TARTU ULIKOOL

LOODUS-JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND

FUUSIKA INSTITUUT

Alexandra Lehtmets

EKSITONID CA SISALDAVATES FOTOSUNTEESIVATES

BAKTERITES

MAGISTRITOO (30 EAP)

FUUSIKA ERIALA

Juhendajad:
Margus Ritsep, PhD
Juha Matti Linnanto, PhD

Prof. Arvi Freiberg

TARTU 2023



Eksitonid Ca sisaldavates fotostinteesivates bakterites

Uheks peamiseks globaalse soojenemise piiramise vdimaluseks peetakse kasvuhoonegaaside
vihendamist elektrienergia tootmisel, kus fossiilseid kiituseid nagu maagaas ja kivislisi
asendavad stisinikuvabad energiaallikad nagu Pidike. Péikeseenergia laialdasemaks
rakendamiseks uuritakse praegu innukalt erinevaid tehislikke fotosiinteesi elemente. Need
arendustdod vajavad tdiendavaid fotosiinteesi alusuuringuid, mille hulka kuulub ka kéesolev
to0.

Fotosiinteesivad bakterid kasutavad oma elutegevuseks punasemat valgust kui taimed. Selline
taimedest ,,lile jddva“ energia rakendamine voimaldab oluliselt suurendada Péikese Kkiirgusest
saadava energia kasutamise efektiivsust. Kdige enam punasesse nihkunud spektrit omavad kaks
kaltsiumi ioone sisaldavat purpurbakterit Thiorhodovibrio 970 ja Thermochromatium tepidum.
Neid baktereid antud t66s uuritigi, saamaks paremini aru nende spektrite ekstreemse punanihke

pohjustest ja sellega kaasnevatest bakterite fiilisikaliste omaduste muutustest.

To606 teoreetilises osas simuleeriti Thiorhodovibrio 970 tuumkompleksi neeldumisspektrit,
kasutades erinevaid kvantkeemilisi ja molekulaarse eksitoni mudeleid. Vordlusest moddetud
spektriga selgus vajadus lisaks tavapdrasele Qy elektronseisundite vahelisele resonantsele
eksitoninteraktsioonile arvestada ka tdiendavaid interaktsioone Qy ja Soret elektronseisundite
vahel, mis kuuluvad erinevatele bakterklorofiill a molekulidele. Nende kirjanduses harva
késitletavate vastastikmdjudega saab seletada kuni 35% jdlgitavast Qy eksitoni

neeldumisspektri tdiendavast punanihkest.

T66 katselises osas uuriti kirjanduses levinud vaidet, et kaltsiumit sisaldavate bakterite spektrite
punanihe seostub nende suurema vastupidavusega ddrmuslike temperatuuride suhtes (mis
iihteaegu oluliselt suurendaks nende atraktiivsust tO0stuslike rakenduste seisukohalt).
Kombineerides erinevaid optilise spektroskoopia meetodeid leiti, et ehkki kaltsiumi ioonide
sisaldus suurendab purpurbakterite valgust neelavate valgukomplekside termostabiilsust,

puudub sellel vahetu seos nende optiliste spektrite nihetega.

Marksonad: fotosiintees, optiline spektroskoopia, spektraalsed nihked, kaltsiumit sisaldavad
purpurbakterid, tuumkompleks, tsirkulaarne dikroism, kvantkeemia, molekulaarne eksiton,
tiheduse funktsionaali teooria

CERCS koodid: P230 Aatomi- ja molekulaarfiiiisika; B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia,

viroloogia, miikoloogia; P410 Teoreetiline ja kvantkeemia; P230 Aatomi- ja molekulaarfiiiisika



Excitons in Ca-containing photosynthetic bacteria

One of the main ways to limit global warming is to reduce greenhouse gases in electricity
production, where fossil fuels such as natural gas and coal are replaced by carbon-free energy
sources such as the Sun. Various artificial photosynthetic elements are currently being eagerly
explored for the wider application of solar energy. These developments require additional basic
photosynthesis research, which includes the present work.

Photosynthetic bacteria use redder light than plants for their life activities. This kind of
application of "leftover” energy from plants allows to significantly increase the efficiency of
using energy from the Sun's radiation. Two purple bacteria containing calcium ions,
Thiorhodovibrio 970 and Thermochromatium tepidum, have the most red-shifted spectrum.
These bacteria were studied in this work to better understand the causes of the extreme redshift

of their spectra and the accompanying changes in the physical properties of the bacteria.

In the theoretical part of the work, the absorption spectrum of the Thiorhodovibrio 970 core
complex was simulated using different quantum chemical and molecular exciton models. The
comparison with the measured spectrum revealed the need to consider additional interactions
between Qy and Soret electronic states, which belong to different bacteriochlorophyll a
molecules, in addition to the usual resonant exciton interaction between Qy electronic states.
Up to 35% of the observed additional redshift in the Qy exciton absorption spectrum can be

explained by these interactions, which is rarely discussed in the literature.

In the experimental part of the work, the common claim in the literature, that the red shift of
the spectra of calcium-containing bacteria is associated with their greater resistance to extreme
temperatures (which would at the same time significantly increase their attractiveness from the
point of view of industrial applications), was investigated. By combining different optical
spectroscopy methods, it was found that although the content of calcium ions increases the
thermostability of the light-absorbing protein complexes of purple bacteria, it has no direct

relation to the shifts in their optical spectra.

Keywords: photosynthesis, optical spectroscopy, spectral shifts, Ca-containing bacteria, core
complex, circular dichroism, quantum chemistry, molecular exciton, density functional theory
CERCS codes: P230 Atomic and molecular physics; B230 Microbiology, bacteriology,
virology, mycology; P410 Theoretical chemistry, quantum chemistry; P230 Atomic and
molecular physics
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Kasutatud lithendid

B3LYP — Becke, 3 - parameetri, Lee-Yang-Parri vahetus-korrelatsiooni funktsionaal
(Becke, 3 — parameeter, Lee-Yang-Parr exchange-correlation functional)

BChl — bakterklorofiill a (bacteriochlorophyll a)

Chl - klorofiill (clorophyll)

BPheo — bakterfeofiitiini a (bacteriopheophytin a)

Car — karotenoid (carotenoid)

CCD - laengsidestusseadis (charge coupled device)

CD - tsirkulaarne dikroism (circular dichroism)

DFT — tiheduse funktsionaali teooria (density functional theory)

EDTA — etiileendiamiintetradddikhappe (ethylenediaminetetraacetic acid)

FWHM - tdislaius poolel maksimumil (full width at half maximum)

GS — pohiolek (ground state)

HF — kvantkeemiline Hartree-Focki molekulaarorbitaali meetod (quantum chemical
Hartree-Fock molecular orbital method)

IDF — mittehomogeenne jaotusfunktsioon (inhomogeneous distribution function)

LH1 - valgust neelav kompleks 1 (light-harvesting complex I)

LH2 - valgust neelav kompleks 2 (light-harvesting complex I1)

OD - optiline tihedus (optical density)

Punanihe (batokroomne nihe) — molekuli spektririba nihe pikemale lainepikkusele
(redshift)

Qy — energeetiliselt madalaim singletne ergastatud olek

Qx — energeetiliselt madalaim singletne ergastatud oleku jargmine energeetiline olek
RC — reaktsioonitsenter (reaction center)

Tch. — purpurse vaévlibakteri perekond (Thermochromatium)

Tch. tepidum — Thermochromatium tepidum

TD — ajast soltuv (time-dependant)

TEA — trietiitilamiin (triethylamine)

Trv. — purpurse vaavlibakteri perekond (Thiorhodovibrio)

Trv. 970 — Thiorhodovibrio 970



Sissejuhatus

Ténapdeval on aktuaalseks teemaks globaalse soojenemise pidurdamine. Uheks lahenduseks on
pakutud kivis6e ja maagaasist tulenevate heitgaaside vihendamist atmosféédris, rakendades
elektrienergia tootmises taastuvad energiaallikaid. Taastuvateks energiaallikateks on Piike,
vooluvesi, hoovused, maapduesoojus ja tdousud-mddnad. Antud t60s soovitakse saada samm
ldhemale efektiivseima tehisliku fotosiinteesi elemendi valmistamisele, mis on oletatavalt

tohusam kui praegused meetodid.

Fotosiinteesi kui mehhanismi saab jadkprodukti jargi jagada kaheks — oksiigeenne ja
anokstigeenne fotosiintees. Oksligeenset fotosiinteesi, kus jadkproduktiks on hapnik, viivad 1abi
peamiselt taimed, vetikad ja tslianobakterid. Anoksiigeenset fotosiinteesi viivad ldbi peamiselt
fotostinteetilised bakterid, kes toodavad hapniku asemel teist keemilist elementi nagu niiteks
védvel. Fotosiinteesi mehhanismi energia lilekanne on mdlemal pohimdtteliselt sama. Energia
iilekande alla kuuluvad protsessid nagu footonite neeldumine, ergastusenergia iilekanded ja

esmase laengu eraldumine. [1]

Kéesolevas t60s wuuriti fotosiinteetilisi kaltsiumi iooni sisaldavaid purpurbaktereid,
Thiorhodovibrio 970 (edaspidi Trv. 970) ja Thermochromatium tepidumi (edaspidi Tch.
tepidum), kuna nende tuumkompleksid neelavad bakterklorofiill a (BChl) bakteritest valgust
koige kaugemal punases spektripiirkonnas. Kirjanduses [2] leiti, et vddvelpurpurbakteritel on
vaja kaltsiumi ioone, et tuumkompleks oleks termostabiilsem. Antud t66s uuriti aga kaltsiumi
ioone sisaldavate purpurbakterite termostabiilsuse mdju spektri nihkumisele. Sellega

seonduvad pistitati t66 eesmirgid ja hiipoteesid, mis on toodud jargmises peatiikis.

T606 jaotub neljaks osaks. Esimeses osas Kirjeldatakse purpurbaktereid, uuritavaid baktereid ja
t00s kasutatud eksitonmudelist. Teises o0sas radgitakse ldhemalt arvutuslikest meetoditest ja
neeldumisspektri  simuleerimisest. Kolmandas osas tutvustatakse spektroskoopilist
katsemetoodikat. Teostatud uuringuid ja saadud tulemusi kirjeldatakse ning analiilisitakse t60
neljandas osas. T66 10pus on kokkuvote, kasutatud kirjanduse loetelu ning lisad. Lisad
sisaldavad ruumi puudusel pohiosast vilja jadnud kokkuvotlikke andmeid kuumutatud proovide

spektrite kohta ja fluorestsentsi ergastusspektri modtmise programmi koostamist.



To0 eesmargid ja hiipoteesid

Kéesoleva viitekirja esimene eesmérk tulenes autori 2021. aastal kaitstud bakalaureusetoost [4]
ja selle pohjal avaldatud artiklist [3]. Neis toodes, kus katseliselt uuriti bakteri Trv. 970
neeldumisspektris avalduvat erakordselt suurt punanihet, jareldati, et selle ndhtuse tdendoliseks
pOhjuseks on tugevam interaktsioon ldhinaabruses asuvate pigmentide vahel ehk eksitonefekt.
Antud t60s piilitakse seda hiipoteesi pohjendada, vdorreldes omavahel mdodetud ning

kvantkeemilistel ja eksitonteooria meetodeil arvutatud neeldumisspektreid.

Uurimustoo  teiseks eesmargiks oli  Kirjanduses (nt. [5, 6]) tihti esinenud viite, et
fotosiinteesivates bakterites esinev punanihe ja nende vastupidavus korgemate temperatuuride
suhtes on omavahel seotud, paikapidavuse lihem uurimine. Uldistest printsiipides ldhtudes

tundub meile sellise iiksiithese seose olemasolu vihe tdendoline.



