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INFOLEHT

Fluorestsentsspektroskoopia kasutamine membraanvalkude struktuuri ja dinaamika

uurimiseks

Fotosiinteesivad  purpurbakterid koguvad péikesekiirgust membraani integreeritud
ringikujuliste valk-pigment komplekside abil. Sellist tlupi komplekse on kaks: LH2 ja LH1.
T60s uuriti fotosunteetilise purpurbakteri Rhodobacter sphaeroides’e metsiktlubist isoleeritud
LH2 kompleksis leiduva triiptofaani kiirguse spektreid. Triptofaan on aromaatne aminohape,
mis reageerib teda Umbritsevale keskkonna muutusele. Muutuste uurimiseks mdddetakse
triptofaani kiirgusspektreid ning nende analtiiisimisega on vdimalik saada informatsiooni valgu
konformatsiooniliste muutuste ja diinaamika kohta. Antud t60s mdddeti Rb. sphaeroides’e
metsiktidbi isoleeritud LH2 kompleksi neeldumis- ja Kiirgusspektrid, mida toddeldi
programmiga Origin 6.0 (Microcal Software). To6s saadud tulemused kinnitavad valkude

olulisust struktuurse materjalina ning minimaalset osalemist energia tlekandmisel.
Mérksonad: fotostnteetilised membraanikompleksid, fluorestsentsspektroskoopia, triptofaan
CERCS kood: B120 Molekulaarne biofiitsika; P330 Bioenergeetika

Study of membrane proteins structure and dynamics by fluorescence spectroscopy

Photosynthetic purpura bacteria gather solar radiation through circular pigment-protein
complexes which are integrated into the membrane. There are two types of those complexes:
LH2 and LH1. The spectra of tryptophan in the isolated LH2 complex of the photosynthetic
purpura bacterium Rhodobacter sphaeroides were investigated. Tryptophan is an aromatic
amino acid that responds to changes in the environment around the protein. To investigate the
changes, it is necessary to measure the radiation spectra of tryptophan, and by analyzing these
spectra, it is possible to gather information about the conformational changes and dynamics of
the protein. In this work, absorption and emission spectra of the isolated LH2 complex of wild
type Rb. sphaeroides were measured and were processed with Origin 6.0 (Microcal Software).
The results confirm the importance of proteins as a building material and minimal involvement

in energy transfer.
Keywords: photosynthetic membrane complexes, fluorescence spectroscopy, tryptophan
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SISSEJUHATUS

Pdikeselt tulevat valguskiirgust salvestavad keemiliseks energiaks fotosiinteesivad organismid.
Uhed teadaolevad fotosiinteesivad mikroorganismid on purpurbakterid, kes sisaldavad
fotoslinteetilisi pigmente: bakterioklorofiille ja karotenoide. Purpurbakterite fotosunteesi
toimumiseks on vajalik fotostinteetiline aparaat, mis on pakitud intratsiitoplasmaatilistesse
vesiikulitesse ehk kromatofooridesse. Kromatofoorid koosnevad membraani lipiidsest
kaksikkihist, kuhu on pakitud valgust koguvad antennid ning reaktsioonitsenter, mis on vajalik
laengute eraldamiseks. Valgust koguvad kompleksid on loodud valguse neeldumiseks, energia
salvestamiseks ja komplekside vaheliseks energia tlekandeks ning see aine omadus v@imaldab
ka otseselt uurida neid protsesse spektroskoopiliste meetoditega. Valgust koguvaid komplekse
on kaks: LH2 ja LH1. LH2 koosneb alfa-helikaalsetest transmembraansetest valkudest, mis
sisaldavad spetsiifiliselt paigutunud aromaatseid aminohappeid. Looduses esineb kolm
aromaatset aminohapet: triptofaan, turosiin ja fentdlalaniin. Triptofaan on neist kolmest
aminohappest oluliseim, mida kasutatakse valkude struktuuri uurimiseks. Membraanvalgud on
tdhtsad oma funktsionaalsuse poolest, kuid nende struktuuri ja organiseerituse kohta pole
kristallstruktuuride véhesuse tottu palju teada. Fluorestsentsspektroskoopia kasutamine
membraanvalkude struktuuri ja dinaamika uurimiseks vdimaldab triptofaani kiirgus-,
ergastus- ja neeldumisspektrite pdhjal saada uut informatsiooni valgu konformatsiooniliste
muutuste ja dinaamika kohta.

Antud t06 eesmargiks on uurida Rhodobacter sphaeroides’e LH2 kompleksis paikneva
triptofaani kiirguse olemust. T60s on kasutatud Rhodobacter sphaeroides’e metsiktiiiibist
isoleeritud LH2 kompleksi, mootes neeldumis- ja kiirgusspektreid. T60 aluseks on hupotees, et
triiptofaani ergastamise tulemusena tekkivad muutused kajastuvad spektri kuju muutustena, mis
annaks informatsiooni triiptofaani panusest fotostinteesi energeetikasse. T00 on teostatud Tartu
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Purpurbakterid ja nende fotostintees

Rhodobacter sphaeroides (Rb. sphaeroides) on purpurbakterite hulka kuuluv mittevaavlibakter.
Purpurbakterid on fotosiinteesivad gramnegatiivsed prokartioodid sisaldades fotosunteetilisi
pigmente: bakterioklorofille (BChl) ja karotenoide. Need bakterid on sellet6ttu véimelised
anoksugeenseks fotostinteesiks ehk bakteriaalseks fotosunteesiks. Selle protsessi kéigus
muudavad purpurbakterid valguse energia keemiliseks energiaks. Anokstigeensed fototroofsed
purpurbakterid moodustavad tihe osa fototroofsetest mikroorganismidest, kes on vdimelised

elama nii vesikeskkondades kui ka maismaal (Madigan ja Jung, 2009).

Purpurbakterite fotosiintees algab kui footon on kinni piitud valgust koguva kompleksi (LH)
poolt. Ergastamisel tekkinud energia kantakse kiirelt tle reaktsioonitsentrisse (RC), kus seda
kasutatakse fotostinteesi protsessis osalevate elektronide transpordi algatamiseks ning
membraanilaengute eraldamise labiviimiseks (van Grondelle et al., 1994). Purpurbakterite
fotosunteetiline aparaat on kombinatsioon antennikompleksidest koos RC-ga (Cogdell et al.,
1999).

1.2. Fotosunteetilise aparaadi ehitus

Fotosiinteesivates purpurbakterites on valgust koguvad kompleksid, mida kasutatakse
fotosunteetilise  valguse kogumiseks. Nende komplekside kogumit nimetatakse
fotoslinteetiliseks  aparaadiks.  Purpurbakterites  paikneb  fotoslinteetiline  aparaat
intratstitoplasmaatilistes vesiikulites ehk kromatofoorides (Sener et al., 2007). Kromatofooride
abil laiendatakse purpurbakterite efektiivset fotosunteesitavat pinda. Kromatofooride
membraani pakitud antennikompleksid putiavad valguskvante, et juhtida see energia RC-sse
(Scheuring et al., 2014). RC-s toimub laengute eraldumine neeldunud kvandi arvelt ning
elektronid kantakse tle kinooniga (Qgs-ga). Selliselt toimuvat protsessi nimetatakse Q-tsuikliks
(vt joonis 1) (Cooley et al., 2009).

On teada, et purpurbakterite fotosiinteetilise aparaadi pdhimoéte sarnaneb taimede ja
tsuanobakterite fotostinteetilise aparaadiga. Mdlemad koosnevad neljast komponendist: valgust
koguvatest antennidest, RC-st, bc; tstitokroomi okstireduktaasist ning ATP-stintaasist. Valgust
koguvad antennid jaotuvad kaheks kompleksiks: valgust koguv kompleks 2 (LH2) ja valgust
koguv kompleks 1 (LH1) (Sener et al., 2007). LH2 on perifeerne kompleks, mis piitab

footoneid mittekovalentselt seotud pigmentidelt (Scheuring et al., 2014).
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Joonis 1. (Mugandatud) Purpurbakterite fotosiinteetilise aparaadi struktuur. Struktuur koosneb valgust koguvast
kompleksist 2 (LH2), reaktsioonitsentrist (RC), mida timbritseb valgust koguv kompleks 1 (LH1). RC ja LH1 koos
moodustavad LH1-RC kompleksi. Joonisel on punase noolega téhistatud prootonite liikumine, sinise noolega on
elektronide liikumine ning musta joonega kinooni liikkumine (Hu et al., 2002).

