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Roviditések jegyzéke

AFM atomierd mikroszkop
APTES 3-aminopropil-trietoxiszilan
ATP adenozin-trifoszfat

BChl bakterioklorofill monomer

1Bchl*, *Bchl* szinglet és triplet allapoti BChl

BPheo bakteriofeofitin monomer

CNT szén nanocso

DPBF 1,3-difenilizobenzofuran

DBB o-dibenzoilbenzén

EDX energia diszperziv rontgensugar spektroszkopia
FTIR Fourier transzformacios infravoros spektroszkopia
GTA glutaraldehid

AG Gibbs-féle szabadenergia-valtozas

AH entalpia-valtozas

AS entropia-valtozas

EM elektronmikroszkop

Fe?* vas(Il)-ion (nem-hemtipusu vas)

ISC szinglett-triplet atmenet (Inter System Crossing)
Kap a P"Qa —PQa tdltésrekombinacid sebességi allanddja

Ksp a P"Qg —PQg toltésrekombinacié sebességi allanddja



Kas
LDAO
L,M,H
MS
MTGS
MWCNT
oD
PBS
PBST
PSi
PSI

PSII

Qa

QH;
UQ1o
Rb.
RC
RMS
NAA
NADP

NaSi

kinonok kozotti elsd elektrontranszfer egyensulyi allanddja
N,N-dimetil-dodecilamin-N-oxid, Laurildimetilamin-N-oxid

a bakterialis reakciocentrum fehérje alegységei (light, middle, heavy)
Murashige és Skoog novekedést serkentd taptalaj
metil-triglicerol-szilan

tobbfala szén nanocsd

optikai denzités

foszfat pufferolt fiziologias sdoldat

fosztat pufferolt fiziologias sdoldat, 0,1% Tween 20

poroézus szilicium

a novények és cianobaktériumok elsé fotokémiai rendszere
anovények ¢és cianobaktériumok mésodik fotokémiai rendszere
elsddleges vagy primer kinon, elsd stabil elektron akceptor
masodlagos vagy szekunder kinon, masodlagos elektron akceptor
dihidro-kinon, kinol

ubikinon-10, 2,3-dimetoxi-5-metil-6-kaizoprenol-p-benzokinon
Rhodobacter

fotoszintetikus reakciocentrum fehérje

Root Mean Square, érdesség

a-naftalén ecetsav

nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

natrium-szilikat



SPGLSLVSHMQT peptid molekula aminosav sorrendje (S: szerin, P: prolin, G:
glicin, L: leucin, V: valin, H: hisztidin, M: metionin, Q: glutamin, T:

treonin )
SWCNT  egyfalt szén nanocsd

SWCNT/RC egyfalu szén nanocsé/reakciocentrum fehérje bio-nanokompozit

komplex
SEM pasztazo elektronmikroszkdp

P,P",P alapallapotu, oxidalt, gerjesztett bakterioklorofill dimer, elsddleges,

vagy primer donor
TL TL-puffer (L0 mM TRIS, 100 mM NacCl, 0.03 % LDAO, pH 8,0)

TRIS 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol



1. Bevezetés

A természet altal évmilliok alatt kifejlesztett és tokéletesitett €16 rendszerek
utanozhatatlan pontossaggal képesek elvégezni a Iétfenntarté folyamataikat.
Mikodésiik a bioldgiai szervezddés barmely szintjén rendkiviil specifikus,
érzékeny és hatékony. Szamos kutatas foglalkozik a biologiai anyagok jobb
megismerésével, hiszen az egyes biologiai mechanizmusokat felfedezve ¢és
megértve nem csak a természet kreativitdsdra lehet racsodalkozni, hanem uj
oOtletek és felhasznalési lehetdségek tarhdza is megnyilik eldttiink.

Vitathatatlan, hogy a foldi élet kialakulasaban és jelenlegi formajanak
fenntartdsaban a fény kiilondsen fontos szerepet jatszik. Az €16 szervezetekben
tobb folyamat is kapcsolodik a fényenergia atalakitasadhoz, mint példaul a latés, a
novények morfologiai szabalyozasaért felelés fitokromrendszer mikodése, de
talan az egyik legfontosabb a fotoszintézis folyamata. A fényenergia kémiai
energiava alakitasa nélkiil nem johetett volna 1étre a foldi élet jelenlegi formaja. A
foldi bioszféra kialakulasanak és fenntartasanak is alapja a napenergia, amelynek
leghatékonyabb atalakitasat a fotoszintetizald szervezetek végzik.

A fotoszintézis igen Osszetett folyamat. Maig nem ismerjiik minden részletét
azoknak a Iépéseknek, melyek végiil a fény energiajanak felhasznalasaval
lehetévé teszik szerves anyag szervetlenbdl valo eldallitasat. A fotoszintézis-
kutatasok soran egész ndvényi vagy bakteridlis sejteket €s ezekbdl kinyert
sejtalkotokat, s6t, molekulakat egyarant vizsgalnak. Ezek a biologiai rendszerek
azonban csak természetes kornyezetilkkben miikodnek nagy hatékonysaggal, a
kiils6 valtozasokra igen érzékenyen reagalnak. Ha mesterséges koriilmények
kozott szeretnénk Oket vizsgalni, megfeleld kornyezetet kell szamukra biztositani.

Napjainkban kiilonos figyelem fordul az un. (bio)kompozit anyagokra,
melyekben lehetséges olyan jol szabalyozott kdrnyezetet biztositani a vizsgalni
kivant biologiai anyagnak, amely mellett idegen kornyezetben is jol meg0rzi
aktivitasat. Altalaban egy ,,biokompatibilis” (biologiai anyagot nem karosito)
szerves vagy szervetlen hordozon rogzitik a valasztott sejtet, sejtrészletet, vagy
biomolekulat. Az igy létrehozott Osszetett rendszerek a rogzitett (immobilizalt)

anyagtol és hordozotol fliggben szamos teriileten felhasznalasra keriilhetnek,



tobbek kozott az orvostudomanyban, a talaj-, és viztisztitisban, a
bioelektronikaban és kiilonféle bioszenzorok kifejlesztésében.

Munkém soran fénnyel gerjeszthetd biokompozit anyagok eldallitasaval és
karakterizalasaval foglalkoztam. A hibrid anyagok ,biologiai komponensei”
kiilonbozé fotoszintetikus rendszerek (egész sejtek ¢és tisztitott fehérje-
komplexek), a szervetlen hordozé komponensek pedig szén alapu (szén nanocso)
vagy szilicium szarmazékok (szilikagél, porozus szilicium) voltak. Kezdetben
egész novényi sejteket rogzitettem szilikagélben és az igy létrejott kompozit
fotoszintetikus aktivitasat jellemeztem (Université de Namur, FUNDP, Prof. Bao
Lian Su laboratoriuma). A biokompozitokkal kapcsolatos munkat Szegeden is
tudtam folytatni a Szegedi Tudomanyegyem Orvosi Fizikai és Orvosi
Informatikai Intézetében, Dr. Nagy Laszl6 témavezetésével. Kutatdcsoportunk
elsdsorban biborbaktériumokbdl tisztitott fotoszintetikus reakcidocentrum fehérjék
(RC) felhasznalasaval készit nanokompozitokat, €s azok szerkezeti és mitkodési
paramétereit jellemzi, illetve a lehetséges gyakorlati alkalmazasokat vizsgalja.

A Rhodobacter (Rb.) sphaeroides biborbaktérium RC-a egyike a legjobban
tanulmanyozott fehérje-komplexeknek. Kozel 100%-os hatékonysaggal alakitja at
a fényenergiat kémiai energidva fényindukalt redox folyamatok altal. Minden
egyes elnyelt foton gerjeszti a fehérje-komplex egy specialis Klorofill dimerjét. Ez
a fotoszintézis elsd 1épése, amely minimdlis energiaveszteséggel torténik. A
fehérje az izolalast és tisztitast kovetéen is hosszu ideig képes megdrizni a
fotokémiai/-fizikai aktivitasat. E16nyos tulajdonsagaibol adodoan kivalo jeldlt a
fényenergia hasznositds céljabol torténd tudomanyos kutatasokra. Vezetd,
félvezetd hordozodanyaggal kialakitott biokompozitban lehetdség nyilik az igen
gyors (fs-ms-0s ) elektronatmenetek felhasznalasara kiilonféle redox reakciokban.

A létrehozott bio-nanokompozitoknak elsdsorban az optikai és az

elektrokémiai tulajdonsagait vizsgaltam.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Biokompozitok

A fizika, informatika (modern (opto-)elektronika, 1ézertechnika, szamitas-
¢és informacidtechnika, stb.), valamint a bioldgia (elsésorban a molekularis
biologia és géntechnologia) kozelmultban elért eredményei az anyag- és
mérndktudomanyokban is 10j lehetoségeket nyitottak. A nanotechnologia
eszkozeivel a kutatok képessé valtak a biologiai rendszerek miikddésének behatd
tanulmanyozasara, jobb megértésére ¢€s olyan rendszerek kikisérletezésére,
melyekbe atiiltethetdek a természet altal évmilliok alatt tokéletesitett bioldgiai
rendszerek mitkodési elvei.

Az ¢élovilag szamos Otletet kdlesonzott mar a tudomanynak. Jo példa erre
tobbek kozott a 16tuszlevél szuperhidrofob felszine (Barthlott €s mtsai., 1997), a
kovamoszatok, melyek sziliciumvazat alakitanak ki maguk koriil, igy védekezve a
kiils6 karos behatasoktol, vagy a pillangok szarnya, amelyeket mintazva specialis
fotonikus struktarak hozhatok 1étre (Velev és mtsai., 1997; Wijnhoven, 1998).

Ezek a bioldgiai rendszerek igen hatékonyan és pontosan mitkodnek, nagy
specifitassal, finoman kidolgozott moédon. Természetes kdrnyezetiikbdl kiszakitva
viszont sériilékenyek, érzékenyek a kiilsé hatasokra. Mesterséges koriilmények
kozott mitkodésiik optimalizalasahoz megfelelé kornyezet sziikséges, melyre jo
megoldas kompozit anyagok létrehozésa.

Kompozitokrol akkor beszéliink, amikor eltérd tulajdonsagokkal rendelkezd
anyagokat tarsitunk. Az ilyen Osszetett rendszerekben a két — vagy tobbfajta anyag
eldnyos tulajdonséagai egy idében hasznosithatdak, azok sokszor fel is erdsithetik
egymast, vagy akar 01j tulajdonsagok is megjelenhetnek. Biokompozitok esetében
legalabb az egyik alkotd biologiai eredetii, mig bio-nanokompozitokr6l akkor
beszéliink, ha a kompozit legalabb egyik alkotoeleme — a hordozd vagy a bezart
bioldgiai anyag — legalabb az egyik dimenzidoban nano-méretii.

Leggyakrabban a bioldgiai anyagot helyezzik egy valasztott
biokompatibilis hordozé anyagra, amelynek az a funkcidja, hogy megfeleld

koriilményeket biztositson a valasztott biologiai anyag szdmara, €és eldsegitse



annak hatékony felhasznalasat egyéb rendszerekben. Ezekben az 0Osszetett
rendszerekben kdnnyebben szabdlyozhatoak a kornyezeti paraméterek, beallithatd
tobbek kozott a kivant homérséklet, pH, illetve reagensek, metabolitok, stb.
mennyisége. Amennyiben a 1étrehozott kompozitban a matrix anyag vazként is
funkciondl a bioldgiai anyag szamadra, akkor a fizikai behatasoktol is védelmet
jelenthet.

A biokompozitok létrehozasa soran szamos biologiai anyagot sikerrel
rogzitettek mar szervetlen hordozo feliiletén. Az egyes biologiai szervezddések
kiilonboz6 elonyds tulajdonsagokkal birnak, igy a felhasznalasuk is sokféle lehet.
Megemlitenddek a kiillonb6zd mikroorganizmusok, mint a gombdék, a baktériumok
¢és a mikroalgak, amelyek szamos teriileten hasznosithatoak, akar ipari méretekben
is.  Biotechnologiai  alkalmazasuk igen  széleskorii, hiszen  sokféle
anyagcseretermék  eldallitaisara  képesek  példdul a  mezdgazdasag,
¢lelmiszertechnologia vagy gyogyszergyartas teriiletén. Kornyezetvédelmi
szempontbol fontos alkalmazasi lehetdségiik a talaj - és viztisztitasi képességiik,
hiszen egyes mikroorganizmusok nagyon hatékonyan bontanak (vagy kotnek
meg) bizonyos, egyébként nehezen eltavolithatd szennyezddéseket (pl. olajat,
nehézfémeket). Az ilyen biokompozitok nagyban elésegithetik és felgyorsithatjak
a karos anyagok (bio)degradaciojat (Rehm és mtsai., 1996).

Kitiintetett figyelemmel fordulnak a kutatok a fénnyel gerjeszthetd, igy a
fotoszintetikus szervezetek szervetlen rendszerekhez vald rogzitése felé is, egész
sejtekt6l molekularis szintig egyarant. Az alap- és alkalmazott kutatasok fontos
teriilete a fotoszintetizdlo anyagok természetes kornyezetiikon kiviil torténd
tanulmanyozasa. Minden olyan informacidé, amelyet a fényenergia kémiai
energiava torténd atalakitasabol nyerhetiink, fontos iizenetet hordozhat szamos
alkalmazasi teriilet, pl. az energetika, az élelmiszeripar és a kornyezetvédelem
szadmara.

Egész novényi és bakterialis sejtekbdl (Oda és mtsai., 2010; Meuner és
mtsai., 2010), membranrészekbdl (un. tilakoidokbol) (Meuner és mtsai., 2009),
kiilonféle fotokémiai rendszerekbdl (Nassif és mtsai., 2002) egyarant 1étrehoztak
mar biokompozitokat. Hatékony alkalmazasukra jo példa, hogy Spenotbol kinyert
Kloroplasztisz és tilakoid szuszpenziok is jol felhasznalhatdak kiilonb6zo
herbicidek (pl. terbutrin, atrazin, diuron), vagy higany és réz optikai detektalasara
(Campas ¢s mtsai., 2008; Ventrella és mtsai., 2009, 2010).



Allando, stabil koriilményeket biztositva a fotoszintetizalé anyagoknak,
lehetdség nyilik mesterséges koriilmények kozott felhasznalni a fényenergiat. 1y
modon lehetségessé valhat n. ,,4jgeneracios” eszkozokben vald alkalmazasuk pl.
az integralt optoelektronikaban, a képalkotasban, illetve bioszenzorok ¢és

energiaatalakitd rendszerek 1étrehozéasaban.

2.2. Fényenergia-atalakitas fotoszintetikus

rendszerekben

A f6ldi ¢let jelenlegi formajanak kialakulasdhoz ¢és fenntartdsdhoz
nélkiilozhetetlenek voltak a fotoszintetizald él61ények. Megkozelitleg 400 millio
éve az oxigéntermeld fotoszintézis megjelenése altal valhatott a Fold légkore
oxidativ tulajdonsaguva, és johetett 1étre az 6zonréteg, amely késObb lehetové
tette az élet jelenlegi formdjanak kialakulasat. Az atmoszférikus oxigén
biztositasan kiviil a fotoszintézis masik jelentdsége a szén-dioxid megkdtése. A
fotoszintézis un. sotétszakaszaban végbemend folyamat soran a megkotott szén-
dioxid szénhidrat szintig redukalodik. Ennek koszonhetd tobbek kozott a véges
mennyiségben rendelkezésiinkre all6 fosszilis energiahordozok keletkezése is.

A fényszakaszban a fény elnyeléséért fehérjékhez kotott pigmentmolekulak
a feleldsek, amelyek antenna rendszerekbe tomoriilnek. Az antenna komplexek
proteinvazhoz kotédve helyezkednek el a fotoszintetikus membranban. A
pigmentek foton elnyelése utan gerjesztett allapotba keriilnek, melynek energidja
kisugarzodhat fluoreszcencia vagy hé formdjaban, illetve atadédhat szomszédos,
alacsonyabb  gerjesztési energidji pigmentmolekuldra, hogy késébb a
fotoszintetikus  reakciocentrumokhoz  tovabbitodjon. A legjellemz6bb
pigmentmolekula a porfirinvazas klorofill, melynek els6 gerjesztett allapotahoz a
spektrum vorés, mig masodikhoz a kék abszorpcidos savjaban talalhatd
fényelnyelés tartozik. Baktériumokban az adott Klorofilltipus bakterioklorofill
megfeleldje talalhatd. A jobb fényelnyelést jarulékos pigmentek, pl. a
karotinoidok biztositjak, amelyek egyben a fénykarosodas ellen is védelmet
jelentenek.

A gerjesztési energia a fotoszintetikus apparatusban minden esetben

toltésszétvalasztast eredményez. Ezt egy elektrontranszport koveti, amin keresztiil
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toltés-stabilizalodas jon létre, ez biztositja a sotétben végbemend biokémiai
folyamatok feltételeit. Ezek a kezdeti Iépések az un. fotoszintetikus
reakciocentrumban (RC) jatszodnak le, melyben tobb, membrant atéro,
transzmembran protein 0sszehangolt mitkodése vesz részt. A fotoszintézisnek ez a
része igen gyors, ns-0S, vagy akar fs-0s folyamatokbol all, és az energiaatalakitas
igen hatékony. A fénygerjesztést kovetéen nem csak elekton-, de protontranszport
is torténik a membran két oldala kozott. Az igy kialakuld pH gradiens
energidjanak bizonyos hanyada biztositja az ATP szintézist (Mitchel, 1972). Ezt
kovetéen a sotét szakaszban a fényszakasz végtermékeinek felhasznalasaval

torténik a szén-dioxid megkdtése és redukalasa (Blankenship, R. E., 2002).

2.3. A fotoszintetikus reakciocentrum szerkezete és

mukodése

A fényenergia kémiai energidva alakuldsdnak legelsd 1épései az un.
fotoszintetikus reakciocentrumban (RC), egy membranba agyazott pigment-
protein komplexben torténnek. Bar egy nanoméretii protein komplexrdl beszéliink
(kb. 10 nm, Dorogi ¢és mtsai., 2006), mégis a RC biztositja az energiat az egész
foldi élethez, ezért a természet napelemének is szoktak nevezni. Ez a protein
fénygerjesztést kovetéen egy vektorialis elektrontranszportot valdsit meg a
membran két oldala k6zott, 1étrehozva ezzel azt a magas redoxpotencialt, amellyel
lehetségessé valik a szén redukalasa. Ez egy energiaigényes folyamat, melynek
energiasziikségletét a fény szabadenergidja biztositja.

A hatékony toltésszétvalasztast és stabilizalast specifikus strukturalis és
funkcionalis feltételek biztositjadk. Bar az €16 szervezetekben tobbféle RC-tipus
alakult ki (a novényekben ¢€s a cianobaktériumokban egyes ¢és kettes fotokémiai
rendszerek (PS-1 és PS-II), illetve a bibor és z6ld baktériumok reakcidocentrumai
(Allen ¢és Williams, 1998)), feltehetden mind egy 06si monomer fehérjébdl
szarmaznak, és a benniik végbemend folyamatok alapvetden azonosak.

A fobb 1épések minden RC-ban megegyeznek, tehat (a) specifikus
pigmentek  elektronjait gerjeszti az adott hullamhossza  fény; (b)
toltésszétvalasztas és stabilizalodas torténik; (c) a fehérjén beliili dielektrikum, a

hidrogénkotések halozata atrendezédik (beleértve specifikus  aminosavak
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crcr

torténnek (beleértve a fényhez és sotéthez alkalmazkodott allapotok kozotti
atmeneteket ¢és relaxacios folyamatokat is); (e) elektronatadéasi folyamatok
torténnek a fehérjén beliili kofaktorok ¢s a kornyezet redoxrendszerei kozott
(Nagy és mtsai., 2010).

