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Ivadas

Fotosintezé yra augaluose ir kituose organizmuose vykstantis procesas, kurio metu $viesos
energija yra paver¢iama chemine energija. Fotosinteze vykdantys junginiai organizmuose reguliuoja foto
apsauga ir fotony sugertj atsizvelgiant j esamas aplinkos sglygas. Fotosintezei reikalingas $viesos
sugerties spektro veréiy praplétimas mélynai zaliame diapazone (A ~ 500 nm). Siame procese dalyvauja
karotinoidai su struktiirinémis modifikacijomis, jtraukian¢iomis karbonilo grupe, besijungiancig su
polieno grandine. Vis délto, fotosintetinése sistemose savireguliacijos mechanizmai néra iki galo
suprasti, o vienas tokiy yra susijes su karotinoido ir chlorofilo sgveikomis [1].

Siuo metu yra zinomi fotosintezés baltymy kristalografiniai duomenys. Vienas tokiy yra
Amphidinium carterae (PDB banke struktiiros numeris 1PPR [2]). Kristalografiniuose duomenyse
aiSkiai matomos karotinoidy ir chlorofily erdvinés padétys. IS literattiroje aprasSyty duomeny [1], [3], [4]
zinoma, kad karotinoidy ir chlorofily dimerai turi papildomas busenas: vienos yra isskirtinai tik
karotinoidy molekuliy, o kitos - kravio pernaSos tarp molekuliy. Tikslios $iy energijos buseny
susidarymo salygos néra aiskios, todél biitini modeliavimo tyrimai.

Magistrantiiros studijy baigiamojo darbo tikslas yra panaudojant tankio funkcionalo teorijos
metodikas (DFT), apskai¢iuoti suzadintas singuletines biisenas bei istirti suzadintg kriivio pernasos (CT)
biiseng, esant jvairioms karotinoidy su chlorofilu-a dimery struktiirinéms ir aplinkos modifikacijoms.

Sio darbo uzduotys yra istirti pasirinkty karotinoidy: peridinino, fukoksantino, liuteino, beta-
karotino ir jo konformery, likopeno, diatoksantino ir diadinoksantino, - su chlorofilu-a ir jo
struktiirinémis modifikacijomis dimery suzadintas busenas ir suzadintos CT biisenos, esan¢ios Zemiau
karotinoidinés S buisenos, egzistavimo salygas bei priklausomybe nuo dvisieniy kampy ties aleno grupe

ir baltymo aplinkos.



1 Literaturos apzvalga
1.1. Karotinoidy ir chlorofilo-a saveika baltymuose
1.1.1. Karotinoidai

Karotinoidai (1 pav., virSus) yra organiniai raudonos, oranzinés ir geltonos spalvy pigmentai. Jie
sugeria Sviesg nuo 400 nm (violetiné spalva) iki 550 nm (Zalia spalva). Augalai, dumbliai, taip pat kelios
bakterijos ir grybai gamina karotinoidus i§ riebaly ir kity pagrindiniy organiniy metaboliniy elementy.
Karotinoidai atlieka du pagrindinius vaidmenis augaluose ir dumbliuose: jie sugeria Sviesos energija,
reikalingg fotosintezei, ir apsaugo chlorofilg nuo foto poveikio [5].

Struktariskai karotinoidai yra tetraterpeny dariniai, kurie yra sudaryti i§ izopreno molekuliy (1
pav., apacia). Pagal struktiirg jie yra skirstomi j dvi grupes: ksantofilus ir karotinus, kurie atitinkamai yra

su deguonies atomu strukttiroje arba be jo.
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1 pav. VirSuje: pavyzdiné karotinoido struktiira — astaksantinas [6]. Apacioje: izopreno struktiira.

Darbe analizuojami pasirinkti karotinoidai: peridininas (2 pav.), fukoksantinas (3 pav.), liuteinas
(4 pav.), beta karotinas cis-cis (5 pav.), beta karotinas trans-trans (6 pav.), likopenas (7 pav.),
diatoksantinas (8 pav.) ir diadinoksantinas (9 pav.).

Peridininas (PID) (2 pav.) yra ksantofilas, kuris sudarytas i§ epoksicikloheksano ziedo (E) ir
polieno grandinés (P) su furano Ziedu (F) ir cikloheksano Ziedu (C). Peridininas sugeria mélyng ir zalig

Sviesg 470-550 nanometry srityje [2].



2 pav. Peridinino struktira: E — epoksicikloheksano Ziedas, F — furano ziedas, P — polieno grandiné, C
— cikloheksano Ziedas [2]. Zaliai pazymétas atomas yra véliau naudojamas kaip vienas i§ atskaitos atomy

atstumui tarp molekuliy dimeruose jvertinti.

Fukoksantinas (FUC) (3 pav.) yra aptinkamas kaip papildomas pigmentas rudyjy dumbliy
chloroplastuose, suteikiantis jiems ruda arba Zalig spalva, nes jis sugeria $viesg pirmiausia melsvai
zalioje arba gelsvai Zalioje spektro dalyje. Sis karotinoidas taip pat priklauso ksantofily grupei. Jo
struktliroje yra aleno jungtis, epoksidiné grupé ir konjuguota karbonilo grupé polietileno grandingje.

Pastaroji grupé pasizymi antioksidacinémis savybémis [7].

OCOCH,;

3 pav. Fukoksantino struktiira [7]. Zaliai paZymétas atomas yra véliau naudojamas kaip vienas i3

atskaitos atomy atstumui tarp molekuliy dimeruose jvertinti.

Liuteinas (LUT) (4 pav.) yra augaluose sintetinamas ksantofilas, gausiai randamas Zaliosiose
lapinése darzovése, tokiose kaip Spinatai ar lapiniai kopustai. Liuteinas sugeria mélyng Sviesg ir todél

yra raudonai oranzinés spalvos [8].
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4 pav. Liuteino struktiira [8].
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B-karotinas (B -CAR) yra raudonai oranzinis pigmentas, gausus grybuose, augaluose ir vaisiuose

[9]. Tarp karotiny B-karotinas i$siskiria tuo, kad abiejuose molekulés galuose turi B ziedus (5 ir 6 pav.).

