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1. Bevezetés

Az emberiség szamara legbdségesebben rendelkezésre allo energiaforras a
napenergia, amelynek hasznositasat a novények, algdk ¢és cianobaktériumok
végzik a fotoszintézis soran, mégpedig az energia redukadlt szénként torténd
raktarozasaval (Milano és mtsai., 2012). Ez a folyamat biztositja a fold
energiaigényeit az élévilag kialakulasa ota és azdta is kiszolgalja az egyre
novekvd fogyasztast a fosszilis energiahordozokban 6sidék oOta tarolt energia
formajaban. Tulzott kitermelése az utobbi években szdmos olyan problémat
okozott, mint az éghajlatvaltozas, a kornyezet szennyezése, politikai dsszetlizések
¢s a készlet nem megfelelé felosztasa. Ezek megoldasa érdekében a kutatok
hatalmas figyelmet forditottak az alternativ energia hasznositds 10 utjainak
keresésére, melyek lehetévé teszik az energia taroldsat és atalakitasat. Az egyik
legigéretesebb lehetdség ezek koziil a napenergia, hiszen bdségesen rendelkezésre
all, mindenhol elérhetd (ha nem is egyenletes tér- és iddbeli eloszlasban) és
biztonsagos. A fotoelektromos hatas felfedezése 6ta (Becquerel, 1839) a kutatok
igyekeznek olyan moddszereket kidolgozni, amelyekkel képesek a napfény
energidjanak hatékony befogasara és felhasznalhato ill. tarolhato formaba torténd
atalakitasara.

Napjainkban intenziv kutatasok folynak a bioldgiai rendszerek technikai
alkalmazasai terén, amelynek f6 oka, hogy rendkiviil hatékonyan, nagy
érzékenységgel és specifitassal mikodnek. Ezek a biologiai anyagok azonban
csak természetes kornyezetiikben mitkodnek nagy hatékonysaggal, mesterséges
kortilmények kozott megfeleld kornyezetet kell szamukra biztositani. Erre a célra
l1étrehozhatok olyan Un. (bio)kompozit anyagok, melyekben az idegen kornyezet
ellenére is lehetséges olyan jol szabélyozott koriilményeket biztositani a vizsgalni
kivant biologiai anyagnak, hogy jol megdrizhesse aktivitasat. Ebben a
rendszerben eldnyds  tulajdonsagaik  megtartdsaval Gn. ,,4jgeneracios”
eszkozokben valo alkalmazhatosaguk kiilonos lehetdségét kinaljak (pl. integralt
optoelektronikai, képalkoto, bioszenzor, energiadtalakitd rendszerekben). Az igy
kapott bionanokompozit hibrideket €ppen ezért a jové anyagainak is szokas

nevezni az irodalomban.



Kitiintetett figyelemmel fordulnak a kutatok a fénnyel gerjeszthetd anyagok,
igy a fotoszintetikus reakciocentrum fehérje felé is. Habar méretét tekintve a nano
tartomanyba esik (nagysdga kb. 10 nm, Nagy és mtsai.,, 2010) és az éaltala
atalakitott energia is a nanoskalan mozog (Wraight & Clayton, 1974), 1ényegében
ez a fehérje biztositja a bioszféra szamara sziikséges energiat. A fehérjének tobb
olyan tulajdonsédga is van, ami a gyakorlati alkalmazéas szempontjabol figyelmet
érdemelhet: a primer toltésszétvalasztas kvantumhatasfoka majdnem 100%-o0s,
karakterisztikus fényelnyelése van a kozeli infravords tartomanyban, a
femtoszekundumtol a perces idétartamokig minden nagysagrendben taldlunk
kinetikai komponenseket és redox kapcsolatban lehet a kornyezetével. Munkam
soran a tisztitott RC-ot kiillonb6z6 kotési modokkal szén nanocs6hoz és indium-
on-oxid (ITO) vezets réteg felilletéhez rogzitettem és annak fotokémiai/-fizikai
folyamatait, valamint a komplex stabilitasat vizsgaltam. A lathat6 tartomanyban
valo atlatszosaganak koszonhetden egyediilallo lehetdséget jelent az ITO bio-
hibrid rendszerekben 1év6 kompozit elektrodok részeként torténd alkalmazésa.

A kiilonboz6 tipust (funkciondlt vagy funkciondlatlan, egyfali vagy
tobbfali) szén nanocsdvek kiilonleges fizikai ¢és kémiai tulajdonsdgaiknak
koszonhetden valtozatos felhasznalasi lehetéséget nyujtanak. Kutatocsoportunk
sikerrel bizonyitotta, hogy a RC-ot fizikailag kdtve a szén nanocsdvekhez
elektronatmenet jon létre a két anyag kozott.

Munkam soran az volt a célom, hogya Rhodobacter (Rb.) sphaeroides
biborbaktériumbodl tisztitott fotoszintetikus reakciocentrum fehérjébdl (RC) és
szervetlen hordozokbol fénnyel gerjeszthetdé nanokompozit anyagokat készitsek €s
azok spektroszopiai tulajdonsagait jellemezzem. A reakciocentrummal szerzett
tapasztalatokat felhasznalva mas redox fehérjével, tormaperoxidazzal (horseradish
peroxidase - HRP) is folytattam fluoreszcencia és abszorpcios kinetikai, valamint
elektrokémiai méréseket. A peroxidaz enzim igen gyakran hasznalt enzim a H,0,
detektdlasara, mivel képes H'-atomok és példaul xenobiotikumok oxid4lasara a
H20; jelenlétében, illetve régota tanulmanyozott, valamint jol ismert a szerkezete
¢s mikodése. Kutatdsaim sordn létrehoztam egy olyan, az enzimfehérje
aktivitdsan alapuld bioszenzort, amely valosidejii érzékelést tesz lehetdvé ¢€s

kimutatasi hatara a pM-os tartomanyba esik.



Mindkét fehérje jol ismert, napjainkban nagyon intenziven kutatott
modellrendszer. A roluk szerzett ismeretek jo alapot adhatnak egyéb fehérjék bio-
nanotechnologiai felhasznalasahoz.

A disszertaciomban a magyarra csak nehézkesen fordithatd kifejezések

angolul szerepelnek (pl. amplex red).



2. Irodalmi attekintés

2.1 Nanokompozitok

A nanokompozitok olyan kompozitok, azaz tarsitott anyagok, amelyekben
legalabb az egyik Osszetevd mérete legalabb egy dimenzidban a nanométeres
tartomanyba esik (1 nm = 10® m). A nanokompozitok kutatisanak két évtizede
tart6 toretlen fejlédése ota az anyagtuddsok hatalmas erdfeszitéseket tesznek ezen
nanohibridek kitliind szerkezeti és funkcionalis tulajdonsdgainak kutatasara és
kiakndzasara. A 21. szdzad anyaganak tekinthetéek (Darder és mtsai., 2007,
Shoseyov & Levy, 2008) abbol a szempontbodl, hogy olyan egyedi szerkezeti és
mikodési  tulajdonsagokkal rendelkezhetnek, amelyek a hagyomanyos
kompozitokban nem talalhatoak meg. Biologiai anyagok (a biologiai szervez6dés
minden szintjén) is kapcsolhatok ezekhez a nano-szerkezetekhez, mindek6zben
Osszetevoik eldnyos tulajdonsagai nem csak hogy megérzédhetnek, de ezen feliil
egymast erésitve dssze is adodhatnak. Raadasul, amint egy dimenziojukban elérik
a nanométeres tartomanyt, a fazisok hatarfeliiletén végbemend kolcsonhatasok
nagymértékben megvaltoznak, ha azok eldnydsen alakulnak, akar ki is
aknazhatjuk Oket. Napjainkban a nanokompozitok 1j technologiai és iizleti
lehetéségeket nyljtanak az ipar minden terliletén ¢€s nem utolsésorban
kornyezetbaratok is lehetnek. Alkalmazasi teriileteiknek gyakorlatilag a fantazia
szab hatart, felhasznalhatok pl. akar heterogén katalizatorként vagy optikai,
magneses és elektrokémiai késziilékekben (Aranda és mtsai., 2006).

A nanokompozit anyagok 3 osztalyba sorolhatéak aszerint, hogy
matrixukat milyen anyag alkotja. Megkiilonboztetiink kerdmia matrixu
nanokompozitokat (Ceramic Matrix Nanocomposites - CMNC), fém matrixa
nanokompozitokat (Metal Matrix Nanocomposites - MMNC) és polimer matrixa
nanokompozitok (Polymer Matrix Nanocomposites - PMNC).

A keramiaknak jo a kopasallosaguk és magas a h6- és kémiai stabilitasuk,
azonban ridegek, emiatt az iparban torténd alkalmazasuk csak kis mértékben
terjedt el. Hogy ezt kikiiszoboljék, jelentds figyelmet forditottak mechanikai

tulajdonsagaik javitdsara. A rugalmassag novelésére olyan ,energiaszord”
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komponensek (er6sité szalak, szemcsék) vihet6k a matrixba, amelyek egyrészt a
belsé fesziiltségek orientacidit irdnyithatova, tervezhetové teszik, masrészt
athidald elemként szolgalnak a repedések tovabbnyilasanak megakadalyozasara
(Harmer és mtsai., 1992). A keramia matrixi nanokompozitok felhasznalasanak
74%-4t az elektronikai, magneses €s optoelektronika teszi ki, 16%-at az orvosi,
gyogyszer- €s kozmetikumipar, 10%-at pedig az energetikaban, a katalizisben ¢s
szerkezeti anyagként hasznositjak.

A fém matrixa nanokompozitok (MMNC) matrixa lagy fémekbdl vagy
Otvozetbdl all, amelybe nanoméretii erdsitéanyag van beépitve. Ezek az anyagok
otvozik a fémek ¢€s a keramidk tulajdonsédgait, azaz a formalhatdsagot és a nagy
szilardsadgot és modulust. A fém matrixu nanokompozitok eléallitdsanal gyakran
alkalmazzak a nagyenergiaji mechanikai 6tvozés modszerét. Ennek soran a fémes
matrixba (fém részecske belsejébe) nanoméretli keramia szemcsék épithetdk be
(Zhang, 2004). Alkalmazasukban nagy potencial rejlik szamos teriileten, akar a
vilagtirben, autdiparban vagy egyéb szerkezeti anyagokként (Tjong és mitsali.,
2004).

A polimer anyagokat széles korben alkalmazzdk az iparban egyszerii
eléallithatosaguknak, kis  tomegiiknek és  képlékeny  természetiiknek
koszonhetéen. Habar rendelkeznek néhany hatrannyal is, mint a kis modulus ¢és
szilardsag (a fémekhez és keramiakhoz képest). Ezen anyagok mechanikali
tulajdonsagai is javithatoak erdsitd anyagok hozzdadasdval. A polimer matrix
jellemzoéinek modositdsa gyakran szervetlen vegyiiletek beépitésével torténik
(szerves-szervetlen hibrid kompozitok), igy noévelhetd a kompozit ho- és
titésallosaga és mechanikai szilardsaga (Alexandre & Dubois, 2000). Gyakorlati
alkalmazasakor jelentés szerep jut a kompozit elektromos vezet6képességének is,
mivel az esetek dontd tobbségében fontos az elektrosztatikus feltoltddés
elkeriilése. Ezen kiviil jellemz6 rd a csekély oxigén-, széndioxid-, nitrogén- és
vizgbz-atereszt6 képesség (Fischer, 2003).

A nanokompozitok jellemzésére gyakorlatilag minden klasszikus szerkezet
¢és funkcio vizsgalati modszer (ami a makroszkopikus rendszerekre alkalmazhato)
hasznalhato. Azonban vannak technikak, amelyeket Kifejezetten a nanorendszerek
vizsgalatara specializaltak, ilyenek példaul az atomerd mikroszkopia (AFM),

Fourier-transzformacios infravords spektroszkopia (FTIR), rontgen fotoelektron
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spektroszkopia (XPS), magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) vagy a

pasztazo ¢és transzmisszios elektronmikroszkopia (SEM/TEM), stb.
2.1.1 Bionanokompozitok

Az ¢lo szervezetek olyan természetes nanokompozitok eldallitasara
képesek, amelyek szerves és szervetlen Osszetevok csodalatos hierarchikus
elrendezddését mutatjadk a nanomérettdl egészen a makroszkopikus méretekig. A
gyongyokben és kagylokban talalhatdé gyongyhaz (Li és mtsai., 2004), a csontok
(Peterlik és mtsai., 2006) és a fogakban talalhato dentin és zomanc (Cuy és mtsai.,
2002) tokéletes példak a természetben fellelhetd bionanokompozitokra.

A bionanokompozitok egyik méltan figyelmet érdemld alkalmazasi
teriilete az orvostudomany, mivel biokompatibilisek is lehetnek, és értelemszertien
a kis méret jellemzd rajuk, igy jol hasznalhatéak példaul a gyogyszer
hatéanyagokat a szervezetbe juttatd rendszerekben. Erdemes megjegyezni, hogy
l1éteznek Gjabban multifunkcios bionanokompozitok is, amelyek pl. egyidejiileg
tartalmazhatjak a magneses nanorészecskéket, a valasztott szallitand6 hatéanyagot
¢és a biokompatibilis, lebonthato polimert egyszerre.

Az enzim-alapti bionanokompozitokban a szervetlen rész altalaban
védelmezd szerepet tolt be, igy megvédve az immobilizalt biomakromolekulat a
denaturaciotol, de ezen kiviil tobb funkcioval is ellatja a hibrid rendszert (Forano
és mtsai., 2006). Az enzimek szervetlen hordozdval torténd parositasa
alternativaként szolgdl az altalaban enzimek rogzitésére hasznalt modszerekhez
képest, olyan hibrid anyagokat eredményezve, amelyek hasznosak pl. a

bioszenzorok és enzimatikus reaktorok fejlesztése soran.

2.2 Fotoszintetikus rendszerek fényenergia

hasznositasa

A ma ismert élet kialakuldsa nagy részben a fotoszintézisnek koszonhetd,

amely sordan a novények, algdk és fotoszintetizald baktériumok a fényenergiat
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kémiai energiava alakitjdk (Clayton & Sistrom, 1978). A fotoszintetizalo
szervezeteket két csoportba sorolhatjuk. Amikor a fotoszintézis a levegd
jelenlétében zajlik le, oxigenikus (Ort & Yocum, 1996), minden mas esetben
anoxigenikus fotoszintézisrdl beszélink (Blankenship és mtsai., 1995). A
magasabb rendli novények, algdk és cianobaktériumok oxigenikus fotoszintézist
végeznek, melynek soran a szén-dioxidot szerves szénvegyiiletekké redukaljak, a
vizet oxidalva pedig molekularis oxigént allitanak el6. Néhany fotoszintetikus
baktérium, mint példaul a biborbaktérium, anoxigenikus fotoszintézise soran nem
torténik meg a viz oxidalasa, a szén-dioxid redukciojahoz sziikséges elektront
ezek az ¢él6lények mas szerves anyagokbdl nyerik.

A fotoszintézis els6 Iépése a fény fotonjanak abszorpcidja a fénygyljté
komplexek (light-harvesting complexes - LHs) segitségével, majd a gerjesztési
energia atadasa a fotoszintetikus reakcidcentrum fehérjéknek, ahol megtorténik ez
elsédleges toltésszétvalasztas, majd a szétvalasztott toltések stabilizdlodasa
(Fleming & van Grondelle, 1994).

A biborbaktérium  fotoszintézisért felelds egysége nanométeres
nagysagrendll és az intracitoplazmatikus membranba agyazva helyezkedik el. Két
tipust pigment-protein komplex épiti fel, mégpedig a RC és a LHs (Kaplan &
Arntzen, 1982). Ez az egység felelés az elektronok és protonok ciklikus
aramlasaért a membran két oldala k6zott, a napenergia altal torténd gerjesztésének
koszonhetden. Az igy kialakulo pH gradiens biztositia az ATP szintézisét
(Mitchel, 1972). Az elektron- és protontranszport kapcsolata az ATP-szintézissel
kozponti szerepet tolt be a sejtek energetikdjaban, egyike a legsokoldalibban
bizonyitott, legnehezebben tdmadhatd elméleteknek a bioenergetikaban (méltan
kivivva a Nobel dijat Mitchel-nek 1978-ban).

Az elmult néhany évtizedben folytatott biokémiai és spektroszkopiai
kutatdsoknak  koszonhetéen a  kovetkezd  szerkezeti és  miikddésbeli
kovetkeztetések vonhatok le a Dbakteridlis szervezetek fénygyljtésére
vonatkozoan:

1. A Dbakteridlis fotoszintetikus membranokat tobb ezer pigment
molekula (bakterioklorofill és karotinoid) alkotja, amelyek nem
kovalensen kotédnek a membranokba integralt proteinekhez, igy
hozva létre jol szervezett pigment-protein komplexeket (Zuber &
Cogdell, 1995).
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2.  Ezek koziil a pigmentek koziil csak néhany bakterioklorofill (Bklo)
vesz részt koOzvetlenll a szorosabb értelemben vett fotokémiai
reakciokban. A legtobb Bklo fénygy(ijtd antennaként miikodik, az
elnyelt napfényt az elektron gerjesztésére forditja a RC-ban (Emerson
& Arnold, 1932).

3. A biborbaktériumok a fényt fé6ként az 500 nm koriili (karotinoidok) és
800 nm feletti (bakterioklorofillok) hullamhossztartomanyban

abszorbealjak (kiegészitve a novényekét és az algakét).

2.3 Redox proteinek

A redox proteinek olyan enzimfehérjék, melyek olyan folyamatot
katalizélnak, amelyben az elektron a redox fehérjén keresztiil eljuthat az egyik
molekularol a masikra. Mindegyik ilyen fehérjében fellelhetd legalabb egy
ugynevezett aktiv centrum, ahol egy redox aktiv molekula taldlhat6 a fehérjéhez
kotve. A leggyakoribb redox aktiv molekuldk (kofaktorok) kozé tartoznak a
hemek, flavinok vagy redox aktiv fémionok, mint példaul a wvas-, réz-
manganionok. Vannak olyan redox fehérjék, amelyek biologiai membranokba
agyazodva a membran két oldala kozott szallitjak az elektront.

Az egyik ilyen fehérje éppen a fotoszintetikus reakcidcentrum fehérje,
amely a napsugarzasbdl szadrmazd energiat hasznalja a membrdnban zajld
elektrontranszfer hajtoerejeként. Munkam sordn ezzel a redox fehérjével, valamint

a tormaperoxidaz enzimmel végeztem vizsgalatokat (Id. késébb).
2.3.1 A fotoszintetikus reakciocentrum fehérje szerkezete

A novényekben, algakban és fotoszintetikus baktériumokban talalhato
reakcidcentrum fehérje szdmara, amely a napsugdrzasbol szarmazd energiat
hasznalja a membranban zajlo elektrontranszfer hajtoerejeként, egy vagy tobbféle
fénygylijté vagy ,,antenna” pigment-protein szolgéltatja az energiat.

A fotoszintetikus biborbaktériumokban a fotoszintetikus elektrontranszfer

folyamata ciklikus, amelyben részt vesz a reakcidcentrum fehérje, a membran
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kinon készlete, ey membranba agyazott citokrom bc; komplex és egy olyan
vizoldékony redox fehérje, mint a citokrom Cp. A begyiijtott fényenergiat a RC
egyrészt a kinon kinolld (dihidrokinon) torténé redukcidjara forditja az
ugynevezett Qg oldalon, ami a membran citoplazmatikus részén talalhato,
masrészt megtorténik a citokrom C; oxidacidja a membran periplazmatikus
oldaldn. Mivel a kinon redukcio/protonacié és a kinol oxidacié/deprotonécio a
membran ellentétes oldalain megy végbe, a protonok athelyezddnek a bakterialis
citoplazmabdl a periplazmatikus részre, amelynek soran egy elektrokémiai proton
gradiens jon létre. Ez a termodinamikai hajtoéeré olyan folyamatok, reakcidok
fenntartasara forditodik, mint példaul az ATP szintézis.

A Rhodobacter (Rb.) sphaeroides biborbaktérium reakcidcentruma egy
membranba agyazott pigment-protein komplex, amely 3 polipeptidlancbol és 10
kofaktorbol épiil fel (1. abra). A polipeptidek koziil kettd, nevezetesen az L (light)
és M (middle), hasonld szekvenciaval rendelkezik, amely a ko6zds evollcios
eredetre utal. Az L- és M polipeptidek C2 szimmetriaban helyezkednek el a
tengely koriil, amely kozel merbleges a membran sikjara ¢és pontos
térszerkezetben tartja a kofaktorokat. A H-polipeptid (heavy) egyetlen
membranon atnyuld o-hélixszel és egy membranon kiviil elhelyezkedd résszel
rendelkezik, amely gyakorlatilag fizikailag is lefedi az L- és M-polipeptidek
citoplazmatikus oldalat.

A Kkofaktorok k6zé 4 db Bklo (bakterioklorofill), 2 db Bfeo
(bakteriofeofitin), 2 db ubikinon-10, egy karotionid és egy nem-hem tipust
vasatom tartozik (2. abra). A Bklo, Bfeo és a kinon kofaktorok az L- és M-
polipeptidek hatarfeliiletén, kettd membranon 4atnytlé 4agon rendezdédnek el,
amelyek szintén C2 szimmetriat mutatnak. Ketté Bklo dimert képez a membran
periplamahoz kozeli oldalan, elkiiloniilve a szomszédos vizes fazistol az L- és M-
polipeptidek felszin kozeli hélixeinek koszonhetden. Mellette kettd Bklo
monomer helyezkedik el a két oldalon. Ezeket ketté bakteriofeofitin (Bfeo) és 2
kinon (Qa és Qg) koveti.
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1. abra A Rb. sphaeroides biborbaktérium fotoszintetikus reakcidocentrumanak
fehérjealegység szerkezete. A kiilonbozd alegységeket mds-mds szinnel jel6ltem,
ahogyan a felirat is mutatja. Az abrat a brookhaveni Protein Data Bank (www.rcsh.org)
1PST.pdb adatallomany alapjan JSmol programmal készitettem. A 10 kofaktort (gémbdk)
az L- ¢és M-polipeptidekbdl (kék és zold csavar) Osszedlld ’allvany” tartja a helyén. Az
alegység- és kofaktorszerkezetet a kovetkezd szinkodolas jeloli: Bklo, zold gomb; Bfeo,
sarga gomb; kinon, kék gdmb; karotenoid, tiirkiz kék gdmb. A vasatom kozépen

helyezkedik el és piros gomb jeldli.

A vasatom a két kinon kozott helyezkedik el a szimmetriatengelyen és
szerepe foleg szerkezeti. A kinonok a fehérjéhez a membran citoplazmatikus
oldalahoz kozeli részén kotdédnek, de elszigetelddnek a szomszédos vizes fazistol
az L- és M-polipeptideknek, valamint a H-polipeptid citoplazmatikus részeinek
koszonhetden. Ennek az elszigetelédésnek egyik lehetséges oka a kinonok ¢€s a
citoplazmaban 1év6 redox centrumok kozott bekdvetkezé nemkivanatos redox
reakciok megakadalyozasa (Moser és mtsai., 1992).

A 2. 4bran lathatdé A- és B-agként jelzett Utvonalakat szoktak aktiv és

inaktiv dgaknak is nevezni.
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2. dbra A Kkofaktorok elrendezédése, valamint az elektrontranszfer (piros nyilak) és
protondciés  folyamatok  (narancssarga  nyilak) irdnyai a  fotoszintetikus
reakciocentrumban. A folytonos nyilak az eléremend, a szaggatott nyilak a

toltésrekombinacios folyamatok iranyat jelolik (Fiivesi, 2007; Rinyu, 2007).

2.3.1.1 A Rb. sphaeroides reakciécentrum spektroszképiaja

Elektronszerkezetiiknek koszonhetéen a Bklo ¢és Bfeo kofaktorok
fényelnyelése harom abszorpcios savban helyezkedik el, ezek az ugynevezett
Soret (300-420 nm), a Qx (500-630 nm) és Qy (650-950 nm) savok. A
tulajdonsagok leegyszertsitve a 3. abran lathatok, ahol azt is megmutatom, hogy
az egyes kofaktorokhoz mely abszorpciés maximumok tartoznak. A Qy régioban
talalhatd kiugrd csucsokhoz tartozé moléris abszorpcids egyiitthatd segitségével
meghatarozhat6 a RC koncentracidja. A spektrum egy masik rendkiviil hasznos
jellemzdje, hogy meghatarozhatdé a komplex tisztasaga a fehérjéhez tartozo
280 nm-es és a Bklo-hez tartozo 802 nm-es csucs hanyadosabol. A gyakorlatban a
kisérletekhez az 1,3 és az alatti értékekkel rendelkezé6 RC prepardtum tisztasaga
megfeleld (Okamura és mtsai.,, 1974). A RC szerkezeti és funkcionalis
tulajdonsagai a spektrum karakterisztikus véaltozasainak kovetésével értékelhetéek

(Hughes és mtsai., 2006).
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3. abra A Rb. sphaeroides biborbaktériumbadl tisztitott RC abszorpcios spektruma

2.3.1.2 Egyszeri toltésszétvalasztas

A reakcidcentrum felelés a napfénybdl érkezd energia felhasznalasaért,
amelyet a fotoszintetikus membran két oldala kozotti proton gradiens kialakitasara
fordit. Ezt a folyamatot a citokrom bc; komplex-szel egyiittesen katalizalja. A
fényenergiat elsdsorban a BKlo és a karotinoid pigmentek gytjtik be és a pigment
molekula gerjesztett allapotaként taroljak.

