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1. Bevezetés, elozmények, célkitiizés

A természettudomanyos kutatasokban létfontossaguva valt a kis méretekhez kotédo
valtozdsok megértése és leirdsa, aminek alapvetd elemei a nanoklaszterek (NCs, szub-
nanométeres részecskék), a nanorészecskék (NPs) és egyéb nanostrukturalt rendszerek.
A fémtartalmu nanoszerkezetli anyagokon beliil a nemesfémek (kiilénosen az arany (Au))
kiemelkeddek egyedi elektromos, magneses és optikai tulajdonsaguknak kdszonhetden, mely
révén sz¢leskorli alkalmazasi lehetdséggel rendelkeznek az orvostudoméanyban, gydgyaszatban,
fizikaban, elektronikéban, katalizisben stb. Az Au NPs méretét csokkentve a folytonos vezetési
savok diszkrét energiaszintekre hasadnak fel, igy a lokalizalt feliileti plazmon rezonancia
(LSPR) savok megjelenése helyett egy 0 optikai sajatsag, a fluoreszencia valik elérhetévé ezen
szub-nanométeres mérettartomanyu NCs kialakitdsaval. A nemesfém NCs fotolumineszcens
tulajdonsagait meghatarozé egyik {6 tényezo a klasztert alkot6 atomok szama. A fluoreszcencia
hangoladsaban a fémklaszterek feliiletén kotott (bio)molekuldk, a ligandum-fém, illetve a
ligandum-fém-fém toltésatvitelek is meghatdroz6 szereppel birnak. Mindezek mellett a fém
oxidacids allapota, valamint a pH vagy a homérséklet is hatdssal van a detektalhatd optikai
sajatsag megjelenésében és karakterisztikdjaban. Orvosbioldgiai vonatkozasban egyre nagyobb
az igény korszerli, szabalyozhatdo mérettel, Osszetétellel és funkcidval rendelkezd nemesfém
NCs ,,z0ldkémiai” uton torténd, ujszerli szintézis protokolljainak fejlesztésére, mely
kutatdmunkam motivacigjat is adta.

Kutatocsoportunk kozel 10 éve foglalkozik méretszabalyozott egy- és kétfémes arany-
tartalmt nanoszerkezetek eldallitasaval és szerkezetvizsgalataval, kiemelten a vizes kozegii tn.
»templatos™ eljarast felhasznalva, mely reakciok esetén foként makromolekuldk toltik be a
fémionok redukcidjat biztosito ,,templat” szerepét. PhD tanulmanyaimat 2020. 6szén kezdtem
meg, ahol olyan, foként egylépéses ,,z0ldkémiai” szintézis eljardsok kidolgozasaval
foglalkoztam, ahol a prekurzor tetrakloroaurat-ionok redukcioja és a képz6d6 nano-objektumok
stabilizalasa meghatarozoan kismolekulak felhasznéalasaval torténik. A kutatdbmunka magaban
foglalja a kulcsfontossagu kisérleti koriilmények (fémion/ligandum moldris ardny, pH,
hémérséklet, reakcididd) tanulmanyozésat, illetve a nanodiszperzidk széleskori szerkezeti €s
optikai jellemzését.

Doktori munkdm soran célul tliztiik ki annak vizsgalatat, hogy a fenn emlitett kisérleti
paraméterek szisztematikus valtoztatdsa milyen hatissal van a képz6dé Au NCs eldallitasi
folyamatara, illetve azok reprodukalhatdsagara, ahol a fémionok redukcidjanak megvalositasa
érdekében ujonnan tanulmanyozott B-vitamin ill. aromés oldalldnct aminosavak hidroxdmsav

