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Seznam pouzitych zkratek

Bchl - bakteriochlorofyl

Bchl(2) - zvl&stni par

Chl - chlorofyl

ESA - excited state absorption

EADS - evolution-associated difference spectra
GSB - ground state bleaching

ICT - intramolecular charge transfer, stav s preskupenim néboje
Kar - karotenoid

LH1 - light - harvesting 1

LH2 - light - harvesting 2

OPA - opticky parametricky zesilovac

RC - reakéni centrum

So, Sy - zékladni, x-ty excitovany stav karotenoidu

spn - sferoidenon
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Cile prace

Tato bakalarska prace ma za tukol pozorovat spektralni aktivitu karotenoidu
sferoidenonu pomoci casové rozlisSené femtosekundové spektroskopie. Motivaci k
provedeni experimentu byl predpoklad vétsiho stechiometrického podilu karotenoidu na
svétlosbérny komplex typu 1 (LH1 komplex) u fotosyntetickych bakterii druhu
Rhodobacter sphaeroides. Predpoklada se, ze se v komplexu nachézi dvé skupiny
karotenoidu, které se lisi prostorovou konfiguraci, a tudiz i spektralni odezvou. [13]
Tento rozdil by se mél projevit odliSnymi tranzientnimi spektry pii excitaci
zkoumanych karotenoidu ruznymi vlnovymi délkami. Primarnim cilem prace tedy bylo
provést dané méreni a na zakladé obdrzenych vysledku potvrdit nebo vyvratit vyse
popsanou hypotézu.

Préace se mimo to zaméfuje i na aktivitu tzv. ICT stavu, jenz je u zkoumaného

karotenoidu diky jeho chemické strukture pozorovan.

1 Uvod

Clovek se jiz dlouho snazi pfijit na to, jak funguje pifroda. Rany vyvoj vesmiru
je sice popsan teorii Velkého tresku, ovsem na otézky ohledné Zivota pravdépodobné
jesté néjakou dobu nebudeme znat jasnou odpovéd. Poté, co vznikly atomy a nasledné i
jednoduché molekuly, je tudiz vznik primitivnich forem zivota, a s tim spojené ¢innosti
dalsi otazkou, kterou se védci zabyvaji.

Jedny z prvnich organismu, které zacaly na Zemi zit a pfizpusobovat prostiedi k
obrazu svému, byly nejspiSe prokaryotické bakterie. Jejich nejstarsi fosilni nélezy jsou
datovany jako 3,5 mld. let staré. Na druhou stranu, z této doby nemame zadny dukaz o
existenci eukaryotickych bunék. Prokaryotické organismy se brzy zacaly diferencovat a
vytvorily dvé domény — archea a bakterie. Jesté dnes jsou obé skupiny v hojné mite k
nalezeni v prirodé, kde obyvaji sirokd spektra oblasti. [1]

Obecné se prokaryota, jakozto forma zivota, projevuji typickymi vlastnostmi, jez jsou
pro definici zivého organismu pozadované. Mezi né patii rustové a vyvojové pochody,
a metabolické procesy. Posledni zminéna vlastnost je pro nas velice dulezita, protoze

diky fotosyntéze, kterd mezi tyto procesy patii, mame okyslicenou atmosféru. Prestoze



zacala prokaryota vyuzivat fotosyntézu jako zdroj energie jiz brzy po svém samotném
vzniku, na svém pocatku neprodukovala fotosyntéza O, byla tzv. anoxygenni. Az sinice,
obyvajici planetu Zemi ptiblizné od doby 3 mld. let nazpét, byly prvnimi fototrofnimi
organismy, které zacaly svou oxygenni fotosyntézou produkovat kyslik. [1] Ten se po
nasyceni vodnich povrchtu a hornin obsahujicich zelezo nasledné zacal hromadit i v zemské

atmosfére asi pred 2,4 mld. lety. [14] Z tohoto kratkého shrnuti vyplyva, ze prokaryota
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1.1 Fotosyntéza

V naésledujici kapitole se budeme zaobirat samotnou fotosyntézou jakozto déjem,
ktery obecné slouzi k pfeméné energie. Nasim primérnim zdjmem nejsou rostliny (tedy
eukaryotni organismy), nybrz bakterie patiici mezi prokaryota. Jejich zpusobu
fotosyntézy bude tedy vénovana dalsi kapitola. Vyzkum zakladnich fotosyntetickych
déju ale probihal prevazné na rostlinach, a proto jsou poznatky uvedené v této kapitole
vztazené hlavné na né.

V ¢em tedy spociva fotosyntéza? Jedna z nejobecnéjsich definic tika, ze jde o
zachyceni svételné energie a jeji preménu na energii chemickou. Vsem dnes dobte

znama rovnice fotosyntézy je

Tato rovnice samoziejmé popisuje oxygenni fotosyntézu, tedy takovou, pifi niz vznika
kyslik a jako zdroj elektronu je pouzita voda. Oxygenni fotosyntézou disponuji rostliny,
fasy a sinice. Jak je vidét z rovnmice (1), vedle kysliku jsou produktem reakce i
sacharidy. Sacharidy jsou onim produktem, v némz je vazana energie, a ktery je vyuzit
primarné jak fotosyntetickym organismem samotnym, tak i sekundarné organismem
nefotosyntetickym, jenz jej pozie.

Nutno dodat, ze tato rovnice neni jedina. Anoxygenni fotosyntézou nevznika kyslik,
ale i pfesto je princip viceméné stejny. OvSem namisto vody vyuzivaji organismy jako
zdroj elektronu napiiklad HsS a produktem jsou poté atomy siry. Rovnice pro tuto verzi
fotosyntézy je

CO2 4+ 2HyS — {CH,0} + 2S + H,0. (2)

Pokud rovnice (1) a (2) zobecnime, ziskdme rovnici fotosyntézy ve tvaru
0Oy + 2H,A — {CH,0} + 2 A + H,0. (3)
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Samotné poznani mechanismu fotosyntézy shrnutého rovnici (1) trvalo témeér dvé
stoleti. Teorie, ze rostliny mohou vyuzivat k syntéze hmoty svétlo a vzduch, se zdala
byt ponékud abstraktni a bylo provedeno veliké mnozstvi experimentu, nez byla tato
hypotéza dokdzéna.[1]

Vzhledem k tomu, zZe rostliny maji schopnost fotosyntetizovat, musi jejich bunky
obsahovat aparat, ktery fotosyntézu umoznuje. Bunky rostlin jsou eukaryotické a maji
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pricemz organelou zodpovédnou za fotosyntézu je chloroplast.

granum _ i
vngj$i mebrana

thylakoid

vnitini membrana

lamela

Obrazek 1: Schéma chloroplastu.

Jak je vidét na vyse vlozeném schématu, vnitiek chloroplastu je vyplnén thylakoidy,
které se seskupuji do ttvaru zvanych grana. Thylakoidy jsou tvofené membranami, na
kterych se nachazeji molekuly chlorofylu vazané v proteinovych komplexech. Ptesné zde,
na thylakoidnich membranach, probiha svételnd faze fotosyntézy, tedy prenos svételné
energie fotosystémy do reakcniho centra a jeji nasledna preména na chemickou energii.

