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1. Bevezetés

A méretcsokkentés igen nagy hatassal van egyes anyagok fizikai-kémiai tulajdonsagaira,
hiszen 0j, a tombi fazisra nem jellemz0 sajatsdgok jelennek meg. A kis mérettel jard nagy
fajlagos feliilet jelentdsége az adszorpcid, a heterogén katalizis vagy a gyogyszerészet
teriiletén is kiemelkedd. Kiilonosen latvanyos a méretcsokkenés a nemesfémeknél, ahol
erdsen megvaltoznak az anyag tulajdonsagai, pl. szin, vezetoképesség, ill. olyan 1j, egyedi
jellemzdk is megjelennek, mint a feliileti plazmon rezonancia a nanorészecskék (NPs), vagy
a fluoreszcencia a nanoklaszterek (NCs) mérettartomanyaban. Ezen 0j tulajdonsdgok szdmos
alkalmazasi teriiletet nyitnak meg, melyek koziil kiemelend6 a katalizis, az elektronika, az
analitika vagy a képalkotas. A NCs sajatsagai eredményesen modosithatok a nanoklasztert
(NC-t) alkot6 atomok szamaval, mindségével (pl. egy- vagy kétfémes rendszerek), azok
oxidacios allapotaval, valamint a stabilizal6 ligandum megvalasztasaval. A csokkend méret
egyre nagyobb feliileti tobblet szabadenergiaval jar, és a rendszer destabilizalédasat
elkeriilend6 sziikségessé valik stabilizaloészerek alkalmazasa. Ezt a szerepet a fehérjék
kivaléan betoltik, mert képesek a NCs feliiletének stabilizalasa mellett azok szelektiv
funkcionalizalasara, ezen feliil redukaloszerként is szerepet jatszhatnak a NCs képzddési
folyamataban, és sajat egyedi tulajdonsagaiknak kdszonhetden tovabbi sajatsagokkal
ruhdzhatjdk fel az adott nanoszerkezetet. Ilyen pl. a specifikus kotohely jelenléte, ami
eldsegiti adott molekuldk megkotddését vagy enzimatikus funkcid kialakitasat a NCs
feliiletén. A NCs optikai sajatsagaik révén eredményesen hasznalhatok fluoreszcens jeldlés,
képalkotés, ill. analitikai érzékelés teriiletén, tovabba a fehérjével stabilizalt NCs esetén
lehetéség nyilik hatoanyag-hordozoként torténd alkalmazasukra is. Egyes felhasznalasi
teriiletek megkdvetelik a (nano)anyagok biokompatibilitasat, a szervezetben feldusulés
elkeriilését, de az is elvaras, hogy kiemelkedd fotostabilitassal €s kvantumhatdsfokkal
rendelkezzenek. Az Tjonnan eldallitott nanoszerkezeteknél elengedhetetlen azok
kolloidkémiai stabilitdsanak ellendrzése biologiailag relevans kozegekben (pH, ionerdsség,
specifikus reakciok hatasai stb.), €s kolcsonhatasuk vizsgalata sejtekkel/szovetekkel.
Doktori értekezésemben olyan fehérjével stabilizalt arany/eziist kétfémes NCs
eloallitasat és fizikai-kémiai valamint kolloidkémiai jellemzését mutatom be, melyekre
korabbi szakirodalmi adatok nagyrészt nem taldlhatoak. Az Gjonnan tervezett anyagokat
poliszacharid alapti hatéanyag-hordozo részecskék fluoreszcens jelolésére, illetve a triptofan

bomlastermékek analitikai érzékelésére kiséreltiik meg felhasznalni.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A méretcsokkentés hatasai: a nanorészecskék és a nanoklaszterek

A kolloidkémia ¢és hatarfeliileti fizikai kémia terén elért eredmények egyértelmiivé tették,
hogy a méretcsokkentés (ezzel a fajlagos feliilet novelése) hatdsai nem elhanyagolhatok a
tudomany vilagaban 2. Jol szemlélteti ezt, ha egy 1 cm>-es kocka feliiletét hatarozzuk meg
kiilonboz6 apritasi allapotok mellett. A méretcsokkenés miatti fajlagos feliilet novekedése e
kocka esetén az 1. abran lathatd. Az ép, 1 cm élhossziisagu kocka feliilete 6 cm?. Ezt a
kockét minél kisebb kockékra vagjuk szét, anndl nagyobb lesz az adott 1 cm*-es térfogathoz
tartozo fajlagos feliilet (AS, m*/cm?-ben megadva). Az 1 mm élhosszlisag esetén a teljes
feliilet értéke 10-10-10-6 mm? = 6000 mm?, azaz 60 cm’ lesz, de 100 nm-es kockak esetén
ez az érték mar 60 m?-re nd. A feliilet ilyen mértékii novekedése kiemelkedd jelentSségii a
kémia szempontjabol, mivel a nagy feliilet nagy feliileti energiaval is jar (hiszen 1) feliilet
kialakitasa, és annak megtartasa energiaigényes folyamat), és a szilard fazist a kdrnyezetétdl
elvalasztd, un. hatarfeliileti rétegben olyan jelenségek zajlanak le, melyek eltérnek a tombi
fazis(ok)ban tapasztalt viszonyoktdl 1. Jelentdsége kiemelkedd az adszorpcio, a heterogén
katalizis és a nanotechnologia teriiletén is.

20000 1

15000 1
] 6000

a (nm)

1 AS 2 3y —
10000 + (m /Cm )

5000 1

Fajlagos feliilet (A%, m*cm?)

0

100 pm 1 nm 10nm 100nm 1 pum

Elhossz (a, nm)
1. dbra: A fajlagos feliilet (A°) valtozasa 1 cm’ éssztérfogatii kockdk élhosszanak (a)
fiiggvényében
Hasonl6an més anyagokhoz, a nemesfémek tulajdonsagai is megvaltoznak, ha méretiiket
csokkentjiik. Tombi fazisban az arany fémes fényt, jellegzetes szinii, ahogy az a 2. abran
is lathatd. A fém ilyen formaban j6l megmunkalhatd (gondoljunk az aranyfiistre), jo
elektromos vezetd, inert anyag. Felhasznalasa e tulajdonsagaibdl fakadoan igen sokrétii:
ellenallosaga és jo alakithatosaga, szépsége miatt az €ékszerészet, miivészet is szivesen

alkalmazza, de gazdasagi jelentdsége is nagy (lasd aranystandard).
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2. dbra: A méretcsokkentés hatdasa az arany optikai tulajdonsdagaira

Inertsége és jO vezetOképessége az elektronikdban teszi kivald alapanyaggd, mig konnyl
alakithatosagat a fogaszatban 1d6talld fogtomések készitésére hasznaljak. Por formajaban
(um-es tartomany) az arany viszont mar barna szinli, elveszti fémes fényét. Ha a
részecskeméret a kolloid mérettartoményba (d = 1-500 nm), ezen beliil a nanorészecskék
(NPs) tartoményéba (d = 1-100 nm) esik, akkor az anyag 0j tulajdonsagokra tesz szert *. Az
Au NPs megnovelt fajlagos feliiletiik mellett diszpergalt (szétoszlatott) forméban mas
szinliek attdl fliggden, hogy milyen méretiick. Ezt a jelenséget az okozza, hogy az anyag
meghatarozott energiaju fényt nyel el, ami un. feliileti plazmonok kialakulasara forditodik,
ahogyan azt a 3. abra is szemlélteti >*. A NPs-et tartalmazo6 szolok szine ennek az elnyelt
hullamhosszi fénynek a komplementere lesz: a nagyobb részecskék kisebb energiaju
(voros), mig a kisebbek magasabb energiaju (kék-lila) fényt nyelnek el, igy a nagyobb
részecskek diszperzidja kék szinii, mig a méret csokkentésével lila, majd vords lesz a sziniik.
Az elnyelt fény frekvencidja azonos lesz a 1étrejott feliileti plazmonéval, ezzel kialakul a

lokalizalt feliileti plazmon rezonancia (LSPR) jelensége *

. Ennek Iényege, hogy a
nanorészecskében (NP-ben) talalhato szabad elektronok egyiittesen képesek oszcillalni (azaz
plazmont hoznak létre). Ha a részecske mérete megkozeliti az elektron atlagos szabad
uthosszat (ami aranynal ~ 50 nm), akkor a feliileti plazmonok frekvencidja €s sdvszélessége

3. A feliileti plazmonokat természetesen a

a modositott Mie-elmélettel még jol leirhato
részecskék mérete mellett tovabbi jellemzok is befolydsoljak, mint a részecske alakja, a
feliilet érdessége, a feliilet Osszetétele vagy aggregatumok jelenléte. Az Au NPs a kialakult
j tulajdonsagaik révén tobbek kozott az elektronika ®7, a katalizis 3 vagy a
gyogyszerkutatds '° teriiletén jelentenek potencialis alapanyagot. Az Au NPs jo
vezetOképességgel is rendelkeznek, ezaltal képesek megndvelni a vezetést mikroelektronikai
dramkorokben ©. Fontos szerep jut nekik nyomtatott aramkorok készitésénél a vezetd tintak
kialakitasaban. A technika segitségével lehetévé valik hajlékony, nyomtathat6 elektronikai

elemek gyartasa, mint nyomtatott aramkori lapok, hajlithaté kijelzOk és szenzorok.



Alkalmazasuk eldsegitheti okostelefonok, tabletek vagy hordhat6 okoseszkozok fejlesztését

is. A részecskék egyedi plazmonikus sajatsagai felhasznalhatok a fény nanométeres szinten

11

torténdé modulalasara is ''. A plazmonikus NPs képesek megnovelni a fényelnyelést

fotovoltaikus napelemekben, ezért alkalmazasuk ezen a teriileten igéretes, bar
hatdsmechanizmusuk még vitatott '2.
A) B)
611
}"Ft,luleu plazmon N Dielektrikum

mff\\\(f m L r?mﬂ\
AL VAOVAVIV]

—————— b+t —————— bttt ——————
Fém

Elektromos mez6

Fény

3. dbra: A feliileti plazmon kialakuldsa A) fémben és B) fém NPs-ben (jobbra) '3

Az aranyrol sokdig igy tartottdk, hogy katalitikusan gyakorlatilag inert, mert a Gibbs-féle
szabadentalpidja szerint nem oxidalhatd (Au20s-ra AG% >0), és a sima feliiletén az
oxigénmolekula nem képes kemiszorpciora vagy disszociaciora. Haruta 8 és Hutchings °
munkai azonban bebizonyitottak, hogy fém-oxid alapt katalizdtorokon a kisméret{i (< 5 nm)
Aurészecskék képesek reakcidkat katalizalni, ami annak kdszonhetd, hogy a tombi aranyhoz
viszonyitva a lecsokkent méret miatt jelentésen megnd a NPs feliiletén a csucsokon és ¢leken
elhelyezkedd atomok aranya. Kiilonleges optikai tulajdonsdgaik miatt eldszeretettel
alkalmazzak oket a képalkotas, szamitégépes tomografia és fotoakusztikus képalkotas
teriiletén is ®. A NPs feliiletét stabilizalo molekuldk helyes megvalasztasaval elérhetd
hatéanyagok kapszulazasa, ill. a hordozé célzott szdvetbe, szervbe torténd juttatasa is '

A méret tovabbi csokkentésével elériink egy kritikus méretet, ahol a részecske mérete
0sszemérhetd a szabad elektron Fermi-hulldmhosszéaval (0,5—1 nm). A Fermi-hullamhossz
az elektron egy fontos kvantummechanikai jellemzdje szilard anyagokban, ez az elektron
atlagos de Broglie-féle hullimhossza az anyag Fermi-feliiletéhez kozel '*. A Fermi-
hulldmhossz tulajdonképpen az elektron Fermi-energidjanak egy szarmaztatott mennyisége;
ez az az energiakiilonbség (AE), ami egy fém abszolut nulla fokon (T = 0 K) értelmezett
Fermi-szintje, azaz a legmagasabb betoltott egyedi részecske energiaszint ¢és a

legalacsonyabb energidjii be nem toltott energiaszint kozott van. A Fermi-energiat (Er)



megadhatjuk hdromdimenziés, nem relativisztikus, egymdssal nem kdlcsonhato

elektronokra (1. egyenlet):

2

E, = b (3n21v)§ )

T 2mg\ Vv

ahol h = h/2x, ebbdl 7 a redukalt Planck-allando, 4 a Planck-allandé (6,626-10734 Js), my az
elektron nyugalmi tomege, N az elektronok szama, V a vizsgélt rendszer térfogata, N ¢és V'
hanyadosa pedig az elektronsiirtiség (n). Fémek esetén a szabadelektron modellt alkalmazva
a vezetési savban 1évo elektronokra, az N/V atlagosan 10°®-10?° elektron/m?, igy a Fermi-
energia 2—10 eV kozé esik. A Fermi-energiabol szarmaztathatd a Fermi-momentum, ennek
értéke (2. egyenlet):
Pr = [2moEr (2)
tovabba kifejezhetd
pr = hkg 3)
alakban is (3. egyenlet), ahol

kg = (37t2n)§ 4)

a Fermi-hulldmvektor (4. egyenlet). Ebbdl szarmaztatva a Fermi-hulldmhossz (5. egyenlet)

h
Ap = o (5)
vagy (6. egyenlet)
_ ()
% = (55) ©

A Fermi-hullamhossz értéke Au esetén, ahol az elektronsiiriség (n=N/V) 300 K-en
5,90-10%® m 3, a szamolas alapjan 3,29-10'° m = 0,33 nm. Ebben a mérettartomanyban mar
nem képes plazmon kialakulni, és a folytonos vezetési sav diszkrét energiaszintekre valik
szét. Ennek koOszOnhetoen a kialakuld részecske, azaz a NC molekulahoz hasonld
tulajdonsagokra tesz szert, melyek a klasszikus kolloid NPs-re mar nem jellemzdek. Ezek

kozé tartozik a fluoreszcencia jelenléte, kiilonleges, a tombi fazistol eltéré magneses

k 15-18 19,20

sajatsago , redoxi sajatsag megjelenése vagy a kiralitas
Doktori értekezésem alapjat a NCs jelentették, igy a folytatdsban ezeknek a

nanoszerkezetli anyagoknak a jellemzésére térek ki részletesebben.



2.2. A nanoklaszterek eloallitasi lehetoségei

Kisméretii, lumineszcens NCs-et mar az 1990-es években is elballitottak '*. Szintézisiik
soran kiilonos jelentdséggel birnak a kisérleti paraméterek a képzddd termékek méretére,
szerkezetére, a fém oxidacios allapotara ¢és feliileti jellemzoikre, igy az optikai
tulajdonsdgaikra. A legfontosabb eldallitdsi paraméterek a reagensek mindsége és azok
koncentracioi (fémion prekurzor, ligandum, redukalészer, oldészer), az oldat pH-ja (vizes
kozegben), a homérseklet €és a reakcioidd. Bizonyos esetekben, ha a ligandum megfeleld
redukalo tulajdonsaggal bir, akkor a hozzdadott extra redukaldszer kihagyhat6, mert ezt a
szerepet a ligandum (pl. a fehérjék 2') is képes ellatni. Ezeknek a ligandumoknak a gyakorlati
jelentésége éppen ebbdl adddik, hiszen ily modon elkeriilhetd az egyéb, gyakran toxikus
redukaloszerek alkalmazasa, melyek eltavolitdsa sok esetben nehéz és koriilményes. Még
sz¢lsOségesebb példa az N,N-dimetil-formamid esete, ami képes az oldoszer, a redukaloszer
és a stabilizator feladatat egyszerre ellatni 2. A NCs el64llitasa tobbféle modon is torténhet,

ahogyan azt a 4. abra is 6sszefoglalja.

NCs

ézerforrés o & <
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NPs a matrixban

4. abra: A NCs lehetséges eloallitasi modszereinek osztalyozasa
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Ismeretesek fizikai és kémiai mddszerek, emellett ,,fentrdl-le” (top-down) és ,,lentrél-fel”
(bottom-up) iranyt folyamatok alapjan tdrténd csoportositas is hasznalatos 2°. A fizikai
eljarasoknal tulajdonképpen a felhasznédlni kivant fémet fizikai technikdk segitségével
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apritjadk megfeleld6 méretre. Ez torténhet példaul lézeres elparologtatassal **, ahol az
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alkalmazott nagy energidju lézer impulzusok -elparologtatjdk a fémet, ami ezutan
részecskékkeé all ossze, koztiik NCs-ké is. Mivel a folyamat sordn a NCs a fémgd6zben 1évo
atomokbdl jonnek létre, ez a ,lentrél-fel” eljardsok kozé sorolhatd; a folyamat egészét
tekintve, miszerint tombi fémbdl juthatunk NCs-hez, viszont a ,,fentrdl-le” tipusba tartozna.
Tiszan ,fentrél-le” irdnyuld eldallitas lehet a nagy energidji golydosmalmos 6rlés, ami
jellemzdéen um-es részecskékbol vagy NPs-bdl kiindulva 4llit el6 NCs-et. Ez az eljaras nem
igazan alkalmas egyediilall6 NCs eldallitasara, sokkal inkdbb szilard matrixban eloszlatott
NCs készitésére alkalmazzak 2*. A kémiai eljarasok soran 4ltaldban valamilyen
redoxireakci6 zajlik le, jellemzden egy fém prekurzor sot vagy komplexet redukalnak, és a
1étrejove fématomok Onszervezddése révén — stabilizaloszerek alkalmazasa mellett —
spontan kialakulnak a NCs. A ,.fentrdl-le” eljarasok esetén a NCs-et a kiindulasi fém
méretének csokkentésével érjiik el. Ilyen eljaras példaul a kémiai maratas (etching), ahol
nagyobb méretli fém NPs méretét egy maratdszer segitségével csokkentjiik le. A ,,lentrdl-
fel” (bottom-up) irdnyt megoldasok esetén a NCs-et egyedi alkotdelemeibdl épitjiik fel,
ehhez ligandumokat vagy tun. templatot alkalmazhatunk. Kiilonb6z6 ligandumokkal
stabilizalt, 2 nm-nél kisebb NCs akar atomi pontossaggal is elééllithatok '%2°26, illetve
pontosan felderitett kristalyszerkezetiik is 227,

A fent emlitett modszerek mellett nagy jelentdségliek azok a megoldasok is, ahol tobb
modszer eldnyeit kombinaljak. Nagyon gyakori, hogy a kémiai uton torténd eldallitas
valamilyen technikaval van tdmogatva, példaul a kémiai reakcidk felgyorsitasa

1 28 vagy ultrahangos besugarzassal 2% is torténhet. Ezeknek a

mikrohulldma melegitésse
modszereknek a legnagyobb elénye, hogy jelentdsen képesek lerdviditeni a reakcioidot,
esetleg csokkenteni a sziikséges reaktansok (példdul koltséges, kis mennyiségben

A kémiai eléallitdsi modszerekhez (5. abra) — melyekkel disszertdciomban
kizarolagosan foglalkoztam — a kdvetkez6 6sszetevok sziikségesek: fémion prekurzor, ez az
stabilizaloszer; feladata a kialakul6 NC-magok stabilizdlasa, ¢és azok megfeleld
képzddésének biztositasa; €s az oldoszer, mely a reakcid lejatszodasi kozegét biztositja és
alkalmazéséaval a reakcidpartnerek homogenizaldsa is megtorténik. A NCs eldallitasahoz
hasznalt fémsok (jellemzden hidrogén-terakloro-aurat — HAuCls — és eziist-nitrat — AgNO3
— az Au ¢és Ag NCs esetén) redukalasa legtobbszor oldoszerben torténik. Tipikus

31

redukéaloszerek kozé tartozik a natrium-borohidrid 2° vagy a hidrazin 3!, mig a
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stabilizaloszerek szerves kozegii szintéziseknél altalaban foszfor- és kéntartalmu vegyiiletek

és szarmazékaik (foszfinok 2, tioalkoholok ** stb.), de lehetnek egyéb vegyiiletek is (pl.

acetilének 27). Az oldoszer tekintetében sok eldallitasi protokoll szerves oldészerben 2627

tortént, majd egyre gyakoribbd véltak a vizes fazisa, un. zoldkémiai szintézisek '3
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5. abra: A nemesfem NCs kémiai uton torténd eloallitasanak altalanos semdja eltéro
meéretii és funkcioju molekulak felhasznaldasaval

Szerves kozegben jo fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd termékeket nyerhetiink,
melyek jol tisztithatok és kristalyosithatok, illetve szerkezetiik is jol szabalyozhato.
Hatranyuk viszont az, hogy vizben nem ,,oldhatdak”, ami korlatozza orvosbioldgiai teriileten
torténd felhasznalasukat. Egy megoldas erre a problémara a fazistranszfer-tipusu eléallitas
volt, ahol a NCs szintézise szerves kozegben zajlott, majd egy amfipatikus stabilizaloszer
alkalmazasaval a képz6dd NCs-et a vizes fazisba juttattak. A korai szintézisek kozott
talalunk fazistranszfer (pl. feliilletaktiv anyagok) segitségével végbemend reakcidkat (ezekre
az elsé megjelent cikk utan Brust-modszerként hivatkoztak 32%). Ezeken kiviil szilard fazisu
reakcioban is sikeresen allitottak eld fluoreszcens NCs-et *°. Murugadoss és mtsai. szilard
kitozan, AgNO3 ¢és NaOH porok megfeleld aranyu Osszekeverésével és eldorzsolésével,
majd HAuCls oldattal végzett tovabbi dorzsoléssel allitottak eld vordsen emittalo Au/Ag
NCs-et. A munka soran achat mozsarban egyszeri dorzsoléssel allitottak el6 a NCs-et,

13%. A modszer segitségével

amiket ezutan 4-nitrofenol katalitikus redukaldsara hasznaltak fe
nem kvantitativ redukciot értek el az Au tekintetében (tisztan Au hasznalataval nem is ment

végbe a reakcid), mig a kapott részecskeméret transzmisszids elektronmikroszkopos
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mérések alapjan 2—-3 nm-nek adddott. Melléktermékként 50-70 nm méreti Ag NPs-et is
kaptak, ami magyarazza az Ag NPs LSPR savjanak megjelenését 400—500 nm kozott. A
vizes kozegli szintézis megvaldsitasa sokkal nehezebb volt az oldoszer egyedi tulajdonsagai
miatt. A fellelhetd eldallitidsok kozott talalhatunk olyan eseteket, ahol kismolekulakkal 36,
illetve makromolekulakkal 334945 4llitottak eld NCs-et. A stabilizatorokbol kialakuld
ligandumréteg szerepe sokrétlibb, mint csak a nanoszerkezet stabilitdsdnak biztositasa.
Kisméretii ligandumok alkalmazasaval jellemzden kék/z6ld emisszioval rendelkezé NCs
hozhatéak Iétre, mig makromolekuldk segitségével inkdbb vords vagy mar a kozeli
infravoros tartomanyban emittalé rendszereket kapunk.

A fém tekintetében a leginkabb vizsgalt NCs Au-bol késziiltek 21244 Az Au-hoz
képest joval kevesebbet allitottak eld mas fémbdl, a leggyakoribbak az Ag 4’, Cu 3143, pt 484
és Cd *°. Ezek mellett Fe-ra '>'6, Co-ra '"°!, Ni-re 3233 Ir-ra °* és Os-ra > is talalunk
példékat, de természetesen mas elemekkel is lehetséges a szintézis mind kémiai, mind fizikai
megoldasokkal. Mivel az Au szoft fémnek mindsiil, ezért az ilyen rendszerek fdleg tiolat
tipusu ligandumokkal hozhatdak 1étre. A tiolat stabilizal6 molekulak altaldnos jelolése SR,
ahol az -R egy alkil lancot jelol. Pontosan ismert, stabil szerkezetek Au NCs-nél példaul az
Auzs(SR)1s, Auszs(SR)24, Aui02(SR)4s, vagy az Auisa(SR)so. Az elsé szerkezet esetében
kiilonb6z6é mérési modszerekkel (pl. rontgen krisztallografia) méar a pontos szerkezet
meghatarozasa is megtortént, tobbféle oxidacios allapotnal is (—1, 0 és +1 6ssztoltés mellett
36). Mivel a NCs elééllitasakor legtobbszdr monodiszperz rendszereket kapunk, melyek
viszont nem rendelkeznek atomi pontossaggal, a szerkezetiik meghatarozasa joval
nehezebbé valik. A tiollal stabilizalt NCs fontos hatranya rossz vizoldhatosaguk mellett az
alacsony kvantumhatasfokuk is (QY < 1 %) *’.

Nagy jelentéséggel birnak a NCs eldallitdsaban a N-tartalmi ligandumok is %, pl.
aminosavak *° és szarmazékaik ®°, peptidek és fehérjék 2!, polimerek %!, dendrimerek *! és
nukleobézisok is *°. Ezekre a vegyiiletekre is igaz, hogy egyszerre képesek a stabilizalo- és
a redukaloszer szerepét betdlteni. Ahhoz, hogy ez teljesiiljon, az amin szarmazék oxidacios
potencialjanak elég magasnak kell lennie a fémionok (pl. [AuCls]") redukaldsahoz,
maskiilonben hozzaadott redukaldszer (pl. NaBH4) lesz sziikséges a NCs képzddéséhez.
Aminosavakkal dontéen kéken emittaldo NCs allithatok eld, ezekben az atomok szama 3—10
kozotti lehet *°. Eredményes a NCs kialakulasa azon aminosavaknal, melyek oldallancukban
aromds gyurlt tartalmaznak (pl. L-triptofan (Trp): indol, L-hisztidin (His): imidazol,

L-tirozin (Tyr): fenol, L-fenilalanin (Phe): benzol). Az eddig nem emlitett aminosavak koziil
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a L-cisztein (Cys) és L-metionin (Met) tiol, ill. tioéter oldallanccal rendelkeznek, ezekkel
sarga és voros tartomanyban fluoreszkald szerkezetek hozhatok létre 2. A Met segitségével
eredményesen alakithatok ki Au NCs, de a Cys esetén (-S-Au-S-Au-S-), altalanos
szerkezetl, ciklikus polimert, in. koordinaciés polimer (coordination polymer) szerkezetet
nyeriink, amiben az Au +l-es oxidaciés allapoti (6. abra). Fluoreszcens Au NCs
elallithatok polimerek (pl. polivinilpirrolidon) hasznalataval is %4154, Natrium-borohidrid
¢s poliamidoamin (PAMAM) dendrimerek alkalmazéisakor az utdbbiak templatként

szolgalnak a NCs kialakitasdhoz.

A) R : :\\\\R L R

l %/V/\/V/\M
ITU/ |u \\\R i \\\\\R H
NN \\/\/\\/\/\%

\\\R : R

%/\/v/\/vw
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6. abra: Az Au(l)-tiolat komplexek lehetseges szerkezetez A) gyiris olzgomer
B) polimerlanc monomeregysége, C) polimerlancok réteges szervezédése ®

Az Au(Ill)-ionok és a dendrimer amin- és karboxilcsoportjai kozott kotés jon 1étre, ami
iranyitja a NC-magok Iétrejottét és stabilizalja azokat. A fém:ligandum mdlarany
valtoztatasakor kiilonbozé méreti NCs nyerhetdk, melyek az UV-Vis-kozeli IR
tartomanyban emittalnak (A = 380—-870 nm), a QY jellemzden 10—70 %-os %

A makromolekuldkkal végzett NC-szintézis torténelmében meghatarozo volt Xie és
munkatarsai 2009-es munkaja 2!, ahol elséként irtdk le Au NCs marha szérum albuminnal
(BSA-nal) torténd eldallitasat. Ezt a kozleményt kovetéen szamos egyéb publikacid is
sziiletett hasonl6 rendszerek kialakitasarol. A BSA mellett mas fehérjéket is vizsgaltak (pl.

65

lizozim ¥ in )

, tisztitott tojasfehérje ™, papain **), illetve mas fémekkel is eldallitottak
fluoreszcens NCs-et (pl. Ag ®, Cu %, Pt ¥, Cd 3°). A szdmtalan gyakorlati elényiiknek
koszonhetden a NCs kozott kiemelt figyelmet kaptak a fehérjével eldallitott rendszerek. A
fehérjék megfeleld aminosav oldalldncai képesek a fémionok elsddleges megkotésére
(koordinalasara), emellett aromas oldallancai megfeleld kisérleti koriilmények (pl. magas
pH) mellett szerepet jatszanak a koordinalt fémionok redukélasaban. A fehérjék nagy elénye,

hogy megfeleléen enyhe eldallitasi koriilmények alkalmazasakor (pl. vizes kdzeg, 37 °C)
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képesek részben megdrizni az eredeti biologiai funkcidjukat (pl. enzimek, ), ezaltal a
létrehozott NC egy multifunkcids rendszer lesz. A fehérjék alkalmazasa tovabbi elényokkel
is jar, hiszen biomolekuldk révén képesek megnovelni a termékként kapott NCs
biokompatibilitasat, emellett gyakran rendelkeznek specifikus kotéhelyekkel, ahol bizonyos
molekuldk meg tudnak kotddni. A fehérjék nyujtotta elényos tulajdonsagok kiaknazhatok a
NCs kiilénbdzd célokra torténd felhasznalasakor (pl. katalizis #°, hatéanyag szallitas és

6 analitikai érzékelés ¢, fluoreszcens sejt- és szovetjelolés ). Fontos

terapias kezelés ©
szempont még az orvosbiologiai, gyogyszerészeti teriileteken, hogy a szervezetben talalhaté
sejtek gyakran rendelkeznek fehérje receptorokkal, igy ezek a sejtek jol célozhatok a
megfeleld NCs-kel, ami a fluoreszcens képalkotas, illetve célzott terapia soran is eldnyds
lehet 6.

Doktori értekezésemben fehérjékkel-stabilizalt nemesfém-alapi NCs fejlesztésével
foglalkoztam, igy a kovetkezd 2.3. fejezetben néhany relevans nemzetkozi kézlemény

eredményét foglalndm 0ssze, mint munkam kdzvetlen elézményeit.
2.3. Fehérjék felhasznalasaval eléallitott nanoklaszterek fobb sajatsagai
2.3.1. Marha szérum albumin alkalmazasaval szintetizalt nanoklaszterek

A szérum albumin fehérj¢ék nagy mennyiségben talalhatok meg a vérben, szerepiik a
hormonok, zsirsavak és kismolekuldk széllitdsa 2%, A vérben a szérum albumin egy Au(I)
kotohellyel lehet az Au szallitd molekuldja. A BSA szerkezetében tobb kotohely is talalhato
(7. A) abra), ahol tobbféle molekula is képes megkotddni, ezzel eldsegitve a megfeleld
célba torténd eljutasukat, illetve hasznosuldsukat a szervezetben. A BSA egy széles korben
21,68

hasznalt plazmafehérje, molekulatomege ~ 66 kDa

A) B)
III. domén

II. domén

I. domén

7. abra: A) A BSA és B) a LYZ szerkezete
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Szerkezetében 35 db Cys és 21 db Tyr talalhato, ami jelentés a nemesfém NCs eldallitasa
szempontjabol. Xie és mtsai. BSA-nal végzett jelentés munkédjukban a NC-szintézist
egyszerd, ,,zO0ldkémiai” eljarasként jellemezték, mivel vizes kozegli, mell6zi toxikus
vegyszerek hasznalatat és a stabilizator is biologiai eredeti 2!. Az eléallitasnal a BSA
,biomineralizacids” tulajdonsagat hasznaltdk ki, miszerint a fehérje eredményesen képes
50 mg/ml) adtdk a prekurzor HAuCls vizes oldatat (5 ml, 10 mM) 37 °C-on. Két percnyi
keverést és homogenizalast kovetden a rendszerhez NaOH-oldatot adtak (0,5 ml, 1 M), majd
37 °C-on 12 ora elteltével vorosen emittaldo Au NCs képzddtek. Az eldallitas soran a fehérje
képes volt a fémionok koordinalasara, majd a pH emelésével (pH ~ 12) a BSA megndvelt
redukalo hatdsat kihasznalva in sifu keletkeztek a NCs. A termék Osszetételét matrix-
asszisztalt 1ézer deszorpcids ionizacid repiilési id6 analizatorral felszerelt (MALDI-TOF)
tomeg-spektrometrids mérésekkel azonositottak, ahol 25 atombol all6 NCs képzdodését
feltételezték. Rontgen fotoelektron spektroszkdpia (XPS) mérésekkel megallapitottak, hogy
az Au 0 és +1 oxidacios allapotban van jelen, ebbdl utobbi (kb. 17 %) a NCs feliiletén
helyezkedhet el, €s segiti a rendszer stabilizalasat, hasonloan az alkil-tiolat ligandumokhoz.
A fluoreszcencia maximuma (Aem) 640 nm (gerjesztési maximum {Agerj} 480 nm), a
QY ~ 6 % (fluoreszcein standard mellett, 470 nm lézer fényforrast alkalmazva). Kiemelték
a fehérje nyujtotta biokompatibilitas jelentdségét, emellett a szintézis kérnyezeti és anyagi
elényeit (nem tul magas homérséklet, megujuld forrasbdl szarmazo alapanyag, viz az
oldoszer, mérgez0 és draga segédanyagok mell6zése). Habar a disszertacidban — terjedelmi
korlatok miatt is — csak néhdny relevans, BSA felhasznaldsan alapuld kozlemény

30.47.50.89 'melyek esetén kozel

eredményeit emlitem, de szamos tovabbi publikacio is elérhetd
azonos, viszonylag magas fehérje koncentraciok alkalmazasaval, 37 °C-on kivitelezett
szintéziseket mutatnak be. A dolgozatban leirt kisérleti munkéank soran e publikalt eljarasok
finomitasat céloztuk meg mind a felhasznalt fehérje mennyiségét (ha lehet), mind a
hémérsékletet szabalyozva, minimalizadlva a fehérjeszerkezet szintézis kozbeni

megvaltozasat.
2.3.2. Lizozim alkalmazasaval szintetizalt nanoklaszterek

A lizozim (LYZ) fehérje (7. B) dbra) a legkisebb a disszertacidban vizsgalt fehérjék koziil,
molekulatdmege ~ 14,3 kDa *!. Erésen kationos enzim, a tojasfehérjébol kivont LYZ

izoelektromos pontja (i.e.p) = 11,35 7°. Tulajdonsagait tekintve antibakteridlis, mert
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enzimként képes peptidoglikdn makromolekulakban az (1-4)-B-glikozidos kotéseket hasitani
az N-acetil-muraminsav és az N-acetil-D-gliikozamin alegységek kozott (ilyen kotések
talalhatok a Gram-pozitiv baktériumok sejtfalaban). E kotések felhasitasaval a baktérium
sejtfala meggyengiil, ami végiil annak felszakadasat valtja ki. A LYZ sok kivalasztott
testnedv egyik alkotdja, mint a nyal, az anyatej, vagy a korabban emlitett tojasfehérje,
amiben kifejezetten nagy mennyiségben talalhaté meg. 129 aminosavbol all, ebbdl 8 Cys,
melyek négy diszulfidhidat képesek kialakitani a 6—127, 30—115, 64—80 és 76—94 poziciok
kozott 7!, Habar a fehérje dnmagaban egyarant alkalmas nemesfém NCs és NPs eléallitasara
is 2, néha hozzaadott redukélészer alkalmazisa is sziikségessé valik !9, Kimélobb
redukaldszernek szamit a ditiotreitol (DTT). Szerepe a fehérje diszulfidhidjainak felbontasa,
ezaltal eldsegiti a fémionok megkotését a molekuldban, igy a NCs kialakulésa is konnyebbé
valik. Sarkar és mtsai. ® DTT-lal redukalt LYZ fehérjét hasznaltak Ag NCs eléallitasara
vizes kozegben. A DTT segitette a vorosen emittald NCs kialakulasat, amiket eredményesen
alkalmaztak Cu®*-ionok és Bio-vitamin érzékelésére. Ertelmezésiik szerint a DTT redukalja
a kén-kén kotéseket, ezaltal tiol csoportokat kialakitva a fehérjében, amik segitenek
stabilizalni a NC-magot Ag'-tiol motivumok kialakitdsaval. A hatékony redukciot a
pH = 11,8-ra nvelésével segitették eld, aminek hatdsara kialakul a NC-mag, mivel az Ag"
ebben a kornyezetben képes Ag’ allapotra redukalédni. A termékre Aem = 640 nm, a
Agerj = 360 nm koriili, emellett rendelkezik még egy gyenge emisszios csuccsal 450 nm-nél.
Helyesen kivitelezett szintézissel a QY > 6 % (kinin-szulfat standard alkalmazasakor). Egy
fémet nem tartalmazo, azonos koriilmények kozott kivitelezett reakcioval igazoltak, hogy a
masodlagos cstics a NCs-et stabilizalo LYZ fehérjétdl szarmazik. A NCs szintézisét a DTT
nélkiil is megkisérelték, hianyaban nem fluoreszkalo terméket kaptak. LYZ esetén egy
publikacioban foglalkoztak kétfémes Au/Ag NCs-kel 7, azonban ennél a rendszernél nem
volt tapasztalhatd az Ag hatasa a NCs optikai sajatsagaira, igy munkank soran az eléallitasi

folyamat ismételt kidolgozasat kiséreltiik meg.
2.3.3. Gamma-globulin alkalmazasaval szintetizalt nanoklaszterek

A gamma-globulin (YG) valojaban egy fehérjekeverék, a vérplazma elektroforézissel torténd
szeparalasa soran az utolsé frakciot alkotja. Benne tobbféle szerkezetli immunoglobulin (pl.
IgA, IgG, IgM stb.) talalhaté 7*, ahogyan azt a 8.4bra is szemlélteti, ezért a yG

molekulatdmege is egy atlagos érték, 150 kDa. A legfébb 6sszetevd IgG-re az izoelektromos
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pont értéke 4,6-6,5 kozotti *¢7°. Masodlagos szerkezetében nem taldlhaté a-hélix, viszont

jelentds aranyban (kozel 50 %) talalunk B-red6zott szerkezetet.

IgG~80 %, IgdD |9E

YUYy

\:)K;/ fmA>10%
-

8. abra: A yG-t alkotoé immunoglobulinok sematikus szerkezete és %-os eloszlasuk ™

IgM ~ 10 %

Els6ként csoportunkbol Ungor Ditta PhD munkéjanak eredményeképpen keriilt bemutatésra
Au NCs yG-nal torténd szintézise *6, de kétfémes NCs kialakithatosdgdval mar nem
foglalkozott. PhD munkdja soran 645 nm-en emittdldo NCs-et allitott eld, amiket a
Kutatocsoport mtsai-val a triptofan bomlastermékek szelektiv érzékelésére fejlesztett. A
fehérjeszerkezet vizsgalatakor bizonyitottdk, hogy a NC-képzddés jelentdsen csokkenti a
B-redd aranyat (28 %-ra). A yG-Au NCs triptofan bomlastermékeivel vald kdlcsonhatdsa
soran igazoltak, hogy az L-kinurenin (Kyn) esetén figyelheté meg csak dominans kioltas
(aLOD érteke 15-22 uM a vizsgalt kozegtdl fiiggden). Homérsékletfiiggd kioltasi
mérésekkel bizonyitottdk, hogy a mechanizmus — a meghatirozott termodinamikai
paraméterek alapjan — egy dinamikus kioltas. A rendszer gyakorlati eldnyeit egy papir alapt
teszt elkészitésével is demonstraltak, amivel mar 5 uM koncentracié mellett pillanatszeriien

ki tudtak mutatni a Kyn jelenlétét.
2.3.4. Transzferrin alkalmazasaval szintetizalt nanoklaszterek

A transzferrin (Tf) tipust fehérjék feladata a vas(Il)-ionok megkotése és szallitdsa a
szervezetben. A human apotranszferrin egy 678 aminosavbol 4ll6 glikoprotein; szintézisekor
még 697 darab alkotja, de egy 19 aminosavbol 4ll6 szakasz lehasad réla a képzddés utan.
Harmadlagos szerkezete két alegységbdl all, a vasionokat két kotdhelyen képes fogadni
(egy-egy a két alegységen). Le Guevel €s mtsai. emberi apo-transzferrin (vasat nem

tartalmazo) stabilizatorral allitottak eld Au NCs-et ¢

, melyek mérete 2 nm-nél kisebb,
valosziniileg 22-33 atombol allnak. A minta vordsen emittal (A = 695 nm), QY =4,3 %. A
NCs kolcsonhatasat vizsgaltak antitestek és vasionok jelenlétében is, de ezek nem voltak
hatassal a NCs optikai tulajdonsagaira, ¢s a NCs sejtolo hatast sem mutattak. Sha és mtsai.

szintén Tf-nel hoztak 1étre Au NCs-et 2. Munk4juk soran mikrohulldmii melegitéssel
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segitették a kémiai reakciot, amivel a szintézisid6t 3 percre csokkentették. A barna
termékbdl ultraszlréssel tavolitottdk el a vords emisszioval rendelkezd (A =663 nm)
NCs-et. A termék QY-a ~ 10 % (mikrohullamt szintézisnél 10,4 %, mig joval hosszabb
vizes kozegli szintézissel csak 9,2 %), az atlagos élettartam pedig 667 ns. A NCs-et
szerotonin (5-hidroxitriptamin, HTA) kimutatasara hasznaltak fel. A Tf feliiletén talalhatok
szialilezett glikozidcsoportok, ezeken képes megkdtddni a detektalni kivant HTA, ezzel
megnovelve a NC emisszios intenzitdsat. A szialilcsoport egy kilenc szénatomos cukor, a
szialsav (itt N-acetil-neuraminsav) szarmazéka, ami a Tt feliiletén 1év6 glikozidcsoporthoz

glikozidkotéssel csatlakozik (9. abra).

COO-

é

& X H OH
"4

9. abra: A Tf harmadlagos szerkezete (balra), és a szerotonin megkotodeését biztosito
szialilcsoport szerkezeti képlete (jobbra) *®

A glikozidcsoportok pozicidja az aszparagin oldallancokndl (Asn) talalhatd, ezek az
Asn-413 és Asn-611 (a két alegységen a 19 aminosavas szakasz levalasa utan; egyébként
Asn-432 és Asn-630 77). A Tf és a HTA kozotti kolcsonhatas 1étrejottét {-potencidl
mérésekkel és TEM felvételekkel is igazoltdk. A LOD 49 nM-nak adoddott, ami
osszemérhetd a HTA kimutatasara hasznélt egyéb médszerekével 78 (és a 28-ban foglaltak).

