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Bevezetés

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

Vitathatatlan, hogy a f6ldi élet kialakulasdban és jelenlegi formajanak
fenntartdsaban a fény kiillondsen fontos szerepet jatszik. Az ¢él6 szervezetekben
tobb folyamat is kapcsolodik a fényenergia atalakitasdhoz, mint példaul a latés, a
novények morfologiai szabalyozasaért felelds fitokromrendszer mukddése, de
talan az egyik legfontosabb a fotoszintézis folyamata. A fényenergia kémiai
energiava alakitasa nélkiil nem johetett volna létre a foldi €let jelenlegi forméja. A
foldi bioszféra kialakuldsanak és fenntartasanak is alapja a napenergia, amelynek
leghatékonyabb atalakitasat a fotoszintetizald szervezetek végzik.

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

Napjainkban kiilonds 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 megérzi
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 fiiggéen szdmos teriileten felhasznalasra keriilhetnek,



tobbek kozott az orvostudomanyban, a talaj-, ¢és viztisztitdsban, 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 hordozd komponensek pedig szén alapu (szén nanocsd)
vagy szilicium szarmazékok (szilikagél, porozus szilicium) voltak. Kezdetben
egész novényi sejteket rogzitettem szilikagélben és az igy létrejott kompozit
fotoszintetikus aktivitasat jellemeztem (Universit¢ de Namur, FUNDP, Prof. Bao
Lian Su laboratériuma). 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 reakciocentrum fehérjék
(RC) felhasznalasaval készit nanokompozitokat, €¢s azok szerkezeti és muikodési
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. Elonyos tulajdonsagaibdl adodoan kivalo jelolt a
fényenergia hasznositds céljabol torténd tudomanyos kutatasokra. Vezetd,
félvezetd hordozoanyaggal kialakitott biokompozitban lehetdség nyilik az igen
gyors - fs-ms-0s - elektronatmenetek felhasznalasara kiilonféle redox reakciokban.

A létrehozott bio-nanokompozitoknak els6sorban az optikai és az

elektrokémiai tulajdonsagait vizsgaltam.



Munkam soran célul tiztem ki

1. Arabidopsis thaliana (ludfii) egész novényi 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 €s tisztitott fotoszintetikus reakciocentrum fehérje (RC)
vezetd vagy félvezetd hordozd anyag feliiletén torténd fizikai és kémiai
kotése révén.

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

2.2. A fotoszintetikus reakciocentrum fehérjének mind kémiai, mind
fizikai Gton vald rogzitését pordzus szilicium feliiletéhez, a
kompozitok szerkezeti meghatdrozasat (SEM, EDX), a kiilonb6z6
kotések hatékonysaganak kimutatasat (Fourier Transzformacios
Infravords Spektroszkopia), és a RC fotokémiai/-fizikai aktivitdsanak
meghatdrozasat a kiilonbozd kotési eljarasokat kovetden (flashfotolizis

kisérletek).



Anyagok és modszerek

Mintael6készités, preparativ eljarasok

Novényi sejtkultira

Szuszpenzidban nevelt, Arabidopsis thaliana levelekb6l szarmazo sejtkulturat
hasznaltam. L-MM1, Landberg erecta tipusu sejteket neveltem Murashige és Skoog
tapoldatban (4,43 g/l, pH 5.7). Kiegészit6 tapanyagként szacharozt (30 g/1), kinetint
¢és 0,5 ng/ml NAA-t (a-naftalén ecetsav) hasznaltam.

Fotoszintetikus reakcidcentrum preparalasa

Rb. sphaeroides R-26 sejtek fotoheterotrof koriilmények kozott nevelkedtek. A
RC-ok preparalasa soran 0,45% LDAO (N,N-dimetil-dodecilamin-N-oxid, Fluka)
detergenst tartalmazo TRIS-pufferrel oldottuk ki a fehérjéket, amiket aztan
ammonium-szulfatos kicsapassal, majd DEAE Sephacell (Sigma) anioncseréld
oszlopkromatografiaval kiilonitettiik.