Ta je posléze vyuzita v temnostni fazi fotosyntézy k syntéze sacharidu z COy a HyO. [1]

1.1.1 Bakterialni fotosyntéza

Jak rostliny, tak i nékteré bakterie se adaptovaly na zisk energie skrze fotosyntézu.
Jednd se o anoxygenni fototrofni bakterie (purpurové (sirné), zelené (sirné)) a oxygenni
fototrofni bakterie (sinice). Jejich primarni cil je stejny. Je to navazani energie do
makroergnich vazeb v  ATP. Ke konverzi COy na stavebni materidl je zapotiebi mimo

ATP i redukéni energie. U rostlin, fas a sinic je poskytovana vodou, bakterie preferuji



redukované slouceniny siry, pripadné molekularni vodik. Z této informace vyplyva, ze
mimo kmen sinic je bakteridlni fotosyntéza anaerobni nebo fakultativné aerobni proces,
pricemz zelené sirné bakterie a ¢dst purpurovych jsou striktné anaerobni. [2]

Co se tyce ptitomnosti ruznych fotosytetickych pigmenti, najdeme mezi ruznymi
bakteriemi pomeérné vyrazné rozdily. Pomineme sinice, které jiz obsahuji molekuly
chlorofylui. 1 =zelené a purpurové bakterie se vzdjemné lisi pritomnymi
bakteriochlorofyly a zastoupenim karotenoidu. Napftiklad purpurové bakterie obsahuji
prevazné bakteriochlorofyly a,b a sSiroké spektrum karotenoidu, které jsou alifatické.
Zelené bakterie obsahuji bakteriochlorofyly a,c,d,e a vzdy pritomny y — karoten. [2] [4]

Zatimco vysSi fotosyntetické organismy maji v bunkach chloroplasty, fotosyntetické
bakterie chloroplasty vyvinuté nemaji. Molekuly bakteriochlorofyli se vyskytuji ve
vybézcich cytoplazmy do (vnitini) plazmatické membrény. Tyto fotosynteticky aktivni
vybézky jsou nazyvany intracytoplazmatickou membranou — ICM. Izolovanym formam

se 1ik4 chromatofory. Tyto utvary obsahuji kompletni fotosynteticky apardt. [3]

1.1.2 Purpurové bakterie

Purpurové bakterie jsou vyznamnou skupinou anoxygennich fototropnich bakterii.
Patii mezi gramnegativni bakterie, coz znamena, ze jejich vnéjsi obal tvoii dvé hlavni
vrstvy membréan, mezi nimiz se nachézi vrstva peptidoglykanu. Diky pestrému zastoupeni
karotenoidi mohou nabyvat od fialové az po oranzovou barvu.

Dnes zname pres 40 ruznych rodu purpurovych bakterii. V laboratornich
podminkach bylo zjisténo, Zze hodné druhu téchto bakterii snasi dobie extrémni
podminky jako vysokou salinitu a pH. Nékteré vyuzivaji pti fotosyntéze jako zdroj
elektroni HyS, jiné H,. Purpurové bakterie vytvarejici atomy siry se lis{ jejim
ukladanim. Muze byt skladovéana uvniti bunky (napt. Chromatiaceae) nebo vyloucena
ven (napt. Ectothiorhodospiraceae). [10]

Druhy jako Rhodobacter a Rhodopseudomonas jsou pouzivany ke zkoumani
anoxygenni fotosyntézy. Tyto bakterie jsou fyziologicky velice vSestranné. Pro priklad
uvedeme Rhodobacter capsulatus, ktera zvladne rust fototrofné s pritomnym oxidem
uhlicitym, piip. uhlikem z organickych zdroju, nebo i ve tmé pomoci respiracnich a
fermentacnich procesu. Spoleéné s Rhodobacter sphaeroides jsou schopny i fixovat Ns.
[10] Fotosynteticky aparat, ktery byl pouzit v provedeném méfeni, byl izolovan z

Rhodobacter sphaeroides.



1.2 Fotosyntetické pigmenty

Fotosyntetickymi pigmenty nazyvame souhrné skupinu sloucenin, které jsou svou
chemickou strukturou vhodné pro absorpci fotont, jejichz energie je vyuzita v
naslednych fotosyntetickych procesech. Bez jejich ptitomnosti ve fotosyntetickych
systémech by nebylo mozné absorbovat zarfeni a preménovat jeho energii. Pasy
absorbance chlorofylu a bakteriochlorofyli jsou vhodné doplnény absorpénimi pasy
ruznych karotenoidu, ¢imz se zvySuje mnozstvi excitacni energie vyuzitelné v
pozdéjsich fazich fotosyntézy. Mimo svétlosbérnou ¢innost maji pigmenty i dalsi funkce.
Nékteré chlorofyly a bakteriochlorofyly zastavaji roli zvldstniho pdru v reakénim centru
a karotenoidy jsou zndmé svymi fotoprotektivnimi vlastnostmi.

Co zpusobuje, ze molekula muze absorbovat fotony? Molekuly absorbujici v
ultrafialovych nebo viditelnych oblastech spektra obsahuji ve své chemické strukture
¢asti zvané chromofory. Ty jsou tvoreny systémem tzv. konjugovanych vazeb. To
znamend, ze se mezi atomy uhliku (piip. s dusikem [11]) pravidelné stiidaji dvojné a
jednoduché vazby. To vede ke vzniku 7 orbitalu s delokalizovanymi elektrony, které
mohou byt excitovany absorpci fotonu. V nasem ptipadé se jedna zejména o m — 7*

prechody. [7]

1.2.1 Chlorofyly a bakteriochlorofyly

Chlorofyly jsou slozité tetrapyrolové molekuly nachéazejici se ve vSech organismech,
které vyuzivaji oxygenni fotosyntézu. Rozeznavame chlorofyly typu a — f, které se
nachazi v ruzném mnozstvi v ruznych organismech. Nejcastéjsi vyskyt prislusi Chl-a.
Ten muzeme najit jiz v sinicich, pfes vSechny mozné druhy tas, az po rostliny.

Jak je vidét na obr. 2, zdkladni struktura chlorofyli se moc nelisi. Vsechny jsou
tvofeny ¢tyfmi pyrolovymi jednotkami s vazanym atomem hoiciku uprostied a patym
cyklickym fetézcem navazanym na jeden pyrolovy fetézec. Uhlovodikovy fetézec je
navazan na dalsi pyrolovou jednotku a vyskytuje se u vsSech typu kromé Chl—c.
Struktura Chl-e nenf jesté dobie prozkoumdna, a proto na obrazku chybi. [4]

Fotosyntetické bakterie (kromé sinic — ty obsahuji klasické chlorofyly) maji své
vlastni molekuly chlorofylu. Jsou nazyvany bakteriochlorofyly a strukturné jsou
podobné chlorofylim. Také jsou tvoreny c¢tyimi pyrolovymi jednotkami s vazanym
atomem hotéiku uprostied i patym cyklickym fetézcem navazanym na jednom

pyrolovém fetézci a uhlovodikovym fetézcem na dalsi pyrolové jednotce. V piipadé
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Obrazek 2: Molekuly chlorofylu.



bakteriochlorofylu rozlisujeme typy a — g, pricemz rozdily mezi nimi opét tkvi prevazné

v navazanych substituentech. [4]

o
fytyl HsC

bakteriochlorofyl - a bakteriochlorofyl - b

|
farnesyl HsC

bakteriochlorofyl - ¢,d,e,f bakteriochlorofyl - g

Obrazek 3: Molekuly bakteriochlorofyl.

Purpurové bakterie, na jejichz fotosynteticky aparat je zaméfena tato prace,
obsahuji Bchl-a nebo Bchl-b, vzdy jen jeden z nich. Zkoumany fotosynteticky aparat z
Rhodobacter sphaeroides obsahuje Behl-a. [4] [9]

Pokud se zamérime na strukturni odlisnosti napi. mezi Chl-a a Bchl-a, zjistime, ze
je to acetylova skupina na tretim uhliku a jednoducha vazba namisto dvojné v cyklu B
mezi uhlikem ¢.7 a ¢.8 u Bechl-a. V porovnani s chlorofylem je snizeny stupen konjugace
a symetrie. To ma dopad na spektralni odezvu, jelikoz pokud se podivame na absorpéni

spektra Chl-a a Bchl-a na obr. 3, vidime, ze oba hlavni absorpéni pasy jsou posunuté.

[4]
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Obrazek 4: Absorpéni spektra Chl-a a Bchl-a. Prevzato a upraveno z [4].

