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Annotation

The main topic of this PhD thesis is a study of self-agregation mechanism of
Bacteriochlorophyll ¢ (Bchl c) isolated from green sulphur bacteria Chlorobium tepidum
by means of an absorption spectroscopy, florescence spectroscopy and X-ray
spectroscopy. This special photosynthetic organism contains unique system of light-
harvesting antennae called chlorosomes, that are built up mainly from self-assembled
aggregates of Bchl c. In this work we have studied an effect of size of a side esterifying
alcohol on the self-assembly of these pigments. We have also studied the effect of the
environment polarity on the self-assembly process. For these studies we have developed
a method for preparation of the modified Bchl ¢ with different length of the side
esterifying alcohol chain (from met-Bchl ¢ to dodecyl-Bchl c¢) by means of chemical
modification (trans-esterification). The results show that the driving force of the self-
assembly is determined by hydrophobic interactions in polar environments (water
solutions) and hydrophilic interaction in the non-polar environments (organic solvents).
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1. Uvod

Fosilne paliva nie st nevyCerpatelnym zdrojom energie. Napriek tomu,
ze dochadza k d’alSim objavom novych nédlezisk, je nutné sa uz v
dnesnej dobe zamyslat’ a hl'adat’ ndhradu za tento zdroj energie. Pocet
obyvatel'ov na zemi rastie, spolu s tym dochadza i k rozvoju ekonomik
populaéne najviac sa rozvijajucich §tatov (ako je napr. Cina alebo
India). Tento rozvoj je sprevadzany i vyrazne sa zvysujucou potrebou
energie. Existuje niekol’ko moznych alternativ ako nahradit’ fosilne
paliva. Takou alternativou moze byt jadrova energia alebo energia z
obnovitelnych zdrojov. Obnovitelné zdroje by mali byt bezpecné,
stabilné, relativne lacné, Cisté a Siroko dostupné. Energia slnecného
ziarenia je vynikajucim kandidatom, avSak sucasné technoldgie nie st
dostato¢ne efektivne ani €¢inné a problémom je aj uchovéavanie takto
ziskanej energie na dlhSiu dobu.

V prirode vSak existuje spdsob ako energiu slne¢né¢ho Ziarenia
spracovat’ a vyuzit. Tomuto procesu hovorime fotosyntéza a vd’aka ne;j
existuje zivot na naSej planéte v podobe, ako ho dnes pozname. Slovo
fotosyntéza pochadza z gréctiny a doslova znamena vystavba svetlom.
Je jednym z najddlezitejSich procesov prebiehajicich na Zemi uz
priblizne 3,5 miliardy rokov.

V priebehu tohto procesu dochddza k pohlteniu energie slnec¢ného
Ziarenia, k jeho prenosu a naslednému zabudovaniu do energeticky
bohatych chemickych zlu€enin. Fotosyntézy st schopné len tzv.
fototrofné organizmy. Mo6zu to byt nielen eukaryotické rastliny a riasy,
ale aj prokaryotické sinice a fotosyntetické baktérie. Procesy
fotosyntézy mdzeme delit’ podla roznych kritérii, napr. na oxygénnu
(Stiepi vodu a produkuje molekuldrny kyslik) a anoxygénnu (ako zdroj
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elektronov nepouziva vodu), aerébnu (prebieha za pristupu vzduchu) a
anaerobnu (je inhibovana pritomnostou kyslika) a podobne. Napriek
tomu, ze medzi fotosyntetickymi organizmami existuji vyrazné
rozdiely, princip fotosyntetickej premeny energie je u vsSetkych
organizmov podobny. V zéisade ide o svetlom pohéanany vznik
gradientu protonov na biologickej membrane, u niektorych typov
fotosyntézy je zdaroven sprevadzany redukciou redukénych
ekvivalentov. Protonovy gradient je nasledne vyuzity k tvorbe
vysokoenergetickych vizieb v molekulach ATP a tie st d’alej spolu s
redukénymi ekvivalentami spotrebované pri tvorbe redukovanych
organickych zlu¢enin.

Cely proces premeny energie vo fotosyntéze je mozné rozdelit' do
niekol’kych krokov a to: 1. absorpcia Ziarenia a prenos energie v
anténovych komplexoch, 2. primarne rozdelenie naboja a transport
elektronov v reakénych centrach a d’alej v elektronovom transportnom
retazci, 3. syntéza a transport stabilnych vysoko energetickych
produktov, 4. tvorba redukovanych uhlikovych zlucenin.

Primarne fotosyntetické deje sa odohravajii v pigment-proteinovych
komplexoch na fotosyntetickej membrane. Energia slne¢ného Ziarenia
je pohltena pigmentami svetlozbernych antén a vo forme excitacnej
energie prenasand dalej do reakénych centier, kde dochadza k
rozdeleniu naboja. Vysledkom je vytvorenie oxida¢no-redukéného
paru, oxidovanej formy chlorofylu a redukovaného elektronového
akceptoru. Elektrony su potom dalej prenasané po oxidacno-
redukénom potenciali v elektrébnovom transportnom retazci. Tok
elektrébnov cez membranu je sprevadzany vznikom koncentra¢ného
gradientu protonov na membrane, ktory pohana ATP-syntazu.

Pri oxygénnej fotosyntéze su kone€nymi produktmi fotosyntetickych

membranovych procesov redukovany

8



nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) a  adenozintrifosfat
(ATP). Tieto latky su dalej vyuzité pri fixacii CO, a biosyntéze
sacharidov v Kalvin-Bensonovom cykle.

Reakéné centra su komplexy proteinov s naviazanymi pigmentmi, na
ktorych dochadza k separécii ndboja a transportu elektrénov. Vysoka
ucinnost’ tychto procesov je zabezpefend optimalnym priestorovym
usporiadanim molekal tvoriacich tento pigmentovo-proteinovy
komplex. Podl'a typu kone¢nych akceptorov elektronov rozlisujeme

dva typy reakénych centier:

e 7zelezo-sirny typ (RCI) — kone¢nym akceptorom je Fe-S komplex,
nachadza sa v zelenych sirnych bakteriach, heliobakteriach a vo
fotosystéme I (PSI) oxygénnej fotosyntézy,

o feofytin-chinénovy typ (RCI) — konecnym akceptorom je
molekula chinénu, nachddza sa v purpurovych bakteriach,
zelenych vldknitych baktéridch a vo fotosystéme II (PSII) )
oxygénnej fotosyntézy.

RCI dosahujt nizsie hodnoty redoxnych potencialov ako RCII, a preto
mozu redukovat’ feredoxin a potom aj NADP®. Organizmy schopné
oxygénnej fotosyntézy, teda rastliny, riasy a sinice, obsahuji vo
fotosyntetickej membrane obidva typy reakénych centier v
pigmentovo-proteinovych komplexoch fotosystémov I a II. To im
umoziuje prekonat velky rozdiel v redoxnom potenciali medzi
redoxnymi parmi H,0/O, a NADP" / NADPH + H’, a ziskavat tak
elektrony Stiepenim molekul vody. Oxygénna fotosyntéza vyuziva dva
dolezité substraty, vodu a oxid uhlicity. Pri Stiepeni vody sa do
atmosféry uvolfiuje plynny kyslik a ako produkt fotosyntézy vznikaju
sacharidy, zivotne ddlezité pre ostatné heterotrofné organizmy, vratane
9



Cloveka. Organické zluceniny sluzia heterotrofnym organizmom ako
potrava, kyslik vyuzivaju pri dychani.

Jednoduchsia forma anoxygénnej fotosyntézy prebiecha u vacsSiny
ostatnych fotosyntetickych baktérii. Membrany organizmov s
anoxygénnou fotosyntézou obsahuju vzdy len jeden druh reakénych
centier. Elektronovy transport potom moze byt bud’ i) linearny, kedy
donorom elektronov moézu byt rézne organické alebo anorganické
latky, napr. sirovodik, alebo ii) cyklicky, kedy dochadza k transportu

elektronov v cykle a elektrony vstupuju spat’ do reakéného centra.

ADP + Pi —>ATP + H,O

Carbon fixing 1
reactions A
s S
A i1 " :
O S G — NADPH NADP™ © O\

i

PS 11 ) Cyt b(/(;i)>PS[nn ATP synthase wy)

Obr. 1. Detailny model Z-schémy, vratane Strukturalnych informacii o organizacii
proteinovych komplexov zcastiujlcich sa na transporte elektrénov (e-) a protonov
(H +) v tylakoidnej membrane zelenych rastlin (eukaryota). Model je zalozeny na
sirokej Skale znamej literatury, napr. Guskova a kol., (2009, PSII), Stroebel a kol.,
(2003; CYT B6F), Jordan a kol., (2001, PSI). Amunts a kol., (2007, LHCI-PSI).
Obrazok je vol'ne k dispozicii na
http://www.queenmaryphotosynthesis.org/nield/ps3mages/oxygenicphotosynthmodel
.html autorom je Jon Nield, Queen Mary, University of London, UK; November
2011
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2. Fotosynteticky aparat v oxygénnej fotosyntéze

U mnohych fotosyntetickych organizmov sa vyvinul zlozity
fotosynteticky aparat, ktory je uloZzeny do vysoko organizovanych
membranovych Struktar - tylakoidov. Sinice maju  tylakoidnu
membranu po obvode bunky. Riasy a vysSie rastliny maju tylakoidy
organizované¢ do chloroplastov. Chloroplast je organela v  tvare
splosteného valca, ktory ma v priemere okolo 5-10 pm (Mustardy a
Garab 2003). Chloroplasty st naplnené vodnym matrixom nazyvanym
stroma. V flom je zloZity systém tylakoidnych membran, ktoré su
organizované do stromalnych lamiel lebo vrstvenych gran. Grana su
valcovitého tvaru zlozené z 10-20 vrstiev, ktoré su vzajomne prepojené
s volnymi cCastami stromalnych lamiel. Tylakoidni membranu
oxygénnej fotosyntézy tvori dvojitd vrstva amfipatickych lipidov, v
ktorej su zabudované fotosyntetické pigmentovo-proteinové komplexy.
Hlavné proteinové komplexy vo fotosyntetickom elektronovom
transportnom retazci st fotosystém II (PSII), cytochrom (cyt) be/f
komplex, fotosystém I (PSI) a ATP syntaza.

