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Souhrn

O (ne)schopnosti organizmu vyuzit absorbovanou energii svétla pro
fotochemické reakce vypovida chlorofylovad fluorescence. Ta ndm pak neptfimo
umoziuje sledovat funkéni stav slozek fotosyntetického transportniho fetézce elektron.
Jednou z metod méfeni chlorofylové fluorescence je tzv. fluorescenéni indukéni jev,
jehoz pocatecni narast (fluorescence rise, FLR) je studovan v této praci. Jde o detekci
¢asového prubehu intenzity fluorescence pii osvétleni vzorku pfedem adaptovaného na
tmu s charakteristickym prtibéhem znazornujici O-J-I-P kiivka.

Jednou z poslednich hypotéz je, ze J-I-P cast kiivky, tzv. termalni faze, je
zpusobena blize nedefinovanou osvétlenim-indukovanou strukturni zménou v PSII,
pricemz tato strukturni zména by mohla byt indukovéna elektrickym polem vytvorenym
okolo ptenasect elektront v PSII. Z tohoto dliivodu se studium role samotnych lokéalnich
elektrickych poli na tvar kiivky fluorescen¢ni indukce jevi jako vhodné.

Misto experimentalniho métfeni kiivky se v této praci vyuziva teoretického -
matematického modelovani. Modelovani ndm ukazuje, které parametry maji na FLR
vliv a které parametry ne.

V praci vychazime z vylepSeného modelu DuSana Lazara (2013), ve kterém
jsme navic ptivodni rychlostni konstanty vymeénili za rychlostni konstanty vypocitané
pomoci Marcusovy teorie tunelového jevu a nasledné jsme model rozsitili o vliv
elektrického pole, které vytvareji elektrony setrvavajici na prenasecich v PSII. Simulace
se provadely ve tfech variantach a to pro optimalizovanou rychlost pfenosu elektront,
neoptimalizovanou rychlost pienosu elektront, kdy zména Gibbsovy energie je ¢asoveé
zavisla na mnozstvi zredukovaného akceptoru A s nabojem Q a pro neoptimalizovanou
rychlost pfenosu elektronti, kdy zména Gibbsovy energie je Casoveé zavisla na mnozstvi
jiz zoxidovaného donoru D s nabojem q a zarovenl i na mnozstvi zredukovaného
akceptoru A s nabojem Q.

Simulace ukazuji, ze lokalni elektricka pole sice ovliviwuji tvar kiivky

fluorescen¢ni indukce, ale ne o¢ekdvanym zpiisobem.



Summary

The phenomenon of chlorophyll fluorescence provides information about an
organisms (dis)ability to use absorbed light energy for photochemical reactions. It is an
indirect way how to observe functional state of photosynthetic electron transport chain
components. One of the method of chlorophyll fluorescence is the so-called
fluorescence induction whose initial rise (fluorescence rise, FLR) is studied in this
thesis. This method is based on detecting time course fluorescence intensity, while a
dark-adapted sample is illuminated, characterized by a typical O-J-1-P curve.

One of a recent hypothesis is that the J-I-P part of the curve, the so-called
thermal phase, is caused by an unspecified light-induced structural change in PSII while
this change can be induced by electric fields formed around electron transporters in
PSII. Because of this reason, a study of a role of the local electric fields themselves on
the shape of the fluorescence induction curve seems to be suitable.

In the submitted thesis, in silico experiments — mathematic modelling — is used
instead of real experimental measurements. The modelling shows parameters which
affect FLR and those ones which do not.

The thesis uses the improved Dusan Lazar’s model (2013) where original rate
constants known from literature were replaced by rate constants calculated according to
Marcus’s tunnel phenomenon theory and then the model was extended by influence of
an electric fields created by electrons remaining in PSII transporters. Simulation was
conducted for three cases: one for optimized rates of electron transport, one for non-
optimized rates of electron transporte where the change in Gibbs’ energy is time-
dependent on the amount of reduced acceptor A with charge Q and for non-optimized
rate of electron transport where the change in Gibbs’ energy is time-dependent both on
the amount of already oxidized donor D with charge g and on the amount of reduced
acceptor A with charge Q.

Although the simulations show that the local electric fields affect the shape of

the fluorescence induction curve, the effect is not in an expected way.
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1. UVOD

U studia fyziologie rostlin a fotosyntézy se nejcastéji vyuziva metoda, pii které
se méfi chlorofylova fluorescence. Jednou z metod, jak tuto fluorescenci zméfit, je
metoda tzv. fluorescen¢niho indukéniho jevu, popiipadé pouze jeho pocate¢niho nariistu
(fluorescence rise, FLR), coz je zavislost intenzity fluorescence na dob& osvétleni
fotosyntetizujiciho vzorku pfedem adaptovaného na tmu. Charakteristicky pribéh FLR,
méfeného in vivo pii velké intenzité excitovaného svétla, se oznacuje jako O—J—I-P
kiivka. Jednotlivé viny, které jsou naméfené, se obvykle objevuji v ¢asech okolo 2 ms
(J), 30 ms (1) a 200 - 500 ms (P). Pokud je rostlina vystavena stresu, na experimentalné
Po vin€ K, J 1 P se miiZze nékdy objevit pokles intenzity fluorescence do lokélnich
minim, bézné oznacované jako D. Podle stivajicich interpretaci, kiivka FLR odrazi
prevazné funkci fotosystému II (PSII), a tedy pochopenim kiivky FLR mtizeme 1épe
pochopit funkci PSII (Lazar 2003).

V posledni dobé se stdle Castéji vyuziva teoretické modelovani pro pochopeni
principu, na jehoz zakladé jsme ziskali experimentalné¢ namétfena data. Simulace
nahrazuje totiz Casti experimentu a tim nam ukazuje, jak se méni formy modelu
v zavislosti na zménach vybranych parametri. Je ale zapotiebi mit na paméti, Ze
nemuze existovat dokonaly model, ktery by absolutné kopiroval experiment, a proto se
kvalitativni shoda mezi teoreticky ziskanymi hodnotami a experimentalné namétenymi
daty bere za dostacujici.

V této praci vychazime z vylepSeného modelu Dusana Lazara z roku 2013, ktery
popisuje reakce v PSIl. Model v sobé zahrnuje donaci elektronti z komplexu, ktery
vyviji kyslik, na tyrosin Z a nasledny pifenos elektronli na primarni donor elektronti
v PSII. Dale popisuje rovnovdhu mezi excitovanymi stavy a primarni nabojovou
separaci, nabojovou stabilizaci a nasledny pienos elektronu az na plastochinonovy (PQ)
pool. Takto formulovany model je jednim z nejpodrobnéjSich modela popisujici reakce
ptrenosu elektronu v PSIl a pouzivany pro simulaci FLR (Chmelinova 2012). Pokud
vV modelu zménime parametry (jako napiiklad rychlostni konstanty) miZzeme pak
sledovat zmény v teoretickém FLR a ty nésledné porovnat s experimentalné ziskanymi
vysledky. V bakalaiské praci jsme v modelu zménili hodnoty dopiednych rychlostnich

konstant. Tato zména je urena vytvorenim elektrického pole, které¢ vytvari jednotlivé



elektrony pii pienosu z jednoho pienaseCe na druhy (Chmelinova 2012). V této
bakalarské praci jsme prokazali, Ze vliv elektrického pole na jednotlivych pfenasecich
elektronti neni zanedbatelny, jak se do t¢ doby myslelo (Chmelinova 2012). Protoze 1
nadale existuji rozdily mezi teoreticky namodelovanou a experimentalné ziskanou FLR,
rozhodli jsme se v této praci, oproti praci bakalaiské, zménit matematicky pfistup ve
vypoctu rychlostnich konstant. Dale takto nové ziskané rychlostni konstanty ovlivnime
velikosti elektrického pole vytvaieného pii pienosu elektrona pies jednotlivé pfenaSece

a nasledné¢ ziskanou teoretickou FLR porovname s experimentaln¢ ziskanymi daty.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Fotosystém II

Pro popis struktury a funkce fotosystému II (dale jen PSII) na molekularni a
atomové Urovni se vyuziva rentgenova krystalova strukturni analyza. Prvni takto
ziskané krystaly aktivniho PSII byly dimerni formy z cyanobakterie (sinice)
Thermocynechococcus vulcanus (jejichz 3D struktura méla rozligeni 3,7 A; Kamiya a
kol. 2003), a proto bakterie (napt. Rhodobacter sphaeroides) poslouzily jako cenny
analog k popisu struktury a funkce PSII u zelenych fas a vyssich rostlin. V dnes$ni dobg,
kdy uz umime ziskat 3D krystalovou strukturu i z vysSich rostlin (izolace z Nicotiana
tabacum s rozliSenim této struktury kolem 7 A; Piano a kol. 2010), midZeme
konstatovat, ze ob¢ struktury jsou si velice podobné.

Monomericky PSII vysSich rostlin ma eliptickou strukturu o molekularni
hmotnosti 250 kDa a velikost této formy je 2 x 10 x 8 nm. Tento monomer vzdy
obsahuje svétlosbérny komplex (obsahujici ptevazné chlorofyly), reakéni centrum (RC)
s molekulou Pggy napojenou na proteiny a komponenty enzymového komplexu, ktery
vyviji kyslik (OEC) oxidaci vody. Kazda jednotka pak ma nejméné 20 rtznych
polypeptidovych fetézcl, pricemz vétSina podjednotek je umisténa Vv membrang. Dvée
vnitini podjednotky s péti transmembranovymi Sroubovicemi tvoii RC PSII. (Miih
2012). V RC je po jedné kopii polypeptidi D, D, cytochrom bssg, antény reakéniho
centra CP43, CP47, obsahujici cca 40 chlorofylli, protein o hmotnosti 33 kDa, a dalsi
polypeptidy s nizkou molekulovou hmotnosti (Lawlor 2001). RC tvofi dvé
polypeptidové jednotky D; a D, (které jsou podobné jako podjednotky nachdzejici se u
bakteridlniho reak¢niho centra oznaCovany jako L a M), které jsou produktem genti
psbA (D;) a psbD (D;) a proto maji rizné hmotnosti, a tak i riznou funkci, nacez se
Vv konstrukci nachazi jako heterodimery. Souc¢asti D; je tyrosin 161 (oznacovan jako Yz,
ktery zprostfedkovava prenos elektronii z OEC na RC), feofytin (Pheo nebo se také
pouziva oznaceni H ¢i Hpi, jehoZz chemicka struktura je podobna struktute chlorofylu,
avSak Mg2+ je nahrazen dvéma protony) a druhy chinonovy akceptor elektronii
oznacovan jako Qg. Polypeptid D, ma k sobé& navazany tyrosin 160, ozna¢ovan jako Yp,
a molekulu prvniho chinonového akceptoru elektront Qa (Chmelinova 2012). Tyto

polypeptidy jsou k sobé ,,navazany* pres Pggo. Spektroskopicka analyza ukazuje, Ze Pggo



je dimer Chl a jako je tomu u Pgz U purpurovych fotosyntetizujicich bakterii (Voet a
Voetova 2011). Heterodimer D1/D; je umistén na jednom konci elipsy jadra PSII, na
druhém konci jadra se nachazi proteiny CP43 a CP47, jejichz funkci je zachyt a pfenos
excitacni energie k RC. Proteiny jsou hydrofobni s Sesti transmembranovymi helixy a
amino a karboxylovymi skupinami orientovanymi do stromatu (Chmelinova 2012).
Mezi 5. a 6. helixem umisténym na stran¢ lumenu jsou velké smycky, které zapticiiuji
kontakt CP47 s33 kDa proteinem OEC a pravdépodobné tak utvafeji misto pro
manganovy klastr OEC. CP43 je antiparalelni a proto se monomery jadra PSII na sebe
navazuji se zamérem vytvofit dimer. Rozméry dimeru PSII jsou 20 x 12 x 8 nm a
molekularni hmotnost ¢ini okolo 450 kDa (Lawlor 2001). Dimer pak vzdy obsahuje
stejné komponenty ve stejnych pomérech jako je tomu u monomerické jednotky
(Chmelinova 2012).

