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Ivadas

Fotosintezes Sviesinés reakcijos prasideda pirmojoje ir antrojoje fotosistemose (PSI ir PSII,
angl. photosystem I and II), kurios yra aptinkamos chloroplasty tilakoidy membranose. Siose fo-
tosistemose vyksta Sviesos surinkimas bei suzadinimo energijos pernasSa iS anteniniy Sviesorankos
kompleksy j reakcijy centrus [1,2]. Nepaisant to, kad abi fotosistemos sugeria Sviesa ir yra sudary-
tos i$ baltymy bei pigmenty, jos turi nemazai skirtumy — nuo savo dydZio ir padéties membranoje
iki skirtingy sugeriamos Sviesos bangos ilgiy, o vienas pagrindiniy skirtumy yra tas, kad PSII vyks-
ta vandens oksidacija, kurios metu iSsiskiria deguonies molekulés, protonai ir elektronai [3]. Kai
chlorofilo molekulé fotosistemoje yra suzadinta, j pagrinding buseng ji gali relaksuoti perduoda-
ma savo suzadinimo energija j reakcijy centra, fluorescuoti, arba perSokti j Zemesnés energijos —
tripleting — suzadinta buseng. Antrojoje fotosistemoje tripletinis chlorofilas gali reaguoti su van-
dens oksidacijos metu susidariusiomis deguonies molekulémis, ir tokios reakcijos metu susidaro
singuletinis deguonis [4]. Esant Sviesos pertekliui gali susidaryti pavojingai didelis kiekis singule-
tinio deguonies, kuris dél savo aktyvumo gali pazeisti ar visiSkai sugadinti fotosistema, tad augalai
yra iSvyste savisaugos mechanizmus, i§sklaidancius pertekline energija. Vienas tokiy mechanizmy
yra vadinamas nefotocheminiu gesinimu (NPQ, angl. non-photochemical quenching), kurio metu
yra gesinami pertekliniai chlorofily suZadinimai ir iSvengiamas per didelis singuletinio deguonies
kiekis [5].

Iki Siol néra pilnai suprasta, koks yra NPQ veikimo mechanizmas. Vienas i§ placiausiai naudoja-
my aiSkinimy yra toks, kad su NPQ yra susijes kruvio pernaSos (CT, angl. charge-transfer) buseny
susidarymas chlorofilo-karotenoido dimeruose, kadangi buvo aptikta koreliacija tarp NPQ ir ze-
aksantino suzadinty buseny [6, 7]. Visgi, néra atmetama hipotezé, kad su NPQ gali biti susijusios
ir CT busenos, susidarancios chlorofily dimeruose [8,9]; jos atlieka svarby vaidmenj fotosintezés
procese dalyvaudamos pirminiame kruvio atskyrime reakcijy centruose ir jy pédsakai yra stebimi
fotosintetiniy kompleksy spektruose [10, 11], tad galbut jos prisideda ir prie NPQ veikimo mecha-
nizmo. Dauguma darby Siuos reiSkinius nagrinéja didZiaja PSII dalj sudaranc¢iuose LHCII (angl.
Light-harvesting complex II) kompleksuose, taciau yra manoma, kad NPQ vykdo ir CP29 komp-
leksas [12], kuris yra jsiterpes tarp reakcijy centro ir iSorinio LHCII komplekso — itin svarbioje
suzadinimo energijos pernasai vietoje.

Ankstesniuose darbuose [13—15] buvo identifikuotos CT busenos penkiuose CP29 komplekso
chlorofily dimeruose naudojantis kvantinés ir molekulinés mechanikos metodais. Darbe [13] bu-
vo pasitelkta tankio funkcionalo teorija (DFT, angl. density functional theory) dimerus sudaranciy
chlorofily geometrijos optimizacijai vakuume bei nuo laiko priklausanti tankio funkcionalo teorija
(TD-DFT, angl. time-dependent density functional theory) jy suzadinty buseny skai¢iavimams ir
CT buseny nustatymui. Yra Zinoma, kad pigmenty elektroniniai procesai, tokie, kaip kriivio per-
nasa, yra jautrus nedideliems savo ir aplinkiniy molekuliy strukturiniams pokyciams, todél reikéty j
skaiC¢iavimus jtraukti ir aplinkines molekules. Dél Sios priezasties darbe [14] chlorofily geometrijos
optimizavimui ir CT buseny nustatymui naudotas DFTB metodas (angl. density functional based
tight binding) bei nuo laiko priklausanti jo atmaina TD-DFTB. Sis metodas yra DFT metodo aprok-

simacija, todél jis yra paprastesnis ir galima atlikti skai¢iavimus sistemoms su Simtais atomy [16],



tad darbe [14] buvo jtraukiamos arciausiai nagrinéjamy chlorofily esancios molekulés. Vis délto, fo-
tosintetiniai kompleksai yra sudaryti i$ tukstanciy atomy, tad pilnai jtraukiant aplinka skai¢iavimai
kvantinés mechanikos metodais buty labai ilgi ir sudétingi, todél darbe [15] geometrijos optimiza-
cija buvo atlikta klasikinés molekulinés mechanikos (MM) metodu, kuomet nagriné¢jama sistema
aprasoma jégy lauky (FF, angl. force field) parametrais. Tokiu budu j geometrijos optimizacija buvo
jtrauktas visas CP29 kompleksas bei membrana, j kuria jis buvo patalpintas, ir pasitelkiant TD-DFT
metoda nustatyta, kad jskaitant aplinkos jtakg geometrijos optimizacijos metu chlorofily dimery CT
buisenos jgauna panaSias arba Zemesnes energijas, negu geometrijos optimizacijos vakuume atveju.

Vis delto, minétieji suzadinty buseny skaiciavimai kiekvienu atveju buvo atlikti turint tik vie-
ng CP29 komplekso konformacing¢ busena. Kaip jau minéta, kruvio pernasa yra jautri nedideliems
strukturiniams pokyc¢iams, tad esant kitokiai sistemos konformacinei busenai, galima gauti skir-
tingus rezultatus. To nagrinéjimui galima pasitelkti molekuliy dinamikos (MD, angl. molecular
dynamics) simuliacija, kuomet yra skai¢iuojami molekulinés sistemos pokyciai bégant laikui, pa-
sitelkiant jégy laukais paremtus MM metodus [17]. Literaturoje truksta darby, kuriuvose MD simu-
liacijos buity naudojamos CT buseny savybéms tirti, tad Sio darbo tikslas yra atlikti CP29 komp-
lekso molekuliy dinamikos simuliacijg bei iSnagrinéti jame esanciy chlorofily dimery geometrijas

ir kruvio pernasos buiseny energijas jvairiais laiko momentais.



1 Molekuliy dinamika

Kompiuterinés simuliacijos leidZia nagrinéti biologiniy sistemy dinamikg bégant laikui, o vie-
nas paprasciausiy ir pla¢iausiai naudojamy simuliacijos metody — molekuliy dinamika, pristatyta
pragjusio amZiaus 8-ojo deSimtmecio pabaigoje [18, 19]. Nors MD simuliacijos yra taikomos jau
kelis deSimtmecius, tik neseniai buvo pasiektos simuliacijy trukmes, kurios yra tokios pat eilés,
kaip ir naturaliy biologiniy procesy trukmeés. Prie to prisideda tobulinama skaiciavimy jranga, pa-
Zangesni skaitiniai algoritmai. MD simuliacijy taikymas yra platus: nuo struktury dinamikos nag-
rinéjimo, stabilumo tyrimo ir sistemos atsako j trikdj nagrinéjimo iki procesy priklausomybés nuo
laiko stebéjimo [20]. Egzistuoja jvairiy programiniy pakety, skirty MD simuliacijoms atlikti. Vie-
ni populiariausiy pasirinkimy yra Amber [21], GROMACS [22], CHARMM [23]. Siame darbe
naudojamas Amber programinis paketas.

Prie§ atliekant MD simuliacija yra svarbu atlikti tam tikrus paruoSiamuosius Zingsnius, kad
simuliacija kuo labiau atitikty realig sistema. Tam daZnai pasirenkamos eksperimentiSkai gautos
strukturos i§ Baltymy duomeny bazés (PDB, angl. Protein Data Bank). Dauguma eksperimentiniy
metody, kurie naudojami struktirinei informacijai gauti, negali iSskirti vandenilio atomy, todél jy
duomeny bazése esanciose strukturose néra. DaZzniausiai atliekant MD yra sekami tokie Zingsniai
[24-26]:

1. Simuliacijy dézés paruoSimas: nagrinéjama molekuline struktura, jeigu reikia, patalpinama
j jai tinkamg aplinka, pvz., j lipidy membrang ir/arba vanden;] su jonais; parenkami atitinka-
mi jégy laukai, tinkamai apraSantys sistemos komponentus; pridedami trukstami vandenilio

atomai.

2. Sistemos energijos minimizacija: paruoSiant sistema simuliacijai, tam tikri atomai gali buti
per arti, kas néra palanku energeti$kai, tad atomy padétys yra optimizuojamos pagal nurody-
tus jégy lauky parametrus. Sis Zingsnis daZnai i§skaidomas j kelis etapus, dalimis nuimant

apribojimus nuo sistemos atomy.

3. Sistemos Sildymas ir relaksacija: pasirenkamas kanoninis (NVT) arba izoterminis-izobarinis
(NPT) ansamblis ir atliekama trumpa simuliacija, kad sistema pasiekty pusiausvyra. Daznai
tam atliekamos kelios simuliacijos — i§ pradziy NVT, kuomet sistema Sildoma iki tam tikros
temperaturos (pavyzdZziui, 300 K) su pastoviu turiu ir apribojimais, ir tuomet NPT esant fik-
suotai temperaturai, po truputj paSalinant apribojimus nuo nagrin€¢jamos strukturos, iki kol

pasiekiama pusiausvyra.