szarmazékait alkalmazzuk. A szintézisek és tisztitasi protokollok kidolgozasan tal az eléallitott
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termékek lehetséges hasznosithatdésaganak vizsgalata is kiemelt feladatom volt. Felderiteni
kivantuk egyrészt az eldallitott és karakterizalt, kéken emittdldo, aminosavak hidroxamsav
szarmazékaival stabilizalt Au NCs szenzorikai teriileten torténd felhaszndlasi lehetdségeit. A
fémionok Au NCs-kel torténd detektalasarol szamottevo szakirodalom all rendelkezésre, de
kevés publikdcio tartalmazza a mechanizmusok részleteseb értelmezését. A legigéretesebb
fémionok esetén, ahol arra lehetdség adodott feladatom volt a legkisebb kimutathatd hatarérték
meghatarozasa, valamint a fluoreszcencia (PL) kioltasi és erdsitési folyamatok értelmezése,
mechanizmusuk feltardsa. Optikai szenzorok fejlesztésén tul antioxidans sajatsaggal
rendelkezO0, B-vitamin szarmazékokkal stabilizalt Au NCs eldallitasa ¢és azok
szerkezetvizsgalata is kutatomunkdm részét képezte. Mindemellett kisérletet tettiink ezen
utobbi Au NCs marha szérum albuminnal vald interakcidjanak feltérképezésére egyedi
méréstechnikék alkalmazéséaval (feliileti plazmon rezonancia (SPR) spektroszkopia, izoterm
titracios kalorimetria (ITC)), melyekre az irodalomban elenyészd adat all rendelkezésre.

A doktori értekezés legfobb motivacidja volt, hogy hazai viszonylatban a fluoreszcens
sajatsaggal rendelkezd nemesfém NCs tanulmanyozasa egyedi kutatasi teriilet, igy az uj
tudomanyos eredményekkel a témateriilet bovitéséhez szeretnénk hozzéajarulni. Mindemellett a
szerkezetiikkel hangolhato, fluoreszcens sajatsaggal rendelkezé szub-nanométeres struktarak

fontossagara a 2023. évi Kémiai Nobel-dij is ravilagitott.

2. Szintézisek és vizsgalati modszerek

A szintézisekhez és a vizsgalatokhoz felhasznalt vegyszerek analitikai tisztasdguak
voltak, igy alkalmazasuk eldtt tovabbi tisztitast nem végeztiink. A torzsoldatok és pufferek
eldallitaisahoz minden esetben nagy tisztasagi Milli-Q vizet (Millipore, Milli-Q Integral3,
Direct-Q3 UV, fajlagos ellendllas 18,2 MQ-cm, 25 °C) hasznaltunk. A nanoklaszterek

eléallitasdhoz felhasznalt kismolekuldk protonalt formainak szerkezeti képleteit az 1. abra
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1. abra: A szintézisekhez felhasznalt kismolekulak protondlt formainak szerkezeti képletei.
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A fluoreszcens sajatsaggal rendelkezd NCs eldallitasahoz, tisztitdsahoz, valamint fobb
optikai ¢és szerkezeti tulajdonsdgaik meghatirozasahoz a kovetkez6 méréstechnikakat
alkalmaztuk:

— Spektrofluorimetria (ABL&E-JASCO, FP-8500)
— Kvantumhasznositas (ABL&E-JASCO, FP-8500, ILF-835 tipusu integralé gombbel €s

ABL&E-JASCO ESC-842 tipusu kalibralt WI fényforrassal felszerelve)

— Fluoreszcencia élettartam (Horiba DeltaFlex, gerjeszto fényforrasként egy DeltaDiode
impulzuslézert hasznalva)

— ORAC teszt (Oxigéngyok abszorpcids /elnyeld/ kapacitas; NCs antioxidans hatdsanak
meghatarozasara (TE = Trolox ekvivalens érték)

— ABTS teszt (NCs antioxidans hatdsdnak meghatarozasara)

— UV-Vis spektrofotometria (JASCO V-770, kétsugaras)

— Dinamikus fényszoras és {-potencidl mérés (Malvern Zetasizer NanoZS)

— Fourier-transzformacios infravords spektroszkopia (FT-IR, ABL&E-JASCO, FT/IR-

4700)

— Nagyfelbontasu transzmisszids elektronmikroszkép (HRTEM, FEI Tecnai G2 20x-

Twin)