6 pav. Beta karotino trans-trans struktiira [9].

Likopenas (LYC) yra atviros grandinés karotinas (7 pav.), randamas tam tikruose raudonuose

vaisiuose, ypa¢ pomidoruose [10].

7 pav. Likopeno struktiira [10].

Diatoksantinas (DT) (8 pav.) ir diadinoksantinas (DD) (9 pav.) yra acetileniniai karotinoidai. Sie
du pigmentai yra paverciami vienas ] kita griztama deoksidacijos reakcija, priklausomai nuo $viesos
intensyvumo. Diatoksantino (be epoksidinés formos) susidarymg sukelia didelis §viesos intensyvumas,

o atvirkstiné reakcija vyksta, kai §viesos intensyvumas sumazéja [11].
OH
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8 pav. Diatoksantino struktiira [12].
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9 pav. Diadinotoksantino struktira [13].
1.1.2.  Chlorofilai ir porfirinai

Chlorofilas ir porfirinas yra labai svarbiis fotosintezei uztikrinant augaly Sviesos sugertj Ir
elektrony pernasa. Chlorofilas yra Zaliasis pigmentas, randamas dumbliy ir augaly chloroplastuose.
Chlorofilai labiausiai sugeria $viesg mélynojoje elektromagnetinio spektro dalyje, taip pat raudonoje,
taciau blogai Sugeria Sviesg zalioje spektro dalyje [14]. Jie ir porfirinai fotosintezéje dalyvauja energijos
konversijos etape [15].

Siame darbe yra analizuojami dimerai su chlorofilu-a (CHL) (10 pav.) ir porfirino (POR)
molekulémis (11 pav.). Chlorofilo-a struktiirg sudaro chlorino Ziedas, kurio keturi azoto atomai laiko
centrinj magnio atomg ir Kuris turi prijungty Soniniy grupiy ir angliavandenilio ,,uodega®. Skirtingos
Soninés grupés apibtidina skirtingus chlorofilo molekulés tipus ir nuo jy priklauso atitinkamo chlorofilo
sugerties spektras. Tuo tarpu chlorofilo-a hidrofobiné ,,uodega“ pritvirtina molekule prie kity
hidrofobiniy baltymy [16].

Pirmos dvi suzadintos dimery singuletinés blisenos atitinka chlorofile-a vykstancius Suolius tarp

chlorofilo molekuliniy orbitaliy, pagrindzian¢ius Gouterman modelj, pagal kurj Q Suolis skyla j du: Qx

(S2) ir Qy (S1) [17].

CHs

CHs CHs

10 pav. Chlorofilo-a struktiira [18]. Zaliai paZzymétas atomas yra véliau naudojamas kaip vienas i3

atskaitos atomy atstumui tarp molekuliy dimeruose jvertinti.
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11 paveikslas. Porfirinas, prisijunggs vandenilius (kairéje) [19] ir magnj (desingje) [20].
1.1.3.  Singuletiné ir tripletiné biisenos

Kai elektronas, esantis pagrindinéje singuletinéje biisenoje (12 pav., kairé), yra suzadinamas iki
aukstesnio energijos lygmens, susidaro suzadinta singuletiné biisena arba suzadinta tripletiné btisena.

Suzadinta singuletiné biisena (12 pav., centras) yra molekuliné elektroniné biisena, kai visi
elektrony sukiniai yra suporuoti - Suzadinto elektrono sukinys vis dar yra suporuotas su pagrindinés
busenos elektronu (pagal Paulio draudimo principg elektrony pora tame paciame energijos lygmenyje
turi biti prieSingy sukiniy).

Suzadintoje tripletingje biisenoje (12 pav., deSiné¢) suzadintas elektronas nebéra suporuotas su
pagrindinés buisenos elektronu (turi tg patj sukinj). Suzadintos tripletinés biisenos susiformavimas yra

maziau tikétinas, nes suzadinimas ] tripleting biiseng yra susij¢s su papildomu draudziamu sukinio

Singuletiné Singuletiné ' Tripleting
pagrindiné blisena suZadinta bilsena suzadinta biisena

pasikeitimu [21].

12 pav. Schematinis suzadinty singuletinés ir tripletinés biseny atvaizdavimas [21].

1.2.  Kvantinés chemijos skai¢iavimo metodai
1.2.1. Tankio funkcionalai

Bazinis rinkinys (bazé) yra funkcijy rinkinys (vadinamas bazinémis funkcijomis), naudojamas
elektrony banginei funkcijai pavaizduoti tankio funkcionalo teorijoje, norint paversti modelio dalines
diferencialines lygtis j algebrines lygtis, tinkamas efektyviam pritaikymui kompiuteryje. Viendalelinés

buisenos (molekulinés orbitalés) iSreiSkiamos kaip tiesinés baziniy funkcijy kombinacijos [22].



Bazés cc-pVDZ atveju [23], pirmos ir antros eilutés atomams bazés rinkiniai yra cc-pVDZ. DZ
zymi dvigubos-zetos bazés rinkinius, cc-p dalis atitinka poliarizuotas pastovios koreliacijos bazes, o V
rodo, kad bazés rinkiniai yra tik valentiniai.

Tankio funkcionalo teorija (DFT) [24] yra kvantmechaninio modeliavimo metodas, naudojamas
fizikoje, chemijoje ir medziagy moksle, siekiant iStirti daugelio kiino sistemy elektroning struktiirg
(daugiausia pagrinding biiseng). Taikant $ig teorijg, daugelio elektrony sistemos savybes galima nustatyti
naudojant erdvinio elektrony tankio funkcionalus.

