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1. Bevezetés

A fotoszintézis soran az autotrof ¢élélények: novények és egyes
baktériumok; a Nap fényenergidjanak segitségével szerves vegyiileteket, ¢s
oxigént allitanak el6. A fény begylijtését, majd ataddsat a fotoszintetikus
reakciocentrumok nagy részénél klorofillmolekulak végzik.

Mivel a fotoszintéziskor lejatszodd fényenergia atalakitdsa kémiai
potencialla egyike a természetben megtalalhatdo alapvetd folyamatoknak, a
folyamat intenziv kutatds targya napjainkban is. Az utdbbi husz év technikai
fejlodése ((opto)elektronika, szamitdstechnika, molekularis biologia, stb.)
kiilonos fellendiilést hozott a részletek kutatasaban.

Az intenziv kutatdsoknak kdszOnhetOen, egészen alapos ismeretanyag
gyllt O0ssze a toltésszétvalasztasrol és -stabilizalodasrol, amelyek az izolalt
reakcidcentrum-fehérjében (RC) is lejatszodnak. A bakteridlis RC
kristalyositasaért 1988-ban (Michel, Deisenhofer, Huber) és 1993-ban a
nagytavolsagu elektrontranszfer elméletéért (Marcus) kaptak Nobel-dijat.
Nagymennyiségii adat elssorban izolalt rendszerekrdl, detergensbe agyazott
reakcidcentrumok mitkddésérdl all rendelkezésiinkre. Kevésbé ismert azonban a
fehérje szerkezete és funkcidja a membranban, kiilondsen in vivo, és az, hogy
miként indukalja a fény a redox reakciokat a csatolt proton atadasi
folyamatokkal, amelyek jelentések a membran energizalasaban.

Mindezek mellett a kutatdsokban kiilonleges figyelmet kap az elképzelés,
miszerint bioldgiai anyagok, példaul fehérjék hatékony komponensei lehetnek
olyan rendszercknek, melyekben a kiilonleges tulajdonsaggal bird szervetlen
anyagok (pl. szén nanocsovek - NT) is részt vesznek. Kézenfekvo tehat a két
rendszerbdl egy ujfajta, Un. bio-nanokompozit eldallitasa, mely sikeresen
o0tvozné mindkét anyag értékes tulajdonsagait. A RC elonyds tulajdonsagai
kozott kell megemliteniink azt, hogy benne a fénnyel valo gerjesztés hatasara
kozel 100% hatékonysaggal toltésszétvalasztas torténik. Kiilonds figyelmet
kaphat az, hogy jellemz6 fényelnyelése a kozeli infravords tartomanyban van. A

szén nanocsdvek kiilonleges elektromos vezetési sajatsagokkal rendelkeznek. Az



egyfali szén nanocsdvekben a félvezeté ¢és fémes vezetési tulajdonsagok
keverednek, mig a tobbfalu szén csovek fémes vezetdk. Vannak irodalmi adatok
arra is, hogy a szén nanocsdvek redoxreakciokat katalizalé enzimekkel redox-
kapcsolatban lehetnek (pl. glilkdzoxidazzal). Kiilonds lehetéség adodik arra,
hogy a RC-ban Iétrejovo fényindukalt elektrontranszport és a szén nanocsdvek

redoxtulajdonsagait 6sszekapcsoljuk.

A NT koziilik is elsdsorban az egyfali szén nanocsévek (SWNT)
egydimenzids elektromos ¢€s strukturalis adottsagaik miatt szamos felhasznalasi
lehetéséget kinalnak, pl. a nanoelektronikdban (diddakban, tranzisztoroknal,
logikai kapuknal, és memoria kartyaknal). A kiilonleges figyelem megalapozott,
mert: az SWNT hatdsdra a biologiai anyag (pl. fehérje) szerkezetében ¢s
mukodésében specifikus valtozasok kovetkezhetnek be. Az igy nyert komplex
egyedi elektromos tulajdonsagai miatt alkalmas lehet kiilonb6z6 specifikus
feladatok megoldasara, pl. energiaatalakitasra és energia tarolasara.

A fotoszintetikus RC/lipoproteid és a RC/karbon nanocsé komplexek
érdekes ¢és meglepd Osszehasonlitdsra adhatnak alapot. Mindkét rendszer a
nanoszkopikus mérettartomanyba tartozik, amely ezzel egyiitt kiilonleges
tulajdonsagokat is okoz ezekben a rendszerekben. Ebbdl a szempontb6l nem
elhanyagolhatéak a rovidtavu, kozvetlen kolcsonhatasok (pl. a RC kozvetlen
kornyezetében levo lipidek, vagy a RC-szén nanocsO kolcsonhatdsok), de a
rendszer egészére kiterjedo a tulajdonsagai sem. Példanak emlithetjiik azt, hogy a
szén nanocs6/RC kapcsolat kovetkeztében az egész komplex elektromos
tulajdonsaga megvaltozhat, mint ahogyan a RC/zart vezikuléris rendszeré is.
Dolgozatomban e két rendszer elényds tulajdonsagait is megprobalom

kihasznalni.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A fotoszintézis lényege és jelentosége

A fotoszintézis az egyetlen folyamat a természetben, amely soran
nagyobb mennyiségli napenergia tarolodik. Ez az alapvetd energiadtalakitasi
folyamat, amely lehet6vé teszi a fotoszintetizald baktériumok és ndvények
novekedését és szaporodasat, amennyiben rendelkezésre all kelld6 mennyiségi
széndioxid (COy), viz (H,O) ¢és ezekhez képest csekélyebb mennyiségben
bizonyos asvanyi anyagok. A novények altal termelt szerves anyagok jelentik a
primer taplalék- és energiaforrast az dsszes fotoszintézisre nem képes heterotrof
szervezet szamara is. Joggal allithatjuk, hogy a fotoszintézis a legtobb foldi
¢letfolyamat és biologiai energiatermelés alapvetd forrasa. A legaltalanosabb
definici6 szerint a  halobaktériumok energiaatalakit6 folyamata is
fotoszintézisnek tekinthet6, hiszen a napfény energiaja alakul at ezekben a
szervezetekben is kémiai energiava. Igaz a halobaktériumokban a
fényenergiadtalakitast retinalfehérjék (bakteriorhodopszinok) végzik, ¢és a
gerjesztést kovetden elektrontranszport nélkiil jon létre az ATP szintézis
energetikai feltételét jelentd transzmembran protongradiens. Az 0sszes fosszilis
tiizeld- €és nyersanyag (kO- és barnaszén, kdolaj, foldgdz) korabbi korok
biomasszajabol, tehat végsé soron a fotoszintézisbol szarmazik. Az egyszerd,
energiaszegény anyagokbol komplexebb, energidban gazdag anyagok épiilnek
fel. A folyamat bonyolult redoxlépések sorozata, amihez az energidt a napfény
biztositja. Ennek miikodéséhez olyan anyagra van sziikség, amely képes elnyelni
a fénykvantumokat, az elnyelt energiat mas molekuldknak &tadni, majd
visszatérni az alapallapotba, hogy Gjabb fotonokat nyelhessen el. Ezt a bonyolult
feladatot egy specialisan szervezddott pigment-protein rendszer latja el, aminek
legjellemzSbb vegyiiletei a klorofillmolekuldk. Ot kiilénbozé klorofilltipus van
(a, b, c, d és 1), amelyek csak kevéssé térnek el kémiai struktarajukban. Az a és b
tipus a legfontosabb, mivel ezek fordulnak el a magasabb rendii névényekben

¢és a zold algakban. A fotoszintézis reakcidjanak mérlegegyenlete a kdvetkezo:



6 CO, + 6 H,O + fényenergia — CsH 206 + 6 O;
A fényenergia felhasznalasaval a CO,-bol és a H,O-bdl gliikéz és oxigén
szintetizalodik.

A fényszakasz milkddtetéséhez folyamatos megvilagitas sziikséges. A
fotonok energidjat csak konnyen gerjeszthetd vegyiiletekkel lehet felfogni,
abszorbealni. Ez a szerepe a specidlisan szervezddott pigment-protein
rendszernek. Ezen folyamatban, ndvényekben és cianobaktériumokban két
egymastol jol elkiilonithetd fotokémiai rendszer (PSI és PSII) vesz részt. A PSII-
héz kapcsolodd komplex egyediilallé médon képes a viz fényindukalt
elbontasara protonokka és molekularis oxigénné, mikozben redukald elemek
lancolatan keresztiil az energia egy része proton elektrokémiai potencial
formajaban raktarozodik. Ez a potencidl az adenozin-trifoszfat (ATP)
szintézisének energiaforrasaul szolgal. Az energia masik hanyada atkertil a PSI-
re, ahol ujabb foton abszorpcidja révén valik a folyamat teljessé a nikotinamid-
adenin-dinukleotid (NADP") redukcidjat eredményezve. A sitétszakasz
mukodtetését a fényszakasz végtermékei biztositjak. A sotétszakasz 1ényegében
a szén-dioxid megkdtését és redukciojat végzi, ehhez kell az ATP ¢és a redukalt

NADP".



2.2. A fotoszintetikus reakciocentrum szerkezete és

mukodése

Baktériumokban a  fotoszintetikus  energiaatalakitds  folyamatai
lényegesen egyszertibbek, mint ndvényekben. Amig novényekben két fotokémiai
reakcidcentrum miikodik, addig baktériumokban csak egy. A biborbaktériumok
RC-a a novények PSII fotokémiai rendszerével mutat nagymértékii hasonlosagot.

A fotoszintetikus RC intracitoplazmatikus membranrendszerbe (in.
kromatoforakba) agyazott pigment-protein komplex, amely fehérje-
alegységekbdl és redox-tulajdonsagokkal rendelkez6 kofaktorokbdl all (1. abra).
A biborbaktériumok reakcidcentruma harom alegységbdl all, amelyeket angol
elnevezésiik alapjan (light, middle, heavy) az L, M és H betiikkel jeloliink.
Neviiket az elektroforetikus mozgékonysaguk alapjan torténé molekulatomeg
meghatarozasi modszer, az SDS gélelektroforézis eredményei alapjan kaptak. Az
elnevezés azonban félrevezetd, mert a DNS-szekvencia alapjan, deduktiv modon
kikovetkeztetett aminosavsorrendbdl meghatarozott molekulatomegek alapjan
kidertilt, hogy valdjaban a H-alegység épiil fel a legkevesebb aminosavbol, tehat
ez a legkisebb molekulatomegii. A félreértést az okozta, hogy ez az alegység a
legkevésbé hidrofob, igy az SDS-gélen a legkisebb mozgékonysagot, és ennek
megfelelden a legnagyobb molekulatomeget mutatta. A hiba ellenére az

elnevezést az irodalomban megtartottak és maig is ezt hasznaljak.

A RC-ba agyazodott L- és az M-polipeptidek 180°-0s forgasi szimmetriat
¢és nagyfoku homologiat mutatnak. Az aminosavak kozel 70%-a apolaris, és 6t-0t
hidroféb lancot (a-hélixet) képeznek a membranon keresztiil. A H-alegységnek
csak egy transzmembran hélixe van, tobbi része szorosan kapcsolddik az LM-

komplexhez a citoplazmatikus oldal feldl.



3H"

Extrazellular

H.

1. abra A Dbiborbaktériumok fotoszintetikus appardtusanak elhelyezkedése a
fotoszintetikus membranban, és a kozottik levé folyamatok vazlata. Az abra a
kromoforok fotoszintetikus reakciécentrumban vald elhelyezkedését is mutatja. A
vasatomon atmend, membran sikjara megkdzelitden merdleges C, szimmetriatengely két
agaban helyezkednek el a redoxkomponensek. Ezen az abran az A ag komponensei
lathatok. SP: primer donor két bakterioklorofillje; BChl: bakterioklorofill monomer;
BPheo: bakteriofeofitin monomer; Q4 és Qg elsddleges és masodlagos elektronakceptor
molekulak. (http://moose.bio.ucalgary.ca/index.php?page=Shadows_of the Past)

A “fehérjevazhoz” nem-fehérjetermészetli redoxaktiv pigmentmolekulak,

un. kofaktorok is kapcsolodnak. Ezek a kovetkezok:

- négy bakterioklorofill (BChl)

- két bakteriofeofitin (BPheo)

- elsddleges kinon (Q4)

- masodlagos kinon (Qp)

- nem-hemtipusu vas (Fe™).

A négy BChl kozil a két legkdzelebbi dimert alkot (SP), és mint
elsddleges elektrondonor vesz részt a redox-folyamatokban, a masik kettd pedig
monomerként helyezkedik el az elektrontranszport lancban (1. d&bra).
Részletesebb attekintésként lasd pl. (Allen és mtsai., 1987) publikaciot.

A kofaktorok két, a bakterioklorofill dimeren és a Fe*'-on atmend, a
membranra merdleges sikra vonatkoztatott, megkdzelitéleg tiikdrszimmetrikus
agat (A és B) alkotnak. Ezek koziil azonban csak az A-ag aktiv. A B-4g mentén
természetes korilmények kozott nem jatszodik le elektrontranszfer, biologiai

jelent6ségérdl nincs tudomasunk. Az elektrokémiabol ismert, hogy a kinonok
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»kételektron kémiaval” rendelkeznek, vagyis két elektronnal redukalhatok, és a
kettés redukcio utan két proton felvételére képesek. A kinonok jol definialt
kozépponti  redoxpotenciallal ~ rendelkeznek  (olyannyira, hogy az
elektrokémiaban a kinon/hidrokinon elektroédot a redoxpotencial meghatarozasok
szabvanyaként is szokas alkalmazni), kdzépponti potencialjuk azonban erdsen
fligg a kornyezet polarizalhatosagatol (dielektromos —allandojatol) és
protonalhatosagatol (az oldoszer protikus vagy aprotikus voltatol). Mivel
kornyezetiik erésen kiilonbozik, a Qa €és Qp redox- és kotési tulajdonsagai
jelentdsen eltérnek. A Qa a fehérje erésen hidrofob kornyezetében talalhato,
normdl koriilmények kozott egy elektronnal redukalhatd, a RC-hoz erdsen
kotédik, €s onnan csak nehezen valaszthatd le. A Qp kdrnyezetében sok a
vizmolekula, a protonalhaté aminosavak gytriiként veszik korbe a pK-juknak
megfelelden. Redukcidjahoz két elektron sziikséges (két H' felvétele mellett),
majd az igy képz6dott dihidro-kinol (QH,) a RC-rdl levalik, helyébe tijabb
(oxidalt) kinon keriil a membran kinon-raktarabol (Feher ¢és mitsai.,

1989;Paddock és mtsai., 1994).

2.2.1. Egyszeri toltésszétvalasztas

Fény hatasara a RC-ban toltésszétvalasztas indul meg. Masodlagos donor
tavollétében ujabb gerjesztés hianyaban az elektron a Qg™ -rél visszatér a SP'-ra.
Ezt nevezziik egyszeri toltésszétvalasztasnak.

A fotoszintetikus RC-ban az elnyelt foton hatasara az SP gerjesztett
allapotba jut (PQaQs = P*QaQp), majd oxidalodik és az elektronja az
alacsonyabb energiaju Qa-ra (P*QAQs = P'Q4'Qg), végiil a masodlagos kinonra,
Qp-re (P+QA'QB = P+QAQB') keriil. Izolalt RC-okban - az izolalasi koriilmények
miatt - egyéb donor rendszerint nincs jelen, igy a keletkezett toltéspar
rekombinacidja figyelhetd meg.

Rhodobacter (Rb.) sphaeroides R-26 torzs esetén a P'Qa  toltéspar
élettartama kb. 7~ 100 ms, szemben a P'(QsQp)” 7 ~ | s-os élettartamaval. A

Qp-10l a P'-ra az elektron kb. 95%-os valoszinliséggel a Qa-n keresztiil keriil
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vissza (indirekt ut), a fennmaradé 5%-ban kozvetlen toltésrekombinaci6 torténik.

A folyamatot a 2. abra szemlélteti.

-1.0 —
spr-2r
- — A I + . eldremend
0.8 I PI BPheo ——»  clektrontranszport,
toltésszétvalasztas

-0.6 — I I tdltésrekombinécios

| I 230 ps - > folyamatok
-04 — Ilns I

2 hv | /
12 ns
E 02 I

|/

0 — |/ P*BPheo Q4
Ve

| , w
0.2 — I I / /100 ms

+ ')/ P"BPheo QA QB-

-—— —

04 — SP Ls
0.6 —

2. dbra A toltésszétvalasztas folyamatanak vazlata a Rb. sphaeroides-bél izolalt RC-ban
gerjesztés utan. A kék folytonos nyilak az eléremend toltés szétvalasztast, a lila
szaggatott nyilak a visszairanyu toltésrekombindcids folyamatokat szemléltetik. A
fliggbleges tengelyen az elektrontranszfer egyes komponenseinek a normal
hidrogénelektrodhoz viszonyitott kdzépponti potencidljait mutatjuk be. A szamadatok a
reakciok élettartamait mutatjak.
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2.2.2. A Q4 Qp —QAQp elektrontranszfer jellemzoi

A RC gerjesztése utan az elektron a BPheo-en keresztiil mintegy 200 ps
alatt a Qa-ra, majd kb. 200 ps alatt a Qp-re keril, ezzel megtorténik a
szétvalasztott toltések stabilizalodasa. Korabbi elképzelések szerint (Paddock és
mtsai., 1991) ez az elektrontranszport egyetlen Iépésben torténik és egyetlen,
150-200 ps kortiili kinetikai komponenssel irhato le (az egyszeriiség kedvéért ezt
az értéket mutatom a 2. abran is). Azt is kimutattdk, hogy ezt az
elektrontranszportot mind a homérséklet, mind a pH befolyasolja, ellentétben a
PQa — P'Qa elektrontranszporttal. Mivel a masodlagos kinon energiaszintje
mintegy 60 mV-tal alacsonyabb az elsddleges kinonénal, azt gondoltak, hogy ez
a szabadenergiakiilonbség lehet a folyamat hajtoereje. Ujabb eredmények szerint
azonban vilagosnak tlinik, hogy a Qs Qg — QaQpg" elektrontranszfer legalabb két
kinetikai komponensbdl all (Tiede és mitsai., 1996;Graige és mtsai., 1998).
Vannak adatok arra vonatkozoan is, hogy a Qa  helyen mas kinonokkal
(menakinonnal; a Rhodopseudomonas viridis nevi baktériumban természetes
kinon a Qa helyen) helyettesitett RC esetén ez az elektrontranszport 1épés harom
komponensbdl is allhat (Li és mtsai., 1997). A két jellemz6 kinetikai dsszetevo
koziil az egyik a mar korabban is megismert 150-200 ps-os komponens,
amelynek jellemz6i valoban a fent leirtak. Kideriilt azonban, hogy létezik egy
gyorsabb, néhany tiz mikroszekundumos kinetikai komponens, amely a pH-val
és a homérséklettel alig valtozik (Tiede és mtsai., 1996). Kinonhelyettesitéses
mérések azt is igazoltak, hogy ez a komponens a Qn ¢és a Qp kozotti
szabadenergiakiilonbségtol is fiiggetlen (Graige és mtsai., 1998). Okamura és
munkatarsai ezen eredmények alapjan alkottdk meg a QA Qs — QaQp
elektrontranszfernek azt a modelljét, amely szerint ez a folyamat a RC
konformacidos mozgasai (ezzel egyiitt a Qg jellegzetes ,befordulasa”) altal
limitalt (,,conformation gated mechanism”, (Graige és mtsai., 1998).
E modell szerint a gyors, néhany tiz mikroszekundumos komponens a
fehérjén beliili, Gn. ,intrinsic” (vagy tényleges) elektrontranszport, amely
valoban fiiggetlen a hémérséklettdl és a pH-t6l. A masodik, néhany szaz

mikroszekundumos komponens megjelenését a Q, -ra érkezo toltés indukalja. A
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redukalt Qa olyan hosszii tava toltéselmozdulast indukal a kinonakceptor
komplex kozvetlen kornyezetében, amely a hidrogénkotések atrendezédéséhez
vezet, ezaltal a fehérje konforméacioja is megvaltozik (,,elektrosztatikus domino”,
(Sebban ¢és mtsai., 1995). Ez a konformaciés mozgas sziikséges ahhoz, hogy a
masodlagos kinon, Qg, az elektron fogadasara alkalmas Un. proximalis, azaz a
vasatomhoz kozeli pozicidban régziiljon, ami feltétele az elektrontranszportnak.
Leglijabb eredmények alapjan valdszintsithetd, hogy a fehérje konformacios
Glu™'? aminosav protonaciéja (Mezzetti és mtsai., 2002).

Ujabban Remy és munkatarsai Fourier transzformalt infravoros (FTIR)
spektroszkopias mérések alapjan megkérddjelezik, hogy a masodlagos kinonnak
ez az erdteljes mozgasa lenne a sebességmeghatarozd tényezd (Remy és
Gerwert, 2003). Szerintiilk a nagyon gyors (12 ps és 150 ps) komponensek a

fehérjén beliili protonacids it elején levé két hisztidin aminosavak (Hys™'?® és

L128
Hys

L212 L210

kozott 1.1 ms komponens) a Qp kornyezetében levo Glu és Asp
aminosavak protonacioja miatt van. Egy nagyon fontos megallapitasuk szerint a
QA Qp — QaQg’ elektrontranszport nem egyetlen 1épésben térténik (mint azt a
korabbi modellek allitjak), hanem egy intermedieren keresztiil, és szerintiik ez a

L9 Hys™!? ¢s GIuM** valamint a Fe*'-ionbdl 4ll6 klaszter lenne. A

Hys
megallapitasuk furcsa modon, nem valtott ki komolyabb érdeklédést az
irodalomban. Egyre érdekesebb adatok gylilnek azonban a Qo' Qp — QaQp’
elektrontranszportrol, és a konformacidos mozgas limitdld szerepérdl (ami
dogmaként irédott be az irodalomba az elmult években). Breton ¢s munkatarsai
FTIR spektroszkopiai mérésekkel azt talaltdk, hogy az elektrontranszport
gyakorlatilag fiiggetlen att6l, hogy a Qp kinon proximalis, vagy disztalis
helyzetben van-e (Breton és mtsai., 2004).

Legtjabb krisztallografiai (Baxter és mtsai., 2004;Baxter ¢és mtsai.,
2005b)és FTIR mérések (Breton és mtsai., 2004;Breton, 2007) nem mutattak ki
nagy kinonmozgéasokat az elektrontraszfer soran (Koepke és mtsai., 2007)
talaltak ugyan kristalyszerkezetet, amelyben a masodlagos kinon az eddigiekhez

hasonléan proximalis illetve disztalis pozicioban volt, de a szerkezet azt
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val6sziniisiti, hogy a kinonnak a disztalisbol proximalisba vald atmenete soran
nincs sziikség a kordbban elképzelt izoprénlanc koriili 180°-o0s elfordulasra. A
szerkezeti mozgasok kimutatasara igen érzékeny technika, a tranziens grating
mérése sem mutatott ki jelentds strukturalis mozgasokat a QA Qg — QaQp
elektrontranszport sordn (Ohmori és mtsai., 2008). Ezek alapjan észszeriinek
latszik az a feltételezés, hogy még ha lehetséges is jelentosebb kinonmozgas az
elektrontranszport sordn, az nem feltétlenill jar egyiitt jelentds
konformaciovaltozasokkal (Baxter és mtsai., 2005a).

A QA Qs — QaQg celektrontranszfer paramétereit meghatarozhatjuk
kozvetleniil a kinon — szemikinon atalakulds nyomonkdvetésével, a
redoxatmenet miatt bekovetkezé abszorpciovaltozas mérésével 397 vagy 402
nm-nél. Ez azonban nem konnyli feladat, mert az extinkcios koefficiens igen
kicsi, igy a jel/zaj viszony is nagyon kicsi, a minta fényszorasa viszont igen nagy
a lathatd tartomany legelején. Praktikusabb a BPheo abszorpcidjaban, a
kinonokon megjelend toltés miatt bekovetkezo elektrokrom eltolodas mérése a
750-770 nm kozelében (Tiede €és mtsai., 1996). Mivel ez az elektrokréom
eltolodas mas a Qa” és a Qg allapotokban, a Qo' Qs — QaQg™ elektrontranszfer

kinetikdja mérhetd. Mi is ezt a megoldast valasztottuk.

2.2.3. Tobbszori toltésszétvalasztas

Fiziologias koriilmények kozott a toltésrekombinaciéo valdszinlisége
nagyon kicsi, mert az egyszeri fényfelvillands hatdsara képzodd toltéspart
(P"Qa) egy masodlagos donor (pl. citokrom ¢**) még a tdltésrekombinacio
bekovetkezése eldtt redukalja, igy a reakcidcentrumban fény hatasara wjabb
toltésszétvalasztas torténhet (Kleinfeld és mtsai., 1985). (A folyamatot in vitro is
modellezhetjiik a rendszerhez adott kiilsé elektrondonorral.) Az oxidalt dimer
visszaredukdldsa utdn a reakciocentrum uUjabb toltésszétvalasztasra valik
alkalmassa. A masodik fényfelvillands mar heterogén reakcidcentrumot ér
(Qa Qs és QaQp  allapotok) ¢és csak azokban kdvetkezik be ujabb
toltésszétvalasztas, amelyekben Qa oxidalt allapotban van, mert a Qa csak egy

elektron fogadasara képes. A masodik fényfelvillanast kovetden, két elektron
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felvétele utan, a masodlagos kinon a vizes fazisbol két protont két meg és

dihidro-kinon (kinol, QH,) keletkezik. Mivel a Q és QH; lazabban kotodik a

reakciocentrumhoz, mint a szemikinon (Qg’, egyszeresen redukalt kinon), igy a
keletkezett kinol levalik a RC-rdl és helyébe 0j oxidalt kinon (Q) kotédik (3.

abra).

