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Tartalmi 6sszefoglalo

Az elmult évtizedekben a nanoszerkezetli anyagok szintézise és vizsgalata az anyagtudomaényi
kutatasok egyik legdinamikusabban fejlodé témateriiletévé valt. A méretcsokkenés hatdsara ijonnan
megjelend elonyods tulajdonsdgoknak koszonhetden a mindennapi élet szamos teriiletén, pl. az
orvosdiagnosztikaban is nagy sikerrel alkalmazhatéak. Kutatocsoportunk munkatarsai a korabbi években
eredményesen allitottak elé6 olyan y-globulin immunfehérjével stabilizalt fluoreszcens arany
nanoklasztereket, melyek alkalmasak voltak a triptofan aminosav un. kinurenin metabolikus
korfolyamataban talalhato egyik legjelentésebb molekuldnak, az L-kinureninnek a szelektiv kimutatasara.
megnyitva az utat egy potencialis optikai bioszenzor fejlesztéséhez [1].

Ehhez a kutatasi témahoz kapcsolodva, tudoméanyos didkkori munkdm legfontosabb feladataként
tliztiik ki célul, hogy a stabilizald fehérje megtartasa mellett, eziist hozzdadasaval Au/Ag 6tvozet klasztert
allitsunk el6. Munkam soran elvégeztiik a y-globulinnal stabilizalt, fluoreszcens Au/Ag nanoklaszterek
fizikai-kémiai jellemzését. Megvizsgaltuk a klaszterek stabilitdsat dinamikus fényszords és (-potencial
mérésekkel kiilonb6zo pH-ju kézegekben, melybdl kidertilt, hogy a pH = 7,0—12,0 tartomanyon a klaszterek
kevésbé hajlamosak az aggregaciora. Ezzel ellentétben megfigyeltiik, hogy pH = 4-5 tartomanyon szemmel
lathato aggregacio kovetkezett be, ezért toltéstitralassal meghatdroztuk a klasztert stabilizaloé fehérje
izoelektromos pontjat a klaszter képzddése eldtt és utdn. A mérések ramutattak arra, hogy a klaszter
képzddést kovetden a fehérje izoelektromos pontja a savas tartomany felé tolodott ~ 1 pH egységgel.
Mindezek mellett tanulmanyoztuk a klaszterek NaCl sotiirését 0,0-2,5 M koncentracio tartomanyon,
melynek eredménye ramutatott, hogy a névekvo sdkoncentracidé enyhén ndveli a fluoreszcencia intenzitast
a kismértékli aggregacionak koszonhetden. Mindezen vizsgalatok mellett tanulmanyoztuk, hogy a
megvaltozott kémiai 6sszetétel, ezaltal a megvaltozott optikai sajatsagok milyen hatdssal birnak a kinurenin
utvonal molekulaival szembeni szelektivitasra.

A fentnevezett szenzorikai méréseket foszfat-pufferben (pH = 7,40; 0,9 w% NaCl) és mesterséges
agyvizben (aCSF) is elvégeztiikk. Mindkét kdzegben azt tapasztaltuk, hogy a kinurenin Gtvonal metabolitjai
koziil az L-kinureninbdl képz0d6 kinurénsav hatasara mérhetd a legnagyobb mértéki fluoreszcencia kioltas,
mely ramutat arra, hogy az arany egy részének eziistre cserélése révén a szelektivitds hangolhato. A
klaszterek szelektivitasanak felderitése mellett meghataroztuk a kinurénsav legkisebb kimutathatd
mennyiségét (limit of detection/LOD) és a fluoreszcencia élettartalmat is az egyes kozegekben, mely

eldsegitheti a kioltas természetének alaposabb megértését.
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Roviditések jegyzéke

aCSF (artificial cerebrospinal fluid): mesterséges agy-gerincveld folyadék
ATP (adenosine-5’-triphosphate): adenozin-5’-trifoszfat

B-Lg (B-lactoglobulin): B-laktoglobulin

DLS (dynamic light scattering): dinamikus fényszoras

vG (gamma (y) globulin immunfehérje

IgG: immunglobulin G

Kyna (kynurenic acid) kinurénsav

LCE (ligand-centered emission): ligandum kézponti emisszid

LOD (limit of detection): kimutatasi hatar

LSPR (localized surface plasmon resonance): lokalizalt feliileti plazmon rezonancia
MCE (metal-centered emission): fém kdzpontli emisszid

MilliQ: ultratiszta viz

NAD (nicotinamide adenine dinucleotide): nikotinamid-adenin-dinukleotid
NCs (nanoclusters): nanoklaszterek

NPs (nanoparticles): nanorészecskék

PBS (phosphate buffered saline): foszfat puffer

PCD (particle charge detector): részecske toltés detektor

TCSPC (time-correlated single photon counting): idd-korrelalt egy-foton szamlalas
L-Trp (L-tryptophan): L-triptofan

UV-Vis (ultraviolet-visibel): ultraibolya-lathato

ZP (zeta potential): zéta ({)-potencial

TDK dolgozat



1. Irodalmi attekintés
1.1. Nanoszerkezeti anyagok jellemzése

A nanométeres (10° m) mérettartomany anyagok vizsgalata kdzkedvelt kutatdsi témava valt az
elmult években. Népszerlisége abban rejlik, hogy a tombfazishoz képest, a méretcsokkenés hatasara az
anyagok fizikai-kémiai sajatsagai megvaltoznak, emellett pedig 0j tulajdonsagok is megjelennek. A
nanorészecskék elnevezés (nanoparticles, NPs) olyan anyagokat foglal magaban, melyeknek legalabb az
egyik dimenzidja 100 nm alatti mérettel rendelkezik (1. abra). Altalanossagban elmondhaté, hogy egy
klasszikus egyfémes részecskében két fontosabb, {6 réteget kiilonithetiink el: a kozponti mag, ez hatarozza
meg magat a részecskét, és a feliileti réteg, mely tobbek kozott szamos kismolekulaval, fémionnal,

feltiletaktiv anyaggal, valamint polimerrel funkcionalizalhat6 [2].

¢ &
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1. dbra: Az egyes anyagtipusok mérettartomanya a tombfazistol az atomig [3].

1.2. Nemesfém nanorészecskék optikai tulajdonsagai

A nemesfém nanorészecskéket, kiillondsen az arany ¢€s eziist tartalmu rendszereket, szdmos teriileten
alkalmazzak, koszonhetden egyedi optikai tulajdonsdguknak, amely a lokalizalt feliileti plazmon
rezonancia (localized surface plasmon resonance, LSPR). Ennek alapja az, hogy nemesfém nanorészecskék
a lathat6é fény fotonjaival intenziv kolcsonhatasba Iépnek, igy a részecskét alkotd atomokat koriilvevd
szabad, vezetd elektronok oszcillacioja kovetkezik be. Az oszcillacid rezonanssd valik, ha a rezgés
frekvencidja megegyezik a besugarzé fény elektromagneses terének frekvencidjaval (2. abra). A plazmon
rezonancia spektrumok spektrofotometriaval detektalhatok, melyek hasznos informaciét adnak a nemesfém
nanorészecskék 0Osszetételérdl, méretérdl ¢€s alakjarol [4]. A gomb alaku arany nanorészecskék
karakterisztikus plazmon moédusa Amax = 500-550 nm tartomdnyon, mig az arany/eziist Otvozet
nanorészecskék esetén Amax = 390-550 nm tartomanyban azonosithaté azok szerkezetétdl, méretétdl és

Osszetételétol fiiggden [5,6].
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Elektromos tér

2. abra: A lokalizalt feliileti plazmon rezonancia jelensége [2].

