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Fotostnteetilised eksitonid superfisioloogilistel temperatuuridel

Magistritods uuriti  katseliselt fotoslnteetiliste kvantergastuste — eksitonide — omadusi
superfusioloogilistel temperatuuridel. Konkreetseks uurimisobjektiks olid mesofiilse
purpurbakteri fotoslinteetilisest membraanist eraldatud valgustneelavad LH2 pigment—valgu
kompleksid ja selle B850 pigmendisiisteemis esinevad eksitonid. Katsetulemused ja nende
analliis néitasid, et eksitonsignaal séilib kuni valgu tertsiaarse tugistruktuuri lagunemiseni,
mist6ttu pigmentide molekulid lahusesse vabanevad. See protsess |8ppeb 61 °C juures.
Jatkuvalt temperatuuri tstes naitas ka valgu sekundaarstruktuur teatud lagunemise marke,
kuid isegi 90 °C juures oli a-heeliksile vastav signaal h&sti mdddetav. See tdestab valgu
sekundaarstruktuuri lausa erakordset termostabiilsust. Uldistatult kinnitavad antud t66

tulemused kvantmehhaanilise ldhenemise asjakohasust bioloogiliste protsesside kirjeldamisel.
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fotosUnteetilised eksitonid, valgustneelav kompleks 11, B850
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Photosynthetic excitons at superphysiological temperatures

This master’s thesis explored the properties of photosynthetic quantum excitations (excitons)
at superphysiological temperatures using experimental methods. Specifically, the excitons
formed in the B850 pigment systems of light-harvesting LH2 pigment-protein complexes
were investigated. The LH2 complexes from purple mesophilic bacteria were used.
Experimental results and analysis revealed that excitons exist in the complex until the tertiary
structure of supporting proteins denatures, because when that happens, pigment molecules get
released into the solution. This process takes place until the temperature of 61 °C. In case of
continued heating the secondary structure of proteins starts to denature also, but even at 90 °C
the signal that corresponds to a-helices was easily measured. This proves that the secondary
structure of proteins is extraordinarily thermostable. In general, the results of this thesis
support the validity of using the quantum mechanical approach to describe biological

processes.
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Sissejuhatus

Meie arusaam fotosiinteesist on viimase paarisaja aastaga arenenud oluliselt kaugemale
teadmisest, et taimed teeb roheliseks klorofiill. Kisimusi jagub aga ka tanapieva. Uks
olulisemaid teemasid, mida jarjepidevalt Uritatakse lahti motestada, on fotoslsteemide
kadestamisvaarselt suur efektiivsus valgusenergia kasutamisel. Uhelt poolt on nende
energeetiliste protsesside mdistmine oluline lihtsalt maailma lahti motestamiseks. Teisalt on
tegu vdga praktilise valjakutsega. Maailm liigub taastuvenergia kasutamise suunas ning meie
planeedi esmaseks energiaallikaks on Paike. Mdistmine, kuidas tépselt fotoslintees toimib,
aitab aru saada ka sellest, kuidas luua veelgi paremaid materjale ja stisteeme paikeseenergia

maksimaalseks kasutamiseks.

Kéesolev t60 keskendub LH2 (light-harvesting complex II, ing. k), fotosinteetiliste
purpurbakterite fotosiisteemi olulise komponendi uurimisele. Valgust neelavad LH2
kompleksid on teadlastele kdneainet andnud juba aastakiimneid. Uheks p&hjuseks on tema
hésti teadaolev aatomstruktuur, mis vdimaldab detailselt uurida tema struktuuri ja bioloogilise
funktsiooni vahelisi seoseid. Tegemist on bioloogias fundamentaalse probleemiga. Lisaks (ja
see on antud t60 seiskohalt esmatéhtis) on LH2 kompleksis kriiogeensetel temperatuuridel
hésti naha energiatasemete I6henemine fotoergastuse kollektiivse (eksitoonse) iseloomu t6ttu.
Eksitonide vdimalikkuse ule fotostnteetilistes susteemides on diskuteeritud juba aastast 1938
[1]. Samas on teadmine, et kvantmehaanika seadused vOiksid dikteerida olusid LH2
kompleksides ka toatemperatuuril, olnud visa tulema [2]. Fuisika Instituudi Biofulsika
laboris on fotosunteetiliste eksitonidega tegeletud vahemalt viimased 15 aastat (lilevaateks vt
[3]). Sealjuures on naiteks eksitonide olemasolu tBestatud kuni temperatuurideni 263 K [4] ja

LH2 Qy thlipi eksitontsooni laiust hinnanud K. Timpmann kaasautoritega [5].

Seni vastamata on jaanud aga kusimus, mis saab fotosinteetilistest eksitonidest veelgi
kdrgematel temperatuuridel. Eksiton on aine struktuuriga seotud kvantergastus. On selge, et
piisavalt kdrgel temperatuuril kaob igasugune aine struktuur, seega ka eksiton. Millisel
temperatuuril ja kuidas tépselt see LH2 kompleksis toimub? Vastuse otsimine nendele
kisimustele oligi k&esoleva t60 eesmargiks. Meie hiipoteesiks oli, et eksitoni sdilimine

kompleksis on véga tugevalt seotud valgustruktuuri termovastupidavusega.

Uurimistdds kombineeriti  kahte spektroskoopilist uurimismeetodit - neeldumis- ja
ringpolarisatsioonispektroskoopiat, sest nende abil saab kindlaks teha nii eksitoni olemasolu

kui ka uurida valgu struktuuri ja selle muutumist. Ringpolarisatsioonispektroskoopiat
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kasutataksegi sageli just valkude struktuuri uurimiseks. Uurimistdds olid kasutusel kahe
mesofiilse bakteri Rhodopseudomonas acidophila ning Rhodobacter sphaeroides’e
valgustneelavad kompleksid. Mesofiilsed mikroobid on mikroorganismid, kelle jaoks
soodsaim elu- ja kasvutemperatuur on 20 °C kuni 45 °C vahel. Md6tmisi sooritati kuni proove
lagundavate temperatuurideni. Uurimistods on otstarbekusest lahtuvalt esitatud valik tehtud

maddtmistest ning analliusitud saadud tulemusi.



1. Ulevaade valdkonnast

1.1 Kvantmehaanika fotostinteesis ning eksitoni maiste tutvustus

Looduse alusprotsessid molekul- ja aatomtasemel voOiksid tédhendada kvantmehhaaniliste
seaduste rakendumist Kklassikalise fulsika asemel. Samas on bioloogilises maailmas palju
kaost, seetdttu on kvantmehhaaniliste seaduste aktsepteerimine biomaailmas olnud kohati
vaevaline [6], kuid niudseks on tehtud suuri edasiminekuid. Naiteks on tdestatud molekulide

laine-osake duaalsus [7] ning kvant-tunnelleerumine ensuimaatilistes reaktsioonides [8].

Eksiton on algselt puhtkristallilistest susteemidest parit mdiste, mis valjendab elektron-auk
seotud olekut. Elektroni ergastamisel valguskvandiga liigub see valentstsoonist juhtivustsooni
ning moodustab valentstsooni maha jaanud positiivse auguga seotud paari Coloumbi
tdmbejoude tottu. Sellises paaris on ergastatud elektroni energia veidi madalam kui eksitoni
tekkimiseta ergastatud elektronil. Eksiton tahistab kollektiivset lokaliseerimata ergastust —
sellise mudeli tootas vélja Frenkel pea 80 aastat tagasi [9, 10]. See tdhendab, et ergastatuks ei
saa lugeda Uhte aatomit v8i molekuli vaid energia on jaotunud kogu susteemile, tekitades

energiatasemete I6hestumise. Eksitonid lubavad energia tlekannet ilma laengu Glekandeta.

