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SZEMCSES ES RETEGES NANOSZERKEZETEK KISSZOGU
RONTGENSZORASA

MTA DOKTORA DISSZERTACIOS DOLGOZAT TEZISEI

BOTA ATTILA

(MTA-TERMESZETTUDOMANY! KUTATOKOZPONT, MOLEKULARIS FARMAKOLOGIAI INTEZET, 2012.)

1.

Kisszogl rontgenszoras modszerével meghatiroztam, hogy a kiillonbozo faféleségekbol
(biikk, tolgy, fenyd), papiripari cellulozrostbol, csonthéjas maghéjbol (barackmag),
polimerekbdl (Polietilén-tereftalat: PET, Poliakrilnitril: PAN) ,,vizgdzds aktivalassal”
eldallitott aktivszenek hasonld méretli, 1 — 1,5 nm kiterjedésli elemi egységekbdl,
krisztallitokbol épiilnek fel. Megallapitottam, hogy az aktivszén szénvédza anizotrop. Az
anizotrop tulajdonsagot a hozzavetdlegesen 100 nm kiterjedésti, az emlitett elemi egységekbol
all6 halmazok hordozzak. Az anizotrdpia az aktivszén eldallitdsara felhasznalt alapanyag
texturajabol ered és az a karbonizalasi folyamat révén rogziil az aktivszén vazszerkezetében.
A fa textirija, annak szallit6 edénynyaldbjainak elrendezddése az aktivszén krisztallit
halmazainak szerkezetében, az edénynyaldbok eredeti iranyaban és az arra merdleges sikban
1s iranyfiiggd sajatsagokat okoz. Tipikusan az 50%-o0s konverzioval jar6 aktivalasi folyamatok
az anizotropiat — a vizsgalt faféleségek esetében eltérd mértékben — megsziintetik. A
kétdimenzids szorasi képek alapjan megallapitottam, hogy az anizotropia gq~1 1/nm-nél
nagyobb szordsvaltozd tartomanyban tlinik el. Ennek megfelelden az 1 nm atmérdji
gdmbokbol, mint véalasztott szerkezeti elemekbdl felépitett alakzatok alkalmasak a fa-
alapanyagl aktivszenek anizotrop tulajdonsagainak rekonstrudldsara. Az anizotrop jellegnek
megfelelden felépitett alakzatok elméleti kisszogii szorasi képének és a valos rendszer szorasi
képének Osszevetésével megallapitottam, hogy az anizotrdpia eltiinése az elemi krisztallitok

elgazositasaval és a krisztallit halmazok szétesésével jar egyiitt.

2.
A Petrd Jozsef altal eldallitott (BME, 2000.) ujfajta nem piroforos, aluminium-oxid
hordozés Raney-tipusu nikkel katalizator legalabb négy Osszetevot tartalmazod komplex

rendszerének kisszOogli szorasabol, az anomadlis kisszOgli rontgenszords modszerének
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felhasznalasaval, meghatdroztam a katalizdtor nikkel részecskéinek kisszogli szorasat jol
kozelitd szeparalt anomalis szorasi gorbéket, valamint a nikkel részecskék kisszogl szorasat
kizardlagosan jellemzd tiszta rezonans gorbéket. A szepardlt gorbék alapjan a nikkel
részecskék atlagosan 5,63 nm magassagu €s 3,54 nm atmérdji ,,tomzsi” hengerek, mig a tiszta
rezonans gorbe alapjan atlagosan két, 4,16 nm atmérdji (6=0,24) géomb alaka részecskét
tartalmazd aggregatumok. A tiszta rezondns gorbe alapjan meghataroztam, hogy a preparacios

muvelet soran a kiindulasi nikkel 76%-a alakult at nikkel nanorészecskékké.

3.

