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Jzanga

Visa miisu planetos vystymosi laikotarpi Saulé buvo ir iSlieka pagrindinis energi-
jos Saltinis visiems Zemés organizmams. [vertinama, jog to energijos kiekio, kuris
Sviesos ir Silumos pavidalu pasiekia Zemes pavirsiy per viena para, uztekty maz-
daug dviem deSimtmeciams visai ijmanomai Zmonijos veiklai palaikyti [1]. Dalis
Sios energijos yra sugeriama ir veliau iSsaugoma cheminiy rysiu energijos pavida-
lu vykstant vienam svarbiausiu gyvuju organizmuy metaboliniu procesu — fotosin-
tezei. Zalieji augalai, dumbliai bei melsvabakterés yra ne tik atsakingi uZ biomasés
gamybos pirmaji etapa, bet kartu papildo deguonies atsargas miisu atmosferoje.
Fotosintezés ,,deguonies gamyklos” yra pasléptos giliai augalu lastelése — chlo-
roplastuose esanciose tilakoidu membranose. Pastarasias sudaro dvigubas lipidu
sluoksnis su jame iSsidésciusiais ivairiu rasiu baltymais (zr. 1 pav.). DidZioji ju
dauguma — vadinamosios pirmoji (FSI) ir antroji (FSII) fotosistemos kartu su savo
periferinémis Sviesos surinkimo antenomis — atsako uZz Sviesos sugerti ir suzadi-
nimo energijos pernasa i fotosistemos centre esantj reakciju centra (RC), kuriame
sugerto fotono energija panaudojama kriiviams atskirti. Sio vyksmo metu antro-
joje fotosistemoje vyksta vandens fotolizé bei iSsiskiria molekulinis deguonis.
Abi fotosistemas sudaranciu pigmentu — chlorofily ir karotenoidu — spektro-
skopines savybes bei Siu molekuliy tarpusavio iSsidéstymas uZtikrina optimalia
Sviesos sugerti ir ypatingai nasia (iki 99 %) elektroniniuy suZadinimuy pernasa i
reakciju centra [2]. Tac¢iau nepaisant intensyviu kelis pastaruosius deSimtmecius
vykstanciuy tyrimu (apzvelgtu, pvz., [3-8] darbuose), tokio nejtikétino nasumo
prigimtis vis dar néra iki galo aigki. Sis rei¢kinys pasidaro dar maZiau supran-
tamas, kai atsiZvelgiama j visoms biologinéms sistemoms biidinga vidine netvar-
ka ir tilakoidu membranose nuolat vykstanc¢ius dinaminius poky¢ius [7, 9]. Kita
vertus, toks didelis naSumas, leidZiantis fotosintetiniam organizmui iSgyventi ir
sékmingai vystytis maZo apSvietimo salygomis (pvz., vandenyje arba nuolatinia-
me Sesélyje), gali turéti neigiamu pasekmiu staiga padidéjus krintancios Sviesos
intensyvumui. Kadangi RC veikimo sparta visgi yra baigtiné, labai ryskioje Svie-
soje nespéjama panaudoti visy sugerty fotonu energijos. Chlorofilo molekulei il-

giau biinant suZadintos btisenos stipriai iSauga tikimybé susidaryti singuletiniam
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1 pav. | Schematiné tilakoidu membranos sandara. Pirmosios ir antrosios
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pigmentuy ir baltymu kompleksai. Kai kurie i$ ju turi silpnesni rysj su RC ir esant
poreikiui gali nudifunduoti per membrana nuo vienos fotosistemos prie kitos.
Vandens oksidacija bei molekulinio deguonies gamyba vyksta FSII reakciju cent-
re; citochromas bgf yra dar vienas tilakoidu membranose aptinkamas baltymas,
dalyvaujantis elektrono pernasoje i3 FSII i FSI.

deguoniui bei laisviesiems radikalams, kurie gali ,,sudeginti” visa fotosistema.

Kad biity iSvengta tokiu neigiamu pasekmiy, per milijonus evoliucijos metu
augalai iSvysté skirtingus savireguliacijos mechanizmus, leidzianc¢ius kontroliuo-
ti pusiausvyra tarp sugeriamos ir fotosintezei panaudojamos suzadinimo energi-
jos kiekio [10]. Pirma, pats reakciju centras geba prisitaikyti prie besikei¢ian¢iu
apsvietimo salygu ir reguliuoti kriiviu atskyrimo vyksma [11,12]. Be to, egzistuo-
ja ivairiy griztamuyju reguliaciniy procesuy, vykstanciu Sviesos surinkimo antenoje
ir visa pertekline suZadinimo energija iSsklaidanciu Silumos pavidalu. Pagrindi-
nis nefotocheminiu gesimu (NPQ, angl. non-photochemical quenching) vadina-
mas fotoapsaugos mechanizmas pasireiskia molekuliniu lygmeniu ir griztamai
isijungia vos per kelias minutes staiga sustipréjus apsvietimui [10]. Yra Zinoma,
jog greiciausiai NPQ veikia augalu pagrindiniuose Sviesa surenkanciuose komp-
leksuose — LHCII - ir tikriausiai jame dalyvauja karotenoidu molekulés. Egzis-
tuoja keli 5j savisaugos biida aiSkinantys mikroskopiniai modeliai [13-17], taciau

tikslis jo veikimo mechanizmai iki Siol dar néra nustatyti.
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Tobuléjant eksperimentinei jrangai ir tyrimuose taikomiems metodams, Sian-
dien vis daugiau démesio skiriama palyginti naujai, jvairiu mokslo Saku sankirto-
je susiformavusiai sriciai, kuri bando nustatyti, kaip fotosintezés metu veikia Svie-
sos sugertis ir energijos pernasa bei kokie yra molekuliniai NPQ mechanizmai.
Nepaisant intensyviu pastaruosius du deSimtmecius vykstanciuy tyrimy, i Siuos
klausimus vis dar néra atsakyta. Ta¢iau yra nustatyta, jog, pvz., racionaliai vyk-
doma NPQ proceso kontrolé galétu padidinti augalu derlinguma iki 30 % [18]. Sis
pavyzdys demonstruoja, kokios taikymo perspektyvos atsiveria iki galo supratus
ir iSmokus valdyti augaluose vykstancia fotosinteze bei nefotocheminj gesima.
Siuolaikinis mokslas jau Zengé pirmuosius Zingsnius dirbtinés fotosintezés link:
buvo sékmingai pabandyta atkartoti reakciju centry [19-21], Sviesos surinkimo
antenos [21,22], vandenj skaldan¢iy kompleksu [23-25] ar net abieju fotosistemu
tandemo [26—29] funkcionaluma. Nepaisant to, dar nemazai lieka padaryti norint
bent priarteti prie tokio fotosintezés naSumo, kuris per milijonus evoliucijos mety

iSsivyste augaluose bei fotosintetinése bakterijose.