Hartree-Fock teorijoje energija yra isreiSkiama:

Eyr =V+< hP > 40,5 < PJ(P) > —0,5 < PK(P) >, 1)
Cia V — tarpbranduoliné sgveika, P — tankio matrica, antras narys — vienelektroniné (kinetiné ir potencing)
energija, treCias narys — Kulono elektrony sgveika ir paskutinis narys — pakaitiné energija, atsirandanti
dél kvantinés (fermioninés) elektrony prigimties. Tankio funkcionalo teorijoje naudojami funkcionalai

dazniausiai yra tam tikry tankio funkcijy ir galimai tankio gradiento integralai:

Ex[P) = [ f (pa(r), pp(1), Vpa(r), Vpg(r)) dr . @

B3LYP (Becke Three Parameter Hybrid Functionals) yra hibridinis funkcionalas, kuriame mainy
funkcionalas yra tiesiné Hartree-Fock mainy ir funkcionalo integralo, uzrasyto auk$ciau, kombinacija:

Epsiyp = A * EZ1" + (1 — A) * EJF + B » AEEecke + EYWN 4 ¢ « AERon-local (3)
¢ia A, B ir C yra Becke konstantos. Sis funkcionalas jtraukia nelokalig koreliacija pagal LYP israiska ir
VWN funkcionalg III (Vosko, Wilk ir Nusair arba lokalaus sukinio tankio funkcionalas).

CAM-B3LYP yra hibridinis mainy-koreliacijos funkcionalas, naudojantis hibridines B3LYP
savybes ir toliveikes Tawada korekcijas. Sis funkcionalas naudojamas skaiGiuoti suzadinty biiseny
energijas [25].

Pusiau empiriniai kvantinés chemijos metodai yra paremti Hartree-Fock‘o fomalizmu, bet
nejtraukia aproksimacijy ir jgyja kai kuriuos parametrus i§ empiriniy duomeny (siekiant atstatyti
Hartree-Fock‘o metode prarandamg informacija, pavyzdziui dviejy elektrony integralus). Sis metodas
yra labai svarbus atliekant skai¢iavimus su didelémis molekulémis, kur pilnas Hartree-Fock‘o metodas
be aproksimacijy reikalauja per daug resursy. Empiriniy parametry naudojimas leidzia jtraukti elektrony
koreliacijos efektus. Siame darbe pusiau empiriniai skai¢iavimai yra atliekami visiems elektronams PM6
[26] metodu, kurio tikslas yra pasinaudoti parametrais, kad aproksimuoti eksperimentinius dipolio

momentus, jonizacijos potencialus, formavimasi ir geometrija.



1.2.2. ONIOM skaic¢iavimo metodika

Modeliai, paremti klasikiniu mechaniniu konstruktu kaip molekuliy mechanikos (MM) jégos
laukais, kurie yra paremti empiriniais potencialais, apibtidinan¢iais mazos amplitudés Svyravimus,
sukimus, van der Waals‘o sgveikas ir elektrostatines sgveikas, yra placiai naudojami dideliy ir sudétingy
sistemy simuliacijose. Ta¢iau MM jégos laukai yra netinkami apibudinti sistemos, dalyvaujancios
chemingje reakcijoje, pokycius elektroningje struktiiroje. Tokie elektroninés struktiiros pokyciai
procesuose, kuriy metu yra nutraukiami ir sudaromi rySiai, vyksta kriivio pernasa ar elektrony
suzadinimas, tinkamam jvertinimui reikalauja kvantinés mechanikos (QM). Taciau d¢l dideliy resursy
QM pritaikymas apsiriboja gan mazomis sistemomis, sudarytomis iki deSim¢iy ar keliy Simty atomy, ar
netgi maZzesniy, kuomet yra naudojamos auks¢iausio lygio teorijos. Norint iSspresti §ig problemg yra
naudojami algoritmai, apjungiantys kvanting ir molekuling mechanikas. Tokie algoritmai naudojasi
kvantinés mechanikos suteikiamu tikslumu ir mechaninés dinamikos nedideliais skai¢iavimo resursais.
Kvantinés mechanikos jtraukimas i molekuling mechanikg gali biiti pasiekiamas ONIOM metodu.

ONIOM (miisy paciy N-sluoksniy integruota molekuliniy orbitaliy molekuliy mechanika) yra
hibridinis Morokuma aprasytas [27] skai¢iavimo metodas, kuris leidzia pritaikyti jvairius pradinius ar
pusiau empirinius skai¢iavimo metodus skirtingoms molekulés dalims. ONIOM metode energijos
iSraiska [28]:

Eoniom = Emodelineaukstas T Ereatizemas — Emodeline zemas- (4)

Reali dalis atitinka visg sistema, o modelio dalis atitinka QM sritj (pirming subsistema PS) (13
pav.). ONIOM metodas naudoja jungian¢iuosius atomus uzpildyti nutrauktiems rySiams, kurie kartu su
QM sritimi suformuoja modeling sistema. Ekstrapoliacija gali biti vertinama dviem biidais. Pirmu atveju
ekstrapoliacija atlickama auksSto lygio skaiiavimams ant modelinés sistemos naudojant du zemo lygio
skaiCiavimus ant realios sistemos. Antru atveju ekstrapoliuojami Zemo lygio skai¢iavimai ant realios
sistemos naudojant du modelinés sistemos skaiciavimus, siekiant pagerinti tiksluma modelinés sistemos
srityje. Bendrame ONIOM metode sgveikos tarp PS ir SS (antrinés subsistemos) yra apraSomo0s zemo

lygio teorija.
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13 pav. ONIOM schemos komponenty pavyzdys [28].

ONIOM skaiciavimai tam tikrais atvejais gali biiti tikslesni naudojant elektroninj jterpima, kuris

jtraukia MM srities dalinius kriivius j QM Hamiltono operatoriy. Sis metodas leidzia geriau aprasyti

elektrostating sgveika tarp QM ir MM sriciy.

ONIOM yra jgyvendinta Gaussian aplinkoje. Norint sekmingai atlikti skai¢iavimus, naudojantis

Siuo metodu, reikia atsizvelgti j kelias taisykles [28]:

1.