1.3. Nemesfém nanorendszerek eloallitasa

A fémtartalma (Au, Ag, Pt, Cu) nanostrukturalt rendszerek fizikai és kémiai sajatsagaik nagy
mértékben fliggenek Osszetételiiktdl, méretiiktol, alakjuktol, illetve az elkészités és 0sszeallitas modjatol is.
Ennek kovetkeztében a legfontosabb optikai tulajdonségaik konnyen szabalyozhatéak a méret és a feliileti
ligandumok szabalyozéasaval. Nanorészecskék eldallitasara két 6 modszert alkalmaznak az irodalomban.
Az egyik az un. ,,top-down” modszer, masnéven ,,fentrdl lefele épitkezés”. Ezt altalaban valamilyen fizikai
eljarassal (p/. nanodrlés, maratas) érik el. A masik médszer az un. ,,bottom-up” szintézis, vagyis ,,lentrdl
felfele épitkezés”, melyet a nedves-kémiai eljardsokhoz sorolhatunk. Ilyen esetben, ha redukaldszerként
olyan molekuldkat hasznalunk a szintéziseknél, melyek biologiai rendszerekben is jelen vannak (pl.
fehérjek), a képzodd nanorendszerek fizioldgias koriilmények kozott is nagy stabilitast mutatnak, ezen kiviil
kozvetleniil funkcionalizdlhatok a szintézis alatt. Ha a redukaloszer adagolasa a prekurzor fémsoval
ekvivalens mennyiségben torténik, a keletkezd termék gyakorta olyan plazmonikus sajatsaggal rendelkezd
nanorészecske lesz, melynek atlagos mérete 2 nm-nél nagyobb. Ezzel szemben, ha a redukaloszer adagolédsa
nagy feleslegben torténik, akkor fluoreszcens tulajdonsdggal rendelkezd, un. a nanoklaszterek
(nanoclusters, NCs) kialakulasa a preferaltabb, melyek primer fémmagja 2 nm-nél kisebb, akar a szub-
nanométeres mérettartomanyba is eshet. Atlagosan néhany atomtol néhany tiz atomig terjed a méretiik [7,8]
mivel a redukaldszer felesleg sztérikusan gatolja a részecskék nagyobb (2 nm feletti) méretre torténd
novekedését.

Ezen kicsiny részecskék fluoreszcens sajatsdga egyedi szerkezetlikbdl adodik. Mivel az atomok
szama igen kevés a fémmagban, a folytonos vezetési sav, mely a fémes részecskék egyik szerkezeti
jellemzdje, nem alakul ki, helyette hibrid palydk képzdédnek a fémmag és a stabilizald ligandum

donorcsoportjainak részvételével. Ennek eredményeként a kialakuld szub-nanométeres fémmagok



»molekulaszeri” viselkedést mutatnak. A lumineszcens fém nanoklaszterek tovabbi jellemzdje pl. az
emisszid ¢és abszorbancia maximumok kozotti nagy Stokes-eltolodast, a jo fotostabilitds és biologiai
kompatibilitas [9,10]. Ezen sajatsdgok mellett a kimagaslé kvantum hasznositas pedig lehetéséget ad
optikai szenzorok, biologiai képalkotok, fotoszenzibilatorok és fénykibocsatdo eszkozok (LED-ek)

tervezésére.

1.4. Arany-eziist nanoklaszterek jellemzése, szenzorikai felhasznalasuk

A fémes nanoklaszterek (NCs) tulajdonsagaik és optikai sajatsdgaik széles skalan hangolhatdak a
kozponti fématomok(ok) mindségének és mennyiségének valtoztatasaval. Kiilondsen az arany ¢és eziist
tartalmu klasztereket alkalmazzak sikerrel széles korben pl. érzékelés, katalizis, biologiai jelolés és
biologiai fluoreszcens képalkotas teriiletén. Az arany nanoklaszterek fOként a stabilitasuk és
biokompatibilitdisuk miatt keriiltek a figyelem kozéppontjaba, mig az eziist nanoklaszterek magas
elektromos vezetOképességiiknek ¢€s kiemelkedd fotolumineszcens tulajdonsagaiknak koszonhetéen
lehetnek érdekesek. Emellett nem elhanyagolhaté az eziist azon elényos tulajdonsaga sem, hogy sokkal
olcsobb az aranynal [11]. A szakirodalomban szamos példat taldlunk, mely igazolja, hogy mar sikeresen
allitottak eld fehérjékkel, biologiai kismolekulakkal stabilizalt arany, eziist és arany-eziist tartalmt
nanoklasztereket szenzorikai célokra. Ezen optikai érzékelok f6 komponense lehet az eldallitott
fluoreszcens klaszter, mivel a lumineszcens sajatsagok (hullamhossz és intenzitas) nagymértékben
érzékenyek a kémiai kdrnyezetre (p/. a pH vagy az ionerdsség valtozasa), igy ez a sajatossag kivaldan jelzi
a detektalni kivant mintaval val6 kolcsonhatas l1étrejottét [12]. A szenzorikai mérések sordn a ,,bekapcsolés”
(turn-on) ¢és ,kikapcsolas” (turn-off) a két leggyakoribb moddszer. A kikapcsolds alapu érzékeldk
miikddésének Iényege, hogy az analit és a klaszter kozott 1étrejovo specifikus kdlcsonhatas révén kioltddik
a nanoklaszter fluoreszcencidja. A bekapcsolas modszer mikkddésének modja a legtobb esetben pedig az,
hogy kezdetben egy inhibitor kétddik a klaszterhez, ennek kovetkeztében a minta nem fluoreszkal. A
kimutatni kivant komponens kdlcsonhat az inhibitorral, ezéltal szabadda teszi a klasztert, melynek hatasara
1smét mérheto a fluoreszcencia intenzitas [7].

A szakirodalomban mar szamos példat taldlhatunk ezen klaszter-alapi optikai szenzorok
fejlesztésére. X. Han és munkatarsai 2019-ben fejlesztettek egy arany nanoklaszter kémiai nyelv szenzor
tombot Alzheimer kor diagnosztizalasara [13]. Négy, kiilonbozo tiol-tartalmu peptiddel és kismolekulaval
stabilizalt fluoreszcens arany nanoklaszterbdl allt, melyeket fehérjék kimutatdsara hasznaltak nanomolos
koncentraciokban. Bizonyitottdk, hogy ezzel a szenzor tdémbbel a fehérjék megkiilonboztethetok egymastol
még emberi vizeletben is. Emellett az Alzheimer-koros betegeket sikeresen azonositottak egészséges és

iziileti porckopasban szenvedd emberek koziil ezen bioszenzort alkalmazva.
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Ugyanebben az évben X. Li és H. Zhao munkatarsaikkal kifejlesztettek egy eziist-nanoklaszter
molekularis jelad6t adenozin-trifoszfat (ATP) detektalasara [14]. Létrehoztak egy jelolésmentes (label-
free) fluoreszcens szenzort, amely egy hajtli forméju fémtartalmu adduktum két révid egyszalit DNS-szalat
¢s T4 DNS ligazt tartalmazva. Mikodésének alapja, hogy a szenzor ATP hidnyaban magas fluoreszcencia
intenzitast mutat. Azonban, ha ATP-t detektal, a két rovid szala DNS hibridizaldodik, kinyitva ezzel a hajti
alakl szerkezetet, amely fluoreszcencia csdkkenést okoz. Optimalis koriilmények kozott a fluoreszcencia
intenzitas csokkenés teljesen linearis osszefliggést mutat az ATP koncentracioval 0,1-10 uM tartomanyban.
Az ismertetett metodus a hagyomanyos ATP detektalasi modszerekhez képest konnyen hasznélhato, olcso
¢s magas €rzékenységil.