A fotokémia a reakcidocentrumban a Bklo dimer gerjesztett allapotba
kertilésével indul (P*), melynek koszonhetéen képes elektront donalni a
szomszédos Bklo-nak. Ez a folyamat hozzavet6legesen 3 ps alatt lejatszodik. Az
elektron ezutan kb. 1 ps alatt halad at a bakteriofeofitinre, majd kb. 200 ps alatt a
Qa elsédleges kinonra (P*BfeoQa) és kb. 200-400 ps alatt a Qg masodlagos
kinonra (P*BfeoQaQg’). A Qa egy, mig a Qg kinon két elektronnal redukalhato ki
teljesen. A masodlagos kinon egy elektron felvétele utdn szemikinonna alakul,
majd a masodik elektron felvétele utan két protont is megkot a vizes fazisbdl és
dihidro-kinon (kinol) jon létre. A kinol ezutan levalik a kinonko6téhelyrdl és az
elektronokat a citokrom bc komplexhez szallitja. Helyére a membran kinon
készletébdl egy 1), oxidalt Qg kotddik (Fehér és mtsai., 1989; Paddock és mtsai.,
1994). A ciklikus elektrontranszport befejezd 1épése az elektron visszakeriilése az

oxidalt P-re. Ezt egy vizoldékony elektrontranszfer molekula, a citokrom C;
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kozvetiti a citokrom bc komplexrél, igy toltve be az elektronmediator szerepét a
két komplex kozott a membran periplazmatikus oldaldn (Wraight, 2004; Nagy ¢és
mtsai., 2010). Az elektron a Qg-rol a P*-ra kb. 95%-os valdsziniiséggel a Qa-n
keresztiil jut vissza (indirekt Ut), a fennmaradd 5%-ban kozvetlen
toltésrekombindcio torténik a fehérjematrixon keresztiil.

Fiziologias koriilmények kozott csak a kofaktorok A-aga aktiv a
membranon atnyuléd elektrontranszfer sordn, habar kimutattak, hogy mutdns RC-
okban lehetséges részleges elektrontranszfer a B-agon is (Wakeham & Jones,
2005; Kirmaier és mtsai., 2005).

A toltésmozgas a reakciocentrumban rendkiviil hatékony, mivel majdnem
minden 1étrejott P* 4llapot 1étrehoz egy P'Qg™ toltéspart. Ahogy az a 4. 4bran is
lathatd, az elektrontranszfer eléremend reakcioi (fekete nyilak) joval gyorsabbak,
mint példaul a toltésparok alapallapotra torténé rekombinacioja (Szaggatott
nyilak) (Nelson és mtsai., 2009).

Az elektrontranszfer 3. 1épése, a P'BfeoQa” toltéspar keletkezése kb. 200 ps
alatt kovetkezik be, vagyis ez a folyamat joval lassabban jatszodik le, mint a
megel6z6 ketté. Ennek oka, hogy az elektrondonor és -akceptor kozott nagyobb a
tavolsag, mint a kezdeti 1épéseknél. Itt a Bfeo és a kinon kozott nincs direkt
kapcsolat, a koztiik levo teret a fehérje matrix tolti ki.

Hogy miért van sziikség a fényenergia begylijtésére az elektrontranszfer
hajtéerejeként, arra a fotoszintézis adhat vélaszt, leginkdbb pedig a kiilonboz6
elemek redoxpotencialja. Amikor a P elektromos alapallapotban van, az egy
elektron oxidaciojahoz sziikséges kozépponti redoxpotencialja kb. +450 mV.
Ugyanekkor a szomszédos Bklo egy elektron redukcidjahoz sziikséges
redoxpotencialja kb. -900 mV. Ez azt jelenti, hogy a P dimer nem képes elektront
donalni a Bklo-nak, igy nem alakul ki elektrontranszfer a komplexen beliil.
Azonban, amikor a P egy 870 nm-es foton elnyelésével gerjesztett allapotba kertil,
jelentds valtozas torténik redox tulajdonsagaiban is. A P* igen erds redukaloszer
¢€s igen nagy negativ redoxpotenciallal rendelkezik (majdnem -1000 mV), amelyet
a BKklo redukalasara fordit, el6idézve az elektronaramlast. Amellett, hogy a
toltésszétvalasztas kvantumhatasfoka 100%-hoz kozeli (Wraight & Clayton,
1974), az energia hatasfok is nagy lehet, ha P abszorpciés hullamhosszaval
torténik a gerjesztés. A primer donor alap ¢és gerjesztett allapotanak
redoxpotencialja kozotti kiilonbség kb. 130 kJ/mol (kb. 1370 mV), amely
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egybeesik a 860 nm-es fény altal képviselt szabadenergiaval (kb. 150 kJ/mol). A
ciklikus elektrontranszport befejezd 1épése az elektron visszakeriilése P-re a

vizoldékony citokrém c;, altal, az oxidalt Bklo dimer redukalasaval.
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4. dabra A Rb. sphaeroides RC-ban fény hatasara bekovetkez6 t6ltésszétvalasztas
redoxlépéseinek szabadenergia valtozasai, és az egyes redox komponensek kozépponti

potencialja a standard hidrogénelektrod redoxpotencialjahoz viszonyitva

2.3.2 A peroxidaz enzim

A peroxidazok az oxidoreduktazok osztalyaba tartoz6 enzimek, amelyek a
szubsztratok széles korének oxidacidjat képesek katalizalni hidrogén-peroxid
jelenlétében (Dunford, 1991; Smith & Veitch, 1998). Molekulatomegiik 17 és
84 kDa kozott mozoghat, polipeptidlancuk pedig 153-t6l akar 753 aminosavbdl is
allhat. Ezek a proteinek altalaban 10-11 a-hélixet tartalmaznak, mig B-red6-t nem,
vagy csak alig. A legtobb peroxidaz két szerkezeti egységbdl all egy
hemcsoporttal (ferriprotoporfirin) a hidrofob ,,zsebében” (Banci, 1997). Az 1992-
ben 4ltalanosan elfogadott besorolas szerint a peroxiddzok két nagy
szupercsaladba sorolhatdak, az allati és a novényi peroxidazokéba (Welinder,
1992). A ndvényi peroxidazok szupercsaladja tovabbi 3 osztalyra tagolhato. Az
eleinte  aminosav  szekvencidk = Osszehasonlitasan alapuld  besorolast a
késébbiekben a kiilonb6z6 peroxiddz csoportok reprezentativ tagjain végzett
rontgen vizsgalatokkal is igazoltak. A novényi peroxidazok elsé csoportja olyan

intracellularis enzimeket tartalmaz, mint az aszkorbat-peroxidaz, élesztd citokrom
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€ vagy a bakterialis kataldz peroxidazok. Ezek a fehérjék nem tartalmaznak sem
diszulfid kotéseket, sem kalciumionokat. A masodik osztaly szekrécidos gomba
peroxidazokat tartalmaz. Ennek a csoportnak a legtanulmanyozottabb képviseldi a
lignin és manganaz peroxidaz, amelyek a lignin oxidacidjaban jatszanak szerepet.
Ezek monomerikus glikoproteinek 4 diszulfid kotéssel és 2 kalcium kotohellyel.
A harmadik osztalyt a szekrécidos novényi peroxidazok képviselik. Ezek
ugyancsak monomerikus glikoproteinek 4 diszulfid kotéssel és 2 kalcium
kotohellyel, habar a diszulfid kotések elrendez6dése és a protein lanc
konformaécioja kiilonbdzik ez utdbbi két osztalynal.

A tormaperoxidaz izoenzim C (HorseRadish Peroxidase - HRP)
nyilvanvaléan a legismertebb ndvényi peroxidaz, amely a harmadik csoport
modell enzime. Az évek soran szerzett adatoknak és tapasztalatoknak
koszonhetden hasznaljak immunteszteknél (Song és mtsai., 2010), bioszenzorként
(Yao & Hu, 2010; Shan és mtsai., 2010), génterapianal (Greco és mtsai., 2001)

vagy szerves szintéziseknél (Cruz-Silva és mtsai., 2008).

2.3.2.1 A tormaperoxidaz

A torma (Armoracia rusticana) egy, a vilag mérsékelt éghajlati 6veiben
foként gyokere miatt, élelmezési célbol termesztett éveld novény (5. abra).
Gazdag peroxidazokban, amelyek hem-tartalmi enzimek és hidrogén-peroxidot
hasznalnak kiilonboz6 szerves és szervetlen 0sszetevok oxidalasara. A peroxidaz
kinyerése a gyokérbdl ipari méretekben zajlik, mivel kereskedelmi hasznalata igen

elterjedt, példaul klinikai diagnosztikai készletként vagy immunprobaként.

5. dbra A torma novény vazlatos képe (www.fotosearch.com)
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A torma gydkere szamos kiilonb6zo tipust peroxidazt tartalmaz, de az
izozim C van dontd tobbségben. A HRP izoelektromos pontja (pl) 9, maximalis
aktivitasa pH 6,0-8,0 kozott figyelheté meg. Molekulatomege koriilbeliil 44 kDa.
Rendszerint a kilencb6l nyolc aszparagin karbohidrat koétéhely glikozilalt. Az
oligoszacharidok stabilizald hatassal vannak az enzimre, megvédik a
polipeptidlancot a proteolizistél és a reakciok soran képzddd szabadgyokok
modosito hatasatol (Clarke & Shannon, 1976).

Rontgen vizsgalatok kimutattak, hogy a HRP 308 aminosavbol all6
polipeptidlanca 13 a-hélixxé és 3 B-redévé csavarodik (Gajhede és mtsai., 1997).
tevodik Ossze, a disztalisbol és a proximalisbol. Mindkett tartalmaz egy-egy
kalcium kotéhelyet (Morishima és mtsai., 1986), ahol a kationokat 7 koordinalt
kotés tartja a helylikon. A Ca’?* szerkezeti jelentdségét szdmos kisérleti vizsgalat
(Howes ¢és mtsai., 2001; Szigeti és mtsai., 2008) és szamitogépes szimulacid
(Banci és mtsai., 1996) igazolta. Mivel a kalcium kotéhelyek hidrogénkotésekkel
kapcsolodnak az aktiv részekhez, a Ca®" kotés gyengiilése szignifikéns
valtozasokat idéz elé az enzim tulajdonsidgaiban. A kation disztalis kotése
gyengébb, mint a proximalis. Ez utobbi megszlinése nagyjabol megfelezi a HRP
katalitikus aktivitasat és csokkenti h6- és tarolasi stabilitasat, valamint stabilitasat
extrém pH-n. A disztélis Ca?* eltavolitasa kisebb valtozasokat general az enzim 3
dimenzids szerkezetében, mig a teljes Kalcium elvonas inaktivalja az enzimet az
aktiv oldalon torténd jelent6s konformacios valtozasoknak kdszonhetden (Laberge
¢és mtsai., 2003).

A HRP aktiv oldala hemet tartalmaz, ami egy prosztetikus csoport, egy
vasionbdl és egy protoporfirinbél 4ll6 komplex (6. abra). A Fe** ion 4 koordinalt
kotéssel rendelkezik a hemen beliil és eggyel a proximalis His170 imidazol
gyuriijében talalhatd nitrogénatommal. Az enzim nyugalmi allapotdban a 6.
koordinalt pozicido szabadon marad, de a szubsztrat katalizis soran a H,0,

vasatomhoz valo kotddésével ez is betoltddik (Berglund és mtsai., 2002).
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6. dbra A tormaperoxidaz haromdimenzidos szerkezeti képe. A hemcsoport (lila) a
centrumban helyezkedik el a vasatommal (piros). Az abrat a brookhaveni Protein Data
Bank (www.rcsb.org) 1H58.pdb adatallomany alapjan JSmol programmal készitettem.

A HRP katalitikus ciklusa a kdvetkezd 1épésekbdl all:

HRP + H,0, — Vegyiilet | + H,0O (1)

Vegyiilet | + AH, — Vegyiilet |1 + AH™ (2)

Vegyiilet Il + AH, — HRP + AH’, (3)

ahol AH, egy elektrondonor szubsztrat, AH pedig a gyokos reakciotermék.

Az elsd 1épésben a HyO,-dal torténd kolcsonhatasnak koszonhetden 2
elektron tavozik az enzimbdl (a vasatombodl és a porfirin gyliribdl). Ennek
eredményeként l1étrejon egy kationos gyok (Vegyiilet I). Ezutan egy elektrondonor
két 1épésben ferri-enzimmé redukalja a Vegyiilet I-et és létrejon a Vegyiilet II. fgy
un. ping-pong mechanizmussal megy végbe a szubsztrat atalakulasa (a Vegyiilet |

reakcioba 1ép az els6 szubsztrat molekulaval, 1étrejon a Vegyiilet II, ami aztan a

masodik szubsztrat molekulaval reagal).
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2.4 Szén nanocsovek

Napjainkban egyre tobbszor lehet hallani nanotechnologiai forradalomrol.
A tudomany fejlédésének kdszonhetden mara mar a milliméter milliomodrészénél
is kisebb méretli elemeket is képesek vagyunk ,,latni”, s6t manipulalni is tudjuk
azokat. Mindez a kiilonb6z6 anyagvizsgalati modszereknek, elsésorban az
ujgeneracios elektronmikroszkopoknak ¢és pasztdzo tliszondas mikroszkopok
fejlodésének kdszonheto.

A nanotechnolégia teriiletén kulcsfontossagl szerepet toltenek be a szén
nanocsovek. Az egyfalu szén nanocsé hat szénatomot tartalmazd gytriik
halézatabol felépiild tokéletes hengerré tekert, egyetlen atom vastagsagl
grafitréteg. A henger atmérdje a nanométeres tartomanyba esik, vagyis négy
nagysagrenddel vékonyabb az emberi hajszalnal. Hosszisaguk akar tobb tiz- vagy
szazezerszer nagyobb lehet vastagsaguknal.

A szén két korabbrol ismert allotrop modosulata mellett (grafit és
gyémant) 1985-ben felfedezték a fulleréneket (Kroto és mtsai, 1985). Ezek
eldallitasa soran figyelték meg el0szor a szén nanocsdveket (tobbfalu szén
nanocsd, multiwalled carbon nanotubes: MWCNT, lijima, 1991), majd két évre ra
az egyfali szén nanocsoveket (single-walled carbon nanotubes: SWCNT). A
tobbfali szén nanocsovek koncentrikusan egymadésban elhelyezkedd egyfali
csovekbdl, hengerpalastokbol épiilnek fel (Collins és mtsai., 2001). Az egymasba
épiilo csovek szama 2-t0l akar tobb 100-ig is terjedhet, atmérdjiik 2 és 20 nm kozé
esik, a szomszédos falak tavolsaga pedig kozel megegyezik a grafit parhuzamos
rétegei kozotti van der Waals-tavolsaggal, ami 0,34 nm.

A szén nanocsovek eléallitasara legelterjedtebben alkalmazott modszer
soran valamilyen széntartalm gazt bontanak katalitikusan (catalytic chemical
vapor deposition = CCVD). Az eljaras alatt a katalizatorrészecskék egy hordozora
torténd megfeleld rahelyezésével a 1étrejové mintazat akar tervezhetd is, példaul
egyenletes siirliségli "szonyeg" hozhato 1étre szén nanocsdvekbol (Fejes és mitsai.,
2015).

Az egyfalli szén nanocsdvek vége lehet nyitott vagy zart. Az utobbi
esetben ezek végeit félfullerének zarjak le, melyek 6-6 darab 6t szénatomos

gylirit tartalmaznak a gorbiilet miatt. A csé tulajdonsagait a henger palastjan
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hatszdgekbe rendez6dd szénatomok hatarozzak meg. Attol fliggden, hogy hogyan
tekerjiik fel a grafit sikjat, viselkedhet fémként és félvezetoként is. A feltekeredés
modjat a kiralitasi szoggel szokas jellemezni, ami a feltekerés utan fedésbe kertild
szénatompart Osszekotd vektor iranyat jelenti az eredeti hatszoges racson. Ez
alapjan megkiilonboztetiink nemkiralis (karosszék, cikk-cakk) és kiralis szén
nanocsoveket aszerint, hogy a kiralis sz0g milyen értéket (®=30°, @=0° ¢&s

0°<®<30° az el6bbi felsorolasnak megfelelden) vesz fel (7. abra).

Kirélis

.Karosszék™

7. abra Egyfalt szén nanocsovek tipusai

A szén nanocsovekre jellemz0, hogy végiiknél mar kis fesziiltség hatdsara
IS nagy elektromos térerésség alakulhat Ki, ami ezutan konnyen szakit ki
elektronokat a nanocsébdl. Ez a tulajdonsdg szdmos eszkoznél felhasznalhato,
példaul lapos kijelz6knél (tévék), vagy hordozhatdé rontgenkésziiléknél.
Mechanikai tulajdonséagaik is egyediilalloak, szakitoszilardsaguk példaul 75-szor
nagyobb az acélénal, stlriségiik ugyanakkor csak hatoda az acélénak. Nagy
huzofesziiltség kifejtésére képesek és nem torékenyek. Ennek kovetkeztében jol
alkalmazhatéak konny(i, de rendkiviil erds anyagok eldallitdsanal. Ezen kiviil a
legnagyobb hdvezetd képességli anyagok kdzé tartoznak a szén nanocsovek.
Tovabbi fontos tulajdonsaguk, hogy annak ellenére, hogy kémiai
ellenalloképességiik nagy, a felsziniikon talalhato hibahelyekre kiilonféle funkcios
csoportok (-NH,, -COOH, stb.) kothetoek.
Biologiai alkalmazasukkal kapcsolatban mai napig nem tisztazott
biokompatibilitasuk €s citotoxicitasuk. Szamos ilyen irdnyu vizsgalatot elvégeztek

mar szén nanocsoveken, foként egész sejtekre kifejtett hatasukat vizsgaltdk
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(Magrez ¢és mtsai., 2006). Kisebb biologiai molekulék, fehérjék esetében a szén
nanocsd megfelelé hordozonak bizonyult.

Fotoszintetikus fehérjékkel képzett szén nanocsé kompozitok esetén a
nanocsé jo elektromos vezetési tulajdonsagaibol adédoan megfeleld hordozénak
bizonyult (Lebedev és mtsai., 2008). Kutatocsoportunk korabbi eredményei is
bizonyitottak, hogy a szén nanocsdvek fotoszintetikus reakcidcentrummal alkotott
komplexei képesek a toltésatviteli allapotok stabilizalasara (Dorogi és mitsai.,

2006).

2.5 Bioszenzorok

A bioszenzor ugy definialhato, mint az a késziilék, amely magéban foglal
egy bioldgiai érzékeld elemet, ami egy jelatalakitdo egységhez kapcsolodik és az
észlelt valaszt mérhetd elektromos jellé alakitja, melynek nagysdga aranyos az
analizaland6 specifikus anyag (analit) koncentraciojaval (8. abra, Eggins, 1996).
A receptor/érzékeld elem tipusa szerint a bioszenzor lehet enzimatikus bioszenzor,
genoszenzor, immunoszenzor, stb. Csoportosithatjuk a jelatalakit6 folyamat tipusa
szerint is, igy lehet elektrokémiai, optikai, piezoelektromos és termalis vagy
kalorimetrias bioszenzor. A szamos fellelhetd bioszenzor koziil az elektrokémiai
bioszenzorok igen elterjedtek, sikeresen alkalmazzak ¢ket a kereskedelemben
biomolekularis elektronikai eszkdzokként (Dzyadevych és mtsai., 2008).

A nanoanyagok hozzajarulnak az elektrokémiai bioszenzorokban
alkalmazott enzimelektrodok miikddésének és stabilitdsdnak javitasahoz. Tobb
modszer is létezik az elektrodok eldallitasara, példaul a nedves kémiai eljaras,
hidrotermalis szintézis, szol-gél eljaras, stb.

A létrehozott bionanokompozitok olyan funkciokkal rendelkeznek,
amelyek alkalmassd teszik Oket elektrokémiai, optikai vagy fotoelektromos

késziilékek aktiv részeként torténd hasznalatara.
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8. abra Bioszenzorok altalanos felépitése (Tapas és mtsai., 2011 alapjan)

Szamos kihivéassal kell még szembenézni a bioszenzorok gyakorlati
alkalmazasa szempontjabol. Ha a kereskedelemben beszerezhetd késziilékeket
nézziik, az alacsony koltségii bioszenzorok megépitése még mindig 1étfontossagu.
A bioszenzorok f0 alkalmazési teriilete az orvosdiagnosztika, ahol az ilyen
késziilékek mar elérhetdek, de mas teriileteken, mint az élelmiszeripar ¢€s
okoldgia, még mindig kidolgozasra véarnak a lehetdségek. A kihivasok kozé
tartozik még az olyan mukodési feltételek fejlesztése, mint a nagy érzékenység,

alacsony kimutatasi hatar, gyors valasz ¢s ismétloképesség.

2.5.1 Enzimatikus bioszenzorok

Az enzimatikus bioszenzorok olyan elonyokkel rendelkeznek, mint a nagy
érzékenység, nagy fajlagossag és hossztavi stabilitds, ami lehetové teszi a
késziilék hasznalatat tobb mérés soran is. Ezek a paraméterek szoros
Osszefliggésben allnak a biologiai komponens stabil immobilizalasaval. Ismert,
hogy az enzimek zart helyre torténé enkapszulacidja megakadalyozhatja az
irreverzibilis szerkezeti deformaciokat, igy megérizve harmadlagos szerkezetiiket.
A szervetlen hordozok nyitott/porusos szerkezetének kdszonhetben a szubsztrat és
az immobilizalt enzim kozotti transzportnak szabad utja van, csakigy mint a

reakcidtermékek kijutdsanak a kiilsd kozegbe. Mindemellett védd matrixként is
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szolgalnak a mikrobidlis bomlas ellen, megdrizve a bioldgiai elem
enzimaktivitasat. Az egyik legels6 munka McLaren és Peterson nevéhez fliz6dik
1961-ben, amikor is leirtdk a lizozim, laktoglobulin, pepszin és a kimotripszin
immobilizacidjat a montmorillonit réteges szilikat rétegek kozotti terébe, a direkt
interkalacio folyamatat kovetve (McLaren & Peterson, 1961).

Széles korben alkalmazzak a gyakorlati életben az enzim-alapt
elektrokémiai bioszenzorokat az egészségiligyben, ¢lelmiszereknél és a kdrnyezeti
monitoring soran. Foként az egészségiigyben terjedt el a bioszenzorok hasznalata,
ahol példaul a gliik6z bioszenzort a vér glilkoéz szintjének és a cukorbetegség

ellendrzésére alkalmazzak.

2.5.1.1 Enzim immobilizalasi médszerek

Ahhoz, hogy egy miikodoképes bioszenzort hozzunk Iétre, a biologiai
elemet ugy kell hozzakotni a jelatalakitd egységhez, hogy annak enzimaktivitasa
megmaradjon. Ezt nevezzilk az enzim immobilizalasdnak. A bioszenzorokat
altalaban gy tervezik, hogy kell6 mennyiségli enzimet tudjanak rogziteni benniik,
biztositva a megfelelé biokatalitikus aktivitast és az enzimeknek alkalmas
kornyezetet nyljtsanak enzimaktivitisuk megtartdsahoz. A lokdlis kémiai és
termalis kornyezetnek jelentds hatdsai lehetnek az enzim stabilitdsara. Az
immobilizacids folyamat Kivalasztasakor figyelembe kell venni a bioldgiai elem
természetét, a jelatalakitd tipusat, az analit fizikokémiai tulajdonsagait €és a
bioszenzor megfelel6 mikodtetéséhez sziikséges tlizemelési koriilményeket.
Ahhoz, hogy a rogzitett biologiai elem a maximalis aktivitast mutassa az adott
mikrokornyezetében, ezen feltételek mindegyikének optimalisnak kell lennie
(Singh és mtsai., 2008).

Altalanosan 4 modszert hasznélnak az enzimek immobilizélasara:

1.  Adszorpcié: Ez a legegyszeriibb és leggyorsabb modja az enzimek
rogzitésének. Az adszorpcid 2 csoportba sorolhatd: fizikai és kémiai adszorpcio.
A fizikai adszorpcié gyenge és fOleg van der Waals kotésekkel valosul meg. A
kémiai adszorpcio erdsebb és kovalens kotések kialakuldsaval jar. Sok anyag
képes az enzimeket adszorbedlni a feliiletén, példaul a faszén, agyag, celluloz,

kaolin, szilikagél, tiveg vagy kollagén.
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2.  Csapdazas (entrapment): Ez egy biologiai anyag és egy monomer oldat
keverékének felel meg, amelyet aztan géllé polimerizalnak, csapdazva a
bioanyagot. Habar ily modon akadalyba iitkdzhet a szubsztrat difftzioja, amely a
reakcio lelassulasdhoz vezethet. Mindemellett a bioaktivitds csokkenése
megtorténhet a gél porusain keresztiil is. Altalaban poliakrilamidot, keményitd
gélt, nylont, vezetd polimert stb. hasznalnak.

3.  Kovalens kotés: Ennél a modszernél a kotés a bioanyag egy funkcids
csoportja és a hordozé matrix kozott jon 1étre. Néhany funkcids csoport, amely
alapvetéen nem vesz részt az enzim katalitikus aktivitasaban, hozzakothetd
kovalensen a matrixhoz. Ehhez olyan enyhe koriilményekre van sziikség, mint az
alacsony homérséklet és ionerdsség €s a fizioldgiai tartomanyba esé pH.

4.  Keresztkotés: Itt altalaban a biologiai anyagot kémiai aton rogzitik a szilard
hordozoéhoz vagy mas segitd anyaghoz, azaz a keresztkotoszerhez, amely
jelent6sen megnoveli a kotddés valoszinliségét. Ezek az anyagok gatolhatjak is az
enzimaktivitast, foként nagyobb koncentraciok esetén. Bevalt modszer az
adszorbedlt bioldgiai anyagok stabilizalasara. A leggyakrabban hasznalt

bifunkcionalis szer a glutaraldehid.