4. MD simuliacija: turint paruoSta sistemg su minimizuota energija bei pasiekta pusiausvyra,
galima atlikti MD simuliacijg, kurios trukmé priklauso nuo nagriné¢jamos sistemos ir kom-
piuterio resursy. Sistemos geometrija yra fiksuojama kas tam tikra laiko intervala — taip gau-

namos trajektorijos, kurios, pasibaigus MD simuliacijai, yra analizuojamos.

Vienas i dydZiy, kuriuos galima apskai¢iuoti analizuojant gautas trajektorijas, yra vidutinis kvad-
ratinis nuokrypis (RMSD, angl. root-mean-square deviation) nuo pasirinktos atskaitinés strukturos,

pavyzdZiui, nuo pradinés strukturos. RMSD yra apskaic¢iuojamas pagal tokig formule:
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Cia N yra atomy skai¢ius, m; yra i-0jo atomo masé, X; yra nagrinéjamo atomo koordinatés, y; yra

RMSD = (1)

atskaitinés sistemos atomo koordinates, ir M yra pilna atomy sistemos mase.

1.1 Energijos minimizacija

Sistemos energijos minimizacijai klasikinés molekulinés mechanikos budu daZnai pirma yra
naudojamas staigiausiojo nuolydZio (angl. steepest descent) metodas, iSjudinantis sistemg iS$ stip-
riai energetiSkai nepalankiy padéciy, ir tuomet naudojamas sujungtinio gradiento (angl. conjugate
gradient) metodas, kuris yra létesnis, bet duoda tikslesnius rezultatus. Yra ir kity metody, skirty
energijos minimizavimui, ta¢iau visy jy pagrindas yra sistemos potencinés energijos iSvestinés (kar-
tais ir antrosios iSvestines, priklausomai nuo metodo) skaiciavimas, ir gauto rezultato naudojimas

pakeisti sistemos koordinates, kad buty rasta maZesné energija.

1.1.1 Staigiausiojo nuolydZzio metodas

Staigiausiojo nuolydZio metodas [27] yra vienas paprasCiausiy optimizacijos metody: kiekvie-

noje iteracijoje sistemos koordinatés X pakei¢iamos neigiama gradiento kryptimi. Tai galima uZraSy-

ti taip:
)—En+1 = fn - /anV (-)_C)n) s (2)
oV
c’)x1
w@=| : | (3)
v
6XN

Cia V (X) yra sistemos energijos funkcija, priklausanti nuo atomy koordinaciy, o A, yra Zingsnis.
A, nulemia, kiek bus pakei¢iamos koordinatés kiekvienoje iteracijoje. Zingsnio didumas priklauso
nuo to, ar nauja energija didesné uz pries tai buvusia, ar mazesné. Jei didesné, Zingsnis sumazina-
mas, kadangi minimumo taskas buvo perSoktas. Jei maZesné, Zingsnis padidinamas dél greitesnio
konvergavimo. Kryptis, kuria Zengiamas Zingsnis, yra tokia, kad gradientai VV (X,4+1) ir VV (X,,)
buty ortogonalus.

Bendras staigiausiojo nuolydZio metodo algoritmas atrodo taip:

1. Apskaic¢iuojamas energijos gradientas su dabartinémis koordinatémis;
2. Parenkamas zingsnio dydis 4,,;

3. Koordinatés atnaujinamos pagal (2) formule;

4. Punktai 1-3 kartojami, iki kol pasiekiamas maksimalus iteracijy skai¢ius arba randamas mi-

nimumas pasirinktu tikslumu.



1.1.2 Sujungtinio gradiento metodas

Sujungtinio gradiento metodas yra sudétingesnis, ta¢iau duodantis tikslesnius rezultatus [28].

Siuo metodu kiekvienoje iteracijoje sistemos atomy koordinatés X kinta taip:

Xk+1 = Xk + QP “4)
¢ia ay yra zingsnio dydis:
—)T—)
PiTk
= =, (5)
pkAPk

Pk yra Zingsnio kryptis, kuri gaunama sumuojant visus praéjusius Zingsnius:

—)T -
. pi ATk
Pk =Tk — =T 5 Pis (6)
; P; Api
Fi iSraika yra tokia:
Fr = b — ARy, %)

b=VV (X) yra energijos gradientas, A = V2V (¥) yra energijos antry i§vestiniy matrica. Pradiné
Pr verté yra parenkama kaip po = 7Fp. Antryjy iSvestiniy matricg skaic¢iuoti kiekviename Zings-
nyje kainuoja daug kompiuterio resursy, tad egzistuoja algoritmai, kurie apytiksliai atnaujina Sia
matricg, vietoj to, kad tiksliai skai¢iuoty kiekvieng elementa.

Bendras sujungtinio gradiento metodo algoritmas atrodo taip:

1. Apskaiciuojamas energijos gradiento vektorius ir antryjy iSvestiniy matrica su dabartinémis

koordinatémis;
2. Apskai¢iuojamas vektorius 7y pagal (7);
3. Apskai¢iuojama zingsnio kryptis p; pagal (6) ir Zingsnio didumas @ pagal (5) formule;
4. Koordinatés atnaujinamos pagal (4) formule;

5. Punktai 1-4 kartojami, iki kol pasiekiamas maksimalus iteracijy skaicius arba randamas mi-

nimumas pasirinktu tikslumu.

1.2 MD simuliacija

MD simuliacijos pagrindas yra skaitinis Niutono judéjimo lygciy sprendimas sistemai, sudarytai
i§ saveikaujanciy daleliy, ir taip gaunama sistemos deterministiné trajektorija fazinéje erdvéje, t. y.
informacija apie kiekvienos dalelés judéjima priklausomai nuo laiko [17,24].

Egzistuoja jvairiausiy algoritmy judéjimo lygciy sprendimui [29]. Vienas paprasciausiy yra va-
dinamas greicio Verlet (angl. velocity Verlet) algoritmu, kuriame koordinatés r naujame laiko Zings-

nyje t + At apskai¢iuojamos pagal tokig formule:



r(t+Ar) =71 (1) +v (1) At + iAtz, (8)
2m

¢iam yramase, F' yra daleles veikiancios jégos, kurios priklauso nuo sistemos pilnutinés potencinés

energijos ir koordinaciy:

dVior
F=- , 9
dr ©)
ir v () yra greitis, kuris atnaujinamas taip:
F+At)+F(t
A =y () LUTADHFD (10)

2m
Cia jégos F laikiné priklausomybé ateina dél sistemos koordinaciy laikinés priklausomybés. Siame
algoritme atnaujintas greitis apskai¢iuojamas jau apskaiciavus atnaujinta koordinate, ir naudojamas
sekanCiame iteracijos Zingsnyje skaiciuoti naujas koordinates pagal (8).

Visgi, Cia apraSytas Verlet algoritmas gali duoti nepakankamai tikslias greicio vertes, kadangi
formulé (10) iSvedama skleidZiant dydzius r (¢ + At) ir r (¢t — At) Teiloro eilute ir juos sudedant.
Greicio pataisos Verlet (angl. velocity corrected Verlet) algoritmas grei¢io atnaujinimo formule
iSveda sudedant r (¢ + 2At), r (t + At), r (t — At) ir r (t — 2At) Teiloro skleidinius, tad greitis ap-
skai¢iuojamas tiksliau. Dar tikslesni judéjimo lygties sprendimo algoritmai jtraukia aukStesnés eilés
narius koordinaciy ir greicio skleidinyje, taCiau jie reikalauja Zymiai daugiau kompiuterio resursy.

Taigi, paprasc¢iausias MD simuliacijos algoritmas atrodo taip:

1. Nustatomi parametrai, atitinkantys simuliacijos salygas (pvz., temperatiira, trukme, laiko Zings-
nis, slégis, ir t. t.), bei inicializuojama sistema — parenkamos pradinés atomy koordinatés ir

greiciai;

2. Apskaiciuojamos daleles veikiancios jégos diferencijuojant pilng sistemos potencing energija

pagal koordinate;

3. SkaitiSkai sprendZiama Niutono judéjimo lygtis, apskai¢iuojami greiciai sekanciam laiko

Zingsniui;
4. Zingsniai 2-3 kartojami kiekvienam laiko Zingsniui, kol pasibaigia nustatytas simuliacijos
laikas.

1.3 Jégy laukai

SprendZiant sistemos Niutono lygtis vykstant MD simuliacijai yra skaiCiuojamos jégos, ku-
rios priklauso nuo daleliy padéciy bei sistemos potencinés energijos Vior, kuri susideda iS energijos

Vbonded d€l cheminiy rySiy sgveikos bei energijos Vion—bonded tarp bet kuriy dviejy daleliy [24]:

Vtot = Vbonded + Vnon—bonded~ (1 1)



Energija Vponded susideda i§ cheminiy rySiy, kampy tarp rySiy, dvisieniy kampy bei netaisyklingy

dvisieniy kampy tarp rySiy potenciniy energijy:

Vbonded = Vbond + Vangle + Vldihedral + Vimproper—dihedral- (12)

Potenciné energija, aprasanti cheminio rySio tarp i ir j atomy ilgio d;; pokytj nuo pusiausvyros

verteés dp, iSreiSkiama taip:

1
Voond (dif) = 5Kb (dij - dy)” . (13)

Potenciné energija Vagle nusako kampo ;. tarp i, j ir k atomus jungianciy cheminiy rySiy pokytj

nuo pusiausvyros vertes ,:

1
Vangie (ij¢) = 5 Ka (cos 91 — cos 9a)” . (14)

Potenciniy energijy Vinedral it Vimproper—dihedral iSTaiSkos yra tokios:

Vidinedral (@ijki) = Ka (1 + cos (ngijur — ¢a)) » (15)
1 2
Vimproper—dihedral (@ijk) = EKz‘d (@ijii — @ia)”, (16)

jos apraSo dvisienio kampo ¢;;i; tarp i, j, k ir [ atomus jungianCiy cheminiy rySiy pokytj nuo
pusiausvyros vertés ¢, ir atitinkamai netaisyklingo dvisienio kampo ¢; jx; pokytj nuo pusiausvyros
vertés ;4. Cia n Zymi potencialo periodiskuma, o energijy israiskose esantys dydziai K, K, Ky ir
K4 yra jégy konstantos, kurios parenkamos atitinkamai pagal nagrinéjamos molekulés standumg.