11

Svarbu nustatyti sistemos dalj, kurioje vyksta reakcijos. Tam tikrais atvejais, pavyzdziui, kai
elektroninis suzadinimas yra delokalizuotas visoje sistemoje, ONIOM yra netinkamas. Taip pat
atomai, kurie tiesiogiai nedalyvauja procesuose, bet yra arti aktyvaus regiono, turéty biiti arba
jtraukiami ] aktyvy regiong, arba jiems turi biiti parenkama Zemo lygio teorija, pakankama
tinkamam jvertinimui.

ONIOM modelis turéty biiti naudojamas tik palyginamoms energijoms ir tiems patiems
struktiiros padalinimams, jei norima rezultatus palyginti, nes rezultatai gali stipriai priklausyti
nuo $iy parametry.

Zemo lygio metodas turi biiti pakankamai tikslus. ONIOM skai¢iavimai siekia apibaidinti sistema
kuo tiksliau, taciau naudojant brangius resursus tik daliai sistemos, kita dalis sistemos yra
jvertinama zemame lygyje. Sis lygis ne tik apibiidina SS molekules, bet ir saveikas tarp SS ir PS.
Jei Zemo lygio jtaka yra vien geometring, tuomet pilnai pakanka molekulinés mechanikos jégy
lauko ar pusiau empiriniy metody. Taciau jei ten yra elektroniniy efekty, ne tik elektrostatinés
sgveikos, pavyzdziui kriivio pernasa, tuomet reikalingas QM metodas.

SS ribinis atomas gali biti pakeistas tik vienos jungties jungian¢iuoju atomu. Jei atomas Zemame

lygyje turi dvi jungtis su atomais aukStame lygyje, tuomet jis turi biiti pakeistas arba dviem



12

10.

11.

12.

jungianciaisiais atomais, Kurie biity netoli vienas kito, arba vienu jungian¢iuoju atomu ir viena
neuzpildyta jungtimi.

Reikia vengti naudoti jungianciaisiais atomais tokius atomus, kurie dalyvauja pirminiame
procese. Daznai renkamasis vandenilis.

Reikia stengtis nutraukti vien nepolinius rysius. C-C rySio pakeitimas C-H rySiu jtakoja mazas
paklaidas.

Reikia stengtis nutraukti tik viengubuosius rys$ius, nes dvigubojo ar trigubojo rysio pakeitimas
viengubuoju jtakoja elektroning struktiira.

Reikia nenutraukti ry$iy ciklinése struktiirose, nes tokios struktiiros dazniausiai yra jtemptos. Jei
tai yra nei§vengiama, tuomet reikéty didinti QM sritj arba aukstinti Zemam lygiui naudojamos
teorijos lygj.

ONIOM(QM:MM) atveju ry$iy nutraukimas ir formavimas turéty vykti bent trimis rysiais toliau
nuo MM srities.

QM:MM skaic¢iavimuose su elektrostatiniu jtraukimu, MM srities pilnas kriivis turi biiti pastovus
i8ilgai reakcijos kelio.

Naudinga atlikti bandomuosius skai¢iavimus su atitinkamomis sistemomis. Pasinaudojant
tinkamomis mazesnémis strukttiromis ir atlikus bandomuosius skai¢iavimus, galima geriau
parinkti sluoksniy atskyrimo ribg ir skai¢iavimo metodus.

Norint, kad ONIOM skaiciavimai apsimokeéty, skirtumas tarp skai¢iavimo metody resursy ir

sriciy dydZio turi biiti pakankamai didelis.



2  Skaiciavimo metodika ir nagrinéjamos struktiiros
2.1.  Skaiciavimo metodika

Darbe buvo naudotas naujas Vilniaus universiteto aukSto naSumo superkompiuteris ,,VU HPC*
Saulétekis, esantis Fizikos fakultete. Skai¢iavimams atlikti buvo naudojamasi programiniu paketu
Gaussian 16 [29].

Pirmiausia buvo atliekama atskiry molekuliy geometrijos optimizacija. Tuomet molekulés buvo
sudedamos analogiskai kristalografiniy strukttry dimerams ir atlickami suzadinty biiseny energijy
skaiiavimai naudojantis laikine tankio funkcionalo teorija. Karotinoido su chlorofilu-a dimero
baltyminés aplinkos tyrimui buvo naudojamasi Swiss PDB Viewer aplikacija [30], skai¢iavimai buvo
atliekami ONIOM metodu. Karotinoido su chlorofilu-a dimeras buvo priskirtas QM lygio
skai¢iavimams, baltymo aplinka — MM lygio skai¢iavimams. Dimery atveju geometrijos optimizavimui
ir suzadinty biiseny energijy skai¢iavimams naudojamas CAM-B3LYP funkcionalas su cc-pVDZ baze

[31], skai¢iavimams MM lygyje naudojamas pusiau empirinis PM6 metodas.
2.2.  Darbe nagrinéjamos struktiiros

Pirminiai tiriamy molekuliy dimerai buvo gauti i§ Amphidinium carterae (14 pav.) baltymo
kristalografiniy duomeny (PDB kodas 1PPR [2]). PDB struktiiroje yra chlorofilo-a ir peridinino dimerai
(15 pav.) [32]. Papildomi dimerai yra sudaromi i$ skirtingy karotinoidy: fukoksantino (3 pav.), liuteino
(4 pav.), beta karotino cis-cis (5 pav.), beta karotino trans-trans (6 pav.), likopeno (7 pav.), diatoksantino
(8 pav.) ir diadinoksantino (9 pav.), - su chlorofilu-a bei jo iSvestinémis struktiiromis, pakeiciant

peridining | tiriamy karotinoidy molekules.

