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Seznam pouzitych zkratek

AAP — aerobni anoxygenni fototrofové
BCh — bakteriochlorofyl

Chl — chlorofyl
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ESA — excited state absorption
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FMO — Fenna-Matthews-Olson

GSB — ground state bleaching

IR —infrared

LH1 — light — harvesting 1

LH2 — light — harvesting 2
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PSU — fotosynteticka jednotka

RC — reak¢ni centrum

VIS — visible
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Cil prace

Cilem této prace je studium dynamiky pfenosu energie z anténniho komplexu LH1 do
reak¢niho centra fotosyntetickych bakterii. Dale se seznamit s pokrocCilymi piistroji a
metodami optické spektroskopie pro védecky vyzkum jako je femtosekundova opticka
spektroskopie. Pifedmétem zkoumani bude purpurova bakterie Rhodobacter sphaeroides, jez
obsahuje protein zvany PufX, a bude porovnana s jejim mutantem postradajici tento protein.
PufX umoznuje dimerizaci vnitinich antén a predpoklada se, Ze ptenos energie do reakéniho

centra bude probihat rychleji u jedince s PufX.
1  Uvod

Clovek je ptirozend tvor zvédavy. Diivodem mize byt strach z neznamého, touha po
védéni ¢i cokoli jin¢ho. At uz jej za pozndnim zene cokoli, vzdy to zacina otdzkou a hledanim
odpovédi. Nékdy uspéje a jindy nikoliv, ale vzdy se vynoii nové otazky. Jednim okruhem jsou
otazky ohledné zivota. Kdy zivot vznikl? Jak zZivot funguje? Jaky je smysl zivota? Na nékteré
otazky si ¢lovek musi odpoveédét sam a na jiné samotnym zkouménim ptirody.

Samotny zZivot na Zemi zacal svilij vyvoj v obdobi Archaika v rozmezi pied 4 az 2,5
predevsim v kapalném stavu. Latka, kterd je pro nas tak bézna, Ze si ani neuvédomujeme jeji
vyjime&nost, predeviim z hlediska chemie. Zivot by bez ni nemohl vzniknout a stale je na ni
zavisly. Nejdiive pouze presouvala zakladni kameny Zivota, dnes nazyvané organické
slougeniny?, ale svou roli také sehraly pevné mineralni ¢astice. Poté z nezivé hmoty dlouhou

evoluéni cestou vznikly prvni bunky. [1]

Existence zivota na bunécné urovni je datovana do doby pred 3,5 mld. let. Priklad jsou
podle Australského nalezu sedimentu obsahujiciho fosilie primitivnich jednobunéénych
organismu — prokaryotni buiiky. Tyto organismy se brzy rozd€lily na dvé skupiny, jez se stale

Vv ptirod¢ vyskytuji ve velkém mnozstvi. Tyto skupiny jsou bakterie a archea. Tim ale evoluce

! Slougeniny uhliku, vodiku, kysliku a dusiku.



neskonéila. Zivot se déle vyvijel a ped 2,1 ml. let vznikla eukaryoticka buika, ktera je

zakladem pro zivot, ktery vidime kolem sebe pouhym okem. [2]
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organismy mohly energii ziskavat jedinym zptisobem — chemickymi reakcemi. V tomto
obdobi se na povrchu Zemé hojné vyskytovaly organické slouceniny, coz je snadno dostupny
zdroj energie, a n¢které tyto slouceniny obsahovaly velké mnozstvi volné energie. Zptsob, jak
tuto energii uvolnit, je oxidace téchto sloucenin. Ovsem muzeme namitnout, Ze se tehdy

v zemské atmosféte kyslik nevyskytoval. Pfesto mohou oxidac¢ni reakce probihat anaerobné,

coz lze pozorovat i u n¢kterych nynéjsich organismi. [1]

Organické latky zaroven slouzily a stale slouZi jako stavebni jednotky. Diisledkem
toho zacaly zasoby téchto latek ubyvat. Tim dochézelo ke zpomaleni ziskavani energie.
Dulezité zasoby uhliku se nachéazely predevsim ve forme oxidu uhli¢itého a zasoby energie
Vv siln€ redukovanych organickych slou€eninach. Tuto situaci bylo mozno vyftesit jedinym
zpusobem, jehoz mizeme byt svédky ¢i soucdsti i nyni — adaptovat se na nové prostiedi.
Jinym vhodnym a ,,neomezenym* zdrojem energie bylo slune¢ni zatfeni. Z tohoto diivodu se
vyvinuly nové organismy schopné vyuzit svételnou energii k redukci oxidu uhli¢itého, a tak
pfeménit svételnou energii na chemickou. Timto zplisobem se zacala rozvijet na Zemi

fotosyntéza — vyznamny biochemicky proces pro vyvoj dalSiho Zivota na Zemi. [1]
1.1 Fotosyntéza

Vétsina lidi v dne$ni dobé ma fotosyntézu spojenou predevsim s rostlinami a tvorbou
kysliku. Obecné fotosyntetizujici organismy jsou pro zivot na Zemi jednou z klicovych ¢ésti.
V podstaté miizeme fici, ze jsou prvnim clankem v distribuci energie potfebné pro zivot.
Fotoautotrofni organismy jsou vyuZity heterotrofnimi organismy jako potrava, tedy svételna
energie pfeménénd na chemickou a uloZenou v télech fotoautotrofli. Mezi heterotrofy patii 1

¢lovek a jako lidé jsme na fotoautotrofech zavisli pottebou potravy a kysliku.

Jak jiz bylo zjednodusen¢ zminéno, fotosyntéza je biochemicky proces pfemény
slune¢ni energie na chemickou. Tento proces je zajmem vyzkumu jiZ nékolik stoleti a od 19.

stoleti je znama chemicka rovnice fotosyntézy rostlin a zjednoduSené popséna nasledovné:

CO, + 2H,0 — CH,0 + H,0 + 0,. 1)



Z rovnice muzeme vidét, Ze se spotiebovava molekula oxidu uhli¢itého a dvé
molekuly vody, které v tomto piipadé slouzi jako redukéni Cinidlo, a tedy jako zdroj
elektronti. Nesmime ovSem zapomenout, ze tato rovnice probiha pti dodani svételné energie.
Vysledkem reakce je molekula kysliku, vznikla $tépenim vody, dale nova molekula vody a
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protoze svételnd energie je pfeménéna a uloZzena v podob¢ chemickych vazeb sacharidu.

Nicméng¢ rostliny nejsou prvnimi fotosyntetizujicimi organismy, ale jsou jednim
zZ dilezitych objektli ve vyzkumu fotosyntézy. DalSimi objekty jsou fotosyntetizujici bakterie.
Ovsem bakterie nemusi nutné mit stejny zptisob fotosyntézy uz jen vzhledem k tomu, ze
bakterie jsou jednobunééné prokaryotni organismy a rostliny jsou mnohobunécné eukaryotni
organismy. Jednim kmenem bakterii, které maji stejnou chemickou reakci (1) fotosyntézy
jako rostliny, jsou sinice. Oproti tomu existuji jiné bakterie, které se li$i pouzitym redukénim
¢inidlem pii fotosyntéze. Danym ¢inidlem mtiZe byt naptiklad sulfan, pro ktery se rovnice

zméni nasledovné:
c0, + 2H,S — CH,0 + H,0 + 2S. (2

Vzhledem k porovnani rovnic (1) a (2) mizeme opravdu fici, ze se kyslik v (1)
neuvolnuje z molekuly oxidu uhli¢itého, ale uvoliuje se z reduk¢niho Cinidla stejné jako sira

V (2). Z tohoto porovnani miizeme zapsat obecnou chemickou rovnici fotosyntézy takto:
C0, + 2H,X — CH,0 + H,0 + 2X. (3)

Nicméng tato rovnice fotosyntézy nepopisuje zadné reakce, které béhem fotosyntézy

probihaji, ale pouze reaktanty na pocatku fotosyntézy a produkty na jejim konci. [2]

Prestoze tématem této prace je bakterialni fotosyntéza a nez budeme pokracovat
kapitolou o bakterialni fotosyntéze, je vhodné nastinit, jak vypada fotosynteticky aparat
rostlin. Rostliny jsou tvofeny eukaryotickymi butikami, které jsou obecné vétsi nez
prokaryotické a obsahuji organely s riiznymi specializovanymi funkcemi. Jednim druhem
Z téchto organel jsou chloroplasty, Vv nichz fotosyntéza probiha. Ty obsahuji vSechny zelené
¢asti rostlin. Samotny chloroplast je tvofen dvéma membranami, které uvniti obsahuji hustou
tekutinu nazyvanou stroma. Ve stromatu se dale nachézeji riizné rozloZené tylakoidy, jejichz
vnitini dutinu tvoii lumen. Tylakoidy jsou navz4jem propojeny a tvoii sloupce zvana grana,

ktera jsou dale propojena stromalnimi tylakoidy nazvané lamely. Samotna tylakoidni



membrana vSak pracuje podobnym zplisobem jako membrana fotosyntetickych prokaryotnich

organismdl.
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Obr. 1.: SloZeni tylakoidu