Bioloogilistes susteemides on eksitoni mdiste veidi abstraktsem — ststeem, mille peale
energia jaotunud on, ei ole 1dpmatu. Jagatud ergastuse olulisus fotosiinteetilistes susteemides
seisnebki just selles, et eksitoonne ergastus vGimaldab energia edasi kandumist ilma laengu
edasi andmiseta. Fotosiinteetilised  eksitonid  on hésti demonstreeritavad
madalatemperatuursetes bioloogilistes proovides [2]. Toatemperatuuril on peamiselt
soojusliikumisest tingitud spektriribade laienemise tottu nende tuvastamine keerulisem. Enne
Mihkel Pajusalu t66d olid eksitonid néidatud toatemperatuuril monedes modifitseeritud
ststeemides, kuid ka nende seostamine puhtlooduslike objektidega tekitas kdhklusi [11].
Praeguseks hetkeks on fotosinteetiliste eksitonide olemasolu toatemperatuuril tdestatud ja
nédidatud on ka nende vastupidavust erinevatele hairitustele. Ké&esolev t66 keskendub just

kdrgematele temperatuuridele — eksitonide pusivuse soltuvusele temperatuurist.



1.2 LH2 — valgustneelav kompleks Il purpurbakterites

Ké&esolevas to0s uuriti kahe purpurbakteri Rhodopseudomonas (Rps.) acidophila ja
Rhodobacter (Rb.) sphaeroides’e LH2 komplekse. Nimelt on purpurbakterite fotosiintees
vaga efektiivne protsess ja arvatakse, et energia neeldub peamiselt valgustneelavates
kompleksides eksitonide kujul. Valgustneelavatest kompleksidest liigub ergastusenergia
reaktsioonitsentrisse [2, 12]. Purpurbakterites on ka reaktsioonitsentrit Umbritsev
valgustneelav kompleks | (LH1), mis sarnaselt LH2-le sisaldab védga regulaarse ehitusega
bakterklorofull a (BChl a) gruppe, mis tunduvad eksitonide tekkimiseks véga sobilikud [13].
Keskenduti just LH2 uurimisele, sest mddtmiste kdigus selgus, et nendes kompleksides
avaldub eksitoonne mdju spektris selgemalt ehk on paremini demonstreeritav. Erilise
tdhelepanu all olid Rps. acidophila proovid, sest selle bakteri fotosiinteesiaparaati on
varasemalt juba véga pohjalikult uuritud [12, 14-16] ja selle struktuur hésti teada [17, 18].

Valgustneelav kompleks LH2 sisaldab kahte BChl a molekulide ringi — Uheksast
pigmendimolekulist koosnevat B800 ringi ja 18 molekulist koosnevat B850 ringi (vt joonis 1)
[19]. Téhistused B800 ning B850 tulenevad BChl-st ja vastavate struktuuride

neeldumisspektrite maksimumidest nanomeeterskaalal.

Jooniselt pole seda selgelt naha, kuid Rps. acidophila LH2 valgukompleks koosneb heksast
dimeersest alamuksusest, mille kaks transmembraanset a-heeliksit moodustavad kaks
kontsentrilist ringi: a- ehk sisemine ring ja B- ehk valimine ring. Nii eristatakse dimeerse
alamuksuse B850 ringis a- ja B-tlipi o-heeliksitega koordineeritud BChl a molekule, samas
kui B80O ringi kuuluv iiksik BChl a molekul on koordineeritud vaid B-tliupi a-heeliksiga. Siin
on huvitav, et kuna o- ja [f-koordineeritud BChl a molekulid on erinevates
mikrokeskkondades, on a-koordineeritud molekulidel kdrgem ergastusenergia [20]. Sellest
muidu Uhesuguste BChl a molekulide I&hiimbruse erinevusest johtub ka B800 ja B850 ringi
kuuluvaid molekule iseloomustavate spektrite vdga erinev kuju ja asukoht LH2 kompleksi

spektris.

BChl a molekulidel on kaesoleva t66 seisukohast neli olulist optilist tleminekut: By ja By lahi-
ultravioletse valguse piirkonnas, mis moodustavad Soret’ riba, Qy néhtavas alas ning Q, lahi-
infrapunases alas. Eelkdige nendest molekulaarsetest tleminekutest moodustuvad joonisel 2
néhtavad LH2 kompleksi neeldumisspektrid lainepikkuste vahemikus 300—-1000 nm. Kolm

maksimumi vahemikus 450 nm kuni 550 nm seostuvad karotenoidi molekulidega. Edaspidi



nimetame kogu spektriala vahemikus 300—-1000 nm lihtsustatult pigmendi piirkonnaks. Sellest
luhematel lainepikkustel neelavad valgu kromofoorsed osised — valgu sekundaarstruktuuri
madravad peptiidsidemed (180-250 nm), tertsiaarstruktuuri piiritlevad soolasillad (250-300
nm) ning aromaatsed aminohapped (260-300 nm). Seet6ttu nimetame edaspidi spektriala

180-300 nm valgu piirkonnaks.

© aegon / Wikimedia Commons / CC-BY-SA-3.0

Joonis 1. LH2 struktuur. Kujutatud on kahte ringi (B800 (kollane) ja B850 (pruun)) organiseerunud BChl a
molekule ja neid paigas hoidvad valgulisi a-heelikseid. Jooniselt puuduvad selguse huvides karotenoidid, mis
omavad téhtsat rolli LH2 struktuuri stabiliseerimisel ja mdjutavad ka tema spektraalseid omadusi, kuid millele
kdesolevas t00s ei keskendutud.

Regulaarses struktuuris nagu LH2 kompleks moodustavad koik individuaalsed molekulaarsed
elektronsiirded, sealhulgas valgu kromofooridega seotud tleminekud, eksitone. See tdhendab,
et vastavad elektronergastused on delokaliseeritud tile mitme kromofoori. Jargnevalt vaatleme
eksitonspektri kujunemist BChl a Qy siirde naitel B850 ringis (joonis 3). B850 kompleksis


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/

esinevad erinevate BChl a molekulide Qy uleminekute vahel tugevad eksitoonsed mdjud [2,
21], sest seal asuvad pigmendimolekulid tiksteisele vaga lahedal — 0,9 nm (ihe dimeeri sees ja
ligikaudu 1 nm eri dimeeride vahel [17, 18, 22-24]. Eksitonide moodustumisega kaasneb
molekulaarsete (lokaliseeritud) energiatasemete I6henemine. B850 ringis tekib seega 18
eksitoonset energiataset, mis ideaalselt korrastatud ringis koduvad paari kaupa (v.a
energeetiliselt kbige korgem ja koige madalam tase), nagu ndidatud joonisel 3c. Kui
molekulaarsed dipoolmomendid asuksid tédpselt B850 ringi tasandil, oleks ideaalse ringi korral
optiliselt aktiivsed vaid kvantarvudega k=x1 ja k=8 téhistatud tleminekud. Tegelikult on
dipoolmomendid ringi tasandi suhtes veidi kaldu. Samuti erinevad tksteisest pisut molekulide
konformatsioonid ning vahetu Umbrus, mis koik muutuvad ajas. See dlinaamiline
mittehomogeensus hairib Gleminekuenergiate paari kaupa kodumist, nii-6elda maéarides
spektri laiali ja lisades vahesel méaaral optilist aktiivsust ka teistele eksitonsiiretele (vt joonis
3b). Lopptulemusena tekib neeldumisspektrisse kaks laia riba: tks riba on 850 nm juures ja
teine, oluliselt ndrgem, kattub B800 neeldumisribaga, olles detekteeritav ainult erivotteid
kasutades [5, 25].