14 pav. Proteino amphidinium carterae (1PPR) struktara [2].
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15 pav. Peridinino su chlorofilu-a dimerai, esantys tiriamame baltyme (pirmas skaicius yra chlorofilo
numeris (CLA), antras — peridinino (PID)) [32].
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17 pav. Chlorofilo-a pradiné struktiira su iStiesinta ,,uodega“ (n=2) ir jos iSvestiniai variantai,
modifikuojant ,,uodegos® ilgj keiciant n dalies skaiciy (n=0;1;3-5). n — dalis struktiiros, naudojama

kei¢iant ,,uodegos‘ ilgj.

Tolimesniame tyrimo etape buvo atliekamas karotinoidy modeliavimas su modifikuota
chlorofilo-a struktiira (16, 17 pav.) ir porfirino struktiromis (11 pav.). Chlorofilo-a struktira CHL1

(atitinkanti CHL601 molekulg baltymo kristalografiniuose duomenyse [2]) yra supaprastinta pasalinant
16



jos ,,uodegg“ bei suformuojant jos simetrinius CHL2-CHL6 variantus (16 paveikslas) nagrinéjant $esis
skirtingus modelinius variantus. Taip pat chlorofilo-a struktira buvo kei¢iama iStiesinus jo
angliavandenilio ,,uodega“ ir modifikuojant jos ilgj keiCiant 2-metilbutano atitikmens (n) skaiCiy
grandingje (17 pav.). Siuo atveju i§ viso nagrinéti taip pat $esi skirtingi modeliniai variantai. Visos

struktiiros prie§ modeliuojant dimerus su karotinoidu buvo optimizuotos.
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3  Rezultatai ir jy aptarimas
3.1.  Ivairiy karotinoidy su chlorofilu-a dimery suZadintos biisenos

Pirmame mokslo tiriamojo darbo etape [33], [34] buvo istirta kriivio pernaSos (CT) biisena
peridinino su chlorofilu-a dimeruose, gautuose i$ kristalografiniy duomeny (PDB kodas 1PPR [2]).
Kriivio pernaSos biuisena atitinka Suolj i§ auksciausios uzpildytos karotinoido orbitales (HOMO) i

Zemiausia neuZpildyta chlorofilo-a orbitale (LUMO). Sios orbitalés yra pavaizduotos 18 paveiksle.
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18 pav. Karotinoido (apacioje) ir chlorofilo-a (virSuje) orbitalés, dalyvaujancios kriivio pernasoje.

1 lentelé. Chlorofilo-a ir skirtingy karotinoidy dimery Zemiausiy buseny energijy skai¢iavimy rezultatai
[34].

Karotinoidas Qv, eV Qx, eV CT,eVv S2, eV
B-CAR cis-cis 2,11 2,35 2,44 2,77
B-CAR trans-trans 2,13 2,47 2,55 2,72
DD 2,13 2,51 2,60 2,82
DT 2,13 2,50 2,55 2,78
LUT 2,13 2,53 2,66 2,84
LYC 2,12 2,46 2,47 2,70
FUC 2,14 2,54 2,80 2,83
PID614 (PID) 2,12 2,53 2,70 2,83
PID613 2,13 2,54 2,99 2,80
PID612 2,12 2,52 3,27 2,84
PID611 2,14 2,54 3,37 2,85

18



Dimere, turin¢iame suzadintg CT buisena, esan¢ig zemiau karotinoidinés S biisenos, (CLA601 -
PID614 (15 pav., paskutinis dimeras)) peridinino molekulé buvo kei¢iama 3-9 paveiksluose pateiktais
karotinoidais ir atlickami pirmyjy suzadinty buseny skaiCiavimai. 1 lentel¢je pateikti apraSyty
skai¢iavimy rezultatai [34]. Visais atvejais suzadintos CT buisenos energija buvo zemiau karotinoidinés
S> biisenos energijos. Taigi visi tirti karotinoidai pasizymi struktiirine grupe - polieno grandine - bitina
tiriamai kravio pernasai.

3.2.  Peridinino ir fukoksantino dimery su chlorofilais saveiky modeliavimas

Atliekant skai¢iavimus su fukoksantino bei peridinino ir chlorofilo-a dimerais, chlorofilo-a
struktiira buvo supaprastinama pasalinant jos ,,uodega‘“ bei suformuojant jos simetrinius variantus (16
pav.). Taip pat chlorofilo-a struktiira buvo kei¢iama iStiesinus jo angliavandenilio ,,uodegg™ ir

modifikuojant jos ilgj kei¢iant 2-metilbutano atitikmens (n) skai¢iy grandingje (17 pav.).
3.2.1.  Peridinino dimerai su chlorofilo tipo molekulémis

Siame darbo etape pirmiausia atliktas i§samus tyrimas su PID614 ir chlorofilo-a dimeru (PID-
CHL1) (15 paveikslas, paskutinis atvejis), kuriame aptikta zemiau karotinoidinés S, biisenos esanti
krivio pernaSos biisena. Atlickama tarpusavio padéties tarp molekuliy dimere analizé. Rezultatai pateikti
19 paveiksle. Tiriama Zemiau karotinoidinés S, biisenos esanti CT biisena egzistuoja iki ~7 A, t.y. iki
tokio atstumo tarp pasirinkty atomy (Cia ir toliau turima omeny atomus 2 ir 10 paveiksluose pazymétus

zaliai) suzadinta CT biisena yra zemiau karotinoidinés Sz biisenos.

19
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19 pav. PID-CHL1 dimero pirmy suzadinty biiseny energijy priklausomybé nuo atstumo tarp molekuliy
(2 ir 10 pav. zaliai pazyméty atomy).

2 lentelé. Pirmy keturiy suzadinty biiseny energijos tirtose struktiirose (chlorofilo-a skai¢ius nurodo jo

variantg pagal 16 paveiksla).