3.

cyt ¢ 5
o cytc
P'QsQs
hv P*Q,Qsp
PQAQs hv
/ H'(1)
ks
PQAQs \/
P*Q4(QsH)
PQA(QgH>)
.. P Q4 (QsH)
kap? ,-—"'—/—’
H'(2)
PQA(QsH) «~~

eyt ¢**

eyt ™

dabra A fotoszintetikus reakcidocentrumban végbemend folyamatok sorozatos

fényimpulzusokkal torténd gerjesztéskor. Az abran feltiintettem az elektrontranszfer
Witjat, a protontranszport, a cyt ¢’ oxidaciojanak, és a kinoncserének a lehetéségeit. Q,
Qa, Qs, oxidalt, Q,’, Qg™ redukalt, (QgH)", (QgH,), QH, protonalt kinonformak; cyt 02+
redukalt, cyt ¢’ oxidalt citokromformak; P elsédleges donor; H(1) valamint H'(2) els6
és masodik proton.
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224. A membrankornyezet hatasa a  toltés-

szétvalasztasra

Az el6z6 pontban emlitett kinetikai adatok LDAO (lauraldimetilamin-N-
oxid)-micellakba agyazott fotoszintetikus reakcidocentrumok elektrontranszport-
sajatsagait jellemzik. 14C-gyel jelolt detergensekkel (Feher és Okamura, 1978)
és strukturalis adatokkal (Deisenhofer és Michel, 1989) igazolhat6 volt, hogy a
RC kortil viszonylag keskeny (kb. 3 nm) hidrofob zéna alakul ki, amely néhany
szaz detergens- vagy lipidmolekulaval vald kolcsonhatast tesz lehetové. Ezek a
kolesonhatasok a kofaktorokra kiilonb6z6 hatasokkal Iehetnek. A primer donor a
periplazmatikus felszinhez kozelebb, a pigment-protein komplex belsejében
helyezkedik el. A Qa, az intracitoplazmatikus felszinhez ugyan kozelebb van, am
meglehetdsen jol beagyazva egy apolaris, a H-alegység altal védett kdrnyezetbe
(Feher és mtsai., 1989;Deisenhofer és Michel, 1989). A P'Q," tdltésrekombi-
nacié sebessége detergensben és foszfatidilkolin (PC) lipidben nem mutatott
lényeges eltérést. A Qp, ezzel szemben kozelebb van a citoplazmatikus
felszinhez. A kornyezetében szamos ionizalhatd, protonacidra/deprotonaciora
képes aminosav oldallinc van (Kalman ¢és Maroti, 1994), igy a Qg
redoxpotencidlja nagyon érzékenyen valtozik a kornyezeti hatasokra, és az
esetleges lipidosszetétel valtozasaira is. A Qp redukcidja (mind az elsd, mind a
masodik elektronnal) protonok felvételével jar egyiitt, amelyben fontos szerepet
jatszanak a kdrnyezetében 1évo protonalhaté aminosav oldallancok.

Természetesen a f6 célunk az, hogy megértsiik, milyen a RC szerkezete
¢s hogyan miikddik az ¢16 membranban. Az ¢l6 membran Osszetettsége (I1d. 4.
abra) azonban nagyon megneheziti annak az eldontését, hogy milyen
komponensek, milyen hatasok befolyasoljak a RC-szerkezetet és miikddést.

Igen nagy fontossaguak azok a vizsgalatok, amelyek mesterséges - de az
€16 lipidkornyezetben is megtalalhato lipidekbdl dsszeallitott - lipidmembranban
torténtek, mert ezekben a RC strukturalis és funkcionalis paraméterei kdzelebb
vannak az in vivo koriilmények kozott mértekhez (lasd pl. (Maroti, 1991;Nagy
és mtsai., 1999;Palazzo és mtsai., 2000). Példaul a P'Qg toltéspar élettartama

hosszabb, a Qg-oldal betoltottsége magasabb, a Kap, a kinonok kozotti elséd
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elektrontranszfer egyensulyi allanddja (Kap = [QaQs1/[Qa Qp]) nagyobb. A
folyamat AG g stabilizacios energidja abszolit értékben nagyobb (negativabb)
az in vivo membranban, igy mesterséges lipidmembranban is (Nagy ¢és mtsai.,

1999).

4. abra A modell a Rb. sphaeroides in situ kromatofora felszinét mutatja. (Sturgis és

Niederman, 2008)

A membrankdrnyezetnek a toltésstabilizalodasra gyakorolt hatasa
Osszetett. A lipidkornyezet nem csak strukturalis matrix a RC szamara, hanem

aktiv szerepe is van.

a) A fotoszintetikus membranban a fehérjék szerkezeti flexibiltasa, az
aminosavoldallancok mozgasi szabadsagi foka, nagyobb, mint detergensben
(Nagy és mtsai., 1999).

b) A biologiai, igy a fotoszintetikus membranok is, jellemzé modon reagalnak a
kornyezet kiilonb6z6 (stressz)paramétereinek megvaltozasaira, kiils és bels6

jelzésekre (szignalokra). Ez tobbek kozott azt is jelenti, hogy a sejt a membran
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Osszetételét jellemzé modon képes megvaltoztatni ugy, hogy a lipid
kettésréteg stabilitdisa megmaradjon. Ezt a kiilonb6zd lipidkomponensek
(kettosréteget képzo és kettOsréteget nem képzo lipidek) sziikségesnek
megfeleld modon torténd megvaltoztatasaval éri el (Batterton és Van Baalen,
1971).

¢) Vannak a fotoszintetikus membrannak olyan komponensei, amelyek szorosan
hozzatartozo részei a redoxatmeneteknek. A legnyilvanvalobb példa erre az
ubikinon (UQ) (ndvényekben a plasztokinon), amely része a RC
kinonciklusanak.

d) Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy olyan molekuldk is kétédnek a RC-hoz
amelyek nem vesznek részt tranziensen a redoxreakciokban, de azok
kinetikdjat, energetikajat befolyasoljak (Lancaster és Michel, 1997). LDAO
detergensmolekulakat és SOf’—ionokat talaltak a Rps. viridis reakciocentrum
kristalyokhoz kapcsolédva (McAuley és mtsai.,, 1999;Wakeham ¢és mitsai.,
2001;Camara-Artigas és mtsai., 2002). Kardiolipint (CL) (Nogi és mtsai.,
2000), valamint foszfatidiletanolamint (PE) (Fathir és mtsai., 2001) talaltak a
baktériumok RC-bol késziilt kristalyaiban (5. abra). A foszfatidilglicerolnak
(PG) a novények masodik fotokémiai rendszere D1 proteinjéhez valo
specifikus kotddését irtdk le (Kruse és Schmid, 1995), valamint az in vivo
specifikus funkciojat mutattdk ki (Hagio és mitsai., 2000;Sato és mtsai.,
2000;Gombos és mtsai., 2002).

e) A fotoszintetikus elektrontranszportnak a paraméterei €s a membranlipidek
kozotti kapcesolatot kiilonbozo stresszkoriilmények esetén is kimutattak (Aro
és mtsai., 1993).

A kiilonb6z6 foszfolipidek (1,2-Dimyrisroyl-sn-Glycero-3-Phophocholine
(DMPC), 1,2-Dipalmytoyl-sn-Glycero-3-Phophatydilcholine  (DPPC), 1-
Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phophatydilcholine (POPC), szo6jabab, vagy
tojassargaja lecitin) széles korben hasznaltak a biologiai membranok
funkcidjanak ¢és szerkezetének modellezésénél. A PC és a PG jelentOs
mennyiségben megtalalhatd a fotoszintetikus baktériumok membranjaiban

(Nagy ¢s mtsai., 1999), a CL-nek specifikus jelentdsége is lehet a fotoszinte
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5. abra A Thermochromatium (korabban Chromatium) tepidum (a), Blastochloris
(korabban Rhodopseudomonas (Rps)) viridis (b) és a Rhodobacter sphaeroides (c) RC-
anak Osszehasonlitasa a kristalyszerkezetiik alapjan. Az egyes RC-hoz kapcsolodd nem
redoxaktiv, de az elektrontranszport tulajdonsagait modosité kofaktorokat is feltiintettiik
(Fathir és mtsai., 2001).

tikus apparatus mitkodésében. Mivel a CL két foszfatidilglicerol-molekulabol all,
szerepének kideritésében jelentdsége lehet annak a megfigyelésnek, hogy mutans
cianobaktériumokban a PG az elektronnak a Qg-n torténd stabilizalodasat
befolyasolhatja (Gombos és mtsai., 2002;Hagio és mtsai., 2000).

A POPC specialis figyelmet kaphat, mert fiziolégiai homérsékleten
folyékony fazisba vihetd (fazisatmenete -2.6+£2.1 °C). Ugyanakkor az altalunk
alkalmazott rendszer fazissajatsagait nehéz megjosolni az elég nagy
mennyiségben jelenlevd koleszterin, ubikinon és RC miatt. A (Thewalt ¢és
mtsai., 1992b) altal POPC/Chol rendszerre bemutatott fazisdiagram alapjan
azonban azt valdszintisithetjiik, hogy az altalunk vizsgalt rendszerben a gél és a

folyadékkristalyos fazisok keveredése fordulhat elo.
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A membran protonateresztd képessége sok tényezotol fiigg. Fiigghet a
membran fizikai/kémiai paramétereitdl (pl. fluiditasatol), mikroszerkezetétol
(éppen melyik fazisban talalhatd, milyen kompartmentek lehetnek benne),
fehérjetartalomtol, és egyéb molekulafajtak (pl. szabad zsirsavak, koleszterin)
jelenlététol (Lande és mtsai., 1995;Deamer és Nichols, 1989;Krishnamoorthy és
Krishnamoorthy, 2001). A koleszterinek kitlintetett szerepe van a
protonateresztoképesség befolyasolasaban (Lande és mitsai., 1995;Gensure ¢s
mtsai., 2006). A koleszterin jelenléte csokkenti a proton ateresztOképességet, de
egy bizonyos koncentracio folott, feltehetéen a koleszterin domének megjelenése

miatt az ugrasszeriien megno.

A fehérjék jelenléte is novelheti a proton ateresztOképességet. Ennek
valészinli oka az, hogy n6 a membran heterogenitisa, megvaltozik a
doménszerkezete, kornyezetiikben megvaltozik a mikrostruktara (Barlic és

mtsai., 2004;Riegler ¢és Mohwald, 1986).

A kutatasok egyik f6 célja az lehet, hogy meghatarozzuk, milyen
tényezOok hogyan befolyésoljak a transzmembran protongradiens, protonmozgatd
erd (proton motive force, pmf) kialakulasat, fennmaradasat, illetve annak
megsziinését (lecsengését). A feladat azonban nem konnyti, nagyon sok tényezd
figyelembe vételét, sok kalibralast igényel. Figyelembe kell venni a rendszer
pufferkapacitasat, az egyes komponenseknek a protonaktivitisra gyakorolt
hatasat (példaul a H' aktivitasi koefficiense , fi5'=0.33 0.03% Triton X-100
mellett, viszont csak fi; =0.12 0.04% dodecilmaltozid mellett (Kalman és mtsai.,
1997), amely valtozik a pH-val is). Az altalunk hasznalt puffer kapacitasa a
szamunkra érdekes semleges pH-tartomany koriil nem sokat valtozik, ezért ha az
abszolut érték meghatarozasa nem is olyan konnyl, viszonylag jo kozelités

adhato a valtozasok mértékérol.

A RC-on beliili elektrontranszportot a lipoproteid rendszerben révid és
hosszatavi kolcsonhatasok befolyasoljak. A rovidtava kolcsonhatasok kozé a
RC fehérje és a membranalkotok (foszfolipidek, koleszterol, kinon) kozotti
kozvetlen kolcsonhatasok tartoznak. Fontos, hogy a kozvetlen kapcsolatok
mellett a lipoproteid rendszer (liposzéma) egésze, nevezziikk nanoszkopikus

kornyzetnek, is hatassal lehet a mukddésre. Megvaltozhat pl. pH, az
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elektrosztatikus kornyezet (dielektromos alland6). Erdemes észrevenni, hogy a
RC/lipszoma vezikuldk jellemzdéen kb. 100 nm atméréjiick. Ez az atmérd a
lathat6 fény hullamhosszanak kb. a negyed része, vagy annal is kisebb, vagyis az
elektromagneses tér az oszcillacidja soran egynegyed periodust (vagy még

kevesebbet) ir le a liposzoman valo athaladasa soran.

Adoddik a lehetdség a RC szerkezeti ¢s miikodési sajatossagainak mas
nanoszkopikus rendszerekben valo vizsgalatara is. A kovetkezo fejezetben ennek

lehetdségét mutatom be.

2.3. A szén nanocsovek ¢és biologiai anyagok

2.3.1. A szén nanocsovek szerkezete és tulajdonsagaik

A szén korabban ismert két allotrop modosulata mellett (grafit és
gyémant) 1985-ben a fulleréneket fedezték fel (Kroto és mtsai., 1985), 1991-ben
a tobbfali szén nanocsdveket (multi-walled carbon nanotubes: MWNT, (lijima,
1991)), majd két évvel késoébb a fullerénekbdl kdzvetleniil szarmaztathatod
egyfalt szén nanocsoveket (single-walled carbon nanotubes: SWNT (Gallagher
és mtsai., 1993).

Az egyfalo szén nanocsovek hat szénatomot tartalmazd gyurik
halozatabol épiilnek fel ugy, hogy szerkezetiiket egy hengerré tekert grafit sik
képezi és a végeket félfullerének zarjak le (6. dbra). A csévégek 6-6 darab 6t
szénatomos gyurlt tartalmaznak a gorbiilet miatt. A grafit sik feltekeredési
modjatol  fliiggden beszélhetiink karosszék, cikk-cakk és kiralis szén
nanocsOvekrdl aszerint, hogy a kiralis szog milyen értéket (©=30°, @=0° és
0°<®<30° az eldbbi felsorolasnak megfelelden) vesz fel. A tobbfali szén
nanocsOvek szerkezetére a feltekert grafit sikokbol 4ll6 koncentrikus

hengerpalastok jellemzok (Collins és mtsai., 2001).
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A szén nanocsovek (NT) igen elényos fizikai tulajdonsdgokkal rendel-
keznek, melyek alapjan szamos technoldgiai alkalmazas lehetéségét kinaljak fel.
Ezek altalanossagban két nagy csoportra oszthatok. Az els csoportba a mak-

roszkopikus, leginkabb mechanikai, tulajdonsagok kihasznalasat sorolhatjuk (pl.

gyémant Ceo

(10,10) cs6

6. abra A szén allotrop modosulatai: gyémant, grafit, fullerén, egyfali és tobbfali szén
nanocso

a szénszalak helyettesitését). Erre azért van mdd, mert a szén nanocsovek nagy
mechanikai szilardsaggal rendelkeznek. A masik csoport a rohamosan fejlédo
nanotechnologidban vald egyéb alkalmazasok, a szén nanocsovek kiilonleges

elektromos, optikai, magneses, téremisszids sajatsagainak felhasznalasaval.

2.3.2. A szén nanocsovek és a biologiai anyagok kozotti

kolcsonhatas

A szén nanocsovek megfeleld fizikai paramétereiknek koszonheten
kompozit anyagok eldallitasara is igen alkalmasak. Mind az egyfali, mind a
tobbfala NT-bdl kiilonb6z6 polimerekkel vagy szervetlen vegyiiletekkel
kombinalva hozzak létre a kompozitokat. Ezeket az anyagokat igen széles
korben hasznaljak fel: a NT-kel megerdsitett, fém-matrixa kompozitoknak

egyediilallo mechanikai tulajdonsagaik vannak; a NT-et templatként alkalmazzak
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szervetlen nanoszerkezetek eloallitdsara; ezen kiviil felmeriilt annak lehetdsége,
hogy a NT-et elektromos egységként elemekben és szenzorokban is kompozit
anyagként felhasznaljak.

Az elozoekben felsorolt alkalmazasi teriiletek mellett specialisabb
felhasznalast jelent a NT-k kompozitjainak eldallitasa biologiai anyagokkal,
amelyre a NT-k optimalis fizikai tulajdonsagain  kivill megfeleld
elektronszerkezete miatt van lehetdség.

Kisméretli proteinek NT feliilethez valo kotdédésével bioelektrokémiai
reakciok katalizalhatok (Britto és mtsai., 1996;Davis és mtsai., 1997), 7. abra).
Ezen kivil a nagymértékben rendezett szén nanocsovek immobilizacios
matrixként, vagy mediatorként alkalmazhatok harmadik  generacios
amperometrias bioszenzor késziilékek kifejlesztésénél  (Sotiropoulou és
Chaniotakis, 2002). A NT-k egydimenzids elektronszerkezete alkalmas lehet a
heterogén elektron transzfer reakciok tanulmanyozasara (pl. amikor kiilonleges
biomolekulak képesek elektronikus kommunikaciora a hatarfeliileten). Mar
vannak eredményes kisérletek, melyekben redox aktiv fehérjék prosztetikus
csoportja és a NT-k feliilete kozotti elektrontranszfert tudtak kimutatni (Davis és
mtsai., 2003). A vizsgalatok azt mutattdk, hogy a fehérje szerkezetét ¢és
funkciojat nagymértékben befolyasolja a nanocsé kornyezet. A szodjabab
peroxidaz aktivitisanak 30%-a, az akimotripszin aktivitisinak csupan 1%-a
marad meg, ha ezek a proteinek az SWNT-hoz kotédnek (Karajanagi €s mtsai.,

2004).

SWNT oliikaz

e’-transzfer

7. abra Egyfali szén nanocsd felhasznalasaval készitett amperometrias gliikoz
bioszenzor miikddésének elvi vazlata ( (Davis és mtsai., 1997) alapjan)
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3. Célkituzések

Lipid kettosréteg szerepének meghatarozasa

1)

2)

3)

4)

5)

A fotoszintetikus RC foszfatidil-kolin (PC), foszfatidil-glicerol (PG) és
PC+ kardiolipin (CL) lipidekbdl készitett liposzomakba iiltetése, €s

annak a megmutatasa, hogy

a.) az 1gy készitett rendszerek nagy valoszintséggel lipid

kettosrétegbdl allo zart vezikulak;
b.) benniik a RC orientacioja valdsziniileg véletlenszert.

A RC masodlagos kinonaktivitdsanak meghatarozasa PC ¢és PG
liposzomékban (a P'Q° — PQ tdltésrekombinacio lassu
komponensének az amplituddja alapjan).

A QA Qs — QaQg eléremend elektrontranszport detergensben meért,

irodalombdl ismert paramétereinek (gyors- és lassifazis részaranya,

idéallando6i) meghatarozasa mind a PC, mind a PG rendszerben.

Az anionikus lipidek RC-hoz valé specifikus kotddési helyeinek

meghatarozasa.

A tObbszoros gerjesztés sordan a RC tobbszords atfordulasanak

jellemzése kiilonb6z6 membrankdrnyezetekben.

A toltésstabilizalodas energetikaja lipidekben

6)

7)

A P'Q" — PQ toltésrekombinécié lassu komponensének kinetikajabol
a Qa ¢és Qp kozotti szabadenergiakiilonbségek meghatarozasa PC és

PG liposzémakban

A Kap hémérsékletfiiggésébol a Qa/Qp allapotok kozotti standard
szabadentalpiakiilonbségek és a két allapot kozotti entropiakiilonbség

kiszamitasa.
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Transzmembran protongradiens

8)  Fluoreszkalo jelzémolekula (piranin) liposzomaba valo beépitésével a
transzmembran protongradiens kiépiilésének, ¢és fennmaradasanak

kimutatasa, kinetik4janak meghatarozasa.

A fotoszintetikus RC és egyfala szén nanocsovek

kapcsolata

9) A fotoszintetikus reakciocentrumok egyfali szén nanocsévekhez
kapcsolasa és az igy kapott bio-nanokompozit (SWNT/RC) anyag 6

spektroszkopiai tulajdonsagainak meghatarozasa.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Mintael6készités, preparativ eljarasok

4.1.1. A baktériumtorzs jellemzése

Vizsgéalataimhoz a Rb. sphaeroides R-26 torzset hasznaltam. Az R-26
torzs karotinoidmentes, az abszorpcios spektrumabol hidnyoznak a karotinoidok
savjai, ezért folyadékkulturajanak szine jellemzden kék (a vadtipusu tenyészet
szine vordses/barnas). Mivel normalis koriilmények kozott a karotinoidok
védenek a fotooxidacioval szemben, e torzs sejtjei fotoheterotrof nevelési

s

(lasd ,,Az R-26 baktériumtorzs tenyésztése” fejezet).

4.1.2. Az R-26 baktériumtorzs tenyésztése

A folyadékkultirakhoz az 1,5%-0s agaron ndtt massziv szlrt
tenyészetekbdl vettiink mintdkat a 10-15 cm’ szukcinat-tartalma  Sistrém-
tapoldatot tartalmazo, jol zarhato, kémcsovekbe. A tovabbtenyésztéshez 200-250
cm’, majd 1000 cm’-es iivegeket hasznaltunk. Minden egyes étoltas utan 4-6
orara soOtétbe tartottuk a sejteket, hogy az oldatban levd oxigént a sejtek a
légzésiikhoz felhasznaljak. Erre azért van sziikség, mert a tapoldatban maradt
kismennyiségli oxigén a sejtek egy részét elpusztitja, ezzel is lassitva a tenyészet
novekedését. A sotétperiodus utan a tenyészeteket fényre tettiik a fotoheterotrof
nevelési koriilmények biztositasara. A megvilagitas 40 W teljesitményti wolfram
izzészalas lampakkal tortént, amelyeket kb. 20 cm-re helyeztink el a
tenyészetektol. Az izzolampak altal termelt ho egyuttal biztositotta az optimalis,
kb. 30 °C hémérséklet is. 4-5 napig allandd fényben torténd tenyésztés utan a

sejteket lecentrifugalva (6000 x g, 20 perc ), majd mosopufferrel (10mM TRIS;
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100mM NaCl) mosva a felhasznalasig -20 - -25 °C-on lefagyasztva taroltuk
(Nagy és mtsai., 1991). Literenként kb. 8 gramm baktériumtomeget tudtunk

Osszegyljteni.

4.1.3. Reakciocentrumok prepalalasa

A RC-ok preparalasahoz nagyobb mennyiségli sejtre van sziikség.
Kb.100 g vizes tomegii fagyasztott sejtb6l indultunk ki, amelyeket a befagyasztas
elott tobbszor atmostunk TRIS-pufferrel (10 mM TRIS; 100 mM NaCl; pH 8,0).
Higitas utan ultrahanggal feltortiik a sejteket. Az ultrahangos feltarashoz
SONOPLUS Ultrasonic homogenizer-t hasznaltunk (Bandelin, Németorszag).
Egy specidlisan a sejtfeltarasra tervezett, jégbe allitott livegedényben a késziilék
TT 13 titanfejét hasznalva, 1 6ran at kézel 100% (kb. 70 W) teljesitménnyel
impulzus tizemmodot hasznalva (5 impulzus/periddus) ultrahangoztuk a sejteket.
A szamunkra sziikségtelen sejtmaradvanyokat (sejtfal, feltdretlen sejtek)
centrifugalassal tavolitottuk el (kb. 40000 x g, 10 perc), majd a feliiluszot
ultracentrifugaltuk (240000 x g, 90 perc). Az iiledékben kapott kromatoforat
finom ecsettel felszuszpendaltuk és 0,45% LDAO detergenst tartalmazo TRIS-
pufferrel kioldottuk a fehérjéket, amit 0ijabb ultracentrifugalassal valasztottunk el
a nem szolubilizalt részektdl. A feliiliszobol a RC-ot frakcionalt ammonium-
szulfatos kicsapassal, majd DEAE Sephacell anioncseréld
oszlopkromatografiaval tisztitottuk. Az oszlopkromatografia el6tt a mintat
dializalassal sémentesitettiik. A kromatografia soran szedett frakciokbol azokat
tartottuk meg, amelyekben az ODgonm/ODgoonm arany 1,2-1,5 kozott volt. A
koncentracié és a tisztasdg megallapitdsa utdn UQ;¢ hozzdadasaval a Qp-
aktivitast 90% felettire allitottuk be. Az ilyen médon izolalt RC-at —20 °C-on
taroltuk.
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4.1.4. Lipoproteid rendszerek preparalasa

A mar tisztitott RC-okat PC, illetve PG alapu vezikuldkba helyeztem.
PC/PG, foszfatidilinozitol (PI), UQj¢ (2,3-dimetoxi-5-methil-6-dekaizoprenol-p-
kloroformos oldatait kevertem 0Ossze. A mennyiségi aranyok megallapitasat
hosszu kisérletezés eldzte meg (lasd ,,Eredmények” fejezetben), mig sikeriilt egy
olyan leirdst megadni, amely az elvardsainknak megfelel6 tulajdonsidgokkal
rendelkez0 liposzomat eredményezett. A keverés utdn az oldoszert
nitrogénarammal tavolitottam el gy, hogy az Osszetevok az Eppendorf-csé
falara vékony filmet alkotva szaradjanak fel. Beszaritas utan a csdveket 20 percre
vakuumba helyeztem, igy a maradék oldoszert is eltavolithattam. Ilyen
allapotban a minta akdr 1-2 hétig lefagyasztva tarolhaté (Ollivon és mtsai.,
2000a;Trotta és mtsai., 2002).