1.2.1.1 Spektroskopické vlastnosti

Jak bylo zminéno v predchozi kapitole, fotosyntetické pigmenty obsahuji chromofory.
V piipadé (B)chl se jedna prave o skupinu tetrapyrolovych jader. Tyto makrocykly, jak
také bylo zminéno, se lisi navazanymi substituenty, a to ovliviiuje jejich absorbanci.
Nicméné i presto absorpéni spektra vsech (B)chl obsahuji dvé vyraznd maxima — jedno
v blizké UV a modré oblasti a druhé v blizké IR a ¢ervené oblasti spektra. V zavislosti
na druhu méfeného (B)chl jsou tato maxima vice ¢i méné posunutd. [4]

Jak lze tato absorpéni spektra vysvétlit? Jednd se o 1 — 7* prechody, které jsou
konény elektrony nalézajicimi se v konjugovanych 7 orbitalech. Modry absorpéni pas
(Soretuv) piislusi kratce existujicimu excitovanému stavu, ktery ptrechdzi nezarivymi
prechody do déletrvajiciho stavu, ktery se na absorpénim spektru vyskytuje v podobé

¢erveného pésu nazyvaného ), a mensiho pasu nazyvaného Q). [4]

1.2.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou dalsi vyznamné a Siroce rozsifené pigmenty, jejichz pritommnost
umoznuje organismum efektivnéji fotosyntetizovat. Déli se na karoteny a xantofyly,
které obsahuji oproti karotenum navic atomy kysliku. Strukturné patii do skupiny
tetraterpenoidu, jsou to tedy molekuly s dlouhym fetézcem konjugovanych vazeb. Ty
zpusobuji, ze se i karotenoidy chovaji jako chromofory. Jejich absorpéni pasy lezi v

oblasti modrého a zeleného svétla, coz znamend, ze vhodné doplnuji absorpcni pasy



chlorofylu, které v zelené oblasti svétlo neabsorbuji. Karotenoidy diky tomu nabyvaji

velké mnozstvi barevnych odstinu, od cervené az po zlutou. [7]

1.2.2.1 Spektroskopické vlastnosti

Karotenoidy maji excitované stavy jinak postavené nez (bakterio)chlorofyly. Zékladni

schéma excitovovanych stavu karotenoidu je nasledujici:

A

Sa

pienos energie

fs

St —

pienos energie

Energie

ps

So v

Obrazek 5: Zakladni schéma excitovanych stavu karotenoidu.

Absorpéni pas vznikly v modro — zelené oblasti odpovida prechodu ze zakladniho
stavu Sy na S,, tedy na druhy excitovany stav. Na stav S; molekulu karotenoidu nelze
excitovat jednim fotonem, ptechod z Sy na S; je kvili symetrii molekuly definovan
jako zakazany. Doba zivota Sy stavu je ovSem velice kratka a molekula rychle prechézi
procesem vnitini konverze do stavu Si, ze kterého nasledné deexcituje do zakladniho
stavu v fadu jednotek ¢i desitek pikosekund. Energie S; a S, stavu se snizuje s rostouci
délkou konjugovaného fetézce. Jak Sy, tak Sy stav slouzi jako donory energie pro molekuly

chlorofylu. [4]

1.2.2.2 Karbonylové karotenoidy

Vzhledem k zaméreni této prace je treba zminit jesté zakladni informace o
karbonylovych karotenoidech. Tyto karotenoidy disponuji strukturnim prvkem, kterym

je konjugativné vazana karbonylova skupina. Vysokd elektronegativita atomu kysliku z



této skupiny ovliviiuje rozmisténi elektronu z okolnich atomu. [8] Mezi zakladni
zastupce patii napiiklad peridinin a sferoidenon. [7]

CH3
/O

H4C Ll AN AN AN AN X AN AN AN N X N X CHs
3

Obrazek 6: Karbonylovy karotenoid sferoidenon.

Karbonylové karotenoidy vykazuji mimo jiz zminéné stavy Sy a S; také pritomnost
tzv. ICT stavu (ICT = intramolecular charge transfer, tj. stav s preskupenim néboje).
V ¢asové rozlisené spektroskopii muzeme ICT signal pozorovat jako pds posunuty do
cervené oblasti spektra vzhledem k signalu S; stavu a také jako negativni signal viditelny
v blizké infracervené oblast, zpusobeny stimulovanou emisi. [7] Mimoto se i zkracuje doba
zivota Sy stavu. [19]

Bylo ovSsem zjisténo, ze ne vzdy pozorujeme u karbonylovych karotenoidu ICT
signal. Zélezi napiiklad na typu rozpoustédla. V nepolarnich rozpoustédlech ICT stav
nepozorujeme, v polarnich ano. Ovsem sferoidenon i v polarnim rozpoustédle vykazuje
pouze slaby ICT signdl. [21] Nicméné existuji podminky, za kterych u néj muzeme
pomérné vysokou intenzitu signalu z ICT stavu pozorovat — pokud jej mame vazany v
proteinu. [18] Prepokladd se, Ze je to zpusobeno konfiguraci karbonylové skupiny vuci
zbytku konjugovaného tetézce. Diky své strukturni funkci mohou proteiny udrzovat
karbonylovou skupinu vzhledem ke konjugovanému fetézci v s—trans konfiguraci, coz by
zpusobilo pozorovani ICT stavu. V klasickém roztoku, kde je stabilni konfigurace

karbonylové skupiny typu s—cis, pritomnost ICT stavu nepozorujeme. [18]

CH3
HyC A AN AN N AN X AN A AN A AN N CHs

° S-C1IS

Obrazek 7: Mozné konfigurace karbonylové skupiny vuéi konjugovanému tetézci. [12]
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1.2.2.3 Svétlosbérna funkce karotenoidu

Tato funkce karotenoidu spociva ve zvySeni mmnozstvi fotonu, které mohou byt
absorbovany fotosyntetickym aparatem. Jak bylo zminéno, zpusobuje to absorpéni pas
karotenoidu v oblasti modrého az zeleného svétla. Tato pfijatd energie muze byt
predavédna (B)chl, pokud je S5 mnebo S; stav energeticky vyse nez akceptorovy

stav (B)chl. [7]

5 =~ o
S1 — \ i o

So I I S0
Karotenoid (Bakterio)chlorofyl

Obrazek 8: Schéma pienosu energie z karotenoidu na (bakterio)chlorofyly.

K absorpci fotonu jsou ve fotosyntetickych organismech karotenoidy s vhodnou délkou
konjugovaného retézce. V prirodnich systémech se vyskytuji karotenoidy s N v rozmezi od
7 do 13 (N je pocet konjugovanych dvojnych vazeb). Mimo tento interval by karotenoidy
nemohly plnit svétlosbérnou funkei (57 stav by meél nizsi energii nez @), (B)chl). Dalsi
problém, ktery by se mohl jesté vice projevit zejména u dlouhych karotenoidu, je prilis
kratkd doba zivota excitovanych stavi karotenoidu na to, aby mohlo dojit k prenosu na
(B)chl. Sy mé u béznych karotenoidu dobu zivota v fadu stovek fs a Sy v fadu jednotek az
desitek ps. [4] Vzhledem k velkému rozsiteni karotenoidu ve fotosyntetickych aparatech
ovsem musi pfenos energie uspésné konkurovat témto rychlym dohasindnim excitovanych

stavi. [7]

1.2.2.4 Ochranna funkce karotenoidua

Dalsi vyznamnou funkci karotenoidu je ochrana fotosyntetického aparatu pred
skodlivymi dusledky nadmérného mnozstvi svétla. Vysoké intenzity svétla zpusobuji

velké mnozstvi excitovanych chlorofyliu. Ve vychozim stavu jsou chlorofyly excitovany
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do singletového stavu 'Chl*. Mezisystémovym piechodem (ISC - intersystem crossing)
se muze takto excitovanych chlorofyl dostat do tripletniho stavu 2Chl*. Tento stav jiz
mize reagovat s molekulou kysliku v zdkladnim stavu 2O, za vzniku 'Os*. Singletni
stav kysliku je vysoce reaktivni a zpusobuje degradaci biomolekul. Fotoprotektivni
funkce karotenoidi spoc¢iva v deexcitaxi 3Chl* za vzniku 3Kar* nebo v pfenosu energie
ze singletniho kysliku 'O,* na karotenoid za vzniku 3Kar* a 30,. Tato absorbovand
energie je poté v karotenoidu neskodné vyzarena ve formé tepla. Mimo vySe popsané
pripady fotoprotekce funguje i na urovni zhaseni singletniho excitovaného chlorofylu
1Chl*, tedy v procesu nefotochemického zhdaseni (NPQ - non-photochemical

quenching). [4] [7]

1.3 Fotosynteticky aparat

Ucelené systémy absorbujici a nasledné zpracovavajici svételnou energii obsahuji
vSechny fotosyntetické organismy, od prokaryotickych bakterii az po vyssi rostliny. Jejich
struktura se ale samoziejmeé lisi dle specifickych vlastnosti organismu, jejich evoluéni
historie a obyvaného biotopu. Tyto systémy se obecné déli na anténni komplexy a
reakéni centrum. Zatimco anténni komplexy zajistuji transport svételné energie prave do
reakéniho centra, v reakénim centru zacinaji fotofyzikalni reakce, které vedou ke vzniku

produktu svételné faze fotosyntézy. [4]

1.3.1 Svétlosbérné komplexy

S vysledky, které poprvé naznacily existenci anténnich komplexu, prisli v roce 1932
védci Emerson a Arnold. Ti zmérili, ze jedna molekula Oy vznikd ptiblizné na 2480
chlorofylovych molekul. [15] Jako jedno z vysvétleni se nabizelo pravé to, ze energie je
prenasena z jednoho chlorofylu na druhy. Tato teorie byla zavrhovana, protoze nebyl
znam zadny fyzikalni popis transportu energie mezi molekulami chlorofylu. Prvni
funkéni vysvétleni navrhl az ve ¢tyticatych letech T. Forster. [4] Podrobnéjsi princip
jeho mechanismu bude popsan v ¢asti o mechanismech prenosu energie ve
svétlosbérnych komplexech a mezi nimi.

