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1. Bevezetés

Uj 6sszetételil, innovativ sajatsagokat mutaté nanoszerkezetli anyagok eléallitasa és
szerkezetvizsgalata a modern nanotechnoldgia és a kolloidkémia egyik legintenzivebben
fejlédd teriilete. A fejlesztések kulcsfontossagli alapelemei a nanorészecskék (NPs)! és
nanostrukturalt rendszerek, illetve a molekularis sajatsagot mutatd nanoklaszterek (NCs,
szub-nanométeres részecskék). Az elmult évtizedben az utobb emlitett, minddsszesen
néhany vagy néhany tiz atombol felépiil6 nemesfém (kiilondsen az arany (Au)) NCs egyedi
optikai és szerkezeti tulajdonsagaiknak koszonhetden a természettudomanyos kutatdsok
kozéppontjaba kertiltek. Optikai tulajdonsdgaik jelentdsen eltérnek a klasszikus nemesfém
kolloidokétol, ugyanis az Au NPs méretének csokkentésével a folytonos vezetési savok
diszkrét energiaszintekre hasadnak fel, ezért a lokalizalt feliileti plazmon rezonancia (LSPR)
sajatsag helyett egy 0j optikai tulajdonsag, a fluoreszcencia (PL) valik elérhetévé ezen szub-
nanométeres mérettartomanyt NCs kialakitasaval. A NCs fotolumineszcens tulajdonséagait
legféképpen a klasztert alkotd atomok szama hatarozza meg, valamint a klaszter feliilet¢hez
kotott (bio)molekulék, hiszen a ligandum-fém ¢és ligandum-fém-fém kozotti toltésatviteli
folyamatok fontos szerepet jatszanak a fluoreszcencia kialakulasaban és hangolasaban. Ezen
meghataroz6 tényezok mellett a klasztert alkotdo fém oxidacios allapota, az elektronban
gazdag, eltéré donorcsoportok jelenléte a fémmag feliiletén, a pH, homérséklet, de az
oldészer is befolyasolja a detektalhatd optikai tulajdonsagokat. Napjainkban egyre
dominansabb szerep jut ezen szub-nanométeres nemesfém NCs-nek szédmos
alkalmazasteriileten, mint pl. a (bio)katalizis, az elektronika, vagy orvosbiologiai teriiletek
mivel kiemelkedd biokompatibilitdssal, alacsony citotoxicitassal, magas fotostabilitassal
rendelkeznek, ill. konnyen funkcionalizalhatok eltérd donorcsoportot tartalmazo,
funkcionalis biomolekuldkkal. Orvosbioldgiai vonatkozasban egyre meghatarozobba valik
valtozatos funkcioval rendelkezd nanostruktirdk tervezése és fejlesztése, melyek
,»zOldkémiai” eljaréassal allithatok eld, ezaltal csokkentve az anyagfelhasznalast, elkeriilve a
szerves oldoszerek, erds redukaloszerek és egyéb toxikus reagensek felhasznalasat.

Doktori értekezésemben elsoként szdmoltunk be B-vitamin szarmazékokkal
stabilizalt, emellett antioxiddns tulajdonsaggal rendelkezd Au NCs el6allitasi lehetdségeirdl
¢s javaslatot tettlink uUjonnan szintetizalt, aminosavak hidroxdmsav szarmazékaival

feliilletmodositott, intenziv kék emisszioval rendelkez6 NCs szenzorikai alkalmazasara.

' A NPs és NCs roviditéseket a megfeleld kifejezések (nanoparticles/NPs, nanoclusters/NCs) angol
elnevezései alapjan hasznalom az értekezésben.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A nanoszerkezetli anyagok és az Au NPs altalanos jellemzése

Napjainkban a nanoszerkezetli anyagok, széleskorii alkalmazasi lehetéségeik miatt,
egyre nagyobb jelentdséggel birnak. Az ipar szdmos teriiletén, valamint az
orvostudomanyban is dominans szerepet jatszanak, de meghatdrozd ezen nanoszerkezetii
anyagok ismerete ¢€s jellemzése a kornyezetvédelem és a mezdgazdasag szempontjabol is,
mivel kapcsolatba keriilhetnek az ¢16 szervezetekkel [1].

A nanoszerkezeteket tobbféle szempont alapjan csoportosithatjuk, pl. dimenzio,
eredet, Osszetétel, méret, alak vagy anyagi mindség [2]. Anyagi mindség alapjan négy
csoportot kiilonboztetiink meg. A szén-alapi nanoszerkezetek csoportjaba tartoznak a szén
nanocsovek, fullerének vagy éppen a grafén. A szervetlen-alapt nanostruktirdk
meghatarozo képviseldi tobbek kozott a fémek, fém-oxidok, mint pl. az arany, eziist, a titan-
dioxid, a cink-oxid stb. A harmadik csoportot a szerves-alapu nanostrukturdk alkotjak
(pl. a dendrimerek, liposzomak, polimerek, micelldk). Kiemelked6 csoportot képviselnek az
Osszetett rendszerek is, amelyeket ,hibrid” vagy ,kompozit” rendszereknek neveziink,
melyek az emlitett szén-, fém- és szerves-alapii nanoszerkezetek eltéré kombinécidibol
allnak [3]. Méretiik alapjan a nanoszerkezetli anyagok elnevezésében megkiilonboztetiink
kolloid részecskéket (1-500 nm), nanorészecskéket (NPs-et), amelyek mérete (legalabb 1
dimenzidban) az 1-100 nm kozé esik ill. nanoklasztereket (NCs-et), ahol az atmérd
(d) értékére < 2 nm hatdrozhat6é meg [4]. Kutatomunkdm a szervetlen-alapt (fém-tartalmu)
haromdimenzids (3D) nanoszerkezetli anyagokra 0sszpontosit, kiilonds a legkisebb méretii
nemesfém-alapu NCs-re.

A nemesfém NPs, mint a réz (Cu), Au, eziist (Ag) NPs 0j tulajdonsagokkal
rendelkeznek, nevezetesen a tombfazishoz képesti jelentds méretcsokkenés hatasara egyedi
optikai, elektromos és magneses tulajdonsagok valnak elérhetévé [5]. A méretiikbdl és
alakjukbol szarmazo elonyos tulajdonsagok kozé tartozik a nagy fajlagos feliilet, a kémiai
inertség, a biokompatibilitds és az alacsony toxicitds. A nemesfém részecskék tulajdonsagai
nagymértékben fliggnek a szintézisiik soran a redukalo-, stabilizalo-, vagy feliiletmodosito
agensként hasznalt biomolekuldk, tenzidek vagy makromolekuldk (polimerek vagy
polielektrolitok) mindségétdl [6]. Mindezek mellett plazmonikus tulajdonsaguk egyediilallo
mas fém-alapu részecskékhez képest, mely a LSPR jelenségbdl ered. Az emlitett jelenség
soran, ha az Au NPs intenziv kolcsonhatasba 1épnek a lathaté fény fotonjaival, akkor a

részecskéket alkotod atomok vezetési elektronjainak kollektiv oszcillacidja kovetkezik be. Ez



az oszcillacio rezondnssd valik, amikor a besugarzd fény elektromagneses terének
frekvencidja megegyezik vele [7]. Az ilyen médon észlelhetd LSPR spektrumok, amelyek
egy abszorpcids és egy szorasi komponensre oszthatok, hasznos informaciot nyujtanak
nemcsak a nemesfém NPs Osszetételérdl, hanem méretiikrdl €s alakjukrol is. A gédmbi
morfologiaji Au NPs jellegzetes plazmon savja a Amax = 500-550 nm tartomanyon
detektalhatd, mig az Au/Ag 6tvozet NPs esetében a plazmon mddus Amax = 390-550 nm
kozott hangolhato, foként az 6sszetétellel [8]. Az anizometrikus részecskék esetén, mint az
arany nanorudak (Au NRs), szerkezetiikb6l addédoan transzverzalis €s longitudinalis
rezgések is eléfordulnak, amelynek eredményeként két csucs jelenik meg az abszorbancia
spektrumban [9].

Szamos fizikai [10] €s kémiai [11] mddszer ismert Au és Ag NPs eléallitdsara mind
vizes, mind szerves kozegben. A legaltaldnosabban alkalmazott eljaras a gombi arany NPs
eldallitasara az 1951-ben J. Turkevich altal kidolgozott szintézis vizes kozegben [12],
valamint a Brust és mtsai. altal 1994-ben publikalt eldallitasi folyamat [13], ahol mar
organikus kozegben (toluolban) igazoltdk tiol-tartalmu ligandumokkal feliiletmodositott,
viszonylag kis méreretli (d ~ 2—5 nm) Au NPs eldallithatosagat. A két modszer esetében a
kiinduldsi prekurzor fémsé a hidrogén-terakloro-aurat (HAuCls). Redukalo- és
stabilizaloszerként a Turkevich-féle modszerben trinatrium-citrat molekulat hasznalnak,
ahol a gomb alakt arany kolloidok mérete (d = 10-100 nm) a trinatrium-citrat és az aurat-
ionok aranyaval szabdlyozhaté [14]. A Brust-szintézis soran a prekurzor fémsot vizben
oldjak fel, majd intenziven kevertetik egy feliiletaktiv molekula toluolos oldataval
10-15 percig. Altaldban tetraoktil-ammonium-bromidot (TOABr) hasznalnak, amely
fazistranszferalo agensként funkcional, vagyis a feladata a nevezett fémion atjuttatsa a vizes
fazisbol a szerves fazisba. A szerves fazisban felhalmozodé arany(I)-TOABr komplexhez
natrium-borohidrid redukalészert adnak, majd a reakcioelegyet 3 oOran keresztiil
szobahdmérsékleten intenziven kevertetik (1.A. abra). A szintézis eredményeképpen a
szerves fazisban lokalizal6do viszonylag kicsi, kb. d = 2—5 nm &4tmérdjii Au NPs jonnek 1étre
(1.B. abra), amelyeket a szintézishez hasznalt megfeleld alkil- vagy ariltiollal
funkcionalizalnak. A funkcionalizalé molekula toluolos oldatat a redukaloszer hozzéadasa
el6tt adjak hozza a reakcidelegyhez. Ebben a mddszerben a kialakitott Au kolloid részecskék
feliileti funkcionalizalasa is megtorténik és a tiolcsoporttal rendelkezd ligandumok Au-S
kovalens kotéseken keresztiil kotédnek az Au feliiletéhez [15]. Az 1.C. abran lathat6, hogy
a méret csOkkenésével mar a detektalt LSPR sav csak egy vallként jelenik meg és nem olyan

karakterisztikus, mint a nagyobb 10-20 nm atlagos atmérdvel rendelkezd Au kolloidok
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esetén. Az alkalmazott redukalo- és stabilizaloszerek anyagi mindsége és mennyisége,
valamint a szintézisek kisérleti koriilményei (pl. hdmérséklet, oldoszer, reakcididd stb.)

hatarozzak meg a kiilonféle szintézisekkel eldallitott NPs alaki és méretbeli tulajdonsagait.
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1. abra: (A) A Brust-szintézissel eldallitott, néhany nm-es atlag atmérdvel rendelkezd
hexantiollal-funkcionalizalt Au NPs el6allitasi folyamata. (B) a NPs-rél készitett
reprezentativ. TEM felvétel a méreteloszlassal és a (C) diszperzié abszorbancia

spektrumaval.?

Erdekességként emlitem meg, hogy dontden 1996-1999 idészakban ezen ~10 nm-es
vagy anndl kisebb méretli, foként tiol-tartalmi ligandumokkal funkcionalizalt NPs-et
tekintették NCs-nek, de a jelenleg elfogadott definici6 szerint ezek nem azonosithatok teljes
mértékben NCs-nek [16]. A NCs-kel kapcsolatos kutatdsi eredmények publikédldsa a
szakirodalomban a 2000-es évektdl kezdddden kezdett intenziven ndvekedni. Mivel
dolgozatom kizarolag a NCs ,zoldkémiai” uton megvalosuldo eldallitasara,
szerkezetvizsgalatdra és felhasznalasi lehetdségeire Osszpontosit, ezért a kdvetkezd
alfejezetekben ismertetem ezen NCs, kiilonosen az Au NCs, szerkezeti ¢és optikai
tulajdonsagait, majd bemutatom az irodalomban talalhat6 eléallitasi protokollokat és fobb

alkalmazasi lehetdségeiket.

2 A Kutatdcsoport vezetdje, Dr. Csap6 Edit 4ltal eldallitott NPs, és azok jellemzése, mely adatok tudoményos
publikéacioban nem jelentek meg.



2.2. Fluoreszcens nemesfém NCs
2.2.1. A NCs szerkezeti és optikai tulajdonsagai

A nemesfém nanoszerkezeteket, ahogyan fentebb emlitettem, két nagyobb csoportra
oszthatjuk fel (NPs és NCs) az dket felépité atomok szama, mérete és optikai sajatsagaik
alapjan. Az el6z6 fejezetben ismertetett klasszikus Au NPs méretét csokkentve a folytonos
vezetési savok diszkrét energiaszintekre hasadnak fel, igy az LSPR jelenség mar nem
detektalhatd, ellenben ezen szub-nanométeres mérettartomanyt NCs kialakitdsaval a
fluoreszencia valik meghatarozova. Mig a nemesfém NPs esetében a LSPR sav a részecskék
méretével, alakjaval és Osszetételével hangolhatd, addig a nemesfém NCs esetében a
fotolumineszcencia is szabalyozhato [17]. Nevezetesen, a NCs-et alkoté aranyatomok
szamanak novekedésével az Au NCs jellegzetes emisszioja az UV-tartomanybdl a lathatd

fény tartomanyaba ,,eltolhatd” [17] (2. abra).
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2. abra: A nanoszerkezetek méretbeli osztalyozasa, kiemelve a kolloid részecskék, a NPs és
a NCs mérettartomanyat (feliil) és az Au NCs atlagos méretének (ami aranyos az dket alkoto
atomok szamaval) és karakterisztikus emisszids sajatsdga kozotti kapcesolat sematikus

megjelenitése (a klasztert alkoto Au atomok szama az abran csak reprezentativ céllal

szerepel, egy féem klasztermagot felépito Au atomok szama a magikus szamokat koveti [18]).

Az emisszids sav megjelenése tobbnyire a klaszterekben 1évd fématomok szdmatol

olyan modon fligg, hogy azon Au NCs, amelyek csak néhany atombdl allnak (pl. 3-6),
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intenziv kék (Aem = 440—480 nm) emissziot mutatnak, mig a 10-13 atombdl allok zold
(Aem =490-510 nm) emisszioval rendelkeznek. A 20-25 atom esetén sarga-narancssarga
(Aem = 520—620 nm) tartomanyon jelennek meg az emisszids csucsok [19][20]. Nagyobb
méret esetén a voros emisszio (Aem = 630—700 nm) a meghatarozo, de akar a kozeli infravords
tartoméanyon [21] is detektalhato a karakterisztikus emisszids maximum. Ez utdbbira lehet
példa Liu és mtsai. munkdja, akik glutationnal stabilizalt Au NCs (GSH-Au NCs)
eldallitasaval foglalkoztak, és a szintetizalt NCs fluoreszcenciajat Aem = 600 nm-rdl
Aem = 810 nm-re hangoltak a klaszter feliileten 1évé Au"™~GSH motivumok véltoztatasaval.
A tiol-tartalmu ligandumokkal feliiletmddositott NCs esetén gyakori a feliileten a
—(S—Au'-S)- motivumok kialakuldsa és ezen rendszerek hatalmas irodalommal
rendelkeznek [20][22][23]. Mivel értekezésemben ezt a teriiletet nem érintem, igy
részletesen errdl nem is irok. Pontosan megmondani, hogy maximalisan hany Au atom
alkothat egy NC-t, és hany esetében alakul mar ki a plazmonikus NP egyértelmiien
megmondani nem lehet, hiszen kordbban emlitettem, hogy nemcsak a fémmagot alkoto
atomok szdma, hanem mas tényezok is befolyasoljak a karakterisztikus optikai sajatsagok
(fluoreszcencia vagy plazmonikus jelleg) kialakuldsat. Talalhatunk az irodalomban olyan
kozleményt, ahol igazoltak, hogy ha az Au NCs-ben az Au atomok szama eléri az 55 atomot
¢s a klasztert trifenilfoszfin (PPhs) ligandumok stabilizaljak (Auss(PPh3)12Cls) akkor ezen
nanoszerkezet mar nem rendelkezik fluoreszcens tulajdonsaggal [24]. Ennek
ellenpéldajaként olvashatunk olyan szakirodalmi kozleményeket is, — pl. egy 2023-ban a
Nature Comm.-ben megjelent kozlemény alapjan —, mely olyan fluoreszcens Au NC
jellemzését mutatja be, ahol a klasztert alkoté fémmag 138 db Au atomot tartalmaz, melyet
ariltiol stabilizal [25], de olvashatunk fluoreszcens Au46(SR)go Osszetételli rendszerrdl is
(SR: tiolszarmazék). A klasztert alkotd Au atomok szama mellett tehat a fémklaszter
feliiletéhez kotott (bio)molekulak ¢és a fémmag (ligandum-fém) kozotti toltésatvitel,
valamint a (ligandum-fém-fém) toltésatvitel is jelentds szerepet tolt be a fluoreszcencia
kialakuldsédban és hangolasdban, ahogyan az fentebb is néhany példa esetén bemutatasra
keriilt. Ezen tilmenden, a fém oxidacios allapota (Au® vagy Au"), az olddszer, az ionerdsség
¢s homérseklet is befolyasolja a fluoreszcens tulajdonsagokat.

A nemesfémek kozilil az arany rendelkezik a legnagyobb szakirodalommal a
legvaltozatosabb struktarak tekintetében. Az oktaéderes Aus NCs-tdl kiindulva az egyre
nagyobb szami Au atomra ¢épiild szerkezetek egyre Osszetettebb geometridval
rendelkezhetnek. A kisebb szerkezetek periodikusan ismétlddnek és tobb alap NCs

(pl. oktaéderes) kombinalasaval nagyobb és bonyolultabb nanoszerkezetek hozhatok 1étre,
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mint pl. az Auzs, Ause €s az Auio2. Ezek a néhdny-, illetve néhany 10 atombdl felépiild
klaszterek atmenetet jelentenek a NPs és a molekulak kozott [26][27].

Az Au NCs fluoreszcencidjanak eredete kétféle megkozelitéssel is értelmezhetd. Az
elsé vonatkozasaban, mely az Un. , pure metal confinement effect™ , ha a részecske mérete
mar olyan kicsi, hogy Osszemérhetové valik az arany atom elektronjainak Fermi-
energiaszintjébdl szamolhatd hulldmhosszal (< 1nm), akkor a folytonos vezetési savok
diszkrét energiaszintekre hasadnak fel, mely révén a fluoreszcencia jelenik meg, és igy a
NCs-re inkabb jellemz6 a molekuléris viselkedés, mintsem a plazmonikus karakter [26]

(3. abra).
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3. abra: A tombi nemesfém, a nemesfém NPs és a nemesfém NCs energiaszintjeinek

vazlatos megjelenitése (/26/-os hivatkozas alapjan készitett sajat abra).

A megjelend PL leirhat6 az in. szabad elektron (Jellium) modellel, mely szerint az
emisszid az sp-sp ¢és sp-d atmenetekbdl szarmaztathat6. A maésik megkozelités a
Htoltesatviteli folyamat”, mely alapjan a PL a fém klaszterek feliiletén kotddo ligandumok és
a fémmag kozotti elektrontranszfer folyamatbol ered, ahol megkiilonboztetink LMCT
(ligandum-fém  toltéstranszfer) ¢és LMMCT (ligandum-fém-fém  toltéstranszfer)
folyamatokat [28]. Sokdig az elsé elmélet volt elfogadott, de mara ezen két értelmezést
egyiitt értelmezik, mivel mindketté (mind a fémmagot alkotdé atomok szédma és azok
oxidacios szama ¢€s a feliileten 1év0 elektronban gazdag donorcsoportok anyagi mindsége €s
mennyisége) egyiittesen alakitja a jellegzetes fluoreszcenciat. Az optikai tulajdonsdgok

tekintetében még egy fontos jelenséget érdemes kiemelni, ami a PL fokozadsa. A

3 Elfogadott magyar elnevezés nincs ezen kifejezésre.
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fokozés/erdsités (angolul enhancement) azon alapul, hogy a spontan emisszié modosithato.
Erre vonatkozoan tobb lehetdség is adott, mint pl. 6tvozet NCs kialakitdsa egy masik fém
NC magba torténd beépitésével. Az Au NCs esetén leggyakoribb a klasztert felépitd Au
atomok kombindcioja eziisttel, ahol nemcsak erdsités, de gyakorta az emisszidos maximum
kék eltolodasa is bekdvetkezik [29]. A jelenség eredete az aranyatomok egy részének eziistre
torténd cseréjével magyardzhato, amit a Kutatocsoport munkatarsai egy 2024-ben megjelent
kozleményiikben is leirtak [30]. Ez az atomcsere megvaltoztathatja a HOMO-LUMO
energiakiilonbséget (a legnagyobb energiaji betoltott molekulapalya (HOMO) és a
legkisebb energidju be nem to6ltdtt molekulapalya (LUMO) kozott). Ebben az esetben az
eredeti (Au 6s és 6p molekulapalyabol allo) LUMO energiaszintje megvaltozik az Ag Ss
molekulapalya bevezetésével, amely magasabb energiaszintli palya, mint az Au 6s, ezaltal
noveli az energiakiilonbséget [29]. A fémmag ilyen valtoztatdsa figyelemre méltd
valtozasokat eredményez a NCs optikai tulajdonsdgaiban, a beépitett ) elemtdl és annak
mennyiségétdl fliggden [31].

Masik lehetdség a PL erdsitésre az aggregacio altal indukalt emisszid (AIE), mely
egy fotofizikai  jelenség, amire 10gy  tekintenek, hogy a  kapcsolodd
molekulak/nanoszerkezetli rendszerek  fluoreszcencidja  aggregaciokor jelentésen
feler6sodik. Az AIE koncepcidjat elészor Tang Ben Zhong kutatocsoportja vetette fel
2001-ben [32]. A jelenség értelmezéséhez eldszor néhany fogalmat szeretnék bevezetni. Az
emittald kromoforokat ,,Juminoforoknak” nevezik, a molekulaként nem emittalo, de
megfeleld korlilmények kozott pl.: aggregatumként emittdld kromoférokat pedig
Lluminogéneknek” nevezik. Innen szdrmazik az ,,AlEgens” elnevezés, ami az AIE
tulajdonsagokat mutaté luminogéneket jelenti. Az AIE folyamat soran az emisszioval nem
rendelkezd luminogének aggregacid révén emisszidt mutatnak [33]. Tipikus ,,AIEgens” a
hexafenilxilol (HPS), ami szerves olddszerben oldva nem mutat PL-t, viszont vizes
kozegben aggregacidja altal PL erdsités figyelhetd meg, ami az intramolekularis forgasok
(RIR) korlatozasan alapul. Mivel nem sikbeli, hanem propeller alaku molekularol van szo,
igy tehat egy molekulaszerkezetbeli kiilonbséggel magyarazhato a PL erdsités megtigyelése
[34]. Az oldoszer valtoztatasan kiviil az AIE jelenséget szamos tényezd kivalthatja, mint
pl. a pH, hdmérséklet valtoztatasa, valamint egy reagens (pl.: biomolekula, ion) rendszerhez
torténd hozzaadasa. A fluoreszcencia erdsités jelentds fejlesztési lehetdséget kinal szamos

fluoreszcencia-alapt orvosbiologiai alkalmazasban is [35].
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2.2.2. A NCs eléallitasi lehetosegei

Az Au NCs-kel kapcsolatos elsd jelentds Osszefoglalot Nienhaus €s mtsai. tették
kozz¢ 2011-ben [36], amelyben a méretbeli és szerkezeti jellemzok mellett, azok jellegzetes
PL tulajdonsagai ¢s eldallitasi lehetdségeik is emlitésre kertiltek. Jelenleg mar szamos eljaras
ismert a klaszterek eldallitasara, amelyek két f6 kategoridba sorolhatoéak [37].

A gyakran alkalmazott bottom-up (,alulrdl felfel¢”) eljards sordn nagyobb
nanoszerkezeteket allitanak eld foként ionokbol kémiai szintézissel (pl. redukcids
folyamatok révén). Az eldallitott arany nanostrukturdk optikai tulajdonsagai célzottan
szabalyozhatok a prekurzor fémion (pl. [AuCls]” vagy Ag") redukcidjahoz hasznalt
biomolekulak (pl. fehérjék, oligonukleotidok) anyagi mindségével, illetve a
reakciokoriilmények tervezett valtoztatasaval. Ezeket a reakcidkat a szakirodalom un.
»templatos” eljardsnak nevezi, ahol a redukéaldszerként hasznalt biomolekula
anyagmennyiségét jelentésen megnbvelik a redukaland6 fémion analitikai
a fémionok redukcidjanak megvaldsitdsa mellett sztérikusan gatolja a képzddd atomok
onszervezddésével kialakuld néhany ill. néhany tiz atombol felépiild fémmagok tovabbi
novekedését, igy a képzodd fémmagok mérete kelléen kicsi marad. A bottom-up eljarasok
koziil a templatos modszer sémajat a 4. abra foglalja 6ssze. Példaként a BSA szérumfehérje
alkalmazasaval kialakithato, voros emisszioval rendelkez6 Au NCs altalanos eloallitasi

sémaja lathato. A 4. abran bemutatott templatos eljaras alapjan a klaszterek képzddése egy

31

atmeneti Au(I)-fehérje intermedier komplex kialakulasa révén torténik.
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4. abra: Templatos eljarassal készitett, fehérjével stabilizalt Au NCs eléallitasdnak vazlatos
megjelenitése az eldallitott NCs-et tartalmazd vizes diszperzi6 UV-lampa alatt késziilt

fotojaval (/38]-as hivatkozas alapjan készitett sajat abra).

A fehérje-alapt eljaras soran elengedhetetlen a NCs kialakulasahoz a templatként
hasznalt biomolekulédk feleslege, a 37 °C-os homérséklet és a lugos (pH = 12,0) kozeg. Az
Au(Ill)ionok redukcidja Au’-vd két 1épésben valosul meg. Elséként az Au(Ill)ionok
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Au(I)ionokkd torténd redukcidja torténik a fehérje L-tirozin (Tyr) és L-triptofan (Trp)
aminosav egységei révén megvalosuld elektrondtadési folyamat révén. A ,lancvandorlds”
soran a képz6dd Au(l)ionokat a kéntartalmii molekuldk koordinaljak, majd a tovabbi
redukciot (Au(l) 2 Au’) a kdzeli aminosavak biztositjak. Az alkalmazott extrém bazikus
koriilményeknek két f6 célja van. Eldszor is eldsegiti a Tyr és Trp aminosavak redukcios
képességének javitdsat. Masodszor, hozzajarulnak a fehérjelanc kitekeredéséhez, ami
megkonnyiti a részben redukalt fémionok ,ldncvandorlasat" a fehérjelanc mentén [38].
Ennek oka az, hogy a fehérje kitekeredett allapotaban az egyes aminosavak oldallancai
jobban hozzaférhetdk. A kisérleti kortiilmények, mint pl. a fémion/fehérje molaris vagy
tomegaranya, a fémion kezdeti analitikai koncentracidja, a fehérje helyett alkalmazott egyéb
ligandum anyagi mindsége, valamint a hdmérséklet és a reakcididé mind dominans hatassal
vannak a képzddo klaszterek szerkezetére és optikai tulajdonsagaira.

A fehérjék mellett az arany-ionok kozvetlen redukcidjara és az Au NCs
stabilizélasara alkalmasak a ndvényi kivonatok pl. tealevelek, kiilonféle citrusfélék vagy
borsmenta extraktumai [39], de a fehérjéket felépitd egyedi aminosavak [19], peptidek [40]
is, valamint a nukleotidok [41] alkalmazhatésaga is bizonyitott. Az aminosavak a
redukaldszerek népszerli csoportjat alkotjak, mivel jelen vannak bioldgiai rendszerekben. A
szakirodalomban és kordbban a Kutatocsoportban a kordbban emlitett Tyr és Trp mellett
L-hisztidin (His), L-prolin (Pro), és L-metionin (Met) [AuCls] -ionokkal valé kozvetlen
kolcsonhatasanak eredményeképpen allitottak eld (3—10 Au atombol felépiild) Au NCs-et,
melyek intenziv kék fluoreszcencidval rendelkeznek a Met kivételével, ahol a NCs sarga
emissziot mutattak [19]. Az [AuCls]/L-cisztein kolcsonhatasat kordbban Bota Attila és
mtsai. is tanulmanyoztak [42], ahol kisszogli rontgenszorasos technikdval (SWAXS)
kimutattdk az onszervezddd Au(I)-tartalmu lamellds nanohibrid strukturdk kialakulasat,
melyek a szakirodalomban koordinacids polimerként (CP) ismeretesek. Kutatécsoportunk
szintén ezt az eredményt erdsitette meg a reproduktiv modon eldallitott Au(I)-tartalmi
nanoszerkezetre rontgendiffraktometrids (XRD) mérések alapjan, valamint a meglévo
eredmények kiegészitéseként igazoltak, hogy a lamellas szerkezet savas kozegben alakul ki,
a pH emelésével egyre kevésbé preferalt megjelenése, amit a lIényegesen csokkennd PL
intenzitas is alatdmasztott [43].

Aromas oldallinct aminosavak, pl. Trp esetében kimutattdk, hogy a
Trp:[AuCl4] /0,4:1 ardny bedllitdsa esetén stabil Trp-nal stabilizalt Au kolloidok
képzddhetnek lugos kozegben (pH > 11). Ezzel szemben erdsen savas (pH < 2) kozegben a

Trp moléris ardnyanak szisztematikus novelésével (Trp:[AuCls]7/1:1, 5:1, 15:1) zdlden
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(Aem =497 nm) és kéken (Aem = 486 és 472 nm) emittalo NCs képzOdése a preferalt folyamat
(5.A. abra) [44]. L-His esetén a fluoreszcens termék képzddése His:[AuCls] /30:1 molarany,
pH = 6,0 és 24 6ra reakcioidé mellett valdsithatd meg, igy az Au(Ill)ionok +1-es oxidacios
allapotig redukalodnak, ami egy helikdlisan rendez6dé polinuklearis komplex
([Au(D)xHisx+1]") (5.B. 4bra) kialakuldsahoz vezet [44]. Hazai viszonylatban Dr. Dedk
Andrea ,,Lendiilet” Szupramolekularis Kémiai Kutatécsoportja (MTA TTK) foglalkozott
Au(I)-tartalmu, foként foszfindonorokkal rendelkezé fluoreszcens komplexek tervezésével
[45][46], kialakithatosaguk ¢és szerkezetik meghatarozasaval ¢és spektroszkopiai
jellemzésével. Szerkezetiiktol fliggden ezeket a rendszereket gyakran koordinacios
polimereknek vagy szupramolekularis komplexeknek nevezik. Eldallitasukhoz kiilonb6zd
Au(I)-difoszfin épitéelemeket alkalmazva Au-X (X = P, O, N, S) dativ és aurofil Au-Au
kolcsonhatasok segitségével szamos kiilonb6zo szerkezettel rendelkezd szupramolekularis

Au(Dkomplex allithat6 eld, melyek egyedi fluoreszcens sajatsaggal rendelkeznek.

(A) (B)

Trp ﬁ pH=2,0 MR pH=6,0
TgTETn 24612, 37 °C ”’“—T“‘C*OH 24 6ra, 37 °C
CH, — CH,
+[AuClL] /S+ [AuCL|
™ N
I \
HN /7/ \ NH

5. abra: (A) A His-[AuCls]” és (B) a Trp-[AuCls]” rendszerekben kialakithato
nanoszerkezetek ([Au(I)xHisx+1]", NPs, NCs) eldallitasi koriilményeinek bemutatisa a
mintdk UV-lampa alatt késziilt felvételeivel és az emisszios maximumok feltiintetésével

[44].

