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A ,,Protein molekulik adszorpcidjanak in situ molekuldaris szintii jellemzése fogdszati
implantatumok nanostrukturdlt feliiletén osszegfrekvencia-keltési spektroszkopidaval” cimii OTKA
kutatasi projekt zarobeszamoldja.

Az Osszegfrekvencia-keltési spektroszkopia (Sum Frequency Generation Vibrational
Spectroscopy, SFG) olyan 0j nemlinearis optikai rezgési spektroszkopiai modszer, amely elénydsen
alkalmazhat6é centroszimmetrikus kozegek (gazok, oldatok, szilard testek) hatarfeliiletein kialakuld
molekularis szerkezetek jellemzésére. A modszer gyors nemzetkozi terjedése évtizediink elejére, a
jelen projekt megpalyazasanak idoszakara esett. Az MTA Kémiai Kutatokdzpont is ekkoriban allitotta
iizembe SFG spektrométerét, igy a projekttel elsddleges célunk az 1j mddszer alkalmazasi teriiletének
kiszélesitése mellett a mérési eljaras meghonositasa, a hazai alkalmazasok bevezetése volt.

A kutatds célja és [0 eredményei

Az emberi testben alkalmazott implantatumokkal szemben tamasztott egyik alapvetd elvaras,
hogy szOvetbarat tulajdonsadgiiak legyenek, igy a kilokédés veszélyét minimalisra lehessen
csokkenteni. Az implantaitumok anyaga, illetve a feliiletiikon 1évé funkcionalizald réteg dontd
mértékben befolyasolja az implantdtum biokompatibilitasat. A titdn részben kedvezd mechanikai
tulajdonsagai, részben a feliiletén kialakuld oxidréteg sajatossdgai miatt a legszélesebb korben
felhasznalt biokompatibilis fém. A projekt alapvetd célkitlizése a biokompatibilitds molekularis
hatterének tanulmanyozasa volt aminosavak és proteinek titan-dioxidon és mas biologiai szempontbol
potencialisan jelentds feliileteken lejatszodo adszorpcidjanak vizsgéalata segitségével.

A projekt megvalodsitasa sordn az adszorpcié folyaman bekdvetkez6 molekulaszerkezeti
valtozasokat kivantuk Osszegfrekvencia-keltési spektroszkopias mérésekkel megismerni €s lehetdség
de még a szerzédéskdtéskor rendelkezésre alld informéciok alapjan is megvalosithatonak tiint az
elképzelés, hiszen sikeriilt SFG spektrumokat kapni Ti feliileten adszorbealt protein molekulakrol €s
nem latszott kivitelezhetetlennek hozzavetdleges szerkezeti informaciok megallapitasa a spektrumok
alapjan [A.1]. A projekt harmadik évére, részben sajat vizsgalataink, részben pedig a hatarfeliileteken
adszorbealt proteinek SFG vizsgalataval foglalkozé mas laboratoriumok addigra nyilvanossagra kertilt
eredményei alapjan felismertiik, hogy az eredeti elgondolasok szerint elvégzett kisérletek nem fognak
igazan értékes, az alapvetd megértést eldsegitd, publikacidos szempontbol is jol hasznosithato
eredményeket hozni. Ennek okait a késGbbiekben részletesen is kifejtjiik. Igy a munka soran a
hangsuly fokozatosan eltolodott olyan, a szerzdés munkatervében is szerepl6 részfeladatok iranyaba,
amelyek megvalositasa sikeresnek igérkezett, ez azonban sziikségszeriien magéaval hozta a projekt
céljainak ujraértelmezését. Ennek megfeleléen a kutatds célkitlizései kisméreti biomolekulak,
elsdsorban aminosavak szilard-oldat hatarfeliileten lejatszo6dd adszorpcidjanak megismerése, a
kotésviszonyok elemzése iranyaba modosultak, bar nem adtuk fel a fehérje adszorbeatumok
orientacios tulajdonsagainak meghatarozasara iranyul6 erfeszitéseket sem.

A projekt soran elért legfontosabb eredményeink:

o Szamos aminosav adszorpcids tulajdonsagait vizsgalva megallapitottuk, hogy a kvarciiveg-
aminosav oldat hatarfeliileten nem alakul ki rendezett adszorbealt réteg, mig a kalcium-fluorid-
aszparaginsav oldat hatarfeliileten aminosav kristalyok nukledlodasa figyelhetdé meg. Az
aminosavak tobbsége a titdn-dioxidon is gyengén adszorbealodik, egyediil a savas oldallancu
aminosavak, mint az aszparaginsav vagy a glutaminsav, alkotnak rendezett adszorbealt réteget.