Pagrindinis disertacijos tikslas ir uzdaviniai

Pagrindinis Sioje disertacijoje pristatytu tyrimu tikslas yra istirti suZadinimo ener-
gijos dinamika jvairiose fotosintetinése sistemose, pasiZyminciose skirtingais
strukttirinés organizacijos lygiais: nuo tarpmolekuliniy saveiky vieno pigmentuy
ir baltymu komplekso viduje iki dideliuose LHCII trimeru agregatuose, ivairaus
dydZio fotosistemose ar net istisoje tilakoidu membranoje vykstanciy reiskiniy, —
ypatinga demesj skiriant savireguliacijos ypatumams. Siam tikslui pasiekti yra su-

formuluojami keli uzdaviniai:

> Apskaiciuoti suzadinimo energijos pernasos spartas tarp LHCII monomere
aptinkamuy jvairiy pigmenty ir tokiu badu jvertinti skirtingu karotenoidu

efektyvuma gesinant pertekline suZzadinimo energija.

> ISvystyti teorinius modelius, apraSancius pavieniuose LHCII kompleksuose
stebimus triikinéjanciosios fluorescencijos bei singuletiniu ir tripletiniy biise-

ny anihiliacijos reiSkinius.

> Analizuojant LHCII trimeru ir agregatu fluorescencijos spektru priklauso-
mybe nuo laiko ir temperatiiros nustatyti LHCII kompleksams buidinguy skir-
tingy biisenu molekuline prigimt;.

> Sukurti fliuktuojanciosios antenos teorini modelj, kuris paaiskinty skirtingo-
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se fotosintetinése sistemose stebimas daugiaeksponentes fluorescencijos ge-

simo kinetikas.

> I8analizuoti fluorescencijos indukcijos kinetikas tilakoidu membranose bei
ivertinti griZtamuosius struktiirinius makroskopinius poky¢ius, vykstancius
joje staiga pasidéjusio apSvietimo salygomis.

Ginamieji teiginiai

1. Suzadinimo nefotocheminio gesinimo biisena yra viena i$ keliy LHCII komp-
leksui btidingu buiseny, i kuria Sviesa surenkantis kompleksas gali sponta-
niskai pereiti dél baltymo léty konformaciniy poky¢iu. Bet koks iSorinis po-
veikis moduliuoja LHCII komplekso daugiamati potencinés energijos pavir-

$iy tokiu bidu nukreipdamas dinamine pusiausvyra link vienos is keliy api-

brézty basenu.

2. Galima i8skirti maziausiai tris LHCII kompleksui btidingas vidinés biisenas.
Dominuojancioji biisena pasizymi stipriu fluorescencijos spektro piku 680 nm
srityje. Kita spinduliuojancioji biisena, kuriai btidingas fluorescencijos spekt-
ro poslinkis link didesniu bangos ilgiy, atsiranda dél eksitoniniy ir chlorofilo—
chlorofilo atskirty krtiviy bisenuy susimaiSymo. UZ nefotocheminj gesima at-
sakingos biisenos prigimtis yra nekoherentiné suzadinimo energijos pernasa
i§ chlorofilo i trumpai gyvuojancia karotenoido (greic¢iausiai liuteino) suza-

dintajq biisena.

3. Sviesos surinkimo antenos dinaminis padidéjimas po trumpalaikio prisitai-
kymo prie suintensyvéjusio apsvietimo uZtikrina geresne fotoapsauga — di-
desné antena atitinkamai padidina tikimybe, jog kuris nors i$ jos baltyminiu
kompleksu pereis i NPQ biuisena. Kita vertus, iSaugusi antena taip pat kom-
pensuoja dél NPQ susilpnéjusia suzadinimo pernasa i atvirus reakciju cen-
trus. Tokiu bidu létosios NPQ gaudyklés, galincios atsitiktinai atsirasti bet
kurioje antenos vietoje, suteikia augalui lankscias galimybes laipsniskai re-
guliuoti nefotocheminio gesimo efektyvuma nepadarant Zalos bendram fo-

tosintezés nasSumui.

4. Jvairiose fotosintetinése sistemose — pavieniuose LHCII trimeruose ar ju agre-
gatuose, skirtingo dydZzio fotosistemose ar net istisose tilakoidu membrano-
se — stebimos daugiaeksponentés fluorescencijos gesimo kinetikos atsiranda
dél antenoje vykstanciu dinaminiy fliuktuacijuy, o ne eksitonuy ir suZadinimo

gaudyklés radikalu poru pusiausvyros nusistovéjimo.
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Darbo naujumas ir aktualumas

