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Roviditések jegyzéke

NPs (nanoparticles): nanorészecskék

SPR (surface plasmon resonance): feliileti plazmon rezonancia
TOABF: tetraoktil-ammoénium bromid

NCs (nanoclusters): nanoklaszterek

CP (coordination polymer): koordinaci6s polimer

BSA (bovine serum albumin): marha szérum albumin

LYZ (lysozyme): lizozim fehérje csirke tojasbol

vG: y-globulin

GSH: redukalt -glutation

Cys: -cisztein

CW: ciszteinil-triptofan az aminosavak egybetiis jeldlése alapjan
His: (-hisztidin

Trp: L-triptofan

AMP: 5’-adenozin-monofoszfat

PBS: foszfat-puffer (pH = 7,4 és 0,15 M NaCl)

MQ-viz: ultratiszta Milli-Q viz

Boc: terc-butil-oxi-karbonil

tBut: tercier-butil

Trt: tritilcsoport

TFA: trifluorecetsav

DTT: ditiotreitol

UV-Vis: ultraibolya-lathat6 (spektrofotometria)

PL.: fotolumineszcencia/az értekezésben fluoreszcenciat jeldlve/
FT-IR: Fourier- transzformacios infravoros spektroszkopia
CD: cirkularis dikroizmus spektroszkopia

ESI-MS: electrospray ionizacids tomegspektrometria
MALDI-MS (matrix assisted laser desorption ionization): atmoszférikus nyomason miikddo,
1ézerdeszorpcids ionizacios tomegspektrometria

DLS: dinamikus fényszoras

HRTEM: nagyfelbontasu transzmisszios elektronmikroszkopia
XPS: rontgen fotoelektron spektroszkopia

XRD: rontgendiffraktometria

SAXS: kisszogli rontgenszoras

ITC: izotermikus titracios kalorimetria
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1. Bevezetés

Az elmalt néhany évtizedben a nanoszerkezetli anyagok eldallitasa és
szerkezetvizsgélata, szdmos tudomanyteriileten valé alkalmazhatosaguknak kdszonhetden,
az egyik legdinamikusabban fejlodd kutatdsi teriiletté valt, melyet az 0j tudomanyos
publikaciok szamanak évrol évre torténd rohamos névekedése is igazol. A nanoszerkezet(i
anyagokon beliil kiilonosen a nemesfémek azok, amelyek egyedi elektromos, magneses és
optikai tulajdonsagaiknak kdszonhetéen az elektronikatdl a katalizisen at a gyogyaszatig
szamos témateriileten alkalmazhatoak. Az arany jol ismert kémiai inertsége a nanométeres
mérettartomanyban is jelen van, emellett a tombfazishoz képesti méretcsokkenés hatasara
megnodvekedett reaktivitdsa és az Gjonnan megjelend optikai sajatsdgai kovetkeztében
sz¢éleskorlien tanulmanyozott nanoszerkezetli anyag. Az orvosbiologiai teriileten torténd
felhasznalasok soran a szelektiven funkcionalizalt arany nanorészecskék (Au NPs) mellett a
fluoreszcens sajatsaggal rendelkez6 szub-nanométeres mérettartomanyba sorolhatd arany
nanoklaszterek (Au NCs) is egyre inkabb a figyelem kozéppontjaba keriilnek. Az 1. abra az

elmult években a nanoklaszterek témakorében megjelent publikaciok szamat mutatja.
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1. abra: A nanoklaszterek témakorében megjelent publikaciok szamanak valtozasa 1992-

2017 kdzott 4566 db publikacio alapjan.”

A biokompatibilis uton eldallitott nemesfém klaszterek nagy kinetikai stabilitast
mutatnak fiziologias kozegben. Szerkezetiikkel hangolhaté fluoreszcenciaval és nagy
kvantumhasznositasi tényezdvel rendelkeznek, ami lehetdvé teszi fluoreszcens
jelzdanyagként val6 alkalmazasukat, de fluoreszcens bioszenzorok alapjait is képezhetik. A

doktori értekezés egyik f6 motivacigja volt, hogy bar nemzetkézi viszonylatban

* A publikaciok éves eloszlasat a Clarivate Analytics Web of Science tudoméanymetriai adatbazis segitségével hataroztuk
meg ,,nanocluster” kifejezésre keresve.
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meglehetésen sok kutatdcsoport foglalkozik nemesfém nanoklaszterek jellemzésével —
ahogyan az az 1. abran is lathatd, de Magyarorszagon, egyetemen folyo alapkutatas
keretében mindosszesen 2-3 kutatocsoportban tanulmanyozzak a nanoklaszterek
szerkezetfiiggd optikai tulajdonsdgait. Kutatomunkédnk eredményeivel hozzajarulni

kivantunk a témateriilet sokrétliiségének bemutatasahoz.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az arany, mint kémiai elem

A nemesfémek egyik csoportjat a réz csoport elemei, a réz (Cu), az eziist (Ag) és az
arany (Au) képviselik. Az arany jellegzetesen sarga szinli nemesfém, amely a peridodusos
rendszer 79-ik eleme. Egy természetes izotopja van, hovezetd és elektromos tulajdonsagai
kiemelked6en jok. Elemi allapotban, a foldkéregben 0,004 ppm mennyiségben lelhetd fel,
de gyakorta telluridos ércekben kvarc- vagy pirit-kézetekhez kapcsoldddan is megtalalhato.
Igen nagy siirtiségti fém (p = 19,30 g cm=), melynek forraspontja (3129 K) mellett
olvadaspontja (1337,33 K) is kiemelkedéen magas. Standard potencial értékei pozitiv
értékeket vesz fel, az Au*/Au’: +1,691 V, Au®"/AuC: +1,498, mig az AuCls /Au®: +1,002 V.
A fémek kozil a legnagyobb elektronvonzd képességgel, ezaltal legnagyobb
elektronegativitassal (EN = 2,4) az Au bir, melynek alapallapotu elektronkonfiguracioja
[Xe] 4f1 5d1° 6st. Szilard halmazallapotban lapcentralt kobos racsszerkezettel és nagyfoku
inertséggel rendelkezik, hiszen még a tomény asvanyi savakban sem oldodik. A tdmény
sosav és salétromsav 3:1 aranyu elegyében keletkez6 nitrozil-klorid (NOCI) azonban

feloldja, amely soran tetrakloro-aurat képzdédik (1. egyenlet).
Au+ HNO3; +4 HCl - HAuCl, + NO + 2 H,0 (1)

Az Au vegyiileteiben leggyakrabban +3 és +1-es oxidacios allapotban fordul eld. A
kiilénféle Au(l)-tartalmi komplex vegyiiletek fémionjainak elektronkonfiguracioja [Xe] 4f4
500, szerkezetiiket tekintve altaldban linearis bisz-ligandumuak vagy tetraéderes
elrendezéstiek négyes koordinacioval [1-3]. Mivel az Au(l)-ionok diamagnesesek, ezért a
legtobb esetben a kialakuld komplexek szintelenek, azonban lumineszcens sajatsagot
mutathatnak az arany(l)ionok kozott fellépé 30-50 kJ mol™? energigju un. aurofil
kolesonhatés vagy a ligandum donorcsoportjai €s a fémcentrumok kozott kialakuld hibrid
palyakon torténd elektronatmenetek miatt. Az aurofil kdlcsonhatas atlagos tavolsaga ~ 3,0
A [4,5], amely kisebb, mint az atomok van der Waals sugarainak &sszege. Az Ag(l)-
komplexekhez képest azonban sokkal konnyebben diszproporcionalodnak Au(III)-ionokra
¢és elemi aranyra, mivel a legtobb esetben instabilak vizes kozegben. A +3-as oxidacios
allapotban [Xe] 4f4 5d® elektronszerkezettel leggyakrabban siknégyzetes geometriaji
komplexeket alkot [6,7]. Vizes kozegben leginkabb ezen +3-as oxidacié allapotban fordul
eld.

Az Au(lll)-komplexek vizes kozegii reakcidoi koziil talan a tetrakloro-aurat

hidrolizise a legrészletesebben tanulmanyozott folyamat. A 2. egyenlettel leirhato
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ligandumcsere reakcié alapjan a tetrakloro-aurat spontan hidrolitikus folyamata soran
kiilonféle osszetétell, vegyes ligandumu kloro-hidroxo-komplexek képzddhetnek az oldat

pH-jatol fiiggben, ahogyan azt a 2. abra is mutatja. [8—10].

AuCly +j H,0 = AuCl,_j(OH); +jH* +j CI” (2)
] [Au(OH),I
LOT (aucl,
0,8
I ["\"CL‘OHI_[ AuCl,(OH),|”
0,6

Moltort

0,4

0,2

0,0

2. abra: A tetrakloro-aurat ionok hidrolizise a pH fliggvényében (Caucis™ = 1 mM)

2.2. Plazmonikus sajdtsdgot mutato nanoszerkezetii nemesfémek

2.2.1. Nanoszerkezetii nemesfemek optikai tulajdonsagai

Az arany és eziist nanorészecskék (Au és Ag NPs) egyedi optikai tulajdonsaguk
kovetkeztében, amely a lokalizalt feliileti plazmon rezonancia (localized surface plasmon
resonance, LSPR), széles korben hasznalt nanoszerkezetii anyagok. Ezen emlitett jelenség
soran az arany nanorészecskék a lathatd fény fotonjaival vald intenziv kolcsonhatasanak
eredményeképpen a részecskét alkotd atomok vezetési elektronjainak kollektiv oszcillacioja
kovetkezik be (3.A abra), amely rezonanssa valik, ha az a besugarz6 fény elektromagneses
terének frekvencidjaval megegyezik. Az igy detektalhaté plazmon rezonancia spektrumok,
amelyek egy abszorpcios €s egy szorasi tagra bonthatok, hasznos informaciot szolgaltatnak
nemcsak a nemesfém nanorészecskék Osszetételérdl, de méretérdl és alakjarol is [11]. A
gomb alaku arany nanorészecskék karakterisztikus plazmon modusa Amax = 500-550 nm
tartomanyban detektalhato [12,13], mig arany/eziist 6tvozet nanorészecskék esetében a
plazmon modus Amax = 390-550 nm tartomanyon hangolhaté a mérettdl, dsszetételtdl és

szerkezettdl fiiggden [14,15].

10
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Elektromos tér Fém
nanorészecske
C oA b s] - -

Normalt abszorbancia

A (nm)

3. abra: (A) A lokalizalt feliileti plazmon rezonancia jelensége [16]. (B) Kiilonféle

morfologiaval rendelkez6 Au nanorészecskék UV-Vis spektrumai és TEM felvételei.

Anizometrikus részecskéknél, mint pl. Au nanorudak esetén, a szerkezetiikbol
adodoan transzverzalis és longitudinalis oszcillaciok is fellépnek, ami az abszorbancia
spektrumon két cstcs megjelenését eredményezik (3.B abra, 1, 4, 7 és 9 sorszamt mintak).
A megjelend plazmon maximumok helye és savszélessége a rudak hossz/szélesség aranyaval
szisztematikusan hangolhato a lathato és a kozeli infravords tartomanyon [13,17,18]. A
lokalizalt feliileti plazmon rezonancia a fent emlitett paraméterek mellett azonban a
részecskék kémiai kornyezetétol (pl. olddszer, pH, stb.) is er6sen fligghet. Aggregacios
folyamat vagy a diszperzitasi fok valtozasa révén a nanorészecskék kozotti atlagos tavolsag akar
olyan mértékben is lecsokkenhet, hogy a plazmonikus terek ,,atlapolasa” is bekovetkezhet,
amely a molekulapalyak hibridizacidjahoz hasonlithatd, mivel a csatolas kovetkeztében koto és

nem-koto elektron eloszlasi allapotok johetnek 1étre [19,20].

2.2.2. Arany kolloidok szintézise

A nemesfém nanorészecskék eldallitdsdra vonatkozdan szamos fizikai és kémiai
eljaras ismeretes. A fizikai modszerek kozé tartozik példaul a fizikai gézfazisu levalasztas
(physical vapour deposition, PVD), mely soran a hevitett bevonatol6 anyag parologtatas utan
feliileti rétegként csapodik le a bevonni kivant szubsztraton [21]; vagy a nagyenergiaju Orlés,
amely golydsmalom segitségével hoz 1étre nanorészecskéket [22].

Az arany és eziist kolloidok eldallitasara az un. nedves-kémiai (wet chemistry)
eljarasok a legelterjedtebbek. A legelsé publikacid 1857-bdl szarmazik, melyben M. Faraday
a fény és az arany kolcsOnhatasat taglalta foszforral redukalt Au részecskék kapcsan [23]. A
vizsgalatokhoz hasznalt arany szolok a mai napig nagy stabilitast mutatnak és

megtekinthet6k a londoni British Museumban (4. abra).
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4. abra: (A) Michael Faraday portréja (1861.) és (B) az altala el6allitott Au szol 1857-bél.

GOmbi arany nanorészecskék vizes és szerves kozegben torténd eldallitdsara a
legaltalanosabban alkalmazott eljaras az 1951-ben J. Turkevich altal kidolgozott szintézis
[24], illetve az 1994-ben Brust és mtsai. altal publikalt eléallitasi folyamat [25]. Mindkét
modszer soran kiindulasi prekurzor fémsoként hidrogén-tetrakloro-auratot (HAuCls)
alkalmaznak. A Turkevich-mddszernél trinatrium-citrat molekulak toltik be a redukalo- ill.
stabilizaloszer szerepét és a vizes kozegben létrehozott monodiszperz, gombi arany

kolloidok mérete az aranyionok és a citrat aranyaval szabalyozhat6 (5. abra) [26].

5. abra: Citrattal-stabilizalt Au NPs reprezentativ TEM felvételei és az atlagos részecske

atmérok citrat:Au/20:1, 10:1 és 5:1 molaranyok alkalmazasa esetén [26].

A Brust-szintézisnél a prekurzor fémsot vizben oldjak és egy feliiletaktiv molekula
toluolos oldataval intenziven kevertetik 10-15 percet. A legtobb esetben tetraoktil-
ammonium-bromidot (TOABr) hasznalnak, amely fazistranszferalé agensként funkcional,
azaz feladata a fémion ,,atjuttatasa” a vizes fazisbol a szerves fazisba. A szerves fazisban
feldasulo arany(I)-TOABr komplexhez natrium-borohidrid redukaloszert adnak, majd a
reakcidelegyet 3 oOran keresztiil intenziven kevertetik szobahdmérsékleten. A szintézis
eredményeképp a szerves fazisban lokalizalodd viszonylag kicsi, ~ 2-5 nm atmérdjii, a
szintézishez hasznalt megfeleld alkil- vagy aril-tiollal funkcionalizalt Au NPs jonnek létre
[27], melyhez a funkcionalizal6 molekula toluolos oldatat a redukaloszer hozzaadasa el6tt
juttatjak a reakcidelegybe. A kiilonféle szintézisekkel elballitott nanorészecskék alaki és

méretbeli tulajdonsagai azonban az alkalmazott redukalo- és stabilizaloszerek anyagi
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mindségével ¢és mennyiségével, illetve a szintézisek kisérleti koriilményeivel (pl.
hémérséklet, oldoszer, reakcioidd, stb.) szisztematikusan hangolhatok. A Na-citrat és a
natrium-borohidrid mellett elészeretettel hasznalt redukaloszerek még az aszkorbinsav,
hidrazin vagy éppen a polielektrolitok (pl. polietilén-imin/PEI) [28-30]

A fent emlitett klasszikus szintézismodszerek esetén szamos adalékanyag keriil a
reakcidelegybe, mint pl. a prekurzor fémso, a redukaloszer, valamint a kiilonféle
funkcionalizal6 és stabilizalo agensek. Ezen adalékok eltavolitasa a legtobb esetben nem
valosithatd meg maradéktalanul, igy a nemesfém kolloidok orvosbiologidban ¢és
gyogyaszatban val6 felhaszndldsa szdmos nehézségbe iitkdzhet. Az un. ,,zoldkémiai”
szintéziseknek koszonhetden a vizes kdzegii szintézisek egyszertsithetok; minimalizaljak az
anyagfelhasznalast, ugyanis a redukalo-, stabilizdlo- és funkcionalizaloszer szerepét
ugyanazon molekula toltheti be [31-34]. Ezen szintézisekhez a legtobb esetben névényi
extraktumokat hasznalnak, mint pl. a tealevél, kiilonféle citrus gytimolcsok vagy az orvosi
zsalya és a borsmenta [35-38]. Erdekes cikkeket olvashatunk akar baktériumok vagy
mélytengeri  organizmusok arany részecske termeld ,,nanogyarként”  torténd
hasznosithatosagar6l is [39-41], mivel ezen él6lények szervezetében a kornyezetben
talalhatdo Au(Ill)-ionok letalis reaktiv oxigén termel6ként hatnak, melyet az aranyionok

redukcioja révén keriilnek el.

2.3. Fluoreszcens arany-tartalmu rendszerek

2.3.1. Arany nanoklaszterek szintézise

A biologiai rendszerekben megtaldlhatd molekuldk redukaloszerként valo
alkalmazasaval eleget tehetiink az in vitro felhasznalasokhoz sziikséges szamos
kritériumnak, mivel a képz6dd nanostruktirak nemcsak nagymértékii kinetikai stabilitassal
rendelkeznek fiziologidas koriilmények kozott, hanem a szintézis soran kozvetleniil
funkcionalizalhatok is.

Szakirodalmi el6zmények igazoljak, hogy a kolloid diszperziok szintézise esetén
(bottom-up szintézis) a reakciokoriilmények szisztematikus valtoztatasaval és a
redukaloszerként alkalmazott biokompatibilis molekulak anyagi mindségével (pl. fehérjék,
oligonukleotidok, sth.) céliranyosan szabalyozhatok az eldallitott arany nanostrukturak
optikai sajatsagai [42,43]. Nevezetesen, ha a redukaldszert ekvivalens mennyiségben vagy
kis molfeleslegben adagoljuk az AuCls -ionok vizes oldatdhoz, akkor a korabban bemutatott

plazmonikus sajatsaggal rendelkezd ,,klasszikus” Au nanorészecskék allithatok eld, ahol a
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részecskék atlagos mérete ~ 2,0 nm-nél nagyobb. Ha a redukdloszer szerepét betdltd
molekula feleslegét szamottevOen (akar tobbszordsére) megnoveljiik a prekurzor fémso
jellemzd karakterisztikus plazmon rezonancia sav mar nem detektalhatd az abszorbancia
spektrumban. Ezzel szemben az emlitett arany-alapu rendszerek fluoreszcens sajatsagot
mutatnak, a keletkezett részecskék atlagos atméréje 2,0 nm-nél kisebb, gyakran a szub-
nanométeres mérettartomanyba esik, mivel a nagy biomolekula felesleg feltehetdleg
sztérikusan gatolja a kiredukalodott fémmagok novekedését. Ezen rendszerekre a
szakirodalom a nanoklaszter (nanocluster, NCs) megnevezést alkalmazza. Az ilyen
»templatokat” alkalmazo nedves kémiai szintézisek két f6 csoportra oszthatok. Az elsd
esetben a klaszterek el6allitasahoz templatként fehérjéket (pl. transzferrin [44], lizozim [45],
marha szérum albumin [46], inzulin [47] vagy tripszin [48]) vagy megfelel6 szekvenciaval
rendelkez6 oligonukleotidokat [49,50] alkalmaznak. A szintézisek k6zds pontja, hogy a
klaszterek képzodése egy Au(l)-biomolekula intermedier komplex képzodésén keresztiil
torténik (6. abra).

Fehérje-stabilizalt

fehérje AuCly Au(I)-fehérje Au nanoklaszter
N o ~T -
) © 00 Inteniv kevertetés o® _ ,  pHbeillitisa D
. 8 OO 0 n—) Q. O o = 9%%
O  Termosztalas P - Hossza inkubacios s C )
Og b_QB idé "o

6. abra: A fehérje-stabilizalt Au NCs eldallitasanak sematikus abraja [51].

A templatok felhasznalasaval torténd eldallitaisok masik csoportjaba azon szintézisek
sorolhatok, amelyek esetén a klaszterndvekedést dendrimerek alkalmazasaval kontrollaljak.
A leggyakrabban poli(amido-amin) molekulak masodik és negyedik generacios
dendrimereit hasznaljak ezen célra, ahol az Au NCs vizes vagy metanolos kdzegben torténd
szintézis soran a dendrimer G2-OH vagy G4-OH iiregeibe agyazodnak be [52,53].

A klaszterek eldallitasara azonban szamos mas technika is alkalmas lehet. Kiilsé
besugarzas (mikrohullam, ultrahang, UV-fény) segitségével tovabbi lehetdségek nyilnak a
klaszterek koltséghatékony és kornyezetbarat eldallitdsdra. Mikrohulldmot alkalmazva a
kémiai reakcido hajtoereje a polarizalt molekuldk kozotti oszcillalo strlodas, amely
homogénen melegiti fel az egész reakcidelegyet, igy a reakcioidé gyakran lerovidithet6 [54].
A szonokémiai szintézisek soran a nagyfrekvencids ultrahanggal torténd besugarzas

kovetkeztében a kémiai hatds az akusztikus kavitaciobol szarmazik, amelynek hatasara
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magas hémérséklet, nyomas és rendkiviil gyors hiitési sebesség érhetd el. Az Au NCs mérete
az ultrahangos besugarzas idejével, frekvenciajaval és besugarzasi ciklusok szamaval
szabalyozhato, azonban a melléktermékek képzddése sok esetben elkeriilhetetlen [55]. Mind
a mikrohulldamt, mind pedig a szonokémiai technikédk rovid reakcididdt igényelnek, a
keletkezett klaszterek mérete viszonylag monodiszperz eloszlast mutat az egyenletes ho- és
energiaellatas kovetkeztében.

Az un. fotoreduktiv szintézisek alkalmaval a prekurzor fémions6 vizes oldataban
altalaban TiO> fotokatalizatort diszpergalnak, majd a reakcidelegyet UV-fénnyel vilagitjak
be. Az eldallitasi folyamat két részlépésre bonthato. Elsoként az Au(lll)-ionok
katalizatorfeliiletre torténd kemiszorpcidja kovetkezik be egy ligandumcsere reakcion
keresztiil, amit a besugarzas hatdsara bekovetkezd feliileten torténd redukcio kovet. Zhang
és mtsai. vizoldhato Au klasztereket allitottak el6 tioétercsoporttal kapcsolt poli(metil-
metakrilat) ligandum jelenlétében [56]. A szintézishez 8W teljesitményil, Amax = 365 nm
hullamhosszusagu UV-fényt alkalmaztak. A 4 6ras besugarzast kovetden 0,6 = 0,4 nm
atmérdjii  klaszterek  képzddtek  termékként, melyek oldatfazisban  rogzitett
fluoreszcencidjdnak maximuma Aem = 610 nm volt, mig a porformaban rogzitett emisszios
maximum Aem = 597 nm-nél jelentkezett. Az oldott ¢és szilard allapot kozotti
fotolumineszcencia-kiilonbséget a szolvatacios hatasnak tulajdonitottak.

A top-down moédszerek esetén, mint pl. @ maratas (etching) alapu szintézisek, a
néhany 10, esetleg 100 nm-es mérettel rendelkezd kolloid részecskéket tartalmazod stabil
diszperzidhoz altalaban tioltartalmt ligandumot (leggyakrabban _-glutationt) adagolva
szonikalas vagy mikrohullamt besugarzas altal allithatok el klaszterek. A tiolcsoportot
tartalmaz6 molekula a nanorészecske feliiletérdl arany atomokat tavolit el, melyek a reakcid

elérehaladtaval kisebb klaszterekké szervez6dnek [57,58].

2.3.2. Arany klaszterek szerkezeti és optikai sajatsagai

Klasztervegyiileteiben az Au oxidacios szama < 1 ¢és ezen vegylletek Au-Au
kotéseket tartalmaznak. A legtobb esetben tiolcsoportot tartalmazé ligandumokkal allithatok
el6 és a fématomok elhelyezkedését tekintve igen valtozatos geometriat vehetnek fel [59—
63]. A szakirodalombodl jol ismert, hogy az Au NCs fluoreszcens sajatsaga, azaz a
detektalhatd emissziés maximum hulldmhossza erdsen korreldl a klasztert alkotd atomok
szamaval (7. abra). A néhany atomot tartalmazo (Aus-Aus) klaszterek esetén intenziv kék
emisszid (Aem = 450-480 nm) detektalhatd, de a méar 10-13 atombol felépiilé klasztereknél

az emisszi6 a zold hullamhossz-tartomanyon (Aem = 490-510) jelentkezik. Ebben az esetben
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a részecske mérete Osszemérhetdvé valik az arany atom elektronjainak Fermi-
energiaszintjébol szamolhato hullamhosszal (~ 0,5 nm), igy a folytonos vezetési sav diszkrét
energiaszintekre hasad fel és a nanoklaszter molekulaként ,,viselkedik”. Ebben az esetben a
fluoreszcencia jol leirhat6 a szabad elektron (Jellium-) modell segitségével, amely alapjan
az emisszi6 alapvetden az Sp-sp atmenetekbdl eredeztethetd, szemben a savok kozotti sp-d
atmenetekkel. A klasztert alkotd atomok szamatdl tehdt az emisszidos maximum
hullamhossza fiigg, mig a kvatumhasznositast (QY%) a feliileten kotott molekulak
befolyasolhatjak [64,65].