A reakcidcentrum legismertebb, talan leggyakrabban tanulmanyozott fajtaja
a viszonylag egyszeriibb felépitésii, nem oxigéntermeld, nem-kén tipust
biborbaktériumok reakciocentruma. A novényekkel ¢€s cianobaktériumokkal
ellentétben a biborbaktériumok csak egyféle fotokémiai rendszert tartalmaznak,
amely a novények kettes fotokémiai rendszerének felépitésével mutat

nagymértéki hasonlosagot (1. abra).

2H

periplazma
soed P N\o0O
- ;
1
2e-
Qhk bilayer
membran
kinon
rakér .
citoplazma
2H
1. abra A nem-fehérjetermészetli kofaktorok elrendezédésének vazlata a

fotoszintetikus membranba agyazott RC-ban. P: elsédleges -elektron-donor, BCL:
bakterioklorofill, BPH: bakteriofeofitin, Qa: elsédleges kinon, Qg: masodlagos kinon,
Fe': nem hem tipust vas. A piros nyilak az elektrontranszport Gtvonalat, a narancssargak

a kinonok protonacios folyamatokban valo résztvételét mutatjak (Rinyu, 2007).

Ezt a tipust hdrom fehérjealegység alkotja, L, M és H (light, middle és
heavy). Az 6t transzmembran hélixbdl, foleg apolaris aminosavlancokbol allo L-

¢és M-alegység felépitése alig tér el egymastol. A H-alegységet egy
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transzmembran alfa hélix alkotja, a hidrofil részével a citoplazmatikus oldal feldl
kapcsolodik az LM-egységhez.

A komplex intracitoplazmatikus membranrendszerbe dgyazva helyezkedik
el és kiilonféle fehérjealegységekbdl, illetve redox kofaktorokbol épiil fel.

A redox komponensek két szimmetrikus agat képeznek, melyekbdl csak az
egyik aktiv. Az elsddleges donormolekulat (P) két bakterioklorofill alkotja
dimerikus szervezddéssel. Az elektron a P-rél az egyik bakteriofeofitinre jut 3 ps
alatt. A bakteriofeofitinrél az elsédleges kinonra mintegy 150 ps alatt, majd az M-
alegységhez kotddoé Qa ubikinonrdl a Qg ubikinonra kb. 200-400 ps alatt kertil at
a gerjesztett elektron (2. abra). A ciklikus eletrontranszport befejezd 1épése az
elektron visszakeriilése P-re, amelyet egy vizoldékony elektrontranszfer molekula,
a citokrém c; kozvetit a citokrom bc komplexrél, igy toltve be az
elektronmediator szerepét a két komplex kozott. A Qa elsddleges kinon egy, mig a
Qg masodlagos kinon két elektronnal redukalhaté Ki teljesen. A masodlagos
kinonbol egy elektron felvétele utan szemikinon keletkezik, majd a masodik
elektron felvétele utan két protont is megkot a vizes fazisbol, és dihidro-kinon
(kinol) jon létre. A kinol ezt kovetden levélik a kinonk&tOhelyrdl, és az
elektronokat a citokrom bc komplexhez (egy masik, a fotoszintetikus
elektrontranszportban résztvevé fehérjéhez) szallitja. Helyére egy 0j, oxidalt Qg
kotédik a membran kinonraktarabol (Allen és mtsai., 1998; Paddock és mitsai.,
2003; Wraight, 2004; Nagy és mtsai., 2010).

2.3.1. Egyszeri toltésszétvalasztas

Fénygerjesztést kovetden toltésszétvalasztas indul meg a RC-ban. Az elnyelt
foton hatdsara a P gerjesztett allapotba jut (PQaQg = P*QaQg), majd oxidalodik,
és az elektronja az alacsonyabb energiaju Qa-ra (P"QaQs = P'QaAQg), végiil a
masodlagos  kinonra, Qg-re (P'Qa Qs = P'QaQg) keriil. Egyszeri
toltésszeétvalasztasrol akkor beszéliink, amikor nem torténik Gjabb gerjesztés, €s az
elektron Qg -6l visszatér a P*-ra a masodlagos donor tavollétében. Izolalt RC-
okban - az izolalasi koriilmények miatt - egyéb donor rendszerint nincs jelen, igy

a fénygerjesztést kovetden a keletkezett toltéspar rekombinacidja figyelheté meg

(2. abra).
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2.  abra A toltésszétvalasztas vazlata Rb. sphaeroides RC-aban fénygerjesztést
kovetden. A folytonos kék nyilak az eléremend elektrontranszportot, mig a szaggatott
bordd nyilak a visszairanyu toltésrekombindcios folyamatokat mutatjak. A fiiggéleges
tengelyen a normal hidrogénelektrodhoz viszonyitott k6zépponti potencial talalhatd. A

szamadatok az egyes reakciok természetes ¢€lettartamat jelentik.

Rhodobacter (Rb.) sphaeroides R-26 torzs esetén a P Qa  toltéspar
élettartama kb. 7~ 100 ms, szemben a P*(QaQg) 7~ 1 s-os élettartamaval. A Qg'-
1ol a P*-ra az elektron kb. 95%-os valésziniiséggel a Qa-n keresztiil keriil vissza
(indirekt ut), a fennmaradd 5%-ban kozvetlen toltésrekombinacid torténik a
fehérjematrixon keresztiil. A folyamatok irdnyat és az idéallanddkat a 2. &bra

szemlélteti (Nelson és mtsai., 2009).

2.3.2. Tobbszori toltésszétvalasztas

Nem természetes koriilmények kozott masodlagos donor nélkiil
toltésrekombinacioval ér véget a fotociklus. Fiziologias koriilmények kozott vagy
hozzaadott kiilsé elektrondonorral erre kicsi az esély, mivel a (P*Qa) toltéspart
még a rekombinacid elétt redukalja egy masodlagos donor molekula, pl. citokrom

2+

c”’, vagy mesterséges elektrondonor. Ezt kovetéen ismételt fénygerjesztés

hatasara Gjabb toltésszétvalasztas torténhet (Kleinfeld és mtsai., 2010), hiszen az
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oxidalt P azonnal visszaredukaldédhat, és 0jbdl gerjeszthetd allapotba keriil. A
masodik gerjesztd foton heterogén allapotit RC-ot ér (Qa Qs és QaQg allapotok),
¢s csak az oxidalt Qa-t tartalmaz6 RC-ban torténik még egy toltésszétvalasztas. A
Qa egy, a Qg két elektron fogadéasara képes. A fényfelvillanasokat kdvetden a
vizes fazisbol két proton kotédik a Qg-hez, és az dihidrokinol formajaban (kinol,
QHy) levalik a RC-rol. Helyére 1j, oxidalt kinon kotddik (3. abra).

cyt &
cyt
P'Q, Qs
hv P*QAQB
PQ,.Qg hv
/ H*(1)
kAB(l)
PQ,Q, "
P*Qa(QsH)
Q
PQA(QBHZ)
. Pay(QsH)
e B
H'(2)
PQA(QgH) 4~

3. adbra A fotoszintetikus reakciécentrumban végbemend folyamatok sorozatos
fényimpulzusokkal torténé gerjesztéskor. Az abran feltiintettem az elektrontranszfer utjat,
a protontranszport, a cyt ¢** oxidacidjanak és a kinoncserének a lehetéségeit. Q, Qa, Qs
oxidalt, Qa’, Qg redukalt, (QgH)", (QsH>), QH, protonalt kinonformak; cyt ¢ redukalt,
cyt ¢** oxidalt citokromformak; P elsédleges donor; H(1) valamint H(2) elsé és masodik

proton.

A ciklikus redox lépések sorozata altal a RC igen nagy, megkozelitdleg

100%-o0s hatékonysaggal tudja hasznositani a beérkez6 fotonok energiajat, amit
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aztan kémiai, transzmembran potencialla alakit (Mitchel, 1972), igy biztositva a
szabadenergiat a sejt energiaigényes folyamataihoz. A folyamat in vitro
kortilmények kozott is mikddik, kiilsd elektrondonor haszndlataval. Kivalo
tulajdonsagainak koszonhetéen a RC megfeleld jelolt bio-nanokompozitok
eléallitasahoz (Lu és mtsai., 2005; 2007; Dorogi és mtsai.,, 2006; Ohmori és
mtsai., 2008, Tan és mtsai., 2012).

2.3.3. A 'O, képzbédés mechanizmusa RC-ban

A fotoszintetizald rendszerekben a fény elnyeléséért felelos festékmolekuldk
fényabszorpciot kovetden gerjesztett allapotba keriilnek. Elsé szinglet gerjesztett
allapotuk atalakulhat hosszabb életideji triplet allapotba a gerjesztett elektron
spinjének megfordulasaval. A triplet allapotii festékmolekuldk semlegesitése
torténhet fizikai és kémiai Giton egyarant. Az els6 esetben energiatranszferrel, mig
a masodik esetben egy ugynevezett kiolt6 molekula oxidéacioja révén valdsul meg
a molekula alapallapotba keriilése.

A Rhodobacter sphaeroides reakciocentrumaban, ha az antennak vagy a
primer donor energiaelnyelése meghaladja a fotoszintézisre hasznéalhat6é energia
mennyiségét, vagy gatolt az elektronatadas az akceptorok iranyaban, hosszabb
lesz a 'Bchl* életideje, mivel a tarolt energia nem keriil azonnali felhasznélasra a
fotokémiai reakcioban. fgy megné annak a valdsziniisége, hogy a 'Bchl*
alacsonyabb energiaji ®Bchl* allapotba keriil, amely kedvez a 'O, képzddésnek
(Telfer és mtsai., 1994; Tandori és mtsai., 2001; Arellano és mtsai., 2007). Az
¢l6lény tipusatol (fajtol) fiiggéen a RC-okban valamilyen karotinoidmolekula a
felvett energiat energiatranszfert kovetden vibracios mozgasokkal, hd formajaban
sugdrozza ki. A folyamat ismételhetd, a molekula nem sériil a deaktivalas soran. A
kioltashoz elengedhetetlen a karotinoid és a klorofill molekula kis, 11 A-6s
tavolsadga, hiszen az energiaatadas a tdvolsaggal exponencidlisan csokken (de
Winted és Boxer, 1999). Ezzel a mechanizmussal csokkentik a karotinoidok a
fotooxidacid valdszintiségét, amely nélkiil a RC irreverzibilesen karosodna a
folyamat soran.

A primer donor bakterioklorofilljai mellett a bakteriofeofitinek is részt

vehetnek a 0, képzésében (Uchoa és mtsai., 2008), raadasul a BChl-lel szemben

16



van der Waals tavolsagon kiviil helyezkedik el a karotinoidoktol, igy nem
érvényesiil a karotinoidok kiolt6 hatasa (4. abra). A fehérjében keletkezd igen
reaktiv szinglet oxigén jelentdsen lerdviditheti a RC élettartamat, az altalunk

készitett komplexben is az immobilizalast kovetden.

IBPh' ISC 3BPh”
P"BPh
-1,37 —
eV
I[P*BPh];
21,19 — _u
II[P*BPh']r
-1,14 —
0,99 —
-0,96 —
0,86 —
’ hv
PBPhQ," P'BPhQ,Qy
PBPh
0,00

4. dbra A 'O, keletkezésének lehetséges reakcidutjai vad tipusu Rhodobacter sphaeroides
reakciécentrumban. P - primer donor, BChl - bakterioklorofill, BPh - bakteriofeofitin, Q -
kinon és Car — karotinoid. '[P*'BPh7;, a kezdeti és a relaxalt allapota a primer ion-gyok
parnak. @ — a szinglet és triplet allapotok egymasba alakulasanak folyamata, ISC —

szinglet-triplet atmenet (Uchoa €s mtsai., 2008, Arellano és mtsai. 2007).
2.4. Szilicium alapu hordozok biokompozitokban

A kompozit anyagok eldallitdsa sordn az egyik legmeghatarozobb 1épés a
hordozbanyag kivalasztasa. Fontos a megfelelé matrix anyag megtalalasa, hiszen
ez alapvetéen meghatarozza a kompozit tulajdonsagait, valamint optimalis
koriilményeket kell biztositania a rogzitett biologiai anyagnak. Biokompozitok
eléallitasa soran — érzékeny anyagokrol lévén szo - sok kritériumnak Kell

megfelelni. Elsédleges feltétel a biokompatibilitas, de emellett fontos az is, hogy a
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rendszeriink stabil, homogén legyen, optimalis fizikai és kémiai paraméterekkel.
Kiilonos figyelem fordult a porézus anyagok felé, részben azért, mert a nagy
fajlagos feliilet miatt sok anyagot tudnak megkdtni, masrészt a porozitas nem csak
egyszeriien feliiletnagyobbitast eredményez, hanem olykor kiilonleges fotonikai
struktarat is kolcs6ndz a rendszernek. Pordzus hordozoé esetén megfelelonek kell
lennie a pérusméretnek és a porozitasnak, esetenként a porusok elrendezédésének
¢és strukturajanak is. Egyes esetekben az anyag zsugorodasa is gondot okozhat.
Tehat szamos tényezot figyelembe kell venni, ha bioldgiai anyagokkal kivanunk
dolgozni.

A szilicium alapi szervetlen hordozok tobb szempontbol is megfeleld
jeloltek biologiailag aktiv anyagok megkdtésére, hiszen nem toxikusak,
bioldgiailag inertek, viszonylag olcsoak, nagy mennyiségben allnak
rendelkezésre, és konnyen kezelheté anyagok. Karakterisztikus tulajdonsagaiknak
koszonhetden szdmos kiilonbozé moddon hasznalhatjuk fel, pl. elektronikai-,
orvosi-, bioszenzor alkalmazasokban (Rooke és mtsai., 2008, Aroutiounian és
mtsai., 2008). Kiilonboz6 fizikai-kémiai eljarasokkal magat a sziliciumlapot is
kezelhetjiik, hogy megfeleld tulajdonsagokkal bird anyagot kapjunk, illetve egyéb
anyagokkal tarsitva is felhasznalhatjuk a sziliciumot.

Kétféle szilicium alapi hordozoval, és kiilonboz6é kotési technikakkal
dolgoztam. Az elsé esetben a ludfii egész novényi sejteket szol-gél modszerrel
immobilizaltam szilika gélben. A kompozit megfeleld porusmérettel rendelkezett,
¢s tartalmazta a novényi sejteknek fontos tdpanyagokat, igy biztositva szamukra a
megfelelé korilményeket aktivitasuk megérzéséhez. A masodik esetben porozus
sziliclumot hasznaltam, ami egy szilard, igen nagy porozitassal rendelkezd,
szilicium alapti hordozo. Az altalam hasznalt mikrokavitdssal rendelkezd
sziliclum lapok tobbek kozott porusméretiikbdl fakaddan kivalo jeldltnek

bizonyultak fotoszintetikus reakciocentrumok immobilizalasahoz.
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2.4.1. A szol-gél matrix

2.4.1.1. A szol-gél eljaras jellemzése

A szol-gél eljaras soran el@szor szerves vagy szervetlen anyagbol
kolloidikus (”szol”) szuszpenziot hozunk létre, amely azutan atalakul egy igen
viszkozus gél struktaraba, és ezt kovetden akar szilard anyagga is. Ezzel a
modszerrel eléallithatéak nagy porozitasti és nanokristalyos anyagok. Az altalam
¢lo  sejtek rogzitéséhez hasznalt szilikagél hordozo tulajdonképpen mar
onmagaban is kompozit anyagnak tekinthet6, tartalmazza a sejtek
¢letmiikodéseihez  sziikséges anyagokat is. Optikai tulajdonsdgai nagyon
elonyosek. Mivel atlatszo anyag, biztositja a sejtek fényen vald ndvekedését, és a
fotoszintetikus miikodés vizsgalhatosagat is. A gél létrehozasahoz hasznalatos
prekurzor anyagok megfeleld kémiai modositasaval jol szabalyozhatd tobbek
kozott a porusméret €s a porozités, illetve a porusok falanak kémiai tulajdonsaga.
Funkcionalt prekurzorok hasznalataval lehetséges szerves €s bioldgiai anyagok

kotése a szilikat struktirahoz (Wright és Sommerdijk, 2000).
2.4.1.2. Biologiai anyagok rogzitése szol-gél médszerrel

Bar a szol-gél modszer nem kifejezetten csak biologiai anyagok
megkotésére iranyul, tobb olyan tulajdonsaggal bir, melyek miatt gyakran
alkalmazzdk az ilyen jellegli kisérletek soran. A preparalashoz sziikséges
hémérséklet alacsony, altalaban szobahOmérséklethez kozeli, igy maganak a
hordozodnak, és az abban rogzitett anyagnak a termalis degradacidja is minimalis.
Tobbnyire nem igényel extrém kémiai korilményeket (pl. szélsGséges pH-t,
ozmotikus nyomast). A folyamat els6é és masodik 1épését, tehat a hidrolizist és a
kondenzaciét valamilyen sav vagy bazis katalizélja, azonban az extrém pH
konnyen elkeriilhetd, ha két 1épésben torténik a katalizis, és a savas katalizist egy
gyors pufferelés koveti.

Biokompozitok létrehozasara els6ként Braun ¢és munkatdrsai hasznaltak
szol-gél modszert. 1990-ben  megjelent cikkiikben enzimet kotottek

tetraetilortoszilikat (TEOS) alapu szol-gél matrixhoz (Braun és mtsai., 1990). Az
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eljaras hasonl6 modon miikodott egyéb biologiai rendszerekkel is, mint példaul
tilakoidokkal, kloroplasztiszokkal és cianobaktériumokkal (Nassif és mtsai., 2002;
Rooke és mtsai., 2008; Meunier és mtsai., 2009). Carturan és csoportja volt az
els6, akiknek sikeriilt egész novényi sejteket rogziteni szol-gél modszerrel
(Campostrini  és mtsai., 1996; Carturan ¢és mtsai., 1998). Ezekben a
kompozitokban a sejtek megérizték az enzimatikus aktivitasukat, ellenben az
¢életképességilikrél nincsen pontos adat. Ezek a kisérletek megteremtették a

bioszenzorok ¢és bioreaktorok tervezésének lehetdségét.

2.4.2. A porozus szilicium

2.4.2.1. A porozus szilicium szerkezete és tulajdonsagai

Manapsag a szilicium az egyik legelterjedtebb anyag a félvezetd
technikaban, hiszen nem csak konnyen kezelhetd, de nagy mennyiségben all
rendelkezésiinkre és olcsd (Aroutiounian és mitsai., 2008). Intenziv kutatisok
folynak a szilicium felhaszndldsi teriileteinek kiterjesztésére, a kiilonb6zo
elektronikai alkalmazasoktol egészen az orvostudomanyig.

A sziliclumlap felszinében nedves -elektrokémiai eljarassal pontosan
tervezhet6 réteges, pordzus szerkezet alakithato ki. Az igy létrejott struktiraval
rendelkezd anyagot nevezziik porozus sziliciumnak (PSi). A porusok mérete és a
rétegek szama, elhelyezkedése is pontosan szabalyozhatd. Az eljarast kovetden a
porézus szilicium (PSi) egy olyan réteges, fotonikai struktiraval rendelkezik,
amelynek reflexios spektruma jellemzd az adott réteges strukttrara, és rendelkezik
egy, a Bragg feltételeknek megfeleld reflexios modussal. A rétegszerkezet
tervezett kialakitasaval (rétegek szama, elrendezése, porusméret) a csucs barhol
elhelyezkedhet a lathato és az infravords tartomanyon beliil.

