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Esimeste jouvilja parameetrite arvutamine ja kontrollimine

mesoskaalaliseks simulatsiooniks purpurbakterite antennikompleksidest

Molekulaardiinaamiliste simulatsioonide ressursikulukus kasvab siisteemi suuruse suhtes
eksponentsiaalselt. Mahukamate simulatsioonide jaoks on vaja kasutada seega iildistavaid
mudeleid. Antud t66s on loodud esimene osa mesoskaalalisest jouviljast purpurbakterite
antennikomplekside simuleerimiseks. Tulemusena saadud jouviljal pohinevaid simulatsioone
on vorreldud atomistlikul tasemel simulatsioonidega ning samuti katseandmetega. Jouvilja
edasi arendades on loodetavasti vdoimalik simuleerida terveid antennikomplekse ning seelébi

uurida ja selgitada nende diinaamikat ja omadusi.

Mirksonad: molekulaardiinaamika, purpurbakterid, antennikompleksid, BChl, mesoskaalaline

meetod, jouvilja meetod, kvantkeemia.

CERCS kood: P400 Fiiiisiline keemia

Generating the first set of coarse grain force field parameters for antenna

complexes of purple bacteria

The resource requirements of molecular dynamics simulations grow exponentially with regard
to the size of the modelled system. For this reason coarse grain models are used for large
simulations. In this work, the first part of a coarse grain force field for modelling light harvesting
complexes in purple bacteria was created. Simulations with the resulting force field were
compared with atomistic scale simulations and experimental data. Hopefully developing the
force field further will allow simulations of entire light harvesting complexes and to thereby

study their dynamics and properties.
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Kasutatavad lithendid

e AS
e Ala
e BChl
e Car
e His
e LHI1

e LH2

e Thr

- Atomistlikul skaalal

- Alaniin

- Bacteriochlorophyll, bakteriklorofiill

- Carotenoid, karotenoid

- Histidiin

- Light-harvesting complex 1, antennikompleks 1
- Light-harvesting complex 2, antennikompleks 2
- Molekulaardiinaamika

- Mesoskaalaline

-Reaction centre, reaktsioonikeskus
-Rhodopseudomonas

-Simulated annealing, simuleeritud 100mutamine
- Tsirkulaarne dikroism

-Threonine, treoniin



Sissejuhatus

Fotosiintees on protsess mis, kas otseselt voi kaudselt, toidab pédikeseenergia abil peaaegu
koiki eluvorme Maal. Purpurbakterid on ithed vanimad ja lihtsaimad fotosiinteesijad ning
nad teevad seda hammastavalt efektiivselt; nende fotosiinteesi efektiivsuseks hinnatakse
0.95 £ 0.05 [1]. Fotosiinteetilise aparatuuri lihtsuse tdttu (nt antennikompleksid koosnevad
enamalt jaolt identsetest alliiksustest) on purpurbakterid hea uurimisobjekt fotosiinteesi

paremaks moistmiseks.

Kuna purpurbakterite fotosiinteetilise siisteemi ehitus on erinevate meetoditega kindlaks
tehtud, samuti tidnu arvutusvOimsuse pidevale kasvule, on voimalik rakendada nende
siisteemide uurimiseks molekulaardiinaamilisi simulatsioone. Simulatsioonid annavad olulist
infot slisteemide diinaamika ja omaduste kohta, mida mikro- vdi spektroskoopia abil ei pruugi
mirgata. Simulatsioonide ajaskaalale ja simuleeritavate siisteemide suurusele paneb piirangu
vaid nendeks kasutatava arvuti véimsus. Uks meetod selle piiri nihutamiseks on teha iildistavaid
simulatsioone suurematel skaaladel kui iiksikud aatomid. Mesoskaalaline (MS) esitus on niiteks
vajalik tilalmainitud antennikomplekside simuleerimiseks, kuna nad on liiga suured, et nendega

seotud protsesside ajaskaalas simulatsioone mdistliku aja jooksul lédbi viia.

Antud t60 eesmirgiks oli luua esimene alus MS simulatsioonideks purpurbakterite
antennikompleksidest. Eelkdige tdhendab see komplekside alliikksuste edukat simuleerimist.
Selle tditmiseks loodi jouvili komplekside alliiksuste “skelettide” jaoks ning uuriti selle
rakendamise tulemusi. Kui selline mudel end digustab, on vdoimalik seda tipsustada ja laiendada

tervele kompleksile.

Too on jaotatud nelja peatiikki. Esimeses peatiikis antakse iilevaade purpurbakterite
fotosiinteetilistest siisteemidest. Teises peatiikis kirjeldatakse molekulaardiinaamiliste
simulatsioonide teooriat ja meetodeid. Kolmandas peatiikis tuuakse vilja t66 jaoks tehtud

simulatsioonide metoodika ning neljandas esitatakse tulemused ja nende analiiiis.



Peatiikk 1
Purpurbakterite fotosiinteetiline siisteem

Purpurbakterid on kohastunud eluks jirvedes ja tiikides, anaeroobsetes tingimustes. Kuna nad
elavad veekogude pohjades, on nendeni ulatuv valgus juba pinnaldhedaste vetikate ja taimede
poolt filtreeritud, kes kasutavad oma fotosiinteesimiseks sinist ja punast valgust [2]. SeetSttu on
purpurbakterid kohastunud fotosiinteesile just rohelise ja infrapunase valguse piirkonnas; tipne
neeldumisspekter soltub bakteri liigist ning konkreetsetest elutingimustest. Elukeskkonnaks ei

sobi viga siigavad jirved, sest fotosiinteesiks vajalik valgus ei tungi kuigi siigavale vee sisse.

Purpurbakterite fotosiinteetiline siisteem koosneb antennikompleksidest 1 ja 2 (LH1 ja LH2,
vastavalt light-harvesting complex 1 ja light-harvesting complex 2) ning kompleksidest
mida nimetatakse reaktsioonikeskusteks (RC - reaction centre). Koik fotosiinteesiga
tegelevad kompleksid asuvad rakumembraanis. Minimaalne fotosiinteetiline ithik koosneb
reaktsioonikeskusest ja teda timbritsevast LH1-st ning sellist kooslust nimetatakse RC-LHI.
RC ja LHI esinevadki kdigis liikides just ithendkompleksina ning enamus liikides timbritsevad

seda tihendkompleksi veel mitmed LH2 kompleksid (vt joonis 1.6 A).

LH?2 ja RC-LH1 komplekside struktuurid on kindlaks tehtud kasutades elektronmikroskoopiat,
rontgenkristallograafiat jms eksperimentaalseid meetodeid. Samuti nende komplekside
paiknemine rakumembraanis on méératud elektronmikroskoopia ning aatomjou mikroskoopia
abiga. [2]

1.1 Antennikompleks 2

LH?2 roll fotosiinteesi protsessis on sarnane antennile; kompleks neelab kindlate lainepikkustega
valgust ning suunab selle valguse energia eksitonide kujul edasi reaktsioonikeskustesse, kus

leiavad aset bakteri eluks vajalikud fotokeemilised reaktsioonid. Kompleksi valgust neelavad



osad on pigmendid: bakteriklorofiillid (BChl - bacteriochlorophyll), mis neelavad ldhis

infrapuna valgust, ja karotenoidid (Car - carotenoid), mis neelavad sinakas-rohelist valgust. [3]

Koigis purpurbakterite liikides moodustab LH2 ringikujulise struktuuri diameetriga ~ 68 A (vt
joonised 1.1 ja 1.2), mis koosneb mitmetest identsetest alliiksustest; tiiiipiliselt on alliiksusi
8 kuni 10. Iga allilksuse moodustab kaks rakumembraani lidbivat apoproteiini, nimedega o-

(sisemine) ja B- (vdlimine) apoproteiinid, kolm BChl-i ning iiks Car. [2]

tsiitoplasma N-terminali pool

LR e N, T i mm

membraani ala

periplasma C-terminali pool

pealtvaade kiilgvaade

Joonis 1.1: Pealt- ja kiillgvaade LH2 kompleksile mis leidub liigis Rhodopseudomonas acidophila. o- ja
B-apoproteiinid on vastavalt punased ja sinised ning on kuvatud nii, et on niha ainult nende spiraalne skelett.
BChl-id on vérvitud roheliseks ja karotenoidid kollaseks. Struktuuri moodustab 9 identset alliiksust. Punktiirjooned
margivad LH?2 ligikaudset paiknemist rakumembraanis. [3]

Apoproteiinid on spiraalse struktuuriga aminohapete jadad, mille pikkuseks on ligikaudu 50
aminohapet, millede jirjestused nendes apoproteiinides on kindlaks tehtud [4]. Apoproteiinid
el ole iihendatud omavahel ega oma naabritega vaid neid hoitakse struktuuris paigal van der

Waalsi joudude ning vesiniksidemetega ldhedaste apoproteiinide ja pigmentidega. [3]

Car-id on pikad hiidrofoobsed molekulid mille pdhiahelas on 40 siisiniku aatomit ning otsad
on eriomased igale purpurbakterite liigile. Car-id neelavad valgust 500 nm timbruses kuid
lisaks pigmendi rollile on neil ka LH2-s struktuurne roll; karotenoidid seovad omavahel
erinevad alliiksusi. On ka ndidatud, et Car-ide puudumise korral LH2 kompleks ei moodustu
korrektselt. [5]

BChl-e on erinevaid tiitipe. Purpurbakterites esineb enamasti BChl a, mis koosneb tasasest
ringstruktuurist timber keskse Mg aatomi (see osa, va Mg aatom, on niha joonisel 1.2
rohelisena) ning pikast fiitooli sabast. [3] Nii LH2-s kui LH1-s on nad seotud apoproteiinides

oleva histidiiniga (His) koordinatsioonisidemega.