Energija Vhon—bonded Susideda i§ van der Valso ir Kulono sgveiky energijy:

Vhon-bonded = Vvdw + Veoulomb- (17)

Potenciné energija, Zyminti van der Valso saveika, daznai modeliuojama kaip Lenardo—DZonso

(L-J, angl. Lennard—Jones) potencialas:

12 NG
Voaw (rij) = 4€ij [(ﬂ) - (ﬂ) ] , (18)

Cia g;; yra potencinés duobes gylis, r;; yra atstumas tarp daleliy, o o;; yra atstumas tarp i ir j daleliy,

kuriame potencialas lygus 0. Kulono sgveikos iSraiSka yra tokia:

qiqj
dneoe,rij’

Veoulomb ("ij) = (19)

Cia &g yra vakuumo dielektrine skvarba, €, yra santykine dielektriné skvarba, r;; yra atstumas tarp
daleliy, o g; ir g; yra i ir j atomy daliniai kruiviai, parodantys, kaip elektronai yra pasiskirst¢ mo-
lekuléje: ties kuriais atomais elektrony tankis didesnis, ir ties kuriais — maZesnis.

Visos minétos konstantos (jégy konstantos, rySiy ilgiy ir kampy pusiausvyros vertés, atomy dali-



niai kruviai ir t. t.), reikalingos apskaiciuoti potencin€¢ energija, yra bendrai vadinamos jégy lauku,
tad kiekvienai molekulei jegy laukas turi buti tinkamai parinktas, kad rezultatai atitikty eksperi-
mentinius duomenis ir bty prasmingi. Minéty konstanty vertés yra gaunamos iS eksperimentiniy
duomeny ir kvantinés mechanikos skai¢iavimy [30].

Egzistuoja tam tikri standartiniai jégy laukai, kuriuose dalis molekuliy yra parametrizuotos.
Juos naudojant yra svarbu Zinoti, ar pasirinktas jégy laukas yra tinkamas nagrinéjamai sistemai, o
jei reikalingi keli jégy laukai, ar jie tinkami naudoti kartu. PavyzdZiui, Amber jégy laukas ff19SB
baltymui bei jégy laukas OPC vandeniui ir jonams yra rekomenduojami naudoti kartu, bet ff19SB
nerekomenduojama naudoti kartu su kitu vandens jégy lauku 7IP3P [31-33]; su Siuo jégy lauku
literaturoje daZnai naudojamas jégy laukas baltymui ff/4SB [34]. Be minéty sistemy, egzistuoja
Amber jégy laukai DNR ir RNA molekuléms, angliavandeniams, lipidams, bei bendras jegy laukas
organinéms molekuléms, vadinamas GAFF (angl. General Amber force field) [35]. Nors nestan-
dartines organines molekules galima parametrizuoti naudojant jégy lauka GAFF, tam tikry sistemy
atveju tai sukelia jvairiy problemy ir netikslumy. Sviesorankos kompleksuose esanciy pigmenty
savybés yra itin jautrios aplinkos bei jy paciy strukturos pokyc¢iams, todél yra labai svarbu parinkti
jégu lauka su tiksliais parametrais.

Svarbus dalykas kuriant jégy lauky parametrus molekuléms yra atomy tipy pasirinkimas. Atomy
tipais yra vadinamos atomy grupés, kuriose Sie atomai turi panasSig chemin¢ aplinka, t. y. jie sudaro
panaSius cheminius rySius, turi panaSias parametry vertes, tokia pacia hibridizacija ir t. t. Kuo dau-
giau atomy tipy yra iSskiriama, tuo tiksliau yra apraSoma sistema, bet tuo paciu atsiranda ir Zymiai
daugiau parametry, todél juos sudétingiau pritaikyti kitoms sistemoms. Atomy tipai turi buti parink-
ti taip, kad jy nebuty per daug, bet kad jie buty pakankami molekulés apraSymui. Rekomenduojama

didinti atomy tipy kiekj tik tokiu atveju, jeigu tai Zymiai pagerina skai¢iavimy tiksluma.

1.3.1 Jégy lauko parametrai karotenoidams

Pagal straipsnj [36], kuomet GAFF yra naudojamas apraSyti fotosintetinio komplekso karote-

noidus, pagrindinés iSkylancios problemos yra tokios:

* Pervertinami cheminiy rySiy ilgiai: viengubi rySiai yra ilgesni ir dvigubi rySiai yra trumpesni,

palyginus su kvantinés mechanikos skai¢iavimy rezultatais;
* Nuvertinami kai kuriy dvisieniy kampy sukimo barjerai;

* Netinkamas normaliniy mody apraSymas.

Todél minétame straipsnyje yra apraSomas keturiy karotenoidy — liuteino, neoksantino, violaksan-
tino ir zeaksantino — tikslesniy jégy lauko parametry sukurimas, kuriuos naudojant gaunamos tik-
slesnés strukturinés, virpesinés ir elektroninés karotenoidy savybés.

Kulono saveikos, esancios Vyon—bonded €nergijos iSraiSkoje (17), parametrai yra daliniai atomy
kruviai, ir jie buvo gauti iS pradZiy molekuliy geometrijas optimizuojant B3LYP/6-311G** lyg-
mens teorija, ir tuomet joms taikant RESP (angl. Restrained ElectroStatic Potential) metoda [37].
Vhon-bonded €santi van der Valso sgveika buvo modeliuota pagal (18) iSraiSka, ir jos parametry vertés
buvo naudotos i§ GAFF.
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Vbonded iSraiSkoje (12) esanciy jégos konstanty, cheminiy rySiy ilgiy bei kampy tarp rySiy pra-
dinés pusiausvyros vertés buvo apskaiciuotos naudojantis lokaliu harmoniniu artiniu minimalios
geometrijos potencinés energijos pavirSiui apraSyti. Tuomet jy vertés buvo apskaiciuotos pagal He-
siano matricos tikrines vertes, ir pataisytos dauginant iS tam tikro daugiklio, kad buty atsizvelgta
j skirtumg tarp eksperimentiSkai stebimy virpesiniy daZniy verciy ir rezultaty, gauty i§ pirminiy
principy skaic¢iavimy. Dvisieniy kampy parametrai buvo parinkti pagal [38], o like parametrai buvo
gauti i§ GAFF jégy lauko, juos pakoreguojant su tam tikru daugikliu, kad geriau atitikty karotenoidy
IR spektro Zemy energijy dalj.

Nauji karotenoidy parametrai straipsnyje [36] buvo lyginti su GAFF jégy lauku atliekant kla-
sikinés molekulinés mechanikos MD simuliacijas. Gautas Zymiai geresnis strukturos savybiy atiti-
kimas su DFT metodu apskaic¢iuotomis vertémis, kuomet naudojami nauji parametrai, lyginant su
GAFF rezultatais.

1.3.2 Jégy lauko parametrai chlorofilams

Jégy laukas GAFF jtraukia tik nedidele dalj atomy: H, O, C, N, S, P, F, Cl, Br ir I. Tai sukelia
problemy norint apraSyti tokias molekules, kaip chlorofilai, kadangi j jy struktiirg be H, O, C ir N
jeina ir Mg atomas. Straipsnis [39] apraSo PSII a tipo chlorofilo jégy lauko parametry kiirima.

Energijos Vhon-bonded parametrai minétame straipsnyje gauti panasiu budu, kaip ir karotenoidy
atveju, iSskyrus tai, kad ¢ia molekulés geometrijos optimizacijai buvo naudotas HF (angl. Hartree-
Fock) metodas [40] su 6-31G** baziniy funkcijy rinkiniu, ir molekulés su gauta geometrija energija
buvo skai¢iuojama naudojant DFT metoda su B3LYP funkcionalu ir cc-pVTZ baziniy funkcijy
rinkiniu. Organinio tirpiklio terpé buvo jtraukta pasirinkus santykine dielektrine skvarbg ¢ = 4.
Daliniai kruviai buvo taip pat gauti taikant RESP metodika.

Cheminiy rySiy ilgiy ir kampy potencialy, esan¢iy Vponded iSraiSkoje, parametrai buvo gauti

taikant lokaly harmoninj artinj, t. y. sekant tokius zingsnius:
1. Chlorofilo struktira optimizuota B3LYP/6-31G* lygmens teorija;

2. Kiekvieno rysio ilgis buvo kei¢iamas intervale +0,1 A apie pusiausvyros verte kas 0,005 A,
o kiekvienas kampas — intervale +10,0° apie pusiausvyros verte kas 0,5°. Kiekviename nag-
rinéjamo rySio/kampo keitimo Zingsnyje optimizuojama struktura ir apskai¢iuojama energija
QM metodu;

3. Kiekvienai strukturai, gautai 2 Zingsnyje, apskaiciuojama potenciné energija MM metodu;

4. PaskaiCiuojamas energijy skirtumas tarp MM ir QM energijy, ir tuomet energijos priklauso-

mybeé aproksimuojama atitinkamai harmonine rySio arba kampo potencialo funkcija;
5. Perskaiciuojama kiekvienos struktiiros potenciné energija MM metodu;

6. Zingsniai 4 ir 5 kartojami tol, kol pasiekiamas pakankamai maZas skirtumas tarp MM ir QM

potenciniy energijy.
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Dvisieniai kampai taip pat buvo aproksimuoti panasiu budu. D¢l savo periodiSkumo, jie buvo su-
kami 360° kas 5,0°.