Egy kétfémes klasztert felhasznalva ugyancsak 2019-ben B. Han és munkatarsai hangolhato
emisszids sajatsdgokkal rendelkezd arany-eziist nanoklasztereket allitottak eld L-cisztein bekapcsolas
(,,turn-on™) ¢és kikapcsolas (,,turn-of”) altali detektalasara [15]. A redukald és stabilizalé anyag a B-
laktoglobulin (B-Lg) volt. A szenzorikai mérések alapja, hogy az eziist kiilonb6zé helyzete a
klasztermagban mas-més hulldmhosszon eredményez fluoreszcencia intenzitds maximumot. Ha a két fém
kozott metallofil kolesonhatas van jelen, kisebb méretti kétfémes klaszter jon létre, amely a sarga
tartomanyban emittal. Ezzel szemben egy pozitiv toltésh eziist héj 1étrehozédsa az arany magon (egy kiilon
1épésben eziist tobblet hozzdadasaval) eltolja az emissziot a narancssarga tartomanyba. Az L-cisztein
stabilizalja a B-Lg védbhatasat, igy ,,bekapcsolja™ a sarga emissziot. Ellenben a cisztein és a pozitiv toltésti
eziist héj interakcioja lerombolja ezt a védohatast, ,,kikapcsolva” ezzel a fluoreszcens sajatsagot.

Mivel Kutatocsoportunk kordbban részletesen tanulmanyozta a kinurenin korfolyamatban szerepet
jatsz6 neuroaktiv vegyiiletek detektalasi lehetdségeit nanokalszterek alkalmazéasa révén, igy a kovetkezo

fejezetben ezen molekulak részletesebb bemutatasara korlatozodunk.



1.5. Kinurenin utvonal

Az L-triptofan (L-Trp; C11H12N202) egyike az emberi szervezet szamara sziikséges kilenc alapvetd
aminosavnak. Szerkezetét tekintve az aromas oldallancti aminosavak ko6zé sorolhatdé az oldallancban
talalhat6 indol gytiri miatt. Annak ellenére, hogy ez egy kismértékben eldfordulé aminosav, fontos szerepet
jatszik az egészség megdrzésében, példaul sziikséges a fehérjeszintézishez és egyéb neurotranszmitterek
kiindulasi vegyiilete. A kinurenin utvonal (3. abra) sordn a szervezet a triptofant kiilonféle neuroaktiv
metabolitokka alakitja at: tobbek kozott L-kinurenin, kinurénsav, 3-hidroxy-L-kinurein, kinolinsav és
nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD) keletkezik, melyek jelentds hatdssal birnak az idegrendszer
értekektol valo eltérése kozvetett kivaltod oka lehet akar daganatos megbetegedéseknek is. Emellett szamos
neurodegenerativ rendellenesség kialakulasat is idével elindithatjdk (pl. Alzheimer-, Parkinson-,
Huntington-kor) [16].

Ezen molekulak optikai kimutatasara 2019-ben tett kisérletet Kutatécsoportunk [1]. Munkatéarsaink
ramutattak arra, hogy a y-globulin immunfehérjével stabilizalt Au nanoklaszterek képesek kdlcsonhatasba
1épni az L-kinurenin molekulaval. A kolcsonhatés soran a klaszterek elveszitik fluoreszcencidjukat az analit
molekuldval torténd iitkozése révén. Meghataroztdk, hogy az L-kinurenin legkisebb kimutathaté
mennyisége 15 és 22 uM foszfat pufferben (pH =7,4) és mesterséges agyvizben (aCSF). Emellett
létrehoztak egy un. ,,cseppentéses” papirszenzort is, mely alkalmas volt a kérdéses molekula mesterséges

agyvizbdl torténd azonnali kimutatdsara mar 5 pM koncentracidban is.
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2. Célkitiizés

Amint azt az Irodalmi attekintésben is emlitettilk, Kutatocsoportunkban korabban a y-globulin
stabilizalt arany nanoklaszter (yG-Au NCs) szintézismodszerét ¢€s szenzorikai felhasznaldsdnak
kidolgozésat sikeresen valositottdk meg. Ezen kutatomunka folytatdsdhoz csatlakozva TDK dolgozatom
céljaul thztiik ki, hogy a stabilizald fehérje megtartasaval az arany mellett eziist hozzaadéasa révén 1étrejovo
uj, kétfémes klaszter esetében kideritsiik, hogy tapasztalhato-e valtozas az optikai sajatsagokat és a
szenzorikai felhasznélasokat tekintve. Szerettiik volna felderiteni, hogy a kialakul6 klaszterekben mekkora
aranyban talalhatok eziist atomok az arany mellett. Meg kivantuk vizsgélni azt is, hogy a beépiild eziist
pedig hogyan befolyasolja az emisszid helyét, a fluoreszcencia ¢lettartamat ¢és a klaszter
kvantumhasznositasat a tiszta arany klaszterek optikai jellemzoéihez képest. Dinamikus fényszoras és (-
potencial mérésekkel terveztiik igazolni, hogy az Gjonnan kialakitott 6tvozet klaszterek milyen mértékben
aggregalodnak a kozeg pH-janak fliggvényében, valamint mennyire képesek tolerdlni az ionerdsség
valtozasat a késobbi biologiai felhasznalasok érdekében.

Végiil szerettiink volna informécidt nyerni arrdl, hogy a klaszterek milyen optikai érzékeldk
fejlesztésére lesznek alkalmasak a jovOben. Mivel a yG-Au klaszterekkel a triptofdn egyik lebontd
folyamatdban keletkezé L-kinurenin szelektiv kimutatasara volt lehetdség, a szenzorikai vizsgalatok
célcsoportjanak ezen kétfémes rendszer esetén is a kinurenin Utvonal metabolitjait vélasztottuk. A
szenzorikai mérésket kétféle kozegben is meg kivantuk vizsgalni, emellett pedig szerettiink volna adatot
szolgaltatni arr6l, hogy mekkora a detektalhaté molekula vagy molekuldk legkisebb kimutathaté
mennyisége. Fluoreszcencia ¢élettartam mérésekkel a klaszter és az analit molekula k6zotti kdlcsonhatés

fizikai-kémiai természetét is felderiteni terveztik.
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3. Felhasznalt anyagok és szintézismodszerek

3.1. Vegyszerek

Az arany-eziist nanoklaszterek elodllitasahoz hasznalt anyagok

hidrogén-tetrakloro-aurat-trihidrat (HAuClsx3H>0; 99,9%, Au 49% min, Alfa Aesar)
eziist-nitrat (AgNO3; >99,9%, Molar)

gamma globulin szarvasmarha vérbol (yG; 99%, Sigma-Aldrich, Serva)
natrium-hidroxid mikroszemcsés (NaOH; 99,8%, Molar)

Sigma — Aldrich celluloz dializis csdmembran (cut-off: 14 kDa)

A szenzorikai vizsgalatokhoz hasznalt anyagok

kinurénsav (Kyna; C1oH7NO3; >98%, Sigma-Aldrich)
3-hidroxi-DL-kinurenin (3-HK; C10H12N204; >98%, Sigma-Aldrich)
L-triptofan (Trp; C11H12N202; 98%, Sigma-Aldrich)

xanturénsav (C1oH7NOs; 96%, Sigma-Aldrich)

DL-kinurenin (Kyn; C1oH12N203; >95%, Sigma-Aldrich)

antranilsav (C7H7NO2; >99%, Sigma-Aldrich)

3-hidroxi-antranilsav (C7H7NO3; 97% Sigma-Aldrich)

kinolinsav (C7HsNOs; 99%, Sigma-Aldrich)

pikolinsav (CsHsNO2; 99%, Sigma-Aldrich)

nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD; C21H27N7014P2; 98%, Sigma-Aldrich)