2.5.1.2 Bioszenzorokban alkalmazott nanoanyagok

1.  ZnO: Mint nagy tiltott savval (3,37 eV) rendelkezé félvezetd, fontos
szerepet jatszik az optikaban, optoelektronikdban, szenzoroknal és aktuatoroknal a
félvezetd, piezoelektromos és piroelektromos tulajdonsagainak koszonhetden.
Nemrégiben babérlevélszeri ZnO  mikrostrukturdkbol —készitettek  H,0,
bioszenzort nedves kémial eljarassal (Cao és mtsai., 2008). Az ilyen ZnO
mikrostruktirak, amelyek 8-10 nm-es nanorudakat tartalmaznak, nagy feliilettel
rendelkeznek, igy megfelel6 teret biztositanak a H,O, redukcidjanak, azzal hogy
tobblet elektroaktiv helyet és megnovekedett elektrokatalitikus —aktivitast
szolgaltatnak.

2. Arany: Az arany nanorészecskék a bioaktivitasukat megtarté biomolekuldk
stabil immobilizalasara alkalmazhatéak. A redox proteinek és az elektronokat
kozvetitd felszinek kozotti elektron transzfer konnyebben végbemegy,

koszonhetéen a nagy feliilet-térfogat aranynak, a magas feliileti energianak, a
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csokkent protein-fém részecske tavolsagnak és annak, hogy elektronvezetéként
viselkedik a prosztetikus csoportok és az arany nanorészecskén 1évo elektron
feliilet kozott. Az elektrodok feliilete kiilonféleképpen modosithatd arannyal a
bioszenzorok mitkddésének optimalizalasa céljabol (Pingarron és mtsai., 2008).
Erre egy példa az acetilkolinészteraz bioszenzor megépitése, amelyben az elektrod
feliiletét galvanizaltak arany nanorészecskékkel, majd az immobilizalt enzimmel
elhidrolizaltak az acetilkolint (Shulga & Kirchhoff, 2007).

3. Szén nanocsé (CNT): Szamos 1j technika fejlesztésénél jutott szerephez a
2.4-es fejezetben mar emlitett szén nanocsd. Bioszenzorokban valo alkalmazasa
soran példaul jelent6s -elektrokatalitikus hatasat és nagy elektrontranszfer
sebességét figyelték meg az elektroaktiv szervezet és az elektrod kozott. Kutatok
kifejlesztettek egy rendkiviil érzékeny és szelektiv galakt6z bioszenzort, ahol
létre stabil diszperziot. Ezutan a glutaraldehid keresztkotdszerrel rogzitették a
galaktoz oxidazt a szabad aldehidcsoportokhoz. A szenzor altal detektalt oxigén
kimutatasi hatara 25 pM volt (Tkac és mtsai.,, 2007). A CNT feliiletének
aktivalasa alapfeltétel a létrehozott bioszenzor hatékonysaganak noveléséhez. A
gyakorlatban, mint hordozé matrix, altalaban elengedhetetlen a CNT
szuszpendalasa vizes kozegben a proteinek immobilizalasahoz. Ez torténhet a
CNT funkcionalizalasaval ionos vagy hidrofil csoporttal vagy vizoldékony
polimerekkel (Yan et al., 2008).

4.  Polipirrol (PPy): A kiilonb6z6 vezetd polimerek koziil a polipirrol, mint
»intelligens anyag”, fontos szerepet jatszik az elektrokémiai bioszenzoroknal az
elektrokémiai aktivitas és érzékenység megnovelésénél (Teles & Fonseca, 2008).
Ennek oka jo biokompatibilitasa, vezetOképessége, stabilitisa és hatékony
polimerizacidja semleges pH-n, valamint konnyii szintetizalhatosaga. PPy film
konnyen létrehozhato elektrokémiai vagy kémiai titon és nagyfoku szelektivitassal
rendelkezik a rd jellemzd méret-kizardsi tulajdonsaganak kdszonhetden.
Elektrokémiai moddszerrel stabil és homogén hibrid film szintetizalhaté példaul,
amely PPy-bél és réz hexacianoferratbol all. Igy olyan elektrokatalizator allithatd
elé, amely H,0,-t redukal Na* vagy K* ionok jelenlétében (Fiorito és mitsai.,
2006).
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2.5.1.3 H,0O, bioszenzorok

A hidrogén-peroxid igen erds oxidaloszer, amelyet ¢élelmiszerekben
altalaban antimikrobialis tulajdonsaga miatt, a tej és gylimolcsleveket tartalmazo
aszeptikus csomagolasokban pedig sterilizalé hatasa miatt alkalmaznak. Ennek
ellenére a H,O, hasznalata nem teljesen biztonsagos, mivel tiladagolas esetén
¢letveszélyes neurologiai reakciokat valthat ki, és karosithatja a felsé gyomor-bél
traktust (Humberston & Krenzelok, 1990). Eppen ezért jelenlétének és
mennyiségének gyors és megbizhatdé nyomonkdvetése igen fontos, és 11j technikak
kidolgozasat igényli. Detektalasara alkalmas lehet a fluoreszcencia,
spektrofotometria, elektro-kemilumineszcencia vagy az elektrokémia modszere.

A H;0; szenzorok alapvetden két csoportra oszthatok, az enzimatikus és a
nem-enzimatikus szenzorokra. Léteznek olyan nem enzimatikus bioszenzorok
amelyben pl. MnO; hibridet hasznalnak érzékeléanyagként, amelyet kémiai uton
rogzitenek grafénhez és szén nanocs6hoz egy attetszd szén elektrod feliiletén. Ez a
szenzor igen magas elektrokatalitikus aktivitassal rendelkezik a H,O, oxidaciojat
tekintve, kimutatasi hatara pedig optimalis koriilmények kozott 0,1 uM koriili
(Daixin és mtsai., 2013). Egy masik, a szamos lehetdség koziil, amikor Ag
nanorészekéket galvanizdlnak az ionos folyadékkal funkcionalizalt tobbfalu szén
nanocsdvel modositott attetszd szén elektrod feliiletére. A modszer kimutatési
hatdra 3,9 nM (Xiaoyan és mtsai., 2013).

Az enzimatikus elektrodoknal, hasonloan az el6z6 modszerhez, az emlitett
modositott elektroédhoz Ag helyett citokrom c-t kotottek. Amperometrids
modszerekkel ellendrizték az enzim biokatalitikus aktivitasat a hidrogén-peroxid
felé és a kutatocsoport altal mért kimutatasi hatar 13 nM-nak adddott (Xiuhui as
mtsai., 2013). Ugyanakkor a tormaperoxiddz enzim is szamos kutatas
kozéppontjaban all, melyek soran a legkiilonfélébb modon rogzitik a HRP-t
kiilonbozd elektrodokhoz. Egy ilyen moddszer, amikor az enzimet egyfalu szén
nanocsére adszorbealjdk, majd egy arany réteggel bevont elektrod feliiletére
kovalens kotésen keresztiil felvitt L-ciszteinhez rogzitik. Ebben az esetben
ugyancsak amperometridas modszerekkel hataroztdk meg a H,O, kimutatasi

hatéarat, amely 0,21 pM volt (Yanfeng és mtsai., 2012).
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3. Célkituzések

Az SZTE Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézetében Nagy Laszlo és
csoportja mar egy évtizede foglalkozik fotoszintetikus reakcidcentrumot
tartalmazd nanokompozitok eléallitasaval és vizsgalataval. A csoport munkéjaba
bekapcsolddva eldszor egy diplomamunka keretében vizsgaltam a fotoszintetikus
reakcidcentrum fehérje stabilitasat kiilonb6z6 hordoz6 feliiletekre torténd
szaritasat kovetden. Az SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszékén is
régota foglalkoznak kiilonb6z6 szén nanocsd alapu kompozitok szintézisével és
vizsgalataval, igy egy kollaboracio keretein beliil fizikai szorpcioval kotéttem a
fehérjét funkciondlatlan szén nanocséhdz és vizsgaltam a komplex fotokémiai
aktivitasat. Mivel szdmos izgalmas kérdés még nyitva maradt, nagy 6rommel
folytattam a munkat doktori képzés keretében.

Az igy szerzett tapasztalatok alapjan mas, olyan redox fehérjével 1étrehozott

biokompozit tanulményozasara is figyelmet forditottam, mint a tormaperoxidaz.

Munkam soran tehat célul tliztem ki:

1. A fizikai szorpcioval Ilétrehozott SWCNT/RC komplexek stabilitasat

befolydsold korilmények (hémérséklet, preparalas soran alkalmazott pH,

inkubalasi id6) jellemzését és optimalizalasat.

2. Olyan kémiai kotési modszerek kidolgozasat, amelyek kutatdcsoportunk

laboratoriumi koriilményeihez és a reakcidcentrum fehérjéhez adaptalhatok.

2.1. A fotoszintetikus reakciocentrum fehérje kémiai rogzitését amino- ¢€s

karboxilcsoporttal funkcionalt tobbfali szén nanocsé feliiletén. A

létrehozott  kompozitok  szerkezeti  karakterizdldsat  (EM)

fotoaktivitasuknak meghatarozasat flashfotolizis kisérletekkel.

2.2. A fotoszintetikus reakciocentrum fehérjébdl és szén nanocsobol

létrehozott komplex kémiai uton vald rogzitését ITO feliiletéhez, a

kompozitok szerkezeti meghatarozasat (SEM) és a RC fotokémiai/-

fizikai aktivitdsanak meghatarozasat a kiilonbozé kotési eljarasokat

kovetden (flashfotolizis kisérletek).
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Tormaperoxiddz enzimaktivitasdnak ¢és H>O, kimutatdsi hataranak
meghatarozasat gvajakol és amplex red hidrogén donorok hozzaadasaval,
abszorpcidkinetikai és fluoreszcencias modszerekkel.

3.1. A tormaperoxidaiz enzim kémiai rogzitését amino-  ¢és
karboxilcsoporttal funkcionalt tobbfali szén nanocsd feliiletén. A
létrehozott komplexek aktivitasanak ellendrzését fluoreszcencia
méréssel.

3.2. A tormaperoxidazbdl és karboxil-funkcionalt MWCNT-bdl Iétrehozott
kompozit szerkezeti karakterizalasat (AFM) és enzimaktivitasanak
valamint H,O, kimutatasi hataranak meghatarozasat fluoreszcencia
méréssel.

3.3. Enzimelektrod 1étrehozasat a szén nanocsé/tormaperoxidaz enzim
komplex kémiai rogzitésével ITO feliiletére. A létrehozott elektrod
szerkezeti karakterizalasat (SEM), enzimaktivitadsanak valamint H,0,
kimutatdsi hataranak meghatarozasat fluoreszcencia méréssel ¢és

aktivitasanak ellen6rzését ciklikus voltammetriaval.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Mintaelokészités, preparativ eljarasok

4.1.1 A Rhodobacter sphaeroides baktériumtorzs tenyésztése

Vizsgalataim soran a Rb. sphaeroides biborbaktériumbdl tisztitott R-26 és
2.4.1. baktériumtorzseket hasznaltam. Az R-26 torzs karotinoidmentes, azaz
abszorpcidés  spektrumabol  hianyoznak a  karotinoidok  savjai, ezért
folyadékkultirdjdnak szine jellemzden kék, mig a vadtipusu tenyészet szine
voréses barnas. A 2.4.1. torzs reakciocentruma rendelkezik karotinoiddal a
vadtipushoz hasonldéan, amely védelmet nyujt a fehérje komplexnek a
fotooxidacioval szemben, ezért a kisérleteinknél ezt a tdrzset tekinthetjiik
vadtipusunak. A karotinoidot nem tartalmaz6 R-26 torzs sejtjei fotoheterotrof
korilmények  kozott  nevelkedtek, mivel érzékenyek a  tapoldat

A folyadékkultarakhoz 1,5%-0s agaron novesztett massziv —szart
tenyészetekb8l vettiink mintdkat és atoltottuk a 20-25 cm® szukcinat-tartalma
Sistrom-tapoldatot tartalmazo, jol zarhatd csiszoltdugés kémcsovekbe. A
tovabbtenyésztéshez 200-250 cm®, majd 1000 cm®-es iivegeket hasznaltunk. A
sejteket minden egyes atoltas utan 4-6 orara sotétben tartottuk, hogy az oldatban
1évé Osszes oxigént felhasznaljdk. Erre azért volt sziikség, mert fotoheterotrof
nevelési koriilmények kozott a tapoldatban maradt kismennyiségii oxigén is képes
a sejtek egy részét elpusztitani, lassitva ezzel a tenyészet ndvekedését. A sotét
szakaszt kovetden a tenyészeteket fényasztalra tettiik. A megfeleld megvilagitast
40 W teljesitményli wolfram izzoszalas lampak biztositottak, amelyeket kb.
20 cm-re helyeztiink el a tenyészetektdl, igy az altaluk termelt hé egytttal
biztositotta az optimalis, kb. 30 °C-os hdOmérsékletet is. A 4-5 napig tartd
folyamatos megvilagitast kovetden a sejteket lecentrifugaltuk (20 perc, 6000 x g),
majd mosopufferrel (10 mM TRIS; 100 mM NaCl) mostuk és a felhasznalasig
-20 - -25 °C-on taroltuk lefagyasztva (Nagy és mtsai., 1991). Literenként

atlagosan 8 gramm baktériumtomeget tudtunk dsszegytjteni.
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4.1.2 Reakciocentrumok preparalasa

A reakcidcentrumok preparalasdhoz nagyobb mennyiségi, kb. 100 g vizes
tomegli sejtre volt sziikség, amelyeket a preparalas el6tt tobbszor atmostunk
TRIS-pufferrel (10 mM TRIS; 100 mM NacCl; pH 8,0). Higitas utan ultrahanggal
feltortik a sejteket. Az ultrahangos feltarashoz SONOPLUS  Ultrasonic
homogenizer-t hasznaltunk (Bandelin, Németorszag). Egy specidlisan a
sejtfeltarasra tervezett, jégbe allitott livegedényben a késziilék TT 13 titanfejét
hasznalva 1 6rdn at kozel 100% (kb. 70 W) teljesitménnyel ultrahangoztuk a
sejteket impulzus lizemmodot hasznalva (5 impulzus/periddus). A szédmunkra
sziikségtelen sejtmaradvanyokat (sejtfal, feltdretlen sejtek) centrifugéléssal
tavolitottuk el (10 perc, 40000 x g), majd a feliiliszot ultracentrifugaltuk (90 perc,
240000 x g). Az tiledékben kapott kromatoforat finom ecsettel felszuszpendaltuk
¢és 0,45% LDAO (N,N-Dimetil-dodecil-amin-N-oxid oldat) detergenst tartalmazo
TRIS-pufferrel kioldottuk a fehérjéket, amit ujabb ultracentrifugalassal
valasztottunk el a nem szolubilizalt részektdl. A feliilluszobol a RC-ot frakcionalt
ammonium-szulfatos  kicsapdssal, majd DEAE Sephacell anioncseréld
oszlopkromatografiaval kiilonitettiik el. Az oszlopkromatografia el6tt a mintat
dializalassal sdmentesitettiik. A somentesitett fehérjeoldatot anioncserélé oszlopra
kotottik, somentes, majd 60 mM NaCl-ot tartalmazé oszlopmos6 pufferrel
(10 mM TRIS; 20 uM EDTA; 0,02% LDAO) mostuk, amig az elualtum
abszorpcids spektruma nem véltozott. A RC-ot az oszloprél 250 mM NaCl-ot
tartalmazo pufferrel (10 mM TRIS; 20 uM EDTA; 0,1% LDAO) elualtuk és
kistérfogata frakciokat gyiijtottiink. A kromatografia soran szedett frakciokbol
azokat tartottuk meg, amelyekben az OD2gonm/ODgoonm arany (optikai denzitas)
1,4-1,7 kozott volt. A koncentracid és a tisztasadg megallapitdsa utan a
reakciocentrum frakciok ismételt dializalaza kovetkezett TL pufferben (10 mM
TRIS; 100mM NaCl; 0,03% LDAO; pH 8,0) a sokoncentracio csokkentése

érdekében, majd a reakcidcentrumokat -20 °C-on taroltuk.
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4.1.3 Peroxidaz enzim oldat készités

A tormaperoxiddz enzimbdl (sémentes, aktivitdsa 350 Unit/mg, Reanal)
1 uM-os oldatot készitettem desztillalt vizben. Az enzimmel végzett abszorpcid €s
emisszio (fluoreszcencia) spektroszkopiai mérések soran mindig friss oldatokat
hasznaltam, hogy elkeriiljem az esetlegesen mar korabban oxidalodott anyagok

befolyasold hatésat.

4.1.4 Szén nanocsovek eloallitasa

Az egyfall szén nanocsdveket Horvath Endre tisztitotta Forré Laszld
laboratériuméban (Institute of Physics of Complex Matter, Ecole Polytechnique
Fédérale de Lausanne, CH-1015 Lausanne, Svajc). A kereskedelmi forgalomban
is kaphatd, nagynyomdasu szénmonoxid prekurzorbol késziilt (HiPCO) szén
nanocsovek tisztitasa nedves oxidacidos modszerrel tortént. A folyamat soran
100 mg nyers HIPCO SWCNT-t oxidaltak 60 ml 30%-0s H,O; és 110 ml 22%-0s
HCI elegyével. Az oldatot magneses keverés mellett 70 °C-on, 9 O6ran at
folyamatos reflux alatt tartottak, majd szobahdmérsékletiire hiitotték, leszirték és
desztillalt vizzel mostak a 7,0-es pH eléréséig. Ezt kovetden 120 °C-on, 30 percig
szaritottak. A tisztitott SWCNT-k hozama 90% volt, amit transzmisszios
elektronmikroszkop (TEM) segitségével hataroztak meg. A csévek atlagos
atmérdje 1,5 nm, amely jol egyezik azzal az értékkel (1-4 nm), amit Dorogi €és
mtsai talaltak az egyfalt szén nanocsovekre AFM technikaval (Dorogi és mtsai,
2006).

A tobbfalti szén nanocsoveket katalitikus kémiai gbzfazisu levalasztassal
(CCVD) allitottak elé forgd csékemence alkalmazasaval 720 °C-on, ugyancsak
Svéjcban. Katalizatorként CaCOs-hordozos vas-kobaltot, szénforrasként pedig
acetilént hasznaltak nitrogén gazaram alatt (Magrez és mtsai., 2005). A CaCOs;
hordozé alkalmazésa azért eldnyds, mert megnoveli a tobbfalil szén nanocsévek
szelektiv  képzddését az amorf szénformdkéval szemben. A  szintézis
végeredményeként kapott szén nanocsdveken szennyezOként megmaradt
hordozodanyagot és katalizatorszemcséket savas kezelés segitségével tavolitottak

el. A tisztitds sordn a szén nanocsOveket egy ¢jszakan at 2 M-os sosavban
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kevertették, majd sziirték és ioncserélt vizzel pH-semlegesre mostak. A tobbfalt
szén nanocsovek atmérdje atlagosan 20-60 nm ko6zott mozgott, mig atlagos

hosszusaguk a néhany szaz nanométertdl a néhany mikrométerig terjedt.

4.2 Biokompozitok eléallitasa

4.2.1 Reakciocentrum fehérje rogzitése szén

nanocsovekhez

4.2.1.1 Fizikai szorpcio

500 pL fotoszintetikus RC-hoz (¢ = 100 uM) 25 pL foszfat pufferben
(0,1 M; pH 7,0; 0,03% LDAO) szuszpendalt funkcionalatlan SWCNT-ot
(0,1 mg/mL) adtam. Ezt kovetéen 3 napig dializaltam a mintat 4 °C-on foszfat
pufferben (0,1 M; pH 7,0) a detergens eltavolitdsa érdekében. A mintat
homogenizalas céljabol naponta rovid ultrahangozasnak vetettem alé (vizfiirddben
ELMA Transsonic 310 tipusu ultrahangozd késziilékkel). A dializis befejezése
utan a mintat ultracentrifugaltam (4 °C, 15 perc, 130000 x g), majd eltavolitottam
a fellilszot €s az el6zovel megegyezd dsszetételli pufferben felszuszpendaltam az
iledéket. Ezutan az el6bbi  koriilményeknek megfelelden annyiszor
ultracentrifugaltam és mostam a mintat, amig a feliilusz6 abszorpcids spektruma a
reakcidcentrum csucsainak jelenlétét mar nem mutatta. A feliilusz6 spektrumat
UNICAM UV4 tipusu kétsugaras spektrofotométerrel mértem. Utolsd 1€pésként
eltavolitottam a feliiluszot, a csapadékhoz pedig 200 pL foszfat puffert (PBS -
Phosphate Buffered Saline, 0,1 M; pH 7,0) adtam, majd ultrahangoztam. Ezek
utan néhany cseppet Np-dramban iiveglapra széritottam. A mintdk egy részét
szobahOmérsékleten, a masik részét hidegszobaban 4 °C-on, sététben tartottam. A
méréseket minden esetben szobahdmérseékleten végeztem, filiggetleniil az

inkubdacios homérséklettol.
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4.2.1.2 Kémiai rogzités

A RC szén nanocsovekhez torténd immobilizalasa tébb kiilonb6z6 protokoll
szerint tortént. A rogzités modszerének megvalasztasa fiiggott a szén nanocsdévon
kialakitott funkcios csoporttol, valamint attdl, hogy a reakcidocentrum mely részét
kivantuk a hordozohoz kotni. Néhany esetben keresztkotészert alkalmaztam, majd
polimeren keresztiil hoztam Iétre komplexet, végiil pedig egy -elektrodot
készitettem. A preparalasi modszerek 1épései minden esetben 4 °C-on zajlottak, de

a méréseket szobahdmérsékleten végeztem.

Kémiai kotés szulfo-SMCC keresztkotoszerrel:

A szulfo-SMCC (szulfo-szukcinimidil 4-(N-maleimidometil)ciklohexan-1-
karboxilat) egy vizoldékony keresztkotészer, amely az amino- és
szulthidrilcsoportok kozott hoz Iétre kotést az ellentétes végein elhelyezkedd
NHS-észter (amino-reaktiv) és maleimid (szulfhidril-reaktiv) csoportoknak
koszonhetéen. Az NHS-észter (N-hidroxiszukcinimid-észter) az els6dleges
aminokkal reagdlva stabil amid-, a maleimid pedig stabil tioéter kdtést hoz 1étre a

szulfhidrillel (9. abra).

Basans: ou(\&
s e o)——< >_/ ,

«
Maleimid aktivalt szén A
' nanocsé o
/
. /
Na 0 0
A o
0 N-0 N
0
% U
szulfo-SMCC CNT/RC komplex

9. abra A szulfo-SMCC kotés reakcidovazlata

A preparalas protokollja szerint eldszor egy €jszakan 4t dializaltam 500 pL
NHa-funkcionalt MWCNT szuszpenziot (0,14 mg/mL) foszfat pufferben (0,1 M;
pH 7,2; 0,006% LDAO), majd 1 oran &t ultrahangoztam, hogy homogén
szuszpenziot kapjak. Ezt kovetden elkészitettem a szulfo-SMCC oldatot (4,5 mM)

DMSO-ban (dimetil-szulfoxid), majd hozzaadtam a szén nanocs6hoz és 2 oran at
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kevertettem az oldatot, hogy a funkcids csoportokat aktivaljam. Ezutan egymassal
parhuzamosan dializaltam az aktivalt szén nanocsovet és az R-26
reakcidcentrumot (¢ = 65 uM) PBS-ben (MWCNT: 0,1 M; pH 7,2; 150 mM NacCl,
0,006% LDAO; RC: 0,1 M; pH 7,0; 0,006% LDAQ) 2 6ran keresztiil. Mindezek
utan egy ¢jszakan at kevertettem a RC-ot a MWCNT szuszpenzidval. Masnap
ultracentrifugaltam a mintat (4 °C, 15 perc, 130000 x g) és mostam foszfat
pufferrel (0,1 M; pH 7,2; 0,006% LDAO), amig a feliilusz6 abszorpcids
spektruma a reakciocentrumra jellemzé csucsokat mutatta. Az iiledéket
felszuszpendaltam 500 pL foszfat pufferben (0,1 M; pH 7.2; 0,006% LDAO),

majd rovid ideig ultrahangoztam és lefagyasztva, sotétben taroltam.

Kémiai kotés karbodiimid keresztkotoszerrel:

A vizoldékony karbodiimid keresztkotOszer (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid) (EDC) szerepe, hogy aktivalja a karboxil
funkcios csoportot, igy hozva létre amid kotést az elsddleges aminokkal. Az
aktivalaskor egy vizes oldatban nem stabil koztitermék keletkezik (O-acilizourea),
amely ha nem 1¢ép reakcidoba az aminocsoporttal rovid idén beliil, elhidrolizal,
regeneralva a karboxilcsoportot. Ennek kikiiszobolésére N-hidroxiszukcinimidet
(NHS) alkalmaztam a karbodiimiddel, amely az O-acilizoureanal joval stabilabb
amino-reaktiv NHS-észtert képez (10. abra).