Fotosystémy su zlozené z vonkajsich antén (LHC1 a LHC2) a jadra,
ktoré obsahuje reakéné centrum (RCI a RCII) a vnttornt anténu. Tieto
dva fotosystémy st priestorovo separované. Va¢sina PSII-RCII a ich
hlavny svetlozberny komplex LHCII, sa nachadzaji v granach. PSI-
RCI a jeho LHCI sa nachadzaju prevazne v stromalnych lamelach a
Ciastone aj v granach. ATP syntdza je umiestnend v stromalnych
lamelach a cyt be/f komplex sa mdze vyskytovat' v oboch castiach
membran. (Andersson a Anderson 1980, Dekker a Boekema 2005).
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Obr. 2. Model struktiry chloroplastu (model pripravil Ph.D. Gabor Steinbach)

2.1.Struktira hlavnych proteinovych komplexov
fotosyntetického aparatu.

2.1.1. Struktdra PSII

PSII a PSI sa skladajii zo zloZitého systému svetlozbernych antén a
reakéného centra (RC). Svetlozberné komplexy obsahuji stovky
molekul pigmentov, hlavne chlorofyl a, b a karotenoidy. Anténovy
systém sa sklada z vnatornych antén, ktoré sa nachadzaju v blizkosti
RC a vonkajSich, vd¢s$inou mobilnych, periférnych antén. Vnutorna
anténa pre PSII mé dve podjednotky, CP43 (PsbC) a CP47 (PsbB).
Periférny anténovy systém, LHCII, pozostdva z niekol’kych
podjednotiek (Jansson 1994, Dekker a Boekema 2005). Reakéné
centrum PSII-RCII je heterodimér, tvoria ho dva proteiny, D1 (PsbA) a
D2 (PsbD), na ktoré je naviazanych 6 molekul chlorofylu a, 2
molekuly feofytinu, 2 molekuly beta-karoténu, 2 chinony, hem a atom

7zeleza. Styri molekuly chlorofylu st umiestnené v strede na D1 a D2
12



podjednotkach a tvoria tzv. multimér. Podl’a vlnovej dizky 680 nm, pri
ktorej ma PSII-RC absorbcné maximum, ho oznacujeme P680 (PS II).
V minulosti sa predpokladalo, ze primarnym donorom elektronov v
PSII-RC je dimér chlorofylu, ale podl'a si¢asnych predstav je donorom
prave multimérne usporiadanie chlorofylov v PSII-RC (Durrant 1995).
V PSII dochadza pdsobenim excitacnej energie svetelného ziarenia k
rozdeleniu naboja a oxidécii primarneho donora (P680). Na DI
podjednotke nachadzame feofytin (Pheo), chl a, [-karotén, a
sekundérny chinon QB. Primarny chinén QA, chl a, B-karotén a druhy
feofytin st na D2 podjednotke. Medzi QA a QB je atém nehémového
zeleza. V procese transportu elektronov sa v PSII zapdja aj tyrozinovy
zvySok Tyrz (Yz) nachadzajuci sa na D1 podjednotke a kyslik
vyvijajuci komplex (OEC, niekedy nazyvany aj komplex oxidujuci
vodu, t.j. WOC). Na podjednotke D2 sa taktiez nachadza tyrozinovy
zvy$ok, Tyrp (Yp), no tento sa za fyziologickych podmienok na
transporte elekronov nezucastiuje. WOC komplex tvori zoskupenie
Styroch atomov manginu a jedného atomu vépnika (manganovy
klaster), ktoré st viazané najmé na D1 a tri vonkajSie proteiny, ktoré
chrania a zvySuju G¢innost’ manganového klastru. Ostatné komponenty
v PSII RCII st cytochrom cyt bssg tvoreny dvomi podjednotkami
proteinu PsbE a PsbF s jednym hémom, a niekol’ko malych
proteinovych podjednotiek PsbH-PsbY. V poslednych niekolkych
rokoch bol vykrystalizovany komplex PSII RCII. Jeho trojrozmerna
Struktra bola stanovend mnajprv v  termofilnych siniciach
Thermosynechococcus elongatus a T. vulcanus s rozlisenim 3,8 A
(Zouni a kol. 2001) a postupne upresiiovand réznymi skupinami
(Kamiya a Shen 2003, Ferreira a kol. 2004) az k sucasnému rozliSeniu
1,9 A (Umena a kol. 2011)
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Obr. 3. Struktira PSII. Boény pohlad na dimér PSII v tylakoidnej membrane. St
zobrazované proteiny reakéného centra, podjednotka D1 (ZItad) a D2 (oranZova),
antény podjednotick CP43 (fialova) a CP47 (Cervend), o a B retazce cytochromu b-
559 (zelend a azurovd), a nizkomolekularne podjednotky (sivd), vonkajSie
podjednotky kyslik vyvijajuceho komplexu PsbO (zelend), PsbU (ruzova), a PsbV
(modrd) a kofaktory chlorofylu (zelena), feofytin (zIta), karotenoid (Cervena), heme
(modra), chinény (tmavo fialova), lipidy (Gierna). Mn (Gervend), a Ca®" (ZItd)
kationy su zobrazené ako gule. Zdroj obrazku
http://www.sciencemag.org/site/feature/data/prizes/ge/2006/Ioll_figure.gif

2.1.2. Struktira PSI

Jadro PSI pozostava priblizne z 10 az 12 proteinov. Podobne ako v
PSIl je PSI-RCI tiez heterodimér, tvoreny z dvoch podjednotiek
proteinov PsaA a PsaB. Primarny donor elektrénov, P700 (Specialny
Chl pér), sa nachadza medzi tymito dvoma podjednotkami. Primarnym
akceptorom elektronu je molekula chlorofylu a, Ao. Naslednymi
prijemcami elektronu su A; (fylochindn), tri [4Fe-4S] centrd (Fx, Fg,
Fa), feredoxin (Fd) a NADP®. Na podjednotku PsaA st naviazané Ao,
14



A1 a Fx, na PsaD sa viaze feredoxin a Fa a Fg centra sa viazu na PsaC,
¢ize vonkajSiu podjednotku PSI. Dosial bola uréend krystalova
struktara PSI zo sinice Synechococcus elongatus s rozlisenim 2,5 A
(Jordén a kol. 2001, Grotjohann a kol. 2004) a z vysSich rastlin (hrach)
s rozlisenim 4,4 A (Ben-Shem a kol. 2003,Fromme a kol. 2006).

2.1.3. Struktira cytochrému bg/f komplex

Cytochrom be/f komplex je integralny membranovy proteinovy
komplex. Cyt bg/f obsahuje tri malé a Styri vel'ké podjednotky: cyt bg
(24 kDa), cyt f (31kDa), Rieskeho Fe-S protein (19 kDa) a
podjednotku IV (17 kDa). Cytochrom bg obsahuje dve molekuly hému.
Krystalova struktura cyt bg/f komplexu bola stanovena z termofilnej
sinice Mastigocladus laminosus s rozlienim 3 A (Kurisu a kol. 2003),
a zelenej riasy Chlamydomonas reinhardtii(Stroebel a kol. 2003).

2.1.4. Struktira ATP syntazy

Komplex ATP syntazy sa sklad4 z dvoch hlavnych podjednotiek, CF a
CF;. Podjednotka CFg je zahrnuta do fotosyntetickej membrany a tvori
proténovy kandl cez membranu. CF; podjednotka je pripojena k horne;j
membranové Casti CFp na stromalnej strane membrany. CF; sa sklada z
niekol’kych rdéznych bielkovinovych podjednotiek, ktoré obsahuju
katalytické miesta pre syntézu ATP. Struktira ATPAazy z mitochondrie
hovidzieho srdca bola stanovena Abrahamsonom a jeho skupinou v
roku 1994.
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2.1.5. Svetlom indukovany elektrénovy transportny ret’azec

Prvym krokom pri premene svetelnej energie na chemicku je absorpcia
foténov svetlozbernym komplexom antén. Tento proces prebiecha
vel'mi rychlo, rddovo trva femtosekundy. Zachytena excitacna energia
je dalej vyuzitd v jednotlivych fotosystémoch. V PSII dochadza
pdsobenim excitacnej energie svetelného ziarenia k rozdeleniu naboja
v RCII a k oxidécii chlorofylu teda primarneho donora (P680). To sa
deje tak, ze z excitované¢ho primarneho donora P680* putuje elektron
na feofytin (Pheo), ktory sa tymto redukuje (Pheo’). P680" postupne
extrahuje Styri elektréony z dvoch molekil vody. Oxidovany P680" je
redukovany elektronom z tyrozinu Tyrz, ktory je nasledne redukovany
elektronom dodanym manganovym klastrom. Tento proces trva
priblizne 200-800 ps. Vysledkom je uvolnenie molekuly kyslika a
Styroch protonov do lumenu. (Hankamer 1997, Blankenship 2002)
Kone¢nym donorom elektronov je teda molekula vody. Elektron z
Pheo™ prejde na pevne viazany chindon Qa a odtial’ prechadza na vol'ne
viazany chinon Qg. Ked’ Qg ziska dva elektrony od Qa v dvoch po
sebe iducich separaciach, si k nim pridané dva protony zo stromy
chloroplastov. Redukovany Qg potom opusta svoje miesto a je
nahradeny novym plastochinonom. Redukovany plastochinon PQH?2
transportuje elektrony na cyt b6/f komplex (Barber 1998, Zouni 2001,
Ferreira 2004). PQH2 je najprv oxidovany na semichinon, jeho
elektréon je preneseny na Rieskeho Fe-S klaster, ktory je vzapiti
oxidovany cytochromom cyt f. Re-oxidacia PQH2 je najpomalsi krok
v elektron transportnom retazci, ale dochadza k uvolneniu dvoch
elektréonov a dvoch protonov do lumenu tylakoidu. Na redukcii
semichinénu sa podielaju dva b-hémy a jeden c-hém z komplexu b6/f
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(Kurisu 2003). Tieto hémy pracuju v takzvanom Q cykle podobnom
cytochromu bc; a poskytuju d’alSie translokacie protonov do lumenu.