Pro podporeni této transportni funkce chlorofylu svédéi i vypoctend hodnota ptiblizné
deseti fotonu absorbovanych chlorofylem za 1 sekundu pfi plném osvétleni. Vzhledem k
rychlosti prenosu energie pomoci excitovanych molekul je toto mnozstvi fotonu velice

malé a veskery dalsi fotosynteticky aparat pocinaje reakénim centrem by vétSinu casu
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nebyl vyuzivan. Pokud ale dochéazi k rychlym prenosum excitacni energie skrze dlouhou
fadu chlorofyli az k tomu, ktery je napojen na reakéni centrum, je vyuziti reakcnich
center a naslednych pochodu mnohem vyssi. [4]

Ve fotosyntetickém aparatu nenajdeme jen jeden druh anténnich komplexu. V
zavislosti na jejich vzdalenosti od reakéniho centra je délime na wnitrni anténni
komplexy a wvnéjsi anténni komplexy. Vnitini antény jsou piimo v blizkosti reakéniho
centra, zatimco vnéjsi jsou oddéleny. Oba druhy se strukturné lisi. Dle zkoumaného
druhu organismu se vyskytuji ruzné druhy téchto komplexu. V ptipadé purpurovych
bakterii se jedna o LH1 (light — harvesting 1) a LH2 (light — harvesting 2) komplex.
LH1 patii mezi vnitini anténni komplexy a je v tésném kontaktu s reakénim centrem.
LH2 patii mezi vnéjsi komplexy. [4]

Anténni komplexy se lisi i svym pigmentovym slozenim. Model tzv. trychtyrovitého
efektu prehledné ukazuje, jak se méni mnozstvi absorbované energie pigmentu v zavislosti

na jejich vzdalenosti od reakéniho centra.

Pigmenty absorbujici fotony s vysokou energii

Pigmenty absorbujici fotony

K> s niZsi energii

20

2 Pigmenty absorbuyjici

= fotony s nejnizsi

energii
Reakéni
centrum
\/

Obrazek 9: Model trychtytovitého efektu. Prevzato a upraveno z [4].

Tento model ukazuje, ze v okrajovych anténnich komplexech se nalézaji receptory
nejkratsich pouzitelnych vlnovych délek. Ty predavaji energii pigmentum s absorpci
delsich vlnovych délek. Tato energie je dale napi. prenesena do komplexu blize reakénimu
centru, kde je opét predana pigmentum s absorpci jesté delsich vinovych délek. Postup se
opakuje, dokud energie nedorazi do reakéniho centra. V anténnich komplexech se nachazi
jak (B)Chl, které si preddvaji energii mezi sebou, tak karotenoidy, jez zde ovsem maji

spiSe ochrannou funkcil.
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1.3.1.1 LH2

Pigment—proteinovy komplex LH2 patti mezi vnéjsi anténni komplexy. Jeho zakladni
stavebni jednotkou je heterodimer dvou peptidu — a—apoproteinu a f—apoproteinu, ktery
méa na sobé nekovalentné navazané bakteriochlorofyly a karotenoidy. Tyto jednotky
spolecné tvori vétsi celky, nejcastéji oktamery nebo nonamery kruhovitého tvaru. [17]
absorpcnim spektru muzeme pozorovat pasy kolem 800 a 850 nm, a proto se tyto
bakteriochlorofyly oznacuji jako B800 a B850. BSOO bakteriochlorofyly lezi rovnobézné
s membranou, zatimco B850 bakteriochlorofyly jsou umisténé kolmo na membranu.
Molekuly karotenoidu jsou pravidelné rozmisténé mezi nimi a na jednu «f3 jednotku
pripada jeden. Pasy maximélni absorbance B800 a B850 se lisi pravé diky odlisSnym

interakeim s okolnimi molekulami a s proteiny. [4] [9]

1.3.1.2 LH1

LH1 komplex je naslednym pftijemcem energie od LH2 komplexu. Struktura je
podobna LH2 komplexu, ale heterodimery z o a 3 jednotek tvoii vétsi komplexy nez u
LH2. LH1 komplex méa taktéz kruhovity tvar, ale muze se vyskytnout i tzv.
S—superkomplex, ktery je tvoren dvéma celky z o a 3 jednotek. Ty drzi pohromadé
diky proteinu nazvanému PufX. [7] Stechiometricky pripadaji na jeden o a 3 par dva
bakteriochlorofyly. Jejich maximalni absorpéni pas se pusobenim interakci v LHI1
komplexu Rhodobacter sphaeroides posune na 875 nm, a proto jsou v naSem piipadé
oznacovany jako B875. [9] Narozdil od LH2 komplexu muze na jednu «f3 jednotku
piipadat jeden nebo dva karotenoidy. [13] [22]

1.3.2 Reak¢ni centrum

Reakéni centrum je posledni misto, kde se energie jesté vyskytuje ve formé
excitonu, tedy v podobé excitované molekuly (B)chl. Z reakéntho centra uz vychézi v
podobé chemické energie, tedy té, kterd muze byt vyuzita k vytvareni NADPH a ATP.
Strukturné jsou reakéni centra také pigment-proteinové komplexy. Z purpurovych
bakterii byla izolovana reakéni centra c¢tytjednotkova typu LMHC nebo tiijednotkova
typu LMH (vyskytuji se i u Rhodobacter sphaeroides [9]). LMH se od LMHC lisi
chybéjici jednotkou C, ale zbyvajici struktura LMH je velice podobna. L, M a H jsou

ruzné velké bilkovinné jednotky, které prochédzi membranou. Tento bilkovinny komplex
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je umistén kolem molekul bakteriochlorofylu a bakteriofeofytinu utvarejicich dvé vétve
A a B, které tvori vnitini strukturu reakéniho centra. Vétev A slouzi k elektronovému
transportu, zatimco funkce vétve B neni dostatecné zndma. Mimo nich se uvnitt

reakéniho centra vyskytuji jesté molekuly menanchinonu (@ 4) a ubichinonu (Qp). [4]

()
Iy 1a

=

vétev B vétev A

Qs ™ @ F Q4

Obrézek 10: ZjednoduSend struktura reakéniho centra. Zelené 1lap - zvlastni par;
modfte fialové - dalsi Bchl reakéniho centra; oranzové Qs - menanchinon; zluté Qg -

ubichinon. Prevzato a upraveno z [4].

Hlavni dvojice pigmenti, nazyvana jako zvldStni pdr, je tvofena dvéma
bakteriochlorofyly. Pri absorpci fotonu dojde k excitaci tohoto zvlastniho paru na
Bchl(2)". Excitovany elektron je delokalizovdan mezi obéma molekulami Bchl. Béhem
této excitace se zméni standardni redoxni potencidl a molekuly Bchl zméni svou
oxida¢ni povahu na redukéni. Proto jsou schopné predat excitovany elektron molekule
bakteriofeofytinu za vzniku kationtu Bchl(2)". Za dalsi ¢asovy tsek v fddu stovek
pikosekund dorazi elektron na menanchinon, nasledné ubichinon, a také je zredukuje.