RC elsodleges

Karboxil-funkcionalt aminja
nanocsé R
0

Stabil NT/RC
komplex
(amid kotés)

0

cr SRS
P H g
; OH ~N N,/ 3
H\ 0  Hidrolizis
0 N S S )\0“

0
g 0 NH ? 3
cr | S<
’ 0 0-
_NH | Ce i
O-acilizourea )J\ _N
koztitermek O 9

Nsg (instabil) \N/j} 0
EDCc N HO” " Amin-reaktiv i
K NHS ° NHS észter RC elsédleges
aminja

10. abra AZ EDC és NHS kotés reakciovazlata
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Ez a kotési modszer két esetben alkalmazhato. Az elsd esetben a karboxil-
funkcionélt szén nanocsO aktivalt funkcids csoportjahoz tudjuk a fehérje
aminocsoportjat rogziteni. A masodik eset ennek forditottja, amikor is a fehérje
karboxilcsoportjat aktivaljuk ¢és ezt kotjik az amino-funkcionalt szén
nanocsovekhez. Ez utdbbi esetben a reakcidcentrumok funkcids csoportjai
egymassal is 0sszekotddhetnek, csomokat alkotva, amelyek nehezitik a vizsgalati
moddszerek eredményeinek értékelését valamint a megfeleldé CNT/RC arany
megtartasat.

Az elsO esetet tekintve, a fehérje rogzitését megeldzéen egy ¢éjszakan at
dializaltam 500 pL tobbfali szén nanocsd szuszpenzidt (0,14 mg/mL) foszfat
pufferben (0,1 M; pH 7,0; 0,006% LDAO), hogy a benne maradt esetleges
szennyezOdéseket eltdvolitsam. Ezutdn 1 6ran at ultrahangoztam (vizfiirddben
ELMA Transsonic 310 tipust ultrahangozd késziilekkel), hogy homogén
szuszpenziot kapjak. Mindekdzben frissen elkészitettem az NHS ¢és az EDC
keresztkotdszer oldatokat (100-100 pL; 0,125 M) desztillalt vizben, majd
hozzaadtam 6ket a karboxil-funkcionalt szén nanocs6hdz és 2 oOran keresztiil
kevertettem az oldatot, hogy a funkcids csoportokat aktivdljam. Ezt a minta
ismételt dializalasa kovette PBS-ben (0,1 M; pH 7,0; 0,006% LDAQO) 2 6ran at.
Erre azért volt szikkség, hogy az oldatban feleslegben jelenlevo
keresztkotoszereket ¢és szarmazékaikat eltavolitsam. Ezzel péarhuzamosan
dializaltam 50 pL R-26 reakciocentrumot (idedlis esetben ¢ = 65 uM) foszfat
pufferben (0,1 M; pH 7,0; 0,006% LDAO), hogy az esetleges szennyezddéseket,
illetve a feleslegben 1év0 detergens mennyiséget eltavolitsam. A detergens
lefedheti a kotés kialakulasahoz sziikséges funkcids csoportokat, igy akadéalyozva
a komplex létrejottének hatékonysagat. Mindezek utan hozzaadtam a RC-ot az
aktivalt szén nanocsé szuszpenziohoz ¢€s egy €jszakdn at kevertettem magneses
keverd segitségével. Madasnap a fiziszorpcidhoz hasonldé protokoll szerint
ultracentrifugaltam a mintat (4 °C, 15 perc, 135850 x g) és mostam PBS-sel
(0,2 M; pH 7,0; 0,006% LDAO), amig a feliiliszo abszorpcios spektruma a
reakciocentrum jelenlétét mutatta. Igy lehetséges volt a szén nanocséhdz nem,
vagy csak fizikailag kotodott RC eltavolitasa a szuszpenzidbol. Az iiledéket
felszuszpendaltam 500 pL foszfat pufferben, majd rovid ideig ultrahangoztam.

Ezutan lefagyasztva, sotétben taroltam a mintat.
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A masodik esetet tekintve a preparalas folyamata nagyon hasonldan zajlott,
annyi kiilonbséggel, hogy a keresztkotoszereket a dializalt reakciocentrum
fehérjéhez adtam hozzd ¢és ezt kotottem az NHp-funkciondlt MWCNT-hoz

(0,24 mg/mL). A protokoll Iépései a tovabbiakban megegyeztek.

Kémiai kotés nikkel komplexen Keresztiil:

A reakcidcentrum rogzitésének egy masik lehetséges moddja a nikkel
komplexen keresztiil torténd immobilizalas. Ez megvalosulhat amino- és karboxil-
funkcionalt szén nanocsovek esetén is. Az egyik fontos kiilonbség az el6zéekben
leirt modszerekhez képest, hogy ebben az esetben a donor oldalan polihisztidin-
csoporttal jelolt 2.4.1. reakciocentrumot hasznaltam. A szén nanocsé funkcios
csoportjain keresztkotszerek segitségével 1étrehozhatd nikkel és nitrilotriecetsav
komplexe (NTA-Ni?"), ugy hogy a Ni?*-t elészor az NTA (Na,No-
bis(karboximetil)-L-lizin) deprotonalt karboxilcsoportjaihoz koordinaljuk, majd
az igy kialakult komplexet rogzitjik a szén nanocsé feliilletén. A fehérje
immobilizalasa sordan a nikkel kelatképzd tulajdonsaganak koszonhetben a
reakciocentrum polihisztidin-csoportjanak imidazol nitrogénjein keresztiil jon
létre a specifikus kotddés.

A szén nanocsovon 1évé  funkciés csoporttol fiiggéen  kétféle
keresztkotdszert hasznaltam. Karboxilcsoporttal funkcionélt szén nanocsé esetén a
mar koradbban is emlitett karbodiimid és szukcinimid parositast alkalmaztam a
csoport aktivalasara. Ezzel szemben az aminocsoporttal funkcionalt szén nanocs6
esetében glutaraldehid (GTA) homobifunkcionalis keresztkotdszert alkalmaztam
aktivaloként, melynek segitségével a MWOCNT spontan 0Osszekotddott az
NTA-Ni** komplex aminocsoportjaival. A GTA két aldehidcsoporttal rendelkezik,
amelybdl az egyik a MWCNT szabad aminocsoportjahoz, mig a masik az NTA
egy hozzaférheto lizin oldallancahoz kotédik.

A protokoll elsé 1épése ebben az esetben is a funkciondlt MWCNT
dializalasa volt foszfat pufferben (0,1 M; pH 8,0; 0,006% LDAO). Ezt kovette az
ultrahangozéas, majd a keresztkotdszerek hozzdadasa (EDC/NHS: 100-100 pL;
0,125 M; GTA: 100 pul; 50%) és a szuszpenzid kevertetése. Az EDC/NHS esetén
ez 2 6ran keresztiil, a GTA esetén 10 percig zajlott. Ezek utan a mintdkat ujra
dializaltam PBS-ben (0,1 M; pH 8,0; 0,006% LDAOQ) 4h-an at. Ek6zben 1 6ran at
kevertettem 200 uL NTA-t (5 mM) 200 uL NiCl,-dal (10 mM) foszfat pufferben
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oldva (0,1 M; pH 8,0), majd hozzdadtam az aktivalt szén nanocsd
szuszpenziokhoz és magneses keverd segitségével kevertettem ket 2 Oran at
szobahémérsékleten. A nem kotddott NTA-Ni?* kimosésa dializalassal tortént.
Mindekdzben a hisztidines reakciocentrum fehérjét (c = 100 uM) is beletettem
foszfat pufferbe (0,1 M; pH 8,0; 0,006% LDAO) dializaldédni 2 6ran at. Az id6
letelte utdn hozzdadtam a RC-ot a szén nanocsd szuszpenzidhoz ¢és kevertettem a
komplexet egy Oran keresztiil, majd a szokdsos moddon dializdltam. A nem
kotédott reakcidcentrumot ultracentrifugalassal tavolitottam el (15 perc, 130000 x
g). A minta mosasat addig folytattam, amig a feliilisz6 abszorpcos spektruma a

RC csucsait mutatta.

Kémiai kotés ITO feliiletéhez:

A kordbban oldatokkal szerzett immobilizalasi tapasztalatok alapjan
létrehoztam egy elektrodot RC fehérjébdl, szén nanocsovekbdl és ITO-bol
(indium-6n-oxid). Az ITO (Praezisions Glas & Optik GmbH, Iserlohn,
Németorszag) egy jO mindségli boroszilikat-tiveglap, amelynek feliiletén indium-
6n-oxid vékony vezetd réteget hoztak létre. Amino- és karboxil-funkcionalt
tobbfalll szén nanocsdvek alkalmazasaval is készitettem mintat.

A minta rogzitéséhez mindkét esetben eldszor az ITO feliiletének
megtisztitdsara volt sziikség, amelyet etanolos €s acetonos mosassal értiink el.
Ezutan funkcids csoportokat hoztunk 1étre a feliileten, amelynek egyik lehetséges
modja a szilanizalas. Kétféle szilant hasznaltunk attol fliggben, hogy milyen
funkcios csoporttal rendelkezd6 MWCNT-t kivantunk a feliileten rogziteni. Az
amino-funkcionalt szén nanocsé esetében (3-Mercaptopropil)trimetoxiszilant
(10 pL/mL, toluolban) alkalmaztunk, melynek segitségével szabad SH-
csoportokat hoztunk létre a felszinen. A prepardlds ezen részét Szabo Tibor
fizikus Ph.D. hallgaté végezte. A létrehozott SH-csoportokhoz ezutan szulfo-
SMCC keresztkotdszerrel rogzitettem az amino-funkciondlt MWCNT-t. A
fehérjét NHS és EDC kotdszerekkel aktivaltam és kotottem a szén nanocsovekre.
A preparalast kovetden az elektrod felszinét intenziv mosasnak vetettem ala
desztillalt vizzel és foszfat pufferrel (0,1 M; pH 7,0; 0,006% LDAO). A karboxil-
funkcionalt szén nanocsé esetén (3-Aminopropil)trietoxiszilant hasznaltam, amely

aminocsoportokat hoz 1étre a felszinen. A kialakitott funkcids csoportokhoz EDC
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¢s NHS segitségével rogzitettem a karboxil-funkcionalt MWCNT-t, majd szintén

ezen keresztkotdszerek segitségével rogzitettem a fehérjét a szén nanocséveken.

Kémiai kotés vezeto polimeren keresztiil:

A polimeren keresztiil torténé kémiai kotés kialakitasahoz PTAA (poli(3-
tiofén ecetsav) vezetd polimert és amino-funkcionalt MWCNT-t alkalmaztam. A
PTAA/MWCNT/RC komplex kialakitasahoz el6szor a PTAA oldathoz (1 mg/mL;
0,1 M-os foszfat pufferben; pH 8,0) hozzaadtam a MWCNT-t (0,14 mg/mL),
majd a szuszpenzidt 2 6ran at szobahOmérsékleten kevertettem magneses keverd
segitségével. A kialakult komplexet ultracentrifuga segitségével tavolitottam el a
PTAA oldattol (20 perc, 130000 X g), majd a szeparalt komplexet foszfat pufferel
(0,1 M; pH 8,0) mostam. Ezutan hozzidadtam a RC-ot (65 uM) a tisztitott
komplexhez és 2 6ran at kevertettem 4 °C-on, majd a keverékbdl a detergenst
kidializaltam. Az igy kialakitott PTAA/MWCNT/RC komplexet ultracentrifuga
segitségével (20 perc, 130000 x g) valasztottam el a RC oldattol (11.abra).

11. abra A PTAA- keresztiil kotott RC és amino-funkcionalt MWCNT sematikus abréja

A létrehozott komplex kotéséhez az ITO feliiletét eldszor etanollal és
acetonnal kellett mosni, amit az oxigén plazmas tisztitas kovetett. A tisztitott
hordozoét elészor S percre foszfat pufferbe (0,1 M; pH 8,0), majd 10 percre PDDA
(Poli(diallildimetilammonium klorid), 1,9 mM; pH 1,0 HCI) oldatba helyeztem.
Az elékezelést kovetden az elektrodot 15 percre a PTAA/MWCNT/RC oldatba

meritettem, amely sordn létrejott az elektrosztatikai kotés.
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4.2.2 Tormaperoxidaz enzim rogzitése szén nanocsovekhez

4.2.2.1 MWCNT/HRP komplex eldallitasa

A reakciocentrum fehérjénél is alkalmazott protokoll szerint (Id. 4.2.1.2
fejezet) tortént a HRP rogzitése a karboxil-funkcionalt MWCNT-hoz. Az elézbleg
tisztitott €s homogenizalt szén nanocsOhdz hozzdadtam az NHS és az EDC
keresztkotdszer oldatokat (100-100 uL; 0,125 M) és 2 oran keresztiil kevertettem
a szuszpenziot 4 °C-on. Ezutan 2 6ran at dializaltam a mintat foszfat pufferben
(0,1 M; pH 6,0; 0,006% LDAO), hogy a feleslegben jelenlevo keresztkdtoszereket
eltavolitsam. Ekozben frissen elkészitettem a HRP oldatot (1 mg/mL), majd
hozzaadtam az aktivalt szén nanocsé szuszpenziohoz és egy ¢éjszakan at
kevertettem. Méasnap ultracentrifugaltam a mintat (4 °C, 10 perc, 70000 x g) és
mostam foszfat pufferrel (0,1 M; pH 7.5), amig a feliiluszo fluoreszcenciaja a
peroxidaz enzim jelenlétét mutatta gvajakol és H,O, hozzaadasa utan (1d. 4.3.4
fejezet). Az tiledéket felszuszpendaltam 500 plL foszfat pufferben (0,1 M; pH 7.5),
majd rovid ideig ultrahangoztam. Ezutan lefagyasztva téroltam a mintat. A
méréseket minden esetben szobahdmérsékleten végeztem.

Kisérletet tettem a HRP amino-funkciondlt szén nanocs6hdz torténd
immobilizalasara is GTA alkalmazéisaval. A preparédlas l1épési megegyeztek az
el6zéekben leirttal az alkalmazott keresztkotszer kivételével. A funkcios csoport
aktivalasakor 100 pl 50%-0s GTA-t hasznaltam 10 percig, majd kidializaltam a

szén nanocsO szuszpenzidbol. A HRP rogzitése a szokasos modon zajlott.

4.2.2.2 A MWCNT/HRP komplex-szel boritott ITO elektrod

elkészitése

Az ITO feliiletét el6szor etanolos és acetonos mosassal tisztitottuk, majd
szilanizaltuk ((3-Aminopropil)trietoxiszilan), igy hozva létre -NH; funkcios
csoportokat a feliiletén. Ezek utdn a karboxil-funkciondlt tobbfali szén
nanocsovet (0,14 mg/mL) az NHS és EDC keresztkotdszerek hozzdadasaval
aktivaltam ¢s kotdttem az ITO feliiletéhez. Ezt kdvetden az elektrod felszinét

intenziv mosasnak vetettem ala desztillalt vizzel és foszfat pufferrel (0,1 M;
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pH 7,0). Az elektrod feliiletére rogzitett szén nanocsdveket ismét aktivaltam
keresztkotdszerek (EDC, NHS) alkalmazasaval. A tormaperoxidazt erre a feliiletre
cseppentettem, majd 2 oOra inkubdcioés id0 utdn az elektrod feliiletét tobbszor

mostam desztillalt vizzel és foszfat pufferrel (0,1 M; pH 7,0).
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4.3 Vizsgalati modszerek

4.3.1 Egyensulyi abszorpciomérés

A RC oldat abszorpcids spektrumat UNICAM UV4 tipusu kétsugaras
spektrofotométerrel vettem fel. A fényszorasbol ado6dé mérési hibak
kikiiszobolésére a spektrofotométer kozeli mintahelyzetét hasznaltam a mérések
soran. Mint azt mar korabban emlitettem (1d. 2.3.1.1 fejezet), a reakciocentrum
fehérje jellemzd abszorpcids savjai egymastol viszonylag tavoli hulldmhossz
tartomanyokban vannak, igy a spektrumot az UV tartomanytol egészen a kozeli
infravoros tartomanyig (250 nm — 900 nm) fel kellett vennem. A mérésekhez
kvarckiivettat hasznaltam.

A RC tisztasaga meghatarozhaté az OD2gonm/ODgoonm aranybol (1d. 2.3.1.1
fejezet), koncentracidja pedig a Beer-Lambert torvény alkalmazasaval az &go=

288 M *cm™ extinkciés koefficiens segitségével (Straley és mtsai., 1973).
AA(L) = Ag(h)-cl,

ahol A4(L) a molaris abszorbancia adott hullamhosszon, ¢ a koncentracio, | pedig

a fény Utja a kiivettaban.
4.3.2 Az abszorpciovaltozas mérése

A reakcidcentrumban fényimpulzus hatéséra bekovetkezd
abszorpciovaltozast egy hazilag készitett egysugaras spektrofotométerrel
vizsgaltam (12. abra; Tandori és mtsai., 1995). Egy stabilizalt daramforrasbol
taplalt 50 W-os és 12 V-os halogén aut6izz6 szolgaltatta a méréfényt, amelyet egy
monokromator (Jobin Yvon) belépd résére fokuszaltam kondenzor lencse
alkalmazéasaval. A kilépd fényt a mintat tartalmazo kiivettdn keresztil a
fotoelektron-sokszoroz6 (Hamamatsu R928) fotokatodjara képeztem le. Egy Xe-
villan6lampa (EG&G FX200, ti» = 8,5 ps) biztositotta az optikai gerjesztést, a

telitési gerjesztést pedig plexi fényvezetd segitségével értem el. Keresztezett
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optikai sziirOket alkalmaztam a fotoelektron-sokszoroz6 védelmében. Az igy
megmarado vords sav elegendo a telitési gerjesztéshez.

A méréfény intenzitdsanak nagysaga lehetéveé teszi az abszorpciovaltozas
mérését kis zaj esetén. A fényfelvillanas elotti stacionarius allapot kiegyenlitésére
100 mV kiegyenlité (offset) fesziiltséget kapcsoltam a fotokatdodra, amit a
méréfény hatasara a munkaellenallason (10-100 kQ) fellépé fesziiltséggel
kiegyenlitettem a flash el6tt. Az analdg erdsité jelét 3206B tipusti PicoScope-pal

digitalizaltam, amelyet USB csatlakozon keresztiil laptop szadmitogéppel

vezéreltem.
----------------- P SZ
O
FooL Lol
R0 el -]

12, abra A fényindukalt abszorpcidvaltozast méro késziilék blokkdiagrammja. F: halogén
autoizz6 (50 W, 12 V), L: lencse, Mo: monokromator, M: minta, Xe: xenon villanélampa,

O: optikai sziir6, D: detektor, E: er6sitd, P: pikoszkop, Sz: laptop szamitogép

A fénygerjesztés hatdsara bekovetkezd toltésstabilizalodast a P'Q — PQ
toltésrekombinaci6 nyomon kovetésével vizsgaltam 430 nm-nél, ahol az

impulzusgerjesztés hatasara keletkezd P* visszaredukalodasat mértem.

A peroxidaz enzimnél bekdvetkezd abszorpcidvaltozast szintén az
egysugaras spektrofotométerrel vizsgaltam, azonban itt nem volt sziikség fénnyel
torténd gerjesztésre. Itt a reakciot a H,O, mintahoz adasa inditotta el. A késziilék
jo jel/zaj viszonyal tette lehetévé a 10-10° OD valtozas mérését is egysugaras
modban.

Az abszorpcid méréséhez a monokromator hullamhosszat gvajakol esetén
470 nm-re, amplex red (AR) esetén pedig 570 nm-re allitottam. Ezek utan
hozzaadtam a hidrogén-peroxidot és a gvajakolt/amplex redet a mintahoz, aminek
hatasara beindult az enzimreakcié. A mérés sordn a szines termék felhalmozodasat
kovettem, amelybdl a késébb leirtak alapjan meghatdroztam a HpO, fogyas

sebességét, valamint az enzimaktivitast a tetragvajakol (gvajakol) és rezorufin
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(AR) extinkcids koefficiensét felhasznalva (reakcio kinetikat lasd késébb 4.3.4

fejezet).

4.3.3 Az adatok kiértékelése

Az abszorpcidvaltozas soran bekovetkezo toltésrekombinacid vizsgalatat az

elsérendii kinetikai egyenlet segitségével végeztem.
A(t) = Aj exp(-ki t)

ahol i = AP megfelel a P"Qa' Qs — PQaQs (kap) Vagy a P*"QaQs” — PQaQs (Ksp)
toltésrekombinacionak.

Az egyenletet 2 komponensre alkalmaztam,
A(t) = Arexp(-ki t) + Agexp(-ka t) + Ao,

formaban, ahol A az amplitado, k a sebességi allando, t az id6, Ao pedig egy, a
mérés bizonytalansagaibol (mér6fény ingadozasa) adodd konstans. Az
idéallandonal az elsé néhany tiz-szaz ps-os komponens P'Qa Qs — P'QaQs,
azaz az AB el6re mend transzferre, mig a masodik 100 ms — 1 s-0s komponens a
toltésrekombinaciora forditodik (Dorogi és mtsai., 2006). Az Ay esetén azokat a
mérési eredményeket hasznaltam fel, ahol ennek értéke nem haladta meg a teljes
amplitadé 10%-4t.

Az adatok kiértékelését (multiexponencidlis illesztéseket) OriginPro 8.5

(OriginLab) programmal végeztem.

4.3.4 Fluoreszcencia mérések

A méréseimhez Perkin Elmer spektrofluorimétert (MPF44A) hasznaltam. A
késziilékben két monokromator talalhatd, az egyik a gerjesztd, a masik pedig a
megfigyeld oldalon. A berendezés a Xe-lampa altal szolgaltatott gerjesztd fényt
egy monokromator segitségével felbontja hullamhossz szerinti komponensekre €s
a megfeleld hullamhossza fényt engedi rd a mintara. Egy masik monokromator
segitségével a minta altal emittalt fluoreszcens fényt bontja hullimhossz szerinti

komponensekre, amelyet egy fotoelektron-sokszoroz6 érzékel. A detektalt
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elektromos jel megmutatja az intenzitast, amelynek felvételét egy szamitdogéphez
USB porton csatlakoztathaté PC oszcilloszkoppal végeztem (PicoScope 3206B,
13. abra). Igy meg lehet hatirozni mind a gerjesztési, mind az emisszios
szinképet, valamint fel lehet venni a gerjesztési-emisszios szinképet.

A fény érzékelésére alapozddo technika detektorai ma mar igen érzékenyek
lehetnek, ezért kiilonosen oda kell figyelni, hogy a zavar6 fények (minta vagy a
berendezés elemeinek fényszorasa, stb.) minél kisebb mértékben jussanak a

detektorba.

EMISSZIOS MONOKROMATOR [ GERJESZTESI MONOKROMATOR

REFEREN-
CIAFOTO-
MULTIPLIER

RACS

| o , FENY
f\N}ALABOSZTO f SZAGGATO

[ 1\

FOTOMULTIPLIER \ \ A
A AN =0

Xe-LAMP

MINTA

13. d@bra A Perkin Elmer spektrofluoriméter felépitése €s sugarmenete

A tormaperoxidaz enzim aktivitasanak meghatarozasahoz a hidrogén-
peroxid bomlasi folyamatat hasznaltam fel. A folyamat kovetésére kettd olyan
konnyen oxidalhatd anyagot valasztottam (gvajakol, amplex red), amelyek
oxidacidja szines terméket eredményez (tetragvajakol, rezorufin), igy ezek
felhalmozodasat abszorpcios ¢s/vagy emisszios (fluoreszcencia)
spektroszkopiaval kovetni tudtam és a reakcid sztochiometridja alapjan
meghataroztam a H,O, mennyiségét.

Méréseim soran a H,O,-ot szubsztratként, a gvajakolt/amplex redet pedig
hidrogén donorként alkalmaztam. Hogy az enzimreakci6 sebességét az
enzimkoncentracio hatdrozza meg, a rendszerhez feleslegben kellett hozzaadni az

oxidaland6 anyagot és a H,O,-t. Az enzimreakciok a kovetkezok szerint zajlanak:

4 H,0;, + 1 gvajakol — enzim — 4 H,0 + 1 tetragvajakol

1 H,0O; + 1 amplex red — enzim — 1 H,O + 1 rezorufin
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A gvajakol esetén a gerjesztési hulldmhosszat 300 nm-re, az emisszios
hullamhosszat pedig 355 nm-re allitottam be a fluoriméteren. Az amplex red
esetében ezen értékek 545 nm és 585 nm voltak.

A fluoreszcencia  mérés  sokkal  érzékenyebb  moddszer az
abszorpciomérésnél. Masrészrol azonban az altalam hasznalt komplexek szén
nanocs tartalmuk miatt jelentds fényszord tulajdonsaggal birnak, amely

megneheziti az analizist.

4.3.5 Az enzimaktivitas meghatarozasa

A HRP enzimaktivitasat az abszorpcios kinetikabdl és a fluoreszcenciabol
hataroztam meg. Az abszorpciovaltozas mérése lehetoséget ad a gvajakol ¢és az
amplex red koncentracidjanak megallapitasara, igy a hidrogén-peroxid
koncentraciovaltozasa meghatarozhatd abszolut értékben, mivel a tetragvajakol és
a rezorufin molaris extinkcios koefficiensei ismertek (e(M)tetragvajakol =
26600 M™cm™ (Maehly & Chance, 1954), &(M)rezorufin = 58000 Mem?
(Vergauwen és mtsai., 2003). Az abszorpcid valtozasa a kovetkezd Osszefliggés

szerint szamolhato ki:

AE(t) =lo 0
M) =log 1 — 501 Al

ahol 1y a mér6fény intenzitasaval aranyos offset fesziiltség (100 mV), Al(t) a
kivaltott fesziiltségvaltozas az 1d6 fliggvényében. A mérések soran 100-Szoros
erositést alkalmaztam, ezt jelzi a 0,01 szorz6 az egyenletben. Az E(t) ismeretében
a Beer-Lambert torvénybdl kiszamithatjuk az elredukalt hidrogén-peroxid

mennyiségét:

Et)

[H,0,]t) = Te) 1

ahol | a kiivettahossz (1 cm), a 4-es szorzoval pedig azt vettem figyelembe, hogy

minden tetragvajakol molekula keletkezésekor 4 db hidrogén-peroxid redukalodik

el. A rezorufin keletkezésekor a sztGchiometriai arany 1:1. A bemért enzim és az
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elredukalodott H,O, mennyiségének ismeretében megkapjuk az enzimaktivitast
M(hidrogén-peroxid)/ M (enzim)* s) mértékegységben.