Nepaisant pastaruosius deSimtmecius vykstanc¢iu intensyviu tyrimu siekiant at-
skleisti suZzadinimo energijos pernasos fotosintetiniuose anteniniuose komplek-
suose ypatumus bei nefotocheminio gesimo prigimti, galutinj taska Siuose tyri-
muose déti yra dar per anksti. Sioje disertacijoje yra nuodugniai istirti keli §iu
klausimu aspektai, o atlikty teoriniy tyrimu rezultatai leido paaiSkinti jvairius
eksperimentuose stebimus reiSkinius. Antrame ir ketvirtame disertacijos skyriuo-
se yra suformuluojami ir iSvystomi teoriniai modeliai, kurie leido suprasti pavie-
niuose LHCII kompleksuose vykstancia triikinéjanciaja fluorescencija bei singule-
tiniy ir tripletiniy bisenu netiesine anihiliacija. Pasitilyti modeliai taip pat suteiké
galimybe kitaip paZzitireti i jau seniai stebimu daugiaeksponenciu fluorescencijos
gesimo kinetiky prigimtj. Pirmame skyriuje apskaic¢iuoty suzadinimo energijos
pernasos i$ chlorofily i karotenoidus sparty pagrindu yra jvertinamos skirtingu
karotenoidu indélis i bendra nefotocheminj gesinima. Tre¢iame disertacijos sky-
riuje yra pateikta iSmatuoty fluorescencijos spektru analizé, kurios pagrindu bu-
vo atskleistos kelios LHCII kompleksui biidingos vidinés biisenos bei nustatyta
kiekvienos biisenos molekuliné prigimtis. Apibendrinant pirmuyju triju skyriu re-
zultatus galima daryti iSvada, jog pagaliau pavyko nustatyti NPQ molekulinj me-
chanizma - ji nusako nekoherentiné suzadinimo energijos pernasa i§ chlorofilo
molekulés i Salia esancio liuteino trumpai gyvuojancia suZzadinta biisena. Paga-
liau, penkto skyriaus rezultatai pateike atsakyma i kita fotosintezés tyrimu srityje
ilgai gyvavusi klausima apie NPQ salygomis tilakoidu membranoje vykstancius

dinaminius makroskopinius pokycius.

Darbo rezultaty pristatymas mokslinei visuomenei

Disertacijos darbo rezultatai buvo pristatyti aStuoniose mokslinése publikacijose,
paskelbtose referuojamuose ir Mokslinés informacijos instituto duomenu bazéje
,ISI Web of Science” citavimo indeksa turinciuose Zurnaluose; dar viena pub-
likacija Siuo metu yra recenzuojama. PaZzymeétina, jog disertacijos autorius taip
pat yra septyniu kity, Sioje disertacijoje neatspindéty publikaciju bendraautorius.
Per doktorantiiros studiju laikotarpi autorius disertacijos rezultatus pristaté 12
moksliniy konferenciju. Publikaciju ir konferenciju sarasas pateikiamas Santrau-

kos gale.



Pagrindiniy Sviesg surenkanciy kompleksy mikroskopiné sandara ir jy atlickamos funkcijos

Disertacijos sandara

Disertacija sudaro jvadinis ir penki pagrindiniai skyriai. [Ivadiniame skyriuje trum-
pai apibidinama disertacijoje nagrinéjama problema bei pristatomos Sios tyrimu
srities perspektyvos, suformuluojamas darbo tikslas, uZdaviniai ir ginamieji teigi-
niai, pateikiamas autoriaus iSspausdinty publikaciju bei konferencijose pristatytu
pranesimu sarasas. Pirmame disertacijos skyriuje pateikiama informacija apie ty-
rimo objekto struktiira ir Siuo metu nagrinéjamas hipotezes dél nefotocheminio
gesimo prigimties; véliau pristatomi strukttiriniais duomenims pagristi modelia-
vimo rezultatai. Kituose keturiuose skyriuose trumpai pristatomi aktualiis eks-
perimentiniai darbai, po kuriu suformuluojami Siuos eksperimentus aprasantys
teoriniai modeliai bei pateikiami originaliu modeliavimuy rezultatai. Disertacija
uzbaigiama trumpu visus rezultatus apibendrinanciu skyriumi, po kurio yra pa-

teikiamas cituojamos literattiros sarasas.

Pagrindiniy Sviesa surenkanciy kompleksy mikroskopiné
sandara ir jy atliekamos funkcijos

Yra zinoma, jog augaly pagrindiniuose Sviesa surenkanciuose kompleksuose yra
sutelkta vir§ 50 % visu Zemes pavirsiuje aptinkamuy chlorofilo molekuliy [30]. Pir-
masis disertacijos skyrius prasideda nuo Siu kompleksy vidinés sandaros [31] bei
juos sudaranciy pigmenty — chlorofily ir karotenoidu — pagrindiniy savybiu apta-
rimo. Skyriaus antroje dalyje pateikiama informacija apie suzadinimo nefotoche-
minio gesimo reiskinj bei vykdytus tyrimus jo savybéms atskleisti. Trecioje dalyje
yra aptariamos neseniai kvantinés chemijos metodais gautos visu LHCII komp-
lekse esanciy chlorofily ir karotenoidu saveikos energijos bei trumpai pristatoma
Siandien placiai taikoma Forsterio teorija tarpmolekulinés suzadinimo pernasSos
spartoms skaiciuoti [32-34]. Remiantis Sia teorija buvo atlikti skai¢iavimai, api-
bendrinti 1 lenteléje. Nustacius suzadinimo pernasos tarp ivairiu pigmentu truk-
mes, buvo jvertintas kiekvieno karotenoido efektyvumas jam vidinés konversijos
btidu paverciant suZadinimo energija i Siluma. IS 2 lenteléje pateikty rezultaty
matyti, jog LHCII monomero centre iSsidéste liuteino pigmentai suzadinimo ,,ge-
siklio” vaidmenj atlieka efektyviausiai, o vidutiné suzadinimo gyvavimo trukmé
LHCII komplekse sumazéja nuo ~4 ns (kai néra pernasos i$ chlorofily i karo-
tenoidus) iki ~65 ps (kai $i pernaSa yra aktyvi). Tokiu btidu yra parodyta, jog
ankstesniy teoriniy modeliy, nagrinéjanciy tarpmolekuline suzadinimo energijos

pernasa LHCII kompleksuose, praplétimas ir karotenoidu poveikio iskaitymas lei-
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Pagrindiniy Sviesg surenkanciy kompleksy mikroskopiné sandara ir jy atlickamos funkcijos

1 lentelé | Apskaiciuotos suzadinimo pernasos trukmeés (pikosekundémis) tarp
ivairiu LHCII komplekse aptinkamu pigmentu. Ilgesnés nei 1 ns trukmeés néra
rodomos.