1.3. Rhodobacter sphaeroides

RDb. sphaeroides on gramnegatiivne purpurne mittevadvlibakter, mis kuulub proteobakterite a-
3 alajaotusesse (Woese, 1987). Alates aastast 2020 on Kklassifitseeritud Rb. sphaeroides
perekonda Cereibacter. Antud t66s kasutatakse nimetust Rb. sphaeroides. Rb. sphaeroides on
fakultatiivne fotosunteetiline bakter (Aizawa, 2013). Rb. sphaeroides on eraldatud
seisuveekogudest ja slgavatest jarvedest (Pfennig, 1978). Kuna Rb. sphaeroides elab
veekogudes, siis tema konkureerib valguse parast roheliste taimede ja vetikatega, kes sisaldavad
Klorofulli ja kasutavad spektri sinisemat piirkonda. Selle tulemusena j&&b tal vdimalus kasutada

pohiliselt spektri lahi-infrapunase piirkonda (Cogdell et al., 2006).

Rb. sphaeroides on vdimeline kasvama mitmesugustes tingimustes sealhulgas autotroofsetes,
fototroofsetes ja anaeroobsetes heterotroofsetes tingimustes, kasutades erinevaid
elektronaktseptoreid, nagu dimettdlsulfoksiid (DMSO), trimetttlamiin-N48 oksiid (TMA) ja
nitraat (Martinez-Luque et al., 1991). Rb. sphaeroides on vdimeline l&bi viima metallide
redutseerimist (Moore ja Kaplan, 1992; Nepple et al., 2000), lammastiku sidumist ja
susinikdioksiidi assimilatsiooni (Joshi ja Tabita, 1996). Need biokeemilised protsessid on
seotud Rb. sphaeroides'e fotostinteesiaparaadiga, mis on olnud anoksligeense fotosiinteesi

mudeliks.
1.4. LH2 ehitus

Antennikompleksi olulisteks komponentideks on BChl a ja karotenoidid. Karotenoidid on
enamasti Cy4o terpenoidid, susivesinike klass, mis osalevad taime erinevates bioloogilistes
protsessides, nagu fotostintees ja fotomorfogenees (Nisar et al., 2015). Rb. sphaeroides’es
esineb kahe erineva karotenoidi segu: sferoideen ja sferoidenoon. Sferoideen paikneb tldjuhul

LH2 kompleksis ning sferoidenooni kasutatakse LH1 kompleksis (Yeliseev et al., 1996). BChl
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a ning karotenoidide tdhtsamad funktsioonid on seotud nii struktuuri kui ka funktsionaalsusega.
Madlemad on seotud nii energia pulidmisega kui ka ergastusenergia suunamisega RC-le, kus
toimuvad fotosiinteesi esimesed etapid. Karotenoidide peamine funktsioon on seotud energia
pludmisega. Karotenoidid neelavad suure energiaga footoneid ning annavad need edasi B800
BChl-dele (Polivka ja Frank, 2010). Karotenoidid vdivad aga vastupidiselt ka hoopis energiat
kustutada, hoides sellega &ra reaktiivsete hapniku Gihendite moodustumise (Clayton ja Smith,
1960; Sistrom et al., 1956).

1.4.1. LH2 struktuur

LH2 kompleks on oligomeer (vt joonis 2A), mis koosneb alfa- ja beeta-apoproteiinide
dimeeridest (McDermott et al., 1995). Apoproteiinideks nimetatakse alfa-helikaalseid
transmembraanseid valke, mille arvukus on liigiti varieeruv. Rb. sphaeroides’es on selliseid
paare Uheksa. Kompleksi sisesein on moodustunud Uheksast alfa-apoproteiini heeliksist,
valimine sein aga Uheksast beeta-apoproteiini heeliksist. Suurem osa LH2 kompleksi
pigmentidest on paigutatud alfa- ja beeta-apoproteiinide vahele jadvasse ruumi (Brunisholz ja
Zuber, 1992).

Rb. sphaeroides’i LH2 kompleksi uurimisel on teada saadud, et pigmendid paiknevad kahes
korraparases ringis. Need ringid on moodustunud oligomeeri subuihikute vahele ning koosnevad
erititibilistest BChl-dest: B850 BChl a ja B800 BChl a (McDermott et al., 1995). Esimeses
ringis on (heksa membraani tasapinnaga paralleelset B800 BChl-i, mille omavaheline
interaktsioon on vaike. Teise ringi moodustavad Uksteisega kattuvad B850 BChl-d (vt joonis
2B). Neid on kokku 18 ning need asetsevad membraani tasapinnaga risti (Cogdell et al., 2006).
Number B-tdhe taga tdhendab neeldumismaksimumi, mis on vastaval BChl-I olemas. Seega
B800 neeldumismaksimum on 800 nm juures ning B850 neeldumismaksimum on 850 nm

juures.

Kuna B850 ringi BChl-d paiknevad tihedalt, pdhjustab see m-elektroonsete siisteemide
kattumist. Selle tulemusena toimub véga kiire ergastuste Ulekanne ringi sees. Valgulisel
keskkonnal on téita véaga téhtis struktuurne roll ning selle kaudu on v6imalik muuta BChl-de
neeldumisomadusi. Nimelt valgulise keskkonna muutmisega on voéimalik reguleerida BChl-de

neeldumisomadusi (Cogdell et al., 2006).



Joonis 2. (Mugandatud) Rhodobacter sphaeroides’e valgust koguva kompleks 2 struktuur (LH2) maératud
kriiogeense elektronmikroskoopiaga (krlio-EM) (Qian et al., 2021). Joonisel A on vilja toodud tumeoranzi
vérvusega tahistatult kompleksi valimine ring ning tumerohelise varvusega kompleksi sisemine ring. Kompleksi
sisering on moodustunud Uheksast alfa-proteiini heeliksist, valimine ring aga Uheksast beeta-proteiini heeliksist
(Cogdell et al., 2006). Jooniselt B on eemaldatud poliimeerid (sisemine ja vélimine ring) ning alles on jaanud
ainult ligandi osa. Ligandi hulka kuuluvad joonisel &ra mérgitud karotenoid sferoideen, B800 ja B850. Esimeses
ringis on Uheksa membraani tasapinnaga paralleelset B800 bakterioklorofiilli. Teise ringi moodustavad 18
membraani tasapinnaga risti asetsevat B850 bakterioklorofilli (Cogdell et al., 2006). Molekulid, mis moodustavad
joonise B sisemise ringi on valgu struktuuri seostunud detergent. Struktuur on saadud Protein Data Bank (pdb)
andmebaasist ja mugandatud programmiga UCSF Chimera.

LH2 antenn on perifeerne ja koosneb poliipeptiidi heterodimeeridest (a- ja B-subuhikud), mis
on paigutatud ringikujuliselt. Iga heterodimeer koosneb kolmest BChl a molekulist. Kaks BChl-
i molekuli on igas heterodimeeris tihedalt seotud ning moodustavad suure ringikujulise
struktuuri, mis neeldub 850 nm juures. Kolmas BChl-i molekul on ndrgemalt seotud ning
neeldub 800 nm juures (van Oijen et al., 1999). Valgu ja BChl-i molekulide vahel toimuvad
interaktsioonid annavad susteemile struktuurse stabiilsuse. Kuna BChl-id on kindlatele
positsioonidele fikseeritud ja seotud, siis annab see struktuurile vaga korge energia tlekande
efektiivsuse (Cogdell ja Gardiner, 2001).
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1.4.2. Aromaatsed aminohapped LH2 kompleksis

Rb. sphaeroides’e LH2 kompleksi a- ja 3-ahela aminohapete jarjestus on toodud tabelis 1. LH2
membraanvalgu dimeeris valgu ahela paari kohta on spetsiifiliselt paigutunud 4 Trp jaaki, 2 Tyr

jaaki ja 3 Phe jaski.