. Az aszparaginsav példajan keresztiil tisztaztuk a savas aminosavak titan-dioxidhoz valo
kotodésének részleteit és meghataroztuk az adszorbeatumok orientacidjat.
o Fehérjeadszorpcioval kapcsolatos vizsgalataink soran modszert dolgoztunk ki a hatarfeliileten

elhelyezkedd protein molekuldk orientacids paramétereinek kombinalt linedris €és nemlinearis
optikai spektroszkopiai mérések alapjan torténé meghatarozasara. Egy gyakorlati példa kapcsan
molekularis szinti modellt adtunk a véralvadasi kaszkad toltott feliilleten adszorbealodo XII.
faktoranak aktivalodasi mechanizmusara.
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A kovetkezdkben el6szor részletesen bemutatjuk a projekt kutatasi eseményeit és indokoljuk a
munkatervtol valo eltérést. Ezt kdveti az 01j tudomanyos eredmények leirdsa, a téma tovabbvitelének,
illetve a megszerzett ismeretek hasznositasi lehetOségeinek ismertetése, végilil a koltségtervben
eszk6zolt — OTKA Iroda altal engedélyezett — valtozasok tomor indoklasa.

A kutatds fobb eseményei, munkatervtol valo eltérések

2003

A kutatds elsé évében a munkatervnek megfelelden megalapozod jellegl vizsgalatokat
végeztiink. A tovabbi munka el6feltételeként normal reflexiés geometriaban vizsgalhato (nativ vagy
mesterségesen ndvesztett oxiddal boritott) titan rétegeket alakitottunk ki kvarciiveg hordozon
vékonyréteg-technoldgiai eszkdzokkel. Ezek a mintdk az Gn. ex Situ spektroszkopiai mérések soran
hasznalhatok (ekkor a TiO, feliiletre raszaritott adszorbeatumok spektrumat mérjiik a TiO,-levegd
hatarfeliilleten). Ezen kiviil atlatszo6 mintakat is létrehoztunk in situ vizsgalatok céljara (ekkor
megfelelden atlatszd ablakon alakitjuk ki a TiO, réteget, majd a TiO,-oldat hatarfeliileten mérjiik az
adszorbeatumok spektrumat az ablakon keresztiil). Az elsé mintak ebben az esetben is kvarciivegen
(2700 cm™ felett atlatszo) késziltek, bar a kalcium-fluorid (1000 cm™ felett atlatszo) sok esetben
elonyosebb lehet.

A TiO, feliiletek tisztitasara nedves kémiai vagy fizikai eszkozoket alkalmaztunk és rontgen-
fotoelektronspektroszkopiai mérésekkel meghataroztuk a tisztitast kisér6 feliiletkémiai valtozasokat.

Kisérleteztiink nedves kémiai rétegkialakitasi eljarasokkal is (TiCly vagy Ti-izopropoxid
hidrolizise), a keletkezett rétegek stabilitasa, fényszorasi tulajdonsagai vagy megtisztithatosaguk
azonban lényegesen rosszabbnak bizonyult, mint a vékonyréteg-technologiai uton készitett mintakeé.

2004

A kutatas masodik évének kozponti feladata aminosavak adszorpcidjanak tanulmanyozasa volt
TiO, feliileten, mind ex situ, mind in situ koriilmények kozott. A kisérletek eredményes végrehajtasa
jelentOs tjdonsagot igért, hiszen az aminosavak titan-dioxidon, de altalaban oxid feliileteken oldatbol
demonstraltak, hogy Osszegfrekvencia-keltési spektroszkopiaval lehetséges folyadék-folyadék [A.2],
folyadék-levego [A.3] vagy elektrokémiai hatarfeliileten [A.4] aminosavaktol szarmazo jelet kapni.

Az els6 kisérleteket ex situ koriilmények kozott hajtottuk végre. A tipikusan igen kicsi jelek azt
mutattak, hogy savas aminosavakbol (aszparaginsav, glutaminsav) kialakul egy adszorbealt réteg,
ugyanakkor feltehetéen a spektrumokhoz bizonyos jarulékot ad az atmoszférikus eredetli szennyezés
is, ami a szaritast kovetden adszorbealddik a laborlevegén tartott mintara. A tapasztalatok arra
0sztonoztek, hogy a tovabbi vizsgalatokat inkabb in situ koriilmények kozott probaljuk elvégezni,
részben azért, mert ekkor a szennyezo réteg kialakulasaval nem kell szamolnunk, részben pedig azért,
mert a szilard-oldat hatarfeliileten kapott eredmények bioldgiai szempontbdl joval relevansabbak, mint
a szaritas utani szilard-leveg6 hatarfeliiletr6l kapott adatok.