A specialis elektrokémiai eljarasnak koszonhetden a pordzus szilicium
réteges strukturdja tervezhetd ugy, hogy abban két, negyed hullamhossz
vastagsagu, kiilonboz6 torésmutatoju réteg valtakozik, kozépen fél hullamhossz

vastagsagu “aktiv réteggel”(5. abra).
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(b)
5. abra PSi laprol késziilt SEM felvétel (a) feliilnézetbdl; (b) oldalnézetbol
(Tkachenko és mtsai., 2009)

A periodicitds egy olyan fotonikus szerkezetet biztosit, amelyre jellemzd,
hogy bizonyos hullamhossztartomanyokban a bees6 fény nem terjed tovabb, teljes
mértékben visszaverddik. Ez az egyedi szerkezet elére tervezhetd, és a kivant
felhasznaldsi célok szerint megvaltoztathatd. Sok alkalmazasnal fontos lehet a
reflexios csucs helye, amely érzékenyen reagal a felszini tulajdonsagokra és a
rendszer torésmutatojara. Ezek a jellemzOk tobbek kozott akkor s
megvaltozhatnak, ha molekulak, biomolekulak keriilnek a porozus szerkezetbe. A
valtozas mértéke legtobbszor egyenes aranyban 4all a porusokba keriilt
anyagmennyiséggel. Ennek a specifikus tulajdonsagnak koszonhetd, hogy a
porusokban rogzitett anyagok mennyisége konnyedén nyomon kovethetd a
reflexids csucs eltolodasaval. A rendszer felszini tulajdonsagai és torésmutatdja
megvaltozik ebben az esetben, ezaltal lehetségessé valik a megkdtott molekulak
detektalasa akar kvantitativ modon is. A reflexios moédus hulldmhosszanak
eltolodasa azt jelzi, hogy az immobilizalt anyag beépiilt a PSi fotonikai
struktarajaba.

A PSi tartalmt kompozitok hasznalati lehetdségeirdl egyre szélesebb korben
gondolkoznak, elsésorban fotonikus alkalmazéasban, szenzorként vagy gyogyszer
hordozoként (Oda és mtsai., 2006; Agarwal és mtsai., 2003; Estevez és mtsai.,
2009; Martin és mtsai., 2009; Thomson és mtsai., 2010; Estephan és mtsai., 2011;
Palestino és mtsai.,, 2008; Xiao és mtsai.,, 2011). Kiilonleges paramétereinek
koszonhetden egyediilallo lehetdségeket biztosit az integralt optoelektronikaban és
bioszenzorok eldallitasahoz egyarant (Thomson és mtsai., 2010; Estephan és
mtsai., 2011; Wu, 2011; Kilian és mtsai., 2007).
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2.4.2.2. A porozus szilicium és a biolégiai anyagok

A bio-nanokompozitok egyik igéretes hordoz6 szubsztratja a szilicium.
Napjainkban a legszélesebb korben alkalmazott anyag a félvezetd
technologidkban, valamint, mivel biokompatibilis, elOszeretettel hasznaljak
biologiai anyagok hordozojaként (Oda és mtsai., 2006; 2010; Meuner és mitsai.,
2009; Fukushima és mtsai., 1996; Noji és mtsai., 2011). Alkalmazasaval egyrészt,
megfeleld kornyezet biztosithatd az in vivo kornyezetbdl kiszakitott, immobilizalt
anyagok hatékony mikddéséhez. Masrészt, specidlis elektromos vezetési
tulajdonsagai miatt alkalmas ,,interface” lehet, els6sorban redox aktiv fehérjék
miikodéséhez, akar azok optoelektronikai alkalmazasaiban is.

In vitro alkalmazasban mar most is 1éteznek szilicium alapt bioszenzorok.
Két kiilonb6z6 tipusuk ismert, egyrészt amelyek egyes komponensek mennyiségét
detektaljadk egy Osszetett bioldgiai rendszerben, altalaban valamilyen rogzitett
receptor vagy enzim segitségével, masrészt, amelyek €16 sejtek életképességét
detektaljak (Chin és mtsai., 2001; Anglin és mtsai., 2004; Stefano és mitsai.,
2006). Bar az elmult években egyre szélesebb korben elterjedt a szilicium alapt
eszk6zok in vitro alkalmazasa, eddig az in vivo alkalmazasok nem keriiltek
elétérbe.

A porozus szilicium kivételes lehetdséget nyljt a bioldgiai anyagok
mint (a) szabalyozhaté porusméret (b) nagy feliilet (c) réteges fotonikus szerkezet
(d) egyszert és olcso eldallitas (e) biologiai lebonthatosag.

Kiilonféle formaban alkalmazzak a PSi-t biokompozitokban, akar mint
hordoz6 anyag, ami nem befolyasolja kozvetleniil a bioldgiai anyag miitkodését,
csak megfeleld kornyezetet biztosit annak, illetve akar, mint aktiv komponens,
amikor félvezetd tulajdonsagai révén részt vesz pl. toltésszétvalaszto és stabilizald
folyamatokban.

A porézus szilicium lehetséges alkalmazasait harom f6 csoportba
sorolhatjuk: a, in vitro bioszenzorok el6allitasa b, kiilonféle beiiltetheté orvosi
eszkozok tokéletesitése C, biologiai interfész haldzatok létrehozasa (Mayne és
mtsai., 2000). A jovo biokompozitjai egyik alapkovének is mondjak, mivel

jelentdsen megndvelik a rendelkezésre allo feliiletet az eddig hasznalt szilicium
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szubsztratokhoz képest. A nagyobb feliiletnek koszonhetéen a rendszer
érzékenysége is megno.

In vivo alkalmazasok kutatasai Soran, ahol a hordoz6 kézvetleniil érintkezik
az €16 sejtekkel, mar ma is igen gyakran PSi-ot hasznalnak. Szamos biomolekula,
pl. a human szérum albumin (HSA), a gliikézoxidaz (GOX) és a fibrinogén
adszorpcidja is jol mérhetd PSi-on (Canham és mtsai., 1999). A nanokristalyos
PSi filmek nem csak bioszenzorként, de kromatografként is hasznalhatéak. A par
nanométer atmérdjii porusokkal rendelkezd filmek alkalmasak a biomolekulak
méret szerinti elvalasztasara, makromolekulak meghatarozasara (Collins és mtsai.,
2002). Ezen az uton haladva, a fehérjék elvalasztasanak és meghatarozasanak
céljabol a PSi filmek preparalasa soran a pérusrendszer jobb szabalyozhatdsagara,
tervezhetdségére torekedtek. A proteinek szabalyozott megkdtése igen hasznosnak
bizonyult a kiilonféle gyogyszer adagolasi technikakban (Guinan és mtsai., 2013).

A szilicium nanostrukturdknak fontos szerep juthat tobbek kozott az orvosi
diagnosztikaban vagy bioszenzorok létrehozasaban (Cunin és mtsai., 2002). A
sajatos fotonikai struktira jo lehet6séget (és egyben kihivast is) kinal a fotoaktiv
pigment-protein komplexek és a PSi tarsitasara 0ij biofotonikus alkalmazasok

létrehozasara.

2.5. Szén nanocsovek

2.5.1. A szén nanocsovek szerkezete és tulajdonsagai

Miutan Richard Smalley, Robert Curl és Sir Harold Kroto felfedezte a
fullerént (Cgo; Kroto és mtsai., 1985), mindossze hat év telt el és Japanban Sumio
lijima és csoportja egy ujabb szén nanoszerkezetre, egy addig még ismeretlen
allotrop szénmodosulatra bukkant, ez pedig a tobbfali szén nanocs6 volt (multi
walled carbon nanotube — MWCNT; lijima, 1991). Két évvel késébb, 1993-ban
szintén lijima és csoportja felfedezte az egyfalu szén nanocsdveket is (single
walled carbon nanotube — SWCNT; lijima és Ichihashi, 1993), lehetéségek
tarhazat nyitva meg a nanorendszerek €s Ujgeneracids nanokompozit anyagok
kutatdsa el6tt. A szén nanocsdvek olyan eldnyos tulajdonsadgokkal birnak, mint a

kivalo vezetdképesség vagy a rendkiviili mechanikai tulajdonsagok, igy szamos
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teriileten fel lehet hasznalni 6ket, az orvostudomanytél az Urkutatasig (lijima
Sumio, Louis Brus, Kavli dij, 2008).

Az egyfali szén nanocsovek (SWCNT) leirhatoak tgy, mint egyetlen
feltekert grafitsik, melynek két végét latszolag kettévagott fullerénekkel zarjak le.
Szerkezetiik, a grafitsikhoz hasonloan, hatszoges grafén lapokbol all. A grafitsik
feltekeredési modjatol fliiggden a kiralis szog kiillonbozo értékeket vehet fel
(0=30°, O=0° ¢és 0°<O<30°), mely szerint harom kiilonb6z6 tipusat
kiilonboztetjiik meg a nanocséveknek. Ezek sorrendben a kiralis, illetve a két nem
kiralis, a karosszék és a cikk-cakk elrendezéstli szén nanocsovek.

A tobbfalt szén nanocsdveket (MWCNT) ugy képzelhetjiik el, mint tobb,
koaxialisan rendezett, kiilonb6z6 atmér6jii, koncentrikusan egymasban
elhelyezked6 egyfalt szén nanocsovet (Collins és mtsai., 2001). Az egymas koré
tekered6 nanocsoveket gyenge van der Waals kolcsonhatds kapcsolja Ossze.
Atlagosan 10 nm az atméréjiik, de ez az érték az egymas koré tekeredd grafit
rétegek szamatol fliggéen valtozhat (akar 80-100 nm is lehet). Hosszuk par
mikrométer, s6t milliméter is lehet, igy altalanossdgban elmondhatd réluk, hogy

hossz/atmérd aranyuk nagyobb, mint 1000.
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A szén nanocsovek felfedezése Ota széleskorii kutatasok folynak azzal
kapcsolatban is, hogy hogyan lehet 6ket kompozit anyagokban hasznositani.
Néhany esetben sziikséges lehet a nanocsdvek feliilletmodositasa, amely torténhet
fizikai és kémiai modon. Megvaltoztathatbak a nanocsdvek oldhatdsagi
tulajdonsagai, vagy kémiai feliiletmoddositassal kiilonb6z6 vegyiiletekkel funkcids
csoportokat hozunk 1étre a nanocsovek feliiletén, amelyek a szénatomokkal erds

kémiai kotést tudnak kialakitani.

2.5.2. A szén nanocsovek és a biologiai anyagok kozotti

kolcsonhatas

A szén nanocsovek kivald kémiai és fizikai paramétereiknek koszonhetéen
igen népszerii hordozok a bio-nanokompozitok eldallitasa soran (Bianco és mtsai.
2005). Tobbféle biologiai anyagot immobilizaltak sikeresen szén nanocsovek
felszinén, mint pl. DNS-t (Singh és mtsai., 2005) hidrogenazt (Ciaccafava és
mtsai., 2012), glikéz oxidazt (GOX, Guiseppi-Elie és mtsai, 2002), hidrogén
peroxidazt (Magyar és mtsai.,, 2013). Mivel jellemzd rajuk a nagymértéki
rendezettség, és a redox-enzimekkel valo funkcionalis kapcsolat lehetésége, a
szén nanocsovek immobilizaciés matrixként vagy mediatorként is hasznalhatok
harmadik generaciés amperometrids bioszenzorok kifejlesztésénél (Tsai és mtsai.,
2006; Gooding és mtsai., 2003; Lebedev ¢s mtsai., 2008; Lu és mtsai., 2005;
2007). Biologiai alkalmazasukkal kapcsolatban a mai napig vita targyat képezi
biokompatibilitasuk és citotoxicitdsuk. Ebben az irdnyban szdmos vizsgalatot
elvégeztek mar a szén nanocsoveken, foként egész sejtekre kifejtett hatasukat
vizsgaltak (Magrez és mtsai., 2006; 2006; Hurt és mtsai., 2006; Liu és mtsali.,
2009; Kim és mtsai., 2011). Kisebb biologiai molekulak, fehérjék esetében a szén
nanocsd mindenféleképpen megfeleld hordozonak bizonyult.

Fotoszintetikus fehérjékkel képzett nanocsé kompozitok esetén a nanocsd,
jo elektromos vezetési tulajdonsagaibol adodoan, idealis hordozonak bizonyult
(Lebedev és mtsai., 2008). Kutatocsoportunk korabbi eredményei is bizonyitottak,
hogy a szén nanocsdvek fotoszintetikus reakciocentrummal alkotott komplexei
képesek a toltésatviteli allapotok stabilizalasara is (Dorogi €s mtsai., 2006, Szabo

¢és mtsai., 2012).
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3. Célkituzések

Prof. Bao Lian Su (FUNDP, Namur, Belgium) laboratériumaban
lehetéségem nyilt megismerkedni a kutatocsoportja munkajaval. Betekintést
nyertem abba, hogyan torténik az egész novényi sejtek rogzitése hordozo
feltiletekhez, mely soran lehetdség nyilik 1) zold technologidk kidolgozasara.

Tekintettel arra, hogy a fotoszintetikus reakciécentrumban torténnek a
fényenergia kémiai energidva alakitasanak legelsd 1épései, valamint ennek a
fehérjének a bio-nanotechnoldgidban valé alkalmazasa napjainkban nagyon sok
laboratorium érdeklodésének a koézéppontjdban all, egy olyan kutatocsoport
munk4jaba szerettem volna bekapcsolodni, ahol ilyen irdnyu kutatdsokat

folytathatok.
Mindezeket figyelembe véve, munkdm soran célul tiztem ki:

1. Arabidopsis thaliana (ludfit) egész névényi sejtek rogzitését szilicium alapt
hibrid gélben szol-gél moddszerrel, valamint a kompozit alapvetd
fotokémiai/-fizikai folyamatainak meghatarozasat.

2.  Bio-nanokompozitok készitését Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium
torzsbol izolalt és tisztitott fotoszintetikus reakcidocentrum fehérje (RC)
vezetd vagy félvezetd hordozo anyag feliiletén torténd fizikai és kémiai
kotése révén.

2.1. A fotoszintetikus reakciocentrum fehérje kémiai rogzitését
aminocsoporttal funkcionalizalt szén nanocsé (CNT) felilletén. A
l1étrehozott kompozitok szerkezeti karakterizalasat (AFM, SEM), és
fotoaktivitasuknak meghatarozasat flashfotolizis kisérletekkel.

2.2. A fotoszintetikus reakciocentrum fehérjének mind kémiai, mind
fizikai uton valdé rogzitését porozus szilicium feliiletéhez, a
kompozitok szerkezeti meghatarozasat (SEM, EDX), a kiilonb6z6
kotések hatékonysaganak kimutatasat (Fourier Transzformacios
Infravoros Spektroszkopia), és a RC fotokémiai/-fizikai aktivitasanak
meghatarozasat a kiilonbozo kotési eljarasokat kovetden (flashfotolizis

kisérletek).
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Mintaelokészités, preparativ eljarasok

4.1.1. A novényi sejtkultira jellemzése

Szuszpenzioban nevelt, Arabidopsis thaliana levelekb6l szarmazo
sejtkultarat hasznaltam. L-MM1, Landberg erecta tipusu sejteket neveltem
Murashige és Skoog tapoldatban (MS médium, pH 5.7). Kiegészité tapanyagként
szacharozt (30 g/l), Kinetint és 0,5 pg/ml NAA-t (a-naftalén ecetsav) hasznaltam.
A sejtek 18/8 oras fény/sotét fotoperiddusban, 25 °C-on, 115 rpm-es kevertetés
mellett néttek. A tapoldatot nyolc héten at minden 7. napon, tehat Gsszesen
nyolcszor frissitettem (Murashige és Skoog, 1962; Perullini és mtsai., 2007;

Meunier és mtsai. 2010).

4.1.2. A Rhodobacter sphaeroides baktériumtorzs
tenyésztése

Vizsgalataimhoz a Rb. sphaeroides R-26 és 2.4.1 torzset hasznaltam. Az R-
26 torzs karotinoidmentes, az abszorpcidés spektrumabol hianyoznak a
karotinoidok savjai, ezért folyadékkultirajanak szine jellemzden kék, mig a
vadtipust tenyészet szine voOrdses barnds. A 2.4.1, melyet sokszor vadtipusu
reakciocentrumként emlitenek, rendelkezik karotinoiddal, megvédve ezzel a
fehérje komplexet a fotooxidacidval szemben. A karotinoidot nem tartalmaz6 R-
26 torzs sejtjei fotoheterotrof nevelési koriilmények kozott nevelkedtek, mivel

A folyadékkultarakhoz 1,5%-0s agaron ndtt massziv szurt tenyészetekbol
vettiink mintédkat a 10-15 cm® szukcinat-tartalma Sistrom-tapoldatot tartalmazo,
i1 zarhaté kémesdvekbe. A tovabbtenyésztéshez 200-250 cm®, majd 1000 cm®-es
tivegeket hasznaltunk. Minden egyes atoltas utan 4-6 orara sotétben tartottuk a
sejteket, biztositva, hogy az oldatban 1év6 6sszes oxigént felhasznaljak. Erre azért
volt sziikség, mert a tapoldatban maradt kismennyiségli oxigén fotoheterotrof

nevelési koriilmények kozott a sejtek egy részét elpusztitana, lassitva a tenyészet
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novekedését. A sotétperiodus utan a tenyészeteket fényre tettiik a fotoheterotrof
nevelési koriilmények biztositasa céljabol. A megvilagitas 40 W teljesitményii
wolfram izz6szalas lampakkal tortént, amelyeket kb. 20 cm-re helyeztiink el a
tenyészetekt6l. Az izzolampak altal termelt h6 egyuttal biztositotta az optimalis,
kb. 30 °C hémérsékletet is. 4-5 napig allando fényben torténd tenyésztés utan a
sejteket lecentrifugaltuk (6000 x g, 20 perc), majd mosépufferrel (10 mM TRIS;
100 mM NaCl) mostuk, és a felhasznalasig -20 - -25 °C-on lefagyasztva taroltuk
(Nagy és mtsai., 1991). Literenként kb. 8 gramm baktériumtomeget tudtunk

Osszegytjteni.

4.1.3. Reakciocentrumok preparalasa

A RC-ok preparalasahoz nagyobb mennyiségii, kb. 100 g vizes tomegii
sejtre van sziikség, amelyeket a preparalas el6tt tobbszor atmostunk TRIS-
pufferrel (10 mM TRIS; 100 mM NaCl; pH 8,0). Higitds utan ultrahanggal
feltortik a sejteket. Az ultrahangos feltarashoz SONOPLUS Ultrasonic
homogenizer-t hasznaltunk (Bandelin, Németorszag). Egy specidlisan a
sejtfeltarasra tervezett, jégbe allitott iivegedényben a késziilék TT 13 titdnfejét
hasznalva 1 6ran at kozel 100% (kb. 70 W) teljesitménnyel, impulzus lizemmodot
haszndlva (5 impulzus/periodus) ultrahangoztuk a sejteket. A szdmunkra
szlikségtelen sejtmaradvanyokat (sejtfal, feltoretlen sejtek) centrifugéléssal
tavolitottuk el (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 tartalmaz6d TRIS-pufferrel kioldottuk a fehérjéket,
amit Ujabb ultracentrifugalassal valasztottunk el a nem szolubilizalt részektdl. A
feliiliszobol a RC-ot frakcionalt ammonium-szulfatos kicsapéassal, majd DEAE
Sephacell  anioncseréld  oszlopkromatografidval  kiilonitettik el. Az
oszlopkromatografia el6tt a mintat dializalassal sdmentesitettiik. A kromatografia
soran szedett frakciokbol azokat tartottuk meg, amelyekben az OD2g0nm/ODgoonm
arany 1,2-1,5 kozott volt. A koncentracio és a tisztasdg megallapitasa utan UQqo
hozzaadéasaval a Qg-aktivitast 90% felettire allitottuk be. Az ilyen moédon izolalt

RC-at —20 °C-on taroltuk.
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4.1.4. Porozus szilicium eloallitasa

A porozus szilicium mintdk p-tipust boér-dopolt 500-550 um vastagsagu,
lapokbdl nedves elektrokémiai maratasos eljarassal késziiltek. Az elektrolitot
hidrogén-fluorid (48%), etanol (98%) ¢és glicerol (98%) alkotja 3:7:1
térfogatszazalékban (Agarwal és mtsai.,, 2003, 2004). A mikrokavitacios
szerkezetben magas és alacsony porozitasu rétegek valtakoznak (HL)yxs HH (LH)xs
elrendez6désben, ahol H a magas, L az alacsony porozitasu réteget jeloli. Minden
réteg optikai vastagsaga A/4 (az altalam hasznalt mintak esetében A=700 nm), mig
a kozépen elhelyezkedd egymast koveté két magas porozitasu rétegnél A/2. Az
elsd réteg magas porozitasu, igy biztositott a jO penetracid a makromolekulak
szamara.