Kde je tedy umistén bakterialni fotosynteticky aparat? Fotosyntetické bakterie nemaji
specializované organely, jako rostliny maji chloroplasty. Misto chloroplastu v§ak obsahuji
vezikuly, které obsahuji fotosynteticky aparat. Tyto vezikuly se nazyvaji chromatofory a jsou
vazany v cytoplazmatické membrang. Samotny chromatofor je tenky sféricky vacek

s dvojitou sténou, ktery vznikl vchlipenim nékolika vrstev membran. [4]

Fotosynteticky proces lze rozdélit na dveé faze — svételnou fazi a temnostni fazi.
Béhem svételné faze pigmentové molekuly ve svétlosbérnych anténach zachyti svételnou
energii a docasné ji zadrZi v podob¢ excitace. Energie je postupné pienesena ze
svétlosbérnych antén do oblasti reakéniho centra. Energie se tak prenese
na bakteriochlorofyly, obsazené v reakénim centru a jejichz excitovany stav spousti
fotochemické reakce, které rozdéluji kladny a zaporny ndboj po celé délce membrany. Toto
rozdé€leni nabojl spousti pienos elektrontl, s ¢imz zaroven probihd pumpovani protond pres
membranu. Timto se generuje elektrochemicky protonovy gradient, jez je zpuisoben rozdilnou
koncentraci protonti na obou stranach membrany, tedy rozdil v pH. Tento potencial je poté

vyuzit k pohonu reakci typu ATP syntaza, pii niz dochazi k vzniku makroergickych molekul
ATP. [3,4]

Navazujici temnostni faze nevyzaduje svételnou energii. Slouzi pouze k pievedeni
a ulozeni chemické energie, ziskané ve svételné fazi naptiklad jako molekulu ATP, v podobé

sacharidu.



1.1.1 Fotosyntetizujici bakterie

Fotosyntetizujici bakterie vyuzivaji jako hlavni zdroj energie slune¢ni svétlo. VéEtsina
Z téchto bakterii vyuziva anorganicky uhlik a jsou autotrofni. Pfesto existuji druhy, které jsou
heterotrofni. Celkové 1ze fotosyntetizujici bakterie rozdélit do nékolika skupin.
Proteobakterie, zelené sirné bakterie, zelené nesirné bakterie, gemmatimonas, acidobakterie,

heliobakterie a sinice.

Proteobakterie, na né€z je tato prace pfevazné zamétena, jsou téz oznacované jako
purpurové bakterie. K proteobakteriim se také fadi skupina aerobnich anoxygennich fototrofa
(AAP), kteti jsou podobni purpurovym bakteriim. Jsou vyznamnou skupinou, ktera je velmi
roz§ifena. VSechny proteobakterie jsou gramnegativni a jejich vnéj$i membrana je tvotfena
predevsim lipopolysacharidy. Mnoho z nich je fotoautotrofni, fotoheterotrofni nebo aerobni ¢i
anaerobni a je schopno fixovat N,. Purpurové fototrofni bakterie patii mezi nejvice
studovanou skupinu z mnoha divodu jako naptiklad modularni povahu fotosyntetického
systému nebo ptizptisobivost metabolismu. Proteobakterie 1ze dale rozd¢lit na dvé skupiny.

Nesirné purpurové bakterie a sirné purpurové bakterie. [3,4]

Nesirné purpurové bakterie vétSinou jako redukéni ¢inidlo vyuzivaji organicky vodik,
nicméné¢ jsou schopné se adaptovat, a tak vyuzivat plynny vodik. Pfevazné ziji aerobné za
piistupu svétla, ale jsou téz schopny zit acrobné ve tmé za pomoci dychani, a tak jsou
fakultativné fotoheterotrofni. Patii sem napiiklad fototrofni Rhodobacter Sphaeroides,

Rhodospirillum rubrum nebo chemoheterotrofni Escherichia coli. [3,4]

Sirné purpurové bakterie nejsou schopny Zit aecrobné a jako redukéni ¢inidlo vyuzivaji
latku obsahujici anorganickou siru, jako je sulfan. Tyto bakterie jsou tedy oproti nesirnym
purpurovym bakteriim obligatorné fototrofni. Pfikladem z této skupiny je Chromatium

vinosum. [3,4]

Zelené sirné bakterie jsou striktné€ anaerobni a nejsou tedy schopny respirace. Jsou
schopny vyuzivat stejné latky jako sirné purpurové bakterie, také aktivné fixuji N, a navic
vyuzivaji ostatni organické donory H,. Oznacuji se jako fotoautotrofni a fotoheterotrofni

obligatorn¢ anaerobni bakterie. Je jim napiiklad Chlorobium terpidum. [3,4]

Zelené nesirné bakterie se metabolicky velice 1i8i od zelenych sirnych bakterii oproti
purpurovym, kde nesirné a sirné¢ bakterie maji k sob¢ mnohem blize. Zelené nesirné bakterie

vey

jsou predevsim fotoorganotrofni bakterie, které ziji anaerobné za ptistupu svétla pomoci



fotosyntézy nebo aerobné ve tm¢ pomoci dychani. Dale jsou termofilni a Ize je najit
V horkych pramenech po celém svété. Od ostatnich fototrofnich bakterii se 1iSi schopnosti

vlastniho pohybu. V této skupiné se nachazi naptiklad Chloroflexus aurantiacus. [3,4]

Gemmatimonas jsou nedavno popsanou skupinou bakterii s jedinym znamym
fototrofnim zastupcem Gemmatimonas phototrophica. Jsou to gramnegativni bakterie

ty¢ového tvaru, které jsou schopny zit anacrobn¢ i acrobné. [5]

Acidobakterie jsou dalsi skupinou nedavno popsanych bakterii. Jsou acidofilni,
gramnegativni heterotrofové ty¢ového tvaru, ktefi mohou zit aerobné i anaerobné.

Fototrofnim zastupcem je Candidatus Chloracidobacterium thermophilum. [6]

Heliobakterie jsou posledni zastupcem fotosyntetizujicich bakterii, jez pii fotosyntéze
vyuzivaji bakteriochlorofyl. Jako zelené sirné bakterie jsou téz striktn¢ anaerobni, protoze
vystaveni kysliku okamzit¢ umiraji. Heliobakterie jsou grampozitivni jako jedini
z fototrofnich bakterii. Téz aktivné fixuje N,. U heliobakterii se zda, Ze potfebuji organicky

uhlik, a tak jsou anaerobni fotoheterotrofové. Ptikladem je Heliobacterium chlorum. [3,4]

Posledni skupinou jsou sinice. Od ostatnich fototrofnich bakterii se lisi tim, ze
obsahuji chlorofyl misto bakteriochlorofylu, maji oxygenni metabolismus, jehoz vedlejsim
produktem je 0,. Jejich fotosyntéza se velice podoba fotosyntezé eukaryotickych bungk.
Temét vSechny sinice jsou fotoautotrofni, ale jsou schopny byt i fotoheterotrofni. Diky jejich
odolnosti je miizeme nalézt od sladkych vod az po oblasti s extrémnimi podminkami jako

vyprahlé pousté ¢i mrazivou Antarktidu. [3,4]
1.2 Fotosynteticka barviva

Jak jiz bylo zminéno dfive, pro fotosyntézu je dulezitd svételnd energie. Pro zachyceni
této energie v podob¢ fotontl jsou vyuzita fotosyntetickd barviva. Tyto barviva zastavaji

nékolik funkei a chemicky jsou rozdélena do dvou skupin.

Funkci barviv je: zachytavani fotont, pfenos fotochemické energie, fotoprotekce

(ochrana fotosyntetického tstroji) a strukturni funkce.

Zachytavani fotont je vyznamna vlastnost fotosyntetickych barviv a je déna jejich
chemickou strukturou. Cést molekuly barviva umoziujici absorpci fotond se nazyva
chromofor. Tato Cast je tvofena systémem konjugovanych vazeb, kdy jde o stfidani

jednoduchych a dvojnych uhlikovych vazeb. Tim dochézi k prekryvu atomovych p orbitalt



jednotlivych atomi uhliku, a tak vznikaji = molekulové orbitaly. Tyto molekulové orbitaly
obsahuji delokalizované elektrony, které mohou byt absorpci fotonu excitovany na vyssi

energetickou hladinu.

U barviv tedy zalezi na po¢tu konjugovanych vazeb. Od tohoto poctu se odviji,
pii jaké vinové délce bude dana latka absorbovat. S rostoucim poctem konjugovanych vazeb
se posouva vlnova délka fotont, které je molekula schopna absorbovat, vyse, a tedy s vyssi

vinovou délkou klesé energie fotonu.

Vzhledem k podminkam na Zemi (pfedevsim atmosférické), které ovliviiuji mnozstvi
svétla a vinové délky dopadajici na povrch, fotosyntetické systémy vyuzivaji takové barviva,
které jsou schopné absorbovat vhodné vinové délky. Témito barvivy jsou chlorofyly,
bakteriochlorofyly a karotenoidy. Dle chemické struktury mizeme tato barviva rozd¢lit na
dvé skupiny a to tetrapyroly, kam patii chlorofyly a bakteriochlorofyly, a terpenoidy, kam

patii karotenoidy.

