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1. Bevezetés

A fotoszintézis soran az autotrof ¢l6lények: ndvények és egyes baktériumok; a Nap
fényenergiajanak segitségével szerves vegylileteket, és oxigént allitanak el6. A fény
begyljtését, majd atadasat a fotoszintetikus reakcidcentrumok nagy r1észénél
klorofillmolekuldk végzik. Mivel a fotoszintéziskor lejatszodd fényenergia atalakitasa
kémiai potencialld egyike a természetben megtalalhaté alapvetd folyamatoknak, a
folyamat intenziv kutatds tdrgya napjainkban is. Az utobbi husz év technikai fejlodése
((opto)elektronika, szamitastechnika, molekularis biologia, stb.) kiilonos fellendiilést
hozott a részletek kutatasaban.

Az intenziv kutatasoknak koszonhetéen alapos ismeretanyag gyilt Ossze a
toltésszétvalasztasrol és -stabilizalodasrol, amelyek az izolalt reakcidcentrum-fehérjében
(RC) is lejatszodnak. A bakterialis RC kristalyositasaért 1988-ban (Michel, Deisenhofer,
Huber), a nagytavolsaga elektrontranszfer elméletéért 1993-ban (Marcus) kaptak Nobel-
dijat. Nagymennyiségii adat els6sorban izolalt rendszerekrol, detergensbe agyazott RC-ok
mukodésérol all rendelkezésiinkre. Kevésbé ismert azonban a fehérje szerkezete és
funkcidja a membranban, kiiléndsen in vivo, €s az, hogy miként indukalja a fény a redox
reakcidkat a csatolt proton atadasi folyamatokkal, amelyek jelentések a membran
energizalasaban.

Mindezek mellett kiilonleges figyelmet kap ujabban az az elképzelés, hogy
bioldgiai anyagok, példaul fehérjék hatékony komponensei lehetnek olyan rendszereknek,
melyekben a kiilonleges tulajdonsaggal bir6 szervetlen anyagok (pl. szén nanocsdvek) is
részt vesznek. Kézenfekvd tehat a két rendszerbdl egy ujfajta, un. bio-nanokompozit
eldallitasa, mely sikeresen 6tvozné mindkét anyag értékes tulajdonsagait. A RC eldnyos
tulajdonsagai kozott kell megemliteniink azt, hogy benne a fénnyel valdo gerjesztés
hatasara kozel 100% hatékonysaggal toltésszétvalasztas torténik, és azt, hogy jellemzd
fényelnyelése a kozeli infravords tartomanyban van. A szén nanocsdvek kivételes
elektromos vezetési sajatsagokkal rendelkeznek. Az egyfali szén nanocsovekben a
félvezeto és fémes vezetési tulajdonsagok keverednek, mig a tobbfalu szén csovek fémes
vezetok. Vannak irodalmi adatok arra is, hogy a szén nanocsdvek redoxreakciokat
katalizal6 enzimekkel redox-kapcsolatban lehetnek (pl. gliik6zoxidazzal). Rendkiviili
lehetdség adodik arra, hogy a RC-ban létrejovo fényindukalt elektrontranszport és a szén

nanocsovek redoxtulajdonséagait 6sszekapcsoljuk.



A szénnanocsovek, koziilikk is elsdsorban az egyfalu szén nanocsdvek (SWNT)
egydimenzids elektromos és strukturalis adottsdgaik miatt szdmos felhasznalasi
lehetdséget kindlnak, pl. a nanoelektronikaban. A figyelem megalapozott, mert: az SWNT
hatasara a biologiai anyag (pl. fehérje) szerkezetében ¢és miikodésében specifikus
valtozasok kovetkezhetnek be. Az igy nyert komplex egyedi elektromos tulajdonsagai
miatt alkalmas lehet kiilonb6z6 specifikus feladatok megoldasara, pl. energiaatalakitasra
¢s energia tarolasara.

A RC/lipoproteid és a RC/szénnancs6 komplexek érdekes ¢és meglepd
Osszehasonlitasra adhatnak alapot. Mindkét rendszer a nanoszkopikus mérettartomanyba
tartozik, amely ezzel egyiitt kiilonleges tulajdonsgokat is kolcsondz ezeknek a
rendszereknek. Ebbol a szempontbol nem elhanyagolhatoak a rovidtava, koézvetlen
kolesonhatasok (pl. a RC kapcsolata a kozvetlen kornyezetében levd lipidekkel, vagy a
RC-szénnanocs6 kolcsonhatasok), de a rendszer egészére kiterjedd a tulajdonsagai sem.
Példanak emlithetjiik azt, hogy a szén nanocs6/RC kapcsolat kovetkeztében az egész
komplex elektromos tulajdonsdga megvaltozhat, mint ahogyan a RC/zart vezikularis
rendszeré is. Dolgozatomban e két rendszer elonyds tulajdonsagait is megprobalom

kihasznalni.