Foszfat puffer eldoallitasahoz hasznalt anyagok

natrium-dihidrogén-foszfat-dihidrat (NaH2PO4x2 H>0; 100%, Molar)
dinatrium-hidrogén-foszfat-dodekahidrat (NaxHPO4x12 H>O; 100%, Molar)
natrium-klorid (NaCl, 99,6%, Molar)

Mesterseges agyviz eloallitasahoz hasznalt anyagok

natrium-klorid (NaCl; 99,6%, Molar)

kalium-klorid (KCI; 100%, VWR Chemicals)
kalium-dihidrogén-foszfat (KH2PO4; >99,5%, Reanal)
natrium-hidrogén-karbonat (NaHCO3; >95,5%, Sigma-Aldrich)
D-gliik6z-monohidrat (CeH1206xH20; 99,9%, Molar)
kalcium-klorid-dihidrat (CaClox2H>0; 99,98%, Molar)
magnézium-klorid-hexahidrat (MgCl>x6H20; 99,2%, Molar)
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A felhasznalt vegyiiletek analitikai tisztasaguak voltak, igy tovabbi tisztitdsra nem volt szlikség. Az
oldatok elkészitéséhez ultratiszta (Milli-Q, Merck Millipore, Integral3, 18,2 MQxcm 25 °C-on) vizet
alkalmaztunk.

3.2. Immunfehérjével stabilizalt arany-eziist nanoklaszterek szintézise

A Kkisérletek soran hasznélt klaszterek eldallitdsahoz 100 cm® térfogatl, teflon betétes kupakkal
rendelkezé mintatarto iivegbe 30 cm? MilliQ vizet mértiink, ehhez 0,54 g szilard y-globulint adtunk, melyet
kozepes kevertetés mellett feloldottunk. Ezt kovetden a térfogat kiegészitése érdekében hozzaadtunk 1,911
cm® MilliQ vizet. A kovetkezd 1épésben tortént a fémsok hozzaadasa. Elsének 1,047 cm?® 10 mM HAuCly
majd 0,102 cm® 10 mM AgNOs térzsoldatot pipettaztunk a feloldott fehérjéhez kevertetés mellett, ebben a
sorrendben. Ezt 15 perc homogenizalas kovette. Az id8 letelte utdn 2,4 cm® 1 M NaOH-oldatot adtunk a
mintahoz a fémionok redukcidjdhoz sziikséges bazikus kozeg kialakitasahoz, majd szobahdmérsékleten,
fénytol elzarva még 24 oraig kevertettiik. A szintézist kdvetden a minta tisztitasat 14 kDa-os membrannal,
2 dm? MilliQ vizben, 2x2 éraig tartd dializissel végeztiik.

Megfigyelések: Az arany hatdsara az addig enyhén fehér és opdlos rendszer teljesen atlatszatlanna
valt, majd a lug hozzdadasat kovetden kitisztult. A 24 6rés szintézis utan a képzodott klasztereket tartalmazo

vizes diszperzio szine halvanysargara valtozott.
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4. Vizsgalati modszerek

4.1. Fluoreszcencia spektroszkopia

A fluoreszcencia spektroszkopia a fotolumineszcencia targykorébe tartozd vizsgalati modszerek
egyike. A fotolumineszcencia soran a minta (fluorofor) elektronjai ultraibolya (UV) vagy lathato fény (Vis)
hatasara gerjesztddnek, tehat So alapallapotbol egy nagyobb energiaju Si elektronpalyara jutnak. A
fluoreszcencia az a folyamat, amikor a gerjesztett molekuldk egy fluoreszcens foton kibocsatasa tutjan
térnek vissza alapallapotba (relaxalodnak), spinkvantumszam-valtozas nélkil (S1—So). A sugarzas
energidja ardnyos az alap és gerjesztett allapot kozotti energiakiilonbséggel.

A folyamat soran kisugarzott fotonok tulajdonsagai, mint a hulldmhossz, mennyiség (intenzits)
illetve ezek valtozasai, szamunkra szolgaltak fontos informacioval a mérések folyaméan. A valtozasért
felelhet homérséklet, nyomas, pH, ionerdsség vagy koncentracio valtozas, esetleg atomok, ionok vagy
molekuldk kolcsonhatdsa a mintaval. A fotonok intenzitdsat megvaltoztatd tényezOk lehetnek kioltok
(quencher) vagy fokozdk (enhancer). Mivel a szakdolgozat téméja az eldallitott klaszterek fluoreszcencia-
kioltassal torténd optikai bioszenzorként valo felhasznalasan alapul, igy a kovetkezOkben a kioltés
jelenségének részletes bemutatasa torténik.

A fluoreszcencia-kioltasi folyamatok a Stern-Volmer egyenlettel értelmezhetdk:

Lo =1+ KSV [Q]
1 1)

ahol az Io a kiolto nélkiili kezdeti, I pedig a kioltd jelenlétében mért intenzitas. Ksv a Stern-Volmer
allando, illetve [Q] a kiolto egyensulyi koncnetracioja’.

A kioltas természetét tekintve lehet sztatikus, dinamikus vagy ezen két folyamat keveréke is.
Sztatikus kioltas esetén a fluorofor és a kioltd kozott mar alapallapotban 1étrejon egy nem fluoreszkalo
(sotét) komplex. Mivel a gerjesztett allapotban t61tott id6 valtozatlan — csupan a fluoroférok szdma csokken,
igy sztatikus kioltas soran a fluorofor élettartalma a kiolto jelenlétében nem valtozik.

A masik kioltasi folyamat a dinamikus vagy masnéven litkdzéses kioltds. Ebben az esetben a kiolto
kozel keriil a gerjesztett fluoroforhoz, majd iitk6zés révén a fluorofér elvesziti tobbletenergidjat. Ilyenkor
a fluorofor fluoreszcencia élettartama (t) megvaltozik a kiolto jelenlétében, mivel itt a gerjesztett allapotban

toltott 1d6 csokken le az utkozések hatasara.

1 Altalanossagban az egyensulyi koncentraciok meghatarozasara szolgalé fiiggetlen mérések hianyaban a kiolté analitikai

crcr
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A fluoreszcencia spektrumokat egy Horiba Jobin Yvon Fluoromax-4 tipusu spektrofluorométerrel
rogzitettiik, 2,0 nm-es slit értékkel. A 1éptékhatas vizsgalatdhoz pedig egy JASCO FP-8500 tipust miiszert
hasznaltunk, 2,5-2,5 nm-es slit értékekkel és 200 nm/min péasztazasi sebességgel. A mérésekhez mindkét
esetben 1 cm optikai Gthossz négyoldalu semi-micro kvarc kiivettat hasznaltunk, amiben a mintdkat 350
nm hullamhossza fénnyel gerjesztettiik €s az intenzitds maximumot 630—640 nm koriili hullamhosszon
kaptuk.

A mintak fluoreszcencia élettartaméanak mérésére un. idé-korrelalt egy-foton szamlélast (TCSPC:
time-correlated single photon counting) alkalmaztunk. Mikodésének elve, hogy egy a gerjesztd
impulzusbodl szdrmazé start jellel elinditunk egy id6-amplitddd konvertert, amelyet leallitunk miutan
detektaltuk az els6 fotont (4. abra). Ezt az eljarast kelléen sokszor megismételve, egy hisztogramot kapunk,
amely kirajzolja a beérkezett fotonok idejét vagyis azok fluoreszcencia lecsengését. igy megkapjuk a két

esemény kozotti idokiilonbséget.

Detektor Y
jel 1d6 (ns)
Foton
1
2 A,
. A
A o
S o
6
’
9 -
10
N A
Foton
eloszlasa
1dé (ns)

4. abra: A TCSPC méréstechnika sematikus alapja [17].