1.2.1 Chlorofyly a bakteriochlorofyly

Vsechny fotosyntetizujici organismy obsahuji chlorofyly nebo bakteriochlorofyly.
Tyto pigmenty zastavaji ve fotosyntéze n€kolik funkci a to svétlosbérnou, prenos
fotochemické energie a strukturni. Hlavni rozdil mezi Chl a BChl neni v chemické struktuie,
ale v tom, zda u daného organismu probiha fotosyntéza oxygenni nebo anoxygenni. Mezi
oxygenni organismy obsahujici chlorofyly patii rostliny, fasy a sinice. Bakteriochlorofyly
obsahuji vSechny ostatni druhy bakterii (viz. Fotosyntetizujici bakterie), u kterych probih4 jiz

zminénd anoxygenni fotosyntéza.

Zakladem chlorofyli je uzavieny tetrapyrolovy makrocyklus — chlorin. Ten je sloZen
ze Ctyt pyrolovych jednotek a uprostied chlorinu je vazany atom hotc¢iku. Déle je na treti
pyrolovou jednotku navazany izocyklicky kruh a na ¢tvrtou pyrolovou jednotku je navazana
kyselina propionova, na kterou miize byt vazan dalsi uhlovodikovy fetézec, ktery mize

slouzit k ukotveni v proteinové struktufe. Tento zaklad maji vSechny chlorofyly stejny.

Existuje n€kolik typti chlorofyld a bakteriochlorofyli a tim jsou Chl-a, -b, -c, -d, -f a BChl-a, -
b, -c, -d, -e a -g. Jednotlivé typy se li§i navazanymi substituenty na ur¢ité uhlikové atomy
chlorinu. VSechny chlorofyly, kromé& Chl-c, se skladaji z chlorinového makrocyklu a

navazanym uhlovodikovym fetézcem je fytylovy fetézec, coz miizeme vidét na obrazku. [7]



Chl-c1 Chl-c2

Chl-d

Obr. 2.: Strukturni vzorce chlorofyl. Vytvoteno v molview.org.



Chl-f

Obr. 3.: Strukturni vzorec chlorofylu. Vytvoteno v molview.org.

Z chlorofylt je nejcastéjsi Chl-a, ktery se vyskytuje ve vSech oxygennich
fotosyntetickych organismech a vyskytuje se v obou reakénich centrech ve vSech
svétlosbérnych komplexech s vdzanym chlorofylem. Chl-a zastava dilezitou tlohu
Vv energetické ¢asti oxygenni fotosyntézy, a to separaci naboje a pienos elektronti
do transportniho fetézce. Chl-b je hlavni dopliikovy svétlosbérny pigment, ktery obsahuji
zelené tasy, rostliny a sinice. Konkrétné byl objeven jako protein v reakénich centrech
anténnich systémech fotosystému II. O Chl-d bylo piivodné mysleno, Ze je pouze vedlej$Sim
produktem pigmentovych extraktd, nicméné je jedinym znamym pigmentem, jez dokaze
zastoupit funkci Chl-a jako specialniho paru. Chl-f je nejvice ¢ervené posunuty Chl, nicméné

jeho funkce neni zatim popsana. [7]

o

BChl-a BChl-b

Obr. 4.: Strukturni vzorce bakteriochlorofyld. Vytvoieno v molview.org



BChl-e BChl-f

BChl-g

Obr. 5: Strukturni vzorce bakteriochlorofylt.. Vytvofeno v molview.org
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Co se tyCe bakteriochlorofyla, tak nejrozsifencjsi mezi anoxygennimi fototrofy je
BChl-a. BChl-b byl nalezen pouze u nékolika malo druhii, kde nahrazuje BChl-a. Dale
BChl-c, -d, a -e byly objeveny u zelenych sirnych bakterii. U BChl-f neni znamo, ze by byl
zaznamenan u piirozené se vyskytujicich organismii. OvSem tvorba BChl-f byla pozorovana u
mutantt zelenych sirnych bakterii. BChl-g byl objeven pouze u gram-pozitivnich

heliobakterii, kde je téméf jedinym chlorofylovym pigmentem. [7]
1.2.2 Vlastnosti (B)Chl

Je vSeobecné znamo, ze chlorofyly jsou zelené molekuly, protoze v zelené Casti
spektra svétlo nepohlcuji, ale absorbuji predev§im v modré nebo blizké UV oblasti a zaroven
Vv ¢ervené nebo blizké IR oblasti spektra. Tyto vlastnosti zajist'uje jiz zminéna ¢ast molekuly —
chromofor. U (B)Chl je chromoforem tetrapyrolovy makrocyklus. Absorpéni spektrum
riznych (B)Chl navic ovliviiuji navdzané substituenty a tim posouvaji polohy absorp¢nich

maxim. [7]

Spektroskopické vlastnosti 1ze vysvétlit stejnym zptisobem jako u porfyrint. Pti
excitaci elektrontl dochazi k m — ™ pfechodu, ¢imz vznika takzvany Soretliv pas, ktery se
nachazi v modré ¢asti spektra. Energie z tohoto pasu se poté pienasi do Q pasu v oblasti
¢erveného spektra, které vyhasinaji podstatné pomaleji oproti Soretovo pasu. Témito pasy

jsou vyssi Q. a nizsi Q,, viz. Obr. 6. [10, 52]

0.8
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Obr. 6.: Absorpéni spektrum BChl-a [45]
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1.3 Karotenoidy

Dalsi vyznamnou skupinou fotosyntetickych barviv jsou karotenoidy, které samotné
patii do skupiny terpenoidi. Vyznamné jsou z toho duvodu, Ze jednou z jejich funkci je
absorbovat svétlo v modrozelené oblasti spektra, kde (bakterio)chlorofyly nejsou pfilis
efektivni. Vzhledem k této absorpci jsou karotenoidy ¢ervené, oranzoveé nebo zluté zbarvené.
Maji i dal$i funkce jako ochrannou nebo strukturni. Zakladem vétSiny karotenoidu je fetézec
obsahujici 40 atomt uhliku s 10—13 dvojnymi konjugovanymi vazbami s delokalizovanymi
elektrony. Diky tomu maji také karotenoidy charakter chromoforu. Nékteré karotenoidy
mohou navic obsahovat rizné funkéni skupiny obsahujici atom kysliku. Z tohoto pohledu se

karotenoidy dé€li na karoteny bez kysliku a na xantofyly obsahujici kyslik. [7]

A N N NN N N N
phytoene
N N Y YR N N
neurosporene
N NN YNNI X

lycopene

_aOH

lutein

HO'
Obr.7: Strukturni vzorce nékterych karotenoid.

1.3.1 Excitace karotenoidi

Studiem polyent, mezi které karotenoidy patii, bylo zjiSténo, Ze chovani jejich
excitacnich stavil je jiné, nez ptredpovida teorie molekulovych orbitalt. Diivodem jiného
chovani je symetrie polyeni. Karotenoidy se chovaji tak, Ze pii excitaci nedochazi k prechodu

ze zékladniho stavu S, do excitovaného stavu S, ale prechazi ze zakladniho stavu S, do stavu
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S,. Tomuto pfechodu odpovidé absorp¢ni pas v modrozelené oblasti spektra. Pfrechod S, — S,
se tak nazyva jako povoleny ptrechod a S, = S; jako zakazany ptechod pro excitaci jednim
fotonem, kvili jiZ zminéné symetrii molekuly. Stav S, mé zivotnost v fadu stovek
femtosekund, coz je velice kratka doba. Obvykle poté molekula piechazi vnitini konverzi do

stavu S, jehoz zivotnost je v fadu jednotek ps. [7, 47]
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Obr. 8.: Schéma pribéhu excitace karotenoida.

1.3.2 Svétlosbérna funkce karotenoidi

Svétlosbérné vlastnosti karotenoidu a jejich vybér organismy jsou ovlivnény délkou fetézce
konjugovanych vazeb. Divodem zapojeni karotenoidi jako dal$ich pigmentt ve
fotosyntetickém systému je snaha maximalizovat pocet absorbovanych fotontt vhodnym
doplnénim absorpcnich pasii (bakterio)chlorofyll a tim mit dostatek energie pro pritb¢h
fotosyntézy, protoze samotné (B)Chl nemusi absorbovat dostate¢né mnoZstvi svételné
energie. Naptiklad kvali podminkam prostiedi. Energie z excitovanych karotenoidit mize byt

prenesena na (B)Chl, kdy donory energie jsou stav S, i stav S;. [47]

V ptirodé se prirozené se vyskytuji karotenoidy s poc¢tem 7 az 13 konjugovanych
dvojnych vazeb. Karotenoidy s mensim poctem absorbuji piedev§im v UV oblasti spektra, a
tak nemusi pohlcovat dostate¢né mnozstvi fotonil. Naopak karotenoidy s vy$§im poctem nez
13 mohou mit stav S; energeticky poloZeny niZe nez Q,, u (B)Chl a nedochazelo by tak
K prenosu energie ze stavu S; na Q,. Vzhledem k velice kratkym Casiim Zivotnosti stavli S, a
S; oproti (B)Chl musi byt energeticky pienos z karotenoidu efektivni, aby byly

konkurenceshopné, coz se i déje vzhledem k jejich ptirozenému vyskytu. [47]
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Obr. 9.: Schéma ptenosu energie z karotenoidu na (B)Chl.