(q\]
i
3
S 2 8 ¥ 8 8 5 8 2 o % g = oo ]
. O v Y YV vV Y vV VvV Y v o T © L v
Pigmentas = 5 5 5 =2 = =2 =2 = 44 2o o= 3 o)
c 9 & & & < < < < 3 = 5 5 i )
o U U U U U U U U ¢ =2 Z
= O
@)
Chlb601 - 2,8 - - - 147 476 460 57,9 - - - - -
Chla602 27 - 1,7 17,5 - 97,8 385 39,3 17,8 84 268 - - - -
Chla603 236 1,1 - 157 - 655 - 140 3,0 10,7 24,9 - - - -
Chla604 - 97 135 - - 1,2 7,2 327 341 354 90,4 - - - -
Chlb605 - - - - - 40 - 24 - - - - - - -
Chlb606 133 869 906 19,8 2,7 - 58 123 21 - - - - - -
Chlb607 197 156 - 52,7 587 2,6 = — | 40,0 19,1 923 - - - - -
Chlb608 181 151 846 - 65,7 53,8 38,1 - 42 181 - - - - -
Chlb609 81,7 245 64,9 - - 32 652 149 - - - - - - -
Chla610-611-612 48,9 2,2 4,1 151 323 650 71,9 1,4 317 | - 44 - - - -
Chla613-614 168 11,9 13,3 57,5 - 964 176 625 - 6,9 - - - - -
Lut620 - - - - - - - - - 61,5 498 | - - - -
Lut621 - 349 230 91,5 - 707 762 - - - - - = - -
Vio622 - - - - - - - - - - 255 - - = -
Neo623 - - - 177 - 189 - 293 - - - - - - -

2 lentelé | Nustatytos karotenoidu S; biisenos energijos, atitinkancios greic¢iausia
(vidutine gyvavimo trukmé T = 65 ps) suZadinimo gesima LHCII monomere, ir
Siy karotenoidu kaip suzadinimo gesikliu efektyvumo (kvantiniuy iSeigu) palygi-
nimas.

Karotenoidas 51 biisenos energija Gesimo kvantiné iSeiga
Luteinas620 14 950 cm ! 0,37
Luteinas621 14 890 cm ™! 0,49

Violaksantinas622 14 880 cm ™! 0,06
Neoksantinas623 14 940 cm ! 0,07

do paaiskinti LHCII kristaluose stebima Zymiai greitesni fluorescencijos intensy-
vumo gesima lyginant su matavimais LHCII tirpaluose [14]. Ta¢iau pagrindiniai
klausimai — kas lemia energijos perna3os i$ chlorofilo i karotenoida aktyvacija bei
ar in vivo matavimuose stebimo NPQ reiskinio prigimtis yra tokia pati, kaip ir
LHCII kristaluose — lieka neatsakyti. Sie klausimai detaliau nagrinéjami kituose

disertacijos skyriuose.
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Pavieniy LHCII kompleksy spektroskopinés savybés

Pavieniy LHCII kompleksy spektroskopinés savybeés

Disertacijos antrajame skyriuje nagrinéjami reiSkiniai, stebéti pavieniy moleku-
liy spektroskopijos metodus pritaikius atskiriems LHCII trimerams tirti. Skyriaus
pradzioje pateikiama Siu metodu bei stebimu reiskiniy, tokiu kaip triikinéjancioji
fluorescencija [35,36] bei spektro difuzija [37], apZvalga. Akcentuojama, jog struk-
tariskai labai sudétinguose ir ypatingai svarbia biologine funkcija atliekanciuo-
se LHCII kompleksuose stebimi efektai ir ju désningumai yra tokie patys, kaip
ir Zymiai paprastesnése daZikliu molekulése ar vadinamuosiuose puslaidininki-
niuose kvantiniuose taskuose [38]. Antroje skyriaus dalyje yra suformuluojamas
teorinis modelis, kuris paaiskina eksperimentuose stebétas atsitiktines fluores-
cencijos intensyvumo fliuktuacijas esant pastoviam Zadinimui. Sio modelio idéja
schematiskai pavaizduota 2 pav. Apibendrinant eksperimentuose stebétus reiski-
nius, galima teigti, jog, priklausomai nuo LHCII komplekso baltymo strukttiros
iSsidestymo, Sis kompleksas gali biiti vienos i§ dvieju galimuy btiseny, Suolius tarp
kuriy nusako létai vykstantys neZymiis baltyminio LHCII , karkaso” poky¢iai.
Yra gerai Zinoma, jog fotosintezéje dalyvaujanciu pigmenty spektrinés savybeés
labai stipriai priklauso nuo ju aplinkos; net neZymiis atstumuy tarp pigmentuy ar ju
tarpusavio orientacijos poky¢iai, baltymo aminortigs¢iu (de)protonavimas ir pa-
nasts veiksniai pakeic¢ia tarpmolekulinés saveikos stipruma, tad ir suzadinimo
pernasos sparta. Taigi nattiralu manyti, jog LHCII kompleksui galima priskirti
bent dvi stabilias konformacijas: vienoje ju (Sviesingje) saveika tarp chlorofilo ir
liuteino (ar kito gesiklio) molekuliy yra nykstamai maza, todél susidares suza-
dinimas uZgesta létai (per ~4 ns), duodamas stipru fluorescencijos signala. Dél
vidiniy fliuktuaciju neZymiai pasikeitus baltymo struktiirai, aktyvuojama suzadi-
nimo energijos pernasa i komplekse esanti suzadinimo gesikli (pvz., liuteina), dél
to staigiai krenta fluorescencijos intensyvumas — LHCII kompleksas pereina i tam-
sine biisena. I8analizavus difuzija létai kintancios apibendrintosios koordinatés Y
(nusakancios baltymo konfigtiracijos poky¢ius) ir greitai fliuktuojancios apibend-
rintosios koordinatés X (apibtidinan¢ius molekulinius virpesius apie kiekvienos —
Sviesinés ar tamsinés — blisenos potencinés energijos minimuma) fazinéje erdvéje,
nustatyti Suoliu tarp abieju btisenu tikimybiniai pasiskirstymai puikiai atitiko eks-
perimento rezultatus. Istyrus Suoliu tarp biisenu ypatumus esant skirtingiems
aplinkos pH lygiams, buvo nustatyta, jog normaliomis salygomis, tiek didesnio
ragstingumo terpéje (kuri atitinka NPQ formavimosi salygas) abi biisenos egzis-
tuoja kartu, tik pasikeicia Suoliy tarp Siu biisenu spartos, taigi ir LHCII komplekso

persijungimo i tamsine blisena daZnis. Tokiu biidu buvo patvirtinta, jog nepri-
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Potenciné energija U