A PSi lapok egy részét Vivechana Agarwal-tol (Universidad Autonoma del
Estado de Morelos, Cuernavaca, Mexico) kaptam, illetve Gabriela Palestino
laboratoriumaban (Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Autobnoma de San

Luis Potosi, San Luis Potosi, Mexico) magam készitettem.

4.1.5. Szén nanocsovek eloallitasa

Az amin-funkcionalt egyfalii szén nanocséveket Horvath Endre készitette
Forrd Laszld laboratoriumaban (Institute of Physics of Complex Matter, Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne, CH-1015 Lausanne, Svéjc). A nagynyomast
szénmonoxid atmoszféraban késziilt (HiPco) szén nanocsdvek tisztitdsa nedves
oxidacios modszerrel tortént, a kovetkezok szerint: 100 mg nyers HiPco SWCNT-
t oxidaltak 60 ml 30%-0s H,O;, és 110 ml 22%-0s HCI elegyével. Az oldatot
keverés mellett 70 °C-on, 9 6ran at folyamatos reflux alatt tartottdk. Ezt kovetden
szobahdmérsékletiire hiitotték, majd a nanocsoveket leszirték, és desztillalt vizzel
7-es pH eléréséig mostak (Dorogi és mtsai., 2006). Végiil 120 °C-on, 30 percig
szaritottdk. A tisztitott nanocsovek hozama 90%, amit transzmisszids
elektronmikroszkoppal (TEM) hataroztak meg. Az egyfalti nanocsévek atlagos

atmérdje 1-5 nm.
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4.2. Biokompozitok eloallitasa

4.2.1. Novényi sejtek rogzitése szol-gél médszerrel

4.2.1.1. A szilikat matrix szintézise

A sejtek bekotését megel6zOen ajanlott kiillonbozo Osszetételti szilika
matrixokat 1étrehozni, hogy megtalaljuk a sejtek immobilizalasdhoz az optimalis
aranyokat. Ebbdl a célbol tobb kiilonbozd Osszetételll, sejteket nem tartalmazo
matrixot hoztam létre, hogy jellemezzem azok fizikai és kémiai tulajdonsagait,
mint példaul a pH-t, az ozmotikus nyomast és a zsugorodas mértékét (1. tablazat).

Natrium-szilikatbol (Na,SiOz, Mercks, a tovabbiakban NaSi) 1,5 M-0s
oldatot készitettem, majd fagyasztoba tettem. A gyantat (Acros) savas vizzel pH
0,5-1-re (37% HCI, Acros), majd pH 2-re allitottam be (HC1 1 M, Sigma), és -4
°C-ra hiitéttem le. Kozvetleniil a hiitést kovetden Osszekevertem a natrium-
szilikatot és a gyantat tartalmazo6 oldatokat, és sziirépapiron (VWR 417) sziirtem
at. Ezt kovetden tiszta szol allapoti szilikat oldatot kaptam. A matrix
Osszeallitasahoz ezt az oldatot, illetve MTGS-t (metil-triglicerol-szilan), NaCl-
oldatot (0,6 g/ 100ml) és KOH-oldatot (5,6 g/100 ml) hasznaltam kiilonb6z6
aranyban. MTGS-t és NaCl-ot hat kiillonb6z6 koncentracioban alkalmaztam. A

preparacio folyaman fontos a pH és az ozmotikus nyomas pontos beéllitasa.

Minta MTGS NasSi MTGS NacCl KOH  Gélesedés ideje
(%) (ml) (ml) (ml) (1) (perc)
1 0 8 0 6 120 5
2 3 8 0,35 5,6 110 5
3 6 8 0,70 53 120 5
4 11 8 1,50 45 110 5
5 18 8 2,60 34 110 5
6 33 8 6,00 0 90 >60
1. tablazat: A kiilonbozéo MTGS koncentracioju szilikat matrixok Osszetétele. A

tablazat minden minta esetében tartalmazza az MTGS, NaSi, NaCl, KOH mennyiségét,

illetve a gélesedéshez sziikséges 1dot.
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A gél elkészitése sordn az egyik legfontosabb 1épés a pH pontos beallitasa.
El6szor igen savas, pH 2 értékre van sziikség, mivel itt talalhato a prekurzor
izoelektromos pontja. A gél 1étrejotte el6tt azonban a pH-nak fel kell emelkedni
5,7-es értékre, mert a ndvényi sejtek szamara ez a pH az optimalis.

A preparalas végén minden mintabdl elkiilonitettem 2 ml-t egy kiivettaba
két napra. Ez a mennyiség elég volt ahhoz, hogy kell6képpen stabil legyen a
mintak struktaraja. Ezt kovetéen kivettem Oket, és minden masodik nap
megmértem a térfogatukat. fgy nyomon tudtam kovetni a mintak zsugorodasanak

mértékeét.

4.2.1.2. A novényi sejtek rogzitése

A sejtek immobilizalasahoz megfelelé kornyezet sziikséges. A kompozit
létrehozasahoz natrium szilikat (a fent emlitett recept alapjan), MTGS, MS 1x,
MS 10x, KOH ¢s a felnevelt sejtkultura oldata sziikséges. Harom kiilonb6zd
MTGS koncentracié hasznalataval készitettem harom kiillonb6z6 mintat. Az

aranyokat és pontos mennyiségeket a 2. tdblazat tartalmazza.

Minta NaSil,5M MTGS  MS 1Ix MS 10x KOH Sejtek

(ml) (ml) (ml) (ml) (D) (ml)

1 16 0,6 54 1,6 765 4.4

2 16 1,4 4,6 1,6 765 4.4

3 16 5,2 0,8 1,6 765 4.4
2. tablazat: A kilonboz6 MTGS koncentracioju szilikdt matrixok Osszetétele

Arabidopsis thaliana egész sejtek rogzitése esetén. A tablazat minden minta esetében

tartalmazza a NaSi, MTGS, MS 1x és 10x, KOH és a sejtkultira mennyiségét.

4.2.2. RC/PSi kompozitok eléallitasa

A RC immobilizalasa a PSi feliiletén két kiilonb6z6 protokollal tortént. Elsé
esetben kémiai, majd ezt kovetden fizikai kotési eljarast alkalmaztam a fehérje

komplexek rogzitéséhez.
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Kémiai kotés keresztkotdkkel:

Kezdetben a pordzus szilicium mintdk hasznalatanal sok gondot okozott,
hogy a lapok konnyen oxidalodtak, és ezzel inhomogénné valt a PSi lapok
felszine. Ezt a problémat egy érdekes otlet oldotta meg, mely soran termalis
oxidacio altal egy erds oxid-réteget hoztam Iétre a felszinen. Ez a réteg homogén
¢s stabil, a késObbiekben konnyen kezelheto.

A fehérje kémiai kotésekor egy haromlépéses kotési protokollt kdvettem,
melynek elsé 1épése a szilicium mikrokavitasok (PSi) 900 °C-on, 3 percig torténd
termalis oxidacidja. Igy lehetséges volt egységes oxidréteg létrehozasa a szilicium
lap felszinén. A PSi felszinének tovabbi funkcionalizalasa a lapok szilanizalasaval
torténik. Az 5%-0s 3-aminopropil-trietoxiszilan (APTES, Aldrich)/toluén
oldatban 1 dran 4t inkubdlodott a minta. A szilanizalast kdvetéen szabad amin-
csoportok valnak elérhetévé a PSi felszinén. A felszinhez nem kotéddott APTES
oldatot tiszta toluénnel, majd etanollal mostam le. A PSi lapot Nj-aramban
szaritottam, majd 110 °C-os kemencébe helyeztem 15 percre. A RC-ot
keresztkotdszer segitségével kotottem kémiailag a PSi-hez. Az altalam hasznalt
glutaraldehid (GTA) amin-csoporthoz célzottan kot6dé homobifunkcionalis
keresztkotoszer. Két aldehid-csoporttal rendelkezik, ebbdl egyik az APTES
szabad amin-csoportjahoz, mig a masik a RC egy hozzaférhet6 lizin oldallancahoz
kotddik (Palestino és mtsai., 2008). 20 percig inkubalddott a minta 2,5%-0s GTA
(Sigma) — 10% PBS puffer oldatban (pH 7; foszfat puffer, 2,7 mM KCI, 137 mM
NaCl, Sigma). Az inkubaciés id6t kovetéen a nem kotott GTA-ot 10% PBS
pufferrel lemostam, majd, a kisérleti koriilményeknek megfelelden, kiilonbozo
koncentracioju RC-oldatot (10 mM TRIS; 0,03% LDAO; pH 8,0) cseppentettem a
PSi felszinére két 6rds inkubdcios idére. A nem kotott reakcidcentrumot PBS

pufferrel mostam le.

Peptidboritdssal segitett kotés:

A masodik modszer soran a RC egy 12-mer peptid (szekvenciaja
SPGLSLVSHMQT) segitségével kapcsolodik a PSi-hez. Ez a peptid specifikus,
igen erdsen kotddik az altalunk haszndlt p-tipusu PSi feliiletéhez, és egy erdsen
hidroféb feliiletet hoz 1étre (Estephan és mtsai., 2011). Az eljaras els6 1épésében a
szilicium lapot sosavval deoxidaltam, majd 20 uM-os peptid-PBST (PBS-puffer,
0,1% Tween 20) oldatban 2 6ran at inkubaltam. A nem kotott peptidet PBST-vel
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tavolitottam el a felszinr6l. Ezt koévetéen cseppentettem a kiilonboz6
maradék, nem kotott reakciocentrumot PBS pufferrel tavolitottam el. Ez a

protokoll egy igen erds fizikai kotést biztosit a RC és a PSi kozott.

4.2.3. Reakciocentrum/szén nanocsé kompozitok

eloallitasa

Amin-funkcionalt egyfalii szén nanocsovek felilletéhez glutaraldehid
homobifunkcionalis  keresztkotdszer — segitségével — kotottem  hozzd  a
reakciocentrumot. Az 1-2 nm atmér6jii, 4 mg/100 ml koncentracidji nanocso
szuszpenziobol 800 pl-t féligateresztd membranba helyeztem, és kb. fél napig
foszfat pufferben (pH 6,5) dializaltam. A dializalds soran a minta ¢s a dializalo
oldat kozott egyensulyi koncentrdcid jott létre azokra a komponensekre
vonatkozoan, melyeket a féligateresztd membran atenged. Elsddleges cél a
rendszerbdl eltavolitani a felesleges detergenst vagy egyéb kisméretli
komponenseket (kovetkezd 1épésben a GTA keresztkdtoszert).

Ezt kovetden egy Ords ultrahangozdssal (Transsonic 310) biztositottam a
homogén nanocsé szuszpenziot. Az igy kapott nanocsd szuszpenzidhoz 50 pl
50%-o0s glutaraldehidet adtam, majd 10 percig 400 rpm-en magneses keverével
kevertettem. A nem kotott glutaraldehidet 20 perces dializalassal tavolitottam el a
szuszpenziobol (foszfat puffer, pH 6,5). Ezt kdvetéen 100ul RC-t (c=64 pM)
tettem a szuszpenzioba, és két oran at dializaltam foszfat pufferben (pH 7,0).

A kapott kompozitot addig mostam, amig a feliilisz6 mar nem tartalmazott
RC-ot, tehat az Osszes nem ko6tédott RC-ot eltavolitottam a komplexbdl (tobb
alkalommal foszfat pufferrel 20 percig centrifugaltam (10000 rpm), majd
szuszpendaltam). A feliiliszot minden esetben pipettaval 6vatosan eltavolitottam,
¢és detergenst tartalmazo foszfat pufferrel (pH 7,0; 0,03% LDAQO) az eredeti
térfogatra higitottam. A  feliiliszo spektrumat UNICAM UV4 tipust
spektrofotométerrel mértem. Ezt a 1épést addig ismételtem, amig a mért spektrum
alapjan a feliiliszd mar nem tartalmazott RC-ot. Igy lehetséges volt a szén

nanocs6hoz nem, vagy csak fizikailag kotddott RC eltavolitasa a szuszpenzidbol.
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Az igy kapott szuszpenziobdl meghatarozott mennyiségeket tiveglapra

cseppentettem, és nitrogén aramban szaritottam.

4.3. Vizsgalati modszerek

4.3.1. Oximetria

A rogzitett novényi sejtek fiziologiai aktivitdsat az oxigén fogyasztasuk
mérésével hataroztam meg, amelyhez Clark cellat (Oxy-labmanufactured,
Hansatech Instruments) hasznaltam. Ez az eszkdz modern modon képes a
fotoszintetikus aktivitds és respiracid mérésére ugy, hogy a keletkezett oxigén
mennyiségét méri. A vizsgalat sordn 500 mg monolitikus, tehat egységes és
stabilan Osszetartd gélt hasznaltam (3 mm?®), amit 1 ml Murashige és Skoog
tapoldathoz adtam (MS novekedést serkentd taptalaj (Murashie and Skoog,
1962)). A novényi sejtszuszpenzié aktivitdsat immobilizalas el6tt is megmértem,

és a késobbiekben ezt tekintettem referencianak (100%-nak).
4.3.2. Egyensilyi abszorpciomérések

A RC szuszpenzié abszorpcios spektrumat UNICAM UV4 tipusu
spektrofotométerrel hatdroztam meg. A mérés soran a spektrofotométer kozeli
mintahelyzetét hasznaltam, hogy lecsokkentsem a fényszorasbol adodd mérési
hibat. Mivel a RC komplex jellemz6 abszorpcidés savjai (az 0Osszfehérje
abszorpcidjat is figyelembe véve) egymastol viszonylag tavoli hullamhossz
tartomanyokban vannak, az UV tartomanytol a kozeli infravords tartomanyig fel
kellett vennem a spektrumot (250 nm — 900 nm). A mérésekhez kvarckiivettat
hasznaltam.

A RC tisztasagat az OD,gonm/ODgoonm arany meghatarozasaval jellemeztem
(lasd a ,,Reakcidcentrumok prepardldsa” fejezetet). A koncentraciot az ggpo= 280
M tcm™ extinkcids koefficiens alapjan hataroztam meg, a Beer-Lambert torvény

alkalmazasaval.
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4.3.3. A fotokémiai/-fizikai aktivitas meghatarozasa

abszorpciovaltozas kinetikai mérésével

4.3.3.1. Az abszorpciovaltozas mérése

A RC-ok fényfelvillanas altal gerjesztett oldatbeli abszorpciovaltozasat
hazilag Osszeallitott egysugaras spektrofotométerrel mértem (7. abra, Tandori és
mtsai., 1995). A nem gerjeszté hatasi méréfényt egy stabilizalt tapegységgel
taplalt, 50 W-o0s, 12 V-os aut6izz6 szolgaltatta, amelyet egy monokromator (Jobin
Yvon) belépd résére fokuszaltam, a kilépd fényt pedig egy fényzaron at a
kiivettatartoban levé mintara élesitettem. A mintan athalad6 fényt egy
fotoelektron-sokszoroz6 (Hamamatsu R928) fotokatodjara képeztem le. A telitési
gerjesztést egy xenon villandlampa (EG&G FX200, t3,=8,5 ps) biztositotta,
amelybdl a fény egy keresztezett optikai szlir6n at érte el a mintat. A megmaradt
vords sav elegendd volt a telitési gerjesztéshez. A fotokatdod elé széles savi
keresztez6 szlrdt tettem, hogy védje a fotoelektron-sokszorozot az erds gerjesztod
fényimpulzussal szemben. A fényfelvillanas eldtti  stacionarius — allapot
kiegyenlitésére 100 mV kiegyenlitd (offset) fesziiltséget kapcsoltam a fotokatodra,
amit a mér6fény hatasara a munkaellenallason (10-100 kQ) fellép6 fesziiltséggel a
flash elott kiegyenlitettem. Az analdg erdsité jelét 3206B tipusit PicoScope-pal
digitalizaltam, amelyet laptop szamitogéppel vezéreltem USB csatlakozon
keresztiil.

Az elsd gerjesztés hatasara 1étrejove toltésstabilizalodast a P'Q° — PQ
toltésrekombinacido nyomonkovetésével vizsgaltam 430 és 860 nm-nél, ahol az
impulzusgerjesztés utdn keletkezé P visszaredukalodasat mértem.

Por6ézus szilicium lapok esetében a berendezést specidlis elrendezésben,
reflexios modban hasznaltam, mivel ezek a mintdk nem fényateresztéek. A
berendezés felépitését a 7. dbra mutatja, amelyen szaggatott vonallal jeloltem a

berendezés reflexios méréshez tortént atrendezését.
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7. abra A fényindukalt abszorpciovaltozast méré késziilék blokkdiagrammja. Szaggatott
vonal jeloli a késziilék reflexios modban alkalmazott elrendezését. L: halogén autoizzd
(50 W, 12 V), Le: lencse, M: monokromator, S: minta, F: optikai szal, Xe: xenon

villandlampa, O: optikai sziird, E: er6sitd, C: pikoszkop.

4.3.3.2. Abszorpcidvaltozas adatainak kiértékelése

Toltésszétvalasztas egyetlen telitési fényeerjesztést kovetden

A RC-ban lejatsz6dd fényindukalt toltésszétvalasztas kinetikdjanak és
energetikajanak jellemzésére az abszorpciovaltozas mérése rutinszeriien
hasznalhaté (Tandori és mtsai., 1991, 1995; Lakatos és mtsai., 2002). A P/P*
elsddleges elektrondonor és a Q/Q  akceptor komplex kinonjai redoxallapotairol
altalaban a 430, 450, 603, 860 nm-nél, illetve a BPheo 771 nm-nél mért
abszorpciovaltozas kinetikaja tajékoztat (Nagy és mtsai., 1999, 2004; Tandori és
mtsai., 1995; Tiede és mtsai., 1996).

A vizsgalt reakciok exponencidlis fiiggvénnyel irhatdak le. A kinetikak

sokszor tobb exponencialis sszegeként kezelhetok:

At :iAi 'eiki‘t !
i=1
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ahol A; az amplitud6 idofiiggése, A; az i-edik komponens amplitiddja a t=0 S

idépontban, ki pedig a sebességi allandoja.

Tobbszoros toltésszétvalasztas

Folytonos fénnyel torténd gerjesztés esetén a RC fotociklusa soran
folyamatos az 4tfordulds mind a donor, mind az akceptor oldalon. Ez azt jelenti,
hogy az oxidalt donormolekulak és a kétszeresen redukalt, Un. dihidrokinol
molekuldk (QH2) levalnak a RC-rol, és a helylikre redukalt citokrom, illetve
oxidalt kinon kotodik.

A fotociklus nyomon kovetésére megbizhaté moddszer a citokrom
fotooxidacidjanak meghatdrozasa az 550 nm-nél mért abszorpcid fényindukalt
valtozasabol (Kleinfeld és mtsai., 1984; Osvath és mtsai., 1996). Erre a célra a
baktériumsejtekben természetesen eldforduld cp-tipusu citokromok mellett mas
szervezetekbol (pl. élesztébdl vagy emlésokbol) szarmazd citokrom is
hasznalhatd). A RC/PSi kompozitokon végzett vizsgalataimhoz 16szivbdl
szarmazo citokrom c,-t (Sigma) hasznaltam. A szilicium lapokat egy puffert (10
mM TRIS; 100 m M NaCl; 0,03% LDAO; pH 8,0) tartalmazo 1 cm x 1 cm
spektroszkopiai kiivettaba helyeztem Xe gerjeszté fénnyel szemben. A gerjesztés
ismétlési frekvenciajat 1 Hz-re allitottam. A PSi-hez kotott RC altal oxidalt
citokrom c, mennyiségét a citokrom redukalt és oxidalt formajanak kiilonbségi

extinkcios koefficiense alapjan hataroztam meg:
€red — Eox= 21,1+ 0,4 mM™em™.