A Tf hasznalataval Cu NCs is kialakithatok. Goswami és mtsai. Tf-Cu NCs-et
formulaltak doxorubicin (DOX) hatéanyaggal NPs-ké . A NPs-et bioldgiai képalkotasra és
célzott terdpiara hasznaltdk fel. A NCs-et hidrazin (N2Hs) redukaloszert alkalmazva
allitottak eld, a Tt itt a stabilizator szerepét toltotte be. A NCs képzddését a minta lilardl
barna szinre torténd valtozésa is igazolta, emellett TEM felvételekkel az atlagos méretiik
2,1 nm-nek adodott. MALDI-TOF mérések alapjan az alkotdé Cu atomok széma 3, 5 vagy 7
lehet, mig XPS mérések alapjan Cu(0) és Cu(l) jelenléte feltételezhetd (a kotési energidk
eltérése 0,1 eV erre a két formara). A Cu NCs 460 nm-en emittalnak, QY =7,5%
(kinin-szulfathoz viszonyitva). A rendszerben Forster-féle rezonancia-alapt energiadtadast
(FRET) hasznélnak ki. Ennek alapja, hogy a Cu NCs emisszids savja (Aem = 460 nm) részben
egybeesik a DOX hatéanyag elnyelési savjaval (A = 480 nm). A folyamatban a Cu NCs nem
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emittalnak fotonokat, hanem az energiat kdzvetleniil atadjak a DOX molekuldknak, amik
ennek hatasara sajat emisszios hulldamhosszukon (Aem =590 nm) intenziven fognak
fluoreszkalni. A folyamat tulajdonsagaibol eredden erdsen érzékeny a donor (Cu NC) és az
akceptor (DOX) tavolsagara, illetve a megfeleld emisszios és elnyelési savok atfedésére.
Ebben a rendszerben sikeresen kombinaltak a két anyagot, és in vivo is vizsgaltak a rendszer
alkalmazhatosagat Dalton limfoma ascites (DLA) sejteken. A rendszer alkotoi
szinergisztikusan hatnak a TfR tultermelé DLA sejtekkel szemben, kihasznalva a
nagymértéki hatdoanyag kapszulazast, tumorsejt targetald hatast és a FRET segitségével a
nyomon kovetést képalkotas segitségével. A vizsgalt sejtek (normal sejtek és TR tultermeld
rakos sejtek, mint az emberi méhnyakrak sejtek {HeLa} és mellrak sejtek {MCF-7}) a TfR
mennyiségének filiggvényében szelektiven képesek felvenni a hatdanyagot tartalmazéd
részecskéket, ezzel célzotta téve a potencidlis terdpias kezelést. A Tf esetén is talalhatunk
tudoményos kozleményeket egyfémes NCs eldallitasara, de kétfémes rendszerekrdl (koztiik
Au/Ag NCs-rdl) nem lelhet6 fel informécid. Doktori tanulményaim soran ezzel a fehérjével

is torekedtiink kétfémes NCs kialakitasanak a megvalositasara.
2.4. A nanoklaszterek képzodési mechanizmusa

A NCs pontos képzddési folyamata nem ismert, a reakcidtermékek mindsége fiigg a
reaktansok kezdeti aranyatol, a pH-tol és egyéb paraméterektdl. A reakcid Osszességében
nem sztochiometrikus, és a végtermék tobb kiillonboz6, bizonytalan mennyiségli €s
mindségli anyagbol all. Az Au vegyiileteiben a lehetséges oxidacios allapotok —1 és +5
kozottiek lehetnek, ezek koziil a NCs-nél jelentdsége a 0, +1 és +3 allapotoknak van. Az
elektronszerkezet Au(0) esetén 5d'%6s!, Au(I)-nél 5d'%s° és Au(III)-nal 5d%6s°. Az Au NCs
eldallitasanal a prekurzorok Au(Ill) és Au(I)-komplexek lehetnek, az elektronszerkezetbodl
jol lathato, hogy a +1-es oxidacios allapot kiemelkedé stabilitdssal bir ”°, ez kisérleti és
szamitasos eredmények alapjan is a legstabilabb forma. Az Au(Ill) komplexképzést
kovetden redukalodik Au(I)-¢ (bioldgiai koriilményeket mintazd koézegekben is). Ezzel
szemben az Au(l) az ismert diszproporci6 ellenére, ahol a 7. egyenlet szerint fémes Au(0)

¢s Au(IIl) keletkezik, stabil komplexeket képes 1étrehozni a megfeleld ligandumokkal.
3Aut - 2 Au® + Audt (7)

Az Au(l) (hasonldéan mas d'° elemekhez) linearis, mig az Au(III) siknégyzetes komplexeket

képez. A koordinacidés komplexek kialakuldsat alapvetden Pearson hard-szoft sav-bazis
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elméletével magyarazhatjuk *°. Az arany esetén a +1-es allapot szoft donor atomnak szamit,
mig a +3 atmenet a szoft-hard sajatsag kozott, emiatt a 1étrejové komplexeik stabilitasat a
ligandum fogja meghatarozni. Ha a ligandum donoratomjanak elektronegativitdsa
novekszik, akkor a komplexek stabilitasa egyre inkabb csokkenni fog. Mas fémekhez
hasonldan a komplexek stabilitasa alacsony oxidacios szamoknal szoft, mig magas oxidacios
szdmoknal inkabb hard donoratomokkal biztosithat6. Ennek megfeleléen az Au(l) forma
stabilabb komplexeket képez S, Se, P ¢s C donorokkal (pl. tiol, szelenol, foszfin ¢és
alkilvegytiletek), mig az Au(Ill) inkabb a nagyobb elektronegativitasi N, O, F és Cl
donorokkal alkot stabil komplexeket (lasd a [AuCls] -ot). Ugyanebbdl az okbol kifolydlag
az Au(l) hard donorok jelenlétében diszproporcionalodik Au(0) és Au(Ill) formakka, mig az
Au(IIT) szoft atomok jelenlétében Au(I) formava redukalodik. Komplexeikben ezért az Au(I)
gyakran rodanid, cianid, tioszulfat ionokkal szerepel (l1asd pl. az Au cianidos lugozasa). Nem
szabad azonban eltekinteni az egyes specieszek redoxi sajatsagaitdl sem, mivel ezt a hard-
szoft elmélet nem képes magyarazni ®. Az Au elektrokémiai potencialja a legmagasabb az
osszes fém kozill (E*=+1,69 V), ezért az Au(l) és Au(Ill) formak is szinte barmelyik
redukaloszerként viselkedd anyagtdl elektronokat vesznek fel. A standard redoxipotencial
értekek alapjan az  Au(lll)-vegyiiletek konnyedén elreagdlnak a szoft nukleofil
vegyiiletekkel, ami az ilyen komplexek alacsony stabilitasat is okozza.

Az Au(Ill) forma stabilitasa kiilonleges a 11-es csoport elemei (Cu, Ag, Au) kozott, a
jelenség hatterében az egyes elemek ionizacios energiai allhatnak: mig Ag esetén az elso,
addig Cu esetén a masodik, Au esetén pedig a harmadik ioniz4cios energia a legalacsonyabb
a két-két masik elemhez viszonyitva ”°. Az Au(l) és Au(Ill) szabad ionként vizes kdzegben
nem léteznek, inkdbb akvakomplexeket képeznek megfelelé szamu koordinalt atommal.
Vizkomplexeik igen reaktivak, mivel oxigén a donoratom, igy az akvakomplexek alacsony
stabilitasuak, és igyekeznek az oxigént (igy a vizet) masik ligandumra cserélni.

Az Au(Ill) halogenid komplexei koziil a [AuCls]™ kutatdsa kiemelt jelentdségli. A
[AuCls]” anion sem stabil vizes kozegben, és spontdn hidrolizal a 10. &bran lathato
egyensulyi reakciok szerint. Az O-donor ligandumok koordindlodasat er6sen meghatarozza

azok tipusa; az OH™ erdsen kotédik az Au(Ill)-hoz, a H>O kotése labilis.

21



% pH<2
CI\AU/CI - Ho— _—d B HO—  _—OH .
a— ToH a-—~  T~oH d~— oH
pH~3 pH~4 % pH 5-6

HO— OH}_

Au
HO— oOH

pH>7

10. abra: Az Au(lll) kloro- és akvakomplexek vizes kozegben a pH-tdl fiiggben ™

Robb és mtsai. ¥ a [AuCls]™ vizzel valé reakcidjat vizsgaltak, és javaslatot tettek a reakciot

leird egyenletekre (8—10 egyenletek):

[AuCl,]” + H,0 2 [AuCly;(H,0)] + Cl~ (8)
[AuCls;(H,0)] 2 [AuCly(OH)]™ + HY (9)
[AuCl;(OH)]™ + H,0 2 [AuCl,(H,0)(0H)] + CL~ (10)

Az Au(Ill) természetesen kelatképzéssel is stabilizalhat6. Tobbfoghi amin ligandumokkal
(pl. etilén-diamin) képzett komplexeik stabilnak mutatkoznak biologiailag relevans
koriilmények mellett, azonban instabilak S-donor ligandumok (biomolekulak) jelenlétében.
Egyszertibb Au(Ill) komplexekrdl ismert azok citotoxikus hatasa is, ezek stabilak fiziologias
koriilmények mellett, és gatoljdk a sejtosztoddst rakos szovetekben ®2. Az Au-vegyiiletek
reakcioképességét erésen meghatdrozza még az oldoszer, a pH, a redoxipotencial és a
koordinal6do ligandum anyagi mindsége is. Mar az 1970-es évek ota ismert, hogy a HAuCls
képes oxidalni az aminosavakat (példaul a metionint metionin-szulfoxiddd), mig maga
Au(l)-¢ alakul. Egy tipikus NC-eléallitasi reakcioban az Au(Ill) forma a ligandum és a
redukaldszer jelenlétében eldszor Au(l)-¢, majd Au(0)-va alakul. Az Au(III) esetén a reakcid
sebessége erdsen fiigg attol, hogy a kdzponti Au-hoz milyen ligandumok kapcsolddnak.
Szivesen alkalmaznak az emlitett sajatsdgok miatt tiolokat ligandumként, mert erés Au-S
kotéseket képesek 1étrehozni az Au(Il)-ionok Au(I)-formaba torténd atalakulasaval kisérve,
emellett a kotés erdssége jelentds a fémes Au(0) formaval is. A tiollal stabilizalt NCs-re
jellemzd, hogy azok mérete csokken a ligandum:fém molarany novelésével. A hasonlo NCs
QY-a jellemzden alacsony, 1 %-nal kisebb ®°. Az olyan biomolekuldk, mint a peptidek és

fehérjék bizonyitottan alkalmasak a NC-képzddés ¢€s stabilizdlas eldsegitésére. Ezek a
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komplexet tud képezni a [AuCls] -tal 7, siknégyzetes geometriat kovetve, mind a négy
N-atom részvételével (amincsoport, két deprotondlt peptid amidcsoport és a hisztidin
imidazol oldallanc N-je). Glutation (GSH) hasznalatakor, ami egy rovid, haromtagu tripeptid
(y-glutamil-ciszteinil-glicin), elkeriilhetd a redukaldszer haszndlata, mert ezt a feladatot
maga a GSH képes elvégezni 3. Au(l) esetén a GSH-hoz hasonld, tioltartalmu kétfogu
ligandumok részvételével még (—AuSR—), tipusu koordindcids polimerek kialakulasa is
elképzelhetd, mellette a monomer Au(SR)» (szerkezetiik a 6. abran lathat6). Nagy a
jelentésége ezeknek a koordinacids polimereknek, mivel szamos esetben (lasd Cys, GSH)
lumineszcens NCs helyett ilyen termékek keletkezhetnek, €s biztositjak a kialakult rendszer
magas emissziojat. Ezeket a polimereket legtobbszor rendezett szerkezet jellemzi (pl. dupla
hélix ¥, reddzott szerkezet %°), amit az egyes atomok kozdtt kialakuld aurofil
kolcsonhatasok, hidrogénkdtések illetve egyéb masodlagos kotderdk stabilizalnak. Ha
sikerlil GSH-nal NCs-et eldallitani, akkor az eredmény egy vords-kozeli IR tartomanyban
emittald rendszer lesz. Viszonylag alacsony tiol: Au molarany alkalmazasa mellett (1,5:1) a
NCs QY-akodzel 15 % 7%, de itt is a kialakult fémmagot koriilvevd tiolat-Au(I) stabilizalo
koordindcids polimer réteg lesz a felelds az erds fluoreszcencidért.

Fehérjék stabilizaloszerként vald alkalmazédsa esetén a nagyméretii ligandum
megneheziti a termék NCs pontos atomszamanak és szerkezetének megallapitasat. Tovabb
bonyolitja a helyzetet, ha a NC tobb fémbdl épiil fel, ugyanis ilyenkor elképzelhetd tobbféle
Osszetétel egy rendszerben, és az atomok egyedi elhelyezkedése is nagyon valtozatos lehet.
Bizonyos, hogy a NCs képzddése jelentdsen megnoveli a stabilizaloszerként szolgélo
fehérjemolekuldk méretét, amit kordbban mar mérésekkel is igazoltak. A jelenség azzal
magyarazhato, hogy a fémek beépiilése megvaltoztatja a molekula szerkezetét, majd a NC-
magok ndvekedése tovabb torzitja azt, a fehérjelanc ugymond kitekeredik 7!. A fémionok
masodlagos kotések kialakitdsa révén szivesen képeznek adduktumokat a fehérjékkel,
jellemzden a szabad karboxilcsoportokkal. A nemesfémek esetén viszont a reakcié a Cys
oldallancok tiolcsoportjaval torténik, és kovalens kotés jon létre ”'. A fehérjék Cys és His
oldallancai képesek az Au(Ill)-ionokhoz koordinalédni, mig a Tyr csoportok redukaljak
azokat. Ahhoz, hogy a Tyr erds redukaloképességgel rendelkezzen, a szintézist a fehérje
viszonylag magas koncentracidja mellett hajtjak végre (jellemzden ¢ > 0,62 mM). Fontos a
pH helyes megvalasztasa az eldallitas soran, mert a Tyr pH > 10 felett (Tyr pKa értéke)

121

rendelkezik megfeleld redukaloképességgel <, illetve az oldat pH-ja befolyasolja a fehérje
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leggyakrabban és legrégebb ota hasznalt a BSA 2!. Az elsd megjelent irodalmi cikk 6ta
szamos fehérjével sikeresen allitottak elé NCs-et, mint a LYZ, a transzferrin tipust fehérjék
vagy a torma peroxidaz. Fehérjékkel jellemzéen QY = 2,0-12,0 % alakithato ki #>#643.76 de
ennél joval magasabb értékekkel is taldlkozhatunk 3'4°. A fehérje:Au molarany
valtoztatasaval kiilonbozd méretli és emisszids maximummal rendelkezd termékeket
kaphatunk 2. Jellemzdek a voros-kozeli IR tartomanyba esé fluoreszcencia maximumok, itt
aNCs 20-25 Au atombdl allnak 2'. A reakcid hémérséklete szintén befolyasolhatja a reakcid
menetét, mivel hatdssal van a reakcidosebességre, a fehérje masodlagos szerkezetére, és ezen
keresztiil a NCs méretére. A fémionok megkotddése jelentdsen modositja a fehérje
masodlagos szerkezetet, mivel a kén-kén kotések felhasadnak, és a hidrogénhidak szdma is
lecsokken, igy a fehérje egy kitekeredett allapotba jut. Az arany redoxireakciojat tekintve
nehéz megallapitani, hogy a reakcié egy koordinalt ligandum cseréjén keresztiil vagy a
redoxpartnerek kozvetlen elektronatadasaval zajlik. Ez utdbbi esetén meghatarozé, hogy a
ligandum képes-e hidkomplex kialakitasara. Isab és mtsai. vizsgaltak bisz(trietil-foszfin)-

arany(I)-klorid BSA-nal valo kdlcsdnhatasat ¥

. Méréseik alapjan az Au(l) komplex a Cys-34
jelzésii oldallanccal reagal, termékként trietil-foszfint (PEt;) és BSA-Au-PEt; komplexet
eredményezve (a BSA esetén is S a koordindlodo atom). Ebben a reakcidban a PEt; redukalja
mind a Cys-34, mind a BSA egy¢éb diszulfid kotéseit, melyek annak harmadlagos szerkezetét
stabilizaltadk. A 11. abra néhany fehérjével stabilizalt egy- és kétfémes NC-diszperzid
fotojat mutatja természetes fény mellett és UV-1ampa alatt, azok karakterisztikus emisszios

spektrumaival egylitt.

Ag Au

Au NCs Au/Ag NCs
el

T

Normalizalt intenzitas

425 475 525 575 625 675 725
Hullamhossz (nm)

11. abra: A) Fehérjével stabilizalt eziist, arany és arany/eziist kétfémes NCs fotoi
természetes feny mellett és UV-fénnyel torténo megvilagitas hatasara és B) a NCs jellemzo
(normalt) fluoreszcencia emisszios spektrumai
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2.5. A nanoklaszterek meghatarozo tulajdonsagai
2.5.1. Feleépiteésiik, szerkezetiik

A NCs néhanytol par tiz atombdl 4116 objektumok *. Az elsd, fém-fém kotéseket tartalmazo
NCs-et (Mo és W) mar a 19. szdzadban szintetizaltdk 5%%° de szerkezetiiket csak az
1940—50-es években hatéroztdk meg (pl. [MosCls]** ), a klaszter kifejezést pedig
1963—64-ben kezdték el hasznalni F. A. Cotton javaslatara *12. Az elsd, vegyiiletben 1étezé
Au NCs (pl. Aunls(PPhs);, * és a benne foglalt hivatkozasok) és Ag NCs szintézise
1960—1970 kdzé tehetd %, A kutatoknak sikeriilt izolalni Aus klasztereket vegyiiletbdl is,
de a nemesfém NCs-et a vegyiiletek mellett a fémek elparologtatasdval is létrehoztak .
Paolo Chini munkassdga nyomén sikeresen allitottak elé karbonil ligandumokkal is fém
NCs-et (pl. Ptss, °®), majd késébb megjelentek a hidrid, olefin, alkin, izocianid és foszfin
ligandumok is °’. Egyes Au NCs szerkezetére javaslatokat is tettek, mint pl. a késSbbi
Auys(SR)is-ban is megjelend Aujs-mag **”7. A NCs-ben az atomok szdméra nem létezik
is >, igy helyesebb az egyedi sajatsagaik alapjan definialni dket. A kisméreti NCs egyedi
tulajdonsagai az un. kvantum-berekesztés (quantum confinement) jelenségébdl erednek *.
Ha az atomok szama elegendden alacsony (< 130) egy részecskében, akkor a NC-re
kimérhet6 HOMO-LUMO szint lesz jellemzd, illetve molekularis fotofizikai
tulajdonsagokkal fog rendelkezni. Ennél nagyobb méret esetén mar folytonos vezetési sav
jelentkezik, €s a rendszer inkdbb a plazmonikus NPs k6z¢ fog tartozni. A NCs-re jellemzd
fluoreszcencia fligg a NC méretétdl, emellett a feliiletén talalhato ligandumok mindségétdl
és mennyiségétdl is *°. A ligandumok képesek megvaltoztatni a NCs tulajdonsagait, hiszen
befolyassal vannak az alkotd atomok oxidécios tulajdonsédgaira és kozvetlen kornyezetére is.
A ligandumok eltérd kotésekkel (kovalens, ionos, elektrosztatikus) képesek kapcsolddni a
NC-hez, illetve a kapcsolodd csoport magtdl vett tadvolsaga is meghatarozza hatasukat. A
NC kozvetlen fémes feliiletétdl tavolabb esd csoportok ennélfogva kisebb hatassal birnak,
mint az ahhoz kdzeli, vagy akar kozvetleniil k6tddd ligandumok. A ligandummal stabilizalt
(nem csupasz) NCs-ben egy merev, meghatarozott kristalyszerkezetii fémmagot egy laza,
dinamikusan mozgdé ligandumréteg vesz korbe. Ez utobbi egy nanométeres tartomanyba esé
hatarfeliiletet képez a NC és kornyezete kozott, €s ez a ligandumréteg szabalyozza az ionok

crer

valo kolcsonhatasra (pl. fehérjék esetén azok kotéhelyei).
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2.5.2. Az optikai tulajdonsagokat befolydsolo tényezok

A lumineszcens NCs igen alacsony QY-kal rendelkeznek (az elnyelt energidnak csak nagyon
kis hanyada tavozik emittalt fotonként). Az els6 eldallitott NCs esetén ez az értek még 0,1 %
alatti, ami még igy is jelentdsen magasabb a tombi aranyra jellemz6 10710 értéknél *3. Mas
lumineszcens anyagokhoz viszonyitva gyakorlati felhasznaldsuk ezen alacsony QY miatt

3 A kéntartalmu stabilizatorok valtoztatasaval, illetve az

sokdig nem volt életszerti
eldallitasi modszerek optimalizalasaval latvanyos javulast tudtak elérni, ezzel a QY értékét
mar néhany tiz %-ra lehetett emelni %8, A NCs 4ltal mutatott fluoreszcencia jelenségét a
tudosok még nem tudtdk teljesen értelmezni, de mar sziilettek egyszerii leiré modellek. Az
optikai tulajdonsagok megértése szempontjabol kiemelt jelentdségli a szabadelektron

elmélet '4%°

, ami legtobb esetben jol leirja a NCs viselkedését, viszont nem veszi figyelembe
a toltést hordozo részecskek kozotti kdlesonhatasokat. Nagyobb méretii NPs esetén a szabad
elektronok a részecske feliiletén kiilsd elektromos tér hatdsara polarizalodnak, és az
elektronok szdma fogja meghatarozni a plazmonikus sajatsagokat. Ha azonban a szabad
elektronok szama egy kritikus érték ala csokken, ahol a részecske mérete megkdzeliti a
Fermi-hullamhosszt, az addigi folytonos sav diszkrét energiaszintekre valik szét. A szintek
kozotti energiakiilonbség (Es) értéke hatarozza meg a NCs fluoreszcencidjat. Ha a hdenergiat
adjuk meg hatarfeltételként (Er=kgT, ahol kg a Boltzmann-allando), akkor a NC csak akkor
képes fotont kibocsatani, ha Es >> Et1. Ezzel szemben elektron-lyuk par akkor alakul ki, ha
Es < Er vagy Es ~ Er. Ilyen esetekben jelentésen megnd a sugarzasmentes legerjesztddés
valosziniisége, és lecsokken a rendszer QY-a. A szerves fluoreszcens festékekhez hasonléan
a NCs is erdsebben fluoreszkalnak alacsonyabb hdmérsékleten, hiszen Er értéke ekkor joval
alacsonyabb. Az E; értéke egyszeriien kifejezhetd a NC-t alkoté Au atomok szamaval (V) és
a Fermi-energiaval (Er) a kdvetkezd 11. egyenlet szerint (ez az Un. ,,jellium-modell” '4%%):
Es =2 (11)
N3
A NCs fluoreszcens fotonjanak energidja az alkot6 atomok szamanak fiiggvényében tehat a
11. egyenlet alapjan a 12. abra szerint valtozik (arany esetén). Abban az esetben, amikor az
Au NCs fluoreszcenciaja csak a fém magon beliili &tmenetekhez kothetd, a fluoreszcencia
voroseltolodast szenved, ha a NC-t alkoto atomok szaméat noveljiik. Ha az atomok szdma 30
folé emelkedik, akkor a NC a lathato tartomanyon kiviil fog emittalni. Az elmélet jol
miikddik bizonyos NCs esetében (pl. PAMAM-mal stabilizalt Au NCs, %), viszont tiolat

ligandummal stabilizalt NCs-nél, ahol a méretb6l addéddan (d ~ 2 nm) fluoreszcencia nem
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lenne lehetséges, a NCs vords €s zold tartomanyban is emittalhatnak, ami mas emisszios

folyamatok létezését sejteti '%°,

~6,0 -

0,0 ; ; .
0 20 40 60
Atomok szama (db)

12. abra: Az Au NCs fluoreszcens fotonjanak energidaja az Au-atomok szamdanak
fiiggvényében
A karakterisztikus fluoreszcencia megjelenésében nemcsak a fémmag dsszetételének, hanem
a feliileti ligandumoknak 1s meghatérozo szerepe van. A NC-t alkotd Au és a tiolat ligandum
S-atomja kozott példaul toltésatmenet valdosulhat meg (fém-ligandum t6ltésatmenet,

LMCT), illetve ha figyelembe vessziik az Au-Au aurofil kolcsonhatést, akkor ligandum-
fém-fém toltésatmenet (LMMCT) is l1étrejohet (13. abra).

= Feliileti A== Felileti
/ arany B ., arany
- 'sp
E " prm i sp-palyak
ken U\vi E 3 / sp-palydk kén ; Uvi |
{ b i lathato " : :IR‘
p-palyak / ppalyak ==
%, e N
d d

13. abra: A LMCT/LMMCT atmenetek sematikus abrdzolasa lathato és kozeli IR
tartomanyban mérhetd fluoreszcencia dtmeneteknél +°3

Bizonyos Au(I)-tiolat komplexek képesek fluoreszkalni ¥, példaul alkil-tiolat ligandumok
esetén ennek maximuma 610 nm koriili, ami nagyon hasonlo a tiolattal stabilizalt Au NCs
értékeihez. Ez azt sugallja, hogy az LMCT és/vagy LMMCT jelensége is hozzéajarul a NCs
fluoreszcencidjahoz. A kialakulé Au-S kovalens kotések jelentésen befolyasoljak a NCs
elektronszerkezetét, bonyolult molekulapalyakat létrehozva, ami megneheziti optikai
sajatsagaik beazonositasat. Ezen NCs emisszioja jellemzden a narancs-vords vagy kozeli IR
tartomanyba esik. A NC-ben a S-atom ¢és a fématomok hibrid elektronallapotokat hoznak

létre, aminek hatasara az sp- és d-palyak kozott elektronatmenet valdosul meg, majd a
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legerjesztddés soran (d—sp) a felesleges energia fotonként tavozik. Ezek a hibrid palyak az
Au(I) ionok esetén a d-palyak alatti energiaszinten talalhatok, tehat energidjuk szerint
degeneraltak (az sp- és d-palyak is hasonld/azonos energiaszintiiek), ezt igazolja az is, hogy
a fotonemisszi6 élettartama fligg a gerjesztési hulldmhossztol. Mas a helyzet az IR
tartomanyban emittalé NCs esetén, ahol az sp hibrid palyak a d-palyak feletti energiaszinten
talalhatok. Ezek esetén a ps-os ¢€lettartam azt sugallja, hogy az atmenet kialakuldsdban
jelentds szerepe van az Au(I)«S toltésatvitelnek *°%. A fémkozpontli &tmenetekhez képest
az LMCT ¢és/vagy LMMCT tipust atmenetek esetén a fluoreszcencia élettartama mindig
nagyobb, részben azért, mert ezek a folyamatok hatdssal vannak a gerjesztett allapot
relaxacios folyamataira. Az LMCT és LMMCT folyamatokban az elektron Au«S irdnyban
mozog, ezért a ligandum elektrondonor sajatsiga meghatarozé a QY szempontjabol .
Altalanosan elmondhato, hogy a S-atom elektrondonor sajatsaganak novekedésével megné
a fluoreszcencia erdssége. Emellett azt is felfedezték, hogy a feliiletet stabilizalo
ligandumban minél tobb az elektronban gazdag atom (pl. O vagy N) vagy csoport, annal
erésebb lesz a NCs fluoreszcenciaja 26, Ezen feliil a ligandumsiiriiség a NCs feliiletén is
hatassal van a fluoreszcencidra. Minél stirlibben helyezkednek el a ligandumok, annél
nagyobb lesz a fluoreszcencia intenzitisa. Ennek az az oka, hogy a nagyobb
ligandumstirtiség miatt megnd az LMCT ¢s LMMCT folyamatok valdszintisége, tovabba a
kioltd anyagok (pl. O2 molekula) nehezebben tudjak elérni a NCs feliiletét, gatolva a
fluoreszcencia kioltdsat. Felhasznaldstol fiiggden lehetséges tovabbi novekedés, amit
dontden az aggregacio-indukalt emisszio (AIE) jelenségének tulajdonitunk 33191, A folyamat
lényege, hogy a NCs aggregacioja megvaltoztatja a stabilizalo ligandumok térszerkezetét,
azok sokkal kevésbé lesznek képesek szabadon forogni és rezegni. Ennek hatasara lecsokken
a sugarzasmentes legerjesztodés valdsziniisége, ami kozvetve megnoveli a ligandumhoz
kothetd, fotonkibocsatassal jaro folyamatok valoszintiségét 2533192 A NC mag oxiddcios
allapota is hat az optikai sajatsagokra. Polietiléniminnel (PEI) stabilizalt Aug NCs esetén
vizsgaltak azok optikai sajatsagait NaBHa-del torténd redukalas eldtt és utan ', A redukcio
hatdsara a NCs eredeti z0ld emisszidja kékre valtozott, és az abszorpcids maximum
~ 350 nm-r6l 295 nm-re tolodott el. Ez arra utal, hogy a mag oxidécios allapota befolyasolja
a mag ¢s a feliileti ligandumok kozotti kdlesonhatast is. Tiolattal stabilizalt NCs esetén a
mag oxidacids allapotanak hatasa féleg az Au«—S folyamaton keresztiil érzédik. A NC-mag
oxidacidja segiti a toltésatmenetet, ezaltal ndveli a fluoreszcenciat, mig az Au(l) redukcidja

Au(0) allapotra hatraltatja a toltésatmenetet, ezaltal csdkkentve a fluoreszcencia mértékét 36,
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2.6. Kétfémes nanoklaszterek

A NCs kutatasa teriiletén jelentds 1épés volt a kétfémes NCs megjelenése ', A magban jelen
1évo két fém szinergisztikus hatassal bir a NCs tulajdonsagaira. Ezekben a rendszerekben az
egyfémes NCs-hez képest is joval bonyolultabb allapotok uralkodnak, igy még nehezebb a
fluoreszcencia mogott allo egyes folyamatok felderitése. Bhunia és mtsai. azt vizsgaltak,
hogy BSA-nal stabilizalt Au/Ag NCs-re milyen hatdssal van a két alkoté fém molaranya 5.
Eredményeik alapjan 1étezhet egy olyan Gsszetétel, ahol a fluoreszcencia maximalis értéket
ad. TEM vizsgalatok alapjan az Au NCs, az Ag NCs ¢s a kétfémes NCs mérete kdzel azonos
(<2 nm), mig XRD mérésekkel igazoltdk az Au (111) és Ag (200) racssikok jelenlétét
mintaikban. Cirkuldris dikroizmus (CD) spektroszkopia segitségével vizsgaltdk a NCs
szerkezetét is. A BSA spektrumat két negativ cstcs jellemzi 208 €és 222 nm-nél, amik egy
n—n* atmenethez kothetok. A NC-képzodés hatdsara valamelyest valtozott a BSA
szerkezete, és a mért ellipticitas csokkenése az a-hélix tartalom csokkenését jelezte. Ez nem
jelenti azonban azt, hogy a fehérje teljesen denaturalddott, a szerkezete csak részlegesen
tekeredett ki. Fourier transzformaciés infravoros (FT-IR) spektroszkopids mérések
eredményei alapjan az amid 1. (1600—1700 cm ') és II. csticsok (1545 cm™ ') kiszélesedése is
jelzi a NCs kialakulasat. A C-potencidl értéke alapjan a NCs negativ toltéssel rendelkeznek.
A NCs UV-lathato elnyelési szinképe jellegzetes sdvot nem tartalmaz, ami jellemz6 a LSPR-
t nem mutatd NCs-re. Az Ag-tartalom csokkenésével parhuzamosan kékeltolodas
tapasztalhatd a fluoreszcencia spektrumokon, emellett a fluoreszcencia intenzitasa egyre
csokken. Az 1:4 Ag:Au aranynal készitett NCs QY-a lett a legmagasabb, még az Au NCs-
hez képest is nagyobb értéket kaptak. Feltételezhetd tehat, hogy van egy olyan fémosszetétel,
ahol az Ag maximalisra noveli ezt az értéket, ezért ennek optimalizélasa elengedhetetlen a
NCs fejlesztésekor. Az Ag jelenléte érzékennyé teszi a NCs-et az oxidacidval szemben, ami
az Ag NCs igen rovid ¢lettartamaval jar, de a kétfémes NCs-nél sokkal gyengébb ez a hatés.
A gerjesztési spektrumok elemzésével megallapithatok az egyes fotonkibocsatassal jaro
folyamatokhoz tartozé elektrondtmenetek. Az Au NCs-nél egy vall és egy cstics talalhato
335 ¢és 520 nm-nél, ezekbdl az utdbbi kétfémes NCs-nél 445 nm-re tolodik el (és
kisértetiesen hasonlit az Au és Ag NPs plazmon savjara). A szerzok szerint a kisebb
energidju elnyelés az So— S| atmenethez rendelhetd, ahol az Sp a szingulett alapéllapot, mig
S1 az elsO gerjesztett allapot. A sav eltolédasa az S; allapot destabilizalasahoz kothetd, amit

az 0tvozet mag képzddése idézett eld. A vall 335 nm-nél Sp—S, atmenethez rendelhetd, itt
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Sn magasabb foku gerjesztett allapotokat jeldl. Az egyes atmenetek alaposabb vizsgalatdhoz
fluoreszcencia élettartamokat is meghataroztak. A kapott eredményeket harom
exponencialis fliggvény Osszegeként illesztették meg. A tobb tag azt jelenti, hogy az adott
hullamhosszon mért fluoreszcencia tobb egyedi folyamat eredménye. A szerzok szerint a
szintetizalt NCs-ben a nulla oxidacios allapoti magot egy +1 allapotii fémion réteg veszi
korbe, emiatt elektrondtmenet mehet végbe a két allapot kozott, ezt belsd
elektrondtmenetnek nevezziikk. A mérések alapjan a leggyorsabb lecsengés ehhez a
folyamathoz rendelhetd (értéke 200400 ps), mig az 5 ns élettartamot az oldoszerfiiggd
LMCT folyamathoz rendelik. A leghosszabb élettartamu (150-200 ns) tag a HOMO-LUMO
atmenethez tarsithatdé (ez a vOrds emisszid forrdsa). A nagyobb atlagos élettartam
véleményiik szerint a hatékonyabb fluoreszcenciat jelzi.

A kétfémes NCs eldallitasi lehetdségei sokfélék lehetnek. A hagyomanyos stratégiak
mellett lehetséges mar kész NCs dopolasa, vagy a fémek cseréje adott NCs-ek kozott 19,
Mohanty ¢és mtsai. BSA-Au/Ag NCs-et allitottak eld az egyfémes NCs keverésével.
Méréseik alapjan a kétfémes termék magjanak Osszetétele AuzgzxAgx lehet, a magban a
fématomok nulla oxidacios allapotuak, €s a kiindulasi NCs-hez képest eltéroek az emisszids
spektrumok és a fluoreszcencia élettartamok is. Egy masik folyamatban Ag NCs-et dopoltak
eredményesen Au*’-ionok segitségével, a két fém kozott végbemend redoxireakcio utjan,

amit XPS mérésekkel is igazoltak.
2.7. A nanoklaszterek vizsgalati lehetéségei

A fehérjével stabilizalt NCs iranti érdeklddés igen jelentds szamos teriileten, de mivel
atmenetet jelentenek a molekuldk és a kolloid részecskék kozott, igy pontos szerkezetiik,
vagy éppen kialakulasuk vizsgélata rendkiviil nehézkes, és sok apré részlet még nem kertilt
tisztazasra. Baksi és mtsai. kissz0gli rontgenszoras (SAXS) segitségével vizsgaltak a NCs
ndvekedését oldatfazisban, LYZ-ban és BSA-ban ""1%. Eredményeik azt mutattdk, hogy a
NCs kialakuldsa soran folyamatosan nd a fehérje mérete, ami annak kitekeredésével jar. A
NCs szintézise soran az oldott fehérje komplexet képez az adott fémionnal (pH ~ 5,5), majd
a kialakulé adduktumot redukaljak a pH ~ 12 koriili értékre emelésével. Mig az adduktum
eredményesen vizsgalhaté ESI-MS technikéval, addig a NC nem ionizaldédik megfelelden a
mintabevitel soran. Ezzel a technikaval ezért nem is vizsgaltadk a NCs-et, minden esetben a
MALDI-tdmegspektrometriat alkalmaztak. A szintézisek termékein végzett vizsgalatok

betekintést adnak a fehérje héj €s a fémmag szerkezetébe, viszont a szintézis elején 1étrejovo
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adduktumok kevésbé vizsgaltak. Ghosh és mtsai. tanulmanyoztak a LYZ ¢s arany rendszer
tulajdonséagait, kozvetleniil az Au(Ill) LYZ oldathoz adasit kdvetéen 7. Eredményeik
alapjan a rendszerben kiilonb6zé Au,-LYZ (n = 1-8) adduktumok jottek létre, ahol n
novekedésével egyre nyiltabba valik a LYZ szerkezete, és ez segiti a NC-mag kialakulasat
a fehérjén belill. Szamitogépes elemzéssel megallapitottak, hogy a fehérje masodlagos
szerkezete jelentésen megvaltozik az Au bekotddését kovetden. A fehérje kitekeredik, amit
a diszulfidhidak felbomlésa €s a hidrogénkdotések szamanak csokkenése idéz eld. A szerkezet
az oldatfazisban relaxalédik a nagymértékti atalakulast kovetden. A LYZ elméleti
szamitasok alapjan nyolc Au-t képes megkotni, de a tomegspektrum alapjan csak hét
megkotését tudtak bizonyitani. Ahhoz, hogy az Au-ionok beépiiljenek a LYZ molekulaba,
sziilkséges a diszulfidhidak felszakaddsa, ami viszonylag nyilt fehérjeszerkezetet
eredményez. Ezzel parhuzamosan a hidrogénhidakat kialakitd aminosavak is tavolabb
keriilnek egymastol, ami még inkabb a szerkezet kitekeredéséhez vezet. Az oldatbeli
kitekeredés megértéséhez CD és IR spektrumokat is felvettek, és azt taldltak, hogy az
Au(IIT)-koncentracié emelésével parhuzamosan csokken az a-hélix mennyisége a
szerkezetben. A CD spektrumon az a-hélixre jellemzd 222 nm-es csucs egyre kisebb lett, a
maximalis aranytartalomnal a hélixeknek t6bb mint 50 %-a eltiint. FT-IR spektrumokon az
amid csticsok véltozasa tiikrozi a szerkezet megvaltozasit. Az amid L. csucs (1650 cm™!
koriil) a C=0 vegyértékrezgésbdl és a C-N sikon kiviili rezgésbdl szarmazik '%7, és itt
kovethetd le leginkabb a szerkezet véltozasa az a-hélix (1651-1658 cm™'), P-redd
(16181642 cm'), rendezetlen szerkezet (1640-1650 cm™') és B-kanyar elemeken
(16661688 cm™!). Az Au hatasira az 1654 cm ™! értéknél talalhatd csucs kdzel megsziint,
ami aldtdmasztja a korabbi eredményeket. Az a-hélix koriili szerkezet megzavarasa miatt a
teljes szerkezet lazabba valik. Elméleti szamitasokkal is vizsgaltdk, hogy mi torténik a
fehérje szerkezetével az Au fokozatos hozzdadasaval. Az Au megjelenésével az a-hélix
hozzéjarulasa fokozatosan csokkent 40 %-rol 28 %-ra, és a helikalis szerkezet az Au’

megkotése utan B-kanyarra alakul.
2.8. A nanoklaszterek felhasznalasi teriiletei

A NCs egyedi tulajdonsagai szamos 1j teriileten torténd alkalmazast tesznek lehetévé, mint
a katalizis, célzott hatdanyag-szallitas, fluoreszcens jelolés, fluoreszcens képalkotas, vagy a
fluoreszcencia paramétereinek megvaltozasan alapuld analitikai érzékelés *7. A kétfémes,

fehérjével stabilizalt NCs egyedi, szerkezetiikb6l adodo tulajdonsagaiknak koszonhetden
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kifejezetten eredményesen alkalmazhatok a fentebb megnevezett célokra. A fluoreszcencian
alapuld felhasznalasoknal (jelolés és képalkotds) a NCs leginkdbb mas fluoreszcens
anyagok, mint a szerves festékek és a kvantumpottyok alternativdinak tekinthetok. Habar a
fluoreszcens festékek (pl. fluoreszcein, rodamin szarmazékok) igen j6 QY -kal rendelkeznek,
alacsony fotostabilitdsuk megneheziti felhasznaldsukat (photobleaching, azaz a festékek
kifakulasa fotokémiai reakcié hatasara, az anyag emisszidja idOvel lecsokken vagy
megsziinik). A kvantumpottyok esetén magas QY ¢és jo fotostabilitas jellemz0, viszont az
anyaguk miatt (pl. CdS, CdSe) megkérddjelezhetd biokompatibilitasuk (inkdbb
citotoxikusak), és ez kételyeket vet fel alkalmazasukkal szemben. A NCs esetén elony a jo
fotostabilitds, a kvantumpottyokhoz képest kisebb méretiik és a biokompatibilitds, amit a
megfeleld ligandumok képesek biztositani. Alacsony QY értékiik azonban megneheziti
sz¢lesebb kort felhasznalasukat, ezért a NCs-re iranyuld kutatasok egyik fontos célja ennek
novelése eltérd technikakkal. Lényeges a szintézis paramétereinek optimalizéldsa, hogy
ezzel a legmagasabbra emeljiik a termék fluoreszcencidjat, emellett fontos a jo ligandum
kivalasztasa is, ebben viszont a célzott alkalmazasi teriilet korlatot szabhat. Egy masik jo
modszer a NC fémmagjanak 6tvozése, azaz vegyes Osszetételli fémmag kialakitasa.

