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A dolgozatban hasznalt roviditések
(Az értekezésben emlitésre keriild, a szintézisekhez hasznalt reagensek, oldoszerek, savak,
lugok stb. képletéhez tartozo elnevezéseket a Felhasznalt anyagok fejezet foglalja dssze.)

aCSF (agyi) cerebrospinalis folyadék

AIE aggregacid-indukalt emissziod

Ag NPs eziist nanorészecskék

AMP adenozin-5’-monofoszfat dinatrium sé (eredeti jelolés: 5’-AMP-Nay)
Arg L-arginin

Au NCs arany nanoklaszterek

Au NPs arany nanorészecskék

Aux(SR)y alkil- vagy ariltiollal funkcionalizalt arany nanorészecskék
bcc tércentralt racsszerkezet

BSA marha szérum albumin

cac kritikus aggregacios koncentracio

CD cirkularis dikroizmus

Chit kitozan

cl-HyA keresztkotott hialuronsav

cmc kritikus micella (képz&dési) koncentracio
COLO-720L  huméan normal B limfocita sejtvonal

CP koordinécids polimer

Cu NPs réz nanorészecskék

Cys L-cisztein

DL% hatéanyag t6ltottség (%)

DLS dinamikus fényszoras

DNS dezoxiribonukleinsav

DSC differencialis pasztaz6 kalorimetria

DTA differenciélis termoanalitika

EDX energiadiszperz rontgenspektroszkdpia
EE% kapszulazasi hatékonysag (%)

EME elektromotoros erd

ESI-MS elektrospray ionizacids tomegspektrometria
fcc lapcentralt kobos racsszerkezet

FR fluoreszcens jelzéanyagként funkcionald anyag (fluorescent reporter)
FT-IR Fourier-transzformacios infravords

FWHM félértékszélesség

Gln L-glutamin

GSH glutation (redukalt forma)

vG gamma globulin (immunfehérje)

hcp hexagonalis racsszerkezet

H-HyA nagy molekulatémegi hialuronsav

His L-hisztidin

HisHA hisztidinhidroxamsav

HL-60 human leukémia sejtvonal

HRTEM nagyfelbontasi transzmissziés elektronmikroszkop
HSA human szérum albumin

HUT-78 human bér limfocita sejtvonal

HyA hialuronsav

IBU ibuprofen natrium sé
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ICP-MS induktivan csatolt plazma-tomegspektrometria
i.e.p izoelektromos pont

IRF miszer valaszfiiggvény

ITC izoterm titracios kalorimetria

KP ketoprofen

Kyn kinurenin

LDH laktat-dehidrogenaz

LMCT ligandum-fém to6ltéstranszfer

LMMCT ligandum-fém-fém toltéstranszfer

LSPR lokalizalt feliileti plazmon rezonancia

LYZ lizozim (fehérje)

MALDI-MS  atmoszférikus nyomason mitk6do, 1ézerdeszorpcids ionizacids tomegspektrometria
M-Chit kozepes molekulatomegii kitozan

Met L-metionin

M-HyA kozepes molekulatomegit hialuronsav

MWCO membransziiré vagasi értéke (Da) (molecular weight cut-off)
Nas-cit trinatrium-citrat!

NCs nanoklaszterek

NIR kozeli infravoros

NPs nanorészecskék

PAA poliakrilsav

PBS foszfat pufferes séoldat (pH = 7,4 (0,9 % (m/m) NaCl tartalommal)
PCL polikaprolakton

PDI polidiszperzitasi index

PEC polielektrolit komplex

Phe L-fenilalanin

PL fluoreszcencia

PLA poli(tejsav)

PLGA poli(laktid-ko-glikolid)

Pro L-prolin

PTFE poli(tetrafluoretilén)

PVP polivinil-pirrolidon

QCM kvarckristaly mikromérleg

RMS illesztési josag adat a CD mérések esetén

ROP gyurtifelnyitasos polimerizacios eljaras

SANP szérum albumin nanorészecske

SPR feliileti plazmon rezonancia

TCSPC idékorrelalt egy-foton szamlalas

TEM transzmisszios elektronmikroszkop

TG termogravimetria

TOABr tetraoktil-ammonium-bromid

TP (+)-a-tokoferol

TPGS D-a-tokoferol-polietilén-glikol-1000-szukcinat
Trp L-triptofan

Tyr L-tirozin

UV-Vis ultraibolya-lathaté (spektrum/spektrofotometria)
XPS rontgenfotoelektron spektroszkdpia

XRD rontgendiffrakcid

1 Az értekezésben a Nas-cit minden esetben csak ,.citrat” megnevezéssel van ellatva.


https://hu.wikipedia.org/wiki/Poli(tetrafluoretil%C3%A9n)
https://hu.wikipedia.org/wiki/Poli(tetrafluoretil%C3%A9n)
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1. Bevezetés

Korszerii nanotechnoldgiai fejlesztések 1étfontossagu alapelemei a szervetlen, szerves ill.
,hibrid”-alapt nanorészecskék (nanoparticles, NPs)? és nanostrukturalt rendszerek, melyek
szabalyozhat6 Osszetétellel és funkcioval rendelkeznek és anyagtudomanyi kutatasok mellett
egyre meghatarozobb szerepet toltenek be ¢lettudomanyi teriileteken is. A nemesfém NPS és
a szub-nanométeres mérettartomannyal rendelkez6, igy molekularis tulajdonsagokat mutato,
nanoklaszterek (nanoclusters, NCs) a méretiikkel, morfologidjukkal és Osszetételiikkel
hangolhat6, optikai, elektromos ¢és katalitikus tulajdonsaggal rendelkeznek. A méretben vagy
a morfologiaban bekdvetkezd kismértékii valtozas mar jelentdés mértékben képes modositani
ezen egyedi sajatsdgokat, igy szabalyozhatd mérettel, méreteloszlassal €s szerkezettel
rendelkez6 NPS/NCs reprodukalhatoan kivitelezhetd szintéziseinek kidolgozasara folyamatos
igény mutatkozik. Az orvosbiologiai alkalmazasok megkovetelik olyan 0j nanoszerkezetek
fejlesztését, melyek lehetdség szerint ,,z61dkémiai” folyamatok révén allithatoak eld, keriilve
a szerves oldoszerek, erds redukalod dgensek €s egyéb, irritativ, toxikus vagy akar karcinogén
vegyiiletek  felhasznalasat. A  felhasznédlds szempontjabdl kulcsfontossagu  ezen
nanoszerkezeteket tartalmaz6 vizes diszperziok fiziologias koriilmények kozotti jellemzése az
optikai tulajdonsagok mellett a stabilitas, a részecskeméret és méreteloszlas tekintetében is.

Kutatocsoportunk tobb mint 13 éve foglalkozik nemesfém-tartalmt nanoszerkezetek
eldallitasi lehetdségeinek a feltérképezésével, s azok szerkezetfiiggd optikai sajatsdgainak a
tanulmanyozasaval. Munkank egyik f6 célja 1j, foként egylépéses ,,z0ldkémiai” szintézisutak
kidolgozasa biokompatibilis, egy- ¢és kétfémes fluoreszcens nemesfém nanoszerkezetek
eldallitasara. Atfogd képet kivanunk nyujtani arrél, hogy a legfébb kisérleti koriilmények
valtoztatasa milyen hatast gyakorol a nanoszerkezetek optikai és szerkezeti tulajdonsagaira.
Felhasznaléasi lehetdségeiket fOként orvosbiologiai teriileteken (pl.: (bio)szenzorok ¢s
fluoreszcens jelzdanyagok tervezése) vizsgaljuk. Kiilon kutatasi irdnyt képvisel az
elektrokatalizatorként alkalmazhatd6 nemesfém-tartalmu, kétfémes NPs reprodukalhatéd
modon torténd szintéziseinek kidolgozasa is a részecskeméret és szerkezet hangolhatosaga
szempontjabol. Az elmult 6t évben, kutatdsi teriiletiinket szélesitve, biokolloid-alapu
potencialis gydgyszerhatdoanyag szallitd nanoszerkezetli részecskék gyodgyszerészeti célokra
torténd eldallitasaval, valamint azok kolloidkémiai és funkcionalis jellemzésével is intenziven
foglalkozunk. Vizsgalataink soran biokompatibilis makromolekuldk 0j tipust hordozoként
torténd felhasznalasi lehetéségeit térképezziik fel.

Jelen doktori értekezésemben szamos 1], egy- és kétfémes nemesfém-tartalmu kolloid
részecske €s fluoreszcens nanoklaszter Gjonnan kidolgozott eldallitasi folyamatat kivainom
bemutatni, mely magéban foglalja ezen nanostrukturdk részletes optikai- €s
szerkezetvizsgalatat — kiemelve a rengeteg kisérleti adat legmeghatarozobb kovetkeztetéseit
—, tovabba anyag- és élettudomanyi teriileteken elért alkalmazasi lehetéségeiket reprezentald
eredmények O0sszegzését. A dolgozatban kiilon fejezetben szeretném Osszefoglalni a fémet
nem tartalmazo, tisztan makromolekulas kolloidok alkotta gyogyszerhatéanyag hordozd
részecskék eldallitdsa, valamint fiziko-kémiai, kolloidkémiai és funkciondlis jellemzésiik
soran elért uj eredmények fObb megallapitasait.

2 A NPs és NCs roviditéseket az angol nanoparticles és nanoclusters szavaknak megfeleléen hasznalom.
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2. Irodalmi attekintés
2.1. A nanoszerkezetii anyagok altalanos jellemzése

Anyagi mindségiiktdl fliiggden a nanoszerkezetii anyagok (melyeket gy is definidlhatunk,
hogy a nanométeres méretskdlan beliil ismétlédd szerkezeti periodicitdsokat tartalmazo
anyagok) egyediilallo tulajdonsagokkal rendelkezhetnek. Ilyenek pl.: a kiemelkedéen nagy
fajlagos feliilet, stabilitas, inertség, feliileti funkcionalizalhatosag, valamint szamos esetben
ujszerti optikai, elektromos, katalitikus és magneses karakteriik, mely révén egyre fontosabb
szerepet jatszanak a legkiilonbozobb teriileteken, tobbek kozott a kémidban, fizikdban,
biologidban,  ¢élelmiszeriparban,  (opto)elektronikdban, szenzorikaban,  valamint
orvostudomanyi teriileteken is [1]. Ezeket a nanoszerkezeteket szamos szempont szerint
osztalyozhatjuk (pl.: anyagi mindség, méret, morfoldgia, Osszetétel, szerkezet stb.), de talan a
leggyakrabban hasznalt csoportositasi szempont az anyagi mindség [2]. Ezek alapjan
megkiilonboztetliink szerves- €s szervetlen- alapti nanoszerkezeteket. Nevezetesen, a
mezoporusos szilicium-dioxid, a szén nanocsdvek, kvantumpontok (kvantumdotok) és
dontden a fém-alapli nanoszerkezetek a szervetlen nano-objektumok csoportjat alkotjak, mig
a polimer nanokapszulak, polimer micellak, liposzomak, dendrimerek vagy a fehérjék alkotta
biokolloidok a szerves-alapu rendszerek {6 képviseléi. Mig az el6bbi rendszerek dominans
szerepet jatszanak akar anyagtudomanyi, akar orvosbioldgiai kutatasokban is, addig az utobbi
csoport egyre nagyobb jelentdséggel bir kiemelten gydgyszeripari alkalmazasokban, mint
potencialis hatéanyaglead6 nanoméretii rendszerek. A kétféle anyagi minéség ,,6tvozése”
révén egyre inkabb az un. ,hibrid” struktaraknak jut meghataroz6 szerep szinte minden
tudomanyteriileten. A fém-tartalma nanohibrid rendszerek definialasara tobbféle
megkozelités is olvashato a szakirodalomban [3], de jelen értekezés keretein beliil azokat a
szerkezeteket azonositjuk ,,nanohibrid” rendszereknek, amelyekben a szervetlen komponens
(pl. fém  nanorészecske/nanoklaszter  ,mag”, periodikusan  ismétlédé  fém
atomokat/fémionokat tartalmazd struktiura) és a hozzajuk kapcsolédd valamilyen szerves
molekula (pl.: fehérje, polimer, kismolekula) kozott kozvetlen kémia kotés (pl.: kovalens,
koordinativ stb.) 1étesiil. Az emlitett nanohibrid rendszerek — melyek meghatarozé részét
képezik jelen munkénak — bovebb szerkezeti jellemzése a késObbi alfejezetekben kertil
bemutatasra. A nanoszerkezetek mérete alapjan is tobb csoportot kiilonboztethetiink meg:
NCs (atmér6 (d) < 2 nm vagy szub-nanoméretii), NPs (d = 1 — 100 nm), kolloid részecskék (d
=1 - 500 nm) és szub-mikro méretii részecskék (d ~ 500 — 1000 nm), ahogyan azt az 1. abra

1s szemlélteti.
e % P

kolloid részecske nanorészecske nanoklaszter molekula atom

1 | 1
[ | i I I I
i 1 | I | 4
500 nm 100 nm 2 nm 1 nm 0,1 nm

1. abra: Reprezentativ (nem méretaranyos) méretskala a NPs, NCs és (bio)kolloid részecskék
atlagos méretének szemléltetésére.
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2.2. Egy- és kétfémes arany-tartalma NPs

Munkank kozéppontjaban egyrészt nemesfém- (meghatarozoan arany (Au) és eziist (Ag))
tartamu NPs reproduktiv modon torténd eloallitasi folyamatainak a megvalositasa — ezaltal 0
nanoszerkezetek tervezése és szerkezeti jellemzése — allt, mely kutatasi munka
meghatarozoan két eltérd terililetre fokuszalt. Az egyik uj Osszetétell, arany-tartalmu,
kétfémes NPs preparalasi protokolljainak a kidolgozasara dsszepontositott. Arra kerestiik a
valaszt, hogy az Au mas fémekkel (a szakirodalomban korabban nem tanulmanyozott p vagy
d mezd elemei) torténd 6tvozése révén milyen struktirdk alakithatdoak ki és hogy ezen
szerkezetek létrehozasa hogyan szabalyozhat6 a szintézishez kidolgozott eljardsok kisérleti
koriilményeinek a szisztematikus valtoztatasaval. Mindemellett a részecskék szerkezetének,
feltileti elemosszetételének €s méretének meghatarozasara is kiilon fokuszaltunk, hiszen ezen
emlitett tulajdonsagok jelentGs befolyassal birnak a részecskék Katalitikus funkciojara. A
masik uton egyfémes Au és Ag kolloidok kismolekulakkal (pl.: aminosavak, oligopeptidek)
torténd szelektiv feliiletmodositasa allt, monomolekularis réteg kialakitasa altal, ahol
feltérképezni kivantuk, hogy a feliiletmodositas hatasara bekovetkez6 szerkezeti valtozasok
milyen hatast gyakorolnak az egyes rendszerek egyedi optikai tulajdonsagara és hogy ezen
felilletmodositott NPs milyen kolloid stabilitassal rendelkeznek eltéré kémhatasa vizes
kozegekben. A kovetkezo alfejezetekben a témateriilet sokrétiisége miatt kizardlag az Au, Ag,
ill. Au-tartalmu kétfémes NPSs jellemzésére fokuszalok.

2.2.1. Eléallitasi lehet6ségeik vizes kozegben

Au és Ag kolloidok eléallitasara szamos fizikai [4-6] és kémiai eljaras [7] ismeretes mind
vizes, mind organikus kdzegben, melyek koziil néhany fontosabb kémiai eljarast emelnék ki,
hiszen az elmult 13 éves kutatomunkam soran kizardlag vizes kozegl, 0j kémiai redukcios
eljarasok fejlesztésén dolgoztunk. Au NPs szintézisére, habar 1étezésiik egészen az okorig
nyulik vissza, a legelsé meghatarozo publikacio 1857-ben sziiletett M. Faraday munkaja altal
[8]. Az eldallitott Au szolok mai napig is megtekinthetok a British Muzeumban. Gémbi
morfologiaji Au NPs vizes kdzegben torténd eldallitasara a legéltalanosabban alkalmazott
eljaras az 1951-ben Turkevich altal kidolgozott szintézis [9], mely hidrogén-tetrakloro-aurat
(HAUCI,) trinatrium-citrat (Nas-cit) molekulakkal torténé redukciojat foglalja magaban
intenziv forralas mellett. Frens ezt a protokollt tovabb finomitotta, s igazolta, hogy az
aurat(IIT)*-citrat molarany (1:1 — 1:50) valtoztatasaval a részecskeméret szabalyozhato [10].
Ezen protokollt széles korben alkalmazzak mérsékelten stabil, d = 10 — 100 nm-es gomb alakt
Au kolloidok eléallitasara. A redukaloszerként alkalmazott citrat molekulak az Au kolloidok
elektrosztatikus stabilizalasaban is meghatarozoak (2. abra (A)). A Turkevich szintézis
elfogadott mechanizmusat* a 2. 4bra mutatja [11].

% Az értekezés sordn emlitett aurat(IIl) minden esetben a hidrogén-tetrakloro-auratot, a citrat a Nas-cit-ot jelenti
a Kisérleti koriilmények fejezetben (31. oldal) feltiintetett tisztasagok mellett.

4 Az aurat(Ill) redukcidjaval parhuzamosan a citrat molekuldk oxidalodnak és a 2. dbra (A) részén lathato
aceton-dikarboxilat képzddik, mely enol formaja is képes az Au feliilet stabilizdlasdban szerepet jatszani. Az
altalunk alkalmazott reakcioban a citrat sokszoros (3 — 5x) feleslegben van, igy dontéen a nem oxidalddott,
feleslegben 1év0 citrat molekuldk stabilizaljak az Au feliiletet, de az enol jelenléte is valdszinisithetd. Mar
semleges koriilmények kozott viszont az aceton-dikarboxilat acetonra, szén-dioxidra és hidroxid-ionra bomlik.
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Egy masik meghatarozo eljaras 1ényeges kisebb atlagos atmérével (d ~ 1 — 3 nm) rendelkez6
Au kolloidok szintézisére az 1994-ben Mathias Brust és mtsai. altal publikalt szintézis
organikus kdzegben [12]. A folyamat soran elsé 1épésben az aurat(I1l) vizes oldatat tetraoktil-
ammonium-bromid (TOABr) toluolos oldataval kevertetik intenziven 10 — 15 percet, ahol a
TOABr feliiletaktiv anyag fazistranszfer agensként funkcional, azaz feladata a fémion
Latjuttatasa” a vizes fazisbol a szerves fazisba egy arany(l)-TOABr komplex képzddésén
keresztiil (2. abra (B) (1) egyenlet). Masodik 1épésben a toluolos fazisban feldusuld
arany(1)-TOABr komplexhez natrium-borohidrid (NaBH4) redukaloszert adnak, majd a
reakcioelegyet 3 oOran keresztiil intenziven kevertetik szobahOmérsékleten. A szintézis
eredményeképpen a szerves fazisban megjelend, alkil- vagy ariltiollal funkcionalizalt Au NPs
jonnek Iétre (Aux(SR)y (2. abra (B) (3) egyenlet). A funkcionalizalé molekula toluolos oldatat
a redukaloszer hozzaadasa el6tt injektaljak a reakcidelegybe (2. abra (B) (2) egyenlet). Ezen
eljarassal mar a képz08dd Au kolloid részecskek feliileti funkcionalizalasa is megtorténik, és a
tiolcsoporttal rendelkezd ligandumok Au-S kovalens kotésen keresztiil kapcsolddnak az Au
feliilethez (2. abra (B)).
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2. abra: Citrattal redukalt és stabilizalt (A) valamint tiolcsoportot-tartalmazo6 ligandumokkal
feliiletmodositott (B) Au kolloidok sematikus, nem méretaranyos, abraja (balra) és az
eloallitasi folyamatok elfogadott mechanizmusainak egyenletei (jobbra) [11-13].

Az elmult kozel 3 évtizedben szdmtalan eljaras keriilt publikélasra, ahol a legvaltozatosabb
ligandumok (pl.: hidrazin [14], aminok [15], polielektrolitok [16] ill. n6vényi extraktumok
[17], baktériumok [18] sth.) alkalmazhatosagat igazoltak Au és Ag kolloidok eléallitasara a
méret mellett a morfologia (pl.: rad [19], prizma [20], kocka [21] stb.) és a szerkezet
szabalyozasara vonatkozon is. Munkdnk sordn kizarolag a Turkevich-féle szintézist
hasznaltuk Au kolloidok eldallitasara, igy tovabbi eljarasokat, terjedelmi korlatok miatt is,
nem részletezek ezen alfejezetben.

Az egyfémes nemesfém kolloidok mellett egyre nagyobb hangsullyal jelentek meg
kétfémes részecskék eldallithatosagara is eltérd protokollok, hiszen sok esetben a fémek
kombindldsa elénydsebb tulajdonsdgokkal ruhazza fel a részecskéket (pl.: novelt katalitikus
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hatas, hangolhato optikai tulajdonsag stb.). Altalanossdgban mind az an. bottom-up (lentrél
felfelé torténo épitkezés) és top-down (fentrdl lefelé torténd, méretcsokkenéssel jaro folyamat)
eljarasok ismeretesek kétfémes nemesfém NPs eldallitasara [22]. A bottom-up szintézisek
sordn a NPs szerkezete er0sen szabalyozhat6 az eljarasok koziil leginkabb alkalmazott kémiai
redukcios folyamat kivitelezése révén.
Meghatdrozoan a fémionok szimultan
(egyiittes) redukcidja olyan kétfémes
részecskék kialakuldsat eredményezheti,
melyben  az  atomok  homogén
eloszlasban, random modon, lehetnek

jelen, de kialakulhatnak 10, un.
»intermetallikus” fazisok vagy akar
Janus részecskék is [22]. Ezzel szemben
mag-hé;j szerkezetl részecskék
képzddése akkor preferalt, ha egy
eldzetesen eldallitott fémmag feliiletére
redukaljuk a masik fém ionjait [22].
Néhany ilyen kétfémes szerkezet

3. abra: Kétfémes részecskék lehetséges
szerkezeteinek sematikus megjelenitése: (a)
mintermetallikus”, (b) random, (c) Janus, (d)
,,dekoralt”, (e) mag-héj szerkezet.

sematikus abrajat a 3. abra foglalja 6ssze. A kémiai redukcios eljarasok mellett a szol-g¢l, ill.
a kémiai g6zfazist levalasztas is elterjedt technikdk. Jelen doktori értekezésem keretében
kizarélag j Osszetételli, Au-tartalmua kétfémes részecskék eldallitasi protokolljait dolgoztuk
ki vizes kdzegben kémiai redukcios eljarasok révén, igy a kovetkezOekben ezen rendszerek
irodalmi elézményeinek Osszefoglaldsara fokuszalok roviden. Az Au-tartalmu kétfémes
részecskék vonatkozasaban szamos kozleményt talalhatunk Au/Ag [23-25], Au/Pt [26-28],
Au/Cu [29-31], Au/Pd [32,33] rendszerekre valtozatos Osszetételek és szerkezetek kialakitasa
kapcsan, ahol meghatarozoan a fémionok egyiittes redukcidja révén alakitanak ki kétfémes
részecskéket. Ahogyan a fentebb emlitett kozleményekben megtalalhato fémek anyagi
mindségét nézzik, ugy dontden az latszik, hogy az Au mas nemesfémekkel vald 6tvozésére
talalhatunk lényegesen sok kozleményt. Emellett szinte elhanyagolhaté azon munkak szama,
melyek a p- vagy d-mezé egyéb elemeinek arannyal vald 6tvozésére iranyulnanak (1-1
kozlemény olvashato csak Au/ln [34], Au/Ni [35], Au/Co [36] Osszetételekre), igy munkank
soran ez volt az egyik f6 motivacio az 0j Osszetételii kétfémes rendszerek eldallitasi
protokolljainak kidolgozasa soran. Az irodalomban fellelhetd korlatozott szdmu publikaciok
alapjan megallapithato, hogy az Au egy nem-nemesfémmel torténd Gtvozésének
eredményeképpen vagy Au/fém-oxid részecske aggregatumok vagy Au maggal és fém-oxid
héjjal rendelkez6 mag-héj szerkezetek alakithatoak ki [34-36]. Példaként emelem ki, hogy az
Au/Ni otvozet kialakitdsa soran Au-NiO aggregatumok megjelenése igazolhatd NiO
részecskékhez kapcsolodd Au részecskék formajaban [35].

2.2.2. Optikai tulajdonsagaik

A nemesfém-alapu kolloid részecskék egyik legmeghatarozobb tulajdonsaga egyedi optikai
sajatsaguk, mely a lokalizalt feliileti plazmon rezonancia (localized surfce plasmon resonance,
LSPR) jelenségbdl szarmazik (4. abra (A)). A jelenség soran a nemesfém kolloidokat alkoto
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atomok vezetési savjaiban 1évo elektronok kollektiv oszcillacioja kovetkezik be, ha a
részecskék a lathaté fény fotonjaival intenziv kolcsonhatasba 1épnek, mely oszcillacid
rezonanssa valik, ha az a besugarzd fény elektromagneses terének frekvencijaval
megegyezik. Az igy detektalhato LSPR savok, amelyek egy abszorpcios €s egy szorasi tagra
bonthatok, értékes informacioval szolgalnak nemcsak a nemesfém NPS Osszetételérdl, de
méretérdl és alakjardl is. A gomb alaka Au és Ag kolloidok Kkarakterisztikus LSPR savja
Amax.au = 500 — 550 nm [21] és Amaxag = 380 — 410 nm [21] tartomanyban detektalhatd
(4. abra (B)).

(A) (B) Szferikus Riud
Au Ag Cu Au

Elektromos tér N Gii}nbi A
\ fém
részecske
PE™ 3 o)
| ! :
l { ‘ |
Elektron-/ i |
©) .

felhé

g 4!;“{" n!~ .'!. ! - ,‘!“—I‘! [! =

Normalizalt abszorbancia
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Hullimhossz (nm)

4. abra: A LSPR jelenség sematikus megjelenitése (A) és gomb alaku Au, Ag és Cu, valamint
rad alaka Au kolloidok vizes diszperzidinak lathaté (normalt) spektrumai (B). Au-tartalmu,
eltér6 hossz/szélesség aranyt rad alaka részecskéket tartalmazoé szolok fotoi (C).

A Cu NPs esetén ez a sav egy szélesebb tartomanyban (Amax,cu = 550 — 700 nm) figyelhetd
meg, melyet szamos szerkezeti és kiilsé koriilmény (oldészer, pH stb.) szabalyoz [37]. Az
egyfémes részecskék esetén a gombtdl eltérd, un. anizometrikus alak esetén, mint az Au
nanorudak, a szerkezetbdl adodo transzverzalis €s longitudinalis oszcillaciok is fellépnek,
mely révén az abszorbancia spektrumban két jol definialt LSPR sav megjelenése azonosithato,
ahogyan azt a 4. abra (B) is mutatja. A 2. sav hullamhossza és savszélessége a rudak
hossz/szélesség aranyaval szisztematikusan hangolhato6 a lathato és a kozeli infravords (NIR)
tartomanyban [7], ezaltal a rad alaku Au részecskéket tartalmazo szolok valtozatos szinnel
rendelkezhetnek (4. abra (C)).

Kétfémes Au/Ag 6tvozet NPs esetében a plazmon modus Amax = 390 — 550 nm
tartomanyban, kozel linearisan hangolhatd, meghatarozéan az Osszetétel szisztematikus
valtoztatdsaval, mig mag-héj szerkezetii részecskék esetén, ha a héj egységes ¢€s elég vékony
(néhany nm) akkor a kiilsd nemesfémre jellemzé LSPR sav detektdlhaté a lathatod
tartomanyban [21]. Az Au kolloidok rézzel valdo 6tvozése révén az LSPR sav dontd
tobbségében vords eltolodast szenved és savszélesség novekedés is megfigyelhetd [31].
van a karakterisztikus LSPR sav megjelenésére [31]. Ezen egy- és kétfémes nemesfém
kolloidok feliiletmodositasa (pl.: kisebb molekulakkal, peptidekkel) lényegesen nem
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valtoztatja meg a szabad részecskékre jellemzd
LSPR siav  hullamhosszat [38]°, de a
feliiletmodositott részecskék kozott kialakuld 1y
(akar elektrosztatikus) kolcsonhatasok révén
bekovetkez6 részleges vagy teljes aggregacid | ;5 |
hatasara a lathat6 spektrumban 1ényeges valtozas

]
figyelhetd meg. Részleges aggregacio esetén a |2 i
. . oy . v . 8 ViR
gdmbi morfoldgiara jellemzé plazmon maximum 5
intenzitasa lényegesen lecsdkken, de nem tiinik el |2
0,25 -

¢s egy masik 1) maximum megjelenése is

igazolhat6é (5. abra (2)), mig teljes aggregacio
esetén a gombi alakra jellemzd karakterisztikus 0
plazmon sav teljesen eltinhet (5. abra (3)). Huilinhosss funi)
Peldaként az 5. abra a glutationnal (GSH) |5 ipra: GSH-nal feliiletmédositott
feliletmodositott Au kolloidok plazmon savjait | A tolloidok LSPR savjai pH ~ 7 (1),
szemlélteti pH = 7,4 (1), pH=4,0(2) éspH=3,0 | _ 4,0 (2) és ~ 3,0 (3) esetén a szolok
(3) esetén a feliiletmodositas utan 24 h elteltével®. fotoival 24 h utén (cau = 0,15 mM,
Fontos  megjegyezni, hogy  Au - NPS | ¢ =040 uM, I =10 mM (NaNOs).
onszervezOdésének tanulmanyozdsaval hazai
viszonylatban Dedk Andras és kutatocsoportja foglalkozik meghatarozdan foként az optikai
sajatsagok feltérképezése és megértése kapcsan [39]. Dolgozatomban ezen teriilettel csak
érintélegesen foglalkoztam, igy részletesebb jellemzésére nem térek ki.

300 400 500 600 700 800 900

2.2.3. Alkalmazasi teriiletek

Viltozatos szerkezeti €s optikai tulajdonsagaik miatt a nemesfém NPs-et manapsag szamtalan
tudomanyteriileten kisérlik meg felhasznalni, mint a Kkatalizis, elektronika, szenzorika,
diagnosztika, képalkotas, terapia stb., ahogyan azt a 6. abra is dsszegzi [40]. Jelen dolgozat
keretein beliil az Au-tartalmu NPs vonatkozéasaban a katalitikus tulajdonsag kiakndzasa volt
kiemelt cél a CO, elektrokémiai uton torténd szabalyozott atalakitasara vonatkozoan. Az
egyfémes NPs-et széles korben tanulmanyozzak elektrokémiai CO2 redukcids folyamatokban
mint potencialis elektrokatalizatorok [41,42]. Katalitikus szempontbdl az egyfémes
részecskéken til a kétfémes NPs még inkabb idedlis platformot biztositanak, hiszen a méret
¢s a morfologia mellett a valtozatos feliileti Osszetételnek is iranyitd hatasa van [43-45].
Megfeleld szintézis eljarasok kidolgozasa révén a fémek kombinacidinak széles skaldja
vizsgalhato, melyek koziil néhanyat a 3. abra mutatott. A masodik elem jelenléte egy
részecskén beliil kiilonb6zé6 modokon hangolhatja a katalitikus teljesitményt: (i) a CO:
redukcid esetében szinergikusan hathat ill. (ii) a feliileti szerkezet mddositasa révén az
intermedierek kotési energidja szabalyozhatd, valamint (iii) az aktiv centrumokat kialakitd
véltozatos atomi Osszetétel kiemelt hatast gyakorol a redukcid végbemenetele soran. Ezen
tények alapjan folyamatos igény van 0j dsszetételek kialakitasara és azok tanulmanyozasara.

5 Az esetek nagy tobbségében 1 — 3 nm-es kék eltolodas figyelheté meg.
® Sajat, nem publikalt eredmény.
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Az értekezés keretein belill kizarolag a kétfémes NPs preparativ részét ismertetem, mint sajat
eredményt, igy a katalitikus tulajdonsagok részletesebb bemutatasara nem térek ki, azokat a
vonatkoz6 kozlemények (P2-P4) tartalmazzak.

Fototermikus
terdpia
Nukleinsav ¢ | .
szillitis | )5 Cémtthelyre
J\l" /———/ juttatas
. . @~ AuNPs . Gyoégyszerhatéanyag
Bepalkolis) g~ a szllitds
(0l |
Szenzorika ';{ 7 #~©7 Toxinok és mikrébak
‘ eltavolitisa
(Bio)Katalizis

6. abra: Az Au NPs néhany lehetséges alkalmazasi teriilete [40]".
2.3. Egy-és kétfémes arany-tartalma NCs

A 2.2. fejezetben ismertetett egy- és kétfémes Au-tartalmu kolloid részecskék mellett jelen
értekezés meghatarozo részét a nemesfém klaszterekkel kapcsolatos kutatomunka tette ki,
mellyel 2016 ota foglalkozom, s melyet 2021-t61 a MTA Lendiilet programja is tamogat.
Dolgozatomban szamos, kozel 25 ) egy- ¢és kétfémes Au nanoklaszter ,,z6ldkémiai” titon
megvalosulo eléallitasi protokolljat dolgoztuk ki els6ként a szakirodalomban (néhany esetben
a szintézis utak lehetdségeit, korlatait is azonositottuk) kizarolag vizes kézegben fehérjék,
oligopeptidek és meghatarozoan kismolekulak felhasznalasaval, melyekre az irodalomban
nem talalhatoak megel6z6 adatok. Az Gijonnan szintetizalt nanoszerkezetek részletes szerkezet
¢s optikai jellemzése mellett foként szenzorikai alkalmazasokban kiséreltik meg
felhasznalasuk lehetdségeit bemutatni. A kdvetkezo alfejezetekben ezen, kiemelten az Au
NCs, szerkezeti és optikai jellemzésére térek ki (melyre részletes magyar nyelvii szakirodalom
nem talalhato értekezésem megirasanak idejében) és bemutatom az elGallitasukra (vizes
kozegben) az irodalomban megtalalhato protokollok f6bb altalanos aspektusait.

2.3.1. El6allitasi lehet6ségeik vizes kozegben

A szakirodalomban a nemesfém NCs-kel kapcsolatos kutatasi eredmények megjelenése
meghatarozoan a 2000-es évektdl induldan kezdett intenziv ndvekedést mutatni. A kezdeti
években (1996 — 1999) féként a ~ 10 nm alatti mérettel rendelkez6 tiolcsoportot-tartalmazo
ligandumokkal funkcionalizalt NPs-et tekintették NCs-nek, [46] de ezek nem teljesen
azonosithatoak NCs-nek a ma elfogadott definicio alapjan. Az els6 meghatarozo 6sszefoglalo
kozlemény 2011-ben jelent meg Nienhaus és mtsai. munkaja révén [47], ahol mar a NCs,
méretbeli és szerkezeti jellemz6ik mellett, azok karakterisztikus fluoreszcencia (PL)
sajatsagainak aspektusait is emlitik. Ezen 0Osszefoglalo kozleményben mar tobb olyan
bottom-up kémiai redukcios eljarast ismertetnek eléallitasukra vonatkozoan, ahol a prekurzor

7 Sajat szerkesztett abra a megjeldlt forras alapjan.
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aurat(Ill)ionok redukcioja tiolok, dendrimerek, polimerek, dezoxiribonukleinsav (DNS)
oligonukleotidok valamint nagyobb peptidek vagy fehérjék felhasznalasaval torténik [47].
Ezen reakciokat a szakirodalom tn. ,templatos” eljarasként (template-assisted synthesis)
azonositja, ahol a fentebb emlitett, foként makromolekuldk, szolgdlnak templatként. A
redukcid soran, a fémion anyagmennyiségéhez képest, sokszoros feleslegben alkalmazzak
ezen molekulakat, igy a nukleacio utani gocnovekedést sztérikusan gatoljak és a képz6do
fémmagok mérete kell6en kicsit marad (d < 2 nm). Mindezek mellett ezek a molekuldk a
klaszter mag sztérikus ill. elektrosztatikus stabilizalasaban is szerepet jatszanak, de a fémmag
feliileti funkcionalizalasa is ilyen modon biztositott. Reprezentativ példaként a 7. abra
fehérjével stabilizalt Au NCs altaldnosan elfogadott képz0dési mechanizmusat foglalja 6ssze
a templatos eljaras alapjan [48], ahol lathato, hogy a klaszterek képzddése egy Au(l)-fehérje
intermedier komplex kialakulasan keresztiil torténik. A fehérjék alkalmazéasaval torténd
templatos eljaras soran a NCs sikeres szintézis€hez elengedhetetlen a korabban emlitett
fehérje megfeleld feleslege, a 37 °C-os hémérséklet és a lugos (pH ~ 12) kozeg. Az
aurat(I1T)ionok redukcidja Au’-va egy kétlépcsés folyamat soran torténik. Elsé 1épésben az
aurat(Ill)ionok részleges redukcioja torténik meg Au(l)-ionokka a fehérje Trp és Tyr
aminosavakrol torténd elektronatadasi folyamata révén. Egy un. ,lancvandorlast" (chain
migration) kovetéen a képz6dé arany(l)ionokat a kéntartalmi molekuldk (pl. Cys)
koordinaljak, ahol a tovabbi redukciot (Au(l) — Au®) a kozeli vagy éppen szomszédos
aminosavak biztositjak. Az alkalmazott extrém bézikus koriilmények egyrészt a Tyr és Trp
aminosavak redukcios képességének javitasat szolgaljak. Masrészrol a lagos kozeg
alkalmazasa a fehérjelanc kitekeredéséhez is erésen hozzajarul, ami megkonnyiti a részben
redukalt fémionok ,,Jancvandorlasat" a fehérjelanc mentén [49], hiszen a fehérje kitekeredett
allapotaban az egyes aminosavak oldallancai jobban hozzaférhet6k. A kisérleti kériilmények
koziill a fémion/fehérje molaris vagy tomegardnya, a fémion kiindulasi analitikai
koncentracioja, a fehérje helyett alkalmazott egyéb ligandum anyagi mindsége, ill. a
hémérséklet és a reakcioidé mind-mind dominans hatassal van a képz6dé klaszter(ek),
szerkezetére, ezaltal azok optikai tulajdonsagara.

intenziv pH beallitas /
) Kevertetés intenziv kevertetés
rovid hosszabb
inkubacios inkubacios ido
v ancr Fehérje— Au* Fehérjével stabilizslt

intermedier komplex Au nanoklaszter

7. abra: Fehérjével stabilizalt Au NCs templatos eljarassal torténd eldallitdsanak sematikus
megjelenitése [48] egy vords emisszioval rendelkezd, fehérjével feliiletmodositott Au NCs-et
tartalmaz6 vizes diszperzio UV-lampa alatti fotojaval (jobb szélen).

A fehérjék azért is alkalmasak Au NCs templatos eljarassal torténd eldallitdsara vizes
kozegben, mert valtozatos aminosav szekvenciaval rendelkeznek, és korabbi, Au NPs-kel
kapcsolatos kutatasokbol igazolast nyert, hogy egy fehérje/peptid redukcios képessége az dket
felépitd aminosav(ak) oldallancainak kémiai mindségétdl erdsen fiigg, S amelyek aktivitasat a
szomszédos oldallancok is szabalyozhatjak [50]. Egy masik fontos meghatarozo tényezo a
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novekedésére [50]. Kutatasi munkank kézéppontjaban éppen ezen templatos reakci6 allt, ahol
feltérképezni kivantuk, hogy a NCs eldallitasara ezen eljarast alkalmazva az egyszeri
aminosavak milyen szereppel birnak. Alkalmas-e egy szimpla aminosav Au NCs szintézisére
¢s hogy az egyedi aminosavak oldallancainak kémiai mindsége milyen iranyit6 hatassal
rendelkezik? Rendszerenként néhany szakirodalmi hivatkozas fellelhetd foként L-triptofan
(Trp), L-hisztidin (His), L-tirozin (Tyr), L-prolin (Pro) ill. a L-cisztein (Cys) és a L-metionin
(Met) alkalmazhatosagara vonatkozoan Au NCs eldallitdsara, mely eredményekbdl, sajat j
eredményeinkkel egylitt, 2019-ben egy review kozleményt is dsszeallitottunk [51]. A tiol- és
tioéter-oldallancokkal rendelkezd Cys és Met kivételével kéken emittald, Aus-Auio (3 — 10
Au atom alkotta) NCs szintéziseir6l szamoltak be az [AuCls] -ionok His, Tyr, Pro és Trp
ligandumokkal valé kolcsonhatasa révén a hOmérséklettdl valamint a reakciopartnerek
aranyatol fiiggéen [51]. Tobb kutatdcsoport is szintetizalt pl. His-nel stabilizalt Auio NCs-et
[52-54] korabban — kozel azonos kisérleti koriilmények alkalmazasa mellett
([AuCla]™:His/1:30 molarany, pH ~ 1, 24 h, szobahdmérséklet —, ahol a kéken emittald
klasztereket GSH [54] ill. jodid-ionok [52] detektalasara, valamint rakos sejtek képalkotasara
[54] hasznaltak fel. H. Chen és mitsai. altal javasolt mechanizmus alapjan [53] az
aurat(Ill)ionok redukcidja a His oxidacidja révén savas kozegben valdosulhat meg
preferaltabban, ahol gyok kationos polimerizacio6 révén His oligomerek kialakulasa igazolhatd
a mintakban, mely generalja a klaszterek képz6dését. A javasolt mechanizmust a 1. egyenlet
foglalja 6ssze. Az 1. egyenletben a His egy amin altalanos képletével (NR3) van jellve és a
folyamat a gyok kation képzddést mutatja.

AuCl; +3 NR; = Au® + 3NRY + 4 Cl™ (1)

A Tyr esetében, az elérhetd 1 — 2 kozlemény alapjan, nincs sziikség nagy ligandum feleslegre
(fémion:Tyr/1:2), de szobahOmérsékleten a Tyr kolcsonhatasa az [AuCls] -ionokkal nem
eredményezi Tyr-nal redukalt Au NCs képz6dését; caurarny = 0,07 mM kiindulasi fémion
koncentracid alkalmazasa mellett a kozel 100 °C beallitasa elengedhetetlen [55], de nagyobb
koncentracioknal (Cauraram = 2,50 mM) a reakcido 37 °C-on mar kivitelezheté [56]. A Pro
esetében, amely nem tartalmaz aromas csoportot az oldallancban, az extrém nagy ligandum
felesleg (t6bb mint 100-szoros) és forralas alkalmazasa eredményezi a néhany atomos, kéken
emittald NCs képzodését [57]. A Trp vonatkozasaban F. Gan és csoportja 100 °C beallitasa
mellett tudott Trp-nal redukalt Au NCs-et eléallitani az aurat(Ill)ionok mennyiségéhez kozel
haromszoros ligandum felesleg alkalmazasa mellett [58], ahol a NCs-et a Fe(lll)ionok
szelektiv detektdlasara alkalmaztdk. A Met és Cys aminosavak esetében, amelyek
oldalldncéban tiol- és tioéter donorcsoportok talalhatoak, a jellegzetes PL emisszios savok
nagyobb hulldmhosszon detektalhatok (Aem = 520 — 630 nm). A Met esetében Au® maggal
rendelkezé Au NCs képzodését igazoltak 37 °C-on [59], de a Cys és az [AuCls]” kdlcsonhatasa
(egyéb redukaloszer felhasznalasa nélkiil) nem eredményez klasztereket; a reakcio az alkil- és
ariltiolok alkalmazéasa mellett eldallithat6 rendszerekkel mutat hasonlosdgot. Bota Attila és
mtsai. egy Au(l)-tartalmu koordinacios polimer (CP) struktara jelenlétét azonositottak pH =
3,0 beallitasa mellett, melyet a 8. abra mutat [60]. Ezen nanohibrid rendszer egy periodikusan
ismétlodo, (-S-Au(l)-S-Au(l)-S-)n altalanos képlettel leirhatd, lamellas (tobbrétegii)
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szerkezettel rendelkezik, ahol rontgenszordsos méréstechnikaval a rétegkozi térnek 1,3 nm
tavolsagot hataroztak meg [60]. Az alkil- ¢és ariltiolokkal redukalt Au nanoszerkezetek
hatalmas irodalommal rendelkeznek [51], de mivel jelen értekezésben kiemelten a N-
donorokkal rendelkezd kismolekulak alkalmazhatosagat vizsgaltuk nemzetkozi szinten is 1j
terliletként, igy erre hosszasan nem térek ki ez Irodalmi attekintésben. A templatos eljaras
mellett a fémionok redukciojanak elésegitésére
egyéb kiils6é besugarzast is alkalmazhatunk (pl.:
mikrohullam, ultrahang, UV-fény), melynek
eredményeképpen tovabbi lehetéségek nyilnak
a klaszterek koltséghatékony €s kornyezetbarat
eléallitasara [61-63]. A bottom-up eljarasok
mellett a top-down, Gn. maratasos (etching)
folyamat is kivaloéan alkalmas nemesfém NCs
eldallitasara; a legtobb kozlemény tiol-tartalmt
ligandumok és N-donoratomot tartalmazo
vegyliletek (pl.: aminosavak, oligopeptidek (pl.
GSH)) felhasznalasa mellett mutatja be a NCs
képzodési lehetbségeit a 1ényegesen nagyobb
Au NPs-bél kiindulva [64]. H. Chen és mtsai.
tanulmanyoztak Au NPs-bol torténd NCs
képz6édési folyamatot His-t, GSH-t és DNS-t alkalmazva, mint maraté agensek [65]. Az
altaluk feltételezett mechanizmus szerint, melynek sematikus abrajat — a DNS alkalmazasa
esetén —a 9. abra szemlélteti, megallapitottak, hogy elséként az amino- vagy tiolcsoportok (a
ligandum anyagi mindségétdl fiiggden)® kotddnek az Au feliilethez leszoritva pl. az
elektrosztatikus stabilitast biztositd O-donoratommal rendelkezd citrat molekulakat. Ennek
eredményeképpen a részecskék feliileti Au atomjainak elsO rétege szonikaldssal gyengithetd.
Masodik 1épésben a ,,meggyengitett" arany atomok erds hajlamot mutatnak arra, hogy 1j
konfiguracioju ,,termékké” rendezddjenek at, amelyek mar képesek ellenallni a tovabbi
folyamatos szonikacio és a nitrogén- vagy tiol-tartalmu ligandumok maratasbol szarmazé
kiils6 hatasoknak. Harmadik 1épésben az Au NCs a nanokristalyok feliiletérél a diszperzios
kozegbe keriilnek és a feliileten kotott, maratd agensként alkalmazott, ligandumok jelenléte
biztositja a megfeleld stabilitast.

8. dbra: Bota A. és csoportja altal
javasolt  szerkezet az  Au(l)-Cys
koordinacidés polimer struktara egy
rétegére [60]. (Au: sotét sziirke, S: sarga,
O: kék, N: piros).

® |
-~ o | R ——-

|
\CH &) »’F‘LT
\2\0 szonikalas ® 5 »9/@,
@ Q) o\ P
T e
| G‘ @
Au nanorudak + DNS-sel feliiletmodositott
DNS maraté agens Aug nanoklaszterek

9. 4bra: DNS-sel felilletmodositott Au NCs sematikus képzddési mechanizmusa Au
nanorudak DNS-sel t6rtén6 maratasos (etching) reakcioja soran [65].

8 A His vagy DNS esetén a N-donorok, mig a GSH esetén a tiolcsoport kotédése a preferalt.
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A mechanizmus két folyamatot foglal magaban, (i) az arany nanokristalyok maratasat és (ii)
az aranyatomok 1) klaszterekké torténd atrendezddését. A két 1épés ismételten végbe mehet,
amig a teljes eredeti arany nanokristalyok maratdsaval és atrendezédésével uj, stabil Aus
klaszterek alakulnak ki. Az un. maratasos folyamat egy masik elfogadott értelmezése soran a
tiol-tartalmu ligandum(ok) elektront ad(nak) at az Au részecskéknek, mely egy elektromos
fesziiltséget hozhat 1étre a nagyobb atomszamu részecskékben. Ennek hatasara instabilla valik
szerkezetiik. E fesziiltség enyhitése érdekében a nagyobb atomszdmu részecskék
méretcsokkentésen mennek keresztiil a fellépé Coulomb-eréhatas révén [64]. Jelen értekezés
keretein beliil kizardlag a templatos eljarassal (bottom-up) foglalkoztunk, igy egyéb
folyamatok bemutatdsara nem térek ki az értekezés terjedelmi korlatai miatt.

Ahogyan a NPs esetén is kivitelezhetd, a NCs vonatkozasaban is eldallithatoak
kétfémes NCs, dontden a fémionok szimultan redukcidja révén, de ezen kétfémes NCs
megjelenése a 2010-es évekre nyulik csak vissza, tehat egészen Uj teriiletnek szamit.
Talalhatunk tobb-kevesebb kozleményt Au/Pt [66], Au/Cu [67], Au/Mo [68], Au/Cd [69]
kétfémes NCs elballitasanak megvalodsitasara, de talan az Au/Ag [70-73] rendszerekre érhetd
el a legtobb publikacio. Ezen munkédkban a fémionok egyiittes redukcidja révén allitanak eld
NCs-et szérum fehérjék felhasznalasaval [71,72]. A 10. abra (A) K. Huang és mtsai. altal
szintetizalt Au/Ag NCs szintézis protokolljat mutatja BSA felhasznalasa mellett 37 °C-on
[71]. Kétfémes NCs eldallitasa ugy is megvalosithatd, hogy egyfémes BSA-nal stabilizalt Au
¢és Ag NCs megfelelé mennyiségeit elegyitik és néhany oran at kevertetik a diszperziot [73].
Egy maésik lehetséges modot is publikaltak, mely soran eldre szintetizadlt Ag NCs
diszperzidjahoz kiillonboz6 mennyiségii aurat(IlT)ionokat adnak, és 8 oran keresztiil a mintakat
kevertették (10. abra (B)). A feliileten kialakuld lokalis galvancella kovetkeztében az
Ag(l)-ionok oldatba mennek, mig helyiiket a klaszter magban az Au atomok foglaljak el.

(A) (B)
Ex=300nm Em=630nm pypg. @asa AuAgocQBSA
Ag’ Galvamc 3.
AuCly y Inleracllon ' Exchange ‘S>>
— s ;
NaOH T ‘%c@s‘
o sy -

37°C BSA-AwAg NCs 7% 3 o ®

® AuNCs o )

® AgNGs Auo:@BSA Aur

10. abra: BSA-nal stabilizalt Au/Ag kétfémes NCs lehetséges eldallitasi protokolljai (A:
fémek egyiittes redukcié BSA jelenlétében lugos kozegben [71], B: egyfémes Au és Ag NCs

diszperzioinak elegyitése (balra) vagy aurat(Ill)ionok beépitése az el6zetesen elballitott Ag
NCs szerkezetébe [73] (jobbra)).

2.3.2. Szerkezeti és optikai jellemzésiik

Mara a nemesfém NCs altaldnosan elfogadott definicidja olyan nanoszerkezeteket takar,
amelyek atlagos atméréje nem haladja meg a d ~ 2 nm-t, és optikai tulajdonsaguk teljes
mértékben eltér a klasszikus nemesfém kolloidok sajatsagaitol. Ennek megfeleléen a LSPR
sav nem detektalhat6 az abszorbancia spektrum lathato tartomanyaban, igy ezek a diszperziok
nem szinesek. Szerkezetiiket, ezaltal méretiiket tekintve az Au NCs néhanytol néhany tiz db

16



ti decs2000 121 23

MTA doktori értekezés Juhaszné Csapo Edit

arany atombol épiilnek fel, igy tulajdonsagaik alapjan atmenetet képeznek a molekulak és a
NPs kozott, ahogyan azt az 1. abra is szemléltette. Tiol-tartalmu ligandumokkal stabilizalt
Au NCs esetén a lehetségesen megvalosulo alap szerkezeteket a 11. abra foglalja 6ssze [74].
A lapcentralt kobos racsszerkezettdl (fcc) induldan, a tércentralt (bec) és a hexagonalis (hep)
szerkezetig szamos példat taldlhatunk az irodalomban, de az ikozaéderes vagy a dekaéderes
struktara is kialakulhat. Az alap vazszerkezetek kombindlasara (egymasba épiilése) révén
nagyobb atomszamu klaszterek képzodése is preferalt.

(A) (B)
\ 8 " -
V "é‘ - - - - V2 N g ¥
Au, tetraéderes Aug oktaéderes Au, dekaéderes Au,, inodekaéderes  hidas ~ monomer dimer trimer
- - P e =
. A e W 1 [
[ | * ‘ . A v + +
A » “ -
- Jo « J 2
Au,, ikozaéderes Au,; kuboktaéderes Au,,; anti-kuboktaéderes tetramer pentamer oktamer gyfirii

(fee) (hep)

11. abra: Aux(SR)y 0Osszetételi Au NCs néhany lehetséges vazszerkezete (A) és a
klaszterekben 1évé Au® /Au* és a S-donoratomok lehetséges kotésmodjai (B) (Au = kék,
S =sarga) [74].

A NCs kellden kevés szamu atombol épiilnek fel, igy a plazmonikus tulajdonsag helyett a PL
lesz a meghatarozo optikai sajatsag. Az Au-tartalmt NCs PL-4janak eredete sokaig vitatott
kérdés volt az irodalomban, de talan mara ez a kérdés mar részben tisztazott [75]. Az Au NCs
karakterisztikus fluoreszcencidjanak alapja az egyik értelmezés szerint az un. ,,pure metal
confinement effect”, mely ugy értelmezhetd, hogy ha a NCs mérete elegendben kicsi
(d~0,5-1,0 nm), és Osszemérhetévé valik az arany atom elektronjainak Fermi-
energiaszintjébdl szdmolhatdé hullamhosszal (< 1 nm), akkor a folytonos vezetési sav(ok)
diszkrét energiaszintekre hasad(nak) fel és igy a NCs inkdbb mutatnak molekularis
viselkedést, mintsem plazmonikus tulajdonsagot (12. abra (A)). Ebben az esetben a PL jol
leirhaté az an. szabad elektron (Jellium-) modell segitségével is, amely alapjan az emisszio
alapvetéen az sp-sp és sp-d atmenetekbdl szarmaztathato (12. abra (B)) [75,76]. A masik
értelmezés az Un. ,, charge transfer’” (t0ltésatviteli folyamat) a fém klaszterek feliiletén k6todo
(bio)ligandumok ¢€s a fémmag kzotti kdlesonhatas (e™-atmenet) kovetkeztében, ami lehet un.
ligand-to-metal charge transfer (LMCT, ligandum-fém t6ltéstranszfer) ill. ligand-to-metal-
metal charge transfer (LMMCT, ligandum-fém-fém toltéstranszfer). Mara ezt a kétféle
értelmezést egyiitt kezelik, hiszen mindkettdnek meghatdrozd hozzajaruldsa van a
karakterisztikus fluoreszcencidhoz. Mindkét értelmezés arra utal, hogy a fém NCs savon
beliili (sp-sp, intraband) és savok kozotti (sp-d interband) atmenetei valdszintileg egy koztes
allapotot (vagy sotét allapot) jelentenek, amely meghatarozza az elektrontranszportot. A PL-4t
szamos egy¢éb tényezd is befolydsolja, ugy, mint a klasztert alkot6 atomok szama, az
elektronban gazdag donorcsoportok (S, N, P) jelenléte a fémmag feliiletén, a fém oxidacios
allapota (Au®, Au®), de az oldoszer, a pH és a hdmérséklet is [75]. Szamos publikécié igazolja,
hogy a néhany atomot tartalmazé klaszterek (pl.: Aus-Aug) esetén intenziv kék emisszio

® Konzekvensen elfogadott magyar megfelelé nem nagyon talalhat a magyar nyelvii szakirodalomban.
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(Aem =450 — 480 nm) figyelheté meg, mig, ha a klasztert mar tobb atom alkotja (pl.
10 — 13 db) akkor az emisszi6 a zold hullamhossz tartomanyban (Aem =490 — 510) jelentkezik.

. Hullimhossz (nm)
\ (C) 300 400 500 600 700 900
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12. abra: A tombi fém, a fém nanorészecske ill. a fém nanoklaszter energiaszintjeinek
sematikus megjelenitése (A)'° és az sp-sp és sp-d atmenetek szemléltetése (B). Eltérd
fluoreszcens sajatsaggal rendelkez6 Au NCs gerjesztési (szaggatott vonal) és emisszios
spektrumai (C) és néhany Au NCs vizes diszperzidjanak UV-lampa alatti fotoja (D) ill. kék
¢s vOros emisszioval rendelkezd Au klasztereket felépitd Au atomok szamanak reprezentativ
jelolésével [75].