Lumineszcens arany nanorészecskék

| }

Plazmonikus sajatsiagot Plazmonikus sajatsagot
NEM mutato mutaté
,,néhany atomos” ,»néhiny nanométeres”
klaszterek klaszterek

L | | 1,

I I I I
0,3 nm 1 nm 3 nm 30 nm

részecske méret hatasa szemcse méret hatisa
e

feliileti ligandum hatasa

vegyértek allapot hatasa
I

7. abra: A lumineszcens sajatsdgot mutatd Au nanorészecskék és nanoklaszterek
csoportositasa [65] (a kék, zold, sarga ¢és piros nyilak az egyes mérettartomanyokban

képzddo részecskék fluoreszcenciajat meghatarozo tényezoket jelolik).

Tovabb novelve a klasztert alkotd atomok szdmat a ,,néhany nanométeres” klaszterek
mérettartomanyaig, a teljes lathatd fényt és a kozeli infravords-tartomanyt is lefedd
emisszidval rendelkez6 Au NCs is eldallithatok [66]. Ezen klaszterek belsé felépitésiiket
tekintve két részre kiilonitheték el: egy 13 Au® atomot tartalmazé ikozaéderes elrendezésii
magra, valamint egy kiilsd, -S-Au-S- periodikus kotésekbdl felépiild héjra. A stabilizalasban
részvevlé ligandum jellemzden kén atomjai hibridpalydkat alkot a klaszter feliiletén
elhelyezked6 arany atomokkal, ill. ionokkal. A gerjeszt6 elektromagneses sugarzas hatasara
bekovetkez6 elektronatmenetek ezeken a hibrid palyakon torténnek [67]. A kialakuldo Au
NCs fotolumineszcenciajat ebben az esetben elsésorban mar nem csak a klasztereket alkoto
atomszam hatarozza meg, hanem néhany olyan tényez6 is, mint pl. a kiilsé felszint képezd
arany atomok vegyértékallapota vagy a stabilizalasaban résztvevd, felilleten kotott

molekuldk kémiai szerkezete iS. Amikor az atomok szdma eléri azt a kritikus mennyiséget,
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ahol az elektron savok kozotti tavolsag lecsokken (folytonos sav alakul ki), akkor eltlinik a
fluoreszcencia, mert gerjesztés esetén az elektronok kollektiv oszcillacidja kovetkezik be
(SPR). Ennek ellenére vannak olyan nagyméretii, polikristalyos plazmonikus tulajdnosagot
mutatd részecskék, amelyekben lokalisan megvaldsulhat az egyes kristalyfazisokban az
egyelektron gerjesztés, melyet a részecske egészében Iétrejové plazmon rezonancia
felerésithet (plasmon-enhanced fluorescence, PEF) [68].

H. Kawasaki és mtsai. munkajukban sikeresen bizonyitottdk a klaszterek altal
emittalt fény hullamhossza és az Oket alkoté atomok szama kozott fennallo korrelaciot.
Pepszin fehérje felhasznalasaval allitottak el eltérd emisszios sajatsaggal rendelkezd Au
klasztereket. A megfeleldé Au/pepszin arany bedllitdsa utan a pH-t széles tartomanyban
valtoztatva kimutattak, hogy pH = 1 esetén Aus—Aug atombol 4116 kéken emittald (Aem = 408
nm), pH = 9 értéknél ~ 13 arany atomos z6ld emisszidval rendelkezd (Aem = 510 nm), mig
pH = 12 értéknél pedig ~ 25 arany atombdl all6 €s Aem = 670 nm hulldmhosszisagu vorods
emisszidval rendelkez6 klaszterek jonnek Iétre [69].

Amint azt a 2.1 fejezetben ismertettiikk, bizonyos szerkezetli, Au(I)-ionokat
tartalmazé komplexek is mutathatnak fotolumineszcens sajatsdgot a kdzponti fémionok
kozott fellépd aurofil kdlcsonhatas miatt. Hazai viszonylatban Dr. Dedk Andrea (MTA TTK)
,Lendiilet” Szupramolekularis Kémiai Kutatécsoportja foglalkozik fluoreszcens Au(I)-
komplexek eléallitasaval és szerkezetvizsgalataval. Ezen rendszereket a szerkezetiikt6l
fliggéen koordinacids polimereknek vagy szupramolekularis komplexeknek nevezik
leggyakrabban. A kialakulo struktarat nagyban befolyéasolja a szintézishez/stabilizdlashoz
alkalmazott ligandum szerkezete, melyre jo példaként szolgal a 8. abran lathat6 kétféle

eltér6 szerkezettel rendelkezé Au(I)-komplex.
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8. abra: (A) Lumineszcens Au(l)-tiofenolat koordinacios polimer 2D helikalis strukturaja

[70], valamint (B) az [Auz(nixantphos);]** kation szerkezeti képlete [71].
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A kiilonféle, ismétlédo egységekbdl felépiilé koordinacios polimereket altalaban tiol- vagy
cianidtartalmu molekuldk segitségével, enyhe redukcios koriilmények kozott allitjak el
[72,73]. Az Au(l) szupramolekularis szerkezetek szintéziséhez kiilonféle fenil-foszfin

szarmazékokat alkalmaznak leggyakrabban [74].

2.3.3. Fluoreszcens arany nanoklaszterek felhasznaldsa

Elonyos optikai tulajdonsagaiknak koszonhetéen a NCs rendkiviil széles korben
hasznosithatok. Amig a hagyomanyos fluoreszcens festékek (akridin narancs, fluoreszcein)
emisszios intenzitdsa nagymértékben fligg a kémiai kornyezet pH-jatol €s ionerdsségétol, a
nanoklaszterek nagymérték(i kinetikai stabilitdst mutatnak a fiziologias sokoncentracio
tobbszorose mellett is. Tumoros sejtek potencialis jelz6anyagaként vald alkalmazasuk egyre
inkabb a figyelem el6terébe keriil [43], mivel a nanorészecskékhez képest a klaszterek
sokkal kisebb méretiiknél fogva nagyobb sejtmembran permeabilitassal rendelkeznek,
illetve a részecskékhez kothetd fluoreszcens szerves festékanyagoknal sokkal nagyobb

fotostabilitast mutatnak.

9. abra: HeL a sejtek jelolése DPA-Au NCs-kel és a sejt 3D rekonstrukciojaval [58].

A tumoros sejtekben val6 lokalizalédasuk a tumorokra jellemz6 fokozott permeabilitas és
visszatartas (enhanced permeability and retention, EPR) effektusnak készonhet6 (9. abra),
mivel ezen elvaltozasok kornyezetében a vérerek ateresztoképessége, illetve a
nyirokrendszer sejtjeinek miikddése eltér az egészséges szovetekre jellemz6tol [75].

A nagy sejtmembran permeabilitdst kiakndzva potencidlis jeloltek lehetnek
gyogyszerhordoz6 rendszerek tervezéséhez is. Kis méretiiknél fogva képesek athatolni az
agyi vér-agy gaton, igy megvaldsulhat olyan gyogyszermolekuldk adagolasa is, amely a
hagyoményos terapias Utvonalon keresztiil igen rossz hatasfokkal hasznosulna az emberi
szervezetben [76]. Mindezek mellett a hatéanyag felszabadulasa és kiiiriilése a célzott
szovetekbdl in situ fluoreszcens mikroszkopos technikaval egyidejiileg kdvetheto.

Rendkiviil nagy fotostabilitdsuk miatt szenzorikai céli felhasznélasuk is lehetséges,

mivel a legtobb esetben az eldallitott Au NCs emisszids intenzitasa fliigg a kémiai

18



Janoné Ungor Ditta Anita — Ph.D. értekezés Irodalmi attekintés

kornyezettdl, igy lehetdéség nyilik kiilonféle fémionok, kismolekuldk detektdldsara. A
fluoreszcencia intenzitas csokkenése és az analit koncentracidja kozotti korrelacid
felallitasaval barmely, a kérdéses anyagot ismeretlen koncentracioban tartalmazéd mintaban
meghatarozhatéva valik az adott analit mennyisége. Szamos példat taldlunk fémionok
szelektiv kimutatasara a szakirodalomban. A 10. abra példaként a citidinnel-stabilizalt Au
NCs elballitasat és szelektiv ionszenzorikai felhasznalasat foglalja 6ssze. Az Ag'-ionok
hatasara a klaszterek fluoreszcencia intenzitasa megnd (turn-on) és eltolodik a nagyobb
hullamhosszak (a lathat6 fény sarga tartomanya) iranyaba, mig Hg?*-ionok hozzaadasa utan

a karakterisztikus fluoreszcencia kioltasa kovetkezik be (turn-off).

Tum—on/
O vizfiirds 2T " L S B -
—p TEE O —> T &8
80°C,1h LW 25— x &

-

. Diert St r i e
.’ i "oy ierit”
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10. abra: Citidin-stabilizalt Au NCs felhasznaldsa Ag*- és Hg?*-ionok detektalasara [77].

H. H. Deng és mtsai. publikaciojukban metionin-stabilizalt Au klasztereket
alkalmaztak Cu®'-ionok meghatdrozasara, ahol a legkisebb detektalhato Cu?*-ionok
mennyiségét 7,9 nM koncentracioban hataroztak meg [78]. H. Wei és mtsai. lizozimmal
funkcionalizalt Au NCs segitségével sikeresen valdsitottdk meg Hg?*-ionok szenzalasat
szintén alacsony (10 nM) kimutatasi hatarral [79].

A szervetlen szennyezdanyagok kimutatasa mellett nagyfoku
biokompatibilitdsuknak és inertségiiknek koszonhetden sokkal nagyobb lehetdség rejlik €16
szervezetekben torténé biomolekula-szenzorként vald hasznositasukban [80]. Az arany
nanoklaszterek fluoreszcenciajanak kioltasara alapozva mar szamos bioldgiai kismolekula
detektalasat valositottak meg sikeresen. Példaként tekinthetd a dopamin érzékelése
gerincveldi folyadékbol a BSA-stabilizalt vorosen emittald klaszterek [81], vagy a gliikoz
detektalasa ciszteinnel stabilizalt kék emisszidju Au NCs felhasznalasaval [82]. A legujabb
kutatasi irAnyvonalak mar az in vivo felhasznalasokat is érintik, ahol pl. Cu?*-ionok vagy
cisztein mennyiségét hataroztak meg kiilonféle €16 szovetek extracellularis tereiben [83,84].

A Kklaszterek szamos mas témateriileten is eredményesen felhasznalhatok (pl.

katalizis, elektrokémia), de ezek részletezésére nem tériink ki ezen fejezetben [85,86].
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3. Ceélkitiizés

Megalakulasa és tevékenysége soran (2007-2017) az MTA-SZTE Szupramolekularis
és Nanoszerkezeti Anyagok Kutatocsoport (2017-t61 MTA-SZTE Biomimetikus
Rendszerek Kutatocsoport) egyik 6 kutatasi teriilete a nemesfém nanorészecskék — foként
arany (Au) és eziist (Ag) tartalma kolloid rendszerek — eldallitasa, optikai- és
szerkezetvizsgalata. A kutatocsoport munkdjahoz 2014 6szén csatlakoztam, ahol a Szegedi
Tudomanyegyetem Természettudomanyi és Informatikai Karan miikodé6 Kémia Doktori
Iskola doktori képzésének keretein beliil fluoreszcens sajatsaggal rendelkezé Au
nanoszerkezetek 1j, eddig még nem publikalt, biokompatibilis Gton torténd szintézis
koriilményeinek optimalizalasaval foglalkoztam. Ezen tilmenden az eléallitott rendszerek
széleskorii szerkezetanalizise és lehetséges szenzorikai felhasznalasainak felderitése volt
legfébb feladatom.

Az irodalomban arany nanoklaszterek biokompatibilis uton torténd eldallitasara
iranyuldan az egyik elterjedt technika a ,templatos” szintézis, ahol egyetlen Szerves
molekulat (foként dendrimereket, fehérjéket) hasznalnak a fémionok redukcidjahoz, amely
a képz6do klaszterek és részecskék vizes kozegili szintézisén tul a stabilizalasukhoz is
nagyban hozzajarul. Munkdnk sordn tanulmanyoztuk két eltér6 méretii fehérje
alkalmazhatdsagat arany klaszterek, nanorészecskék kozvetlen eldallitdsara vonatkozodan.
Az egyik fehérje a 14,3 kDa tomegli és 129 aminosavat tartalmazo, antibiotikus hatésu,
csirke tojasfehérjébdl szarmazo lizozim (LYZ) [87], mig masik fehérjeként a 150-160 kDa,
atlagosan 1423 db aminosavbol felépiilé y-globulint (yG) [88] valasztottuk, amely a
globularis plazmafehérjék csoportjaba tartozik.

A fehérjék mellett azok épitokoveinek, az individualis aminosavaknak, ill. egy di- és
egy tripeptidnek az aurationokra gyakorolt hatasat is tanulmanyoztuk, mint lehetséges
redukalo- és stabilizaloszerek. Jol ismert, hogy az arany specifikus €s rendkiviil erds,
kovalens jellegli kotést (Au-S) képes kialakitani tiolcsoporttal €s a soft jellegli arany(I1I)- és
arany(l)ionok preferaltan a kén mellett a foszfor és nitrogén donoratomot tartalmazo
funkcios csoportokhoz koordinalodhatnak. A molekuldk kivalasztasanal tehat fontos
szempont volt az oldallancban tiolcsoportot tartalmazoak mellett (cisztein (Cys), ciszteinil-
triptofan (CW), glutation (GSH)), hogy azok koordinaciora képes oldallancbeli
donorcsoportot is tartalmazzanak és megfelelden erds redukaloszerként is funkcionaljanak
az aurationokkal szemben. lrodalmi adatokbdl ismert, hogy az aminosavak koziil a Trp

rendelkezik az egyik legnegativabb redoxpotencial értékkel [89], igy képes lehet 0 oxidacios
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allapotig redukalni az Au(Ill)-ionokat. A Trp mellett egy masik, oldallancban egy hidrofil
sajatsagu, pozitiv toltést hordozo imidazoliumgytiriit tartalmazo aminosavat, a hisztidint
(His) is bevontuk a vizsgalatokba, mivel szamos metalloenzim aktiv centrumaban His
ligandumon keresztiil kapcsolodnak gyakorta a fémionok [6,90,91].

Az elmult években az oligonukleotidok is egyre inkabb a figyelem kézéppontjaba
keriilnek, mint potencialis klaszterképzd ligandumok. Munkank soran az adenozin-
monofoszfat (AMP) redukalészerként vald alkalmazhatosagat is tanulmanyoztuk, mivel az
irodalomban AMP felhasznaldsaval eldallitott arany klaszterekre vonatkozoan nem talalunk
kisérleti adatot annak ellenére, hogy meglehetdsen jo fémmegkoto-sajatsaggal rendelkezik
[92,93].

A fentiek alapjan munkank soran célul tiiztiik ki a fent ismertetett molekulak (LYZ,
vG, GSH, Cys, CW, Trp, His és AMP) kdlcsonhatasanak tanulmanyozasat AuCls -ionokkal
kizarolag vizes kozegben 37 °C hémérsékleten. Minden szintézismodszer kidolgozasa soran
meghatarozni kivantuk a kulcsfontossagu kisérleti paraméterek (reaktdnsok molaris vagy
tomegaranya, pH, szintézisidd, tarolasi koriilmények stb.) hatasat az eltéré optikai
sajatsaggal rendelkez6 fémtartalmu rendszerek (klaszterek, részecskék) képzodésére
vonatkozoan. Elsdsorban a fluoreszcens termékekre széleskorii szerkezet vizsgalatot
kivantunk végezni a Kutatocsoportban és a Kémia Intézetben rendelkezésre all6 miiszeres
technikdk felhasznaldsaval. Az eldallitott rendszereket méret- és szerkezetfliiggd egyedi
fluoreszcens sajatsagaik révén, fluoreszcens jelzéanyagként (pl. gyogyszerhordozo

rendszerek jelolésére) vagy (bio)szenzor fejlesztésére kiséreltilk meg felhasznalni.
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4. Felhasznalt anyagok, szintézisek és vizsgalati modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok
4.1.1. A szintézisekhez hasznalt anyagok

* hidrogén-tetrakloro-aurat trihidrat (HAuClsx3H20; 99,9 %, Sigma)

* lizozim tojasfehérjébol (LYZ; > 90 %, Sigma)

» gamma globulin marha vérbél (yG; > 99 %, Sigma)

» redukalt -glutation (GSH; C10H17N30sS; > 98 %, Sigma)

« ciszteinil-triptofan (CW; C14H17N303S; ~ 70 %, SZTE AOK Orvosi Vegytani
Intézetben elballitva, szintézise és jellemzése a 4.2.1. fejezetben olvashato)

» |-triptofan (Trp; C11H12N202; > 98 %, Sigma)

. L-hisztidin (His; CsHoN3O2, 99,9 %, Sigma)

* adenozin-5’-monofoszfat dinatrium soja (AMP; C10H12NsNa>O7P; 99,9 %, Sigma)

» citromsav-1-hidrat (CeHgO7xH20; 99 %, Molar)

* trinatrium-citrat dihidrat (CeHsNazO7x2H20; 98 %, Molar)

* natrium-hidroxid (NaOH; 99 %, Molar)

* sosav (HCI; 37 %, Molar)

+ aceton (CH3COCHSzs; 99,9 %, Molar)

* celluloz alapu dializis membran (cut off: 12-14 kDa, Sigma)

4.1.2. A szenzorikai vizsgalatokhoz felhasznalt féemsok és biologiai kismolekuldak
» réz(Il)-klorid (CuClz; >98 %, Sigma)
» cink(I)-klorid (ZnClz; 99,9 %, Molar)
» kalcium-klorid dihidrat (CaCl>2x2H20O; 97 %, Molar)
* magnézium-klorid hexahidrat (MgCl2x6H20; 98 %, Molar)
» vas(ll)-klorid hexahidrat (FeClzx6H20; 99,9 %, Sigma)
* kalium-klorid (KCI; >99 %, Molar)
* mangan(Il)-klorid tetrahidrat (MnCl2x4H,0; 98 %, Sigma)
» kobalt(I1)-klorid hexahidrat (CoCl2x6H20; 98 %, Sigma)
* nikkel(Il)-klorid hexahidrat (NiCl2x6H20; 99 %, Sigma)
* natrium-klorid (NaCl; 99 %, Molar)
* natrium-bromid (NaBr; 99 %, Molar)
* natrium-jodid (Nal; 98 %, Molar)
* natrium-hidrogén-karbonat (NaHCO3; 95 %, Molar)
* natrium-szulfat (Na2SQOs; 95 %, Molar)
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Felhasznalt anyagok

* natrium-nitrat (NaNOs; 99 %, Molar)

* natrium-acetat (CH3COONa; 99 %, Molar)

* natrium-oxalat (C2Na20Os4; 99,5 %, Sigma)

* kinurénsav (KYNA; C10H7NOs3; > 98 %, Sigma)
* -kinurenin (Kyn; C10H12N20s3; > 98 %, Sigma)

* nikotinamid-adenin-dinukleotid (C2:H27N7014P2; > 97 %, Sigma)

» szintetikus kinurénsav szarmazék: N-(2-N,N-dimetilaminoetil)-4-oxo-1H-kinolin-2-

karboxamid hidroklorid (SZR-72; CisH21N3 -

Gyogyszerkémiai Intézetben elballitva [94])

HCI, ~ 98 %, SZTE GYTK

A szintézisekhez és vizsgalatokhoz alkalmazott vegyszerek analitikai tisztasdguak

voltak, igy azokat tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. Az egyes torzsoldatokat és azok

felhasznalasaval készitett vizes kozegli nemesfém diszperzidkat minden esetben ultratiszta,

kiforralt és nitrogénnel COz-mentesitett MQ-vizzel (Millipore,

Milli-Q Integral3,

vezetoképesség 18,2 mS/cm 25 °C-on) frissen készitettiik el. A szintézisekhez kozvetleniil

felhasznalt kismolekulak szerkezeti képleteit, a fehérjék kivételével, a 11. abra foglalja
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11. abra: A szintézishez hasznalt kismolekulak szerkezeti képletei.
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4.2. Szintézismodszerek
Az alabbi alfejezetekben az egyes rendszerek eldallitasanal az optimalisnak
megallapitott kisérleti koriilményeket foglaljuk 6ssze. A megfelelé biomolekula/auration
tomeg-, és moélaranyok, valamint a reakciokoriilmények megvalasztasanak a végtermékek
eléallitasara gyakorolt hatasat az 5. Eredmények és értékelésiik c. fejezet vonatkozo

részeiben, mint {1j tudomanyos eredmények targyaljuk bévebben.

4.2.1. A ciszteinil-triptofan eléallitdasa és jellemzése

A ligandumként hasznalt ciszteinil-triptofant (CW) folyadék fazisu peptid
szintézissel, Boc kémiaval allitottak el az SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet munkatarsai
¢s bocsatottak rendelkezésiinkre. A szintézishez 765 mg Boc-Cys(Trt)-OH-t oldottak 20 mL
absz. etil-acetatban, majd -15 °C homérsékletre hiitotték. Folyamatos kevertetés mellett 260
uL izobutil-klorofomatot és 230 pL trietil-amint adagoltak a reakcioelegyhez. 25 perc
elteltével a -15 °C-ra hiitott elegyhez 445 mg H-Trp(tBu)xHCI-t és 209 uL trietil-amint
adtak, majd 1 oran at 0 °C-on és tovabbi egy éjszakan keresztiil szobahdn folytattak a
kevertetést. A kicsapodott trietil-amin-hidroklorid sziirése utan a dipeptid oldatanak
tisztitasdhoz haromszoros extrakcidt alkalmaztak 5 %-0s KHCOzs-oldat, 5 %-0s KHSO4-
oldat és MQ-viz felhasznalasaval. A tisztitott CW oldat szaritdsdhoz vizmentes Na,SOs-0t
hasznaltak. A védett dipeptidet TFA:DTT:viz/90:5:5 aranyt elegyében szobahdmérsékleten
2 oran at kevertették. A TFA-t vakuumbeparlassal tavolitottak el, majd a maradék oldatot
éterrel dorzsolték el. A nyers dipeptidet 10 %-os vizes ecetsavban oldottak fel, melyet sziirés
utan liofilizaltak. A kapott terméket félpreparativ nagyteljesitményii
folyadékkromatografiaval (reversed phase high-performance liquid chormatography, RP-
HPLC) tisztitottak (Phenomenex Jupiter Proteo, C18, 10 um-es). A tisztitisnal 5 mL/perc
aramlasi sebességet hasznaltak, a gradiens 60—40 % volt. A kapott peptid tisztasagat egy
analitikai RP-HPLC-vel vizsgaltak meg (Phenomenex Luna 10 C18) 1,2 mL/perc aramlasi
sebesség mellett, ahol a gradiens 18-33 % volt 15 percen beliil (Rt = 10,51).

A tisztitott CW jellemzéséhez ESI-MS méréseket végeztek (Finnigan TSQ 7000
tandem kvadrupol MS), amely alapjan az elézetesen kalkulalt tdmeg Muw, caic = 307,08 és a
mérésbdl meghatarozott tomeg Mw, mer = 308,1 volt. A dipeptid savi disszociacios
allandoinak meghatarozasaban Dr. Domotor Orsolya (SZTE Szervetlen és Analitikai Kémia
Tanszék) volt segitségiinkre. A meghatarozdshoz pH-potenciometrias vizsgalatokat
végeztek egy Orion 710A pH-mérd, Metrohm Dosimat 665 tipusi automatabiiretta és egy
Metrohm 6.0234.100 kombinalt tivegelektrodot alkalmazva. A titralast 25 °C hdmérsékleten
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0,2 M ioner6sség (KNO3) mellett végezték 0,0806 M KOH ¢és 0,2088 M HNO3 oldatok

felhasznaldsaval. A parhuzamos titralasi gorbék a 12. abran lathatok.

$
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ligekvivalens: (Nkom-Mixos)/ Migandum
12. abra: A CW pH-potenciometrias titralasi goérbéje (t =25 °C, 1= 0,2 M KNO3)

A mérési adatok alapjan meghatarozott savi disszociacios allandok értékei pKs(1) =

3,40 + 0,05, pKs(2) = 6,65 + 0,03 és pKs(3) = 9,34 + 0,02 értéknek adodtak, melyek rendre

a karboxil-, tiol- és ammoniumcsoportok deprotonaldodasahoz rendelhetéek és jo egyezést

mutatnak a ciszteinil-glicin esetében korabban meghatarozott értékekkel [95].

4.2.2. Fehérje-stabilizalt rendszerek eléallitasa

A plazmonikus, LYZ fehérjével stabilizalt NPs el6allitasa soran LYZ:Au/5:1
tomegaranyt allitottunk be, melynél 10 mg LYZ fehérjét oldottunk 10 mL MQ-vizben, ezt
kovetden egy 1épésben adtunk hozza 1 mL 10 mM-os HAuCls-oldatot. Az elegyet 5 percig
37 °C-on kevertettiik, mikozben az aurationokra jellemzd intenziv sarga szin fokozatosan
elhalvanyodott. A szinvaltozast kovetden a reakcidelegy pH-jat pH = 12,0-re allitottuk
NaOH-oldat hozzdadasaval. A mintat 24 h keresztil 37 °C hdmérsékleten tartottuk, a
szintézis végét a kolloid aranyra jellemzd vords szin megjelenése és annak szindllandoséga
jelezte. A LYZ-Au NCs szintézise soran 40 mg LYZ-ot oldottunk fel 10 mL MQ-vizben,
amihez 1 mL 10 mM-os aurat-oldatot adtunk LYZ:Au/20:1 tdmegaranyt beallitva. A
reakciout tovabbi részében hasonld mdodon jartunk el, mint a nanorészecske eléallitasa soran.
A klaszterek tisztitasat cellul6z membranon keresztiil torténd (cut off: 12—14 kDa) dializissel
végeztiik 24 h iddtartamig.