Ezek utan a csévekbe 500 pl Na-kolat-puffert (Ch) (5 mM KCI, 5 mM K-
foszfat, 1 mM piranin, pH: 6,8, + 4% natrium-kolat) mértem és 3*7 percig
folyamatos ultrahanggal kezeltem iigyelve arra, hogy a kozeg homérséklete ne
emelkedjen szobahOmérséklet folé. Az igy elkészitett Ch/lipid alapu kevert
micelldkhoz adtam a fotoszintetikus reakciocentrum LDAO detergenses oldatat,
majd vortex-szel egy percig intenziven kevertettem. A kevert micellakat
tartalmazé mintat elészor 5 mM foszfatot, 5 mM KCl-ot és 1 mM piranint
tartalmazé pufterrel (pH: 6,8) ekvilibralt Sephadex G-50 molekulasziirére
vittem, és ugyanezzel a pufferrel elualtam. Az elucié soran a RC-ot tartalmazé
oldat gyakorlatilag egyetlen frakcioban volt dsszegyiijthetd, csak egy-két eld és
utofrakeio tartalmazott még RC-ot, am csak igen kicsiny koncentracidoban. Az
Osszegyljtott frakcioban a RC mar zart vezikulakba épiilt be, de a vezikulak
mindkét oldalan levd térben (mind a vezikulak belsejében, mind pedig azon
kiviil) megtalalhat6 a piranin jelzomolekula a kiindulasi koncentracio szerint. A
fofrakciot Gjabb kromatografias eljarasnak vetettem ala, mely az els6tél csupan
abban kiilonbozott, hogy a puffer nem tartalmazott piranint. Ez az eljaras
biztositotta azt, hogy az oszlopon vald athaladds utdn a kiilsé térben levd

piranint6l megszabadulhassunk. Ebben az esetben is jol el tudtunk kiiloniteni egy
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kozponti frakciot, melyben a szamunkra fontos RC/lipid egyiittesek nagyobbik
része kertilt. (Trotta és mtsai, 2002;Nagy ¢és mtsai,, 2004). A kisérleti

elrendezést a 8. abra szemlélteti.

Kevert micellak pyranint
(zo1d pottyok) tartalmazo
térben

L. oszlop

I1. oszlop

Piranin

_ nélkiili

oszlop

Piraninos
— oszlop

Detergens
kimosasa

Proteoliposzoma
képzodése

Kevert micella - %fg‘ Reakciocentrum - ‘

A reakcidcentrum beépiilt
a zart vezikulaba. A zold
szinli pottyok a vezikula
belsejében talalhato
piranint jelzik.

8. dabra: A RC/liposzoma zart vezikuldk elkészitésének, és a piranin jelzdmolekuldnak a
vezikuladk belséjébe épitésének vazlata. Sarga vonal a lipid kettdsréteget, a kék palcikak
a RC-ot, a z61d pontok pedig a piraninmolekulakat jelolik.
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4.2. Vizsgalatok optikai modszerei

4.2.1. "Steady state" abszorpciomérések

A RC szuszpenzid és RC/lipoproteid rendszerek abszorpcids spektrumat
UNICAM spectrometer UV4 tipusu spektrofotométerrel hatdroztam meg. A
fényszords minimumra csokkentése érdekében a spektrofotométer kozeli
mintahelyzetét  hasznaltam. Mivel a  spektrumot igen  széles
hullamhossztartomanyban kellett meghatarozni az UV tartomanytdl a kozeli IR-

ig, a mérésekhez kvarckiivettat hasznaltam.

A RC tisztasagdt az ODjygonm/ODsgoonm arany meghatarozasaval
jellemeztiik (lasd a ,,Reakciécentrumok preparalasa” fejezetet), a koncentraciot

az gg00= 280 Mlem™! alapjan hataroztuk meg.

A liposzoma keletkezését a 650 nm-nél mért fényszoras
meghatarozasaval ellendriztiikk. Ezt a hullamhosszt azért valasztottuk, mert itt a

RC-nak alig van fényelnyelése.

4.2.2. Abszorpciovaltozas kinetikai mérése

4.2.2.1. Az abszorpciovaltozas mérése a ms—s -os tartomanyban

A  RC-ok fényfelvillanas altal gerjesztett abszorpcidvaltozasat
(megvalasztott ~ hullamhosszokon) hazilag Osszeallitott egysugaras
spektrofotométerrel mértem (9. abra, (Tandori és mtsai., 1995). A nem gerjeszto
hatasu mérdfényt egy stabilizalt tapegységgel taplalt S0 W-os, 12 V-os autdizzo
(L) szolgaltatta, amelyet egy monokromator (M, Jobin Yvon) belépd résére
fokuszaltunk, a kilép6 fényt pedig egy fényzaron (SH) at a kiivettatartoban (K)
levé mintara élesitettiik. A mintan athalado fényt egy fotoelektron-sokszorozo
(PM, Hamamatsu R928) fotokatodjara képeztiik le. A telitési gerjesztést egy
xenonvillandlampa (Xe, EG&G FX200, t;,=8.5 ps) biztositotta, amelybdl a fény
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egy, csak a 750 nm feletti sugarakat atengedo, keresztezett optikai sziirén (F;) at
érte el a mintadt. A megmaradt vords sav elegendd volt a telitési gerjesztéshez. A
fotokatod elé széles sava kék keresztezd szlrét tettiink, hogy védje a PM-t az
er6s gerjesztd fényimpulzussal szemben (F;). A fényfelvillands elotti
stacionarius allapot kiegyenlitésére 200 mV kiegyenlitd (offset-) fesziiltséget
kapcsoltunk a fotokatddra, amit a mér6fény hatdsara a munkaellenallason (10-
100 kQ) fellépd fesziiltséggel a flash elétt kiegyenlitettiink. Igy a szamitogépbe
épitett A/D konverterbe csak a gerjesztés altal kivaltott, majd felerdsitett jel
keriil. A mérési folyamat vezérlését és az adatok gyiijtését egy IBM PC/386 AT

szamitogéppel végeztiik.

Az elsd gerjesztés hatasara létrejove toltésstabilizalodast a P'Q” — PQ
toltésrekombinaci6 nyomonkdvetésével vizsgaltuk 430 nm-nél, ahol az
impulzusgerjesztés utan keletkezd P* visszaredukalodasat mértiik. A masodik
toltés stabilizacidjanak vizsgalata soran 450 nm-nél mértiik a fényindukalt
abszorpcidvaltozast, ahol a gerjesztés utan keletkezd szemikinon keletkezését,
illetve masodik gerjesztés utan az eltiinését kovethetjilk nyomon (Nagy és

mtsai., 1999).

Ugyanilyen elrendezés mellett mértem 700 — 800 nm tartomanyban a
Qa/Qa” és Qp/Qp differenciaspektrumokat, feleslegben alkalmazott (>40 puM)
ferrocén jelenlétében (a ferrocén a gerjesztés utin keletkezd P* donorja,
alkalmazasa megakadilyozza a P'Q. — PQ toltésrekombinaciot). A Qa°
spektrumot terbutrin jelenlétében mértiik, mert ez a gatldészer blokkolja a Qg -
oldalt. Az emlitett hullimhossztartomanyban 10 nm-enként pontonként
megmértem a kinetikdkat €s meghataroztam az exponencialis lecsengések
amplitaidojat. A szamitott  amplitidokat tekintettem a  fény-sotét

abszorpcidvaltozasnak.
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9. abra A fényindukalt abszorpciovaltozast mérd késziilék blokkdiagrammja. L:50 W-
os, 12 V-os autdizzdo; M: monokromator; SH: fényzar; K: kiivettatartd; PM:
fotoelektron-sokszorozo; Xe: xenonvillanolampa a nagyfesziiltségli tapegységével,
Fy;F,: optikai sziirék; C: szamitogép.

4.2.2.2. Az abszorpciovaltozas mérése a pus—s -os tartomanyban

Az LDAO detergensmicellakba és PC, illetve PG liposzomakba agyazott
RC-0k QA" Qp — QaQg" elektrontranszferének kinetikajat a BPheo abszorpcidja
elektrokrom eltolodasanak mérésével hataroztuk meg, 771 nm-nél (Tiede és
mtsai.,, 1996). A méréseket az SZBK Biofizikai Intézetében Dr. Varo Gyorgy
laboratériumaban  végeztik, az altala Osszeallitott abszorpcidkinetikai
berendezéssel (Lakatos ¢s mitsai., 2002). Az egysugaras abszorpcidomérd
berendezésben a méréfényt egy 250 W-os halogénlampa szolgaltatta. A
sziikséges hullamhosszt 771 nm-es interferenciasztirével valasztottuk ki, a lampa
infravords sugarait hosziirével sziirtiik ki. A RC-ot a primer donor (SP) Qy
savjanal, 597 nm-nél gerjesztettik Nd:Yag lézerrel (532 nm) pumpalt
Rhodamine 6G festéklézerrel. A gerjesztd fényimpulzus hossza 8 ns volt. A
fotoelektron-sokszorozé jelét aram/fesziiltség konverzid utan szamitégépbe
tiltetett tranziens rekorderkartyaval rogzitettik 200 ns/pont konverzids
sebességgel. Kiszamoltuk az abszorpciovaltozasokat, és széles idéablakban, 10°
— 10 s intervallumban, mintegy hét nagysagrendet atfogva, logaritmikus

1d6skalan abrazoltuk.
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4.2.2.3. Abszorpcidvaltozas adatainak kiértékelése

A gerjesztésindukalt abszorpciovaltozas rutinszerlien haszndlhaté a
toltésszétvalasztas kinetikdjanak spektrofotometrias vizsgalatainal (Tandori és
mtsai., 1995;Tandori és mtsai., 1991;Lakatos és mtsai., 2002). A P/P" BChl
dimer els6dleges elektrondonor ¢és a Q/Q akceptor komplex kinonjai
redoxallapotairol altalaban a 430, 450, 603, 860 nm-nél mért abszorpcidvaltozas
kinetikai, illetve a BPheo 771 nm-nél mért elektrokrom eltolddasanak a
kinetikaja tdjékoztat (Nagy €és mtsai., 1999;Tandori és mtsai., 1995;Tiede ¢s
mtsai., 1996).

A vizsgalt reakciok tobbsége elsérendli folyamatként kezelhetd, igy
exponencialis fliggvénnyel irhaté le. A kinetikak altalaban t6bb fazist is

tartalmaznak (tobb exponencialis sszegeként kezelhetdk):

A, =D A e (D)

ahol A, az amplitudo idofiiggése, A; az i-edik komponens amplituddjaat =0
idépontban, k; pedig, a sebességi allandoja.

A kinetikai paraméterekbol a Qa Qs — QaQp  elektrontranszport AG’

szabadenergiavaltozasa, azaz a toltés stabilzacios energidja is kiszdmolhato. A
folyamat Kag = [QaQp]/[QaQs] egyensulyi allandoja a mért kap és kgp
iddallandokbol kiszamolhatd: Kag = kap/kpp-1. Az egyensulyi allandd ismeretében
pedig: AGABO = -kg-Tdn K,p ahol kg a Boltzmann-allandoé, T az abszolut
hémérséklet (Wraight és Stein, 1980;Kleinfeld és mtsai., 1985).

A szemikinon keletkezésének ¢€s eltiinésének binaris oszcillacidja 1énye-
gében két paraméterrel a K. elektronegyensulyi (K~[QaQg1/[QaQg]) és K
kinonegyensulyi dllandoval (Kq = [QaQg]/[Qa...] = [Qa Qs]/[Qa"...]) kielégitéen
leirhatd (Tandori és mtsai., 1991;Nagy ¢€s mtsai., 1999;Halmschlager és mtsai.,
2002). Itt [Qa...] és [Qa"...] azt a RC-populacidt jelenti, amelyben a masodlagos

kinon kotéhelye aktiv maradt, de az a gerjesztés idopontjaban id6legesen iires.
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A Qg oldali kinon kétési egyensulyi allando, Kq = [QaQg]/[Qa...] = [Qa”

Qg)/[Qa...], a RC gerjesztés utani 450 nm-nél mért szemikinon jel

crcr

s

4.2.3. Fluoreszcencia vizsgalatok

A liposzomak belsejébe kotott piranin fluoreszcencidjanak vizsgalatahoz
Perkin-Elmer MPF-44A  tipusti, Hitachi gyartményt fluoreszcencia

spektrofotométert hasznaltam. A késziilék blokkdiagrammja a 10. abran lathato.

4. 2. 1
/T |
7 fis el | X
o ‘ 12
13.

10. dbra A Perkin-Elmer MPF-44A tipusi fluoreszcencia spektrofotométer
blokkdiagramja. Jelolések: 1: XE-lampa, 2: fényszaggato, 3: gerjesztési monokromator,
4: nyalabosztd, 5: minta, 6: emissziés monokromator, 7: fotomultiplier, 8: erdsitd,
9: regisztralo, 10: potenciométer, 11: filiggvénygenerator, 12: referenciaerdsito,
13: nagyfesziiltségii tapegység. Piros vonallal a fény utjat jeloltem.

A gerjesztést 470 nm-rel végeztik, a fluoreszcenciat az emisszids
maximumnal (510 nm-nél) figyeltik meg. A minta keverésére specialis,
kever6vel ellatott mintatartot készitettiink, amely biztositotta a kiilsd
megvilagitas kovetelményeit is és a minta reagensekkel valo kezelhetdségét is. A
folyamatos megvilagitas céljabol egy diavetitd-izz6 fényét szaloptikan keresztiil
a késziilekbe helyezett kiivettara vezettilk. Az izz6 és a szaloptika kdzé helyezett

hésziird tiveg védte a mintat a karos infravords sugaraktol. A hdsziird tiveg mellé
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vordés szir6ét helyeztiink, amelynek a transzmisszidja a megfigyelés
hullimhosszan (510 nm) elhanyagolhat6 volt. Ez az elrendezés a megfigyelési
oldalon levé monokromatorral egyiitt minimalisra csokkentette a szort fénynek a
fotoelektron-sokszorozoba valo jutasanak a lehetoségét.

A fotoelektron-sokszorozo jelét megfeleld kompenzacid €s erdsités utan
digitalis tarolooszcilloszkopba (HITACHI VC-6025), és a mérés utin IBM
szamitogépbe vittik at tarolds és tovabbi feldolgozas céljabol. Ezzel
kikiiszoboltiik a késziilék eredeti analdég rekorderét, az adatfeldolgozas
pontosabba és gyorsabba tétele érdekében. A valddi fluoreszcenciasepktrumok
meghatdrozdsa a reabszorpciora vald korrigalassal tortént, a korrekcios

paramétereket korabban a késziilékhez elkészitett tablazatbol vettem.

4.3. RC/szén nanocs6 kompozit eloallitasa

4.3.1. A felhasznalt szén nanocs6 mintak jellemzése

Az egyfalll szén nanocsoveket Miko Csilla tisztitotta Forré Laszlo
laboratériumaban (Institute of Physics of Complex Matter, Ecole Polytechnique
Fédérale de Lausanne, CH-1015 Lausanne, Svajc). A kereskedelmi forgalomban
is kaphato (Carbon Nanotechnologies Incorporated Company) nagynyomasu
szénmonoxid atmoszféraban késziilt (HiPco) szén nanocsdvek tisztitasa nedves
oxidacios modszerrel tortént, a kdvetkezok szerint: 100 mg nyers HiPco SWNT-t
oxidaltunk 60 ml 30%-0s H,O,-ben, és 110 ml 22%-0s HCI elegyével. Az
oldatot keverés mellett 70 °C, 9 o6ran at folyamatos reflux alatt tartottuk. Ezt
kovetden szobahdmérséklettire hiitottiik, majd az SWNT-ket lesziirtiik és mostuk
desztillalt vizzel 7-es pH eléréséig. Végiil 120 °C-on, 30 percig szaritottuk. A
tisztitott SWNT-k hozama 90%, amit transzmisszids elektronmikroszkoppal

(TEM) hataroztunk meg. A csovek atlagos atmérdje 1-5 nm.
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4.3.2. SWNT/RC komplex preparalasa

500 pl fotoszintetikus RC-hoz 25 pl SWNT-t adtunk valamint 3 pl kinont
(UQ-10-et 60 mM UQ-10 30%-0s TX-100 torzsoldatbol), 10 £ 3 mg RC/mg
SWNT tomegaranyban. Ezt kdvetden a detergens eltavolitasa érdekében 3 napig
dializaltuk 10 mM TRIS és 100 mM NaCl pufferben. A mintat naponta rovid és
ovatos ultrahangozasnak vetettilk ald a homogenizalas érdekében (vizfiirdében
ELMA Transsonic 310 tipusu ultrahangozo késziilékkel). A dializis befejezése
utan a mintdhoz 1 ml, az el6zével megegyezd Osszetételi puffert adtunk, majd
ultracentrifugaltuk (4 °C, 10 perc, 20000 g). Ezutan a feliiluszot leontottik, a
csapadékhoz pedig 1 ml desztillalt vizet adtunk és az elobbi koriilményeknek
megfelelden ultracentrifugaltuk. A feliilluszot ismét eltavolitottuk, a csapadékhoz
200 ul desztillalt vizet adtunk, majd ultrahangoztuk az el6zével megegyezd
paraméterek mellett. Ezek utdn néhany cseppet Nr-aramban iiveglapra
szaritottunk. A minta egy r1észét szobahOmérsékleten, a masik részét
hiitészekrényben 4 °C-on tartottuk. Mértiik az egyensulyi abszorpciods
spektrumokat, a minta aktivitdsat a fényindukalt abszorpciovaltozds mérésével
jellemeztiik.

A RC/SWNT kotodést az ultracentrifugalas iiledékéke ¢s feliiluszoja
steady state abszorpcids spektrumanak és gerjesztésindukalt abszorpcidvaltoza-
sanak Osszehasonlitdsaval ellendriztikk. A kapcsolodas kimutathatd volt atom-
erémikroszkopos (AFM) vizsgalattal is. A 11. dbra az egyfali karboncsovek és a
RC, a 12 abra az egyfalu karboncsd/RC komplexek AFM képeit mutatjak
(Dorogi és mtsai., 2006).
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11. abra Az egyfali karboncsovek (baloldal) és a RC (jobboldal) AFM-képei és a
vonalmenti magassagprofilok. A felvételek AC mod-ban torténtek, a letapogatas
frekvenciaja: 2 vonal/s. A RC magassaga: 9+1 nm (jobb oldal), SWNT magassag: 2-4
nm (bal oldal).

500

400

300

nm

200

100
0
0 100 200 300 400 500
nm
20 @
15: ,»‘-‘ ‘\‘
E 12‘ f' ’y—\_’—‘_-
0 2 . .
e T T T T 1
0 100 200 300 400 500

12. dbra Az egyfali karboncs6/RC komplex AFM képe és a vonalmenti
magassagprofilok A felvétel AC mod-ban késziilt, a letapogatasi frekvencia: 2 vonal/s. ,
a SWNT/RC komplex magassaga: 12-15 nm.
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5. Eredmeények és megvitatasuk

5.1. A vezikulak mindéségi vizsgalata

A 13. abran a Rb. sphaeroides R-26 karotinoidmentes torzsébol izolalt
fotoszintetikus RC-ok alapallapoti "steady state" abszorpcids spektruma lathato.
A spektrumok felvételére tobb okbol is sziikség volt. A preparalas soran
rutinszerlien a tisztasag megallapitasara, a RC koncentracidjanak a
meghatarozasara, illetve a RC-nak a liposzomaba valé beépiilésének az

ellendrzésére hasznaltuk oket.
A 13. abran lathat6 spektrum jellemzo csticsai:

- 360 nm: Sy —S, atmenetek (amelyet Soret-savnak neveziink);
- 530 nm: Bakteriofeofitinek abszorpcidja;

- 600 nm: Bakterioklorofill fényelnyelése;

- 760 nm Bakteriofeofitin fényelnyelése;

- 802 nm: Bakterioklorofill monomer fényelnyelése;

- 860 nm: Bakterioklorofill primer donor fényelnyelése.

A liposzomaba valdo beépiilést a 800 nm-es abszorpcid
nyomonkovetésével ellendriztiik. A RC-koncentraciot az ggpo= 280 Mlem™
alapjan hataroztuk meg. A gerjesztés hatasara a 860 ¢s 600 nm-nél levo csucsok
eltinnek (,,bleaching”), de jellemz6 valtozas torténik 430 nm-nél is. Ezek a
hullamhosszak alkalmasak arra, hogy a toltésszétvalasztas kinetikdjat nyomon

kovessiik.

A kisérlet beallitasa soran, kezdetben, sziikséges volt annak ellenérzése,
hogy mennyire homogén a liposzéma mérettartomanya, tartalmazza-e a RC-ot €s
a piranin jelzomolekulat. A késobbiek soran, a rutinméréseknél ezt a 1épést mar
elhagyhattuk. A liposzéma keletkezését a 650 nm-nél mért fényszoras
meghatarozasaval ellendriztiikk. Ezt a hullamhosszt azért valasztottuk, mert itt a

RC-nak alig van fényelnyelése.
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13. abra A Rb. sphaeroides R-26 t6rzsbol izolalt fotoszintetikus reakcidocentrum
abszorpciods spektruma. [RC]: 0.8 uM; puffer: 10 mM TRIS, 100 mM NacCl, pH: 8.0.

A RC-ot a 800 nm-es abszorpcidjanak, a piranint pedig az 510 nm-nél
mért fluoreszcencidjanak a nyomonkovetésével ellendriztik. Minden egyes
frakcio 0.5 ml volt és mértiik az emlitett paramétereket. Az eredményt a 14.
abran foglaltuk 6ssze. A rutinszerii preparalasoknal a reakciécentrum/liposzéma
frakci6 szemmel lathatéan elvalt és a 14. abra tapasztalatai alapjan 0.5-0.7 ml-es,
gyakorlatilag egyetlen frakcioban volt Osszegyiijthetd. A szabad piranin a
molekulasziiré oszloprdl a liposzomanal késébb, tobb frakcidban Osszegylijtve
szedhetd le. A koncentracid6 helyes megvalasztasaval (5 pM-nal kisebb

piraninkoncentracio) a liposzoma frakcio gyakorlatilag teljesen elvalaszthato.
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14. abra A molekulasziiré oszlopkromatografia elucids profilja a RC abszorpcioja, az
oldat fényszorasa és a fluoreszcencidja szerint. Igen nagy (50 pM-nal nagyobb)
piraninkoncentraci6 alkalmazasakor mért elicios profil lathatd, egyetlen
kromatografia esetén. A kisérleti koriilményeket a szovegben irtuk le (lasd ,,Anyagok
¢s modszerek” fejezet).

5.2. A lipidkornyezet hatasa a reakciocentrumon

beliili elektrontranszportra

5.2.1. Egyszeres toltésszétvalasztas

521.1. QA Qg — QaQp elektron transzfer Kkinetikaja és

energetikaja

A RC a baktériumok intracitoplazmatikus membranrendszerében
iranyitottan helyezkedik el. Ez azt jelenti, hogy a primer donor az
extracitoplazmatikus  felszin  felé, a  kinon-akceptor rendszer az
intracitoplazmatikus felszin felé tekint. A folyamatos toltésszétvalasztast az
extracitoplazmatikus térben levé vizoldékony c, tipust citokrom biztositja. Ez az

orientaci6 sziikséges ahhoz, hogy a reakciocentrum a citokrom bc komplex-szel
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egylitt transzmembran protongradienst hozzon létre a folyamatos mitkddés soran

(vo. 1. abra).

A mesterséges lipidmembranba azonban a RC véletlenszerii
iranyitottsaggal ¢épill be. Ez a random orientaci6 nem teszi lehetdvé
protongradiens kiépiilését, tehat valamilyen modon egyiranytiva kell tenniink az
elektrontranszportot. Ennek egy lehetséges modja az, hogy a mar elkészitett
liposzomakhoz citokromot adunk. Mivel a citokrom szamara a membran nem
atjarhato, csak azokkal a RC-okkal reagdl, amelyek megfeleld iranyba néznek,

vagyis a primer donorjuk a kiils6 felszin felé fordul.

Ellendrizhetd ez a tény a fényindukalt abszorpciévaltozas mérésével. A
15 é4bra azt mutatja, hogy citokrom jelenlétében a gerjesztés utan keletkezd
oxidalt primer donor (P") gyorsan redukalodik (a citokrom redukalja), és ezt
koveti egy lassi (masodperces idétartomanyba esd) toltésrekombindlodas. A
toltésrekombinalddas komponense a citokrom nélkiili minta kb. felét teszi ki
mind a PC, mind a PG rendszerben. Jellemz6en a PC-ban ez kb. 40 %, a PG-ban

60 %. A biexponencialis analizis adatait az 1. tdblazatban mutatom be.

Mindegyik kinetikai gorbében megtalalhato egy kb. 120 ms-os
komponens, ami az LDAO detergensmicellakban is jelentkezik. Ez a komponens
a P'Qs” — PQ, toltésrekombinacié folyamatéval azonosithaté, és csak nagyon
kevéssé valtozik a kisérleti koriilményekkel. A lassu komponens, ami az LDAO
detergensben 0.8 — 1 s koriili érték szokott lenni, a foszfatidil liposzomakban
2.05 — 3.6 s kozott mutatkozott. PG-ban mértiik a hosszabb ¢élettartamokat. Mivel
a lassu komponens gyakorlatilag a P+QAQB' — PQaQg toltésrekombinaciod
eredménye, a hosszabb ¢lettartam mindenképpen stabilabb toltésszeparalt
allapotot jelent. S6t, a PG alapt liposzomak esetén, mindkét mintaban, csak egy
konstans bevezetésével sikeriilt maradék nélkiill a gorbék analizise. Nagyon
valészinli, hogy azért, mert ezekben a mintdkban egy hosszi élettartamu

szemikinonforma keletkezik, ami a mi idoskalankon konstansként jelentkezik.
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15. abra A PC ¢és PG liposzomakba beépitett fotoszintetikus RC fényindukalt
abszorpciovaltozasa citokrom jelenlétében és nélkiile. A folytonos vonallal kihtzott
gorbéket a 1. tablazatban 0sszefoglalt kinetikai paraméterek alapjan szamoltuk. Mérési
koriilmények: puffer: 10 mM foszfatpuffer, 5 mM KCIl, pH: 6.8; [RC]: 3 uM;
hulldmhossz: 430 nm.