— Rontgen fotoelektron spektroszkopia (XPS, PHOIBOS 150MCD9 félgdmb
analizatorral felszerelt SPECS miiszer)

— Feliileti plazmon rezonancia spektroszkopia (SPR, Reichert2SPR kétcsatornas,
sz0gmodulalt)

— Izoterm titracidés mikrokalorimetria (ITC, MicroCal VP-ITC)

— Konduktometria (Radelkis OK-114)

— Fagyasztva szaritas (Christ Alpha 1-2 LD)

3. Uj tudomanyos eredmények
(T1.) Fluoreszcens sajatsagot mutato, emellett antioxidans tulajdonsaggal is rendelkezo,
kéken emittalo, néhany atomos arany nanoklaszterek eldallithatéak az [AuCls]-ionok
nikotinamiddal torténd reakcioja soran [1].

T1.1. Egyszerii és reprodukalhaté modon kivitelezhetd szintézis protokollt dolgoztunk ki
lugos kozegben (pH = 8,0) a Bs-vitamin amid szdrmazékaval, a nikotinamiddal (NAM-dal)
stabilizalt arany nanoklaszterek (NAM-Au NCs) eléallitasara NAM:[AuCls]/10:1 molaris

arany kialakitdsa mellett. Igazoltuk, hogy ezen intenziv kék emisszioval (Aex = 335 nm,



Aem = 380 nm), nanoszekundumos 4atlagos élettatalommal (11 = 4,3 ns (32 %),
T2 = 6,7 ns (68 %) és QY% = 1,9 + 0,3 % kvantumhasznositassal rendelkezo, kb. 3—4 db Au
atomot tartalmazé NCs eléallitasa soran az [AuCls] -ionok redukciodjat a nikotinamid mellett a
Na-citrat alkalmazasa még inkabb el8segiti. A klasztermagot felépitd Au’ atomok jelenlétét az
XPS mérések megerdsitették.

T1.2. Igazoltuk ORAC mérésekkel, hogy az eldallitott &s tisztitott NAM-Au NCs
(TE = 0,48 £ 0,03 uM) kozel azonos antioxiddns kapacitassal rendelkeznek, mint a tiszta
nikotinamid (TE = 0,568 + 0,02 uM), de a NCs a szabad Bs-vitamin szdrmazékhoz képest
dominédnsabb fluoreszcens sajatsaggal is rendelkeznek, igy ezen kettds funkcid miatt kiemelt
szereppel birhatnak biokatalitikus reakciokban.

T1.3. Feliileti plazmon rezonancia (SPR) mérésekkel bizonyitottuk, hogy ezen
NAM-Au NCs nagysagrendekkel gyengébb kodlcsonhatés kialakitdsara képesek a marha szérum
albuminnal, szemben mas, kéken emittald, szintén kismolekuldkkal (pl. tiamin, adenin
monofoszfat) stabilizalt Au NCs-hez képest, melyet a valos sebességi allandok (ka, kq)
hényadosabol szamitott kotési allandd értéke is megerdsit (Ka = 143 + 30 M!). Ezen

megallapitasunkat a fliggetlen fluorimetrids mérések is alatdmasztjak. (2. abra)

(T2.)) A Bi-vitamin (tiamin) Kkivaléan alkalmas az [AuCls]-ionok vizes kozegu
redukcidjara, mely révén fluoreszcens sajatsaggal rendelkezé szub-nanométeres
mérettartomanyu Au NCs ,,zoldkémiai” uton torténé szintézise szobahémérsékleten
megvalosithatd. A Bi-vitamin antioxidans sajatsaga kozel masfélszeres értékre novelhetd
a Bi-vitaminnal stabilizalt NCs (Bi-Au NCs) kialakitasa révén [2].