1.3.3 Ochranna funkce karotenoida

Fotosyntetické organismy se pfirozen¢ snazi ziskat dostate¢né mnozstvi svételné
energie pro spravny prubéh fotosyntézy. Nekdy muze dojit k nadmérné absorpci svétla
z divodu vysoké intenzity svétla. Tim dochazi k nadmérnému mnozstvi excitovanych
chlorofyli. B&zné tak chlorofyl prechazi do singletniho excitovaného stavu *Chl*. Poté mize
mezisystémovym piechodem ze stavu 1Chl* piejit do tripletniho excitovaného stavu 3Chl*.
Tento stav chlorofylu je problémovy, protoze ma potencial reagovat s molekulou kysliku,
ktera tak piejde ze zakladniho tripletniho stavu 30, do singletniho excitovaného stavu 0.
V této excitované form¢ se molekula kysliku stava silnym oxida¢nim, které miZze poskozovat
jednotlivé ¢asti fotosyntetického aparatu véetné proteinti nebo DNA. Tomuto nebezpeci 1ze
ptedejit riznymi ochrannymi mechanismy (fotoprotekce) a v n€kterych mechanismech jsou
zapojeny karotenoidy. Jednim z hlavnich mechanismt je navrat 1Chl* do zékladniho stavu
procesem nefotochemického zhaseni (NPQ). Karotenoidy mohou pomoci predejit vzniku 103
piimym pfenosem piebytecné excitatni energie z 3Chl* za vzniku 3Car*. Pokud vznikne 103,
tak karotenoid je schopen excita¢ni energii stejnym zptisobem odebrat opét za vzniku 3Car*,

jehoz energie je v obou piipadech dale disipovana jako teplo. [7, 47]
1.3.4 Pienos energie mezi pigmenty

Mezi pigmenty dochazi k rezonan¢nimu pfenosu energie, coz je nezafivy zpusob
pfenosu energie. Tento proces probiha tak, ze dochazi pfenosu energie mezi excitovanou
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molekulou — donor a sousedni molekulou — akceptor. Pro tento pienos musi byt akceptor
Vv dosahu a musi se ptekryvat emisni spektrum donoru s absorpénim spektrem akceptoru.
Pokud nejsou tyto podminky splnény, dochazi k relaxaci donoru prostiednictvim relaxa¢nich

mechanismu jako vnitini konverze, mezisystémovy prechod ¢i emise fotonu.

Pro popis mechanismu tohoto pienosu energie byly vytvoreny Forsteriiv a Dexteriv
model. Forsteriv model je zaloZen na dipol-dipdlové interakci donoru a akceptoru, kdy se
donor deexcituje a pfenosem virtualniho fotonu se excituje akceptor, pficemz vzdalenost mezi
nimi je vetsi neZ jejich velikost. Typicky je tato vzdalenost 30-100 A. Dextertiv model
popisuje ptenos energie mezi donorem a akceptorem, kdy excitacni energie je mezi nimi
pfenesena prostiednictvim vymény elektronti, pii vzdalenostech srovnatelnych s jejich
velikosti. Tato vzdalenost se pohybuje v rozmezi 6-20 A. V dtisledku malych vzdalenosti
dipol-dipdlové aproximace selhava, protoze mtize dojit k prekryti molekulovych orbitali.
Navic Dexteriv model oproti Forsterovu, ktery bere v ivahu pouze povolené dipdlové

prechody, umoziuje pocitat i se zakazanym triplet-tripletnim pfechodem. [44, 53]
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Obr. 10.: Forstertv a Dexteriiv mechanismus pfenosu energie.
1.4 Fotosynteticky aparat

Fotosynteticky aparat je tvofen takzvanymi fotosyntetickymi jednotkami (PSU), pro
jejichz objev se stal zdkladem experiment Emersona a Arnolda v roce 1932. V tomto
experimentu urcili na bunikach Chlorelly, ze pii zablesku saturujiciho svétla ptiblizné na 2500
chlorofylovych molekul vznikne jedna molekula O,. Na zakladé¢ toho bylo vyvozeno, Ze
chlorofylové molekuly spolu kooperuji pfi pfenosu absorbované energie fotonti, dokud neni

zachycena ve specifickém misté — reakénim centru (RC). [39]
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V samotném RC, které spolecné s molekulami svétlosbérnych pigmentt tvoii PSU,
dohdzi k fotochemické reakci. Tato fotochemické reakce zahrnuje absorpci slune¢niho zateni,
které poskytuje energii nutnou k ptenosu elektronu z donoru, jimz je pigment RC, na

molekulu akceptoru a naslednou fadu postupnych redoxnich reakci. [39]

RC je samo o sob¢ schopno absorbovat piiblizné deset fotonl za sekundu pii bézné
intenzit¢ denniho svétla, avSak transportni fetézec elektronii je schopen prenést piiblizné 200
elektront za sekundu. To by v tomto ptipadé znamenalo, ze vétSinu casu nedochazi
k transportu elektronti, a fotosynteticky aparat by byl pfevazné ne¢inny. Tento nedostatek

organismy vytesily anténnimi komplexy, které tak navysuji mnozstvi (B)Chl a zapojuji dalsi

ALY

Anténni komplexy Ize rozdélit na dva typy, a to na vnitini a vnéj$i. Vnitini anténni
komplexy jsou vnofeny v membrané a obklopuji RC, se kterym jsou tésné spojeny. Vngjsi
antény jsou pouze pfichyceny na povrchu membrany a s RC jsou propojeny prostiednictvim
vnitini antény. Antény tak efektivné pfenasi absorbovanou energii do RC. Tento pfenos silné
ovliviiuji scaffold proteiny, jez fixuji pigmenty ve specifické orientaci a vzdalenosti. Tim
usnadiiuji pfenos excitacni energie a minimalizuji ztraty konkurenc¢nich drah
mezisystémového piechodu, vnitini konverze a fluorescence. Existuje mnoho druhti anténnich
komplexi, které se strukturné lisi nejen z pohledu umisténi komplexu, ale také podle druhu
fotosyntetického organismu. U purpurovych bakterii jde o vnéjsi komplex LH2 (light-
harvesting 2) a vnitini komplex LH1 (light-harvesting 1). [7]
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Obr.11.: Chromatofor. Pfevzato z www.ks.uiuc.edu.
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141 Anténni komplex LH2

Komplex LH2 je vnéjsim anténnim komplexem, jez obsahuje bakteriochlorofyly i
karotenoidy. Absorp¢ni pasy tohoto komplexu lezi v rozmezi 400-900 nm, kde absorp¢ni pasy
Vv Cervené Casti spektra nalezi bakteriochlorofyliim. V tomto ptipad¢ to jsou absorp¢ni pasy
soustiedéné na 800 nm a 850 mn a dle silné absorpce v téchto pasech jsou dané
bakteriochlorofyly nazvany B800 a B850. Pigmenty jsou vazany jednotky a a  polypeptidu,
jez tvoii heterodimer. Tyto dvé jednotky tvofi dva soustfedné kruhy a pigmenty jsou sevieny
mezi nimi. Bakteriochlorofyly komplexu LH2 tvoii dva kruhy rozlozené v roviné¢ membrany.
Prvni kruh je kolmy na rovinu membrany a je tvofen 18 bakteriochlorofyly B850, kdy jeden
BChl vychazi na kazdou a a 8 polypeptidovou jednotku, pomoci histidinovych rezidui.
Molekuly histidinu mohou byt snadno pronotovany a vytvofit tak sit’ vodikovych vazeb. Ty
pomahaji stabilizovat BChl-proteinové interakce a méni absorpéni vlastnosti pigmentt. Druhy
kruh je rovnobézny s membranou a je tvofeny deviti B800 bakteriochlorofyly, kde jeden BChl
vychazi na jeden af par. [7, 9]

1.4.2 Anténni komplex LH1

LH1 je vnitini anténni komplex a spole¢né s RC, které obklopuje, tvoii jaderny
komplex RC-LH1. Komplex LH1 je, stejn¢ jako komplex LH2, tvofen dvéma
polypeptidovymi jednotkami a a 8, které také tvoii dva soustiedné kruhy svirajici pigmenty.
Na kazdou z té€chto jednotek je navazan jeden BChl. Tento komplex osahuje BChl pouze typu
B875, ktery je kolmy na rovinu membrany, a dale obsahuje karotenoidy. LH1 je vétsi nez
LH2, aby mohl pojmout zminéné RC, a ma nékolik druhl uspofadani v zavislosti na druhu
bakterie. Mohou tvofit uzavieny kruhovy monomer z 16 af8 jednotek nebo z 15 a8 jednotek
pferuseny proteinem W. Zastupce s uzavienym monomerem je napiiklad purpurova bakterie
Rhodopseudomonas rubrum ¢i Blastochoris viridis a bakterie vlastnici otevieny monomer
Rhodopseudomonas palustris. Dva takto preruSené kruhy mohou n¢kdy tvofit superkomplex,
tzv. dimerni komplex, slozeny celkem z 28 af8 jednotek esovitého tvaru obklopujici dvé RC a
ze dvou proteinti PufX. Jako zastupce s dimernim komplexem mtzeme uvést Rhodobacter

blasticus nebo Rhodobacter sphaeroides. [7, 9]

