alapt) nanoszerkezetek, amelyek biomimetikus
médon  bizonyos enzimfunkcidkat képesek utdnozni. Ilyen funkcid lehet példaul a
szabadgyokmegkoto (scavenging) hatas is, amely épp az oxidativ stressz csokkenését eredményezi.

A masodik csoportba azok a kdlcsonhatasok tartoznak, amelyeket a részecskék méretéhez
a nano mérethez kothetd tulajdonsagok erdsségével, azonban bioldgiai vonatkozasok
szempontjabol ennél specifikusabb kolcsonhatasokat is megemlithetiink. Kutatasok bizonyitjak,
hogy a méret Osszefliggésbe hozhatd a nanorészecskék bioldgiai membranokon vald atjutasanak
hatékonysagaval **3" hiszen megfeleléen kicsi (<6 nm) arany nanorészecskék képesek akar a
sejtmagba is bejutni, mig az ennél nagyobb (~10 nm) részecskék csak a citoplazmaig jutnak el.®®
A mérethez hasonldan fontos paraméter lehet a részecskék alakja is; a gombszerii részecskék
konnyebben juthatnak a sejtekbe endocitdzissal, mint a nanopalcikak és csovek, ugyanakkor
egyfali szén nanocsdével konnyebben blokkolhatunk kalcium csatorndkat, mint azonos anyagi
mindségii, de gdmb alaku fullerénekkel.*® Az alak toxicitasbéli kiilonbségeket is eredményezhet.

Hidroxiapatit részecskék esetében példaul, a csdves és lemezes nanoszerkezetek toxikusabbnak
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bizonyultak, mint a gémb ¢és palcika alakt morfologiak, amely jelenség hatterében az all, hogy a
csovek és lemezek konnyebben képesek mechanikailag roncsolni a sejtmembranokat.*°

A kolcsonhatasok harmadik csoportjaba a kioldodassal jaro reakciok tartoznak. Kioldodas
soran a nanorészecskék része, vagy egésze fizikai, vagy kémiai uton feloldodik és hatasat atomi,
molekuléris szinten fejti ki. J6 példa erre a célzott gydgyszeradagold rendszerek esetén bevett
stratégia, amely soran olyan nanoméret(i adszorbenseket, vagy kapszuldkat készitiink, amelyek a
szallitott hatdoanyag molekuldkat csak meghatarozott helyen és koriilmények kozott adjak le, igy
csokkentve a nem kivant mellékhatasokat.** A célzott hatoéanyag szallitason tul ide vehetjiik a fém
¢s fém-oxid nanorészecskék oldodasat is, amely a nanotoxikoldgia egyik jelentds kutatasi
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teriilete.”> Az eziist és cink-oxid nanorészecskék toxicitasanak magyarazatara is az egyik

legaltalanosabban elfogadott mechanizmus az eziist-, illetve cink ionok kioldodéasan, és a
kioldédott ionok ROS képzésén alapul.*344

Noha a felsoroltak koziil a negyedik csoport, azaz a feliileti adszorpcios reakcidk fliggenek
a legkevésbé a nanoszerkezetek anyagi mindségétdl és morfologiajatol, bioldgiai szempontbol
talan mégis ezek a kolcsonhatdsok birnak az egyik legnagyobb jelentdséggel. A feliileti
adszorpcioval szamos esetben mar a részecskék szintézisének stadiumaban foglalkozunk, hiszen a
megfeleld stabilizdloszer segitségével a szintézis sordn befolyasolhatjuk a részecskék méretét s
alakjat,* illetve meghatarozhatjuk a részecskék kolloidstabilitasat (és ahogy a késdbbiekben ezt
részletesen taglalni fogjuk, a kolloidstabilitas a toxicitas szempontjabol alapvetd fontossagt). A
feliiletre adszorbedlt anyagok toltése is befolyasolni képes az egyébként azonos nanorészecskék
hatasat. Frdemes megjegyezni, hogy a toxicitassal foglalkozo kutatisok ilyenkor sokszor
pontatlanul a részecskék feliileti toltését emlegetik, valdjaban azonban a feliileten kialakul6 diffaz
kettds réteg (vagy bizonyos esetekben a feliiletre adszorbedlodott anyagok) toltése a
meghataroz6.3%468 Minden esetre ltalanosan levonhato kdvetkeztetés, hogy pozitiv ,feliileti”
toltéssel rendelkezd nanorészecskék nagyobb toxicitassal rendelkeznek, mint a semleges és negativ
valtozataik, ami azzal magyarazhat6, hogy konnyebben tudnak a sejtmembranok negativ toltést
glikoproteinjeihez koordinalodni, és igy nagyobb hatékonysaggal jutnak be a sejtek belsejébe.*

A biologiai és kornyezeti rendszerek kapcsan meg kell emliteniink egy tovabbi, a feliileti
adszorpcidhoz kothetd folyamatot. A f6ldi élet minden teriiletén alapvetd fontossagiiak a

kiilonbozé makromolekulak, ezek pedig a nano-hatarfeliileteken valtozatos adszorpcids rétegeket
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képesek kialakitani, amelyek a nanorészecskék kommunikaciojat az €16 szervezetekkel alapjaiban

megvaltoztatjak. Ezt a folyamatot koronaképzddésnek nevezziik.

2.1.2. Nanorészecske koronak

Az el6z6 fejezetben bemutatott kdlcsonhatas tipusok koziil talan a részecskék feliiletén
lejatsz6dd adszorpcids folyamatok birnak a legnagyobb jelentéséggel. Mindamellett, hogy az
adszorbedlodd biomolekuldk nagymértékben befolydsoljak a kornyezet viselkedését a nanoméretii
objektumokkal szemben, hatassal Ichetnek a nanoanyagok reakciokészségére és
kolloidstabilitasara is. A kovetkezokben ezen folyamatok megismerésének torténetét (2. abra) és

jelentdségét szeretnénk bemutatni.*®

1950 2007 2017 P

Fehérje adszorpcio Fehérje korona Biomolekularis korona

* Opszonizaciéval * Kemény és lagy korona + Fehérjéken tdlmutato,
magyarazott modell modell osszetett modell

+ Gélelektroforézisen <+ Tomegspektroszkopias « Osszetett miiszeres

alapulé kutatasok megfligyelések megfigyelések

* A nanoanyagok * A nanoanyagok * Orvoshiolégiai
farmakologiajanak biolégiai hatasainak hasznosithatosag
vizsgalatal kutatasa atfogd feltérképezése

2. abra A korona modell fejlodése

A megfigyelés, amely alapjan a szervezet fehérjéi képesek a nanorészecskék felszinére
adszorbealodni nem tjszerti, hiszen a témahoz kapcsolodo elsé kutatasok mar az 50-es, 60-as évek
tajékan folytak.5%®! Ezek elssorban gélelektroforézist hasznald, fehérje adszorpcion alapuld
vizsgalatok voltak és az intravénasan adagolt nanorészecskék véraramban to1tott keringési idejének
meghosszabbitasara iranyultak.*® Az eredmények a mai napig nagy jelentdséggel birnak,
ugyanakkor nem mutattak tal a fehérjék adszorpcidjanak jellemzésén, amit az opszonizacioval

crer

amely soran a szervezet ugynevezett opszonin molekuldk (példaul antigének) segitségével
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megjeloli a patogén anyagokat a megfeleld karakterisztikus epitdp helyeken, ezaltal serkentve a
megjelolt objektumok makrofag sejtek altal torténd bekebelezését.

A 2000-es évek soran, foként a nagy ateresztoképességii tomegspektrometriai kutatasoknak
koszonhetden, ezek a megfigyelések a fehérje korona elméletté notték ki magukat.®® A fehérje
korona elmélet legjelentésebb megfigyelése a kemény (hard) és 1agy (soft) koronak 1étezése volt.
A felfedezés azonban megosztotta a tudomanyos kozosséget; a legtobb értekezés egyetértett a
szerkezetiikkel kapcsolatban, miszerint a kemény korona egy kompakt képz6dmény, ami nagy
affinitassal kapcsolodo fehérjéket tartalmaz a nanorészecskék feliiletén, amig a lagy korona egy
lazabb, dinamikusan valtoz6 ¢és nagyobb méretii szerkezet, amiben a fehérje-fehérje
kolesonhatasok sokkal nagyobb jelentdségliek, mint a kemény korona esetében, ahol a részecske
fehérje kapcsolatok keriilnek el6térbe. A kemény és lagy koronak viszonyarol azonban az
elméletek mar nem értettek egyet minden esetben; egyes kutatasok alapjan a nanoanyagok biologiai
kozeggel torténd érintkezésekor el6szor lagy korona alakul ki, ami az idével alakul kemény
koronava, mas szerzok szerint pedig a kemény és lagy korondk mag-héj szeriien egymas mellett
1étezd, és megfeleld eszkdzokkel egymastol fiiggetleniil vizsgalhatd képzédmények.>2°3

Napjaink legfrissebb kutatasi eredményei ravilagitottak arra, hogy a koronak
kialakulasaban nem pusztan fehérjék, hanem egyéb biomolekulak (példaul aminosavak, cukrok,
hormonok, lipidek ¢és kiilonféle metabolitok) is aktivan részt vehetnek, emiatt célszerii a fehérje
korona elnevezést biomolekularis koronara cserélni.*® Fontos megfigyelés tovabba, hogy a
biomolekularis korona kialakuldsa egyfajta biologiai identitast kdlcsondz a szervezetbe keriild
nanoanyagoknak, amely specifikus kolcsonhatasok formajaban nyilvanul meg. Ezek a
kolcsonhatasok dontik el, hogy a szervezet milyen els6dleges valaszreakcioval reagal a részecskék
megjelenésére. A témaban megjelend legujabb, kémiai és bioldgiai eszkozoket is felhasznalo
kutatasok ezen kdlcsonhatasok molekularis szintli megfigyelésére és megértésére iranyulnak.>*>°

A természet nagymértékii diverzitdsa IS megannyi lehetdséget kinal a nanoméretii
rendszerek biorelevans kolcsonhatésai tekintetében. Ujabb kutatasok ravilagitottak arra, hogy az
¢l6 szervezeteknél leirt biomolekularis korona analdgjaként definidlhatjuk az tugynevezett
oko-korondt is.°® Az 6ko-korondk meghatdrozoan természetes szerves anyagokbol, illetve olyan
egyeb szerves és szervetlen vegyiiletekbdl épiilnek fel, amelyeket a természetben eléforduld
mikroorganizmusok és novények valasztanak ki; ezeket a szakirodalom extracellularis polimer

vegyiiletekként (EPS, extracellular polymeric substance) tartja szamon.’’ Az EPS-ek kémiai
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Osszetételiiket tekintve fehérjék, poliszacharodok, zsirok/olajok, nukleinsavak és szervetlen alapa
vegyiiletek keverékei. Oko-korona alkoté lehet példaul a celluléz, hemicelluloz, valamint
kiilonb6z6 csersav és huminsav szarmazékok is. A biomolekularis és 6ko-korondk szemléltetése a

3. abran lathato.

Biomolekularis
korona

Kemény korona

Oko-korona

3. abra Biomolekularis és 6ko-koronak szemléltetése

Az irodalmi eredményeket Osszegezve elmondhatd, hogy a bio-nano kdlcsonhatasok
értelmezéséhez elengedhetetlen a kornyezet és a nanoanyagok kozott kialakuld specialis
hatarfeliileten lejatszodo folyamatok pontosabb ismerete és komplex értelmezése annak érdekében,
hogy a megszerzett ismertekbdl szabalyozhato, biztonsagosan alkalmazhat6 aktiv eszkdzoket és
technoldgiakat formalhassunk. A kdvetkezo fejezetben néhany alapvetd technikat emlitiink meg,
amelyek segitségével elsddleges in vitro informaciokat nyerhetiink a nanoméretli szerkezetek

toxicitasaval kapcsolatban.

2.1.3. Toxicitas vizsgalatok és jelentoségiik

A sejttenyészet alapu essz€ék olyan alapvetdé mérések, amelyek soran kiilonb6z6 anyagok
sejtproliferaciora gyakorolt hatédsat, illetve direkt toxicitdsat vizsgalhatjuk laboratériumi
koriilmények kozott. Ezek az esszék széles korben alkalmazhatdk olyan receptor kdlcsonhatasok

és jelatviteli folyamatok megfigyelésére is, amelyek meghatarozott génexpresszioval, sejtes elem
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atrendezédéssel, vagy példaul sejtorganellum funkciok megvaltozasaval jarhatnak.%® A vizsgalatok
alapjat olyan valtozasok adjak, amelyek optikai uton detektalhatok, rendszerint valamilyen
szinreakciot hasznalunk a sejtek életképességének felmérésére. A vizsgalatok fizikai hattere a
Lambert-Beer térvény szerint értelmezhetd, amely a fényelnyelés azon szakaszara érvényes, ahol

az abszorbancia ¢€s a koncentracid linearisan fiiggenek egymastol:
_ Io/ _
A = logy /1 = &cl

Ahol A az abszorbancia, lo a besugarzott monokrém fény intenzitasa, | a transzmittalt fény
intenzitasa, ¢ az adott anyagi mindségre jellemzdé molaris extinkcios koefficiens (m?/mol), ¢ a mért
anyag koncentracioja (mol/dm?®) és | az elnyeld anyagban megtett fényut (kiivetta) hossza (m).>® A
kisérletek soran a sejteket megfeleld szamu és térfogatt lyukakat (well) tartalmazo, a lathaté fény
szamara attetsz6 lemezekre (plate) osztjuk ki, ahol az adott sejtvonalak szamara megfelel6
novesztési és kezelési protokollok utdn az eredményeket kiilon erre a célra fejlesztett
spektrométerek (un. plate reader) segitségével olvashatjuk le.

Az MTT (3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid) redukcios esszé az
elsd, 96-lyukt lemezre optimalizalt, nagy ateresztoképességii homogén sejtviabilitasi technika.®
Jelent6ségét a modszert felhasznald tobbezer megjelent publikacio is jol szemlélteti, amelyek
kozott jelentés mennyiségii, 1j, nanotoxicitasi tanulmany is olvashatd. Folyamatosan jelennek meg
publikaciok, amelyekben olyan nanoanyagok toxicitasat vizsgaljak MTT essz¢ segitségével, mint
példaul szerves lipid alapu hatéanyag hordozok, szervetlen szilika alapti nanorészecskék, vagy
olyan fém és fém-oxid alapu nanoanyagok mint az arany, eziist, vas, cink-oxid, vagy példaul

hafnium-oxid.%3% A vizsgalatok alapja az MTT festékmolekulak redukciojan alapul (4. abra).
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4, abra Az MTT esszé mechanizmusa

A redukci6 biokémiai hattere nem teljesen tisztazott. A ma legaltalanosabban elfogadott
elképzelés szerint NADH, vagy ahhoz hasonl6 biomolekuldk elektrontranszferén keresztiil
jatszodik le a szinreakcio, régebbi elképzelések azonban mitokondrialis aktivitishoz kototték azt. >
A redukcid soran lila szinli formazén kristalyok keletkeznek, amelyek elnyelési maximuma 570 nm
kortl van, a szin intenzitdsa pedig az ¢l sejtek mennyiségével aranyos. A vizben oldhatatlan
kristalyokat tobbnyire egyéb szerves oldoszerben (dimetil-szulfoxid, dimetil-formamid), vagy
feliiletaktiv anyagok segitségével (natrium-dodecil-szulfat) oldjuk fel, majd a kapott oldatok
elnyelését detektdljuk.%® A viabilitast ezutin egy olyan szazalékos aranyszammal jellemezziik,
amelyet a kezelt minta fényelnyelésének és egy kezeletlen kontroll minta (100%-os viabilitas)
bizonyos nevezetes, a kisérleti rendszerre allando koncentraciokat, mint példaul ICso értékeket,
amelyek azt a hatéanyag-koncentraciot jelolik, amelyek mellett a sejtviabilitas 50%-0S.

A human ¢és allati sejtvonalak tetrazolium festék redukcids esszéihez hasonldo modszerek a
kiilonbozdé baktériumok ¢€s gombdk elleni antimikrobialis anyagok vizsgalatira kifejlesztett
mikrodilicios modszerek.®® Mivel szamos mikroba torzs névekedésébél olyan telepek keletkeznek,
amelyek jelentds elnyeléssel rendelkeznek a lathatd fény tartomanyaban, a viabilitast kozvetleniil,
egyéb reakcio nélkiil is vizsgalhatjuk. A tesztek legtobbszor a mikrobdk ndvesztéséhez hasznalt
kozegben kiilonboznek, hasznalhatunk példaul folyékony agart, vagy torténeti okokbdl
,huslevesként” (broth) emlegetett médiumokat. A mikrodilucios tesztek soran altalanosan a MIC

(minimal inhibitory concentration) koncentraciok meghatarozasa a cél, amely az a legkisebb
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hatéanyag-koncentracio, amely képes a mikrobanovekedés teljes gatlasara.’® A legfrissebb
kutatasok kozott mikrodiluciés modszereket alkalmaztak réz-oxid nanorészecskék sebfertdtlenitd
képességének jellemzésére, kitozannal boritott politejsav  részecskék  antimikrobialis
hatoanyagleadasanak kutatasara, cink-oxid részecskék és antibiotikumok szinergista hatasanak
feltarasara, vagy példaul nanoeziist és természetes fenolszdrmazékok egymast erdsitd

antimikrobialis hatasanak értelmezésére. b0

A nanoanyagok ¢és €10 rendszerek kapcsolatat €s annak vizsgalatat attekintve lathato, hogy
egy nagyon Osszetett terliletrél van sz6, amely sokkal altalanosabb kihatdssal van a mindennapi
¢letre, mint azt elsére gondolnank. Habar a nanorészecskék pontos élettani hatasaira (jobbara az
el6zoknél joval Gsszetettebb) biologiai tesztek a legalkalmasabbak, a nanorészecskék biorelevans
viselkedése tilmutat az egyes tudomanyteriiletek hatdrain, az atfogd ismeretekhez pedig olyan
multidiszciplinaris kutatasok sziikségesek, amelyek tobb tudomanyteriiletet érintve igyekeznek
hidat képezni a nanotechnologiaval foglalkoz6 megannyi dgazat kozott. Mivel a nanorészecskék
kiilonleges tulajdonsagait a hatarfeliiletiik szolgéltatja, igy nem hanyagolhatjuk el a hatarfeliiletek

eredeti tudoményteriiletének, a kolloidikdnak a szemléletmod;at.

2.2. Nanorészecskék kolloidstabilitasa
2.2.1. Aggregacio

Folyadék kozegben a nanorészecskék inkoherens diszperz rendszereket képeznek.
Inkoherens diszperz rendszereknek azokat a kolloidokat nevezziik, amelyek egynemti (diszperzios)
kozegében fizikailag és kémiailag kiillonbozé (diszperz) részecskék vannak szétoszlatva. A
diszpergalt részecskék mérete alapjan beszélhetiink kolloid diszperz, és durva diszperz
rendszerekrdl. A szilard/folyadék hatarfeliilet (példaul nanorészecske kolloidok) mentén kialakulo
kolloid diszperz rendszereket szoloknak, a durva diszperz rendszereket pedig szuszpenzioknak
nevezziik.!! Klasszikus értelemben a szolokat és a szuszpenzidkat az kiilonbozteti meg egymastol,
hogy a szolok fénymikroszkoppal homogénnek tlinnek (a részecskék nagyjabol 1 és 500 nm
kozottiek), mig a szuszpenziok akar szemmel lathatoan is zavarosak (500 nm-nél nagyobb elemek
felett).!! Ezek a definiciok azonban az utébbi idSben meglehetdsen Osszemosodtak, és a
szakirodalom sok esetben szinonimakként tekint rajuk.’>"2 Ez egyfel6l koszonheté annak, hogy a
szolok és szuszpenzidk sok szempontbol hasonlitanak egymasra, ugyanakkor azt a jelenséget is

meg kell emliteniink, hogy a nanotechnoldgia multidiszciplindris volta miatt az egyes
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tudomanyteriiletek sokszor egymas ismerete nélkiil vonjak le tudomanyos kovetkeztetéseiket, ami
esetenként ,.a kerék ujrafeltaldldsdval” jar.”® A késdbbiekben igyeksziink az elnevezéseket
kovetkezetesen hasznalni, azonban a nanorészecske aggregacio targyaldsakor az aggregatumok
méretének ndvekedése miatt ezek atfedhetnek egymassal.

Mivel a foldi élethez nélkiilozhetetlen biokémiai folyamatok vizes kdzegben mennek
végbe, a nanotechnoldgia biologiai vonatkozadsai kapcsan elengedhetetlen a részecskéket
kolloidkémiai szempontbol is megvizsgalni. Ahogy ezt kordbban emlitettiik, a nanoméretii
szerkezetek nagy feliilet/térfogat aranya nagy feliileti energiaval jar.”*"® Ez a megemelkedett
energiaszint azonban termodinamikailag kedvezdtlen, igy az energiacsokkentésre iranyuld
torekvés kovetkeztében (azaz a feliilet csokkentése érdekében) a részecskék Osszetapadhatnak,
amit aggregacionak neveziink.!! Biolégiai és kornyezeti szempontbél megkiilonbdztethetjiik a

homoaggregacio és a heteroaggregacié folyamatat.

Homoaggregaciokor hasonld objektumok,
megegyez0 nanorészecskék kotddésérél beszEliink, amit laboratoriumi koriilmények kozott
viszonylag egyszeriien mérhetiink, mig a heteroaggregaci6 egy sokkal komplexebb jelenség, ami
a természetbe kikeriilé nanorészecskék esetén sokkal nagyobb jelentdséggel birhat, hiszen a kijuto
nanoszerkezetek az ott egyébként is jelenlévd, anyagi mindségiikben és morfologiajukban
kiilonboz6 nanoanyagokkal is kolcsonhatasba 1éphetnek. Az aggregatumok kialakulasanak
valoszinliségét a tapadasi koefficienssel (a) jellemezhetjiik, ahol a=1 esetén a részecskeiitkozeések
100%-a végzddik Osszetapadassal, 0=0,5 esetén viszont a talalkozasok fele, stb. Ha a tapadasi
koefficiens 1, azaz minden részecskeiitk6zés tapadassal jar, dendrimer szerkezetii aggregatumok
jonnek létre, mig alacsonyabb értékek esetén szorosabb szervezddésti aggregatumokat
tapsztalhatunk.”” Az aggregatumokat tovabb jellemezhetjiik a szerkezetiik alapjan, amire a
fraktaldimenziojukat (Dy) hasznaljuk, amely az 1 (vonal) és 3 (gomb) euklideszi dimenzidk kozotti
értéket vehet fel. A laboratoriumban jol kontrollalt homoaggregatumok altaldban kikdvetkeztethetd
fraktaltulajdonsadgokkal rendelkeznek, a kornyezetben kialakuld heteroaggregatumok azonban
rendszerint olyan természetes fraktalokat képeznek, amelyekben nehéz az aggregacids viszonyok
értelmezése.'® Mivel az aggregacié a nanorészecskék szamos tulajdonsagat befolyasolhatja, a
kolloidstabilitast kialakitod torvényszertiségek ismerete elengedhetetlen a biztonsagos felhasznalas
érdekében.

A kolloidkémia a nanorészecskék aggregiciojat, pontosabban a rendszerek

kolloidstabilitasat legaltalanosabban a megalkotoirdl (B. V. Derjaguin, L. D. Landau, E. J. W.

18



Verwey és J. T. G. Overbeek) elnevezett DLVO elmélet szerint értelmezi.”® A klasszikus DLVO
elmélet értelmében a részecskék kolloidstabilitasat két ellentétes erd viszonya hatdrozza meg; a
koztiik kialakuld van der Waals vonzo kolcsonhatasok (Vvaw) és a részecskék koriil kialakuld
szolvat burok t6ltésébodl szarmazo elektrosztatikus taszité er6k (Vesz) ereddje. A van der Waals

kolcsonhatasokat legegyszertibben (vakuumban) 1évo azonos részecskékre felirva, a

|74 = —A ?

egyenlet alapjan értelmezhetjiik, ahol A (J) az tgynevezett Hamaker allandd, a (m) a
részecskék sugara és h (m) a részecskék kozotti tavolsag.”® A Hamaker allando nagysiga a

részecskék kozott fellépd van der Waals kdlcsonhatasok erdsségével aranyos, és az
A =m?p?C

osszefliggés alapjan definialhatjuk, ahol p a részecskék darabszam koncentracija (1/m3),
C (J m®) pedig a London-féle diszperzios allandd, ami az indukalt dipélus kdlcsonhatasokhoz
kothetd.”® Az osszefiiggés masik tagjat képezd elektrosztatikus taszitast a részecskék koriil
kialakul6 elektromos kettds rétegekbdl (EDL) szarmaztathatjuk, amelyeket a kovetkez6 fejezetben

részletesebben targyaljuk:

2 ma?
VESZ = 2a J Ur dx
h

Az egyenlet az azonos gomb alaku részecskek kozotti kettds réteg kolcsonhatast irja le, ahol
h a részecskék feliiletei kozotti tavolsag és vr az egységnyi feliiletre jutd potencialis energia.’® Ezek
az erék jol lathatd modon fiiggenek a részecskék tavolsagatol, a kolloidok stabilitasanak egy

altalanos esete pedig az 5. dbran lathato potencialgorbe szerint értelmezhetd:
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1

Masodlagos potencidl gidor
3 (flokkulacié)

Potencialis energia (J)

Elgédleges potencial godor
(koagulacid)

»

Részecskék kozotti tavolsag (nm)

5. abra Kolloid rendszerek stabilitdisa a DLVO elmélet alapjan

A vonzd és taszitd erdk potencidlis energidjanak 0sszegébdl kialakulo DLVO gorbét a
kolesonhatd részecskék tavolsaganak fliggvényében &brazolva, két kiilonbozé mélységi
potencidlgddrot figyelhetiink meg, amelyeket egy lokdlis maximum vélaszt el egymastol. A
sekélyebb, lokalis minimum a reverzibilis aggregacidhoz (flokkulaciohoz) kothetd, ameddig a
mélyebb gddor az irreverzibilis aggregaciot (koagulacidt) jelenti. A hosszatavi kolloidstabilitas
akkor valdsulhat meg, ha a részecskék nem juthatnak el az irreverzibilis aggregacio
energiaszintjére, azaz a két minimum kozotti potencialgat elég magas.

A valdsagban a nanorészecskék aggregacios viselkedése sok esetben meghaladhatja a fent
bemutatott klasszikus gorbét, példaul bizonyos nagy stabilitast, polielektrolittal boritott
nanorészecskék esetén elérhetd az elsddleges minimum megsziinése, ilyenkor a részecskék kozotti
vonzas egy masodlagos minimumban sszpontosul 228! Ezeknek a komplexebb folyamatoknak a
leirasara érdemes a kiterjesztett XDLVO (extended DLVO) megkdzelitést alkalmazni. Az XDLVO
figyelembe vesz olyan kolcsonhatasokat is, mint az egyallasu elektron spinekbdl kialakuld
magneses vonzas (Vwm), a vizes kozegek hidrogénkotéseinek felszakadasabol szarmazo,
entropiagatolt hidrofob erdk (Vhr), a diszperzids kdzeg ionerdsségével 0sszefliggd ozmotikus erdk
(Vosm), illetve a részecskék feliiletére adszorbealodott molekulak altal eldidézett sztérikus taszitas

(Vszter) és a hidképzé vonzo kolcsdnhatasok (Viia).828°
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A DLVO elmélet egy meglehetésen Osszetett, €s szamos jelentds fizikai kémiai paraméter
figyelembevételével kialakitott modell, amelynek az egzakt targyaldsa hosszasabb elemzést
érdemel, mint amit a disszertdci6 korlatai megengednek. A témahoz kapcsoldddan kivald
monografidk olvashatok, mint példaul Elimelech ,Particle deposition and aggregation:
Measurement, modeling, and simulation” és Israelachvili ,,Intermolecular and surface forces”
cimi kiadvanyai, amelyek részletesen targyaljak a kiilonb6z0 paraméterek szerepét €s kisérleti
meghatarozasainak lehetdségét.’®7®

Habar a valosag sokszor Osszetettebb, az alap elmélet feltevése tovabbra is fennall:
megfeleléen erds taszitd kolcsonhatasokat kell kialakitanunk a részecskék kozott. A diszperz
részecskék megfeleld stabilitasat klasszikusan az Ostwald-Buzagh-féle kontinuitési elv szerint ugy
¢érhetjiik el, ha a részecskék feliiletén egy olyan adszorpcids réteget hozunk létre, amely minél
folytonosabb atmenetet képes létrehozni a szilard/folyadék hatarfeliileten.!! A stabilitast jelentd
hatasok szempontjabol a kialakitott adszorpcids rétegeket elektrosztatikus, sztérikus, illetve
elektrosztérikus csoportokba sorolhatjuk.