V RC se dale vyskytuji cytochrom bssg (nachazejici se ve vice ruznych
oxidaéné-redukcénich stavech), B-karoteny (pravdépodobné jejich funkce je ochrana pfi
fotoinhibici) a svétlomérny komplex LHCII slouzici jako hlavni sbéra¢ excitacni

energie pro PSII, ktera je pak pouzita pro uvolnéni elektronu z Pggy (Chmelinova 2012).

2.2. Fluorescence

Jako fluorescence se oznacuje dé&j, pii kterém dochazi k zafivé deaktivaci
obvykle prvniho singletniho excitovaného stavu do zdékladniho stavu. U
fotosyntetizujicich organismii fluorescence odraZzi (ne)schopnost organizmu vyuZit
absorbovanou energii pro fotochemickou reakci. Jde o konkurencni proces k vyuziti
excitacni energie na fotochemickou nabojovou separaci (pfenos elektronu z Pggy Na
Pheo), a tak tedy nepfimo umoziiuje sledovat funkéni stav slozek fotosyntetického
transportniho fetézce.

Jednou z moznosti méfeni fluorescence chlorofylu je detekce fluorescen¢niho
induk¢niho jevu (FIJ), coz je zavislost intenzity fluorescence na Case, béhem osvétleni
fotosyntetizujiciho vzorku po jeho predchozi adaptaci na tmu. V zavislosti na pouzité
intenzité osvétleni, ¢asovém rozliSeni fluorometru a fyziologickém stavu vzorku lze
naméfit mnoho raznych ,,typt* F1J. V piipadé€, ze se FIJ méii se standardnim vzorkem,
napt. vyssi rostliny, pfi pokojové teploté, pii pouziti saturacni intenzity svétla a

S maximalnim stavajicim ¢asovym rozliSenim fluorometrti, fluorescence nejprve rychle



roste (tzv. fluorescence rise — FLR) a poté pomalu klesa. Charakteristicky pribéh FLR
znéazornuje kiivka O-J-1-P (viz obrazek 1), kterd se méfi za velké intenzity excitacniho
svétla. Predpoklada se, ze variabilni fluorescence pochazi pouze z PSII (fluorescence
vznikld z PSI z celého signdlu FLR za pokojové teploty je maximalné okolo 20% a
tento signal je konstantni (Lazar 2003)), ale z teoretické prace Lazara z roku 2013
vyplyva, ze svétlem indukované redoxni zmény v PSI jsou schopné vést k variabilni
fluorescenci z PSI a tato fluorescence muze nezanedbatelnou mérou piispivat k
,celkové™ variabilni fluorescenci. Uvedena tvrzeni vytvorend na zakladé simulaci jsou

vSak tfeba jest¢ experimentalné overit nebo vyvratit (Lazar 2013).

Intenzita fluorescence (rel. jednotky)
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Obrazek ¢.1.: Experimentalné naméfené kiivky FLR na pfedem adaptovanych listd hrachu a brambor na
tmu (20 min) pii osvétleni velkou intenzitou excitagniho svétla (3400 pmol m? s Eervenym svétlem
(A okolo 650 nm)). K¥ivka a) je kontrolni list hrachu, kiivka b) je list hrachu inkubovany pii 47°C po
dobu 5 min a kiivka c) je list bramboru inkubovan pii 44°C po dobu 13min. Kroky O-K-J-I a P jsou

oznacené a jsou snadno odliSitelné pouze na logaritmické Casové ose. (pfevzato Lazar 1999).

Minimélni fluorescenci Fy lze naméfit v dobé€, kdy jsou vSechna RC PSII
oteviend, coz vzhledem k nabojové separaci znamend, ze jsou vSechny Pggo
v redukované form¢ a vSechny Pheo jsou oxidované. Podle tohoto konceptu, nenulova
minimalni fluorescence Fy je potom ta fluorescence, ktera je emitovana poté, co je

nastolena rovnovdha excitaci mezi vSemi svétlosbérnymi pigmenty a Pggy a pred



nabojovou separaci (Chmelinova 2012). Maximalni fluorescence Fy (n€kdy oznacovana
jako Fp) nastava, pokud jsou RC zaviena, tedy ve chvili, je-li Pggo oxidované a/nebo
Pheo se nachéazi v redukované form¢. Pojmy oteviend a zaviena RC PSII jsou vsak
velmi cCasto, avSak ve vice aproximativnim piistupu, také vysvétlovany pomoci
redoxniho stavu Qa: je-li Qa oxidované, je RC oteviené a je-li redukované, je RC
zaviené (Lazar 2003). Oteviené a zaviené RC PSII maji ale i jiné definice.

Po Fy (oznaované O) nasleduje ve FLR prvni krok, ktery za vSech intenzit
svétla odrazi akumulaci redukovaného Qa kontrolovaného intenzitou svétla. Tento prvni
krok se nazyva fotochemicka faze a ve FLR kiivce odpovida ¢asti O-J. Po fotochemické
fazi nastava tzv. termalni faze — tato faze zavisi na teploté¢ méteni. Na kiivce FLR ji pak
odpovidaji viny J-1-P. Termalni faze odrazi nejen akumulaci redukovaného Qa, ale taky
nahromadéni pienaSect elektronti za Qa a to na Qg (Lazar 2003).

Termalni faze je dvojfazova. Sklada se z prvni faze, J-1, a pak nasleduje faze
druhd, I-P, ob¢é méfené za vysokych intenzit svétla. Faze odrazi nejen akumulaci
ruznych kombinaci redukovaného Qa a Qg, ale 1 heterogenitu PSII. Vlna I maze také
odrazet redoxni reakce odehravajici se za PSII, konkrétné v donoru elektronu v PSI,
P700, @ jeho okoli (Chmelinova 2012). Toto tvrzeni vychazi z faktu, ze maximum
oxidace P7qo nastava v pozici viny | ve FLR. Takze v kiivce FLR, konkrétné v krocich
J-I-P, je pravdépodobné zobrazena ucast vSech elektronovych pienasecli v ramci
tylakoidni membrany (Lazar 2003). Novou teorii pro vznik termalni faze FLR je, Ze
tato faze je zpuisobena bliZze nedefinovanou osvétlenim indukovanou strukturni zménou
v PSII, ktera zptsobi nartst fluorescence (Schansker a kol. 2011, 2014). Bylo navrzeno,
Ze tato strukturni zména miize byt indukovéna elektrickym polem vytvofenym okolo
ptenaseci elektront v PSII (Schansker a kol. 2011, 2014). Z tohoto divodu se studium

role samotnych lokalnich elektrickych poli na tvar kiivky FLR jevi jako vhodné.

2.3. Pfenos elektronu

2.3.1. Komplex S§tépici vodu

Enzymovy komplex Stépici vodu za uvolnéni kysliku (water splitting complex
(WSC)) neboli také komplex vyvijejici kyslik (oxygen evolving complex (OEC)), je

umistény v tylakoidni membrané na lumenové strané¢ (Chmelinova 2012). OEC



obsahuje 4 atomy manganu, které v cyklu postupné prochazi péti riznymi oxida¢nimi
stavy, které se obvykle oznacuji Sp az S4. Kazdy krok mezi Sy a S4 je oxida¢né-redukeni
reakce pohanéna absorpci jednoho fotonu.

Dvé molekuly vody se navazou k OEC, ktery usnadnuje vznik kysliku tak, ze
postupné z vody odebira jednotlivé elektrony a protony. V poslednim kroku dojde
k uvolnéni molekuly O, do lumenu. Béhem tohoto déje OEC prochazi fadou oxida¢nich
stavu, které predstavuji kombinace iontd manganu o rizném mocenstvi, tedy Mn®",
Mn** a Mn®* (Voet a Voetova 2011). Nékteré teorie uvadgji, ze stavy So, S1 a S»
odpovidaji komplexiim MngOy4, které maji strukturu kubanu, a stavy Sz a S; pak
odpovidaji Mn4Og, jehoZ struktura je adamantan. Pti piechodu ze stavu S, na So dojde
ve struktufe k presmyku, a tedy adamantan se pfeméni na kuban, a dojde tak k uvolnéni
kysliku.

Nejbliz§im spojovacim ¢lankem v fetézci pirenosu elektront je molekula tyrosinu
161 (Y7), ktera odebira elektrony z OEC a piedava je na oxidovanou formu Pggp, ¢imz ji

redukuje.

2.3.2. Pfenos v RC PSI|I

PSII obsahuje molekuly chlorofylu a i b, které jsou vazané na proteinové nosice,
coz umoziuje PSII absorbovat energii dodanou ze svétlosbérnych komplext. Absorpcni
maximum PSII se pohybuje v oblasti 670 — 680 nm (Kaplanova a kol. 1987). LHCII
dodava excitacni energii RC, pfijetim této energie se vytvaii excitovany stav na Peggo
(dimer molekul chlorofyll). Pggy ale miiZze absorbovat tuto energii pouze tehdy, je-li
v redukované formé, nachazi-li se Pggp vV oxidovaném stavu, excitacni energii nemize
absorbovat a piesouva ji do jinych RC s redukovanym Pggy (nebo, podle nékterych
autorti, mize oxidovany Pggy excitani energii zhaset). Redukovany Pggy absorbuje
excitacni energii, ¢imz se vytvoii excitovany stav ngo*, ktery vede k uvolnéni elektronu
Z Pego za vzniku Pggo’. Peso je tedy primarni donor elektronti v PSII. Podle novéjSich
praci by vSak primarnim donorem elektroni méla byt molekula doprovodného
chlorofylu (acc chlp;) umisténa na proteinu D1 mezi feofytinem (Hpi) a Pego. V této
souvislosti je také diskutovdna mozna role doprovodného chlorofylu umisténého na
proteinu D2 (acc chlpy) mezi feofytinem na D2 (Hp) a Pego. Peso by pak byl az

sekundarni donor elektront. Z toho diivodu se v nékterych pracich pod pojmem Pggo



obecné uvazuje tetramer chlorofylt Pggo, acc chlp; a acc chlp,. Pro jednoduchost
v modelovani vsSak predpokladame, ze primarni donor elektrontt v PSIl je Pgsgo.
Uvolnény elektron pfijima primarni akceptor elektronii Pheo (ve struktuie PSII se
nachazi 2 feofytiny Hp; a Hpy, ale Hp; se netiéastni elektronového transportu a tvoii tzv.
inaktivni vétev transportu elektronu v PSII). Pfenos elektronu z Pggo na Pheo se nazyva
nabojova separace, zpétnému pienosu se fikd ndbojovd rekombinace. Nabojova
stabilizace se pak jmenuje proces, pii kterém se predava elektron z Pheo na Qa. Kationt
nehemového Zeleza (Fe?*) pomaha pienaset elektron z Qa na Qg. Qg je dvouelektronovy
akceptor a tak elektron pfijima jak v oxidované formé (Qg) tak ve formé redukované
(semichinon, Qg) za vzniku Qg”. Qg” poté piijima 2 protony ze stromalniho povrchu
tylakoidni membrany za vzniku elektricky neutrdlni formy plastochinolu, QgH,. Tato
neutralni forma je pouze slabé vazana na PSII a snadno se uvoliuje do tylakoidni
membrany, ¢imz se stava redukovanou formou plastochinonu (PQ) z poolu v membrané
(Chmelinova 2012). V Qg-kapse PSII tak zistane volné misto, na které se navaze
oxidovana molekula PQ z poolu, ¢imz vznikne v PSIl oxidované Qg. PQ pool se

oxiduje pfedanim elektronti na komplex cytochrom bg/f (Vodrazka 2002).