Tabel 1. Tabelis on valja toodud fluorestseeruvad aminohappejadgid (Tyr, Y; Phe, F; Trp, W)
Rb. sphaeroides’e LH2 a- ja B-polupeptiidide jarjestuses (Uniprot).

Rb.

sphaeroides Aminohappe jérjestus

a-ahel MTNGKIILVV KPTVGVPLFL SAAVIASVVI HAAVLTTTTIM LPARIQGSAA VAAE

B-ahel MTDDLNKVllP SGLTVAEAEE VHKQLILGTR VFGGMALIAH FLAAAATPIIL G

Joonisel 3 on toodud aromaatsete aminohapete ruumiline paigutus LH2 kriiogeense
elektronmikroskoopiaga (kriio-EM) médratud struktuuris (vt joonis 3) (Qian et al., 2021). LH2
kompleks on membraani paigutunud sel viisil, et membraane kaksikkiht moodustab v66 Gmber
valgu keskse hiidrofoobse silindrilise osa (vt joonis 3C). Valgu ahela C-terminaalne ots on
periplasmaatilises osas ja N-terminaalne ots paikneb tsutoplasmaatilises keskkonnas (Wang et
al., 2002). Triptofaanid on paigutunud sel viisil, et pooled on valgu silindri Uhes otsas
(tsutoplasmas) ja kaks paiknevad teises otsas (periplasmas). Tsitoplasmaatilise osa tiks kahest
Trp-st on eksponeeritud veele (vt joonis 3A ja 3C) ning teine Trp paikneb stigavamal valgu
sisemuses. Turosiinid paiknevad ainult periplasmaatilises osas ja Trp-ga samas kihis (vt joonis
3B ja 3C) ning vdivad olla samuti eksponeeritud veele (Schiffer et al., 1992). Fenlulalaniinid
paiknevad eranditult membraaniga kaetud hidrofoobses kihis (Garcia-Martin et al., 2008).

11
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Joonis 3. Aromaatsete aminohapete (triptofaan, tirosiin ja fenliilalaniin) paiknemine Rb. sphaeroides’e LH2
kompleksis (pdb). Joonise to6tlemisel UCSF Chimera programmiga on sinise vérviga tahistatud joonisel
truptofaani molekulid, kollase védrviga on feniilalaniini molekulid ning punase vérviga tdrosiini molekulid.
Heleroosa ja helerohelise varvusega on joonisel tahistatud Rb. sphaeroides’e LH2 kompleksi teised komponendid
(vt joonis 2).

1.5. Fluorestsents valkudes

Fluorestsents on (ks fotoluminestsentsi liikidest, mis on madratud elektronoleku ja energia
kiirgumise mehhanismi pdhjal (Verhoeven, 1996). Fluorestsentsiks nimetatakse molekulide
omadust, mille abil saavad molekulid neelatud valgusfootonite toimel ergastuda k&rgema
energiaga singletsesse olekusse (kdik elektronid on paardunud) ja tagasi pdhiolekusse kui
toimub relakseerumine (Lakowicz, 1999). Peptiidide ja valkude fluorestsents on tingitud
looduslikest fluorofooridest, mida leidub kdikidest valkudest. Fluorofoorid on keemilised
uhendid ja neid iseloomustab omadus neelata valgust kindlal lainepikkusel ning kiirata valgust

sellest pikemal lainepikkusel. Valkudes esineb peamiselt fluorofoorina Trp, kuid leidub ka Tyr.
12



Fluorestsentsi teket valkudes p&hjustavad Trp j&&gid ja nende jaakide indoolituum, mis on vaga
tundlik ja keeruline fluorofoor. Trp, indool ja nende thendite derivaadid on véga tundlikud
lahusti polaarsuse suhtes ning selle tulemusena vdivad Trp-jaékide emissioonispektrid

valjendada mbritseva keskkonna polaarsust (Lakowicz, 1983).
1.5.1. Aromaatsed aminohapped

Aminokarbokstilhapped ehk aminohapped on orgaanilised Uthendid sisaldades kahte
funktsionaalset rihma ning aminohappespetsiifilist korvalahelat. Funktsionaalseteks
(-COOH). Aminohappeid

klassifitseeritakse erinevatel viisidel: struktuuri alusel, polaarsuse, kdrvalahela tlubi p&hjal voi

rihmadeks on aminorihm (-NH2) ja karbokslulrihm
pH-véartuse jargi. Uheks eraldi aminohapete klassiks on aromaatsed aminohapped (Meister,
1957). Aromaatsed aminohapped on molekulid, milles esineb benseeniring. Need on

fenlulalaniin (Phe), turosiin (Tyr) ja triptofaan (Trp) (vt joonis 4) (Sprenger, 2006).

CoO0- CO0- CO0-
|
*H3H —C—H *H3H —C—H *H3H _(I:—H
| I I
?Hg CHa CHy
I
< o~
Il |
et -
H
OH
triiptofaan tiirosiin feniitilalaniin

Joonis 4. (Mugandatud) Triptofaani, ttrosiini ja fentilalaniini keemilised struktuurid (Held, 2003).

Aromaatsed aminohapped neelavad ultraviolettvalgust (UV) lainepikkustel Gle 250 nm ning
saadakse fluorestsents. Phe neeldumismaksimum on 260 nm juures ning Tyr ja Trp
neeldumismaksimumid on 280 nm juures. On leitud, et Tyr neeldumismaksimum on mdne
vorra védiksem kui Trp neeldumismaksimum. Need neeldumismaksimumid on aluseks, et
méaérata valkude kontsentratsiooni lainepikkusel 280 nm, kasutades lihtsat spektrofotomeetrilist

maodtmist (Sprenger, 2006).
1.5.2. Truptofaan

Triptofaan on ainulaadne oma fiilisikalis-keemiliste omaduste poolest. Tegemist on aromaatse
asendamatu aminohappega, mis erineb Tyr-st ja Phe-st selles poolest, et omab kiilgahelas
indoolitsuklit, mis omakorda koosneb benseeniringist ja sellega thendatud purroolitsiklist
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(Khemaissa et al., 2021). Trp theks omaduseks on neelata ja emiteerida valgust UV-piirkonnas,
mis vodimaldab kasutada Trp-i fluorestsentsi lainepikkust vahendina valkude struktuuri
muutuste ja dinaamika uurimiseks (Vivian ja Callis, 2001). Analliusides aminohapete jaotust
valkudes, on leitud et Trp paikneb enamasti transmembraansetes valkudes, kus see moodustab
3,3% aminohapete koostisest (von Heijne, 1986). Erinevad uurimisrihmad on loonud
aminohapete hidrofoobsuse/htidrofiilsuse skaalasid ning nende pdhjal on Trp oma omadustelt
hidrofoobne. Kill vdib aga indoolitsiiklis olev lammastik pdhjustada vesiniksideme teket, mis
mdjutab valgu lahustuvust (Khemaissa et al., 2021). Kui v0rrelda triptofaani turosiini ja
fenliulalaniiniga, siis Trp luminestsentsomadused on nendest kahest teisest aromaatsest
aminohappest tugevamad. See on peamiseks pdhjuseks, miks Trp on peamiseks valkudes
olevaks fluorofooriks (Lakowicz, 2006).