Elektrosztatikus stabilizalas esetén az adszorpciés réteg toltéssel rendelkezd
kismolekulakbdl, 6sszetett ionokbdl, illetve bizonyos esetekben polielektrolitokbol 4l1,% amelyek
toltése elektrosztatikus taszitast eredményez a részecskék kozott. Az elektrosztatikus stabilitas
kialakulasat és mérését a kovetkezd fejezetben részletesebben is targyalni fogjuk, de roviden, a
taszitds maximalizalasdnak harom f0 kritériuma van: az els6 a nagy zéta-potencial, a masodik az
alacsony ionerésség, a harmadik pedig a rendszerben 1év6 ionok alacsony értékiisége.8! Sztérikus
stabilizalas esetében a részecskék feliiletére polimereket adszorbedlunk, amelyek sajat kiterjedésiik
révén nem engedik a részecskéket tul kozel keriilni egymashoz. A hatékony sztérikus
stabilizdlasnak négy f6 feltétele van: teljes boritottsag elérése (alacsonyabb koncentraciok esetén
hidképzddéssel kell szamolnunk), erés kdlcsonhatas a polimerldncok és a részecskefeliilet kozott,
megfelelden vastag adszorpcids réteg, és a polimer megfeleld megvalasztasa, hogy a relevans
koriilmények kozott a boritas anyagi mindsége és liofilitasa biztositott maradjon.8! Végiil a kettot
0tvozo elektrosztérikus stabilizacio esetén az el6zd két csoport tulajdonsagait egyesitjiik toltéssel
rendelkezd makromolekuldk, ugynevezett polielektrolitok segitségével.

A nanorészecske diszperziok kolloidstabilitasa egy meglehetdsen Osszetett, biologiai
vonatkozasokban sem elhanyagolhatd jelenség. Az ilyen kolloidok vizsgalata napjainkban

legaltaldnosabban fényszoérds-vizsgald berendezésekkel, foként dinamikus fényszorasméréssel
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torténik. Azonban szamos kutatas alkalmaval ezeket a miiszereket nem megfeleld koriiltekintéssel

hasznaltak, ezért érdemes megismerni az alapveté mukodésiiket.

2.2.2. A dinamikus fényszorasmérés és zéta-potencial jelentésége

A dinamikus fényszérasmérés (Dynamic Light Scattering, DLS) segitségével els6ésorban
szolok ¢és szuszpenziok lebegd fazisanak méreteloszlasarol kaphatunk statisztikat, de az ezekhez a
mérésekhez hasznalt miiszerek rendszerint képesek a diszpergalt részecskék zéta-potencialjanak,
molekulatomegének, mikroreologiai tulajdonsagainak, €s egyéb jellemzdinek meghatarozasara is.

A DLS mérések alapjat két alapmegfigyelés adja. Az els6, hogy a folyadékokban talalhato
részecskék Brown mozgast végeznek, amelynek sebessége a Stokes-Einstein egyenlettel
jellemezhets®’:

kT
= Fnr

Ahol D a transzlacios diffiziés koefficiens (m?/s), k (J/K) a Boltzmann allando, T (K) az
abszolut homérséklet, # (Pa s) a kozeg dinamikus viszkozitdsa és r (m) a részecskék sugara. A
transzlacios diffuzids koefficiens 1ényegében a Brown-mozgas ,,sebességét” jelenti, D és r forditott
aranyossagabol pedig lathato, hogy a kisebb részecskék gyorsabban mozognak, mint a nagyok.

A masodik meglatas az, hogy ha az elektromagneses sugarzds akkora objektummal
talalkozik, amelynek mérete a sugarzas hullamhosszanal kisebb (Rayleigh tartomany), vagy azzal
Osszemérheté (Mie tartomany), a részecskére es6 fotonok szorddni fognak, interferenciat idézve

el

Szubmikronos részecskék esetén a fényszords jelensége a lathatdé fény
hulldmhossztartomanyaban kdnnyen vizsgélhato.

Dinamikus fényszorasmérés esetén a miszer lézerforrdsdbol beesé nyalab
intenzitasvaltozasat detektaljuk az id6 elérehaladtaval, amelynek valtozasa a szolvatalt részecskék
Brown-mozgésatodl fiigg és megadja a minta igynevezett korrelacios (hasonldsagi) fliggvényét. A
korrelacids fliggvény egy 1-bdl 0-ba csokkend fliggvény, amelynél 1 jelenti a kiindulasi pont
fényszorasaval azonos allapotot, a 0 pedig az attdl teljesen kiillonb6zdt. A Brown mozgés sebessége
(tehat a részecskeméret) meghatdrozza a korrelacids fliggvény meredekségét, a minta modalitasa
¢s diszperzitasa pedig a fliggvény alakjat modosithatja. A korrelacios fliggvény kumuléns
analizisébdl a miiszer meghatarozza a vizsgalt minta atlagos hidrodinamikai 4tmérdjét. Az atlagos

hidrodinamikai atméré a DLS alapu méretanalizis legalapvetobb és legstabilabb szamértéke, amely
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a kolloid rendszerben szolvatalodott egységek (példaul szabad részecskék és aggregatumok)
méretével aranyos®. Nanorészecske szuszpenziok esetén a primer részecskeméret ismeretében, a
két szamérték osszehasonlitdsaval informaciot nyerhetiink a rendszer aggregéaciojanak mértékérdl.

A részecskéket koriilvevo szolvat (hidrat) burkokat a folyadékkozeg olyan elemei alkotjak,
amelyek valamilyen vonzé kolcsonhatds révén megvaltozott mozgasallapottal rendelkeznek ¢és
egyitt haladnak a részecskékkel. A burok szerkezete altalanosan a diffuz kettds réteg (electrical
double layer, EDL) elmélettel irhato le, amelyet az 6. abra szemléltet.

\) Oldészer molekula '?e > : : Feliileti potencial
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Bels6 Helmholtz réteg J

Stern (kiilsé6 Helmholtz) réteg

Nyirasi sik / hidrodinamikai atméré

6. abra Az elektromos kettds réteg sematikus abrazolasa

A Kklasszikus EDL értelmezés alapjan a kettés réteg belsé felét olyan molekulak/ionok
alkotjak, amelyek valamilyen erds kolcsonhatas (foként feliileti adszorpcid) révén szorosan

kapcsolodnak a részecske hatarfeliiletéhez, a kettos réteg kiils6 részét pedig a folyadékfazis olyan
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elemei alkotjak, amelyek csak gyengébb kolcsonhatasokkal (pl. van der Waals erdk) kotodnek a
szilard hatarfeliilethez, vagy a Stern réteg alkotoelemeihez. Az Gjabb kisérleti eredmények azonban
ravilagitottak arra, hogy a pontosabb értelmezés érdekében a legtobb esetben kifinomultabb
elképzelésekre van sziikség.”® A korszerti megkozelitések a Stern réteget két alegységre valasztva
értelmezik: megkiilonboztethetjiik a belso, illetve kiilsé Helmholtz rétegeket, amelyeket a bels6
Helmholtz sik valaszt el egymastol. A belsé Helmholtz réteget a szilard felszin és a belsd
Helmbholtz sik hataroljak, és olyan molekuldkbol és ionokbdl éallnak, amelyek kémiai affinitast
mutatnak a szilard feliilet iranyaba ¢és rendszerint specifikus adszorpcid Utjan kapcsolddnak a
felszinhez, mig a kiils6 Helmholtz rétegben olyan részecskék helyezkednek el, amelyek specifikus
affinitds hidnyaban, Coulomb kdlcsonhatdsok révén vonzdédnak a felszinhez. A Stern (kiilsé
Helmholtz) sikon tul talalhato a diffiz réteg, amelyben a folyadékkozeg részecskéi mar gyengébb,
foként elektrosztatikus vonzas révén kapcsolodnak a felszinhez, a réteg hatdrat pedig nyirasi siknak
nevezziik.® Az EDL minden rétegének hataran nevezetes potencilokat definialhatunk (6. abra), a
mérhetd zéta-potencial.

A zéta-potencial ((-potencial) nagy jelentdséggel bir a nanorészecske kolloidok
stabilitasanak jellemzése soran iS. Az altalunk hasznalt mérési moédszer 1ézer-Doppler-
elektroforézis alapjan torténik, ami azzal jar, hogy a miiszer fesziiltséget kapcsol a mérendo,
kapillarisba t6ltott szuszpenziora, aminek hatasara a toltott részecskék elindulnak valamelyik polus
iranyaba.%® Amikor a részecske athalad a lézernyaldbon, akkor a mozgasabol adodé Doppler-
effektus miatt a szo6r6dd fény (a mozgas iranyatol fliggden) vords- vagy kékeltolddast szenved,
megvaltozik a frekvencidja, emiatt valtozik a szort fény intenzitdsa, amibdl meghatirozhat6 az
ugynevezett elektroforetikus mobilitds (Ue), amely az elektroforézis hatdsara mozgd részecske
sebességének (Ve) és az elektromos erdtér nagysaganak (E) a hanyadosaként definialhato. A
kisérleteink soran hasznalt miiszer az elektroforetikus mobilitasbol a Hiickel egyenlet alapjan

szamol zéta-potencilt’®8;

_2¢¢
e = 57 f(k0)

Ahol ¢ a kozeg dielektromos allanddja, { a zéta-potencial, # a kozeg viszkozitasa, f(ka)
pedig egy alakfliggd fiiggvény, amely gombszerii részecskék esetén 1-t6l 1,5-1g néhet, ahogy ka

0-bol a végtelenbe tart; xa a részecskék Debye-Hiickel paraméterének, illetve atmérdjének a
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szorzata, és az EDL részecskemérethez viszonyitott vastagsagat szemlélteti.”® Ha xa » 1, a diffuz
réteg sokkal vékonyabb, mint a részecskeatmérd, ka « 1 esetén pedig joval vastagabb. A
gyakorlatban f(xa) értékét bizonyos becslések alapjan hatarozzuk meg, példaul a kisérleti
rendszeriink vizes kozegl kisérleteihez ajanlott modszer az ugynevezett Smoluchowski kozelités,
amely a korrekcios faktor értékét 1,5-ként definialja.®® Habar a zéta-potencial egy kézzel foghato
¢s konnyen értelmezheté adat, a Ilézer-Doppler-elektroforézisen alapuldé miszerek sok
feltételezésen és egyszerlsitésen keresztiil jutnak el a C-potencial adatokig, ezért bizonyos
esetekben (példaul nem gombalaka részecskéknél) érdemes lehet az elektroforetikus mobilitas
adatokra szoritkozni.

A kolloid rendszerek elektrosztatikus stabilitasat tilnyomo részt a zéta-potencial hatarozza
meg. Minél nagyobb a C-potencidl értéke, annal nagyobb a részecskék kozott fellépd
elektrosztatikus taszitds. Habar altalanos torvényszeriségeket nem fogalmazhatunk meg, a
tapasztalatok azt mutatjak, hogy tisztan elektrosztatikusan stabilizalt rendszerek esetén a stabilitasi
hatar valahol + 30 mV koriil van; kozonséges koriilmények kozott -30 mV alatt és +30 mV felett
mondhatjuk el egy vizes kozegii rendszerr6l, hogy kolloidalisan stabil, mig ezalatt a taszitd
kolcsonhatdsok nem feltétleniil elég erdsek ahhoz, hogy a részecskék kozotti vonzd
kolesonhatasokat ellenstilyozhassak. Fontos figyelembe venni azonban, hogy ez pusztan egy
altalanos megfigyeléseken alapuld koncepcid és szamos olyan rendszer létezik, amely ezalatt az
elméleti hatar alatt is erételjes stabilitast mutat.*

A DLS kisérletek latszolagos egyszeriisége miatt a modszer egyre elterjedtebb a nano-bio
kutatasokban, azonban megfeleld szemléletmdd hianydban a legtobb esetben csak igazolo jellegi,
kiragadott mérési adatok kozlésére hasznaljak.®* A mai napig rendszeres probléma, hogy a
tanulmanyok primer részecskeméret meghatarozasra hasznaljak a DLS eredményeket, amelyet a
korrelacios fliggvények analizisébdl szarmazd méreteloszlasi diagramok (PSD - particle size
distribution) valamelyikének onkényes bemutatisival igazoljak.”>®® Habar egy nagyfokt
stabilitdst és monodiszperzitast mutatdé minta esetében ezek a PSD-k valdoban hasonld
eredményeket mutatnak a primer részecskék méretével, az esetek jelentds részében ezek a
tulajdonsagok eltérnek az idedlistol. Erdsen polidiszperz, illetve nagyfoka aggregaltsagot mutato
mintadk esetén ezek a diagramok pontatlanok lehetnek, vagy akér teljesen fals eredményeket

mutathatnak.®” Az ezekhez hasonld félreértések elkeriilése érdekében fontos a dinamikus
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fényszoras alapjainak ismerete, és a modszer elonyeinek ¢és korlatjainak figyelembevétele a

hatarterileti kutatasok soran.

2.3. Eziist nanorészecskék
2.3.1. Eziist nanorészecskék jelentosége és eloallitasa

Az orvosbiologiai kutatasok szempontjabodl az eziist nanorészecskék talan a legnagyobb
jelentdségli szervetlen nanoszerkezetek. Ez annak kdszonhetd, hogy a nanoeziist kiilonleges optikai
¢s elektromos tulajdonséagai, valamint katalitikus hatdsa mellett kivaldo antimikrobidlis és
citotoxikus aktivitassal is bir.*1% Ez tobbek kozott annak koszonhetd, hogy a 2.1.2.-es fejezetben
bemutatott bioldgiai kdlcsonhatas-csoportok mindegyike megvalosul, emiatt nem, vagy csak igen
specialis esetekben tud valos rezisztencia kialakulni az eziist nanorészecskékkel szemben.

Az eziist nanorészecskék hatdsmechanizmusainak legaltaldnosabban taglalt metédusa az
ugynevezett ,, Trojai falo” mechanizmus, amelynek értelmében a nanorészecskéket hordozoknak
tekintjiik, és a feliileti oxidacio révén levald eziist ionok (Ag'), mint hatdanyagok hatésait
tapasztaltuk. Az Ag* ionok antibakterialis hatasa mogott alloé okok egyike, hogy nagy affinitassal
tudnak kotddni foszfat, karboxil, amino ¢és szulthidril csoportokhoz, igy szamos fontos
makromolekulaval (pl. nukleinsavakkal, fehérjékkel) képesek kolcsdnhatasba 1épni.l®t Mas
kutatasok szerint az eziist ionok képesek a sejtmembranokkal elektrosztatikus kolcsonhatasba
lépni, amely soran depolarizaljdk azokat, H* szivargast eredményezve.!® Az ion kioldodis
harmadik kovetkezménye egytttal atvezet a feliilet altal katalizalt kémiai reakciok targykorébe,
ugyanis a bioldgiai rendszerekben felgyiilemlé Ag" bizonyitottan ROS termel$ folyamatokat
indukalnak, oxidativ stresszt idézve €l8.19 Ez azonban nem csak eziist ionok eredményeként johet
1étre, hiszen kutatasi eredmények alapjan elmondhato, hogy a szinglet oxigén keletkezését olyan
faktorok is befolyasoljak, mint a részecskék alakja, aminek a hatterében a morfologiat kialakito
eltérd kristalyszerkezetek allnak.'% Ezek jellemzésére egy, a kristalytanban hasznalt jeldlésmodot,
a Miller-indexeket hasznalunk, melynek segitségével a haromdimenzids racssik-seregeket
szdmharmasokkal jellemezhetjiik, az indexek értékeit pedig az elemi cellaban elhelyezkedd atomok
helyzete hatarozza meg. A 7. abran szemléltetésként néhany, a nanoeziistre jellemz6 részecskealak
lathato, amelyekben a hozzajuk tartozé Miller-indexeket kiilonbozé szinek jelolik.’®® Erdemes
tovabba megjegyezni, hogy ezek az alakzatok idealizéltak és a valdésagban kialakulo részecskék
rendszerint eltérnek ezektdl, az eltérések legtobbszor lapilleszkedési pontokban és hibahelyeken

alakulnak ki.106
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7. abra Eziistre jellemz6 kristalyracsok és részecskealakok

A kiilonbozo alakt és méretii nanorészecskék eltérd aranyokban tartalmaznak kis és nagy
atomsiiriiségli elemi cellakbol felépiil6 kristalyszakaszokat, amelyek eltéré biologiai aktivitassal
rendelkeznek. A gdmboket, palcikakat és haromszogeket felépitd sikseregek koziil a nagy
atomsiiriségli elemi celldk esetén, mint példaul az (111) Miller-indexii racsok, nagyobb aktivitasra
szamithatunk, mint az alacsonyabb atomsiirtiségi (100), vagy (110) esetén.!® Az alakon tul
tovabba meg kell emliteniink a részecskék méretének szerepét, €s azt az altaldnosan elfogadott
nézetet, hogy a részecskeméret csokkenésével n6 a toxicitas, amit fajlagos feliilet novekedésével
magyarazhatunk.56108
birnak, amelyekhez jelen tudasunk szerint nem kotédnek egyéb kémiai reakciok, a toxicitas pusztan
a nano-hatarfeliiletek és sejtorganellumok kolcsonhatasanak eredménye. Ezek a folyamatok
alkotjdk az induktiv toxicitdsi mechanizmusok csoportjat. Induktiv toxicitds esetén a
nanorészecskék organellumokra torténd adhézidja befolyasolhatja a szervecskék alakjat, destruktiv
mechanizmusokat 1idézve el6. A legjelentdsebb induktiv nanoeziist kolcsonhatds a
mitokondriummal alakul ki, amelyet patkdny majtél emberi tiidéig kimutattak mar.29%110 Az
adhézi6 eredményeként megvaltozik a mitokondriumok Ca?" permeabilitdsa, amely a citoszkeleton
atalakulasahoz, szélsdséges esetben pedig sejthalalhoz vezet. A mitokondriumon til az eziist

nanorészecskék bizonyos membranfehérjék internalizacidjat is el6idézhetik, amit példaul a
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magzati umbilikalis véna CD144-es cadherin fehérjéje kapcsan mutattak ki, amely a sejtek kozotti
1

Az utolsod csoportot képviseld, feliileti adszorpcids reakciok kapesan tjfent megemlithetjiik
a feliileti stabilizaloszerek szerepét, ezek ugyanis mddosithatjak az elektrosztatikus vonzas altal
kialakulo induktiv toxicitasi folyamatokat.''! Tovabb4 ide sorolhatjuk a koronaképzédést, amely
specifikus, ,ujjlenyomat-szerii” jellege miatt az eziist nanorészecskékre adott bioldgiai
vélaszreakciokat is befolyasolhatja. 12113

A nanoeziist erds, altalanos toxicitasat jol szemlélteti, hogy a mai napig csak elszdérva
talalkozhatunk olyan tudomanyos publikaciokkal, amelyek eziistre rezisztens mikrobakat
mutatnanak be. Eziist rezisztenciat olyan esetekben mutattak ki, mint példaul egy
Pseudomonas stutzen torzs esetén, amelyet eziistbanyaban talaltak ¢s a természetes €léhelye miatt

valt rezisztensé az eziist ionok jelenlétére.l!

A Kkifejezetten nanorészecske elleni
ellenalloképességre is kevés példa all rendelkezésre. Azonositottak egy Pseudomonas aeruginosa
¢s par Escherichia coli torzset is, amelyek ismételt érintkezés utan nanorészecske aggregacio
indukalasa altal tudtak rezisztenciat kialakitani.!'®> Az aggregacié hatterében a baktériumok
ostorainak felépitésében résztvevd, globularis flagellin fehérje termelédése allt, amelyek a
részecskék feliiletére tapadtak erds feliileti adhézid révén és aggregaciot idézetek elé. Ez a hatas
azonban a flagellin termelddés gatlasaval megsziintethetonek bizonyult.

A fentiekben bemutatott, valtozatos hatasmechanizmusoknak koészonhetéen napjainkban
mar szamos egészségiigyi alkalmazas kozkedvelt elemei az eziist nanorészecskék. Talalkozhatunk
veliik antimikrobialis és rakterapias szerek hatoanyagaiként,1®12 illetve szerepiik van az orvosi
analitika és képalkotas teriiletein is.'?2123 A megfelelé hatékonysag elérésének, és a rezisztencia
elkeriilésének érdekében azonban specidlisan a konkrét feladatra alakitott eziist nanorészecskék
szintézisére van sziikség.

Az eziist nanorészecskék szintézisekor az egyéb nanoméretli szerkezetek eldallitdsanal
altalanosan elfogadott megkozelitések érvényesiilnek. Ezeket a megkdzelitéseket a szemcseméret-
csokkentésén alapuld top-down (feliilr6l-lefelé), illetve a kisebb alkotokbol épitkezé bottom-up
(alulrél-felfelé) modszerek csoportjaba soroljuk.® A top-down szintézisek alatt rendszerint olyan
folyamatokat értiink, amelyek valamilyen fizikai er6t (mechanikai, ho, elektromos Kkisiilés,
elektromégneses sugarzas, plazma) felhasznalva csokkentik a szemcseméretet a tombfazistol a

nano mérettartomanyig.}91?4-126 Ezeknek a modszereknek altalanos elénye, hogy tdbbnyire
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gyorsan ¢és alacsony anyagigénnyel készithetiink nanorészecskéket, hatranyuk azonban a nagy
energiaigény, magas polidiszperzitas és alacsony hozam. A bottom-up eljarasok ezzel szemben

olyan valtozatos, tobbnyire kémiai és bioldgiai szintézismddszerek, amelyek molekuléris, atomi

crer

részecskéket, jollehet magasabb anyagigénnyel.*?’

Habar a szakirodalomban taldlhatunk leirdsokat gazfazisu depozicion alapuld, vagy akar
szilard fazisu, érléssel fabrikalt bottom-up nanorészecskékrol, 126128 a publikaciok tilnyomo része
folyadékfazisu recepteket mutatnak be. A nanoeziist folyadékfazisu szintézismodszereinek
hatékonysagat négy f6 komponens anyagi mindsége és aranya hatdrozza meg. Fontos az eziist
forras megvalasztasa, amely rendszerint valamilyen so, tovabba sziikség van megfeleld redukald
és stabilizald szerekre, illetve a megfeleld oldoszer megvalasztasara.'?® A szintézis sikerességének
(megfelel6 diszperzitas) alapja a megfeleld nukleacios kinetika. A nukleaciot (magképzédést) az
oldatban 1év6é Ag® atomok id6fiiggé koncentracidja hatarozza meg, amely két ellentétes folyamat
véltozasanak eredménye: az eziist ionok redukcidja noveli az Ag® koncentraciot, a nanorészecske
képzddés pedig csokkenti azt.1° A tapasztalatok szerint a prekurzor enyhe feleslege a részecskék

ey ¢ 131
Az eziist prekurzor, és redukalészer altal meghatarozott Ag® kinetikan tul a stabilizaloszerek is
hatassal lehetnek a reakcidk sikerességére, hiszen ezek feliileti adszorpcidja befolyéasolhatja a
jelenséget szamos stabilizaloszernél megfigyelhetjiik, mint példaul az elektrosztatikus stabilizacio
eléidézésére legaltalanosabban hasznalt citrat csoportok, illetve a nagy biokompatibilitast és erds
sztérikus stabilizidciot biztositd polivinil-pirrolidon esetén is. 106132

A bottom-up kémiai szintézisek tilnyomo tobbsége négy megkozelités valamelyikébe
sorolhato: ezek a Turkevich (citrat) modszerek, natrium-bor-hidrides redukcios modszerek, Tollens
(eziisttiikor) reakciok és poliol modszerek. A Turkevich modszerek olyan AgNOs redukcios
reakciok, ahol trindtrium-citratot hasznalunk stabilizalé és redukaldszerként egyarant. 313 Annak
ellenére, hogy ezek a legrégebben kifejlesztett modszerek eziist nanorészecske gyartasra, a mai
napig eldszeretettel hasznaljuk 6ket egyszertiségiik miatt. A bor-hidrides redukciok alapja, hogy a
NaBHs redukaloképessége sokszorosa a citraténak, igy jobban kontrollalhaté a kialakuld
részecskék mérete és morfologidja.l® %" Ennek koszonhetden napjainkban ezek a modszerek a

legelterjedtebb kémiai nanoeziist szintézismodszerek. Az eziisttiikor reakciok soran AgNO3 helyett

29



Tollens reagenst (Ag(NH3).OH) hasznalunk eziist forrasként valamilyen formil-csoportot
tartalmazé redukaldszer ellenében (pl. redukdld cukrok). Ugyan ezek a mddszerek nem annyira
népszertiek, mint az eziist-nitratot alkalmazé reakciok, nagyon érdekes szintézis utakat nyitnak
csoportként meg kell emliteniink a poliol modszereket, amelyek soran tobb hidroxil-csoportot
tartalmazé szerves vegyiiletek (polimerek, cukoralkoholok) redukdlo és stabilizaloszerként valod
felhaszndldsdval alakitunk ki preciz morfologiaval rendelkezd részecskéket. 38139

A kémiai modszerek alapelveit alkalmazd biologiai szintézis eljarasok egy hatalmas
teriiletet magaba foglalé csoport, amelynek alapvetd kritériuma, hogy a reakcidkban hasznalt
redukalo-, és stabilizaloszerek biologiai eredetiick legyenek.’® Kémiai szempontbdl ezek a
bioldgiai reaktansok tobbnyire aminosavak, cukrok, fenolszarmazékok, flavonoidok, vagy
terpének. 2140142 A szintézisek soran ezeket felhasznalhatjuk passziv médon, kiilonbdzd novényi
¢s mikrobidlis extraktumok kinyerése €s laboratoriumi felhasznaldsa révén,181143-146 da akar é16
ndvényi és mikrobialis rendszerek aktiv folyamatait kihasznélva is szintetizalhatunk nanoméretii
eziistot 120128141

A nanorészecskéket tanulmanyoz6 kutatasok elengedhetetlen 1épése a részecskék alapvetd
tulajdonsagainak megismerése annak érdekben, hogy a felhasznalasuk soran tapasztalt
eredményeket értelmezhessiik. Habar a nanorészecskék jellemzésére szolgdlo modszerek tarhaza
rengeteg lehetdséget kinal, a szakirodalom alapjan az eziist nanorészecskék esetében ezek koziil
kimagaslo jelentdséggel birnak a transzmisszids elektronmikroszkdpos, és az ultraibolya-lathato
fény spektroszkopids vizsgalatok. A kovetkezd fejezetekben ezen modszerek bemutatésa, és eziist

nanorészecskékre vonatkozo relevancidja keriil targyalasra.

2.3.2. Eziist nanorészecskék jellemzése
2.3.2.1. Méret és Morfologia — A Transzmisszios elektron mikroszkopia és jelentosége

Az eziist nanorészecskék elonyds tulajdonsagait a részecskék mérete, alakja ¢€s
kristalyszerkezete nagymértékben befolyasolja. Ezeknek a tulajdonsagoknak a vizsgalata soran a
nanotechnologidban hasznalt szamos eszkoz koziil a transzmisszids elektronmikroszkéopia (TEM)
az egyik legelterjedtebb, hiszen mindharom paraméter egyidében és nagy pontossaggal
jellemezhetd. A transzmisszios elektronmikroszkdpok olyan, a hagyomanyos fénymikroszkdpia

elveivel analég eszkdzok, amelyek fény helyett elektronsugarat hasznalnak anyagvizsgalatra.'*’
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Rendkiviil sokoldala, nagy nagyitast és felbontast biztosito miiszerek, melyekkel akar atomi
I1éptéki felvételeket készithetiink. A méreten és morfoldgian tul pontos informacidkat kaphatunk
példaul a részecskék felszinén megjelentd kristalyszerkezetekrdl, ami azért jelentds, mert az eziist
nanorészecskék élein szorosabb racsba rendez6dott (magasabb Miller indexii) régiokbdl konnyebb
az eziist ion kioldodasa, mint a lapokon.}*1%° Az eddig emlitett morfoldgiai vizsgalatok mellett a
TEM ¢élettudoményi jelentdséggel is bir, amelyet a nanotechnoldgiaban is felhaszndlhatunk,
példaul nanorészecske korondk vizsgélatira, vagy bizonyos sejtes koOlcsOnhatasok vizualis
reprezentalaciojara.t>0152

A nanotechnologidhoz kot6dé képalkotd technikak értelemszeriien torekednek a minél
nagyobb nagyitas elérésére. Mikroszkopos felvételek esetén azt a legkisebb fizikalis tavolsagot,
amit még kiilon képpontokként tudunk értelmezni, feloldoképességnek nevezziik, és az

Abbe-torvény irja le'®:

A
=061 —

d =061
nsina NA

Ahol d a feloldoképesség, 4 a képalkotashoz hasznalt sugarzas hullamhossza, n sin a pedig
a numerikus apertira (NA). Mivel a feloldoképesség és a sugarzas hullamhossza egyenesen
aranyosak egymassal, minél kisebb a felhasznalt sugar hullimhossza, annal kisebb tavolsagokat
tudunk elkiiloniteni a mikroszkopos képeken. Anyaghullamok —igy az elektronok— esetén a hullam
energiajanak ¢és hullamhosszanak viszonyat a de Broglie altal kiterjesztett Planck-Einstein egyenlet

jellemzit®:

!

p=hv'=~

Ahol p az anyaghullam részecskéjének impulzusa, h a Planck allando, és v'=1/4 a

hullamszam. Az Osszefiiggésekbol kovetkezik, hogy elektronmikroszkopos képalkotas soran a

crer

gyorsitofesziiltséggel nagysagrendekkel meghaladhatjuk az optikai mikroszkopok hatérait.
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Optikai tengely
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Objektiv lencse

Hatso6 fokuszsik
(diffrakeciosik)

8. abra Transzmisszids és elektrondiffrakcios leképezések szemléltetése

Habar az elektronmikroszkopos technikak esetében szamos elektron-anyag kolcsonhatas
megfigyelése lehetséges, a gyakorlatban legelterjedtebb eljarasok a transzmittalt (ateresztett) és
diffraktalt (elhajlott) elektronok segitségével szolgaltatnak informaciokat (8. abra). Klasszikus
képalkotas sordn a transzmittalt (és kis szogben diffraktalt) elektronok segitségével vetiileti képeket
készithetiink a mikroszkop képsikjardl, amelyek alapjan a vizsgalt objektumok mérete, alakja,
illetve kristalyos anyagok nagy felbontasu leképezése esetén, a kristalysikjai is megjelenithet6vé
valnak.