2.4. Matematicky popis pro prenos elektron

Jak ale k pfenosu elektronu mezi jeho donorem a akceptorem dochdzi? Na tuto
otazku se zacalo odpovidat v druhé poloviné dvacatého stoleti vypracovanim dvou
teorii, a to teorie vnitiniho a vnéjSiho elektronového pfenosu. Obé tyto teorie ziskaly
ocenéni nejvyssi, Nobelovu cenu.

Henry Taube obdrzel Nobelovu cenu roku 1983 za tehdy prikopnickou teorii
,Vvnitiniho prenosu elektronu® (inner sphere electron transfer nebo také bonded electron
transfer). Pienos elektrond se déje pomoci vytvoreni chemické (kovalentni) vazby mezi
donorem a akceptorem. Touto vazbou vznikne komplex, ve kterém dojde k néslednému
pfenosu elektront. K vytvofeni komplexu nemize dojit mezi pienaSe¢i umisténymi
v proteinech, tedy tento typ pfenosu elektronu se déje prevazné v reakcich, ve kterych

dochazi k tvorb¢ prechodnych kovovych komplexi.



Rychlost reakci, pfi kterych dochézi ke strukturnim zménam reaktantd, se
popisuje pomoci Eyringovy ,teorie pfechodného stavu (transition state theory, TST).
Aby tato teorie byla naformulovana, bylo zapotiebi pfedchozich dil¢ich vysledki
jednotlivych védct vychazejicich ze dvou rozdilnych oblasti fyziky, a to
z termodynamiky a statistické mechaniky.

V biologickych systémech je ale vnitini pienos elektront vzacny, a to protoze
redoxni mista jsou ,,0balena” objemnymi proteiny, které je chrani, a tim zamezuji
spojeni do piechodného stavu. V biologickych systémech se proto uplatiuje jiny typ
prenosu elektronu, a to ten, kdy elektron je nucen se pohybovat prostorem od svého
donoru k akceptoru. Tento d& popisuje teorie ,,vnéj$iho pienosu elektront“ (outer

sphere electron transfer) (Taube 2012).

2.4.1. Marcusova teorie

Teorii vn&jsiho ptenosu elektront predstavil v roce 1956 Rudolph A. Marcus.
Hlavnim aspektem teorie je popis miry vnéjSiho pfenosu elektront od donoru
k akceptoru v biologickych systémech, kdy pied pienosem, V jeho pribéhu a po ném
jsou donor s akceptorem fyzicky oddélené entity a po celou dobu pienosu tedy
nedochazi k zadnym strukturnim zménam reaktantli. Tento pienos se uskute¢iiuje diky
tunelovému jevu, ktery je pravé popsan v Marcusove teorii R. A. Marcusem, ktery za ni
roku 1992 dostal Nobelovu cenu.

Marcusova teorie nam tedy predklada matematicky aparat pro zjisténi rychlostni
konstanty ptenosu elektronu. Pfed samotnym popisem tunelového jevu pomoci této
teorie je ale tieba nadefinovat jina fyzikalni pravidla a jiné principy, které Marcusova

teorie vyuziva.

Fermiho zlaté pravidlo

V kvantové mechanice jde o vzorec, ktery umoznuje vypocitat pravdépodobnost
piechodu za jednotku cCasu, tedy slouzi pro popis ,,rychlosti pfenosu® (transition rate)
Z jednoho energetického kvantového stavu |i > do jinych koncovych kvantovych stavii
systému < f] zptsobeného obecné ¢asové promeénnou energetickou poruchou, popsanou
Hamiltonidnem H. Rozmér této rychlosti penosu je shodny s rozmérem rychlostni

konstanty reakce 1. fadu.



Plati tedy:
, 2w . .
NG = f)=—I(<fIH |i>)]"2p
h : 1)
kde < fl[H’|i > je maticovy element poruchy mezi pocatecnim a koncovym stavem
zapsanym bra-ket znaenim a p je hustota koncovych stavil (= pocet stavii na jednotku

energie).

Franck-Condontv princip

Franck-Condondv princip (oznacovan jako FC) popisuje piechod mezi
energetickymi stavy dané latky. V klasické (= nekvantové) podobé ftika, zZe
nejpravdépodobnéji  dojde k ptechodu mezi elektronovymi stavy pfevazné ve
vertikalnim sméru. B&hem piechodu (10™ s) nestadi jadra zménit polohu. Pfechod se
tak d&je prevazné mezi body obratu klasického vibra¢niho pohybu, a to proto, ze se
Vv téchto polohach jadra nej€astéji vyskytuji (vyjimku tvoii stavy v = 0, zde je nejvetsi
pravdépodobnost vyskytu v rovnovazné poloze (u dvourozmérného fezu nadplochou
Vv prostoru je to na ose paraboly), to je dusledek kvantové mechaniky). V kvantové
podobé FC princip fika, Ze nejpravdépodobnéji dojde k elektronové-vibraénimu
pfechodu, u kterého se nejvice piekryvaji vibra¢ni vlnové funkce pocatecniho a
koncového stavu dané latky. Tedy pravdépodobnost tohoto piechodu (intenzita
elektronové-vibra¢niho prechodu) je umérna kvadratu piekryvového integralu mezi
vibraénimi vlnovymi funkcemi pocate¢niho a koncového stavu dané latky (pozn.:
kvadrat vinové funkce predstavuje hustotu pravdépodobnosti). Vibra¢nimi vlnovymi
funkcemi se mysli vlnova funkce jadra a to proto, Ze hmotnost dané latky, tedy jeji

vibrace, je dana hmotnosti jejiho jadra.

Tunelovy jev

Ptenos elektront v proteinech se dé&je pomoci tunelového jevu. Elektron se
V proteinech pfenasi na relativné velké vzdalenosti v porovnani s rozméry samotného
atomu 0,3 — 3 A. V roce 1966 De Vault a Chance dedukovali, Ze elektron je schopny
tunelovat mezi svym donorem a akceptorem do vzdalenosti az 30 A. Experimentélni
méfeni rychlosti pienosu elektronil v proteinech, jejichZ struktura je pfesné znama,
ukézala, 7e tunelovy jev se d&je vétSinou do vzdalenosti 14 A. Existuji i studie, které
ukazuji, Ze elektron se prenasi i do vzdalenosti 18 a 27 A (Page a kol. 1999). Za t&chto

vzdalenosti je interakce donoru a akceptoru elektronu mald a d4 se na ni aplikovat
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Fermiho zlaté pravidlo jako aproximace pro vyjadfeni rychlosti pfenosu elektronii pro
neadiabatické (dochazi k vyméné tepla) reakce 1. fadu. V analogii s rovnici (1) pak ve

znaceni obvyklém v literatute plati (Moser a Dutton 1992):

27T
k=—V?*FC
h , (2)

kde V je maticovy element poruchy (= interakce) mezi po¢ate¢nim a koncovym stavem.
Porucha V zavisi na elektronovych stavech donoru a akceptoru elektronu, a to protoze
se prenasi pravé elektron, a je imérnad prekryvu elektronovych vinovych funkei pravé
donoru a akceptoru elektronu (znaceno také jako Hag, Nebo Hpa — elektronové parovani
- coupling mezi donorem elektronu D a akceptorem elektronu A, ktery hraje roli H’
v rovnici (1)). Nejvétsi zmény ve V jsou v biologickych systémech v disledku poklesu
ptekryvu elektronovych vinovych funkci donoru a akceptoru elektronu s jejich rostouci
vzdélenosti. Vychazi se z ptedpokladu, ze k tunelovani elektronu dochdzi mezi
redoxnimi centry s uzkymi potencidlovymi jamami pies energetickou bariéru neménné

vysky (uréenou aktivacni energii reakce E,; viz dale). Proto plati:
V2 =Vgebr 3)

kde r je vzdalenost redoxnich center ,edge to edge”, tedy od ,hrany ke hran&®.
Koeficient f je imérny odmocnin€ z energetické bariéry (E,) a fikd nam jak dobie
vlnove funkce (velikost jejich poklesu v zavislosti na vzdalenosti) prostupuji prostorem
(= mediem, proteinem) mezi akceptorem a donorem elektroni. Pro rizné chemické
systémy je B rizna a voli se vintervalu 1 — 2 A (Marcus a Sutin 1985). Pro
fotosyntetické proteiny bylo zjisténo, ze je p = 1,4 + 0,2 A™ (Moser 1992, Page a kol.
1999) a pro vakuum je p = 2.8 A (tamtéz).

FC vrovnici (2) je hustota stavi urcena podle FC principu a odrazi piekryv
vlnovych funkci jader donoru a akceptoru elektronu. Podle Marcuse a Sutina (1985) lze
donor a akceptor elektronu a jejich jaderné vinové funkce aproximovat harmonickymi
oscilatory s oscilacemi se shodnou frekvenci, odpovidajici kvantové energii ho
s typickou hodnotou okolo 70 meV (Moser 1992), ale srozdilnymi rovnovaznymi

pozicemi a rozdilnymi volnymi energiemi téchto oscilatorti. Pak ptekryv jadernych
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vlnovych funkci donoru a akceptoru elektronu mé pribéh Gaussova rozdéleni

Vv zavislosti na volné energii reakce a je mozné jej napsat jako:

-1 lac?-a7

FC= (4mikzT)z e <ikeT (4)

kde A je reorganizacni energie, ktera je potfebna k naruseni rovnovéazné pozice jadra
donoru elektronu do pozice jadra akceptoru elektronu (kdy elektron poirad ziistava
nepfeneseny na donoru elektronu). FC se da také vyjadiit i semiklasicky, poptipadé
provést i kvantové korekce (viz Moser a Dutton 1992). Kvantova korekce je tfeba pro
ptipady, kdy ho je vétsi nez 2kgT (KgT je tzv. Boltzmanova tepelna energie a ma pro
pokojovou teplotu hodnotu 25,7 meV). Typické ho = 70 meV (viz vyse) je sice vetsi
nez 2kgT (51,4 eV), ale ne o hodné, takZe pro pokojovou teplotu je popis FC hustoty
stavii podle rovnice (4) relativné ptesny (Moser a Dutton 1992). Dosazenim rovnice (4)
do rovnice (2) a patficnym piezna¢enim dostaneme vztah pro velikost rychlostni

konstanty k pienosu elektronu tunelovym jevem (Marcus a Sutin 1985):

(ac?-1,2

k= (5)(4mik,T)z Hige  <ist | (5)

kde kg urcuje, Ze se rovnice vztahuje k reakci mezi jednou molekulou donoru elektronu
a jednou molekulou akceptoru elektronu (pokud by se rovnice vztahovala k jednomu
molu reaktantl, pak by vSude v rovnici misto kg byla univerzalni plynova konstanta R).
Déle Hag je maticovy element popisujici elektronovy coupling mezi donorem a
akceptorem elektronti udéavajici stupen piekryvu elektronovych vinovych funkei donoru
a akceptoru elektrond.