2. Irodalmi attekintés

A fotoszintézis az egyetlen folyamat a természetben, amely soran nagyobb
mennyiségli napenergia tarolodik. Ez az alapvetd energiaatalakitasi folyamat teszi
lehetové a fotoszintetizald baktériumok ¢és ndvények novekedését és szaporodasat,
amennyiben rendelkezésre all kelld mennyiségi széndioxid, viz és ezekhez képest
csekélyebb mennyiségben bizonyos dsvanyi anyagok.

Baktériumokban a fotoszintetikus energiaatalakitds folyamatai lényegesen
egyszeriibbek, mint névényekben. Amig novényekben két fotokémiai reakciocentrum
miukodik, addig baktériumokban csak egy. A biborbaktériumok RC-a a novények PSII
fotokémiai rendszerével mutat nagymértékii hasonldsagot.

A fotoszintetikus RC intracitoplazmatikus membranrendszerbe (tn. kromatofordkba)
agyazott pigment-protein  komplex, amely fehérje-alegységekb6l ¢és  redox-
tulajdonsagokkal rendelkezd kofaktorokbdl all A “fehérjevazhoz” nem-fehérjetermészetii

redoxaktiv pigmentmolekulak, un. kofaktorok is kapcsolodnak: négy bakterioklorofill



(BChl), két bakteriofeofitin (BPheo), elsddleges kinon (Q4), masodlagos kinon (Qg), nem-
hemtipust vas (Fez+).

A négy BChl koziil a két legkozelebbi dimert alkot (SP), és mint els6dleges
elektrondonor vesz részt a redox-folyamatokban, a masik kettd pedig monomerként
helyezkedik el az elektrontranszport lancban. Részletesebb attekintésként lasd pl. Allen és
mtsai. (1987) publikaciot.

A kofaktorok két, a bakterioklorofill dimeren és a Fe?'-on atmend, a membréanra
merdleges sikra vonatkoztatott, megkdzelitéleg tiikkorszimmetrikus agat (A €s B) alkotnak.
Ezek kozill azonban csak az A-ag aktiv. A kinonok két elektronnal redukalhatok, és a
kettés redukcid utan két proton felvételére képesek. Jol definidlt kdzépponti
redoxpotenciallal rendelkeznek, k6zépponti potencialjuk azonban erdsen fiigg a kdrnyezet
polarizalhatosagatol (dielektromos allanddjatol) és protonadlhatosagatol (az oldoszer
protikus vagy aprotikus voltatol). Mivel kornyezetiik erdsen kiilonbozik, a Qa és Qp
redox- és kotési tulajdonsagai jelentésen eltérnek. A Qa a fehérje erdsen hidrofob
kornyezetében talalhato, egy elektronnal redukalhato, a RC-hoz erdsen kotodik, és onnan
csak nehezen valaszthatdo le. A Qp kdrnyezetében sok a vizmolekula, a protonalhato
aminosavak gytirtiként veszik korbe a pK-juknak megfeleldoen. Redukci¢jahoz két elektron
sziikséges (két H' felvétele mellett), majd az igy képzédott dihidro-kinol (QH,) a RC-rol
levalik, helyébe tjabb (oxidalt) kinon keriil a membran kinon-raktarabol (Feher és mtsai.,
1989; Paddock és mtsai., 1994).

C-gyel jelslt detergensekkel (Feher és Okamura, 1978) és strukturalis adatokkal
(Deisenhofer és Michel, 1989) igazolhat6 volt, hogy a RC koriil viszonylag keskeny (kb.
3 nm) hidroféb zoéna alakul ki, amely né¢hany szaz detergens- vagy lipidmolekulaval valo
kolesonhatést tesz lehetévé. Ezek a kolcsonhatasok a kofaktorokra kiilonbozé hatdsokkal
lehetnek. A primer donor a periplazmatikus felszinhez kozelebb, a pigment-protein
komplex belsejében helyezkedik el. A Qa, az intracitoplazmatikus felszinhez ugyan
kozelebb van, &m meglehetésen jol beagyazva egy apolaris, 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 szdmos ionizalhato,
protonaciora/ deprotonaciora képes aminosav oldallanc van (Kalman és Maroti, 1994),
igy a redoxpotencialja nagyon érzékenyen valtozik a kdrnyezeti hatdsokra, és az esetleges

lipidosszetétel valtozasaira is. A Qp redukcioja (mind az els6, mind a masodik elektronnal)



protonok felvételével jar egyiitt, amelyben fontos szerepet jatszanak a kornyezetében 1&vo
protonalhat6é aminosav oldallancok.