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy ha az aminosavak oldallancdban 1évd
heteroatomokat-tartalmazd donorcsoportokat eliminaljuk, akkor egyre inkdbb csokken a
NCs kialakithatésaganak esélye [19]. A. Amari Sadaghen és mtsai. igazoltdk, hogy az
L-fenilalanin (Phe) és [AuCl4] -ionok kolcsonhatasa Au NCs kialakulasdhoz vezet [47]. A
reakcioelegy soOtétsarga szine jelezte a klaszterek megjelenését, ha a ligandumot kétszeres
feleslegben alkalmaztak a prekurzor fémionok molaris ardnyahoz képest, ahol a reakciot
gyengén savas (pH = 6,0) kémhatdsu vizes kdzegben végezték 4 6ran keresztiil 60 °C-on
[48]. A Kutatocsoport munkatérsai is tanulmanyoztdk a Phe, L-arginin (Arg), L-glutamin
(Gln) aurat- és eziist-ionokkal valo kolesonhatasat is [47]. Sajat eredményeik nem erdsitették

meg ezeket a kisérleti tapasztalatokat. A fent emlitett moldris ardnyok mellett a termékek
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nem mutattak PL intenzitast. A fluoreszcens Au-alapti nanostruktirak kialakulasahoz
nagyobb aminosav felesleg volt sziikséges. A maximalis PL intenzitas Phe:[AuCls]/20:1
molaranynal érhetd el, illetve a csoport munkatarsai igazoltak, hogy jelentds hatasa van a
hiszen a nagyobb fémion koncentracié (¢ > 0,5 mM) alkalmazasa mar a NPs képzddését
tdmogatja [47]. Az oldallancban alifas N-tartalmu Arg és Gln mar nem alkalmas fluoreszcens
Au NCs kozvetlen kialakitisara. A NCs eldallitisa érdekében a trinatrium-citrat dihidrat*
(Na-citrat), mint tovabbi enyhe redukaloszer alkalmazasi lehetdségét is tanulméanyoztak. Az

Arg-[AuCls] rendszer esetében a Na-citrat hasznalata miatt valosziniisithetd az Au® magok

kialakuldsa és az elektronban gazdag,
protonalt guanidium oldallanc

(nguanidium = 12,48) — StablllZéIVa a NC

i | Arg-Au NCs =
szerkezetet — sohidas kolcsonhatasba
& w0 Y léphet az Au mag feliiletén a negativ
glo ] “'1:‘;:'3:::"::\"* toltésti  Na-citrat molekulakkal, mely
. kiemelkedd kvantumhasznositasi tényezd
37 (QY%) értékkel tarsithato, jelen rendszer

esetén QY% = 18 % (6. abra) [47].

() ~ r r M
PheAn Axzn ClnAn Osszességében bebizonyosodott, hogy az

NCs NCs NCs
6. abra: A Phe-, Arg- és Gln Au NCs
meghatarozott QY%-je, és az Arg Au NCs

aminosavak kiilonbozd oldallanct
valtozatai, pl. a tiolcsoportot vagy az
aromds gylrit magukban foglalok,

esetén javasolt sohidas kolcsonhatas az Arg képesek véltozatos arany-tartalmi hibrid

és a citrat molekulak kozott. struktirdk kialakitéasara,

A templatos eljaras mellett kiils6 besugarzas pl. mikrohullam, ultrahang vagy
UV-fény segitségével eldsegithetd a fémionok kdnnyebb és gyorsabb redukcids folyamata,
ami szintén klaszterek kialakuldsdhoz vezet [49]. A NCs eldallitdsara szolgald bottom-up
modszer mellett a top-down in. maratasos (etching) folyamat révén is megvalosithato a
NCs-ek eldallitasa [37], ahol nagyobb nanostrukturakbol (pl. NPs-b6l) maratasos eljarassal
egyre kisebb részecskéket, majd klasztereket allitanak eld. Az etching-alapt szintézisek
soran altaldban tioltartalmu ligandumot (pl. L-glutationt, GSH) adagolnak a maratds soran,

hogy eldallitsak a néhany 10 esetleg 100 nm-es mérettel rendelkezé kolloid részecskéket

4 Az értekezésben a trinatrium-citrat dihidrat minden esetben ,,Na-citrat” elnevezéssel szerepel.
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tartalmaz6 stabil diszperziot. A maratdst szonikalas vagy mikrohulldmu besugarzéssal
segitik el6. A tiolcsoportot tartalmazé molekula eltdvolitja az arany atomokat a
nanorészecske feliiletérdl, melyek a reakcid eldrehaladtdval kisebb klaszterekké
szervezédnek. Muhammed és mtsai. tanulményoztdk a MSA-(merkaptoborostyankdsav)
Au NPs-bdl torténd NCs eldallitasi folyamatat GSH-nal torténd ligandum maratassal [50].
Kisebb (4-5 nm-es) NPs-bdl kiindulva a pH valtoztatasaval kétféle dsszetételll, ezaltal eltérd
fluoreszcenciaval rendelkez6 NCs is eldallithatok. Nevezetesen, ha a maratasi reakciot
pH = 3,0 esetén végezték el, akkor Auxs NCs-et tartalmazoé diszperzié allithato eld, mig
pH=7,0-8,0 bedllitasa esetén néhany atomos, Aug NCs kialakuldsa a meghatarozo folyamat.
A klaszterek kialakulasara két lehetséges utvonalat javasoltak. Az elsében a ligandum-
indukalt maratas soran a GSH felesleg a NPs feliiletérdl arany atomokat tavolit el, ami
Au(I)-GSH un. tiolat komplex kialakulasdhoz vezet. Az Au(I)-GSH komplexben kialakulo
Au-Au aurofil kdlcsonhatdsok vagy a ligandum donorcsoportjai és a fémcentrumok kozott
kialakul6 hibrid palyakon torténd elektrondtmenetek eredményeképpen a NCs képzddése
megtorténhet. A masodik lehetséges utvonalon a GSH révén torténik a MSA-Au NPs feliileti
arany atomjainak kiszakitasa a feliiletr6l, ami a NPs méretének fokozatos csokkenéséhez

vezet [50].

2.2.3. A NCs alkalmazasi teriiletei

A nemesfém NCs egyediilallo fizikai-kémia és szerkezeti tulajdonsagai, mint a
korabban emlitett ultrakicsi méretiik, konnyll funkcionalizdlhatosaguk, kivalo
biokompatibilitasuk és fotostabilitdsuk, valamint alacsony -citotoxicitasuk miatt egyre
jelentdsebb szerepet jatszanak a biokatalizisben ¢€s szamos teriileten alkalmazhatok
orvosbioldgiai vonatkozasban is, mint pl. fluoreszcens képalkotas, jel6lés, a diagnosztika és
hatéanyag szallitas, vagy szenzorikai teriileteken [51].

Mivel a disszertacio egyes témakdreiben az eldéllitott NCs szenzorikai vizsgéalatdval
foglalkozom, ezért ebben a fejezetben ezen alkalmazads részletesebb ismertetésére
Osszpontositok. Ahhoz, hogy egy nemesfém NCs érzékeloként jol miikodjon harom fontos
paraméternek kell teljesiilnie: nagy érzékenység, gyors valasz, szelektivitas. A fém NCs
érzékelésben vald alkalmazésa a kiils6 kémiai kdrnyezet valtozasaira vald nagyfoku
érzékenységiikon alapul, amely megvaltoztatja a jellemzd PL tulajdonsdgaikat [52][53].
Amint a 7. abran lathaté a jellegzetes fluoreszencidjuk a detektaland6 analittal valo

kozvetlen vagy kozvetett kolcsonhatds kovetkeztében kioltodik, erdsodik vagy
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szisztematikusan eltolodik. Tehat a fluoreszcencia intenzitas valtozasat okozd hatdsok vagy

anyagok lehetnek kioltok (quencher) vagy fokozok (enhancer).

analit

ﬁo W F By
&% S,

fluoreszcens nem fluoreszcens

B ST =y o E o
j& |

O

fluoreszcens nem fluoreszcens fluoreszcens

[ %

K 0 swuw _swue
ﬁ 8 b g b

7. abra: A NCs szenzorikai teriileten vald felhasznaldsanak lehetdségei: (A) kioltasi
folyamat révén. (B) segéd reagenssel a NCs fluoreszcencidja kioltédik, de az analit
segitségével ujra fluoreszcenssé valik. (C) a karakterisztikus fluoreszcencia eltolodik

(/54]-es hivatkozas alapjan készitett sajat abra).

Kétféle kioltasi folyamatot lehet megkiilonbdztetni, sztatikus és/vagy dinamikus
kioltast. A kioltasi folyamatok leirasara a fluorofor ¢lettartamat Vizsgéljuk a kiolto

Stern-Volmer egyenletnek (1. egyenlet) neveziink. Altaldnos formaja:

% = 14 Ky [0] M
ahol az Iy és az [ a kiolto jelenléte nélkiil és jelenlétében mért intenzitas, Ksy a Stern-Volmer
allando, [Q] pedig a kiolté egyensulyi koncentracidja.

Amennyiben eltéré kioltdsi mechanizmusokrol beszéliink a kioltd szamara nem
egyforman hozzaférhetd fluoroforok esetén, akkor a Stern-Volmer egyenlet egy modositott
formajat a Lehrer egyenletet (2. egyenlet) célszerli felhasznalni a kapott eredmények
kiértékelésére.

log [~ 1] = nlog [Q] + logk, @

I

ahol az Iy és az I a kioltd jelenléte nélkiil és jelenlétében mért intenzitds, K» a kotddési

allando, n a kotéhelyek szama, /Q] alkalmazott kiolt6 analitikai koncentracidja.
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A fluoreszcencia kioltasi folyamatok mechanizmusanak megértéséhez hdmérséklet
fliggd mérések is kivitelezhetdk, ahol a termodinamikai allapotfiiggvények értékének

meghatarozasahoz a van’t Hoff 6sszefiiggés integralt alakja alkalmazhato (3. egyenlet):

anb =

TO

—AHO(T®)  AS%(T°) AC, [(T —T° T
+ + —In— (3)
RT R R T

ahol R az egyetemes gazallandé, T a mérés hdmérséklete, AH” a standard entalpia-valtozas,
AS” a standard entropia-valtozas, 70 egy tetszélegesen valasztott referencia hdmérséklet és
AC, a hékapacitas-valtozas.

A sztatikus kioltds sordn a kiolto és a fluoreszkdld vegyiilet/anyag kozotti
kolcsonhatas mar a gerjesztés elott, alapallapotban 1étrejon és egy ugynevezett sotét komplex
alakul ki, mely komplex nem képes fényt emittalni. Ksy értéke a nem fluoreszkald komplex
képzddési folyamatara jellemzd asszocidcios allandonak (K.) tekinthetd. Ezen kioltés
jellemzdje, hogy diffuzié altal nem befolyasolt, fluoreszcencia élettartam nem érzékeny ra,
dinamikus vagy iitkozéses kioltas esetében a kioltd és a fluorofor molekuldk egymas
kozelébe kertilnek, és diffuzios folyamatok révén atmeneti komplexet hoznak 1étre, majd a
gerjesztett fluorofér atadja az energidjat a kioltonak, ezutdn a komplex sugdrzasmentes
allapotba keriilt fluoroforra és gerjesztett kioltora valik szét. A sztatikus kioltassal szemben
a fluoreszcencia élettartam ezen folyamat sordn csokken, mivel az iitkozések soran a
gerjesztett allapotban toltott 1d6 lecsokken. Abban az esetben, ha a kioltds nem kombinalt,
csak tisztan az egyik folyamat vezet a fluoreszcencia intenzitas csokkenéséhez, akkor a Ksy
fliggvényében abrazoljuk, majd az adatpontokra egyenest illesztve az egyenes meredeksége
megadja Ksy értékét. Amennyiben a két folyamat egyiittesen okoz kioltast, az adatpontok az
y-tengely felé hajlanak el. Ezen a tartomanyon az 1/(Io-I) értékeket kell dbrazolni 1/[Q]
figgvényében, majd az adatpontokra egyenest illesztve az egyenes meredekségébol
szamolhat6 a K, értéke.

A nehézfém-ionok — pl. higany-, réz- €¢s kromionok — toxicitasa és azok 1étfontossagu
szervekben ¢és szovetekben valdo akkumulédcidja miatt a kimutatdsukkal kapcsolatos
kutatdsok egyre inkabb az érdeklddések kozéppontjdban vannak [55][56][57]. Kiilon

példaként emlithetd, hogy a kornyezetvédelem teriiletén a vizi és biologiai rendszerek
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Hg?" szennyezése meghatarozo figyelmet kapott, rendkiviil mérgezé és bioakkumulativ’
tulajdonsagai miatt. A Hg?" gyors, érzékeny és szelektiv kimutataséara szolgalé médszereket
pl. Au NCs, mint fluoreszcens érzékelok segitségével is fejlesztettek mar. Az érzékelési
mechanizmus az Au NCs és a Hg? kozotti  kolesdonhatason  alapult a
Hg-S kotés kialakitdsan keresztiil, mely reakcid mechanizmusa a fotoindukalt
elektrontranszfer folyamattal magyardzhato. Fénybesugarzas hatasira a Hg?* kozvetleniil
Hg'-ionokka redukalddott a gerjesztett Au NCs-bdl egy elektron kinyerésével, igy a
folyamat soran a lyukak ¢€s a gerjesztett elektronok sugarzasi rekombinacidja megszakadt,
¢s az Au NCs fluoreszcencidjaban kioltas volt megfigyelhetd [58]. Az élelmiszerbiztonsag
tertiletén pl. NCs-alapu szenzorok segitségével is megvaldsithatd az élelmiszerekben
talalhatd specifikus vegyszerek és novényvéddszer-maradvanyok (pl. dinotefuran, foxim
sth.) egyszerli monitorozasa. Mindezeken feliil a biomedicina teriiletén a betegségek
diagnosztizalasdban, a biomarker azonositdsban (pl. aminosavak, fehérjék, bioldgiai
merkaptanok, dezoxiribonukleinsav (DNS) és ribonukleinsav (RNS)), és egyéb fontosabb
molekuldk sejtekben torténd kimutatasaban is szerepet jatszhatnak. Az Au NCs tovabba
olyan specialis alkalmazéasokban is hasznosak lehetnek, mint a sejten beliili hdmérséklet és
pH érzékelése [59].

Az Au NCs-nek szamos eldnye van a képalkotasaban is: (1) kis méretiik miatt a
sejtbiologiai kutatasokban meghatarozo szerep jut nekik, mert méretiiknél fogva nagyobb a
sejtpenetracios képességiik, (2) az Au NCs stabilak és nem toxikusak, elhanyagolhat6
hatasuk van a sejtekre, (3) nagy kontraszti képalkotas végezhetd jo hattérjelarany mellett
[60]. A biologiai képalkotasban a kétfotonos gerjesztésen alapulod technikat hasznaljak fel a
mintak elemzéséhez [61]. A folyamat fizikaja miatt a fluorofor gerjesztés két foton egyidejii
abszorpciojaval megy végbe, amelyek egylittmikodve biztositjak a fluoreszcens folyamat
elinditdsdhoz sziikséges energiat. Két foton energiaja csak akkor egyesiilhet, ha ezek a
fotonok egyidejiileg kdlcsonhatasba 1épnek ugyanazzal a fluoroforral. Ennek a gerjesztési
eljarasnak szamos egyedi elénye van, pl. csokkenti a minta fénykarosodéasat és megnoveli a
behatolasi mélységet. Nagyobb kontraszti képeket is készit, és egy uj modszer lokalizalt
fotokémiai reakciok kivaltdsara. A kétfoton-mikroszkdpia egyre tobb alkalmazast talal a
biologidban és az orvostudomanyban. A kétfotonos gerjesztés hatasara a NC folyamatosan

elnyeli két foton energiajat, hogy gerjesztett allapotba keriiljon. Ily modon kozeli infravords

5 A bioakkumulacié vegyiiletek feldusulasi folyamata egy él6lény valamely szdvetében, ha egy szervezet
gyorsabban vesz fel pl. egy fémet, mint ahogyan azt a katabolizmus ¢és a kivalasztas tjan eliminalna, akkor a
fém felhalmozodasahoz vezet.
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(NIR) vagy az infravords (IR) fény hasznalhato gerjesztésiikre, hogy csokkentse a szort fény
okozta energiaveszteséget [62]. A szerves festékekkel és kvantumpontokkal 6sszehasonlitva
az Au NCs kétfotonos gerjesztése nagyobb mértékben csokkentheti a NIR tartomanyon a
fototoxicitast az in vivo képalkotas soran, és mélyebb szovetsejtekbe is besugarozhat [60].
PI. arékos sejtekben a gliilkoz metabolikus sebessége alapjan, amely fontos informacio6 a rak
invazivitdsa szempontjabol, Kuo és mtsai. glilkdzzal funkcionalizalt Au NCs-et allitottak
eld, mely jo vizoldhatosaggal és biokompatibilitdssal rendelkezik a rdk mutécios
folyamatanak nyomon kovetésére [63].

Az Au NCs-nek nemcsak a fototermikus és a fotodinamikus terapidban van helye,
hanem széleskori alkalmazasi lehetdségeik vannak a gydgyszerszallitdsban ¢és a
gyogyszerek felszabadulasdnak nyomon kdvetésében is [64][65][66]. A gydgyszeradagolas
folyamatdban az Au NCs hasznalhatok hordozdként a gyogyszerek szallitasahoz, vagy
jeloloként a gyogyszerfelszabadulds monitorozasara. Az Au NCs-en alapuld kompozit
anyagok gyogyszeres kezelésre valo felépitésének szamos elénye van: (1) az Au NCs
képesek fotodinamikusan kezelni a beteg sejteket, parosulva maganak a gyodgyszernek a
terapias képességével, (2) a hatdoanyag-felszabadulas NIR-besugarzéassal szabalyozhato [60].

Az Au NCs indukalhatjak a reaktiv oxigén-intermedierek (ROS) termelését, és egyes
kutatok sterilizdlasra és fert6tlenitésre hasznaljak. A ciszteinnel feliiletmodositott narancs-
vords emisszidval rendelkezé Au NCs-et (Cys-Au NCs) kordbban sikeresen alkalmaztak
baktériumok kimutatasara és gatlasara. Miutan az E. coli bekebelezte a Cys-Au NCs-et,
egyértelmiien kimutathat6é fluoreszcencia intenzitds csdkkenés volt azonosithatd, ami azt
jelezte, hogy a Cys-Au NCs feliileti liganduma a cisztein megsemmisiilt. A cisztein

elvesztése nagyszami ROS termelddését indukalta, ami az E. coli elhalasahoz vezetett [67].

2.3. Az antioxidans kapacitads mérésére leggyakrabban alkalmazott modszerek elvi alapjai

Az utobbi években egyre tobb kutatds foglalkozik a kiilonbozé bioldgiai
rendszerekben taldlhatdé természetes antioxidansokkal és azok mérésével [68]. Az
antioxiddns kapacitas a rendszerben 1évO Osszes antioxidans vegylilet egylittes hatésa,
melynek pontos, szamszerli meghatarozasra folyamatosan novekvd igény mutatkozik, ezért
szamos analitikai médszert és mérdrendszert fejlesztettek ki az elmult évtizedben. Az
irodalomban ma mar tobbféle moddszert taldlhatunk az antioxidans kapacités
meghatarozasara [69][70]. Ennek oka az antioxidans fogalom 0sszetettségében rejlik, mivel
egyik modszer sem képes a valodi, természetes modon lezajlo reakciok teljes skalajat

modellezni. Minden mérési modszer egy adott antioxidansra jellemzd, de egyik sem képes
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mérni az Osszes antioxidans teljes antioxidans aktivitasat. Csak akkor vonhatunk le
kovetkeztetést egy minta antioxidans hatékonysagéval kapcsolatban, ha tobbféle mérési
modszert alkalmazunk a mesterséges koriilmények kozott [68].

Az antioxidans szo6 egy gyljtéfogalom, amely szamos elsdsorban mesterséges vagy
természetes vegyliletet takar, amelyek €16 szervezetekben és €lelmiszerekben talalhatok. A
szabad gyokok és az antioxidansok egyardnt jelen vannak az emberi szervezetben és
folyamatos kolcsonhatasba Iépnek egymassal. Egyes antioxidansok gatoljak az oxidaciot
gyorsitd katalizatorok aktivitasat, mas antioxidansok pedig 6nmaguk is oxidalodnak és azzal
fejtik ki a véddhatast, hogy megkotik az oxigént. Egy komplex integralt védelmi rendszer
biztositja a sejtalkotd molekuldk védelmét a szabad gyokok okozta karosodasokkal szemben.
Az antioxidansok olyan molekulak, amelyek kisebb mennyiségben fordulnak eld az
oxidalandé szubsztrathoz képest és jelentdsen csokkenthetik vagy gatolhatjadk annak

oxidacidjat. Az emberi szervezet fObb antioxidans Osszetevdit az 1. tablazat mutatja [71].

1. tablazat: Az emberi szervezet fontosabb antioxidans hatdsu anyagai [71].

FUNKCIO PELDA

vitaminok E, C, A-vitamin, riboflavin, niacin, nikotinamid

zsirok -3, m-6 zsirsavak

aminosavak, tiolok hisztidin, glutamin, cisztein, taurin, N-acetil-cisztein

proteinek, enzimek albumin, transzferrin, katalaz, peroxidaz, szuperoxid-dizmutaz
novényi metabolitok polifenolok: flavonoidok, karotinoidok: B-karotin, likopin, lutein
asvanyi anyagok cink, vas, szelén, réz

anyagcseretermékek hugysav, liponsav

Az antioxiddnsok lehetnek hidrofilek (C-vitamin, aminosavak, polifenolok),
lipofilek (E-vitamin, B-karotin, A-vitamin), citoszol antioxidansok (Q10 koenzim), illetve
szerkezeti antioxidansok (nyomelemek, aminosavak, szelén, cink, szelenocisztein).

Az antioxidansokat két csoportba sorolhatjuk: az elsddleges antioxiddnsok kozé
tartozik pl. a C-vitamin ¢és a hugysav, melyek lancreakciot megszakitva fejtik ki védo
hatdsukat. A masodlagos antioxiddnsok kozé tartozik pl. a transzferrin és a polifenolos
vegyiiletek, melyek védo hatasukat fémion kelatorok segitségével fejtik ki, gatolva a Fenton-
reakciot és ezzel a rendkiviil agressziv hidroxil gyok képzddését. Az antioxidansok
kozvetetten gatoljak a gyokok kialakulasat, vagy képesek magukat a gyokoket megkotni. Az
antioxidans koncentracidja és reakciokészsége szorosan Osszefligg a gyok befogasara valo

képességgel. A szervezet bizonyos antioxidansokat képes eldallitani, mint pl. az enzimek és
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a kismolekuldju vegyiiletek, azonban szamos molekulat nem tudunk szintetizalni, mint
pl. az aszkorbinsav, a tokoferolok a karotinoidok, és a flavonoidok. Ezekhez csak kiilsé
forrasbol, a taplalkozas utjan juthatunk hozza [72][73].

Mivel a disszertacio egyes témakorei az eldallitott NCs nem enzimatikus védelmi
rendszer elemeit érintik, ezért a tovabbiakban csak ezen elemek antioxidans kapacitast mérd
modszereinek részletesebb ismertetésére dsszpontositok.

A nem enzimatikus antioxidans tesztek esetében a kifejlesztett mérési modszereket
mechanizmusuk alapjan két csoportra lehet osztani: hidrogénatom atmenettel (HAT) és
elektronatmenettel (ET) kapcsolatos modszerek. A HAT reakcid egy proton és egy elektron
Osszehangolt mozgasa egyetlen kinetikai 1épésben. Az ilyen tipust tesztek azt mérik, hogy
egy minta mennyire hatékony egy adott szabadgyok ellen tehat, hogy milyen a szabadgyok
befogo képessége [74][75].

Az ET reakciot altalaban szinvaltozas kiséri, melynek mértéke az antioxidédns
kapacitds mutatdja. Mindkét modszer a teljes antioxidans kapacitast méri, de a kapott
eredmények nem feltétleniil korrelalnak egymassal, mivel egy minta redukald képessége
nem feltétleniil fligg 6ssze a gyokfogo képességével. A legfontosabb, az emberi szervezetre
karos reaktiv formak koz¢ tartoznak a hidrogén-peroxid, szuperoxid anionok, hidroxilgyok,
peroxilgyok, peroxinitrit és a szinglet oxigén. A szuperoxid-anionok és hidrogén-peroxid
ellen enzimek védenek, mint pl. a szuperoxid-dizmutaz, katalaz €s a peroxidazok. Hazai
viszonylatban Dr. Szildgyi Istvan MTA-SZTE ,Lendiilet” Biokolloid Kutatdcsoportja
foglalkozik ilyen enzimfunkcioval rendelkezd hibrid anyagok eldallitasaval [76][77].
Mindemellett Dr. Kalmar Jozsef (Debreceni Egyetem, TTK, Szervetlen és analitikai Kémiai
Tanszék) ¢€és mtsai. is allitottak elé funkcionalizalt aerogéleket, melyek Kkatalitikus
aktivitassal rendelkeznek. Munkajuk sordn ciklan €s ciklam réz(Il)komplexeit kiilonb6z6
kovalens linkerekkel rogzitették mezopdrusos szilika aerogélen. Az igy kialakitott,
funkcionalizalt aerogél mikrorészecskék kivalo katalitikus aktivitast mutatnak a szuperoxid-
diszmutdz (SOD) enzimeket utdnzé szuperoxid-anion diszmutacios reakcidjaban [78].

A tobbi reaktiv forma ellen pedig a nem enzimatikus antioxidans védelmi rendszer
elemei nytjtanak védelmet, mint a C- ¢és E-vitamin, karotinoidok, flavonoidok stb. A legtobb
reakcio a peroxilgyok megkotésére épiil, mivel ez felelds a lipidperoxidacioért, mely az
elsddleges kutatasi teriilet volt, emellett az azofestékek termolizise is egyszerli modszer a
gyokok eldallitasara.

Szamos HAT ¢és ET reakcion alapuld eljards ismert az antioxidans kapacités

meghatdrozasara, mint pl. az ORAC (oxigéngyok abszorpcids /elnyeld/ kapacitas), TRAP
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(0sszes peroxilgyok befogédsara vonatkoz6 paraméter), CL (kemilumineszcencian alapul6
modszerek), illetve TEAC (Troloxra vonatkoztatott antioxidans kapacitds), FRAP
(vasredukald képességen alapuldé modszer), TPC (6sszes polifenol meghatarozasa Folin-
Ciocalteau reagenssel) [79] [80]. Ezen vizsgalatok koziil figyelembe véve az eléallitott NCs
optikai sajatsdgait és vizes kozegbeli stabilitdisukat az ORAC és TEAC teszt alapjan
értékeltiik sajat rendszereinket, mely tesztek elméleti alapjait a kdvetkezd alpontokban

foglalom Gssze.

2.3.1. Hidrogénatom atvitelén alapulo, antioxidans kapacitast méro ORAC eljaras

Munkam sordan a HAT csoportba tartozé mddszerek koziil a Cao és mtsai. (1993) altal
fejlesztett ORAC teszttel foglalkoztam. Ez a teszt a peroxilgyok oxidacidjanak gatlasan
keresztiil méri a gyoklanc-reakcid antioxidansok altali hasito képességet (,,Janc megszakito™
mechanizmus) [72]. A peroxilgyokok olyan szabad gyokok, amelyek fiziologias
koriilmények kozott a bioldgiai rendszerekben €s az élelmiszerekben is a lipidoxidacidoban
dominalnak. Ebben a vizsgalatban altalanosan hasznalt peroxilgydk generatorokat az
azovegyiiletek képviselik, beleértve a lipofil a,0-azo-bisz-izobutironitril (AIBN),
2,2-azo-bisz(2-amidinopropéan)-klérhidrat (ABAP), 2,2’-azo-bisz(2,4-dimetilvaleronitril)
(AMVN), és a hidrofil 2,2’-azo-bisz(2-amidinopropan)-dihidroklorid (AAPH) [68]. A
vizsgalat azon az elképzelésen alapul, hogy az APPH reaktiv oxigén gyokoket (ROS) termel,
amely képes a fluoreszceint, mint tesztmolekulat oxidalni, mely egy erdsen fluoreszkald
vegyiilet, mig oxidacids terméke nagyon gyenge fluoreszcencidval rendelkezik. Emiatt az
oldat fluoreszcencidja iddvel csokken, mivel a ROS oxiddlja a fluoreszceint. A
peroxilgyokokkel vald reakcio utdn a fluoreszcein emisszidja 520 nm-en csokken, és az
antioxidans aktivitast az intenzitas-id6 gorbe alatti teriilet hatdrozza meg. Ha antioxidans
anyagot (pl. molekula, nanoszerkezet stb.) adunk a rendszerhez, az antioxidans sajatsaggal
rendelkezd anyag reakcidba 1ép a ROS-kel, ami ezért késlelteti a fluoreszcein oxidacidjat az
antioxidans felhasznélasaig. A lejatszodo reakciot a 8. abra foglalja ossze.

A rendszer kalibralasahoz tobbnyire Troloxot, egy szintetikus E-vitamin analogot
hasznalnak referencia vegyiiletként, amely ismert antioxidativ aktivitassal rendelkezik
ebben a vizsgalatban. Ezzel lehetdvé valik az antioxidativ kapacitds kifejezése Trolox-

egyenértékben, mint mérési egységben.
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8. abra: Az ORAC vizsgalat esetén lejatszodd reakcid sematikus éabrdja antioxidans

hianyéban és jelenlétében.

Az eredeti modszerben fluoreszcens szondaként B-fikoeritrin fehérjét hasznaltak, ami
elvesztésének eredményeképpen kovetkeztében kovetkezik be, amikor az oxidativ
karosodast szenved, amit egy peroxilgyok forrds okoz. A B-fikoeritrinnek szamos hatranya
volt, mint a fényérzékenység, polifenolos vegyiiletekkel valdé reakcid, igy a probléma
megoldésara a fluoreszcein hasznalatat vezették be. Ennek a médszernek az az elénye, hogy
mind a zsirban, mind a vizben 0ld6do antioxidansok esetében alkalmazhat6. Rendelkezésre
allnak automatizalt valtozatok, amelyek rutinszertien hasznalhatok nagy mintamennyiségek
esetén. Hatranya, hogy pH-érzékeny, viszonylag lassu a mérés és spektrofluorimétert
igényel, amely a legtobb laboratériumban nem mindig all rendelkezésre. A reakcié idébeli
lejatszodésa igy a mérési id0 valtozhat a komponensek koncentraciojatol €s az antioxidansok

jelenlététol fliggden [81].

2.3.2. Elektronatmenettel kapcsolatos, antioxidans kapacitast méré TEAC eljaras

A Troloxra vonatkoztatott antioxidans kapacitas (TEAC) modszert Miller és mtsai.
fejlesztették ki 1993-ban [68]. A mérés alapja egy antioxidans sajatsaggal rendelkezd anyag
¢s egy elore generdlt ABTSe* (2,2’-azino-bisz(3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav)
gyokkation kozotti kdlesonhatas, mely spektrofotometrias modszerrel kdvethetd. Az ABTS
kalium-perszulfat oxidaloszer jelenlétében ABTSe* gydkkationna képes atalakulni, ami

intenziv kékes-zold szinnel rendelkezik (A = 734 nm), de ezen intenziv szinnel rendelkez6
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ABTSe*-t antioxidansok jelenlétében redukdlodni képes, ami az intenziv szin eltiinését
eredményezi az 1d6 fliggvényében az alkalmazott antioxidans koncentracidjatol fliggden
(9. abra), amibdl kovetkeztetni lehet az adott minta antioxidans kapacitasra, pontosabban az
ABTS gyok befogasanak képességére.

ABTSe* |

CaHs

\
C[}_/%j@
\

CoHs

ABTS

OH N
%

X~
\©[N>_"/ | o/\m

+ antioxidans
—

szinvéltozas

9. abra: Az ABTS teszt mikodésének sematikus dbrazolasa.

Az eredeti tesztben hidrogén-peroxid és metmioglobin jelenlétében keletkezik a
sotétzold sziniit ABTSe* kation gyok, ezek helyett ma mar mangan-dioxidot vagy kalium-
perszulfatot alkalmaznak [82]. A moddszer konnyen hasznalhatd, gyors és olcsd, a gyok
viszonylag stabil, ezért a pH aktivitasra gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasara is
hasznalhat6. Hatranya, hogy a normal sejtanyagcsere soran keletkezd gyokok helyett olyan
stabil gyokoket hasznal, amelyek in vivo nem keletkeznek, tehat a modszer nem ad
informéciot arr6l, hogy a mintdban 1évd antioxiddnsok a bioldgiai gyokokkel szemben
mennyire reaktivak. A mérés elétt 12—-16 oOras inkubalasi 1d6 sziikséges, igy a minta
elokészitése hosszu idot vesz igénybe. Extra [épés sziikséges a szabad gyokok eldallitasdhoz
a ABTS-bol. A generalt szabad gyOkok nem stabilak hosszii idoén keresztiill. Nem
szabvanyositott, ezért nehéz Osszehasonlitani az értékeket a kiilonb6zd laboratériumok

kozott [70].

2.4. Az Au NCs eldallitasahoz felhasznalt kismolekulék altaldnos jellemzése
2.4.1. B-vitamin csalad

A fémionok redukciojdnak megvaldsitasa érdekében Ujonnan tanulmanyoztuk
B-vitamin szarmazéakok (B1, B3) és aminosav szarmazékok alkalmazasat. Ebben a fejezetben
ezen kismolekulak fobb jellemzdit foglalom dssze.