BChl-id moodustavad LH2 struktuuris kaks kontsentrilist ringi (vt joonis 1.2), mis
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erinevad teineteisest BChl arvu, orientatsioonide ning BChl-ide vaheliste kauguste poolest.
Rhodopseudomonas (Rps.) acidophila B800 ringi moodustavad 9 rakumembraani suhtes
horisontaalselt orienteeritud BChl-i, mille kaugus lihimatest naabritest on ligikaudu 21 A; B850
ring koosneb 18-st vertikaalselt orienteeritud BChl-ist vahedega ligikaudu 9 A. Kuna igas LH2
alliikksuses on iiks B800 ringi BChl ning kaks B850 ringi BChl-i, siis kehtivad need arvud
iheksast alliiksusest koosneva struktuuri jaoks. Numbrid ringide nimedes néitavad ligikaudset

lainepikkust, millel antud ring valgust neelab (LH2 neeldumisspekter on niha joonisel 1.5).

Joonis 1.2: Pealt- ja kiilgvaade liigi Rps. acidophila LH2 veidi lihtsustatud struktuurile. Virvikood on iihine
joonisega 1.1. Et anda parem iilevaade LH2 kogustruktuurist on pildilt kaotatud dra mdned apoproteiinid, BChl-ide
sabad ning on muudetud Car-ide kuvamise viisi. On n#ha, et BChl-id moodustavad kontsentrilised ringid:
parempoolse pildi jérgi tilemine on B80O ning alumine B850 ring. Samuti on niha kuidas Car seob erinevate
alliiksuste apoproteiine omavahel. Pilt on tehtud programmiga VMD [6].

1.2 Reaktsioonikeskus - antennikompleks 1

LH1 koosneb sarnastest proteiinide alliiksustest kui LH2. Soéltuvalt LH1 makroskoopilisest
struktuurist, kas dimeer, avatud ring voi suletud ring (joonis 1.4 vastavalt A, B ja C), koosneb
ta 28, 16 vai 15 alliiksusest. Igas alliiksuses on iiks a- ja B-apoproteiini paar, kaks BChl-i
mis on apoproteiini ringide vahel ja iiks Car (vt joonis 1.4 C). [7, 8, 9] Struktuuri BChl ringe
nimetatakse tiilipiliselt B880 nende neeldumisspektri maksimumi jirgi, kuid on ka liike kes
moodustavad B915 ringe. Kuna LH2 ja LH1 neelavad valgust erinevatel lainepikkustel, aitab
LH2 tootmine bakteril laiendada fotosiinteesiks sobiliku valguse spektrit. Monedel liikidel on
avastatud ka LH3 ja LH4 komplekse, laiendades seda spektrit veelgi [10]. Samuti kuna LH2,
LH3 jne struktuurid neelavad korgema energiaga valgust (lithema lainepikkusega), on tagatud

energia kandumine “allamige” LH1-e ning sealt edasi RC poole.
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Tsiitoplasma

Joonis 1.3: Pealtvaade ja labildige liigi Thermochromatium tepidum RC-LH1 monomeeri kompleksist. ¢- ja
B-apoproteiinid on vastavalt helesinised ja rohelised, BChl-id on lillad, bakterfeofiitiinid on kollakas-rohelised,
Car-id on oranzid, quinooni molekulid punaselt, RC kofaktorid on hallid ning beeZiga on tdhistatud rakumembraani
ligikaudne paiknemine.Parempoolsel pildil on pruunilt toodud Cyt-i proteiini heme molekulid. [7]

RC on iimbritsetud LH1 kompleksi poolt ning koosneb proteiiniiiksustest mida nimetatakse
H, L, M ja tsiitokroom (Cyt - cytochrome). HLM kompleksis on lisaks hulgale kofaktoritele
4 BChl-i ning kaks bakterfeofiitiini, iiks Car ning kaks quinooni molekuli. Cyt proteiinis
on neli heme molekuli. [7, 8, 9] Ergastatud RC-s redutseeritakse ubiquinooni molekule, mis
difundeeruvad membraanisiseselt RC-LH1 kompleksist vilja ning transpordivad elektrone Cyt
bcy kompleksi [11, 9].

d Pufx . - Proteiin W
A
- SO

Joonis 1.4: Pildid RC-LH1 véimalikest struktuuridest erinevates bakterite liikides. Kollased ja rohelised silindrid
tahistavad LH1 spiraalse struktuuriga elemente (vastavalt a- ja -apoproteiine), sinised RC omi. Proteiiniahelad
mis ei ole spiraalsed, on toodud peenemate joontega. LH1 struktuuri BChl-id on toodud punasega kuid pildi
selguse huvides pole Car vilja joonistatud. A) Liigis Rhodobacter sphaeroides leiduv RC-LH1-PufX dimeer. B)
RC-LH1-proteiin W monomeeri kompleks liigilt Rps. palustris. C) RC-LH1 monomeer liigilt Thermochromatium
tepidum. [12]

RC-s sisalduvate pigmentide neeldumisspektri maksimumid asuvad 760, 800 ja 870 nm.

Maksimum 760 nm peal tuleb bakterfeofiitiini molekulidest ning teised kaks pirinevad
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BChl-idest. [13] On niidatud, et ergastuse litkumine RC-1t LH1-le on kiillaltki ebatdenéoline;
nditeks liikides Rhodospirillum rubrum ja Rps. viridis liikus toatemperatuuril vaid 10 %
energiast LH1-le. [14]

Lisaks monomeeri struktuurile voib RC-LHI1 kindlate proteiinide juuresolekul moodustada
avadega struktuure (vt joonis 1.4 A ja B); monomeeri struktuuri tekitab ava proteiin W
ning dimeeri PufX. Avade olemasolu RC-LHI seinades on oluline fotosiinteesi tsiikliliseks
elektronide transpordiks. On leitud, et LH1 kompleksi seintes on lidbivad augud ning on arvatud,

et ka nende kaudu saab elektrontransport toimuda. [7, 2].

1.3 Komplekside temperatuurisoltuvus

LH komplekside temperatuurisdltuvuse uurimine tuleb abiks nende struktuuri ja omaduste
kirjeldamisel. Uheks uurimismeetodiks paljude seast on tsirkulaarne dikroism (TD), mis

moddab vasak- ja paremkéeliselt ringpolariseeritud valguse erinevat neeldumist katseobjektis.