A reakcidsebesség kozvetlen meghatdrozasdhoz az enzimreakcid

crer

cres

A tetragvajakol és rezorufin kialakuldsanak sebessége (amely aranyos a

H,0, fogyassal) meghatarozhato a fluoreszcencia intenzitasanak valtozasabol:

I () =K"I,-ct)-&(1)-1-Q

Itt lp a bees6 fény intenzitasa, AI(t) a fényintenzitas valtozdsa az 1d6
fiiggvényében, If(t) a fluoreszcencia intenzitasa az id6 fiiggvényében, c(t) a
koncentraci6 valtozasa az id6 fliggvényében, (L) a molaris extinkcids koefficiens,
| az optikailag megtett it, Q a fluoreszcencia kvantumhatasfoka és K a miiszerre

jellemzé allandé (Magyar és mtsai., 2013).

4.3.6 Ciklikus voltammetria

Az enzimelektrod elektrokémiai aktivitdsanak ellendrzésére a ciklikus
voltammetria modszerét hasznaltam. A mérés lényege, hogy a potencialt
megfeleld polarizacios sebességgel linearisan valtoztatva (esetemben 50 mV s™)
az aramjelet mérjiik (Yoon-Mee és mtsai., 2006). A potencialhatarokat (kezdd- és
végpotencial) a mérendd rendszer tulajdonsagainak ismeretében valasztjuk meg.
Amikor egy bizonyos potencidlhoz ériink (végpotencial), a polarizacio iranyat
megvaltoztatva ismét a kezd6potencial felé haladunk.

Ha a cellaban alkalmazott elektrolitoldat — esetemben 50 mL kalium-foszfat
puffer (0,1 M; pH 7,0) és 20 mM KCI — elektrokémiailag aktiv (oxidalhato vagy
redukalhatd) komponenst tartalmaz, akkor a potencialt valtoztatva toltésatlépés
jatszodhat le. A mérés sordn felvehetd aram-potencial gorbéken megjelend két
csucsot katddos, illetve anddos csucsnak nevezik. A katddos csucsnal végbemend
reakcié a redukcid (negativ dram), az anddos csucsnal pedig az oxidacid zajlik

(pozitiv aram).

51



A méréseket a mintat sotétben, szobahdmérsékleten tartva végeztem
PGSTATI10 potenciosztat/galvanosztat hasznalataval. A munkaelektrod az altalam
készitett ITO/MWCNT/HRP enzimelektrod, az ellen-, és referencia-elektrodok
platina és Ag/AgCl voltak.

4.3.7 Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

A TEM esetében a vizsgalt mintat atvilagitjak a berendezés sugarforrasabol
(elektronagyt) érkezd elektronsugarral. A 1étrejott elektronoptikai kép az
elektronoknak a szilard test atommagjain, illetve elektronjain valé rugalmas
szorodasanak és elhajlasanak koszonhetd. A TEM felvételek egy Philips CM 10
tipust 100 keV energiaju elektronokkal miikodo berendezéssel késziiltek az SZTE
AOK Patholodgiai Intézetében.

4.3.8 Pasztazo elektronmikroszkopia (SEM)

A SEM esetében a minta feliiletét egy jol fokuszalt elektronnyaldbbal
soronként letapogatjak (végigpasztazzak), a mintarol visszaérkezd elektronokkal
pedig egy katddsugarcsd fényintenzitasat vezérlik. A felvételek Hitachi S-4700
tipust II FE-SEM mtszerrel késziiltek, 3 kV gyorsito fesziiltséggel. A mintdkat a
mérés eldtt szénszalaggal rogzitettem a mintatartéra. Az ITO mintdk esetén
szlikség volt azok lefoldelésére erds vezetd tulajdonsaguk miatt. A mérések az

SZTE TTIK elektronmikroszkop laboratoriumaban torténtek.

4.3.9 Atomero mikroszkopos vizsgalatok (AFM)

Az AFM képek szaraz koriilmények kozott késziiltek, egy Molecular Force
Probe 3D vezérloszerkezettel (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA)
ellatott Asylum MFP-3D fej segitségével. A felvételek tapogatomodban késziiltek,
derékszogli  szilicium tartokaros, kb. 7 nm sugard heggyel (Olympus
Microcantilever, OMCL-AC240TS). A mintakat a vizsgalatokhoz én készitettem
el6, de a méréseket dr. Németh Zoltan végezte Gergely Csilla (Université

Montpellier, Franciaorszag) laboratoriumaban.
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5. Eredmények és Kiértékelésiik

5.1 CNT/RC kompozitok jellemzése

Kivalo fizikai paramétereiknek koszonhetden a szén nanocsovek szervetlen
részecskékkel €s biomolekulakkal 6sszekapcsolva alkalmasak kompozit anyagok
Iétrehozasara is. A fehérje komplexek beépitéséhez olyan hordozoként szolgalnak,
amelyek tartdos és erds elektromos kapcsolat kialakitasara képesek ezekkel,
valamint mas hasznos tulajdonsagokkal is rendelkeznek. A nagymértékben
rendezett szén nanocsdvek alkalmazhatok immobilizdciés matrixként, vagy
mediatorként is  harmadik  generaciés = amperometrids  bioszenzorok
kifejlesztéséhez (Sotiropoulu & Chaniotakis, 2003).

Az SWCNT-k fotoszintetikus fehérjékkel alkotott komplexei képesek a
toltésatviteli allapotok stabilizélasara is (Dorogi és mtsai., 2006), ugyanis a szén
nanocsdvek kapcsolodasa noveli a P'Qg  allapot élettartamat, minden
valdsziniiség szerint a pozitiv (az oxidélt primer elektron donor, P*) és a negativ
(szemikinon formak, Qa” €s Qg’, a redukalt primer és szekunder kinon) toltések
felhalmozodasanak koszonhetéen. Munkam soran eldszor fizikai szorpcidval
rogzitettem a fehérjéket az egyfalu szén nanocsdvekhez, majd ezen mintdk
stabilitasat vizsgaltam a hOmeérseklet, az inkubdcios 1d6 €s a minta eldallitasa
soran alkalmazott kémhatads szempontjabol.

Mivel a fizikai szorpcid a fehérje nem specifikus kotését eredményezi,
kovetkezd 1épésként keresztkotdszerek segitségével rogzitettem a fotoszintetikus
reakciécentrumot  kémiai  aton  tobbfali  funkcionalt (amino-  vagy
karboxilcsoporttal) szén nanocsévekhez. Ennek soran az irodalomban alapjaiban
mar ismert eljarasi modszereket iiltettem &t a mi laboratoriumi koriilményeink
koz¢ és vizsgaltam a létrehozott komplexek fényindukalt abszorpcidvaltozasat.

A kiilonb6z6 modszerrel 1étrehozott bionanokompozitok aktivitdsanak
Osszehasonlitasat kovetéen feladatom volt a legalkalmasabb eljaras
felhasznalasaval egy fotokémiai aktivitdst mutatd elektrod létrehozasa RC-bdl,
szén nanocs6bdl és ITO-bol, és ezen elektrod preparalasi koriilményeinek

optimalizalasa.
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5.1.1 Fizikai szorpcio

A fotoszintetikus reakciocentrumot liveglapra szaritva, akar detergenst is
tartalmazo filmmel egyiitt is (Clayton, 1978), a fehérje fotokémiai aktivitasa
mérhetd, amit a fényindukalt abszorpciovaltozas is jol bizonyit. Detergens
szuszpenzioban a 430 nm-en, vagy 860 nm-en mért egyetlen telitési
fényimpulzust kovetd abszorpciovaltozas jellegzetes, kétfazisu kinetikat mutat. Ez
elmondhat6 az egyfali szén nanocs6hoz elektrosztatikusan, fizikai szorpcidval
rogzitett RC esetén is (Dorogi ¢és mtsai., 2006).

Az abszorpcidvaltozas lecsengésének gyors komponensét az elsddleges
(P*Qa” — PQa), mig a lassut a masodlagos kinonrol torténd rekombinacio (P*Qg
— PQg) adja. Méréseim soran a fotokémiai aktivitast a masodlagos kinon (Qg)
aktivitisaként definidltam és a P'Q" — PQ tdltésrekombinacio lasst
komponensének részaranyaval, iddallanddjaval és teljes amplituddjaval
értekeltem.

Munkém soran, elsd 1épésként, célul tiztem ki a reakcidcentrum fehérje
funkcionélatlan egyfali szén nanocs6hdz vald rdgzitését fizikai szorpcid
segitségével. Meghatdroztam azt, hogy hogyan befolydsolja a kémhatas (pH) a
RC/SWCNT kompozit 1étrejottét és hogyan valtozik fotokémiai aktivitdsa az

inkubalasi 1d6 fiiggvényében szobahdmérsekleten s 4 °C-on.

5.1.1.1 A homérséklet hatasa a nanokompozit stabilitasara

A fotoszintetikus reakcidcentrum fehérje egy olyan fehérje komplex, amely
aktivitasat sokdig megdrzi, abszorpcids kinetikdja azonban a minta életidejével és
a kornyezeti faktoroktol fiiggden valtozik. Ezen valtozasok megfigyelhetdek a
teljes amplitido csokkenésének és a gyors és lassu komponensek részaranyanak,
illetve életidejének a kovetésével. A RC stabilitdsanak vizsgalatara ezért négy féle
mintat készitettem. Kettd esetben a fehérjét hozzakotdttem egyfalu szén
nanocs6hdz (detergens mentes), a masik két esetben az eredeti R-26 RC torzsoldat
szuszpenziot hasznaltam (detergenst tartalmazd), majd felcseppentettem Oket
diativeglapra és N, dram alatt szaritottam Oket. Ezutan egy RC és egy kompozit

mintat 4 °C-on, a masik kettét pedig szobahdémérsékleten (25 +/-5 °C) taroltam és
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abszorpcios kinetikdjukat az eltelt id6 fliggvényében vizsgaltam két ¢és fél
honapon keresztiil.

A RC torzsoldat szuszpenzid detergens jelenlétében referenciaként és a
szaraz mintak elsé napon mért tulajdonsagai lathatoak a 14. abran, amelyek jol
mutatjak a reakcidocentrumra jellemz6é karakterisztikus kétfazisu kinetikat (1d.
4.3.3 fejezet). A jobb dsszehasonlithatosag kedvéért a gorbék teljes amplitudojat
1-re normaltam, mivel a mintak heterogenitidsa miatt az iveglapra valo cseppentés
soran nem azonos mennyiségli RC keriilt a feliiletre, illetve a mintak ki- ¢€s
behelyezése kovetkeztében a mérdfény kissé mas-mas helyeken gerjesztette a
mintakat. A mintdk megfeleld elokészitésével azonban elérhetd volt az, hogy ezek

a mérési koriilmények a teljes amplittdoban csak kismértékli variabilitast

eredményezzenek.

1,0 1. nap
- ——RC szobahdém.
3 08 ——RC 4°C
E A MWCNT/RC szobahém.
S 06 ——MWCNT/RC 4°C
=
-
=
2 04
s
>
= 02

0:0 1 1 1 1 1
-0.5 0,5 1.5 2.5 3.5 45
1do (s)

14. abra A RC oldatbeli (detergens jelenlétében) és a RC fehérjét tartalmazo liveglapra
szaritott mintdk (Id. jeldlések az abran) els6 napon mért abszorpciovaltozasa egyetlen
telitési, rovid idejii fényimpulzussal torténd gerjesztés utan, 430 nm-en. A piros vonalak

az exponencialis illesztés soran kapott szamolt gorbéket jelolik.

A multiexponencidlis  gorbeillesztésekbdl  szdmolt  értékeket (a
preexponencialis amplitddoértékeket és a lecsengések élettartamait) az 1.
tablazatban mutatom be. A gyors komponens idéallandojat a kiértékelés soran
minden esetben az irodalomban altalanosan elfogadott 120 ms-os élettartammal

rogzitettem. Ezzel a mért abszorpciovaltozasok jol modellezhetéek voltak.
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A lassi komponens részaranya a szén nanocsé nélkiili mintdkban
nagyobbnak mutatkozik az elsé napon, €lettartama pedig 3000 ms feletti, amely a
RC oldatban mérhetd 1200 ms-os élettartaméhoz képest igen nagy eltérést mutat.
Ennek oka a mintdban jelenlévd relativ detergens tartalom lehet, amely a szén
nanocsd nélkiili mintdk esetén nem lett kidializalva. A szén nanocsdvet tartalmazo
komplexek élettartama ugyan kisebb mértékii ndvekedést mutat, de ezen
mintaknal a detergens jelenléte nem szolgalhat magyarazatként. Ugyanakkor a
komplexek altalam mért tulajdonsagai egyezést mutatnak a korabban Dorogi ¢€s
mtsai. (2006) altal tett megfigyelésekkel, miszerint a lasstt komponens élettartama
szén nanocsOvet tartalmazé komplexek esetén meghaladja az irodalomban
elfogadott 1200 ms-ot. A P'Qg  allapot élettartamanak novekedését minden
valoszinliség szerint a pozitiv és a negativ toltések felhalmozddasa okozza, a

nanocs6hoz valé kapcsolodas eredményeként.

Minta Amax(V) Alassii (%) Tlassi (QB)
(ms)

RC szobahém. 0,20 60,1 3160
RC 4 °C 0,16 60,5 3477
SWCNT/RC 0,07 51,8 1630
szobahom.

SWCNT/RC 4 °C 0,19 53,7 1774
RC oldat 0,34 91,7 1199

1. tablazat A multiexponencialis gorbeillesztésbdl szarmazoé adatok a mintdk egyszeri
fényimpulzussal vald gerjesztése utan az 1. napon. Aps: a t=0 s iddpontban mért
abszorpciovaltozas teljes amplitaddja, Ay (%): a lassu komponens részaranya, 7, (Qs)

a lassu komponens idéallandoja.

A 15. 4bran a 4 °C-on tarolt egyfalt szén nanocsé/reakcidocentrum komplex
abszorpcids kinetikai lathatoak az eltelt napok fiiggvényében. A folytonos piros
vonalak a multiexponencialis gorbeillesztések eredményeit mutatjak, igy egyiitt
lathatjuk a mért és a szamitott gorbéket. A konnyebb kdvethetdség érdekében csak

a tendenciat jellemzden mutatd gorbéket tiintettem fel.
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15. dabra A 4 °C-on tarolt SWCNT/RC komplex abszorpciovaltozasa az id6
fiiggvényében egyetlen telitési fényimpulzussal torténd gerjesztés utan. A folytonos piros

vonalak a multiexponencialis gorbeillesztés eredményeit mutatjak.

A szamolt gorbékhez tartozd paramétereket a 2. tablazatban rendeztem. A
teljes amplitido a kezdetekben lassu csokkenést, a 2. honap végére azonban kb.
50%-0s esést mutatott, majd 2 ¢és fél honap utdn kb. 20%-ra csokkent.
Mindekozben a lassu komponens részardnya a teljes lecsengés 50%-at tette ki €s
nem valtozott jelentdsen az inkubacidos idé végéig. A lassu komponens
idéallandoja kb. 1800 ms volt az els6 napon, amely 2 és fél honap elteltével kb.
1500 ms-ra csokkent, de még igy is magasabb értéket mutatott, mint az oldatbeli

RC. A méréseket minden esetben szobahdmérsékleten végeztem.

Nap0k szama Amax (V) Alassi (%) Tlasst (QB)
(ms)
1 0,187 53,7 1775
23 0,154 42,2 1514
59 0,092 43,5 1521
77 0,031 46,2 1470

2. tablazat A SWCNT/RC komplex egyszeri fényimpulzussal vald gerjesztése utani teljes
amplitadodja, lasstt komponensének iddallandoja és %-os valtozasa az inkubalasi idd
fliggvényében. Anay: a t=0 s idépontban mért abszorpcidvaltozas teljes amplitidoja, Ay

(%): a lassu komponens részaranya, 7, (Qg): a lassi komponens idéallandoja.
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A 16. abran a 4 féle mintdhoz tartozo teljes amplitudét és a lassu
komponensek részaranyat l-re normalva, illetve a konnyebb attekinthetdség
érdekében a lassti komponensek élettartamanak mért értékeit mutatom be az
inkubalasi id6 fliggvényében (Magyar és mstai., 2011).

A szobahémérsékleten tarolt RC mintanal a teljes amplitiddo mar 2 hét
elteltével lecsokkent a felére, amit egy lassabb esés kovetett, mignem elérte a
10%-ot, ami alatt a tovabbi fittelési eredmények megbizhatatlannak szdmitanak.
Lassu komponensének részaranya egy kezdeti ugrast kovetden egy hét utan 60%-
ra, majd az inkubécidos 1d6 végére 20%-ra csokkent. A lassi komponens
iddallanddja az els6 napon kb. 3200 ms volt, amely mér a masodik napra elérte a
2000 ms-ot, majd fokozatosan gyorsulva 2 és fél honap elteltével kb. 720 ms-ra
csokkent.

A 4 °C-on tarolt RC esetén a teljes amplitatdo 2 hénapig alig mutatott
valtozast, majd hirtelen csokkenést kovetden elérte a 20%-ot. Lassu
komponensének részaranya a teljes lecsengés 60%-at adta az elsG napon és
minddssze kb. 10%-ot csokkent az inkubacids 1d6 végéig. A lassu komponens
idéallandoja kb. 3500 ms volt kezdetekben, majd egyenletes csdkkenést kovetden
2 és fél honap utan is kb. 2000 ms-os életidovel rendelkezett.

A szobahdmérsékleten tarolt SWCNT/RC komplex teljes amplitiddja az
azonos koriilmények kozott tarolt reakciocentruméhoz képest még 2 honap utan is
csak 70%-ra csokkent. Lassti komponensének részaranya a teljes lecsengés 50%-
at tette ki a kezdeti méréseknél, majd egyenletes csokkenést kovetden a 77. napra
ez mar csak 20%-at tette ki. A lassu komponens kb. 1600 ms-os élettartammal

rendelkezett a kezdetekben, ami a mérések végére kb. 700 ms-ra csokkent.
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fiiggvényében (1d. jeldlések az abran). Az abran az abszorpcidvaltozas teljes amplitidojat
(fels6 abra), a lassu fazis relativ amplitadojat (kdzépsd abra) és élettartamat (alsd abra)
mutatom be.
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A szobahOmérsékleti RC teljes amplitidoja kozel 70%-os csokkenést
mutatott 2 hénap utdn, mig a 4 °C-on tartott reakciocentrumnél ez a csokkenés
egyenletesebben zajlott le és 2 honap elteltével is csak kb. 30%-os volt. Mindkét
szén nanocsoOvet tartalmazo minta esetén elmondhato, hogy teljes amplitidojuk
ugyanezen 1d0 alatt kb. 50%-kal csdkkent.

A lasstt komponens részaranyat tekintve elmondhato, hogy a hémérséklet
hatassal van ra, hiszen a szobahémérsékleten tarolt mintak esetén karakterisztikus
csokkenés figyelheté meg, azonban mig ez a cskkenés a RC esetén kozel 80%-
0S, a SWCNT-et tartalmazo minta esetén csak 60%-0s volt két és fél honap utan.
A 4 °C-on tarolt mintak lassi komponensének részaranya szinte nem, vagy csak
alig valtozott az eltelt napok fliggvényében.

A szobahdmérsékleten tarolt liveglapra szaritott RC abszorpcidvaltozasaban
a lassu komponens idéallanddjanak csokkenése sokkal nagyobb 1éptékii volt, mint
amit a 4 °C-osnal szdmoltam. A parhuzamos, szén nanocsovet is tartalmazé
mintdk esetén az id6allandok minden esetben kisebbek voltak, mint az azonos
homérsékleten tarolt szén nanocsOvet nem tartalmazé mintak esetén, azonban
sokkal egyenletesebben tartottak értékeiket.

Osszehasonlitva a fizikailag kétott RC lassti komponensének részaranyat és
idéallandojat az LDAOQO detergenst tartalmazd szaritott RC-nal mérttel
elmondhat6, hogy a lassi komponens iddallandoja a leszaritds utan a szén
nanocs6hoz kotott RC esetében sokkal stabilabb, a hdémérséklet pedig
részaranyanak alakulasat befolyasolja. Ugyanakkor a mintak még 3 honap utan is
aktivak maradtak.

”or

5.1.1.2 Az eléallitas soran alkalmazott pH hatasa a nanokompozit

stabilitasara

A kompozitok stabilitdsa szempontjabol fontos meghatarozni a preparalas
folyaman alkalmazott optimalis koriilményeket, hiszen barmely kdrnyezeti faktor
képes befolyasolni a RC élettartamat a komplexekben. Ha stabil biokompozitot
szeretnénk létrehozni, fontos a reakcidcentrumot karositd folyamatokat
megismerni €s a lehetdségekhez mérten minimalizalni. Egy ilyen kornyezeti

faktor lehet a minta készitése soran alkalmazott pH hat4dsa. Ennek vizsgélatara a
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fizikai kotés soran kiilonbozé pH-ju (6,0; 7,0; 8,0; 9,0) foszfat puffer oldatokat
(0,1 M) készitettem és ezekben dializaltam a SWCNT/RC kompozitokat 4 °C-on,
2 napig. Ezalatt a mintakbol tavozott a detergens, valamint azok pH-ja is az
alkalmazott puffer pH-jat vette fel. Ezutan a mintakbol felcseppentettem
diativeglapra és N, aram alatt szaritottam, majd 4 °C-on taroltam oket és 4
honapon keresztiil mértem a fényindukalt abszorpcidvaltozasukat. A mar
el6z6ekben alkalmazott multiexponencialis gorbeillesztés segitségével értékeltem
a mért jeleket.

A 17. 4bran a kiilonb6z6 pH-n elkészitett mintdk teljes amplitadoja €s a
lassi komponensek részaranya 1-re normalva, a lassi komponens élettartama
pedig az eredeti értékeivel lathatd az inkubalasi id6 fliggvényében. A mintavétel
stirlisége ¢s a konnyebb attekinthetdség érdekében az adatokat logaritmikus skalan
abrazoltam.

A pH 6,0-an készitett SWCNT/RC mintanal a teljes amplitado elsé héten
bekovetkezd jelentds novekedését kovetden mar masfél honap utdn lecsokkent
30%-ra, majd egyenletesen csokkenve elérte a 20%-ot a negyedik honap végére.
Lassti komponensének részaranyat jol tartotta, két honap utdn minddssze 40%-0s
esés mutatkozott, majd a 4. honap végére egyenletesen lecsokkent tovabbi 15%-
ot, mig idéallanddja az elsé napon kb. 1400 ms volt, amit 40 napig megtartott,
majd a mérések végére elérte a 620 ms-ot.

A pH 7,0-an készitett kompozit esetén a teljes amplitidonal az elsd
honapban emelkedést tapasztaltam, amikor is elérte masfélszeresét, amit egy 70%-
os csOkkenés kovetett, majd elérte a 20%-ot a 115. napra. Lassu komponensének
részaranya ugyancsak emelkedett és még 2 honap utan is elérte kezdeti értékének
90%-at. Ezutdn még egy 20%-os csokkenés volt megfigyelhetd. A lassu
komponens iddéallanddja az elsé napon mért 1500 ms-hoz képest az elsé héten
2000 ms koriili értéken mozgott, és még 4 honap elteltével is 950 ms-os értékkel
birt.

A pH 8,0-on készitett minta teljes amplitidoja egy kezdeti esést kovetden 1
honapig emelkedd tendenciat mutatott, majd viszonylag gyorsan a felére csokkent

¢s az inkubacids 1d0 végére elérte a 10%-ot. Lassu komponensének részardnya
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17. abra A mintak fotokémiai aktivitasa kiilonboz6 pH-n az inkubalasi id6 fiiggvényében
(Id. jel6lések az abran). Az abran az abszorpciovaltozas teljes amplitadojat (felsé abra), a

lassu fazis relativ amplitadojat (kozEépso abra) és élettartamat (alsé abra) mutatom be.
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a kezdetekben egy hétig emelkedést mutatott, a kovetkezd héten elérte eredeti
értékét, amit a masodik honap végéig szinte megtartott. A 4. honap végére 60%-ra
csokkent. A lassti komponens idéallanddja 1 honapon at atlagosan 1400 ms kortil
mozgott és a 4. honap végére is még 810 ms-os ¢élettartammal rendelkezett.

A pH 9,0-es komplex teljes amplitidoja a masfélszeresére nétt a masodik
napra, amit 2 hétig tartott, majd hirtelen lecsokkent 60%-ra. A 2 és fél honap utan
mért adatok kiértékelését a mintdn nem tudtam elvégezni, mivel mar a kezdetektdl
igen kis jelet produkalt a komplex. Lassu komponensének részaranya 40 nap utan
mutatott jelentds valtozast, de még ekkor is elérte a 70%-ot. Iddallanddja a
masodik hét végére kb. 1540 ms-ig emelkedett, de még a 77. napon is 1000 ms-0S

volt.