Leta koordinate Y

2 pav. | Sviesinés (on) ir tamsinés (off) bisenu potenciniai pavirsiai apibendrintuju
koordinaciuy X ir Y fazinéje erdvéje. Koordinaté X nusako greitus molekulinius
svyravimy apie tam tikra potencinés energijos minimuma, o apibendrintoji ko-
ordinaté Y apraso létai vykstancius baltymo konformacinius pokycius. Rodyklés
vaizduoja ivairius Suolius tarp $iu biisenu.

klausomai nuo aplinkos salygu, Sviesa sugeriantys kompleksai gali biti tiek Svie-
sinés blisenos, kuri dalyvauja perneSant suZzadinimo energija i$ antenos i RC, tiek
tamsines, kai yra aktyvuojamas nefotocheminis suzadinimo gesinimas. Aplinkos
poveikis pasireiskia kaip papildomas iSorinis veiksnys, kuris moduliuoja LHCII
kompleksu daugiamati energijos pavirsiu ir tokiu btidu nukreipia dinamine pu-
siausvyra vienos i$ egzistuojanciu biisenu link. Tai pagrindZia disertacijos pirmaji
ginamaji teigini.

Kitoje antrojo skyriaus dalyje yra nagrinéjamas dar vienas savisaugos mecha-
nizmas, kuris pasireiSkia esant rySkesniam apSvietimui, — singuletiniy ir tripleti-
niy (ST) biisenu netiesiné anihiliacija. Matuojant suZzadinimo gesimo kinetikas pa-
vieniuose kompleksuose buvo nustatyta, jog jas galima dideliu tikslumu aprasy-
ti dvieju eksponentiniuy funkciju suma, kuriu charakteringosios trukmes skiriasi
dviem eilémis (35 ps ir 3,5 ns), o santykinés amplitudeés stipriai priklauso nuo
zadinimo impulsy intensyvumo. I8 $iy ir kity papildomuy matavimu galima buvo
itarti, jog stebimus rezultatus lemia singuletiniu chlorofilo btisenu ir tripletiniu ka-
rotenoido biisenu netiesiné anihiliacija, taciau iki Siol egzistaves Sio proceso teori-
nis aprasymas negaléjo paaiSkinti nei minéty dvieksponenciy suzadinimo gesimo
kinetiky, nei kity stebétuy efektu [39]. Norint iSspresti $iq dilema, darbe pasitilomas
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3 pav. | ST anihiliacijos stochastinis modelis. Pilki ovalai vaizduoja ivairias ga-
limas sistemos biisenas, besiskiriancias esanciu singulety ir triplety skaic¢iumi.
Kiekvienos buisenos tikimybe yra P;;, rodyklés vaizduoja galimus Suolius tarp Siu
btisenu: k ir Kt yra atitinkamai singuletinés ir tripletinés biisenos relaksacijos spar-
tos, kisc Zymi interkombinacinés konversijos sparta, v yra ST anihiliacijos sparta,
o G (t) yra iSorinio zadinimo nulemta singuletu generacijos sparta.

ST anihiliacija apraSantis statistikinis modelis, kuris atsiZvelgia i tai, jog maZame
pavieniame pigmentu ir baltymuy komplekse gali susidaryti tik nedidelis diskretus
singuletiniy ar tripletiniy suZadinimuy skaicius (Zr. 3 pav.). Issprendus atitinkamuy
diferencialiniy lyg¢iu sistema, pavyko puikiai aprasyti tiek suzadinimo gesimo
kinetikas, tiek visu kity atlikty eksperimenty rezultatus. Tai leido nustatyti tri-
pletinés bisenos vidutine gyvavimo trukme (7t = K 1 = 7 ps), kuri atitinka
karotenoidu charakteristikas. Paaiskéjo, jog minétos dvieksponentés fluorescenci-
jos gesimo kinetikos prieZastis yra atsitiktinis tripleto susidarymas ir jo relaksacija.
Tokiu btidu ¢ia vél stebimos atsitiktinés vidinés fotosintetinio anteninio komplek-
so fliuktuacijos tarp dvieju dominuojanciu biisenu: greitoji kinetikos komponenté
(35 ps) atsiranda dél anihiliacijos tarp chlorofilo singuletinés biisenos ir sistemoje
egzistuojancios vienos tripletinés karotenoido btisenos, tuo tarpu létoji kinetikos
komponente (3,5 ns) atitinka situacija, kai tripletai visai nesusidare, taigi singule-
tinis suzadinimas gesta dél nuosavos disipacijos — fluorescencijos ar vidinés kon-

versijos.
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Suzadinimo dinamika LHCII agregatuose

Siekiant iSsiaiskinti, kaip auks¢iau nustatyta LHCII kompleksu savybé , persijun-
ginéti” i§ vienos biisenos i kita gali lemti suZadinimo evoliucija fotosintetinéje
antenoje, treciajame disertacijos skyriuje yra analizuojami neseniai iSmatuoti nuo
laiko ir temperatiiros priklausantys LHCII trimeru bei ju agregatu fluorescenci-
jos spektrai. Pirmoje Sio skyriaus dalyje trumpai pristatomi Sie eksperimentiniai
rezultatai. Antroje dalyje pateikiama iSsami gautu duomenu analizé, kuri leido
nustatyti, jog LHCII agregate fotosintetiniai kompleksai gali biti triju skirtingu
btisenu: auksc¢iau aprasytos tamsinés, pasizymincios greita suzadinimo relaksaci-
ja, ir bent dvieju Sviesiniu, spinduliuojanciu skirtingose spektro srityse. Pasirodé,
jog vienos i$ ju, daZniausiai pasitaikancios, fluorescencijos spektras yra artimas
atskiruose LHCII trimeruose stebimam spektrui, kurio intensyvumo pikas yra
680 nm srityje, o kitai, Zymiai re¢iau aptinkamai btisenai yra btidingas platesnis,
ilgesniy bangos ilgiu link pasislinkes fluorescencijos spektras.