2+

Chybgjici elektron u Bchl(2)t je doplnén reakei cytochromu—c za  vzniku

cytochromu—c** a Bchl(2). [6] [3]
1.3.3 Pienos energie ve svétlosbérnych komplexech a mezi nimi

Prenos energie ve svétlosbérnych komplexech probihd pres pfitomné pigmentové
molekuly. Slozité proteinové jednotky maji spiSe strukturni funkci, pfipadné svymi

nevazebnymi interakcemi s pigmenty posouvaji pasy jejich absorpcnich maxim.
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1.3.3.1 Mechanismy prenosu energie

Existuji dva zdkladni modely, které pouzivame pti popisu prenosu excitacni energie
mezi molekulami. Jedna se o dalekodosahovy Forsteruv mechanismus prenosu energie a

kratkodosahovy Dexteruv mechanismus.

| Forster
A
I
#

D + A — D + *A

A Dexter A

A | 4 A A
vl vl

3D + A ——== D + *A

Obrazek 11: Forsteruv a Dexteruv mechanismus prenosu excita¢ni energie. V piipadé

Dexterova mechanismu je zde uveden triplet-triplet pripad energetického prenosu.

Forsteruv mechanismus spociva v tom, ze zpocatku excitovany elektron donorové
molekuky D se deexcituje za vzniku nové excitované blizké akceptorové molekuly A.
Dexterovym mechanismem je excitace prenesena mezi donorem D a akceptorem A diky
vymeéneé excitovaného a neexcitovaného elektronu. Zatimco Forsteruv model umoznuje
prechod mezi dvéma singletovymi stavy, Dexteruv povoluje i prechod stavu tripletnich.
Lisi se i dosahem pusobeni, Forsteruv mechanismus pracuje efektivné pii vzdéalenostech
az do 50 A, zatimco Dextertiv pouze pii kratkych vzalenostech v fadu jednotek A. [9] Je
nutno zminit, ze vyse popsané mechanismy plati pouze pro idealni ptipady a ve slozitych

realnych systémech je ¢asto nelze jednoduse aplikovat. [4]

1.3.3.2 Prienos energie mezi jednotlivymi pigmenty a komplexy

Tato cast je zamérena na popis praktickych prikladu prenosu energie v anténach

purpurovych bakterii. Cisté Férsteruv pienos lze aplikovat napf. pfi popisu pienosu
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energie mezi molekulami B800 v LH2 komplexech z diuvodu vhodné vzdalenosti.
Vzdélenost mezi molekulami B850 v témze komplexu je ovSem vyrazné mensi a oproti
B800 se chovaji jako jeden veliky agregit, coz znemoznuje pouziti Forsterova
nékterych piipadech odlisné, plati i pro prenosy mezi B800 a B850 [23], mezi
molekulami B875 [24], piip. pro prenos energie mezi stavy Kar a Bchl. [25] Forsteruv
mechanismus nelze pouzit ani pro triplet—tripletni prenos mezi Kar a Bchl. V tomto
piipadé je nutné aplikovat mechanismus Dexteruv. [25]

Vyse uvedené prenosy energie probihaji uvniti anténnich komplexu a jsou, s vyjimkou
triplet—tripletnitho pfenosu [26], velmi rychlé (vétsinou tadové stovky femtosekund).
[16] Pfenosy energie mezi anténnimi komplexy (napf. LH2 — LH2 a LH2 — LHI1)
jsou ve srovnani s predchozimi procesy pomalejsi. [16] Jesté pomalejsim procesem je
finalni prenos energie z LH1 komplexu do reakéniho centra, ktery trva nékolik desitek

pikosekund. [4]

2 DMaterial a metody

2.1 Spektroskopie

Spektroskopie patii mezi zédkladni analytické metody pouzivané v laboratotich. Jeji
princip je zaloZen na interakci elektromagnetického zatfeni s hmotou, které 1ze vysvétlit
pomoci kvantové mechaniky. Vysledky ve formé ruznych druht spekter ndm poskytuji
velké mnozstvi informaci o chemické strukture zkoumané latky, jeji koncentraci atd.

Narozdil od klasické fyziky popisujeme chovani c¢astice v kvantové mechanice
pomoci vlnové funkce ¢ (r,t). Ta ndm poskytuje veskeré informace o ¢éstici véetné
pravdépodobnosti jejiho nalezeni v misté daném polohovym vektorem r. Tu zjistime
umocnénim vinové funkce na druhou, tedy |¢(r,t)|?. Atomovym orbitalem ¢ nazyvdme
takovou vlnovou funkci, kterd nam popisuje stav jednoho elektronu v elektronovém
obalu atomu.

Atomy se ale slucuji v molekuly, a proto potiebujeme zavést i molekulové orbitaly.
Ty jsou matematicky definovany jako linedrni kombinace atomovych orbitalt ¢. Pokud
molekulovy orbital vznikl z atomovych orbitali typu s, znaci se vznikly molekulovy

orbital . Podle znaménka v linearni kombinaci rozliSujeme vazebné o nebo antivazebné

o* molekulové orbitaly. Pti absorpci fotonu molekulou muzou elektrony konat prechody
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o — o*. 7 energetického hlediska jsou ovSem néarocné a vyzaduji fotony z daleké UV
oblasti. Pro studium chovani biomolekul jsou pro néas zajimaveéjsi elektronové prechody z
molekulovych orbitalti vzniklych z atomovych orbitalu typu p. Takto vzniklé molekulové
orbitaly se znaci jako m. Opét podle znaménka linearni kombinace rozliSujeme vazebné
7 a antivazebné 7*. Pti absorpci fotonu muzou tedy elektrony konat prechod m# — 7* a
ten je jiz méné energeticky naro¢ny. Navic se energie prechodu jesté snizuje s rostoucim
poctem konjugovanych vazeb, a proto je mozné se dostat s absorpci az do viditelné
oblasti spektra. Posledni typ molekulového orbitalu je nevazebny, znaceny pismenem n
a oznacujici orbital s elektrony, které se netucastni vazby. [6]

Variabilita elektronovych prechodu v molekuléch je siroka. Organické molekuly maji
nejvyse obsazené molekulové orbitaly (the highest occupied molecular orbital — HOMO)
molekulovy orbital (the lowest unoccupied molecular orbital — LUMO) typu o* a 7*.
V zavislosti na druhu chromoforu mohou byt pomoci fotonu vykondny ruzné prechody
zahrnujici vyse vyjmenované orbitaly. [5]

K absorpci zareni muze tedy dojit, kdyz je energie fotonu rovna rozdilu energetickych
hladin v molekule. Zélezi ovSsem jesté na veli¢iné nazyvané prechodovy dipolovy moment.

Ta je definovana jako

prr = / Ypfitpr dr, (4)
kde 7} je komplexné sdruzena vlnova funkce popisujici konecény stav, 1; je vlnova
funkce popisujici pocatecni stav a [ je operator elektrického dipélového momentu.
Prechodovy dipdélovy moment definuje zménu nabojové hustoty v prubéhu absorpce
fotonu. K absorpci fotonu muze dojit, pokud je integral nenulovy. S rostouci hodnotou
integrélu roste i intenzita absorpce. [6]

V libovolném absorpénim spektru molekuly si muzeme vsimnout, ze spektralni pdsy
jsou giroké. Pfi excitaci muze totiz dojit i k prechodum do vyssich vibraénich stavu.

Musime tedy do rovnice (4) zahrnout i vibra¢ni ¢len, tzv. Franck — Condoniv faktor.

prF = / YR dr = / UF etekthletekt V1 clekt AT clert / Y Fwibr U1 vibr AT jad (5)

Absorpce tedy zavisi na prekryvu nejen elektronovych, ale i vibra¢nich vinovych
funkei. [6] Dalsim duvodem rozsifeni spektralnich pédsu jsou interakce s okolnimi

molekulami nebo se sténami nadoby, v niz se méreny vzorek nachazi.
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2.1.1 UV — VIS spektroskopie bez casového rozliseni

Jak jiz bylo zminéno, spektroskopie patii mezi zakladni laboratorni metody.
Asborpéni spektroskopie nam umoznuje zjistit absorpéni spektra, jez poskytuji
informace o pohlcovani fotonu v ruznych oblastech elektromagnetického spektra.
Mimoto slouzi i k urcovani koncentraci rozpusténych chromoforu v roztoku. Metoda
samotna je zalozend na porovnavani intenzit dopadajictho (Ip(\)) a proslého (I()))
svétla. Tyto intenzity jsou zdvislé na vinové délce. Ip(\) se vétsinou oznacuje jako
referenéni hodnota a zjistuje se mérenim absorbance samotného prostiedi (vétsinou
rozpoustédla). Tim ziskdme pfi méfeni pouze absorbanci zkoumané latky.