A B-vitaminok fontos szerepet jatszanak az idegrendszer megfelelé miikodésében,
segitenek legyOzni a faradtsagot, kulcsfontossaguak az immunrendszer energiatermeld
folyamataiban, valamint jelentds hatassal vannak a bdr egészségére. A Bi-vitamin
felfedezése a beriberi nevii népbetegséghez kapcsolodik, melyet az 1885-1897 kozotti

idészakban Christiaan Eijkmann, a maldjfoldi holland katonaorvos részletesen vizsgalt a
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javai Batavidban. A tiamin molekula (Bi-vitamin) alapszerkezete egy metilén hiddal
Osszekapcesolt pirimidin- és egy tiazol gytiribdl all. A tiamin legnagyobb része tiamin-
pirofoszftat formajaban talalhato az €16 szovetekben. A szabad vegyiilet amorf jellegii, klorid
formdja szintelen (fehér), higroszkopos kristalyokat alkot, illetve ebben a formdban stabil.
Bézikus karakteri a pirimidin-gyliri aminocsoportja és a tiazol-gylirii pozitiv toltésti
nitrogénje miatt. Savas pH-n stabil, viszont lugos oldatokban (pH = 7,0 felett) bomlik,
kiilonosen levegd jelenlétében. Vizes oldata A = 235 nm-en és A = 267 nm-en mutat
abszorpcidos maximumokat. Oxidativ hatdsoknak nem képes ellendllni, az oxidécios
folyamat sordn a pirimidin- és a tiazolgytriik kozott egy méasodik hid keletkezik és elveszitik
biologiai aktivitasukat. Ilyen vegyiiletek pl. a tiokrom, tiazolon és tiotiazolon. A tiamin
sz¢les korben elterjedt a természetben, de csak viszonylag kis mennyiségben hozzaférhetd,
ezért kémiai szintézissel allitjak eld. A tiamin minden iparilag relevans szintézise egy Grewe-
diamin (4-amino-5-aminometil-2-metil-pirimidin) nevii pirimidin intermedierbdl all, mint
kulcsfontossagt épitéelem. Az akrilnitril vagy a malononitril az altalanos kiindulasi anyagok
ennek a koztiterméknek a szintéziséhez. A tiazolgylirit ezutan linedrisan felépitik az
eléformalt pirimidin-részen (Grewe-diamin) harom kémiai 1épésben, hogy tiamint kapjanak
[83].

A nikotinamid (NAM), mas néven Bs-vitamin amid szdrmazéka vizben oldddo
vitamin ¢és rendkiviil ellenallo a 1égkdri oxigénnel, savakkal, hdvel €s fénnyel szemben mind
vizes, mind szilard rendszerekben. A NAM elengedhetetlen a nikotinamid-adenin-
dinukleotid (NADH) és nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) koenzimekhez és
ezért tobb mint 200 enzimreakcidhoz a szervezetben, beleértve az adenozin-trifoszfat (ATP)
képzddést. A Bs-vitamin ipari eléallitasa jelenleg kémiai szintézisen és biokatalizisen alapul.
A kémiai eljarasokban 2 metil-5-etil-piridin vagy 3-metil-piridin szerepel kiindulési
anyagként, melyeket egyszeri vegyiiletekbol pl. acetaldehidbdl, formaldehidbdl
szintetizalnak. Ezek az utak magas homérsékletet, nagy nyomast és fémkatalizatorokat
igényelnek. A biokatalitikus folyamatok ezzel szemben enzimeket hasznalnak
katalizatorként, melyek enyhe koriilmények kézott miikodnek és a hozam tekintetében igen
hatékonyak. A Bs-vitamin vegyliletei segitenek a szervezet karos szabadgyokok elleni
védekezésében, ezaltal a nikotonamid nemcsak fontos szerepet jatszik a szervezet

energiaellatasaban, hanem véd a sejtszintii karosodasok ellen is [84].
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2.4.2. Hidroxamsavak

A hidroxamsavak olyan karbonsavak, melyek hidroxilcsoportjat -NH-OH csoport
helyettesiti (10. abra). Az els6 hidroxamsavat Lossen allitotta el 1869-ben [85], etil-oxalat

¢s hidroxil-amin reakciojaval, ahol az

o
/4 * 4 r r r 0
oxalsav hidroxamsav szdrmazékat kapta. A /U\ i
S
H

+ H H
H3N—C—C—OH — *H;N—C

vegyliletcsalad korai felfedezésének | |
jelentdsége akkor valt nyilvanvalova, amikor

bebizonyosodott, hogy néhany természetes 10. dbra: Az aminosavak ¢és a

vegyiilet is tartalmaz hidroxémsavcsoportot, hidroxamsavak fobb szerkezeti eltérései

(pirossal a hidroxamatcsoport van kiemelve).

mely szarmazékokat biologiai mintakbol

sikertilt izolalni [86]. Szerkezetileg karbonsavakbol és hidroxil-aminokbol szarmaztathatok
[85]. Szintézisliket hidroxil-aminok ¢és aktiv acilcsoportot tartalmazé karbonsav
szarmazékok reakcidjaval lehet elvégezni. A hidroxdmsavak szintézise kozé tartozik a
peptidszintetikus modszerek alkalmazasa, mint pl. a karbonsavak vagy N-védett aminosavak
kotott hidroxil-amin szildrd hordozok alkalmazéasa. Sav-bazis tulajdonsagaikat tekintve
egyértékli, gyenge savak, pK értékik 8,5-9,5 tartomdnyon taldlhatdé az egyéb
donorcsoportok jelenléte miatt, és nagyon reaktivak a nagy stabilitasi amidokhoz képest
[87]. A hidroxdmsav funkcios csoport szdmos farmakoldgiailag fontos természetes és
mesterséges vegyiiletben jelen van. A legismertebb a deszferrioxamin B, a mikrobialis
eredetli sziderofér csalad tagja, melyet a vasmérgezés kezelésére hasznalnak. A
hidroxamsavak jelenleg ismert gyogyaszati alkalmazéasai régdta ismert kiemelkedd
kelatképz6 tulajdonsagaikon alapulnak [88]. Kelatképzd csoportjuk révén szelektiven
képesek kotni fémionokat, pl. Zn(II), Cu(Il), Fe(IIl) nagy stabilitasi komplexek kialakitasa
révén [89]. Kutatdsi munkam soran a His €s a Trp hidroxdmsav szarmazékait (HisHA,
TrpHA) tanulmanyoztam. A hisztidinhidroxamsav (HisHA) a hidroxamat funkcios
csoporton kiviil egy aminocsoportot és egy oldallancbeli imidazol-N donort is tartalmaz,
melyek dontd szerepet jatszanak fémionok koordindciojaban. A triptofanhidroxamsav
(TrpHA) az emlitett hidroxamat és aminocsopotokon kiviil egy oldallancbeli indolgytiriit
(aromas-N donor) foglal magaban. Ezen vegyiiletk oldatkémiai jellemzése régdta kutatott
teriilet, mind nemzetkdzi, mind hazai viszonylatban [90]. Magyarorszdgon meghatarozdan
Dr. Farkas Etelka és kutatocsoportja dolgozott ezen a teriileten. A HisHA Cu?*-ionokkal valé

koordinacidja részletesen jellemzett folyamat széles pH tartoményon [90]. Irodalmi adatok
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alapjan a Cu?'-ionok koordinaciéja kb. pH = 3-3,5 kozott kezdédik a hidroxaméat-[O,0]
donorokon keresztiil torténd kotddés révén, de a pH novelésével a N-donorokon keresztiil
torténd kotddés valik egyre dominansabba. A pH = 4,5—7,0 kozotti tartomanyon az amino-N
¢s az imidazol-N donorok koordinaldédnak hisztamin-tipusu koordinaciét kialakitva [90]. A
11. abran a Cu®*'-HisHA rendszerben képzédd néhany komplex szerkezete lathatd. A
hidroxdmsavak tehat szdmos funkcidval rendelkezd vegyiiletek, amelyek hasznosak

lehetnek a gyogyaszatban és a kémiai iparban egyarant.
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11. abra: Cu?’-HisHA rendszerben lehetségesen képzé6dd néhany komplex szerkezete a

kotésmodok feltuntetésével.

A TrpHA oldatkémiai vizsgélatainak eredményei azt mutatjdk, hogy savas pH-
tartomanyon (pH = 3-5) a [Cu2loH.1]" képzddése preferalt, mig pH > 4 esetén a [Cul;]
komplex forma kezd megjelenni (12. abra). Az utdbbi két esetben egy fémion a hidroxamat-
[0,0] és [NH»>, hidroxamat-N] vagy két [NH», hidroxamat-N] kelaton keresztiil két
ligandummal is kialakithat biszkomplexeket [91].

[CuL,]

12. abra: A Cu?’—TrpHA rendszerben lehetségesen kialakulé néhdny komplex szerkezete a

kialakul6 kotésmodok feltintetésével.
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3. Célkitiizés

A Szegedi Tudomanyegyetem Természettudoményi és Informatikai Kar, Fizikai
Kémiai ¢és Anyagtudomanyi Tanszékén mikodé MTA-SZTE Lendiilet Nemesfém
Nanoszerkezetek Kutatocsoport (és annak elddje a Kolloidok és Nanoszerkezetli Anyagok
Kutatdocsoport) kdzel 10 éve foglalkozik méretszabalyozott egy- és kétfémes arany-tartalmt
nanostruktirdk, foként NCs, eléallitasaval és szerkezetvizsgalataval, kiemelt figyelmet
forditva a vizes kozegli ,,templatos” eljaras alkalmazhatosdganak igazoldsara kismolekulak
felhasznalasaval. Nevezetesen, 2016 oOta olyan kutatasok folynak a fluoreszcens Au NCs
szintézise, szerkezeti és funkcionalis jellemzése terén, melyhez kiilonb6zd, kordbban még
nem vizsgalt fehérjéket, kispeptideket, aminosavakat (pl. His, Trp, Tyr, Phe stb.),
nukleotidokat hasznaltak fel. Ezeket az uUjonnan szintetizalt NCs-et eredményesen
hasznaltak fel foként szenzorikai célokra.

PhD tanulményaimat 2020. 6szén kezdtem el, ahol az SZTE TTIK Kémia Doktori
Iskola doktori képzésének keretein beliil elsdsorban egylépésben megvaldsithatd, kiemelten
,»ZzO0ldkémiai” szintézis folyamatok fejlesztésével kezdtem el foglalkozni. Ebben az
eljarasban a prekurzor tetrakloroaurat-ionok redukcidjat és a keletkezé nano-objektumok
stabilizalasat elsésorban kismolekulak segitségével kivantuk megvaldsitani. A kutatomunka
magaban foglalta a kulcsfontossagu kisérleti paraméterek (pl. fémion/ligandum moléaris
aranya, pH, homérséklet és reakcididd) tanulmanyozasat, valamint a nanodiszperziok atfogod
szerkezeti és optikai jellemzését.

Doktori értekezésem céljaként annak tanulmanyozasat és megértését tiiztiik ki, hogy
a fent emlitett kisérleti paraméterek szisztematikus valtoztatasa hogyan befolyasolja az
Au NCs eloallitasi folyamatat, illetve annak reprodukalhatdsagat. A fémionok redukciojanak
megval6sitdsdhoz Gjonnan kivantuk vizsgalni B-vitamin és aromas oldallanci aminosavak
hidroxamsav szarmazékainak alkalmazasi lehetdségeit. A szintézisek és megfeleld tisztitasi
protokollok kidolgozasan til kiemelt feladatom volt az eldallitott termékek
szerkezetvizsgalata foként a Kutatocsoportban és a Kémia Intézetben rendelkezésre allo
miszerek segitségével, illetve lehetséges hasznosithatosaguk vizsgalatara is. Feltérképezni
kivantuk egyrészt az eldallitott és karakterizalt kéken emittalé aminosavak hidroxamsav
szarmazékaival stabilizalt Au NCs szenzorikai teriileten torténd felhasznalasat. Szdmos
szakirodalom foglalkozik a fémionok Au NCs-kel torténd detektalasarél, azonban kevés
publikacidé részletezi a mechanizmusokat. Feladatom volt, hogy lehetdség szerint

meghatdrozzam a legigéretesebb fémionok esetében, a legkisebb kimutathatd mennyiséget
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(LOD), illetve értelmezzem a PL kioltasi és erdsitési folyamatokat és mechamizmusukat. A
kutatomunkdm részeként optikai szenzorok fejlesztésén tul antioxidans tulajdonsaggal
rendelkezO, B-vitamin szarmazékokkal stabilizalt Au NCs el6allitasat és szerkezeti
jellemzését is célul tliztik ki. Mindezek mellett az utobbi NCs BSA fehérjével valo
kolcsonhatasanak tanulmanyozasara is kisérletet tettiink. A klaszter-fehérje interakcio
feltérképezésére egyedi méréstechnikakat kivantuk alkalmazni (4gy, mint a feliileti plazmon
rezonancia spektroszkopia (SPR) és izoterm titracids kalorimetria (ITC)), melyek igéretesek
lehetnek a kotési folyamat termodinamikai jellemzése tekintetében és a rendelkezésre alld
irodalom még nem tartalmaz kisérleti adatokat az ilyen technikakkal végzett kdlcsonhatés
vizsgalatokrol.

A doktori disszertacio f6 motivacioja, hogy a fluoreszcens nemesfém NCs vizsgalata
egyedilallo kutatdsi teriilet Magyarorszdgon, mellyel Kutatdocsoportunk foglalkozik
meghatdrozoan, igy az 10j tudomanyos eredményekkel a témateriilet részletesebb

megismeréséhez szeretnénk hozzajarulni.

32



4. Felhasznalt vegyszerek, szintézisek és vizsgalati modszerek
4.1. Felhasznalt vegyszerek
4.1.1. Szintézisekhez kozvetleniil felhasznalt anyagok

— Celluléz-alapt dializis membran (cut off: 1 kDa; Sigma)

— Hidrogén-tetrakloro-aurat trihidrat (HAuCls x 3H>O; 99,9 %; Sigma)

— Hisztidinhidroxdmsav (HisHA; CsH10N4O2; SZTE GYTK Gydgyszerkémia Intézet
munkatarsai altal eléallitva és tisztitva, a szintézis receptjét a kovetkezé alpontban
ismertetem)

— L-hisztidin (His; CéHoN3O2; 99,9 %; Sigma)

— L-triptofan (Trp; C11H12N202; >99 %; Sigma)

— Natrium-hidroxid (NaOH; 99 %; Molar)

— Nikotinamid (NAM; CsHsN20; >99,5 % (HPLC))

— Sésav (HCI; 37 %; Molar)

— Tiamin hidroklorid (Bi-vitamin; C12H17CIN4OS x HCI; >99,9 %; Sigma)

— Trinatrium-citrat dihidrat (CsHsNazO7 x 2H20; 99 %; Molar)

— Triptofanhidroxdmsav (TrpHA; C11H13N302; SZTE GYTK Gyogyszerkémia Intézet
munkatarsai altal eléallitva és tisztitva, a szintézis receptjét a kovetkezd alpontban

ismertetem)

4.1.2. Antioxidans, szenzorikai és biologiai kolcsonhatas vizsgalatokhoz felhasznalt anyagok

— 2,2'-azino-bisz(3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav) diammoénium (ABTS;
C18H24N6O6S4; >98 %; Alfa Aesar)

— 2,2'-azobisz (2-metilpropionamidin) dihidroklorid (AAPH; [=NC(CH3)>C(=NH)
NH:z]> x 2HCI; 97 %; Sigma)

— Cérium(III)-klorid-heptahidrat (CeCls x 7 H2O; 99,9 %; Sigma)

— Cézium-klorid (CsCl; 99 %; Sigma)

— Cink(Il)-klorid (ZnCly; 99,9 %; Sigma)

— Dinéatrium-hidrogén-fosztat-dodekahidrat (Na2HPO4 x 12H20; 99,99 %; Molar)

— Etanol (CoHsOH; 97,0 %; Molar)

— Fluoreszcein-dinatrium so6ja (FL; C20HioNaxOs; VWR)

— 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonsav (Trolox; 97 %; Sigma)

— Ittrium(II)-klorid (YCls; 99,99 %; Sigma)
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— Kadmium-nitrat tetrahidrat (Cd(NO3)s; x 4 H20; 98 %; Sigma)

— Kalcium-klorid dihidrat (CaClz x 2H,0; 97 %; Molar)

— Kalium-klorid (KCl; >99 %; Molar)

— Kalium-perszulfat (K2S20s; 99,99 %; Sigma)

— Kobalt(II)-klorid hexahidrat (CoCl» x 6H>O; 98 %; Sigma)

— Lantan(II)-klorid hidrat (LaClsz x H20; 99,9 %; Sigma)

— Magnézium-klorid hexahidrat (MgClz x 6H20; 98 %; Molar)

— Metanol (CH30H; 99,85 %; Molar)

— Natrium-dihidrogén-foszfat-2-hidrat (NaH2PO4 x 2H>0; >99.,9 %; Molar)
— Natrium-klorid (NaCl; 99,98 %; Molar)

— Nikkel(II)-klorid hexahidrat (NiCl> x 6H20; 99 %; Sigma)

— Réz(Il)-klorid (CuClz; >97 %; Sigma)

— Roédium-klorid (RhCl3; 98 %; Sigma)

— Rubidium-klorid (RbCly; 99,8 %; Sigma)

— Szarvasmarha szérum albumin (BSA; liofilizalt por, globulinmentes; >98 %; Sigma)

— Vas(Il)-klorid hexahidrat (FeCls x 6H20; 99,9 %; Sigma)

A szintézisekhez és a vizsgélatokhoz felhasznalt vegyszerek analitikai tisztasaguak
voltak, igy alkalmazasuk eldtt tovabbi tisztitast nem végeztem. A torzsoldatok és pufferek
eldallitasahoz minden esetben nagy tisztasagu Milli-Q vizet (MQ-viz, Millipore, Direct-Q3
UV, fajlagos ellenallas 18,2 MQ-cm, 25 °C) hasznaltam. A NCs eléallitasdhoz felhasznalt

kismolekulak protonalt formainak szerkezeti képleteit a 13. abra foglalja 6ssze.

CH, o
HsC N/ NH, o OH 7

NH*
Tiamin (B,-vitamin) Nikotinamid (B;-vitamin amidja)
B, NAM
NH;*
/
. CH “
H3N H
—NH* N— oy >/ “on
/ CH \ o
HN /
o NH*
Hisztidinhidroxamsav Triptofanhidroxamsav
HisHA TrpHA

13. abra: A szintézisekhez felhasznalt kismolekulék protonalt forméainak szerkezeti képletei.
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4.2. Szintézismodszerek
4.2.1. A hisztidinhidroxamsav (HisHA) és a triptofanhidroxamsav (TrpHA) eloallitasa

Az [AuCl4] -ionok redukcidjdhoz hasznalt hidroxdmsav szdrmazékokat (HisHA,
TrpHA) a SZTE GYTK Gyodgyszerkémia Intézet munkatarsai allitottak eld, korabbi irodalmi
modszer alapjan [92][93], L-hisztidin-metil-észter-dihidrokloridbol, illetve
L-triptofan-metil-észter-hidrokloridbol  kiindulva, kiilonb6z6 optimalizalasi 1épések
végrehajtasaval.

A HisHA szintézise soran elsé 1épésben 1,0 g (4,13 mmol) L-hisztidin-metil-észter-
dihidrokloridot 10 cm?® vizben oldottak fel egy gémblombikban. Ezen oldathoz 20 cm’
50 w%-os hidroxil-amin oldatot adtak nagy feleslegben, ¢és a reakcioelegyet
szobahdmérsékleten kevertették. A maximalis konverzio elérése utdn (24 ora, amikor a
vékonyréteg-kromatografias reakciokdvetés soran mar tobb kiinduldsi anyag jelenléte nem
volt kimutathatd) az elegyet jeges fiird6vel lehlitotték, a képzodott kristalyokat lesziirték és
hidegvizzel (2 X 7 cm®) mostak. A tisztitott HisHA jellemzéséhez 'H-NMR és ESI-MS
méréseket végeztek. Hozam: 440 mg (63 %); O.p.: 176-178 °C; 'H-NMR (DMSO-d6)
6: 6:2,51-2,59 (1H, m); 2,75-2,83 (1H, m); 3,25-3,31 (1H, m); 6,77 (1H, s); 7,50 (1H, s);
MS: [M+H"] m/z = 171,16, [M+Na]" m/z = 193,17.

A TrpHA szintézis¢hez 1,0 g (3,93 mmol) L-triptofdn-metil-észter-hidrokloridot
hasznaltak kiindulési ligandumként [93][92], amit 8 cm® vizben oldottak fel. Ezen oldathoz
20 cm® hidroxil-amin oldatot adtak, majd a reakcioelegyet szintén szobahdmérsékleten
kevertették 24 oraig. Az elegyet hasonldéan a masik ligandumhoz jeges flirdovel lehtitotték,
a képzddott kristalyokat lesziirték és hidegvizzel (2 X 5 cm?) mostak. A tisztitott TrpHA-at
'"H-NMR és ESI-MS mérésekkel minésitették. Hozam: 474 mg (55 %); O.p.: 183—185 °C;
'H-NMR (DMSO-d6) §:2,68-2,76 (1H, m); 2,95-3,04 (1H, m); 3,34-3,39 (1H, m);
6,95 (1H, t, J = 7,3 Hz); 7,05 (1H, t, J = 7,4 Hz); 7,12 (1H, s); 7,32 (1H, d, J = 7,8 Hz);
7.55 (1H, d, J= 17,9 Hz); 10.80 (1H, s); MS: [M+H]" m/z = 219,99.

4.2.2. Bi-vitaminnal stabilizalt Au NCs (B;-Au NCs) eldallitasi folyamata

A Bi-Au NCs szintézise soran Bi:[AuCls]/25:1 molaranyt alkalmaztam
craucial- = 0,001 M kiindulasi koncentracid bedllitasa mellett. A szintézis els6 1€épéseként

1,667 cm® 0,15 M koncentracioju B; oldatot 7,333 cm?® MQ-vizzel higitottam, majd 0,1 M

crer

Masodik 1épésként 1 cm? 0,01 M HAuCls oldatot adtam hozza és a komponensek elegyitését
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kovetéen a mintat 24 6ran at 25 °C = 1 °C hémérsékleten termosztaltam. A szintézis id6
leteltével az aurat-ionokra jellemzd kezdeti intenziv sarga szin a redukcids folyamat sordn
fokozatosan elhalvanyodott, végiil halvanybarna szinlivé valtozott, ami egy 0j termék
megjelenésére utalt. A szintézist kovetden a vizes diszperzioban kisebb aggregatumok voltak
megfigyelhetéek, melyeket 13000 rpm fordulatszamon 30 percig torténd centrifugéalassal
tavolitottam el a diszperziobol. Utolsé 1épésként az elreagalatlan komponensek
diszperzidbol torténd eltavolitasa végett 60 perc dializissel is tisztitottam a mintat, melyhez
1 kDa vagasi értekkel (MWCO) rendelkezé cellulozcsovet (Pur-A-Lyzer TM Mega 1000,
Sigma-Aldrich Kft.) alkalmaztam. A végleges fémkoncentraciot ICP-MS mérésekkel
hataroztuk meg, mely vizsgélatok kivitelezésében Dr. Galbacs Gébor csoportja segédkezett.
A kiindulasi ¢ = 1,00 mM helyett ciaucis- = 0,98 mM volt meghatarozhat6é a redukcids
folyamat ¢és a tisztitas utan. Ezt a vizes diszperziok higitasdnal minden esetben figyelembe

vettem.

4.2.3. Nikotinamiddal stabilizalt Au NCs (NAM-Au NCs) eloallitasi folyamata

A kéken emittdlo NAM-Au NCs szintézisénél NAM:[AuCls]/10:1 molaranyt
alkalmaztam cjaucia}- = 0,005 M kiindulasi koncentracid beallitasa mellett. A fémionok
redukcidjanak eldsegitése érdekében Na-citratot is alkalmaztam, melynek koncentracidja
0,01 M volt a reakcidelegyben. A szintézis elsd 1épéseként 8,333 cm?® 0,3 M koncentraciojt
B3 oldatot higitottam 38,155 cm® MQ-vizzel, majd 2 perc kevertetés utan 0,1 M
lépésben 2,500 cm® Na-citratot, valamint 1,012 cm® HAuCls oldatot adtam hozza. A
komponensek 0Osszekeverése utan a mintat 24 o6ran at 80 °C £ 1 °C hdémérsékleten
termosztaltam. A szintézist kovetden két 1€pcsos tisztitasi protokollt alkalmaztam. Elsdként
a kis mennyiségben jelenlévd aggregatumokat tavolitottam el 13000 rpm fordulatszdmon
30 perces centrifugalassal, majd a mintdkat 180 percig dializaltam (Pur-A-Lyzer TM Mega
1000, cut-off: 1 kDa, Sigma-Aldrich Kft.). Hasonl6an az el6z¢ alfejezetben leirtak alapjan a
végleges fémkoncentraciot ICP-MS mérésekkel hataroztuk meg, mely vizsgalatok
kivitelezésében Dr. Galbacs Gébor csoportja segédkezett. Azon rendszerekben, ahol
Na-citratot is alkalmaztam a redukcid kozel 99,9 %-os eredményt hozott, igy itt a kiindulasi
addig folytattam, mig a NCs nem diffundaltak at a membranon. A féligateresztd membranon
atjutott NCs mennyiségét (~ 5 % a PL intenzitas csokkenése alapjan) figyelembe vettem a

mintdk higitasa soran.
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4.2.4. Hisztidinhidroxamsavval stabilizalt Au NCs (HisHA-Au NCs) eléallitasi folyamata

A szintézis soran elsd 1épésként 1,497 cm’® 0,0167 M HisHA vizes oldatot
elegyitettem 2,953 cm® MQ-vizhez, majd ezen oldathoz néhany perc keverés utan 0,05 cm?
Na-citratot (Cna-cirat = 1 M) és 0,5 cm® HAuCls oldatot (ciaucia- = 10 mM) is adtam. A
komponensek homogenizalasat kovetden a mintat 48 oran keresztiil 80 °C + 1 °C-on
termosztaltam, ahol a rendszer pH-ja pH = 7,0 volt. A NCs el6éallitdsahoz
HisHA:[AuCl4]/5:1 molaranyt alkalmaztam, 1,0 mM aurat koncentracié beallitasa mellett.
A klaszterképzddés eldsegitésére a mintaban HisHA/Na-citrat 1:2 moélaranyt hasznaltam. A
szintézist kovetéen a rendszerben képzddott kisebb aggregatumokat 30 percig
13000 rpm-en torténd centrifugéalassal tavolitottam el, majd a végterméket 180 percig tartd
dializissel is tisztitottam (Pur-A-Lyzer TM Mega 1000, cut-off: 1 kDa, Sigma-Aldrich Kft.).
Ennél a rendszernél is a ligandum mellett Na-citrat segitette a redukciot, mely révén az aurat-

ionok kozel 99,9 %-a kiredukalodott az ICP-MS mérések alapjan.

4.2.5. Triptofanhidroxamsavval stabilizalt Au NCs (TrpHA-Au NCs) eléallitasi folyamata

A Kklaszterek elballitisahoz elsé 1épésben 4,5 cm® 0,0022 M koncentracioji TrpHA
oldatot készitettem, majd az oldat pH-jat 0,1 M sosavval pH = 7,0-re allitottam. Masodik
1épésben 0,5 cm® 0,01 M HAuCls oldatot adagoltam hozza. A komponensek dsszekeverése
utdn a mintat 48 oran keresztiil 80 °C £ 1 °C-on termosztaltam. A szintézis soran az egyes
komponensek mennyisége szerint TrpHA:[AuCls]/2:1 molaris aranyt alkalmaztam,
craucial- = 0,001 M kiindulasi koncentracié bedllitdsa mellett. A szintézis i1d6 leteltével az
aurat-ionokra jellemz6 kezdeti intenziv sarga szin a redukcids folyamat soran fokozatosan
elhalvanyult, végiil halvanybarnara valtozott, ami a végtermék kialakuldsara utalt. A
szintézist kovetden a kisebb aggregatumokat 30 percig 13000 rpm-en torténd
centrifugdldssal tavolitottam el, majd a vizes mintdt 120 percig dializaltam
(Pur-A-Lyzer TM Mega 1000, cut-off: 1 kDa, Sigma-Aldrich Kft.). Az ICP-MS mérések
alapjan ¢ = 1,0 mM kiindulési arany koncentracié ¢ = 0,99 mM értékre valtozott.

Mind a négy rendszer esetén a tisztitott vizes diszperzid 2-3 hétig normal
hiitészekrénybdl (+4 °C) felhaszndlhatd, mivel nem figyelhetd meg szemmel lathatd és
spektralis vizsgalatok alapjan sem valtozds vagy aggregacio, emellett a tisztitott vizes

diszperzi6 fagyasztva szarithato, és a liofilizalt porok -20 °C-on hénapokig tarolhatok.
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4.3. Vizsgalati modszerek
4.3.1. Optikai sajatsagok jellemzésére alkalmazott miiszerek

A spektrofluorimetria napjainkban gyakran alkalmazott vizsgéalati modszer
elsdsorban nagy érzékenységének és sokoldalusdganak koszonhetden. A fluoreszcencia
jelenség soran egy fluorofor csoportot, vagyis egy emisszioért felelés molekularészt
tartalmazo minta elektronjai az UV-lathat6 sugéarzas abszorpcioja révén szingulett gerjesztett
(S1) allapotba jutnak, majd fluoreszcens fotonok kibocsatasaval relaxalddnak szingulett (SO)
alapallapotba, azaz a fénykibocsatast nem el6zi meg spinatfordulds. A folyamatot kisérd
sugarzas aranyos a két allapot kozotti energiakiilonbséggel. A fluoroforok tobbsége
delokalizalt m-elektronokat tartalmaz, ilyenek az aromés vegyiiletek €s a tobb konjugalt
kettés kotést tartalmazo telitetlen molekuldk. Emellett a nukleofil szubsztituensek
(-NHa, -OH, -OCHj3 stb.) is hozzajarulnak a fluoreszcencia ndveléséhez, mivel az alapéllapot
¢s az elsd gerjesztett allapot kozott eldsegitik az elektronatmenetet, vagyis novelik a
n-elektronok delokalizaciojat. A mérési modszerbdl szarmazo informaciok a mintabol
gerjesztés hatasara kisugarzott fluoreszcens fotonok hulldmhossza (emisszid) és mennyisége
(intenzitas), valamint a két paraméter valtozasa.

A fluoreszcencia emisszids spektrumok rogzitéséhez egy ABL&E-JASCO FP-8500
tipusu spektrofluorimétert alkalmaztam. A mérések kivitelezéséhez 1 cm tthosszi
négyoldalu kvarc kiivettat hasznaltam. A bemeneti €s kimeneti résszélességet (slit érték) a
minta fluoreszcencia intenzitasatol fiiggden 2,5-5 nm-re allitottam. A scan sebesség minden
esetben 200 nm/perc, a felbontés pedig 1 nm volt.

Az abszolit kvantumhasznositasi tényezét (ein,) a mintabol fluoreszcenciaként
kibocsatott fotonok (Nem) szdmanak és a gerjesztett fényben elnyelt fotonok (Nabs) szamanak
hanyadosaként hatdrozzuk meg. Az abszolit modszer lehetévé teszi a minta teljes
fluoreszcencidjanak detektdldsat és integralasat az integrald gomb segitségével, ami
pontosabb mérést tesz lehetdvé. A mérés kivitelezéséhez, melyhez Dr. Ungor Ditta nytjtott
segitséget, egy ABL&E-JASCO ILF-835 tipusu integraldo gombbel felszerelt
ABL&E-JASCO FP-8500 tipusu spektrofluorimétert hasznaltunk. A kalibralashoz
ABL&E-JASCO ESC-842 kalibralt WI fényforrast alkalmaztunk, ami referenciaként is
szolgalt. Az adatok kiértékeléséhez az ABL&E-JASCO SpectraManager 2.0 szoftvert
hasznaltunk, mely a kovetkezd Osszefliggés (4. egyenlet) alapjan szédmolja a

kvantumhasznositasi tényezd értékét:
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ahol E> emisszids intenzitds, L; gerjesztd fény intenzitds, L, szort gerjesztési intenzitas. A
kvantumhasznositasi tényezdt QY% jeloléssel, %-ban kifejezett értékben tiintetjiik fel, ami
€in % 100. A PhD utols6 évében a méréstechnikat elsajatitva a méréseket reproduktiv médon,
sajat magam is elvégeztem.