A'gp (%) | kep (87) | A% (%) | ke (s™) | AG a8 0aqs. (meV)
LDAO 93,1 0,8 6,9 10,0 -62
PC 98,0 0,4 2,0 8,3 -77
PC+cyt 40,3 0,5 1,1 8,3
PG 71,0 0,1 29,0 4,0 -89
PG+cyt 41,6 0,1 21,0 3,7

1. tablazat: A Rb.sp. R-26-bol izolalt RC-ok 603 nm-nél mért fényindukalt
abszorpciovaltozasanak kinetikai paraméterei az LDAO detergens, PC és PG liposzoéma
rendszerekben. (15. 4bra). A%y és A°gp abszorpcié véltozas jelének gyors és lasst
fazisanak relativ kiinduld amplitadoi. kxp €s kgp az indexben megadott fazishoz tartozo
sebességi allandd. AG°ga -oB qagp Kiszamolasanak modja megtalalhato az ,,Anyagok
€s modszerek” fejezetben.

Jol lathato, hogy a toltésstabilizalodas a lipid/RC-ben mindenképpen
nagyobb, mint a detergensben. A PG-ban jelentds stabilizalodas érhetd el, igen
kozeli az in vivo rendszerben mérthet6 kb. -95 meV-os energiaszinthez (Nagy és
mtsai., 1999). Terbutrin hozzaadasaval minden esetben a gyors komponens
részesedése jelentdsen megnd, citokrom hozzdadasaval pedig a detergensben

mért jelnek a PC-ben és PG-ben kb. 50 %-at tapasztalhatjuk.
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A kiilonb6z6 rendszerekben meghatarozott AGABO értékeket a 16. abran
foglaljuk 6ssze. Méréseink szerint mindegyik vezikularis rendszerben magasabb a
Qp~ kozépponti potencialja (nagyobb a Qs Qs — QaQp elektrontranszport
szabadenergiavaltozasa), mint az LDAO detergensben. Az irodalomban, a CL
kiilonleges szerepét irtdk le (Rinyu és mtsai., 2004), de vizsgalataink szerint
PC/PG kevert lipidekbdl all6 vezikuldkban nagyobb a toltésstabilizalodas mértéke,
mint akar a PC/CL vezikuldkban is. Az elobbi rendszerben ez az érték gyakorlatilag

megegyezik az in vivo membranban mért stabilizacids energidval.

-20 LDAO

PC+Cl
-60 1 -~ PG

A(j)nxﬁ/

PC+PG
-80 —. ——

-100 -
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16. abra A QA Qg — QAQp’ elektrontranszport AG szabadenergiavaltozasa az LDAO
detergens és kiilonbozé vezikularis rendszerekben (a jelolés szerint). A AG,s
szabadenergiakiilonbséget a P'Q” — PQ tdltésrekombinacio paramétereibdl szamoltuk, az
»Anyagok és modszerek” részben leirtak szerint.

A Qa Qs —QaQp clektrontranszfer vizsgalatanak egyik Ilehetséges
moédja a BPheo abszorpcid elektrokrom eltolodasanak vizsgalata a kozeli
infravords tartomdanyban. Itt a RC jellegzetes abszorpciovaltozast mutat attol
fliggben, hogy a toltéspar a primer, vagy a szekunder kinonon csapdazodik. Ezt a
Qp/Qg’ illetve Qa/Q4” differenciaspektrumot mutatjuk be a 17. abran. A mérési
koriilményeket az ,,Anyagok és moddszerek” részben mutatom be. Az abran
megfigyelhetd egyrészt az, hogy a Qp/Qp” izoszbesztikus pontja a Qa/Qa" -hez

képest a nagyobb energiak (kék tartomany) felé tolodik el, masrészt, az
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abszorpcidvaltozas mértéke a Qp/Qp esetén kisebb. Ha tehat az elektron a Q5 Qg
rendszerr6l a QaQp” rendszerre kerill, jol mérhetd abszorpciovaltozast
tapasztalhatunk. Mi a 771 nm-nél mérhet6 abszorpcidos maximumot valasztottuk

a kisérleteinkben.

100

Abszorpcié valtozas (mOD)

Hullamhossz (nm)

17. dabra A PC liposzomaba agyazott RC Qp/Qp” és Qa/Qa abszorpcidjanak
differenciaspektruma a kozeli infravords tartomanyban. Mérési koriilmények: puffer: 10
mM foszfatpuffer, 5 mM KCI, pH: 6.8; [RC]: 3 puM; [ferrocén]: 100 pM;a Qu
méréséhez 400 uM terbutrint adtunk a mintahoz.

A 18. abran a fotoszintetikus RC 771 nm-nél mért fényindukalt
abszorpciovaltozasat mutatjuk be a BPheo abszorpcidjanak elektrokrom
eltolodasa alapjan. A RC-okat LDAO detergensmicellakba illetve PC és PG
liposzomakba iiltettiik be. Az id6skala hat nagysagrendet olel fel.

A 18. 4bra alapjan ebben a hat nagysagrendet feldlelé idéskaldban (107
— 10 s) az abszorpcidvaltozas kinetikai gorbéi két 6 fazisbol, egy gyors és egy
lassu fazisbol allnak. A gyorsabb fazis a szubmikroszekundumtél a néhany szaz
mikroszekundumig, a lassabb a néhany tiz milliszekundumt6él a néhany
szekundumig tartd szakasz. Mindkét fazis tovabbi gyors €s lassu tartomanyra
oszthatd. A szubmilliszekundumos szakasz a QA'Qp — QaQp  eléremend
elektrontranszportra, mig a milliszekundum/szekundumos tartomany a

P+(QAQB)' — PQaQp toltésrekombinaciora jellemzo.
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A 18. abra az LDAO detergensmicellaba, PC és PG vezikuldkba agyazott
RC-ok abszorpciovaltozasat tartalmazza terbutrin (a Qp oldal kompetitiv
gatloszere) jelenlétében (+) és anélkiil (-). A négy komponensnek megfelel6en
exponencialis illesztéseket végeztem, melynek kiszamolasa megtalalhaté az
»Anyagok és modszerek” fejezetben. Az illesztett gérbéket a folytonos vonal

jelzi.

N(t)= NAB(I) -ty NAB(Z) ety N p e Nyp et @)

Itt Napay €s Napp) az eléremend elektrontranszport komponenseihez
tartozd abszorpcidvaltozas amplitidoi a ¢ = 0 idépontban, kag(l) és kap(2)
ugyanezen komponensek sebességi allandoi. Nap és Ngp a P'Qa” — PQy és P'Qp
— PQp tdltésrekombinaciés folyamatokhoz rendelhetdé abszorpciovaltozas-

komponensek amplitidoi, kap és kgp ugyanezek sebességi allandoi.
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18. abra LDAO detergensbe, PC illetve PG liposzémaba iiltetett RC-ok 771 nm-nél
mért fényindukalt abszorpcidvaltozasa. A Qp kotdhely blokkolasa érdekében az LDAO
¢és a PC mintakhoz 100 uM, a PG mintdhoz 400 uM terbutrint adtunk (,,+: kezelt, ,,-*
kezeletlen). A folytonos vonallal meghtzott gorbéket a 2-es tablazatban Osszefoglalt
paraméterek alapjan szamoltuk. Gerjesztés: 597 nm; Puffer: 10 mM TRIS, 100 mM
NaCl, pH: 8,0 (LDAO) és 5 mM foszfat, 5 mM KCI, pH: 6,8 (PC,PG).
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Az exponencialis illesztés paramétereit a 2. tablazatban foglaltam Ossze.
Megallapithatjuk, hogy a leggyorsabb, az intrinsic elektrontranszfer komponens
sebessége nem kiilonbozik 1ényegesen a detergens €s lipid rendszerekben (a 2.
tablazat els6 és masodik oszlopa). A bemutatott sebességi allandok 60 ps koriili
idoéallandokat jelentenek. Nagyobb a valtozds a fehérje konformacios
mozgasaiban. Az LDAO detergensben mérhetd reakciosebességhez képest (a 2.
tablazat harmadik és negyedik oszlopa) a PC vezikuldkban nétt, mig a PG
vezikuldkban jelent6sen csokkent a reakciosebesség.

A négy oszlop a toltésrekombinaciora jellemzd paramétereket mutatja. A
P'QA" — PQ, rekombinacié sebessége lényegében nem véltozott, ha a RC-ot az
LDAO detergens helyett PC liposzomaba agyaztuk (kap = 9.3 s™, ami 107 ms
koriili idoallandonak felel meg). A PG liposzoméaban ez a tdltésrekombinacio
sokkal lassabb, kap = 4.9 s'l, ez megfelel kb. 200 ms idéallandonak). A
masodlagos kinonrél torténd P'Qg” — PQg toltésrekombinacios folyamatok
mind a PC, mind a PG vezikulakban jelent6sen lassultak. A detergensben
tipikusnak mondhaté kb. 1,3 s-r6l 2,6 s-ra nétt PC-ban, és 4 s f6lé PG-ban.
(Megjegyzem, hogy PG-ban a leglassabb komponens valojaban még ennél is
lassabbnak adodik, az altalunk alkalmazott id6ablakban nem lattuk a lecsengési
kinetikak végét, igy az exponencialis bontas itt pontatlanabb.)

A 18. abran az is latszik, hogy a Qg-oldalt blokkolé herbiciddel,
terbutrinnal, a detergensben és PC liposzomaban gyakorlatilag teljesen gatolni
tudtuk az elektrontranszportot, mig PG-ban még igen magas koncentracioban is

maradt jelentds Qp-aktivitas.

5.2.1.2. Anionos lipidek (PG és CL) hatasai PC matrixban

Detergens micellakban agyazott reakcidcentrumokban az elsédleges kinon
energetikdjat a hozzdadott PC nem valtoztatja meg, mig a CL ndveli a Qa/Qa”
rendszer kozépponti potencialjat (az in vivo rendszerben mérhetd iranyaba tolja
el, (Rinyu és mtsai., 2004). Kivancsiak voltunk arra, hogy PC vezikulakba
agyazott RC esetén milyen hatassal van a vezikuldkhoz adott PG (és CL) az

interkinon elektrontranszport €s a toltésrekombinacio kinetikajara.
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P(QaQs)—> [P (QaQs)—> [P(QQ)>  [P(QaQe)y >

PUQuQe)|  PQuQe| P | pQuau?
A kas(1) A ks(2) A kp A kpp
@) | D | @ | ) | %) | ) | %) |6

LDAO | 5.7 16800 8.4 3100 11.9 9.3 739 | 0.77

PC 7.6 15500 6.2 4100 1.7 9.3 84.4 | 0.39

PG | 60 16700 | 34 | 710 | 414 | 49 | 492 | o026

2. tablazat A 771 nm-él mért abszorpciovaltozas illesztési paramétereinek
Osszefoglalasa. A szamolasokat a 15. abran bemutatott mért értékekre a fent ismertetett
multiexponencialis modellt feltételezve végeztik. A(%) az adott komponens
amplitadojat jelenti a teljes jel maximumanak szdzalékaban, k,p(1). kp(2). kap és kpp az
egyes komponensek sebességi allandoi.

Ez azért is fontos informacid, mert az in vivo membran igen jelent6s
mennyiségben tartalmaz PC-t és PG-t. CL-et csak kisebb mennyiségben, de
ennek a lipidnek a szerepe igazoltan igen jelentds. A 19. dbran a PC intakt
vezikulakba agyazott RC-ok Qo' Qs — QaQg  eldremend elektrontranszport-
janak, valamint a P"(QoQp) — PQaQg tdltésrekombinacio sebességi allandojat
lathatjuk névekvo PG és CL koncentracio esetén.

A titralasi gorbék Michaelis-Menten tipustt kinetikdval tSbbé-kevésbé jol
leirhatok. Erdekes, hogy ugyanazon lipidféleség, a PG esetében méas mas kon-
centraciok alkalmazasaval érhetd el a kezdeti reakciosebesség fele. Ugy tiinik,
hogy a toltésrekombinacié ugyanolyan mértékii lassuldsdhoz nagyobb PG
koncentraci6 sziikséges a lipidvezikuldban, mint az interkinon elektron-
transzferhez. Az elébbi esetben kb. 300 PG/RC, mig az utobbi esetben kb. 80
PG/RC arany esetén lehet a kezdeti reakcidosebességet a felére csokkenteni. Az
eltérd koncentracioviszonyok egy lehetséges magyarazata az lehet, hogy a
toltésrekombinacido mérésekor latszolagos elektronegyensulyi allandot mériink
K™, hiszen a lassu kinon egyensuly miatt a kinonkicserélédés kinetikajat is
hozzamérjiik a toltésrekombinacid kinetikajahoz. A nagyobb PG koncentracid

feltehetden a kinonkicserélddés kinetikajat is befolyasolja.
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19. abra A fotoszintetikus RC-ok interkinon elektrontranszferjének k,p (telt kor
szimbolum) valamint toltésrekombinaciojanak kgp (iires szimbdlum) kinetikaja a PG és
a CL fiiggvényében PC matrixban. A sebességi allandokat a PC vezikulakban mérhet6
sebességi allandokhoz normaltuk, azokat egységnek tekintve. Folyamatos és szaggatott
vonallal a Michaelis-Menten egyenlet alapjan illesztett gérbék lathatok.

Bar a dolgozatomnak nem a CL a f0 témaja, megjegyzem, hogy
végeztiink méréseket CL-el is. A titralasi gorbe sokkal dsszetettebb. Ugy tiinik,
hogy van egy kezdeti, nagyon erds kotédés a CL és a RC kozott, és egy nagyobb
koncentracidhoz tartozd gyengébb kotddés. A jelenség tovabbi vizsgalatokat

igényel.

5.2.2. Tobbszoros toltésszétvalasztas

5.2.2.1.Q, Q> Q AQBZ' elektrontranszport

In vivo membranban a gerjesztés utan a RC-ot egy masodlagos donor
redukalja, igy az alkalmassa valik ujabb fotonnal egy Gjabb toltésszétvalasztasra.
De csak azok a RC-ok reagidlnak az wjabb gerjesztés utan amelyekben az
elsddleges kinon, Q4, oxidalt allapotban van, mert a Qa csak egyetlen elektron

fogadasara képes. Az elsé gerjesztés utan redukalt Qa az elektronjat a Qg-re
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tovabbitja, majd a masodik gerjesztés utan szintén, igy kétszeresen redukalt Qg
keletkezik (Qg®), ami két proton megkdtése utan (QgH,) levalik a RC-rél. In
vivo rendszerben a masodlagos donor valamilyen citokrommolekula, in vitro is
lehet citokrom, de egyéb mesterséges donorféleségek is ismertek.

Ha mesterséges donor jelenlétében a RC abszorpcidvaltozasat 450 nm-nél
masodik gerjesztés utan vizsgaljuk, akkor nyomon kovethetjiik az elektronnak a
redukalt Qa-r6l a mar redukalt Qgp-re keriilését (QaQp— QAQg”, masodik
elektrontranszport). Erre azért van lehetéség, mert az egyszeresen
redukaltkinonnak (szemikinonnak) ezen a hullimhosszon jellemz6 abszorpcioja
van, mig a kétszeresen redukalt kinonnak (dihidrokinon, vagy kinol) nincs.

A 20. abran a PC és PG vezikuldkba agyazott RC-ok fényindukalt
abszorpcidvaltozasat mutatjuk be citokrom donor jelenlétében a masodik
gerjesztés utdn. A masodik inpulzus 1 s-mal az els6 utan érkezett. Lathatjuk,
hogy az abszorpciovaltozas a mOD nagysagrendbe esik. Mind a PG, mind a PC
vezikulak esetében Osszetett az abszorpciovaltozas kinetikaja. Van egy gyorsabb
szubmilliszekundumos valtozas, és egy lassabb, szekundum koriili valtozas.
Mivel a citokrom az altalunk is alkalmazott alacsony ionerdsségli mintaban
mikroszekundumos idéallandoval redukdlja a primer donort, az ebbe az
id6étartamba esé komponenst csak egy gyors abszorpciondvekedésként latjuk az
abran. A szubmilliszekundumos gyors komponens felel meg a Qo Qg — QAQBZ'
elektrontranszportnak. A szekundum koriili lassabb komponens valdjaban a mar
fentebb leirt P'(QaQg) — PQaQg toltésrekombinacié eredménye. Ezt a
komponenst azért latjuk, mert a RC-ok vezikuldba vald beépiilése teljesen
véletlenszerii. Kb. 50%-uk fordul az extravezikularis tér felé, és 50%-uk
ellentétes iranyultsaga. Mivel a citokrom nem jut 4t a membranon, a RC-oknak
csak a fele reagal ezzel a donorral. Azokban a RC-okban, amelyekben a citokrom
redukalta a primer donort a gerjesztés utan lathatjuk a szubmikroszekundumos
fazist masodik elektrontranszfert, a tobbiben a toltésrekombinacio P jelét latjuk.
Jol egyezik ezzel az elképzeléssel a mi megfigyelésiink is, hiszen a RC-ok
nagyjabol a fele mutatja a P jelet (20. 4bra).

A PG-ban a folyamat bonyolultabb. A P* jel nagyobbnak adédik, kb.

80%. Ez vagy azt jelenti, hogy mas a RC-ok orientacidja ebben a vezikuldban
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(kevesebb RC néz az extravezikularis tér fel¢), vagy a RC-ok citokrém-hoz vald
hozzaférhetdsége valtozott meg a detergenshez, vagy a vezikulahoz képest.

A masodik elektrontranszfer sebessége mindkét lipidben nagyobb a
detergensben mérthez képest. LDAO-ban 740 s™, PC-ben 3300 s, PG-ben 1500
s”'-nek adodott.

Lathatjuk, hogy PC-ban nagyobb a masodik elektrontraszport sebessége
(jol egyezik ez az irodalomban lathato értékekkel, (Nagy és mtsai., 1999;Taly és
mtsai., 2002)). PG-ban is nagyjabol megkétszerezodott a reakcidsebesség, de
messze nem ¢éri el a PC-ban mérhetd értéket. Erdemes megjegyezni, hogy a
masodik elektrontranszfer sebessége az in vivo membranbol kivont lipidekbdl
készitett vezikulakban 1250 s™', ami inkdbb a PG-ben mért értékhez van kozelebb
(Nagy ¢és mtsai., 1999). Ennek lehetdsége nem elhanyagolhato, hiszen a PG

pozitiv, a PC negativ toltést lipid.

Abszorpcidvaltozas (mOD)

1
1.E-05 1.E-04 1.E-03 1.E-02 1.E-01 1.E+00

1dé (s)

20. abra A PC és PG vezikuldkba agyazott RC-ok fény indukalt abszorpciovaltozasa
citokrom donor jelenlétében a masodik gerjesztés utdn. A mérési koriilmények

megegyeznek a 15. dbra szovegében leirtakkal, kivéve: 40 uM citokromot adtunk a
mintahoz; a mérés hullamhossza: 450 nm volt.
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5.2.2.2. Az elektrontranszfer tobbszoros gerjesztés utan (A
szemikinon keletkezésének ¢és eltiinésének binaris
oszcillacioja)

A RC toltésrekombindcids kinetikajanak vizsgalatabol arra kovetkeztet-
hetiink, hogy a PG jelentésen befolyasolja a kinonegyenstly kinetikdjat és
egyensulyat. A kotott/nemkotott kinon arany vizsgalatara a szemikinon keletke-
zésének és eltiinésének mérését valasztottam ismétlodo gerjesztés utdn, masodla-
gos donor jelenlétében. Osszehasonlitasképpen bemutatom az LDAO detergens-
ben ¢€s a sejtekbdl kivont Osszes lipidbdl késziilt vezikularis rendszerben mért

adatokat is, amelyeket az irodalombdl (Nagy és mtsai., 1999) vettiink.

A 21. 4bra azt mutatja, hogy az LDAO-ban, a sejtekbdl kivont Gsszes
lipidben, valamint a PC-ban az oszcillacio csillapodasa kisebb a PG-ban mérthez
képest. A PG-ban nem csak az oszcillacié csillapodasa nagyobb, hanem az
egyensulyi szint is valamivel magasabb, mint az elsé gerjesztés utan mérhetd

amplitado fele.

A szemikinon keletkezésének ¢€s eltlinésének binaris oszcillacidja 1énye-
gében két paraméterrel a K. elektronegyensilyi (K.~[QaQp1/[QaQg]) és K,
kinonegyensulyi allandoval (Kq = [QaQg)/[Qa...] = [QaQs)/[Qa...]) kielégitéen
leirhatd (Tandori és mtsai., 1991;Nagy ¢s mtsai., 1999;Halmschlager és mtsai.,
2002). Itt [Qa...] és [Qa"...] azt a RC-populaciét jelenti, amelyben a masodlagos
kinon kotéhelye aktiv maradt, de az a gerjesztés idépontjaban id6legesen iires.

A K. és K, egyensulyi allandok felhasznalasaval a keletkezé szemikinon
koncentracidja az ,,m”-edik fényimpulzus utan kiszamolhatd, igy az oszcillacid
maga jol modellezhetd (Tandori és mtsai., 1991;Halmschlager és mtsai., 2002).
A 21. abra a mért (telt szimbolumok) és a szamitott (lires szimbolumok)

értekeket is bemutatja.

Az oszcillaciok analizise azt mutatja, hogy a K. elektronegyensulyi
allando mindegyik esetben igen nagy. Igaz a K. az LDAO — 6sszes lipid — PC
— PG iranyba novekszik, a csillapodds mértéke mégsem magyarazhatdo az
elektronegyenstly megvaltozasaval (mert az mar az LDAO detergensben is igen

nagynak mondhaté. A K, véltozdsa nem mutatja ezt a tendencidt, de igen
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kicsinek mutatkozik a PG-ban. Ez azt mutatja, hogy a Kq = [QaQg)/[Qa...] =
[QAQB)/[Qa"...] egyenlet szerint a Qp-t tartalmazd reakcidcentrumok aranya a
PG-ban igen kicsi. Ez igen érdekes, ha meggondoljuk, hogy a t6ltésrekombinacio
¢lettartama igen nagy. Feltételezhet6 azonban, hogy a lassu kinonegyensuly
miatt hossza élettartami szemikinonformak keletkeznek, tobbek kozott

valészintileg a Q4 is.
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21. abra A PC-bol, PG-bdl és a kromatoforakbol kivont Gsszes lipidbdl készitett
liposzomakba és LDAO detergensmicellakba agyazott RC-ok 450 nm-nél mért
abszorpciovaltozasa sorozatos-gerjesztés utan. Az  abszorpciovaltozas Dbinaris
oszcillacidja a szemikinonok keletkezésével/eltiinésével magyarazhato. Az elektron és
kinon egyensulyi allandokat, K. és K,, valamint a Qg™-inaktiv RC-ok (Q,) aranyat is
feltiintettiik. Mérési koriilmények: megegyezdek a 18. abra szovegében leirtakkal LDAO
micellékra és liposzomakra nézve. Gerjesztési frekvencia: 1 Hz LDAO és PC esetén, 0,2
Hz PG esetében. Mindegyik rendszerhez masodlagos donorként 100uM ferrocént
adtunk. Az 6sszes lipidre és az LDAO mintdkra vonatkozé adatokat az irodalombol
vettilk (Nagy és mtsai., 1999).
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5.2.3. Inhibitorok hatasa lipid kornyezetben

Jol ismert, hogy bizonyos vegyiiletek a masodlagos kinonnal
kompeticioban lehetnek a RC Qp-kotohelyéért. Ezek a gatloszerek
redoxaktivitast nem mutatnak, ezért a Qp-helyre kotddve gatoljak az
elektrontranszportot. A mezdgazdasdgban sokaig alkalmaztak e vegyiileteket
gyomirtoszerekként. A legismertebbek, és bakteridlis rendszerekben is
hatékonyak a triazinvegyiiletek, kozottiik is az atrazin és a terbutrin.
Megjegyzem, hogy ma mar Magyarorszagon (€s az Europai Unidban is) ezek a
vegyliletek tiltélistdn vannak, felteheten onkogén hatdsuak, de az Egyesiilt
Allamokban és Kinaban igen népszeriick még.

A terbutrin I5p-értéke (vagyis az a koncentracio, amely 50 %-os gatlast
okoz) 2 puM koriil van, ami azt jelenti, hogy kb. 50-100 pM koncentracioban az
elektrontranszportnak majdnem 100 %-os gatlasat lehet eldidézni vele. Ilyen
koncentracioban alkalmazva gyakorlatilag teljes gatlast okoz a PC vezikulakban
is. Erdekes, hogy PG-vezikulakban még joval nagyobb koncentracioban sem
gatolja  teljesen az elektrontranszportot. A 22. 4bran bemutatott
abszorpciovaltozasokat PC esetében 100 uM, PG esetében 400 uM terbutrin
jelenlétében mértiik. Vizes oldatban a terbutrin oldhatésaganak felsé hatara 400
pM. Azt hogy ennek a csokkent gatlasnak mi lehet az oka jelenleg nem tudjuk.
Tovabbi vizsgalat targyat képezheti, hogy ez egyszertien csak oldhatosagi
kérdés, a vizes és lipidfazis kdzotti megoszlas kérdése, vagy a RC-szerkezet PG
kornyezetbeni megvaltozasanak tulajdonithato.

A 3. tablazatban Osszefoglaltuk az egyes komponensekhez (LDAO
detergens, PC és PG vezikularis rendszer) tartozo, 603 nm-nél mért kinetikai
paramétereket. Ebben az iddtartomanyban csak a P+QA' — PQa és P+QB' — PQsp
toltésrekombinaciods folyamatokhoz rendelhetd abszorpciovaltozas-komponensek
lathatok, amelyek 1ényegében megegyeznek a 15. dbran bemutatottakkal.