A gerjesztéshez 371 nm-es lézerfényt alkalmaztunk 20 kHz ismétlési frekvencidval. A mintdk
emisszidjat 630 nm hulldmhosszon vizsgaltuk 8 nm résszélesség ¢és 6,2 ps iddablak mellett. A
fluoreszcencia lecsengési gorbék kiértékelését egy haromexponencialis (2. egyenlet) egyenlet illesztésével

végeztik el:

- -1 —i
A+Bl'eT1+Bz'eT2+B3'eT3 (2)
ahol T1, T2 és T3 értékek az egyes fluoreszcencia élettartam komponensek, a Bi—B3 értékek pedig az

egyes komponensek hozzajarulasat adjak meg a teljes fluoreszcenciahoz.

15



TDK dolgozat
4.2. Dinamikus fényszoras (DLS) és {-potencial (ZP) mérés

A dinamikus fényszoérds méréssel a részecskék hidrodinamikai atmérdje hatarozhaté meg vizes
kozegben. A mintat He-Ne 1ézerrel vilagitjuk meg és a szort fény iddbeli valtozasat mérjiik. A megfigyelt
térrészben a részecskék Brown-mozgasanak kovetkeztében folyamatosan valtozik a szort fény intenzitésa.
A Brown-mozgas sebessége aranyos a részecskék méretével, ugyanis a kisebb részecskék lassabban, mig a
nagyobbak gyorsabban mozognak. A mért adatokbol egy autokorrelacios filiggvény létrehozasaval, a
ZetaSizer program segitségével meghatdrozhatjuk a részecskék hidrodinamikai atmérdjét (d), diffuzids
egylitthatojat i/l. a méreteloszlasat.

A (-potencial méréshez a feliileti toltéssel rendelkezd részecskéket elektromos erdtérbe helyezziik.
Ilyenkor elhasad a részecskéket koriilvevo ionatmoszféra, ennek kovetkeztében potencialkiilonbség jon
l1étre a hasadasi sik és az oldat belseje kozott. Ez a potencial a zéta potencial ((-potencidl, ZP), melynek
abszolutértéke a részecskék kinetikai stabilitdsaval van Osszefliggésben. A magas abszolutértékii ZP
kinetikailag stabil részecskékre utal, mig az alacsony ZP értékii kolloid rendszerek koagulalasra ill.
flokkulalasra lehetnek hajlamosak. Altalanossagban megfeleld kinetikai stabilitasrol kb. 15 mV ZP érték
felett beszéliink, ha a részecskét valamilyen joldefinialt biomolekula réteggel (pl. fehérje, polimer korona)
stabilizaljuk [18].

A DLS ¢és C-potencial méréseket egy Malvern NanoZS miiszerrel (A=633 nm He-Ne lézer) végeztiik,

25+ 0,1 °C hémérsékleten. A mért paraméterek értékét minden esetben 5—5 mérés atlagaként szdmitottuk.

4.3. Toltéstitralas

Az un. részecske toltés detektor (Particle Charge Detector (PCD)), egy elektromosan toltott
részecskéket tartalmazo diszperziok mérésére alkalmas technika. A miiszer hengeres teflonedényben egy
teflon-oszlop 4altal mozgést general a mintaban, amely hatdsara a részecskék koriili elektromos kettésréteg
nyirasabol a tefloncsd falaban elhelyezkedd elektrodon potencialkiilonbség mérheté (mV). Ezen eljarast
pH-méréssel 6sszekotve lehetéség nyilik a fehérjék, valamint fehérje tartalmu rendszerek izoelektromos
pontjanak meghatdrozasara.

A méréseket egy Miitek PCD 04 toltéstitratorral végeztiik el. 20 cm® kezdeti mintatérfogathoz a pH
novelése érdekében NaOH-, illetve pH csokkentéséhez HCl-oldatot adagoltunk ¢és fél pH egységenként
mértiik a potencidlt. A tiszta fehérje €s a klaszter titradldsakor is az eredeti recept szerinti mennyiséget

hatszorosara higitottuk, igy mindkét esetben 2,54 mg/ cm® fehérje koncentracioval dolgoztunk.
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5. Eredmények és kiértékelésiik
5.1. yG-stabilizalt arany-eziist nanoklaszterek jellemzése
5.1.1. Az eziist ionok hatasa az optikai jellemzékre

Munkdm elsd szakaszaban a kétfémes Au/Ag 6tvozet klaszterek reproduktiv szintézisét végeztem el;
a Kutatocsoport munkatarsai ezen anyag eldallitasi folyamatat mar kordbban részben optimalizaltak. A
szintézisek, tisztitasi 1épések elsajatitasa utan Osszevetettiik az 10j, kétfémes klaszter optikai sajatsagait a

tisztan Au-tartalmu yG-stabilizalt klaszterével.

<+« 675

' Au
L | 100m/m %

Normalt fluoreszcencia intenzitas

Au/Ag
85/15 m/m %
0.0 T T T T 1
550 600 650 700 750
A (nm)

5. abra: A yG-stabilizalt Au és Au/Ag nanoklasztereket tartalmazé vizes diszperziok normalt emisszios

spektrumai az emisszios maximumok feltiintetésével és a mintdk UV-lampa alatti fotdi (Aex = 350 nm).

Amint az az 5. abran is lathatd, mintegy 15 m/m % Ag tartalom hozzaadasanak hatasara az emisszios
sajatsagok a vOrds tartomanybol (Aem (Au) = 675 nm) a narancs tartomanyba (Aem (Au/Ag) = 637 nm)
tolodtak. A biologiai rendszerekben torténd alkalmazhatosag kritériumai (pl. ,,optikai ablak™: Aem > 600
nm) az 6tvozet klaszter kialakitasat kovetden tovabbra is érvényesek. Ezen valtozasok alapjan méréseket
végeztiink a klaszterek fluoreszcencia élettartaménak meghatarozasara is, ahol azt tapasztaltuk, hogy
mindkét klaszternél 3-3 exponencialis taggal sziikséges illeszteni a lecsengési gorbéket. Az illesztések
alapjan meghataroztunk egy rovid (T3), egy kozepes (T1) és egy hosszabb (T2) élettartam komponenst,
melyek eltérd mértékben jarulnak hozza a mintak teljes fluoreszcencidjdhoz. Jol ismert, hogy a rovid
komponensek a klasztermagokra jellemz6 atmenetek, mig a hosszabb 7 értékek a stabilizalo ligandumtol

fliggd sajatsagok.

Az 1. tablazat alapjan lathato, hogy a kétfémes klaszter esetén is hasonl6 tendenciat mutatnak az

¢lettartam komponensek. Mindkét klaszternél azonosithatd egy-egy rovid élettartam (T3), amely a
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fémmagokra jellemzd. A Ti-ként azonositott komponens vélhetéen a fémkozpontu (fém—ligandum), mig

a T2 komponens a ligandumkozpontt (ligandum—fém) atmenetekre jellemzo.

1. tablazat: A lecsengési gorbékbd] meghatarozott élettartam komponensek (T1—T3) az illesztés josagaval (y2).

vG-Au Kklaszter vG-Au/Ag klaszter

Ti 62,8+ 21,7ns 99,7+ 37,5ns
T2 845,2 +£ 84,5 ns 1,259 £ 0,071 ps
T3 59+0,4 ns 2, 7+0,5ns
¥ =1,01 v =1,08
T,: 97,13 %
(A) 2 (B)
34
Au

T,: 93,46 %

Au Au/Ag

v 0
T,:4,72 % A8 Lo
6. abra: (A) A tiszta Au és a kétfémes Au/Ag klaszterek élettartam komponenseinek szazalékos

megoszlasa. (B) A két klaszter kvantumhasznositasi tényezdje (QY %).