A yG immunofehérjével stabilizalt klaszterek szintézise soran yG:Au/15:1

tomegaranyt alkalmaztuk, amelyhez 15 mg yG-t oldottunk fel 5 mL MQ-vizben. Ehhez
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adagoltunk folyamatos kevertetés mellett 1 mL 5,3 mM-os HAuCls-oldatot, melynek szine
a tovabbi 5 perc kevertetés mellett intenziv sargabdl narancssargara valtozott. Ezt kovetéen
0,4 mL 0,1 M-os NaOH oldatot adtunk a reakcioelegyhez egy lépésben, igy a végsé pH
értékét pH = 12,0-re allitottuk. A 24 h 37 °C hémérsékleten vald termosztalast kovetéen a
vG-Au NCs intenziv voros szinii fluoreszcenciat mutattak (Aem = 645 nm). A prekurzor
fémso és a lugfelesleg eltavolitasara egy 24 h-ig tart6 dializist végeztiink. A yG-Au NPs
eloallitasa €s tisztitdsa azonos séma szerint zajlott, az alkalmazott tdmegarany azonban

vG:Au/1:1 volt.

4.2.3. Cisztein és cisztein-tartalmu kismolekulakkal redukalt rendszerek eléallitasa

A fluoreszcens GSH- és Cys-Au nanohibrid rendszerek eléallitasanal 500-500 pL
10 mM, mig a CW-Au rendszer esetén 50 pL 10 mM koncentracioji HAuCls-oldatot
adagoltunk a biomolekulak megfelel6 mennyiségii vizes oldataihoz. A szintézisek soran a
GSH-Au rendszernél GSH:Au/15:1 (pH = 3,0 és pH = 12,0), a Cys-Au rendszernél
Cys:Au/10:1 (pH = 3,0), mig a CW alkalmazasa mellett CW:Au/20:1 (pH = 12,0)
molaranyokat alkalmaztunk a feltlintetett kiindulasi pH értékek beallitasaval. A végs6
térfogatokat minden esetben 5 mL-re egészitettiikk ki. A reakcidelegyeket 24 h-ig 37 °C
hémérsékleten termosztaltuk. A termékek képzddését minden esetben a kiindulasi aurat-
oldat intenziv sarga szinének eltiinése jelezte. A diszperziok tisztitasat 13000 rpm
fordulatszamon 30 percig, centrifugalassal végeztik el. A CW-AuU rendszer esetén
nanorészecskék eldallitasara is lehetdség adodott, ahol 1,0 mM végsé Au koncentracio

beallitasa mellett 500 uL 10 mM mennyiségii aurat-oldatot adagoltuk a CW megfelel6

crer

4.2.4. Oldallancban nitrogén-donoratomot tartalmazé aminosavakkal redukalt
rendszerek eléallitisa
A Trp-Au rendszerek esetében 520 pL 3,83 mM koncentraciojd HAuCls-oldatot
adagoltunk aranytol fiiggéen 16 nL—-1,2 mL 50 mM-os Trp vizes oldatahoz, hogy a Trp:Au
molaranyat 0,4:1; 1:1; 5:1 és 15:1 értékekre allitsuk be. A mintakat 44 mL végsd
térfogatokra egészitettiik ki. A fluoreszcens termékek szintézisénél 1:1, 5:1 és 15:1
molaranyok rogzitésével pH = 1,0 bedllitdsa mellett dolgoztunk, mig a Trp-Au NPs
eléallitasa soran Trp:Au/0,4:1 moélarannyal pH = 12,0-t alkalmaztunk. Mind a kolloid
részecskéket, mind a fluoreszcens nanohibrid rendszerek eredményez6 reakciok soran 24 h

szintézisid6t alkalmaztunk 37 °C hémérsékleten. A termékeket minden esetben 30 percig
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tartdé 13000 rpm fordulatszamon végzett centrifugalassal valasztottuk el a reakciot kovetden
visszamaradt kiindulasi anyagoktol és a képz6dott részecskék aggregatumaitol. A tisztitott
rendszereket tiszta oldoszerben diszpergaltuk wjra.

A His-Au rendszer el6allitasa soran 810 puL 5,078 mM aurat-oldatot adagoltunk 2,38
molaranyt allitottuk be pH = 6,0 esetén. A mintak végsé térfogatat 4 mL-re egészitettiik ki.
A 15 perces kevertetést kovetden a mintakat 24 6ran at 37 °C hdmérsékleten termosztaltuk

a tovabbi vizsgalatok és felhasznalasok elott.

4.2.5. Adenozin-monofoszfattal stabilizalt arany nanorészecskék és klaszterek
szintézise

A fluoreszcens AMP-Au NCs eléallitasa soran 1 mL 10 mM koncentraciéja AMP
a szintézishez alkalmazott moélarany AMP:Au/20:1 volt. A plazmonikus AMP-Au NPs
eléallitasahoz azonban kozelitéleg AMP:AuU/1:1 molaranyt és 2 mM-os végsd arany
koncentraciot alkalmaztunk. Folyamatos, 15 percig tartd6 méagneses kevertetés utan 500 pL
0,5 M-os citromsav/citrat pufferelegy adagolasaval pH = 6,0-os értéket allitottunk be. A
kovetkezd 24 oraban 37 °C homérsékleten termosztaltuk a mintakat, majd a szintézisidd
letelte utan a fluoreszcens terméket acetonos kicsapast kovetéen 15000 rpm fordulatszam
beallitasa mellett 30 percig tartd ultracentrifugalassal tisztitottuk. A részecskék tisztitasahoz
azonos paraméterek beallitasa mellett kivitelezett centrifugalast hasznaltunk. A tisztitott
nanohibrid struktirakat a kiindulasival azonos koncentracioban diszpergaltuk vissza tiszta

MQ-vizben.
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4.3. Vizsgalati modszerek

4.3.1. Optikal sajatsdagok jellemzésére szolgalo miiszeres technikdik

Az ultraibolya-lathato (UV-Vis) spektrofotometrias mérések soran a
spektrumokat egy Shimadzu UV-1800 tipusu kétfényutas spektrofotométerrel rogzitettiik
200-800 nm hulldmhossztartomdnyon. A mérésekhez 1 cm tthossza, kétoldalu kvarc
kiivettakat hasznaltunk. Referenciaként a kisérleti koriilményektdl fiiggéen MQ-viz vagy
foszfatpuffer (PBS) oldat szolgalt. Spektrofotometrias méréseket dontéen az arany kolloidok
képzddésének igazoladsa és vizes kdzegbeli stabilitasuk vizsgalata érdekében végeztiink.

A spektrofluorimetrias (PL) és a szenzorikai vizsgalatoknal a szamunkra fontos
informaciokat a mintabol gerjesztés hatasara kisugarzott fluoreszcens fotonok hulldmhosszai
¢s mennyisége (intenzitds), illetve ez a két paraméter valtozasai szolgaltattdk. Ilyen
valtozasok bekovetkezhetnek példaul a homérséklet, anyagmennyiség/koncentricio,
nyomds, pH vagy ionerésség megvaltozasa altal, de kiilonb6z6 ionok, atomok vagy
molekuldk is kolcsonhatasba Iéphetnek a fluoreszcens mintaval. A fluoreszcencia
intenzitasat befolyasold hatdsok vagy anyagok lehetnek kioltok (quencher) vagy fokozdk
(enhancer). Mivel a disszertacid6 egyes témakorei az elGallitott nanoklaszterek
fluoreszcencia-kioltasan alapuld optikai szenzorként valo felhasznalasat érintik, igy a
tovabbiakban csak a kioltds (quenching) jelenségének részletesebb ismertetésére
korlatozodunk [96]. A Stern-Volmer egyenlet (3. egyenlet) széles korben elterjedt a
fluoreszcencia-kioltasi folyamatok értelmezésére, melynek hatterében gyakorta sztatikus
vagy dinamikus kioltas allhat. A Stern-VVolmer egyenlet linearitasabol megallapithato, hogy
tisztan csak az egyik vagy masik folyamat, esetleg a két mechanizmus egyiittesen jarul hozza
az emisszid csokkenéséhez. A kioltasi allando (Ksv) értéke tisztan csak sztatikus vagy
dinamikus kioltdsnal egyszerlien meghatarozhato oly modon, hogy a kioltd

crer

egyenest illesztve annak meredeksége adja a Ksv értékét:

b/, =14 Ky l0] 3)

ahol az lp és az | a mért fluoreszcencia intenzitas a kiolto jelenléte nélkiil és jelenlétében,
Ksv a Stern-Volmer allando, mig [Q] a kioltd egyensulyi koncentracioja, mely helyett a
legtobb esetben a bemért analitikai koncentracio is alkalmazhato. Az adatpontok y-tengely
felé torténé elhajlasa azonban a két mechanizmus egyiittes jelenlétére utal, melynek

kiértékelésére mar a Stern-Volmer valamely mddositott formajat szokas alkalmazni.
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Sztatikus kioltas soran a fluorofor €s a kiolté kozott még alapallapotban, a gerjesztés
el6tt jon 1étre egy nem fluoreszkald (sotét) komplex, igy ebben az esetben Ksy a sotét
komplex képzddési folyamatara jellemzd asszociacidos allandoként kezelhetd. Idealis
rendszereknél minden fluorofér egyforman hozzaférheto a kioltd szamara, azonban a legtobb
esetben egy részilk sztérikusan gatolt helyzetben Ilehet, ezért a sztatikus kioltas
kiértékeléséhez a Stern-Volmer egyenlet alabbi, moédositott formajat (4. egyenlet)

alkalmazzuk:

ofp =1/ +1/c ¢ <101 4)

ahol fa a fluorofor azon hanyadat adja, amely a kiolto altal hozzaférhet6 helyzetben talalhato,
Ka pedig az asszociacios allandd. A sztatikus kioltas jellemzdje, hogy a fluorofor élettartama
a kiolto jelenlétében sem valtozik meg, hiszen a komplexképzdodés altal a gerjesztett
allapotban 1évo részecskék szama csokken. Mindezeken feliil a hémérséklet novelésével Ksy
értéke csokkeno tendenciat mutat, hiszen a hdémérséklet emelése kedvez a kialakuld sotét

A masik gyakorta el6fordul6 kioltasi folyamat a dinamikus vagy titk6zéses kioltas.
Ezen mechanizmus esetén a kiolté kozel kertil a gerjesztett fluoroforhoz, majd a két reaktans
litkdzése kovetkeztében a fluorofor elvesziti tobbletenergidjat. A dinamikus kioltast tehat a
fluorofor hozzaférhetésége mellett a reaktansok diffiizidja is korlatozza. A tisztan sztatikus
kioltassal ellentétben a dinamikus kioltasi folyamatoknal a fluorofor fluoreszcencia
¢lettartama (t) megvaltozik a kiolto jelenlétében, hiszen ebben az esetben nem a fluoreszcens
részecskék szdma, hanem a gerjesztett allapotban toltott id6 csokken le az titkozések révén.
Ez a valtozas egyenes aranyossagban van a fluoreszcencia intenzitas valtozasaval (I)
ugyanugy, mint ahogyan a kiolt6 nélkiili élettartam (7o) €s intenzitas (lo) vannak egymassal.
A Stern-Volmer egyenlet dinamikus kioltas esetében az alabbi formaban (5. egyenlet) irhato
fel:

0/ =10/ =14 Kg[Q] = 1+ kg7o[Q] (5)

ahol kq a bimolekularis kioltasi sebességi egyiitthatd, amely a hatasos iitkozések aranyat
tiikkrozi. A dinamikus kioltas jellemzdje tehat a fluoreszcencia €lettartam csdkkenésen tul, a
Ksv értékének novekedése a hdmérséklettel, hiszen a nagyobb hémérséklet altal a reaktansok
nagyobb kinetikus energidval fognak rendelkezni, melynek hatdsara megnd a hatdsos

utkozések szama is. A dinamikus kioltas ennek kovetkeztében az aldbbi altaldnos sémaval
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(6. egyenlet) irhatd le és 3 részlépésre bonthatd, melyek mindegyikéhez 6nalld sebességi

allandé rendelhet6:
PP+Q =2 [P-Q]Ff - P+ Q* (6.)

Els6é Iépésben a kioltd a gerjesztett allapotban levé fluoroférhoz diffundal a gerjesztett

allapot élettartama alatt, majd iitkozés révén egy aktivalt komplexet ([P-Q]*) alkot vele (k1).

Az aktivalt komplex megsziinéséhez az alabbi két, parhuzamosan lejatszodo reakciout

vezethet:

* vagy az litkdzés révén megtorténik az energiadtadas és az aktivalt komplex szétbomlik
egy alapallapota fluorofort (P) és egy gerjesztett kioltot (Q°) eredményezve (kz),

* vagy a nem megfelelé molekularis orientacid kovetkeztében egy nem reaktiv szétesés
kovetkezik be (k7).

A Ksy értéke az 6. egyenlet szerinti altalanos reakciout feltételezése mellett tehat az

enzimreakciok kinetikajanak tanulmanyozasabol is ismert 7. egyenlet alapjan egyensulyi

éllandénak tekinthetc’i:
k, + k
I(S — ( 1 2)/ . (7)

A szenzorikai vizsgalatok mechanizmusanak mélyebb megértése érdekben azonban
az analitikai paramétereken (kimutatdsi hatar, dinamikus tartomany) tilmenden a kioltasi
folyamatot jellemzé termodinamikai potencialfiiggvények szamszerti értékének
meghatarozasara is sziikkség van. Ezen paraméterek meghatarozasahoz végiil a Kioltas
fajtajatol fiiggden, Ka vagy Ksv ismeretében az alabbi 8. és az integralt van’t Hoff (9.
egyenlet, [97]) egyenleteket alkalmaztuk:

AG = —RTInK, = AH — TAS (8.

K = AHO(TO)/RT N ASO(TO)/R + ACp/R [((T - TO)/T) —1In (T/TO)] 9.)

ahol 4G a szabadentalpia-valtozas, R az egyetemes gazallando, T a mérés homérséklete, Ka
a sztatikus kioltds esetén meghatarozott asszociacids allandd, 4H® a standard entalpia-
valtozas, AS° a standard entropia-valtozas, T° egy tetszlegesen valasztott referencia
hémeérséklet és 4Cp a hdkapacitas-valtozas.

A fluoreszcencia spektrumokat egy Horiba Jobin Yvon Fluoromax-4 tipusu
spektrofluoriméterrel rogzitettiik. A mérésekhez 1 cm uthosszi négyoldalu kvarc kiivettat

hasznaltunk A mintdkat az el6zetesen meghatarozott hullaimhosszli fénnyel gerjesztettiik,
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amelyhez megvizsgaltuk azokat a hulliamhosszisagu gerjesztéseket, amihez a maximalisan
detektalhaté intenzitas tartozott. A bemeneti és kimeneti résszélességet 3 nm-re allitottuk.
A fluoreszcencia élettartam (t) és kvantumhasznositas (QY %) méréseket Dr.
Baranyai Péter (MTA-TTK ,,Lendiilet” Szupramolekularis Kémiai Kutatocsoport) végezte
egy Edinburgh FLS920 id6éfelbontasos spektrofluoriméteren 378 nm gerjesztési hullamhossz

alkalmazasa mellett. Referenciaként minden esetben krezil-ibolya festék szolgalt.

4.3.2. Szerkezetvizsgalatra iranyulo molekulaspektroszkopias modszerek

A Fourier-transzformacios infravoros (FT-IR) méréseket egy ATR-feltéttel
ellatott BIO-RAD Digilab Division FTS-65A/896 Fourier-transzformacios (FT)
spektrométeren végeztiik liofilizalt pormintakon, 256 interferogram atlagolasaval 4 cm™
felbontas mellett a kdzép infravords tartomanyon (1000-3500 cm™). A koordinativ kétés(ek)
felderitéséhez a tavoli infravords tartomanyon (200-1000 cm™) egy BIO-RAD Digilab
Division FTS-40 FT-IR spektrométert és Nujol-Mull technikat alkalmaztunk. A
kiértékeléshez a spektrumokat szintén 256 interferogram atlagolasaval és 4 cm™ felbontas
mellett rogzitettik. A spektrumokon lathatd karakterisztikus rezgési savokbol
meghataroztuk a fémion elsédleges koordinacids helyét az adott stabilizalé ligandum esetén,
valamint tovabbi kovetkeztetéseket vontunk le a biomolekuldk konformaciovaltozasara.

A cirkularis dikroizmus spektroszkopias (CD) mérések soran a spektrumok
rogzitéséhez egy JASCO J-1100 CD spektrométert hasznaltunk. A méréseket 0,2 cm optikai
uthossztsagh cilindrikus kiivettaban és a fehérjére nézve 3,5 mM koncentracioji Au NCs
diszperziot vizsgalva 250—-190 nm hulldmhossz tartomanyon végeztiik. A mérési adatok
kiértékeléséhez a Reed modellt alkalmaztuk [98], mig hattérként mintatol fliggéen a
megfeleld pH-ju MQ-viz vagy foszfatpuffer szolgalt.

A tomegspektrometrias (MS) méréseknél a spektrumok rogzitése Dr. Kele Zoltan
(SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet) segitségével tortént. Kisérleteink soran az ESI-MS
(elektrospray ionizacios tomegspektrometria) spektrumokat egy Waters-Micromass tipusu
Q-TOF analizatorral szerelt spektrométerrel rogzitettiik elektrospray ionizalas és 1 pL
mintaadagolds mellett. A MALDI (atmoszférikus nyomédson miikodd lézerdeszorpcios)
acetonitril:viz/1:1 elegyében) és 0,5 pL mintamennyiség felhaszndlasaval rogzitettiik egy

time-of-flight analizatorral szerelt Bruker Reflex II spektrométeren.
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4.3.3. Nanorészecskék és  nanoklaszterek — méretének,  méreteloszlasanak

meghatarozasara iranyulo vizsgalati modszerek

A dinamikus fényszoras (DLS) és &-potencial méréseket egy Malvern NanoZS
miszerrel (A =633 nm He-Ne lézer) 25,0 £ 0,1 °C hémérsékleten végeztiik. A kiértékelések
soran a hidrodinamikai atmérdk értékét minden esetben a szdmszerinti atlagok
felhasznalasaval definialtuk. Mindharom mért paraméter értékét (d (hidrodinamikai atmérd),
PDI (polidiszperzitasi index) és &-potencidl) 5-5 mérés atlagaként szamitottuk.

Az eléallitott NPs és NCs alakjanak, valamint atlagos méretének meghatarozasahoz
nagyfelbontiasii  transzmissziés  elektronmikroszkopia  (HRTEM)  technikat
alkalmaztunk, amelyhez egy FEI Tecnai G2 20 X-Twin tipusi transzmisszios
elektronmikroszkoppal, 200 kV gyorsitofesziiltség és LBe katdd alkalmazasa mellett
készitettiink képeket normal és nagyfelbontasti (HR) iizemmodban. A méreteket atlagosan

150 darab megmért részecske atlagaként hataroztuk meg az ImageJ szoftver segitségével.

4.3.4. Rontgen analitikai modszerek

Az arany oxidacios allapotanak igazolasa érdekében rongen fotoelektron
spektroszkopias (XPS) méréseket végeztiink. Tombi arany esetén az Au® oxidacios
allapothoz rendelhet6 4f72 kotési energia kb. 84 eV, de ezen érték a részecske méretének
csokkenésével 84,2—84,8 eV értékekig tolodhat [99,100]. Az XPS spektrumok rogzitését Dr.
Varga Erika és Dr. Oszko Albert (SZTE TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék)
végezte egy SPECS XRS50 tipust kettds andda rontgencsével és PHOIBOS 150 MCD 9
analizatorral szerelt spektrométeren az altalunk eldzetesen készitett tantal lemezre
cseppentett filmeken. Ahol lehetdség adodott a méréseket liofilizalt pormintakon végezték.
A spektrumok kiértékeléséhez az Origin 7 szoftvert alkalmaztuk.

A rontgendiffraktometrias (XRD) méréseket egy Bruker D8 (CuKa, A = 0,154 nm)
diffraktométerrel végeztik 40 kV fesziiltséget, 30 mA aramerdsséget ¢és 1,2 mm
résszélességet alkalmazva. A bazislap-tavolsagok meghatarozasara a Bragg-egyenletet (10.

egyenlet) hasznaltuk:
A= 2d *sin® (10.)

ahol d a bazislapok kozotti tavolsag, 4 a rontgensugar hullamhossza, @ pedig a diftrakcios
sz0g. A LYZ-Au NPs esetén a diffraktogramokbol a Scherrer-formula (11. egyenlet) szerint

hataroztuk meg a primer részecske méretet:

d = Kl/ﬁ cos © (11)
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ahol d az atlagos krisztallitméret, K egy alakfiiggé konstans, 4 a rontgensugarzas
hullamhossza, f a reflexios cstcs félérték-szélessége radianban megadva és @ pedig a
Bragg-szog értéke.

A Kisszogii rontgenszorasos (SAXS) vizsgalatok kivitelezésében Dr. Seb6k Daniel
(SZTE TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék) segédkezett foként a LYZ-
tartalmtl mintak esetében. A szorasgorbék egy Philips PW 1820 tipusu rontgencsével (CuKa
sugar, A = 0,154 nm, 40 kV, 30 mA) szerelt KCEC/3 tipusu kompakt Kratky-kameraval
keriiltek rogzitésre 2 mm atmérdjii kapillaris mintatartokban. A szort sugéarzas intenzitasa
egy PDS 50M (M. Braun AG, Miinchen) tipusu helyérzékeny detektorral lett mérve a 20 =
0,05-8° szogtartomanyban. A szorasfliiggvénybdl a hattér szorasanak kivonasa utan keriiltek
meghatarozasra a LY Z-ra vonatkozo szerkezeti paramétereket. A szamitasokhoz az ATSAS

Gnom szoftver nyujtott segitséget.

4.3.5. Egyéb alkalmazott miiszeres technikdak

A fluoreszcens mikroszkopias felvételeket egy Leica DM IL LID FLUO tipusu
HBO (100 W) lampaval szerelt mikroszkoppal készitettiik. A gerjesztési hulldimhossz 345
nm volt. A BSA/ibuprofen nanokompozitok jeldlése esetén 5 mg kompozitot hasznaltunk
fel, melyhez 0,15 mg Au tartalmi Au(l)-His komplexeket adtunk. Az 1 mg kitozan
mikrogyongyoket tartalmazoé diszperzidhoz 0,16 mg Au tartalm® fluoreszcens Au(l)-His
vizes diszperzidval elegyitettiik.

Fagyasztva szaritast (liofilizalas) alkalmaztunk az FT-IR, XRD és SAXS
mérésekhez felhasznalt pormintak eldallitasahoz, valamint a kolloid részecskék
eltarthatosagi idejének novelése érdekében. A mintdkat minden esetben folyékony N>
felhasznalasaval fagyasztottuk, majd 24 h-ig -80 °C-on taroltuk 6ket. Az olddszert 4 mbar
nyomast alkalmazva egy Christ-Alpha 1-2 LD tipusu liofilizalo késziilékkel tavolitottuk el.

Izotermikus titracios kalorimetrias (ITC) vizsgalatok kivitelezésében Dr. Varga
Viktoria (SZTE TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék) segédkezett a yG-Au
rendszerek esetén. A mérések soran rogzitett entalpogramokat egy MicroCal tipusu izoterm
titracios kaloriméteren rogzitettilk 1,4301 mL cella- és 300 pL fecskendotérfogatokat
oldata volt, mig titralészerként 0,5 mM-os Kyn szolgalt. A titralas soran 20 1épésben 10 s
injektalasi 1d6t és 5 perces varakozasi idointervallumokat alkalmaztunk. Az entalpogramok
kiértékeléséhez hattérként a yG és Kyn vizes oldatanak higulasat kiséré hdéeffektusokat

rogzitettiik. A kiértékeléshez az Origin 7 szoftvert hasznaltuk.