Kristalyszerkezeti adatok igazoljak, hogy a fotoszintetikus RC-hoz
kiilonb6z6 nem redoxaktiv kofaktorok igy lipidek is kapcsolodnak (McAuley és
mtsai., 1999;Wakeham és mtsai., 2001;Camara-Artigas és mtsai., 2002).
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22. abra Rb. sphaeroides R-26-bol nyert, PC és PG vezikulakba agyazott RC-ok fény
indukalt abszorpciovaltozasa 603 nm-nél, terbutrin jelenlétében (+), illetve anélkiil (-). A
folyamatos vonalak a szamolt gérbéket mutatjak. A mérési feltételek megegyeznek a 18.
abra szdvegében leirtakkal, kivéve: a PC illetve PG liposzomakhoz 100 uM illetve 400
uM terbutrint adtunk. 603-nm-nél a primer donor redoxallapotat figyelhetjiik meg.
Mivel ezen a hullamhosszon a RC extinkciés koefficiense negativ, a gorbéket a jobb
attekinthetdség miatt ellentétes eldjellel abrazoltam.

Ni(%) kgp N(%) kap AG

(eV)

LDAO 9.1 0.90 6.9 10.0 602
LDAO+erb 50 0.90 95.0 10.0

PC 98.0 038 2.0 83 -76.9
PCoyt. 403 0.49 11 83
PCHerb. 12.1 133 83.4 83

PG 71.0 0.13 29.0 40 -88.5
PGoyt. 416 0.12 21.0 3.7
PGrterb. 30.0 0.12 66.0 6.25

3. tablazat A Rb. sphaeroides R-26-bdl izolalt RC-ok 603 nm-nél mért fényindukalt
abszorpciovaltozasanak kinetikai paraméterei az LDAO detergens, PC és PG liposzéma
rendszerekben. Feltiintettem a kinetikai paraméterekbdl szamolt toltésstabilizacios
energiaértékeket is.
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A 23. abran az altalam is vizsgalt PC és CL helyzetét mutatom be a
kristalyszerkezeti adatok alapjan. A PG-ra vonatkozéan nincsenek
kristalyszerkezeti  adatok, de a funkcionalis vizsgalatok alapjan
val6szintisithetjiik, hogy a RC kinonakceptor komplexéhez kozel helyezkedhet
el. Kotédése a CL kotddéséhez hasonldo modon torténhet. Foszfatesoportjai a RC
pozitiv potenciala felszineihez kétddhetnek, mig az apolaros szénhidrogénlanc a
membran apolaros régidjaba meriil. Kisérleti tény, hogy az izolalt
reakciocentrumhoz adott CL megvaltoztatia mind a Qa, mind pedig a Qg
kozépponti redoxpotencialjat. Ez pedig vagy azzal magyarazhatd, hogy a CL
kothelye a prepardlas utdn nem telitett (vagyis maradnak szabad kotdhelyek),
vagy azzal, hogy egyéb, a kristalyszerkezetben nem lathato, ezért feltehetden
gyengébb (vagy nem olyan jol definialt) kotéhelyei is 1éteznek. A PG esetében
hasonld jelenségekre gondolhatunk, igaz a kristalyszerkezetekben eddig még

nem mutattdk ki. A 23. dbran az is lathatd, hogy a CL és a PC a RC nagyjabol

ellentétes oldalain talalhato, egymastol elég tavol, a felszinhez ktddve.
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23. abra A PC és a CL helyzete a Rb. sphareoides R-26 RC-aban a kristalyszerkezeti
kép alapjan. Ebben az abrdzolasban a kiilonb6z6 szinek jelentése a kovetkezd: fehér -
hidrogén, vilagoskék — szén, piros — oxigén, sotétkék — nitrogén. Zold szinnel a PC- és
CL-molekulakat jeloltem. Az &brat HyperChem 7.0 programmal készitettiik a
brookhaveni Protein Data Bank-bol (www.rcsb.org) letoltott fajl alapjan. A f4jl kodja:
(IM3X).

A PC kornyezetének lehetséges kdlcsonhatasait mutatom be a 24. dbran. Az abra
a fehérje Qp-kornyezetének hidrogénkotésrendszerét mutatja be vazlatosan.
Kékkel az L-alegység D (transzmembran) és a membrannal parhuzamos hélixei
kozotti, pirossal az M-alegység N-terminusahoz kozeli nem-hélix szekvencidjat
mutatom be. A hélixek kozotti kdlesonhatasok kozott a H-kotések gyakorlatilag
nem johetnek szamitasba, annal fontosabbak viszont a nem-helikalis szakaszok
esetében. Ezek a szakaszok azonban igen érzékenyek a kornyezeti tényezok
megvaltozasara. A kiterjedt hidrogénkotésrendszer pedig azt eredményezi, hogy a
rendszer barmely pontjan bekovetkezd valtozds hatdsara az egész
hidrogénkoétésrendszer megvaltozik. Mivel a hidrogénkotésrendszer a Qp-t és a Qa-
t is egységes kinonakceptor komplex-sz¢ formalja (a koérmyezé aminosavakkal
egyiitt), akar a Qa, akar a Qp kornyezetében torténik valtozas, az kihat a masik

rendszerre is.
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24. abra A Qg-oldal és a PC koriili aminosavak kozotti kdlesonhatasok lehetséges
rendszere a Rb. sphaeroides R-26 RC-aban. Pirossal az L-, kékkel az M-alegység
megfeleld szekvenciajat jeldltem. Folytonos vonallal a kovalens (peptid-) kotéseket,
szaggatott vonallal a hidrogénkotéseket mutatom be. Az abrat HyperChem 7.0 programmal
készitettiik a PDB 1M3X f4jl alapjan.

A PC kotédésére vonatkazoan rendelkezésiinkre allnak kristalyszerkezeti
adatok (PDB, www.rcsb.org, IM3X), igy a kdlcsonhatasok rendszere viszonylag
jol jellemezhets. A PC igen kozel helyezkedik el az L-alegység L[220-as
pozicidban levé valinhoz, amely része lehet az itt emlitett Kkiterjedt
hidrogénkotésrendszernek. A PG esetében nincsenek ilyen adataink, de a
spektroszkopiai adatok alapjan valoszintsithetd, hogy az is a kinonakceptor

komplex kozelében kotddhet a RC felszinéhez.
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5.3. A toltésstabilizalodas termodinamikai

jellemzése

A kinonallapotok  kozotti  standard — szabadentalpiakiilonbségek
meghatarozhatok az egyensulyi alland6 hdémérséklet fliggésének van't Hoff

tipusu abrazolasa meredekségébol:

d(InK,) AH°
dT RT?

)

Az interkinon elektrontranszporthoz tartozé aktivacios termodinamikai

paraméterek meghatarozhatdk az Eyring egyenletbol:

k_ | KR A" AH

In—=1In l 4)
T h R R T

ahol a k£ a meghatarozott sebességi allandd, k az atviteli egyiitthaté (a mi
esetiinkben altalaban egynek tekintjilk (Mancino és mtsai., 1984)), 4 a Planck
allandé, R az egyetemes gazallando és AH" és AS" az aktivacios entalpia és
entropia valtozasok. AH” kiszamolhato a meredekségbél, a AS” meghatarozhat6
a mért adatokra legjobban illeszkedd egyenesbdl.

A 25. abra az LDAO detergensbe, PC, PG valamint PC/CL (1:1 mdlarany)
liposzomaba  agyazott Rb. sphaeroides RC-ok 771 nm-en mért
abszorpcidvaltozdsadt mutatja a homérséklet fiiggvényében. Ezen a
hullamhosszon a BPheo abszorpcidvaltozasanak elektrokrom eltolodasat
mérhetjiik, amit a kromofor fehérjekdrnyezetében bekovetkezo toltéskompenzald
proteinrelaxaciés folyamatok okoznak (Tiede és mitsai., 1996). Az iddablak
nagyon széles (6 nagysagrend), igy mind az eléremené P'QAa' Qs — P'QaQsg’
elektrontranszfer (illetve a hozzakapcsolodo relaxacios folyamatok), mind pedig
a P'(QaQs) — PQaQg toltésrekombinacié kovetheté egyetlen, logaritmikus
idéskalan. Mindegyik gorbe két jol elkiilonithetd kinetikai komponensre
bonthat6. Az elsd szakasz a milliszekundumnal gyorsabb tartomany, az

eléremend P'QA Qg — P'QaQg  elektron transzferrel, a lassabb, 100 ms illetve
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szekundumos tartomany a P"(QaQg) — PQQg toltésrekombinacioval hozhato
kapcsolatba.

Az eldremend elektrontranszfer amplitidéja mindegyik minta esetében
fliggetlen volt a homérséklettdl, a kisérleti hibak hatarain beliil maradt. Ez azt
jelzi, hogy a membrankodrnyezet nem valtoztatja meg sem a Qa/Qa” sem a Qp/Qp’
redoxkomponensek extinkcids koefficiensét egyik hémérsékleten sem. Egyuttal
azt is mutatja, hogy az eléremend P+QA'QB — P+QAQB' elektrontranszfer
gyakorlatilag teljes mértékben végbemegy mindegyik mintadban, mindegyik
hémérsékleten. Mas szoéval a Qa  teljes mennyisége oxidalodik a
fehérjekornyezettol fliggetleniil.

Mind az eléremend elektrontranszfer, mind pedig a toltésrekombinacio
sebessége novekedett a homérséklet novekedésével, mindegyik mintaban. A
P'QA' Qs — PQAQg toltésrekombinacié LDAO detergensben jol modellezhetd
volt, ha a sebességi allandot konstans (8 s™) értéken tartottuk. Ugyanez a PC
esetében minimalis homérsékletfiiggést mutatott, megallapitasaink szerint
azonban nem ment tl a kisérleti hibak hatarain (szintén 8 s™). Nagyobb volt a
véltozas a PG illetve PC/CL mintdban. PG-ben az 5 °C-on mért 4,3 s'—rol
6,6 s'-ra nétt a sebessége szobahOmérsékleten. A PC-t és CL-t 1:1 aranyban
tartalmazd proteoliposzomakban a P+QA'QB — PQaQg toltésrekombinacio
sebessége lényegében a PC-ben mért értékhez hasonlé nagysagu és
hémérsékletfiiggésii volt. Megjegyzendd, hogy a PG/RC rendszerek optikai
tulajdonsagai sokkal rosszabbak voltak, mint a tobbi rendszeréi. Kiilonosen a

szubmilliszekundumos tartomanyban volt kicsi a jel/zaj viszony.
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25. abra Detergensbe, PC, CL hozzaadasaval preparalt PC, illetve PG liposzomaba
agyazott Rb. sphaeroides RC-ok abszorpcidvaltozasa 771 nm-en a homérséklet
fliggvényében. A vékony vonalak a legjobb illesztést szeml¢ltetik (a megfelelo kinetikai
paramétereket 1d. 4. tdbldzat). Mérési koriilmények: 3 uM RC, 10 mM TRIS, 100 mM

NaCl, 0.01% LDAO, pH 8.0 (LDAO) ¢és 5 mM foszfat, 5 mM KCI, pH 6.8 (PC és PG
liposzoémak).
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LDAO PC
- k 1 assi - - k 1 ors k 1 assi - -
TE) | kaa(aon ) | 0 ka6 e || T | S | e T ) ke )
278 25974 5155 0,991 278 11198 1031 0,301
283 9881 3883 0,968 283 13394 1714 0,316
288 13605 3187 0,924 288 16369 2584 0,327
293 7692 2448 0,873 293 18900 3427 0,346
298 10753 2404 0,880 298 22573 4398 0,367
303 6369 1031 0,836 303 32446 6289 0,390
308 6807 792 0,789 308 10684 0,429
313 313 13245 0,466
PC+CL PG
- k 1 assi - - k 1 ors k 1 assi - -
TE) | ka(aon ) | 0 ka6 | || T | S | e ) ke )

278 12534 1703 7,95 0,183 278 10870 1000 4,36 0,162
283 14281 1844 8,26 0,186 283 11364 913 4,48 0,163
288 15358 2361 8,33 0,196 288 12346 919 4,64 0,166
293 16730 3256 8,36 0,201 293 11227 934 5,10 0,168
298 17845 3557 8,62 0,213 298 12821 942 5,35 0,181
303 20312 4308 8,93 0,226 303 21612 944 5,62 0,184
308 24436 4390 9,71 0,252 308 22226 862 5,78 0,223
313 22852 4504 10.0 0,269 313 22222 950 6,58 0,272

4. tablazat A Rb. sphaeroides R-26 torzsébol izolalt RC egyes elektrontranszfer 1épéseinek sebességi allandoi kiilonb6zo

hémérsékleteken LDAO detergens, illetve PC, PG, PC:CL (1:1) liposzomaban. Az egyes elektrontranszfer-Iépéseket a megfeleld

sebességi allandojukkal jeloltem. A multiexponencialis analiziseket a Table Curve (Jandel Scientific) programmal végeztem.
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A 25. abran bemutatott mérési eredmények kiértékelése soran (Id 5. tadblazat)
meghatdrozhatd az egyes komponensek iddallandoinak (és az ezekbdl
szarmaztathatd sebességi  allandoknak:  kag(1)gyorss  kaB(1)iassi,  kap,  ksp)
homérsékletfiiggése €s abrazolhatoak az In(k/T) értékek az 1/T fiiggvényében (26.
abra). Ebben az uUn. Eyring-féle abrazolasban kiszamolhatjuk az egyes
elektrontranszfer-1épések aktivalasi szabadentalpia-értékeit, valamint azok entalpia-
illetve entropiahozzajarulasait. Mas szoval, meghatarozhatjuk azt, hogy az egyes
folyamatokat a szabadentalpia, vagy az entrépia megvaltozasa iranyitja-e. A legtobb
esetben a hdmérsékletfiiggés egyetlen egyenes komponenssel volt leirhato.

A AH®, TAS" és AG” paramétereket a 27. 4bra mutatja az altalunk vizsgalt és
kiszamolt értékeket (5. tdblazat) kiilonbozd rendszerekben. Az dbrakon a vizszintes
vonal a szobahdmérsékletnek megfelelé 2,5 kJ/mol energiaszintet jelenti.
Amennyiben a kapott energiaérték ettdl az értéktdl jelentdsen eltér, az a folyamat
jelentds aktivalasi energiat igényel, tehat ez a folyamat lesz a sebességmeghatarozo
lépés. Az LDAO és PC rendszerben a P'Qa'Qg — P'QAQg" elektron transzfer
mindkét komponensének szabadentalpiavaltozasa méréseink szerint jelentOsen eltér
az R*T értéktdl, tehat ez entalpia altal meghatarozott folyamat. Ez a folyamat a
késleltetett lumineszcencia mérések alapjan ugyancsak entalpia altal vezérelt
folyamatnak mutatkozott. Mivel az LDAO és PC esetén a P'Qa Qs — PQaQs
toltésrekombindcid nem valtozott Iényegesen a hoémérséklettel, igy erre a
komponensre nem hataroztunk meg termodinamikai paramétereket. PG esetén
azonban jelentosebb homérsekletfiiggés volt tapasztalhatd, amelybdl az adodott,
hogy a folyamat nagyobb entrépiahozzajarulassal rendelkezik. Altalaban
megallapithatjuk, hogy az LDAO ¢és PC kivételével mindegyik rendszerben joval
nagyobb az entrdpiavaltozas, mint a szabadentalpia megvaltozasa.

Erdekes, hogy az aktivalasi szabadentalpia (AG") mindegyik rendszerben

ugyanakkora, vagyis fiiggetlen a fehérjekdrnyezettol.
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26. abra LDAO detergensbe, PC, PG valamint PC/CL (1:1 mdlarany) liposzémaba dgyazott Rb. sphaeroides RC-ok 771nm-nél mért
abszorpcidvaltozasanak sebességi allandoi kiillonb6zd homérsékleten (Eyring-abrazolas). A méréspontokat a 25. dbra mérésgorbéi alapjan, a
kihtizott egyeneseket az Eyring-model alapjan (lasd szovegben) szamoltam.

64



kag (Mgyors K ag (1assa Kap k & LDAO
60 m PC
A PG
— 307 ‘ @ PC+CL
S 40
g 30
3 s
" 20 -
o A
104 o o
< s o
0
A
-10 -
0 \ 4
" ¢ LDAO
~ -20 + * m PC
g : A PG
=
E 40 4 P ® PC+CL
~
I
2 60 A
= é
| 4
|
-80 4
k AB (1 )gyors k AB (1)Iassu kAP k BP
¢ LDAO
60 m PC
A PG
ot 207 ‘ ® PC+CL
o 40
g 30
- i
2 d
w 20 N
= 10 ] ®
< 4 u
0
A
-10 -

27. abra A Rb. sphaeroides R-26 torzsébol izolalt RC egyes elektrontranszfer 1épéseinek
aktivalasi entalpia (fent), entropia (kozépen) és szabadentalpia (lent) értékei LDAO
detergens, illetve PC, PG, PC:CL (1:1) liposzomakban. Az egyes elektrontranszfer
Iépéseket  sebességi  allanddjukkal  jeloltem. A vastag vonal az R*T
(szobahomérsékletnek megfeleld 2,5 kJ/mol) aktivalasi energiat jeloli mindhdrom abran
(1asd. 5. tablazat).
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LDAO PC PG PC+CL
AH" (kas(Dgvors

(kap(1gyors) 287 25.634 14.9 11.0
(kJ/mol)
AH# k 1 assu

(kap(1sss) 51.9 49.15 3.4 274
(kJ/mol)
AH(kap) (kJ/mol) 5.7 2.1
AH (kgp) (kJ/mol) 3.9 6.417 7.0 8.968
TAS* (K ap(1)gvors

(kan(Dgyors) 0.6 228.0 34.1 37.6
(kJ/mol)
TAS” (kap(1 )1assi)

0.6 8.5 -59.5 -42.00

(kJ/mol)
TAS*(kap) (kJ/mol) 63.1 -65.48
TAS" (kgp) (kJ/mol) -69.2 74.7 -70.0 -67.86
AG" (kas(1)avors

(kap(1gyors) 493 53.7 49.0 48.6
(kJ/mol)
AG" (beap(iassa

(kap(Lsst) 52.5 57.6 56.1 53
(kJ/mol)
AG*(kap) (kJ/mol) 68.8 67.6
AG"(kgp) (kJ/mol) 73.1 81.1 77.0 76.5

5. tablazat A Rb. sphaeroides R-26 torzsébdl izolalt RC egyes elektrontranszfer
1épéseinek aktivalasi entalpia (AH"), entropia (TAS") és szabadentalpia (AG") értékei
LDAO detergens, illetve PC, PG, PC:CL (1:1) liposzomakban. Az egyes
elektrontranszfer-1épéseket a megfelelé sebességi allanddjukkal jeloltem. A
paramétereket az abszorpcidkinetikai vizsgalatokbol szarmazoé adatok (5. tabldazat)
exponencidlis analizisét kovetd Eyring-féle abrazolas utjan kaptuk.
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5.4. Fényindukalt transzmembran pH-valtozasok
fotoszintetikus reakciocentrum/lipoproteid

vezikulakban

Sziikséges volt annak ellenérzése, hogy a pH-valtozas kimutatasahoz
hasznalni kivant jelzdmolekula befolyasolja-e a RC-on beliili toltésszétvalasztast.
Ebbdl a célbal ellendriztiik a RC fényindukalt abszorpciovaltozasat 430 nm-nél
piranin jelenlétében. Mint azt a 28. abra mutatja, a piranin a pH-méréseknél
alkalmazottnal joval nagyobb koncentracioban is csak kis mértékben
befolyasolja az elektrontranszportot. Tehat ez a jelzomolekula ebbdl a
szempontbol megfelel a céljainknak. Tovabbi méréseinknél mindossze 50 uM
koncentracioban hasznaltuk a piranint, igy az elektrontranszportra gyakorolt

hatasatol gyakorlatilag nem kell tartanunk.
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28. abra A fotoszintetikus RC fényindukalt abszorpciovaltozasa piranin nélkiil és
jelenlétében LDAO detergensmicellakban. Mérési koriilmények: mint a 15. abranal;
hulldmhossz: 430 nm. A piranin koncentracidja 10 mM volt.
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5.4.1. A piranin spektroszkopiai jellemzése

A piranin pH indikator festék (sav-bazis indikator), ionos alakja mas
szerkezetll, mint a nem disszocialt alakja. Ezt mutatjdk az abszorpcios
spektrumon jol lathatd csucsok 405 és 454 nm-nél (29. ébra). A pH
novekedésével a 405 nm-nél l1athato cstics abszorpcidja csokken, mig a 454 nm-
nél mérhetd csucs értéke novekszik. 417 nm-nél az abszorpciovaltozasnak
izoszbesztikus pontja van.

Ha az abszorpcids maximumokhoz tartozo

Emért — EHA
E, -E, 6))
értekeket (450 nm-nél), illetve az
l_Emért _EHA (6)
E A EHA

értekeket (405 nm-nél) abrazoljuk a pH fiiggvényében, akkor jellegzetes, a
Henderson-Hasselbach modellre jol illeszkedd lefutasi gorbéket kapunk (30.
abra). A méréspontokra a Henderson-Hasselbach egyenletet (lasd késObb)
illesztve meghatarozhatjuk a festék indikatorexponensét (pK atcsapasi pontjat).

Az indikator atcsapasi pontja az a pont, amelynél a disszocialt és
disszocialatlan alakja egyenld koncentracioban van jelen. Abrazoltuk a két
abszorpcids csucs pH fiiggését, aminek segitségével a pK, azaz a disszociacios
allando negativ logaritmusa meghatarozhat6. Ha az indikator gyenge sav, a
disszociacios egyensulyra és a K disszociacios allandora a kovetkezok irhatok
fel:

HA< A +HY (7
_|u]a]
TN ©
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29. dbra: Piranin abszorpcids spektrumanak pH-fiiggése a spektrum lathato
tartdmanyaban. A nyil a pH novekedésének iranyat jeloli.
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30. dbra A piranin vizes, pufferelt kozegben, 454 ¢és 405 nm-nél mért relativ
abszorpcioja a pH fiiggvényeben. Az abszorpciot az (Epg-Ena)/(Ea-Exa) (454 nm-nél)
és az 1-(Enar-Ena)/(Ea-Enga) (405 nm-nél) Osszefiiggés alapjan normaltuk. E,.. az
aktualis abszorpci6 az adott pH-n; Eya: a teljesen protonalt (savas) forma abszorpcidja
alacsony pH-n; E,": a teljesen deprotonalt (bazikus forma) abszorpcidja magas pH-n.
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E,—E, A

E_ _EHA (lAij"'[HA]) ©)

A

mért

Ha a (8) egyenlet negativ logaritmusat vessziik és atrendezzik,

megkapjuk a Henderson-Hasselbach egyenletet.

—log[H+]:—logK—log%Z[—A} (10)

pH:pK—log%Z—A} (11)

Mivel az atcsapasi pontban a savas és bazikus forma koncentracidja
azonos az ekkor mérheté pH a pK-t adja. Ez abrankrol leolvashato: pK=7,48

Irodalmi adatok szerint a piranin sokkal érzékenyebben meghatarozhat6 a
fluoreszcencia mérésével, mivel fluoreszcenciahatasfoka igen nagy. Mivel
tavolabbi célunk az, hogy meghatarozzuk bioldgiai rendszerekben az intermedier
anyagcsere kovetkeztében bekovetkezd pH-valtozast, felvettik a piranin
emisszios €és gerjesztési fluoreszcenciaspektrumat kiilonb6z6 pH-értékeken. A
31. abra egy ilyen mérés eredményét mutatja. A pH novekedésével, tehat az
oldat lugosodasaval, az 510 nm-nél mérhetd emisszid ndvekszik, ha a gerjesztést
465 nm-nél végezziikk. A gerjesztési szinképben tehat a 465 nm-nél a pH
novekedésével novekvd fluoreszcenciaintenzitast, 410 nm-nél csokkend
intenzitast lathatunk. Mint ahogyan azt az abszorpcios szinkép kiértékelésénél is
tettiik, itt is abrazoltuk a jellegzetes csucsok normalt intenzitdsat a pH
fliggvényében (32. abra). Ebben az abrazolasmodban is meghatarozhatjuk a pK
értéket, amely igen jo kozelitéssel az abszorpcidvaltozasbdl meghatarozottal volt

egyenld. Ebben a vizsgalatban pH=7,45-nek adddott.
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31. abra A piranin vizes pufferes oldatanak fluoreszcencia gerjesztési (baloldali gorbék)
és emisszids spektrumainak (jobboldali gorbék) pH-tol valo fiiggése. A méréseket az
»Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint végeztik. A nyil a pH
novekedésének az iranyat mutatja.

1.00 —=

10

32. abra A piranin vizes, pufferelt kozegben, 465 és 410 nm-nél mért relativ gerjesztési
fluoreszcenciaintenzitasa a pH fiiggvényében. A fluoreszcenciaintenzitasokat az (Eeq-
EHA)/(EA-'EHA) (465 Ilrn—nél) és az 1'(Emért'EHA)/(EA-'EHA) (410 nm-nél) 6SSZeﬁiggéS
alapjan normaltam. E,.. az aktualis fluoreszcenciaintenzitas az adott pH-n; Eya: a
teljesen protonalt (savas) forma fluoreszcenciaintenzitasa alacsony pH-n; EA™: a teljesen
deprotonalt (bazikus forma) fluoreszcenciaintenzitasa magas pH-n. A fluoreszcenciat
510 nm-nél mértem.
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Adott koncentracié és adott pH esetén maguk az intenzitasértékek
informativak lehetnek, de a biologiai rendszerben a pH valtozasat jobban
nyomon kovethetjik a 410 ¢és 465 nm-nél levd gerjesztési maximumok
aranyanak valtozasaval. Az adott rendszerben ugyanis nem tudjuk, hogy a
fluoreszcenciaintenzitds valtozasa egyediil a protonkoncentracié megvaltozasa
miatt tortént-e. A pH két hullamhosszon egyidében torténé nyomonkdvetése a
fluoreszcencia pH-val val6 antiparalell valtozasa miatt csabito lehetdség. Steady
state mérések esetében, amikor a spektrumok felvétele lehetséges, ez a modszer
alkalmazhato. Készitettiink is kalibraciot a pH meghatarozéasara, a 465/410 nm
csucsarany ,,belsé sztenderdként” vald alkalmazasara (33. abra). Kinetikai
méréseknél azonban két tényezd is neheziti a vizsgalatot. Az egyik az, hogy
ezeken a hullamhosszakon spektralis atfedések vannak a feofitinek, a citokrém
¢és egyéb RC-ban talalhato kofaktorok Soret-savjai kozott. Ezek koziil a citokrom
kiilonosen jelentds, hiszen ennek abszorpcidja valtozik a fotociklus soran. A
masik ok egyszerii technikai. Az altalunk is hasznalt Perkin-Elmer
spektrofluorimeterrel nem lehet két hullamhosszon egyszerre gerjesztést

alkalmazni.
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33. abra A piranin 465 és 410 nm-nél gerjesztésnél mért fluoreszcencidjanak aranya
vizes, pufferelt kozegben. A fluoreszcenciaintenzitasokat a 32 abran bemutatott
gerjesztési spektrumokbdl vettem.