Atlikta eksperimentiniu duomenuy analizé leido nustatyti ne tik skirtingu Svie-
¢ianciyju biiseny spektrines savybes, bet ir ju uZpildos laikine evoliucija, kuriai
aprasyti trecioje skyriaus dalyje yra suformuluojamas stambiagriidis suZadinimo
energijos pernasos modelis, schematiSkai pavaizduotas 4 pav. I$ disertacijos pir-
majame skyriuje gauty rezultaty plaukia, jog vieno komplekso viduje energiné
pusiausvyra tarp visu pigmenty nusistovi praéjus vos kelioms pikosekundéms
nuo pradinio suzadinimo. Si laiko skalé yra bent viena eile maZesné negu i$ skir-
tingu duomenu jvertinti energijos pernasos tarp atskiry gretimuy kompleksu cha-
rakteringi laikai (apie 25 ps) [40, 41]. Todél analizuojant keliu Simtu ps ar net
keliu ns eilés fluorescencijos gesimo kinetikas j greitus kiekvieno komplekso vi-
duje vykstancius procesus galima neatsizvelgti. Sumodeliavus suZadinimy mig-
racijos per agregata ir jo relaksacijos vyksmus buvo nustatyta, kaip nuo tempe-
rattiros priklauso tikimybé aptikti vienos ar kitos btisenos LHCII kompleksa. Pa-
sirodé, jog tamsinéms ir raudonojoje spektro srityje fluorescuojan¢ioms biisenoms
Sios tikimybeés nuo temperatiiros elgiasi skirtingai — tai leido nusakyti Siu biiseny
prigimti. Buvo iSsiaiskinta, jog ,raudonai” fluorescuojanti LHCII biisena atsiran-
da del eksitoniniy ir chlorofilo—chlorofilo atskirty kraiviu bisenu susimais$ymo,
tuo tarpu uZ greita suzadinimo gesima atsakinga biisenos molekuliné prigimtis
yra nekoherentiné suzadinimo pernasa i$ chlorofilo i trumpai gyvuojancia karo-
tenoido suzadintaja biisena. PaZymeétina, jog lygiai toks pat mechanizmas pirma-
jame disertacijos skyriuje padéjo suprasti dirbtiniuose LHCII kristaluose stebima

greita fluorescencijos gesima. Todél natiiralu manyti, jog abiem atvejais mes tu-
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4 pav. | Stambiagradis suzadinimo pernasos modelis, taikytas suzadinimo dina-
mikai LHCII agregatuose aprasyti ir vaizduojantis manoma heksagonini LHCII
monomery iSsidéstymaq agregate [42]. Priklausomai nuo baltymo konformacijos,
kiekvienas LHCII monomeras gali biiti vienos i$ triju galimu biisenu: dominuo-
jancios, turincios fluorescencijos spektro pika 680 nm srityje (pavaizduota baltu
fonu); kitos spinduliuojanciosios biisenos, pasiZymincios fluorescencijos spekt-
ro raudonuoju poslinkiu (Sviesiai pilkas fonas); arba tamsinés (NPQ) biisenos
(tamsiai pilkas fonas). Pernasos spartos tarp ivairiu monomery pavaizduotos ro-
dyklémis (kpern — pernasos sparta tarp vienos rasies monomery arba energijos
mazejimo kryptimi, ky(4) ¢80 — pernasos sparta is ,raudonojo” komplekso (arba
atitinkamai gesiklio) i dominuojancios biisenos monomera, kr<_>g — pernasos spar-
ta tarp gretimuy raudonai fluorescuojancio ir tamsinio kompleksu).

rime reikala su tuo paciu reiskiniu, taigi tas vidinis suZzadinimo ,gesiklis” LHCII
kompleksuose tikriausiai yra viena (ar abi) i§ liuteino molekuliy. Sis rezultatas
pagrindZia antraji ginamaji teigini.

Sioje vietoje svarbu paZyméti, kad i§ eksperimentiniu duomenu nustatytos
abieju spinduliuojanciyju biisenu populiacijos kinetikos rodo akivaizdZiai neeks-
ponentinj elgesj. Norint atkartoti tokias priklausomybes, modeliuojant reikéjo at-
sizvelgti i dinaminius LHCII agregato pokycius: kiekvienu laiko momentu kiek-
vienas atskirai paimtas kompleksas gali biiti vienos i$ triju skirtingu biisenu. Tai-
gi siekiant tinkamai sumodeliuoti suZadinimo evoliucija, apskaiciuotas kinetikas
reikéjo suvidurkinti tiek per atsitiktinj jvairios bisenos kompleksu iSsidéstyma
agregate, tiek ir per kiekvienos biisenos aptiktu kompleksy skai¢iy. Baitent toks
anteniniy pigmentuy ir baltymu kompleksu vidiniy fliuktuaciju iskaitymas ir leido

atkartoti neeksponentines fluorescencijos gesimo kinetikas.
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Fotosintezé fliuktuojanciojoje antenoje

Ketvirtajame disertacijos skyriuje toliau vystoma fliuktuojanciosios antenos sam-
prata, anksciau jvesta antrame ir minéta tre¢iame skyriuose aptariant fluorescen-
cijos gesimo kinetiku neeksponentiskuma. Sio skyriaus pirmoje dalyje trumpai
aptariami neseniai atlikti fluorescencijos matavimu biochemiskai isskirtuose skir-
tingo dydzio FSII superkompleksuose rezultatai [43,44]. Pasirodo, jog nepriklau-
somai nuo fotosistemos dydZio bei bandinio paruosimo biido, visais atvejais stebi-
mas akivaizdZiai daugiaeksponentis fluorescencijos gesimas (Zr. 5 pav.), kuris ilga
laika buvo siejamas su galima reakciju centruose atskirty kriiviu rekombinacija
bei suZadinimo griZimu j antena. Taciau neseniai pasirodé darby, parodanciy, jog
krivio atskyrimas yra praktiskai negriztamas vyksmas [45], taip pat kitu eksperi-
mentiniy rezultaty, kurie buvo sunkiai interpretuojami naudojant jprastinius vaiz-
dinius.