1. Kirjandusiilevaade

1.1 Purpurbakterid ja nende valgust koguvate iiksuste iilesehitus

Purpurbakterid on anaeroobsed fotosiinteetilised organismid, kes neelavad valgust punases
spektripiirkonnas. Nad elutsevad tiikide, jarvede ja jogede koige alumises anaeroobses kihis.
Anaeroobne kiht on veekogude pdhjas olev hapnikuta kiht, kuhu jouab iilemisest aeroobsest
kihist klorofiillide (Chl) ja karotenoidide (Car) poolt filtreeritud valgus. Klorofiillid neelavad
peamiselt sinist (360 — 470 nm) ja punast valgust (620 — 680 nm), seega anaeroobsetesse
kihtidesse jouab sini-roheline (380 — 500 nm), mida neelavad karotenoidid, ja sinine (310 - 420)
ning infrapunase ldhedane valgus (iile 750 nm), mida neelavad bakterklorofiillid. [8]
Bakterklorofiillid on struktuurselt klorofiillidele sarnased, aga neil on tavaliselt vihem siisiniku

aatomite vahel olevaid kaksiksidemeid kui klorofullil.

Uheks anoksiigeenset fotosiinteesi libi viivaks bakteriks on viivelpurpurbakter, kus
jaakproduktiks on vadvel. Vadvelpurpurbakterite fotosiinteesis osalevad mitmed pigmendi-
valgu kompleksid nagu reaktsioonitsenter (RC), sisemine valgusantenn (LH1) ja véline
valgusantenn (LH2) (jn. 1.1). Bakterite RC koosneb peamiselt neljast valgu alliiksusest - kerge
(L), keskmine (M), raske (H) ja tsiitokroom (Cyt). L- ja M-alliikksused on {iksteisega sarnased
ning seotud omavahel pseudo-kahekordse ringsiimmeetriaga. Uksik alliiksus koosneb
jargmistest pigmendi molekulidest — spetsiaalsest paarist (tugev dimeer) ehk kahest BChl
molekulist (Pa, Ps), spetsiaalse paari ldhedal olevatest kahest lisa-BChl molekulist (Ba, Bs), 2
bakterfeofiitiini a molekulist (BPheo) (Ha, Hs) ja 2 kinooni (quinone) molekulist (Qa, Qs) (jn.
1.1).

Bakteriaalsete fotosiinteetiliste antennikomplekside (LH1, LH2) struktuurid on sarnased, kus
pohiline struktuuriiiksus on rdongakujuline multimeeride kompleks. Tiitipiline alliiksus
multimeeri kompleksis koosneb tavaliselt kahest liihikesest peptiidi heterodimeerist (a- ja -

poliipeptiidid), mida omakorda hoiavad koos 2 - 3 bakterklorofiilli ja 1 — 2 karotenoidi molekuli.

Antennikomplekside suurused on liigiti erinev, kus tavaliselt LH1 antenni B875 rdnga
diameeter on umbes 10 nm ja LH2 antenni B800 ring 5 - 6 nm (850 ring on umbes 4,5 nm; jn.
1.1). [2] Naiteks tavalise (ei seo Ca?" ioone) purpurbakteri Rhodospirillum rubrumi LH1 B875
ringi diameeter on umbes 9,5 nm. Tema sisemine valgusantenn koosneb 16 transmembraansest

af-poliipeptiididest, 32 BChl molekulist ja 16 trans-karotenoidist. RC aga koosneb spetsiaalsest



BChl paarist, 2 lisa-BChl molekulist, 2 BPheo molekulist, raua ioonist, 3 ubikonoonist,

rhodokinoonist ja 15-cis-karotenoidist. [9]

B800

Joonis 1.1: Fotostinteetilise iiksuse (RC, LH1, LH2) lihtsustatud pigmentide skeem, kus BChl
molekulid on toodud B875 ja B850 ringis roheliste ja B800 ringis siniste ruutudena. Spetsiaalne
paar Pa, Pe on toodud punaste ruutudena ja spetsiaalse paari lahedal olevaid kahte BChl
molekuli Ba, Bg hallide ruutudena. Karotenoidid on toodud kollaste pulkadena. Numbrid B800,

B850 ja B875 tdhistavad vastavate pigmentide neeldumisspektrite maksimume nanomeetrites.
[10]

Hiidrofoobsetel karotenoididel on oma roll koikides fotosiinteetilistes organismides.
Purpurbakterites on see kui pigmendina ja struktuuri kindlustajana. Karotenoidide pdhiahel
koosneb 40 siisiniku aatomist, millel esineb looduses 9 - 15 konjugeerunud kaksiksidet

(olenevalt liigist). LH2 antennis olevad karotenoidid seovad ka omavahel erinevaid alliiksusi.

Purpurbakterite iiks bakterklorofiilli variantidest on BChl (teine on bakterklorofiill b), kus
molekuli keskses osas on heme tiitipi molekul, mille keskel on magneesiumi aatom. BChl
oligomeeri (kus eksitonid seostuvad) neeldumismaksimum asub elusal bakteril ~ 870 nm juures

ja BChl monomeeril (kus eksitonid ei seostu) ~ 770 nm juures (jn. 1.2). [7, 11]

Kéesolevas uurimustdos uuriti pdhiliselt BChl molekule ja kaltsiumioone sisaldavaid
vadvelpurpurbaktereid Thiorhodovibrio 970 ja Thermochromatium tepidumi. T66s kasutati
nende LH1-RC komplekside kriio-EM (jn. 1.3, [14]) ja rontgendifraktsioonianaliiiisi
struktuuride andmeid (jn. 1.4, [16]).
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Joonis 1.2: Lihtsustatud skeem LH1 moodustumise etappidest koos vastavate spektritega ja legendiga.
Allpool spektritelt on ndha, et monomeeri BChl (B780) neelamismaksimum on ~780 nm, dimeeri BChl
molekul (B820) ~ 820 nm ning multimeerse BChl ringi (B875) ~875 nm juures. [4]

1.2 Thiorhodovibrio 970

Mesofiilsel purpurbakteril Trv. 970 on ainult tuumkompleks, mille isoleeritud kompleksi
neeldumismaksimum (B875) asub 960 nm juures. Tal on teadaolevatest BChl a molekuli
sisaldavatest bakteritest kdige infrapunasem neeldumine. Trv. 970 sisemise valgusantenni
alliiksused moodustavad reaktsioonitsentri iimber {ihtlaselt jaotunud kergelt elliptilise ja suletud
kaksiksilindri (jn. 1.3). LH1 B875 ringi diameeter on 9,5 nm ja koosneb 32 BChl molekulist,
16 op-poliipeptiidist, 16 kaltsiumioonist (LH1 C-alliikksuses) ja 16 trans-karotenoidist.
Reaktsioonitsentris on 4 BChl molekuli, 2 BPheo molekuli, raua ioon, menakinoon, ubikinoon

ja 15-cis-karotenoid. Trans-karotenoid ja 15-cis-karotenoid on struktuuri poolest erinevad (jn.

1.2). [4, 13]
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Joonis 1.3: Trv. 970 tuumkompleksi struktuuri kiilg- (A) ja pealtvaade (B). LH1 a-poliipeptiidid
on rohelised, B-poliipeptiidid on tumesinised ning RC valgu L-alliiksus on tdhistatud violetsena,
M-alamiihik sinisena, C-alamiihik tsiianiidina, H-alamuihik oranzina. BChl kromofoorid on
kujutatud punasega ja Ca?*ioone tihistavad kuldsed kerad. [14]

1.3 Thermochromatium tepidum

Termofiilsel purpurbakteril Tch. tepidumil on LH1-RC ja LH2, kus isoleeritud LH1-RC
kompleksi neeldumismaksimum (B875) asub 915 nm juures. Seega neelab see bakter teisena
valgust infrapunase piirkonna ldhedal teadaolevatest BChl a bakteritest. Purpurbakteri
tuumkompleksi LH1 on suletud elliptilise kujuga (jn. 1.4), mille B875 ringi diameeter on 9,4
nm, ning koosneb 32 BChl molekulist, 16 af-poliipeptiididest, 16 kaltsiumioonidest (LH1
periplasmalisel poolel) ja 16 trans-karotenoididest. Reaktsioonitsenter koosneb 4 BChl
molekulist, 2 BPheo molekulist, raua ioonist, magneesiumi ioonist, menakinoonist,
ubikinoonist ja 15-cis-karotenoidist. [15, 16]

Joonis 1.4: Tch. tepidumi LH1-RC kompleksi struktuuri kiilg- (A) ja pealtvaade (B). LHI1 a-
poliipeptiidid on vérvitud siniseks, B-poliipeptiidid hele-tsiiaansiniseks ja RC valgu allikksused
on vasakul pildil lillad ja paremal pildil hallid. Bakterklorofiillid on rohelised, karotenoidid on
kollased, Ca?* -ioonid on oranzid tipid ja vee molekulid roosad tipid. [16]
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1.4 Valgust koguvate pigment-valgu komplekside fotoergastuste

eksitonmudel

Fotosiinteesi keskmeks on fotosiinteetilises iiksuses olevad pigmendimolekulid, milleks on
peamiselt bakterklorofiillid (fotosiinteetilistes bakterites) ja klorofiillid (taimedes ja vetikates).
Ténu nendele toimub Péikesest tulevate footonite neeldumine, kus peale neeldumist muutuvad
valgust neelavate antennide molekulid elektrooniliselt ergastatuks. Ergastus viiakse edasi
reaktsioonitsentrisse, kus toimub stabiilne esmane laengute eraldamine. Selle tagajérjel tekib

véga redutseeriv anioon ja tugevalt oksiideeruv katioon. [7, 12]

Oletatakse, et on olemas téiuslikult korrastatud agregaatide siisteem, kus on ainult iiks oluline
molekulaarne elektrooniline tileminek pohiolekust (GS) ergastatud olekusse. Seega kehtiks

jargmine hamiltoniaan:

H= YL BB + %Zliviljij (B*:B; + BY;B;), 1)

kus i ja j tahistavad erinevaid molekule, €i on molekuli i elektroonne iileminekuenergia, Jij on i
ja j molekulide vahelise interaktsiooni operaatori maatriksi element ning B; on molekuli i
eksitonide Pauli tekke- ja kaooperaatorid. Tekkeoperaator B; vastab molekuli i iileminekule
ergastatud olekust pdhiolekusse ja kaooperaator BT; iileminekule pdhiolekust ergastatud

olekusse. Eksitoni hamiltoniaani (1) saab iilevaatlikumalt esitada maatrikskujul:

& ]U ]1N
. ]'i & :
(H)NXN = ] ] . ]N—l,N ! (2)
Jvi o Ivn-1 EN

Uleminekuenergiad & (mida sageli nimetatakse molekulide energiateks) ja molekulide
vahelised interaktsioonenergiad Jjj arvutatakse ildiselt vélja kvantkeemiliste meetoditega.
Pigment-valgu komplekside puhul on tegemist keeruliste arvutustega, sest naiteks
iileminekuenergiate arvutustes tuleb arvestada, et pigment asub valgu {imbruses ja see
omakorda limbritsevas fiisioloogilises lahuses, mis kdik mojutavad (nihutavad) pigmendi

ileminekuenergiaid. Sarnased raskused ilmnevad interaktsioonide arvutamisel.