Dimeras
Chlorofily tipo Qy, eV Qx, eV CT,eV S2, eV

grupé

CHL1* 2,12 2,53 2,70 2,83
CHL2 2,08 2,48 2,71 2,84

PID

CHL3 2,04 2,44 2,54 2,82
CHL4 2,18 2,23 2,51 2,79
CHL5 2,19 2,23 2,88 2,80
CHLG6 2,25 2,25 3,06 2,59

* Dimeras PID614-CLAG601, gautas i§ baltymo kristalografiniy duomeny (PDB kodas 1PPR [2]).
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Tolimesné analizé buvo atlikta dimere chlorofilo-a molekule pakei¢iant 16 paveiksle
pavaizduotomis chlorofilo-a strukttrinémis modifikacijomis. Rezultatai pateikti 2 lentelé¢je. Remiantis
rezultatais, suzadinta CT buisena buvo zemiau karotinoidinés Sz buisenos CHL1-CHL4 atvejais. Taigi
chlorofile-a esanti karbonilo grupé, jungianti chlorino zieda su angliavandenilio ,,uodega®, yra bitina
tiriamai kriivio pernasos biisenai.

Galiausiai buvo atliktas tyrimas istiesinant chlorofilo-a ,,uodegg® ir tada keiciant jos ilgj kaip
pavaizduota 17 paveiksle. Remiantis rezultatais (3 lentelé), ,,uodegos* ilgio keitimas jtakos neturéjo,
taCiau jos iStiesinimas pakeité chlorofilo-a ir kriivio pernasos suzadinty biiseny energijas — jy vertés
sumaz¢jo ir energetinis skirtumas tarp kriivio pernaSos biisenos ir karotinoidinés S; blisenos padidéjo

0,13 eV.

3 lentelé. Chlorofilo-a angliavandenilio ,,uodegos* tyrimo rezultatai (numeracija pagal 17 paveiksla).

Dimeras
. Qy, eV Qx, eV CT,eV S2, eV
0 2,04 2,44 2,56 2,82
1 2,04 2,44 2,55 2,82
PID 2 2,04 2,44 2,56 2,82
2* 2,12 2,53 2,70 2,83
3 2,05 2,44 2,59 2,83
4 2,05 2,44 2,58 2,82
) 2,05 2,44 2,58 2,82

* Dimeras PID614-CLA601, gautas i§ baltymo kristalografiniy duomeny (PDB kodas 1PPR [2]).

3.2.2. Fukoksantino dimeras su chlorofilo-a molekule

Sioje darbo dalyje buvo atlikta analizé su fukoksantino ir chlorofilo-a dimeru (FUC-CHL1).
Rezultatai tolinant molekules vieng nuo kitos atstumu d (atstumas tarp 3 ir 10 paveiksluose Zzaliai
pazymeéty atomy) pateikti 20 paveiksle. Suzadinta CT basena yra zemiau karotinoidinés Sz biisenos iKi
~5.00 A.
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20 pav. FUC-CHL1 dimero pirmy Suzadinty biiseny energijy priklausomybé nuo atstumo tarp molekuliy
(3ir 10 pav. zaliai pazyméty atomy).

3.3.  Peridinino ir fukoksantino dimery su porfirinu tyrimas

Tolimesné dimery analizé buvo atlikta chlorofilo-a molekule pakeiciant porfirino molekulémis:
vienas atvejis, kuomet porfirinas prisijungia vandenilius (kitaip POR-2H), kitas atvejis, kai - magnio
atomg (POR-Mg) (11 pav.).

Remiantis skaiCiavimy rezultatais, pateiktais 4 lenteléje, visais analizuotais atvejais tiriama
suzadinta CT busena buvo auksCiau karotinoidinés S, biisenos. Tai patvirtina ankséiau apraSytus
rezultatus, gautus tiriant dimerus su skirtingomis chlorofilo-a struktiirinémis atmainomis, pagal kuriuos
tiriamai kriivio pernasai svarbi karbonilo grupé, prisijungusi prie chlorino Ziedo ir jungianti ji su

angliavandenilio ,,uodega“.

4 lentelé. Pirmos keturios suzadinty biiseny energijos tirtose struktiirose su fukoksantinu ir porfirinu.

Dimeras Qy, eV Qx, eV CT,eV S2, eV
POR-Mg FUC 2,33 2,34 3,27 2,87
POR-2H FUC 2,23 2,36 3,10 2,87
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3.4. Karotinoidy su aleno grupe grandiniy galo kampinés pozicijos tyrimas

Remiantis literatiiroje pateiktais rezultatais, ziedo, esan¢io grandinés gale, sukimas daro jtaka

suzadintos CT biisenos energijai tik jei tas ziedas turi konjuguota dvigubaji rysj su grandine [35].

(0]
; HO
4 SN i
@, 0 ﬁ
HO OAc

21 pav. Dvisieniy kampy, tiriamy PID-CHL1 dimere atvaizdavimas [2]. Analogiski dvisieniai

kampai tiriami ir FUC-CHL1 dimero atveju.

Tiriant peridinino ir fukoksantino su chlorofilu-a dimerus, karotinoidy strukttros buvo kei¢iamos
modeliuojant skirtingg dvisienj kampg ties aleno jungtimi, leidziant suktis ziedui grandinés atzvilgiu.
Struktiiry modeliavimas buvo atliktas su dviem skirtingais dvisieniais kampais (21 pav.), juos keiciant
kas 30°.
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3.4.1. Peridinino aleno grupés energetiniy pavirsiy modeliavimas
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22 pav. a. PID-CHL1 zemiausiy keturiy suzadinty biiseny priklausomybé nuo dvisienio kampo @ (21
pav.) skaiCiavimo rezultatai. Oranzinés linijos zymi prading dvisienio kampo verte. b. PID-CHL1
pagrindinés elektroninés biisenos priklausomybé nuo dvisienio kampo @1 (21 pav.). Oranziné linija zymi

pradine dvisienio kampo verte.
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23 pav. a. PID-CHL1 zemiausiy keturiy suzadinty biiseny priklausomybé nuo dvisienio kampo @ (21
pav.) skaifiavimo rezultatai. Oranzinés linijos zymi prading dvisienio kampo verte. b. PID-CHL1
pagrindinés elektroninés biisenos priklausomybé nuo dvisienio kampo @2 (21 pav.). Oranziné linija zymi