Az in situ kisérletek megkezdésekor ésszerinek tlint, hogy magat a hordozot (ablakot) is
megvizsgaljuk aminosav-adszorpcios tulajdonsagok szempontjabol, egyben meg akartuk ismerni a
teljes belsO visszaverddés geometridja altal nyujtott mérési lehetéségeket [A.S], ahol becslések szerint
az érzékenység kb. egy nagysagrenddel novelhetd a normal reflexiés geometriahoz képest. igy elészor
egy kvarciliveg prizma befogd melletti oldalat hasznaltuk mintafeliiletként. Az elsé eredmények azt
mutattak, hogy a SiO, altal orientalt vizmolekuldk jelei uraljak a spektrumokat, bar esetenként igen
gyenge C-H jeleket is latni véltiink.

Az aminosav-adszorpcios kisérletekkel parhuzamosan vas- és réz hordozon kialakitott sztearoil-
hidroxamsav és 1-foszfono-oktadekan Langmuir-Blodgett monorétegek és dnszervezddo rétegek SFG
spektrumait is tanulmanyoztuk. A viszonylag jol definialt szerkezeti rétegek a jelen kutatas
szempontjabol modellként szolgaltak az adszorbeatumok orientacideloszlasanak meghatarozasahoz.
Az egyszerii modellrendszer a kezdeti reprodukalhatosagi gondok lekiizdése utan nem okozott kisérleti
problémakat, igy a projekt elsé kozleményei (koztik az SFG modszert részletesen bemutatd elsé
magyar nyelvii publikdcio, amelyben roviden szolunk titdn vékonyrétegen lejatszodo
fehérjeadszorpcio ex situ koriilmények kozott végzett eldkisérleteirdl is) ezekbdl a vizsgalatokbol
sziilettek meg [B.1, B.2].



2005

Az el6zdekben ismertetett , nem eléggé meggyoz6 eredmények, illetve az a felismerésiink, hogy
az aminosavak adszorpcidjanak in situ tanulmanyozasa az irodalmi adatokhoz képest jelentds 1j
ismereteket eredményezhet, arra késztetett, hogy ezen folyamatok tanulmanyozasat a kutatas harmadik
évében is folytassuk.

A gondosan megtisztitott kvarc prizman megismételt in Situ adszorpcids vizsgalatok
kovetkezetesen negativ eredményt adtak, ugyanakkor az ex situ kériilmények kozott végzett kisérletek
soran aminosav kristalykak keletkezését igazoltuk.

Ezzel parhuzamosan megkezdtiik az in situ aminosav-adszorpcios kisérleteket TiO,-on. Mivel
ekkor még nem allt a rendelkezésiinkre a teljes belsd visszaverddés geometridjahoz sziikséges,
prizman kialakitott atlatszo TiO, réteg, a kezdeti kisérleteket kvarciiveg ablakon kialakitott TiO, réteg
felhasznalasaval végeztiik el. Aszparaginsav oldatot hasznalva sikeriilt adszorbealt aminosav-réteghez
rendelhetd, igen gyenge metilén jeleket detektalni, a kisérletek azonban arrél is meggydztek, hogy a
Ti0,-oldat hatarfeliiletrdl csak a teljes bels6 visszaverddés geometriajaban kaphatunk publikalasra is
alkalmas jel/zaj viszony mellett spektrumokat.

Az aminosav-adszorpcios kisérletek mellett 2005-ben foglalkoztunk kis peptidek TiO, feliileten
torténd adszorpcidjanak in situ vizsgalataval, szintén kvarciiveg ablakon kialakitott TiO, réteg
segitségével. Mindkét modellmolekulank, a Gly-Phe és az Asp-Phe-metilészter (aszpartam) is
sziikséges lett volna a kapott jelek asszignédcidja, ami azonban csak bizonyos mértékig sikeriilt,
részben a normal reflexios geometriabol adodo nem tual jo jel/zaj viszony kovetkeztében.

Az a felismerés, hogy az értékelheté spektrumokhoz a konnyen kezelhetd és modosithato,
olcson létrehozhatd, sik ablakfeliileten kialakitott TiO, réteg helyett az utdlag nem manipulalhato
ugyanakkor koltséges, prizman kialakitott réteget kell hasznalnunk, nyilvanvalova tette, hogy a projekt
egyik lényeges célkitlizését, nevezetesen a feliileti morfologia biomolekularis adszorpciora valo
hatasanak tanulmanyozasat fel kell adnunk. fgy a kutatomunka tovabbvitelére nézve két lehetség allt
eléttiink. Az egyik az volt, hogy a fé6 hangsuly az aminosavak adszorpcidjanak in situ vizsgalatara
tolodik, ami belathaté idén belill publikaciés lehetOséget igér, bar az eredeti munkatervtol
Osszességében jelentds eltérést eredményez. A masik lehet6ségiink az volt, hogy a munkatervvel
jobban Gsszhangban maradva az aminosav SFG spektrumok in situ korilmények kozti
detektalhatosaganak demonstralasat kovetéen TiO,-protein oldat hatarfeliletekkel kezdiink
foglalkozni.