Ahogyan a 12. abra (C) is mutatja, névelve a klasztert alkotd atomok szamat (> 25 db) voros
emisszioival rendelkez6 NCs is eldallithatéak [77,78]. Néhany eltér6 méreti Au NCs-et
tartalmazoé vizes diszperzio UV-lampa alatti fotojat a 12. abra (D) reprezentalja, ahol a fotd
alatt egy kéken ¢€s egy vorosen emittald Au NCs sematikus abraja is lathato szemléltetve egy
klasztert felépité Au atomok szamat. A Klaszterekben az Au atomok oxidacios szama altalaban
0, de gyakorta a +1-es allapot is igazolhato a fémmag feliiletén, ami sok esetben elésegiti a
PL intenzitdas novekedését. Fontos azonban megjegyezni, hogy a fémmag elektro-
pozitivitdsanak ndvelése, azaz a fémek nagyobb toltésallapota (0 helyett +1) is eldsegitheti a
feliileti ligandumok ¢és a fémmag kozott kialakuld kolesonhatdsokat, ami nem zérhatja ki
teljesen a ligandum o&sszetétel szerepét a PL emisszido hangolasaban. A PL élettartam
vonatkozasaban altalanos megallapitdsok nem tehetdek, de az Au NCs esetén kijelenthetd,
hogy a néhany atomos NCs nanoszekundumos atlagos élettartalommal rendelkeznek, mig a
nagyobb, vords emisszioval rendelkezd NCs mikroszekundumos élettartama a jellemzd érték,
mely atlagos élettartam értékek tobb komponensre bonthatoak a fentebb emlitett LCMT és
LCMMT éatmenetek alapjan. Az élettartalom mellett a kvantumhatisfok (QY(%)) is
meghatarozo6 paraméter; Au NCs vonatkozéasaban a 8§ — 10 % mar kiemelked6 értéknek szamit.
Az optikai tulajdonsagok vonatkozasaban még egy fobb jelenséget érdemes megemliteni, ami
az aggregacio-indukalt emisszi6 (AIE) jelensége (13. abra) [67]. Szamos fém nanoklaszter

10 DOS = density of state (allapotsiiriség)
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csak alacsony intenzitasi PL tulajdonsaggal Aggregéci6 / NCs dnszervezédése

rendelkezik, vagy ezen jellegzetes sajatsag alacsony
hémérsékleten vagy specialis oldoszerben figyelhetd Au/Cu NCs

csak meg, ami korlatozza alkalmazasukat. Az AIE | st & & "%2@
jelensége [79] kivalo lehetdség ezen klaszterek PL %ﬁ ! ,:3‘;#?"’
tulajdonsagénak fokozéasara, de néhany esetben o - T, —
kioltas 1is elofordulhat ezen NCs egyiittesek E

aggregacidja miatt. A jelenséget kivalthatja a pH, a | b= o e

hémérséklet vagy az olddszer valtozasa, vagy egy
reagens hozzaadasa [67] (pl.: biomolekula, ion vagy

kolloid részecske). Ezen jelenség altalaban NCs fluoreszcencia intenzitas novelése
(bio)szenzorikai alkalmazasoknal figyelheté meg. 13. abra: Az AIE jelenségének
szemléltetése Au/Cu NCs esetén az

2.3.3. Felhasznalasi teriiletek e-atmenetek megjeldlésével [67].

Egyediilallo fizikai-kémiai és szerkezeti tulajdonsagaik miatt, mint pl.: ultrakicsi méretiik,
konnyl funkcionalizalhatosaguk, kiemelkedd biokompatibilitasuk és kivalo fotostabilitasuk,
a nemesfém NCs egyre fontosabb szerepet jatszanak a biokatalizis [80,81] teriiletén és
orvosbiologiai alkalmazasokban. Utobbi esetében ilyen pl.: a fluoreszcens képalkotas [82], ill.
jelolés [83,84], valamint a diagnosztika [85], terapia (gén-, immun-, fotodinamikus- és
rakterapia teriileteken) [85], és hatdanyag szallitas [86], de talan az egyik leginkabb kutatott
teriilet potencialis felhasznalasuk szenzorikai alkalmazasokban [82,87]. Ertekezésemben
foként a szenzorikai teriiletet érintem, igy ezen alkalmazés fobb aspektusait foglalom 6ssze.
Ahhoz, hogy egy fém nanoklaszter optikai érzékel6ként kivaldoan miikodjék, legalabb
harom fontos kritériumnak kell megfelelnie: nagy érzé¢kenység, szelektivitas és gyors valasz.
A szelektivitast egyrészt a fémmag kiilonb6z0 ligandumokkal torténd célzott feliileti
modositasa(i) biztositjak. Masrészt kiemelten fontos, hogy az optikai jel megvaltoztatasa
egyszerlien detektalhato legyen. A fém NCs szenzorikai alkalmazhatosaga azon alapszik,
hogy rendkiviil érzékenyek a kiilsé kémiai kornyezet megvaltozasara, ezaltal karakterisztikus
PL tulajdonsaguk is valtozik: jellegzetes fluoreszcenciajuk vagy kioltédik (PL quenching),
vagy erdsitddik (PL enhancement) vagy akar szisztematikusan eltolodik a detektalando
analittal valé kozvetlen vagy kozvetett kolcsonhatds eredményeképpen, ahogyan azt a
14. abra is szemlélteti [87]. A kioltason alapul6 szenzorikai folyamatok esetén a kioltas vagy
sztatikus [88], vagy dinamikus [89] folyamatként értelmezhetd, de a ketté mechanizmus
kombinacioja is gyakorta eléfordul. Sztatikus kioltas soran a fluorofor (fém NCs) és a kioltd
(analit) kozott még alapallapotban, a gerjesztés eldtt jon 1étre egy Gn. nem fluoreszkald (s6tét)
komplex. Ebben az esetben a kiértékeléshez gyakorta alkalmazott Stern-Volmer egyenletb6l™
meghatarozhatd Ksv ezen sotét komplex képzddési folyamatara jellemzd asszocidcios

1A Stern-Volmer egyenlet IO/ =1+ Kg, [Q] széles korben elterjedt a fluoreszcencia-kioltasi folyamatok

értelmezésére, melynek hatterében sztatikus vagy dinamikus kioltas allhat (lo és | a mért PL intenzitas a kiolto
jelenléte nélkiil és jelenlétében, Ksy a Stern-Volmer allandé, [Q] a kioltd egyensulyi koncentracioja). Ha nem
minden fluorofér férhetd hozza a kioltd szamara (pl. egy résziik sztérikusan gatolt helyzetben van), a sztatikus

kioltas kiértékeléséhez a modositott Stern-Volmer egyenlet hasznalatos IO/ = 1/ [ 1/ FK,* [Q]71 (ahol f,
a a‘t*a

a kiolto altal hozzaférhetd helyzetben 1évo fluorofor mennyisége, Ka pedig az asszociacios allando).
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allandoként (Ka) is kezelhetd. A sztatikus kioltasra jellemzd tovabba, hogy a fluorofor
¢lettartama a kiolto jelenlétében sem valtozik meg jelentdsen, hiszen a komplexképzddés altal
a gerjesztett allapotban 1évé részecskék szama csokken. Mindezeken feliill a hdmérséklet
csékkenésével a Ksy értéke névekvé tendenciat mutat, hiszen a hGmérséklet emelése kedvez

rrrrrr

(4) analit

"o A NR
N

fluoreszcens nem fluoreszcens

(B)
segéd reagens A analit QQ
. D, [+]
2.E J

- =% D
it N PN m— Q or O
——— S A‘:b: 8 2.9 I

~— Y ‘ = t | o

fluoreszcens nem fluoreszcens fluoreszcens

‘@ 8O
0

fluoreszcens

@

QQ

fluoreszcens

14. abra: A nemesfém NCs lehetséges miikodésének alapesetei szenzorikai alkalmazasokban
[87] ((A) kioltason alapul6 folyamat, (B) egy segéd reagens hatasara a NCs fluoreszcenciaja
kioltodik, de az analit hatasara Gjra fluoreszcenssé valik, (C) a PL jelleg eltolodik).

A masik eléfordulo kioltds a dinamikus vagy iitkdzéses kioltas. Ezen mechanizmus
esetén a kioltd kozel keriil a gerjesztett fluoroforhoz, majd a két reaktans titkozése révén a
fluorofor elvesziti tobbletenergiajat. A dinamikus kioltast tehat a fluorofor hozzaférhetdsége
mellett a reaktansok diffuzioja is korlatozza. A tisztdn sztatikus kioltassal ellentétben a
dinamikus kioltasi folyamatoknal a fluorofor fluoreszcencia élettartama (t) megvaltozik a
kiolto jelenlétében, hiszen ebben az esetben nem a fluoreszcens részecskék szama, hanem a
gerjesztett allapotban toltott id6 csokken le az {itk6zések révén. A dinamikus kioltas
jellemzoje tehat a fluoreszcencia élettartam csokkenésen til, a Ksy értékének novekedése a
hémérséklettel, hiszen a nagyobb hdmérséklet altal a reaktansok nagyobb kinetikus energiaval
fognak rendelkezni, melynek hatdsara megnd a hatasos iitkdzések szdma is. A PL kioltés
mellett a NCs szenzorikai alkalmazéasa olyan modon is megvalosulhat, hogy az analittal valo
kolesonhatds eredményeképpen karakterisztikus fluoreszcencidjuk erdsitést szenved. Y. Wu
¢s mtsai. marha szérum albuminnal (BSA) stabilizalt Auie NCs-et (Aem = 604 nm)
szintetizaltak és tanulmanyoztdk Ag(I)-ionokkal vald kdlcsonhatasat, ahol igazoltak, hogy a
fémion hozzdadasara a karakterisztikus PL Aem = 604 nm-181 Aem = 567 nm-re tolodik és a PL
intenzitas kozel haromszorosara né [90]. A folyamat mechanizmusaként igazoltak, hogy az
erdsités és az eltolodas azért kovetkezik be, mert az Ag(l)-ionok, XPS mérésekkel igazoltan,
beépiilnek a NCs magba. A szenzorikai lehetdségek széles skaldja koziil kiemelkedik a
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nehézfémionok, szervetlen anionok (pl. CN), kis (pl.: gliikdz, tripszin, aminosavak, H20x,
dopamin, szerotonin) és nagy (pl. fehérjék) biomolekulak vagy nukleinsavak szelektiv
kimutatdsara iranyuld kutatdsi munkdk szama, melyek koziil kozel 100 meghatirozo
kozlemény fobb eredményeit egy konyvfejezetben foglaltam 6ssze 2023-ban [91].

2.4. Fehérje-, poliszacharid-, és polimer-alapu kolloid részecskék

A doktori értekezés 2.2 és 2.3 fejezeteiben bemutatott egy- és kétfémes arany-tartalma NPS
¢s NCs mellett a doktori munka kisebb részét képezte az emlitett szervetlen ill. hibrid
nanoszerkezetek vizsgalatan tal tisztan szerves-alapu, makromolekulas kKolloidok és fehérjék
alkotta 0j Osszetételli (preferaltan mag-héj szerkezettel rendelkez6) (bio)kolloid részecskék
kialakithatosaga €s tanulmanyozasa, mint potencialis gydgyszerhatdéanyag leado rendszerek.
Kolloidalis gyodgyszerhatéanyag hordozo és leadd rendszerek fejlesztése egy dinamikusan
novekvd kutatasi teriilet [92-94], hiszen alkalmazasukkal meghosszabbithatjuk vagy akar
novelhetjiik bizonyos gyogyszermolekuldk hatékonysagat, tovabba lehetéség nyilik olyan
terapias vegyiiletek, vagy akar vitaminok szervezetbe vitelére is, amelyek célzott helyre
juttatasat jelentdsen nehezitik a célmolekula specifikus tulajdonsagai (pl.: korlatozott
oldhatosag, instabilitas (pl.: hoémérséklet vagy fényérzékenység) stb.) A kovetkezd
alfejezetben a doktori munka soran felhasznalt polimerek, poliszacharidok és/vagy fehérjék
alkotta komplex biokolloid részecskék kialakitasi és felhasznalasi lehetGségeinek fébb
aspektusait kivanom bemutatni réviden.

2.4.1. Polimer-alapu kolloidalis részecskék altalanos eléallitasi lehetoségei

A polimerek végtelen nagy csoportjan tekintve, biokompatibilitasuk ¢€s konnyl
kezelhetségiik kovetkeztében, kiemelt funkcio jut az
un. biopolimereknek (pl: polikaprolakton (PCL) [95],
poli(tejsav) (PLA) [96], poli(laktid-ko-glikolid)
(PLGA)[97]) és poliszacharidoknak (pl: hialuronsav
(HyA) [98], kitozan (Chit) [99]) f6ként orvosbiologiai
¢és gyogyszerészeti teriileteken. Alkalmazasuk egyik hatéanyag

meghatarozo feltétele, hogy a szervezetbe jutdsuk © (D) g
utdn — a formulazott hatdéanyag felszabadulésat k3 (\55
kovetéen — olyan degradaciés folyamat menjen A
végbe, hogy a keletkez6 monomer végterméke(ke)t a (53 &

human  szervezetben  lejatsz6d6  anyagcsere
folyamatok le tudjak bontani [92-94]. A polimer- | 15.abra: Polimer alapt hordoz6
alapt  hordozokndl a  hatéanyag egyarant részecskék sematikus abraja
clhelyezkedhet a  részecskék  feliiletén, a | (A: nanokapszula, B: nanogdmb,
részecskékben homogén mértékben eloszlatva vagy | C:nanogél, D: polimer micella)
egy kozponti magban csoportosulva. Ennek fliggvényében a részecskék szerkezete alapjan
megkiilonboztethetiink nanokapszuldkat, nano-gémboket vagy polimer micellakat, melyek
sematikus abrait a 15. abra mutatja [92-94]. Mig nanokapszulak esetén a hatbanyag a magban
talalhato €s azt egy polimer héj boritja (15. abra (A)), addig a nanogdmbdk vonatkozasaban

(A) (B)
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a hatéanyag a polimer (15. abra (B)) vagy a nanogél matrixban (15. abra (C)) homogénen
oszlik el. Ezeknek a strukturdknak a kialakuldsidt a részecskék eldallitisdhoz hasznalt
modszerek kisérleti paramétereivel szabalyozni lehet. Makromolekularis kolloidokbdl
felépiil6 NPs/kolloid részecskék eldallitasara a szakirodalomban mar szdmos technikat
olvashatunk [100]. A modszerek csoportositasa szerint a részecskéket eldallithatjuk
monomeregységekbol foként polimerizacioval, ill. kereskedelmi forgalomban kaphatd, eldre
szintetizalt kész (ko)polimerekbdl kiindulva. Ha a (ko)polimerek mar rendelkezésre allnak
akkor a leggyakrabban alkalmazott eljarasokat a 16. abra foglalja 0ssze, melyek: (i)
emulzios/oldoszer elparologtatasos, (ii) nanoprecipitacios,'? (iii) az un. gélesedési, (iv)
,.kis0zasos”, (V) dializis és (vi) a szuperkritikus technikak [100].

/\,\ szerves fazis:
polimer, hatoanyag

vizzel elegyedod oldoszer

szerves fazis:
polimer, hatoanyag

vizzel nem elegyedo oldoszer szerves fazis:
—— /\'\' polimer, hatoanyag
/\'\. {\/ vizzel elegyedod oldoszer
==
u -—

vizes fazis: stabilizator

s6 vagy szacharid '

vizes fazis:

== Kiséza it ==
s s0zds .
stabilizator O -—
’ ’ & . -
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fuvokasza_]
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16. abra: Polimer-alapu hordoz6 rendszerek fobb eldallitasi lehetéségei makromolekulakbol.

Kutatémunkank koézéppontjaban, kizdrdlag a polimerek esetén, a nanoprecipitacios
technika allt, igy — a dolgozat terjedelmi korlatai miatt is — csak ezen eljaras fobb jellemzdit
foglalom 0Ossze. Az eljarast H. Fessi és mtsai. alkalmaztak elséként nem-szteroid
gyulladascsokkentd indometacin-tartalmit PLA nanokapszulak eléallitasahoz [100]. A
nanoprecipitacid soran, melyet olddszer kiszoritdsos eljarasnak is nevezhetiink, a vizsgalni
kivant hidrofob kKarakterii polimert és a hatéoanyagot, amennyiben az hidrofob sajatsaggal

12 A nanoprecipitdci6” kifejezést az angol nyelvii szakirodalom alapjan hasznalom jelen értekezésben, melyet
oldoszer kiszoritasos eljarasnak is nevezhetiink.
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rendelkezik, egy vizzel jol elegyedd szerves olddszerben oldjak fel és az igy kapott oldatot
egy stabilizatort is tartalmazo vizes kdzegbe csepegtetik adott sebességgel. A szerves oldoszer
elparolgasaval parhuzamosan a polimer kicsapodik a vizes kozegb6l, ami Kolloid
mérettartomanyu vagy szub-mikrométeres részecskék képzddését is eredményezheti. A
polimer-alapu kolloid részecskék kialakulasa az olddszer cseréjekor a vizes és szerves fazis
feliiletén kialakuld hatarfeliileti turbulenciahoz kéthetd, mely alapjan az adott folyamatokat
az un. Marangoni effektus szabalyozza. A vizes fazishoz adagolt polimer-tartalmu szerves
fazisrol nanoméretli cseppek szakadnak le, amiket a stabilizator funkciojat betolto feliiletaktiv
anyag stabilizal, mig a szerves fazis gyors diffuzidja és a polimer oldatbdl torténd kicsapodasa
bekovetkezik. Gyakorta hasznalnak acetont, etanolt, dioxant, dimetil-szulfoxidot stb., mint
szerves oldoszert, mivel korlatlanul elegyednek vizzel. Ha a hatéanyag inkabb hidrofil
karakterti akkor azt a vizes fazis tartalmazza a stabilizatorral egyiitt. Ezen modszer egyik
hatranya, hogy dontéen hidrofob sajatsagu

polimer  (nano)részecskék  eldallitasdra o=
alkalmazhato, 1igy a hidrofil  karakterii “Omo“(’ 7o —7~o
polimereknél egyéb technikak alkalmazasa N = ¢ o ®
javasolt. A hidrofil tulajdonsagn o "
poliszacharidokbdl (pl. az értekezésben is i

tanulmanyozott HyA) elsérendli vagy gyengébb ():(I-’CH‘ O:I“ o
maésodrendli  kolcsonhatdsokon — alapuld — Gn. w"'”\o m m
gélesitési modszerekkel lehet komplex hordozd | "~ Zo¢  |° o N ?
részecskéket létrehozni  [101]. A  kémiai ey "
térhalositason alapulo gélesitési eljarasoknal a | 17.  4bra: HyA lancok kozdtt
poliszacharid lancok kozott kovalens kotéssel | lehetségesen  kialakithatd — kereszt-
keresztkotd agenseket (pl. diaminokkal torténd | kotések megjelenitése [100].

keresztkotések kialakitasa [102,103]) hoznak
1étre (17. abra). A kialakul6 keresztkotott poliszacharid gombolyagokbdl megfelelé kezdeti
paraméterek mellett (nano)részecskék allithatoak el6. A modszer hatranya, hogy a
szintéziskor hasznalt keresztkotd reagensek toxikusak lehetnek, igy a részecskéket
felhasznalasuk el6tt alaposan meg kell tisztitani. A gélesedési eljaras mellett, pl. a
poliszacharid lancok polielektrolittal torténd komplexképzodésnél nincs sziikség reagensre a
reverzibilis kolcsonhatasok kialakitasahoz [104]. Ebben az esetben a felhasznalt
poliszacharidot a t6ltésének megfeleléen semleges vagy enyhén savas kdzegben oldjak, majd
ezen oldatot egy ellentétes t6ltésii komponenst (pl.: feliiletaktiv anyagot, ellentétes toltésii
polimert/polielektrolitot) tartalmazé oldatba csepegtetik. A t6ltés kompenzaldsa soran
kialakulo polielektrolit komplex (PEC) rendszerek NPs formajaban kicsapodnak az
oldatokbol. Az ellentétes toltéssel rendelkez6 polimer/poliszacharid lancok onszervezédése
lehet intramolekularis vagy intermolekularis jellegli. Az intramolekularisan Onszervez6dd
molekuldk gyakran Osszetett polimerek, amelyek képesek véletlenszeri random
konformaciobol (an. random coil) jol meghatarozott masodlagos ¢és harmadlagos
szerkezetekké Osszeallni. A protein folding (fehérjék hajtogatasa) az intramolekularis
onszervezddés egyik példaja.
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2.4.2. A tanulmdnyozott kopolimerek, poliszacharidok ¢és fehérjék szerkezeti és
funkcionalis jellemzése

Kutatémunkank kozéppontjaban a PLA, PLGA polimerek, valamint a HyA ¢és Chit
poliszacharidok és a szérum fehérjék (marha szérum (BSA) és human szérum (HSA) albumin)
alltak, igy ezen fejezetben az emlitett makromolekuldk rovid jellemzését és lehetséges
alkalmazasukat, mint gydgyszerhatdanyag szallito kolloidalis részecskék foglalom Ossze. A
PLA egy olyan kiemelked0 biokompatibilitdssal rendelkezd alifas poliészter, melynek
monomeregysége a tejsav (2-hidroxipropionsav) [96]. Az elmult néhany évtizedben az
¢élelmiszer-csomagolas technikatdl a nanomedicindig szinte minden teriileten alkalmazasba
keriilt biodegradabilis és komposztalhato tulajdonsdganak koszonhetéen Elsoként T.-J.
Pelouze szintetizalt PLA polimert a tejsav polikondenzacids reakcidjaval, majd 1932-ben W,
H. Carothes fejlesztette ki a PLA eldallitasat laktidbol (tejsav ciklikus dimerje) polimerizacios
folyamat révén, mely eljarast 1954-ben a DuPont amerikai vallalat szabadalmaztatta [105]. A
PLA makromolekula egyik fontos elénye, hogy biokompatibilitasa, degradacios sajatsaga és
foként hidrofil karaktere nagyban szabalyozhatdé legyen az kopolimerizacios
(polikondenzacios) reakcioval, azeotrop dehidratacios eljarassal, vagy éppen gytirtifelnyitasos
polimerizaciés (ROP) eljarassal eldallitva. A PLA kopolimerjei koziil a legelterjedtebb a
glikolsav mellett szintetizalt poli(tejsav-ko-glikolsav, PLGA) [97]. A lancban 1évé
tejsav - glikolsav aranyanak valtoztatasaval (a glikolsav mennyiségét novelve) a kopolimer
hidrofilitasa és degradacios sebessége is jelentdsen novelhetd, mely kiemelten fontos
tulajdonsag kolloidalis hordozo részecskeként torténd funkciojanak ellatasahoz. Ilyen moédon
a hordozo részecske tulajdonséagait hangolni lehet a formuldzandé hatéanyag oldhatosdgahoz
ill. annak felszabadulasa is kontrollalhaté. Hidrolizise soran tejsav és glikolsav
monomeregységek képz6dnek, ami metabolikus Gton a Krebs-ciklus révén bomlanak. Ennek
koszonhetéen a PLGA kopolimerek elhanyagolhaté toxicitast mutatnak, igy hatdanyag
hordozé rendszerként vald felhasznalasukban meghatarozo potencial rejlik. Szamos
kozlemény olvashatd a szakirodalomban PLGA-alapu hordozo részecskék kialakitasara €s
jellemzésére vonatkozoan eltérd aspektusok alapjan [106-108]. A 16. abra altal bemutatott
eljarasok koziil szinte mindegyikre talalhatunk példat, de ezek koziil csak néhanyat emelek ki.
Huang és mtsai. [109] nanoprecipitacios modszerrel eldallitott PLGA részecskék méret
szabalyozhat6sagat tanulmanyoztdk ¢€s igazoltdk, hogy a megfeleld szerves fazis
kivalasztasaval, a polimer koncentracid és a vizes fazis ionerdsségének csokkentésével, ill. a
homérséklet novelésével az elballitott részecskék mérete 1ényegesen csokkentheté [109]. U.
Bilati és munkatarsai [110] megallapitottak, hogy foéként hidrofil vegyiiletek formulazasara
alkalmazhaté nanoprecipitacids technikdnal a vizes/szerves fazis ardnyéanak és a polimerek
(kb. ~ 85 —560 nm tartomanyban). A részecskék kicsapasara hasznalt kdzeg tulajdonsagainak
vizsgalata soran igazoltak, hogy metanol < etanol < propanol sorrendben a Poloxamer-407
stabilizatorral stabilizalt részecskék atmérdje folyamatosan né ~ 100 — 400 nm tartomanyban,
ahogyan azt a 18. abra is szemlélteti [110]. A hatéanyag kapszulazasat, a fent emlitett
paraméterek mellett, a gyogyszerszdrmazékok és a polimerek hidrofilitasa is befolyasolja. J.
M. Baricello és mtsai. munkajuk soran — hidrofil és hidrofob hatdoanyagok kapszulazhatosagat
vizsgalva — ramutattak arra, hogy a nanoprecipiticios modszerrel eldallitott, atlagosan
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160 - 170 nm atmérdji részecskéknél a kevésbé vizoldékony hatéanyagok formuldzésa
eredményesebb My = 10000 Da molekulatomegi PLGAT75 (laktid:glikolid arany 75:25)
kopolimer esetén, stabilizatorként Pluronic F68-at hasznalva [111].

= — —] A példaként bemutatott publikaciok fobb
_-lv?x\;l:S':()r'f\I;‘.Oﬁ.-fﬁ;GA Q eredményeit 0sszegezve megallapithatd, hogy a
Rt kisérleti korilmények alkalmas megvalasztasa

nagyban szabdlyozza a részecskék méretét,
: szerkezetét €s stabilitasat, de hatéanyagonként a
F;..-f\lveyGAg%E:r(\)li-P‘LﬂG‘A‘P i "}t/m@"? formulazasi tulajdonsagokat is (kapszulazasi
oo oo B > @ T hatékonysag (EE%), hatéanyag tartalom (DL%)).
% & e . i .
T S | Az oldoszerek kémiai mindsége, a csepegtetés
sebessége, a homérséklet, a stabilizator fobb
szerkezeti tulajdonsagai stb. mind-mind olyan

18. 4bra: Bilati és csoportja altal| korilmény, melyek  egyiittes  hatasanak

eléallitott ~PLA/PLGA  részecskék | Vizsgalatara egy konkrét hatoanyag vagy
reprezentativ pésztazod elektron-| hatéanyag csaldd kapszuldzési lehetdségeinek a

mikroszképos képel eltéro olddszer- feltérképeZéSénél figyelnl kell. Ezekre étfogé

kicsapbszer parok hasznalatanal [110]. | koOzlemények  alig  olvashatoak.  Ennek
koszonhetd, hogy a rendszerek karakterizalasaval

kapcsolatos kutatasok kiemelkedd fontossagliak, mely munkank kézéppontjaban is allt.

Az emlitett kopolimerek mellett értekezésem egy meghatarozo részében poliszacharid-
alapt formulaciok kialakitasi lehetOségeinek a vizsgalataval is foglalkoztunk. A hialuronsav
(HyA) egy S-(1—4) kapcsolt D-gliikuronsav és f-(1—3) kapcsolt N-acetil-D-gliikozamin
egységekbdl felépiild6 mukopoliszacharid [98,112], az extracellularis matrix egyik {6
OsszetevOje, mely az emldsok kotdszoveteiben és iziileti folyadékaiban is megtalalhatéd
hialuronat s6 formajaban. Els6ként K. Meyer és J. Palmer izolalta marhak szem tivegtestében.
Kivalo biokompatibilitasanak és viszkozitasi tulajdonsagainak kdszonhetéen orvosbiologiai
alkalmazasokban (pl.: hatéanyagszallitas, szemészet) ¢és kozmetikaban IS egyarant
alkalmazzak [98]. Kiemelked6 vizoldékonysaggal rendelkezik, mely a polimerlanc
tengelyétél ekvatorialisan elhelyezkedé hidroxil-, karboxil- és acetamidocsoportok
jelenlétének koszonhetd, s melynek eredményeként igy hidrogénkotések kialakitasara képes.
A HyA monomeregységében megtaldlhatdo karboxilcsoport alacsony proton disszociacios
allandoval (pKs) (pKs ~ 2,9) [113] rendelkezik, igy fiziologias koriilmények kozott negativ
toltést hordoz. Ennek eredményeképpen pozitiv toltést hordozd komponensekkel (pl.:
polielektrolit(ok) (19. abra), kationos feliiletaktiv anyagok stb.) elektrosztatikus
kolesonhatasok kialakitasdra képes, mely hatéanyag hordozoként betoltott szerepét tovabb
erdsiti [114]. Ezen negativ toltése révén elektrosztatikusan kotott héj szerkezet kialakitasara
is képes a hordozoként alkalmazni kivant részecskék feliiletén [114]. A HyA részecskék
eldallitasara a korabban mar emlitett kovalens keresztkdtésen vagy gyengébb elektrosztatikus
kolcsonhatdsokon alapuld gélesitési technikdk is felhasznalhatoak. Keresztkotott HyA
szarmazékok (pl. adipinsav-dihidraziddal modositott és poli(etilén-glikol)-lal keresztkotott
HyA, o,p-poli(aszpartil-hidrazid)-dal keresztkotott HyA) koziil a gyakran alkalmazzak a
karbodiimides technikat, ahol a polimer lancon 1évé karboxilcsoportokat diaminos
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keresztkotd agenssel kapcsoljak Ossze kovalens kotéseket kialakitva, melyet kordbban a
17. abra is bemutatott [102,103]. A mddszer soran stabil részecskék eldallitasa is lehetséges.
M. Bodnar ¢és munkatirsai diaminos keresztkotési technikaval keresztkotott HyA
(tovabbiakban cl-HyA) NPs-et allitottak eld. A vizsgalataik soran 4350 kDa molekulatomegii
poliszacharid 70 °C -on degradalt 980 kDa (3 o6ra), 660 kDa (6 o6ra) és 350 kDa (9 ora)
molekulatomegli fragmenseivel dolgoztak. A 25-, 50- és 100 %-os térhaldsitds mellett
eléallitott NPs jelentOs polidiszperzitast mutattak; d = 50 — 110 nm és d = 210 — 500 nm
hidrodinamikai atméréket sikertilt kialakitaniuk [102,103].

\.'_ o, gy Kismolekula szillitis
‘ -_ -9)/,‘ Q-&‘B' ,
5 :
0o~ % Q“‘}% 7 Nukleinsav szallitas
< 2
HO! 3 . B b
- ‘ > £+ Fehérje/peptid szallitas
hialuronat (-) '
Képalkoto agensek szallitasa
oy Kolloidalis PEC
- részecskék ¢ Multifunkcionalis
polikation (+) °7 anyagok

19. abra: Hialuronat-alapu polielektrolit komplex (PEC) részecskék sematikus szerkezete és
néhany lehetséges alkalmazasuk, mint hatéanyag szallito kolloidalis részecskék [114].

A HyA mellett a kitozdant (Chit) is olyan biopolimerként tartjak szamon, amely szamos
gyogyszerészeti és orvosbiologiai alkalmazassal rendelkezik [99]. Szamos bioldgiai aktivitast
mutat, mint pl.: gombaellenes, antioxidans, daganatellenes és sebgyogyito tulajdonsagok.
Biokompatibilitasa, bioldgiai lebonthatosaga, nem-toxikus jellege és mukoadheziv karaktere
kival6 alapanyaggd teszi biopolimer-alapu szabalyozott gydgyszerleadd rendszerek
fejlesztésére, de alkalmas implantatumok kialakitasara, fehérjék megkotésére, génszallitasra
¢és sebgyogyitasra is [115]. Alacsony @
oldhatosdga ¢és gyenge mechanikai

tulajdonsagai miatt viszont kozvetleniil % }F\r]

nem alkalmazhat6 hatéanyag hordozo
részecskék  kialakitasara;  szerkezeti g
modositasok révén viszont igen. Néhany '
lehetséges eldallitasi technikat Chit-alapt o
hordozo részecskékre a 20. abra foglal
Ossze [116]. Szerkezetét tekintve a Chit

anionos
keresztkotd
egy olyan linearis poliszacharid, mely alap Wy

monomerje B-(1—4) D-gliikozamin

(deacetilezett monomer) ¢és valtakozva

N-acetil-D-gliikozamin (acetilezett _

monomer) egységeket is tartalmaz. A 20. abra: Chit NPs fobb eldallitasi
lancban talalhato protonalt lehetSsegei [109].
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aminocsoportnak (ammoniumcsoport) koszonhetéen (pKs = 6,17 —6,51) pH < 5,0 alatt pozitiv
toltéssel rendelkezik, igy enyhén savas kozegben (pH = 4 — 4,5 (acetat puffer)) kivaldan
alkalmas a pl. HyA-val PEC-szerii részecskék kialakitasara. A Chit-tartalmti PEC részecskék
kialakulasuk folyamataban — a toltéssemlegesités miatt — hajlamosak aggregalodni, ezért az
aggregacio elkeriilése és a NPs sikeres eldallitasa érdekében legalabb két feltételnek teljesiilni
kell: a polielektrolit oldatokat higitani kell, és az egyik poliionnak megfeleld feleslegben kell
lennie, hogy a toltésarany (n+/n.) # 1 feleljen meg.

A poliszacharidok mellett a szérum fehérjékbol kialakithato biokolloidok is alkalmasak
gyogyszerhordozo funkcio betdltésére. Az albumin, mint hordozéfehérje a kiilonbozo
betegségek — elsdsorban rakos megbetegedések, a reumas iziileti gyulladas, a cukorbetegség,
valamint a hepatitis — kezelésében, bizonyitotta potencialjat [117,118]. Az Abraxane® egy
szérum albumin-alapu nanorészecske (SANP)-tartalmu gyogyszerkészitmény, amely csak
2012-ben tobb mint 600 millié dollaros forgalmat bonyolitott le, és 2013-ban 52 %-0s
forgalomnovekedést ért el a piacon [119]. Az Abraxane®-t a szakért6k a kozeljovoben
tobbféle raktipus kezelésében kiemelt készitménynek tartjak [120,121]. J6l ismert, hogy az
albumin a szervezetben szdmos fontos szerepet tolt be: a zsirsavak €s szdmos endogén
molekula (tobbek kozott vitaminok (C, D), folsav és szteroid hormonok) és dsvanyi anyagok

(pl.:

paclitaxel
(Abraxane®)

insulin detemir

etelcalcetide

7 (Parsabiv®)

Drug binding pocket liraglutide

réz, cink vagy kalcium stb.) hordozdjaként mikodik €s szdmos exogén vegyiilet

transzport fehérjéje is. Az albumin
fontos szerepet jatszik tovabba a vér
pH értékének stabilizadlasaban, ¢€s
egyediil felelés a plazma ozmotikus
nyomasanak tobb mint 80 %-aért.
Eldny0s tulajdonsagai kozé tartozik
a kiilonbozo ligandumok szémara
kialakitott kotohelyei  (Sudlow-

(Levemir®) (S ¥/ (Victoza®) | pelvek), mely révén eltérd, mind
hidrofil, mind hidrofob gyogyszer-

21. abra: N¢hany példaként bemutatott . e
) o . ) hatoanyagok formulazasara
gyogy‘szerkeSZ{tmeny, ahol az a.kt:lahs h?toan},/ag az | yivaléan alkalmas, melyet
albumin nanorészecske adott kdtézsebeiben tarolva sematikusan a 21. abra  mutat

talalhato [115]. s . e
néhany gyogyszerkészitmény

esetén (az emlitett kotOhelyek az abran nincsenek feltlintetve) [122]. Az albuminok nagy
csaladjan beliil a szérum albuminok mutatnak nagy potencidlt funkcionalis SANPS
kialakitasara [123]. Alapvetden kétféle megkozelités 1étezik az albumin hatéanyaghordozo
rendszerek eldallitdsara: (1) a gyodgyszermolekuldk kémiai kapcsoldsa egyetlen albumin
molekuldhoz albumin-gydgyszer konjugatumok kialakitdsa révén ill. (i1) a gydgyszerek
kapszulazasa tobb albuminbol kialakitott nanorészecskében [116], ahol a hatdanyag a fehérje
adott kotéhelyeihez kapcsolodik vagy a fehérje részecskén feliiletén adszorbealodva talalhatd
meg [123]. Az utdbbi vonatkozasaban, mely kutatdomunkank alapjat is képezte, szamos eljaras
ismeretes, mint a fehérjék Onszervezddése [124], emulgealas [125], gélesitésen alapuld,
porlasztva szaritas ill. az un. deszolvacios (kicsapasos) [126] eljarasok. Kutatdcsoportunk
korabban BSA-alapu NPs-et allitott eld deszolvacios/kicsapédsos eljarassal, mely révén
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neuroaktiv hatdssal rendelkezd kinurénsav vér-agy-gaton valo transzportjat sikerilt
megvalositani, ugyanis a nevezett vegyiilet 6nmagaban — hordoz6 nélkiill — nem képes a
kozponti idegrendszer szdveti terét a vértdl elvalasztdo véddgaton atjutni. A kifejlesztett, kb.
100 nm-es atlagos atmérdvel rendelkez6 BSA-alapu formulacio [126] elfogadott magyar
(HU1500356) és nemzetkozi szabadalommal (US10857236B2) is rendelkezik. A BSA és a
HSA szérum fehérjék is alkalmasak PEC-szerti komplex hordozé részecskék kialakitasara,
attél fiiggéen, hogy milyen pH-n szeretnénk a komplex részecskék Iétrehozasat.
Izoelektromos pontjuk alatt dont6n pozitiv, mig izoelektromos pontjuk felett negativ feliileti
toltéssel rendelkeznek, igy elébbi esetben polikationnal (pl. Chit), mig utobbi esetben
polianionnal (pl. HyA) elektrosztatikus kdlcsonhatas és hidrofob kdlcsonhatasok révén
komplex részecskék alakithatoak ki (22. abra) [116]. Munkank kozéppontjaban is ezen
22. abra alapjan feltiintetett folyamat tanulmanyozésa allt uj fehérje-tartalmt részecskék
eldallitasara vonatkozoan. Olyan 0 Osszetételek kialakitasat kivantuk elvégezni, melyekre az
irodalomban nem talalunk utalést ill. részletes fizikai-kémiai €s kolloidkémiai jellemzés sem
allt rendelkezésre. A poliszacharid-fehérje konjugatumok 10j dimenziot képviselhetnek a
hat6anyagleado rendszerek tervezésében. Ezen konjugatumok alkalmazésa révén a részecskék
kolloid stabilitasa, biokompatibilitasa novelhetd, ill. a formulazott gyogyszerek toxicitasa is
csokkenthet6. Ezen sajatsagok jellemzésére talalhatunk publikaciokat pl.: BSA/Chit [127],
ovalbumin/Chit [128], protamin/HyA [129] vagy LY Z/alginat [130] nanohordozok esetében.

- . < .
&3
N
7 =
@‘\/\;-’;""]'l /
i I egaln"nu.lln toltéssel ) Polikation (+)
B rendelkez6 szérum albumin
s % szérum albumin —

alapa nanorészecskék
- RN

+ ~

Szérum albumin
izoelektromos pontnak
megfelelé pH-n
(PH = 4a5*55])

Pozitiv brutté toltéssel

rendelkezé szérum albumin Polianion (-)

22. abra: SANPs onszervezddéssel torténd eldallitasi lehetdségei a fehérje oldat pH értékétol
fiiggben [116]. Az dbran szerepld fehérje struktura csak szemléltetés céllal van feltiintetve.

A poliszacharid-fehérje nanokonjugatumokat altalaban elektrosztatikus komplexképzéssel
vagy gyakorta kémiai konjugacioval allitjak el6 [127-130]. A kémiai konjugacios eljaras
soran keresztkoto anyagokat hasznalnak, mint pl.: glutaraldehid vagy tripolifoszfat, de ezen
komponenseket nehéz eltavolitani a tisztitasi folyamat soran. Egyes esetekben a Maillard-
reakciot is alkalmazzék, de a reakcid hosszan tartd hevitést igényel (60 °C; legalabb 3 6ran
keresztiil), ami kifejezetten kedvezétlen a héérzékeny gyogyszerek szamara. Mindezek
alapjan nagy sziikség van hatékony, hangolhatdé méretli poliszacharid-fehérje
nanokonjugatumok fejlesztésére, ahol a hossza tavii melegités és a nehezen eltavolithato
térhalositoszerek és feliiletaktiv anyagok felhasznaldsa nem torténik meg.

28



ti decs2000 121 23

MTA doktori értekezés Juhaszné Csapo Edit

3. Célkituzések

Disszertaciom célkitiizéseit nagyban meghatarozta, hogy 2009-ben, a Prof. Dr. Szant6 Ferenc
altal alapitott, majd késébb Prof. Dr. Dékany Imre altal vezetett, rangos kolloidkémiai
kutatocsoportban kezdhettem el kezdd posztdoktori kutatomunkdm. A klasszikus egyfémes
nemesfém kolloidok utan a tobbalkotéos NPs keriiltek a nemzetkdzi kutatdsok fényébe, igy
ennek megfelelden valogattam és rendszereztem eredményeimet. Disszertaciom elsé részében
a ma is korszerlinek szamito tobbfémes szervetlen NPs eldallitdsat mutatom be. A kémiai
szintézis mellett kiemelt szempontként kezelem a sokrét fiziko-kémiai jellemzések ismeretét,
ugyanis ezek Osszehangoldsa vezetett sok preparaldsi, stabilizaldsi és egyéb fizikai
tulajdonsag felismeréséhez. Vizsgalataink soran kerestem a valaszt, hogy az egyes preparalasi
technikak kisérleti koriilményeinek szisztematikus valtoztatasa milyen hatassal van a képzddo
nanoszerkezetek (legyen az nemesfém nanorészecske, nemesfém nanoklaszter vagy éppen
biokolloid részecske) sajatsdgaira. Nevezetesen azok struktirdjara, méretére, méreteloszlasara
¢s szerkezetfiiggd egyedi optikai (plazmonikus vagy fluoreszcens) tulajdonsagara, valamint
funkciojara, fiiggetleniil attol, hogy katalizator részecskérdl, optikai (bio)szenzorrol,
fluoreszcens jelzéanyagrol vagy szabalyozott hatbanyag leadd kolloid részecskérdl legyen
sz0. A szisztematikus vizsgalatok vezettek ahhoz a felismeréshez, hogy a ,hibrid”
nanoszerkezetek, ill. a szerves-alapti, makromolekulas kolloidok alkotta rendszerek az
alkalmazas szempontjabol milyen elényokhoz vezetnek. Ezen feliil, maganak az eldallitas
modjanak kornyezetvédelmi szempontjai kdvetelik meg az un. ,,z6ldkémiai” ton torténd
eloallitasi protokollok kidolgozasat. Az 1. — VII. pontba foglalt eredményekkel kapcsolatos
célkitlizéseket sematikusan a 23. abra foglalja Gssze.

Nemesfém-alapua szervetlen
nanoszerkezetek

Nemesfém-alapt hibrid
nanoszerkezetek

Biokolloid-alapu szerves
nanoszerkezetek

0tvozés hatasa

Nemesfém
nanorészecskék

-

feliiletmédositas
hatasa

@ m.-v.
l - 7 -"

Uj fluoreszcens

nanoklaszterek létrehozasa és

szerkezet vizsgalata

J&,

VI.-VIIL

Makmmolekulas kolloidok alkotta
hatéanyag hordozé részecskék
funkcionilis jellemzése

jelzéanyagok
tervezése

(bio)szenzorok
tervezése

/

23. abra: Az értekezés fobb célkitlizéseinek grafikus 0Osszefoglaldsa az eredmények
bemutatasanak sorrendjében (I. — VIL.).

Az értekezésem eredményeit bemutatd elsé fejezet az elektrokatalizator
részecskékként funkcionald szervetlen-alapu, Au-tartalmi kétfémes NPs preparalasi

protokolljainak a bemutatasara 6sszepontosit (1.), mint alap kiinduléasi teriilet. Ezen fejlesztés
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soran azt kivantuk megvalaszolni, hogy az Au mas, eddig még nem vizsgalt, fémekkel (p
mez0 elemei koziil az Sn és Pb) torténd 6tvozése révén milyen struktirdk (6tvozet, mag-héj
szerkezet, ,,intermetallikus” fazis, stb.) alakithatéak ki és hogy ezen nanoszerkezetek
létrehozasa hogyan szabdlyozhaté a szintézishez kidolgozott eljarasok kisérleti
koriilményeinek (pl.: fémionok koncentraciora, fémion(ok)/redukaloszer molaris aranya,
hémérséklet, oldoszer tipusa, pH stb.) szisztematikus valtoztatasaval (P1-P4 kozlemények).
Au/Ag kétfémes NPs esetében egy olyan eldallitasi protokoll kidolgozasat kivantuk
megvalodsitani, ahol a szintézis kisérleti koriilményeinek valtoztatisa révén mind a
részecskeméret, mind a részecskék feliileti elemosszetétele kontrollalhato. A kidolgozott
szintézisek révén eldallitott NPs részletes szerkezetvizsgalata is kiemelt cél volt, hiszen a
nanoszerkezet pontos ismerete nélkiil a katalitikus tulajdonsag nehezen értelmezhets. Az
egyfémes Au €és Ag kolloidok Cys aminosavval torténd szelektiv feliiletmddositasa soran —
monomolekularis feliileti réteget kialakitva — feltérképezni kivantuk, hogy a feliilletmodositas
hatasara bekovetkez6 szerkezeti valtozdsok milyen hatast gyakorolnak az egyes rendszerek
optikai tulajdonsagara (I1.), ill., hogy ezen feliiletmodositott nemesfém kolloidok milyen
kolloid stabilitassal rendelkeznek valtozo kémhatasu vizes kdzegben. (P5-P8 kozlemények).

Az értekezés masodik részében, a hazai viszonylatban egyedi teriiletnek szamito,
fluoreszcens NCs elGallithatosaganak a feltérképezésére és azok szerkezetfiiggd optikai
tulajdonsagaik meghatarozasara iranyult. Itt azt kivantuk kideriteni, hogy a szakirodalomban
ismeretes szérum fehérjék €s nagyobb makromolekulak (polimerek, polielektrolitok stb.)
felhasznalasaval megvalosithatdo un. templatos eljarassal eléallithatdak-e egy- és kétfémes
nemesfém nanoklaszterek, amennyiben, mas tipusia fehérjéket (pl.: immunfehérje,
antimikrobialis fehérje stb.) alkalmazunk (111.) (P9-P 14 kozlemények). Ezen tal értelmezni
kivantuk, hogy milyen rendszerek allithatoak eld, ha a makromolekulakat kismolekulékra (pl.:
aminosavakra (1V.) (P8, P15-P17 kozlemények) vagy egyéb aminosav szarmazékokra, ill.
N-donorcsoportban gazdag nukleotidokra (V.) (P18-P20 kozlemények) cseréljik. Az
aminosavak vonatkozasaban fel kivantuk deriteni, hogy az egyes oldallancok jelenléte
(aromas-N, alifas-N, N-donoratomot nem tartalmazd) milyen hatast gyakorol a
klaszterképz6dés hatékonysagara. A fluoreszcens sajatsaggal rendelkez6 nanoklaszter
rendszereken szerzett ismeretek hasznositasara szenzorikai céla vizsgalatokat terveztiink.

Disszertaciomban harmadik teriileteként gyogyszerészeti felhasznalast szem elott
tartva, szerves-alapu kolloid rendszerek, mint potencidlis gyogyszerhatdanyag szallitd €s
szabalyozott hatdanyag leadd részecskék, kialakithatosagi lehetdségeinek a feltérképezése is
céljaink kozott szerepelt. Makromolekulas kolloidok ((ko)polimerek, poliszacharidok) és
szérum fehérjék alkotta 1) komplex részecskék eldallitdsan keresztiil célunk volt
feltérképezni, hogy a kopolimerek hidrofilitasanak szisztematikus valtoztatasa hogyan hat
eltér6 oldhatosagu ¢és stabilitdsu vegyiiletek formuldzhatdsagara, a hatdanyag leadas
folyamatara €s a képzddo részecskék szerkezetére, méretére, méreteloszlasara és stabilitasara
(VL) (P21-P24 kozlemények). Mindezek mellett, a HyA-alapu rendszereknél (VI11.) feltarni
kivantuk, hogy a HyA szerkezeti modositasai (pl. keresztkotések kialakitasa) ill. feliiletaktiv
anyagokkal és egyéb poliszacharidokkal, valamint szérum fehérjékkel kialakitott uj
Osszetételll komplex kolloidjai milyen eldnyds tulajdonsagokkal rendelkeznek hatdanyag
szallito kolloid részecskeként torténd felhasznalasuk esetén (P25-P30 kozlemények).
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4. Kisérleti rész
4.1. A tanulmanyozott nanoszerkezetii rendszerek eloallitasi koriilményei

[ SN4

Az Au NPs vizes kozegl eldallitasahoz a széleskdrben ismert Turkevich altal kidolgozott
eljarast hasznaltuk [9,10]. A felhasznalas céljatol fiiggéen a [AuCls]™-ionok (HAUCIls x3H>0;
99,9 %; Sigma), koncentraciéja ¢ = 0,2 — 0,9 mM kozott, mig az [AuCls] :citrat
(CeHsNazO7x2H>0; 98 %; Molar) moélarany 1:1 — 1:6 tartomanyban valtozott. Az Au
szolokat 20,0 — 50,0 cm? térfogatokban allitottuk elé. A citrattal stabilizalt Ag NPs eldallitasa
esetén 10,0 cm® AgNOs (AgNOs; 99,9 %, Reanal) oldathoz (¢ = 0,40 mM) 0,5 cm? citrat
oldatot (c =40 mM) elegyitettiink Ag*:citrat /1:5 molarany beallitisa mellett, majd a térfogatot
Milli-Q vizzel 19,2 cm3-re egészitettiik ki. Kevertetés mellett 0,8 cm? (c = 5x102 M) frissen
készitett Na-borohidridet (NaBHs; 98 %; Sigma) csepegtettink az oldathoz
szobahdmérsékleten. A kész diszperzidban az Ag koncentracioja ¢ = 0,20 mM volt.

s

Az AU/Ag étvizet NPs elballitasa soran 10,0 cm® [AUCla]™-ionok (Nauwsmy = 2x10°° mmol)
vizes oldatat forraltuk fel citrat (1x102 mmol) jelenlétében. Ezzel parhuzamosan 10,0 cm®
Ag*-ionok (nag+ = 2x10° mmol) vizes oldatat is felforraltuk citrat (1x102 mmol) mellett.
Amikor az oldatok elérték a forraspontot azonos térfogat részeket (1 — 5 cm®) cseréltiink a
forrasban 1évé mintakbol. A térfogatok cseréje utan tovabbi 20 — 30 percet még forraltuk a
mintakat, majd hagytuk azokat szobahémérsékletre visszahiilni. Az Aumag-Agrs NPS esetén
az elbézetesen eldallitott citrattal stabilizalt Au NPs (Cau = 0,9 mM; [AuCls]™:citrat/1:4) vizes
mikdzben tovabbi 1,0 cm? citrat oldatot (¢ = 100 mM) is hozzaadtunk a reakcidelegyhez
intenziv kevertetés mellett. Utolso 1épésben 2,0 cm® 5,0 mM koncentracioji AgNOs oldatot
csepegtettiink a mintdhoz ¢és tovabbi 10 percig forraltuk az elegyet, mely biztositotta az
Ag*-ionok redukcidjat az Au részecskék feliiletén, majd hagytuk a kész diszperziot
szobahdmeérsékletre visszahiilni. Az eltérd Osszetételli, mag-héj szerkezetli AUmag-Snig NPS
szintézise esetén eldzetes eldallitott (cay = 0,25 mM; [AuCls]:citrat/1:6) Au NPs-et
tartalmazo vizes diszperzio 100,0 cm3-es mennyiségéhez 5,0 cm® SnClsx5H,O oldatot
(c=5mM) (SnClsx5H0; 98 %; Honeywell/Fluka) and 0,1 g PVP polimert (PVP,
Mw = 40000, Fluka) adtunk, majd a diszperziot 20 percig kevertettiik. Tovabbi 1épésként
reakcioelegyhez szobahémérsékleten az Sn**-ionok redukcidjanak megvaldsitasa érdekében,
melynek hatdsdra a kordbban vords szinli Au szol sotétbarnara valtozott. 30 percig még
kevertettik a rendszert a Na-borohidrid teljes elbomlasanak biztositasa végett, majd
centrifugaltuk (10000 rpm, 15 perc), Milli-Q vizzel és etanollal 3-szor mostuk a részecskéket.
Eltéré Au/Sn 6sszetételek beallitasahoz a hozzaadott SNClax5H20 mennyiségét valtoztattuk
szisztematikusan.

Valtozatos osszetételit Au/Pb NPs (Au NPs-kel dekoralt Pb részecskék) eldallitasi folyamata
soran elsé 1épésben (AusoPbso dsszetétel esetén), 0,05 g Pb(NO3), -ot (Pb(NO3)2; > 99,0 %,
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[ SN4
cre

crer

(CeHsOs; > 99 %; Sigma) adtunk az elegyhez, amit aztan 50 °C-ra melegitettiink. Végiil
30 cm?, 5,0 mM HAUCI4 oldatot injektaltunk a mintahoz 0,2 cm®/perc adagolasi sebesség
mellett. A mintat tovabbi 30 percet még kevertettilk, majd hagytuk szobahOmérsékletre
([AuCla]:aszkorbinsav/1:4), ahol az apré Au ,,magok” az Pb NPs feliiletén alakulnak ki. A
végterméket centrifugalassal (10000 rpm, 20 perc) gyujtottiik 6ssze, amit etanol/viz eleggyel
mostunk, és N2 atmoszféra alatt szaritottunk. Eltéro Au/Pb 0Osszetételek beallitasahoz
(AusPbgs, AuzoPbso, AusoPbso) a hozzaadott HAuCls oldatot mennyiségét valtoztattuk. Az
Pb NPs-kel dekordalt Au részecskék (PbosAus) elballitasi folyamata soran 0,50 g PVP-t
oldottunk 50,0 cm® Au szolt tartalmazo vizes diszperzioban (cay = 0,25 mM), amit egy 4 6ras
kevertetés kovetett. Masodik 1épésként 2,0 cm® 0,15 M koncentraciéju Pb(NOs)z oldatot
adtunk a diszperziohoz, és nitrogén atmoszféra alatt kevertettiik 30 percig. Végiil 30 cm?,
50,0 mM koncentracioji NaBHa oldatot injektaltunk a mintdhoz 0,2 cm®/perc adagolasi
sebesség mellett. A reakcidelegyet tovabbi 1 oran keresztiil kevertettiik, majd a részecskéket
centrifugaltuk (10000 rpm, 20 perc), etanol/viz eleggyel mostunk, és N2 atmoszféra alatt
szaritottunk.

4.1.3. Fluoreszcens sajatsaggal rendelkez6 egy- és kétfémes NCs eldallitasa

Kozel 25 1j fluoreszcens sajatsaggal rendelkezd nanoklaszter eldallitasi folyamatat dolgoztuk
ki (ill. néhany esetben azok korlatozott eldallitasi folyamatait értelmeztiik) vizes kozegben a
templatos eljarassal (7. abra). Bizonyos rendszerek esetén, ahol arra sziikség volt, extra citrat
redukaldszert is alkalmaztunk a redukci6 elésegitése érdekében (Arg/[AuCls]™; GIn/[AuCla]™;
GIn/Ag*; AMP/[AUCI4]™; AMP/[AuCIl4]/Ag"; HisHA/[AUCL.]"). Az egyes NCs szintézis
folyamatainak kidolgozasa 0j tudoményos eredmény; az egyes 1épéseket az Eredmények ¢€s
értékelésiik fejezetben ismertetem.

Az 1. tablazat az egyes rendszerek esetén meghatarozott kisérleti paramétereket
foglalja Gssze. A szintézisekhez az alabbi, kereskedelmi forgalomban kaphato (Sigma altal
forgalmazott) vegyszereket hasznaltuk fel:

Aminosavak: L-triptofan (Trp; Ci1H12N202; > 98 %); L-hisztidin (His; CsHaNzO2; 99 %);
L-cisztein (Cys; CsH/NO3S; 97 %); L-tirozin (Tyr; CoH1103N; 99 %); L-fenilalanin (Phe;
CoH11NO2; > 98 %), L-glutamin (GIn; CsH1oN203; > 99 %), L-arginin (Arg; CeH1aN4O2; >
98 %)

Kispeptidek: redukalt L-glutation (GSH; C10H17N30sS, > 98 %).