Természetesen a f6 célunk az, hogy megértsiik, milyen a RC szerkezete és hogyan
mikodik az ¢16 membranban. Az é16 membran Osszetettsége azonban nagyon megneheziti
annak az eldontését, hogy milyen komponensek, milyen hatasok befolyasoljak a RC-
szerkezetét és miikodést.

A kiilonbozé 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), szdjabab, vagy tojassargaja lecitin) széles korben
hasznaltak a biologiai membranok funkcidjanak ¢€s szerkezetének modellezésénél. A
foszfatidilkolin (PC) és a foszfatidilglicerol (PG) jelent6s mennyiségben megtalalhato a
fotoszintetikus baktériumok membranjaiban (Nagy €és mtsai., 1999), a kardiolopidnek
(CL) specifikus jelentdsége is lehet a fotoszintetikus apparatus mikddésében. Mivel a CL
két foszfatidilglicerol-molekulabol all, szerepének kideritésében jelentosége lehet annak a
megfigyelésnek, hogy cianobaktériumokban a PG az elektronnak a Qg-n torténd stabi-
lizalodasat befolyasolhatja (Gombos és mtsai., 2002; Hagio és mtsai., 2000).

A POPC specialis figyelmet kaphat, mert fiziologiai hdmérsékleten folyékony
fazisba vihetd (fazisatmeneti hdémérséklete -2.6+2.1 °C). Ugyanakkor az altalunk
alkalmazot rendszer fazissajatsagait nehéz megjosolni az elég nagy mennyiségben
jelenlevo koleszterin, ubikinon és RC miatt. A (Thewalt és mtsai., 1992) altal POPC/Chol
rendszerre bemutatott fazisdiagram alapjan azonban valdszinisithetjiik, hogy az altalunk

vizsgalt rendszerben a gél és a folyadékkristalyos fazisok keveredése fordulhat elo.

A membran protonateresztd képessége fligghet a membran fizikai/kémiai
paramétereitol (pl. fluiditasatol), mikroszerkezetétol (éppen melyik fazisban talalhato,
milyen kompartmentek lehetnek benne), fehérjetartalomtol, és egyéb molekulafajtak (pl.
szabad zsirsavak, koleszterin) jelenlététdl (Lande és mtsai., 1995; Deamer és Nichols,
1989). A koleszterinek kitiintetett szerepe van a protonateresztoképesség befolyasolasaban
(Lande és mtsai., 1995). A koleszterin jelenléte csdkkenti a protonateresztoképességet, de
egy bizonyos koncentracio folott, feltehetéen a koleszterin domének megjelenése miatt az
ugrasszerlien megnd. A fehérjék jelenléte is ndvelheti a protonateresztoképességet. Ennek

valészinli oka az, hogy jelenlétikben n6 a membran heterogenitasa, megvaltozik a



doménszerkezete, kornyezetiikben megvaltozik a mikrostruktira (Barlic és mtsai., 2004;

Riegler és Mohwald, 1986).

A lipid kornyezeten kiviil egyéb nanostrukrutdk is befolyasolhatjdk a RC

mikodését. Mit is jelenthet a szén nanocs6 kornyezet?

Mind az egyfali, mind a tobbfali szénnanocsdvekbdl kiilonb6zo polimerekkel
vagy szervetlen vegyiiletekkel kombindlva kompozitok hozhatok Ilétre. Ezeket az
anyagokat igen széles korben hasznaljak fel: a szénnanocsdvekkel megerdsitett, fém-
matrixi  kompozitoknak egyediilalld6 mechanikai tulajdonsagaik vannak; templatként
alkalmazzak szervetlen nanoszerkezetek -elballitasara; ezen kiviil felmeriilt annak
lehetdsége, hogy a nanocsoveket elektromos egységként elemekben €és szenzorokban is
kompozit anyagként felhasznaljak.