Siekiant iSspresti Sia problema, antrojoje skyriaus dalyje yra parodoma, jog mi-
néto kinetiky neeksponentiSkumo prigimtis gali slypéti ne reakciju centruose, o
juos supancioje antenoje. I8 tikruju, kaip buvo parodyta ankstesniuose skyriuo-
se, dél vidinés baltymo konformacinés dinamikos gali i§ esmés pasikeisti paties
komplekso savybés. Taciau reikia atkreipti démesj ir i tai, jog paciu kompleksu
tarpusavio iSsidéstymas fotosistemoje néra grieztai fiksuotas; laikui bégant ga-
li nezZymiai keistis tiek baltyminiuy kompleksy orientacija, tiek atstumai tarp ju.
Dél Sios priezasties keiciasi ir skirtinguy suzadinimo pernasos reakcijuy centro link
keliy efektyvumas. Siekiant matematiskai aprasyti Siuos sudétingus procesus, su-
formuluojamas paprastesnis modelis, nagrinéjantis suzadinimo difuzija tolydZio-
je terpéje. Tikrosios anteninés sistemos nevienalytiSkumas, pernasos tarp kai kuriuy
kompleksu nutriikimas ir pan. efektai yra iskaitomi empiriskai, leidZiant minétos
tolydZzios terpés dimensijai btiti apraSomai bet kokiu (nebfitinai sveiku) skai¢iumi
d. Analiziskai iSsprendus difuzijos lygti, pademonstruojamas gautos suzadinimo
kinetikos neeksponentinis gesimas.

Sis trupmenine dimensija aprasomojoje tolydinéje terpéje vykstandios suzadi-
nimo difuzijos modelis trecioje skyriaus dalyje sékmingai pritaikomas auksc¢iau
minétoms neeksponentinéms fluorescencijos gesimo kinetikoms skirtingo dydzio
FSII superkompleksuose atkartoti (Zr. 5b pav.). PaZymétina, jog toks geras atitiki-
mas tarp modeliavimo rezultaty ir eksperimentiniuy stebéjimu gautas naudojant
tik du neapibréZtus modelio parametrus — sistemos dimensija d bei dar viena pa-
rametrq, siejanti sistemos dydi su vidutine suzadinimo pernasos tarp kompleksu

sparta. Skyriaus gale 8is modelis taip pat sékmingai pritaikomas suzadinimui ki-
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5 pav. | (a) Biochemiskai iSskirtos skirtingo dydZio antrosios fotosistemos [43] bei
ju anteniniy pigmentu ir baltymu kompleksuy struktiirinis iSsidéstymas aplink FSII
viduryje esancius reakciju centrus (pazymétus tamsiai pilka spalva). (b) Eksperi-
mentinés (simboliai) ir sumodeliuotos (iStisinés linijos) fluorescencijos gesimo ki-
netikos Siuose FSII superkompleksuose.

tose sistemose — LHCII agregatuose bei tilakoidu membranoje — aprasyti; tokiu
btdu pabréZiamas jo bendras universalumas. Turint omenyje, kad jo pagalba ga-
lima nesunkiai paaiskinti ir kitus efektus, kuriu negaléjo nusakyti anksciau taikyti
eksitonu ir reakciju centruy radikaly poru pusiausvyra postuluojantys modeliai,
galima teigti, jog eksperimentuose stebimos fluorescencijos gesimo neeksponen-
tiSumo prigimtis yra biitent fliuktuojanciosios fotosintetinés antenos savybés, o ne

reakciju centrai, kas pagrindZia ketvirtaji ginamaji teiginj.

Ekonominé fotoapsauga fotosintezés metu

Paskutiniame, penktajame, disertacijos skyriuje analizuojami makroskopiniai tila-
koidu membranose vykstantys pokyciai po trumpalaikio prisitaikymo prie su-
stipréjusio apsvietimo. Skyriaus pirmoje dalyje pristatomi eksperimentiniai tyri-
mai, atlikti norint nustatyti, ar NPQ salygomis pasikei¢ia antrosios fotosistemos
sugerties skerspjuvis. Ilga laika Sis klausimas buvo ,karstuy” diskusiju objektas,
taciau neseniai atlikti fluorescencijos indukcijos kinetiku matavimai mazo ir di-
delio apSvietimo salygomis pagaliau leido vienareikSmiskai i ji atsakyti. Minétos
kinetikos nusako stebimo fluorescencijos intensyvumo signalo sustipréjima dél
milisekundZiy skaléje vykstancio reakciju centry uzsidarymo. Atitinkamai, kine-

tikos augimo sparta gali suteikti informacijos apie FSII antenos dydi.

18



Ekonominé fotoapsauga fotosintezes metu

Sviesoje
—— Tamsoje
—— Modeliavimas

Tamsoje Sviesoje

Normuota fluorescencija, ®(t)

0.4
) -:>
RC
0.2 1
padidéjusi antena su silpno-
0 mis suZadinimo gaudyklémis
1 T T T T T T
0 100 200 300 400
Laikas (ms)

6 pav. | Normuotos fluorescencijos indukcijos kinetikos, iSmatuotos mazo ir dide-
lio ap8vietimo salygomis, ir jas atitinkanc¢ios sumodeliuotos kreivés, apskaiciuotos
pritaikant stochastinj heterogeniskos fotosintetinés membranos modeli. Po gra-
fiku pateiktas apibendrintas modeliavimo rezultatas: augalui adaptuojantis prie
rySkesnio apSvietimo, FSII 8viesos surinkimo antenoje ne tik atsiranda daugiau
uz nefotocheminj suZadinimo gesima atsakingu centry, bet kartu tilakoidy memb-
ranose ivyksta makroskopiniai pokyciai, nulemiantys RC supancios antenos pa-
didéjima.

Antroje skyriaus dalyje pateikiami keli teoriniai modeliai, skirti minétoms ki-
netikoms aprasyti. Véliau jie pritaikomi analizuojant fluorescencijos indukcijos
kreives, iSmatuotas naudojant i jvairiuy genetiSkai modifikuoty augaly iSskirtas
fotosintetines membranas, turincias skirtinga, i§ biocheminés analizés Zinoma,
anteniniy baltyminiy kompleksu skaic¢iy. Tai leido jvertinti jvairiy modeliy tin-
kamuma tilakoiduose vykstantiems procesams aprasyti. Paaiskéjo, jog tilakoidu
membranos pasiZymi didelio laipsnio nevienalytiSkumu, o energijos pernasa tarp
ivairiy membranoje esanciy fotosistemuy yra labai ribota. Sia igvada taip pat pa-
tvirtina elektroninés mikroskopijos biidu padarytos tilakoidu membranos nuo-
traukos.