pradine dvisienio kampo verte.
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22 paveiksle pateikti pirmojo dvisienio kampo peridinine rezultatai, 23 paveiksle — antrojo.
Remiantis paveiksly a dalimis matome, kad abiejy dvisieniy kampy keitimo atvejais biisenos neapsikeité,
taciau buvo stebimas energetinio skirtumo vertés tarp suzadinty kriivio pernasos ir karotinoidinés S»
biseny svyravimas: 0,13-0,17 eV ribose pirmojo dvisienio kampo atveju ir 0,08-0,15 eV ribose antrojo
dvisienio kampo atveju. Taigi ziedo sukimas daré jtakg ne tik kriivio pernasos biisenos energijai, bet ir
karotinoidinés S; buisenos energijai. Pagal 22 paveikslo b dalj matome, kad i$ kristalografiniy duomeny
(PDB kodas 1PPR [2]) gautame optimizuotame dimere pirmo dvisienio kampo verté buvo 180° ir
dimeras energetiskai buvo globaliame minimume, tuo tarpu antrojo dvisienio kampo (23 pav. b) verté
buvo -90 ° ir dimeras energetiSkai buvo neglobaliame minimume. Taip pat pastaruoju atveju esant tam
tikroms kampy vertéms: 150°-210° ir 330° -30° karotinoidiné S» biisena skilo j dvi biisenas, todél

rezultatai esant Sioms dvisienio kampo vertéms nepateikti.

3.4.2. Fukoksantino aleno grupés energetiniy pavir§iy modeliavimas

Fukoksantino analizés metu 24 paveiksle pateikti pirmojo dvisienio kampo keitimo rezultatai, 25
paveiksle — antrojo. Remiantis paveiksly a dalimis matome, kad kaip ir peridinino dvisieniy kampy
analizéje abiejy dvisieniy kampy atvejais blisenos neapsikeité, taciau buvo stebimas energetiniy verciy
tarp suzadinty kriivio pernasos ir karotinoidinés S buiseny svyravimas: pirmojo dvisienio kampo atveju
0,03-0,10 eV intervale ir antrojo dvisienio kampo atveju 0,03-0,08 eV intervale. Pagal 24, 25 paveiksly
b dalis matome, kad i§ kristalografiniy duomeny (PDB kodas 1PPR [2]) gautas optimizuotas dimeras
buvo energetiskai globaliame minimume: 180° pirmojo dvisienio kampo atveju ir -90° antrojo dvisienio
kampo atveju. Antrojo dvisienio kampo atveju esant tam tikroms kampy vertéms: 150°-210° ir 330° -
30°, ir vél karotinoidiné S biisena skilo j dvi biisenas, todél rezultatai esant Sioms dvisienio kampo

vertéms nepateikti..
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24 pav. a. FUC-CHL1 Zemiausiy keturiy suzadinty baseny priklausomybé nuo dvisienio kampo @1 (21

pav.) skai¢iavimo rezultatai. Oranzinés linijos Zymi prading dvisienio kampo verte. b. FUC-CHL1
pagrindinés elektroninés biisenos priklausomybé nuo dvisienio kampo @1 (21 pav.). Oranziné linija zymi

pradine dvisienio kampo verte.
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25 pav. a. FUC-CHL1 Zemiausiy keturiy suzadinty biiseny priklausomybé nuo dvisienio kampo @, (21
pav.) skai¢iavimo rezultatai. Oranzinés linijos Zymi prading dvisienio kampo verte. b. FUC-CHL1
pagrindinés elektroninés biisenos priklausomybé nuo dvisienio kampo @2 (21 pav.). Oranziné linija zymi

pradine dvisienio kampo verte.
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3.5.  Peridino ir chlorofilo-a dimero modeliavimas su baltymine aplinka

Atliekant baltymo aplinkos tyrimg buvo isrinktos aplink PID-CHL1 dimerg esancios molekulés
(i$ viso 147 molekulés). Tuomet baltyminéje aplinkoje, 10 A spinduliu aplink PID-CHL1 dimera, buvo
paliekamos tik peridinino molekulés ir atlickami optimizavimas ir suzadinty biiseny energijy
skai¢iavimas naudojant elektroninj jterpimo metodg ONIOM skaiciavimuose [36]. Pirmy suzadinty
buseny energijy palyginimas nejskaicius aplinkos (vakuume) ir jterpus peridinino molekules pateiktas 5
lenteléje. PID-CHL1 dimere chlorofilo-a ir karotinoidinés suzadinty biiseny energijy vertés nebuvo
jtakojamos peridinino molekuliy aplinkos, kuriy 10 A aplinkoje yra $esios. Siuo atveju tik suzadintos
kraivio pernasos biisenos, esancios Zemiau karotinoidinés Sy buisenos, energija padidéjo 0,06 eV, taigi ji

priartéjo prie suzadintos karotinoidinés biisenos energijos 0,05 eV.

5 lentelé. Peridinino ir chlorofilo-a dimery aplinkos tyrimo rezultatai [36].
Struktira Qv,eV | Qx,eV | CT,eV | S, eV

- 2,05 2,45 2,52 2,62
PID CHL1

10 A aplinka su PID
2,06 2,44 2,58 2,63

molekulémis
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Pagrindiniai rezultatai ir iSvados

1. I8 keturiy Kristalografinéje baltymo struktiiroje (PDB kodas 1PPR [2]) esanciy peridinino su
chlorofilu-a dimery tik vienas (dimero numeriai: PID614 - CLA601) turéjo suzadintg kriivio pernaSos
(CT) busena, esancig zemiau karotinoidinés S biisenos.