33



Janoné Ungor Ditta Anita — Ph.D. értekezés Eredmények és értékelesiik

5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Fehérje-stabilizalt AU nanostruktiurdk méretszabdlyozott szintézise, szerkezet- és
stabilitasvizsgadlata
5.1.1. Lizozim-Au rendszerek

Amint azt a 2.3.1. fejezetben ismertettiik, a redukalo- és stabilizaloszer szerepét
egyben bet6lté biomolekula és a fémionok egymashoz képesti molaris vagy tomegaranya
dont6 szereppel bir az arany nanorészecskék/nanoklaszterek eléallitasa soran. A lizozim
fehérje redukaloszerként valdo alkalmazhatosaganak tanulmanyozasa soran olyan
kisérletsorozatot terveztiink meg, ahol a kiindulasi reakcioelegyben szisztematikusan
valtoztattuk a LYZ:Au tomegaranyat 1:1 és 40:1 értékek kozott lagos kdzegben (pH ~ 12)
37 °C és m = 2,0 mg Au tartalom rogzitése mellett. Azt tapasztaltuk, hogy a kisebb
tomegaranyok alkalmazasa esetén (LYZ:Au/1:1-5:1) 24 6ra szintézis id0 eltelte utan voros
szinli, plazmonikus sajatsagot (Amax = 518 nm) mutatdé Au nanorészecskék keletkeztek (13.A
abra). Ezzel szemben, ha a fehérje feleslegét megnoveltik a kiindulasi aurationok
a kolloid részecskékre jellemz6 karakterisztikus sav mar nem volt detektalhato [31]. Ezen
megfigyeléssel parhuzamosan egy egyre nagyobb intenzitasu emisszids cstics megjelenése
figyelhetd meg az emisszids spektrumokon Aem ~ 655 nm kdrnyékén 375 nm-es gerjesztési
hullamhosszt alkalmazva (13. 4bra), mely valoszinlisiti a szub-nanométeres
mérettartomanyba sorolhatd Au NCs képzddését. A fluoreszcens termékre meghatarozott
kvantumhasznositasi tényezo ¢€s élettartam értékek QY = 3,8 % és t = 1,9 us adddtak. A
LYZ/AUCIls kolcsonhatasaval eldallitott vizes diszperziokat megvizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy a legintenzivebb plazmon médus a LYZ:Au/5:1 tomegaranynal, mig a legnagyobb
emisszios csucs intenzitdsa LYZ:Au/20:1 tomegarany alkalmazasaval mellett volt
detektalhatd. A részletes szerkezetvizsgalatokat ezen fehérje:fémion aranyok rogzitése
mellett szintetizalt LYZ-Au nanorészecske ¢€s nanoklaszter tartalmu rendszerekrdl

készitettiik.
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13. abra: (A) A LYZ-Au rendszerek Vis (A) és emisszids (B) spektrumai az alkalmazott
LYZ:Au tomegaranytol fliggden (may = 2 mg, t =25 °C, kex = 365 nm)

Az egyes vizes diszperziokban képz6dd részecskék/klaszterek méretének ¢&s
méreteloszlasanak meghatarozdséhoz HRTEM és DLS méréseket végeztiink. A
plazmonikus LY Z-Au rendszerek esetén a keletkez6 részecskék atlagos atmérdire durtem =
12,0 + 3,1 nm (14.A abra) és dpLs = 18,1 = 1,1 nm értékeket allapitottunk meg a megjelolt
technikak sorrendjében, ami alatamasztja az arany kolloid részecskék képzodését. Ezen
tulmenéen a minta XRD méréstechnikaval torténd szerkezetvizsgalata soran a
diffraktogramon, a 20 = 38,18° és 44,28° értékeknél megjelend egy-egy reflexids csucsbol
a lapcentralt kobos (FCC) kristalyszerkezetli kolloidalis Au részecskék (111) és (200)
Miller-indexti racssikjai [JCPDS 4-784] azonosithatok (14.C abra). Az (111) indexjeli
racssikhoz rendelhetd reflexiobol a 11. egyenlet segitségével szamitott primer
részecskeméret 1,7 nm-nek adddott. Lathato, hogy ez sokkal kisebb, mint a HRTEM ¢és a
DLS mérésekbdl meghatarozott atmérdk, melynek oka feltehetdleg az, hogy az
elektronmikroszkopos képeken illetve a fényszoras mérések soran azonosithatd
nanorészecskék primer részecskébdl felépiilo aggregatumok.

Megvizsgélva a nagyobb fehérje felesleg mellett készitett mintdkat megallapitottuk,
hogy az atlagos méretek dvrtem = 1,5 + 0,3 nm-nek (14.B abra), mig a dpLs = 5,0 + 1,4 nm-
nek adodtak. A rontgendiffraktogramot Osszevetve a LYZ-Au NPs diffraktogramjaval
megfigyelhetd, hogy a nagyobb fehérjefelesleg alkalmazasa mellett mar nem jelennek meg
az Au NPs-re jellemzd karakterisztikus reflexiok, mivel feltehetdleg a primer krisztallit
mérete annyira lecsokken, hogy az XRD méréstechnika kimutatasi hatara (~ 1 nm) miatt

azok mar nem azonosithatéak (14.C abra).
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14. abra: A LYZ:Au/5:1 (A) és a LYZ:Au/20:1 (B) tomegarany esetén eldallitott Au NPs
és Au NCs reprezentativ HRTEM felvételei a vizes diszperziok UV-lampa alatti (also) és
nappali fényben (felsd) készitett fényképeikkel. (C) A LY Z-stabilizalt Au NPs és NCs
diffraktogramja 3645 20 értékek kozott.

A kapott HRTEM, DLS és XRD vizsgalatok eredményeit 6sszevetve a diszperziok
optikai tulajdonsagaival sikeresen igazoltuk, hogy a LYZ:Au/20:1 tomegarany beallitasa
mellett valdoban szub-nanométeres, fehérje-stabilizalt, fluoreszcens LYZ-Au NCs
keletkeznek.

Megvizsgalva az Au oxidacios allapotat mind a részecskék, mind pedig a klaszterek
esetében lathato, hogy dontéen 0 oxidacios allapotban talalhatd az arany [99], mely szintén
alatamasztja a fenti kijelentéseinket. Ezen tilmenden méréseink sikeresen igazoljak azon
szakirodalmi feltevéseket, amely szerint a részecskeméret csokkenésével az aranyra
jellemz6 kotési energiak a nagyobb értékek felé tolodnak el [100]. A 15. abran lathato, hogy
a LYZ-Au NPs (15.A abra) esetén a kotési energiak 4f7p = 83,7 eV és 4fsp = 87,3 eV
értékeknek adodtak, de a részecske méretének drasztikus csokkenésével, elérve a
klaszterekre jellemz6 szub-nanométeres mérettartomanyt, a kotési energiak 4f7, = 84,2 eV

¢és a 4fsp = 87,8 eV értéknél mérhetdk (15.B abra).

36



Janoné Ungor Ditta Anita — Ph.D. értekezés Eredmények és értékelesiik

A Au (0) 4f B
u Au (0) 41
1200 Au(0) 4f, 837 " ©) 4t ,
9 87.3 ‘ 1600 Au (0) 4fm 84.2
_ ' - '
wn
5 S 1400
< 10001 g
wn N
= B
.- N
~N 1200 4
£ g
= 800 =
E = ;
1000 -\l b
600 . ; . . : : : . . ‘
20 88 86 84 82 80 90 88 86 84 82 80
Kitési energia (eV) Kitési energia (eV)

15. abra: A (A) LYZ-Au NPs és (B) a LYZ-Au NCs XPS spektrumai.

A részecskék ¢és klaszterek képzddésének eredményeképpen a LYZ fehérje
szerkezetében esetlegesen bekovetkezd konformacio-valtozasok kovetésére SAXS és FT-IR
méréseket végeztink. A SAXS mérések sordn rdgzitett szorasgorbék Kratky-
reprezentacidjat elemeztiik részletesebben, amelynél a szoras intenzitasabol (1) szamitott Ih?
értékeket abrazoltuk a szorasi vektor (h) fiiggvényében. A 16.A abran lathaté Kratky-
reprezentacid alapjan megallapithatd, hogy a részecskék feliiletén a LYZ részlegesen
kitekeredett formaban van jelen. A fehérje, tomegaranyanak novelésével, egyre inkabb
elvesziti a nativ szerkezetre jellemz6 rendezettebb struktarajat, ami a fémmagoknak a fehérje
lancok koz¢é torténd beékelddésével magyardzhatdo. A SAXS mérésekbdl levonhatd
kovetkeztetéseket tamasztjak ala a FT-IR spektrumokon az Amid I és Amid II savok
helyzete, amelyek a peptidkotésben részvevd szénatom karboxilcsoportjahoz (—-C=0) és
szintén a kotésben részvevé nitrogén tartalmu (-C-N, ill. -N-H) csoportok
vegyértékrezgéseihez rendelhet6k [101]. Ezen karakterisztikus savok helyzetébdl a
fehérjében jelenlévé dominans masodlagos szerkezeti elemek (Amid 1) jelenlétén tal az
egész fehérje szerkezetének tomorségérol (Amid I1) is informaciot nyerhetiink (16.B abra).
Atiszta LYZ-ban az Amid I sav 1644 cm™ és az Amid II sav pedig 1512 cm™ hullamszdmnal
jelentkezik, ami alapjan a fehérjében egy tomorebb, a B-redds szerkezet feltételezhetd. Ezzel
szemben a klasztereket vagy részecskéket tartalmazo mintak spektrumain az Amid | és az
Amid Il sav pozicidja a fehérje szerkezetének rendezetlenné valasara, kompaktsaganak
megsziinésére utal az aurationok redukcidjat kovetden beékelddé fémmagok méretének

novekedésével.
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16. abra: Kiilonb6z6 LYZ:Au tomegaranyok beallitasa mellett készitett rendszerek (A)
SAXS méréseinek Kratky-reprezentacioja és (B) FT-IR spektrumainak részlete 1700-1450

cm? tartomanyon.

A mintak rediszpergalhatosaganak mértékét, ezaltal az egyes rendszerek stabilitasat
is tanulmanyoztuk, melynek érdekében a LYZ-Au NPs és LYZ-Au NCs mintakban a
részecskék és klaszterek méretét és &-potencial értékeit liofilizalas el6tt és utan is

ellendriztik.

Nappali fényben UV-lampa alatt

Frissen preparalt Rediszpergalt

o =8 diszperzié

Liofilizalt por

# ; B

LYZ-Au NCs
17. abra: A LYZ-Au NPs és LYZ-Au NCs frissen készitett és rediszpergalt szoljainak,

valamint liofilizalt pormintainak fényképei nappali fényben és UV-lampa alatt.

A mérések igazoltak, hogy a vizes mintak 3—5 hétig eltarthatok a szintézis kovetden,
de liofilizalt por formajaban akar 1 évvel késobb is stabil diszperzid készithet6 beldlik (17.
abra), ugyanis sem a részecskék/klaszterek mérete, sem a stabilitasra utald elektrokinetikai
potencial (&-potencial) értéke nem valtozott mérhetéen a liofilizalast és a rediszpergalast

kovetden.
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5.1.2. y-globulin-Au rendszerek

A vG lehetséges redukalo- és stabilizaloszeként torténd alkalmazasanak vizsgélata
soran, akarcsak a LYZ fehérjénél, a méretszabalyozott szintézist a fehérje aurationokhoz
képesti tomegaranyanak valtoztatasa révén valdsitottuk meg. Els6 1épésben a szintézis azon
optimalis paramétereinek megtalalasa volt a cél, ahol stabil, jol definialt optikai sajatsaggal
rendelkez6 nano-objektumokat allithatok el6. A megfelelé yG:Au tomegarany
megallapitasahoz a szintéziseket a 4.2.2. fejezetben Osszefoglalt kisérleti koriilmények
rogzitése mellett szamos tomegarany beallitasa esetén elvégeztiik (yG:Au/1:1 értéktdl 125:1
értékig). Megfigyeltiik, hogy mar yG:Au/1:1 tomegarany alkalmazasa is stabil, voros szinti
arany kolloidok képz6dését eredményezi, melyet a vizes diszperzid abszorbancia
spektrumaban megjelend plazmon moédus is alatamaszt (Amax = 525 nm). A fehérje feleslegét
fokozatosan novelve, a yG:Au/2:1 aranytol az UV-Vis spektrumokon az Au kolloidokra
jellemz6 plazmon moédus [102] nem figyelhetd meg, de ahogyan a LYZ esetén is, a
fluoreszcencia spektrumon ~ 645 nm kornyékén 350 nm-es gerjesztési hullamhossz
alkalmazdsa mellett egy 0j sav fokozatos megjelenése detektdlhatd. A vords emisszioval
rendelkezé termék fluoreszcencia intenzitasa novekvd tendenciat mutat egészen a
vG:Au/15:1 aranyig, de a reaktansok tomegaranyanak tovabbi ndvelésével mar fokozatosan
csokkend intenzitas figyelheté meg (18.A abra). Ennek okan a tovabbi vizsgalatokhoz a
vG:Au/15:1 tomegarany bedllitdsa mellett szintetizaltuk. Az idedlis szintézisidd
meghatdrozasahoz megvizsgaltuk azt az idétartamot, ahol az emisszids cstics maximalis

intenzitast mutat 37 °C hémérsékletii termosztalas mellett (18.B abra).
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18. abra: (A) A mért fluoreszcencia intenzitasok a yG mennyiségének fliggvényében. (B)
A yG/Au 15:1 tdmegarany mellett késziilt klaszterek PL intenzitasa a szintézis idejének
figgvényében a minta UV-lampa alatt késziilt fényképével. (mau =1 mg, t = 25°C, Aex =

350 nm).
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Az eldallitott yG-stabilizalt nemesfém részecskék és nanoklaszterek méretét és azok
méreteloszlasat elektronmikroszkopos felvételek (19. abra) és DLS mérések alapjan
hataroztuk meg. A keletkezett NPs atlagos mérete durtem = 24,2 + 12,3 nm ¢és dprs = 26,9
+ 13,0 nm-nek adodott. A fluoreszcens klaszterek atlagos atmérdjére a rogzitett HRTEM
képek alapjan pedig durtem = 1,5 + 0,3 nm adhatd meg. Az elektronmikroszkopos képeken
a kisméreti részecskék kozel monodiszperz eloszlast mutatnak. Ezzel szemben
hidrodinamikai atmérére, szintén monodiszperz eloszlas mellett (PDI = 0,124), a HRTEM
képekbol meghatarozott értéknél kb. haromszor nagyobb, atlagosan dpis = 4,4 + 1,2 nm
hatdrozhatdé meg, ami feltehetéen a klasztereket beboritdo Kiterjedt fehérje héjnak
tulajdonithato. A fluoreszcens nano-objektumok optikai sajatsagai, morfologiaja és mérete
alapjan a szub-nanométeres yG-Au NCs kialakuldsa valoszintisithetd, melyet a mért

kvantumhasznositas QY = 4,4 % és élettartam (t = 1,2 ps) értékek is alatimasztanak [103].

B

dggrem = 1,5 £0,3 nm

19. abra: (A) A yG-Au NPs és (B) a yG-Au NCs reprezentativ HRTEM képei a

felvételekbdl megallapitott atlagos atmérd adatokkal.

A biokompatibilis uton eldallitott vizes kozegli kolloid rendszerek lehetséges
fluoreszcens jelzGanyagként vagy bioszenzorként torténd felhasznalasaik el6tt kiemelten
fontos a mintak tisztitasa, hiszen a késébbi méréseket nagyban befolyasolhatja a redukcios
folyamatbol esetlegesen visszamaradt, elreagalatlan prekurzor fémsé és elektrolit ionok
jelenléte. A tisztitdst minden szintézist kovetéen 24 oOraig tartd dializissel végeztiik.
Korabban a LYZ-Au rendszerek esetén ismertetett szakirodalmi adatok alapjan, klaszterek
esetén a 47, kotési energia a tombfazisu Au® 4f72 kotési energiajahoz viszonyitva magasabb
energiaknal jelentkezik. Felvettiik egy, a szintézis utan nem dializalt klasztereket tartalmaz6
minta XPS spektrumat is (20.A abra), melyben a 4f kotési energidkhoz tartozo

karakterisztikus csucsok felbontdsa utan lathatd, hogy a minta még kis mennyiségben

40



Janoné Ungor Ditta Anita — Ph.D. értekezés Eredmények és értékelesiik

tartalmazott redukalatlan arany(Ill)ionokat (Au(IIl) 4fs> = 89,8 eV és Au(Ill) 4f7> = 86,3
eV). A tisztitott minta esetén rogzitett XPS spektrumok alapjan a kotési energiak 4f7 értéke
84,5 eV-nak, mig a 4fs); értéke 88,2 eV-nak adodott (20.B abra), mely alatamasztja, hogy a
kialakulo fémmagokban az Au déntéen 0 oxidacios allapotban talalhato [99]. A dializis utan
felvett XPS spektrum igazolta, hogy a dializises tisztitasi 1épés sikeresen eltavolitja az
elredukalatlan fémionok maradékat, mivel eltiinnek a szoban forgé Au(lll)-ionokra jellemz6
csucsok a spektrumbol. A késébbi felhasznalasok sordn a mintaban 1év0 aranytartalom

megadasakor a dializissel eltavolitott mennyiséggel (kb. 3%) minden esetben korrigaltunk.
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20. abra: A yG-Au NCs XPS spektruma dializis (A) el6tt és (B) utan.

A Kklaszterképz6dés hatasara, a fehérje masodlagos szerkezetében bekovetkezd
valtozasokat FT-IR és CD spektroszkopias mérésekkel kovettik nyomon. Az FT-IR
spektrumokon a LYZ-Au rendszerekhez hasonldan, az Amid I és Amid II savok helyzetét
tanulményoztuk. A meghatarozott csticsok intenzitdsa rendre yG: 1633 cm™ és yG-Au NCs:
1630 cm™ hullamszamoknal jelentkeztek, mig az Amid II savok a yG: 1531 cm™ és yG-Au
NCs: 1562 cm? értékeknél mutattak maximalis abszorbanciat. A savok helyzetébél
meghataroztuk, hogy az immunofehérje fiziologias koriilmények kozott foleg B-redoket
tartalmaz, melyeket a klaszter képz6dés soran beékelddd arany magok nyujtott B-lancokka
és B-fordulatokka feszitenek ki [101]. Ezen eredményeket a CD spektroszkopias mérések is
igazoltak. A spektrumok Reed-modell szerinti kiértékelése alapjan a fémionok redukcioja
el6tt a fehérje ~ 48 %-0s B-redo tartalma kb. 20 %-kal csokken a redukcié bekovetkezte utan
kialakult szerkezetben. Ezzel egyidejiileg megnd a B-kanyarok és a rendezetlen szerkezet
aranya. Az FT-IR és CD spektrumok a Melléklet 56. abrdjan 1athatok.

A biokompatibilis felhasznalasi modokat szem el6tt tartva megvizsgaltuk a NCs

vizes diszperzidjanak kinetikai stabilitasat pH = 1,0-12,0 tartomanyon mind UV-lathatd
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spektrofotometriaval és fluorimetriaval, mind pedig DLS és &-potencial mérésekkel (21.
abra). Az eredmények ramutattak arra, hogy a yG-Au NCs fiziologias pH-tartomanyon
nagyfoku kinetikai stabilitdssal rendelkeznek, hiszen sem optikai tulajdonsagaikban, sem

pedig méretiikben nem kovetkezik be mérhetd valtozas.
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21. abra: A yG-Au NCs hidrodinamikai atméréje (fekete) és &-potencial (piros) értékei a
pH fiiggvényében.

Ezen stabilitast tdmasztja ald a mért elektrokinetikai potencial értéke is, amely a pH
= 7-8 tartomanyon kb. -27 mV koriili értéknek adodott [104]. Megfigyelhetd tovabba, hogy
pH ~ 5 értéknél a NCs atlagos hidrodinamikai atmérdje jelentésen megnd (~ 400 nm), mig
a &-potencidl ~ 0 mV koriili értéket vesz fel. Ezen értékek feltehetéen a klaszterek
meg a vy-globulin legnagyobb héanyadéat alkoté immunglobulin G-re (IgG) jellemzd
izoelektromos pontnak (pl = 4,6-6,5). Az IgG izolabilis fehérje, igy izoelektromos pontja
koriilli pH értéken kicsapodik [105]. Az optikai mérések eredményeinek bemutatasatol
eltekintettiink, mivel csak a pH ~ 5 minta esetén észlelhetd valtozas (alapvonal emelkedés)
a klaszterek spektrumain, ami szintén az aggregalodasnak koszonhets. Megvizsgalva a
klaszterek NaCl sotlrését azt tapasztaltuk, hogy a nagy jelentdséggel bird fiziologias
sokoncentracio alkalmazasa mellett nincs észlelhetd valtozas sem méretiikben, sem pedig
fluoreszcenciajukban. Ezek alapjan tehat elmondhato, hogy a klaszterek nagyfoku kinetikai
stabilitast mutatnak fiziologias koriilmények kozott, igy felhasznalhatok lehetnek akar

biologiai rendszerekben is.
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5.1.3. yG-Au NCs, mint potencidlis L-kinurenin bioszenzor

A yG-Au nanoklaszterek szenzorikai alkalmazasat az 4.3.1. fejezetben ismertetett
fluoreszcencia kioltasa teszi lehetdvé. Az SZTE AOK Neurologiai Klinika intézetvezetd
egyetemi tanara, Prof. Dr. Vécsei Laszlo vezette MTA-SZTE Idegtudomanyi
Kutatocsoporttal vald egyiittmiikodés keretein beliil felmeriilt egy olyan biokompatibilis
szenzor kifejlesztésére vald igény, mely alkalmas lehet a kinurenin utvonal egyes
metabolitjainak sejtkdzti térben vald érzékelésére. A metabolikus utvonal egyes
kivalto oka lehet daganatos megbetegedéseknek. Mindezen feliil, neurotoxikus hatasaik altal
szamos neurodegenerativ rendellenesség kialakulasat is elindithatja (pl. Alzheimer-,
Parkinson-, Huntington-kor) [106]. A metabolikus ttvonal kezd6 (Trp) és végtermékei
(KYNA, NAD) mellett egy koztitermék (Kyn), illetve egy szintetikus kinurénsav analog

(SZR-72) keriilt vizsgalatra, melyek szerkezeti képleteit a 22. abra foglalja 6ssze.
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22. abra: A szenzorikai vizsgalatokhoz hasznalt molekulék szerkezeti képletei.

A szenzorikai vizsgalatokhoz a tisztitott yG-Au nanoklasztereket tartalmazo vizes
kozegll diszperzidt 20-szoros higitdsban hasznaltuk, vagyis cau = 50 pM koncentracidban
jelen levd klaszterek fluoreszcencia intenzitasanak valtozasat mértiik a vizsgéalatok soran. A
Klasztereket tartalmazd diszperzid fluoreszcencia spektrumat rogzitettik a szerves
kismolekulak hozzaadasa utan. Referenciaként mindig a megfeleld higitasban felvett, tiszta
vG-Au NCs diszperzio emisszios spektruma szolgalt, melybdl a 3. egyenlet alapjan
hataroztuk meg a Stern-Volmer &abrazolashoz sziikséges lo/l értékeket. Eldzetes
vizsgalatként az 5 tanulméanyozott molekulat Cmolekula = 1 mM koncentracioban adtuk a
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klaszterekhez. Azt tapasztaltuk, hogy kizarolag a kinurenin ttvonal els6 metabolikus
1épéseként a Trp-bol képzddd Kyn hatasara tortént mérhetd valtozas (kioltds) a klaszterek

fluoreszcencidjaban, melyet a 23. abra szemléltet.

16

12

1 KYNA SZR-72

Kyn

hozzaadasa utan a mintak UV-lampa alatt készitett fényképeivel.

A kinurenin Utvonal metabolitjainak optikai jelenségeken alapuldé nyomon
kovetesére elenyészd szamu publikaciot talalhatunk a szakirodalomban. A Kyn detektalasat
példaul J. Klockow és T. E. Glass egy kumarin-aldehid vazas kemoszenzorral valositotta
meg, amelynek fluoreszenciajat erdsiti a kinurenin (,,turn-on” szenzor), viszont csak extrém
savas (pH ~ 1) koriilmények kozott hasznalhato [107]. T. Kaper és mtsai. a Trp altal okozott
fluoreszcencia kioltason alapuld detektalast valdsitottak meg egy fluoreszcens fehérjét
tartalmazd fuzids-fehérje nanoszenzorral, amely eldéllitdsahoz koltséges és komplikalt
génsebészeti folyamatok sziikségesek [108]. Ez a meghatarozasi modszer azonban a
génsebészeti eljarasnak koszonhetdéen egy viszonylag Osszetett €s rendkiviil koltséges
modszenek tekinthetd. A yG-Au NCs nagyfoka Kyn szelektivitasa miatt viszont
koltséghatékony alternativat nytjthat, mint a kinurenin utvonal elsé metabolikus 1épésének
egy potencialis szenzora.

Az eldzetes szenzorikai vizsgalatok utdn a Kyn esetén célunk volt részletesen
feltérképezni néhany fontos paramétert, hiszen a klaszterek szelektiv bioszenzorként valo
hasznositasahoz elengedhetetlen a Kyn legkisebb kimutathatd mennyiségének (limit of

detection, LOD), majd ezt kovetéen azon dinamikus tartomanynak a meghatarozasa, ahol a
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crer

fiiggvényében. A Kyn LOD értékét elsddlegesen a széles korben alkalmazott mérési
modszerrel hataroztuk meg. Ez esetben azt vizsgaltuk, hogy az egyértelmii megvaltozas a
nanoklaszterek fluoreszcencia intenzitasaban milyen koncentracioban jelen levd kioltd
hatasara lesz detektalhato. Ez a szakirodalomban meghatarozottak szerint a kioltdé azon
mennyiségét jeloli, ahol a jel/zaj arany magasabb, mint 3 [109]. A Kyn-t 1 nM-1 mM
koncentracio-tartomanyban vizsgalva ez az érték 1,0 uM-nak adddott.

A precizebb szenzorikai kiértékeléshez azonban a H. P. Loock és P. D. Wentzell altal
alkalmazott szamitasi modszert hasznaltuk a 12. egyenlet alapjan, mely rangos nemzetkozi

folyoiratokban gyakorta hivatkozott LOD meghatarozasi eljaras [110].

242
XLop = 2X; = (it—s_y) <tsy2xi - JDkr + Dr2yx? — n% t?sj — ths§> (12.)

ahol sy a mért jel bizonytalansaga Xi koncentracio esetén, Xc a bizonytalansagnal nagyobb
koncentracio, t az egyprobas t-fiiggvény, N a mérési pontok szama, D a determindns, r az
érzékenység, K a parhuzamos mérések szama. A szamolas alapja az lo/l — ckyn fliggvény
linearis szakaszara meghatarozott kalibracios egyenes pontjai, melyeknek az illesztett
linedristol valo eltérésébdl szamithato a LOD értéke. Az igy kapott kimutatasi hatar 15 uM-
nak adodott; a tovabbi szenzorikai méréseknél igy ezt az értéket vettiik figyelembe.