T2.1. Els6ként igazoltuk, hogy redukalo- és stabilizaloszerként Bi-vitamint alkalmazva
Au NCs vizes kozegl eldallitasa 25 °C-on megvalosithatd. Bizonyitottuk, hogy az ilyen médon
eldallitott, intenziv kék emissziot mutatd (Aex = 395 nm, Aem = 450 nm) Au NCs kb. 5-6 db Au
atomot tartalmaznak, néhany nanoszekundumos atlagos élettartammal (t1 = 1,26 + 0,38 ns
31 %), .2 = 2,46 = 0,13 ns (49 %), 13 = 0,24 £ 0,01 ns (20 %)) és kozel 3,0 %-os
kvantumhasznositassal rendelkeznek. XPS és FT-IR mérések révén igazoltuk, hogy a kialakult
klaszterekben az arany atomok nulla oxidaciods allapotban talalhatoak, a Bi-vitamin pedig a
pirimidin-N koordinacidon keresztiil stabilizdlja a fémmagot, tovabba a ligandum oxidalt
tiokrém forméja is részt vesz a klasztermag stabilizalasban.

T2.2. A Bi-Au NCs potencidlis antioxidans aktivitasanak igazoldsara elvégzett ORAC
mérések alapjan bizonyitottuk, hogy a néhany atomot tartalmazé fémmagok jelenléte, az

elektronban gazdag feliiletnek kdszonhetden, kozel masfélszeresére ndveli az antioxidans



kapacitast (TE = 0,53 £ 0,01 uM) a tiszta Bi-vitaminhoz képest (TE = 0,36 = 0,02 uM).
Az ABTS teszt soran meghatarozott ICso értékek hasonld trendet mutatnak, mint az ORAC
vizsgalatok eredményei; a megndvekedett antioxidans hatads a klasztermag feliiletén 1évo
oxidalt tiokrom jelenlétének is valoszintsithetd (Bi-vitamin: ICso = 76,4 += 3,7 uM,
Bi-Au NCs: ICs50=36,9 £2,1 uM).

T2.3. SPR mérésekkel bizonyitottuk, hogy ezen Bi-Au NCs Iényegesen erdsebb
kolcsonhatds kialakitdsdra képesek a marha szérum albuminnal, mint a NAM-Au NCs,
melyet a valds sebességi allandok (ka, ka) hdnyadosabdl szamitott kotési allando értéke is
megerdsit (Ka = 5468 + 73 M !). Megiéllapitasunkat a fluorimetrias mérések is alatamasztjak

(2. abra).

T1.2; T2.2

~ 100 °

S LY

Z 80 7% %

= \

'] MO
TLI; T2.1 597 i ' NAM

NAM E 40 e NAM-Au NCs
-Au NCs A ﬁ 5:‘ 8 B,-vitamin
w 17 g2 ‘{% L
] - R S
Tos 2 N S S S N .
2 50 100 150
E0,6 1dé
- o (pere)
o4 -
E J J 3
Eo2 NAM-Au NCs
=]
Z 9 ‘ .
350 450 350
Hullimhossz (nm)
0 @
SPR ITC SPR ITC

2. abra: Nikotinamiddal és Bji-vitaminnal stabilizalt Au NCs optikai és antioxidans
sajatsagainak szemléltetése, valamint marha szérum albuminhoz térténo kotodesiik jellemzése.

(T3.) Elsoként bizonyitottuk, hogy a hisztidin aminosav hidroxamsav szarmazékanak
[AuCls] -ionokkal torténé kolcsonhatasa révén kék emisszioval rendelkezé Au NCs
szintézise vizes kozegben megvalosithaté. Ramutattunk, hogy ezen kéken emittalo
klaszterek igéretes funkciéval rendelkezhetnek ,turn-off” (Cu?*) és ,,turn-on” (Zn?**)
alapu fémion szenzorok tervezéséhez [3].