14



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TO6 eesmargid

Eelnevalt on  uuritud  fotoslnteetilisi  valk-pigment  komplekse  kasutades
infrapunaspektroskoopiat, millega méddetakse pigmendi (kloroftlli) spektreid. Kuna kompleks
koosneb kahest osast, valgust ja pigmendist, siis on hakatud rohkem uurima ka valkude
spektreid. On teada, et valgu spektrites domineerivad eelkdige truptofaan ja tirosiin. Valgu
spektrite uurimise pohieesmargiks on aru saada, kas need valgud esinevad ainult struktuurse
materjalina valk-pigment kompleksides (hoiavad neid paigal ehk fikseerivad struktuuri) vdi on

need valgud seotud ka energeetikaga.

Antud t66 eesmargiks on uurida fotosunteetilise purpurbakteri Rb. sphaeroides’e WT-st
isoleeritud LH2 kompleksis leiduva triptofaani (Trp) kiirguse olemust. K&ikidest valkudest
umbes 30-40% moodustavad membraanvalgud, kuid nende struktuursete omaduste uurimine
vorreldes vees lahustuvate valkudega on keeruline. Selle uurimiseks kasutatakse asjaolu, et
pohilised valgu enda kiirgusesse panustavad aminohapped (Trp, Tyr, Phe) eelistavad valgu sees
koonduda piirkondadesse, mis uhtivad lipiildmembraani ja vesikeskkonda eraldavate
piirkihtidega. Trp reageerib véga tundlikult valku imbritseva keskkonna omaduste muutustele.
Selleparast vOib Trp kiirgusspektri uurimisel saada védga olulist informatsiooni valgu

konformatsiooniliste muutuste ja nende diinaamika kohta.
Eel6eldust tulenevalt oli antud bakalaureusetdo tlesanneteks

e Rb. sphaeroides’e WT-st isoleeritud LH2 kompleksi neeldumis- ja kiirgusspektrite
mdoGtmine;

e kiirgusspektrite alusel uurida Trp ja Tyr Kiirguse osakaalu valkude UV kiirguses ning
uurida v@imalust Trp kiirguse kasutamiseks valkude diinaamika uurimiseks;

e vastavatele kiirgusspektritele arvutada sobivad ergastusspektrid;

e neeldumis- ja ergastusspektrite vOrdlemise tulemusena tuvastada, kas valgud
panustavad fotosiinteesi energeetikasse voi esinevad ainult struktuurse materjalina valk-

pigment kompleksides.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Uuritav proov ja kasutatavad vahendid

T60s kasutati uurimisobjektina Rb. sphaeroides’e WT-st isoleeritud LH2 kompleksi, mis on
valmistatud John D. Olseni poolt Sheffieldi Ulikoolis Suurbritannias. Tegemist on Rb.
sphaeroides’e deletsioonitiivega, mis sisaldab ainult perifeerset valgust koguvat kompleksi
LH2. Seda tlive kasvatati ja isoleeritud kompleksid valmistati vastavalt meetoditele, mida on
Olsen varasemas t60s kasutanud (Olsen et al., 1994). Madalal temperatuuril (-80 °C) séilitatud
objekt sulatati enne mdbtmisi ja lahjendati sobiva kontsentratsioonini 10 mM Tris-HCI pH 7.5
puhverlahuses. Lisaks sisaldas puhverlahus 1 % B-OG detergenti, et isoleeritud kompleksid ei
agregeeruks maodtmise kadigus. Madtmistel kasutatud objekti optiline tihedus 2 mm paksuses
klvetis oli vaiksem kui 0,1 optilise tiheduse tGhikut md6tmispiirkonnas. Kui objekti optiline
tihedus oleks suurem, siis vOib tekkida ndhtus, mida nimetatakse reabsorptsiooniks. Selle
kaigus valgus, mis kiirgub molekulist valja, jouab enne detektorini jdudmist uuesti neelduda
(kui neeldumine on suur) ning selle tulemusena on vdimeline uuesti kiirgama. See aga

moonutab omakorda spektri kuju.

Kuna antud t60s suur osa modtmistest on sooritatud UV-piirkonnas, siis on vaga oluline, et
mdo6tmiste jaoks kasutatav puhver ise ei neelaks valgust vastavas UV-piirkonnas. Katsetades
veendusime, et Hepes puhvril on tugev neeldumine 200 — 250 nm piirkonnas ehk puhver neelab
kogu signaali &ra ning mdodtmisi ei ole vdimalik teostada. Seetdttu kasutatakse antud toos
vBimalikult lahjat Tris puhvrit, et neeldumine oleks minimaalne. Neeldumis- ja Kiirgusspektrite

mdGtmiste sooritamiseks kasutati kvartskivetti paksusega 2 mm.

Korrektsete tulemuste saamiseks on vaja moota kbigepealt puhvri jaoks nii neeldumis- kui ka
kiirgusspektrid. Seejarel lisatakse puhvrisse juurde sobivas koguses kontsentreeritud objekt.
Jargnevalt mdddetakse objekti spektrid ning andmete to6tlemisel lahutatakse objekti spektritest
maha samadel tingimustel md6detud puhvri spektrid ja nii saadakse ainult molekulidele vastav

spekter.
2.2.2. Neeldumisspektrite médtmine

Neeldumisspektrite md6tmiseks kasutati Agilent Technologies aparatuuri Cary 60 UV-Vis.
Tegemist on standardse spektrofotomeetriga, mis véimaldab mddta neeldumisspektreid laias
spektri piirkonnas. Ksenoonlambi abil on vBimalik mdota neeldumisspektreid alates 200 nm-st
kuni 1100 nm-ni. TO6s kasutatavad neeldumisspektrid mdddeti 1 nm sammuga ning
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lahutusvbimega 1 nm, kasutades skaneerimiskiirust 600 nm/minutis. Ergastusspektritega
vordlemiseks vajaliku lineaarskaalas oleva neeldumisspektri arvutamiseks kasutati
neeldumisspektri ja labilaskvusspektri vahelist logaritmilist seost. Selleks seoseks on A= -

log(T), kus A on neeldumisspekter (absorbance) ja T on labilaskvusspekter (transmissioon).
2.2.3. Kiirgusspektrite mdotmine

Rb. sphaeroides’e isoleeritud LH2 kompleksi infrapunakiirgusspektrite (IR) (BChl) ja UV
(Trp) kiirgusspektrite ning puhverlahuse UV kiirgusspektrite mddtmiseks kasutati Chirascan
Plus CD spektromeetrit, mis on firma Applied Photophysics toode. Erinevatel lainepikkustel
ergastamiseks kasutati Chirascan-i UV-lampi koos arvutisse paigaldatud Chirascan-i
programmiga, mis vGimaldas seda lampi vastavalt soovitud tingimustele skaneerida ja valida
sobivaid lainepikkusi. UV kiirgusspektrite mddtmisel (nii objekt kui ka puhverlahus) sooritati
ergastamised 2 nm sammudega, vahemikus 200 nm — 310 nm. Ergastuslambi spektraalseks
laiuseks oli valitud 3 nm. Kiirgussignaali m&dtmiseks oli Chirascan-i killge Ghendatud Kymera
monokromaator (Oxford Instruments), mis lahutas objektist tuleva kiirguse spektriks. UV
kiirgusspektrite korral kasutati vore 300 j/mm (difraktsioonivdre joonte arv millimeetri kohta),
registreerivat pilu laiusega 2 nm. Spektri registreerimiseks vastavat signaali loeti CCD (charge-
coupled device) kaameraga. Kogumisajaks oli 10 sekundit ning md6tmised sooritati ilma

ergastavat lampi I6ikava filtrita.

IR kiirgusspektrite mdotmisel kasutati sama mdotmissusteemi. Ergastamised sooritati 5 nm
sammudega, vahemikus 200 nm — 650 nm. Kogumisajaks oli 2 sekundit ning mddtmistel
kasutati ergastust I8ikavat filtrit 700LP.