A dinamikus tartomany meghatarozasahoz a kiilonb6zd koncentracioban jelen levo
Kyn hatdsdra megvaltoz6é fluoreszcencia intenzitds maximumokat é&brazoltuk a Kyn
koncentracio fliggvényében; az eredményeket a 24. abra mutatja. A mérési adatok alapjan
a 15-100 uM koncentracio tartomanyon bizonyult linearisnak a kapcsolat a fluoreszcencia
kioltas és a kioltd koncentracidja kozott.

Az analitikai paraméterek meghatarozasan tal kisérletet tettiink a kioltasi folyamat
termodinamikai paramétereinek és igy feltételezett mechanizmusénak felderitésére is. A
linearis tartomanyon ezek meghatdrozdsa érdekében a kioltasi vizsgalatokat 4 kiilonbozd
hémérsékleteken (298, 303, 308 és 313 K) is elvégeztiik. Az adatok értelmezéséhez a 4.3.1.
fejezetben ismertetett 3. egyenlet szerinti Stern-Volmer abrazolas alapjan a kiolto
hémérsekleten mért adatok 24.A abran lathato lineéris illeszkedése azt bizonyitja, hogy a
kioltasi folyamat ezen a koncentracid-tartomanyon nem kombindlt, vagyis tisztan csak

sztatikus vagy dinamikus lehet [111]. A tovabbi harom (303, 308 és 313 K) hémérsékleten
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kivitelezett mérések eredményeibdl készitett Stern-Volmer abrazolasok a Melléklet 57.

abrajan lathatok.
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24. abra: (A) A yG-Au NCs fluoreszcencia spektrumainak részlete 580—690 nm
hullamhossz tartomanyban a névekvé Kyn koncentracio mellett (t = 25°C, dex = 350 nm).
(B) A Xem = 645 nm-nél leolvasott emisszids cstcsok intenzitas értékei a Kyn koncentracio

fliggvényében a dinamikus tartomanyon (R? = 0,992).

Az  illesztésekbdl — meghatarozott  Stern-Volmer  adllandok  ismeretében
megallapitottuk, hogy a hdmérséklet emelésével Ksv értéke is nott, tehat a kioltas tisztan
dinamikus a vizsgalt tartomdnyon. A dinamikus kioltds tovabbi igazolasa érdekében a
vizsgalatokat kozel azonos méretii és hasonlo szerkezeti €s optikai tulajdonsdgokat mutatd
BSA-Au NCs és LYZ-Au NCs felhasznalasaval is elvégeztiik. A mérési eredmények ezen
rendszerek esetén is igazoltak az iitkozéses folyamaton keresztiil torténd kioltast, mivel
mindkét rendszernél, a stabilizalo fehérjétdl fliggetleniil, megtorténik a kioltds, tehat a
kolcsonhatas arany specifikus. A kontroll mintdk esetén a kimutatisi hatar azonban
magasabb értéknek (30—40 uM) adodott, igy ezek részletesebb vizsgalatatol eltekintettiink.
A dinamikus kioltast alatamasztandéan megvizsgaltuk a Kyn yG-hoz torténd lehetséges
kotédésének mértékét ITC mérések segitségével, azonban a rogzitett entalpogramok nem
mutattak mérheté hoeffektust a hattérjel kivonasa utan, amely szintén a kioltasi folyamat
arany-specifikussagara enged kovetkeztetni.

A Ksv kioltasi allando és a klaszterek el6zetesen meghatarozott fluoreszcencia
¢lettartamanak ismeretében (t = 1,2 us) egy adott hdmérsékleten az 5. egyenlet alapjan
meghatarozhato a kioltasra jellemzd kq bimolekularis kioltasi sebességi egyiitthatod értéke,
amely felhasznalasaval tovabbi informaciokhoz juthatunk a fluorofor és a kioltd kozott

lejatszodo reakciora vonatkozoan. Ennek értelmezéséhez sziikséges az adott reakcidra
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szamithato ko diffizio-kontrollalt sebességi egyiitthatot ismerete is, amelyet a Smoluchowski

egyenlet (13. egyenlet) alapjan hataroztuk meg:

4TTN

ko =~ (17 +15)(Ds + Dg) (13.)

ahol N az Avogadro-féle szam, rf a fluorofor, mig rq a kiolté sugaranak értéke, Ds a fluorofor
¢és Dq a kiolto diffazios egyiitthatdja. A diffuzios allandok értékét a Stokes-Einstein egyenlet

(14. egyenlet) alapjan szamitottuk:

kT
D= (14.)

ahol k a Boltzmann-allando, n az oldészer (esetiinkben viz) dinamikus viszkozitasa T
abszolut hdmérsékleten, r az adott molekula vagy részecske sugaranak értéke. A ko sebességi
egylitthato tehat azon esetben érvényesiilne, ha a kioltasi folyamat sebességét tisztan csak a

reaktansok diffuzidja kontrollalna.
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25. abra: (A) A 298 K homérsékleten elvégzett szenzorikai mérés Stern-Volmer
4brazolasa a ckyn = 15-100 uM dinamikus koncentraciotartomanyon (R? = 0,992). (B) A
van’t Hoff dbrazolas linearis (sziirke, R? = 0,954) és nemlinearis (piros, R? = 0,991)

illesztéssel.

Mivel a nanoklaszterek atlagos hidrodinamikai &tmérdje a DLS mérések szerint ~ 4,4
nm, ebbdl adododan az atlagos rf = 2,2 nm; a kinurenin esetében a PubChem (Open Chemistry
Database, CID 161166) adatbazis alapjan az rq = 0,58 nm. A szenzorikai mérésekbol
meghatdrozott paraméterek és a hozzajuk kapcsolodd szamitdsok eredményei az 1.

tablazatban lathatok.
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1. tablazat: A T mérési hdmérsékleten meghatarozott Ksy értékek az illesztés josagi
tényezdjével (R?), a Ksv alapjan meghatarozott Kg, a kalkuldlt Ko, a yG-Au NCs (Dncs) és a
Kyn (Dkyn) diffizios egyiitthatoinak értékei.

T Ksv - Kq Ko Dnes Dkyn
K] (M7 [M1s1] [M1s?]  [em?s?]  [em?s?]

298 | 4950+ 130 0,992 4,13x10° +1,08x10%8  1,12x10% 1,11x10® 4,22x10®
303 | 5470+ 170 0,988 4,56x10° +1,42x108 1,27x10% 1,26x10® 4,79x10®
308 | 6070+ 140 0,992 5,06x10° +1,17x108 1,42x10%° 1,41x10® 5,33x10®

313 | 6220160 0,991 5,18x10° +1,33x108  1,61x10%° 1,60x10° 6,04x10®

A Kq és ko értékeibdl, illetve egymashoz viszonyitott aranyukbdl a kioltas
mechanizmusardl nyerhetiink bévebb informaciot. A kioltas diffizio-vezérelt, ha a Kq értéke
1x101° M? st nagysagrendii [112]. A diffiizido-vezérelt kioltasra jellemzd Kq értéktdl
nagyobb értékek bizonyos fokt asszociacios folyamatokra utalnak, mig a kisebb szamadatok
a sztérikusan gatolt, azaz nehezebben hozzéaférhetd fluoroforokra jellemzéek. A yG-Au
NCs/Kyn kioltasi folyamatra meghatarozott kq nagysagrendileg megkozeliti ugyan a tisztan
diffazio-kontrollalt folyamatok sebességi egyiitthatdjanak értéket, azonban minden mérési
hémérsékleten alatta marad (kq<ko), mely feltehetdleg a klasztermagokat koril 6leld
fehérjeburoknak tulajdonithato.

A fenti eredményeket figyelembe véve Ksy értéke igy a 4.3.1. fejezetben ismertetett
altalanos séma szerint (15. egyenlet) az alabbi mechanizmussal felirhato dsszetett folyamatot

egylittesen jellemezi:
AuNCs* + Kyn = [AuNCs — Kyn]* — Au NCs + Kyn* (15.)

ahol minden részlépés sajat, egyedi sebességi egylitthatoval rendelkezik. Ezen részlépések
e az aktivalt komplex ([Au NCs — Kyn]*) kialakulasa az iitkdzés kdvetkeztében (k1)
e az aktivalt komplex szétesése alapallapotu klaszterré (Au NCs) és gerjesztett
kinureninné (Kyn®) az energiaatadast kdvetden (ko)
e vagy a nem megfelel6 molekularis orientacié miatti nem-reaktiv szétesés (k'1).
A fent emlitett részfolyamatok ismeretében Ksy értéke az 7. egyenletben definialtak szerint
egyensulyi allandoként kezelhetd, melybdl a kioltasi folyamatra jellemzd termodinamikai
potencialfiggvények meghatarozhatok a 8. és 9. egyenletek alapjan. A kioltasi folyamatot

kisér6 standard entalpia- €s entropiavaltozas €rtékét az integralt van’t Hoff egyenlettel
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hatdroztuk meg nemlinearis paraméterbecslést alkalmazva R? = 0,991 illesztési josaggal

(25.B abra), majd ezen értékek ismeretében kiszamitottuk a szabadentalpia-valtozast is a

vizsgalt hdmérsékleteken (2. tablazat).

2. tablazat: A T mérési hdmérsékleten meghatarozott Ksy értékek az illesztés josagi

tényezdjével (R?) és a szamitott termodinamikai paraméterek értékével a yG-Au NCs/Kyn

rendszerre vonatkozoan.

T Ksv - AH° AS° AG
[K] [M1] [kJ mol*] [kJ mol™* K] [kJ mol?]
298 4950 + 130 0,992 -21,11
303 5470 £ 170 0,988 -21,71

14,16 + 3,15 0,12+ 0,01
308 6070 £+ 140 0,992 -22,30
313 6220 £ 160 0,991 -22,89

A nemlinearis paraméterbecslés alapjan a standard entalpiavaltozéas értéke (AH®)

14,16 £ 3,15 kJ mol, mig a standard entrépiavaltozas (AS°) 0,12 + 0,01 kJ mol?! K

értéknek adodott. Mivel AG minden esetben negativ (kb. -22 kJ mol™), igy megallapithato,

hogy a kioltds termodinamikailag kedvezményezett. A AH° pozitiv értékébdl arra

kovetkeztethetiink, hogy a kioltas endoterm, mely és a reaktansok kozotti toltésatviteli

folyamat révén valosulhat meg [80]. Mivel az entropia-tag abszolut értéke minden mérési

homérsékleten nagyobb az entalpia-tag abszolut értékénél (IAH®l < ITAS°l) a kioltas

entropia-vezérelt folyamatnak tekinthet6 [113].
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5.2. Az AuCls™ionok kolcsonhatdsa tioltartalmii Kismolekuldikkal vizes kozegben

5.2.1. Glutation-Au rendszerek

A glutation alkalmazasaval el6allitott fluoreszcens arany tartalma rendszerek
eléallitasardl  és  szerkezetvizsgalatar6l tobb  publikaciot is taldlhatunk, de a
reakciokoriilmények (pl. reaktansok molaranya, reakcioelegy pH-ja) termék(ek)re
eléallitasara gyakorolt hatasai viszonylag tisztazatlanok [59,114,115]. Munkank kezdeti
1épéseként megvizsgaltuk a GSH:AuCls™ molaris aranyanak szerepét 1:1-40:1 aranyok
kozott elséként savas koriilmények beallitasa (pH ~ 3,0) mellett. A reakcioelegyet 24 h-ig,
37 °C homérsékleten termosztaltuk, melynek sordn egy fehérszinii, intenziv narancssarga
emissziot (Aem = 590 nm) mutatd csapadék levalasa volt megfigyelheté. A legnagyobb
fluoreszcencia intenzitast a GSH:Au/15:1 molarany alkalmazasa mellett detektaltuk, igy a
tovabbi vizsgalatokhoz ezen arany rogzitése mellett tanulmanyoztuk egy masik fontos
kisérleti koriilmény, a pH hatasanak szerepét az eldallitott termék(ek) optikai és szerkezeti

tulajdonsagaira vonatkozdan (26.A abra).
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26. abra: (A) Az 590 nm hulldmhossznal detektalt PL intenzitds maximumok a GSH

crer

oldat pH-janak fiiggvényében (GSH:AuU/15:1, cau = 1 MM, t =25 °C, dex = 375 nm).

A 26.B abran lathato, hogy a narancsszinli emisszios sajatsaggal (Aem = 590 nm)
rendelkez6 termék(ek) képzddése csak a pH = 2—4 tartomanyon preferalt. A legintenzivebb
emisszio pH ~ 3,0 alkalmazasa mellett detektalhatd. A karakterisztikus emisszios sav a pH
novekedésével csokkend tendenciat mutat egészen pH = 7,0-ig, majd a pH = 8-10 kozotti
tartomanyon mar egyaltalan nem figyelhetd meg. Erdsen lugos kdzegben egy 0j emisszios
sav megjelenése észlelhetd a kék tartomanyban Aem = 445 nm hulldmhosszndl. Ezen 1j

optikai sajatsaggal rendelkez6 termék képzddését csapadék levalas mar nem kisérte.
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27. abra: (A) A GSH:Au/15:1 rendszer XPS spektruma pH = 3,0 és (B) pH = 12,0

kiindulasi pH-t alkalmazva.

Az eltéré emisszids sajatsagot mutatd rendszerekben talalhatd fématomok oxidacios
allapotat megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a narancssarga emisszioval rendelkez6
rendszerben az Au atomok +1 és +3-as oxidacios allapotban talalhatok [100]. A detektalt
kotési energiak Au(l) 4fs2 = 88,6 eV, Au(l) 4f72 = 84,8 eV és Au(lll) 4fs2 = 90,2eV, Au(lll)
4f7, = 86,6 eV értékeknek adodtak. Ezzel szemben a kéken emittdld rendszerben az XPS
spektrumok alapjan csak 0 oxidéacids allapotban jelenlévé Au atomokat azonositottunk
(Au(0) 4fs;, = 87,8 eV és Au(0) 4f72 = 84,1 eV. A glutation ezen eltéré redukald képessége
Korabbi irodalmi adatok mar jol ismert; a GSH redoxpotencial értéke erésen pH-fiiggd

sajatsagot mutat, melyet adott pH értéken a 16. egyenlet alapjan szamolhatunk [116]:

En= ("R ppr) ~ (Fromeccs) (16.)

cre

gazallando, T a mérés hdmérséklete, az F pedig a Faraday allando. Az egyenlet értelmében
a GSH-hoz rendelhetd redoxpotencidl értéke a GSH-Au nanohibrid rendszerek eldallitasa
soran alkalmazott pH = 12,0 érték esetén En = -0,272 V-nak adodik, mig pH = 3,0 esetén
csak En =-0,031 V. A szamolas révén meghatarozott En értékek alapjan értelmezhet6 azon
kisérleti eredmény, hogy alacsonyabb pH értékeknél az arany(lll)ionok redukcioja csak
részlegesen valosul meg. Erdsen lugos kozeget biztositva azonban mar a fémionok teljes
redukcioja bekovetkezik, melyet a 27. abran bemutatott XPS eredmények igazolnak. A
kiilonb6z6 optikai tulajdonsagot mutatd arany-tartalmu rendszerek eltéré nanoszerkezettel

rendelkezhetnek. A narancs emisszioval rendelkez6 termék esetén az ismétlédé S-Au(l)-S
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kotésekbdl  felépiild, ¢és mas Au(l)-tiolat rendszerek esetén mar egykristaly
rontgendiffrakcidval is igazolt, nanohibrid® koordinicios polimer szerkezet kialakulasa
valdszintsitheté [117]. Ezzel szemben a kék emisszio a néhanyatomos GSH-redukalt Au
klaszterekhez rendelheté [118].

5.2.2. Cisztein-Au rendszer

Munkank soran az aminosavak koziil az oldallaincban tiolcsoportot tartalmazo
ciszteint is bevontuk vizsgalatainkba. Korabban Soptei és mtsai. mar vizsgaltak a Cys és
HAUCI4 kélcsonhatasat [119]. Kisszogl rontgenszorasos (SWAXS: small and wide angle X-
ray scattering) technikaval igazoltak, hogy egy Onszervez6dé Au(l) tartalmt, lamellas
nanohibrid szerkezet alakul ki, amely a szakirodalomban a koordinacios polimerként (CP)
ismert szerkezetek csoportjaba sorolhato [70,120]. Az altaluk elballitott termék lamella
tavolsagat a fenti méréstechnika segitségével 1,3 nm-nek hataroztak meg. Az elGallitott
lamellas szerkezetet széleskortien tanulmanyoztdk, de munkdjuk soran nem tértek ki az
altalunk érdekesnek gondolt kisérleti paraméterek, mint a reaktansok molaris aranyanak és
a kiindulasi pH termék(ek)re gyakorolt hatasanak tanulmanyozasara. Reproduktiv
szintézissel mi is megkiséreltiik eléallitani a fluoreszcens Cys-Au CP strukturat, de az el6z6
fejezetekhez hasonldan, elsd 1épésként a reaktansok optimalis molaranyanak megtalalasa
érdekében a szintézist szamos arany bedllitasa mellett tanulmanyoztuk. Hasonl6 kisérleti
eredményeket vartunk, mint a GSH-Au CP rendszer esetén. A savas koriilmények (pH = 3,0)
mellett el6allitott GSH-Au CP-hez hasonldan, termékként itt is egy fehér szinii, narancs
emisszioval (Aem = 620 nm) rendelkezd csapadékot azonositottunk. A molarany hatasat
Cys:Au/1:1-40:1 kozott vizsgaltuk, amely soran a legnagyobb fluoreszcencia intenzitas a
Cys:Au/10:1 arany alkalmazasa mellett volt detektalhatdo (28.A abra). A tovabbi
vizsgélatokhoz 10:1 arany rogzitése mellett eldallitott fluoreszcens termékeket vizsgaltuk.
Megvizsgalva a Cys-oldat kiindulasi pH értékének hatasat a fluoreszcens termék képzdédése
szempontjabol azt tapasztaltuk, hogy a fluoreszcens sajatsaggal rendelkezé nanohibrid
rendszer kialakuldsdhoz a savasabb pH-tartoméany (pH = 1-6) a preferalt. Amint az a 28.B
abran lathato, a rogzitett PL spektrumok alapjdn a karakterisztikus emisszids sav a pH

novelésével csokkend tendenciat mutat egészen a pH = 8,0 értékig. A kiindulasi Cys-oldat

T Nanohibrid rendszerek: olyan két vagy tbb, szervetlen és szerves komponenst egyiittesen tartalmazo6
rendszerek, melyek mérete a nanométeres skalan mozog, szintézisiik soran pedig a komponensek kozott 1)
(koordinativ vagy kovalens) kotések jonnek 1étre.
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pH-értékét a magasabb pH tartomany (pH = 9—12) felé tolva azonban fluoreszcencia mar

nem detektalhato.
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28. abra: (A) A Aem = 620 nm hulldamhossznal detektalt PL intenzitds maximumok a Cys

crer

spektrumok a pH fliggvényében (cau =1 mM, t =25 °C, kex = 395 nm).
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29. abra: (A) A Cys-Au CP szerkezet XPS spektruma, valamint (B) a Cys és a Cys-Au CP
FT-IR spektruma.

A Cys-Au CP szerkezet kialakulasanak igazolasa érdekében XPS, FT-IR és XRD
méréseket végeztiink. Az XPS mérések esetén detektalt kotési energiak Au(l) 4fs, = 88,9
eV és Au(l) 472 = 85,2 eV; Au(0) 4fs2 = 87,2 eV és Au(0) 472 = 83,5 eV értéknek adodtak,
melyek alapjan meghataroztuk, hogy a koordinaciés polimer kotéseiben dontden +1-es
oxidacios [67] allapotban talalhato a fém (29.A abra). A 29.B abran lathatdo FT-IR

spektrumok alapjan a tiszta Cys tiolcsoportjanak karakterisztikus vegyérték- ¢és
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deformacidsrezgései 2549 cm™? és 942 cm™ hullamszamoknél jelentkeznek, melyek az
aurationnal torténd kolcsonhatast kovetéen mar nem detektalhatok a spektrumban [121,122].
A szabad —SH rezgések eltiinése azok fémionhoz valdo kotédésiik kovetkeztében
valésziniisithetd. Ezzel szemben 1635 cm™ hullamszamnal egy uj sav figyelhetd meg, ami a
Cys hidrogénhidas kotést kialakitdo karbonilcsoportjainak (—-C=0) vegyértékrezgéseihez
rendelhet6 [123], amely feltehet6leg a lamellas szerkezet onrendezédésért felelhet.
A B
20=6,84

d=1,3 nm

20=14,02

Relativ intenzitds (cps)

10 1I2
20(°)
30. abra: (A) A Cys és a Cys-Au CP szerkezet rontgendiffraktogramja (B) a

feltételezheten kialakuld lamellas szerkezet sematikus abrajaval.

A feltételezhetden kialakuld lamellaris struktara képzddését XRD vizsgalatokkal
tamasztottuk ala. A diffraktogramokon (30.A abra) lathato, hogy a Cys-Au CP rendszer
esetén Uj reflexiok jelennek meg a tiszta Cys diffraktogramjdhoz képest 20 = 6,84° ¢s 14,02°
20 értékeknél. A 20 = 6,84° reflexiobodl szamithato bazislaptavolsag 1,3 nm-nek adodott,
mely a Soptei és mtsai. SWAXS mérésekkel meghatarozott értékével jo egyezést mutat.
Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy savas kozegben a 30.B abran bemutatott fluoreszcens
sajatsagot mutato lamellas szerkezet alakulhat ki a Cys és aurationok kolcsonhatasa révén,
mely a pH emelésével csokkend intenzitast mutat, pH = 8,0 felett mar nem alakul Ki.
Ellentétben a GSH-tartalmt rendszerrel, er6sen ligos kodzegben a szub-nanométeres

klaszterek képzddése nem torténik meg.

5.2.3. Ciszteinil-triptofan-Au rendszerek

A glutation és a cisztein mellett egy szintetikusan eldallitott dipeptid, a Cys-Trp,
aurationokkal valo kolcsonhatasat is tanulmanyoztuk. Legfobb célunk volt felderiteni, hogy
ezen molekula is hasonldan viselkedik-e az aurationokkal szemben. Van-e itt is lehetdség az
onrendezddo lamellas szerkezet kialakuldsara vagy éppen a Trp révén a nagy térkitoltést

aromas oldallanc jelenléte ezen struktura kialakulasat sztérikusan gatolja-e? Az aminosavak
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kozil a Trp mutatkozik a legerdsebb redukaldszernek, igy kérdéskén meriilt fel van-e
lehetdség esetleg a fluoreszcens klaszterek kialakulasara. Korabbi vizsgalatainkhoz
hasonldan elsé 1épésként itt is a kiinduldsi reaktansok egymaéshoz képesti molaranyat
valtoztatva tanulmanyoztuk milyen szerkezettel rendelkez6 termékek képzédnek. Ennek
soran a CW:Au/0,5:1-30:1 molaranyok mellett pH = 12,0-t alkalmazva 37 °C homérsékleten
végeztiik kisérleteinket. A 24 h szintézisid6 letelte utan, a CW:Au/0,5:1 moélarany esetén
meglepd modon azt tapasztaltuk, hogy borvoros szinnel rendelkez6 termékek képzodtek. A
minta UV-Vis spektruman, melyet a 31.A abra mutat, 518 nm hullamhossznal detektalhatod
plazmon modus egyértelmtien a 2 nm-nél nagyobb atlagatmérdvel rendelkezé arany

kolloidok képzddését igazolja., melyet a minta szine is megerdsit.
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31. abra: (A) A CW-Au NPs Vis spektruma a minta fényképével, (B) a DLS mérésekbdl
szerkesztett méreteloszlasi diagram és a mintardl készitett reprezentativ HRTEM felvétel
(CAu = 1mM)

A keletkezett szférikus részecskék atlagos méretének meghatarozasahoz DLS és HRTEM
méréseket alkalmaztunk. A 31.B abra alapjan megallapitottuk, hogy a CW-stabilizalt Au
NPs atlagosan 8-9 nm-es atmérével rendelkeznek (dnrtem = 8,2 = 1,6 nm; dprs =9,2 = 1,0
nm).

=0,1 mM) és a CW molaranyat pedig megnoveljiik, akkor a termékképzddést az aurationok
intenziv sarga szinének fokozatos elhalvanyuldsa, valamint az ezzel parhuzamosan egyre
nagyobb intenzitassal detektalhat6 kék fluoreszcencia megjelenése jelzi 24 h szintézisido és
37 °C homérséklet alkalmazasa mellett (32. abra). A kéken emittald (Aem =490 nm) rendszer
esetén a legnagyobb fluoreszcencia intenzitdas a CW:Au/20:1 moélarany beallitasaval volt

detektalhato, igy a szerkezetvizsgalatokhoz ezen arany rogzitése mellett szintetizaltuk a

55



Janoné Ungor Ditta Anita — Ph.D. értekezés Eredmények és értékelesiik

fluoreszcens terméket. Meghataroztuk, hogy a fluoreszcens termék képzddésére a pH dontd
befolyassal nem bir, igy a tovabbiakban — akarcsak a CW-Au NPs szintéziséhez ezen
rendszernél is, pH = 12,0 értéket alkalmaztunk a reakcio kezdetén. A termékre meghatarozott
kvantumhasznositasi tényez6 viszonylag kis értéket mutat (QY = 0,7 %) és az élettartam a t
= 3 ns értékkel adhatdo meg. A GSH rendszerhez hasonldan a kéken emittalé néhanyatomos
Au NCs vagy fluoreszcesn Au(l)-tartalma hibrid struktarak/komplexek kialakulasara
kovetkeztethetiink [52,74].
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novelésével. (B) A fluoreszcens termék gerjesztési (fekete) és emisszios (kék) spektruma
CW:Au/20:1 arany esetén (Cau = 0,1 mM, t =25 °C).