Egvfalt szén nanocsd (SWCNT) preparalésa

A nagynyomasu szénmonoxid atmoszférdban késziilt (HiPco) szén nanocsévek
tisztitasa nedves oxidaciés modszerrel tortént, a kovetkezok szerint: 100 mg nyers
HiPco SWCNT-t oxidaltak 60 ml 30%-0s H,O, és 110 ml 22%-o0s HCI elegyével.
Az oldatot keverés mellett 70 °C-on, 9 6ran 4t folyamatos reflux alatt tartottak. Ezt
kovetden szobahOmérsékletiire hitotték, majd a nanocsdveket lesziirték, és
desztillalt vizzel 7-es pH eléréséig mostak. Végiil 120 °C-on, 30 percig szaritottak.

Porozus szilicium (PSi) preparalasa

A pordzus szilicium mintdk p-tipustt bor-dopolt 500-550 pm vastagsaga, 0,002-
nedves elektrokémiai maratdsos eljarassal késziiltek. A mikrokavitacios
szerkezetben magas és alacsony porozitasu rétegek valtakoznak (HL)xs HH (LH)yxs
elrendezddésben, ahol H a magas, L az alacsony porozitast réteget jeldli. Minden
réteg optikai vastagsaga A/4 (az altalam hasznalt mintdk esetében A=700 nm), mig
a kozépen elhelyezkedd egymast kovetd két magas porozitasi rétegnél A/2. Az
elsd réteg magas porozitasu, igy biztositott a jO penetracid a makromolekuldk

szamara.



Kompozitok eléallitasa

NoOvényi sejtek rogzitése

A novényi sejteket vizmentes szol-gél moddszerrel rogzitettem szilika matrixban
MTGS (metil-triglicerol szilan) segitségével. 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 hiitottem le. Kozvetleniil a hiitést kdvetden Osszekevertem a natrium-
szilikatot és a gyantat tartalmazé oldatokat, €s szilirOpapiron (VWR 417) sziirtem
at. Ezt kovet6en tiszta szol allapotd szilikat oldatot kaptam. A kompozit
létrehozasahoz natrium szilikat (a fent emlitett recept alapjan), MTGS, MS 1x, MS
10x, KOH ¢és a felnevelt sejtkultara oldata sziikséges. A preparacié folyaman
fontos a pH és az ozmotikus nyomas pontos beallitasa.

Reakcidcentrum/szén nanocs6 kompozit eloallitasa

A RC-ot glutiraldehid (GTA) homobifunkciondlis keresztkotészerrel kotottem a
SWCNT-hez. 50 pul GTA-et adtam 800 ul SWCNT szuszpenzidhoz, majd 10
percig 400 rpm.-en centrifugaltam. A nem kotott GTA-et dializalassal tavolitottam
el (20 perc, foszfat puffer, pH 6,5). Ezt kovetden 100 pul RC-t (c=64 uM) adtam a
szuszpenziohoz, majd két oran at foszfat pufferben dializaltam (pH 7.0). A nem
kotott RC-okat mosasi sorozattal (pH 7.0, 0.03% LDAO) ¢és centrifugalassal
tavolitottam el a szuszpenziobdl. Az igy kapott szuszpenziot iiveglapra
szaritottam.

Reakcidcentrum/pordzus szilicium kompozit eloallitasa

A RC immobilizéalasa a PSi feliiletén két kiilonb6z6 protokollal tortént. Els6
esetben kémiailag, egy harom lépéses kotési eljarassal rogzitettem a RC-ot. Az
els6é 1épés a PSi felszin szilanizalasa volt 3-aminopropil-trietoxiszilannal
(APTES). A RC-ot glutaraldehid (GTA) homobifunkcionalis amin csoport célzott
keresztkotdszerrel rogzitettem a szilanizalt PSi lapon.

A masodik moédszer sordn a RC egy 12-mer peptid (szekvencidja
SPGLSLVSHMQT) segitségével kapcsolodik a PSi-hez. Ez a peptid specifikus,
igen erésen kotédik a p*-Si feliiletéhez, és egy erésen hidrofob feliiletet hoz 1étre.
Az eljaras elso 1€pésében a szilicium lapot sosavval deoxiddltam, majd 20 uM-0s
peptid-PBST (PBS-puffer, 0,1% Tween 20) oldatban 2 6ran at inkubaltam. A nem
kotott peptidet PBST-vel tavolitottam el a felszinrdl.