Fehérjék: Lizozim (LYZ; > 90 %); Gamma globulin marha vérbél (yG, > 99 %); Marha szérum
albumin (BSA; > 98 %), Human szérum albumin (HSA, > 96 %) (hdsokk frakcio, protedz,
zsirsav és lényegében globulinmentes szérum fehérjéket hasznaltunk)

Kismolekula: adenozin-5’-monofoszfat dinatrium s6 (AMP; C10H12NsNa.O7P; 99,9 %).
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1. tablazat: Az

értekezésben

bemutatott,
nanoszerkezetek'® eléallitasahoz alkalmazott kisérleti paraméterek dsszesitése.

fluoreszcens

sajatsaggal

rendelkez6

Prekurzor Kiindulasi Kiindulasi fémion Hémérséklet 1dé
Ligandum fémion(ok) Iigandl}m/*flélzllion koncentr*a;ci(’) pH ©C)
arany - (mM) (nap)
Cys [AuCls]” 10:1 (ma) 1,0 <20 37 1
His [AuCla] 30:1 (ma) 1,0 6,0 37 1
Trp [AuCls]” 1:1; 5:1; 15:1 (ma) 1,0 <20 37 1
Tyr Ag* 5:1 (ma) 0,2 11,5 40 7
Phe [AuCls]” 20:1 (ma) 05 11,0 80 6
Ag' 80:1 (ma) 0,75 11,0 80 14
Arg [AuCL] 800:1 (ma) 1,0 12,0 80 11
Ag* 600:1 (ma) 15 12,0 80 6
Gin [AuCls]” 250:1 (ma) 1,0 6,0 80 7
Ag* 350:1 (ma) 1,0 6,0 80 14
Cys-Trp [AuCls]” 20:1 (ma) 0,1 12,0 37 1
GSH [AuCL] 15:1 (ma) 1,0 3,0/12,0 37 1
LYZ [AuCL] 20:1 (ta) 1,0 12,0 37 0,75
[AUCIL]" 100:1:0,09 (ta) 05 0 25 1
IAg* 125:1.0:0.03 (ta) 0,5 ’ 25 1
HSA [AuCL] 10:1 (ta) 1,0 12,0 40 1
BSA [AuCls]” 10:1 (ta) 1,0 12,0 40 1
[A/“AC':‘]_ 100:1:0,06 (ta) 0,5 12,0 25 0,7
g
vG [AuCls]” 151 (ta) 0,75 12,0 37 1
AMP [AuCL] 20:1 (ma) 0,1 6,0 37 1
[A;“A%':‘]_ 20:1:1 (ma) 0.1 6.5 80 0,5
HisHA [AuCls]” 5:1 (ma) 1,0 7,0 80 2

"I Molarany esetén ,,ma ”, mig tomegaranyok esetén (nagy molekulatémegii fehérjéknél) ,, ta ” rovidités
lathat6 a zardjelben. Az aranyok ligandum/fémion sorrendben értenddek.
2 A kiindulasi fémion/ligandum aranyok nem egyeznek meg a NCs diszperzidjaban 1évé
fémion/ligandum arannyal a termék centrifugalassal ¢és dializissel torténé tisztitasa miatt. A NCs
koncentracioja — tisztitas utan — az ICP-MS mérésekkel meghatarozott Au-tartalomra vonatkoznak.

“# Kétfémes rendszerek esetén a fémion koncentracio az Au tartalomra van megadva.

A ciszteiniltriptofan (Cys-Trp) dipeptidet a SZTE SZAOK Orvosi Vegytani Intézet, mig a
hisztidinhidroxamsav (HisHA) ligandumot a SZTE GYTK Gyogyszerkémia Intézet
munkatarsai allitottak eld és bocsatottak rendelkezésiinkre. A tdrzsoldatok minden esetben

13 A téblazatban feltiintetett szintézisek nem mindegyike vezetett nemesfém NCs kialakulaséhoz.
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frissen késziiltek Milli-Q viz felhasznalasaval (Millipore, Milli-Q Integral3, fajlagos vezetés
18,2 mS/cm (25 °C). A megfeleld pH beallitasahoz 0,1 — 1,0 M HCI/NaOH oldatokat
hasznaltunk. Az eldéallitott nanoszerkezeteket centrifugalassal és dializissel tisztitottuk. A
vizes kozegli diszperziokat hiitdben (+ 4 °C), a fagyasztva szaritds utjan elvalasztott szilard
mintakat fagyasztoban (- 20 °C) taroltuk.

4.1.4. Polimer- és poliszacharid-tartalmu kolloid részecskék elballitasa

A doktori értekezés keretein beliil tobb gyogyszerhordozo részecske eldallitasat kiviteleztiik.
Eléallitottunk egyrészt eltéré laktid/glikolid aranyu PLGA kopolimerbdl felépiild
részecskéket kereskedelmi forgalomban kaphatd kopolimerekbdl, de azokat el is allitottuk.
Tanulmanyoztunk tisztan HyA-alapu részecskéket (50-, 75-, és 100 %-ban keresztkotott)
valamint a HyA feliiletaktiv anyaggal (CTAB) vagy makromolekulakkal (BSA, HSA, Chit)
alkotott komplex Osszetételli rendszereit is. A részecskék eldallitasahoz a lentebb felsorolt
vegylileteket hasznaltuk fel:

PLGA-alapu részecskékhez: Laktid (CsHgOs; 99,0 %; Sigma); Glikolid (CsH4O4; > 99 %;
Sigma); On(I1)-2-etilhexanoat (C16Hz00aSn, > 96 %; Alfa Aesar); 1-dodekanol (C12H260; >
98 %; Fluka); Poli(tejsav) (PLA, (C3H402)x, Mw= 250 kDa, > 99 %, Fluka); Poli(laktid-ko-
glikolid) (PLGAT75, (CsHgOa)x(CaH4Os4)y, laktid:glikolid ardny 75:25, Mw= 40 — 75 kDa, >
99 %, Sigma); Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGAB5, (CeHsOa)x(CaH1Os)y, laktid:glikolid ardny
65:35, Mw= 60 — 107 kDa, > 99 %, Sigma); Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGAS5O0,
(CeHgO4)x(CaH404)y, laktid:glikolid arany 50:50, Mw= 30 — 60 kDa, > 99 %, Sigma); Pluronic
F127 (PLUR, (OCH2CH2)x(OCH2CH(CHz3))y(OCH2CH2);, Mw =~ 12,6 kDa, > 99 %, Sigma);
Polivinil-alkohol (PVA, (C2HsO)x, My = 72 kDa, > 99 %, Sigma); Cetil-trimetil-ammonium-
bromid (CTAB, CH3(CH2)1sN(Br)(CHs)s, > 95 %, Sigma); TWEEN20 (TWEEN, CsgH114026,
Mw=1228 Da; Sigma).

HyA-tartalmu részecskékhez: 2,2’(etiléndioxi)bisz(etilamin) (EDEA; CeH1sN202; > 98 %,
Sigma);  1-[3-(dimetil-amino)propil]-3-etil-karbodiimid-metil-jodid (EDC  metil-jodid,
CoH20Nsl; > 99 %, Sigma); Nagy molekulatomegli natrium-hialuronat (H-HyA,
(C14H21NaNO11)x, Muw= 1,5-1,8 x 10° kDa, < 1 % fehérje, Sigma); Kozepes molekulatomegii
natrium-hialuronat (M-HyA, (C14sH21NaNO11)x, Mw= 200 — 500 kDa, Richter Gedeon Nyrt.);
Kozepes molekulatomegii kitozan (M-Chit., (CeH1104N1)x, Mw= 190-310 kDa, 75 — 85 %
deacetilezett, Sigma); Nagy molekulatomegii kitozan  (H-Chit, (CeH1104N1)y,
Mw= 310 — 375 kDa, > 75 % deacetilezett, Sigma); Human szérum albumin (HSA; ~ 67 kDa;
> 98 %, zsirsav mentes; Serva Electrophoresis GmbH); Marha szérum albumin (BSA;
~ 67 kDa; > 98 %, protedz és zsirsav mentes; Serva Electrophoresis GmbH).

Modell vegyiiletek: (+)-a-tokoferol (TP; C29Hs002; > 96 %; Sigma); D-a-tokoferol-polietilén-
glikol-1000-szukcinat (TPGS; (C2H4O0)x(CasHs40s); > 99 %, Sigma); Ketoprofen (KP;
C16H1403; > 98 %, Sigma); Ibuprofén natrium s6 (IBU; C13Hi1702Na; > 98 %; Sigma).

34


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electrophoresis
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electrophoresis

ti decs2000 121 23

MTA doktori értekezés Juhaszné Csapo Edit

PLA és PLGA kopolimerek szintézise: A PLA és eltérd hidrofilitdsi tulajdonsaggal
rendelkez6 PLGA kopolimereket gytiriifelnyitdsos polimerizacioval (ROP) éallitottuk eld; a
szintézis 1épéseit a (P21) publikacioban részleteztiik. A szintézis alatt az on(I1)-2-etilhexanoat
a polimerizacios folyamatot katalizalja, mig az 1-dodekanol kettds szerepének koszonhetden
aktivalja a katalizatort és nukleofil 4gensként eldsegiti a ciklikus dimerek gytriifelnyitasat.

PLA és PLGA részecskék eloallitasa: A szintetizalt PLA/PLGA polimerekbdl a részecskék
elallitasa nanoprecipitacios technikaval tortént a (P21, P22) kozleményekben részletezett
moédon, ahol a kisérleteket tobb olddszerben (aceton, 1,4-dioxan, DMSO) és szdmos
stabilizaloszer (CTAB, PVA, PLUR, TWEEN20) alkalmazisa mellett is kiviteleztiikk. A
torzsoldatok elkészitésekor a polimereket a szerves olddszerben oldottuk és ezen oldatot
csepegtettiik eltérd sebességgel a nagy tisztasagh Milli-Q vizzel feloldott stabilizatorok vizes
oldatahoz. A szerves/vizes fazisok térfogataranyat 1:10 értéken tartottuk. A hatdanyag-
tartalmt (KP, TP, TPGS) részecskék eléallitasahoz ugyanezen protokollt alkalmaztuk, csak a
kapszulazott vegyiileteket — oldhatosagtol fliggben — vagy a szerves vagy a vizes fazis
tartalmazta megfeleld koncentracioban. A diszperzidkat 48 h-ig 350 rpm fordulatszimon
kevertettiik, majd tisztitottuk. A tisztitaskor a mintakat Milli-Q vizzel higitottuk és 12000 rpm
fordulatszamon (t = 15 perc, T = 25 °C) centrifugaltuk. A feliiluszot eltavolitottuk ¢€s a
részecskéket Milli-Q vizben diszpergaltuk; a tisztitasi eljarast kétszer is megismételtiik. A
tisztitashoz kidolgozott folyamatokat és koriilményeket (pl.: koncentraciok, aranyok stb.) az
Eredmények és értékelésiik fejezetben, mint 0j tudomanyos eredmények, ismertetem.

Keresztkotott HyA részecskék szintézise: Az eltéré mértékben keresztkotott M-HyA
(cl-M- HyA/50%, cl-M-HyA/75% és cl-M-HyA/100%) részecskék elballitasahoz a jelolésben
megadott 50 %, 75 % és 100 % mértékii térhalositast alkalmaztunk EDEA/EDC metil-jodid
reagensek felhasznalasaval a (P25) kozleményben leirt paraméterek mellett; a kapott
termékeket 7 napon keresztiil nagy tisztasagi Milli-Q vizzel szemben, dializissel tisztitottuk.
A HyA alapt kolloid részecskék képzodése a térhalositassal parhuzamosan megtorténik. Ezen
hordozok esetén kizardlag a KP kapszulazhatosdgat tanulmanyoztuk eltérd szerkezetii
mértékben keresztkotott HyA részecskék vonatkozasaban. A KP-tartalma cl-M-HyA-alapa
rendszerek eldallitasa soran az el6zetesen szintetizalt és liofilizalt HyA részecskék vizes
diszperzidjaban oldottuk a KP hatoéanyagot adott koncentracioban (¢ = 20 mg/cm?®); az
elegyeket 24 oraig kevertettiikk. A tisztitds sordn a mintdkat 8000 rpm fordulatszdmon
10 percig centrifugaltuk és rediszpergaltuk (kétszer) a nem kotott KP eltavolitasa végett.

HyA-alapu egyéb hordozo részecskék kialakitasa: A HyYA/CTAB, HyA/Chit, HyA/BSA,
HyA/HSA rendszerek esetén a megfeleld vegyes Osszetételli hordoz6 részecskék kialakitasa
a komponensek kozotti, egyszerli polielektrolit/tenzid kdlesonhatds és toltéskompenzacios
folyamatok(ok) révén tortént, ahol a megfelelé komponensek oldatat, megadott aranyok
mellett, elegyitettiink egymassal. A megfeleld hatéanyagok (HyA/CTAB: KP; HyA/BSA:
IBU; HYA/HSA: IBU) kapszulazasa mindegyik rendszer esetén eltéré modon tortént. Ezen
informaciokat az alkalmazott kisérleti koriilményekkel egyiitt, pl.. a komponensek
koncentracidja, aranyaik, pH, stb., az Eredmények és értékelésiik fejezetben, mint Uj
tudomanyos eredmények, foglaljuk ssze.
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4.2. Vizsgalati modszerek
4.2.1. A nemesfém-tartalmu rendszerek karakterizaldsahoz alkalmazott miiszerek

Optikai tulajdonsagok meghatarozasa:

A nemesfém-tatalmt, 0j nanoszerkezetli anyagok karakterizalasahoz a SZTE Kémiai
Intézetében megtalalhatd kis- és nagymuszeres technikdkat alkalmaztuk. Az optikai
tulajdonsagok feltérképezése érdekében minden esetben ultraibolya-lathatdo (UV-Vis)
spektrofotometrias és fluorimetrias méréseket végeztiink. Az UV-Vis spektrofotometrias
mérések soran — dontéen a plazmonikus tulajdonsaggal rendelkezd Au, Ag és Au/Ag
kolloidok vizes kozegbeli képzddésének igazolasa és stabilitasuk vizsgélata érdekében — a
spektrumokat egy Shimadzu UV-1800 tipust kétfényutas spektrofotométerrel rogzitettiik
A =200 — 800 nm hullamhossz tartomanyban. A mérésekhez 1 cm uthossza, kétoldalu kvarc
kiivettakat hasznaltunk. A fluoreszcens sajatsaggal rendelkez6 nemesfém NCs karakterizalasa
esetén, ahol arra sziikség volt, a fluorimetrids emisszids spektrumok korrekcidjahoz is vettiink
fel UV-lathat6 spektrumokat. Nevezetesen, ha az adott hullimhossz tartomanyban az
abszorbancia mérhet6 (A > 0,05), akkor a mért intenzitas korrekcidja sziikséges, ehhez a
kovetkezo képletet (2. egyenlet) hasznaltuk.

Ixorr = Imere X 10 ex+ Aem)/2 (2)

, ahol 1,6 és lkorr @ mért és a korrigalt fluoreszcens intenzitasok, Aex és Aem a vizsgalt minta
gerjesztd ¢s emisszids hulldmhosszon mért abszorbancia értékei.

A fluoreszcens tulajdonsaggal rendelkezd nemesfém NCs optikai tulajdonsaganak
tanulmanyozasa esetén spektrofluorimetrias méréseket végeztiink. Els6 1épésben az egyes
mintak gerjesztési és emisszios spektrumainak a rogzitése Horiba Jobin Yvon Fluoromax-4
vagy ABL&E-JASCO FP-8500 tipusu spektrofluoriméterrel tortént. A mérésekhez 1 cm
uthosszi négyoldalt kvarc kiivettat hasznaltunk szinte minden esetben. A bemeneti és
kimeneti résszélességet a minta fluoreszcencia intenzitasat fliggden 2,5 — 3,0 nm-re allitottuk
(felbontas: 1 nm; scan sebesség: 200 nm/perc). Az abszolut (belsé) kvantumhatasfok (ein,
internal quantum yield) meghatarozasahoz, mely a fluoreszcencia soran kibocsatott (Nem) és
elnyelt fotonok (Nabs) szamanak hanyadosa, egy ABL&E-JASCO ILF-835 tipusu integrald
gombbel felszerelt ABL&E-JASCO FP-8500 tipusu spektrofluorimétert hasznaltunk. A
kalibralashoz ABL&E-JASCO ESC-842 kalibralt WI fényforrast alkalmaztunk, igy mas
referenciara (pl.: a gyakorta alkalmazott rodamin B, krezil-ibolya festék stb.) nem volt
sziikség. A regisztralt spektrumok alapjan a megfeleld értékek meghatdrozasdhoz az ABL&E-
JASCO SpectraManager 2.0 szoftvert hasznaltunk, mely az alabbi osszefiiggés (3. egyenlet)
alapjan szolgaltatja a kvantumhatésfok értékét:

Nem E,

Nabs Li—=L,

€in

, ahol E2: emisszids intenzitas, L1: gerjesztd fény intenzitas, Lo: szort gerjesztési intenzitas.
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Jelen értekezésben a kvantumhatasfokot QY (%) jeloléssel, %-ban kifejezett értékkel tiintetem
fel, ami &in x 100. A fluoreszcencia élettartam (t) méréseket egy Horiba DeltaFlex tipusu
késziiléken, idokorrelalt egy-foton szamlalas (TCSPC) modszer alapjan hataroztuk meg. A
mérésekhez 1 cm tthosszu kiivettakat alkalmaztunk. Gerjeszt6 fényforrasként egy DeltaDiode
impulzuslézert (Aigzer = 371 nm) hasznaltunk. Az emittalt fényt az adott NCs-re jellemz6
emisszios hullamhossz értékeken detektaltuk (résszélesség: 6 — 8 nm). A TCSPC moddszer
esetében a mintat nem folytonosan, hanem rovid idejii fény impulzussal gerjesztjiik, amikor
is a fluorofor altal kibocsajtott fotonok meghatarozo része érzéketlen marad a detektor
szamara ¢és csak a maradékot érzékeli. A mérés soran regisztraljuk, hogy mennyi id¢ telt el a
gerjesztd impulzus és a beérkezd foton kozt. A mért idobeli késlekedésnek megteleld
id6ablakban mindig eggyel ndveljiik a beiitésszamot. Ha ezt az elemi mérést elegendden
sokszor megismételjiik (a mi esetiinkben a betitésszamot mindig 1000 beiitésig mértiik), akkor
a gerjesztéstol eltelt 1dO fliggvényében kapott belitésszam megadja azt, milyen intenzitas — 1d6
Osszefliggést kapnank, ha képesek lennénk egyetlen gerjesztés utani intenzitast mérni. A mért
intenzitas a gerjeszto jel €s a valddi lecsengés konvolucidjaként jon 1étre, hiszen a gerjesztd
jel mindig véges hosszusagu és a t iddben mért intenzitds az 0sszes korabbi gerjesztés hatdsara
1étrejovo lecsengés Osszege. Az illesztés az a miivelet, amikor megkeressiik azt a miszer
valaszfiiggvényt (IRF), amelynek a mért gerjesztd jellel vett konvolucioja legjobban egyezik
a mért intenzitassal. A miiszer valaszidejét (felbontasat/ instrument response function) Horiba
standard LUDOX® SiO; kolloidok részecskék segitségével hataroztuk meg. Az élettartam
komponenseket a regisztralt lecsengési gorbék exponencialis illesztésével hataroztuk meg az
illesztés pontossagat megadd y? érték alapjan, melyhez a nevezett Horiba késziilék EZTime
programjat hasznaltuk. A  fluoreszcencia lecsengési gorbék kiértékelését egy
haromexponencialis (4. egyenlet) egyenlet illesztésével végeztiik el:

—i i i

A+ B, -eT1+B,-eT2+ By -eT3 (4)

ahol Ty, T2 és T3 értékek (a dolgozatban altalaban t1, 12, T3 jel6léssel) az egyes fluoreszcencia
¢lettartam komponensek, a B1, B2, Bs értékek pedig az egyes komponensek hozzajarulasat
adjak meg a teljes fluoreszcenciahoz (a hozzdjarulds értékét a dolgozatban %-ban kifejezve
tiintetem fel).

Méret, méreteloszlis és morfologia meghatirozésa:

Minden esetben vizes kozegii diszperz rendszereket allitottunk elé. Azon rendszerekben, ahol
arra lehet6éség volt (d > 1 nm), a részecskék atlagos hidrodinamikai atmérgjét és
méreteloszlasat dinamikus fényszéras (DLS) mérések révén hataroztuk meg egy Malvern
NanoZS fényszorasmérovel (Aiezer = 633 Nm, He-Ne 1ézer). A méréseket 25 °C-on végeztiik és
5 — 5 mérés atlagdbol szdmitottuk az atlagos (méret szerinti) hidrodinamikai atmérét. A
méreteloszlasi gorbék mellett, tobb esetben, a részecskék elektrokinetikai (zéta, {) potencialja
is meghatarozasa keriilt (dontéen a Smoluchowski modell alapjan) allandé ionerdsség
biztositasa mellett. A NCs-et tartalmazé diszperziok esetén sokszor ezen technika nem
szolgéltatott megbizhaté eredményeket a NCs atlagos méretére az alkalmazott miszer
detektalasi hatdra (megbizhatéan ~ 1 nm) miatt. Ha lehetdség is adodott a mérésekre akkor
sok esetben kisebb nanoklaszter aggregatumokra hatdroztunk meg atmérd ill. C-potencial
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értékeket. A morfologia meghatarozasa elektronmikroszkopos technikaval (TEM,
HRTEM) rogzitett felvételek elemzésén alapult. A TEM képeket Jeol JEM-1400plus tipust
transzmisszids elektronmikroszkdppal vettiik fel 120 keV gyorsitofesziiltségen, mig a
nagyobb felbontasu felvételek FEI Tecnai G2 20 X-Twin tipustt TEM késziilékkel késziiltek
200 kV gyorsitofesziiltségen.

Szerkezet meghatarozas:

A valtozatos nanoszerkezetek jellemzéséhez rontgendiffraktometriat (XRD), rontgen
fotoelektron  spektroszkopiat (XPS), Fourier-transzformaciés  infravoros  (FT-IR)
spektroszkopiat, tomegspektrometriat (ESI-MS, MALDI) és cirkularis dikroizmus (CD)
spektroszkopiat alkalmaztunk. A rontgendiffraktometrias (XRD) méréseket egy Bruker D8
(CuKa, (A = 1,5418 A) diffraktométerrel végeztiik, ahol a diffraktogramokat 2@ = 10 — 80°
tartomanyban rogzitettiik. A bazislap-tavolsagok meghatarozasara a Bragg-egyenletet
(5. egyenlet) hasznaltuk:

nl = 2d X sin® (5)

, ahol d a bazislapok kozotti tavolsag, A a rontgensugar hullamhossza, @ pedig a diffrakcios
sz0g (az elsé reflexiot, n = 1l-et figyelembe véve). Néhany nanorészecske esetén a
diffraktogramokbdl a Scherrer-formula (6. egyenlet) szerint hataroztuk meg a primer
részecske méretet:

d= KA/,B cos© (6)

, ahol d az atlagos krisztallitméret, K egy alakfliiggd konstans, 1 a rontgensugarzas
hullimhossza, S a reflexios cstcs félérték-sz¢élessége radianban megadva és @ pedig a
Bragg-szog értéke.

A kétfémes NPs feliiletén az elemek kémiai allapotanak jellemzésére ill. a NCs esetén az
AU/Ag oxidacios allapotanak igazolasara rontgen fotoelektron spektroszkopias (XPS)
méréseket végeztiink. A spektrumok rogzitését Dr. Varga Erika, Dr. Oszko Albert és Dr. Samu
F. Gergely (SZTE TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék) végezte, mely soran
egy SPECS XRS50 tipusu kettds anodu rontgencsdvel és PHOIBOS 150 MCD 9 analizatorral
szerelt spektrométert hasznaltak, ahol az altalunk el6zetesen készitett tantal, valamint titan
filmeken torténtek a mérések. Az Al Ka rontgenforrast 200 W teljesitményen miikodtették, és
a szén 1s cstcsat (284,80 eV) hasznaltak a toltés referenciaként. A spektrumok kiértékelése a
CasaXPS szoftverrel tortént. A Fourier-transzformacios infravoros (FT-1R) mérések soran
egy egyszeres reflexioji ATR Pro One feltéttel ellatott Jasco FT/IR-4700 spektrométert ill.
egy ATR-feltéttel felszerelt BIO-RAD Digilab Division FTS-65A/896 Fourier-
transzforméacios (FT) spektrométert hasznaltunk. A méréseket liofilizalt pormintakon
végeztiikk; a spektrumokat 256 interferogram atlagoldsival 4 cm™ felbontis mellett,
400 — 4000 cm™ tartoményban rogzitettiik. Egy méréssorozaton beliil a mintdk pH-ja azonosra
volt bedllitva. A fehérjékkel-stabilizalt Au NCs esetén a fehérjék masodlagos szerkezeti
elemeinek a meghatarozasahoz cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopias méréseket is
végeztiink, ahol a spektrumok rogzitéséhez egy JASCO J-1100 CD spektrométert
hasznaltunk. A méréseket 0,2 cm optikai uthosszisagu cilindrikus kiivettdban, 250 — 190 nm
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hullamhossz tartomanyban végeztiikk. Hattérként mintatol figgden a megfeleld pH-ju MilliQ-
viz vagy pufferoldatok szolgaltak. A mérési adatok kiértékeléséhez a Reed ¢és Yang
modelleket alkalmaztuk [131] az illesztés josagatol (RMS) fiiggden. A tomegspektrometrias
(MS) méréseket csak néhany rendszer esetén sikeriilt Kivitelezni. A spektrumok rogzitése
Kele Zoltan (SZTE SZAOK Orvosi Vegytani Intézet) segitségével tortént. Az ESI-MS
(elektrospray ionizacios tomegspektrometria) spektrumokat egy Waters-Micromass tipusu Q-
TOF analizatorral szerelt spektrométerrel rogzitettiikk elektrospray ionizalds ¢és 1 pL
mintaadagolas mellett. A MALDI (atmoszférikus nyomason mukddo 1ézerdeszorpcios)
acetonitril:viz/1:1 elegyében) és 0,5 uL mintamennyiség felhasznalasaval rogzitettiik time-of-
flight analizatorral szerelt Bruker Reflex II spektrométeren.

Egyéb vizsgalatok: A NPs/NCs fémtartalmédnak meghatarozdsara az induktiv csatolasu
plazma tomegspektrometrias (ICP-MS) méréseket minden esetben a SZTE-n Dr. Galbacs
Gabor csoportja veégezte egy kvadrupolus tomeganalizatorral felszerelt Agilent 7700x tipust
késziiléken. Néhany fehérjével stabilizalt (HSA, BSA, yG, LYZ) Au Klaszter citotoxicitasi
vizsgalatara a Lengyel Tudomanyos Akadémia, Jerzy Haber Intézetében keriilt sor. A Cys
molekularis feliiletigényének (Au feliileten) meghatarozasahoz kvarc Kristaly mikromérleg
(QCM) (QCM200 tipusu késziilék, QCM25 (5 MHz) krom/arany elektrodaval felszerelve) és
feliileti plazmon rezonancia (SPR) (kétcsatornas, hullamhossz-modulalt és homérséklet-
szabalyozott SPR késziilék, a pragai Egyetem sajat fejlesztésti késziiléke) méréseket is
kiviteleztiink. A mérések rovid leirdsa az Eredmények ¢és értékelésiik megfeleld fejezeténél
megtalalhato.

4.2.2. A gyogyszerhordozoé részecskék karakterizalasdhoz alkalmazott miiszerek

Meéret, méreteloszlas és morfoldgia meghatarozasa:

A kordbban emlitett miliszerek koziil a DLS és TEM méréstechnikékat alkalmaztuk a
részecskék méretének, méreteloszlasainak a meghatarozasara. A TEM felvételek a mar
részletezett elektronmikroszkoppal kertiltek regisztralasra, mig a fényszords méréseket egy
HORIBA SZ-100 tipusu fényszorasmérén végeztik (Meer = 532 nm, 10 mW), mely a
- potencial értékek meghatarozasara is szolgalt. A szintetizalt PLA/PLGA kopolimerek
molekulatomegének meghatidrozdsahoz is ezen fényszorasmérd késziiléket hasznaltuk. A
molekulatomeg (My) és a masodik virial egyiitthatd (A2) értékeket a Rayleigh-Gans-Debye
modellel (7. egyenlet) kaptuk meg:

K — L 424, ©)

Rgx My

, ahol K a Debye konstans, ¢ a minta analitikai koncentracioja, Rex a tobblet Rayleigh arany,
Mw az atlagos molekulatomeg és Az a masodik virial egyiitthato.
A Debye konstans értéke a 8. egyenlet alapjan hatarozhaté meg:

4m®n3(dn/dc)?

K== (8)
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, ahol no a diszperzids kozeg torésmutatdja, dn/dc a minta torésmutatdjanak ndvekedése a
koncentraci6 fiiggvényében, A az alkalmazott fény hulldmhossza vdkuumban és Na az
Avogadro szam. Mindezeken feliil a tobblet Rayleigh aranyt a kovetkezéképpen hatarozhatjuk
meg (9. egyenlet):

ng
2

(Iminta—lo) (9)

Rpx = Rref Iyes

nref

ahol Rex a tobblet Rayleigh arany, Rref egy jol ismert referencia kdzeg Rayleigh aranya,
No a diszperzids kdzeg tdrésmutatdja, Nref a referencia kozeg torésmutatdja, Iminta @ mért minta
szérasintenzitasa, lo a diszperzids kozeg szorasintenzitasa és lref a referencia kozeg
szorasintenzitasa.

A vizsgalatok soran 0 — 20 mg/cm?® koncentracioji PLA/PLGA 1,4-dioxanos oldatait
hasznaltunk. A Debye konstans meghatarozasahoz fontos dn/dc értéket a mérésekhez
elkészitett oldatok Mettler Toledo RMS50 tipusu refraktométerrel meghatarozott torésmutato
értékei alapjan szamitottuk. A tobblet Rayleigh arany kiszamitasahoz referencia oldoszerként
toluolt hasznaltunk. A moddszer érzékenységére tekintettel a felhasznalt analitikai tisztasagu
oldészereket (1,4-dioxan, toluol, Milli-Q viz) elézetesen 0,2 pm porusméretii sz{irén atsziirtiik
(szerves oldoszereknél: PTFE sziir6, Milli-Q viznél: Nylon sz{ird).

A szerkezet meghatarozasahoz hozzajarulé mérések:

A termikus sajatsdgok feltérképezéséhez a differencialis pasztazé kalorimetrias
(DSC), termogravimetrias (TG) és a differencialis termoanalitikai (DTA) mérések egy
Mettler-Toledo 822e kaloriméterrel és egy Mettler-Toledo TG/SDTA 851° miiszerrel tortént.
A detektalt DSC gorbéket 25 — 500 °C, mig a TG és DTA gorbéket 25 — 1000 °C kozotti
hémérséklet-tartomanyban vettilk fel 5 °C/perc felfiitési id6 és 50 cm®/perc aramlasi
sebességli nitrogén (DSC) és levegd (TG, DTA) kozeg beallitasa mellett. Az eredményeket
STARe 12.10 szoftverrel értékeltiik ki.

Aramlasi potencidl mérésen alapulé feliileti toltés meghatarozasara iranyuld
méréseket végeztiink a hordozdé komponensek kozotti (HyA/CTAB; HyA/Chit, BSA/HYA,;
HSA/HyA) toltéskompenzalasi pont kvantitativ meghatarozasahoz, melyhez egy Miitek
PCD-04 részecske toltés detektort alkalmaztunk. A mérések soran az egyik komponens vizes
oldatat ,titraltunk™ az ellentett toltésii komponens vizes oldataval és minden pontban az
aramlasi potencial értékeket rogzitettiik. A megfelel6 toltéskompenzalasi pontokat (un.
attoltési pontot, ahol a mért dramlasi potencial értéke eléri a 0 mV-os értéket) a titralasi gdrbék
modositott Boltzmann egyenlettel (10. egyenlet) torténd illesztéséb6l hataroztuk meg,
figyelembe véve, hogy a szigmoid gorbék torzultak:

aix+a;

Y= Sempleana T 45Xt e (10)

, ahol Y a fliggd valtozdé (a mért aramlasi potencial értékek), x a fiiggetlen valtozod
(komponensek moélaranya) és a;j az illesztési paraméterek. Az a1 és a a titralasi gorbe also és
fels6 szakaszanak aszimptotikus értékéi, az az dtmeneti szakasz szélessége, a4 az inflexios
pontban az x fiiggetlen valtozo értéke, mig az (a1as) + a2 kifejezés az inflexids pontban a
titralasi gorbe also és felsd szakaszénak tdvolsaga (a fliggd valtozé mértékegységében). Az
egyenlet szamlalojdban és a jobb oldalt 1évd kifejezés figyelembe veszi az induld és

40



ti decs2000 121 23

MTA doktori értekezés Juhaszné Csapo Edit

megallapodé tartomany eltolodasat. A paramétereket ismerve kiszamithatjuk a komponensek
molaranyat az attoltési pontban (Y =0 mV).

A PLA/PLGA polimerek hidrofilitasi tulajdonsagainak jellemzésekor -elvégzett
peremszog mérésekhez egy 0,5 mm atmérdju, acél tiivel felszerelt fecskenddvel és egy nagy
felbontasti kameraval rendelkezd6 KRUSS FM40Mk2 Easy Drop miiszert haszniltunk. A
vizsgalt PLA/PLGA film rétegeket az egyes polimerek 160 — 170°C hoémérsékleten,
mikroszkdp targylemez iiveg feliiletére torténd olvasztasaval allitottunk eld. A peremszog
értékeket 25 °C hémérsékleten és 1égkdri nyomason hataroztuk meg 5 — 5 parhuzamos mérés
atlagabol, ahol nagy tisztasagi Milli-Q vizbol cseppentettiink 1 — 1 cseppet (10 — 10 uL
mennyiséget) a polimer filmek feliiletére.

Reologiai vizsgalatok a HyA-alapt rendszerek viszkoelasztikus sajatsagainak mérésére
szolgalt. A mérésekhez egy Anton Paar MCR 301 tipusu reométert hasznaltunk dupla rés
(DG26.7-SN12740), kup-lap (CP25-1-SN12204) és koncentrikus henger (CC27-SN12740)
geometrigju feltétekkel 25 £ 0,1 °C hémérsékleten. A részletes kisérleti koriilményeket a
(P26) kozlemény részletezi.

Hatbanyag-tartalom és leadas:

Az egyes hordozé makromolekulak kapszuldzési hatékonysaganak meghatarozasdhoz és a
hatéanyagok in vitro kioldodasanak kovetéséhez UV-Vis spektrofotometrias modszert
alkalmaztunk. A spektrumokat, ill. a kalibraciés gorbéket 200 — 500 nm hullamhossz
tartomanyban és 1 cm tthossza kvarc kiivettaban rogzitettilk egy Shimadzu UV-1800 két
fényutas spektrofotométer segitségével. A kapszulazasi hatékonysag értékét (EE(%)) és a
részecskék hatdanyag toltottségét (DL(%)) az alabbi 11. és 12. egyenletekkel hataroztuk meg:

kapszulazott hatéanyag tomege

EE(%) =

x 100 (11)

hatéanyag teljes kiindulasi tomege

kapszulazott hatéanyag tomege

DL(%) =

- - —— x 100 (12)
részecskék teljes tomege

Az in vitro kioldodasi vizsgalatokat t = 0 — 6 oras idGtartalomban, foszfat pufferes sdoldatban
(PBS, pH = 6,5 — 7,4; 0,9 m/m % NaCl) féligateresztd celluléz dializis membran
felhasznalasaval végeztiik el.

Egyéb vizsgalatok: Néhany esetben a makromolekulak kozotti masodrendii kolesdonhatasok
feltérképezése érdekében kétdimenzios SPR vizsgalatokat végeztiink. A biokolloidok vizes
kozegbeli stabilitdsdnak nyomon kdvetésére, ahol arra lehetdség adddott és indokolt volt, a
fényszoras méréseket turbidimetrias (LP2000 tipust turbidimeter, Hanna Inst.) és fajlagos
vezetés mérési (Radelkis OK-114 konduktométer) vizsgalatokkal egészitettik ki. A
HyA-CTAB rendszer esetén a CTAB feliiletaktiv anyag cmc értékének meghatarozasa végett
(HyA nélkiil és HyA jelenlétében) izoterm titraciés kalorimetrias (ITC) méréseket is
végeztiink egy MicroCal VP-ITC késziiléken. A fehérje-tartalmu részecskék esetén a fehérje
szerkezet karakterizdlasara kiegészité CD méréseket is végeztiik a kordbban emlitett CD
késziiléken ill. szintén a fehérje-tartalmu részecskék vonatkozasaban az in vitro kioldodasi
mérések mellett a PAMPA permeabilitasi vizsgalatokat a SZTE GYTK Gyogyszerhatastani
¢s Gyogyszerfeliigyeleti Intézetével egylittmitkddésben kiviteleztiik, melynek részletes leirasa
a megfelel6 publikaciokban megtalalhato.
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5. Eredmények és értékelésiik
5.1. Arany-tartalmu kétfémes NPs

Munkatarsaim kozremiikodésével tobb 1j, arany-tartalmu, kétfémes részecske szintézis
protokolljat dolgoztuk ki vizes kozegben. Ezeket az eredményeket, melyek foként
anyagtudomanyi kutatasokhoz jarulnak hozza (P1-P4), az értekezésem eredményekrdl sz616
elso részében foglalom Ossze.

5.1.1. Au/Ag kétfémes részecskék jellemzése

Az irodalomban a 2000-es évek elejétdl tobb kozlemény is elérhetd volt mar Au/Ag 6tvozet
¢€s mag-héj szerkezetli részecskék eldallitasi protokolljat bemutatva, melyek koziil néhanyat
[23-25] az Irodalmi attekintés fejezetben emlitettem. Ezen szintézisek esetén a klasszikus
otvozet NPs eldallitasa szinte kizardlag a fémionok egyiittes redukcidja révén Kkeriilt
kivitelezésre [23-25], de az egyes Osszetételekhez tartozo részecskeméretre random értékek
mutatkoztak kozel minden esetben. Reprodukalhaté modon kivitelezhetd szintézis protokoll
kidolgozasara, mely allando Osszetétel biztositdsa mellett a részecskeméretet és a feliileti
szerkezetet (elemdsszetételt) is szabalyozza, folyamatos az igény, tobbek kozott katalizator
részecskék fejlesztésénél, hiszen a fajlagos feliilet és a feliileti elemdsszetétel valtoztatasa pl.
az intermedierek feliileti kotédésére kiemelt szereppel bir. Jelen értekezés keretein beliil
eldallitott kétfémes katalizator részecskéket a CO2 elektrokémiai uton torténd szabalyozott
atalakitdsanak tanulméanyozéasa érdekében allitottuk eld tervezetten. A kutatomunka
egylttmiikodés keretein beliil tortént; az értekezésben kizardlag a sajat, a részecskék
tervezésére €s fobb szerkezeti jellemzésére iranyuld, preparativ. munkank eredményeit
kivanom bemutatni.*

stabilizalt Au/Ag kétfémes 6tvozet NPsS vizes kozegli eléallitasara olyan egyszeriien, gyorsan
¢és reprodukalhaté modon megvalosithato szintézist (P1,P2) dolgoztunk ki, ahol bizonyitottuk,
hogy ugyanazon elGallitasi protokollt kovetve, kizarolag a kisérleti paraméterek hangolasaval,
egy adott tombfazisbeli 0sszetétel mellett a részecskeméret, valamint allando részecskeméret
¢és az elemek konstans tombfazisbeli aranya esetén a feliileti elemdsszetétel (klasszikus
Otvozet vagy mag-héj szerkezet) is kontrollalhatd. A korabbi szintézisekhez képest a
fémionokat (JAUCls]™ és Ag*) nem egy k6z6s oldatbol redukaltuk ki, hanem kiilon-kiilon
melegitettiik kozel forraspontig a fémionokat tartalmaz6 oldatokat citrat jelenlétében és mikor
az [AuCls] -ionokat tartalmazé mintidban a nukleacid éppen elindul®™® egy-egy megfeleld
térfogatrészt cseréltink a két mintabol (P1,P2). A szintéziseket két kiilonbozo
fémkoncentracié beallitasa mellett is kidolgoztuk (c = 0,20 (P1); 0,60 mM (P2))®. Az altalunk
megvalodsitott egyszer(i, Uj és abszolit reprodukalhato eljarassal a kétfémes NPs optikai
(plazmonikus) sajatsdga az irodalomban publikalt, mas tipust szintézisekkel eldallitott,
hasonlo 0Osszetételii részecskék tulajdonsagaival jo egyezést mutatott [23-25]. Ennek

14 Az eredményeket bemutatd publikaciok mas MTA doktori értekezés alapjat nem képezik és nem is fogjak.
15 Az [AuCl4] -ionokat tartalmazé minta enyhén kékes sziniire valtozott.

16 A koncentraciok a teljes fémtartalmat jelentik, ahol az 6sszes anyagmennyiség megoszlik az Au és Ag
kozott.
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megfelelden az eltérd dsszetétell 6tvozet részecskék képzodése, ahol egy részecskén beliil az
Au és Ag atomok eloszldsa homogén, igazolast nyert. Reprezentativ példaként a 0,2 mM
fémtartalom mellett eldallitott Au/Ag részecskéket tartalmazo vizes diszperziok lathato
spektrumait a 24. abra (A) szemlélteti a tiszta Ag (balra sz€1s6) és Au részecskéket (jobbra,
sz¢€1s0) tartalmazo6 vizes diszperzidk spektrumaival és a mintakrol késziilt fotokkal. A 24. abra
(B) az egyes Osszetételek esetén a lathatdo spektrumban detektalt plazmon savok
maximumaihoz rendelheté hullamhossz értékeket mutatja az Au-tartalom (Xau = moltort)
fiiggvényében a 0,2 és 0,6 mM fémtartalom alkalmazasa esetén.

(A) Au tartalom né (B)
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24. abra: (A) Au/Ag részecskéket tartalmazé vizes diszperziok lathatd spektrumai (normalt)
a mintakrol késziilt fotokkal (cfem = 0,20 mM, balrdl indulva az Au/Ag 0,1:0,9 Gsszetételtol
Au/Ag 0,9:0,1 Osszetételig) és (B) a lathatd spektrumokban detektalt plazmon rezonancia
savok maximumaihoz rendelhet6 hullamhossz értékek az Au ndvekvd aranyanak (Xau)
fliggvényében két eltérd kiindulasi fémkoncentracid beallitasa esetén (P1,P2).

A tombfazis Osszetételének meghatarozasara, ezaltal a szintézis sikerességének igazolédsara,
energiadiszperz rontgenspektroszkopias (EDX) és XPS méréseket végeztink. Az egyes
technikdkkal meghatarozott elemdosszetétel értékek a nomindlis értékekkel egyiitt a
2. tablazatban lathatéak. Az adatokat clemezve a nominalis és a tényleges Osszetétel jo
egyezeést mutat, ami a kidolgozott szintézis eljaras eredményességét valoban alatdmasztja. A
NPs szerkezetének alapos ismerete elengedhetetlen a katalitikus tulajdonsag értelmezéséhez.

2. tablazat: Az eltéré Osszetételli Au/Ag kétfémes NPs-re meghatarozott elemdsszetétel
értekek EDX és XPS mérések alapan a nomindlis 6sszetétel feltiintetésével. (4z EDX mérések
csak a 0,6 mM, az XPS mérések csak a 0,2 mM fémtartalmu mintasorozatra késziiltek el.)

Tombfazis dsszetétel (atom %)

EDX 0,60 mM femtartalom XPS” 0,20 mM fémtartalom
osszetétel Au Ag osszetétel Au Ag
AUsoAgzo 81,8 + 0,6 18,2 + 0,6 AUsoAgzo 79,1 + 0,9 21,9 + 0,9
AerAg4o 59,4 + 1,0 40,6 + 1,() AU50A950 45,4 + 1,1 54,6 + 1,1
AU4oAgso 40,0 + 1,3 60,0 + 1,3 AUzoAggo 15,2 + 0,8 84,8 + 0,8
Au20AJso 21,3+0,9 78,7+0,9

* A részecskék kell6en kis méretliek voltak (8 — 13 nm), hogy az XPS méréstechnikaval meghatarozott
Osszetétel a tombfazisbeli Osszetételt adja meg.
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A NPs o0sszetételének és optikai tulajdonsaganak a feltérképezése mellett a
részecskeméretrdl is részletes jellemzést készitettliink, mely a munka f6 motivécioja volt. A
részecskék méretét egyrészt a fémkoncentracidoval, masrészt a fémion/citrat molaris arannyal
szabalyoztuk, hiszen jol ismert, hogy a Turkevich-eljarassal eléallitott egyfémes Au szolok
vonatkozasaban a citrat mennyiségének csokkentésével a részecskék atmérdje novelhetd [10].
A TEM méréstechnikaval meghatarozott részecskeméret értékeket a 25. Abra mutatja mindkét
fémkoncentracié alkalmazasa mellett eldallitott rendszerek esetén. A 25. dabra néhéany

reprezentativ TEM felvételt is szemléltet 1-1 mintarol az adott Osszetétel feltiintetésével.

¢ 0,2 mM
00,6 mM | 32,

25. abra: Citrattal stabilizalt Au/Ag kétfémes részecskékre TEM méréstechnikaval
meghatarozott atlagos atmérd értékek valtozdsa az arany tartalom (xau) fliggvényében és
néhany diszperzid reprezentative TEM felvétele a fémkoncentracio és az adott xau
megjelolésével (P1,P2).

Az abrarol jol lathatd, hogy mindkét rendszer esetén a részecskék mérete kozel
linearisan csokken a részecskék Au-

, - , . Aumz\gAghéj
tartalmanak novelésével a kidolgozott d=292+42 nm Au
. ;. 1 7 A mag
szintézis technikat alkalmazva. A A=408nm  d=152+1,3nm
I A=528nm

fémion/citrat 1:5 arédny alkalmazasa
mellett szintetizalt kétfémes
részecskék mérete d ~ 8 — 14 nm, mig
a fémion:citrat/1:2 arany beallitasaval
eldallitott nemesfém kolloidok
atméréje d ~ 24 — 33 nm kozott

0,75 -

0,5 -

Normalizalt abszorbancia

szisztematikusan szabalyozhato. "

Az 0Otvozet részecskék mellett 0 I . : ; ;
mag-héj  szerkezeti  (AUmagAQhe) 300 400 500 600 700 800
kétfémes kolloid részecskék szintézisét Hullamhossz (nm)

is elvégeztik, ahol az elOzetesen |26. abra: Au/Ag mag-héj részecskéket tartalmazo
eldallitott 15 nm atméréji Au NPs |vizes diszperzio lathaté (normalt) spektruma
feliiletére redukdltuk az Ag-ionokat [ (piros) a ,,magként” szolgalo Au NPs (sziirke)
szintén citrat felhasznalasaval. Celunk | spektruméval és a mag-héj kolloidokrol készitett
volt azonos Osszeteétel (Auz0Agso) €s [ TEM felvétel egy részlete (P2).

részecskeméret (~ 30 — 32 nm)
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biztositdsa mellett a klasszikus Otvozettél eltérd szerkezetti, ezaltal valtozatos feliileti
elemdsszetételd, kétfémes részecskék kialakitasa a katalitikus tulajdonsagok szerkezetfiiggd
hatasanak tanulmanyozasa végett (P2). A részecskék reprezentativ TEM felvételét a vizes
diszperzio lathaté spektrumaval a 26. abra foglalja 6ssze. A TEM felvétel alapjan is
igazolhaté mag-héj szerkezet kialakulasat a spektralis tulajdonsagok is alatamasztjak, hiszen
— a klasszikus 6tvozetekkel szemben, mely esetén a fémek homogén eloszlasuak egy adott
részecskén beliil — egy jol definidlt plazmon sav jelenik meg a spektrumban, mely egységes
vastagsagl, vékony héj esetén a kiils6 fémre jellemzd. Jelen esetben ez A =408 nm-nél 1athato,
mely az egyfémes szférikus Ag NPs-re jellemz6 sav [23-25]. Az EDX mérések alapjan ezen
AUmagAgns részecskére (nominalis Au: 20 %, nomindlis Ag: 80 %) 19,9 £ 0,7 % Au, mig
80,1+ 0,73 Ag tartalom hatarozhatdé meg, mely tovabb erdsiti a kidolgozott technika
sikerességét. Osszességében elmondhatd, hogy munkank révén alland6 dsszetétel biztositdsa
mellett dolgoztunk ki uj és reprodukalhatéan kivitelezheté szintézis protokollt a szerkezet
(6tvozet vagy mag-héj) €s a részecskeméret (8 —32 nm) cé€lzott szabdlyozasara vonatkozdan
Au/Ag kétfémes NPs esetén (P1,P2).

5.1.2. Au/Sn kétfémes részecskék jellemzése

A szén-dioxid elektrokémiai uton torténd redukciojanak megvalositasahoz, arany-tartalmi
kétfémes elektrokatalizatorként funkciondld részecskék tervezésénél, kérdésként mertilt fel,
hogy az aranyat lehet-e a p-mez6 elemei koziil pl.: Sn, Pb vagy esetleg In fémekkel 6tvozni.
Jol ismert, hogy az 6tvozet részecskék Osszetett szerkezetiiknél fogva sok esetben elénydsebb
katalitikus tulajdonsagokkal rendelkeznek az egyfémes részecskékkel szemben, valamint a
részecskék szerkezete (pl.: klasszikus 6tvozet, mag-héj stb.) is meghatarozo szereppel bir a
katalitikus tulajdonsagok vonatkozasaban az eltérd feliileti elektronszerkezet miatt [45]. Az
irodalomban tobb kdzleményben is igazoltak, hogy mag-héj szerkezetii részecskék esetén (pl.:
AUmagPdngi[132], CumagSNOonej [133], Ag/SNmagSNOonej [134], RUmagPthej [135]) a héjvastagsag
szisztematikus valtoztatasa révén is szabalyozhato az egyes termékek (CO, Hz, HCOOH,
szénhidrogének stb.) képzddési aranya. Jelen értekezés keretein beliill Au/Sn kétfémes NPs
(céliranyosan mag-héj szerkezettel rendelkezd) reprodukalhatdé modon torténd eldallitasi
folyamatdnak a megvaldsitasa volt a kitlizott cél valtozatos Osszetételek kialakitdsa révén,
hiszen az irodalomban ilyen Osszetételt még korabban nem vizsgaltak CO2 redukcids
folyamatokban.

Valtozatos Osszetétellel rendelkezd, szférikus morfologiaja, mag-héj szerkezetli Au/Sn
kétfémes NPs reprodukalhatdo modon torténd eldallitasara és tisztitdsara elsOk kozott
dolgoztunk ki egy viszonylag egyszerii, kétlépéses protokollt vizes kozegben a Kisérleti
részben részletezett eljaras alapjan (P3). Els6 1épésként citrattal redukalt és stabilizalt Au
kolloid részecskéket allitottunk eld, majd masodik fazisként az Au magok feliiletére
redukdltuk az Sn**-ionokat NaBHi segitségével, ahol a kialakuld részecskék sztérikus
stabilizalasat PVP biztositottal’. Az eltéré Au/Sn sszetételek biztositasa végett az Sn**-ionok

17" A sikeres protokoll kidolgozasat egy kozel 1,5 éves kisérletsorozat elézte meg, ahol a komponensek

crer

vizsgalata mellett vizes és organikus (pl. toluol) kdzegben kivitelezve. Az értekezés korlatozott terjedelme miatt
csak a véglegesnek elfogadott protokollt mutatom be a (P3) publikacié alapjan.
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mennyiségét szisztematikusan valtoztattuk (P3). A részecskék kialakulasat TEM/HRTEM
felvételek rogzitése révén igazoltuk a tombfazisbeli elemdsszetétel meghatarozasa mellett. Az
egyes Osszetételek esetén regisztralt TEM/HRTEM felvételeket a 27. abra foglalja 6ssze. A
TEM felvételeken (27. abra A-D) a meghatarozott atlagos atmérd értékek is feltiintetésre
keriiltek. A felvételekb6l meghatarozhatd, hogy az Sn-tartalom ndvekedésével a részecskék
mérete novelhetd (d ~ 23 — 33 nm tartomanyban), valamint az egységes héj vastagsaga is
szisztematikusan szabalyozhato (P3). A meghatarozott héjvastagsagok a HRTEM felvételek
sorrendjében (27. abra E-H) a kovetkezéek: 1,5 + 0,19; 1,8 + 0,32; 2,45 + 0,25;
2,75 + 0,23 nm. A HRTEM felvételek alapjan tovabbi megallapitasokat tehetiink a részecskék
szerkezetére vonatkozdan, melyek a kovetkezdk: (i) Az AuoSni Osszetételii részecskék
(75,1 % Au, 24,9 % Sn)*8 esetén (27. abra (E)) két eltérd racssik tavolsag (0,23 és 0,22 nm)
hatarozhat6 meg; eldbbi az Au (111), utobbi az AuSn (102) Miller-indexszel jelolt
racssikjahoz rendelheté [136]. Tobb (kb. 50 db) részecske részletes elemzése alapjan
azonosithatd egy ,,mag” ezen Au,Sni Osszetételii részecskék kozéppontjdban és néhany
esetben trigonalis alakil Au részecske jelenléte azonosithato.

Sn tartalom no

0.31 nm
(10]) ===

27. abra: Az elballitott Au/Sn kétfémes részecskék TEM (A-D) és HRTEM (E-H) felvételei.
(A, E: AuzSny, B, F: AuiSny, C, G: AuiSny, D-H: AuiSns). A felsé6 TEM felvétel sorozaton
az atlagos atméro értékek is feltlintetésre kertiltek (P3).

(if) Az AuiSny részecskék (54,4 % Au, 45,6 % Sn) vonatkozasaban (27. abra (F)) is két eltér6
racssik tavolsag (0,31 és 0,37 nm) hatdrozhat6 meg, melyek rendre az AuSn (101) és (100)
racssikoknak feleltethetéek meg. (iii) Az AuiSn Gsszetétellel (39,4 % Au, 60,6 % Sn)
rendelkez6 kolloidok esetén egy racssik tavolsag (0,31 nm) mérhet6 (27. abra (G)), mely az
AuSn (101) Miller-indexszel jelolt racssikjahoz rendelhetd. (iv) Az AuiSns részecskék
(34,6 % Au, 65,4 % Sn) esetén (27. abra (H)) szintén két kiilonb6z6 racssik tavolsag volt
meghatarozhatd (0,27 és 0,38 nm), melyek rendre az AuSnz (122) és (117) racssikokhoz
tartozhatnak. A HRTEM felvételek alapjan tett megallapitasainkat XRD mérések révén is
igyekeztiink igazolni, melyek eredményét a 28. abra (A) foglalja Ossze. A tiszta Au

18 A zarojelben 1év6 tombfazisbeli elemek ardanya EDX mérések révén keriilt meghatarozasra.
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részecskék esetén detektalt diffrakcids csticsok 20 = 38,14°, 44,44°, 64,71° és 77,73° a fcc
kristalyracshoz rendelhetd. Ahogyan a 28. abra (A) is mutatja, a kétfémes részecskék
hatarozottan eltéré XRD ,,mintdzatot” mutattak, ami igazolja, hogy uj fazisok alakultak ki és
nem egyszerli 6tvozés tortént. Az AuxSnp Osszetétel esetén tovabbi diffrakcids csticsok
azonosithatoak 20 = 23,67°, 28,74° és 40,53° értékeknél, mely hexagonalis AuSn
intermetallikus fazis kialakulasat erdsiti meg, mely egyre dominans az Sn-tartalom
novekedésével (AuiSny) és még a ,,fazistiszta” AuSn képzodését is sikeriilt elérni az AuiSn;
Osszetételll minta esetén. A vartnak megfelelden a legnagyobb Sn tartalom az AuiSns minta
vonatkozasaban allapithaté meg, ahol ortorombikus racsszerkezeti AuSn ,.intermetallikus”
fazis azonosithatd. A referenciaként vizsgalt Sn esetén tetragonalis racsszerkezet igazolhato.
Az XRD ¢és HRTEM eredmények alapjan megerdsitést nyert, hogy az Au részecskék
fokozatos fazisatalakulasa torténik meg ,,intermetallikus” fazisokka az ontartalom novelésével
¢s a kétfémes részecskék feliiletén egy amorf réteg is azonosithatd. Az eldny0s katalitikus
tulajdonsag éppen ezen fazis kialakuldsaval magyarazhato, melyet részletesen a vonatkozo
kozlemény (P3) foglal dssze és értelmez.
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28. abra: Az Au, Sn és Au/Sn részecskékrol készitett XRD diffraktogramok (A) és az Au/Sn
részecskék megfeleld XPS spektrumai (Au 4f, Sn 3d) (B) (P3).