Kahe interakteeruva molekuli puhul on molekulide vahelised mojud vordsed Jij = Jji. Sellisel
juhul arvutatakse kollektiivsete (mdlemat molekuli hdlmavate) ergastuste (eksitonide) energiad

E jargmise valemiga:
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Ei,= %(si + & £ \/(si - gj)z + 4]21']) , 3

Molekulide interaktsioonid Jij lithikestel molekulide vahelistel kaugustel arvutatakse
kvantkeemiliste meetoditega ja suurte kauguste korral (moni Ongstrom) kasutatakse dipool-
dipool interaktsiooni ldhendust

1 [mi-Bj  3(di- Rij) (8- Rij) (4)
3 5 !
4me | R ij R ij

o~ qdip —
]lj~] ij —

E+2 — =

kus fi; on molekuli i efektiivne tilemineku dipoolmomendi vektor ( u,, = = ©°. ), R;; on

kahe dipooli asukoha vektor ja R;; on kahe dipooli vaheline kaugus. [20]
Neeldumisspektri simuleerimisel arvutatakse vaja minevaid neeldumismaksimumide
intensiivsusi jargmise valemiga:

2, = Izl || A - ] ceices ©

kus fi; on molekuli i efektiivne iilemineku dipoolmomendi vektor, ; on molekuli i iilemineku

suuna tthikvektor ja c,; on ergastatud oleku e omavektori i element.
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2. Toos kasutatud arvutuslikud meetodid

2.1 Neeldumisspektrite simuleerimise pohimdtteline skeem

Kaiesoleva to6 teoreetilise osa iiks peaeesmérke oli keskse LH1 valgust koguva pigment-valgu
kompleksi neeldumisspektri simuleerimine, kasutades ja varieerides erinevaid varem
viljatootatud teoreetilisi arvutusmudeleid. Rehkendatud spektri vordlus mdddetud spektriga
lubab mitte iliksnes kvalitatiivset hinnangut spektri olemusele, vaid soodsatel asjaoludel
voimaldab ka kvantitatiivselt hinnata erinevate fiiiisikaliste mehhanismide osatéhtsust spektri

kujunemisel.

LH1 kompleks on tervikuna liiga suur ja keeruline kvantkeemilisteks rehkendusteks. Seega oli
esimeseks iilesandeks siisteemi lihtsustamine arvutuslikult joukohasteks (aga fiiiisikaliselt
pdhjendatud) iiksusteks. Esmalt eeldati, et iiksikute BChl molekulide (monomeeride) spektrite
arvutuste tulemusi saab votta aluseks suurte oligomeeride (nt. B875) spektrite arvutamiseks.
Selle toestamiseks arvutati kdigepealt vilja lihtsaima BChl dimeeri (B875 struktuurne
,chituskivi) ergastatud olekute energiad. Lopuks arvutati dimeeri peal timmitud
parameetritega ja Trv. 970 struktuuri alusel vilja kogu LH1-RC tuumkompleksi

neeldumisspekter (jn. 2.1).

Monomeeri arvutamine Dimeeri arvutamine Trv. 970 LH1-RC arvutamine

v
Monomeeri parameetrid Dimeeri parameetrid Monomeeri parameetrid
= (Tch. tepidumi (Tch. tepidumi (Trv. 970 kriio-EM struktuur);
.% rontgendifraktsioonanaliiiisi rontgendifraktsioonanaliiiisi Eksitonmudel
struktuur); struktuur);
HF/6-31G(d); HF/6-31G(d);
DFT B3LYP/6-31G(d); DFT B3LYP/6-31G(d);
DFT TD-B3LYP/6-31G(d) DFT TD-B3LYP/6-31G(d)
=l
= Olekuenergiate soltuvus Dimeerse makromolekuli ja Eksitoni hamiltoniaan;
el atsetiiiilriihma kahest monomeerist koosneva Joonte homogeenne ja
= torsioonnurgast dimeeri olekute vordlus mittehomogeenne kuju;

Simuleeritud neeldumisspekter

Joonis 2.1: Trv. 970 LH1-RC neeldumisspektri arvutamise pohimotteline skeem. Rehkendatud
neeldumisspektrit vorreldi 16pus moddetud neeldumisspektriga.
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2.2 Kvantkeemilised meetodid (DFT ja TD-DFT)

Kéesolevas to0s kasutati jargnevat Kirjeldatud arvutusmeetodit, kuna selline meetod voiks
artiklite [7, 19, 20] jargi olla hea viis neeldumisspektrite simuleerimiseks. Struktuuri
optimeerimiseks tiheduse funktsiooni teooriat (DFT) koos hiibriidse funktsionaaliga B3LYP/6-
31G(d). Ergastatud olekute energiate leidmiseks rakendati ajast soltuvat tiheduse funktsiooni
teooriat (TD-DFT) koos ajast sdltuva hiibriidse funktsionaaliga TD-B3LYP/6-31G(d). DFT on
kvantmehaaniline modelleerimise meetod, mis voimaldab arvutada aatomite ja molekulide
elektroonilist ja ruumilist struktuuri. Sisteemi omadusi selles teoorias Kkirjeldatakse
funktsionaalide kaudu. B3LYP ehk hiibriidne Becke, 3 - parameetri, Lee-Yang-Parri vahetus-
korrelatsiooni funktsionaal on {iks enim kasutatud DFT meetod molekulaarspektroskoopias,
mis ligikaudu arvestab elektronide vahetus-korrelatsioonienergiaid. [17] DFT arvutuste algsed
struktuurid saadi kasutades kvantkeemilist Hartree-Focki molekulaarorbitaali meetodit (HF/6-
31G(d), jn. 2.1), kus HF meetod arvutab vilja molekulaarsed elektroonilised olekud ja

struktuurid kasutades lainefunktsioone. [18]

Kasutatava funktsionaali nimes olev laiend 6-31G(d) tdhistab polaarse baasiga X-YZG(d)
lainefunktsiooni. X nditab, et iga sisemise kihi (1s orbitaali) Slateri orbitaal on lineaarne
kombinatsioon 6 primitiivsest Gaussi funktsioonist. Y ja Z nditavad, et iga valentskihi Slateri
orbitaal on jagatud sisemiseks ja vilimiseks osaks, kasutades 3 ja 1 primitiivset Gaussi
funktsiooni. Téhis (d) niitab, et algne funktsioon on polariseeritud ehk lubatakse orbitaalidel

muuta suurust, aga mitte kuju.

Molekulide geomeetria ja iileminekuenergiate arvutusteks kasutati Tartu Ulikooli 24
protsessoriga superarvutit Rocket (1 protsessori 24 tunnine tédaeg on vordne 24 protsessori 1
tunnilise todajaga). Uhe protsessori joudlust arvestades oleks kdigi rehkenduste peale (ilma
sunnitud vaheaegadega) kulunud 520 pédeva. Tegelikult kulus paralleelarvutuse voimalust

kasutades tunduvalt vihem aega (umbes 150-200 pdeva).

Andmete to6tluseks ja jooniste tegemiseks kasutati programme Gaussian 16 (Gaussian Inc.) ja

Origin 6.0 (Microcal Software).

2.3 Monomeeri ja dimeeri BChl arvutamine

Bakteriaalse fotosiinteesi tsentraalseteks molekulideks on tsiiklilised tetrapiirroolsed
bakterklorofiillid (BChl). BChl molekulid on peamiselt bakterkloriinid ehk neil on

bakterkloriini makrotsiikliline ring, millel on kaks redutseeritud piirroolitsiiklit (B ja D ringid
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joonisel 2.2) ja ringi keskel magneesiumi aatom, mis on seotud bakteriokloriini N aatomitega.
[12] Arvutuste kdigus lithendati aja kokkuhoiu méttes BChl fiitiitilsaba, kuna on leitud [24, 25,
26], et fitiitilsabal ei ole ileminekuenergiate arvutamisel suurt rolli. Kirjandusest [12] on samuti
teada, et BChI optiliste spektrite asukoht ja kuju (ehk iileminekute suhteline intensiivsus)
soltuvad tema funktsionaalsete gruppide asendist ruumis. Eriti tundlikud on spektrid
pigmendimolekuli 3-atsetiitilrithma torsioonnurga suhtes. LH1 kompleksis on need nurgad

méidratud atsetiililriihma ja timbritseva valgu vahel kujunevate vesiniksidemete poolt.

Joonisel 2.2 on punase kastiga ndidatud 3-atsetiiiilrithma asukoht BChl molekulis ja musta
noolega sellega seotud torsioonnurga vdimalikku muutus makromolekuli tingliku tasapinna
suhtes (negatiivse nurga muutuse suunas). Torsioonnurgaga seoses tuleb arvestada, et kaasa
liiguvad ka metiiilgrupid ja nende prootonid. Vesinikuaatomite positsioonid optimeeriti
B3LYP meetodi abil.

Joonis 2.2: BChl mudelmolekuli MeBChlide-a struktuur, mis on optimeeritud kasutades TD-
CAM-B3LYP/6-31G (d) arvutusmudelit. Punane kast raamib 3-atsetiiiilriihma; nool osundab
muutuvat torsioonnurka O-C-Cp-C, atsetiiiilrithma ja tsiiklilise tetrapiirrooli makromolekuli
tasandi vahel. Tahtedega (A, B, C, D, E) on IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) méargistusskeemi jargi toodud tetrapiirroolide jérjestus. [14]

Joonis 2.3 A kujutab BChl pdhioleku GS ja ergastatud oleku Qy energiate sdltuvust 3-
atsetiiilrihma poordenurgast. Lisaks on joonis 2.3 B ndidatud molekuli geomeetria, mis vastab

kolmele valitud torsioonnurgale: 0, - 40 ja - 90 kraadi. Ndeme, kuidas koos torsioonnurkadega
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muutuvad nii molekuli iileminekuenergiad (vertikaalne erinevus Qy ja GS olekutele vastavate

energiakdverate vahel) kui ka molekuli ruumiline konfiguratsioon. [12]

1500A —— B.Chl. a___
. Y Y =

1000 | _'. .'-_ Qy _-'. .'_ i

500 4 .: '.. ‘.-' '.. i
[ O B Nurk -40°
) ¥ z
@ 1200 lih' .ﬁl B
(] u .. : []
c n []
W 900 . " = ]

600 - .. .'_ GS _'. .. i

3004 _m_ - LW C = ] Nurk -90°

0 el K

0 -5IO -lIOO -1:50 -2I00 -2I50 -3;)0 -3I50
Nurga muut [kraadides] ik

-~

Joonis 2.3: (A) Pohioleku (GS) ja ergastatud oleku (Qy) energiate sdltuvus torsioonnurgast.
Horisontaalse katkendjoon GS paneelil tdhistab keskmist soojusenergiat toatemperatuuril (ke T
~201,6 cm™). Tulemused on saadud kasutades TD-B3LYP/6-31G (d) arvutusmudelit. [7, 19]
Parempoolsel joonisel (B) on nididatud MeBChlide-a struktuur kolme torsioonnurga véaartuse
juures: 0, - 40 ja - 90 kraadi iilevalt alla lugedes. Ruudu sees olev punane pulk tdhistab O
(hapniku) aatomit. Paneelil A olevad kolm vérvilist kaksiknoolt tdhistavad Qy ja GS seisundite
vahelisi lileminekuenergiaid, mis vastavad valitud torsioonnurgad 0, - 40 ja - 90 kraadi.

Katseliselt saadud rontgen- ja kriio-EM struktuuridest [14, 16] on néha, et erinevate LHI

kompleksidel on tdiesti erinevad BChl atsetiitilriihma torsioonnurgad.

Joonisel 2.4 on ndidatud molekulide jaotusi atsetiiiilrithma torsioonnurga jirgi, mis on saadud
Trv. 970 (A) ja Rhodospirillum rubrumi (B) LH1 kompleksi kriio-EM struktuurist. Kuna kriio-
EM struktuuride saamiseks kiillmutatakse proove véga kiiresti, siis vdib juhtuda, et mdoned
atsetiiiilrihma torsioonnurgad vodivad paremini esindada korgemat energiastruktuuri, mitte
tingimata minimaalset energiastruktuuri. Rhodospirillum rubrumi LH1 B875 ringi

neeldumisriba maksimum asub 880 nm juures, samas Trv. 970 oma asub 960 nm juures.
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Trv. 970 Rhodospirillum rubrum

8
A B
8_
6-
> N
@®© 6 -
S 4 S N
= N
= 41
S \ SN §
S 2] 5]
S NN NN
0 § T T T T T T @ 0 § T T T T

16 12 -8 -4 0 4 8 12 16 18 12 -6 0 6 12 18
AtsetullrGhma torsioonnurk [kraadides]  Atsetiitilriihma torsioonnurk [kraadides]

Joonis 2.4: Trv. 970 (A) ja Rhodospirillum rubrumi (B) LH1 pigment-valgu kriio-EM
struktuuris leiduva 32 BChl molekuli jaotus astetiililriihma torsioonnurga jargi. Andmed on
saadud vastavalt artiklitest [14] ja [9]. Ndeme, et Trv. 970-1 suurem osa molekule mahuvad
viaikese = 6 kraadi tasandist irduva nurga jargi, samas kui Rhodospirillum rubrumi
jaotusfunktsioonis eristub selgelt kaks erinevate nurkadega molekulide gruppi.