Vyznam proteini W a PufX pterusujicich kruhové uspotfddani LH1 spoc¢iva v tom, ze
brani celkovému obklopeni RC a tim vzniku bariéry pro vyménu chinonti, respektive chinolt,

z a do RC. Samotny PufX je situovany v koncovych castech dimeru LH1. Pak se nicméné
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nabizi otazka, jakym zptisobem umoznuje uzavieny monomer prichod chinonii. Odpovéd’ se
skryva v mensim mnozstvi Car zapojenych v LH1 a tim vzniku prostoru pro priichod.
Monomery LH1-W a dimery LH1-PufX maji pomér BChl a Car 1:2, zatimco uzaviené
monomery bez proteinu W maji pomér 1:1. Z toho vyplyva, ze W a PufX umoziuji zapojeni
extra karotenoida a tim poskytnuti vyhody lepsi svétlosbérné funkce a fotoprotekce anténniho

komplexu LH1. [7, 40, 41]
1.4.3 Reakéni centrum

Bylo zminéno, ze RC je mistem fotochemické reakce, coZ znamena piemény excitacni
energie na elektronovy transport. Nejlépe prozkoumané RC purpurovych bakterii je u
Rhodobacter sphaeroides. To se sklada ze tii proteinovych podjednotek L (light), M
(medium) a H (heavy) nazvané podle molekulové hmotnosti urcené elektroforézou. Ale
poradi podle redlné hmotnosti je jiné a to H, M, L. U bakterie Blastochoris viridis se
vyskytuje oproti R. sphaeroides navic jesté ¢tvrta podjednotka — cytochrom ¢ C — zapojena do
elektronového transportu. U R. sphaeroides ¢innost podjednotky C zajist'uje protein

cytochrom c,. [7]

V RC je dale na podjednotky L a M navazané kofaktory, jez jsou obvykle symetricky
uspofadany a déli se na vétev A a vétev B. Obé vétve jsou tvotfeny dvéma bakteriochlorofyly
oznacené P, a Pg, jenz spolecné utvari dimer zndmy jako zvlastni par nebo primarni donor,
doplnkovymi bakteriochlorofyly By, Bg, bakteriofeofytiny H,, Hg a parem chinonti Q4, Qg a
jeden karotenoid. [43]

Primérni donor se obvykle oznacuje dle vinové délky jeho maximalni absorpce. R.
sphaeroides ma maximum v 870 nm a nese oznaceni P870. Fotochemicka reakce se zahajuje
excitaci P870 vyvolanou bud’ absorpci fotonu dané vinové délky nebo pienosem excitonu
z anténnich pigmentd. Tim se elektron v ramci primarniho donoru dostane do excitacni
hladiny a primarni donor se tak stava silnym reduk¢énim ¢inidlem. Poté dochazi k separaci
naboje a redukci Hy v Case 2-3 ps. Naslednym krokem pienos elektronu z redukovaného Hy,
na Q4 za dobu kolem 200 ps a poté z Q4na Qg za dobu 0,2 ms. Mezitim je primarni donor
reoxidovan elektronem z cytochrom ¢, (C) a timto fetézcem se prenese na Qg druhy elektron.

Poté opousti RC v podobé H,Q a nasledné je oxidovan komplexem cytochrom bc;. [43]

Vzhledem k fazi fotochemické reakce mizeme RC popsat jednim ze tii stavll. Prvnim

je oteviené RC, kdy se elektronovy akceptor Q4 nachazi v oxidovaném stavu a zaroven ma
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nenulovou pravdépodobnost pienosu excitonu z anténniho systému na donor-akceptorovy par
PH,, ktery po zachyceni energie prechazi do stavu P*H, . Oteviené RC miZeme také nazvat

jako aktivni. Naopak neaktivni RC se oznacuje jako uzaviené nebo polouzaviené.

V uzavieném stavu RC neni schopno zachytit exciton z davodu oxidovaného P nebo
redukovaného H,. Po separaci naboje vznika pfechodny uzavieny stav CP*H,Q,, ktery je
reoxidaci P transformovén na polouzavieny stav C*PH,Q,". V tomto polouzavieném stavu
je RC schopno separace naboje, prestoze je Q4 redukovany. Tyto tii stavy se tedy li§i potem
elektront prenesenych elektronti. Otevieny 0, polouzavieny 1 a uzavieny 2 elektrony. [42]
Uzaviené stavy mohou byti C*P*H,Q,, C*PTH,Q,  nebo C*PH, Q4 vlivem rliznych
faktorii jako naptiklad teplota, intenzita svétla, dostupnost donoru elektronti, chemicka ¢inidla

a jiné. [42, 39]
14.4 Fotosynteticky aparat ostatnich anoxygennich fotosyntetickych bakterii

Vzhledem k tomu, Ze v pozd¢jsi kapitole budou zminény i zastupci ostatnich
anoxygennich fotosyntetickych bakterii, v nésledujicich n¢kolika fadcich nastinime strukturu
jejich fotosyntetického aparatu. Prvni skupinou jsou zelené sirné bakterie. Jejich
fotosynteticky aparat je slozen z velkych vnéjSich anténnich komplext nazvany chlorosomy,
které jsou nejvétsimi piirodnimi fotosyntetickymi anténami. Na spodni ¢asti chlorosomt se
nachazi pigment-proteinovy komplex baseplate. Pro pfenos energie zelené sirné bakterie
obsahuji Fenna-Matthews-Olson (FMO) protein, pies n€hoz se pienasi energie

z chlorosomovych baseplate do RC, které obsahuje jaderné svétlosbérné pigmenty. [3,7]

Dalsi skupinou jsou zelené nesirné bakterie. Jedinou spole¢nou vlastnosti se zelenymi
sirnymi bakteriemi jsou chlorosomy. Ve zbylych ¢astech svého aparatu jsou naprosto odlisné
véetné RC. Nemaji FMO komplexy, ale maji kruhovy anténni komplex obklopujici RC
nazvany B808-866, k némuz jsou chlorosomy piichyceny. Komplex B808-866 ma
spektroskopické podobnosti s LH2 purpurovych bakterii a podobné fazeni proteint jako u
LH1. [3, 7]

Poslednimi skupinami jsou heliobakterie a aerobni anoxygenni fototrofové (AAF).
Heliobakterie v podstaté maji pouze RC podobné zelenym sirnym bakteriim bez jakychkoliv
vnitfnich ¢i vnéjsich anténnich komplext. [3, 8] AAF obsahuji LH1-RC komplex a nékteti
mayji 1 vnéjsi svétlosbérné komplexy. Samotné RC maji podobné nesirnym purpurovym

bakteriim. [51]
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1.4.5 Trychtyrovity efekt

Blue-absorbing pigments

Orange-absorbing pigments

Energy

Red-absorbing
pigments

Reaction
center

\/

Obr.12.: Schéma ptenosu energie podle trychtyfovitého efektu. [45]

Vhodnou analogii pro popis energetického toku ve svétlosbérnych systémech je
takzvany trychtyfovity efekt. Tento popis je zalozen na tom, ze vzdalené;si Casti
svétlosbérného systému od RC pohlcuji fotony o kratsi vinové délce a smérem k RC se vlnova
délka absorbovanych fotonli zvySuje. Absorbovana energie je poté postupné pendSena mezi
jednotlivymi molekulami pigmentti ve formé excitonu po energetickém spadu z vnéjsich
anténnich komplext LH2 na vnitini anténni komplex LH1 a odtud do RC. U purpurovych
bakterii pigment s nejkratsi absorbujici vinovou délkou v LH2 je B800, z n¢jz se v ramci LH2
miZze exciton prenést na B850 za dobu kolem0,7 ps. Déle z B850 miiZe exciton pieskocit bud’
na jiny B850 (LH2 — LH2) v ramci jedné antény s ¢asem piiblizn¢ 100 fs nebo se pienese na
B875 (LH2 — LH1) s ¢asem kolem 3 ps. Poté se exciton miize pienést opét v ramci
anténniho komplexu na jiny B875 (LH1 — LH1) piiblizné za 80 fs nebo mlZe byt zachycen v
RC na P870 (LH1 — RC) s ¢asem kolem 35 ps, posledni misto pfenosu excitonu, protoze tato
forma energie je nasledovné preménéna fotochemickou reakci Z tohoto pohledu se RC chova
jako past (trap) na excitony. Cas pienosu LH1 — RC se nazyva trapping time. Dal3i moznost
prenosu energie predstavuji karotenoidy. Z karotenoidui se energie pfenasi na BChl podle
principu trychtyfového efektu. V urcitych vSak tento princip nefunguje a to, kdyz se ma
energie prenést proti spadu (uphill). K tomu dochazi, kdyz absorpéni spektrum akceptoru je

lehce posunuto ke krat§im vinovym délkdm a vznika tak mensi energeticka bariéra pro pienos
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energie z donoru. Pfesto k takovému pienosu energie proti spadu odchazi vlivem tepelného

pohybu molekul, ktery sta¢i k pfekonani mensi energetické bariéry. [44, 45]