2.2.4. Andmete anallits ja metoodilised markused

UV-s teostatavad mdotmised on keerulisemad kui néhtavas ja IR kiirguse piirkonnas tehtavad
mdotmised. UV tingimustes korrektse mddtmise l&bi viimiseks kasutatavate seadmete kdik
detailid peavad olema sellised, mis UV valgust ei neelaks. Kdik optilised elemendid, mida UV
Kiirgus l&bib — l&&tsed, filtrid, kivetid — peavad olema valmistatud kvartsist. Samuti tuleb
jalgida, et objekti lahjendamiseks kasutatud lahused omaksid minimaalset neeldumist ja

Kiirgusvoimet aktuaalses UV piirkonnas.

Kdik t60s esitatud kiirgusspektrid ja neeldumisspektrid on parandatud baasjoonele (puhvrist
tulevale kiirgusele vdi neeldumisele ehk objekti spektritest on maha lahutatud puhverlahuse

spekter) ja kiirgusspektrid parandatud vastavale mdotesiisteemi spektraalsele tundlikkusele.
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Ergastusspektrite arvutamiseks vajalik UV ergastuslambi spekter moddeti iseseisvas

eksperimendis piirkonnas 200 — 650 nm, kasutades firma Spectra Physics voimsusemddtjat.

Andmete tootlemiseks ja jooniste tegemiseks kasutati programmi Origin 6.0 (Microcal
Software).

2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1. Neeldumisspekter

Fotostinteetilisi valk-pigment komplekse iseloomustavad laiad neeldumisspektrid, mis
koosnevad rohkelt kattuvatest neeldumisribadest. Need neeldumisribad on iseloomulikud

erinevatele molekulidele, mis on optiliselt aktiivsed.

Rb. sphaeroides’e puhastatud LH2 kompleksi neeldumisspekter on esitatud joonisel 5.
Neeldumine kirjeldab seda osa valgusest, mida objekt on v@imeline &ra neelama. Rb.
sphaeroides’e Qv neeldumisriba (tahistab madalaima energiaga elektrontileminekut) BChl a
molekulide jaoks paikneb vastavalt kas 850 nm (B850) v6i 800 nm (B800) juures. Qx
ulemineku maksimum paikneb nii B850 kui ka B800 jaoks 590 nm piirkonnas. Edasi on
karotenoidide neeldumisriba, millele jargneb Soret riba. Need 4 riba moodustavad
neeldumisspektri Uhe osa — pigmentide neeldumise. Neeldumisspektri teise osa moodustab

valkude neeldumine. Seda iseloomustab UV-neeldumisriba.
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Joonis 5. Rb. sphaeroides’e puhastatud LH2 kompleksi neeldumisspekter. Neeldumisspekter jaguneb valkude
neeldumiseks ja pigmentide neeldumiseks. Joonisel on valja toodud pigmentide neeldumist iseloomustavad BChl
a molekulide Qv ja Qx neeldumisribad, karotenoidide neeldumisriba ja Soret neeldumisriba. Valkude neeldumist
UV-piirkonnas iseloomustab sekundaarstruktuuride neeldumisriba ning aromaatsete aminohappejaakide (Tyr,
Trp) neeldumisriba.

Joonisel 5 on RDb. sphaeroides’e valgust koguva antenni LH2 neeldumisspekter, mis on
mdddetud vahemikus 200 — 1000 nm. Spektri alguses leiab aset valkudes toimuv UV-valguse
neeldumine. UV-valgus on kdrge energiaga ja lihemalaineline 200 — 300 nm valgus. Valkudes
toimuvat UV-valguse neeldumist iseloomustab kahe neeldumisriba tekkimine spektri alguses.
Esimese neeldumisriba moodustumisega 220 nm juures on seotud sekundaarstruktuurid ning
280 nm juures tekkivasse neeldumisribasse panustavad valkude aromaatsed aminohappejadgid.
Peamiselt annavad oma panuse Trp ja Tyr. Vahesemal mééaral panustab Phe (Lakowicz, 2006).
Kuna pigmendid neelavad ka UV piirkonnas, siis nende neeldumine kattub valkude
neeldumisega. Neelduvad erineva lainepikkusega (300 — 1000 nm) footonid. Selleks, et
vastavaid komponente Uksteisest eraldada on vaja kasutada ergastusspektreid. Pigmentide
neeldumise vahemikus moodustavad ihe neeldumisriba karotenoidid. Energia, mis karotenoidi
neeldub, kandub BChl ule. Karotenoidid pltavad footoneid vahemikus 400-600 nm (Croce et
al., 2018). Karotenoidid hajutavad liigset kiirgusenergiat ning aitavad sdilitada valk-pigment
komplekside struktuuri terviklikkust. Karotenoidid on valk-pigment kompleksidega
mittekovalentselt seotud (Britton, 1993; Kuhlbrandt et al., 1994). Spektri I6pu osas toimuva
pigmentide neeldumise tulemusena tekib kaks neeldumismaksimumi. Esimene
neeldumismaksimum on 800 nm (B800) juures ja teine neeldumismaksimum on 850 nm (B850)

juures.
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T60s kasutatava uurimisobjekti Rb. sphaeroides’e valgust koguv antenn LH2 sisaldab
valgumolekule, BChl molekule, karotenoidi molekule ning veel muid komponente, mis
neelavad valgust. Joonisel 6 on valja toodud 280 nm piirkonnas Rb. sphaeroides’e valgust
koguva antenni LH2 neeldumisspekter (musta joonega). Kuna valkude neeldumisega seotud
teise neeldumisriba (280 nm) tekkesse panustavad Trp ja Tyr, siis on joonisele 6 lisatud
vOrdluseks Trp ja Tyr neeldumisspektrid. Trp ja Tyr neeldumisspektrid on moddetud
puhverlahuses. Kdikidele molekulidele on omane neid iseloomustav neeldumisvdime, mis
naitab seda, kui palju valgust mingi molekul on suuteline neelama. Tyr-i neeldumisvdime on

Trp-i omast palju vaiksem ja seetdttu on potentsiaalselt Tyr kiirgus vaiksem.
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Joonis 6. Rb. sphaeroides’e puhastatud LH2 kompleksi, Tyr ja Trp neeldumisspektrite v8rdlus. Joonisel on
tootlemise tulemusena saadud neeldumisspektrid, mis on fokuseeritud 280 nm piirkonnale. Musta joonega on
joonisel LH2 kompleksi neeldumisspekter. Punase joonega on Tyr neeldumisspekter puhverlahuses ning sinise
joonega Trp neeldumisspekter puhverlahuses.

2.3.2. UV-s moodetud kiirgusspektrite parandamine

Antud t66s on mdbtmiste sooritamise jaoks viidud objekt puhverlahusesse. Puhverlahuse
valmistamiseks valiti Tris puhver, mis UV-piirkonnas neelaks minimaalselt. Puhverlahuse
neelamist ei ole vBimalik tdielikult elimineerida. Seega annab ka puhver meile omapoolse
signaali, mis mojutab puhverlahusesse viidud objekti Kiirgusspektrit. Selle tdttu on
moddtmistulemuste to6tlemisel vaja maha lahutada puhverlahuse kiirgusspekter, et saada objekti
Kiirgusspekter.
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Joonis 7. Rb. sphaeroides’e WT-i isoleeritud LH2 kompleksi UV-piirkonnas méddetud kiirgusspektri parandus.

Joonisel on toétlemise tulemusena saadud objekti kiirgusspekter (roheline joon), mis on ergastatud lainepikkusel
240 nm ning parandatud puhvrist tulevale kiirgusele.