Elektrondiffrakcidos (ED) modban a mikroszkop hatsé fokuszsikja (diffrakcidsikja) keriil
leképezésre, ahol a vizsgalt anyagok kristalyszerkezetérdl nyerhetiink informaciokat. A kristalyos
anyagok racssikjainak meghatarozott geometridja meghatarozott szogben tériti el a beérkezo
elektronokat, amelyek az elektrondiffrakcios felvétel kozéppontjatol meghatarozott tavolsagra 1€vo
koncentrikus koroket (polikristalyos anyag), illetve pontcsoportokat (egykristdlyos anyag)
alkotnak. Egy elektrondiffrakcios felvételbél a mintakra jellemzé racstavolsagok kiszamithatok a
megjelend pontok kozépponttol mért tavolsagainak reciprokabol. A kristalyszerkezet
meghatarozasa egyfeldl az anyagi mindségrél adhat tantbizonysagot, masrészrdél pedig a

kiilonboz6 Miller-indexszel jelolt racsok meghatarozasa is lehetségessé valik.
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2.3.2.2. Feliileti plazmon rezonancia — Az ultraibolya-ldthato spektroszkopia jelentosége

Bizonyos nemesfém nanorészecskék (pl. Cu, Ag, Au) kiilonleges optikai tulajdonsagokkal
rendelkeznek, amelyeket az anyagok szinének 4ltalanos indoklasaul szolgdldo kromofor
csoportokkal nem lehet megmagyarazni. A tapasztalatok magyaréazata a részecskéket alkotd fémek
elektronszerkezetében keresendd, és a mogottes jelenséget feliileti plazmon rezonancidanak
(SPR, surface plasmon resonance) nevezziik.'>® A SPR jelenség egy meglehetésen bonyolult

részecskefizikai folyamat, az alapjai azonban klasszikus fizikai megkdzelitésekkel is jol

szemléltethetok.
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9. abra Fémréacs (balra) és a feliileti plazmon rezonancia kialakuldsa (jobbra)

A feliileti plazmon rezonancia klasszikus fizikai magyarazatat az 9. dbra mutatja be. Mint
ismeretes, a fémracs racspontjaiban fém atomtorzsek helyezkednek el, mig a vegyérték elektronok
delokalizalodnak, ezzel biztositva a fémek elektromos vezetoképességét. Ezek az elektronok
egyfajta plazmaszeri allapotban vannak, ¢és megfelelé6 hullamhosszisagu elektromagneses
sugérzassal (pontosabban annak elektromos terével, E) a feliileten 1év0 elektronok oszcillald
mozgasra birhatok. A kialakuld elektron oszcillacio sajat elektromos erdteret general a gerjesztd
sugaréval ellentétes fazisban (Ere;). Ezeket az elektron oszcilldtorokat nevezziik feliileti
plazmonoknak; a plazmon az elektron oszcillacié egysége, hasonldéan ahhoz, ahogy az
elektromégneses sugarzasé a foton. Nanorészecskék esetén a méretcsokkenésbdl adodoan a feliileti
plazmonok ¢és az altaluk eldidézett elektromos erdtér mérete (€s ezaltal energidja) is lecsokken, ami
miatt mar lathatd fénnyel is gerjeszthetové valnak, valtozatos szineket kolcsondzve a

nanorészecskéknek.1°°
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A nemesfém nanorészecskék feliileti plazmon rezonancidjanak vizsgalatara szolgald
legegyszeriibb modszer az ultraibolya-lathatd (UV-Vis) spektroszkdpia, ugyanis a részecskék jol
diszpergalt, stabil szoljainak fényelnyelése karakterisztikus abszorpcios spektrumot eredményez.
Az elnyelési spektrumok cstucsainak pozicidja és sz€élessége fligg a részecskék anyagi min0dségétol,
méretétdl, diszperzitasatél ¢és alakjatol is. Az SPR nagymértékben hangolhatdo ezeknek a
tulajdonsagoknak a mddositasaval, eziist nanorészecskék segitségével példaul a lathatd spektrum
valamennyi szine létrehozhatd kiillonboz0 méretli és alaka részecskék keverékének kolloid
oldataib6].*®’

Az eziist nanorészecskék kutatisa soran az SPR spektrumok vizsgalata elsddlegesen
bizonyitja egy szintézis sikerességét, az elnyelési csucsok megjelenése €s intenzitasuk emelkedése
aranyos a keletkezd részecskék mennyiségével.1®® Az anyagi mindségen tiil a spektrumok utalnak
a részecskék alakjara is; a gomb alaki nanorészecskék elnyelése rendszerint egy 400 nm-eSs
csucsban Osszpontosul, a haromszog alakuak elnyelése egy szélesebb régidban, valahol 500 ¢és
1000 nm kozott helyezkedik el,'**1° mig a palcika alaku részecskék (és bizonyos esetekben a Kis
aggregatumok) mindkét régioban egyszerre mutatnak elnyelést.}3#1%0 Az SPR megvaltozhat a
részecskék kornyezetének hatdsara is, a feliiletre adszorbedl6do anyagok, illetve a szintézisek sordn
hasznalt stabilizaloszerek is hatassal vannak a részecskék elnyelésére. >

A nanoeziist feliileti plazmon rezonanciaja azonban nem pusztan egy beazonositdsra
alkalmas tulajdonsag, hanem egy aktiv, analitikai jelentdséggel bird jelenség. Az eziist
nanorészecskék SPR aktivitdsa miatt jelentdségiik van a feliileterdsitett Raman spektroszkopiaban
(SERS — surface enhanced Raman spectroscopy) mint jelerésit6 anyagok, vagy hasznalhatjuk 6ket
iondeszorpciés  komponensekként  nanoanyag-asszisztalt  1ézer  deszorpcids/ionizéacids
(NALDI - Nanostructure-Assisted Laser Desorption/lonization) vizsgalatok soran.®”!6! Végezetiil
érdemes megemliteni, hogy a feliileti plazmon rezonancia eldsegiti az gy nevezett ,forrd
elektronok” megjelenését. Ezek olyan, nagy kinetikus energidval rendelkezd elektronok,
amelyeknek jelentdsége lehet a napenergia hasznositasaban, illetve kolcsonhatasba léphetnek a
feliiletre adszorbealddott molekulakkal is, igy biologiai szempontbdl jelentds, fotokatalitikus

aktivitast indukalhatnak 162163
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3. CELKITUZES

Kiilonleges bioldgiai aktivitasuknak kdszonhetden, az eziist nanorészecskék a nanoméretti
szerkezetek eldallitasanak és kutatdsanak egyik kozponti szerepldje. A mindennapi életben
fellelhet6k példdul mint kozmetikumok, haztartadsi eszkozok, textilek, élelmiszer-csomagolok,
antimikrobialis szerek alkotoelemei. Habar a nanoeziist elsddleges hatasmechanizmusaval sok
jelentés befolyasa lehet a biologiai aktivitasra, tovabba pont azok az alapvetd paraméterek
befolyasoljak a legjobban (mint a részecskeméret és a feliileti stabilizaloszerek), amelyek a
bio-nano kutatasok soran a legnagyobb figyelmet kapjak. Mindezeken feliil a biologiai rendszerek
messze nem idedlisak az ezilist nanorészecskék kolloidstabilitdsanak szempontjabdl, hiszen a
valtozatos pH, elektrolit és makromolekularis Osszetétel és koncentracioviszonyok mellett a
részecskéken valtozatos feliileti kolcsonhatasok jatszodhatnak le.

Kutatdémunkam kezdetén célul tliztiik ki, hogy az eziist nanorészecske szintézis kiilonb6zo
paramétereinek kolloidstabilitdsra gyakorolt hatasat bioldgiailag relevans koriilmények kozott
tanulmanyozzuk, tovabba hogy megvizsgaljuk a részecskeaggregatumok kozvetlen in vitro
bioldgiai hatasat is. Ez a multidiszciplinaris kutatds a kémia, anyagtudomany és sejtbiologia
eszkozeivel élve probal egyfajta hidat képezni a kiilonbo6z6 teriiletek kozott, egy atfogd képet adva
a nanorészecske-aggregacio biologiai jelentdségérol.

A doktori munkam céljai a kovetkezOk voltak:

e Hérom kiilonb6z6 méretl, citrat csoportokkal elektrosztatikusan stabilizélt, tovabba
a legkisebbel azonos méretli, sztérikusan (polivinil-pirrolidonnal) és
elektrosztérikusan (z6ld tedval) stabilizalt eziist nanorészecske mintak szintézise és
karakterizalasa.

e A részecskék aggregacios viselkedésének tanulmanyozasa bioldgiailag jelentds pH
viszonyok, kiilonféle natrium-klorid, glilkoz és glutamin koncentraciok mellett,
illetve sejtmédium alkotok jelenlétében.

e Az aggregacids vizsgalatok eredményeit felhasznalva az aggregatum képzdodés
kozvetlen toxicitasra gyakorolt hatasanak modellezése in vitro citotoxicitasi és

antimikrobidlis tesztek segitségével.
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4. KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Eziist nanorészecskék szintézise

A kovetkez6 fejezetekben 6t kiillonb6zd eziist nanorészecske minta szintézise €s jellemzése
keriil targyaldsra. Habar a mintak elnevezése eldrevetiti a részecskék bizonyos tulajdonsagait, az

atlathatosag érdekében célszeri a jeloléseiket eldre bevezetni.

Minta Rovidités
Citrat csoportokkal stabilizalt, atlagosan 10 nm atméroji eziist

csoport g d AgNP@C1o
nanorészecskék
Citrat csoportokkal stabilizalt, atlagosan 20 nm atméroji eziist

esoporte g d AgNP@C2o
nanorészecskék
Citrat csoportokkal stabilizalt, atlagosan 50 nm atméroji eziist

esoport g d AgNP@Cso
nanorészecskék
Polivinil-pirrolidonnal stabilizalt, atlagosan 10 nm atmér6ju eziist

I pITro g J AgNP@PVP1o
nanorészecskék
Z01d tea kivonattal stabilizalt, atlagosan 10 nm atmér6ju eziist

, : £ J AgNP@GT1o
nanorészecskék

1. tablazat A szintetizalt ezlist nanorészecske mintak roviditései

Az elkészitett mintdk segitségével lehetdséglink adodott az eziist nanorészecskék
viselkedésének tanulméanyozasara ¢letszerli korilmények kozott oly moddon, hogy a
részecskeméret, és a stabilizald6 mechanizmus (elektrosztatikus, sztérikus elektrosztérikus) erre
gyakorolt hatasat is tanulmanyozhassuk.

A részecskék szintéziséhez hasznalt vegyszereket, mint eziist-nitrat (AgNO3), natrium-borhidrid
(NaBHa), trinatrium-citrat dihidrat (NasCsHsO7 x 2H20), illetve polivinil-pirrolidon (PVP, atlagos
molekulatomeg: 40 kDa), a Sigma-Aldrich Kft-n keresztiil szereztiik be, a felhasznalt zold tea

pedig Twinings (R. Twining & Company Ltd.) markaju volt.

4.1.1. Citrat csoportokkal stabilizalt nanorészecskék eldallitasa és novesztése

A citrat csoportokkal stabilizalt, kiilonb6z0 méretli eziist nanorészecskéket tobb, egymast
kovetd 1épésben allitottuk eld. A legkisebb részecskéket eziist-nitrat kémiai redukcidjaval, a

nagyobb részecskéket pedig magndvesztéses modszerrel szintetizaltuk.
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A legkisebb részecskék (AgNP@Cio) szintéziséhez el6szor 75 mL 9 mM-0s trinatrium-citrat vizes
oldatat készitettiink el, majd ezt 70 °C-ra melegitettiik. Ehhez 2 mL 1 w/v%-0s AgNO3 oldatot
adtunk, majd 2 mL 0,1 w/v%-os frissen elkészitett NaBH4 oldatot csepegtettiink. A kialakult
aranybarna szuszpenziot egy oOran at kevertettik 70 °C-on, majd hagytuk magatol
szobahOmeérsékletre lehiilni. Ez a minta szolgalt a kovetkezd 1épés alapjaul.

A magndvesztéses 1€pés soran 90 mL 7,6 mM-os citrat oldathoz 10 mL AgNP@Cio
részecskéket tartalmazo szolt adtunk 80 °C-on, majd ehhez a reakcidelegyhez 2 mL 1 w/v%-0S
ezlist-nitrat oldatot adtunk és egy oran at kevertettiik ezen a homérsékleten, amely a kozépso
mérettartomanyt nanoeziist képzédéséhez vezetett (AgNP@Cao).

Végiil a legnagyobb részecskék (AgNP@Cso) szintéziséhez az el6z6 novesztéses 1épést
ismételtiik annyi eltéréssel, hogy a 10 mL eziist szuszpenzié nem a legkisebb, hanem a masodik
1épésben novesztett részecskéket tartalmazta.

A mintak elkésziiltével, 1 napon keresztiil celluloz membran segitségével dializaltuk a

Y

crer

felhasznalasig 4 °C-on taroltuk Oket.

4.1.2. Polivinil-pirrolidonnal stabilizalt nanorészecskék eléallitasa

A polivinil-pirrolidonnal stabilizalt részecskék (AgNP@PVP1g) szintézisét az el6zo
fejezetben ismertetett kémiai redukcios reakcié modositasaval készitettiik. A polimer 0,17 g-jat 95
mL ioncserélt vizben feloldottuk, majd 70 °C-on ehhez adtuk a 2 mL 1 w/v%-0s AgNOs oldatot,
illetve a 2 mL 0,1 w/v%-os, friss NaBH4 oldatot, majd 1 6ran at kevertettiik a reakcioelegyet ezen
a hoémérsékleten. Az eredményiil kapott aranybarna szuszpenzidt dializaltuk, 150 ppm

koncentraciora igazitottuk, majd 4 °C-on taroltuk a kisérletek kezdetéig.

4.1.3. Zold teaval stabilizalt eziist nanorészecskék eloallitasa

Ebben a zold szintézisben a zold tea egyszerre viselkedett stabilizalo-, és redukaloszerként
IS. Szaritott és apritott zold tea levelek 2 g-jabol 100 mL ioncserélt vizzel extraktumot készitettiink
20 perces kevertetés mellett 80 °C-on, majd a teat egy 0,45 pum pdrusméretli nylon membran

segitségével atsziirtik.
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A nanorészecskéket (AgNP@GT1o) az igy készitett extraktum és 0,1 M-0s AgNOs oldat
2:1 térfogatardnyi Osszekeverésével készitettiik szobahdmérsékleten. A 24 oras kevertetés

crer

150 ppm-re allitottuk, majd felhasznalasig 4 °C-on taroltuk.

4.2. Részecskék karakterizalasa

A szintézisek sikerességét transzmisszids elektronmikroszkopiaval vizsgéltuk egy FEI
Tecnai G2 20 X-Twin mikroszkop segitségével, 200 kV-os gyorsitofesziiltség mellett. A mintakat
200 mesh racsméretli amorf szén hartyas réz rostélyokra (gridekre) cseppentettiik, majd ezekrol
reprezentativ elektronmikroszkopos felvétel kiértékelésével jellemeztiik, a kristalyszerkezetiiket
(és ezaltal Osszetételiiket) elektrondiffrakcids felvételekkel vizsgaltuk. A részecskék anyagi
mindségére tovabbi bizonyitékokat szereztiink a feliileti plazmon rezonancidjukbol szarmazé
karakterisztikus elnyelési UV-Vis spektrumaik segitségével, amelyeket egy Ocean Optics 355 DH-
2000-BAL UV-Vis spektrofotométer segitségével mértiink meg.

A primer nanorészecskék tulajdonsdgain til, a kapott kolloid rendszerek kiindulasi
stabilitasat is jellemeztiik dinamikus fényszorasmérés és zéta-potencidl meghatarozas segitségével,

egy Malvern Zetasizer Nano ZS miiszer hasznalataval.
4.3. Aggregacios vizsgalatok

Az ezlist nanorészecske mintdk kolloidstabilitasanak jellemzését harom tényezd
valtozasanak megfigyelésével végeztiik el: a mintdk atlagos hidrodinamikai atmérdjének, illetve
zéta-potencialjanak valtozasat, tovabba a részecskék karakterisztikus fényelnyelési cstucsainak
véltozasa informdacidkat szolgéltatott az aggregacido mértékére, feliileti reakciokra és bizonyos
esetekben a nanorészecskék kémiai stabilitasanak valtozasara is. A méréseket 5 mL térfogatu
mintdkban végeztiik, amelyekben kialakitottuk az adott mérési koriilményeket, a nanorészecskéket
pedig 10 ppm koriili koncentraciora allitottuk, ahol az UV-Vis abszorbancia 1 kozeli értéket vett
fel. Tlyen korilmények kozott azok a faktorok, melyek hatasait vizsgalni kivantuk,
nagysagrendekkel nagyobb koncentraciokban voltak jelen, mint a részecskék, ahogy ez egy valos
szitudcidban is torténne.

A kisérletek soran hasznalt biologiai szempontbdl jelentds koriilmények az alabbi

tablazatban lathatok:
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Koriilmény Mennyiség

pH 35,7219
NacCl koncentracié (mM) 10; 50; 150
Gliik6z koncentracié (mM) 3,9: 6,7
L-glutamin koncentracié (mM) 4
DMEM (viv%) 45
FBS (v/v%, vizben illetve DMEM-ben egyarant) 5

2. tablazat A kutatas soran vizsgalt biorelevans koriilmények 6sszegzése, a referencia mérés ()

jelol
A valtozatos pH értékek vizsgalatdval igyekeztiink modellezni a kiilonb6zé emlds

t,164

szervrendszerek szélséséges pH viszonyai mig a natrium-klorid koncentracidok esetében a

fiziologias elektrolit koncentraciokat szem eldtt tartva hataroztuk meg a beallitandé értékeket, 16516
Az €16 szervezetekben fellelhetd kismolekulak hatasanak modellezéséhez a gliikozt és a glutamint
valasztottuk. A kivalasztott glikoz mennyiségek egy egészséges feln6tt ember vércukor
esszencialis faktor,'®8 valamint a legnagyobb mennyiségben szabadon eléfordulé aminosav az é1é
szervezetekben. A kivalasztott 4 mM-0s koncentracid az in vitro vizsgalatok soran rutinszertien
alkalmazott koncentraciéja ennek az aminosavnak.'®®

Az imént felsorolt egyszerlibb tényezdk hatdsainak tanulmanyozasat kovetéen szerettiik
volna a részecskék viselkedését olyan koriilmények kozott is megvizsgalni, amelyek jobban
tikkrozik a bioldgiai €s kornyezeti rendszerek 0sszetettségét. Ezt a késobbi citotoxicitas vizsgalatok
soran hasznalt sejtmédium-alkotdk, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) és magzati
borjuszérum (fetal bovine serum — FBS) segitségével modelleztik. A médium alkotok
mennyiségének meghatarozasaban az in vitro kisérletek soran idealis viszonyok voltak a mérvadok.
A toxicitasi vizsgalatok alatt sziikséges feltételnek bizonyult az, hogy a kisérleti kozegek teljes
térfogatanak minimum fele sejtmédium legyen (amelynek 6sszetétele 90% DMEM ¢és 10% FBS),
ezalatt ugyanis a kedvezotlen ozmotikus viszonyok miatt a sejtek elpusztulnak. A gyakorlatban
ezért olyan kisérleti kozegekben dolgoztunk, amelyek 1:1 térfogat aranyban tartalmaztak

nanorészecske szuszpenzidkat és sejtmédiumot, a 2. tablazatban lathato értékek pedig ezt az aranyt

tukrozik.
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Mindegyik méréssorozat 24 6ran at tartott, amely soran a 0; 1,5; 3; 6; 12 és 24 6ras idépontokban
lemértilk a mintdk atlagos hidrodinamikai atmérdjét és zéta-potencialjat Zetasizer miszer
segitségével, illetve a karakterisztikus fényelnyelési spektrumat UV-Vis spektrofotométer
segitségével. A 0 oras idépontot a mintak Osszemérését kovetd 30 masodperces, 37 kHz-es
szonikalas utan inditottuk, a mintakat az egész méréssorozat alatt 37 °C-on tartottuk. A mérések
elott a mintak pH-jat leellendriztiik és sziikség esetén korrigaltuk. Mindegyik biorelevans
kortilmény hatasat 7,2-es pH-n és 10 mM hattér NaCl koncentracié mellett vizsgaltuk, ami alol
természetesen kivételt képeznek azok a kisérletek, ahol ezek az értékek voltak a valtozok, illetve a
médium alkotokat tartalmazoé kisérletek, ahol a komplex kézegek jellemzése volt a cél. A 7,2-es
pH-t a biologiai jelentdsége miatt valasztottuk, a hattérelektrolit jelenléte pedig a részecskék
kozotti nagytadvolsdgu  részecske-kdlcsonhatdsokbol szarmazd mérési  bizonytalansagokat
csokkentette.®” Ezen megfontolasok alapjan a pH 7,2-es mérések eredményeit minden AgNP minta
esetén referenciaként hasznaltuk a tobbi bioreleans koriilmény értelmezése soran.

Minden felhasznalt vegyszer a Sigma-Aldrich Kft-n keresztiil keriilt beszerzésre.

4.4. In vitro toxicitasi kisérletek

4.4.1. Citotoxicitas tesztek

A kisérletekhez hasznalt human tiidé6 adenocarcinoma (A549), méhnyak- (HelLa) és
prosztata rak (DU145) tumoros sejtvonalakat, illetve human tiid6 fibroblaszt (MRC-5) és
keratinocita (HaCaT) nem tumoros sejtvonalakat az ATCC-t6l vasaroltuk meg. Minden sejtvonal
10% FBS-t tartalmaz6 DMEM médiumban volt fenntartva, ami 2 mM L-glutamint,
0,01% sztreptomicint és 0,005% ampicillint tartalmazott. A kiilonb6zé cukortartalmi DMEM
médiumok kozil A549, HelLa és MRC-5 esetén 1 g/L, DU145 és HaCaT sejtvonalak esetén pedig
4,5 g/L gliikozt tartalmazo valtozatokat hasznaltunk. A sejteket 37 °C-on, 5% CO2 és 95%-0s
paratartalom mellett inkubaltuk. Minden vegyszert a Sigma-Aldrich vallalattol vasaroltuk.

A nanorészecske aggregacio citotoxicitasra gyakorolt hatdsat kétlépéses MTT esszé
segitségével jellemeztiik. Els6ként minden eziist mintara meghataroztuk az adott sejtvonalakra
jellemz6 ICso koncentraciokat. Ehhez a sejtvonalakat 96 lyukt lemezekre osztottuk ki 10000
sejt/lyuk koncentracioban, amiket egy egynapos inkubaciot kovetden kiilonb6z6 koncentracidju

AgNP szuszpenziokkal kezeltiink, amely szintén 24 6ran at tartott. A kezelést kdvetden a sejteket

PBS pufferrel &tmostuk és 0,5 mg/mL MTT reagenst tartalmazé sejtmédiumban inkubaltuk 37 °C-
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on 1 6ran keresztiil. A képz6d6 formazan kristalyokat dimetil-szulfoxidban oldottuk fel, majd ezek
fényelnyelését 570 nm-en egy Synergy HTX plate reader segitségével mértiik meg. A sejtek
viabilitasat ugy hataroztuk meg, hogy a kezeletlen kontroll csoportok viabilitasat vettiik 100%-nak.
A masodik 1épésben kiillonb6zé mértékben aggregalodott nanorészecske diszperzidkat hoztunk
1étre az 1Cso értékek kétszeresének megfelelé koncentraciokban, mivel a sejtek kezelése soran
alkalmazott reakciokozeghen - melynek egyik felét a médium, a masik felét a részecske
szuszpenzié szolgaltatta — igy a megfelelé koncentraciok mellett vizsgalhattuk az aggregacio
hatasat. Ehhez az elOzetesen elvégzett aggregacios vizsgalatok eredményeit hasznaltuk fel,
miszerint a 150 mM-os NaCl koncentracio egy olyan koriilmény, amely a sejtek novekedését nem
befolyasolja, azonban erélyes aggregéciot képes eldidézni az arra érzékeny eziist mintak esetén. A
kolloidstabilitasi kisérleteket kovetve a nanoeziist szuszpenziokat 0; 1,5; 3; 6; 12 és 24 oran at
aggregaltattuk 150 mM natrium kloriddal, majd ezekkel kezeltiik az egyes sejtvonalakat az el6z6
bekezdésben leirt MTT mérések menete szerint 1:1 térfogat aranyban (50-50 ul/lyuk).

Fontosnak tartottuk mind tumoros, mint egészséges sejtvonalakon megvizsgalni az eziist
nanorészecskék hatasat. A kisérletek hosszusdga miatt azonban nem adoédott lehetdségiink arra,
hogy minden AgNP mint4t ugyanazon a sejtvonalon vizsgaljunk. Azt, hogy az egyes mintakat
melyik sejtvonalakon vizsgaltuk meg, a 3. tablazat szemlélteti. A tablazat alapjan lathato, hogy az
AgNP@C1o mintat a legtobb sejtvonalon leteszteltiik, ett6l remélve a teljes kisérletsorozat
Osszehasonlithatosagat az egyes nanorészecske mintak kozott. A végeredmények statisztikai
szignifikancidjanak meghatarozasara parositatlan t-probakat végeztiink GraphPad Prism 7 szoftver
segitségével ahol a szignifikancia szinteket * (p < 0,05), ** (p <0,01), *** (p < 0,001), és **** (p
< 0,0001) szerint hataroztuk meg.
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Eziist nanorészecske minta ~ Nem tumoros sejtvonal ~ Tumoros sejtvonal

AgNP@C2o HaCaT DU145
AgNP@Cso HaCaT DU145
AgNP@PVP1o HaCaT HelLa
AgNP@GT1o MRC-5 A549

3. tablazat A citotoxicitdsi vizsgalatokhoz haszndlt sejtvonalak az egyes nanorészecske mintak
esetén

4.4.2. Antimikrobialis vizsgalatok

A kisérletekhez hasznalt mikrobakat ugy valasztottuk ki, hogy gomba, illetve Gram-pozitiv
¢s Gram-negativ baktérium torzs is legyen koztiik. Cryptococcus neoformans gombat az IFM 5844
(IFM; Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses), Bacillus megaterium
Gram-pozitiv baktérium torzset az SZMC 6031 (SZMC: Szeged Microbiology Collection),
Escherichia coli Gram-negativ baktérium torzset pedig az SZMC 0582 készleteibdl ndvesztettiik,
a kisérleteket pedig RPMI 1640-es médiumban végeztiik.

Ismét kétlépéses toxicitasi teszteket végeztiink, a human sejtes vizsgalatokhoz hasonldan.

crer

crer

AgNP szolokat mértiink. A kezelt sejteket 48 oran at inkubaltuk 30 °C-on, majd a kultarak
fényelnyelését 620 nm-en megmértikk SPECTROstar Nano plate reader segitségével. A kisérleteket
harom alkalommal ismételtiik, minden esetben 3 parhuzamos mérés mellett.