Jooniselt 1.5 on niha liigi Rhodobacter sphaeroides LH2 kompleksi TD spekter. Temperatuuri

toustes struktuur moondub kuni 60°C ja 70°C vahel toimub jirsk muutus. Car ja BChl

0.002 | 10 55 1
Apoproteiin 0 —g0 BChl-a
Car —% —10
0.001 A 35
— 45

< AR
[an} L .y
T 07 -
=)

-0.001

-0.002
LHZ abs

/

Neeldumine, arbitraarsed Ghikud

T
=

-0.003 A — : ——— 1

200 400 600 800
Lainepikkus, nm

=

Joonis 1.5: TD spektroskoopia tulemused liigi Rhodobacter sphaeroides 1LH2 kompleksile erinevatel
temperatuuridel. Lisaks on toodud kahel alumisel kdveral siisteemi neeldumisspektrid toatemperatuuril enne
(roheline) ja pérast (sinine) kuumutamisprotsessi. Need kdverad on kujutatud arbitraarsetes iithikutes. Roheliselt
koveralt on niha LH2 B800 ja B850 ringide neeldumisribad. Ulejisinud kdverad niitavad siisteemi TD spektrit.
Legendis toodud igat virvi TD koveratele vastavad temperatuurid ithikutes °C. Erinevatele spektri osadele vastavad
erinevad komponendid. Delta A niitab vahet erinevalt ringpolariseeritud valguse neeldumiste vahel. [15]
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spektriosa kadumine viitab, et nende komponentide struktuur voi seotus siisteemiga muutub.
Ei ole tipselt teada mis sellise muutuse esile kutsub. Kuna peale kuumutamisprotsessi omab
slisteem neeldumisspektrit mis on omane iiksikutele BChl a pigmentidele ja BChl-i ning
apoproteiini monomeeridele [16], vdib arvata, et korgetel temperatuuridel antud liigi LH2
laguneb ning struktuur ei taastu jahtumisel. Apoproteiinide pohjustatud komponendi sédilimine

tahendab, et nendega suuri muutusi, nagu néiteks spiraalse struktuuri kadumine, ei toimu.

Fluorestsents spektroskoopia abil on uuritud liigi Thermochromatium tepidum (vt joonis 1.4
C) RC-LH1 kompleksi neeldumisspektrit in vitro. Neeldumisspektris toimub temperatuuril iile

30 °C suur muutus. Selle muutuse pohjuseks peetakse LH1 kompleksi lagunemist. [17]

1.4 Komplekside arv ja paiknemine rakumembraanis

LH2 ja RC-LHI1 kompleksid on iisna tihedalt rakumembraani pakitud (vt joonis 1.6).
Komplekside arvuline suhe soltub tugevalt bakteri kasvukeskkonnast, kuid koigil vaadeldud
juhtudel on LH2 arv olnud suurem. Mida ndrgema valgusega keskkonnas bakter elab, seda

rohkem LH2-te leidub tema rakumembraanis ning seda suurem on LH2/RC-LH]1 suhe. [18]

0.60 0.60
0.50 0.50
0.40 0.40
0.30 0.30
0.20 0.20
LH2 LH1 LH2 LE1
0.10 0.10
800 825 850 875 900 800 825 B850 875 900

Joonis 1.6: A) Aatomjoumikroskoobiga tehtud pilt suure kiiritustihedusega kohanenud Rhodospirillum
photometricumi fotosiinteetilisest aparatuurist. Suhe LH2/RC-LH1 on ~ 3,5. Katkendliku joonega iimbritsetud
LH2 ei ole kontaktis ithegi RC-LH1 kompleksiga. B) Pildile A) vastav neeldumisspekter (vahemikus 800
kuni 900 nm). Horisontaalteljel on lainepikkus nanomeetrites ning vertikaalteljel optiline tihedus. C) Viikese
kiiritustihedusega kohanenud sama liigi bakteri neeldumisspekter. Madala kiiritustiheduse tottu on siinteesitud
rohkem LH2 kui RC-LH1 komplekse. [18]

Samas ei ole rakumembraan sile, nagu jooniselt 1.6 eeldada voiks. Membraani pind on kaetud
koveruste, vesiikulide ning muude struktuuridega, et maksimeerida tema pindala ja seelibi
tosta fotosiinteesi tdoendosust [19]. Joonisel 1.6 pole ndha ka muid fotosiinteesimiseks vajalikke

komponente: Cyt by, Cyt co, ATP siintaas [11]. Selle asjaolu pohjus pole tépselt teada [18, 19].
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Peatiikk 2

Arvutuslikud meetodid

Molekulidevahelisi ja -siseseid diinaamilisi protsesse on keeruline eksperimentaalselt vaadelda
kuna uuritavad objektid on ruumiliselt viikesed (suurusjirgus 1 A, molekulide komplekside
puhul kiimned A) ja toimuvad protsessid voivad olla viga lithikese kestvusega (suurusjidrgus
femto- kuni nanosekund, kuid suuremaskaalaliste litkumiste puhul isegi sekundites). Enamus
eksperimentaalseid meetodeid mdddavad molekulaarseid omadusi kas ajaliste- vdi ansambli
keskmistena ega paku otsest informatsiooni individuaalsete osakeste diinaamika kohta. Onneks
on selliseid siisteeme voimalik arvutuslike meetoditega simuleerida. Uheks selliseks meetodiks

on MD (molekulaardiinaamika).

Lisaks struktuuride optimeerimisele ja diinaamika jdlgimisele, on simulatsioonid kasulikud
ka teoreetiliste mudelite kontrollimiseks; vorreldes omavahel kontrollitaval teoorial
pohinevate MD simulatsioonide tulemusi (nditeks temperatuuri ja/voi rohu varieerimised)
ja eksperimentaalselt moddetud struktuure. Samuti on voimalik simulatsioonidega uurida
protsesse mis laboratooriumis oleksid liiga raskelt teostatavad voi jdlgitavad, liigselt

ressursimahukad voi lausa voimatud.

MD simulatsioone saab kasutada nii klassikalise mehaanika kui ka kvantmehaanika raames.
Klassikalisel juhul késitletakse interaktsioone aatomite vahel; kvantmehaanilisel arvestatakse
interaktsioone aatomituumade ja neid iimbritsevate elektronpilvede vahel. Uldistustaseme valik
sOltub simulatsiooni skaalast ning soovitud tipsusest. Kuna antud t66 eesmirk oli simuleerida
suuri struktuure, on alljargnevalt toodud iilevaade selleks kasutatud klassikalisel mehaanikal

pohinevast kirjeldusest molekulaarsetest siisteemidest, ehk molekulaarmehaanikast.
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2.1 Molekulaarmehaanika

MD simulatsioonid annavad tulemusi osakeste litkumisvorrandite numbrilise lahendamise
labi. Liikumisvorrandites figureerivad osakestele mojuvad joud (F), mis arvutatakse vastavate

osakeste potentsiaalsete energiate (U) kaudu.

F=-VU 2.1)

Seega on vaja esmalt modelleerida osakeste vahelisi potentsiaalse energia vilju, ehk leida
sellele mingi analiiiitiline kuju. Osakese potentsiaalse energia voib avaldada summana koigi

interaktsioonide potentsiaalidest, milles antud osake osaleb.

U = Usidemed + U nurgad + Uldihedraatid + Uelektrostaatika + Uvan der Waals (2.2)

Leides avaldised antud komponentide jaoks on vdimalik adekvaatselt kirjeldada klassikalisi
molekulaarseid siisteeme. Potentsiaaliviljade analiiiitiliste kujude ning nendes esinevate
konstantide viirtuste kogumit nimetatakse jouvéiljaks. Alljargnevalt on seletatud jouvilja

komponentide olemusi ning on dra toodud nende analiiiitilised kujud.

2.1.1 Keemilise sideme pikkus

Olgu kaks osakest mille vahelist potentsiaali tahetakse modelleerida, vastavalt osake A ja osake
B. Voib eeldada, et nende osakeste vahelise keemilise sideme 10hkumiseks on vaja siisteemi
lisada energiat, ehk tasakaaluasendis omab siisteem lokaalset (kui mitte globaalset) miinimumi,
mille energia vOib votta lihtsuse mottes vordseks nulliga. Sideme pikkus tasakaaluasendis olgu
ro. Sellisel juhul saab suvalise kauguse r jaoks potentsiaalse energia vaartuse leida Taylori
valemi abil: [20]

U(r)=U — - — —ro)?
(l") (r0)+ dr o (I" r0>+21 er ) (I" l"())
\ 0 2.3)
Lau)
— r—r
3 Al |, 0
0

Valemis (2.3) on esimene liige vordne nulliga, kuna eeldasime, et kaugusel ry on potentsiaalne

energia null, ning teine liige, kuna tuletis ekstreemumpunktis on null. Seega lihtsaim avaldis,
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mis sisaldab vaid esimest nullist erinevat liiget, on sellise siisteemi potentsiaalse energia jaoks:

1 d*U
Uside(TaB) = EkAB(’”AB —rago)’, kus kap = a2 : (2.4)

TAB=TAB,0

kus rap on vahemaa osakeste A ja B vahel. Praktikas voib aga sellisel kujul potentsiaali
kasutamine olla liigne lihtsustus. Piisava tdpsuse saavutamiseks voib olla vajalik lisada ka
Taylori valemi teine voi ka kolmas nullist erinev liige. Sel juhul lisanduvad ka nende poliinoomi
liigete ette oma konstandid ng, kus n on vastava litkme jirk. Koiki potentsiaalides esinevaid
konstante nimetatakse jouvilja parameetriteks ning need konstandid, koos tasakaaluliste
kauguste ja nurkadega, vOi funktsioonide nihetega, tuleb maédrata kas eksperimentaalsete

meetoditega vOi simulatsioonidega mis vOtavad arvesse kvantefekte.