Jooniselt 2.4 A on niidatud Trv. 970 molekulide pShipopulatsioon, mis on peamiselt O ja - 2
kraadi vahel. Joonisel 2.4 B on ndha, et Rhodospirillum rubrumi molekulidel on kaks
pShipopulatsioonide atsetiiiilriihma torsioonnurkade vahemikku, kus iiks on 2 ja - 2 kraadi vahel
ning teine - 10 ja - 20 kraadi vahel. Histogrammil olevat teavet (jn. 2.4 A) kasutati Trv. 970
tuumkompleksi Qy itileminekudipoolide ja iileminekuenergiate mittehomogeensete jaotuste

genereerimiseks.

Artiklis [7] oletati, et LH1 neeldumisriba asukoht voib olulisel méadral soltuda atsetiiiilriihma
torsioonnurgast. Selle oletuse paikapidavust kontrolliti vidikese dimeerse subiihiku peal,
kasutades Tch. tepidumi rontgenstruktuuri [16] ja TD-B3LYP meetodit. Arvutuste kdigus
muudeti atsetiililriihma torsioonnurki ja fikseeriti kdik aatomid, vélja arvatud vesiniku aatomid
ja ringi A metiitlrihm (jn. 2.2), antud struktuuri koordinaatidega. Paralleelselt rehkendati
dimeeri alumiste energiaiileminekute (mis vastavad monomeri Qy energialileminekule)

16henemist eksitonmudeli jargi (jn. 2.5).
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Joonis 2.5: (A) Tch. tepidumi LH1-RC BChl dimeeri rontgenstruktuur [16], kus rohelise
noolega on ndidatud Qy iileminekudipooli suunda, ja (B) monomeeride {ihinemisest dimeeriks
tulenev energiatasemete jagunemine, kus dimeeri molekulide interaktsioon on antud joonisel
Kui Ji2. [21]

Kui saadud kahest monomeerist koosneva dimeeri tulemused kattuvad piisavalt héasti
kvantkeemiliselt rehkendatud dimeeri tulemustega, siis oleks vdib-olla vdimalik seda

lihtsustatud lahenemist rakendada suurte oligomeersete siisteemide rehkendamiseks.

2.4 Trv. 970 LH1-RC neeldumisspektri arvutamine

Parima lahutuse huvides simuleeriti artiklis [3] madalal temperatuuril moddetud
neeldumisspektrit. Arvutuste aluseks voeti BChl, BPheo ja karotenoidide molekulide asukohad
ning orientatsioonid. Lisaks vdeti arvesse BChl molekulide konformatsioonilised parameetrid.
Andmed saadi Trv. 970 kriio-EM struktuurist [14], mille lahutusvoime on 0,282 nm. Lisaks
loeti BChl ja BPheo iileminekudipoolmomentide vektorite suundadeks N(A) — N(C) (Qy ja
Soret y) ning N(B) — N(D) (Qx ja Soret x; jn. 2.2). Karotenoididel vdeti

tileminekudipoolmomendi vektori suunaks karotenoidide pikaks venitatud skelett.

Tuumkompleksi pigmentide vahelist eksitoni interaktsiooni arvutati nii kvantkeemilistel
meetoditel kui dipool-dipool ldhendusega (4). Eksitoni interaktsioonienergiate esialgseks
hindamiseks kasutati dimeerse supermolekuli Qy iileminekuenergiate vahet. Kuna
eksitoninteraktsioonid BChl erinevate ergastatud olekute vahel, eriti Qy - Soret olekute vahel,
voivad samuti mdjutada tuumkompleksi iileminekuenergiaid. [21, 22] Seega arvestati
eksitonmudelis nii madalaimat (Qy) kui ka teist (Qx), kolmandat, neljandat ja viiendat BChl
singletset ergastatud olekut. Arvesse voeti ka BPheo viis singletset ergastatud olekut. BChl ja

BPheo iileminekuenergiate hindamiseks kasutati lineaarset regressiooni arvutatud TD-B3LYP
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ning eksperimentaalselt saadud molekulide {ileminekuenergiate vahel (tabel 4.1
iileminekuenergia vaartused). [7] Karotenoidide puhul rehkendati vaid kdige madalamat
optiliselt lubatud ergastatud olekut Sy, kuid selle juures arvestati tugevat interaktsiooni nelja
molekulisisese vOonkumisega. Neeldumisspektris tekitavad need vibroonsed tileminekud
karotenoidide elektroonsetele spektritele iseloomulikud kolm riba. Karotenoidide S, olekute
iileminekuenergiad ja iileminekudipoolide suurusjargud saadi hinnanguliselt LH1 katselisest
neeldumisspektrist. Ilma Sz olekut arvestamata annavad kvantkeemilised rehkendused oluliselt

vale tulemuse. [20]

Eksitoni hamiltoniaani maatriks (2) koosnes 258 reast ja 258 veerust, mis parinevad 36 BChl
(LH1-RC) molekulist, 17 karotenoidi (LH1-RC) molekulist ja 2 BPheo (RC) molekulist. Iga
BChl ja BPheo molekuli puhul on arvestatud 5 olekuga (Qy, Qx ja 3 Soret (x ja y
polarisatsiooniga) olekut), mis kokku annab (36 + 2) x 5 = 190 olekut. Karotenoididel on
arvestatud 4 vibroonse iileminekuga, mis lisab veel 17 X 4 = 68 olekut. Kokku siis 258 olekut.
Sellise suurusega eksitoni hamiltoniaani maatriksit (2) diagonaliseerides leiti 258 eksitoni
omavédirtust (antud molekulaarse siisteemi kollektiivset tileminekuenergiat), aga ka 258 neile
vastavat oleku lainefunktsiooni ning iilemineku dipoolmomenti véirtust kui orientatsiooni.

Viimased on vajalikud spektrijoonte intensiivsuse arvutamiseks valemi (5) jargi.

Diagonaliseerimise tulemuseks on eksitonide nn. joonspekter, mis vastab iihele kindlale
molekulide konfiguratsioonile. Tegelikult omavad ka temperatuuril OK juures moddetud
spektrijooned 16plikku laiust ja kindlat, keerulist kuju. [3] Siin on arvutuste lihtsustamise
huvides koikidele spektrijoontele rakendatud tihesugust homogeenset Gaussi joonekuju, mille

laius poolel kdrgusel (FWHM) on 220 cm™,

Tegelikus Kkatses, kus lahuse kontsentratsiooniks on ¢ = 5,43 x 10° M ja mdddetava objekti
ruumalaks on V = 1 x 10 L, mdddetakse iiheaegselt ~ 3,26 x 10'° LH1-RC kompleksi spektrit.
Igaliks neist kompleksidest asub veidi erinevas keskkonnas, mis omakorda muutub
(fluktueerib) ajas. Seepdrast tuleb reaalsete spektrite simuleerimisel arvestada komplekside
spektrite nn. mittehomogeense laienemisega. Artiklis [3] leiti, et Trv. 970 tuumkompleksi kdige
madalama energiaga Qy eksitoni energia temperatuuril 4.5K jaotub Gaussi kujuga
mittehomogeensesse jaotusfunktsiooni (IDF) jirgi tiislaiusega FWHM 88 + 12 cm™. Antud
t00s genereeriti iga spektri arvutamiseks vihemalt 1000 erinevat molekulide konfiguratsiooni,

et saada katsega vorreldavaid tulemusi. Detailsemalt kirjeldatakse seda peatiikis 4.
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3. Katsemetoodika
3.1 Proovi ettevalmistamine

Katseobjektidena kasutati Trv. 970 ja Tch. tepidumi isoleeritud LH1-RC proove, mis olid
kasvatatud ja rakkudest eraldatud professor Wang-Otomo laboris (Ibaraki University, Jaapan)

[13]. Enne kasutamist sailitati kontsentreeritud proove siigavkiilmikus temperatuuril -78 °C.

Spektroskoopilisteks mdotmisteks lahjendati proove spetsiifilise lahusega, mis sisaldas 20 mM
Tris-HCI puhvrit (pH 7,5), lisaks 0,05% n-dodetsiiiil-B-D-maltopiiranosiid (DDM) detergenti
tuumkomplekside agregatsiooni viltimiseks ja 50-100 mM CaCl; stabiilse kiillastunud Ca?*
taseme sdilitamiseks. Sobiva kontsentratsiooniga Tris-HCI puhvri, DDM detergendi ja CaCl;

lahused valmistati vastavatest kontsentreeritud lahustest, lisades sinna iilipuhast mQ vett.

Uuriti ka Ca?* vaba Trv. 970 proovi, millele lisati kaltsiumi ioonide eemaldamiseks 5-10 mM

etlileendiamiintetradédikhapet (EDTA). Proovi inkubeeriti mitu tundi enne mdotmist.

3.2 Aparatuur

Neeldumisspektrite modtmiseks kasutati Cary 60 UV-Vis spektromeetrit (Agilent) koos
temperatuuri  kontrolliva rakuga (Quantum Northwest). Proovide temperatuure muudeti
vahemikus 20 — 85 °C kiirusega 1 — 2 °C/min, kus temperatuuri mddramatus oli £ 0,2 °C. Spektri
modtmisaeg iihel kindlal temperatuuril oli keskmiselt 2 minutit. Neeldumisspektrite

mdootmiseks kasutati 10 mm kvartskiivette (Hellma Analytics), kus proovi kogus oli 1-2 mL.

Kiirgusspektrite mdotmiseks kasutati 0,3 m fookuskaugusega spektrograafi Shamrock SR-303i
ja termoelektriliselt jahutatavat CCD kaamerat DV420A-OE (mdlemad Andor Techology).
Spektrograafi modtepiirkond 150 j/mm vorega oli 550-1128 nm ja sisendpilu laius 50 pm.
Fluorestsentsi ergastamiseks kasutati 407 nm dioodlaserit voimsusega 2 mW. Ergastava
lainepikkuse draldikamiseks oli spektrograafi sisendpilu ees filter OC-14, mis laseb 14bi valgust
spektraalvahemikus 560-3000 nm. Madodetud spektreid korrigeeriti vastavalt aparatuuri

spektraalsele tundlikkusele.

Fluorestsentsi ja ergastusspektrite modtmiseks kasutati valgusallikana Chirascan Plus (Applied
Photophysics) spektrofotomeetris olevat Xe-lampi ning signaali registreerimiseks Kymera
193i-B1 spektromeetrit (Andor Tehnology) koos CCD kaameraga DV420A-OE. Ergastava
valguse intensiivsust sOltuvalt lainepikkusest mdddeti voimsusmeetriga mudel 1830-R

(Newport), katseseadme optiline skeem on kujutatud joonisel 3.1.
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Fluorestsentsispektrite saamiseks skaneeriti ergastava Xe-lambi valgust 1dbi Chirascani
spektromeetri spektraalse lahutusega 4 nm ja sammuga 2 nm. Igal lainepikkusel registreeriti
vastav fluorestsentsispekter Kymera spektromeetriga. Kymera ees paiknes filter TL 650
(Idbilaskvus alates 650 nm) ja sisendpilu 200 um, mis tagas 4 nm spektraalse lahutuse.
Titipiline modteaeg soltuvalt signaali tugevusest oli 1 kuni 4 sekundit. Registreeritud
kiirgusspektrite kogumit toddeldi omatehtud ergastusspektrite esitlemise programmiga (Lisa
2), mis voimaldas sujuvalt valida ergastusspektri parameetreid ehk registreerimise spektraalset

asukohta ja laiust.