Joonisel 7 on ndidatud, milline m&ju puhvri signaalil puhvrisse viidud objekti kiirgusspektrile
on. Joonise tegemiseks valiti ergastamiseks kasutatud lainepikkus 240 nm. Kui vdrrelda
omavahel joonisel 7 toodud musta joonega tahistatud objekt + puhver kiirgusspektri intensiivust
punase joonega tahistatud puhvri kiirgusspektri intensiivsusega, siis on ndha et objekt + puhver
intensiivsus on palju suurem kui puhvri intensiivsus. Selleks, et saada ainult objekti
kiirgusspekter (joonisel 7 rohelise joonena), on vaja puhvri signaal maha lahutada. Lahutamise
tulemusena saadud spektrid on vaja parandada vastavale modtesisteemi spektraalsele
tundlikkusele. Md6tepiirkonna servades, s.0 200 — 210 nm ja 300 — 310 nm on puhvri signaal
vOrreldav voi isegi suurem kui objekti signaal ning seetdttu pole nendes piirkondades

parandatud spektrid piisavalt usaldusvaarsed korrektsete tulemuste saamiseks.
2.3.3. UV kiirgusspektrite vordlus

Neeldumisspektrite analliisi tulemusena (joonis 6) selgus, et kui viia l&bi ergastamine
piirkonnas 200 — 300 nm, siis t60s kasutatava uurimisobjekti UV fluorestsentsi ribas peaks
esinema 2 kiirgust. Uhe kiirgusena peaks olema naha Tyr Kiirgus ning teise kiirgusena Trp
kiirgus. Kahe erineva kiirguse nagemiseks tuleks valida ergastamiseks sellised lainepikkused,
kus hel lainepikkusel ergastub rohkem Uks aromaatsetest aminohappejaédkidest ning teisel
lainepikkusel teine aromaatne aminohappejéék. Tyr on vbimalik ergastada Trp-ga sarnastel
lainepikkustel, kuid see Kkiirgab Trp-st erinevatel lainepikkustel (Lakowicz, 2006). Kui

ergastada ~234 nm (Tyr ergastub ronkem) voi 290 nm (Trp ergastub rohkem) peal, siis peaksid
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joonisel 6 esitatud spektrid omavahel erinema. Spektrite kujus (joonis 6) peaks olema naha

mingisugune isedrasus, sest Tyr kiirgab palju sinisemas piirkonnas kui Trp.

Kiirgusspekter on oma olemuselt lainepikkuse funktsioon, mis soltub Kkiiratud valguse
intensiivsusest. Joonisel 8 on valitud kaks kiirgusspektrit, mida on ergastatud erinevatel

lainepikkustel.

120
Ex (nm)

— 234 (Tyr)
— 290 (Trp)
— Tyr kiirgus

) 80

-]

%)

=

k%

c

2

i=

40
0 _J T

; , |

300 400 500
Lainepikkus (nm)

Joonis 8. Parandatud Kiirgusspektrite vordlus. Joonisel on todtlemise tulemusena saadud objekti parandatud

kiirgusspektrid, mis on ergastatud vastavalt lainepikkustel 234 nm (musta joonega) ja 290 nm (punase joonega).

234 nm ergastatud lainepikkusega Kkiirgusspektris on rohkem ergastatud Tyr ning 290 nm ergastatud

lainepikkusega kiirgusspektris on rohkem ergastatud Trp. Lisaks on joonisel sinise joonega Tyr kiirgusspekter
puhverlahuses.

Musta joonega on joonisel 8 kiirgusspekter, mida ergastati lainepikkusega 234 nm ja punase
joonega on Kkiirgusspekter, mis on ergastatud lainepikkusega 290 nm ehk see kiirgusspekter on
mdddetud spektri punases osas. Tegemist on Kiirgusspektriga, kus ei ole enam Tyr, kuna Tyr ei

ole enam vdimeline sellisel lainepikkusel neelama.

Tyr kiirgus on Trp kiirgusest palju nérgem ning selle maksimumpunkt on ligikaudu 305 nm
juures (Ferreira et al., 1994). Joonisel 8 on sinise joonega tahistatud meie poolt mdddetud Tyr
kiirgusspekter maksimumiga ~298 nm juures. Tyr ei ole nii tundlik Umbritseva keskkonna
suhtes kui Trp ehk Tyr spekter ei muutu véaga palju. Tyr spekter vdiks olla seega enam-vahem
uhesugune nii puhverlahuses kui ka valgu keskkonnas. Trp domineeriva kiirguse tottu tuleks
Tyr fluorestsentsi jéalgida valkudes, milles puuduvad Trp jadgid (Lakowicz et al., 1995).
Joonisel 8 on ndha, et Tyr spekter, mille maksimum asub 298 nm juures, annab oma panuse

ning see kajastub ka spektri kujus.
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Musta joonega tahistatud kiirgusspektris on kdige rohkem ergastatud Tyr. Kui neid kahte
spektrit omavahel vorrelda, siis on n&ha, et sinises spektri osas on Tyr panus tugevam. Toimub
spektri sinisesse nihkumine ehk spektri sininihe tugeva Tyr ergastuse korral.

Fluorestsentsi kiirgusspekter néitab teavet fluorofoori imbritseva keskkonna polaarsuse kohta
(Chattopadhyay et al., 2002; Demchenko et al., 2009; Raghuraman ja Chattopadhyay, 2003).
Tapsemalt, kui keskkonnatundlik fluorofoor muudab oma asukohta polaarsest keskkonnast
(vesikeskkonnast) mittepolaarsesse (membraani) keskkonda, suureneb kiirgusspektri
fluorestsentsi intensiivsus koos fluorestsentsi  kiirgusmaksimumi nihkega luhemate
lainepikkuste suunas (sinine nihe). Seega saab neid muutusi jargides jalgida peptiidide/valkude
jaotumist vesilahuse ja membraanide vahel (Ho et al., 2013; Koehorst et al., 2008; Kyrychenko
ja Ladokhin, 2018; Raghuraman ja Chattopadhyay, 2004).

Trp lahuses on hasti pikalaineline. Soltuvalt lainepikkusest, millega ergastatakse, on naha, et
spektri punane osa on enam-véhem Ghesugune, aga sinises 0sas on naha erinevused. Erinevused
voivadki tulla, kas Tyr panusest vdi hoopis Trp-st endast. Jirgmises osas Uritatakse kogu
ergastuspiirkonnas moddetud spektrite parameetrite s6ltuvuse jargi aru saada, millised

komponendid spektrites vdivad esineda.
2.3.4. Kiirgusspektrite maksimumi asukoha spektraalne séltuvus

Homogeensed ja mittehomogeensed protsessid mdjutavad  spektrite  laienemist.
Mittehomogeense laienemisega on seotud lokaalsed erinevused keskkonnas, mis imbritsevad
pigmente. Homogeenset laienemist pohjustavad elektroni ergastatud oleku eluiga ning vastava
molekuli ja seda uUmbritseva keskkonna vahel toimuv interaktsioonide korgsageduslik

kdikumine.
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Joonis 9. Parandatud Kiirgusspektrite maksimumi asukohtade ja Tyr/Trp suhte vordlus. Joonisel on to6tlemise
tulemusena saadud objekti parandatud kiirgusspektritele arvutatud maksimumide asukohad (musta joonega).
Punase joonega on joonisel varasemalt puhverlahuses m&ddetud Tyr ja Trp neeldumisspektrite suhe (Tyr suhe
Trp-i).