Ezutan az aggregécio hatasat a 4.4.1.-es fejezethez hasonldan végeztiik. Elkészitettiik a 150
mM NaCl segitségével aggregaltatott eziist szuszpenzié mintakat az adott MIC koncentraciok
kétszeresének megfeleld koncentracioban, majd a médiumban 1évé mikroba torzseket ezekkel
kezeltiik 96 lyuku lemezeken 1:1 térfogat aranyban. A 48 6ras kezelést kovetden a részecskék
aggregacio-fliggd toxicitasat ismét a mikroba telepek 620 nm-en mért fényelnyelésének
segitségével hataroztuk meg, kontrollként nanoeziisttel nem kezelt mintakat hasznaltunk. A

végeredmények statisztikai szignifikancidjanak meghatarozasara ismételten parositatlan t-probakat

42



végeztiink * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p <0,001), és **** (p <0,0001) szignifikancia szintek
mellett.
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5. EREDMENYEK ES KIERTEKELESUK

5.1. Kémiai karakterizalas

A szintézisek  sikerességérél  elsOként  transzmisszidés  elektronmikroszkoppal
bizonyosodtunk meg, amely eredményei a 10. &dbran lathaték. Az els6 harom oszlop a citrat
csoportokkal stabilizalt, magnovesztéses modszerrel kialakitott részecskék tulajdonsagait
szemléltetik (AgNP@C jelzésii mintak), a negyedik és o6todik oszlopok pedig a polivinil-
pirrolidonnal (AgNP@PVP1), illetve a z6ld teaval (AgNP@GTio) stabilizalt eziist
nanorészecskéket mutatjak be. A felvételek alapjan megallapithatd, hogy minden esetben sikeresen
allitottunk elé gombszerii nanorészecskéket. A gomb morfologiat valamelyest modositani tudta a
magnovesztéses 1€pések ismétlése, ahol a kristalyok novekedésével egyre jobban kifejezddtek az

105

eziist kockaracsara jellemz6 €lek, ™ illetve a zold tea esetében az enyhébb redukaldszer hasznalata,

lathaté eredménye, hogy a részecskéket egy vildgosabb, alacsonyabb rendszami atomokbol
felépiild halozat veszi koriil. Mivel ezek a képzédmények az elektronsugéar intenzitisara
érzékenynek mutatkoztak, kézenfekvové valt, hogy a képen lathatdé matrix nem mas, mint a zold
tea extraktum biomolekuldi, amelyek képesek voltak kortlvenni a részecskéket, ezzel egy

»elsddleges biomolekularis koronat” kialakitva.
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10. abra Kiilonb06z6 eziist nanorészecske mintak transzmisszids elektronmikroszkopos felvételei
(fels6 sor), méreteloszlas hisztogramjai (kozépsé sor) és elektrondiffrakcids mintazatai (alsé sor)

A célkitlizéseink a részecskék méreteinek tekintetében is megvalosultak. A magnovesztéses
esetben harom kiilonb6zd, és jol elkiilonithetdé méreteloszlassal rendelkezd mintat szerettiink volna
l1étrehozni, amelyekkel jol modellezhetjiik a részecskeméret hatasat a biorelevans aggregaciora. Az
eredményként kapott, atlagosan 10, 20 és 50 nm-es részecskéket megfelelonek talaltuk erre a célra,
hiszen a hisztogramjaik alapjan ezeknek a kolloidoknak a méreteloszlasa jol elkiiloniil egymastol.
A stabilizéloszerek esetében a célunk hasonld méretli és morfologiaja, de eltérd stabilitasi
mechanizmussal rendelkez6 mintdk Osszehasonlitdsa volt. A PVP-t hasznalo szintézis nagyon
hasonld morfol6giaja, bar valamivel nagyobb (~12 nm) atlagos részecskeméretet eredményezett,
mint amit az AGQNP@C1o részecskék esetében tapasztaltunk. A zold teat alkalmazo szintézis soran
eléallitott AQNP@GT10 minta esetén valamivel nagyobb morfologiai eltéréseket és méretbeli
szorast tapasztaltunk, tovabba az atlagos részecskeméret is kicsivel alacsonyabbnak (~8 nm)
bizonyult. A hasonlésagok és kiilonbségek a szintézismodszerek paramétereiben keresenddk; a
citratot és PVP-t alkalmaz6 receptek mindegyike natrium-borhidrides redukcion alapult, ami erds
redukélokészségével jol definidlt gdbmboket eredményezett. Ezzel szemben a zold tea extraktum

lassabb reakcidsebessége miatt a részecskék alakspecificitasa valamelyest csokkent. !’
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Az clektrondiffrakcios felvételek alapjan a mintak kristalyszerkezetét, és kozvetve kémiai
Osszetételét tanulmanyoztuk. Mind az 6t AgNP minta esetén megfigyelheték voltak az eziistre
jellemzo, (111), (200), (220) és (311) Miller indexti racsokhoz tartozo gytriik, mely alatamasztotta
a nanorészecskék anyagi mindségét. A komparativ vizsgalatok szempontjabol eldnyds, hogy
ugyanazok a Miller indexek jelentkeztek, hiszen a hasonld kristalyszerkezetii anyagokt6l hasonlo
biologiai aktivitasokat varhatunk, azonban a megjelené gytriik intenzitasaban és élességében
kiilonbségek mutatkoztak. Az eltérések a kiillonbozd stabilizaloszerek esetében az enyhe
morfologiai kiilonbségeknek tudhatok be, ami példaul a PVP-s minta esetén jol definialtta tette a
(220) Miller indexhez tartozod gytriit, ameddig a tobbi esetben ez meglehetdsen halvanyan
jelentkezett. Az AgNP@C magndvesztett mintak tekintetében a gytirtik egyre diffizabba valtak a
részecskék méretének novekedésével, ez azonban inkabb a mérések kivitelezésének eredménye,
mintsem a részecskékbdl szarmazd tulajdonsag. Mivel az ED felvételek azonos nagyitason
késziiltek, igy azonos nagysagu térrészeket képeztiink le minden esetben. Ez a vizsgalando
objektumok méretének novekedésével aranyosan sziikségszeriien csokkenti a lemérhetd

részecskék szamat, csokkentve a letitésszamot €s igy a gytirtik élességét.
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11. abra Kiilonboz6 eziist nanorészecske mintak karakterisztikus UV-Vis abszorpcids
spektrumai, valamint atlagos hidrodinamikai 4&tmérdi és zéta-potencialjai a szintézist kovetden

Az elektronmikroszkopos méréseken feliil megvizsgaltuk a részecske mintak szintézis utani
karakterisztikus feliileti plazmon rezonancidjat UV-Vis spektroszkopia segitségével, illetve a
szolok alapvet6 kolloidstabilitasat az atlagos hidrodinamikai atméréiken és zéta-potencialjaikon
keresztiil (11. dbra). A részecskék elnyelési spektrumai aldtamasztottadk a TEM-es eredményeket,
hiszen a szakirodalom alapjan a gdmb alakl eziist nanorészecskék SPR aktivitasa egy 400 nm

koriili csticsban jelentkezik, amely minden minta esetén jol detektalhatd volt, aldtdmasztva a
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részecskék anyagi minéségérol és morfologiajarol alkotott elképzeléseinket. >’ A magndvesztéses
AgNP@C mintdk karakterisztikus csucsai a részecskék atlagos méretének ndvekedésével
parhuzamosan vordseltolodast mutattak, amely dsszhangban van a szakirodalomban leirtakkal 1"
A kiilonbo6z6 feliileti boritassal rendelkezé AgNP@C10, AQNP@PVP1o és AQNP@GT1o mintak
Osszehasonlitasakor szintén kiilonbségeket tapasztaltunk, a hasonld méreteloszlasok ellenére. Ez a
PVP-s minta esetében csak enyhe, nagyjabol 3 nm-es, a zold teas nanoeziist elnyelésében azonban
erdteljesebb, 11 nm-es vordseltolodast eredményezett a citratos mintahoz képest. A jelenség
magyarazata, hogy a feliiletre adszorbealodd anyagok megvaltoztathatjdk a dielektromos
viszonyokat a részecskék koriil, amely a plazmon rezonancia frekvencidjanak megvaltozasat
eredményezi. 1172

A részecskék kezdeti kolloidstabilitasar6l a mintak atlagos hidrodinamikai atméréinek (Dn)
¢s zéta-potencialjanak (C-potencial) mérésén keresztiil szereztiink informacidkat 7,2-es pH értéken.
A citritos mintdk esetén azt figyeltik meg, hogy a méret ndvekedésével a részecskék
kolloidstabilitasa egyre er0sebbé valt, ami abban mutatkozott meg, hogy az atlagos hidrodinamikai
atmérdk egyre kozelebbi értékeket vettek fel a TEM-en latott primer részecskeméretekhez
viszonyitva, illetve egyre alacsonyabb (abszolutértékben magasabb) zéta-potencidlokat mértiink.
A negativ potencialértékeket a feliileti citrat csoportok deprotonalodasabol szarmazd karboxilat
funkciok eredményezték, az értékek csokkenése pedig két kiilonbozd, a részecskeméret
novekedéséhez kothetd okbol tortént. Egyfeldl, a szintézislépések soran az eziist és citrat-ionok
koncentracidinak aranya kozel azonos volt, igy a méret novekedésével ellentétesen csokkend
fajlagos feliilet egységnyi részére tobb negativ toltés juthatott. Mivel azonban a citrat ionok
deszorpcidja, illetve kicserélédése ismert jelenség,'”® dnmagéban a citrat csoportok mennyisége
nem ad elégséges magyarazatot a tapasztalatainkra. A magyardzat masik aspektusa, hogy az
aggregaciora vald hajlam forditottan aranyos a mérettel a nano tartomanyban; a nagyobb
részecskek fajlagos feliilete, és ezaltal feliileti energiaja kisebb, igy a termodinamikai minimumra
val6 torekvésiik is kevésbé lesz erélyes, mint az azonos anyagi mindségi, de kisebb részecskéknek.
Ez azonban nem felel meg a DLVO elmélet klasszikus elképeléseinek, ahol a vonzo
kolcsonhatdsok nagysaga egyenesen aranyos a részecskemérettel, ellentmondéasokat eredményezve
nanorészecskék esetén.!’® Az ellentétek okat Hotze és munkatirsai a matematikai modellek
hianyossagaira vezetik vissza, amelyek sok esetben siknak tekintik a részecskefelszint, ami a nano

t)lO

mérettartomanyban mar komoly kiilonbségeket eredményezhe mig Wiese ¢és Healy
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maximumgorbeként vélekednek az aggregacios hajlam és a részecskeméret kapcsolatarol és abban
latjak az ellentmondas magyarazatat, hogy a DLVO elmélet a kinetikai tényezoket helyezi el6térbe
az energetikai tényezdkkel szemben, amelyek nanorészecskék esetén ugyancsak eldtérbe
keriilnek.!”® Ezek a matematikai modellek azonban folyamatosan fejlddnek, és egyre tobb
publikacioé sziiletik, amelyekben a DLVO elmélet a kisméreti nanorészecskéket tartalmazo
rendszerekre is sikeresen alkalmazhatova valik. He és munkatarsai példaul hematit nanorészecskék
kisérleti zéta-potencial értékeinek segitségével modellezni tudtdk a DLVO potencialgérbe lokalis
maximumanak novekedését a részecskék méretével, amely a kisérleteik soran beigazolddott és
forditott aranyossagot figyeltek meg a részecskék mérete és kolloidstabilitasa kozott.”

A polivinil-pirrolidonnal stabilizalt minta (AgNP@PVP1) esetén abszolutértékben
alacsonyabb (-potencialt, és magasabb Dn-t tapasztaltunk, mint a citrattal stabilizalt részecskék
esetén. Az értékek alapjan a PVP-s minta alap esetben nagyobb aggregatumokat képez, mint a
citratos tarsai, a hosszatava kolloidstabilitasrol azonban nem tudtunk relevans kovetkeztetéseket
levonni a C-potencial alapjan, hiszen a mintaban sztérikus stabilizald mechanizmusok voltak a
meghatarozok, igy az érték minddssze referenciapontként szolgélt. Végezetiil a zold teés
AgNP@GT1o adatai hasonlosagot mutattak mind az elektrosztatikus, mind a sztérikus stabilizacio
soran latott eredményekkel, alatdmasztva a tea matrix elektrosztérikus kolcsonhatésait. Egyfeldl a
PVP-s mintahoz hasonléan magasabb kiindulasi hidrodinamikai atmérét tapasztaltunk, amelyet a
TEM felvételen is lathato, szerves matrixba dgyazodott részecske agglomeratumok jelenléte is jol
szemléltet, masfeldl a citrattal stabilizalt mintdkhoz hasonl6an, a bioldgiai matrix negativ toltéssel
rendelkez6 funkcids csoportjai (pl. tiolat, fenolat csoportok) erds elektrosztatikus taszitod
kolcsonhatasokat eredményeztek, nagy negativ zéta-potencialt generalva.

Az elsddleges kémiai karakterizacio eredményei alapjan az 6t kiilonbdz6 nanorészecske
szol eldallitasa sikeresnek bizonyult. Olyan szintézismddszereket kerestiink, amelyek segitségével
kozvetleniil nagyban hasonlo, csak kivant tulajdonsdgok mentén eltérd részecskéket kapjunk,
hiszen a relevans, nanotoxikoldgiaval foglalkozé szakirodalom publikacioi jellemz6en utdlag mar
nem modositjak a vizsgalando részecskéket. Az eredmények 0sszegzése utan ugy dontdttiink, hogy
az enyhe eltérések ellenére, az olyan meghatarozé tulajdonsagok, mint az anyagi mindség,
morfologia és kristalyszerkezet minden részecskére nézve megfeleld hasonlosagot mutatott, és

megkezdddhettek a kolloidstabilitas vizsgalatai.
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5.2. Aggregacios vizsgalatok

A kovetkezd fejezetekben az attekinthetdség érdekében a méret, illetve stabilizaloszer
valtoztatadsa mentén végzett Osszehasonlitdsok kiilon alfejezetekben keriilnek targyalasra, ezért az
AgNP@C1o-es minta eredményei kétszer szerepelnek a dolgozat 4brain. Reményeim szerint ez a

megoldas attekinthetobbé teszi a dolgozatban bemutatott eredményeket.

5.2.1. A pH hatasa az eziist nanorészecske aggregaciora

5.2.1.1. Kiilonbozo részecskeméretek mellett

Mindharom kiilonb6z6 méretit AGQNP@C minta hasonloképpen reagalt a pH valtozasara az
atlagos hidrodinamikai atméré és zéta-potencial eredmények Osszehasonlitasa alapjan (12. abra).
Az erdsen savas kémhatds (pH 3) a mintak C-potencidljat az id6 elérehaladtaval 0 mV koriili
értékre emelte, amely mikronos nagysagrendii aggregdtumok képzddéséhez vezetett. A kémhatas
emelkedésével a részecskemintak zéta-potencialjai egyre nagyobb negativ értékeket vettek fel,
jelentdsen lecsokkentve az aggregatumok méretét, végiil lugos kémhatason (pH 9) az Osszes
citrattal stabilizalt minta kolloidalisan stabilisnak bizonyult, melyet az alacsony értéken marado
hidrodinamikai atmérdk €s C-potencidlok is alatdmasztottak a kisérletsorozat minden pontjaban.

A hasonld tendencidk mellett azonban kiilonbségeket is megfigyeltink a részecskék
viselkedésében. A legkisebb, AGNP@Cio kolloid volt a legérzékenyebb a kémhatasra. A pH
beallitasa utan azonnal modosulasokat tapasztaltunk a C-potencial értékében, jol elkiiloniild
sorozatokat eredményezve, amelyek nem valtoztak szdmottevéen a 0 6ras idOpont utan. Ezalol
kivételt képezett a semleges kémhatason felvett trendvonal, ahol a stabilitas elméleti hatarnak
tekinthetd -30 mV-rol lassu emelkedést tapasztaltunk, amely 3 ora elteltével az enyhén savas
(pH 5) kémhatason mért trendvonal -15 mV-os szintjére emelkedett, arra utalva, hogy ez a kolloid
rendszer mar semleges pH-n sem stabilis kolloidalisan. A legkisebb atlagos részecskemérettel
rendelkez6 mintaval szemben, az AQNP@C2o és AgNP@Cso esetében a trendvonalak pH 5 és 9
kozott 1ényegében egyiitt futottak és csak a pH 3-on mért eredmények mutattak jelents potencial
emelkedést, azonban ameddig a 20 nanométeres részecskék C trendjei a -30 mV-os hatar kortil
mozogtak, addig AgNP@Cso esetében pH 5 f616tt a zéta-potencial értékek tilmentek a stabilitasi
hataron. Minthogy pH 5 és 9 kozott az AQNP@Cso jelzésti részecskék demonstraltak az adott

kémhatason mért legalacsonyabb kiindulasi zéta-potencialokat és Dn valtozasokat az id6
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elorehaladtaval, az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a harom kiilonb6z6 részecskeméretii kolloid
koziil ez bizonyult a legellenallobbnak a pH indukalt részecskeaggregacioval szemben.

Erdemes megfigyelni, hogy a legnagyobb primer részecskeméretiik ellenére, az AgNP@Cso
részecskék alakitottak ki a legkisebb Dn-val rendelkez6 aggregatumokat pH 3-on 24 ora elteltével.
Ezeket a végso értékeket elosztva a szintézisek utan mért kezdo értékekkel (11. dbra), AgNP@Cio
esetén 50-szeres, AQNP@C2o esetén 42-szeres, AQNP@Cso esetén pedig minddssze 22-Szeres
relativ aggregatumméret novekedést tapasztalunk, szemléltetve a részecskeméret-novekedés
aggregacioval szembeni ellenalloképességre gyakorolt jotékony hatasat.*’®

Az erGsen aggregalodott mintdk esetében meglehetésen nagy szoras értékeket
tapasztaltunk, igy az eredmények pontossaganak szemléltetése érdekében megvizsgaltuk a mérési
pontok polidiszperzitasi indexeit (PdI) is (1. melléklet tablazat). A Pdl egy 0 (tdkéletesen
monodiszperz rendszer) és 1 (teljesen polidiszperz rendszer) kozotti értéket felvevd szam, amely a
folyadéktérben 1év6 objektumok méretének eloszlasat jellemzi. Minél nagyobb a PdI értéke, a Dy
adatok pontossaga annal alacsonyabb, 1-nél pedig mar nem alkalmazhatjuk hatékonyan a DLS éltal
meghatarozott hidrodinamikai 4atmérdt, amely a kisérleteinket meghitsitotta volna. Az
eredményekbdl leolvashatd, hogy mdar a referencia AgNP szolok alapvetden kozepesen
polidiszperz rendszereknek szédmitanak, amely a két kisebb részecskecsoport esetén romlo
tendenciat is mutatott a hattérelektrolit koncentracid hatasa miatt. Erdsen savas pH-n a
polidiszperzitasi indexek novekedését tapasztaltuk az i1d6 el6rehaladtaval mindhdrom esetben,
tovabba a PdI valtozasaiban is megmutatkozott a nagyobb részecskék ellenalloképessége az
aggregacioval szemben, hiszen itt tapasztaltuk a legkisebb valtozdsokat. A mérési modszer
pontossagat tekintve meg kell jegyezniink, hogy a pH 3-on mért aggregacié hatasara (AgNP@Cio
esetében mar a referencia esetén is) rendkiviil magas, 0,7-nél is nagyobb indexeket is mértiink.
Habar er6s aggregacio esetén a magas Pdl-k miatt nem vonhatunk le messzemend
kovetkeztetéseket az aggregdtumok pontos méreteirdl, az eredményeink megfeleldnek mutatkoztak
ahhoz, hogy a kisérleti rendszeren beliil Osszehasonlithassuk az eziist nanorészecske mintak

aggregacios tendenciait.
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12. abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt ezilist nanorészecskék atlagos
hidrodinamikai atmérdinek és zéta-potencialjainak valtozasa kiilonboz6 pH értékek mellett



A DLS és C-potencial vizsgalatok soran megfigyelt pH-fliggd aggregacios viselkedés a
részecskék feliileti plazmon rezonanciajanak valtozasaban is megnyilvanult. A mintak UV-Vis
hozzajuk tartozd SPR csucsok intenzitasanak erdteljes csokkenése, illetve bizonyos esetekben a
csucsok voroseltolodasa kisérte. Az adott méretekhez tartoz6 oszlopokon belil az
intentzitascsokkenés mértéke Osszhangban volt a DLS mérések soran tapasztalt aggregacio
mértékével, azaz minél nagyobb aggregatumok alakultak ki (minél savasabb volt a kdzeg), annal
gyorsabban csokkent, és annal alacsonyabb értékeket vett fel a mintak elnyelése. Ez egyfeldl
magyarazhato, a mikronos aggregatumok megjelenésével és iilepedésével, illetve azzal, hogy az
aggregacio révén a részecskék plazmonjai atfednek egymassal, igy a szabad részecskékre jellemzd
tulajdonsagok kevésbé fejezédtek ki.>®

A kilonbdz6 méretekhez tartoz6 UV-Vis adatokat 0Osszehasonlitva elsére
ellentmondasosnak tiin6 tendenciat figyeltink meg: a kdzepes méretii AgNP@C2o kolloid oldat
bizonyult az optikailag legérzékenyebbnek a kolloidstabilitas megvaltozasara, ameddig a két masik
minta ellenallébbnak mutatkozott. Az SPR-rel foglalkozd kutatasok alapjan az 50 nm-es
részecskeatmérd egyfajta elméleti hatarnak tekinthetd, amely alapjan megkiilonboztethetjiik a
részecskéket a dielektromos tulajdonsagaik alapjan.t®® Mig az 50 nanométernél kisebb részecskék
(AgNP@C1o és AgNP@C20) egyszerli dipolusokként értelmezhetdk, addig a hatar koriili és annal
nagyobb részecskék (AgNP@Cso) dsszetett dielektromos tulajdonsagokkal rendelkeznek, mivel a
rezonancia savjaik multimodalisan felhasadnak. A kisebb, egyszeri dipdlusokként értelmezhetd
részecskék esetén a plazmonok kénnyen atfedhetnek egymassal; minél nagyobbak a részecskék, az
atlapolodasbol keletkezd plazmonok is annal nagyobbak lesznek, ami magyarazattal szolgalhat az
AgNP@Czo-as aggregacios voroseltolodasara és érzékenységére. Az 50 nm-es hataron tul azonban
a plazmonok atfedése sokkal dsszetettebb a multimodalis dipdlusok kdlcsonhatasai miatt, ami (a
minta stabilitasa mellett) magyarazatot adhat az AGQNP@Cso minta kolloidstabilitas-csokkenéssel

Osszefliggd enyhébb optikai valtozasaira.
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13. abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék UV-Vis
spektrumainak valtozasa kiillonb6z6 pH értékek mellett
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A megfigyeléseink azt igazoltak, hogy kisérleti koriilményeink kozott a kémhatasnak
jelentds befolyasa van a citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék kolloidstabilitasara.
Ezekben a rendszerekben a nanorészecskék stabilitasat a feliiletiikre adszorbealddott citrat
csoportok negativ toltésii karboxilat (-COQ") funkcidi biztositjak, amelyek a Le Chaterier — Braun
elv értelmében sav-bazis egyensulyt alakitanak ki a kdrnyezetiikkel. Savas pH-n, ahol a H* ionok
koncentracidja megemelkedik, az egyensuly a karboxilat csoportok protonalédasanak kedvez,
a -COOH csoportok semleges toltése miatt pedig lecsokken a zéta-potencial abszolut értéke és
ezzel a részecskék kozotti elektrosztatikus taszitas mértéke is, aggregaciot idézve elé (14. abra).
Lugos kozeg esetében ezzel szemben a karboxil csoportok kdnnyebben deprotonalodhatnak, ami
végeredményben a részecskék kolloidstabilitdsdnak kedvez. A citrat csoportok protonaltsagahoz
kothetd zéta potencidl eredményeink jol tiikrozték a citromsav savi disszocidcios allanddinak
értékeit (pKar= 3.1, pKa2= 4.7, pKas= 6.4), amelyek alapjan belathatd, hogy pH 3-on a citrat-ionok
mindharom karboxil-csoportja dontden protonalt allapotban van, 5-6s pH-n mar iononként két
karboxil-csoport jellemz6en deprotonalddott, mig fiziologias és lugosabb pH-n a citrat-ionok
tobbsége teljesen disszocialt dllapotban voltak, lecsdkkentve a részecskék ¢ értékeit.}’’

A részecskék méretének hatasa kapcsan, az 5.1.-es fejezetben megfigyelt
méretnovekedésbol kialakuld erdsebb kolloidstabilitas a pH zavard hatasa mellett is érvényesiilt, a
nagyobb részecskék kevésbé aggregalddtak savas pH-n. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni,
hogy olyan felhasznaldsok esetén, amelyeknél a részecskék szélsdséges pH viszonyoknak vannak

kitéve, a részecskeméret novelésével ellenallobb rendszereket alakithatunk ki.

pH

Aggregacio :
Citrat protonalédas

I Elektrosztatikus taszitas

o~

14. abra A pH valtozasanak hatdsa az eziist nanorészecskék elektrosztatikus, citrat csoportokkal
kialakitott stabilizaciojara
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5.2.1.2. Kiilonbozo stabilizacio mellett

A kiilonboz0 stabilizaldszerek méréssorozataban hozzavetdlegesen 10 nanométer atmérdjii
eziist nanorészecskéket vizsgaltunk. Ahogy a 15. d&bra eredményei alapjan lathato, az
elektrosztatikus stabilitast az el6z6 fejezetben is bemutatott, citrat csoportokkal stabilizalt szol
(AgNP@C10) képviselte, a sztérikus kolcsonhatasokat polivinil-pirrolidonnal  boritott
részecskékkel jellemeztik (AgNP@PVP1), az elektrosztérikus stabilizaciot pedig zold tea
extraktummal eléallitott részecskék alkalmazasaval modelleztiik (AgNP@GT1o). Elektrosztatikus
esetben a mar ismertetett, erés pH dependenciat tapasztaltuk, amely a karboxil csoportok sav-bazis
egyensulyaval magyarazhat6.

Habar az 5.1.-es fejezet alapjan, az AgNP@PVP1o minta részecskéi viszonylag magas,
nagyjabol 150 nm-es atlagos hidrodinamikai atmérdvel rendelkeztek, mégis sokkal jobban meg
tudtak Orizni a kiindulasi méretiiket, mint a citratos minta eziist nanorészecskéi, és még a
legnagyobb aggregatumok sem érték el a mikronos hatart (Dnmax) =680 +230 nm). A
méréssorozat érdekessége, hogy ameddig a pH 3, 7,2 és 9-en mért hidrodinamikai atmér6k nem
tértek el jelentésen egymastdl €s az erdsen savas kémhatds is csak mérsékelt novekedést
eredményezett, addig az enyhén savas, 5-6s pH-ji kdzegben kiugroan magas aggregatummeéreteket
tapasztaltunk, raadasul mindemellett 3 6ra elteltével negativabb zéta-potencialokat mértiink, mint
3-as pH esetén. Ennek a latszolagos ellentmondasnak a feloldasara az UV-Vis eredményekkel
koz0s értelmezés soran lesz lehetdségiink.

Az AgNP@GT 1o esetén az el6z6 két mintat 6tvozo erds kdlcsonhatasoknak kdszonhetden
egy meglehetdsen ellendlld rendszert kaptunk. Az aggregacio pH-fliggd trendvonalai a citratos
minta logikajat kovették, azaz lugos kémhatason alacsonyabb hidrodinamikai méreteket és
abszolut értékben nagyobb (-potencialokat mértiink, mint savas kornyezetben. A valtozasok
mértéke azonban jelentdsen elmaradt az AgNP@Cio-es szol esetén tapasztaltaktol, a legnagyobb
Dn értékek is 150 nm koriili értékeket vettek fel, ami az AQNP@PVP1o esetén tapasztalt erds
sztérikus kolcsonhatasok jelenlétére utalt.