Téielikult osakeste vahelist potentsiaali selliselt kirjeldada siiski ei saa. Lopmata kaugete
osakeste vaheline potentsiaal peab olema vordne nulliga ning potentsiaaliga kujul (2.4), tikskdik
kui palju liikmeid lisades, liheb energia kauguse suurenedes ikkagi kas lopmatusse voi
miinus ld0pmatusse (vt joonis 2.1). St polilnoomi kujul potentsiaaliga tekivad suurtel kaugustel
mittefiitisikalised olukorrad, kus joud osakeste vahel liheneb kas ldpmatusele vdi miinus

l6pmatusele. Oluliselt tdpsema kirjelduse annab Morse potentsiaal

V(r) = D,(1 — e ?r=70))2, (2.5)

kus D, on potentsiaaliaugu siigavus ning a selle laius.

Energia

Tuumade vahekaugus

Joonis 2.1: Morse potentsiaali (punane) ja valemiga (2.4) kirjeldatava potentsiaali (must) vordlus.

Samas Morse potentsiaali tihti ei kasutata, kuna ta vajab eksponendi arvutamist, mis on
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arvutuslikult palju kulukam kui poliinoomi arvutamine. Ka 6-12 potentsiaal (vt osa 2.1.3) on
kulukam kui poliinoom, kuna vajab korgete astmete arvutamist. Lisaks on enamus jouvilju
moeldud tootamiseks madalatel energiatel - ligikaudu 10 kcal/mol, samas kui augu siigavus
vOib olla 10 korda suurem. Potentsiaaliaugu alumises osas on nende kahe potentsiaali erinevus
tavaliselt tithine [20]. Kui on tarvis vaadelda ka korgemaid energiaid, voib kasutada 6-12

potentsiaali (vt osa 2.1.3).

2.1.2 Sidemetevahelised nurgad

Jouviljades kasutatakse kahte erinevat tiiiipi nurki: valentsnurgad ja dihedraalnurgad (vt joonis
2.2). Spektroskoopiliste andmete jirgi on kindlaks tehtud, et kahe sideme vahelise nurga
(valentsnurga) potentsiaalse energia modelleerimiseks sobib poliinoomldhendus. Tiiiipiline

potentsiaalne energia soltuvus osakeste A, B ja C vahelisest nurgast avaldub seega: [20]

1 1
Unurk (6aBc) :—kﬁC(GABc — Bapco)* + gkgc(eABc —Oupco)’ + ... (2.6)

2

q) ABCD

Joonis 2.2: Illustreeriv pilt osakeste vaheliste kauguste ja nurkade definitsioonidest.[21]

Nagu teada moodustavad kolm punkti tasandi. Nelja osakesega, osakesed A, B, C ja D, vdib
moodustada jirjest keemiliselt seotud osakestest kaks tasandit: esimese moodustavad osakesed
A, B ja C, teise B, C ja D. Dihedraalnurk ¢4pcp on defineeritud kui nurk nende kahe tasandi
vahel. Nagu voib arvata vaadates joonisele 2.2 on dihedraalnurk perioodiline, mistdttu on
seda ka temast sdltuv potentsiaalse energia panus. Dihedraalnurga jaoks kasutatakse tiitipiliselt

Fourier’ rea esimesi litkmeid. [21]
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1
Udihedraal (#aBcD) = Ekfxlbgcp (1 +cos(Pacp — <PABCD,0))
2.7)

1
+ Ek*(‘ZB)CD (1 +cos(2¢acp — <PABCD,0)) +...

kY., selle liikme

Kordajad 1/2 on lisatud ette, kuna siis niitab iga lilkkme amplituudi tegur
maksimaalset panust potentsiaalsesse energiasse. Vottes faasinihked @apcp,o = 0 on voimalik
seostada rea litkkmetega ka fiilisikalisi interaktsioone. Nii nditeks seostatakse esimese liikmega
dipool-dipool interaktsioone, teise lilkmega hiiperkonjugatiivsuse efekte ning kolmandaga
steerilisi efekte, mis tulenevad asjaolust, et aatomitel on ruumilised modtmed ning sellest

tingitud ekraneerimisest. [20]

Kui valentsnurk on samuti perioodiline nagu dihedraalnurk, kasutatakse ka tema jaoks avaldist
kujul (2.7). Nurkade puhul on véimalik ka olukord, kus eksisteerib mitu lokaalset miinimumi.
Sellistel juhtudel tuleb teada milline on antud siisteemi puhul eelistatum ning modelleerida

siisteemi selle eelistatuima nurga timbruses.

2.1.3 Mitteseotud osakeste vahelised interaktsioonid

Siiani vaadeldud panused osakese potentsiaalsesse energiasse on tulnud arvestades vaid
interaktsioone antud osakese ldhimate naabritega, kuid ka kaugemad naabrid annavad sellesse

oma panuse. Need panused tulevad van der Waalsi ja elektrostaatiliste interaktsioonide kaudu.

Van der Waalsi interaktsioonile vastava potentsiaali lihtsaim analiiiitiline avaldis, mida ka

enamasti kasutatakse, on

ap bA
Uvan der Waals(rAB) = ]_f - TB ) (2.8)

"aB  TaB

kus konstandid a ja b soltuvad aatomitest, mille vahel potentsiaali arvutatakse. Sellise kujuga
potentsiaali nimetatakse Lennard-Jones’i v8i 6-12 potentsiaaliks. 6-12 potentsiaali eelistatakse
asjaolu tottu, et ta hoiab arvutusaega kokku. Kui aja kokkuhoid ei ole nii oluline (viikeste

stisteemide puhul), kasutatakse ka keerulisemaid avaldisi selle interaktsiooni jaoks. [20]

Teist panust andva elektrostaatilise potentsiaali jaoks kasutatakse iildtuntud ja lihtsat Coulombi
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potentsiaali avaldist, kus igale osakesele médratakse osalaeng g.

qdA4B
EABYAB

Uelektrostaatika(rAB) = , kus g4p = 4me [80] (2.9)
€4p on esitatud vaakumi dielektrilise ldbitavuse & iithikutes. Lihtsaimal juhul on méératud laeng
konstante, st ei muutu kui osakeste konfiguratsioon on erinev. Parameetrite arvu vihendamise
eesmargil voidakse midrata osakese laeng antud osakese ning temaga keemilistes sidemetes

olevate osakeste elektronegatiivsuse kaudu. [20]

2.1.4 Potentsiaalse energia avaldis iihe osakese jaoks

Koik eelpool toodud interaktsioonid kokku vottes, on tulemuseks avaldis iithe osakese
potentsiaalse energia jaoks. Lihtsaimal juhul, kui lihendame interaktsioone vaid madalaimat

jarku avaldistega, arvutatakse iihe osakese potentsiaalne energia:

1
Ussake = 3. =kas(ras—raso)’

sidemed

1
+ ) EkABC(@ABC—QABQO)2

nurgad

1
+ Y kaseo (1 +cos(Papcp — ¢ABCD,0)) (2.10)
dihedraalid

axp  bag
+ Z 12 o 0
osakesed ' AB AB

qA4B
osakesed €ABTAB

_|_

Siin avaldises on esimesed kolm summeerimist iile koigi sidemete ja nurkade milles antud osake
rolli méngib ning viimased kaks summeerimist iile kdigi osakeste, mida esimeses kolmes ei
kaasatud. On kerge veenduda, et just viimasel kahel summal on kdige rohkem liikmeid ning

seetdttu votavad nad enda alla ka enamuse arvutusajast.

Molekuli voi siisteemi koguenergia saamiseks tuleb avaldist (2.10) veel summeerida iile kdigi
osakeste, mis ajab arvutuste hulga ning arvutusaja isegi suhteliselt viikeste siisteemide puhul
viga korgeks. Niiteks LH2 struktuuris on ligikaudu 18 000 aatomit; seega on kompleksi
koguenergia leidmiseks vaja teha suurusjirgus 10® arvutust ning ajalise evolutsiooni jilgimiseks
neid tehteid veel korrata kiimneid tuhandeid kuni miljoneid kordi. Uurimaks LH2 tema

loomulikus rakumembraani keskkonnas, tuleks arvestada veel timbritsevaid LH2 ja RC-LH1
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komplekse. Sellised iilesanded muutuvad arvutite jaoks iile jou kéivateks. Seepirast kasutatakse

tihti meetodeid arvutuste hulga vihendamiseks.