A citokrémot natrium-aszkorbattal redukaltam a mérések elott, az
abszorpcids spektrum ellendrzése mellett. Az akceptor oldalt vizben oldékony

UQo-val (2,3-metoxi-5-metil-1,4-ubikinon, Sigma) allitottam helyre.

4.3.4. Atomer6 mikroszkopos vizsgalatok

Az Atomerd Mikroszképos (AFM) képek felvétele egy Molecular Force
Probe 3D vezérloszerkezettel (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA)
ellatott Asylum MFP-3D fej segitségével, szaraz koriilmények kozott tortént. A
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képek tapogatomodban, derékszogli szilicium tartokaros, 10 nm-nél kisebb, kb. 7
nm sugart heggyel (Olympus Microcantilever, OMCL-AC240TS) késziiltek. A
felvételek pasztazasi frekvenciaja 1 Hz-es volt, 512 x 512 képponttal digitalizalva.
Az AFM vizsgalatokhoz a minta el0készitését és az adatok kiértékelését én, mig a
méréseket Nagy Krisztina végezte el Dr. Varo Gyorgy (MTA SZBK)

laboratoriumaban.

4.3.5. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok

A pasztazé elektronmikroszkopos (SEM) felvételek Hitachi S-4700 tipust 11
FE-SEM miszerrel késziiltek 5-15 KV gyorsito fesziiltséggel. A mintakat a mérést
megel6zbéen elektromosan vezetd szénszalaggal ragasztottam fel a mintatartora,
majd Au/Pd réteggel vontam be Oket Ar atmoszféraban. Az elemanalizis energia
diszperziv rontgensugér diffrakcio médszerrel (EDX) tortént RONTEC XFLASG
Detektorral 3001 és Silicon Drift Detektorral (SDD). A méréseket az SZTE TTIK
elektronmikroszkoép laboratériumaban végeztem, a felvételek elkészitésében

Németh Zoltan volt a segitségemre.

4.3.6. Reflexiometrias vizsgalatok

A reflexios spektrumokat Bruker 66V Fourier Transzformacios Infravords
spektrofotométerrel vettem fel, Bruker A 510, 11° Tiikor Reflexiés Egység
hasznalataval (Montpellier Département Semiconducteurs, Matériaux et Capteurs
laboratoriumban). A PSi mintakat wolframszalas égével vilagitottam meg, a
visszavert sugarat szilicium diodadetektor detektalta. A mért spektrumot 25000-
9000 cm™ (400-1100 nm) tartoméanyban vettem fel a PSi-felszin kezelésének
minden 1épését kovetden. A spektrumok 100 felvétel atlagabol sziilettek 2 cm™

felbontasban (Estephan ¢és mtsai., 2011; Thompson és mtsai., 2010).
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4.3.7. Szinglet oxigén meghatarozasa

1,3-difenilizobenzofuran (DPBF) festéket hasznaltam a RC/SWCNT
kompozitban fénygerjesztést kovetden keletkezd szinglet oxigén detektalasdhoz.
A Kkisérlet soran a DPBF spektralis valtozasat mértem eldszor egy modell
rendszerben, amelyben a szinglet oxigént metilénkék generalta (Stracke és mtsai.,
1999), majd RC szuszpenzidoban szén nanocsé nélkiil, és szén nanocsdvel
egyarant. A megvilagitast kovetden a rendszerben keletkezd szinglet oxigén a
DPBF-fel specifikus reakcioba 1ép, melynek hatasara az izobenzofuran =«
elektronsavrendszere sériil, o-dibenzoilbenzén (DBB) keletkezik (lasd, 8. abra),
igy a DPBF 420 nm-es abszorpcios savjaban csokkenés jelentkezik (Amat-Guerri
¢és mtsai., 1996).

Ph Ph Ph
/ + 102 / O
0O—> O — 0]
. ) /()
Ph h h
DPBF DBB

8. abra A difenilizobenzofuran (DPBF) reakcioja szinglet oxigénnel (Zhang és Li, 2011)

A DPBF-et tartalmaz6 metilénkék oldatot, majd késobb RC és RC/CNT
szuszpenziokat minden esetben egy fél centiméteres kiivettdban vords fénnyel
(1620 nm) vilagitottam meg. Minden 15. percben a teljes abszorpcios
spektrumot felvettem UNICAM UV-4 kétsugaras spektrofotométerrel, majd az

abszorpcid intenzitasat abrazoltam a besugarzasi 1do fliggvényében.
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5. Eredmények és kiértékelésiik

5.1. Egész novényi sejtekkel 1étrehozott kompozitok

jellemzése

5.1.1. Morfologiai jellemzés

A kiilonbozd Osszetételli, ndovényi sejtet még nem tartalmazd szilikat
matrixok mikroszkopos vizsgalatat aerogél létrehozasat kovetden végeztem el. Az
aerogélt a legkisebb stirliségli szilard anyagként tartjadk szdmon. Angolul fagyott
fiistnek is nevezik. Létrejottéhez gyakorlatilag a gélben taldlhatd folyadékot kell
gaznemi anyagra cserélni. Ehhez a mintékat el6szor abszolut etanolba tettem,
majd ezt kovetden a maradék etanolt CO, abszorpcioval tavolitottam el. Igy
lehetséges volt Ggy eltavolitani a porusokban 1évd etanolt, hogy a minta sértetlen
maradjon. A SEM képeken (9. abra) latszik, hogy a gél struktiraja a szilicium

A mikroszkopos felvételek alapjan Ggy tinik, hogy nagyobb MTGS
koncentracid6 mellett a pdérusméret jelentdsen csokken, és a porusok fala is

vastagabb, tehat a porozitas is kisebb.
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9. dbra Pésztazo elektronmikroszkopos felvételek a kiilonbozo, az dbran lathatd MTGS

koncentraciokat tartalmazo hibrid gélekrol

A gélek zsugorodasanak vizsgalata soran a mintdkat vizzel mostam. A 3.
tablazatban lathatd, hogy az els6 par napban a zsugorodas valamivel kisebb volt
azokban a mintakban, amelyek tobb MTGS-t tartalmaztak. Ezt kdvetden azonban
egy nagy emelkedés figyelheté meg ugyanezen mintak %-os zsugorodasaban (11,

18 és 33% MTGS). Ennek az lehet a magyarazata, hogy a hidrofob felszin a viz
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crcr

nagyobb mértékii evaporaciojat okozhatja,

zsugorodasanak mértékét.

megnovelve

ezzel

a minta

Napok 0% MTGS 3% MTGS 6% MTGS 11% MTGS 18% MTGS 33% MTGS
;Zama 97.25% 97.05% 97.15% 98.95% 99.05% 99.05%

4 97.05% 94.25% 96.15% 97.95% 97% 95.95%

7 97.15% 92.95% 93.95% 96% 94.90% 91.65%
11 98.95% 91.50% 92.75% 92.75% 91.40% 87.35%
15 99.05% 90.80% 92.10% 89.90% 87.05% 83.65%
28 99.05% 82.25% 86.15% 71.20% 65.50% 58%

3. tablazat A gélek zsugorodasa az eltelt napok fiiggvényében. 100%-os térfogatnak a 0.

napon mért értéket tekintettem.

5.1.2. A szilikagélben rogzitett novényi sejtek aktivitasa

A szilikagélben rogzitett sejtek életképességének vizsgalata sotétben torténd
légzési aktivitdsuk mérésével tortént. A ndvényi sejtek immobilizaldsdhoz
megfeleld porusméret sziikséges, igy csak négy kiilonb6z6 MTGS koncentracid
mellett tortént az immobilizalasuk: 0% MTGS, 3% MTGS, 6% MTGS és 18%
MTGS. A 10. abra a sejtek oxigénfogyasztasanak mértékét mutatja a kiilonb6zo
Osszetételli gélekben. A fogyott oxigén mennyiségébdl kovetkeztetni lehet az
aktiv sejtek szamara. A matrix altal 1étrejott zart rendszer megvaltoztatja a
sejtszintli anyagcserét. A sejtek csapdazasat kovetden kezdetben enyhe csokkenés
figyelheté meg az aktivitasukban. Ennek a lehetséges oka a sejtek kdrnyezetének
drasztikus megvaltozasa, hiszen immobilizalast kovetéen egy porozus, zart
rendszerbe keriiltek, ahol a felszin tulajdonsagai - pl. pH, hidrofobicitds -, a
limitalt tapanyagmennyiség, valamint a porusméret egyiittesen befolyasolja a
sejtaktivitast. Ugy tiinik azonban, hogy a sejtek par nap alatt sikeresen
adaptalodnak az 0j kornyezethez, amit egyértelmii emelkedés jelez a 10. abran. A
legnagyobb aktivitds a 6%-os MTGS koncentracido mellett figyelhetdé meg, de

mind a harom minta mutat aktivitast még 24 nap eltelte utan is.
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10. abra A rogzitett novényi sejtek respiracios aktivitasa az eltelt napok fliggvényében

kiilonb6z6 MTGS-t tartalmazoé gélekben

A kiilonbség a kiillonb6zd mintdk aktivitdsaban tobb okbol adodhat.
Fontosak lehetnek a felszini tulajdonsagok, mint a feliileti t6ltés, amit a pH is
befolyasol és a hidrofobicitas, de a mérések alapjan ugy tiinik, hogy a poérusméret
az a tényez0, amely a leginkdbb befolyasolja a sejtek aktivitasat. 6%-0s MTGS
koncentraci6 mellett érhetd el a legnagyobb porusméret a SEM felvételek alapjan,
¢s a sejtek aktivitdsa is ennél az értéknél mutatkozik a legnagyobbnak. Ezen kiviil
ugy tlnik, hogy a sejteket koriildleld, megfeleld paraméterekkel biro gélstruktira
eldsegiti a tdpanyag aramlasat, amely alapvetd a sejtaktivitds megorzésében.

Fontos azonban leszogezni, hogy az oxigénfogyasztasbol szarmaz6 adatok
nem nyujtanak informaciot a sejtek egyéb létfenntartd tulajdonsagairdl, példaul a
sejtek novekedésérol és osztodasarol. Utobbi tulajdonsidgok elveszhetnek attol
fiiggetlentil, hogy a sejtek respiracioja megmarad. A sejtek életképességét én id6
hianyaban nem vizsgaltam, de a késObbiekben torténtek erre vonatkozé mérések a
kutatdcsoportban (Universit¢ de Namur, FUNDP, Prof. Bao Lian Su

laboratériuma).
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5.2. RC/PSi kompozitok jellemzése

5.2.1. Morfoldgiai jellemzés

A PSi porusméretének ¢€s réteges szerkezetének jellemzéséhez AFM és SEM
képek késziiltek feliiletre merdleges ¢és oldalnézetbdl, az immobilizalasi eljaras
el6tt és utan egyarant.

A RC bekotdédését megelézéen késziilt AFM képek alapjan (11. abra A, B)
arra lehet kovetkeztetni, hogy kezelést kovetden a porusméret elegendden nagy
(50-90 nm) ahhoz, hogy hatékony penetraciot biztositson a kb. 10-11 nm atmér6ji
(Dorogi és mtsai., 2006; Ohmori és mtsai., 2008) fehérje komplexnek. A kémiai
kotést kovetden az AFM felvétel egy egységesebb, simabb felszint mutat nagyobb
felszini érdességgel (RMS, Root Mean Square=15,7+0,5 nm). A poérusok
egybeolvadasaval az atlagos porusméret 70-150 nm-es lett, konnyli penetraciot
biztositva a RC-nak. A RC immobilizalasat kovetden a felszin tulajdonsagai

megvaltoztak, az érdessége megnott.
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11. dbra AFM felvétel (1 x 1 um) feliileti topografia és magassagkép a kezeletlen PSi (A)
és RC/PSi kompozitrol (B)

A pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételek oldalnézetbdl késziiltek.

Ezeken a képeken nagyon jol lathatdo a PSi réteges, A/4 optikai vastagsagu
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szerkezete. Kozépen elkiiloniil a nagy porozitasu vastagabb aktiv réteg, amelynek
optikai vastagsaga A/2 (12. abra A). Az immobilizalas utdni SEM képeken
megjelenik a RC boritas a PSi feliiletén (12. abra B).
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3.0kV 11.0mm x15.0k SE(M,0)

3.0kV 13.4mm x25.0k SE(M,0) ) Z.bOlJm
12. dbra SEM képek a kezeletlen (A) és a RC-ot tartalmazé (B) PSi lapokrol

oldalnézetbél. A sotét részek a nagy, a vilagos részek a Kis porozitasi rétegekhez

tartoznak.
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A mintakon elemanalizist is végeztem energiadiszperziv rontgensugar

spektroszkopiaval (EDX, 13. abra).
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13. abra Elemanalizis (EDX) eredménye kezeletlen (A) és 6 uM RC-oldattal inkubalt (B)

PSi mintan. Az abran az egyes csticsokhoz tartoz6 elemeket feltiintettem.
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A referencia mintak esetében, melyek nem tartalmaztak RC-ot, a
fehérjékben megtalalhatdo C, N, O elemek jellemzd cstcsai hianyoztak (13. dbra
A). A RC rogzitését kovetden mindkét kotési mechanizmus esetén megjelent a
harom specifikus csucs, bizonyitva, hogy a RC sikeresen bejutott a szilicium
porusrendszerébe (13. dbra B). Az egyéb kisebb intenzitasti csucsok, mint az Au,

Pd, Al a mintaeldkészités soran, példaul a mintatartobol keriilhettek a mintaba.

5.2.2. A RC PSi strukturaba torténo beépiilésének optikai

vizsgalata

A PSi specifikus reflexids spektrumanak segitségével lehetséges nyomon
kovetni a porusokba kotédott molekulak mennyiségét (14. abra). A PSi, réteges
porozus szerkezetébdl addéddan, olyan reflexidés spektrummal bir, amely
rendelkezik egy kitiintetett rezonancia médussal. Ez a cstcs a térésmutatd és a
felszini tulajdonsdgok valtozasanak fliggvényében eltolodhat a vords és kék
tartomanyba egyarant. Az eltolddas mértéke fiigg a bekotott molekulak (pl. RC)
mennyiségétol, igy Osszehasonlithato a RC immobilizalasa soran hasznalt két
kiilonb6z6 kotési eljaras hatékonysaga.

A reflexiés spektrum mérése Fourier Transzformacios Infravorés (FTIR)
spektroszkopiaval tortént, amely soran a minta feliiletér6l visszavert fény
intenzitasat mértem egy adott beesési szogben. A mért jel intenzitasa, amely a
lapka feliiletérdl és alsobb rétegekrdl is szarmazik, nagyban filigg a visszavert
mérdéfény beesési szOgétdl, a torésmutatotdl és a rétegvastagsagtol. A
rezonanciacsucs pozicioja igen érzékeny a torésmutatd valtozasara, igy a
biomolekuldk okozta torésmutatovaltozas alapjan hatékonyan mérhetd az

immobilizalt molekulak mennyisége. Minél nagyobb a beko6tott molekulak szama,

crer
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14. abra A PSi reflexios spektruma a RC fizikai kotési procedurajanak egyes 1épéseit
kovetéen. A RC inkubacids koncentracidja 6 pM. A nyil a RC kotését kovetéen a vords
szin felé valo eltolodast jelzi. PSi: kezeletlen PSi lap; APTES; GTA; RC: a funkcionalas

egyes Iépéseit kovetd spektrumok.

A 15. abran a rezonanciacsucs eltolodasanak a mértékét mutatom be, a RC
utan. Jol lathatoé, hogy barmely inkubaciés RC koncentracional a ’peptid
mobdszer” nagyobb vords iranyu eltolodast okoz a spektrumban, mint a ”szilan-
GTA moédszer”. A RC PSi-hez torténé kotédése egyszeri telitési kinetikaval
modellezhetd:

AZe= Admax [RC]/([RC]+K),
ahol Alc, Admax €és K a vords iranyu eltolodas adott RC koncentracional, a vart
maximalis eltolddas és a RC koncentracid Aldmax/2-nél. Az illesztést kovetden
Admax=58 és 38 + 8 nm-nek, Admax/2-nél mért koncentraciok 3 uM-nak és 2,8 +
1,5 pM-nak adodtak a peptid és a szilan-GTA modszerek esetében. Ezek a
paraméterek egyértelmiien azt mutatjak, hogy a RC bekotédése hatékonyabb a
“peptid modszer” esetében, mint amikor az immobilizalast a “szilan-GTA

modszerrel” végeztem.
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15. abra A PSi reflexios csucs vords iranyu eltolodasanak mértéke a RC inkubalasi

crer

A 7peptid” modszerrel kapott gorbe végig a “szilan-GTA” modszer gorbéje
felett fut, tehat a vorés iranyu eltolodas végig nagyobb a peptid modszerrel
ugyanazoknal a RC inkubalasi koncentracioknal. A RC kotési affinitasa (K) nem
kiilonbozik jelentdsen a két felszin esetében, igy a hatékonysagban megfigyelhetd
kiilonbség oka lehet a szilan-GTA modszer” véges szamu Szabad aldehid-
csoportja a “peptid modszer” teljes feliileti boritottsagaval szemben. A “peptid
modszer” nagyobb, homogénebb és igen hidrofob feliiletet biztosithat a RC
megkotddeésének. A hidrofobicitds a membranproteinek immobilizaldsa esetében
bizonyitottan meghatarozo. A funkcido megtartasa szempontjabol fontos lehet az,

hogy a peptidréteg segit megeldzni a megkotott biomolekulak denaturacidjat

(Saab és mtsai., 2010).
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5.2.3. PSi-hez kotott reakciocentrum fotokémiai/-fizikai

aktivitasa

5.2.3.1. Toltésszétvalasztas egyetlen telitési fénygerjesztést

kovetoen

A reakciocentrum aktivitasanak legaltalanosabb vizsgalati modszere az
abszorpciovaltozas mérése egyetlen telitési fénygerjesztés utdn. Hozzéadott
elektrondonor nélkiil a fehérje komplexben egy pozitiv (P*) és egy negativ (Qg’)
toltéspar jon létre a gerjesztés utan. A RC csak a toltésrekombinalodast kovetden
gerjeszthetd ismét. A PSi feliiletén immobilizalt RC aktivitdsanak mérése 860 nm-
en tortént, reflexios modban. Ha a kapott jelet RC-oldaton mért
abszorpciokinetikai mérésekkel vetjiik dssze, - feltételezve, hogy megegyezik 860
nm-en az extinkcids koefficiens az oldatbeli értékkel (128 mM™cm™) - az
abszorpcidvaltozasbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a RC-oldatbol a RC
minimum 10%-a kot6édott a PSi felszinhez és maradt aktiv (Straley és mtsai.,
1973).