A szintézis soran megfigyeltiik, hogy szemben a Cys-tartalmt rendszerrel, ezen
termék képzOdését nem kiséri csapadéklevalas és a detektalt emisszids csucs hullamhossza
is alacsonyabb értéknél figyelheté meg. Rendezett szerkezetet sem FT-IR, sem pedig XRD
mérésekkel nem sikeriilt kimutatnunk, amely feltehetéleg a Trp oldallancaban talalhatd nagy
térkitoltésti indolgyliri jelenlétének koszonhetd. A sztérikus okokndl fogva az indolgytirii
meggatolhatja a rendezett struktura kialakuldsat. Az FT-IR spektrumokon azonosithato
Amid | (1645 cm? — 1660 cm™), Amid Il (1592 cm? — 1525 cm™) és Amid III
(1206 cm™? — 1199 cm™) savok tolodasabol, valamint a Cys alegység tiolcsoportjara
jellemzé vegyértékrezgés (2557 cm™) eltlinésébdl arra kovetkeztetiink, hogy a fémion
koordinacioja a dipeptid tiolcsoportjan keresztiil valosulhat meg [124]. A képzddott
termékben talalhatd Au oxidacios allapotanak kimutatdsara XPS méréseket kiviteleztiink. A
kis Au koncentracid6 miatt azonban ezen mérések nem jartak sikerrel, igy a dolgozat
Osszeallitasig nem tudtuk egyértelmiien meghatarozni a mintaban jelenlévé Au oxidacios

allapotat.
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33. abra: A fluoreszcens CW-Au rendszer ESI-MS spektruma m/z = 300-850 (balrél) és
m/z = 1200-1500 (jobbrol) tartomanyokon kiilonb6z6 nagyitasok mellett (CW:Au/20:1).

Az 6nrendez6d6 nanohibrid struktira azonositasanak hianyaban fluoreszcens Au(l)-
komplexek képzddése valdszintsithetd, amelyre a minta elszintelenedésébdl is
kovetkeztethetlink. Ennek igazoldsa érdekében tovabbi szerkezetvizsgalati modszerként
ESI-MS technikat hasznaltuk. Az ESI-MS spektrumokon (33. abra) egyértelmiien
elkiilonithet6k az m/z = 308,10; 613,19 és 1225,44 értékeknél jelentkezd cstucsok, melyek
magahoz a dipeptidhez ill. annak dimer és tetramer formajahoz tartoznak. Feltételezhet6en
a dipeptid oxidacidjat kovetd oligomerizacios folyamat soran képzddhetnek [125]. Néhany
atomos Au klaszterek jelenlétét nem sikeriilt igazolni. A dipeptid fragmentumok mellett m/z
= 811,17 és 1423,48 m/z értékeknél egy-egy tovabbi cstics jelenléte figyelheté meg. Ezen
,részecskék” vélhetden a pozitivan toltott [Au-CW2]* és [Au-CW4]* 2-koordinacios Au(l)
komplexekhez tartozhatnak [1,126], ahol a fémionhoz a dipeptid tiolcsoportja
koordinalédhat. A CW aurationokkal szembeni viselkedésének megértéséhez azonban nem
csak tisztan a Cys, hanem a Trp kolcsonhatdsat is sziikséges volt felderiteni, melynek

eredményeit az 5.3.1. alfejezetben ismertetjiik részletesebben.

5.3. Az AuCls™ionok kolcsonhatisinak tanulmdnyozdisa N-tartalmu, aromds
oldallanccal rendelkezé aminosavakkal
5.3.1. Triptofan-Au rendszerek
Korabban R. Antoine és mtsai. mar sikeresen allitottak elé gazfazisban Trp-Au

komplex kationokat, melyek jelenlétét ESI-MS mérésekkel igazoltak, szerkezetiik

57



Janoné Ungor Ditta Anita — Ph.D. értekezés Eredmények és értékelesiik

felderitésére pedig ab initio molekuladinamikai szamitasi modszereket alkalmaztak [127].
Ezen kutatasi eredményekre tamaszkodva vizsgaltuk vizes kozegben a Trp kozvetlen
kolcsonhatéasat tetrakloro-aurattal szemben, ahol azt tapasztaltuk, hogy a molaris aranyok
mellett a pH is rendkiviil fontos szereppel bir az eldallitott termékek méretére, ezaltal optikai
sajatsagaira is.

A Trp és az AuCly “ionok kélcsonhatasat széles skalan, Trp:Au/0,4:1-30:1 molaris
aranyok kozott vizsgaltuk mind erdsen lugos, mind pedig erGsen savas kozegben 24 h
szintézisid6t alkalmazva 37 °C-on. Ahogyan az el6z6, 5.2.3 fejezetben ismertettiik, a Cys-
Trp dipeptid esetén fémion felesleg alkalmazasakor arany kolloidok képzddése volt
megfigyelhetd. Kérdésként meriilt fel, hogy hasonlo reaktans aranyok beallitasa mellett a
tisztan Trp tartalmt rendszerekben is megfigyelhet6-e ezen részecskék képzbédése, hiszen a
Cys- és GSH-tartalmu rendszerek esetén nanorészecskék képzOdését nem tapasztaltuk.
Vizsgalataink szerint a vords szinli Au szol kialakulasahoz a kis ligandum felesleg
(Trp:Au/0,4:1) ¢és erdsen lugos (pH ~ 12) kozeg kedvezd. A keletkezett Trp-Au NPs
plazmonikus savja Amax = 530 nm hullamhossznal detektalhat6 a vizes diszperziok UV-Vis
spektrumain, HRTEM felvételek alapjan a részecskék atmérdjére atlagosan durtem = 7,8 +
0,3 nm hatarozhaté meg a (34. abra). A DLS vizsgalatokbol megallapithatd, hogy a
részecskék mérete monodiszperz eloszlast mutat, atlagos hidrodinamikai atmérdjiik dprs =
8,8 £1,0 nm. A fényszoras mérésekbol meghatarozott {-potencial értéke (¢ ~ -21 mV) stabil

kolloid diszperzi6 képzOdésére utal [104].
A B

dHRTEM = 7,8 + 0,3 nm
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34. abra: (A) Trp-Au NPs Vis spektruma a minta fényképével és (B) reprezentativ

HRTEM felvételével az atlagos 4tmérd megadasaval.

Fluoreszcens terméket nagyobb ligandum felesleg alkalmazasa mellett (Trp:Au/1:1—

15:1) ezen rendszer esetén is tudtunk azonositani, de sszevetve mind a Cys, Cys-Trp, GSH
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rendszerek eredményeit megallapithatd, hogy mar 1:1 fémion:aminosav molarany beéllitasa
mellett is képzddnek fluoreszcens termékek. A termékek képzodését minden esetben az
aurationokra jellemz6 intenziv sarga szin sotétedése és ezzel egyidejiileg egy, az alkalmazott
fémion:ligandum aranytol fiiggéen, a lathatdo fény kék-z6ld hulldmhossztartomanyan
detektalhato karakterisztikus emisszids sav megjelenése kisérte. Az eddigi eredményektol
eltérden a rogzitett spektrumok intenzitds maximuma csak kismértékben fligg az alkalmazott
Trp feleslegtél (Al ~2-5 %), azonban a fluoreszcens fotonok hullimhosszara mar
jelentdsebb befolyassal birt ezen érték megvalasztasa. Nevezetesen, az alkalmazott Trp
aurationokhoz viszonyitott feleslegével AA = 25 nm eltérést detektaltunk a Trp:Au/1:1 és a
Trp:Au/15:1 molarany mellett szintetizalt termékek emissziés maximumanak helye kozott
(35.A abra). A tovabbi vizsgalatokhoz a Trp:Au/l1:1, 5:1 és 15:1 molaranyok mellett
szintetizalt termékeket valasztottuk ki, mivel a fluoreszcencia intenzitas nagymértékben
csokkend tendenciat mutatott a reaktansok molaris aranyanak novelésével és a Trp:Au/15:1
molaranynal nagyobb ligandum felesleg esetén mar hullamhossz eltolodast nem tudtunk

detektalni az egyes termékek emissziés maximumanak hulldamhossza kozott.
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35. abra: (A) A Trp-Au nanohibrid rendszerek emisszids spektrumai Trp:Au/1:1; 5:1 és
15:1 sorrendben (jobbrol balra haladva) a mintak fényképével (Cau =1 mM, t =25 °C, Aex
=380 nm). (B) A Trp:Au/1:1 molarany mellett készitett minta emisszios spektruma az

alkalmazott kiindulasi pH (1,0-12,0) fiiggvényében.

Megvizsgalva a reakcioelegy kiinduldsi pH értékét azt tapasztaltuk, hogy a
fluoreszcens termék képzddésének csak a savasabb kornyezet (pH = 1-3) a kedvez6 (35.B
abra), melynek oka feltehetéleg az aurationok hidrolizisében és a Trp savas kornyezetben
lejatszodd autopolimerizacios folyamataban keresendé [128,129]. A pH = 1-3 kozotti
tartoméanyon dontéen az aurationok [AuCls] formaban vannak jelen [10], de pH = 7,0 felett

ahogyan a 2. abra is mutatja, mar kizarélag a [Au(OH)s] forma a dominans részecske. A
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szintézisek soran eléallitott fluoreszcens Trp-Au nanohibrid rendszerekre meghatarozott PL
élettartam (t = 5-9 ns) és a QY (1,1-1,7 %) értékek alapjan a néhanyatomos kéken, ill.
z0lden emittald Au NCs képzddésére kovetkeztethetiink [69].

A klaszterek szerkezetének felderitése érdekében elsOként FT-IR méréseket
végeztiink. A haromféle alkalmazott Trp:Au moélarany mellett eldallitott mintak FT-IR
spektrumaiban szamottevé kiillonbség nem volt észlelhetd, igy a 36. abran csak a
Trp:Au/15:1 molarany mellett készitett minta spektrumat abrdzoltuk a tiszta Trp

spektrumaval egyiitt.
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] .
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36. abra: A Trp-Au és a Trp FT-IR spektrumai 3500-1000 cm™ tartoméanyban.

A rogzitett spektrumok alapjan meghataroztuk, hogy a Trp oldallancéban talalhatd
indolgytirti —NH csoportjara jellemzd vegyértékrezgések (3401 cm™ — 3388 cmt), valamint
alifass ammoniumcsoportjanak vegyérték- (1153 cm™ — 1184 cm™) és deformacios rezgései
(1487 cm?® — 1509 cm™) tolédnak a legnagyobb mértékben az aurationnal torténd
kolcsonhatas kovetkeztében [130].

Tovabbi szerkezetvizsgalati modszerként ESI- ¢s MALDI-MS méréseket végeztiink.
A tomegspektrumokon (37. abra) a Trp aminosav dimer (m/z = 409,19) és tetramer (m/z =
817,36) forméja is azonosithatd, ahogyan azt a CW esetén is megfigyeltiik.
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37. abra: A fluoreszcens Trp-Au rendszer (Trp:Au/5:1) ESI- és MALDI-MS

spektrumainak részletei kiilonb6z6 nagyitasok mellett.

Az egyes, kiilonféle indol-tartalmi vegyliletek erésen savas kornyezeteben
lejatsz6do autopolimerizacios folyamatara mar 1983-ban ramutatott Francisco Amat-Guerri
¢s mtsai, amelyben egészen a tetrameres formaig képesek voltak azonositani a kiilonféle
szarmazékokat [131]. Ezen preferaltan lejatszodo oxidacié eldsegitheti a fémion
redukciohoz sziikséges elektron felszabadulasat, amely kovetkeztében individualis redukalt
Au magok keletkeznek. Ezen magok Osszekapcsolodasabol johetnek létre az ESI- és
MALDI-MS spektrumokon azonositott Ausz-Aus fémmagot (m/z = 591,33) tartalmazo
klaszterek, melyet altalaban egy ligandum kisér (m/z = 794,36; 1187,36 és 1388,95).

A mintakba jelenlévo Au oxidacios allapotanak meghatarozasahoz elvégzett XPS
mérések alapjan az Au oxidaciés allapota nem volt egyértelmiien azonosithatd, melynek
hatterében az allhat, hogy a klasztereket +1 és 0 oxidacios allapoti Au-magok vegyesen
alkothatjak [67,132,133].

5.3.2. Hisztidin-Au rendszerek

A szintézis optimalis paramétercinek megallapitasahoz els6 1épésben a
reakciopartnerek molaris aranyanak szerepét tanulmanyoztuk His:Au/1:1-40:1 aranyok
kozott. A reakcid soran azt tapasztaltuk, hogy az AuCls -ionokat tartalmazo vizes oldat
intenziv sarga szine fokozatosan elhalvanyodik, melyet Amax = 260 nm-nél egy 1;j

abszorbancia sav fokozatos megjelenése kisért (38.A abra). Ezzel parhuzamosan Aem = 475
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nm-nél egy intenziv, emisszios cstcs kinovése figyelheté meg a fluoreszcencia
spektrumokon. A 24 ¢6ra szintézisido letelte utdn tovabbi szinvaltozast mar nem
tapasztaltunk. A legnagyobb detektalhato intenzitast a His:Au/30:1 molarany beallitasa
mellett figyeltik meg (38.B abra), ef6lotti értéket alkalmazva a fluoreszcencia mar
csokkend tendenciat mutatott. A tovabbi szerkezetvizsgalatokat ezen arany bedllitdsaval

készitett termékre végeztiik el.
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38. abra: (A) A His:Au/30:1 molaranyt minta 24 h o6ra alatt rogzitett UV-Vis spektrumai.

(B) A Xem = 475 nm hullamhossznal detektalt intenzitas-maximumok a His

crer

A meghatérozott fluoreszcencia élettartam (t = 5,1 ns) és a mért kvantumhasznositas
(QY = 3,6 %) adatok alapjan még a szintézis végtermékét egyértelmilen nem lehet
azonositani, de a minta sarga szinének szintelenre valtozasa €s a kék emisszio detektalasanak
eredményeként vagy a teljesen kiredukalt fématomokat tartalmazo, néhdnyatomos Au NCs
vagy Au(l)-tartalmu, linearis geometriaval rendelkez6 szupramolekularis komplexek
képzddnek, hiszen a mért adatok jo korrelaciot mutatnak hasonlo szerkezettel rendelkezd, az
irodalomban mar korabban publikalt adatokkal [134,135].

XPS mérések segitségével meghataroztuk, hogy a fluoreszcens termékben talalhato
fémmagok oxidacios allapota kizarolag +1 [100], melyet a mért kotési energiak Au(l) 4fsy
=88,3 eV és Au(l) 472 = 84,8 eV igazolnak. A rogzitett XPS spektrum a 39.A abran lathato.
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39. abra: (A) Az His-Au rendszer XPS spektruma. (B) A mért emisszios spektrumok a pH

fliggvényében (cau = 1 mM, t =25 °C, dex = 375 nm)

Ezen megallapitas a fentebb valosziniisithetd szerkezetekbdl a masodik (Au(l)-tartalmt
szupramolekularis komplex) kialakulasat valosziniisitik.

A molaris ardnyok optimalizdldsa utdn megvizsgaltuk a fluoreszcens termék
képzddéséhez az idealis pH-tartomanyt (39.B abra). Vizsgalataink alapjan fluoreszcens
termék a pH = 1-5 tartomanyon egyaltalan nem képzddik. A pH ~ 6,0 értéket elérve és azt
meghaladva azonban mar megvalosul az emisszios sajatsagot mutatd termék képzodése és a
mért fluoreszcencia intenzitds maximumok egy folyamatosan csokkend tendenciat mutatnak
egészen pH ~ 12,0-ig. Ennek oka egyrészrdl az auration mar nem elhanyagolhat6 hidrolitikus
folyamata lehet [10]. Ezen a pH-tartomanyon (pH > 6,0) a kiilonféle osszetételtt Au(IIl)-
kloro-hidroxo komplexek jelenléte mellett mar az [Au(OH)s]” a dominans forma.
Megfigyeltiik tovabba, hogy a His/AuCls™ spontan reakcidjanak elsé 5 orajaban a pH
kismértékben nétt (ApH ~ 1), ami alapjan feltételezziik, hogy a fémion redukcio
melléktermékeként OH™ ionok is keletkeztek.

A pH > 6,0 esetén torténd fluoreszcens termék képzddése jo egyezést mutat az
imidazoliumgytiriic N-atomjanak protonvesztési folyamataval (pKa = 6,05) [136] is, amely
alapjan feltételezhet6, hogy a fémion elsddleges megkdtésében a His imidazol-N donorja is
jelentdsen részt vesz. Ennek igazolasa érdekében FT-IR méréseket végeztiink, melyet a 40.
abran bemutatott, kozép IR-tartomdnyon (1000-1800 cm™) rogzitett FT-IR spektrum
eredményei jol alatamasztanak, hiszen az aurationokkal val6 kdlcsonhatas kovetkeztében a
His oldallancara jellemz0 rezgések toldonak el a legnagyobb mértékben. Nevezetesen, az
imidazolgytiriben talalhaté C=C kettdskotésre jellemzd vegyértékrezgés 1570 cm™-rél 1567

cm-re, az imidazolgytirti vazrezgése 1449 cm™-rél 1454 cm™-re, valamint az oldalldncban
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taldlhaté6 —NH és —CH csoportok deformécios rezgései 1177 cm™ és 1059 cm™ értékekrdl
1177 cm™ és 1063 cm™ hullamszamokra [130].
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40. abra: A His-Au rendszer FT-IR spektruma a kozép IR tartomanyon.

A spektrum tovabbi elemzésébdl meghataroztuk, hogy a fémiont nem tartalmazo, tiszta His
karboxilcsoportjanak nytjtorezgései 1630 cm™ és 1587 cm™ hullamszamoknal jelentkeznek,
mig a fémtartalmi rendszernél 1631 cm™ és 1589 cm™ hullamszamoknal azonosithatok,
mely a szabad, koordinativ kotésben részt nem vevd deprotonalt csoportok jelenlétére utal.
Ezen eredmények jol korrelalnak korabbi szakirodalmi adatokkal, amely soran Ag(I)-ionok
kolcsonhatasat vizsgaltak His-nel. A termékként keletkez6 [Ag(Hhis)]n altalanos képlettel
leirhatd koordinacidés polimer struktarat széleskoriien jellemezték. Szerkezetének
igazolasara egykristaly rontgendiffrakcidos mérések késziiltek, amely soran megallapitottak,
hogy ezen tobbmagvi polinuklearis komplex helikalisan rendez6dd szerkezetet alkot.
Igazoltak, hogy minden egyes Ag(l)-ionhoz két ligandum koordinalédik, az egyik az
aminocsoportjan, a masik az imidazolgy{ir(i N-donoratomjan keresztiil [137]. Az egykristaly

rontgendiffrakcio alapjan meghatarozott struktura szerkezeti képlete a 41. abran lathato.

64



Janoné Ungor Ditta Anita — Ph.D. értekezés Eredmények és értékelesiik

AgN\\N
% { 9
N S
~\::,.N g

- "o
o \‘:N
41. abra: A [Ag(Hhis)]n altalanos képlettel leirhatd koordinacios polimer f6 tengelyi
feliilnézete (balrol), amelyben a szerkezet megkozelit6leg kétszeres spiralis szimmetriajat
mutatja és a balmenetes spiralis polimer lanc oldalnézete a kristalytani a tengely mentén

(jobbrél). Egy menet magassaga 5,739 A.

A koordinativ kotés igazolasahoz a tavoli IR tartoméanyon is megvizsgaltuk a mintat.
A 42. abran lathat6 spektrum alapjan meghatdroztuk, hogy az aurationokkal vald
kolesonhatds kovetkeztében ezen tartoményon is a N-tartalmu csoportok rezgéseiben

kovetkezik be nagymértékii valtozas.
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42. abra: A His-Au rendszer FT-IR spektruma a tavoli IR tartomanyon.

Egyrészrél a -CC*N csoportra jellemzd sav 347 cm™ értékrél 337 cm™ hullamszamokra

tolodik, valamint a szabad ligandum [HzL]* formija esetén 455 cm™ hullimszamnal
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jelentkezd, az ammoniumcsoportra (-NH3") jellemz6 rezgési sav fémtartalmi mintak esetén
teljesen eltlinik. Ezzel ellentétben a reakciot kdvetden egy 0j rezgési sav detektalhatd 378
cm* hullamszamnal, amely az Au-N fém-heteroatom kotéshez rendelhetd [138,139]. Ezen
eredmények is megerdsitik a korabbi adatokbol levont kovetkeztetéseket, amely szerint a
mintdban jelenlévé His az Namino €s Nimidazol donorcsoportokon keresztiil kapcsolodik egy-
egy fémcentrumhoz, és a szintézishez optimalisnak megallapitott pH = 6,0 esetén a
deprotonalt karboxilcsoport a kdtésben nem vesz részt.

A His-Au rendszerben képz6dé termék(ek) szerkezetének felderitéséhez ESI- és
MALDI-MS méréseket végeztiink. A spektrumokbol (43. abra) egyértelmiien azonosithatok
a fémion redukcid melléktermékeként keletkez6 His oligomerek. Ezen oligomerizacios
folyamat kezdd 1épésénél His™ gyokkationok képzddése valdszintisithetd, amely a fémion
redukciot kovetéen akar n = 6 tagh (m/z = 931,36) His oligomereket is képes alkotni
gyokkationos polimerizacidos mechanizmus révén [140,141]. Az egyes aminosav oligomerek
mellett tobbféle, [AuxHisx+1]" szerkezeti képlettel leirhatd polinukledris komplexet is
azonositottunk méréseink soran az egymagvu [1,2]" (m/z = 507,06) komplextdl egészen a

hatmagvu [6,7]" (m/z = 2262,27) sszetételig.
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43. abra: A His-Au rendszer ESI- és MALDI-MS spektruma (His:Au/30:1).

Habar az ESI-MS vizsgalatok nem nytjtanak kvantitativ kiértékelésre lehetdséget,
mégis a His és a HAuCls-oldatok kdzvetlen elegyitése utan elvégzett mérések ramutattak

arra, hogy a reakcio kezdeti szakaszan (t < 30 min) egy dominans részecske jelenléte
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figyelheté meg m/z = 505,08 értéknél. Ezen részecske tomege és toltése a hisztamin tipust
koordinaciéval kialakulé Au(ll1)-bisz(hisztidin) komplexhez rendelhetd [6,90]. Az ehhez a
komplexhez rendelhetd m/z érték azonban a reakci6idod eldrehaladtaval fokozatosan csokken
parhuzamosan a minta szinének eltiinésével és végiil egyaltalan (t > 1 h) nem azonosithato,
amivel aranyosan egyre dominansabba valik a spektrumban az [1,2]" osszetételii, Au(l)-
ionokat tartalmazo komplexhez rendelheté m/z = 507,06 értéknél detektalhato csucs. Ezen
eredmények alapjan valoszintsitjiik, hogy a reakcié kezdeti 1épésekor az aurationok
hisztidinnel alkotott biszkomplexe képzd6dik hisztamin-tipusi koordinacidval, majd az
Au(l)-ionok fokozatosan Au(l)-ionokka redukalodnak és elindul parhuzamosan a His
gyokkation és az MS mérésekkel is igazolt oligomerek képzodése (Melléklet, 58. dabra).
Szerkezeti analdgia alapjan az [Ag(Hhis)]n rendszerhez hasonlod szerkezet alakulhat ki.
Annak eldontésére, hogy az Au(l)-tartalmt rendszerben is valoban kialakul-e a 41.4bran
feltiintette rendezett struktira, XRD vizsgalatokat végeztiink, amelyek alatamasztottak
elozetes feltevéseinket. A tiszta ligandum porforméban rogzitett diffraktogrammjan
(Melléklet, 59. abra) 20 = 12,94° szognél lathato diffrakcios csucs a His:Au/30:1 molarany
mellett készitett minta esetén 20 = 11,46° értékre tolodik. Ezen valtozas az aromas
imidazolgytrik kozott fellépd n-m kolcsonhatas kovetkeztében 1étrejohetd rendezettség
és/vagy a polinuklearis komplex Au(l)-ionjai kozott kialakuld aurofil kdlcsonhatas
eredménye [3,142]. A mért diffraktogrammokon a 2@ = 38,39° és 44,47° sz6geknél fellépo,
az AuNPs (111) és (200) Miller-indexii sikjaihoz rendelhet6 reflexiokat [JCPDS 4-784] nem
¢észleltiink, mely megerdsiti azon kdvetkeztésiinket, hogy a His:Au/30:1 molarany beéllitdsa

mellett plazmonikus részecske nem képzdodik.

5.3.3. Az [AuyHisx+1]® fluoreszcens nanohibrid rendszer felhaszndlasa
gvogyszerhordozok jelolésére
Amint azt a 2.3.3. fejezetben ismertettiik, tobb esetben alkalmaztak mar sikeresen
biomolekulakkal-stabilizalt Au klasztereket kiilonféle sejtek/szovetek fluoreszcens
jelolésére, mivel rendkiviil jo fotostabilitassal ¢és nagyfoku biokompatibilitassal
rendelkeznek. A Kutatocsoportban évek ota foglalkozunk gyogyszerhordozo rendszerek
tanulmanyozasaval, ahol a hatdéanyag szabalyozott (idében nyujtott) leadasara, ill. célzott
szallitasara (pl. sikeres atjuttatasa a vér-agy gaton) terveziink kolloidalis gyogyszerhordozo
rendszerek. Az egyes rendszerek fluoreszcens jelolése révén megvalosulhat az adott

gyogyszerhordozo rendszer in situ kovetése egyszeri fluoreszcens mikroszkopos technika
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altal. Ezen eljaras nagy elényeként konyvelhetd el, hogy nem sziikséges a szovetminta
roncsoldsa a hatéanyag feldiisuldsanak és kitirtilésének monitorozasa érdekében.