Synperonic A7-viz (80 tomeg%) nem-ionos tenzid-viz rendszer rétegszerkezetét nyirasi
igénybevétel (atlagosan 4,2 1/s nyirdsi sebesség) mellett tanulményozva megallapitottam,
hogy a nyiras hatdsara a rétegszerkezet korrelacidja csokken. A nyirds megsziintetése utan a
szerkezet nem rekombinalodik, hanem tovabbi lassu szerkezeti valtozasok kovetkeznek be,
ami a rendszer lokalis Osszetételének megvaltozasaval, Synperonic A7-ben gazdagabb ¢s
szegényebb domének kialakuldsaval jar. A szobahOmérsékleten végzett nyirassal jelentds
energia (0,38 +0,07 J/g, a rétegszerkezet — izotrop folyadék kozotti fazisatalakuldsi ho
egyharmada) tarolodik. A nyirasi folyamatok soran a kezdeti, tobb mikrométer kiterjedésti,
nagyszamu rétegbdl 4llo szabalyos forma hozzavetdlegesen 100 — 200 nanométeres,
szabalytalanul pakolt doménekké esik szét. A szerkezeti és morfologiai kép kovetésével
megallapitottam, hogy a folyas és viszkozitds gorbék felvétele sordn alkalmazott nyirdsi
igénybevétel soran a 80 tomegszazalékos Synperonic A7-viz rendszer reoldgiai sajatsagait
dontéen a mikrométer-kdzeli doménszerkezet és kisebb mértékben a nanométeres periddust

rétegszerkezet valtozasai hatdrozzak meg.

4.

Egy centroszimmetrikus modellt vezettem be sokrétegli vezikuldk (liposzomak)
szerkezetének ¢és kisszoglh szorasanak jellemzésére. Morfologiai vizsgalatok soran
megfigyeltem, hogy a fazisatmeneti tartomanyban, vagy idegen molekuldk jelenlétében a
liposzomak rétegeinek elrendezddése szabalytalan, nagy része szétcsatolt allapotban van. Az
elrendezddési formakat két osztalyba soroltam: szabalyosabb és kevésbé szabalyos tipusba. A
szabalyosabban (kozel racsszertien) pakolodott gombszimmetrikus rétegek halmazat, mint
blokkot definidltam. A blokkok k&zo6tt nincs korrelacio, teljesen szétcsatolt allapotban vannak.
A Dblokkokat a kettdsréteg kozotti, nagymértékben és véletlenszerlien megvastagodott

vizrétegek valasztjak el. A blokkok rétegeinek szdma paraméter, értéke — a szorasi gorbékkel
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valo egybevetés alapjan — 1 és 10 kozott van. A blokkok kisszogli szorasa jellemzd a

liposzoma egészének szordsdra. A modell paramétere — a blokkok rétegszama mellett — a

rétegek fluktudcioja, a blokkokat elvalasztd vizrétegek fluktudcioja (csak novekedés
kovetkezhet be), valamint a liposzoma Osszes rétegeinek szama. A modellel a sokrétegii
vezikuldk kisszogli diffrakcidos csucsainak a fazisdtmenetek hdmérséklettartomanyaban
bekovetkez6, valamint idegen molekuldk altal okozott alakvaltozasat, kiszélesedését a
nagyszamu, de alacsony belsé rétegszammal rendelkez6 blokkok kialakuldsara vezettem

vissza.

5.

A dipalmitoilfoszfatidil-kolin (DPPC: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidilkolin)/viz
alapti vezikuldk gél ¢és hullamos gél fazisai kozotti Un. eléatmenetet tanulmanyozva
megallapitottam, hogy fazisatalakulds sordn a kettOsrétegen beliili (rovidtava) és a
kettosrétegek kozotti (hossza tava) szerkezeti formdk nem szimultdn véltoznak. A
fazisatmenet hdmérséklettartomanyaban kialakulo szerkezeti formak a termikus el6életnek, a
korabbi allapot hdmérsékletének hatasat mutatjak. A termikus eléélet hatasa csak hosszt id6
utan (hozzavetdlegesen egy hét) tiinik el. A fazisatmenet hdmérséklettartomanyaban kialakulo
hibahelyek eltérd mértékli hatdssal vannak a szomszédos fazisokban (mind a gél, mind a
hulldmos gél) a rétegszerkezet rendezettségére. Osszetett, termikus eléélethez kapcsolodo
memoria effektust figyeltem meg, ami a fazisatmenet hdmérséklettartomanyaban kialakuld
réteghibdk egymast kovetd két hokezelés utani Gjboli megjelenésében nyilvanul meg. A
vendégmolekuldk jelenlétében (a 2,4-diklorfenol példajan bemutatva) az eléatmenet elsérendii
fazisatmeneti karaktere gyengén elsérendiivé (kozel folytonos) valtozik. Megallapitottam,
hogy az eléatmenet homérséklettartomanyaban a 2,4-diklorfenol perturbacios hatasa (2,4-
diklérfenol/DPPC= 0,02 mol/mol arany alatt) megnovekszik és az egymasba alakuld gél és
hullamos gél fazisok szerkezetétdl eltéré mas, idegen szerkezet/szerkezetek (pl. Osszetolt

kettdsrétegek) alakulnak ki.