A fluoreszcens jelolés eldnyds modszer, mert nem invaziv (nem igényli szovetek és
szervek eltavolitasat), emellett igen nagy az érzékenysége. Ezen a teriileten torténd
alkalmazas szamos feltételt timaszt az alkalmazandd anyagokkal szemben. Elony0s, ha a
fluoreszcencia a voros-kozeli infravords (NIR) tartomanyba esik, mivel ennek nagy az
athatolasi mélysége a szovetekben (azaz kicsi a szovetek elnyelése), minimalis a fényszoras,
illetve a szdvetalkotok sajat fluoreszcencisja altal okozott interferencia is °7. Osszességében
anagy Stokes-eltolodas (kis atfedés az elnyelési és emisszios spektrumok kozott) megfeleld.
Az in vivo alkalmazds fontos kitétele a rendszer biokompatibilitasa, ami a feliileti
ligandumok helyes megvalasztasaval elérhetd. Kifejezetten eldnydsek ilyen szempontbdl a
biomolekuldk, ezek koziil is a fehérjék, peptidek és a DNS, mivel ezek segitségével
megfeleld optikai tulajdonsagu részecskek allithatok eld. Ezek az anyagok képesek bizonyos
molekuldkat szelektiven megkotni, ezért felhasznalhatok célzott hatdanyag-szallitasra,
specifikus képalkotésra, fluoreszcens jelolésre és terapids célokra is. Elony0Os tulajdonsag,
ha a jelzéshez hasznalt anyag magas kémiai és fotostabilitassal rendelkezik, emellett fontos
vizsgalni, hogy melyik sejtekhez, szovetekhez van nagy affinitasuk (azaz a szervezet mely
részén képesek feldusulni), illetve mennyire képesek a sejtekbe hatolni, tovabba mennyire

ellenallok a szervezetben a beadas helyétdl a célteriiletig valo eljutas soran.
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Az analitikai érzékelés terilletén mar szamos anyag, koztik nehézfémek,
kismolekulak, de nagymolekulak és baktériumok kimutatisara és meghatarozasara is

hasznaltak nemesfém NCs-et >’

. Az analitika teriiletén torténd alkalmazasuk sokrétiiségét
jelzi, hogy homérséklet és pH érzékelésre is hasznaltak mar fehérjével stabilizalt kétfémes
NCs-et . Az érzékelés alapjaul szolgald folyamat is sokféle lehet: talalunk példakat

109 67

kemilumineszcencia , elektrokémia °/, feliileterositett

fluoreszcencia 23304265108

Raman-spektroszkopia (SERS) !'?

alapt rendszerekre, de egyszeri vizudlis érzékelésen
alapul6 teszt '!! is 1étezik a szakirodalomban. Kifejezetten jelentdsek azok a felhasznalasok,
ahol biologiailag fontos molekuldk keriiltek meghatarozasra, ill. kornyezetvédelmi
megfontolasok miatt a nehézfém ionok, peszticidek kimutatasa is jelentds. A NCs elonye az
érzékelés szempontjabol hosszu élettartamuk, nagy Stokes-eltolodasuk, ligandumtol
fliggden biokompatibilitasuk és szelektivitasuk. A minél nagyobb Stokes-eltolodas elénye,
hogy a NCs emisszidjat anndl kevésbé zavarjak a matrixot alkoté anyagok, mivel ezek
tobbsége az UV-kék tartomanyban fluoreszkal. A biokompatibilitas elengedhetetlen
biologiai mintdk vizsgalata esetén, mivel az érzékelést befolyasolja a NCs interakcidja a
biologiai matrix elemeivel. A szelektivitas alapvetd elvaras érzékelési reakcioknal, hiszen
az adott analit fliggetlen kimutatasa igy biztosithatd. Ha a NCs egyszerre tobb analittal is
képesek reagélni, akkor biztositani kell a vizsgalt mintdban, hogy csak az egyik analit legyen
jelen, vagy pedig a zavard anyagokat szarmazékképzéssel kell inaktivva tenni. Az elébbi
megvaldsulasa kornyezeti és biologiai mintaknal igen valoszinlitlen, mig az utdbbi
bonyolultabb mintaeldkészitést és nagyobb koltségeket jelent. A fluoreszcens érzékelés
alapja az, hogy az érzékeld anyag fluoreszcencia sajatsagai (pl. emisszids maximum,
intenzitas, élettartam, esetleg polaritas) megvaltoznak egy adott anyag jelenlétében, és ez a
leggyakoribb alkalmazasokban az intenzitas értékének valtozasa a mért jel, ez lehet erdsités
vagy kioltas. Az utobbi esetén tobbféle mechanizmus képzelhetd el, alapvetden statikus és
dinamikus kioltasrél beszélhetiink ''2. Statikus kioltds esetén a fluorofér egy nem
fluoreszcens komplexet képez a vizsgalt anyaggal. A fluorofoérok szama tehat csokken az
adott mintaban, ezért csokken a mérhetd intenzitas. Mivel a megmaradt fluoroforok esetén
a fluoreszcencia folyamata nem valtozik, ezért a mérhetd élettartam is azonos lesz.
Dinamikus kioltasnal a gerjesztett allapotl fluorofér valamilyen titkdzéses, nem sugarzasos

folyamatban atadja a felesleges energidjat a vizsgalt molekuldnak. A mechanizmus
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kovetkeztében lecsokken a fotonkibocsatassal jard atmenetek valosziniisége, élettartama,
emellett az intenzitas értéke is.

A legfontosabb analitok a kdrnyezeti és bioldgiai mintak esetén a nehézfémek 4>101-113-
15 emellett a bioldgiai funkcioval rendelkezé anyagok, példaul gliikoz, vitaminok,
gyogyszermolekuldk is lehetnek. A kimutatas alapjat sok esetben egy kotohely-szubsztrat
specifikus reakcid adja. Mivel a kismolekuldk kozott szamos olyan vegyiilet talalhato,
melyek koncentracidjanak ismerete elengedhetetlen, a meghatarozasukra is sok NC-t
vetettek be. A vizsgalt molekulak kdzott szerepel a dopamin %2, szerotonin 2%, hugysav %8
gliikoz '8, cisztein ''7, flavonoidok !!!, biszfenol A 7, bilirubin !, aszkorbinsav 3, folsav
3, illetve a triptofan egyik lebomlasi tutvonalaval, a kinurenin kor termékeivel
kutatocsoportunk is foglalkozott 46117,

A triptofan (Trp) aromas gyurit is tartalmazo esszencidlis aminosavbdl lebomlasa
soran szamos, neurologiai €s patologiai folyamatban fontos szerepet betdltd molekula
keletkezik. Legnagyobb mennyiségben (~ 95 %) az Un. kinurenin utvonalon keresztiil
bomlik le, de egy masik, kevésbé nagy ardnyu (~ 1 %) ttvonal, a szerotonin kor is nagy

jelentdségli a benne 1évo vegyliletek hatasa miatt. A kinurenin utvonalon torténd Trp bomlasi

sémat a 14. abran lathatjuk.

NH, OH OH
kinurénsav xanturénsav
COOH @ N @ A
L-triptofan N/ COOH N/ COOH

COOH
L-kinurenin xmo

COOH

3-hidroxi-

>
formamiddz

NH b,
N-formil- NH, NH, L-kinurenin
Srs, kinurenindz OH kumrcnm a7
H

COOH COOH

antr u/u/w/\ .
3-hidroxi-

Iudroxtlezn antranilsav

3-HAO

pikolinsav

NAD H, kinolinsav
| NHa (10) d OOH
N AN OOH AN
H°‘L°‘L°‘l/° | ©® | — | ®
P HO P
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HC[ﬁ Na* Na* HO OH 2

14. abra: A triptofan lebomlasa a kinurenin utvonalon. Réviditések: IDO: indol
dezoxigenaz TDO: triptofan dezoxigendaz KAT: kinurenin transzamindz KMO: kinurenin-3-
monooxigendz 3-HAQ: 3-hidroxi-antranilat oxiddz NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid
(a zarojelben levd szamok (1-10) a szenzorikai vizsgalatnal alkalmazott sorszamok, lasd 44. abra)
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Az enzimatikus reakciok végterméke a nikotinamid-adenin dinukleotid (NAD™"). Az titvonal
koztes termékei képesek az idegi ingeriiletatvitel és immunvélasz befolyasolasara. Az
antranilsav (AA) 6sszefliggésbe hozhat6 a transzformalo novekedési faktor béta (TGF-béta)
citokin fehérje kifejezddésével és elnyomasaval '?°. A kinurénsav (Kyna) el8segiti a
kinurenaz A reakcid lezajlasat (a folyamatban az L-kinurenin — Kyn — alakul at AA-va),
ezzel csokkenti a 3-hidroxiantranilsav (3-HAA) és az AA aranyat a szervezetben. Ez a
vegylilet gyulladascsokkentOként szerepet jatszik gyulladasos folyamatokban, igy
esetén. A 2-pikolinsav (PA) szerepe a Kyna-hoz hasonl6an meghatarozo6 az idegrendszert
védé folyamatokban, emellett a sejtndvekedés és sejtosztodas gatlasaban 2!, A kinurenin
utvonal mas molekulai, mint pl. a 3-hidroxi-DL-kinurenin (HKyn), a kinolinsav (QA) ¢és a
3-HAA viszont neurotoxikusak (azaz az idegsejtekre méregként hatnak '*?). Az egyes
vegyiiletek kozotti egyensuly alapvetdéen meghatdrozza a neuronok miikodését ¢és
¢letképességét, képzodésiik erdsen szabalyozott folyamat, €s jelentsen fiigg a személy
megvaltozasa neurodegenerativ betegségek, mint a Parkinson-kor, Alzheimer-kor,
Huntington-kér vagy skizofrénia kialakulasat jelezheti 122, A HKyn lebomlasa 3-HAA-v4
egy kinureninaz enzim segitségével torténik, ami tovabbi két enzimatikus 1épésben QA-va
alakul. A HKyn ¢és a QA excitotoxikus hatassal birnak, azaz nagyon magas koncentraciojuk
talstimulalja az idegsejteket, receptorokat, sejthalalt okozva. A HKyn mérgez0 hatasa
leginkabb a szabadgyokok képzésével hozhato dsszefliggésbe. A szerotonin fontos vegytilet,
szerepe  neurotranszmitterként  jelentds;  koncentracidjanak  véltozasa  tobbféle
rendellenesség, szindroma kivaltd oka lehet 28. A melatonin szerepe az alvasi ciklus és
vérnyomas szabalyozasaban kiemelkedd, és antioxidans sajatsaggal is rendelkezik 4. A
triptamin képes a szerotonin receptorok aktivalasara, €és szarmazékait a migrén kezelésére
tesztelték 125126,

A fenn emlitett bioldgiai folyamatok és hatdsmechanizmusok miatt kdzel 10-15 éve
kiemelt figyelmet kap idegtudomanyi kutatasok terén a ,,kinurenin utvonal” molekuléinak a
szervezeten beliili folyamatos monitorozasa, akar gyorstesztek fejlesztése tekintetében is,
ami kozel 8 éve a kutatomunkédnk egyik motivaciojat is adta az analitikai tesztek fejlesztése

teriiletén, s ami PhD munkam motivaciojat is részben érinti.
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3. Célkitiizés
Kutatocsoportunk kdzel 8 éve foglalkozik fluoreszcens, egyfémes NCs eldallitasaval *° kis
és makromolekulék felhasznalasa mellett 3939637115127 ° A munkak a NCs eldallitdsara és

58,59,63,72,127

jellemzésére , és azok felhaszndldsdra is fokuszalnak 3%!'>. Tanulmanyaim

megkezdésekor 2021-ben a csoportban kizarolag egy kdzlemény célozta meg kétfémes NCs
eléallitasat 2%, ahol adenozin-monofoszfattal stabilizalt Au/Ag NCs-et szintetizaltak, mely a
folsav szelektiv azonositasara mutatott igéretes eredményeket. A folsav mellett a triptofan
metabolitok érzékelésére is fejlesztettek yG-nal stabilizalt Au NCs-et *°, melyrél az Irodalmi
attekintes fejezetben mar emlitést tettem.

Doktori munkdm motivacidja ezen emlitett munkékat **¢ kovetve olyan fehérjével
stabilizalt, de mar kétfémes NCs eldallitdsa volt, melyekre a szakirodalomban kordbban nem
volt példa. Minden esetben kiemelt cél volt arany/eziist NCs kialakithatosdganak
feltérképezése, ahol az alkalmazott fehérjék rendre a BSA, a LYZ, a yG és a Tf voltak. A
kisérletek soran célom volt a kétfémes NCs eldallitasa, a szintézis megfeleld paramétereinek
(fémek molaranya, fehérje ¢és fém teljes koncentracidja, szintézis homérséklete és ideje)
optimalizéldsa, illetve az Ujonnan szintetizalt termékek minél egyszerlibb tisztitasi
protokolljainak kidolgozasa. Céljaink kozott szerepelt a tisztitott termékeket szamos
miszeres technikaval jellemezni, meghatdrozva a NCs fizikai-kémiai tulajdonsagait a teljes
részecske, a fémmag ¢és a fehérjeburok tekintetében is. Egylittmiikodésben vizsgalni
kivantuk a kialakitott NCs biokomptabilitasat is, ehhez antibakterialis hatést és citotoxicitast
felderitd mérések eredményeit terveztiik értelmezni. A kialakitott rendszereket két
alkalmazasi teriileten volt célunk felhasznalni, ezek a fluoreszcens jelolés és az analitikai
érzékelés voltak. Az eldbbinél a sejtek/szovetek jelolésére irdnyuld vizsgélatok helyett a
szakirodalomban elsdként tliztiik ki célul a fluoreszcens egy- és kétfémes NCs-et
poliszacharid alapt hatéanyag-hordozd NPs jelolésére alkalmazni. Az érzékelés teriiletén
folytatni terveztiik a kinurenin ttvonal molekulainak kimutatasara irdnyul6 vizsgalatokat,
célul tiizve ki egy analitikai tesztrendszer kialakitasat a 14. abran szemléltetett korfolyamat
minél tobb molekuldjara nézve. Méréseinket kiterjesztettiik a szerotonin szarmazékokéra is.

A kimutatasi reakciokat tobb, biologiailag relevans kozegben is terveztiik elvégezni

(foszfattal pufferelt sooldat, mesterséges gerincveld folyadék €s higitott emberi vérszérum).
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4. Felhasznalt anyagok és vizsgalati modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok

A NCs eloallitasahoz az alabbi anyagokat hasznaltuk fel: marha szérum albumin
(BSA, > 90 %, Sigma-Aldrich és > 98 %, hdsokk frakcio, zsirsav- és lényegében
globulinmentes, Sigma); lizozim (LYZ, > 90 %, tojasfehérjébdl, Sigma-Aldrich);
gamma-globulin (yG, szarvasmarhavérbdl, > 99 %, agaroz gélelektroforézis, Sigma-Aldrich
¢s  Myw=150000 Da, SERVA Electrophoresis GmbH); human apotranszferrin
(Mw=76—-81 kDa, BioReagent, 98 % agardz gélelektroforézis, sejtkulturdhoz alkalmas,
Sigma-Aldrich). Hidrogén-tetrakloro-aurat (HAuClsx3 H20O, > 99,9 %, Au-tartalom 49 %,
Alfa Aesar); eziist-nitrat (AgNOs, > 99 %, Molar Chemicals); natrium-hidroxid (NaOH,
99 %, Molar Chemicals). A torzsoldatok elkészitéséhez ultratiszta Milli-Q vizet hasznaltunk
(Millipore, Direct-Q3 UV, fajlagos ellenallas 18,2 MQ-cm 25 °C-on).

A poliszacharid-alapu kolloid részecskék eloallitasahoz az alabbi anyagokat
alkalmaztuk: Nagy molekulatomegli kitozan (310—375 kDa, > 75 % deacetilezett,
Sigma-Aldrich); hialuronsav Na-soja (1,5-1,8x10° Da, <1 % fehérje, Sigma-Aldrich);
natrium-tripolifoszfat (NasP3O10, BOD meghatarozashoz, Merck KGaA); ecetsav (= 99,5 %,
Erdékémia Co.). Hatéanyag kapszuldzashoz: +-a-tokoferol (= 96 %, Sigma-Aldrich).

Az ionerdsség és pH bedllitasahoz készitett oldatok és pufferek valamint modell
kozegek osszeallitasahoz hasznalt vegyszerek: natrium-klorid (NaCl, 98 %, Molar
Chemicals); sosav (37 m/m%-os oldat, Molar Chemicals); natrium-dihidrogén-foszfat
2-hidrat (NaH2PO4x2 H20, 99 %, Molar Chemicals); dinatrium-hidrogén-foszfat 12-hidrat
(Na2HPO4x12 H>0O, 99 %, Molar Chemicals); kalium-dihidrogén-fosztat (KH2POa4, 99 %,
Molar Chemicals); natrium-hidrogén-karbonat (NaHCO3, 98 % ¢és 99,5 % Sigma-Aldrich);
kalium-klorid (KCI, 96 %, Molar Chemicals, és 99 %, VWR); kalcium-klorid 2-hidrat
(CaClxx2 H20, 98 % Molar Chemicals); magnézium-klorid 6-hidrat (MgClx6H20, 99 %,
Molar Chemicals); D-gliikoz-monohidréat (CsH1206xH20, 98 % Molar Chemicals).

A kioltasi reakciokhoz, analitikai tesztekhez hasznalt vegyszerek az alabbiak voltak:
kalium-jodid (KI, > 99,9 %, Molar Chemicals); L-triptofan (Trp, C11H12N207, 98 %, Merck),
nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD, Cz1H27N7014P2, 97 %, Merck). Sigma-Aldrichtol
beszerzett vegyszerek: kinurénsav (Kyna, C10H7NO3, 98 %); xanturénsav (XA, C10H7NO4,
96 %); DL-kinurenin (Kyn, CioHi2N203, 98 %); 3-hidroxi-DL-kinurenin (HKyn,
CioH12N204, 98 %); 3-hidroxiantranilsav (AA, C;H7NOs3, 97 %); antranilsav (HAA,

37



C7H7NO», 98 %); pikolinsav (PA, CsHsNO2, 99 %); kinolinsav (QA, C7HsNO4, 99 %);
5-hidroxi-L-triptofan (HTrp, Ci11H12N207, 98 %); szerotonin (HTA, Ci11Hi12N207, 98 %);
N-acetil-szerotonin (ASer, Ci1H12N207, 98 %); melatonin (Mel, Ci11Hi12N2O7, 98 %);
L-triptamin (TA, C11H12N207, 98 %).

4.2. Szintézisek
4.2.1. A nemesféem-alapu egyféemes NCs eloallitasi protokolljai

A disszertacioban elkészitett valamennyi egy- és kétfémes NC esetén a ,templatos”
eljarassal torténd eldallitasi protokollt alkalmaztuk, egyedi, az adott rendszerre fejlesztett
kisebb-nagyobb modositasokkal. Az egyfémes rendszerek esetén foleg korabbi irodalmakat

alapul véve, reproduktiv szintézisket végeztiink 284672128,

BSA-Au NCs: 15 mg BSA-t tartalmaz6 oldathoz (V = 5,0 ml) 510 pl 0,01 M koncentracioja
HAuCls oldatot adtunk, mely révén cau = 0,93 mM koncentraciét allitottunk be (fehérje-
arany tomegardny = 15:1, mau= 1,0 mg). Az oldat 5 perces kevertetését kovetden a
reakcioelegy pH-jat 1,0 M NaOH-oldattal pH = 12,0-re allitottuk be. A homogenizalt mintat
24 oran at kevertetés nélkiil 37 £ 0,1 °C-on tartottuk, ennek révén a minta kezdeti sarga szine
vildgosbarnara valtozott. A 24 6ra reakcioidd leteltével a vizes kozegli diszperziot 14 kDa
molekulatdomeg elvalasztasi értékli celluloz membranba helyeztiik és 24 6ran keresztiil

dializaltuk.

LYZ-Au NCs: ElsoO 1épésben 20 mg LYZ fehérjét oldottunk 5,0 ml Milli-Q vizben, majd
annak oldddasa utan 510 ul 0,01 M HAuCls oldatot adtunk hozzi. A mintaban az Au
koncentraciodja szintén 0,93 mM volt, mig a LYZ-Au tomegarany 20:1. A minta pH-jat 1 M
NaOH oldattal pH = 12,0-re emeltiik, majd a reakcioelegyet 24 6ran at 37 + 0,1 °C-on
inkubaltuk, a NCs zavartalan képzddésének eldsegitése érdekében kevertetés nélkiil. A
fluoreszcens NCs-et ezutan egy 14 kDa elvalasztasi értékii celluloz membrannal dializaltuk,

ahol a tisztitas idOtartama 24 Ora volt.

yG-Au NCs: A yG-nal stabilizalt Au NCs eldallitaisa némi moddositassal egy korabbi,
Kutatocsoportunk altal kidolgozott eljarassal tortént 6. A szintézis kezdetén 15 mg yG
fehérjét oldottunk fel 5 ml Milli-Q vizben. Az oldddas biztositasa érdekében a fehérjeoldatot
HAuCls oldatot adagoltunk, majd 15 percig kevertettiik a reakcidelegyet (fehérje-arany

tomegarany = 15:1). A kiindulasi [AuCls] -ionok szine fokozatosan halvanyodott, jelezve a
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fémionok megkotddését, ill. részleges redukcidjat, ami a fehérje oldhatdsagat szemmel
lathatoan alig befolyéasolta. A kdvetkezd 1épésben a kordbban emlitett lugos (pH = 12,0)
kozeg kialakitasa érdekében 400 ul 1 M NaOH oldatot adtunk a reakcidelegyhez, melynek
hatdsara megindult a fémionok Au’-va torténd redukcidja. A lug hozzaadasat kdvetden
némileg er6sddott a minta sarga szine, és néhany perc utan az opalosodas is eltlint, a minta
mar nem tartalmazott szilard formaja anyagot. Rovid (5 perces) kevertetés utan, ami a
megfelel6 homogenitast biztositotta, a vizes mintat fénytdl elzarva, keverés nélkiil
37 £0,1 °C-on termosztaltuk. 24 ora eltelte utdn a minta sargas-halvanybarna szini lett,
jelezve a NCs képzddését. A terméket a BSA-Au NCs-hez hasonld méddon és ideig,

dializissel tisztitottuk.

Tf-Au NCs: Az eldallitast 1,5 mg Tf 920 pl Milli-Q vizben torténd oldasaval inditottuk.
Rovid, 15 perces kevertetés utan az oldathoz 80 pul 10 mM HAuCls oldatot adtunk (fehérje-
arany tomegarany = 9,52:1). Kb. 5 perc elteltével a kozeg pH-jat 1 M NaOH-oldattal
pH =12,0-12,5 tartomanyra allitottuk, aminek hatasara megindult az Au(III)/Au(I)-ionok
redukcioja. A NCs képzddése érdekében a mintat fénytdl elzarva, kevertetés nélkiil taroltuk

40 £+ 0,1 °C-on. A mintat 24 6ra inkubacios id6 utan szintén dializissel tisztitottuk.
4.2.2. A nemesfem-alapu kétfémes NCs elodllitasi protokolljai

A kétfémes NCs esetén a 4.2.1. alfejezetben leirt protokollokat alkalmaztuk kisebb
modositasokkal, €s azzal a tovabbi kivétellel, hogy az aurationok mennyiségének egy részét
(ez rendszerenként valtozd, 5-15 mol%-at) Ag'-re cseréltiik. A kész NCs-ben a fémek
mennyiségét és aranyat ICP-MS mérésekkel hatdroztuk meg, mely pontos értékeket az
5. Eredmények és értékelesiik fejezet foglal 6ssze az adott rendszer jellemzése soran. A

szintézisek altalanos sémajat a 15. abra foglalja Ossze, a leirasban a végsdé recepteket

9
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15. abra: A fehérjékkel kivitelezett ,, templatos” eljaras folyamata a kétfémes NCs esetén
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BSA-Au/Ag NCs: Elsoként 5,255 ml Milli-Q vizben 45 mg BSA-t oldottunk fel 15 perc
kevertetés mellett, majd az oldathoz egymas utan 230 ul 10 mM HAuCls oldatot és 25 pl
10 mM AgNO; oldatot adtunk (nauinag=9,2:1). Ot perc kevertetés utan a lagos kozeg
kialakitasa érdekében az oldathoz 370 ul 1 M NaOH oldatot pipettaztunk. A reakcioelegyet
24 o6rén at szobahOmérsékleten, fénytdl elzarva tartottuk a fluoreszcens NCs kialakuldsa
érdekében. A reakcioelegyet ezutan elore beaztatott celluloz membranba toltottik (vagasi
értek = 14 kDa) és 2x11 vizben dializaltuk 2-2 o6ran keresztiil. Az elkésziilt NCs-et
tartalmazo vizes diszperziot tovabbi felhasznalasig fénytdl védve, hiitdszekrényben (+4 °C)

taroltuk, maximum 1 napig.

LYZ-I-Au/Ag NCs: A LYZ felhasznalasaval két eltérd emisszioji terméket is készitettiink.
Az (I) esetén elsO 1épésben 15 perc kevertetés mellett 45 mg fehérjét oldottunk 5,255 ml
Milli-Q vizben, és ezen oldathoz 217,5 ul 10 mM HAuCls-oldatot és 37,5 ul 10 mM
AgNOs-oldatot adagoltunk (nauwnag =5,8:1). Az oldat szine a fémionok hozzaadasa utdn
halvanysargarol enyhe rézsaszinre valtozott. Kovetkezd 1épésben 470 ul 1 M NaOH-dal
biztositottuk a korabban is emlitett lugos kozeget, ezzel elinditottuk a fémionok redukciojat.
Ennek hatasara a fehérje egy pillanatra kicsapddott (amikor az oldat pH-ja elérte a LYZ 1.e.p-
jat), majd masodpercek utan halvanysarga szint mutatva ismét feloldodott. A mintat fénytdl
elzarva, keverés nélkiil hagytuk 24 o6raig. A terméket a BSA-Au/Ag NCs-nél emlitett

modon, csak egy 1épésben dializaltuk.

LYZ-II-Au/Ag NCs: A (II) termék esetén 60 mg fehérjét oldottunk fel 5,319 ml Milli-Q
vizben, majd 15 perc utan 180 pl 10 mM HAuCls-oldatot és 11,3 pl 10 mM AgNOs-oldatot
csepegtettiink a fehérje oldatahoz (naunag = 15,9:1). Az alacsonyabb fémkoncentraci6 miatt
az oldat szinének valtozasa itt kevésbé volt szemmel lathatd. 5 perc kevertetés utan 370 ul
NaOH oldattal a minta pH-jat pH = 12,0-12,5 allitottuk. 24 ora elteltével a fluoreszcens

terméket dializissel tisztitottuk.

yG-Au/Ag NCs: Elséként 5,319 ml Milli-Q vizben 90 mg yG-t oldottunk (az oldédas csak
részleges, a szilard por oldodasa/diszpergalddasa 30 percet igényelt). Ehhez az elegyhez
174,5 pl 10 mM HAuCly oldatot és 17 ul 10 mM AgNOs oldatot adtunk (nauwnag = 10,3:1).
A fémionok hozzaadéasa utan a minta joval zavarosabb lett, de 15 perc utan 400 uL 1 M
NaOH oldattal a minta pH-jat pH = 12,0-12,5 koz¢ emeltiik, ekkor feloldddtak a szilard

anyagok, és megindult a NCs képzddése. A fluoreszcens termék kialakuldsa fénytdl elzarva,
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keverés nélkiil tortént 25 °C-on, 24 6ra alatt. A terméket a BSA-Au/Ag NCs esetén leirt

modon tisztitottuk és taroltuk.

Tf-Au/Ag NCs: A NCs eléallitasdhoz 2,7 mg Tf-t oldottunk 480 ul Milli-Q vizben, és
15 perc oldddas utan az aurat €s eziist fémsok 10 mM oldataibol rendre 17,9 és 2,1 pl-t
adtunk a fehérje oldatdhoz (nau:nag = 8,5:1). Rovid kevertetés utdn 50 ul 1 M NaOH oldat
hozzéadasaval inditottuk el a NCs szintézisét (pH = 12,0-12,5), majd révid homogenizalas
utan a mintat fénytdl elzarva, kevertetés nélkiil taroltuk 24 oran at. A konnyebb kezelhetdség
érdekében az elkésziilt NC-minta térfogatat vizzel 2,3 ml-re egészitettiik ki, majd 1,5 oraig

dializaltuk 2x1 1 Milli-Q vizben (celluloz membrant alkalmazva).

Az egyes NCs tulajdonsagainak meghatarozdsdhoz minden esetben szilard mintak
preparalasara is sziikség volt. A tisztitott NCs-et tartalmazd vizes kozegl diszperzidkat
folyékony nitrogén segitségével fagyasztottuk le (a minta csepegtetésével), majd a

megszilardult mintékat egy éjszakan at liofilizaltuk (Flexi-DryTM, FTS Systems®, Inc.).
4.2.3. Poliszacharid alapu kolloidalis hatoanyag-hordozo részecskék kialakitasa

A 4.2.1 és 4.2.2. fejezetben emlitett BSA- ¢és LYZ-alapi NCs-et poliszacharidokbol
kialakitott kolloid mérettartomannyal rendelkezd, potencidlisan hatdéanyag hordozoként
funkcionald részecskék fluoreszcens jelolésére kivantuk felhasznalni. Ennek elsé Iépéseként
az emlitett hordoz6 részecskéket is ki kellett alakitani, itt kétféle, komplex kompozit és mag-
héj szerkezeti hordoz6 részecskét is Iétrehoztunk. A kialakitasuk és fluoreszcens jelolésiik

sematikus abrajat a 16. abra foglalja 6ssze.
VX

Komplex | &< .;“\/ J
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16. abra: A poliszacharid-alapu kolloid részecskék kialakitasi folyamata és a fluoreszcens

Jjelélés kivitelezése a hordozé részecskék elballitasat kovetéen 127131
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Kitozan-hialuronsav  komplex  kompozit tipusu  részecskék  kialakitisa: A
poliszacharidokbol felépiild Osszetett kolloid részecskék kialakitasat egy korabban
megjelent kozleményiink '* alapjan reproduktivan hajtottuk végre az ionos gélesedés
modszerével. Elsoként a kitozan (Chit) és hialuronsav (HyA) torzsoldatokat 24 6raval a
felhasznalas elott készitettiik el, a Chit koncentracioja 2 mg/ml, a HyA 0,615 mg/ml volt. A
Chit torzsoldatot 2 V/V% ecetsav oldatban készitettiik el, 24 6ra duzzadasi-oldodasi idot
biztositva, mig a HyA-t azonos 1d9 alatt tiszta Milli-Q vizben oldottuk fel. A Chit oldat pH-
jat 2 V/V% ecetsav és 1 M natrium-hidroxid felhasznalasaval 4,55—4,60-ra allitottuk. Ebben
a lépésben 2,5 ml Chit oldathoz 2,5 ml ecetsavat és 875 pul NaOH oldatot adtunk, és ezutan
az oldatot 1 ml vizzel 0,727 mg/ml koncentracidra higitottuk. Ezzel parhuzamosan a HyA
torzsoldatot 15,4 pg/ml-re higitottuk, és ebbdl 8,125 ml térfogatot 1,25 ml 2 mg/ml néatrium-
tripolifoszfat (TPP) oldattal kevertiink 6ssze. A kolloid részecskék elkészitéséhez 6,875 ml
higitott Chit oldathoz egy lépésben adtuk hozza a HyA-TPP keveréket, a minél jobb és
gyorsabb homogenizalas érdekében erds kevertetést alkalmazva. A termékben a Chit-HyA
tomegarany 40:1 lett, a modszer segitségével a rendszerben parhuzamosan alakultak ki a
keresztkotések €s a poliszacharid molekulak kozotti elektrosztatikus kdlcsonhatasok. A
kialakitott hordozoként funkcionald részecskéket centrifugalassal tisztitottuk (12000 rpm,
10 perc), majd a tovabbi kisérletekhez a kiiilepedett részecskéket Milli-Q vizben

diszpergaltuk fel. A részecskék egyszerisitett szerkezete a 16. abran lathato.

Kitozan-hialuronsav mag-héj szerkezetii részecskék kialakitasa: Ezen részecskék
»magot” képezd TPP-vel keresztkotott Chit részecskéket készitettiik el. Ehhez 6,875 ml
pufferelt (pH = 4,55-4,60, ecetsav + NaOH segitségével beéallitva) Chit oldathoz 1,25 ml
TPP oldatot (2 mg/ml) adagoltuk 1épésenként; egy Iépésben erds kevertetés mellett 50 pl-t
adtunk a TPP oldatabdl a Chit oldathoz, az egyes 1€pések kozott S masodperc szilinetet tartva.
Az utols6 adag hozzdadasat kovetden a mintat még par percig kevertettiik, hogy a l1étrejott
részecskék stabilizalodjanak. A HyA héj kialakitdsdhoz az erésen kevertetett Chit-TPP mag
szuszpenzidhoz egy 1épésben 8,125 ml higitott HyA oldatot adagoltunk. Kétféle 6sszetételii
részecskét vizsgaltunk, az elsénél 15,4 ng/ml HyA oldatot (a Chit-HyA tomegarany itt 40:1,
azonos a komplex kompozit részecskékkel), mig a masodiknal 61,5 pg/ml oldatot hasznalva
(10:1 tomegarany). Az utols6 1épésben a negativ toltésii poliszacharid a pozitiv részecskék

feliiletén elektrosztatikus kdlcsonhatasok segitségével rogziilt, de a részecskéket nem toltotte
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at. A termékeket hasonldé modon tisztitottuk, mint a kompozit részecskéket, sematikus

szerkezetiket a 16. abra szemlélteti.

A kialakitott hordozo részecskék fluoreszcens jelélése: A kisérletet kétféleképpen végeztiik
el: az els6 moddszernél a jeloléshez hasznalt, eldre elkészitett fluoreszcens NCs-et a
poliszacharid részecskék kialakitdsa kdzben adtuk a mintdkhoz, mig a masodiknal a mar
elkészitett hordoz6 részecskék szuszpenzidjadhoz adtuk az Au NCs-et, kihasznalva a
létrejové vonzd elektrosztatikus kolcsonhatast. A készités soran 1 ml poliszacharid
részecske diszperzidt 2 ml Milli-Q vizzel higitottunk, majd ehhez erds kevertetés mellett

crc

1. tablazatban foglaltunk 6ssze az adott NCs esetén.

1. tablazat: 4 poliszacharid részecskéket tartalmazo vizes szuszpenziokhoz hozzaadott NCs-

et tartalmazé vizes diszperzick koncentracioi és térfogatai az adott NCs esetén %13
Részecske eloallitas utani jelolés
LYZ-1-
BSA-Au NCs LYZ-AuNCs BSA-Au/Ag NCs AWAgNCs
¢ (mg/ml) 0,181 0,195 2,540 2,530
V(ul) 0-300 0-600 0-750 0-750

Részecske eloallitas kozbeni jelolés
V(ul) |40, 80, 160 40, 80, 160 — —

Az eldallitas kozbeni jeloléshez kiilonb6z6é mennyiségli (40, 80 és 160 ul) NC-diszperziot
adagoltunk a keresztkotét (TPP) tartalmazo oldatrészhez (TPP oldat a mag-héj vagy HyA +
TPP keverék a komplex kompozit szerkezetnél). Komplex kompozit szerkezetnél 1 ml
2 mg/ml Chit oldathoz 1 ml 2 V/V%-os ecetsavat, 400 pl vizet és 375 ul 1,0 M NaOH
oldatot adtunk, majd ehhez az oldathoz egyben adtuk hozza a kovetkezd, parhuzamosan
készitett keveréket: 500 pl TPP, 40-80-160 ul Au NC diszperzi6 és 3,25 ml 2,5 vagy 10 %
HyA oldat. Mag-héj szerkezetnél eloszor a magot add részecskét készitettiik el: 1 ml
2 mg/ml Chit oldat, 1 ml 2 V/V%-o0s ecetsav, 400 pl viz és 375 ul 1,0 M NaOH oldat
elegyitésével elkészitettiik a pufferelt poliszacharid oldatot, majd ehhez egyben adtuk hozza
500 ul TPP és 40-80-160 ul Au NC diszperzio elegyét. A kialakult részecskéket ezutan erds
kevertetés mellett 3,25 ml 2,5 vagy 10 % HyA oldathoz adtuk, létrehozva ezzel a héjat ado
réteget. A jeldlési reakcidkat azonos paraméterek mellett tokoferolt tartalmaz6 mintakon is

elvégeztik.
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4.3. Vizsgalati modszerek
4.3.1 Optikai sajatsagok meghatarozasahoz alkalmazott miiszerek

Ultraibolya és lathato tartomanyban (UV-Vis) végzett spektrofotometrias mérések

Minden vegyliletet magasabb energiaszintli allapotba lehet juttatni, azaz gerjeszteni. Ez
lehetséges elektromagneses sugarzas (fény) segitségével is, az anyag elnyeli (abszorbealja)
a megfeleld energiaval (frekvencidval) rendelkezd fotonokat. Az ultraibolya és lathato
tartomanyban torténd elnyelés hatasara jellemzden az anyag vegyértékelektronjai kertilnek
magasabb energiaji palydkra. Az elnyelt foton energidja ardnyos az alap és gerjesztett
allapot kozotti energiakiilonbséggel, az energiadtmenetek kvantiltak (azaz nem minden
energiaju foton nyelddik el). A fényelnyelés (abszorbancia) legfontosabb jellemzdi az
energia (rendszerint hulliamhosszként {A} megadva) és az intenzitds (I), ami aranyos az
elnyelt fotonok szaméval. Az abszorbancia (A) az anyagra esO fényintenzitas (o) és az anyag
altal el nem nyelt fény (4tbocsatott, azaz transzmittalt It) intenzitasatol fiigg a kovetkezd

12. egyenlet szerint (17. abra):

1
A=mi (12)

17. abra: A fény és anyag lehetséges kolcsonhatasai

Emellett az abszorbancia fiigg még az elnyeld anyag koncentraciojatdl (c) és az anyagban
megtett tavolsagtol (optikai tthossz, /) is a jol ismert Lambert-Beer torvény szerint

(13. egyenlet):
A=¢egxcxl (13)

Az ¢ az anyagra jellemzé molaris abszorbancia (vagy masképp extinkcios koefficiens,

kioltasi egyiitthato), mértékegysége M 'em ™.
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A NCs-et tartalmazé vizes diszperziok elnyelését Jasco V770 spektrofotométerrel
hatdroztuk meg. A méréshez hasznalt mintdk a szintézisek ismertetésénél leirt tisztitast
kovetden harom kiilonb6zo koncentracidban keriiltek mérésre: (1) a tisztitas utani torzs (nem
higitott) diszperzid, tovabba (2) 10-szeres és (3) 100-szoros higitdsu mintak (Milli-Q

vizben). A mintak elnyelési szinképét A = 200-800 nm tartoméanyon vettiik fel.

Fluorimetrids mérések

Ahogyan azt korabban emlitettiik, az anyagokat lehetséges UV ¢és lathato tartomanyt fénnyel
gerjeszteni. Ez a gerjesztett allapot rovid idon beliil képes a felesleges energiat leadni. Ennek
modja lehet sugdrzasmentes legerjesztddés, ilyenkor az anyag forgas és rezgés utjan hoként
adja le az energiat. Egy masik lehetdség, hogy a felesleges energia foton kibocsatasaval
tavozik (Ig, 17. abra), ezt fotolumineszcencianak nevezziik. Ennek két tipusa létezik attol
fliggden, hogy milyen a gerjesztett allapotban az elektron spinje. Ha a kiindulasi szingulett
alapallapot (So) utan a gerjesztett allapot is szingulett (S1), akkor a legerjesztédéskor S1 — So
atmenet lesz, ¢és fluoreszcencia torténik. Ha a gerjesztett allapot kialakulasakor
spinatfordulas torténik, akkor a kialakult triplett (T1) allapot legerjesztddésekor T1 — So
atmenet torténik, ami tiltott atmenet. Ezt a jelenséget foszforeszcencianak nevezziik. Mivel
a foszforeszcencia tiltott atmeneten alapszik, ezért ebben az esetben kisebb a folyamat
lejatszodasanak valdsziniisége, igy a gerjesztett allapot hosszabb ideig marad fent,
élettartama megnd (jellemzdéen 107° — 10° s), mig a fluoreszcencia megengedett 4tmenet, igy
élettartama is joval rovidebb (10711077 s). Az egyes elkészitett NCs emisszios jellemzdit
eldszor egy Jobin Yvon FluoroMax-4 fluoriméterrel (Horiba, Retsch Technology GmbH,
Haan, Németorszag) ellendriztiik. A mérések soran Agej = 350 nm gerjesztési hullamhosszt
¢s 3 nm résszélességet alkalmaztunk. A kész kétfémes NCs 3D fluoreszcencia spektrumat
Agerj = 200-500 nm gerjesztési €s Aem = 210-800 nm emisszids tartomanyokon beliil vettiik
fel. A kioltasi kisérletekhez ezen a késziiléken 3—3 nm résszélességet allitottunk be a NC, ¢€s
2-2 nm-t a fehérje mintdkhoz. Tovabbi mérésekhez egy Jasco FP-8500 fluorimétert is
felhasznaltunk, 2,5 nm-es résszélességeket alkalmazva mind a gerjesztési, mind az
emissziods oldalakon (200 nm/perc mérési sebesség). Ezzel a késziilékkel felvettiink 3D-
spektrumokat is, ekkor a pasztdzasi sebesség 500 nm/min volt.

A kvantumhasznositas (QY) azt méri, hogy milyen hatékonysagi a lumineszcens
folyamat, azaz az anyagra bocsatott vagy az anyag altal elnyelt fotonok mekkora része ad

fluoreszcens vagy foszforeszcens fotont. A QY meghatarozhatd fluoreszcens standardek
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segitségével, ezek megvalasztasa attol fiigg, hogy milyen hulldmhosszon emittal a vizsgalt
anyag. K¢k tartomanyban jellemzden kinin-szulfatot, mig vordsben rodamin-B vagy 6G
festéket alkalmaznak °¢7>!2, Egy masik lehetdség az integralo gdmb és egy kalibralt
fényforrds alkalmazasa. Az integraldé gomb egy beliilrdl reflektiv (kozel teljesen
fényvisszaverd) anyaggal bevont goémb, amiben a fényforrastdl szdrmazd fotonok vagy
elnyelddés nélkiil a detektorba jutnak, vagy az elnyelést kovetéen lumineszcens fotonként
tavoznak az anyagbdl, és szintén a detektorba érkeznek. Munkank sordn az anyag un. bels6
QY-at szamitottuk ki, ehhez alapvetden két spektrum felvétele sziikséges. Az elsé egy direkt
gerjesztési spektrum, ahol a gerjesztd fényforrast kozvetleniil a mintara irdnyitjuk, és mérjiik
az elnyelt és a lumineszcens fotonok intenzitasat is. A masodik spektrumnal nem helyeziink
mintat a gdmbbe, ilyenkor az 0sszes gerjesztd foton a gdmbon beliil szorodik, €s elnyelés
nélkiil a detektorba jut. A detektor altal szolgaltatott jelintenzitas (gorbe alatti teriilet)
aranyos lesz a fotonok szdmaval. A belsé QY szdmitasakor az elnyelt fotonokat vessziik

figyelembe. A szdmitasa az alabbi 14. egyenlet szerint torténik:

emittalt fotonok szama _  E;

QYperss = (14)

elnyelt fotonok szama - L,—Lq

Itt £; az emisszids csucs alatti teriilet (aranyos a lumineszcens fotonok szamaval), L> a
gerjesztési csucs alatti teriilet minta hidnyaban (aranyos a fényforrasbol szarmazo fotonok
szdmaval) és L; a gerjesztési cstcs alatti teriilet a minta behelyezésekor (aranyos a minta
altal el nem nyelt fényforrasbol szarmazo fotonok szamaval). Ezek alapjan Lo-L; aranyos
lesz a minta &ltal elnyelt (gerjesztd) fotonok szdmaval. Ha a minta elnyelése alacsony a
(absdzorbancidja kisebb 0,1-nél), akkor lehetséges a minta szort fotonok altali gerjesztése,
ami torzitja a mérési eredményeket. Ennek jelentdsége magas abszorbancidji mintaknal
elhanyagolhat6, viszont alacsony abszorbancia mellett hozzdjaruldsa igen nagymértéki
lehet. Ebben az esetben sziikséges egy harmadik, korrekcids spektrum felvétele is, ekkor a
mintat indirekt gerjesztjiik, azaz a minta nem esik a gerjeszt fénysugar ttjaba, arra fotonok
csak az integralé gémb falan torténd visszaverddés utan juthatnak. Ebben az esetben a

szamitas a kovetkezOképp valtozik (15. egyenlet):

emittalt fotonok szdma _ Ej

QYperss = (15)

elnyelt fotonok szama - L,—Lq

Itt E1 egy korrigalt érték lesz (16. egyenlet):
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/ L
By =Ey — 7 Es (16)

Ebben a 16. egyenletben L; ¢s E3 az indirekt gerjesztésnél vett gorbe alatti teriiletek lesznek,
amik rendre ardnyosak az el nem nyelt szort fotonok és az elnyelt szort fotonokbol szarmazé
emittalt fotonok szamaval.