A fluoreszcens Kklaszterek és Au(I)-tartalmu nanohibridek koziil a hisztidin tartalmu
rendszerben képz6dd [AuxHisx+1]" Altalanos képlettel megadhatd polinuklearis
komplexekkel, viszonylag jo kvantumhasznositasuk (QY ~ 4 %) miatt, kisérletet tettiink a
csoportban  korabban  eldallitott  hordozoérendszerek  fluoreszcens  jelolésére.
Vizsgalatainkhoz a marha szérum albumin/ibuprofen (BSA/IBU) nanokompozitot
valasztottuk [143], amely 3,2 tomegszazalékban tartalmazta a fent emlitett hatdanyagot. A
mikroszkopos vizsgalatok soran habar a jelolés sikeres volt (44. abra) 5 mg BSA/IBU és
0,15 mg Au(l)-tartalmu komplex alkalmazasaval, a minta stabilitasvizsgalata ramutatott
arra, hogy a nanokompozit nem marad stabil. A hordozoként alkalmazott fehérje tovabb
redukalta a feliilletre kotott Au(I)-komplexek kozponti fémionjat, melyet a néhany ora

elteltével megfigyelhetd Au NPs képzodése tamasztott ala.

44, abra: (A) A BSA/IBU gyogyszerhordoz6 nanokompozit reprezentativ HRTEM
felvétele. A BSA/IBU minta fluoreszcens mikroszkopos felvétele a (B) jel6lés el6tt és (C)

utan.

Egy masik lehetséges rendszerként kitozan mikrogyongyoket valasztottunk [144].
Az alkalmazott kitozdn gyongyok atlagos atmérdje 15,6 + 7,2 um volt, melynek
meghatarozasdhoz pasztazo elektronmikroszképos felvételeket készitettiink. A 45. abran
lathato, hogy a komplex stabilan a mikrogyongy feliiletén maradt a vizsgalat soran. A
jeloléshez az optimalisnak az 1,0 mg/0,16 mg kitozan/Au arany bizonyult.
Részecskeképzddést a fluoreszcens mikroszkdpos mérések iddtartama alatt (~ 5-6 6ra) nem

tapasztaltunk.
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45, abra: (A) A kitozan mikrogyongy reprezentativ SEM felvétele. A kitozan

mikrogyongy fluoreszcens mikroszkopos felvétele (B) a jelolés el6tt és (C) utan.

Habér a DLS méréstechnika kimutatdsi hatara miatt (max. ~ 1 um) a kitozdn gyongyok
méretét nem, stabilitasara és feliileti toltésére vonatkoz6 informacidkat azonban mégis meg
tudtunk hatarozni. Nevezetesen, a gyongyok atlagos (-potencialjat pH = 3,0 alkalmazasaval
+7,1 £ 2,5 mV-nak, mig pH = 6,0 kdzegben +2,5 £1,4 mV értéknek mértilk. A mért
paraméterek értelmében a jeldléshez hasznalt komponensek kozott valosziniileg
elektrosztatikus kolcsonhatas 1ép fel, mely eldsegiti az Au(I)-komplexek kitozan feliiletre

torténo stabil kotddését.

OH OH
N [Au,His,..]* 0
1o | > —+o
HO o—T1~ . ;. HO 0]
polinuklearis komplex
NH.* NH;*
3 " L '/ _In
,(I)'
C
0/ U,

46. abra: A kitozaz mikrogyongy felszinének és az [AuxHisx+1]" altalanos képlettel
megadhaté polinuklearis komplex(ek) lehetséges elektrosztatikus kotésének sematikus

abraja

Ezen elektrosztatikus kélcsonhatas feltehet6leg a His-tartalmt Au(I)-komplex deprotonalt,
a fémion koordinativ kotésében részt nem vevo karboxilcsoportja és a kitozan részecskék

feliiletén talalhato protonalt aminocsoportok kozott 1ép fel (46. abra).
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5.4. Az AuCls™ionok kolcsonhatdsa adenozin-monofoszfattal vizes kozegben

5.4.1. Adenozin-monofoszfat-Au rendszerek

A tetrakloro-aurat ionok kolcsonhatasat AMP-vel is tanulmanyoztuk. A
reakciopartnerek molaris aranyat AMP:Au/1:1-100:1 kozott valtoztatva azt tapasztaltuk,
hogy a keletkezd részecske mérete jelentésen fiigg nem csak az alkalmazott ardnyoktol,
hanem a teljes fémion-koncentraciotol is. Nevezetesen, ha a reakcid kiinduldsakor
AMP:Au/1:1 molaranyt és legalabb 0,5 mM auration koncentraciot alkalmazunk, akkor a
keletkezett részecskék atlagosan d = 10-12 nm atmerdével rendelkeznek és plazmonikus
sajatsagot mutatnak (47. abra). A kiindulasi auration koncentraciot cay = 5,0 mM-ig ndvelve
egyre mélyebb szinii, de még stabil diszperziok készithetdk, azonban cay > 5,0 MM esetén a

képzddo részecskék gyors aggregacioja figyelhetd meg.

A cAu (mM)
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47. abra: (A) AMP-Au NPs UV-Vis spektruma a mintak fényképeivel 4 kiilonb6z6 Au
koncentracid esetén és (B) egy reprezentativ HRTEM felvétel a cay = 2,0 mM

alkalmazasaval el6allitott rendszerrol.

A. Lopez ¢és J. Liu korabbi munkdja mar ramutatott arra, hogy kiilonféle adenin
szarmazekok segitségével hogyan allithatok eld fluoreszcens sajatsdggal rendelkezd
szupramolekularis Au(I) komplexek [145]. Azonban az alkalmazott reakciokoriilmények
mellett a szintetizalt rendszerek minden esetben gyors iilepedést mutattak. Ha a kiindulasi
fémion-koncentraciot lecsokkentjiik 0,1 mM-ra, akkor egy nagyfoku kinetikai stabilitast
mutatd kék emisszioval rendelkezd termék képzddik a 37 °C homérsékleten 24 h alatt
lejatszodo szintézist kovetden. Ezen fluoreszcens termék emisszios savja Aem = 480 nm-nél
detektalhatd Aex = 335 nm gerjesztési hullamhosszt alkalmazva és az AMP:Au/20:1
molarany mellett mutatja a mérhetd legnagyobb intenzitast (48.A abra). Az emisszios

sajatsag megjelenésével parhuzamosan az UV-Vis spektrumokon a kolloidalis gdmbi Au
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részecskékre jellemzd plazmonikus sajatsag helyett 305 nm hulldmhossznal egy ,,vall”
jelenik meg (48.B abra). A termék fluoreszcens sajatsagat megvizsgalva meghataroztuk,
hogy a QY = 0,9 %, mig az atlagos T = 200 ns, mely két jelentdsebb komponensre bonthato.
Ezen két 6sszetevd a 11 = 92 ns (42 %) és 12 = 400 ns (40 %), amely a keletkezd fluorofor
polaris kornyezete miatt feler6s6dé fémion-ligandum toltésatviteli folyamatokhoz
rendelhetd. Figyelembe véve az optikai mérésekbdl szarmazo eredményeket megallapithato,
hogy az AMP:Au/20:1 modlarany és cau = 0,1 mM koncentracio alkalmazasa mellett

feltehetbleg intenziv kék fluoreszcenciat mutatd AMP-Au NCs képzédnek [65].

B
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48. abra: (A) A 480 nm hullamhossznal detektalt emisszios intenzitas az alkalmazott AMP
koncentracid fliggvényében(cau = 0,1 mM, t =25 °C, Aex = 335 nm). (B) Az AMP:Au/20:1

arany mellett el6allitott minta UV-Vis spektruma (kék) a reaktansok spektrumaval.

A megfeleld koncentracio-viszonyok alkalmazasa mellett megallapitottuk, hogy a
is meghataroz6 szereppel bir, hiszen enyhe reduktiv kdzeget teremt az aurationok
redukcidjdhoz. A puffer alkalmazasanak szerepére iranyuldan XPS méréseket végeztiink.
Az egyik esetben a pufferelegy adagolasa nélkiil, a 24 6ra szintézisidot kovetden rogzitettiik
a spektrumot. lgazoltuk, hogy a citromsav/citrat puffer hianyaban az Au(III)-ionok
redukcios folyamata csak részlegesen jatszodik le, mivel a mért kotési energiak Au(IIl) és
Au(l) ionok jelentére utaltak (Au(lll) 4fs2 = 90,5 eV és Au(lll) 4f72 = 86,7 eV, valamint
Au(l) 4fsp = 88,5 eV és Au(l) 4f7, = 84,8 eV). Termékként feltehetdleg kiilonbozo
osszetételit Au(l)-AMP és Au(Ill)-AMP komplexek képzddnek, melyek nem mutatnak
fluoreszcens sajatsagot. Ezzel szemben, ha a reakcioelegy kiindulasi pH értékét a fent

a fémionok redukcidja teljes egészében, Au(0) oxidacids allapotig végbe megy [100]. Az
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igy képzodott fluoreszcens AMP-Au NCs esetén 4fs2 = 88,3 eV és 472 = 84,6 eV kotési
energiakat hatdroztunk meg, mely egyértelmiien az Au(0) jelenlétére enged kovetkeztetni.

A rogzitett XPS spektrumok a 49. abran lathatok.
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u 72
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49. abra: Az AMP-Au rendszerek XPS spektruma (A) citromsav/citrat puffer (pH = 6,0)

alkalmazasa nélkiil és (B) citromsav/citrat pufferrel (pH = 6,0).

A fémion(ok) ligandumhoz torténé koordinaciojanak felderitéséhez FT-IR
méréseket végeztiink. Az 50. abra spektruman lathatd, hogy az adenin —NH2 csoportjara
jellemzé deformaécios rezgés 1583 cm™ hulldmszamrol 1563 cm™ hulldmszamra tolddik az
aurationokkal valo kolcsonhatas kovetkeztében. Megfigyelheté tovabba, hogy a
purinbazisban talalhaté N1-C2, N3-C2 és N7-C5 kotésekhez rendelhetd vegyértékrezgés a
nagyobb hulldmszamok felé¢ tolédott (1329 cm™® — 1375 cm™). Ezen rezgések
frekvencidjaban bekovetkez6 valtozasok arra utalhatnak, hogy a reakci6 kezdeti szakaszan
a prekurzor fémionok koordinacidjaban az adenin gyiirQi 6. szamu szénatomjan talalhato
aminocsoport és az adenin N7 atomja vesz részt els6dlegesen, hiszen igy a fémion stabil, 5-

tagl kelatgyliriibe zarhato ezen két N-atom altal [146,147].
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50. abra: (A) Az AMP (fekete) és az AMP-Au NCs (kék) FT-IR spektrumai.

Az N9-H csoport deformaciés (1068 cm™ — 1078 cm™) és a rib6z molekuldban tallhato
C5’-0 csoport vegyértékrezgésében (1034 cm™ — 1060 cm™) bekdvetkezé valtozasok az
AMP molekula konforméacios valtozasaira utalhatnak, mely a fémion koordinativ kotésének
kovetkezménye [146].

A tovabbi felhasznalasokat szem eldtt tartva megvizsgaltuk az AMP-Au NCs
kinetikai stabilitdsat pH = 1-12 tartomanyon. A mérések soran DLS technikaval rogzitettiik
a klaszterek atlagos hidrodinamikai 4&tmérdjét és (-potencial értékeit a kozeg pH értékének

fliggvényében, melynek eredménye az 51.A abran lathato.
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51. abra: (A) Az AMP-Au NCs hidrodinamikai atmérdje (fekete) és {-potencial értékei
(kék) a pH fiiggvényében. (B) Az AMP-Au NCs hidrodinamikai atméréjének valtozasa az
1d6 fiiggvényében pH = 1,0 kozegben.
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Az AMP-Au NCs nagymértéki kinetikai stabilitast mutattak pH = 6-9 tartomanyon, mivel
sem atlagos hidrodinamikai atmérdjiik (0,7 = 0,1 nm, PDI = 0,181) sem pedig a mért -
potencial értéke (~ -35 mV) nem utalt aggregaciora. A pH < 6,0 alatti értékek esetén a
klaszterek atmérdje fokozatosan novekvd tendenciat mutatott a pH csokkenésével. A pH =
1,0 értéket elérve azonban egy rendkiviil gyors aggregaciot figyeltiink meg, ahol az 4tlagos
atméré mintegy ~ 400 %-os ndvekedést mutatott a mérési idé elsé 10 masodperces
szakaszaban (51.B abra). Ennck oka feltehet6leg a nagyobb mennyiségii sav hozzaadasara
megnovekedd ionerdsség, melynek hatasara a klasztereket stabilizald elektromos kettOsréteg
kompaktabba, tomorebbé valva kinetikai instabilitast eredményez [148,149]. A nagyobb pH-
tartomanyon (pH = 9-12) a részecskék atlagos atmérdjének kisebb ndvekedése volt
megfigyelhetd (d ~ 20 nm). A fluoreszcencia spektrumokrél leolvasott emisszids
intenzitdsok valtozdsa jO egyezést mutatott ezen eredményekkel. A legnagyobb
fluoreszcencia intenzitds maximumokat a pH = 6-9 kozotti tartoméanyon detektaltuk; a pH <
6 és pH > 9 értékek esetén a klaszterek kék emisszidjanak intenzitasa csokkentd tendenciat
mutatott. A biokompatibilis felhasznalasi lehetdségek kiaknazasa érdekében mindenképpen
fontos megvizsgalni a klaszterek sotlirését. Ennek érdekében 0,025-5,0 M koz6tt ndvekvd
mennyiségben adagoltunk NaCl-ot az AMP-Au NCs vizes diszperzidjahoz. A klaszterek
emisszios intenzitdsaban egészen 0,2 M NaCl sotartalomig nem kovetkezett be jelentdsebb
valtozas, igy ez a rendszer a jovOben alkalmas lehet kiilonféle biologiai rendszerekben

(bio)szenzorok fejlesztéséhez.

5.4.2. AMP-Au NCs felhasznaldsa Fe**-ionok szenzorikai mérésére

Amint azt a 4.3.1 fejezetben ismertettiik, a klaszterek fluoreszcencidja rendkiviil
érzékeny a kémiai kdrnyezetre, igy egyes fémionok, anionok vagy biomolekuldk jelenléte
nagyban befolyasolhatja fluoreszcencigjukat. Kisérleteink sordn szamos bioldgiailag fontos
fémionnak (K*, Ca?*, Mg?*, Cu?*, Zn?*, Fe3*, Mn?*, Co?*, Ni?*) és anionnak (NOs~, HCO3",
S04%", CI", Br", CH3COO", (CO0)2%*") az AMP-Au NCs fluoreszcenciajara gyakorolt hatasat
diszperzidt alkalmaztunk, amelynél a fémtartalomra szamitott koncentracié cau = 5 uM volt.
A mérési adatok kiértékeléséhez hasznalt Stern-Volmer 4brazolasndl minden esetben a
megfeleld higitds mellett rogzitett, tisztitott AMP-Au NCs Aem = 480 nm hulldmhossznal
leolvasott fluoreszcencia intenzitds maximuma szolgéltatta az Io értéket. Az eldzetes

vizsgélatokhoz Canionkation = 1 mM koncentracioban adagoltuk a kivalasztott ionokat a
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klaszterekhez, majd a rogzitett spektrumok ¢€s a 3. egyenlet alapjan meghataroztuk az Io/l

értéket minden esetben.
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52. abra: Az AMP-Au NCs relativ fluoreszcenciaja a kivalasztott (A) fémionok és (B)
anionok hozzaadasa utan (canalit = 1 mM), valamint a mintarol készitett fénykép a kioltast

okoz6 Fe**-ionok adagolasa el6tt és utan.

Amint az az 52. abran lathato, fluoreszcencia kioltas csak a Fe3*-ionok hatséara
kovetkezett be. Mivel az AMP molekula szamos funkcidscsoportja nem vesz részt a klaszter
feliiletéhez vald kotédésben [147], igy lehet6ség nyilik a Fe(Il)-ionok koordinacidjara is
ezen szabad csoportokon keresztiil. A vas fontos nyomelem az €16 szervezetekben, amely
jelentds szerepet jatszik az oxigénszallitdsban és kiilonféle elektrontranszfer folyamatokban.
Eurdpai Unié Tanacsanak 1998. november 3-i 98/83/EK iranyelve szerint az emberi
fogyasztasra szant ivoviz vastartalma nem haladhatja meg a 200 pg dm™ (~ 3,5 uM) értéket.

A Fe3*-ionok szenzorikai mérésére az elmult évekbdl szamos publikaciot talalhatunk
a szakirodalomban. A legtobb esetben a vas(Ill)ionok okozta aggregaciot kovetd
fluoreszcencia intenzitas csokkenésbdl hataroztadk meg a fémion tartalmat kiilonféle ipari viz
vagy vérszérum mintakbol. X. Mu és mtsai (-prolinnal stabilizalt Au klasztereket
alkalmaztak ezen eljardsra, mikdozben a fémion mennyiségét 2-5000 uM
koncentraciotartomany kozott valtoztattdk az analitikai vizsgédlatokhoz. Az analitikai
paraméterek meghatarozasan tul a klaszter ujrahasznosithat6sagat is bebizonyitottak, mivel
a hozzaadott fémion EDTA (etilén-diamin-tetraacetat) komplexképzo ligandum segitségével
83,5 %-ban eltavolithato volt [150]. Q. Zhao és mtsai. ugyanezen célra mar 3,3,5,5’-
tetrametil-benzidinnel érzékenyitett GSH-Au klasztereket hasznaltak, amely soran rendkiviil

alacsony LODg3" értéket (1,25 nM) hataroztak meg. A detektalds kolorimetrikus
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(szinvaltozasos) kimutatason alapult, amely méréseknél mar nem fluoreszcencia valtozast,
hanem a fémion koordinativ ktése miatt fellépd szinvaltozast detektaltak [151]. A legtobb
esetben ezen publikacidkban azonban nem térnek ki a klaszterek és a fémion kozotti
kolcsonhatas termodinamikai elemzésére, ezaltal a reakcidpartnerek kozotti kolcsonhatas
mélyebb felderitésére. Ennek kovetkeztében munkénk egyik fontos céljaul tiztik ki a
kioltési folyamat részletes tanulmanyozasat is.

A szenzorikai mérések kiértékelése soran elsé 1épésként a legkisebb kimutathato
mennyiséget és a dinamikus tartomanyt hataroztuk meg, akar csak a yG-Au NCs/Kyn
rendszer esetében. A Fe**-ionokat 1 nM—1 mM koncentraci6-tartomanyban vizsgalva a LOD
értéke 2 uM-nak adodott, mivel ezen koncentracié mellett a jel/zaj arany magasabb volt,
mint 3 [151]. A tovabbi vizsgalatokhoz ezt alkalmaztuk, mert a 4.3.1. fejezetben ismertetett
12. egyenlet alapjan szintén hasonl6 értéket kaptunk (~ 2,1 uM). A dinamikus tartomany
meghatdrozasahoz a Kyn szenzorikai méréséhez hasonldan, ebben az esetben is a kiillonb6zo
koncentracidban jelen levé Fe®*-ionok hatdsdra megvaltozd fluoreszcencia intenzitas
maximumokat abrazoltuk a hozzaadott fémion koncentracio fiiggvényében, ami alapjan a
10-100 uM koncentracid tartomany bizonyult linedrisnak.

A Fe**-ionok altal okozott kioltdis mechanizmusanak megértéséhez a mérési
adatokbol a 4.3.1. fejezetben ismertetett Stern-Volmer kiértékelés szerint (3. egyenlet)
fliggvényében. Az 53. abran lathato, hogy a 298 K hdémérsékleten regisztralt mérési
pontokra R? = 0,998-as josagi tényezével egyenes illeszthetd, tehat a kioltasi folyamat ezen

a koncentracio-tartomanyon vagy csak tisztan sztatikus vagy csak dinamikus lehet [111].
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53. abra: (A) Az AMP-Au NCs fluoreszcencia spektrumai novekvd Fe**-ion koncentracio
(10-100 uM) mellett (t = 25°C, Aex = 335 nm). (B) A klaszterek relativ fluoreszcenciaja a

crer

Fe3*-ionok koncentracidjanak fiiggvényében a dinamikus tartoméanyon (R? = 0,998).
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Ennek eldontésére a szenzorikai vizsgalatokat méréseket 4 kiilonb6z6é hdmérsékleten
(298, 303, 310 és 323 K) végeztiik el. A detektalt fluoreszcencia spektrumok Stern-Volmer
egyenlet szerinti kiértékelése alapjan meghatarozott kioltasi allandé (Ksv) a homérséklet
novelésével csokkend tendenciat mutatott. Ezen eredmény szerint a kioltas tisztan sztatikus
a vizsgalt koncentracio-tartomanyon, azaz a kiolt6 és a fluorofér egy nem-fluoreszkalo, un.

sotét komplexet alkot.

Canalit = 1 mM

)
=
1

¢-potencial (mV)

&
=
1

54. abra: Az AMP-Au NCs mért {-potencial értékei az egyes fémionok hozzaadasa utan.

Az 54. abran bemutatott diagram szintén alatamasztja a komplexképzddésre vonatkozo
kovetkeztetéseket, hiszen lathatdo a klaszterek feliiletének attoltését csak a Fe®*-ionok
hozzaadasaval értik el. Ezen eredményekkel jO egyezést mutatnak azon elméleti
megfontolasok is, melyek szerint a detektalt Fe®*-ionok feltehetéleg az AMP molekuldk
azon hard jellegli csoportjaihoz koordinalddhatnak, amelyek az FT-IR spektrumok alapjan
nem vesznek részt Au(Ill)-ionok koordinativ kotésében [152].

A sztatikus  kioltds soran keletkez6 komplex bizonyitasaként tovabbi
spektrofotometrids vizsgalatokat végeztiink, amelynek sordn megvizsgaltuk, hogy a
szenzorikai méréseknél esetlegesen jelenlévé komponensek vagy ezen molekulak Fe(III)-
komplexeinek* (Fe(Ill):citrat/1:1 és Fe(III): AMP/1:1) UV-Vis spektrumai 4tfedhetnek-e az

AMP-Au NCs emisszios spektrumaval, igy csokkentve a klaszter emisszidjanak intenzitasat.

! Feltételezve, hogy a tisztitas utan a klaszteres diszperzidoban ezen anyagok szennyez6ként nyomnyi
mennyiégben visszamaradhatnak.
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55. abra: (A) Az 6nabszorpcidt befolyasolhatdo komponensek vizes oldatainak UV-
Vis spektruma az AMP-Au NCs emisszios spektrumaval. (B) A van’t Hoff grafikon

linearis (sziirke, R? = 0,902) és nemlinedris (kék, R? = 0,982) illesztéssel.

Az 55.A abran lathat, hogy a rendszerben jelenlévd Fe**-ionok sem a
stabilizaloszerként alkalmazott AMP-tal, sem pedig a tisztitas utan esetlegesen visszamaradt
citromsav/citrat pufferalkotokkal nem alkot olyan komplexet, melynek abszorbancidja a
klaszter emisszids hullimhossz-tartomanyaval (405-620 nm) atfedne un. Onabszorpciot
révén fluoreszcencia kioltast okozva. Fontos megjegyezni azt is tovabba, hogy ezen anyagok
sem rendelkeznek elnyeléssel a meghatdrozott hulldimhossz-tartomanyon.

A sztatikus kioltas mélyebb értelmezéséhez, a 4. egyenlet segitségével minden
mérési homérsékleten meghataroztuk a sotét komplex képzddését leird asszociacids
allandok (Ka) értékét [153], melyek a hdmérséklet emelésével szintén csdkkend tendenciat
mutattak (Melléklet, 60. abra). A Kaismeretében a kioltasi folyamatot kiséré szabadentalpia-
valtozast a 4.3.1 fejezetben ismertetett 8. egyenlet segitségével, mig a standard entalpia- és
entropia-valtozast az integralt van’t Hoff egyenlet (9. egyenlet) alapjan hataroztuk meg nem
linearis paraméterbecslést alkalmazva 0,982 josagi tényezével (55.B abra). A

kolcsonhatasra vonatkoz6 termodinamikai paramétereket a 3. tablazatba foglaltuk 6ssze.
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3. tablazat: A T mérési hdmérsékleten meghatarozott Ksv értékek, a szamitott asszociacios
allandok (Ka) a hibaval (SD) és az illesztés josagi tényezdjével (R?). Tovabba a szamitott
termodinamikai paraméterek értéke (4G, AH®, 45°) az AMP-Au NCs/Fe® rendszer esetén.

T Ksv Ka D R? AG AH° AS°
[K] [M1] [M1] [kJ mol] [kI molt]  [kJ mol?t K]
298 | 237000 203000 5000 0,998 -30,28 +0,81
303 | 112000 96000 3000 0,981 -28,90+ 0,83
310 | 73000 65000 3000 0,949 -28,56+0,87

323 | 49000 41000 2000 0,929 -28,52+0,93

-84,57 £ 8,46  -0,18 £ 0,03

Mivel a szamitott szabadentalpia-valtozas (AG) értéke atlagosan -29 kJ mol™?, ezért
a kioltdsi  folyamata termodinamikailag  kedvezményezett. = A  nemlinearis
paraméterbecsléssel meghatarozott standard entalpiavaltozas (AH®) -84,57 + 8,46 kJ mol™
és a standard entropiavaltozas (AS®) -0,18 + 0,03 kJ mol™? K értéknek adodott. Mivel AH®
negativ, a kioltasi folyamat exoterm. A meghatarozott standard termodinamikai paraméterek
elojele és egymashoz vald viszonya alapjan a kioltas entalpia-vezérelt (JAH®I > ITAS®I)
folyamat; a kialakulé nemfluoreszkalo, s6tét komplexet pedig feltehet6leg intermolekularis
erdk stabilizaljak [111,154].
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6. Osszefoglalds

Az elmult néhany évben a nanométeres mérettartomanyba sorolhatdé nemesfémek
(arany, eziist) egyediilallé tulajdonsagaiknak koszonhetden egyre inkabb a figyelem
eléterébe keriilnek szenzorikai €s orvosi kutatdsokban. Kiemelkedd elektromos, méagneses
és optikai sajatsagaik eredményeként potencialis bioszenzorok alapjait képezik, minek
kovetkeztében az intenziv  érdekl6dés leginkabb az arany nanorészecskék
orvosdiagnosztikaban és human terapidban betoltott potencialis szerepiik felé iranyul.