Uvazujeme-li Diracovu konstantu h = h/2x, rovnici (5) mizeme napsat jako

(Davidson 1996):

(ac?-13"

Y(AmAkyT) = Hige ket ©)

k — (Lﬁz

n
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ktera je ekvivalentni rovnici (Gray a Winkler 2003):

(ac?-1,2

- _
)?HZEE slkgT (7)

4

k=(

Lo
n /.RET

Dosazenim rovnice (3) do rovnice (6) a preznacenim (V za Hag) dostaneme pro Ki

rovnici (Davidson 1996):

(46%-4)°
I = kﬂe—,ﬁ‘{r—rg]e sAkgT

, (8)

kde ko je charakteristick4 frekvence jader (obvykle 10 s™) a rg je kontaktni vzdalenost
atomii (obvykle 3 A).

Pro vztah mezi aktivacni energii reakce E,, AGP a A, Marcus odvodil rovnici:

. _1} 1+.dG'3' ,  (A+46°)
“_4“( ;t)_ 4 ' (9)

Obecny empiricky vztah pro vypocet dekadického logaritmu velikosti rychlostni
konstanty pro pienos elektronti tunelovym jevem je (Moser a Dutton 1992):

3,1 (ﬂGG + Ft)z
logk =15—-0,6r— .

A , (10)
kde r je vzdilenost prenasecti ,.edge to edge” v A, AG° je ,ridici sila® veV a A je
reorganizacni energie v eV. A je u riznych proteint v intervalu 300 - 1300 meV (Moser
1992) s typickou hodnotou L = 0,9 = 0,2 eV (Page a kol. 2003).

Obecné plati, ze rychlost pfenosu elektronti tunelovym jevem je ddna hodnotami
AGo, A a r. Jak vyplyva piimo z pravé strany rovnice (9), pokud je pfenos elektronu
optimalizovany (AGoy = -A), pak aktivacni energie E, je nulova (nulovd vyska
energetické bariéry) a urcujicim faktorem pro rychlost prenosu elektronu je pak pouze
vzdalenost mezi donorem a akceptorem elektronu. Pro optimalizovany pfenos elektronu
a dané r vSak miize hrat roli FC hustota stavl, konkrétné vzijemny vztah mezi

velikostmi AGg a A, pro ureni sméru prenosu elektronu, jak bylo navrzeno Moserem a
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Duttonem (1992). To je ale pouze pro piipad, kdy ptenosu elektronu ptredchazi
excitovani donoru elektronu (naptiklad ve fotosyntéze), kdy doptedny pienos elektronu
s optimalizovanym AGp a A je z excitovaného stavu donoru elektronu a zpétny pifenos
elektronu se uvazuje do zakladniho stavu puvodniho donoru elektronu. Tedy v celkové
reakci prenosu elektronu a urceni sméru pienosu elektronu je vliv energie excitovaného
stavu, kde neuvazovani této energie pii zpétném pienosu elektronu do zakladniho stavu
zpusobi dosazeni inverzni Marcusové oblasti, Cili pfenos elektronu zpét jiz neni
optimalizovany, a proto jeho rychlost klesa.

Zpétna rychlostni konstanta pfenosu K., se pak vypocita na zakladé¢ definice

rovnovazné konstanty podle Boltzmannovy distribuce jako (Kipp a kol. 2008):

k_ = % , (11)

E_RET

kde k. je rychlostni konstanta doptedna vypocitana podle Marcusovy teorie (viz vyse),

T je teplota v Kelvinech a kg je Boltzmannova konstanta.

2.5. Vliv elektrického pole

Elektrony setrvavajici na daném pienaseci okolo sebe vytvareji elektrické pole,
které nasledné ovliviluje ostatni prenasené elektrony. Velikost intenzity elektrického

pole okolo bodového naboje je definovana vztahem:

E=—2 (12)

)
dmeET

kde ¢ je absolutni permitivita, ktera se vyjadiuje jako € = gogr, kde g je permitivita
vakua a g je relativni permitivita prostfedi okolo elektrického naboje, Q je velikost
bodového naboje a r je vzdalenost od bodového naboje.

V zavislosti na velikosti intenzity téchto poli se stale méni elektrostaticka
potencialni energie. Tato energie je rovna praci, kterou vykond elektron pii pienosu

Z jednoho pienaSece na druhy. Prace, ktera se vykona pfenosem elektronu po dréze proti
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elektrickym silam, je rovna zaporné vzatému integralu po této dréze ze slozky elektrické

sily ve sméru pohybu:

W= —| Fds

v 5y , (13)
kde F je elektricka (Coulombova) sila ptsobici na naboj, ds je diferencidl posunuti po
draze (Feynman a kol. 2001).

Z chemického hlediska dochazi ke zméné Gibbsovy volné energie v zavislosti na
potencialni energii elektrického pole na daném pienaSeci elektronil, a tim se pak méni
rychlost ptenost elektronti, a tedy i rychlostni konstanty v téchto fotochemickych
reakcich. Pro jednoduchost budeme uvazovat u reverzibilniho ptenosu elektronu
Z donoru D na akceptor A pouze lokélni ovlivnéni naboje v dané reakci a jiné naboje
v PSII nebudeme uvaZovat. Jiné naboje neuvazujeme proto, Ze vliv elektrického pole je
zavisly na vzdalenosti a tak vliv naboji na jinych akceptorech na nami sledovanou
reakci je zanedbatelné maly. Dale v prvnim pfiblizeni ptedpokladame, ze v kazdém case
se prenasi jednotkovy naboj elektronu g a rychlost tohoto pienosu elektronu je
ovlivnéna celkovym nabojem na akceptoru A (dano soucinem Q x A(t), viz dale), kam
se elektron pfenasi. Tedy na pocatku reakce, v Case t = 0, je elektron na donoru D a na
akceptoru A se zadny elektron nenachézi. V Case t se urCité mnozstvi elektronu jiz
pfenese na akceptor A. Tim vznika elektrické pole, které nasledné zacne ovliviiovat
nasledny pienos elektronu na tento akceptor A. Cili, elektrické pole, které jiz
zredukovany akceptor A vytvaii, zane odpuzovat elektron nasledné pifenaSeny
z donoru D pravé na akceptor A, a tim se modifikuje rychlost vzniku akceptoru A
(Chmelinova 2012).

Toto elektrické plsobeni je dynamicky jev, ktery se v ¢ase kontinudln€¢ méni.
Z toho vyplyva, ze vysledna zména Gibbsovy energie AG® je Casove zavisld na

mnozstvi zredukovaného akceptoru A s ndbojem Q:

ﬂGeE — ﬂGG +M, (14)

dTer

kde AG® je piivodni zm&na Gibbsovy energie bez ovlivnéni elektrickym polem, q je
jednotkovy naboj elektronu pfenasené¢ho z donoru elektronu D, Q je jednotkovy naboj

na akceptoru elektronu A, A(t) je relativni ¢asové proménné (podle diferencialnich
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rovnic z modelu) mnozstvi jiz zredukovaného akceptoru (v intervalu 0 — 1), r je
vzdalenost mezi donorem D a akceptorem A, coz v modelu znézortiuje vzdalenost mezi
jednotlivymi pienaSeci v PSIl v dané reakci a € je absolutni permitivita prostiedi (¢ =
€ogr, hodnoty ¢ jsou uvedeny v tabulce 1). Takto nadefinované pusobeni elektrického
pole na zménu Gibbsovy energie je chapano jako prvni pfiblizeni skute¢nosti z diivodu

jednoduchosti vypocti.

Tabulka ¢. 1.: Hodnoty relativni permitivity pro PSII.

&
OEC-Y, 74
Y Peso 4,7
Psgo-Pheo 3
Pheo-Q 3
Qa Qs 4

* hodnoty jsou pramérné hodnoty z literatury (Chamorovsky 2005, 2007)

V druhém pftiblizeni uvazujeme, Ze je hypoteticky mozn¢ pienaset 1 pouze Cast
jednotkového naboje (dano soucinem q x D(t), kde D(t) je relativni ¢asové proménné
(podle diferencialnich rovnic z modelu) mnozstvi donoru elektronu (v intervalu 0 — 1)) a
tedy AG® je Casové zavisla na zméné mnozstvi donoru D a soucasné i na zméné

mnozstvi zredukovaného akceptoru A nabojem Q:

AGe = AGO 4 3Eedy "

4TET

kde vyznam znaceni je stejny jako v rovnici 14.
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3. CILE PRACE

Na zaklad¢é faktu, ze teplotni faze fluorescen¢niho induk¢niho jevu by mohla
souviset s elektrickym polem vytvofenym okolo pienasect elektront v PSII (viz
kapitola 2.2.), cilem prace je pomoci matematickych simulaci provéfit, zda-li tato
elektricka pole samotna mohou ovlivnit tvar kfivky fluorescenéniho induk¢niho jevu.
Ve vylepseném ptivodnim modelu Dusana Lazéara z roku 2003 publikovaném v ¢lanku
(Lazar 2013) popisujici pienos elektronti v PSIl a okolo né&j, na rozdil od bakalaiské
prace, nejsou pouzité hodnoty rychlostnich konstant znamé z literatury, ale jejich
hodnoty jsou vypoétené na zakladé Marcusovy teorie. K uréeni hodnot rychlostnich
konstant bylo zapotiebi zméfit vzdalenosti pienaseci ,,edge to edge™ za pomoci
publikovanych struktur a uzitim specialniho software. Dale bylo potieba z literatury
urCit velikosti zmény Gibbsovy energie mezi jednotlivymi ptenaSeci. Model byl
nasledné rozsitiny 0 vliv elektrického naboje na prenasecich elektront, ktery ma vliv na
velikost rychlostnich konstant ptfenosu elektron a byl nasimulovan fluorescenéni
indukéni jev. Vysledky simulace jsou diskutovany a porovnany S experimentalné

naméfenymi kiivkami.
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4. SOFTWARE PRO SIMULACI

Prabéh fluorescencniho signalu FLR je simulovany pomoci programu Gepasi
verze 3.21 (P. Mendes, The Univerzity of Wals, Aberystwyth, U.K.), ktery byl navrzen
pro simulaci chemickych a biochemickych kinetik. Gepasi pouziva pro integraci
soustavy fadnych diferencialnich rovnic (Ordinary Differential Equation (ODE))
proceduru LSODA, coz je jedna z verzi procedury LSODE (Livermore Solver of
Ordinary Differential Equations). LSODA je sofistikovany algoritmus, ktery méfi tuhost
soustavy ODE a méni integraéni metodu dynamicky podle miry tuhosti. Adamsova
metoda s proménnym krokem a proménnym fadem az do 12. fadu se pouziva pro netuhé
oblasti. Pro tuhé oblasti se pouziva Gearova nebo BDF metoda s proménnym krokem a
S proménnym fadem az do 5. fadu. (Lazar 2003).