6.
A DPPC ¢s a 2,4-diklorfenol kolcsonhatasat kis- és nagyszogll rontgendiffrakcidval

tanulmanyozva meghataroztam a DPPC-viz-2,4-diklorfenol rendszer fazisdiagramjat a 20-45

°C hoémérséklethatarok és [0 — 1] 2,4-diklorfenol/DPPC mol/mol tartomdnyban. A 2,4-

diklorfenol lokalis elhelyezkedésének tanulmanyozasara a kontraszt varidcids kisszogi
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rontgendiffrakcié ¢és az anomalis kisszogli rontgendiffrakci6 modszereit felhasznalva
megallapitottam, hogy a DPPC-viz rendszer gél szerkezete 2,4-diklérfenol jelenlétében a
hullamos gél szerkezetéhez hasonld formaba alakul, a kettdsrétegek feliileti hullaimanak (a
feliileti redd) periddusa a DPPC - viz rendszer tipikus 1,2-1,4 nm-es értékérdl 2,4 — 3,0 nm-re
no. Azonositottam a DPPC rendszerben a 2,4-diklorfenol hatdsara formaldodott Osszetolt

(angol elnevezéssel ,,interdigitated”) gél fazist.

7.

A szulfonsav szarmazéka, a Szulfadiazin amfipatikus kémiai karakterének kovetkeztében
a  baktériummembranok  lipidosszetételét —modellezé  liposzomédk  (DPPG+DPPE)
kettdsrétegének fejcsoport-rétegéhez kapcsolodik (DPPE:  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
foszfatidiletanolamin, DPPG: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidilglicerol).
Megallapitottam, hogy a molekula elhelyezkedése nem karakterisztikus. A Szulfadiazint
tartalmazod kettOsrétegek sokasaganak morfologidjat a lipidek ardnya valamint az alkalmazott
puffer rendszer €s a rendszer komponenseinek tisztasagi foka nagymértékben befolyasolja. A
Szulfadiazin jelenlétében DPPG/DPPE=0,95 mol/mol aranyt rendszer szabalyos
rétegszerkezete szétcsatolodik, a szétcsatolodas mértéke a Szulfadiazin/lipid ardnnyal egytitt
nod, €s a vizsgalt legnagyobb 1/1 mdlaranynal sem szlinik meg. A DPPG/DPPE=0,95 aranyu
rendszerben a Szulfadiazin a liposzoémékra jellemzd gombhéjai helyett nagy kiterjedési, 5 —
10 mikrométert is meghaladé nagyszadmu parhuzamosan elhelyezkedd sik halmazabol allo
domének képzddnek, amelyek a hatdanyag lokalis koncentralodasat jelzik. Igazoltam, hogy a
Szulfadiazin jelenlétében Ilétezik a DPPG/DPPE aranydnak egy intervalluma (ez az
intervallum 0,1 és 0,4 kozotti értekre becsiilhetd), amelyben a rétegszerkezet szétcsatolodéasa a
legnagyobb mértékli. A liposzomak tobbé-kevésbé szabalyos gdmbszerii alakjanak eltlinése
egyiitt jar a szétcsatolodassal, amit egy Osszetett ,,kaotikus” morfologiai kép kialakulasa kisér.
Megallapitottam, hogy a DPPG/DPPE nagyobb aranyanadl (DPPG/DPPE=0,5) a
rétegszerkezet szabalyossdga nem fligg a Szulfadiazin koncentraciojatol, ugyanakkor
morfoldgiailag a szabalyos liposzomdk alakjat legnagyobb mértékben megkozelitd formak

alakulnak ki.