Straipsnyje [41] Sie parametrai buvo patobulinti. Pastebéta, kad tarp vienas pries kita esanciy
azoto atomy kampo pusiausvyros verté yra 90°, nors turéty buti 180°, todél buvo jvestas dar vienas
azoto atomo tipas, kad buty iSvengtas Sis netikslumas. Pridéti trukstami dvisieniy kampy para-
metrai. Taip pat sukurti b tipo chlorofilo parametrai, remiantis a tipo chlorofilu, pridedant naujus
atomo tipus, o trikkstami parametrai gauti i§ GAFF. Daliniai kruviai buvo perskai¢iuoti, naudo-
jant HF/6-31G* lygmens energijos skai¢iavimy rezultatus geometrijoms, optimizuotoms naudojant
B3LYP/6-311G** lygmens teorija.
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2 Nuo laiko priklausanti tankio funkcionalo teorija (TD-DFT)

Kvantinéje mechanikoje sistemos biisena aprasoma bangine funkcija, gaunama i§sprendus Sré-
dingerio lygtj. Vis délto, Sig lygtj analiziSkai iSspresti galima tik maZiausioms sistemoms, o siste-
moje esant daug daleliy, reikia naudoti jvairius artinius. Vienas tokiy artiniy — DFT [42, 43]. Sis

metodas yra pagrjstas dviem Hohenbergo ir Kono teoremomis [44]:

1. Sistemos elektroninés busenos savybés yra apraSomos pagrindinés busenos elektrony tankio
funkcija po, t. y. bet kokia sistemos savybé (pvz., pagrindinés busenos energija) yra elektrony

tankio funkcionalas;

2. Skaiciuojant sistemos energijg naudojant bet kokj elektrony tankj, ji visuomet bus didesné

arba lygi tikrajai pagrindinés busenos energijai.

Laikant, kad sistema atitinka nesgveikaujanciy elektrony sistema, Konas ir Semas suformavo ener-
gijos funkcionalo iSraiSka, kurioje energija yra atskirta j kinetin¢ energija 7, elektrono ir bran-
duolio saveikos energija Eep, elektrostatinés saveikos energija Ee., ir pakaiting-koreliacine energija
Ey [45]:

Eo =T [po]l + Ecp [po] + Eee [p0] + Exc [po] - (20)

Pagal antraja Hohenbergo ir Kono teorema minimizuojant $ig iSraika yra gaunamos Kono-Semo

(KS) lygtys KS funkcijoms 1//}(5 apskaiciuoti (lygtis pateikta atominiais vienetais):

— 71l 7 -7

1, © Z ()
V- S [ B v () LS () = eRSuRS (7). @21)
=0

s KS .. . .. 2 . . %
Cia g, yra atitinkamos KS funkcijos energija, V= yra Laplaso operatorius, antrasis narys apraso
sgveika su N branduoliy, kuriy atominiai skaiciai yra Z;, treCiasis narys apraSo elektrostatine sgvei-

kg tarp koordinaciy 7 ir 7, o pakaitinis-koreliacinis potencialas Vy. apskai¢iuojamas taip:

0Exc [p ()]
op (7)

Sios lygtys yra analogiskos Srédingerio lyg¢iai ir yra DFT metodo pagrindas. DFT metodas yra

Vie (F) = (22)

placiai naudojamas dél savo naSumo: kadangi jis remiasi elektrony tikimybés tankio funkcija, esant
bet kokiam daleliy kiekiui, lieka tik 3 kintamieji, atitinkantys koordinates, taigi, laisvés laipsniy
skaiCius yra nepalyginamai maZesnis negu metody, besiremianciy visy sistemos elektrony ban-
ginémis funkcijomis (n elektrony atitinka 4n laisvés laipsniy).

Nuo laiko priklausanti Sio metodo atmaina TD-DFT yra naudojama skai¢iuojant sistemy atsaka
j nuo laiko priklausancius elektrinj ir magnetinj laukus, suzadintas elektronines busenas, sugerties
spektrus ir t. t. Sio metodo idéja yra analogiska DFT metodo idéjai: nestacionarioji Srédingerio
lygtis pakeiCiama taip, kad pagrindinis kintamasis yra nebe daugelio daleliy banginé funkcija, o
elektrony tankis [46,47]. Nestacionarigja Srédingerio lygtj atitinkancios KS lygtys uZraomos taip

(lygtis pateikta atominiais vienetais):
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i%w}“ (7, 1) = {_%W + Vks (7, r)} kS (7,1), (23)

¢ia Vkg yra KS potencialas, o KS funkcijos l//le (7, 1) susietos su elektrony tankiu tokia israiska:

n
- d 2
p (0= ) S Enl. (24)
i=1
KS potencialo iSraiSka paprastai yra trijy nariy suma:
=y l‘
Vis (7.1) = ffr |) 0" + Vit (7o) 4 Vi (Ro1). (25)
r—r

Cia Vi yra pakaitinis-koreliacinis potencialas, o antrasis narys Vi yra tam tikras iSorinis nuo
laiko priklausantis potencialas. Hohenbergo ir Kono teoremy analogas nuo laiko priklausancioje
tankio funkcionalo teorijoje yra Runges ir Groso teorema, susiejanti minétg iSorinj potencialg su
elektrony tankiu [48]. Si teorema teigia, kad esant tai paciai pradinei biisenai, bet skirtingiems
iSoriniams potencialams (Vex (7, 7) it V'ex (7, 1)), elektrony tankis bégant laikui skirsis (o (7, 1) #
o’ (F,1)), jeigu iSoriniai potencialai skiriasi daugiau negu tik nuo laiko priklausan¢ia komponente
c(t) (Vext (Fo1) = V'ext (F, 1) # c(1)). Dél $iy sglygy egzistuoja vienareik§mis rySys tarp elektrony
tankiy ir iSoriniy potencialy, taigi potencialas Vi yra tankio funkcionalas.

Jeigu iSorinis potencialas yra stiprus, KS lygtis (23) reikia spresti tiesiogiai, taciau esant silpnam
iSoriniam potencialui tai galima apeiti naudojantis tiesinio atsako teorija. Tokiu atveju laikoma, kad

yra tam tikras pagrindinés biisenos sutrikdymas:

p (F,1) = po (F) +6p (F.1) . (26)

Tuomet pakaitinis-koreliacinis potencialas gali buti iSreikStas taip:

Vie [90 +0p] (7. 1) = Ve [pol (F) + / dr / 0 fic [pol (Fo 7ot = 1) 6p (Fot).  (27)

Cia narys Vi [po] (F) apskai¢iuojamas pagal (22) iSraika, o fxc yra pakaitinis-koreliacinis bran-

duolys, skai¢iuojamas pagrindinés busenos elektrony tankiui:

o o OV (Fot
fre lpol Rt -1y = e D) (28)
6p (7, 1) | pp,
Elektrony tankio trikdis 6 p uZraSomas taip:
5p (7, 1) :/dt'/d?")( [oo] (F, 7t —1") 6Vext (7, 1), (29)

Cia y yra atsako funkcija, kuri parodo, kaip tankis p pasikeis taske 7 laiko momentu 7, jeigu atsiranda
maZas pokytis iSoriniame potenciale Vey, taske 7’ laiko momentu #'. Si atsako funkcija randama

iSsprendus tokia lygtj, pateikta dazniy srityje:
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= =7 = - - - - = 1 - = 4
x (7,7, w) = xxs (r,r,w)+/dr1/drz)a<s (r,rl,w){a"'fxc (m,rz,w)})((rz,r,w),

(30)
Cia yks yra isreiSkiama per pagrindinés biisenos KS funkcijas /X (7):
. S WS AW ) ugs () w (7)
xxs (F, 7, 0) = lim " (fi - f;) ——— , (31)
n—0* & _ [ oKS _ KS)
Jjk w (8j &y ) +1n

Cia f; yra elektrony, uZpildanciy <5 funkcija atitinkanCig orbitale, skai¢ius, £X° yra atitinkamos

KS funkcijos energija.

2.1 Bazinés funkcijos

I8raiSkoje (31) esancios KS funkcijos yra iSskleidZiamos bazinémis funkcijomis:

m

U =) cuits, (32)

s=1
Cia ¢y yra koeficientai, kurie keiCiami, norint pakeisti funkcijos forma, kadangi baziniy funkcijy
forma yra fiksuota. Sios bazinés funkcijos yra parenkamos prie§ atliekant skaiiavimus — taip ap-

skai¢iuojamos pradinés KS funkcijos, reikalingos apskaiciuoti elektrony tankj:

GEDN G (33)
i=1

Tuomet, turint pradines KS funkcijy bei tankio iSraiSkas, yra iteraciSkai sprendziamos KS lygtys
ir vis patikslinamos turimos iSraiSkos, kol jos galiausiai sukonverguoja norimu tikslumu. Tuomet
galima skaiciuoti sistemos pilnutine energija bei kitas savybes.