A vaélasztasban segitett az a korlilmény, hogy ebben az idoben kezdtek megjelenni olyan
publikécidk, amelyek protein molekuldk polimer feliileten lejatszodd adszorpcidjanak konformacids
valtozasokban megnyilvanulo kdvetkezményeit vizsgaltak dsszegfrekvencia-keltési spektroszkopiaval
[A.5, A.6]. Ezek a munkdk egyértelmtivé tették, hogy érdemi informaciokat a proteinek amid
savjainak vizsgalataval kaphatunk, a konnyebben mérheté C-H rezgések legfeljebb kiegészitd adatokat
adhatnak. Az amid savok vizsgalata szintén megkoveteli a teljes visszaverddés geometridjanak
alkalmazasat, méghozza kalcium-fluorid prizma segitségével, amelynek a hasznalataban, tisztitdsaban
illetve Ti0O, réteggel valo bevonasaban akkor még semmilyen gyakorlatunk nem volt.

fgy az aminosav-adszorpcios folyamatok tanulményozasanak folytatasa mellett dontéttiink.

2006

Az év elejére sikeriilt beszerezniink a kutatds folytatasdhoz sziikséges, TiO,-al bevont
kvarciiveg prizmakat. Az 0j geometriai elrendezésnek kodszonhetéen megndvekedett érzékenység
mellett SFG méréseink kimutattak, hogy a nedves kémiai feliilettisztitasi eljarasok altal adott feliiletek
nem eléggé mentesek a szénhidrogén szennyez6déstél. Uj tisztitasi technologiaként az ultraibolya-
6zonos kezelést [A.7, A.8] vezettiik be.

A TiO,-aminosav oldat hatarfeliilet teljes belsd visszaverédésben felvett SFG spektrumai a
korabbi adatokkal 0sszhangban egyértelmiisitették, hogy a savas aminosavak rendezett adszorbealt
réteget alkotnak a feliileten. Megallapitottuk tovabba, hogy a szénhidrogén (pl. fenilalanin) vagy a
semleges (pl. glutamin) oldallanct molekulak csak minimalis adszorpciot mutatnak.

Az aminosav adszorbeatumok karboxil rezgéseinek megfigyeléséhez kvarciiveg prizma helyett
kalcium-fluorid prizman kellett a TiO, réteget kialakitani. Ennek eldkisérleteként megallapitottuk,



hogy a légkori eredetii szénhidrogén szennyezodés a CaF, feliiletérdl is eltavolithaté az UV-6zonos
kezeléssel. A CaF,-aszparaginsav oldat hatarfeliilet SFG vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy mar in
situ koriilmények kozott is kialakulnak kisméretii kristalyok.

Az aminosavak kvarciivegen, kalcium-fluoridon ¢és titan-dioxidon mutatott adszorpcidjanak
Osszehasonlitasabol konferencia eldadas mellett folyoiratcikk sziiletett [B.3].

Részletes modellszamitasokkal elemeztiik az SFG modszer helyét a hatarfeliileti molekulak
orientacioeloszlasat megado eloszlasfiiggvény meghatarozasaban. A munka eredményeként folydirat
cikk sziiletett [B.4]. Az elvi természetli eredményeket hasznositottuk toltott polimer feliileten
végbemend proteinadszorpcid vizsgalata soran is, ahol a véralvadasi kaszkadban szerepldé Faktor XII
nevl fehérje orientaciovaltozasat figyeltiikk meg a feliileti toltés fiiggvényében. [B.5].

2006-ban a Miiszaki és Természettudomanyi Kollégium engedélyezte a jelen szerzddés
futamidejének egy évvel torténd meghosszabbitasat.

2007

A projekt lezarasaként a titan-dioxidon adszorbealddott aminosavak karboxil rezgéseit
vizsgaltuk az SFG maddszerrel. Ehhez TiO, bevonattal ellatott CaF, prizmakat szereztiink be. A réteg
tapaddsa sajnos nem bizonyult megfelelének: hosszabb szilard-folyadék hatarfeliileten végzett
kisérletek utan a bevonat levalt a prizmardl. Ennek ellenére a prizmak segitségével sikeriilt felvenni
aszparaginsav adszorbeatumok karboxil rezgéseinek SFG spektrumait, amelyek igen értékes
informacidkat nyujtanak a molekulak titan-dioxidhoz koordinalédasanak részleteirdl. Az eredmények
alapjan ujabb folyoirat cikk sziiletett [B.6].