8.
Megéllapitottam, hogy a human sejtmembrant modellez6 DPPC-viz rendszerek
karakterisztikus rétegszerkezete ¢és a kettdsrétegen beliili szénlanc pakolddésa az

aminoglikozidok két képviseldjének (Tobramycin, Streptomycin) hatasara egyik
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fazisallapotban (gél, hullamos gél, folyadékkristalyos) sem valtozik meg a [0 — 1]
aminoglikozid/lipid moélarany intervallumban. Ugyanakkor a nem ,,igazi aminoglikozid”
Spectinomycin (aminocyclitol) a vizsgalt legkisebb Spectinomycin/DPPC=0,01 mol/mol
arany esetében is rendezetlenséget okoz a lipidek szénlancanak pakolodasaban, és a vizsgalt
legmagasabb Spectinomycin/DPPC=1 mol/mol modlarany esetében mind a kettOsrétegen
beliili, mind a rétegek kozotti rendet megsziinteti. Megallapitottam, hogy a Tobramycin,
Streptomycin, Spectinomycin egységesen szerkezetépitd hatdst valtanak ki a bakterialis
membranok modellrendszerében (DPPG/DPPE=0,2 molaranynal; DPPG: 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-foszfatidilglicerol). Meghatdroztam az aminoglikozid és aminocyclitol szarmazékok
altal a bakteridlis membranokban indukalt szerkezeti valtozasok kozotti kiilonbséget, amely
szerint az aminoglikozidok esetében (Tobramycin, Streptomycin) szabalyos rétegszerkezet,
mig az aminocyclitol szdrmazék (Spectinomycin) esetében a bioldgiai membranok

szerkezetétdl idegen, hexagondlis struktara alakul ki.

9.

Megéllapitottam, hogy a Salmonella minnesota R595 lipopoliszacharid (LPS) a human
sejtmembrant modellez6 DPPC/viz liposzomakban nagy koncentracioban (1 LPS/DPPC
mol/mol ardny) a gél és a folyadékkristalyos szerkezetek kozotti kiillonbséget megsziinteti,
ezaltal a foatmenet elsérendii karakterét gyengén elsOrendiivé valtoztatja. A LPS ~0,01

mol/mol LPS/lipid aranyndl a DPPC-viz rendszer karakterisztikus rétegszerkezetének

rendezettségét csokkenti, nagyobb koncentracional ([0,1 — 1] mol/mol LPS/DPPC tartomany)

sajat onszervezOdésének megfelelden kobos fazis kialakulasat indukalja. A LPS a LPS/lipid=

~0,01 mol/mol aranyu jelenlétében a DPPE-bdl, mint {6 lipidkomponensbdl és egyéb

membranalkoté lipidekbdl 4ll6 — a bakteridlis membranoknak megfeleld — modell

rendszerekben lokalisan, a sejtmembran rétegszerkezetétdl eltéré kobds nanoszerkezet
kialakuldsat eredményezi. A LPS/lipid ardny novelésével a kobos szerkezet lesz meghatarozo.
A rendszerhez 0,2 lipid/lipid aranyban adott egyéb lipidek (DPPG: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-
3-foszfatidilglicerol, DPPA: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidsav, DPG: 1,2-dipalmitoil-
sn-glicerol) hatdsa a biologiailag nem relevans folyadékkristalyos allapotban nyilvanul meg:
DPPG jelenlétében kobos, DPPA jelenlétében amorf, DPG jelenlétében hexagonalis és kobds

szerkezetek alakulnak ki.
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10.

DPPC foszfolipidbdl, koleszterinbdl és polialmasavbdl 4ll6 stabilis unilamellas vezikulat
allitottam eld. A vezikula rendszer méretét, méreteloszlasat ¢és rétegszerkezetét nagy
precizitasu kisszogli €s ultra kisszogli szinkrotron adatok alapjan hatdroztam meg. A
szerkezeti jellemzést un. ,két G illesztés alapjan hatdroztam meg a vezikula sugaratol is
fiiggd formafaktor figyelembevételével. Megallapitottam, hogy az ultra kisszogli szorasi
adatokbol és a fagyasztvatoréssel kombinalt transzmisszios elektronmikroszkopia alapjan
meghatarozott méreteloszlas adatok jo egyezésben vannak. A polialmasav a lipidek kiilso,
fejcsoport régidjaban aszimmetrikus modon helyezkedik el. Lokalizaciojuk Gauss
figgvénnyel jellemezve 26=0,8 nm széles, a lipid két oldalan mért tavolsaguk 5,16 nm. Az
illesztés alapjan megallapitottam, hogy a talnyomoéan unilamellds vezikuldk mellett ~5-8
darabszam szazalékos aranyban kétrétegli vezikulak is jelen vannak a rendszerben, amely

megfigyelés 0sszhangban van a fagyasztvatoréssel nyert képi informacidkkal. A kétszeres

kettdsréteg tavolsaga 7,45 nm, ami gyengén szétcsatolt rétegszerkezetet jelez.