Yra jvairiy baziniy funkcijy rinkiniy; dazniausiai atliekant skai¢iavimus DFT metodu yra nau-
dojami rinkiniai, sudaryti i§ Gauso tipo funkcijy (GTO, angl. Gaussian-type orbitals) [49]. Slei-
terio tipo funkcijos (STO, angl. Slater-type orbitals) [50] labiau tinka apraSyti elektrony tankio
pasiskirstyma, taciau skai¢iavimai su STO naudoja daugiau kompiuterio resursy, be to, jas galima
aproksimuoti keliy Gauso funkcijy tiesine kombinacija ir Sitaip pasiekti geresnj pasiskirstymo ati-
tikimg naudojant GTO. GTO baziniy rinkiniy pavadinimai daZnai atitinka forma N-MPG [51]: N
yra Gauso funkcijy, atitinkanciy vidines STO, skaiCius, M ir P yra atitinkamai valentiniy STO vi-
dinés ir iSorinés dalies Gauso funkcijy skaiciai, o raidé G parodo, kad naudojamos Gauso funkcijos.
Valentinés orbitalés apraSomos daugiau negu viena bazine funkcija d¢l to, kad butent valentiniai
elektronai yra svarbiausi formuojant molekulinius rySius. Siekiant didesnio tikslumo, gali buti nau-
dojamos ir poliarizacinés (pridedamas Zymeéjimas ,,**) bei difuzinés (pridedamas Zymejimas ,,+°)
funkcijos. Vienas placiausiai naudojamy baziniy funkcijy rinkiniy atliekant skai¢iavimus DFT me-
todu yra 6-31G* [52].
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2.2 Pakaitinés-koreliacinés energijos funkcionalai

Pagrindinés busenos pakaitinis-koreliacinis potencialas Vi, [ oo], esantis (27) iSraiSkoje, yra ap-
skai¢iuojamas i pakaitinés-koreliacinés energijos Ex.. Si energija apraso skirtuma tarp supapras-
tintos nesgveikaujanciy elektrony sistemos bei realios sistemos, taciau jos tikslus pavidalas néra Zi-
nomas, tad pagrindinés paklaidos, atsirandancios naudojant DFT ir TD-DFT metodus, kyla butent
i§ Sios dalies. Taigi, metodo tikslumas priklauso nuo to, koks artinys pasirenkamas energijos funk-
cionalui Ex. [po] aprasyti.

Dauguma artiniy iSskaido pakaiting-koreliacing energija j pakaitinius ir koreliacinius narius.
Vienas placiausiai naudojamy tokio funkcionalo pavyzdZziy — B3LYP funkcionalas (angl. Becke
3-parameter Lee-Yang-Parr functional). Tai yra hibridinis funkcionalas, kadangi jis apjungia ana-

lizines iSraiSkas ir empirinius duomenis [53,54]. Sio funkcionalo iSraiSka yra tokia:

EBYP — (1 — ag) ELSPA 4 0o EFF 4+ o, AEB®® 4 0 ENYP 4 (1 — a) EYWN, (34)

¢ia koeficientai yra ap = 0.2, ax = 0.72 ir a. = 0.81, ELSPA yra LSDA (angl. local spin density
approximation) funkcionalo pakaitinis narys, iSreiSkiamas taip (« ir S ¢ia atitinka elektrono sukinj)
[55,56]:

Wl

3(6\} .
=2 (2] [ [wnrt s ()] o (35)

funkcionalas EHF yra Hartrio-Foko pakaitinis funkcionalas (Cia K; ; yra pakaitinis integralas [43]):

EEF:—anzn:Kij, (36)

i=1 j=1

BSS LYP
EX EC

funkcionalas A yra Becke pakaitinio funkcionalo pataisa [57],

ir EYWN

yra Lee-Yang-Parr kore-
liacinis funkcionalas [58], yra Vosko-Wilk-Nusair lokalus koreliacinis funkcionalas [59].

Vis délto, B3BLYP funkcionalo naudojimas neduoda pakankamai tiksliy rezultaty tam tikrais at-
vejais, vienas jy — kruvio pernaSos buseny skai¢iavimai. Taip yra todél, kad esant dideliam atstumui
pakaitinis narys turéty biiti —~! pavidalo, o ne —0,2-r~!, kaip nutinka B3LYP atveju. Sios paklai-
dos yra sumaZinamos naudojant CAM-B3LYP funkcionalag (CAM - angl. Coulomb-attenuating
method) [60]. Siame funkcionale yra atskiriamas atstumas r = |F| — 7| j trumpo ir ilgo nuotolio
sgveikos narius:

1 _ 1 - [a+p-erf(urpn)] L@ + B - erf (uri2) (37)

r12 ri2 ri2

¢ia parametrai @ = 0,19 ir 5 = 0,46 pakeicia (34) iSraiSkoje naudojama parametra a, parametras
¢ =0,33 nustato santykj tarp trumpo ir ilgo nuotolio saveikos nariy [61], o erfz yra paklaidy funkcija

(angl. error function), apibréziama taip:

fr= 2 / T ar (38)
erizg = — e .
Vr Jo
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3 Metodika

Siame darbe nagrinéjamas $viesorankos kompleksas CP29, kurio aukstos rezoliucijos PDB
struktiira buvo gauta Rentgeno kristalografijos metodu (PDB ID: 3PL9) [62]. Sj kompleksa su-
daro baltymo grandiné, 9 a tipo ir 4 b tipo chlorofilai, bei karotenoidai liuteinas, neoksantinas ir
violaksantinas (1 pav.). IS struktiiros buvo pasalintos dvi HTG molekulés, atsiradusios struktiiroje
komplekso purifikacijos metu, kristalinis vanduo, bei gliceraldehido 3-fosfatas (G3P), remiantis
literatara [63].

1 pav. Sviesorankos komplekso CP29 struktiira [62]. Pilka spalva pavaizduota baltymo grandiné,
zalia — chlorofilai, oranZine — karotenoidai.

CP29 kompleksas yra membraninis kompleksas, todél naudojant CHARMM-GUI jrankj [64] jo
struktura buvo patalpinta j DOPC fosfolipidy dvisluoksnio membrang. Kadangi generuojant memb-
raning sistema su CHARMM-GUI jrankiu galiausiai yra sukuriami topologijos failai simuliacijoms,
reikia pasirinkti, kokiu biidu bus sukuriami jégy lauko parametrai pigmentams. T galima padaryti
naudojant sdf formato failus, esanc¢ius RCSB PDB puslapyje [65] ir talpinancius informacija apie
molekulés atomy koordinates ir rySius. Problema kyla su neoksantinu, kadangi jame esantis aleno
tipo ry8ys (R,C = C = CR») néra atpaZjstamas CHARMM-GUI jrankio. Siai problemai apeiti buvo
pakoreguotas neoksantino sdf failas: vienas dvigubas rySys pakeistas viengubu pridedant abiejose
jo pusése po H atoma, bet paliekant tokj patj rySio ilgj. Visi CHARMM-GUI pridéti H atomai pries
atliekant tolimesnius Zingsnius yra paSalinami ir skai¢iavimams atlikti nenaudojami CHARMM-
GUI jrankio sukurti topologijos failai, tad toks pakeitimas nesugadina neoksantino struktiros. Prie§
talpinant molekuline sistema j membrang reikia atsiZvelgti j trukstamas bei nestandartinés proto-
nacijos aminorugstis. Kadangi pasirinktoje CP29 komplekso PDB strukturoje baltymo grandiné
néra pilna, t. y. truksta 1-87 aminorugsciy, vietoje jy grandinés pradZioje pridéta acetilo grupé
(ACE). Naudojantis PROPKA3 jrankiu [66, 67] buvo nustatyta, kad gliutamo rugstys GLU 151 ir

GLU 197 yra nestandartinés protonacijos, tad jos buvo pakeistos i§ neprotonuoty j protonuotas.
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Tuomet sistema orientuota membranoje pagal [68] puslapyje pateikta orientacija (atsizZvelgta j tai,
kuri komplekso pusé yra nukreipta j chloroplasto stroma, o kuri — j tilakoido liumena). Kad atlie-
kant MD simuliacija su periodinémis krastinémis sglygomis sistema nesaveikauty pati su savimi,
pasirinktas 130 A membranos ilgis ir plotis, o vandens sluoksnio vir§ jos ir po ja storis pasirinktas
30 A, taigi, gauta 130 A x 130 A x 111 A dydZio simuliacijy dézé.

Tolimesniam sistemos paruoSimui bei simuliacijoms atlikti buvo naudotas Amber22 programi-
nis paketas [21]. Sistemos parametrizavimui bei simuliacijos jvesties faily sukurimui naudota Am-
ber programa LEaP. Baltyminei aplinkai bei fosfolipidy membranai atitinkamai naudoti Amber jégy
laukai ff14SB ir lipid21. Vandens molekulés ir jonai apraSyti Amber jégy lauku 7/P3P. Pigmenty
molekulés apraSytos jégy lauko parametrais iS literatiiros — chlorofily parametry vertés imtos i§ [41],
o karotenoidy — i§ [36]; Siy parametry pritaikymas skai¢iavimams yra apraSytas ankstesniame dar-
be [15]. Visoms molekuléms buvo pridéti trukstami vandenilio atomai. Pagal CP29 komplekso
fiziologines salygas vandenyje turéty buti 0,01 M Na+ ir Cl- jony [69], todél buvo pridéti 9 nat-
rio ir 6 chloro jonai sistemos neutralizavimui. Galutiné supersistema yra pavaizduota 2 pav. Jg i$
viso sudaro 175535 atomai — CP29 kompleksas, sudarytas i§ 4536 atomy, 9 Na+ ir 6 Cl- jonai,
36433 vandens molekulés ir 447 DOPC molekulés. Galiausiai sukurti prmtop formato topologijos

bei inpcrd formato koordinaciy failai, reikalingi jégy laukais paremtiems skai¢iavimams atlikti.

2 pav. CP29 struktura (Zydra), patalpinta j DOPC lipidy membrang (pilka) ir vandenj (raudona) su
natrio jonais (violetiné) bei chloro jonais (Zalia).