Podl’a teorie Q-cyklu (Hope 2000, Crofts 2004, Allen 2004, Osyczka a
kol. 2005), iba jeden z dvoch elektronov, ktoré moze darovat’ PQH2
odchadza do Rieske Fe-S proteinu vzhl'adom k tomu, Ze ten druhy je
prevedeny na cyt b6 hém s nizkym a potom s vysokym potencidlom.
Takto Q-cyklus zvysuje pocet protonov, ktoré uvolni do lumenu za
prenesené elektrony. K transportu elektronu z cytochromu f k
plastocyaninu PC dochéadza za 50-100 ps a PC odovzda elektrony PS I
za 20-200 ps. Absorbovana excitacné energia chlorofylmi RC PS I ma
za nasledok separaciu naboja a vznik oxidovaného chlorofylu P700%, a
redukovaného chlorofylu, ktory oznatujeme Ay (rddovo v
pikosekundach). Elektron z plastocyaninu (alebo z cytochromu cg)
redukuje P700". Z Ay je elektron premiestneny na fylochinén a potom
je po niekol’kych redoxnych reakciach na troch [4Fe-4S] centrach Fy,
Fg, Fa nakoniec odovzdany feredoxinu Fd. Prechod elektrénu z Ag na
A; trva 40-200 ps, v [4Fe-4S] centrach 15-500 ns, a prechod na Fd
priblizne 0,5-20 ps. (Blankenship 2002, Chitnis 1996). Fd redukuje
NADP" na NADPH v reakcii, ktorti katalyzuje enzym feredoxin
NADP" reduktiza (Jordan 2001, Ben-Shem 2003). PSI je schopny
pracovat aj nezavisle na PSII. Nasledkom tohto elektronového
transportu je vznik elektrochemického potencidlu na membréne.
Pozitivny naboj sa koncentruje v lumene. Proténovy gradient
vytvoreny cez membranu, poskytuje energiu pre pohon ATP syntazy.
V tomto procese protony prechadzaji cez podjednotku CFy a CF; ATP
syntazy z lumenu do stromy tylakoidu a vysledkom je syntéza ATP.
Konvertovand soldrna energia sa tak uklada vo forme NADPH a ATP,
ktoré poskytuji energiu pre asimilaciu CO2. (Avenson a kol. 2005).
Atmosfericka asimilacia CO, (Kalvin-Benson cyklus) sa odohrava v
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strome a zahfna sériu enzymatickych reakcii. Jeden z najddlezitejSich
krokov v Kalvin-Bensonovom cykle je Kkatalyzovany enzymom
RuBisCo (ribuldza-1,5-bisfosfat-karboxylaza/oxygenaza), ktory je
povazovany za najrozsirenejsi a najdolezitejsi protein na Zemi (Portis a
kol. 2007).

2.2. Svetlozberné komplexy oxygénnej fotosyntézy

Antény su zlozit¢ komplexy, ktoré zvySuju efektivnost’ fotosyntézy.
Struktirna variabilita svetlozbernych komplexov roznych organizmov
odraza rdznorodost’ rieSenia toho istého problému, t.j. ako ziskat’ co
najefektivnej$ie maximum energie s vyuZitim réznych vlnovych dizok
svetla a v Sirokom rozsahu intenzit. Antény mozu byt povazované za
energetické cesty, v ktorych su pigmenty priestorovo a hierarchicky
usporiadané tak, aby absorbovana energia bola dopravena do RC.
Pigmenty na okrajoch komplexov absorbuju Ziarenie kratSich vinovych
dizok, ktoré mé viak vyssiu energiu. Prenaaji excitaéni energiu na
pigmenty s niZ$ou energiou absorbujtice pri dlh§ich vinovych dizkach.
Roéznorodost’ svetlozbernych komplexov sa odvodzuje od ich
proteinovych Struktur ako aj ich pridruZenych pigmentov. Pigmenty
svetlozbernych antén modzeme rozdelit’ do troch skupin: 1) chlorofyly
(Chl) a bakteriochlorofyly (Bchl), 2) fykobiliny, a 3) karotenoidy
(Green a Parsons 2003).

2.2.1. Pigmenty chlorofyly, karotenoidy a ich vSeobecné
charakteristiky

Chlorofyly st z chemickej stranky cyklické tetrapyroly a zaradujeme
ich medzi porfyriny. Obsahuju aj piaty izocyklicky kruh a v centre
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tetropyrolu viazu katién hor¢ika (Mg?"). Okrem toho je na nich
naviazany rozne dlhy postranny uhlovodikovy retazec, napriklad v
pripade chlorofylov a a b je to fytol. Chlorofyly su viac-menej
planarne molekuly s dlhym konjugovanym m-elektronovym systémom
pozdiz kruhu, ktory mé za nasledok pomerne silnti absorpciu v blizkej
ultrafialovej (UV) a viditelnej oblasti. Jednotlivé chlorofyly sa od seba
lisia prevazne roéznymi substituentami na tetrapyrolovom centre.
Napriklad, chlorofyl b sa od chlorofylu a li§i len substiticiou
metylovej skupiny za skupinu aldehydovi na atome uhlika C3. I
napriek nepatrnému rozdielu v ich Struktire absorpcné spektra Chl a a
Chl b (rozpusteny v organickom rozptstadle) vykazuju pozoruhodné
rozdiely. Chl a ma silné absorpéné maximum pri kratsej vinovej dizke
v modrej oblasti ~ 435 nm, (Soret) a d’alSie dve maxima v Cervenej
oblasti ~ 620 nm a Qx ~ 670 nm Qy, zatial ¢o Chl b absorbuje v
zelenomodrej oblasti ~ 465 nm a v ¢ervenej oblasti pri ~ 600 nm Qx ~
650 nm Qy (Green a Parsons 2003). Absorbéné maximé vsSak taktiez
ovplyviiyje vézba chlorofylov na proteiny. Takato interakcia je vyuzita
fotosystémami a svetlozbernymi komplexami k nastaveniu spravnej
absorpénej dizky pre optimalne fungovanie fotosyntetického aparatu.
Karotenoidy rozsiruju Skalu fotosynteticky aktivneho Ziarenia. Su to
tetraterpény a ich molekuly su najCastejSie tvorené az 40 uhlikovymi
atomami. Zakladnou stavebnou jednotkou karotenoidov je molekula
izoprénu. Karotenoidy, na ktorych je viazany kyslik, nazyvame
xantofyly. Ich absorpéné vlastnosti uzko suvisia a menia sa podla
dizky konjugovanych dvojitych vizieb pozdiz retazca (Frank a kol.
1994). Absorpéné spektrum ma tri charakteristické maxima v oblasti
medzi 420~ 500 nm a ich poloha zavisi od pouzitého rozpustadla.
Karotenoidy maju doleziti tlohu ako svetlozberné pigmenty a tiez aj
pri ochrane a stabilizacii Struktary komplexov.
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Obr. 4. Chemicka Struktara chlorofylov a karotenoidov.

2.2.2. Svetlozberna anténa LHC 11

20

Zeaxanthin

LHC 1II je jednym z najcastejSich pigmentovo-proteinovych komplexov
v biosfére. Nachadza sa v chloroplastoch vysSich rastlin a zelenych
rias. Je to komplex transmembranovych hydrofébnych proteinov o
hmotnosti 25-27 kDa. Tieto proteiny patri do génovej rodiny LHCb,
rovnako ako niektoré d’alSie drobné antény ako CP26 (Lhcb5), CP29
(Lhcb4) alebo CP24 (Lhcb3) (Jansson, 1994). KonkrétnejSie, termin
'LHCII' zvyc€ajne predstavuje zmes produktov Lhcbl a Lheb2 génov
(Jansson a Gustaffson, 1990). LHCII ukazuje v 2D krystaloch 3-
nasobnu symetriu a je tiez pravdepodobné, ze trimér je zékladnou
jednotkou LHCII in vivo (Butler a Kiihlbrandt, 1988, Kiihlbrandt,



1994), kedy tvoria velké objemné agregaty (Garab a kol., 1988;
Barzda a kol., 1994). Krystadlovd Struktara LHCII triméru bola
vyrieSend s rozligenim 3,4 A (Kiithlbrandt 1994) a 2,72 A zo $penatu (
Liu a kol 2004). Z udajov vyplynulo, ze monomér LHCII sa sklada z
troch a-Spiral prestupujucich cez membranu, pricom dve z nich su
umiestnené¢ symetricky v naklonenej polohe. Taktiez sa podarilo
identifikovat’ 12 molekul chlorofylov (7 molekil Chla a 5 molekul
Chlb) a dva luteiny (Lut), (obr. 5).

Obr. 5. Strukturny model LHCII stanoveny Luim a spol. (Nature 428, 287-292,
2004). A) Trimer, pohlad zhora, B) pohlad zo strany na monomér podjednotky.
Chlorofyl a (zelend), chlorofyl b (modra), Xantofyly (z1ta).

Vysledky ukazuju, Ze chlorofyly st usporiadané do dvoch vrstiev,
paralelne k rovine membrany a su orientované Kratke vzdialenosti
medzi pigmentami v rozmedzi od 4 do 5 A, umoziuju rychly prenos
excitacnej energie. tetrapyrolovym kruhom kolmo k rovine membrany.
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2.2.3. Svetlozberna anténa LHC I

Molekularna $truktara PSI-LHCI komplexu z hrachu (Pisum sativum)
bola vyriesena s rozlisenim 4,4 A (Ben Shem 2003). Zaklad antény
tvoria Styri rovnomerne rozlozené LHCI proteiny. Tie moézu byt
tvorené Styrmi génovymi produktami Lhcl (molekulovd hmotnost’
22 kDa), Lhc2 (23 kDa), Lhc3 (25 kDa) a Lhc4 (22 kDa). Lhca
proteiny sa dajt rozdelit’ do dvoch parov vzhl'adom na ich vlastnosti a
pigmentové zlozenie. Prvii skupinu tvoria Lhcal a Lhca3, ktoré maju
vysoku afinitu k Chl a, ¢o sa odraza v ich Chl a/b pomere 4.0 / 5.9
(Croce 1998, Castelletti 2003). Skupina Lhcal a Lhca3 viaze po 3
molekuly kartenoidov hlavne lutein a violaxanthin. Druha skupina,
Lhca2 a Lhca4, ma pomer Chl a/b nizsi. iba 1.9 / 2.4, (Castelletti
2003), a viazu iba po dve molekuly karotenoidov, ktorymi si opat
lutein a violaxantin.

Komplexy LHC I maji osobitni emisiu pochadzajucu z Chla molekul
absorbujucich pri vinovych dizkach nad 700 nm. Tato dlhovinna
fluorescencia je vo vacSej ¢i menSej miere charakteristickd pre vSetky
Lhca 1 - 4 komplexy a je spOsobend interakciou medzi dvomi
excitovanymi molekulami chlorofylu. Jednym z tychto chlorofylov je
vo vSetkych pripadoch chlorofyl AS. (Gobets 2001, Melkozernov
2005, Jensen 2007, Morosinotto 2003)

LHC 1 viaZze iba asi 5-10 % pigmentov z celkového mnozstva
nachadzajiceho sa v tylakoidnej membrane kym LHC II az 40-50%.
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2.2.4. Fykobilizomy

Fykobilizomy st polkruhovité alebo vejarovité pigmentovo-proteinové
svetlozberné komplexy nachadzajice sa na stromalnom povrchu
tylakoidnych membran sinic a ¢ervenych rias.