Tsirkulaarse dikroismi (CD) spektrite saamiseks kasutati Chirascan Plus spektrofotomeetrit
selle tavaparases mootereziimis. CD spektromeetri spektraalne lahutus on valitav vahemikus
0,5 — 4 mm ja maksimaalne modGtepiirkond 180 —1100 nm. Selles paiknev termostabiliseeritud
proovihoidja vdimaldab muuta temperatuuri sujuvalt 10 — 90°C ulatuses ning hoidjasse saab
paigutada 0,1 — 10 mm teepikkusega kiivettisid. Tuumkomplekside CD spektrite mdotmiseks
kasutati 0,1 ja 2 mm kvartskiivette. Tapsema tulemuse saamiseks lahutati mdddetud CD

spektrist maha eelnevalt samas kiivetis méddetud puhvri CD spekter.

Andmete to6tluseks ja jooniste tegemiseks kasutati programme Origin 6.0 (Microcal Software)

ja fluorestsentsi ergastusspektrite esitlemise programmi (Lisa 2).
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Joonis 3.1 Fluorestsentsispektrite mootmiste katseskeem. M1 on koondav peegel; S1 kuni S3
on pilud; L1 ja L2 on lddtsed; M2 kuni M5 on peeglid; P1 ja P2 on prismad ning PEM on
fotoelastne modulaator.
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4. 'Too tulemused ja nende analiitis

4.1 Trv. 970 simuleeritud neeldumisspekter ja selle analiiiis

Kéesoleva t60 teoreetilise osa hiipoteesi tdestamiseks kasutati Tch. tepidumi BChl dimeeri
rontgenstruktuuri andmeid, kuna sellel on katseobjektidest parima lahutusvéimega struktuur, ja
TD-DFT poolt arvutatud dimeeri andmeid vordlemiseks eksitonldhendusega saadud
monomeeride parameetritest saadud dimeeri andmetega. Andmete all moeldakse
tileminekudipoolimomendi suurusjarke ja tileminekuenergiad, mis sdltuvad atsetiiiilrithma
torsioonnurgast. Valitud atsetiililriihma, mille torsioonnurka muudeti, on néha joonistel 4.1 ja
4.2. Kuna jooniselt 4.2 ndeb, et hiipotees peab paika, siis Trv. 970 tuumkompleksi
neeldumisspektri simuleerimiseks kasutati tema monomeeri parameetritega eksitonmudelit, kus

atsetiililriihma torsioonnurga andmed saadi kriio-EM struktuurist. [14]

Joonisel 4.1 kujutatakse BChl monomeeri Qy iileminekuenergia (mis valemis (3) vastab
suurusele €; A) ja tilemineku dipoolmomendi (mis valemis (4) vastab suurusele u; B) muutust
sOltuvalt atsetiiiilriihma torsioonnurgast. Positiivsete nurga védrtuste korral muutuvad suurused
0 kraadi suhtes peegelpildis. Ndeme, et nurga suurenedes ilileminekuenergia kasvab, ehk vastav
spektrijoon nihkub ndhtava spektri sinise otsa suunas. Samas kui dipoolmoment kahaneb, siis

toimub vastava spektrijoone noérgenemine.
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Joonis 4.1: BChl monomeeri Qy tileminekuenergia muutus moddetuna lainearvude tihikutes (A)
ja vastava iilemineku dipoolmomendi protsentuaalne muutus 0-kraadise nurgale vastava
dipoolmomendi véartuse suhtes (B) soltuvalt atsetiiiilrithma torsioonnurgast makromolekuli
tasandi suhtes. Tulemused on saadud kasutades TD-B3LYP/6-31G (d) arvutusmudelit.

Seda protseduuri Kirjeldati lihtsaima oligomeeri ehk dimeeri eksitonenergiate (valemis (3)

tahistatud kui E; ja E») arvutamise kaudu, kasutades TD-DFT meetodit. Jargides valemeid (3)
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ja (4), tuleb kdigepealt vilja arvutada kahe molekuli interaktsioonienergiad Ji2 erinevatel
Selleks

iileminekudipoolmomentide véirtused (jn. 4.1 B) etteantud torsioonnurkadel arvutati vilja

atsetiiilrihma  torsioonnurkadel iihes ja/vdoi teises molekulis. vajalikud
kvantkeemistel meetoditel ning nende omavaheline ruumiline torsioonnurk aga vdeti
kirjanduses avaldatud Tch. tepidumi LH1-RC rontgenstruktuurist (lihtsalt selleks, et tootada

realistliku BChl dimeeri mudeliga).

Kasutades TD-B3LYP meetodit, saadi algne informatsioon eksitonenergiadest E1 (Qy(1)) ja E2
(Qy(2)). Nende energiate vahe vordub kahekordse interaktsiooni energiaga |E1 — E, | =
2 |J12 |. Saadud eksitonenergia ja atsetiiiilriihma torsioonnurkade andmetega saadi infot
tileminekuenergiate ja {ileminekudipoolmomentide kohta atsetiiiilrithma (torsioonnurga)

funktsioonist (valem (3)).

Joonisel 4.2 A on ndidatud mitme erineva atsetiiiilriihma orientatsiooniga BChl
dimeerkompleksi TD-B3LYP arvutatud energia erinevus kahe madalaima singletse ergastatud
oleku (Qy(1) ja Qy(2)) vahel. Joonisel 4.3 B on néidatud neid energiaid protsentide minimaalse

vaartuse suhtes. Lisaks on esitatud oranzide tdhtedena monomeerist pohinevad arvutuste

tulemused.
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Joonis 4.2: TD-B3LYP mudeliga arvutatud BChl dimeeri kahe madalaima singletse ergastatud
olekute (Qy(1), Qy(2)) energiate vahe soltuvus esimese molekuli atsetiiiilriihma torsioonnurgast
teise molekuli atsetiiiilriithma kolme fikseeritud (0, -2 ja -40 kraadi) nurga puhul. Andmed
paneelil (A) on esitatud energia iihikutes ja paneelil (B) protsentides minimaalse véértuse
suhtes. Vordluseks on paneelil (B) esitatud monomeerist pohinevate arvutuste tulemused, mis
pOhiosas kattuvad TD-B3LYP saadud andmetega.

Joonisel 4.3 on niidatud eksitoninteraktsiooni energia sdltuvust atsetiililrihma funktsioonist.
Interaktsioonienergia on kooskdlas monomeeri Qy dipooli sdltuvusega atsetiiiilrithma

torsioonnurga poordest. Kuna suudeti saada TD-DFT arvutatud dimeeri tulemusi lihtsa
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monomeeri parameetrite abil (iiksikul monomeeril vaakumis ei ole monomeeri iimber
taiendavaid BChl molekule), siis naabermolekulil ei ole Soret voi korgemaid ergastatud olekuid
ega ka molekulide vahelisi laenguiilekande olekuid, mis oleks andnud midagi juurde. Joonisel
4.2 B on niha, et on vdimalik saada dimeeri tulemusi ainult monomeeri parameetritega, siis
peab selles dimeeri siisteemis domineerima monomeeri iseloom (Qy iileminekudipool) voi
interaktsioonid Qy ja korgemate ergastatud olekute ning laenguiilekande olekute vahel peaksid

tekitama monomeeri parameetritega sarnase soltuvuse.

-12 - ]

-16

60 -50 -40 -30 -20 -10 O
Atsetudlrihma torsioonnurk [kraadides]

Joonis 4.3: BChl dimeeri Qy eksitoninteraktsiooni energia tugevuse protsentuaalne muutus
moddetuna 0-kraadise nurgale vastava eksitoninteraktsiooni energia soltuvalt atsetiililrithma
torsioonnurgast makromolekuli tasandi suhtes. Tulemused on saadud kasutades TD-B3LYP/6-
31G (d) kahe nivoolist eksitoni arvutusmudelit.

Kui vorrelda jooniseid 4.2 B ja 4.3, siis on ndha, et dimeeri madalaima ja korgeima Qy oleku
energia erinevus suureneb, kui vddndenurk muutub - 20 kuni - 60 kraadi, ja eksitonide
interaktsiooni energia vdheneb. Seda pohjustab monomeeri iileminekuenergia erinevuse

suurenemine, mis on ndidatud joonisel 4.1 A.

T66 teoreetilise osa iiks pdhikiisimusi oli jargmine — kas LH1 dimeeri sub-iihiku
tileminekuenergiad on piisava tipsusega arvutatavad, kui kasutada BChl monomeeride
tileminekuenergiate ja {ilemineku dipoolmomentide arvutamiseks TD-DFT meetodit, aga BChl
molekulide vahelise interaktsiooni arvutamiseks lihtsustatud eksitonmudelit. Uks moodus selle
toestamiseks oli uurida, et kas monomeeri andmed suudavad adekvaatselt seletada dimeeri
eksitonlohenemist (jn. 2.4), kui ainukeseks muutujaks muutujaks on atsetiililrithma

torsioonnurk. Kuna dnnestus ndidata, et see eeldus peab piisava tdpsusega paika (jn. 4.3 B), siiS
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jargnevalt rakendasime sama ldhendust Trv. 970 LH1-RC tidiskompleksi neeldumisspektrite
arvutamisel. Alusinformatsioonina kasutati simuleerimisel Trv. 970 kriio-EM struktuuri
andmeid [14] (millest saadi jn. 2.4 A ndidatud histogramm) ning kvantkeemilistel meetoditel
rehkendatud monomeersete molekulide {ileminekuenergiad ja iileminekudipoolmomente, mis

on toodud tabelis 4.1.

Tabel 4.1: LH1-RC koostises olevate monomeersete molekulide tilemineku dipoolmomentide
vaartus Debye tihikutes ja spektraalsed asukohad nanomeetrites. (LH1 BChl puhul kajastavad
toodud andmed vaid molekule torsioonnurgaga O ja -2 kraadi.)

Spektririba tihis Uleminekudipoolmoment [D] | Riba asukoht [nm]
LH1 BChl Qy 6,14 805
RC BChl Qy 6,14 (spetsiaalne paar) 800 (spetsiaalne paar)
6,14 (lisa-BChl) 793 (lisa-BChl)
RC BPheo Qy 6,14 761
LH1 BChl Qx 2,1 599
RC BPheo Qx 2,1 540
LH1 Car. 4,9 529
5,8 493
51 461
4,2 450
Soret 3,6 (Soret x) 395
9,6 (Soret x) 373
10,7 (Soret y) 357
RC BPheo Soret 3,6 (Soret x) 400
9,6 (Soret x) 375
10,7 (Soret y) 370

Kuna tikski kvantkeemiline meetod ei ole siiani voimeline lileminekuenergiaid paris tipselt ette
ennustama, siis peab neid viirtusi kuidagi kalibreerima. Kdige parem on seda teha katseliste
andmete jéargi. Néiteks LH1 BChl Qy iilemineku spektraalse asukoha mairamise puhul votsime
meie aluseks LH1 kompleksi lagunemise monomeerse jadkprodukti (mis jn. 1.2 on tdhistatud

kui B780) spektri asukoha madalal temperatuuril.
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Lahinaabruses asuvate BChl molekulide vahelist interaktsiooni B875 ringis ja RC spetsiaalses
paaris arvutati TD-B3LYP meetodil. Uksteisest kaugemal asuvate BChl vaheliste seoste
energiad arvutati dipool-dipool ldhenduses (4). Suurimad interaktsioonienergiad B875 ringi

1

molekulide vahel on suurusjirgus 570 cm™, sarnaselt joonisel 4.2 ndidatud dimeeri

seoseenergiaga.

Tuletame meelde, et selles t66s huvitab meid eelkdige Qy eksitonriba suure punanihke olemus,
aga ka selle riba 10henemine kaheks (madala ja korge energiaga) komponendiks. Erinevate
interaktsioonide moju nendele parameetritele saab edukalt uurida, nullides erinevaid
mittediagonaalliikmeid eksitoni hamiltoniaanis (2). Joonis 4.4 illustreerib seda osa antud todst,
kus uuriti LH1 BChl erinevate elektronseisundite (Qy, Qx, Soret) mdju Qy eksitonriba nihkele
(ja 1dhenemisele). Jooniselt on ndha Qy - Soret olekute vahelise interaktsioonide suur moju nii
Qy eksitonriba nihkumisele kui ka tema 16henemisele. lIma selle interaktsioonidega on energia
erinevus korgeima ja madalaima Qy ergastatud oleku vahel umbes 35% véiksem kui koos Qy-

Soret interaktsioonide arvutustest saadud virtus (~ 900 cm™).