1,2 Jm
1,0 - ,
Proteiin
0,8 - / B850
g -
E 06- N B80O /
% | Soret' riba  Karotenoidid \
[¢]
Z 0,4 | Y
1 Y
0,2 — / QX
0,0 45 T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000

Lainepikkus (nm)

Joonis 2. Toatemperatuuril mdddetud Rps. acidophila LH2 kompleksi neeldumisspekter. Spektri punasest
servast alates on ndha BChl a Q, elektronsiiretest tingitud B850 ja B80O ribad maksimumiga vastavalt 858 nm ja
802 nm, Qy neeldumisriba (592 nm) ning Soret’ riba (377 nm). Lainepikkuste vahemikus 450-550 nm on hésti

ndha kolm karotenoidi S, tlilipi vibroonset neeldumisriba. Proteiin neelab valgust alates 300 nanomeetrist.
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Joonis 3. LH2 eksitonspektri interpretatsioon. (a) Katkendlik joon tahistab 4,5 K juures m&ddetud Rps.
acidophila LH2 komplekside neeldumis- ning emissioonispektreid. Roosa joon vastab simuleeritud B850 ringi
neeldumisspektrile ja helesinine joon tema simuleeritud emissioonispektrile. Simuleeritud on vaid tihedalt
pakitud B850 agregaatide spektreid, jattes valja suhteliselt ndrgalt seostunud B800 pigmendid. Arvutused
hdlmasid 2000 erinevat B850 agregaati ja esitatu on ule selle mittehomogeense ansambli keskmistatud tulemus.
(b) Roosa joonega on uuesti esitatud arvutatud B850 neeldumine. Must paks joon kujutab sellele vastavat
olekute tiheduse jaotusfunktsiooni. Peenikese musta joonega on tahistatud 18 riba, mis vastavad tahvlil (c)
ndidatud individuaalsetele eksitonolekutele k=0,%1,..,£8,9 (alustades lugemist madalama energia poolt), kui tegu
oleks perfektselt korrapdrase ringiga. Mittehomogeenses ansamblis kirjeldavad individuaalseid olekuid nende
jaotusfunktsioonile vastavad ribad. Paneme téhele, et siin on energia skaala antud l&hinaabrite paardumisenergia
uhikutes (V). (c) Lilla ja punasega on ndidatud B850 ringile vastava eksitonriba tilemised k=8 ja alumised k=1
kddunud seisundid. Ideaalses ringis, kui Ulemineku dipoolmomendid paikneksid ringi tasapinnal, oleks optiliselt
aktiivsed vaid need seisundid, kusjuures suurem osa dipoolsest jéust oleks kontsentreeritud punasega tahistatud

k=%1 piirkonda. Tahvlitelt (a) ja (b) ndeme, et see valikureegel rakendub suures osas ka reaalsetele susteemidele.
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Nagu on selgelt ndha joonisel 1, on LH2 kompleksides bakterklorofiillidega seotud eksitonide
stabiliseerimisel oluline roll valkudel, kus domineerivad o-heeliksid, mis moodustavad
omavahel seondudes tertsiaarseid struktuur. Seega on igati loogiline eksitoni pusivuse
uurimisel poorata tdhelepanu valgu struktuurile ja selle muutustele séltuvalt valistest
parameetritest. Antud t66s on selleks parameetriks temperatuur. Mdningal mééaral osalevad
kompleksi stabiliseerimises samuti karotenoidid ning nende mdju tuleb edaspidi kindlasti

lahemalt uurida.
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2. Metoodika

2.1 Proovi Kkirjeldus

Pdhiliseks uurimisobjektiks olid valgustneelavad LH2 kompleksid fotosUnteetilisest
purpurbakterist Rps. acidophila. Nende bakterite fotostinteesivatest membraanidest sobivate
detergentide abil eraldatud kompleksid saadi annetusena Glasgow’ ulikoolist (Prof R.
Cogdell). Modtmiste jaoks lahjendati proove 20 mM TRIS (pH 8) puhvriga ning LH2
komplekside agregeerumise véltimiseks lisati puhvrile 0,1% detergenti LDAO. Karotenoid
nendes kompleksides on rodopsiinglikosiid. Vordluseks ja tulemuste Gldistamiseks mdddeti
ka LH2 komplekse, mis olid eraldatud teisest purpurbakterist Rb. sphaeroides (Prof N.
Hunter’i annetus Sheffieldi Ulikoolist). Neis kompleksides on natiivsed karotenoidid
sferoideen ja sferoidenoon asendatud neurosporeeniga [27]. Enne mddtmist lahjendati neid
proove 20 mM HEPES pH 7,5 puhvriga ja lisati 1% detergenti -OG.

Mdlemad eelmainitud bakterid on mesofiilsed ehk keskmiselt sooja vajavad organismid.

Nende jaoks on parim kasvutemperatuur vahemikus 20 °C kuni 45 °C.

Kvalitatiivselt Kirjeldab proovide puhtust teiste, asjasse mittepuutuvate valkude seisukohalt
pigmendi (B850) ja valgu (195 nm) neeldumisribade intensiivsuste suhe. See pisis kasutatud

proovides standardi piires.

Kadiki proove sailitati enne kasutamist —78 °C juures kilmikus. M&dtmistel kasutati 0,1 ja 1,0
mm optilise teepikkusega Hellma Analytics kvartskiivette, milles oleva proovi temperatuuri
mdddeti ja stabiliseeriti tapsusega 0,3 °C.

2.2 Mddtmisvahendid

Mdotmistel kasutati kahte mdoGtesisteemi. Ringpolarisatsiooni- ja neeldumisspektreid
moddeti Applied Photophysics’i spektrofotomeetriga Chirascan Plus. CD-spektromeetris (ingl
k véljendist circular dichroism, tdlkes ,,ringpolarisatsioon®) hoiti proove termostabiliseeritud
hoidikus, mis vdimaldas teha mdoo6tmisi temperatuuridel 10-90 °C. Tulpiliselt kasutati
spektrograafi sellist véljundpilu, mis andis kahe nanomeetri laiuse spektririba ja seda
skaneeriti Uhenanomeetrise sammuga. Vastavalt valitud ksenoonlambile oli md6tepiirkonnaks

180-1000 nm v&i 230-1000 nm (osoonivaba Xe-lambiga). Md6tmisel alates 180 nm tuli nii
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lambi, spektromeetri kui ka proovi kambrist hapniku eemaldamiseks gaasilist lammastikku
labi puhuda. Nimelt neelab hapnik UV-kiirgust, takistades mdotmist ja tekitades osooni, mis

kahjustab mddtesisteemi ning on vaga margine ka inimesele.