Ich molekulova hmotnost’ je az 5-10 000 kDa a velkost’ sa pohybuje
medzi 30-40 nm. Fykobiliproteiny st zakladnymi stavebnymi
jednotkami tychto antén a su rozpustné vo vode. Je to jedina anténa,
ktord viaze biliny, linearne tetrapyroly. NajcastejSie ma dva hlavné
konstrukéné prvky a to spodné gul'ovité jadro (2-3) a vrchné tyce (6),
(obr. 6). Jadro a tyCe su d’alej Struktirované do tercikov s priemerom
11 nm a so strednym otvorom s priemerom 3 nm. Terciky st zlozené z
trimérov a hexamérov zakladnych dimérov, ktoré su zlozené z a a
podjednotiek. Prenos excitidcie je smerovany cez ty¢e poradim
fikobilinovych pigmentov od fykoerytrinu (Cerveny), cez fykocyanin
(modry), do jadra viaZuceho alofykocyanin (modro-zeleny), teda od
pigmentov s maximalnou absorpciou pri kratiej vinovej dizke k
pigmentom s dlhsou vlnovou dizkou (E. Gantt, 1973). Absorbujii vo
viditel'nej oblasti svetla medzi 450-665 nm teda medzi modrou a
Cervenou oblastou, v ktorej chlorofyly neabsorbuju. VonkajSie
podmienky, ako dostupnost’ zivin, teplota, koncentracia soli a pH,
maji zasadny vplyv na tieto antény (Grossmann 2003, Green a
Parsons 2003).
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Obr. 6.Schématicky model fykobilizomu.

3.Fotosynteticky aparat v  anoxygénnej
fotosyntéze

Medzi organizmy s anoxygénnou fotosyntézou zarad’ujeme purpurové
baktérie (Gammaproteobacteria), zelené sirne baktérie, zelené nesirne
(vléknité) baktérie a heliobaktérie.

3.1. Purpurové baktérie

Purpurové baktérie si organizmy zijice v anaerdbnych vrstvach
rybnikov, jazier a vodnych tokov (Pfennig 1978). Fotosynteticky
aparat purpurovych baktérii bol predmetom intenzivneho Stiidia a preto
je jednym z najlepSie charakterizovanych fotosyntetickych systémov
fototrofnych organizmov. V principe sa skladd z dvoch typov

pigmentovo-proteinovych komplexov, a to z RC a svetlozbernych
24



antén - LH (Kaplan a Arntzen 1982, Zuber a Brunisholz 1991, Stoll
1936, Smith 1938, Reed a Clayton 1968, Thornber a kol. 1983, Zuber
1986, Scheer 1988, Zuber a Cogdell 1995).

U Dbaktérii sa vyvinula vyrazna energetickd hierarchia vo
svetlozbernom systéme. Purpurové baktérie absorbuji svetlo v
spektralnej oblasti komplementdrnej k rastlindim a riasam, najmi v
oblasti vlnovych dizok priblizne 500 nm, pomocou karotenoidov a nad
800 nm pomocou BChl. Svetlozberny komplex sa skladd z viacerych
LH komplexov s réznymi spektralnymi vlastnostami, velkostou a
umiestnenim. Va¢sina purpurovych baktérii, obsahuje dva typy LH,
bezne oznacované ako B875 (LHI) a B800-850 (LH-II) komplexy v
zavislosti na ich in vivo absorpénych maximach (Thornber a kol. 1983;
Zuber a Brunisholz 1991, Hawthornthwaite a Cogdell 1991). V blizke;j
infraervenej oblasti ma LH-II dva silné absorp¢né pasy, a to pri 800 a
850 nm, kym RC-LHI m4 jeden silny absorpény pés pri 875 nm. LH-I
sa nachadza priamo v okoli RC (Miller 1982, Walz a Ghosh 1997),
zatial' ¢o LH-II, nie je v priamom kontakte s RC, ale poméha pri
prenose energie cez LH-1 (Monger a Parson 1977, Sundstrom a van
Grondelle 1991, van Grondelle a kol. 1994). U niektorych
protobaktérii, napriklad rodu Rhodopseudomonas (Rps.) a rodu
Rhodospirillum (Rs.) molischianum (Germeroth a kol. 1993), existuje
aj treti typ antén, LH-III. Pocet LH-1Is a LH-III sa 1i$i v zavislosti od
podmienok rastu, ako je intenzita svetla a teploty (Aagaard a Sistrom
1972). U dalsich organizmov ako napr. Rhodopseudomonas palustris
bol najdeny aj svetlozberny komplex LH-1V (Roszak a kol. 2003).
Fotosynteticky aparat anoxygénnych fototrofnych baktérii sa
sustred'uje do ,,vchlipenin® plazmatickej membrany, ktoré maji
podobu vackov alebo trubic. Vyznamny pokrok v Studiu fotosyntézy
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nastal po stanoveni trojrozmernej Struktury reakénych centier

purpurovych baktérii s rozliSenim 3A (Arnoux 1995).
3.1.1. Reakéné centra

Bakteridlne reakéné centra RC pozostavaju z troch bielkovinovych
podjednotiek H, M a L. Podjednotky L a M su tvorené 5 hydrofébnymi
zavitnicami, ktoré prechddzaji cez membrdnu. Medzi nimi s
naviazané fotosyntetické pigmenty: Styri molekuly bakteriochlorofylu
(BChl), dve molekuly bakteriofeofytinu (BPheo), dve molekuly
chindnov (Qa, Qg), 16n zZeleza a molekula karotenoidu. V RC Rp.
viridis je namiesto bakteriochlorofylu a (BChl a), BChl b (Deisenhofer
a kol. 1985). S vynimkou molekuly karotenoidu vykazuji kofaktory a
podjednotky L a M symetrické usporiadanie podl'a osi kolmej na
membranu. Kofaktory tvoria dve symetrické vetvy, pigmenty aktivnej
vetvy sl prevazne viazané na podjednotke M a pigmenty neaktivnej
vetvy na podjednotke L. Po excitacii dochddza k separécii naboja
medzi primarnym donorom $pecidlneho paru molekul BChl a, ktory sa
podla maxima absorpcie oznacuje ako P870 a medzi primarnym
akceptorom, molekulou BPheo. O molekule pomocného BChl a, ktora
sa nachddza medzi dimérom BChl a a aktivnym BPheo sa povodne
predpokladalo, Ze sprostredkovdva prenos elektronu na primarny
akceptor BPheo. Dnes sa predpoklada, Ze sa taktiez zulastiiuje na
separécii ndboja (Van Brederode a Van Grondelle 1999). Celkovy cas
separacie naboja v RC purpurovych baktériach je priblizne 3 ps. V
blizkosti molekuly BChl naviazaného na podjednotke L sa nachadza
molekula karotenoidu, ktora chrani reakéné centrum pred
fotooxidaciou a zhaSanim tripletnych stavov primarneho donora.

Sekundarnymi akceptormi elektronov su chindny; Qa sa viaze k
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podjednotke M a ubichinén Qg k podjednotke L. Medzi oboma
chindbnmi je koordinacne viazany i6n zeleza alebo manganu. Po
separacii naboja odchadza eclektron z BPheo na Qa za asi 200 ps.
Redukovany Qa odovzda za d’alSich asi 200 pus elektron Qg. P870 + je
redukovany cytochromom cyt b/cl za asi 200 ns, a v inych baktériach,
ktoré tito jednotku nemaju, je redukovany pohyblivym cytochromom
c2 za asi 20 ps. Rovnakym spdsobom doéjde k prenosu druhého
elektronu na Qg. Takto vzniknuty Qs prijme dva protony z vodnej
fazy pri cytoplazmatickom povrchu membrany a uvolni sa do
membrany. Dva protony a dva elektrony potom prenesie na cyt b/cl
komplex, ktory protoény vyluci do vodnej fazy pri periplazmatickom
povrchu membrany. Prenesené protény pretekaju po spade
koncentra¢ného gradientu cez membranu a pohanajia tak ATP-syntazu.
Vela purpurovych nesirnych baktérii ma na donorovej strane viazané
d’al$ie podjednotky, ktoré sprostredkovavaji prenos elektrénov z
mobilného cytochrému c, na oxidovany primarny donor. Struktiry
reakénych centier purpurovych baktérii poukazuju na to, Ze sa reakéné
centra roznych baktérii Strukturdlne zhoduju. VicSie rozdiely sa
objavuju iba v okoli chinénov Qg (Arnoux a Reiss-Husson, 1996).
Porovnanie sekvencii peptidovych retazcov bakteridlneho reakéného
centra a fotosystému II oxygénnej fotosyntézy ukazuje na vzajomnu
homologiu. Podjednotky D1 a D2 PSII-RC maju $trukttru v hlavnych
¢rtach identicku so Struktarou podjednotiek L a M bakteridlneho
reakéného centra. Spoloénym znakom PSII a bakteridlneho RC je aj
symetria medzi proteinovymi podjednotkami a kofaktormi (Michel a
Deisenhofer 1988, Allen a Williams 1998).
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3.1.2. Svetlozberné komplexy LH

Vsetky bakteridlne LH st konStruované podobnym spdsobom (Zuber
1985, Zuber a Brunisholz 1991). Zékladnou stavebnou jednotkou LH
je  heterodimér zlozeny z dvoch kratkych peptidov -
transmembranovych zavitnic - bezne oznacovanych ako apoproteiny o
a P. Tieto apoproteiny pri agregacii do heterodiméru nekovalentne
viazu BChl a karotenoidy. Na heterodimér sa naviaze jeden karotenoid
orientovany pozdiZznou osou priblizne kolmo k rovine membrany a tri
Chl, ktoré st orientované bud’ rovnobezne s membranou (emise 800
nm) alebo kolmo k nej (emise 850 nm). Niekol’ko heterodimérov sa
spaja do velkych oligomérov. Velkost komplexov LH I a LH II sa lisi
podl'a druhu baktérie. V réznych druhoch baktérii moze byt LH-11 ako
nonamér alebo oktamér. Napriklad u Rhodobacter (Rb.) sphaeroides
udaje ziskané pomocou elektronovej mikroskopie dokazuju, ze LH-I1I
je nonamér (Walz a kol. 1998) a u R. molischianum krystalova
Struktra LH-II pri rozlideni 2,4 A ukézala, Ze ide o oktamér (Koepke a
kol. 1996), (obr. 7). Hoci zobrazovanie vicSich proteinovych
komplexov pomocou elektronovej mikroskopie dosiahlo v poslednych
rokoch velky pokrok, dostupnd technika zatial neumoziuje ziskat
detailné udaje o Struktire tychto bielkovin. Z 2D kryStalov Rps.
rubrum boli pomocou elektronovej mikroskopie stanovené Struktary
RC-LHI a LH1 s rozli§enim iba 8,5 A (Karrasch a kol. 1995). Aj preto
je molekulové modelovanie cennym nastrojom na preklenutie tejto
medzery v Strukturdlnom rozliSeni (Schlick a kol. 1999, Hu a kol.
1998). Teoreticky model 3D Struktary z Rb. sphaeroides predstavuje
LHI1 ako hexadekamér zlozeny z hetorodimérov podobne ako LH Il
(Hu a Schulten 1998). Z analyzy Struktar LH vyplynuli dve vyznamné
charakteristické Crty tykajuce sa ich architektury: celkova orienticia
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pigmentov je usporiadana do tvaru kruhu ¢i prstencov v ramci
jednotlivych komplexov LH-1 a LH-Il so vzijomnym ko-planarnym
usporiadanim (B850-LH-Il a B875-LH-I) (Hu a kol. 1997; Hu a
Schulten 1998).