Uj eredmények

Tudomdanyos eredményeim alapjan a kovetkezé megallapitasokat teszem:

1.  Arabidopsis thaliana (ludfli) egész novényi sejteket sikerrel rogzitettem
szilicium alapu hibrid gélben, szol-gél modszerrel. A ndvényi sejtek a kotési eljarast
kovetden is megdrizték aktivitdsukat, ahogyan azt a fotoszintetikus oxigénfejlesztd

képességiik is mutatta. (Meunier és mtsai., Langmuir, 2010)

2.  Bio-nanokompozitokat készitettem Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium
torzsbdl izolalt €s tisztitott fotoszintetikus reakciocentrum fehérje (RC) vezetd és
félvezetd hordozd anyagok feliiletén torténd rogzitése révén. A RC-okat kémiai és

fizikai modszerrel kotottem a hordozo feliiletre.

2.1. A fotoszintetikus reakciécentrum fehérjét kémiai uton, glutaraldehid
keresztkotd vegyiilet alkalmazasaval egyfali amin-csoporttal funkcionalizalt szén
nanocsé (SWCNT) feliiletéhez kotottem. (Boldog és mtsai., Physica Status Solidi B,
2013)

a) A szerkezeti vizsgalatok (AFM, SEM) azt mutattdk, hogy a RC egy rétegben

kotodott a szén nanocs6hoz.

b) A flashfotolizis kisérletek alapjan az immobilizalt RC-ok a kotést kovetden is

megtartottak fotoaktivitasukat.

c) Fénygerjesztést kovetéen keletkezett oxidalt klorofill dimer (P+) életideje
jelentésen megnétt a komplexekben (1=1200 ms és 3100 ms detergens micellaban,

egyfali szén nanocs6hoz kotve).

d) Az ¢lettartam novekedése magyarazhaté azzal is, hogy a szén nanocsé
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 reakcidcentrum fehérjét kémiai tton, glutaraldehid

keresztkotd vegyiilet alkalmazasaval, valamint specifikus peptid segitségével



szilanizalt porozus szilicium feliiletéhez kotéttem. (Hajdu €és mtsai., Langmuir, 2012;

Hajdu és mtsai., Nanoscale Research Letters, 2012)

a) A szerkezetvizsgalati és optikai reflexiomérések (SEM, EDX) azt mutattak, hogy a

RC mindkét esetben kdtddott a pordzus sziliciumoz.

b) A kotédés leirhatd volt a reflexios spektrumra jellemzé modus eltolodasanak
telitési jellegh kinetikdjaval, ami azt mutatja, hogy a RC beépiilt a pordzus szilicium

fotonikai rendszerébe.

c) A telitédés maximumanak a feléhez mindkét esetben kb. 3 uM RC koncentracio
volt sziikséges, de a reflexios spektrum moédusa nagyobb mértékben tolddott el a
peptid alkalmazéasakor (AAmax = 59(£5) és 38(+8) nm a peptid és a glutdraldehid

alkalmazasakor).

d) A flashfotolizis kisérletek eredményei azt mutatjdk, hogy a RC a pordzus
sziliciumhoz torténd rogzités utan is aktiv maradt. A fénygerjesztést kovetden
keletkezett oxidalt klorofill dimer (P+) életidejének iddbeli lecsengése a peptiddel
kezelt mintdban egykomponensti (t=27 ms), mig a gutiraldehiddel rogzitett

mintaban kétkomponensii (t1 =14 ms, 12 =230 ms).

e) A sorozatos fénygerjesztés utdn mérhetd volt a citokrom oxidacio, ami terbutrinnal
gatolhato volt. Ez arra utal, hogy a kotédés utan a RC donor €s akceptor oldala ezen
kofaktorok szdmara hozzaférhetd, és a RC a kornyezetében levd kofaktorokkal

redoxkapcsolatban maradt.
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meghatarozo volt. Ezeket az eredményeket kordbban nem hasznaltam tudomanyos

fokozat megszerzésére, €s ezt a jovében sem teszem.

Boldog, P., Hajdu, K., Magyar, M., Hideg, E., Hernadi, K., Horvéth, E., Magrez,
A., Nagy, K., Vard, Gy., Forrd, L., Nagy, L. (2013) Carbon nanotubes quench singlet
oxygen generated by photosynthetic reaction centers, Physica Status Solidi B, 12,
2539-2543.
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