Remiantis straipsniu [25], kuriame energijos minimizacijos metu atomai yra apribojami jégomis,
neleidZian¢iomis jiems nukrypti nuo pradinés padeéties, sistemos energijos minimizacija buvo atlie-

kama trimis etapais:

1. Ant visy sistemos atomy uzdéti 50 kcal/mol - A apribojimai, iSskyrus vandenilio atomy;

2. Apribojimai nuimti nuo vandens molekuliy bei jony;

18



3. Apribojimai nuimti nuo visy sistemos atomy.

Kiekviename etape pirmi 50 Zingsniy buvo skai¢iuojami naudojantis staigiausiojo nuolydZio me-
todu, o like¢ Zingsniai — sujungtinio gradiento metodu. Minimalios energijos sistemai buvo atlik-
ta 1 ns trukmés NVT simuliacija, po truputj keliant temperaturg nuo 100 K iki 300 K bei uzdéjus
10 kcal/mol - A apribojimus CP29 kompleksui ir fosfolipidy membranai. Po to buvo atlikta 5 ns
trukmeés NPT simuliacija esant pastoviai 300 K temperatirai, kas 1 ns sumaZinant apribojimus bei
paskuting ns Siuos apribojimus paSalinus. Turint relaksuotg sistema, buvo atlikta 20 ns trukmeés
MD simuliacija. Sistemos geometrija buvo iSsaugoma kas 5 ps , tad gauta 4000 Zingsniy trajekto-
rija. Visoms simuliacijoms naudotas 1 fs trukmés Zingsnis, o vandeniliy rySiy ilgiai buvo apriboti
pasitelkiant SHAKE algoritma [70]. Siame darbe naudotos simuliacijy trukmés buvo pasirinktos
atsizvelgus j literaturg [25,71], sistemos dyd]j bei kompiuterio resursus.

MD simuliacijos rezultatai buvo analizuojami naudojantis Amber programa Cpptraj [72] bei
vizualizacijos programa Chimera [73]. Atlikta CP29 komplekso MD trajektorijos RMSD nuo pra-
dinés komplekso struktiros analize; tokia analize atlikta ir kiekvienam chlorofilui atskirai dviem
atvejais — skai¢iuojant nuokrypius nuo pradinés PDB strukturos ir nuo relaksuotos strukturos. |
Siuos skai¢iavimus buvo jtraukiami tik chlorofiluose esantys azoto ir magnio atomai (3 pav.), ir taip
buvo atsizvelgiama tik j porfirino Ziedo padeéties kitima, t. y. jo centro poslinkj ir plokStumos pa-
sisukimus, nejtraukiant fitilo uodegos pokyciy. Apskaiciuoti chlorofily porfirino Ziedy poslinkiai
po energijos minimizacijos, relaksacijos ir MD simuliacijos, bei atstumy ir kampy tarp dimerus
sudaranciy chlorofily porfirino Ziedy dinamika bégant laikui. Atstumu tarp chlorofily dimeruose
buvo laikomi atstumai tarp chlorofiluose esan¢iy magnio atomy. Dimery kampai buvo gauti pirma
apskaiciuojant normalés vektorius porfirino Ziedy plokStumoms, kurios buvo aprasytos trimis azo-
to atomais — NA, NB ir NC (i$ viso chlorofilo porfirino Ziede yra keturi azoto atomai — NA, NB,
NC ir ND), kadangi jie yra iSsidéste simetriSkai magnio atomo atZvilgiu apytiksliai toje pacioje

plokStumoje (3 pav.), ir tuomet apskaic¢iuojant kampus tarp Siy normalés vektoriy.

a)

3 pav. a) a ir b) b tipo chlorofilai. Anglies atomai pavaizduoti tamsiai pilka spalva, deguonies atomai
—raudona, azoto atomai — mélyna, magnio atomas — Zalia, vandenilio atomai — Sviesiai pilka. Taip
pat suraSyti azoto atomy pavadinimai.

Pasirinkti 8 laiko momentai i§ simuliacijos nuo 2,5 ns iki 20 ns kas 2,5 ns, ir kiekviename jy
atlikti suzadinty buseny skai¢iavimai dimerams a603-a609, a611-a612, a611-a615, b606-a604
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ir b614—a613, kadangi juose buvo aptiktos CT busenos ankstesniuose darbuose [13—-15]. Chlorofily
suZadinty buseny skai¢iavimams buvo pasitelktas TD-DFT metodas, naudojant CAM-B3LYP funk-
cionalg su 6-31G* baziniy funkcijy rinkiniu, ir Sie skai¢iavimai buvo atlieckami kiekvienam dimerui

esant vakuume. CT busenos identifikuotos atsizZvelgiant j Siuos parametrus:

* CT busenos Suolio dipolinis momentas yra labai mazas, palyginus su kitomis suzZadintomis

bisenomis;
» CT busenos statinis dipolinis momentas yra Zymiai didesnis, negu kity suZadinty buseny;

* Daliniy atomy kraviy suma vienam chlorofilui dimere turi buti artima —1, o kitam — +1, kas

atitinka elektrono peréjimg i§ vieno chlorofilo j kitg.
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4 Rezultatai ir jy aptarimas

4.1 Pigmenty poslinkiai po CP29 komplekso energijos minimizacijos ir re-

laksacijos

Prie§ atliekant molekuliy dinamikos simuliacija, nagrinéjamai membraninei sistemai buvo at-
likta energijos minimizacija, tuomet Sildymas ir relaksacija. CP29 komplekso pradinés, optimalios
bei relaksuotos geometrijy palyginimas yra pateiktas 4 pav. Vaizdumo délei i§ pigmenty palikti tik
chlorofilai 614 ir a615 bei karotenoidas neoksantinas, kadangi jy poslinkis nuo pradinés padéties
baltymo grandinés atZvilgiu buvo didZiausias. Nustatant, kurie chlorofilai pasislinko labiausiai, at-
sizvelgta tik j jy porfirino ziedo poslinkj, kadangi stiprus fitilo uodegos pasisukimas jvyko beveik

visiems chlorofilams.

4 pav. CP29 komplekso baltymo grandiné, karotenoidas neoksantinas bei chlorofilai b614 ir a615
trimis atvejais: pradiné struktura i§ PDB (Zalia), minimalios energijos struktura (mélyna) ir relak-
suota struktiira (roZing).

Chlorofilo 614 Ziedas pasislinko per 1,41 A atlikus minimizacija, ir 2,35 A atlikus relaksacija,
lyginant su pradinémis atomy koordinatémis; a615 atveju, Sie poslinkiai atitinkamai yra 2,28 Air
2,89 A. Visgi, kaip galima pamatyti i§ 4 pav., Siy chlorofily poslinkiai yra skirtingi — b614 pasi-
slinko iSilgai savo porfirino Ziedo plokStumos, 0 a615 — statmenai savo porfirino Ziedo plokStumai.
Didelj jy poslinkj lyginant su kitais chlorofilais galéjo lemti tai, kad jie yra iSsidéste CP29 komp-
lekso iSorinéje dalyje, tad jy judéjimas yra maziau apribotas negu ty chlorofily, kurie yra jsiterpe
tarp baltymo grandinés. Be to, chlorofilg a615 nuo chlorofilo a611 skiria itin nedidelis atstumas —
vos 6,65 A tarp ju porfirino Ziedy centruose esanciy magnio atomy, tai yra beveik 2 A maZesnis at-
stumas, negu antroje artimiausioje chlorofily poroje. Taigi, energijos minimizacijos bei relaksacijos
metu chlorofilas a615 atsitrauké nuo $alia esancio a611, kas paaiskina judéjimg statmenai porfiri-

no Ziedo plokStumai. Abiejy chlorofily atvejais jy fitilo uodegy padétys po energijos minimizacijos
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pakito neZymiai, taciau atlikus relaksacija Sis pokytis yra akivaizdus.

Karotenoidy atveju, liuteino ir violaksantino strukturiniai pokyciai buvo labai nedideli, ka velgi
galima paaiSkinti tuo, kad jie yra jsiterpe tarp baltymo grandinés bei kity pigmenty, o tuo tarpu
vienas neoksantino galas yra Sios grandinés iSoréje, ir butent jis akivaizdZiai pasisuko atlikus re-

laksacija, lyginant su pradine ir minimalios energijos strukttromis.

4.2 MD trajektorijos RMSD analizé

Buvo atlikta CP29 komplekso atomy molekuliy dinamikos trajektorijos RMSD nuo pradinés
komplekso struktiros analizé, gauta priklausomybé nuo simuliacijos laiko momento pavaizduota
5 pav. IS 5a pav. galima pastebéti, kad pilno komplekso RMSD vertés auga iki mazdaug 12,5 ns, ir
toliau nusistovi tarp 3 ir 3,5 A. Taigi, galima manyti, jog prieS simuliacijg atlikta sistemos relaksacija
nebuvo uzbaigta, kadangi sistema pasieké pusiausvirg buseng tik antrojoje MD simuliacijos daly-
je. Vis delto, negalima teigti, jog RMSD vertés ir toliau laikytysi tokiose ribose, o to jsitikinimui
reikéty atlikti Zymiai ilgesne MD simuliacija, taciau tai kainuoty daugiau kompiuterio resursy ir lai-
ko. Patikrinus atskiry CP29 komplekso komponenty, t. y. baltymo, chlorofily ir karotenoidy, RMSD
vertes (5b pav.) galima pastebéti, jog 5a pav. matomg pilno komplekso RMSD kreivés pavidalg su-
teikia chlorofily RMSD, o baltymo ir karotenoidy RMSD vertés yra mazesnés bei svyruoja apie tas

pacias vidutines vertes visos simuliacijos metu.

2 | | | | | | |
0 2,5 5 7,5 10 125 15 17,5 20

a) t, ns

karotenoidai
chlorofilai
baltymas

2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20
b) t, ns

5 pav. CP29 komplekso trajektorijos RMSD, lyginant su pradine komplekso struktiira: a) viso komp-
lekso trajektorijos RMSD; b) atskiry komplekso komponenty (baltymo, chlorofily ir karotenoidy)
trajektorijy RMSD.