Annak ellenére, hogy a reflexios mdd, a pdrusokban taldlhatd kis RC
mennyiség, valamint a fényt jelentden szord pordzus feliilet miatt a jel/zaj viszony
nem idealis, kijelenthetd, hogy a porusokba penetralodott fehérje komplexek
fényfelvillanassal gerjeszthetdek, tehat megorizték fotoaktivitasukat mindkeét
kotési eljarast kovetden. A “peptid mddszerrel” a jel amplitiddja nagyobb volt,
mint a “’szilan-GTA modszer” esetében, amelynél kb. 30%-kal kisebb maximalis
amplitddo volt megfigyelheté. A kinetikaban is addodtak kiilonbségek. Mig a
”peptid modszer” esetében egy komponensii a jel kb. 27 ms-os életiddvel, a
”szilan-GTA modszer” esetében kétkomponensii kinetikaval rendelkezett az
abszorpcids gorbe, melyek megkozelitéleg 50-50% aranyban voltak jelen 13,5 ms
¢és 240 ms-os életiddvel. Az illesztés paramétereit a 4. tablazatban Osszesitettem.
A gyors komponens életideje 10 — 30 ms-os tartomanyba esik Kis eltérésekkel. A
RC LDAO detergenses oldataban ez az érték 120 ms koriil van (16. abra).
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16. dbra A P" koncentracioja a PSi-hez kotétt (A) és pufferoldatban (10 mM TRIS, 100
mM NaCl, 0,03% LDAO, pH 8.0) 1év6 (B) RC esetében 860 nm-en mért flashgerjesztést
kovetd sotét relaxacioban. A: A ”szilan-GTA” és “’peptid modszerrel” kotott RC (az abran
jelolve). A kihuzott gorbéket a 4. tablazatban Osszesitett adatok alapjan szamoltam. B: A
RC akceptor oldalat 100 uM UQp-val helyreallitottam (,,Qg helyreallitasa™), majd a Qg
oldalt specifikus inhibitorral (terbutrinnal, ,,Qg oldal blokkolt”) gatoltam.
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Qa minta Qg minta “szilan-GTA “peptid

oldatban oldatban modszer” modszer”
Agyors (%) 100 11 51 100
Tgyors (MS) 110 120 13,5 27,0
Aagsa (%) - 89 49 -
Thassa(MS) - 1400 240 -

4. tablazat. Az abszorpcidkinetikai mérések adatainak Osszesitése. Az adatok a 16. abran
bemutatott mérés gorbeillesztési paraméterei. Agyors €5 Apssq @ gyors és lassu komponensek
részaranyai (szazalékban), Tgyors €S Tiassa €zen komponensek idéallandoi. Qa és Qg mintak
RC pufferben (10 mM TRIS, pH 8,0, 100 mM NaCl, 0,03% LDAO). Qa mintanal Qg
oldal terbutrinnal blokkolt, Qg mintanal a Qg oldalt helyreallitottam. “Szilan-GTA”
moédszer és “peptid” médszer a PSi-hez két modszerrel kotott RC mintakat jeldli. r?
értekek 0,97, 0,60 és 0,62 oldatban, ”szilan-GTA” moddszerrel és “peptid” moddszerrel

sorrendben.

5.2.3.2. Folyamatos toltésszétvalasztas

A reakciocentrum mukodése sordn a gerjesztés utan keletkezett oxidalt
primer donort (P*) in vivo és in vitro kériilmények kozott egyarant redukalhatjuk a
citokrom c-vel, a gerjesztett elektron pedig egy kinontipusu akceptorra keriil. A
RC fotociklusa soran folyamatos a toltésszétvalasztas, a citokromok és kinonok
folytonosan atadjak és elviszik az elektronokat. Ezt a folyamatot jellemezhetjiik a
citokrom fotooxidaciojanak megfigyelésével is (Kleinfeld és mtsai., 1984; Osvath
¢és mtsai., 1996). Ebben az esetben exogén citokrom (pl. emlés, vagy élesztébol
Kivont citokrom) is betdltheti a RC fotociklusaban az elektrondonor szerepét. A
citokrom c oxidacigjat 550 nm-en az abszorpcidos sav fényfelvillandst kovetd
csokkenésével lehet nyomon kovetni. A kinetika és az abszorpcids sav valtozasa
nagyban fligg az oldatban 1év6 redox komponensek mennyiségétdl és aranyatol.

A 17. éabra a citokrom spektrumanak valtozasat mutatja az egyes
fényfelvillanasokat kovetéen olyan UQ-t tartalmazd foszfat puffer oldatban
mérve, amelyben a RC/PSi lap teljes terjedelmében elmeriilt a mérés ideje alatt. A

bal felsd sarokba beszlrt abran a citokrom teljesen oxidalt €s teljesen redukalt
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alakjanak spektruma lathatd, az Osszehasonlithatosag kedvéért. Kontroll
mérésként a citokrom spektrumot RC/PSi lap nélkiill is megmértem. Ebben az

esetben a spektrum nem mutatott valtozast a fényfelvillanast kovetden.
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17. abra A citokrom abszorpcios spektruma a PSi-hez kotott RC fénygerjesztése soran,
tobbszori fényfelvillandsok utan. A beszirt dbrdn a redukalt és az oxidalt citokrom

spektruma lathato.

A citokrom abszorpcids csucsanak egyértelmli csokkenése mérhetd volt
ismétlodoé fénygerjesztéssel is (18. abra). Ebben az esetben a mérés 550 nm-en
tortént a kinon és citokrom raktarként szolgald pufferes folyadékfazisban. A
gerjesztd fényimpulzus (A>720 nm) az oldatban all6 RC/PSi feliiletére
mer6legesen érkezett, mig az 550 nm-es méréfény csak a RC/PSi lappal érintkezo
folyadékfazist keresztezte a lapkaval parhuzamosan, azt nem érintve. Az
abszorpcidvaltozas jelzi a gerjesztett RC fotokémidja miatt 1étrejové oxidalt
citokrom felhalmozodasat. A folyamatot a rendszer UQp koncentracidja is
befolyasolja. Kis kinonkoncentraci6 esetén a jel amplitudoja kisebb, és minden
fényfelvillanast kovetden megfigyelhetd egy nagyobb esés a jelnagysadgban. Ez a
jelenség a folyadékfazisban 1évd redukalt kinonok és oxidalt citokromok kozott

1étrejovo kozvetlen redox reakciok miatt Iehet.
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550 nm-nél, sorozatos telitési fénygerjesztést kovetéen RC/PSi kompozit jelenlétében. A
kompozit ”szilan-GTA” (kék) és “peptid mddszerrel” (piros) lett 1étrehozva. Az oldat 12
uM 16sziv citokrom c-t és 2 uM majd 3 uM UQq-t és végiil terbutrint (fekete szinil) is

tartalmazott. A gerjesztd fényfelvillanasok ismétlédésének sebessége 1 Hz.

A citokrom oxidécioja terbutrin hozzaadasaval blokkolhato volt. A terbutrin
az akceptor oldal feldli elektrontranszport inhibitora. A reakcio kinetikaja egy
komplex redox egyensulyi rendszer eredménye, amely fligg a rendelkezésre allo
Kinon és citokrom készlett6l, valamint lehetséges, hogy magatol a hordozé PSi-tol
is. Ennek az Osszetett rendszernek a miikodését gatolja a terbutrin jelenléte.

Korabban bebizonyosodott, hogy a peptid moddszer” jobb feltételeket
biztosit a RC-nak a PSi feliiletén (a feliilethez tobb fehérje kotddik, és a
toltésstabilizalodas mértéke is nagyobb). A citokrom oxidacidjanak vizsgélata
szintén ezt a megfigyelést tamasztja ala. Ugyanazon mérési korilmények és
koncentraciok mellett a “peptid modszerrel” 1étrehozott RC/PSi komplex esetében
négyszer annyi oxidalt citokrom keletkezett a fénygerjesztést kovetden, mint a
’szilan-GTA modszer” esetében. A mérés tehat azt mutatja, hogy miutdn a RC

bekotddik a PSi porusaiba, a Qg oldal hozzaférheté marad az oldat fazisban 1évo
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kinon ¢és terbutrin szamara is. Fontos, hogy a hordozé feliileten rogzitett RC

redukalhat6 exogén citokrom c altal.
5.3. RC/SWCNT komplex tulajdonsagai

Clayton és munkatdrsai mar 1978-ban kimutattdk, hogy csakiigy, mint a
szuszpenzidban 1évé mintdkon, iliveglapra szaritott RC mintan is lehetséges
fotokémiai aktivitast mérni, akar detergenst tartalmazo filmmel egyiitt is (Clayton
¢s mtsai., 1978). Dorogi €s munkatarsai bebizonyitottak, hogy az egyfalu szén
nanocs6héz (SWCNT) fiziszorpcioval (nem kovalens moddon, hanem
elektrosztatikus kolcsonhatasokkal) kotott reakciocentrum fehérje {iveglapra
szaritas utan is megtartja fotofizikai/-kémiai aktivitasat (Dorogi és mtsai., 2006).
Az egyetlen telitési fényimpulzus utdn mért abszorpcidvaltozas mind 430, mind
860 nm-nél jellegzetes, kétfazisu kinetikat mutat.

Munkam soran célul tliztem ki a RC kémiai kotését funkcios csoporttal
rendelkezé szén nanocsovekhez. Egyfalu, aminocsoporttal funkcionalt szén
nanocsovet hasznaltam, amihez glutaraldehid homobifunkcionalis keresztkotoszer

hasznalataval rogzitettem a fehérje komplexet (19. abra).

19. abra Az aminocsoporttal funkcionalt SWCNT-hez kotott RC sematikus abraja. A

keresztkotészer glutaraldehid volt.
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5.3.1. ARC/SWCNT komplexek morfologiai jellemzése

A kompozit morfologiai jellemzését, és egyben a RC rdgzitésének
hatékonysagat AFM-mel késziilt felvételekkel ellendriztem (20. &bra). A
RC/SWCNT kompozitrol késziilt AFM felvételek azt mutatjak, hogy lehetséges
volt a RC-ot az aminocsoporttal funkcionalt SWCNT-hez kotni GTA keresztkotd
molekula segitségével. A 20. abran bemutatott magassagprofil szerint a
RC/SWCNT komplex magassaga kb. 12 nm. Az egyfalu szén nanocsdvek atlagos
atmérdje 1-2 nm koriili. Dorogi és munkatarsai korabbi eredményei szerint a RC
atlagos atméréje 9-10 nm (Dorogi és mtsai., 2006). Ebbdl a két adatbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a SWCNT feliiletén sikeriilt egy egyrétegii RC réteget
1étrehozni, ahol a RC-ok kémiai kotéssel kapcsolddnak a szén nanocséhoz.

A kémiailag nem, csupan fizikailag k6tddott RC-okat tobbszori detergenses
mosassal ¢és centrifugalassal tavolitottam el a komplexb6l. A centrifugalast
kovetden a feliilusz6 spektrumat minden 1épés utan UNICAM UV4 tipusu
spektrofotométerrel ellenériztem mindaddig, amig mar nem tartalmazott RC-ot. A
RC kozeli infravords tartomanyban elhelyezkedd jellegzetes harmas csucsa a
kezdeti centrifugalasokat kdvetden csokkent, majd teljesen eltlint a mosé puffer
spektrumabol. Ennek az alapos mosasi eljarasnak koszonhetéen a mintaban csak
az SWCNT-hez kémiailag kotott RC talalhato, nem maradt a komplexen fizikailag
kotott fehérje.
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20. dbra A RC/ISWCNT komplexrdl késziilt AFM-kép (felil), valamint a vonalnak
megfeleld magassagprofil (alul)
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5.3.2. Az egyfalu szén nanocsovon rogzitett

reakciocentrum aktivitasa

A nanocs6hoz kotott reakcidcentrum — fotoaktivitasat  fényindukalt
abszorpcidvaltozds mérésével vizsgaltam. Egyetlen telitési fénygerjesztést
kovetéen mértem a P klorofill dimer elsédleges elektrondonor abszorpcidjanak
valtozasat 430 nm-es hulldmhosszon.

A toltésszétvalasztas és a rekombinacid is tobb 1épésbdl allo reakcidsor. Az
abszorpcidvaltozas lecsengését vizsgalva két f6 komponenst kiilonithetiink el. A
gyors komponens az elsédleges (P"Qa” — PQp), mig a lassi a masodlagos
Kinonrol torténd rekombinaciora (P*Qg” — PQg) jelemz6. A RC egy igen stabil
fehérje komplex, sokaig megérzi az aktivitasat, de az abszorpcidvaltozas
kinetikaja a minta ¢letidejével valtozik. Nem csak a teljes amplitidoban
figyelhetiink meg csokkenést egy bizonyos idd elteltével, de a gyors és lassu
komponensek részaranyaban és  életidejében is. Ezért a  kompozit
abszorpcidvaltozasanak kinetikajat az eltelt id6 fiiggvényében is megvizsgaltam.
Az elkészitett RC/SWCNT kompozitot {iveglapra cseppentettem, N aram alatt
szaritottam, és tobb héten keresztiill azonos koriilmények kozott mértem az
abszorpcidvaltozas kinetikdjat.

A karakterisztikus kétfazisti kinetikdk a 21. 4dbran lathatéak. A folytonos
fekete vonalak a multiexponencidlis gorbeillesztések eredményeit mutatjak,
egyszerre lathatjuk a mért és a szdmitott gérbéket. A jobb lathatosag kedvéért csak

a tendenciat jellemzden mutatd adatsort tiintettem fel.
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21. abra A RC/SWCNT komplex abszorpcidvaltozasa az id6 fiiggvényében egyetlen
telitési, rovid ideji fényimpulzussal torténd gerjesztés utan. A RC-ot az amin-funkcionalt
SWCNT-hez glutaraldehid keresztkotészerrel rogzitettem. A mérés 430 nm-en tortént. A
folytonos vonalak a multiexponencialis gorbeillesztés eredményét mutatjak, a gorbéket a

5. tablazatban megadott paraméterek alapjan szamoltam.

A multiexponencialis gorbeillesztésekbol szarmaztatott értékeket a S.
tablazatban mutatom be. A 0. naphoz képest kezdetben nodvekszik a teljes
amplitddd, majd a harmadik hét végére erdsen lecsokken. A lassu komponens
részaranya kezdetben a teljes amplitado 22%-a volt, 2860 ms-os élettartammal,
mig a gyors komponens 88 ms-os élettartammal birt. A P*Qs- toltéspar életideje az
inkubécios iddvel egyre csokkent, ezzel egyiitt a részaranya folyamatosan
novekedett, igy a 10. nap kornyékén 50%-a volt a teljes amplitidonak, az
¢lettartama pedig 1100 ms-ra csokkent. Ennek a csokkenésnek az oka a még aktiv,
de funkciojukban korlatozott vagy karosodott Qg kotShellyel rendelkez6 RC-ok
lehetnek. A 22%-os lassi komponens részarany az elsé hét végére kozel 50%-ra
emelkedett, majd a mérési 1d6 végére lecsokkent. A mérés minden esetben 4 °C-

os inkubalas utan, szobahomérsékleten tortént.
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Napok

s74ma A (V) Tassa (Qg) (MS) Tgyors (Qa)(MS) Alassi (%)
0 0,136 2860 88 22,0
4 0,215 2970 90 30,2
7 0,200 1800 91 41,0
21 0.060 500 110 18,6

5. tablazat: A RC/ISWCNT egyszeri fényimpulzussal valdé gerjesztése utani teljes
amplitido, lassu (Qg), gyors (Qa) komponensek idéallandoja és a lassit komponens %-0S
valtozasa az inkubalasi id6 fiiggvényében. A; a t=0 s idopontban mért abszorpciovaltozas
teljes amplitudoja. 7. a lassi komponens iddallanddja. Ay @ lassi komponens
amplitiddja %-ban. Az adatokat a 21. abran bemutatott mérési eredmények alapjan

szamoltam.

Az altalam végzett kémiai kotés esetében a lassit komponens életideje és
részaranya kezdetben alig valtozik, egy hét eltelte utdin mutatkozik jelentésebb
csOkkenés a lassii komponens részaranyaban. Dorogi és mtsai (2006) végeztek
hasonl6 stabilitasvizsgalatokat szén nanocsdvekhez fizikailag kotott RC-mal.
Osszehasonlitva az altalam készitett kémiailag kotott RC lasstt komponensének
részaranyat a fizikailag kotott és LDAO detergenst tartalmazé RC-oldatban
meérttel elmondhato, hogy a lasst komponens részaranya a leszaritas utan minden
esetben kb. 30%-kal csokkent. Minden minta esetén megfigyelhet6 egy kezdeti
novekedés a minta teljes, illetve a lassi komponens amplitiddjaban. Ennek oka
lehet a szaritott mintdk nedvességtartalmanak idébeli valtozasa a szaritast
kovetden is, illetve a relativ detergens tartalom atmeneti valtozasa. Bar a kémiai
szorpcidval késziilt mintak is tobb hétig aktivak maradtak, a fiziszorpcioval kotott
RC/SWCNT komplexek voltak a legstabilabbak. Egy hét inkubalasi idé utan
minddssze 70%-ra csokkent a P*Qs idé4llandoja (Dorogi és mtsai., 2006), de par

hoénap mulva is mérhetd a minta fotoaktivitasa.
5.3.3. Szinglet oxigén RC/SWCNT kompozitokban

A kompozitok stabilitdsa szempontjabol fontosak lehetnek a fénygerjesztés
soran a fehérje komplexben lejatszodd gyokos mechanizmusok. A fotooxidativ

karosodas jelent6sen befolyasolhatja a RC élettartamat a komplexekben, ezért ha
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hosszu ¢lettartamt stabil biokompozitot szeretnénk létrehozni, fontos a RC-ot
karositd folyamatokat megismerni és a lehetdségekhez mérten minimalizalni.

Az egyik karositdo anyag a fotokémiai folyamatok melléktermékeként
keletkezd szinglet oxigén, melynek roncsold hatasat szemléletesen mutatatja a
karotinmentes sejtek érzékenysége a fotodegradaciés folyamatokra. Mivel
ezekben a sejtekben nem érvényesiil a karotin szinglet oxigént kiolt6 hatasa, csak
oxigénmentes kornyezetben noveszthetdk fotoszintetikus koriilmények kozott. A
karotint is tartalmaz6 vadtipusu sejtek kivaldoan novekednek oxigén jelenétében is.

A szinglet oxigén mennyiségét 1,3-difenilizobenzofuran (DPBF) festék
segitségével hatdroztam meg. Kontroll kisérletként a szinglet oxigén keltésére
metilénkék festéket, majd RC-oldatot és végil RC/CNT kompozitokat
hasznaltam. A DPBF szinglet oxigénnel reagalva o0-dibenzoilbenzénné (DBB)
alakul at, amit az abszorpcios spektrum megvaltozasa kovet. Ez a valtozas
irreverzibilis, és a DPBF 420 nm-nél talalhatdé abszorpcios cstcsanak

csOkkenésével, majd eltiinésével jar egyiitt.

5.3.3.1. DPBF-szinglet oxigén reakcid kalibralasa

Miel6tt RC-oldatban mértem volna a fénygerjesztés hatasara keletkezd
szinglet oxigén mennyiségét, egy jol mikodé és ismert modell rendszeren
alkalmaztam a festéket. Metilénkéket hasznaltam, ami egy vizoldékony, biologiai
¢és kémiai kisérletekben gyakran hasznalt festék, és abszorpcios csticsa 670 nm-nél
talalhato.

DPBF-et tartalmazé (OD 1,6) metilénkék oldatot (OD 1) folytonos voros
fénnyel (2>620 nm) vilagitottam meg fél cm-es kiivettaban, és minden 15.
percben felvettem az oldat teljes abszorpcios spektrumat UNICAM UV-4
kétsugaras spektrofotométerrel. A felvett spektrumok azt mutattak (22. abra),
hogy a megvilagitasi id6 novekedésével a DPBF 420 nm-nél talalhato cstcsa
folyamatosan csokkent, mig a metilénkék 665 nm-es csicsa nem mutatott
valtozast. A DPBF tehat alkalmazhaté volt a metilénkék altal az oldatban
fénygerjesztésre keletkez0 szinglet oxigén detektalasara az adott paraméterek

mellett.
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22. abra A DPBF és metilénkék oldat spektruma folyamatos megvilagitast kovetoen. A
nyil a spektrumok sorrendjét mutatja a megvilagitasi id6 fiiggvényében. A minta

spektrumat minden 15. percben vettem fel.