A részecskék feliiletének karakterizalasahoz XPS méréseket is végeztiink (28. abra (B)). Az
Au 4f spektrumaban 87,02 és 83,33 eV értékeknél azonosithatd csticsok az Au® oxidacios
allapothoz rendelheté 4fs, és 47, kotési energidk [137]. Az Sn 3d spektrum az Sn**/2* (494,65
és 485,45 eV) és Sn° (492,88 és 483,97 eV) oxidacios allapotokat igazolja. A feliileten a
részlegesen oxidalt on forméak (SnOx) mennyisége fokozatosan nd a teljes Sn koncentracioval:
a legnagyobb oOntartalmi minta (AuiSns) csak egyetlen Sn 3d dublettet mutatott 494,81 és
486,15 eV-nal, amely az Sn**/?* oxidacios allapotok jelenlétét igazolja a feliileti rétegben. Az
Au 4f csucsok kisebb eltolodasa figyelhetd meg a magasabb kotési energia értékek felé az
Sn-tartalom novelésével az Otvozés eredményeként [138]. A feliileti elemdsszetétel:
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AuzSn1 = 27,5 % Au, 53,9 Sn, 18,6 % SnOx; AuiSn: = 19,4 % Au, 14,7 Sn, 65,9 % SnOx;
AuiSnz = 15,0 % Au, 26,0 Sn, 59,0 % SnOx; AuiSns= 4,6 % Au, 0,0 Sn, 95,4 % SnOx.

A részecskék izopropanolos diszperzidja kivaldan alkalmas iivegszén bevonata
elektrodak feliiletén egységes rétegek Kialakitasara a részecskék (elektro)katalizatorként
torténd funkciodjuk vizsgalatahoz, ahol az elektrodak kialakithatosaga is kiemelt cél volt (P3).
Az elektrokémiai mérések eredményét a vonatkozo kézlemény részletesen tartalmazza (P3).

5.1.3. Au/Pb kétfémes részecskék jellemzése

Az 5.1.2. fejezetben bemutatott munka folytatasaként tovabbi kétfémes részecskék eldallitasat
is kiviteleztlik, hogy tanulmanyozzuk, hogy a p-mezd egy masik eleme, az Pb alkalmas-e az
arannyal 6tvozet részecskék kialakitasara és ha igen, akkor milyen Gsszetétell és szerkezet(i
részecskék képzddnek az 6tvozés révén.’® A 32. oldalon 1évé szintézis protokollt kidolgozva
(P4) az ujonnan elballitott, eltéré Au/Pb Osszetételii részecskék szerkezetének igazolasara
XRD vizsgalatok torténtek, a regisztralt diffraktogramokat a 29. abra foglalja 6ssze.

(A)

Intenzitas (a.u.)

PbO (101)
0.31 nm Pb(11n)
0.28 nm

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
20 (°)

29. abra: Eltér6 osszetételit Au/Pb NPs XRD diffraktogramjai (A) és az egyes részecskékrol
készitett TEM felvételek (B) AusPhgs, (C) AuzoPbso, (D) AusoPbso és AusPbgs (E). (¢) a-PbO2,
(9) a-PbO, (e) Pb, (A) Au (JCPDS No.: 04-0784) (P4).

A tiszta o6lom diffraktogramjaban a 20 = 31,36, 36,34, 52,26, 62,26 ¢és 65,33° értékek
megfelelnek az 6lom fcc racsszerkezetének (JCPDS No.: 02-0799), ill. a 26 = 28,68; 35,74;
44,41 és 54,93° értékeknél az a-PbO (JPDS No.: 78-1666) és 26 = 25,43° valamint 48,88°
értékeknél az a-PbO2 (JCPDS No.: 75-2414) jelenléte azonosithatd. Ahogyan a 29. abra (A)
is szemlélteti, az Pb, PbO és PbO. csucsok intenzitdsa jelentésen csokken az Au

crer

19 Kitiintetett cél mag-héj (PbmagAUng) szerkezetli részecske kialakitasa lett volna, ahogyan azt az 5.1.2.
fejezetben az Au/Sn részecskék esetén elvégeztiik, de Osszevetve a fémek standardpotencial értékeit (E°poo+pn =
- 0,13 mV; Euwmaamyar = + 0,99 mV) az Pb részecskék feliiletén kialakuld lokalis galvancella miatt az Pb
részecskék oxidacioja kovetkezett be, igy egységes Au héj kialakitdsara nem volt lehetdség. Igy alakitottunk ki
azonos méretd, de eltérd mértékben Au részecskékkel ,,dekoralt” Pb részecskéket.
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novelésével egyre inkabb eldtérbe keriil (AusoPbso). A tiszta Au részecskék esetén a fcc
racsszerkezet igazolhatd. Fontos kiemelni, ezen kétfémes részecskék nem klasszikus
otvozetek, hanem mindkét fémet nanoméretii méretben tartalmazé domének, igy az egyes
domének reflexioi (diffrakcios csucsai) valtozatlan pozicioban maradnak az Au-tartalom
novekedésével. A Pb-hoz kapcsolddd diffrakeiok kis relativ intenzitdsa arra utal, hogy az
egyes speciesek tobbsége amorf fazisban van jelen (pl. nem sztochiometrikus oxid). A
készitettiink, melyek koziil néhanyat a 29. abra (B-E) mutat. A felvételeken az Au magok jol
lathatoak, kozel egyenletes eloszlasban az Pb részecskék feliiletén (29. abra (B, C, D)), ami
megerdsiti a ,,dekoralt” szerkezetli részecskék képzddését. A részecskék atlagos atmérdje
valamennyi Osszetétel esetén 42 £ 5 nm, mig a kiindulasi Pb részecskék 40 + 3,5 nm mérettel
rendelkeztek. A legalacsonyabb Au-tartalmu AusPbgs minta esetében a felilleten 1évé Au
részecskék foként az Pb részecskéket veszik koriil (29. abra (E)), de a Pb részecskék feliiletén
az Au-tartalom novelésével nd az Au boritottsaga, igy tobb Au/Pb hatarfeliiletet alakithatunk
ki. A forditott szerkezetet is eldallitottuk (azaz Au mag, Pb héj, PbgsAus) az Pb-ban
leggazdagabb mintahoz (AusPbgs) hasonld Gsszetétellel, ahol hasonld kristalyfazisok voltak
azonosithatoak. Az XRD mérések mellett, ahogyan az Au/Sn részecskék esetén is tettiik, XPS
mérések kivitelezése révén kivantunk informécidkat szolgaltatni a részecskék feliileti
Osszetételérol. Az XPS spektrumban kizarolag Pb, Au, O, és C cstcsok jelenléte volt
azonosithatd. A nagy felbontasti Pb 4f spektrumok illesztése (30. abra) azt mutatja, hogy
mind a négy minta feliiletén a nativ oxid az uralkodé 6lom komponens. A nativ Pb-oxid
(PbOx) relativ mennyisége 94,0 %-rol 91,0 %-ra, ill. 72,0 %-ra csdkken a minta sorozat esetén
az Au-tartalom novekedésével. Az egyes részecskék esetén az EDX mérések révén
meghatarozott tombfazisbeli Osszetétel mellett a 3. tablazat az XPS vizsgalatok altal
megallapithat6 feliileti sszetételt is sszefoglalja.
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30. abra: Eltérd osszetételli Au/Pb részecskék nagyfelbontdsu XPS spektrumai (Pb 4f cstics)
(A) AusPhbgs, (B) Auz0Pbgo, (C) AusoPbso, (D) PbosAus (P4).
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A tombfazisbeli Osszetétel kozel azonos értékeket igazol, mint a nominalis. A feliileten
igazolhat6é az Au tartalom novekedésével a novekvd Au részecskék mennyisége, az 6lom
vonatkozasaban az PbOx jelenléte a meghatdrozd. A részecskék izopropanolos diszperzidja
alkalmas arra, hogy livegszén bevonatu elektrodék feliiletén egységes bevonatokat alakitsunk
ki spray-coating technikaval elektrokatalizatorként torténd funkcidjuk vizsgalatdhoz. A

crer

eltolédas nem volt megfigyelhetd, mely igazolta, hogy az oxidacids allapotok nem valtoztak.

3. tablazat: Eltérd Osszetételli Au/Pb kétfémes NPs-re EDX mérések altal meghatarozott
elemdsszetétel adatok és a részecskék feliileti Osszetétele az XPS vizsgalatok alapan (P4).

Minta- Tombfazisbeli Feliileti osszetétel (atom %)
osszetétel osszetétel (atom %0)
Au Pb Au Pb0 PbOx
PbosAus 3,9 96,1 3,8 1,8 94,4
AusPbgs 51 94,9 8,8 0,0 91,2
AUzongo 21,4 78,6 20,0 8,2 71,8
AusoPbso 60,1 39,9 23,0 0,0 77,0

5.2. Ciszteinnel feliiletmodositott nemesfém kolloidok jellemzése vizes diszperziokban

Reproduktiv szintézissel [9] allitottunk el6 citrattal stabilizalt Au és Ag kolloid részecskéket
vizes kozegben fémion:cCitrat/1:5 molarany alkalmazasa mellett azonos kiindulasi fémion
koncentraciot (¢ = 0,20 mM) alkalmazva (P5-P7).% A képz6d6 részecskéket TEM, DLS és
UV-lathat6 spektrofotometrias mérésekkel karakterizaltuk, mely adatok az irodalmi adatokkal

crer

kolloidok képzddését. A vonatkoz6 paramétereket a 4. tablazat 6sszegzi.

4. tablazat: Citrattal stabilizalt Au és Ag részecskéket tartalmazd vizes diszperziok
meghataroz6 paraméterei.

Nemesfém fém- fémion/

. ., - . drem doLs ¢-potencial ALSPR
diszperzio koncentracio citrat 4
) o (nm) (nm) (mV) (nm)
tipusa (mM) mélarany
Au NPs 0,20 1:5 13,6 +4,7 18,2+43 -418=+2]1 520
Ag NPs 0,20 1:5 83+13 92+13 -425+28 392

* A mért (-potencial érték pH = 7,0 esetén, | = 10,0 mM (NaNOs).

Cys aminosavval feliiletmodositott Au kolloidok foként szerkezeti jellemzésére mar 2010-ben
néhany szakirodalmi forras rendelkezésre allt [139,140], de ezek meglehetdsen hianyosak
voltak a kolloid stabilitas és a feliiletmodositds hatasara bekovetkezd optikai tulajdonsdgok
valtozasanak értelmezése tekintetében és a boritottsag adatokra sem voltak informaciok. Az

20 Az 5.1. és 5.2. fejezetben bemutatott nemesfém-alapt diszperziok fémkoncentraciojat ICP-MS mérések révén
a SZTE TTIK Molekularis és Analitikai Kémiai Tanszékén Dr. Galbacs Gabor csoportja hatdrozta meg minden
esetben. Az Au NPs esetén a redukcié 99,98 %-ban sikeres, a minta nem tartalmaz szabad Au®*-ionokat.
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Ag vonatkozasaban egyaltalan nem volt elérhet6 adat a nevezett aminosavval
feliiletmodositott kolloidok atfogod jellemzésére, igy itt elsdk kozott értelmeztiik a Cys-nel
funkcionalizalt Ag kolloidok (Cys-Ag NPs) optikai és szerkezeti tulajdonsagait széles pH-
tartomanyban (pH = 2 —10) (P7). Az Ag-tartalmu vizes diszperzidok tanulmanyozasa soran
elért eredmények Osszevethetosége érdekében a megfeleld Cys-nel feliiletmoddositott Au
kolloidokat (Cys-Au NPs) is eldallitottuk az altalunk alkalmazott fémkoncentracio és feliileti
boritottsag kialakitasa mellett (P5,P6). A sikeres felilletmodositast, ezaltal a Cys nemesfém
kolloid részecskék feliiletére torténd kotédését, 'H-NMR, FT-IR és Raman spektroszkopias
mérések kivitelezése révén igazoltuk (P5, P7). Reprezentativ példaként a 31. abra (A) a
Cys-nel feliiletmodositott Ag kolloidok Raman spektrumat, mig a 31. abra (B) a megfeleld
Au rendszer esetén regisztralt FT-IR spektrumot mutatja. A Raman spektrum esetén
megfigyelheté (31. abra (A)), hogy a szabad Cys oldallancbeli tiolcsoportjara jellemz6 vsn
rezgés mar nem detektalhaté 2550 cm™-nél a részecskéket is tartalmazé diszperzidban és
222 cm™-nél az Ag-S kotés kialakulasira jellemzd 1j ,,csics” megjelenése azonosithat.
FT-IR spektroszkopias mérésekkel is tanulmanyoztuk a Cys feliileten torténé megkotédését
(31. abra (B)), de a 4000 500 cm™ tartoményban regisztralt spektrumban csak a
tiolcsoporthoz tartozo, 2553 cm™-nél 1évd vsn rezgés eltiinése enged kovetkeztetni a Cys
kotodésére [140].

s B .
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31. abra: (A) A Cys és a Cys-Ag NPs Raman spektrumai. (B) A Cys és a Cys-Au NPs FT-IR
spektrumai. (4 Raman és FT-IR méréseknél azonos pH-ju, liofilizalt porokat mértiink.)

Mindkét rendszer esetén monomolekulas Cys boritottsagot alakitottunk ki az Au és Ag
részecskek feliiletén. Ennek sikeres megvalositasa érdekében elsd 1épésben a Cys molekularis
feliiletigényét hataroztuk meg Au feliileten, melyet értékeket els6ként tettiink elérhetdvé az
irodalomban fiiggetlen QCM és SPR vizsgalatok révén (P8).2

A QCM mérési eljaras alapja egy piezoelektromos effektus alapjan miikodd szenzor,
amely az arannyal bevont és valtoarammal magas frekvencidju rezgésbe hozott kvarckristaly
oszcillacionak tomegfiiggése révén képes detektalni az arany feliiletre adszorbealddott anyag
mennyiségi valtozasat. A mért frekvencia értékek és a kristalyra adszorbealt tomeg kozotti
Osszefliggést a Sauerbrey-egyenlet (13. egyenlet) adja meg.

21 Kisméretli részecskék esetén a centrifugalassal torténd, feliilethez nem kotott kismolekulak eltivolitasa
rendkiviil nehézkes, igy a boritottsagi arany kialakitasdhoz a szamitott mennyiség ismerete elengedhetetlen.
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2 f§
Af = — Am 13
f= i (13)

ahol fo (Hz) a kristaly rezonancia frekvenciaja, Af a tiszta szenzorfeliilet €s a mérend6 anyagra
jellemz6 frekvenciaértékek kiillonbsége, A kristaly aktiv feliilete, pq a kristaly striisége
(pq =2,648 g cm3), ug a kristaly nyirasi modulusa (ug = 2,947x10'! g cm™ s?2) és A4m a
tomegvaltozas (g). Az altalunk alkalmazott kvarckristaly mérleg esetében a 13. egyenlet
paraméterei rogzitett értékek, amelyek egyetlen konstansba (kq = 17,668 ng cm? Hzl)
foglalhatok, igy a szenzor feliiletén bekovetkezd adszorpcid miatti frekvencia-csokkenéssel
aranyos tomegnovekedés a 14. egyenlet szerinti egyszerti formula alapjan szamithato.

Am = — Af -k, (14)

A mérések kivitelezése 25° C-on tortént statikus koriilmények kozott, amelyek soran
10,0 mM) vizes oldataba meriilt és a mérofej altal szolgaltatott frekvencia érték idébeli
allandosulasat kovetden jegyeztiik fel azok értékét, majd a 14. egyenlet alapjan szamitottuk
az adszorbealt mennyiségeket. A Af és az m® valtozasat az egyenstlyi koncentracid
fliggvényében abrazoltuk (32. abra (A)).
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32. abra: (A) Arany feliileten kialakul6 Cys alkotta monomolekulas rétegek kiépiilésének
QCM technikaval torténd vizsgalata soran meghatarozott f = Af(c) fiiggvény (kékkel) és
izoterma (feketével). (B) A Cys SPR szenzor arany feliiletére torténé immobilizalasa soran
rogzitett szenzorgram sorozat (T =25 °C, gqv = 50 uL/perc) (P8).

Az SPR mérések alapja a plazmon rezonancia jelenség, mely a fémben lévé vezetési
elektronoknak az elektromagneses tér segitségével gerjesztett hulldmszerli mozgésat jelenti,
amely hatdsara a fémfeliilet és a dielektrikum hatéran a hatarfeliilethez kozel erds, de egyben
erdsen csillapitott tér alakul ki. A mérések sordn az arany bevonatt chipet a hordozé oldalérél
monokromatikus fénnyel vilagitjdk meg, amely az iiveg felsd hatdran teljes visszaverddést
szenved, majd a visszavert sugar egy detektorra vetddik. A teljes visszaverddés soran az
elektromagneses hulldm exponencialisan csokkend intenzitassal behatol (ezéltal evaneszcens
tér alakul ki) a szenzor mintakamrajanak oldalan 1évd kozegbe. Az evaneszcens tér kiterjedése
a fémrétegre és folotte 1évo keskeny, néhany szaz nanométer vastag tartomanyra korlatozodik.
A beesd fény egy bizonyos szog (vagy hulldmhossz) mellett kdlcsonhatasba 1ép a fémrétegben
1év0 szabad elektronokkal és az altaluk létrehozott elektromagneses térrel, és rezgésbe hozza,
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gerjeszti azokat, vagyis kialakul a felszini plazmon rezonancia. Ekkor az adott beesési
szoghoz (vagy hullamhosszhoz) tartozé fény elnyelddik, intenzitdsa csokken. Alkalmasan
megvalasztott detektor segitségével meghatarozhatjuk az intenzitds minimumhoz tartozo
hullamhosszat. A szenzor felszinéhez k&tddé molekuldk megvaltoztatjak az evaneszcens
térben a lokalis torésmutatot, amely hatassal van a plazmon hulldmok rezonancia feltételeire,
a feliiletre torténd molekula kotédése soran a rezonancidhoz tartozo hullamhossz eltolodik.
Az eltolodés mértéke ardnyos a felszinen megkotddd anyagmennyiséggel. A szenzorgrammok
négy 1épésben az arannyal bevont szenzor feliilet felett addig, amig a maximalis hulldmhossz
eltolodast el nem értiik, mely a monomolekulas Cys-nel boritott Au feliilet kialakulasara
engedett kovetkeztetni. Minden egyes 1épést egy lemosasi folyamat kovette, mely a szenzor
felilletén nem kotott molekula mennyiségének eltavolitasara szolgalt (32. abra (B)). A
32. abra a QCM mérések soran regisztralt f = Af(c) fiiggvény és izotermat és a megfelelé SPR
szenzorgramot is szemlélteti. A mérések alapjan meghatarozott Af (- 4,00 = 0,07 Hz) és
42 (2,36 £0,03nm) értékek alapjan szamitott adszorbealt tomeg- (M ng cm?) és
anyagmennyiségeket (m% umol m?) ill. a szamitott molekularis feliiletigényt (a% nm?) az
5. tablazatban foglaltam ossze. Az 5. tablazat emellett tartalmazza a MarvinSketch nevii
szoftverrel szamitott minimalis (@m,calc, min.) €s maximalis vetiiletek értékeket (am.calc, max.). A
feliiletegységre vonatkoztatott anyagmennyiség (m®) ismeretében egyetlen Cys aminosav altal
elfoglalt feliilet nagysaga az 15. egyenlet szerint az Avogadro alland6 (Na) felhasznalasaval
szamithato. A szamolaskor feltételezziik, hogy az adszorbatum monomolekulas réteget alkot
az adszorbensen, amit a 15. egyenletben az ,,m” index jeldl.

Ay = — (15)

- mSNy4

5. tablazat: A Cys aminosav SPR ¢és QCM méréstechnikak altal meghatarozott adszorpcios
¢s MarvinSketch programmal szamitott geometriai paraméterei (P8).

m° /ng cm’? m® / pmol m? am /nm? amcalc /NM?
SPR QCM SPR QCM SPR QCM min. max.
62,44 + 70,86 + 515+ 5,85+ 0,32 + 0,28 +
CYs 89 1,25 0,10 0,15 0,03 001 032 036

Osszehasonlitva az QCM (0,28 nm?) és az SPR (0,32 nm?) mérések alapjan becsiilt
feliiletigény adatokat, megallapithato, hogy az eltérd kisérleti technikdk altal szolgéltatott
eredmények elfogadhatd egyezést mutatnak. Ezen feliil a kisérletileg meghatarozott
feliiletigény értékeket a MarvinSketch 4ltal szamitott, minimalis projekcios adatok (0,32 nm?)
is alatdmasztjak.

A molekularis feliiletigény ismeretében monomolekulds Cys boritottsagot alakitottunk
ki a részecskék feliiletén, majd a felilletmodositas hatasara az optikai tulajdonsagokban
bekovetkez6 valtozasokat értelmeztiik pH = 2 — 10 tartomanyban. A Cys-nel funkcionalizalt
Au és Ag szolok LSPR savjait a 33. abra szemlélteti a pH beallitas utan 2 perc elteltével,
mivel az aggregacio rendkiviill gyorsan bekdvetkezik foleg savas tartomanyban az altalunk
alkalmazott kisérleti koriilmények mellett. A spektralis eredmények alapjan kozel azonos
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megallapitas tehet6 mindkét rendszerre. A spektrumokban a pH > 7,0 feletti értékeknél
kizardlag a szférikus morfologiaji Cys-nel feliiletmodositott Au és Ag részecskékre jellemzo
LSPR savok azonosithatoak (Au NPs: ALspr = 518 nm (pH = 7,05); Ag NPs: ALspr = 390 nm
(pH =17,05)). A részecskék funkcionalizalasanak hatasara a szférikus részecskékre jellemz6
LSPR savok (4. tablazat) kb. 2 nm-rel tolédnak el a kisebb hullamhosszak iranyaba, ami
irodalmi adatokkal [141] j6 egyezésben a sikeres feliiletmddositas eredménye.
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33. abra: A Cys-nel feliiletmédositott Au (A) és Ag (B) NPs vizes diszperzidinak lathato
spektrumai eltéré pH értékek esetén a ,,boritatlan” Au és Ag részecskéket tartalmazd szolok
spektrumaival (Cau= 0,18 mM ccys = 3,22 uM; cag= 0,18 mM ccys= 5,70 uM) (C) A
Cys-Ag NPs diszperzid reprezentativ TEM felvételei pH ~ 8 (bal) és pH ~ 3 (jobb) esetén
(P5-P7).

A pH csokkenésével mindkét rendszer esetén egy 0j LSPR sav megjelenése lathatd a
spektrumokon Acys-au nps = 615 — 665 nm (33. abra (A) €s Acys-ag nes = 515 — 590 nm
(33. abra (B)) hullamhossz tartomanyokban, mely az egyes diszperziokban, a gombi alaktol
spektralis tulajdonsag igazolhat6 rad alaki Au részecskék esetén, ahogyan azt értelmeztiik az
Irodalmi attekintés 2.2.2. alfejezetében (4. abra (B)), tehat feltehetden a részecskék egyfajta
Osszeflizodése/0sszekapesolodasa torténhet. Az Au-tartalmu szol esetén a masodik LSPR sav
pH = 2,34 — 4,10 tartomanyban a leginkabb karakterisztikus és a pH tovabbi emelésével egyre
kevéssé meghatarozo (inkabb vallként jelenik meg); pH ~ 7,05 esetén mar nem is detektalhato.
A megfelel Ag szol vonatkozasaban ez a masodik LSPR sav pH = 2,98 — 4,98 tartomanyban
dominans inkabb és a pH ndvelésével egyre kisebb hullamhosszaknal detektalhato;
pH ~ 7,05-nal mar itt sem jelenik meg a spektrumban. A diszperziok TEM felvételei is
megerdésitették feltevésiinket, hiszen ahogyan példaként 33. abra (C) is szemlélteti, az Ag
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részecskék lancszer dsszeflizodése azonosithatd, mely valoban az anizometrikus morfologia
jelenlétét igazolja. A részecskék lancszerli 6sszekapcsoldodasat az Ag-tartalmu rendszerek
esetén végeselemes modszerrel torténd elméleti modellekkel is alatdmasztottuk a SZTE
Optika és Kvantumelektronikai Tanszékének munkatarsaival, ahol a vonatkozo6 eredményeket
a (P7) publikacid foglalja 0ssze. Az optikai tulajdonsagok alapjan tett megallapitasaink
megerdsitése érdekében mind az Au-, mind az Ag-tartalma rendszer esetén széles pH-
tartomanyban (pH = 2 — 10) meghataroztuk a részecskék hidrodinamikai atmérdjét és a
(-potencial értékeit is (34. abra). A spektrumokkal 6sszehangban azon pH-tartomanyban,
detektalhaté a mért atlagos atméré dpLs= 100 — 300 nm (34. abra (A)) és ~ 50 — 600 nm
(34. abra (B)) kozott, maximum gorbe szerint valtozik. pH > 7,0 felett mindkét rendszer
esetén a primer részecskék méretére d =10—20 nm hatarozhatdo meg; aggregatumok
kialakulasa nem figyelheté meg.
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34. abra: Cys-nel feliiletmodositott Au (A) és Ag (B) NPs-et tartalmazé vizes diszperzidban
mért atlagos hidrodinamikai atmérdk (z6ld szinnel) és (-potencidl értékek (kék szinnel) a pH
fliggvényében a pH ~ 4 (A) és pH ~ 8 (B) esctén feltételezhetden kialakuld részecske
szerkezetekkel (P5-P7). (cau= 0,18 mM, ccys = 3,22 uM; t = 2 perc; cag= 0,18 mM,
Ccys= 5,70 uM, t = 2 perc; | = 10,0 mM (NaNO3)). 4 kisérleti adatpontokra illesztett gorbék
csupan a kérdéses paraméter értékek valosziniisitheto valtozasat jelenitik meg a pH
fiiggvényében.

Megallapithaté tehat, hogy fliggetleniil a kolloid részecskék méretétdl (8 — 14 nm) és anyagi
min6ségét6l (Au vagy Ag) azok stabilitasa a feliileten monorétegben elhelyezkedd Cys és a
rendszerben jelen 1év6, elektrosztatikus stabilitast biztositd, citrat molekulak funkcids
csoportjainak adott pH-n dominans toltésével (protonaltsagi fokkal) korrelal. A Cys mar
monomolekulds rétegben torténd jelenléte erdsen modositja a funkcionalizélatlan citréttal
stabilizalt szolok tulajdonsagait. Allando ionerdsség mellett a biofunkcionalizalt részecskék
jelentds aggregacigja — mely TEM felvételekkel igazoltan a részecskék lancszerii
Osszefiizodése révén kovetkezik be — azon pH-tartomanyban meghatarozo, ahol a Cys
ikerionos formaban van jelen, de emellett a citrat molekuldk is részlegesen protonaltak.
Figyelembe véve a Cys és citromsav pKs értékeit (Cys: pKst = 1,69; pKs2 = 8,17; pKsz = 10,30)
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[142] 22. citromsav: (pKs1 = 3,13, pKs2 = 4,76, pKss = 6,40) [143]) ez a tartomany kb.
pH ~ 2,7 — 7,4, ami a 33. és 34. abra kisérleti adataival j6 egyezésben van. pH ~ 7,5 felett a
citrat molekulak mar teljesen deprotonalt (cit®) formaban vannak és a részecskék feliiletén
elhelyezkedd, még pozitiv toltéssel rendelkezé ammoniumcsoportokhoz elektrosztatikusan
kapcsolodva egy masodik adszorpcios réteget alkothatnak. Ezen feliileti réteg kialakulasa
révén a funkcionalizalt részecskék mar dontéen negativ toltéssel rendelkeznek, melyet a
{-potencial értékek is igazolnak (pH ~ 7 — 10, Au NPs: { ~ - 38,8 — (- 40,9) mV; Ag NPs:
{~-29,2— (- 30,9) mV), és igy a részecskék kapcsolodasa/aggregacioja az elektrosztatikus
taszitas révén gatoltabb, mint pH < 7,5 esetén, ahol a citrat molekulak csak részlegesen
deprotonaltak. Az ammodniumcsoport teljes protonvesztése utan (pH > 9,5) a feliileten 1évo
Cys is mar negativ toltéssel rendelkezik, ahogyan a cit> molekulak is és igy az elektrosztatikus
taszitas akar er0sen lugos kozegben (pH = 10 — 12) is meghataroz6, igy az aggregacio ezen
koriilmények mellett sem meghatarozo. A pH ~ 4 és pH ~ 8 esetén a lehetségesen kialakulo
szerkezetek sematikus 4abrajat a 34. dbra szemlélteti. Osszességében tehat mindkét
rendszerben hasonld megallapitasok tehetdek, de meghatarozé aggregacié a Cys-modositott
Au szol esetén pH = 2 — 6, mig Ag esetén pH = 3 — 7 tartomanyban dominans (~ 1 pH
egységgel eltolédva), ami magyarazhaté az Au rendszerben a Kisebb fajlagos feliiletii
részecskék boritasdhoz szamitott kevesebb anyagmennyiségli (~ kozel fele) Cys jelenlétével
¢s inkabb a nagyobb mennyiségben jelenlévd (Cys/citrat = 1:280) citrat molekuldk kozotti
kolcsonhatdsok dominansak az Ag részecskéket tartalmazéd rendszerrel (Cys/citrat = 1:155)
szemben. A méréseket a Cys-nel torténd feliiletmodositas nélkiil elvégezve megallapithato,
hogy a citrattal stabilizalt szolok (-potencial értéke pH = 2,00 felett negativ (attéltés nem
figyelhetd meg), aggregacidé sem kovetkezik be, igy a Cys mar monomolekulas rétegben
torténd jelenléte meghatarozd. Mindemelett nem zarhato ki, hogy a tapasztalt kiillonbség
magyardzata szimpldn az aggregacios folyamat sebességében keresendd. Habar a
mintavételezés idobelisége azonos, arra nincs bizonyiték, hogy mindkét rendszerben azonos
az aggregacios folyamat sebessége. Erre vonatkozoan még vizsgalatok folyamatban vannak.
A folyamat értelmezését tovabb neheziti, hogy a pH beallitasa utan, savas tartomanyban, az
aggregacio perceken beliil bekovetkezik.

5.3. Fehérjékkel stabilizalt egy- és kétfémes NCs

Ertekezésem tovabbi részében fluoreszcens sajatsaggal rendelkezd, a NPs-nél lényegesen
kisebb (d < 2 nm), nemesfém NCs tanulmanyozasa soran elért eredményeket mutatom be. E
teriilet hazai viszonylatban egyedinek szamit, de nemzetkozileg is csak kozel 15 — 20 éves
multtal rendelkezik. Az Irodalmi attekintés fejezetben ismertetett templatos eljaras
modositasaként tobb 1), fehérjével stabilizalt egy- és kétfémes nanoklaszter eldallitasi
protokolljat dolgoztuk ki, ahol a lizozim (LYZ) (P9, P10) és a gamma-globulin (yG)
immunfehérje (P12) alkalmazhatosagat igazoltuk. Mindkét fehérje esetén az egyfémes
rendszerek elGallitasa mellett Kkidolgoztunk egy eljarast Au/Ag kétfémes NCs (P10)

22 A Cys esetén feltiintetett pKsy és pKss értékek makrodllandok, igy nem rendelhetSek egyértelmiien az
ammonium ¢és tiolcsoportok deprotondlodasi folyamataihoz. Az irodalomban fellelheté mikroallandok 8,53 és
8,86 [142], igy nagy valdsziniiséggel pH ~ 9-ig még talalhatunk a rendszerben ammoéniumcsoportot. Jelen
rendszer esetén az értelmezést tovabb neheziti, hogy a tiolcsoport az arany feliilethez (Au-S) kotve talalhato.
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reprodukalhaté modon torténd eldallitasara is. Az egyes szintézisek kidolgozasa és a klaszterek
részletes karakterizalasa soran sziiletett nagymennyiségii adathalmazbol (ez a jelen 5.3., ill.
a késobbi 5.4. és 5.5. fejezetekre is vonatkozik) egy-egy rendszer esetén csak a
leginformativabb eredmények jelennek meg dabraként a dolgozatban. A tisztitott ¢és
karakterizalt fehérjével stabilizalt NCs lehetséges felhasznalasat is tanulmanyoztuk. A LYZ-
tartalmi rendszerek esetén azok fluoreszcens jelzOanyagként torténd alkalmazasuk
lehetdségeit vizsgaltuk poliszacharid-alapt kolloid részecskékkel vald kdlesonhatasuk
feltérképezése révén (P10, P11), mig a yG immunfehérje felhasznalasaval, Gjonnan kialakitott
NCs szenzorikai célti alkalmazasat bizonyitottuk (P12). Mindezek mellett tobb fehérjével
stabilizalt Au NCs citotoxicitasi vizsgalatanak eredményét is elséként publikaltuk 3 eltérd
sejtvonalon azok biologiai rendszerekben torténé felhasznalasuk lehet6ségének igazolasa
végett (P13, P14). A fobb eredményeket a kovetkez6 3 alfejezetben foglalom Gssze.
Megjegyzésként emlitem, ami a kés6bbi NCs-el kapcsolatos 5.4. és 5.5 alfejezetek
mindegyikére vonatkozik, hogy az 1. tablazatban feltiintetett ligandum/fémion kiindulasi
analitikai koncentraciok a tisztitott NCs vizes diszperzidiban mar eltérdek; a dializissel és
centrifugaldssal a fém ¢és a ligandum mennyisége is csokken a végso diszperzioban. Habar a
fém mennyisége ICP-MS mérésekkel minden esetben meghatarozasra keriilt, de az adott
ligandum mennyisége nehezen hatarozhaté meg, hiszen egy része a feliileten kotott forméaban
talalhatd, mig egy masik része a NCs koriil, egyfajta masodik/harmadik adszorpcids rétegként
van jelen, és ezen fehérjékkel ill. kismolekulakkal stabilizalt ,,nano-objektum” igy alkot egy
kinetikai egységet.

5.3.1. Lizozimmal feliiletmodositott egy- és kétfémes NCs

A 7. abra alapjan ismertetett protokollt kiegészitve LYZ-mal stabilizalt Au NCs (LYZ-Au
NCs) elballithatosagat tanulmanyoztuk vizes kézegben (P9). Néhany irodalmi hivatkozas mar
elérhet6 volt ezen rendszerre [144-146], de mindegyik kdzleményben ugyanazt a protokollt
hasznaltdk a LYZ-Au NCs eléallitasara és nem tanulmanyoztdk a fémion/fehérje aranyanak
hatasat a képz6do nanoszerkezetek méretére, struktirajara, mely a templatos eljarassal torténd
klaszterszintézis egyik dominans paramétere. Mindemellett a NCs stabilitdsara sem voltak
elérhetd6 adatok, mely biologiai rendszerekben torténd felhasznalas szempontjabol
l1étfontossagu. Munkank soran ezen hianyz6 informaciokra kerestiink valaszokat és atfogoan
igyekeztiink értelmezni azokat, hiszen ez volt az els6 megjelent kozleményilink a
témateriileten 2016-ban. Mindezek mellett egyetlen publikacio sem volt elérhet6, mely
kétfémes NCs vizsgalatara irdnyult volna a nevezett LYZ fehérje felhasznalasaval.

Az irodalmi protokollokat [144-146] moédositva tobb aurat(Ill):LYZ tomegarany
(1:2 — 1:20) beallitasa mellett végeztiik el a NCs eloallitasat. Azt tapasztaltuk (P9), hogy
1:2 — 1:5 tdmegaranyok alkalmazasa esetén a mintdk a szintézisidd (18 h) végén piros szint
mutattak, ami Au kolloidok kialakulasat feltételezte. A nagyobb LYZ felesleg (> 1:10) esetén
a mintak viszont halvany sarga szinnel rendelkeztek. A dializissel tisztitott (P9) termékek
lathato és fluoreszcencia spektrumai alatimasztottak feltételezésiinket, miszerint a Kisebb
fehérje felesleg mellett eldallitott mintdk lathatd spektrumaban az Au kolloidokra jellemzd
LSPR sav detektalhato (pl. [AuCls]":LYZ/1:5, A = 528 nm (35. abra (A)), mig a fehérje
mennyiségének novelésével ez a sav mar nem jelenik meg. A plazmonikus tulajdonsag
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eltlinésével, melynek értelmezését a 12. abra kapcsan mar részleteztiik, parhuzamosan a vizes
diszperziok emisszids spektrumaban dex = 365 nm gerjesztés mellett egy 1) sav megjelenése
figyelhetd meg Aem = 650 nm-nél ([AuCls]:LYZ/1:20 (35. abra (B)), mely a fehérjével
stabilizalt Au NCs jelenlétét tamasztja ala. A fluoreszcens LYZ-Au NCs-re meghatarozott
QY (%) = 3,8 % ¢és az atlagos PL élettartam (t = 1,90 ps) az irodalomban publikalt korabbi
eredményekkel jo egyezésben van [144-146], igy ezen optikai adatok részletes jellemzésével
nem foglalkoztunk.

A részecskék ¢és klaszterek atfogd méret, morfologia, és szerkezeti jellemzésére
viszont DLS, TEM, XRD, XPS, FT-IR és SAXS mérések is torténtek. A DLS mérések jo
egyezést mutattak a TEM felvételek altal meghatarozott adatokkal a LYZ-mal redukalt Au
kolloidok esetén (drem = 11 — 12 nm; dtem = 12 — 18 nm a fehérjeburok mennyiségétol
figgben), valamint az XRD diffraktogramokon a 2@ = 38,18° ¢és 44,28° értekeknél
detektalhatd egy-egy reflexios csucsbol a fcc kristalyszerkezetli kolloidalis Au részecskék
(111) ¢és (200) Miller-indexi racssikjai [JCPDS 4-784] azonosithatok. Nagyobb
fehérjefelesleg alkalmazdsa mellett mar nem jelennek meg az Au NPs-re jellemzo
karakterisztikus reflexiok, mivel a NCs primer krisztallit mérete annyira lecsokken, hogy az
XRD méréstechnika kimutatési hatara (~ 1 nm) miatt azok mar nem azonosithatoak.
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35. abra: Eltéré fémion/LYZ tomegaranyok mellett eléallitott vizes diszperziok lathatd (A)
és emisszios (B) spektrumai (Aex = 365 nm, cay = 0,90 mM) az [AuCls]:LYZ/1:5 és
[AuCl4]™:LYZ/1:20 rendszerekr6l készitett TEM felvételek a mintak fotoival szabad fénynél
¢s UV-lampa alatt. Az [AuCls]":LYZ/1:5 (C) és 1:20 (D) aranyok mellett szintetizalt
rendszerek XPS spektrumai (P9).

XPS mérések révén igazoltuk, hogy az Au dontden 0 oxidécios allapotban talalhatod
mindegyik mintdban. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a részecskeméret csokkenésével az
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aranyra jellemz6 kotési energiak a nagyobb értékek felé tolodnak [147]. Mig a plazmonikus
tulajdonsagu részecskék esetén, a kotési energiak 4f7, = 83,7 eV és 4fs2 = 87,3 eV értékeknek
adodtak (35. abra (C)), addig a Iényegesen kisebb fluoreszcens klaszterek esetén a kotési
energiakra 4f7, = 84,2 eV és a 4fs, = 87,8 ¢V hatarozhatd meg (35. abra (D)), mely szintén
igazolja az eltér6 méretli Au nanostrukturdk jelenlétét. Bévebb informacidkat kivantuk
nyujtani a LYZ-mal stabilizalt Au NPs és NCs vonatkozasaban a fehérje szerkezetvaltozasarol
a részecske/klaszterképzodés utan, melyre konzekvens szakirodalmi adatok nem voltak, s
melyhez FT-IR és SAXS méréseket végeztiink. Az FT-IR mérések révén az Amid I (vc=o,
1600 — 1700 cm™) és Amid II (ven, vn-n, 1500 — 1600 cm™) sédvok helyzete alapjan igazolast
nyert (36. abra (C)), hogy pH = 12,0 esetén (mely pH-n a klaszterszintézis tortént) a tiszta
LYZ esetén az Amid I sav 1644 cm™ és az Amid 11 sav 1512 cm™ hullamszamnal detektalhato,
mig a LYZ-Au NCs esetén (JAUCI4]:LYZ/1:20) az Amid I sav 1648 cm™ hullimszamra
tolodik, ami egy random szerkezet kialakuldsara utal. A LYZ-Au NPs vonatkozisiban
([AUCL4]:LYZ/1:5) ezen Amid 1 sdv poziciéja 1652 c¢cm™ hullimszamnal azonosithat6
Iényegesen kisebb intenzitassal (36. abra (C)), mig az Amid II sav szinte teljesen elt{inik.
Ezen valtozas arra enged kovetkeztetni, hogy a fehérje adszorbealodik az arany NPs feliiletén.
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36. abra: LYZ-mal stabilizalt Au NPs és Au NCs SAXS méréstechnika altal regisztralt
szorasgorbéinek Guinier- (A) és Kratky (B) reprezentacioi és a liofilizalt por mintakrol
készitett FT-IR spektrumok (C) részletei (P9).

A SAXS szorasgoérbék Guinier reprezentaciojabol?® meghatarozhatd a szférikusnak
feltételezett részecske (altalanossdgban a tobbfazisu rendszer egy doménjének) giracios
sugara (Rg) és atmérdje (dg), mely értékek a DLS mérések eredményeivel mutatnak
egymashoz képesti korrelaciot (36. abra (A)). Fontos azonban itt megjegyezni, hogy a
36. abra (A) részén feltiintetett egyenes szakasz illesztése nem tokéletes; a meghatarozott
atlag dg tobb méret és szerkezeti forma szorasanak 6sszegébdl szarmazhat. Mindezek mellett
a fehérje mennyiségének csokkenésével a novekvo részecskeméret megallapithato. A Kratky
reprezentacio alapjan, melyet a 36. abra (B) mutat, megallapitottuk, hogy az arany részecskék
méretének csokkenésével (amit a fehérje mennyiségének véltozasa hatdroz meg) a fehérje

2
Z1n(1(h)) = In(ly) — <h2 (R?g)> egyenlet alapjan (I: intenzités, h: szérasvektor (nm™), Ry: giracios

sugar (nm)).

59



ti decs2000 121 23

MTA doktori értekezés Juhaszné Csapo Edit

szerkezetének torzulasa egyre nagyobb mértékii. A NPs esetében a fehérjék arany feliiletre
torténd adszorpcidja részlegesen kitekeredett allapotot eredményez, mig a NCs fehérjébe
torténd beépiilése lényegesen nagyobb mértéki torzult szerkezetet kialakulasat okozza.

Az egyes rendszerek vizes kozegbeli stabilitasat is tanulmanyoztuk (P9).
LYZ-Au NPs-et és LYZ-Au NCs-et tartalmazé vizes kdzegli mintakat liofilizaltuk, hiitében
(- 20 °C) taroltuk Oket, majd a porokat rediszpergaltuk. A mérések igazoltak, hogy mig a vizes
mintak 3 — 5 hétig eltarthatok a szintézis kovetéen + 4 °C-on, addig liofilizalt por formajaban
akar 1 évvel késébb is stabil diszperzi6 készithetd beldlik, ugyanis sem a
részecskék/klaszterek mérete, sem a stabilitasra utald (-potencial értéke (NPs: - 22 +2,2 mV);,
NCs: - 15 + 2,5 mV) nem valtozik meghatarozoan a liofilizalast és a rediszpergalast kdvetden.

A LYZ-mal stabilizalt egyfémes NCs mellett Au/Ag kétfémes NCs (LY Z-Au/Ag NCs)
eloallitasara elsoként dolgoztunk ki egy szintézis protokollt lugos (pH ~ 12) kdzegben, ahol
tanulmanyoztuk a fémion/fehérje arany mellett a fémion koncentracid, a hdmérseklet és a
szintézisid6 hatasat is a képzdd6 NCs szerkezetére, ezaltal optikai tulajdonsagara is (P10). A
néhany m/m% eziistot tartalmazo minta PL emisszids spektrumait a mintak UV-lampa alatti
fotojaval a 37. abra (A) foglalja 6ssze.

(B)
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37. abra: LYZ-Au/Ag kétfémes NCs PL emisszios spektrumai (norméalt) néhany minta UV-
lampa alatti fotojaval (Aex = 370 nm) (A) ill. az Ag-tartalom fliggvényében mért emisszios
maximum értékek (B) valamint a 3,3 m/m%-ban eziistét tartalmazé minta PL intenzitas
értékeinek valtozasa az id6 fliggvényében (Aex =370 nm) (C) (P10).

Igazoltuk, hogy az eziist folyamatos beépitésével (~ 1%-tol ~ 8 %-ig) kozel linearisan
valtozik a detektalt PL emisszi6s maximum hullamhossza (37. abra (B)); a tiszta LYZ-Au
NCs vords emisszidja (Aem = 660 nm) a narancs tartomanyba tolodik (37. abra (A)). A
hémeérséklet hatdsdnak tanulmanyozasa soran meglepd eredményt kaptunk; a korabbi kozel
40 °C-0s hémérséklet 25 °C-ra torténd csokkenése kiillondsen kedvezd hatéssal volt a képz6dd
NCs-re, hiszen lényegesen nagyobb PL intenzitas volt detektalhato, mely a jobb kitermelésre
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utalt. Ennek megfeleléen a szintézis homérsékletének a szobahémérsékletet valasztottuk.
nagyobb mértékli, mint szobahdmérsékleten. A szintézisidé végén, melyet 24 Oraban
allapitottunk meg a 37. abra (C) alapjan, a dializissel tisztitott termékek részletes optikai
karakterizalasa érdekében a PL élettartam és QY % tényezOk meghatarozasa is megtortént. Az
eredményeket a megfeleld0 XPS adatokkal a 6. tablazat foglalja Ossze. Reproduktiv
szintézissel a BSA-alapu kétfémes NCs-et is eldallitottuk ugyanazon mérési koriillmények
mellett, melyek szerkezeti és spektralis adatait is tartalmazza a 6. tablazat.

6. tablazat: BSA-nal és LYZ-mal redukalt Au/Ag NCs fobb optikai tulajdonsagai (P10).

NCs elemek hex hem QY T1 T2 T3 2
tipusa  (M/M%) (nm) (hm) (%) (ns) (1) (ns) X
BSA- 63,8+21,7 1,53 +£0,09 1,6 0.3
AlgsA 20 246+061 O°EeLl 1290, 005y
AU/AG UoaAGr 365 620 246081 ) ihony (9664 %)  (0.97%) 1O
LYzZ- 178,5£70,7 583124 15+0,2
AsoA 7 744+ P EIOT 585 D E0S g 081
AuwAgl AUeAGe 370600 7.44£059 g ea0nt 9179 (01606 O°
LYZ- + + 1,3+£0,2
AugAgs 370 570 478+034 0006 058£005 13£02 0

Au/Ag 1. (9,6 %) (80,14 %) (10,26 %)

*BSA-Au NCs: QY(%) = 5,40 %, Tiuae= 1,2 us ugyanazon mérési koriilmények kozott meghatarozva.

Mindkét fehérje esetén megallapithatd, hogy a QY (%)-ra nagyobb értékek adodtak a tisztan
egyfémes rendszerekhez képest; a LYZ-Au/Ag 1. minta vonatkozasaban 1ényegesen nagyobb,
~ 7,5 % mérhetd, ami az Ag beépiilésével kialakuld szinergikus hatassal magyardzhato. A
legnagyobb hozzajarulassal rendelkezé élettartam komponens a 12, amely > 80 — 99 %-kal
jarul hozza a teljes fluoreszcencia jelhez. Minden klaszter rendelkezik egy ultrardvid
komponenssel (t3), mely kb. 1,3 — 1,5 ns, amely a fémk6zpont emisszidhoz rendelhetd. Az
értékek hasonldsaga bizonyitja a fémmagok kozel azonos kémiai szerkezetét. Ezzel szemben
a BSA- vagy LYZ-Au/Ag I. NCs 11 komponense, valamint a LYZ Au/Ag Il. NCs 12
komponense a ligandumkozpont emisszioként azonosithatd. A narancssarga emisszioju NCs
ultrahosszi, mikroszekundumos tartomanyu komponensei a ligandumban 1€évé szomszédos
C=0 karbonilcsoportok kozotti er6s n — n* kdlcsonhatasokra utalnak. A LYZ-Au/Ag 11. NCs
11 komponense a ligandum-fém-fém toltésatvitel jelenlétérdl arulkodik egy fluoreszcencia-
peridduson keresztiil. A kétfémes NCs szerkezete nagy hasonlosidgot mutat az egyfémes
rendszereknél megallapitottakkal (P10), melyeket a LYZ-Au NCs esetében a korabban
részletezett SAXS és FT-IR eredmények alapjan részleteztiink. A kétfémes rendszerek esetén
az FT-IR mérések mellett kiegészitd CD méréseket is végeztiink a fehérje masodlagos
szerkezeti elemei aranyanak a meghatarozasa végett a szintézis eldtt és utan. A BSA-tartalmu
rendszerek esetében egyértelmiien megfigyelhetd, hogy az a-hélix-tartalom drasztikusan,
1,7 %-r61 12,9 %-ra csokken, mig az un. random-coil szekvenciak aranya jelentésen, 15 %-rol
45 %-ra nd. Ezzel szemben a LYZ-mal stabilizalt rendszerek esetében a fémmagok

crer

mennyisége is csokken, a B-elemek dominansabba valnak.
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5.3.2. Egy- ¢és kétfémes fehérjével (BSA, LYZ) feliiletmddositott NCs kolcsonhatasa
biokolloidokkal: fluoreszcens jel6ldként torténd alkalmazasi lehetéségeik

Kolloidalis gydgyszerhordozé részecskék szovetekben vald felhalmozddasanak nem-
invaziv kimutatdsa és nyomon kovetése fontos szempont, kiillondsen a rakterapiaban. A
gyogyszerek szelektiv in vivo felszabadulasa — a szovetek kockazatos miitétek soran torténd
eltavolitasa és a kisérleti allat feldldozasa nélkiil is — megfigyelhetd a klinikai vizsgéalatok
megfeleld fazisaiban [148-151]. Az irodalomban egyre tobb publikacié szamol be szerves
fest¢kmolekuldk (pl. cianin szarmazékok) potencialis fluoreszcens jelzOanyagként
(fluorescent reporters, FR) torténd felhasznalasar6l a hatdéanyagleadas monitorozasaban
[152,153]. Kivalo FR-ként funkcionalé anyagoknak szamos kovetelménynek kell
megfelelniiik, mint pl.: a megfeleld ,,fényesség” és oldhatosag, jo foto- és kémiai stabilitas,
alacsony toxicitas, ill. a karakterisztikus abszorpcido és az emisszid a vords és a NIR
tartomanyban (Un. bioldgiai ablak kritérium: ~ 600 — 900 nm) javasolt, hogy megjelenjen,
ahol a biologiai objektumok On-abszorpcidja és On-fluoreszcencigja elhanyagolhatd. A
fehérjével stabilizalt Au NCs ezen kivanalmakat teljesitik, igy munkank sordn megkiséreltiik
eltérdé szerkezetli (PEC vagy mag-héj struktara) Chit/HyA-alapu biokolloid részecskékkel
valo kolcsonhatasuk feltérképezését, ahol szamos NCs/hordoz6 ardny kialakitdsa mellett
monitoroztuk a kialakult konjugatumok méretét, méreteloszlasait DLS mérések révén
(38. abra (C)), ill. a NCs fluoreszcencia valtozasat a kotddés hatasara fluorimetrias (39. abra)
és fluoreszcens mikroszképos technikakkal (P10, P11). Osszehasonlitds gyanant a BSA-Au
¢s BSA-AuU/Ag NCs-kel és a LYZ- Au és LYZ-Au/Ag NCs-kel dolgoztunk. A biologiai ablak
kritériumnak megfeleléen a LYZ-Au/Ag 1. jelzésti mintat hasznaltuk. A vizsgalt rendszerek
sematikus abrajat a 38. abra (A,B) szemlélteti, mely tartalmazza a biokolloid részecskék
atlagos méretét és a NCs fobb optikai adatait.
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PN R N L] . i
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qg;‘bfé‘?° E 1000 1000 W ‘4
@A { ot
e Ge ¥ £
N NG A y = . N
=3 !5/ N 500 - ) ) N 500 )
-y Chity, Hy Ay T ¥ § i f t
Chity, HyAug d ~200 nm 4 1
d ~ 400 nm 0+ T T T T \ [ T
0 0,1 0, 0 04 05 0 0,1 02 03 04 05
C o MMy orgozs M\ Mygrdozs
" 08
T - 1500 1500
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: 3 e 3 o bpblbit 1
¢ X NSOy Fril b} ] | % 2 Sl LYZ-Au/Ag NC
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38. abra: Eltéré szerkezetli poliszacharid-alapti kolloid részecskék (A) és a fehérjével
stabilizalt egy- és kétfémes NCs (B) sematikus abraja a részecskék/NCs fobb adataival,
valamint eltérd mnc:Mnordozs arany kialakitasa mellett a biokolloid/NCs komplex részecskék
atlagos hidrodinamikai atmér6 (Z-atlag) adatai pH = 4,0 esetén (C).

62



ti decs2000 121 23

MTA doktori értekezés Juhaszné Csapo Edit

A komplex adduktumok méretét meghatirozva 3 fobb megallapitas tehetd: (I) a
feliileti stabilizald fehérje anyagi mindségétdl fliggetleniil az egyfémes NCs biokolloid
részecskékhez torténd hozzaadasa mar viszonylag alacsony mnc:Mhordozs arany (< 0,15) esetén
aggregaciot okoz 38. abra (C, felsd kettd), mig a kétfémes NCs esetén 1ényegesen stabil
adduktumok jelenléte azonosithatd akar mnc:Mhordozs 1,5 aranyig is (38. abra (C, alsé kettd)).
(IT) A kiilonbozo fehérjéket alkalmazva kapott eredmények azt mutattak, hogy a BSA-nal
stabilizalt NCs alkalmazasa esetén kovetkezik be nagyobb mértékii aggregaciod azonos arany
kialakitasa mellett. (III) A hordozok méretét és szerkezetét dsszevetve elmondhatd, hogy a
nagyobb méretii és vastagabb HyA héjjal rendelkezé hordozoknal (ChitmagHYyAng;,
d ~ 400 nm) alacsonyabb mMnc:Mhordozs aranynal torténik aggregacio. A tapasztalatok
értelmezéséhez nyomon kovettik a NCs fluoreszcencia intenzitdsanak valtozasat is a
biokolloid részecskékkel vald kolcsonhatas kovetkeztében; az eredményeket a 39. abra
foglalja Ossze.

(A) (B) ©
: | " + BSA-Au NCs : | 3 + BSA-AuNCs Z | + BSA-Au/Ag NCs
5 5 5
4 41 4
£ s SR £ 3
2 4 2 4 2 4
0 0 - 0
0 0,05 0,00 0,12 0,13 0 0,04 0,08 0,10 0,11 0 0,14 0,27 0,41 0,54 081
: My Myordozs ~ My Myordozo ‘, . Mycs Mygrd0z6
D) , - '"""2‘( +iyzauncs (E) S\ + LYZ-Au NCs F) .. & \f‘ + LYZ-Aw/Ag NCs
6" 9 % 6 6 -
5 1 5 1 5
4 4 4
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2 2 2
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Mycs:Myordozs Mycs:Myordozs Myces Myordozs

39. abra: A 38. (A) és (B) abrakon feltiintetett poliszacharid-alapu hordozo6 részecskék és
fluoreszcens NCs alkotta komplex récsecskék vonatkozasaban eltérd mncs:Mhordozo arany
kialakitasa mellett mért relativ PL (F/Fo) értékek (Aex = 365 — 370 nm) (P10, P11).

A fentebb tett megéllapitdsok mentén kdvetve a PL intenzitas értékekben bekdvetkezd
valtozasokat megallapithatjuk, hogy (I) a BSA-nal stabilizalt NCs, legyen az egy- vagy
kétfémes, PL intenzitds értékei lényegesen nem véltoznak meg a hordozd jelenlétében
(39. abra (A-C)), mig a LYZ-mal redukalt Au NCs esetén jelentés PL erdsités figyelheté meg
(39. abra (E,F)). (II) Az egy- és kétfémes rendszereket Osszehasonlitva a LYZ fehérje
esetében igazolhatd, hogy az egyfémes NCs tartalmt rendszerben nagyobb mértékii az
alacsonyabb mnc:Mhordozs arany esetén is) okozhatja hogy pH ~ 4,0 esetén, ahol a jelolés
tortént, a BSA kozel semleges brutto toltéssel rendelkezik hiszen izoelektromos pontja (i.e.p)
~4,5-4,7[154]), igy azon érték koriil nagyobb mértékii aggregacio mutatkozik A LYZ esetén
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ezen i.e.p. érték 10,5 — 11,3 tartomanyban detektalhato a fehérje forrastol fiiggen [155], igy
a LYZ-mal stabilizalt NCs jol definidlt pozitiv toltéssel rendelkeznek. A hordozdk tipusat
Osszevetve kijelenthetjiik, hogy a mag-héj szerkezetli részecskék (negativ toltésit HyA héj)
nagyobb mennyiségll pozitiv toltésit LYZ-NCs-et képesek megkdtni (39. abra (F)), mint a
PEC-ek (39. abra (E)), melyhez az elektrosztatikus kolcsonhatas megléte kedvezo hatasu.
Az egy- és kétfémes rendszerek esetén tapasztaltakat dsszevetve kijelenthetjiik, hogy
a kétfémes NCs nagyobb stabilitasi komplex adduktumokat képeznek a kolloid részecskékkel
— feltehetden a nagyobb mennyiségii feliileti fehérje jelenléte és a szobahdmérsékleten torténd
szintézis miatt, mely révén a protein denaturaciodja elhanyagolhaté — igy az aggregacio
hidnyéaban a PL erdsités nem tapasztalhatd. Az egyfémes rendszerek esetén az aggregécio az
AIE jelenségének kialakulasdhoz vezet, ami magyarazattal szolgdl a PL intenzitas
erdsitésében. Osszességében kijelenthetd, hogy a NCs fluoreszcens jeloléként torténd
alkalmazasuk feltérképezéséhez szamos aspektus (hordozd méretének valtozdsa, NCs
fluoreszcencia intenzitas megvaltozasa stb.) egyiittes hatasanak figyelembevétele sziikséges.
A detektalt fluoreszcencia mikroszkopos felvételekbdl 1ényegi (kvantitativ) megallapitasok
nem tehetdek, de igazolhato volt, hogy a hordozo részecskék fluoreszcens tulajdonsaggal nem
rendelkeztek a NCs-kel valo kolcsonhatas el6tt, mig utana ezek PL jellege detektalhato volt.
Reprezentativ felvételek a vonatkozé 2 publikacioban (P10, P11) megtalalhatoak.