(T LHL Q,- Soret interaktsioonita
(I LHL Qy- Soret interaktsioonigal|[]]
. Qy
- Y /
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Lainepikkus [nm]

Joonis 4.4: Trv. 970 LHI eksitoni joonspekterid, mis arvestavad (mustad tulbad) voi ei arvesta
(punased tulbad) interaktsioone Qy-Soret olekute vahel. Sinine kaksiknool tdahistab madalama
energiaga Qy riba nihet, punased ja mustad kaksinooled aga vastavate Qy spektrite 1dhenemist.

Tuumkompleksi struktuurist [14] oli ndha, et BChl molekulidel pole valgu keskkonnas eriti
ruumi vabaks litkumiseks. Seeparast eeldati arvutustes, et pigmendi asukohad voivad muutuda

mitte enam kui + 0,05 nm ja torsioonnurgad + 5 kraadi. Seega saavad vastavalt joonisele 4.1
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monomeeride dipoolmomentide vadrtused muutuda vahemikus = 1 % ja iileminekuenergiate
FWHM vahemikus = 100 cm™ (Qy, Qx). Karotenoidide ja Soret piirkonna iileminekute jaoks
tuli katsega parema kokkumineku huvides kasutada suuremat FWHM viartuste variatsiooni

vahemikus + 400 cm™, nagu on niidatud joonisel 4.5
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Joonis 4.5: Trv. 970 LH1-RC 4.5K juures mdodetud (must joon, [3]) ja kdesolevas to0s
simuleeritud madalatemperatuurne (punane joon) neeldumisspekter koos vastavate
neeldumisribade interpretatsiooniga. Sinise kaksiknoolega ja Kkriipsudega on ndidatud
eksitonldhenemine, kus iilemine piir on 770,6 nm ja alumine 1002,8 nm. [3]

Arvestades koiki mudelis tehtud lihtsustusi, demonstreerib joonis 4.5 iillatavalt head kooskdla
simuleeritud ja katselise spektri vahel. Oluline lahknevus ilmneb vaid Soret piirkonnas (< 400
nm), kus mudel on arvestanud ilmselt liiga vdikese arvu olekutega. Seevastu on karotenoidide
spektri asukohad ja ribade intensiivsuse jaotus iisna hésti vilja tulnud.

Ainult rehkendatud LH1 Qy eksitonide pohiriba saba 930 nm kandis on katselisest oluliselt
norgem. Selle esmaseks pohjuseks voib pidada elektronide ja tuumade vahelise interaktsiooni
ignoreerimist antud arvutustes. Nende interaktsioonide olemasolu on ilmne meie varasematest
katsetest [3], kuid nende korrektne iithitamine eksitonspektrite rehkendamisega jaib tuleviku
ilesandeks. Nagu ka eksitonide interaktsioon tdendoliste laenguiilekande olekutega LHI1

dimeeride sub-tihikutes.
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4.2 Termostabiilsuse uurimuse katsete tulemused

Joonisel 4.6 on esitatud Trv. 970 ja Tch. tepidumi neeldumis- ja kiirgusspektrid varsketes ja
kuni 80°C (Trv. 970) voi 85°C (Tch. tepidum) kuumutatud ja seejérel alla jahutatud proovides.
Selgituseks on juurde maérgitud peamiste neeldumisribade péritolud. Intensiivsed
neeldumisribad asukohaga 960 nm Trv. 970-s ja 915 nm Tch. tepidumis vastavad
tuumkompleksi LH1 iiksuse neeldumisele, mida nimetatakse tihti lintsalt Qy ribadeks, et
rohutada seost singletsete elektronsiiretele individuaalsetes BChl molekulides. Suhteliselt
ndrgad neeldumisribad 760-800 nm piirkonnas on seotud reaktsioonitsentriga, kus riba ~760
nm kuulub kahele BPheo molekulile ja ~800 nm kahele lisa-BChl molekulile. Sellesse
piirkonda jaddvad ka LHI eksitonide korge energiaga, kuid intensiivsuselt ndrgad,
komponendid. Lithemate lainepikkuste juures kattuvad erinevate molekulide spektrid, mistottu
nimetatakse neid ribasid peamise panustaja jargi. Ténu erinevatele struktuuris olevatele
karotenoididele asuvad karotenoidide neeldumisribad Trv. 970-s 465, 490 ja 527 ja Tch.
tepidumis 488, 515 ja 550 nm juures. BChl molekulide poolt domineeritud Soret piirkonna
neeldumisribad on molemal bakteril ~380 nm juures. Suurim panustaja neeldumisribasse 280
nm on ebaselge. Punase joonega kujutatud fluorestsentsispektrid on ergastatud lainepikkusel
380 nm. Selline valgus neeldub peamiselt BChl Soret ribades ja osaliselt ka karotenoidides.
Sealt kandub neeldunud energia iile LH1 antennikompleksi madalamatele eksitonseisunditele.
Virskes proovis moddetud fluorestsentsispektri tipud asuvad lainepikkustel 983 nm Trv. 970-s

ja 932 nm Tch. tepidumis.

Kuumutamisel kaob téielikult Trv. 970 Qy ribale vastav neeldumine lainepikkusel 960 nm,
seevastu Tch. tepidumi neeldumisriba lainepikkusel 915 nm osaliselt sdilib. Karotenoidide ja
Qx neeldumisriba intensiivsuses ja kujus kvalitatiivseid muutusi peale ribade spektraalse nihke
ei toimu. Soret piirkonnas lisandub algsele tipule ~ 370 nm kuumutamise tulemusena méargatav
olg lainepikkusel ~ 410 nm. Suurimad muutused, lisaks LH1 Qy ndrgenemisele voi kadumisele,
toimuvad 800 nm piirkonnas. Kuumutatud proovi alla jahutamisel temperatuurini 20°C eristub

821 nm tipp koos laiema neeldumisribaga 776 nm (Trv. 970 ) voi 778 nm (Tch. tepidum) juures.
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Trv. 970 Tch. tepidum
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Joonis 4.6: Trv. 970 ja Tch. tepidumi neeldumis- (sinised jooned) ja kiirgusspektrid (punased
jooned) temperatuuril 20°C virskes (A ja C) ning kuni 80°C (B) voi 85°C (D) kuumutatud ja

seejarel alla jahutatud proovis. Joonistele on mérgitud neeldumisribade péritolu. Kiirgusspektrid
on ergastatud lainepikkusega 380 nm ja normeeritud intensiivseima Qy neeldumisriba jérgi.

Spektrite pohjal voib eeldada, et neeldumisriba 776/778 nm juures on monomeeri B777
alamiiksus, 821 nm riba aga dimeeri B820 iiksus, mis on sarnane varem mitte-véavel
purpurbakteris Rhodospirillum rubrum detergendiga to6tlemise tulemusele. [8, 27] B777
moodustub iiksteisest isoleeritud, kuid lahuses a- voi B-poliipeptiidahelaga seotud BChl
molekulidest. Tavaliselt tekib see dimeeri B820 edasisel dissotsiatsioonil detergendi
kontsentratsiooni suurendamise tulemusena. [26, 27] Kuumutamisel tekkinud kahe riba

paritolu, vastavalt monomeeri ja dimeeri BChl, saab kinnitust alljargnevas uuringus.

Kuumutatud proovide fluorestsentsispektrid osutavad lisaks veel oksiideerunud BChl
molekulidele, mis on eeldatavalt analoogsed artiklites [28, 29] leitud 3-atsetiiiil-klorofiill-a (3-

aceChl) molekulidele.

Pohjalikult on kuumutamisel toimuvaid neeldumisspektri muutusi néha Lisas 1, joonis L1.1.
Kokkuvotlikul kujul tabelina (Lisas 3) on esitatud spektriribade loetelu koos soojendamise

tagajdrjel ilmnenud muutustega.
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Detailsemalt on neeldumis- ja fluorestsentsispektrite sdltuvust temperatuurist vahemikus 20 —
85°C jalgitud joonisel 4.7. Mdlemas proovis temperatuuri astmelisel tostmisel Qy riba nihkus
jark — jargult sinisema spektripiirkonna poole ning intensiivsus kahanes. Trv. 970 Qy riba
muutus kuumutamise tottu uuteks neeldumisribadeks — 874, 821, 776 ja 695 nm. Nendest
ribadest kaks esimest on ndhtavad vaid ~ 50°C ldheduses, viimased kaks kasvavad pidevalt
temperatuuri tdstmisel. Artikli [4] jargi vdib riba 874 nm seostada Ca?* vaba tuumkompleksi
tekkimisega (jn. 4.8, jn. 4.9), seevastu Tch. tepidumis vastavat vormi ei teki. Samuti ei ilmne
Tch. tepidumis temperatuuri tdstmisel 821 nm riba, seega enamus LH1-RC komplekse laguneb
otse monomeeri B777 iiksusteks. Tch. tepidumis tekib joonisel 4.6 D olev B820 alamiiksus alles

jahutamise tulemusena monomeeri B777 iiksuste assotsiatsiooni kdigus.
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Joonis 4.7: Trv. 970 (vasakul) ja Tch. tepidumi (paremal) LH1-RC komplekside neeldumise-

(A, C) ja fluorestsentsispektrid (B, D) sdltuvalt temperatuurist ergastusel 407 nm. Paksemate
joontega on margitud madalaimal ja korgeimal temperatuuril moddetud spektrid.

Fluorestsentsispektrid joonisel 4.7 (B, D) on kooskodlas vastavatel temperatuuridel moddetud
neeldumisspektritega (A, C). Trv. 970 temperatuuri tous 20°C kuni 55°C nihutab Qy riba 986
nm-It 968 nm-le. Selle protsessi kdigus tekivad uued fluorestsentsiribad 888, 795, 765 ja 697
nm juures. Fluorestsentsiriba 888 nm vastab ilmselt Ca?*-vabade komplekside neeldumisribale
874 nm. Tch. tepidumis analoogset Ca?*-vaba kompleksi kuumutamisel ei teki.
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Fluorestsentsiriba 795 nm tuleb néhtavale molemas proovis ja see on heas kooskdlas B777
neeldumisribaga lainepikkustel 776 nm (Trv. 970) v&i 778 nm (Tch. tepidum). Kiirgus
maksimumiga 697/699 nm on périt oksiideerunud BChl molekulidest, tugeva 765 nm
kdrvalriba moodustavad samade molekulide vibroonsed iileminekud. Jooniselt jareldub veel
okslideerumise jarsk suurenemine alates temperatuurist 40°C (Trv. 970) v&i 60°C (Tch.

tepidum).

Jooniselt 4.7 selgub, et vastupidiselt termofiilsele Tch. tepdiumile, kus arvestatav osa
komplekse siilib temperatuuril 85°C, mesofiilse Trv. 970 vastav neeldumine kaob juba 60°C
juures. Selline kditumine ldheb kokku artiklites [2, 30] esitatud diferentsiaalse skaneeriva
kalorimeetria meetodil tehtud uuringutega, mille kohaselt Tch. tepidumil (75.0°C) on oluliselt

korgem termilise denaturatsiooni temperatuur kui Trv. 970-1 (61.5°C).

Lainepikkus 407 nm ergastab erinevaid pigmente {ihtlasemalt (punane kdver joonisel 4.8), veel
taielikuma selguse kiirgavatest komponentidest saab samal joonisel esitatud fluorestsentsi
ergastusspektritest. Joonisel on ndidatud sinise joonega neeldumine, kui proovi soojendati kuni

50°C (Trv. 970) voi 85°C (Tch. tepidum) ja mddtmiseks jahutati alla temperatuurini 20°C.