Az egyes komponensek hozzéjarulasdnak mértékét a teljes fluoreszcencidhoz a 6.A abra jeleniti meg.
Lathato, hogy a legnagyobb mértékben a ligandum—fém atmenetek jarulnak hozza a fluoreszcenciahoz
mindkét klaszter esetén.

A biologiai felhasznalasokhoz sziikséges optikai ablak megtartdsa mellett tovabbi eldnyods
tulajdonsagként a kvantumhasznositasi tényezd (QY %) valtozatlan értékét azonosithatjuk. Ezen adat
megadja nekiink, hogy a gerjesztd fény hany szazaléka hasznosul a minta altal fluoreszcens fotonok

kibocsatasa révén. A mérésekhez egy un. integrald gombot alkalmaztunk, amely lehetdvé teszi a mintak
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abszolut kvantumhasznositdsanak meghatarozasat. Ezen méréstechnika soran csupan a méréberendezes
hitelesitése sziikséges egy kalibralt fényforras vagy detektor altal; egyéb referencia anyag (pl. fluoreszcens
standard festékek: rhodamin B, vagy krezilibolya) alkalmazasa nem sziikséges. A méréseink (6.B abra)
igazoltak tehat, hogy mig az Au klaszterek QY % értéke 2,25 %, addig az 6tvozet Au/Ag klaszter a gerjesztd

fénynek mintegy 2,31 %-at képes fluoreszcens foton kibocsatasaval hasznositani.

5.1.2. Léptékhatas vizsgalata

Kovetkezo 1épésként megvizsgaltuk a térfogat ndvelésének hatasat a keletkezett klaszterek optikai
sajatsagaira. Az eredeti recept szerint elallitott Au/Ag klaszter diszperzié végsé térfogata 5,91 cm?® volt.
Ezt kdvetden megvizsgaltuk, milyen hatassal van a képzddott klaszter szerkezetére €s optikai sajatsagaira,
ha noveljik a szintéziselegy térfogatdt annak érdekében, hogy a tovabbi mérésekhez sziikséges
klasztermennyiséget eredményez0 szintézisek szamat csokkenteni tudjuk a jovoben. A vizsgalatok sordn a
MilliQ viz mennyiségét ndveltiik 5 cm® 1épésekben egészen 30 cm’-ig a 2. tablazat szerint és a végsd
térfogathoz megfelelé mértékben aranyositottuk a tobbi reaktans mennyiségét is. A tovabbiakban az adott

térfogatu klasztert a szintézis elso lépésekent bemért viz mennyiségével jeloljiik.

2. tablazat: A l1éptékhatas vizsgalatanal alkalmazott klaszter 6sszetevd aranyok.

Anyagok 1x 2x 3x 4x S5x 6x
MilliQ (cm?) 5 10 15 20 25 30
y-globulin (g) 0,09 0,18 0,27 0,36 0,45 0,54

+ MilliQ (cm?) 0,319 0,637 0,956 1,274 1,593 1,911

HAuCloldat (cm®) 0,175 0,349 0,524 0,698 0873 1,047
AgNO;s-oldat (cm®) 0,017 0,034 0,051 0068 0,08 0,102
NaOH-oldat (cm®) 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 2,4

Osszes térfogat (cm?) 5,91 11,82 17,73 23,64 29,55 35,46

A fenti térfogatii mintdkat a 24 6rés szintézis alatt kevertetéssel és kevertetés nélkiil is eldallitottuk,
majd megmértilk a diszperziok fluoreszcencia intenzitds értékeit. Amint az a 7. dbram feltiintetett
spektrumokon lathatd, a nem kevertetett minta (7.A abra) esetében a térfogat novekedéssel noétt a
fluoreszcencia intenzitas a tiszta klaszterekben, ugyanakkor a kevert szintézisnél a térfogat valtozads nem
okozott ilyen hatast. Ennek ellenére minden minta esetén nagyobb jelet mértiink (7.B abra). A keverés a
szintézist ezek alapjan segitette, kozel azonos intenzitds maximumokat kaptunk a homogén

reakciokozegnek koszonhetden.
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(A) (B)
4 SmL
5 —10 mL 80 A —S mL
70 | 15 mL —10 mL
20 mL 70 | 15 mL
—25mL 20 mL
60 1 30 mL . 60 —25mL
30 mL
5 50+
B
< 40
LR,
30 e \\
20¢ / \
10 ”
0 t t t 0 - — —t— —t
365 465 565 665 365 465 5 am) 565 665

7. abra: A keverés nélkiili (A) és a kevertetett (B) szintézis soran késziilt kiilonb6z0 térfogaty, tisztitott

klaszterek fluoreszcencia spektrumai azonos fémkoncentracié mellett (Aex = 350 nm).

A tovabbi felhasznalasokat szem el6tt tartva eldnydsebb volt az, hogy nagyobb térfogatot tudtunk
egyszerre elkésziteni, igy Osszességében a 30 cm>-es kevertetett mintat alkalmaztunk a tovabbi szintézisek

alkalmaval (8. abra).

1(CPS)

365 465 A (nm) 565 665

8. abra: A kevertetett (bordé) és a keverés nélkiili (fekete) 30 cm?-es klaszterek fluoreszcencia

spektrumai (Aex = 350 nm).

5.1.3. Stabilitas vizsgalat

Az orvosbiologiai felhaszndlasokat szem el6tt tartva tanulméanyoztuk a klaszterek stabilitasat pH =
1-12 tartoményon 0,05 M sdkoncentracié mellett. A mérésekhez spektrofluorimetriat, DLS és ZP
méréseket alkalmaztunk (9. abra). A vizsgalatokhoz 2 cm?® dssztérfogati mintdkat hasznaltunk, melybél 1

cm® 0,1 M-os NaCl-oldat volt, a masik 1 cm® pedig haromszorosan higitott nanoklasztereket tartalmazo
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vizes diszperzio. Ez alapjan a végso fémkoncentracio 54 uM értéknek adodott az egyes mintakban. Mérés

soran a pH értékét 0,1 és 1,0 M koncentracioju NaOH- és HCl-oldatokkal allitottuk be.

20 T

15 1

d (nm)

9. abra: A nanoklaszterek hidrodinamikai a&tmérdje (fekete) és a mért fluoreszcencia intenzitas

maximumok (piros) a pH fiiggvényében (cau = 54 uM, 1= 0,05 M NaCl, Aex = 350 nm)

10

11

12

13

T 1400000
T 1200000
1 1000000
T 800000
1 600000
1 400000

1 200000

(SdD) 1

A mérések eredményébdl az lathato, hogy a szintetizalt klaszter a pH 8—12 tartomanyon viszonylag

stabil, mivel a mért {-potencial értéke kb. -10—(-20) mV értékekhez kozelit. A vizsgalat soran a pH = 4-5

tartomanyon szemmel lathato aggregacio kovetkezett be. Ezek a rendszerek nagyon gyorsan iilepedtek, igy

csak az aggregalt klaszterek feliiluszojat tudtuk megvizsgalni, melyek eredményei lathatdak a 9. abran

ezen a pH tartomanyon. Az aggregacidé oka, hogy az alkalmazott stabilizalo fehérjének nagy hanyadat

alkoté immunoglobulin G (IgG) izoelektromos pontja pH = 4,6-6,5 tartoméanyon talalhat6. Az IgG

izolabilis fehérje, igy izoelektromos pontja koriil kicsapodik [19].

Latva ezt a jelenséget toltéstitralassal meghataroztuk kiilon-kiilon a tiszta fehérje és a mar

klasztereket is tartalmazo protein attoltési pH-értékét is, amely megfeleltethetd az izoelektromos pontnak.