Obr. 13.: Schéma pienosu energie ve fotosyntetickém systému. [3]

1.4.6 Vzajemna interakce antén a reakénich center

Existuje nekolik modelt, které popisuji interakci mezi anténami a RC v zavislosti na
pravdépodobnosti tniku zachyceného excitonu v RC zpét do anténniho systému (detrapping).
Podle miry pravdépodobnosti, ze probéhne detrapping, 1ze RC rozdélit na tii typy pasti. Tim
jsou hluboka past s nizkou pravdépodobnosti, mélka past s vyssi pravdépodobnosti, kdy mize
detrapping nastat, a tieti past tak me¢lka, Ze se po separaci naboje miize elektron vratit na
primarni donor, vytvoii se exciton, ktery nasledn€ unikne z RC. Na prvni pohled se zda, ze by

vSechny moznosti mohly byt realné. [45]

V ptipadé¢ hluboké pasti, kdy je Gnik excitonu nepravdépodobny, dochazi vzdy
k fotochemické reakci. K tomu dochazi, pokud je rychlostni konstanta separace naboje
mnohem vyssi nez pro konstanta pro detrapping. V tomto ptipad¢ je zivotnost excitonu silné
zé4visla na excitacni vinové délce. Pokud je exciton v anténnim systému, pak kone¢nému

pienosu do RC dominuje Zivotnost excitovaného stavu, coz je rychlost limitujici krok tohoto
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pienosu. Podle toho se model hluboké pasti nazyva transfer-to-trap-limited. Pokud je exciton
zachycen pigmenty RC, dochézi k zhaseni excitonu a jeho Zivotnost odrdzi tento proces.

Timto modelem jsou dobie popsany fotosyntetizujici purpurové bakterie. [45]

Druhym typem je mélka past. Ta ma vyssi pravdépodobnost, ze prob&hne detrapping
nez pravdépodobnost zhaSeni excitonu pii fotochemické reakci. Oproti pfedchozimu ptipadu
je tak rychlostni konstanta separace naboje mnohem mensi nez konstanta pro detrapping.
Diky tomu muze exciton vicekrat uniknout z RC a vratit se zpét, nez dojde k separaci naboje.
Rychlost limitujici krok je tedy separace naboje a model se nazyva trap-limited. Zivotnost
excitonu tak nezavisi na excitacni vinové délce vzhledem vysoké pravdépodobnosti pro

detrapping. Chovani dle modelu trap-limited je pfipisovano fotosystému 1. [45]

Tteti typ je v podstaté specidlni piipad trap-limited modelu, kdy je velka
pravdépodobnost reverzni fotochemické reakce. Miize tak dojit navratu elektronu na primarni
donor a znovuvytvoteni excitonu, jez nasledné unikne z RC do anténniho systému. Jednd se o
model zvany radical-pair-equilibrium. Moznost takového chovani je pfisuzovana

fotosystému 2. [45]

Existuje jesté jeden model diffusion-limited. Jde o star§i model, podle kterého se
exciton pohyboval pfeskoky postupné z jednoho pigmentu na druhy do RC, pficemz kazdy
pieskok trval né€kolik pikosekund. Tento model je dnes pouzivan pouze pro n€které periferni

antény, napiiklad fykobilizomy. [45]

1.4.7 Trapping time

V této ¢asti se zaméfime na ¢asy prenosi energie z vnitinich anténnich komplext do
RC. Studiem pfenosu excitovanych stavll z antén do RC se védci zabyvaji od konce tficatych
let. Prvni jasna demonstrace pfenosu energie z antény do RC byla provedena v roce 1963. Od
té doby védci postupné dochazeli k ndzoru, Ze proces prenosu energie do RC je pomaly a trva
piiblizné nanosekundu. Pozdéji bylo zjisténo, ze pienos trva 50 ps pii otevienym RC a kolem
0,5 ns pii uzavieném RC. Navzdory tomu tento nazor nebyl obecné pfijiman a byl objasnén az

s ptichodem vyspé¢lejsich lasert a detektort. [39]
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Tab. 1.: Taxonomické rozdé€leni vybranych fototrofnich bakterii. Barvy u druhti znaci zafazeni dle fotosyntetické skupiny: zelené sirné bakterie

(syté zelena), zelené nesirné bakterie (zelend), heliobakterie (zlutd), purpurové nesirné bakterie (levandulova), purpurové sirné bakterie (hnéda),

AAF (Cervend), Gemmatimonades (modroseda).

~

Doména Kmen Trida Rad Rodina Gen Druh
Chlorobi Chlorobia Chlorobiales Chlorobiaceae Chiorobium
Prosthecochloris

Chloroflexi Chloroflexi Chloroflexales Chloroflexaceae Roseiflexus Rf. castenholzii

I - - . . . . H. chlorum
Firmicutes Clostridia Clostridiales Heliobacteriaceae Heliobacterium :
H. modesticaldum
R. capsulatus
Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rhodobacter R. sphaeroides
Roseobacter _

R. cryptolactis
Bacteria Alphaproteobacteria Bradyrhizobiaceae Rhodopseudomonas R. palustris

Rhizobiales (drive R. viridis)

Proteobacteria Hyphomicrobiaceae Blastochloris B. viridis
Rhodobiaceae Roseospirillum R. parvum
Rhodospirillales Rhodospirillaceae Rhodospirillum R. rubrum
Sphingomonadales Sphingomonadaceae Erythrobacter _

C. minutissimum
Chromatium C. vinosum
Gammaproteobacteria Chromatiales Chromatiaceae C. tepidum

Thermochromatium Tch. tepidum
Thiorhodovibrio T. sp. 970

Gemmatimonadetes

Gemmatimonadetes

Gemmatimonadales

Gemmatimonadaceae

Gemmatimonas

G. phototrophica
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Tab. 2.: Pichled ¢asovych konstant pfenosu energie do RC fototrofnich bakterii. Casové

konstanty byly ziskany z dostupnych literarnich zdrojt

Druh Otevrené RC Uzaviené RC PoRIguzavrene
23 ps [10]
35 ps [11]
25 ps [13],30 ps [12]
Rf. castenholzii 60 ps [14] 210 ps [14]
H. chlorum 20 ps [86]
H. modesticaldum 25 ps [1x]
R. capsulatus 40ps [15] 240 ps [15] 95 ps [15]
42 ps [16], 44 ps [48], 45 ps [50], 45 ps
R. sphaeroides [18], 60 ps [19],60 ps [20], 80 ps [48], 210 ps [20]
130 ps [21]
| Rsp.colzp | 80 ps [47]
R. cryptolactis 50 ps [22] 200 ps [22]
R. palustris 40 ps [23] 300 ps [23]
s ";‘_? \5r I_‘Z’Zdls) 55 ps [24], 60 ps [25], 60ps [26] 11‘;% F;S‘S [[222]]' 90 ps [26]
R. parvum 55 ps [27]
R. rubrum 60 ps [50], 60 ps [28] 220 ps [28] 65 ps [28]
| Esp.NAPT ] 60 ps [47], 70 ps [47]
C. minutissimum 60 ps [29], 60 ps [30]
C. vinosum 50 ps [31] 230 ps [31]
C. tepidum 40 ps [31], 140 ps [31] 310 ps [31]
Tch. tepidum >5 ps [32], 64 ps [[333]]' 65 ps [34], 70 ps 185 ps [32]
T. sp. 970 65 ps [35]
G. phototrophica 200 ps [49]

Pokud se podivame do tab. 2., uvidime zna¢nou variabilitu ¢asovych konstant v fadu

od dvou desitek pikosekund po nékolik stovek. To je zplisobeno vlivem mnoha faktord na
pienos energie. Jednim z nich jsou mozné stavy RC, které miize nabyvat (viz. kapitola
Reak¢ni centrum). Pro oteviené RC probiha prenos nejrychleji vzhledem k moznych stavi,
které mtize nabyvat. Oproti tomu, pokud je priméarni donor oxidovan anebo redukovan
nektery z dvou nasledujicich ¢lanki elektronového transportniho fetézce, asova konstanta se
zvySuje. Pokud je redukovan Q 4, pak je RC v polouzavieném stavu a ¢as pienosu excitonu do
RC vzroste o zlomek ptivodni hodnoty. [26, 36,28, 37] V jiném piipadé je RC uzaviené a Cas
ptrenosu vzroste n¢kolikanasobné. [31, 22, 36, 28, 23]
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Dalsi vliv ma posun absorp¢niho spektra, protoze tak dochazi ke vzniku energetické
bariéry. Vétsina absorpce BChl-a nebo BChl-b vazanych v anténnich komplexech je silné
posunuta do ¢erveného spektra oproti BChl v organickych rozpoustédlech a jejich maxima
jsou tak v oblasti 870-890 nm. Dalsi posun do oblasti ¢erveného spektra zptisobuje snizeni
teploty. U nékterych bakterii mize posun byt nad 900 nm. U bakterii s BChl-b zchlazenim na
4 K Ize doséhnout 1040 nm Pro kazdy druh zalezi na jednotlivych podminkach. Naptiklad
absence karotenoidu v LH1 u Rhodobacter sphaeroides mize nastat posun do modrého
spektra. [38]