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

Kisméreti proteinek nanocsd-feliilethez vald kotodésével bioelektrokémiai
reakciok katalizalhatok (Britto és mtsai.,, 1996; Davis és mtsai., 1997, 7. abra). A
nagymértékben rendezett szén nanocsdvek immobilizacidés matrixként, vagy mediatorként
alkalmazhatok harmadik generaciés amperometrids bioszenzor késziilékek kifejlesztésénél
(Sotiropoulou és Chaniotakis, 2002). A szénnanocsdvek egydimenzios 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
nanocsovek feliilete kozotti elektrontranszfert tudtak kimutatni (Davis és mtsai., 2003). A
vizsgalatok azt mutattdk, hogy a fehérje szerkezetét és funkcidjat nagymértékben
befolyasolja a nanocsd kornyezet. A szodjabab peroxidaz aktivitasanak 30%-a, az
akimotripszin aktivitisanak csupan 1%-a marad meg, ha ezek a proteinek az SWNT-hoz

kotddnek (Karajanagi és mtsai., 2004).



3. Célkituzések

Lipid kettdsréteg 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 igy készitett rendszerek nagy valoszinliséggel lipid kettdsrétegbol allo

zart vezikulak;
b) benniik a RC orientacigja valdsziniileg véletlenszerti.

A RC masodlagos kinonaktivitasanak meghatarozasa PC és PG liposzomakban
(a P'Q° — PQ toltésrekombinacio lassa komponensének az amplitudoja

alapjan).

A QA Qs — QaQp eloremend elektrontranszport detergensben mért,
irodalombdl ismert paramétereinek (gyors- ¢és lasstfazis részaranya,

idéallandoi) meghatarozasa mind a PC, mind a PG rendszerben.
Az anionikus lipidek RC-hoz val6 specifikus kotddési helyeinek meghatarozasa.

A tObbszords gerjesztés soran a RC tobbszords atfordulasanak jellemzése

kiilonb6z6 membrankdrnyezetekben.

A toltésstabilizalodas energetikaja lipidekben

6)

7)

A P'Q  — PQ toltésrekombinacio lassi komponensének kinetikdjabol a Qa és
Qg kozotti szabadenergiakiilonbségek meghatarozasa PC és PG liposzomakban
A  Kap hoémérsékletfiiggésébol a Qa/Qp allapotok kozotti  standard

szabadentalpiakiilonbségek ¢és a két allapot kozotti entropiakiilonbség

kiszamitasa.

Transzmembran protongradiens

8)

Fluoreszkald jelzémolekula (piranin) liposzoméaba valdo beépitésével a
transzmembran protongradiens kiépiilésének, és fennmaradasanak kimutatasa,

kinetik4janak meghatarozasa.



A fotoszintetikus RC és egyfalu szén nanocsovek kapcsolata
9) A fotoszintetikus reakciocentrumok egyfala szén nanocsdvekhez kapcsolasa és
az igy kapott bio-nanokompozit (SWNT/RC) anyag f6 spektroszkopiai

tulajdonsagainak meghatarozasa.

4. Anyagok és modszerek

RC fehérje tisztitasa

Rhodobacter sphaeroides R-26 karotinoidmentes torzs, reakciocentrumanak izolalasanal
¢s tisztitdsanal standard fehérje-tisztitasi modszereket alkalmaztam: a sejteket ultrahanggal
tortem fel, a membran-fragmentumokat (kromatoforat) ultracentrifugalassal nyertem,
végil a RC-ot LDAO detergenssel oldottam ki, és ammoénium-szulfatos kicsapassal,

valamint DEAE-Sephacell ioncserélé oszlopkromatografiaval tisztitottam.

Lipoproteid rendszerek preparaldsa

A tisztitott RC-okat PC, illetve PG alapt vezikuldkba helyeztem. PC/PG,
foszfatidilinozitol (PI), UQ;o (2,3-dimethoxy-5-methyl-6-decaisoprenol-p-benzoquinone)
Ossze. A keverés utan lipideket nitrogénarammal Eppendorf-csé falara szaritottam.
(Ollivon és mtsai., 2000; Trotta és mtsai., 2002).