A fluoreszcencia élettartam (t) méréseket Horiba DeltaFlex késziilékkel Dr. Ungor
Ditta ¢és Hajdu Cintia végezte, az idokorrelalt egy-foton szamléalas (TCSPC) modszerével,
mivel ezen késziilék a csoportban nem volt megtaldlhaté. A mérésekhez 1 cm optikai
uthosszisagl kiivettat hasznaltak. A gerjesztd fényforras egy DeltaDiode impulzuslézer
(Mezer = 371 nm). Az emittalt fényt NCs specifikus emisszios hullamhosszértékek mellett
detektaltak (résszélesség 6—8 nm). A muszer valaszidejét standard HoribaLudox® SiO»
részecskékkel mértikk. Az élettartam komponenseket a rdgzitett lecsengési gorbék
exponencialis illesztésével hataroztdk meg a Horiba EZTime programmal, az illesztés
pontossagat jelzd y? értékek megadasaval. A fluoreszcencia lecsengési gorbéket maximum
haromexponencialis egyenlet (5. egyenlet) illesztésével értékeltiik, melyben mar én is

kozremikodtem:

n
t
I(t) = ZBL'Q T (5)
i=1

ahol /iy NCs fluoreszcencia intenzitdsa, T az egyes fluoreszcencia élettartam komponensek
értékei, a B; pedig az egyes komponensek teljes fluoreszcencidhoz valdé hozzajarulasanak
értékei. A lecsengési gorbéket nem minden esetben illesztettik a fenn emlitett
haromexponencialis (n = 3) egyenlettel, hiszen volt olyan rendszer, ahol a kétkomponensii
(n=2) adta a legjobb illesztést.

Az ultraibolya-lathaté (UV-Vis) fény elnyelésekor a molekulak elektroneloszlasa
megvaltozik, azaz megfeleld energiaji elektromagneses sugarzas elnyelése altal a molekula
gerjesztddik, majd a foton kibocsatasa kdzben energidja csokken, alapallapotba jut vissza.
Ha besugarzunk egy oldatot egy I, intenzitdsu monokromatikus fénysugarral, annak
intenzitasa csokken a fény abszorpcidja miatt, ami egyrészt az anyagi mindség, masrészt az
elnyelé molekuldk mennyiségének fliggvénye, tehat mind mindségi, mind mennyiségi
informéciokat hordoz.

Az ultraibolya-lathatd spektroszkopia mérések soran a spektrumokat egy

JASCO V-770 tipusu kétfényutas spektrofotométerrel rogzitettem A = 200—-800 nm kozotti
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hulldmhossz tartomanyon. A mérésekhez 1 cm uthosszi, négyoldali kvarc kiivettat
hasznaltam minden esetben és a referencia oldat a kisérleti koriilményektdl fiiggéen MQ-viz
vagy megfelel6 puffer (pl. PBS) oldat volt. Fotometrids méréseket tobb esetben is végeztem
a NCs stabilizalé ligandumainak mennyiségi analizisére, az arany kolloidok képzddésének
igazolasara, antioxidans sajatsdg meghatarozasara, illetve a NCs szenzorikai vizsgalataihoz
hozzajarulva a fluorimetridsan rdgzitett emisszids spektrumok korrekcidjahoz is.
Amennyiben az abszorbancia A > 0,05 akkor a mért intenzitas korrekcioja sziikséges, amit

az alabbi 6. egyenlet szerint hajtottunk végre [94]:
Iorr = Imere X 10 ex+ Agm) /2 (6)

ahol Ziorr €s Iners a korrigalt és a mért fluoreszcencia intenzitasok, Ay és Aepm a vizsgalt minta
gerjeszt0 €s emisszios hulldimhosszon mért abszorbancia értékei. Az egyes mérés tipusok

soran alkalmazott mérési koriilményeket az adott eredmény targyalasanal foglaljuk Gssze.

4.3.2. A NCs karakterizalasahoz alkalmazott vizsgalati modszerek

A részecskeméret meghatarozasara kivaloan alkalmas a dinamikus fényszorasmérés
(DLS) amiatt, hogy a kolloid rendszerrdl szorodé fény intenzitasa, polarizacidja és
szogeloszlasa fliigg a szord részecskék méretétdl és alakjatol, valamint meghatarozhatd a
polidiszperzitds is. A részecskeméret az oldatbol szétszorddott fény intenzitdsanak
véletlenszerli valtozasanak mérésével hatarozhatdo meg. Az alapjelenség a Brown-mozgasra
¢épiil, ami szerint a részecskék folyamatosan {itkoznek az oldészer molekuldkkal. A
részecskék mozgasat az litkozések altal keltett energia indukélja, igy a kisebb részecskék
gyorsabban mozognak. A véletlenszerli mozgast a Stokes-Einstein egyenlet modellezi.

A feliileti toltott részecskéknél a folyadék belseje kozotti potencialkiilonbség €s a
részecske valds felszine kiilonboz6 részekre van osztva, melyet elektromos kettdsrétegnek
neveziink. A két ilyen teriilet, az Gn. nyirasi sik hataran megjelend feliileti potencial, ami a
C-potencial. A (-potencial értéke szolgaltat informdaciot arrél, hogy mennyire stabil az adott
diszperzi6. Ha értéke 0 koriili, a rendszer instabil, konnyen 0sszetapadnak, aggregalodnak a
részecskék. Ha a mért érték 0-tol joval eltér (= 25 mV), a rendszer stabil, a részecskék
taszitjak egymadst, nincs aggregalodas. A dinamikus fényszoras €s (-potencial méréseket egy
Malvern Zetasizer NanoZS tipust miiszerrel (A = 633 nm He-Ne lézer) végeztem, mellyel a
méret 0,3 nm és 10 um kozotti tartomanyon mérhetd. Az eredmények értékelése soran a mért
paramétereket (hidrodinamikai atmérdé (d), polidiszperzitasi index (PDI); C-potencial

(dontéen a Smoluchowski modell alapjan)) 5-10 mérés atlagaként szamitottam. A NCs
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esetén a primer klaszterméret sok esetben a rendkiviil kis méret miatt (féleg a kéken emittalo
NCs esetén) fényszorads mérésekkel nem hatdrozhatd meg pontosan; csak kisebb klaszter
aggregatumok azonositasara alkalmas.

Az NCs nanométer alatti mérete miatt a transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)
nem eredményez értékes adatokat az egyedi (primer) NCs méretérdl, de egy esetben sikertilt
nagyfelbontasu transzmissziés elektronmikroszkopos (HRTEM) felvételeket késziteni.
Ehhez egy FEI Tecnai G2 20x-Twin tipust HRTEM-mel dolgoztunk, 200 kV
gyorsitofesziiltség és LB katod alkalmazasaval. Az atlagos méretet Imagel szoftver
segitségével hataroztuk meg.

A Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia (FT-IR) vizsgalatok sordn
az IR tartomdnyba es elektromagneses sugarzas energiajaval a kisebb energiadtmenetekkel
jellemezhetd rezgési ¢s forgasi energiaszintekre gerjeszthetiink. Ekozben egyes
hulldmhosszi infravords fotonok elnyelddnek, igy egy abszorpcids spektrum 4ll
rendelkezésiinkre a mérési adatok Fourier-transzformaciojaval. A spektrumokbol
kovetkeztetéseket vontunk le, arra vonatkozoan, hogy a kiilonb6z6 ligandumok, mely
csoportja képes stabilizalni a fémmagot.

Az FT-IR mérések soran egy egyszeres reflexioji ATR Pro One feltéttel ellatott Jasco
FT/IR-4700 spektrométert alkalmaztunk. A méréseket azonos pH érték beallitasa mellett
készitett, liofilizalt pormintakon végeztiik, a spektrumokat 128 interferogram atlagolasaval
4 cm felbontas mellett, 400-4000 cm’! tartomanyon rdgzitettiik. A spektrumok
rogzitésében Dr. Varga Norbert segitett.

Az arany oxidéacios allapotdnak igazoldsa érdekében a rontgen fotoelektron
spektroszkopias (XPS) méréseket Dr. Samu Gergely végezte el egy PHOIBOS 150MCD9
félgdmb analizatorral felszerelt SPECS miiszerrel 10°—107'° mbar tartomanyon 1évé
fokamra nyomdason. Az analizator fix atviteli iizemmodban volt, 40 eV dtmend energidval az
elézetes szkennelésekhez és 20 eV atmend energiaval a nagy felbontasu szkennelésekhez. A
mintat tobblépcsds ciklikus liofilizalassal Pt-lemezre vittiik fel. Az Al Ka rontgenforrast
200 W teljesitményen hasznaltdk. A toltésreferenciat a minta feliiletén 1évé Pt hordozé
4f-csucsara (71,0 eV) végezték. A spektrumok kiértékeléséhez a CasaXPS kereskedelmi
szoftvercsomagot alkalmaztak.

A NCs fémtartalmanak tisztitds utdni meghatdrozasara az induktiv csatoldsi
plazma-tomegspektrometrias (ICP-MS) méréseket a SZTE TTIK Molekuléris ¢€s
Analitikai Kémiai Tanszékén Dr. Galbacs Gabor csoportja végezte el egy Agilent 7700x

tipusu késziiléken, amely kvadropdlus tomeganalizatorral van felszerelve. A mintdkban 1évo
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kalibralast (Au esetén) Agilent Multi-Element Calibration Standard-3 segitségével végezték.

A tisztitasi 1épésben alkalmazott centrifugalashoz egy nagy sebességi
Z 366 K — Hermle tipust centrifugadt hasznaltam. Fagyasztva szaritast (liofilizalas)
alkalmaztam a porminték eldallitdsahoz az FT-IR mérések kivitelezéséhez, illetve a NCs
hosszu idejli tarolasanak biztositdsdhoz. Ehhez egy Christ Alpha 1-2 LD plus tipusu
liofilizalot hasznaltunk. Ezzel az eljarassal a NCs stabilan tarolhatoak, illetve a klaszterek

tobb hét vagy akar honap utan is rediszpergalhatoak.

4.3.3. Fehérje-NCs kolcsonhatdsok kvantitativ jellemzéséhez alkalmazott miiszerek

A feliileti plazmon rezonancia (SPR) a feliileti toltésstiriség oszcillacidja, mely
hatasara a fémfeliillet és a dielektrikum hataran a hatarfeliilethez kozel erds, de attol
tdvolodva exponencidlisan csillapitott elektromos erdtér alakul ki. Szenzorikai alkalmazasok
esetén a legelterjedtebb megvalositds az Otto (prizma/viz/arany) és a Kretschmann
(prizma/arany/viz) elrendezés. A szenzorként valo alkalmazasra az nyujt lehetdséget, hogy
a gerjesztéshez alkalmazott polarizalt fénynek a totalreflexié soran a prizma ¢€s a fémréteg
hatarfeliiletérdl visszaverddo intenzitdsa egyarant fiiggvénye a beesési szognek, a gerjesztési
hulldmhossznak a fémréteg vastagsaganak valamit a prizma, a fém ¢és dielektrikum
torésmutatojanak [95].

Az Au NCs és a BSA kozotti in vitro kdlcsonhatas azonositasa érdekében feliileti
plazmon rezonancia méréseket végeztem két-csatornds szogmodulalt Reichert2SPR
platform segitségével. A méréstechnikdt jol ismertem és hasznaltam, mert MSc
szakdolgozatom fehérje-kismolekula kolcsonhatasok értelmezését foglalta magaban. A
Reichert Technologies altal szallitott 50 nm-es arany bevonati SPR chipeket hasznaltam a
kotési reakeid vizsgalatdhoz. A chipeket piranha oldattal (3:1 H2SO4:H202) 20 méasodpercig
tisztitottam, majd MQ-vizzel atoblitettem, végll nitrogéngdzzal szaritottam. A
mintadit dramoltattam az eldzetesen fehérjével immobilizalt arany szenzor feliilet felett,
mikdzben a szenzorjel torésmutato egység (RIU) dimenzidban keriil rogzitésre a mérés soran
eltelt id6 fiiggvényében. Az asszocidcios idé 60 masodperc volt 30 pL/perc aramlasi
sebesség mellett. A torésmutato egységek valtozasanak az id6 fliggvényében rogzitett gorbéi,
az un. szenzorgramok a berendezés vezérld és adatrogzitd szoftverekbdl szoveges fajlok
formajaban nyerhetdk ki. Az adatok feldolgozasa és értékelése a Microsoft altal kifejlesztett

Excel tablazatkezeld program segitségével tortént.
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Az izoterm titraciés kalorimetria (ITC) méréseket a MicroCal Inc. (Northampton,
MA, USA) VP-ITC mikrokaloriméterrel végeztiik, ami két fiiggetlen, érzékeny flité/hiitd
rendszerrel rendelkezik, amelyeket mikroelektronika vezérel a visszacsatolas elve alapjan.
Az elsddleges hito/fiitd rendszer allando értéken tartja a referenciacella hdmérsékletét az
adiabatikus kiilsé kopenyhez képest, amely altaldban 1 °C-kal alacsonyabb. Egy masik
fitérendszer kompenzalja a minta injektalasa altal okozott termikus jelenségbdl eredd
homérseklet kiilonbséget a mérd- és a referenciacella kozott. A mérés soran a miszer
megprobalja fenntartani a mintakamra melletti referencia cellaval azonos hdmérsékletet, és
méri a sziikséges flitd teljesitményt. Ha a mintacellaban endoterm reakcio6 zajlik, a cellat
jobban kell fiiteni, mint a referencia cellat, mivel ez a folyamat hét von el. Ha a reakcid
exoterm, a hofelszabadulas azt jelenti, hogy a mintacellanak kevesebb fiitésre van sziiksége
ugyanazon homérséklet fenntartasdhoz. A fitési vagy hitési teljesitmény idébeli valtozasa
adja a hdémennyiség valtozasat (dQ/dt), amelyet a vezérld szoftver a mérés soran eltelt id6
fiiggvényében rogzit.

A vizsgalatok soran térfogategységeként 8§ ulL BSA oldatot adagoltunk 35 1épésben
allando keverés mellett az Au NCs 1,4 cm® térfogati diszperzidiba. Minden adagolési
1épésben 16 masodperc alatt 8 uL fehérjeoldatot injektaltunk, két injektalasi 1épés kozott a
varakozas ideje 400 masodperc. A higitasi hatdsnak a regisztralt entalpogramokbol valo
kivonasahoz a megfeleld referencia vakprobakat is ugyanilyen koriilmények kozott végeztiik
el (fehérjeoldat MQ-vizben torténd titralasa). A mérések megkezdése eldtt minden mintat
10 percig gaztalanitottunk a buborék képzddés elkeriilése végett. A méréseket, melyek
elsajatitisaban Dr. Juhasz Adam nyujtott segitséget, 25 °C-on végeztiik, a mintacellat

240 rpm keverési sebességgel folyamatosan kevertettiik.

4.3.4. Antioxidans vizsgalatok kivitelezése

Az ORAC vizsgalat soran a méréseket altalaban két egymastdl fiiggetlen médon
végzik: (I) a fluoreszcencia 1d6fliggd jelvesztését mérik allandd antioxidans koncentracio
mellett, (II) a fluoreszcencia intenzitasokat mérik azonos reakcididében, kiilonbozo
antioxidans koncentracioval. Mérésiink soran mi az I. esetet valasztottuk és a méréseket tobb
antioxidans koncentracié alkalmazéasa mellett is kiviteleztiik.

A mérés soran, melynek alapjait a 2.4.1. alfejezet foglalja 0ssze, a fluoreszcencia
spektrumokat A = 500—650 nm kozott regisztraltuk a reakcio inditasa utan 10 percenként az
emisszio teljes megsziinéséig. Az értékeléshez A = 485 nm és A = 515 nm értékeket

hasznaltunk a gerjesztési €s emisszios hullimhosszként (megfeleld sorredben emlitve).
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Adott mennyiségii antioxidans anyagot és 0,078 cm® fluoreszcein oldatot (c = 1,0 uM)
pipettaztunk PBS (cnact = 0,15 M, pH = 7,4) pufferbe. A reakcioelegyet sotétben 15 percig
37 °C-on inkubaltuk. A vizsgalt anyagok koncentracié tartomanya 1-100 uM volt (a
szamitott koncentracié a ligandumokra volt vonatkoztatva). Az inkubalds utan 0,1 cm?
200 mM AAPH oldatot adtunk a reakci6 elinditdsdhoz, mely a ROS termelésért felel. A
mérések elétt a mintak dssztérfogatat 2,0 cm® pufferoldattal egészitettiik ki a megfeleld
optikai jel detektalas érdekében. A hidrofil Trolox (E-vitamin) analdog molekula
referenciaként szolgalt. Az aktivitds 0sszehasonlitasahoz és szamszerlsitéséhez az ORAC

értéket a kovetkezo képlettel (7. egyenlet) hataroztuk meg [70]:

c X Net inrg X K
ORAC érték = trolox AUC minta (7)
NetAUC trolox

ahol ¢¢ro10x @ Trolox standardizalt koncentracidja (50 uM), Netayc minta » Netavc trotox
értékei a lecsengési gorbek alatti nett6 teriiletek a minta 50 uM NAM/B; tartalma és a Trolox
oldat 50 uM tartalma esetén, k& a mintak higitasi tényezdje, amely esetiinkben négyszeres
volt. A Netauc értékeket a vakminta korrekcio (amelyben nem volt jelen antioxidans) utan
az 1d6fliggd bomlasi gorbék integralasaval szamoltuk ki.

A TEAC vizsgélathoz a torzs-és munkaoldatokat minden esetben frissen készitettiik.

crer

(0—4 °C-on) tartottunk. Ezt kovetden 5—5 cm? torzsoldatot dsszekevertiink és 12—16 oran at
szobahOmérsékleten tartottuk, hogy ABTS munkaoldatot kapjunk. A teszthez a
mintaoldatokat, 0,2 cm® ABTS munkaoldat és 0,01 cm® mintaoldat 6sszekeverésével
készitettiik, amely azonos ligandum koncentracioban (5—100 uM) tartalmazta az elsé mérés
esetén Bi-vitamint vagy a Bi-Au NCs-et (illetve a masik mérés esetén a NAM vagy
NAM-Au NCs-et). A mintakat 25 °C-on 5 percig s6tétben tartottuk, majd 3 cm?-re higitottuk
¢s a higitott mintdk abszorbancidjat 734 nm-en regisztraltuk. A gétldsi aranyt (gatlas (%)) a

kovetkezo egyenlettel (8. egyenlet) szamitottuk [96]:

Ac_As

Gatlas (%) = ( ) x 100 @)

Cc

ahol az A. és As a kontroll és a minta abszorbanciaja 734 nm-en 5 perc utan.
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4.3.5. A HisHA-Au NCs és TrpHA-Au NCs szenzorikai méréseinek kisérleti paraméterei

Szamos egy-, két- és haromértékii, para- illetve, diamagneses fémionnak (Ca**, Cd**,
Ce*", Co*', Cu*", Cs*, Fe’", K', La’", Mg®", Ni*’, Rb", Rh*", Yt**, Zn*", AP*") a
HisHA-Au NCs ¢és a TrpHA-Au NCs fluoreszcencidjara gyakorolt hatdsat vizsgaltam.
Minden esetben azonos térfogatu klaszter diszperzidt alkalmaztam, tehat 500 puL klasztert
adtam 1,100 mL MQ-vizhez, ezt kovetden kiilon-kiilon 400400 pL az egy-, két- és
haromértékti fémiont tartalmazoé vizes oldatokbdl is adtam a diszperzidhoz, ahol a vizsgalt
ionok koncentracidja allando volt (crmion = 1 mM). A megfeleld ionerdsséget (¢ = 0,15 M)
NaCl biztositotta. Az Au NCs emisszios spektrumat szobahdmérsékleten vettem fel a
hozzaadott ionok jelenlétében és hianyaban egyarant. Ezentul a fluoreszcencia kioltast vagy
erésitést mutatdo fémionok (Cu?’, Zn?*, Fe’") detektdlasahoz részletes PL kioltasi
vizsgalatokat végeztem 1 nM—100 mM koncentraci6 tartomanyon. A mérések részleteit az

adott eredmény targyaldsanal mutatom be.
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5. Eredmények és értékelésiik
5.1. A Bi-Au NCs és NAM-Au NCs eldallitasi folyamata vizes kdozegben

A NAM-Au NCs ¢és a Bi-Au NCs eldallitasara olyan ,,z6ldkémiai” szintézismodszert
dolgoztam ki, ahol tanulményoztam a NAM ill. a Bj-vitamin [AuCls] -ionokkal vald
kolcsonhatasa soran a nevezett ligandumok és a fémionok molaranyéanak, a reakcidelegy
idétartamanak hatdsat az Au NCs eldallitasi lehetdségeire. Minden kisérletben egy
paramétert valtoztattam és a reakcidelegyben képzddd termékek emisszids spektrumait
rogzitettem, ahol az emisszidos maximum intenzitas értékeinek valtozasat értelmeztem az
adott paraméter valtoztatasanak fiiggvényében. A rendkiviil j6 vizoldhatosadggal rendelkezd
NAM ¢és a Bj-vitamin kismolekuldk redukaloszerként vald alkalmazhatosaganak
tanulmanyozésara egy olyan kisérlet sorozatot terveztem elsd 1épésben, melyben a kiindulési
reakcidelegyben a ligandum/[AuCls]” moldaris ardnyat szisztematikusan, sz¢les tartomanyon
valtoztattam 0,1:1-125:1 kozott, ahogyan azt a 14. abra is Osszefoglalja. A kiindulasi
korabban szintetizalt Au NCs vonatkozasdban gyakorta megfelelonek mutatkozott. A
fémionok és a biomolekuldk molaranya nagy szerepet jatszik a lehetségesen képz6dd nano-
objektumok méretében ¢és karakterisztikus optikai tulajdonsdgaiban, hiszen, ahogyan az
Irodalmi attekintés 2.2.2. fejezetében is emlitettem (14. oldal), ha kelléen nagy ligandum
felesleget alkalmazunk a fémionok mennyiségéhez képest, akkor a klasszikus NPs

kialakulasat ,eltolhatjuk” a szub-nanométeres mérettartomanyt NCs képzddésének

iranyéaba.
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14. abra: (A) NAM-[AuCl4]™ rendszerben képz6dd termékek PL intenzitas maximumai a
cnam fuggvényében (chaucis = 1,0 mM, Aex = 335 nm, Aem = 380 nm, pH = 7,1, T = 40 °C,
t=24 ora). (B) Bi-[AuCl4] rendszerben mért PL intenzitds maximumok a cg; fiiggvényében

(cHAuC = 1 MM, Aex = 395 nm, Aem = 450 nm, pH = 3,1, T=40 °C, t = 24 6ra).
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A 14.A. abran a NAM-[AuCl4]” rendszer esetén mért PL intenzitds maximumok
lathatdak 24 ora reakcididd utan kiilonb6zé6 NAM-[AuCls]” mélaranyoknal. Jol 1athato, hogy
a ligandum mennyiségének novelése egy adott aranyig kedvezden hat a fluoreszcens
termékek képzddésére, hiszen egyre nagyobb fluoreszcencia intenzitas értékek figyelhetdek
meg Aem = 380 nm-nél (Aex = 335 nm-en torténd gerjesztés mellett), majd
NAM:[AuCl4]/10:1 arény felett egyre kisebb ezen mért intenzitas érték. Hasonlo tapasztalat
figyelhetd meg a 14.B. abran a Bi-[AuCls4]” rendszer esetén is, ahol a fluoreszcencia
intenzitas ndvekvo tendenciat mutat B1:[AuCls] /25:1 ardnyig (Aem = 450 nm, Aex = 395 nm),
majd ezt kovetden, a ligandum koncentracié tovabbi ndvelésével, csokkend intenzitas
lathatd. A detektalt emisszidos maximum hulldmhossza mindkét rendszer esetében a
molaranyok valtoztatasatol fliggetleniil azonos értéknél figyelheté meg (mely nem a szabad
ligandumokhoz rendelhetdek), igy dominans szerkezeti 4talakulést a sintézis folyaman nem
feltételeziink. A mindkét esetben tapasztalt trend ennek megfelelden feltehetden annak
tulajdonithatd, hogy a novekvd ligandum felesleg egyre kedvezébb a fémionok teljes
mennyiségének redukciojdhoz. A képz6dé NCs mennyisége igy fokozatosan nd, de mar a
nagyobb mennyiségben jelenlévd kismolekuldk sztérikusan gatolhatjdk a fémmagok
képzddését, igy a PL intenzitds csokkend értéket mutat. A vizsgalt B-vitaminokkal, mindkét
esetben, kéken emittdld nanoszerkezetek allithatdak eld, melyek irodalmi elézmények
alapjan a néhany atomos NCs kialakulasara utalhat.

A szintézisek homérséklet valtozasanak hatasat vizsgalva megallapithato, hogy mig
NAM esetén a hdmérséklet 25 °C-rol 80 °C-ra torténd folyamatos ndvelése egyre kedvezébb
a klaszterek kialakuldsa szempontjabdl (15.A. abra), addig a Bi esetén mar 25 °C-on
(15.B. abra) stabil, jol definiélt optikai sajatsaggal rendelkezd nanoszerkezet szintetizalhat6
¢s a homérséklet emelése kifejezetten kedvezdtleniil hat a NCs képzddésére.

A kiilonbség a kismolekuldk héérzékenységét Gsszevetve elsére nem értelmezhetd,
hiszen egyik sem hajlamos bomldsra magasabb hdmérsékleten. A kiilonbség inkabb
keresendd a ligandumok szerkezeti tulajdonsagaiban. Feltehetéen a NAM lényegesen kisebb
redukcioés kapacitassal rendelkezik az aurat(Ill)ionok Au’-va torténd teljes redukcidjanak
megvaldsitdsdhoz (amit szerkezeti képlete is alatamaszt, hiszen csak egy amidcsoporttal
rendelkezd pirimidingytir(it tartalmaz), igy a hdmérséklet emelése ezt a redukciods folyamatot
segiti. A Bi-vitamin mar egy aminocsoporttal rendelkez6 pirimidingytriit tartalmaz, ill. egy
S- ¢és N-heteroatomot tartalmazé Un. tiazolgylriit is. A megnovekedett szamu

donorcsoportok jelenléte elonyds a redukcid kivitelezéséhez és a kén donoratom az
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aurat(Il)ionok koordinacidjat is eldsegiti, ezaltal a NCs képzddése preferaltabb lehet akar

alacsonyabb hdmérsékleten is.
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15. abra: (A) NAM:AuCl4]/10:1 rendszer PL intenzitasai eltéré homérsékleteken
(cHAucs = 1,0 mM, Aex = 335 nm, Aem = 380 nm, pH = 7,1, t = 24 6ra). (B) Bi:[AuCls] /25:1
rendszer PL intenzitdsai eltér6 homérsékleten (chaucy = 1 mM, Aex = 395 nm,

Aem =450 nm, pH = 3,1, t = 24 6ra).

A molaris arany és hdmérséklet kivalasztasan tal kiemelkedden fontos paraméter a
ligandumot tartalmazé oldat kezdeti pH-ja. Ebbdl a célbdl a teljes pH-tartomanyt
(pH = 1-12) vizsgéltam, ahol a kivant pH értékeket 1,0 M-os HCI vagy NaOH oldattal
allitottam be. A NAM-tartalmu rendszerben a NCs szintézisét szamos, eltéré pH-ju vizes
kozegben is elvégeztem. Ahogyan a 16.A. dbra mutatja, extrém savas kdzegben (pH < 3,0)
a fluoreszcens termékek képzddése nem indul meg. A pH ndvelésével egy lokalis maximum
figyelhetd meg pH = 3,0-6,0 tartoméanyon, mely maximum pH = 4,0-nél detektalhat6. Ez a
kisérleti tapasztalat jO egyezést mutat a 16.B. abran a ligandum deprotonalddasi
folyamatédval, hiszen pH > 2,0 felett indul a semleges t6ltésii deprotonalt forma ([B])
megjelenése, ¢és kozel pH ~ 4,0-t6]l mar 100 %-ban van jelen a rendszerben. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy a ligandum piridinium gytiriijének deprotonalodasa és azok
[AuCls] -ionokhoz torténd koordinacidja meghatarozo 1épés lehet a fluoreszcens termék
kialakulasaban [97][98]. Ezzel parhuzamosan megfigyeltiik azt is, hogy pH = 6,0-10,0
tartomanyban egy masodik maximum is megfigyelhetd pH = 8,0 esetén, ahol kozel
1,6-szoros PL intenzitas novekedés érhetd el, mint amit pH = 4,0 esetén detektiltam. A
megfigyelés azonositasara figyelembe kell venni a tetrakloro-aurat hidrolitikus folyamatat
is, melyet szintén a 16.B. abra szemléltet, melynek értelmében kiilonféle osszetételli, vegyes
kloro-hidroxo-komplexek képzddhetnek az oldat pH-jatol fliggden, amelyek redoxpotencial
értekei is eltérdek. Irodalmi adatok alapjan savas kozegben az [AuCls]” forma a

meghatdrozd, En([AuCliJ/Au’) = 1,0 V redoxpotencidl értékkel. Ezzel szemben

48



pH = 8,0-nal mar a [Au(OH)4]" komplex a f6 forma, Ex([Au(OH)4]/Au’) = 0,60 V értékkel
[99][100]. Tehat a lugos pH tartomdnyon nemcsak a piridin gytrit tartalmaz6é molekula
fokozott redukaloképessége és koordinacios hajlama segiti el a klaszterek kialakuldsat, de
az aurat(Ill)ionok teljes redukcioja preferaltabba valik az alacsonyabb redoxpotencial miatt.
A ligandum redoxpotencial értéke pH = 4,0 és pH = 8,0 mellett kozel azonos, mivel
pH =40 felett mar nem torténik szerkezeti valtozas. Erdsen lugos kozegben (pH =9,0-12,0)
a PL intenzitds csokkenése figyelhetdé meg, ami a fluoreszcens termék stabilitasanak

csokkenése miatt torténhet.
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16. abra: (A) NAM:[AuCls]/10:1 ardnyt mintdk fluoreszcencia intenzitds értékei a
reakcidelegy kiindulasi pH értékének fiiggvényében (chaucis = 1,0 mM, Aex = 335 nm,
Aem = 380 nm). (B) A NAM (szaggatott z0ld vonal) és az aurat(Ill)ionok (folytonos fekete
vonal) koncentréacio eloszlasi gorbéi a pH fliggvényében. (C) A Bi-Au NCs PL intenzités
értekei (kék pontokkal) a reakcidelegy kezdeti pH értékének fliggvényében a tiamin
koncentraci6d eloszlasi gorbéivel (cuaucia = 1 mM, Aex = 395 nm, Aem = 450 nm).

(D) A Bi-vitamin kiilonb6z6 formainak szerkezeti képletei eltérd pH értéken.

A Bi-Au NCs esetén viszont azt tapasztaltuk a regisztralt fluoreszcencia spektrumok

alapjan, hogy a pH = 3,5 a legkedvezdbb a klaszterek képzddése szempontjabol (16.C. abra)
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[101]. A savas kozeg (pH = 3-4) értelmezhetd egyrészt azzal az ismert ténnyel, hogy
pH > 6,0 esetén a tiamin molekula tiazolcsoportjanak gytriifelnyildsa révén egy instabil
triciklusos forma, a tiokrom kialakitdsa meghatdrozé (16.D. abra), ami mar egy oxidalt
forma révén kedvezdtlen a fémionok redukcidjanak eldsegitéséhez, igy a NCs
kialakuldsdhoz. Mindezek mellett pH = 3—4 tartomanyon torténik meg a ligandum
piridinium gytiriijének deprotonaldédasa és feltehetden azok [AuCls] -ionokhoz torténd
koordinacidja, mely meghatarozé folyamat lehet a fluoreszcens termék kialakuldsaban,
ahogyan a NAM-tartalmu rendszer esetében is értelmeztiik.

A prekurzor fémionok teljes redukcidjanak eldsegitése és a fluoreszcens NCs
hozaménak novelése érdekében a Na-citrat, mint enyhe segéd redukaloszer alkalmazési
lehetdségét is tanulmanyoztam. A Na-citrat hasznalata tobb kordbbi rendszer esetén még
inkabb eldsegitette a NCs képzddését [47], foleg, ahol donorcsoportban szegényebb
kismolekulakat alkalmaztak a Kutatocsoport munkatarsai a fémionok redukcidjahoz, igy
ennek szerepét ezen rendszerek esetén is szerettilk volna tanulmanyozni. A NAM-tartalmt
rendszerek esetében azt tapasztaltuk, hogy a Na-citrat jelenlétében (ciaucis- = 1,0 mM,
Cnacitst = 10 mM) kivitelezett szintézisnél a PL intenzitds megndvekedett
(kozel 2x-es értékre) ugyanazon kisérleti koriilmények mellett, igy alkalmazésa kiilondsen
kedvezd. Ezzel szemben a Bi-Au NCs rendszernél a Na-citrat alkalmazasa nem okozott PL
intenzitds novekedést, igy a Bj-vitamin mellett nincs sziikség tovabbi redukaldszer
alkalmazasara.