A mintak PdI értékei alapjan (1. melléklet tablazat) az AQNP@Cio és AgNP@P VP10 mintak
kezdeti polidiszperzitasa hasonlo volt (0,28 illetve 0,20), mig a zold tea extraktummal stabilizalt
részecskék joval magasabb (0,66) PdI-t produkéltak. Semleges pH esetén ezek az értékek a
sztérikus, illetve elektrosztérikus szolok esetén nem valtoztak jelentdsen, ameddig a citratos

részecskék indexe az el6zd alfejezetben leirtak szerint folyamatosan emelkedett. A referencia
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mintak viselkedésére a szintézismddszerek szolgalhatnak magyarazattal; a citratos, illetve PVP-s
részecskék meglehetdsen hasonloak voltak, a TEM felvételek alapjan (10. abra) jol elkiilonithetd
részecskék keletkeztek, zold tea esetén azonban a bioldgiai matrixban 1év6 részecskék is jelentds
mennyiségben Vvoltak jelen, igy a kezdeti diszperzitist ezek a véletlenszerii mérettel és
morfologiaval rendelkezd képzddmények is befolyasoltdk. A savas pH hatasiara az erdsen
aggregalodo AgNP@C1o részecskék Pdl-je jelentdésen emelkedett, az AgNP@PVP1o minta
valtozatlansaga pedig a polidiszperzitasi indexek stabilitdsaban is megmutatkozott. Erdekes
modon, a z6ld teas minta esetén az enyhe aggregacio ellenére a PdI értékei jelentdsen csokkentek.
Erre ujfent a rendszerben talalhatd szerves matrix lehet a magyarazat, amely elképzelésiink szerint
egyfajta hordozoként viselkedhetett a mérések sordn és a szabad, de stabilitdsukat vesztd
részecskék aggregacio helyett inkabb ezekre adszorbealodhattak, ezzel csokkentve a teljes rendszer

polidiszperzitasat.
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15. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal
stabilizalt, 10 nm-es eziist nanorészecskék atlagos hidrodinamikai 4&tmérdinek és
zéta-potencidljainak valtozasa kiilonb6zd pH értékek mellett



A stabilizaciés mechanizmusokat dsszehasonlitod kisérletek soran az UV-Vis eredmények
(16. abra) jelentosége felértékelddott annak kdszonhetéen, hogy bizonyos DLS-sel és £ méréssel
tapasztalt, elsére ellentmondasosnak tind jelenségekre magyarazattal szolgaltak. Az SPR
valtozasok a citratos nanoeziist minta esetében a mar emlitett médon tdmogattdk a DLS és zéta
mérések eredményeit, a PVP-vel stabilizalt részecskék esetében azonban a mintdk elnyelési
spektrumai 0j informaciokat is szolgaltattak. A legszembetlinébb a pH csokkenésével kialakuld
jelentds SPR csokkenés volt, ami a DLS eredmények alapjan nem kothetd Gssze aggregacioval.
Ezen feliil, a viselkedés egyiitt jelentkezett egy olyan abszorbancia valtozassal is, amit csak az
AgNP@PVP1g esetén tapasztaltunk: sok esetben a karakterisztikus SPR csucsok és a kozeli UV-
ban talalhat6, d-d atmenetek altal eldidézett elnyelési régid kozotti, 350 nm-nél talalhatd elnyelési
minimum intenzitasanak megemelkedését tapasztaltuk. A kisérletek soran a savas pH beallitasa
sosav oldat segitségével tortént, savas irdnyba emiatt folyamatosan nétt a kloridionok
koncentracidja, igy a viselkedés legkézenfekvObb magyardzatnak az eziist-klorid csapadék
keletkezése bizonyult. A 17. dbra A) részén lathato illusztracid azt szemlélteti, hogy az eziist-
klorid, és az elkészitett részecskék elnyelési spektrumainak Osszege jol kozeliti az aggregéacios
vizsgalatok eredményeiként kapott elnyelési gorbéket, rdadasul az AgCl képzédés megmagyardzza
a C-potencial trendek enyhe csokkenését a 24 ora alatt, amely a szakirodalom alapjan a nyirasi
sikon mérhetd potencilt negativ iranyba befolyéasolja.l’®

A z061d teas, AgNP@GT1o részecskék SPR spektrumainak valtozasa jol beleillett az eddigi
pH fliggd tendenciakba, a savas kdzegben erdteljesebb valtozasokat tapasztaltunk, mint lagosban.
Sajnalatos mdédon ennél a mintanal azonban szamolnunk kellett azzal a problémaval, hogy nem
tudtunk megfeleld hatteret felvenni a mintak vizsgélatdhoz, igy sok esetben negativ elnyelési
értékeket is tapasztaltunk. A megfeleld hattér kialakitasat egyfeldl gatolta, hogy a nanorészecske
szintézis soran lejatsz6dd kémiai reakciok a tea Osszetételére is hatassal vannak, ezeket a
komponensbéli valtozasokat pedig nem tudtuk modellezni. Ezen feliil nem feledkezhetiink meg a
tea indikator tulajdonsagairol sem, amelyek szintén nehezitették a méréseket. A bizonytalansagok
ellenére a spektrumok igy is jelzésértékiiek voltak a részecskéket érintd feliileti kolcsonhatasok

értelmezésében.
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16. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal
stabilizalt, 10 nm-es eziist nanorészecskék atlagos UV-Vis spektrumainak valtozasa kiilonb6z6
pH értékek mellett
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A kémbhatas kiilonb6z0 stabilizaldszerekre gyakorolt hatasat 6sszegezve azt mondhatjuk,
hogy az -elektrosztatikus, citrat csoportokkal stabilizalt részecskék a karboxil csoportok
protonalddasa révén kolloidalis szempontbol meglehetsen kiszolgaltatottak a pH valtozasanak.
Ezzel szemben a sztérikusan stabilizalt AgNP@PVP1o sokkal ellenallobbnak bizonyult
kolloidstabilitas szempontjabol. A PVP-vel Iétrehozott stabilizacidé kémhatéstiiggd valtozasata 17.
abra B) része mutatja be, az egyszertiség kedvéért hidrogén ionokkal szemléltetve a folyamatokat.
Mint ahogy az abran lathato, semleges €s ligos pH-n az altalanos sztérikus taszitas érvényesiil,
erdsen savas pH-n pedig a pirrolidon csoportok kortil feldusulnak a H™ ionok, a polimer duzzadasat
eredményezve.!’® Enyhén savas pH-n azonban, amikor a hidrogén ionokbol csak enyhe felesleg
van, a pirrolidon csoportok egymas kozelébe koordinalodnak amely az enyhe aggregaciot
eredményezte.’® A nagyfoku kolloidstabilitas ellenére azonban a részecskék kémiai stabilitdsa
megkérddjelezddott, hiszen AgCl csapadék képzddésére utalod jeleket tapasztaltunk. Végezetiil a
z0ld teds minta a két el6z0 mechanizmust o6tvozve kivald kolloidalis és kémiai stabilitdst
demonstralt, hiszen a részecskék szélsdséges pH viszonyok kozott is ellenalltak az aggregacionak,

tovabba kémiai degradaciora utalo jeleket sem tapasztaltunk.
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17. abra A) Eziist-klorid csapadék képzddése AgNP@PVP1g részecskékbdl fiziologias
sokoncentracio mellett B) A pH valtozasanak hatasa az eziist nanorészecskék sztérikus, PVP-vel
kialakitott stabilizaci6jara

5.2.2. A natrium-klorid hatasa az eziist nanorészecske aggregaciora

5.2.2.1. Kiilonbozo részecskeméretek mellett

A 18. 4bran a kiilonb6zd méretii eziist nanorészecskék atlagos hidrodinamikai 4tmérdi és
zéta-potencialjai szerepelnek emelkedd sokoncentraciok mellett, 7,2-es pH érték mellett. A harom
minta Osszehasonlitasakor a C-potencialok alapjan lathatd, hogy a nagyobb részecskeméret
ismételten nagyobb ellenalloképességet biztositott. A legkisebb, 10 nm-es minta esetén mar
10 mM NaCl is elegend6 volt a stabilitas enyhe csokkenéséhez, hiszen a zéta trendvonala 1,5 6ra
utan hibahataron beliil mar egyiitt haladt az 50 mM-os Kkolloid koriilbeliil -15 mV-os értékeivel.
Ezzel szemben a 10 mM-os NaCl koncentracié a 20, és 50 nm-es részecskék esetében nem
modositotta jelentdsen a C értékeket, raadasul mindkét minta esetén stabilnak mondhato, -30 mV
koriilli (AgNP@C2), illetve alatti (AQNP@Cso) eredményeket mértiink. A sokoncentracio
megemelése 50, majd 150 mM-ra mar elégséges volt a zéta-potencidlok abszolutértékeinek
csokkentésére mindharom Kkolloid esetében, habar a nagyobb részecskék jobban megtartottak

negativ potencidljaikat. Ezek az eredmények megnyilvanultak a mintdk atlagos hidrodinamikai
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atmérdiben is; a novekvd sokoncentracido kedvezodtlennek bizonyult az aggregatumképzdodés
szempontjabol. Minden esetben idében emelkedd trendeket tapasztaltunk, amelyek mértéke az
NaCl koncentracioval aranyosan nétt. A leglatvanyosabb emelkedéseket a 1ényegében fizioldgias
sooldatnak tekinthetd 150 mM-os méréssorozatok esetén tapasztaltuk, ahol mindhdrom
szuszpenzidban 1000 nm feletti aggregatumokat detektaltunk. Ez az erés aggregaciod a rendszerek
polidiszperzitasi indexeiben is megmutatkozott (1. melléklet tdblazat), azonban ez nem volt olyan
mértékii, amely a mérések Osszehasonlithatosagat sértette volna. Az AQNP@C1o és AgNP@Cso
kolloidok esetében a 24 6ras mérési idopontokban a Dy latszolagos csokkenését tapasztaltunk, ez
azonban minddssze a nagyobb aggregatumok tilepedésének koszonhetd, illetve annak tudhato be,
hogy meghaladtuk a miszer fels6 mérési hatarat, hiszen a stabilitas javulasat sem a C-potencial,

sem az UV-Vis eredmények (19. abra) nem tamasztottak ala.
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Tényez6: NaCl
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18. abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék atlagos
hidrodinamikai atmérdinek és zéta-potencialjainak valtozasa kiilonb6z6 NaCl koncentraciok
mellett, 7,2-es pH értéken
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A 19. abra elnyelési spektrumai mindharom minta esetén gyors, és jelentds mértékii SPR
intenzitds csokkenéseket demonstraltak; mar 50 mM NaCl hatdsara is gyakorlatilag azonnal
megsziint a részecskék detektalhatd plazmon rezonancidja. Ez egyfel6l a gyors aggregacio
kovetkezménye, masfelol a sokoncentracidé emelése a részecskék koriili kozeg relativ
permittivitasat is megndveli, ami szintén befolyasolni tudja a feliileti plazmon rezonanciat.>®

A mérések Osszegzéseként elmondhatjuk, hogy a natrium-klorid koncentracid
megemelésének hatasara hasonlokat tapasztaltuk, mint erésen savas kémhatas esetén, a mikronos
aggregatumok megjelenése pedig arra utalt, hogy a fiziologids ionerdsség mérettdl fiiggetleniil
kedvezdbtlen a citrattal stabilizalt eziist nanorészecskék kolloidstabilitasanak szempontjabol. Ennek
hatterében a rendszerekben nagy mennyiségben megjelend Na* ionok éallnak, amelyek konnyen a
citrat ionok karboxilat csoportjai koré képesek koordinalddni, ezzel ledrnyékolva a nyirési sikon
1év6é negativ toltéseket (20. abra). A megfigyeléseink jol beilleszthetdek a szakirodalomba a
miénkhez hasonl6é nanoeziist rendszerekre meghatarozott kritikus koagulacios natrium Klorid
koncentraciok ismeretében (CCCnacl). Huynh és munkatarsai atlagosan 71 nm-es citrat
csoportokkal stabilizalt részecskéiknél 47,6 mMM-0S CCCnaci-t hataroztak meg, El Badawy
csoportja pedig 70 mM-os kritikus sokoncentraciot mért 10 nanométeres részecskék esetén.*’181
Bizonyos esetekben kivételesen nagy, akar 300 mM-0s CCCnaci-tdl is beszdmolnak egyes
kutatasok.8? He és munkatarsai ezt a kimagaslo értéket a sajat fejlesztésii szintézis modszeriiknek
tulajdonitottak. A munkank soran végig torekedtiink olyan technikak és mennyiségek vizsgalataval
foglalkozni, amelyeket barmelyik koriilményre értelmezni tudtunk. Mivel a késdbbiekben vizsgalt
rendszerek Osszetettsége nagymértékben novekedett, nem tliztiik ki célul kritikus koagulacids
koncentraciok meghatarozasat. Ennek ellenére az irodalomban megtaldlhat6 CCC-k alapjan
feltételezhetjiik, hogy mind az 50 és 150 mM-os NaCl koncentraciok elégségesek lehettek

irreverzibilis aggregacio eldidézéséhez, ami megmagyardzhatja a kolloidokban tapasztalt erdteljes

valtozasokat.
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Tényez6: NaCl
Valtozo: Méret
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19. abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék UV-Vis
spektrumainak valtozasa kiilonb6zé NaCl koncentraciok mellett, 7,2-es pH értéken
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20. abra A NaCl koncentracio valtozasanak hatasa az eziist nanorészecskék elektrosztatikus,
citrat csoportokkal kialakitott stabilizaciojara

5.2.2.2. Kiilonbozo stabilizacio mellett

A citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal stabilizalt eziist
nanorészecskék kolloidstabilitasat bemutatd Dn és C-potencidl eredmények a 21. abran lathatok.
Elektrosztatikus stabilizacional (AgNP@Cio) az el6z6 fejezetben bemutatott erds aggregacio volt
jellemzd, a sztérikus AQNP@PVP10 minta esetén viszont a natrium-klorid koncentracidé novelése
kismértékben még csokkentette is a részecskék atlagos hidrodinamikai atmérdjét, habar a mért
C-potencialok enyhén magasabbnak bizonyultak. A D értékek csokkenése az elektrosztérikus
AgNP@GT1o-re mar nem volt jellemz0, az elektrosztatikus mintahoz hasonldan aggregaciora utald
tendencidkat tapasztaltuk. A z0ld tedval stabilizalt kolloid esetében azonban a mért
aggregatumatmérdk akar egy nagysagrenddel is elmaradtak a citratos mintakban mértektol
fiziologids NaCl koncentraciok esetén, illetve a zéta potencidl eredmények is negativabb
tartomanyokban maradtak az AgNP@Cio-hez képest, a minta erésebb kolloidstabilitasat
bizonyitva. A sdkoncentracié emelése csak a citrattal stabilizalt szol esetében eredményezett Pdl
novekedést (1. melléklet tablazat), mig a masik két minta értékei nem valtoztak a referencia
kisérletekhez képest, ezzel is szemléltetve a sztérikus és elektrosztérikus rendszerek erdteljesebb
stabilitasat.

Az elektrolit koncentracio emelése a stabilizaloszereket vizsgald méréssorozatban is
jelentds SPR valtozasokat eredményezett mindharom minta esetében (22. abra). AQNP@C1o esetén
az elnyelés intenzitdsdnak csokkenése ¢és voroseltolodasa Osszhangban volt a minta
spektrumain szintén jelentds intenzitdscsokkenéseket tapasztaltunk, a részecskék karakterisztikus

elnyelése fokozatosan eltiint a 24 oras iddintervallum végére, amit minden esetben erételjes

66



alapvonal emelkedés kisért. Végezetiil az AgNP@GT1o kolloid esetén ismét negativ elnyeléseket
tapasztaltunk a zold tea hattér miatt, azonban ebben a mintdban a karakterisztikus elnyelési cstics

végig detektalhatd maradt.
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Tényezo6: NaCl

Valtozo: Stabilizaloszer
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21. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal
stabilizalt, 10 nm-es eziist nanorészecskék atlagos hidrodinamikai dtmérdinek és
zéta-potencialjainak valtozasa kiilonb6zé NaCl koncentraciok mellett, 7,2-es pH értéken
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22. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal
stabilizalt, 10 nm-es eziist nanorészecskéek atlagos UV-Vis spektrumainak valtozasa kiillonb6zo
NaCl koncentraciok mellett, 7,2-es pH értéken

A bioldgiailag relevans natrium-klorid koncentraciotartomany mindharom eziist szolban
sajatos valtozasokat eredményezett. Az AgNP@Cio részecskék kolloidstabilitdsa meglehetdsen
érzékenynek bizonyult a natrium ionok jelenlétére, amelyek képesek voltak a citrat csoportok
negativ toltéseit learnyékolni, fizioldgids koriilmények kozott mar mikronos aggregatumok

képzddését eldidézve. A PVP-vel stabilizalt minta esetén a sokoncentracido ndovekedése az atlagos
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aggregatummeéret enyhe csokkenését valtotta ki. Ezt a C-potencial emelkedése kisérte, aminek a
magyarazata a 23. abran lathat6. A szakirodalom alapjan a kolloidon beliill kozonséges
koriilmények kozott lehetdéség van arra, hogy vizmolekuldk kozremiikddésével a polimer
novelésével azonban a polimer hidképzd, parcialis negativ téltésii oxocsoportjai koriil a Na*™ ionok
mennyisége feldasulhat, a kapcsolatok megsziinését, illetve a zéta-potencial emelkedését
eléidézve. Ezek mellett azonban az UV-Vis alapvonalak emelkedése ismét AgCl csapadék
képzbddésére utalt, ezzel szemléltetve azt, hogy habar fiziologias elektrolit viszonyok kozott az
AgNP@PVP1o-es minta kolloidalisan stabil volt, a kémiai stabilitasa elmaradt a t6bbi mintahoz

képest.

NaCl

Hidrogénkotések

Na*
.
o
H” SH
o 0 I

N N
i CH b

23. abra A NaCl koncentracio valtozasanak hatasa az eziist nanorészecskék sztérikus, PVP-vel
kialakitott stabilizaciojara

I Osszekottetések megsziinése

H H
~ o

Na*

Végezetiil a z6ld szintézissel eldallitott AgNP@GT1o részecskék viselkedését megfigyelve
azt tapasztaltuk, hogy a stabilizaciohoz hasznalt tea extraktum polielektrolit komponensei mind
kolloidalisan, mint kémiailag meg tudtak Orizni a részecskék stabilitasat, habar a 150 mM-os NaCl
koncentracioé ennél a mintanal is mérsékelten megemelte az atlagos hidrodinamikai 4tmérét. A
megfigyelések alapjan a zold tea elektrosztatikus kdlcsonhatasai a komponensek Gsszetettségének
ellenére jol modellezhetd a citrat csoportok valtozdsai mentén, hiszen a megjelend tendencidk
azonosaknak bizonyultak, tovabba a kisérletek soran mért alacsonyabb értékek a PVP-hez hasonlo,

sztérikus kolcsonhatasoknak révén valdsulhattak meg.
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5.2.3. A gliikoz és glutamin hatasa az eziist nanorészecske aggregaciora

5.2.3.1. Kiilonbozo részecskemeéretek mellett

Kovetkezo 1épésként par egyszeri, de biologiailag jelentds vegylilet jelenlétének hatasat
vizsgaltuk a kiilonb6z6 méretli AgNP-k kolloidstabilitasanak tiikrében. Az 1. és 2. melléklet dbra
DLS és C-potencial, illetve a 24. és 25. abra UV-Vis eredményeit Osszegezve par altalanos
kovetkeztetést vontunk le. A kisérletekhez hasznalt koncentraciokban sem a gliikdz, sem a
glutamin jelenléte nem idézett el6 aggregaciot az eziist nanorészecskék kozott, mivel az atlagos
hidrodinamikai atmérdk trendvonalai hibahataron beliil 1ényegében egyiitt futottak a referencia
mérésekkel. A kisérleteink tovabba arra utaltak, hogy a biomolekulak feliileti adszorpcidja
szamottevo volt. A gliikéz és glutamin feliileti adszorpcidjat legjobban alatamaszté eredmények a
fényelnyelési spektrumokban lathato voroseltolodasok a kontroll mérésekhez viszonyitva, amelyek
az aggregacio hianyaban feliileti jelenségekkel magyarazhatok.'®®1"2 Habar ezek a valtozasok a
legkisebb, 10 nm-es részecskék esetén még nem eredményeztek latvanyos eltéréseket, addig a 20
¢s 50 nanométeres részecskéket tartalmazo kolloidokban mar sokkal jobban kifejezddtek, ami a
részecskék nagyobb optikai érzékenységével magyarazhatd (5.2.1.1.-es fejezet). A gliikoz,
koncentraciotdl fiiggetleniil mar 1,5 ora elteltével jol lathatd voroseltolodast indukalt a nagyobb
részecskék esetében, amelynek mértéke megkozelitéleg 40 nm volt AQNP@Cazo esetében, az
AgNP@Csp minta SPR csticsa pedig 10 nanométert tolodott el a nagyobb hullamhosszak iranyaba.
A glutamin hasonlo, de kevésbé jelentds SPR valtozasokat valtott ki, azonban képes volt a kozepes
¢és nagy részecskék zéta-potencialjainak abszolut értékét enyhén (idéponttol fiiggden 5-10 mV-tal)
lecsokkenteni. Ez a csokkenés azonban nem befolyasolta a részecskék kolloidstabilitasat, ugyanis
a kisérletek sordn alkalmazott 7,2-es pH-n a glutamin ugyan a citrat ionokhoz képest kevésbe, de
még mindig negativ toltéssel rendelkezik, mert a rendszert a glutamin izoelektromos pontja felett
vizsgaltuk (pl = 5,65, pKa(a-COOH) = 2,18, pKa(a-NHs") = 9,13).

Az eredmények Osszegzése alapjan elmondhatd, hogy a gliikoz és a glutamin képes
rdadszorbedlodni az elektrosztatikusan stabilizalt eziist nanorészecskék feliiletére, jelenlétiik

azonban nem befolydsolta a citrat csoportokkal stabilizalt mintak kolloidstabilitasat.
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24. abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék UV-Vis
spektrumainak valtozésa kiilonb6z6 gliikdz koncentraciok mellett, 7,2-es pH értéken
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25. abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék UV-Vis
spektrumainak valtozasa glutamin jelenlétében vagy hianyaban, 7,2-es pH értéken

5.2.3.2. Kiilonboz0 stabilizacio mellett

A gliikéz és glutamin hatasanak vizsgalatat kiterjesztve a kiilonbozo stabilizaloszerekkel
eléallitott részecskékre, hasonld megfigyeléseket tettiink, mint az el6z0 alfejezet soran. Az
AgNP@PVP1o Dp és C-potencial eredményeit, valamint a mérések szorasat figyelembevéve azt
mondhatjuk, hogy a gliikkoz (3. melléklet abra) nem befolyasolta szamottevéen a részecskék kolloid
stabilitasat, a glutamin (4. melléklet abra) pedig még enyhén csokkentette is az atlagos
aggregatummeéretet 7,2-es pH értéken. A minta szempontjabol azonban sokkal jelentdsebbek az
UV-Vis eredmények (26. és 27. abra) ahol az AgCl megjelenése miatt kialakulé alapvonal
emelkedés ellenére hosszabb ideig megmaradtak a karakterisztikus SPR csucsok ¢és lassabb

intenzitascsokkenést tapasztaltunk, ami arra utalt, hogy a biomolekuldk feliileti adszorpcidja
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crer

tekintve szintén feliileti adszorpciora utald valtozasokat tapasztaltuk, ahol a legszembetiinébb
eltérést a glutamin hatdsara torténd enyhe aggregatummeéret €s zéta-potencial ndvekedés jelentette
(4. melléklet abra). Ezek a valtozasok arra utaltak, hogy a glutamin a feliileti adszorpci6 soran
leszorithatta a z0ld tea lazabban kotott elemeit a feliiletrdl, hasonldan a lagy és kemény koronak
konverzi6janak elméletéhez.>?

Osszegzésként elmondhatd, hogy a citrat csoportokkal stabilizalt kolloidhoz hasonléan
(5.2.3.1.-es fejezet), mind a polivinil-pirrolidonos, mind a z6ld teas részecskék esetén feliileti
adszorpciora utald valtozasokat tapasztaltunk. Ez az AQNP@PVP1o esetén a kémiai stabilitas
javulasat eredményezte, AgNP@GT1o tekintetében pedig annak ellenére, hogy sem a rendszerek
kémiai, sem a kolloidalis stabilitdsa nem modosult jelentdsen, olyan kicserélodési folyamatokra
utalo valtozasokat tapasztaltunk, amelyek 0Osszetettebb esetekben a biomolekularis

koronaképzddéshez kothetd kolcsonhatasoknak mindsiilnek.
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26. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal
stabilizalt, 10 nm-es eziist nanorészecskék atlagos UV-Vis spektrumainak valtozasa kiilonb6zo
gliikoz koncentraciok mellett, 7,2-es pH értéken
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27. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve z6ld tea extraktummal
stabilizalt, 10 nm-es eziist nanorészecskéek atlagos UV-Vis spektrumainak valtozasa glutamin
jelenlétében és hianyéaban, 7,2-es pH értéken

5.2.4. Sejtmédium alkotok hatasa az eziist nanorészecske aggregaciora

5.2.4.1. Kiilonboz0 részecskeméretek mellett

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk az eddigi eredmények relevancigjat életkozeli
koriilmények kozott, az aggregacios kisérleteket in vitro vizsgalatok soran hasznalt sejtmédium
alkotdk jelenlétében is elvégeztiik. A sejtes kisérletek egyik legalapvetébb komponense a kémiai
Osszetétel szempontjabol, a 1ényegében tobbkomponensii sdoldatként értelmezheté DMEM, amely
elsddleges funkcidja a sziikséges ozmotikus viszonyok fenntartisa.’®® A kisérletek soran D5030
jelzésti médiumot hasznaltunk, amely nem tartalmaz hozzédadott glutamint, gliikézt, HEPES

puffert, piroszdldsavat, illetve fenol vords indikatort, igy a legalapvetébb médium komponensek
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hatasat vizsgalhattuk.'8* A részecskék kolloidstabilitasanak szempontjabol az FBS egy valtozatos
biomolekuldkat (foként fehérjéket) tartalmazo elegy, ezért azt feltételeztiik, hogy az eredmények
hasonldsagokat mutathatnak majd a gliikozt és glutamint felhasznalo kisérletek tapasztalataival. A
28. ¢és 29. abran lathato DLS, C-potencidl és UV-Vis eredmények ezen analdgiak mentén
értelmezhetok.

DMEM médiumban szuszpendalva mindharom AgNP minta hasonl6 aggregéaciot mutatott,
mint amit megemelkedett NaCl koncentraciok esetén tapasztaltunk; a kolloidstabilitas csokkenése
megmutatkozott mind az atlagos hidrodinamikai atmérék novekedésében ¢€s a zéta-potencialok
abszolutértékeinek csokkenésében (28. 4abra), mind a karakterisztikus UV-Vis cslicsok
intenzitasanak csokkenésében (29. abra). A részecskeméret ndvekedésének hatasa a médium esetén
is megfigyelhetd volt; 24 ora elteltével az atlagos hidrodinamikai atmérd értékek forditott
aranyossagot mutattak a primer részecskemérettel. A kis, és kdzepes részecskék esetén DMEM
altal generalt aggregatumok méretei az 50 és 150 mM-os NaCl trendek kozé estek (5.2.2.1.-es
fejezet), mig a legnagyobb részecskéknél a DMEM altal generalt aggregatumok mar kisebbek
voltak, mint az 50 mM-o0s NaCl jelenlétében végzett kisérlet esetén. Ezek a megfigyelések abbol
kovetkeztek, hogy az 50 v/v%-os DMEM ionerdssége nagyjabol 65 mM-nak felel meg, illetve a
DMEM-ben egyéb kismolekulak is talalhatok, amelyek feliileti adszorpcidja kismértékben ndvelni
tudta a részecskék kolloidstabilitasat, amely az eleve erGsebb stabilitast mutatd AgNP@Cso
esetében tudott a legjobban kifejezédni, 169185186

Az FBS hasonl6 valtozasokat indukalt, mint a gliik6z €s a glutamin. A fehérjék és egyeb
biomolekulak jelenléte nem befolyasolta a kolloidok atlagos hidrodinamikai atmér6jét, ugyanakkor
a feliileti adszorpcio jelei a zéta és SPR mérések soran tapasztalhatd volt. A kialakulo feliileti
adszorpcid mindharom minta zéta-potencialjat -20 mV korili értékre moddositotta, és habar a
feliileti adszorpciokor klasszikusan jelentkezd vordseltolodds nem volt jelentds (ami az
adszorptivum anyagi minéségétol is fiigg), a kontroll vizsgalatokhoz képest az UV-Vis spektrumok
intenzitasainak csokkenése késleltetett volt, arra utalva, hogy a részecskék tovabb maradnak
szabadon diszpergélva a folyadékkozegben. A megfigyelések arra engedtek kovetkeztetni, hogy az
FBS komponensei biomolekularis koronat alakitottak ki a részecskék koriil. Ezt az elképzelést a
médiumot és szérumot egyarant tartalmaz6 DMEM+FBS méréssorozat tamasztotta ala

megkérddjelezhetetlentil.
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A kétkomponensti kozegben végzett kisérletek soran a lecsokkent abszolutértéki
zéta-potencialok ellenére alacsonyabb aggregatumméreteket detektaltunk, valamit a stabil
részecskékre jellemzé SPR elnyelési csucsok is intenzivebbek maradtak az idé eldrehaladtaval,
mint a DMEM-es kisérletek soran, tehat a kialakuld biomolekularis koronak olyan elektrosztérikus
kolcsonhatdsokat alakitottak ki a részecskék koriil, amely csokkenteni tudta a részecskék
tapasztalt, primer részecskeméret emelkedésével jard erdsebb kolloidstabilitas ebben a
kisérletsorozatban is megfigyelhetd volt, a nagyobb méret és biomolekularis koronaképzddés
egylittes hatdsa pedig abban G6sszpontosult, hogy az 50 nanométeres, FBS koronaval koriilvett
részecskék nem mutattak szamottevd aggregaciot még 24 ora elteltével sem.

Osszegzésként azt mondhatjuk, hogy az in vitro sejtmédium komponensek hasonlé médon
vizsgalt egyszeriibb, de kémiai szempontbol hasonlé rendszerek. Az eredmények értelmében az
eziist nanorészecskék biorelevans kolloidstabilitdsdnak szempontjabol talan a legmeghatarozébb
folyamat a kézeg biomolekulainak adszorpcioja, hiszen a kialakuld koronak biologiai funkcidikon

tal, a részecskék aggregacioval szembeni védelmét is biztosithatjak."618
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28. abra 10, 20 ¢és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék atlagos
hidrodinamikai 4tmérdinek és zéta-potencialjainak valtozasa sejtmédium alkotok jelenlétében
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29. abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék UV-Vis
spektrumainak valtozasa sejtmédium alkotok jelenlétében
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5.2.4.2. Kiilonbozo stabilizacio mellett

A sejtmédium alkotdk eziist nanorészecskékre gyakorolt hatasa kiilonbodz0 stabilizaloszerek
mellett is érvényesiilt. Az el6z0 alfejezetben leirtak szerint az AgNP@C10 nevii kolloid esetén erds
biomolekulai koronat képezve javitani tudtak a részecskék kolloidstabilitasat az in vitro
kisérleteknél hasznalt elektrolitkoncentracié mellett.