Uj tudomdnyos ismeretek

Fém-oxid hordozon adszorbealt rétegek szerkezetének jellemzése 6sszegfrekvencia-keltési
spektroszkopiaval [B.1, B.2]

Az 0Oszegfrekvencia-keltési spektroszkopia egyik alapvetd tulajdonsaga, hogy segitségével
lehet6ség nyilik a hatarfeliileti adszorbeatumok orientacideloszlasanak kvantitativ meghatarozasara,
igy az orientacios vizsgalatok a projekt egyik lényeges feladatcsoportjat képezték. Bar az orientacios
analizis altalanos alapjait mar korabban lefektették [A.9, A.10], egyszeri fémhordozos
modellrendszereken részletesebb megalapozd vizsgalatokat végeztiink, elsdsorban azért, mert a fém
jelenléte — er6s nemrezonans SFG jelei kovetkeztében — megnehezitheti az orientacios informaciok
megszerzését. A Langmuir-Blodgett technikaval kialakitott monorétegek nagyfoku rendezettségiiknek
koszonhetden kitlind modellrendszereknek igérkeztek ezen vizsgalatok céljaira.

A kisérletek soran iiveg-, vas- és réz hordozon kialakitott sztearoil-hidroxamsav és oktadecil-
foszfonsav Langmuir-Blodgett monorétegek €s oOnszervezodd rétegek szerkezetét tanulmanyoztuk
SFG mérések segitségével. Igazoltuk, hogy — a varakozasokkal 6sszhangban — a Langmuir-Blodgett
technika jol rendezett feliileti monoréteget eredményez. A molekuldk orientacids viszonyai a
nemrezonans hattértél mentes liveg hordozon kdnnyen meghatarozhatok voltak. Az iiveg és fém
hordozon kapott SFG spektrumok osszevetésével kimutattuk, hogy az all-trans konformacioju
alkillincok metil csoportjai fejcsoporttdl és hordozotol fliggetleniil kb. 10-20°-al délnek a feliileti
normalishoz képest. A fém hordozos rétegek kotésviszonyairol rontgen-fotoelektronspektroszkopiaval
(XPS) szereztiink informaciot. A molekulak a deprotonalt fejcsoportokon keresztiil 1épnek
kolcsonhatasba a nativ oxiddal boritott fém feliilet hidroxilcsoportjaival.

fgy a jol definialt szerkezetii LB rétegekkel végzett vizsgalatokkal sikeriilt fém feliileten
validalni az orientacios analizis eszkoztarat.

Titan-dioxid rétegek kialakitasa és felliletkémiai tulajdonsagai

A projekt szempontjabol szintén igen fontos volt a vizsgalandd Ti/TiO, hordozok
meghatarozni. Az Gsszes, szobalevegdnek kitett feliileten spontan kialakul egy néhany nanométeres,
szénhidrogéneket és vizgdzt tartalmazé szennyezd réteg, amelynek jelei megakadalyozhatjak az
adszorbeatumok spektroszkopiai azonositasat. Igy a vizsgalando felilletek megtisztitdsara kiilon



crer

megalapoz6 vizsgalatokhoz az SFG mellett az XPS modszert is kiterjedten hasznaltuk.

Megallapitottuk, hogy stabilis, jol tapadé TiO, rétegeket hozhatunk létre SiO, hordozon
vékonyréteg-technoldgiai eszkdzokkel (akar igen vékony Ti réteg termikus oxidaldsaval, akar TiO,
bevonat kozvetlen elballitasaval oxid parologtatasaval). A mintak fényszorddas és atlatszosag
szempontjabol megfelelének bizonyultak, igy alkalmasak voltak a normal reflexidés geometridban
végzett vizsgalatokra mind ex situ, mind pedig in situ koriilmények kozott. Mivel az SFG méréshez
sziikséges, hogy a hangolhatd infravoros fénysugar lehetdleg minimalis gyengiiléssel érje el a
vizsgalando hatarfeliiletet, az in situ méréshez a TiO, réteget a hordozon keresztil kellett
megvilagitanunk, ami infravorés min6ségli kvarciiveg esetén biztositotta a spektroszkopiai mérések
lehet6ségét a 2700 cm™-nél nagyobb hullamszamok tartoméanyaban. A kalcium-fluorid elvben
szélesebb transzmisszis tartomannyal rendelkezik (1000 cm™ fo16tt), de a rajta kialakitott TiO, réteg
tapadasa nem bizonyult optimalisnak.

A TiO, feliiletek az SFG normal reflexidos geometria altal biztositott érzékenységi hataraig
megtisztithatdoak voltak mind nedves kémiai moédszerekkel (H,O, vagy H,SO, + H,0O, oldatban
maratas), mind pedig kisenergids ionbombazassal. XPS mérésekkel jelentds feliiletkémiai
kiilonbségeket talaltunk azonban az eltéré modszerekkel tisztitott mintak kozott: a nedves kémiai
modszerek gyakorlatilag hibamentes TiO, feliiletet eredményeztek, mig az ionbombazott feliileten
még a levegon torténd visszaoxidalodast kovetden is sok volt az oxigénhianyos hely.