A 10. abran megfigyelhetd, hogy a tiszta fehérje attoltési pontja a mérések atlagabol pH = 6,5 érték kortl

adodott. A fémmagokat is tartalmazo protein attoltése viszont eltolodott nagyjabol 1 pH értékkel a savas

tartomany felé.
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10. abra: A tiszta fehérje (fekete) és a fehérje-stabilizalt klaszter (piros) aramlasi potencial értékei a pH

fliggvényében Cgnere = 2,54 mg/cm’

A jovobeli felhasznalasokat szem el6tt tartva, tanulméanyoztuk a klasszterek NaCl sotlirését is 0-2,5
M soékoncentraciok kozott. Azt tapasztaltuk, hogy a NaCl mennyiségének novekedésével a fluoreszcencia
intenzitas kb. 20-30 %-kal megnd (11. abra). A nagy jelentdséggel bir6 fizioldgias sdkoncentracional (0,9
m/m%) nincs mas észlelhetd valtozas. Aggregacid egyik esetben sem kovetkezett be, melyet a protein

korona erds stabilizald hatasaval magyarazhatunk.

80 . .

I, (x 10°CPS)
() W £y 941 (=) ~
(=} (—} [—) (—} [—} [—]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]

—
<

0 +————
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Cxact (M)

11. abra: Valtozo NaCl koncentracio mellett mért fluoreszcencia intenzitas (Aem = 630 nm, Aex = 350 nm,

cau=54 MM)
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Ezek alapjan megallapithatd, hogy a klaszterek felhasznalhatok olyan magas ionerdsségii fiziologias
koriilmények kozott is, amelynek pH értéke nagyobb, mint pH = 7,0, igy a késébbiekben varhatéan

bioldgiai folyadékokban is (pl. vér, kdnny, gerincveldi folyadék) is alkalmazhato lesz.

5.2.Szenzorikai vizsgalatok

Amint azt az 1.5 fejezetben is ismertettiik, Kutatocsoportunkban korabban mar sikeresen allitottak el
v-globulin felhasznalasaval tisztan Au-tartalmu klasztert. A klaszter segitségével a triptofan aminosav egyik
atalakulasi utvonalan, a kinurenin tutvonalon képzddd elsé metabolit, az L-kinurenin detektaldsat
valositottak meg. Ezért kisérleti munkdm f6 motivacidja volt kideriteni, hogy a stabilizalo fehérje
megtartasaval az arany mellett, eziisttel torténd 6tvozés révén létrejovo uj, kétfémes klaszter esetében
tapasztalhato-e eltérés a szenzorikai felhasznalasokat tekintve.

Az elvégzett mérések soran a yG-Au/Ag NCs-t vizsgaltuk a kinurenin utvonal f6bb metabolitjainak
(1.5 fejezet) jelenlétében kozegként foszfat puffert (PBS, pH = 7,4; 0,9 w% NaCl) és mesterséges agyvizet
fluoreszcencia intenzitasat mértiik a kinurenin utvonal metabolitjainak hozzdadasa el6tt és utan, melybdl
relativ fluoreszcencia (Io/I) értéket tudtunk meghatdrozni. A vizsgalt mintak sszes térfogata 2 cm?® volt,
ezek 1 cm?® klaszterbdl és 1 cm® analit oldat elegyébdl alltak, ahol az analit végs6é koncentracidja 0,5 mM
volt. A végkoncentracid a klaszter esetében az 6sszes fémtartalomra nézve 0,16 mM. Az fluoreszcencia
spektrumok rogzitése soran (12. abra) azt tapasztaltuk, hogy aCSF kozegben kizarolag az L-kinureninbdl

képz6do kinurénsav hatasara detektalhatod fluoreszcencia kioltas.

0. YG-AuAg nanoklaszter
16 + 1. -triptofan
2. kinurénsav
14 3. xanturénsav
4. ;-Kinurenin
12 + 5. 3-hidroxi-; -kynurenin
6. 3-hidroxi-antranilsav
10 + 7. antranilsav
- 8. pikolinsav
= 8 1 9. kinolinsav
10. NAD
6 -
4 -+
| I I
0 ‘I:]Ia : : : I:":“':‘L
0 1 2 3 4 5 8 9 10

12. abra: A szenzorikai vizsgalatok eredményei PBS (l«¢k) és aCSF (narancssarga) (cay = 0,16 mM,

Canalit = 0,5 mM).
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Ezzel szemben, PBS kozeg alkalmazasakor a kinurénsav mellett a 3-hidroxi-Z-kinurenin is kioltast

eredményezett. Mivel a kinurénsav jelenlétében tapasztaltunk nagyobb mértéki kioltast mindkét kozegben,

igy ennek vizsgalatat folytattuk tovabb.
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13. dbra: A klaszter és a hozzaadott kinurenin vegyiiletek {-potencidl adatai PBS (lila) és aCSF (sziirke)
kozegben. (cau = 0,16 mM, Canali=0,5 mM).

Folytatasként megmértiik a kioltdsi vizsgéalatoknal hasznalt mintak C(-potencial értékeit is. Az

eredmények a 13. abran lathatoak, amely alapjan megallapitottuk, hogy a klaszterek fehérjeburkanak

attoltése egyik molekula 4ltal sem kovetkezik be, igy a detektalt kioltas nem a toltésvaltas miatt kdvetkezik

be.

Kovetkezo 1épésként meghataroztuk a kinurénsav legkisebb kimutathaté mennyiségét (Limit Of

Detection; LOD) mivel ennek ismerete elengedhetetlen a bioszenzorként torténd felhasznalashoz.

NS4

mintakban és megmeértiik a fluoreszcencia intenzitasukat. Mindkét kozegben a tartomany masodik felében

1épett fel mar UV-lampa alatt is szemmel lathat6 valtozas (14. abra).

14. abra: A yG-Au/Ag NCs mintdk fotoi UV-lampa alatt, valtozo koncentracioju (0,0013 mM—4 mM)

kinurénsav hatasara PBS kozegben.
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Ezt kovetden lesziikitettiik a koncentracid tartoményt 5 -500 uM-ra. A kiértékeléshez a H. P. Loock
¢s P. D. Wentzell altal kidolgozott grafikus modszert (15. abra) alkalmaztuk [20].

(A) (B)
3.5 1 3.5 1
3 3
2,5 A 2.5 1
= 2 =2
=] o=
[l ]
1,5 1 1,5 1
2
1 1 %
vl =
1 1
! XroD : Xrop
0.5 T T T T T 1 0,5 T T T T T 1
0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 00005 0,0006 0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006
Cxyma @D cKyna (1\'1)

15. abra: A LOD értékek grafikus illesztése PBS (A) és aCSF (B) kozegekben a [20] publikacié szabadon

hasznalhato Excel tablazata alapjan.

A felhasznalt szabadon hozzaférhetd tablazatkezeld file-ba beillesztve a mérési adatpontokat, a
LOD ¢értékek egyszerlien meghatarozhatoak. Amint az a 15. abran lathato a piros gorbe az adatpontok
linearis illesztését jelzi, mig a kék gorbék a 99%-o0s konfidencia intervallumok goérbéit mutatjak, ahol a
jel/zaj arany +3sx. Esetiinkben az x.op értéke jeldli a kinurénsav legkisebb kimutathaté mennyiségét az
adott kozegekben, amely a mérési adatok alapjan PBS-ben ~64 uM, illetve aCSF-ben ~80 uM értéknek
adodott.