Spektrofotometry funguji ruznymi zpusoby a podle toho je délime na
jednopaprskové a dvoupaprskové. U jednopaprskovych vkladame referenéni vzorek pired
samotnym méfenym vzorkem. Dnes jiz pristroje referen¢ni hodnotu ukladaji a nemusi
se tedy vkladat pred kazdym mérenim. Dvoupaprskové spektrofotometry obsahuji
rozdélova¢ paprsku, ktery paprsek rovnomérné rozdéli na dva. Jeden je poslan do
referenéniho vzorku a druhy rovnou do méfeného, coz opét umoznuje snadnéjsi a
rychlejsi manipulaci. Neméné dulezitou soucésti spektrofotometru je monochrométor.
Ten muze byt umistén pred nebo za vzorkem, podle toho, jaky typ detektoru
pouzivame. Pokud poustime na vzorek monochromatické svétlo, je monochromator
umistén pred vzorkem a paprsek jde do detektoru tvoreného fotodiodou. Pokud
poustime na vzorek polychromatické svétlo, je monochrométor za vzorkem a rozlozené
svétlo putuje na diodova pole/do CCD kamer, kde je nésledné vyhodnoceno.[6]

Velicina, od které se spektrofotometrickd métfeni odviji, je transmitance.

I
=0 ©)

Pomoci transmitance je definovana absorbance, ktera mé tu vyhodu, ze je piimo

umeérna koncentraci mérené latky. Absorbance je proto také béznou vystupni hodnotou

spektrofotometri.

A= 1og% = cle()N) (7)

Pred samotnym casové rozliSenym experimentem a po ném méiime absorpéni

spektrum kvuli kontrole degradace vzorku béhem méteni.
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2.1.2 Casové rozlisena femtosekundova spektroskopie

Pokud potiebujeme sledovat dynamiku déju, musime pouzit metody, které umi
pracovat s ¢asovym rozliSenim. V nasem piipadé se jedna o studium excitovanych stavi
fotosyntetickych pigmentu a prenosu energie mezi nimi pomoci pump—probe
spektroskopie. Monochromaticky laserovy pulz pump excituje molekuly vzorku. Ten je
poté analyzovédn sirokospektralnim pulzem probe. Casového rozliseni se docili

nastavitelnym zpozdénim pulzu probe.

laserovy zdroj
OPA

zpozd'ovaci linka
safirovy krystal
vzorek

detektor

vvvvvv

Technické provedeni experimentu je samoziejmé slozitéjsi. Laserovy systém
umoznujici produkci kratkych pulsu v fadu sta fs vysild monochromaticky pulz. Tento
pulz mivéa vlnovou délku kolem 800 nm. Déle je rozdélen na dva pomoci délice paprsku.
Z jednoho se stane pump a z druhého probe paprsek. Nejdrive bude popsédna draha
paprsku pump. Pozadavky na tento pulz jsou frekvenc¢ni variabilita a co nejnizsi sitka
spektralniho pasu. Frekvenéni variabilitu zajistime pomoci optického parametrického
zesilovace (OPA). Toto zafizeni pracujici s neliedrnimi jevy slouzi nejen k modifikaci
vinové délky pulzu pump v rozsahu asi 240 — 2500 nm (pomoci sou¢tovych/rozdilovych
frekvenci), ale i k zesileni signdlu pomoci procesu parametrického zesilovéni. Takto
upraveny pulz dale prochdzi zafizenim chopper, které zabranuje pruchodu kazdého
druhého pulzu pump. To zvysSuje kvalitu signalu, protoze umoznuje analyzovat i pulz

probe, ktery neni ovlivnén pulzem pump, tzv. unpumped probe. Spolecné s intenzitou

20



referencniho pulzu pocita detektor korekci na fluktuace vykonu laseru, ktera je
zahrnuta do celkové zmény absorbance. Pulz pump poté prochazi polarizatorem, kde
nastavujeme polarizaci mezi paprsky pump a probe na hodnotu 54,7°. Tato hodnota,
nazyvana téz magicky uhel, zabranuje ovlivnéni mérenych hodnot anizotropnimi efekty.
Takto upraveny pump jiz muze excitovat molekuly vzorku, nacez je nésledné
zablokovan. [7]

Dréha paprsku probe vede nejdifve pfes zpozdovaci linku, kde nastavujeme jeho
zpozdéni vuéi pulzu pump. Déle vede do krystalu, kde dochézi diky nelinedrnim jevim
ttettho fadu k jeho spektralnimu rozsiteni — generaci bilého kontinua. Nez probe
paprsek projde vzorkem, je rozdélen na dva — sondujici a referencéni. Sondujici je
nasmérovan na vzorek. Vzhledem k disperzi svétla a z toho vyplyvajicimu ¢asovému
zpozdéni jednotlivych barev v pulzu probe, nazyvanému chirp, pouzivame pro
smérovani paprsku sféricka zrcadla, kterd jej do pulzu probe nevnaseji. Kdyz projdou
vzorkem, smétuje jejich draha do detektoru, kde jsou oba paprsky rozlozeny optickou
miizkou, nasmérovany na dva CCD detektory a vyhodnoceny. [7]

Celkova zména absorbance je vypoctena dle nasledujictho vztahu.

1 1,
AA(AL ) = log 2L — 1og —<L (8)

[p.pr. [unp.pr.

7 rovnice vidime, ze vysledna zména absorbance je vypoctena z intenzity referen¢niho
paprsku (L), intenzity pulzu probe, kterému pfedchézel pulz pump (I, ;. — pre-pumped
probe) a intenzity pulzu probe, kterému nepfedchdzel pulz pump (Lynp . — unpumped
probe). Druhy ¢len rovnice zahrnuje korekeci na fluktuace intenzity laseru a v idedlnim
pripadé je roven nule. [7]

V ¢em spociva vyhoda tohoto usporadani? Ilustrativni piiklad muzeme uvést na
excitovanych stavech karotenoidu. Po absorbovani fotonu se karotenoid dostane do
stavu Sp. Pokud v dobé setrvani ve stavu S, projde vzorkem pulz probe, budou
absorbovany specifické fotony, coz se projevi ve vysledném spektru a umozni nam
ziskat signal z S, stavu. Za néjakou dobu se ovSsem karotenoid dostane do stavu S; a
pokud projde diky zpozdéni vzorkem pulz probe i v dobé trvani tohoto stavu, budou
absorbovany jiné specifické fotony, coz se projevi ve spektru posunutim signalu a diky
tomu identifikujeme tento stav jako S7. Absorpci odlisnych fotonu pro dany excitovany
stav oproti zdkladnimu stavu nazyvame absorpci z excitovaného stavu (ESA — excited
state absorption). [8] Nicméné ve spektru muzeme pozorovat i signaly negativni. Jeden

typ tohoto signalu je tzv. GSB (ground state bleaching), ktery je zpusoben malym
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mnozstvim molekul v zékladnim stavu (v dusledku excitaxe) viditelnych sondujicim
paprskem. To vyudsti v obrdcené mnozstvi intenzit (I,,. > L.f), které dorazi do
detektoru, a tedy i v negativni signal. Dalsim zptusobem, jak muzeme negativniho
signélu doséhnout, je pomoci stimulované emise (SE — stimulated emission). Pokud je
molekula v excitovaném stavu, muze prochazejici foton probe pulzu stimulovat
vyzareni fotonu. Tim se opét zvysi intenzita v kandlu sondujiciho signalu, coz se opét v
koneéném vysledku projevi jako negativni signdl. [7]

Jak je vidéet ze vztahu (8), celkovd zména absorbance zdvisi jak na zkoumané vinové
délce, tak na zpozdéni mezi pulzy pump a probe. Ze zméfenych hodnot tedy muzeme
zjistit jak dynamiku excitovanych stavu, tak tranzientni absorpéni spektra. Vysledné
grafy jsou tfidimenzionalni a pouzivame ta tranzientni spektra a kinetické krivky, které

jsou tezy v téchto 3D grafech.