A projekt késobbi szakaszaban a teljes visszaverddés geometridjanak megndvelt érzékenysége
miatt Gjra foglalkoznunk kellett a feliilettisztitas problémajaval. Az SFG mérések soran kideriilt, hogy
a korabban alkalmazott eljarasok nem adnak teljesen kielégité eredményt, igy 0j tisztitasi technologiat
kellett kiprobalnunk. A feladatra a félvezetd-technologiabol szarmazé ultraibolya-6zonos
feliiletkezelés bizonyult a legalkalmasabbnak: rovid kezelési id6 utdn rendkiviil hidrofil feliiletet
kaptunk, amelyen az XPS és SFG mérések egybehangzd tanubizonysiga szerint szénhidrogén
szennyez0dés csak nyomokban fordul el6.
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TiO2 tisztitasa UV-6zon kezeléssel
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1. abra. Kvarciiveg prizmara parologtatott TiO, réteg megtisztitasa ultraibolya-6zonos kezeléssel. A spektrumok
a teljes visszaverddés geometridjaban késziiltek.

Az 1. dbran jol lathato, hogy a kezeletlen mintan 2800-3000 cm™ kozott intenziv savokat add
szénhidrogén szennyez0dés a kezelés soran teljesen eltlinik a feliiletrdl, bar néhany perc levegon vald
tarolas utan megindul a visszaépiilése. Legalabb ennyire érdekes, hogy a megtisztitott feliileten O-H
rezgések jelennek meg. A széles sav 3100-3500 cm™ kozott hidrogénkétésben levé —~OH csoportoktol
szarmazik, mig az éles csics 3700 cm'-nél szabad (tehat hidrogénkotésben részt nem vevd)
hidroxilcsoportokra jellemzd. Mivel az UV-kezelés oxigén vakanciakat kelt a TiO, feliiletén, amelyek
a 1égkorbol adszorbealddo vizzel reagalva feliileti hidroxilcsoportokat eredményeznek [A.7], a feliilet



rendkiviil hidrofil. Az SFG adatok alapjan azonban nem sikeriilt egyértelmiien eldonteni, vajon a
feliileti hidroxilcsoportok vagy az adszorbealt és jol rendezett feliileti vizréteg spektrumat latjuk-e.

Aminosavak kdlcsdnhatasa hidrofil titan-dioxiddal [B.6]

torténd adszorpcidjanak in situ vizsgalatat a TiO,-oldat hatarfelilleten. A teljes visszaverddés
geometridjaban kapott eredmények szerint az aminosavak tobbsége alig hat kolcson a titan-dioxiddal.
A 2. abran az amid oldallancot tartalmaz6 glutaminra vonatkozé adatok lathatok. A kisérletet
nehézvizben végeztiik, hogy a normal viz erds O-H savjai ne takarjak el teljesen az aminosav eredetii
jeleket. A C-H és O-H rezgések spektralis tartomanyat bemutat6 abran jol lathato, hogy bar a nagyobb
koncentracié mellett kapunk kis C-H jelet 2960 cm™ kdzelében, a kisebb koncentracional ez a sav
gyakorlatilag eltiinik (a széles cstics 3400 cm™ tajékan a mintaba keriilt kis mennyiségii normal viz
szennyezés kovetkezménye). Hasonld negativ eredményt kaphatunk szénhidrogén oldallanca
aminosavakkal (pl. fenilalanin) is.

Ha azonban savas oldallancii aminosavakkal (aszparaginsav, glutaminsav) végezzik el az
adszorpciods kisérletet (3. abra), kideriil, hogy a molekuldk rendezett hatarfeliileti adszorbealt réteget
képeznek. Az abran lathatd, hogy viszonylag széles koncentracio-tartomanyban mérhetiink erds
aminosav eredetli szénhidrogén jelet a hatarfelilleten. A cslics az aszparaginsav molekuldk
szimmetrikus metilén rezgéséhez rendelhetd.

Az aszparaginsav karboxil rezgéseinek asszignacioja és analizise azt mutatja, hogy a molekuldk
mindkét karboxil csoportja a TiO, feliilethez koordinalédik. Mig az egyikiik monodentalis modon
kozvetleniil kotédik egy feliileti Ti ionhoz, a masikukat valosziniileg hidrogénkotés stabilizalja. A
metilén csoport SFG jele alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a csoport szimmetriatengelye nagyjabol
parhuzamos a feliilet normalisaval, ami j6 dsszhangban van a karboxil csoportokon at megvalosuld
kotodés feltételezésével.
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2. abra. A TiO,-nehézvizes glutamin oldat 3. abra. A TiO,-nehézvizes aszparaginsav oldat
hatarfeliilet SFG spektrumai. A kis hatarfeliiletének SFG spektrumai az aminosav-koncentracio
hullamszamok felé novekv alapjel a nehézviz fliggvényében.