T3.1. Protokollt dolgoztunk ki hisztidinhidroxamsavval (HisHA) redukalt és stabilizalt
néhany atomos Au NCs eldallitasara, melyek QY% ~ 4 %-os kvantumhasznositassal és
T = 4,2 ns-os atlagos fluoreszcencia élettartammal rendelkeznek. Igazoltuk, hogy pH = 7,0
beallitasa mellett HisHA:[AuCls4]/5:1 alkalmazéasaval, kék emisszioval (Aex = 365 nm,

Aem = 440 nm) rendelkezé6 NCs képzddése a preferalt termék. Ramutattunk arra, hogy
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HisHA:Na-citrat:[ AuCls]/5:10:1 moélarany beallitasaval a fluoreszcens termékek hozama kozel
kétszeresre novelhetd. Szerkezeti vizsgdlatokkal igazoltuk, hogy a HisHA imidazol-N ¢és
amino-N donoratomjai stabilizalhatjak a kialakult fémmagot, tovabba a NCs viszonylag nagy
inert s6 koncentracio (cnact > 1 M) mellett sem mutatnak aggregaciot.

T3.2. A HisHA-Au NCs paramagneses fémionokkal torténd kdolcsonhatasanak
vizsgalata soran ramutattunk, hogy bér tébb fémion is PL kioltast okoz (Cu?*, Fe**, Co*", Ni%*"),
de a Cu?*-ionok esetén detektalhatd legnagyobb mértékii PL kioltas (Io/I ~ 24) kozel kétszeressé
novelhetd (Io/I ~ 44) a rendszerben jelenlévé Na-citrat mennyiségének szabalyozasa
(eltavolitasa) révén (3. abra). A maésik harom fémion esetén ez nem valdsithatd meg. A
legkisebb kimutathatd6 mennyisé¢g (LOD = 2,49 pM) meghatarozasan tal a kioltasi
mechanizmus azonositasa sordn ramutattunk arra, hogy a Cu?'-ionok, a NCs diszperziohoz
torténd hozzaadasa utan, a klaszter feliiletérdl donté mennyiségii ,,soft” HisHA molekulaval
képesek komplexet képezni, melyek jelenléte a vizes diszperzioban spektralisan azonosithato.
Ezzel parhuzamosan a fémmag stabilizalasat igy mar a diszperzidban jelenlévd Na-citrat
molekuldk biztositjak, melyet az élettartam mérések is megerdsitenek. A Na-citrat hidnyaban a
klasztermag stabilizalasa nem biztositott, ami a kozel abszolut kioltast eredményezi (3. abra).

T3.3. A HisHA-Au NCs diamagneses fémionokkal (pl. Zn**, Ca*’, Mg**, AI*") torténd
kolcsonhatasanak vizsgalata sordn ramutattunk, hogy kizardlag a Zn**-ionok okoznak
dominans PL erdsitést (LOD = 7,5 uM). Fluoreszcens jelz6anyagok fejlesztéséhez hozzajarulva
igéretes eredményként bizonyitottuk, hogy a klaszterek belsé kvantumhasznositdsa nagyban
szabalyozhato (~ 4 %-r6l ~ 12 %-ra ndvelhetd) a Zn>"-ionok klaszter feliiletén torténd kotddése
révén, mely feltételezhetden a szabadon hozzéaférhetd hidroxamét-[O,0] donorcsoportokon
keresztiil valosulhat meg. A tobbi fémion esetén ezen koordinacid, az alkalmazott kisérleti

kortilmények mellett, nem preferalt.

(T4.) A triptofanhidroxamsav (TrpHA) alkalmazhato az [AuCls]-ionokkal valo
kolcsonhatas eredményeképpen kéken emittalo Au NCs szintézisére vizes kozegben, egyéb
redukalo- és stabilizalo agens hozzaadasa nélkiill. Szenzorikai teriileten torténé
felhasznalas érdekében igazoltuk, hogy a triptofan Kkarboxilcsoportjanak
hidroxamatcsoportra torténé cseréje révén a Cu?*-ionok detektalasa Fe**-ionok mellett
(creamn < 10 pnM) is megvalosithato LOD = 3,16 pnM kimutatasi hatarral [4].