Nustacius labiausiai tinkama teorinj aprasyma, jis buvo pritaikytas analizuo-
jant minétas fluorescencijos intensyvumo augimo kinetikas, iSmatuotas atitinka-
mai prie maZo ir didelio $viesos intensyvumo prisitaikiusiuose chloroplastuo-
se. Rezultatas yra pateikiamas 6 pav. IS modeliavimo galima daryti iSvadas, jog,
prieSingai negu buvo postuluojama anksc¢iau, NPQ salygomis reakciju centrus
supancios antenos dydis iSauga prie jos prisijungus papildomiems LHCII trime-

rams, o patys uz NPQ atsakingi centrai yra pakankamai silpni ir suzadinimo gesi-
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mo pozitiriu beveik nekonkuruoja su atvirais reakciju centrais. Toks ,,ekonominés
fotoapsaugos” mechanizmas leidZia augalui gauti dvigubos naudos: pirma, at-
sizvelgiant i praeituose skyriuose nustatyta NPQ prigimti kaip viena i$ galimu
LHCII bisenuy, galima teigti, jog ryskioje Sviesoje padidéjusi antena reiskia dides-
ne tikimybe, kad kuris nors pigmentuy ir baltymu kompleksu pereis i suzadini-
mo ,,gesiklio” biisena. Kita vertus, jeigu krintancios Sviesos intensyvumas staiga
vél sumazéja, didesné antena gali kompensuoti dél NPQ susilpnéjusi suzadinimu
srauta atviry reakciju centry link. Tokiu btidu létosios NPQ gaudykles, atsitiktinai
galincios atsirasti bet kurioje antenos vietoje, suteikia augalui lankstumo laips-
niskai reguliuojant nefotocheminio gesimo efektyvuma bei nepadarant Zalos fo-

tosintezés produktyvumui. Si isvada pagrindZzia treciaji ginamaji teigini.
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Excitation evolution and self-regulation in
photosynthetic light-harvesting systems

In this dissertation, we studied various aspects of excitation dynamics and relaxa-
tion in photosynthetic light-harvesting systems, at every step making an attempt
to approach a better understanding of one of the today’s most puzzling pho-
toprotective mechanisms implemented by Nature in living organism—the non-
photochemical quenching (NPQ). This term combines a whole set of various pro-
cesses occurring in the thylakoid membranes of green plants and algae during the
short-term acclimation to the increased solar radiation. Over the last two decades,
the main concepts of the photosynthetic light harvesting and self-regulation have
been formulated, providing a strong foundation for the latter studies implemen-
ting modern spectroscopic techniques and taking advantages of the cooperation of
many people from different fields working together to solve the mystery of NPQ.
The author of this dissertation unpretentiously believes that the study covered
herein have also made its small contribution towards our deeper understanding
of the molecular origin of the self-regulatory processes in photosynthesis.

The dissertation begins from the structure-based calculations of the exciton
evolution in the LHCII complex. Particularly, by accounting for the quantum-
chemistry calculations of the dipole-forbidden S; state of carotenoids, we identi-
fied lutein molecules as the most efficient excitation quencher in the LHCII crystals.
Then, based on the fluorescence measurements in single light-harvesting comp-
lexes, we provided strong evidences that NPQ state in LHCII is not formed under
some particular environment conditions but is rather one of the intrinsic states of
the pigment-protein that randomly becomes available as a result of the protein’s
subtle conformational dynamics. Exposure to any ambient stress, like variations of
the detergent concentration, pH level, temperature, efc., in fact does not produce
new states itself but just modulates the energy landscape of the pigment—protein
complex thus shifting the dynamic equilibrium towards one or another state. Con-
sequently, the probability of that particular state increases leading to the observed
variations in fluorescence spectrum and/or intensity.

Our thorough analysis of the temperature-dependent time-resolved fluores-
cence spectra of LHCII trimers and aggregates allowed us to independently iden-
tify at least three distinct functional states of these pigment—protein complexes
that were previously observed by means of single-molecule spectroscopy. Name-

ly, besides the dominating state corresponding to strong fluorescence around the
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680-nm spectral region, the state responsible for the fluorescence signal at longer
wavelengths as well as the quenched states were revealed. Calculations of excita-
tion energy dynamics in the LHCII aggregate allowed us to associate each state
with a specific underlying molecular mechanism. In particular, we showed that
the red-emitting state arises due to partial mixing of excitonic and chlorophyll-
chlorophyll charge transfer states. On the other hand, the nature of the quenched
state was demonstrated to be totally different and related to the incoherent exci-
tation transfer to the short-lived carotenoid excited states. According to our pre-
vious structure-based calculations on LHCII crystals, lutein molecule is the most
probable candidate for this role.

Turning back to the NPQ phenomenon, we showed that all our conclusions
based on the analysis of the artificially made LHCII crystals or aggregates can be
in a straightforward way generalized to the processes occurring in vivo. We de-
monstrated that in a relatively small light-harvesting antenna of PSII, even slight
variation of the concentration of the quenched complexes can significantly reduce
fluorescence quantum yield. The physical increase of the PSII absorption cross-
section, revealed from the fluorescence induction kinetics, ensures even better
photoprotection due to higher probability for the generation of NPQ centers wi-
thin the antenna and, at the same time, minimizes the drop in excitation delivery
to the open reaction centers. This effect gives us a perfect example of the economic
design principles of the natural photosynthesis that might be learned and imple-
mented in the mankind’s attempts to build up artificial photosynthetic devices.

Finally, we have demonstrated that the multi-exponential fluorescence decay
kinetics, observed in various antenna systems—from the single LHCII trimers to
their aggregates, variously sized photosystems, or even thylakoid membranes—is
just a manifestation of the fluctuating properties of the light-harvesting antenna
and its proteins. We believe that this conclusion, breaking the long-existed dogma
of the important role of the radical pair equilibration at the side of the excitation
quencher and presenting a simple alternative explanation to the known facts, will
inspire more detailed future studies, further broadening the current understan-

ding of light-harvesting processes in photosynthesis.
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