RMSD analiz¢ taip pat atlikta ir kiekvienam chlorofilui atskirai. Buvo apskaiciuoti nuokrypiai

nuo pradinés ir nuo relaksuotos struktury, j skai¢iavimus jtraukiant tik chlorofily porfirino Zieduo-
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se esancius natrio ir magnio atomus. DidZiausias RMSD verciy kitimas pastebétas chlorofilo 5614
atveju, o maZiausias — a610 atveju; abu atvejai pateikti 6 pav. Likusiy chlorofily RMSD priklauso-
mybés nuo MD simuliacijos trukmes yra pateiktos Priede (12 pav.). Stiprus pokyciai taip pat stebimi
a611, a612 ir a615 atvejais (12h,i,k pav.), o vieni maZiausiy pokyc¢iy — a613 atveju (12j pav.). Vi-
dutinés visy chlorofily RMSD vertés abiem atvejais yra pateiktos 1 lenteléje. Galima pastebéti,
kad vidutiniSkai didZiausius nuokrypius chlorofilas 614 jgavo abiem atvejais, o antri pagal didu-
mga nuokrypiai skiriasi — lyginant su pradine struktira, tai yra chlorofilas a611, o su relaksuota —
a612. Visa tai galima paaiSkinti vélgi tuo, kad didZiausius nuokrypius jgave chlorofilai yra baltymo
grandinés iSor¢je ir turi daugiau judéjimo laisvés, o maZiausius — tarp baltymo grandinés. Be to,
chlorofilai a611, a612 ir a615 yra iSsidéste itin arti vienas kito, del ko kyla stipresnés saveikos,

lemiancios didesnius padéciy pokycius.

15
a610 pradiné
a610 relaksuota
— b614 pradiné
— b614 relaksuota
10 -
o<
)
%)
=
a4
5
0 | 1 1 1 1 1 1 1

2.5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20
t,ns

6 pav. Chlorofily a610 ir b614 porfirino Ziedo RMSD nuo pradinés ir relaksuotos geometrijy pri-
klausomybé nuo MD simuliacijos trukmeés z.

1 lenteléje taip pat yra suraSyti atstumai tarp pradinés ir galutinés geometrijy magnio atomy
kiekvieno chlorofilo atveju. Kaip ir buvo galima tikétis, baltymo grandinés atZvilgiu daugiausia
pasislinko chlorofilas 614 (7 pav.) bei kiti didziausias RMSD vertes jgije chlorofilai. Neseniai
iSleistame straipsnyje [63], kuriame taip pat buvo atlickama CP29 komplekso molekuliy dinamika,
pastebéta, jog didZiausig poslinkj tarp pradinés ir galutinés struktury turéjo chlorofilas a615 — gau-
tas 7,12 A atstumas, kas nesutampa su Siame darbe gautu rezultatu. Vis délto, minétame straipsnyje
toks poslinkis gautas pra¢jus 200 ns, o pries tai atlikus 100 ns trukmés relaksacija jis buvo beveik
dvigubai maZesnis — 3,97 A. Siame darbe MD simuliacijos trukmé buvo Zymiai maZesné, tad galbit
atlikus tokios pat trukmés simuliacijas buty gaunamas panaSus rezultatas. Be to, minétame straips-
nyje skyrési simuliacijy dézés paruoSimas: nebuvo atsiZvelgiama j protonacijos busenas, pridétas
kitas kiekis jony, membranai naudoti kitokio tipo fosfolipidai, gauta simuliacijy déZé buvo mazesne,
naudoti kiti jégy laukai (AMBERO3 baltymui [74] ir Lipid17 lipidy membranai); be to, simuliaci-
joms atlikti naudotas GROMACS programinis paketas [22]. Visi iSvardinti dalykai galéjo turéti

jtakos skirtumams tarp gauty rezultaty.

23



1 lentelé. Chlorofily RMSD vidurkiai (A), skaic¢iuojant RMSD nuo pradinés (RMSDjytia1) arba re-
laksuotos (RMSDyejaxed) struktiiry, jtraukiant tik chlorofilo porfirino Ziede esancius natrio ir magnio
atomus. Taip pat pateikti atstumai (A) tarp pradinés ir galutinés kiekvieno chlorofilo magnio atomo
padéties.

| Chlorofilas || RMSDjpigai | RMSDrelaxed | Atstumas tarp Mg |

a602 3,70 2,94 0,95
a603 3,45 3,32 1,40
a604 4,26 3,32 0,59
a609 2,89 2,82 0,81
a610 1,69 1,53 0,23
a6l1 7,69 3,98 1,33
a612 5,33 4,23 2,10
a6l13 2,02 1,84 1,37
a6l5 5,53 3,97 2,23
b606 3,05 2,36 1,40
b607 5,42 2,48 1,57
b608 3,35 2,45 0,66
b614 8,65 4,41 3,24

7 pav. CP29 komplekso baltymo grandinés ir chlorofilo b614 pradinés strukturos (Zalia) palyginimas
su paskutinio MD simuliacijos Zingsnio geometrija (roZing).

4.3 Chlorofily dimery dinamika ir CT busenos
4.3.1 Atstumai tarp dimerus sudaranciy chlorofily

Kiekviename i§ 4000 MD trajektorijos Zingsniy buvo apskaiciuoti atstumai tarp dimerus suda-
ranciy chlorofily, rezultatai pateikti 8 pav. Galima pastebéti, jog stabiliausias atstumas buvo tarp di-
mero b606—a604 chlorofily (8d pav.), kadangi jis svyravo apie tg pacig verte visos MD simuliacijos
metu, taip pat svyravimai buvo patys silpniausi, palyginus su kitais dimerais. Stipriausi svyravimai
stebéti dimero a611-a612 atveju (8b pav.), &ia atstumas kito tarp 9 A ir 11 A visos simuliacijos
metu. Jdomi atstumo priklausomybé nuo simuliacijos trukmés pastebéta dimero a611-a615 atveju

(8c pav.): ¢ia atstumas pirmas 2,5 ns sumazéjo nuo 10 A iki 7 A, tatiau po to staigiai pakilo ir ties
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5ns nusistovéjo tarp 8 A ir 9 A. Ankstesniame skyrelyje buvo nustatyta, kad chlorofily a611, a612
ir a615 RMSD nuo jy pradiniy ir relaksuoty struktury buvo didZiausi, kas atsispindi ir stipriuose at-
stumo svyravimuose. Jdomu tai, kad dimera b614—a613 sudaro chlorofily pora, kuriy vienas parodé
didZiausias, o kitas — vienas maZiausiy RMSD ver¢iy, taciau atstumas tarp jy stipriai nesvyravo —

laikési tarp 9 A ir 10 A, i§skyrus ties 5 ns, kur pastebimas neZymus atstumo sumaZ¢jimas (8e pav.).

a603-a609 a611-a612

2,5 7,5 12,5 17,5 2,5 7,5 12,5 17,5
a) t,1s b) t,ns
a611-a615 b606-a604

2,5 7,5 12,5 17,5 2,5 7,5 12,5 17,5
c) t, ns d) t, ns
b614-a613

2,5 7,5 12,5 17,5
e) t, ns

8 pav. Atstumo d tarp dimero chlorofily magnio atomy priklausomybé nuo simuliacijos trukmes .
Dimerai: a) a603-a609, b) a611-a612, c) a611-a615, d) b606—-a604, ) b614—a613.

Apskaiciuotos 8 pav. pateikty atstumy vidutinés verteés, ir jos palygintos su pradinés dimery geo-
metrijos atstumais 2 lenteléje. Beveik visy dimery atvejais simuliacijos metu atstumas vidutiniSkai
buvo didesnis, negu pradingje struktiiroje; dimero a611-a615 atveju Sis pokytis didZiausias, ko ir
galima tikétis pagal 3.1 skyriaus rezultatus, kadangi jau energijos minimizacijos ir relaksacijos me-
tu chlorofilas a615 nutolo nuo a611. Vieninteliu dimero #606—-a604 atveju atstumas vidutiniSkai
buvo mazesnis MD simuliacijos metu, negu pradinés geometrijos atveju, ir, kaip jau minéta, nedaug
svyravo apie lenteléje nurodyta vidutine verte.

Kadangi suzadinty buseny skaiciavimai, kurie yra aptariami 4.3.3 skyrelyje, buvo atliekami 8

MD simuliacijos laiko momentais, atstumai tarp chlorofily dimeruose butent tais laiko momentais
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2 lentelé. Atstumai (A) tarp chlorofily magnio atomy dimeruose pradinéje struktiiroje ir vidutiniai
atstumai MD simuliacijos metu.

’ Chl H Pradinis \ Vidutinis ‘
a603-a609 9,42 9,72
a611-a612 9,09 9,73
a611-a615 6,65 8,37
b606-a604 8,26 7,77
b614—a613 9,19 9,40

yra suraSyti 3 lenteléje paprastesniam jy palyginimui su CT buseny energijomis.

3 lentelé. Atstumas d ir kampas « tarp chlorofily porfirino Ziedy skirtingais MD simuliacijos laiko
momentais kiekvieno dimero atveju.