5.3.3.2. A szinglet oxigén egyensilyi mennyisége szén nanocsovek

jelenlétében

A specidlis elektronszerkezetiikbdl (sp2 hibridallapota szénatomok kiterjedt
n-elektronrendszere) megjosolhato, de kisérleti bizonyitékok is vannak arra, hogy
a szén nanocsovek a szinglet oxigénnel kolcsonhatasba 1éphetnek. Amellett, hogy
az egyfali szén nanocsdvek adott koriilmények kozott szinglet oxigént
generalhatnak (Chen és Jafvert, 2011), nagyon hatékonyan deaktivalhatjak is azt.
A deaktivalas mechanizmusa lehet kozvetlen energiatranszfer a két komponens
kozott (Chen és Jafvert, 2011), vagy kiilonbozd kémiai reakcioutak (Lebedkin és
mtsai., 2008). Célom volt, hogy kideritsem, a szén nanocsdvek szerepet
jatszhatnak-e a hozzajuk kotott RC altal generalt szinglet oxigén mennyiségének
meghatarozasaban. Ez a kérdés fontos lehet a RC/CNT komplexek stabilitasanak
meghatdrozasaban. Elészor megvizsgaltam, hogy a metilénkék altal generalt
szinglet oxigén mennyiségét hogyan befolyasolja a szén nanocsé jelenléte, majd
hogy hogyan valtozik a szinglet oxigén koncentracidja a kiilonb6z6 RC/CNT

komplexek fotociklusa soran.
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Els6 lépésként a metilénkéket tartalmazé modell rendszeren Vizsgéltam a

crer

koncentracioval biro (0 pg/ml, 7 pg/ml, 14 pg/ml CNT) metilénkék oldatot

vetettem Ossze (23. ébra).
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23. abra A DPBF 420 nm-nél mért abszorpcidjanak logaritmusa a megvilagitisi ido

[A/AO]

fliggvényében. Az adott megvilagitdsi id6t kovetden mért abszorpciot (A) a megvilagitas
nélkiili kontroll minta abszorpcidjahoz (A) viszonyitottam. ¢ — DPBF spontan degradacidja,
e — DPBF, metilénkék és CNT (14 pg/ml), o — DPBF, metilénkék és CNT (7 pg/ml), -
DPBF ¢és metilénkék.

A 23. abran lathat6, hogy a CNT-t tartalmaz6 oldatokban a DPBF 420 nm-
nél mért abszorpcidja a megvilagitasi id6 fiiggvényében kevésbé csokkent, mint
CNT nélkiil. Nagyobb CNT koncentracio mellett a DPBF abszorpcidja kisebb
véltozast mutatott, ami arra utal, hogy a szuszpenzidban kisebb lett a szinglet
oxigén koncentracigja.

A CNT szinglet oxigént kiolto hatasa tobbféle mechanizmussal is
magyarazhatd. Lehetséges, hogy a CNT a szinglet oxigénnel kozvetleniil reagal,
¢s kozvetlen energiatranszferrel katalizalja az alapallapota triplet oxigénné
alakulasat. Masik mechanizmus lehet a kozvetlen kémiai (peroxidacios) reakciod a
szinglet oxigén és a CNT kozott. Az is lehetséges, hogy a CNT és a metilénkék
kozotti kozvetlen energiatranszfer megelézi a szinglet oxigén keletkezését,
lecsengetve a festék gerjesztett allapotat (Hamon és mtsai., 2007, Lebedkin és
mtsai., 2008).
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5.3.3.3. A RC fotociklusa soran keletkezett szinglet oxigén
kimutatasa DPBF-fel

A DPBF toxikus hatdsanak ellenOrzése

Miutan Kimutattam, hogy a DPBF alkalmas volt a metilénkékkel
szenzibilizalt szinglet oxigén kimutatiasara, RC-oldaton is alkalmaztam ezt a
modszert. Els6é 1épésben megvizsgaltam, hogy van-e hatasa a DPBF oldatbeli
jelenlétének a RC fotoaktivitasara, illetve a fényindukalt abszorpcidvaltozas
kinetikajara. A 24. abran a RC-oldat 860 nm-en mért fényindukalt
abszorpciovaltozasa lathatd DPBF jelenlétében és anélkiil. A két abszorpcids
gorbe teljesen egymasra illeszkedik, tehat az altalunk hasznalt reagens 6nmagaban

nem volt hatassal a RC fotoaktivitasara.

-1 ] 3 Ido (s) 5 7 9

AU(mV)

24. abra A RC-oldat fényindukalt abszorpciovaltozasa egyszeri telitési fényimpulzussal
vald gerjesztés utan 860 nm-nél DPBF-fel (piros) ¢s DPBF nélkiil (kék). A mérés TL
pufferben tortént.

A DPBF micellaris rendszerben vald eloszlasa

Mivel a RC detergens micellaris rendszerben van a reakcidelegyben,
sziikséges megvizsgalni, hogy a detergens jelenléte (a TL pufferben) befolyasolja-
e a DPBF-szinglet oxigén reakciot. A DPBF-et tartalamz6 RC-oldatot
molekulaszir6 Sephadex G-50 oszlopra helyeztem, igy lehetséges volt méret
szerint elvalasztani az oldat egyes elemeit, és megvizsgalni, hogy mennyire

homogén a RC ¢és a DPBF eloszldsa a micellaris rendszerben. A 25-6s dbran
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lathato, hogy ot kiilonbozo frakciot kiilonitettem el. A beszart abran —
Osszehasonlitasul - az eldzetesen felvett RC-oldat, DPBF-et tartalmazo RC-oldat
és onmagaban a DPBF-oldat spektrumait mutatom be. Ezeket Gsszevetve a
frakciok spektrumaval megallapithatd, hogy a 3-as szamu, f6 frakcioban a DPBF
és a RC abszorpcids savjai egyiitt jelennek meg, tehat a DPBF képes a RC
micellakhoz koétédni. Ures, vagy csak RC-ot, vagy csak DPBF-et tartalmazo

micellak gyakorlatilag nincsenek, a minta tehat megfelelének latszik.
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25. abra RC-DPBF oldat tiszta frakcioi Sehadex G-50-es oszlopon valod futtatast
kovetéen. A beszart abra a RC, a DPBF/RC-keverék és a tiszta DPBF-oldatok spektrumat

mutatja.

A RC-karotin hatdsa a szinglet oxigéntermelésre

Két, kiilonboz6 Rhodobacter sphaeroides torzsbél izolalt fotoszintetikus
reakciocentrumot hasznaltam a vizsgalataimhoz. Egyik a vadtipusu, 2.4.1 jelt
torzs Volt, ezzel hasonlitottam Ossze a mutans, karotinoidmentes, R-26 tipusa RC
szinglet oxigén termelését. A 2.4.1 reakciocentrumban megtalalhaté karotin
szerepe nem csak az, hogy megnoveli a RC abszorpcios keresztmetszetét, hanem
fontos szerepe van a reakciocentrum védelmében a fotooxidativ karosodasokkal
szemben is. Ebbol adodik, hogy a vadtipusu RC szinglet oxigén termelésének
kvantumhatasfoka 0,03 + 0,005 (Uchoa és mtsai., 2008), mig a karotinoidmentes
R-26 RC esetében ez az érték 0,32 £ 0,04 (Arellano és mtsai., 2007, Chidsey ¢és

mtsai., 1984), igy a 2.4.1 tipusu reakcidocentrum sok esetben stabilabb, mint az R-
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26 tipust mutans torzs. A két kiilonbozé RC-oldat szinglet oxigéntermelésének
hatékonysagat megegyez6é  korilmények  kozott  vizsgaltam.  Azonos
koncentracioban adtam hozzajuk DPBF-et, majd vorés (A>720nm) fénnyel
megyvilagitottam, és minden 15. percben megmértem az oldatok spektrumat

csaktgy, mint a metilénkékkel szenzibilizalt esetben (26. abra).
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26. abra A DPBF 420 nm-nél mért abszorpcidjanak logaritmusa a megvilagitasi ido
fliggvényében. Az adott megvilagitasi idot kovetden mért abszorpciot (A) a megvilagitas
nélkiili kontroll minta abszorpcidjahoz (Ag) Viszonyitottam. Kék gorbével (telt
rombuszok) a karotinoidot tartalmazo 2.4.1 RC, mig pirossal (telt négyzetek) a

karotinoidmentes R-26 RC-oldatok abszorpcidvaltozasat jeloltem.

A Karotint tartalmaz6 2.4.1-es RC-oldatban a DPBF abszorpcids csucs
intenzitasanak csokkenése az id6 fliggvényében lényegesen kisebb volt, mint a
karotinmentes RC torzs esetén. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a
karotin jelenléte valoban meghataroz6 a fénygerjesztést kovetd gyokos
mechanizmusokban, legalabbis, ami a szinglet oxigén reakcioit illeti, és ez
hatassal lehet a fehérje komplex funkcionalis stabilitasara. Mivel a karotin képes
lecsengetni a gerjesztés hatdsara létrejovo triplet allapotokat, kevesebb karos,
reaktiv szinglet oxigén keletkezik a rendszerben (Uchoa és mtsai., 2008, Arellano
¢és mtsai. 2007, Tandori és mtsai, 2001).
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5.3.3.4. Szinglet oxigén a RC/szén nanocs6 rendszerben

RC/CNT kompozitok vizsgalata soran R-26 tipusi RC-ot hasznaltam, mivel
a karotinoidot nem tartalmazo RC-ban tobb szinglet oxigén keletkezik gerjesztést
kovetden, igy varhatdan nagyobb kiillonbséget mutathatnak az eltérd Osszetétell
mintdk. Négy kiilonbozéd kompozitot készitettem. Az elsé esetben fizikailag
rogzitettem a RC-ot (Dorogi és mtsai., 2006) amin-csoporttal funkcionalt egyfala
szén nanocsdvekhez. A masik harom esetben kémiailag kotottem a RC-ot egyfalu
¢és tobbfalu amin-csoporttal funkcionalt-, valamint tobbfalii karboxil-csoporttal
funkcionalt szén nanocsovekhez. A kompozitokat nanocsévet nem tartalmazo RC-

crer

oldattal, illetve a DPBF spontan degradacidjaval vetettem 6ssze (27. abra).
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27. abra A DPBF 420 nm-nél mért abszorpcidjanak logaritmusa a megvilagitasi ido
fliggvényében. Az adott megvilagitasi id6t kovetden mért abszorpciot (A) a megvilagitas
nélkiili kontroll minta abszorpcidjahoz (Ag) viszonyitottam. (X) RC/SWCNT fizikai
kotés, detergens nélkiil, (+) RC/CNT fizikai kotés detergenssel, (-) RC-oldat CNT nélkiil
(¢) RC/SWCNT-NH, kémiai kotés, () RC/MWCNT-NH, kémiai kotés, (¢)
RC/MWCNT-COOH kémiai kotés.

Abban az esetben, ha a RC-ot fizikai szorpcioval kotéttem a szén

nanocsovekhez, és az oldat a kritikus micellakoncentraci6 (cmc) alatti
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koncentracioban tartalmazott detergenst, a DPBF abszorpcidjanak valtozéasa
értelmezhetjiik, hogy a DPBF nem tudott a RC kozelében jelenlévd szinglet
oxigénnel kolcsonhatasba keriilni. Az 0Osszes tobbi, detergenst tartalmazo
mintdban nagyobb volt a DPBF abszorpcidvaltozasa, mint a spontan degradacio
esetében. Ha a RC-ot fizikai szorpcioval kotottik a CNT-hez, és a méréseket
detergenst tartalmazoé TL pufferben végeztiik, akkor a CNT hatasara kismértékii
csokkenés volt lathatd az abszorpciovaltozasban - kisebb, mint a nanocsdvet nem
tartalmazo szuszpenzioban -, tehat a modell rendszerhez hasonloan viselkedett a
komplex. Erdekes médon azonban, minden kémiai kotéssel késziilt RC/CNT
komplex esetén jelentds abszorpciovaltozas volt megfigyelhetd, mintha a szinglet

oxigén mennyisége megndvekedett volna.

crer

crer

keletkezése iranyaba mutatd szenzitizacios folyamatok és a dezaktivaciojanak
reakcidsebességi allanddja szabja meg. Alapvetd forrdsa valdsziniileg a RC
fehérje (28. abra). A szén nanocsovek is ismert szinglet oxigén szenzitizatorok,
ennek azonban esetiinkben kicsi a valosziniisége az altalunk alkalmazott
kortilmények miatt (rovid ideji, kis fényintenzas vords fénnyel torténd
megvilagitas).

A dezaktivacios folyamatokban egyrészt maguk a RC fehérjék vehetnek
részt (autodegradacios folyamatot elszenvedve), de a szén nanocsdvek maguk is
lehetnek szinglet oxigén dezaktivatorok. A CNT és a szinglet oxigén kozott
kozvetlen energiatranszfer is lehet, illetve a szinglet oxigén direkt kémiai
reakciokat (peroxidacios folyamatokat) is okozhat.

A szinglet oxigén nagy valdsziniiséggel minden arra alkalmas
komponenssel reagal, szerves vegyliletekkel feltétleniil (nem csak a RC
fehérjével, hanem pl. a detergenssel vagy TRIS pufferrel, ami az oldatban van),
ezért az egyensulyi koncentracioja az ezekkel valo reakcioktol is fligg. Mivel a
keletkezés helyétdl el kell jutnia a reakcio helyére, a folyamatot alapvetéen
befolyasolja a diffuzioja, aminek hajtoereje a koncentracidogradiens. A reakciok
hatékonysagat nagyban befolyasolja a diffuzios thossz.

A szinglet oxigén ¢lettartama vizes kozegben néhany us (Merkel és mtsai.,

1972, Schweitzer és Schmidt, 2003), amibdl Fick II. torvényét felhasznalva
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megbescsiilhetjiik a diffazios Gthosszt. Ha 7 az atlagos élettartam (feltéve, hogy a
szinglet oxigén az utjdba keriild anyaggal azonnal reagalva bomlik el), D a

diffzios allandéja (kb. 10° m%s), akkor az x = V4Dt osszefiiggést felhasznalva
kb. 90-120 nm tavolsagot kapunk. A RC/CNT micellaris rendszer ezen a
nagysagrenden belill van, tehat a micellaban 1évé DPBF mindenképpen képes
reakcioba 1épni a rendszerben keletkez6 szinglet oxigénnel.

A szén nanocsovek szerepe nagyon Osszetett lehet. Fligghet a nanocsovek
tipusatol (egyfalu vagy tobbfala), kiralitasatol, vezetési tulajdonsagaitol, illetve
attél, hogy funkcionaltak vagy nem funkcionaltak. Ez utobbival lehet
Osszefliggésben az, hogy az amin-csoporttal funkcionalt nanocsdveink esetében a
szinglet oxigén mennyisége kevesebbnek adddott, hiszen irodalmi adatok szerint
az amin-csoportok jo kioltoi lehetnek a szinglet oxigénnek (Bellus, 1978). A

lehetséges mechanizmusokat vazolja a 28. abra.
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28. dbra A szén nanocsovek lehetséges szerepe a RC altal keltett szinglet oxigén
dezaktivalasi folyamataiban. Jelolések: P: RC primer donor; BChl: bakterioklorofill
monomer; kip és Kigcn: @ primer donorrdl, illetve a bakterioklorofill monomerrdl t6rténd

triplet energiaatadas sebességi allanddja (a jelolés iranya szerint); 325: triplet oxigén;

1252 szinglet oxigén.



6. Osszefoglalé

Munkam sordn egész novényi sejtekbdl, valamint bakterialis fotoszintetikus
reakciocentrumbol hoztam 1étre biokompozitokat. Kiilonbozé kotési eljarasokat
hasznaltam a biologiai anyagoktol és a hordozotdl fliggben. Az egész sejtes
kisérletek soran Arabidopsis thaliana novényi sejteket rogzitettem kiilonb6zé
Osszetételll szilikat matrixokban, szol-gél modszert alkalmazva. Az igy létrejott
kompozitokon elektronmikroszkopos felvételekkel —vizsgaltam a  kotés
hatékonysagat és a komplex morfologiai tulajdonsagait. Kisérleteim soran sikertilt
megallapitani a prekurzorok optimalis aranyat az ozmotikus nyomds és a
porusméret figyelembe vételével. A sejtek tobb héten at megdrizték enzimatikus
aktivitasukat, amit oximetrids méréssel ellendriztem.

Rhodobacter  sphaeroides biborbaktériumbol izolalt fotoszintetikus
reakciocentrumot kétféle hordozohoz kotottem. A valasztott hordozd vezeto,
illetve félvezetd jellegli volt. Elséként porozus sziliciummal tarsitottam a RC-ot,
amely egy félvezetd, specialis réteges struktiraval ¢€s fotonikai tulajdonsadgokkal
bir6 anyag. Két kotési eljarassal immobilizaltam a porusokban a fehérje
komplexet, fizikai és kémiai modszert alkalmazva. A fizikai kotés esetén egy 12
aminosavbol 4llo, a pordzus szilicium felszinéhez specifikusan ko6tédd nagy
hidrofobicitassal rendelkez6 peptiddel vontam be a sziliciumlap felszinét. Az igy
kapott igen hidrofob felszin biztositotta a RC erds fiziszorpcidjat. A kémiai kotés
esetében egy szilanizaldsi eljards utdn szabad amin-csoportok keriiltek a PSi
felszinére. A RC-ot  glutaraldehid amin-célzott  homobifunkcionalis
keresztkotOszerrel —rogzitettem. Az igy 1étrejott RC/PSi  kompozitokon
elektronmikroszkopos  felvételekkel, elemanalizissel,  valamint  Fourier
Transzformacios Infravords Spektroszkopiaval hataroztam meg a kotési eljarasok
hatékonysagat. A PSi specidlis réteges struktirajanak koszonhetéen egy
jellegzetes reflexios spektrummal €s ahhoz tartozd modussal bir. A porozus
rendszer torésmutatdjanak és felszini tulajdonsagainak megvaltozasaval a
spektrum eltoldédik valamelyik irdnyba. A reflexios spektrumra jellemzé modus
eltolodaséanak telitési jellegii kinetikdjaval lehetséges volt a bekdtddés leirdsa.

A reakcidcentrum  aktivitdsat az  egyszeri telitési  fényindukalt

abszorpciovaltozas  kinetikajanak mérésével vizsgaltam, specialis reflexios
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elrendezésben. Mindkét kotéstipussal sikeresen kotddott a RC a PSi-hez, és
megdrizte a fotoaktivitasat. Osszehasonlitva a kétféle eljarast, mindegyik
vizsgélati modszer alapjan hatékonyabbnak bizonyult a fizikai kotés a kémiai
kotésnél, 1ényegesen tobb RC kotddott be a PSi porusrendszerébe a peptid
modszerrel”. A telitdédés maximumanak a feléhez mindkét esetben kb. 3 uM RC
koncentracio volt sziikséges, de a reflexids spektrum moddusa nagyobb mértékben
tolodott el a ”peptid modszer” alkalmazasakor (AAmax = 59(£5) és 38(+£8) nm a
peptid és a glutaraldehid alkalmazasakor). A flashfotolizis kisérletek eredményei
azt mutattdk, hogy a RC a pordzus sziliciumhoz torténd rogzités utan is aktiv
maradt. A fénygerjesztést kovetden keletkezett oxidalt klorofill dimer (P")
¢letidejének iddbeli lecsengése a peptiddel kezelt mintaban egykomponensti (t=27
ms), mig a gutaraldehiddel rogzitett mintdban kétkomponensi (t; =14 ms, 1, =230
ms) volt. Sorozatos fénygerjesztés utan mérhetd volt a citokrom oxidacioja, amit
terbutrinnal gatolni tudtunk. Ez arra utal, hogy a kotédés utan a RC donor és
akceptor oldala ezen kofaktorok szamdra hozzaférhetd, és a RC a kdrnyezetben
levé kofaktorokkal redox kapcsolatban maradkt.