Mezi dal$i vlivy mtze pattit naptiklad vzdalenost antény od RC, modifikace anténniho

komplexu navdzanim kladnych iontl, excitacni vinova délka nebo tvar antény.
2 Material a metody

Pro méfeni bylo vyuZito spektroskopickych metod. Obecné spektroskopické metody jsou
v laboratofich jednou z nej€astéji pouzivanych analytickych metod. Tyto metody jsou
zalozeny na interakci elektromagnetického zéfeni s ¢asticemi hmoty, kterou zateni prochazi.
Dusledkem téchto interakci jsou zmény vlastnosti elektromagnetického zateni jako naptiklad
intenzity, vinové délky, sméru Sifeni ¢i rychlosti. Tim lze ziskat optické spektrum zkoumané

latky a urcit tak jeji vlastnosti.
2.1  Absorpéni spektroskopie

Absorp¢ni spektroskopie je metoda pro ziskani absorpéniho spektra testovaného
vzorku na zakladé méfeni poméru intenzit dopadajiciho I,(4) a proslého I(A) svétla vzorkem.
Tim lze ziskat informace o pohlcovani elektromagnetického zareni v zavislosti na vlnové
délce. MnozZstvi pohlceného zateni se také odviji od koncentrace latky v méfeném vzorku.
Této vlastnosti se vyuziva predev§im v chemii k uréeni neznamé koncentrace znamé latky
pomoci tzv. kalibracni kiivky. JelikoZ se takto mé&fi rozpusténé latky a je nutno odecist vliv

rozpoustédla, jako referenc¢ni hodnota I(4) se méii absorbance rozpoustédla.

Pro méfeni spekter se tak pouziva spektrofotometr. Jeho zdkladnimi komponenty a
princip jsou nasledovné. Ze zdroje svétla je svétlo pfivedeno do monochromatoru ¢i na
difrakéni miizku, jez slouzi k disperzi svétla. Dale pokracuje monochromatické svétlo
nastavitelnou $térbinou pies vzorek a je zaznamenan detektorem, coz miize byt diodové pole

nebo CCD kamera. V tomto ptipad¢ jde jednopaprskovy spektrofotometr, u kterého je nutné
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nejdiive zméfit referencni vzorek pred vzorkem testovacim. Oproti tomu, pokud
spektrofotometr obsahuje navic déli¢ paprsku, ktery stejnomérné rozd€li paprsek na dva, jde o
dvoupaprskovy typ. Ten umoziuje méfit referencni a testovaci vzorek zaroven. Principem
této metody je méteni intenzity monochromatického svétla proslé vzorkem a dale srovnani

s intenzitou svétla svételného zdroje. [44]

Ze zminovaného poméru namétrenych intenzit tak ziskame transmitanci T, jez udava

pohlceni zafeni testovanym vzorkem.

_ 1M

e )
Transmitanci lze dale pievést na Castéji pouzivanou veli¢inu absorbanci A popsanou jako
— logt = Jogle® _
A =log= = log D e(A)cl, (5)

kde vztah absorbance a koncové ¢asti rovnice je znam jako Lambert-Beertiv zdkon pro popis
absorbance v zavislosti na molarnim absorp¢nim koeficientu £(A4), koncentraci c a tloust'ce

absorbujici vrstvy L.
2.1.1 Femtosekundova tranzientni absorp¢ni spektroskopie

Pro studium dynamiky mikroskopickych procest, jako jsou excitované stavy, je
potieba pouzit asove rozliSené spektroskopické metody. Jednou z nich je metoda excitace a
sondovani pump-probe, kdy pomoci kratkych laserovych pulzt v fadu 100 fs 1ze zkoumat
excitované stavy molekul a pfenos energie mezi nimi. Princip spo¢iva v tom, Ze laserovy pulz
je rozdélen na dva. Prvni je monochromaticky pulz pump, ktery dle zvolené vinové délky
excituje uréité molekuly vzorku. Druhy je polychromaticky sondujici pulz probe, ktery
ozatuje vzorek se zpozdénim diky zpozd'ovaci lince a je tak mozno sledovat zmény ve

vzorku. Dané zmény jsou zmény v absorpci vzorku a jsou zaznamenany detektorem.

Cela soustava pro méteni sestava z nékolika ¢asti. Prvni ¢ast tvori laser, jehoz vystup je
ptiblizné 100 fs monochromaticky pulz o stiedni vinové délce 800 nm. Poté je pulz rozdélen
délicem paprski na dva. Jeden paprsek, pump, je veden do optického parametrického
zesilovace (OPA), ktery dle nastaveni dale emituje pulz o poZzadované vinové délce. OPA
vyuzitim nelinearnich jevli umoziuje ze vstupniho paprsku generovat spektraln¢ uzky vystup
V rozmezi 240-2500 nm a také zesilit opticky signal. Zmény vinové délky je dosazeno

souctovymi a rozdilovymi frekvencemi nebo zdvojenim frekvence a zesileni signalu je
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dosazeno parametrickym zesilenim. Z OPA paprsek pokracuje pies chopper a Berekiiv
kompenzator az ke vzorku, za nimz je pump zablokovan. Chopper propousti kazdy druhy pulz
a umoznuje zvétSeni poméru detekovaného signalu a Sumu métenim probe pulzu bez
piedchazejiciho pump pulzu. Berekliv kompenzator slouzi k nastaveni polarizace svétla
nato¢enim dvojlomného krystalu, a tedy zmény jeho optické osy. Aby se piedeslo zatizeni
meéfeni anizotropnimi efekty, nastavuje se polarizace mezi paprsky pump a probe na hodnotu

magického uhlu 54,7°. [44]

/ Mirror ,

1 laserovy zdroj

2 OPA Vs Dﬁ—‘ — 3
3 zpozdovaci linka a

4 safirovy krystal

5 vzorek

6 detektor

T —pe s

1 == hasic laser output
6 = pump
= probe

Obr. 14.: Zjednodusené schéma pump-probe spektroskopie.

Druhy pulz, probe, je ptiveden ke vzorku ptes zpozd'ovaci linku a safirovy krystal.
Zpozd'ovaci linka zajiSt'uje pozadované zpozdéni pulzu probe. Safirovy krystal méni
nelinearnimi jevy tfetiho fadu monochromaticky pulz na pulz bilého kontinua. Pred
prichodem vzorku je jesté probe rozdélen na sondujici a referen¢ni pulz pro jichZ fokusaci na
vzorek jsou pouzita sféricka zrcadla. Jejich pouziti je nutné k prevenci dodate¢ného Cerpu
(chirp) vzniklého pii generaci bilého kontinua vlivem disperznich jevi. Disledkem
disperznich jevu jsou Casove zavislé zmeény frekvence signalu jednotlivych barev, ¢imz se
svétlo kratsi vinové délky pohybuje pomaleji nez svétlo delsi vinové délky. Oba pulzy
projdou vzorkem a jsou zaznamenany spektrografem. Nakonec jsou vyhodnoceny zmény
absorbance vzorku dle vztahu

AA(AL,A) = logITI—:f — loglr—ef, (6)

In
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kde I je intenzita referen¢niho pulzu, I, je intenzita pump pulzu pied excitatnim pulzem a

I, je intenzita probe bez excitacnim pulzu. Druhy ¢len rovnice mé vyznam korekce z divodu
moznych fluktuaci intenzity laseru. V idealnim piipadé je korekéni Elen roven nule. Tyto data
dale zavisi na zpozdéni At mezi pulzy pump a probe a na vinové délce A probe pulzu. Data

tak tvofi matici absorpci v zavislosti na vinové délce a zpozdéni mezi pulzy, coz je 3D graf, a

obvykle jsou data prezentovany jako prifez spektralni nebo ¢asovou oblasti. [44]

Vysledné hodnoty signalu absorbance mohou nabyvat pozitivnich i negativnich
hodnot pfipadn¢ mize dochazet k ¢astecnému posunuti vlivem nasledujicich déju. K
pozitivnimu signalu pfispiva nejen absorpce zékladnich stavi, ale také absorpce excitovanych
stavll (ESA — exited-state absorption). Pokud je molekula v excitovaném stavu, pak je
schopna v urcité spektralni oblasti absorbovat foton navic, ktery se energeticky 1isi od fotonu
absorbovaného molekulou v zakladnim stavu. Pti prichodu pulzu probe vzorkem tak
excitované molekuly absorbuji specifické fotony, coz se projevi poklesem intenzity probe
oproti referenénimu pulzu v dané ¢asti spektra. Timto zptisobem Ize identifikovat riizné stavy

molekul a jejich postupny piechod do zakladniho stavu v Case. [44]

Co se ty¢e moznych negativnich signali, jednim je ground state bleaching (GSB). Ke
GBS dochazi, kdyzZ pfi referencnim pulzu je absorbovano molekulami v zédkladnim stavu vice
fotonll od referenc¢niho pulzu neZ od probe pulzu. To vede k naméteni vétsi intenzity probe
pulzu nez intenzity referencniho pulzu, a tedy k negativnimu signalu. Negativni signal mize
pulzu na molekulu, miiZe foton dopadajici na molekulu v excitované stavu vyvolat pfechod
molekuly do zékladniho stavu. S tim dochdzi k vyzateni fotonu stejnym smérem jako foton,

ktery emisi vyvolal. To opét vede k negativnimu signalu jako u GSB. [44]
2.2 Globalni fitovani