5.3.3. y-globulin immunfehérjével stabilizalt Au NCs

A LYZ fehérjénél kidolgozott protokollt kdvetve, els6ként bizonyitottuk a gamma-globulin
(yG) immunfehérje alkalmazhatosagat Au NCs (yG-Au NCs) eléallithatosagara (P12). A
szakirodalomban ezen fehérje(keverék) felhasznalasaval Au NCs szintézisére nem volt
elérheté semmilyen adat. Ahogyan a 40. abra is szemlélteti, ezen rendszer esetén is igazolast
nyert, hogy a fehérje/fémion ardnyanak (jelen esetben tomegaranyanak) meghatarozo szerepe
van a kialakul6é NCs képzddésére.

2.0E+06 - m 25
hex = 350 nm |

G:[AuCl,]” / 1:1 20
.Y mLm.l.:i—» dilnwm\\w«; - 3 Aem = 645 nm =
42=1230m | o CE0S ] . QY(%) = 2,25 % g1s
¢ 210 4
¢ ¢
3
1.0E+06 - ' 5 |
&
| = * . 0
09 11 1,3 1,5 1,7 19 21
| d (nm)
mmmmm ] ¥YG:[AuClL] /15:1 yG-Au NCs

| T, | 62,8%21,7ns (2,63 %)
T, | 8452+ 84.5ns (97,13 %)
T 5,9+ 0,4 ns (0,24 %)
2 =1,01

20 40 60 80 100
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40. abra: Eltéré yG:[AuCls]™ tomegaranyu vizes diszperzidkban a regisztralt PL intenzitas
értekek (may = 1,0 mg, pH = 12,0, t = 24 6ra, T = 37 °C), valamint az 1:1 ardnynal képz6do
NPs és 15:1 aranynal kialakulé NCs reprezentativ TEM felvételei a részecskék/klaszterek
atlagos atmérd értékeivel. A NCs PL élettartam komponensei €és azok hozzjarulési értékei
(%) a minta UV-lampa alatti fotojaval (P12).
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Kis kiindulasi tomegaranyok esetén (~ 1:1) a fehérjével feliiletmodositott kolloidalis Au NPs
megjelenése volt megfigyelhetd, melyet igazolt a minta vords szine és annak abszorbancia
spektrumdban, A = 525 nm-nél megjelend LSPR sav. A fehérje mennyiségének novelésével,
a vartnak megfelelden, fluoreszcens termék képzddése volt a preferalt folyamat; a legnagyobb
PL intenzitds yG:[AuCls]/15:1 kiindulasi tomegarany esetén volt detektalhatd. A fehérje
aranyanak tovabbi ndvelése kedvezdtleniil hatott a fluoreszcens termék képzddésére, igy ezen
vYG:[AuCls]/15:1 arany mellett allitottuk el6 a yG-Au NCs-et 1ugos kozegben. A dializissel
tisztitott termék karakterizaldsa esetén igazoltuk a NCs jelenlétét, melyet a regisztralt,
példaként bemutatott, TEM felvétel is igazol; a NCs atlagos atmérdjére 1,5 £ 0,3 nm adodott
(DLS, dncs= 4,4 + 0,5 nm). Meghataroztuk a QY (%) és PL élettartam értékeket is, melyek
rendre 2,25 %, ill. T: = 62,8 £ 21,7 ns (2,63 %); To= 845,2 =+ 84,5 ns (97,13 %);
T3=5,9+ 0,4 ns (0,24 %). Az ultra rovid élettartam (T3) feltehetden a fémmagokra jellemzo,
mig a T1-ként azonositott komponens vélhetéen a fémkdzpontu (fém—ligandum), valamint a
T a ligandum koézponta (ligandum—fém) atmenetekre jellemz6. Lathato, hogy a legnagyobb
— ~ 30 mértékben a ligandum—fém &atmenetek

¢ (7:,; 'ff:ag_ﬁ,w) L 0 jarulnak hozza a fluoreszcencidhoz. Az XPS
l ., v mérések igazoltdk a klaszterekben jelenlévd
[ szub-nanométeres Au’-tartalmi magokat

(Au 4fsp = 88,2 eV, Au 4f7p, = 84,5 eV
[147]). A fehérje szerkezetét FT-IR és CD
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meghataroztuk, hogy az immunfehérje
fiziologias koriilmények kozott foleg B-reddket tartalmaz, melyeket a klaszterképzodés soran
be¢kelddd arany magok nyujtott B-lancokka és P-fordulatokkéd feszitenek ki. Ezen
eredményeket a CD spektroszkopias mérések is igazoltak. A spektrumok Reed-modell szerinti
kiértékelése alapjan a fémionok redukcidja elétt a fehérje ~ 48 %-os B-redd tartalma kb. 20
%-kal csokken a redukcid bekovetkezte utan kialakult szerkezetben. Ezzel egyidejlileg pedig

megnd a B-kanyarok és a rendezetlen szerkezet aranya. Mindezen szerkezeti valtozasok a
klasztermagok a fehérje szerkezetébe torténd beépiilését tamasztjak ala. A karakterizalt Au
NCs stabilitasvizsgalatat elvégezve pH = 1 — 12 tartomanyban (I = 0,15 M (NaCl))
megallapithato a 41. abra alapjan, hogy pH ~4,5 — 6,5 tartomanyban (kék hattérszinnel
jelolve) jelentds aggregacid figyelhetd meg a mintaban (pH = 5,0, d ~ 400 nm, {-potencial ~
0 mV), amit a fehérjekeverék f6 komponensének (75 %, immunglobulin-G (IgG)) adott pH-
tartomanyban 1év6 izoelektromos pontjaval (i.e.p) magyarazhatunk [156], hiszen a fehérje itt
a legkevésbé stabilis.
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5.3.4. y-globulin immunfehérjével stabilizalt Au NCs szenzorikai lehetdségei

Fehérjével feliiletmodositott Au NCs-et korabban eredményesen alkalmaztak kismolekulak
szelektiv és gyors kimutatasara; a gliikoz [157] mellett a dopamin [158,159], mely egy
neurotranszmitter, kimutatasara tobb szenzort is fejlesztettek. A dopamin abnormalis és
elégtelen szintjét Osszefliggésbe hoztak mar neuroldgiai rendellenességekkel, melyek a
Parkinson-kor vagy az Alzheimer-kor kialakulasahoz vezethetnek. Egyes idegrendszeri
betegségben szenvedd betegeknél alacsonyabb dopamin szintet azonositottak, mint az
egészséges emberi szervezetében normal esetben fenndllna; koncentracidja akar néhany
nM-os koncentraciora is csokkenhet [158,159]. A SZTE SZAOK Neurologiai Klinikan
mikodé MTA-SZTE Idegtudomanyi Kutatdcsoporttal valdo egyilittmiikodés keretében
felmertilt egy olyan biokompatibilis szenzor fejlesztésére valo igény, mely alkalmas lehet a
kinurenin Utvonal egyes metabolitjainak (L-triptofan (1), L-kinurerin (2), 3-hidroxi-
L-kinurerin (3), kinurénsav (4), xanturénsav (5), antranilsav (6), 3-hidroxiantranilsav (7),
kinolinsav (8), pikolinsav (9), nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) (10)) sejtkozti térben
valo érzékelésére. Ahogyan a dopamin esetén részleteztem, ezen metabolikus Gtvonal esetén
kismértékli, megvaltozdsa kozvetett kivaltd oka lehet fentebb emlitett betegségeknek
[160,161], igy uM-os ill. nM-0s koncentracioban vald gyors azonositasukra, mind PBS
kozeben, mind mesterséges (agyi) cerebrospinalis folyadékban (aCSF), kiemelt igény
mutatkozik. Szenzorikai vizsgalataink soran a yG-Au NCs (cau = 0,25 uM) kolcsonhatasat
tanulmanyoztuk a fentebb részletezett 10 metabolittal, ahol a metabolitok koncentracidja
azonos volt (c = 1,0 mM). A NCs fluoreszcencia spektrumait a metabolitok hozzaadasa el6tt
¢és utan megmérve az Io/l értékeket az adott metabolit esetén a 42. abra (B) foglalja 6ssze,
mely a mintakrol UV-lampa alatt készitett fotokat is mutatja (42. abra (A)).

(A)

(D)

(B) Kinurenin (Kyn) (©)
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42. abra: (A) yG-Au NCs diszperziok UV-lampa alatti fotoja az (1-10) metabolitok
hozzéaadasa utan (cau = 0,25 uM, Cmetabolit = 1,0 mMM); (B) Az lo/I értékek az egyes metabolitok
esetén (SD + 2%); (C) eltérd Ckinurenin (Ckyn) esetén a NCs PL intenzitas értékei (Aex = 350 nm,
Xem = 645 nm) és (D) a kialakitott yG-Au NCs-kel kezelt papir-alapu szenzor teszt fotoja a
Kyn racseppentésének adott iddpillanataiban (P12).
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Ahogyan a 42. abra (B) abrar6l megfigyelhetd, dominans kioltas a (2) L-Kinurenin (Kyn)
esetén figyelhetdé meg, valamint részleges kioltas a (3) 3-hidroxi-L-kinurenin esetén is
mutatkozik, hiszen a két molekula csak egy -OH csoportban kiilonbozik egymastol. A
(6) antranilsav maga is egy fluoreszcens sajatsaggal rendelkez6 molekula, igy az UV-lampa
alatti foton ezen sajatsaga latszik, de onmaga nem okoz a NCs fluoreszcenciajaban valtozast,
ahogyan a 42. abra (B) is szemlélteti. A legnagyobb kioltast mutato ligandum (Kyn) esetén
PL valaszjel linearis valtozast mutat — (42. abra (C)), mely 15 — 100 uM és a LOD értékét
[162] mind PBS, mind aCSF folyadékban, mely 15 uM és 22 uM-nak adodott. A legkisebb
kimutathatd mennyiség spektrofluorimetrias mérésekkel az ~ 1 pM. A folyadék kozegl
mérések alapjdn egy papir-alaptt gyorstesztként funkcionald szenzor kialakitasat is
megvalositottuk (42. abra (D)), mely révén a Kyn kimutatasi hatarat 5 uM értékre tudtuk
folyadékban (kb. 3 uM) vagy a vérszérumban (kb. 6-8 uM) rakos megbetegedések esetén
[163], a szintetizalt NCs potencialisan alkalmas lehet a Kyn gyors kimutatasara ezen
koncentracié tartoméanyban.?*

A kioltas mechanizmusanak értelmezéséhez a dolgozat 20. oldalan 1évé 9. labjegyzet
alapjan a Stern-Volmer egyenletet abrazoltuk (ckyn [Q] VS. lo/I), ahol a mérési pontokra
egyenes volt illeszthetd. Mindemellett a kioltasi vizsgalatokat 4 eltéré hémérsékleten (298,
303, 308, 313 K) elvégezve a Stern-Volmer allandd (Ksv) értékére azt kaptuk, hogy azok a
homérséklet emelésével ndvekednek (298 K: 4950 + 130 M 303 K: 5470 + 170 M: 308 K:
6070 + 140 M%; 313 K: 6220 + 160 M), mely a dinamikus kioltasra enged kdvetkeztetni. A
Kyn kotédését a yG fehérjéhez ITC mérésekkel is tanulmanyoztuk, de mérhetd kdlcsonhatast
nem tapasztunk. Mindemellett a Kyn koélcsonhatasat BSA-nal (BSA-Au NCs) és LYZ-mal
stabilizalt NCs-kel is elvégeztiik, melyek szintén kioltast eredményeztek, de esetiikben kissé
nagyobb, LOD ~ 40 uM adodott, ami szintén a dinamikus kioltast tamasztjak ala, mely szerint
a NCs a ligandummal vald titk6zés hatasara veszitik el tobbletenergiajukat (16. egyenlet).

AuNCs* + Kyn & [AuNCs — Kyn]* - AuNCs + Kyn* (16)

A 4 eltéré homérsékleten meghatarozott Stern-Volmer allando értékek alapjan meghataroztuk
a kioltasi folyamat termodinamikai allandoit is a 17. egyenletnek (van’t Hoff) megfelelen.

ity = 4 2L 5 () () w

Azért is hasznaltuk a van’t Hoff egyenlet ezen formajat, mivel biologiai relevanciaju
rendszerekben nem hagyhat6 figyelmen kiviil az entrépia és az entalpia hdmérsékletfiiggése.
A AG?® negativ értéke (kb. -21— (-23) kIxmol™) arra utal, hogy a yG-Au NCs és a Kyn kozétti
kolesonhatds termodinamikailag kedvezd. Mivel a standard entalpiavaltozas (AH®) pozitiv
(AHP = 14,16 + 3,15 kJxmol™?), a kioltds endoterm, és a reakcidpartnerek kozotti kioltas egy
un. toltésatviteli folyamaton (charge transfer) keresztiil torténhet (P12). Ez a toltésatvitel
feltehetden lehet a gerjesztett elektronok &ltal kivaltott savas protonatvitel a Kyn-rdl az

24 Ezen kutatomunkara a SZTE Innovaciés Dijat is elnyertiik 2019-ben a ,.Leginnovativabb PhD munka”
kategoriaban.
25 AG = AH - TAS alapjan keriilt meghatérozasra.
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AU-NCs fehérjeburokba, mely soran a molekula keto-enol atrendezédése kovetkezik be. Ezen
folyamat a BSA-Au NCs/dopamin szenzor esetében is bekovetkezik [158]. Enyhe kioltas
észlelheté volt a 3-hidroxi-L-kynurenin (3) és a kinurénsav (4) esetén is, mivel ezek
viszonylag hasonlé kémiai szerkezettel rendelkeznek, mint a Kyn. Mivel az entropia tag
abszolut értéke (AS° = 0,12 £ 0,01 kJxmol*K™) minden mért hémérsékleten nagyobb, mint
az entalpia tag (|TAS°| > |AH° | ), a kioltas feltehetéen entropia altal vezérelt. A
metabolitok kolcsonhatasat olyan yG-nal stabilizalt nemesfém NCs-kel is elvégeztiik, melyek
15 m/m%-ban eziistdt is tartalmaztak (yG-Auss/Agis NCs)?, mely soran azt tapasztaltuk,
hogy a Kyn szelektivitas a kinurénsavra tolodik at, de tovabbra is megmarad a 3-hidroxi-
L-kinurenin részleges kioltasa, mely szintén a toltésatviteli folyamat kialakulasat igazolja a
ligandum(ok) és NCs kozott. A kutatomunkat folytatva 0j vegyliletcsalad vizsgélatat is
tervezziik elvégezni, hogy még atfogobb képet kapjunk a mechanizmus vonatkozésaban ¢€s
hogy még inkabb javitsuk a szelektivitast és a LOD értekét.

5.3.5. Fehérjékkel feliiletmodositott Au NCs citotoxicitasi vizsgalatai

Orvosbiologiai alkalmazast szem eldtt tartva négy elérd fehérjével (BSA, HSA, yG, LYZ)
redukalt és stabilizalt Au NCs citotoxicitasi tulajdonsagait is tanulmanyoztuk HL-60 leukémia
¢s COLO-720 L ill. HUT-78 limfocita sejtekre (P13, P14). A fehérjék tipusatol fiiggetleniil
valamennyi NCs intenziv vords emisszioval (A ~ 640 — 650 nm), hasonlé méretli fémmaggal
(kb. 1,4 nm) és negativ feliileti toltéssel rendelkezett pH = 7,4 esetén. A sejtek klaszterekkel
torténd kezelése soran a mitokondrialis aktivitds, a membran integritasanak, valamint a
gyulladdasos ¢€s apoptozis mediatorok szekrécidjadban bekdvetkezd  valtozasokat
tanulmanyoztuk. Megallapitast nyert, hogy a fehérjével feliiletmddositott NCs csekély toxikus
hatast mutattak a HL-60 sejtekre. A klasztereck nem indukaltak proinflammatorikus
folyamatokat, érzékelhetd oxidativ stresszt okoztak, ¢és az apoptézist is fokoztdk. A
legkedvez6tlenebb a LYZ-mal stabilizalt Au NCs HL-60 sejtekre gyakorolt hatasa volt a
caspase-9 teszt alapjan (43. abra (E)). Az egyes sejtek membranjainak integritasat az Au NCs-
kel valé expoziciot kovetden a felszabadulod laktat-dehidrogenaz (LDH) mennyiségének
mérésével hataroztuk meg. Mivel ez a citoszolikus enzim a sejtmembran mechanikai
karosodasa ¢€s a sejthalal kovetkeztében kivalasztddik a kdrnyezetbe, ezért az extracellularis
LDH szintjét mérve (LDH release (% of total) az a NCs citotoxicitas indikatoraként szolgal.
Az eredményeket a 43. abra (A-D) mutatja be, amely azt jelzi, hogy az LDH kivalasztasa
nemcsak az Au NCs koncentraciojatol, hanem a felilleti rétegben 1évé fehérje anyagi
mindségét is fiigg. Mint lathatd, a BSA- és a HSA-Au NCs indukaljak a legkisebb LDH
felszabadulast. A yG-Au NCs hatasa mérsékelt, mig a LYZ-Au NCs mutatjak a legnagyobb
mértéklt LDH felszabadulast. A LYZ-Au NCs esetében a felszabadul6 LDH mennyisége kb.
8 %-r6l 24 %-ra nétt 25 mg/L, ill. 75 mg/L Au-tartalmi koncentraciok alkalmazasakor
(43. abra (C)), HL-60 sejtek esetén). Igazolvan, hogy a HL-60 sejtek nem sériilnek a yG-Au
NCs-kel valo kezelés utan konfokalis mikroszkopos felvételek is készitettiink (43. abra
(F-H)). Amint a regisztralt képekbdl lathatd, nem minden sejt tartalmazza a NCs-et, hiszen

26 Publikalas alatt 1évé eredmények (2023. 10. 05.), melyre a SZTE Innovacids Dijét is elnyertiik ismételten a
~Leginnovativabb TDK munka” kategdriaban 2023-ban.
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néhany sejt érintetlen marad; az Au NCs-et tartalmazd HL-60 sejtek piros szintiek, az Au NCs-
et nem tartalmazoé sejtek pedig ciankék szint mutatnak.
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43. abra: Az LDH (A-D) és a caspase-9 (E) tesztek eredményei, valamint példaként
bemutatott konfokalis mikroszkopos felvételek a HL60- yG-Au NCs rendszerrdl (F: kezelés
eldtt, feliilleti nézet, G: kezelés utan, 3D nézet, H: ortho-mapping modban) (P13, P14).

Az orto-tervezett képek a Z-képhalmazt abrazoljak ortogonalis nézetben, amely a sejtek Z
iranyu keresztmetszetét mutatja. A képek alapjan megallapithato, hogy az Au NCs a sejtek
teljes térfogataban, és nem csak a sejtfeliileteken dasulnak fel. Tovabba a HL-60 sejtek
morfologiaja valtozatlan maradt, ami szintén a mechanikai kérosodas hianyanak
bizonyitékaként értékelhetd. A limfocita sejtek tanulmanyozasakor igazoltuk, hogy a
LYZ-Au NCs kivételével a tobbi klaszter nem mutatott erds proinflammatorikus ¢és
apoptotikus tulajdonsagokat. A malondialdehid kivalasztasat a LYZ- és yG-Au klaszterek
fokoztak. A tumor nekrézis faktor fokozott szekrécioja a B limfocitak altal, a kontrollhoz
képest, fiiggetlen volt a klaszterek tipusatol. Megallapitast nyert, hogy bar az Au NCs nem
gyakoroltak jelentds hatdst a limfocitak életképességére, nemkivanatos sejtfolyamatokat
stimulalhatnak, ami egyértelmiien a stabilizalé fehérjék anyagi mindségétol fiigg (P13, P14).
A LYZ esetén kivaltott nagyobb sejt érzékenység magyarazhaté azzal, hogy a LYZ jol
ismerten antimikrobialis tulajdonsaggal rendelkezik, mig a szérum fehérjék ill. az
immunfehérjék sokkal inkdbb mutatnak kiemelkedd biokompatibilis jelleget, hiszen
szervezetlinkben nagy mennyiségben megtalalhatdak.

5.4. Aminosavakkal stabilizalt fluoreszcens arany és eziist nanoszerkezetek

A szakirodalom meglehetésen hidnyos volt a fehérjéket felépité aminosavak individualis
szerepérél az Au NCs eldallithatésdgara vonatkozoan a templatos eljaras alapjan, igy
munkank soran ezeket a hidnyossagokat kisérletiik meg atfogodan feltérképezni és értelmezni.

Tanulmanyoztunk egyrészt:
(a) tiol oldallanccal rendelkezé: Cys, Cys-Trp, GSH (P8)
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(b) aromas oldallanccal rendelkezd: His, Trp, Tyr, Phe (P15-P17)
(c) oldallancban alifas-N tartalmt: GIn, Arg (P16) lehetséges szerepét Au ill. néhany
esetben Ag NCs eldallitasara vonatkozoan.

5.4.1. Tiolcsoportot tartalmazé aminosavak ¢és Kispeptidek kolcsonhatasa
aurat(I1l)ionokkal

Az aurat(Ill)ionok Cys aminosavval [60] és GSH tripeptiddel [114,164] val6 kolcsonhatasara
volt 2-3 szakirodalmi kézlemény. A Cys vonatkozasaban Soptei B. és mtsai. igazoltak, hogy
narancs emisszioval rendelkezd, lamellas szerkezetli, Au(l)-tartalmu koordinacids polimer
struktara kialakulasa valoszintsithet6 (8. abra), ahol a lamellak tavolsagara 1,30 nm értéket
hataroztak meg rontgenszorasos mérések révén [60], de a fluoreszcens termék eldallitasi
koriilményei (fémion/Cys molarany, pH) valtoztatdsanak hatasdt nem tanulmanyoztak. A
GSH vonatkozasaban extrém lugos (pH ~ 12) kdzegben allitottak eld6 GSH-nal stabilizalt Au
NCs-et (GSH-Au NCs) [114,164], de ezen rendszer esetén sem voltak elérhetdek kisérleti
adatok a preparalési koriilmények optimalizaldsara vonatkozdan, mely reproduktiv szintézis
protokollok kidolgozdsdhoz elengedhetetlen. Munkdnk soran egy atfogd képet kivantunk
nyljtani ezen tioltartalmu ligandumok (Cys, GSH) klaszterképzé hatasara. Emellett, 1;
rendszerként, egy szintetikusan eldallitott Cys-Trp dipeptid aurat(Ill)ionokkal valo
kolesonhatast is feltérképeztiik, hogy meghatarozzuk, hogy egy aromads oldallanct Trp
jelenléte hogyan valtoztatja meg a tisztan Cys-tartalm rendszerhez képest képz6dod
koordinacids polimer szerkezettel rendelkezé termék(ek) szerkezetét és hogy képes-e a
redukcids folyamatot atlenditeni a NCs képzOddésének iranyaba (P8). Elészor a ligandumok
aranyanak hatasat tanulmanyoztuk részletesen az aurat(Ill)ionokkal vald kolcsonhatas
kapcsan; az eredmények koziil a Cys és GSH rendszer esetén kapott adatokat a 44. abra (A)
foglalja 6ssze. Jol lathato, hogy ligandum/fémion moélaranynak meghatarozé szerepe van a
fluoreszcens termékek képzddésére, ahogyan azt a 44. abra (A) is szemlélteti; a Cys esetén
Cys:[AUCl4]/10:1 (Aex = 395 nm, Aem = 620 nm), mig a GSH:[AuCl4] rendszerben 15:1
(Aex= 375 nm, Aem = 590 nm) molarany esetén detektalhat6 a legnagyobb PL intenzitas, ami
irodalmi adatokkal jo egyezében Au(I)-tartalmi koordinacios polimer (Cys-Au(l) CP és
GSH-Au(I) CP) struktara jelenlétét igazolta savas koriilmények mellett (Cys-Au(l) CP: PL
élettartam = 2,0 ps; irodalmi: 2,5 us [60]).?” A ligandum mennyiségének ndvelése ill.
csokkentése esetén a PL intenzitas minden esetben csokkend tendenciat mutatott, de nem
eredményezte Gjabb termékek megjelenését. A Cys-Trp rendszer vonatkozasdban azonban azt
tapasztaltuk, hogy a moélaranyok valtoztatdsa révén a képzddo termékek hangolhatd optikai
tulajdonsaggal rendelkeztek, melyet a Trp jelenléte szabalyozhat. A Cys-Trp:[AuCls]7/20:1
bedllitdsa mellett kéken emittald, viszonylag kis PL intenzitdssal rendelkezd termék(ek)
képzddése volt megfigyelheté (QY% = 0,7 %, PL atlag élettartam = 3,0 ns, Aex = 378 nm,
Aem = 470 nm), de a dipeptid ardnyanak csokkenése révén a fluoreszcens termék kialakulésa
egyre kevésbé volt meghatarozo; Cys-Trp:[AuCls]/1:0,5 arany esetén mar nem is képzodott.
Ezzel ellentétben a minta piros szinre valtozdsa NPs megjelenésére utalt, amit az abszorbancia

2" A mintak intenziv fényszorasa miatt a QY (%) nem volt mérhetd egyik rendszer (Cys, GSH) esetében sem.
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spektrumban megjelend LSPR sav (A = 518 nm) kialakulésa is igazolt (dtem = 8,2 + 1,6 nm,
dpoLs = 9,2+ 1,0 nm) (P8).
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44, abra: (A) Cys:[AuCls]” és GSH:[AUCl4] rendszerekben képz6do termékek PL intenzitas
Aem = 620 nm; GSH: Aex = 375 NmM, Aem = 590 nm, pH = 4,0) a Cys-tartalmu diszperzid
UV-lampa alatti fotojaval; (B) A GSH:[AuUCl4] rendszerben képz6d6 termékek emisszios
spektrumai eltéré pH értékeken a mintdk UV-lampa alatti fotoival pH = 3,0 és pH = 12,0
esetén; (C) A GSH:[AuUCIl4] rendszerek XPS spektrumai a feltiintetett pH értékeken (P8).

A molarany mellett a pH hatasat is tanulmanyoztuk részletesen pH = 1 — 12
tartomanyban, melyre szintén nem voltak elérhet6 adatok. A Cys vonatkozasaban
egyértelmiien a savas kozeg (pH ~ 1 — 3) kedvezd a CP struktura kialakulasara, a pH
novelésével egyre kisebb PL intenzitas volt detektalhato; pH > 8,5 felett mar egyaltalan nem
volt megfigyelhet. A Cys-Trp vonatkozasaban a pH-fiiggés tanulmanyozasa soran
megallapitottuk, hogy annak nincs 1ényeges hatasa a kéken emittald termékek képzddésére. A
GSH esetén azonban, ahogyan azt a 44. abra (B) is szemlélteti, 1ényeges valtozasok
figyelhetéek meg a pH hangolasa révén. Savas pH-tartomanyban (pH = 3) a korabban
ismertetett GSH-tartalmtt Au(I) CP szerkezet jelenléte igazolhatd (Aem = 590 nm), ahol az
Au(]) jelenléte XPS mérések révén is igazolast nyert (44. abra (C)). Megfigyeltiik tovabba,
hogy a pH ndvelése révén ezen emisszios sav intenzitasa fokozatosan csokken, pH ~ 8 esetén
mar egyaltalan nem detektalhato. Ezzel ellentétben a pH tovabbi ndvelése (pH > 11) egy 1)
sav megjelenését indukalta (Aem = 440 nm). Ezen minta elemzése révén az XPS mérések mar
egyértelmilen az AuC jelenlétét igazoltak (44. abra (C)), mely alapjan néhany atomos
GSH-nal stabilizalt Au NCs (GSH-Au NCs) képzdédése feltételezheté pH = 12 esetén. A
folyamat magyarazataként a GSH erésen pH-fiiggd redox tulajdonsdga adhatna
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magyarézatot28 (pH = 3,0: E = 0,0307 V, pH = 12,0: E = - 0,2098 V). Az értelmezéshez
természetesen figyelembe kell venni az adott pH-n relevans [AuCls]/Au® ill. az
[Au(OH)4]/AW® rendszerek redoxpotencidljanak pH fiiggését is. Savas kdzegben
meghatarozoan a tetrakloro forma van jelen (pH = 3,0: E(JAuCls]/Au") = 0,926 V) [165],
mig extrém ligos kdzegben a tetrahidroxo (pH = 12,0: E([Au(OH)4]/Au®) = 0,60 V) forma a
dominans [166]. A két redox potencial kiilonbsége a kétféle pH-n kozel azonos, mely alapjan
lényeges kiilonbség nem igazolhato. Az eltéré mechanizmus oka sokkal inkébb keresendd a
ligandumcsere reakcio (pH-tdl fiiggden a kiindulasi aurat(I1l) tetrakloro vagy tetrahidroxo
formaja) és a redox reakcio kozotti versengd folyamattal [167,168]. Az aurat(Ill)ionok tiol-
tartalm ligandumokkal valé redukcidja soran atmenetileg Au*-ionokat-tartalmazo speciesek
képzédnek és savas kozegben sokkal inkabb ,megall” a folyamat ezen Au(l)-tiolat
komplexek, vagy akar a fentebb emlitett koordinacids polimer struktira kialakuldsanal, mig
lagos kozegben lényegesen gyorsabban atlendiil a folyamat az Au® forma eléréséig. Ez
magyarazza a GSH-tartalmt rendszerben képz0do eltérd szerkezetli termékek megjelenését
savas ¢€s lugos koriilmények kozott.

A termékek szerkezet vizsgalatdhoz tovabbi FT-IR, XRD és ESI-MS méréseket
végeztiik. Az FT-IR mérések mindegyik minta esetén igazoltak a fémionok tiolcsoporton
keresztiili kotddését, hiszen a karakterisztikus —SH rezgések (hajlito és nyjto), ami pl. a Cys
spektruméaban 942 cm™! és 2549 cm™! (a Cys-Trp esetén 2554 cm™?) értéknél detektalhatoak a
fluoreszcens termékeket is tartalmazo rendszerek spektrumaban nem jelentek meg, mely az
Au()-S kotés kialakulasat erdsitette meg. A
Soptei és mtsai. altal rontgenszorasos mérésekkel
meghatarozott 1,3 nm-es lamella tdvolsagot a
Cys-Au(I) CP rendszerben XRD mérésekkel
tamasztottuk ala (45. abra). A Cys-Trp
rendszerben képz6dd kéken emittald termékek
L™ "200_9’44 Cys azonositasa érdekében ESI-MS méréseket is

il oo e Ve végeztiink, de a néhany atomos NCs jelenlétét

e

2 4 6 8 10 12 14 16 18 . . . . . ,
207 nem sikeriilt igazolni. Kimutathato volt azonban

45. abra: A Cys és Cys-Au(l) CP a Cys-Trp (m/z =308,1) dimerje (m/z=613,2) és

1
20°=6,84 | =
d=13nm :

Intenzitas (a.u.)

XRD diffraktogramjai a fémtartalmi tetram?r (m/z = 1225.4) formaja és ezek.
rendszerben feltételezhetden Au(l)-ionnal alkotot komplexei
(Au(Cys-Trp)2)*: m/z = 811,2;

kialakuld szerkezettel.

(Au(Cys-Trp)a)™: m/z = 1423,5), igy feltehetéen
az Au(l)-tartalma komplexek képzddése a preferalt folyamat. Osszességében elmondhato,

hogy a Trp nagy térkit6ltésti aromas oldallancanak jelenléte meggatolja az 6nszervez6d6
lamellas koordinacids polimer struktura kialakuldsat a Cys-Trp dipeptid esetében, és habar a
Trp képes az aurat(Ill)ionokat Au®-va redukilni, de a Cys jelenlétében a tiolcsoporton
keresztiili kotoédése a fémionnak preferaltabb, mint az aromas oldallancon torténd kotodés, és
igy klaszterképzddés helyett csak egy részleges redukcid torténik.

B E = 10,0622 — —pH — - logcssy
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5.4.2. Aromas oldallancu aminosavak kolcsonhatasa aurdt(I1I)- és eziist(I)ionokkal

Aromas oldallanct aminosavak kapcsan a His-[AuCls]™ (P15), a Trp-[AuCl4]” (P15) valamint
a Phe-[AuCl.]™ (P16), a Phe-[Ag]" (P16) és a Tyr-[Ag]" (P17) rendszereket tanulmanyoztuk.
A His-t [52-54], Trp-t [58,169] és Tyr-t [55] tartalmazd rendszerekre szakirodalmi
hivatkozasok talalhatoak, de sok esetben ellentmondasosak és részletes szintézis
optimalizalassal egyik esetben sem foglalkoztak, igy munkank soran szamos kisérleti
koriilmény (fémion/aminoSav arany, fémion koncentracid, pH, homérséklet, reakcididd)
hatasat tanulmanyoztuk elészor a képz6do termékek szerkezetére és optikai tulajdonsagaira
¢s ezaltal az egyes folyamatok mechanizmusat is igyekeztiik feltérképezni €s 1), meghatarozé
tudomanyos adatként publikalni.

Arany-tartalmu rendszerek

Irodalmi adatok alapjan a Trp-[58,169] és a His-tartalmu rendszerben [52-54] volt varhat6 az
Au NCs képzddése a nevezett aminosavak aurat(Ill)ionokkal valé kdlcsonhatasanak
eredményeképpen, de részletes vizsgalataink révén nem ez igazolodott. Mindharom rendszer
esetén a ligandumok aurat(Ill)ionokkal valo kdlcsonhatasa eltérd ligandumfelesleg mellett,
kéken-zolden emittalo fluoreszcens termékek megjelenését eredményezte; a fémion/aminosav
molaranyfiiggés vizsgalata sordan igazoldst nyert, hogy a legnagyobb PL intenzitassal
rendelkez6 termék a His:[AuCls]™ rendszerben 30:1 (P15), a Phe:[AuCls] vonatkozasaban
20:1 molaranyok (P16) beallitasa mellett érhetd el. A molaranyok valtoztatisa az
optimalisnak megallapitott értékekhez képest (a ligandum mennyiségének csokkentése vagy
novelése esetén is) Iényegesen csokkentik a PL intenzitast. A Trp vonatkozasaban viszont egy
érdekes, korabban a szakirodalomban le nem irt sajatsagot sikeriilt igazolni. A Trp:[AuClas]”
aranyok novelése 1:1 — 15:1 tartomanyban szisztematikusan csOkkenti a detektalt PL
emisszidsos sav hullamhossz értékét (Aem = 497 nm (1:1); Aem = 486 nm (5:1); Aem = 475 NM
(15:1)), ami magyarazhat6 azzal, hogy az egyre nagyobb ligandum felesleg kialakitdsa miatt
a képz6d6 Au magok novekedése sztérikusan Is gatolt, igy egyre kevesebb Au atom alkotja a

NCs-et, amit a csokkend hulldmhossz értékek is igazolnak. A His €s Trp esetén a szintézis
24 h alatt 37 °C-on kivitelezhetd, de a Phe vonatkozdsaban csak 80 °C-on és 6 napos
szintézisidé6 eredményezi a kéken emittalo termék képzddését. Az aminok, mint az
aminosavak is, kivalo redukalé agensként funkcionalnak, melyet el0segit az oldallancban 1évé
aromas-N donorcsoport (mint az imidazol vagy az indol gylir(i) tovabbi jelenléte, de a Phe
esetén ezen nitrogén hidnya kedvezdtleniil hat a ligandum redukcids sajatsagara, amit a
magasabb reakciohomérséklet és a hosszabb szintézisidé is alatimaszt.

A molaranyok, a szintézis homérséklet és a reakcioid6é beallitasa mellett a pH
dominans hatasat is tanulmanyoztuk. A Phe-tartalmu rendszerben meghatarozoan csak extrém
lagos pH értéken (pH = 11 — 12) indul el a kéken emittaldo Phe-AuNCs képz6dése
(Phe:[AuCls]™=20:1, Xem =430 nm, QY% = 3,31 £ 0,18 %, Tatag = 0,92 £ 0,14 ns), mely azon
altalanosan leirt tulajdonsaggal van kapcsolatban, hogy az aminosavak esetén azok redukcios
képessége a pH emelésével kedvezObb, melyet a Tyr, Trp és Phe esetén fotoemisszios
technikak révén meghatarozott ionizacios energiak értéke is alatamaszt [170]. A Trp és a His
esetén teljesen mas hatast azonositottunk, melyek eredményét a 46. abra mutatja. A Trp
esetén a klaszterképzodést is extrém lugos kozegben kiséreltik meg, de ahogyan a
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46. abra (B) is szemlélteti, pH > 4 felett (az aurat(Ill)ionokhoz képesti Trp ligandumfelesleg
esetén) semmilyen fluoreszcens termék képzddése nem detektalhatd. Lugos kozegben
a Trp:[AuCl4]7/0,4:1 aranyt, akkor a minta szine pirosra valtozott, ami Trp-nal redukalt Au
NPs képzodését igazolta (ALspr = 530 nm; dyem = 7,8 = 0,3 nm; dps = 8,8 £ 1,0 nm
(PDI = 0,210); € = - 21 + 2,5 mV). Mivel nem alkalmaztunk nagyobb ligandumfelesleget a
gocképzddés utani gocnovekedést a Trp jelenléte nem tudta sztérikusan gatolni, igy
részecskeképzddésig (d > 2 nm) ment a folyamat.
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46. abra: A His:JAuCl4]/30:1 (A) és Trp:[AuCls]/5:1 (B) rendszerekben a diszperziok
emisszids spektrumai eltéré pH értékek esetén néhany minta UV-lampa alatti fotdjaval
(T =37 °C, hex = 378 nM, Cauraram = 1,0 mM) (P15).

Hullimhossz (nm)

A Trp mennyiségének ndvelésével (legalabb 1:1 molarany kialakitasa sziikséges)
parhuzamosan a pH-t is valtoztattuk széles tartomanyban, és ahogyan a 46. abra (B) is
mutatja, extrém savas (pH ~ 1 — 2) kdzegben indul meg a fluoreszcens termékek képz6dése
(Trp:JAUCI4] /11, Aem = 497 nm, QY% = 1,1 %, Taae = 5,7 ns; Trp:[AuCls]™/5:1,
dem =487 nm, QY% = 1,3 %, Taag = 8,8 ns; Trp:[AuCls]”/ 15:1, Aem = 472 nm,
QY% = 1,7 %,Taae = 8,3 nS). A klaszterképzOdés hajtoereje extrém savas kozegben a Trp
oldallancaban 1év6 indolgyliri autopolimerizaciés folyamataval magyarazhato [169]. A
mechanizmus igazolasanak érdekében ESI-MS és MALDI tomegspektrometrids méréseket is
végeztiink, ahol a Trp monomerje (m/z = 205,09) mellett dimerje (m/z = 409,19)
(m/z = 817,36) formaja is kimutathat6 volt, mely a feltételezett mechanizmust tamasztotta ala.
MALDI tomegspektrometrias mérési koriilményeink mellett néhany NCs jelenléte is
igazolhat6 volt: [Aus] = 591,330 m/z; [Auz-Trp]* = 793,394 m/z; [Aus-Trp]* = 1187,360 m/z;
[Aus-TrpH2]" = 1388,95 m/z. Kutatasi munkank révén igazolast nyert, hogy a Trp-tartalm
rendszerekben a NPs és NCS képz6dése a ligandum koncentracio és a pH szisztematikus
hangolasa révén erésen szabalyozhat6 (P15).

A His-tartalmt rendszerben, az irodalmi adatokkal ellentétben [52-54], a His-Au NCs
képzddését nem sikertiilt igazolni, de tobb, egymastol fiiggetleniil elvégzett mérés (FT-IR,
XPS, ESI-MS, MALDI) Au(l)-tartalmt polinuklearis komplex jelenlétét igazolta a NCs
helyett (His:[AuCl4]7/30:1, Aem = 475 nm, QY% = 3,6 %, Tatag = 5,1 NS). A 46. abra (A) jol
szemlélteti, hogy sem az extrém savas, sem az extrém lugos kozeg nem kedvez a fluoreszcens
termékek megjelenésének; kizarolag pH > 6 felett indul meg Aem = 475 nm-nél egy emisszios
csucs kialakulasa, mely parhuzamosan az aminosav oldallancaban 1évé imidazolium
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protonvesztési folyamataval hozhato kapcsolatba (pKs = 6,04 [171,172]. Szamos esetben az
imidazol-N horgonydonorként szerepel, azaz a fémionok koordinacidja, pl. His-tartalmi
peptidekben, elsédlegesen ezen donorcsoporton keresztiil indul [172], ami jelen rendszer
esetén is feltételezhetd. Kordbban emlitésre keriilt mar H. Chen és mtsai. altal javasolt
mechanizmus [53] (1. egyenlet) az aurat(IIl)ionok redukcidjara vonatkozdan a His-nel torténd
kolesonhatas eredményeképpen. Igazoltak, hogy a His oxidacidja savas kdzegben valosulhat
meg preferdltabban, ahol gydk kationos polimerizacié révén His oligomerek kialakuldsa
kovetkezik be a mintdkban, mely generélja a Au® tartalmu klaszterek képzodését. Az altaluk
javasolt extrém savas kozeg alkalmazésa vizsgalataink alapjan nem volt kedvezd (€s nem volt
értelmezhetd se miért lenne megfeleld). Az XPS mérések is kizardlag Au(I)-ionok jelenlétét
mutattak (Au 4f72 = 84,8 eV), ill. az ESI-MS és MALDI spektrumokban is Au(l)-tartalmt
polinuklearis komplexeket azonositottunk. A fentebb emlitett mechanizmust részben
alatdmasztva a [-His-]n" oligomerizacios folyamata azért igazolast nyert. Amint azt a 47. abra
is mutatja a [-His-]n" oligomerek k6ziil az n =1 (m/z = 156,06 ), n=2 (m/z = 311,12) formatdl
egészen n = 6 (m/z = 931,36) speciesig sikeriilt kimutatni jelenlétiiket, valamint a
polinuklearis komplex (és fragmentumai) is detektalhatoak (P15).
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47. abra: Az aurat(I11)-His rendszer (His:[AuCls]7/30:1, pH = 6,0, cas = 1,0 mM) ESI-MS
(m/z = 100 — 1000) és MALDI (m/z = 800 — 2500) spektrumainak részletei a mintaban
azonosithatd egyes speciesek Osszetételének és lehetséges szerkezeti képleteinek
feltiintetésével (P15) ill. az Ag-His rendszerben egykristaly rontgendiffrakcioval igazoltan
képz6d6 polinuklearis komplex szerkezete.

Ezen komplex képzédését az FT-IR mérések is megerdsitik. A kozép IR-tartomanyban
(48. abra (A)) rogzitett spektrum eredményei alapjan az imidazolgytir(iben talalhato C=C
kettdskotésre jellemzé vegyértékrezgés 1570 cm™-r8l 1567 cm™-re, mig annak vazrezgése
1449 cm™-r81 1454 cm™-re, ill. az oldallancban taldlhaté ~NH és —CH csoportok deformécios
rezgései 1177 cm™ és 1059 cm™ értékekrdl 1177 em™ és 1063 cm™ hulldmszdmokra tolodnak
a fémtartalmi rendszerben. Meghataroztuk, hogy a szabad His karboxilcsoportjanak
nytjtorezgései 1630 cm™ és 1587 cm™? hullamszamoknal jelentkeznek, mig a fémtartalmi
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rendszernél ezek 1631 cm™ és 1589 cm™ azonosithatoak, mely a szabad, koordinativ k&tésben
részt nem vevo deprotonalt csoportok jelenlétére utalhat [173]. Az Ag(l)-ionok kdlcsonhatasat
korabban mar vizsgaltak His aminosavval 165]. A termékként keletkez6 [ Ag(Hhis)]n altalanos
képlettel leirhatd koordinacids polimer strukturat széleskortien jellemezték, ahol egykristaly
rontgendiffrakcios mérések révén megallapitottak, hogy ezen tobbmagva polinuklearis
komplex helikalisan rendezddd szerkezetet alkot és ahogyan a 47. abra (jobb szélén) is
prezentalja minden egyes Ag(l)-ionhoz két ligandum koordinalédik az amino-N és az
imidazol-N donorokon keresztiil [174].
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48. abra: A His:[AuCls]7/30:1 rendszer kdzép IR (A) és tavoli IR (B) spektrumai (P15).

A tavoli IR (48. abra (B)) tartomanyban a N-tartalmt csoportok rezgéseiben azonosithatd
nagyobb mértékii valtozds. A —CC*N csoportra jellemzé sav 347 cm™-rél 337 cm
hullamszdmra tolodik, valamint a His [HoL]* formaja esetén 455 cm™ hulldmszamnal
jelentkezd, az ammoniumcsoportra (-NHs") jellemzé rezgési sav a fémtartalm( mintaban
teljesen eltiinik. Ezzel ellentétben egy 0j rezgési sav detektdlhatdo 378 cm™ értéknél a
fémionnal valo reakcié utan, amely az Au-N fém-heteroatom kotéshez rendelheté [175]. A
Phe-Au NCs esetén az FT-IR mérések kizardlag az amino-N keresztiili kotédést igazoljak,
sem a karboxil-, sem az aromas oldallanc rezgéseiben nem detektalhat6 valtozas a fémtartalmu
rendszerben (P16).

Eziist-tartalmu rendszerek

Az arany-tartalmt rendszerek mellett a Tyr és Phe Ag*-ionokkal vald kolcsOnhatasat is
tanulmanyoztuk hasonlé aspektusok alapjan, mint amit fentebb részleteztiink (P16,P17). A
nevezett aminosavak aurat(Ill)ionokkal vald koélcsonhatasa sordn tett megéllapitasokat
figyelembe véve a Tyr esetén varhatdo a NCs képzodése lugos kozegben, de a Phe
vonatkozasaban — oldallancbeli heteroatom hianyaban — ez még lugos kdzegben is kérdéses.
A ligandum/fémion molaranyok tanulmanyozasa soran (pH ~ 11 — 12 beallitasa mellett)
megallapitottuk, hogy mindkét rendszerben képzddnek kéken emittald termékek
ligandumfelesleg alkalmazasa esetén; a Tyr/Ag* vonatkozasaban 5:1, mig a Phe/Ag" esetén
80:1 arany alkalmazasa révén volt elérhetd a legnagyobb PL intenzitas. A fémion koncentracio
hatasat feltérképezve a Tyr-tartalma rendszerben a 0,5 mM, mig a Phe esetén 0,75 mM
értekeknél képzodtek a fluoreszcens termékek megfelel intenzitassal. Mindkét rendszerben
80 °C-on tortént a szintézis, mivel szobahdmérsékleten vagy 37 °C-on lényegesen lassabb.
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Mig a Tyr/Ag" vonatkozéasaban elég volt kb. 24 h a NCs képzdédésére, addig a Phe/Ag*
rendszer esetén 14 napos szintézisiddvel lehet szamolni. A dializissel tisztitott termékek fobb
optikai és szerkezeti adatait a 7. tablazat foglalja 6ssze. Mindkét aminosav esetén az
Ag*-ionnal valo kolcsonhatas eredményeképpen képzO6dé fluoreszecens termékek kék
emisszioval és hasonldé QY(%) valamint élettartam értékekkel rendelkeznek, mely optikai
jellemzok a néhany atomos NCs jelenlétére utalnak. A Tyr-Ag rendszer XPS mérése
egyértelmiien bizonyitotta az AgP jelenlétét a mintaban, viszont a Phe esetén XPS méréseket
nem sikerilt kivitelezni. A mintdhoz I-ionokat hozzaadva a megjelené Ag-halogenid
csapadék tilnyomoéan az Ag*-ionok jelenlétét timasztotta ala az Ag® helyett.

7. tablazat: A Tyr/Ag" és Phe/Ag" rendszerekben képzddd fluoreszcens termékek fobb
optikai és szerkezeti adatai (P16, P17).

rendszer optikai jellemzok / PL szerkezeti jellemzok / XPS
Xex  em 0 , Ag3ds,  Ag 3dse N 1s
(m) (m) QYR T () ey, (eV) (eV)
Tyr-Ag® 320 410 13+02 4,28 368,02 374,02 400,3
Phe-Ag® 365 460 1,7+072 1,36 -* - -

* XPS mérések soran a mintak nem voltak mérhetéek a kis fémkoncentracio, a minta higroszkopos
allaga és a nagy ligandumfelesleg jelenléte miatt.

A Phe-Ag" minta FT-IR spektruma az Ag(l)-Phe komplex DFT szamolassal, gazfazisban
meghatarozott spektrumaval mutatott hasonlosagot [176]. Mérhet6 eltolodas a B=CH csoport
rezgéseinek tartomanyaban (Phe: 1280 — 1328 cm™®; Phe-Ag*: 1301 — 1345 cm™) és a v (C-N)
(Phe: 1121 cm™, Phe-Ag*: 1135 cm™) volt detektalhatod, ami az aromas gytiri és amino-N
fémionhoz torténd kotddését igazolja. Polfer és csoportja altal a DFT szdmolasok egy
haromfogi koordinaciot feltételeznek az amino-N, a karbonil-O és az aromas gyiirt
n-elektronfelh6jén keresztiil [176]. A Tyr-tartalma rendszer esetén lényeges eltolodasok nem
voltak detektalhatoak a FT-IR spektrumban, de az egyes csoportokhoz tartozo rezgések
intenzitasai valtoztak jelentdsen (fenolos oldallanc ¢és N-termindlis rész er6sodik, a
C-terminalis rész gyengiil). A Tyr-nal redukalt Ag NPs képz6désénél korabban leirtak [177],
hogy a Tyr oxidacidjaval parhuzamosan egy fenol-dienon atalakulas torténik és a képzodo
dienon az FT-IR spektrumban 1670 cm™? hulldimszdmnal azonosithatd, valamint
285 — 290 nm-nél az UV spektrumban egy uj sav kialakulasa detektalhato. Sajat mintank
esetén ez nem volt kimutathatd, igy masik mechanizmust feltételeziink. Az Ag*-ionokat az
extrém lugos kozegben jelenlévd fenolatcsoport redukalja elektrontranszfer folyamatban, mig
beldle egy gyokos fragmentum képzddik. Két gyokos fragmentum 6sszekapesolodasa révén
ditirozin képz6dik, ami stabilizalja a képz6dé Ag magokat [178]. A dimer Ag feliilethez
torténd kotédése az aminocsoportokon keresztiil valoszintsitheté [177]. Az aromas gytrik
- stacking kélcsonhatasanak eredményeképpen 1540 — 1340 cm™ tartomanyban az egyes
rezgések intenzitasa jelentdsen megnd, mely sajat rendszeriinkben is detektalhato, igy ezen
mechanizmust fogadtuk el a Tyr-nal stabilizalt Ag NCs (Tyr-Ag NCs) képzoédésére.
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5.4.3. Alifas-N donorcsoportot tartalmaz6d aminosavak kolcsonhatasa aurat(IID)- és
eziist(I)ionokkal

Az L-arginin (Arg) és az L-glutamin (GIn) vonatkozasaban igazoltuk, hogy egyik ligandum
sem alkalmas NCs kozvetlen el6allitasara a templatos eljarassal (P16). A fémionok
redukciojanak elésegitésére extra citrat alkalmazasa volt sziikséges?® a felhasznalt nagy
ligandumfelesleg mellett (Arg:[AuCls]7/800:1, Arg:[Ag]*/600:1, GIn:[AuCls]/250:1,
GIn:[Ag]*/350:1, igy alapvetéen citrattal redukalt és Arg-nel ill. GIn-nal stabilizalt
nanoszerkezetek eldallitasa kivitelezheté mind a 4 rendszerben az 1. tablazatban 6sszefoglalt
paraméterek szerint. A dializissel tisztitott termékekre meghatarozott fobb optikai adatokat a
8. tablazat foglalja Ossze.

8. tablazat: Az Arg- és Gln aurat(Ill)- és eziist(I)ionokkal valé kdlcsonhatasa soran képz6do
termékek fobb optikai adatai (P16) az Arg-aurat(IIl) (jobbra, fels6) és Arg-Ag™ (jobbra, also)
rendszerekben feltételezhetden kialakulo szerkezetek szemléltetésével.

rendszer optikai jellemzék H
Aex hem -\rg "7H 2 (m“
(nﬁn) (nm) QY(%) Tatlag (ns) HN—":‘,}?H ok |
Arg-[AuCls- 305 380 1,6+02 17,94+0,04
Arg-Ag’ 310 375 1,8+0,3 14,30 +0,27 e P RN o
GIn-[AuCls]” 350 438 30404  626+0,10 I
Gln-Ag" 350 438 57+1,0  830+0,09 T

A szakirodalomban az extrém nagy ligandumfelesleg alkalmazasa nem egyedi; a Pro:[AuCls]”
rendszerben 830:1 aranyt hasznaltak [57]. Az Arg-tartalmu rendszerekben a lugos kozeg
(pH = 11,0) volt a kedvezd, de a GIn-tartalmuak esetén a pH ~ 6. Feltehetéen ez utobbi
tapasztalat azért van, mert a negativ toltésii citrat molekulak stabilizaljak az Au magokat és
az ikerionos formaban 1évé GIln ammoéniumcsoportjai, elektrosztatikus kdlcsonhatas révén,
képesek a citrat molekulakhoz ko6tédni és igy tovabb stabilizalni a fémes feliiletet. A
8. tablazat adatait elemezve lathatd, hogy Arg-tartalmu rendszerekben kimagasloak a QY (%)
értékek (~ 14 — 18 %), mely eltéré szerkezeti tulajdonsagokra vezethetd vissza. Az
Arg:[AuCls]” rendszerben a citrat alkalmazdsa miatt az Au® magok kialakulasa
valosziniisithetd és az elektronban gazdag guanidium oldallanc soéhidas kolcsonhatast
alakithat ki az Au mag feliiletén a negativ toltésti citrat molekulakkal (8. tablazat melletti
felsd struktura), mely tarsithatdo a magas QY(%) értékkel. A rendszer fémes karakterét az
FT-IR mérések is alatimasztjak, ugyanis jol definialt spektrum nem régzithets. Az Arg-Ag*
rendszerben az FT-IR mérések alapjan a guanidium oldallanc fémionhoz torténé kotédése
nem igazolt, mert eltolodas 1660 — 1670 cm™ tartomanyban nem figyelhetd meg, viszont a
vs (COO") 1605 cm™-rél 1637 cm™-reill. a v (C-N) 1413 cm™-r81 1372 cm™-re tolodik, mely
a karboxil- és aminocsoportok fémionhoz torténd kotédését tamasztja ala. A kapott adatok jo
egyezésben vannak korabbi irodalmi adatokkal [179], melyek feltételezik, hogy az Arg-Ag*
rendszerben egy olyan polimer komplex képzOdése valdsziniisithetd, mely [Ag-Arg]
monomeregységekbdl épiil fel, ahol egy Ag(I)-ion egy Arg amino-N-hez kotodik, valamint

2 Egyediil az Arg-Ag* rendszernél nem alkalmaztunk extra citratot.
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egy masik Arg karboxilcsoportjahoz, periodikusan ismétlddve, kialakitva igy a polimer
komplex strukturat (8. tablazat melletti also struktiira).

5.5. Kismolekulikkal redukalt és stabilizalt egy- és kétfémes nemesfém NCs

Az aminosavak mellett egyéb N-donorcsoportban gazdag kismolekulak (adenozin-
monofoszfat (AMP) (P18, P19) és aminosav szarmazékok (hisztidinhidroxamsav (HisHA))
(P20) aurat(Ill)ionokkal val6 kolcsonhatasat is tanulmanyoztuk, mint 0j, eddig nem vizsgalt
rendszerek. Ezen emlitett molekulak alkalmazhatosagat Au NCs kialakitasara els6k kozott
publikaltuk, emellett az AMP esetén Au/Ag kétfémes NCs eloallitasi folyamatat is
kiviteleztik (P19). Mindharom el6allitott NCs-tartalma vizes diszperzido szenzorikai
(fémionra, kismolekulara) lehet6ségeit igyekeztiink feltérképezni és atfogdan bemutatni.