Joonisel 9 on esitatud musta joonega kiirgusspektrite maksimumide asukohad, mis vastavad
igale ergastatud lainepikkusele. Tegemist on véaga keerulise ja kummalise soltuvusega. Kui
Kiirgusspektrisse panustaksid ainult Ghesugused molekulid, siis spekter oleks homogeenne ja
puuduks spektri maksimumi asukoha séltuvus ergastuse lainepikkusest. Tuvastatud keeruline
sOltuvus aga nditab seda, et spekter ei ole homogeene, vaid on heterogeene (erinevate
komponentide segu). Komponentideks on erinevad kiirgurid, mis soltuvalt ergastamiseks
kasutatavast lainepikkusest, hakkavad domineerima ja seetdttu saavutavad spektris llekaalu ja
muudavad spektri kuju. Joonisel 6 esitatud neeldumisspektritest vdib jareldada, et meie
uurimisobjekti fluorestsentsi ribas esinevad nii Tyr kui ka Trp kiirgused, mis omavad erinevat
spektri kuju ja spektraalset asukohta (vt joonis 8). Lisaks v8ib Trp kiirgus koosneda kahest
komponendist. Peale Tyr esineb fluorestsentsi ribas veel ka Trp. Aromaatsetest hapetest on
kdige laialdasemalt kasutusel Trp fluorestsents valkude lokaalse struktuuri ja dinaamika
muutuste jalgimiseks (Callis ja Tusell, 2014; Raghuraman et al., 2005; Vivian ja Callis, 2001).
Trp fluorestsentsi on eelnevalt méddetud Rb. sphaeroides’e isoleeritud LH2 kompleksi, kus
mutantsel vormil on karotenoidina neurosporeen (Timpmann et al., 2021). Trp kiirgusspekter
sOltub tugevalt keskkonna polaarsusest (selle maksimum vaib ulatuda umbes 310 — 350 nm) ja
see omadus on kasulik peptiid-membraani seose jalgimiseks (Lakowicz, 2006). Trp vdib olla
esindatud kahe erineva vormina, sest Trp-d paiknevad valgu erinevates osades, kus on erinevad

tingimused. Trp fluorestsentsi spekter on véga tundlik oma tmbruse suhtes. Kui Trp on tugevalt
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eksponeeritud veele (vt joonis 3), kui polaarsele lahustile, siis toimub spektri nihkumine
punasesse. Punanihe vOib olla seotud ka stabiilsusega. Kui Trp ergastatud olek paikneb
mittepolaarses keskkonnas, siis on see vahem stabiliseeritud (Gasic et al., 2019). Kui Trp asub
sellises piirkonnas, kus vesi ei paase ligi (valgu keskkond) (vt joonis 3), siis spekter nihkub

sinisesse.

Joonisel 6 toodud Tyr ja Trp neeldumisspektrite labijagamisel on leitud Tyr ja Trp neeldumiste
suhe. Vastav suhe nditab, millise panusega antud lainepikkusel kumbki molekul ergastub.
Joonisel 9 on punase joonega esitatud see suhe, mille puhul on suurema signaali korral Tyr
rohkem ergastatud kui Trp. Vorreldes niid modddetud spektri asukoha kaitumist Tyr/Trp
neeldumisspektri suhtega v6ime naha jargmist s6ltuvust: kui Tyr on rohkem ergastatud, siis
toimub spektri nihkumine sinisesse (Tyr panus on suurem ja spekter nihkub). Joonisel 9 on Tyr
rohkem ergastatud kui Trp lainepikkuste vahemikus 230 — 240 nm. Vastavalt toimub selles
piirkonnas meie mdddetud spektri maksimumi nihkumine sinisesse, mis viitab spektris Tyr
osakaalu suurenemisele. 250 nm Umbruses ergastades on ergastunud ainult Trp ja spektri
asukoht on maksimaalselt punane. Piirkonnas 260 — 280 nm kasvab ergastamise tulemusena
Tyr mdju ning spektri maksimumi asukoht on minimaalne. Selles piirkonnas on spekter kdige
laiem ning kBige rohkem sinises. Piirkonnas 290 — 300 nm Tyr enam ei neela ning ergastatud
on Trp. Spektri asukoht on taas punases ehk on toimunud punanihe. Punanihke pdhjuseks voib
olla kahe pisut erineva Trp vormi esinemine. T06s saadud modtmistulemuste pdhjal ei ole

voimalik seda aga kindlalt tdendada.
2.3.5. BChl ja valgu ergastusspektrid

Objekti ergastusspektrid ja neeldumisspektrid on omavahel kindlas seoses. Kui neid omavahel
vorrelda, siis voiks vordluse tulemusena olla ndha energia liikumist fotosunteetilistes valk-
pigment kompleksides, néiteks bakteriaalsetes antennides. Ergastusspektri vordlemiseks
neeldumisspektriga, tuleb viimane viia lineaarsesse skaalasse, st esitada 1 — T (l&bilaskvuse)
vormis. Teades, millisest neeldumise ribast toimub 100%-line energia Ulekanne uuritavasse
molekuli ning normeerides ergastusspektri sellele neeldumisribale, on v6imalik
neeldumisspektri ja ergastusspektri suhte kaudu hinnata energia ulekande efektiivsust

erinevatest spektri piirkondadest antud uuritavasse molekuli.
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Joonis 10. Rb. sphaeroides’e WT-i isoleeritud LH2 kompleksi ergastusspektri ja neeldumisspektri (1 — T,

lineaarses skaalas neeldumisspekter) vdrdlus. Joonisel on punase joonega ergastusspekter ning sinise joonega
lineaarses skaalas arvutatud neeldumisspekter.

Joonisel 10 on esitatud BChl ergastusspekter (registreeritud spektri vahemikus 840 — 860 nm)
ja neeldumisspekter. Ergastusspekter on normeeritud nii, et BChl Qx riba asukohas 590 nm
langeksid ergastusspekter ja neeldumisspekter kokku. On teada, et sellest spektriribast kandub
energia 100% efektiivsusega tle B850 ribasse, millest toimub BChl kiirgus. Ulejainud
piirkonnas spektrid ei lange kokku, millest v@ib jareldada, et sealt toimub vaiksema
efektiivsusega energia tlekanne BChl molekulidele. Eriti suur erinevus on jalgitav 200 — 220
nm piirkonnas. P6hjuseks oleks, et Rb. sphaeroides’e valgust koguv antenn LH2 sisaldab lisaks
BChl molekulidele veel teisigi molekule, naiteks karotenoide, valke, aminohappejaake, mis
neelavad valgust, aga edastavad energiat BChl molekulidele ebaefektiivselt voi ldse mitte.
Uurimisobjekti valgust koguva antenni LH2-s paiknevate fluorofoorsete aminohappejaéakide
(Tyr, Trp) ning sekundaarstruktuuride neeldumine leiab aset spektri UV-piirkonnas.
Flurofoorsete aminohappejéédkide neeldumisvahemikuks on umbes 220 — 300 nm.
Sekundaarstruktuuride neeldumisvahemik ja&b aga 200 — 220 nm vahele. Varasemalt on leitud,

et Tyr ja Trp neeldumine voib olla vahemikus 275 — 295 nm osaliselt kattuv (Lakowicz, 2006).

Huvitav on vorrelda spektrite kujusid 200 — 300 nm piirkonnas, kus toimub Trp neeldumine.
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Joonis 11. Rb. sphaeroides’e WT-i isoleeritud LH2 kompleksi valgu ergastusspektri, BChl ergastusspektri ja
neeldumisspektri (1 — T, lineaarses skaalas neeldumisspekter) vordlus. Joonisel on musta joonega valgu

ergastusspekter, mis on registreeritud vahemikus 370 — 380 nm. Punase joonega on BChl (pigmendi)
ergastusspekter. Sinise joonega on LH2 kompleksi lineaarses skaalas arvutatud neeldumisspekter.