Kutatocsoportunkban kozel 10 éve kiemelt figyelmet kap a plazmonikus arany
nanorészecskék és fluoreszcens sajatsaggal bird arany nanoklaszterek biokompatibilis
szintéziseinek kidolgozasa illetve a szintetizalt arany/biomolekula hibrid nanoszerkezetek
jellemzése: szerkezet és optikai tulajdonsagai kozotti kapcsolatuk feltérképezése, valamint
potencialis hasznosithatésaguknak vizsgalata. Ezen kutatasokba kapcsoldodtam be 2014.
0szén a Kémia Doktori Iskola Katalizis, feliilet, kolloid és anyagtudomany alprogramjaba,
ahol munkam soran tioltartalma fehérjék ¢és kismolekulak (aminosavak, peptidek)
kolesonhatéasat vizsgaltuk tetrakloro-aurat ionokkal vizes kdzegben, majd ezt kdvetden a
reakciok optimalizalasanak korét aromas N-tartalma kismolekulékra is kiterjesztettiik. F6bb
célul tiztik ki olyan reprodukalhatd szintézismodszerek kidolgozasat, amely sordn
termékként jol definialt optikai sajatsaggal rendelkezd arany nanohibrid rendszerek
keletkeznek. Meghataroztuk a szintézisek végbemenetelének jelentds kisérleti paramétereit
(reaktansok molaranya, pH, reakcioidé stb.), valamint széleskortien jellemeztiik a stabil
nanodiszperziokat, ill. a fluoreszcens hibrid struktarakat. Néhany rendszer esetén javaslatot
tettiik orvosdiagnosztikai és szenzorikai felhasznalasokra is. Doktori munkam soran kapott
eredményeket az alabbi fobb pontokba foglalhatjuk ossze:

o Sikeresen alkalmaztunk AuCls™-ionok vizes kozegii redukcidjahoz 37 °C
hémérsékleten LYZ fehérjét. A szintézisek soran szisztematikusan valtoztatva a
komponensek tomegaranyat igazoltuk, hogy lugos kozegben atlagosan 12,0 £ 3,1 nm
atméroju plazmonikus Au nanorészecskék (LYZ:Au/5:1), és 1,5 = 0,3 nm atlag atmérdvel
rendelkezé fluoreszcens (hem = 655 Nm) Au nanoklaszterek (LYZ:Au/20:1) eldallitasara is
lehetéség nyilik. A kialakuld fémrészecskék mérete a LYZ mennyiségének novelésével
csokkend tendenciat mutat.

e Liofilizalas utan mind a LYZ-Au NPs, mind pedig a LYZ-Au NCs akar 1 évig is
eltarolhatok és aggregacid nélkiil rediszpergalhatok voltak. A SAXS és FT-IR

méréstechnikakkal torténd szerkezetvizsgdlatok alapjan meghataroztuk, hogy a fehérje
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szerkezetében bekovetkezd valtozasok mindkét méréstechnikaval azonos eredményeket
mutattak. A SAXS szoérasgorbe Kratky-reprezentacidjabol megallapitottuk, hogy a LYZ-Au
NPs képzodését kovetden a fehérje részlegesen kigombolyodott formaban talalhaté a NPs
felilletén. A LYZ-Au NCs vonatkozasaban a LYZ teljesen kitekeredett allapota volt
azonosithatd, melyet az FT-IR spektrumokbdl meghatarozhaté Amid I sav helye is igazolt
(1648 cm?, rendezetlen, uin. random coil struktiira).

e Redukalo- és stabilizaloszerként yG immunofehérjét alkalmazva megéllapitottuk,
hogy a yG:Au/1:1 tomegarany mellett eldallitott Au kolloidok 24,2 + 12,3 nm mérettel
rendelkeznek, mig yG:Au/15:1 tomegarany beallitisa mellett vorésen emittaldo (Aem = 645
nm), monodiszperz méreteloszlast mutaté (1,5 + 0,3 nm) fluoreszcens Au NCs-t kaptunk
termékként.

e Az FT-IR és CD spektroszkopias vizsgalatok ramutattak arra, hogy a fehérje
masodlagos szerkezeti elemei a klaszterképzddésnek koszonhetéen megvaltoznak: a
dontbéen B-redds szerkezet B-kanyarokka és rendezetlen strukturava (random coil) alakultak
at. A yG-Au NCs nagymeértéki kinetikai stabilitdst mutattak fiziologias koriilmények kozott.

e Sikeresen alkalmaztuk a yG-Au NCs-t _-kinurenin (Kyn) szelektiv detektalasara.
kinurenin tutvonal fébb metabolitjai koziil, csak a Kyn oltotta ki a klaszterek
fluoreszcencidjat. A szenzorikai méréseket 4 kiilonb6z6 homérsekleten elvégezve a
kolcsonhatas analitikai és termodinamikai paramétereit is meghataroztuk. A legkisebb
kimutathatdo Kyn mennyiség 15 uM-nak adddott, mig a szenzorikai mérések a 15-100 uM
Kyn koncentracio-tartomanyon bizonyultak linearisnak. Meghataroztuk, hogy a yG-Au
NCs/Kyn kioltasi folyamat dinamikus, termodinamikailag kedvezményezett, entropia-
vezérelt, endoterm ¢€s feltehetleg a reakciopartnerek kozotti toltésatviteli folyamat révén
valosulhat meg.

e Kisérleteinkkel els6ként mutattunk ra, hogy az (-glutation (GSH) oldat pH-ja dont6
szereppel bir az AuCls -oldattal torténd kolcsonhatds sordan a GSH:Au/15:1 modlarany
mellett. Savas kozeg (pH = 2—4) alkalmazasaval sargan emittald (Aem = 590 nm) Au(l)-
tartalmua koordinacios polimer (CP) strukttra alakult ki. Megfigyeltiik, hogy a fluoreszcencia
intenzitas erdsen csokkend tendenciat mutatott pH = 7-ig; pH 8-10 tartomanyban mar
egyaltalan nem volt megfigyelhetd. Lugos koézegben (pH = 10,0-tdl induldan) a
fluoreszcencia spektrumban Aem = 445 nm-nél fokozatosan megjelent egy 0j emisszios sav,
mely a néhany atomos, kéken emittaldé Au(0) tartalmt NCs képzddését igazolhatja, melyet

az XPS mérések tdmasztottak ald. A GSH savas ¢€s lugos kozegben megfigyelhetd, eltérd
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redukald tulajdonsaga feltehetdleg a molekula erésen pH-fiiggd standard potencial
értékeivel volt magyarazhato.

e Az AuCls/L-cisztein (Cys) rendszerben képz6dd fluoreszcens Cys-Au(l)
onrendezédd CP struktura eléallitasara reproduktiv szintézist végeztiink el. Uj eredményként
kimutattuk, hogy a reaktansok molaranya és a pH meghatdrozé szereppel bir a képzddo
termék megjelenésére €s annak emisszios tulajdonsagara. Megallapitottuk, hogy a
legnagyobb fluoreszcencia intenzitas a Cys:Au/10:1 moélaranynal volt detektalhato, valamint
az onrendez6do struktira képzodéséhez a savasabb kornyezet a preferalt, amit a Aem = 620
nm-nél jelentkezd emisszids cstics pH = 1-8 kozott folyamatosan csokkend értéke is
alatamasztott. A Cys-Au(I) CP lamellas szerkezetét sikeresen igazoltuk XRD
vizsgalatokkal.

e Sikeresen valositottuk meg plazmonikus sajatsaggal rendelkezd ciszteinil-
triptofannal (CW) stabilizalt, atlagosan d = 8-10 nm-es arany kolloidok lugos kozegii (pH =
11-12) szintézisét CW:Au/0,5:1 moélarany mellett. Megfigyeltiik, hogy novelve a reakcid
soran a dipeptid mennyiségét (CW:Auw/20:1, caucls = 0,1 mM) kéken emittald (Aem = 495
nm) termék keletkezett, amelyet feltehetéleg Au(I)-tartalmu szupramolekularis komplexek
alkottak. Megallapitottuk, hogy a Trp aromas oldallancénak jelenléte sztérikusan gatolta az
onrendez6dé koordinacios polimer struktura kialakulasat, tovabba, hogy a fluoreszcens
termék képzddésére a pH nem birt meghatarozé szereppel.

e Megallapitottuk, hogy a reaktansok koncentraciojan és aranyan tal a pH is
meghataroz6 szereppel birt az |-triptofan (Trp) aminosavval stabilizalt arany nanohibrid
rendszerek méretszabalyozott szintézise soran. Vizsgalataink eredményeképpen igazoltuk,
hogy lugos kozegben (pH > 11), Trp:Au/0,4:1 arany alkalmazasaval stabil, Trp-stabilizalt
Au kolloidok (Amax = 530 nm) képzddtek. Ezzel szemben erdsen savas (pH < 2) kdzegben a
Trp molaranyanak szisztematikus novelésével (Trp:Au/1:1, 5:1 és 15:1) zolden (Aem = 497
nm), illetve kéken (Aem = 486 és 472 nm) emittalo NCs képzbédése volt a preferalt folyamat.
Kimutattuk tovabba, hogy alland6 arany koncentracié mellett az aminosav mennyiségének
novelésével a klaszterek képzddése soran detektalhatd emisszid (472—497 nm) hangolhato.
A klasztereket alkotd atomok szamat és a redukciot kiséré aminosav oligomerizaciot az ESI
€¢s MALDI-MS mérések igazoltak.

e Sikeresen alkalmaztuk az _-hisztidin (His) aminosavat AuCls -ionok vizes kozegii
redukcigjdhoz. Igazoltuk, hogy a képz6dd fluoreszcens termék jelenléte fiigg a kdzeg pH

értékétol; a maximalis fluoreszcencia intenzitas His:Au/30:1 moélardny alkalmazéisa mellett
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¢s pH = 6,0-nal volt megfigyelhetd. Az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott
bekovetkezd redukcids folyamat termékének szerkezetvizsgdlata sordn kimutattuk, hogy az
Au(lI-ionok (+1) oxidaciés allapotig redukalodtak, amelyek feltehetéen az Ag(I)/His
rendszerhez hasonldan, szerkezeti analdgia alapjan, helikalisan rendez8d6é [AuxHisx+1]"
polinuklearis komplexeket alkotnak.

e Az [AuxHisx+1]" fluoreszcens komplexeket viszonylag jo kvantumhasznositasuk (QY
~ 4 %) miatt hasznaltuk fel gyogyszerhordozoé rendszerek fluoreszcens jelolésére. Korabban
a kutatocsoport munkatarsai altal szintetizalt marha szérum albumin/ibuprofen
nanokompozit és kitozan biopolimer alapti mikrogyongyok jeldlését végeztiik el sikeresen,
melyet a regisztralt fluoreszcencia mikroszkopos felvételek igazolnak. A jelolt kompozitok
stabilitdsvizsgalata soran megallapitottuk, hogy a fehérje-alapt kompozit jelolése utan a
fehérje kiredukalta a feliiletére kotott Au'-komplexet és néhdny oOran beliil arany
nanorészecskék képzddése volt megfigyelhetd. A pH = 6,0 esetén pozitiv toltéssel
rendelkezd kitozdn mikrogyongyok feliiletén a protonalt aminocsoportokkal feltehetéen a
komplexek deprotonalt, igazoltan kdtésben nem 1évé karboxilcsoportjai képesek voltak
hidrogénhidas kolcsonhatast kialakitani, ezaltal kotédni a mikrogyongyok feliiletéhez, mivel
a komplex stabilan a kitozan mikrogyongy feliiletén maradt a vizsgalat és a fluoreszcens
mikroszkopos megfigyelés idétartama alatt.

e Megallapitottuk, hogy az AuCls /AMP rendszerben az AuCls -ionok Au®-va torténd
teljes redukcidja nem kovetkezett be tisztan az AMP alkalmazasaval igy a szintéziseket
értéken tartva AMP:Au/20:1 moélarany mellett termékként kék emisszioval (Aem = 480 nm)
rendelkezd, néhdny atomos AMP-Au NCs képzddtek. Ezzel szemben 0,5-5,0 mM kozotti
AUCl4™ koncentraciok és AMP:Au/1:1 molarany mellett vords szinti (Amax = 525 nm), d =
10-13 nm atméréji AMP-stabilizalt Au kolloidokat kaptunk termékként. Az AMP-Au NCs
rendszerek fiziologias soOkoncentracié alkalmazasa mellett is nagymértékii kinetikai
stabilitast mutattak pH = 6-9 ko6zott, erésen savas (pH = 1-2 kozott) kozegben azonban az
AMP-Au NCs gyors aggregacidja kdvetkezett be.

e A szenzorikai vizsgalathoz szamos aniont és kationt teszteltiink. A vizsgalt ionok
koziil nagymértékii szelektivitds csak a Fe**-ionok esetén volt megfigyelhetd, melyet a
nanoklaszter fluoreszcenciajanak kioltasa révén detektaltunk (Io/l > 30). A minimalisan
detektalhato analit mennyiségét 2 uM-nak hataroztuk meg, mig a dinamikus tartomany 10—

100 uM Fe**-ion koncentraci6 kozott talalhato.
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e A mérési adatokbol a Stern-Volmer allandd csokkenése a hdmérséklettel ramutatott,
hogy az AMP-Au klaszter/Fe* rendszer esetén sztatikus kioltds kovetkezik be. Sztatikus
kioltasnal az AMP-Au NCs és Fe**-ionok egy nemfluoreszkald komplexet alkotnak, melyet
a mért E-potencial értékek is alatdmasztottak. Mig a tobbi fémion esetén a mért E-potencial
értékek kismértékii valtozast mutattak, addig egyediil a Fe**-ionok esetén allapitottuk meg a
feliilet attoltését (-35 mV-rol +30 mV-ra), ami a Fe**-ionok és a klaszterek feliiletén kotott
AMP molekuldk kozotti koordinativ kotés kialakuldsara enged kovetkeztetni. Az
asszociacios allando (Ka) értékei a mérési homérsékleteken (298, 303, 310 és 323 K) rendre
csokkend tendenciat mutatnak. A termodinamikai paraméterek ismeretében megallapitottuk,
hogy a klaszterek és Fe®'-ionok kozotti kioltasi folyamat termodinamikailag
kedvezményezett, exoterm ¢és entalpia-vezérelt, a kialakuld sotét komplexet pedig

feltehetdleg intermolekularis erdk stabilizalhatjak.
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7. Summary

In the last years, the nanosized noble metal (gold, silver) became increasingly in the
focus of interest in the sensor and medical researches thanks to their unique properties.
Because of their outstanding electrical, magnetic and optical properties, they can be the basis
of potential biosensors and the intense interest is directed towards the feasible role of gold
nanoparticles in medical diagnostics and human therapies.

In our research group, we have been paying close attention to the development of
biocompatible syntheses of plasmonic Au NPs and fluorescence Au NCs as well as the
characterization of the produced gold/biomolecule hybrid systems: study the relationship
between the structure and their optical properties and investigation of their potential
utilizations. In the autumn of 2014, | joined to the research group in the frame of the
Catalysis, Surface, Colloidal and Material Science program of the Chemistry Doctoral
School of the University of Szeged. In the first period, the interactions of thiol-containing
proteins and small molecules with tetrachloro-aurate ions have been investigated in aqueous
medium. Furthermore, the experimental studies have been extended to the aromatic N-
containing biomolecules as well. The aim of the work was to develop reproducible synthesis
methods where gold nanohibrid systems having well-defined optical properties can be
formed as products. The critical parameters of the synthesis (molar ratio of reactants, pH,
time ...) were determined, and the stable nanodispersions, fluorescence hybrid structures
were widely characterized. For some systems, we have also proposed their possible
applications for medical diagnostic and sensor field. The results of my PhD work can be
summarized as follows:

e The LYZ protein was successfully applied to reduction of AuCls™ ions in aqueous
medium at 37 °C. The weight ratios of the components was systematically changed and we
found that in the alkaline medium plasmonic Au NPs (LYZ:Au/5:1) with 12.0 = 3.1 nm in-
size and fluorescent Au NCs (LYZ:Au/20:1) having 1.5 = 0.3 nm average diameter were
fabricated. The size of the metal particles showed downward trend by increasing the amount
of the protein.

e After the lyophilisation, both the LYZ-Au NCs and the LYZ-Au NPs could be stored
even 1 year and they could be redispersed without aggregation. Based on the structural
measurements using SAXS and FT-IR techniques, it was determined that the change in the
secondary structure of the protein showed same results in case of both technique. From the
Kratky representation of the SAXS scattering curves, it can be concluded that the protein
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had a partially unfolded structure after the formation of LYZ-Au NPs. In case of the LYZ-
Au NCs the fully unfolded conformation of the protein was identified, which was supported
by the location of the Amid I band (1648 cm™, random coil) on the FT-IR spectra.

e During the application of yG as reducing and stabilizing agent we found that using
vG:Au/1:1 weight ratio the prepared plasmonic Au NPs have a diameter of 24.2 + 12.3 nm,
while Au NCs synthesized at yG:Au/15:1 weight ratio, showed characteristic red
fluorescence at 645 nm and monodisperse distribution of the NCs with 1.5 + 0.3 nm average
size was obtained.

e The FT-IR and CD spectroscopic measurements indicated that the secondary
structure of the protein during the cluster formation was changed: the mainly B-sheets was
transformed into B-turns and random coils. The yG-Au NCs showed high kinetic stability
under physiological conditions.

e The yG-Au NCs were successfully applied for the selective detection of L-kynurenine
(Kyn). It was found that, the measurable change of the fluorescence was detected in case of
only the first metabolic molecules (Kyn) of the kynurenine pathway. The sensor
measurements were carried out at 4 different temperatures and the analytical and
thermodynamic parameters of the interaction were determined. In case of the Kyn the limit
of detection (LOD) of 15 uM and the dynamic range of 15-100 uM were obtained. We
suggested that the quenching process was dynamic, thermodynamically favourable, entropy-
driven and endotherm. Even, a charge transfer between the clusters and the Kyn may occurs.

e Based on our experiments we confirmed first time that the pH of _-glutation (GSH)
solution has a dominant role on the interaction between AuCls~ and GSH using Au:GSH/15:1
molar ratio. In acidic medium (pH = 2-4) a yellow emitting (Aem = 590 nm) Au(l)
coordination polymer was formed. It has been observed that the fluorescence intensity
showed downward tendency to pH 7.0 while between pH 8-10 this band was disappeared.
However, in the alkali medium (from pH = 10.0) a new emission band was evolved at Aem =
445 nm, which probably belonges to the few-atomic blue-emitting Au(0) NCs which was
identified by XPS measurements. The different reducing properties of GSH in acidic and
alkali medium was derived from the strong pH-dependent standard potential of the molecule.

e Reproductive synthesis of the fluorescent Cys-Au(l) self-assembly coordination
polymer was carried out. As a new result it was shown that, the molar ratio of the reactant
and the pH had dominant influence on the formation of the nanoproducts and its fluorescence

properties. It has been found that, the largest emission intensity could be detectable at
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Cys:Au/10:1 molar ratio and the more acidic medium was preferred to the formation of the
self-assembly structure, which was also supported by the decreasing of the emission peak at
Xem = 620 nm between pH = 1-8. The lamellar structure of the Cys-Au(l) CP was
successfully confirmed by XRD.

e We successfully implemented the syntheses of 8-10 nm sized cysteinyl-tryptophan
(CW)-stabilized plasmonic Au NPs (Amax = 518 nm) in alkaline medium (pH = 11-12) using
CW:AU/0.5:1 molar ratio. It has been observed that, increase in the dipeptide amount
(CW:Au/20:1 and cau = 0.1 mM) resulted in the formation of blue-emitting (Aem = 470 nm)
products, which was probably identifiable as supramolecular Au(l)-complexes. It was
established that, the aromatic side chain of tryptophan prevented the formation of self-
assembly coordination polymer structure and the pH had no dominant role on the formation
of the fluorescent product.

e We found that, besides the ratio and the concentration of the reactants the pH was
also a crucial factor during the syntheses of size-controlled .-tryptophan(Trp)-stabilized Au
nanohybrid systems. As a result of our experiments we have verified that, in alkaline medium
(pH > 11) Trp-stabilized Au colloids (Amax = 530 nm) were formed using Trp:Au/0.4:1 molar
ratio. In contrast, in strong acidic medium (pH < 2) the preferred process was the formation
of blue-emitting (Aem = 486 and 472 nm) and green-emitting (Aem = 497 nm) Au NCs. We
also showed that using constant Au concentration the emission is tuneable (between 472—
497 nm) with increasing the amount the amino acid. The number of the atoms in the clusters
and the amino acid oligomerization, which accompanies the reduction, were confirmed by
ESI- and MALDI-MS.

e The -histidine was successfully applied to reduction of AuCls ions in aqueous
medium. It has been proved that, the presence of the fluorescence product depended on the
pH of the medium. The maximum intensity was measurable at pH = 6.0 and using
His:Au/30:1 molar ratio. During the structural analyses of the products it has been shown
that, the Au(lll) ions were reduced to (+1) oxidation state, which formed [AuxHisx+1]*
polynuclear complexes with helical structure similar to the Ag(l)-His system.

e Because of the relatively good quantum yield (~ 4%) of the fluorescent [AuxHisx+1]"
complexes this system was used for fluorescent labelling of drug delivery systems. Bovine
serum albumin/ibuprofen (BSA/IBU)-based nanocomposite and chitosan biopolymer-based
microbeads which were synthesized previously in our group, were successfully marked

confirmed by fluorescence microscopy images. During the stability test of the labelled
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composites it was found that, the Au(l)-complexes were further reduced by the protein in
case of the BSA/IBU nanocomposite, which was supported by the formation of gold
particles. The deprotonated, unbounded carboxyl groups in the [AuxHisx+1]® complexes
could be formed a hydrogen bond with the positive charged amino groups on the surface of
the chitosan beads because the complexes stayed firmly on the surface of the microbeads
during the microscopic measurements.

e It was found that, in the AuCls~ /AMP system the total reduction of AuCls™ to Au(0)
was not occurred by using only the AMP molecules, so the syntheses were carried in citric
acid/citrate (pH = 6.0) buffer solution. Using AMP:Au/20:1 molar ratio with 0.1 mM AuCl4”
concentration blue-emitting (Aem = 480 nm) AMP-Au NCs were formed which consisted of
only a few atoms. In contrast, the application of AMP:Au/1:1 molar ratio in the gold
concentration range of 0.5-5 mM resulted in the formation of 10-13 nm sized AMP-Au (Amax
= 525 nm) colloids. The fluorescent AMP-Au NCs showed high kinetic stability under
physiological conditions (pH = 6-9 and cnaci = 0.15 M) because any significant changes of
their optical properties, size and &-potential were not measureable. Although, in high acidic
medium (pH = 1-2) a rapid aggregation of the AMP-Au NCs was observed.

e Numerous metal ions and anions were tested during the sensor investigations. During
the studies, high selectivity was found only for Fe3* ion, which was detected via the
fluorescence quenching of the nanoclusters (lo/I > 3). The minimum detectable amount of
the Fe* ion was 2 pM and the dynamic range was appointed between 10-100 uM
concentrations.

e The decrease of the Stern-Volmer constant with increasing temperature supported
the static quenching process between the clusters and the Fe®" ions. In case of the static
guenching, a non-fluorescent complex can be formed by the interaction of the fluorophore
and the quencher, which was supported by the &-potential values. After the addition of metal
ions and anions to the clusters the &-potential was changed only in case of Fe3* ions from -
35 mV to +30 mV, which was thanks the formation of the coordinative bonding between the
iron(I11)ions and the clusters. Using the modified Stern-VVolmer plot for static quenching the
association constant (Ka) of dark complex were determined, which also showed downward
trend with the growing of the temperature (298, 303, 310 and 323 K). Knowing the
thermodynamic parameter we found that the quenching process between the clusters and the
Fe3*-ions was thermodynamically favourable, exothermic and enthalpy-controlled, and the

intermolecular forces presumably stabilized the dark complex.
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9. Melléklet
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56. abra: (A) A vG és a yG-Au NCs FT-IR spektruma, valamint (B) a yG-Au NCs CD
spektruma a pH-fliggvényében.
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57. abra: A Kyn szenzorikai mérésének Stern-Volmer kiértékelés (A) 303, (B) 308 és (C)
313 K hémérsékleten.
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58. abra: A His-Au rendszer ESI-MS spektruma a szintézis kezdeti szakaszan 0 és 20 perc

kozott.
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59. abra: Az [AuxHisx+1]" tartalmu minta porformaban rogzitett rontgendiffraktogramja.
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60. abra: A Fe®*-ionok szenzorikai mérésének Stern-Volmer kiértékelése (A) 303, (B) 310
és (C) 323 K hémérsékleten.
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