Kuumutamise/jahutamise tsiikli tulemusena tekib ergastusspektris viis (Trv. 970) voi neli (Tch.
tepidum) selgelt eristatavat riba. Uksikute ribade fluorestsentsi ergastusspektrid on esitatud
iiksteise suhtes vertikaalselt nihutatuna. Kuigi koik need spektrid iildjoontes jargivad tiitipilisi
neeldumisspektri omadusi nagu niiteks BChl molekulide Qy, Qx ja Soret ribad, siis leidub
ikkagi erisusi. Esiteks, ainult iilemised spektrid (a), mis vastavad tervetele LH1-RC
kompleksidele, néditavad karotenoididega seotud panust. Vastava neeldumisspektriga vorreldes
on karotenoidide panus ergastusspektrisse siiski vahenenud, mis kinnitab varem artiklis [31]
kirjeldatud karotenoidide ja BChl eksitonite vahelise ergastusenergia iilekande efektiivsuse
vihenenemist. Ca?* vaba Trv. 970 LH1-RC kompleks (b) niitab veelgi ndrgemat karotenoidide
intensiivsust, seega loodusliku valgu struktuuri 16hkumine pohjustab karotenoidide osalist
kadu. Karotenoidid kaovad tdielikult B820 kompleksidest (c) kuumutamisest tuleneva
dissotsiatsiooniprotsessi kiigus. Ulejdianud spektrid (d ja e) ilmutavad BChl ja Chl tiiiipilisi

tunnuseid ja kinnitavad vastavust eelnevale, vastavalt B777 ja 3-acChl, interpretatsioonile.
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Joonis 4.8: Trv. 970 (A), kuumutati kuni 50°C, jahutati 20°C-ni ja Tch. tepidumi (B), kuumutati
kuni 85°C, jahutati 20°C-ni, fluorestsentsi ergastusspekterid (vertikaalselt nihutatud mustad
jooned). Trv. 970 spektrid registreeriti lainepikkustel: (a) 950-990 nm, (b) 890-910 nm, (c)
820-860 nm, (d) 750-800 nm ja (e) 710-735 nm; Tch. tepidum (a) 950-990 nm, (c) 850—870
nm, (d) 780-800 nm ja (e) 710-735 nm. Vastavaid lainepikkusi illustreerivad sinised ribad
koos neile osutavate nooltega. Sinise ja punase kdverjoonega on kujutatud vastavad neeldumis-
ja fluorestsentsispektrid.

Tsirkulaarse dikroismi (CD — circular dichroism) spektroskoopia annab infot individuaalsete
kromofooride kiraalsusest ja nende vahelistest interaktsioonidest. Seda meetodit rakendati
LH1-RC komplekside termilise lagunemise vaheetappide uurimiseks. Joonisel 4.9 on esitatud
molema kompleksi CD ja neeldumisspektrid, kus proove on kuumutatud kindla temperatuurini
(50 va1 70°C) ja siis maha jahutatud ning moddetud temperatuuril 20°C.

Joonistel 4.9 A, D on ndidatud LH1-RC komplekside CD ja neeldumisspektrid temperatuuril
20°C. Suhteliselt nork ja mittekonservatiivne CD signaal lainepikkustel 976/930 nm (Trv. 970
ja Tch. tepidum) vastab LH1 komplekside Qy neeldumisele; selline spekter on tiiiipiline kdikide
purpurbakterite tuumkompleksidele. [5, 6, 32] Negatiivne 815/818 nm ja positiivne tipp
798/797 nm (A, D) on périt RC kompleksi lisa-BChl molekulidest. [33]

Trv. 970 suuremalt jaolt positiivne tipp 598 nm kirjeldab LH1-RC kompleksi koikide BChl
kromofooride Qx itileminekuid. Tch. tepidum Qy iileminekutega seotud CD signaal kattub
karotenoidide CD spektriga ja pole eristatav. Karotenoidide ja Soret piirkondades on Tch.

tepidumi CD signaal konservatiivne ehk nendes piirkondades on ndha mitut iiksteist
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tasakaalustavat positiivset ja negatiivset riba. Pohjalikult on valgu piirkonna kuumutamisel

toimuvaid CD spektri muutusi niha Lisas 1, joonis L1.2.

Trv. 970 Tch. tepidum
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Joonis 4.9: Trv. 970 (vasakul) ja Tch. tepidumi (paremal) LH1-RC komplekside CD (sinine
joon) ja neeldumise (must joon) spektrid temperatuuril 20°C (A, D) ja peale soojendamist
50/70°C-ni (B, E) voi 70/85°C-ni (C,F) ning siis modddetuna 20°C juures. Spektrid on
normaliseeritud vérske proovi Qy neeldumismaksimumi jargi. Musta joonega tdhistatud

neeldumisspektrid on korratud faktoriga 10~ ja nihutatud allapoole, et niidata neeldumis- ja
CD spektreid samal joonisel.

Joonised 4.9 B kuni F iseloomustavad proove, mis on soojendatud teatud kindla temperatuurini
(andmed joonisel) ja seejérel jahutatud maha ning mdddetud temperatuuril 20°C. Uldiselt on
teada, et kui tdsta temperatuuri bakteri optimaalse kasvu temperatuurini, siis spekter oluliselt ei
muutu. Nimetatud spektrid nditavad selgelt, et Tch. tepidum on termiliselt oluliselt stabiilsem
kui Trv. 970, see on tdielikus kooskdlas teistel meetoditel saadud tulemusega. [5, 6] Trv. 970-s
on ndha juba 50°C juures naturaalsete pigmentide struktuuride osalist lagunemist (jn. 4.9 B) ja
kui kuumutada 70°C-ni, siis funktsionaalne valgust neelav kompleks on téielikult havinud (jn.
4.9 C). Tch. tepidumis seevastu on aga teisiti, isegi kui kuumutada 85°C-ni, jadvad moned

loomulikud spektriomadused alles (jn. 4.9 F).

Trv. 970 LH1-RC kompleksi kdige margatavam CD spektri muutus temperatuuril 50°C on algse
negatiivse 976 nm riba tugev vidhenemine ja uue negatiivse riba tekkimine lainepikkusel 880

nm. Lisaks tekib mérgatav Qx riba nihe (314 cm™) lainepikkuselt 598 nm kuni 587 nm. Jooniste
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4.9 A, B pdhjal jareldub, et need CD spektri muutused on seotud algsete LH1 komplekside
osalise lagunemisega Ca?* vabasse vormi. Karotenoidide ja Soret signaalide tugevused langesid
umbes pooleni oma esialgsest védrtusest, kuid nende positsioonid spektris jdid ptisima. Signaali
norgenemine on seotud sellega, et valgukompleksist eraldunud pigmentide optiline aktiivsus on
palju ndorgem (BChl molekulid, jn. 4.10) voi puudub tdielikult (karotenoidid, [35]), vorreldes

korrastatud pigmentidega valgust neelavas kompleksis.

Kui kuumutada edasi 70°C-ni, siis kaob tdielikult CD signaal 850 — 1000 nm iimbruses (LH1
komplekside Qy piirkonnas) samuti 450 — 550 nm vahel (karotenoidide iileminekud). Seevastu
karotenoidide neeldumine ei muutu. Soret lileminekutega seotud CD signaal on ndrgenenud
monomeeridele vastavale tasemele (jn. 4.10). Seega, sinisesse nihkunud neeldumisriba (jn.
L1.1) ja CD spekter nditavad, et allesjdanud neeldumine on pdhjustatud lahustifaasis olevatelt
pigmentidelt. CD spektri kuju 800 nm iimbruses on vdga sarnane B820 alliiksuse spektrile

Rhodospirillum rubrumis, kus B820 alamiiksused tekitati detergendi abil [9].

—— BChl-a: TEA —— BChl-a: TEA
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(D)
=
£ O 0,0003 -
: 8
3 O
z 0,0000 -
B
A -0,0003 : : : :
400 600 800 1000 400 600 800 1000
Lainepikkus [nm] Lainepikkus [nm]

Joonis 4.10: Trv. 970 tuumkompleksi (sinine joon) ja monomeeri BChl (punane joon)
neeldumisspektri (A) ja CD spektri (B, normaliseeritud Qy jérgi) vordlus temperatuuril 20°C.
BChl molaarse kontsentratsiooniga 2x10°° on lahustatud trietiiiilamiinis (TEA).

Valkude fiilisikas on termiline stabiilsus seotud sulamistemperatuuriga Tm, mida defineeritakse
kui temperatuur, millal valgu kontsentratsioon volditud olekus on sama mis mittevolditud
olekus. Kuna enamus volditud valke on hierarhilise struktuuriga, siis on oluline uurida valgu
peamiste (sekundaarne ja tertsiaalne) konformatsioonide sulamise korrelatsiooni. Kéesolevas
to0s kasutatakse spektroskoopilist ldhenemist, [36] kus jilgitakse pigmendi ja valgu

kromofooride spetsiifiliste CD joonte amplituudide sdltuvust temperatuurist (jn. 4.11).
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Joonisel 4.11 on selgelt néha, et Tch. tepidumil (B) on oluliselt suurem termiline stabiilsus kui
Trv. 970-1 (A). Joonisel kirjeldatakse erinevate pigmentide ja valgu CD muutusi kolmes etapis:
(1) laias temperatuuri vahemikus peaaegu piisiva signaaliga etapp, (2) kahaneva signaaliga
etapp bakteri maksimaalse fotosiinteetiline kasvutemperatuuri ja tuumkomplekside
kalorimeetrilise termilise denatureerimise vahel ning (3) denatureerimise temperatuurist
kdrgem olev signaalivaba etapp. Nendest andmetest saame, et Trv. 970-1 on T ~ 60 + 2°C ja
Tch. tepidumil Tm ~ 80 + 2°C. Saadud temperatuurid on kvalitatiivses vastavuses
kalorimeetrilisel denaturatsiooni meetodil leitud vadrtustega, vastavalt 61,5 °C ja 75,0 °C. [2,
13] Erinevalt pigmentide CD amplituudidest, valgu amplituudid joonistel 4.11 ja L1.2 ei kao
taielikult dra isegi korgeima temperatuuri juures. Alles jdédnud signaal voib viidata sdilinud
sekundaarse struktuuri elementidele, peptiidsidemega kromofooride juhusliku torsioonnurgaga

konformatsioonidele vdi liksikutele aromaatsetele konfomeeridele nagu néiteks triiptofaanid.

Trv. 970 Tch. tepidum

0,000

0,000

CD/0OD

-0,001+

Temperatuur [ °C] Temperatuur [ °C]

Joonis 4.11: Trv. 970 (A) ja Tch. tepidumi (B) temperatuurist soltuv CD signaal (lahutusega 2
nm) iiksikutel lainepikkustel (arvud joonisel nanomeetrites). Valitud jooned on maérgistatud
joonistelt 4.9 ja L1.2 nooltega. Proovi temperatuuri tdsteti kiirusega 1°C min* ning
modtmisaeg igal temperatuuril oli ~1 minut. Vertikaalne katkendlik joon on maksimaalne
kasvutemperatuur [37] ja pidevjoon termilise denaturatsiooni temperatuur. [2, 13]

Kuna tertsiaarne struktuur juhib kromoproteiini kdikide pigmentide sidumiskohtade
kujunemist, siis katses ilmnenud BChl molekulide ja karotenoidide CD signaalide iiheaegne
kadu on otseselt seotud tertsiaarse struktuuri sulamisega. Siit jareldub, et Trv. 970 ja Tch.
tepidumi kromoproteiinide sekundaarne ja tertsiaarne struktuur sulavad peaaegu iiheaegselt,
hoolimata bakterite erinevast termostabiilsusest. See on huvitav, kuna tiiiipiliselt valgud
lagunevad lagunevad alates korgemat jarku struktuurist madalamat jérku struktuuri

poolevastavalt neid struktuure koos hoidvate sidemete tugevusele.
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Kokkuvote

Fossiilsete kiituste asendamine Piikeseenergiaga vdiks olla iiks parimaid vdimalusi globaalse
soojenemise parssimiseks. Selle idee realiseerimiseks uuritakse praegu erinevate tehislike
fotostinteesi elementide Kkasutatavust. Neid rakenduslikke toid on kutsutud toetama

fotosiinteetiliste protsesside alusuuringud, mille hulka kuulub ka kiesolev véitekiri.