Vizualizace FLR kiivek je nasledné provedena pomoci programu Matlab 6.5.1.
(MathLab. INC. Natick, USA). Tento program se vyuziva zejména pro matematické
vypocty, vykresleni funkci a dat, implementaci algoritmi a také jako programovaci

jazyk.
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5. MODELOVANI

Zadny dokonaly model nemiize existovat, nebot’ simulaci vzdy aproximujeme
jen usek reality. Simulace tak plni roli ukazatele, jak se stavové proménné (= modelové
formy) méni v zavislosti na zménach parametri modelu. Pravé tato zavislost pak
napomahd experimentatorovi urcit, které z parametri jsou dulezité a které parametry
naopak dualezit¢ nejsou. Kvalitativni shoda, v biologickych systémech, mezi
experimentem a modelem, je pak dostacujicim cilem modelovani.

Existuji dvé moznosti modelovani, a to fitovani a simulace.

A) Fitovani

Pii fitovani matematicka rutina hleda hodnoty parametri modelu za tcelem
dostat co nejlepsi shody mezi experimentdlnimi a modelovanymi kiivkami. Tyto
matematické metody pro shodu automaticky fituji (napasovavaji) vybrané parametry
modelu, a to je slabé misto zptisobu tohoto modelovani. Problémem totiz je, ze existuje
vice teoretickych feSeni, protoze zména hodnoty jednoho parametru v modelu mize byt
nahrazena zménou hodnoty parametru jiného, aniz by se ztratila ,,shoda“ mezi teorii a
experimentem, ¢imz je spravnost takto ziskanych hodnot parametri modelu
zpochybnéna (Lazar 2009).

B) Simulace

Simulace, na rozdil od fitovani, pouzivad pteddefinované hodnoty parametri
modelu na zéklad¢ literatury. Simulovana ktivka se pak porovnava s daty ziskanymi
experimentalné pii stejnych pocatecnich podminkach. Mezi simulaci a experimentem
nemuzeme nikdy dosahnout absolutni shody. Velkou vyhodou vs$ak je, Ze nam simulace
dava mozZnost nalezeni parametrii modelu ovliviiujici vybranou vlastnost simulované

ktivky (Lazéar 2009).

5. 1. Modely FLR

Ktivka O-J-1-P je pfevazné modelovand na zakladé modelii popisujici pienos
elektront pouze v PSII a PQ poolu. Fluorescenéni méfeni na intaktnich systémech
ukazuje i podil prenosu elektronti za PSIlI na FLR (Lazar 2009). Podle literatury se na
jednotlivych fazich FLR podili mnoho procest. Prevlada vSak nazor, Ze variabilni

fluorescence pochazi pouze z PSII. Dogmaticky se tvrdi, ze PSI nevytvafi variabilni
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fluorescenci, a tedy, ze PSI piispiva do FLR pouze v ¢ase neménnou konstantni
(nevariabilni) hodnotu fluorescence, ¢ili pfispivd k minimalni fluorescenci Fo (Lazar
2013).

Pro popis funkce PSII byly navrzeny tfi modely, které popisuji vzdy urcitou ¢ast

elektronového prenosu:

A) Kokiiv model (Kok 1970)

Koktv model byl navrzen pro popis funkce donorové strany PSII. Predstavuje
donaci 4 elektronti z OEC pii cyklické a postupné oxidaci jeho manganového klastru
pres stavy znacené jako Sp, S1, Sz @ Sz zpét na Sp, kde dolni index znaci oxidacni stav

manganového klastru OEC. Pfi pfechodu ze stavu Sz na So dochazi k vyvoji kysliku.

B) Model dvouelektronové brany (Bouges-Bocquet 1973)

Model dvouelektronové brany (two-electron gate, TEG) piedstavuje pienos na
akceptorové stran¢ PSII. Znazornuje tedy prenos elektroni z Qa Na Qg a zaroven bere
v uvahu, Ze Qg je dvouelektronovy pienase¢ na rozdil od Qa. Tento model se vyuziva
pfevazné pi1 simulaci kfivky FLR méfené v tylakoidnich membranach pii osvétleni
nizkou intenzitou excitovan¢ho svétla charakterizované kroky O-I-P, rozsitené;jsi verze

tohoto modelu se vyuziva k modelovani kroktt O-J-1-P (Lazar 2003).

C) Model reverzibilniho radikalového paru (Breton 1983)

Model reverzibilniho radikalového paru (RRP) popisuje uziti energie vedouci
K primarni fotochemii (oddéleni naboju, jejich rekombinaci a stabilizaci) v ,,otevieném*
(Qa) a ,,zavieném™ (Qa’) PSII (Lazar 2003). Model tedy pfedstavuje ptenos elektroni
Z Pego ptes Pheo na Qa. Model byl ¢asem rozsifen, a to proto, ze piivodné byl navrzen
pro simulaci poklesu fluorescence v pikosekundové a nanosekundové oblasti po tvorbé
excitovanych stavii pomoci velmi kratkych laserovych pulsii. Tim padem neobsahoval o

mnoho pomalejsi redukei Pego” donorovou stranou PSII (Lazar 2009).

Nejcastéji se v literatufe FLR simuluje na zakladé¢ vylepSeného TEG modelu
(napt. Lazar a kol. 1997), model RRP se pouziva pro simulaci FLR za pfitomnosti 3-
(3',4’-dichlorofenyl)-1,1-dimethylmocoviny (DCMU). DCMU je inhibitor pienosu
elektront z Qa na Qg, kdy se DCMU navaze do Qg kapsy PSII a tim znemozZni pienos
elektronti z QA dale (Lazar a Pospisil 1999).
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5.2. Model DuSana Lazara z roku 2003

V roce 2003 byl publikovan Dusanem Lazirem novy model pro simulaci FLR.
Tento model spojil vSechny tii vySe uvedené modely (Kokiv, TEG i RRP) a doplnil je 0
nekteré chybéjici kroky (napf. pienos elektronti spojeny s Yz). Vychéazi pak
z ptedpokladu, ze FLR je pouze vlastnosti PSII, tedy popisuje pouze kroky pienosu
elektront v PSII, a tak se neberou v uvahu reakce popisujici transport elektronti za PQ
poolem.

Vlastnosti tohoto modelu jsou:
(i) tvorba excitovanych stavil je popsana rychlostni konstantou ki, Ktera je umérna
intenzité excitatniho svétla.
(ii) deaktivace excitovanych stavii se déje pomoci nabojové separace mezi Pggp @ Pheo
(jde o reakce srychlostnimi konstantami k;° a k;°), nezafivé deaktivace ve

LHA % 7 . , o ’ + P
), zhaseni excitovanych stavii pomoci Pegy’ (Kup'),

svétlosbérnéanténé (LHA, kyp
zhaeni excitovanych stavii pomoci oxidovaného plastochinonu z PQ pool (kup' ),
pomoci pfenosu excitaéni energie mezi uzavienym a otevienym RCII (kyy) a pies emisi
fluorescence (Kg).

(111) fluorescenéni signal béhem FLR je definovan jako zéafiva deaktivace excitovanych
stavll uzitim rychlostni konstanty fluorescence k.

(iv) vkazdém redoxnim stavu Qg (Qs, Qg,, Q&%) je primarni fotochemie (odde€leni
naboje, rekombinace a stabilizace) popsana RRP modelem pro oba redoxni stavy Qa,
pro oxidované, tak i pro redukované (k:°, k.1°, k2°, ki°, k15, k2°).

(v) kdyz je Qa Vv redukované formé, elektron je prenesen na Qg ve smyslu TEG modelu,
to znamena, ze elektron je pienesen z Qa na Qg nebo na Qg s riznymi rychlostnimi
konstantami (Kag1, Ksa1, Kag2, Kea2).

(vi) kdyz je Qg dvojnasobné redukovany (implicitné se piedpokladd okamzita
protonace), je vyménény za molekulu PQ z PQ poolu (Kears)ex: K@/pgex)-

(vii) kdyz je Pggo oxidovany odd€lenim naboje pfi nabojové separaci, je redukovany
elektronem z Yz (Kpred, Kpox).

(viii) kdyz je Y, oxidovany, redukce Y, je popsana Kokovym modelem pro funkci
OEC (ko1, K12, Koz, K3p).

(ix) rekombinace nédbojii mezi Pego” @ Qa™ (Kp/ayrec)-
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Obecné lze tici, ze v modelu Lazara (2003) se uvazuji pouze ty reakce, které
maji ¢asovou konstantu mensi nez 1 sekunda, coz je priblizné¢ doba, po kterou se
detekuje FLR. Reakce a jejich rychlostni konstanty uvedené v tomto modelu jsou
obecné ptijaté v literatuie (Lazar 2003).

V PSII se ale realizuji 1 reakce a vyuzivaji prenasece elektrond, které nejsou
v modelu zahrnuty. Jsou to naptiklad tyto ptenasece ¢i reakce:

(i) Yp (tyrosin 160, nachazejici se v proteinu D, v PSII) — ten neni zapojen do pienosu
elektronti pies PSII.

(ii) Fe?* nachazejici se mezi Qa a Qg — jeho u¢inek na kinetiku pienosu elektront neni
Vv literatuie dosud popsan.

(iii) cytochrom bssg — ten se na pienosu elektrontt v PSII podili, ale jen za stresovych
podminek (napf. pfi fotoinhibici), ale v tomto piipad¢ je asovéa konstanta této reakce
veétSinez 1 S.

(iv) kroky spojené s protonaci redukovaného Qg a zamény Qg* s PQ z PQ poolu — ty se
V literatufe neshoduyji.

(v) nabojova rekombinace mezi kladnymi néboji uloZenymi na donorové strané¢ PSII a
zapornymi naboji ulozenymi na akceptorové stran¢ PSII — jejich ¢asové konstanty jsou
veEtsi nez 1s.

(vi) zhaSeni excitovanych stavli v RC pomoci jeho dvou B-karotentli — za fyziologickych
podminek (nestresové podminky) maji tyto reakce nizky vytézek.

(vii) anihilace excitovanych stavii — je zde nutna velmi vysoka intenzita svéta (naptiklad
laserové impulsy) z divodu, aby byla dostatecna hustota excitovanych stavi, to ale neni
ptipad mé&feni FLR (Lazar 2003).

Relativni pocatecni mmnozstvi dané modelové formy v modelu a hodnoty
rychlostnich konstant jednotlivych reakci jsou vstupnimi parametry pro jednotlivé
simulace. Relativni pocateéni mnoZstvi konkrétni modelové formy 1 rychlostni

konstanty jsou znamé z literatury (viz. Lazar 2003 a Chmelinova 2012).
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5.3. VylepSeny model Dusana Lazéara 2013

Lazér a Jablonsky v roce 2009 ukézali, ze rGzné piistupy/ptedpoklady pouzité
pii formulaci kinetiky v modelu PSII vedou k rozdilnym simulovanym FLR kiivkam.