A pH 6,0-0os minta teljes amplitidoja egy gyors egy hetes novekedést
kovetéen mintegy 80%-kal csokkent le egyenletesen, mig a pH 7,0-esnél egy
hénapos emelkedést tapasztaltam, amit szintén egy 80%-os csokkenés kovetett. A
pH 8,0-as kompozit hasonldéan viselkedett a pH 7,0-eshez, Osszességében 90%
kortli volt a teljes amplitido véltozasa, a pH 9,0-esnél pedig a stabil egy honapos
megnovekedett értékeket kdvette ez az esés, amikor is elérte a 60%-ot. Ez utdbbi
minta esetén joval kisebb jeleket sikeriilt mérnem a tobbihez képest, aminek oka
lehet, hogy a minta készitése sordn a RC-ok nagy része elvesztette aktivitasat a
magas pH-nak kdszonhetden.

Ha a lassti komponens részaranyat nézziik, megfigyelhetd, hogy a pH 7,0-es
¢s 8,0-as mintak kozott nincs szamottevo kiilonbség, ezek mutatjak a legstabilabb
¢és legmagasabb értékeket.

A lassu komponens idéallandojat tekintve a kompozitok igen magas
értekeket mutatnak és id6beli valtozasuk mértékében sincs jelentds kiilonbség. Az
els6 napon mért értékeik a pH 9,0-es minta kivételével meghaladjak az oldatbeli
RC 1200 ms-os életidejét, ahogy azt korabban is tapasztaltam. A pH 7,0-es minta
az els6 honapban 2000 ms koriili élettartammal rendelkezett.

Osszehasonlitva az eredményeket az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a

mintak stabilitdsanak szempontjabol a 7,0-es pH-n torténd preparalas az optimalis.
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5.1.2 Kémiai kotéssel 1étrehozott komplexek

Mivel a fizikai szorpcid esetén a RC hordozéhoz vald kotdédésének
orientacids viszonyairdl nincs pontos tudomasunk, munkdm soran feladatom volt
olyan kémiai kotési metddusok atiiltetése a gyakorlatba, ami a mi laboratoriumi
koriilményeink kozott is alkalmazhatd volt. Ezen kotési eljarasok némelyike mar
ismert az irodalomban kiilonb6z6 fehérjék rogzitésére, a RC-éra is, de a pontos
eljaras a mi laboratériumunk altal tamasztott kovetelményekhez még kidolgozasra
vart. Ennek sordn amino- és karboxilcsoporttal funkcionalt tobbfalu szén
nanocsévekhez rogzitettem a RC-ot kiilonb6zo keresztkdtoszerek segitségével €s

vizsgaltam azok fotokémiai aktivitasat.

5.1.2.1 RC kotése aminocsoporttal funkcionalt tobbfalu szén

nanocs6hoz szulfo-SMCC Kkeresztkotoszerrel

El6szor az amino-funkcionalt szén nanocs6hdz tartozod kotési modszerek
kidolgozasara forditottam figyelmet, amelynek egyik lehetdsége a szulfo-SMCC
keresztkot6szeren keresztiil torténé immobilizalas (1d. 4.2.1.2 fejezet).

A komplex elkészitésének utolsd 1épése a minta mosdsa centrifugalassal
azért, hogy a nem kotdédott reakcidcentrum fehérjét eltavolitsuk a szén
nanocs6/RC szuszpenziobol. Ennek sordn eldszér a mosas sordn vett feliiluszok
abszorpcids spektrumat mértem UNICAM UV-4 kétsugaras spektrofotométerrel
2 mme-es kiivettdban 600 és 900 nm kozott és a mosast mindaddig folytattam,
amig a frakcié a RC-ra jellemzé csucsot mutatta 800 nm-en. A felvett spektrumok
azt mutattak (18. abra), hogy a mosasok szamanak novekedésével csokkent a RC
mennyisége a feliiliszokban, mig a 4. mosdsndl mar nem mutatta a
karakterisztikus cstucsot. Ezutan a MWCNT/RC iiledéket felszuszpendaltam
fosztat pufferben (0,1 M; pH 7,2; 0,006% LDAO), majd azonos koriilmények
kozott mértem az abszorpcids spektruméat. A Beer-Lambert térvény
alkalmazasaval a 800 nm-es csucshoz tartozé amplitudokbol kiszamoltam a RC
koncentracioit. Az elsé feliilluszo esetén ez 8 uM, a masodikndl 1 puM, a

harmadiknal pedig 0,35 uM volt. A MWCNT/RC szuszpenzidoban mért RC
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koncentraci6 ugyancsak 0,35 uM-nak adodott. Ezek egyiittes értéke megfelel a

crer
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18. d@bra Az amino-funkcionalt szén nanocs6/RC komplex mosas utani feliilluszéinak és a
komplexnek az abszorpcids spektruma. A jelolések a feliiluszok sorrendjét (Fu 1., 2., 3.,

4.) és az amino-funkcionalt MWCNT/RC komplexet mutatjak.

Ezt kovetden a RC-ot tartalmazd oldathoz és a komplexhez tartozo
spektrumokat a 800 nm-es abszorpciohoz normaltam. A 19. abra jol mutatja, hogy
a kotést kdvetden jelentésen megvaltozik a donor kdrnyezete a fehérjén belil. A
800 nm-nél mérhetd bakterioklorofill monomerre jellemzd abszorpcids csucs
keskenyebbnek mutatkozik a RC esetében, valamint a 800 és 860 nm (elsddleges
donorra jellemzd cstcs) kozotti abszorpcioban is lathato kiillonbség. Ez azt
mutatja, hogy a bakterioklorofill monomer ¢és dimer kornyékén zajlo
elektrosztatikus kolcsonhatasok jellege megvaltozik a fehérje MWCNT-hoz vald
kotését kovetden.

Miutan kimutattam, hogy a RC kot6dott a szén nanocséhoz a szulfo-SMCC
keresztkotoszer hasznalataval, elsé 1épésben mértem a komplex fényindukalt
abszorpciovaltozdsanak kinetikdjat 430 nm-en, majd a multiexponencialis
illesztést kovetden kiszamoltam a lassi és gyors komponensekhez tartozd
paramétereket, amely a 20. dbran lathatd. Megfigyelhetd, hogy a lassu komponens
részaranya igen magas, a teljes lecsengés 90%-4t teszi ki, 630 ms-os életideje
azonban joval rovidebb, mint a szén nanocsé nélkiili RC oldatban mérté. Ennek

oka lehet, hogy a reakcidcentrum harom felszinhez kozeli szulfhidrilcsoporttal
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rendelkezik, de ezekbdl csak egy a felszinen exponalt, igy a kotodés

megvaltozatja a RC koordinéciojat.
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19. dbra Az oldatbeli reakciocentrum és az amino-funkcionalt MWCNT/RC komplex

egyensulyi abszorpcidés spektruma az Osszenormalast kovetéen a kozeli infravoros

tartomanyban
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20. abra A MWCNT/RC komplex fényindukalt abszorpcidovaltozasa egyszeri telitési
fényimpulzussal vald gerjesztés utan 430nm-nél. Az exponencidlis illesztés soran kapott

szamolt gorbét a piros vonal jeldli, a hozza tartozé értékeket pedig feltiintettem.

A kompozit morfologiai jellemzését és egyben a RC rogzitésének

sikerességét  transzmisszidos  elektronmikroszkoppal — készilt  felvételekkel
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ellendriztem (21. abra), amelyek azt mutattak, hogy lehetséges volt a RC-ot az
aminocsoporttal funkcionalt MWCNT-hez kotni szulfo-SMCC  keresztkotészer

segitségével.

|
(5 A gy 4 " !
& T B TR Y W R e g e T

21. abra Az amino-funkcionalt MWCNT/RC komplex TEM felvétele

5.1.2.2 RC kotése aminocsoporttal funkcionalt tobbfalu szén

nanocsohoz karbodiimid keresztkotoszerrel

Egy masik lehetéség az amino-funkciondlt szén nanocsdvekhez wvald
rogzitésre az EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid) és NHS (N-
hidroxiszukcinimid) keresztkotdszerek alkalmazasa (1d. 4.2.1.2 fejezet).

Hasonl6an az elozoekhez, itt is felvettem minden mosas utan a feltiliszok
abszorpcids spektrumait, majd szdmoltam az azokhoz tartozd reakciocentrum
koncentraciot. A RC jelenlétét jelzd 800 nm-es csucs eltlinését kovetden az
iiledékbdl szuszpendalt szén nanocsé/RC komplexben rogzitett reakcidcentrum
koncentracigja 1,25 pM-nak addodott. A szulfo-SMCC  keresztkotészer
alkalmazasaval késziilt preparatumhoz képest megndvekedett RC mennyiségének
oka lehet egyrészt a keresztkotOszer hatékonyabb miikddése. Mésrészrdl a
preparalas sordn a RC-hoz adott EDC ¢és NHS egymassal is Osszekapcsolja a
fehérjéket, igy nem egyrétegli boritas jon létre a szén nanocsdveken, hanem
csomok keletkeznek, amely noveli a reakcidcentrum mennyiségét is.

Ezutan a minta fényindukalt abszorpcids kinetikdjat mértem egyetlen telitési

fényimpulzus utdn 430 nm-en. Ezen minta esetén Qg-mentes reakciécentrumot (a
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fehérje preparalasa soran torténik meg eltavolitasa) kotottem a MWCNT-hez. Az
22. 4bran lathat6 gorbébdl szamitott paraméterek alapjan a komplexben kotott
RC-ban csak egy komponens volt jelen a varakozasoknak megfeleléen (Qa).
Kovetkezo 1épésként kiilsd elektron akceptort, kinon mediatort adtam a mérés
soran a MWCNT/RC komplexhez és ismételten mértem abszorpcids kinetikajat
oldatban. Ez esetben azt tapasztaltam, hogy 1étrejott a masodik komponens is,
melynek élettartam 368 ms volt, részaranya pedig a teljes lecsengés 78,5 %-at
adta. Ez jol mutatta, hogy a RC akceptor oldala helyreallithato, a fehérje nem
veszitette el aktivitasat, azonban lassu komponensének idéaallandoja jelentdsen
lecsokkent a detergensmicelldban, oldatfazisban 1évd reakcidcentruméhoz képest.
A gyors komponens megtartotta 120 ms-os életidejét. Ezutan leszaritottam a
mintabol diaiiveglapra, amelynek az exponencidlis gorbeillesztésbdl adodo értékei

igazoltak a Qg oldal hidnyat.

Abszrpcidvaltozas (mOD)

-0,5 1dé (s)

22. abra A MWCNT/RC komplex fényindukalt abszorpciovaltozasa egyszeri telitési
fényimpulzussal vald gerjesztés utan 430nm-nél. Az exponencidlis illesztés soran kapott
szamolt gorbéket a piros vonalak jelolik. Jelolések: -Q: minta a kiilsé kinon mediator
hozzaadasa nélkiil; +Q: minta a kinon mediator hozzaadasa utan; Szaritott: az tiveglapra

szaritott minta.

A kotodés 1étrejottét TEM segitségével is igazoltam (23. abra). A felvételen
jol lathatok a szén nanocsd feliiletén tobb rétegben, csomokban rogziilt

fotoszintetikus reakciocentrum fehérjék (Hajdu és mtsai., 2011).
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23. dabra TEM felvétel az amino-funkcionalt MWCNT feliuletére EDC és NHS

keresztkot6szer alkalmazasaval kotott RC-rol

5.1.2.3 RC kotése karboxilcsoporttal funkcionalt tobbfalu szén

nanocsohoz karbodiimid keresztkotoszerrel

A kovetkez0 komplex preparalasi modszer soran karboxil-funkcionalt
tobbfalu szén nanocs6hoz kotdttem a fotoszintetikus reakciocentrum fehérjét. Az
el6z6 metddushoz hasonldoan EDC és NHS keresztkot6szereket hasznaltam (1d.
4.2.1.2 fejezet), itt azonban a szén nanocs6von 1évo karboxil funkcids csoportokat
aktivaltam, igy megakadalyozva a csomok kialakulasat.

A kétsugaras spektrofotométerrel felvett abszorpcids spektrumokbdl ez
0,35 uM-nak addédott. A 24. dbran lathatok a minta mosasat kovetd frakciok,
valamint a minta spektruma. Piros pontozott vonallal jeloltem a komplex
spektrofotométerrel eredetileg felvett spektrumat, amelynél jol latszik, hogy a
szén nanocsO fényszorasa igencsak megemeli a jel amplitdddjat, amelyet a

kiértékelés soran az alapvonalra korrigaltam.
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24. dabra A karboxil-MWCNT/RC komplex mosas utani feliiliszoinak és a komplexnek
az abszorpcios spektruma. A jelolések a feliiliszok sorrendjét (Fu. 1, 2, 3, 4) és a
karboxil-MWCNT/RC komplexet mutatjak alapvonalra korrigalas el6tt (piros pontozott

vonal) és utan (narancssarga vonal).

A RC-ot tartalmaz6 oldat és a komplexhez tartozé 800 nm-es abszorpcids
maximumok 6sszenormalasat kovetden itt is jol megfigyelhetd a 25. abran, hogy a
komplexben kotott reakciocentrum donorjanak kornyezete megvaltozik a fehérjén
beliil, a bakterioklorofill monomer és dimer kornyékén zajlo elektrosztatikus
kolesonhatasok jellege megvaltozik a fehérje szén nanocsOhéz vald kotését
kovetden.

Ezutan mértem a komplex fényindukalt abszorpcidvaltozasat 430 nm-en és
meghatdroztam a lassu és gyors komponensekhez tartozo életidoket és
részaranyokat. A 26. abran a mért eredményt mutatom be a RC fehérje oldatban
mért kinetikajaval Osszehasonlitva. A szén nanocsdvet nem tartalmazo
reakciocentrum minta esetén a lassu fazis részaranya a teljes lecsengés 92%-at
tette kis és 1200 ms-os életid6vel rendelkezett. Gyors komponense 120 ms-0S
volt. A karboxil-funkcionalt tobbfali szén nanocs6/RC komplex esetén ezek a
paraméterek a kovetkezok szerint alakultak: a lassiu komponens részaranya 82,6%
volt, ami csupan 10%-os eltérést jelez a RC-¢éhoz képest, életideje azonban elérte
az 1826 ms-ot. Ez jo egyezést mutat a fizikai szorpcid esetén mért értékekkel, ami
a szén nanocsé és a RC kozott kialakulo kolesonhatdsra utal. Eszerint a szén

nanocs6 hatasdra megnd a lassu komponens ¢€letideje, azaz a nanocsd képes lehet
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a gerjesztett elektronok elvezetésére ¢és taroldsara. A gorbeillesztés itt is jol

elvégezhetd volt a gyors komponens élettartamanak 120 ms-on torténd

rogzitésével.
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25. dbra A reakciocentrum és a karboxil-MWCNT/RC komplex egyensulyi
abszorpcios spektruma a 800 nm-es abszorpcios cstucshoz valdo normalast kovetden a

kozeli infravords tartomanyban
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26. dabra A karboxi-MWCNT/RC komplex és a RC oldat fényindukalt
abszorpciovaltozasa egyszeri telitési fényimpulzussal vald gerjesztés utan 430nm-nél, a
normalast kovetden. Az exponencialis illesztés soran kapott szamolt gorbéket a piros

vonalak jelolik.
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5.1.2.4 RC kotése szén nanocsohoz nikkel komplexen keresztiil

Létrehozhatd szén nanocsé/reakciocentrum komplex nikkel komplexen
keresztiil is, mindkét féle funkcionalt nanocsO alkalmazasaval. Ebben az esetben
NiCl, és NTA (Na,Na-bis(karboximetil)-L-lizin) alkalmazasaval egy nikkel és
nitrilotriecetsav komplex (NTA-Ni2+) alakithat6 ki, amely keresztkotoszerek
segitségével hozzakothetd a szén nanocsdvek funkcids csoportjaihoz. Ekkor a
donor oldalan polihisztidinnel jelolt RC-ot alkalmazunk, amely imidazol
nitrogénjein keresztiil képes specifikusan kotddni a nikkelhez, annak kelatképzo
tulajdonsagainak koszonhetden.

Az irodalomban az amino-funkcionalt szén nanocs6hoz torténd rogzités az
elterjedt (Lebedev és mtsai., 2008). A specifikus helyeken, genetikai
modszerekkel hisztidincsoporttal jelolt RC szilard hordozohoz kotésével az
orientacio hatasa is vizsgalhato. Mivel rendelkezésemre allt olyan mutans
baktériumtérzs, amelyben a RC donoroldala polihisztidincsoporttal jelolt,
kisérletet tettem ennek amino- és karboxilcsoporttal funkcionalt szén
nanocsovehez kotésére is. Bizom abban, hogy a bevezetd kisérleteim a jovoben
folytatddnak és hasznos eredményekhez vezetne majd.

Mindkét mintdn mértem a fényindukalt abszorpcidvaltozast ¢és elvégeztem
az exponencidlis gorbeillesztéseseket. A 27. abran jol lathatd, hogy a kapott
gorbek igen kicsi amplitidoval rendelkeznek, aminek egyik oka lehet a RC és a
szén nanocsO kozott 1évé nagyobb kotési tdvolsdg a beépiildé komplex miatt,
illetve a kotés specifikussdga. Az el6zdleg alkalmazott kotések soran a RC
felszinén talalhatd karboxil- és aminocsoportok barmelyikével megkdtddhetett az
immobilizacids felszinen, ebben az esetben azonban csak a polihisztidin csoporton
keresztiil volt képes rogziilni.

Az amino-funkcionalt szén nanocs6/RC komplex lasstit komponensének
részaranya 41%, ¢letideje 625 ms volt, mig ezek a karboxil-funkcionalt
nanocsoves komplex esetén 77%-nak €s 264 ms-nak adodtak. A gyors komponens
idéallandojat mindkét esetben 120 ms-on rogzitettem. A két komplex kozotti
kiilonbség adddhat abbol, hogy az amino-funkciondlt szén nanocsd aktivalasara
hasznalt glutaraldehid keresztkotdszer 6sszekotheti egymassal is a nanocsoveket,

amely befolyasolhatja a hozza k6t6dé RC-bdl torténd elektron transzportot.
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27. dabra Az amino- és karboxil-funkcionalt MWCNT/RC komplexek fényindukalt
abszorpciovaltozasa egyszeri telitési fényimpulzussal vald gerjesztés utan 430 nm-nél. A

piros vonalak az exponencialis illesztés soran kapott szamolt gorbéket jelolik.

Az aminocsoporttal funkcionalt szén nanocs6/RC kompozitrol késziilt
transzmisszios elektronmikroszkopos felvétel (28. abra) jol demonstralja a szén

nanocsovekbdl illetve reakciocentrumbdl kialakult csomodkat, amelyek feliiletét
bevonja a detergens.

00 i

28. dbra TEM felvétel az amino-funkcionalt MWCNT feliiletére nikkel komplexen

keresztiil kotott RC-r6l és az azt bevond detergensrol
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5.1.2.5 A kiilonbo6zo kémiai kotésekkel létrehozott szén

nanocs6/RC komplexek aktivitasanak osszehasonlitasa

Miutan a kiilonb6z6 kémiai kotésekkel 1étrehozott komplexek (29. abra,
Nagy ¢és mtsai., 2014) aktivitdsanak kiértékelését elvégeztem, Gsszehasonlitottam
a kapott paramétereket, hogy a kutatas folytatdsahoz legalkalmasabb metddust
kivalaszthassam. Az egyik szempont ennek sordn a komplex lassu fazisdnak
analizalasa volt, mivel a Qg oldal mikodése jol megmutatja, hogy a szén
nanocs6hoz rogzitett fotoszintetikus reakciocentrum fehérje aktivitasat megtartja-
e, illetve hogy ez hogyan valtozik az oldat fazisti reakciocentrum értékeihez

képest.

KEMIAI ROGZITES:

Szulfo-SMCC EDC + NHS

l Nikkel-komplex (glutaraldehid) |

29. abra A kémiai kotésekkel Iétrehozott komplexek sematikus dbrainak 6sszefoglalasa (a

reakciocentrum fehérje €s a szén nancsdvek nem méretaranyosak)

A 3. tablazatban az el6zdekben bemutatott mérések eredményeit foglaltam
Ossze. A lassu fazis részaranyat és ¢lettartamat figyelembe véve két modszer
értekei kozelitik meg az oldatbeli RC esetén kapott eredményeket. Az
aminocsoporttal funkcionalt szén nanocs6hoz szulfo-SMCC keresztkotoszerrel
rogzitett RC komplex esetében a lassi komponens részaranya igen jo egyezést
mutat a reakciocentrum oldatban mért értékével, életideje azonban annak csak a
felet éri el. Ezzel szemben a karboxil-funkciondlt szén nanocs6h6z EDC+NHS

kereszkotdszerek segitségével kotott RC esetén a lassu fazis részaranyaban csak
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csekeély, 10%-os eltérés van, élettartama azonban talszarnyalja a tobbi minta

esetén mért eredményeket.

Minta AmaX Alasst’l Tlassi (QB)
V) (%) (ms)
RC 0,34 91,7 1199
NH,-CNT/RC — szulfo-SMCC 0,97 89,7 630
NH2-CNT/RC — EDC+NHS 3,27 78,5 368
(+Q)
COOH-CNT/RC — EDC+NHS 0,02 82,6 1826
NH,-CNT/RC — nikkel komp. 0,007 41,1 625
COOH-CNT/RC — nikkel 0,004 76,8 264
komp.

3. tablazat A RC és a 1étrehozott MWCNT/RC komplexek egyszeri fényimpulzussal valo
gerjesztése utani abszorpciovaltozas teljes amplitiddja, lasst komponensének
idéallandoja és %-os valtozasa az inkubalasi id6 fliggvényében. Apa: a t=0 s idépontban
mért abszorpciovaltozas teljes amplitiddja, A (%): a lassi komponens részaranya,

Tiss (Qp): @ lasst komponens idéallandoi.

A 30. abran a két komplex abszorpcios kinetikaja lathatd 1-re normalva az

érzékletes szemléltetés céljabol.

1,2

| — Szulfo-SMCC

— Karboxil karbodiimid
0.8
0,6

0.4 -

Abszorpcio valtozas (rel.)

-0,2 1dé (s)

30. dabra Az amino- és karboxil-funkcionalt MWCNT/RC komplexek fényindukalt
abszorpciovaltozasa egyszeri telitési fényimpulzussal valod gerjesztés utan 430 nm-nél,

1-re normalva. A piros vonalak az exponencialis illesztés soran kapott gorbéket jelolik.
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A legalkalmasabb modszer kivélasztasanal szempont volt még, hogy olyan
eljarast valasszunk, melynek soran lehetdség szerint nem kotddnek Ossze
egymassal azonos anyagok (legtipikusabban a RC fehérje kiilonbozo feliiletre
exponalt funkcids csoportjai) igy hozva létre csomokat, amelyek akadalyozhatjak
a komplex miikodését, illetve nehezitik a mérések kivitelezését, értelmezését.

Ezeket a szempontokat figyelembe véve a tovabbi kutatasok sordn az

emlitett két metodust alkalmaztam a komplexek kialakitasahoz.
5.1.3 ITO/IMWCNT/RC elektréd preparalasa

5.1.3.1 RC és szén nanocso rogzitése ITO feliiletére

keresztkotoszerekkel

A kotések vizsgalatat kovetden kovetkezd 1épésként elektrodok létrehozasa
volt a célunk a mar ismert modszerek segitségével. Ehhez megfelelé alapot
biztositott az ITO (indium-6n-oxid), amely az attetszd vezetd oxidok (transmitting
conductive oxides, TCOs) vékonyfilmjei kozé tartozik és széles korben
alkalmazzak a félvezetd és elektronikai eszkdzokben a lathatd tartomanyban vald
atlatszosaganak koszonhet6en (Bashar, 1998; Grangvist & Hultaker, 2002). Az
altalunk hasznalt ITO egy j6 mindségli boroszilikat-tiveglapra vékony rétegben
felvitt indium-6n-oxid. A tiszta ITO felszine mikrokristalyos szerkezetii ¢és
3,5-5 nm-es feliileti egyenetlenségekkel boritott (31. abra).

Ahhoz, hogy a tobbfali szén nanocsovet rogzitsiik az ITO feliiletén, eldszor
funkciods csoportokat kell 1étrehoznunk rajta. Az aminocsoporttal funkcionalt szén
nanocsd esetén ezek szulthidrilcsoportok voltak, amelyet szilanizalassal értiink el.
Ezutan a mar ismert szulfo-SMCC keresztkot6szer hasznalataval rogzitettem a
MWCNT-et a feliileten. A 32. dbran az ITO felszinére rogzitett szén nanocsovek
SEM felvétele lathato.
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32. abra Az ITO feliiletére rogzitett amino-funkciondlt szén nanocsé SEM

felvétele

Ugyanigy karboxil-funkciondlt MWCNT-et is kotottem az aminocsoporttal
ellatott ITO felszinére EDC és NHS hasznalataval. Ezen minta esetén jol lathaté a
33. abran, hogy milyen valtozatos formaju és méretli szén nanocsdvek talalhatoak
egy-egy prepardtumban. A rovidebb szélak a funkcionalizalas soran alkalmazott

kezelések hatasara jonnek 1étre.
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33. abra Az ITO feliiletére rogzitett karboxil-funkcionalt szén nanocsé SEM felvétele

(parhuzamos preparatumok)

Miutan 1étrehoztuk a ITO/MWCNT elektrodot, keresztkotészerek
alkalmazasaval aktivaltam Ujra a funkcids csoportokat. A karboxilcsoporttal
funkcionalt szén nanocsd esetén annak szabadon maradt, aminocsoporttal
funkcionalt szén nanocsdé esetén azonban a RC karboxilcsoportjait aktivaltam
EDC és NHS hozzéaadasaval, majd kotottem a feliilethez.