2.2 Fitovani vysledku
Namérend data vyhodnocujeme metodou globalniho fitovani v programu DAFit.

Pro spravny popis chovani méreného systému pouzivame systém jednotlivych spekter

svazanych casovymi konstantami, tzv. EADS.

AL B0 D..

Tento linedrni postup interpretujeme tak, ze napt. spektrum B se objevuje s prvni
casovou konstantou 7 a zanika s druhou ¢asovou konstantou 7o, pficemz to samé plati
s piislusnymi ¢asovymi konstantami i pro dalsi jednotky A, C, D apod. Tento zpusob

ndam umoznuje prehledné ukazat spektralni vyvoj systému. [7]
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3 Vysledky

3.1 Absorpc¢ni spektrum

Jesté pred samotnym casové rozliSenym experimentem bylo zméfeno absorpcéni
spektrum naSeho vzorku. Zkoumanym vzorkem byly LH1 komplexy s karotenoidem

sferoidenonem izolované z Rhodobacter sphaeroides bez proteinu PufX.

A(rel.un)
15F
Soret
Qy
10F
476 nm 514 nm
A
A 555 nm
0.5F
Qx
)
- - - A(nm)
400 600 800 1000

Obrézek 13: Absorpéni spektrum RC-LH1-spn komplexu bez PufX proteinu. Sipky

znazornuji excitacni vinové délky. Normovano na Q.

Nasim cilem bylo excitovat karotenoidy, a nasledné porovnat tranzientni absorpéni
spektra, proto jsou v absorpcnim spektru v oblasti absorpce karotenoidu vyznacené
excitacni vinové délky. V absorpcnich spektrech karotenoidu vétsinou pozorujeme tii
charakteristické absorpcni pasy zpusobené tremi ruznymi vibra¢nimi hladinami stavu
Sy. Ty jsou na obr. 13 malo vyrazné, navazana karbonylova skupina zpusobuje jejich
rozsiteni, jelikoz interakcemi s okolim se ustanovi fada konfiguraci karotenoidu s ruznymi
absorpcnimi spektry. Déale muzeme vidét specifické absorpcni pasy Bchl-a. Maximum
jeho Soretova pasu je na 373 nm, pas (), najdeme kolem 590 nm a @), kolem 875 nm.
Absorpce bakteriofeofytinu reakéniho centra, ve spektru oznacena jako RC, je kolem 760
nm, nasledovana Bchl-a reakéniho centra kolem 800 nm. Vyrazny pas v UV oblasti pod

300 nm ptislusi absorpci proteinu.
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3.2 Tranzientni absorpc¢ni spektra

Abychom posoudili vliv excitacni vlnové délky na nas vzorek, porovnali jsme
tranzientni absorpcni spektra v 0,25 ps.

AA(MOD)

bk

) e At b | \ L,\!”l."fuh,-’l!,\ﬂa‘/
L il A./" L A AL A A(nm)
500 7 600 650 700 750
ya
-2 / — 476 M
514 nm
555 nm

Obréazek 14: Tranzientni absorpcéni spektra RC-LH1 spn komplexu pro €476, e514 a €555

v ¢ase 0,25 ps. Normovano na oblast 580 nm.

Aby se projevily rozdily mezi jednotlivymi mérenimi, byly vSechny tii kfivky
normovany na oblast signalu S; — Sy. Zaporny signal v levé ¢asti spektra je zpusoben
GSB. V oblasti 550 — 620 nm pozorujeme typicky pas S; — Sy prechodu, zatimco
kolem 750 nm dominuje velmi silny signdl ICT stavu. [12] Pro excita¢ni vinové délky
476 nm a 514 nm nepozorujeme témeér zadnou zménu. Jak S; — Sy, tak ICT signél
maji stejnou intenzitu, obé kfivky se i v ostatnich oblastech prekryvaji. Pro excitacni
vlnovou délku 555 nm ovSsem pozorujeme silnéjsi ICT signél, prestoze S; — Sy zustava
podobny jako u 476 nm a 514 nm. Mimoto jsme znovu ovérili, ze pokud je sferoidenon
vézany v proteinu, pozorujeme ve spektru silny ICT signal. [12]

Dalsi grafy budou tzv. EADS. Nejdiive bude fe¢ o EADS pro excitacni vinovou délku
476 nm. Prvni spektrum, které zanikd v ¢ase 0,1 ps, je co do vérohodnosti omezené
casovym rozliSenim experimentédlniho zafizeni, nicméné jiz druhé (zelené), které zanik4
v 0,4 ps nepochybné obsahuje S; a ICT signal. Dalsi EADS postupné klesaji a ve 40 ps
dochézi k dohasnuti signalu v anténach a prenosu energie do RC. V oblasti kolem 580
— 590 nm pozorujeme signal Bcehl @, ktery zmizi v nasledujicim oranzovém EADS, coz

znamena Uuspésny prenos energie z antén do RC.
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Obrazek 15: EADS pro excita¢ni vinovou délku 476 nm.

AA(MOD)

Obrazek 16: EADS pro excitac¢ni vinovou délku 514 nm. Hodnoty prvniho EADS jsou

vydeéleny deseti pro vétsi prehlednost.
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Druhy soubor EADS popisuje vyvoj systému po excitaci 514 nm. Prvni spektrum je
opét omezené casovym rozlisSenim experimentalniho zatrizeni. Druhé spektrum, na kterém
pozorujeme S7 a ICT signdl, zanika o 300 fs pozdéji nez to samé EADS u excitace 476
nm. Podobné muzeme pozorovat u trettho EADS dohasinani s ¢asovou konstantou 4,3
ps, coz je také pozdéji. Ctvrté EADS zanikd o 16 ps pozdéji nez to samé pii excitaci 476
nm. VSechny déje tedy probihaji pomaleji. Zaporné hodnoty v levé ¢asti spekter jsou

zpusobeny GSB.

AA(MOD)
10F
5F
e L . M A(hm)
500 550 600 650 700 750
<0,1ps
_5} 0,7 ps
3,3 ps
—— 50 pS
n.d.
10}

Obrazek 17: EADS pro excita¢ni vinovou délku 555 nm.

I EADS vyhodnocena pro excitacni vinovou délku 555 nm obsahuji v levé ¢asti GSB.
Prvni z nich je opét omezeno casovym rozliSenim experimentélniho zafizeni a signél v
oblasti spektra > 750 nm je artefakt. Druhé EADS, opét s Sy a ICT signdlem, zanika ve
stejnou dobu jako EADS pii excitaci 514 nm. Treti EADS ovSem zanika jiz v 3,3 ps. U
posledniho EADS opét pozorujeme tspésny pienos energie z antén do RC diky vymizeni

signalu Bchl @, kolem 580 — 590 nm.

Poradi EADS | €476 ebl4d €dHd
1. 0,1 ps| <0,1ps|<0,1ps
2 0,4 ps 0,7 ps 0,7 ps
3. 2,2 ps 4.3 ps 3,3 ps
4 40 ps 56 ps 50 ps

Tabulka 1: Porovnani ¢asovych konstant pro vSechny excitaéni vinové délky.
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Jak je vidét z vyhodnocenych spekter, mechanismy prenosu energie se ptilis neméni a
piislusna spektra se vyrazné nelisi. S; a ICT signal také pozorujeme vzdy, pouze casové

konstanty se méni. Pro vétsi prehlednost vSechny udaje najdeme v tab. 1.

3.3 Kinetiky

Neméné dulezitou soucasti vysledku méteni jsou kinetiky popisujici ¢asovy prubéh
dohasinani excitovanych stavu. V nasem piipadé jsme se zamérili na porovnani rychlosti

dohasinani konkrétnich excitovanych stavu pro vSechny excitaéni vinové délky.

AA(MOD)
AA(MOD
) 476 nm

1.0F M ’ 514 nm

555 nm
\
08}

0.6 H

04 t(ps)

02

t(ps)

Obréazek 18: Dosasindni S7; — Sy stavu pro vSechny excita¢ni vinové délky. Vsechny
kinetiky jsou normalizovany na své maximum. 7 duvodu piehlednosti jsou namérené

hodnoty bez fitu.