5.4.2. A lipoproteid vezikulak protonatereszto-

képessége

Kisérleteink {6 célja az volt, hogy megmeérjiik a liposzomaba agyazott RC
fotokémiaja altal létrehozott transzmembran pH-gradiens kiépiilésének
kinetikajat, becslést adjunk annak nagysagara, és ha lehetdség van 14,

meghatarozzuk a protonmozgatd eré (pmf) egyes komponenseinek részaranyat.

Ehhez eldszor a RC nélkiili liposzomak protonateresztoképességét kellett
megvizsgalnunk. Elképzeléseink €s korabbi tapasztalataink szerint egy telitett,
illetve telitetlen zsirsavlancot is tartalmazo lipid all legkodzelebb az in vivo
membranhoz, ezért kisérleteinkhez a 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-

Phosphocholin-t (POPC) valasztottuk.

Korabbi tapasztalatunk az volt, hogy a liposzoma frakcid6 mindsége
fliggott attol, hogy milyen detergensféleséget hasznaltunk a lipid feloldasakor, a

liposzomapreparalas soran igy kétféle detergenssel is probalkoztunk: natrium-
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kolattal (Ch) és oktilgliikoziddal (OG). Azt is tapasztaltuk (amint irodalmi
adatok alapjan varhatd volt), hogy a piranin a negativ toltései révén erdsen
kotodik a PC liposzoma pozitiv feliileti toltéseihez. Ennek elkeriilésére
PC:Col:PG = 5:1:1 tdomegaranyban kevert koleszterinnel (Col) és PG-lal egyiitt
szaritottuk az eppendorf cs6 falara a lipidfrakciot. Irodalmi adatok vannak arra is,
hogy a koleszterin csokkenti a protonvezetoképességet, ezért a késébbiekben ezt
a vegyililetet is hozzaadtuk a frakcidhoz. A pH-ugrast KOH hozziadasaval értiik
el, a liposzoma integritdsat a mérés végén hozzaadott detergenssel, TX-100-zal
kezdeti pH=7.2, egy pH-egységet valtozzon. igy a pH-valtozas a piranin pK-ja
(pK=7.4) koriili nagyjabol linedris tartomanyban tortént.

Eredményeinket a 34. abra szemlélteti. KOH hozzaad4sara a piranin
fluoreszcencidja hirtelen novekedett, majd egy tranziens fazison at egyensulyi
allapotot ért el. A kezdeti fluoreszcenciandvekedés kis részben szarmazhat a még
mindig a felszinhez kotott piranintdl, valamint attol, hogy a hozzaadott OH -
ionok hatasara protonok szabadultak ki a liposzoma belso terébdl (és/vagy az
OH™-ionok diffundaltak befel¢). Ez a diffuzio az egyszeri PC-liposzomak
esetében volt a legnagyobb. Col minden esetben ndvelte a liposzomak
protonokkal szembeni zarodasat. Varakozasunknak megfeleléen az OG-dal
készitett liposzomak mutattak nagyobb zartsagot, ezért a kdvetkezdkben ezzel a
detergenssel készitettiik a liposzomat. Az egyensulyban adott TX-100 tovabb
novelte a fluoreszcenciat, ami arra utalt, hogy a TX-100 hozzaadasa eldtti
allapotban a piranin a zart liposzomak belsejében jelezte a pH-valtozast, amit a

detergens szétroncsolt.
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34. abra A POPC, PG, és Col alaptu Ch vagy OG detergensben oldott liposzomakba zart
piranin fluoreszcencigjanak idobeli lefutasa. A KOH hozzaadasat a kiilsé térben 1 pH
egységnyi ugras a TX-100 hozzdadasat a liposzomak szétesése koveti. A fliggbleges
tengelyen a piranin maximalis fluoreszcencia értékére kalibralt szamértékeket latjuk.
Aexc: 465 nm, Ap,: 510 nm.

A pH-véltozast harom kiilonbozé bazisféleséggel indukaltuk. A
legkézenfekvobb a KOH volt, de alkalmaztuk a glicilglicint (gly-gly) is, amely
egy nagy negativ toltési ionra disszocial, amely nem jut &t a membranon, illetve
a Tris-HCI-lel, ami szamara a membran széles pH-tartomdnyban szabadon
atjarhat6. A mennyiségeket minden esetben ugy valasztottuk meg, hogy a
kiils6tartomanyban a pH 1 egységet valtozzon. A liposzoman beliili pH
megvaltozasa jol lathato (35. é&bra): KOH hozzdadasdval a piranin
fluoreszcenciaja, tehat a liposzoman beliili pH gyorsan kovette a kiils6 pH
megvaltozasat. Gly-gly hozzaadasaval a belsé pH csak alig emelkedett. Tris-HCl
hozzdadasaval a pH meghatarozott, jol mérheté kinetikaval novekszik,
valészintileg a Tris membranon valo atjutasanak megfeleléen. A KOH vagy gly-
gly hozzaadésa utan a transzmembran proton gradiens felépiil, amelyet meg lehet

sziintetni TX-100 hozzaadasaval, a liposzéma frakcid széttordelésével.

Nehezebb megmagyarazni azt, hogy miért van hatassal a
protonateresztoképességre az, hogy milyen detergenssel késziilt a liposzoma.

Miért volna kiilonbség a liposzoma permeabilitdsdban, ha mas detergenst
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hasznalunk? A membran alegységszerkezete azonban, kiilondsen magasabb Col
koncentracié esetén, fiigghet attol, hogy milyen detergenssel tortént a liposzoma
készitése. Az is elképzelhetd, hogy detergens-molekulak maradnak a

liposzomaban, és azok akar nagyon csekély mennyiségben is novelhetik a

permeabilitast.
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35. dbra A piranin fluoreszcencidjanak idobeli lefutasa POPC/Col/PG (5:1:1)
liposzomakban, amelyek OG detergenssel lettek szolubilizalva. KOH, TRIS (pK:8.1)
vagy gly-gly (pK:3.4) (1 M, pH:8.0) és TX-100 (0.1%) hozzadadésa utan a bezart piranin
pH valtozasa és a liposzomak szétesése lathatd. A : 465 nm, A.,: 510 nm.
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5.4.3. A proteoliposzoma ateresztoképessége RC

jelenlétében

Alkalmas rendszerben a zart lipoproteid vezikuldkba ¢épitett RC
fotociklusaval ki lehet épiteni a transzmembran protongradienst. A fotociklushoz
biztositani kell a megfeleld donor-akceptor rendszert. Donorként cyt co-t,
akceptorként pedig decil-kinont hasznaltunk. A fotociklus fennmaradasahoz, a
redoxegyensuly megtartasahoz Ky[Fe(CN)g]-t adtunk a rendszerhez, ami
visszaredukalta a keletkezett oxidalt citokromot, igy az ujra alkalmas lett a
fotociklusban vald résztvételre. Ezekben a kisérletekben foszfatidil-inozitolt (PI)
hasznaltunk a PG helyett, ami szintén negativ toltésti lipid, igy a PG-t
helyettesitheti.

Eredményeinket a 36. abra szemlélteti. Az abran a nyilak a fény be-
illetve kikapcsoldsanak az idOpontjat mutatjdk. Lathatd, hogy a fotociklust
kovetd pH-valtozas csak akkor kovetkezik be, ha a fotociklus zarodik, decil-
kinon hozzéadasaval. Maximalis pH-n6vekedés azonban csak akkor érhetd el, ha
a liposzomat szétroncsoljuk, ¢és gyakorlatilag kompartmentek nélkiili

szuszpenzidban mérjiik a fluoreszcenciavaltozast.

Osszegezve, megéllapithatjuk, hogy sikeriilt fényindukalt pH-valtozéast

kimutatnunk a RC proteoliposzomarendszer fotociklusa soran.
Ennek optimalis feltételei koz¢ tartoznak:

a) a palmitoil-, illetve oleilcsoportok fontosak lehetnek a membran megfeleld

fizikai/kémiai allapotanak, mikroviszkozitdsanak fenntartasahoz;

b) a koleszterin is fontos a fizikai/kémiai allapot meghatarozasaban, nagy
mértékben Dbefolyasolhatja a viztartalmat, a protonatereszto-

képességet;

c) a piranin membranfelszinhez valdo kotdédését meg kell akadalyozni

anionikus lipid (PG vagy PI) hozzaadasaval;
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d) a lipid szolubilizalasdhoz célszertibb oktilgliikozid detergenst hasznalni,

mint koleszterint.
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36.abra A piranin fluoreszcencigjanak iddbeli lefutasa lathatoé POPC/koleszterin/PG
(5:5:1 molekula arany) liposzomakban, amelyek OG detergenssel lettek szolubilizalva,
majd RC (0.2 uM) hozzaadasa kovetkezett. “A” részben: 2 pM cyt ¢ és 1.5 mM
K4[Fe(CN)s] hozzaadasaval elindult a fotociklus. “B” részben: 100 uM decylquinone-t,
a “C” részben: TX-100 adtunk a mintdhoz. Ae.: 465 nm, A.,: 510 nm. A nyilak a
folytonos fény be (on) és kikapcsolasat (off) jelzik.
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5.5. A fotoszintetikus RC és szén nanocsovek
kozotti kolcsonhatas

5.5.1. A szén nanocs0 kornyezet hatasa a RC-on beliili

toltésstabilizalodasra

Mintegy 30 éve ismert, hogy ha a fotoszintetikus RC-ot iiveglapra
szaritjuk, akar detergenst is tartalmazo filmmel egyiitt (Clayton, 1978), vagy
trehaloz gélben (Palazzo és mtsai., 2000), hasonloképpen a szuszpenzidban levd
mintdhoz  fotokémiai  aktivitdst —mérhetiink, amit a fényindukalt
abszorpciovaltozas is mutat. Fényindukalt abszorpciovaltozast akkor is
mérhetiink, ha a RC-fehérjét az egyfalu szén nanocsével (SWNT-vel) egyiitt
szaritjuk az {iveglapra. Az egyetlen telitési fényimpulzus utan mért
abszorpcidvaltozas mind 430, mind 860 nm-nél jellegzetes, kétfazisu kinetikat
mutat. A 37. abra felsé részén lathato a RC abszorpciovaltozas kinetikaja 860
nm-nél egyszeri telitési fény hatdsara LDAO szuszpenzidban, detergenssel €s
detergens nélkiil iiveglapra szaritott mintdkon. A mérési adatokat exponencialis
illesztéssel analizaltuk (lasd ,,Anyagok és modszerek” fejezetben).

860 nm-nél a (BChl), elsédleges elektron donor redox allapota lathato.
Az LDAO detergens oldatban a gyors komponens idéallanddja kap = 8,3 s, a
lasst komponensé kgp = 0,87 s, amely a teljes lecsengés kb. 95 %-a jelezve a
lasst toltésrekombinaciot a P* és Qg ~ kozott. Uveglapra szaritas utdn detergens
jelenlétében, a lassi komponens részaranya jelentés mértékben (10% ald)
csokkent, és a sebességi allandoja is ndvekedett (1,15 s™'-re). Ha a detergenst
kidializaltuk leszaritas el6tt, a gyors fazis 36%-at tette ki a teljes amplitudonak,
és a csokkend lasst fazis sebességi allandoja a detergens nélkiili kgp = 0,87 ™'
értekrol detergensbeni kgp = 0,44 s értékre valtozott. Amikor a RC-kat SWNT-
hez kotottikk és iiveglapra szaritottuk, a minta aktivitdsa néhany hétig
megmaradt. Kozvetleniil a preparalas utan a lassi komponens értéke kgp=0.37 5™
, mintegy 50%-a a teljes jelnek (6. tablazat). Erdemes azt megfigyelni, hogy a

detergens nélkiili leszaritott RC t6ltésrekombinacidjanak kinetikaja (kgp=0.44 s'l)
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nem kiilonbozik 1ényegesen a nanocsdves mintaétdl (kgp = 0.37 s'l) de az utdbbi
mintdban a lassi komponens részardnya mintegy 20%-kal kisebb. Hasonld
kinetikat figyelhetiink meg 430 nm-en (37. 4bra, als6 panel). Tehat a lassu
komponens részardnya a leszaritas utan drasztikusan lecsokkent (30%-ra). Ez a
komponens teljesen eltlint 24 o6ras varakozas utdn. A NT-kel egyiitt leszaritott
RC-ok lassu fazisanak id6allandoja gyakorlatilag nem valtozott egy hét alatt (kgp

=023s")ésa részaranyuk is alig valtozott (60 %-r6l 52 %-ra).
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37. abra Rb. sphaeroides R-26 RC-ok fény indukalt abszorpciovaltozasa 430 nm-nél
(alul) és 860 nm-nél (feliil) kiillonbozé koriilmények kozott. (a) RC LDAO detergens
micellakban; (b) RC detergens nélkiil boroszilikat {iveglapra szaritva kozvetlenil a
letilepedés utan; (c) RC LDAO detergenssel boroszilikat tiveglapra szaritva kozvetleniil
lelilepedés utan. A kinetikai paramétereket a 6. tablazatban tiintettem fel.
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860 nm 430 nm
Ai(%) | kep(s™) Ay(rel) | kap(s™) A1(%) kep(s™) Ay (%) kap(s™)

RC_susp 95.0 0.87 5.0 8.30 87.0 0.67 13.0 8.3
RC_driedLDAO 0 day| 8.0 1.15 92.0 9.66 34.0 0.39 66.0 8.3
RC_driedLDAO 1 day| - - - - 3.0 0.52 97.0 8.3
RC_driedNodet 0 day | 64.0 0.44 36.0 8.00 51.0 0.41 49.0 8.00
SWNTRC 0 day 43.0 0.37 57.0 6.13 59.0 0.23 41.0 4.7
SWNTRC 1 week 33.0 0.37 67.0 5.57 52.0 0.23 48.0 4.6

6. tablazat A 860 és 430 nm-en mért abszorpciovaltozas kinetikajanak (37. abra) paraméterei. A;(%) és Ax(%) a lassu és a gyors
komponensek relativ amplitadoi, kgp €s kap pedig az idéallandodi. Jeldlések: RC susp - RC-ok LDAO detergens szuszpenzidban;
RC driedLDAO 0 day és RC driedLDAO 1 _day - boroszilikat liveglapra széritott RC detergensben a szaritds utan azonnal (0_day) és egy
nap mulva (1_day); RC driedNodet 0 day — az iiveglapra szaritott RC-ok detergens nélkiil a szaritas utan azonnal, SWNTRC 0 day és

SWNTRC I week — a szén nanocs6/RC kompozitok iiveglapra szaritva azonnal és egy hét milva mérve.
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A pozitiv és/vagy negativ toltések megjelenése az aminosavoldallancok
kozotti hidrogénkotések, a fehérjén beliili elektrosztatikus haldzat atrendezédését
eredményezi. A gyors toltésmozgasokat a lassabb protein relaxaciok kovetik.
Ezek a toltésmozgasok lathatok a fehérje relaxacios kinetikdkban, a 771 nm-en
mért abszorpciovaltozasnal. Az abszorpcidvaltozas jol nyomon kovethetd a 38.
abran is lathato szemilogaritmikus abrazolasban. Ezen a hullamhosszon a BPheo
elektrokrom abszorpcideltolodasat lehet latni (Tiede €s mtsai., 1996). Mivel a
logaritmikus idéskala tobb nagysagrendet fog at, a P'Qa Qs — P'QaQp’
elektron transzfert kiséré gyors fazist, és a P+(QAQB)' — PQaQg toltés
rekombinaciot jelentd lassti fazist is nyomon kovethetjik egyetlen abran. A
kinetikai paraméterek (amplitudok és sebességi allandok) a multiexponencidlis
jel felbontasabodl kinyerheték. Ennek Osszegzése lathaté a 7. tablazatban. A
mintavételezési 1d0 altalaban mikroszekundum koriili volt, ami lehetové tette a
néhany tiz mikroszekundumos leggyorsabb komponens felbontasat is. A szén
nanocs6hoz kotott RC vizsgalatakor a gorbéket csak kb. 100 ups-tol tudtuk
felbontani az erés fényszoras miatt. Az LDAO detergensben levé RC-ok jelében
a gyorsabb fazis sebességi allandoja kapiyms = 13 500 s volt, lassii komponens
kas(1ystow = 3300 ! amely értékek jol 6sszehasonlithatéak az irodalmi adatokkal,
(Nagy és mtsai., 2004;Tiede és mtsai., 1996). Ha a RC-ok {iveglapra vannak
szaritva, a gyors komponens id6allanddja kb. kétszerese a detergensben
meértének, kap()mst = 26300 s! (v.0. kap()ymast = 13 500 s'a detergensben), mig a
lasstt komponensé jelentdsen lecsokken, kagiysiow = 75 gt (v.0. ka@ysiow = 3300 s°
"a detergensben, 6. tablazat).

A SWNT/RC leszaritott mintdban a nagyon gyors komponenst nem
tudtuk feloldani a fényszoras miatti kicsi jel/zaj viszony miatt. A lasst
komponens id6allanddja kagaysow = 530 sl-nak adodott, ami kisebb, mint a

detergensbeni RC-on mérté, de jelentésen nagyobb a szaritott RC-énal.
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38. dbra Boroszilikat tliveglap felszinére leszaritott Rb. sphaeroides R-26 RC-ok
abszorpciovaltozasa egyszeri telitési lézerfény utdn 771 nm-en. Jelolések: RC susp —
RC LDAO detergens szuszpenzidban; RC dried és SWNTRC dried — RC és SWNT/RC
kompozit liveglapra szaritva.
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P (QaQs) — (Qa QB — (QaQB —

771 nm P(QaQs) QaQs )2 QaQp)1

A, kgp A, kap Az [ kas(Dsiow | Aa | kaB(Dgast

(rel.) | ) | (rel) | ) | (rel) s | @l) |

RC_susp 0.64 092 | 020 | 8.0 0.06 3300 0.10 13500

RC dried | 0.004 | 091 | 0.75 | 83 | 0.106 75 0.14 | 26300

SWNTRC | 0.28 | 0.625 | 0.62 | 83 0.10 530 n.r.

n. r. = nem meghatarozott

7. tablazat A 771 nm-en mért abszorpciovaltozas kinetikajanak (38. dbra) paraméterei.
Jelolések: RC susp — RC LDAO detergens szuszpenzidban; RC dried és SWNTRC —
RC és SWNT/RC kompozit iiveglapra szaritva.

5.5.2. A szén nanocsovek és a RC-ok kozotti redox

kolcsonhatas

Az egyszeri telitési fénygerjesztés utan masodlagos donor jelenléte nélkiil
a P" redoxallapotat kovethetjiik az id6 fiiggvényében. Masodlagos donor (pl.
ferrocén vagy citokrom) jelenlétében 450 nm-nél sorozatos telitési gerjesztések
utan az abszorpcid jellegzetes binaris oszcillaciojat lathatjuk. Ennek a
magyarazata az, hogy mig az elsédleges kinon (Qa) egy elektronnal képes
redukalédni, a masodlagos kinon (Qg) kettével. A masodlagos donor
jelenlétében egyszeresen redukalt szemikinon (Qg’) keletkezik, amelynek
abszorpcidja van 450 nm-nél. Masodik gerjesztésre az ezen a hullamhosszon
nem abszorbeald kétszeresen redukalt és két protonnal protonalt QgH, forma
keletkezik. Minden pdaratlan gerjesztéskor a szemikinon, pdros szamu
gerjesztéskor pedig a kétszeresen redukalt kinon keletkezik.

A 39. abra a RC LDAO detergensben és az SWNT/RC kompozit

ujranedvesitett mintajanak abszorpciovaltozasat mutatja masodlagos donor
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(ferrocén) jelenlétében sorozatos gerjesztések utan. A detergens oldatban az
oszcillacio csak kis mértékli csillapodast mutat, mig a NT-hoz kapcsolt minta
oszcillacidja gyakorlatilag par ciklus utan megsziinik. Ez arra utal, hogy ebben a
mintdban a kinonatfordulas (a masodlagos kinon levalasa és RC-hoz vald
kotodése) csak kis mértékben lehetséges, ami a varakozasoknak teljesen meg is
felel.

Erdekes a hatdsa a terbutrinnak. Mér az elsé gerjesztésnél is egy
megnodvekedett amplitadot 1athatunk. Ez valoésziniileg arra utal, hogy a terbutrin,

a Qg oldal kompetitiv inhibitora, gatolja az elektrontranszportot a NT fel¢, ami a

crcr

. 0.10 1

3 MHMW SWNTRC
—— + terh
R} !

M

N W

=

T 0.05

e

a RC in

e = LDAO
o

% A

-] SWNTRC
L (.00

0 1 Z 3 4

N

Gerjesztések szama

39. abra Rb. sphaeroides R-26 RC-nak 450 nm-nél mért abszorpciovaltozasa sorozatos
telitési gerjesztések utan LDAO detergensszuszpenzioban és NT-hoz kapcsolva. Az
SWNT/RC komplexet az iiveglapnak a pufferoldatba val6 martasaval Gjranedvesitett
allapotaban mértiik. Ha sziikésges volt, 100 uM terbutrint adtunk a reakcioelegyhez.
Meérési koriilmények: 10 mM TRIS, pH:8.00, 100 mM NaCl, 100 4M ferrocén. A flash
ismétlodések ideje 0,5 Hz volt. o: RC in LDAO, o: SWNTRC, A: SWNTRC + terb
Kisérleteinkben els6ként lattunk kozvetlen bizonyitékot arra, hogy az
SWNT-k a RC fehérjék specifikus helyéhez funkcionalisan kotodhetnek,
amelynek egy lehetséges vazlatat a 40. abra mutatja. A NT-hez val6 kapcsolodas

hatasara a fotoszintetikus RC-ban a fény indukalt toltéspar stabilizacidja
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kovetkezik be. A NT-nek a RC-hoz val6é kapcsolodasa noveli a P'Qg™ 4llapot
élettartamat, valdsziniileg a pozitiv (az oxidalt primer elektron donor, P*) és a
negativ (szemikinon formak, Q4" és Qg’, a redukalt primer és szekunder kinon)
toltések felhalmozodasanak kovetkeztében. A gerjesztés utan a proteinen beliili
direkt toltésmozgasokat a fehérjeszerkezet lassabb reorganizacidja koveti. A
P'Q allapot megndvekedett élettartama a P'Qs~ <> P'Qp~ csoportok kozotti
nagyobb szabad energia kiilonbséget jelentheti. A stabil RC/NT bio-
nanokompozit kiilonb6z6 gyakorlati felhasznalasok lehetdségét kinalja, példaul a
mikroelektronikdban, az analitikdban, képalkotd rendszerekben, vagy az energia

atalakitasaban és tarolasaban.

e

40. abra A RC kofaktorok elrendezodésének, a kozottik levo elektrontranszportnak,
valamint a SWNT és RC kozotti lehetséges kolcsonhatasnak a vazlata. A terbutrin
(elektrontranszport inhibitor, herbicid) gatolja a QA és Qp kozotti elektron transzportot
(az abran ,,X”-el jeldlve).
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6. Osszegzés

Lipid kettosréteg szerepe

1) A RC-ot PC, PG ¢és PC+CL lipidekbdl készitett liposzomakba beiiltettiik, és
megmutattuk, hogy

a) az igy készitett vezikuldk nagy valdsziniiséggel lipid kettdsrétegbdl allo
zart vezikulak;

b) benniik a RC orientacio véletlenszert.

2) A RC masodlagos kinonaktivitdsa (a P'Q™ - PQ toltésrekombinacid lasst
komponensének az amplituddja alapjan értelmezve) a PC liposzomaban
nagyobb (84.4 %) az LDAO detergenshez (73.9 %) képest, PG liposzomaban
azonban kb 50%. Ez utobbi valoszinilileg a Qg kotéhely hozzaférhetdségének
csokkenésével magyarazhato.

3) Megmértiik és meghataroztuk a Qa - Qp eléremend elektrontranszport
irodalombdl (detergensben) ismert mindkét komponensét mind a PC, mind a
PG rendszerben.

a) A gyorsfazisnak sem a részaranya (amplitudodja), sem az idéallanddja nem
kiilonbozott a liposzoma rendszerekben, jelezve, hogy az intrinsic
elektrontranszfer valosziniileg hasonlé mechanizmus alapjan torténik.

b) A lassi fazisban viszont lényeges kiilonbség mutatkozott. A pozitiv

fejcsoporta PC-ban a sebességi alland6 novekedett (gyorsabb
elektrontranszport), a negativ toltési PG-ban csokkent (lassabb
elektrontranszport) az LDAO-hoz képest.