Fluoreszcencia kvantumhasznositas (QY) mérésekhez a Jasco késziilék integrald
gombijét (Jasco ILF-835, atmérdje 100 mm) hasznaltuk, 3 mm-es aperturat is beiktatva a
fényutba. A spektrumokat a szoftver (ABL&E Jasco SpectraManager 2.0) segitségével
értékeltiik ki.

A fluoreszcencia élettartammeéréseket a Horiba DeltaFlex iddkorrelalt egyedi
fotonszamlalé késziilékkel (TCSPC) végeztiikk el. A mérésekhez 371 nm hulldmhosszi
impulzusiizemii 1ézert hasznaltunk, a detektor oldalon a fényforrasbdl szarmazo6 fotonok
eltavolitasara egy 400 nm-es szirdt alkalmazva. A méréseket 50 kHz—8 MHz
impulzusfrekvencia (és ehhez tartozé 100 ns—13 ps idablak) mellett hajtottuk végre, a
mintadk viszonylag alacsony emisszioja (illetve kvantumhasznositasa) miatt 6, 8 ¢s 12 nm
résszélességet alkalmazva. A miiszer valaszjelét (IRF) minden hasznalt beallitds mellett
felvettiik, ennek célja a rovid élettartamok korrigaldsa volt (mivel a mérések tartalmazzak a
valamilyen mdédon szérodott fotonokat is). Az IRF gorbéket egy szilikagél szuszpenziot
felhasznalva mértiik le. A mért gorbéket a miiszer sajat kiértékeld programjaval (EZTime)
dolgoztuk fel, ahol az adatsorokat haromtagu exponencialis fliggvénnyel illesztettiik meg, €s
az illesztések helyességét a kapott y* értékek segitségével mindsitettiik. A kiértékeléshez

hasznalt multiexponencidlis fliggvény alalanos egyenlete a kovetkezd volt (17. egyenlet):

y=a+3Yl, bxe Tu (17)

ahol a egy konstans, b; az i-edik preexponencialis tényezd (i = 1-3), t az id6, 7; pedig az

i-edik fluoreszcencia élettartam. Ez a fliggvény n = 3 esetén a kovetkezoképp néz ki:

y=a+b xe tbyxe fatbyxe /s (18)

itt a 18. egyenletben a megfeleld szdmmal (1-3) jelzett tagok az adott fluoreszcencia
részfolyamathoz tartozé paraméterek. Az illesztésbdl nyert fontos paraméterek még a relativ
amplitddok (Ai (%)), amik megadjdk, hogy az adott mérési hulldmhosszon milyen
mértékben jarulnak hozza az emisszidhoz az egyes lumineszcens folyamatok. Ezeket a

kovetkezo integral (19. egyenlet) segitségével szamolhatjuk ki:
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A= fooo a+ Yl b * e idt (19)

(itt a 0 nem a mérés kezdetére vonatkozik, hanem arra az iddpillanatra, amikor a gerjesztd

fotonok a mintdhoz érnek). Az A teriilet A; részteriiletekre bonthato, amikre igaz, hogy
A=Y A (20)
—t
Ai= [ bixe mdt=bix7+C @)

ahol C egy konstans (C € R) az integralas szabalyait kovetve. A 20. és 21. egyenletek

alapjan az 0sszegre a 22. egyenlet felirhato, miszerint
-t
A=Y A= at Bl by e /ondt =
-t
= fooo adt + ¥, fooo bixe /tdt=Y" b *1;+C (22)
Végiil a relativ amplitadok (23. egyenlet):

_ A; _ b; * t;
A(%) = 100 * l/Z?ﬂAi =100 * 7t 1/2?=1bi e, @

4.3.2 A NCs jellemzéséhez alkalmazott miiszerek

Induktivan csatolt plazma-tomegspektrometrias (ICP-MS) mérések

A tisztitott kétfémes NCs pontos fémtartalmat, ill. elemosszetételét I[CP-MS mérésekkel
allapitottuk meg, ezeket a méréseket a SZTE Molekularis és Analitikai Tanszékén
Dr. Galbacs Gébor csoportja végezte. A mintat elézetesen 1 6rdn at forré kiralyvizben
kezelték a teljes fémtartalom feloldasa végett. A mérésekhez egy kvadrupdlus
Agilent 7700X késziiléket hasznaltak, ami Agilent I-AS tipusi automata mintavevovel,
MicroMist mikrodramt koncentrikus pneumatikus porlasztdval és egy Peltier-hiitésii, Scott-
féle spray-kamraval volt ellatva. A méréshez matrix-korrigalt tobbpontos kalibraciot
hasznaltak, IV-ICPMS-71C tanusitott kalibracios standardet (Inorganic Ventures)
alkalmazva, mig a plazma interfész paramétereit kalibrald standard oldatokkal (G1820-
Element Calibration Standard-3 ¢és Inorganic Ventures IV-ICPMS-71A kalibracios
standardeket is felhasznaltak. A koncentraciokat az 50—60 pg/l tartomanyban mérték meg,

mintanként harom parhuzamos mérést elvégezve, 5—6 %-os szoras (RSD) mellett. A mérési
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eredményeket az Agilent Mass Hunter programmal értékelték ki és az eredményeket a

rendelkezésiinkre bocsatottak.

SEM-EDX mérések

A fémek beazonositasa érdekében szilard pormintékat vizsgaltunk SEM-EDX segitségével.
A mintdkrol EDX spektrumokat rogzitettiink egy Hitachi S-4700 téremisszids pasztazo
elektronmikroszképpal,  Rontec XFlash  rontgen  detektor  segitségével, 25 kV
gyorsitofesziiltséget alkalmazva. A mérések ideje 180 masodperc volt, Osszesen

4096 detektorcsatorna alkalmazéasa mellett (a Fano-faktor értéke 0,10484 volt).

Transzmisszios elektronmikroszkopias (TEM) felvételek

Az elektronmikroszkopidk alapja, hogy az elektron nagy energidjdnak koszonhetden
alacsony hullamhosszal rendelkezik, ami az elektron-anyag kolcsonhatas és képalkotas
mintakbol hataroztuk meg egy FEI Tecnai G2 20 X-Twin nagyfelbontdsu transzmisszios
elektronmikroszkoppal (Auroscience Kft, Budapest, Magyarorszag). A miiszer 220 kV
gyorsitofesziiltség alkalmazasa mellett miikodik, elektronforrasként egy fiitétt W filamentet
(mérete 100 pm) hasznalva. A méréseket vilagos latotér (bright field) beallitassal, kiilonb6zo
nagyitasok mellett végeztiik el, és a képek alapjan Imagel szoftverrel méreteloszlési
diagramokat készitettiink, kb. 100 NC méretének a meghatarozasaval. A vilagos latdtert
képalkotasnal a detektorbol egy apertura segitségével kizarjuk a diffraktalodott (szort)

elektronokat, ezzel lecsokkentve a zajt és kontrasztosabb képet kapva.

Rontgen fotoelektron spektroszkopias (XPS) vizsgalatok

Az anyagok képesek a rontgensugarzas elnyelésére, aminek hatisara (a reakcio tipusatol
fliggden) elektronok vagy fotonok Iéphetnek ki az anyagbdl. Az XPS esetén rontgen
fotonokkal bombdzzuk a mintat, aminek hatasara torzselektronok 1épnek ki a mélyebb
palyakrol. A kilépett elektron kinetikus energidja aranyos lesz a gerjesztd foton energiajaval
¢s a kilépéshez sziikséges energiaval. Ez utobbi az anyagra jellemzd érték, emellett az
oxidacios allapot is befolyasolja, hiszen az elektronsiiriiségtdl fiiggéen konnyebb vagy
nehezebb az elektron kilépése. A fémek oxidacios allapotanak megallapitasahoz sziikséges
XPS méréseket Dr. Samu Gergely végezte. A mintdkat egy SPECS késziilékben mérte, ami
egy PHOIBOS 150 MCD 9 félgomb analizatorral volt ellatva. A mintan feltérképezé mérést

végzett 40 eV atjutasi energia (pass energy) mellett, majd a nagyfelbontasit méréseket 20 eV
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értékkel hajtotta végre. A toltés referencia a szén 1s cstcsa volt 284,80 eV-nal, és az Al K,
rontgenforrast 200 W teljesitménnyel mikodtette. A kész spektrumokat a CasaXPS

szoftverrel értékelte ki. és bocsatotta rendelkezéstinkre.

Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopias mérések

A kiralis molekuldk eltérd mértékben képesek elnyelni a polarizalt fényt. A CD
spektroszkdpia soran a hullimhossz fliggvényében vessziik fel az Un. ellipticitas értékeket
(mértékegysége altalaban m°, a fok ezredrésze). Az ellipticitds (0) egyszeriien a balra és
jobbra forgato, cirkularisan polarizalt fényre mért abszorbancidk kiilonbsége, szorozva egy

korrekcios értékkel (24. egyenlet).
6 = 32.98 * (Apar — Ajonp) (24)

Ebbdl szarmaztathato a molaris ellipticitas ([0]), ennek mértékegysége torténelmi okok miatt
m° cm?/dmol. Szamitasahoz sziikséges az optikai ithossz (cm) és a koncentracid (mol/cm?)
ismerete. Ha a vizsgalt anyag fehérje, akkor annak atlagos aminosav molekulatomegével
kell szamolni a tomegkoncentracio (g/l) pontos ismerete mellett (az alkotdé aminosavak
molekulatdomegének atlagat hasznaljuk, mintha a fehérje az aminosavak k6zds oldata lenne).

A NCs-et stabilizalé fehérje masodlagos szerkezetének valtozasat, illetve a
NC-képzddeés fehérjékre gyakorolt hatasat ezzel a technikaval kovethetjiik. A mérésekhez
egy ABL&E JascoJ-1100 CD spektrométert hasznaltunk (ABL&E Jasco, Budapest,
Magyarorszag). A mintat szobahdmérsékleten mértiik egy 10 mm optikai Gthosszl kvarc
kiivettaban, a 190—300 nm-es hullamhossztartomanyban. A mintatarto teret a keletkezé 6zon
eltavolitdsa végett folyamatosan Nr-arammal Oblitettiik (3 I/perc). Az eredményeket a
Jasco SpectraManager 2.0 Secondary Structure Estimation programmal értékeltiik ki. Az
elemzéshez mind a Yang-, mind a Reed-modellt alkalmaztuk; habar a Yang-modell
megfelelobb nagyobb molekulatomegii fehérjék vizsgalatira, a mi esetiinkben a

Reed-modell szolgaltatott kiértékelhetd és pontosabb eredményt.

Fourier-transzformdacios infravoros spektroszkopias (FT-IR) vizsgalatok

A fehérje masodlagos szerkezetének valtozasat FT-IR spektroszkopiaval is vizsgalhatjuk. A
méréseket két miiszeren végeztiik el: a BSA- és LYZ-Au/Ag NCs esetén egy BIO-RAD
Digilab Division FTS-65 A/896 spektrométert alkalmaztunk egyszeri visszaverddéses
gyémant anyagu, csillapitott teljes visszaverddéses (ATR) feltéttel (Harrick’s

Meridian®SplitPea). A tovabbi méréseket egy Jasco FT/IR-4700 késziiléken végeztiik el,
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ami egy ATR PRO ONE egyszeri reflexios feltéttel volt ellatva. A mérések kivitelezésében
a csoportunkbdl Dr. Varga Norbert segédkezett. Az interferogramokat 500—4000 cm !
mérési tartomanyon rogzitettiik, €s 16 (ZnSe prizma), ill. 128 interferogram (gyémant
prizma) sszegyiijtésével 1 cm ! felbontassal nyertiik a végleges spektrumokat. A méréseket
a mintakbdl liofilizalassal készitett porokon, illetve a yG fehérje esetén a tisztitott NCs-kel

azonos koncentracidju és azonos pH értékii oldatabol készitett pormintan végeztiik el.

Dinamikus fényszoras és zéta-potencial mérések

A dinamikus fényszoras mérésének alapja a szort fény intenzitasdnak idébeli fluktuacioja.
A diszpergalt részecskék a Brown-mozgéas kovetkeztében véletlenszerien mozognak a
kdzegben, és mozgasuk mértéke aranyos lesz a részecske diffuzios egyiitthatojaval. A kapott
jel emellett fligg még a részecskék méretétdl is: a nagyobb részecskék lassabban mozognak.
A mérés sordn egy szog (90 vagy 178°) mellett hatarozzuk meg a mintara jellemzo
autokorrelacios gorbét. A kétfémes NC mintak kinetikai dllandosagat (kolloidstabilitasat) a
hidrodinamikai atmérd (du) ¢és zéta-potencial értékek valtozasa alapjan a pH=1-12
tartomanyon értékeltilk. A mérésekhez egy Malvern Nano ZS ZEN 4003 Zetasizer
késziileket (PVT, Mosonmagyarovar, Magyarorszag) alkalmaztunk 25+0,1 °C-on, amiben
fényforrasként egy He-Ne lézer (A =633 nm) szolgalt. A Tf-nel stabilizalt NC mintak
optikai és kolloidstabilitasat kiillonb6zo koriilmények mellett (pH és ionerdsség) vizsgaltuk.
Az ionerdsség hatasat 0-0,5 M NaCl oldatban, mig a pH hatasat az 1-13 tartomanyban
mértiik dinamikus fényszorasmérés segitségével. A jelolési reakcid jellemzése céljabol
vizsgaltuk a hordozé részecskék, illetve a mar jelolt rendszerek méretét, méreteloszlasat és
zéta-potencialjat is. Ehhez a Horiba SZ-100 NanoParticle Analyzer késziilékét (Retsch
GmbH, Haan, Németorszag) hasznaltuk. A hordozo-NC rendszerek semlegesitési pontjanak
meghatdrozasahoz 1 ml hordoz6 szuszpenziot elészor 3 ml-re higitottunk, majd kiilonbdz6
mennyiségli BSA- vagy LYZ-Au NC diszperziot adtunk az egyes mintdkhoz. Ezzel sikeriilt
a teljes tartomany (azaz a semlegesitési pont elotti és utani szakasz) lefedése. A hat
kiilonboz6 titralast (3 hordozé titralva 2 NC-rel) tovabbi DLS és zéta-potencial mérésekkel
vizsgaltuk, és a semlegesitési pontot nemlinedris regresszid segitségével hatdroztuk meg, a

hat paraméteres Boltzmann egyenletet (25. egyenlet) felhasznalva '32:

_ A1x+ Az
¢ = Trexplo—agyay T As* +4s 25)
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Az egyenletben szerepld Ai-Asg illesztési paraméterek. Mivel az illesztés x = 0 kozelében
értékelhetetlen eredményt adott a 40:1 Chit-HyA komplex kompozit- LYZ-Au NC esetben,
itt a négy paraméteres egyenletet kellett alkalmaznunk (26. egyenlet, '*%):

Ay—Aq
1+exp((x—A4)/A3)

(=4, + (26)

Ebben A» a felsd hatarérték, A az also hatarérték, Az az inflexios pont x értéke (A2 és Aj
kozotti felezépont) és A4 az y értékek kiillonbsége az Az és A1 pontok kozott. Az illesztések

elvégzése utan az egyes titralasoknal 6sszehasonlitottuk az inflexids pontokat.

Aramlasi potencial méréséen alapulo toltésmeghatarozas

Az aramlasi potencidl (Uszam) mérésének alapja, hogy mechanikai nyomaskiilonbség
hatéséra egy toltéssel rendelkezd feliilet és egy elektrolitoldat kdzott potencidl (fesziiltség)
jon létre. A mérés fizikai hatterében az all, hogy a feliileti toltést egy elektromos kettdsréteg
kompenzalja az elektrolit oldatban. A kdzeg aramlasaval ezek a toltések is elmozdulnak, igy
dramot (dramlédsi dramerdsség, liam) mérhetiink. JOl meghatarozott geometridji mérési
elrendezésben két elektrodot helyeznek el, és kozottiik ismert nyomaskiilonbséget alakitanak
ki. Egyensulyi allapotban az Usram €s a zéta-potencial kozott az alabbi 6sszefiiggés irhato fel
(27. egyenlet):

&r&0¢
Usram = nrcol Ap (27)

Az egyenletben & a kdzeg relativ permittivitdsa, g0 a vdkuum permittivitasa, { a zéta-
potencial, n a kozeg viszkozitdsa, k1 a kozeg fajlagos vezetése és Ap a kialakitott

nyomaskiilonbség. Ez az egyenlet viszont feltételekhez kotott:

— az elektromos kettdsréteg nem tul vastag (kR >> 1, hasonléan a { elektroforetikus
mobilitasbol {u} torténd szamitasahoz a Schmolukowski-modell esetén)

— nincs feliileti vezetés

— nincs elektromos kettdsréteg polarizacio

— a feliilet homogén

— a geometria hengeres

— nincs az aramlés tengelye mentén koncentracié gradiens

Az aramlasi potencial értékeknek a pH modositasaval bekovetkezd valtozasat a fehérje és a

kétfémes NCs esetében egy Miitek PCD 04 részecske toltés titratorral kovettiik. A kiindulasi
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térfogat 20 ml volt, a fehérje koncentracidja a mintakban 2,54 mg/ml volt, mig a mérési

pontokat 0,5 pH-egységenként vettiik fel.

Izoterm titracios kalorimetrias (ITC) mérések

Az ITC mérések célja a Tf és a 3-HAA kozotti kolcsonhatds megallapitasa volt. A
mérésekhez, melyeknél Dr. Juhasz Adam segédkezett, egy VP-ITC mikrokalorimétert
hasznaltunk (MicroCal Inc, Northampton, MA, USA). A buborékképzddés elkeriilése
érdekében az elkészitett mérdoldatokat a kisérletek megkezdése el6tt ultrahangos kadban
10 percig gazmentesitettiilk. A mérések kozben a mérdcellat 25 °C-on termosztaltuk ¢€s
240 rpm sebességgel kevertettiik. Egy kisérlet soran 1,4 ml Tf oldathoz 250 ul 3-HAA
oldatot adagoltunk 10 pl-es adagokban, 25 1épésben. Minden adagolds legalabb
20 masodpercig tartott, és az egyes lépések kozott 200 masodperc sziinetet hagytunk a
reakcid teljes lejatszodasa (€s az egyes csucsok elhataroldsa) érdekében. A higulési
hozzajarulasok figyelembe vétele érdekében referenciatitralasokat is végeztiink vakoldatok
segitségével, az eredeti mérésekkel azonos kdriilményeket tartva (pontosabban 1,4 ml PBS
matrixhoz adtunk 350 ul 3-HAA oldatot). A NC mintak esetében azonosan jartunk el, csak
a fehérje helyett a NC diszperzio keriilt a mintatarté térbe, azonos fehérjekoncentraciéd

beéllitasa utan.

Ciklikus voltammetrias (CV) mérések

A yG-nal stabilizalt Au és Au/Ag NCs elektrokémiai jellemzoit CV mérésekkel Dr. Ungor
Ditta vizsgalta, amikhez egy Metrohm DropSense pStat 400 Bipotentiostat/Galvanostat
miszert hasznalt. Az elektrokémiai celldban egy Metrohm 4altal készitett szitanyomott
szénelektrédot (SPCE) hasznalt, amiben a munka- és ellenelektrod egy szénfilm volt, és egy
AgCl/Ag masodfaju elektrod szolgalt referenciaként. A méréseket 25 °C-on végezte el
0,1 M KCI hattérelektrolit mellett, 50 mV/s pasztazasi sebességet alkalmazva. A vizsgalt
potencialablak —0,4 és +1,0 V kozotti volt.

Fluoreszcens mikroszkopias felvételek

crer

LED invertalt laboratériumi mikroszkoppal vizsgaltuk. Ehhez a méréshez a mintdkat egy
egyedi nyomdazasi eljarassal vittiik fel a targylemezre. A kivalasztott minta targylemezre

cseppentése utan egy szovetdarabot helyeztiink a mintdra, igy a jelolt részecskék vagy
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aggregatumok szaradas kozben a szalak kozotti résekben gytiltek 6ssze, ezéltal a targylemez

adott pontjain lokalisan felerdsitve az emissziot.
4.3.3 Szenzorikai vizsgalatok

A triptofan aminosav kinurenin €s szerotonin bomlasi utvonalarol szarmazé vegyiiletei és a
NCs kozotti kolesonhatast azonos molaris koncentracid mellett, kiilonb6zo hattéroldatokban
(PBS ¢és aCSF) vizsgaltuk. Egy mintaban 250 pul NC szuszpenziot, 86 ul 1 mM neuroaktiv
anyag oldatot (1:3,96 fém-vizsgalt molekula, illetve 1:23,3 fehérje-vizsgalt molekula
molarany) és PBS puffert elegyitettiink (6ssztérfogat 2,5 ml). A neuroaktiv anyagok oldatait
mindig frissen, azok szildird formaban torténd bemérésével, majd a megfeleld
hattérkozegben torténd feloldasaval készitettiik. A 3-HAA-nal tovabbi minték is késziiltek a

kimutatasi hatar (LOD) meghatarozasa céljabdl, itt a hozzaadott térfogatot (10—200 pl) és a

crer

4.3.4 Biologiai vizsgalatok

Az egyes NCs citotoxicitdsi és antibakterialis hatds vizsgalatait a SZTE SZAOK Orvosi
Mikrobiologiai Intézetében végezték el. Mivel e méréseket nem kdzvetleniil mi végeztiik, a
méréseket sem lattuk, igy azok leirdsat és a mérések soran felhasznalt anyagokat a Fiiggelék

tartalmazza.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. BSA-nal stabilizalt egy- és kétfémes NCs

5.1.1. Az eloallitasi protokollok kidolgozasa

A BSA-t korabban mar eredményesen hasznaltak tobb kétfémes NC eldallitasara, pl. Au/Cu
67  Au/Pt 3%, Au/Cd ', Au/Gd 1*° és Cu/Zn '%, természetesen az Au/Ag 203069105113, 114,117
mellett. Fontos megjegyezni, hogy az emlitett rendszerekben a fémionok sokszor nincsenek

kapcsolatban egymassal '3

, inkabb egy hibrid rendszer részei, illetve a masodik fém nem
minden esetben nulla oxidaciés allapota. Ezek az észrevételek ramutatnak arra, hogy a
kétfémes NC kifejezés egy tagan értelmezett fogalom a szakirodalomban. A disszertacidban
az eldallitott kétfémes rendszerekben minden esetben azokat tekintjiik kétfémes NCs-nek,
ahol a két fém a NCs magjéaban talalhatd. A doktori munkéaban ezért egy korabban megjelent
kutatocsoporti BSA-Au NCs kialakitasara alkalmas receptet hasznaltunk elséként az
egyfémes NCs reproduktiv eldallitasara (ezt a szintézist jelen doktori disszertacioban nem
részletezziik, csak az 5.1.2. fejezetben a termék, mint referencia, jellemzését mutatjuk be
roviden), majd a kétfémes szarmazékok eldallitasara is, de ez esetben a protokoll kismértékii
tovabbfejlesztésével 1%,

Az optimalis reakcioparaméterek megtaldlasahoz els6 1épésben a fémionok ([AuCls]™
és Ag") reakcidjat vizsgaltuk a BSA-nal eltérd dsszetételek kialakitasa révén 40 °C-on,

pH = 12 mellett, mely kisérlet eredménye a 18. A) abran lathato.
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18. abra: A) Az Au/Ag molarany és B) a fehérjekoncentracio hatisa a BSA-Au/Ag NCs
emisszios tulajdonsdgaira (A: cgsa = 15 mg oldva {5,88 ml mintdaban}, ngmion = 5,10 umol,
B: nggmion = 5,10 umol, nau:nag = 9,2:1, pH = 12, t = 40 °C, Agerj = 365 nm 131
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A fémionok ardnyat folyamatosan cseréltiik a teljes Au- és Ag-tartalom kozott, 15 mg
fehérje/5,10 pmol fémion ardny tartdsa mellett (ez tiszta Au esetén 15:1 fehérje-Au
tomegaranyt is jelentett). A fehérje-fém adduktumok képzddésekor megvaltozott a mintdk
szine, a kezdeti sarga szin kissé narancssarga lesz (Au-tartalom fliggvényében), illetve
opalosodas is lehetséges magasabb Ag-tartalomnal, amit nem oldodoé vegyiiletek képzddése
(pl. AgCl) okozhat. Az Ag-tartalmtl csapadékok 1étrejohetnek a fehérje toltott csoportjaihoz
tartozo ellenionokkal, vagy a [AuCls]™ ligandumcseréjekor felszabaduld kloridionokkal. A
fémioncsere hatasat az Au NCs emisszios maximumanak eltolodasaval, illetve az intenzitas
megvaltozasa alapjan értelmeztiikk. Az alacsony, 5-15 m/m%  eziisttartalom hatdséra az
emisszids maximum értéke 660 nm-rél 630—640 nm-re tolddik, ami a mintak altal UV-fény
alatt kibocsatott fény szinén is észlelhetd. A jelenséget a szakirodalomban is megtalalhatjuk
hasonl6 rendszereknél '*7. A fémmag sszetételének valtozasa jelentésen képes véltoztatni
a NCs optikai tulajdonségait, amit korabbi publikaciokban is leirtak %1% Tlyen esetekben
az ezisttartalom kezdeti emelése az emisszids cslics kékeltolodasaval jar, amit a HOMO-
LUMO atmenet (HOMO: legmagasabb energiaju betoltétt molekulapalya, LUMO:
legalacsonyabb energidju be nem toltott molekulapalya) energidjdnak ndvekedésével
magyarazhatunk. Az Ag-ionok megjelenése megvaltoztatja a LUMO eredeti dsszetételét,
amit Au esetén annak 6s- és 6p-palyai alkotnak. Az Au palyaihoz képest magasabb energiaju
Ag 5s-palya megjelenésével megné a LUMO energidja, ezaltal szélesebb lesz a HOMO-
LUMO tavolsag, ami esetiinkben narancsvords tartomanya emissziot eredményez. Joval
magasabb Ag-tartalom mellett a Amax értéke egészen 730 nm-ig tolodik el, intenzitasa
meglehetdsen alacsony, mivel a minta sargasbarna szine alapjan inkdbb Ag NPs képzddnek.
A mintak szine egyébként is drulkodik a kialakuldo NCs mindségérol. A tiszta Au NCs szine
rézsaszin-barna, mig kis Ag-tartalom is halvanysargdva modositja Oket. Nagyobb
Ag-tartalom mellett, ahol az emisszié mar igen gyenge, a szin az Ag NPs-re jellemzd. Ezek
arészecskek feltételezhetden nem plazmonikusak, mivel hianyzik a jellemz6 €lénksarga szin
(ehhez kapcsolodd UV-Vis fotometrias mérés nem késziilt), inkabb kisméretii, a NP é¢s NC
kozotti allapot feltételezhetd. A jelenség annak tudhato be, hogy az Ag™-ionok affinitdsa nem
elég nagy a fehérjéhez, ezt jelzi az is, hogy eziisttartalmu csapadékok keletkeznek a NaOH
hozzaadéasa eldtt. A teljes Osszetétel-tartomanyban kizarhatdo az egyedi Au és Ag NCs
egyszerli keverékének kialakulasa is, mivel a termék emisszidja (630-640 nm) nem az

Osszege az Au (660 nm) ¢és az Ag NCs (730 nm) emisszids savjanak. A legmagasabb
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intenzitast 95 % — 5 % (9,2:1 molarany, 18. A) dbra) Au-Ag tomegosszetételnél kaptuk, igy
ezt a kombinaciot alkalmaztuk a tovabbi méréseknél.
A kovetkezd kisérletsorozatban a fehérjekoncentracio hatasat  vizsgaltuk
(18. B) abra). Korabbi, LYZ-mal végzett munkabdl ismert, hogy alacsonyabb fehérje:fém
tdmegaranyok alkalmazasa a nagyobb méretfi, plazmonikus NPs kialakuldsinak kedvez 7.
Az egyes mintak fehérjetartalmat az 1-150 mg (~ 0,2-30 mg/ml) értékek kozott valtoztattuk
(BSA-Au-Ag tomegarany 1,1:1,0:0,06-165,6:1,0:0,06 kozotti volt) az Au-Ag arany (9,2:1)
megtartasa mellett. A mintdk szine alacsony BSA-tartalomnal lila volt, ami jelezte a
plazmonikus Au vagy Au/Ag NPs kialakuldsat. Még ezeken a mintdkon beliil is
megfigyelhetd volt a szin valtozdsa (1 mg BSA mellett lilabb a termék, mint 4 mg-nal), a
nagyobb mennyiségii fehérje kisebb méretli NPs kialakulasat eredményezte. Megfelel6 BSA
tobblet esetén (8,8:1,0:0,06, 8 mg BSA) a minta szine sargésra valtozott, ami jellemz6 a
fluoreszcens sajatsagti NCs-re. Mar a 4 mg fehérjét tartalmazé mintdban is észlelhetd némi
vOrés emisszid, ami szélesebb méreteloszlast feltételez a mintan belil. A
fehérjekoncentracio noveléssel a mintdk emisszios intenzitdsa folyamatosan emelkedett a
49,7:1,0:0,06 BSA-Au-Ag aranyig (45 mg fehérje), innentdl kezdve viszont tovabbi fehérje
adagoldsa mar csokkentette az intenzitast. Ennek megfeleléen a maximalis értékhez tartozo
BSA-koncentréaciot (9 mg BSA oldva 5,88 ml mintdban) hasznaltuk a tovabbi kisérletekhez.
A szintézis homérsékletének tanulmanyozasa soran az egyes mintdkat eltérd

hémérsekleten (10, 25, 40, 60 és 80 °C) is eldallitottuk (19. A) abra).
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19. abra: A) A hémérséklet hatasa a BSA-Au/Ag NCs kialakulasara (pH = 12,
csa = 45 mg {5,88 ml-ben}, ngmion = 5,10 umol, nqu:nag = 9,2:1,Agerj = 365 nm). B) A
fémtartalom hatdsa a kétféemes NCs-re (pH = 12, cpsa = 45 mg {5,88 ml-ben)},
Afemion = 1,53—28,69 umol, nqu:nag = 9,2:1, T = 25 °C, Agerj = 365 nm). Lninia = a minta

emisszios intenzitdsa, Inom = a fémtartalomra normalizalt intenzitds '3

1
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A BSA-Au NCs esetén jol ismert, hogy a 37—40 °C-on kivitelezett szintézis az idedlis *!. A
19. A) abran lathato emisszios spektrumok alapjan a 40 °C feletti el6allitds méar nem kedvez
a kétfémes NCs kialakulasanak, feltételezhetéen a fehérje denaturacidja miatt, ami
zavarhatja az Ag beépiilését. A hdmérséklet emelésével a minta szine egyre sotétebb lett, az
emisszid értéke a nagyobb hulldmhosszak felé tolodott és egyre inkabb lecsokkent az
intenzitasa. A 80 °C-on elkészitett minta végiil nem is tartalmazott vorésen emittalo
részecskéket. A 60 és 80 °C-on eldallitott mintdkban szabad szemmel lathaté volt a fehérje
aggregacioja. A homérséklet csokkentése, szemben a ndveléssel, mintegy 50 %-kal
megnovelte a fluoreszcencia intenzitds értékét, illetve az emisszids cstucsot 621 nm-re el is
tolta. A homérsékletcsokkentés a mintak szinére szintén hatdssal volt: minél alacsonyabb
héfokon késziilt a minta, annal halvanyabb volt a szine. A 10 °C-os mintanal, ahol 3 nap
eltelte utan is késziilt mérés, a minta szine (részben a szobahdmérsékleten eltoltott idé miatt)
sOtétedett, ami egyértelmiien utdlagos NC-képzddést jelzett. Itt az emisszids intzenzités
tekintetében a szobahdmérsékletli mintahoz igen hasonld eredmények érhetdk el, viszont
ehhez haromszor annyi id6 (72 h) volt sziikséges. A terméknél Amax valamivel alacsonyabban
van, de ezen kiviil a megnovelt szintézisidé figyelembevételével a szobahdmérsékletii
eldallitast preferaltuk a tovabbi szakaszban.

A fémkoncentracio hatasanak tanulmanyozasa soran a fémtartalmat az eredetihez
képest 0,30-5,625-szeres koncentracidkra allitottuk be (19. B) dbra), az Au-Ag 95 %5 %
megtartasa mellett. A kész mintdk szine véaltozott a fémek mennyiségével, intenzivebb sarga-
narancssarga szint nyertiink magasabb, halvanysarga szint alacsonyabb fémtartalom mellett.
Kiilonbség mutatkozott mar az adduktumképzés szakaszaban is, ami abbol adodhatott, hogy
magas fémtartalom mellett nem minden ion volt képes adduktumot képezni a fehérjével.
Alacsonyabb fémmennyiségeknél komolyabb szinvéltozas latszik, az Au(Ill) szine kozel
teljesen eltlinik, és elegendd 1d6 utan opalosodas is jelentkezhet, ami nagy valosziniiséggel
a kialakult szerkezet instabilitasat jelzi. Korabbi, tobbfunkcids tiolvegyiiletekkel végzett
mérések azt mutattak, hogy attdl fiiggden, hogy a fémionokkal komplexet (adduktumot)
képz6 tiol molekulaban van-e mas, toltéssel rendelkezd csoport (pl. COO™ vagy NH3"), a
képz6do komplex oldhatdsaga valtozik, emellett a pH-tol fiiggden az ionizacié mértéke is
befolyasolja a komplex toltését °’. Pusztan a mintak intenzitdsat vizsgalva a masfélszeres
fémkoncentracional nyeriink kdzel azonos, vagy valamivel magasabb értéket, minden masik
mintdnal alacsonyabb a beiitésszam. Az 5,10 umol fémnél nagyobb fémtartalmu mintakat

higitas mellett is mértiik, a fém mennyiségét ezeknél 5,10 umol-ra allitottuk a mérésekhez,
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mert az UV-lampa alatt késziilt fényképek azt sejttették, hogy a fluoreszcencia egy részét a
minta elnyeli !'2. A végsé 0Osszehasonlitds érdekében a mért beiitésszamokat a
fémtartalommal normaliztaltuk, hiszen az emisszié a NCs-t0l érkezett; ekkor azt talaltuk,
hogy feleakkora fémmennyiség (2,55 umol) ad maximalis értéket, igen hasonld értékeket
szolgaltatva a kozeli koncentraciokon is.

A BSA-Au/Ag NCs-nél vizsgaltuk a hozzdadott NaOH mennyiségének, ezzel egy
szlik, erésen lugos tartomanyban a pH-nak a hatasat is. A mérések alapjan sziikséges egy
viszonylag magas pH biztositasa, ugyanis monoton emelkedés volt tapasztalhatdo a mérhetd
intenzitasokban, majd telitést tapasztaltunk az értékekben. A folyamat alacsonyabb pH-n
lassabb, mert a Tyr redukalo ereje csokken a pH-val. Ennek megfelelden azt az értéket
valasztottuk (470 pl), ahol biztositott volt a maximalis emisszi6 kialakulésa.

Gyakorlati szempontbol ellendriztiik, hogy milyen hatassal van a fehérje oldodasi
ideje a termékek mindségére. Mivel a kiindulasi 60 perces oldasi idét soknak gondoltuk, igy
15, 30 és 45 perc mellett is megkiséreltiilk a szintézisek végrehajtasat. Az eredmények
alapjan az oldasi 1d6 nincs hatassal a termék optikai tulajdonsagaira, azaz a legrovidebb,
15 perces kevertetés is elegendo a fehérjének a megfeleld oldatbeli térszerkezet felvételére.

A reakcioidé hatasat vizsgdlva eleinte 15, majd 30 perces, végil egy Oras
1dokozonként rogzitettiik a reakcidelegy emisszios spektrumait, melyeket a 20. abran

gyljtottiink Ossze.
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20. abra: A szintézisido hatasa 0—24 ora tartomanyban a BSA-Au/Ag NCs emisszios
szinképére az optimalizalt paraméterek mellett (szaggatott vonal: 24 éra) 1!

A 16 6rés méréshez parhuzamos mintakat készitettiink, illetve 24 o6ra eltelte utan is
felvettik a spektrumokat. A tapasztalatok alapjan a fehérjére jellemzd, 410 nm-nél

jelentkezd emisszido mar a NaOH hozzéadasat kovetd 10—15 percben kialakul, majd keveset
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csokken 60 percig, és ezutdn nem valtozik. A NCs csucsa mar a korai szakaszban elkezd
kialakulni, lassabban névekszik 60-90 percig, utdna monoton névekszik az intenzitds, majd
telitésbe megy at. Feltételezhetd, hogy a NaOH hozzédadasat kovetden kialakul egy kéken
emittald intermedier (vagy olyan szerkezet, ami a fehérje emisszidjat erdsiti), és ennek
megsziinése utdn tudnak hatékonyan kialakulni a NCs. 16 6ra eltelte utdn a minta
fluoreszcencidja mar csokkenést mutat, igy ezt valasztottuk ki idedlis értéknek. Fontos
megemliteni, hogy gyakorlati szempontbol nem tapasztaltunk 1ényegi eltérést a 16 és 24 oras
mintak kozott késobbi méréseinknél, ezért a szintézisido valtoztatasa a 12-24 ora
tartomanyon beliil inkabb dnkényes dontés kérdése. A 24 6ras minta esetén az is okozhatta
az alacsonyabb intenzitast, hogy a felhasznalt minta folyamatosan fénynek és levegének volt
kitéve, ami nyilvanvaldan rontotta a termék optikai tulajdonséagait, hiszen a mérés végén

alacsonyabb emisszi6 volt elérhetd, mint a zavartalan mintaknal.
5.1.2. Az eloallitott egy- és kétfemes NCs jellemzése

Az egyféemes BSA-Au NCs jol ismertek a szakirodalomban, eldallitasi folyamatuk
optimalizaldsa szdmos munka témdja volt 21301051617 oy e7en szintézis vizsgalatara
részletesen nem tértlink ki. Célunk sokkal inkabb a reproduktiv modon eléalliottt BSA-Au
NCs fluoreszcens jelzdéanyagként valod felhasznalasa volt, de alkalmazasuk el6tt a termék
jellemzését elvégeztiik, és az eredményeket Osszevetettiik a kétfémes szarmazék fobb
jellemzoéivel (Részletesebb jellemzés korabbi, a kutatocsoport dltal kozolt cikkekben
megtalalhaté '*13°; a bioaktivitast célz6 méréseket a tovabbi NCs-kel egyiitt az
5.5.4. Bioldgiai aktivitast méro vizsgalatok fejezetben foglaltuk ossze). A BSA-Au NCs er6s
voros emisszidval rendelkeznek 650 nm koriili emissziés maximummal (350 nm gerjesztési
hullamhossz mellett), ehhez 1,2 ps atlagos élettartam rendelhetd, emellett a QY = 5,4 % '28.
A viszonylag magas ¢élettartam nagy valdszintiséggel LMCT vagy LMCCT tipust
atmenethez tartozik, ahol a gerjesztett allapot egy fémkdzpontu triplett dllapot lehet, tehat a
folyamat nem fluoreszcencia, hanem foszforeszcencia. Osszevetve az élettartamokat mas
forrasokkal 368 14that6, hogy az atmenet a tiol-Au(I) atmenetekhez rendelhetd. A mintakrol
késziilt UV-Vis spektrumokon nem jelenik meg a nemesfém NPs-re jellemz6 plazmon sav,
tehat a mintat kizarolag kisméreti NCs alkottak. Tovabbi érdekesség, hogy a NCs-nek nincs
jellemzd elnyelési savjuk abban a tartomanyban, ahol a gerjesztési maximum taldlhatd. Az
egyediil kivehetd csticsok mind a fehérje aminosavjaihoz rendelheték, a NCs inkabb csak

egy fényszorashoz hasonlo, exponencialisan lecsengd gorbét adnak. A tisztitasi folyamat
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utan a minta Au-tartalmanak 20 %-at elvesziti, ahogyan azt ICP-MS mérésekkel
megallapitottuk. A tisztitasként alkalmazott dializis hatdssal van a mintdk emisszidjara is,
azt jelentdsen képes csOkkenteni. Ennek hatterében két folyamat is allhat, az egyik a
fémtartalom lecsokkenése, a masik pedig a pH, és vele egyiitt az ionerdsség erbteljes
csokkenése. Az Au NCs felépitését XPS mérésekkel vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
fémmagok dontéen Au’-bol épiilnek fel, mivel a 47, savot 84,2-84,5 eV kozott észleltiik.
Mivel az Au(0)-hoz rendelhet érték 84 eV koriili 2!, és ez Au(I)-re ennél magasabb (85 eV),
igy feltehetéen Au(0) és Au(l) vegyesen alkotjdk a NCs-et. Osszevetve a fluorimetria
eredményeivel és a szakirodalmi értekezésekkel azt a feltételezést tehetjik a NCs
szerkezetére vonatkozdan, hogy egy Au(0) atomokbol felépiil6 magot egy Au(I)-tiolat burok
vesz koriil, aminek kialkulasat az Au(0)-Au(l) kozotti magas affinitas segiti elé 6. A NCs
atomszamara lehetne becslést tenni a 11. egyenlet (,,Jellium-modell”) szerint, ahogy azt mas
szerzok tették 2!, de mivel az atmenet nem kdzvetleniil a fémmaghoz rendelhetd, igy ez téves
kovetkeztetés lenne. A HRTEM mérések bizonyitottdk a kompakt fémmagok jelenlétét,
méretiik d = 1,4 nm, ami igen hasonlé mas BSA-Au NCs-hez (1,4 nm *’, 1,8 nm 3°). A BSA-
nal stabilizalt mintak hidrodinamikai atmérdjét (du) DLS mérésekkel is ellendriztiik, itt joval
nagyobb méretet kaptunk (4,7+1,8nm). A DLS mérésekkel meghatirozott méret
alapvet6en kisebb, mint a szabad BSA-ndl varhat6 (7,4 nm °7), de ez a kiilonbség betudhatd
a valtozo pH és ionerdsség hatasanak. Az értékek alapjan is jol latszik, hogy a teljes rendszer
mérete nagyobb az egyedi Au-magoknal, kdszonhetéen a nagy fehérjeburoknak. A NCs
kolloidstabilitasat PBS-pufferben is vizsgaltuk 0,1 M ionerdsség biztositdsa mellett,
pH = 7,4 értéken. A meghatarozott -potencial érték —26,4 + 1,3 mV, és azt mutatja, hogy
fiziologias koriilmények mellett a NCs jo kinetikai stabilitdssal birnak. Az optikai
tulajdonsagok pH-fiiggését is vizsgaltuk, tapasztalataink alapjan a NCs széles tartomanyon
megorzik emisszios spektrumuk alakjat és intenzitdsat. Nagyon alacsony pH (nagy
fluoreszcencia jelentds részét is, ezért ilyen koriilmények mellett nem alkalmazhatok. FT-IR
¢s CD mérésekkel igazoltuk a NC-képzddés fehérjeszerkezetre gyakorolt hatasat. A fehérje
lancok a NC-magok jelenlétében megnyulnak ¢€s kitekerednek, ennek hatdsara lecsokken a
rendezett szerkezeti elemek hozzéjarulasa, illetve megnd a rendezetlen szerkezet aranya.