Antud t66 on kaheosaline, koosnedes teoreetilisest ja katselisest poolest. Erinevaid pooli
ithendab uuritavate katseobjektide valik, milleks on kaltsiumi ioone sisaldavad purpurbakterid,
ja tihine kasutatud spektroskoopiline metoodika. T66 teoreetiline osa on piihendatud bakterite
keeruliste valgust koguvate pigment-valgu kompleksite optiliste neeldumisspektrite
simuleerimisele kasutades erinevaid teoreetilisi mudeleid. T66 katselises osas uuriti oletatavat

seost uuritavate bakterite spektrite ja nende termostabiilsuse vahel.
Uuringute tulemusena

1. Leidis kinnitust hiipotees, et Thiorhodovibrio 970 LH1-RC tuumkompleksi
neeldumisspektrites avalduv suur punanihe on eksitonpéritolu.

2. Selgus, et keerulise tuumkompleksi neeldumisspektrit on véimalik rahuldava kvaliteediga
simuleerida, kasutades lihtsat eksitonmudelit dipool-dipool interaktsiooni ldahenduses,
kuid kvantkeemiliselt rehkendatud monomeeride spektri ja tileminekudipoolmomentide
parameetreid. Molekulide vahelise vastastikmdju rehkendamisel tuleb lisaks koige
madalate energianivoode vahelisele Qy - Qy interaktsioonile arvestades ka interaktsioone
korgemate energianivoodega. Nii leiti, et Qy - Soret interaktsioonid vdivad moodustada
kuni 35% jalgitavast neeldumismaksimumi punanihkest.

3. Naidati, et suurema punanihkega Thiorhodovibrio 970 tuumkompleksil on madalam
termiline stabiilsus kui vdiksema punanihkega Thermochromatium tepidumil. Sellega
kummutati kirjanduses levinud viide, et kaltsiumit sisaldavate bakterite spektrite punanihe
on iiheselt seotud nende termostabiilsusega.

Seega said koik uurimusto6 eesmargid tdidetud ning piistitatud hiipoteesid kinnitatud.

Saadud katsetulemuste alusel koostatud artikli késikiri on ajakirja Photosynthetica poolt juba
avaldamiseks vastu voetud. Kvantkeemiliste arvutuste suure ajakulu tottu oleks enne nende
tulemuste avaldamist tdiendavalt vaja uurida erinevate atsetiiiilrithmade torsioonnurkade

struktuure.
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Lisad

Lisa 1. Kuumutamise tagajirjel toimuvad CD ja neeldumisspektri
muutused

Joonisel L1.1 on toodud Trv. 970 (A) ja Tch. tepidumi (B) virske ja kuumutatud
neeldumisspektri tippude erinevused temperatuuril 20°C. Trv. 970 kuumutati 80°C-ni ja Tch.
tepidumi 85 °C-ni. Mesofiilsel Trv. 970-1 on ndha, et kuumutamise tagajirjel kaob
neeldumismaksimum (960 nm) ja RC piirkonda (801 nm) tekivad tipud 695, 776 ja 821 nm.
Teised tipud nihkuvad sinise poole ning muudavad kuju. Termofiilsel Tch. tepidumil aga jaab
vihesel madral peale kuumutamist neeldumismaksimum (915 nm) alles ja RC piirkonda (802
nm) tekivad tipud 695, 778 ja 821 nm. Nagu Trv. 970-I, nihkuvad teised tipud ka sinise poole

ja muudavad kuju.

Trv. 970 Tch. tepidum
vérske proov 960 | B vérske proov ; 915
) 80 366 kuumutatud 370 kuumutatud
c | 378 Il379 500
é 478| 14 322 I >14
S '\ 776 821 | 778 821
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o 598 695 695
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Joonis L1.1: Kuumutamisest pohjustatud neeldumisspektri muutused Trv. 970 (A) ja Tch.
tepidumi (B) isoleeritud LH1-RC kompleksis. Oranzi joonega on téhistatud kuni 80°C (A) voi
85°C (B) kuumutatud ning siis temperatuurini 20°C alla jahutatud proovide spektrid. Joonisel
olevad arvud niitavad vastavate spektriribade asukohta nanomeetrites.

Joonisel L1.2 on kujutatud erinevatele temperatuuridele kuumutatud Trv. 970 (A) ja Tch.
tepidumi (B) CD spektrid valgu piirkonnas. Spektreid on moddetud toatemperatuuril. Need
spektrid on kuju poolest sarnased tiitipilistele a-heeliksi konformatsioonis poliipeptiididele [34]

ja ei kao taielikult dra isegi kdrgeima temperatuuri juures.
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Trv. 970 Tch. tepidum
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Joonis L1.2: Trv. 970 (A) ja Tch. tepidumi (B) CD spektri valgu piirkond temperatuuril 20°C
ja peale soojendamist temperatuurideni 50, 70°C ja 85°C ning mdodetuna 20°C juures. Spektrid
on normeeritud LH1 Qy eksitoni neeldumise jargi.

42



Lisa 2: Fluorestsentsi ergastusspektrite programm

Fluorestsentsispektreid moddeti vahemikus 250 — 1000 nm. Mdddetud spektrid ja voimsuse
ndidud salvestati erinevatesse kaustadesse. T66s tehtud ergastusspektrite programmi abil
saadakse fluorestsentsispektride ja vdimsusspektrite kaudu ergastusspekter, integreerides
kindlat lainepikkuste vahemikku. Lainepikkuste vahemik saadi fluorestsentsispektrite, mis
registreeriti 380 nm juures, tippude asukohtadest. Ergastusspektrite programmi jaoks oli vaja
moddetud spektrite ja voimsuste kaustad muuta zip-failideks. Jargmisena toob programm ette
380 nm saadud fluorestsentsispektri, kust saab valida integreerimisvahemikku. Peale selle
valimist, arvutab programm ergastusspektri, mis on saadud integreerides fluorestsentsispektri

valitud tippu ja jagades nendel lainepikkustel moddetud keskmise voimsusega. Lopuks on

voimalik see ergastusspekter alla laadida (jn. L2.1).

Excit = 380.0 nm

A fﬂ

A

800 900 1000 1100

—— Integration by summing
20k —— Integration by Simpson rule
—— Integration by trapezoidal rule

15k

10k

5k

800 900 1000

Joonis L2.1: Tch. tepidumi fluorestsentsispekter (A, registreeritud 380 nm juures) ja
fluorestsentsi ergastusspekter (B, integreeritud vahemikku 940-980 nm). Programmis
integreeriti (B) kolme valemi jargi: Riemanni integraalsumma (sinine joon), Simpsoni valem

(punane joon) ja trapetsvalemit (roheline joon).

Ergastusspektrite programmi tegemiseks kasutati jargmisi Pythoni raamatukogu todriistu:

Pandas, Re, Zipfile, Scipy, Plotly ja Ipywidgets. Programm kirjutati Google Colab keskkonnas.
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Lisa 3: Neeldumis-ja kiirgusspektrite andmed

Tabel L3.1: Trv. 970 spektririba tdhised ja péritolu koos spektriribade lainepikkuste nihked
kuumutamise tagajdrjel. Nihke kiirus (temperatuur) kirjeldab nihet, mis on tekkinud
kuumutamisel, ja nihke Kiirus (proov) Kirjeldab nihet, mis on tekkinud samal temperatuuril
eelkuumutatud ja kuumutatud proovi vahel. Tabelis on antud neeldumisspektrid (abs) ja
fluorestsentsispektrid (fluo). Tugeva spektraalse kattuva signaali téhis on a ja mitte mdddetud
kiirguse tihis on b.

Spektririba | Péritolu Spektri tiiip | Abs/fluo Abs/fluo Abs/fluo Nihke Kkiirus | Nihke kiirus
tihis (abs/fluo) 20 °C (nm) 55°C (nm) | 20 °C (nm) cm™1l/°C cm™/°C
Peale soojendamist | (temperatuur) | (proov)
960 LH1, Qy Abs 960 942 - 55+04 -
natiivne Fluo 985 964 - 3,99 £0,28 -
875 LH1, Qy Abs - 875 - 83+2,9 -
Ca-vaba Fluo - 883 - - -
820 BChl a dimeer | Abs - - 820 - -
Fluo - - - - -
801 RC dimeer Abs 800 a a 0,57 0,09 -
Fluo - - - - -
776 BChl a Abs - a 776 - -
monomeer Fluo - 800 - 0,4+0,1 -
767 BPheo Abs 767 a a 0,04 £ 0,01 -
monomeer Fluo 770 a a - -
695 Chl*, Qy | Abs - (~700) 695 0,62 + 0,03 -
okstideeritud Fluo 700 702 701 0,8 ++0,3 0,4
675 BPheo Abs - - - - -
Fluo 678 a a 1,6 £0,4 -
653 (BPheo) Abs 653 - - 0,13+0,3 -
Fluo - - - - -
599 LH1, Qx Abs 599 590 591 0,29 + 0,02 0,13
Fluo - - - - -
527 Karotenoidid Abs 572 513 511 0,44 £ 0,04 0,25
490 490 484 478 0,35+ 0,06 0,2
465 465 458 448 0,35 +0,04 0,25
Fluo - - - - -
406 Chl*,  Soret | Abs - (~402) 406 1,15+£0,26 -
okstideeritud Fluo - - - - -
378 LH1, Soret Abs 378 372 366 0,38 +0,03 0,21
Fluo - - - - -
282 Aromaatsed Abs 282 278 277 0,081 +0,007 | 0,05
tihendid Fluo b b b - -
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Tabel L3.2: Tch. tepidumi spektririba tdhised ja péritolu koos spektriribade lainepikkuste
nihked kuumutamise tagajirjel. Nihke kiirus (temperatuur) kirjeldab nihet, mis on tekkinud
kuumutamisel, ja nihke Kiirus (proov) kirjeldab nihet, mis on tekkinud samal temperatuuril
eelkuumutatud ja kuumutatud proovi vahel. Tabelis on antud neeldumisspektrid (abs) ja
fluorestsentsispektrid (fluo). Tugeva spektraalse kattuva signaali tdhis on a ja mitte moddetud
kiirguse tdhis on b.

Spektririba Piéritolu Spektri titip | Abs/fluo Abs/fluo Abs/fluo Nihke Kiirus | Nihke kiirus
tihis (abs/fluo) 20 °C (nm) 55°C (nm) | 20 °C (nm) cm™1/°C cm™/°C
Peale soojendamist | (temperatuur) | (proov)
915 LH1, Qy Abs 915 907 918 2,47+ 0,09 0
natiivne Fluo 931 925 929 2,82 £0,24 7,67
821 BChl a Abs - - 821 - -
dimeer Fluo - - - - -
801 RC dimeer Abs 801 803 - 1,00 £ 0,14 -
Fluo - - - - -
779 BChl a Abs - a 779 - -
monomeer Fluo - 803 - 6,1 £0,8 -
761 BPheo Abs 761 765 - 2,06 £ 0,54 -
monomeer Fluo - - 766 - -
700 Chl*, Qy | Abs - - - - -
okstideeritud | Fluo - 701 700 1,9+ 04 -
594 LH1, Qx Abs 594 593 593 1,76 +£ 0,22 0,81
Fluo - - - - -
488 Karotenoidid | Abs 486 485 473 38+1,3 8,1
515 515 513 500 8,7+1,9 11,5
550 550 548 534 2,98 £ 0,63 7,8
Fluo - - - - -
379 LH1, Soret Abs 379 379 369 8,5+3,8 11,2
Fluo - - - - -
323 *?) Abs 323 323 322 1,6 +£0,9 2,73
Fluo - - - - -
279 Aromaatsed Abs 279 276 - 263 +4,4 -
tihendid Fluo b b b - -

(?) — Selle tipu péritolu veel ei teata, aga kirjanduses arvatakse, et see on kuidagi seotud

karotenoididega.
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