O-D rezgéseinek tulajdonithato.

Glutaminsav esetében nagyon hasonlo viselkedést tapasztaltunk. Az eredmények alapjan
megallapithattuk, hogy a savas oldallainc a rendezett aminosav-réteg kialakulasanak elofeltétele a
TiO,-oldat hatarfeliileten. Megfigyelésiink egyben azt is valoszinisiti, hogy a nagyszdmu savas
aminosavat tartalmazo peptidek kiilondsen erdsen adszorbealodnak titan-dioxidon, és jo Gsszhangban
van az aszparaginsav tartalmu aszpartadm gyors és er0s adszorpcidjara vonatkozo tapasztalatunkkal.



Aminosavak adszorpciéja egyéb hidrofil fellileteken [B.3]

Kisérleti technikank azt is lehetévé tette, hogy kiilonb6zé UV-6zonos kezeléssel hidrofilizalt
hordozoéfeliileteken dsszehasonlithassuk az aminosavak adszorpciojat.

A gondosan megtisztitott SiO, prizman végzett in situ adszorpcios vizsgalatok kovetkezetesen
negativ eredményt adtak, ami alapjan meg kellett allapitanunk, hogy a kvarciiveg-aminosav oldat
hatarfeliileten nem alakul ki rendezett adszorbealt réteg. Ugyanakkor igazoltuk, hogy a kvarciiveg
kristalykakba rendezédnek. A folyamat (a nemcentroszimmetrikus kristalykdkhoz rendelhetd tombi
SFG jel id6beli valtozasa alapjan) néhanyszor tiz perc leforgasa alatt lejatszodik.

A CaF,-aszparaginsav oldat hatarfeliilet SFG vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy mar in situ
korilmények kozott, az oldoédasi hatarnal Iényegesen higabb oldatbol is kialakulnak kisméreti
kristalykak, amelyek jelenlétérdl erds tombi jeleik arulkodnak.

TiO,-n ugyanakkor, mint azt mar fentebb leirtuk, a savas aminosavak rendezett adszorbealt
réteget alkotnak. A réteg szerkezete gyakorlatilag valtozatlan marad az aminosav oldatbol vald
eltavolitas és szaritas utan is. Semleges vagy szénhidrogén oldallanc aminosavak esetében azonban
nem tapasztalhatunk szamottevd adszorpciot, sem krisztallitok kialakulasat.

Proteinek orientacios és konforméacios viszonyainak meghatarozasa [B.4, B.5]

Bar a projekt legérdekesebb eredményei a korabban részletezett okok miatt aminosav-
adszorpcios folyamatok kapcsan sziilettek, a TiO,-nél konnyebben kezelhet6 feliileteken végeztiink
protein-adszorpcioval kapcsolatos vizsgalatokat is.

El6szor egy elvi jellegli munkaban [B.4] 6sszehasonlitottuk a linearis optikai spektroszkopiak
(infravorés, Raman), az 0Osszegfrekvencia-keltési spektroszkopia, illetdleg a magasabb rendil
nemlinearis optikai spektroszkopiai modszerek altal szolgaltatott orientaciés informaciot.
Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 modszerek kiilonbozd, egymast kiegészité adatokat nyujtanak,
amelyek megfeleltethetek az orientacioeloszlasi fliggvény momentumainak. Ennek alapjan eljarast
adtunk az eloszlasfiiggvény rekonstrudldsara a maximalis entropia modszer segitségével. Eljarasunk
hasznalhatdsagat gyakorlati példakon keresztiil illusztraltuk.

Egy masik munkaban a véralvadasi kaszkadban szerepet jatszd Faktor XII elnevezésli protein
adszorpciojat vizsgaltuk polisztirol-protein oldat hatarfeliileten [B.5]. Biologiai kisérletekb6l korabban
is ismeretes volt, hogy a Faktor XII negativ toltésii feliileteken adszorbealddik és aktivalodik, de az
aktivalodast kiséré molekulaszerkezeti valtozasokrol nem allt rendelkezésre sok informacio.

A jelen kisérletsorozatban a negativan toltott feliiletet polisztirol szulfonalasaval hoztuk létre.
Az adszorbealt molekulak orientacios €s konformdacids viszonyait infravords spektroszkopiaval és
SFG-vel, az adszorbealt mennyiséget kvarckristaly mikromérleggel hataroztuk meg.