A sztérikusan stabilizalt AgNP@PVP1o esetén a natrium-kloridot vizsgalo kisérletekhez
hasonldan ezuttal sem tapasztaltunk aggregaciét az elektrolitkoncentracié megnovelése kapcsan.
Epp ellenkezbleg, a minta atlagos hidrodinamikai atmérdje (30. 4bra) a 0 érds mérések szerint
DMEM jelenlétében a felére csokkent, amelyet a 24 6ras kisérlet alatt meg is tartott a kontroll

bh

mérésekkel ellentétben, ahol kationok hianydban a mar emlitett ,viz hidak” konnyen
kialakulhattak. FBS-t tartalmazé kozegben egy enyhe emelkedd tendenciat mutatdo, de a
referencidhoz képest végig alacsonyabb Dp értékeket felvevd trendet kaptunk, és a citratos
mintaknal FBS jelenlétében megfigyelt -20 mV koriili zéta-potencial eredmények (Az UV-Vis
eredményekkel egyiitt értelmezve) korona kialakulasara utaltak. Mivel a PVP-vel stabilizalt minta
kolloidstabilitasat kiilon egyik komponens sem befolydsolta szdmottevOen, ezért a vartnak
megfelelden a kevert, DMEM+FBS kozeg sem eredményezett aggregaciot. Az eddigi mérések
alapjan az AgNP@PVP10 nagy kolloidstabilitdsanak ellenére, a részecskék kémiai szempontbol
nem bizonyultak tal ellenallonak. A 31. abra k6zépsé oszlopanak UV-Vis eredményei tiikrében
DMEM-ben mért SPR spektrumok bebizonyitottak, hogy az el6z6 mérések soran tapasztalt
alapvonal emelkedés kétséget kizaroan AgCl képzddésnek tudhato be, ugyanis a médium Osszetett
kornyezetében, amelyben a hasonld ionerdsség kevesebb kloridion felhasznalasaval torténik, az
eddig tapasztalt véaltozasok nem jelentek meg. Az 5% FBS-t tartalmazé kisérlet, ahol a hattér
elektrolit tovabbra is NaCl volt, bepillantast engedett a biomolekularis korondk egy tovabbi
tulajdonsagaba, ahol az alapvonal emelkedés helyett egy kozeli UV-ban nagyon intenziven elnyeld
csucsot figyelhettiink meg mar a kisérlet kezdeti id6pontjdban is. A szakirodalom alapjan ennek a
csticsnak a megjelenése nanométer alatti eziist, vagy eziist-klorid klaszterek megjelenésének
tudhato be, arra utalva, hogy a kémiai degradaci6 alkalmaval a részecskék bizonyos mértékig
fragmentdlodnak is.'87188 Ezek a klaszterek valdsziniisithetden az elézé kisérletek soran is

kialakultak, azonban rogton tombfazisi csapadékka alakultak, nagy feliileti energidjuknak

81



koszonhetden. Az FBS azonban a nanorészecskékhez hasonléan a klaszterek koriil is Ki tudott
alakitani védoréteget, megorizve a karakterisztikus elnyelésiiket. A megfigyelések alapjan tehat a
biomolekularis koronak nem pusztan a nanorészecskék kolloidstabilitasat modositjak, hanem akar
a kémiai stabilitasukat is képesek befolyasolni.

A z0ld tea extraktummal készitett nanoeziist minta DMEM ¢és FBS jelenlétében is
hidrodinamikai atméré és zéta-potencial ndvekedést mutatott. Mivel az AgNP@GT 1o részecskék
viselkedése NaCl kornyezetben a citratos részecskék logikajat kovették, igy a médium jelenlétében
bekovetkezett aggregacid is megmagyarazhatd a médium ionjainak toltéslearnyékolo hatasaval,
habar a polielektrolit matrix sztérikus kélcsonhatasainak kdszonhetden alacsonyabb szamértékeket
mértiink. A szérum jelenléte nem vart moédon szintén enyhe aggregaciora utalo DLS és C értékeket
eredményezett, habar az id0 eldrehaladtaval az aggregatumméret enyhe csokkend tendenciat
mutatott a DMEM-es kisérlettel ellentétben. Az FBS altal eldidézett valtozasok a glutaminnal
analog modon értelmezhetdk, ahol az ij biomolekuldk megjelenésével a korona Osszetételének
atrendezOdését tapasztaltuk, amit alatimaszt az is, hogy SPR elnyelési csucsok (31. abra)
fennmaradtak a Dn novekedése ellenére is, jelezve az elkiiloniilt részecskék jelenlétét.

Osszességében az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a zold teas minta szerepelt a legjobban
az ezilist szolok koziil, hiszen kolloidalis és kémiai szempontokbodl is ellenallt az in vitro
komponensek jelenlétének. A masik két minta ezzel szemben valamilyen tekintetben elmaradt az
elektrosztérikusan stabilizalt részecskéktdl: a citrattal stabilizalt mintdk kolloidstabilitasa volt

gyenge, ameddig a PVP-vel boritott részecskék kémiai degradacioja jelenthet kockazatot.
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30. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve z6ld tea extraktummal stabilizalt,
10 nm-es eziist nanorészecskék atlagos hidrodinamikai atmérdinek és zéta-potencialjainak
valtozasa sejtmédium alkotok jelenlétében
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31. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal stabilizalt,

10 nm-es eziist nanorészecskék UV-Vis spektrumainak valtozasa sejtmédium alkotok
jelenlétében

84



A kutatomunka utolsé 1épésében elvégzett in vitro vizsgalatok megtervezése érdekében az
aggregacios vizsgalatok fobb meglatasait Osszefoglaltuk. A savas kémhatas és az emelkedett
natrium-klorid koncentracié hasonld valtozasokat idézett eld az 0sszes mintdban: az alacsony
kolloidstabilitdsi mintadk esetén aggregaciot tapasztaltunk, a kémiailag instabil AgNP@PVP1o
esetén pedig eziist-klorid kivalast figyeltink meg. A biomolekuldk jelenléte a kolloid
rendszerekben koronaképzddést idézett el felilleti adszorpcid révén, amely megfeleld
koncentracio és Osszetettség felett képes volt a részecskék kolloid-, és kémiai stabilitasat is javitani.
A stabilitasromlas jellemzéséhez olyan feltételeket kellett valasztanunk, amelyek a részecskék
szamara kedvezOtlenek, viszont nem toxikusak a tenyésztett sejtek szamara. Mivel a kémhatas
valtozésa a sejtek szempontjabol is kedvezétlen lehet, ezért ugy dontottiink, hogy a részecskék

stabilitasat a sejtes vizsgalatok soran 150 mM NaCl segitségével fogjuk csokkenteni.

5.3. In vitro vizsgalatok

A sejtbiologiai vizsgalatok elsé 1épéseként meghataroztuk human sejteken és mikrobakon
a kiilonbozo eziist nanorészecskék 1Cso €s MIC koncentracidit, amelyeket a mellékletek 2. és 3.
tablazatiban Osszegeztiink.1’%1"® Az  értékekrdl Aaltalanossagban elmondhatd, hogy a
szakirodalomban tobbszor leirt méretfiiggd toxicitas megfigyelhetd volt, a kisebb részecskék
tobbnyire mar alacsonyabb koncentracidban jelentds viabilitas csokkenést tudtak eléidézni.>03%170
Az aggregaciofiiggd toxicitas Kisérletek soran ezeket az AgNP koncentraciokat alkalmaztuk a
sejteken, miutan az adott eziist kolloidot meghatarozott ideig natrium-kloriddal inkubaltuk az

aggregalodas érdekében.

5.3.1. Aggregacio fiiggo citotoxicitas vizsgalatok

5.3.1.1. Kiilonbozo részecskeméretek mellett

A 32. abran lathat6 diagramok elsé oszlopai a kezeletlen kontrollcsoport 100 %-nak
tekintett viabilitasat abrazoljak, a masodik oszlopok elézetesen nem aggregaltatott, ICso
koncentracioban alkalmazott referenciakat jelolnek, a késObbi oszlopok pedig az eldzetes
aggregacios  vizsgalatokkal —Osszhangban 1év6, adott ideig natrium-kloriddal kezelt
részecskediszperziokat szemléltetik.

A citrattal stabilizalt eziist nanorészecskék aggregacioja a részecskék méretétdl fliggetleniil
a toxicitds csokkenését eredményezte. A tapasztalt tendencidk a sejtvonalaktol fiiggetlentil

megfigyelhetok voltak, a primer részecskeméret azonban ujfent jelentds kiilonbségeket
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crer

részecskék azonnal elveszitették HaCaT sejtekre Kifejtett toxikus hatasukat. DU145 sejteknél 12
oran keresztiil ugyan megfigyelhettiink enyhe aktivitast (~90 %-os viabilitasi értékek), a 24 oras
mérési pontban mar azonban nem mutatkozott statisztikailag szignifikans eltérés a kezeletlen
kontrollcsoporthoz képest. A kdzepes méretii részecskék hasonld viselkedést mutattak, mint az
AgNP@C1o, azonban DU 145 esetén ennél a mintanal gyenge (~10 %-0s), de 0,05-6s szignifikancia
szinten még statisztikailag jelentOs toxicitast tapasztaltunk. Az eldz6 két kolloiddal ellentétben, a
legnagyobb atmérovel rendelkezd részecskék diszperzidja mindkét sejtvonal esetén hosszantartd
toxicitast mutatott és ennél a mintdnal tapasztaltuk a legkisebb, nagyjabol 25%-os viabilitas
emelkedést a kiindulasi 50%-os szinthez képest.

A citrat csoportokkal stabilizalt nanoeziist kolloidok 5.2.-es fejezetben tapasztalt
viselkedése a részecskék bioldgiai aktivitdsaban is megmutatkozott, bizonyitva a feltételezésiinket,
hogy a részecskeaggregacionak kozvetleniil mérhetd és erdteljes hatdsa van a citotoxicitasra. A
primer részecskeatmérd novelésével emelkedd kolloidstabilitas pedig demonstralta, hogy a

hosszantart6 aktivitds szemszdgébol nem feltétleniil elonyos a lehetd legkisebb nanorészecskék

alkalmazasa.
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32. abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék toxicitasanak
valtozésa 150 mM NaCl hatasara nem tumoros (HaCaT) és tumoros (DU145) sejtvonalakon 24
oras inkubacios 1do elteltével
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5.3.1.2. Kiilonbozo stabilizacio mellett

A kiilonboz0 stabilizaloszerek jelenlétében szintetizalt ezilist nanorészecskék citotoxicitasat
a 33. abra mutatja be nem tumoros (felsé sor) és tumoros (also sor) sejteken. A kutatas idokeretei
miatt ebben a kisérlet sorozatban a sejtvonalak egységes hasznalata sajnos nem tudott
megvalosulni, AQNP@PVP1g esetén eltérd sejtekkel kellett dolgozzunk (habar az AgNP@C1o és
HaCaT sejtek viszonya a 32. abran megtalalhatd). A citratos minta az 5.3.1.1.-es alfejezetben
leirtakhoz hasonléan MRC-5 és A549 sejteknél is erds toxicitascsokkenést tanusitott az aggregaciod
idejével aranyosan, azonban ameddig az egészséges tiido fibroblaszt sejtek esetében a részecskék
toxicitasa 6 ora elteltével megsziint, a tumoros A549-nél enyhén fennmaradt a nanoeziist biologiai
aktivitasa (~90 %-os viabilitas). A megfigyelés alapjan elmondhatjuk, hogy habar a
részecskeaggregacié mélyrehatéan befolyasolhatja az eziist nanorészecskék bioldgiai hatasait, nem
feledkezhetiink meg az él6 rendszerek egyéni adottsagairol, amelyek egy adott sejtvonalat

ellenallobbd, vagy éppen érzékenyebbé tehetnek bizonyos anyagokkal szemben.
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33. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal stabilizalt,
10 nm-es eziist nanorészecskék toxicitdsanak valtozasa 150 mM NaCl hatdsara nem tumoros
(MRC-5, HaCaT) és tumoros (A549, HeLa) sejtvonalakon 24 6ras inkubacids id6 elteltével

A sztérikusan stabilizalt, de az 5.2.-es fejezet alapjan kémiai szempontbdl érzékeny

AgNP@PVP1g részecskék toxicitasa sejtvonaltol fliggetleniil jelentés maradt, HeLa sejtek esetén
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még enyhe toxicitds emelkedést is tapasztaltunk. A jelenség egyfel6l magyarazhatdo a
kolloidstabilitds fennmaradasaval ezekben a rendszerekben, illetve azzal, hogy a HaCaT és HelLa
sejtvonalak AgCl-re mutatott 1Cso értékei nagyon kozeliek voltak az elemi nanorészecskék
koncentracidival a  kiegészit0 méréseink alapjan (HaCaT: ICsoagnp@pvr) = 2.74 ppm;
ICso(agcn = 2,34 ppm; HeLa: 1Csoagnp@pve) = 15,22 ppm;  ICsoagen = 10,37 ppm). Habar ez a
viselkedés tisztan a toxicitas szempontjabol elénydsnek tiinhet, az AgCl megjelenése szdmos
esetben belathatatlan mellékreakciokat idézhet eld, példaul megemlithetiink intravénds
alkalmazasokat, ahol az erekben megindul6 csapadékképzddés komoly kdvetkezményekkel jarhat.

A z0ld tea extraktummal elektrosztérikusan stabilizalt eziist nanorészecskék toxicitasanak
valtozasa a 150 mM-os sokoncentracio hatasara mérsékelt emelkedést mutatott. Egy nap elteltével
mindkét sejtvonal esetében 80 % koriili viabilitasi értékeket figyeltiink meg, amely ugyan
alacsonyabbnak bizonyult, mint amit az AQNP@PVP1o kolloid esetén figyeltiink meg, azonban,
mivel ennél a szolnal nem figyeltiink meg csapadékképzddésre utalo jeleket, és az elektrosztatikus
AgNP@C1o mintaval ellentétben a részecskék toxicitasa is fennmaradt, a részecskék biologiai

felhasznalasainak szempontjabodl az elektrosztérikus stabilitas bizonyult a legkedvezdbbnek.

5.3.2. Aggregacio fiiggé antimikrobialis vizsgalatok

5.3.2.1. Kiilonbozo részecskemeéretek mellett

A hérom kiilonb6zd méretli AgNP@C kolloid aggregéaciofiiggd antimikrobidlis hatasat a
34. abra mutatja be. A mikrodilucios kisérletek eredményei azonos kovetkeztetésekhez vezettek,
mint az MTT esszék: a 10 nm-es részecskék minden torzs esetén elvesztették az aktivitasukat a 24
oras kisérlet végére, a 20 nm-es részecskék C. neoformans esetében toxikusak maradtak, ameddig
a baktériumok esetében az aggregacio teljes aktivitdsvesztéshez vezetett, végezetiil az 50 nm-es
AgNP-k mindharom esetben toxikusak maradtak. Az aktivitdscsokkenés iddbeli valtozadsanak
erélyessége alapjan azt mondhatjuk, hogy kolloidstabilitastol fiiggetleniil a C. neoformans
gombatorzs érzékenyebb volt a nanoeziist jelenlétére, mint a vizsgalt baktériumtorzsek, ami egyéb
kutatasaink alapjan példaul azzal magyarazhato, hogy bizonyos biofilmképzd gombak esetén,
(mint amilyen a C. neoformans is) a nanorészecskék nem csak a direkt toxicitasuk révén fejthetik
ki a hatasukat, hanem a kialakuld biofilm struktarajat is képesek roncsolni, ezzel gyengitve az

ellenalloképességiiket a kiilsé hatdsokkal szemben. 8
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34. abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék toxicitdsanak
valtozasa 150 mM NaCl hatasara gomba (C. neoformans), Gram-pozitiv (B. megaterium) és
Gram-negativ (E. coli) mikroba torzseken 24 6ras inkubacios ido elteltével

5.3.2.2. Kiilonbozo stabilizdacio mellett

A kutatomunka utols6 kisérletsorozata soran a kiilonboz6 stabilizaciéval rendelkezd AgNP
mintak antimikrobialis hatdasanak vizsgalata kovetkezett, amit a 35. abra szemléltet. A citrat
csoportokkal stabilizalt, konnyen aggregalddo részecskékkel ellentétben mind az AgNP@PV Py,
mind az AgNP@GT1o mintak megdrizték toxicitasukat a kisérlet teljes idOtartama alatt. A
legerdsebb toxicitast a sztérikusan stabilizalt minta demonstralta, habar az 5.3.1.2.-es alfejezetben
emlitett megfontoldsok miatt ez az erds toxicitas nem feltétleniil hasznosithat6 valos alkalmazasok
keretein beliil a csapadékképzddés miatt. Végsd soron a zold teds nanoeziist kolloid toxicitasa a
citratos mintdhoz hasonléan fokozatosan csokkent az aggregacids id6 eldrehaladtaval, szemléltetve
az aggregacid hatasat. A részecskék biologiai aktivitdsa ennél a sorozatnal is minden esetben
megmaradt, azonban a baktériumok esetében 24 6ras aggregacios 1do elteltével mar csak a toxicitas

15-20 %-a tapasztalhato, ami a baktériumok ellenalloképességére utalt.
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35. abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal stabilizalt,
10 nm-es eziist nanorészecskék toxicitasanak valtozasa 150 mM NaCl hatasara gomba
(C. neoformans), Gram-pozitiv (B. megaterium) és Gram-negativ (E. coli) mikroba térzseken 24
oras inkubécids 1d0 elteltével

Az MTT sejtviabilitasi, én antimikrobialis essz€ink 6sszhangot mutattak a kolloidstabilitasi
vizsgélatainkkal, valamint ravilagitottak a részecskeaggregécio és a toxicitas szoros kapcsolatara.
Az eredményeink alapjan a bioldgiai aktivitds megdrzéséhez két modon juthatunk el: a primer
részecskeatmérd novelése révén, vagy olyan erds kolesonhatasok kialakitasaval, amelyek mind a

kolloid-, mint a kémiai stabilitast biztositani képesek.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kivalo biologiai aktivitisuknak koszonhetéen, az eziist nanorészecskék az egyik
legnagyobb jelentOséggel bird szervetlen nanoszerkezetek az orvosbiologiai alkalmazasok
rendszerint hattérbe szorul, annak ellenére, hogy a kiilonb6z6 bioldgiai rendszerek nem ideélisak a
nanorészecskék kolloidstabilitdsanak szempontjabol, raadasul ezt a tulajdonsidgot olyan
paraméterek is jelentGsen befolyasoljak, amelyek a bio-nano kutatasokban is nagy relevanciaval
rendelkeznek, mint példaul a részecskék mérete és a feliileti stabilizaloszerek mindsége ¢€s
mennyisége.

A kutatomunka célja kiilonbozé méretli és stabilizalo mechanizmussal rendelkezd eziist
nanorészecskék szintézise, tovabba ezen paraméterek hatdsanak vizsgalata volt a részecskék
biorelevans kolloidstabilitasara. Ezeken feliil a részecskeaggregacio kozvetlen in vitro biologiai
hatasat is meg szerettiik volna hatarozni human sejteken és mikrobakon egyarant.

A kisérletek elsé szakaszaban sikeresen eldallitottunk harom kiilonboz6, megkozelitdleg
10 nm atmérdjic AgNP kolloid rendszert, amelyek feliiletén eltérd stabilizdld mechanizmust
alakitottunk ki: az AgNP@C10 minta citrat csoportjai elektrosztatikus taszitast, az AgNP@PVP1o
polimer boritasa sztérikus kolcsonhatasokat, az AgNP@GT1o rendszer zold tea extraktuma pedig
elektrosztérikus stabilizacidt alakitott ki a részecskék koriil. A részecskeméret jelentdségének
modellezése érdekében a citrat csoportokkal stabilizalt szolbol magnovesztéses modszerrel két
tovabbi, atlagosan 20, illetve 50 nm atmérdjii AgNP diszperzidt alakitottunk ki. Az 6t minta TEM
¢és UV-Vis segitségével elvégzett kémiai karakterizaldsa soran bebizonyosodott, hogy a részecskék
kémiai Osszetétele, morfologiaja és kristalyszerkezete nagyon hasonlo, Iényeges eltéréseket csak a
kivant paraméterek mentén figyeltiink meg, igy elvégezhettiik az elkészitett eziist nanorészecskék
aggregacios viselkedésének tanulmanyozasat DLS és zéta-potencial mérések segitéségével.

Az aggregacios vizsgalatokat kiilonboz6d pH értékeken, NaCl, gliikéz és glutamin
koncentraciokon végeztiik, illetve az Osszetett, €16 rendszerek kozelebbi jellemzése érdekében
olyan in vitro sejtmédium alkotok hatasat is megvizsgaltuk, mint a DMEM és az FBS. Az
eredmények Osszegzése a 36. abran lathatd, ahol leolvashatd, hogy az egyes biologiailag relevans
koriilmények valtozdsa mennyire szélsdségesen képes modositani a mintdk stabilitasat. Az
aggregacio mértékét a 24 ora elteltével kapott atlagos hidrodinamikai atmérdk nagysagéaval

szemléltettiik és 4 zonara osztottuk: zold szin jelli azt, ahol a Dy 250 nm alatt maradt, vagy nem
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beszélhetiink jelentds aggregaciordl, citromsarga szinnel jeloltiik az enyhe aggregaciot, ahol az
aggregatumok mérete 250 ¢és 500 nm kozottinek adodott, kdzepesen erds aggregacional
(narancssarga) az atlagos hidrodinamikai atmérék 500 ¢és 1000 nm kozott voltak, az erds

aggregaciorol pedig mikronos aggregatumok megjelenésétol beszéliink (piros). Ezeken feliil
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36. abra Az aggregacios és in vitro toxicitas vizsgalatok eredményeinek osszefoglalasa

Kolloidstabilitas szempontjabol az elektrosztatikusan stabilizalt részecskék bizonyultak a
legkiszolgéltatottabbnak a kornyezeti korilmények valtozdsara. A részecskék méretétol
fiiggetleniil mind az erésen savas pH, mind a fiziologias sokoncentracid mikronos aggregatumokat
idézett eld a rendszerekben, habar a részecskeméret novekedése enyhén ellensulyozta az
aggregatumnovekedés mértékét. A citratos kolloidokkal szemben a sztérikus és elektrosztérikus
mintak kolloidstabilitasa joval erésebbnek bizonyult, elektrosztérikus esetben a legszélsdségesebb
koriilmények kozott is csak enyhe méretnovekedést tapasztaltunk.

A kisméretli biomolekuldk (gliikoz és glutamin) képesek voltak a részecskék feliiletére
adszorbeélodni, amely a legtobb esetben nem modositotta a részecskék kolloidstabilitasat, habar a

z01d tedval stabilizalt rendszer glutamin jelenlétében enyhe aggregatumndvekedést mutatott, amely
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a részecskék ,,nativ biomolekularis koronajanak™ atrendez6désére utalt. Az AgNP@PVP1o minta
sajatos hatranyanak bizonyult, hogy minden kisérlet soran AgCl csapadékképzddést figyeltiik meg,
igy annak ellenére, hogy a polimer altal biztositott sztérikus kolcsonhatasok erds kolloidstabilitast
biztositottak a részecskéknek, a kémiai stabilitdsukat mar nem tudta garantélni.

Az eddig felsorolt egyszertibb koriilmények jo modell rendszereknek bizonyultak az in vitro
kisérleteknél hasznalt komponensek eredményeinek értelmezésére. A DMEM médium natrium-
kloridhoz hasonl6 aggregaciot eredményezett, amely a citrattal stabilizalt részecskék esetén jol
szemléltette a primer részecskeméret novelésével csokkend aggregacios készséget, amely a
nagyobb részecskék alacsonyabb feliileti energiajaval magyarazhato.

Osszetett makromolekuldk vizsgalatakor, mint az FBS szérum fehérjéi, biomolekularis
koronaképzddést figyeltiink meg, amelynek jelentsége jol megfigyelhet6 a 36. abra 6-8. soraban.
A kialakulé korondk képesek voltak az aggregiciora hajlamos részecskék kolloidstabilitasat
javitani a megnovekedett sOkoncentracioval szemben, igy az AQNP@Cso mintat a nagy primer
részecskeméretnek €s a koronaképzddésnek koszonhetden 1ényegében stabilnak tekinthettiik. Az
AgNP@PVP1 minta esetén megfigyelt klaszterek jelenléte arra utalt, hogy habar a kisérlethez
hattérelektrolitként hasznalt NaCl képes volt a csapadékképzddés elinditasara, a biomolekularis
koronak képesek a részecskék kémiai stabilitdsanak bizonyos mértékii javitasara. Végezetiil az
elektrosztérikusan stabilizalt AgNP@GT1o kolloid-, és kémiai stabilitasa is megfelelonek bizonyult
az elodidézett biorelevans koriilmények kozott, bemutatva a zold tea matrix erds stabilizalo hatésat.

Az in vitro vizsgalatok soran a kolloid mintainkat meghatarozott id6tartamokra 150 mM
NaCl oldattal kezeltiik, hogy megfigyelhessiik a kolloidstabilitas (illetve AGNP@PVP1o esetén
kémiai stabilitas) kdzvetlen hatasat a részecskék toxicitasara (36. abra also sora). Az MTT esszék
¢s mikrodilucids vizsgalatok tendenciaiban és az aggregacios vizsgalatok eredményeiben olyan
analogidk jelentek meg, amelyek bizonyitottdk a feltételezéslinket, miszerint a
részecskeaggregacionak kozvetleniil mérhetd €s erdteljes hatdsa van a biologiai aktivitasra.

A részecskeméret novelésével erésodd kolloidstabilitdas a részecskék hosszantartd
toxicitasaban is megmutatkozott, ami alapvetéen ellentétes kovetkeztetésekhez vezet, mint a
szakirodalom altalanos nézOpontja, miszerint a toxicitds maximalizalasanak érdekében minél
kisebb nanorészecskék alkalmazasa a cél. A megfigyeléseink szerint sokkal inkabb egyfajta
kompromisszumos megkdzelitésre van sziikség, amely az optimalis részecskeméret

meghatarozasanal a primer toxicitast és a kolloidstabilitast is figyelembe veszi.
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Az eltér6 stabilizaloszerek Osszehasonlitasabol azokat a kovetkeztetéseket vontuk le, hogy
az eziist nanorészecskék orvosbioldgiai és kornyezeti alkalmazasai kapcsan a megfeleld
adszorbensek alkalmazasa tobb szempontbdl is jelentds tényezd. A citrat csoportokkal kialakitott
elektrosztatikus stabilitas, altalanos elterjedtsége ellenére, tulsigosan érzékenynek bizonyult a
kornyezet valtozasaira, a polivinil-pirrolidonnal stabilizalt részecskék pedig erés fennmarado
toxicitasuk ellenére, a megfigyelt csapadékképzodés miatt valhatnak rizikossa. A zold tea
extraktummal stabilizalt részecskék ezekkel szemben egyszerre ers toxicitast és kémiai stabilitast
demonstraltak. Osszességében azt mondhatjuk, hogy a részecskék kolloidstabilitdsanak biztositdsa
érdekében elonydsebb a sztérikus, vagy elektrosztérikus kolcsonhatdsokat —biztositd
stabilizaloszerek alkalmazasa, ezen felill az adszorbensek anyagi mindsége a részecskék kémiai
stabilitdsat is befolydsolhatja; a csapadékképzodés elkeriilése érdekében, a kisérleti

rendszeriinkben elektrosztatikus kdlcsonhatasokra volt sziikség.

Az eziist nanorészecskék biologiai hasznosithatésaga egy nagyon Osszetett teriilet,
amelyben a részecskék kolloidalis és kémiai stabilitasa olyan fontos tényezok, amelyeket a kisérleti
eredményeink alapjan a megfeleld kialakitds és a részecskékkel kdlcsonhatasba keriild biologiai
rendszer is befolyasol. A biorelevans stabilitds szempontjabol a részecskeméret novelése és az
elektrosztérikus stabilizacio kialakitdsa hasznos stratégidknak bizonyulhatnak, amelyek mar a
szintézismodszerek megtervezésekor figyelembevehetdk, minden szempontbdl ellenalld
termékeket kialakitva. Emellett azonban nem elhanyagolhatd az ¢l rendszereknél jellemzd
biomolekularis  koronaképzddés, amely biologiai jeldléfunkcioja mellett erdteljesen
befolyasolhatja az eziist nanorészecskék kolloid-, és kémiai stabilitasat is.

A doktori értekezésem célja a bio-nano hatarteriileti kutatasokban sok esetben hattérbe
szorulo részecskeaggregacio targyaldsa volt. A kutatds ravilagitott arra, hogy a valosag sokkal
Osszetettebb, mint elsore feltételeznénk, szemléltetve, hogy ezen az Gjszerti, és nagy potenciallal
rendelkez6 teriileten szamos aspektus 1étezik, amelyek mélyrehaté megismeréséhez kiilonb6zo
szemléletmodok talalkozéasara van sziikség. Remélem, hogy az itt bemutatott munka hozzajarulhat

ezeknek a nézdpontoknak a talalkozasihoz.
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7. SUMMARY

Due to their excellent biological activity, silver nanoparticles (AgNPs) are considered as
one of the most influential inorganic nanosized materials in biomedical applications. However, in
this field of research, the topic of nanoparticle aggregation is often overlooked even though
biological and environmental systems do not present ideal conditions for the colloidal stability of
nanoparticles. Additionally, nanoparticle stability can be affected by parameters such as particle
size, furthermore, by the quality and quantity of the surface stabilizing agents, which are factors
of interest in bio-nano investigations to begin with.

The aim of this research was to synthesize and compare several silver nanoparticle samples
of varying particle size and surface capping, and to investigate the impact of these properties on
the biorelevant colloidal stability of such materials. In addition, the direct influence of AgNP
aggregation on cytotoxicity and antimicrobial activity was also investigated by in vitro viability
assays.

The first phase of the research work was the production of three silver nanoparticle samples
in diameters of approximately 10 nm, with differing surface stabilization: the electrostatic
repulsion provided by citrate groups in AQNP@Cio, another sol sterically stabilized by polyvinyl
pyrrolidone (PVP) was labeled as AQNP@PVP1, and AGNP@GT1o denoted an electrosteric
nanosilver colloid synthesized with the help of green tea extract. The investigation of the effect of
particle size was achieved by the utilization of two further nanosilver colloids obtained by a two-
step seed-mediated growth of AQNP@C1o that generated citrate capped silver nanoparticles of 20
and 50 nm in diameter, respectively. The chemical characterization of the five colloid samples by
TEM and UV-Vis spectroscopy verified the identical chemical composition, similar morphology,
and crystallinity of the particles, with key differences demonstrated only along the characteristics
in question. As the synthesis methods proved successful, the comparative colloidal stability
analysis of the particles by DLS and zeta potential measurements could commence.