Ezek utan a csovekbe 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. Az igy elkészitett Ch/lipid alapu kevert micellakhoz adtam a fotoszintetikus
reakciécentrum LDAO detergenses oldatat, majd vortex-szel egy percig intenziven
kevertettem. A kevert micellakat tartalmazo mintat elészor 5 mM foszfatot, 5 mM KCl-ot
¢s 1| mM piranint tartalmazo pufferrel (pH: 6.8) ekvilibralt Sephadex G-50
molekulasziirére vittem, és ugyanezzel a pufferrel elualtam. Az 6sszegylijtott frakcioban a
RC mar zart vezikuldkba épiilt be, de a vezikuldk mindkét oldalan levd térben (mind a
vezikulak belsejében mind pedig azon kiviil) megtalalhaté a piranin jelzémolekula a
kiindulasi koncentraci6 szerint. A fofrakciot ujabb kromatografias eljarasnak vetettem ala,
mely az els6t6l 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 mitsai.,
2004).

Fényindukalt abszorpcidvaltozas mérése:

A mintdk aktiv RC-koncentraciojat és a toltésrekombinacié kinetikajat
abszorpciovaltozas alapjan hataroztam meg, hazikészitésii egysugaras spektrofotométerrel.
A flash-indukalt abszorpcidvaltozds az egyszeri tOltésszétvalasztas kinetikajanak
spektrofotometrids vizsgalatainal rutinszertien hasznalhat6 (Tandori és mtsai.,, 1995;
Lakatos és mtsai., 2002). A P/P" BChl dimer elsédleges elektrondonor és a Q/Q™ akceptor
komplex kinonjai redoxallapotairdl altalaban a 430, 450, 603, 860 nm-nél mért
abszorpciovaltozas kinetikai, illetve a BPheo 771 nm-nél mért elektrokrom eltolodasanak

a kinetikdja tajékoztat (Nagy és mtsai., 1999; Tandori és mtsai., 1995; Tiede és mtsai.,

1996)

Abszorpciovaltozas adatainak kiértékelése
A vizsgalt reakciok tobbsége elsérendli folyamatként kezelhetd, igy exponencialis
fiiggvénnyel irhatdé le. A kinetikdk 4ltaldban tobb fazist is tartalmaznak (tSbb

exponencialis 6sszegeként kezelhetdk):

ahol A; az amplitado idofiiggése, A; az i-edik komponens amplitidoja a t = 0 id6pontban,
ki pedig, a sebességi allandoja.

A kinetikai paraméterekb6l a Qa Qg — QaQp" eclektrontranszport AG’
szabadenergiavaltozasa, azaz a toltés stabilzacios energidja is kiszamolhatd. A folyamat
K45 =[QaQpT[Qa Qg] egyensulyi allandoja a mért kap €s kgp idéallandokbol kiszamolhato:
Kyp = kap/kpp-1. Az egyensulyi allando ismeretében pedig: AGABO = -kg-T-in K45, ahol kg a
Boltzmann-allando, T az abszolut hdmérséklet (Wraight és Stein, 1980; Kleinfeld és mtsai.,
1985).

A szemikinon keletkezésének és eltlinésének binaris oszcillacidja 1ényegében két
paraméterrel a K. elektronegyenstlyi (K.~[QaQg1/[QaQg]) és K, kinonegyensulyi
allandoval (K, = [QaQg]/[Qa...] = [QaQs)/[Qa4’...]) kielégitden leirhato (Nagy és mtsai.,



1999; Halmschlager és mtsai., 2002). Itt [Qa...] és [Qa"...] azt a RC-populaciot jelenti,
amelyben a masodlagos kinon kotohelye aktiv maradt, de az a gerjesztés idopontjaban
id6legesen fires.

A Qg oldali kinon kotési egyensulyi allando, Kq = [QaQg]/[Qa...] = [Qa Qs]/[QA
...], @ RC gerjesztés utani 450 nm-nél mért szemikinon jel oszcillacidjabol hatarozhato

meg (Nagy és mtsai., 1999; Halmschlager és mtsai., 2002). Itt a [Qa...] és [Qa ...] kifejezi

crcr

Fluoreszcencia vizsgalatok
A liposzomak belsejébe kotott piranin fluoreszcenciajanak vizsgalatdhoz Perkin-
Elmer MPF-44A tipusu spektrofluorimétert hasznaltam.
A gerjesztést 470 nm-rel végeztiik, a fluoreszcenciat az emissziés maximumnal. 510
nm-nél figyeltik meg. A fotomultiplier jelét megfeleld kompenzacid és erdsités utan
digitalis oszcilloszkopba (HITACHI VC-6025), és a mérés utan IBM szamitégépbe vittiik

at tarolas és tovabbi feldolgozas céljabol.