A kétféemes NCs esetén elso 1épésben azt vizsgaltuk meg, hogy mekkora az egyes NCs
aktualis fémtartalma. Az ICP-MS mérések azt mutattak, hogy a NCs tisztitasat kovetden a

mintakban az eredeti fémtartalomnak csak 68 %-a (Au) és 44 %-a (Ag) marad meg. Az
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Ag-tartalom esetén az érték késobbi méréseknél kapott eredmények miatt nem megbizhato,
ez leginkabb mintaeldkészitési hibdknak tudhatd be. Fontos megjegyezni, hogy a tisztitas
(dializis) soran a minta ¢és a dializisk6zeg kozotti nagy koncentraciokiilonbség (pH =12
miatt 0,01 M OH -ion, Na" és ellenionok) viz bedramlasat eredményezte a mintaba, ezzel
ismeretlen mértékben megnovelve annak térfogatat, ezért a mérési eredményeknél valojaban
biztosan kisebb volt a fémveszteség. A BSA kidramlésa annak nagy molekulatdmege miatt
(~ 66 kDa, 21®) nem volt lehetséges. A fémionok szintézis soran bekdvetkezett redukcidjat
XPS mérésekkel igyekeztiink bizonyitani. A mérések soran vizsgaltuk az aranyhoz tartozo
kotési energidkat: az Au 4f csucsokat a 21. abran mutatjuk be, de eziist esetén annak til

alacsony koncentracidja miatt a jel nem érte el a miiszer kimutatasi hatarat.
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21. dbra: A BSA-Au/Ag NCs réntgen fotoelektron spektrumdanak részlete 1!

A mérési eredmények szerint az Au nulla oxidacios allapotban talalhaté a mintdkban, az Au
417, (mésodik csucs) és 4fsp (elsd csucs) értékeket rendre a 83,7-84,5 eV (pontosan
84,03 eV) ¢és 87,4-88,2 eV kozotti tartomanyon mértiik. Az Au esetén elmondhatjuk, hogy
a kétfémes NCs-ben még nagyobb aranyban van jelen a nulla oxidécios allapot, mint az
egyfémes BSA-Au NCs rendszerben.

Mint ahogy az optimalizalds sordn lathattuk, a NCs narancsvords emisszioval
rendelkeznek, pontos értéke valtozik valamennyit a  tisztitds hatdsara. A
BSA-Au/Ag NCs-nél a Amax = 620 nm (365 nm gerjesztési hullimhossz alkalmazasakor). A
BSA-Au NCs-hez képest az emisszios maximum ~40 nm-rel tolodik el (Amax ~660 nm-r6l),
¢és a fémtartalomra normalizalt intenzitas tObb mint 6tszordsére emelkedett. A QY értékét
mérve azt lathattuk, hogy a kis Ag-tartalom hatdsira az jelentdsen, akar 68 %-kal

megnovelhetd. Az egyfémes NCs-nél 1,47 £ 0,41 % volt jellemzd, mig a kétfémes NCs-nél
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ez 2,47 £ 0,61 %-ra emelkedett. A BSA-Au NCs-nél jelentdsen alacsonyabb QY -t mértiink
ki 13% az azonos szintézis ellenére, mint a korabbi kutatdcsoporti cikkben (QY = 5,4 %) '28.
Ennek magyardzata nagy valoszinliséggel a mérési koriilményekben, az adatkdzlés és a
szamolasi modszer eltérésében lehet. A mérések eltéro muszereken késziiltek, illetve a
referencia is eltérd (krezil-ibolya '?® vagy a Jasco referencia fényforrasa '3%). Mivel a NCs
nagyon alacsony QY-kal rendelkeznek, illetve az integraldé gOmbbel mért emisszids
intenzitas nagyon alacsony, ezért a mérések jelentds hibaval lehetnek terhelve. A mérést
neheziti még, hogy a helyes kiértékeléshez sziikséges a teljes emisszids spektrum, viszont a
gerjesztéshez hasznalt lampa jele annyira alacsony 700—750 nm felett, hogy sok esetben
indirekt gerjesztési elrendezésben nagyobb jelet kaptunk, mint amikor a mintat kézvetleniil
gerjesztettiik, és emiatt a QY akar negativ értéket is felvett, és nem kaptunk parhuzamos
eredményeket sem. Az indirekt gerjesztési helyzetben mért spektrum hasznélata nélkiil a QY
értéke magasabb, és az adatok szorasa az egyes mérések kozott sokkal alacsonyabb lett, tehat
az igy nyert eredmények megbizhatdbbak.

A NCs fluoreszcencia lecsengési gorbéi az egyfémes rendszerrel mutatnak
hasonlésagot; a vizsgalt hulldimhosszon az emissziot hdrom tag szolgéltatja. Ezek jol
hozzarendelhetok az egyes toltésatmeneti folyamatokhoz. A legnagyobb hozzijarulédst a
us-os komponens (1,6 pus) szolgéltatta, 96,64 % mértékben, a kdzbenso élettartam 63,8 ns,
2,40 % hozzéajarulassal, mig a legrovidebb élettartamu komponens 1,6 ns (0,96 %)
hozzajarulasa elenyészd. A mért adatok Osszehasonlitdsa irodalmi adatokkal nem volt
kivitelezhetd, mert kétfémes, BSA-Au/Ag NCs-kel foglalkozé irasokban egy esetet kivéve
105 hem tortént meg ennek mérése, igy ez munkank Gjszeriiségét is emeli. Ebben a munkaban
a mérési gorbe kinézete alapjan egyértelmii, hogy a mérés nem jol kivitelezett, mivel
alapvonal-emelkedés tapasztalhat6 az Au és Au/Ag NCs-nél, ami egy, a mérési tartomanyon
kiviil es6 ¢élettartamtt komponens jelenlétét jelzi. A meghatarozott élettartamok Au NCs-re:
0,14; 1,30 és 32,9 ns, mig kétfémes NCs-re: 0,12; 1,20 és 11,8 ns voltak Agerj =409 és
Aem = 650 nm mellett, azonban értelmezésiiket nem végezték el a cikkben. A NCs emisszios
gorbéjének tobb pontjan is elvégeztiik az élettartamméréseket (22. A) abra), és a NCs-re
jellemzd emisszids savnal harom komponensre bonthatd a lecsengési gorbe (22. B) abra),

ezek 3,6 us, 660 ns és 3—5 ns koriili értékek.
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22. abra: A) A BSA-Au/Ag NCs élettartamméréséhez felhasznalt adatpontok (pirossal) B)
és a ket kijelolt hullamhosszon (460 és 640 nm, kék nyil) elvégzett elemzés eredményei

Az els6 tag mértéke alapjan egy foszforeszcens atmenet lehet, nagy valdszintiséggel a
S—Au LMCT vagy LMMCT tipust toltésatmenet. A masodik atmenet beazonositdsa
nehézkes, de a harmadik 4tmenet nagy valoszinliséggel a fehérjéhez tartozik. Ez abbdl is
valoszinlisithetd, hogy hozzdjarulasa folyamatosan emelkedik, ha alacsonyabb
hullamhosszok mellett elemezziikk a mérési adatokat. A harom atmenet hozzajaruldsa
640 nm-en (a TCSPC soran mért emisszidos maximum) a kovetkezok: 80,06 + 0,28,
19,06 £0,37 ¢és 0,88 +0,35%. Az értékek alapjan egyértelmii az LMCT/LMMCT
meghatarozo szerepe a NCs kiemelkeddéen magas emisszids intenzitasdban. A fehérjéhez
tartozd csucsot (Aem =460 nm) harom vagy négy komponensre is fel lehet bontani
(x* =1,5378 és 1,0421). A harom komponens a kdvetkezo: 7,68 + 0,14 ns, 2,57 £ 0,13 ns és
0,45+ 0,019 ns (22. B) abra). Az utols6 két tag egyértelmiien parosithaté a Trp sajat
emissziojahoz (két tag 0,43 és 3,06 ns-nal), ezek fiiggetlenek az aminosav kornyezetétol,
mig a harmadik egy hidrofil/hidrofob kdrnyezettdl fiiggéd tag lehet 1%, A BSA-ban a Trp
¢lettartamai a kovetkezok: 0,265, 3,055 és 6,58 ns, ezekkel az értékekkel jol megegyeznek
a mi altalunk mért adatok. Erdekes médon a '° cikkben mért élettartamok is inkabb a Trp
értékeire hasonlitanak, mintsen a fémes NCs-ére. Az illesztésiink sokkal nagyobb
pontossagu lett négy paraméterrel, ezek rendre 9,39, 3,59, 1,04 ¢és 0,18 ns voltak, de
hozzéarendelésiik a Trp értékeihez nem pontos, igy elvethetjiik ezt a lehetdséget.

CD mérésekkel igazoltuk, hogy a NC-képzddés, azaz a fémmagok fehérjében torténd
kialakulasa megnyujtja a lancokat. A BSA esetén az a-hélix tartalom drasztikusan lecsokken
44,8 %-161 10,7 %-ra, mig a rendezetlen szerkezet 16,1-r61 46,5 %-ra emelkedik (23. abra).

FT-IR méréseink is hasonlé eredményt szolgaltattak, erdsitve ezeket a feltételezéseket.
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23. abra: A BSA masodlagos szerkezeti elemeinek megoszlasa a szabad fehérje és a
BSA-Au/Ag NCs esetén a CD eredmények Reed-modell szerinti kiértékelése alapjan !

5.2. LYZ-mal stabilizalt egy- és kétfémes NCs
5.2.1. Az eloallitasi protokollok kidolgozasa

Kétfémes Au/Ag NCs-et is allitottak mar elé LYZ segitségével 7°, azonban az eredmények
inkdbb az Au NCs-re hasonlitottak, ezért a BSA-nal bevalt modon ennél a fehérjénél is
elvégeztiik az optimalizalast. A LYZ-mal stabilizalt NCs esetén szintén a fémosszetétel
varialasaval kezdtiik az optimalizalast. Ezeknél a mintaknal magasabb fehérjemennyiséget
(20 mg) hasznaltunk, kdvetve a "> kdzlemény ajanlasait. A reakcio kivitelezésekor itt is
jelentés szinvaltozasok voltak tapasztalhatok. Az [AuCls4] -ionok hozzdadasa erds
szinvaltozast okozott, a BSA-hoz hasonldan itt is narancssarga, majd rozsaszin szin jelezte
az adduktumok létrejottét. A mintak kissé visszasargultak hosszabb id6 utan, még az NaOH
hozzaadésa el6tt. Magasabb Ag-tartalom esetén nem lathatod a fémhez k6tddo szinvaltozas,
ellenben a mintak opalosodnak, ami itt is Ag-tartalmt csapadékhoz (nagy valoszintiséggel
AgCl) kothetd. A NaOH hozzaadasara a magas Au-tartalmi mintdk besargulnak, emellett
erdsen csapadékosak lesznek, ami a fehérje, de inkabb az adduktum destabilizalodasat jelzi,
mivel nagy Ag-tartalomnal ilyen nem jelentkezik. Ha magas az Ag mennyisége, akkor a
kezdetben enyhén opalos mintdk a pH-valtozéas hatdsara nem opéalosodnak, hanem inkabb
csak feltisztulnak. Ez az Ag" és a LYZ kozotti gyenge kolcsonhatast jelzi, itt nagy eséllyel a
NaOH hozzaadasa el6tt nem alakul ki adduktum. A BSA-Au/Ag NCs-hez képest a LYZ
eltérden viselkedett az Ag jelenlétében, nagyon kevés Ag rendszerbe vitele is dramai hatassal

volt a mintdk optikai sajatsagaira (24. A) abra).
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24. abra:A) LYZ-Au/Ag NCs emisszios spekrumai eltéro Au/Ag tomegaranynal A)
0—3,3 m/m% Ag-tartalom mellett B) a teljes vizsgalt tartomdnyban, ngm = 5,10 umol,
cryz = 15 mg oldva {5,88 ml mintaban}, T = 40 °C, pH = 12, Jgerj = 370 nm. A sarga Au

jelzés a BSA-Au NCs (mau:mag = 1:0) emisszios maximumadn mért intenzitds értéket jeloli

azonos miiszeren mérve 3!

Nagyon alacsony Ag-tartalom mellett tulajdonképpen két parhuzamos csucsot lathatunk,
amiket A =660 és 570-575 nm maximumoknal detektdltunk. Nagy valoszintiséggel itt
kétféle NC jon 1étre, a tiszta Au NCs ¢és a kétfémes Au/Ag NCs. Ahogyan a 24. A) abra is
szemlélteti, amikor az Ag mennyisége 1 m/m% f6l¢ emelkedik, akkor a rendszerbdl teljesen
eltinnek a tiszta Au NCs kialakulasara utald emissziéos maximumok, és a kétfémes
szarmazékhoz rendelhetd emisszid kezd meghatidrozd lenni. Tovabbi érdekesség, hogy
csucsfelbontés elvégzése utdn az 1 m/m%-nal tobb eziistot tartalmazd mintaknal szintén két
csucsra oszthato fel a NCs emisszioja, de a masodik nem 660 nm (Au NCs), hanem 610 nm
koriili. Ez feltételezhetéen egy masik Osszetételit Au/Ag NC-hez tartozd emisszio, amiben
nagyobb az Ag-tartalom. A vizsgalt tartomanyon (1,5-10 m/m% Ag, 24. B) dbra) az Ag
megjelenésére az emisszios maximum 660 nm-rdl tehat elészor 570-580 nm-re tolodott el,
majd ezutdn tovabbi Ag hatasdra 610—620 nm-re. Két Osszetétel esetén tudtunk lokalis
maximumot azonositani, egyet 598 nm-en, ez lett a LYZ-II-Au/Ag NCs (~3 m/m% Ag,
naunag = 16:1), emellett 629 nm-nél (LYZ-1-Au/Ag NCs, ~ 8 m/m% Ag, nau:nag = 6:1). A
tovabbi optimalizalasi 1épéseket ezutan mindkét dsszetételen végrehajtottuk. A 10 m/m%
feletti eziistot tartalmaz6 mintdknal egyértelmli intenzitascsokkenés volt tapasztalhato,
emellett a minta szine is egyre mélyebb lett, jelezve a BSA-hoz hasonléan az Ag NPs
megjelenését. A tisztan Ag-6t tartalmazo rendszerben is kimutathatd minimalis emisszio,

ennek maximuma a mérési tartomanyon kiviil esett (> 700 nm). Tovabbi érdekesség a
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BSA-hoz képest, hogy ebben a rendszerben a LYZ-hoz tartoz6 emisszids csucs (450 nm)
intenzitasa is valtozik a fém Osszetétellel. JOl lathaté a 24. A) abran, hogy tiszta arany
mellett a legmagasabb ez az érték, és folyamatosan csokken, egészen a tiszta eziistig. A fém
nélkiil kezelt LYZ-hoz képest alacsonyabb a 440 nm-nél detektalhatdo cstcs intenzitdsa
2:3 Au-Ag molarany alatt (nincs abrazolva).

A fehérje mennyiségének megvaltoztatasa hasonld eredményt hozott a két kivalasztott
Osszetételnél. Alacsony LYZ-koncentraciok mellett plazmonikus NPs képzOdnek, sziniik
valamelyest eltér a BSA-nal tapasztalttol, itt joval mélyebb szinek észlelhetéek, amik
eltérnek a két dsszetételnél is. A LYZ-I rendszernél az alacsony fehérjetartalmii mintdk
(1-2 mg az 5,88 ml kezdeti fehérjeoldatban) esetén mar 30 perc utan lathat6 a plazmonikus
NPs megjelenése, a végtermék mély bordd szinli. Ezeknél a mintaknal tul alacsony a LYZ
mennyisége, ezért nem minden fémion képes adduktumot képezni a fehérjével, ami a
szinvaltozasbdl is lathatd volt, itt barna szinig jutnak a mintdk, ami nagyobb részecskék
jelenlétére utalhat. Ahol a szinvaltast (sarga-narancs) opalosodas kovette, ott kialakultak
lumineszcens NCs. A LYZ-felesleg 9-szeresre emelése (mau-hoz viszonyitva) mar
¢észlelhetd emisszios sav kialakulasat okozza. Ennél nagyobb LYZ-tartalom folyamatosan
ndveli a fluoreszcencia nagysagat, egészen 52,5:1,0:0,09 LYZ-Au-Ag tomegaranyig (45 mg
LYZ 5,88 ml oldatban). Nagyobb fehérjetartalomnal mar csokken az intenzitas, és a
legnagyobb mennyiségnél (150 mg) a fehérje aggregal, illetve makroszkopikus gélt képez.
A LYZ-1I rendszer hasonloan viselkedik, itt a kis LYZ-mennyiségeknél kialakul6 NPs
eleinte kék-fekete szintiek, majd mély lildk, ami nagyobb méretli NPs kialakuldsara utal.
Tobb fehérje mellett mar NCs jonnek létre, amit a mintdk narancsos szine jelzett.
Fluorimetrias mérések alapjan a 63,5:1,0:0,03 (60 mg LYZ) Osszetételnél értiik el a
maximalis intenzitast, efelett csokkenés mérhetd, illetve 120 mg fehérjénél lagy, 150 mg-nal
pedig tomorebb gél jon létre, ami nem képes benntartani az Osszes folyadékot, ezek
lemérésére nem is keriilt sor.

A homérséklet valtoztatdsa kozel azonos eredménnyel zarult, mint a BSA esetén
(25. A) abra). Az érték 40 °C-rol 25 °C-ra csokkentése vilagosabb szint, magasabb
emisszios intenzitdst €s alacsonyabb emisszios maximumot eredményezett mindkét
Osszetétel esetén. A Amax €rtéke egészen 597 ¢és 567 nm-re modosult a LYZ-I- és
LYZ-1I-Au/Ag NCs-nél, ezek narancssarga ¢és sarga emissziot jelentenek a megfelelé NCs-

nél, ami az UV-megvilagitas mellett késziilt felvételeken is jol kivehetd volt.
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25. abra: A) A homérséklet hatdsa a LYZ-1-Au/Ag NCs képzodésére (ngsmion = 5,10 umol,
RauNag = 5,8:1, cryz = 45 mg oldva {5,88 ml mintaban}, pH = 12). B) A fémtartalom
hatasa a LYZ-1I-Au/Ag NCs intenzitasara (Ngmion = 1,53—15,30 umol,nqu:nag = 15,9:1,
cryz = 60 mg oldva {5,88 ml mintaban}, pH = 12), Lninw: a minta emisszios intenzitasa,

Liorm: a fémtartalomra normalt intenzitds, Age;; = 370 nm 3!
A femtartalom véltoztatasat az eredeti koncentracidhoz képest 0,3—3,0-szeres tartomanyon
(1,53—15,30 umol) valtoztattuk (25. B) abra; a BSA-nal alkalmazott 28,69 umol értéket
nem hasznéltuk, mivel hasonl6éan alacsony emisszids intenzitas volt varhaté LYZ-nal is).
Mindkét esetben az alacsonyabb értékek nyujtottak nagyobb emissziot (fémtartalomra
viszonyitva), rendre 2,55 (LYZ-I) és 1,91 umol (LY Z-II) esetén, ezeken a koncentraciokon
a BSA-nal tapasztaltakkal egyezden itt is igen kozeliek a beiitésszamok.

A NaOH mennyiségének a hatasat vizsgalva megallapitottuk, hogy a NaOH esetén nem
volt lathat6 nagy hatas, ettdl fliggetleniil a legnagyobb emisszidt szolgaltatd mennyiségeket
valasztottuk, ami 470 ul volta LYZ-1és 370 ul a LYZ-II rendszereknél. A LYZ oldasi idejét
a BSA-hoz hasonl6an a kezdeti 1 6rar6l 15 percre tudtuk csokkenteni.

A szintézisido valamennyire eltérd hatassal volt a BSA-ndl tapasztaltakhoz
viszonyitva, ahogy az a 26. abran is lathato. Itt 24 6ra eltelte utan az emisszié még tovabb
emelkedett, még 72 o6randl sem mutatott csokkenést. Az érték viszont nem kiilonbozott
talzottan az egy napos idonél mérttdl, igy a tovabbiakban gyakorlati szempontokat is

figyelembe véve mindkét rendszernél ezt az értéket tekintettiik megfelelonek.
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26. abra: A szintézisido hatasa 0—48 ora tartomanyban a LYZ-1-Au/Ag NCs emisszios
szinképére, Ngsmion = 2,55 umol, nau:nag = 5,8:1, cLyz = 45 mg oldva {5,98 ml mintaban},
pH =12, t = 25 °C, Jgerj = 370 nm (szaggatott vonal: 24 éra, pontozott vonal: 48 éra) '*!

5.2.2. Az eloallitott egy- és kétfémes NCs jellemzése

A LYZ-Au NCs-re is talalhatunk kdzleményeket a szakirodalomban 2*7>!28 bar ezzel a
fehérjével kevesebbet foglalkoztak, mint a BSA-nal. Célunk esetiikben is a fluoreszcens
jelzdéanyagként val6 hasznalat volt, a NCs jellemzése a kutatocsoport cikkeiben fellelhetd
128130 Rgviden dsszefoglalva, az dltalunk eléllitott LYZ-Au NCs erés vords emisszidval
rendelkeznek, Amax = 650 nm (Agej = 350 nm). Ehhez az emisszidhoz 1,9 ps-os atlagos
¢lettartam tartozik, tovabba a NCs QY értéke ~ 4 %. A nagy élettartam hasonl6 LMCT vagy
LMCCT tipust atmenethez tartozhat, mint a BSA-Au NCs-¢, ¢s a jelenség szintén
foszforeszcencia lehet. Habar az ¢lettartamokat nem tudtuk méas munkakkal
dsszehasonlitani, a QY a ”* szerint 4,5 % volt LYZ-Au/Ag NCs-re (rodamin-B referencidhoz
viszonyitva), ami hasonlit az altalunk készitett mintakra. Az d&tmenet tipusa a BSA-nal nyert
eredményekbdl kiindulva itt is a S—Au(l) lehet. Bar a mintakrol nem késziilt UV-Vis
spektrum, sziniik alapjan kijelenthetd, hogy nem tartalmaztak plazmonikus Au NPs-et, Ag
NPs jelenléte pedig a nagyon alacsony Ag-tartalom miatt kizdrhatd. A tisztitds céljabol
elvégzett dializis kovetkeztében a minta Au-tartalméanak kozel 20 %-at elvesziti az ICP-MS
mérések alapjan, és erre utal az emisszid csokkenése is. A LYZ-Au NCs-et nem vizsgaltuk
XPS mérésekkel, de nagy valoszinliséggel itt is Au(0) és Au(l) alkotjdk a NCs-et. Az
emisszios spektrumok és a BSA-Au NCs eredményeit 0sszevetve ezeknél a NCs-nél is
valoszinli az Au(0) atomokbdl felépiilé mag, illetve egy azt koriilvevd Au(l)-S réteg, ami a
foszforeszcens atmenetet szolgaltatja. A HRTEM felvételek a LYZ esetén is igazoltak a

fémmagok kialakuldsat, és méretiiket 1,4 nm-nek allapitottuk meg. A NCs-re a du DLS

69



mérések alapjan valamivel nagyobb a BSA-Au NCs-nél (5,0 £ 1,4 nm a 4,7 + 1,8 nm-hez
képest), és a szabad LYZ-ndl is (3,9 nm '%), ami jol mutatja a nagyobb NC-magok
megjelenésének feszitd hatdsat a makromolekula térszerkezetére. A NCs kinetikai
stabilitasat 0,1 M ionerdsségli  PBS-pufferben is vizsgaltuk pH=7,4 mellett. A
meghatdrozott érték {=-15,4+2,7 mV volt. Az alacsonyabb érték azzal magyardzhato,
hogy a LYZ i.e.p-ja sokkal magasabb, mint a BSA-¢, ettdl fiiggetleniil a NCs kinetikai
stabilitasa fizioldgids koriilmények kozott jo. Az emisszids spektrumok valtozasat is
megfigyeltiik a pH fliggvényében, és a NCs a fehérjék igen eltérd tulajdonsagai ellenére
valamelyest meglepd moédon a BSA-Au NCs-kel hasonldan viselkedtek. A FT-IR és CD-
mérések a BSA-hoz hasonlo eredményeket szolgéltattak, és a szerkezet rendezettségének
csokkenését mutattak.

A LYZ-Au/Ag NCs-nél el6szor az egyes NCs valos fémtartalmat hataroztuk meg, mivel
a BSA-Au/Ag NCs-nél is tudtuk, hogy a tisztitas lecsokkenti a fém mennyiségét. Az ICP-
MS mérések eredményei alapjan az eredeti fémtartalomnak csak 65 (Au) és 80 %-a (Ag)
marad meg a tisztitds végére, ennek hatasara a NCs Osszetétele a kezdeti 92:8 (LYZ-I) és
97:3 Au-Ag tomegaranyokrol (LYZ-II) 90:10 ¢és 96:4 értékekre valtozott. Mivel a LYZ
molekulatdomege 14,3 kDa, igy a dializis soran lehetséges volt az anyag membrénon
keresztiil (vagasi értéke 14 kDa) torténd tavozasa. Ennek nem tapasztaltuk jelét a tisztitas
soran, illetve a membranon beliil még nott is a minta térfogata, kdszonhetéen a membran két
oldalan 1év6 oriasi koncentraciokiillonbségnek.

A fémionok redukcidjat XPS adatok értelmezésével probaltuk igazolni. Eziist esetén
ezeknél a NCs-nél is tul alacsony volt a jel, igy itt is csak az aranyra nyertiink informéciokat.
A fém a mérések alapjan leginkabb Au(0) formaban volt a mintdkban, az Au 417, és 4fs)
értékeket rendre 84,1-84,2 eV és 87,8—87,9 eV kozotti tartomanyon mértiik. A BSA-Au/Ag
NCs-hez viszonyitva itt is feltételezhetd az Au(l) forma jelenléte, de mennyisége biztosan
alacsonyabb.

A termék NCs narancs ¢s sarga emissziokkal rendelkeztek, a pontos maximum helye
a LYZ-I rendszernél valamivel magasabb, 600—610 nm (Agerj = 370 nm), mig LYZ-II-nél
Aem =565-575nm. A kétfémes NCs fémtartalomra vonatkoztatott intenzitasa
6,6-7,4-szeresére emelkedett a LYZ-Au NCs-hez képest. A kordbban is emlitett
csucsfelbontast alkalmazva itt is tobbféle (legalabb 2) dsszetételit NC alkothatja az egyes
termékeket: LYZ-I esetén a magasabb, mig LYZ-II esetén az alacsonyabb Ag-tartalmt NCs

vannak tobbségben. A fluoreszcens jeldléshez hasznalt NCs fontosabb optikai jellemzdit a
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2. tablazatban foglaltuk Ossze. A QY ezeknél a NCs-nél is jelentésen megnétt az Ag
hatdsdra. Mig az egyfémes NCs-re ~1,54+ 0,43 % volt jellemzd, addig a
LYZ-I-Au/Ag NCs-n¢l ez 7,44+0,59 % ¢és a LYZ-II rendszernél 4,78 +0,34 %-ra
emelkedett (azonos koriilmények kozott meghatarozva). A LY Z-Au NCs-re itt is megjelenik
az eltérés az egyes publikdciok kozott (lasd '2® és !°°), okai megegyeznek a kordbban
leirtakkal; az eredményeink a 73 hivatkozasban kozolt értékkel (4,5 %) viszont jol

Osszeegyeztethetok.

2. tablazat: A fluoreszcens jeléléshez haszndlt NCs fontosabb optikai jellemzdi 313!

Tipus Agerj (NM) Aem (NM) QY (%)
BSA-Au NCs 350 660 1,47 £ 0,41
LYZ-Au NCs 350 645 1,54 +£ 0,43

BSA-Au/Ag NCs 365 622 2,47 +0,61
LYZ-I-Au/Ag NCs 370 603 7,44 £ 0,59

A két NC fluoreszcencia élettartamat itt is harom tag adja az egyes hullamhosszokon.
Hozzéarendelésik a  fotonkibocsatassal — jar6  folyamatokhoz  megegyezik a
BSA-Au/Ag NCs-nél leirttal, a legnagyobb hozzéjarulést ezeknél is a pus-os komponens adta,
akar 99,17 és 96,4 % mértékben a LYZ-I- és LYZ-II-rendszereknél '*°. Ezek értéke
ugyanebben a sorrendben 5,83 + 1,24 us ¢és 580 £ 30 ns volt. A legkisebb komponens
1,5£0,2ns és 1,3£0,2ns volt, 0,16 % ¢és 10,26 % hozzajaruldssal. A kozbensd tag
hozzéjéarulasa 0,68 % és 9,6 %, értékiik 178,5 + 70,7 és 6,8 £ 0,6 ns. A nagyobb hozzajarulas
az elso tagnal nem meglepd, hiszen alacsonyabban van az emisszi6s maximuma, és nagyobb
az atfedés a fehérje csucsaval. Mivel a kétféle rendszer kozott nagy eltéréseket lattunk, ezért
megismételtiik ezeket a méréseket. Az (1j méréseket a BSA-Au/Ag NCs-hez hasonldan tobb
hulldmhosszon is elvégeztiik. A LYZ-I-Au/Ag NCs-nél a NC-cstcs hdrom tagra bonthato
(Aem = 540—700 nm kozott): a legnagyobb 3,92 us 700 nm-en, és 1,25 pus-ra csokken
580 nm-en, mig 540 nm-nél nem észlelhet6. A tobbi tag a 3. tablazatban lathato, a
megfeleld hozzajarulasokkal. Jol lathatd, hogy magas hulldmhosszakon pontatlanabb az
illesztés, ezért itt feltételezhetd egy negyedik tag jelenléte is. A négy paraméteres illesztések
eredményei az F1. tablazatban lathatok. A legnagyobb tag 11,1-11,6 pus-nak adddott, de
figyelembe véve a mérés korilményeit (13,2 us méréstartomany) ez az ért€k nem
megbizhatd, ezért nem sikeriilt a negyedik, kifejezetten ehhez a rendszerhez tartozé tagot

beazonositanunk. A LYZ-II rendszernél egyszeriibb az adatok értelmezése, mert itt akar két
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tag is elegendd pontos eredmények szamitasahoz (F2.tablazat). A két tag rendre

0,92—1,10 ps és 5,7-7,0 ns, hozzajarulasuk 95,2-97,1 % és 2,9-4,8 %.

3. tablazat: A LYZ-1-Au/Ag NCs élettartalom értékei ot kivalasztott hullamhosszon

Illesztés harom paraméterrel

) (nm) 540 580 620 660 700
11 (ps) 1,71 4,50 9,82 2225 11,69
1 (ps) 1,0 1549 3603 4630 5619
13 (js) 0479 1246 2,004 2,935 3928

A1 (%) 41,36 5,76 0,90 0,16 0,15
Az (%) 14,47 7,55 7,73 7,54 6,78
A3z (%) 44,17 86,69 91,37 92,30 93,07
v 1,097 1,172 1,303 1,683 1,387

A nagyobb tag megjelenik a LYZ-I-Au/Ag NCs-n¢l is 580 nm-nél, ami tovabb igazolja a
kevert emisszid, €s ezzel a kevert 0sszetétel tényét. Hairom tag esetén szintén a legnagyobb
1,12-1,76 ps, a tobbi tag az F3.tablazatban lathato. Ezen rendszernél eredményeink
(kifejezetten a 11) tehat nem pontos adatok, inkdbb két tag atlagos értékei lehetnek a két
osszetételbdl, amik emisszids maximumai 570 és 610 nm. Attérve a LYZ cslcséra
(F4. tablazat), LY Z-1 esetén haromparaméteres illesztéssel a tagok rendre 7,92 ns, 2,43 ns
és 0,40 ns, amik jol megfelelnek a Trp sajat élettartamainak €s a hidrofob kozegben
megjelend harmadik tagnak is '8, LYZ-II esetén a harom tag kiviil esik a fehérjékben
véarhato értékektol 138 négy tagnal viszont az elsd harom (0,40 ns, 2,43 ns és 7,92 ns) mind
a LYZ-I, mind a Trp értékeivel egyezik. A negyedik tag beazonositasa itt is bizonytalan. A
meért adatokat mas NCs-kel csak Au-Mo rendszernél tudtuk Osszehasonlitani, itt 1,87 ns
4tlagos élettartamot adtak meg 8. Ez az élettartam (hem = 642 nm Agerj = 490 nm mellett)
hasonlit az altalunk készitett NCs kék emisszidjahoz tartozd értékhez (Trp masodik tag),
viszont az eltéré fém (Mo(Il)) jelenléte miatt nem lehet tovabbi kovetkeztetéseket levonni.
CD mérésekkel igazoltunk, hogy a fémmagok megjelenése megnyujtja a fehérje
lancait. Az a-hélix tartalom 15,7-15,8 %-16l teljesen eltiinik, mig a B-kanyar elemek
0,3-3,9 %-r6l 15,0-17,3 %-ra emelkednek. Ez Osszhangban van az Au NCs-nél tett
megallapitdsokkal 7!, ahol a 40 % o-hélix tartalom 28 %-ra csokken, és B-kanyar elemek

jelennek meg helyette. Emellett 3—4 %-kal megnd a f-red6 hozzajaruldsa, mig a rendezetlen
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szerkezet csokken 0,5-1,5 %-kal. A Reed-modell adatai abszolutértékben nem feltétleniil

helyesek, de a valtozasok iranyat megfeleléen mutatjak.

5.3. Poliszacharid-alapu kolloid részecskék fluoreszcens jelolése

5.3.1. Az egyfémes NCs kolcsonhatdsa a poliszacharid-alapu kolloid részecskékkel

A jeldléshez készitett kétféle tipusu hordozd NP-t az ionos gélesedés moddszerével allitottuk

t 2% sematikus

eld. Részletes jellemzésiik egy korabbi publikacioban mar kozlésre kertil
szerkezetlik a 16. abran lathat6. A komplex kompozit rendszernél a TPP és HyA szimultan
adagolasa tomorebb részecskéket eredményezett, szerkezetiikben a poliszacharid molekulak
egyenletes eloszlasa feltételezhetd. A mag-héj szerkezetnél a TPP-vel keresztkotott Chit-
magot egy lazdbb HyA-héj) veszi koril. A kb. 6,6-szer nagyobb méreti HyA
makromolekuldk nem képesek behatolni a tomor, keresztkotott Chit molekuldk koz¢, emiatt
az ilyen médon kialakitott NPs mérete nagyobb lett a komplex kompozit szerkezetéhez
képest. A hordozo6 részecskék méretét DLS méréssel hataroztuk meg vizes kdzegben, az
eredmények alapjan elkészitettiik a méreteloszlasi diagramokat is. Az azonos Osszetételli
(40:1 mchi:muya tomegaradny) mintdknal a du a varakozasoknak megfeleléen nagyobb volt
a mag-héj (187,7 = 2,5 nm), mint a komplex kompozit szerkezet esetén (135,4 + 3,6 nm),
ami igazolja a vart szerkezet kialakulasat. A feliileti toltés és kolloidstabilitds meghatarozésa
érdekében (-potencidl méréseket hajtottunk végre. A szintézis koriilményei mellett
(pH =4,55-4,60) a (-potencial érteke +11,9—13,3 mV lett, ami azt jelzi, hogy ilyen
viszonyok kozdott a NPs nem tul stabilak. A kozeg higitasa utan ez az érték +15,4—20,6 mV
lett, ami minimalis stabilitdsnovekedést jelent, de hosszabb tdvon még aggregacio 1éphet fel
ilyen koriilmények koézott. A NPs centrifugalasa és tjradiszpergaldsa utdn a (-potencial
érteke Milli-Q vizben +60—70 mV-ra emelkedett, bizonyitva, hogy a mintdk stabilitdsa
jelentésen fiigg a matrixtol, kiilonosen a pH és ionerdsség értékétdl. Ha a hordozd NPs
tokoferol (TCP) hatéanyagot is tartalmaztak, akkor tulajdonsagaik kissé megvaltoztak. A
hatoanyag jelenléte megndvelte a rendszerek (-potencialjat +14,2—20,6 mV-ra a pufferelt
kozegben, ezzel megnovelve a részecskék kinetikai stabilitdsat. A fenn emlitett kétféle
szerkezetli poliszacharid részecske fluoreszcens jelolését eldszor az egyfémes BSA-és LY Z-
Au NCs-kel hajtottuk végre. Elsdként az utdlagos jelolést alkalmaztuk, azaz tulajdonképpen
titraltuk a hordozo kolloid részecskéket tartalmazéd diszperzidt a fluoreszcens NCs-et
tartalmazé vizes diszperzidval. A jeloléshez sziikséges mnordozo:mnc tOmegarany

megallapitasa céljabol vizsgaltuk a tdomegarany valtoztatdsanak hatasat a teljes rendszer
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stabilitdsara mind kinetikai, mind optikai értelemben. Célunk a NCs méretre, {-potencidljara,
illetve a rendszer fluoreszcenciajara gyakorolt hatdsdnak kdvetése volt. A mérések soran azt
vettiik észre (27. A) és B) abra), hogy a NCs nagyon kis mennyisége eleinte valamelyest
noveli a zéta-potencial értékét, de utdna gyorsan csokkenti azt, koszonhetéen annak, hogy a
negativ toltésli NCs elektrosztatikus kolcsonhatast alakitottak ki a kolloid részecskékkel, és

kompenzalni kezdték annak feliileti toltéseit.
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27. abra: A) A du és a (-potencial valtozasa utolagos jelolésnél: mcnimmya = 40: 1 mag-héj
részecskek jelolése BSA-Au NCs-kel B) a {-potencial valtozasa utolagos jelélésnél
LYZ-Au NCs-kel, és a semlegesitési pont megallapitasahoz hasznalt illesztett gorbék '>°

Megallapitottuk, hogy a hordozoé részecskék feliiletén jelenlévd poliszacharidok tipusa €s
mennyisége fliggvényében valtozik a rendszerek semlegesitési pontja ({ = 0 mV). Ha azonos
hordozo részecskéknél vizsgaljuk a két kiilonbdz0 NC hatésat a kinetikai stabilitasra, akkor
azt lathatjuk, hogy tobb LYZ-Au NC sziikséges a poliszacharid részecske teljes attdltéséhez,
amit nagy valosziniiséggel eldbbiek alacsonyabb Ossztoltése magyaraz. A 10:1 mcpimuya
tomegaranyu, mag-héj tipusu részecskéknél 0,0648 NC-hordozd tomegaranynal torténik
meg az attoltés a BSA esetén, mig a LYZ-Au NCs-nél ez az érték 0,1035, ami azt jelenti,
hogy a BSA-Au NCs-hez viszonyitva koézel 60 %-kal nagyobb mennyiség sziikséges
ezekbdl a NCs-bol. Maradva a hasonld szerkezetii, de kevesebb HyA-at tartalmazé
hordozoknal (40:1 mcpicmpya), a semlegesitési pont 0,1222 és 00,2548 aranynal lesz
kimérhetd. Ha megvaltoztatjuk a hordozoé szerkezetét (komplex kompozitra), akkor tobb NC
kell a semleges toltés eléréséhez (pontosan 0,1064 ¢s 0,2091 NC-hordoz6 aranynal), tehat a
mag-héj tipushoz képest 13 és 18 %-kal kisebb mennyiségii NC képes megko6tddni a hordozo
részecskék feliiletén. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a negativ feliileti toltéssel rendelkezd

Au NCs jobban képesek megkdtddni a komplex kompozit tipusti gyogyszerhordozd
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részecskék feliiletén. Ez a megfigyelés megerdsiti a korabban tett feltevést, miszerint a
kialakul6 kolcsonhatés elektrosztatikus.

A jelolés méretre gyakorolt hatasat vizsgéalva azt tapasztaltuk, hogy a NCs
adagoléasaval szisztematikusan nott a részecskék mérete a magasabb (-potencidlok
tartomanyaban, majd a stabilitas erdteljes csokkenésekor gyorsan megugrik a méretiik a pm-
es tartomdnyba, és 5 mV alatt mar részlegesen aggregalt is a rendszer. A semlegesitési pont
elérése utan az Osszes jelolt hordozé részecske aggregal és kitilepedik, tovabbi NC-adagolas
utan pedig mar a a teljes rendszerre negativ {-potencial értékeket kaptunk, ami szabad NCs
jelenlétét feltételezi a kozegben. Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a kolloid
részecskék feliiletének attoltése nem lehetséges, mert a semlegesitési pont kdrnyezetében
annyira instabil lesz a rendszer, hogy elkeriilhetetlen a hordozok teljes destabilizalodasa.