Parema signaal-mira suhtega neeldumisspektrite saamiseks l&hi-infrapunases piirkonnas
kasutati Andor Technology Shamrock SR-303i spektrograafi. Nendes mddtmistes kasutati
detektorina Andor Technology CCD kaamerat DV420A-OE, mis piirkonnas 400-1000 nm
vOimaldas lahutust 0,57 nm (he piksli kohta. Valgusallikaks oli optilise tagasisidestusega
stabiliseeritud 5 W hddglamp BPS100 (BWTek) koos sobivalt valitud optiliste filtritega.

2.3 Ringpolarisatsioonispektroskoopia

Suur osa biomolekulidest on kiraalsed ehk k&elised. See tdhendab, et nad on asimmeetrilised
seesugusel viisil, et nende peegelpilt ei ole kokkulangev algkujundiga. Kiraalsed molekulid on
uhtlasi optiliselt aktiivsed, see tdhendab, et nad podoravad neid labiva valguse
polarisatsioonitasandit. Ringpolarisatsioonispektroskoopias kasutatakse ringpolariseeritud

valgust (vt joonis 4) optiliselt aktiivsete molekulide uurimiseks.

Ringpolarisatsioonispektrofotomeetriga moddetakse erinevust parem- ja vasakpidi
ringpolariseeritud valguse neeldumise vahel. Monokromaatne lineaarselt polariseeritud valgus
juhitakse labi veerandlaineplaadi, mille peatelg on lineaarselt polariseeritud valguse
polarisatsioonitasandi suhtes 45-kraadise nurga all. Chirascan Plus CD-spektrofotomeetril on
kasutusel fotoelastne modulaator, mis oma piesoelektrilise ostsilleeriva elemendi abil umbes
50 kHz sageduse juures muudab selle kilge kinnitatud réniplaadi veerandlaineplaadiks,
tekitades vaheldumisi vasak- ja parempidi ringpolariseeritud valgust. Ostsileerumise sagedus
muutub nii, et see on sobilik parasjagu modulaatorit labiva valguse ringpolariseerimiseks.
Saadud valgus l&bib proovi, kus see osaliselt neeldub, ning jouab detektorisse. Kui neeldumist
ei toimu, siis signaal puudub. Kui neeldub rohkem vasakpidi ringpolariseeritud valgust, on
signaal positiivne, kui rohkem parempidi ringpolariseeritud valgust, on signaal negatiivne,

sest

CD=AA(M)=A(M)LCPL - A(\RCPL,
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kus A on lainepikkus, LCPL téhistab vasakpidi ringpolariseeritud valgust ning RCPL téhistab
parempidi ringpolariseeritud valgust. Tulemust parandab tarkvara automaatselt keskmise
valguse intensiivsuse suhtes selle lainepikkuse juures. [28]

© Dave3457/Wikimedia Commons

Joonis 4. Ringpolariseeritud valgust iseloomustav joonis. VastuvGtja seisukohast on joonisel kujutatud
vasakukaeliselt polariseeritud valgus. Horisontaalne komponent ja vastav polarisatsioonitasand on tahistatud
rohelisega, vertikaalne komponent ja vastav tasand on lillat vérvi. Horisontaalne komponent on vertikaalsest
veerandi lainepikkuse vdrra ees, seetdttu saame ka Oelda, et tegu on vasakuké&eliselt polariseeritud valgusega.
Veerandlainepikkuseline vahe tingib selle, et horisontaalse komponendi maksimumile vastab vertikaalse

komponendi miinimum ja vastupidi.

Ringpolarisatsioonispektroskoopia on leidnud laialdast kasutust valgu konformatsioonide ja
natiivsuse uurimisel. Umbes 2/3 k&ikidest valkudest on globulaarsed vees lahustuvad valgud.
Neid on seet6ttu ka rohkem uuritud ning nende jaoks on koostatud p6hjalikud andmebaasid,
mille alusel on vdimalik spetsiaalseid programme kasutades tuletada erinevate struktuuride
osakaalu proovis. Membraanivalgud on Gldiselt palju keerulisemad ja vastavad andmebaasid
on veel puudulikud. Seetdttu on kvantitatiivne analliis nende puhul raskendatud, kuid
kvalitatiivne anallilis siiski teostatav. Antud t66 puhul oli CD-spektroskoopia kasutamise
oluliseks plussiks just valgustruktuuri uurimise v8imekus koos pigmendispektri uurimisega.

CD-spektris tulevad eksitonefektid samuti hésti esile.

Temperatuurist soltuvate mddtmisega seoses tuleb markida, et need toimusid ndé loomulikus

ratmis (Uhe spektri médtmiseks kulus 7 min, spektrite m&dtmise vahe isegi kuni 10 min) ja
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vOimalike spektri modtmisele kuluvast ajast aeglasemate dunaamiliste efektidega pole

arvestatud. Samas, selliseid efekte ka juhtumisi silma ei torganud.
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3. Tulemused ja analiius

3.1 Neeldumis- ja CD-spektrite tlevaade toatemperatuuril

3.1.1 Rhodopseudomonas acidophila

] '195 LH2 Rps. acidophila 20 °C
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Joonis 5. Rps. acidophila LH2 neeldumis- ning ringpolarisatsioonispekter toatemperatuuril. Must pidevjoon
kujutab ringpolarisatsioonispektrit ning sinine katkendlik joon neeldumisspektrit, mida on samas mdotkavas
esitamiseks korrutatud faktoriga 0,0011. Joonisel olevad numbrid vastavate vertikaaljoonte juures téhistavad

spektrijoonte asukohti nanomeetrites.

Joonis 5 kujutab Rps. acidophila valgustneelava kompleksi LH2 neeldumis- ja
ringpolarisatsioonispektrit 20 °C juures ja 180-1000 nanomeetri vahemikus.
Neeldumisspektrit on ké&esolevas t66s juba tutvustatud (vaata joonis 2). B850 neeldumisriba
juures avaldub eksitonidele véaga iseloomulik +/- (s.t positiivne ja negatiivne)
ringpolarisatsioonispektri struktuur. 854 nm juures asub positiivne riba ning 875 nm juures

negatiivne riba. B800 neeldumisribale vastab ainult tugev negatiivne CD-spektri riba 798 nm
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juures, samas kui Qx-il on vaid posiitivne riba 592 nm juures. See CD-spekter on B800 ja
B850 piirkonnas heas vastavuses varasemate mddtmistega. Georgakopoulou kaasautoritega
jalgis samuti tadpilist +/- eksitonstruktuuri B850 juures, kusjuures B800 piirkonnas positiivse
CD-komponendi puudumist selgitati B800 ja B850 riba energeetilise kattumisega ning B850

ringi vaga tugeva eksitoonse interaktsiooniga [29].

Karotenoidide piirkonna CD-spektris on néaha ribad 470, 499 ning 531 nm juures, mis jéllegi
on kvalitatiivselt sarnased Georgakopoulou grupi eksperimentaalsete ja modelleeritud
tulemustega Rps. acidophila’s sisalduva karotenoidi rodopsiinglikosiid jaoks [30]. Soret’ riba
neeldumisalas asub tugev negatiivne CD-riba 302 nm juures ning kaks positiivset riba 345 ja
377 nm juures — need kuuluvad suure tdendosusega BChl a-le. UV-alas on
ringpolarisatsioonispektris ndha kaks negatiivset riba 209 nm ja 218 nm juures ning positiivne
riba 195 nm kohal, mis tdhendab, et proovis on margatavas koguses valgulisi a-heelikseid
[31].