5.5.1. AMP-tal stabilizalt Au NCs eldallitasa és szenzorikai lehetdségeik

Hasonloan a korabbi fejezetekben ismertetett szintézis tervezési folyamattal az AMP
kolcsonhatasat is feltérképezni kivantuk az [ AuCls] -ionokkal, ahol tanulmanyoztuk a fémion
elézménye volt csak, hogy Lopez ¢és mtsai. vizsgaltdk az adenin ¢€s szarmazékai
aurat(IlT)ionokkal [180] wvalé komplexképzOdését, ahol azt tapasztaltak, hogy
szupramolekularis Au(I) komplexek képzddése a preferdlt folyamat, igy a reduktiv kozeg
biztositasa a NCs eldallitasahoz ezen eredmények alapjan indokoltnak mutatkozott. Ennek
megfeleléen citrat puffer (citromsav/Nas-citrat (¢ = 0,5 M), pH = 6,0) alkalmazasa mellett
37 °C-on, AMP:[AuUCl4]/1:1 molarany beallitasa mellett tanulmanyoztuk a fémion
hogy Cauratay = 0,5 — 5,0 mM koncentracié tartomanyban AMP-tal stabilizalt Au NPs
allithatoak el6, melyet a szakirodalomban els6k k6zott igazoltunk (P18).
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= 800 1IN
15 - _ X ~ '}u \\
bpspr =525 nm 5,0E+06 4 8 TP A 11 A
B (@D Caurat(din — 0,1 mM 'E' "'"‘#’dw 7 — LN :“ ‘\'(‘ |
anriccrn (M) —_ g oyl s | Wi
: S 3 10B+06 4 = \g‘mr
o5 10 20 50 3 * PR !
i z 1 ¢
= % 306406 + 1 k3 . 90 8 86 8
5 2 _ Kiitési energia (eV)
= 5 J g : hex =335 nm ) Au® 4F.
g s, E - Au’dfy, Audl,
& ., A = 208406 I bew = 480 nm " 883 84,6
2 E = . - QY(%)=14% - ' i
= g b ! Titag ~ 200 ns )
1,0E+06 1 itlag <
&% 1 I 7, =92 ns (45%) z
d=110%130m  S0am, | \ T, = 400 ns (40% El
0 T . ‘ 0,0E+00 hd 2 (40%) g
450 500 550 600 650 700 750 800 0 5 6 8 o =

Hullimhossz (nm)

%0 82

88 3 84
Kotési energia (eV)

49. abra: (A) AMP:[AuCl4]7/1:1 molaranynal képz6édé Au NPs-et tartalmazo diszperziok

crer

késziilt TEM felvétellel; (B) eltér6 AMP:[AUCIls]” molaranyd mintakban képz6do
fluoreszcens termék intenzitas értékei Aem = 480 Nm-nél a termék fObb optikai adataival és az
AMP:[AuCl4]7/20:1 aranyG minta UV-lampa alatti fotdja; (C) az AMP:[AUCl4]7/20:1 aranyt
minta XPS spektrumai citrat puffer alkalmazasa nélkiil (fels6) és jelenlétében (also).
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Példaként kiemelve, a Cauratam = 2,0 MM mellett szintetizalt NPs atlagos mérete a TEM
felvételek alapjan drem=11,0 + 1,8 nm (49. abra (A)), mig DLS mérésekkel kdzel azonos
méret igazolhatdé (doLs = 11,5 £ 3,1 nm, PDI = 0,141, {=-23,2+2,8mV). A fémion
koncentraciot Caurarcry = 0,1 mM értékre csokkentve AMP:[AuUCl4]7/1:1 — 100:1 tartomanyban
tanulmanyoztuk a rendszerben képz6dé terméke(ke)t, ahol azt tapasztaltuk, mar 1:1 aranynal
is detektalhat6 fluoreszcens sajatsaggal rendelkez6 termék és a NPs jelenléte kizarhato. A
legnagyobb PL intenzitast, amit az 49. abra (B) is igazol, AMP:[AuCls]/20:1 mdlarany
beallitasa mellett értiik el, igy ezen értéket rogzitettiikk a szintézis idedlis fémion/ligandum
aranyanak. A 24 h szintézis utdn a terméket tisztitottuk a feleslegben 1évé AMP-t6l és az
esetlegesen redukalatlan fémionoktol (acetonos kicsapas, centrifugéalas (15000 rpm/30 perc),
majd Milli-Q vizben torténd rediszpergalas), majd karakterizaltuk. A szintézist a citrat puffer
hozzéaadasa nélkiil is kiviteleztiik, de ahogyan az 49. abra (C) is szemlélteti, a mintaban csak
az Au(III) és dontéen Au(l) jelenléte mutathato ki, mig a citrat puffer jelenlétében kivitelezett
szintézis végtermékében az Au nulla oxidacios allapotd. A szintézis ilyen moédon 37 °C-on
lejatszodik, de AMP nélkiil a fémionok redukcidja csak lényegesen magasabb, kozel
100 °C-on kovetkezik be, ami igazolja, hogy a két molekula (AMP + citrat puffer) egyiittes
alkalmazasa elengedhetetlen ezen AMP-Au NCs eldallitasahoz 37 °C-on 24 h szintézisidd
mellett.

A tisztitott Au NCs FT-IR technikaval torténd karakterizalasa soran igazolast nyert,
hogy az adenin —NH: csoportjara jellemzd deformdcios rezgés tolodik 1583 cm™ értékrdl
1563 cm™ hullamszdmra a fémionokkal valo kolcsonhatds révén. Megallapitottuk
mindemellett, hogy a purinbazisban talalhatd N1-C2, N3-C2 és N7-C5 kotésekhez rendelhetd
vegyértékrezgés is tolodik a nagyobb hullimszamok tartomanyaba (1329 cm™ — 1375 cm™),
ami arra utalhat, hogy a reakcio kezdeti szakaszan a prekurzor fémionok koordinaciojaban az
adenin gylri 6. szamu szénatomjan talalhat6 aminocsoport és az adenin N7 atomja vesz részt
els6édlegesen akar 5[N,N] kelat kialakitasa révén. A NCs stabilitasat pH = 2 — 12 tartomanyban
tanulmanyozva kijelenthet6, hogy pH > 5 felett mérheté aggregaci6 nem mutatkozik.
pH ~ 5 — 8 tartomanyban a mintdban azonosithatdé NCs atlagos atméréje d ~ 0,7 nm, a
C-potencial pedig - 25 mV és - 35 mV kozott valtozik. Mindezek mellett fiziologias
koriilmények (pH = 7,4 (PBS), 0,9 m/m % NaCl) mellett sem tapasztalhato aggregacio (P18).

A tisztitott és karakterizalt AMP-tal felilletmodositott Au NCs (AMP-Au NCs)
szenzorikai céla felhasznalasi lehetOségét is vizsgaltuk eltéré fémionok/anionok
vonatkozasaban. A NCs konstans mennyiségéhez (cau = 5,0 uM) az analitokat szintén allando
koncentracioban (canalit = 1,0 mM) adtuk és kovettiikk a NCs PL tulajdonsadganak valtozasat.
Ahogyan a 50. abra (A) mutatja, az egyes fémionok (+1-,+2- és +3-értékiick) hozzaadasa utan
kizarélag egy esetben figyelhetd meg PL kioltas, ami a Fe3* (lo/l ~ 32), minden mas fémion-
tartalmi rendszerben a NCs fluoreszcencidja valtozatlan marad. A kioltds természetét
tanulméanyozva megallapitottuk a Fe** esetén a dinamikus tartomanyt (50. abra (B,C), mely
10 — 100 uM tartomanyban mutat linedris Gsszefiiggést a kioltd koncentracidja és a PL jel
kozott; a LOD értékét LOD = 2,1 uM-nak hataroztuk meg (P18) [162].

A kioltdsi mechanizmus feltérképezése érdekében tobb mérést is elvégeztiink.
Igazoltuk, hogy a kioltas nem a fémion értéktiségével van kapcsolatban, hiszen tobb +3-értéki
fémiont is tanulméanyoztunk, ¢és mindegyik rendszer esetén (a +1- és +2-értékiiek is)
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meghataroztuk a diszperz rendszerekben mért (-potencidl értékeket a fémionok hozzaadasa
elétt és utan is. A vartaknak megfelelden a +3-értéktiek képesek a feliilet attoltésére, amit
tapasztaltunk is, de kioltds csak a Fe®'-ion esetén kovetkezik be. Ennek értelmében
feltételezhetd, hogy nem a fémionok adszorpcidja, hanem a felilleten 1évé AMP és a
Fe3*-ionok kozott kialakulo kolcsénhatis (pl. koordinativ kotés) okozhatjia a kioltast.
Igazoltuk tovabba UV-Vis spektrofotometrids mérések révén, hogy sem a kiindulasi
komponenseknek (AMP, citrat, Fe**-ionok), sem pedig azok egymassal valo kdlcsonhatasuk
révén kialakulhato Fe3*-tartalmi komplexeknek nem detektalhaté abszorbancia savja a NCs
emisszios hullamhossz-tartomanyaban (A ~ 405 — 620 nm), mely O6nabszorpcié révén
fluoreszcencia kioltast okozva (50. abra (D)).
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50. abra: (A) Az AMP-Au NCs (cau = 5,0 uM) vizes diszperzid esetén meghatarozott relativ
PL értékek (Io/l) az egyes fémionok hozzaadasa utan (Cgmion = 1,0 MM) Aex = 335 nm,
Xem =480 nm) (SD = + 2,0 %) ill. a rendszerekben parhuzamosan mért {-potencial értékek
(SD =+ 2,0 %); (B) AMP-Au NCs emissziés spektrumai (Aex = 335 nm) ndvekvd Fe**-ion
hozzaadasa utan (Cau = 5,0 uM, Creqiy = 0 — 1,0 mM és a (C) rendszerekben meghatarozott
lo/I értékek valtozasa a Creqny fliggvényében; (D) a szenzorikai vizsgalata soran a mintaban
jelenlévé ill. kialakulhaté komponensek UV-lathatd spektrumai 25 °C-on (Ceigat = 0,2 MM,
camp = 0,2 mM, creqny = 0,1 mM; Fe(Ill)/citrat (sziirke): ceirat = 0,2 MM, Creqny = 0,1 mM,
Fe(111)/AMP (z61d): camp = 0,2 mM, Creqiy = 0,1 mM, bal y-tengely) és a NCs PL spektruma
(cau = 5,0 uM, jobb y-tengely); (E) Az eltéré hémérsékleteken meghatarozott kioltasi
allandok (Ka) adott hémérsékleten és azok illesztései (linearis: Szaggatott, nem-linearis:
pontozott).

A kioltas természetének igazoldsa érdekében a PL kioltasi méréseket, melyek koziil a
298 K-en regisztralt spektrumokat az 50. abra (B) mutatja, 3 tovabbi hémérsékleten (303, 310
¢s 323 K) is elvégeztiik. A detektalt fluoreszcencia spektrumok Stern-Volmer egyenlet (20. o.,
9. labjegyzet alapjan) szerinti kiértékelése alapjan meghatarozott kioltasi allando (Ksv) a
homérséklet novelésével csokkend tendenciat mutatott, mely szerint a kioltas tisztan sztatikus
a vizsgalt koncentracid-tartomanyban, azaz a kiolto €s a fluorofor egy nem-fluoreszkalo, un.
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sotét komplexet alkot. Ezen megallapitdsunkat a (-potencial mérések is alatdmasztjak.
Sztatikus PL kioltas estén a NCs élettartama nem valtozik meg jelentdsen. A NCs és a Fe**-ion
kozotti kolesonhatas termodinamikai paramétereit is meghataroztuk, ahogy azt a yG-Au
NCs-Kyn rendszer esetén korabban részleteztiik, mely alapjan elmondhato, hogy mivel a
szamitott szabadentalpia-valtozas (AG) értéke (50. abra (E) valamint a 19. egyenlet és a
22. labjegyzet alapjan) atlagosan - 29 kJ mol™, ezért a kioltasi folyamat termodinamikailag
kedvezményezett. A  nem-linearis  paraméterbecsléssel — meghatarozott  standard
entalpiavaltozds (AH°) - 84,57 + 8,46 kIl mol! és a standard entropiavaltozis
(AS°®) - 0,18 + 0,03 kJ mol* K értéknek adodott. A negativ AH® exoterm kioltasi folyamatra
utal. A meghatarozott standard termodinamikai paraméterek eldjele és egymashoz valod
viszonya alapjan a kioltas entalpia-vezérelt (IAH°l > [TAS®l) folyamat; a kialakulo
nemfluoreszkalo, sotét komplexet pedig feltehetdleg intermolekuldris erdk stabilizaljak. A
mechanizmus mélyebb feltérképezése érdekében nagyobb rendszamt d-mez6 fémionjai ill.
ritkafoldfémek tanulmanyozasa is felmeriilt elektronszerkezeti okok miatt, de méréseink
egyéb publikacidkban tanulméanyozott fémionok, ill. a természetes vizekben vagy akar az
ivovizben lehetségesen felhalmozodé szennyezé fémionok detektalasara fokuszalt. A Fe3*-ion
fontos nyomelem ¢él6 szervezetekben, hiszen meghatarozoé szerepet t6lt be az
oxigénszallitasban ¢s kiilonféle elektrontranszfer folyamatokban. Koncentraciojanak
meghatarozasa pl. az ivovizekben kiemelt fontossagl, mivel az Eurdpai Unié Tanacsanak
1998. november 3-i 98/83/EK iranyelve alapjan az emberi fogyasztasra alkalmas ivoviz
vastartalma nem haladhatja meg a 200 pg dm™ (c ~ 3,5 pM) értéket. Ennek értelmében az
altalunk eldallitott NCs vizes diszperzidja egy gyorstesztként is funkcionalhat a Fe3*-ionok
gyors ¢€s szelektiv kimutatdsdra a tanulményozott egyéb ionok mellett. A kutatomunka
eredményességét az is igazolja, hogy az altalunk fejlesztett AMP-Au NCs-kel a Fe**-ionokra
meghatarozott LOD értékét is némileg csokkenteni tudtuk, hiszen a szakirodalomban
publikalt Au NCs-alapu Fe®*'-ion szenzorok esetén LOD ~ 3,0 — 4,0 uM [181,182] a
leggyakrabban publikalt érték egyéb reagens alkalmazasa nélkiil. Az anionok vonatkozasaban
a vizsgaltak koziil (NOs, HCOg', CI', Br,, SO+*, CH3COO", (CO02)*) egyik sem okozott a
NCs PL intenzitasaban valtozast.

5.5.2. AMP-tal stabilizalt Au/Ag kétfémes NCs elballitasa és szenzorikai lehetdségeik

Az egyfémes NCs mellett egyre tobb kozlemény jelenik meg kétfémes NCs eldallitasara és
alkalmazasara vonatkozo6an, ahogyan az Irodalmi attekintés fejezetben is részleteztem. Ennek
megfelelden, az AMP-Au NCs esetén, ahogyan a LY Z-tartalmu rendszer kapcsan elvégeztiik,
megkiséreltiik annak kétfémes Au/Ag valtozatat (AMP-AU/Ag NCs) is 0j rendszerként
eldallitani és karakterizalni. Kisérletet tettiink egyrészt ugy, hogy az eldzetesen szintetizalt,
kéken emittdld AMP-Au NCs vizes diszperzidjahoz adtunk Ag'-ionokat valtozo
mennyiségben citrat puffer alkalmazasa mellett, mely a reduktiv kozeget biztositotta. Azt
tapasztaltuk, hogy bar a NCs kék emisszidja (Aem = 480 nm) a sarga tartomanyban
(Aem = 540 nm) tolddik (Ag:Au = 2,5 molarany beallitasa mellett), de a képz6dd termék
gyenge PL intenzitdssal és stabilitassal rendelkezik. Elényosebb optikai tulajdonsag és
nagyobb stabilitas elérése érdekében a fémionok szimultan redukcidja mellett is
megkiséreltiik a kétfémes rendszerek eldallitasat (P19). Az AMP-Au NCs rendszer esetén
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rogzitett AMP:aurat(IIT)/ 20:1 moélarany alkalmazasa mellett noveltikk a mintdban az Ag*-ion
koncentraciojat, és ahogyan az 51. abra (A) is szemlélteti, 0,1 mM Ag* koncentracio elérése
esetén  volt a  detektdlt PL a  legnagyobb intenzitdsi, ami  éppen
n(Ag"):n([AuCls]") = 1:1 molarany esetén mutatkozott 12 h szintézisid6 és 80 °C
alkalmazasaval. A tisztitott termék® esetén meghatarozott QY (%) ~ 2,5 %-nak adodott, mely
majdnem 2x nagyobb az egyfémes rendszerhez képest az Au magba beépiilé Ag szinergikus
hatasa miatt. Az atlagos élettartam 200 ns-rol 2,2 ps-ra emelkedik®!, ami az egyfémes NCs-hez
képest a vizes diszperzidban nagyobb NCs jelenlétére utalhat [183,184]. Ennek igazolasa
végett HRTEM felvételek késziiltek. A néhany atomos kéken emittalo AMP-Au NCs esetén
a klaszter mérete még HRTEM felvételekkel sem detektalhatod, de jelen sarga emisszioval
rendelkez6 kétfémes NCs atlag atmérdje 1,2 nm-nek mutatkozik az 51. abra (B) alapjan. Ezen
NCs-et fényszoras mérések révén is detektaltuk (dpLs ~ 2,0 nm, {-potencidl ~ - 28 mV
(pH =3 -9 kozott, | =0,15 M NaCl).

30
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51. 4abra: (A) Az AMP:[AuUCls]":Ag* rendszerben képzdd6 termékek PL intenzitas értékei az
Cag fliggvényében (cau = 0,1 mM, camp = 2,0 mM, Aex= 335 nm, Aem = 560 nm, 37 °C, 24 h,
pH = 6,0 (citrat puffer)) és a termék néhany optikai jellemzdje és a diszperzid fotéja UVIdmpa
alatt; (B) Az AMP:[AuUCls]™:Ag*/20:1:1 aranyt vizes reprezentativ diszperzié TEM felvétele
az eloszlasdiagrammal; (C) Az AMP:[AuCls]:Ag* / 20:1:1 aranyu minta esetén az aurat(III)
koncentracié novelésének hatidsa a képz6dd nanoszerkezetek optikai sajatsagdra a lathato
spektrumok alapjan; (D) AMP:[AuCls]:Ag* /20:1:1 aranyd minta XPS spektrumainak
részletei (P19).

30 Hasonl¢ tisztitasi folyamatot alkalmaztunk, mint amit az AMP-Au NCs rendszer esetén kidolgoztunk.
31 A 1;a ligandum-fém toltéstranszfer folyamathoz rendelhetd az AMP e-ban gazdag atomjainak kdvetkeztében,
mig a T, komponens a fémmaghoz rendelhet6.
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cyey

igazolja, mar 0,25 mM aurat(I1l) tartalom esetén, hasonléan az egyfémes rendszerekhez, Au
NPs képzodése a preferalt folyamat. A NCs szerkezetvizsgalata soran igazolast nyert, hogy
mind az Au, mind az Ag nulla oxidacios allapotban van. Az Au 4f7, kotési energidja altalaban
84,2 eV és 84,8 eV kozott talalhatd az ultrakisméret(i NCs esetében. A szintetizalt NCs csak
AUC-t tartalmaznak a detektalt kotési energidk alapjan, amelyek 87,5 eV és 83,8 eV a 4fsp és
a 4f7p esetében. A mért adatok az Au-tartalom tombfazisszer(i fémes tulajdonsagaira utalnak.
Az Ag 3ds és 3dspa 376,7 és 370,7 eV-nal helyezkednek el. Ez feltehetéen egyrészt az erds
elektronatvitelnek koszonhetd az az Au és az Ag kozott, ami a fématomok dominans
kolcsonhatdsara utal a fémmagban. Masrészt a detektalt kotési energidk az Ag tombfazisszerii
fémes tulajdonsaga miatt is eltolodhatnak a nagyobb energiak felé. Kézismert, hogy az eziist
3ds/2 kotési energiaja kevésbé érzékeny a méretcsokkentésre, de az illesztett Gauss-gorbe
félértékszélessége (FWHM) utalhat a fémmagok elsddleges méretére. A 3ds» csics FWHM
értéke kb. 1,3 eV, ami szintén az elkiiloniilten jelenlévo ultrakisméretii NCs jelenlétére utalhat.
Az FT-IR mérések révén megerdsitettiik, hogy az adenin gylri rezgései toldodnak
meghatarozoan a fémtartalmu rendszerben. Nevezetesen az aminocsoporthoz tartozo sikbeli
szimmetrikus hajlito rezgések 1583 cm™-rél 1568 cm™-re, mig a C2-N1 és C5-N7 vegyérték
rezgések a sikbeli C8-H hajlit6 rezgésekkel 1355 cm™-r81 1396 cm™-re tolddnak, mig a C8-N9
vegyérték rezgések a sikbeli N9-H és C8-H hajlito rezgések 1068 cm™-ré1 1078 cm™-re [185].
Mindezen adatok alapjan kijelenthetd, hogy hasonlo kotédés figyelheté meg ezen kétfémes
rendszer esetén is, mint amit az egyfémes AMP-Au NCs esetén megallapitottunk. ICP-MS
mérésekkel a klaszter mag fémtartalma a nomindlis értékkel jO egyezést mutatott;
52,5 m/m% Au, 47,5 m/m% Ag. A NCs vizes kdzegbeli stabilitasat vizsgalva megallapitottuk,
hogy azok pH ~ 6,5 — 9,0 tartomanyban kiemelked6 stabilitassal rendelkeznek; d ~ 2 nm
atlagos hidrodinamikai atméré és -potencial ~ - 26 mV mérheté 10 mM (NaCl) ionerésségii,
pH = 7,4 (PBS) koézegben. Savas koriilmények kozott (pH = 1,0 — 2,0) egy gyors és
nagymértékii aggregacid figyelheté meg. Az enyhe savas tartomanyban (pH = 3,5 — 5,0)
kb. 20 — 30 nm atlagos atmér6t mérhetiink, ami megnovekedett PL intenzitassal parosul. Ez
az optikai jelenség AIE jelenségként azonosithato (13. abra), mivel az intramolekularis
rezgéseket ¢s forgasokat az aggregéacion alapul6 szoros kontaktus erdsen korlatozza.

A tisztitott és karakterizalt AMP-Au/Ag NCs szenzorikai célu felhasznalasat tesztelve
azok kismolekulakkal valo koélcsonhatasat tanulmanyoztuk vizes kozegben. A B-vitamin
csalad fobb tagjait (Bi/tiamin hidroklorid, B/riboflavin, Bs/nikotinamid, Bs/pantoténsav,
Bo/folsav) és azok aminosav szarmazékait (Glu (glutaminsav), Gln (glutamin)) vizsgaltuk,
valamint a NADH (nikotinamid-dinukleotid) molekulakat, mely részben a NCs stabilizalo
ligandumat az AMP-t is tartalmazza. Az 52. abra (A) mutatja, hogy kizardlag a Be/folsav
esetén mérheté PL kioltds. Mivel a vizsgalt kismolekuldk korlatozott vizoldhatdsaggal
rendelkeznek savas pH-tartomanyban, igy a méréseket 0,3 M NaHCO3 oldatban (pH = 8,4)
veégeztiik, mely esetén a NCs megfeleld stabilitassal rendelkeznek ({ = -28,3 + 1,2 mV) és az
emisszios spektrum esetén sem figyelhetd meg valtozas (P19). A NCs folsavval vald
kolesonhatdsat szamos folsav koncentracid esetén (¢ = 1,0 nM — 50,0 uM) tanulményoztuk,
ami az 52. abra (B) alapjan is lathat6, majd meghataroztuk a dinamikus tartomanyt
(0,1 — 2,5 uM), valamint a LOD értékét eltérd kozegekben. Valamennyi kdzegben kb. 0,1 uM
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LOD érték adodik, de az RPMI 1640 (az 1640-es szamu Roswell Park Memorial Intézet-
bdl) kdzegben a folsav kimutatasi hatara nem lehet kisebb, mint 2,265 uM, hiszen ezen kozeg
folsavat is tartalmaz 2,265 pM koncentraciéban. Hasonléan a yG-Au NCs-Kyn rendszerhez,
egy papir-alapu, gyorstesztként funkciondld szenzorfilmet (0,6 cm atmérdjii kor alaka
papirkorong) is létrehoztunk, melyet eldzetesen az AMP-Au/Ag NCs vizes diszperzidjaval
kezeltlink, majd a papirkorongot megszaritottuk. Ahogyan az 52. abra (C) is mutatja, a folsav
0,5 uM koncentracidban torténd hozzaadasa utan a papirkorong szine UV-lampa alatt szinte
azonnal az intenziv sarga szinrdl viszonylag kis intenzitasu kék szinre valtozott, ami arra utalt,
hogy nem csak szimpla kioltas, hanem PL eltolddas is bekdvetkezik. Ezt a nagyobb folsav
koncentracional (¢ > 3,0 uM) regisztralt emisszios spektrumok is igazoljdk, hiszen
parhuzamosan az A = 560 nm-nél 1évé emisszids csucs intenzitdsanak drasztikus
csokkenésével egy 11j sav megjelenése figyelheté meg A = 440 nm-en. Az AMP-Au/Ag NCs
— folsav kolcsonhatas feltérképzéséhez a PL kioltasi méréseket, ahogyan kordbban is
emlitettem, széles folsav koncentraci6 tartoméanyban és 3 eltérdé homérsekelten is elvégeztiik.
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52. abra: (A) Az AMP-Au/Ag NCs vizes diszperzidban (Cay = 25 pM) jelen 1év6 ligandumok
(c = 10 pM) hatasara (t = 5-10 mp utan) mért relativ (Io/I) PL intenzitas értékek az egyes
kozegekben meghatarozott LOD értékekkel (Aex = 335 nm). (B) Az AMP-Au/Ag NCs PL
Croisav = 0 —50 uM, pH = 8,4) a folsav szerkezeti képletének feltiintetésével. (C) AMP-AuU/Ag
NCs-tartalmu papir-alapu szenzor filmek fotoi a folsav hozzaadasa hatasara UV-lampa alatt
(feliil) és szabad fényben (alul); (D) az AMP-Au/Ag NCs feltételezett szerkezetvaltozasa a
folsav hozzaadasa el6tt és utan a fémmag elemdosszetételének megjelolésével (P19).

Mar a dinamikus tartomany meghatarozasanal igazolast nyert, hogy linearis kapcsolat
a folsav koncentracio és a PL jel kozott csak igen sziik tartomanyban mutatkozik; 2,5 uM
felett inkabb exponencialisan csokkend gorbét kapunk. Az eldzd fejezetben is ismertetett
médon meghataroztuk a Stern-Volmer 4llandét és a kolcsonhatds termodinamikai
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paramétereit, melyb6l megallapitottuk, hogy a meghatarozott Ksv meglepéen kis érték
(0,8—0,5 M1). Mivel a Ksy csokkend értéket mutat a hdmérséklet emelésével a dinamikus
tartomanyban a kioltds kvazi sztatikus. A AH° = - 13,46 + 0,64 kJ mol?, a
AS° = - 0,049 + 0,002 kJ moltK?, mig a AG negativ érték (-15 kJ mol™? — (- 30 kJ mol?).
A meghatarozott értékek alapjan a kioltasi folyamat spontan, exoterm, és entropia-vezérelt,
mivel a AH® > -TAS® az §sszes vizsgalt hdmérsékleten. Feltehetden a kioltasi folyamat soran
mind elektrosztatikus mind hidrofob kolcsonhatas is fellép a folsav molekulak és a fémmagot
stabilizal6 AMP ligandumok kozott. Mindezek mellett egyértelmiien kijelenthetd, hogy a
folsav Gin. maratasi (etching) folyamatban a nagyobb, sargan emittalo NCs-bol 1ényegesen
kisebb, néhany atomos kéken emittdlo NCs-et ,,allit el6”, mely a szenzorikai folyamat 6
mechanizmusa (52. abra (D)). Ennek igazolasa végett az ICP-MS méréseket a folsavval valo
maratasi  folyamat végén is elvégeztik a dializissel (Float-A-Lyzer® G2
(MWCO = 0,1 - 0,5 kDa) tisztitott mintakon 10 h elteltével, ahol igazoltuk, hogy a folsav Ag-
ben szegényiti el inkabb a kétfémes magot, hiszen az elemek aranya a kb. 50:50 %-rol
70:30 %-ra valtozik, ¢s mar HRTEM felvételekkel sem tudjuk a néhany atomos fémmagot
detektalni (P19). Osszességében megallapithatjuk, hogy a folsav szelektiv detektilasara egy
eredményes €s 0j szenzor rendszert fejlesztettiink AMP-Au/Ag NCs felhasznalasaval eltérd
vizes kdzegekben és egy papir-alapu filmen is (P19).

5.5.3. HisHA stabilizalt Au NCs eldallitasa és szenzorikai lehetdségeik

Az L-hisztidin — [AuCls]™ rendszer részletes jellemzésén tal (P15) egy olyan kismolekula
szintézisét is elvégeztiik, amely esetén a His aminosav karboxilcsoportjat hidroxamat funkcios
csoportra cseréltilk (hisztidinhidroxamsav, HisHA), mely tovabbi alifas-N donoratomot
tartalmaz ¢s szamos fémionnal stabil, 5-tagi [O,0] kelat kialakitasara képes ezen
funkcioscsoporton keresztiil, valamint a hidroxamat-N is sok esetben potencialis
fémionmegkoté tulajdonsaggal rendelkezik [171,172]. Kérdésként merilt fel, hogy az
[AuCls]-ionok redukcidja Au® oxidacios 4llapot elérésig, a His-nel ellentétben,
megvalodsithaté-e ezen 1) ligandummal, melyet kordbban nem hasznaltak (még a
hidroxamsavak csaladjabol egyetlen molekulat sem) Au NCs eloallitdsara. Hasonlo elvek
valamint a pH, a hdmérséklet és a reakcidido hatasat a NCs képzddésére.

A fémion/HisHA molarany tanulmanyozasa soran megallapitottuk (P20), a HisHA
aurat(l11)ionokkal valo kélcsonhatasa is eredményez fluoreszcens termék képzédését, és hogy
HisHA:[AUCI4]™/5:1 esetén érhet6 el legnagyobb intenzitas Aem = 440 nmM-nél Aex = 365 Nm
gerjesztés mellett, melyet az 53. abra (A) mutat. A szintézist el6szor szobahémérsékleten
végeztiik el, de nem eredményezett fluoreszcens terméket; 37 °C-on mar tapasztalhato volt a
kék emisszio, de elég kis intenzitassal, igy a 80 °C-ot valasztottuk idedlis hdmérsékletnek. A
homérséklet kozel forraspontig (100 °C) torténd emelése viszont mar kedvezétlen volt a PL
kialakuldsara és Au NPs valamint azok aggregatumai jelentek meg a mintaban. A fémion
koncentracid hatasat is széles tartomanyban (0,1 — 2,0 mM) vizsgaltuk, és a legnagyobb PL
intenzitas ¢ = 1,0 M bedllitasa esetén mutatkozott. Mivel a ligandum t6bb deprotonalddasra
képes donorcsoportot is tartalmaz, igy a kozeg pH-ja dontd hatassal van a képz6dd termékek
megjelenésére a fémionnal valo koordindci6 kialakuldsa szempontjabdl is. A fentebb emlitett
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szintéziskoriilmény optimalizalasa pH ~ 7,0 értéken tortént, mert a komponensek dsszemérése
utan ez volt a reakcidkozeg mért pH értéke. Széles tartomanyban vizsgalva a pH hatasat
megallapitottuk, hogy a savas kozeg (pH = 2 — 5) nem kedvez6 a kéken emittald termékek
képzbdésére, ez hasonldésagot mutat a His-Au rendszer esetén is megallapitott tulajdonsaggal.
Amint az az 53. abra (B) részén is lathatd, a bazikusabb (pH = 7 — 10) kozeg inkabb kedvezd.
Mivel a komponensek 0sszemérése utan a minta pH-ja ~ 7,0, igy ezen értéket hagytuk a
szintézis idealis pH-janak. Tanulmanyoztuk tovabba extra redukaloszer alkalmazhatosaganak
igényét is, mivel a His-Au rendszer esetén a redukcid csak Au(I)-polinukledris komplexek
képzddéséig vezetett. Osszehasonlitas végett a His-Au rendszer szintézisét is megismételtiik
citrat jelenléte mellett, az eredményeket az 53. abra (C) foglalja 6ssze. Megallapitast nyert,
hogy, bar citrat alkalmazasa nélkiil is képz6dnek kéken emittald termékek (53. abra (C), (1)),
de tobb citrat koncentracio beallitasa mellett (Ceiwat = 1 — 15 mM) megismételve a szintéziseket
kozel 2x nagyobb PL intenzitast sikeriilt elérni a HisHA:citrat:[AuCls]/5:10:1 arany
alkalmazasa mellett (53. abra (C), (2)). Megismételve a His-Au rendszer szintézisét lathato,
hogy a citrat jelenléte kiilondsen kedvezétlen (53. abra (C), (3-4)) ezen rendszer esetén ¢€s
nem jarul hozza a NCs képzddéséhez; minden valdsziniiség szerint az Au(l)-polinuklearis
komplex jelenléte sokkal inkdbb dominans.
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53. abra: (A) A HisHA:[AUCIs]™ rendszerben képz6dé termék PL intenzitas értékei eltérd
fémion/ligandum aranyoknal (Cau = 1,0 mM, Aex = 365 nm, 80 °C, 24 h, pH = 7,0) a HisHA
teljesen protonalt szerkezeti képletével; (B) a HisHA:[AUCI4]™/ 5:1 rendszer esetén regisztralt
PL intenzitas értékek a pH fiiggvényében (cau = 1,0 mM, dex= 365 nm, 80 °C, 24 h); (C) a
HisHA:[AUCl4]™ és His:[AuCls]™ rendszerekben képz6doé termékek PL intenzitas értékei
azonos, cau = 1,0 mM mellett szintetizalva citrat hianyaban és jelenlétében (Ccira: = 10,0 mM)
a mintak UV-lampa alatti fotoival (HiSHA:[AuUCls]™/ 5:1, hex= 365 nm, 80 °C, 24 h, pH = 7,0;
His:[AuCla]™/ 30:1, kex=378 nm, 37 °C, 24 h, pH = 6,0); (D) a HisHA:[AuCl4]"rendszerekben
képzddo termék PL lecsengési gorbéje és az élettartam komponensek hozzajarulasi értékeivel
(Aex =371 nm; Aem = 450 nm), valamint a minta UV-lampa alatti fotojaval (P20).
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A tisztitott termék (centrifugalas 13000 rpm, 30 perc, majd dializis 180 perc
(MWCO =1 kDa) karakterizalasa soran a fébb optikai sajatsagok meghatarozasanal a QY (%)
= 4,2 %, amig az atlagos élettartam Tanag = 2,80 ns (3 fébb komponens azonositasa mellett:
1= 1,87 ns (51,3 %), 12 = 0,07 ns (4,7 %), 13 = 4,20 ns (44,03 %) adddott, ahol az irodalmi
adatokat figyelembe véve a révidebb 12 a HisHA m--- stacking kdlcsonhatasbol szarmazhat
[186]. A hosszabb 11 (1,87 £ 0,09 ns) és 13 (4,20 £ 0,06 ns) értékek a fémkozponth
emissziokhoz tartozhatnak, amelyek a ligandum-fém (LMCT), ill. a ligandum-fém-fém
toltésatvitel (LMMCT) [187,188]. Az FT-IR mérések részletes elemzésre kevésbé alkalmasak
a minta fémes karaktere miatt, ami részben igazolja a NCs képzOdését és preferalja a nulla
oxidacios allapotu Au jelenlétét, amit a citrat alkalmazéasa is megerdsithet. A fémtartalmu
rendszerben az imidazolgy(lirihoz tartozd rezgés 3125 cm-rél 3030 cm™-re tolodik
elsésorban, ami arra utal, hogy a fémion koordinacidja valdsziniileg ezen aromas-N donorok
révén torténik, de az amino-N hajlitd rezgése is eltolodik 1575 cm™-r6l 1556 cm™-re. A
hidroxamatcsoport karakterisztikus rezgése(i) tartomanyéaban eltolodas nem figyelheté meg,
ami alapjan a NCs szenzorikai célu felhasznéalasat kiséreltiik meg feltérképezni fémionok
vonatkozasaban, hiszen egy olyan szabadon hozzaférhetd felileti funkcids csoportot
alakitottunk ki a fémmag feliiletén, mely erds fémion megkotd sajatsaggal rendelkezik, igy
lehetdség mutatkozik fémionok (akar) szelektiv megkdtésére is. Ennek megfeleléen a
HisHA-Au NCs kolcsonhatasat (cau = 0,25 mM) vizes kdzegben szamos +1, +2, és +3 értékii
fémionokkal (cfgmion = 1,0 mM) tanulmanyoztuk, ahol megallapitottuk, hogy tobb fémion
esetén is tapasztalhaté PL kioltas, de eltérd mértékben: Fe®* (lo/l = 6), Co?* (lo/l = 10), Ni?*
(lo/l = 13), Cu?* (lo/I = 24), mig a diamagneses karakterti Zn?* esetén PL erdsités volt
megfigyelhetd (Io/l < 1). Szelektiv kolcsonhatas nem allapithatd meg, de a kdlcsonhatas
természetének feltérképezéséhez tobb mérést is elvégeztiink. Amint az 54. abra (A) is
mutatja, a HisHA-Au NCs (-potencial értékei ({ = - 9,20 + 0,86 mV) abszoltt értékben
alacsonyabb értékek felé tolodnak el a paramagneses Co?*- ({ = - 5, 90 = 1,72 mV) és
Ni?*- ({=- 6,90 £ 1,14 mV) ionok esetében, mely a nevezett fémionok NCs feliiletén torténd
adszorpcidjara utalhatnak. A Fe®**-ionok ({ = + 6,64 + 0,84 mV) vonatkozasaban a feliileti
toltés pozitiv értéket vesz fel, mely a vartaknak megfelelden a feliilet attoltését mutatja. Ezek
a megallapitasok jo 0sszhangban vannak a (-potencidl valtozasanak tendenciajaval a pozitiv
toltést  két- és  haromértékii ionok diszperz rendszerhez valdo hozzdadasanak
eredményeképpen. Ezekben az esetekben a fémionok a NCs feliiletén talalhatod stabilizalo
HisHA ligandumokhoz kotddhetnek, ami sztatikus PL kioltast eredményez. Sztatikus kioltas
esetén az alapallapotban 1évd fluorofor (HisHA-Au NCs) ¢€s a kioltd (fémionok) kozott egy
un. nem fluoreszkalo (sotét) komplex(ek) képzddnek, és a gerjesztett allapotban csdkken a
fluoreszkalé molekulak szdma, ahogy ezt kordbbi munkankban az AMP-Au NCs és Fe®*
esetében igazoltuk. Ezzel szemben Cu?*-ionok esetében a mért {-potencial (ugyanazon fémion
koncentraci6 ¢és mérési paraméterek mellett) nagyobb negativ értéket mutat
((=-14,48+0,84mV), ami arra utalhat, hogy a Cu?*-ionok hozzdad4sakor mas
kolcsdnhatéasok is felléphetnek. A valtozas egyik magyarazata az lehet, hogy a Cu?*-ionok a
rendszerben jelenlévé HisHA ligandumok nagy részével komplexet képeznek és igy a
fémfeliilet ,,elszegényedik™ a stabilizalo ligandumban és a negativ toltésii citrat molekulak,
amelyek a fémmag koriil méasodik-harmadik adszorpcids rétegként vannak jelen, kozelebb
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keriilnek a feliilethez, elektrosztatikus stabilizaciot biztositva. Ezt a feltételezést megerdsiti az
a tény is, hogy a Cu?*-ionok hozzaadasaval a diszperzié pH-ja (pH = 6,81) pH = 4,05-re
csokken. A tobbi fémion esetében ez nem figyelhetd meg, csak a higulds miatti enyhe (néhany
tized) pH csokkenést mérjiik. Emellett az élettartam mérések is megerdsitik feltételezéstinket.
A Cu?-ionok hozzdadasa utan a meghatarozott élettartam-komponensek drasztikusan
megvaltoznak: 11 = 2,21 £ 0,12 ns (33,9 %), 12= 0,26 £ 0,01 (18,7 %) és 13 = 7,14+ 0,11 ns
(47,4 %). Ezek a megvaltozott értékek a feliileti ligandum megvaltozasara/atrendezodésére
utalnak, ugyanis a nitrogén helyett egy oxigénben gazdagabb feliileten jelentdsebb a p-palya
atmenet [189], mely nagyobb PL ¢lettartam értéket eredményez, amit jelen esetben is
tapasztalunk. A feltételezett mechanizmus tovabbi megerdsitése érdekében a diszperzid
abszorbancia spektrumat Cu?*-ionok nélkiil és jelenlétében is felvettiik.
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54. abra: (A) A HisHA-Au NCs vizes diszperzidinak (-potencial értékei a feltiintetett
fémionok hozzaadasa utan (Crmion = 1,0 MM, cay = 0,25 mM, | = 10 mM NaCl); (B) a HisHA
(c =3 mM) lathat6 spektruma Cu?*-ion tavollétében és jelenlétében (Ccuz+ = 1,5 mM) valamint
a HisHA-Au NCs lathato spektruma (Cay = 0,25 mM) Cu?*-ion tavollétében és jelenlétében
(Ccuz+ = 1,0 mM) a szabad Cu?*-ionokat tartalmazo oldat (Ccuz+ = 1,0 mM) spektrumaval; (C)
HisHA-Au NCs + Cu?* rendszerben feltételezett, a kioltast eredményezd, szerkezeti valtozas
a HisHA-Au NCs UV-lampa alatti fotojaval a Cu?* hozzdadasa elétt és utan (P20).32

Amint az 54. abra (B) lathato, a HisHA-Au NCs nem mutatnak karakterisztikus abszorbancia
savot pH = 4,05 esetén A = 640 — 840 nm tartomanyban, azonban Cu®*-ionok hozzaadéasara
egy Uj sav megjelenése figyelhetd meg A = 720 — 725 nm hulldmhossz értéknél. Ez a sav
feltehetéen nem a szabad, koordinalatlan Cu?*-ionok jelenlétét igazolja, mert ezen Cu?*-ionok
vizes oldatdnak abszorbancia maximuma A = 820 — 850 nm detektalhatdo az

32 pH ~ 4,0 esetén a citrat molekulak csak részlegesen deprotonaltak, de az 54. abra (C) részénél a teljesen
deprotonalt forma van feltiintetve.

89



ti decs2000 121 23

MTA doktori értekezés Juhaszné Csapo Edit

54. abra (B) alapjan. Az észlelt Gj abszorpcids sav azonositisahoz a tiszta ligandum
spektrumat is felvettik Cu®*-ionok jelenlétében (HisHA:Cu?*/2:1 molarany) pH = 4,05
beallitasa mellett. Amint az 54. abra (B) mutatja, a Vis-tartomanyban egy széles abszorpcios
sav figyelheté meg A = 720 — 725 nm-nél 1évé maximummal. A HisHA oldategyensulyi
vizsgalata szamos fémionnal mar publikalasra keriilt, igy az egyes rendszerekben képz6do
komplex(ek) spektralis paraméterei a pH fliggvényében is publikalt adatok [190]. A HisHA
Cu?*-ionnal valé koordinacidja pH ~ 3 — 3,5 kozott kezdédik dontden a hidroxamat-O
donorokon keresztiil, de a pH ndvelésével egyre inkabb a nitrogéndonorokon keresztiil torténd
kotédés valik dominanssa. A pH = 4,5 — 7 kozott az amino-N és az imidazol-N donorok
koordinalédnak a komplexekben. Az abszorbancia spektrumban a pH novekedésével
(pH ~ 2,0-r6l pH ~ 4,0-re) a detektalt abszorbancia sav eltolodast mutat a A = 800 nm-rol
A ~ 720 nm-re [190]. A HisHA-Cu?* (szaggatott vonal) és a HisHA-Au NCs-Cu?* (folytonos
vonal) normalizalt abszorpcios savjai (54. abra (B)) feltételezik ugyanazon komplexek
jelenlétét a mintakban, ami megerdsiti korabbi feltételezésiinket a fémfeliileten torténd
ligandum valtozasarol, ahogy azt az 54. abra (C) sematikus rajza is szemlélteti (P20). Meg
kell emliteni, hogy a citrat (amely jelen van a rendszerben) savas pH-n képes a Cu?*-ionokhoz
kotédni, [Cugcity] dimer komplexeket képezve, de ennek a komplexnek a jellegzetes
abszorbancia savja A = 760 nm-nél detektalhato [191]. A [Cucitz] komplex preferalt
képzddésének kizarasa érdekében a kisérleteket citrat hidnydban is megismételtiik. Az
abszorbancia spektrum esetében csak a A = 720 — 725 nm-es sav detektalhat6, ami arra utal,
hogy a fémionok a citrat jelenlétében is meghatarozéoan a HisHA ligandummal vald
komplexképzddést preferaljak és az esetlegesen képz6do [CuzcCitz] dimer komplexek jelenléte
a PL kioltast nem befolyasolja. A Cu®*-ionok hozzdadasa utdan a HisHA-Au NCs
{-potencialjanak értéke (citrat hidnyaban) - 8,99 £ 5,70 mV-r6l + 9,61 + 2,14 mV-ra tolodott,
ami tovabb erdsiti a HisHA ligandum feliiletrdl torténd ,,elszegényedését”.

A Zn?*-jon esetén PL erdsités kovetkezik be (P20). A NCs vizes diszperzidjahoz
névekvd Zn?*-ionokat adagolva a NCs emisszios intenzitdsa nem mutat linearis novekedést a
kimutathaté koncentraciot (7,5 uM) az altalanosan elfogadott LOD = 3sp/m egyenlet alapjan
szamoltuk ki, ahol az sy a Zn**-ionok nélkiili hattér fluoreszcencia jel, mig az m a kalibracios
gorbe kezdeti tartomanyanak meredeksége. Az 1,0 nM — 5,0 uM tartomanyban az I/Io értékek
azonosak (~1,0), az els6 jelentds er6sodés ~ 7,5 uM-to6l kezdédik, az I/Ip értékek
50 uM — 1,0 mM tartomdnyban detektdlhatd jelet mutatnak (R? = 0,9851). A Zn?*-ion
eredményez 1,0 és 10,0 mM kozott. A His-AuNCs és a Zn®*-ionok kozotti kdlcsonhatas
feltérképezése soran megallapitottuk, hogy az élettartam-komponensek, valamint a mért QY%
értéke csokken. Irodalmi adatok alapjan a Zn®* a klaszter feliiletén szabadon hozzaférhetd
hidroxamat-[O,0] koordinaciot preferalja [192]. A relativ fluoreszcencia gorbe fenn emlitett
toréseit figyelembe véve arra is kovetkeztethetiink, hogy a fémion megkdtddése kétlépcsds
folyamat lehet. Az elsd, enyhe erésddést mutatd régioban a fémion a NCs kozelében 1évo,
elektrosztatikus stabilizdlasban szerepet jatsz6 HisHA molekuldkhoz kotddik. A masodik
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régid esetén, ahol mar a nagyobb erdsités detektalhatd, a fémion mar a feliileten kozvetlen
kotott HisHA ligandumok szabad hidroxamat donorcsoportjain keresztiil koordinaloédhat.
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55. abra: A HisHA-Au NCs + Zn?* rendszerben (Cau = 0,25 MM, Cznaiy = 10 pM — 100 mM)
feltételezett szerkezeti valtozas novekvd cznz+ esetén a mintdk UV-lampa alatti fotojaval és a
diszperz rendszer fobb adatai (11, QY (%), {-potencidl).

Ez az esetleges Zn?* megkotddés a feliileten 1évé HisHA ligandumon keresztiil a {-potencial
értékek alapjan a klaszter stabilitasanak kismértékii gyengiilését okozza. Ezt a TCSPC adatok
is jol bizonyitjak, mert a fluoreszcencia ¢€lettartam komponensek koziil dontéen a fémmaghoz
rendelhet6é komponensek (11 és 13) novekednek. A szakirodalom alapjan tudjuk, hogy a Tauc-
diagram szolgal a HOMO-LUMO energiarés meghatarozasara. Ebbol a célbol felvettiik az
UV-Vis spektrumokat, ahol 10 mM Zn?'-ion hozzdadasa a masodik abszorpcids cstics
nagymértéki voros eltolodasat okozza 355 nm-rdl 376 nm-re, ami a NCs szupramolekularis
szerkezetének megvaltozasara utal. Az Au NCs kezdeti energiarése kb. 3,1 eV, a Zn**-ionnal
torténé kolcsonhatas eredményeképpen ~ 2,9 eV-ra valtozott, ami a Zn?*-komplexek
fotoaktiv viselkedése miatt megkdnnyiti az elektronok konnyebb gerjesztését a HOMO-
savbol a LUMO-savba [193]. Az irodalomban azonositottak mar hasonl6 PL erdsitést Au NCs
esetén Zn?*-ionok hatdsara, ahol a fémionok hozzaadasara egy un. ,, coordination-induced
aggregation induced emission” jelenség kovetkezik be, mely a NCs 6nszervezodését foglalja
magéba a Zn?*-ionokon keresztiil [194]. Hasonl6 kovetkezhet be a sajat rendszeriinkben is a
hidroxamat-[O,0] koordinacion keresztiil.

5.6. PLGA- alapu biokolloidok, mint hatéanyag szallité részecskék

Makromolekuldkbol felépiild, szerves-alapu kolloid részecskék kialakitasaval és azok
gyogyszerhatbanyag hordozd részecskeként torténé alkalmazasi lehetéségeinek a
feltérképezéssel is foglalkoztunk 2018-t61 induldan. Kétféle makromolekula (PLA/PLGA és
HyA) koré csoportosithatéak az eredmények, melyeket a kovetkez6 alfejezetekben mutatok
be.
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5.6.1. A PLGA kopolimerek jellemzése

A PLGA kopolimereket felépité monomerek/dimerek® aranyat valtoztatva lehetdség nyilik a
kopolimerek hidrofobitasanak hangolasara, mely révén valtozatos oldhatdsagu vegyiiletek
kapszulazasa is megvalosithato az alkalmasan megvalasztott polimer részecskékbe, valamint
a hatéanyag leadas is erésen kontrollalhato. Munkank soran kereskedelmi forgalomban
kaphat6 PLA, PLGAT75, PLGA65 és PLGAS0

polimereket tanulmanyoztunk (56. abra), de a @ o CH,
PLGA75 ¢és PLGAG65 szarmazékokat eld is o
allitottuk (P21). A szintézisek sikerességét FT-IR \’H\o
CH; O
®) .

¢s DSC mérések révén igazoltuk, mig a szintetizalt
szarmazékok atlagos molekulatomegét fényszoras

mérések  segitségével hatdroztuk meg. A o CH; ||o
nedvesedési  tulajdonsagok  karakterizalasara o o
peremszog méréseket végeztiink. A vonatkozo ° \H/\o
CH; O o
X y

eredményeket a (P21) kozlemény részletesen
Osszefoglalja. A ROP szintézis sikerességét
igazolva azonosithatoak az FT-IR spektrumok
ujjlenyomat tartomanyaban (v < 1500 cm™) a
polimerekre jellemzé C-O észter kotésekhez rendelhets, 1180 cm? és 1080 cm™
hullamszdmoknal megjelend rezgési savok. A rogzitett IR spektrumok az irodalmi adatokkal
jo egyezésben [195,196] vannak. A polimerek termikus sajatsagait, az tivegesedési (Tgmax) és
a degradacios (Tamax) homérsékletét, DSC mérésekkel hataroztuk meg. A laktid 130 °C
(olvadaspont) és 260 °C (degradacios homérséklet), ill. a glikolid 86 °C (olvadaspont) ¢€s
269 °C homérséklet értékeknél (degradaciés homérséklet) megjelend karakterisztikus
endoterm csucsai az egyes polimerek DSC gorbéin nem figyelhetdek meg, ami arra utal, hogy
szamottevé mennyiségli szabad monomer nincs jelen a mintainkban. A DSC gdrbéken

56. abra: A PLA (A) és PLGA (B
monomeregységének szerkezeti képlete

megfigyelhetd degradaciés hoémérsékletek fokozatosan novekvd értéket mutatnak a
kopolimerekben jelenlévd glikolid mennyiségének ndvelésével, amit feltételezhetéen a
makromolekulds lancban 1évé hidrofil részek kozott megndvekedd intermolekularis
kolcsonhatasok okozhatnak. A kereskedelemben kaphatdo ¢és az altalunk szintetizalt
PLA/PLGA termikus sajatsagai jelentOs eltérést nem mutattak. A meghatarozott iivegesedési
homérsékletek a G. Reich és kutatocsoportja éltal, ugyanezen polimerekre publikalt
tivegesedési hdmérsékletek adataival jol egyeznek [197]. A kisérletileg mért peremszogek a
PLA makromolekulatél kezdve fokozatosan csokkend értékek ~ 74,5 © -tol (PLA) ~ 68,2 ° -ig
(PLGAG6S5) a glikolid mennyiségének novekedésével, ami igazolja, hogy a szintetizalt
polimerek hidrofilitasa szisztematikusan valtozik a laktid:glikolid ardnnyal.

5.6.2. Hatéanyag-nélkiili PLGA Kolloid részecskék jellemzése

Ugyan szamos kozlemény olvashaté PLGA-alapu részecskék gyodgyszerhatdanyag hordozo
rendszerként torténd alkalmazasi lehetOségeinek a bemutatdsara vonatkozoan [106-108],

33 Munkénk soran a szintézishez a tejsav és a glikolsav ciklusos dimerjét (D,L-laktid és glikolid) hasznaltuk,
igy esetiinkben egy-egy dimer alkotja a PLGA kopolimer egy-egy monomeregységét.
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ahogyan az az Irodalmi attekintés fejezetben is ismertetésre keriilt, de elhanyagolhat6 azon
publikaciok szdma, melyek az alkalmazott oldoszer, a stabilizitor ¢€s a valtozatos
hidrofobitasti polimerek egyiittes hatasat elemzik a szabalyozhaté mérettel rendelkezd
részecskék eldallitasara vonatkozoan. Ezen sajatsagok egyiittes szerepének ismerete
nélkiilozhetetlen tovabba a szabalyozhaté hatdanyagtartalom, valamint annak kontrollalt
felszabadulésa tekintetében. Munkank soran, ahogyan a dolgozat 25. oldalan mar részletesen
emlitettem, ezen hatasok egyiittes szerepének a felderitését és értelmezését tiiztiik ki célul elsé
korben a fenn részletezett tulajdonsagok vonatkozasaban (P21). A Kisérleti koriilményekben
leirt protokollt alkalmazva nanoprecipitacids eljarassal allitottunk el6 PLGA részecskéket és
a tisztitott hordozok jellemzésére fényszoras méréseket végeztiink. A szerves olddszerek
hatasat 6sszehasonlitva megallapitottuk, hogy az 1,4-dioxanhoz (Ts= 101 °C; y = 33,0 mN/m
(20 °C); p = 1,03 g/cm®) képest a kisebb stiriiséggel, feliileti fesziiltséggel és forrasponttal
rendelkezé aceton (Tr= 56 °C; y = 25,2 mN/m (20 °C); p = 0,784 g/cm?®) alkalmazasa esetén
atlagosan 10 — 70 nm-rel kisebb hidrodinamikai atmérdvel rendelkez6 részecskék képzodnek.
A stabilizatorok (CTAB, PVA, PLUR) hatasat tanulmanyozva a legkisebb részecskeméret és
polidiszperzitasi index értékeket a PLUR stabilizator és aceton oldoszer alkalmazéasaval értiik
el (dpLs = 180 — 190 nm, PDI = 0,05 — 0,10). A PVA felhasznalasaval eldallitott rendszerek
polidiszperzitasa a PLUR-tartalmi mintakkal Osszevethetd, viszont a PVA nagyobb
molekulatomegének koszonhetéen (PVA: ~ 72000 Da, PLUR: ~ 12600 Da) a részecskék
hidrodinamikai atméréje nagyobb lesz. Kijelentheto, hogy a stabilizatorok toltése és
molekulatomege a PLA/PLGA alapu részecskék méretét és polidiszperzitasat jelentosen
befolyasolja. Az optimalisnak valasztott PLUR stabilizator és aceton olddszer alkalmazasanal
eloallitott PLA/PLGA részecskék (-potencidl értékét is elemeztilk. A {-potencial értékek
rendre { =- 85,7+ 1,8 mV (PLGA65), {=-87,6 + 1,9 mV (PLGA75) és {=-822+1,2mV
(PLA), igy megallapithatjuk, hogy jelentés kiillonbség nem figyelheté meg, tehat az eltérd
hidrofobitast polimerekbdl kialakitott hordozo részecskék stabilitasa kdzel azonos (P21).