Uheks selliseks meetodiks on van der Waalsi interaktsioonile piirkauguse méiiramine, st
osakeste jaoks mis asuvad teineteisest kaugemal kui valitud piirkaugus, seda potentsiaali vilja ei
arvutata. Sedasi toimides on voimalik suuresti arvutuste hulka viahendada, kuid see voib tekitada
suuri muutusi energiates, seega ka struktuuris, ning seetottu peab seda meetodit kasutama
ettevaatlikult [22]. Kuna elektrostaatiline interaktsioon on suurtel kaugustel oluliselt tugevam
kui van der Waalsi interaktsioon, ei anna tema jaoks piirkauguse méddramine nii suurt kasulikku
efekti.

Teine meetod on muuta simulatsiooni iildistustaset. Arvestades simulatsioonis interaktsioone
aminohapete vOi vidiksemate aatomite gruppide vahel on vOimalik vOrreldes aatomite skaalal
(AS) simulatsiooniga efektiivselt vihendada osakeste arvu. Simulatsiooni tdpsus MS mudeliga
kiill kannatab, kuid vdit arvutuskiiruses lubab késitleda oluliselt suuremaid siisteeme voi
pikemaid aegu. [20] On ka ndidatud, et MS ja AS mudelite vahel saab teha teisendusi; st on
voimalik teha MSS simulatsioon, mis on arvutuslikult vihem kulukas, ning seejdrel minna tagasi
atomistlikule esitusele [23]. MS mudelit on kasutatud ka antud t66s LH komplekside alliiksuste

modelleerimisel.

2.2 Molekulaardiinaamika

Klassikalisi siisteeme on mugav kirjeldada faasiruumi abil, mis tdhendab, et peab teadma iga
osakese koordinaate q ja impulsse p. Olgu siisteem, mis koosneb N osakesest. Siis koigi

osakeste koordinaatide ja impulsside kogumid voib lihtsuse mottes defineerida kui

= (X1,¥1,215%2,¥2,225 ---3XN, YN+ 2N) 5 (2.11)

q
P = (Px1, Py1s D215 Px2s Py2: P25 -3 PxN> PyN» PN ) » (2.12)

ning suvaline punkt faasiruumis on seega

X =(q,p)- (2.13)

Kuna faasiruum sdltub 6N muutujast (igal siisteemi kuuluval osakesel on kolm kiiruse ja

kolm koordinaadi komponenti), on ta ka 6N dimensionaalne. Aja mdddudes siisteemi asukoht
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faasiruumis muutub osakestevaheliste ja/vOi siisteemiviliste joudude mojul ning siisteemi
labitud punktidest moodustub trajektoor. Kuna siisteemis mojuvad joud on deterministlikud,
miidrab esialgne punkt faasiruumis kogu jiargneva trajektoori. Seetdttu on voimalik siisteemi
suvalise osakese koordinaate ja impulsse arvutada vilja selle esialgse faasiruumi punkti
jargi. [20]

q(2) =q(t1) + /t1 2%& (2.14)
1)
p(2) =p(t1)+m [ a(t)d (2.15)

1

m on kisitletava osakese mass ning a tema kiirendus. Nende avaldiste analiiiitiline hindamine on
voimalik vaid tilimalt lihtsate siisteemide jaoks, nagu niiteks harmoonilise ostsillaatori puhul.
Keerulisemate siisteemide jaoks on vaja koordinaati ja impulssi hinnata numbriliselt mingi
integreerimisskeemi abil. Lihtsaimal juhul, otseselt valemite (2.14) ja (2.15) jirgi hinnates, on

tulemuseks Euleri meetod mis annab tidpse tulemuse minnes piirile Az — 0. [20]

q(t+Ar)=q(t) + ?At (2.16)
p(t+ Ar) = p(t) +ma(r)Ar (2.17)

Siin At on ithe simulatsiooni sammu ajaline nihe. Nagu voib arvata, on lihtsaim algoritm ka
suhteliselt ebatdpne. Seetdttu on vilja arendatud tdpsemaid integraalmeetodeid, nagu nditeks
Verlet meetod ja Beemani meetod, mida kasutab simulatsioonides selles to6s kasutatud
programm TINKER [24].

Simulatsiooni ajasammu Af valimine on optimeerimisiilesanne arvutusaja ja tapsuse vahel, kuid
tema iilempiir on miratud vaadeldava siisteemi omadustega. Uldiselt peaks ajasamm olema
suurusjdrk voi paar viiksem vaadeldava siisteemi koige kiiremast perioodilisest liikumisest. AS
mudelites on selleks tiitipiliselt vesiniku ja mone raskema aatomi vahelise sideme vibratsioonid,
mille perioodiks on ligikaudu 10~14s. Seega sellise siisteemi jaoks ei tohiks Az olla palju suurem
kui 1 fs. Selline ajasamm seab piirangud simulatsioonide skaalale ja ajalisele pikkusele ning on

veel iiks pohjus kasutamaks MS mudelit. [20]
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2.2.1 Verlet algoritm

Verlet algoritm on MD simulatsioonides enim kasutatav integratsiooni algoritm. Tuletamiseks
tuleb leida kaks kohavektori r(¢) kolmandat jarku Taylori rittaarendust, iiks As vorra ajas edasi

ning teine Az vOrra ajas tagasi. [25]

r(r+Ar) =r(t) +v(r)Ar + %a(l)Atz + éb(t)mf‘ +0(ArY) (2.18)
r(t — Af) = r(1) — V(1) A + %a(t)Atz _ éb(t)mf‘ + oA 2.19)

b tihistab siin koordinaadi kolmandat tuletist ehk tduget ning O(Ar*) koiki kdrgemat jirku rea
liitkmeid. Liites avaldised (2.18) ja (2.19) kokku, on tulemuseks avaldis osakese koordinaadi

jaoks jargmisel simulatsiooni sammul: [25]

r(r+Ar) = 2r(r) —r(r — Ar) +a(t)Ar? + O(Ar) (2.20)

Osakese kiirenduse a(r) saab leida potentsiaalse energia ning valemi (2.1) abil. Tulemuseks on
lihtne ja tdpne algoritm osakeste siisteemi ajalise evolutsiooni arvutamiseks, kusjuures viga
on Ar* jirku, st ajalise sammu At vihendamisel viheneb simulatsiooni viga oluliselt. Kuid
selline algoritm ei arvuta otseselt vilja kiirusi v(7). Osakeste kiirused on vajalikud niiteks
sisteemi koguenergia leidmiseks ning samuti energia jadvuse testimiseks simulatsioonis, mis on
iiks olulisemaid teste MD simulatsiooni kvaliteedi kontrollimisel. [25] Kiirused saab arvutada

valemiga

V(1) = r(t +At)2;tr(t —At) , 221)

kuid sellise arvutuse viga on suurusjirgus Ar%, mitte Az* nagu koordinaadi leidmisel. Seetdttu
kasutatakse nn kiiruste Verlet (velocity Verlet) algoritmi, kus koordinaadid, kiirused ning

kiirendused leitakse valemitega [25]
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At At
v (t + ?) =v(t) +a(t)? , (2.22)

r(t+At)=r(t)+v (t + %) At (2.23)
a(t+Ar) = —w, (2.24)
V(t+At)=v (t + %) +a(r +At)% : (2.25)

Siin kasutatakse vahepealseid kiiruseid ajahetkedel ¢ + %, et hinnata koordinaate ja seelédbi
ka kiirusi ajahetkel ¢ + Ar. Simulatsiooni jooksul arvutatakse suuruseid samas jirjekorras kui
ilaltoodud valemites (2.22)-(2.25).

2.2.2 Beemani meetod

Uht varianti Verlet algoritmist nimetatakse Beemani meetodiks. Avaldised jirgmise sammu

koordinaadi ja kiiruse jaoks on: [26]

r(t+Ar) =r(t)+v(t)Ar + é (4a(t) —a(r— At)) A%+ O(ArY), (2.26)

v(t+Ar) =v(t)+ é (Za(t +Ar)+5a(r) —a(t — At))At +0(AP). (2.27)

Kiirendused arvutatakse samamoodi nagu kiiruste Verlet algoritmis - valemi (2.24) jdrgi. Selle
meetodi viga on suurusjirgus Ar? kuid ta on oma keerulisema kuju tdttu arvutuslikult veidi

kallim kui Verlet algoritmid.