Pivodni model Lazara z roku 2003, popisujici reakce elektronového transportu
vyskytujiciho se v PSII a slouzici tak k simulacim FLR pochazejiciho z PSIl, byl
sestaven na zaklad¢ urcitych predpokladl, které podle Lazéara a Jablonského (Lazar a
Jablonsky 2009) muzou mit vliv na tvar a velikost simulovaného FLR. Proto, aby byl
model presnéjsi, bylo potfeba ho vylepSit. To znamend, Zze je potieba jisté reakce
naformulovat trochu jinak — 1épe. Tedy jednoduseji feceno, zlepSeni u modelu znamena,
ze jisté reakce byly formulované jinak ve vylepSeném modelu z roku 2013, nez jak byly
naformulované v pivodnim modelu z roku 2003.

Rozdily ve vylepsené modelu z roku 2013 jsou:

i) Namisto jedné reakce druhého fadu pouzité pro popis Qg*/PQ vymény v PSII modelu
z roku 2003 se ve vylepseném PSII modelu z roku 2013 pro tuto vyménu pouzivaji dvé
nasledné reakce: v prvni reakci protonované Qg® (QgH2) je uvolnéno do tylakoidni
membrany a stava se tak plastochinonovou molekulou (PQH>). Vysledkem reakce je, ze
Qg kapsa je prazdna. V nasledujici reakci se plastochinonova molekula z PQ poolu
navaze do prazdné Qg kapsy v PSII a stava se tak Qg z PSII (Lazar 2013).

i1) Kyslik vyvijejici komplex (OEC) a tyrosin (Yz) jsou vazany na PSII, coz znamena,
Zze muzeme pouZzit kinetiku prvniho fadu namisto kinetiky druhého fadu pro popis
elektronového transportu mezi OEC a Yz a mezi Yz a Pggo. To v8ak vede k obrovskému
narGstu poctu modelovych forem (stavové veli€iny), protoze je tfeba vzit v tivahu
vSechny mozné kombinace vSech redoxnich stavi elektronovych pienasecta v PSIl. To
ma za nasledek 386 redoxnich forem modelu — obycejnych diferencialnich rovnic
(Lazar 2013).

Pocate¢ni podminky jakozto 1 hodnoty rychlostnich konstant jsou stejné jak ve
vylepseném modelu z roku 2013 tak v pivodnim modelu z roku 2003 (viz Lazar 2003,
Chmelinova 2012). Vyjimku tvofi rychlostni konstanty pro popis reakce Qs>/PQ
vymeény. V ptipad¢é pivodniho modelu $lo o jednu reakci druhého fadu, dopiednou a
zpétnou, konstanty pak byly definované jako: kexchf =250 st a kexchb = 250 st. Ve
vylepSeném modelu je vyména popsana dvéma po sob¢ naslednymi reakcemi (vyvazani

Qs> za vzniku volného mista v Qg kapse a navazani PQ molekuly z poolu do tohoto
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volného mista) s doprednymi a zpétnymi rychlostnimi konstantami: kunbindf = kbindf =
500 s & Kunping” = Kping” = 500 s (Lazér 2013).

Dvojnasobné zvyseni hodnot rychlostnich konstant v druhém pfistupu je proto,
ze dvé nasledné reakce musi po sob¢ postupovat s dvojnasobnou rychlosti ve srovnani
s ptipadem, kdy vyména je popsana pouze jednou reakci druhého tadu (Lazar a

Jablonsky 2009).

5. 4. Rozsiteni PSII modelu z roku 2013

V bakalarské praci jsme si dali za kol zjistit, zda elektrické pole, které je
vytvafeno vznikem aniontl a kationti prenasect elektronti v PSIl v disledku
fotosyntetického pienosu elektronl, miize mit vliv na tvar simulované kiivky FLR
(Chmelinova 2012). V této bakalaiské praci nam pak nasimulované kiivky jasné
ukazaly, Ze vliv elektrického pole na jednotlivych ptenasecich elektroni neni
zanedbatelny, jak se do té doby myslelo. Proto jsme se rozhodli vtomto tématu
pokracovat s pozménénym, exaktnéj$im piistupem. Dal§im divodem pro toto studium
byl i moZzny vliv lokalnich elektrickych poli na tvar kiivky fluorescencni indukce, jak je
popsano v kapitole 2.2.

Zatimco v bakalaiské praci jsme vyuzivali hodnoty rychlostnich konstant znamé
z literatury, v diplomové praci hodnoty téchto rychlostnich konstant pocitame z
Marcusovy teorie pro rychlost pienosu elektronu, ktera je vhodna pro popis pienosu
elektront ve fotosyntéze. Nemusime tak vychazet z hodnot rychlostnich konstant, které
jsou znamé z literatury a které byly mnohdy zjisténé pro rizné experimentalni

podminky.

5. 4. 1. Optimalizovany ptenos elektronu

Nejjednodussi pfistup pro vypocet rychlostni konstanty ptenosu elektronu je
uveden v rovnici (10). Pro vypocet dekadické hodnoty rychlostni konstanty mame
V rovnici tfi neznamé a to: vzdalenost (1), ,,fidici silu“ (AGO) a reorganizacni energii (A).
Jak bylo fe¢eno vyie, pokud se AG® = -\, pak se jedna o tzv. optimalizovany pienos
elektronu (vzhledem k jeho rychlosti), kde uréujicim faktorem pro rychlost pienosu

elektronu je vzdalenost mezi akceptorem elektronu a jeho donorem. V literatufe jsou
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tyto vzdalenosti méfeny vzdy ,,0d stfedu po stfed” (,,center to center), tedy od stfedu
donoru elektront ke stfedu akceptoru elektrond. Protoze je v§ak ptenaseny elektron na
molekule delokalizovany (Vodrazka 2002), je relevantni ve vypoctu pouzit vzdy
nejkrats§i vzdalenost mezi pifenaseCi. Je tedy potieba zjistit vzdalenost ,,od hrany
ke hran¢* (,,edge to edge”). Abychom mohli tuto vzdalenost proméfit, vyuzili jsme
proteinovou databazi PDB (Protein Data Bank). V databazi je zapotiebi zvolit co
nejvhodné;jsi rentgenovou strukturu PSII s co nejlepsim rozlisenim a co nejnovéjsi. My
jsme zvolili strukturu od Umeny a kolektivu z roku 2011 s rozlisenim 1,9 A (v PDB ma
tato struktura kod 3ARC). Nami zvolenou strukturu jsme analyzovali pomoci softwaru
PyMol (vytvoifen Warrenem L. Delano a distribuovano Delano Scientific LLC). Jde o
software urCeny pro molekuldrni vizualizaci. Z celé¢ struktury vyselektujeme jen

ptenaSece elektronti a zmétime nejkratsi vzdalenosti, viz obrazek 2.

ck on the First atom,,.

Qa

Obrazek 2. Zmétené vzdalenosti mezi jednotlivymi pienaseéi.

Miih a kolektiv v roce 2012 publikovali ,,edge to edge* vzdalenosti pienaseci v
PSII. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2 a nam slouzi pouze jako hodnoty
srovnavaci s hodnotami ndmi naméfenymi. Porovnanim pak mtizeme prohlasit, ze nami
naméfené hodnoty jsou shodné a tak je mozné je pouzit pro vypocet rychlostnich

konstant.
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Tabulka 2. Prehled vzdalenosti mezi pienaseci elektronti v PSII.

vzdalenost z literatury [A] vzdalenost z literatury [A] vzdalenost naméfend [A]

(centre to centre)* (edge to edge)** (edge to edge)***
OEC-YZ 54 4,8 4,8
Y, Pego 12,4 9,5 7.8
P.-Pheo 18 5 55
Pheo-Q, 12 8,4 7,1
Q. Qg 18,7 13,4 13,4

*primérné hodnoty z literatury (Zouni a kol. 2001, Ferreira a kol. 2004), nepfesnost v uréeni + 1A
**ptevzato z Miih a kolektiv (2012), neptesnost v uréeni + 1A
***hodnoty vzdalenosti nami urcené

Jak bylo fefeno diive, pro vypocet doptfednych rychlostnich konstant
optimalizovaného stavu je zapotiebi urcit vzdalenosti pfenosu, pro hodnoty rychlostnich
konstant zpétnych je zapotiebi znat hodnoty zmény Gibbsovy energie mezi prenaseci.
Tyto hodnoty piebirame z literatury a to od Grabolle a Daua (2005) pro akceptorovou
stranu PSII a od od Grabolle a Daua (2007) pro stranu donorovou. Tyto hodnoty jsou

shrnuty v tabulce 3.

Tabulka 3. Hodnoty rozdilu stfednich redoxnich potencialu mezi prenaseci a od nich
odvozena zména Gibbsovy energie.

Ptenos AE1; (V) AG (eV)
OEC—Y, -0,1 -0,1*
Yz_:Peso -0,03 -0,03*
Psso — Pheo -0,1 -0,1**
Pheo” — Qa -0,47 -0,47**
Qa — Qs -0,1 -0,1**
Qa— Qg -0,1 -0,1**

* hodnoty pievzaté z Grabolle a Dau (2007)
**hodnoty pfevzané z Grabolle a Dau (2005)

Grabolle a Dau (2005) se rozhodli experimentalné stanovit velikost zmény
volnych energii AG na zakladé rovnovaznych konstant. Pfimé stanoveni redoxnich
potenciala titraci nelze dosahnout, protoze vystaveni proteinu potencidlu okolo 1V je
vysledkem mnoha ni¢ivych vedlejSich reakci. Kromé toho casové zavislé ,,pracovni
potencidly” mohou byt vyznamné tak, ze redoxni potencial stanoveny praveé titraci

nemusi byt dostatecny pro diskuzi (Grabolle a Dau 2005). Experimentalné¢ urcené
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zmény volné energie AG pak odpovidaji rozdilu stfednich redoxnich potencial AE;/;

podle vztahu:

qAE1, = AG, (16)

kde q predstavuje elementarni naboj (Grabolle a Dau 2005).

Do rovnice (10) upravené pro optimalizovany pienos dosadime hodnoty
vzdalenosti pienaSecu elektronti z tabulky 2 a vypocitame tak dopiedné rychlostni
konstanty pro donorovou a akceptorovou stranu pro optimalizovany pienos. Do rovnice
(11) dosadime nami vypocitané dopfedné rychlostni konstanty a hodnoty zmeén
Gibbsovych energii pro pfenosy elektronii mezi jednotlivymi pfenaSeci a vypocteme tak
zpétné rychlostni konstanty. Piehled takto ziskanych rychlostnich konstant je uveden
v tabulce 4, kde pro porovnani jsou uvedené i hodnoty téchto rychlostnich konstant

podle literatury reprezentované sadou hodnot jak byly pouzité v praci Lazar (2003).

Tabulka 4. Piehled rychlostnich konstant pro optimalizovany ptenos elektronu a hodnot
téchto konstant uzitych v Lazar (2003).