5.6.3. Hatéanyag-tartalmti PLGA kolloid részecskék altalanos jellemzése

Nanoprecipitaciods eljarassal aceton/viz alkalmazasa mellett PLUR stabilizatorral eléallitott
PLA/PLGA75/PLGAG65 részecskék kapszulazasi tulajdonsagait is feltérképezni kivantuk
csokkend vizoldhatosaggal rendelkez6 (modell)hatdéanyagok (TPGS > KP > TP)
felhasznalasaval. A TPGS-t a vizes, a KP és TP hatdéanyagokat a szerves fazis tartalmazta és
az alabbi koncentraciok beallitisa mellett dolgoztunk: szerves fazis: ceLapiLca = 10 mg/cm?,
V = 1,5 cm?; vizes fazis: cpLur = 0,1 mg/cm?, V = 15 mL; Mpawanyag = 7,5 MQ). Az eldallitott
részecskék fOobb adatait a 9. tablazat tartalmazza. Lathato, hogy: (i) A hatdéanyagok
vizoldékonysaganak csokkenésével (TPGS > KP > TP) a részecskék hidrodinamikai atmérdje
szisztematikusan novekvo tendenciat mutat (180/190 nm —250/260 nm), ami eltérd szerkezetii
részecskék kialakuldsara utalhat. (ii) Ugyanazon hatdanyag esetén a kopolimerek
laktid:glikolid ardnyanak valtoztatasa nincs szamottevd hatassal a részecsék méretére.
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9. tablazat: A PLUR-kal stabilizalt hatéanyag-tartalmu PLA/PLGA részecskék atlagos
részecske atmérdi (dors, Otem), a polidiszperzitasi indexek (PDI) és a kapszulazasi
hatékonysag (EE%) és hatéanyag-tartalom (DL%) értékek (P21).

hordozé6  hatéanyag PDI doLs £ SD*  drem £ SD EE DL
(nm) (nm) (%) (%)

— 0,11 £0,07 186 + 32 164 £51 — —
TPGS 0,12 +0,03 178 + 48 159 + 63 11,34 3,78

PLGAGS KP 0,14 +£0,04 216 + 62 204+ 71 13,21 4,40
TP 0,23 + 0,03 253+ 52 238+ 59 88,25 29,41

— 0,10+ 0,01 180 + 33 172 £ 49 — —
PLGAT5 TPGS 0,07 + 0,04 173 + 47 160 + 56 6,39 2,13
KP 0,07 + 0,01 207 + 42 193 + 69 7,91 2,64
TP 0,19+ 0,05 257+ 75 238+ 62 90,28 30,09

— 0,05 + 0,05 190 + 36 183 +£ 57 — —
PLA TPGS 0,13 +0,05 195 + 64 190 + 76 6,88 2,29
KP 0,09 + 0,06 225+ 48 211+ 64 11,29 3,76
TP 0,12 £ 0,05 257+ 73 236+ 77 69,07 23,02

# A csticsmaximum kisérleti hibaja 4 % alatti.

A részecskék szerkezetét TEM felvételek réveén sikeriilt azonositani, melyek alapjan
egyértelmiien kijelenthetdé, hogy mig a TPGS- és a KP- tartalmt részecskéknél kozel
homogén, addig a TP alkalmazasa esetén egy jol definidlt mag-héj struktura kialakuldsa
fedezhetd fel, amelyet a polimerekben 1év6 laktid:glikolid aranyok valtoztatasa jelentds
mértékben nem befolyasol (57. abra).

PLGAT7S/TPGS PLGAT75/KP PLGAT7S5/TP

%, ~ 100mm 2000m | © 200um

—_— —

57. abra: Nanoprecipitacios eljarassal eldallitott, TPGS, KP és TP hatdanyag-tartalmu
PLGAT7S5 részecskék reprezentativ TEM felvételeinek részletei 1-1 detektalhato részecskérdl
(P21).

Nanoprecipitacios eljarassal a mag-héj szerkezet kialakulasa csak nagyon hidrofob
hatéanyagok esetében valosulhat meg (KP: logP = 2,71 [198]; TP: logP = 12,2 [199]), mivel
lehetdség adodik a polimer lancok hidrofob részeinek hatéanyag koriili csoportosuldsara. A
PLA/PLGA kapszulazasi hatékonysagat megvizsgalva a legkisebb értéket a TPGS esetén
(6 — 11 %), mig a legnagyobbat a TP vonatkozasaban (70 — 90 %) értiik el (9. tablazat). Ezen
eljards révén a hidrofob vegyiiletek PLGA részecskékbe torténd juttatidsa nagyobb
hatékonysaggal kivitelezheté [200], ami esetiinkben a TP esetén is megallapithat6. A KP
vonatkozasaban, a kezdetben vizes fazisban oldott TPGS vegyiilethez hasonldan, alacsony
hatéanyag bevitelt figyeltink meg. A PLA/PLGA hordozokat nézve egyértelmiien
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kijelenthetd, hogy a kevésbé hidrofob hordozok a TP hatdanyagnal nagyobb kapszuldzasi
hatékonysaggal rendelkeznek, igy a glikolid ardnyanak novelésével a hatéanyag hordozoba
valé vitele tovabb novelhetd. Ennek legfobb oka lehet, hogy a hidrofilitas valtozasaval a
polimerek kicsapodasi folyamatai is idében lassabban kovetkeznek be, ami elésegitheti a TP
mag kialakulasat, igy a kapszuldzasi hatékonysag novekedését

5.6.3.1. Tokoferol-tartalmii PLGA részecskék tervezése: hangolhatoé hatéanyag-
tartalom és szabalyozott kioldodas

Munkank soran nanoprecipitaciéos modszerrel eldallitott PLA/PLGA kolloid részecskékbe
hidrofob TP kapszulazasara optimalizaltunk egy eldallitasi protokollt (P22). Kiemelt cél volt
a hordozé hidrofobitasanak és a komponensek (hordozo, hatéanyag, stabilizator)
méreteloszlas, szerkezet, kapszulazasi hatékonysag, hatéoanyag leadas stb.) gyakorolt
hatasdnak tanulmanyozasa. Atfogd képet kivantunk adni a jol definialt mag-héj szerkezet
kialakulasanak  fizikai-kémiai aspektusairol. A komponens  koncentraciok
(PLA =1,5-10,0 mg/cm®; PLUR = 0,05 — 1,0 mg/cm?; TP = 0,5 — 5, mg/cm®) részecskék
méretére és szerkezetére gyakorolt hatasanak kovetése érdekében a koncentraciok koziil
minden esetben csak egynek az értékét valtoztattunk, a tobbit allando értéken tartottuk.®* Az
egyes koncentracidk beallitasa mellett eldallitott részecskék jellemzése soran megallapitottuk:
atméréje ~ 120 nm -t8l (cpLa = 1,25 mg/cm®) ~ 200 nm -ig (ceLa = 10 mg/cm?)
szisztematikusan novelhet6. (ii) a TP mennyiségének novelésével, a vartak szerint, a
részecskék hidrodinamikai atmérdje szintén fokozatosan né. ctp = 5 mg/cm?® elérésekor egy
nagyobb méretndvekedés figyelhetdé meg. Ezeket a méretvaltozasokat a TEM képek is
megerdsitik. A TP koncentracid valtozasakor a mag-héj szerkezet kialakulasa mar
cre = 2,5 mg/cm?® esetén jol azonosithaté 10 mg/mL PLA polimer koncentracio alkalmazasa
mellett. A TP mennyiségének tovabbi emelésével a részecske magjaban 1év6 hatdanyag
jelentds része kristalyos format vesz fel. A mintdk hatéanyag tartalmat Gsszehasonlitva
kitinik, hogy a kapszulazasi hatékonysag (EE(%) = 91,28 %- tol (ctp = 0,5 mg/cm®) EE(%)
= 66,15 %-ig (ctr = 5 mg/cm®)) a részecskék hatéanyag toltdttségének ndvekedésével
parhuzamosan csokken (DL(%) = 4,36 %-t6l (ctp = 0,5 mg/cm®) DL(%) = 24,85 %-ig
(ctp=5 mg/cm?)). Ennek legfébb oka, hogy a kezdeti koncentracié novelésével a TP egyre
kisebb része tud hasznosulni a hordozdba vitelekor, fiiggetleniil attol, hogy a részecskében
1év6 mennyisége novekszik. (iii) A mag-héj szerkezet kialakulasahoz legalabb
mennyiségll stabilizitor marad a részecskék feliiletén, melynek kovetkeztében olykor egy
masodik héj kialakuldsa is megfigyelhetd, és a kapszulazasi hatékonysag és ezéltal a
részecskék hatoanyag toltottsége szisztematikusan csokken (EE(%): ~ 72 %-16l ~ 41 %-ra;
DL(%): ~ 20 % -r6l ~9% -ra). A TP oldhatosaga, a PLA polimerhez képest, PLUR
jelenlétében jelentds mértékben megnovekszik turbiditds méréseink alapjan, mely
magyarazatot ad a PLUR mennyiségének nodvelése hatasara bekovetkezd csokkend

3 A komponens koncentraciok hatasanak tanulményozasat a PLA polimerre végeztiik el részletesen.
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kapszuldzasi hatékonysagra. ldealis koncentracié aranyként a cpur = 0,1 mg/cmd,
cre = 2,5 mg/cm?, cpa = 10 mg/cm? értékeket allapitottuk meg. Ezen koncentraciok beallitasa
mellett a PLGAG5 és PLGAT5 alapt részecskék eldallitasat is kiviteleztilk. DLS mérések
alapjan a polimerekben 1év6 glikolid mennyiségének novekedésével a részecskeméret
203 nm-rél 226 nm-ig folyamatosan n6 (58. abra (A)), ami magyarazhat6 azzal, hogy egyre
nagyobb az oldhatosagi kiilonbség a hordozo és a hatéanyag kozott.

(A) ——PLA/TP - = PLGAT7S/TP -+ =PLGAG6S/TP (B)
(203 + 40 nm) (224 + 49 nm) (226 + 49 nm) 100 " EE%
30 1 87,89 % " DL%

74,72 %

[S]
n

75 1 69,11%

Gyakorisag (%)
— o
N (=1

EE/DL (%)
£

25 1 14,73 % 15,92 % 17,98 %

[

100 200 300 400 500 600

dp;s (nm) PLA PLGA75 PLGAG65

58. abra: Nanoprecipitacioval eldallitott TP- tartalmi PLA/PLGA részecskék méreteloszlasi
gorbéi a PLGA75/TP és PLGA65/TP mintakrol késziilt TEM felvételek a PLGA75/TP minta
fotdjaval (A) valamint az egyes részecskékre meghatarozott EE(%) és DL(%) értékek (B).
(Chordozo = 10 mg/em?®, crp= 2,5 mg/em?, cpLur = 0,1 mg/cm®) (P22).

Megallapithat6, hogy az optimalis koncentraciok bedllitdsaval a PLGA65 és PLGA75
alkalmazasaval is megvalosithatd a mag-héj szerkezet kialakulasa (58. abra (A)). A
{-potencial mérések = - 73,5 = 1,0 mV (PLGA6S), { = - 62,5 = 3,0 mV (PLGA75) ¢és
{=-79,2 2,5 mV (PLA) értékeket mutattak, mely a részecskék nagymértékli stabilitasat
igazolja. A részecskék EE(%) és DL(%) értékeit dsszehasonlitva a PLA hordozohoz képest a
PLGA75 ¢és PLGAG65 vonatkozdsaban megfigyelhetd értékek folyamatosan novekvo
tendenciat mutatnak. A szakirodalomban talalhato TP-tartalma részecskék hatdanyag
toltottségét, méretét €s stabilitasat figyelembe véve [201-206] kijelenthetd, hogy az altalunk
alkalmazott eldallitasi modszerrel a TP hatékonyabban kapszulazhato a PLA/PLGA
polimerekbe (P22). A nanoprecipitacios eljaras mellett, hordozoként PLGAS50 kopolimert
felhasznalva, els6ként allitottunk eld TP-tartalmd, mag-héj
nanoszerkezetli kolloid részecskéket folyamatos 4ramu,
aramlasos kémiai technikaval is (P23). A szerves (acetonos) és

a vizes fazis relativ 4dramldsi aranyat ¢és az dramlési
sebességeket optimalizalva szobahdmérsékleten igazoltuk,

hogy a széles korben ismert és hasznalt nanoprecipitacios
eljarassal szemben, ezen egyszeriien kivitelezhetd technikaval
rovidebb 1d6 alatt és nagyobb mennyiségben is eldallithatunk
TP-tartalmi PLGA-alapt mag-héj szerkezetii Kkolloid TP-tartalmi PLGAS50
részecskéket kozel azonos kapszuldzasi hatékonysaggal. A | acrecskék reprezentativ
nanoprecipitacional EE(%) = 67,1 % (DL(%) = 14,4 %), mig | TEM felvétele (P23).

az aramlasos technikdndl (szerves: vizes féazis dramlési

$ise 3 500 nm
59. 4bra: Aramlasos
technikaval eloallitott,
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sebesség: 75:750 uL/perc) EE(%) = 71,5 % (DL(%) = 15,2 %) értéket kaptunk. A
részecskeméret szempontjabol optimalis d&ramlasi sebességeket 75 pul/perc (acetonos fazis) és
750 uL/perc (vizes fazis) esetén allapitottuk meg (dors = 135 + 25 nm). Ezt a rogzitett TEM
felvételek is megerdsitik, ahol 75:750 pL/perc esetén egy jol definidlt mag-héj szerkezet
kialakul4sa figyelhetd meg (59. abra, drem= 132 £ 22 nm)*®. A szabalyozhato kapszulazasi
hatékonysag és hatdéanyag toltottség mellett a kioldodas vonatkozdsdban is egy jol
kontrollalhat6 tulajdonsagot szerettiink volna kialakitani. A regisztralt kioldodasi gorbéken
(60. abra) jol lathato®®, hogy a hordozo hidrofilitasanak ndvekedésével a TP kioldodasa
folyamatosan lassul. Lathat6, hogy 360 perc elteltével a felszabadult TP mennyisége a
kovetkezbdek szerint valtozik: ~ 35,0 % (PLA), ~ 28,3 % (PLGA75), ~ 19,8 % (PLGAG5),
~ 8,0 % (PLGASO0, nanoprecipitacid), ~ 12,0 % (PLGASO0, aramléasos technika). I. G.
Zigoneanu ¢és munkatdrsai kordbban

40

PLA/TP megallapitottdk, hogy a TP-tartalmu
b Ik PLGAS50 alapt hordozo részecskék esetén

30 4 b PLGA75/TP . , e Tesrf .
6 - P SRR SE | a kisebb hatodanyag t6ltottségii részecskek
3 '8 é,——-i"" PLGAG5/TP gyorsabb leadoképességgel birnak, de 6k
ToE 4 a——F% | SDS & PVA stabilizitorokat haszniltak
rbj;,,{”’" PLGEfO/TP @n) [201]. Ez megfelel az altalunk vizsgalt
10 ﬂﬂ"?jf:_‘f_’:_'j::_z _____ I rendszerekre is, ahol a legnagyobb
R " PLGASO/TP (Na) hatéanyag kioldodas a leginkabb hidrofob
0 & ; ; . ¢s a viszonylag legkisebb hatoanyag-

0 100 200 300

tartalmi PLA hordozénal tapasztalhato.
t (perc)

60. dbra: Eltérd TP-tartalmi PLA/PLGA| Erdemes megjegyezni, hogy a PLGASO
részecskékbél a hatbanyag PBS kozegben| Vonatkozasaban, mely alacsony EE(%)
regisztralt kioldodasi gorbéi (T = 37 °C, pH =| rendelkezik a kioldodas mértéke is kisebb,
7,4; 0,9 % NaCl; ceLur = 1,0 mg/cm®) (P22-| mely a  hidrofilitasi  tulajdonsag
P23). valtozasaval magyardzhat6. A hidrofob
karakterti hordoz6 alkalmazasa esetén nagyobb mennyiségi TP tud megkotddni a feliilet
kozelében is, ahonnan a hatéanyag kioldodasa lényegesen gyorsabban végbe mehet. Ennek
koszonhetd, hogy a gorbék kezdeti 0 — 20 perces tartoméanyan hirtelen lejatszodo TP

felszabadulas a polimerben 1évd glikolid aranyanak csokkenésével egyre novekszik. Ez az
eredmény egyértelmiien alatdmasztja, miszerint a rdovidtava kioldodasi folyamatokat a
részecskék hatdanyagtartalman kiviil az alkalmazott polimerek hidrofilitasa is jelentdsen
befolyasolja. 360 perc elteltével a hatéanyag kioldodas lelassul, de nem a teljes kapszulazott
mennyiség oldodott ki. Ennek koszonhetben meghatarozhaté a magban 1évé TP
mennyiségének értéke 6 oOra letelte utan: DL(%) = 9,6 % (PLA); DL(%) = 11,4 % (PLGAT5);
DL(%) = 14,4 % (PLGAG65); DL(%) = 13,2 % (PLGAS50, nanoprecipitacio); DL(%) = 13,4 %

3% A részecskeméret nem hasonlithatd dssze az 58. abra a PLGA75/TP és PLGA65/TP mintakra meghatérozott
értékkel, mert az aramlasos technika soran a kapillarisban elkeriilendd eltém6dés miatt cpryr = 0,1 mg/cm3,
crp= 1,25 mg/cm®, cpLeaso = 5,0 mg/cm® koncentraciokat alkalmaztunk.

3% A TP kioldédasa sordn a PBS kdzegben 1,0 mg/cm?® koncentracidban PLUR is jelen volt a TP oldhatdsaganak
ndvelése érdekében. A PLUR cmc értékére 25 °C-on Milli-Q vizes kdzegben cmc = 4,92 mg/cm®, PBS kozegben
cme = 1,99 mg/cm® értéket hatdroztunk meg, ami igazolja, hogy messze a cmc érték alatt dolgozunk és a
formulacid esetén sem alakulnak ki micellak a PLUR jelenlétében (P22-P23).
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(PLGAS5O0, aramlasos technika). Az értékek jol mutatjak, hogy a hidrofobitas csokkenésével a
magban 1évé hatdoanyag mennyisége valoban fokozatosan novelheto (P22-P23).

5.6.3.2. Ketoprofen-tartalmiu PLGA részecskék tervezése: hangolhato hatéanyag-
tartalom és szabalyozott kioldodas

Nanoprecipitacios eljarassal olyan PLGA-alapu formulaciot is terveztiink, mely a KP
hatéanyagot kontrollalt mértékben képes leadni az alkalmasan megvalasztott stabilizator
felhasznalasa mellett mag-héj szerkezetii részecskéket kialakitva (P24). Szerves fazisként itt
is acetont hasznaltunk®, a hordozd koncentracidja c¢=10,0 mg/cm® mig a
stabilizator ¢ = 0,1 mg/cm® volt az eléz6 fejezetben tett megallapitasok alapjan. A PLUR
mellett egy nem-ionos feliiletaktiv anyag a TWEEN alkalmazhatdsagat is tanulmanyoztuk. A
KP tartalmat 0 — 15 mg/cm? tartomanyban valtoztatva igazoltuk, hogy a részecskeméret, és a
EE% és a DL% is szisztematikusan né mindkét stabilizator esetén. A részecskeméret
d ~ 140 — 226 nm tartomanyban valtozik, mig a EE(%) = 15 — 45 % (PLUR), =12 — 30 %
(TWEEN) PLGASO kopolimer felhasznalasa esetén. A részecskék stabilitasat 25 napon
keresztiil vizsgalva megallapitottuk, hogy bar viszonylag nagy kapszuldzasi hatékonysag, s
ezaltal nagy DL(%) is elérhetdé (DL(%) ~ 40%) , de a részecskék mérete kb. 5 nap utan
csokkend tendenciat mutatott, ami a polimer hordozd degradacidja €s hidrolizise miatt
kovetkezhetett be. A hatdanyag tartalom is csokkent. Ezen megallapitdsok alapjan
c=5,0mg/cm® alkalmazidsa mellett készitettik el a KP-tartalma PLGA-50-alapu
formulaciokat PLUR ¢és TWEEN stabilizatorokkal. A PLGAS0 esetén optimalizalt
paraméterek mellett a PLGA65- és PLGA75-alapt részecskéket is elkészitettiik. A részecskék
szerkezeti karakterizalasara FT-IR és DSC méréseket végeztiink; a vonatkozo eredményeket
a publikacio (P24) tartalmazza. A formuldk méretét, az EE(%) és DL(%) értékeket a
10. tablazat tartalmazza.

10. tablazat: KP-tartalmi PLGA részecskék hidrodinamikai 4&tmérd (dpvrs), polidiszperzitas
(PDI), EE(%) és DL (%) értékei (cpLca =10 mg/cm?; ceLurmween = 0,1 mg/cm?®) (P24).

Ckp doiLs £ SD EE==SD DL*SD
+
(mg/em®)  (nm)  PPIESD gy (%)
0.0 149+3 0,144 + 0,054 - -
PLGASO 5.0 212+6  0106+0074 182+14 83+06
x oL GAGS 0,0 160+2 0,150 + 0,046 - -
- 5.0 226+3  0121+0018 149+21 69+009
0,0 162+3 0,116 +0,071 ; ;
PLGATS 5.0 232+6  0060+0043 165+06 7,6+03
0.0 139+2 0,076 + 0,030 3 -
> PLGAS0 5.0 198+4  0131+0057 143+11 67405
L
0.0 161+3 0,067 +0,034 ; ;
LU 1 L] L]
= PLGAGS 5.0 233+2  0137+0084 146+25 68+11
= 0,0 158 + 2 0,120 + 0,065 - -
PLGATS 5.0 227+8  0087+0020 162+38 75+16

37 Részletesen tanulméanyoztuk a DMSO alkalmazhatdsagit is, de a képzddd részecskék nagyobb kolloid
stabilitast mutattak acetonban, igy ezen olddszert hasznaltuk fel a hatéanyagtartalmu részecskék eldallitasara.
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Kijelenthetd, hogy a részecskék ~ 200 — 230 nm 4atlagos hidrodinamikai atmérével
rendelkeznek, és fliggetleniil a hordozd kopolimerek hidrofobitasatol és a stabilizatorok
molekulatomegét6l a EE(%) és DL(%) kozel azonos (EE(%) ~ 14 — 18%; DL(%) ~ 7 — 8%.
A hatdanyag-felszabadulas fiziologias kozegben (pH = 7,40 (PBS), 0,9 %(m/m) NaCl) torténd
tanulmanyozasa soran (61. abra (A)) megallapithato, hogy a kopolimer hordozok
hidrofobitasanak novelésével a hatdanyag egyre nagyobb mennyisége képes felszabadulni.
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61. abra: A KP-tartalmi PLGA részecskékbdl a KP PBS kozegben regisztralt kioldodasi
gorbéi (T =37 °C, pH=17,4; 0,9 % NaCl) t =0 — 360 perc (A) és 0 — 60 perc (B) tartomanyban
a részecskék TEM felvétel részleteivel és a felezési idokkel (ti2 = 1/(kxco) (P24).

A TWEEN stabilizatort tartalmaz6 rendszerekben a hatéanyag ~ 20 — 60 %-a, a PLUR
vonatkozasaban ~ 75 — 90 %-a szabadul fel 400 perc utan. Az eltérd mértékii hatdbanyag
felszabadulds magyarazhat6 azzal, hogy a nagyobb molekulatomegli PLUR egy laza héjat
alkot a polimer részecskéken, ami eldsegiti a hatdbanyag gyorsabb kioldodasat, mig a joval
kisebb molekulatomegii nem-ionos feliiletaktiv TWEEN egy kompaktabb adszorpcios réteget
alkot a polimer hordozo részecskéken, igy a kapszulazott hatéanyag felszabadulasa gatolt. A
61. abra mérési pontjaira illesztett masodrendii sebességi egyenlet alapjan szamolt sebességi
allandokbol meghataroztuk a felezési idoket, melyek értékeibdl (61. abra (B)) lathato, hogy
a PLUR-tartalmt részecskék vonatkozasaban a héjat alkot6 PLUR valoban eldsegiti a
hatoanyag kioldodasat — amit korabban turbiditds mérésekkel is alatimasztottunk — igy kisebb
felezési 1d6k allapithatoak meg a tiszta KP hatdanyag felezési idejéhez képest
(0,46 — 0,72 o6ra). A TWEEN-tartalmu kolloidok esetén a fentebb is emlitett kompakt hé;
kialakitdsa révén a felezési idOk, a vartnak megfeleléen, nagyobb értékeket mutatnak
(2,55-22,16 o6ra). Munkank révén egy olyan PLGA-alapti formulacio sorozat
kialakithatosagat igazoltuk, mely mag-héj szerkezetli részecskék azonos hatdanyag-
tartalommal és mérettel rendelkeznek, €s igény szerint a KP hatéanyag kontrollalt mértékben
torténd felszabaduldsa széles skalan szabalyozhatd kizardlag az alkalmasan megvalasztott
stabilizatorok valtoztatasa révén.
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5.7. HyA-alapu hatéoanyaghordozo részecskék jellemzése

Eltérd molekulatomegli hialuronsav (HyA) gyoégyszer-hatéanyag hordozoként torténd
alkalmazhatosagat is igyekeztiink atfogoan feltérképezni. Az Irodalmi attekintés fejezetben
bemutattam, hogy a rendkiviil hidrofil karaktertt HyA 6nmagéaban nem alkalmas kolloidalis
hordozo részecskék kialakitasara, igy vagy kémiailag modositani kell a szerkezetét (pl.:
keresztkotések kialakitasa [102,103]), vagy mas komponensek hozzaadasa révén (pl.
toltéskompenzalassal [114]) csokkenteni hidrofil jellegét. Doktori értekezésben mindkét aton
allitottunk el6 0 Osszetételli részecskéket; a fobb eredményeket lentebb foglalom Gssze.

5.7.1. Keresztkotott-HyA ¢s CTAB-HyA komplex hatéanyag hordozd részecskék
szerkezeti jellemzése €s alkalmazasuk ketoprofén formuldzasara

Eredményesen alakitottunk ki 50-, 75- €s 100 %-ban keresztko6tott kolloid méreti HyA
részecskéket és 20-, 50- és 80 %-ban CTAB-dal neutralizalt komplex részecskéket (P25). A
HyA monomeregységének és a CTAB szerkezeti képletét a 62. abra (A, B) reprezentalja. A
keresztkotés sikeres kialakitasat FT-IR mérésekkel igazoltuk; a mintak tisztasdganak
ellendrzésére termoanalitikai vizsgélatokat végeztiink. A poliszacharid lancok kozotti
keresztkotések kialakulasaval parhuzamosan kolloid mérettartomanyu részecskék jelennek
meg. A regisztralt DLS gorbéken jol lathato, hogy a keresztkotés mértékének novekedésevel
a részecskeméret és a polidiszperzitas szisztematikusan né dpis = 45,5 nm-rél (cl-HyA/50%)
doLs = 110,2 nm-ig (cl-HyA/100%). Reprezentativ példaként a 62. abra (C) a cl-HyA/100%
mintakrol készitett TEM felvételt mutatja. A detektalt polidiszperz jelleg és az atlagos
részecskeméret értékek a fényszoras mérések révén kapott adatokkal 6sszehangban van. A
{-potencial értékek vonatkozdsaban a nagyobb keresztkotési aranyoknal a részecskék egyre
negativabb értéket vesznek fel (cl-HyA/50%: {=- 13,8 £ 0,1 mV, cl-HyA/75%: L =- 20,0 £
2,1 mV, cl-HyA/100%: { = - 23,6 = 0,6 mV), ugyanis a kiindulasi koherens HyA gélszerkezet
egyre inkabb inkoherensé valik a keresztkotés mértékének ndvelésével, mely az egyre
nagyobb mértékben képzodo részecskék novekvo stabilitasra enged kovetkeztetni.
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(A) o N © | 455+25m
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62. abra: A HyA monomeregységének szerkezeti képlete (A) a CTAB szerkezeti képlete (B)
az 50-, 75- és 100 %-ban keresztkotott HyA-alapu kolloid részecskék méreteloszlasi gorbéi a
cl-HyA/100% minta TEM felvételével és a keresztk6td agens megjeldlésével (P25).

100



ti decs2000 121 23

MTA doktori értekezés Juhaszné Csapo Edit

A keresztkotések kialakitasa mellett az altalunk felhasznalt My= 200 — 500 kDa
molekulasullyal rendelkez6 M-HyA poliszacharidot eltérd mértékben neutralizaltuk pozitiv
toltésti CTAB feliiletaktiv anyag segitségével, hogy jol definialt komplex HyA/CTAB alkotta
hordozoé részecskéket allitsunk eld. Annak érdekében, hogy a magyarazattal szolgaljunk a
CTAB hozzaadasara a HyA szerkezetében bekovetkezd valtozasokra €s hogy megallapitsuk
a teljes attoltéséhez sziikséges CTAB mennyiségét DLS és turbiditas méréseket végeztiink
(63. abra). A szakirodalomban tobb elmélet is megtalalhaté polielektrolit/tenzid
kolesonhatasok értelmezésére. Az 1980-as évek elején valt elfogadottd — meghatarozo részben
Gilanyi Tibor és munkacsoportjanak kdszonhetden — az az elméleti megfontolds, hogy a fenn
nevezett kolcsOnhatds sordn nem az individualis tenzidek, hanem az ionos tenzid
aggregatumok polimer lancon torténd kooperativ kotddése kovetkezik be.
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63. abra: M-HyA/CTAB rendszer (A) turbiditas és hidrodinamikai atmér6, valamint (B)

{-potencial értékei a Cctag fliggvényében. A toltéskompenzalas elétt (Cctag = 0,2 mM) és utan

(cctas = 0,50 mM) készitett mintak reprezentativ fotoi (A) (crya= 0,2 mg/cm?®) (P25).

A kolcsonhatas kooperativ jellegébdl kovetkezik, hogy a kotdodés csak egy minimalis tenzid
koncentracié felett indul meg, amit kritikus aggregacios koncentracionak (cac) neveziink, ami
a Na-hialuronat/CTAB rendszer esetén cac = 0,1 mM [207]. Ezen értéket a 63. abra (B) részén
piros nyillal jelsltiink.3® A 63. abra (A) alapjan jol lathato, hogy a ccras = 0,45 mM értékig
(Chya = 0,2 mg/cm?® koncentracié mellett) atlagosan 50 — 130 nm kozotti hidrodinamikai
atmérdvel rendelkez6 kolloid részecskék jelenléte igazolhatd a mintdban. Ezen koncentraciéd
érték felett (cctae > 0,45 mM) a rendszerben lejatszodd M-HyA neutralizalasanak
koszonhetden a hidrodinamikai 4&tmérd 700 — 800 nm-re nd. Parhuzamosan a turbiditast nézve
a cctas = 0,45 mM ¢értéket meghaladva szintén jelentds novekedés figyelheté meg, amit a
nagyfoku aggregacidé miatt kialakulo fazisszeparacié (oldoszer fazis/szilard M-HyA/CTAB
aggregatumok) hirtelen lecsdkkent cctag = 0,50 MM értéknél. Osszevetve a mintaban jelen
1évé HyA ¢és CTAB tomegét az aggregacid kozel muya:mcras = 1:1 tdmegaranyok mellett
kovetkezik be. Megallapithato tehat, hogy Kis feleslegben 1évé CTAB jelenlétében a keletkezd
részecskék gyogyszerhordozoként mar nem alkalmazhatoak. Nagyobb feleslegben Ujra

38 Konduktometrias és ITC mérésekkel meghataroztuk a CTAB cmc értékét 0,2 mg/mL HyA oldatban is, ahol
cme = 1,12 + 0,02 mM érték adodott (cmecras (HyA nélkiil) = 0,93 — 0,94 mM. Megallapithato tehat, hogy a
tombfazisban individualis micellak képzOdése nem torténik, az attdltéshez meghatarozott CTAB teljes
mennyisége a poliszachariddal alkotott komplex részecskék kialakitasahoz rendelheto.
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stabilizalhatjdk a kialakulé HyA részecskéket, de a komplex részecske biokompatibilitasa a
nagyobb mennyiségben jelenlévd tenzid miatt csokkenhet, igy a toltéskompenzalas el6tti
tartomanyt tanulmanyoztuk a tovabbiakban. Eredményeinket Osszevetve az irodalmi
adatokkal megéllapithatd, hogy atlagosan kisebb mérettel rendelkezd részecskéket sikertilt
eléallitanunk. T. KrutiSova és mtsai. mar vizsgaltak a CTAB, ill. Mw= 117 és 1670 kDa
molekulatomeggel rendelkez6 HyA felhasznaldséval kialakithatd hordozo részecskéket
eloallitasi lehet6ségeit, de munkajuk révén csak 100 nm feletti kolloid részecskéket tudtak
kialakitani®®. T. Pilgrova és M. Pekai munkaja soran a CTAB-dal dsszevethetd szerkezetii
Septonex stabilizatorral és HyA-val (Mw = 13 kDa, 117 kDa) 200 — 500 nm-es részecskék
eloallitasat igazoltak [208].

Mind az eltéré mértékben keresztkotott (cl-HyA/50, cl-HyA/75, cl-HyA/100), mind a
kiilonboz6 CTAB-tartalmi (HyA/CTAB-0,2; HyA/CTAB-0,5, HyA/CTAB-0,8) kolloid
részecskéket, melyek d < 130 nm-nél kisebb atlagos atmérdvel rendelkeznek, megkiséreltiik
KP formulazisira alkalmazni. A cl-M-HyA/KP mintak eléallitdsanal 20 mg/cm® KP és
100 mg/mL eldzetesen szintetizalt és liofilizalt cl-M-HyA/50%, 75% és 100% tartalmu
elegyeket készitettiink, majd 24 6raig kevertettiik 6ket. A tisztitds soran a mintakat 0,2 mg/cm?®
HyA koncentracié eléréséig higitottuk és 8000 rpm fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk
a nem kotott hatdéanyag eltavolitasa végett. A 20-, 50- és 80 % -ban neutralizalt M-HyA/CTAB
mintdknal a M-HyA ¢és a KP koncentracidja chya= 100 mg/mL és ckp= 20 mg/mL, mig a
CTAB mennyisége 18 mg/cm®, 46 mg/cm?® és 73 mg/cm® volt. A mintdkat 24 o6raig
kevertettiik és a fentebb emlitett modon tisztitottuk. A tisztitott mintdk esetén a
DL(%) =17 - 19 % mindegyik rendszer esetén. A kioldodasi vizsgalatok eredményét a
64. abra mutatja. A két eltéré szerkezetli és Gsszetételli részecskéket tartalmazo rendszerek
kisérleti eredményét Osszevetve megallapithato, hogy a cl-HyA- alapu hordozok
alkalmazasaval (64. abra (A)) a KP visszatartasi képessége a vizsgalt 7 oras idétartomanyban
kisebb, mint a HyA/CTAB alkotta részecskék esetén (64. abra (B)).
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64. abra: (A) A KP-tartalmu térhalésitott- és (B) CTAB-dal neutralizalt M-HyA hordozokbol
a KP kioldédasi gorbéi (T =25 °C, pH = 7,4, 0,9 % NaCl, PBS kozeg) (P25).

39 Forras: KrutiSova, T.; Hejn4, J.; Pekaf, M. Nanoparticles Formed By Self-Assembly Of Negatively Charged
Hyaluronan And Cationic Surfactant, Conference Proceedings of 5th Anniversary International Conference on
Nanomaterials - Research & Application, October 16th - 18th 2013, Brno, Czech Republic, 595-599.
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Megallapithatd, hogy a térhalositds mértékének novelésével a visszatartdas nd. A
cl-HyA/100% rendszer vonatkozasaban 6 ora utan a KP mennyiségének ~ 70 %-a, mig
cl-HyA/50% esetén kozel 100 %-a felszabadul. A hatéanyag felszabadulas magyarazhato
azzal, hogy a keresztkotés mértékének 50 %-r6l 100%-ra emelésével a részecskék mérete nd
~ 45 nm-r6l 110 nm-re (62. abra), igy a fajlagos feliiletiik 1ényegesen lecsokken. A fajlagos
feliilet csokkenésével a hatéanyag diffuzidja kisebb feliilleten torténhet meg, ami
magyarazhatja az adott id6 alatt a kisebb mértékii hatéanyag felszabadulast. Ezzel ellentétben
a M-HyA/CTAB rendszereknél a 20 %-ban CTAB-dal neutralizalt hordozoénal ~ 60 %, mig a
mHyA:mCTAB = 1:0,8 tomegaranyl minta esetén a hatéanyagnak csak ~ 20 %-a oldodik ki.
Ezen rendszer esetén a kisebb mértékili kioldodasara magyarazat lehet, hogy a HyA polimer
lancon jelen 1év6 tenzid aggregadtumok szolubilizalhatjdk a hatéanyagot, igy a visszatartas
mértéke nagyobb a keresztkotott HyA-alapu rendszerekhez képest.

5.7.2. HyA/Chit vegyes 0sszetételii kolloid részecskék szerkezeti jellemzése

Az eldz6 fejezetben bemutatott HyA/CTAB komplex hordozé részecskék kialakitasa mellett
vegyes poliszacharid-alapa polielektrolit komplex (PEC) rendszerek eldallitasanak
megvalositasat is célul tiztiik ki. A monomerenként egy negativ [ - =

t@ltéssel rendelkezd HyA (pKs = 2,9 — 40 [113]) o
toltéskompenzalasait a monomerenként egy pozitiv toltéssel 1. 0
rendelkez0  masik  poliszacharid, a  kitozan  (Chit) -
(PKs=6,17 6,51 [209])  alkalmazasaval kiséreltik meg HO NH;*
kialakitani ¢és a komplex rendszer szerkezeti jellemzését L J*

elvégezni®® A tanulményozott Chit monomeregységének | 6. dbra: A Chit
szerkezeti képletét a 65. dbra szemlélteti. A PEC részecskék | monomeregységének
kialakitasa el6tt a két poliszacharid kozotti elektrosztatikus | Szerkezeti képlete.
kolcsonhatasok tanulmanyozasa érdekében részecske toltés

titralasos, reoldgiai, valamint FT-IR ¢&s termoanalitikai méréseket végeztiink savas
koriilmények kozott (pH ~ 2,5 — 4,5), ahol a nevezett poliszacharidok bizonyosan ellentétes
toltéssel rendelkeznek. Az eredményeket eldként publikaltuk a szakirodalomban (P26).
Reprezentativ példaként a 66. abra egy-egy aramlasi potencial mérésen alapul6 feliileti toltés
meghatarozas és egy reologiai mérés eredményét fogalja 6ssze pH = 2,70 esetén. Jol ismert,
hogy ezen makromolekulak toltése a pH fiiggvényében jelentdsen valtozhat, ami egy hordozo
rendszer esetében a kioldodasi folyamatokra is meghatarozo hatassal lehet, valamint a
képz6do részecskék mérete és stabilitasa is jelentdsen fiigg a kozeg pH értékétél, ami a
kozottiik 1évo elektrosztatikus kolcsonhatasok mértékére is kihatassal van. Ezen folyamatok
részletesebb megismerése érdekében, elsék kozott értelmeztik nagy molekulatdmegii
HyA-bol (H-HyA: My = 1500 - 1800 kDa) és kozepes molekulatomegii Chit-bol (M-Chit:
Mw =190 - 310 kDa) felépiild PEC neutralizalasi folyamatait. A 66. abra aramlasi potencial
adataibol jol lathatd, hogy adott mennyiségli HYA (Viyasmiands = 10 cm?,
CHyA titrdlando = 0,045 mg/cm?) Chit-nal (cchit= 0,091 mg/cm?3) torténd titralasa esetén a kezdeti

40° A makromolekulak esetén jol definialt pKs érték nem adhaté meg, pontosabb, ha egy tartomanyt adunk meg,
hiszen az értékek erdsen fliggenek a molekulatomegétol és a Chit esetén még a deacetilezési aranytol is.
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pontok kozel linearisan ndvekednek, de csak kismértékben. Feltehetéen ezen a tartomanyban
a HyA negativ toltése a Chit pozitiv toltését még olyan szinten tudja kompenzélni, hogy a
rendszer elektrosztatikus stabilitasa csak kis mértékben valtozik. Az attoltési pont elérése
kortl (piros vonallal jelolve) az dramlési potencidl értékek hirtelen ugrast mutatnak, mivel a
nagy mennyiségben 1évé Chit toltését a HyA mar nem tudja szabalyozni, a rendszerben
aggregatumok jelenléte azonosithatd. Az attoltési pontot kovetden a nagy Chit felesleg miatt
az dramlasi potencial pozitiv értéka.

. ;:Cﬁi;z;r;ﬁ;; H{H | i::]m pPH  a[Hyar Nchit / NHyA
v R Ei{iﬁi \ z (%) (monomer mélariny)
_ i ;iiﬂi [ ool = dramlasi reologia
£ f i g [0 2 potencidl
G (it PR 253 384 049620033 0438 0,044
..?2‘2 5 ;.1 i L, — 2,70 43,6 0,622+0,018 0,609 + 0,021
LE 277 466 0,696+0,022 -
- 291 546 0,738+0,015 0,695+ 0,032
Lo 0w e 1 2o 450 1000 1,271 +0,043 -
n,:hi,:'nﬂr‘.A

66. abra: A H-HyA latszolagos viszkozitas (bal y-tengely) és aramlasi potencial (jobb
y-tengely) értékeinek valtozasa M-Chit hozzaadasara eltérd nchit / NHya monomer moélaranyok
fiiggvényében pH = 2,70 esetén (1%-0S ecetsav oldatban) (ébra). Az aramlasi potencial
mérésen alapul6 feliileteti toltés meghatarozas €s a reologiai mérések eredményei eltéré pH
értékek esetén (tablazat) (P26).

A regisztralt latszolagos viszkozitas értékekben is megfigyelhetd egy toréspont éppen ott, ahol
az attoltés kovetkezik be. A HyA kiindulasi koherens szerkezete a HyA-nak kezd ,,megtorni”
a Chit hozzaadasara, ¢és egyre inkdbb az inkoherens struktira valik meghatarozova. A
makromolekulak atlagos lanc-vég tavolsaga is feltehetéen csokken és makromolekula
gombolyagok képzddhetnek. A pH ndvelésével az emlitett linearis szakasz kis mértékben
elnyulik, mig az att6ltési pontok, a vartnak megfeleléen, a nagyobb értékek felé tolodnak, ami
a HyA deprotonalddasi folyamataval jol korrelal. pH ~ 4,5 esetén a HyA mar teljesen
deprotonalt, de a Chit aminocsoportja még protonalt formaban van (pKs = 6,17 — 6,51 [209]).
Ezen pH esetén az att6ltés nchit / NHya ~ 1,27 monomer molaranynal detektalhato, mely érték
kozel 1:1 -nek tekinthetd, hogy ha figyelembe vessziik a Chit deacetilezési aranyat, ami
75-85 % a biztonsagi adatlap szerint. FT-IR és termoanalitikai mérésekkel megerdsitettiik,
hogy a két makromolekula fizikai keveréknek jelenléte kizdrhatod és hatdanyag hordozoként
alkalmazhato, allando 6sszetétellit PEC képzddése valoszintisithetd. A két toltéssel rendelkezd
makromolekula kozotti toltéskompenzacios folyamatok révén kialakuld kolloid részecskék
méretét ¢és stabilitasat is tanulmanyoztuk fényszoras mérésekkel eltéré Chit/HyA
tomegaranyok alkalmazasa esetén. Az adatokat elemezve az alabbi megallapitasokat tehetjiik:
(1) HyA felesleg esetén (67. abra (A)) els6 3 pont mchi/Muya= 0,500 — 0,125) a detektalhatod
részecskék mérete d ~ 100 — 200 nm kozott valtozik, aggregatumok jelenléte nem figyelhetd
meg. Ez j6 egyezésben van a korabbi megfigyelésekkel, miszerint a Chit hozzdadéasara a HyA
koherens szerkezete ,,megtorik” és inkabb az inkoherens jelleg valik meghatarozova. (ii) Az
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attoltési pont utan, mikor a két makromolekula mennyisége 0sszemérhetd, és dominans toltés
felesleg nincs a rendszerben (mchit/Muya = 1,0 — 2,0) a részecskék mérete 800 — 900 nm kdzott
valtozik €s igen nagy polidiszerpzitas is mérhetd. (iii) A Chit felesleg ndvelésével (mchit/Muya
= 4,0 - 10,0) a méret Ujra csokkend tendenciat mutat, majd a rendszerben ismételten
viszonylag kis hidrodinamikai atmérével rendelkez6 részecskék jelennek meg (dprs = 195 nm
(mchiymuya= 20; dpois = 168 nm (mchi/Muya= 40). (iv) Mchi/Muya > 40 esetén kolloid
részecskék kialakuldsa nem volt detektalhato.
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67. abra: (A) Chit/HyA PEC részecskék hidrodinamikai atmérd értékei eltéré Chit/HyA
tomegaranyok fiiggvényében (kis abra: pH = 4,5 esetén a HyA é&ramlasi potencial értékei
Chit/HyA eltéré tomegaranyoknal (az attoltési pont megfelel nchit /NHya = 1,271 értéknek). (B)
Eltérd szerkezetli Chit/HyA kolloid részecskék hidrodinamikai atmérdjének valtozasa a
Chit:HyA tomegarany fliggvényében (P26).

A szakirodalomban 1j eredménynek szadmit az elért 200 nm alatti részecskeméret nagy
molekulatomegii HyA felhasznalasaval (P26), ugyanis S. Huang és munkatarsai altal
eloallitott elektrosztatikusan kompenzalt Chit/HyA nanorészecskéknél a 100 nm koriili
atmérét csak kis molekulatomegii poliszacharidokkal (10 kDa-os HyA és 100 kDa-os Chit)
tudtak kivitelezni [210]. A kizarolag elektrosztatikus kompenzalason alapuld eljaras mellett,
ahol meghatarozoan egy laza kolloid szerkezet feltételezhet6 a részecskékben (Chit/HyA (1.)
kisérletet tettlink a részecskeméret szabalyozasra, olyan modon, hogy két masik, eltérd
szerkezetli Chit/HyA vegyes 0sszetételi részecskét is kialakitottunk. Egyrészrol a Chit -t TPP
keresztk6té agenssel keresztkotottik HyA jelenlétében (Chit/TPP = 2:1 témegarany,
Chit/HyA (11.)), ill. kialakitottunk keresztkotott Chit magot (Chit/TPP = 2:1 tomegarany) és
ahhoz adagoltuk a HyA-t (Chit/HyA (I11.)). Megallapithato a 67. abra (B) alapjan, hogy
mindkét rendszer esetén a TPP keresztkotd dgensnek kdszonhetéen sokkal monodiszperzebb
¢s konnyebben méretszabalyozhatd részecskék képzOdnek. mchi/muya= 10 - 70
tomegaranyok kozott a harom modszert Osszehasonlitva kitlinik, hogy a legkisebb
hidrodinamikai atmérével a Chit/HyA Il. részecskék rendelkeznek (d ~ 220 — 150 nm). A
Chit/HyA 111. esetében a kezdeti Chit-TPP mag méretéhez (dpLs= 147 + 45 nm) képest az
atmérdk nagyobbak, ami alapjan a részecskék H-HyA héjjal torténd bevondsa sikeresnek
mondhatd. Ennek a szerkezetnek a kialakulasa okozza a Chit/HyA Ill. tipust részecskének a
Chit/HyA 11.- vel szembeni nagy atlagos részecskeméretét is. A Chit/HyA 1. -hez hasonloéan a
névekvd Chit aranynak koszonhetden a részecskeméret folyamatosan csdkken (Chit/HyA 1I:
dpis = 230 -tol ~ 150 nm-ig; Chit/HyA IlI: dpLs= 260 nm -t61 180 nm -ig.
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5.7.3. HyA/szérum fehérje alapti kolloid részecskék kialakitasa, szerkezeti
jellemzésiik és felhasznalasuk ibuprofén formulazasara

HyA/szérum fehérje 6sszetett kolloid részecskék kialakitasaval els6k kozott foglalkoztunk. A
poliszacharid-fehérje konjugatumok egy 1j dimenzidt jelenthetnek a hatdanyagleadod
rendszerek tervezésében, hiszen ezen komplex konjugatumok alkalmazasa révén ndvelheto a
hordoz6 részecskék kolloid stabilitasa, a célzott hatdbanyag leadas ill. a biokompatibilitas, de
egyes gyogyszerhatdbanyagok toxicitasa is csokkenthetd, ahogyan azt az Irodalmi attekintés
fejezetben részleteztem. A poliszacharid-fehérje nanokonjugatumok lehetséges eldallitasi
folyamatai koziil, ahogyan az el8z6 fejezetben is tettiik, az elektrosztatikus komplexképzést
tanulmanyoztuk PEC rendszereket kialakitva. A nevezett HyA/BSA ¢és HyA/HSA
rendszerekre nem allt rendelkezésre adat az irodalomban. A HyA és a BSA kozotti kvantitativ
kolcsonhatast tanulmanyozasanak eredményeit elsoként tettiik elérhetévé a szakirodalomban
(SPR, aramlasi potencial mérésen alapuld feliileteti toltés meghatarozas és reoldgiai
vizsgalatok altal pH = 3,5 — 5,5 tartomanyban, ahol meghatarozoan ellentétes toltéssel
rendelkeznek. A HyA deprotonalodasi folyamatat (pKs = 2,9 — 4,0) mar részleteztiik [113]; a
BSA izoelektromos pontja jol ismert (i.e.p = 5,10) szakirodalombol (P27) és tankényvekbdl
is [124]. Az SPR mérési eredményekbdl (68. abra (A)) jol latszik, hogy a BSA-nal
feliiletmodositott szenzor feliileten a HyA aramoltatasa csak pH = 3,6 — 4,5 tartomanyban
mutat mérhetd hullamhossz eltolodast, ami a két makromolekula kozotti kolesonhatasra
utalhat. pH = 5,0 esetén mar csak nagyon kis eltolodas mérheté, mig pH = 5,5 értéknél mar
semmilyen kolcsonhatas nem detektalhato.
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68. abra: (A) A HyA SPR szenzorgramjai BSA-nal feliiletmédositott arany feliileten eltérd
pH esetén (cesa = 10 pM, aramlasi sebesség = 50 pL/perc, chya = 2,5 pg/cm?®, 50 uL/perc,
t =25+ 0,1 °C). (B) A HyA aramlasi potencial értékeinek valtozasa eltér6 BSA/HyA
tomegaranyok esetén (Vhya = 20,0 cm®, chya = 0,36 mg/cm?, cesa =10,0 mg/cm?, Visa = 100-
100 pL). (C) A HyA latszolagos viszkozitas értéke eltér6 BSA/HyA tomegaranyoknal (Vhya
=19,0 cm?, chya =0,10 mg/cm?3, cesa =10,0 mg/cm®, Vesa = 40 — 40 uL) (P26).

A kapott adatok jol korrelalnak a két makromolekula adott pH-n relevans toltésviszonyaival,
pH > 5 felett, ahol a fehérje eléri az izoelektromos pontjat (igy bruttd negativ toltéssel
rendelkezik) interakcid nem igazolhatdo. A HyA aramlési potencidl értékeinek valtozasa
(68. abra (B)) is megerd6siti az SPR mérések eredményét; a pH novelésével, ahogyan egyre
kozelebb keriiliink a BSA izoelektromos pontjdhoz, a tdltéskompenzalas egyre nagyobb
Mesa/Muya tomegaranyok esetén kovetkezik be, hiszen adott mennyiségii HyA negativ
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toltését egyre tobb BSA tudja csak kompenzalni; pH ~ 5 esetén mar attoltés nem is érheto el.
A 68. abra (B) attoltési értékei (ahol az aramlasi potencial 0 mV értéket mutat) rendre:
Mesa/Muya = 2,04 + 0,01 (pH = 3,6), 2,69 = 0,01 (pH = 4,0) és 5,05 £ 0,01 (pH =4,5). Az is
megfigyelhetd, hogy a titralasi gorbék inflexids pontjai (1,97, 2,51 és 4,46) a semlegesitési
pontok elott jelennek meg, ami a makromolekulak kozotti szerkezeti valtozasokra és
BSA/HyA kolloid részecskék lehetséges kialakuldsara utalhat a toltés semlegesitése elott.

E megfigyelés megerdsitésére reologiai vizsgalatokat is végeztiink, melyek eredményét a
68. abra (C) szemlélteti. A BSA torzsoldat HyA-hoz torténé adagolasaval a latszolagos
viszkozitasi értékek folyamatosan csokkennek egy adott pontig, majd kozel allandoé értékeket
mérhetiink. Az illesztett egyenesek metszéspontja egy toréspontot ad, mely tendencia minden
vizsgalt pH értéknél megfigyelhetd. 25 °C-on a kdvetkez6 mesa/Muya aranyoknal adhatok
meg a toréspontok: 1,43 (pH = 3,6), 2,26 (pH = 4,0) és 4,14 (pH = 4,5). A meghatarozott
toréspontok kozel hasonldo mesa/Muya aranyok mellett kaphatok, mint a 68. abra (B) inflexios
pontjai esetén meghatarozhatoak. Eredményeink tehat megerdsitik feltevésiinket, hogy a két
makromolekula felhasznaldsaval szimplan toltéskompenzacion alapuld kolloid részecskek
kialakitasa csak pH 4 — 5 kozott lehetséges, ahol a HyA teljesen deprotonalt és a BSA még
brutt6é pozitiv toltéssel rendelkezik. Gyogyszerhordozdként funkcionéald kolloid részecskék
eloallitasi lehetéségeit pH ~ 3,5 — 4,5 tartomanyban tanulmanyoztuk acetat puffer alkalmazasa
mellett, ahol a rendszer turbiditasat és a részecskék méretének valtozasat SZamos Mieherie/ MHyA
tomegarany beallitasa mellett is nyomon kovettiik. Reprezentativ példaként a 69. abra a
HSA/HyA rendszerben képzdd6 kolloid részecskék méretét és {-potencial értékeit mutatja
eltérd fehérje/poliszacharid tomegaranyok kialakitasa mellett pH = 3,6 és pH = 4,0 esetén.
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69. abra: A HSA/HyA PEC részecskék atlagos hidrodinamikai 4&tmérdéi (fekete pontokkal) és
{-potencidl értékei (piros pontokkal) pH = 3,6 (A) és pH = 4,0 (B) esetén (cHya = 0,1 mg/cm?,
| =15 mM NacCl) (P26, P30).

Emellett a 70. abra a BSA/HyA és HSA/HyA ugyanezen értékeit foglalja 6ssze pH = 4,50
beallitasa mellett (P26, P30). Jol 1athatd, hogy a pH novelésével egyre nagyobb tomegaranyok
(nagyobb fehérje felesleg) mellett kovetkezik be a képzddd kolloid részecskék aggregacidja
— parhuzamosan a polielektrolit komplexben 1évé makromolekuldk toltéssemlegesitése révén
— ami a pH emelésével a fehérje csokkend pozitiv toltésének is eredménye. Optimalis
tomegaranynak a BSA/HSA — HyA rendszerek eredményeit tekintve az 1:1 — 2,5:1 aranyok
kozotti tartomany mutatkozik figyelembe véve a részecskeméretet (d < 300 nm) és a
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C-potencial (- 30 mV) értékeket. Ezen tartomanybdl a fehérje/HyA 2:1 tomegarany
alkalmazasat valasztottuk (70. abra), mert a HyA

rendkiviil hidrofil karakterét a fehérje felesleg S5 0 ‘:’-‘fﬁf’: ) ¢
kialakitdsa mellett kivantuk kompenzalni, hogy a : Y 8 T Rl e
komplex hordozo6 részecske optimalis legyen akar 501 o amios e aggregicio
hidrofil, akar hidrofob karakteri kismolekulak 700 | e HESAmya NPs
formuléazasara. Az optimalisnak valasztott X

tomegarany mellett a makromolekulak € 500 { Optimilis tbmegariny |
koncentraciojanak hatasat is tanulmanyoztuk, ahol & 0l \‘;' o P A
igazolast nyert, hogy a HyA koncentracionak 300 - 'f..-.-.iu:-”
novelésével 0,05 mg/em® értéktdl 0,20 mg/cm?® 20— Stetelsionege”
értékig a méret kb. 200 — 380 nm tartomanyban ’ i T |

szisztematikusan né. A  PEC  részecskék
kialakithatosagdnak vonatkozasaban vizsgaltuk a
HSA oldat HyA oldathoz torténd adagolasi
sebességének hatasat is a részecskék méretére
(71. abra (A)), ahol megallapitast nyert, hogy
konstans fehérje/HyA 2:1 tomegarany esetén minél lassabban adagoljuk a koherens HyA
gélszerkezethez a fehérje oldatat, annal kisebb méretii inkoherens részecskék képzodnek.
Ezen megfigyelés feltehetben annak tulajdonithatd, hogy a PEC részecskékben a
makromolekulaknak elegendé ideje van az elektrosztatikus toltéskompenzalas révén a
részecskék kialakitasara. Tanulmanyoztuk tovabba az inert s6 (NaCl, cnact = 0 — 0,06 M)
hatasat is az elektrosztatikus stabilitasra. A 71. abra (B) lathato, hogy a méret és a (-potencial
folyamatosan novekszik ~ 258 nm-r6l és ~ - 36 mV-r61 (0 M NaCl) ~ 364 nm-re és ~ - 3,8 mV-
ra (0,06 M NaCl), mely magyardzhat6 azzal, hogy az inert s6 megjelenése a diszperzidban
csokkenti a részecskék kozotti elektrosztatikus taszitast. Alacsonyabb ionerdsség értékeknél
jelentds részecskeméret novekedés mutatkozik, mig magasabb sokoncentracioknal a
diszperzi6 destabilizalodik és aggregalodik (P30).