4) A negativ toltésiit PG-ban a terbutrin csak részlegesen gatolja a Qg oldal
aktivitasat.
5) Az anionikus lipidek specifikusan tudnak kot6dni a RC-hoz.

a) A PG kotédése jol kozelithetd Michaelis-Menten kinetikaval, jelezvén,
hogy feltehetden egy specifikus kotohely lehet (vagy ha tobb van, azok
kotési erdssége nem kiilonbozik 1ényegesen).

b) A CL kotédése az alacsony koncentracioknal eltér a Michaelis-Menten
kinetikatol. Alacsony koncentracional igen erds (akar szubsztochio-
metrikus) kotédés figyelheté meg.

6) PC liposzoméaban nem csak az elsd elektrontranszfer sebességi allanddja
novekedett, hanem a masodiké (kap(2)) is a detergenshez képest. Erdekes
moédon, a PG liposzomaban is ndtt ez a sebességi allando (az elsd
elektrontranszferé jelent6sen csokkent ebben a rendszerben).

7) A tobbszoros gerjesztés soran a RC tobbszords atfordulasat a Kap
(elektronegyensulyi) és K, kinonegyenstlyi 4allando szabja meg. A
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membrankdrnyezetben tgy tlinik, hogy a K, a meghatarozé tényezd, ami igen
kicsi a PG liposzomékban.

A toltésstabilizalodas energetikaja lipidekben

8) A P'Q - PQ toltésrekombinacié lassi komponensének kinetikdjabol
meghataroztam a Qa és Qp koOzotti szabadenergiakiilonbséget PC és PG
liposzémakban (-62, -77, -89 mV LDAO, PC ¢és PG rendszerekben rendre).
Ez a tendencia az in vivo allapothoz vald kozeledést jelenti, jelezvén,hogy
ezek a lipidek fontos szerepet toltenek be a RC-n beliili toltésstabilizalédasban
az €16 szervezetben.

9) A Kap homérsékletfiiggésébdl kiszamitottam a Qa/Qp allapotok kozotti
standard  szabadentalpiakiilonbségeket ¢és a két allapot  kozotti
entropiakiilonbséget a mar ismert AGup felhasznalasaval.

a) A folyamatokat Iényegében az entalpiavaltozas vezérli,
b) a AH-t Iényegesen a CL csokkentette,

c) az entropia hozzajarulas mindegyik lipidben kisebb volt a detergenshez
képest, de csak a detergensben volt nagyobb a termikus szintnél (k*T=25
mV/mol).
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Transzmembran protongradiens

10) Sikertilt fluoreszkald jelzémolekulat (piranint) beépiteni liposzémaba,

a) az igy elkészitett lipoproteid vezikuldk hossz ideig stabilak maradtak
szobahOmérsékleten is,

b) protonateresztoképességiik kb. 15-25%-ban sokdig megmaradt, ami
tovabbi kalibraciok utdn alkalmas lehet arra, hogy membranpotencialt
szamolhassunk, illetve annak komponenseit szétvalasszuk.

A fotoszintetikus RC és egyfala szén nanocsovek
kapcsolata

11) Sikeriilt a fotoszintetikus reakcidcentrumokat egyfalii szén nanocsoévekhez
kapcsolni és az igy kapott bio-nanokompozit (SWNT/RC) anyag fo
spektroszkopiai tulajdonsagait meghatarozni;

a) Ez a kapcsolat a fehérjén beliili elektrontranszportot jellemzéen modositja,
a fénygerjesztés altal kivaltott pozitiv és negativ toltések felhalmozodasat
eredményezi.

b) A fehérjén beliili toltésmozgast koveto relaxacios folyamatokra is hatassal
van.

c) A SWNT és a RC kozott a fénnyel valo gerjesztés utan redoxkolcsonhatas
lehetséges. Ez a jelenség kiilonb6zo gyakorlati alkalmazasok modellje
lehet.
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Osszefoglalo

1. Bevezetés

A fotoszintézis soran az autotrof €é16lények: ndvények és egyes baktériu-
mok; a Nap fényenergidjanak segitségével szerves vegyiileteket, és oxigént alli-
tanak el6. A fény begylijtését, majd atadasat a fotoszintetikus reakcidocentrumok
nagy részénél klorofillmolekuldk végzik. Mivel a fotoszintéziskor lejatszodod
fényenergia atalakitasa kémiai potencialla egyike a természetben megtalalhato
alapvetd folyamatoknak, a folyamat intenziv kutatds targya napjainkban is. Az
utébbi husz év technikai fejlédése ((opto)elektronika, szadmitastechnika,
molekularis bioldgia, stb.) kiilonds fellendiilést hozott a részletek kutatasaban.

Az intenziv kutatasoknak koszonhetéen alapos ismeretanyag gyiilt 0ssze
a toltésszétvalasztasrol €s -stabilizalodasrol, amelyek az izolalt reakcidocentrum-
fehérjében (RC) is lejatszodnak. A bakterialis RC kristalyositasaért 1988-ban
(Michel, Deisenhofer, Huber), a nagytavolsagu elektrontranszfer elméletéért
1993-ban (Marcus) kaptak Nobel-dijat. Nagymennyiségli adat els6ésorban izolalt
rendszerekr6l, detergensbe agyazott RC-ok miikddésérdl all rendelkezésiinkre.
Kevésbé ismert azonban a fehérje szerkezete és funkcidja a membranban, kiil6-
ndsen in vivo, és az, hogy miként indukélja a fény a redox reakcidkat a csatolt
proton atadasi folyamatokkal, amelyek jelentdsek a membran energizalasaban.

Mindezek mellett kiilonleges figyelmet kap ujabban az az elképzelés,
hogy biologiai anyagok, példaul fehérjék hatékony komponensei lehetnek olyan
rendszereknek, melyekben a kiilonleges tulajdonsaggal bir6 szervetlen anyagok
(pl. szén nanocsovek) is részt vesznek. Kézenfekvo tehat a két rendszerbdl egy
ujfajta, in. bio-nanokompozit eldallitasa, mely sikeresen 6tvozné mindkét anyag
értékes tulajdonsagait. A RC elonyos tulajdonsagai kozott kell megemlitentink
azt, hogy benne a fénnyel vald gerjesztés hatdsara kozel 100% hatékonysaggal
toltésszétvalasztas torténik, és azt, hogy jellemzd fényelnyelése a kozeli infra-
vorods tartomanyban van. A szén nanocsovek kivételes elektromos vezetési sajat-

sagokkal rendelkeznek. Az egyfali szén nanocsovekben a félvezetd és fémes
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vezetési tulajdonsagok keverednek, mig a tobbfalu szén csovek fémes vezetdk.
Vannak irodalmi adatok arra is, hogy a szén nanocsdvek redoxreakciokat
katalizal6 enzimekkel redox-kapcsolatban Iehetnek (pl. gliik6zoxidazzal).
Rendkiviili lehetdség adodik arra, hogy a RC-ban Iétrejove fényindukalt

elektrontranszport és a szén nanocsovek redoxtulajdonsagait sszekapcsoljuk.

A szénnanocsovek, koziilik is elsdsorban az egyfali szén nanocsdvek
(SWNT) egydimenzios elektromos és strukturalis adottsagaik miatt szamos fel-
hasznalasi lehetoséget kinalnak, pl. a nanoelektronikaban. A figyelem
megalapozott, mert: az SWNT hatasara a biologiai anyag (pl. fehérje)
szerkezetében €s miikddésében specifikus valtozasok kdvetkezhetnek be. Az igy
nyert komplex egyedi elektromos tulajdonsagai miatt alkalmas lehet kiilonb6zo
specifikus feladatok megoldasara, pl. energiaatalakitasra és energia tarolasara.

A RCl/lipoproteid ¢s a RC/szénnancsé komplexek érdekes és meglepd
Osszehasonlitasra adhatnak alapot. Mindkét rendszer a nanoszkopikus mérettarto-
manyba tartozik, amely ezzel egyiitt kiilonleges tulajdonsgokat is kdlcsonodz
ezeknek a rendszereknek. Ebbdl a szempontbol nem elhanyagolhatéak a révid-
tava, kozvetlen kdlcsonhatasok (pl. a RC kapcsolata a kdzvetlen kdrnyezetében
levo lipidekkel, vagy a RC-szénnanocs6 kdlcsonhatasok), de a rendszer egészére
kiterjedd a tulajdonsagai sem. Példanak emlithetjiik azt, hogy a szén nanocs6/RC
kapcsolat kovetkeztében az egész komplex elektromos tulajdonsaga
megvaltozhat, mint ahogyan a RC/zart vezikularis rendszeré is. Dolgozatomban e

két rendszer elonyos tulajdonsagait is megprobalom kihasznalni.

2. Irodalmi attekintés

A fotoszintézis az egyetlen folyamat a természetben, amely soran
nagyobb mennyiségli napenergia taroloédik. Ez az alapvetd energiaatalakitasi
folyamat teszi lehetové a fotoszintetizal6 baktériumok és novények ndvekedését
¢és szaporodasat, amennyiben rendelkezésre all kell6 mennyiségii széndioxid, viz
¢és ezekhez képest csekélyebb mennyiségben bizonyos asvanyi anyagok.

Baktériumokban a fotoszintetikus energiaatalakitds folyamatai 1ényege-

sen egyszeriibbek, mint ndvényekben. Amig novényekben két fotokémiai
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reakcidcentrum miikodik, addig baktériumokban csak egy. A biborbaktériumok
RC-a a névények PSII fotokémiai rendszerével mutat nagymérték(i hasonlosagot.
A fotoszintetikus RC intracitoplazmatikus membranrendszerbe (in. kromato-
forakba) agyazott pigment-protein komplex, amely fehérje-alegységekbdl és
redox-tulajdonsagokkal rendelkezd kofaktorokbol all A “fehérjevazhoz” nem-
fehérjetermészetli  redoxaktiv  pigmentmolekuldk, un. kofaktorok is
kapcsolodnak: négy bakterioklorofill (BChl), két bakteriofeofitin (BPheo),
elsédleges kinon (Q4), masodlagos kinon (Qg), nem-hemtipusu vas (Fe™).

A négy BChl kozil a két legkdzelebbi dimert alkot (SP), és mint
elsédleges elektrondonor vesz részt a redox-folyamatokban, a masik kettd pedig
monomerként helyezkedik el az elektrontranszport ldncban. Részletesebb
attekintésként lasd pl. (Allen és mtsai., 1987) publikaciot.

A kofaktorok két, a bakterioklorofill dimeren és a Fe*'-on atmend, a
membranra merdleges sikra vonatkoztatott, megkdzelitéleg tiikdrszimmetrikus
agat (A ¢és B) alkotnak. Ezek koziil azonban csak az A-ag aktiv. A kinonok két
elektronnal redukalhatok, és a kettds redukcid utan két proton felvételére képe-
sek. Jol definialt kozépponti redoxpotencidllal rendelkeznek, kdozépponti potenci-
aljuk azonban erdsen fiigg a kdrnyezet polarizalhatosagatol (dielektromos allan-
dojatol) és protonalhatosagatol (az olddszer protikus vagy aprotikus voltatol).
Mivel kornyezetiik erdsen kiilonbozik, a Q, és Qp redox- és kotési tulajdonsagai
jelentosen eltérnek. A Q4 a fehérje erdsen hidrofob kdrnyezetében talalhato, egy
elektronnal redukalhaté, a RC-hoz er6sen kotddik, és onnan csak nehezen
valaszthatd le. A Qp kornyezetében sok a vizmolekula, a protonalhatod
aminosavak gyurtként veszik korbe a pK-juknak megfeleléen. Redukcidjahoz
két elektron sziikséges (két H' felvétele mellett), majd az igy képzédott dihidro-
kinol (QH;) a RC-rol levalik, helyébe tijabb (oxidalt) kinon keriil a membran
kinon-raktarabol (Feher és mtsai., 1989;Paddock és mtsai., 1994).

1C-gyel jelolt detergensekkel (Feher és Okamura, 1978) és strukturalis
adatokkal (Deisenhofer és Michel, 1989) igazolhat6 volt, hogy a RC koriil
viszonylag keskeny (kb. 3 nm) hidroféb zdéna alakul ki, amely néhany szaz deter-
gens- vagy lipidmolekulaval vald kdlcsonhatast tesz lehetové. Ezek a kdlesonha-

tasok a kofaktorokra kiilonb6z6 hatdsokkal lehetnek. A primer donor a periplaz-
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matikus felszinhez kdzelebb, a pigment-protein komplex belsejében helyezkedik
el. A Qa, az intracitoplazmatikus felszinhez ugyan kozelebb van, am meglehet6-
sen jol beagyazva egy apoldris, a H-alegység altal védett kornyezetbe (Feher és
mtsai., 1989;Deisenhofer és Michel, 1989). A Qg ezzel szemben kozelebb van a
citoplazmatikus felszinhez. A kornyezetében szamos ionizalhato, protonaciora/
deprotonaciora képes aminosav oldallanc van (Kalman és Maroti, 1994), igy a
redoxpotencidlja nagyon érzékenyen valtozik a kornyezeti hatasokra, és az
esetleges lipidosszetétel valtozasaira is. A Qp redukcidja (mind az elsd, mind a
masodik elektronnal) protonok felvételével jar egyiitt, amelyben fontos szerepet
jatszanak a kdrnyezetében 1évo protonalhaté aminosav oldallancok.

Természetesen a f6 célunk az, hogy megértsiik, milyen a RC szerkezete
¢s hogyan mikddik az €16 membranban. Az €16 membran Osszetettsége azonban
nagyon megneheziti annak az eldontését, hogy milyen komponensek, milyen
hatasok befolyasoljak a RC-szerkezetét ¢s miikodést.

A kiilonboz6 foszfolipidek (1,2-Dimyrisroyl-sn-Glycero-3-Phophocholine
(DMPC), 1,2-Dipalmytoyl-sn-Glycero-3-Phophatydilcholine (DPPC), 1-Palmito-
yl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phophatydilcholine (POPC), szo6jabab, vagy tojassar-
gaja lecitin) széles korben hasznaltak a bioldgiai membranok funkcidjanak és
szerkezetének modellezésénél. A foszfatidilkolin (PC) és a foszfatidilglicerol
(PG) jelentés mennyiségben megtalalhat6 a fotoszintetikus baktériumok memb-
ranjaiban (Nagy és mtsai., 1999), a kardiolopidnek (CL) specifikus jelentsége
is lehet a fotoszintetikus apparatus mitkddésében. Mivel a CL két foszfatidilgli-
cerol-molekulabdl 4ll, szerepének kideritésében jelentdsége lehet annak a megfi-
gyelésnek, hogy cianobaktériumokban a PG az elektronnak a Qg-n torténd stabi-
lizalodasat befolyasolhatja (Gombos és mtsai., 2002;Hagio és mtsai., 2000).

A POPC specidlis figyelmet kaphat, mert fiziologiai homérsékleten
folyékony fazisba vihet6 (fazisatmeneti homérséklete -2.6+£2.1 °C). Ugyanakkor
az altalunk alkalmazot rendszer fazissajatsagait nehéz megjosolni az elég nagy
mennyiségben jelenlevd koleszterin, ubikinon és RC miatt. A (Thewalt ¢és
mtsai., 1992a) éltal POPC/Chol rendszerre bemutatott fazisdiagram alapjan
azonban valdszinusithetjiik, hogy az altalunk vizsgalt rendszerben a gél és a

folyadékkristalyos fazisok keveredése fordulhat eld.
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A membran protonatereszt képessége fligghet a membran fizikai/kémiai
paramétereitol (pl. fluiditasatol), mikroszerkezetétdl (éppen melyik fazisban
talalhat6, milyen kompartmentek lehetnek benne), fehérjetartalomtol, és egyéb
molekulafajtak (pl. szabad zsirsavak, koleszterin) jelenlététél (Lande és mtsai.,
1995;Deamer és Nichols, 1989;Krishnamoorthy és Krishnamoorthy, 2001). A
koleszterinek kitiintetett szerepe van a protonateresztoképesség befolyasolasdban
(Lande ¢és mtsai.,, 1995;Gensure és mitsai., 2006). A koleszterin jelenléte
csokkenti a protonateresztoképességet, de egy bizonyos koncentracio folott,
feltehetéen a koleszterin domének megjelenése miatt az ugrasszeriien megnd. A
fehérjék jelenléte is novelheti a protonateresztoképességet. Ennek valoszinti oka
az, hogy jelenlétiikben n6 a membran heterogenitasa, megvaltozik a
doménszerkezete, kornyezetiikben megvaltozik a mikrostruktara (Barlic és

mtsai., 2004;Riegler ¢és Mohwald, 1986).

A lipid kornyezeten kiviil egyéb nanostrukruték is befolyasolhatjadk a RC

mukodését. Mit is jelenthet a szén nanocso kérnyezet?

Mind az egyfali, mind a tobbfali szénnanocsdvekbdl kiilonb6zd polime-
rekkel vagy szervetlen vegyiiletekkel kombindlva kompozitok hozhatok Iétre.
Ezeket az anyagokat igen széles korben hasznaljak fel: a szénnanocsovekkel
meger0sitett, fém-matrixti kompozitoknak egyediilallo mechanikai tulajdonsaga-
ik vannak; templatként alkalmazzdk szervetlen nanoszerkezetek eldallitasara;
ezen kivill felmeriilt annak lehetOsége, hogy a nanocsoveket elektromos
egységként elemekben és szenzorokban is kompozit anyagként felhasznaljak.

Az elozoekben felsorolt alkalmazasi teriiletek mellett specialisabb
felhasznalast jelent a szénnanocsdvek kompozitjainak eldallitdsa biologiai
anyagokkal, amelyre azok optimalis fizikai tulajdonsagain kiviil megfeleld
elektronszerkezete miatt van lehetdség.

Kisméretli proteinek nanocsd-feliilethez vald kotddésével bioelektrokémi-
ai reakciok katalizalhatok (Britto és mtsai., 1996;Davis és mtsai.,, 1997), 7.
abra). A nagymértékben rendezett szén nanocsdvek immobilizacids matrixként,
vagy medidtorként alkalmazhatok harmadik generdcids amperometrids
bioszenzor késziilékek kifejlesztésénél (Sotiropoulou és Chaniotakis, 2002). A

szénnanocsovek egydimenzios elektronszerkezete alkalmas lehet a heterogén
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elektron transzfer reakciok tanulmanyozasara (pl. amikor kiilonleges
biomolekuldk képesek elektronikus kommunikaciora a hatarfelilleten). Mar
vannak eredményes kisérletek, melyekben redox aktiv fehérjék prosztetikus
csoportja €s a nanocsovek feliilete kozotti elektrontranszfert tudtak kimutatni
(Davis és mtsai., 2003). A vizsgalatok azt mutattak, hogy a fehérje szerkezetét
és funkcidjat nagymértékben befolyasolja a nanocsé kornyezet. A szodjabab
peroxidaz aktivitisanak 30%-a, az akimotripszin aktivitisdnak csupan 1%-a
marad meg, ha ezek a proteinek az SWNT-hoz kotédnek (Karajanagi és mtsai.,

2004).
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3. Célkituzések

Lipid kettésréteg szerepének meghatarozasa

1)

2)

3)

4)

5)

A fotoszintetikus RC foszfatidil-kolin (PC), foszfatidil-glicerol (PG) és
PC + kardiolipin (CL) lipidekbdl készitett liposzomakba iiltetése, és

annak a megmutatasa, hogy

a) az 1igy készitett rendszerek nagy valosziniiséggel lipid

kettosrétegbdl allo zart vezikulak;
b) benniik a RC orientacioja valdsziniileg véletlenszert.

A RC masodlagos kinonaktivitasanak meghatarozasa PC és PG
liposzomakban (2 P'Q° — PQ toltésrekombinacio lassi
komponensének az amplituddja alapjan).

A QA Qs — QaQg eléremend elektrontranszport detergensben meért,

irodalombdl ismert paramétereinek (gyors- €s lassufazis részaranya,

idéallando6i) meghatarozasa mind a PC, mind a PG rendszerben.

Az anionikus lipidek RC-hoz valé specifikus kotddési helyeinek

meghatarozasa.

A tObbszoros gerjesztés sordan a RC tobbszords atfordulasanak

jellemzése kiilonbdz6 membrankdrnyezetekben.

A toltésstabilizalédas energetikaja lipidekben

6)

7)

A P'Q — PQ toltésrekombinacioé lassii komponensének kinetikajabol
a Qa ¢és Qp kozotti szabadenergiakiilonbségek meghatarozasa PC és

PG liposzémakban

A Kap hémérsekletfiiggésébol a Qa/Qp allapotok kozotti standard
szabadentalpiakiilonbségek ¢és a két allapot kozotti entropiakiilonbség

kiszamitasa.

Transzmembran protongradiens

8)

Fluoreszkal6 jelzémolekula (piranin) liposzomaba valod beépitésével a
transzmembran protongradiens kiéptilésének, és fennmaradasanak

kimutatésa, kinetikajanak meghatarozésa.
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A fotoszintetikus RC és egyfalu szén nanocsovek kapcsolata
9) A fotoszintetikus reakcidcentrumok egyfalu szén nanocsdvekhez
kapcsolasa és az igy kapott bio-nanokompozit (SWNT/RC) anyag 6

spektroszkopiai tulajdonsagainak meghatarozasa.

4. Anyagok és modszerek

RC fehérje tisztitasa

Rhodobacter sphaeroides R-26 karotinoidmentes torzs, reakcidcentrumanak
izolalasanal és tisztitdsanal standard fehérje-tisztitasi modszereket alkalmaztam:
a sejteket ultrahanggal tortem fel, a membran-fragmentumokat (kromatoforat)
ultracentrifugdlassal nyertem, végiil a RC-ot LDAO detergenssel oldottam ki, és
ammonium-szulfatos  kicsapassal, valamint DEAE-Sephacell ioncseréld

oszlopkromatografiaval tisztitottam.

Lipoproteid rendszerek preparalasa

A tisztitott RC-okat PC, illetve PG alapu vezikulakba helyeztem. PC/PG,
foszfatidilinozitol (PI), UQ¢ (2,3-dimethoxy-5-methyl-6-decaisoprenol-p-benzo-
oldatait kevertem Ossze. A keverés utan lipideket nitrogénarammal Eppendorf-
cso falara szaritottam. (Ollivon és mtsai., 2000b;Trotta és mtsai., 2002).

Ezek utan a csévekbe 500 pl Na-kolat-puffert (Ch) (5 mM KCI, 5 mM K-
foszfat, 1 mM piranin, pH:6.8, + 4% natrium-kolat) mértem és 3*7 percig folya-
matos ultrahanggal kezeltem. Az igy elkészitett Ch/lipid alapu kevert micellak-
hoz adtam a fotoszintetikus reakciocentrum LDAO detergenses oldatat, majd
vortex-szel egy percig intenziven kevertettem. A kevert micelldkat tartalmazo
mintat elészor 5 mM foszfatot, 5 mM KCl-ot és 1 mM piranint tartalmazo
pufferrel (pH: 6.8) ekvilibralt Sephadex G-50 molekulasziirére vittem, és
ugyanezzel a pufferrel elualtam. Az Gsszegyiijtott frakcioban a RC mar zart
vezikuldkba épiilt be, de a vezikulak mindkét oldalan levd térben (mind a veziku-
lak belsejében mind pedig azon kiviil) megtalalhaté a piranin jelzémolekula a

kiindulasi koncentracié szerint. A fofrakciot ujabb kromatografias eljarasnak

108



vetettem ald, mely az els6tl csupan abban kiilonbozott, hogy a puffer nem
tartalmazott piranint. Ebben az esetben is jol el tudtunk kiiloniteni egy kdzponti
frakciot, melyben a szamunkra fontos RC/lipid egyiittesek nagyobbik része
keriilt. (Trotta és mtsai., 2002;Nagy és mtsai., 2004).

Fényindukalt abszorpcidvaltozas mérése:

abszorpcidvaltozas alapjan hataroztam meg, hazikészitésti egysugaras spektro-
fotométerrel. A flash-indukalt abszorpciovaltozas az egyszeri toltésszétvalasztas
kinetikdjanak spektrofotometrids vizsgalataindl —rutinszertien hasznalhato
(Tandori és mtsai., 1995;Tandori és mtsai., 1991;Lakatos és mtsai., 2002). A
P/P" BChl dimer elsédleges elektrondonor és a Q/Q™ akceptor komplex kinonjai
redoxallapotairol altalaban a 430, 450, 603, 860 nm-nél mért abszorpcidvaltozas
kinetikai, illetve a BPheo 771 nm-nél mért elektrokrom eltolodasanak a kinetik-
dja tajékoztat (Nagy ¢s mtsai., 1999;Tandori és mtsai.,, 1995;Tiede és mitsai.,

1996)

Abszorpciovaltozas adatainak kiértékelése
A vizsgalt reakciok tobbsége elsérendii folyamatként kezelhetd, igy
exponencialis fliggvénnyel irhaté le. A kinetikdk altaldban tobb fazist is

tartalmaznak (tobb exponencialis sszegeként kezelhetdk):
A =A™
i=1

ahol A; az amplitad¢ idofiiggése, A; az i-edik komponens amplitidojaat=0

idépontban, k; pedig, a sebességi allandoja.

A kinetikai paraméterekbol a Qa'Qg — QaQp™ elektrontranszport AG’
szabadenergiavaltozasa, azaz a toltés stabilzacios energidja is kiszamolhato. A
folyamat K,z = [QaQp7]/[Qa Q] egyensulyi allanddja a mért kap és kpp
iddallandokbol kiszamolhato: Kyp = kap/kgp-1. Az egyensulyi allandd ismeretében
pedig: AGABO = -kg-Tin K,p ahol kp a Boltzmann-allanddé, T az abszolut
hémérséklet (Wraight és Stein, 1980;Kleinfeld és mtsai., 1985).
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A szemikinon keletkezésének ¢€s eltiinésének binaris oszcillacidja 1énye-
gében két paraméterrel a K. elektronegyensilyi (K~[QaQp1/[QaQg]) és K,
kinonegyensulyi allandoval (K, = [QaQgJ/[Qa...] = [Qa Qs]/[Qa4’...]) kielégitden
leirhaté (Tandori és mtsai., 1991;Nagy ¢és mtsai., 1999;Halmschlager és mtsai.,
2002). Itt [Qa...] és [Qa...] azt a RC-populacidt jelenti, amelyben a masodlagos
kinon kotéhelye aktiv maradt, de az a gerjesztés idopontjaban idélegesen iires.