2.3 Siisteemi temperatuuri kontrollimine

Struktuuride uurimiseks erinevatel temperatuuridel kasutatakse ’simuleeritud 160mutamis” (SA
- simulated annealing). SA simulatsioonides ithendatakse siisteem ndiliselt mingil soovitud
temperatuuril oleva reservuaariga. See lubab siisteemi temperatuuri kas hoida konstantsena
voi tdsta/langetada vastavalt vajadusele. Uks levinumaid meetodeid selle saavutamiseks on

Berendseni meetod.
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Berendseni algoritm lubab siisteemi temperatuuri simulatsiooni kdigus muuta osakeste kiiruste

skaleerimise teel. Skaleerimistegur on [27]

1/2

A T
ar U , (2.28)

2= 1 __fo
+TT T (t—1A1)

kus T on uuritava siisteemi temperatuur, 7j reservuaari temperatuur, Ar simulatsiooni ajasamm
ning 7r termilise sidestuse ajakonstant. Selliselt ldhenetakse eksponentsiaalselt reservuaari

temperatuurile 7y ning 1ihenemise kiiruse méérab ajakonstant 77. [27]
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Peatiikk 3

Simulatsioonide metoodika

Koik AS simulatsioonid tehti kasutades molekulide modelleerimise tarkvara TINKER [28]
versiooni 7.1 ja visualiseerimiseks TINKERI lisa Force Field Explorer. Kasutatud jouvili
oli kergelt modifitseeritud versioon CHARMM?22 jouviljast [29, 30]. MS jaoks kasutati
juhendaja J. M. Linnanto kirjutatud simulatsioonikoodi, mis pShineb Verlet algoritmil kiiruste
ja positsioonide uuendamiseks ning Berendseni meetodil temperatuuri kontrollimiseks. MS
tulemuste visualiseerimiseks kasutati tarkvara PyMOL [31]. Mahukamad AS simulatsioonid

viidi ldbi Tartu Ulikooli arvutusklastris Rocket.

AS siisteeme simuleeriti 500-1000 ps konstantsel temperatuuril. Kuumutamise simulatsioonid
viidi 1dbi mitmes osas, kuna nad olid niivord mahukad. Kuumutamise ajaks oli kokkuvdttes ligi
5 ns. MS siisteeme simuleeriti 200-1000 ps konstantsel temperatuuril 3 K. Kuumutamisel 3-400
K oli simuleerimise ajaks 4-5 ns ning peale kuumutamist, temperatuuril 400 K, simuleeriti

uuesti 200-1000 ps konstantsel temperatuuril. Kdigi simulatsioonide ajasamm oli 1 fs.

3.1 Mudelstruktuur

MS mudelstruktuuriga simulatsiooni loomiseks oli esmalt vaja valida iildistustase ning
arvutada sellele vastavate osakeste jaoks jouvélja parameetrid. LH komplekside alliiksuste
simuleerimisel kasutati kiillaltki lihtsustatud mudelit; iga alliiksus koosnes kahest apoproteiinist
ja kahest BChl-ist. Kuna reaalsed apoproteiinid on keerulisema struktuuriga, nduaks nende
kasutamine palju rohkemate jouvilja parameetrite arvutamist. Selle véltimiseks kasutati
simulatsioonides apoproteiinidena 40 aminohappe pikkuseid proteiine, millest iiks on His ja
ilejddnud alaniinid (Ala) (tédielik struktuur on toodud joonisel 4.3). Selline 1ihenemine on sobiyv,

kuna apoproteiinide koostises on hulk aminohappeid, mis erinevad iiksteisest vaid korvalahela
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vOrra. See annab spiraalse “skeleti,” mida on tdpsustatud joonistel 3.1 ja 3.2. Joonisel 3.1 on

maérgitud MS mudeli jaoks kasutatud osakeste piirid. Eraldi osakestena késitleti ka BChl-e.

Joonis 3.1: Apoproteiinide jaoks kasutatud lihtsustatud struktuur. Erinevate aminohapete koosseisu kuuluvate
aatomite nimedel on erinev arv prime. Korvalahelad R* on erinevad Ala ja His jaoks (vt joonis 3.2). Ellipsid
mirgivad MS simulatsioonis kasutatud osakeste piirjooni. On niha, et erinevatel aminohapetel on sama “’skelett”
ning kdrvalahelad ei mdjuta oluliselt proteiini spiraalsust.

H
OH L son
/ 2 N’
R*=—CH; R*=-HC R* = —CH,—C
3 \ 27> M
CH3 N—C
/ H

Alaniin Treoniin Histidiin

Joonis 3.2: Korvalgruppide R* definitsioon Ala, treoniini (Thr - threonine) ja His jaoks. BChl molekul on His-is
oleva lammastiku aatomiga seotud koordinatsioonisidemega.

Korvalahelate R* orientatsiooni madramiseks kalkuleeriti parameetrid interaktsiooni
CH-R*1-R*2 jaoks. R*1 on proteiiniahelaga seotud osake (Ala jaoks CHj3, Thr CH, His
CH,) ning R*2 iiks jdrgnevatest osakestest (Ala jaoks puudub, Thr CH3, His NH). Kuna

sellised struktuurid on kiillaltki jdigad, piisab iihest parameetrist.

3.2 Jouvilja loomine

Parameetrite arvutamiseks kasutati programmi Gaussian 09 [32], mis utiliseerib muuhulgas
teist jarku Mgller-Plesseti hiiritusteooriat [33] potentsiaalsete energiate arvutamiseks. Gaussian
kalkuleeris energiaid erinevate sideme pikkuste ja nurkade korral ning nende andmepunktide

jargi leiti vastavate interaktsioonide parameetrid (tasakaalulised kaugused ja nurgad ning
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joukonstandid). Joonisel 3.3 on toodud niidistena kahe interaktsiooni sisendstruktuur

Mgller-Plesseti arvutustes.

Joonis 3.3: Modnede interaktsioonide jaoks Mgller-Plesseti arvutustes kasutatud struktuuride illustratsioonid.
Ulejadnud interaktsioonidel oli struktuurid ligikaudu sama ulatusega.

Kuna tegemist on esialgse jouvilja kuvandi loomisega, oldi rohkem huvitatud molekulide
vahelistest interaktsioonidest (BChl-His ja Ala-Ala) kui molekulisisestest (nditeks HN-CH).
Seetdttu kasutati mitme molekulisisese interaktsiooni jaoks samu joukonstante kuid erinevaid
tasakaalulisi kaugusi (vt tdpsemalt osa 4.1). Selline metoodika on osaliselt tingitud ka

parameetrite kalkuleerimise suurest ajakulukusest.

60

40

Potentsiaalne energia, kcal/maol

L= | | ] | ]
2 3 4 3 1 1.3

Osakeste vaheline kaugus, ongstrom

Joonis 3.4: Niide potentsiaalse energia kdveratest. Vasakul on BChl-His vahekaugus ja paremal CO-N"H’. Punased
ruudud on Gaussiani arvutatud andmepunktid ning mustad on sobitatud funktsioonid (funktsioonide kuju vt 4.1).

Joonisel 3.4 on niited 6-12 ja Coulombi (vasak) ning poliinoomiga (parem) interaktsioonide
mudeldamise kohta. Kuna simulatsioonides nii suurtele energiatele, et sidemed katkema
hakkaks, ei ldheneta, ei ole oluline nditeks CO-N'H’ sideme mudeldamisel kattumine
andmepunktidega korgematel energiatel. Kasulikum on mudeldada tasakaalupunkti timbrust

tapsemalt (kuni 10 kcal /mol miinimumist).
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Peatiikk 4

Tulemused ja analiius

4.1 Jouvali

Arvutuste tulemusena valmis jouvili, mille parameetrid on toodud tabelites 4.1 ja 4.2. Tabelis
4.1 toodud interaktsioonid mojutavad osakeste vahelisi kaugusi ning 4.2 nende vahelisi nurki.
Kasutatud meetodi ning mudelstruktuuri tulemusena véhendati osakeste arvu, vOrreldes AS

simulatsioonidega, rohkem kui poole vorra.

Ténu lihtsustatud struktuurile oli ka vajalike parameetrite arv minimaalne. Lisaks kasutati
interaktsiooni NH-CHR™ jaoks samu joukonstante kui CO-NH jaoks (tasakaalulise kaugusega
ro = 1.04 A) ning CHR*-CO jaoks CH-R* jukonstante (ro = 1.54 A).