A 34. abra a mintdk 430 nm-en mért fényindukalt abszorpciovaltozasanak
kinetikajat mutatja. Az ITO felilletén kis mennyiségben jelenlévé RC-nak,
valamint a fényszorasnak koszonhetbéen a mérés csak tobbszori ismétlés (10-
szeres) atlagolasat kovetden volt értékelhetd. A multiexponencialis illesztés soran,
amelyet a piros vonalak jeldlnek, egy komponenst tudtam feloldani mindkét
esetben, amelynek életidejei 600 ms amino-MWCNT esetén és 270 ms karboxil-
MWCNT esetén. Ebbdl azt lathatjuk, hogy a téltésrekombinacios fazis felgyorsul
az oldatban mérhet6 RC paraméterecihez képest, a masodlagos kinonaktivitas
megvaltozasat jelezve. Ennek tobb oka is lehet: egyrészt oldatban a kinetikat
befolyasolja a kinonlevalas/bekotddés kinetikaja is, amely ebben az esetben
nyilvanvaldan nincs jelen, masrészt az elsddleges és a masodlagos kinonok kozott

a AG szabadeneria kiilonbség hajtja az eléreiranyuld elektrontranszfert, ami fiigg
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a kinonok kémiai természetétdl és azok kornyezetétdl. Ez utobbi minden
valdsziniliség szerint kiilonbdzik az oldatbeli €s a szaritott/szaraz mintdk esetén.

A teljes amplitidobol adodo kiilonbség oka lehet az amino-funkcionalt szén
nanocs6h6z csomodkban kotédd RC, ami igy megndveli a feliiletre rogzitett fehérje

mennyiségét.

1.5 —— Amino-MWCNT

——Karboxil- MWCNT

\“ ' ‘
0,5 II| "
|J l

|
“ 1‘ Mu".. | "mMi ’M\ Tl
0 Ih\ I 1.||||||."' : "';"""f*“!i"' i

( | i

Iy JliH
| W

Abszorpcio valtozas (rel.)

05 -

1d6 (s)

34. abra Az 1TO/amino- vagy karboxil-funkcionalt MWCNT/RC elektrodok fényindukalt
abszorpciovaltozasa egyszeri telitési fényimpulzussal valod gerjesztés utan 430 nm-nél,
atlagolva (10 ismétlésbol). A piros vonalak az exponencialis illesztés soran kapott

szamolt gorbéket jeldlik.

A mintdk redoxaktivitasat elektrokémiai cellaban is ellendriztiik, fény
hataséara fotoaramot termeltek, igy modellként alkalmasak lehetnek akar integralt
optoelektronikai vagy fotoelektrokémiai hasznositasra is (Szabd és mtsai., 2015).
Ilyen vizsgalatok is folynak a csoportunkban, de ezek az eredmények nem ennek a

disszertacionak a targyat képezik.

5.1.3.2 RC és szén nanocsé rogzitése ITO feliiletére vezeto

polimeren keresztiil

A keresztkotOszerek hasznalatdn til mas lehetdségek is addédnak a RC
rogzitésére, ilyen példaul a vezetd polimer alkalmazasa (1d. 4.2.1.2 fejezet). Ennél
a kotésnél aminocsoporttal funkcionalt tobbfali szén nanocsovet és PTAA

(poli(3-tiofén ecetsav)) vezetd polimert hasznaltam, majd rogzitettem a komplexet
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a PDDA-val (Poli(diallildimetilammonium  klorid)) kezelt ITO feliiletére
elektrosztatikai kotésen keresztiil. A PTAA ebben a rendszerben egyszerre szolgal
keresztkotoként és teremt elektromos kapcsolatot az ITO, a MWCNT ¢és a RC
kozott.

A pasztazo elektronmikroszkopos felvétel (35. abra) az ITO feliiletére ezzel

a modszerrel kotott amino-funkcionalt szén nanocsdveket mutatja.

35. d@bra Az ITO feliiletére polimerrel rogzitett amino-funkcionalt MWCNT SEM

felvétele

A 860 nm-nél mért fényindukalt abszorpciovaltozas (36. abra) bizonyitotta,
hogy a komplex ITO feliiletére torténd rogzitése sikeres volt, valamint hogy a RC
aktiv maradt a preparalast kovetéen is. Az is jol lathatd, hogy a kotddés
hatékonysagat nagymértékben befolyasolja a detergens (LDAO) koncentracioja,
azaz hogy a minta prepardldsa soran kidializaljuk-e vagy sem. A
multiexponencidlis illesztést kdvetden az LDAO mentes (-LDAQO) minta gorbéje
monofazikus jelleget mutat, melynek id6allandoja 482 ms, ami a RC homogén
kotddését jelzi a mintdban. Ezzel szemben az LDAO-t tartalmaz6 minta (+LDAQ)
heterogén kotddést mutat a gorbe bifazikus jellegébdl adodoan (Szabd €s mtsai.,
2012). Lassu komponense a teljes lecsengés 71,5%-at teszi ki, idéallanddja pedig
570 ms. Ez a megfigyelés megegyezik a fizikai szorpcional is tapasztaltakkal,

miszerint szaraz mintak esetén a detergens jelenléte hatdssal van a RC

aktivitasara, illetve a lassi komponens idéallandojara.
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36. abra A PTAA/MWCNT/RC komplex fényindukalt abszorpciovaltozasa detergenssel
(+LDAOQ) és detergens nélkiil (-LDAQ). A piros vonalak az exponencialis illesztés soran
kapott szamolt gorbéket jeldlik.

Ezen mintak redoxaktivitasat is ellendriztiik elektrokémiai cellaban, fény
hatasara fotoaramot termeltek, igy ezek is alkalmasak fotoelektrokémiai
hasznositasra. Az eredmények targyaldsara azonban nem térnék ki, mert nem

ennek a disszertacionak a targyat képezik.

5.2 Szén nanocsé/tormaperoxidaz enzim

kompozitok

A Hy0; jelenlétének és mennyiségének pontos és megfeleld érzékenységi
meghatarozasa esszencidlis a kornyezeti és gydgyszeripari mintk analizise soran,
ugyanis €16 sejtekben tobbféle oxiddz enzim altal katalizalt reakcid termékeként
jelenik meg ez a vegyiilet. Detektalasara nagyon igéretes €és hatékony Ut lehet az
enzimfehérje aktivitasan alapuld bioszenzorok kialakitdsa a biologiai molekuldk
érzékenységének, szelektivitasanak és specifikussdganak koszonhetden. Erre a
célra igen gyakran haszndlt enzim a tormaperoxidaz, mivel képes H" atomok és
példaul xenobiotikumok oxidalasara H,O, jelenlétében, régota tanulmanyozott,
valamint jol ismert a szerkezete és mitkddése. Annak érdekében, hogy az altalam

készitett MWCNT/HRP komplex és ITO/MWCNT/HRP elektrod H,0, kimutatasi
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hatarat (limit of detection - LOD) meghatarozzam, kalibraciokat végeztem
abszorpcids és emisszios (fluoreszcencia) spektroszkopidval. Az enzimelektrod
mikddését ciklikus voltammetridval is igazoltam. A dolgozatban szerepld abrak

minden esetben reprezentativ, tipikus mérési eredményeket mutatnak be.

5.2.1 Az enzim aktivitasa oldatban

Az oldatbeli tormaperoxiddz enzimaktivitdsdnak meghatarozésdhoz
abszorpcios kinetikai ¢és fluoreszcencia méréseket is végeztem. Habar a
fluoreszcencia mérés sokkal érzékenyebb modszer az abszorpciomérésnél, ez
utobbi lehetdséget ad a gvajakol és az amplex red koncentraciojanak
megallapitasara, igy a hidrogén-peroxid koncentraciovaltozasa meghatarozhato
abszolut értékben, hiszen a tetragvajakol és a rezorufin moléris extinkcids
koefficiensei ismertek (Id. 4.3.5 fejezet).

Els6 1épésként a tetragvajakol €s a rezorufin enzimreakcid soran végbemend
abszorpciovaltozasanak kinetikdjat mértem kiillonb6zé enzimkoncentraciok
mellett, majd minden esetben kiszamitottam a H,0O, bomlasdnak kezdeti
sebességét. A 37. dbran a 17,9 nM (gvajakol hozzdadésa esetén) és a 19,2 nM (AR
hozzaadasa esetén) HRP koncentraciohoz tartozo tipikus méréseket mutatom be.
Az abra a tetragvajakol és a rezorufin abszorpcidvaltozasa alapjan késziilt foszfat
puffer oldatban (0,1 M; pH 7,0). A H,O, fogyasat a Beer-Lambert térvény alapjan
szamoltam ki.

Ezutan méréseket végeztem, hogy bedllitsam a tetragvajakol fluoreszcencia
valtozasanak nyomon kovetéséhez sziikséges gerjesztési €s  emisszios
hulldmhosszakat a spektrofluoriméteren. Ennek meghatarozasara az irodalomban
talalhat6 értékekhez kozeli hullamhosszakon parhuzamosan mértem a gvajakol és
a mar kialakult tetragvajakol fluoreszcencidjat. Az azonos hulldmhosszakhoz
tartoz6 gvajakol és tetragvajakol spektrumok kiilonbségébdl a 38. abran lathatd
differenciaspektrumokat készitettem és meghatdroztam a méréshez sziikséges
hulldamhosszakat. A két komponens maximum csucsai kozotti legnagyobb
kiilonbség a 300 nm-es gerjesztési és a 350 nm-es emisszids hullimhossznal

adddott.
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Az amplex red €s rezorufin esetén is hasonldan jartam el, ott ezek az értékek

545 nm (gerjesztési) és 585 nm (emissziods) voltak.
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37. d@bra A redukalt H,O, mennyisége 17,9 nM (gvajakol) és 19,2 nM (amplex red) HRP
hozzaadasaval az id6 fliiggvényében. Az abran lathato a reakcié kezdeti meredeksége és

az egyenes egyenlete, valamint az illesztés pontossaga (R).
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38. dbra A tetragvajakol-gvajakol fluoreszcencia emisszids spektrumok kiilonb6z6

gerjesztési hullamhosszakon mért kiilonbsége

Ezt kovetden mértem a gvajakol/tetragvajakol és AR/rezorufin atalakulasok
fluoreszencidjat ugyanazokon az enzimkoncentrdciokon, mint amelyeket az

abszorpciovaltozas mérése soran hasznaltam, majd kiszdmoltam az egyes
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koncentraciokhoz tartozd fluoreszcencia valtozasok kezdeti meredekségét,
amelyet a 39. abran mutatok be. A kapott pontokra egyenest illesztettem,
amelynek egyenletét felhaszndlva a MWOCNT/HRP komplexekben rogzitett
tormaperoxiddz koncentracidja kiszamolhaté lehetne a minta altal eloxidalt
szubsztarok  fluoreszcencia  valtozasdhoz  tartozd  kezdeti  sebességek
meghatarozasaval. Ez azonban csak durva megkozelitése lehet a pontos
értekeknek, hiszen egyrészt nem tudjuk, hogy a szén nanocs6hodz vald rogzitése
hogyan valtoztatja meg az enzim aktivitasat, milyen orientacioban kotddik meg a
komplexben, illetve hogy a szén nanocsd fényelnyelése és iilepedése milyen
hatassal van a mért jel kinetikéjara.

Az abszorpcid és fluoreszcencia mérések sordn kapott eredményekbdl
készitettem egy egyesitett kalibraciés egyenest, amely az ugyanazon
enzimkoncentracidkhoz tartozd fluoreszcencia valtozasok kezdeti meredekségét
mutatja a H,O, bomlasi sebességének fliggvényében (40. abra). A pontokra
illesztett egyenes igy megadja a kiilonboz6 fluoreszcencia valtozasokhoz tartozo
hidrogén-peroxid fogyas sebességét.

A kalibraciok segitségével meghatdroztam az oldatban 1évé HRP H0,
redukald sebességét, amely gvajakol esetén 124 nM H,0, s, AR esetén pedig
56 nM H,0, s volt. A koncentraciofiiggés kiszamitasat kovetéen meghataroztam
a HRP enzimaktivitasat oldatban, amely gvajakol esetén 7 M [H20,]/(M [HRP]
sec)-nak (r* = 0,99), AR esetén pedig 3 M [H20,]/(M [HRP]- sec)-nak (r* = 0,97)
adodott.

A tovabbiakban ezeket a kalibracidokat hasznaltam a komplexek kimutatasi

hatardnak meghatarozasahoz, valamint szdmoltam az ezekbdl adodo, becsiilt

crer
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39. dabra A fluoreszcencia valtozas kezdeti meredeksége az enzimkoncentracio

fliggvényében. A pontokra illesztett egyenesek egyenleteit és az illesztés pontossagat (R?)

1s feltiintettem.
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40. dbra Az azonos enzimkoncentraciokhoz tartozd H,O, fogyds sebessége a

fluoreszcencia valtozas kezdeti meredekségének fiiggvényében. A pontokra illesztett

egyenesek egyenleteit és az illesztés pontossagat (R?) is feltiintettem.
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5.2.2 HRP kotése amino- és karboxilcsoporttal funkcionalt

szén nanocsohoz

Az enzimreakci6 termékének fluoreszcencias mérése két okbdl is praktikus
ebben a rendszerben. Egyrészt a fluoreszcencia valtozasanak kovetése
érzékenyebb mérést tesz lehetdvé, mint az abszorpcidvaltozas mérése, masrészt a
MWCNT/HRP komplex fényszorasi tulajdonsdgai miatt a Beer-Lambert torvény
nem alkalmazhaté direkt mdédon a koncentracido abszorpcidomérésével torténd
meghatdrozasara.

A fotoszintetikus reakcidocentrum fehérjéhez hasonldoan a tormaperoxidaz
enzim is rendelkezik a felszinén olyan funkcids csoportokkal, amelyeken
keresztlil kothetévé valik amino- és karboxil-funkciondlt szén nanocséhdz
egyarant. Munkam soran ezért el6szor kisérletet tettem mindkét féle komplex
létrehozasara (4.2.2.1 fejezet).

Az amino-funkcionalt szén nanocs6hdz vald rogzités soran alkalmazott
glutaraldehid egy olyan homobifunkciondlis keresztkotdszer, amely -CH=N-C-
(Shiff bazis) kotést (Estephan és mtsai., 2011), mig a karboxil-funkcionalt szén
nanocsonél alkalmazott karbodiimid -CO-NH- (savamid) kotést hoz 1étre. Miutan
létrehoztam a két komplexet, mértem az 4ltaluk eloxidalt gvajakol
fluoreszcenciajat H,O, hozzdadasa utan (41. abra). Nem mutatkozott szamottevd
kiilonbség a két gorbe kozott, azonban a GTA alkalmazasanal felmeriilt a mar
kordbban is emlitett probléma, miszerint akir a szén nanocsévon 1évo, akér az
enzim feliiletén elhelyezkedd aminocsoportokat aktivaljuk, azok egymadssal is
0sszekotddhetnek €s csomodk johetnek 1étre. A szén nanocsd aktivaldsa soran ez a
peroxiddz szdmdra hozzaférhetd szabad aminocsoportok szamat csokkenti,
valamint a megvilagitdas soran learnyékolhatja az odakotott HRP-t. Ennek
kikiiszobolésére a tovabbiakban csak a karboxil-funkcionalt szén nanocsébdl és

tormaperoxidazbol allo komplexet készitettem el.
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41, dbra Az amino-MWCNT/HRP ¢és a karboxil-MWCNT/HRP komplexek altal

eloxidalt gvajakol (tetragvajakol) fluoreszcencidja az id6 fiiggvényében

5.2.3 A MWCNT/HRP komplex enzimaktivitasa

A 1étrehozott karboxil-MWCNT/HRP kompozit morfologiai jellemzését és
a tormaperoxiddz rogzitésének hatékonysagat AFM-mel késziilt felvételekkel
ellendriztem (42. abra). Az AFM felvételek azt mutatjak, hogy lehetséges volt a
HRP-t a karboxil-funkcionalt MWCNT-h6z kotni  karbodiimid (EDC) és
szukcinimid (NHS) keresztkoté molekulak segitségével. A HRP atlagos atmérdje
2,5-3 nm (Herren és mtsai., 1997), amely az abran bemutatott skala szerint jo
egyezést mutat a mi komplexiinkben 6sszealldo tormaperoxidazok altal mutatott
értékekkel. Ebbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a HRP-ok kémiai kotéssel

kapcsolddnak a szén nanocsOhoz.
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42. dbra A karboxil-MWCNT/HRP komplexrdl késziilt AFM felvételek és magassagkép

A morfologiai jellemzést kovetden fluoreszcencia méréseket végeztem a
komplexen gvajakol hozzéadéasaval, melynek soran eldszor a spektrumokat vettem
fel. A 43. abran a rendszerhez kiilonb6z6 mennyiségben hozzaadott
MWCNT/HRP komplex altal atalakitott tetragvajakol spektrumok lathatok az
enzimreakcio telitési szintjének elérését kovetden, amikor is a reakcidosebesség
maximalis (legalabb 15 perc eltelte utan), 300 nm gerjesztési hulliamhossznal. Az
adott mérésnél az alkalmazott komplex mennyiségekkel ardnyos mennyiségben
adtam hozzd a HyO,-t és gvajakolt a rendszerhez. A megndvekedett
fluoreszcencia egyértelmlien mutatja a komplex enzimaktivitdsat és
bizonyitékként szolgdl a tormaperoxidaz jelenlétére a kompozitban, valamint
hogy aktiv centruma hozzaférhetd maradt a szubsztratok szamara a kotédés utan
is. Referenciaként végeztem mérést szén nanocsOvel, gvajakol jelenlétében
hidrogén-peroxid hozzdadasat kovetden, amely nem mutatott fluoreszcencia
novekedést, jelezve, hogy a MWCNT maga nem jarul hozza a gvajakol
oxidaciojdhoz. Ugyanakkor a tapasztalatok azt mutattak, hogy a szén nanocsd
megvilagitasat kovetden a fény egy részét elnyeli, igy csokkentve a fluoreszcencia
hatasfokat. Végeztem mérést a komplexen gvajakol jelenlétében szintén, itt
azonban nem adtam hidrogén-peroxidot a rendszerhez. Ebben az esetben sem
tapasztaltam valtozast a fluoreszcenciaban, amely azt mutatja, hogy a HRP

onmagaban nem oxidalja a gvajakolt.
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43. abra A MWCNT/HRP komplex altal eloxidalt gvajakol (tetragvajakol) emisszios
spektruma reakcio elétt (gvajakol) és utan kiilonb6zo komplex inkubacios koncentraciok

esetén, valamint a karboxil-funkcionalt szén nanocs6 szuszpenzio esetén

Kovetkezd 1épésként mértem a komplexhez adott gvajakol és amplex red
fluoreszcencia valtozasat a H,O, hozzdadasat kovetéen. A 44. abran a 0,5 uM
inkubacios koncentraciojit MWCNT/HRP komplex esetén mért gorbék lathatok
mindkét szubsztrat esetében, illetve azok kezdeti meredeksége és az egyenesek
egyenletei. Az elkészitett kalibraciok segitségével az itt kapott értékekbdl
kiszamoltam, hogy az altalam készitett komplex milyen sebességgel képes a
hidrogén-peroxidot redukalni. A mi kisérleti koriilményeink kozott ez
9,6 pM H,0, s volt gvajakol és 12 pM H,0; st amplex red esetén. Ez az
eredmény 6-4 nagysagrenddel jobb értékeket mutatott, mint HRP oldat esetén
(124 nM Hy0, s* (gvajakol) és 56 nM Hy0, s’ (AR)). A kotédstt HRP
mennyiségét is kiszdmoltam a kalibraciok felhasznalasaval, de ezek csak becsiilt
értékek, mivel a pontos meghatarozas problémas a mar korabban emlitett okok
miatt. A szdmolt paraméterek azonban gvajakol esetén 1,9 pM, amplex red esetén
pedig 5,6 pM HRP-nek adodtak. Ezekbdl kiszamoltam az ezekhez tartozo becsiilt
enzimaktivitast, amely gvajakol alkalmazéasakor 5 M [H20,]/(M [HRP]- sec), AR
alkalmazasakor pedig 2 M [H20,]/(M [HRP]- sec) volt.
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44, abra A 0,5 pM inkubaciés koncentracioju MWCNT/HRP komplex altal eloxidalt
gvajakol és amplex red (AR) fluoreszcencidja az id6 fiiggvényében. Az 4bran lathatod a

reakcio kezdeti meredeksége és az egyenes egyenlete, valamint az illesztés pontossaga
(R?).

5.24 A ITO/MWCNT/HRP elektrod enzimaktivitasa

Az oldatban torténé méréseket kovetden célom volt az enzim rogzitése
szilard hordozohoz is, igy hozva létre elektrodot, amely lehetdvé teszi késGbbi
alkalmazasat érzékeny optikai és/vagy elektrokémiai H,O, bioszenzorként (a
preparalas 1épéseit 1d. 4.2.2.2 fejezet).

Eldszor a minta altal eloxidalt hidrogén donorok fluoreszcencidjat mértem a
mar ismert rendszerben. Az elektrodot egy 1 cm-es kiivettdba helyeztem, amely
gvajakolt/amplex redet tartalmazott foszfat pufferben (0,1 M; pH 7,0).
Behelyeztem a fluoriméterbe, majd a reakcioé beinditdsdhoz hozzdadtam a HyO,-
ot. A 45. dbran a mért fluoreszcencia gorbek lathatok a két donor esetén, valamint

a kezdeti meredekségiikhoz tartoz6 egyenesek és azok egyenletei.
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45. abra A MWCNT/HRP/ITO elektrodok altal atalakitott tetragvajakol (gvajakol) és a
rezorufin (AR) fluoreszcencidja. Az abran lathatd a reakcid kezdeti meredeksége és az

egyenes egyenlete, valamint az illesztés pontossaga (R?).

A kalibraciok alapjan a mintdk fluoreszcencidjanak meredekségébdl itt is
kiszdmithatd a H;O, bomlasdnak sebessége. Ez a gvajakol esetén
10 pM H,04/sec-nak, AR esetében pedig 6 pM H,0,/sec-nak adodott. A kot6dott
HRP becsiilt mennyisége 2 pM (gvajakol), illetve 2,9 pM (AR) esetén, igy az
enzimaktivitdas hozama 5 M [H;0,]/(M [HRP]- sec) volt gvajakol é&s
2,1 M [H20,]/(M [HRP]- sec) AR felhasznalasaval.

A 4. tibladzatban Osszesitettem az oldatban 1évéd HRP, a komplex és az
elektrod esetén kapott értékeket. Ha a kalibraciok alapjan becsiilt értékeket is
szamitasba vessziik, azt latjuk, hogy gvajakol alkalmazdsa esetén érzékenyebb
mérés €rhetd el, hiszen kisebb HRP koncentracidé esetén is szinte ugyanakkora
vagy nagyobb sebességgel redukalja az enzim a HyO»-ot. Azt is jol mutatjdk a
kapott értékek, hogy a HRP enzimaktivitasa a szén nanocs6hdz valo rogzitést
kovetden minden esetben kb. harmadara csokkent, de gvajakol esetén a HRP
aktivitdisa nagyobb volt mindharom mérés soran, mint az amplex red
alkalmazasaval.

A kimutatasi hatart (LOD) tekintve megallapithatjuk, hogy az altalunk

alkalmazott rendszerben a létrehozott komplexek nagysagrendekkel kisebb, akar

crer

oldatbeli HRP-hez képest.
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Enzimaktivitas
Minta Chre (PM) H,O, (pM/sec) M [H,0,]/(M
[HRP]: sec)

HRP oldat (gvajakol) 17 900 124 000 7
HRP oldat (AR) 19 220 56 000 3
MW_CNT/HRP 1.9 0.6 5
(gvajakol)
MWCNT/HRP (AR) 5,6 12 2
ITO(MWCNT/HRP 9 10 5
(gvajakol)
ITO/MWCNT/HRP
(AR) 2,9 6 2,1

4. tablazat A fluoreszcencia mérésekbdl szarmazd adatok a kalibraciok felhasznalasaval
HRP oldat, karboxil-MWCNT/HRP komplex és ITO/MWCNT/HRP elektrod esetén,
gvajakol és amplex red (AR) hasznalatival. Jelolések: cprp (PM): a rendszerben
jelenlév6/kotott enzim koncentracidja pM-ban kifejezve (becsiilt érték); H,O, (pM/sec): a
mintak hidrogén-peroxid redukald sebessége (LOD); Enzimaktivitas (M [H,0,)/
(M [HRP]- sec)): a HRP enzimaktivitasa (becsiilt érték).

5.2.4.1 Ciklikus voltammetria

A létrehozott ITO/MWCNT/HRP elektrod aktivitasat ezutan egy
haromelektrodos elektrokémiai celldban is ellendriztem, azaz ciklikus
voltammogramokat vettem fel H,0O, hozzaadasaval és nélkiile (4.3.6 fejezet).

Az elektrod preparadlasa soran minden lépés utan végeztem mérést 5 mM
H,0; jelenlétében és nélkiile, annak bizonyitasara, hogy az elektrod feliiletére
épiil6 rétegek koziil csak a HRP jatszik szerepet az elektrokémia véltozasaban. A
cellaban 50 ml kélium-foszfat puffert (0,1 M; pH 7,0) alkalmaztam
elektrolitoldatként, amely 20 mM KCI-ot is tartalmazott. A 46. abran lathato,
hogy a kiindulasi ITO, a szilanizalt ITO és a MWCNT-et tartalmazo elektrod sem
mutatott valtozast H,O, hozzaadasa utan (Magyar et al., 2013). Ezzel szemben az
enzimet tartalmazo elektrod H,O; jelenlétében kozvetlen katalitikus atmenetet
mutatott -350 mV koriil, jelezve, hogy az enzimelektrod képes a H,O, bomlasat
katalizalni. Az eredmények azt mutatjak, hogy az elektrontranszfer létrejon az

enzim aktiv oldala és az elektrod kozott.
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46. abra Az ITO, a szilanizalt ITO (Szilan), az ITO-ra rogzitett MWCNT-es elektrod
(MWCNT) és a HRP-t is tartalmazo enzimelektrod (HRP) ciklikus voltammogramja 5

MM H,0, hozzdadasa elott (felso abra) és utan (also abra)
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6. Osszefoglalo

Munkam soran bakterialis fotoszintetikus reakciocentrumbol, valamint
tormaperoxiddz enzimbdl hoztam létre biokompozitokat. Kiilonbozd kotési
eljarasokat alkalmaztam a bioldgiai anyagok szén nanocsovekhez és ITO
feliiletéhez rogzitésére.