Antud mddtmine nditab, et B850 ringil avaldub toatemperatuuril tugev eksitonstruktuur;
eksitonile iseloomulikud spektristruktuurid esinevad ka karotenoidide alas. Qy neeldumine on
aga tugevalt mdjutatud karotenoididest, s.t toimub osaline spektriribade kattumine, mistdttu
pole eksitoni olemasolu tuvastatav. Seega saab Oelda, et antud objekt on m&dtmisteks igati
sobiv ning Gigustatud on ka B850 ringile keskendumine.
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3.1.2 Rhodobacter sphaeroides
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Joonis 6. Rhodobacter sphaeroides’e CD- ja neeldumisspekter. All tumesinise joonega on margitud 1000 x
vahendatud neeldumisspekter (nihutatud skaalal allapoole). Must joon naitab CD-spektrit 200-1000 nm. Eraldi
vdljalBikel on roosa joonega joonistatud kuus korda suurendatud CD-spektri 16ik 591 ja 615 nm juures, et valja

tuua Q,-i eksiton. Joonisele méargitud numbrid vastavate vertikaaljoonte juures tahistavad spektrijoonte asukohti
nanomeetrites.

Vordlemise eesmargil uuriti ka Rhodobacter sphaeroides’e neurosporeeniga LH2 kompleksi
CD- ja neeldumisspektrit (vt joonis 6). Neeldumisspektris on selgelt eristatavad B850
maksimum 847 nm juures ning B800 maksimum 799 nm kohal. Qx neeldumisriba on 591 nm
juures ning 500 ja 400 nm vahele j4&b karotenoidide neeldumine. Soret’ riba maksimum
joonistub véalja 378 nm Umbruses; joonisel ei ole kujutatud allpool 210 nm paiknevat

intensiivset valgu neeldumisriba.

RDb. sphaeroides’e CD-spektris joonistub vaga tugevalt valja B850 ringi eksiton miinimumiga
865 nm ning maksimumiga 844 nm. Kergeid eksitoonseid efekte vGib mérgata ka B80O ringi
korral, kus maksimum j&&b 798 nm juurde ning eristub kaks miinimumi 807 nm ja 784 nm.

Shviti uurimiseks osutusid Qx eksitoonsed mdjud natuke liiga ndrgaks, kuid erinevalt Rps.
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acidophila proovist siiski iseloomulik miinimum-maksimum paar avaldus miinimumiga 615
nm ja maksimumiga 591 nm. Selles proovis on karotenoidina kasutatud just neurosporeeni, et
véltida karotenoidi neeldumisribade kattumist Qx ribaga — nimelt neelab neurosporeen
vaiksematel lainepikkustel kui teised karotenoidid. Karotenoidi osas esinesid tugevad CD-
maksimumid 496 ja 467 nm juures. 332 nm vOib pidada Soret’ piirkonna maksimumiks, kuid
273 nm riba paritolu tuleb veel Idhemalt uurida. Valgulise osa intensiivne CD-miinimum kahe
tipuga 210 ja 220 nm viitab jéllegi a-heeliksilisele struktuurile, mida oli sellest proovist ka
oodata. Rb. spheroides’e neeldumis- ja CD-spekter on omavahel heas kooskdlas ja samuti on

omavahel vordlemisi sarnased kahe erineva purpurbakteri LH2 komplekside spektrid.

Antud tulemused kinnitavad, et kahest erinevast purpurbakterist eraldatud LH2 kompleksid on
kallaltki sarnased. Pigmentide osas avalduvad moningased erinevused B800 ringi CD-
signaalis. Olulise tulemusena vdib vélja tuua, et kuna karotenoidide neeldumine enam Qx riba
neeldumisega ei kattunud, tuli ka Qy spektris valja ndrk eksitonstruktuur, andes alust
jareldada, et Rps. acidophila mdotmisel ei avaldu Qy eksiton spektris just karotenoidi hairiva

mdoju tottu.
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3.2 Ringpolarisatsioonispekter erinevatel temperatuuridel

3.2.1 Rhodopseudomonas acidophila
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Joonis 7. Rps. acidophila LH2 komplekside ringpolarisatsioonispektrid 20 °C kuni 61,2 °C. Véiksemal

lisajoonisel on eraldi vélja toodud valgulise osa (180-260 nm) ringpolarisatsioonispekter temperatuurivahemikus
20 °C-80,5 °C. Kujutatud ei ole spektreid 20 °C ja 55 °C vahel, sest seal toimusid vaga vaikesed muutused.

Ké&esoleva t06 Uks pBhieesmarke oli uurida valgu ja eksitonide kaitumist toatemperatuurist
koérgematel temperatuuridel. Rps. acidophila LH2 ringpolarisatsioonispektreid mdddeti
erinevatel temperatuuridel vahemikus 20-80,5 °C (vt joonis 7). LH2 valk (vaata vaikest
lisajoonist joonisel 7) osutus védga stabiilseks — kuni 65,7 °C véhenes signaali tugevus
minimaalselt, 70 °C vodib pidada temperatuuriks, mille juures valguline a-heeliks hakkas
méarkimisvéarselt lagunema, kuid ka 80,5 °C juures oli pool signaalist veel alles. Séilisid a-
heeliksile omased miinimumid 209 ning 218 nm juures, st a-heeliksiline struktuur ise ei

lagunenud téielikult nende temperatuuride juures.

21



See tulemus ei ole ka Ullatav, sest naiteks Matsuo kaasautoritega on pohjalikult CD-spektreid
analliusides ndidanud, et vastavalt denatureerimise meetoditele jd&vad pérast denatureerimist
alles erinevad struktuurid ja seda ka erineval maéral. Kuumutamise teel denatureerides osa a-
heelikseid katkeb, kuid osa sdilib. Alles jddavad ka niiteks poorded, kuid B-lehed lagunevad.

Seega ei ole denatureeritud valk kunagi péris puhas nn organiseerumata valk [31].

Valgu sekundaarstruktuuri o-heeliksi stabiilsus on mdistetav ka puhtenergeetilisest
seisukohast. Nimelt hinnatakse a-heelikseid koos hoidvate vesiniksidemete tugevuseks
ligikaudu 3500-8000 J [32, 33] — see oleneb suuresti ka aminohapetest — samas kui 90 °C
juures antakse ainele energiahulk umbes 500 J (E = k*T, kus k = Boltzmanni konstant ja T =

temperatuur kelvinites).

Vahesed muutused valgulises struktuuris, millega kaasnesid suured muudatused B850
eksitonile, viitavad autori arvates sellele, et LH2 struktuuri stabiilsuse juures méangivad olulist
rolli ka karotenoidid, mille t&htsust kompleksi stabiilsena hoidmisel tuleb kindlasti edasi

uurida.