70. abra: A HSA/HyA és BSA/HYA
PEC részecskék atlagos hidro-
dinamikai atmérdéi pH = 4,5 esetén
(Chya = 0,1 mg/cm?) (P26, P30).
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71. abra: A HSA/HyA részecskék hidrodinamikai atmérdje (sziirke oszlop, bal oldali y-
tengely) és (-potencial értékei (piros pontokkal, jobb oldali y-tengely) kiilonbozé (A)
adagolasi sebesség és (B) NaCl koncentracio mellett (acetat puffer, pH = 4,5, musa/Muya = 2,
Chya = 0,05 mg/mL, Vhya = 20 mL) (P30).
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Ertelmeztiik a fehérje szerkezetében bekovetkezd valtozasokat a HyA makromolekulakkal
valo elektrosztatikus kolcsonhatas kialakulasa utan is. A HSA szamitott a-hélix-tartalma
67,3 % pH = 4,5 mellett. A poliszacharid megjelenése a fehérje masodlagos szerkezetében
jelentds valtozast okoz; az a-hélix-tartalom 28,2 %-ra csokken. A HSA ¢és a konjugatum
CD-gorbéit a Reed-modell segitségével illesztettiik, és az eredmények ramutattak arra, hogy
az a-hélix valtozas mellett a B-red6 tartalom megné (29,4 % (HSA); 60,7 % (HSA/HyA)). A
HyA jelenlétének hatdsa a HSA szerkezetére egyértelmiien bizonyitja az elektrosztatikus és
hidrofob kolcsonhatasok kialakuldsat, amelynek eredményeként a HyA polimerlancok nem
teszik lehetévé a fehérje olyan mértéka kitekeredését, mint amilyenre a pufferben szolvalt
formaban képes. Ha a pH nagyobb (pH = 7,4), mint a HSA izoelektromos pontja (pl = 4,7
[211]), a fehérje szerkezete kevésbé valtozik a HyA hozzaadasaval (a-hélix: 48,3 % (HSA);
55,8 % (HSA/HyA)), ami az elektrosztatikus kdlcsonhatas csokkenésére utal.

Megkiséreltiilk a kialakitott kolloid részecskéket hatdanyaghordozd rendszerként
felhasznalni IBU formulazasara (P28, P29), ahol az IBU-t a fehérje oldata tartalmazta a
részecskék eldallitasa soran. Azért is alkalmaztuk ezt az eljarast, mert SPR mérések és ITC
vizsgalatok révén igazoltuk, hogy a nevezett szérum fehérje jelentds IBU megkotesére képest,
melyet a pH szabalyozasaval kontrollalhatunk (P27). Novekvé mennyiségii IBU
hozzaadasaval (misu/mesa =0,125 — 4,0 (050mg - 16,0mg IBU/4,0mg BSA)
tanulmanyoztuk a kialakuldé hatdéanyag-tartalmit PEC részecskék részecskeméretét és a
rendszer turbiditasat. Megallapitottuk, hogy misu/mesa = 2,0 tdmegaranyig a részecskeméret
kb. 210 £+ 15 nm értéket mutat, de nagyobb IBU felesleg esetén mar aggregacio kovetkezik
be, amit a lecs6kkent turbiditas is igazol. Parhuzamosan kovettiik a fehérje szerkezetvaltozasat
CD spektroszkopias mérésekkel is, ahol hasonld megallapitast tettiink. A migu/masa = 4,0
tomegarany elérésekor mar az o-hélix tartalom kozel 0-ra csdkken, mig parhuzamosan a
B-redd (56,7 %) ¢és a random forma (43,3 %) lesz a meghatdrozo. Ez alapjan is
misu/Mesa = 2,0 tdmegaranyt valasztottuk optimalisnak a maximalisan kapszulazhato IBU
kialakitasa érdekében. A formulaciok kialakitasa utan a mintakat tisztitottuk; elOszor
centrifugaltuk (15000 rpm, 30 perc) a diszperziot, majd a feliiluszot eltavolitottuk és a mintat
rediszpergaltuk acetat pufferben (pH = 4,5), majd a mintakat liofilizaltuk és a liofilizalt por
alapi mintat - 70 °C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig. A kialakitott formulaciok
jellemzésére DLS méréseket végeztiink és TEM felvételeket is készitettiink (72. abra).
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72. abra: A BSA/HyA — IBU (szaggatott vonallal) és a HSA/HyA — IBU (folytonos barna
vonallal) dsszetételll részecskéket tartalmazo diszperziok reprezentativ méreteloszlasi gorbéi
(A) és egy példaként bemutatott TEM felvétel a HSA-tartalmu rendszerrdl (B).
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A 72. abra a HSA- és BSA-alapu részecskéket tartalmazo diszperziok méreteloszlas
gorbéit mutatja a fobb szerkezeti adatokkal valamint egy reprezentativ TEM felvétellel (P29).
A liofilizalt porok 90 napos tarolds utan rediszpergalva pH = 4,5 acetat pufferben nem
mutattak szerkezeti valtozast sem CD spektroszkdpias, sem DLS mérések altal igazolva; az
egyes formuldciok tehat honapokig tarolhatok - 70 °C-on. A hatéanyag  kioldodas  és
penetracio folyamatat is tanulmanyoztuk (P29). EI6bbi esetén egy RED (Rapid Equilibrium
Device) rendszer hasznaltunk, mig utobbi vonatkozasaban egy nem-sejtes permeabilitast leird
an. PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay)*! modell révén vékonybélben
torténd felszivodast modellezve (pH = 6,50 (PBS pufferben)) végeztiik a kisérleteinket. A
RED vizsgalatokat ugy végeztiik, hogy az IBU-t tartalmaz6 hordozokat fizikailag egy 8 kDa
MWCO-ju dializismembran valasztotta el az akceptor kdzegtdl, amely csak a hordozobol
t tartalmazo formulaciok és a nem formuldzott forma szabad IBU in vitro felszabadulasi
profiljat bélrendszeri koriilmények kozott (pH = 6,5) vizsgaltuk (73. abra (A)).
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73. abra: A RED vizsgalatok soran regisztralt szabad IBU ¢és a formulazott IBU kioldodasi
gorbéi pH = 6,5 esetén (A) valamint a bélspecifikus PAMPA modell sematikus abraja (B). Az
abra alatti tdblazatban a PAMPA permeabilitasi mérések fobb paraméterei lathatoak.

Az IBU gyenge savas jellege miatt (pKs = 4,2 — 4,5 [212]) teljesen ionizalt formaban talalhato
meg az oldodasi kozegben (2 < ApH=|pH-pKs|). Bar az IBU olddodasi profilja csak enyhe
novekedést mutat az idoben, de 120 perc utan kozel elérte az egyensulyi oldhatosagot
(256 £ 9 uM). A formulak esetében az IBU-hoz képest szignifikansan megndvekedett oldodas
volt megfigyelheté (**, p < 0,01), ami az albumin/HyA-IBU formuldk nanométeres
mérettartomanyt méretével, megnovekedett fajlagos feliiletének és negativ feliileti toltésének
tulajdonithato. A RED mérésekbdl meghatarozhaté a kioldodott és ezaltal a fehérjéhez kotve
maradt hatbanyag mennyisége is a 18. egyenlet alapjan:

41 A PAMPA permeabilitasi mérések értelmezése soran feltételeztiik, hogy a membran egy szabalyos, homogén
Osszetételi lipid kettdsréteg. Fontos azonban megjegyezni, hogy tobb tanulmany mutat ra, hogy ez nem minden
esetben van igy, de a membran nanoszerkezetének vizsgaltdra nem tértiink ki, hiszen ezen PAMPA mérések
egyiittmiikddés keretein beliil sziiletettek.
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Fehérjéhez kotott hatéanyag (%) = (1 - M) x 100 (18)

Cdonor

ahol a cpufer a kioldddott IBU koncentracidja, mig a Cdonor @ donoroldalon 1évé teljes
formuléazott IBU koncentracio.

A mérések alapjan ezen érték a BSA-alapi formulaciora 85 + 3,33 %, mig a HSA-alapura
52 + 3,97 %. Ezen szamitott adatok jo egyezést mutatnak a 73. abra (A) kioldddasi gorbéi
alapjan a felszabadult IBU mennyiségére meghatarozott adatokkal. Lathato, hogy a HSA-
alapu hordoz6 részecskékbdl adott id6 alatt nagyobb mennyiségii (kb. 30 %-kal tobb) IBU
képes kioldddni (tehat kevesebb a kotott), mint a BSA/HyA komplex részecskékbol, ami a két
fehérje eltérd feliileti toltésével magyarazhatd. Ennek igazolasa végett aramlési potencial
mérésen alapulo feliileteti toltés meghatarozasara irdnyuld6 méréseket végeztiik, hogy
kvantitativ Giton meghatarozzuk a két fehérje feliileti toltését azonos koncentracido és pH
korilmények mellett. A mérések soran a fehérje oldatokat kationos CTAB feliiletaktiv
anyaggal titrdlva megallapitdst nyert, hogy a BSA esetén lényegesen kevesebb CTAB
hozzaad4sa esetén érhetd el a tdltéskompenzalas (q = 0,131 = 0,024 mmol mg*), mig HSA
esetén ez az érték q=0,226 + 0,012 mmol mg™. Igazoltuk tehat, hogy a nagyobb feliileti
negativ toltéssel rendelkezd HSA ¢és a negativ toltésti IBU kozotti elektrosztatikus taszitd
kolcsonhatds meghatarozd szereppel bir mind a hatdanyag megkotés mind pedig
felszabadulasa vonatkozasaban. A PAMPA permeabilitasi mérések soran egy vékonybélben
torténd felszivodast modelleztiink a 73. abra (B) szerinti elrendezésben. A részletes mérési
elrendezést a vonatkozo publikacio (P29) tartalmazza. A IBU hatéanyag effektiv
permeabilitasat a 19. egyenlet segitségével szamitottuk.

2,303X V4

Fe=— A(t-tss)

ca(t

x log [1 — 9 (19)
ahol P az effektiv permeabilitas (cm/s), Va a donor oldal térfogata (0,3 mL), A a
sziiromembran feliilete (0,24 cm?), t az inkubacids ido, zss: a mesterséges membran telitédési
ideje a vizsgalt molekulaval, ca (t) az IBU koncentracidja az akceptor oldalon adott t
id6pillanatban (mol/mL), S az IBU oldhatésadga a donor oldalon. Az effektiv permeabilitasi
érték mellett a fluxus (Flux, mol/cm?s) értéke is fontos informaciokat szolgaltat, melyet a
kovetkez6 20. egyenlettel szamithatjuk:

Flux = P, XS (20)

Az eredményekbdl egyértelmiien lathatd, hogy mindkét fehérje/HyA hordozd részecske
szignifikansan novelte az IBU permeabilitasat és fluxusat a nem formulazott IBU-hoz képest
(HSA/HyA-IBU vs. IBU *** p < 0,001; BSA/HyA-IBU vs. IBU *** p < 0,001). Az IBU
megndvekedett permedbilitdsa és fluxusa a HSA ¢és a BSA szolubilizadlo hatasaval
magyarazhatd. A formuldk permeabilitdsat és fluxusat Osszehasonlitva mindkét esetben
szignifikans kiilonbség (***, p < 0,001) volt megfigyelhetd, ami megfelel a hatdanyag-
felszabadulasi vizsgalati eredményeknek. Az eredmények alatamasztjak, hogy mindkét
formula képes eldsegiteni az IBU passziv transzportjat, ami a bélrendszeri felszivodas fontos
paramétere (P28, P30).
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6. Osszefoglalas

Korszerli nanotechnolégiai fejlesztések kulcsfontossagu elemei a szervetlen, szerves vagy a
gyakorta alkalmazott ,,hibrid” nanostrukturak, melyek valtozatos dsszetétellel és funkcidval
rendelkeznek, s anyagtudomanyi kutatasok mellett egyre meghatarozobb szerepet toltenek be
orvosbiologiai és gydgyszerészeti teriileteken is. Az elmult kozel tizenharom éves,
meghatarozoan preparativ jellegii, kutatomunkam soran, mindvégig kiemelt cél volt korszerti
¢s 0j Osszetételli nemesfém-tartalmu szervetlen ill. foként ,,hibrid” nanoszerkezetek, valamint
tisztan szerves-alapu, makromolekulds kolloidok alkotta kolloid rendszerek ,,zoldkémiai”
uton torténd eldallitasi protokolljainak a kidolgozasa. Arra kerestiik a valaszt, hogy az egyes
preparalasi technikdk kisérleti koriilményeinek szisztematikus valtoztatasa milyen hatassal
van a képz6d6 nanoszerkezetek (legyenek azok fémes NPS, nemesfém NCs vagy éppen
biokolloid részecskék) struktardjara, méretére, méreteloszlasara ¢€s (ahol relevans)
szerkezetfiiggd egyedi optikai (plazmonikus vagy fluoreszcens) tulajdonsadgara, valamint
funkciojara, fliggetleniil attol, hogy egy katalizator részecskérdl, egy optikai (bio)szenzorrol,
egy fluoreszcens jelzéanyagrol vagy egy szabalyozott hatdéanyag leadd kolloid részecskérdl
legyen is sz0. A fontosabb eredményeket az alabbiakban foglalom dssze.

I. Tobb, 4j, hangolhaté mérettel és szerkezettel rendelkezé arany-tartalmu kétfémes
nanorészecske, mint potencialis elektrokatalizator, reproduktiv szintézis protokolljat
dolgoztuk ki.
kétfémes 6tvozet NPs vizes kozegl eldallitdsara egy olyan egyszertien €s reprodukalhatéd
modon kivitelezhetd szintézist dolgoztunk Ki, ahol igazoltuk, hogy a részecskeméret
~8-32nm tartomanyban kozel linearisan szabalyozhaté a teljes fém koncentracio
(c=0,2-0,6 mM) és a fémion/redukaloszer aranyatol (1:5 — 1:1) fiiggden. Bizonyitottuk,
hogy ugyanazon eldallitdsi protokollt kovetve, kizardlag a kisérleti paraméterek
valtoztatasaval, egy adott tombfazisbeli Osszetétel mellett a részecskeméret, valamint allando
részecskeméret €s az elemek konstans tombfazisbeli ardnya esetén a feliileti elemdsszetétel
(klasszikus oOtvozet vagy mag-héj szerkezet) is kontrollalhatd, mely Kkatalizatorok
fejlesztésénél kiemelt szempont.
modon torténd eldallitdsara és tisztitasara els6k kozott dolgoztunk ki egy protokollt vizes
kozegben. XRD vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az Sn egy része beépiil az eldzetesen elallitott
Au magokba (d ~ 22 nm) és az Sn tartalom novelésével az Au magok szerkezete
nintermetallikus™ fazissa alakithat6. A részecskék mérete ezaltal novelheté (23 — 33 nm
tartomanyban), ill. az egységes Sn héj vastagsiga is szabalyozhato (1,5- 2,8 nm) a
kidolgozott preparativ eljarassal. XPS mérésekkel azonositottuk, hogy a részecskék kiilsd
héjként funkcionald rétege Sn/SnOx Osszetétellel rendelkezik; az Sn-tartalom novelésével az
oxid-tartalom né. Bizonyitottuk, hogy ezen NPs izopropanolos diszperzidjabol egységes
rétegek/filmek alakithatoak Ki elektrokémiai vizsgalatokhoz.

1/3. Valtozo feliileti osszetétellel rendelkezé Au/Pb kétfémes NPs eldallitasara egy
vizes kozegben megvalosithato szintézis eljarast dolgoztunk ki, mely részecskék ilyen modon
igéretes eredményeket mutatnak a CO2 redukcids folyamatokban. TEM felvételek és XPS
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mérések altal igazoltuk, hogy egységes Au héj kialakitasa az Pb NPs feliiletén nem lehetséges,
amit a fémek standardpotencial értékei alapjan is feltételezhetiink. A kidolgozott protokoll
révén az Pb NPs feliiletén viszont valtozatos ,,slirliségli” Au magok kialakitasa kontrollaltan
megvaldsithatd. XPS mérésekkel bizonyitottuk, hogy a feliileti rétegben az Pb oxid formaja a
dominans. Ezen valtozatos feliileti elemosszetétellel rendelkezé részecskék olyan stabilitassal
is rendelkeznek, hogy izopropanolos diszperzidjukbol, hasonldan az Au/Sn rendszerekhez,
egységes bevonatok alakithatoak ki tivegszén bevonatu elektrodak feliiletén elektrokémiai
vizsgalatok kivitelezésé¢hez és 10 ora elektrolizis utan sem detektalhat6 szerkezeti valtozas.

Il. Monomolekulas rétegben, ciszteinnel felilletmddositott Au és Ag kolloidokat elséként
tanulmanyozva, feltartuk a ciszteinnek a rendszer stabilitaisaban jatszott szerepét,
valamint a vizes kozegii feliiletmodositasnak a fébb optikai tulajdonsagokra kifejtett
hatasat.

Monomolekuléris feliileti boritottsagot kialakitva, 'H-NMR, FT-IR és Raman
spektroszkopias mérésekkel igazoltan, Cys-nel funkcionalizalt Au és Ag kolloidokat
allitottunk eld, ahol a feliilletmddositas hatasat a szakirodalomban elsék k6zott értelmeztiik a
részecskék kolloid stabilitdsdra és a vizes diszperziok optikai sajatsagaira széles pH-
tartomanyban. A Cys molekularis feliiletigényét — arany feliileten — SPR és QCM
méréstechnikakkal hataroztuk meg (0,32 és 0,28 nm?). Ramutattunk, hogy fiiggetleniil a
kolloid részecskék anyagi mindségétdl, azok stabilitasa a feliileten kovalens kotéssel (Au-S)
megkotddott Cys és a rendszerben jelen 1év0, elektrosztatikus stabilitast biztosito, citrat
molekulak funkcids csoportjainak adott pH-n dominans t6ltésével (protonaltsagi fokkal) jol
korrelal. A fényszoéras mérések és TEM felvételek révén alatdmasztott megallapitasokat a
vizes diszperziok optikai tulajdonsagainak valtozasa is megerdsiti. A részecskék lancszerii
Osszekapcsolodasat az ezlist-tartalmt rendszerek esetén végeselemes modszerrel torténd
elméleti modellekkel is alatamasztottuk.

I11. Uj osszetételii, fehérjékkel (LYZ, yG) stabilizalt egy- és kétfémes NCs eléallitasara
protokollokat dolgoztunk ki, valamint értelmeztiik az egyes rendszerek szerkezetfiiggo
optikai jellemzdit. A szintetizalt NCs tulajdonsagai alapjan ramutattunk azok
szenzorikai és fluoreszcens jelzoanyagként torténé alkalmazasara.

I11/1. Lagos kozegben, 37 ©°C-on, lizozim (LYZ) fehérje redukalo- és
stabilizaloszerként torténd alkalmazasa mellett, mind plazmonikus tulajdonsagia Au
kolloidok, mind szub-nanométeres fluoreszcens Au NCs eldallitasara egy egylépéses szintézis
protokollt terveztiink kizarolag a fémion/LYZ tomegarany valtoztatasaval. A nanoszerkezetek
jellemzésére SAXS, FT-IR és CD méréseket végeztiink, melyek eredményeit egyiittesen
értelmeztiik. Elsoként allitottunk elé szobahdmérsékleten BSA-nal és LYZ-mal stabilizalt
Au/Ag kétfémes NCs-et, ahol megallapitottuk, hogy 3 — 10 m/m% eziist Au magba torténd
beépitése révén a klaszterek fluoreszcenciaja szisztematikusan hangolhato (1-5 m/m%
tartomanyban linearisan) a kék tartomany iranyaba és a QY(%) novelhet6 az Ag atomok
beépiilése révén kialakuld szinergikus hatds miatt.

I11/2. Potencialis fluoreszcens jelz6anyagként torténd felhasznalasuk érdekében els6k
kozott tanulmanyoztuk a I11/1. pontban bemutatott BSA- és LY Z-alapt egy- és kétfémes NCs
kolcsonhatdsat makromolekulds kolloidokbol felépiild hatéoanyag hordozd részecskékkel.
Rémutattunk arra, hogy a biokolloidok stabilitasat és a fluoreszcens jelolés hatékonysagat

113



ti decs2000 121 23

MTA doktori értekezés Juhaszné Csapo Edit

egyiittesen kell értelmezni, melyet a fémmag Osszetétele (1- vagy 2-fémes), a NCs-et
stabilizal6 fehérjék anyagi mindsége ¢és mennyisége, valamint a biokolloid részecskék
Osszetétele, szerkezete (pl.: polielektrolit komplex (PEC) vagy mag-héj szerkezetii) és feliileti
toltése egyarant befolyasol.

11/3. A yG immunfehérje alkalmazhatosagat elsdként bizonyitottuk Au kolloidok és
Au NCs reprodukalhatd modon torténd eldallitasara. A yG-Au NCs nagymértékii stabilitast
mutattak fizioldgias koriilmények kozott és szintetikus testfolyadékban (aCSF) is.
Eredményesen hasznaltuk fel ezen vords emisszioval rendelkezd yG-Au NCs-et a Trp
metabolizmus egyik meghatdroz6 koztiterméke, az L-Kyn, szelektiv és gyors detektalasara
PBS és aCSF kozegben 15,0 és 22,0 uM-os kimutatasi hatarral, ahol a szelektivitas egy
toltésatviteli folyamat eredményeként azonosithatdé a hdmérsékletfiiggd PL kioltasi
vizsgalatokbol meghatarozott termodinamikai paraméterek alapjan. Bizonyitottuk, hogy a
szintetikus aCSF kozegbdl torténé Kyn detektalas LOD értéke 1ényegesen csokkenthetd
22,0 uM értékrol 5,0 uM értékre egy ,,gyorstesztként” funkcionald papir-alapu szenzor
kialakitasa révén.

I11/4. Négy elér6 fehérjével (BSA, HSA, yG, LYZ) redukalt és stabilizalt Au NCs
citotoxicitasi tulajdonsagait is tanulmanyoztuk HL-60 leukémia, COLO-720 L és HUT-78
sejtvonalakon. A fehérjék tipusatol fiiggetleniil valamennyi NCs intenziv voros emisszioval,
hasonl6 méretli fémmaggal (kb. 1,4 nm) és negativ feliileti toltéssel rendelkezett pH = 7,4
esetén. A sejtek klaszterekkel torténd kezelése soran a mitokondridlis aktivitds, a membran
valtozasokat egylittesen értelmeztilk. Megallapitast nyert, hogy bar az Au NCs nem
gyakoroltak jelentds hatdst a limfocitdk életképességére, nemkivanatos sejtfolyamatokat
stimulalhatnak, ami egyértelmiien a stabilizalo fehérjék anyagi mindségétdl fiigg.

V. Tobb,  uj aminosavval stabilizalt  fluoreszcens  Au és Ag
nanoszerkezetek/nanoklaszterek ,,zoldkémiai” uton torténdé szintézis protokolljait
dolgoztuk ki vizes kozegben, és feltartuk e rendszerek hangolhato szerkezeti és optikai
tulajdonsagait.

IVI1. Aromds oldallancu aminosavak koziil részletesen tanulmanyoztuk a His és az
[AuCls]™-ionok kolcsonhatasat vizes kozegben. Igazoltuk, hogy His:[AuCls]7/30:1 molarany
alkalmazasa mellett, 24 h elteltével, pH = 6,0 felett egy olyan fluoreszcens termék képzodik,
amely az Ag(I)/His rendszer szerkezeti analdgjaként, helikdlisan rendez6dd polinukledris
komplexnek tekinthetd, ahol a His oxidacidja egy gyokds polimerizacios folyamatként
azonosithato. A Trp és az [ AuCls] -ionok kdlcsonhatasanak feltérképezése soran rdmutattunk
arra, hogy a pH mellett a Trp:[AuCl4]” aranya és az alkotok koncentracioja is dontd hatassal
bir az aminosavval stabilizalt Au nanoszerkezetek kialakulasara és optikai tulajdonsagara.
Réamutattunk, hogy erésen savas (pH < 2) kozegben, az indolgyliri autopolimerizacios
folyamataval parhuzamosan, alland6 arany koncentracié mellett az aminosav mennyiségének
novelésével (Trp:[AuCls]7/1:1; 5:1; 15:1) a klaszterek emisszidja a zold-kék tartomanyban
(A = 497-472 nm) tetszlegesen hangolhatd. Igazoltuk, hogy a N-donor aromas oldallancbol
torténd eliminalasa kedvezotleniil hat a klaszterképzodésre. A Phe és az [AuCls] -ionok
kolesonhatdsa révén kialakuld kéken emittald klaszterek csak nagyobb aminosav felesleg
(Phe:[AuCl4]7/20:1) mellett keletkeznek, 6 napos szintézisido és 80 °C alkalmazasaval.
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IV/2. Oldallancban tiolcsoportot tartalmazd Cys €s Cys-tartalmu peptidek (Cys-Trp,
GSH) kolcsonhatasat is tanulmanyoztuk [AuCls]-ionokkal. A Cys:[AuCls]” rendszerben
képz6do fluoreszcens Cys-Au(l) dnrendez6dd koordinéacios polimer struktura eléallitasa soran
uj eredményként megallapitottuk, hogy a reaktansok molaranya és a pH meghataroz6
szereppel bir a képzddd termék megjelenésére €s annak emisszios tulajdonsagara. A Cys-Trp
redukald és stabilizald ligandum szerepét betdltve alkalmas d = 8 — 10 nm-es Au kolloidok
eléallitasara. Igazoltuk, hogy a dipeptid mennyiségének novelése (CW:[AuCls]/20:1) révén
a részecskeképzddés eltolodik egy kéken emittald, feltehetéen  Au(I)-tartalmu
szupramolekularis  komplexként azonosithatdé termék megjelenésének irdnyaba.
Megallapitottuk, hogy a Trp aromas oldallancanak jelenléte sztérikusan gatolhatja az
Au(l)-tiolat rendszerekre jellemzd, 6nrendez6d6 koordinacids polimer struktira kialakulasat.
Vizsgélatainkkal elséként mutattunk ra, hogy a GSH:[AuCls]” rendszer esetén a fentebb
emlitett CP szerkezet a pH szisztematikus valtoztatasaval kéken emittalo NCs képzodésének
iranyaba eltolhato. A folyamatot az aurat(Ill)ionok savas kozegben jelenlévé tetrakloro és a
lagos kozegben dominans tetrahidroxo forméjanak jelenléte mellett azok tiolat
ligandumokkal valo koélcsonhatdsa soran az egymassal versengd ligandumcsere reakcio(k)
sebessége ¢és a redukci6 szabalyozza.

IV/3. Igazoltuk, hogy az oldallancban alifas N-tartalmu Arg és Gln mar nem alkalmas
kozvetleniil fluoreszcens Au klaszterek létrehozasahoz, de extra citrat redukaldszer
felhasznalasa mellett a nevezett amionosavakkal stabilizalt klaszterek eldéllitasa 80°C-on
megvalodsithatd. A doktori értekezés keretében eldallitott kozel 25 0j fluoreszcens nemesfém
nanoklaszter koziil az Arg-Au NCs kiemelkedden magas, kdzel 18 %-0s QY (%) rendelkezik,
melyet a diszperzidban 1évo viszonylag nagy Arg felesleg és fémmag feliiletén 1évo Arg-citrat
molekuldk k&zotti sohidas kdlesonhatas kialakulasa okozhatja.

IVIA. A Trp, Tyr, Arg és GIn alkalmazhatosagat tanulmanyoztuk Ag NCs
elballithatosagara, ahol kisérletileg igazoltuk, hogy Tyr ~ Trp > GIn >> Arg sorrendben egyre
kisebb a néhany atomos, kéken emittdld Ag klaszterek eldallitasi lehetOsége, melyet a
molekulédkban a csokkend N-donorcsoportok jelenléte alapjan is varunk.

V. Kismolekulaval stabilizalt egy-(Au) és kétfémes (Au/Ag) NCs ,,zoldkémiai” tton
torténé eloallitasat valositottuk meg és Kidolgoztuk azok szintézis protokolljait vizes
kozegben. A NCs szerkezetvaltoztatasaval hangolhato optikai tulajdonsagokat értiink
el, mellyel e rendszerek bioszenzorként torténé felhasznalasat alapoztuk meg.

V/1. Fiziologias koriilmények kozott is igen nagy stabilitast mutato, kék emisszioval
rendelkez6, néhany atomos AMP-tal feliiletmodositott Au NCs-et alakitottunk ki els6k kozott,
melyeket eredményesen alkalmaztuk Fe®**-ionok vizes kozegbdl torténd szelektiv és gyors
azonositasara 2,0 pM-os kimutatasi hatarral. Megallapitottuk, hogy a klaszterek és a fémionok
kolcsonhatasa soran, sztatikus kioltast feltételezve, nem-fluoreszkal6 un. ,,sotét” komplexek
kialakulasan alapul a kimutatasi eljaras. Els6k kozott bizonyitottuk tovabba, hogy a fenti
szintézis modositasaként, 0,5 — 5,0 mM fémion koncentraci6 tartomanyban és
AMP:[AUCIl4]7/1:1 molarany beallitasa mellett, megvalosithatd d = 10 — 13 nm atméréji
AMP-tal stabilizalt Au kolloidok kozvetlen eldallitasa is.

V/2. Elséként dolgoztuk ki AMP-tal feliiletmodositott kétfémes Au/Ag NCs
szintézisét, ahol igazoltuk, hogy AMP:[AUCls]/[Ag]® 20:1:1 molarany mellett sarga
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emisszioju, 1,2 + 0,4 nm atlagos atmérdji klaszterek képzddése preferalt, melyek
nagymértéki kinetikai stabilitassal rendelkeznek pH = 6,5 - 8,0 tartomanyban. Igazoltuk,
hogy az Au-tartalom kozel felének Ag-re torténd cseréjével a klaszterek mérete és a
kvantumhatasfok is, a vegyes Osszetételli fémmag kialakitasaval, novelhet6. Az AMP-tal
funkcionalizalt Au/Ag NCs folsavval torténd kolcsonhatasakor megallapitottuk, hogy a folsav
kék tartomanyba tolodik, ami szenzorikai alkalmazast tesz lehetévé. A mechanizmus
azonositasakor igazoltuk, hogy a folsav un. ,maratasi” (etching) folyamatban egyre kisebb
klaszterek képzodését eredményezi (a klaszter Ag-tartalma ,,szegényedik™). Gyakorlati
felhasznalast szem el6tt tartva, sikeriilt papir-alapu szenzort is fejleszteni a folsav 0,1 uM-0s
koncentracioban torténd gyors €s szelektiv kimutatasara.

V/3. Els6ként mutattunk ra, hogy a His hidroxamsav szarmazéka kéken emittalo Au
NCs eloallitasara alkalmas. Kisérletileg igazoltuk, hogy a NCs stabilitasara, ezaltal azok
fluoreszcencia intenzitasanak novelésére a citrat alkalmazasa kedvezden hat. Ramutattunk
arra, hogy egy hidroxamatcsoport jelenléte egy Au klaszter feliiletén preferalt funkcios
csoport ,turn-on” ill. ,turn-off” fémion szenzorok tervezéséhez (jeles esetben Cu?*- és
Zn?*-jonokra), eltérd mechanizmusok alapjan.

VI. Uj PLGA-alapu kolloid részecskéket, mint potencialis hatéanyag szallité hordozékat
allitottunk el6. Ertelmeztiik a Kkialakitott részecskék szerkezeti és hatéanyagleadé
tulajdonsagait a polimer hidrofilitas valtoztatasanak fiiggvényében.

VI/1. Optimalizaltuk politejsav (PLA)- ¢és politejsav-glikolsav (PLGA)-alapu
kolloidalis hatoanyag hordozé részecskék nanoprecipitacids eljarassal torténd preparalasi
folyamatat a kisebb részecskeméret (180 — 280 nm) elérése érdekében.”! Ezen részecskékbe
eltérd hidrofilitast modell vegytiletek kapszuldzhatosagat tanulmanyozva bizonyitottuk, hogy
a molekulak hidrofilitdsanak csokkenésével egyre preferdltabb a mag-héj szerkezet
kialakitasa. A tokoferol (TP)-tartalmu részecskék kialakithatésagénak tanulmanyozasa soran
igazoltuk, hogy a hatébanyag mennyisége a glikolid tartalom emelésével névelhet6 és annak
kioldédasa a polimer hidrofilitdsanak mddositasaval er6sen kontrollalhato.

V1/2. Hordozoként PLGAS0 kopolimert felhasznalva elséként allitottunk el6 TP-
tartalmu, mag-héj nanoszerkezetii kolloid részecskéket folyamatos aramu, aramlasos kémiai
technikaval. Igazoltuk, hogy a nanoprecipitacids eljarassal szemben, rovidebb 1d6 alatt és
nagyobb mennyiségben is eldallithatunk TP-tartalmi PLGA-alapt mag-héj szerkezetii kolloid
részecskéket kozel azonos kapszuldzasi hatékonysaggal.

V1/3. Azonos méretii (~ 200 — 220 nm) és KP-tartalmu (DL% = 7 — 8%), PLGA-alapt
mag-héj részecskék eldallitasanal bizonyitottuk, hogy a kontrollalt hatdéanyag leadast a
PLGA-magon kialakitott PLUR és TWEEN feliiletaktiv anyagok alkotta héj szabalyozasa
révén biztositottuk. Igazoltuk, hogy a nagyobb molekulatomegii PLUR egy laza héjat alkot a
polimer részecskéken, ami eldsegiti a hatdanyag gyorsabb kioldodasat, mig a kisebb
molekulatomegii nem-ionos TWEEN egy kompaktabb adszorpcios réteget képez a polimer
részecskéken, igy a kapszulazott hatdanyag felszabadulasa gatoltabb.
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VII. Uj, komplex osszetételii, gyégyszerhatéanyag(ok) szallitasira alkalmas
hialuronsav-alapu biokolloidokat alakitottunk ki. A keresztkotések ill. a biokolloidok
HyA-Chit valamint HyA-szérum fehérje aranyanak valtoztatasaval a hatéanyag
kapszulazasanak novelését ill. a biokolloidok méretének beallitasat valositottuk meg.

VI11/1. lgazoltuk, hogy 200 — 500 kDa atlagos molekulatomegti hialuronsav (HyA)
diaminnal torténd részleges és teljes keresztkotésével HyA alapu kolloid részecskék
eléallitdsa megvaldsithato és a keresztkotés mértékével a részecskék hidrodinamikai atmérdje
d ~ 50 — 110 nm tartomanyban szabalyozhat6. Megallapitottuk, hogy HyA CTAB-dal alkotott
komplexe is eredményezhet d ~ 80 — 90 nm atmérdjii hordozd részecséket. A részecskéket
eredményesen alkalmaztuk KP kapszulazasara. Igazoltuk a keresztkotott részecskéknél, hogy
a keresztkotési arany novelésével csak a novekvd részecskeméret (nagyobb feliilet)
szabalyozza a hatdanyag felszabadulasat, mig a HyA/CTAB rendszereknél a HyA polimer
lancon 1évd tenzid aggregatumok szolubilizalhatjadk a KP-t, igy a visszatartds nagyobb
mértéka.

VI1/2. Kvantitativ mdédon jellemeztik a HyA és Chit makromolekulak kozotti
elektrosztatikus kolcsonhatasokat, melyek ismeretében optimalizaltuk Chit/HyA alapa
hordozd részecskék eldallitdsanak modjat. Eltéré eloallitdsi modokat alkalmazva
elektrosztatikusan kompenzalt Chit/HyA, tripolifoszfattal (TPP) keresztkotott Chit-TPP/HyA
€s mag-héj szerkezetli Chit-TPPmag/HyAhéj kolloid részecskék eldallitasat valdsitottuk meg.
Megallapitottuk, hogy a kisméretli részecskék képzodése (d = 100 — 300 nm), a részecskék
tipusatol fiiggetleniil, jelentésebb Chit vagy HyA makromolekula talsaly esetén
kedvezményezett.

VI11/3. Eredményesen hoztunk létre BSA, BSA-HyA, ill. HSA-HyA részecskéket.
Jellemeztiik a makromolekuldk és makromolekula-hatdéanyag kozotti kolcsonhatasok jellegét
¢és mértékét. Igazoltuk, hogy csak adott makromolekula tomegarany (BSA/HSA — HyA = 2:1)
vezet megfeleld stabilitastt kolloid (~ 200 nm) részecskék Iétrehozasahoz, ahol a HyA
stabilitasara. Az ibuprofén (IBU) bélben torténd felszivodasat megvalositva igazoltuk, hogy a
fehérje/HyA alapu formulédcio, amely megnovekedett oldhatosagot, gyorsabb oldodast €s
nagyobb permeabilitast biztosit, kontrollaltabb, alacsonyabb dozisu és gyomornyalkahartyat
kimélo terapias megoldast jelenthet a nagy dozisu IBU-alapu terapiaban
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7. Az eredmények varhato alkalmazasa

Anyagtudomdanyi, orvosbiologiai ¢és gyogyszerészeti fejlesztésekben egyre
meghatarozobb szerep jut olyan Uj nanoszerkezetek alkalmazésanak, melyek reprodukalhato,
koltséghatékony és kornyezetkiméld folyamatok révén allithatdéak eld. Mindezek koziil az
egyedi szerkezetfiiggd katalitikus és optikai tulajdonsagaiknak koszonhetdéen egyre inkabb
elétérbe keriilnek a nemesfém-alapt nanostruktirak.

Munkank soran — az irodalomban elsék kozott — tobb jonnan eldallitott arany-
tartalmt kétfémes nanorészecske vizes kozegli szintézis protokolljat dolgoztuk ki, melyek
igéretes eredményeket mutattak a CO2 elektrokémiai uton torténd szabalyozott atalakitasa
soran €s nagyban hozzajarulhatnak Osszetettebb katalizatorok fejlesztésé¢hez.

A szakirodalomban elsdsorban makromolekuldk (nagyobb peptidek, fehérjek)
alkalmazasa révén allitottak el6 fluoreszcens nanoklasztereket orvosbiologiai (pl.: szenzorika,
diagnosztika, fluoreszcens képalkotés stb.) célokra. Munkank révén els6ként szdmoltunk be
kismolekuldk (aminosavak ¢és szarmazékaik, AMP) felhasznalasaval eldallitott arany
nanoklaszterekr6l, amelyek zoldkémiai eldallitasi protokolljanak kidolgozasa mellett
(kizarolag vizes kozegben, erds redukaloszerek €s toxikus hatéssal bird molekulak elhagyéasa,
extrém magas homérséklet €és nyomas elkeriilése stb.) tanulményoztuk a szintézis
koriilmények hatisat a nanostruktirak szerkezetének és optikai sajatsaganak tekintetében.
Fémionok ¢és kismolekuldk szelektiv és gyors azonositasara alkalmas bioszenzorokat
fejlesztésztettiink, amelyeket alkalmazds orientdlt modon mutathattunk be rangos
folyoiratokban és konferencidkon egyarant.

A gybgyszerészeti fejlesztések  teriiletén  javaslatot tettiink, elsOsorban
makromolekulds (bio)kolloidokbdl felépiild gyogyszerhatdoanyag szallitdé részecskék
eldallitasra, valamint beszdmoltunk fiziko-kémiai és funkciondlis jellemzésiik eredményeirdl.
A fejlesztések soran értelmeztiik a hordoz6 makromolekula szerkezetének és fobitasanak,
valamint a vegyes 0sszetételli hordozok esetén a makromolekuldk kozotti elektrosztatikus €s
hidrofob  kolcsonhatasok mértékének a képzddd kolloid részecskék stabilitasara,
toltésviszonyaira, atlagos méretére és méreteloszlasara gyakorolt hatdsat. Emellett sikertlt
vilagos modon kimutatni az emlitett sajatsagok modosuldsanak hatasat a hatdanyag
kapszulazasi képessége, tovabba a hatoanyag kioldodasi folyamat idObelisége ¢és
mechanizmusa tekintetében. Néhany esetben, ahol arra lehetdség adodott tanulmanyoztuk a
fluoreszcens, dontéen voOrds emisszioval rendelkezd, biokompatibilis fluoreszcens
nanoklaszterek kolcsonhatasat a fenn nevezett kolloidalis hordozo részecskékkel.
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albumin and ibuprofen in 2D and 3D systems

Colloids and Surfaces: A, 504 (2016) 471-478.

IF=2,714; Q2; fiiggetlen hiv: 7; 10.1016/j.colsurfa.2016.05.090

[P28] A. N. Kovécs, N. Varga, A. Juhasz, E. Csapé*

Serum protein - hyaluronic acid complex nanocarriers: Structural characterisation and encapsulation
possibilities

Carbohydrate Polymers, 251 (2021) 117047 (8 pages)

IF = 10,723; D1; fiiggetlen hiv: 16; 10.1016/].carbpol.2020.117047

[P29] A. N. Kovécs, G. Katona, A. Juhasz, Gy. T. Balogh, E. Csapé*

Albumin-hyaluronic acid colloidal nanocarriers: Effect of human and bovine serum albumin for
intestinal ibuprofen release enhancement

Journal of Molecular Liquids, 351 (2022) 118614.

IF = 6,000; Q1; fliggetlen hiv: 1; 10.1016/j.molliq.2022.118614

[P30] N. Varga, L. Seres, N. A. Kovécs, A. Turcsanyi, A. Juhasz, E. Csapé*

Serum albumin/hyaluronic acid nanoconjugate: Evaluation of concentration-dependent structural
changes to form an efficient drug carrier particle

International Journal of Biological Macromolecules, 220 (2022) 1523-1531.

IF = 8,200; Q1; figgetlen hiv: 0; 10.1016/].ijbiomac.2022.09.125
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9.2. Az értekezés témakoréhez kapcsolodé tovabbi fontosabb kozlemények

Ezen kozlemények nem képezik az ertekezés alapjat, de az adott tézisponthoz tematikusan
kapcsolodnak. (PhD fokozat megszerzése ota (2010-t6l) *levelezé szerzd

1. tézisponthoz:

[TP1] K. Wojtaszek, F. Cebula, B. Rutkowski, M. Wytrwal, E. Csapé, M. Wojnicki
Synthesis and Catalytic Study of NiAg Bimetallic Core-Shell Nanoparticles
Materials, 16(2) (2023) 659.

IF = 3,400; Q2; fuiggetlen hiv: 0; 10.3390/mal6020659

[TP2] A. Kéri, I. Kalomista, D. Ungor, A. Bélteki, E. Csapé, I. Dékany, T. Prohaska, G. Galbacs
Determination of the structure and composition of Au-Ag bimetallic spherical nanoparticles using
single particle ICP-MS measurements performed with normal and high temporal resolution

Talanta, 179 (2018) 193-199.

IF = 4,916; Q1, fuggetlen hiv: 19; 10.1016/j.talanta.2017.10.056

[TP3] Y.-Y. Yang, E. Csapé, Y.-L. Zhang, F. SiiBmann, S.L. Stebbings, X.-M. Duan, Z.-S. Zhao, |.
Dékany, M.F. Kling

Optimization of the Field Enhancement and Spectral Bandwidth of Single and Coupled Bimetal Core-
Shell Nanoparticles for Few-Cycle Laser Applications

Plasmonics, 7(1) (2012) 99-106.

IF = 2,425; QI; fiiggetlen hiv: 7; 10.1007/s11468-011-9281-9

2. tézisponthoz:

[TP4] B. Streszewski, W. Jaworski, K. Pactawski, E. Csapé, I. Dékany, K. Fitzner

Gold nanoparticles formation in the aqueous system of gold(l11) chloride complex ions and hydrazine
sulfate—Kinetic studies

Colloids and Surfaces: A, 397 (2012) 63-72.

IF =2,108; Q2; fuggetlen hiv: 46; 10.1016/j.colsurfa.2012.01.031

[TP5] A. Szalai, A. Sipos, E. Csapé, L. Toth, M. Csete, I. Dékany

Comparative Study of Plasmonic Properties of Cysteine-Functionalized Gold and Silver Nanopatrticle
Aggregates

Plasmonics, 8(1) (2013) 53-62.

IF =2,738; Q1; fliggetlen hiv: 9; 10.1007/s11468-012-9420-y

[TP6] M. Csete, A. Szalai, E. Csapé, L. Toth, A. Somogyi, I. Dékany

Collective Plasmonic Resonances on arrays of Cysteine Functionalized Silver Nanoparticle
Aggregates

Journal of Physical Chemisry C, 118 (31) (2014) 17940-17955.

IF = 4,772; Q1; fiiggetlen hiv: 10; 10.1021/jp503465r

[TP7] E. Kuzmann, E. Csapo*, S. Stichleutner, V.K. Garg, A.C. de Oliveira, S. W. da Silva, L.H.
Sing, S. S. Pati, E. M. Guimarae, A. Lengyel, 1. Dékany, K. Lazar

Fine structure of gold nanoparticles stabilized by buthyldithiol: Species identified by Mdssbauer
spectroscopy

Colloids and Surfaces: A, 504 (2016) 260-266.

IF = 2,714; Q2; fiiggetlen hiv: 3; 10.1016/j.colsurfa.2016.05.088

[TP8] I. Kalomista, A. Kéri, D. Ungor, E. Csapé, I. Dékany, T. Prohaska, G. Galbacs

Dimensional characterization of gold nanorods by combining millisecond and microsecond temporal
resolution single particle ICP-MS measurements

J. Analytical Atomic Spectrometry, 32 (2017) 2455-2462.

IF = 3,608; Q1; fliggetlen hiv: 18; 10.1039/C7JA00306D

[TPI] A. Kéri, A. Sapi, D. Ungor, D. Sebok, E. Csapé, Z. Konya, G. Galbacs

Porosity determination of nano- and sub-micron particles by single particle inductively coupled
plasma mass spectrometry

Journal of Analytical Atomic Spectrometry, 35 (2020) 1139-1147.

IF = 4,023; Q1; fiiggetlen hiv: 9; 10.1039/D0JA00020E
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3.-4.-5. tézispontokhoz:

[TP10] D. Ungor, I. Dékany, E. Csap6*

Reduction of tetrachloroaurate(l11) ions with bioligands: role of the thiol and amine functional groups
on the structure and optical features of gold nanohybrid systems

Nanomaterials, 9 (2019) 1229 (18 pages).

IF = 4,324; Q1; fuggetlen hiv: 29; 10.3390/nan09091229

[TP11] D. Ungor, A. Juhasz, N. Varga, E. Csapé*

Evaluation of noble metal nanostructure-serum albumin interactions in 2D and 3D systems:
Thermodynamics and possible mechanisms

Advances in Colloid and Interface Science, 301 (2022) 102616.

IF = 15,600; D1, fiiggetlen hiv: 3; 10.1016/j.cis.2022.102616

[TP12] Gy. Gombar, D. Ungor, G. F. Samu, O. Dométor, E. Csapé*

Synthesis and characterization of novel blue-emitting nicotinamide-gold nanoclusters with “chain-
breaker” antioxidant property

Journal of Molecular Liquids, 359 (2022) 119372.

IF = 6,000; QI; fiiggetlen hiv: 2; 10.1016/j.molliq.2022.119372

[TP13] D. Ungor, Gy. Gombar, A. Juhasz, G. F. Samu, E. Csap6*

Promising Bioactivity of Vitamin B1-Au Nanocluster: Structure, Enhanced Antioxidant Behavior and
Serum Protein Interaction

Antioxidants, 12(4) (2023) 874.

IF = 7,000; QI; figgetlen hiv: 0; 10.3390/antiox12040874

[TP14] E. Csapé6™

Metal-based nanoclusters for biomedical applications

Metal lons In Life Sciences (2022) Taylor & Francis, Vol. 24. Targeted Metallo-Drugs: Design,
Development, and Mode of Action (szerk.) E. Farkas & C.M Marmion, pp. 289-317.
10.1201/9781003272250-11

6.-7. tézispontokhoz:

[TP15] A. Juhasz, D. Ungor, K. Berta, L. Seres, E. Csap6*

Spreadsheet-based nonlinear analysis of in vitro release properties of a model drug from colloidal
carriers

Journal of Molecular Liquids, 328 (2021) 115405. (8 pages)

IF = 6,633; Q1; fiiggetlen hiv: 15; 10.1016/].mollig.2021.115405

[TP16] A. Juhasz, D. Ungor, E. Z. Varkonyi, N. Varga, E. Csap6*

The pH-Dependent Controlled Release of Encapsulated Vitamin B1 from Liposomal Nanocarrier
International Journal of Molecular Sciences 22(18) (2021) 9851. 10 pages

IF =6,208; Q1; fiiggetlen hiv: 5; 10.3390/ijms22189851

[TP17] A. Juhasz, L. Seres N. Varga, D. Ungor, M. Wojnicki, E. Csapé*

Detailed Calorimetric Analysis of Mixed Micelle Formation from Aqueous Binary Surfactants for
Design of Nanoscale Drug Carriers

Nanomaterials, 11(12) (2021) 3288.

IF =5,719; Q1; fuggetlen hiv: 3; 10.3390/nan011123288

[TP18] V. Hornok, K.W.K. Amin, A.N. Kovacs, A. Juhasz, G. Katona, Gy.T. Balogh, E. Csapé*
Increased blood-brain barrier permeability of neuroprotective drug by colloidal serum albumin
carriers

Colloids and Surfaces B, 220 (2022) 112935 (8 pages)

IF = 5,800; Q1; fiiggetlen hiv: 1; 10.1016/].colsurfb.2022.112935
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9.3. Az értekezés anyagabol nemzetkozi konferenciakon tartott el6adasok

(idérendben visszafelé)

[8] E. Csapé

Fluorescent noble metal nanoclusters with tunable optical features: synthesis, characterization and
biomedical applications

NANOMED?2022, 26-28 October, 2022, Athén, Gordgorszag (meghivott eldado, keynote)

[7] E. Csapé

Fluorescent gold nanoclusters with tunable optical features: synthesis, characterization and selective
detection of biomolecules in aqueous medium

BIOMATSENZ2019, 11-17 May, 2019, Fethiye, Torokorszag (meghivott eléadod, invited)

[6] E. Csapé, Ditta Ungor, Addm Juhész
Selective detection of ions and small molecules using fluorescent gold nanoclusters in aqueous medium
ICONANZ2018, 26-28 September, 2018, Roma, Olaszorszag

[5] E. Csapé

Development of fluorescent gold nanoclusters for selective detection of ions and small molecules in
agueous medium

9th Global Chemistry Congress, 22-23 July, 2018, Lisszabon, Portugalia

[4] E. Csapé, D. Ungor, A. Juhasz, B. Kismarton, 1. Dékany

Biocompatible gold nanohybrid structures with tuneable plasmonic or fluorescent features: syntheses,
structural characterization, possible sensor and biolabelling applications

World Summit on Nanotechnology and Nanomedicine Research (Nanomed-2016), 28-29th
November, 2016, Dubai, Egyesiilt Arab Emirségek (meghivott el6ado, invited)

[3] E. Csapé, D. Ungor, A. Juhasz, B. Kismarton, I. Dékany

Ultra-small gold nanoclusters with tuneable fluorescent features: syntheses, structural identification
and sensoric applications

European Colloid and Interface Society (ECIS-30), 4-9 September, 2016, Roma, Olaszorszag

[2] E. Csapé, D. Ungor, N. Abraham, V. Varga, D. Sebdk, A. Juhasz, I. Dékany

Optical and fluorescent properties of plasmonic hano-bioconjugates

SIWANSG, 6th International Workshop on Advances in Nanoscience, 15-18 October, 2014, Szeged,
Magyarorszag

[1] E. Csapé, A. Majzik, D. Sebok, I. Dékany
Functionalized plasmonic nanoparticles in nanomedicine and sensor applications
38th Hungarian Korean TCC, 11th November, 2013, Budapest, Magyarorszag
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10. Koszonetnyilvanitas

Els6k kozott szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Dékdany Imrének, aki 2009 6szén
befogadott MTA kutatocsoportjaba és kozel hét éven keresztiil koordinalta kezdd posztdoktori
munkam bevezetve a kolloidok és nanostrukturalt rendszerek vilagba. Szakmai tdmogatasa
mellett megismertetett mind az egyetemi, mind az akadémiai tudoméanyos kozosséggel és
rengeteg olyan tanaccsal latott el, amely egy tudomanyos karrier megalapozasat segitheti.

Halasan koszonom Prof. Dr. Farkas Etelka diplomamunka és PhD témavezetom
tamogatasat, aki 2002-ben didkkdri hallgatojanak valasztott €s elinditott a kutatdé palyan.
Kiemelked6 oktatasi tevékenysége, szakmai tuddsa és példamutatd jelleme rendkiviil
motivald volt oktatdi sikereim elérésében, amit igyekszem ¢€n is tovadbbadni hallgatéimnak.
Hélasan koszonom, hogy jelen dolgozatot alaposan 4tolvasta és javaslataival segitette az
eredmények minél pontosabb bemutatasat.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Téth Agotinak, aki iranyomba bizalmat szavazva,
2017-ben egyetemi adjunktusnak nevezett ki az altala vezetett Tanszéken. Beszélgetéseink
sokszor atsegitettek egy nehezebb iddszakon.

Megkiilonboztetett koszonet illeti volt és jelenlegi PhD hallgatdimat és kozvetlen
munkatdrsaimat, akik aldozatos kutatdsi munkdja nélkiil ez az értekezés nem késziilhetett
volna el; koszonom Dr. Ungor Ditta, Dr. Ahmed Mohsen Ismail, Dr. Varga Norbert, Kovacs
Alexandra, Gombar Gydngyi, Turcsanyi A,rpdd, Seres LaszIo, Dr. Hornok Viktoria, Bélteki
Rita és Kuklis Loretta tamogatasat, akik barati 1égkort biztositottak a kutatocsoportban.

Sikeres és eredményes kutatomunkam eléréséhez a SZTE tobb vezetd kutatdjanak
tamogatasa is hozzajarult, akik kutatdcsoporti allast vagy kutatdsi tdmogatast biztositottak
részemre. Koszonom Prof. Dr. Penke Botond, Prof. Dr. Vécsei LaszIo, Prof. Dr. Toth Gabor,
Prof. Dr. Martinek Tamads és Prof. Dr. Kiss Tamas bizalmat és tamogatasat.

Halaval tartozom a TTIK Fizikai Kémiai ¢s Anyagtudomanyi Tanszék és az SZAOK
Orvosi Vegytani Intézet oktatdinak/kutatoinak, akik kisebb-nagyobb részben segitették
kutatbmunkam és barati 1égkort biztositottak. Kiemelném Dr. Bogdr Ferenc, Dr. Paragi
Gdbor, Bicsérdy Katalin és Lagddnné Szélpdl Eva tamogatasat és baratsagat.

Halaval tartozom Dr. Enyedy Evdnak, Dr. Szildgyi Istvannak, Prof. Dr. Balogh Gy.
Tibornak és Prof. Dr. Szatmari Istvannak, akik baratsaga és sokszor batoritd, tamogatd
szavaik nagyban hozzajarult sikeres habilitacios anyagom, a Lendiilet palyazatom ¢és ezen
értekezés Osszedllitdshoz.

Ko6szondm a Debreceni Egyetem volt és jelenlegi oktatoinak maig tarto szeretetét, akik
az elmult tizenharom évben végig kisérték szakmai palydm és minden talalkozasnal batorito
szavakkal lattak el és tamogatasukrol biztositottak.

Ko6szonettel tartozom Prof. Dr. Kiss Evanak, Prof. Dr. Béta Attildnak és Prof. Dr.
Hernadi Klaranak, akik sok esetben hasznos szakmai tanaccsal lattak el palyam soran.

Nem jutottam volna el egy MTA doktori értekezés Osszeallitasaig, ha sziileim nem
segitettek ¢és tadmogattak volna az elmult negyven évben. Haldval tartozom mindenért,
melyeket felsorolni se lehetne. Végiil, de nem utolso sorban a legnagyobb kdszonet férjemet,
Addmot és kislanyomat, Dérat illeti, akik végtelen tiirelemmel kisérték végig ezt a 13 évet;
egy csodas csaladi hattér biztositasa nélkiil ez az értekezés nem késziilhetett volna el.
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