2. Pagal PID614 - CLA601 dimero geometrines padétis buvo sumodeliuoti dimerai su chlorofilu-
a ir skirtingais karotinoidais (fukoksantinu, liuteinu, beta karotinu cis-cis, beta karotinu trans-trans,
likopenu, diatoksantinu ir diadinoksantinu). Visi jie pasizyméjo analogiska CT busena, kas rodo, kad
tai bendra savybé sietina su jy struktirine polieno grandine.

3. Tiriamy karotinoidy padéciy keitimas chlorofilo-a atzvilgiu parodé, kad kintanti baltymo aplinka
gali valdyti CT biisenos padétj atzvilgiu karotinoidinés S» biisenos.

4. Atliekant peridinino ir fukoksantino grandinés aleno grupés sukimo analiz¢, suzadinty kravio
pernasos ir karotinoidinés S; bliseny tarpusavio padétis nepasikeité, taciau energetinis atstumas tarp jy
kito 0,03-0,17 eV ribose.

5. Atlikus skai¢iavimus su peridinino ir fukoksantino dimerais, kei¢iant chlorofilag-a jvairiais
modeliniais variantais bei porfirinu, galima daryti i§vada, kad suzadintos kriivio pernasos biisen0s
atsiradimg Zemiau karotinoidinés Sz biisenos nulemia chlorofilo-a cheminé struktiira. Suzadintos krtivio
pernasos biisenos egzistavimui Zemiau karotinoidinés Sz biisenos biitina karbonilo grupé, jungianti
chlorino zieda ir chlorofilo-a ,,uodega“.

6. Chlorofilo-a,,uodegos‘ ilgio modeliavimas parod¢, kad tai esminés jtakos CT biisenai pasirinkty
karotinoidy ir chlorofilo-a dimeruose neturéjo.

7. Chlorofilo-a ,,uodegos‘ istiesinimas turéjo jtakg pirmy suzadinty btseny energijai: energetinis
skirtumas tarp kriivio perna$os ir karotinoidinés Sz biiseny pakito 0.13 eV,

8. Modeliuojant ONIOM metodika buvo gauta, kad PID-CHL1 atveju jskaitant visas peridinino
molekules, esanéias 10 A spindulio aplinkoje, tiriamo dimero energetinis skirtumas tarp CT ir S, biiseny

sumazgjo 0.05 eV.
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Summary

MODELLING OF ELECTRONIC EXCITED STATES OF CAROTENOIDS AND
CHLOROPHYLLS BY MEANS OF DENSITY FUNCTIONAL METHODS
Gabriel¢ Karpickaité

Photosynthesis is a process used by plants and other organisms to convert light energy into
chemical energy, which can then be used by organisms. The organisms performing photosynthesis have
to balance effective photon absorption and photo protection taking into account environmental
conditions [1]. The marine organisms - carotenoids, e.g., fucoxanthin in diatoms and peridinin in
dinoflagellates, are not only crucial because of their quantity comparable to chlorophyll levels, but also
because they have a structural modification including the carbonyl group, that binds to the polyene
backbone, allowing them to broaden an absorption to a blue-green range (A = 500 nm) required for
photosynthesis in the ocean. This property also makes carotenoids an efficient channel for transferring
absorbed energy to chlorophyll-a. Thus, carotenoids are used instead of chlorophylls as the main photon
absorbers. This is the reason why it is important to deeply understand processes ongoing in these systems.

The aim of this work is to analyze the possible excited states and the conditions for charge transfer
state, existing below carotenoid Sy excited state, in the carotenoid with chlorophyll-a dimers. The task
of this work is the investigation of possible interactions of carotenoids (peridinin, fucoxanthin, lutein,
beta B-carotene (cis-cis and trans-trans), lycopene, diatoxanthin and diadinoxanthin) with chlorophyll-
a in their dimers in the presence of various structural and environmental modifications. The results
obtained may exist in proteins because the structures under study are based on a crystallographic data of
natural protein structures.

In the first step of calculations, four different dimers (Fig. 15) containing peridinin and
chlorophyll-a were taken from a natural protein (Fig. 14). After excited states calculations, only one
(PID614-CLA601) of these dimers was found to have the charge transfer state below the carotenoid S;
state. The following step was to replace peridinin molecule with other carotenoids (Figs. 3-9) and to
perform excited states calculations again. All these formed dimers had the charge transfer state below
the carotenoid Sy. Thus, the dimer has a certain freedom in changing the position of the molecules. This
result was also supported by the analysis of the position between peridinin and fucoxanthin carotenoids
and chlorophyll-a. Moreover, these facts imply that the structural group uniting them — polyene chain -

is responsible for a successful charge transfer.
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The further step of the work was to analyze the influence of a chlorophyll-a structure. Firstly, the
investigation of different simplified chlorophyll-a structures and porphyrin within dimers revealed that
carbonyl functional group connecting a chlorine ring and the “tail” of chlorophyll-a is essential for the
excited CT state to be lower than carotenoid Sy state. Secondly, the charge transfer state below the
carotenoid S state detected in the dimers of selected carotenoids and chlorophyll-a was not affected by
the change in the length of the chlorophyll-a “tail”. Chlorophyll-a “tail” straightening is influencing the
energy of the first excited jumps, changing the energy distance between the charge transfer and the
carotenoid S states. Consequently, the protein environment may, in some cases, regulate the position of
the CT state by redistributing charges in chlorophyll-a.

In the next part of the work, it was investigated that in the case of 614 peridinin and chlorophyll-
a dimer, the change of dihedral angles at the allenic bond (Fig. 21) affected the energies of the excited
state of charge transfer below the carotenoid S; state as well as the one of carotenoid S state itself.
However, the excited CT state is always below carotenoid S; state which proves that the carotenoid chain
sides have no significant effect.

Finally, in the case of peridinin and chlorophyll-a dimers, the protein environment study was
performed by investigating the influence of peridinin molecules that are not part of the test dimer but are
not more than 10 A apart. In the case of PID614-CLA601, there are six additional peridinin molecules
in the environment that reduced the energy difference between the charge transfer and carotenoid S;

states.
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