The aggregation behavior measurements were performed on various pH values, NaCl,
glucose and glutamine concentrations, furthermore cell culture components DMEM and FBS were
utilized to assess the behavior of AgNPs in “closer to life” conditions. From a colloidal standpoint,
citrate capped silver nanoparticles proved to be the most susceptible towards the changes of their
environment. Regardless of their diameter, strongly acidic pH and physiological NaCl

concentration were sufficient for generating micron sized aggregates in all three AgNP@C
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samples, although the growth of primer particle size could counteract the severity of external
impulses. However, both the steric and electrosteric samples demonstrated greater colloidal
stability, with AQNP@GT10 showing only moderate aggregation against even the most severe
experimental conditions.

The small biomolecules involved in our experiments, namely glucose and glutamine could
be adsorbed on the surface of the silver nanoparticles from the sample, albeit it did not affect the
colloidal stability of either colloid substantially. The interaction of the green tea matrix and
glutamine caused a slight increase in the average hydrodynamic diameter of AgNP@GTjo,
indicating internal changes within the “native biomolecular corona” of these particles. In case of
the AQNP@PVP1o sample we observed a unique, rather disadvantageous issue throughout the
experiments, which was the formation of AgCl in the presence of sodium chloride; even though
the colloidal stability provided by the capping polymer was substantial, indication of the sub-par
chemical stability was frequently observed.

In the discussion and understanding of in vitro cell culture components, the experiments
performed on the simpler model systems proved useful, as strong analogies were observed among
them. DMEM induced aggregation similarly to NaCl due to their similar chemical composition.
Highlighting the effect of primer particle size on aggregation propensity, the three differently sized
particles demonstrated distinct aggregation grades in the environment of the medium; larger
particles showed greater colloidal stability compared to smaller ones, explained by their lower
surface energy.

The addition of the complex mixture of biomolecules in FBS led to biomolecular corona
formation and this adsorption layer could counteract aggregation within the susceptible samples to
an extent, culminating in the experiment using AQNP@Cso in FBS and DMEM mixture, where the
otherwise sensitive nanoparticles could maintain colloidal stability due to their larger size and
corona formation. The clusters observed in the AQNP@PVP1o sample within the milieu of FBS
implied, that corona formation can help improving chemical stability: even though low NaCl
content - such as the 10 mM background concentration - was sufficient to initiate AgCl
precipitation, the present biomolecules of FBS could somewhat preserve the integrity of the
particles. Ultimately, the colloid entitled AQNP@GT10o demonstrated the greatest colloidal and
chemical stability against biorelevant conditions, underlining the strong protection provided by the

electrosteric interactions of green tea.
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Throughout the in vitro experiments, the nanosilver samples were incubated with 150 mM
NaCl for certain time intervals to observe the direct effect of colloidal stability (and in the case of
AgNP@PVP10 chemical stability as well) on their cytotoxicity and antimicrobial activity. The MTT
and microdilution assays showed strong correlations with the aggregation experiments, verifying
the notion that nanoparticle aggregation has a profound and strong effect on biological activity.

The growing strength of colloidal stability due to the increase of primer particle size
manifested also in the form of prolonged biological activity, is in stark contrast with the general
stance of the relevant literature, where often the objective is maximizing the intrinsic toxicity of
nanoparticles, by utilizing particles in sizes as small as possible. According to our observations, a
better approach would aim for an “optimal nanoparticle size” and would consider the trade-off
between intrinsic toxicity and longevity provided by colloidal stability.

Through the comparison of the various stabilizing agents used within our experiments, we
have arrived at the conclusion that multiple aspects should be considered when selecting the
optimal capping materials. Despite its widespread use, citrate capping proved heavily susceptible
toward changes in the surrounding environment, and even though PVP provided strong and long-
lasting colloidal stability to its respective nanoparticles, the use of AQNP@PVP1o could prove risky
due to the observed AgCl precipitation. In contrast, the silver nanoparticles stabilized by green tea
extract demonstrated strong biorelevant colloidal and chemical stability at the same time. In
conclusion, our findings indicate that in order to provide strong colloidal stability, steric or
electrosteric stabilization is needed, furthermore, the chemical composition of the capping agents
might also affect the chemical stability of nanosilver. Within our experimental conditions,

electrostatic interactions were necessary to counteract AgCI precipitation.

The biological utilization of silver nanoparticles is a very intricate field of research, in
which the colloidal and chemical stability of the particles are essential features affected both by
as-prepared characteristics and the interfering biological systems, according to our investigations.
From the standpoint of biorelevant stability, the increase of primary particle size and the formation
of proper electrosteric stabilization are important factors to be considered in preparing all-around
reliable nanoparticle systems. Next to these deliberate and customizable properties, the
biomolecular corona formation relevant in living and environmental systems must also be
highlighted, which has the ability to modify the colloidal and chemical integrity of silver

nanoparticles and should not be considered solely as markers for biological processes.
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The main goal of my doctoral thesis was discussing nanoparticle aggregation, a topic often
neglected in bio-nano research. As the contribution pointed out, reality is much more complex than
we often realize, indicating how understanding the numerous aspects of this novel field requires
the cooperation of different scientific viewpoints. My hope for the present work is to make

precedent for such interdisciplinary investigations.

98



KOSZONETNYILVANITAS

A doktori értekezésemhez vezeté munkaban rengeteg segitséget kaptam az évek soran, ami
nélkiil ez a dolgozat nem késziilhetett volna el. Els6sorban kdszonettel tartozom témavezetdimnek,
Dr. Konya Zoltan tanszékvezetd egyetemi tanarnak és Dr. Kiricsi Monika egyetemi adjunktusnak,
akik alapképzéses éveimtdl kezdve szakértelmiikkel, tanacsaikkal, valamint az Alkalmazott és
Kornyezeti Kémiai Tanszék, illetve a Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Tanszék erdforrasainak
segitségével folyamatosan segitették a kutatdmunkamat €s szakmai fejlédésemet.

Halaval tartozom Dr. Rénavari Andrednak, akinek készonhet6en rengeteget fejlédhettem a
tudomanyos kutatomunkahoz kapcsolddo feladatkdrok minden teriiletén az éveken at tartd kozos
munka soran.

Koszondm szépen Igaz Noranak, a Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék
munkatarsdnak az MTT viabilitasi tesztek kapcsan nyujtott allhatatos segitségért, tovabba
koszonom Dr. Pfeiffer llona és Szerencsés Bettina segitségét és szakértelmét, illetve, hogy lehetévé
tették az antimikrobidlis kisérletek elvégzését a Mikrobioldgiai Tanszék eréforrasain keresztiil.

Koszonettel tartozom Dr. Toth Ildikonak, aki a doktori kutatasi témam korvonalazodasakor
szakértelmével alapvetd fontossagu segitséget nyujtott a kisérletek tervezésében és eredmények
értelmezésében.

Halas vagyok Mihaly Akosnak, Resch Viviennek, Kovdcs Nikolett Alexandrdanak, Boka
Eszternek és Zakupszky Dalmdanak, akik az évek soran hallgatokként bekapcsolodtak a kutatas
bizonyos részeibe, tovabba koszondm a segitséget az Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszék
Osszes munkatarsanak.

Végezetiil halasan koszondm a csalddom és barataim tdmogatasat, akik az évek soran
mellettem voltak és tdmogattak ezen a sokszor rogds Uton, kiilondsképp a nagymamamnak, aki
ugyan mar tobb mint egy évtizede nincs koztiink, viszont, ha kisgyerekként nem visz el a kémia

szertarba papirhajot égetni natriummal, lehet nem from most ezeket a sorokat.

A disszertacid az Innovacios és Technologiai Minisztérium UNKP-20-4-SZTE-580
kodszamu Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios

alapbdl finanszirozott szakmai timogatasaval késziilt.

99



IRODALOMJEGYZEK

10.

11.
12.

13.

14.

15.

Feynman RP. There’s Plenty of Room at the Bottom: An Invitation to Enter a New Field
of Physics. Eng Sci. 1960;23(5):22-36.

Rogers B, Adams J, Pennathur S. Nanotechnology: Understanding Small Systems, Third
Edition.; 2014.

Hochella MF, Mogk DW, Ranville J, et al. Natural, incidental, and engineered
nanomaterials and their impacts on the Earth system. Science (80- ). 2019;363(6434).
doi:10.1126/science.aau8299

Santos CSC, Gabriel B, Blanchy M, et al. Industrial Applications of Nanoparticles - A
Prospective Overview. In: Materials Today: Proceedings. Vol 2. Elsevier Ltd; 2015:456-
465. doi:10.1016/j.matpr.2015.04.056

Sengul AB, Asmatulu E. Toxicity of metal and metal oxide nanoparticles: a review.
Environ Chem Lett. 2020;18(5):1659-1683. doi:10.1007/s10311-020-01033-6

Kovacs D, Igaz N, Keskeny C, et al. Silver nanoparticles defeat p53-positive and p53-
negative osteosarcoma cells by triggering mitochondrial stress and apoptosis. Sci Rep.
2016;6:27902. doi:10.1038/srep27902

Medici S, Peana M, Nurchi VM, Zoroddu MA. Medical Uses of Silver: History, Myths,
and Scientific Evidence. J Med Chem. 2019;62(13):5923-5943.
doi:10.1021/acs.jmedchem.8b01439

Abou EI-Nour KMM, Eftaiha A, Al-Warthan A, Ammar RAA. Synthesis and applications
of silver nanoparticles. Arab J Chem. 2010;3(3):135-140. doi:10.1016/j.arabjc.2010.04.008

Pulit-Prociak J, Stoktosa K, Banach M. Nanosilver products and toxicity. Environ Chem
Lett. 2014;13:59-68. doi:10.1007/s10311-014-0490-2

Hotze EM, Phenrat T, Lowry G V. Nanoparticle Aggregation: Challenges to
Understanding Transport and Reactivity in the Environment. J Environ Qual.
2010;39(6):1909-1924. doi:10.2134/jeq2009.0462

Szant6 F. Kolloidika. Budapest: Tankonyvkiado Vallalat; 1966.

Alshammari A, Kalevaru VN. Supported Gold Nanoparticles as Promising Catalysts. In:
Catalytic Application of Nano-Gold Catalysts. InTech; 2016. doi:10.5772/64394

Pryshchepa O, Pomastowski P, Buszewski B. Silver nanoparticles: Synthesis, investigation
techniques, and properties. Adv Colloid Interface Sci. 2020;284:102246.
doi:10.1016/j.cis.2020.102246

Ferris JP, Ertem G. Oligomerization of ribonucleotides on montmorillonite: Reaction of
the 5’-phosphorimidazolide of adenosine. Science (80- ). 1992;257(5075):1387-13809.
doi:10.1126/science.1529338

Oleson TA, Sahai N, Pedersen JA. Electrostatic effects on deposition of multiple
phospholipid bilayers at oxide surfaces. J Colloid Interface Sci. 2010;352(2):327-336.

100



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

doi:10.1016/j.jcis.2010.08.057

Xu J, Campbell JM, Zhang N, Hickey WJ, Sahai N. Did mineral surface chemistry and
toxicity contribute to evolution of microbial extracellular polymeric substances?
Astrobiology. 2012;12(8):785-798. doi:10.1089/ast.2011.0776

Sahai N, Kaddour H, Dalai P, Wang Z, Bass G, Gao M. Mineral Surface Chemistry and
Nanoparticle-aggregation Control Membrane Self-Assembly. Sci Rep. 2017;7(43418):1-
13. doi:10.1038/srep43418

Hochella MF, Aruguete D, Kim B, Madden AS. Naturally occurring inorganic
nanoparticles: General assessment and a global budget for one of earth’s last unexplored
major geochemical components. In: Nature’s Nanostructures. Pan Stanford Publishing Pte.
Ltd.; 2012:1-42. d0i:10.1201/b11618-3

Dearing JA, Hay KL, Baban SMJ, Huddleston AS, Wellington EMH, Loveland PJ.
Magnetic susceptibility of soil: an evaluation of conflicting theories using a national data
set. Geophys J Int. 1996;127(3):728-734. doi:10.1111/j.1365-246X.1996.tb04051.x

Schindler M, Hochella MF. Soil memory in mineral surface coatings: Environmental
processes recorded at the nanoscale. Geology. 2015;43(5):415-418. doi:10.1130/G36577.1

Lebreton LCM, Van Der Zwet J, Damsteeg JW, Slat B, Andrady A, Reisser J. River
plastic emissions to the world’s oceans. Nat Commun. 2017;8:1-10.
doi:10.1038/ncomms15611

Mattsson K, Hansson LA, Cedervall T. Nano-plastics in the aquatic environment. Environ
Sci Process Impacts. 2015;17(10):1712-1721. doi:10.1039/c5em00227¢

Chae Y, Kim D, Kim SW, An YJ. Trophic transfer and individual impact of nano-sized
polystyrene in a four-species freshwater food chain. Sci Rep. 2018;8:284.
doi:10.1038/s41598-017-18849-y

Keller AA, Lazareva A. Predicted Releases of Engineered Nanomaterials: From Global to
Regional to Local. Environ Sci Technol Lett. 2013;1(1):65-70. doi:10.1021/ez400106t

Dhall A, Self W. Cerium oxide nanoparticles: A brief review of their synthesis methods
and biomedical applications. Antioxidants. 2018;7(8). doi:10.3390/antiox7080097

Huber D. Synthesis, Properties, and Applications of Iron Nanoparticles. Small.
2005;1(5):482-501. doi:10.1002/smll.200500006

Ziental D, Czarczynska-Goslinska B, Mlynarczyk DT, et al. Titanium Dioxide
Nanoparticles: Prospects and Applications in Medicine. Nanomaterials. 2020;10(2):387.
doi:10.3390/nan010020387

Jeelani PG, Mulay P, Venkat R, Ramalingam C. Multifaceted Application of Silica
Nanoparticles. A Review. Silicon. 2020;12:1337-1354. d0i:10.1007/s12633-019-00229-y

Radomski A, Jurasz P, Alonso-Escolano D, et al. Nanoparticle-induced platelet
aggregation and vascular thrombosis. Br J Pharmacol. 2005;146(6):882-893.
doi:10.1038/sj.bjp.0706386

101



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Hussein M, Gamal F, Arisha A. Some Biological and Biomedical Effects of Nanoparticles.
Zagazig Vet J. 2020;48(4):433-447. doi:10.21608/zvjz.2020.23011.1099

Nel A. Toxic Potential of Materials at the Nanolevel. Science (80- ). 2006;311(5761):622-
627. doi:10.1126/science.1114397

Pizzino G, Irrera N, Cucinotta M, et al. Oxidative Stress: Harms and Benefits for Human
Health. Oxid Med Cell Longev. 2017;2017. doi:10.1155/2017/8416763

Oberdorster G, Oberdorster E, Oberddrster J. Nanotoxicology: An emerging discipline
evolving from studies of ultrafine particles. Environ Health Perspect. 2005;113(7):823-
839. doi:10.1289/ehp.7339

Donaldson K, Tran CL. Inflammation caused by particles and fibers. Inhal Toxicol.
2002;14(1):5-27. d0i:10.1080/089583701753338613

Tian R, Xu J, Luo Q, Hou C, Liu J. Rational Design and Biological Application of
Antioxidant Nanozymes. Front Chem. 2021;8:831. doi:10.3389/fchem.2020.00831

Dasgupta S, Auth T, Gompper G. Shape and orientation matter for the cellular uptake of
nonspherical particles. Nano Lett. 2014;14(2):687-693. d0i:10.1021/n1403949h

Nejati S, Mohseni Vadeghani E, Khorshidi S, Karkhaneh A. Role of particle shape on
efficient and organ-based drug delivery. Eur Polym J. 2020;122:109353.
doi:10.1016/j.eurpolymj.2019.109353

Huo S, Jin S, Ma X, et al. Ultrasmall gold nanoparticles as carriers for nucleus-based gene
therapy due to size-dependent nuclear entry. ACS Nano. 2014;8(6):5852-5862.
d0i:10.1021/nn5008572

Sukhanova A, Bozrova S, Sokolov P, Berestovoy M, Karaulov A, Nabiev I. Dependence
of Nanoparticle Toxicity on Their Physical and Chemical Properties. Nanoscale Res Lett.
2018;13. doi:10.1186/s11671-018-2457-x

Zhao X, Ng S, Heng BC, et al. Cytotoxicity of hydroxyapatite nanoparticles is shape and
cell dependent. Arch Toxicol. 2013;87(6):1037-1052. doi:10.1007/s00204-012-0827-1

Li C, Wang J, Wang Y, et al. Recent progress in drug delivery. Acta Pharm Sin B.
2019;9(6):1145-1162. doi:10.1016/j.apsb.2019.08.003

Misra SK, Dybowska A, Berhanu D, Luoma SN, Valsami-Jones E. The complexity of
nanoparticle dissolution and its importance in nanotoxicological studies. Sci Total Environ.
2012;438:225-232. doi:10.1016/j.scitotenv.2012.08.066

Ahn EY, Jin H, Park Y. Assessing the antioxidant, cytotoxic, apoptotic and wound healing
properties of silver nanoparticles green-synthesized by plant extracts. Mater Sci Eng C.
2019;101:204-216. doi:10.1016/j.msec.2019.03.095

Senapati VA, Kumar A. ZnO nanoparticles dissolution, penetration and toxicity in human
epidermal cells. Influence of pH. Environ Chem Lett. 2018;16:1129-1135.
d0i:10.1007/s10311-018-0736-5

Seoudi R, Shabaka A, El Sayed ZA, Anis B. Effect of stabilizing agent on the morphology

102



46.

47.

48.

49,

50.

o1,

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

and optical properties of silver nanoparticles. Phys E Low-Dimensional Syst
Nanostructures. 2011;44(2):440-447. doi:10.1016/j.physe.2011.09.018

Badawy AM El, Luxton TP, Silva RG, Scheckel KG, Suidan MT, Tolaymat TM. Impact
of Environmental Conditions (pH, lonic Strength, and Electrolyte Type) on the Surface
Charge and Aggregation of Silver Nanoparticles Suspensions. Environ Sci Technol.
2010;44(4):1260-1266. doi:10.1021/es902240k

El Badawy AM, Scheckel KG, Suidan M, Tolaymat T. The impact of stabilization
mechanism on the aggregation kinetics of silver nanoparticles. Sci Total Environ.
2012;429:325-331. doi:10.1016/j.scitotenv.2012.03.041

Schaeublin NM, Braydich-Stolle LK, Schrand AM, et al. Surface charge of gold
nanoparticles mediates mechanism of toxicity. Nanoscale. 2011;3(2):410-420.
doi:10.1039/cOnr00478b

Hadjidemetriou M, Kostarelos K. Evolution of the nanoparticle corona. Nat Nanotechnol.
2017;12:288-290. doi:10.1038/nnano.2017.61

Bangham AD, Pethica BA, Seaman G V. The charged groups at the interface of some
blood cells. Biochem J. 1958;69(1):12-19. doi:10.1042/bj0690012

Vroman L. Effect of Adsorbed Proteins on the Wettability of Hydrophilic and
Hydrophobic Solids. Nature. 1962;196(4853):476-477. doi:10.1038/196476a0

Riviere JE, Scoglio C, Sahneh FD, Monteiro-Riviere NA. Computational approaches and
metrics required for formulating biologically realistic nanomaterial pharmacokinetic
models. Comput Sci Discov. 2013;6(1):014005. doi:10.1088/1749-4699/6/1/014005

Lundqvist M, Stigler J, Elia G, Lynch I, Cedervall T, Dawson KA. Nanoparticle size and
surface properties determine the protein corona with possible implications for biological
impacts. Proc Natl Acad Sci. 2008;105(38):14265-14270. doi:10.1073/pnas.0805135105

Szekeres GP, Kneipp J. SERS Probing of Proteins in Gold Nanoparticle Agglomerates.
Front Chem. 2019;7(30). doi:10.3389/fchem.2019.00030

Park SJ. Protein—nanoparticle interaction: Corona formation and conformational changes
in proteins on nanoparticles. Int J Nanomedicine. 2020;15:5783-5802.
doi:10.2147/1JN.S254808

Fadare OO, Wan B, Liu K, Yang Y, Zhao L, Guo LH. Eco-Corona vs Protein Corona:
Effects of Humic Substances on Corona Formation and Nanoplastic Particle Toxicity in
Daphnia magna. Environ Sci Technol. 2020;54(13):8001-80009.
doi:10.1021/acs.est.0c00615

Pulido-Reyes G, Leganes F, Fernandez-Pifias F, Rosal R. Bio-nano interface and
environment: A critical review. Env Toxicol Chem. 2017;36(12):3181-3193.
doi:10.1002/etc.3924

Riss TL, Moravec RA, Niles AL, et al. Cell Viability Assays. Eli Lilly & Company and the
National Center for Advancing Translational Sciences; 2004.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23805433. Accessed February 15, 2021.

103



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Tanaka T. Experimental Methods in Polymer Science. Elsevier; 2000. doi:10.1016/C2009-
0-22460-3

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to
proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods. 1983;65(1-2):55-63.
doi:10.1016/0022-1759(83)90303-4

Soltanian S, Sheikhbahaei M, Mohamadi N, Pabarja A, Abadi MFS, Tahroudi MHM.
Biosynthesis of Zinc Oxide Nanoparticles Using Hertia intermedia and Evaluation of its
Cytotoxic and Antimicrobial Activities. Bionanoscience. January 2021:1-11.
doi:10.1007/s12668-020-00816-z

Heble AY, Santelli J, Armstrong AM, Mattrey RF, Lux J. Catalase-Loaded Silica
Nanoparticles Formulated via Direct Surface Modification as Potential Oxygen Generators
for Hypoxia Relief. ACS Appl Mater Interfaces. 2021;13(5):5954.
doi:10.1021/acsami.0c19633

Shejawal KP, Randive DS, Bhinge SD, et al. Green synthesis of silver, iron and gold
nanoparticles of lycopene extracted from tomato: their characterization and cytotoxicity
against COLO320DM, HT29 and Hella cell. J Mater Sci Mater Med. 2021;32(19).
d0i:10.1007/s10856-021-06489-8

McGinnity TL, Sokolova V, Prymak O, Nallathamby PD, Epple M, Roeder RK. Colloidal
stability, cytotoxicity, and cellular uptake of HfFO2 nanoparticles. J Biomed Mater Res Part
B Appl Biomater. 2021;1(11). doi:10.1002/jbm.b.34800

Santonocito D, Raciti G, Campisi A, et al. Astaxanthin-Loaded Stealth Lipid Nanoparticles
(AST-SSLN) as Potential Carriers for the Treatment of Alzheimer’s Disease: Formulation
Development and Optimization. Nanomaterials. 2021;11(2):391.
doi:10.3390/nan011020391

Balouiri M, Sadiki M, Ibnsouda SK. Methods for in vitro evaluating antimicrobial activity:
A review. J Pharm Anal. 2016;6(2):71-79. doi:10.1016/j.jpha.2015.11.005

Balcucho J, Narvaez DM, Castro-Mayorga JL. Antimicrobial and Biocompatible
Polycaprolactone and Copper Oxide Nanoparticle Wound Dressings against Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus. Nanomaterials. 2020;10(9):1692.
doi:10.3390/nan010091692

Yurtdag-Kirimlioglu G, Gorgiili S. Surface modification of PLGA nanoparticles with
chitosan or Eudragit® RS 100: Characterization, prolonged release, cytotoxicity, and
enhanced antimicrobial activity. J Drug Deliv Sci Technol. 2020;61:102145.
doi:10.1016/j.jddst.2020.102145

Fadwa AO, Alkoblan DK, Mateen A, Albarag AM. Synergistic effects of zinc oxide
nanoparticles and various antibiotics combination against Pseudomonas aeruginosa
clinically isolated bacterial strains. Saudi J Biol Sci. 2021;28(1):928-935.
doi:10.1016/j.sjbs.2020.09.064

Essawy E, Abdelfattah MS, El-Matbouli M, Saleh M. Synergistic Effect of Biosynthesized
Silver Nanoparticles and Natural Phenolic Compounds against Drug-Resistant Fish

104



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Pathogens and Their Cytotoxicity: An In Vitro Study. Mar Drugs. 2021;19(1):22.
d0i:10.3390/md19010022

Kukut Hatipoglu M, Kelestemur S, Altunbek M, Culha M. Source of cytotoxicity in a
colloidal silver nanoparticle suspension. Nanotechnology. 2015;26(19):195103.
doi:10.1088/0957-4484/26/19/195103

Barbasz A, O¢wieja M, Barbasz J. Cytotoxic Activity of Highly Purified Silver
Nanoparticles Sol Against Cells of Human Immune System. Appl Biochem Biotechnol.
2015;176(3):817-834. d0i:10.1007/s12010-015-1613-3

Parak WJ. Characterizing the multidisciplinarity of nanoscience research. ACS Nano.
2010;4(8):4333-4334. d0i:10.1021/nn1019225

Holec D, Dumitraschkewitz P, VVollath D, Fischer FD. Surface Energy of Au Nanoparticles
Depending on Their Size and Shape. Nanomaterials. 2020;10(3):484.
doi:10.3390/nan010030484

He YT, Wan J, Tokunaga T. Kinetic stability of hematite nanoparticles: The effect of
particle sizes. J Nanoparticle Res. 2008;10:321-332. d0i:10.1007/s11051-007-9255-1

Tsuda A, Konduru NV. The role of natural processes and surface energy of inhaled
engineered nanoparticles on aggregation and corona formation. Nanolmpact. 2016;2:38-
44. doi:10.1016/j.impact.2016.06.002

Buffle I, Leppard GG. Characterization of Aquatic Colloids and Macromolecules. 1.
Structure and Behavior of Colloidal Material. Environ Sci Technol. 1995;29(9):2169-2175.
d0i:10.1021/es00009a004

Elimelech M, Jia X, Gregory J, Williams RA. Particle Deposition and Aggregation:
Measurement, Modelling and Simulation (Colloid and Surface Engineering). 1st ed.
(Elimelech M, Gregory J, Jia X, Williams RA, eds.). London: Butterworth-Heinemann;
1995.

Israelachvili JN. Intermolecular and Surface Forces. 3rd ed. London: Academic Press;
2011.

