Martin Hof: Pfindasime nové fluorescen¢ni metody do biofyziky a biologie

Profesor Martin Hof, Dr. rer. nat.,, DSc., se jiz vice nez 15 let vénuje vyvoji novych
fluorescenénich technik a jejich vyuziti v biologickych védach. Pracuje jako vedouci Oddéleni
biofyzikalni chemie v Ustavu fyzikalni chemie J. Heyrovského Akademie véd CR, v. v. i.
Pfednasi a Skoli postgradualni studenty, napf. na pfirodovédeckych fakultach Karlovy
univerzity v Praze a Palackého univerzity v Olomouci ¢i na Fakulté jaderné a fyzikalné
inzenyrské Ceského vysokého uéeni technického v Praze. Je spoluautorem 114 ¢&lank( v
Casopisech a pocet citaci jeho praci presahuje 1200. Jeho renomované postaveni v
mezinarodni védecké komunité dokazuji fakta, Ze byl jmenovan ,senior editorem” knizni
fady ,Springer Series on Fluorescence” a je hlavnim editorem impaktovaného c¢asopisu
Journal of Fluorescence pro Evropu.

Za poslednich deset let se mi podafilo zalozZit novou védeckou skupinu, zarovern dva nové
sméry vyzkumu v Ustavu fyzikdlni chemie J. Heyrovského i v Ceské republice. Prvnim
smérem je vyvoj novych fluorescencnich technik a jejich aplikace v biologickych védach.
Nase vyzkumna skupina pronikla v této oblasti do svétové Spicky. VSeobecnou praxi je spisSe
aplikovat jiz existujici fluorescencni techniky, nam se vsak podafilo nékolik novych technik
vyvinout: napfiklad fluorescencni korelacni spektroskopii (FCS) se z-skenovanim, prvni FCS
metodiku poskytujici nezkreslené absolutni hodnoty difuznich koeficientd v planarnich
systémech. Tuto techniku pouzivame ke stanoveni pfitomnosti mikrodomén v membranach
zivych bunék ¢i ke sledovani difuze perifernich membranovych proteint. Dale jsem se podilel
na vyvoji metody k rozliSeni prispévkl jednotlivych molekul ve fluorescencni korelac¢ni
spektroskopii na zakladé rozdilnych dob Zivota fluorescence a vyuZil ji ve vyzkumu membran
a téz k objasnéni mechanismu kondenzace molekul DNA.

Co se tyce druhého vyzkumného sméru, nas tym je prvni ¢eskou skupinou, kterd se zabyva
zakladnimi biologickymi otazkami spojenymi s fosfolipidovou dvojvrstvou — relevantnim
modelem biologickych membran.

Diky pokrocilym fluorescencnim metodam, které ve skupiné vyvijime, se miZzeme zabyvat
fundamentalnimi biofyzikdalnimi a biologickymi problémy a poskytovat nové dulezité
poznatky v biofyzice membran, v molekuldrni biologii membran i v proteinovém inZenyrstvi.

Tymu pfevaziné mladych védcl se podafilo vytvofit v Ceské republice novou vyzkumnou linii,
kterd mUze Uspésné soutéZit s laboratofemi v Evropé, Severni Americe a Asii. Skutec¢nost, ze
do prace na projektech, které ziskaly podporu Premium Academiae, bude zapojena fada
vynikajicich mladych védc(, garantuje dalsi dynamicky rozvoj téchto vyzkumnych oblasti.
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Anotace nejvyznamnéjsich vysledka (podtrzeni autofi pdsobi v UFCH JH AV CR)

1. Porozuméni modelovému systému ,supported phospholipid bilayer” (povrchem podporovana
fosfolipidova dvojvrstva)
Povrchem podporované fosfolipidové dvojvrstvy jsou modelové membrany, které nachazeji uplatnéni v

biosensorech, ,,blood-compatible” povrsich, zdravotnickych implantatech a pfi produkci katalytickych rozhrani.
V osmi publikacich (2002—-2008) jsme zodpovédéli zakladni otazky spojené se vznikem a s vlastnostmi téchto
membran.