Obr. 7. Model svetlozbernych komplexov purpurovych baktérii (LH I a LH II) a
reakéného centra (RC). Zdroj obrazku : Theoretical Biology Group - University of
Ilinois at Urbana-Champaign
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3.2. Zelené baktérie

Zelené baktérie predstavuju rozsiahlu skupinu organizmov, ktord sa da
charakterizovat pritomnostou zvlaStnych svetlozbernych antén,
chlorozémov. V podstate je mozné rozdelit' zelené baktérie na dva
vel'ké kmene, 1) zelené sirne a ii) zelené nesirne baktérie. Zelené sirne
baktérie, Chlorobi - Chlorobacteriaceae — (Blankenship 1995) patria
medzi fotoautotrofné anaerdbne baktérie, ktoré sa vyznacuju
pritomnost'ou reakéného centra typu I, pribuzného k fotosystému I.
Zelené nesirne baktérie, ¢asto nazyvané aj zelené vlaknité baktérie,
Chloroflexi - Chloroflexaceae - st fototrofné baktérie schopné
heterotrofného vyvoja za pritomnosti kyslika. (Blankenship 1995,
Pierson a Castenhollz 1992, 1995) St chrakteristické pritomnost’ou
feofytin-chinénového typu reakéného centra Il, ktoré sa podoba na

fotosystém II.
3.2.1. Reakéné centrum zelenych sirnych baktérii

Zelené sirne baktérie maju zachovany pravdepodobne najstarsi Fe-S
typ reakéného centra RCI, ktoré sa Struktirne a funkéne podobd na
fotosystém I — PS 1. Zaujimavost'ou je, Ze tzv. core-komplex reakéného
centra sa skladd z homodiméru, teda z dvoch samostatnych identickych
podjednotiek, na rozdiel od ostatnych fotosystémov, u ktorych
nachddzame heterodiméry.

Celkovy pocet molekal pigmentov v tychto RC nie je presne
stanoveny, ale hodnoty sa pohybuju v rozpiti 25 az 40 (Blankenship
1995). Analytické merania ukazuju, ze RCI obsahuje 16 molekul
BChla a 4 molekuly chlorofylu s makrocyklom podobnym Chl a, ale s

odlisnym bo¢nym retazcom (Permentier a kol. 2000).
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Fotosyntetické reak¢né centrum obsahuje 3 [4Fe-4S] skupiny, ktoré
nazyvame Fy. Primarny akceptor Fx je 4Fe-4S centrum, ktorého dva
atomy Fe st naviazané na PSI-A a dva atdémy na PSI-B. Fao a Fg st
sekundarne akceptory, pracujuce sucasne a oba s viazané na protein
PSI-C.

Zdrojom elektronov je redukovana sira, ktora umoznuje reakciu PQ +
2H" + 2e" + PQH,. V PSI sa transport elektréonov zaéina excitaciou
P840. Elektrony su prenasané plastocyaninom k reakénému centru (typ
I). Tu dochadza, po excitacii svetlom, k separacii naboja a elektron,
ktory z reakéného centra prechddza na feredoxin, je v primarnom
donore nahradeny elektronom z cytochrému. Zapojenim fotosystému
do fotosyntetické¢ho retazca zelenych sirnych baktérii a vytvorenim
komplexu vyvijajuceho kyslik (OEC) vznikla dneSnd podoba
oxygénnej fotosyntézy (Raymond a Blankenship 2008).

3.2.2. Chlorozémy

Priroda usporiadala fotosynteticky aparat zelenych sirnych baktérii tak,
aby mohol fungovat’ i za vel'mi nepriaznivych svetelnych podmienok.
To je =zabezpefené pritomnostou Specidlnych fotosyntetickych
svetlozbernych antén chlorozémov, ktor¢ st schopné zachytit
dopadavajuce ziarenie s vysokou uUc¢innostou. Chlorozomy su
lokalizované¢ na povrchu tylakoidnej membrany. Zaradujeme ich
medzi vonkajSie membranové antény, ktoré obsahujii obrovské
agregaty Dbakteriochlorofylu ¢ (BChl c), d alebo e, dalej
bakteriochlorofyl a (Bchl a), chindny, karotenoidy, lipidy a proteiny.

Jednym z predstavitelov tejto skupiny organizmov je Chlorobium
tepidum, ktory Zije v anaerobnych podmienkach a je schopny prezit' i v
hibke 100 m a teda aj pri extrémne nizkej intenzite svetla a vysokom
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tlaku. V jednej bunke tohto organizmu je 200 az 250 chlorozémov. Su

priblizne 150 x 50 x 30 nm velké. Ich vonkajsi obal je tvoreny
priblizne 3 nm hrubou monovrstvou monogalaktozyl diglyceridu
(MGDG) s proteinovymi molekulami s hmotnostou 11 a 18 kDa
(Blankenship a kol. 1995). Agregaty BChl su velké priemerne 10 nm a
v zavislosti od druhu organizmu tvoria rézne usporiadané lamelarne
Struktary. Chlorozom z Ch. tepidum obsahuje asi 200 000 molekul
Bchl ¢, 5000 molekal Bchl a, 20 000 molekal karotenoidu, 20 000
molektl izoprenoidnych chinénov, 5000 proteinov a 20 000 molekul
lipidov, (obr. 8). Chlorozom baktérie Chlorobium vibrioforme je
tvoreny  bakteriochlorofylom d (BChld) a v Chlorobium
phaeobacteroides najdeme len bakteriochlorofyl e (BChl €). BChl a sa
nachddza len v =zakladnej platnicke, tzv. baseplate, ktorou sa
chlorozém spaja s cytoplazmatickou membranou a vo Fenna-Matthes-
Olson proteinovom komplexe (FMO) (Matthews a Fenna 1980). Tento
komplex je vo vode rozpustny a jeho nazov vznikol zloZenim mien
vedcov, ktory ho izolovali a urcili jeho presnu Struktiru. Zakladna
platni¢ka je zlozena z proteinu s hmotnostou 5,8 kDa. Kazda molekula
proteinu viaze 7 molekul BChl a. Energia zachytena agregatmi BChl ¢
a karotenoidmi sa prenasa cez FMO komplex, ktory spdja chlorozoém s
membranou, az do reakéného centra (Blankenship 1995).

32



BChl c rod
element

‘!Sfii?iﬁﬁitiQ#Gfib

Cytoplasm 'PscB
<> <>

AR

Cylop!asmuc

i
ﬁﬁgigﬁggiﬁﬁﬁﬂﬁﬁﬁﬁﬁ

Periplasm e
core complex cytochrome b

Cytochrome ¢ complex

0,
Soluble
electron

Light
";;5)
A
200
X0
o donor

Ferredoxin-

AD(P
Ferredoxin redut(;ta)se

Obr. 8. Model chlorozému popisujici proces zachytavania svetla v Ch. Tepidum.
Model zahfna chlorozoém, FMO komplex, a reakéné centrum v cytoplazmatickej
membrane. Zdroj: Frigaard a kol. (2003) Photosynth Res

3.2.3. Pigmenty fotosyntetickych zelenych baktérii

Pigmenty vo fotosyntéze hraju doleziti ulohu. Bez nich by nebolo
mozné zachytit’ slnecnu energiu, ktora potrebuju bunky pre nasledné
fotosyntetické procesy.

Vicsina zelenych baktérii obsahuje BChl a a bud’ BChl ¢, BChl d,
alebo BChl e, karotenoidy a chinony. Baktériochlorofyly ¢, d a e

tychto baktérii sa chemickou Struktirou viac podobaji chlorofylom
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ako BChl a, ktorému chyba dvojitad vdzba na B kruhu medzi uhlikom
C-7 a C-8 a ma acetylova skupinu na uhliku C-3. Obr.9. Absencia
dvojitej vizby znizuje stupenn konjugacie v makrocykle a tiez znizuje
symetriu molekuly v porovnani s chrolofylom a. Bakteriochlorofyly
maju v strede tetrapyrolového kruhu chelatovany ién horéiku Mg
alebo zriedkavo sa vyskytuje aj i6n zinku Zn®*. Ak centralny io6n
chyba, nazyvame tito molekulu bakteriofeofytinom. Ten je pritomny
predovsetkym vo fotosyntetickych reakénych centrach typu II. Takéto
Strukturdlne zmeny maju zésadny vplyv na spektrilne charakteristiky
pigmentov. Dal§im rozlifovacim znakom je esterifikacia zbytku
kyseliny propionovej na uhliku C-17 ro6znymi alkoholmi.
Nepritomnost’ tohto boc¢ného retazca ma za nasledok zmenu
bakteriochlorofylu  (bakteriofeofytinu) na  bakteriochlorofylid
(bakteriofeofobid). Pritomnost’ réznych substituovanych alkoholov
absorp¢né vlastnosti neovplyviiuje.

NezvyCajnou ¢rtou tychto pigmentov je ich pozoruhodna
heterogénnost’ v chlorozomoch. Na rozdiel od vsetkych ostatnych
dobre definovanych pigmentov, nie je v chlorozémoch len jeden typ
bakteriochlorofylu, ale skor ide o celil skupinu chemicky pribuznych
zliCenin (Smith 1994).

Heterogénnost'  bakteriochlorofylovych pigmentov sa prejavuje
predovsetkym réznymi alkylovymi substituentami na uhliku C-8 a C-
12. Funkcia jednotlivych substiticii BChl v tychto organizmoch a
predovsetkym v chlorozémoch nie je dosial’ objasnend, ale je zrejmé,
ze tymto dochadza ku kontrole ich fyzickych velkosti a k optimalizacii
absorp¢nych vlastnosti ich agregatov.

Charakteristicka Strukturna vlastnost’” BChl c, ktorou sa odliSuje od
BChl d je pritomnost’ metylovej skupiny na uhliku C-20. Na uhliku C-
20 ma BChl d vodik, BChl e ma sice na uhliku C-20 metyl, zaroven
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vSak ma na uhliku C-7 naviazani aj formylova skupinu. Obr.9.
Typické absorpéné maxima in vivo st okolo 740-750 nm pre BChl c,
725 nm pre BChl d a 712 nm pre BChl e.