Pro vyhodnoceni namétenych dat je nejprve nutné data zpracovat metodou globélni
fitovani. v programu DAFit (Pasher Instruments). Vysledkem jsou evolution-associated
difference spektra (EADS), ktera vyjadiuji jednotliva vyvojova spektra spojend s ¢asovou

konstantou. Podle sekvenéniho modelu

A53B3¢c3p ..
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se jednotliva spektra zkoumaného systému vyviji tak, ze spektrum A zanika s ¢asovou
konstantou t; a ptechazi do spektra B. Spektrum B vznika s konstantou t,; a zanika s dalsi
casovou konstantou 7,. To plati i pro nasledujici spektra. Navic jednotlivé ¢asové konstanty

umoziuji vypocist napiiklad Casy pienost energie Tgy. [44]

3 Vysledky

3.1  Absorp¢ni spektrum

Na zacatku experimentu bylo nutné nejprve zméftit absorpéni spektrum testovanych
komplextt RC-LH1-PufX a RC-LH]1, které obsahuji karotenoid neurosporen, izolovanych

z R. Sphaeroides. Namé&fena spektra obou vzorku jsou zobrazena v nasledujicim obrazku.
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Obr.15.: Absorpéni spektrum komplexit RC-LH1-PufX a RC-LHI. Sipka oznaduje excita¢ni

vlnovou délku. Normalizovano na Q,,.

Vyhodnocenim absorp¢nich spekter miizeme identifikovat nékolik vyzna¢nych
absorp¢nich past obsazenych karotenoidi a BChl-a ve obsazenych ve vzorcich. Absorpéni
spektra obou vzorkl maji velmi podobny prib¢h a témét totozné vinové délky vSech
absorpc¢nich past. Lisi se pouze mife absorpce. Prvni dva nejvyssi piky obou spekter
odpovidaji pasim BChl-a, jimiz jsou Soretiv pas v modré oblasti spektra o vinové délce
kolem 376 nm a pas Q,, v Cervené oblasti kolem 876 nm. Zbyvajici absorpCni pas Q, se

nachazi kolem 590 nm. Pro nas jsou ovSem dulezité pasy o vinovych délkach 429 nm, 456 nm
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a 487 nm. Ty odpovidaji tfem karotenoidovym vibra¢nim pastim stavu S,. V tomto piipad¢
karotenoidu neurosporen. Z téchto tii past bylo 487 nm vyhodnoceno jako vhodna excita¢ni
vlnova délka pro méteni metodou Casove rozlisené spektroskopie. Zbyva zminit dva mensi
pasy nalevo od Q,,. Prvni o vlnove délce kolem 760 nm patfi bakteriofytinim a zbyvajici pas
kolem 804 nm nalezi monomernim BChl-a v RC. Tyto dva pasy jsou tak absorpcnim

ptispévkem RC.
3.2 Tranzientni absorp¢ni spektra

Zajimala dynamiku pfenosu energie. Pro pozorovani dynamiky pfenosu energie u
komplext RC-LH1-PufX a RC-LH1 byly oba komplexy excitovany pulzem o vinové délce
487 nm a nasledné bylo zméfeno Casové rozlisené absorpéni spektrum v oblasti BChl-a pasu
Q, (blizka IR Cast spektra). Nejdiive jsme porovnali tranzientni spektra méfenych vzorki po

excitaci.

0,4

0,2
820 840 8 880 900

-0,2

-0,4

AA [mOD]

-0,6
-0,8

e RC-LH1-PufX

-1,2 = RC-LH1
A [nm]

Obr. 16: Tranzientni absorpéni spektra zaznamenana v ¢ase 1,5 ps. Normovano na maximalni

bleaching.

Samotny prub¢h tranzientnich spekter RC-LH1-PufX a RC-LHI1 se od sebe témét
nelisi. Nicméné na Obr. 16. vidime projevy stimulované emise v oblasti kolem 838 nm a GSB
Vv 879 nm. Pro dal$i vyhodnocovani bylo provedeno globalni fitovani naméfenych dat a

vysledkem jsou nasledujici EADS.
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Z Obr. 17. vidime, ze signal prvniho EADS zanika v ¢ase 0,3 ps, coz souvisi s
pfenosem energie z S, na S; Po zaniku prvniho spektra dochazi u signalu dalsich spekter
k rudému posuvu o 8 nm. To souvisi rychlou excitonovou rovnovahou. [46] Druhé EADS

zanika v Case 21 ps, piicemz dochazi k ptenosu energie z LH1 do RC. Zbyvajici EADS

Obr. 17.: EADS pro RC-LH1-PufX.

postupné zanikaji s ¢asy 121 ps a 0,96 ns.

AA [mOD]

Obr. 18. popisuje vyvoj druhého systému s RC-LH1. Vsechny EADS maji stejny
vyznam jako u RC-LH1-PufX. Od druhého EADS opét dochazi u signélil jednotlivych spekter

k rudému posuvu.

0,03
0,2 ps
0,02 = 33ps
—267ps

A[nm]

Obr. 18.: EADS pro RC-LH1.

Oproti prvnimu systému se vSechny EADS systému RC-LHI lisi
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Vv casovych konstantach, s nimiz jednotliva spektra zanikaji. U tfetiho EADS vidime, Ze pii

pienosu energie do RC doslo jen k pfenosu Casti energie. EADS tak znaci relaxaci stavu Q,,

coz ziejme bude piipad i prvniho systému. Posledni EADS zaniké v ¢ase 2,49 ns. To

poukazuje na jediny proces, ktery by se mohl tykat stavu @, a trvd v fadu jednotek ns. Tim je

konkuren¢ni kanél, kdy Q,, ptechazi do zékladniho stavu a také to bude ptipad i ¢tvrtého

EADS piedchoziho systému.

Tab. 3.: Porovnani ¢asovych konstant systému RC-LH1-PufX a RC-LH1

RC-LH1-PufX RC-LH1
0,3 ps 0,2 ps
21 ps 33 ps
121 ps 267 ps
0,96 ns 2,49 ns

3.3 Kinetiky

Kinetiky popisuji ¢asovy pribéh zhdseni excitovanych stavl a jsou soucasti

namétenych dat diky ¢asovému rozliSeni tranzientnich absorp¢nich spekter.
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Obr. 19.: Kinetiky dohasinéani stavu @, systému RC-LH1-PufX a RC-LH1. Kinetiky

normalizovany vzhledem k minimu.
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Na Obr. 19. miZeme vidét srovnani dohasinani stavu Q,, dvou rliznych systémti. Stav
Qy u systému RC-LH1-PufX dohasin dfive nez u RC-LH1. To je v souladu s ¢asovymi
konstantami uvedenymi v tab. 3. Samotny rozdil mezi jednotlivymi kinetikami pro rizné

systémy neni velky.
4 Diskuze

Z namé&fenych dat jsme vyhodnotili, Ze protein PufX ma vyznamny vliv na dynamiku
procesu pienosu energie do RC. Diky tomuto proteinu mize dochazet k dimerizaci vnitinich
antén a s tim souvisi vice véci. Prvni z nich je zvySeni u¢innosti ptenosu z LH1 do RC a tim
snizeni doby pfenosu energie. To je zptisobeno tim, ze dvé RC mohou zvysit

pravdépodobnost pfenosu excitace na primarni donor.

Pro zjisténi dalSich vlivli dimerizace je dtlezité védét, v ¢em se monomerni LH1 1isi
od dimerizované¢ LH1. Monomerni LH1 tvofi palisadu kolem RC. To by ov§em znamenalo,
ze z RC by nemohl ubichinol viibec uniknout. Z tohoto diivodu je v monomerni LH1
zapojeno mén¢ karotenoidovych jednotek, coz opét vede ke snizeni u¢innosti pienosu. [40]
Nekteré bakterie s monomerni tak zapojuji W protein, ktery stejné€ jako PufX umoziuje

pterusit monomerni cyklus LH1.

Dalsimi bakteriemi tvofici monomerni LH1 jsou naptiklad R. rubrum nebo R.
palustris, ktery nema monomer uzavieny. Porovnani s jejich ¢asy prenosu také poukazuje na

niz8i Gcinnost téchto systémil.
5 Zavér

Nasim cilem bylo zjistit vliv dimerizace na dynamiku pfenosu. Byly zméteny systémy
RC-LH1-PufX a RC-LH1. Data byla dale zpracovana a vyhodnocena. Casova konstanta
rychlosti pfenosu pro prvni systém je 21 ps, coZ znamena, ze druhy systém s 33 ps je méné
efektivnéj$i ohledné prenosu energie z LHI1 do RC. Dale naméiena EADS nejsou plné
uspokojiva pro vyhodnoceni celkové dynamiky pfenosu LH1-RC, proto by bylo vhodné
provést nové meéfeni a zvazit i méteni ve VIS pro dopliiyjici informace o chovani danych

stava.
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