Rhodobacter sphaeroides biborbaktériumbol tisztitott RC-ot rogzitettem
elészor egyfalu szén nanocs6hoz fizikai szorpcioval és vizsgaltam a létrejott
komplex stabilitasat kiilonbozd kornyezeti tényezok (homérséklet, inkubalasi ido,
preparalas soran alkalmazott pH) mellett. A kompozit fotoaktivitasat fényindukalt
abszorpciovaltozds kinetikai mérésével hataroztam meg a mintdk {iveglapra
szaritasat kovetéen. Azt tapasztaltam, hogy a detergenst nem tartalmazo,
leszaritott kompozit mintdk abszorpciovaltozasa lasst  komponensének
idéallandoja az elsd napi mérések soran minden esetben meghaladta az oldatbeli,
detergenst tartalmazd RC esetén mért 1200 ms-os életartamot. Az élettartam
novekedésének oka egyrészt lehet a RC és a szén nanocsé kozott 1étrejovo
kozvetlen redoxkapcsolat, masrészt a RC-on beliili toltéspar stabilizalodasa a szén
nanocsd kornyezetében. A  homérsékletfliggés vizsgalatok tekintetében
elmondhat6, hogy a nanocs6hoz fizikailag kotott RC abszorpcidvaltozasa lasst
komponensének iddallandoja joval stabilabb az LDAO detergenst tartalmazo
széritott RC-éhoz képest, a homérseéklet pedig részaranydnak alakulésat
befolyasolja, igy a fehérjét tartalmaz6 mintdknak a 4 °C-os tarolasi koriilmények
kedvezdek. A preparalds soran alkalmazott pH hatdsa szdmottevd kiilonbséget
nem okoz a komplexek lassu kinetikai komponensének tulajdonséagait tekintve,
bar a pH 9,0-n készitett mintdban megkotddott RC koncentracioja joval kisebb
volt. Ennek oka lehet, hogy a minta készitése soran a RC-ok nagy része
elvesztette aktivitdsat a magas pH-nak koszonhetéen. Osszességében a pH 7,0-n
preparalt minta rendelkezett a legstabilabb tulajdonsdgokkal és idéallandoja egy
honapon at 1800 ms koriil mozgott. A fizikai szorpcioval 1étrehozott SWCNT/RC
kompozitok még négy honap elteltével is megtartottak aktivitdsukat.

Ezt kovetden kiilonb6zd kémiai kotési modszereket adaptiltam a mi
laboratoriumi  koriilményeinkhez és ezek segitségével rogzitettem a fehérjét

tobbfali amino- és karboxil-funkcionalt szén nanocsovekhez, kereszkotOszerek
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alkalmazaséaval. A 1étrejott kompozitok morfologiai tulajdonsagait transzmisszios
elektronmikroszkop segitségével vizsgaltam meg. A kotés soran alkalmazott
kereszkotdszertdl €és a prepardlds menetétdl fiiggben a mérések alapjan a
kiilonb6zé komplexekben a kotési eljarast kovetden egyrétegli és tObbrétegi
(csomds) RC boritas is kialakult a szén nanocsé felszinén. A kotddés 1étrejottének
bizonyitasaira a MWCNT/RC komplexek abszorpcids spektrumat mértem, amely a
800 nm-nél, a reakcidcentrumra karakterisztikusan jellemz0 cstics megjelenésével
igazolta a RC jelenlétét a komplexekben. Az egyensulyi abszorpcids spektrum
vizsgalata alapjan megallapitottam, hogy a kotést kovetden jelentosen
megvaltozik a donor kornyezete a fehérjén beliil. Ez a bakterioklorofill monomer
¢s dimer kornyékén zajlo  elektrosztatikus  kolcsonhatasok  jellegének
megvaltozasaval magyardzhato a fehérje MWCNT-hoz valod kotését kovetden. A
komplexek fotoaktivitasat a fényindukalt abszorpciovaltozas kinetikai mérésével
hataroztam meg, majd a kapott gorbéket az elsérendii kinetikai egyenlet
segitségével értékeltem ki. A RC-ot a kémiai kotést kdvetden is lehetséges volt
fénnyel gerjeszteni. A fénygerjesztés kovetkeztében létrejovo toltésrekombindciok
lassu fazisdnak idéallanddja egyetlen esetben kozelitette meg az oldatban 1évo
reakciocentrum fehérje idéallandojat (tiasss = 1200 ms, detergensmicellaban), sét
azt meg is haladta, mégpedig a karboxil-funkcionalt szén nanocs6hoz karbodiimid
¢s szukcinimid keresztkotdszereken keresztiil rogzitett RC esetében (Tiassu =
1826 ms). A tobbi komplex esetén ezek az értékek 630 és 260 ms kozott
mozogtak. A lassu fazis részaranya szinte mindegyik komplex esetén 80-90%-at
tette ki a teljes lecsengésnek, csakugy, mint a RC oldat esetében. Ezzel ellentétben
az amino-funkcionalt szén nanocs6hoz nikkel komplexen keresztiil kotott RC
esetén ez jelentdsen lecsokkent (41%). Ezt a a kotés soran a MWCNT ¢és a RC
koze beepiild nikkel komplex kovetkeztében kialakuld nagyobb kotési tdvolsag,
valamint a glutaraldehid miatt 0Osszekotddd reakciocentrumok hatasara
megvaltozo elektrontranszport magyarazhatja.

Létrehoztam elektrédokat az amino- és karboxilcsoporttal funkcionalt szén
nanocsovek és RC ITO (indium-6n-oxid) hordozo feliiletére torténd rogzitésével.
Az ITO feliiletének szilanizalasat kovetden, amely funkcids csoportokat alakitott
ki a felszinen, keresztkotoszerek segitségével rogzitettem a funkciondlt szén
nanocsoveket, majd ezekhez ugyancsak kereszkotdszerek alkalmazéasaval

kotottem a RC-ot. Az igy létrejott ITO/MWCNT/RC kompozitokon péasztazo
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elektronmikroszkopos felvételekkel igazoltam a kotési eljarasok sikerességét. Az
elektrod fotoaktivitasat fényindukalt abszorpciokinetikai mérésekkel hatdroztam
meg. A RC-ot a kémiai kotést kovetden is lehetséges volt fénnyel gerjeszteni,
azonban az ITO feliiletén kis mennyiségben jelenlévé RC-nak és a fényszorasnak
koszonhetden a mérést csak tobbszori ismétlés atlagolasat kovetden tudtam
értékelni. Az abszorpciovaltozas mindkét esetben egyfazisa volt, ahol a
komponens iddallandéja amino-MWCNT esetén 600 ms, karboxil-MWCNT
esetén pedig 270 ms volt. Készitettem elektrodot vezetd polimerben rogzitett
amino-MWCNT/RC komplex alkalmazasaval, amely elektrosztatikusan kotodott
a polielektrolittal kezelt ITO feliiletére. A fényindukalt abszorpciovaltozas mérés
bizonyitotta, hogy a kot6dés 1étrejott és a RC megtartotta fotokémiai/-fizikai
aktivitasat. A reakcidocentrum kotddésének hatékonysagat befolydsolja a kompozit
preparalasa soran alkalmazott detergens koncentracid. Detergens hianyaban
ugyanis homogén kotddés jott 1étre, amit az abszorpcidvaltozds monofazikus
jellege is bizonyit (t = 482 ms). Detergens jelenlétében pedig bifazikus, heterogén
jelleg mutatkozott, amely a lassi komponens idéallanddjdnak megndvekedésével
(Tlassa = 570 ms) jart egyiitt. Mindkét kotési eljaras (szilan/keresztkotdszer és
polimer) eredményeinek kiértékelését kovetden a toltésrekombinacids fazis
felgyorsulasat tapasztaltam az oldatban mérhetd RC paramétereihez képest. Ennek
oka lehet egyrészr6l a kinonlevalas/bekotédés kinetikajanak hianya, amely
oldatban megvalosul, itt azonban ez nem kovetkezik be. Masrészrél a szaraz
korilmények miatt a mintdkban megvaltozik a kinonok kornyezete is, amely
hatassal van az eléreiranyulé elektrontranszferre.

A tormaperoxiddz enzimmel végzett kisérletek soran a HpO, érzékeny
detektalasara alkalmas rendszer kidolgozéasara torekedtem. Ennek érdekében két
féle hidrogén donort alkalmaztam (gvajakol, amplex red), amelyek oxidacios
termékének felhalmozodéasa abszorpcids és fluoreszcencia spektroszkopiaval
kovethetd. A gvajakol és az amplex red enzimatikus oxidacids terméke
meghatdrozhato abszolut értékben. Az azonos enzimkoncentracidkhoz tartozo
abszorpcios kinetikai €és fluoreszcencia mérésekbdl kalibracidkat készitettem,
amelyek segitségével meghatdroztam a tormaperoxiddz enzimaktivitasat
(gvajakol: 7 M [H,0,]/(M [HRP]- sec; amplex red: 3 M [H,0,]/(M [HRP]- sec))
és H,0, kimutatasi hatarat (gvajakol: 124 nM H,0, s'; amplex red:
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56 nM H,0, S'l). Az enzimet rogzitettem karboxil-funkcionalt szén nanocsé
feliiletén, majd elektrodot készitettem a komplex szilanizalt ITO feliiletére
torténd kotésével. A kotési eljarasok sikerességét atomerd mikroszkopos és
pasztazd elektronmikroszkopos felvételekkel igazoltam. A hidrogén donorok
jelenlétében végzett fluoreszcencia mérések alapjan az  immobilizalt
tormaperoxidaz enzim a kotést kovetden is megtartotta enzimaktivitasat és aktiv
centruma hozzaférhetd maradt a szubsztrat szamara mindkét esetben. Az oldatbeli
tormaperoxiddz esetén végzett kalibraciok felhasznalasdval meghataroztam a
MWCNT/HRP komplex és az ITO/MWCNT/HRP elektréd hidrogén-peroxid
kimutatasi hatarat és megbecsiiltem a rogzitett enzim enzimaktivitasat, valamint

crer

alkalmazott rendszerben a létrehozott komplexek akdr néhany pM-0s
esetében ezek gvajakol esetén 9,6 pM H,0; st amplex red esetén pedig
12 pM H,0; s voltak. A létrehozott elektrod hidrogén-peroxid kimutatési hatara
gvajakol esetén 10 pM H,O,/sec, amplex red esetén pedig 6 pM H,0,/sec-nak
adodott. Az elektrod aktivitasat elektrokémiai cellaban is ellendriztem ciklikus

voltammetria mérésével.
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7. Tudomanyos megallapitasok

Tudomanyos eredményeim alapjan a kovetkezé megallapitasokat teszem:

1.

Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium torzsbdl izolalt és tisztitott
fotoszintetikus reakciocentrum fehérjét (RC) rogzitettem funkciondlatlan
egyfali szén nanocsé (SWCNT) feliiletére fizikai szorpcio segitségével, majd
tiveglapra vald szdritdsat kovetOen vizsgaltam a Iétrehozott komplex
stabilitasat befolyasold kornyezeti tényezok hatésait. [Magyar és mtsai.,
Phys. Status Solidi B, 2011]

Megéllapitottam, hogy

1.1 a flashfotolizis kisérletek alapjan az immobilizadlt RC-ok a kotést
kovetden is megtartjak fotoaktivitasukat tobb honapon keresztiil;

1.2 a tisztitott RC fehérje fényindukalt abszorpcidvaltozasa lassu
komponensének részaranya és idéallandoja gyorsabb csdkkenést mutat az
inkubacios 1d6 fliggvényében, mint a SWCNT/RC komplexek esetében;

1.3 a 4 °C-on tarolt SWCNT/RC komplex fényindukalt abszorpciovaltozasa
lasst  komponensének részaranya és iddallandoja is stabilabb a

szobahdmérsékleten tarolt kompozitéhoz képest.

A fotoszintetikus reakcidcentrum fehérje funkcionalt szén nanocs6hdz kémiai
uton torténd rogzitésére alkalmas kiilonbozd kotési stratégidkat adaptaltam a

mi laboratériumi koriilményeinkhez.
Megallapitasaim:

2.1 A fotoszintetikus reakciocentrum fehérjét kémiai aton, EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid) és NHS  (N-hidroxiszukcinimid)
keresztkotoszer alkalmazasaval aminocsoporttal funkcionalt tobbfalu
szén nanocs6 (MWCNT) feliiletéhez kotottem. [Hajdu és mtsai., Phys.
Status Solidi B, 2011]

a) A szerkezeti vizsgalat (TEM) azt mutatja, hogy a RC tobb rétegben

kotodik a szén nanocs6hoz.
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b) Az egyenstlyi abszorpcios spektrum alapjan azt mondhatjuk, hogy a
kotést kovetden megvaltozik a donor kdrnyezete a fehérjén beliil.

c) A donor kornyezetének  megvaltozasa magyarazhaté a
bakterioklorofill monomer és dimer kornyékén zajlo elektrosztatikus
kolcsonhatasok jellegének megvaltozasaval a fehérje MWCNT-hoz
vald kotését kdvetden.

d) A flashfotolizis kisérletek alapjan az immobilizalt RC-ok a kotést
kovetéen is  megtartjdk  fotoaktivitdsukat, = azonban a
toltésrekombinécio lasstt komponenséhez tartozo idéallandod (Tiassy =
368 ms) jelentds csokkenését mutatja az oldatbeli RC-€hoz (Tjussn =

1200 ms) viszonyitva.

2.2 Készitettem bionanokompozitokat a fotoszintetikus reakcidocentrum
fehérje amino- ¢és karboxil-funkcionalt tobbfalii szén nanocsé feliiletére
torténd rogzitése révén kiilonbozoé keresztkotoszerek alkalmazasaval
(EDC, NHS, szulfo-SMCC). A flashfotolizis kisérletek alapjan
megallapitottam, hogy az immobilizalt RC-ok a kotést kovetden is
megtartjak fotoaktivitasukat. [Nagy és mtsai., Current Protein and
Peptide Science, 2014]

2.3 Létrehoztam szén nanocsé/reakciocentrum kompozitot nikkel komplexen
keresztiil, melynek soran amino- ¢és karboxilcsoporttal funkcionalt
tobbfalu szén nanocso feliiletén is kialakitottam nikkel és nitrilotriecetsav
komplexét (NTA'Ni**), majd ehhez rogzitettem a donor oldalan
polihisztidinnel jelolt RC-ot. [Nagy és mtsai., Current Protein and
Peptide Science, 2014]

3 A fotoszintetikus reakciocentrum fehérje és szén nanocsé komplex ITO
hordoz6 feliiletére valod rogzitésével elektrodokat hoztam Iétre, amelyek
elektrokémiai celldkban alkalmazhatok.

3.1 A fotoszintetikus reakciocentrum fehérjét kémiai uton, az ITO
feliiletének szilanizalasat kovetden, az arra szulfo-SMCC keresztkotOszer

alkalmazasaval rogzitett amino-funkcionalt tobbfalli szén nanocs6hoz

99



kotottem EDC és NHS keresztkotOszerek hasznalataval. [Szabé és
mtsai., Phys. Status Solidi B, 2015]

a) Megallapitottam, hogy elektrokémiai cellakban az ITO/MWCNT
elektréd feliiletére immobilizalt RC-ok a kotést kdvetden is megtartjak
redoxaktivitasukat.

3.2 A RC-ot aminocsoporttal funkcionalt tobbfalti szén nanocs6hoz kotdttem
PTAA vezet6 polimeren keresztiil, majd az igy kapott komplexet PDDA
elektrolitoldattal kezelt ITO feliiletére rogzitettem elektrosztatikai
kotésen keresztiil. [Szabé és mtsai., Phys. Status Solidi B, 2012]

Megallapitasaim:

a) A flashfotolizis kisérletek eredményei szerint az 1TO feliiletére a
vezetd polimeren keresztiil immobilizalt RC-ok a kotést kovetden is
megtartjak fotoaktivitasukat.

b) A reakciécentrum kotédésének hatékonysagat befolyasolja a
kompozit prepardldsa soran alkalmazott detergens koncentracio.
Hianya a RC homogén, mig jelenléte a fehérje heterogén kotddését
jelzi.

b) A minta fény hatasara elektrokémiai cellaban fotoaramot termel.

4  Meghataroztam a tormaperoxiddz enzim (HRP) enzimaktivitasat és H,O,
kimutatasi hatarat abszorpcios kinetikai és fluoreszcencia méréseket kovetden
gvajakol hidrogén donor alkalmazasaval. [Magyar és mtsai., Phys. Status
Solidi B, 2013]

A kovetkezd megallapitasokat tettem:

4.1 Az azonos enzimkoncentraciokhoz tartozd abszorpcids kinetikai és
fluoreszcencia mérésekbdl készitett kalibraciok alapjan a tormaperoxidaz
hidrogén-peroxid kimutatasi hatara gvajakol alkalmazéasaval a mi mérési
koriilményeink kozott 124 nM H,0; s

4.2 Az azonos enzimkoncentraciokhoz tartozd abszorpcids kinetikai ¢€s
fluoreszcencia mérésekbdl készitett kalibraciok alapjan a tormaperoxidaz
enzimaktivitdsa gvajakol alkalmazdsdval a mi mérési koriilményeink

kozott 7 M [H,0,]/(M [HRP]- sec).
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5 A tormaperoxidaz enzimet kémiai uton, EDC ¢és NHS keresztkotészerek
alkalmazasaval tobbfalu karboxilcsoporttal funkcionalt szén nanocsé

feliilletéhez kotottem. [Magyar és mtsai., Phys. Status Solidi B, 2013]
Megallapitottam, hogy

5.1 a gvajakol hozzaadasaval végzett fluoreszcencia mérések alapjan az
immobilizalt tormaperoxidaz enzim a kotést kovetden is megtartja
enzimaktivitasat €s aktiv centruma hozzaférhetd marad a szubsztrat
szamara;

5.2 az oldatbeli tormaperoxidaz esetén végzett kalibraciok felhasznalasaval a
MWCNT/HRP  komplex  hidrogén-peroxid  kimutatdsi  hatara
9,6 pM H,0; s, amely 6 nagysagrenddel jobb a HRP oldatéhoz képest.

6 A tormaperoxiddz enzimet kémiai Uton, az ITO feliiletének szilanizalasat
kovetden, az arra EDC és NHS keresztkotOszerek alkalmazasaval rogzitett
karboxil-funkcionalt tobbfali szén nanocs6hoz kotéttem — ugyanezen
keresztkotdszerek hasznalataval. [Magyar és mtsai., Phys. Status Solidi B,
2013]

6.1 Megallapitottam, hogy a létrehozott komplex elektrokémiai celldban
végzett ciklikus voltammetria mérés sordn Kkatalitikus &tmenetet
mutat -350 mV koriil, amely a HyO, bomlas katalizalasara valo
képességét jelzi. Az elektrontranszfer megvalosul az enzim aktiv oldala

¢s az elektrod kozott, azaz a HRP megtartja enzimaktivitasat.
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SUMMARY

During my research work | have prepared biocomposites from
photosynthetic reaction centre protein and horseradish peroxidase. Different
binding methods were used to immobilize the biomatierials to carbon nanotubes
and ITO.

I bound photosynthetic reaction centre protein purified from Rhodobacter
sphaeroides purple bacteria to non-functionalized single walled carbon nanotubes
by physical binding, then | investigated the conditions (temperature, pH applied
during preparation, incubation time) affecting the stability of SWCNT/RC
complexes. After drying the samples on glass, the photoactivity of the composites
were determined by light-induced absorption kinetic measurements. | noticed that
on the first day the lifetime of the slow component of the dried samples not
containing detergent exceeded the one measured in the case of RC solution
(tslow = 1200 ms). The reason of the increased lifetime on one hand can be the
direct redox interaction between the RC and carbon nanotube. On the other hand,
it can be explained by the stabilization of the charge pair within the protein
because of the carbon nanotube. According to the investigations of temperature
dependence it can be claimed, that at 4 °C, both the contribution and the lifetime
of the slow phase is more stable as compared to the case of room temperature. The
pH used during the preparation doesn’t result relevant difference between the
activity of the samples, except on the case of pH 9.0, where the measurements
showed less RC attached to the SWCNT, probably because of the activity loss
thanks to the high pH. On the whole, pH 7.0 owned the most stable parameters
and its lifetime remained at around 1800 ms for a month. The immobilized RCs
kept their photoactivity for several months.

After this, | adapted different chemical binding strategies to our laboratory
circumstenses in order to bind RCs to amino- and carboxyl functionalized
multiwalled carbon nanotubes, with different crosslinkers. The morphological
characteristics of the composites were investigated by transmission
electronmicroscopy. Depending on the applied crosslinker and the preparation
method both mono- and multilayer RC coverage evolved in the different

complexes. I measured the MWCNT/RC complexes’ absorption spectra which
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showed the presence of the RC in the complex with the appareance of the RC’s
characteristic peak at 800 nm. Steady state absorption spectra confirmed that there
is a dramatic change in the environment of the donor within the protein. The
change in the environment of the donor indicates that there is a change in the
electrostatic interactions around the bacteriochlorophyll monomer and dimer
within the protein after the binding to the MWCNTSs. The photoactivity of the
complexes was investigated by light-induced absorption kinetic measurements
and the curves were evaluated by the first order Kinetic equation. The lifetime of
the slow phase after light excitation reached and even passed the 1200 ms (RC
solution) in only one complex, which was the RC bound to carboxyl-MWCNT by
carbodiimde and succinimde crosslinkers (tsow = 1826 ms). Other complexes
owned a lifetime between 260 ms and 630 ms. The contribution of the slow phase
was at around 80-90% in almost every complex, wich was in good agreement with
the one measured in RC solution. In case of RC bound to amino-MWCNT
through nickel complex it was only 41%, wich can be explained by the longer
binding distance between the RC and MWCNT. Other explonation can be that the
applied crosslinker (glutaraldehyde) creates RC clusters which results the change
of the electrontransport.

| prepared electrodes by the immobilization of RCs and amino- and
carboxyl-functionalzed carbon nanotubes on the surface of ITO (indium tin
oxide). After the silanization of ITO, which creates functional groups on it, |
immobilized the functionalized carbon nanotubes with crosslinkers on its surface
then the RC was bound to them also with crosslinkers. Morphological
characterization (SEM) showed that the binding was succesful. According to the
flash-photolysis measurements the immobilized RCs kept their photoactivity even
after the binding to the ITO. The absorption change was monophasic in both cases
(Tamino = 600 ms, Tcamoxyt = 270 ms). | also prepared electrode by the
immobilization of amino-MWCNT/RC complex through conductive polymer
wich was bound to the polyelectrolyte covered ITO electrostatically. According to
the flash-photolysis measurements the immobilized RCs kept their
photochemical/-physical activity even after the binding to the ITO. The efficiency
of the binding was highly affected by the detergent concentration. The absence of
detergent indicated homogenous (t = 482 ms), the presence of it indicated

heterogenous binding (ti.ssa = 570 ms). In both cases (silanization/crosslinker and

119



polymer), | observed the speed-up of the recombination phase compared to the
RC solution. One explanation can be the absence of the kinetics of quinone
detachment/binding which can be seen in solution. Other explanation is that the
environment of the quinone changes because of the dry conditions, which has
effect on the forward electrontransfer.

During working with horseradish peroxidase my aim was to create a system
suitable for detecting H,O, in a sensitive way. | applied two kinds of substrates
(guaiacol and amplex red), which reagents can be simply oxidized and theirs
oxidation results in colored products (tetraguaiacol and resorufin). The
accumulation of these products can then be easily detected by specific light
absorption or emission (fluorescence). By determining the concentration of the
products, the concentration change of the hydrogen peroxide can be calculated in
absolute value. By using the calibration made from the absorption kinetic and
fluorescence measurements belonging to the same enzyme concentrations, |
determined the enzyme activity of horseradish peroxidase (guaiacol:
7 M [H20,]/(M [HRP]- sec); amplex red: 3 M [H20,]/(M [HRP]- sec)) and the
limit of detection of H,O, (guaiacol: 124 nM H,O, s™*; amplex red:
56 nM H,O, s%). | bound the enzyme to carboxyl-functionalized carbon
nanotubes, then | prepared an electrode by immobilizing the complex on the
surface of the silanized ITO. Morphological characterization (AFM, SEM) of the
complex and electrode showed that the binding was succesful. According to the
fluorescence measurements made by the addition of guaiacol and amplex red the
immobilized HRP kept its enzyme activity even after the binding and its active
centre stayed accessible to the substrate. By using the calibration made from the
absorption kinetic and fluorescence measurements belonging to the same enzyme
concentrations (in the case of HRP solutions) | determined the limit of detection
of H,O, of the complex and the electrode (MWCNT/HRP: with guaiacol
9,6 pM H,0, s*; with amplex red 12 pM H,0, s*; ITO/MWCNT/HRP: with
guaiacol 10 pM H,0, s*; with amplex red 6 pM H,0, s™).
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