A Qg oldali kinon kétési egyensulyi allando, Kq = [QaQg]/[Qa...] = [Qa
Qs)/[Qa...], a RC gerjesztés utani 450 nm-nél mért szemikinon jel
oszcillaciojabol hatarozhato meg (Nagy ¢és mitsai., 1999;Tandori és mitsai.,

1991;Halmschlager és mtsai., 2002). Itt a [Qa...] és [Qa ...] kifejezi az elsodleges

s

Fluoreszcencia vizsgalatok
A liposzoémak belsejébe kotott piranin fluoreszcenciajanak vizsgéalatahoz
Perkin-Elmer MPF-44A tipust spektrofluorimétert hasznaltam.
A gerjesztést 470 nm-rel végeztik, a fluoreszcenciat az emisszids
maximumnal. 510 nm-nél figyeltik meg. A fotomultiplier jelét megfeleld
kompenzaci6 és ersités utan digitalis oszcilloszkopba (HITACHI VC-6025), ¢s

a mérés utan IBM szamitogépbe vittiik at tarolas és tovabbi feldolgozas céljabol.

RC/karbon nanocsé kompozit eloallitasa

Az egyfali szénnanocsoveket Miko Csilla tisztitotta Forré Laszld
laboratoériumaban (Institute of Physics of Complex Matter, Ecole Polytechnique
Fédérale de Lausanne, CH-1015 Lausanne, Svajc) €s tole szereztiik be.

500 pl fotoszintetikus RC-hoz 25 pul SWNT-t adtunk és kb. 3 pl kinont
(UQ10-et). 10 £ 3 mg RC/mg SWNT tomegaranyban. Ezt kovetéen 3 napig
dializaltuk 10 mM TRISZ és 100 mM NaCl pufferben. A mintat naponta rovid és
ovatos ultrahangozasnak vetettiik ala (vizfiirdében, ELMA Transsonic 310 tipusu
ultrahangoz6 késziilékkel). A dializis befejezése utdn a mintdhoz 1 ml, az
el6zdvel megegyezd Osszetételii puffert adtunk, majd ultracentrifugaltuk (4 °C,
10 perc, 20000 g). Ezutan a feliiluszot leontottiik, a csapadékhoz pedig 1 ml

desztillalt vizet adtunk és az eldbbi korilményeknek megfeleléen
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ultracentrifugaltuk. A feliiluszot ismét eltavolitottuk, a csapadékhoz 200 pl
desztillalt vizet adtunk, majd ultrahangoztuk az el6zével megegyez6 paraméterek
mellett. Ezek utdn néhany cseppet Ny-aramban iiveglapra szaritottunk. A minta
egy részét szobahomérsékleten, a masik részét hiitészekrényben 4 °C-on
tartottuk. Mértiik az egyensulyi abszorpcids spektrumokat, a minta aktivitasat a

fényindukalt abszorpciovaltozas mérésével jellemeztiik.
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4. Uj tudomanyos eredmények

Lipid kettésréteg szerepe

1) A RC-ot PC, PG ¢és PC+CL lipidekbdl készitett liposzomakba betiltettiik, és
megmutattuk, hogy

a) az igy készitett vezikulak nagy valosziniiséggel lipid kettsrétegbdl allo
zart vezikulak;

b) benniik a RC orientacio véletlenszert.

2) A RC masodlagos kinonaktivitdsa (a P'Q™ - PQ toltésrekombinacié lassti
komponensének az amplituddja alapjan értelmezve) a PC liposzomaban
nagyobb (84.4 %) az LDAO detergenshez (73.9 %) képest, PG liposzoméban
azonban kb 50%. Ez utobbi valoszinilileg a Qg kotdhely hozzaférhetdségének
csokkenésével magyarazhato.

3) Megmértilk és meghataroztuk a Qa - Qp eléremend elektrontranszport
irodalombdl (detergensben) ismert mindkét komponensét mind a PC, mind a
PG rendszerben.

a) A gyorsfazisnak sem a részardnya (amplitudoja), sem az idéallanddja nem
kiilonbozott a liposzoma rendszerekben, jelezve, hogy az intrinsic
elektrontranszfer valosziniileg hasonlé mechanizmus alapjan torténik.

b) A lassi fazisban viszont lényeges kiilonbség mutatkozott. A pozitiv

fejcsoporta PC-ban a sebességi alland6 novekedett (gyorsabb
elektrontranszport), a negativ toltési PG-ban csokkent (lassabb
elektrontranszport) az LDAO-hoz képest.

4) A negativ toltésii PG-ban a terbutrin csak részlegesen gatolja a Qg oldal
aktivitasat.
5) Az anionikus lipidek specifikusan tudnak k6tédni a RC-hoz.

a) A PG kotédése jol kozelithetd Michaelis-Menten kinetikaval, jelezvén,
hogy feltehetden egy specifikus kotohely lehet (vagy ha tobb van, azok
kotési erdssége nem kiilonbozik 1ényegesen).

b) A CL kotédése az alacsony koncentracioknal eltér a Michaelis-Menten
kinetikatol. Alacsony koncentracional igen erds (akar szubsztochio-
metrikus) kotédés figyelheté meg.

6) PC liposzoméaban nem csak az elsd elektrontranszfer sebességi allanddja
novekedett, hanem a masodiké (kap(2)) is a detergenshez képest. Erdekes
moédon, a PG liposzomaban is ndtt ez a sebességi allando (az elsd
elektrontranszferé jelent6sen csokkent ebben a rendszerben).

7) A tobbszoros gerjesztés soran a RC tobbszords atfordulasat a Kap
(elektronegyensulyi) ¢és K, kinonegyensulyi 4alland6 szabja meg. A
membrankdrnyezetben ugy tlinik, hogy a K, a meghatarozo tényezo, ami igen
kicsi a PG liposzémakban.
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A toltésstabilizalodas energetikaja lipidekben

8) A P'Q - PQ toltésrekombinacio lassi komponensének kinetikajabol
meghataroztam a Qa és Qp koOzotti szabadenergiakiilonbséget PC és PG
liposzomakban (-62, -77, -89 mV LDAO, PC és PG rendszerekben rendre).
Ez a tendencia az in vivo allapothoz vald kozeledést jelenti, jelezvén,hogy
ezek a lipidek fontos szerepet toltenek be a RC-n beliili toltésstabilizalédasban
az €16 szervezetben.

9) A Kap homérsékletfiiggésébdl kiszamitottam a Qa/Qp allapotok kozotti
standard  szabadentalpiakiilonbségeket ¢és a két allapot  kozotti
entropiakiilonbséget a mar ismert AGap felhasznalasaval.

a) A folyamatokat 1ényegében az entalpiavaltozas vezeérli,
b) a AH-t Iényegesen a CL csokkentette,

c) az entropia hozzajaruldas mindegyik lipidben kisebb volt a detergenshez
képest, de csak a detergensben volt nagyobb a termikus szintnél (k*T=25
mV/mol).

Transzmembran protongradiens
10) Sikertilt fluoreszkald jelzémolekulat (piranint) beépiteni liposzémaba,

a) az igy elkészitett lipoproteid vezikuldk hossz ideig stabilak maradtak
szobahdémeérsékleten is,

b) protonateresztoképességilk kb. 15-25%-ban sokaig megmaradt, ami
tovabbi kalibraciok utdn alkalmas lehet arra, hogy membranpotencialt
szamolhassunk, illetve annak komponenseit szétvalasszuk.

A fotoszintetikus RC és egyfalu szén nanocsovek kapcsolata
11) Sikeriilt a fotoszintetikus reakcidcentrumokat egyfalii szén nanocsoévekhez
kapcsolni és az igy kapott bio-nanokompozit (SWNT/RC) anyag fo
spektroszkopiai tulajdonsagait meghatarozni;
a) Ez a kapcsolat a fehérjén beliili elektrontranszportot jellemzéen maddositja,
a fénygerjesztés altal kivaltott pozitiv és negativ toltések felhalmozodasat
eredményezi.
b) A fehérjén beliili toltésmozgast koveto relaxacios folyamatokra is hatassal
van.
c) A SWNT és a RC kozott a fénnyel valo gerjesztés utan redoxkolcsonhatas
lehetséges. Ez a jelenség kiilonb6zo gyakorlati alkalmazasok modellje
lehet.
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Summary

Introduction

Thanks to the structural (crystallography, Nobel prize to Michel, Deisenhofer,
Huber) and functional (theory, Nobel prize to Marcus) results together with the
works of molecular biology, computer- and electro- techniques, a wealth of
information made a relatively clear picture about the Kinetics, energetics and
stabilization of electron transport within the bacterial photosynthetic reaction
center (RC) (see e.g. Sebban et al., 1995; Wraight, 2004). However, several
important questions can still be addressed. The physical parameters of the
electron transport essentially depend on the type of the RC and environmental
factors. From this point of view, the membrane environment is of special
interest.

The kinetics and thermodynamics of the electron transfer reactions in
RCs are mainly studied in detergents, and the basic processes are already known.
However, there are more and more pieces of evidences that these parameters
have different features in artificial and/or in vivo membranes. The reaction center
of Rhodobacter (Rb.) sphaeroides consists of three polypeptides, known as L, M
and H subunits. The electron transfer after light excitation is initiated by the
primary donor bacteriochlorophyll dimer, (P, BChl,) followed by transient
reduction of bacteriochlorophyll monomer (BChl) and bacteriopheophytine
(BPheo). Consequently, the electron is trapped by the primary, Qa, and the
secondary quinone, Qg electron acceptor. Absorbing of one photon in the
absence of secondary donor to P* the electron is stabilized in the P*QAQp” state.
Depending on the free energy of the Qp/Qp redox couple the charge pair
recombines to the ground state PQAQp with characteristic reaction routes and
rates.

If secondary electron donor (e.g. cytochrome in vivo, or ferrocene, DAD,
TMPD etc. in vitro) is present, a second electron can be stabilized on the
secondary quinone by accepting two protons in the state of PQsQgHz. The

doubly reduced and protonated quinone then leaves the RC and is replaced by a
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fully oxidized quinone, Q, from the membrane pool. This cycle can be repeated
until one of the reaction components, the donor or the quinone acceptor, is
exhausted. The function of the quinone acceptor complex of the RCs depends
both on the redox and binding properties of the quinone molecules (Nagy et al.,
2004). If the quinones are bound to the reaction center, their redox properties are
determined by the environment and the chemical identity of the molecule. In this
work [ offer direct evidence for the role of characteristic native phospholipids -
phosphatidylcholine (PC), phosphatidylglycerol (PG), and cardiolipin (CL) - of
the membrane in charge stabilization in RC.

The one-dimensional structural and electronic properties of carbon
nanotubes have made them suitable candidates for the promotion of
heterogeneous electron transfer studies, in which delicate biomolecules
“communicate” with the interface of electric circuits. There are convincing
pieces of evidences that nanotubes are very efficient components in devices
based on biomatter. For example, bioelectrochemical reactions can be driven by
attaching small proteins to the surface of carbon nanotubes (Davis et al., 1997;
Britto et al., 1996). Well-controlled aligned carbon nanotubes can be applied as
immobilization matrices and as mediators for the development of third-
generation amperometric biosensor devices (Sotiropoulou and Chaniotakis,
2002). It was found that the protein structure and function were highly
influenced by the nanoscale environment. Thirty percent of the activity of the
soybean peroxidase and only 1% of the activity of the R-chymotrypsin remained
if these proteins were bound to single-walled carbon nanotubes (SWNT)
(Karajanagi et al., 2004). The present work is the first to show experiments
carried out with photosynthetic RC pigment protein complex, the well-known
redox-active enzyme in which light energy initiates a chain of intraprotein

electron transport reactions attached to SWNT.
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Aims

Determining the role of the lipid bilayer

1) Building RCs into liposomes prepared from PC, PG and PC+CL lipids and
showing that the liposomes are probably closed bilayer vesicles and the
orientation of the RCs are probably random.

2) Determining the secondary quinone activity in PC and PG liposomes in terms
of the P*Q” — PQ charge recombination.

3) Determining the parameters of components of the Qa'Qp — QaQg" forward
electron transport in PC and PG liposomes.

4) Characterizing the binding properties of the anionic lipids (PG and CL) to the
RC.

Characterizing the energetics of charge stabilization in lipids

5) Determining the free energy difference between the Q4 and Qg populations in

RCs reconstituted in different lipids.

6) Characterising the thermodynamic requirements (enthalpy and entropy
contribution) of the QaQp — QaQg’ forward electron transport in PC and PG

liposomes.

Determining the transmembrane proton gradient

7) Incorporating fluorescent dye, pyranine, into the internal compartment of the
liposomes and characterising the light induced proton gradient across the

lipoprotein bilayer.

Connection RCs to SWNTs
11) Preparing SWNT/RC bionanocomposite material and determining the

spectral characteristics of this complex.
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Materials and methods

Cell cultivation and RC preparations:

Carotenoidless Rb.  sphaeroides R-26  cells  were  grown
photoheterotrophically under anaerobic conditions in medium supplemented with
potassium succinate. Chromatophores and RCs were prepared as described
earlier (Tandori er al, 1995). RCs were solubilized by LDAO (N,N-
dimethyldodecylamine N-oxide; Fluka) and purified by ammonium sulfate
precipitation  followed by DEAE-Sephacel (Sigma) anion-exchange
chromatography. The fractions of OD230/ODso; ratio between 1.27 and 1.50 were

collected and used for further experiments.

Proteoliposome preparation:

RC-proteoliposomes were prepared by gel filtration micelle-to-vesicle
transition technique. Calculated amount of phospholipid (POPC, Cholesterol,
PG, PI) is solved in chloroform and dried on the wall of conical tube under
nitrogen stream forming a thin film. The film is dissolved with 0.5 ml of Na-
cholate (1.4% solution) or OG (4%) in phosphate buffer (10 uM KPi, 10 mM
KCl, 150 uM pyranine, pH 7.2). The solution is sonicated in order to form mixed
phospholipid/detergent micelles. Small volume of the RC solution is added and
is vigorously shaken to allow the phospholipid/protein/ detergent micelles
formation than loaded on Sephadex G-50 column, previously equilibrated with
phosphate buffer (10 pM KPi, 10 mM KCI, 150 pM pyranine, pH 7.2). The
fraction containing the liposomes was collected and loaded on a second column
equilibrated with pyranine free K-phosphate buffer (10 uM KPi, 10 mM KCl, pH

7.2) in order to remove the external pyranine (Trotta et al., 2002).

Fluorescence measurements:

Pyranine is a water-soluble fluorescent dye which is very sensitive to pH
in the interval close to the pK, = 7.2 of the ionization of the hydroxyl group of
the molecule in aqueous solution. The ratio between the excitation peaks at 404

and 456 nm can be calibrated and used as an internal pH-indicator regardiess the
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absolute value of the emission peak, allowing to estimate the initial and final pH
values in the liposome. The steady state fluorescence excitation spectra were
measured by a Perkin Elmer MPF-44A spectrofluorimeter, which was supplied

with a home made sample holder assuring continuous stirring during pH

adjustment.

Kinetic absorption spectrophotometry:

Excitation-induced absorption changes were measured routinely by a
single-beam kinetic spectrophotometer of local design (Tandori et al. 1995;
Lakatos ef al. 2002). The P/P* and Q/Q redox changes of the primary
bacteriochlorophyll dimer and the quinones at the acceptor complex (Nagy et al.,
1999; Tandori et al., 1995) and the electrochromic response of the absorption of
bacteriopheophytins to the Qa'Qs and QaQg" states (Tiede er al,, 1996) were
detected at 603, 450, and 771 nm, respectively. The apparent one-electron
equilibrium constant in the quinone acceptor complex, Kap = [QaQs)/[Qa Qs],
was determined from the rate constants of the fast (k) and slow (ks) components
of the P*(QaQs) — PQAQs charge recombination in the dark: Kag = k¢ks - 1.
The free energy gap between Qa'Qs and QaQp’ states is AG°Ap=-kgT In Kag,
where kg and T are the Boltzmann constant and the absolute temperature,
respectively (Wraight and Stein, 1980; Kleinfeld er al, 1985). The quinone
binding equilibrium constant of the Qg site, K = [QaQs)/[Qa...] = [QaQa)/[Qa
...], was obtained from the model of the oscillation pattern of the semiquinone
signal measured at 450 nm upon subsequent flash excitation of the RC (Nagy et
al., 1999; Halmschlager et al, 2002). Here [Qa...] and [Qa"...] denote the
concentrations of the RC in oxidized and reduced states of the primary quinone,
respectively. These species are able to bind quinone to the temporarily empty Qg

site.

Binding RC to SWNT:
Commercially available SWNTs, produced by a high-pressure CO
process (HiPco), have been purchased from Carbon Nanotechnologies

Incorporated Company and were purified by wet oxidation technique in the
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laboratory of Laszl6 Forré (Institute of Physics of Complex Matter, Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne, Switzerland). In order to bind RCs to
SWNTs purified RCs were incubated with the suspension of SWNT and
subjected to intensive dialysis against distilled water for three days. The RC
concentration was kept as high as possible, routinely 80-100 uM. The mass to
mass ratio was routinely 10£3 mg RC/mg SWNT. After the dialysis the sample
was sedimented by ultracentrifuge (100,000 x g, 20 min, SORVALL ULTRA
Pro, A-1256 rotor) and the precipitate was suspended in distilled water by
sonication for 10-20 seconds. Few drops of sample was dried onto a glass surface

under N, stream then the optical characteristics were measured.

Data evaluation:
The standard free energy difference of the quinones, AGag’ was

determined from the apparent one-electron equilibrium constant, Kag, in the
quinone acceptor complex. The standard enthalpy difference of the quinone
states were determined from the slope of the van't Hoff plot of the temperature
dependence of the equilibrium constant: d(InKag)/dT=AH%RT®. The
thermodynamic parameters of activation related to the interquinone ET were

determined assuming the transition state theory (Eyring's equation):

x-R+AS“ AH* 1
h R R T

ln£=ln
T

where k is the observed rate constant, k is the transmission coefficient (usually
equals to 1, Andreasson et al., 2003), & is the Planck constant, R is the universal
gas constant and AH" and AS” are the enthalpy and entropy changes of activation,
respectively. AH' is calculated from the slope and AS* is determined from the

intercept of the best-fit of straight lines through the measured data.
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New results

The role of the lipid bilayer

1) The RCs were built in liposomes prepared from PC, PG and PC+CL lipids,
and we have shown that

a) the liposomes are probably closed bilayer vesicles;

b) the orientation of the RCs are probably random.

2) The secondary quinone activity (in terms of the P'Q° — PQ charge
recombination) is larger in PC liposomes (84.4 %) compared to the LDAO
detergent (73.9 %), however, this value is only 50 % in PG liposomes. This
latter effect can be explained by the accessibility of the Qg site.

3) We determined the components of the Qa™ — Qg electron transport in PC and
PG liposomes.

a) There was no difference in the parameters of the fast phases indicating
that the mechanism of the intrinsic electron transfer is probably the same
in these systems.

b) There was large difference in the parameters of the slow components.
The rate of the electron transport was facilitated in PC (with positive head
group) and reduced in PG (negative head group) compared to the LDAO.

4) There was only a limited inhibition of the Qp site by terbutryn in PG

environment.

5) The lipids with anionic head groups bound to specific sites of the RC.

a) The binding of PG can be well described by Michaelis-Menten kinetics
indicating the probably there is only one sepcific binding site.

b) The binding of CL at low concentration does not follow the Michaelis-
Menten kinetics.

6) The rate of the second electron transfer is also increased both in PC and PG. It
is interesting to note that the rate of the first electron transfer is decreased in
this latter system.

7) The multiple turnover of the RC is determined by the Kap electron

equilibrium constant and the K, quinone equilibrium constant. It seems that
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Kq is the determining parameter in the membrane environment and it is the

smallest in PG.

The energetics of the charge stabilization in lipids

8) By measuring the kinetics of the P*Q" — PQ charge recombination I have
determined the free energy difference between the Q4 and Qp populations.

It was -62, -77, -89 mV in LDAO, PC and PG, respectively.

9) By using the temperature dependence of Kag I calculated the enthalpy change

of the Qa~ — Qp electron transport and the entropy contribution to this

reaction. I have found that
a) the forward electron transport is driven by the enthalpy change in lipids;
b) the enthalpy change is reduced considerably by CL;

¢) the entropy contribution was small in every lipids compared to the case
of the LDAO detergent. It was larger than thermal level (k*T=25
mV/mol) only in LDAO.

Transmembrane proton gradient

10) I managed to incorporate fluorescent dye into the internal compartment of

the liposomes.

a) The liposomes prepared this way were stable for long time also at room

temperature.

b) The proton conductivity remained at the level of about 15-25%, which
can be suitable for calculating the different componcnts of the proton

motive force after careful calibration.

Connection of RCs to SWNTs
11) We prepared SWNT/RC bionanocomposite material and the spectral

characteristics of this complex were determined.
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a) The interaction between RCs and SWNTs modifies the electron transport
in the RCs specifically resulting the accumulation of positive and

negative charges.
b) This interaction affects the charge relaxation processes which

accompany the electron transport as well.

c) There is a redox communication between the SWNT and RC after the light

excitation, which phenomenon can be a model for several possible practical

applications.

130



References

Andreasson U, Carlsson T, Andreasson LE (2003) Spectroscopic
characterization of a semi-stable, charge-separated state in Cu?*-substituted
reaction centers from Rhodobacter sphaeroides. Biochimica et Biophysica
Acta-Bioenergetics 1607, 45-52.

Britto PJ, Santhanam KSV, Ajayan PM (1996) Carbon nanotube electrode for
oxidation of dopamine. Bioelectrochemistry and Bioenergetics 41, 121-125.

Davis JJ, Coles RJ, Hill HAO (1997) Protein electrochemistry ‘at carbon
nanotube electrodes. Journal of Electroanalytical Chemistry 440, 279-282.

Halmschlager A, Trotta M, Tandori J, Rinyu L, Pfeiffer I, Nagy L (2002) A
mathematical model for quinone-herbicide competition in the reaction
centres of Rhodobacter sphaeroides. F unctional Plant Biology 29, 443-449.

Kalman L, Gajda T, Sebban P, Maroti P (1997) pH-Metric Study of Reaction
Centers from Photosynthetic Bacteria in Micellular Solutions: Protonatable
groups equilibrate with the aqueous bulk phase. Biochemistry 36, 4489-4496.

Karajanagi SS, Kim DY, Kane RS, Dordick JS (2004) Enzyme-nanotube
conjugates as functional nanomaterials. Abstracts of Papers American
Chemical Society 227, U890.

Kleinfeld D, Okamura MY, Feher G (1985) Electron transfer in reaction centers
of Rhodopseudomonas sphaeroides. 11. Free energy and Kinetic relations
between the acceptor states Qa Qff and QAQs % Biochimica et Biophysica
Acta 809, 291-310.

Lakatos M, Groma G, Ganea C, Lanyi JK, Varo Gy (2002) Characterization of
the azide-dependent bacteriorhodopsin-like ~photocycle of salinarum
halorhodopsin. Biophysical Journal 82, 1687-1695.

Nagy L, Fodor E, Tandori J, Rinyu L, Farkas T (1999) Lipids affect the charge
stabilization in wild-type and mutant reaction centers of Rhodobacter
sphaeroides R-26. Australian Journal of Plant Physiology 26, 465-473.

Nagy L, Milano F, Dorogi M, Agostiano A, Laczko G, Szebenyi K, Varo Gy,
Trotta M, Maroti P (2004) Protein/lipid interaction in the bacterial
photosynthetic reaction center: phosphatidylcholine and phosphatidylglycerol

131



modify the free energy levels of the quinones. Biochemistry 43, 12913-
12923.

Palazzo G, Mallardi A, Giustini M, Berti D, Venturoli G (2000) Cumulant
analysis of charge recombination kinetics in bacterial reaction centers
reconstituted into lipid vesicles. Biophysical Journal 79, 1171-1179.

Sebban P, Maroti P, Schiffer M, Hanson DK (1995) Electrostatic dominoes: long
distance propagation of mutational effects in photosynthetic reaction centers
of Rhudubacter capsulatus. Biochemistry 34, 8390-8397.

Sotiropoulou S, Chaniotakis NA (2002) Carbon nanotube array-based biosensor.
Analytical and Bioanalytical Chemistry 375, 103-105.

Tandori J, Nagy L, Maroti P (1991) Semiquinone oscillation as a probe of
quinone herbicide binding in bacterial reaction centers. Photosynthetica 25,
159-166.

Tandori J, Nagy L, Puskas A, Droppa M, Horvath G, Maroti P (1995) The
11e1.229 -> Met mutation impairs the quinone binding to the Qgpocket in
reaction centers of Rhodobacter sphaeroides. Photosynthesis Research 45,
135-146.

Tiedle DM, Vazquez J, Cordova J, Marone PA (1996) Time-resolved
electrochromism associated with the formation of quinone anions in the
Rhodobacter sphaeroides R26 reaction center. Biochemistry 35, 10763-
10775.

Trotta M, Milano F, Nagy L, Agostiano A (2002) Response of membrane protein
to the environment: the case of photosynthetic Reaction Centre. Materials
Science & Engineering C-Biometic and Supramolecular Systems 22, 263-
267.

Wraight CA (2004) Is the midpoint redox potential of Qa in bacterial reaction
centers pH dependent or independent? Biophysical Journal 86, 12A.

Wraight CA, Stein RR (1980) Redox equilibrium in the acceptor quinone

complex of isolated reaction centers and the mode of action of O-

phenanthroline. FEBS Letters 113, 73-77.

132