T4.1. Méréseink révén bizonyitast nyert, hogy a TrpHA:[AuCl4]/2:1 molaris ardny
alkalmazasa mellett, preferaltan erésen savas kdzegben, kékeszold emisszioval (Aem = 470 nm,

Aex = 380 nm) rendelkez6é TrpHA-Au NCs allithatéak eld. A klaszterképzodés feltételezett



hajtoereje, a triptofan aminosav esetén azonositott mechanizmushoz hasonléan, az
indoltartalmu vegyiiletek erdsen savas kdzegben bekovetkez6 autopolimerizacios reakcidja. Az
igy eloallithatd Au klaszterek QY% = 2,13 %-os kvantumhasznositassal és 1,47 ns atlagos
¢lettartammal rendelkeznek.

T4.2. Ramutattunk, hogy a hidroxamatcsoport jelenlétének eredményeképpen, mely a
klaszterképz6dési folyamat soran szerkezeti valtozast nem szenved, a TrpHA-Au NCs
szelektivitasa és érzékenysége is hangolhatd, sét fémionok egyidejli azonositdsa is
megvalosithatd. A homérsékletfiiggd fluoreszcencia kioltasi €s a kvantitativ kalorimetrias
vizsgalatok alapjan igazoldst nyert, hogy a fémionok kiilonb6z6 moddon Iéphetnek
kolcsdnhatasba a klaszterekkel. Bizonyitottuk egyrészt, hogy a Cu?'-ionok esetében a
klasztermag feliileti stabilizald TrpHA ligandumai képesek koordinalni a Cu?**-ionokat, ami
savas kozegben erdsen generalja az NCs Osszekapcsolodasat (aggregacidjat), ami a kombinalt
PL kioltast eredményezi. Rdmutattunk arra is, hogy Fe**-ionok esetében a PL kioltds mértéke
erdsen fiigg a fémion koncentracidjatol €s csak akkor kdvetkezik be a NCs aggregacioja révén,
ha a NCs mar nem tudnak tébb Fe**-iont megkdtni a feliileten (cream < 10 uM). Mindezek
eredményeképpen a Cu®*-ionok vizes kdzegli azonositasa a Fe**-ionok 10 uM koncentracioban

torténd jelenléte mellett is kivitelezhetd ezen NCs felhasznélasaval (3. abra).
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3. dbra: HisHA-Au NCs és TrpHA-Au NCs eloallitasi folyamatai és a PL kioltason alapulo
szenzorikai vizsgalatok fobb eredményei.



4. Az eredmények varhato hasznositasa

A nanobiotechnoldogia megjelenésével egyre fontosabba valik a valtozatos funkcidval
rendelkezd nanoszerkezetek fejlesztése, mivel ezek a ,,zo6ldkémiai” uton eldallitott fluoreszcens
tulajdonsaggal rendelkezd NCs jo biokompatibilitassal, alacsony citotoxicitassal, magas
fotostabilitassal ~ rendelkeznek, illetve  konnyen  funkcionalizalhatok  kiilonb6zo
biomolekuldkkal. Ezen sajatsdgokat felhaszndlva az NCs szdmos teriileten hatékonyan
alkalmazhatok, beleértve orvosbioldgiai vonatkozédsban kiilonbozé analitok szelektiv és
érzékeny kimutatdsara, fluoreszcens jeldlésre, (bio)képalkotasra, gyogyszerhatdanyag
szallitasra, illetve a diagnosztika és a terdpia teriiletén is jelentds szereppel birnak.

Munkam soran elsOként szamoltunk be B-vitamin szarmazékokkal stabilizalt,
antioxidans sajatsaggal rendelkez6 Au NCs (NAM-Au NCs, Bi-Au NCs) -eléallitasi
lehetdségeirdl, illetve javaslatot tettiink ujonnan eldallitott és karakterizalt intenziv kék
emisszioval rendelkez6 NCs (HisHA-Au NCs, TrpHA-Au NCs) szenzorikai teriileten torténd
alkalmazaséara. Mindezek mellett érdemes megemliteni, hogy ez a teriilet az anyagtudomany
mellett nemcsak orvosbiologiai szempontbol fejlédik, hanem ¢élettudomanyi és a
novénybiologiai teriileten is kiemelt figyelem kiséri Oket, hiszen a nanoklaszterek

reprodukalhatd, koltséghatékony és kornyezetbarat modon allithatok eld.
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