Eksitonile iseloomulik signaal pusis 20 °C ja 50 °C vahel peaaegu muutumatuna (pole
joonisel nédidatud, sest mdddetud kdverad langesid praktiliselt kokku), kuid 55 °C mbruses
toimus intensiivsuse jarsk vahenemine. CD-signaal kadus temperatuurini 60 °C soojendamisel
taielikult. Sarnaselt BChl a pigmentidele kéitusid ka karotenoidid — nende signaal kadus
spektrist peaaegu tdies mahus 61,2 °C kraadini jdudes. Joonisel on kujutatud veel viimane
mddtmine, millel oli ndha eksitoni olemasolu, kérgematel temperatuuridel sailus signaal

lisaks valgule veel 300-400 nm piirkonnas. Seda v6ib pidada vaba BChl a signaaliks.

Jooniselt 7 nahtub, et hoolimata CD-signaali intensiivsuse véhenemisest B850 eksitoni
parameetrid (eksitonspektrite asukoht ja I6henemine) peaaegu ei muutunud. See tulemus naib
esmapilgul ootamatu, kuna varasemad uuringud on ndidanud eksitonspektrite suhteliselt
tugevat temperatuurisdltuvust [4]. Tuleb aga arvestada, et nendes vordluseks olevates to0des
tehti mdotmised vahemikus 4,5-290 K, st temperatuuri muutused olid kordades suuremad kui

kéesolevas to0s.

Mddbtmistest jareldub, et LH2 kompleksi jaoks kriitilise ~60 °C juures kaasnevad véikeste
muutustega valgulises osas vaga suured muutused bakterklorofillide ringidele. Samuti ei ole
tegelikult vé@hemalt selliste temperatuuride juures eksitoni stabiilsus piiratud klorofilli

omadustega. Kuni mbritsev struktuur hoiab klorofillimolekule paigas, esineb ka eksiton
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ning efektiivne energialilekanne. On teada, et eraldiseisev klorofull a molekul sulab umbes
150-153 °C juures [34]; Umbritsevate struktuuridega saab seda efektiivselt ka kuumuse eest
kaitsta. Seega ei ole fotosunteetiliste eksitonide moodustumine vdimatu ka oluliselt

kdrgematel temperatuuridel kui 70 °C.

3.2.2 Rhodobacter sphaeroides
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Joonis 8. Neurosporeeniga Rb. sphaeroides’e CD-spekter temperatuuridel 10-70 °C. All halli joonega on
tahistatud LH2 kompleksi 1000 korda véhendatud neeldumisspekter ning tumeroosaga 90 °C kuumutatud ning
seejarel toatemperatuurini jahutatud proovi neeldumisspekter. Viimases on 781 nm juures selgelt ndha vaba
BChl a neeldumisriba ning LH2 kompleksid on pusivalt lagunenud. Spektrijoonte asukohad on naidatud

vastavate sirgjoonte juures olevate numbritega hanomeetrites.

Rb. sphaeroides’e LH2 spektri (joonisel 8) muutumine temperatuuri tdstmisel on heas
kooskdlas juba Rps. acidophila juures nahtuga (vordle joonisega 7). Kuigi valk on siin
temperatuurile natuke tundlikum — selle signaal vaheneb mérgatavalt juba 45 °C juures, siis
eksiton peab kuumutamisele ikkagi sna pikalt vastu. Veel 60 °C juures on hasti ndha B850
ringi eksiton, kuid 70 °C juures on LH2 kompleksid juba niivord lagunenud, et BChl a on

vabanenud. Viimast illustreerib hésti ka tumeroosa joon, mis on 90 °C kuumutatud ning
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seejarel jahutatud proovi neeldumisspekter. Selgelt eristub neeldumismaksimum 781 nm
juures, mis vastab vaba BChl a neeldumisele. Kiirema eksitoni lagunemisega on kooskdlas ka
valgulise osa véiksem stabiilsus — siin on valgu signaal vahenenud 1/3 vorra, kui Rps.
acidophila proovis toimusid minimaalsed muutused. Suuri jareldusi ei saa teha valgu enda
kohta, sest selle stabiilsust md&jutavad néiteks nii puhver kui ka kompleksis olevad
karotenoidid. Markimist vaarib mdotmiste kdigus selgunud asjaolu, et valgu stabiilsus s6ltub
teatud méaéral ka proovi kontsentratsioonist. Kaesolevas to0s sellele ei keskendutud, kuid
edaspidi tuleks sedagi edasi uurida (vt esialgseid tulemusi lisast 1). Autori arvates voib Rb.
sphaeroides’e LH2 kompleksi vaiksem temperatuuritaluvus olla otseselt seotud ka just

teistsuguse karotenoidse koostisega.

3.2.3 Detailsem temperatuurisdltuvus - Rhodopseudomonas acidophila
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Joonis 9. Rps. acidophila isoleeritud LH2 komplekside CD-signaali tugevuse s6ltuvus temperatuurist valitud
lainepikkustel. lgale varvile vastab ks lainepikkus, mis on néidatud joonisel. Proovi temperatuuri tdsteti

kiirusega 1 °C/min.
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Joonisel 9 on (heksa diskreetse lainepikkuse jaoks kujutatud CD-signaali spektrijoonte
amplituudide sdltuvus temperatuurist. Vastavad lainepikkused valiti joonise 5 pdhjal nii, et
kdik struktuurid oleksid esindatud. Valgule vastavate ribade 209 ja 218 nm, karotenoidile
vastava riba 531 nm, B800 riba 798 nm ja B850 ribade 854 ja 876 nm amplituudid vahenevad
kergelt 10 ja 40 °C vahel. Soret’ ribad 302 nm ja 377 nm ning Qy riba 592 nm on peaaegu

konstantse intensiivsusega.

Kdrgematel temperatuuridel kiireneb CD-signaali vahenemine koikidel lainepikkustel, v.a
valgulises osas. Umbes 62 °C juures toimub mainitud lainepikkustel faasitileminekule omane
ulikiire signaali intensiivsuse langus ning signaal jaab nullilahedaseks, v.a lainepikkusel 377
nm. Selle intensiivsus suureneb uuesti 62 ja 75 °C vahel ja hakkab seejérel uuesti langema,
joudes 90 °C juures peaaegu sama vadrtuseni, kui moddeti 62 °C juures. Vorreldes seda
kaitumist CD-spektritega joonisel 7, vBib arvata, et tegu on maksimumide nihkumisest

tekkinud kunstliku efekti, mitte tdelise kditumisega.

62 °C kdrgematel temperatuuridel jatkub valguliste, 209 ja 218 nm ribade intensiivsuse
Uhtlane vahenemine kiiremini kui madalamatel temperatuuridel, kuid isegi temperatuuril 90°C
on suurem osa valgust parinevast signaalist alles, mis tdestab valgu sekundaarstruktuuri suurt
temperatuurikindlust. Uhtlasi jareldub veel kord, et valk on oluliselt stabiilsem kui B80O0 ja
B850 pigmendiringid. Joonisel 9 esitatud temperatuurisdltuvus, kus CD-signaal kahaneb
uhtlaselt 40-60 °C vahel, nditab, et LH2 pigment-valgu komplekside ansambel on oma
stabiilsuse poolest heterogeenne. V3ib arvata, et igat Uksikut kompleksi iseloomustab kindel
komponentideks lagunemise temperatuur. Komplekside kogumi jaoks saab réaékida vaid

temperatuuride piirkonnast, kus lagunemine algab ja kus suures osas 16peb.