Végiil tovabbi két paramétert is vizsgaltam, mikézben a kordbban meghatarozott

crer

crer

vizsgaltuk. A kisérletek alapjan a NAM esetén a fémion koncentracidé novelése fokozatosan
novelte a PL intenzitast egészen 5,0 mM értékig, majd ezen érték felett mar aggregatumok,
kisebb NPs képzddtek a rendszerben, igy az 5,0 mM kiindulasi koncentraciot valasztottuk a
tovabbi vizsgalatokhoz. A Bji-vitamin esetén a hasonld elgondolds alapjan kivitelezett
kisérlet azt mutatta, hogy maximalis PL intenzitas a fémion 1,0 mM-os koncentracidja esetén
detektalhatd. A két rendszer esetén megfigyelhetd kiilonbség magyardzhato azzal, hogy a
NAM-tartalmu rendszerben a Na-citrat jelenléte miatt lényegesen nagyobb mennyiségben
jelenlévd aurat-ionok redukciodja is megvalosithato, mig a Bi-tartalma rendszerben, ahol nem
alkalmazunk egyéb segéd redukaldszert, ez nem valosulhat meg. A szintézis idOtartamat
néhany napon keresztiil vizsgaltam olyan mddon, hogy adott idénként a diszperzi6 PL

spektrumait rogzitettem. Mindkét rendszer esetén a 24 6rds szintézisidd eredményezi a
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kéken emittalo termék képzddését, hiszen 1 nap utan tovabbi intenzitas ndvekedés mar nem
volt megfigyelhetd.

A NCs részletes szerkezeti jellemzése elétt a képzodd fluoreszcens termékek
tisztitasa nélkiilozhetetlen, mivel a késObbi méréseket nagyban befolyasolhatja a redukcios
folyamatban visszamaradt prekurzor fémso6 vagy egyéb anyagok (ionok, oxidalt ligandum
stb.). Ezen tisztitashoz egy kétlépcsds tisztitdsi protokollt alkalmaztam, amit a
szintézismddszerek fejezetben részletesen kifejtettem. A NAM-tartalmu rendszer esetén
80 percig, a Bi-vitamin rendszer esetén 60 percig torténd dializist alkalmaztam. A NAM-
tartalm rendszer esetén a hosszabb dializisid0 azért volt alkalmazhatd, mert a NCs
lényegesen nem diffundaltak 4t a membranon. Ez a korabbi tapasztalatok alapjan annak
tulajdonithatd, hogy a Na-citrat alkalmazédsa mellett eldallitott NCs némileg nagyobb
mérettel rendelkeznek. A masik rendszer esetében azt tapasztaltuk, hogy 60 perc utan mar a
NCs is megjelennek a dializal6 kdzegben (a dializis sordn a klaszterdiszperzid fluoreszcencia

intenzitasa csokkenni kezd, mig a dializiskozeg fajlagos vezetése no).

5.2. ANAM-Au NCs ¢és Bi-Au NCs optikai €s szerkezeti jellemzése

A tisztitott NCs gerjesztési és emisszios spektrumait a 17. abra foglalja Gssze.
Mindkét rendszerben viszonylag kis Stokes-eltolodas (AL = 45-55 nm) azonosithatd és

kéken emittaldo NCs képzddése figyelheté meg, amelyet a mintdk UV-lampa alatti fotoi is

igazolnak.
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17. abra: (A) NAM-Au NCs és (B) a Bi-Au NCs gerjesztési (szaggatott) és emisszios
(folytonos) spektrumai a mintarol UV-lampa alatt késziilt fényképekkel (c[auci4)- = 0,98 mM,
T=25°C).

A fluoreszcens termékekre meghataroztuk az atlagos élettartam (t) €s fobb ¢€lettartam

komponenseket, melyek értékei utalhatnak a NCs jelenlétére. A lecsengési gorbék
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kiértékelése utan a NAM rendszer (18.A. dbra) esetén két fluoreszcens élettartam

komponenst azonositottunk: t1 = 4,3 ns (a1 = 32 %) és 12 = 6,7 ns (a2 = 68 %).

(A) (B)
10000 -
1000 -

100 A

Intenzitas (a.u.)
Intenzitas (a.u.)

t (ns)

18. abra: (A) A kéken emittald NAM-Au NCs mért (sziirke pontok) €s illesztett (zold vonal)
fluoreszcencia lecsengési gorbéi. (B) A Bi-Au NCs mért (szlirke pontok) és illesztett

(kék vonal) fluoreszcencia lecsengési gorbéi.

A szakirodalombol jol ismert ma mar, hogy az ultrakisméretii Au NCs emisszioja €s
T értékei dominansan fiiggenek a klaszter magjaban 1évé atomszamtdl €s a stabilizalo
ligandum kémiai szerkezetétdl [24][102]. A szintetizalt NAM-Au NCs esetén meghatarozott
fobb optikai paraméterek (kis Stokes-eltolodas, ns-os atlagos élettartam) jo 6sszhangban
vannak M. Dickson és munkatarsai altal publikalt adatokkal [103]. Munkajukban a
méretfiiggd fluoreszcencidval rendelkezd, poli(amidoamin) (PAMAM) dendrimerrel
stabilizalt Au NCs eléallitasaval foglalkoztak. Megallapitottdk, hogy a szintetizalt NCs
nanoszekundumos (kéken-emittalé Aus—Aus NC ,,magokkal”, T = 3,5-7,0 ns) élettartamot
mutattak és szintén kis Stokes-eltolodas volt megfigyelhet. Publikacidjukban arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a karakterisztikus fluoreszcencia domindnsan az Au NCs
fémmagjatol eredeztethetd, nem pedig a ligandum-fém toltésatvitelbol (LMCT), igy a
gerjesztési és emisszids energidkat jol leirja az un. ,,Jellium-modell”, melyrdl az Irodalmi
attekintés fejezetben mar emlitést tettem. Mérési adataink alapjan feltételezhetd, hogy az
eldallitott NAM-Au NCs kozel analog klaszterszerkezettel rendelkeznek az M. Dickson €s
csoportja altal szintetizalt kék emisszidval rendelkezd, Aus—Aug Osszetételi PAMAM
dendrimerekkel stabilizalt Au NCs, melyet az is aldtdmaszt, hogy a stabilizalé ligandumok
hasonlé donorcsoportokkal (amidcsoportokkal) rendelkeznek. Ezen kovetkeztetések alapjan
az eloéallitott NAM-Au NCs fluoreszcencidja feltehetben a fém klasztermagok
protoplazmonikus sp-sp savon beliili elektrondtmenetébdl szarmazik. Emellett a mért t

komponensek kozotti kiillonbség meglehetdsen kismértékii, ami szintén a kozel egységes
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méretre és  Osszetételre utalhat. A  NAM-Au NCs termékre meghatdrozott
QY% = 1,9 +£ 0,3 %. A jol ismert Jellium-modell alapjan, amely kvantitativ kapcsolatot
teremt a fém NCs magjainak elektronszerkezete ¢és a fématomok szama kozott
(Eex= Erermi/N', ahol Egy a gerjesztési energia, Erermi a tomb fazisu arany Fermi-energija
(5,52 eV) és N az Au atomok szdma [28]), a NAM-Au NCs esetében egy klasztermag
valészintileg ~ 3-4 db Au atomot tartalmaz, mig a Bi-Au NCs esetében egy
klasztermag ~ 5—6 db Au atomot tartalmaz. Ez a modell kizardlag olyan NCs esetén alkalmas
a NCs-et alkotd atomok szaménak kozelitéssel torténd meghatarozasara, ahol a gerjesztési
¢s az emisszios maximumok atfednek, azaz viszonylag kdzel vannak egymashoz (kis
mértéka Stokes-eltolodas).

Amint az 18.B. abran lathaté a B rendszer fluoreszcencia élettartama is a
nanoszekundumos tartoméanyba esik, ami szintén a szub-nanométeres méretii fémmagok
jelenlétére utalhat [24]. A nanoszekundumos tartomanyt atlagos élettartambdl altaldban két,
esetenként harom komponens kiilonithetd el, ilyen esetben a rovidebb komponensek csak
fém vagy méretfiiggdek, mig a hosszabb komponensek a ligandumfiiggd toltésatvitelt
mutatjadk [28]. A lecsengési gorbék illesztésével ezen rendszer esetén 3 fO élettartam
komponenst tudtunk azonositani. A 11 értéke 1,26 + 0,38 ns (31 %), ami jo egyezést mutat a
Bi-vitamin oxidalt formdjahoz (tiokrom forma) rendelhetd, korabban publikalt
¢lettartalommal [104]. Ez a komponens a fémionok redukcioval parhuzamosan képzodott a
szintézis soran, ahogyan azt korabban emlitettem, és feltehetéen n-m stacking kdlcsonhatas
révén [105], részt vesz a képzddd fémmagok stabilizalasaban. Irodalmi adatok alapjan a 12 a
ligandum-fém t6ltésatvitelhez tartozik, ami 2,46 + 0,13 ns (49 %) és a legnagyobb mértékben
jarul hozzd a minta teljes fluoreszcencidhoz. A 13= 0,24 £ 0,01 ns (20 %) legrovidebb
komponens a klasztermagokban 1évé fém-fém atmenetekhez rendelhet. A fluoreszcens
sajatsaggal rendelkezd termékre meghatarozott QY% = 3,1 = 0,2 %.

A kék emisszidval rendelkezd arany-tartalmii nanoszerkezetek valtozatos kémiai
struktarakat mutathatnak [24]. Ezek az anyagok lehetnek szupramolekularis komplexek,
ahol a kozponti fémkomponens ionos formaju, legtobb esetben + 1 oxidacids allapotu, €s a
ligandum "P" vagy "S" donoratomokat tartalmaz. A nitrogénben gazdag funkcios
csoport(ok)kal rendelkezd kis(bio)molekula kozvetlen redukaloszerként — torténd
felhasznalasdval a ligandum redukcids kapacitasatol fliggden fémionokat-tartalmazé
tobbmagvii komplexek vagy néhany atomos, fémes maggal (Au’) rendelkezé Au NCs is
kialakithatok [106][107]. Természetesen mas segéd redukaloszerek, pl. natrium-borohidrid,

Na-citrat, hidrazin jelenléte fokozhatja az ultrakisméretli fém NCs képzddését. A NCs
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jelenlétének, ezaltal a fémionok oxidacids dallapotanak igazoldsdra XPS méréseket
végeztiink. A szakirodalombdl ismert, hogy a részecskeméret csokkenésével az aranyhoz
tartozo kotési energidk a kisebb értékek felé tolodnak, ill. az is jol leirt a publikaciokban,
hogy a kotési energia rendkiviil érzékeny mind az arany oxidacids allapotara, mind a fém
(részecske) méretére és a feliileti ligandummal val6 kolcsonhatas erdsségére [108] [109]. A
tombfazisban az Au 417, értéke 84,0 eV. A 19.A. dbran lathatd, hogy a tisztitott minta
(NAM-Au NCs) esetén rogzitett spektrumok alapjan a kotési energidk 4f7, értéke
83,8 eV-nak, mig a 4fs, értéke 87,5 eV-nak adodott, ezek az értékek a klasztermagokban
1év6 Au nulla oxidacids allapotara utalnak, ami megerdsiti ezen fluoreszcens NCs ,,fémes”
karakterét. A tombfazishoz viszonyitott negativ (kisebb kotési energia értékek felé torténd)
eltolodas ultrakicsi klasztermag méretre utal, tovabba a NAM ¢és az arany kozotti erds
kolcsonhatas is igazolhatd. Altaldban az amid-N és a piridin-N energidja 399,7, illetve
399,5 eV-ndl talalhatdo. A NAM-Au NCs-ben 1évé "N" atomok XPS spektrumai alapjan
(kiilon abraként nincs bemutatva) megallapithato, hogy az N 1s régi6 egy komponenssel
illeszthetd. Ebben a mintdban az 1s kotési energia 400,1 eV-nal talalhato, ami a ligandum ¢és
a fémmagok kozotti erds kotésre utal, de az értékek alapjan akar mindkét tipusu nitrogén

(amid-N, piridin-N) is részt vehet a fémmag stabilizalasaban.
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19. abra: (A) A NAM-Au NCs-ben 1¢v0 arany XPS spektruma. (B) A Bi-Au NCs Au-

tartalmanak XPS spektruma, illetve a feliilet kémiai 0sszetételének meghatarozasa.

A 19.B. abrian a Bi-Au NCs-tartalmli rendszerben megfigyelhetd a stabilizalo
ligandumbdl szarmazo6 O, N, C, S, Cl és a fémmagbo6l szdrmazo Au jelenléte. Az Au 4frégio
a fémekre jellemzd aszimmetrikus vonalakkal illeszthet6. A felvett spektrumok azt
mutatjak, hogy a kotési energiak 47 értéke 83,6 eV-on, mig a 4fs, értéke 87,3 eV-on

helyezkedik el, ami a fémes Au (Au®) jelenlétét mutatja. A tombfazist Au 47> enyhe negativ
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eltolodast mutat, ami szintén a fémmagok ultrakis méretére és egy erds ligandum-fém
kolcsonhatasra utal. Az XPS spektrum tobbi régidja a tiamin molekula jelenlétét jelzi az Au
fémmagok feliiletén. A C 1Is régid esetén harom f6 kotési energia komponenst tudtunk
azonositani C-C és C-H kotések 284,8 eV-on, C-OH és C-N kotések 286,3 eV-on, valamint
C=0 ¢és C=N kotések 287,8 eV-on, ami egyértelmiien megerdsiti a tiamin jelenlétét az NCs
feliilletén. Az S 2p régid 2p3» atmenet 164,6 eV-on a tiamin tiazol aromas gytriijében 1évo
kénatomokhoz rendelheté. Az N 1s régid esetében négy kiilonb6z0 tipusu nitrogént
detektaltunk pirimidin-N 398,7 eV-nal, amino-N 400 eV-nal, tiazon-N 401,0 eV-nal és egy
kis mennyiségli oxidalt-N 406,2 eV-nal [110]. A stabilizal6 ligandumot hidroklorid formaban
alkalmaztuk, igy némi klorid szennyezddést is felfedeztiink. Az oxigéntartalombol szarmazé
jel elsésorban —OH formabdl (531,7 eV) és kis mennyiségii adszorbealt H>O-bdl (533,4 eV)
szarmazott. Az XPS mérések révén a fémmagok képzddése egyértelmiien igazolhatd,
amelyet a fémmag feliiletén 1évo ligandumok stabilizalnak.

A NCs szerkezeti vizsgalatara FT-IR méréseket is végeztiink. A NAM-dal stabilizalt
Au NCs esetén arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a prekurzor fémion eldzetes
koordinacidja a piridin nitrogénen keresztiil valésulhat meg. Mindezek mellett a FT-IR
spektrumokon az is megéllapithato, hogy a ligandum amid csoportjanak is nagy szerepe van
a néhany atomos Au NCs stabilizacios folyamataban. Nevezetesen, az -NHz csoport
szimmetrikus (vs) és aszimmetrikus (vas) nyajtd rezgése 3365 cm™ és 3156 cm-rél
3358 cm™! és 3149 cml-re, mig a piridin gylri nyuajtdo rezgése (v) 1569 cml-rél
1574 cm'-re tolodik el (20.A. abra) [111]. A ligandum tdbbi része valtozatlan a fémion
koordinacidjat és a klasztermagok képzddését kovetden. Ez alapjan az XPS ¢és FT-IR
mérések hasonlo eredményt szolgaltattak.

A B rendszer esetén a N-donor(ok) fémmagokhoz wvaldo koordinaciojanak
feltérképezésére szintén a tisztitott por-alapt mintdk FT-IR spektrumat rogzitettiik. A
regisztralt IR spektrumok alapjan megallapithato, hogy 3426 cm™'-nél a primer -NH, nyijto
rezgése, a pirimidin gyiiriben az aromas C=N rezgése 1658 cm™! és 1600 cm'-nél, valamint
a tiazolgylirtik jellegzetes rezgései a tavoli-kozép IR régioban 1000-500 cm™ kozott
tolodnak el (20.B. abra). Mivel az aurat-ionok redukciodja soran csekély mennyiségii oxidalt
tiokrém forma is képzddott, ezért bonyolult a rezgéssdvok egyértelmili azonositasa az IR
spektrumok alapjan. Feltételezhetd azonban a fémion pirimidin-N1-en keresztiili elsédleges
koordinacidja, amit mas soft karakteri fémion-tiamin komplexek krisztallografiai adatai is
megerdsitenek. Tovabba 3500 és 3000 cm™' kozétti intenzitdsok dominans véltozasa is

megfigyelhet6 volt a fémfeliilet jelenlétének kdszonhetden [112][113].
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20. abra: (A) A tiszta ligandum (felsé) és a NAM-Au NCs (alsd) FT-IR spektruma.
(B) A tiszta ligandum (felsd) és a Bi-Au NCs (als6) FT-IR spektruma.

A fObb optikai és szerkezeti jellemzOk megismerése mellett az eldallitott €s tisztitott
NCs stabilitasat is tanulmanyoztam széles pH tartomdnyon DLS ¢és (-potencidl, illetve
spektrofluorimetrids mérések kivitelezése révén (21. dabra). Fontos megemliteni, hogy a
klasztermagok primer méreteit fényszordas mérésekkel nem lehet kozvetleniil, nagy
pontossaggal meghatarozni, viszont kisebb klaszter aggregdtumok mérése kivitelezhetd. A
mérések soran az allandé ionerdsséget NaCl inert so jelenlétével szabalyoztam.

A 21.A. abran jol lathatd, hogy a szintetizalt NAM-Au NCs fluoreszcens jellege a
teljes vizsgalt pH-tartomanyon (pH = 1,0-12,0) megjelenik, de pH = 1,0-3,0 kozott és
pH = 10 felett enyhe PL intenzitas csokkenés figyelhetd meg. Erdsen savas koriilmények
mellett (1,0 <pH < 3,0) nagy aggregatumok képzddnek a vizes diszperzioban (dy> 800 nm)
¢s a (-potencidl értékek esetén -7—(-8) mV mérhetd. Ezzel szemben pH = 5,0-8,0
tartomanyban a fluoreszcencia intenzitdsok kozel azonos értéket mutatnak, aggregécios
folyamat nem azonosithatd, amit a mért hidrodinamikai atmérok is igazolnak (du ~ 1 nm). A
mért {-potencial értékek is alatamasztjak a rendszer stabilisabb allapotat pH = 4,0-8,0 kozott
( ~ - 15 mV) [114]. Lugos kozegben a klaszterek feliiletén 1évé ionok nagyobb
elektrosztatikus arnyékold hatdsdnak kodszonhetden veszitenek stabilitasukbol, amire a
fluoreszcencia mérsékelt csokkenése, illetve a méret ndvekedése (duy ~ 10—15 nm) is utal. A
regisztralt adatok alapjdn megaéllapithatdo (21.B. 4abra), hogy az eldallitott
Bi-Au NCs savas koriilmények kozott az ionok nagy toltésarnyékold hatdsa miatt gyenge
fluoreszcenciat mutatnak, €s a mért hidrodinamikai atmérék (dug ~ 15 nm) alapjan kisebb

aggregatumokat képeznek.
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21. abra: (A) A NAM-Au NCs PL intenzitas értékei, a hidrodinamikai atmérék és a
{-potencial értékek a pH fliggvényében (T =25 °C,1=0,15 M (NaCl), NAM:[AuCl4]/10:1,
Aex = 335 nm, Aem = 380 nm, cjauci4-= 0,95 mM). (B) A Bi-Au NCs PL intenzités értékei, a
hidrodinamikai atmérdk és a C-potencial értékek a pH fliggvényében (T = 25 °C,
[=0,15 M (NaCl), Bi:[AuCls] /25:1, Aex = 395 nm, Aem = 450 nm, c{auci4}-= 0,95 mM).

Ezzel szemben pH = 6,0 esetén domindns aggregacids folyamat figyelhetd meg,
mivel a detektalt hidrodinamikai atméré kb. 630 nm, amit a {-potencial
nulla mV kozeli értéke is alatamaszt. Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy ezen a pH
értéken a szabad tiamin dominans formaja a semleges toltést pszeudobazis forma, ahogyan
az a 16. abran is szemléltetésre keriilt, igy a savas kozegben protonalt, igy sztérikus
stabilitast biztosité molekuldk elveszitik toltésiiket, mely révén a kialakult NCs stabilitasa is
csokken. Ezen folyamattal parhuzamosan a fluoreszcens intenzitds novekvd tendenciat
mutat feltehetéen az aggregéacio-indukalt emisszio (AIE) jelensége miatt [115], amelyben a
klasztermagok 6sszekapcsolodasa révén az intramolekularis forgd/rezgd mozgésok gatoltak.
Lugos kozegben a NCs stabilitasa 1ényegesen jobb, hiszen a rogzitett du értékek kozel
vannak a nanométeres tartomany alsé hatardhoz és a stabilitdst a mért (-potencial értékek

(I¢] > 25 mV) is bizonyitjak.
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5.3. ANAM-Au NCs ¢és B1-Au NCs antioxidans hatdsanak vizsgalata
5.3.1. ORAC vizsgalatok

A szintézisekhez valasztott stabilizalé molekulakrol (NAM, Bj-vitamin) ismeretes,
ahogyan az Irodalmi attekintés fejezetben is részleteztem, hogy kivald antioxidans és
gyulladascsokkentd hatdssal rendelkeznek [116]. Az antioxidans hatas pontos
meghatarozasahoz figyelembe kell venni az eléallitott NAM-Au NCs és Bi-Au NCs optikai
tulajdonsagait és vizes kozegbeli stabilitdsukat. A kordbbi 4.2. fejezetben ismertetett
szerkezeti jellemzés eredményeit figyelembe véve az ORAC teszt alapjan mindsitettiik sajat
Au NCs-alapu rendszereinket.

A NCs potencialis antioxidans aktivitdsanak meghatarozasahoz sziikségiink van a
stabilizal6 ligandum, esetiinkben a NAM ¢és Bi-vitamin mennyiségének ismeretére a klaszter
szintézist kovetden, hiszen a dializis sordn e vegyiiletek koncentracidja is jelentOsen
csokkenhet a kiinduldsi analitikai koncentracibhoz képest. A 22. abran a Bi-vitamin
példajan keresztiil mutatom be a spektrofotometrias mérések alapjan készitett kalibracios
egyenes  segitségével a  diszperzioban  ténylegesen  jelenlévé  Bj-vitamin
anyagmennyiségének meghatarozasat. Habar a tisztitott és nem higitott NCs-et tartalmazo
diszperzidban a mérések alapjan a kiindulési Bi-vitamin koncentracio cgi = 25,0 mM, de a
kalibralé oldatsorozatot 0,025-0,2 mM tartomanyon készitettem el A = 210-310 nm

hulldmhossztartomédnyon jelentkezd ligandumséav nagy abszorbancia értékei miatt.
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22. abra: A Bi-vitaminra vonatkoztatott kalibracios egyenes (A = 235 nm), T = 25 °C
(A mérési pontokhoz tartozo abszorbancia spektrumok is lathatoak az abran, ahol a NCs-et

tartalmazo diszperzio spektruma vastagon szedett, halvanykékkel lathato).
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A mérések alapjan (a diszperziot 100-szoros higitdsban elemezve) a Bj-vitamin
koncentraciojara cg1 = 17,0 mM adodott, igy ezt hasznaltuk a mintak elkészitésé¢hez. A
NAM-tartalma vizes diszperziokban, hasonld elvek alapjan, szintén fotometriasan
hataroztuk meg a NAM koncentraciojat, mely a kiinduldsi cxam = 10,0 mM  értékrol
cnaMm = 7,8 mM értékre valtozott a dializis végeztével. Munkam sordn az eldallitott NCs
antioxidans tulajdonsagat az 4.3.4. fejezetben leirt kisérleti koriilmények beéllitasa mellett
tanulmanyoztuk. A 23.A. abra a fluoreszcein lecsengési gorbéjét mutatja eltérd
koncentracioban jelenlévd NAM-Au NCs esetében, ahol jol lathatd, hogy az antioxidans
koncentraciojanak novelésével adott idépontban a fluoreszcein oxidacidja nagyobb mértéki,

ezaltal a fluoreszcencia intenzitas csokkenése is.

(A) (B)
;\:120— ?10000000000000000
- o\ (]
2 100 o cnam (HM) 7 80 ‘u‘
F 80 {1 5 [ *
3 o E 60 A
= = "
: £ 40 ‘\:\ é
o 40 o
> A 20 N Trolox lo)
£ 20 & 201 ﬁ NAM-Au NCs ©
> = @ NAM S/
0 - ~ 0 ;&&&Mﬁ—fJ_Q
0 20 40 60 80 100 0 50 100 150 200
1dé (perc) 1dé6 (perc)
© (D)
NAM
4000 40000 -~
y =25493x+ 7774 é
3200 R?*=0,9854 //’, 30000 - r
<2400 g S S e
- & P 20000 PPt
2 1600 -2 .o : . z &
1’,0—" NAM-Au NCs /‘,
300 @#0% y = 16,25x + 821,67 10000 - s ? y = 281,88x + 830,96
Rz =0,9921 P 2 =(,9958
0 T T T T T T 1 0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
CNAM / NAM-Au Ncs (WM) Cryolox (MM)

23. abra: (A) A fluoreszcein relativ PL intenzitas értékeinek a valtozasa eltér6 NAM
koncentraciok esetén az id6 fliggvényében (Aex = 485 nm, Aem = 515 nm, NAM-Au NCs-
tartalmu minta esetén, T = 37 °C). (B) A NAM, NAM-Au NCs ¢és Trolox jelenlétében a
fluoreszcein relativ PL intenzitas értékeinek a valtozasa (cxam = 50 uM, Aem = 515 nm,
T=37°C).(C) ANAM és a NAM-Au NCs, valamint a (D) Trolox ORAC kalibracios gorbéi
1-100 uM tartomanyon.

A 23.B. abra ugyanezen lecsengési gorbéket szemlélteti csak egy kivalasztott NAM
koncentracio (50 uM) esetén a tiszta NAM ¢és a NAM-Au NCs esetén. A mérési adatok

alapjan megallapithatd, hogy kdzel azonos mértékii a fluoreszcencia intenzitas csokkenése.
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A mért kisérleti adatokbol a 23.C. abran lathato kalibracids gorbét ugy kaptuk meg, hogy a
gorbe alatti teriiletet (AUC) 4brazoljuk az antioxidans (NAM) koncentraciok fiiggvényében
1-100 uM koncentracio tartomdnyon. Referenciaként a Trolox hasznalata mellett is
elvégeztiik ugyanezen méréseket, ahol az 50 uM-os koncentracio esetén regisztralt gérbét a
23.B. abra szemlélteti. A mérések jO egyezést mutattak irodalmi adatokkal [96].
Osszehasonlitva a Trolox és a NAM antioxidans karakterét megallapithato, hogy a Trolox
lényegesen jobban gatolja a festékbomlast. A mérési adatokbol az 7. egyenlet
felhasznalasaval az ORAC értékeket is kiszamitottuk. A szamitott értékek NAM és NAM-
Au NCs esetén: 0,56 £ 0,02 uM és 0,48 + 0,03 uM. A standard Trolox molekuldhoz képest
a mért mintdk gyengébb antioxidans aktivitast mutatnak. A NAM-Au NCs kozel azonos
ORAC értékkel rendelkezik, mint a tiszta NAM, tehat az antioxidans jellege megmaradt a
klaszterképzddés utan is, de a NCs képzodése révén dominansabb fluoreszcens sajatsaggal

is rendelkezik.

crer

elvégeztiik a spektrofluorimetrids ORAC vizsgalatokat, ugyanazon koncentracié értékek
mellett. Amint a 24. abra mutatja az ORAC mérések eredménye bizonyitja, hogy az ijonnan
eléallitott Bi-Au NCs Iényegesen jobb antioxidans aktivitassal rendelkeznek, mint a szabad
vitamin molekula, hiszen 24.A. dbra alapjan lathatd, hogy adott idépontban a NCs

jelenlétében a fluoreszcein oxidacioja kisebb mértékii.

E

(B)

4000

._.
o
S

= J

&
S ¢
% 80 - \ 3000 {’
= \“ 6 B,-vitamin
g 60 ® © o R R*=0,9794
g d Z 2000 { : L y=13,62x+ 1108
o= \ > I
244 N e N S é___.é
s o -
ey “ o 1000 4
- . e
= "o
2 0 : -8 50 090 0 - - ; - : -
10 30 50 70 90 110 130 150 o 20 10 ?"M) 50 100 120
r” ¢ p g
1dé (perc) "

24. abra: (A) A fluoreszcein relativ PL intenzitas értékeinek a valtozasa cg1 = 50 uM a tiszta
B (fekete) és a Bi-Au NCs (kék) esetén az id6 fliggvényében (Aex = 485 nm, Aem = 515 nm,
T = 37 °C). (B) A tiszta B; (fekete) és a Bi-Au NCs (kék) ORAC kalibracios gorbéi
1-100 uM tartomanyon.

Az 7. egyenlet alapjan szamitott ORAC értékek Bi-vitamin esetén: 0,36 = 0,02 uM,
illetve Bi-Au NCs esetén: 0,53 += 0,01 uM. A Bj-vitamin antioxiddns sajatsaga kozel
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masfélszeres értékre novelhetd a NCs kialakitasaval. Tehat a néhany atomot tartalmazo
fémmagok jelenléte, az elektronban gazdag feliiletnek koszonhetéen ndvelni képes az

antioxidans kapacitast [72].

5.3.2. TEAC vizsgalatok

A Kisérleti részben emlitett mérési elrendezés alapjan (4.3.4. fejezet, 44. oldal)
elvégeztiik a TEAC méréseket is. Ahogyan a 25. abra mutatja a gatlasi arany eltér6 a B €s
a B1-Au NCs esetében azonos vitamin koncentraciot alkalmazva. A tiszta Bi-vitamin esetén
8. egyenlettel szamitott ICso értéket 76,4 + 3,7 uM-nak hataroztuk meg. Ezzel szemben az
Au-magok jelenléte, valamint a klaszter feliiletén 1év0 oxidalt tiokrém eldsegitheti a gatlo
aktivitast, mivel az ICso érték 36,9 + 2,1 uM, ami egyértelmiien bizonyitja az eldallitott

komplex szerkezet jobb antioxidans aktivitasat a tiszta molekuldhoz képest.
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25. abra: A tiszta Bi-vitamin (fekete) és a Bi-Au NCs (kék) gyokfogod aktivitds gorbéje
(Aabs= 734 nm, T =25 °C) 5-100 uM B; -vitamin tartalom esetén.

Kisérletet tettem a NAM-Au NCs TEAC vizsgalataira is, de a mérések nem
szolgaltattak kiértékelheté eredményeket. A vizsgalati idé alatt a NCs nem okoztak az
abszorbancia értékében csokkenést, tehat ezen mérés soran igazolhatd antioxiddns hatds nem
azonosithatdé. Ez a vartaknak részben megfelel, hiszen az ORAC tesztek alapjan is a
Bi-Au NCs esetén azonositottunk nagyobb antioxidins hatast. Osszességében
megallapithat6, hogy az eldallitott néhany atomot tartalmaz6 B-vitaminokkal (Bi és Bs)
stabilizalt NCs 1) optikai tulajdonsagokat mutatnak a tiszta vitaminokkal szemben. Az
antioxidans vizsgalatok ramuttak arra, hogy a néhany atomos fémmagok jelenléte novelheti
¢és/vagy karakterisztikus fluoreszcens tulajdonsaggal egészitheti ki a tiszta vitaminok

jellemzdit. Ezaltal hozzajarulnak a klaszterek tovabbi potencidlis bioaktivitas vizsgalatdhoz.
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5.4. ANAM-Au NCs ¢és a Bi-Au NCs szérumfehérjével vald kolcsonhatdsanak vizsgalata
5.4.1. SPR merések kivitelezése és az eredmények értelmezése

Az antioxidans vizsgalatok mellett a NCs-szérumfehérje kolcsonhatasanak
tanulmanyozasat is elvégeztiik. A kolcsonhatasok vizsgédlatandl a kotési folyamat
termodinamikai jellemzésére igéretesnek tiind mérési technikdk (SPR, ITC) segitségével
probaltunk informaciot szerezni, mivel a rendelkezésre allo irodalomban nincsenek kisérleti
adatok ilyen technikékkal végzett kdlcsonhatas vizsgélatokrol. Szerettiik volna feltarni az
egyes technikdk korlatait, eldnyeit és hatranyait a NCs-szérumfehérje kolcsonhatasok
tanulmanyozasa szempontjabol.