Karotenoidy st pritomné v chlorozomoch ako svetlozberné pigmenty,
no taktiez zhasaji tripletné stavy bakteriochlorofylov. Su to latky
rozpustné v tukoch a nepolarnych rozpustadlach a zarad’'ujeme ich
medzi terpenoidy.

U zelenych sirnych baktérii st pritomné ako v chlorozémoch, tak aj v
cytoplazmatickej membrane. Nachadzame v nich: chlorobakten, 1’'-
hydroxy, (-acyl-glucosyl) y-karotén, hydroxy, (-acyl-glucosyl) a y-
karotén(B,y) B-karotén (B, B”), izorenieratén a B-izorenieratén, lykopén
(v , v) neurosporén, fytoén, fytofluén, rodopin-glukozid (Caple 1978)
V baktériach Chlorobia su karotenoidy monocyklické a nachadzame v
nich chlorobaktén, y-karotén a d’alej ich 1°¢, 2°-dihydro-derivaty (1°, 2¢-
dihydrochlorobaktén a 1°¢, 2°-dihydro — y-karotén).

V chlorozémoch zelenych sirnych baktérii boli tiez néjdené
izoprenoidné chindény (Frigaard 1997). Patria medzi hydrofobne
pigmenty a st sucastou vnutornej skladby chlorozomu. Hlavnymi
chinonmi Ch. tepida su chlorobiumchinén (1°- oxomenachinén — 7) a
menachinén — 7 (MK-7). Oba chindny su pritomné aj v ostatnych
¢lenoch Chlorobiacea ale dodnes nie je znama ich funkcia a presné
umiestnenie.(Powls a kol. 1969).

3.2.4. Agregaty

Chlorozomy sa vyznamne odliSuju od ostatnych antén v prirode a to
predovsetkym preto, ze nejde o klasické pigmentovo-proteinové

komplexy, ale antény tvorené pigmentovo—pigmentovymi agregatmi.

35



Molekuly tvoriace tieto agregaty su predovsetkym BChl c, d alebo e.
Skladaju sa z polarneho tetrapyrolového kruhu (porfyrinu), hlavy a
nepolarneho bo¢ného retazca. Ako prvy pracoval na priestorovom
modele agregatov bakteriochlorofylov A. A. Krasnovsky uz v roku
1950.

Schopnost’ agregovat’ zabezpec€uje pigmentom pritomnost’ OH skupiny
na uhliku C3 (Smith 1983), keto-skupiny na uhliku C13 (Lutz a kol.
1988 ) a centralny atdom horc¢iku (Bystrova a kol. 1979, Smith 1983),
(obr. 9). Ostatné baktériochlorofyly a chlorofyly ani ziadny feofytin
takto agregovat nemozu (Holzwarth a Schaffner 1994, Blankenship a
kol. 1995).

Obr. 9. Struktirny vzorec bakteriochlorofylu ¢ (Bchl c)

Molekuly bakteriochlorofylov c, d alebo e maju tu vlastnost’, Zze mézu
za urcitych jasne definovanych podmienok tvorit' agregaty aj in vitro.
Tato vlastnost’ sa dd vyuZit’ pri tvorbe umelych svetlozbernych antén,
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ktoré zlozenim a optickymi vlastnostami pripominaju chlorozémy
zelenych baktérii.

Aj ked dodnes nie je presne znama konecna Struktira agregatov,
existuje niekol’ko modelov. Brune v roku 1988 navrhol 2 modely na
zaklade merani vo viditelnom a IR spektre BChlc v bezvodom
chloride uhli¢itom. Jeho merania ukézali, ze keto- skupina jedného
pigmentu sa viaze na Mg prostrednictvom OH- skupiny druhého
pigmentu. Jednotlivé retazce potom mozu vytvorit paralelne alebo

antiparalelne sa viazuce vrstvy molektl pigmentov (obr. 10).

0:@—*—\ /H"""'O:C_+_
| 0 ;
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Obr. 10. Antiparalelny model vrstiev pigmentov v Bakteriochlorofylovom agregate

chlorozomu.

Paralelni verziu modelu potvrdzuji experimenty Uehari (1991-92) a
Aldena (1992). Antiparalelny model navrhol Nozawa (1990-1994). Aj v
sucasnosti su oba modely Bchl ¢ agregatov aktualne a v mnohych
pripadoch sa zhodujl s vysledkami r6znych skupin, ktoré aj potvrdzuju
ich spravnost. Merania na prirodnych chlorozémoch in vivo v pracach
Matsuury, Nozawy a Holzwartha potvrdzuju spravnost’ antiparalelného
modelu (Matsuura a kol. 1993, Holzwarth a kol. 1994).

In vitro pozname tri formy, v ktorych sa mézu BChl ¢, d a e pigmenty
vyskytovat’, a to ako monomér, dimér a agregat. Tieto formy zavisia od
toho ¢i je prostredie polarne alebo nepolarne, d’alej ¢i je pritomny lipid,
karotenoid, chinén alebo ind nepolarna molekula. Cisté pigmenty
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rozpustené v metanole alebo dichlormetane tvoria vzdy len monoméry a
maju absorpéné maxima medzi 640-670 nm. Diméry su tvorené vo
vodnom polarnom prostredi a vyznacuju sa absorpénym maximom pri
700 nm. K agregacii dochddza v nepolarnom prostredi, napriklad v
hexane, alebo v poldrnom vodnom prostredi za pritomnosti lipofilnych
latok. Maxima bakteriochlorofylovych agregatov sa posuvaju do oblasti
medzi 720 az 760 nm. Tieto pozorovania ukazuju aj na ddleziti tlohu
hydrofoébnej interakcie postrannych fytilovych retazcov pri tvorbe

bakteriocholorylovych agregatov.

——BChl ¢ in MetOH
. ———BChl ¢ in puffer
monomer ! BChl ¢ in hexane

\ N agregat

Absorbance

0,0

T T T T T T T T T T T T T T Tt
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Wavelenght nm

Obr. 11. Absorpéné spektrum jednotlivych foriem Bakteriochlorofilu ¢
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4. Ciele prace

Hlavnym cielom tejto prace bolo Stidium mechanizmu agregécie
bakteriochlorofylu ¢ (Bchl ¢) a modifikovanych foriem BChl c
pomocou absorp¢nej spektroskopie, fluorescencnej spektroskopie a
RTG spektroskopie.

Dosiahnutie hlavného ciel’a predpokladalo splnenie nasledujucich

¢iastkovych ciel'ov:

1. Vyvinutie metédy na modifikaciu postrannych ret'azcov Behl ¢
chemickou cestou - transesterifikaciou.

2. Sledovanie vplyvu zmeny postranného ret'azca na priebeh agregacie
Bchl c.

3. Sledovanie vplyvu zmeny prostredia na priebeh agregacie pigmentu
s rozli¢nou dizkou postranného ret'azca v polarnych a nepolarnych
rozpustadlach.

4. Sledovanie vplyvu dizky retazcov nepolarnych rozpustadiel na
agregaciu Bchl ¢ bez chemickej modifikacie postranneho ret’azca.

5. V spolupraci s d’al§imi pracoviskami sledovanie vplyvu vybranych
lipofilnych chinonov (vitaminy K1, K2, K3) na agregaciu Behl ¢ a
na zhasanie excitacného stavu Bchl ¢ pomocou absorpcénej a
fluorescencnej spektroskopie.
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6. Uréenie vplyvu dizky postranného ret'azca Bchl ¢ na $truktiru

lamelarneho usporiadania ich agregatou pomocou rontgenovej
spektroskopie (SAXS a MAXS).

7. Stadium anizotropickych vlastnosti agregatov umelo pripravenych
analogov BChl ¢ (3,13 Zn-ketol-porfyrin) pomocou
makroskopickych (absorpéna spektroskopia a spektroskopia
cirkularneho dichroizmu) a mikroskopickych metéd (FDLD
mikroskopie) v magnetickom poli.
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5. Material a metody

5.1. Kultivacia baktérii Chlorobium tepidum

Pre kultivaciu Ch. tepida je najvhodnejsie modifikované Pfenningovo
médium. Na pripravu 0,8 1 média st potrebné zluceniny uvedené
v Tab. 1. Po rozpusteni jednotlivych zloziek v destilovanej vode sa
prida 16,67 pul 0,2 % roztoku vitaminu B, a 0,834 ml roztoku
mikroelementov pripravené¢ho podla Tab. 2. Hodnota pH sa upravuje
HCI na 6,7 — 6,9. Takto pripravené médium sa da do litrovej flase a
nechd sa 20 mint prebubldvat’ plynnym dusikom. Pred uzavretim
gumovou zatkou sa do flaSe prida 0,48 g Na,S x 9H,0 a médium sa
sterilizuje v autoklave 20 minat pri 100°C. Po tomto kroku je
chladnuci roztok zakaleny a pH je posunuté na hodnotu cca 7,2.
Hodnota pH sa sterilne upravi roztokom 10 % HCI na p6vodni
hodnotu 6,7 — 6,9. Pred ockovanim kultary Ch. tepida odoberieme z
flaSe 20 ml média a nahradime ho rovnakym objemom bakteridlne;j
kultury.

Bunky baktérie Chlorobium tepidum boli kultivované po dobu 3 dni vo
vodnej nadrzke pri teplote vody 48°C. Optimalne je konStantné
osvetlenie 60 W halogénovou Ziarovkou, kedy na povrchu flaSe je
priblizne 50 pE.m?2s™. Po 3 diioch bola flasa s Gerstvou kultirou
otvorend a bunky centrifugované 60 minut pri 10000 g. Pelet bol
rozdeleny na alikvéty po 2 ml, zamrazeny a skladovany pri -60°C.
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Tabulka 1. Modifikované Pfenningovo médium

Zlucenina Hmotnost’ [g] (na 800 ml média)
NaHCO, 1,667

Na,S,0,;x5H,0 0,833

KH, PO, 0,417

CH;COONH, 0,416

NaCl 0,334

NH,CI 0,334

MgSO,x7H,0O 0,167

CaCl,x2H,0 0,042

EDTA 0,0104

Tabul’ka 2. Mikroelementy

Zlucenina MnozZstvona 1L
EDTA 6,70
FeCl; x 6 H,O 2049
CoCl; x 6 HO 190 mg
Na;MoQO,4 x 2 H,O 190 mg
ZnSO4 x 7 H,0 150 mg
MnCl; x 4 H,O 100 mg
VOSO, x 2 H,0 30 mg
NiCl, x 6 H,O 25 mg
CuCl,x 2 H,O 17 mg
Na,SeOs x 5 H,0 3,2 mg
Na,WQO, x 2 H,0O 2 mg
H;BO3 6 mg
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5.2. Izolacia chlorozémov z Chlorobium tepidum

Bunky sa prevedu do Tris/KSCN tlmivého roztoku (50 mM Tris pH 8,
2M KSCN) a rozbiji sa pomocou French-pressu pri tlaku priblizne
12000 KPa. Potom sa bunky centrifuguju 10 min pri 10 000 g.
Supernatant sa nanesie na diskontinudlny sacharézovy gradient z
Tris/KSCN tlmivého roztoku s koncentraciou sachardézy 35%, 25% a
15% v jednotlivych vrstvach. Gradient sa centrifuguje pri 37-40 000
rpm (Ti70, Beckman) cez noc. Zéna medzi 15 a 25% sachardzy sa
odoberie a zmieSa sa so sacharozou tak, aby vysledna koncentricia
sachardzy bola 50%. Pripravi sa diskontinudlny gradient z 25%, a 15%
sachar6ozy v Tris/KSCN tlmivom roztoku a ¢istého tlmivého roztoku
bez sachar6zy. Tento gradient sa podvrstvi vzorkou s 50% sacharézou.
Opétsa centrifuguje cez noc pri rovnanych podmienkach ako v
predchadzajicom kroku. Precistené chlorozomy sa odobert zo zony
medzi 25 a 15% sachar6zou.