A masik hordoz6 esetében amin-funkcionalt egyfali szén nanocs6hoz
rogzitettem a RC-ot kémiailag, glutaraldehid keresztkotdszer alkalmazasaval. A
1étrejott kompozit morfologiai tulajdonsagait atomerd mikroszkoppal vizsgaltam
meg. A mérések alapjan a kotési eljarast kovetden egyrétegli RC boritas jott 1étre
a nanocsé felszinén. A kompozit fotoaktivitasat fényindukalt abszorpciokinetikai
mérésekkel hatdroztam meg. A RC-ot a kémiai kotést kovetden is lehetséges volt
fénnyel gerjeszteni, €s toObb héten at megdrizte az aktivitdsat. A fénygerjesztést
kovetden keletkezett oxidalt klorofill dimer (P") életideje jelentésen megnétt a
komplexekben (t=1200 ms és 3100 ms detergensmicellaban és egyfali szén
nanocsdhoz kotve). Az élettartam ndvekedésének oka valdsziniisithetden az, hogy
a szén nanocsd kornyezetében stabilizalodik a RC-on beliili toltéspar. Korabbi
vizsgalatainkbdl arra is kovetkeztethetiink, hogy az ¢€letidé novekedésének oka az,
hogy a RC és a szén nanocs6 kozott kozvetlen redoxkapcsolat valosul meg.

Fontos, hogy a 1étrejott biokompozit stabil legyen €s hosszitavon megorizze
aktivitasat. A RC-ban fénygerjesztést kovetden triplet allapotok alakulnak ki, ami
eldsegiti a szinglet oxigén keletkezését. Ezek a mechanizmusok eldsegitik a RC

aktivitdsanak csokkenését, leroviditik a biokompozit élettartamat. Munkam soran
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DPBF festékkel mértem a RC/CNT kompozitokban keletkezé szinglet oxigén
mennyiségét, folytonos megvilagitdst kovetden. Kimutathaté volt a karotint
tartalmaz6 2.4.1 tipustt RC és a karotint nem tartalmaz6 R-26 tipusu RC kozotti
Iényeges kiilonbség, ami abbdl adodik, hogy a karotin képes lecsengetni a
bakterioklorofill triplet allapotat. A szén nanocsé hatassal van a szinglet oxigén
nanocsd jelenlétében kevesebb szinglet oxigénnel tudott elreagalni a DPBF.
Kémiai kotés esetében nehezebb megmagyarazni a jelenséget, ugyanis a
nanocsovet nem tartalmazo oldathoz képest is tobb szinglet oxigént mutattak a
spektrofotometrias mérések. A jelenség megértéséhez, a szinglet oxigén

crer

vizsgalatokra van sziikség.
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/. Tudomanyos megallapitasok

Tudomdanyos eredményeim alapjan a kovetkez6 megéllapitasokat teszem:

1. Arabidopsis thaliana (ladfi) egész novényi sejteket sikerrel rogzitettem
szilicium alapt hibrid gélben, szol-gél modszerrel. A névényi sejtek a kotési
eljarast kovetden is megorizték aktivitasukat, ahogyan azt a fotoszintetikus

oxigénfejleszt6 képességiik is mutatta. [a,1]

2. Bio-nanokompozitokat készitettem Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium
torzsbol izolalt és tisztitott fotoszintetikus reakcidcentrum fehérje (RC) vezetd
¢és félvezeté hordozd anyagok feliiletén torténd rogzitése révén. A RC-okat

kémiai és fizikai modszerrel kotottem a hordozd feliiletre.

2.1. A fotoszintetikus reakciocentrum fehérjét kémiai uton, glutaraldehid
keresztkotd vegyiilet alkalmazasaval egyfali amin-csoporttal funkcionalizalt

szén nanocs6 (SWCNT) feliiletéhez kotottem. [a,4]

a) A szerkezeti vizsgalatok (AFM, SEM) azt mutattak, hogy a RC egy rétegben
kotédott a szén nanocs6hoz.

b) A flashfotolizis kisérletek alapjan az immobilizalt RC-ok a kotést kovetden
IS megtartottak fotoaktivitasukat.

c) Fénygerjesztést kovetden keletkezett oxidalt klorofill dimer (P*) életideje
jelentésen megnétt a komplexekben (7=1200 ms és 3100 ms detergens
micellaban, egyfali szén nanocséhoz kotve).

d) Az élettartam novekedése magyarazhatdé azzal is, hogy a szén nanocsd
kornyezetében a RC-on beliili toltéspar stabilizalodott, de korabbi
vizsgalatainkbol arra is kovetkeztethetiink, hogy a RC és a szén nanocsé
kozott kozvetlen redoxkapcsolat valosult meg.

2.2. A fotoszintetikus reakciocentrum fehérjét kémiai uton, glutaraldehid
keresztkotd vegyiilet alkalmazaséaval, valamint specifikus peptid segitségével

szilanizalt porozus szilicium feliiletéhez kotottem. [a,2; 3]
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a) A szerkezetvizsgalati ¢és optikai reflexiomérések (SEM, EDX) azt mutattak,
hogy a RC mindkét esetben k6tddott a pordzus sziliciumoz.

b) A kotddés leirhato volt a reflexios spektrumra jellemzé modus eltolodésanak
telitési jellegli kinetikdjaval, ami azt mutatja, hogy a RC beépiilt a porozus
szilicium fotonikai rendszerébe.

c) A telitddés maximuménak a feléhez mindkét esetben kb. 3 uM RC
koncentraci6 volt sziikséges, de a reflexidos spektrum modusa nagyobb
mértékben tolodott el a peptid alkalmazasakor (AAmax = 59(%5) és 38(x8) nm
a peptid €s a glutaraldehid alkalmazésakor).

d) A flashfotolizis kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a RC a pordzus
sziliciumhoz torténd rogzités utan is aktiv maradt. A fénygerjesztést kovetden
keletkezett oxidalt klorofill dimer (P") életidejének idSbeli lecsengése a
contindel kezelt mintaban egykomponensti (7=27 ms), mig a gutaraldehiddel
rogzitett mintaban kétkomponensi (z; =14 ms, 7z, =230 ms).

e) A sorozatos fénygerjesztés utan mérhetd volt a citokrom oxidacio, ami
terbutrinnal gatolhaté volt. Ez arra utal, hogy a k6tédés utan a RC donor és
akceptor oldala ezen kofaktorok szamara hozzaférhet, és a RC a

kornyezetében levo kofaktorokkal redoxkapcsolatban maradt.
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SUMMARY

Introduction

Biological materials developed by nature are extremely efficient and
complex systems. It is a real challenge to use them in biohybrid composites and
harness all their advantageous properties. This way it is possible to build
environmentally friendly biodegradable items like drug delivery systems,
biosensors (Oda et al., 2010, Campas et al., 2008; Ventrella et al., 2009, 2010). In
addition, it is also probable to use them for special (opto)electronic devices,
photoelectric energy conversion or different imaging systems (Velev et al., 1997,
Wijnhoven, 1998). Biomaterials are sensitive when they are isolated out of their
natural environment, so these applications usually require their integration into
biocompatible abiotic matrices. Combining different materials several new
possibilities and new advantageous properties have been upcoming.

The photosynthetic conversion of solar energy into chemical energy is one
of the most important processes on Earth. Photosynthetic biomaterials have
always had special interest in every level of organization of being, from
photoactive molecules to whole plant cells. Numerous studies have already been
carried out about the application of whole plant cells in artificial systems to
achieve different special tasks like biosensors or bioreactors (Campostrini et al.,
1996, Carturan et al., 1998, Meunier et al., 2010). In these research works one of
the most popular materials is Arabidopsis thaliana as the viability of these plant
cells are excellent even after immobilization. So, | used Arabidopsis thaliana cell
culture and encapsulated it in a silica matrix with sol-gel method. The main
challenge was to fabricate an artificial environment for the cells where they can
preserve their cell viability.

Working with photosynthetic organisms the efficiency of our system can be
much better if we use only a part of the whole cells, as there are a lot of
mechanisms that can cause energy loss during the light harvesting. The first steps
of energy conversion in photosynthesis take place in a pigment-protein system
called reaction centre (RC). It is really thought-provoking that although its size is

only a few nanometers, the present form of life in Earth depends on this protein
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complex. After photoexcitation a charge pair is formed inside the protein. The
charge separation and stabilization is connected to protonation and deprotonation
of specific amino acids. The efficiency of this system is near to 100% as every
absorbed photon creates a charge pair which is further stabilized within the
protein (Allen et al., 1998, Nelson et al., 2009, Kleinfeld et al., 2010, Lu et al.,
2005, 2007, Dorogi et al., 2006, Ohmori et al., 2008, Tan et al., 2012).

During my research work | have bound photosynthetic reaction centre to
conducting and semiconducting materials by chemical and physical methods. Two
different carrier matrices (carbon nanotubes and porous silicon) were used in my
experiments Dbecause of their exceptional physical characteristics, like
biocompatibilitiy, specific surface area, electric and mechanical properties, etc.

For any possible practical application it must be taken into account that
some of the excitation energy is captured in triplet states of chlorophylls and
transferred easily to triplet oxygen. On one hand, this process can be useful
because of the longer life time of the excited state. On the other hand, unuseful
due to the damaging effect of the produced singlet oxygen (Uchoa et al., 2008,
Arellano et al., 2007). The role of carbon nanotubes in quenching the singlet

oxygen after photoexcitation of RC-bionanocomposit was also investigated.

Aims

1. Immobilization of Arabidopsis thaliana whole plant cells in silica gel matrix
using sol-gel process, finding the best properties for this method and
characterization of photochemical/-physical properties of the composite.

2. Preparation of bionanocomposites by the chemical or physical binding of
bacterial photosynthetic reaction centre purified from Rhodobacter
sphaeroides purple bacteria, to the surface of conducting or semiconducting

matrix.

2.1. Chemical binding of photosynthetic reaction centre on the surface of

amine-functionalized single walled carbon nanotube (SWCNT).
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Morphological (AFM, SEM) and functional (flash photolysis)
characterization of the prepared RC/SWCNT complexes.

2.2. Chemical and physical binding of photosynthetic reaction centre on the
surface of porous silicon (PSi), morphological (SEM, EDX) characterization
of the composites, detection of the different binding methods’ efficiency
(Fourier Transfrom Infrared Spectroscopy) and the measurement of the
photoactivity of the complexes after different binding methods (flash-

photolysis measurements).

Materials and methods

Preparation of biological samples and biocomposites

Plant Cell Culture
Suspension-cultured Arabidopsis thaliana cells derived from leaves of A. thaliana

strain L-MM1 ecotype Landberg erecta were cultivated in Murashige and Skoog
medium (4.43 g/l, pH 5.7) supplemented with sucrose (30 g/l), 0.05 ug/ml of
kinetin, and 0.5 pg/ml of NAA (naphtalene-acetate; Meunier et al., 2010).

Photosynthetic Reaction Centre Preparation

Rb. sphaeroides R-26 cells were grown photoheterotrophically. RCs were
prepared by LDAO (N,Ndimethyldodecylamine-N-oxide, Fluka) solubilization
and purified by ammonium sulfate precipitation, followed by DEAE Sephacell
(Sigma) anion-exchange chromatography (Nagy et al., 1991).

Carbon Nanotube (CNT) Preparation

The purification of the carbon nanotubes was done by wet oxidation method: 100
g pure HiPco single walled carbon nanotubes (SWCNT) was oxidized in the
mixture of 60 ml 30% H,O, and 110 ml 22% HCI. The solution was under
continuous reflux for 9 h at 70 °C. After that the temperature was adjust to 25 °C
and the SWCNTs were filtered and washed with distilled water to reach pH 7.
Finally they were dried at 120 °C for 30 minutes (Dorogi et al., 2006).
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Porous silicon (PSi) Preparation

PSi wafers were prepared by a wet electrochemical etching using highly boron-
doped p-type silicon wafers (thickness 500—550 um) with a 0.002—0.004 ohm/cm
specific resistivity and with a crystallographic orientation of (100). The
microcavity  structures were fabricated with the configuration of
(HL)X5HH(LH)X5 where H and L represent high and low porosity layers,
respectively. As the optical thickness of each layer was kept at A/4 (with A = 700
nm), the presence of two successive layers of high porosity in the middle creates a
cavity mode with an optical thickness of A/2. To ensure good macromolecular
penetration, the multilayers were prepared by assuring higher porosity for the first
layer (Agarwal et al., 2003, 2004).

Composite preparation

Plant Cell Encapsulation

Anagueous sol-gel route was used to encapsulate fragile plant cells into pure and
organically modified silica matrices. MTGS (methyl triglicerol silane) was
employed to synthetise the organically modified hybrid material. This compound
is synthetised by mixing MTMS (100 mM, Fluka, >98%) and Glycerol (300 mM,
Fluka, 99.5%). Sodium silicate solution was made from Na,Sioz (Mercks). Resin
(Acros) was rinsed with acid water pH 0.5-1 (1 M HCI Sigma) and after freezing,
it was mixed with the sodium silicate solution and then a clear sol was recovered
after filtration. Organically modified silane stock solution was obtained by mixing
the solution described above, different concentrations of MTGS, NaCl and KOH
solution and plant cell solution (20 V%). During the gel preparation the pH is the
determining factor. First the pH is acidic so before adding the plant cell it has to be
adjusted to 5.7.

Reaction Centre/Carbon Nanotube Composite Preparation

RC was bound to the amine functionalized SWCNTSs using glutaraldehyde (GTA)

homobifunctional crosslinker molecule. 50 ul GTA was mixed with 800 pl
SWCNT suspension and mixed for 10 minutes at 400 rpm. The unbound GTA was
removed by dialysis (20 minutes, phosphate puffer, pH 6.5). 100 ul RC (c=64 uM)
was put into this solution and dialised, again, for 2 h in phosphate buffer (pH 7.0).

The unbound RCs were removed by series of washing and centrifugation in
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phoshpate buffer (pH 7.0, 0.03% LDAOQO). The suspension was dried on a glass
surface.

Reaction Centre/Porous Silicon Preparation

RC was bound to PSi in two different ways. The first method involved a three-step
conjugation protocol. The PSi surface was first functionalized using the amine
group of 3-aminopropyl-triethoxysilane (APTES), followed by the binding of
glutaraldehyde (GTA) as an amine-targeted homobifunctional cross-linker.
Finally, the RC was bound to GTA through its surface-accessible lysine side
chains.

In the second method, the RC was bound to PSi through a 12-mer peptide
(SPGLSLVSHMQT) previously elaborated as a specific linker for the used p-type
PSi surfaces. Briefly, the deoxidized (by HCI), freshly etched PSi sample was
exposed to the peptide solution (20 uM in PBST, (PBS buffer, 0.1% Tween 20))
for 2h. The unbound peptide was washed away with PBST. To bind the RC, drops
of the protein solution (in 10 mM TRIS, 0.03% LDAO, pH 8.0) were placed on
the sample surface for 90 min, followed by washing with PBS buffer.

Investigation methods

Biological Activity and Viability of Plant Cells

The physiological functions of entrapped cells were assessed by monitoring the
oxygen consumption in a Clark cell vessel (Oxy-lab manufactured by Hansatech
Instruments). Typically, 500 mg of monolithic gel pieces were added to 1 ml of
Murashige and Skoog medium (MS medium, Murashie and Skoog, 1962). The
activity of the plant cell suspension was measured just before immobilization and
was taken as the reference (100%). Cell viability was determined by gently
crushing hybrid gels on the surface of a MS agar medium. The ability of
encapsulated cells to grow and form so-called callus tissues (unorganized plant
tissues) was used as an indicator of cell viability.

Scanning Electron Microscopy

Scanning electron microscopy (SEM) was performed with a Hitachi S-4700 type
Il FE-SEM equipped with a cold field emission gun operating in the range of 5—
15 kV. The samples were mounted on a conductive carbon tape and sputter coated

with a thin Au/Pd layer in an Ar atmosphere prior to the measurement. To
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characterize the element distribution within the PSi structure, energy-dispersive X-
ray analyses (EDX) were also performed using a RONTEC X Flash Detector 3001
with a silicon drift detector (SDD).

Specular Reflectometry

Reflectivity spectra were recorded with a Bruker 66 V Fourier Transform Infrared
spectrometer using the Bruker A 510, 11° specular reflection unit. The PSi
samples were illuminated with the tungsten source, and the reflected beam was
detected with the silicon diode detector. The resulting spectrum was captured in
the range of 25 000-9000 cm* after each modification step of the porous silicon.
It was the average of 100 scans and had a spectral resolution of 2 cm™ ( Estephan
etal., 2011, Thompson et al., 2010).

Optical Spectroscopy

Flash-induced absorption changes were measured at 430 and 860 nm by the
single-beam Kinetic spectrophotometer of local design (Tandori et al., 1995). In
the case of the PSi samples there was a geometrical modification to allow its
operation in reflection mode instead of transmission mode. In this case the
measuring light beam was incident on the surface of the RC functionalized PSi
sample at 45° and reflected toward the photomultiplier tube detector (Hamamatsu
R928). For activation, the beam of a Xe flash lamp (EG&G FX200, ty,= 8.5 us)
was projected perpendicularly on the sample surface through an optical fiber. At
860 nm, the redox state of the P/P* couple can be monitored without a substantial
contribution by the other cofactors of the RC. The oxidation of horse heart
cytochrome ¢ (Sigma) by RCs bound to PSi was measured at 550 nm in
transmission mode (Kleinfeld et al., 1984, Osvath et al., 1996). The PSi sample
containing the bound RCs was placed in a 1 cm x 1 cm spectroscopic cuvette
containing buffer solution (10 mM TRIS, 100 mM NacCl, 0.03% LDAO, pH 8.0)
next to its rear wall facing the Xe flash beam, thereby avoiding the perpendicular
measuring light beam. A series of actinic Xe flashes were applied with a repetition
rate of 1 Hz. The amount of cytochrome c oxidized by the RCs was determined
using the difference in the extinction coefficient geg — €ox = 21.1 £ 0.4 mM tem™
Cytochrome ¢ was reduced by ascorbate before the experiments. For the
reconstitution of the quinone electron-acceptor side, water-soluble UQq (2,3-
methoxy-5-methyl-1,4-ubiquinone, Sigma) was used.
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New Results

1. 1 managed to immobilize Arabidopsis thaliana plant whole cells in silica gel
matrix using sol-gel method. The cells preserved their activity even after

immobilization and they were able to produce oxygen.

2. | prepared bio-nanocomposites by the chemical or physical immobilization of
photosynthetic reaction centre (RC) purified from Rhodobacter sphaeroides
purple bacteria. The carrier matrices were conducting or semiconducting
materials.

2.1. | bound photosynthetic reaction centre chemically to amine-functionalized
single walled carbon nanotubes (SWCNT) using glutaraldehyde crosslinker

molecule.

a) Morphological characterization (AFM, SEM) showed that there is a monolayer
RC coverage on the SWCNT surface.

b) According to the flash-photolysis measurements the immobilized RCs keep
their photoactivity even after the binding procedure.

c) After photoexcitation the life time of the uprising oxidized chlorophyll dimer
(P*) increases significantly in the complex (z=1200 ms and 3100 ms in
solution, detergent micelle and bound to single walled carbon nanotube).

d) The increase of the life time can be explained by the effect of the carbon
nanotubes. SWCNT can have effect on the stabilization of the charge pair
inside the RC.

2.2. | bound photosynthetic reaction centre to porous silicon wafers chemically —
with glutaraldehyde crosslinker molecule, and supported with a specific peptide

molecule as well.

a) Morphological characterization (AFM, SEM) and optical reflection
measurements showed that the RCs were bound successfully into the PSi’s

porous and preserved their photoactivity after both binding procedure.
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b) RC binding had a saturation kinetics that could be characterized by the shift of
the specific modus in the reflection spectra.

¢) In both case, the half of the saturation maximum was reached at about 3 uM RC
concentration, however the shift of the reflection spectra was always bigger
with the ”peptide method” (Akmax = 59(z5) and 38(x8) nm using the “peptide”
and “GTA method”)

d) Flash photolysis measurements showed that the RC remained active after the
immobilization on the PSi surface. After photoexitation the relaxation time of
the oxidized chlorophyll dimer (P*) had one component in the case of the
’peptide method” (7=27 ms), since using the "GTA method” there were two
components (z; =14 ms, 7, =230 ms).

e) After series of saturating flash excitation cytochrome oxidation can be
measured. It was possible to block this mechanism by using terbutrin indicating

that the donor and acceptor sides of the RC are accessible after immobilization.
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