A szérumfehérje-NCs kozotti kolcsonhatdsok vizsgélatara végzett SPR mérések
kisérleti eredményeit és az elsddleges adatok értékelésébdl szarmazéd informaciokat ezen
fejezetben foglalom Ossze. A mérések kivitelezése jellemzden két 1épésre oszthato. Az elsd
a fehérjével funkcionalizalt szenzorfeliilet elokészitése, majd a szenzorfeliilethez kotott
szérumfehérje ¢és a biomolekuldval feliilletmodositott NCs kozotti kdlcsonhatas vizsgalata.
Ebben a folyamatban az altalunk hasznalt kétcsatornas berendezésben referenciaként azon
csatornat hasznaljuk, amelyben folyamatosan az adott rendszer oldoszere (ioncserélt viz)
aramlasi sebességgel juttattuk az elsddleges csatornaba, mikdzben az eszkozbe integralt
termosztat ¢és szabalyoz6 biztositotta az allando 25 + 0,2 °C-os hOmérsékletet a
szenzorfeliilet kozelében. A maésodik 1épésben a szenzorfeliilethez kapcsolt fehérjére
kiilonbozé ismert koncentracidji NCs-et tartalmazod vizes diszperzidt (az egyes
koncentraciok a ligandumra vonatkoztatva vannak megadva) majd ezek oldoszerét felvaltva
juttatva rogzithetd a szenzorgram, ami a szenzorjel idébeni valtozasat irja le mind a
NAM-Au NCs, mind a B1-Au NCs esetén (26. abra fekete korok). Az adott ,,ligandum™®
asszociacios szakaszok megfeleld sebességi egyenlettel torténd illesztésével (26. abra zold

és kék folytonos vonalak).

¢ Ebben a szohasznalatban a ligandum a biofunkcionalizalt NCs-et jelenti.
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26. abra: (A) NAM-Au NCs ¢és (B) Bi-Au NCs megkdtddését jellemzd szenzorgrammok a
novekedését leird sebességi egyenlet alapjan illesztett modellgorbék (zold és kék folytonos

vonal) (az abran lathato koncentrdaciok a ligandumra vonatkoztatva vannak szamitva).

Ennek eredményeként a koncentracio fliggése tovabbi paraméterek szamitdsat teszi
lehetévé. Amennyiben feltételezziik, hogy a receptor (BSA) és a ,ligandum” (NCs)
kapcsolédasa révén kialakulo feliileti komplex egy reverzibilis bimolekulas reakcio

crcr

egyenlet (9. egyenlet) a kovetkezd forméban irhaté le [117][118]:
[BSA — AuNCs] = [Au NCs], (1 — e Fobst) 9)

ahol /BSA — Au NCs] a kotési komplex koncentracidja a szenzor feliileten, [Au NCsJp a
felhasznalt klaszter diszperziok koncentracidja €s kops a kotési folyamat latszolagos sebességi
allandoja.

Tekintettel arra, hogy a /[BSA — Au NCs] iddbeli valtozasa aranyos a szenzorjel idébeli
valtozasaval, mig az [Au NCs]y nagysaga aranyos az adott koriilmények kozott elérhetd
maximalis feliileti komplex koncentracioval (maximalis jeleltolodéassal), a (9) egyenlet
koncentracio dimenzidju tényezdit a szenzorjel értékével helyettesithetjiik [119][120]. Adott
»ligandum” anyagmennyiség esetén a felvett szenzorgram alapjan illesztési paraméterként
levezethetd az adott koncentraciohoz rendelt kops €rték. Mivel a kops a ,ligandum”
(biofunkcionalizalt Au NCs) koncentraciojanak linearis fliggvénye
(kobs = ka[Au NCs]o + ka), a kops értékek ,,ligandum” koncentracio fiiggvényében torténd
abrazolasaval (27. abra) a valds sebességi allandok (k. egyenes meredekségébdl és ky az

egyenes tengelymetszetébdl) linedris regresszid segitségével kiszdmithatok.
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27. abra: (A) NAM-Au NCs (B) Bi-Au NCs BSA-hoz valé kotddési folyamat valos
sebességi allanddinak (k. €és kq) meghatarozasdhoz a latszolagos sebességi allando (kobs)
koncentracio fiiggése (az x-tengelyen szereplo koncentracio értékek a ligandumra

vonatkoztatva vannak megadva).

A valos sebességi allandok hanyadosa adja a kotési folyamat egyensulyi allandojat
(K.4), amely a Bi-Au NCs/BSA rendszerre 5468 = 73 M™! értéket mutatott. Ezzel szemben a
K4 érteke a NAM-Au NCs/BSA és rendszer esetében egy nagysagrenddel alacsonyabb volt,
nevezetesen 143 + 30 M. A kapott eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a
méréstechnika ilyen moddon alkalmas a szérumfehérje-NCs kozotti  kolcsonhatas
jellemzésére ¢és kiillonbségek is azonosithatoak a két klaszter rendszer kozott, ami a kb.
azonos fémmag ¢és optikai sajatsag ellenére az eltérd feliileti ligandumok okozta
kiilonbségbdl eredhet. Az eredmények Osszevethetdsége érdekében ITC méréseket is

végeztiink, melyek eredményét a kdvetkezo alfejezet foglalja dssze.

5.4.2. ITC mérések kivitelezése és az eredmények értelmezése

A NAM-Au NCs és Bi-Au NCs kotddését a BSA szérumfehérjéhez ITC mérésekkel
is vizsgaltuk, mivel ezen korszerli technika is a kiilonb6z6 kdlcsonhatasok termodinamikai
paramétereinek meghatarozasara szolgal. A kalorimetrias vizsgalatokat a 4.3.3. fejezetben
ismertetett mérési kortiilmények mellett hajtottuk végre. A mérések soran gytijtott termikus
informéciokat (hdmennyiség valtozas, dQ/dt) az id6 fiiggvényében regisztralt differencidlis
kalorimetrikus gorbe mutatja (28.A. abra sziirke vonal), az entalpogramok az egyes
adagolasi  1épésekhez  rendelheté  csucsteriiletek  szadmitdsa  alapjan  keriiltek
megszerkesztésre. Az entalpogramok a rendszerhez adagolt fehérje mennyiségével
kapcsolatos entalpiavaltozas értékeket abrazoljak az egyes adagolasi 1épésekhez rendelhetd

anyagmennyiség-arany (Nfehérje/Nklaszter) fliggvényében. Azonban, amikor a vizsgalt
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ligandumot adagoljuk, jelentds hdmennyiség valtozas kovetkezhet be a higulas miatt, ez a
ligandum higulasabol eredd hohatas hattértitralassal korrigalhatd [121]. Ezt a higitas/hattér
entalpogramot (a 28.B. abran ¢ szimbélummal) kivonjuk az elsddleges kisérleti
entalpogram adataibol, hogy megkapjuk a korrigalt entalpogramot, amely csak a klaszter €s
a fehérje kolcsonhatasabol eredd termikus informacidt tartalmazza. A kisérleti adatokat
kiilonbozé kotési modellekkel lehet illeszteni; esetiinkben a legjobb illesztést a két
kotShelyet feltételezd modell segitségével sikeriilt elérni [122] [123]. Igy a 28.B. abran kék
vonallal jelzett elméleti entalpogram altal szolgéltatott termodinamikai paraméterek a kotési
folyamat jellemz0 értékeiként fogadhatok el. A 2. tablazat foglalja 6ssze a NAM-Au NCs
¢s a B1-Au NCs fehérjéhez valo kotdédésének egyensulyi allandojat (K.), a kotési folyamat
szabadentalpia valtozasat (4G) és entalpiavaltozas (A4H) értékét, valamint az egyes

kotohelyek kotési sztochiometridjat (N) €s szordsat.
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28. abra: (A) Bi-Au NCs/BSA rendszer ITC vizsgéalata soran felvett differencialis
kalorimetrias gorbe (sziirke vonal) és entalpogram (¢). (B) Kisérleti (#), hattér (0) és
higitassal korrigalt (X) entalpogram, amely a két kothelyet feltételezd modell alapjan lett

illesztve (kék vonal).

Figyelembe véve a 2. tablazatban 6sszefoglalt adatok szorasat, megallapithato, hogy
csak az elsO (Iényegében 1:1 sztochiometriaji) kotohelyre vonatkozo adatok fogadhatok el
a kotddést leird értékeinek. Nevezetesen, az elsddleges kothelyre szamitott termodinamikai
paraméterek  értékei a  kovetkezék: K, = 4,17x10* + 92x10° M
AG =-26,36 + 0,55 k] mol™'; AH =-230 + 181 kJ mol''; és N = 1,19 + 0,14. Ezek alapjan a
klaszter beépiilése a vizsgalt hdmérsékleten spontan lezajlo exoterm folyamat eredménye.
Ha figyelembe vesszilk a negativ AH értéket ¢és a kis, de szintén negativ

AS értéket (-682 + 4 Jmol'K™"), akkor arra is kovetkeztethetiink, hogy a Bi-Au NCs
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fehérjéhez vald kiemelkedd affinitdsdban olyan masodlagos erdk jatszanak szerepet, mint a

H-kotés €s az elektrosztatikus kdlcsonhatas [124][125].

2. tablazat: A Bi-Au NCs vagy NAM-Au NCs és a BSA kozotti kdlcsonhatés kalorimetrias

elemzése alapjan meghatéarozott termodinamikai paraméterek értéke és azok szorasa.

Bi-Au NCs — BSA rendszer NAM-Au NCs — BSA rendszer
Ka1 (M) Kaz (M) Kai (M) Kaz (M)
4,17x10*+9,20x10° 1,04x10° £ 7,6x10* 4,66x10° £ 6,90x10°  2,12x10° + 3,80x10°
AG; (kJ mol™) AG; (kJ mol™) AG; (kJ mol™) AG; (kJ mol™)
-26,36 £0,55 -28,62 + 1,81 -32,34 £ 3,67 -36,09 + 4,44
AH; (kJ mol™) AH; (kJ mol™) AH; (kJ mol™) AH; (kJ mol™)
-230+ 181 1400 + 3600 -5,58 £ 8,98 -27,71 £23,28
N N N; N
1,19+0,14 0,29+0,18 1,09 +£0,31 0,44 +0,25

A 29. abra a NAM-Au NCs fehérjéhez valo kotédésének analog ITC eredményeit

mutatja, a szdmitott entalpogrammal egyiitt.
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29. abra: (A) NAM-Au NCs/BSA rendszer ITC vizsgalata soran felvett kalorimetrias gorbe
(sziirke vonal) ¢és entalpogram (¢). (B) Kisérleti (#), hattér (0) és higitassal korrigalt (%)

entalpogram, amely a két kotShelyet feltételezd modell alapjan lett illesztve (z6ld vonal).

A NAM-Au NCs esetében az elméleti entalpogram, amely szintén két kotdhelyet
feltételez, jol leirta a kisérleti adatok alakulasat. Az elsddleges kotohelyre kiértékelt
mennyiségek a kovetkezok:K, = 4,66x10° = 6,9x10° M!; AG = -32,34 + 3,67 kJ mol;
AH = -5,58 + 8,98 k] mol'!; és N = 1,09 + 0,31. A meghatdrozott paraméterek nagy
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sz6rasabol adddo bizonytalansdg miatt a NAM-Au NCs fehérjéhez valo kotddése az ITC
analizis alapjan nem igazolhat6 egyértelmiien. Mindezek mellett a 29. abra B részén lathato
korrigalt entalpogram (*) adatainak abszolut értékét a Bi-Au NCs/BSA rendszer entalpia
értékeivel 6sszevetve az is megallapithatd, hogy nem mutathaté ki hasonld mértéki affinitas
a klaszter megkotdédésének vonatkozasaban. Ezt a bizonytalansagot figyelembe véve az ITC
eredmények esetében eltekintiink a NCs ¢és a fehérje kozotti kolecsonhatds tovabbi és
részletesebb termodinamikai elemzésétdl. A NCs kotddésének vizsgalata soran elészor SPR,
majd ITC mérésekkel igazoltuk a BSA fehérjéhez torténd kotodését. Ezt kovetden a kisérleti
adatokat feldolgozva kvantitativ modon jellemeztiik a klaszterek kotési affinitasat. Az eltérd
mérési modszerek eredményeinek Osszehasonlitdsa alapjan megallapitottuk, hogy a
Bi-vitamin altal stabilizalt NCs beépiilése a BSA-ba a vizsgalt hdmérsékleten spontan
exoterm folyamat, amelyben H-kotés és elektrosztatikus kolcsonhatés tipustt masodlagos
er6k jatszanak szerepet. Vizsgalatainknak a legfontosabb eredménye, hogy a NCs
fehérjékkel vald kolcsonhatdsa kvantitativ modon tanulmédnyozhatdé a nevezett mérési

technikakkal.

5.5. A HisHA-Au NCs eldallitasi folyamata

A Kutatdcsoportban korabban az L-hisztidin aminosav, mint a templatos szintézissel
potencialisan alkalmazhatd redukalo- és stabilizaloszer, segitségével is megkiséreltek
NCs-et elballitani, de csak kéken emittald [Au(I)xHisx+1]™ Osszetétellel megadhatd
koordinacids polimerek jelenlétét igazoltak [44]. Ezen munkdhoz kapcsolddva célunk volt a
hisztidin karboxilcsoportjdnak hidroxamat funkcids csoportra torténd cseréje révén
tanulmanyozni, hogy a funkcids csoport moddositdsa milyen hatidssal van a korabban
azonositott [Au(T)<Hisx+1]" struktara kialakulasara, ill., hogy a redukcidés folyamat
atlendithet6-e Au(0) atomokat tartalmazd klaszterek képzddésének irdnydba. A
legintenzivebb fluoreszcencidval rendelkezd nanoszerkezetli anyag eldallitasahoz,
ugyanazon elvek alapjan, melyeket korabban a B-vitamin szarmazékok esetén részleteztiink,
vizsgaltuk a ligandum/fémion molarany, homérséklet, pH, fémion-koncentracio ¢és a
reakci6idd hatasat. A szintéziseket elsd 1épésben kiillonbozé HisHA-[AuCls]™ molaris
aranyok mellett végeztem el. A molaranyok szerepét a 0,1:1-10:1 HisHA-[AuCl4]
tartomanyon vizsgaltam, ahol a fémion kiindulédsi koncentraciojat ¢ = 1,0 mM értékre
allitottam be. A reakcidelegyet 80 °C-on termosztaltam, mert a kordbban kivitelezett
szintézisek soran megallapitottuk, hogy a homérséklet emelése lényegesen kedvez a

redukcidés folyamatnak. A mintdk fluoreszcencidjanak megjelenését folyamatosan
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ellendriztem UV-lampa alatt, majd a PL spektrumokat is rogzitettem 24 ora elteltével

hex = 365 nm gerjesztés mellett (30.A. abra).
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30. abra: (A) A mintdk PL spektrumai 24 o6ra elteltével kiilonb6zé HisHA-[AuCls]™
molaranyok mellett, kiegészitve a Aem= 440 nm-nél mért maximalis emisszios intenzitasok
értékeinek a valtozasaval a chisna fliggvényében (cjaucia)- = 1,0 mM, pH = 7,0, T = 80 °C,
Aex = 365 nm). (B) Az atlagos emisszios intenzitasok a reakcidelegy kezdeti pH értékének

fliggvényében (cjaucis)- = 1,0 mM, Aex = 365 nm, HisHA:[AuCls] /5:1, T = 80 °C).

A 30.A. abran megfigyelhetd, hogy Aem = 440-nél megjelenik egy emisszids sav,
amelynek intenzitdsa né a molarany 0,5:1-5:1-ig torténd emelésével, ezt kovetden pedig
csokken. Az emisszios maximum eltolddasa, sem a kisebb, sem a nagyobb hullimhosszak
iranyaba, nem figyelhet6 meg. A legnagyobb PL intenzitds HisHA:[AuCls]/5:1 ardnynal
azonosithatd, igy ezen érték alkalmazasa mellett folytattuk a kisérleti koriilmények
hatdsanak vizsgalatat. Maésodik Iépésben a kozeg pH-janak hatisat tanulményoztuk
pH = 1-12 tartomanyon. Figyelembe véve a ligandum deprotonalddasi tulajdonsagat [126],
valamint az [AuCls] -ionok jol ismert pH-fiiggd hidrolizisét vizes oldatban [127]
megallapitottuk, hogy a semleges ill. az enyhén lugosabb kozeg (pH = 7,0-9,0) elénydsebb
a klaszterek kialakulasahoz (30. B. abra). A 24 oras szintézis id6t kovetden a reakcioelegy
pH-ja pH ~ 7, ezért ezen értéket valasztottam a tovabbi vizsgéalatokhoz. Ez a kisérleti
tapasztalat hasonlosdgot mutat a His esetén megallapitott koriilményekkel, hiszen azon
rendszer esetén a kéken emittaldo termék képzddése az imidazoliumcsoport
deprotonalddasaval parhuzamosan (pH > 6,0) volt megfigyelhetd (pKimia = 6,0). Minden
valoszinliség szerint ezen deprotonalddasi folyamat a jelen rendszer esetén is kedvezo [44].
A szintézist szobahdmérsékleten is elvégeztem, de fluoreszcens termék nem keletkezett;

37 °C-on mar a kék emisszid azonosithato volt, de meglehetdsen alacsony intenzitassal, ezért
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a 80 °C-ot valasztottam idedlis hdmérsékletnek. A forrasponthoz kozeli hdmérséklet viszont
mar kedvezdtlen volt a PL kialakulasara, emellett Au NPs és ezek aggregatumai is
megjelentek [14]. A fémion koncentracié hatasat a 0,1-2,0 mM tartomadnyon vizsgaltam, s
megallapitottam, hogy a kiindulasi koncentracié értéke (craucia)- = 1,0 mM) a leginkabb
kedvezd a szintézis szempontjabol (31.A. abra), mert magasabb fémion koncentracional
mar alacsonyabb PL és a NCs enyhe mértékli aggregacidja is megfigyelhetd volt. Utolséd
1épésként a szintézis idOtartamat vizsgaltam a korabban meghatarozott paraméterek konstans
értéken tartasa mellett. A mintdk emisszios spektrumat néhany napon keresztiil rogzitettem,

a legnagyobb intenzitas 48 ora utan érhetd el.
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31. abra: (A) A fémion koncentracié hatdsa a fluoreszcens termék képzddésére (pH = 7,0,
hex = 365 nm, HisHA:[AuCl4]/5:1, T = 80 °C). (B) A HisHA-[AuCl4] -és His-[AuCls4]”
rendszerek Na-citrat jelenlétében €és hianyaban képzdodott végtermékek fluoreszcencia
intenzitas értékei (HisHA:[AuCls]7/5:1, pH = 7,0, Aem = 440 nm, Aex = 365 nm,
His:[AuCl4]/30:1, pH = 6,0, Aem = 475 nm, Aex = 378 nm, clauwcu- = 1,0 mM).
A (B) dbra esetén ezen reprezentdcioban szordas nem teheté a diagramra, melynek értéke

azonban ~ 2,5-3,0 %.

Az  aminosavak ¢és  B-vitamin  szarmazékok  redukaldszerként  vald
alkalmazhatdsagaval kapcsolatos vizsgalatok azt mutattdk, hogy gyakorta a képz6do termék
kitermelésének eldsegitéséhez enyhe redukaloszerek hasznéalata is sziikséges. Ennek
érdekében a Na-citrat, segéd redukaloszer jelenlétét ezen rendszer esetén is tanulmanyoztuk,
ahogyan azt a NAM-tartalmu NCs vontakozasdban is. A szintézist tobbféle Na-citrat
koncentraci6 mellett is elvégeztem. Megallapitottuk, hogy 10,0 mM-os Na-citrat
koncentraci6 (HisHA:Na-citrat/1:2 molarany) alkalmazasdig a PL fokozatosan ndvekvd

trendet mutatott, de 10,0 mM értéket meghaladd koncentracid esetén a PL intenzitas
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értékeiben csokkend tendencia lathatd, mivel a nagy mennyiségben jelenlévd ligandumok
mar sztérikusan is gatolhatjdk a klasztermagok novekedését. Osszehasonlitdsképpen a
His-[AuCls]™ rendszerek szintézisét is megismételtem Na-citrat jelenlétében, mivel a
His-[AuCl4] rendszerben a redukcio csak [Au(I)«Hisx+1]" szerkezet képzédéséig vezetett. A
HisHA:Na-citrat:[ AuCls]/5:10:1 arany alkalmazasaval kozel kétszer nagyobb PL intenzitas
novekedés érhetd el, mig a His-[ AuCls] rendszer esetén a Na-citrat jelenléte nem jarul hozza
a NCs képzddéséhez (31.B. abra), feltételezhetd, hogy a [Au(I)xHisx+1]" jelenléte sokkal
inkabb domindnsabb. A mintdkr6él UV-lampa alatt készitett fotok is ezt a megfigyelést

tdmasztjak ala.

A végtermeék tisztitasa kétlépéses eljarassal tortént, mivel a tovabbi méréseket erdsen
befolyéasolhatja a redukcios folyamatbol esetlegesen visszamaradt elreagéalatlan fémso és
elektrolit ionok jelenléte. Az elsé 1épésben a diszperzidt centrifugaldssal tisztitottam
13000 fordulat/perc sebességgel 30 percig, majd 180 percig szobahémérsékleten 1 kDa
vagasi hatarértékkel rendelkezd cellulozcsdvel, ultratiszta MQ-vizet hasznalva
dializisk6zegként. A képzodott klaszterek tisztasagat a PL intenzitas és a dializald kozeg

fajlagos vezetésének mérésével ellendriztem.

5.6. A HisHA-Au NCs optikai és szerkezeti jellemzése

Az eloz6 fejezetben ismertetett eldallitasi €s tisztitasi folyamatot kovetden a tisztitott
mintak optikai €s szerkezeti jellemzését végeztiik el. A legfontosabb optikai tulajdonsagok
megismerése kozé tartozik a tisztitott minta gerjesztési €s emisszios spektrumanak rogzitése

(32.A. abra), a QY% ¢és a PL atlagos ¢lettartam (32.B. abra) értékek meghatarozésa.
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32. abra: (A) A HisHA-Au NCs gerjesztési (szaggatottal) és emisszios (pirossal) spektruma
(cHisHA-Au Ncs = 0,95 mM (Au-koncentraciora szamitva), Aex = 365 nm, Aem = 440 nm).
(B) A HisHA-Au NCs tipikus fluoreszcencia lecsengési gorbéje a fo élettartam

komponensek hozzajarulasaval (Aex =371 nm, Aem= 450 nm).
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Amint azt a regisztralt spektrumok mutatjak Aex = 365 nm gerjesztési hullamhossz
szolgal az intenziv kék emisszi6 eléréséhez (Aem = 440 nm) a HisHA-Au NCs esetében. A
gerjesztd fény hasznositasat QY% meérésekkel elemeztiik. A PL lecsengési gorbéjét pedig
TCSPC modszerrel rogzitettiik. A [Au(I)«xHisx+1]" és HisHA-Au NCs szamitott adatait a

kovetkezo tablazatban (3. tablazat) hasonlitjuk 6ssze.

3. tablazat: Az optikai mérések fobb adatai (Aex: gerjesztési hulldmhossz, Aem: emisszios
hullamhossz, QY%: kvantumhasznositasi tényezd (%), 711, T2, 713: fO ¢élettartam

komponensek). A y? értékek az illesztés josagat jelzik.

Minta dex  dem QY T1 T T3 Ve
(nm) (nm) % (ns) (ns) (ns)
[Au(I)xHisx1]" 378 475 3,6 0,74 4,03 9,13 1,14

HisHA-Au NCs 365 440 4,2 1,87 0,07 420 1,02

A Jellium-modell alapjan szamitva [28], egy klasztermag valdsziniileg ~ 4-5 db Au
atomot tartalmaz. Ezen rendszer esetén mar a B-vitamin-tartalmu rendszerekhez képest
nagyobb Stokes eltolodas adodik (AN =75 nm), igy a Jellium-modell nem feltétlen tekinthetd
hiteles adatot szolgaltatd egyenletnek. Mint lathatd, a QY% egy kicsit nagyobb értéknek
adodik, de szdmottevd kiilonbség nem mutatkozik. A PL lecsengési gorbék illesztésével
mindkét rendszerben 3 6 élettartam komponenst azonositottunk. A [Au(I)xHisx+1]" esetében
a hosszabb élettartam egyértelmiien az Au(l)komplex szerkezetére utal, ezzel szemben a
rovidebb 11, 12, 13 értékek a HisHA-Au rendszer esetében dontden a fémes sajatsagokra
utalnak. A tablazat az egyes komponensek hozzajarulasanak mértékét is szemlélteti a teljes
fluoreszcenciahoz az illesztés josagaval (x?) egyiitt. Irodalmi adatok alapjan a rovidebb 127 a
HisHA n---n stacking kolcsonhatasabol szarmazhat [128], a hosszabb t; €s 13 a fémkozpontu
emissziokhoz  tartozhatnak, ugymint a ligandum-fém (LMCT), valamint a
ligandum-fém-fém (LMMCT) toltésatvitel [129][130].

A NCs szerkezeti jellemzéséhez FT-IR vizsgalatokat is végeztiink, mely
eredményekbdl a rendszerben kialakuldo kotések jelenlétére kovetkeztethetiink.
Referenciaként a tiszta His és HisHA IR spektrumat is regisztraltuk. Az FT-IR mérések a
minta fémes jellege miatt kevésbé alkalmasak részletes elemzésre. Ez részben megerdsiti a

NCs kialakulasat és alatdmasztja az Au nulla oxidécios allapotban torténd jelenlétét, amit a

" Megjegyzendd, hogy a 0,07 ns érték mar elég kicsi, akar illesztési hiba is lehet, de a kétparaméteres illesztéssel
lényegesebb rosszabb illesztést kaptunk. Minden esetre az érték, és az arra tett kovetkeztetést fenntartasokkal
kezeljtik.
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Na-citrat hasznélata is megerdsithet. XPS méréseket is megkiséreltiink, de nem sikeriilt
annyi mintat eléallitani, hogy ezen méréseket megbizhatdan kivitelezziik. Minden esetre a
kozvetett tapasztalatok a NCs kialakulasara engednek kovetkeztetni. A HisHA-Au NCs
esetében az imidazolgylirii jellegzetes rezgésének intenzitdsa tolodik 3125 cm'-rél
3030 cm!-re az aurat-ionokkal valé kdlcsdnhatés hatdsara, ami arra utal, hogy a fémionok
koordinacidja valésziniileg ezeken az aromas-N donorok részvételével torténhet. Ezen feliil
az aminocsoport hajlito rezgése is eltolodik 1575 cm™'-ré1 1556 cm™!-re, ami az aminocsoport
fémionhoz torténd kotddésére is utalhat [126]. A hidroxamat csoportokra jellemzo
rezgéstartomanyon nem figyeltiink meg eltolodast, ezért azt tételezziik fel, hogy ezen
kelatképzd funkcios csoport kvazi szabadon hozzaférhetd a fémmag feliiletén, oxidaciot nem
szenved.

Ennek eredményeképpen a HisHA-Au NCs szdmos fémionnal torténd kolcsonhatasat
is tanulmanyoztam fémion szenzorok tervezéséhez hozzdjarulva. Az eredményeket a

kovetkezo fejezetben részleteztem.
5.7. A HisHA-Au NCs szenzorikai vizsgalata

Ahogyan az eldz6 fejezet végén emlitettem az FT-IR mérések alapjan a
hidroxamatcsoportok jellemzd rezgési tartomanyaban nem tapasztaltunk valtozast a NCs
kialakulasanak kovetkeztében. Ezen megfigyelést arra hasznaltuk fel, hogy megismerjiik a
NCs fémionokkal szembeni érzékelési lehetdségeit, mivel a NC mag feliiletén egy olyan
szabadon hozzaférhetd funkcids csoport alakul ki, amely lehetévé teheti a fémionok
(szelektiv) megkotését kelatok kialakitasa révén.

A biologiai rendszerekben alkalmazott érzékeldk fejlesztéséhez fontos, hogy eldszor
a fluoreszcens termékek sotlirését vizsgaljuk meg. Ezen mérések a fémionok detektalasa
esetén nem feltétlentil sziikségesek, de a PhD értekezés keretében eldallitott valamennyi ;)
NCs esetében ezen sotliréses vizsgalatokat elvégeztem. Ebbdl a célbol a HisHA-Au NCs
adott id6 utan a NCs-et tartalmaz6 vizes diszperzid PL spektrumait rogzitettem. A klaszterek
A =440 nm-nél 1év6 emisszios csucsainak intenzitdsaban nem tortént jelentds valtozas, ami
megerdsiti akar biologiai kozeg(ek)ben vald potencidlis felhasznalasukat. A klaszterek
fluoreszcencidja nagyon érzékeny a kémiai kornyezetre, igy bizonyos fémionok jelenléte
befolyasolhatja a fluoreszcencidjukat. A HisHA-Au NCs kdlcsonhatasat kiilonbozo

elektronszerkezetli egy-, két- és haromértékii fémionnal is megvizsgaltam. A fémionok
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NCs-et tartalmazd vizes diszperziohoz torténd hozzdaddsa utdn a fluoreszcencia
spektrumokat ismételten rogzitettem. Mindezen mérésekhez azonos térfogath
klaszterdiszperziot hasznaltam, €s minden mintdban a fémionok koncentracidja is azonos
volt (Cfemion = 1,0 mM). Az eredményeket a 33. abra mutatja be. Detektalhatd kdlcsonhatés
esetében altaldban a jellegzetes fluoreszcencia intenzitds erdsitése, kioltdsa vagy a
karakterisztikus emissziés maximum eltolodasa figyelhet6 meg, ahogyan azt a 7. abra is
koradbban szemléltette. Amint a 33.A. abran lathato, a HisHA-Au NCs fluoreszcencidjat
négy kiilonb6z6 fémion is, bar eltéré mértékben, de dominansan csokkenti. Megfigyelhetd
volt, hogy a Co*", Cu?*, Fe** és Ni*" fémionok kériilbeliil 10-, 24-, 6- és 13-ad részére
csokkentik a HisHA-Au NCs PL intenzitas értékeit. Ezenkiviil a HisHA-Au NCs kizardlag
Zn**-ionok jelenlétében mutatnak fluoreszcencia erdsitést (Io/I < 1,0). Osszehasonlitasként
a fent emlitett vizsgalatokat a [Au(I)xHisx+1]" rendszerre is elvégeztem. Ahogy a 33.B. 4bran
lathat6, a [Au(I)xHisx+1]" esetében csak a Cu?*-ionok hozzaadasara csokken hatod részére a

PL, ami nem kifejezetten szamit jelentds mértékii kioltasnak.
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33. abra: (A) HisHA-Au NCs korrigélt relativ fluoreszcencia értékei kiilonbozé fémionok
jelenlétében (cjaucis)-= 0,25 mM, Cemion = 1,0 mM, cnac1= 0,15 M, T =25 °C, Aex =365 nm,
Aem =440 nm). (a jobb sarokban beszurt kis abran ugyanezen mérések értékei lathatoak, csak
Na-citrat nélkiili NCs-et tartalmazo diszperzi6 esetén). (B) [Au(I)xHisx+1]" korrigalt relativ
fluoreszcencidja kiilonb6z6é fémionok jelenlétében (Cemion = 1,0 mM, cnact = 0,15 M,

T =25 °C, Aex= 378 nm, Aem = 475 nm).

Megallapithatjuk, hogy a jo kelatképz0 tulajdonsdgokkal rendelkezd
hidroxamatcsoport beépitése a His aminosavba tobb fémion detektalasat segiti eld, és a Cu®*
esetében kozel négyszer erdsebb fluoreszcencia kioltast figyeltiink meg, mint a tiszta His

aminosav-alapi nanohibrid rendszer esetében. Természetesen a fluoreszcencia kioltasi
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vizsgalatokat a HisHA-Au NCs esetében Na-citrat hidnyaban is vizsgaltam Co**, Ni?*, Cu?*
és Fe** fémionok esetében, ugyanis a Na-citrat is képes ezen fémionkkal fémkomplexek
kialakitasara. Amint a 33.A. abra beszurt kis abrdja is mutatja, Na-citrat hidnyaban jobb Io/I
értékeket észleltiink. Ez a pozitiv hatas elsésorban a Cu?" LOD értékét valtoztatja meg
jelentésen. A Cu®" esetén a LOD (Na-citrat jelenlétében) = 2,49 pM, mig a
LOD (Na-citrat hidnyaban) = 1,35 uM értékként adhatdo meg. A fokozottabb kioltas azzal
magyarazhatd, hogy a Cu?’-ionok a diszperzids kozegben a feliileti stabilizalo HisHA
ligandummal képeznek komplexeket, igy a feliileti stabilizalé ligandumok mennyisége
lényegesen lecsokken (a feliilet ,elszegényedik™) és a klaszterek PL intenzitdsa kozel
abszolut mértékben kioltodik. A Na-citrat jelenlétében a Na-citrdt molekuldk feliilet
stabilizald molekulaként viselkednek, igy miutdn a Cu®**-ionok a diszperzids kdzegben a
feliileti stabilizalo HisHA ligandummal komplexeket képeztek, a Na-citrat molekuldk be
tudjak tolteni a klasztermag stabilizalé ligandumanak szerepét, igy a PL kioltds mértéke
kisebb. A jelenség részben értelmezhetd ugy is, hogy a stabilizalé ligandumok részleges
cser¢je torténik meg. A masik 3 fémion esetében nem volt szamottevo valtozas a Na-citrattal
vagy Na-citrdt nélkiill meghatarozott LOD értékek tekintetében, ezek a
LOD értékek ~ 5-10 uM tartomédnyon valtoztak.