5.3. Extrakcia pigmentov (Chlorobium tepidum)

Cely proces extrakcie a izolacie musi prebehnit’ v €o najkratSom
Casovom intervale, pri nizkej teplote a pri minimalnom osvetleni
pigmentov.

Po rozmrazeni st celé bunky centrifugované pri 9000 rpm po dobu 2
minut. V prvom kroku sa takto ziskany sediment doplni zmesou acetoén
: metanol (7: 2). Pomocou vortexu sa zmes homogenizuje a opatovne
centrifuguje. Supernatant sa po tomto kroku uchova a prvy krok sa
opakuje az kym nie su zo sedimentu vymyté vSetky pigmenty.

V druhom kroku sa k 10 ml supernatantu primiesa 20 ml zmesi

petroléter: dichlormetan (9:1) a 90 ml 1M NaCl. Tato zmes sa naleje
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do separacnej banky, premiesa a nechd postat’ 10 minuat. Vytvoria sa 2
fazy; spodna sa z banky vypusti a k hornej sa prida opdt’ 90 ml 1M
NaCl. Tento krok sa 2 az 3-krat opakuje. Vrchna faza obsahuje hlavne
petroléter, dichlormetan a uplny pigmentovy extrakt. Takto
extrahované pigmenty sa vysuSia dusikom od organickych
rozpustadiel a uchovavaju sa v tme pri — 60°C.

V pripade, ze je potrebné oddelit’ Bchl ¢ od karotenoidov, prida sa k
vysuSenému pigmentovému extraktu hexan, ktorym sa vymyju
karotenoidy a Bchl ¢ zostane nerozpusteny na stenach nadoby. Tento
proces opakujeme pokial’ nie je hexdnova faza bezfarebnd. Nakoniec
sa Bchl ¢ a karotenoidy vysuSia dusikom a uchovaji v inertnom
prostredi v tme pri — 60°C.

5.4. Izolacia a purifikacia Bchl ¢

VysuSeny celkovy extrakt pigmentov sa rozpusti v metanole a
prefiltruje cez 0,22 um filter aby sa zabranilo znecisteniu
chromatografickej kolony. Na purifikaciu ¢istého Bcehl ¢ sa pouzZiva
metdda chromatografie na reverznej faze. HPLC (high performance
liquid chromatography) aparatira Waters sa skladala z troch Casti; z
Pump Controller 600 (riadiaca jednotka), Delta 600 (néstrekova
jednotka) a PDA 996 detektor (Photodiode Array detektor).
Semipreparativnéd kolona bola naplnena nosi¢om SGX C18 (7 um, 8 x
250 mm, Tessek, Ceska republika). Na kolénu sa nanasalo 100 pl
vzorky. Pigmenty boli separované gradientovym vymyvanim pri
prietoku 2 ml/min. Do 10. minuty sa koldona vymyvala roztokom 100
% metanolu, medzi 10 a 11 mindtou sa linearnym gradientom vymenil
roztok metanolu za zmes metanol-hexan 4:1, ktorym sa kolona
vymyvala do 45. minaty. Pred d’al§$im nastrekom sa kolona vzdy 15
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minut ekvilibrovala 100% roztokom metanolu. Hlavné homology Bchl

¢ boli nazbierané spolu, vysusené dusikom a skladované pri — 60°C.

5.5. Optimalizacia pripravy roznych
bakteriochlorofilidov

Vsetky bakteriochlorofylidy boli pripravené z Bchl ¢ precisteného
pomocou HPLC. Bchl ¢ bol modifikovany pomocou chemickej
transesterifikdcie. VysuSené pigmenty boli rozpustené¢ v 150 pl
reakénej zmesi, ktord obsahovala 0,1 % KOH a prislusny alkohol
podl'a pozadované dizky vedlajsieho retazca (metanol, etanol, butanol,
prenol, geranol, heptanol, hexanol, oktanol, dekanol a dodekanol).
Nasledovala inkubacia vo vodnom kupeli pri 30°C po dobu 30 minut.
Po uplynuti tejto doby sa zmes opét’ naniesla na semipreparativnu
kolénu SGX C-18 (7 pum, 8- x 250 mm, Tessek, Ceska republika)
pripojent  k HPLC systtmu Waters (Waters, USA). Zmes
bakteriochlorofilov a bakteriochlorofilidov (Bchlid) bola rozdelena
pomocou izokratickej elicie 100% metanolom pri rychlosti prietoku
2 ml/min. Cely proces purifikacie prebiehal pri izbovej teplote. Po
zbere sa vzorky vysusSili a do d’alSieho pouZitia skladovali pri -20 °C.

5.6. Priprava dimérov a umelych agregatov vo

vodnom prostredi

Pigmenty sa rozpustia vo velmi malom objeme metanolu. Roztok 10
ul pigmentov sa pomaly za staleho intenzivneho mieSania vstrekne do
skumavky s 3ml 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, pricom vznikaju diméry.
Pri tvorbe agreratov sa k metanolovému roztoku pigmentov prida lipid
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monogalaktozyl diglycerid (MGDG, Sigma, USA) do konecnej
koncentracie 40 uM a rovnakym sposobom ako v predchadzajiicom
pripade, sa vzorka vstrekne do 3ml 50 mM Tris-HCI, pH 8,0. Vysledna
koncentracia Behl ¢ v roztoku je priblizne 20 uM. Tvorba agregatov sa
pozoruje pomocou absorpcnej spektroskopie pri izbovej teplote.

5.7. Priprava umelych agregatov v alkanoch

V alkénoch sa vzorky pripravuji podobne, az na to, Ze sa pigmenty
nerozpust'aji v metanole ale v dichlormetane CH,Cl,. Aj najmensia
kontamindcia pigmentu metanolom moze dramaticky ovplyvnit
vysledok agregacie. Agregaty sa pripravuju tak, ze sa 10 ul pigmentov
rozpustenych CH,Cl, pomaly za staleho intezivneho mieSania vstrekne
do 3 ml alkanu (hexanu, oktanu, dekanu, dodekanu, tetradekanu a
hexadekanu). Pre kontrolu sa 10 pl pigmentu vstrekne aj do metanolu
pre stanovenie celkovej koncentracie. Vysledna koncentracia Behl ¢ v
roztoku je priblizne 20 pM. Pripravené agregaty sa kontroluju
pomocou absorp¢nej spektroskopie pri izbove;j teplote..

5.8. Absorpc¢na spektroskopia

Absorpéné spektra boli merané pomocou spektrofotometra Spectronic
Unicam UV-300 (Cambridge, UK) v sklenenej kyvete s optickou
dréhou lcm pri izbovej teplote.
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V ¢lanku 1 sme sa zaoberali Stidiom mechanizmu agregacie
bakteriochlorofylu ¢ (BChl ¢) v zavislosti od modifikacie jeho bo¢ného
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retazca a vplyvu prostredia. Vyvinuli sme metédy na pripravu série
pigmentov (X-BChlide c¢) s modifikovanym bo¢nym ret'azcom
chemickou cestou a meranie agregacii tychto pigmentov.

V priebehu prace bolo nutné najst spravnu koncentraciu KOH pre
transesterifikacnu reakciu. Prili§ vysokd koncentracia sposobuje Uplné
odstranenie bo¢ného retazca, pri nizkej koncentracii je maly vytazok
reakcie. Vyskusali sme koncentracie 5%, 2,5%, 1%, 0,5%, 0,25%, 0,1%
0,05% a na ziklade HPLC analyz sme zistili, Ze najvhodnejSia
koncentracia KOH je 0,1% v prisluSnom alkohole. Tato koncentracna
zéavislost’ bola odskuSana pre vSetky pouzité alkoholy (metanol, etanol,
butanol, prenol, geranol, heptanol, hexanol, oktanol, dekanol a
dodekanol). Dodekanol je posledny v rade alkoholov, ktory je pri
laboratérnej teplote v kvapalnom stave a technicky je C12 maximalna
dizka bo&ného retazca BChl ¢ dosiahnutel'na transesterifikaciou. Z analyz
sme dalej zistili, ze nie je mozné oddelit’ spol'ahlivo BChl ¢ od Do-
BChlide c, pretoze ich retencné Casy sa prekryvaju. Preto sme Do-
BChlide ¢ nepripravovali z BChl ¢ ako ostatné modifikované X-B Chlide
c, ale z Me-BChlide c, teda opakovanou transesterifikaciou.

Po inkubécii pigmentu BChl ¢ v reakénej zmesi boli oddelené jednotlivé
zlozky derivatu na HPLC koléne (C18). Vysledny chromatogram je
zobrazeny na obrazku ¢. 1 v ¢lanku 1. Pozorované retenné casy
zodpovedaju oCakavanej polarite derivatov. Pre presnejSiu identifikéciu a
kontrolu sme pripravené derivaty podrobili analyze na hmotnostnom
spektrofotometri. Experimentdlne molekulové hmotnosti sa zhodovali s
teoretickymi, ¢im bola identita derivatov X-BChlide ¢ potvrdend, ¢lanok
1 tabulka 1. V poldrnom prostredi sme pozorovali vysSiu tendenciu k
tvorbe dimérov u dlhSich postrannych retazcov modifikovanych X-
BChlide c, zatial' ¢o X-BChlide ¢ s kratSim boénym ret'azcom ostavali
prevazne v monomérnej forme, obrazok ¢. 2 v c¢lanku 1. Efekt
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pripisujeme hydrofobnej interakcii medzi bo¢nymi ret'azcami molekul X-
BChlide c. V nepolarnom prostredi hexanu sa prejavila agregacia medzi
molekulami pigmentov pri vSetkych X-Bchlide c, ale proces agregacie bol
pomalsi v pripade molektl s dlh§im modifikovanym boénym retazcom,
obrazok ¢&. 3 v ¢lanku 1. Okrem toho sme skumali vplyv dizky molekuly
rozpustadla (n-alkanu) na agregéaciu BChl c. Vysledok je na obrazku ¢. 4
v C¢lanku 1, kde je vidiet spomalenie procesu agregacie pigmentu s
rasticou dizkou molekuly rozpustadla. Vietky vysledky ukazuji, Ze
hnacou silou vo vodnom prostredi st hydrofébne interakcie a v
nepolarnom prostredi hydrofilné interakcie. Mojim hlavnym prispevkom

bolo vyvinutie metddy a vacSina experimentalnej prace.