Coulombi interaktsiooni joukonstant soltub ka keskkonna dielektrilisest ldbitavusest €. See
voeti jouvilja jaoks vordseks iihega (simulatsioon vaakumis). MS osakeste laenguteks
voeti summa nende koostises olevate aatomite laengutest, mis saadi Mgller-Plesseti
kalkulatsioonidest. MS osakeste massideks voeti kdigi nende koostises olevate aatomite

aatommasside summad.

Parameetrite arvutamisel piiiiti sédilitada véimalikult head tdpsust, eriti just tasakaaluasendite
(funktsioonide miinimumide) timber. Sellest tuleneb ka paljude interaktsioonide korge jirk.
Mitteseotud osakeste vaheliste interaktsioonide suhteliselt korge hélve on tingitud funktsioonide
pikkadest sabadest, mis ei pruugi ideaalselt kattuda. Samuti mingib rolli iildistustase; kui
mitut aatomit tdlgendada iihe osakesena, on reaalselt potentsiaalivéljade allikaid rohkem kui
sobituspotentsiaalil. Iga aatom kujutab endast van der Waalsi- ja elektrostaatilise vélja allikat
kuid MS mudelis ldhendatakse nende kdigi viljade summat. Seetottu on ideaalne kattuvus

vilistatud.
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Parameetrite arvutused néitasid, et interaktsioonid tiitipi CH-R* on erinevate aminohapete jaoks
viga sarnased. Parameetrite erinevus Ala ja Thr vahel on kiillaltki vdike ning kuna sellistes
interaktsioonides annavad suurima panuse ldhimas naabruses asuvad aatomid, voib eeldada,
et ka Thr ja His vaheline parameetrite erinevus pole suur. Seetdttu kasutati His jaoks Thr-i
parameetreid. Jouvilja edasiarendamisel on ilmselt tarvilik lisada ka erinevaid aminohappeid.

Kui nende koigi jaoks saab kasutada samu parameetreid, hoiab see kdvasti tooaega kokku.

Interaktsioon Potentsiaali kuju Parameetrite vaartused
a=138-10°b=—-221-10%c=1.15,
€0..0¢ ro = —0.603,d = 1.671, & = 0.158
a=15-10°,b=-2.5-10°,c=1.9,
CO..HN ro=—2.935,d = 0.137, 6 = 0.135
a b 8 4
_ L | a=159-10%b=2.14-10* ¢ =0,
NH..HN (r—ro)>  (r=r0)°" | ry=—0.01,6=0216
C
r—d a=3.46-10%, b =18.26-10% ¢ =4.22,
CO..CHR ro = —2.384,d = 0.607, 6 = 0.312
a=238.06-10%, b =8.98-10% ¢ =0,
CO..NH ro = —0.503, 6 = 0.39
. a=753-10%, b=3.28-10%,¢=5.85-103,
BChl...His ro=—1.938,d = 2.593, 6 = 0.246
- a=7523.42,b=1.01-10%, c = 484.18,
CO-N'H ro = 1.04, & = 0.089
a-(r—ro)*+b-(r—ro0)’ | 4 =7328.98, b= —588.64, c = 601.82,
CH-R*thr
+C.(r_r0)4 I’o: 1.53, 620.028
. a=33891,b=—582.64, c = 533.37,
CH-R7ala ro=1.53, 6 = 0.031

EEIET)

Tabel 4.1: Osakestevahelistest kaugustest sdltuvate interaktsioonide parameetrid. Interaktsiooni nimes
tdhistab keemilist sidet osakeste vahel ning ”..” mitteseotud interaktsiooni. Parameetrite a, b, ¢ ithikud on
ongstrom~"-kcal /mol, kus n vastab antud liikmes oleva osakestevahelise kauguse r astmele. Funktsioonide nihete
ro, d tihikud on ongstrom. Antud parameetritele vastava funktsiooni standardhilve ldhtepunktidest, ¢, on iihikuta
suurus. © on leitud arvestades punkte, mis jadvad vahemikku 10 kcal/mol funktsiooni miinimumist, kuna just see

vahemik on praktikas huvipakkuv.
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Interaktsioon Potentsiaali kuju Parameetrite viirtused

— _ 104 _
C”0O”-NH-CHR* a=0.034,b=—-6.46-107", 6y = 120.54,

c=0.09
_ _ 104 _
OC.CHR*.NH a=0.05b=—4.16-10"%, 6y = 114.24,
c=0.13
. a2 a_ a3 | @=0036,b=—1.18-10"* 6y = 110.94,
R*-CH-NH a-(0—60)>+b-(6—6) 5 —0.127
et s a=0.044,b=—-2.55-10"*, 6y = 109.67,
CH-R*1-R*2 5 —0.087
— _ 104 _
CHR*.CO.N'H’ a=0.06,b=—-3.35-10"%, 6y = 116.22,
o =0.108
R*-CH-NH-CO a-(1+cos(8—60) | a=182.5, 6y = 100.74, ¢ = 0.07

a=—4.41,b=13.71,c=4.42, 6y = 179.12,

CH-NH-C’O”-C’H o —0.12

a-(1+cos(6—6))

CO-CHR*-NH-C"0” | +b-(1+2cos(6—60)) | 4=—572 b=33.54,c=10.59, 6= 182.52,
+c- (143cos(6 —6)) | 0=0.1

N’H’-CO-CHR*-NH a=51.19,b=—44.14, c=1.84, 6, = 180.73,
c=0.23

Tabel 4.2: Osakestevahelistest nurkadest sdltuvate interaktsioonide parameetrid. Esimese interaktsiooni jaoks on
parameetrite a, b ithikud kraad~"-kcal /mol, kus n vastab antud liikmes oleva osakestevahelise nurga 6 astmele.
Teistes interaktsioonides on parameetrite a, b, ¢, iithikuks kcal/mol. Funktsioonide nihete 6y iihikuks on kraad.

4.2 Alaniini oligomeerid

Mudelstruktuuri kontrollimiseks tehti simulatsioone, et uurida kuidas alaniini ahelad

teineteisega interakteeruvad ja kas nad on voimelised moodustama oligomeere.

Nii AS kui ka MS simulatsioonides Ala ahelate vahel tugevaid tdombejoude ei eksisteeri.
Korvuti pandud ahelad (sarnases stiilis kui a- ja B-apoproteiinid LH komplekside alliiksustes)
eemalduvad teineteisest kiiresti, kuid MS juhul suudavad nad madalatel temperatuuridel
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(moned Kelvinid) moodustada seotud siisteemid. Seega on vaja lisakomponente proteiiniahelate

koospiisimiseks.

Lisades AS ja MS simulatsioonides ahelatele BChl-id, moodustusid dimeeri struktuurid, kus
BChl molekulid asusid vastastikku (vt joonis 4.1). Sellest jareldub, et BChl omab mingit rolli
apoproteiinide dimeeride kooshoidmisel, vihemalt antud mudeli jaoks. Moodustunud dimeeri
struktuurid siiski eemaldusid teineteisest, mis sobib kokku teooriaga, et Car on vajalik erinevate

alliiksuste sidumiseks (vt joonis 1.2).

Joonis 4.2: CG simulatsioonis Ala ja BChl-i liitstruktuuride moodustatud dimeer.
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4.3 Bakteriklorofiilli ja histidiini seotus

Selgitamaks katseandmeid (vt joonis 1.5) ning vordlusena MS simulatsioonidele tehti AS
simulatsioon BChl ja His-i seotuse temperatuurisdltuvuse kontrollimiseks. Mudelstruktuur oli

sama, mis osas 3.1 kirjeldatud.

Joonis 4.3: AS mudeli BChl-i ja His-i vahelise sideme temperatuurisdltuvuse simulatsioonide tulemus. Ulal: katse
mudelstruktuur veidi enne iileminekutemperatuuri. All: sama struktuur parast tileminekut.

AS simulatsioonid néditavad BChl-His keskmise vahemaa hiippelist kasvu mingil temperatuuril
1.7 A vorra. Viga tugev temperatuurisdltuvus leiti BChl-i keskse Mg aatomi laengust.
CHARMM?22 jouviljas on Mg aatomi laenguks 1.22 elementaarlaengut, mis annab iilemineku
palju madalamatel temperatuuridel kui eksperimentaalselt nidhtud spektroskoopilised muutused.
Mida korgemaks see laeng sittida, seda korgemal temperatuuril muutus aset leiab. Joonisel
4.5 kujutatud simulatsioonis oli laenguks 1.55, mis tagas iilemineku ligikaudu eksperimendis
nihtud temperatuuril. MS aga simulatsioonidest sellist efekti ei ilmnenud, vaid BChl-His

vahemaa piisis tervel temperatuurivahemikul, 3 K kuni 400 K, sisuliselt konstantsena.