5.7.1. A PL kioltdsi mechanizmus értelmezése a Cu’*-ionok esetében

A mechanizmusok megértése érdekében részletes fluoreszcencia vizsgalatokat
végeztem a Cu?'-tartalmi vizes diszperzi6 esetében. Emiatt a PL kioltési vizsgalatokat tobb
koncentracioban végeztem el az 1,0 nM—100,0 mM tartomanyon. El6szor is meghataroztam
a LOD értékét mind a [Au(I)xHisx+1]", mind a HisHA-Au NCs rendszerek esetében. A LOD
meghatdrozasahoz H.P. Loock és P.D. Wentzell szamitasi eljardsat hasznaltam, amely a
nemzetkdzi publikaciokban széles korben hivatkozott LOD meghatarozéasi modszer [131].
A Cu**-ionok LOD értéke az 1,0 nM-100,0 mM koncentracié tartomanyon
9,26 uM volt a [Au(I)xHisx+1]" esetében és 2,49 uM a HisHA-Au NCs esetében. A két
rendszer esetén a kiilon-kiilon azonositott kioltds mértékében lathat6 trend a LOD értékek
esetében i1s kimutathatdo. Ahhoz, hogy tovabbi informacidét adjunk a kdlcsonhatasok
természetérdl, valamint valaszt kapjunk arra a kérdésre, hogy miért a réz(Il)ionok okozzak
a legintenzivebb mértékii kioltast, nyomon kovettiik a HisHA-Au NCs {-potencial értékeit
is fémionok hianyaban és jelenlétében, tanulmanyoztam a koézeg pH valtozéasat,
meghataroztam a PL élettartamokat €s ezzel parhuzamosan az NCs-et tartalmazd vizes

diszperzié abszorbancia spektrumat is regisztraltam (34. abra). A 34.A. abran jol lathato,
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hogy a Co*"-ionok ({=-5,90 + 1,72 mV) és a Ni**-ionok ({=-6,90 + 1,14 mV) hozzaad4sara
a klaszter ({ =-9,20 = 0,86 mV) {-potencial értékei alacsonyabb értékek felé tolodnak, ami
utalhat arra, hogy a fémion hozzaadasara a NCs stabilitdsa csokken, ami a kismértéki
kioltast okozza. Ezzel ellentétben a feliileti toltés pozitiv lesz a Fe’*-ionok
({=+6,64 + 0,84 mV) hozzdadasanak hatasara. Ezek az eredmények j6 6sszhangban vannak
az elektrokinetikus potencidl értékeinek varhato valtozasaval egy diszperz rendszerben a két-
¢s haromértékli ionok hozzidadasdnak hatdsara. Ezekben az esetekben a fémionok a
fémfeliileten 1év6 HisHA ligandumokhoz kotddhetnek, ami sztatikus fluoreszcencia kioltast
eredményezhet. Sztatikus kioltas esetén az alapallapotban 1év6 fluorofor (HisHA-Au NCs)
¢s a kioltd (fémion) kozott egy nem fluoreszcens komplex képzddik, és a gerjesztett
allapotban a fluoreszcens molekulak szama csokken. A {-potencial tovabbi vizsgalata soran
azt tapasztaltuk, hogy a Cu**-ionok ({ = -14,48 + 0,84 mV), a tobbi fémionhoz viszonyitva,
nagyobb negativ értéket mutatnak, ami egyéb kolcsonhatdsok jelenlétére utal azonos

ionerdsség beallitdsa mellett.
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34. abra: (A) HisHA-Au NCs {-potencidl értékei kiillonbozé fémionok hozzaadéasa utan
(Ctemion= 1,0 mM, craucisy-= 0,25 mM, 1= 0,15 M (NaCl). (B) A vizsgalt mintak abszorbancia
spektrumai: HisHA (c = 3,0 mM) Cu?*-ionok hidnyaban és jelenlétében (ccuzr = 1,5 mM),
HisHA-Au NCs Cu?'-ionok hianyaban és jelenlétében (ccu+ = 1,0 mM) és a tiszta
Cu?*-ionokat tartalmazé vizes oldat (ccuz+ = 1,0 mM). (C) A HisHA-Cu?" (szaggatott vonal)
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és HisHA-Au NCs-Cu?" (folytonos vonal) rendszerek normalizalt abszorbancia spektruma a

komplex javasolt koordinacios modjaval az oldatban pH = 4,05 mellett.

Ennek a valtozasnak az egyik értelmezése az lehet, hogy a Cu®" a klaszter feliiletérdl
donté mennyiségl ,,soft” (elektrosztatikus stabilitast biztosité nem kotott) HisHA-t képes
»0sszegyljteni”, és a képzddd komplexek megjelennek a vizes diszperzioban. Ezzel
parhuzamosan a negativ toltéssel rendelkezd, szintén a rendszerben jelenlévd, deprotonalt
Na-citrat molekulak, amelyek masodik vagy akar harmadik adszorpcios rétegként vannak
jelen a fémmag koriil, kozelebb kertilnek a feliilethez és elektrosztatikus stabilizal6 ligandum
szerepét toltik be (35. abra), ami a negativabb (-potencial értékek alapjan is feltételezhetd.
Ezt az elképzelést a rendszer pH-janak megvaltozasa is megerdsitheti, mivel a diszperzid
pH-ja pH = 6,81-r61 pH = 4,05-re csokken. A tobbi fémion esetében ez nem volt
megfigyelhetd, csak a higulds miatti néhany tized pH valtozast mértiikk. Ezenkiviil az
élettartam mérések is alatdmasztjak a hipotézisiinket. A Cu**-ionok hozzdadasat kovetéen
jelentds  valtozds  mutatkozik a  mért  élettartam  komponensekben  is:
11 =221 £0,12 ns (33,9 %), 12 = 0,26 + 0,01 (18,7 %) és 13= 7,14 £ 0,11 ns (47,4 %). Az
¢lettartam értékek megnovekedésének az egyik oka lehet, hogy a p-péalya atmenet az
oxigénben gazdag feliileteken kifejezettebb, mint a nitrogén feliileteken, ami nagyobb PL
¢lettartam értékeket eredményez [132]. Ez is aldtdmasztja a feliileti ligandum nagyobb
mennyiségének cseréjét a dominansabb N-donorokat tartalmazé HisHA ligandumrol a

karboxilcsoporttal rendelkezd Na-citrat molekulakra.

35. abra: A NCs szerkezetének feltételezhetd valtozasa a Cu®'-ionok hozzaadasara

(pH =4,0).

A Cu?'-tartalmu rendszer fentebb javasolt mechanizmusénak tovabbi megerdsitése

érdekében a diszperzié abszorbancia spektrumat is rogzitettiik Cu®’-ionok hiadnyaban és
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jelenlétében is annak érdekében, hogy a feltételezetten képz6dd Cu(Il)komplexek valoban
azonosithatéak-e a mintdban. Ahogyan a 34.B. abra szemlélteti, a HisHA-Au NCs nem
mutatnak jellegzetes abszorbancia maximumot a A = 640—-840 nm tartomanyon pH = 4,05
mellett, de a Cu?"-ionok hozziadasakor egy uj abszorpcids sav figyelhetd meg a
L = 720-725 nm hullamhosszon (34.C. 4bra). Ez a sav nem a szabad Cu?"-ionok jelenlétét
mutatja, mivel ez utobbi A = 820—-850 nm-en mutat maximumot. A megfigyelt 01j abszorpios
savok azonositdsa érdekében a tiszta ligandum (HisHA) spektrumat is regisztraltuk
Cu?"-ionok jelenlétében azonos pH (pH = 4,05) és koncentraci6 ardnyok beallitdsa mellett.
A Vis-tartomanyon egy széles abszorpcids savot észleltiink, melynek maximuma
A = 720-725 nm-nél talalhat6. Az irodalombol jol ismert a HisHA komplexképzése tobb
fémionnal, koztiik a Cu?*-ionokkal is, és a képzddott komplex(ek) spektralis adatai eltérd
pH esetén mar publikalt adatok [126]. Ahogyan az Irodalmi attekintés fejezetben
osszefoglaltam, a HisHA Cu**-ionokkal valé koordinacidja pH = 3-3,5 koriil indul és a
hidroxamat-[O,0] donorokon keresztiil torténd kotédés valik dominanssa. A
pH = 4,5-7 ko6zott az imidazol-N €s az amino-N donorok is koordindlodnak a komplexben.
Az abszorbancia spektrum A = 800 nm-rél A = 720 nm-re tolodik el a pH novekedésével
(pH = 2,0-r81 pH = 4,0-re). A normalizalt abszorpcios savok (34.C. 4bra) HisHA-Cu?*
(szaggatott vonal) és HisHA-Au NCs-Cu®" (folytonos vonal) egyértelmiien jelzik
ugyanannak a komplexnek a jelenlétét a mintaban, ami alatdmasztja korabbi feltevésiinket,
a HisHA-Na-citrat fémfeliileten torténd valtozasarol, ahogy a sematikus abran is lathatéd
(34.A. abra). Meg kell emliteni, hogy a rendszerben jelen 1évd Na-citrat savas kdzegben a
Cu**-ionokkal [Cuscitrat,] dimer-komplexet képezhet, amelynek jellegzetes abszorpcids
savja A = 760 nm-en detektalhatd [133]. A kisérletet Na-citrat nélkiil is megismételtiik a
[Cupcitraty] komplexek preferencialis képzddésének kizarasa érdekében. Az abszorbancia
spektrumban csak a A = 720-725 nm-es savot ¢észleltiik, ami arra utal, hogy a fémionok a
HisHA ligandumot részesitették eldnyben a Na-citrattal szemben, a Cu**-ionok hozzaadéasa
utan a HisHA-Au NCs -potencidlja (Na-citrat nélkiil) -8,99 + 5,70 mV-rol
+ 9,61 £ 2,14 mV-ra valtozott, ami tovabb erdsiti azon feltevésiinket, hogy a Cu*’-ionok a

feltileti ligandumban elszegényitik a fémmag feliiletét, ami a PL kioltast eredményezi.

5.7.2. A PL erésitési mechanizmus értelmezése a diamdagneses Zn’*-ion esetében

A HisHA-Au NCs fémionokkal vald kolcsonhatasa soran csak a Zn*'-ionok

crer

klaszterek fluoreszencia intenzitasa nem mutat linearis novekedést. A LOD szamolasahoz a
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széles korben ismert LOD=3sp/m egyenletet hasznaltuk a nem lineéris Osszefliggés miatt,
ahol sp a Zn**-ionok nélkiili hattér fluoreszcencia jel, m pedig a kalibracios gorbe kezdeti
tartomanyanak meredeksége [134]. A legkisebb kimutathatdé mennyiség 7,5 uM. Az
1,0 nM-5,0 uM koncentracio tartomanyon az I/Io értékek azonosak (~1,0) és az elso jelentds
novekedés ~7,5 uM-tdl kezdddik, és az I/lp értékek detektalhatd jelet mutatnak az
50 pM—1,0 mM tartoméanyon (R? = 0,9851). A Zn**-ionok koncentracidjanak fokozatos
novelése intenziv erdsitést eredményez, ami a QY%-ben linearis tendencidt mutat
1,0 és 10,0 mM kozott. A PL erdsités mechanizmusdnak feltarasa érdekében optikai és
{-potencial méréseket végeztiink kiilonbozd Zn?" koncentraciok alkalmazasival. A

36.B. abran lathatd, hogy az élettartam komponensek és a QY% ndvekszik a Zn**-ionok

crer
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36. abra: (A) Az UV-Vis spektrumokbol készitett Tauc-diagram éabrazoldsa a tiszta
HisHA-Au NCs esetében és 10,0 mM Zn**-tartalom esetén. (B) A mért 11, QY% és a
(-potencial abszolut értékei a Zn?'-ion koncentracio fiiggvényében. Novekvd Zn?*

koncentracio esetén a mintak UV-lampa alatti fotdjaval kiegészitve.

A Zn*-ion a klaszter feliiletén — irodalmi adatok szerint — elényben részesiti a
szabadon hozzéaférheté hidroxamat [O,0] koordinéciot [135]. Figyelembe véve a relativ
fluoreszcencia gérbék nem linearis kapcsolatat az is megallapithat6, hogy az elsd, enyhe
er6sodést mutatd régioban a fémionok az NCs kozelében 1évé HisHA molekuldhoz
kotddnek, melyek elektrosztatikus stabilizalo szerepet toltenek be. A masodik régidban, ahol
nagyobb erdsitést észleliink, a Zn**-ion mér koordindlédhat a HisHA ligandum szabad
hidroxamat donorcsoportjan keresztiil, amely kozvetleniil a feliilethez kotédik. A Zn*

kotddés lehetdsége a feliileten 1€vé HisHA ligandumokon keresztiil kissé gyengiti a klaszter
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stabilitasat a {-potencial értékek alapjan. Ezt a PL-¢lettartam adatok is alatdmasztjak, mivel
a komponensek koziil foként a fémmaghoz kapcsolodod komponensek (1 €s 13) ndvekednek.
A Tauc-diagram segitségével lehetséges a HOMO-LUMO energiarés kiszamitasa a
klaszterek vonatkozasaban. Ehhez olyan UV-Vis spektrumokat rogzitettiink, melyben
10 mM Zn*"-ion hozziadasa a masodik abszorpcids cstics nagymértékii vords eltolodasat
okozza 355 nm-rél 376 nm-re, ez arra utal, hogy az NCs szupramolekuléris szerkezete
megvaltozott (36.A. abra). Az Au NCs kezdeti energiaszintje kb. 3,1 eV volt, de a
Zn**-ionokkal vald kolcsonhatas kdvetkeztében ez megvaltozott és kb. 2,9 eV-ra csokkent,
ami a Zn(Il)komplexek fotoaktiv viselkedése miatt megkdnnyiti az elektronok gerjesztését
a HOMO-savbol a LUMO-savba [136]. Végiil arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a
Zn**-ionok kotése a feliileti HisHA ligandumokhoz enyhe stabilitds vesztést okoz, de

jelentdsen fokozott fluoreszcenciat eredményez.
5.8. ATrpHA-Au NCs eléallitasi folyamata

A TrpHA alkalmazéasaval szintetizalt arany-tartalmu rendszerek esetén is szamos
kisérletet végeztem a reakciokoriilmények (molarany, pH, prekurzor fémséd koncentracio,
homérsekletet, szintézis 1d6) termek eldallitasara gyakorolt hatdsainak tanulmanyozasara.
Munkam elsé 1épéseként a TrpHA-[AuCls]” moélaranyok szerepét vizsgéltam a fluoreszcens
termék megjelenésében a 0,1:1,0-10:1 tartomanyon. Az atlagos maximalis fluoreszcencia

intenzitasokat a 37. abra foglalja 6ssze.
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37. abra: (A) A fluoreszcens termékek maximalis emisszids intenzitds értékei a crrpHA
fiiggvényében 24 ora elteltével (ciaucia- = 1,0 mM, pH = 7,0, Aex = 380 nm) a TrpHA
szerkezeti képletével. (B) A Aem= 470 nm-nél 1évé emisszids sav atlagos fluoreszcencia
intenzitasai a pH fiiggvényében (cjaucia- = 1,0 mM, TrpHA:[AuCls] /2:1, Aex = 380 nm) a
pH = 2-7 koz6tti mintdk megfeleld fotoival.
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Megfigyeltilk, hogy a TrpHA:[AuCls]/2:1 moléaris arany alkalmazasa Au
nanoszerkezetek kialakuldsat eredményezi Aex = 380 nm gerjesztési hulldimhosszon, melyek
intenziv kékes-zoldes emisszioval rendelkeznek, tehat a fémionhoz viszonyitott kisebb
ligandumfelesleg is alkalmas a maximalis intenzitasa fluoreszcens termékek kialakulasahoz
[44]. Kis ligandumfelesleg (pl. TrpHA:[AuCls]/1:1) esetén nincs elegendd ligandum az
oldatban az 0Osszes fémion redukalasahoz, ami kisebb hozammal el6allithatd NCs-et
eredményez, ¢és igy a jellegzetes emisszios intenzitds nem €ri el a maximalis értéket. Ha
nagyobb mennyiségii ligandumot hasznalunk (pl. TrpHA:[AuCls]7/5:1), akkor a nagy
mennyiségli ligandum jelenléte mar sztérikusan gatolhatja a nukledciot, ami szintén a
fluoreszcencia intenzitasanak csokkenését eredményezheti.

A reakcidelegy pH-janak szintén fontos szerepe van a fluoreszcens klaszterek
kialakulasaban, ezért a szintéziseket szamos pH beallitasa mellett is elvégeztem széles pH
tartomanyon. A rendszerek atlagos emisszids intenzitasait a 37.B. dbra mutatja be.
Megfigyelhetd, hogy a savas pH-tartomdny kedvezdbb (a pH = 2-7 tartomanyon kozel
azonos PL intenzitas detektalhat6), mint a bazikus kozeg. A hasonld értékek alapjan a
tovabbi vizsgalatokhoz a pH = 2,0 értéket valasztottam, ugyanis a Trp esetén is az extrém
savas kozeg volt a kedvez6 [44]. A TrpHA ligandum alkalmazhatésaganak tanulméanyozésa
soran az is cél, hogy Osszehasonlitsuk az 1], hidroxamat funkcids csoporttal rendelkezé
molekula szintézis paramétereit a tisztan Trp segitségével eldallitott Au NCs esetén
meghatarozott fobb paraméterekkel. A ligandum-fémion moléris arany és a pH hatasat
Osszevetve a TrpHA-Au NCs kialakuldsara hasonlo tendencia allapithaté meg, mint amit a
tiszta Trp-tartalmi rendszerek esetében detektaltunk. Mindent Osszevetve, a Trp-nal
stabilizalt kéken emittdldé NCs esetén is (Aem = 497 nm Trp:[AuCls]/1:1; Aem = 486 nm
Trp:[AuCl4] /5:1) a savas kozeg (pH ~ 1-2), valamint a kisebb ligandumfelesleg
(Trp:[AuCls]/1:1-5:1) volt kedvez0 a klaszterképzddés szempontjabol.

A homérséklet hatasanak vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a hdémérséklet
25 °C-ro6l 80 °C-ra torténd emelése nagyobb PL intenzitdst eredményezett. Alacsonyabb
homérsékleteken elhanyagolhatdo PL figyelhetdé meg. A minta forralasa nagyobb NPs és
aggregatumok jelenlétét okozta, ezért a 80 °C-ot fogadtuk el megfelelonek.

A szintézisidd vizsgalata sordn a reakcidelegy emisszids spektrumat tobb idépontban
is felvettem. Ezeket a kisérleteket pH = 7,0 és pH = 2,0 mellett is elvégeztem (38. abra),

hogy ezzel is bizonyitsuk a pH meghatarozo szerepét.
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38. abra: (A) A fémion koncentraci6 hatasa a fluoreszcencia intenzitasokra
(TrpHA:[AuCls]/2:1, pH = 2,0, XAex = 380 nm, Aem = 470 nm, t = 24 oOra).
(B) A TrpHA-Au NCs emisszios spektrumai 48 oras szintézis utan ((TrpHA:[AuCls4]7/2:1,
craucd]- = 1,0 mM, pH = 2,0, Aex = 380 nm, Aem = 470 nm, pH = 2,0).

A fluoreszcencia intenzitasok 24 6raig kozel linearisan ndvekednek, de a maximalis
értéket 48 6ra utan érik el. (38.A. abra) Megallapithat6, hogy a TrpHA-Au NCs kialakulasa
savasabb koriilmények mellett valoban kedvezdbb, ami a Trp-Au NCs rendszerekkel
hasonldan, az indol-tartalmt vegytiletek savas kdrnyezetben lejatszodd autopolimerizacids
folyamatanak koszonhetd. A szintézis utolsd 1épéseként a fémion koncentracid hatdsat
tanulmanyoztam a 0,1-2,5 mM koncentracio6 tartomanyon. A felvett PL spektrumok alapjan
(39.A. abra) a legnagyobb emissziot 1,0 mM esetén ¢észleltem. A magasabb
fémkoncentracio alkalmazasa a PL intenzitas csokkenéséhez vezet, és a mintaban kisebb

aggregatumok is megjelennek.
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39. abra: (A) A fémion koncentraci6 hatasa a fluoreszcencia intenzitasokra
(TrpHA:[AuCls]/2:1, pH = 7,0, dex = 380 nm, Aem = 470 nm). (B) A TrpHA-Au NCs

emisszios spektrumai 48 oras szintézis utan.
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A szintézist kovetden a reakcidelegyet 10 perces szonikalas utan 13000 rpm-en
30 percig tartd centrifugalassal, majd 120 percig tartdo dializissel tisztitottam, hogy
eltavolitsam a mintabol a lagfelesleget és a maradék nem redukalt prekurzor fémsot. A
centrifugalas eldtt 10 perces szonikalassal az iiveg feliiletére tapadt kis mennyiségii NCs-t
vissza lehet diszpergalni a vizes diszperzioba. Ezt a 48 oOrds szintézis utdn a NCs
diszperzidjanak emisszids spektrumai is megerdsitik, mivel az emisszids intenzitas

kb. 8 %-kal ndvelhetd (39.B. abra). A 120 perces dializis végén a diszperzid intenzitasa csak

crer

crer

5.9. ATrpHA-Au NCs optikai és szerkezeti jellemzése

A tisztitott TrpHA-Au NCs optikai jellemzdihez meghataroztuk a gerjesztési €s
emisszios spektrumokat (40.A. abra), a QY% ¢és a PL ¢élettartam értékeket (40.B. abra). Az
emisszios spektrum esetében csak egy jellegzetes sav azonosithatd 470 nm-nél, mas sav(ok)
jelenléte alacsonyabb hullamhosszon nem figyelhetd meg, ami azt jelenti, hogy a Z. S.
Kardar [137] altal tamogatott Trp aminosav indol-3-ecetsavva torténd oxidacidjat

valdsziniileg a hidroxamat funkcids csoport jelenléte gatolja.
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40. abra: (A) TrpHA-Au NCs (crauce- = 1,0 mM) reprezentativ gerjesztési (fekete
szaggatott) és emisszids (sarga folytonos vonal) spektrumai a minta UV-lampa alatt késziilt
fotojaval. (B) A TrpHA-Au NCs fluoreszcencia lecsengési gorbéje a 6 élettartam-

komponensek hozzajarulasaval (Aex = 380 nm, Aem = 470 nm).

A frissen eldallitott NCs meghatarozott QY% = 2,13 %, ami jo dsszhangban van a
Trp-stabilizalt Au és Cu NCs korabban meghatarozott értékeivel [137][138]. A szamitott
atlagos PL ¢élettartam 1,47 + 0,18 ns, amely a kiilonb6zd fotofizikai folyamatoknak
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kdszonhetden harom komponensbdl szarmazik. A 6 sszetevok a kovetkezok: t1 = 12,85 ns
47,8 %-kal, 2 = 3,57 ns 37,4 %-kal és 13 = 0,27 ns 14,8 %-kal. Altalénosségban
megallapithato, hogy a legrovidebb 13 érték a néhany atomos fém magokhoz tartozik, mig a
hosszabb 11 és 1> a felilleti ligandum-fliiggd fém-ligandum toltésatvitelt képviseli.
A Jellium-modell alapjan [28], egy klasztermag valosziniileg ~ 4-5 db Au atomot tartalmaz,
viszont ez csak fenntartasokkal kezelhetd, mert AA = 90 nm.

A TrpHA egy nitrogén-tartalmu heterociklusos vegytilet, amely egy benzolgytirith6z
fuzionalt pirrolgytirivel, valamint hidroxdmsav- és aminocsoportokkal rendelkezik. A NCs
szerkezetének tanulmanyozasahoz elvégzett FT-IR mérések alapjan a tiszta TrpHA és a
TrpHA-Au NCs infravoros spektrumat azonos pH mellett rogzitve megallapithato, hogy az
indolgytiri -NH csoportjanak szimmetrikus nyujtasi rezgése 3397 cm™-rél 3382 cm!-re
tolddnak el az aurat-ionokkal valo kolesonhatas kovetkeztében, ami arra utal, hogy ennek a
csoportnak lehet szerepe a Trp oxidacidjaban, valamint a fémionok megkdtésében. A
karakterisztikus, hidroxamatcsoporthoz rendelheté savok (pl. vc=o0 ON-H, ONOH, VC-N)
eltolodasa nem észlelhetd. S. Li és munkatarsai Trp bevonatid Ag NCs-et szintetizaltak.
Munkajuk soran FT-IR mérésekkel is megerdsitették, hogy a Trp oldallancaban 1évo
aromas-NH nitrocsoportta (-NOz) oxidalodik, mig az Ag'-ionok redukalodnak és Ag NC
struktaraba rendezddnek [139]. Esetiinkben a -NO; dominans jelenléte infravords
vizsgalatokkal nem azonosithatd, s6t a hidroxamat oxidéacidja nitrozocsoportot tartalmazo
vegylilet megjelenését eredményezné, amely a -NOz-hoz hasonléan szintén nem
detektalhatdé FT-IR méréseink alapjan. Valoszinlileg esetiinkben a NCs képzddése a
korabban emlitett polimerizacios reakcion alapul, amely extrém savas koriilmények kozott
az indolgytirivel rendelkezé molekuldk esetében igazolhato [140]. Igy az amino- és
hidroxamatcsoportok a feliileten akar szabadon hozzaférhetd formaban vannak, ezzel
fémionok koordinéciojara képesek lehetnek.

A NCs nanométer alatti mérete miatt sem a nagy felbontdsu transzmisszios
elektronmikroszkopia, sem a DLS nem eredményez értékes adatokat az egyedi (primer) NCs
méretérdl és méreteloszlasarol. A legjobban sikeriilt HRTEM képeket a 41. abra mutatja
be. A mintaban, az els¢ felvétel alapjan (41. abra, bal oldal) kisebb-nagyobb, ~ 10—-80 nm
kozotti, néhany ill. néhdny tiz NCs 0Osszekapcsolodasaval kialakuld adduktumok
azonosithatéak. Nagyobb nagyitds mellett (41. abra, kozépsé felvétel) mar Iényegesen
kisebb, 3—4 nm atmérd6ji NCs is azonosithatdak. Igyekeztiink a lehetd legjobb felvételeket

késziteni, de a 41. abran (jobb oldalt) taldn kimutathatéak ~ 1 nm koriili NCs is, de a felvétel
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nem jo mindségli. Bar XPS méréseket ezen rendszer esetén sem tudtunk kivitelezni, de a

HRTEM képek igazolhatjdk a NCs jelenlétét.

41. abra: Reprezentativ HRTEM képek a TrpHA-Au NCs-t tartalmaz6 vizes diszperziorol

kiilonb6z6 nagyitasokban.

A méretre vonatkozoan azonban ~ 0,97 + 0,41 nm meghatidrozhatd fényszoras
meérésekkel, de mivel ez az érték kozel van a miiszer kimutatasi hatarahoz, csak feltételekkel
fogadhat6é el. A pH-fiiggd DLS mérés segitségével mar a kisebb NCs aggregatumai
(d ~ 2040 nm) azonosithatok, igy a (-potencial értékek pH = 2—10 kdzott ezen nagyobb
nano-objektumok jelenléte alapjan a feliilet megjelenése altal hatdrozhatok meg. A mérések
alapjan a TrpHA fémfeliileten valé kotddése egyértelmiien igazolhatod, mivel a (-potencial
értékek valtozdsa a pH filiggvényében teljes mértékben koveti a TrpHA molekula
koncentracioeloszlasi gorbéjét [141][91]. Ennélfogva, jol definidlt pozitiv értékek
(pl. C-potencial = +20,15 = 1,5 mV pH ~ 4,0-nél) mérheték pH ~ 6 alatt, ahol a TrpHA
teljesen protonalt formaban (H:L") van. A proton disszocidcioval parhuzamosan
(ammoniumrol az aminocsoportra) a ligandum semlegessé valik €s a {-potencial eldjelet valt,

ami a ligandum fémfeliileten valo jelenlétét jelzi (42. abra).
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42. abra: A TrpHA koncentracideloszlasi gorbéi (ctpna = 2,0 mM, folytonos vonalak) a
TrpHA-Au NCs {-potencidlértékeivel a pH fliggvényében (pontokkal jeldlve)
(craucs-= 1,0 mM, 1 =0,15 M (NaCl)).
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A tisztitott NCs sotlirésének vizsgalatahoz a NaCl koncentracid hatasat vizsgaltuk az
NCs stabilitasara a 0,25-2,5 M tartomanyon. Az eredmények alapjan cnaci ~ 1,0 M alatt nem
volt jelentds valtozas az NCs emisszios intenzitasaban, de a magasabb sotartalom mérhetd
csokkenést okoz a PL intenzitdsdban (kb. 30 %), ezért a tovabbiakban a szenzorikai

vizsgalatokhoz cnac1= 0,15 M hasznéltunk.

5.10. A TrpHA-Au NCs szenzorikai vizsgalata

A tisztitott és szerkezetileg jellemzett TrpHA-Au NCs szenzorikai alkalmazasokban
rejlo lehetdségeit is vizsgaltuk eltérd fémionok esetében. Kisérleteink sordn olyan
biolégiailag fontos és dltalanosan vizsgalt fémionokat haszndltunk, mint pl. a Fe**, Cu*',
Co?", Ni** stb. Jol ismert, hogy ezek a paramagneses tulajdonsagu fémionok altalaban PL

13" vagy a Zn>" a PL erdsitése

kioltast okoznak, mig a diamégneses fémek esetében, mint az A
a gyakoribb. A szelektivitast és az érzékenységet nagymértékben meghatarozza a fémmagot
stabilizal6 bioligandum mindsége. A TrpHA-Au NCs potencialis optikai szenzorként valod
alkalmazasédhoz a klaszterek fluoreszcencia spektrumait szdmos fémion jelenlétében ¢€s
hidnyéban is rogzitettem, ahogyan ezt mar korabban a masik rendszer esetén is kiviteleztem.
A relativ fluoreszcencia értékeket (Io/I) a 43. abra szemlélteti. Szakirodalom tSbb
kozlemény alapjan is, a Trp-Au NCs kizarolag a Fe*-ionok hatdsara mutatnak mérhetd
fluoreszcencia kioltast [142][138], az Gsszes tObbi fémiont tartalmazo rendszerben a NCs
fluoreszcencidja nem valtozik. Amennyiben a karboxilatcsoportot hidroxaméatcsoportra
modositjuk, akkor a 43. dbra adatai alapjan lathatd, hogy a Fe**-ionok mellett a Cu**-ionok
esetén is mutatkozik dominans kioltas (Io/I ~ 3,6-3,8). A Ni*" és Co*"-ionok esetében csak
enyhe kioltast (Io/I ~ 1,3—1,5) észleltiink. Az eredmények alapjan tehat megallapithato, hogy
a funkcioscsoport cseréje valdban hatassal van a NCs szelektivitdsara. A kioltassal
parhuzamosan a TrpHA-Au NCs {-potencidl értéke +18,5 mV-rol kdzel -20 mV-ra valtozik,
ezt jol szemlélteti a 43.B. dbra. Valosziniileg a Cu®>" a feliilethez kotott ligandumbol
disszocialhato protonokat szabadithat fel, majd komplexet képezhet a klaszter feliiletén. Ezt
igazolja a diszperzio pH értékének valtozasa is, mivel a pH = 4,58-r61 pH = 3,85-re valtozik
(a tiszta Cu®" oldat pH-ja pH = 4,93). A LOD értéket hasznaltuk fel annak meghatirozasara,
hogy a Cu?' és Fe* tekintetében melyik okozta a dominansabb kioltast. Ebbdl a célbol
szamos fémion koncentracio6 (1,0 nM—100 mM) beallitasa mellett kdvettiik a NCs relativ PL
intenzitas értékeinek a valtozasat. Az eredményeket a kovetkezo fejezetben részletezziik és

értelmezzuk.
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43. abra: (A) A TrpHA-Au NCs korrigalt relativ PL (Ip/I = 1 esetén nincs detektdlhato
kélcsonhatas (fekete folytonos vonal), a szagatott vonal pedig a mérési eredmények szorasat
jeloli). és (B) (-potencial értékei tobb fémion vizsgalata soran (Cfemion = 0,15 mM,
craucd]-= 0,25 mM, cnaci= 0,15 M, T =25 °C, Aex= 380 nm, Aem = 470 nm) az egyes mintak
UV-lampa alatti fotojaval.