V ¢lanku 2 sme $tudovali vplyv dizky boéného retazca X-BChlide ¢ na
Struktiru lameldrneho usporiadania ich agregatov pomocou rontgenovej
spektroskopie (SAXS a MAXS).

V prvom rade sme overili zjednoduseny model chlorozomu vytvoreny
agregaciou BChl ¢ v hexane. Rontgenovou spektroskopiou bola potvrdena
Struktirna  zhoda medzi modelovym  systtmom a prirodnym
chlorozoémom. Na zéklade tohto poznatku sme pripravili sériu agregatov
X-BChlide ¢ (Methyl-BChlide ¢, Buthyl-BChlide c,Octhyl-BChlide ¢) a
dokéazali sme linedrnu zévislost medzi dizkou boéného retazca X-
BChlide ¢ a lamelarnou vzdialenostou pigmentov. Mojou ulohou v tejto
praci bola priprava a purifikacia agregatov X-Bchlide ¢ v hexane metdédou

popisanou v ¢lanku 1 a priprava vzoriek na meranie.

V ¢lanku 3 sme sledovali vplyv vybranych lipofilnych chinénov
(vitaminy K1, K2, K3) na agregaciu BChl ¢ a na zhaSanie excitatného
stavu BChl ¢ pomocou absorpénej a fluorescencnej spektroskopie. V tejto

praci sme potvrdili, Ze nepolarne vitaminy K1 a K2 umoziuju agregaciu,
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kym polarny vitamin K3 agregaciu nepodporuje. Tieto vysledky potvrdili
zé4sadnt tlohu hydrofobnych interakeii pri agregacii BChl c. Sucasne bol
pozorovany efekt zhdsania excitacného stavu u agregatov s vitaminmi K1
a K2, pricom amplitida zhaSania zavisela na koncentracii chinonu v
agregate. Vitamin K3 ani lipid zhaSanie nepodporovali. Mojim osobnym
prispevkom k tejto praci bola purifikdcia a priprava BChl ¢ a spolupraca
pri agregacnych experimentoch.

V ¢lanku 4 sme sktimali agregaty synteticky pripravenych analégov BChl
c (3,13 Zn-ketol-porfyrin) pomocou makroskopickych (absorp¢na
spektroskopia a  spektroskopia  cirkularneho  dichroizmu) a
mikroskopickych metod (FDLD mikroskopia) v magnetickom poli. V
hexane pripravené agregaty syntetického 3,13 Zn-ketol-porfyrinu tvoria
vysoko organizované Struktury pripominajice tvarom nanotrubicky.
Ukazalo sa, ze v pritomnosti magnetického pol'a sa tieto nanotrubicky
silne orientuji rovnobezne s magnetickymi siloCiarami. Meranie na
Specidlne vybudovanom mikroskope DP-LSM ukézalo, Ze nanotrubicky
st homogénne, maju vysoku anizotropiu a tvoria velké agregaty.
Namerané vysledky ukazuju, Ze Struktira nanotrubiciek zo syntetickych
3,13 Zn-ketol-porfyrinov ma vysoki opticki anizotropiu a silna
anizotropiu diamagnetickej susceptibility. Tieto vlastnosti sa daji pouzit’
pre mikromanipuldciu a riadené ukladanie nanotrubiciek na katalytickych
povrchoch, a ich mozné biotechnologické vyuzitie v budtcnosti. Tieto
vysledky st zhrnuté na obrazku €. 3 v ¢lanku 4. Moja préaca spocivala v
priprave agregatov a realizacii spektroskopickych a mikroskopickych

merani.
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Chlorosomes, the main light-harvesting complexes of green
photosynthetic bacteria, contain bacteriochlorophyll (BChl) molecules in
the form of self-assembling aggregates. To study the role of esterifying
alcohols in BChl aggregation we have prepared a series of
bacteriochlorophyllide ¢ (BChlide c) derivatives differing in the length of
the esterifying alcohol (C1, C4, C8 and C12). Their aggregation behavior
was studied both in polar (aqueous buffer) and nonpolar (hexane)
environments and the esterifying alcohols were found to play an essential
role. In aqueous buffer, hydrophobic interactions among esterifying
alcohols drive BChlide c derivatives with longer chains into the
formation of dimers, while this interaction is weak for BChlides with
shorter esterifying alcohols and they remain mainly as monomers. All
studied BChlide c derivatives form aggregates in hexane, but the process
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slows down with longer esterifying alcohols due to competing
hydrophobic interactions with hexane molecules. In addition, the effect of
the length of the solvent molecules (n-alkanes) was explored for BChl ¢
aggregation. With an increasing length of n-alkane molecules, the
hydropho-bic interaction with the farnesyl chain becomes stronger,
leading to a slower aggregation rate. The results show that the
hydrophobic interaction is the driving force for the aggregation in an
aqueous environment, while in nonpolar solvents it is the hydrophilic
interaction.
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Photosynth. Res., 2010, 104, 211-219

Chlorosomes from green photosynthetic bac-teria are large photosynthetic
antennae containing self-assembling aggregates of bacteriochlorophyll c,
d, or e. The pigments within chlorosomes are organized in curved
lamellar structures. Aggregates with similar optical prop-erties can be
prepared in vitro, both in polar as well as non-polar solvents. In order to
gain insight into their structure we examined hexane-induced aggregates
of purified bac-teriochlorophyll ¢ by X-ray scattering. The bacteriochlo-
rophyll ¢ aggregates exhibit scattering features that are virtually identical
to those of native chlorosomes demon-strating that the self-assembly of
these pigments is fully encoded in their chemical structure. Thus, the
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hexane-induced aggregates constitute an excellent model to study the
effects of chemical structure on assembly. Using bac-teriochlorophyllides
transesterified with different alcohols we have established a linear
relationship between the esterifying alcohol length and the lamellar
spacing. The results provide a structural basis for lamellar spacing var-
1ability observed for native chlorosomes from different species. A
plausible physiological role of this variability is discussed. The X-ray
scattering also confirmed the assignments of peaks, which arise from the
crystalline baseplate in the native chlorosomes.

86



87



88



89



90



Clanok 3. :

Alster J, Zupcanova A, Vacha F, Psencik J,
Effect of quinones on formation and properties of bacteriochlorophyll ¢

aggregates. Photosynth. Res., 2008, 95, 183-189

91



Effect of quinones on formation and properties of
bacteriochlorophyll c aggregates.

Jan Alsterl, Anita Zupéanovéz, FrantiSek Vécha2’3, Jakub Psencik™®

! Department of Chemical Physics and Optics, Faculty of Mathematics
and Physics, Charles University, Prague, Czech Republic

2 Biological Centre ASCR, Ceske Budejovice, Czech Republic

¥ Institute of Physical Biology, University of South Bohemia, Nove
Hrady, Czech Republic

Photosynth Res (2008) 95:183-189

Chlorosomes of green photosynthetic bacte-rium Chlorobium tepidum
contain aggregates of bacteriochlorophyll ¢ (BChl c) with carotenoids
and iso-prenoid quinones. BChl aggregates with very similar optical
properties can be prepared also in vitro either in non-polar solvents or in
aqueous buffers with addition of lipids and/or carotenoids. In this work,
we show that the aggregation of BChl ¢ in aqueous buffer can be induced
also by quinones (vitamin K1 and K2), provided they are non-polar due
to a hydrophobic side-chain. Polar vitamin K3, which possess the same
functional group as K1 and K2, does not induce the aggregation. The
results confirm a principal role of the hydrophobic interactions as a
driving force for the aggregation of chlorosomal BChls. The chlorosomal
quinones play an important role in a redox-dependent excitation
guenching, which may protect the cells against damage under oxygenic
conditions. We found that aggregates of BChl ¢ with vitamin K1 and K2
exhibit an excitation quenching as well. The amplitude of the quenching
depends on quinone concentration, as deter-mined from fluorescence
measurements. No lipid is necessary to induce the quenching, which
therefore origi-nates mainly from interactions of BChl ¢ with quinones
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incorporated in the aggregate structure. In contrast, only a weak
quenching was observed for dimers of BChl ¢ in buffer (either with or
without vitamin K3) and also for BChl ¢ aggregates prepared with a lipid
(lecithin). Thus, the weak quenching seems to be a property of BChl ¢
itself.
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Being able to control in time and space the position-ing, orientation,
movement, and sense of rotation of nano- tomicro-scale objects is
currently an active research area in nanoscience, having diverse
nanotechnological applications. In this paper, we dem-onstrate
unprecedented control and maneuvering of rod-shaped or tubular
nanostructures with high aspect ratios which are formed by self-
assembling synthetic porphyrins. The self-assembly algorithm, encoded
by appended chemical-recognition groups on the periphery of these
porphyrins, is the same as the one operating for chlorosomal
bacteriochlorophylls (BChl's). Chlorosomes, rod-shaped organelles with
relatively long-range molecular order, are the most efficient naturally
occurring light-harvesting systems. They are used by green
photosynthetic bacteria to trap visible and infrared light of minute
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intensities even at great depths, e.g., 100 m below water surface or in
volcanic vents in the absence of solar radiation. In contrast to most other
natural light-harvesting systems, the chlorosomal antennae are devoidof
aprotein scaffold toorient theBChl's; thus, they are anattractive goal
formimicryby synthetic chemists, who are able toengineer more robust
chromophores to self-assemble. Functional devices with environmentally
friendly chromophores — which should be able to act as photosensitizers
within hybrid solar cells, leading to high photon-to-current conversion
efficiencies even under low illumination conditions — have yet to be
fabricated. The orderly manner in which the BChl's and their synthetic
counterparts self-assemble imparts strong diamagnetic and optical
anisotropies and flow/shear characteristics to their nanostructured
assemblies, allowing them to be manipulated by electrical, magnetic, or
tribomechanical forces.
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