Graf P, Mantion A, Foelske A, et al. Peptide-Coated Silver Nanoparticles: Synthesis,
Surface Chemistry, and pH-Triggered, Reversible Assembly into Particle Assemblies.
Chem - A Eur J. 2009;15:5831-5844. doi:10.1002/chem.200802329

Ohshima H. Electrical Phenomena at Interfaces and Biointerfaces. John Wiley & Sons,
Inc.; 2012. d0i:10.1002/9781118135440

Phenrat T, Kim HJ, Fagerlund F, lllangasekare T, Tilton RD, Lowry G V. Particle size
distribution, concentration, and magnetic attraction affect transport of polymer-modified
FeO nanoparticles in sand columns. Environ Sci Technol. 2009;43(13):5079-5085.
doi:10.1021/es900171v

Hoek EMV, Agarwal GK. Extended DLVO interactions between spherical particles and
rough surfaces. J Colloid Interface Sci. 2006;298(1):50-58. doi:10.1016/j.jcis.2005.12.031

Fritz G, Schadler V, Willenbacher N, Wagner NJ. Electrosteric stabilization of colloidal

105



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

dispersions. Langmuir. 2002;18(16):6381-6390. doi:10.1021/1a015734j

Chen KL, Elimelech M. Interaction of fullerene (C60) nanoparticles with humic acid and
alginate coated silica surfaces: Measurements, mechanisms, and environmental
implications. Environ Sci Technol. 2008;42(20):7607-7614. doi:10.1021/es8012062

Hierrezuelo J, Sadeghpour A, Szilagyi I, Vaccaro A, Borkovec M. Electrostatic
stabilization of charged colloidal particles with adsorbed polyelectrolytes of opposite
charge. Langmuir. 2010;26(19):15109-15111. doi:10.1021/1a102912u

Bhattacharjee S. DLS and zeta potential — What they are and what they are not? J Control
Release. 2016;235:337-351. doi:10.1016/j.jconrel.2016.06.017

Malvern instruments. Zetasizer Nano Series User Manual.; 2004. doi:10.1016/S0294-
3506(99)80105-7

Delgado A V., Gonzalez-Caballero F, Hunter RJ, Koopal LK, Lyklema J. Measurement
and interpretation of electrokinetic phenomena: (IUPAC technical report). Pure Appl
Chem. 2005;77(10):1753-1805. doi:10.1351/pac200577101753

Galli M, Saringer S, Szilagyi I, Trefalt G. A simple method to determine critical
coagulation concentration from electrophoretic mobility. Colloids and Interfaces.
2020;4(2):20. doi:10.3390/colloids4020020

Guehrs E, Schneider M, Giinther CM, et al. Quantification of silver nanoparticle uptake
and distribution within individual human macrophages by FIB/SEM slice and view. J
Nanobiotechnology. 2017;15(1). doi:10.1186/s12951-017-0255-8

Shahabadi N, Zendehcheshm S, Khademi F, Rashidi K, Chehri K, Fatahi dehpahni M.
Green synthesis of Chloroxine-conjugated silver nanoflowers: Promising antimicrobial
activity and in vivo cutaneous wound healing effects. J Environ Chem Eng.
2021;9(3):105215. doi:10.1016/j.jece.2021.105215

Bulla SS, Bhajantri RF, Chavan C. Optical and Structural Properties of Biosynthesized
Silver Nanoparticle Encapsulated PVA (Ag-PVA) Films. J Inorg Organomet Polym
Mater. February 2021:1-13. doi:10.1007/s10904-021-01909-2

Yang SE, Liu P, Zhang YJ, Guo QN, Chen YS. Effects of silver nanoparticles size and
shape on light scattering. Optik (Stuttg). 2016;127(14):5722-5728.
d0i:10.1016/j.ijle0.2016.03.071

Chun S, Grudinin D, Lee D, Kim SH, Yi GR, Hwang I. Roll-to-roll printing of silver oxide
pastes and low temperature conversion to silver patterns. Chem Mater. 2009;21(2):343-
350. do0i:10.1021/cm802475m

Svecova M, Ulbrich P, Dendisova M, Matéjka P. SERS study of riboflavin on green-
synthesized silver nanoparticles prepared by reduction using different flavonoids: What is
the role of flavonoid used? Spectrochim Acta - Part A Mol Biomol Spectrosc.
2018;195:236-245. doi:10.1016/j.saa.2018.01.083

Ng KM, Chau SL, Tang HW, et al. lon-Desorption Efficiency and Internal-Energy
Transfer in Surface-Assisted Laser Desorption/lonization: More Implication(s) for the

106



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Thermal-Driven and Phase-Transition-Driven Desorption Process. J Phys Chem C.
2015;119(41):23708-23720. doi:10.1021/acs.jpcc.5b05957

Yang M, Hashimoto K, Fujino T. Silver nanoparticles loaded on ammonium exchanged
zeolite as matrix for MALDI-TOF-MS analysis of short-chain n-alkanes. Chem Phys Lett.
2018;706:525-532. doi:10.1016/j.cplett.2018.07.002

Yang P, Xu 'Y, Chen L, et al. Encapsulated Silver Nanoparticles Can Be Directly
Converted to Silver Nanoshell in the Gas Phase. Nano Lett. 2015;15(12):8397-8401.
doi:10.1021/acs.nanolett.5b04328

Kang W, Cheng C, Li Z, Feng Y, Shen G, Du X. Ultrafine Ag Nanoparticles as Active
Catalyst for Electrocatalytic Hydrogen Production. ChemCatChem. 2019;11(24):5976-
5981. doi:10.1002/cctc.201901364

Gordon O, Slenters TV, Brunetto PS, et al. Silver coordination polymers for prevention of
implant infection: Thiol interaction, impact on respiratory chain enzymes, and hydroxyl
radical induction. Antimicrob Agents Chemother. 2010;54(10):4208-4218.
doi:10.1128/AAC.01830-09

Dibrov P, Dzioba J, Gosink KK, Hiase CC. Chemiosmotic mechanism of antimicrobial
activity of Ag+ in Vibrio cholerae. Antimicrob Agents Chemother. 2002;46(8):2668-2670.
doi:10.1128/AAC.46.8.2668-2670.2002

Park HJ, Kim JY, Kim J, et al. Silver-ion-mediated reactive oxygen species generation
affecting bactericidal activity. Water Res. 2009;43(4):1027-1032.
doi:10.1016/j.watres.2008.12.002

Vankayala R, Kuo CL, Sagadevan A, Chen PH, Chiang CS, Hwang KC. Morphology
dependent photosensitization and formation of singlet oxygen (1Ag) by gold and silver
nanoparticles and its application in cancer treatment. J Mater Chem B. 2013;1(35):4379-
4387. doi:10.1039/c3th20806k

Geonmonond RS, Da Silva AGM, Camargo PHC. Controlled synthesis of noble metal
nanomaterials: motivation, principles, and opportunities in nanocatalysis. An Acad Bras
Cienc. 2018;90(1 suppl 1):719-744. d0i:10.1590/0001-3765201820170561

Wiley B, Sun Y, Mayers B, Xia Y. Shape-controlled synthesis of metal nanostructures:
The case of silver. Chem - A Eur J. 2005;11(2):454-463. doi:10.1002/chem.200400927

Pal S, Tak YK, Song JM. Does the Antibacterial Activity of Silver Nanoparticles Depend
on the Shape of the Nanoparticle? A Study of the Gram-Negative Bacterium Escherichia
coli. Appl Environ Microbiol. 2007;73(6):1712-1720. doi:10.1128/AEM.02218-06

Ivask A, Kurvet I, Kasemets K, et al. Size-Dependent Toxicity of Silver Nanoparticles to
Bacteria, Yeast, Algae, Crustaceans and Mammalian Cells In Vitro. Quigg A, ed. PL0S
One. 2014;9(7):e102108. doi:10.1371/journal.pone.0102108

Teodoro JS, Simdes AM, Duarte F V., et al. Assessment of the toxicity of silver
nanoparticles in vitro: A mitochondrial perspective. Toxicol Vitr. 2011;25(3):664-670.
doi:10.1016/j.tiv.2011.01.004

107



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

AshaRani P V., Hande MP, Valiyaveettil S. Anti-proliferative activity of silver
nanoparticles. BMC Cell Biol. 2009;10:65. doi:10.1186/1471-2121-10-65

Sun X, Shi J, Zou X, Wang C, Yang Y, Zhang H. Silver nanoparticles interact with the cell
membrane and increase endothelial permeability by promoting VE-cadherin
internalization. J Hazard Mater. 2016;317:570-578. doi:10.1016/j.jhazmat.2016.06.023

Walkey CD, Olsen JB, Song F, et al. Protein corona fingerprinting predicts the cellular
interaction of gold and silver nanoparticles. ACS Nano. 2014;8(3):2439-2455.
doi:10.1021/nn406018q

Juling S, Niedzwiecka A, Bohmert L, et al. Protein Corona Analysis of Silver
Nanoparticles Links to Their Cellular Effects. J Proteome Res. 2017;16(11):4020-4034.
doi:10.1021/acs.jproteome.7b00412

Slawson RM, Lohmeier-Vogel EM, Lee H, Trevors JT. Silver resistance in Pseudomonas
stutzeri. Biometals. 1994;7:30-40. doi:10.1007/BF00205191

Panacek A, Kvitek L, Smékalova M, et al. Bacterial resistance to silver nanoparticles and
how to overcome it. Nat Nanotechnol. 2018;13:65-71. doi:10.1038/s41565-017-0013-y

Pomastowski P, Sprynskyy M, Zuvela P, et al. Silver-Lactoferrin Nanocomplexes as a
Potent Antimicrobial Agent. J Am Chem Soc. 2016;138(25):7899-79009.
doi:10.1021/jacs.6b02699

Lopez-Carballo G, Higueras L, Gavara R, Hernandez-Muifioz P. Silver ions release from
antibacterial chitosan films containing in situ generated silver nanoparticles. J Agric Food
Chem. 2013;61(1):260-267. doi:10.1021/jf304006y

Yang CH, Wang LS, Chen SY, et al. Microfluidic assisted synthesis of silver nanoparticle—
chitosan composite microparticles for antibacterial applications. Int J Pharm.
2016;510(2):493-500. d0i:10.1016/j.ijpharm.2016.01.010

Gurunathan S, Lee KJ, Kalishwaralal K, Sheikpranbabu S, Vaidyanathan R, Eom SH.
Antiangiogenic properties of silver nanoparticles. Biomaterials. 2009;30(31):6341-6350.
doi:10.1016/j.biomaterials.2009.08.008

Jadhav K, Deore S, Dhamecha D, et al. Phytosynthesis of Silver Nanoparticles:
Characterization, Biocompatibility Studies, and Anticancer Activity. ACS Biomater Sci
Eng. 2018;4(3):892-899. doi:10.1021/acsbiomaterials.7b00707

Manivannan K, Cheng CC, Anbazhagan R, Tsai HC, Chen JK. Fabrication of silver seeds
and nanoparticle on core-shell Ag@SiO2 nanohybrids for combined photothermal therapy
and bioimaging. J Colloid Interface Sci. 2019;537:604-614. doi:10.1016/j.jcis.2018.11.051

Hsu JC, Cruz ED, Lau KC, et al. Renally Excretable and Size-Tunable Silver Sulfide
Nanoparticles for Dual-Energy Mammography or Computed Tomography. Chem Mater.
2019;31(19):7845-7854. doi:10.1021/acs.chemmater.9b01750

Li C, Yang W, Yuan R, Xu W. Antibody-responsive signal-off fluorescence of DNA-
harbored silver nanoclusters for direct, rapid and sensitive immunoassay. Sensors
Actuators, B Chem. 2019;301:127148. doi:10.1016/j.snb.2019.127148

108



124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

Kibis LS, Stadnichenko Al, Pajetnov EM, Koscheev S V., Zaykovskii VI, Boronin Al. The
investigation of oxidized silver nanoparticles prepared by thermal evaporation and radio-
frequency sputtering of metallic silver under oxygen. Appl Surf Sci. 2010;257(2):404-413.
doi:10.1016/j.apsusc.2010.07.002

Miranzadeh M, Kassaee MZ. Solvent effects on arc discharge fabrication of durable silver
nanopowder and its application as a recyclable catalyst for elimination of toxic p-
nitrophenol. Chem Eng J. 2014;257:105-111. doi:10.1016/j.cej.2014.06.088

Kylidan O, Kuzminova A, Stefanikova R, et al. Silver/plasma polymer strawberry-like
nanoparticles produced by gas-phase synthesis. Mater Lett. 2019;253:238-241.
doi:10.1016/j.matlet.2019.06.069

Biswas A, Bayer IS, Biris AS, Wang T, Dervishi E, Faupel F. Advances in top-down and
bottom-up surface nanofabrication: Techniques, applications & future prospects. Adv
Colloid Interface Sci. 2012;170(1-2):2-27. doi:10.1016/j.cis.2011.11.001

Eisa WH, Zayed MF, Anis B, Abbas LM, Ali SSM, Mostafa AM. Clean production of
powdery silver nanoparticles using Zingiber officinale: The structural and catalytic
properties. J Clean Prod. 2019;241:118398. doi:10.1016/j.jclepro.2019.118398

Zhang XF, Liu ZG, Shen W, Gurunathan S. Silver nanoparticles: Synthesis,
characterization, properties, applications, and therapeutic approaches. Int J Mol Sci.
2016;17(9):1534. doi:10.3390/ijms17091534

Thanh NTK, Maclean N, Mahiddine S. Mechanisms of nucleation and growth of
nanoparticles in solution. Chem Rev. 2014;114(15):7610-7630. doi:10.1021/cr400544s

Sangar S, Sharma S, Vats VK, Mehta SK, Singh K. Biosynthesis of silver nanocrystals,
their kinetic profile from nucleation to growth and optical sensing of mercuric ions. J
Clean Prod. 2019;228:294-302. doi:10.1016/j.jclepro.2019.04.238

Henglein A, Giersig M. Formation of Colloidal Silver Nanoparticles: Capping Action of
Citrate. JPhys Chem B. 1999;103(44):9533-9539. do0i:10.1021/jp9925334

Blommaerts N, Vanrompay H, Nuti S, Lenaerts S, Bals S, Verbruggen SW. Unraveling
Structural Information of Turkevich Synthesized Plasmonic Gold-Silver Bimetallic
Nanoparticles. Small. 2019;15(42):1902791. doi:10.1002/smll.201902791

Desai R, Mankad V, Gupta SK, Jha PK. Size distribution of silver nanoparticles: UV-
visible spectroscopic assessment. Nanosci Nanotechnol Lett. 2012;4(1):30-34.
doi:10.1166/nnl.2012.1278

Polte J, Tuaev X, Wuithschick M, et al. Formation mechanism of colloidal silver
nanoparticles: Analogies and differences to the growth of gold nanoparticles. ACS Nano.
2012;6(7):5791-5802. d0i:10.1021/nn301724z

Hegde H, Santhosh C, Sinha RK. Seed mediated synthesis of highly stable CTAB capped
triangular silver nanoplates for LSPR sensing. Mater Res Express. 2019;6(10):105075.
doi:10.1088/2053-1591/ab3d8c

LiuT, Yin B, He T, Guo N, Dong L, Yin Y. Complementary effects of nanosilver and

109



138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

superhydrophobic coatings on the prevention of marine bacterial adhesion. ACS Appl
Mater Interfaces. 2012;4(9):4683-4690. doi:10.1021/am301049v

Chen Z, Balankura T, Fichthorn KA, Rioux RM. Revisiting the Polyol Synthesis of Silver
Nanostructures: Role of Chloride in Nanocube Formation. ACS Nano. 2019;13(2):1849-
1860. doi:10.1021/acsnano.8b08019

Da Silva RR, Yang M, Choi S Il, et al. Facile Synthesis of Sub-20 nm Silver Nanowires
through a Bromide-Mediated Polyol Method. ACS Nano. 2016;10(8):7892-7900.
doi:10.1021/acsnano.6b03806

Shankar S, Rhim JW. Amino acid mediated synthesis of silver nanoparticles and
preparation of antimicrobial agar/silver nanoparticles composite films. Carbohydr Polym.
2015;130:353-363. doi:10.1016/j.carbpol.2015.05.018

Hernandez-Morales L, Espinoza-Gomez H, Flores-Lopez LZ, et al. Study of the green
synthesis of silver nanoparticles using a natural extract of dark or white Salvia hispanica L.
seeds and their antibacterial application. Appl Surf Sci. 2019;489:952-961.
doi:10.1016/j.apsusc.2019.06.031

Thomas RK, Sukumaran S, Sudarsanakumar C. An insight into the comparative binding
affinities of chlorogenic acid functionalized gold and silver nanoparticles with ctDNA
along with its cytotoxicity analysis. J Mol Liq. 2019;287:110911.
d0i:10.1016/j.mollig.2019.110911

Kosa SA, Zaheer Z. Betanin assisted synthesis of betanin@silver nanoparticles and their
enhanced adsorption and biological activities. Food Chem. 2019;298:125014.
doi:10.1016/j.foodchem.2019.125014

Song Z, Wu Y, Wang H, Han H. Synergistic antibacterial effects of curcumin modified
silver nanoparticles through ROS-mediated pathways. Mater Sci Eng C. 2019;99:255-263.
doi:10.1016/j.msec.2018.12.053

Roénavari A, Kovacs D, Igaz N, et al. Biological activity of green-synthesized silver
nanoparticles depends on the applied natural extracts: a comprehensive study. Int J
Nanomedicine. 2017;VVolume 12:871-883. doi:10.2147/1JN.S122842

Ronavari A, Igaz N, Gopisetty MK, et al. Biosynthesized silver and gold nanoparticles are
potent antimycotics against opportunistic pathogenic yeasts and dermatophytes. Int J
Nanomedicine. 2018;13:695-703. d0i:10.2147/1JN.S152010

Pennycook SJ, Nellist PD. Scanning Transmission Electron Microscopy. (Pennycook SJ,
Nellist PD, eds.). New York, NY: Springer New York; 2011. doi:10.1007/978-1-4419-
7200-2

Bokhonov BB, Sharafutdinov MR, Whitcomb DR, Burleva LP. In situ self-assembly of
silver nanoparticles. J Phys Chem C. 2014;118(22):11980-11989. doi:10.1021/jp501508a

Graf C, Nordmeyer D, Sengstock C, et al. Shape-Dependent Dissolution and Cellular
Uptake of Silver Nanoparticles. Langmuir. 2018;34(4):1506-1519.
doi:10.1021/acs.langmuir.7b03126

110



150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

Reymond-Laruinaz S, Saviot L, Potin V, Marco de Lucas M del C. Protein—nanoparticle
interaction in bioconjugated silver nanoparticles: A transmission electron microscopy and
surface enhanced Raman spectroscopy study. Appl Surf Sci. 2016;389:17-24.
doi:10.1016/j.apsusc.2016.07.082

Qin D, Yang G, Wang Y, Zhou Y, Zhang L. Green synthesis of biocompatible trypsin-
conjugated Ag nanocomposite with antibacterial activity. Appl Surf Sci. 2019;469:528-
536. doi:10.1016/j.apsusc.2018.11.057

Danciu C, Falamas A, Dehelean C, et al. A characterization of four B16 murine melanoma
cell sublines molecular fingerprint and proliferation behavior. Cancer Cell Int. 2013;13:75.
do0i:10.1186/1475-2867-13-75

Gross H, Singer W, Totzeck M. Handbook of Optical Systems. Vol 2. (Gross H, Singer W,
Totzeck M, eds.). Wiley; 2005. doi:10.1002/3527606688

Pereyra P. Fundamentals of Quantum Physics. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin
Heidelberg; 2012. d0i:10.1007/978-3-642-29378-8

Rycenga M, Cobley CM, Zeng J, et al. Controlling the synthesis and assembly of silver
nanostructures for plasmonic applications. Chem Rev. 2011;111(6):3669-3712.
d0i:10.1021/cr100275d

Garcia MA. Surface Plasmons in metallic nanoparticles: Fundamentals and applications. J
Phys D Appl Phys. 2012;44(28). doi:10.1088/0022-3727/45/38/38950

Huang T, Xu XN. Synthesis and characterization of tunable rainbow colored colloidal
silver nanoparticles using single-nanoparticle plasmonic microscopy and spectroscopy. J
Mater Chem. 2010;20(44):9867-9876. doi:10.1039/c0jm01990a

Railean-Plugaru V, Pomastowski P, Wypij M, et al. Study of silver nanoparticles
synthesized by acidophilic strain of Actinobacteria isolated from the of Picea sitchensis
forest soil. J Appl Microbiol. 2016;120(5):1250-1263. doi:10.1111/jam.13093

Wijaya YN, Kim J, Choi WM, Park SH, Kim MH. A systematic study of triangular silver
nanoplates: One-pot green synthesis, chemical stability, and sensing application.
Nanoscale. 2017;9(32):11705-11712. doi:10.1039/c7nr03077k

Luo M, Huang H, Choi S I, et al. Facile Synthesis of Ag Nanorods with No Plasmon
Resonance Peak in the Visible Region by Using Pd Decahedra of 16 nm in Size as Seeds.
ACS Nano. 2015;9(10):10523-10532. doi:10.1021/acsnano.5b05053

Chaudhari K, Ahuja T, Murugesan V, et al. Appearance of SERS activity in single silver
nanoparticles by laser-induced reshaping. Nanoscale. 2019;11(1):321-330.
doi:10.1039/c8nr06497k

Hartland G V., Besteiro L V., Johns P, Govorov AO. What’s so Hot about Electrons in
Metal Nanoparticles? ACS Energy Lett. 2017;2(7):1641-1653.
doi:10.1021/acsenergylett.7b00333

Jiang P, Dong Y, Yang L, Zhao Y, Xie W. Hot Electron-Induced Carbon-Halogen Bond
Cleavage Monitored by in Situ Surface-Enhanced Raman Spectroscopy. J Phys Chem C.

111



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

2019;123(27):16741-16746. doi:10.1021/acs.jpcc.9p03238

Kararli TT. Comparison of the gastrointestinal anatomy, physiology, and biochemistry of
humans and commonly used laboratory animals. Biopharm Drug Dispos. 1995;16(5):351-
380. d0i:10.1002/bdd.2510160502

Strazzullo P, Leclercq C. Sodium. Adv Nutr. 2014;5(2):188-190.
d0i:10.3945/an.113.005215

Eichelberger L, Richter RB. Water, Nitrogen and Electrolyte Concentration in the Brain. J
Biol Chem. 1944;154:21-29.

Freckmann G, Hagenlocher S, Baumstark A, et al. Continuous glucose profiles in healthy
subjects under everyday life conditions and after different meals. J Diabetes Sci Technol.
2007;1(5):695-703. doi:10.1177/193229680700100513

Cory JG, Cory AH. Critical Roles of Glutamine as Nitrogen Donors in Purine and
Pyrimidine Nucleotide Synthesis: Asparaginase Treatment in Childhood Acute
Lymphoblastic Leukemia. In Vivo (Brooklyn). 2006;20(5).

Yao T, Asayama Y. Animal-cell culture media: History, characteristics, and current issues.
Reprod Med Biol. 2017;16(2):99-117. doi:10.1002/rmb2.12024

Bélteky P, Ronavari A, Igaz N, et al. Silver nanoparticles: aggregation behavior in
biorelevant conditions and its impact on biological activity. Int J Nanomedicine.
2019;Volume 14:667-687. doi:10.2147/1JN.S185965

Wan Y, Guo Z, Jiang X, et al. Quasi-spherical silver nanoparticles: Aqueous synthesis and
size control by the seed-mediated Lee—Meisel method. J Colloid Interface Sci.
2013;394:263-268. doi:10.1016/j.jcis.2012.12.037

Ravindran A, Singh A, Raichur AM, Chandrasekaran N, Mukherjee A. Studies on
interaction of colloidal Ag nanoparticles with Bovine Serum Albumin (BSA). Colloids
Surfaces B Biointerfaces. 2010;76(1):32-37. doi:10.1016/J. COLSURFB.2009.10.005

Levak M, Buri¢ P, Dutour Sikiri¢ M, et al. Effect of Protein Corona on Silver Nanoparticle
Stabilization and lon Release Kinetics in Artificial Seawater. Environ Sci Technol.
2017;51(3):1259-1266. doi:10.1021/acs.est.6b03161

Bhattacharjee S, Elimelech M, Borkovec M. DLVO Interaction between Colloidal
Particles:Beyond Derjaguin’s Approximation. Croat Chem Acta. 1998;71(4):883-903.

Wiese GR, Healy TW. Effect of particle size on colloid stability. Trans Faraday Soc.
1970;66(0):490-499. doi:10.1039/TF9706600490

Bélteky P, Ronavari A, Zakupszky D, et al. Are Smaller Nanoparticles Always Better?
Understanding the Biological Effect of Size-Dependent Silver Nanoparticle Aggregation
Under Biorelevant Conditions. Int J Nanomedicine. 2021;16:3021-3040.
do0i:10.2147/1IN.S304138

Papagianni M. Advances in citric acid fermentation by Aspergillus niger: Biochemical
aspects, membrane transport and modeling. Biotechnol Adv. 2007;25(3):244-263.
doi:10.1016/j.biotechadv.2007.01.002

112



178. Li X, Lenhart JJ, Walker HW. Dissolution-accompanied aggregation kinetics of silver
nanoparticles. Langmuir. 2010;26(22):16690-16698. doi:10.1021/1a101768n

179. Franco P, De Marco I. The use of poly(N-vinyl pyrrolidone) in the delivery of drugs: A
review. Polymers (Basel). 2020;12(5):1114. doi:10.3390/POLYM12051114

180. Nair B. Final Report On the Safety Assessment of Polyvinylpyrrolidone (PVP). Int J
Toxicol. 1998;17(Suppl. 4):95-130. doi:10.1177/109158189801700408

181. Huynh KA, Chen KL. Aggregation kinetics of citrate and polyvinylpyrrolidone coated
silver nanoparticles in monovalent and divalent electrolyte solutions. Environ Sci Technol.
2011;45(13):5564-5571. doi:10.1021/es200157h

182. He D, Bligh MW, Waite TD. Effects of aggregate structure on the dissolution kinetics of
citrate-stabilized silver nanoparticles. Environ Sci Technol. 2013;47(16):9148-9156.
doi:10.1021/es400391a

183. Brahma S, Rao KJ, Shivashankar S. Rapid growth of nanotubes and nanorods of wiirtzite
ZnO through microwave-irradiation of a metalorganic complex of zinc and a surfactant in
solution. Bull Mater Sci. 2010;33(2):89-95. doi:10.1007/s12034-010-0027-7

184. Corp S-A. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DME) - Formulation.
https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/154/333/d
5030for.pdf. Accessed June 12, 2021.

185. Thompson GL, Reukov V V., Nikiforov MP, Jesse S, Kalinin S V., Vertegel AA.
Electromechanical and elastic probing of bacteria in a cell culture medium.
Nanotechnology. 2012;23(24):245705-245715. doi:10.1088/0957-4484/23/24/245705

186. Alarcon EI, Bueno-Alejo CJ, Noel CW, et al. Human serum albumin as protecting agent of
silver nanoparticles: role of the protein conformation and amine groups in the nanoparticle
stabilization. J Nanoparticle Res. 2013;15(1):1374. doi:10.1007/s11051-012-1374-7

187. Pal NK, Kryschi C. A facile synthesis of highly stable and luminescent Ag clusters: A
steady-state and time-resolved spectroscopy study. Phys Chem Chem Phys.
2015;17(3):1957-1965. doi:10.1039/c4cp03683b

188. Trinh ND, Nguyen TTB, Nguyen TH. Preparation and characterization of silver chloride
nanoparticles as an antibacterial agent. Adv Nat Sci Nanosci Nanotechnol.
2015;6(4):045011. doi:10.1088/2043-6262/6/4/045011

189. Szerencsés B, Igaz N, Tobias A, et al. Size-dependent activity of silver nanoparticles on
the morphological switch and biofilm formation of opportunistic pathogenic yeasts. BMC
Microbiol. 2020;20(176):13. doi:10.1186/s12866-020-01858-9

113



MELLEKLETEK
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1. melléklet abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék atlagos
hidrodinamikai 4&tmérdinek és zéta-potencialjainak valtozasa kiilonb6zd gliik6z koncentraciok
mellett, 7,2-es pH értéken
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Tényezo6: Glutamin —— 0 mM GIn
Valtozo6: Méret —— 4mMGin
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2. melléklet abra 10, 20 és 50 nm-es, citrat csoportokkal stabilizalt eziist nanorészecskék atlagos
hidrodinamikai &tmérdinek és zéta-potencialjainak valtozéasa glutamin jelenlétében vagy
hianyaban, 7,2-es pH értéken
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3. melléklet abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal
stabilizalt, 10 nm-es eziist nanorészecskék atlagos hidrodinamikai atmérdinek és
zéta-potencialjainak valtozasa kiilonbozé gliikdéz koncentraciok mellett, 7,2-es pH értéken
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Tényezo6: Glutamin —— 0mM GIn
Valtozé: Stabilizaloszer —— 4mMGin

120-
= 100 % 0
g) fg 80 ‘ :
a, & 6o //l 3§ 15
AR vd 5 | }
%ﬂ 201 5--30
wn
o 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Eltelt ido (h) Eltelt ido (h)
3 0
A 300- N
> g
Ay E 3
® g 1504 g 15 I
& A ]/H g
Z. g [T |
:Eﬂ 30

0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Eltelt id6 (h) Eltelt id6 (h)
) 4501
H —
S 15
g 300 "a’ A
S E |V g
ol Q" 1504] | 5
Z ] ] ] §_.
of L] I I
4: ol , . : . 451, . . . :
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Eltelt idé (h) Eltelt idé (h)

4. melléklet abra Citrat csoportokkal, polivinil-pirrolidonnal, illetve zold tea extraktummal
stabilizalt, 10 nm-es eziist nanorészecskék atlagos hidrodinamikai atmérdinek és
zéta-potencialjainak valtozasa kiillonboz6 glutamin jelenlétében és hianyaban, 7,2-es pH értéken
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Ki)'riilménz 1di (h) AgNP@GTlo AgNP@PVPm AgNP@Cm AgNP@Czo AgNP@Cso

Pdl

0 0,655 0,201 0,275 0,387 0,483

15 0,524 0,221 0,231 0,564 0,472

Referencia 3 0,507 0,299 0,259 0,461 0,467
6 0,516 0,333 0,335 0,413 0,452

12 0,492 0,300 0,571 0,626 0,440

24 0,460 0,337 0,712 0,491 0,461

0 0,137 0,231 0,557 0,395 0,482

15 0,193 0,292 0,582 0,464 0,373

oH 3 3 0,197 0,356 0,637 0,751 0,462

6 0,224 0,353 0,796 0,634 0,643

12 0,227 0,376 0,811 0,73 0,635

24 0,245 0,418 0,863 0,652 0,566

0 0,539 0,397 0,243 0,257 0,347

15 0,489 0,216 0,345 0,341 0,366

150 MM NaCl 3 0,583 0,231 0,364 0,332 0,410
6 0,512 0,212 0,425 0,421 0,615

12 0,688 0,226 0,515 0,386 0,782

24 0,515 0,221 0,746 0,539 0,709

1. melléklet tablazat Az eziist nanorészecskék polidiszperzitasi indexeinek (Pdl) valtozasa a
referencia (pH 7,2, 10 mM NacCl), pH 3-as, illetve 150 mM natrium-kloridos mérések soran
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Eziist nanorészecske minta Sejtvonal I1Cs0 (ppm)

HaCaT 1,96
DU145 8,28
AgNP@Clo
MRC-5 17,6
A549 72,2
HaCaT 3,08
AgNP@Czo
DU145 10,41
HaCaT 11,67
AgNP@Csp
DU145 12,53
HaCaT 2,74
AgNP@PVP1q
HelLa 15,22
MRC-5 1,3
AgNP@GT1o
A549 63,1

2. melléklet tablazat A szintetizalt AgNP mintak ICso értékei
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Eziist nanorészecske minta Torzs MIC (ppm)

C. neoformans 18,75

AgNP@Cg B. megaterium 18,75
E. coli 37,50

C. neoformans 15,63

AgNP@Cy B. megaterium 7,81
E. coli 62,50

C. neoformans 15,63

AgNP@Cs B. megaterium 7,81
E. coli 62,50

C. neoformans 1,95

AgNP@PVP1o B. megaterium 3,90
E. coli 3,90

C. neoformans 0,59

AgNP@GT1o B. megaterium 0,59
E. coli 0,59

3. melléklet tablazat A szintetizalt AgNP mintak MIC értékei
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