A. Benda, M. Bene$, V. Marecek, A. Lhotsky, W. Th. Hermens, M. Hof: How to Determine Diffusion Coefficients in Planar
Phospholipid Systems by Confocal Fluorescence Correlation Spectroscopy. (2003), Langmuir 19, 4120.

M. Benes, D. Billy, A. Benda, H. Speijer, M. Hof, W. T. Hermens: Surface-dependent Transitions during Self-assembly of
Phospholipid Membranes on Mica, Silica and Glass. (2004), Langmuir 20, 10 129.

M. Przybylo, J. Sykora, J. Humpoli¢kova, A. Benda, A. Zan, M. Hof: The lipid diffusion in giant unilamellar vesicles is more
than two times faster than in supported phospholipid bilayers under identical conditions (2006), Langmuir 22, 9096.

2. Hydratace a mobilita lipidovych membran a enzymi: metoda ,,solvent relaxation”
V sérii publikaci jsme zdokumentovali na$ vyvoj metody ,solvent relaxation” (zaloZzené na relaxaci

rozpoustédla), vhodné pro urcovani hydratace a mobility v membranach; v pouziti této techniky jsme
vedoucim pracovistém. V kombinaci s MD simulacemi se jejim prostfednictvim snazime o porozuméni biofyzice
membran na atomarni uUrovni. V posledni dobé ukdazala tato metoda sv(j pfinos také pfi optimalizaci
proteinového designu.

P. Jurkiewicz, A. Olzyriska, M. Langner, M. Hof: Headgroup Hydration and Mobility of DOTAP/DOPC Bilayers: A Fluorescence
Solvent Relaxation Study. (2006), Langmuir 22, 8741.

A. Jesenska, J. Sykora, A. OlZzyriska, J. Brezovsky, Z. Zdrdhal, J. Damborsky, M. Hof: Nanosecond Time-Dependent Stokes Shift
at the Tunnel Mouth of Haloalkane Dehalogenases. (2009), Journal of the American Chemical Society 131, 494.

L. Beranova, L. Cwiklik, P. Jurkiewicz, M. Hof, P. Jungwirth: Oxidation Changes Physical Properties of Phospholipid Bilayers:
Fluorescence Spectroscopy and Molecular Simulations. (2010), Langmuir 26, 6140.

3. Nové fluorescencni ,single molecule” techniky

,Single molecule fluorescence” je nové, velice dynamicky se rozvijejici pole vyzkumu. NasSe skupina v této
oblasti prispéla vyvojem tfi novych technik: z-scan Fluorescence Correlation Spectroscopy, Fluorescence
Lifetime Correlation Spectroscopy a Dynamic Saturation Optical Microscopy a ukdzala jejich vyuZiti pfi
zodpovidani aktudlnich otazek biofyziky.

J. Humpolickovd, A. Benda, J. Sykora, R. Machan, T. Kral, B. Gasinska, J. Enderlein, M. Hof: Equilibrium dynamics of
spermine-induced plasmid DNA condensation revealed by fluorescence lifetime correlation spectroscopy. (2008), Biophysical
Journal 94, L17.

M. Stefl, A. Kulakowska-Zan, M. Hof: Simultaneous Characterization of Lateral Lipid and Prothrombin Diffusion Coefficients
by Z-Scan Fluorescence Correlation Spectroscopy. (2009), Biophysical Journal 97, LO1.

J. Humpoli¢kovd, A. Benda, R. Machan, J. Enderlein, M. Hof: Dynamic saturation optical microscopy: employing dark-state
formation kinetics for resolution enhancement. (2010), Physical Chemistry Chemical Physics 12, 12 457.




Vyzkumny plan: Pokrocilé fluorescencni metody v biofyzice a biologii

Za poslednich deset let se mi podafrilo zaloZit novou védeckou skupinu, zaroven dva
nové sméry vyzkumu v Ustavu fyzikdlni chemie J. Heyrovského i v Ceské republice. Prvnim
smérem je vyvoj novych fluorescencnich technik a jejich aplikace v biologickych védach. Nase
skupina pronikla v této oblasti do svétové Spicky. VSeobecnou praxi je spiSe aplikovat jiz
existujici fluoresencni techniky, ndm se vsak podafilo nékolik novych technik vyvinout:
fluorescence solvent relaxation technique1'3, z-scan Fluorescence Correlation Spectroscopy
(z-scan FCS)**, Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscopy (FLCS)® a Dynamic Saturation
Optical Microscopy (DSOM)’. Co se tyte druhého vyzkumného sméru, jsme prvni &eska
skupina, kterd se zabyva fundamentdalnimi biologickymi otazkami spojenymi s fosfolipidovou
dvojvrstvou — relevantnim modelem biologickych membran.