Megallapitottuk, hogy a hatarfeliileten adszorbealt protein mennyisége nem fligg a feliileti
toltések stiriségétdl, amit a szulfonalas szintjével szabalyozhatunk. Az infravords mérések szerint az
adszorbeatumok konformacidja sem volt érzékeny a feliileti toltésmennyiségre, a teljes visszaverodés
geometriajaban felvett SFG spektrumok mégis 1ényeges valtozasokat mutattak a toltés fliggvényében
az amid savok tartomanyaban. A kisérleti adatok értelmezése azt mutatta, hogy novo toltéssiiriiség
mellett egyre rendezettebbé valik az adszorbealt réteg szerkezete, és a molekuldk egyre inkabb olyan
orientaciot vesznek fel, amelyben konnyen aktivalhatok, mikdzben masodlagos szerkezetiiket
lényegében megdrzik.

A kutatdsi téma tovabbi lehetséges iranyai

A projekt legfontosabb, vilagviszonylatban is ujdonsadgnak szamitdé eredménye, hogy az
Osszegfrekvencia-keltési  spektroszkopia, mint ilyen célra korabban nem  alkalmazott
feliiletspektroszkopiai  technika segitségével meghataroztuk egyes aminosavak adszorpcios
viselkedését tobb, biologiai szempontbol potencialisan jelentds szilard-folyadék hatarfeliileten. A
munka soran Ilényeges informaciokat szereztiink a titdn-dioxidon kialakulé aszparaginsav
adszorbeatumok orientacids €s kotésviszonyairdl. Nyilvanvalo azonban, hogy addsak maradtunk a
kotésviszonyok koncentracio- és pH-fiiggd valtozasainak feltardsaval, aminek jorészt technikai okai (a
TiO, vékonyréteg gyenge tapaddsa CaF,-hoz) voltak. Az eredmények Osszevetése a glutaminsavval



elvégzett hasonld vizsgalatok soran nyert adatokkal szintén érdekes kovetkeztetések levonasara adhat
alkalmat.

Nagyon lényegesnek tartjuk, hogy a projekt soran kidolgoztuk a TiO,-folyadék hatarfeliiletek in
situ SFG vizsgalatanak metodikajat. A szerzett tapasztalatok szamtalan késébbi kutatasban lehetnek
felhasznalhatok, feltételezve, hogy sikeriil megoldani a CaF, és a TiO, kozti adhézid problémajat.

A teljes visszaverddés geometridjaban elvégzett SFG mérések teljesitOképességének korlatain
beliil tanulmanyozhatjuk példaul kiilonb6z6 proteinek kdlcsonhatasat a feliilettel, kozelitve ezzel a
projekt eredeti célkitiizéseihez. Részletesen megvizsgalhatjuk kiilonbozé onszervezodo rétegek
kialakulasanak 1épéseit éppugy, mint a szilard-oldat hatarfeliileten adszorbealodott molekulak
atalakulasait, reakcidit. Ez utobbi folyamatok tanulmanyozasa kapcsan a TiO, felillet megfeleld
modositasaval modellszintli informacidkat szerezhetiink a szilard-oldat hatarfeliileten végbemend
heterogén katalitikus reakciokrol, ami lehetéséget nyujthat egy kevéssé ismert, de gyakorlati
szempontbdl rendkiviil jelent6s katalitikus rendszer jobb megismerésére.

A koltségtervtol valo eltérések

A kutatas folyaman két alkalommal keriilt sor a koltségtervtdl valo 1ényegesebb eltérésre.

Miutan Laboratoriumunk nem sokkal a szerz6dés megkotése eldtt, 2002 elején kezdett
miikddni, a projekt kezdetén még nem allt rendelkezésre minden felszerelés, ami a mindennapos
munkahoz sziikséges. Bar arra szamitottunk, hogy ezeket az eszkdzbeszerzéseket mas forrasbol tudjuk
finanszirozni, az analitikai mérleg esetében ez kivitelezhetetlennek bizonyult. fgy a mérleget jelen
projekt terhére vettiik meg, miutan a terven feliili eszk6zbeszerzéshez megkaptuk az OTKA Iroda
engedélyét (KO-3845/2005).

A kutatomunka végére nyilvanvalova valt, hogy mivel a futamid alatt a tervezettnél kevesebb
kiilfoldi atra keriilt sor, a Konferencia részvétel és a Napidij koltségvetési sorokon jelentsebb
maradvanyoOsszeg keletkezett. Ugyanakkor SFG spektrométeriink tovabbi {izemben tartdsdhoz
elkeriilhetetlenné valt egy AgGaS, nemlinedris optikai kristadly beszerzése, amit az OTKA Iroda
engedélyének (KO-16893/2007) birtokaban részben a projekt maradvanydsszegébdl finansziroztunk.

Koszonetnyilvanitds

E helyen szeretnénk koszonetet mondani az OTKA tamogatasaért, amellyel hozzajarult az
Osszegfrekvencia-keltési spektroszkopia magyarorszagi bevezetéséhez.
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