Pfenos k. [s7] k. [s7] ke [s7] k. [s]
Peso — Pheo 5x10M 1,02x10"° 3x10° 3x10°
Pheo” — Qa 5,5%x10% 6,25x10° 2,3x10° 0

Qa — Qs 9,12x10° 1,86x10° 3,5x10° 1,75%10°
Qa— Qg 9,12x10° 1,86x10° 1,75x10° 3,5x10"
Y —P, 210" 6,23x10° 5%10° 1,7x10°
OEC—Y, 1,32x10%? 1,23x10%° 2x10% 0

k. doptedna rychlostni konstanta
k. zpétna rychlostni konstanta
* hodnoty z literatury (Lazar 2003)

Z tabulky 4 plyne, Ze hodnoty rychlostnich konstant pro optimalizovany pienos
jsou vzdy vétsi nez hodnoty znamé z literatury, kde nejvétsiho rozdilu (o 8 fadu !) je
dosazeno pro rychlostni konstantu pienosu elektronu z OEC na Yz. Vzhledem Kk velké
rozdilnosti hodnot vSech rychlostnich konstant (optimalizovany pifenos * hodnoty
z literatury) Ize pak ocekavat, Ze kiivky fluorescencni indukce simulované pro hodnoty
rychlostnich konstant pro optimalizovany pienos a podle literatury budou vykazovat

jiné tvary.
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5. 4. 2. Neoptimalizovany pienos elektronu

Podle Marcusovy teorie jsou pro vypocet rychlostnich konstant
neoptimalizovaného pienosu elektronu urcujici tfi proménné a to vzdalenost r, zména
Gibbsovy energie AG a reorganizacni energie L. Pro vypocet dopiednych rychlostnich
konstant vyuzivame opét rovnici (10) a do ni dosazujeme hodnoty vzdalenosti z tabulky
2 a hodnoty AG uvedené v tabulce 3. Za reorganizaéni energii A dosazujeme hodnoty
v intervalu 0,7 — 1,1 eV. Tento interval byl vybran proto, ze, jak jiz bylo zminéno dfive,
typickd hodnota reorganizacni energie je 0,9 = 0,2 eV (Page a kol. 2003). Zpétné
rychlostni konstanty jsou pocitané ze vztahu (11). Vysledné hodnoty takto ziskanych
rychlostnich konstant jsou uvedené v tabulce 5. Znaeni rychlostnich konstant
zachovavame v této praci takové, jako bylo pouzito v praci Lazar (2003) a nasledné
bylo odcitovano v bakalaiské praci (Chmelinova 2012) a to proto, ze zbylé konstanty

zachovavame neménné jako v téchto pracich a zde je necitujeme.

Tabulka 5. Dopiedné a zp&tné rychlostni konstanty (ob& maji rozmér s™) pro
neoptimalizovany pfenos elektronu pro reorganizacni energii A v intervalu 0,7 — 1,1 eV.

pienos A=0,7 2=0,8 2=0,9 A=1,0 =1,1

Peso — Pheo ki 1,28x10"°  6,33x10°  3,13x10° 1,55x10°  7,62x10°
ke  2,61x10°  1,29x10®  6,38x10’ 3,16x10°  1,55x107
Pheo' > Qa k¢  3,2x10% 2,08x10°  1,27x10"  7,4x10° 4,18x10°
k.  3,63x10? 2,36x10%  1,44x10? 0,83x10%2  0,47x10?
Qa — Qg kagr 2,32x10° 1,15x10>  5,7x10* 2,8x10* 1,39x10*
Keas 4,73x10° 2,35x10°  1,16x10° 573102 2,83x10?
Qa— Qg kagz 2,32x10° 1,15x10>  5,7x10* 2,8x10* 1,39x10*
Kear 4,73x10° 2,35x10°  1,16x10° 573102 2,83x10?

Y -P, Keed  2,15%10°  1,05x10°  516x107  2,53x10"  1,24x10
Kpox  6,7x10" 3.27x10°  1,61x107 7,89x10°  3,86x10°
OEC—Y, ke  4,26x10°  2,13x10°  1,06x10°  5,24x10°  2,59x10°
Ked 3,98x108 2x108 9,9x10’ 4,9x10° 2,42x10"

Porovnanim hodnot rychlostnich konstant z tabulek 5 a 4 je patrné, ze pokud
neni pienos elektronu optimalizovany (tabulka 5), logicky dojde ke snizeni rychlosti
ptenosu elektronu. Toto snizeni je nejvétsi (o 3 fady) pro prenos z OEC na Y, z Y; na
Psso a také pro nabojovou separaci. Naopak rychlostni konstanty pro stabilizaci se témét

nemeéni v zavislosti na tom, je-li pfenos elektronu optimalizovany, ¢i ne.
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5. 4. 3. Rozsifeni o vliv elektrického pole

Prestoze jsme oproti bakaldiské praci zménili pfistup k zjisténi hodnot
rychlostnich konstant, rozsiteni o vliv elektrického pole ma stejny princip.

Pro rychlostni konstantu dopiedné reakce k°® bude pak platit upraveny vztah
(10), ktery Ize piepsat nasledovné:

3,1(A6+A)2,

;{Q{t:l — 1{]{15—0-.61'— 1 __I' (17)
Po dosazeni rovnice (14) do rovnice (17) dostaneme:

gAY, ..

3.1({36“+%ﬁ|+3.)2
- e = - JL -\-
JE\'QI:t'I — 10!\1.:1—':}.51— 3 §|.

(18)

Zmeéna rychlostni konstanty doptedné reakce popsané v rovnici (18) je pouzita
pro prvni ¢ast modelovani ve vylepSeném modelu, kde se predpoklada vliv elektrického
pole pouze na dopfedné rychlostni konstanty u prenosu elektronu v PSII.

Pro druhou ¢ast modelovani se pouzil vztah (17) a do n¢j dosazena rovnice (15).
Pak doptedna rychlostni konstanta se vypocita ze vztahu:

3 .1.(uj:.-:°+%'}+ 12

Q) — 15067 7 ) (19).

Rychlostni konstanta pro zpétny ptenos se pocita z rovnice (11), ale za AG? se

dosazuje vliv elektrického pole vyjadieny podle rovnic (14) a (15), coz vede k

20

—_qQDm . o
e 4mMEgErkpT 46

Q) —

(20)
respektive k
Q(t)
k +

e “TEQEryE . (21)

kg::t} —
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Vylepseny model Dusana Lazara z roku 2013

Protoze pouzity model D. Lazara zroku 2003 zahrnuje ,,pomalé“ pienosy
(pfechody mezi S-stavy v OEC, rekombinace elektronti mezi Pggy’ a Qa, pienos
elektrond z Qa” na Qg, vyména Qg* sPQ molekulou z PQ pool a oxidace/redukce
redukovaného/oxidované¢ho PQ poolu) i ,,rychlé” ptenosy elektronil (pfenosy mezi Yz
na Pesgo, ndbojova separace, rekombinace a stabilizace) simulujeme kiivku FLR v Siroké
casove Skdle, coz je od 1 ps do 1 s. Simulovat v Siroké ¢asové Skale miizeme také proto,
ze fluorescence béhem simulace FLR je definovana jako zafiva deaktivace excitovanych
stavil pies rychlostni konstantu fluorescence k; (6,7 x 10’ s, Chmelinova 2012).
Protoze soucasné fluorometry standardné detekuji kiivku FLR s ¢asovym rozliSenim ne

mensim nez 10 ps, jsou naSe simulace provedené v ¢asové skéale od 10 us do 1 s.
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40
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1 1 1 1
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10 10 10 10 10 10
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Obrazek 3. FLR simulovana na zakladé vylepsené¢ho PSII modelu Lazara z roku 2013, kde rychlostni
konstanty maji hodnoty uzité v Lazar (2003), viz tabulka 4. Osa x ma logaritmické ¢lenéni.

Na obrazku 3 je vizualizace FLR z vylepseného PSII modelu Dusana Lazara
2013. Z pocate¢ni hodnoty fluorescence (znacena jako O), ktera predstavuje minimalni

fluorescenci Fo pohybujici se v ¢ase okolo 60 us, se signal zveda k ving, ktera je
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experimentalné¢ mefend jako vlna J, nachazejici se v ¢ase 2 ms. Fluorescenc¢ni signal pak
strm¢ stoupd a dosahuje lokalniho maxima v ¢ase 8 ms. Tato vlna se svoji pozici
piiblizuje experimentdlné namétfené vIiné J. Po dosazeni lokalniho maxima
fluorescencni signal udrzuje svoji hodnotu do ¢asu 10 ms a poté signal pozvolné roste
do svého globalniho maxima, které¢ je dosazeno v Case okolo 80 ms, coz pftiblizné
souhlasi s pozici experimentdlné méfené viny 1. Model nenasimuloval experimentalné
méfeny nartst fluorescence z viny |1 do maxima P. Tato neschopnost byla brana jako
argument proto, ze reakce v modelu jsou nedostatecné pro simulaci ,,spravné* FLR
kfivky (Chmelinova 2012). Proto je potfeba tento model jesté rozsifit i o jiné déje
souvisejici s pfenosem elektronu. Jednim ztéchto d&ju je pravé vliv lokalnich

elektrickych poli.

6.2. Optimalizovany pienos elektronu

10 r——r—rrrrrry r——r—rrrrrry ey r—r—rrrr

Intenzita fluorescence (rel. jednotky)
(3]

G5 -4 -3 -2 -1 U]

10 10 10 10 10 10
cas(s)

Obrazek 4. K¥ivky simulované FLR pro velikosti rychlostnich konstant vypo¢itané z Marcusovy teorie
pro optimalizovany pfenos elektronu (rovnice 10, kde AGy = -\, viz tabulka 4). Osa x ma logaritmické
¢lenéni.

Kfivka uvedena na obrazku 4 je simulace kiivky FLR, kdy jsou pozménéné
pouze hodnoty rychlostnich konstant. Tyto hodnoty byly vypocitané na zakladé
Marcusovy teorie tunelového jevu pro optimalizovanou rychlost pfenosu elektronu

(rovnice 10, kde AGp = -A, viz tabulka 4), ostatni pfedpoklady jsou stejné jako u kiivky

zobrazené¢ na obrazku 3. Pocatecni hodnota fluorescencniho signalu (O) klesla.
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Nasleduje strmy narist do globalniho maxima okolo 4 ms, coz odpovida viné J. Dale
dochazi k poklesu do lokalniho minima v ¢ase 10 ms (dip D) a opétovnému nardstu do
lokalniho maxima okolo 50 ms, cozZ piiblizné odpovida experimentalné naméiené viné
I. Celkové v celé naméfené kiivee doslo k poklesu intenzity fluorescence pii porovnani
se simulaci z obrazku 3.

Rozdily mezi obrazky 3 a 4 je mozné vysvétlit na zakladé udaju v tabulce 4, kde
jsou uvedeny hodnoty rychlostnich konstant nami vypoc¢itané na zakladé Marcusovy
teorie a k porovnani jsou uvedeny i hodnoty z literatury. Nami vypoc¢itané hodnoty pro
rychlostni konstanty pro optimalizovany pienos jSOU obecné jiné nez ty, co se obvykle
uvadéji v literatute, a proto je prubéh FLR obecné jiny. Protoze, jak jiz bylo zminéno
drive, rychlostni konstanty pro optimalizovany pfenos jsou obecné vétsi nez rychlostni
konstanty podle literatury, pak fluorescen¢ni signal, definovany jako deaktivace
excitovaného stavu pfes rychlostni konstantu fluorescence, je mensi, protoze diky
zvySenym hodnotdm rychlosti pienosu elektronu pro optimalizovany stav dochazi

k snizeni akumulace excitovanych stavi a tudiz i k poklesu fluorescen¢niho signalu.