Na obr. 18 pozorujeme, ze narozdil od ICT oblasti na obr. 19 je oblast S; — Sy stavu
vyrazné zkreslend Sumem. I pfesto nejsou pro ruzné excitace vidét veliké rozdily mezi
rychlostmi dohasindni. U ICT stavu na obr. 19 pozorujeme stejny trend. Zajimavosti
muze byt mirné poposunuty vrchol maxima ICT stavu pro excitacni vinovou délku 476
nm, ktery by mohl evokovat moznou delsi dobu zivota S, stavu, ale u kinetiky pro
S1 — Sy stav zadny takovy posun pro excita¢ni vinovou délku 476 nm nepozorujeme.

Celkove tedy z obr. 18 a 19 vyvozujeme, ze se kinetiky pro riuzné excitace prilis nelisi.
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Obréazek 19: Dosasinani ICT stavu pro vSechny excitacni vinové délky. Vsechny kinetiky
jsou normalizovany na své maximum. Z duvodu prehlednosti jsou namérené hodnoty bez

fith.

4 Diskuze

Provedené experimenty poskytly nékolik vysledku, nad kterymi je nutné se zamyslet.
V roce 2012 byl méten stejny komplex RC-LH1-spn Rhodobacter sphaeroides lisici se
pouze piitomnosti PufX proteinu.[12] Tento komplex byl dokonce excitovén stejnou
vlnovou délkou, tedy 514 nm. Namérené vysledky se ovsem vyznamné lisi. Pokud se
podivame na tranzientni absorpcni spektrum komplexu z roku 2012 na obr. 20, vidime,
ze vysledky naseho méreni ukazuji vice nez dvakrat vétsi intenzitu ICT signélu.

To je samoziejmé zarazejici fakt, jelikoz stejné vzorky by pri stejné excitaci mély
vykazovat viceméné stejna spektra. Vzhledem k tomu, ze data z roku 2012 byla ovéfena
dalsim méfenim, je logické ptisuzovat jim vétsi vérohodnost. Nicméné nas to privadi k
otézce, ¢im je zpusobena tak vysoka intenzita ICT signalu v nasem experimentu. Jednou
moznosti byla neptitomnost PufX proteinu v nasem vzorku oproti méreni z roku 2012,
vyslednd spektra neméla jeho absence zadny vliv. [12]

Dalsi moznosti je ovlivnéni paprskem probe, tedy naladénim bilého kontinua, jak je
vidét na obr. 21. Experiment z tohoto obrazku neni soucasti bakalarské prace, vysledky
jsou zde uvedené pouze z duvodu souvislosti mezi naladénim bilého kontinua a

intenzitou ICT signalu. Tranzientni absorpcni spektra uvedena na obr. 21 pochazi z
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Obrazek 20: Porovnani dat z méreni RC-LH1-spn komplexu s analogickym méfenim
komplexu RC-LH1-spn PufX. Obé tranzientni spektra byla pofizena v case 0,25 ps.

Obeé krivky jsou normovany na maximum svého Sy - Sy signalu.

méreni LH1 komplexu s karotenoidem diketospiriloxantinem excitovanych v oblasti
absorpce karotenoidu. Hlavnim tkolem tohoto obrazku je tedy ukdazat, jak moc
zkresluje naladéni kontinua vyslednou intenzitu ICT stavu. Ruzova krivka ukazuje ICT
signal pri Spatné naladéném kontinuu. Je mozné si vSimnout, ze celé tranzientni
spektrum vypadd neobvykle, v signédlu se vyskytuji podivna lokalni maxima. Spektrum
se spravné naladénym kontinuem jiz vykazuje typicky ICT pas. ICT signdl v nami
namérenych spektrech (obr. 14 v kapitole Vysledky) sice kopiruje tvar kiivky na obr.
21 s dobfe naladénym kontinuem, ale jeho intenzita je pfiliS vysokd v porovnani s
mérenim z roku 2012. Je tedy mozné, ze vysoky ICT signdl je zapri¢inén nespravné
naladénym kontinuem, které nasledné nevhodnym zpusobem ovlivni i vypocet hodnoty
signalu poc¢itacovym programem. Pro pripadné publikovani dat by tedy bylo nutné celé
meéteni provést znovu. V ramci této prace tedy nebudeme pri vyhodnoceni brat v potaz
absolutni hodnotu signalu, ale zamérime se spiSe na porovnéani jednotlivych excitaci.
Sferoidenon, jakozto karbonylovy karotenoid, vykazuje ICT signal, pokud je vazany
v proteinu. [12] Je to zvlastni zdstupce mezi karbonylovymi karotenoidy, jelikoz i v
polarnim rozpoustédle, kde u ostatnich karotenoidu tohoto druhu pozorujeme relativné
silny ICT signal, sferoidenon disponuje v ICT oblasti pouze slabym absorpénim pasem.
[21] Ve studii [20] z roku 2011 byla provedena analyza absorpénich spekter fukoxantinu

v cyklohexanolu a methanolu, na zakladé jejichz vysledku byla navrzena teorie o dvou
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Obrazek 21: Porovnani vysledku méteni a intenzity ICT signalu pii rozdilné naladéném

bilém kontinuu. Obé kiivky jsou normovany na minimum GSB a potfizeny v ¢ase 0,25

ps.

forméch tohoto karotenoidu, modrém a cerveném (dle posuvu svého absorpéniho pédsu
ke kratsim ¢ delsim vlnovym délkdm) vyskytujicim se v polarnim rozpoustédle. Tuto
teorii podporuji i ziskand tranzientni spektra, ktera ukazuji zavislost intenzit signalu na
excita¢nich vlnovych délkéch. Tato zdvislost muze byt zpiisobena excitaci bud jedné nebo
druhé skupiny karotenoidu. V ptipadé fukoxantinu zpusobila delsi excitacni vlnova délka
vyssi intenzitu ICT signalu. Pokud se podivame na nase namérené vysledky, muzeme si
povsimnout podobného trendu. Pro excitaci 555 nm byla vysledna intenzita ICT signédlu
vysSi nez u 476 a 514 nm. Na zakladé téchto vysledku tedy muzeme usuzovat, ze v
nasem meéfeném komplexu existuje urcitda podskupina s—trans konfigurace karotenoidu
sferoidenonu, kterd ma absorpéni spektrum posunuté vice do ¢ervené oblasti. I presto
ale nejsou rozdily spekter tak veliké, abychom mohli prohlasit, ze je tato podskupina

vyrazné odlisna.

5 Zavér

Pro zacatek je nutno tict, ze vzhledem k potencialné Spatné naladénému bilému
kontinuu je nutné uvazovat i moznost, ze namérend spektra nejsou tplné realistickd a
jak jiz bylo zminéno, pro publikovani by bylo nutné zopakovat celé méteni. Ze vsech

naméfenych dat v kapitole Vysledky nicméné usuzujeme, ze mezi karotenoidy
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navazanymi na «f3 jednotku LH1 komplexu neexistuji vyrazné spektroskopické rozdily.
Vsechna tii tranzientni absorpéni spektra na obr. 14 jsou podobna i pfes rozdilné
excitacni vlnové délky a rozdil v ICT signdlu pro excitaci 555 nm nepovazujeme za
natolik veliky, aby svédcil o vyznamné odlisné konfiguraci karotenoidu. Tento zaver
podporuji i EADS spektra — ¢asové konstanty v tab. 1 se ptili§ nelisi a jednotlivd EADS
v porovnani mezi ruznymi excitacemi si také odpovidaji. I kinetiky na obr. 18 a 19 maji
podobny prubéh a nevypovidaji o odlisnych konfiguracich. V ptipadé, ze by zopakovany
experiment poskytl jiné vysledky, mohli bychom za vyhodu provedeného méreni
povazovat ukazku toho, jak muze naladéni bilého kontinua ovlivnit namérené vysledky.
Pred pripadnym opakovanim méreni by také bylo vhodné provést pigmentovou analyzu
vzorku a ujistit se, ze v tomto LH1 komplexu se opravdu vyskytuje vice karotenoidu na

af3 podjednotku, narozdil od jinych znamych LH1 komplex.
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