A jelolési reakcio kvantitativ vizsgalata utan meg akartuk allapitani, hogy a szintézis
kozbeni vagy szintézis utdni jelolés-e a jobb modszer. Ehhez a kisérletsorozathoz harom
kiilonbozd Osszetételben készitettiik el a szintézis kdzben jelolt rendszereket. Az eldallitas
soran a NCs-et a HyA-TPP vagy a TPP oldathoz adtuk hozza, ¢és azt kevertiik a pufferelt
Chit oldatdhoz. A mag-héj tipusi mintandl a NCs ezéltal a Chit-TPP magba kertiltek.
Végeredményként azt vartuk, hogy a NCs egyenletesen fognak eloszlani a hordozé
részecskékben. Az utdlagosan jelolt rendszerek koziil is kivalasztottuk a megfeleld
Osszetétell mintakat, itt a NCs feliileten valo feldusulasat feltételeztiik, mivel a NCs
méretiiknél fogva nem lennének képesek behatolni a NPs belsejébe. Az eredményeink
bizonyitottak, hogy a két mddszerrel erdsen eltérd termékeket kaptunk, ami szabad szemmel
is érzékelhetd volt. Az utdlag jelolt részecskék turbiditasa egyértelmiien nagyobb volt, DLS
mérésekkel pedig igazoltuk, hogy méretben ezek jelentdsen, kb. 10—58 %-kal nagyobbak
lettek, mint a jel6lni kivant részecskék (pl. 40:1 mchimuya mag-héj részecskék + BSA-Au
NCs: du = 148,4 £ 2,7 nm, PI 0,198 jelolés elott; 160,6 £ 3,7 nm, PI 0,199 parhuzamos
jelolés, 191,3 £ 1,1 nm PI1 0,223 utodlag jelolés). A részecskeméret emelkedett a parhuzamos
jelolés esetén is (kb. 1-15 %-kal) a jeloletlen részecskékhez képest. A mérési eredmények,
illetve egyéb szerkezetre gyakorolt hatdsok alapjan a kovetkezd észrevételeket tettiik:
egyrészrol a parhuzamos jelolés kisebb részecskéket szolgaltat, és a vordsen emittalo NCs
egyenld mértékben vannak benniik eloszlatva. Ez azt jelenti, hogy azonos méretli
részecskéket Osszehasonlitva ilyen modszerrel tobb NC juttathatdé a rendszerbe. A
parhuzamos jelolés hatranya viszont az, hogy a folyamat jelentdsen meg is valtoztatja a jelolt

hordozdk szerkezetét, igy potencialis hatéanyag-kapszulazasi és kioldasi sajatsagait is. Ezen
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kiviil ez a megoldas megneheziti az utdlagos hatéanyag-megkotést is, mivel a részecskék
belsejében elhelyezkedd fehérjemolekulak nem érhetdk el a hatéanyag-molekuldk szdmara,
illetve bizonyos, hogy a mésodlagos szerkezetiik is jelentdsen megvaltozik a részecskén
beliil. Az utolagos jelolésnél nagyobb méretii és kisebb stabilitasu részecskéket kapunk, az
ilyen rendszerek kevesebb fluoreszcens jel6ld NC-t képesek megkotni, ha azokat azonos
méretll, szintézis kozben jeldlt részecskékkel hasonlitjuk dssze. Ebben az esetben a NCs a
hordoz6 feliiletén talalhatok, ezért konnyen hozzaférhetok tovabbi, fehérjéhez kotdédo
hatoanyag kapszuldazasahoz, illetve a fehérjeszerkezet is kevésbé valtozik. Kiilonos
észrevétel még, hogy minél tobb HyA taldlhatd a hordozd részecskék feliiletén, annal
kevésbé novelik meg a NCs azok méretét: 40:1 mcni:muya komplex kompozit részecskékre
32—-58 %, mag-héj részecskéknél 29—46 %, mig 10:1 ardnynal csak 6—10 %. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy a beépiild NCs a kiilsé rétegben, a HyA molekuldk kozott helyezkednek
el. A fehérje feliileten elhelyezése tovabbi elonyokkel is jar, ugyanis lehetdvé teszi a
megfeleld receptorokon keresztiil a jelolt hordozok célzott szovetbe juttatasat. E
megfontolasokat kovetve, a jovobeli felhasznaldsi lehetdségeket is figyelembe véve a
tovabbi kisérletekben az utdlagosan végrehajtott jelolést vizsgaltuk.

A fluoreszcens jelolés hatékonysagat abban az esetben is vizsgaltuk, amikor a hordozo
részecskék hatdanyagot is tartalmaznak. A vizsgalat f6 szempontja az volt, hogy
megallapitsuk azt, hogy a hidrofoéb hatéanyag (TCP etanolban feloldva) megjelenése a
rendszerben hatranyosan befolyasolja-e a NCs megkotodését. Elso 1épésben ezért
megvizsgaltuk a NCs tiiréképességét a megvaltozott kozegben. A hordozé részecskék sem
az etanol, sem a TCP jelenlétében nem mutattak semmilyen valtozast (pl. fluoreszcencia
csokkenését vagy megsziinését, sem szines aggregatumok képzddését), egyediil a vizben
rosszul oldodd TCP képzett csak részecskéket. Az eldzetes stabilitasi vizsgalatok lehetové
tettek, hogy a TCP-lal toltott poliszacharid részecskéket is megvizsgalhassuk. A
mintakészités ezeknél a méréseknél a korabbiakkal megegyezett, viszont itt a TCP-t a HyA-
TPP (komplex kompozit rendszer) vagy a TPP-oldathoz (mag-héj tipus) adva juttattuk a
részecskékbe, ezutan pedig elvégeztik a mintdk fluoreszcens jelolését is. A mintdk
stabilitasat itt is DLS és (-potencidl mérésekkel igazoltuk. Az eredmények alapjan
kijelenthetjiik, hogy a TCP rendszerbe juttatdsa valamennyire noveli a részecskeméretet
(5—16 %). A C-potencidl értéke a mintaknal +19,4-23,6 mV-nak adodott, tehat a NPs nem
veszitettek stabilitdsukbol, és bebizonyosodott, hogy a hatéanyagot kapszulazé részecskék

is sikeresen jelolhetok a NCs-kel.
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Attérve a rendszerek optikai jellemz&ire, az utélagos jelolés sikerességét ellendrzendd
egy Horiba Jobin Yvon FluoroMax-4 késziilékkel megvizsgaltuk az egyes mintdk emisszids

intenzitasat, az eredményeket a 28. A) és B) abran mutatjuk be.
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28. abra: Az AIE megjelenése LYZ-Au NCs-kel valo titralas sordn A) az mchiz:mpya = 40:1

osszetételii komplex kompozit és B) a mag-héj szerkezetii kolloid részecskék esetén '°

Minden sorozatnal 6t-6t mintat valasztottunk a kordbbi stabilitasi vizsgalatoknal hasznalt
Osszetételekbdl (mnc:Mhordozs). Az emisszids gorbék rogzitése utan megvizsgaltuk az I/lp
értékek valtozasat, hogy lathassuk, milyen hatdssal van a jelolés a NCs fluoreszcencidjara.
Az 1o megallapitasahoz sziikségiink volt iires mintakra, amik a vizsgalt kozegben csak a NCs
lathato, hogy a fluoreszcencia erdsddik a jeldlési reakcid hatasara. Ez a hatas elenyészo
BSA-Au NCs esetén (abrat nem is mutatunk be), viszont szembetiind a LY Z-mal stabilizalt
NCs-nél. A hordozé szerkezete nem befolyasolta a reakciét a BSA-nal stabilizalt NCs-nél.
A komplex kompozit hordozok esetén a LYZ-Au NCs hasznalata a még kinetikailag stabil
tomegaranynal (0,08) ~2,2-szeresére novelte az emisszios intenzitast (28. A) abra), mig a
mag-héj szerkezetli részecskéknél ~2,8-szeresére (mnc:Mnordozs = 0,06, 28. B) abra). A
kiemelkedd novekmény mogott valoszintileg az ismert AIE jelenség allhat.

A hordozd NPs szerkezete €s Osszetétele szerint 6sszehasonlitva a jelolés eredményeit
azt tapasztaltuk, hogy eltérések jelentkeznek az egyes mintak kozott. Mag-héj szerkezetnél
a feliileten 1év6 nagyobb HyA mennyiség (mchi:muya = 40:1 vs. 10:1) miatt csak kevesebb
NC-t lehet a feliileten megkotni, igy természetesen a fluoreszcencia intenzitasa is kisebb lett.
Ez a mennyiség valamennyire megnovelhetd, ha a szintézissel egyszerre végezziik el a
fluoreszcens jelolést is, itt viszont mérlegelniink kell a korabban leirt, szerkezetre gyakorolt

hatasokat. Fontos még megemliteni, hogy azonos mennyiségli NC hasznélata az eltérd
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Osszetételli hordozoknal mas stabilitdst és méretet eredményez, hiszen a tobb HyA-at
tartalmazd mintdk nagyobb intenzitassal fluoreszkalnak, de ugyanakkor alacsonyabb a
kolloidstabilitasuk, emellett méretiik is nagyobb lesz. Osszehasonlitva az eltérd szerkezet
hatasat egyforma Chit-HyA Osszetételnél azt lathatjuk, hogy a mag-héj szerkezet esetén
nagyobb a fluoreszcencia. Ezeknél a részecskéknél nagyobb a HyA mennyisége a feliileten,
ezért a feliileten nagyobb lokalis negativ toltés van, emiatt a részecske nagyobb mennyiségii
LYZ-Au NCs-t lehet képes megkotni.

A NCs tipusa tekintetében megvizsgalva a jelolési reakciok kozti eltérést, a LYZ
esetén mért nagyobb fluoreszcencia értékek egyszerlien szarmazhatnak a LYZ-Au NCs
nagyobb mennyiségétdl. Mivel a hordozok feliiletén a NCs sokkal stirlibben helyezkednek
el, mint egyébként a BSA-Au NCs képesek lennének, igy az egyes objektumok kozti
lecsokkent tavolsag hatasara kialakulhat az AIE jelenség. Az alkalmazott koriilmények

mellett (pH = 4,50) a szabad BSA molekula tdltése kozel esik annak i.e.p-jadhoz 2168

, mig a
szabad LYZ i.e.p-ja ettdl joval messzebb, pH =11 kérnyékén taldlhat6 7°. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy erdsebb elektrosztatikus kdlcsonhatas képes kialakulni a hordozo
részecskek feliiletén 1évo HyA-lancok és a NCs-et stabilizald LYZ molekulak kozott, mint
BSA-nal. Elméletiink szerint a NCs megkotddésekor a kialakuld elektrosztatikus
kolesonhatdsok merevebbé teszik a fehérje laza szerkezetét, a HyA molekuldk kozelsége a
LYZ-Au NCs-hez pedig valamilyen modon erdsiti azok emissziojat. Korabban lathattuk,
hogy azok a hordozo részecskék, amelyek feliiletén tobb HyA taldlhato, kisebb
méretndvekedést mutatnak a BSA- és LYZ-Au NCs jelenlétében is. Lehetséges, hogy a
nagyobb kontaktus miatt a HyA molekuldi jobban gatoljak a LYZ esetén a NCs-et stabilizalo
fehérje szabad mozgasat. Ez magyarazhatja azt, hogy miért nem csokken a fluoreszcencia
intenzitasa BSA-Au NCs-nél és miért emelkedik dramaian a LYZ-Au NCs-nél, valamint
hogy a nagyobb mennyiségii HyA-at tartalmaz6 mag-héj tipusu hordozokndl miért volt
erdsebb a fluoreszcencia azonos mennyiségii NC alkalmazasakor is.

A jelolt részecskék esetén fontos volt meggy6zddniink a jelolés ,,erdsségérdl”, illetve
hogy a jel616 milyen kdnnyedén tavolithato el, moshaté le a poliszacharid hordozordl. Meg
akartunk emellett arrol is bizonyosodni, hogy mekkora az a legkisebb NC-mennyiség, ami
megbizhatdéan mutat fluoreszcenciat. Ezek érdekében a jeldletlen részecskékbdl, illetve a

crer

nyomdazasi technikaval mintakat vittiink fel mikroszkop targylemezekre '*°. A megoldas

78



hatékony volt mind a jeldletlen, mind a kozel semleges toltésii (sok aggregatumot

tartalmazd) mintaknal (1asd a 29. abra).

29. abra: Fénymikroszkopos felvételek a mchiz:muya = 10:1 mag-héj részecskék
LYZ-Au NCs-kel térténd jelolésérol (myc:mnordozs = 0,020) A) felvétel normal
megvilagitassal, B) felvétel fluoreszcens médban (voros szinsziirével, A = 650—750 nm) '*°

A jeldletlen hordozok a varakozasoknak megfeleléen nem mutattak emissziot, ami azt is
igazolta, hogy a részecskék nem rendelkeznek sajat fluoreszcenciaval. A kevés NC-t
tartalmazé rendszereknél viszont nem volt elégséges a jel6ld6 mennyisége, ott ugyanis nem
volt lathatdo a NCs jellegzetes szinli sugarzasa. Ezeknél a mintdknal a részecskék
destabilizdlasa érdekében NaOH-ot adtunk a mintdkhoz, hogy annak segitségével
aggregaltassuk a jelolt, gyengén fluoreszkald hordozorészecskéket. A mintakrol késziilt
fényképek igazoltak, hogy a NCs-kel elvégzett jeldlés eredményes volt. Habar a NaOH altal
okozott destabilizalas megkeményitette a képz0do aggeregatumokat, mar a kis mennyiségi
Au NC is észlelhetd mennyiségili emissziot produkalt, ami bizonyitotta a NCs jelenlétét a
hordozd részecskéken. A kozel semleges toltésti jelolt részecskéknél a technika
eredményesen erdsitette az emissziot, ami azt is lehetdvé tette, hogy az egyes rendszereket
0ssze tudjuk hasonlitani. Azt tapasztaltuk, hogy a BSA-Au NCs-kel jelolt NPs-hez képest a
LYZ-Au NCs mindegyik esetben erdsebb emisszidt adtak, ezzel igazoltdk a fluorimetrias
eredményeinket. A lathat6 eltérést okozhatta a LYZ-Au NCs nagyobb mennyisége (ezekbdl
ugyanis tobb volt sziikséges a toltéssemlegesség eléréséhez), ezért megvizsgaltunk olyan
mintdkat, ahol a kétféle NC mennyisége megegyezett. Ebben az esetben is azt észleltiik,
hogy a LY Z-tartalmi mintdk mutatnak intenzivebb emissziot, tehat a jelolési kisérleteknél
egyértelmiien a LYZ-Au NCs bizonyultak jobbnak. A jeldlés sikerességének igazoldsat
kovetden megvizsgaltuk annak stabilitdsat is. Ehhez az egyes mintakat vizzel mostuk a

targylemezre helyezés eldtt és utan is. Az elsd esetben a mintdkat centrifugéaltuk, majd a
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feliiliszo cseréje utan a jelolt NPs-et visszadiszpergaltuk, és a targylemezre vittiik a korabbi
technikdval. A masik mddszernél a mar a targylemezen 1€v0, beszaritott mintara vizet
cseppentettiink, ami feloldotta a maradék pufferbdl szarmazo sokat, illetve a meg nem kotott
vegylileteket. Elegendd oldasi id6 utan a feliileten 1évé folyadékot eltavolitottuk, majd a
mintat ismét kiszaritottuk. Mindkét eljarasndl megfelelé6 nagysagti volt a mintdk
fluoreszcencidja az észleléshez, ami azt jelenti, hogy a hordoz6 és fluoreszcens jel6l6 kozott

megfelelden erds kolcsonhatas alakult ki, hogy elkertiljiik a tisztitas soran azok kimosodasat.
5.3.2. A kétfémes NCs kélcsonhatasa a poliszacharid-alapu kolloid részecskékkel

A hordozé kolloid részecskék jelolését elvégeztik az Ujonnan eldallitott kétfémes
Au/Ag NCs-kel is. A LYZ-Au/Ag NCs koziil a LYZ-I rendszert hasznaltuk, mert ennek
emisszidja kozelebb esett a felhasznalasnal preferalt tartomanyhoz (Aem > 600 nm *7). Az
egyes NC-hordozd tomegaranyok esetén elsOként a kialakuld rendszerek méretét (dn)

vizsgaltuk, eredményeinket a 30. Abran mutatjuk be.
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30. abra: A mag-héj szerkezetii (mchir:muya = 40:1) hordozo részecskék méretének (dp)

valtozasa A) a BSA- illetve B) a LYZ-1-Au/Ag NCs hatasara eltérd NC/hordozo

tomegardanyok kialakitasa esetén 3!

A jelolés megvalodsitdsa érdekében elséként a mag-héj szerkezetli rendszert titraltuk a
kétfémes NCs-kel. A mintdk mindkét vizsgalt NC-nél nagy stabilitast mutattak, és
viszonylag nagy mennyiségli NC-t lehetett a poliszacharid részecskékhez adni azok
aggregacioja nélkiil. Ez jelentds eltérés a korabban vizsgalt egyfémes Au NCs-t6l, ahol a
rendszer 0,2 mnc:Mhordozs arany elérése eldtt mar teljesen aggregalt és kitilepedett. Nagyon
magas tomegaranyoknal, ahol a NC mennyisége mar nagyobb a hordoz6énal (mnc:mhordozo

> 1), a rendszer tovabbra is stabilnak tlinik, viszont lathaté mennyiségi iiledék jelenik meg
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a mintak aljan. A mag-héj tipust hordozonal (40:1 Chit-HyA arany) a BSA-Au/Ag NCs-kel
torténd titralas kozben a méret folyamatosan emelkedik 700—750 nm-ig, egészen a kétszeres
NC mennyiségig (mnc:Mhordozo ~ 2) (30. A) abra), mig a LYZ-I-Au/Ag NCs-nél a méret
csak 400 nm-ig emelkedik (30. B) abra). Az iilepedés mértéke elenyész0 az egyes
mintaknal, de természetesen arulkodik a stabilitas lecsokkenésérdl. A latottak alapjan erésen
feltételezhetd, hogy a poliszacharid részecskék nem képesek bizonyos mennyiségnél
nagyobb NC-t felvenni, toltésiik megsziinését kovetden destabilizaldédnak és aggregalnak.
Ez a jelenség is megerdsiti azt a feltételezést, hogy a poliszacharid részecskék feliiletét nem
lehet attolteni. A szabad NCs ezzel szemben kinetikailag stabilabbak, de csak nagyobb NPs
kialakulasat kovetden maradnak szuszpendalva a kozegben. Ha megndveljiik a HyA
mennyiségét a hordozéban (10:1 tomegarany), az aggregdcid6 mar hamarabb,
~ 1,5 mnc:mhordoze tOmegarany elérésekor jelentkezik, €s a rendszer atlagos atmérdje is
nagyobb lesz (>1000 nm). A részecskék stabilitasat a {-potencial értékek megallapitasaval
is igyekeztiink aldtdmasztani. Szinte minden esetben magas értékeket mértiink, pufferelt
kozegben +20 mV, Milli-Q vizben +60 mV koriili értékeket kaptunk az egyes titralasi
pontokban. Ez az érték csak akkor csokkent észrevehetden, amikor a mintakban mar
kitileped6 aggregatumok jelentek meg. A mért magas (-potencial értékek a rendszer
stabilitdsanak értelemzésében olyan szempontbol megtévesztoek, hogy ezek a rendszerre, és
nem az egyes NPs-re jellemz6 adatok. Még abban az esetben is magas volt a mérhet6 érték,
amikor mar iiledék képz6dott a mintak aljan, mert ekkor a miiszer mar csak a NCs-bol
kialakult stabil NPs {-potencidljat mérte. A komplex kompozit tipust rendszernél a DLS
mérések hasonl6 eredményeket szolgéltattak, mint az azonos dsszetételti mag-héj szerkezetli
hordozoénal. Egyfémes NCs alkalmazasakor a dy jelentdsen megndtt mnc:Mhordozs = 0,07 €s
0,15 tomegarany értékek felett, ezzel szemben az Au/Ag NCs bevetésekor a méret 250 nm
koriili volt még mnc:Mhordozs = 3,0 (BSA-Au/Ag NCs) és 2,0 (LYZ-I-Au/Ag NCs)
tomegaranynal is. Az itt mért {-potencidlok hasonlitottak a mag-héj részecskéknél mért
értekekhez mind szamértékben, mind a valtozas tendencidjaban. Az eredmények alapjan arra
tudunk kovetkeztetni, hogy az Au NCs-hez hasonloan a kétfémes NCs és a Chit-HyA
hordozoérészecskék is egyfajta ,komplex” részecskét hoznak létre. Ezek a rendszerek
magasabb kinetikai stabilitassal rendelkeznek, mint az Au NCs-kel jel6lt, azonos fehérjét
hasznal6 rendszerek. A fehérjéket dsszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a NCs-et alkoto
fématomok mindségétdl fliggetleniil a LYZ esetén magasabb a kialakuld rendszerek

stabilitasa, ami a LYZ-mal stabilizalt NCs alacsonyabb (-potencidljanak kdszonhetd.

81



Fluorimetrias méréseink alapjan tudjuk, hogy a kétfémes NCs alkalmazasakor joval
stabilabb jelolt hordozorendszerek hozhatok Iétre, emellett a kétfémes NCs QY-a is
jelentésen magasabb a tiszta Au NCs-hez képest. Osszehasonlitva az egyes Osszetételek
mellett a fluoreszcencia valtozasat viszont azt lattuk, hogy az ilyen jelolés nem valtoztatja
meg jelentésen az Au/Ag NCs altal kibocsatott fény intenzitdsat (lasd 31. dbra,
Osszehasonlitva a szabad NCs-kel, 1asd 28. abra).

A kétfémes NCs-re vonatkozd fluorimetrids méréseink jo egyezést mutatnak a DLS
eredményekkel, hiszen az AIE nem jelentkezik addig, amig a rendszerben nem jelennek meg
az aggregatumok. A fluoreszcencia értékek valtozasa jol koveti a DLS eredményekbdl
meghatdrozott gérbét. Nem tapasztalhato jelentds valtozas az adatokban, illetve az észlelhetd
AIE sem kiemelkedd, csupan magas NC-hordoz6 tomegaranyoknal (0,5 felett), ott is
kifejezetten a BSA-Au Ag NCs + komplex kompozit hordoz6 rendszernél. A kétféle
szerkezetli hordozo és a BSA-nal stabilizalt NCs reakcidjaban mar viszonylag alacsony

tomegaranyok elérésekor keletkeznek aggregatumok, amit a DLS mérések is kimutattak.

A) 25 B) 25 -
2 - 2 -
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I,
VI,

1 A 1

0 0,14 0,27 0,41 0,54 0,81 0 0,14 0,27 0,41 0,54 0,81

Myc:Myordozé Myc:Myordozé

31. abra: A jelolés hatasa a rendszer emisszios intenzitasara: A) komplex kompozit
hordozo részecskek jelolése BSA-Au/Ag NCs-kel B) és a mag-héj tipusu hordozok jeldlése
LYZ-1-Au/Ag NCs-kel 3!

A kialakitott NC-rel jelolt hordozdkat fluoreszcens mikroszkdppal is vizsgaltuk
(32. abra). A méréshez 2—2 ml ultrahanggal kezelt mintat centrifugacsdvekbe toltottiink,
majd 12000 rpm sebességgel 10 percig centrifugdltunk. A feliiliszo dvatos eltdvolitasat
kovetden a mintakat Milli-Q vizben tUjra diszpergaltuk, és targylemezen beszaritva
vizsgaltuk. Az eredményekbdl nem tudtunk kvantitativ kovetkeztetéseket levonni, viszont a
fluoreszcens jelolés sikerességét igazolni tudtuk, emellett a jelolési reakcio tisztitassal

szembeni ellendllo-képességét is megallapitottuk. Mar kis mennyiségli NC hozzdadasa
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megfelelden nagy fluoreszcenciat biztosit a mintdknak, és nem volt sziikséges tovabbi

mintaeldkészités sem (szemben az Au NCs-et hasznaldé mintakkal).

32. abra: A mcpi-muya = 10:1 Osszetételli mag-héj NPs jelolése LYZ-1-Au/Ag NCs-kel,
MNC: Miordozs = 0,540; A) normal és B) UV-megvilagitdas mellett *!
5.4. yG-nal stabilizalt egy- és kétfémes NCs
5.4.1. Az eloallitasi protokollok kidolgozasa
A kétfémes yG-Au/Ag NCs eldallitdsanak kiindulasi alapjat a csoportunk altal mar kordbban
kdzzétett publikacio adta 46, ezen Au NCs gerjesztési és emisszios szinképe a 33. A) abran,

mig a minta fényképei a 33. B) abran lathatok (4. minta).

A) oy Apax= 367 nm B)
@ 35
="
< 304

=
= i
i Aem = 633 nm

890
-

— —
W o 3 wn
1 1 1

Gerjesztésiin

(=]

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Hulldmhossz (nm)

33. abra: A) A NC-optimalizalas alapjaul szolgalo yG-Au NCs gerjesztési és emisszios
szinképei (nau = 5,10 umol, c,c = 15 mg {5,91 ml mintaban}, t = 40 °C) B) néhany, az
N4uN4g arany megallapitasakor nyert minta lathato és UV-fény mellett készitett felvételei
(Maunag = 6:1, 9:1, 12:1, a yG-Au NCs és a tiszta yG-oldat) '*°
Az Au NCs szintézisénél szembetling eltérés a BSA-hoz ¢és LYZ-hoz képest, hogy a yG

fehérje nem oldodik fel teljesen vizben, emiatt hosszabb id6ét (2 6ra) biztositottunk a

megfeleld oldodds, duzzadas elérésére. A HAuCly-oldat hozzaadasa valamennyire
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opalosabba teszi az eddig is zavaros mintat, ez jelzi a kdlcsonhatas kialakulasat a fehérje és
az Au(Ill) kozott. A NaOH hozzdadésa utan részben feltisztul a minta, szine sargasabb lesz,
majd 30 perc elteltével a maradék feloldatlan anyag is oldatba megy. A végtermék barnds
szinl, kifejezetten erds voros emisszioval rendelkezik. A kétfémes NCs kialakitasahoz els6
1épésként azt vizsgaltuk, hogy milyen hatassal van a NCs emisszidjara, ha az Au atomokat
szisztematikusan Ag atomokra cseréljiik, kiilonds figyelemmel az Au-Ag 0,8:0,2-1:0
régioban, hiszen a korabbi NCs-nél is ez a tartomany bizonyult sikeresnek. A nagy Ag-
tartalmu mintdk esetén kifejezetten alacsony intenzitasti volt a fluoreszcencia, tiszta Ag
esetén egyaltalan nem jelentkezett emisszid. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az Ag
kolcsonhatasa a yG-nal még rosszabb, mint a BSA vagy a LYZ esetén. Alatdmasztja ezt a
megfigyelést az AgNO; viselkedése a yG-nal is. A fémsé hozzdaddasara alig valtozik a minta
megjelenése (Au esetén opalosodast lattunk), mig NaOH hozzaaadésara a minta gyorsan
feltisztult. Ez a viselkedés teljesen megegyezik azzal, amikor fémsok nélkiil készitlink el egy
mintat, ahol a yG a pH megemelésére szintén teljesen feloldodott. Jol lathatdo az
33. B) abran, hogy a szdmunkra érdekes, nagyobb Au-tartalmi mintakban is az Ag jelenléte
drasztikusan lecsokkenti az emisszids intenzitdst mar az atomok kevesebb, mint
10 szazalékanak kicserélése utan. Ezek a mintdk a tobbi fehérjénél tapasztaltakhoz
hasonldéan mar nagyon alacsony Ag-tartalomnal sarga szintiek lesznek, szemben az Au NCs
barnas szinével. Egyetlen 0Osszetétel esetén sem tudtunk a kiindulasindl nagyobb
fluoreszcenciat elérni, ezért a tovabbi munkahoz a lokalis maximumnal 1évo Osszetételt, az
Naunag 0,911:0,089 moélaranyt valasztottuk ki.

Kovetkezének a minta fehérjetartalmat valtoztattuk 1 és 150 mg kozott
(kiindulasként 15 mg-ot hasznaltunk). Alacsonyabb tomegek esetén (m,g:msm < 10) csak
plazmonikus NPs jottek Iétre, az LSPR jelenség miatt jellegzetes mélyvords szinnel.
Magasabb yG tomegek alkalmazéasakor mar megjelent a NCs-re jellemz0 halvanysarga szin.
Ezzel parhuzamosan a mintak fluoreszcencia értékei is folyamatosan emelkedtek, egészen a
90:1 yG-fém molarany eléréséig. Ettdl a ponttol kezdve tovabbi fehérje adagoldsa mar nem
novelte tovabb az emisszids intenzitast, ezért a folytatdshoz a 90:1 ardnyt hasznaltuk
(pontosabban 90 mg yG, 98,3:1:0,05 fehérje:Au:Ag tdmegarany).

A tovabbiakban széles tartomanyon (10—80 °C) tanulményoztuk a szintézis
homersékletének hatasat. A legmagasabb (80 °C) hémérsékleten a fehérje teljesen aggregal,
¢s barna szinii csapadék keletkezik, ami nem rendelkezik vords emisszioval. A kovetkezo,

60 °C-os mintanal halvanyabb csapadék keletkezett, és itt mar jelentkezett kismértékii voros
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emisszid (A=653nm). A 40°C-os minta volt a kiinduldsi pont, ennél sargas,
csapadékmentes minta €s erds vords emisszio volt jellemzd, az eldz6 mintahoz képest kissé
alacsonyabb hullamhosszoknal (Aem = 648 nm). A 25 °C-os minta még halvanyabb szin{,
emisszioja a narancs-vords tartomanyba tolodott el (A = 627 nm), €s intenzitasa magasabb.
10 °C-os eldallitas mellett a minta a leghalvanyabb 24 6ra utdn, emisszidja 617 nm-nél
maximalis, szine 3 nap elteltével a 25 °C-on eldallitott mintdéra emlékeztet, és emisszios
intenzitdsa is nagyjabol azzal egyezik meg. A 24 6rés reakcioidé 10 °C-on nem elég a NCs
teljes kialakulasahoz, és a 25 °C-osnal nagyobb intenzitds sem érheto el, ezért ezt talaltuk a
legjobb paraméternek a kovetkezd kisérletek elvégzéséhez.

A teljes féemkoncentracio vizsgalata soran (34. A) abra) 1,53—15,30 umol kozott
vizsgaltuk a fémek teljes mennyiségét (5,10 umol kiindulasi értékkel). Magas
fémtartalomnal a minta erdteljes szinii, de emisszids intenzitdsa alacsony, még higitott
mintdkban is. Kisebb fémkoncentracioknal azt talaltuk, hogy az alacsonyabb fémtartalom
jelentésen novelte a normalizalt (fémtartalomra vonatkoztatott) intenzitas értékét. Emellett
jelentds voroseltolodast is észleltiink (A = 633—634 nm-re), ami az emisszids maximumot az
Au NCs kozelébe tolta el (636—637 nm). A legmagasabb emisszids értéket 1,91 umol fém

alkalmazésa esetén kaptuk, ezért ezt valasztottuk az utolso, szintézisidot ellendrzé méréshez.
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Fémtartalom (umol) Hullaimhossz (nm)

34. abra: A) A féemtartalom valtoztatasanak hatdsa a kétféemes yG-Au/Ag NCs normalizalt
emisszios intenzitasara (Mfgmion = 1,53—15,30 umol, nqu:nag = 10,3:1, cy6 = 90 mg oldva
{5,91 ml mintaban}, t = 25 °C). B) A yG-Au/Ag NCs emisszios szinképének valtozasa a

szintézisido elorehaladtaval (ngmion = 1,91 umol, nqu:nae = 10,3:1, ¢, = 90 mg oldva
5,91 ml mintaban, t = 25 °C; szaggatott vonal: 24 h) 19

A szinteézisido kovetésével azt észleltiik, hogy a kezdetben erdésen opalos minta a NaOH

hozzaadasara elég gyorsan, par perc alatt feltisztul, szine halvanysarga, ami a NC-képzddés
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soran egyre sotétebb lesz. A legmagasabb fluoreszcencia intenzitast 12—18 6ra esetén érjiik
el (34. B) abra), de késébbi mérések bizonyitottak, hogy 24 ora alatt is lehetséges ilyen
magas intenzitas elérése, ezért gyakorlati okokbdl a szintézisidot nem valtoztattuk az eredeti
értékhez képest. Viselkedésében ez a rendszer leginkabb a BSA-Au/Ag NCs-hez hasonlitott,
mivel itt sem lathattuk a fehérjéhez tartozo csucs novekedését, mint a LYZ-tartalma
rendszereknél, tovabba itt is jelentkezett az intenzitas csokkenése 24 ora eltelte utan, de ezt

a mintak fényérzékenységének is be lehet tudni.
5.4.2. Az eloallitott egy- és kétfémes NCs jellemzése

A kialakitott, tisztitott yG-Au/Ag NCs optikai tulajdonsagait, illetve kolloidstabilitasat is
vizsgaltuk késobbi felhasznaldsok érdekében. A NCs biologiai aktivitdsara szolgélo
méréseket az 5.5.4. Biologiai aktivitast méro vizsgalatok fejezetben foglaltuk 6ssze. A NCs
gerjesztési hullamhossza 367 nm-nek, emissziés maximuma 636 nm-nek adédott. Az Au
NCs-hez képest a fémtartalomra vonatkoztatott emisszids intenzitds 2,3-szeresére
emelkedett. A kvantumhasznositas értéke 2,31 £+ 0,29 % lett, ami atlagosnak tekinthetd a
NCs korében, de alacsonyabb a kordbbi BSA- és LYZ-Au/Ag NCs értékeinél. Az
¢lettartammeérésekkel az emisszidés maximumon hadrom komponenst sikeriilt beazonositani.
Azels6 2,7 + 0,5 us, amasodik 1,259 £ 0,071 ps, a harmadik 99,7 & 37,5 ns lett. Ezek koziil
az utols6, ns-os komponens a NCs fém-fém atmenetéhez tartozhat, pontosabban a
fémmagokban 1évé Au-Ag atomokhoz. A masik két komponens egy-egy ligandum
toltéstranszfer folyamathoz rendelhet6. A méréseket jbol, szélesebb tartomanyon is
elvégeztiik, és az élettartamokat alaposabban elemezve megallapitottuk, hogy a legnagyobb
tag 1,22—1,91 ps, és az 580—740 nm tartomanyon mérhetd jol (FS. tablazat). Ennek a tagnak
740 nm-en (t = 1,39 ps) kozel teljes a hozzajarulasa, amit jol jelez a x> = 1,070 illesztési
paraméter is. A masodik tag széles tartomanyon mozog, 1 = 321,7-503,9 ns kozott, és még
540 nm-en is jol kimutathatod, ami jelzi, hogy az ehhez az 4tmenethez tartozd emisszios
hullamhossz alacsonyabban talalhatd a 11 Aem értékénél (S—Au LMCT vagy LMMCT). A
harmadik tag 9,23-36,77 ns kozott mozog, nagy valdszinliséggel valamilyen fehérjéhez
tartozo atmenethez tartozhat, amit a 460 nm-nél talalhat6 csucs elemzése bizonyithat. Ezen
a tartomanyon (Aem = 440—480 nm) harom ¢és négy paraméter illesztése is elég megbizhatd
eredményt ad (x> =1,20—1,80 vs 1,06—1,12, lasd az F6. tablazat). Osszehasonlitva a Trp
kordbban is ismertetett értékeivel 8 1athato, hogy itt is megjelennek mind a Trp sajat (2 db),
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mind a kdrnyezet hidrofob jellegétdl fiiggd tagok. A negyedik tag (14 =9,07—10,30 ns)
megegyezik az 540 nm-en mért legkisebb taggal, beazonositasa nem volt sikeres.

A NCs méretére DLS mérések alapjan du = 6,82 + 0,97 nm adddott, ami igen hasonlo
az Au NCs-hez, mint ahogy azt a korabbi publikacié is igazolja *°. A nagy méret oka a
fémmagokat korbevevd fehérjeburok, ami oldatban nagymértékben képes duzzadni,
jelentésen megndvelve ezzel a rendszer du értékét. Kiegészit6 HRTEM mérésekkel
eredményesen meg lehetett hatarozni az egyedi fémmagok méretét, ezek joval kisebb,
1,61 + 0,54 nm-es atmérdvel rendelkeznek. Ez az eredmény sem meglepd, hiszen a BSA- és
LYZ-Au/Ag NCs-nél is hasonlok voltak a tapasztalataink.

A gyakorlati felhasznalas szempontjabol megvizsgaltuk, hogy a tarolds milyen
hatdssal van a minték stabilitasara. Ehhez a kisérlethez tisztitatlan és tisztitott diszperzidkat,
illetve beszaritott anyagot is vizsgaltunk szobahdémérsékleten (25 °C), hiitott (10 °C) és
fagyasztott allapotban is (—20 °C), emellett fényt6l védett és fénynek kitett kornyezetekben
is (csak 25 °C-on). Ebben a kisérletsoroztban csak vizualis tapasztalatainkat gy(jtottiik
0ssze, ezért pontos kovetkeztetések levondsdhoz tovabbi, miiszeres mérések elvégzése is
sziikséges. A fénykitettség jelentdsen képes csokkenteni az emisszids inteniztast, ezért a
mintdkat mindig fényt6l védve kell tarolni. Ez a hatas az Ag jelenléte miatt nem meglepd,
hiszen jelenléte er6sen megnoveli a mintdk fényérzékenységét. A liofilizalt NCs esetén a
mélyhiitott (—20 °C) és szobahdmérsékletl tarolas is kivitelezhetd, feltéve a nedvességtol
valo védelmet. Ha a mintat nedvesség éri, akkor hidrogél vagy tomény diszperzid jon 1étre,
ami erésen befolyasolja a stabilizalo fehérje masodlagos szerkezetét, €s aggregaciot idézhet
eld. Szaraz kornyezetben a szilard anyag fluoreszcencidja sokdig megmarad Iényegi
degradacio nélkiil, fagyasztott mintdknal akar honapokig, mig szobahdmérsékleten legalabb
egy hétig. A szilard minta esetén is elengedhetetlen a fény kizarasa az optikai jellemzok
minél jobb megdrzése érdekében. Feloldott forméban sokkal nehezebb a tarolés, tisztitott
formaban az id6 lehetdleg minél rovidebb legyen, és csak hiitott forméaban (4 °C) lehetséges.
Hosszabb tarolas esetén célszerti a tisztitatlan mintat tarolni, és kozvetleniil felhasznalas elott
megtisztitani. A tarolasi 1d6 sordn csokken a fluoreszcencia intenzitas, és a fehérje
stabilitasvesztése is jelentds, amit a mintdban megjelend aggregatumok is jeleznek. Ez a
folyamat szobahdmérsékleten mar 24 ora alatt bekovetkezik, mig hiitott tdrolasnal egy hét
mikrobiologiai degradacioval szemben, ami fehérjetartalmi anyag révén az egyik

legnagyobb probléma a tarolas soran.
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A kétfémes NCs kialakulasanak, azaz a fém jelenlétének hatasat a yG fehérje toltésére
aramlasi potencial mérésével is meghataroztuk. Ezen méréseink azt mutattdk, hogy a
fémmag megjelenése a fehérjében jelentdsen eltolja annak izoelektromos pontjat, értéke
6,5-r61 ~ 5,6-ra véltozott ”°. Ennek oka az lehet, hogy a fehérje szamos, toltéssel rendelkezd
csoportja részt vesz a NC-magok stabilizaldsdban, igy ezek az aminosavak a kotések
kialakitasaval elveszitik toltésiiket, megvaltoztatva a rendszer i.e.p értékét. Ha a NCs optikai
¢és kolloidstabilitasat a pH fliggvényében vizsgaljuk (lasd 35. A) abra), jol lathat6 az i.e.p
kozelében a NCs instabilitdsa, amit a megndvekedett méret €s fluoreszcencia intenzités is
jelez. Az utdbbit az aggregacidindukalt emisszid (AIE) okozta, mig az eldbbinél nincs tul
latvanyos valtozas, a 7 nm-rél 20 nm-re torténd méretndvekedés jelzi, hogy az adott mérési
pont tavolabb esik a tényleges i.e.p.-tol. A pH hatasa mellett elemeztiik az ionerdsségét is,

ennek hatasa nem volt jelents a NCs emisszids spektrumara.
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35. abra: A) A yG és a yG-Au/Ag NCs dy és a 634 nm-en megjeleno emisszios maximum
intenzitads éertékeinek a valtozasa a pH fiiggvényében B) a yG-Au/Ag NCs SEM-EDX
spektruma '"°

A fémtartalom vizsgalatdhoz SEM-EDX méréseket végeztiink, eredményei a 35. B) abran
lathatok. A szilard mintdkban csak az Au jelenlétét tudtuk kimutatni, mert az Ag
koncentracoja tal alacsony volt. A NCs tényleges fémtartalmanak megallapitasara elvégzett
ICP-MS mérések alapjan a mintdk Au-tartalma valamelyest csokkent a tisztitds hatdsara,
mig az Ag-tartalom véltozasa joval kisebb. A fémek anyagmennyiségének aranya a tisztitas
hatasara a névleges 91,1:8,9-r61 89,1:10,8-ra valtozott.

A NCs-ben 1év6 fémek oxidacids allapotat XPS mérésekkel ellendriztiik. A SEM-EDX
mérésekhez hasonldan itt is csak az Au-at tudtuk vizsgélni, és megallapitottuk, hogy az dontd
mértékben Au’ oxidacios allapotban van jelen a mintaban. Az Ag-6t nagy valdsziniiséggel a

minta magas fehérjetartalma, illetve a nagyon alacsony Ag mennyiség miatt nem tudtuk
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detektalni. Au esetén jol kivehetdk voltak az Au 417, és 4152 csticsok 84,05 eV ¢és 87,80 eV
értekeknél, amik jO egyezést mutatnak a fém Au-ra vonatkozé értékekkel. Mivel
mintdinkban jol beazonosithaté a S—Au(l) toltésatmenet, igy az XPS eredményekkel
kombinalva egyértelmii, hogy valamennyi Au(I) is jelen van a mintadkban.

A NCs elektrokémiai sajatsagait Ungor Ditta vizsgélta, ahol megéllapitotta, hogy csak
egyetlen oxidacids csucs jellemzi a mintat 0,551 V-nal (0,1 M KCl-ban, referenciaelektrod:
Ag/AgCl). Ez a cstucs egyértelmiien jelezheti a fémotvozet kialakulasat, hiszen Au NCs
esetén legalabb két oxidacios cstics talalhaté (itt 0,562 V és 0,725 V értékeknél '*%), raadasul
a kétfémes NCs joval nagyobb elektrokémiai aktivitast mutatnak az Ag-atomok jelenléte
miatt. A fehérje masodlagos szerkezetének vizsgalatahoz FT-IR és CD méréseket végeztiink

(36. ¢és 37. abra).
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36. abra: A) A yG feherje és yG-Au/Ag NCs FT-IR spektrumai és B) és C) Az amid I. csucs
felbontdsa az 1730—1550 cm™! tartomanyban '
Az FT-IR esetén az amid 1. cstics (maximuma 1631 és 1635 cm ™! értékeknél a yG és a NCs
esetén) vizsgalatdval meg tudtuk allapitani az egyes masodlagos szerkezeti elemek aranyat.
A méréshez az IR adatokat az 1730—-1550 cm™! tartomanyban elemeztiik (36. B) és C) 4bra),
az értékekhez az alapvonalat a mérés legkisebb abszrobanciaértékének valasztottuk meg. A
B-redd6 két helyen jelentkezik 1691-1680 és 1642-1621 cm™' kozott, az a-hélix
1657-1653 cm™! kozott, a B-kanyar 1677-1661 cm™! kozott és a rendezetlen szerkezet

1657-1642 cm™! kozott. A csticsfelbontds pontossdga érdekében az amid II. csticsot is
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felhasznaltuk (maximuma 1499 és 1486 cm !, nem egyezik meg a valds mért értékekkel,
lasd 36. A) abra (kiemelve)). A NC-képzddés hatasara csokken a B-redd és B-kanyar
hozzajarulasa is a mintdkban, mig a rendezetlen szerkezeté megnd, jelezve a kiindulasi yG
szerkezetének rendezetlenné valasat. A a-hélix valtozasa elhanyagolhaté mértékii, az elem
alapvetéen nem is jellemzod a fehérjére, mint az a szakirodalombol jol latszik (2-7 % IgG
fehérjében '%°). A CD spektroszkopiai mérések hasonld eredményeket szolgaltattak a
37. A) abra ¢és a 4. tablazat alapjan, miszerint az a-hélix hozzajarulasa nem kimérhetd, mig
a NC-képzddés hatasara ez a mérés szerint is csokken a B-redd, emellett a B-kanyar
hozzajarulasa, mig jelentdsen nd a rendezetlen szerkezeté. A mérések jelentds kiilonbséget
mutattak a korabbi fehérjékhez képest (23. abra, 37. B) és C) abra), mivel azoknal az
a-hélix volt az a szerkezeti elem, ami kozel eltiint a NC-magok jelenlétében, és a B-redd

elemek kozel valtozatlanok maradtak, mig itt pont ezek hozzdjarulasa csokkent jelentdsen.
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37. abra: A) A yG- B) LYZ-I- és C) LYZ-1I-Au/Ag NCs esetén a fehérjék masodlagos
szerkezeti elemeinek megoszlasa a CD spektrumok Reed-modell szerinti kiértékelése
alapjdn a szabad fehérjék megfeleld adataival 11*13!