11.

Megallapitottam, hogy Cu®" ionok hatdsara DPPC/viz alapu vezikulak rétegrendszere
szétcsatolodik, azaz a sokrétegli liposzoma rendszer kettOsrétegei korrelalatlan allapotba
keriilnek ¢és a rétegek kozotti tavolsag lényegesen meghaladja a szabdlyos vizréteg
vastagsagit. A Cu”" ionok elhelyezkedését anomalis kisszogii szérassal tanulményozva
megallapitottam, hogy a réz-ionok eloszlasa a liposzomdban inhomogén és az eloszlas
formaja a Cu’"/DPPC arany és a hémérséklet fiiggvénye: a Cu>/DPPC=0,02 mol/mol
molarany alatt a rézionok periodikusan, a liposzomak rétegeinek megfelelden helyezkednek
el. Ennél nagyobb koncentracié esetében a rézionok egy része a rétegek lokalis
szétcsatolodasaval képzodott vizes régiokban van jelen. Ezek a domének hozzavetdlegesen 30
nm kiterjedésiick. NaOH ¢és hokezelés hatasara a liposzomas rendszerben 15 nm atlagos

méretli CuO (részben Cu(OH), tartalmu) nanorészecskék keletkeznek.

12.

A DPPC alapt vezikuldk Cd** ionok hatdsara szétcsatolodnak és a szétcsatolodassal
keletkezett kettOsrétegek kozotti térrészek tovabbi reagens adagolasa soran nanoreaktorokként
viselkednek. A hidratalt DPPC/Cd(NOs), rendszerbe (NH4),S reagenst adagolva szik

méreteloszlasu CdS nanorészecskéket allitottam eld. A CdS nanorészecskék alakja kozelitéleg
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gémb, atlagos atmérdje 6 — 7 nm. A szintézis Iépéseit anomalis rontgenszorassal kovettem és

a részecskék jellemzését azok szeparaldsa nélkiil, a reakcidelegyben végeztem el.

13.

Megallapitottam, hogy nem-ionos tenzid (etoxilalt zsiralkohol, Synperonic A7)-viz
rendszerben Cd-ion jelenléte a rendszer lamellas fazisdban a rétegek szétcsatolodasahoz vezet.
A Synperonic A7 — viz — Cd(NO3), rendszerhez (NH4),S reagens oldatat adagolva 8-10 nm
atlagos atmérdjli, monoform, kozel gomb alaki CdS nanorészecskék keletkeznek. A CdS
nanorészecskék szintézisének 1épéseit anomalis rontgenszordssal kovettem és a részecskék
jellemzését azok szeparalasa nélkiil, a reakcidelegyben végeztem el. Forgd tarcsas eszkozt
terveztem ¢&s készitettem a szintézis végrehajtasahoz. Az eszkOz alkalmazasaval, a
centrifugalis erd kihasznalasaval rad alaka CdS nanorészecskéket allitottam eld. Az anizotrop

részecskék atlagos hossza 50-60 nm atlagos atmérdje 8-14 nm.

14.

Kisszogli és nagyszogli rontgenszoras egyidejli detektalasara alkalmas (SWAXS)
kombinalt, nyitott mintatarto-teri, kamerat épitettem kompakt Kratky kamera
felhasznalasaval. Kisszogli €s nagyszogli rontgenszords mérésére alkalmas kisszogi
kollimacios egységet terveztem, fejlesztettem és épitettem elterjedt kereskedelmi
pordiffrakcios berendezésekhez. A kisszogli eszkozzel ellatott diffraktométerek a 0,1 — 130°
teljes kis- és nagyszogili szordsi szogtartomanyban, holt intervallum nélkiil detektalnak ¢és

mind transzmisszids, mind reflexidés mérési elrendezésben alkalmazhatok.