3.3 Neeldumisspekter erinevatel temperatuuridel

3.3.1 B850 ning B80O erinevatel temperatuuridel

Samaaegselt ringpolarisatsioonispektriga talletati ka neeldumisspektreid erinevatel
temperatuuridel (joonis 10a). Rohkem tahelepanu sai just pikalainelisem spektriosa, sest selles
osas avaldusid B800 ja B850 ringidega seotud eksitoonsed efektid. Rps. acidophila
neeldumisspektri muutused temperatuuri tdustes olid heas kooskblas CD-mddtmiste

tulemustega.
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Spekter muutus marginaalselt 20 °C ja 50 °C vahel. 55 °C alates hakkasid B850 ja B800
ringidele iseloomulikud spektriribad vahenema ning tekkis uus riba 775 nm juurde, 70 °C
juures oli see uus riba juba domineeriv ning B850 ning B800 peaaegu kadunud. 775 nm
spektririba vastab monomeerse BChl a neeldumisele, seega hakkasid 55 °C juures LH2
bakterklorofullide ringid lagunema ning 70 °C olid need peaaegu kadunud. Spektrisse tekkisid
ka ndrgad ribad 845 nm ja 695 nm juurde, mis kdige tdendolisemalt vastavad agregeerunud
BChl a-le (845 nm) ning oksudeerunud BChl a-le (695 nm). 59,3 ja 70 °C juures mdddetud
neeldumisspektrid on komponentideks lahutatuna esitatud joonisel 11. B850 ning B800 ribade
vahekord erinevatel temperatuuridel paljastab, et need lagunevad temperatuuri suurenemisel

sama kiirusega.
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Joonis 10. Rps. acidophila neeldumisspekter (a) ja normeeritud ringpolarisatsioonispekter (b) joonistel naidatud

temperatuuridel.

Joonisel 10b on ndidatud vastavalt neeldumise intensiivsusele  normeeritud
ringpolarisatsioonispekter infrapunases spektripiirkonnas, mis on juba varasemalt kujutatud
normeerimata kujul joonisel 7. Normeeritud spektris on selgelt néha, et signaali amplituud ja

kuju on muutunud véga véhe.

Siit jareldub, et jarelejddnud LH2 ringstruktuuride omadustes on muutused tiihised. Toimunud
on ligikaudu kahe-nanomeetrine sininihe nii positiivse 854 nm kui ka negatiivse 875 nm
spektririba korral, mis on heas vastavuses B850 neeldumisriba kahenanomeetrise nihkega

temperatuuri  tdstmisel. Normeeritud ringpolarisatsioonispektrites ilmnevad kerged
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amplituudikdikumised on ilmselt tingitud raskustest B850 riba neeldumisspektri mddtmisel

uleminekutemperatuuri, st 60 °C mbruses.

Seega leiti, et kuni BChl a-d on veel ringstruktuuris, eksiton eksisteerib. See tahendab, et ndha
ei ole marke vahepealsetest, nn poolenisti organiseerunud ringidest, sest eksitoni kuju ja

amplituud séilivad, kui spektrid on neeldumise jargi normeeritud.
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Joonis 11. (a) Rps. acidophila 59,3 °C juures mdddetud neeldumisspekter (heleroheline) kaheks komponendiks
jaotatuna. Punane joon on temperatuuril 20 °C md&ddetud LH2 neeldumisspekter ning sinine joon téhistab
laguprodukti, mis on mdddetud 70 °C juures. Nende kahe spektrijoone summa on mérgitud musta joonena. (b)
70 °C juures mdddetud laguprodukti (sinine joon) jaotamine kolmeks erinevaks BChl-a vormiks Gaussi kdverate
abil. Monomeerse BChl-a neeldumisspekter on esitatud musta joonena, oksiideerunud BChl-a spekter rohelise

joonena ning agregeeritud BChl-a-d t&histab punane joon.

Pigmentide neeldumisspektrite kuju (vt. joonis 10a) ja CD-spektrijoonte amplituudide
muutused (vt. joonis 9) néitavad, et valkude tertsiaarstruktuur (see méaarab a-heeliksite
ruumilise struktuuri) hakka olulisel mééaral lagunema juba 40 °C juures. See on mesofiilsete
bakterite elutegevuse Ulempiir, sealt kdrgematel temperatuuridel hakkavad BChl a pigmendid
Uha Kiirenevalt ringstruktuurist véaljuma ning ~61 °C juures kaob kogu pigmentidele vastav
CD-signaal. See tahendab, et ka koOige vastupidavamad kompleksid on oma struktuuri

kaotanud.
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Kokkuvote

Kéesoleva t66 eesmargiks oli uurida fotostinteetiliste eksitonide olemasolu ja nende pusivust
superfusioloogilistel temperatuuridel. Konkreetselt analliusiti mesofiilse fotostnteetilise
bakteri Rps. acidophila valgustneelava pigment-valgu kompleksi LH2 B850
pigmendislsteemis esinevaid eksitone. Eksitonspektrites temperatuuri tdstmise kéigus

ilmnenud muutusi seostati valgu struktuuri teisendustega.

Uurimisobjekti valikul sai madravaks asjaolu, et Rps. acidophila LH2 kompleksi struktuur on
tuvastatud peaaegu atomaarse lahutusega. Samuti on see ks kdige paremini uuritud pigment-
valgu komplekse. Tulemuste Gldistamise huvides ja vordlemise eesmargil uuriti lisaks erineva

péaritoluga mesofiilsest bakterist Rb. sphaeroides eraldatud LH2 komplekse.

Uuritava néhtuse — eksitoni — omadustest tulenevalt kasutati otsingutes optilise
spektroskoopia meetodeid. Pigment-valgu kompleksis on kaks flusiliselt eristuvat
alamsisteemi — pigmendi osa ja valgu osa — mis paralleelse uurimise vajadusest lahtudes
onneks ka spektraalselt selgelt eristuvad. Mdningaid raskusi tekitas asjaolu, et valgu ja
pigmendi (eelkdige BChl a) elektronspektrite kdige iseloomulikumad alad asuvad tksteisest
vaga kaugel: valk kaug-UV piirkonnas ja BChl a l&hi-IR piirkonnas. Todmbamaks paralleeli
flilsikainstituudis tavapéraselt uuritavate objektidega, on tegu lisandimolekulidega dopeeritud
maatriksiga, kus lisandid (BChl a ja karotenoidid) neelavad nadhtavat valgust ja maatriksi
(valk) omaneeldumine leiab aset kaugel UV-s. Niivord laia spektriala (180-1000 nm)
hdlmamiseks sobivad vaid vahesed meetodid, millest kdesoleval juhul oli peale tavapérase
neeldumisspektroskoopia kéttesaadav CD-spektroskoopia. Tulemused Kkinnitavad, et see
metoodiline valik oli antud teema seisukohalt ka optimaalne, olles teostuselt suhteliselt lihtne,

samas sisult piisavalt informatiivne.
Uurimist0o viis jargmiste oluliste tulemusteni:

e B850 pigmendististeemi eksiton, mis on seotud BChl a molekuli Qy thlpi
elektronsiirdega, on jalgitav seni, kuni pisib pigment-valgu kompleksi tertsiaarne
(kolmandat jarku) struktuur. Mingeid eksitoni fiiusikalisest olemusest lahtuvaid
pdhjusi eksitoni lagunemiseks ei tuvastatud. Selles (ja vaid selles) mottes on
fotostinteetiline eksiton valgu funktsioon.