4. tablazat: A yG és a yG-Au/Ag NCs masodlagos fehérjeszerkezetének kvantitativ

meghatarozasa az FT-IR adatok kiértékelésével (felsé sorok) és a CD gérbék Reed-modell
szerinti elemzésével (alsé sorok) '

IR a-hélix B-redd B-kanyar Rendezetlen
vG 0,0 433 16,2 40,5
yG-Auw/AgNCs 0,0 33,0 14,2 52,8
CD a-hélix B-redd B-kanyar Rendezetlen
vG 0,0 40,0 20,8 39,2
yG-Auw/AgNCs 0,0 36,0 13,1 50,9
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5.5. Tf-nel stabilizalt egy- és kétfémes NCs

5.5.1. Az eloallitasi protokollok kidolgozasa

A Tf-Au/Ag NCs fejlesztésénél célunk a fémtartalomra vonatkoztatott legnagyobb
fluoreszcencia intenzitas elérése volt. Ennek érdekében a Tf-Au NCs szintézisét a kdvetkezo
paraméterek valtoztatdsa mellett végeztik el: naunag molarany, Tf-fém tomegarany,
homérseklet, teljes fémkoncentracio €s szintézisidd. A Tf elég koltséges fehérje, igy a
kisérleteket kis mintatéfogatban (1,1 ml), kevés Tf (1,5 mg) felhaszndlasaval készitettiik el.
A Tf-Au NCs alapjaul szakirodalmi forrasok szolgaltak %7, ezeket modositottuk a kétfémes
szarmazékok eldallitasa érdekében.

Az Au-Ag arany valtoztatasat a Tf-Au/Ag NCs-nél csak a 4:1-1:0 (naunag)
tartomanyon vizsgaltuk a korabbi kétfémes NCs-nél szerzett tapasztalatokra tamaszkodva
(magasabb Ag-tartalom minden esetben csokkentette a fluoreszcenciat). A vizsgalat soran
fémkoncentraciot (ngmion = 0,80 umol) és a szintézisidot (24 ora). A mérések alapjan az Au
atomok szisztematikus cseréje eleinte novelte, majd a 9:1 arany elérekor allanddsitotta, utana
csokkentette a mérhetd intenzitds értékét. A maximumot (kdzel azonos értéket tartva) tehat
a 9:1-8:1 tartomdnyon taldltuk, ezért a tovabbi mérésekhez a kozépértéket, a 8,5:1 Au-Ag
aranyt hasznaltuk.
tartoményon, pontosabban 1,09—6,00 mg/ml (1,2—6,6 mg Tf) kozott, itt is a korabbi
eredményeinket kovetve. A mérések alapjan lathatdo volt, hogy a fehérjetartalom
csokkenésével csokkent a fluoreszcencia (még alacsonyabb koncentracioknal
feltételezhetéen mar NPs képzddnének, hasonléan a BSA, LYZ ¢és yG esetéhez), mig a
novelésével megduplazhatd az emisszios intenzitas értéke. Ha a koncentraciot 4,91 mg/ml
folé (5,4 mg Tf) emeljiik, akkor mar nem tapasztalhatdo érdemi emelkedés, ezért ezt a
koncentraciot valasztottuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

A kovetkezd sorozatndl a szintézis homérsékletének hatasat értelmeztiik
(38. A) abra). Tobb kiilonbozo értéket valasztottunk a méréseinkhez, ezzel pontosabban
meghatarozva a hatast: +10 °C (hiitészekrény), +17 °C (vizhiités), +25 °C (termosztalt
laborhémérséklet), +32 °C (vizfiirdd), +40 °C (eredeti érték) és 60 °C. Az utdbbi érték
esetén a korabbi eredmények alapjan arra szamitottunk, hogy az emelt hdmérséklet a NCs
képzddésére negativ hatassal lesz, hiszen megvaltoztatja a fehérje masodlagos szerkezetét.

A szintézisek eredményei alapjan elmondhatd, hogy az alacsonyabb hdmérséklet (40, 32 és
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25 °C) elosegitette a NCs képzddését, hiszen magasabb emisszios intenzitasokat sikertilt
elérni, rdadasul a maximum értéke 25 °C-on 620 nm-rdl 595 nm-re eltolodott. Alacsonyabb
homérsekleteken (17 ¢és 10 °C) szintén nagy fluoreszcencia volt tapasztalhato (kis
maximumeltolodas mellett), viszont a szobahOmérsékleti reakciohoz képest rendre
alacsonyabb értékekekt kaptunk, ezért a tovabbi kisérleteket mar 25 °C-on hajtottuk végre.

A fémkoncentracio véltoztatasakor az naunag aranyt valtozatlanul hagytuk (8,5:1),
¢s a teljes koncentraciot 0,24-2,40 umol kozott vizsgaltuk (38. B) abra). Eredményeink azt

mutattdk, hogy ennek a paraméternek hatasa van mind az intenzitdsra, mind az emisszios

cstics helyzetére.
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38. abra: A) A homérseklet hatasa a Tf-nel stabilizalt kétfemes NCs emisszios szinképére
(Nfemion = 0,40 umol, nau:nag = 8,5:1, crr = 0,54 mg oldva {1,1 ml} mintaban,
Agerj = 275 nm) B) a teljes fémtartalom hatasa a Tf-Au/Ag NCs sajat (Iminwa) és a
fémkoncentrdciora normalizalt fluoreszcencia intenzitdsara (Lnorm) '*!

Az abszolut emisszid tekintetében (Iminta) nem sikeriilt jelentds valtozast elérni, 1,20 pmol
esetén tapasztaltunk a kiindulasi mintdval kozel egyezO értékeket, mig a tobbi esetben
alacsonyabb volt ez az érték. Ha azonban a minta fémtartalmaval normalizalt intenzitas
(Inorm) értékeket vizsgaljuk, jol lathato, hogy jelentds emelkedést ériink el a fémtartalom kb.
felére csokkentésével (0,40 umol). Ennek hatdsa volt a maximum helyére is, azt a kezdeti
599 nm-rél 606 nm-re tolta el, tehat a yG-hoz hasonldan itt is voroseltolodast okoz, ha a
fehérjébdl kevesebbet hasznalunk a NCs eldallitasahoz.

Utolso 1épésben a szintézis idejeét vizsgaltuk (39. A) abra). A szintézis kezdetekor (a
NaOH hozzaadéasa utan) mar lathato volt a fehérjére jellemzd cstcs, ennek intenzitasa
jelentdsen csokkent 60 percig, majd ezutan stabilizdlodott. Ez a jelenség mogott egy

fluoreszcens intermedier atalakuldsa, vagy a fémionok altal a fehérje emittaldo centrumokra
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(Trp aminosav) gyakorolt kioltd hatasa allhat. A NC-re jellemzd csucs eleinte lassan jelent
meg 580 nm kornyékén, és 60 perc utan vordseltolodas kiséretében (~580 nm—613 nm)
meredeken emelkedni kezdett. A maximum helyzete kb. 2 ora eltelte utdn mar nem valtozott
jelentdsen, viszont az intenzitds meredeken emelkedett kb. 4 6ran 4t, majd 12 6ra utdn mar
alig valtozott. A legmagasabb értéket 18 ora utan kaptuk, de 24 és 48 ora, s6t 5—7 nap
elteltével is kozel azonos értékeket mértiink, igy praktikus okokbdl a 24 orat valasztottuk.
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39. abra: A) A Tf-Au/Ag NCs emisszios spektrumai adott szintézisido esetén
(Nfemion = 0,40 umol, nau:nag = 8,5:1, crr= 5,4 mg {1,1 ml mintaban}, t = 25 °C; szaggatott
vonal: 5 nap, pontozott vonal: 7 nap) B) a kiindulasi Tf-Au NCs (1.), az optimalizalt
Tf-Au/Ag NCs (2.) és az optimalizalas koriilményeivel elkészitett Tf-Au NCs (3.) emisszios
szinképe, és a mintak fényképe UV-megvildgitds mellett '*!

Az optimalizalas sikerességét a kovetkez6 modon ellendriztiik: elkészitettiik a
szakirodalmi forrast felhasznalva a Tf-Au NCs-et 2%, az Gjonnan kidolgozott eljarassal a
Tf-Au/Ag NCs-eket és egy olyan mintat, amiben az altalunk optimalizalt paraméterek
mellett csak Au atomok vannak (hasonlé mérést a BSA-Au/Ag NCs-kel is elvégeztiink).
Ennek a mintanak az 6sszetétele a kovetkezd: 5,4 mg Tf-t 960 ul vizben oldottunk fel, ehhez
40 ul 10 mM HAuCly4 térzsoldatot adtunk, 5 perc keverés utan 100 ul 1 M NaOH oldatot
adtunk hozza, és a NCs szintézis¢hez a mintat 25 °C-on kevertetés nélkiil, fénytdl elzarva
24 6ra ideig hagytuk. A harom el6éallitott mintdt azonos koriilmények mellett (275 nm
gerjesztési  hullamhossz, 2,5 nm résszélesség, 200 nm/min pasztdzasi sebesség)
fluoriméterrel vizsgaltuk meg. A 39. B) abran bemutatott eredményekbdl jol latszodott,
hogy az optimalizalds tobb mint négyszeresére novelte a fémtartalomra vonatkoztatott
intenzitas értékét, illetve erds kékeltolodast okozott 626 nm-rél 595 nm-re. A harmadik
mintaval 6sszevetve kiemelkedd az eziistionok szerepe az emisszid tekintetében. Hianyuk

jelentdsen rontja a NCs intenzitds értékeit (58 %-a a kiindulasi Tf-Au NCs-nek), illetve
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komoly voroseltolodast is okoz 652 nm-re. Az eredmények bizonyitjak, hogy a kétfémes
NCs jelentdsen jobb optikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint egyfémes tarsaik, és ebben

az eldallitasi koriilmények altalunk elvégzett optimalizalasa meghatarozo feltétel.
5.5.2. Az eloallitott egy- és kétfémes NCs jellemzése

Az eléallitott Tf-Au és Au/Ag NCs-et eldszor UV-Vis fotometria segitségével jellmeztiik.
Az Au NCs abszorbancia szinképén tobb, jellegzetes elnyelési sav is lathatd volt, az elsd
280-290 nm, a masodik 245 nm, a harmadik 225 nm koriil jelentkezik; a kdzbensd csucs
elég egyedi, ennek jelenléte csak az Au NCs-re jellemz6 28,

A hoémérseklettdl valo fiiggés vizsgalatakor is megmértik a 10, 25 és 40 °C-on
eléallitott mintdk UV-Vis abszorbancia spektrumat. A méréseket harom koncentracid
mellett (eredeti, tizszeres €s szazszoros higitas) végeztiik el. A NC-mintaknal nem talalhato
egy esetben sem kifejezetten a NC-gerjesztéshez tartozo elnyelési maximum, inkabb csak
egy exponencialis emelkedés latszik az alacsonyabb hullimhosszok irdnyaban. Ez leginkabb
feltind, hogy a 40 °C-on készitett minta elnyelése joval nagyobb, mint a masik kettoé.
Szazszoros higitasnal azt tapasztaltuk, hogy nagyon kis hullamhosszokon (200-235 nm) a
10 és 25 °C-os mintak mutatnak nagyobb elnyelést. A detektalt fluoreszcencia intenzitassal
Osszhangban ebben a tartomanyban lathatok hasonlé valtozasok, mert az abszorbancia a
25 °C-os mintanal a legnagyobb, ezt koveti szorosan a 10 °C-os, és joval lemaradva a 40 °C-
os. Az alacsonyabb abszorbancia arra enged kovetkeztetni, hogy ezeknél a mintaknal
kevésbé hatékony a NCs gerjesztése (ezzel egyiitt a fényelnyelés is), igy természetesen
alacsonyabb az emisszids intenzitds is. Ha megvizsgéljuk a spektrumokat 100x higitas
mellett, akkor a f6 (275 nm) cstics mellett egy masikat is felfedezhetlink, ami vallként jelenik
meg 225-227 nm kornyékén.

Hasonloan elemeztiik a fémtartalom vizsgalata esetén is az elnyelési spektrumokat, és
jelentds eltéréseket lattunk az egyes mintak kozott. Minél nagyobb volt a felhasznalt fém
mennyisége, nem meglepd mdédon annal nagyobb lett a minta abszorbancidja is, viszont a
szinkép egyre inkabb kisimult, ami a szerkezeti rendezettség hidnyara utalhat (kiilondsen a
fehérjére vonatkoztatva). A spektrumon két kisebb maximum is lathatod itt, egy 282, egy
pedig 289 nm-nél, ezek a Trp és Tyr n—n* 4atmenetei lehetnek 2%!'2. Tizszeres higitasnal
(lasd 40. A) abra) hasonl6 a tendencia, a legkisebb elnyelés a 0,24 umol fémmel késziilt

minta¢ volt, szazszoros higitasnal viszont vannak eltérések. Meglepden alacsony a legtobb

94



fémet tartalmazo6 minta elnyelése 290 nm felett. A 0,30—0,80 umol fémet tartalmazd mintak
elnyelése nagyon hasonlé 300 nm alatt, felette a 0,40—0,80 pmol fémtartalmi mintak
spektrumai hasonloak. 240 nm alatt részben megfordul a tendencia, itt a 2,40 umol (legtobb)
fémet tartalmazd minta elnyelése magas, €és alacsony az abszorbancia 1,20 ¢és
0,24-0,30 umol-nal. Az utdbbiaknal ez az exponencialis alapvonalnak kdszonhetd, viszont
nagyon jol strukturalt a gérbe. Szépen kivehetd a két elnyelési maximum 280-290 nm-nél,
illetve a vall is 227 nm koriil (abran nem lathato). A 2,40 umol mintanal a 290 nm-es

elnyelés mar csak vallként lathato, és a tobbi jellegzetes elem is gyenge.
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40. abra: A) Az ngmion optimalizalasahoz hasznalt mintak abszorbancia spektrumai
(100x higitas) B) A Tf-Au/Ag NCs 3D fluoreszcencia spektruma (ngmion = 0,40 umol,
NauNag = 8,5:1, crr= 0,57 mg oldva {1,1 ml mintaban}, t = 25 °C) 141
A Tf-Au/Ag NCs teljes fluoreszcencia spektrumat ado egyedi lumineszcens folyamatok
felderitése érdekében 3D spektrumokat rogzitettink a  Agej =200—500 nm  és
Aem = 210—800 nm tartomanyon (40. B) abra). Mar elézetesen ismert volt, hogy a NCs két
jelentds emisszios savval rendelkeznek, ezekbdl egy a kék (~ 440 nm), egy pedig a vOrds
tartoményban (~ 600 nm) taldlhatd Agej =365 nm mellett. A 3D spektrumok segitségével
felderithetd, hogy vannak-e tovabbi csticsok elrejtve, illetve hogy hany emisszios folyamat
alkothatja ténylegesen a NCs spektrumat. Jol lathato, hogy az els6 csucs valdjaban legalabb
kettd, egymastdl jelentdsen eltérd cstcs 0sszege. Ezek koziil az egyik Agej =280 nm és
Aem = 360 nm, mig a masik Agerj = 325 €s Aem = 405 nm maximumokkal rendelkezik. Az elsd
cstics egyértelmilen a fehérjében 1évé Trp-hoz (annak indolgytiriijéhez) kothetd ''2 a
masodik ennél sokkal alacsonyabb intenzitasu, igy ez csak egy vallként jelenik meg a

gerjesztési spektrumon, viszont sokkal latvanyosabb az emisszids spektrumokon. A vords
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tartomanyban 1évd csucs alakja nem valtozik sokat a gerjesztési hulldmhossz valtoztatasaval,
viszont maximuma 600 nm-rél 590 nm-re tolédik, ami a Kasha-tdrvény ismeretében ''? arra
enged kovetkeztetni, hogy min. két folyamat okozza az emissziot ebben a tartomanyban is.

A Tf-Au/Ag NCs emisszios spektrumat Osszevetettiik egy azonos fehérje-
gerjesztési hulldmhosszt alkalmazva (Agerj =280 nm). A NCs képzddése jelentdsen,
34 %-kal csokkentette az emisszids intenzitast, emellett az alacsonyabb energia iranyaba
jelentdsen el is tolta azt (330 nm-r6l 350 nm-re). Ez a jelenség tobbféleképp is
magyarazhato. Ismeretes, hogy a Trp-ban taldlhaté indolgylirii emissziés csucsa
vordseltolodast szenved, ha a fehérje kitekeredik ''?, ez pedig a korabbi méréseink alapjan
jellemzé a NCs képzddésekor (késobb a Tf-Au/Ag NCs-re is bizonyitjuk). A fématomok
jelenléte ekkor megvaltoztatja a fehérje masodlagos szerkezetét, ami a Trp oldallancok
helyzetét, igy hozzaférhetoségét is megvaltoztathatja kioltd6 molekuldk (pl. az
oldészermolekuldk) szdmara, ami tobbek koOzott az emisszids maximum nagyobb
hullamhosszok felé tolodasaval és az intenzitas csokkenésével jarhat ''2. A fémionok
jelenléte kioltas révén hatdssal lehet ezen feliil a Trp fluoroférok emisszidjara is. A szintézis
idejét vizsgaldo mérésekbdl korabban mar kideriilt, hogy ezek a folyamatok a NC-képzddés
korai szakaszaban (0—60 perc) mar lejatszodnak.

Az egyes lumineszcens folyamatok élettartamanak meghatarozasa alkalmas az adott
hulldmhosszokon mért jelek beazonositdsara. Méréseink soran mind a Tf-Au NCs, mind a
Tf-Au/Ag NCs fluoreszcencia élettartamat mértiik kiilonb6zo beéllitdsok mellett. Az egyes
lecsengési gorbéket harom exponencialis komponens segitségével illesztettiik meg
(minimalisan ennyi komponens adott megfeleld illesztést). Az emisszids maximum (mérési
koriilmények mellett 640 és 580 nm, az utdbbi ponthoz tartozé mérési eredmények a 41. A)
¢s B) abran lathatok) esetén mért komponensek (ti-13) a kovetkezdk: a legnagyobb
hozzéjéarulast (75-80 %) a legnagyobb, ps-os komponens (t1) adta, értéke Au NCs-nél
2,20 pus, kétfémes NCs-nél 1,56 pus volt. A masodik komponens (12 =410 és 250 ns)
hozzéjarulasa 17-20 % koriili, mig a legkisebb, par ns-os (13=11,8 és 8,2 ns)
komponenseké csupan 2,4 és 4,9 %. Az egyes komponensek valtozasat (mind élettartam,
mind hozzajarulas tekintetében) kiilonb6z0 hulldmhosszok esetén is kovettik a
Tf-Au/Ag NCs esetén. Az élettartam komponensek értékei minden esetben ndttek magasabb
hulldmhosszok esetén, ami nem meglepd, hiszen az alacsonyabb energidju folyamatok

végbemenetele 4ltaldnosan tobb idot igényel ''2. Ezzel szemben a hozzajarulasok véltozasa
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fényt derit arra, hogy a hozzajuk rendelheté folyamat milyen emissziés maximummal
rendelkezik. A 71 esetén lathatjuk, hogy a hozzijaruldsa egyre magasabb nagyobb
hulldmhosszok esetén (82,6-95,3 %), tehat ez az érték fog tartozni a legnagyobb Aem
értékkel rendelkezo csticshoz. Ezzel szemben a 1 és 13 értéke is csokken, az elébbi 11,1 %-
rol 4,1 %-ra, az utobbi 6,3 %-r6l 0,6 %-ra. Tovabbi adatok hianyaban annyit tudunk
megallapitani, hogy az elsd két komponens a NC-emissziokhoz, mig a harmadik a fehérjéhez
kothetd folyamatokhoz tartozhat. Emellett az is megallapithatd, hogy 12 és 13 emisszids
maximuma mindenképp 660 nm alatti (tekintve a vizsgalt hullimhosszokon meghatarozott
folyamatos csokkenést) Ha az ¢lettartammérésekhez rogzitett emisszids spektrumon
dekonvoluciot (csucsfelbontast) hajtunk végre, azt lathatjuk, hogy a gorbe vizsgalt szakasza
(500—750 nm) legalabb harom egyedi csucsra bonthatd fel. Az elsd, legnagyobb energiaju
cstics maximuma 444 nm kortil talalhato, viszont mivel ezt extrapolacidval hatdroztuk meg,
igy Aem értéke ettdl jelentdsen is eltérhet. Ennek a csucsnak a Trp emissziohoz lehet koze,
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41. abra: A) Az élettartammeérés soran nyert adatpontok és a haromparaméteres illesztés
gorbéje (Tf-Au/Ag NCs, Agerj = 371 nm, Aem = 580 nm, rés = 6 nm, frekvencia: 50 kHz)

B) az illesztéshez tartozo rezidualis (maradeék) gorbe C) a I -ionok jelenlétének hatdsa a

Tf-Au/Ag NCs gerjesztési szinképére D) a I -ionok hatdsa az emisszios gorbére '*!

A kovetkezd csucs maximuma 583 nm-nél talalhato, igy hozzajarulasa a 610—710 nm
tartomanyon szintén monoton csokkenést mutat, abszolutértéke viszont nagyobb, mint a 13
komponensé. Ezek alapjan a 1, rendelhetd ehhez a cstcshoz, ami fém-ligandum atmenethez

tartozhat a NC-magoknal'#?

. Az utols6 csucs Aem értéke 668 nm, ez egyértelmiien ti-hez
kothetd, ami a S—Au(l) LMCT/LMMCT tipusu atmenet lehet, ami jellemz6 a fehérjével

stabilizalt nemesfém NCs-re. Tovabbi emlitést érdemel, hogy a NC-magok 0Osszetétele
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erdsen valtozo lehet, igy minden NC-hez rendelhetd cstcs esetén elképzelhetd, hogy azok
valgjaban tobb, egymastol nem elkiilonithetd folyamat dsszegeként jonnek 1étre. Mindezen
megfontolasok figyelembevételével azt mondhatjuk, hogy a NCs emissziojat ténylegesen
két folyamat alkotja, a harmadik a fehérjétdl szarmazo folyamat. A fehérje fluoreszcens
folyamatait a Tf-Au/Ag NCs-nél egy ismételt, a korabbi NCs-hez hasonl6 teljes emisszios
tartomanyra kiterjedd vizsgalat segitségével allapitottuk meg. A NCs csucsa tobbféle
eredményt ad, két paraméterrel egy 280-810 ns és egy 1,7—4,9 us kozotti tagot kapunk.
Hérom tagnal (F7. tablazat) kétféle felbontast kaptunk: az egyiknél 5—7 ps, 0,9-1,9 us és
37—191 ns, mig a masiknal 0,66—1,39 ps, 65—-316 ns és 2—4 ns. Az értékek alapjan egy igen
magas tag jelenik meg nagy hozzajarulassal (43—60 %) 620 nm felett, amit nehéz mérni ez
a hulldmhossz alatt, igy az nem is keriil be a kiértékelés soran. A masik ps-os tag a korabban
is kimérttel megegyezik, és a tobbi is parosithato a korabbi eredményekkel. A fehérje csucsa
itt is 3 vagy 4 paramétert josol (F8. tablazat), az értékek nagyon hasonldk a tobbi fehérjéhez,
azaz itt is a Trp adja az emisszios tagokat (t1 = 0,27-0,31 ns, 13—17 %, 12 = 1,11-1,29 ns,
27-29 %, 13 = 3,47-4,05 ns, 40—43 %), a negyedik tag itt is ismeretlen (14 = 9,43—12,21 ns,
14—17 %).

A QY értékét szintén mindkét (egyfémes és Au/Ag) NC-nél meghataroztuk. A
mérések alapjan az Au NCs-re 4,21 = 0,15 %, mig az Au/Ag NCs-re 3,46 + 0,30 % adodott.
Osszevetve mas fehérjével stabilizalt NCs-kel elmondhatd, hogy a Tf-nel stabilizalt NCs-ek
atlagos kvantumhatasfokot mutatnak (2,5 % BSA, 2,31 % vG és 4,8 % LYZ esetén 19,131,
Mas, az irodalomban fellelheté Tf-tartalmi NCs-hez képest kdzel azonos (4,3 % %) vagy
joval alacsonyabb az érték (10,44 % és 9,16 % 2*). Ebben nagy szerepe lehet az eldallitasi
folyamatnak, mivel a szakirodalmi anyagok esetében azokat mikrohullamu technikaval 28,
illetve hozzaadott redukalészer (natrium-borohidrid vagy aszkorbinsav %) segitségével
allitottak eld, mig a mi esetiinkben nem hasznaltunk semmilyen segitd modszert/vegyszert.
Fontos eltérés még, hogy a szakirodalmi méréseknél referenciaként rodamin-6G festéket
hasznéltak 7, mig a mi méréseinknél kalibralt fényforrast hasznaltunk, ezért az eredmények
érdemben nem Osszehasonlithatok. Az ilyen modon szintetizalt anyag ettdl fiiggetleniil
teljesen megfelelt a gyakorlati elvarasoknak, még tizszeres higitast kdvetden is megbizhato
nagysagu fluoreszcencia intenzitast adott a mérések kivitelezéséhez.

A fehérjeszerkezet alaposabb megismerése érdekében jodidionos (I-ion) kioltasi
kiserleteket végeztiink el (41. C) és D) abra). Kozismert tény, hogy a I -ion hatékonyan

képes kioltani a Trp fluoreszcencidjat, és eredményesen alkalmazhato fehérjék esetén is, ahol
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csak a I-ion altal hozzaférheté oldallancok emisszidjat képes kioltani ''2. Ennek
ismeretében PBS kozegben kiilonb6zd KI koncentraciok mellett (1-5 mM) vizsgaltuk a Tf
¢és a Tf-Au/Ag NCs kolcsonhatasat I -ionokkal. A szabad fehérje esetén a I -ionok
csokkentik a Tf emisszids intenzitasat. Ha megvizsgaljuk a gerjesztési spektrumokat, akkor
lathato, hogy fdleg a 240-260 nm régidban torténtek aprobb valtozasok. A kétfémes NCs-
nél a I'-ionok jelenléte csokkentette a kék tartomanyban az intenzitdst, emellett jelentds
kékeltolodast is okozott. Az emisszid tartomanyaban lathaté némi fluoreszcencia-erésodés,
ami leginkdbb a 670 nm kornyékén 1évé részt érinti. Ha megvizsgaljuk a gerjesztési
spektrumokat, akkor azt latjuk, hogy a I -ionok jelenlétében az alacsonyabb
hullamhosszoknal (240-260 nm) volt csokkenés, hasonldéan a Tf-nél tapasztaltakkal. Ezzel
parhuzamosan viszont a 300 nm feletti gerjesztési spektrum erdsodik. Ezek az eredmények
alapjan a 3D spektrumoktol fiiggetlen mdodon képesek vagyunk az egyes gerjesztési €s
emisszids csucsokat egymashoz rendelni. A T -ionok altal kivaltott kioltas azt jelenti, hogy
a 450 nm-nél emittald fluoroforok hozzaférhetdk a I -ionok szamara, azaz kozelebb
helyezkednek el a NCs felszinéhez. Ezek a csoportok kapcsolatba keriilnek az
olddészermolekulakkal is, ami lecsokkenti az emisszids intenzitasukat, és azt az alacsonyabb
energiak (magasabb hulldmhosszok) fel¢ toljak el, amit a fluorofor-oldészer kozotti
kolcsonhatasok magyaraznak. A részecskében mélyebben elhelyezkedd fluoroforok ezzel
szemben nem ¢érhetdk el sem az oldoszer, sem a kioltd anyagok szamara. Emellett a
NC-csucsot megvizsgalva azt lattuk, hogy a ligandum-fém &atmenethez tartozd cstcs
erdsodik inkabb a I -ionok jelenlétében, ami nagyobb kitettségiik miatt nem meglepd, mivel
a fémmagok mélyebben talalhatok a fehérjén beliil.

A szerkezet lumineszcens folyamatokon keresztiili jellemzése utan attértiink a
fémtartalom és a NC-magok jellemzésére. Annak érdekében, hogy meghatarozzuk a tisztitott
kétfémes NCs tényleges arany- €s eziisttartalmat, /CP-MS méréseket végeztiink. A legtobb

szakirodalomban talalhatdo NC esetén ez az informacié nem elérheté 2876

, igy a termékek
pontos Osszetétele nem all rendelkezésre, csak az elméleti szamolasokra hagyatkozhatunk a
kozolt eredmények értékelésekor. A mi esetiinkben azt tapasztaltuk, hogy az elméleti és
valos fémkoncentraciok jelentdsen eltérnek. Az Au esetén a mintdban 1évé mennyiség
25,2 %-kal csokkent, ami annak tudhato be, hogy az el nem reagalt Au-vegyiiletek a dializis
soran tavoztak a mintabol. Ezzel szemben az Ag esetén magasabb koncentracid lett

megallapitva, ami mintakészitési hibanak tudhatdo be (a tisztitds soran a koncentracio

emelkedése kizarhatd, esetleg az olddszer parolgasa miatt torténhet emelkedés).
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Feltételezve, hogy az Ag-tartalom Iényegében valtozatlan maradt, az Au-Ag ardny a
kiindulasi 8,52:1-r61 5,65:1-re valtozott, ami 85 %—15 % végso elemosszetételnek felel meg.

Az naunag ardny €s oxidacios allapota mellett fontos ismerni a kialakulé NCs
tényleges méretét is. Habar XPS méréseket nem végeztiink az oxidéacios allapotok
meghatarozasara, az Au oxidécios allapota nagy valdszinliséggel hasonl6 a tobbi eldallitott
NC-hez, azaz a NCs-et dontéen Au(0) és kevés Au(l) alkothatja. A TEM képek bizonyitjak
a NCs képzodését, ezek alapjan a NC-magok atmérdje 2,0 £ 0,3 nm sziik méreteloszlas
mellett (42. A) és B) abra). A NCs gomb alakuak, méretiik lehet valamivel nagyobb, hiszen
nagyon kis atmér6jiik miatt olvadaspontjuk alacsony, ezért a nagy energiaju elektronnyalab
mintara fokuszalasakor konnyen megolvadnak. A DLS mérésekbdl szarmazo du értékkel
(7,2 £0,6 nm) Osszehasonlitva joval kisebb értéket kaptunk, ami nem meglepd, mivel a
fényszorasmérés nem a részecskék valodi fizikai méretére, hanem azok hidrodinamikai
atmérdjére érzékeny, ami tartalmazza a részecskét kisérd stabilizald réteget is, amiben
ellenionok is taldlhatok (szemléltetése a 42. C) abran lathato). Fontos kiilonbség még, hogy
a fehérjemolekula vizes kozegben mas méretli, mint szilard (felcseppentett) allapotban, igy

ez 1s hozzajarul a tapasztalt méretkiilonbséghez.

~
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Szilard allapot
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42. abra: A) A Tf-Au/Ag NCs reprezentativ TEM felvétele B) és a kép alapjan készitett
méreteloszlas C) a TEM és DLS mérések dltal szolgaltatott méretek szemléltetése '*!

A NC-képzddés masodlagos fehérjeszerkezetre gyakorolt hatdsat elsOként itt is FT-IR
mérésekkel ellendriztiik. Az eredmények alapjan kevés nagy eltérés lathato a tiszta fehérje
¢s a NCs spektruman, de dontéen ugyanazok a csucsok jelennek meg kis eltérésekkel.
Jelentésen az Au NCs spektruma kiilonbozik, itt viszont egy mintaelokészitési hiba (minta
felolvadésa a liofilizalas befejezése eldtt) jelentdsen megvaltoztatta a fehérje allapotat. Az
Au NCs spektruman egy széles sav talalhato 2500—2600 cm ' kozott, ami S—H kotéshez

lehet rendelni '**. Néhany masik cstcs is mutat abszorbancia ndvekményt (pl. 1395 és
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835 cm™!), ezeket nem rendeltiik kémiai kotésekhez, mivel az ujjlenyomat-tartoméanyban
jelentek meg. A legszembet{indbb valtozas az amid I. csticsnal van 1640 cm ™! értéknél, itt
aranyaiban nagy emelkedés lathaté az amid II. csticshoz képest, ami 1570 cm™! koriil
jelentkezik. A cstics a nagyobb hullamszamok fel¢ tolodik el a NC-képzddés hatasara
(Tf: 1634cm™, Au NCs: 1641cm™!, Au/Ag NCs:1643cm™!), ami hasonlit a

44" bar ott a cstics sokkal magasabban,

szakirodalomban taldlhaté eredményekre
1656—1664 cm™! értéknél jelentkezik. Az amid I. csucs felbontdsaval becslést tehetiink a
masodlagos szerkezeti elemek aranyara a fehérjemolekulaban, hiszen az egyes elemek eltérd
hulldmszamokon mutatnak elnyelést. A gorbe alatti teriiletek Osszevetésével azt lathatjuk,
hogy a NC-képzddés hatasara jelentdsen lecsokken a Tf a-hélix, emellett B-redd tartalma,
mig a B-kanyar és rendezetlen szerkezet aranya megnd. Ezt a valtozast az okozza, hogy a
fématomok ¢és fehérje kozotti kolcsonhatas alapvetden deformalja a szerkezetet, rdadasul a
fém redukcioja, és a NCs képzddése tovabb valtoztatja ezt a szerkezetet. Tovabbi hatdssal
bir a pH jelentds megnovelése, az Au és Ag atomok komplexképzése a kén és nitrogén
atomokkal, illetve a Tyr csoportok oxidacidja is. Mivel az egyfémes NCs-nél is hasonlo
eredményeket lathattunk, igy kijelenthetjiik, hogy a fémmagok Osszetételének ekkora
(~ 10-15 %-o0s) valtoztatasa nem befolyasolja érdemben a NC-képzddés folyamatat, igy a
protein szerkezetét sem.

Az FT-IR mérések mellett CD spektrumok felvételével is igazolni kivantuk a Tf

szerkezetvaltozasat a kétféle NC-rendszerben. (43. abra).

A) Tf —  Tf-AuNCs B) —Tf — Tf-Au/Ag NCs
2000 =~ =" Reed-modell Reed-modell 4000 . Reed-modell Reed-modell

o 0 2000 A

) ) 0

-5 -2000 - -5
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§ 4000 - g

o0 o0 -4000 -

S -6000 1 =

= g -6000 A

§ -8000 A § -8000 -

-10000 T T T -10000 T T T
180 200 220 240 180 200 220 240
Hulldimhossz (nm) Hullaimhossz (nm)

43. abra: A Tf CD jelének valtozasa a NC-képzodés hatasara A) az egyfémes Au NCs-nél
és B) a kétfémes Tf-Au/Ag NCs esetében '¥!
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Vizsgaltuk azonos fehérjekoncentracidju Tf-oldat, Tf-Au NC és Tf-Au/Ag NC-diszperziok
spektrumait is, 0,059 és 0,065 mg/ml értékek mellett. Az eredmények Reed-modellel torténd
illesztése hasonlé eredményekre vezetett, mint az FT-IR mérések. A mintak a-hélix tartalma
jelentdsen lecsokkent (11,9—-12,3 %-r6l 0-0,4 %-ra), emellett B-redd tartalma is csokkent
(44,8—46,4 %-rol 38,3—41,3 %-ra). A B-kanyar és rendezetlen szerkezet ardnya ezzel
szemben megnétt (az eldbbinél 4,5-6,7 %-rdl 5,1-9,7 %-ra, az utdébbinal 36,2—37,3 %-rol
52-53,2 %-ra). JelentOs eltérés lathatd az utobbi két szerkezeti elem ardnyaban az FT-IR és
CD eredményeknél. Ez azzal magyarazhatd, hogy az eldbbi modszernél szilard pormintakat
vizsgaltunk, mig az utobbinal oldatokat. Fontos figyelembe venni azt is, hogy az alkalmazott
illesztési eljarasok egyik mérés esetében sem adnak megfeleld illeszkedést a mért és az
illesztett gorbék kozott, igy a szazalékos értékek esetén helyesebb azok valtozasat, mint
abszolutértékét értelmezni. Tovabbi észrevétel, hogy az Au NCs és Au/Ag NCs masodlagos

szerkezeti elemeinek ardnya eléggé hasonlo, alatamasztva az FT-IR eredményeket.
5.5.3. Szenzorikai vizsgadlatok

Az analitikai érzékelés céljabol elonyds, ha a jelzOanyag kinetikailag €s optikailag is stabil,
nem aggregal sem az analit, sem a matrix egyes 0sszeteviinek jelenlétében. A gyakorlati
alkalmazas szempontjabol elengedhetetlen volt megvizsgalni, hogy a Tf~Au/Ag NCs milyen
stabilitdssal birnak kiilonb6zd koriilmények mellett (ionerdsség és pH). Ennek ellendrzése
kétfémes NCs sotlirését. Az eredmények azt mutattak, hogy egyik esetben sem tortént
makroszkopikus aggregacid, viszont az emisszids intenzitas jelentdsen (23-24 %-kal)
emelkedett 0,05 M-ig, majd lassan csokkent 0,5 M-ig (=10 %). A kovetkezd 1épésben a
minta pH-tlirését elemeztiik az 1-13 tartomanyban. A fluoreszcencia értéke nem valtozott
jelentdsen, egyedil pH =1 ¢és 2, valamint az 1.e.p. kornyékén. Az utobbinal a fehérje kozel
semleges tOltése destabilizalja a NCs-et, ezaltal aggregaltatva azokat. Ez megnoveli a
fluoreszcenciat az AIE jelenségén keresztiil (+45—47 %), de a nagyfoku kozegbeli
destabilizacid ezt az elényt erdsen tulsulyozza. Alacsony pH esetén jelentdsen megvaltozik
a fehérje szerkezete (hiszen attoltddés tortént), illetve az Ag atomok kioldédhatnak a NCs-
bdl, ezek a hatdsok jelentdsen lecsdkkentik a mintdk emisszios intenzitdsat (—12—46 %), €s
azt a voros tartomany felé toljak el (613—650 nm). Ezek alapjan azt allapitottuk meg, hogy
a NCs biztonsagos felhasznalasdhoz pH > 6 érték sziikséges, €s viszonylag magas (0,1 M)

ionerdsségek mellett is eredményesen lehet hasznalni Oket. Ezt a megallapitast a
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szakirodalom is aldtdmasztja, a megjeldlt cikkben 7 semleges és ligos kdzeget javasolnak a
munkahoz. A kinurenin utvonal molekuldinak érzékelésére szolgald kisérletek soran tiz
kiilonbozé molekulat vizsgaltunk meg, melyek szerkezeti képlete a 14. abran lathato. Az
utvonal molekulai és a NCs kozott lehetségesen kialakuld kdlcsonhatasok vizsgalata soran
két kiilonbozd biologiai folyadékot modellezd kozeget (PBS-t és aCSF-ot), illetve egy
modositott, valos biologiai kozeget hasznaltunk, ez utobbi PBS kozeggel 6tszordsére higitott
emberi vérszérumot jelentett. A kimutatasi kisérleteket a 4.3.3 Szenzorikai vizsgalatok
fejezetben leirt koncentraciok mellett eldszor az egyfémes Tf-Au NCs-kel végeztiik el
(cte= 6,52x102 mg/ml), de itt csak nagyon kis valaszjeleket kaptunk (I/Ip=1,1-1,2),
lényegi valtozasok nem voltak megfigyelhetdek.

A Tf-Au/Ag NCs esetén (cre= 0,117 mg/ml) a PBS kozegben azt tapasztaltuk, hogy a
vizsgalt molekuldk kozil (¢ = 34,35—34,55 uM a beméréstdl fliggden) csak a 3-HAA esetén
(6. molekula) jelentkezik latvanyos fluoreszcencia-erdsodés, melyet a 44. A) abran jol

szemléltetnek a piros oszlopok.

A) 1,8 1®=PBS B) 1.4 -
1,6 1 .
] aCSF I 1,3 4 ;i
1.4 B Szérum § - B ® ; ¥
1,2 - E 124 0t -

: r oz = F | y=0,40557x +1,00500
=< 'f SERE o R =0,93410
=08 - = s
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0,4
0,9 1
0,2 -
0 0,8 ; . . . .
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Vizsgalt molekula Chaa (UM)

44. abra: A) A kinurenin utvonal molekuldinak jelenlétében a NCs I/]y értékeinek valtozdsa
PBS, aCSF és higitott vérszérum kozegekben (I: molekula jelenlétében mért intenzitas, lo: a
NCs intenzitasa a molekulak tavollétében azonos koncentrdaciok mellett
(Nfemion = 0,022 umol, cpemion = 8,70 uM, Cmoickuia = 34,35—34,55 uM) B) és a LOD
meghatdrozdsara szolgalé kalibraciés egyenes aCSF kozegben '*!