Erinevus AS ja MS mudelite vahel on ilmselt tingitud MS jouvilja ja mudelstruktuuri lihtsusest.
Voib olla, et AS juhul eksisteerib tulenevalt ldhistruktuurist lisatasakaalupunkt, mis on veidi
korgema energiaga, kuid side BChl ja His vahel siiski séilib. Reaalses olukorras on BChl-id

timbritseva struktuuri (apoproteiinid ja korvalolevad alliiksused) ja keskkonna (vee molekulid)
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Joonis 4.4: Mudelstruktuur MS simulatsioonis erinevates temperatuurivahemikes. Ulal: rohelisega on struktuur
alla 100 K ja punasega 100-200 K. All: struktuur temperatuuril ligikaudu 400 K. Sfiariline objekt ahela keskosas
on BChl. Suurematel temperatuuridel apoproteiin moondub veidi (sarnaselt AS juhuga) kuid BChl-His vahemaa
oluliselt ei muutu (vt joonis 4.5).

poolt ilmselt tugevamini histidiiniga seotud.

Jooniselt 3.4 on niha, et Mgller-Plesseti arvutused andsid BChl-His tasakaaluliseks kauguseks
ligikaudu 2.1 A. MS simulatsioonide keskmine kaugus tuli 2.49 A. Erinevus on ilmselt tingitud
MS mudeli puhul veidi keerulisema kauguse midramisega. AS puhul on kaugus lihtsalt kahe

aatomi vahemaa, kuid MS puhul on see pigem osakeste (aatomite kogumite) masskeskmete

Vahemaa, ongstrim

Temperatmr, K

Joonis 4.5: BChl ja His vahelised kaugused AS (vasakul) ja MS (paremal) simulatsioonis. Mustad jooned tihistavad
erinevate alade keskmisi virtusi. Need on 2.3 A ja 4.0 A AS jaoks ning 2.49 A. On niha, et temperatuuril ~
60 °C AS vahemaa suureneb oluliselt, kuid MS juhul on vahemaa sisuliselt konstantne kogu simulatsiooni jooksul.
Esialgne suur kauguse vihenemine MS juhul on algstruktuuri relakseerumine. AS puhul on kauguste fluktuatsioon
oluliselt suurem, mis ilmselt tuleneb suuremast arvust interaktsioonidest.
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vahekaugus. Sellised efektid ei oli siiski suureks probleemiks, kuna MS meetodiga ei ole

olulised niivord selliste suuruste arvviirtused, vaid nende iildised trendid.

Asjaolu, et apoproteiini spiraalstruktuur sdilis koigi simulatsioonide jooksul on
spektroskoopiliste andmetega kooskdlas; nagu nidha jooniselt 1.5, ei toimu apoproteiini
CD spektris kvalitatiivset muutust. Apoproteiini spiraalne kuju temperatuuri tdustes veidi

moondus (vt joonis 4.4 punane) kuid spiraalne struktuur siiski siilis.

AS simulatsioonides ndhtud BChl-His vahelise koordinatsioonisideme kerge ndrgenemine
olla kataliisaatoriks, mis viib terve kompleksi lagunemiseni. Seda toetab ka oligomeeri
simulatsioonidest ilmnenud asjaolu, et BChl omab rolli apoproteiinide sidumisel. Samas pole
katseandmetest teada LH2 lagunemise ulatus, kuna BChl-ide ja apoproteiinide ithendstruktuurid
omavad samasugust neeldumisspektrit kui eraldiseisvad BChl-i molekulid. Lagunemise
pohjustajaks voivad olla ka karotenoidiga (mis teooria kohaselt seob erinevaid alliiksuseid
omavahel) toimuvad muutused. Mudelstruktuuri lihtsuse tottu ei saa kindlaid jareldusi reaalsete
komplekside kditumise kohta teha.
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Esimeste jouvialja parameetrite arvutamine ja
kontrollimine mesoskaalaliseks simulatsiooniks
purpurbakterite antennikompleksidest
Venno Vipp

Kokkuvote

Purpurbakterite fotosiinteesiv siisteem on vOrdlemisi lihtne ja efektiivne. Seetdttu on
nad sobivad objektid fotosiinteesi protsessi uurimiseks. Purpurbakterite LH komplekside
lihtne, monevorra perioodiline ehitus muudab nad ka heaks objektiks MD meetoditega
simuleerimiseks. Samas on neis kompleksides piisavalt suur hulk aatomeid, et julgustada nende

uurimiseks spetsiaalsete MS jouviljade vilja tootamist.

Antud t66 eesmirgiks oli luua esimene osa jouviljast purpurbakterite LH komplekside
MS simuleerimiseks. See koosnes LH komplekside alliiksuste jaoks mudelstruktuuri
loomisest, selle mudeli jaoks parameetrite arvutamisest ning nende parameetrite pohjal tehtud
simulatsioonide vordlusest AS simulatsioonidega. Lisaks prooviti t66 jooksul sooritatud
simulatsioonide abil leida seletus katseandmetele, mis niitasid liigi Rhodobacter sphaeroides

LH2 kompleksi TD spektri temperatuurisdltuvust.

Too tulemusena loodi MS jouvili apoproteiinist ning BChl molekulist koosneva
mudelstruktuuri jaoks. Jouvéljaga sooritatud simulatsioonidel oli nii sarnasusi kui erinevusi AS
simulatsioonidega. Apoproteiini struktuur oli vdga sarnane molema meetodiga simuleerides:
temperatuuri kasvades tekkisid struktuuri kerged moonutused, kuid spiraalne struktuur séilis
alati, mis oli ka kooskdlas eksperimendiga. Erinevuseks oli AS meetodiga temperatuuri
kasvamisel ilmnenud hiippeline muutus BChl-His koordinatsioonisideme pikkuses, mida MS
simulatsioon ei ndidanud. Erinevus on ilmselt tingitud MS mudeli suuremast iildistustasemest.
Ei ole teada kas selline muutus on omane ka reaalsele LH alliiksusele, sest katseandmed selle
kohta infot ei paku. Juhul kui ka reaalne struktuur 1ibib sellise muutuse, voib selline iileminek

seletada Rhodobacter sphaeroides-i LH2 kompleksi eeldatavat lagunemist.

Loodud jouvili vajab kindlasti edasiarendamist - nii olemasolevate tulemuste tipsustamiseks,
kui ka uute tulemusteni joudmiseks. Loppeesmargini joudmiseks, milleks on tervikliku LH
kompleksi struktuuri simuleerimine, on veel palju t66d jddnud. Selle t66 eesmirk, milleks oli

esimese mudeli vilja todtamine, sai aga tdidetud.
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Generating the first set of coarse grain force field
parameters for antenna complexes of purple bacteria
Venno Vipp

Summary

The photosynthetic system of purple bacteria is relatively simple and effective. Because of this,
purple bacteria are suited for studies of the process of photosynthesis. The simple, somewhat
periodic structure of their LH complexes also makes them easier to simulate with MD methods.
Coarse grain force field models are useful in these simulations, because of the high numbers of

atoms in the LH complexes of purple bacteria.

The purpose of this work was to create the first set of force field parameters for coarse grain
simulations of LH complexes. This meant creating a model structure for the subunits of
LH complexes, calculating force field parameters for those model subunits and comparing
the results of these coarse grain simulations with those of atomistic scale simulations. The
simulations carried out during this work were also used to explain the temperature dependency

of the circular dichroism spectrum of Rhodobacter sphaeroides LH2 complexes.

As a result, a force field for a coarse grain system composed of an apoprotein and a
BChl molecule was created. Comparisons of simulations with different scales yielded both
similarities and differences. The structure of the apoprotein was similar in both methods, with
slight deformations forming with rising temperatures, but the overall helical structure remained
intact. A difference was, that atomic scale simulations showed an increase in BChl-His distance
at some temperature. This was not seen with the coarse grain method. Whether such a change in
distance is also seen in a real subunit structure is unknown, because there are no experimental
data offering insight to this. If it does occur in real systems, then this change could be the

catalyst that causes the entire LH2 complex of Rhodobacter sphaeroides to be dissociated.

The created force field definitely needs further work, both to specify current results and to reach
new ones. To reach the end goal, which is to simulate the structure of an entire LH complex,
there is still much work to be done. The goal of this work, which was to generate the first model,

was completed.
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