e Eksitoni parameetrid (otsustades neeldumisspektris jalgitava eksitonspektri asukoha ja

CD-spektris jalgitava eksitonldhenemise jargi) temperatuuri tdstmise kéigus
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méarkimisvaarselt ei  muutu.  Pealiskaudsel  kaalumisel ja  eelnevate
temperatuurisltuvuste uurimiste tulemuste valguses vOib see jareldus néida
vastuoluline. Pdhjalikum analtitis aga naitab, et nii peabki olema. Nimelt toimusid
vordluses kasutatud moédtmised temperatuurivahemikus 4,5-290 K, st temperatuur
nendes katsetes muutus ligi 65 korda. Kédesolevas t60s aga toimetati temperatuuride
vahemikus 20-90 °C, millele termodiinaamilisel skaalal vastab kdigest 1,24-kordne
temperatuuri muutus (~363/293=1,24).

e Pigment-valgu komplekside ansambel on oma stabiilsusomadustelt heterogeenne.
Ehkki tdendoliselt igat kompleksi iseloomustab kindel lagunemistemperatuur, saab
komplekside ansambli puhul radkida vaid temperatuurivahemikust, kus lagunemine
algab ja kus valdavalt 16peb.

e Pigmentide neeldumisspektri kuju ja CD-spektri ribade intensiivsuse languse jargi
otsustades hakkab kdige labiilsemate valkude tertsiaarstruktuur lagunema juba ~40 °C
juures, s.o alates mesofiilsete bakterite elutegevuse Glemisest temperatuuripiirist. Sealt
edasi hakkavad BChl a (samuti karotenoidi) molekulid nahtavalt ringstruktuurist
vabanema ning ~61 °C juures kaob eksitonsignaal sootuks. Sellest saab jareldada, et
alates 61 °C on ka kdige nn paremas vormis olevad kompleksid oma tertsiaarstruktuuri
kaotanud.

e Samal ajal toimusid valgu sekundaarstruktuuri iseloomustavas spektris vaid vaikesed
muutused ning o-heeliksile vastav spektrikuju oli isegi veel 90 °C juures (mis oli
katse-tehniliselt maksimaalne meile kattesaadav temperatuur) hasti ndha. Need katsed
tdestavad valgu sekundaarstruktuuri suurt temperatuuripisivust, mis on hasti
pdhjendatav neid struktuure siduvate vesiniksidemete suhteliselt kdrge energiaga
(vOrreldes keskmise termilise energiaga aktuaalsetel temperatuuridel).

Kahest erinevast fotosunteetilisest bakterist (Rps. acidophila, Rb. sphaeroides) parit
olevad LH2 kompleksid kaitusid sarnaselt.

Selle pdhjal joonistub vélja LH2 kompleksi termilise kaditumise jargmine kvalitatiivne
fuusikaline pilt. Kompleksid on valgu esimest (millele vastab valguahelate
primaarstruktuur ehk aminohapete valguspetsiifiline jarjestus), teist (mida siin Kirjeldab
eelkdige a-heeliks) ja kolmandat (mis miédrab a-heeliksite ruumilise struktuuri) jarku
organisatsiooni suhtes enamasti stabiilsed kuni temperatuurini ~61 °C. Edasine
temperatuuri téstmine 16hub tertsiaarstruktuuri, vabastades Umbritsevasse vesilahusesse

kdik valguahelate vahel paiknenud pigmendimolekulid, nii bakterklorofillid kui ka



karotenoidid. Temperatuur ~61 °C tahistab seega fotoslnteetilise eksitoni fulsilise

eksistentsi 10ppu nendes kompleksides. Valgu sekundaarstruktuur on sellel temperatuuril

veel suuremas osas intaktne. Valgu veelgi tdsisem denatureerumine, mis seisneb

sekundaarstuktuuri lagunemises ja vastava spektri intensiivsuse olulises vahenemises,

ilmneb CD-spektrites alates 70 °C. See protsess ei joua nahtavalt 16puni ka veel katsetes

kasutatud piirtemperatuuril 90 °C, kus a-heeliksile iseloomulik CD-spektri struktuur on

veel selgelt jélgitav.

T60 kaigus tostatus ka rida kusimusi, mis vaarivad edaspidist uurimist:

To6s uuritud membraanvalgud asusid mittefiisioloogilistes in vitro tingimustes. Oigem
oleks in vivo olukord, kus objektid paikneksid loomulikus membraanis Umbritsetuna
teistest valkudest. Esialgu oli siiski otstarbekas sellist komplitseeritud keskkonda
valtida, kuid tulevikus tuleks seda veelgi kaalukama informatsiooni hankimiseks
tingimata teha.

Karotenoidid jaid selles t60s vaarilise tdhelepanuta. Biokeemilistest uuringutest on
teada karotenoidide suur tahtsus LH2 komplekside stabiliseerimisel. Seda arvestades
planeeritakse Biofulisika laboris edaspidi selle teema juurde tagasi tulla, kasutades
erineva karotenoidikoostisega mutantseid komplekse.

LH2 on vaid 0Uks — olgugi, et vaga oluline — paljudest fotostnteetilistest
valgustkoguvatest kompleksidest. Uldistatult tuleb LH2 kompleksi siin kasitleda kui
Uhte ndidet fotosunteetilisi eksitone toetavast bioloogilisest tugistruktuurist. Edaspidi
kavatseb Biofiilisika labor oma objektide ringi laiendada, hd8lmates ka taimse

péaritoluga komplekse.

Teadaolevalt on see esimene sarnase Ulesandepdiistitusega uurimus. T60 on baasteaduslik, kuid

selles vOib n&ha ka praktilist perspektiivi. Nimelt uuritakse laias maailmas tsna intensiivselt

fotosUnteetiliste pigment-valkude vdimalikke rakendusi molekulaarelektroonikas. Selle juures

on pigment-valgu komplekside termiline stabiilsus esmatéhtis kisimus. Valkude séilimine

kdrgendatud temperatuuride juures vOiks olla oluline samuti kaasajal jérjest aktuaalsemaks

muutuva Kliima soojenemise ning sellega kaasneva biosfaari muutuste kontekstis.
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Tanuavaldused

Stigavad tdnuavaldused juhendajatele Margus Rétsep’ile ja Arvi Freiberg’ile, kes vésimatult

aitasid kaasa antud t60 valmimisele.
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Lisad

Lisa 1. Valgu termiline stabiilsus

Moneti Ullatusena selgus, et valgu stabiilsus soltub olulisel mé&aral valgu kontsentratsioonist.
Joonisel 12 on kujutatud Rps. acidophila isoleeritud LH2 valgulise osa CD spekter erinevatel
temperatuuridel optilise tihedusega OD=0,58 1-mm kuvetis ning optilise tihedusega OD=0,3
ohemas, 0,1-mm kuivetis. Hetkel on ebaselge tdpne kontsentratsiooni mdju stabiilsusele ning

seda tuleb edasi uurida.
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Joonis 12. Rps. acidophila isoleeritud LH2 kompleksi valgulise osa CD spekter erinevatel temperatuuridel. (a)
0OD=0,58 ning mdddeti 1 mm kuvetis. Katkendliku joonega on tahistatud objekt, mis mdddeti 20 °C juures

parast 90 °C kuumutamist. (b) OD=0,3 ning mdddeti 0,1 mm kivetis.
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