Ez a jelenség eltér a szokasos, fluoreszcencia-kioltason alapuld analitikai

1 30,46,108,117,119

tesztanyagokto , viszont egyezést mutat korabbi, egyfémes NCs-et felhasznalo

128

munkakkal “°. A tobbi molekula esetén aprobb eltéréseket lattunk, ami legtobbszor a sajat

crer

Az egyediili kivétel a HKyn (5.) volt, ahol megvaltozott az emisszios gorbe alakja, foleg a
NC-emisszio kisebb energidju oldalan volt lathato erésodés (LMCT/LMMCT, amihez a 1
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¢lettartam rendelhetd). A 3-HAA (6.) esetén tovabbi méréseket is végeztiink, hogy
meghatarozzuk a kimutatdsi hatar (LOD) értékét. Ehhez vizsgéaltuk a 0-34,4 uM
tartomanyban a valaszjelet, és végiil LOD = 0,55 uM eredményt kaptunk PBS kozegben. Ez
az érték jelentdsen alacsonyabb a kinurenin-kér mas molekulait (Kyn és Kyna) célzo NC-es
modszerekhez képest (ott rendre 15-22 uM *¢ és 60-80 uM ¥ értékek jellemzdk). Magas
3-HAA koncentracioknal zavarhatja a mérést, hogy a 3-HAA sajat fluoreszcenciaval
rendelkezik a kék tartomanyban, ami atfedhet a NCs emissziojaval. Ez a jelenség nem
meghatarozo az érzékelési hullamhosszon, kiillondsen az alacsonyabb koncentracioknal. A
fluoreszcencia-erésddés magyarazhato a korabban taglalt AIE jelenséggel. Jelen esetben ez
esetén sem jelentkezett szemmel lathatd aggregéacid vagy részecskeképzodés. Az AIE itt
inkabb a részecskét stabilizalo fehérjeburok valamilyen mértékli ridegebbé valasabol
szarmazhat, amit a fehérje ¢és a 3-HAA kozott 1étrejovo kolcsonhatds magyarazhat. A
merevebb fehérjeszerkezet csokkenti a sugarzdsmentes legerjesztédési folyamatok
valoszinliségét, ezaltal megndveli a fluoreszcens foton kibocsatasanak esélyét, igy novelve
a minta fluoreszcencia intenzitasat. A fluorimetria mellett ¢lettartammérésekkel is vizsgalni
kivantuk a 3-HAA ¢és a NCs kolcsonhatasat. Az eredményekbdl azt lattuk, hogy az atfedd
emisszids csucsok miatt jelentdsen megndtt a 13 komponens hozzdjaruldsa. Ez a tag
mindenképpen tartalmazza az eredeti, fehérjétol (pontosabban Trp-t6l) szdrmazo értéket,
plusz a 3-HAA sajat emissziojat, igy a hozzdjarulds novekedése egyértelmli a
koncentracidoemelkedés miatt. A NC-emisszidhoz tartozé élettartamok hozzajarulasa
természetesen csokkent, emellett abszolutértékiik is alacsonyabb lett. Ez lehet a 3-HAA
jelenlétének kovetkezménye, de a mérési paraméterek is okozhattak az eltérést, igy itt nem
allithatunk semmi biztosat.

A szenzorikai méréseket elvégeztik aCSF kozeg hasznélata mellett is (44. A) abra,
z61d oszlopok). Itt valamennyivel méasabb eredményeket kaptunk: els6ként is mar maga az
aCSF kozeg is 10—15 %-kal megndvelte a NC-emisszio intenzitasat, de ez a méréseket nem
zavarta. A vizsgalt molekuldk tovabb novelték ezt a jelet, fliggetleniil a szerkezetiiktol.
Szelektiv emelkedést csak bizonyos molekuldknal tapasztaltunk. Ilyenek voltak a XA (3.),
Kyn (4.), HKyn (5.) és 3-HAA (6.). A Kyn semmilyen erdsitést nem mutatott PBS kozegben,
viszont aCSF-ben egy erds emisszios csucs jelenik meg 480 nm koriil, ami egy, a Kyn-bdl
¢s az aCSF valamelyik komponensébdl képzett komplextdl szarmazhat. Ez az Gjonnan

megjelent cstcs erdsen atfed a NCs emisszidjaval, €s jelentdsen megemeli €s eltolja azt a

104



630 nm alatti tartomanyon. Ez a hulldmhossz felett a NC-emisszid alakja és intenzitasa
valtozatlan, ezért a szelektiv erdsités kizarhat6. A 3-HAA esetén szintén elvégeztiikk a LOD
meghatarozasat (44. B) abra), és itt valamivel alacsonyabb, 0,32 uM értéket allapitottunk
meg. A lineéris tartomany nagyon révid, amit egy hosszu telitési rész kovet, majd a telités
~5 uM felett kovetkezik be. Mivel a 3-HAA sajat fluoreszcenciaval rendelkezik 425 nm-
nél, igy koncentricidja fiiggetleniil is megallapithaté lenne, de az ezen a tartomanyon
emittald szamos zavar6 vegyiilet (koztiikk szamos kinurenin-titvonalhoz tartozé molekula. pl.
AA) is fluoreszkal, igy joval biztonsagosabb meghatarozast kinal a NCs-kel torténd
kimutatés.

Harmadik kozegként a higitott vérszérumot vizsgéaltuk meg (44. A) abra, kék
oszlopok). Ez a matrix erésen szorja a fényt, emellett magas fehérjetartalma miatt a kék
tartomanyban magas fluoreszcenciat mutat, megnehezitve ebben a tartomanyban az
analitikai vizsgélatokat. A kiilonbségi spektrumokat elemezve lattuk, hogy a kozeg hatasara
jelentésen eltolodik a NCs sajat emisszids spektruma (609—647 nm), viszont az analitok
jelenlétében visszakeriil a vizes kozegben meghatarozott tartomanyba (647—613 nm). A
kozeg jelentdsen csokkenti az emisszios intenzitast, amit a XA ¢és a 3-HAA képes
visszandvelni, lehetdvé téve a kvantitativ meghatarozast ebben a kdzegben is, igazolva a
NCs alkalmazhatésagat valos kornyezetben. Mivel a mennyiségi meghatarozadst nem
végeztiik el, err6l annyi megallapitast tudtunk csak tenni, hogy a kdzeg sajat fluoreszcencidja
miatt annyira megnd az adatok szoérasa (~80 %), hogy a LOD értéke bizonyosan magasabb
lesz, mint PBS vagy aCSF kozegekben.

A Tf-Au/Ag NCs reakcidjat vizsgaltuk egy masik triptofan bomléasi utvonal, a
szerotonin-kor esetén is (csak PBS és aCSF kézegekben). Ebben az esetben néhany molekula
(5-hidroxi-L-triptofan {HTrp, 11}, HTA {12} és N-acetil-szerotonin {ASer, 13}) mutatott
erositést, fiiggetleniil az alkalmazott kozegtdl. Ez azt jelenti, hogy e molekulak esetén nem
valésithatd meg szelektiv érzékelés. Osszevetve azon molekuldk szerkezetét, amik
erdsitették a NCs emisszidjat, azt lathatjuk, hogy mindegyik tartalmaz egy fenolos OH
csoportot. Habar a Kyna is tartalmaz egy ilyen csoportot egy aromas gytirin
(4-hidroxikinolin), mégsem mutat erdsitést, ami azzal magyarazhato, hogy a gytirtiben 1évo
N-atom felerdsiti a keto-enol tautoméria jelenségét, ezaltal az egyenstly erdsen a keto-forma
képzddése felé van eltolva. Osszefoglalva kijelenthetjiik, hogy a fenolos OH csoport

jelenléte fontos az érzékelési reakcid sikeressége szempontjabol, de szerepe tisztazatlan.
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A 3-HAA ¢és a Tf-Au/Ag NCs kozott létrejové kolcsonhatas vizsgalatara I7C
méréseket végeztink el (45.4abra). A mérések eredményeit (dQ/dt) differencidlis
kalorimetriads goOrbéken dbrazoltuk az 1d6 fiiggvényében. Az ezekbdl képzett
entalpogramokon az egyes adagolasi 1épésekhez tartoz6 hodeffektusokat (amit a Tf és a
3-HAA kozotti kolesonhatas idézett eld) lathatjuk a ligandum/fehérje molarany
figgvényében, minden egyes adagolasi 1épésnél. Mads, fluorimetrian alapuld

t 4119 nem tudtunk elvégezni a mintan, hiszen nem kiolt4si

hoémérsekletfiiggd vizsgalatoka
reakcid szolgaltatta az érzékelés alapjat. Elso 1€pésben azt vizsgaltuk, hogy a szabad Tf és a
3-HAA kozott detektdlhato-e barmilyen kolcsonhatds, és ha igen, akkor milyen tipust
reakci6 jatszodhat le kozottiik. A mérések soran olyan koncentracidviszonyokat allitottunk

crer

régiokra fokuszalva.
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45. abra: A 3-HAA és a Tf, valamint a Tf-Au/Ag NCs reakciojanak kovetése ITC

mérésekkel, és az utobbi illesztése egy kotéhelyet feltételezé modellt alkalmazva !

Az eredmények alapjan azt lattuk, hogy nem lépett fel semmilyen mérhetd kdlcsonhatés a
két anyag kozott. Ezek utan megvizsgaltuk, hogy mi torténik a NCs jelenlétében ugyanazon
fehérje- és ligandumkoncentraciok mellett. A NCs esetében mar szelektiv, jol kimérhetd
reakciot tapasztaltunk. A mérési adatokat egy kotohelyet feltételezd modellel megillesztve
jo 1illeszkedést kaptunk, ¢és ezzel meg tudtuk hatarozni a reakcid termodinamikai
paramétereit, amiket az 5. tablazatban foglaltunk 6ssze. Eredményeink alapjan a molaris
szabadentalpia —36,15 kJ/mol-nak adddott, ami termodinamikailag kedvezményezett
reakcidt jelent. A moléris entalpia értéke 13,1 kJ/mol volt, mig a moléris entrdpia

165 J/(mol-K), ezek alapjan a reakcié endoterm és entropiavezérelt folyamat (AH < TAS).
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Ezek alapjan a fluoreszcencia megvaltozasat egy szerkezetvaltozas okozhatja, amit a

ligandum fehérje kotohelyére torténd beépiilése valt ki.

5. tablazat: A Tf-Au/Ag NCs és a 3-HAA kozott lezajlo reakcio termodinamikai paraméterei
(egy kétéhelyes modell) '*!

AG1 AH1 AS1 Kai
Tf-Au/Ag NCs + 3-HAA (Jmol)  (kJmol) (Fmol-tK-1) (M-1) Ni
Erték ~36,15 13,12 165 2,17-10° 1,03
Széras 0,38 0,33 0 0,33-10° 0,01

A FT-IR ¢és CD-mérések mar bizonyitottdk a NC-képzédés madasodlagos szerkezetre
gyakorolt hatdsat, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a fehérje felszinén (az oldattal
érintkezd régioban) 1) aminosavak jelenhetnek meg, amik lehetséges kotOhelyet

formalhatnak a 3-HAA szamadra, és ez a kotéhely nem volt jelen a szabad Tf szerkezetében.
5.5.4. Biologiai aktivitast meéro vizsgalatok

Dr. Spengler Gabriella iranyitasaval (SZTE Orvosi Mikrobioldgia Intézet) tanulméanyoztuk
az egyes NCs biologiai aktivitasat, citotoxicitasat €s antibakteridlis hatdsat. A meghatarozott
értekeket — a Fiiggelékben leirt vizsgalatok elvégzése alapjan — a 6. és 7. tablazat foglalja
Ossze. Az emlitett tdblazatok nemcsak az 5.5. fejezetben targyalt egy- és kétfémes Tf-nel
stabilizalt NCs biologiai vizsgalat eredményeit foglaljak 6ssze, hanem a BSA, LYZ ¢és a yG

fehérjék felhasznalasaval eldallitott egy- €s kétfémes NCs megfeleld eredményeit is.

6. tablazat: A citotoxicitas meghatdrozdasa MTT-esszével (optikai denzitas, OD mérésével)

Citotoxicitas
Sejtvonal Colo205 CCD-19Lu
Minta ICs0 (uM) ICso (uM)
DOX (referencia) 0,71 £0,01 -

BSA-Au NCs > 50 >50
BSA-Au/Ag NCs > 50 > 50
LYZ-Au NCs > 50 > 50
vG-Au NCs > 50 > 50
vG-Au/Ag NCs >50 >50
Tf-Au NCs > 50 > 50
Tf-Au/Ag NCs > 50 > 50
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7. tablazat: A vizsgalt NCs antibakterialis hatasanak vizsgalata a minimalis inhibicios
koncentracio (MIC) meghatarozasaval

MIC meghatarozas

Viz-sgzilt“ S. aureus . S aureus E. coli K. pneumoniae
baktériumtorzs meticillin-rezisztens
ATCC 25923 ATCC 43300 ATCC 25922 ATCC 700603
Minta Erték (uM) Erték (uM) Erték (uM)  Erték (uM)

BSA-Au NCs > 50 > 50 > 50 > 50
BSA-Au/Ag NCs > 50 > 50 > 50 > 50
LYZ-Au NCs > 50 > 50 > 50 > 50
vG-Au NCs > 50 > 50 > 50 > 50
vG-Au/Ag NCs > 50 > 50 > 50 > 50
Tf-Au NCs > 50 > 50 > 50 > 50
Tf-Au/Ag NCs > 50 > 50 > 50 > 50

A mérésekhez kifejezetten magas koncentraciokat (> 50 uM) is alkalmaztak, biztositva a
hatasuk értékelését a valos alkalmazasi koncentracioknal toményebb rendszerek esetén is.
Az eredmények megmutattak, hogy sem a vizsgalt egyfémes, sem a kétfémes Au/Ag NCs
nem mutatnak antiabkterialis vagy citotoxikus hatést, tehat alkalmazasuk e mérések alapjan
nem litkdzik kompatibilitasi problémdkba. Természetesen ezek reprezentativ mérések, igy a
potencilis orvosbiolédgiai felhasznalasukhoz tovabbi, biokompatibilitast célzé6 mérések '2®

elvégzése is sziikséges, ami id6hiany miatt mar nem képezte jelen doktori munka anyagat.
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6. Osszefoglalas

A nemesfém nanoklaszterek (NCs) egyfajta hatérteriiletet képeznek a molekuldk és a
klasszikus nemesfém nanorészecskék (NPs) kozott, mivel egyedi optikai sajatsagokkal
rendelkeznek, mint a fotolumineszcencia (fluoreszcencia vagy foszforeszcencia). Tovabbi
kiilonlegességiik, hogyha kétféle fémbdl épitjiik fel a NCs-et, akkor a termék szerkezeti,
optikai vagy katalitikus tulajdonsagai kiilonbozni fognak az egyfémes NCs egyedi
sajatsagaitdl. Orvosbiologiai teriileten torténd alkalmazasukhoz elengedhetetlen
biokompatibilis jelleglik biztositasa. Ezt legtobbszor a stabilizdldé molekulak helyes
megvalasztasaval érhetjiik el, amelyek lehetnek példaul aminosavak vagy fehérjék. Doktori
munkam megkezdésekor a kutatocsoportunkban csak egyetlen kdzlemény sziiletett kétfémes
NCs-16l, ezért célul tliztiik ki 0j, fehérjével stabilizalt kétfémes (Au/Ag) NCs eldallitasanak
fejlesztését. Kiemelt célunk volt a NCs fluoreszcencia intenzitdsanak novelése, amit az
eldallitasi paraméterek szisztematikus valtoztatasaval igyekeztiink szabalyozni. A tisztitott
¢s részletesen jellemzett kétfémes rendszereket (az egyfémes NCs mellett) kiilonbdzd
alkalmazasi terlileteken kiséreltiik meg felhasznalni. Vizsgaltuk potencidlis fluoreszcens
jeloldanyagként betoltott szerepiiket kolloidalis hatdéanyag-hordozo részecskék esetén, ill.
tanulmanyoztuk Oket analitikai jelzdéanyagokként a triptofan metabolitok szelektiv
azonositasa céljabol.

A doktori munka sordn elsdként bemutattuk, hogy a vizes kozegli ,,templatos”
eljarassal, a reakciokoriilmények szisztematikus valtoztatasaval megnovelt (a fémtartalomra
vonatkozban 5—7-szer nagyobb) fluoreszcencia intenzitdsu Au/Ag kétfémes NCs allithatok
eld szobahdmérsékleten a BSA és LYZ fehérjék felhasznalasaval. Az arany 3—10 m/m%-
anak eziistre torténd cseréje altal a BSA-Au NCs fluoreszcencia maximuma Aem = 660 nm-
r6l 620 nm-re hangolhatdé (BSA-Au/Ag NCs), mig az antibakteridlis hatasi LYZ
felhasznalasakor Aem =570 €és 600 nm fluoreszcencia maximummal rendelkezé kétfémes
NCs (LYZ-Au/Ag NCs) szintetizalhatok. A szakirodalomban els6ként mutattuk be a LYZ
alkalmassagat kétféle (sarga €és narancs) fluoreszcens Au/Ag NCs ,templatos™ eljarassal
torténd eldallitasara.

Az eldallitott és tisztitott kétfémes NCs optikai és szerkezeti sajatsagainak értelmezése
soran igazoltuk, hogy valamennyi termék ps-os atlagos élettartammal rendelkezik (harom
komponens illesztése alapjan), €s az eziist beépiilése révén kialakulo szinergisztikus hatés

miatt a belsd kvantumhatasfok a tiszta Au NCs-re jellemzd 1,5 %-r6l akar 7,5 %-ra
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novelhetd. Az XPS mérések egyértelmiien ramutattak az arany fémes karakterére, mig a CD
¢s FT-IR mérésekkel egyiittesen bizonyitottuk a NC-képzddés hatasat a stabilizalo fehérjék
masodlagos szerkezetére. A BSA-Au/Ag NCs-re vonatkozdéan antibakterialis aktivitas és
citotoxicitds probakkal igazoltuk, hogy azok nem rendelkeznek biologiai aktivitassal
(ICs0 > 50 uM).

A fluoreszcens egy- és kétfémes NCs-et elsdként alkalmaztuk kitozan-hialuronsav
hatoanyag-hordozo részecskék jeldlésére. Megallapitottuk, hogy a megfeleld stabilitast
biztositd fehérje anyagi mindsége nem meghatarozo, hiszen mindkét egyfémes NC
kitozan/hialuronsav alkotta részecskékkel wvald kolcsonhatdsa soran elég alacsony
MNC:Mkolloid  ardnyndl (<0,15) mar aggregacio figyelhetd meg. A kétfémes NCs-kel
lényegesen stabilabb ,, komplex” részecskék jelenléte detektalhatd egészen mnc:motioid ~ 1,5
aranyig, amit a kétfémes rendszerben jelenlévé nagyobb mennyiségl stabilizald fehérje
jelenléte biztosithat. RAmutattunk arra is, hogy a BSA-nal stabilizalt NCs felhaszndlasakor
azonosithatunk nagyobb mértékii aggregaciot azonos tomegarany beallitasa mellett. A LYZ-
Au NCs-nél lényeges (2,8-szeres) fluoreszcencia erdsitést is megfigyelhetiink a hordozo
részecskék jelenlétében, ami az AIE jelenségének tulajdonithatd. A hordozo részecskék
tipusat osszevetve kijelenthetjiik, hogy a mag-héj szerkezetli részecskék feliileti rétegében
jelenlévdé nagyobb mennyiségli negativ toltésti hialuronsav jobban hozzaférhetdé volt a
LYZ-mal stabilizalt NCs-nek. A poliszacharid molekuldk képesek voltak valamilyen médon
gatolni a NCs-et stabilizalo LYZ molekuldk szabad mozgasat, ezzel csokkentve az emisszid
nélkiili legerjesztddés valoszinliségét és igy erdsitve a NCs fluoreszcencidjat.

Uj tudomanyos eredményként mutattuk be, hogy a yG-Au NCs optikai paraméterei
szisztematikusan hangolhatok az arany atomok 10 m/m%-anak eziistatomokra torténd
cser¢jével, illetve a szintézis egyéb paramétereinek (fehérje koncentracid, homérseklet,
fémtartalom, szintézisidd) valtoztatdsaval. Az 0j, 1 us-os atlagos élettartammal rendelkez6
vG-Au/Ag NCs fluoreszcencia maximuma kozel azonos a kiindulési egyfémes szarmazékkal
(634 nm a 637 nm helyett), viszont a fluoreszcencia intenzitasa kozel 2,3-szeresre emelheto,
ami javithatja a képalkotasban ¢és az analitikai céli felhasznalasban betoltott szerepét.
HR-TEM felvételekkel bizonyitottuk, hogy a klasztermagok d =1,61 £ 0,54 nm éatlagos
atmérdvel rendelkeznek, mig DLS mérésekkel a fehérjével stabilizalt, vizes kozegben
szolvatalt NCs hidrodinamikai atmérdjére du = 6,82 + 0,97 nm értéket hataroztunk meg. A
tisztitott YG-Au/Ag NCs szerkezeti jellemzése soran ramutattunk arra, hogy a fémionok

redukcioja kozel teljes mértékben megvaldsul a kidolgozott szintézis soran, amit a
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klasztermag nominalis és ICP-MS mérésekkel meghatarozott valds 0sszetételének alig eltérd
mértéke igazol. Az 6tvozet klasztermag kialakuldsa elektrokémiai mérések eredményei
alapjan is valoszintisithetd. Biologiai aktivitast méro probakkal megallapitottuk, hogy a NCs
még 50 uM koncentraci6 felett sem rendelkeznek antibakteridlis vagy citotoxikus hatassal.

Els6ként mutattuk be, hogy a Tf-Au NCs tulajdonsagai jelentdsen javithatok eziist
atomok klasztermagba torténd beépitésével, ezaltal kétfémes Tf-Au/Ag NCs-et létrehozva.
A kétfémes szdrmazék szintézise révén a fluoreszcencia intenzitds kozel négyszeresére
novelhetd, mig az emisszids maximum Aem = 626 nm-rél 595—610 nm-re modosithaté. CD
¢s FT-IR mérések révén igazolast nyert, hogy a fehérje szerkezetét er6sen modositja a NCs
kialakulasa, jelentésen csokkentve a rendezett masodlagos szerkezeti elemek (kiilondsen az
a-hélix) ardnyat. TEM mérésekkel a fémmagok méretére 2,0 +0,3 nm-t, mig DLS
mérésekkel a fehérjével stabilizalt nanoszerkezet hidrodinamikai atmérdjére 7,2 + 0,6 nm
értéket hatdroztunk meg. Fluorimetria, ¢élettartammérések, valamint jodidionnal torténd
kioltasi reakciok vizsgalataval igazoltuk, hogy a NCs emisszidjat dontdéen két folyamat
szolgaltatja: az egyik a fémmagbdl szdrmazd &atmenet, amit 583 nm-es emisszids
hullamhossz és 250 ns élettartam jellemez, mig a legnagyobb részt a 670 nm emisszids
hullamhosszt, 1,56 us élettartam ligandum-fém atmenet adja.

Az analitikai érzékelés teriiletén megmutattuk, hogy a Tf-Au/Ag NCs-kel erdsitési
reakcioban mutathat6 ki a kinurenin-korhoz tartozé molekuldk koziil a 3-hidroxiantranilsav
(3-HAA). Koncentraciofiiggést vizsgalo kisérletekkel meghataroztuk a LOD értékét, melyre
PBS kozegben 0,55 uM, mig aCSF kozegben 0,32 uM érték adodott, ami jelentosen
alacsonyabb hasonlo analitikai alkalmazasokhoz képest (yG-Au NCs + L-kinurenin:
15-22 uM, yG-Au/Ag NCs + kinurénsav: 60—80 uM). Vizsgalatainkat higitott emberi
vérszérum kozegben is elvégeztiik, bemutatva a NCs biologiai kozegben torténd
alkalmazasat. A 3-HAA, a Tf és a Tf-Au/Ag NCs kozotti kolcsonhatas ITC mérésekkel
vizsgalva bizonyitottuk, hogy a Tf-nel nincs kimérhetd kdlcsonhatés, mig a NCs esetében az
egyértelmiien kimutathat6. A reakcid termodinamikai paramétereinek értelmezése soran
igazoltuk, hogy termodinamikailag kedvezményezett (AG=-36,2 kJ/mol), endoterm
(AH® =+13,1 kJ/mol) és entropia-vezérelt (AS®= 165 J/mol K). Az alkalmazott modell
alapjan egy kotohelyet feltételezhetiink (N =1,03) a NCs-et stabilizalo fehérje feliiletén,
Ka=2,17x10° M kotési allandoval.
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7. Summary

Noble metal nanoclusters (NCs) are boundary materials between molecules and classic noble
metal nanoparticles (NPs), as they possess unique optical properties like photoluminescence
(fluorescence or phosphorescence). Another interesting fact is when NCs are built up from
two metals, which causes the structure, optical and catalytical properties of the product to
differ from the characteristics of the monometallic NCs. Application of NCs in the medical
field requires them to be biocompatible, which can be ensured by using appropriate
stabilizing molecules, such as aminoacids or proteins. At the start of my PhD work our
research group only had one publication on the topic of bimetallic NCs, so we aimed to
develop new bimetallic Au/Ag NCs stabilized with proteins. Our main target was the
enhancement of the fluorescence intensity of the NCs, which we wished to accomplish by
systematically varying the synthesis parameters. The purified and thoroughly characterized
bimetallic systems (together with the monometallic NCs) were employed in different
application fields. We investigated their application as fluorescent labeling materials for
colloidal drug carrier particles, and in the field of the selective analytical sensing of
tryptophan metabolites.

During the PhD studies we first presented the possible synthesis of Au/Ag NCs
stabilized with BSA and LYZ at room temperature, using the template method in aqueous
medium. By modifying the synthesis parameters systematically, the product will have
enhanced, 5—7 times higher fluorescence (comparing at similar metal concentrations). By
changing 3—10 w% of gold atoms to silver, the emission maximum of BSA-Au/Ag NCs
shifts from Aem =660 nm to 620 nm, while in the case of antibacterial LYZ, bimetallic
Au/Ag NCs with Aem = 570 or 600 nm can be achieved. We were the first in the literature to
point out the possibility of synthesizing two (orange and yellow) fluorescent
LYZ-Au/Ag NCs using the template method.

The optical and structural properties of the purified bimetallic NCs were investigated,
and we verified that all of the products possess average fluorescent lifetimes in the us range
(based on 3-parameter fitting). By the incorporation of silver, due to synergistic effects the
internal QY of the NCs increased to as high as 7.5 % from the value of 1.5 % of the Au NCs.
XPS measurements clearly proved the presence of metallic gold in the NCs, while CD and
FT-IR measurements proved the disrupting effect of NC-formation on the secondary

structure of the stabilizing proteins. In the case of BSA-Au/Ag NCs antibacterial and
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cytotoxicity assays proved that these materials do not show any biological activity
(ICs0 > 50 uM).

We were the first to utilize fluorescent mono- and bimetallic NCs for the labeling of
Chit/HyA drug carrier particles. We confirmed that the type of stabilizing protein is not
determining, as both BSA- and LYZ-Au NCs interacting with the carrier NPs cause
aggregation at very low mnc:Mparicle ratios (< 0.15). Using bimetallic NCs gives more stable
”complex” particles up to ~ 1,5 mnc:mparticle ratios, which can be explained by the larger
amount of stabilizing proteins in the bimetallic systems. We also showed that using
BSA-stabilized NCs cause more significant aggregation at similar weight ratios. We could
determine significant (~2.8 times) fluorescence enhancement in the case of LYZ-Au NCs in
the presence of the colloidal carriers, which is due to the effect of AIE. Comparing the effect
of the structure of the carrier particles we can state that the presence of a larger amount of
negatively charged HyA on the surface of core-shell type systems are more available for
LYZ-stabilized NCs. The polysaccharide molecules were capable of restricting the free
movement of the LYZ molecules, somehow decreasing the chance of non-radiative decay
processes, thus increasing the fluorescence of the NCs.

As a new scientific result we showed that the optical properties of yG-Au NCs can be
systematically tuned by changing 10 w% of gold atoms to silver, and by modifying other
synthesis parameters (protein concentration, temperature, metal content and synthesis time).
The new yG-Au/Ag NCs possessing 1 pus average lifetime have similar emission maximum
as the original monometallic counterparts (634 nm compared to 637 nm), but their
fluorescence intensity is 2.3 times higher, which can improve their performance in potential
imaging and sensing applications. HR-TEM images proved that the NC cores have a
diameter of 1.61 + 0.54 nm, while DLS measurements showed dy = 6.82 + 0.97 nm values
for the protein-stabilized NCs dispersed in the aqueous phase. During the structural
characterization of purified yG-Au/Ag NCs we confirmed the almost complete reduction of
the metal ions, which was made clear with ICP-MS measurements showing almost identical
metal compositions as the nominal value. Based on electrochemical measurements, the
formation of alloyed NC cores was also suggested. Using assays measuring biological
activity we confirmed that the NCs do not have any antibacterial or cytotoxic effect even at
very high concentrations (> 50 uM).

We were the first to show that by the incorporation of silver atoms into the metallic

cores of Tf-Au NCs their properties can be significantly improved. Due to the creation of
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the bimetallic product the fluorescence intensity can be increased 4 times, while the emission
maximum can be shifted from Aem =626 nm to 595—610 nm. Based on CD and FT-IR
measurements we verified that the formation of NCs greatly influences the structure of the
protein, significantly lowering the contribution of ordered strucutre elements (especially a-
helices). TEM measurments gave average diameters of 2.0 = 0.3 nm for the NC cores, while
DLS results were du = 7.2 £ 0.6 nm for the protein-stabilized nanostrucutres. Fluorometry,
lifetime measurements and quenching reactions with iodide were used to confirm that
NC-emissions came from two major processes: one from the metal cores, situated at
Aem =583 nm with a lifetime of 250 ns, while the largest contribution comes from a
LMCT/LMMCT process at Aem = 670 nm with a lifetime of 1.56 ps.

In the field of analytical sensing we showed that Tf-Au/Ag NCs can detect the presence
of 3-hydoxyanthranilic acid from the kynurekine pathway in a fluorescence enhancement
reaction. Concentration-dependent measurements were performed to determine the LOD
value, which was 0.55uM in PBS and 0.32 uM in aCSF media. These values are
significantly lower compared to similar applications (yG-Au NCs/L-kynurenine: 15-22 uM,
vG-Au/Ag NCs/kynurenic acid: 60—80 uM). Our measurements were also conducted in
diluted human serum, showing the applicability of NCs in biological samples. The reaction
between 3-HAA, Tf and Tf-Au/Ag NCs were investigated using ITC measurements. We
confirmed that there is no detectable reaction with Tf, while there is a definite one with the
NCs. The thermodynamic parameters were as follows: AG°=-36.0kJ/mol
(thermodynamically favored), AH° = +13.1 kJ/mol (endothermic), AS°=165 J/mol K
(entropy-driven). Based on the used model we suggested one binding site (N = 1,03) on the
surface of the stabilizing protein, with a binding constant of K, = 2.17x10° M.
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Fiiggelék

Az antibakterialis aktivitas vizsgalatokhoz felhasznalt baktériumok: Gram-pozitiv
Staphylococcus aureus (American Type Culture Collection — ATCC — 25923) mint
meticillin-érzékeny sejtvonal; meticillin-rezisztens S. aureus (ATCC 43300, MRSA); Gram-
negativ Escherichia coli (ATCC 25922); Kleibsella pneumoniae (ATCC 700603).
Antibakterialis hatdst felméro esszé: Mueller Hinton Broth kozeg.

A citotoxicitas vizsgalatokhoz alkalmazott anyagok és reagensek: Doxorubicin-
érzékeny Colo205 sejtvonal (CCL-222, LGC Promochem, Teddington, UK); CCD-19Lu
emberi normal kotészoveti (fibroblaszt) sejtvonalak (CCL-210, American Type Culture
Collection, ATCC). Sejttenyésztés: RPMI-1640 tenyésztd kozeg, hdvel inaktivalt
embrionalis marha szérum (FBS), L-glutamin, néatrium-piruvat, HEPES puffer, nisztatin,
penicillin-sztreptomicin keverék, Eagle’s Minimal Esssential Medium (EMEM) tenyésztd
kozeg, nem esszencidlis aminosav keverék (NEAA). Esszéhez: 0,25 % Trypsin-Versene
(EDTA) oldat, tiazolil kék tetraz6élium-bromid (MTT, 5 mg/ml PBS-ben), natrium-dodecil-
szultat (NaDS, 10 % oldat 0,01 M HCl-ban), doxorubicin.

Antibakterialis hatds meghatarozdsa

crer

kovetve a Klinikai és Laboratoriumi Standard Intézmény (CLSI) iranyelveit. A mintak
torzsoldatait 100 pl-re higitottdk Mueller Hinton Broth kézeggel. Ezt kvetden ugyanebben
a kozegben egy éjszakan 4t inkubalt baktériumkultira 107 higitasat adtak minden lyukba
100 pl mennyiségben, kivéve a kdzeg kontroll lyukakat. A lemezeket ezt kdvetden 37 °C-on
18 oran at inkubaltdk. Az inkubacids idOszak letelte utdn az MIC értékeket egyszerti vizualis

ellendrzéssel allapitottak meg.

Citotoxikus hatas ellenorzése (esszé): A Colo205 sejttenyészetet RPMI-1640 kozegben
novesztettek, ami ki lett egészitve 10 % hdvel inaktivalt embrionélis marha szérummal
(FBS), 2 mM L-glutaminnal, 1 mM Na-piruvattal, 10 mM HEPES pufferrel, 100 U/l
nisztatinnal és 10 mg/1 penicillin-sztreptomicin keverékkel. Ezeket a sejtvonalakat 37 °C-on
inkubaltdk 95 % levegd —5 % CO» elegyben. A CCD-19Lu sejteket Eagle’s Minimal
Essential Medium (EMEM) kozegben tenyészették, amiben 10 % hdvel inaktivalt
embrionalis marha szérum, 1 % nem esszencidlis aminosav keverék (NEAA), 2 mM

L-glutamin, 1 mM Na-piruvat, illetve nisztatin és penicillin-sztreptomicin keverék volt
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100 U/l és 10 mg/l koncentraciokban. A sejtvonalak a Colo205 sejtekkel azonos
koriilmények mellett voltak inkubdlva. A kisérletekhez felhasznalt sejteket 0,25 %-os
Trypsin-Versene (EDTA) oldattal valasztottdk szét (5 perc, 37 °C). A tapadé CCD-19Lu
sejtek a teszt elott 24 oraig lapos alju 96 lyuka mikrotiter lemezeken lettek rakva, szemben
a félig tapaddo Colo205 sejtekkel. A sejtszam az egyes lyukakban 1-10* volt 100 ul
tapkozegben mindkét sejtvonal esetén. A NC-torzsszuszpenziokbol higitdsi sorokat
készitettek a lemez lyukaiban az esszé elvégzése elott. A CCD-19Lu sejtek esetében a
higitasokat egy kiilon lyuksorozatban végezték el, majd ezekbdl helyezték a mintatérfogatot
a lyukakba, amikben a tapado sejtek voltak. Minden lyukban a végsé térfogat 200 pl volt az
egyes sejtvonalakra. A tenyészlemezeket 37 °C-on 72 6ran keresztiil inkubaltdk, majd az
inkubacios iddszak végén 20 ul MTT festék (tiazolilkék tetrazolium-bromid) oldatat adtak
minden lyukhoz (a festék torzsoldat koncentracidja 5 mg/ml volt PBS-ben). Ezt a 1épést
tovabbi 4 o6ras inkubécid kovette 37 °C-on, majd a lyukakhoz 100 pl Na-dodecil-szulfat
oldat lett adva (10 %-os oldat 0,01 M HCl-ban), és ezutan még egy éjszakan at inkubalva
lettek. A moddszer 1ényege, hogy az ¢életképes sejtek felveszik a sarga szinlt MTT festéket
(F1. abra), és metabolizmusuk soran lila szinli formazan festékké alakitjadk. A formazan
koncentracidja (és ezzel aranyosan abszorbancidja) aranyos az ¢l sejtek szamaval. A
sejtnovekedést az optikai denzitds (OD) 550 nm hullamhosszon torténd mérésével
hataroztak meg (a referencia hulldmhossz 630 nm volt), ehhez egy Multiscan EX ELISA
olvasot (Thermo Labsystems, Cheshire, WA, USA). Az OD a kovetkezd 0sszefiiggés szerint
szamolhato (F1. egyenlet, jelolések a 17. abra alapjan):

Io
IT+Ig

0D =g

(F1)

Az 1C50 értékeket a GraphPad Prism szoftverrel (5.00 verzid6 Windows operacios
rendszerekhez, GraphPad Software, San Diego, CA, USA) szamoltuk ki, nemlinedris

regresszios gorbe illesztésével.

Az antibakteridlis aktivitast és citotoxikus hatdst felméré esszékhez hasznalt torzs
diszperzidok a kovetkezOk voltak (a koncentracidk a névleges fehérje koncentraciokat
jelentik, azok kordbban megadott molekulatomegeivel szamolva): yG-Au NCs,
LYZ-Au NCs: 867 uM; Tf-Au NCs: 348 uM; yG-Au/Ag NCs: 324 uM; doxorubicin (DOX,
pozitiv kontrol): 2 mg/ml. A mérséek kivitlezéséhez hasznalt kezdeti koncentracié 50 uM

volt, a DOX esetén 8,621 uM.

124



/N ~ NO HN\N

N4'Lv,__ o AN N
—N N —
S\%\CH3 \Sr\%iwz

MTT CH, Formazan CH;

F1. abra: A citotoxikus hatdst meéro esszé esetén véegbemeno reakcio

FLI. tablazat:  Elettartammérések  eredményei  négyparaméteres  illesztéssel — a
LYZ-1-Au/Ag NCs-re az 540—700 nm tartomanyban

Illesztés négy paraméterrel
A (nm) 540 580 620 660 700

u@ms) 1,05 549 649 2632 4,83
n(ns) 527 90,54 3779 4027  400,0
i (us) 0,088 0450 1,96 254 2,94
(us) 0,827 136 11,70 11,17 11,09
Al (%) 2157 543 044 004 004
Ax(%) 17,75 320 3,40 089 0,86
Az (%) 7,61 1133 39,59 17,79 20,36
A4 (%) 53,07 80,04 56,57 8128 78,74

P 1266 1,172 1260 1215 1,141

F2. tablazat:  Elettartammérések  eredményei  kétparaméteres  illesztéssel — a
LYZ-1I-Au/Ag NCs-re az 540—700 nm tartomanyban

Illesztés két paraméterrel
A (nm) 540 580 620 660 700

u@ms) 385 572 654 701 6,10
n(us) 0444 0,712 0919 1,07 1,10
Al (%) 3929 12,52 478 296 285
A2 (%) 60,71 8748 9522 97,04 97,15

P 09113 1,351 1219 1,168 1,048
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F3. tablazat:
LYZ-1I-Au/Ag NCs-re az 540—700 nm tartomanyban

FA4. tablazat:
LYZ-1I-Au/Ag NCs-re a 440—480 nm tartomanyban, illetve a Trp fluoreszcens élettartamai

vizben, etanolban és megadott fehérjékben

Elettartammeérések

eredmeényei

haromparameéteres illesztéssel a

[llesztés harom paraméterrel

138

A (nm) 540 580 620 660 700
71 (ns) 2,78 2,86 3,50 4,78 1,80
T2 (ns) 113,3  278,1 2456 401,0 72,09
T3 (us) 0,736 1,21 1,52 1,76 1,12
A1 (%) 39,25 8,87 3,28 2,07 3,88
Az (%) 12,58 23,12 11,96 1341 2,78
A3 (%) 48,17 68,01 84,76 84,52 93,34
v 1,682 1,236 1,108 1,102 1,000
Elettartammérések  eredményei a fehérje csicsira a LYZ-I és

LYZ-1 LYZ-1I LYZ-II Trp vizben Trp etanolban Trp fehérjében
3 paraméter 4 paraméter min  max
A(nm) 480 480 | 440 460 480 350 338 325-340
11 (ns) 0,417 1,028 0,291 0,311 0,343 0,430 0,152 0,240 0,860
1w (ns) 2,45 4,01 | 1,52 1,60 1,74 3,06 1,78 1,25 3,57
3(ns) 7,90 13,53 | 442 4,68 4,99 - 4,87 341 9,20
T4 (ns) - - 11,8 13,4 15,6 - - - -
A1 (%) 24,48 42,45 |13,73 12,71 14,21 4,71 18,56 4,73 35,70
Az (%) 49,99 49,05 |31,32 34,33 37,32 95,29 70,07 25,70 60,30
Az (%) 25,53 8,50 |47,78 45,94 41,76 - 11,37 9,00 69,60
A4 (%) - - 7,17 7,02 6,71 - - - -
» 1,758 2,375 |1,376 1,340 1,270 1,008 1,004 1,006 1,167
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F5. tablazat:  Elettartammérések  eredményei  haromparaméteres  illesztéssel
yG-Au/Ag NCs-re az 540—740 nm tartomanyban
Illesztés 3 paraméterrel
A (nm) 540 580 620 660 700 740
71 (ns) 1,63 9,23 23,77 36,77 20,10 2,36
T2 (ns) 8,38 263,1  299,1 503,9 456,6  140,5
T3 (us) 0,336 1,22 1,41 1,75 1,91 1,89
A1 (%) 33,94 4,94 1,21 0,74 0,61 0,15
Az (%) 19,49 2347 13,59 1541 9,78 1,94
A3 (%) 46,57 71,59 85,20 83,85 89,61 97091
v 1,146 1,369 1,157 1,013 1,181 1,024

a

FG6. tablazat: Elettartammérések eredményei a fehérje csicsira a yG-Au/Ag NCs-re a
440—480 nm tartomanyban, 3 és 4 paraméter felhasznalasaval

3 parameéter

vG-Au/Ag NCs

4 paraméter

A(nm) 440 460 480 440 460 480
t(ns) 0457 0,489 0448 | 0267 0254 0,305
n(ns) 247 2,65 254 | 121 120 1,44
n@ms) 715 784 786 | 3,65 3,84 4,09
1 (ns) - - - 9,07 9,95 10,30
Al (%) 20,75 2224 21,08 | 1034 971 1327
A2 (%) 5020 5091 49,61 | 2547 2623 27,72
A3 (%) 29,05 2685 2931 | 48,04 4893 43,79
As (%) - - - 16,15 15,13 1522

P 1264 1277 1,199 | 1,129 1,083 1,061
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F7. tdblizat: Elettartammérések —eredményei  hdiromparaméteres illesztéssel a
Tf-Au/Ag NCs-re az 540—740 nm tartomanyban
Illesztés 3 paraméterrel

A (nm) 540 580 600 620 640 660 700 720 740
11 (ns) 3,97 6,05 21,63 71,16 109,8 193,2 118,0 111,7 37,23
©(ns) 65,03 150,7 219,1 1119,7 14355 1597,2 1657,2 1850,7 886,5
3 (us) 0,656 1,19 1,28 6,87 5,77 5,63 5,19 4,94 5,15
A1 (%) 27,15 348 1,54 2,19 2,25 2,61 1,04 1,18 0,30
A2 (%) 14,15 11,15 9,60 56,22 61,98 54,27 39,32 38,89 14,50
Az (%) 58,70 85,37 88,86 41,59 35,77 43,12 59,64 59,93 85,20

v 1,287 1,131 1,215 1,245 1,314 1,188 1,156 1,100 1,083

F8. tablizat: Elettartammérések eredményei a fehérje csiicsira a Tf-Au/Ag NCs-re a
440—500 nm tartomanyban 4 paraméter, illetve 500 nm-en 3 paraméter felhaszndalasaval

Tf-Au/Ag NCs
Paraméterek 4 3
A (nm) 440 460 480 500 500
71 (ns) 0,137 0,268 0,309 0,273 0,658
T2 (ns) 0,888 1,11 1,29 1,23 3,28
3 (ns) 3,28 3,47 3,58 4,05 12,95
T4 (nS) 9,22 9,43 9,82 12,21 -
A1 (%) 8,30 13,05 16,97 13,52 5598
Az (%) 27,52 27,35 27,27 29,00 34,90
A3z (%) 46,81 4296 39,52 4343 9,12
A4 (%) 17,37 16,64 16,24 14,05 -
v 1,198 1,201 1,207 1,192 1,392
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