Na téchto zakladech bych chtél vytycit tfi budouci vyzkumné projekty: V projektu
»,Porozuméni biofyzice membran na atomarni Grovni” zkombinujeme vyvinuté fluorescenéni
techniky se simulacemi molekulové dynamiky (ve spolupraci s Pavlem Jungwirthem, UOCHB
AV CR) a s elektrochemickymi studiemi procest na Urovni jednotlivych molekul na
fosfolipidovych monovrstvach a dvojvrstvach (ve spolupraci s elektrochemickymi skupinami
Ustavu fyzikdlni chemie J. Heyrovského). Zaméfime se na zodpovézeni vybranych otdzek v
biofyzice membran. Ve druhém projektu, ,Pokrocila fluorescenéni mikroskopie v biologii
bunék”, pouzijeme zkusenosti ziskané béhem pravé konciciho Centra zakladniho vyzkumu
,Fluorescencéni mikroskopie v biologickém a lékarském vyzkumu®, které jsem koordinoval,
abychom se zabyvali aktualnimi problémy membranové biologie. Treti projekt, ,Objasnéni
vztahu dynamiky/hydratace a funkce hydrolytickych enzymd”, je zaloZzen na unikatnich
moznostech techniky “solvent relaxation” monitorovat hydrataci a dynamiku aktivniho mista
enzym(. Ve spoluprdci s Jifim Damborskym (Masarykova univerzita v Brné) chceme prispét k
porozuméni role téchto parametr(i pfi designu proteina.

Dynamicky rozvoj mé skupiny byl umoznén diky podpote Ustavu fyzikdlni chemie J.
Heyrovského a také diky nasi Uspésnosti v ziskavani externich financ¢nich zdroji pro platy
pracovnikl a vybaveni laboratofti. Zaroven jsme zapojili velké mnoZstvi studentl doktorského
studia, a tim i podpofili védeckou kariéru nékolika vyjimeénych mladych védc(l. To potvrzuje
fakt, Ze tito nasi drivéjSi doktorsti studenti (Jana Humpoli¢kova, Jan Sykora a AleS Benda)
ziskali prestizni ocenéni Ceska hlava v kategorii Doctorandus, cenu Ministerstva 3kolstvi,
mlddeze a télovychovy pro vynikajici studenty, Stipendium L'Oréal pro Zeny ve védé ¢i Cenu
Josefa HIlavky. Navic jsme v nedavné dobé ziskali prostfednictvim Purkynova stipendia
nového ¢lena skupiny Marka Cebecauera, jehoz zkusenosti dale posili biologickou relevanci
vysledk( ziskanych pomoci nasich pokrocilych fluorescenénich metod. Deset let po pfijeti
prvniho Ph.D. studenta mi ziskani ceny Praemium Academiae dovoluje dale rozvijet filozofii
podporovani vybranych mladych védcd a zintenzivnit nasi snahu o reSeni aktualnich
biofyzikalnich a biologickych otazek na atomarni ¢i molekularni drovni.



Diky pokrocilym fluorescenénim metoddm vyvinutym v nasi skupiné se mlZeme
zabyvat fundamentalnimi biofyzikalnimi a biologickymi problémy a poskytovat nové dllezité
poznatky v biofyzice membran, v molekuldrni biologii membran i v proteinovém inzenyrstvi.
Podafilo se ndm vytvofit v Ceské republice novou vyzkumnou linii, kterd mGze Gspé$né
soutézit s laboratofemi v Evropé, Severni Americe a Asii. Skutecnost, Ze do prdce na téchto
tfech prednesenych projektech bude zapojena fada vynikajicich mladych védcl, garantuje
dalsi dynamicky rozvoj téchto vyzkumnych oblasti.
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