Spektrid on omavahel nihkes ja nende kujud erinevad. BChl ergastusspektri ja valgu (Trp)
ergastusspektri erinevust pdhjustab spektraalne nihe. Kdige suurem erinevus kahe
ergastusspektri vahel on nidha 220 nm piirkonnas. Nihkumisel viitab spektrite maksimumide
asukoha erinevus UV piirkonnas. UV piirkonnas paikneb BChl maksimum 210 nm peal, valgu
ergastusspektri maksimum aga 224 nm juures. Kui v@rrelda neeldumisspektri kuju mélema
ergastusspektri kujuga, siis oleks nagu naha, et mdlemad ergastusspektrid annavad oma panuse
neeldumisspektrisse. Kui vaadata neeldumisspektrit 220 nm juures, siis on tugevalt ndha Trp
neeldumist. Kui aga vaadata 220 nm juures BChl ergastusspektrit ja vorrelda seda 220 nm
juures oleva neeldumisspektriga, siis on ndha nende spektrite vahelist erinevust. Selline
ergastusspektri erinevus neeldumisspektrist viitab sellele, et energia tlekannet ei toimu v6i on
see vdga vaike. Kokkuvdtvalt, kdik spektrite erinevused viitavad sellele, et valgud ei kanna neis
neeldunud energiat BChl-i ehk nad ei osale energeetiliselt fotosiinteesis. Valkude peamiseks
funktsiooniks on seega toimida struktuurse materjalina valk-pigment kompleksis.
Membraanvalkudes, nagu néiteks kaaliumikanalites, KcsA (Zhou et al., 2001) ja KirBacl.1
(Kuo et al., 2003), maltoporiini (Schirmer et al., 1995), glitserooli juhtivas kanalis (Fu et al.,
2000), on Trp- ja Tyr-jaékidel ,,ankurdusroll”“ ning on seotud transmembraansete heeliksite
hiidrofoobse osa pikkuse madramisega (de Jesus ja Allen, 2013; Demmers et al., 2001; Killian
ja von Heijne, 2000; Yau et al., 1998).
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Kokkuvotvalt, antud bakalaureuset66 raames maddeti ja analtitsiti fotosunteetilise bakteri Rb.
sphaeroides isoleeritud kompleksi LH2 neeldumis-, kiirgus- ja ergastusspektreid. L&bi viidud
eksperimendid tdestasid, et fotostnteetiliste valk-pigment komplekside neeldumisspektrid on
laiad ning koosnevad omavahel kattuvatest neeldumisribadest, mis on iseloomulikud mitmetele
erinevatele optiliselt aktiivsetele molekulidele. Rb. sphaeroides’e fotosiinteetilise valk-pigment
kompleksi kuuluvate aromaatsete aminohapete (Tyr ja Trp) panus energia Ulekandumisel
bakteriokloroftlli on védga vaike. Sellisele jareldusel viib neeldumis- ja ergastusspektrite
vOrdlus UV piirkonnas. Rb. sphaeroides’e fotosiinteetiline valk-pigment kompleksi kiirgus UV
piirkonnas koosneb turosiini ja kahest erinevast triptofaani vormi Kiirgusest. Selleks et teha
kindlamaid jareldusi UV kiirguse tdpsemast olemusest, oleks edasise uurimise kdigus vaja
uurida teisi fotosunteetilist valk-pigment kompleksi omavaid bakteriliike, kus varieerub
throsiini ja triptofaani osakaal ja paiknemine valgus. Selleks tuleks m@dta ja anallilsida

vastavate bakteriliikide spektreid ja neid siis eelnevalt mdodetud spektritega vorrelda.

Vaatamata tehnoloogilistele edusammudele slnkrotronkiirguse vallas ja hiljutistele
suurepérastele edusammudele membraanivalkude struktuursel mé&&ramisel (Hendrickson,
2016; Moraes et al., 2014), on membraanivalkude ja peptiidide kdrge eraldusvGimega

molekulaarne iseloomustamine erinevatel péhjustel endiselt suur véljakutse.

Selleks ongi hetkel fluorestsentsspektroskoopilised lahenemisviisid kdige mitmekilgsemad ja
neid kasutatakse nii membraaniga seotud valkude struktuuri kui ka diinaamika hindamiseks

nende flsioloogilistes tingimustes (Chattopadhyay ja Raghuraman, 2004; Johnson, 2005).
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KOKKUVOTE

Too0s uuriti Rb. sphaeroides’e WT-st isoleeritud LH2 kompleksis paikneva aromaatse
aminohappe Trp kiirguse olemust. VVarasemad uuringud on piirdunud infrapunaspektroskoopia
abil pigmendi (klorofiilli) spektrite mddtmisega. Fotosunteetiline valk-pigment kompleks
koosneb aga kahest osast. Valgu spektrite abil on véimalik uurida, kas valkude funktsioon valk-
pigment kompleksis on seotud ainult struktuuri fikseerimisega (struktuurne materjal) vOi

toimub nende kaudu ka energia tlekandumine.

Rb. sphaeroides’e WT-i isoleeritud LH2 kompleksi valkude uurimiseks mdddeti
kiirgusspektreid, ergastusspektreid ja neeldumisspektreid. Spektrite tdotlemise ja anallilisimise
tulemusena selgus, et Trp pole ainuke aromaatne aminohape, mis saab erinevatel lainepikkustel
ergastatud. Olulise panuse annab spektrite kuju muutusele ja nihkumisele teine aromaatne
aminohape - Tyr. Kui Tyr on domineerivamalt ergastatud kui Trp, siis toimub spektri
nihkumine sinisesse. Spektrite analliisimisel eeldati, et Trp kiirgus vdib esineda kahe erineva
vormina. Uks kiirguse vormidest vastab Trp molekulidele, mis on veele eksponeeritud, teine
vorm aga Trp molekulidele, mis on veele kéttesaamatus piirkonnas. Vastavalt (ihe voi teise
vormi domineerivamale ergastamisel, vOib toimuda spektri nihkumine kas punasesse voi
sinisesse. Kuna komponentspektrid on véga laiad, siis toimuvaid muutusi on keeruline

tuvastada ja raske interpreteerida.

Neeldumisspektrite ja ergastusspektrite vérdlemise pdhjal vdib jareldada, et fotostuinteetilistes
valk-pigment kompleksides ei toimu valkudes neeldunud energia tlekannet fotosiinteesivatele
pigmentidele ja seega on valkude peamine funktsioon toimida struktuuri ehitusmaterjalina. Kui
aga valgud energia tlekande protsessis osalevad, siis nende panus selles protsessis on véga
vdike ning selles t60s kasutatava eksperimendiga pole vdimalik selle Ulekande efektiivsust
méadrata. Uheks vBimaluseks oleks uurida teiste bakteriliikide spektrite kujusid ja neid siis

omavahel vorrelda.
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Study of membrane proteins structure and dynamics by fluorescence spectroscopy

Joanna Liisa Orav

Summary

Photosynthetic purpura bacteria gather solar radiation through circular pigment-protein
complexes which are integrated into the membrane. There are two types of those complexes:
LH2 and LH1. LH2 complex is an oligomer composed of dimers of alpha and beta apoproteins.
Apoproteins are alpha-helical transmembrane proteins and their abundance depends on the
species. Rb. sphaeroides LH2 complex inner wall is composed of nine alpha-apoprotein helices

and the outer wall is composed of nine beta-apoprotein helices.

In this study isolated LH2 complex of Rb. sphaeroides wild type was investigated by
fluorescence spectroscopy. The aim of the study was to examine nature of tryptophan (Trp)
radiation in the LH2 complex. Previous studies have been limited to measuring pigment
(chlorophyll) spectra by infrared spectroscopy. Measuring protein spectra, it is possible to study
whether the function of proteins in the protein-pigment complex is related only to the structure
(building material) or whether energy transfer also takes place through them. For the study
emission spectra, excitation spectra and absorption spectra were measured. The study has
demonstrated that Trp is not the only aromatic amino acid that can be excited at different
wavelengths. It was found that another aromatic acid Tyr has also important contribution to
change the shape of the spectra. The LH2 complexes structure data suggest that Trp could exist
in two different forms. One of the forms is in an area, what is exposed to water and the other
form is in an area, what is inaccessible to water. Complex dependence of spectral characteristics
from excitation wavelength supports this idea. Still, due to overlapping of broad spectra it is

complicated to perform the detailed analyses of spectral features of the emission.

Spectral measurements show that proteins are not involved in the energy transfer process of
photosynthesis. Their main function of the proteins is to stabilize the structure of the complex.
If proteins are involved in the process, their contribution to this process is minor, under the
reach with current method. To explore this problem further one possibility is to measure and

analyze the spectra of other bacteria.
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