6.3. Neoptimalizovany pienos elektronu
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Obrazek 5. Ktivky FLR simulované pro rizné hodnoty reorganiza¢ni energie a) 0,7 eV, b) 0,8 eV, ¢) 0,9
eV, d) 1,0 eV, e) 1,1 eV, pouzité pro vypocet rychlostnich konstant pienosu elektronu (rovnice 10,
hodnoty rychlostnich konstant z tabulky 5). Osa x ma logaritmické ¢lenéni.



Na obrazku 5 jsou vyobrazené kiivky FLR, kde jsou pozménény rychlostni
konstanty. Ty byly vypocitané podle Marcusovy teorie pro neoptimalizovany pienos
(rovnice 10), kdy byly pouzity hodnoty uvedené v tabulce 5. I tyto hodnoty, jako u
simulace pro optimalizovany stav, jsou vétsi, nez byly hodnoty pouzité z literatury, a to
se projevilo na vysledné simulaci. S rostouci hodnotou reorganiza¢ni energie klesaji
velikosti rychlostnich konstant, coz vede k nartistu fluorescencniho signalu, protoze
dochazi k zvyseni akumulace excitovanych stavi. Kromé kiivky b) u vSech kiivek
signal z pocatku roste do lokalniho maxima, které je dosazeno v ¢asech kolem 5 — 7 ms,
dosahuje svého lokalniho maxima a pak signal klesa do lokalniho minima okolo 10 ms.
U kiivky e) po minimum signal jesté jednou vzrostl do maxima, které bylo dosazZeno
okolo 80 ms. Kfivka b) zafina poklesem intenzity do minima v ¢ase okolo 100 ps. Po
minimu nasleduje pozvolny rist intenzity do maxima, které je dosazeno v ¢ase okolo 50
ms.

Porovnanim kiivek z obrazku 5 a ktivky z obrazku 4 lze obecné fici, Ze tyto
ktivky jsou vétSinou velmi podobné (dosazeni lokalniho maxima v casech 4 — 7 ms,
pokles signalu do minima v ¢ase 10 ms, nasledny pozvolny narast signalu), coz svédc¢i o
faktu, Ze pro tvar kiivky fluorescenéni indukce nehraje velkou roli, zdali jsou rychlosti
prenosu elektrond optimalizované nebo ne. Na druhé strané, kiivky z obrazka 4 a 5 jsou
vyrazné jiné od kfivky na obrazku 3. Tento rozdil je, jak jiz bylo zminéno diive,
zpusobeny vyrazné odliSnymi hodnotami rychlostnich konstant. Otazkou pak zistava,
Co je pricinou rozdilu hodnot experimentalné zjiSténych rychlostnich konstant a hodnot

exaktné vypocitanych na zaklad¢ uznavané teorie.
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6.4. Vliv elektrického pole na doptfedné rychlostni konstanty
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Obrazek 6 . Ktivky FLR simulované pro hodnoty dopiednych rychlostnich konstant (I.) podle rovnice
(18) a (Il.) podle rovnice (19). Zpétné rychlostni konstanty odpovidaji hodnotdm uvedené v tabulce 5.
Simulace jsou provedeny pro rizné hodnoty reorganizaéni energie a) 0,7 eV, b) 0,8 eV, ) 0,9 eV, d) 1,0
eV, e) 1,1 eV. Osa x ma logaritmické ¢lenéni.

V modelu je vice dopfednych reakci nez zpétnych a tak v diplomové praci

uvazujeme nejdiive pro jednoduchost vliv elektrického pole pouze na néaboj, ktery se

prenasi v doptfedné reakci. Vysledky téchto simulaci jsou zndzornény na obrazku 6.
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Nejdtive jsme simulovali FLR s vlivem elektrického pole na dopiedné rychlostni
konstanty podle rovnice (18) a hodnoty zpétnych rychlostnich konstant byly pouzity ty,
které jsou uvedeny v tabulce 5. Kiivky jsou zndzornény na obrazku 6-1. Tak jako na
obrazku 5, s rostouci hodnotou reorganizacni energie roste i intenzita fluorescence. U
vSech nasimulovanych ktivek dochazi k néartstu signalu, ktery okolo 6 ms nabyva svého
lokalniho maxima. U kiivky e) je toto lokalni maximum posunuté k ¢asu 8 ms. Po jeho
dosazeni signal klesa do lokalniho minima okolo 11 ms, kdy u ktivek a), c¢) a d) signal
uz téméf neméni svoji intenzitu v ¢ase. U kiivky e) nasleduje jesté narust signalu, kdy
globalniho maxima je dosazeno v 90 ms. Vyjimku tvoii opét kiivka b), u které signal
roste pozvolnéji a svého globalniho maxima dosahuje az okolo 60 ms. Na obrazku 6-I1.
jsou kiivky FLR simulované pro hodnoty rychlostnich konstant podle rovnice (19).
Uvazujeme tedy, ze AG® je Casove zavisla na zmén€ mnozstvi donoru D a soucasné i na
zméné mnozstvi zredukovaného akceptoru A nabojem Q. Kiivky FLR simulované
druhym piistupem jsou tvarové velmi podobné t&m z obrazku 6-1. (kde AG® je Gasové
zavisld jen na mnoZzstvi zredukovaného akceptoru A snédbojem Q). Rozdily jsou
minimélni, dochazi k ndrlstu intenzity fluorescence, a k posunu lokdlnich maxim a
minim. Lokalni maxima kfivky a), ¢) a d) jsou umisténa v ¢ase okolo 5 ms a po nich
jsou lokalni minima dosazena v Case 10 ms. U kiivky e) je v case 7 ms lokalni
maximum intenzity fluorescence, ktera nasledné klesa do lokalniho minima (okolo 11
ms) a pak zase stoupd. V 90 ms je umisténé globalni maximum této simulované FLR.
Kiivka b) mé monotonnéjsi pribéh, kdy signal intenzity fluorescence pozvolna roste a
Vv Case okolo 50 ms nabyva svého maxima.

Jak jde vidét na simulacich, kdyz jsme uvazovali ovlivnéni zmén Gibbsovy
energie elektrickym polem pouze pro dané dopfedné reakce, kiivky FLR na obrazcich 6
jsou podobné se simulacemi znidzornénymi na obrazku 5. Je tak zfejmé, ze zména
Gibsovy energie zpusobena elektrickym polem je minimalni a vliv tohoto elektrického

pole na hodnoty doptednych rychlostnich konstant je zanedbatelny.
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6. 5. Vliv elektrického pole na doptedné i zpétné rychlostni

konstanty

Posledni simulace byly provedeny pro vliv elektrického pole ptenaSect
elektronti nejen na dopiedné rychlostni konstanty, ale i pro vliv tohoto pole na hodnoty
zpétnych rychlostnich konstant. Opét byly pouzity dva pfistupy a simulace byly
provedeny podle rovnic (18) a (20), pro zmény doptednych a zpétnych rychlostnich
konstant, respektive podle rovnic (19) a (21). Jak je vidét, oproti simulacim na obrazku
6, kdy elektrické pole ovliviiovalo pouze dopfedné rychlostni konstanty a vliv
elektrického pole na tyto konstanty a i na tvar kfivky fluorescencni indukce byl
minimalni, za predpokladu, Ze elektrické pole ovliviiuje i zpétné rychlostni konstanty,
dochazi k vyraznym zménam ve tvaru kiivek fluorescenéni indukce, viz obrazek 7, a

tudiz elektrické pole vyrazn¢ ovliviiuje hodnoty zpétnych rychlostnich konstant.
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Obrazek 7. Kiivky FLR simulované pro hodnoty dopfednych a zpé&tnych rychlostnich konstant (l.) podle
rovnic (18) a (20) a (I1.) podle rovnic (19) a (21). Simulace jsou provedeny pro rtizné hodnoty
reorganizacni energie a) 0,7 eV, b) 0,8 eV, ¢) 0,9 eV, d) 1,0 eV, e) 1,1 eV. Osa x ma logaritmické ¢lenéni.

Na obrazku 7-1 je zobrazeny prubéh FLR pro simulace, kde se doptedené a
zpétné rychlostni konstanty ménily na zakladé rovnic (18) a (20). U kiivek a), b), c) a d)
doslo oproti kfivkdm na obrazku 6-1 ke snizeni pocatecni hodnoty fluorescen¢niho
signalu. Globalni maximum se nachdzi v Case okolo 2 ms a oproti pfedchozim
simulovanym FLR je intenzita signdlu vyS$$i. Po dosaZeni maxima dochazi
k pozvolnému poklesu do lokalniho minima dosazeného v ¢ase 60 ms. U kiivky e), kdy
je pouzita reorganiza¢ni energie o hodnoté 1,1 eV, doSlo k vyznamnému nartstu
intenzity fluorescence oproti pfedchozim simulovanym kiivkam FLR. Pribéh je ale
jinak identicky jako u kiivek a), b), ¢) a d).

Na obrazku 7-II jsou simulované kifivky FLR, kde rychlostni konstanty
dopfednych a zpétnych reakci se pocitaji podle rovnic (19) a (21). Oproti obrazku 7-I
opét doslo ke zvyseni intenzity fluorescence. Prubéh simulovanych kiivek je ale
identicky s obrazkem 7-l. Globalniho maxima je dosazeno v ¢ase 2 ms a nésleduje
pozvolny pokles signalu do lokalniho minima umisténého v ¢ase 60 ms. Zajimavy je
celkovy pokles signdlu intenzity fluorescence pro reorganizacni energii o hodnoté 0,8

eV (kfivka b).
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1. Zavér

Cilem diplomové prace bylo pomoci simulaci provéfit, zdali lokalni elektricka
pole vytvarena okolo prenaSect elektronti v PSII mohou vyrazné ovlivnit tvar kiivky
FLR a zdali takto nasimulované kiivky budou podobné experimentalné zméfenym
kiivkam. Za tim ucelem jsme nejdiive provedli simulaci kiivek FLR, kde rychlostni
konstanty nebyly brany z literatury, ale pocitany na zékladé¢ Marcusovy teorie
tunelového jevu. Uz takto nasimulované kiivky FLR mély jiny prabéh nez kiivky
standardné meétené, coz bylo zplsobeno obecné vétsimi hodnotami rychlostnich
konstant pocitanych pomoci Marcusovy teorie oproti hodnotam rychlostnich konstant
znamych z literatury. Déle jsme zjistili, Zze pouze v piipad¢, kde se uvazuje vliv
elektrického pole i na hodnoty zpétnych rychlostnich konstant, dochazi k vyrazné
zméné tvaru kiivek FLR. Tyto kfivky vSak nemaji klasicky tvar a pfipominaji tvar
ktivek méfeny za vysokoteplotniho stresu. Lze tedy fici, Ze simulace ukazuji, ze lokalni
elektrické pole sice ovliviiuje tvar kiivky FLR, ale ne ocekdvanym zpiisobem. Otazkou
zUstava, co je ptfi¢inou rozdilu hodnot experimentalné zjisténych rychlostnich konstant a
hodnot exaktné vypocitanych na zdkladé Marcusovy teorie. I kdyz vysledky této prace
nedopadly podle ocekévani, tato prace urcite prispéla klepSimu pochopeni

fluorescen¢niho indukéniho jevu.
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