RC/karbon nanocsé kompozit eléallitasa

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

500 pl fotoszintetikus RC-hoz 25 ul SWNT-t adtunk és kb. 3 pl kinont (UQ10-et).
10 £ 3 mg RC/mg SWNT tomegaranyban. Ezt kdvetden 3 napig dializaltuk 10 mM TRISZ
¢s 100 mM NacCl pufferben. A mintat naponta rovid €s dvatos ultrahangozasnak vetettiik
ala (vizfiirddben, ELMA Transsonic 310 tipust ultrahangozo6 késziilékkel). A dializis
befejezése utdn a mintdhoz 1 ml, az elézével megegyezd dsszetételli puffert adtunk, majd
ultracentrifugéltuk (4 °C, 10 perc, 20000 g). Ezutan a feliiliszot ledntottiik, a csapadékhoz
pedig 1 ml desztillalt vizet adtunk és az eldébbi koriilményeknek megfeleléen
ultracentrifugaltuk. A feliiluszot ismét eltavolitottuk, a csapadékhoz 200 ul desztillalt vizet
adtunk, majd ultrahangoztuk az el6z6vel megegyezé paraméterek mellett. Ezek utan
n¢hany cseppet Nj-dramban iiveglapra szaritottunk. A minta egy részét
szobahSmérsékleten, a masik részét hiitdszekrényben 4 °C-on tartottuk. Mértik az
egyensulyi  abszorpciés  spektrumokat, a minta aktivitdsat a fényindukalt

abszorpcidvaltozas mérésével jellemeztiik.



4. Uj tudomanyos eredmények

Lipid kettosréteg szerepe

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

a) az igy készitett vezikuldk nagy valoszinliséggel lipid kettosrétegbol allo zart
vezikulak;

b) benniik a RC orientacié véletlenszert.

2) A RC masodlagos kinonaktivitisa (a P'Q - PQ tdltésrekombinacié lassu
komponensének az amplituddja alapjan értelmezve) a PC liposzomaban nagyobb (84.4
%) az LDAO detergenshez (73.9 %) képest, PG liposzomaban azonban kb 50%. Ez
utobbi valosziniileg a Qp kotdhely hozzaférhetdségének csokkenésével magyarazhato.

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

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

b) A lassu fazisban viszont lényeges kiilonbség mutatkozott. A pozitiv fejcsoporti PC-
ban a sebességi allando 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 Qp oldal aktivitasat.
5) Az anionikus lipidek specifikusan tudnak kotédni a RC-hoz.

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

b) A CL kotddése az alacsony koncentracioknal eltér a Michaelis-Menten kinetikatol.
Alacsony koncentracional igen er6s (akar szubsztochiometrikus) kotodés
figyelhetd meg.

6) PC liposzoméaban nem csak az els¢ elektrontranszfer sebességi allanddja novekedett,
hanem a masodiké (kap(2)) is a detergenshez képest. Erdekes médon, a PG
liposzomaban is ndtt ez a sebességi allandd (az elsé elektrontranszferé jelentdsen
csokkent ebben a rendszerben).

7) A tobbszords gerjesztés soran a RC tobbszoros atfordulasat a Kag (elektronegyensulyi)
és K4 kinonegyensulyi 4llando szabja meg. A membrankoérnyezetben ugy tlinik, hogy a
K4 a meghataroz6 tényezd, ami igen kicsi a PG liposzomakban.

A toltésstabilizalodas energetikaja lipidekben

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

9) A Kap homérsékletfiiggésébol kiszamitottam a Qa/Qp allapotok kozotti standard
szabadentalpiakiilonbségeket és a két allapot kdzotti entropiakiilonbséget a mar ismert
AGg felhasznalasaval.

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

c¢) az entropia hozzéjarulas 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 jelzomolekulat (piranint) beépiteni liposzémaba,

a) az 1igy elkészitett lipoproteid vezikuldk hosszi ideig stabilak maradtak
szobahdémeérsékleten is,

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

A fotoszintetikus RC és egyfalu szén nanocsovek kapcsolata

11) Sikeriilt a fotoszintetikus reakciocentrumokat egyfalt szén nanocsévekhez kapcsolni
és az 1igy kapott bio-nanokompozit (SWNT/RC) anyag f6 spektroszkopiai
tulajdonsagait meghatarozni,

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

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

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