A kioltas természetének felderitésére megmértiik mindkét kozegben a klaszter+kinurénsav elegyét
¢és a tiszta klasztert tartalmazo mintak fluoreszcenciainak lecsengési gorbéit. Ezen vizsgalatok esetén is
mind a négy mintdnal azt tapasztaltuk, hogy a lecsengési gdrbék megfeleld illesztéséhez (y>~1) egy
haromexponencialis tagbol allo fiiggvény alkalmazasa volt sziikséges. Az illesztések alapjan
meghataroztunk egy ultra rovid (T3), egy kozepes (T1) és egy hosszabb (T2) élettartam komponenst, melyek
eltéré6 mértékben jarulnak hozza a mintak teljes fluoreszcencidjahoz. Az eredményeket a 3. tablazatban
foglaltuk 6ssze. Amint az az 5.1.1 fejezben is bemutatésra keriilt, a legrévidebb komponensek ligandumtol
fiiggetlenek, csak a klasztert alkotd fématomok kozotti atmenetekre jellemzdek, az ennél hosszabb

¢lettartamok pedig mind ligandumtdl fiiggd atmenetek sajatsagai. A kozepes hossziusaguak alapjan un. fém
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kozponta atmenetekre (MCE; Metal-Centered-Emission) kovetkeztethetiink, a leghosszabb komponens

pedig a ligandum kézpontu atmenetek (LCE; Ligand-Centered-Emission) sajatsagai [21].
3. tablazat: A meghatarozott fluoreszcencia élettartam értékek (T,—T3) a hozzajarulasi tényezokkel (B) és az
illesztés josagaval (y2).

vG-Au/Ag NCs vG-Au/Ag NCs + Kyna

Ti= 0479 + 0,154 ps  B; = 0,34 T; = 0201 + 0,052 ps By = 0,20

To= 1,726 + 0144 ps  Ba = 033 | =102 [To= 1,279 + 0,059 ps Bo = 030 | #*=1,10

T3 = 0,040 *= 0,013 ps B3z = 0,33 T3 = 0,006 = 0,004 ps Bz = 0,50
aCSF
vG-Au/Ag NCs vG-Au/Ag NCs + Kyna
Ty = 0,340 *= 0,071 ps B: = 0,33 T: = 0,250 = 0,039 ps B: = 0,19

T = 1,488 + 0,050 ps B: = 033 | ¥*=1,10 [T> = 1,377 + 0,040 ps B2 = 0,20 | ¥*=1,07

Ts = 0,023 + 0,012 ps Bz = 0,34 Ts

0,007 + 0,002 ps Bz = 0,61

Amint az a 3. tablazat adataibdl is latszik, a Kyna hozzaadasat kovetéen mindharom élettartam-
komponens lecsokken, tehat a klaszter és Kyna kozotti kolcsonhatasban egyarant részt vesz a klaszterek
fémmagja és a fémmagokat beburkold proteinkorona is. A kdolcsonhatas az arany-tartalomra nézve
fémspecifikusnak tekinthetd, hiszen hasonld, de sokkal kisebb mértékli kioltds a tisztdn Au-tartalmu
klaszternél is megjelent. Ezen 6tvozet klaszter esetén viszont kioltast csak a kinurénsav esetén detektaltunk,
igy megallapithato, hogy az Ag-tartalom sikeresen sziikitette a klaszter szenzorikai szelektivitdsat. Ahogy
az a 16. abran is lathat6, mindkét kozegben a kinurénsav hozzdadasat kovetden kb. 45%-kal csokkent a

mért atlagos é€lettartam: PBS-ben 0,75 ps-rél a kinurénsav hozzaadasaval 0,42 us-ra, mig aCSF-ben 0,61

us-rol 0,33 us-ra. Ezen mérési adatok alapjan tehat elmondhatd, hogy a kioltds dontéen dinamikus lehet,
tehat a klaszter a kinurénsavval torténd iitk6zés révén vesziti el a tobbletenergiat. Korabbi mérésekre és
szakirodalmi adatokra alapozva ezen iitk6zés sordn feltehetdleg egy gerjesztett elektronok altal indukalt
protoncsere folyamat jatszodik le [22] a két komponens kozott, de ennek igazoldsara tovabbi mérések

szlikségesek.
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16. abra: A klaszterek atlagos fluoreszcencia ¢lettartamai a Kyna hozzaadésa eldtt és a Kyna hozzaadasat

kovetéen PBS (lila) és aCSF (sziirke) kozegekben.
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6. Osszefoglalas

Kutatomunkam soran sikeresen kapcsolodtam be a y-globulin immunfehérjével stabilizalt
fluoreszcens arany-eziist kétfémes nanoklaszter potencialis szenzorikai felhasznaldsainak vizsgalataba.
Munkam elsé szakaszaban feltérképeztiik, hogy az Au klaszterekhez képest, az eziist/arany kétfémes
klaszterek milyen optikai sajatsagokkal rendelkeznek. Megallapitottuk, hogy mintegy 15 m/m %
mennyiségli eziist jelenléte képes a tiszta arany vOrds emissziojat a narancssarga tartomanyba tolni. A
fluoreszcencia lecsengési gorbék kiértékelésével rdmutattunk arra, hogy mind a tiszta Au, mind az Au/Ag
rendszernél 3-3 ¢lettartam komponens azonosithatd, melyek koziil a leghosszabb, ligandum—fém
atmenetekre jellemz0 értékek rendelkeznek a legnagyobb hozzéjaruldsi tényezdvel. A kétfémes klaszter
kvantumhasznositasa pedig az eziisttartalom ellenére sem csokkent a tiszta aranyhoz képest. A lehetséges
nagyobb mennyiség elkészitése céljabol tanulmanyoztuk milyen hatdssal van a klaszter optikai
tulajdonsagaira a térfogat novelése. A biologiai felhasznalast szem el6tt tartva, tanulmanyoztuk a klaszterek
stabilitasat és sotlirését, melybdl megallapitottuk, hogy a klaszterek a pH = 7—12 tartomanyon nagymértékii
stabilitassal rendelkeznek. Ellenben pH = 4-5 tartomanyon szemmel lathato aggregacio kovetkezett be. Ezt
latva toltéstitralassal megvizsgaltuk a tiszta fehérje és a klaszter izoelektromos pontjat, melybdl azt
tapasztaltuk, hogy a fémmag jelenléte eltolja a protein izoelektromos pontjat nagyjabol ~1 pH egységgel a
savas tartomany felé¢. A kovetkezokben megvaldsitottuk a szenzorikai vizsgalatokat a kinurenin utvonal
metabolitjainak felhaszndldsaval foszfat pufferben és mesterséges agyvizben. A kinurénsav mindkét
esetben lathato és jol detektalhatd fluoreszcencia kioltdst eredményezett. Bioszenzorként torténd
felhasznalas céljaként elengedhetetlen volt a kinurénsav legkisebb kimutathatdé mennyiségének (LOD)
meghatarozasa. Ennek érdekében széles koncentracid tartomanyon adagoltuk a kinurénsavat a
klaszterekhez, majd meghataroztuk a kimutatasi hatart, amely PBS-ben ~64 puM-nak, aCSF-ben ~80 uM
érteknek adoddott. Ezek utdn mindkét kozegben megmértiik a fluoreszcencia élettartamot a kismolekula
hozzaadasa el6tt és utan. Lathato volt, hogy a kinurénsav hozzaadasa utan az élettartam mindkét esetben
nagyjabol 45%-kal lecsokkent. Ezen mérési adatok alapjan kideriilt, hogy a kioltas dontden dinamikus,
tehat a klaszter a kinurénsavval valo iitkozése soran vesziti el tobbletenergidjat. Kutatomunkam soran
sz¢leskorli tapasztalatot sikeriilt nyernem a fluoreszcencia spektroszkopia teriiletén, a klaszterek
preparalasaban és a stabilitasi vizsgalatok preciz kivitelezésében. Az elvégzett kutatomunka alapjan
remélem, hogy az elért kisérleti adatok a jovében hozzajarulhatnak egy uj, szelektiv kinurénsav szenzor

kifejlesztéséhez, amely eldsegitheti a klinikai diagnosztikai eljarasok korszertibbé tételét.
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