5.10.1. A TrpHA-Au NCs és a Cu’*-ionok PL kioltasi folyamatanak javasolt mechanizmusa

A TrpHA-Au NCs kolcsonhatasat Cu®*-ionok jelenlétében részletesebb PL kioltasi
vizsgélatokkal tanulmanyoztuk szenzorikai vizsgalataink soran. A mérés soran folyamatos
PL intenzitds csokkenés figyelhetd meg (44.A. dbra). Ezen kisérletek alapjan a Cu®'
esetében meghatarozhatd a LOD, ami 3,16 uM [131]. Ezutan meghataroztuk azon dinamikus
tartomanyt, ahol a detektalhato jel (tehat a kioltas mértéke) lineédrisan valtozik az analit
tartomanyon linearis 0sszefiiggés érhetd el, viszont a koncentracid tovabbi novelésével egy
telitddés felé hajlo gorbét kapunk, ami kombinalt (sztatikus €és dinamikus) kioltasi
mechanizmust jelez. A fémion hozzaadasat kovetden rdgzitettem az abszorbancia
spektrumokat, melyekrél megallapithatd, hogy a lathatd tartomanyon nem azonosithatd
szines komplexek jelenléte, ami megerdsiti azt a tényt, hogy a stabilizal6 ligandum nem
tavolithato el” a fémfeliletrol, amit a korabbi munkank a HisHA-Au NCs esetében mar

megallapitottunk. A pH < 4, ami miatt a Cu?"-ionok hidrolizise sem meghatarozo.
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44. abra: (A) TrpHA-Au NCs emissziés spektrumai névekvé Cu®* koncentracié mellett és
a PL kioltas adatainak modositott Stern-Volmer abrazolasa ndvekvé Cu?" jelenlétében
(craucial-= 0,25 mM, Aex = 380 nm, T = 25 °C). (B) Cu*" és a TrpHA-Au NCs kdlcsdnhatasara
vonatkozo InKj vs. 1/T adatok van’t Hoff 4brazolasa (a szaggatott sarga vonal a nemlinearis

paraméterbecslés eredményét mutatja). (C) A TrpHA-Au NCs DLS-gérbéi a Cu®*-ionok

crer

Ahhoz, hogy tobb informaciot kapjunk a kioltds mechanizmusénak természetérdl,
hémérséklet-fliggd PL kioltasi kisérleteket is végeztem. Megfigyeltiik, hogy 25 °C-on a
TrpHA-Au NCs fluoreszcencia intenzitdsa szinte linedrisan csokkent a Cu?"
vizsgélatokat 5 kiilonb6z6 hémérsékleten végeztem el a kotddési folyamat
mechanizmusanak ¢és termodinamikdjanak megértése érdekében. Az eltérd kioltési
mechanizmus miatt a mérési adatokat a dolgozat 2.2.3. fejezetében ismertetett modositott
fiiggvényében abrazoltam a mérésekbdl szarmazo o/l értékeket (44.A. abra). Igy a lineéris

regresszid meredeksége és metszéspontja megadja n és Ky, értékét.
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4. tablazat: Stern-Volmer kotési paraméterek a log [(Io/I)-1] vs. log [Q] dbrazolasok linearis
regresszidjabol és termodinamikai paraméterek a In K, vs. 1/T adatok van't Hoff
dbrazolasanak nemlinedris regresszidjabol a Cu?" és TrpHA-Au NCs kolcsonhatisra

vonatkozoan tobb homeérsékleten.

T (K) K» (M) n AH? AS° AC,
(kJ mol'!) (kI mol'K)  (kJ mol' K

283 2,39 x 102+£9,09 x 10" 0,5+0,1
293 6,11 x10'+8,72 x 10" 0,4+0,1
303 456 x 10'+8,72x 10" 0,3+0,1  -29,69 + 3,40 -0,11 £0,01 -7,19+ 0,31
313 1,24 X 102+£8,72 x 10" 0,4+0,1
318 3,34 x 10°+£8,99 x 10 0,5+0,1

Amint a 4. tablazat mutatja a Kp értékek harom hémérsékleti értéken 102 M
nagysagrendiiek voltak, ez arra utal, hogy egy dominans kolcsonhatas torténhet, amely a PL
intenzitas kioltdsahoz vezet egy nem fluoreszcens adduktum megjelenése miatt. A Cu®* és a
TrpHA-Au NCs kozotti reakeid termodinamikéjanak mélyebb megértéséhez az 5 kiilonb6zo
hémérsékleten meghatarozott Ky, értékek alapjan meghatéroztuk a kioltasi folyamat
termodinamikai allandoit is a van’t Hoff Gsszefliggés integralt formajaval (2.2.3. fejezet).
Ezt a kifejezést haszndlva a Ky kisérletileg meghatarozott ¢és becsiilt értékeit 1/T
fliggvényében illesztettiik, igy a termodinamikai allapotfiiggvények értékeit egy nemlinedris
paraméterbecslési modszer paramétereiként kaptuk (44.B. abra). A szo6ras kiszdmitasahoz a
stlyozott ,,jackknife” eljarast alkalmaztuk. Az entalpia, entropia és hdkapacitas-valtozas
értékeit és adatait szintén (4. tablazat) tartalmazza. A AH® és AS° elgjele szerint a
kolcsdnhatod specieszek kozott haromféle kdlcsonhatis lehetséges: AH? > 0 és AS? > 0
hidrofob erék, AH? < 0 és AS® < 0 van der Waals-erdk és hidrogén kotések, AH® < 0 és
AS? > 0 elektrosztatikus kolcsonhatas [124]. A negativ AH? és AS® értékek van der Waals-
erdk és hidrogénkotések dominancidjat jelzik. DLS vizsgalatok megerdsitik a NCs enyhe
aggregaciojat a Cu?" folyamatos adagoldsaval, ami szintén a kombinalt kioltasi
mechanizmusra utal (44.C. abra). A TrpHA Cu?*-ionokkal valé komplexképzd tulajdonsaga
jol ismert az irodalomban [91]. Savas pH-tartomanyon (pH = 3-5) a [CuL,] és [Cu2LoH.1]"
képzddése dominal mig pH > 4 esetén [CuL:] is kezd megjelenni. Az utdbbi két esetben egy
fémion a hidroxamat [O,0] és [NH», hidroxamat-N] vagy két [NH, hidroxaméat-N]
donorokon keresztiil két ligandummal is kapcsolodhat, ami tovabb erdsiti a NCs

réz(Il)ionokon keresztiili lehetséges kapcsolodasat, igy lehetdvé téve nagyobb
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aggregatumok kialakuldsat. A fentebb emlitett van der Waals erék a klasztermagok

Osszekapcsolodasabol is adodhatnak.

5.10.2 A TrpHA-Au NCs és a Fe*" -ionok PL kioltdsi folyamaténak javasolt mechanizmusa

A szenzorikai mérések kiértékelése alapjan a Fe’'-ionok esetében lépcsdzetes
fluoreszcencia kioltds figyelhetd meg (45.A. abra), amely erésen fiigg a Fe*'-ionok
koncentraciojatol. Ebbdl adodoan a Fe*'-ionok esetében a LOD érték és igy a linedris
tartomany nem hatarozhatd meg, csak a legkisebb kimutathaté mennyiség adhatd meg
spektrofluorimetrids mérések alapjan, ami ~11,0 pM. Ebben az esetben a TrpHA-Au NCs
C-potencialjanak értéke nem valtozik szamottevden, ami alatimasztja egyéb mechanizmusok
dominanciajat a kioltasi folyamat soran, ellentétben a Cu**-ionoknal kapott eredményekkel.
A klaszterdiszperzid pH-ja sem mutatott jelentds valtozast, csak a két vizes oldat (NCs
diszperzi6 és Fe’" oldat) keveredése okozott enyhe mértékii pH csokkenést (pH = 3,2). Ezen
a pH-n mér a Fe’" esetén a fémion hidrolizisével kell szdmolni (pH ~ 3, domin4ns forma

Fe(OH)>).
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Cu’'-ionok (e, sarga pontok) és Fe’'-ionok (A, sziitke haromszdgek) jelenlétében
(Aex =380 nm, Aem =470 nm). (B) Kisérleti (o, fekete korok) és szimulalt (folytonos sziirke
gdrbe) ITC-entalpogramok 1,0 mM Au-tartalmii TrpHA-Au NCs 2,0 mM Fe**-ionokkal
torténd titralasarol, 6sszehasonlitva az analog mintak korrigalt fluoreszcencia intenzitasaval

(A) a fémion/arany molaris arany fliggvényében.

A 45.A. abran jol lathato, hogy alacsony Fe**-koncentracio mellett a fluoreszcencia
intenzitasa majdnem alland6. Jelentdés kioltds kovetkezik be 10 uM feletti
fémkoncentracional, amely felett a fluoreszcencia intenzitdsa meredeken csokken, majd

ismét kozel allando értéket vesz fel, ahogy a Fe’" koncentracidja eléri az 50 pM-t.
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Megallapithat6 tehat, hogy eltérd folyamatok okozzak a PL kioltasat. A 0,50 mM és 1,0 mM
fémion koncentracio esetén ugyanez a PL aggregacio altal kivaltott kiolto hatds érhetd el,
amit a PL élettartam értékek hasonl6 valtozasa is megerdsit (TrpHA-Au NCs: 1,47 £0,2 ns,
TrpHA-Au NCs + 1,0 mM Fe*: 0,8 + 0,3 ns; TrpHA-Au NCs + 1,0 mM Cu*":
0,79 + 0,3 ns). Mivel a spektralis adatok alapjan nem volt lehetéség termodinamikai
elemzésre, a Fe*'-ionok esetében a fluoreszcencia intenzitas csokkenéséért felelés kotés
kialakulasat kiséré termodinamikai mennyiségek mértékét ITC moddszerrel becsiiltiik meg.
A 45.B. abra a Fe’*-ionok TrpHA-Au NCs-hez valo kotédésének ITC mérések révén
rogzitett eredményeit mutatja az egy kotohely-modell altal generalt elméleti entalpogrammal
egylitt. Az ITC adatokon kiviil a 45.B. dbra szemlélteti az azonos Osszetételli mintak
PL intenzitasanak véltozasat is a Fe’>*/Au molarany fiiggvényében (a molarany az aranyosan
a Fe**-ionok és a NCs-ben 1év6 Au(0) atomok szamanak is megfeleltethetd). A 45.B. abran
Osszefoglalt eredmények szerint az ITC és PL adatokban valtozast mutato fiiggvények a
moldris arany fliggvényében analég modon valtoznak. A molaris ardanyokat koncentracio
értékekre konvertalva az ITC adatok megerdsitik, hogy a TrpHA-Au NCs fluoreszcencia
tulajdonsaga nem valtozik jelentdsen 10 pM Fe*'-koncentraci6 alatt. Ha azonban ezt a
hatarértéket tallépjiik, a Fe*" és a TrpHA-Au NCs stabil adduktumot (jol definidlt kisebb
aggregatumokat) képeznek, csokkent fluoreszcenciaval. Ha a klasztermag koriilbeliil ot
aranyatomot tartalmaz, akkor a gorbék inflexios pontjaban koriilbeliil egy Fe*'-ion jut két
klasztermagra. Ez a kozelitd és feltételesen kezelendd szamitas arra utalhat, hogy egy
fémmag egy vagy két feliilethez kotott ligandumot tartalmazhat. Az ITC eredmények alapjan
a kovetkez6 paraméterek szamithatok ki az egyszeri kotési modell segitségével:
Ko = 4,67x10* = 360x10° M AG" = -2664 =+ 0,19 kI moll;
AH = -114,14 + 3,66 kJ mol™; és AS® = 0,29 kJ mol! K™'. A termodinamikai adatokat
osszevetve megallapithatod, hogy a Fe*'-ionok nagyobb kotési affinitassal rendelkeznek
(4. tablazat), mint a Cu?*-ionok, de a Cu?*-ionok Fe**-ionok jelenlétében is kimutathatok,
ha a Fe**-ionok koncentracioja nem haladja meg a 10 uM-os értéket. A hémérsékletfiiggd
fluoreszcencia kioltas €s kvantitativ kalorimetrias vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy
ezek a fémionok kiilonbdzé modokon 1€phetnek kdlcsonhatasba az NCs-kel, amit a 46. abra
foglal Ossze. A 46. abra egyrészt a TrpHA-stabilizalt kéken emittdldé NCs javasolt
szerkezetét is bemutatja, ahol a ligandum lehetséges kotddése az NCs feliiletéhez az indol-
N-en keresztiil feltételezhetd, de minden valoszinliség szerint az amino-N kotodése is

eléfordul, annak ellenére, hogy az FT-IR mérések csak az indolgylirii szerepére utalnak.
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javasolt mechanizmusainak vazlatos dbrazoldsa a fémionok koncentracigjatol fliggden savas

koriilmények kozott (pH = 3—4).

Szenzor rendszeriink Fe**-ionok iranti érzékenységének csdkkentésével (LOD ~11
uM) kimutattuk, hogy a Cu?'-ionok iranti szelektivitas jelentdsen ndvelheté (LOD = 3,16
uM). Réz(Il)ionok esetében azt az eredményt kaptuk, hogy a TrpHA feliiletstabilizalo
TrpHA molekuldk képesek koordindlni a Cu?'-ionokat, amit a fé termodinamikai
paraméterek is megerdsitettek, ¢és savas kozegben erdsen generdljadk az NCs
dsszekapcsolodasat. A dimer- és bisz-komplexek kialakuldsa ersen preferalja az NCs Cu?*-
ionokon keresztiili 6sszekapcsolodasat/felfiizodését (46. A. abra). Fe(Ill)ionok esetében a
kioltas mértéke erdsen fiigg a fémion koncentracigjatol, és csak akkor kovetkezik be, ha az
NCs nem képesek tobb Fe**-iont kétni a feliileten, ami az NCs aggregaciojat okozza (46. B.
abra). Valosziniileg a Fe*"-kotésen keresztiil savas pH-n (pH ~3,1) csak monokomplex(ek)
képzddnek, de a Fe**-TrpHA-ra vonatkoz6 részletes oldategyenstlyi vizsgalatok nem allnak
rendelkezésre az irodalomban. Ez az eltéré komplexképzddési viselkedés nagymértékben

hozzajarul az érzékelési folyamathoz.
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6. Osszefoglalas

A nanoszerkezetli anyagok tanulmanyozidsa a modern kolloidkémia egyik
legintenzivebben fejlodd teriilete. A fémtartalmi nanoszerkezetli anyagokon beliil a
nemesfémek, kiilondsen az Au, egyediilallo optikai és szerkezeti tulaldonsdgaiknak
koszonhetden, ezért szamos alkalmazasteriileten, pl. az elektronika, szenzorika,
orvosbiologia ¢és diagnosztika egyre ndvekvd érdeklddés tapasztalhaté az alkalmazasuk
irant. Az orvosbiologia terliletén szintén egyre bdviil az igény a korszerti, szabalyozhatd
mérettel, Osszetétellel és funkcioval rendelkez6 nemesfém NCs ,,z6ldkémiai” Gton torténd
ujszerii szintézis protokolljainak fejlesztésére, ami motivaciot adott kutatomunkamhoz. A
kutatocsoportunkban néhany éve Kkitiintetett szereppel birnak a fluoreszcens sajatsaggal
rendelkezd Au NCs szintézise, szerkezeti- ¢és funkciondlis jellemzésiik, mely klasztereket
eredményesen hasznaltak fel dontéen szenzorikai célokra. A kutatas folytatasaba 2020 dszén
csatlakoztam, ahol kiemelt feladatom volt foként egylépéses ,,zoldkémiai” szintézisutak
kidolgozasa, melyek biokompatibilis egyfémes fluoreszcens nemesfém nanostruktarak
eldallitasara iranyultak. Célunk volt, hogy atfogd képet adjunk arrol, hogyan befolyésolja a
nanoszerkezetek optikai és szerkezeti tulajdonsagait a kulcsfontosagu kisérleti koriillmények
valtoztatédsa, ill. emellett felhasznalasi lehetdségeiket (bio)szenzorikai, fehérje kolcsonhatas
¢és antioxidans kapacitas vizsgalatokban tanulmanyoztuk.

Doktori munkédm elsd 1épésében egyszerli €s reprodukalhaté szintézis protokollt
dolgoztunk ki a B3-vitamin amid szarmazékaval, a nikotinamiddal stabilizalt Au NCs lagos
kozegben (pH = 8) torténd eldallitisara NAM:[AuCls]/10:1 molaris arany kialakitasa
mellett. Igazoltuk, hogy az eldallitott klaszterek intenziv kék emisszidval (Aex = 335 nm,
Aem= 380 nm) ¢és nanoszekundumos datlagos élettartammal (t1 = 4,7 ns (32 %),
T2 = 4,7 ns (68 %)) rendelkeznek, kb. 3—4 db. Au atomot tartalmaznak, és az [AuCls] -ionok
teljes redukcidjat és a fluoreszcens termék hozamat a nikotinamid mellett a Na-citrat
jelentdsen eldsegiti.

ORAC mérésekkel erdsitettiik meg, hogy a szintetizalt és tisztitott NAM-Au NCs
(TE = 0,48 = 0,03) hasonl6 antioxidans kapacitdssal rendelkeznek, mint a tiszta NAM
(TE = 0,568 £ 0,02), viszont emellett a NCs dominans fluoreszcens tulajdonsaggal is
rendelkeznek, ezért ez a kettds funkcid kiemelt szerepet jatszhat biokatalikus reakciokban.
A NCs ¢és a fehérje (BSA) kozotti kolecsonhatast egyedi méréstechnikakkal vizsgaltuk
(SPR, ITC). Az SPR mérések révén igazoltuk, hogy a NAM-Au NCs sokkal gyengébb

kolcsonhatast alakitanak ki a marha szérum albuminnal, ellentétben mas kéken emittalo
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szintén kismolekulakkal (pl.: tiamin, AMP). Ezt azt eredményt erdsiti meg a valds sebességi
allandok (ka, ka) hanyadosabol szamitott kotési allandok értéke is (Ka= 143 £ 30 M 1),

Elséként bizonyitottuk, hogy a Bi-vitamin redukalo- és stabilizaloszerként vald
alkalmazaséaval lehet0ség van az Au NCs eldallitasara vizes kozegben szobahdmérsékleten.
Kimutattuk, hogy az igy eldallitott Au NCs intenziv kék emissziot mutatnak (Aex = 395 nm,
Aem = 450 nm) és kb. 5-6 Au atomot tartalmaznak. Atlagos élettartamuk nihany
nanoszekundum (t1 = 1,26 +£ 0,38 ns (31 %), 10 = 2,46 + 0,13 ns (49 %), 13 = 0,24 £ 0,01 ns
(20 %))) és kozel 3 %-os QY%-vel rendelkeznek. Az XPS és FT-IR mérések azt mutatjak,
hogy a kialakult klaszterekben az arany atomok nulla oxidécios allapotban vannak jelen, mig
a Bi-vitamin a pirimidin-N koordinacion keresztiil stabilizdlja a fémmagot, emellett a
ligandum oxidalt tiokrom formaja is szerepet jatszhat a klasztermag stabilizalasaban.

A Bi-Au NCs (TE = 0,53 + 0,01 uM) potencialis antioxidans aktivitasanak
ellendrzéséhez ORAC méréseket végeztiink. Az antioxidans aktivitds masfélszeresére n6 a
tiszta Bi-vitaminhoz képest (TE = 0,36 + 0,02 uM), melynek oka a néhany atomot tartalmazo
fémmagok jelenléte €s az elektronban gazdag feliilet. Ezt az eredményt erdsitették meg az
ABTS vizsgalat soran meghatarozott 1Cso értékek is (Bi-vitamin: ICso = 76,4 + 3,7 uM,
Bi-Au NCs: ICso= 36,9 = 2,1 uM), ami hasonl6 tendenciat mutat, mint az ORAC vizsgalat
eredményei. A klasztermag feliiletén 1évd oxidalt tiokrom jelenléte okozhatja a
megndvekedett antioxidans hatdst. A SPR mérések kimutattdk, hogy a B1-Au NCs sokkal
erdsebb kolcsonhatasra képes a marha szérum albuminnal, mint a NAM-Au NCs. Ezt a
kotési allandé értéke is megerdsiti (Ka= 5468 £ 73 M 1),

Hisztidinhidroxdmsav felhasznalasadval (HisHA) olyan protokollt dolgoztunk ki,
amely lehetévé teszi néhany atomos Au NCs eldallitasat. Ezek az Au NCs-ek
4%-0s QY%-vel és atlagosan 4,2 ns-es fluoreszcencia élettartammal rendelkeznek.
Megallapitottuk, hogy pH = 7,0 bedllitisa mellett a HisHA:[AuCls]/5:1 arany
alkalmazéséaval preferalt a kék emisszidval (Aex = 365 nm, Aem = 440 nm) rendelkezd NCs
képzddése. Megfigyeltiik, hogy a fluoreszcens termékek hozama csaknem megduplazhat6 a
HisHA:Na-citrat:[AuCls]/5:10:1  molaris  ardanydnak  bedllitasdval.  Strukturalis
vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a HisHA imidazol-N és amino-N donoratomjai stabilizaljak
a kialakult fémmagot, és a NCs nem aggregalodnak jelentdsen még a magas inert s
koncentraci6 (cnac1 = 1 M) mellett sem.

Az Ujonnan szintetizalt nanoszerkezeteket részletesen vizsgaltuk (szerkezetiiket €s
optikai tulajdonsagaikat illetden) és foként szenzorikai alkalmazasokban préobaltuk

felhasznalni. A HisHA-Au NCs paramagneses fémionokkal valé kolesonhatasanak

93



vizsgalata azt mutatta, hogy tobb fémion is okoz PL kioltast (Cu?’, Fe’", Co*’, Ni*"). A
legnagyobb PL kioltds Cu’'-ionok esetén detektalhato (Io/I ~ 24), ami majdnem
megduplazhaté a rendszerben 1évO Na-citrat mennyiségének eliminalasaval (Io/I ~ 44). A
LOD = 2,49 uM meghatarozasa mellett a kioltasi mechanizmus azonositasa azt jelzi, hogy
a Cu*'-ionok klaszter diszperzidhoz valé hozzdadasit kovetden a klaszter feliiletérdl
szarmazo ,,soft” HisHA molekulak jelentds részével komplexet alkotnak, ami lehetdvé teszi
a vizes diszperzidban valo jelenlétiik spektralis azonoitasat. Igy a diszperzioban jelenlévé
Na-citrat molekuldk biztositjadk a fémmag stabilizalasat, melyet az élettartam mérések is
alatdmasztanak. Na-citrat hidnyaban szinte abszolut kioltas kovetkezik be, mivel a
klasztermagok stabilizdldsa nem biztositott. A klaszterek diamagneses fémionokkal
(pl. Zn**, Ca**, Mg?", AI*") valo kdlcsdnhatasanak vizgalatiaval kimutattuk, hogy csak a
Zn**-ionok okoznak dominans PL erdsitést (LOD = 7,5 uM). A vizsgalataink soran sikeriilt
bizonyitani, hogy a Zn**-ionok klaszter feliiletén torténd kotddés jelentésen befolyasolja a
klaszterek QY %-jét. Ezt a tényezdt sikeriilt novelni a kezdeti 4 %-rol 12 %-ra. A kotddés
valoszintlileg a szabadon hozzaférhetd [O,0] donorcsoportokon keresztiil megy végbe. Més
fémionok esetén az alkalmazott kisérleti koriilmények mellett ez a koordinaci6 nem
preferalt.

A mérések alapjan bebizonyosodott, hogy a TrpHA:[AuCls]/2:1 moléris arany
optimalis a kékeszold emisszioji (Aem = 470 nm, Aex = 380 nm) TrpHA-Au NCs
eldallitasahoz er6sen savas kozegben. A klaszterképzdodés hajtoereje feltehetéen az
indoltartalmu vegyiiletek autopolimerizaciés reakcidja erdsen savas kozegben. A
hidroxamatcsoport jelenléte, amely a klaszterképzddési folyamat sordn nem megy at
konforméaciovaltozason, lehetévé teszi a TrpHA-Au NCs szelektivitasanak ¢és
érz¢kenységének hangolasat, ami lehetévé teszi a fémionok egyidejii azonositasat is.
Homeérsékletfiiggé PL kioltasi és kvantitativ kalorimetrids vizsgalatok segitségével
kimutattuk, hogy a fémionok kiilonb6z6 modon Iéphetnek kdlcsonhatasba a klaszterekkel.
Egyrészt kimutattuk, hogy a klaszterfeliiletet stabilizaldé TrpHA ligandumai képesek
koordinalni a Cu?*-ionokat, ezéltal savas kozegben generalja a NCs dsszekapcslodasat, ami
kombinalt PL kioltast eredményez. A Fe’*-ionok esetében azt figyeltiik meg, hogy a PL
kioltds mértéke erdsen fligg a fémion koncentracidjatol és csak akkor kdvetkezik be a NCs
aggregicioja miatt, ha a NCs nem képesek tobb Fe’'-iont megkotni a feliileten.
Kovetkezésképpen a Cu®*-ionok azonositdsa vizes kdzegben 10 pM-nal megvaldsithato

Fe**-ionok jelenlétében.
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7. Summary

The investigation of the nanostructured materials are one of the most intensively
developing areas in modern colloid chemistry. Among metallic nanoscale materials, noble
metals, especially Au, have unique optical and structural properties, which has led to
increasing interest in their applications in various fields such as catalysis, sensing, medical
biology, and diagnostics. In the field of medical biology, there is also a growing demand for
the development of novel synthesis protocols for noble metal NCs with controllable size,
composition, and function, using "green chemistry" methods, which was the main
motivation of my research work. In our research group, the synthesis, structural and
functional characterization of Au NCs with fluorescent properties have been playing a
prominent role for several years, which clusters have been successfully used for sensor
applications. I joined to the research group in the autumn of 2020, where my main task was
to develop one-step "green chemistry" synthesis routes to produce biocompatible
monometallic fluorescent noble metal nanostructures. Our goal was to provide a
comprehensive understanding of how the optical and structural properties of nanomaterials
are influenced by changes in key experimental conditions, and in addition, we studied their
potential applications in (bio)sensor, protein interaction, and antioxidant capacity
investigations.

In the first step of my doctoral work, we developed a simple and reproducible
synthesis protocol for the production of Au NCs stabilized with NAM, a derivative of
vitamin B3, in an alkaline medium (pH = 8) with a NAM:[AuCl4]/10:1 molar ratio. We
confirmed that the produced clusters exhibit intense blue emission (Aex = 335 nm,
Aem = 380 nm) and have an average lifetime in the nanosecond range (11 = 4.7 ns (32%),
T2 = 4.7 ns (68%)). They contain approximately 3—4 Au atoms and the total reduction of
[AuCls] -ions and the yield of the fluorescent product are significantly enhanced by
Na-citrate in addition to nicotinamide.

ORAC measurements confirmed that the synthesized and purified NAM-Au NCs
(TE = 0.48 = 0.03) have similar antioxidant capacity as the pure NAM (TE = 0.568 = 0.02),
but in addition, the NCs also posses dominant fluorescent properties, therefore this dual
function may play a prominent role in biocatalytic reactions. The interaction between NCs
and the protein (BSA) was investigated using unique measurement techniques (SPR, ITC).
Through SPR measurements, it was confirmed that NAM-Au NCs form much weaker

interactions with bovine serum albumin compared to other blue-emitting small molecules

95



(e.g. thiamine, AMP), as evidenced by the binding constants calculated from the ratio of
association and dissociation rate constants (Ka = 143 + 30 M ).

We have demonstrated for the first time that the application of B; vitamin as a
reducing and stabilizing agent enables the production of Au NCs in aqueous medium at room
temperature. We have shown that the Au NCs produced in this way exhibit intense blue
emission (Aex = 395 nm, Aem = 450 nm) and contain approximately 5-6 Au atoms. Their
average lifetime is a few nanoseconds (11 = 1.26 + 0.38 ns (31%), 12 =2.46 = 0.13 ns (49%),
13 =0.24 + 0.01 ns (20%)) and they have an internal quantum efficiency of nearly 3%. XPS
and FT-IR measurements indicate that the gold atoms in the formed clusters are in a zero
oxidation state, while B; vitamin stabilizes the metal core through pyrimidine-N
coordination, and the oxidized form of the ligand thiocrome may also play a role in cluster
core stabilization.

To verify the potential antioxidant activity of Bi-Au NCs (TE = 0.53 = 0.01 uM),
ORAC measurements were performed, showing antioxidant activity one and a half times
higher compared to pure B; vitamin (TE = 0.36 + 0.02 uM), due to the presence of metal
cores containing a few atoms and electron-rich surface. This result was further confirmed by
ICso values determined via the ABTS assay (B vitamin: ICso = 76.4 + 3.7 uM, Bi-Au NCs:
ICs0=36.9 £ 2.1 uM), which shows a similar trend as the results of the ORAC study. The
presence of oxidized thiochrome on the surface of the cluster product may be responsible for
the increased antioxidant activity. SPR measurements showed that Bi;-Au NCs interact much
more strongly with bovine serum albumin than NAM-Au NCs. This is confirmed by the
binding constant value (Ka= 5468 + 73 M),

We have developed a protocol using HisHA that allows for the production of few
atomic Au NCs. These Au NCs have a quantum yield of 4% and an average fluorescence
lifetime of 4.2 ns. We found that at pH = 7.0, using a HisHA:[AuCl4]/5:1 ratio, the preferred
product is the formation of NCs with blue emission (Aex = 365 nm, Aem = 440 nm). We
observed that the yield of fluorescent products can be nearly doubled by adjusting the molar
ratio of HisHA:citrate:[AuCls4]/5:10:1. Structural studies confirmed that the imidazole-N
and amino-N donor atoms of HisHA stabilize the formed metal core, and the NCs do not
significantly aggregate even at high inert salt concentration (cnact = 1.0 M).

The newly synthesized nanostructures have been investigated in detail with respect
to their structure and optical properties, and have been used mainly in sensing applications.
Investigation of the interaction of HisHA-Au NCs with paramagnetic metal ions showed that

several metal ions cause PL quenching (Cu®*, Fe**, Co*", Ni*"), with the highest PL
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quenching detected for Cu**-ions (Io/I ~ 24), which can be nearly doubled by eliminating the
amount of Na-citrate in the system (Io/I ~ 44). This is not feasible for the other three metal
ions. In addition to determining the lowest detectable quantity (LOD = 2.49 uM),
identification of the quenching mechanism indicates that after adding Cu?**-ions to the cluster
dispersion, they form complexes with a significant portion of the "soft" HisHA molecules
originating from the cluster surface, allowing for their spectral identification in aqueous
dispersion. Thus, the presence of Na-citrate molecules in the dispersion ensures the
stabilization of the metal core, which is supported by the lifetime measurements. In the
absence of Na-citrate, almost complete quenching occurs, as the stabilization of the cluster
cores is not guaranteed. By investigating the interaction of clusters with diamagnetic metal
ions (e.g. Zn**, Ca*", Mg?*, AI*"), we have shown that only Zn**-ions cause dominant PL
enhancement (LOD = 7.5 uM). During our studies, we were able to demonstrate that the
binding of Zn**-ions on the cluster surface significantly affects the internal quantum yield
factor of the clusters. We were able to increase this factor from the initial 4% to 12%. The
binding likely occurs through the freely accessible [O,0] donor groups. In the case of other
metal ions, under the applied experimental conditions, this coordination is not preferred.
Based on measurements, it has been proven that the TrpHA:[AuCl4] /2:1 molar ratio
is optimal for the production of blue-green emitting (Aem = 470 nm, Aex = 380 nm) TrpHA-
Au NCs in strongly acidic conditions. Similar to the mechanism identified for tryptophan
amino acid, the driving force for cluster formation is likely the auto-polymerization reaction
of indole-containing compounds in strongly acidic conditions. The quantum yield of the
produced Au NCs was 2.13% and the average lifetime was 1.47 nanoseconds. The presence
of the hydroxamate group, which does not undergo conformational changes during cluster
formation, allows for tuning the selectivity and sensitivity of TrpHA-Au NCs, enabling
simultaneous identification of metal ions as well. Through temperature-dependent PL
quenching and quantitative calorimetric studies, we have shown that metal ions can interact
with the clusters in different ways. On one hand, we demonstrated that the TrpHA ligands
stabilizing the cluster surface are capable of coordinating Cu?-ions, leading to cluster
aggregation in acidic conditions, resulting in combined PL quenching. In the case of Fe*'-
ions, we observed that the extent of PL quenching strongly depends on the concentration of
the metal ions and only occurs due to NCs aggregation when the NCs are unable to bind
more Fe**-ions on the surface. Therefore, the identification of Cu?*-ions in aqueous solution

is achievable at 10 pM in the presence of Fe**-ions.
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