Laiko momentas,ns || 25 [ 5 [ 75 [ 10 [ 125 ] 15 | 175 | 20 |

d A [ 933 | 969 | 949 | 950 | 888 | 991 | 9.87 | 10.26

@603-a609 | — "~ 18 2 17 16 18 17 18 17
6 11-a612 4 A [ 962 | 9.46 | 10.10 | 10,05 | 9.72 | 9.62 | 9.49 | 10,08

abliza @, ° 9 29 23 14 25 24 25 23
1115 dA || 751 | 7.80 | 804 | 805 | 840 | 888 | 9.05 | 834

abliza @, ° 29 40 25 35 37 36 34 41
dA || 786 | 787 | 7.65 | 757 | 7.93 | 7.67 | 7.88 | 7.85

b606-a604 — 65 67 73 36 67 65 59 62
dA | 981 | 921 | 970 | 981 | 959 | 944 | 895 | 9.46

b614-a613 — 50 16 16 51 57 53 44 55

4.3.2 Dvisieniai kampai

Kiekviename trajektorijos Zingsnyje buvo apskaiciuoti kampai tarp dimerus sudaranciy chlorofi-
ly porfirino Ziedy, rezultatai pateikti 9 pav. Pastebéta, jog didZiausias kampas tarp chlorofily buvo
dimero h606—a604 atveju (9d pav.), ir toks iSsilaike visos simuliacijos metu — vidutiné kampo verte
buvo 65°. Pirma ns pastebimas kiek didesnis kampas, kuris po to Siek tiek sumazéja, ir laikosi
apie viduting verte, o tai panaSu j atstumo tarp chlorofily verciy priklausomybe nuo laiko momento
(2d pav.), kur atstumas taip pat yra kiek didesnis pirmg ns. Kampas dimere b614-a613 taip pat
buvo didelis (2e pav.), palyginus su likusiais trimis dimerais; jo vidutiné verté buvo 54°. Dimery
a603-a609, a611-a612 ir a611-a615 vidutinés kampy vertés atitinkamai buvo 16°, 21° ir 30°.

Be to, 3 lenteléje taip pat yra suraSyti kampai tarp chlorofily porfirino Ziedy dimeruose, atitin-
kantys 8 MD simuliacijos laiko momenty geometrijas, paprastesniam jy palyginimui su CT buseny

energijomis.

4.3.3 Kruvio pernasos busenos

Pasirinkus 8 laiko momentus i§ visos MD simuliacijos, dimerams kiekvienu laiko momentu

buvo atlikti suzadinty buseny skai¢iavimai ir identifikuotos dvi Zemiausios energijos CT busenos,
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a603-a609

a611-a612

2,5 7,5 12,5 17,5 2,5 7,5 12,5 17,5

a) t, ns b) t,ns
a611-a615 b606-a604
90 : : 90 . :
60 r
o
g
301
L L L L 0 L L L L
2,5 7,5 12,5 17,5 2,5 7,5 12,5 17,5
C) t, ns d) t,ns
b614-a613
90 ‘ ‘
" N
o
5
301 1
O L L L L
2,5 7,5 12,5 17,5
e) t, ns

9 pav. Kampo « tarp dimero chlorofily porfirino ziedy priklausomybé nuo simuliacijos trukmeés .
Dimerai: a) a603—a609, b) a611-a612, c) a611-a615, d) b606—-a604, ) b614—a613.

kuriy energijos yra vaizdziai pateiktos 10 pav. Dauguma atvejy pirmoji ir antroji CT busenos atiti-
ko 5-3 ir 6-3 suZadintas biisenas. Cia taip pat pateikti ir ankstesnio darbo [13] rezultatai, kuriame
CT busenos buvo identifikuotos dimeruose, sudarytuose i§ vakuume optimizuoty chlorofily. Di-
mero b614—a613 antrosios CT busenos energija ¢ia nepateikta, kadangi ankstesniame darbe [13] Si
biisena nebuvo identifikuota.

Visy pirma, dimero a603-a609 atveju, didZiausia pirmosios CT busenos energijos verté yra
ties 5 ns, o visais kitais laiko momentais ji svyruoja apie panaSia verte (ties 7,5 ns jos verté 10 pav.
yra ,,pasislépusi‘“ po a611-a612 ir b614—a613 pirmosios CT biisenos energijomis). IS 3 lenteléje
pateikty duomeny galima pastebéti, jog kampas tarp a603 ir a609 porfirino Ziedy Siuo laiko mo-
mentu yra maziausias, o Kitais atvejais svyruoja apie panasia verte. Antrosios CT busenos energijos
net 4 iS 8 atvejy yra maziausios, lyginant su kity dimery antryjy CT buseny energijomis, o Zemiau-
sig energija atitinka laiko momentas 12,5 ns. Buitent Siuo momentu atstumas tarp dimero chlorofily
buvo maziausias. Be to, Siuo laiko momentu abiejy CT busenos yra energetiSkai labai arti viena

kitos, kas galbiit koreliuoja su maZiausiu atstumu ir didZiausiu kampu tarp porfirino Ziedy.
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10 pav. Pirmy dviejy Zemiausios energijos kruvio pernaSos buseny energijos kiekvieno dimero at-
veju. Vientisa linija atitinka vakuume optimizuoty chlorofily dimery pirmosios kriivio pernaSos
biisenos energija, briksniné linija — antrosios kruvio pernasos biisenos energija. Linijy spalvos ati-
tinka legendoje nurodytas spalvas. Chlorofilo b614—-a613 atveju antroji CT busena darbe [13] ne-
buvo aptikta.

Dimero a611-a612 atveju CT buseny energijy vertés velgi i§ dalies koreliuoja su atstumo bei
kampo tarp Ziedy vertémis. Laiko momentu 2,5 ns kampas yra vos 9°, atitinkamai ir abiejy CT
buseny energijos yra vienos didZiausiy ne tik lyginant su kitais laiko Zingsniais, bet ir lyginant su
kitais dimerais — didesnes CT buseny vertes Siuo atveju jgijo tik dimeras a611-a6135, o antrosios CT
biisenos energija sutapo su dimero b614—-a613 antrosios CT busenos energija. DidZiausio kampo
ir maZiausio atstumo atveju gautos ne tik maZos abiejy CT buseny energijos, bet pastebimas ir jy
ver¢iy suartéjimas. Laiko momentu 10 ns antrosios CT busenos energija yra didZiausia, o tai atitinka
itin maza kampa.

Dimero a611-a615 atvejis skiriasi nuo apraSyty auksciau: visais atvejais, iSskyrus antrajg CT
buseng laiko momentu 17,5 ns, Sio dimero CT busenos jgavo pacias didZiausias energijas i§ visy
dimery, ta¢iau atstumas tarp Sio dimero chlorofily yra vienas maZiausiy. Be to, netgi 3 i§ 8 atvejy
antroji CT busena atitinka ne 6-3, o 7-3 suZadintg buseng (laiko momentais 7,5 ns, 12,5 ns ir 20 ns),
ir biitent jos turi didZiausias energijos vertes. Siuo atveju sunku pastebéti koreliacija tarp energijos
verCiy ir atstumy bei kampy tarp porfirino ziedy. Vis délto, yra vienas skirtumas tarp Sio ir kity
dimery, kuris galbut galéjo turéti jtakos energijy vertéms: Sio dimero chlorofily porfirino Ziedai
yra orientuoti prieSingai (vienas kito atZvilgiu pasukti 180° ir apversti pagal per azoto atomus NA

ir NC einancig asj), t. y. jy fitilo uodegos prasideda prieSingose pusése, taigi ir deguonies atomai

28



(3a pav.) yra prieSingose pusése, ko negalima pasakyti apie kitus dimerus, pavyzdZiui, greta esantj
a611-a612 (11 pav.), kuriame vieno iS chlorofily porfirino Ziedas yra tik apverstas pagal per azoto
atomus NA ir NC einancia a§j, bet nepasuktas, tad abiejy chlorofily pusés, kuriose yra deguonies

atomai, sutampa.

11 pav. Chlorofily orientacijos dimeruose a611-a612 ir a611-a615.

Dimerai b606—a604 ir b614—a613 turi du esminius skirtumus lyginant su likusiais dimerais:
pirma — kampai tarp iy dimery chlorofily porfirino Ziedy yra didZiausi, antra — vienas iS chlorofily
Siuose dimeruose yra b tipo, t. y. Siek tiek skiriasi Siy chlorofily sudétis — b tipo chlorofilai turi pa-
pildoma deguonies atoma (3b pav.). Be to, atstumas tarp b606—a604 dimero chlorofily tirtais laiko
momentais yra maziausias, ir laiko momentu 7,5 ns pirmoji CT busena atitiko 4-3 Sio dimero su-
Zadintg busenga. Visi Sie dalykai galéjo lemti tai, kad visais atvejais vieno iS Siy dimery pirmoji CT
busena jgavo maZiausia energija. Antrosios CT busenos taip pat turi vienas maziausiy energijy dau-
geliu atvejy, taciau laiko momentais 12,5 ns ir 20 ns dimero b614—a613 atveju jos yra labai didelés,
lyginant su kitais dimerais; tg paaiSkina tai, kad butent Siais laiko momentais antroji CT busena
atitiko 8-3 suzadinta buisena. Taip pat abiejy dimery atvejais pastebimas atitikimas tarp CT buseny
energijy verciy ir atstumy bei kampy tarp porfirino Ziedy, pavyzdZiui, dimero b614-a613 pirmoji
CT busena yra energetiSkai aukstai ties 7,5 ns, palyginus su kitais laiko momentais, atitinkamai Siuo
laiko momentu kampo verté yra viena maziausiy, o atstumo — viena didZiausiy (didelés energijos
vertés ties 12,5 ns ir 20 ns, kuomet kampo vertes taip pat yra didelés, gautos todél, kad ¢ia pirmaja
CT buseng atitinka 6-a suZadinta busena, o ne 5-a, kaip kitais laiko momentais). Nepaisant to, ka-
dangi abiejy Siy dimery CT busenos jgavo maZziausias energijas dauguma atvejy, galima tikétis, jog
butent jos dalyvauja jvairiuose fotosistemos procesuose, pavyzdZiui, NPQ.

Lyginant CT buseny energijas su ankstesnio darbo [13] rezultatais, galima pastebéti, jog beveik
visais atvejais jtraukus aplinkos jtakg CT busenos jgauna panaSias arba Zemesnes energijas, negu
optimizacijos vakuume atveju, kas patvirtina ankstesniuose darbuose [14,15] padaryta iSvada. Aki-
vaizdzios iSimtys pastebimos tik dimero a611-a615 antrosios CT biisenos atveju laiko momentais
7,5ns, 12,5 ns ir 20 ns, kuomet energijos yra Zymiai auk$¢iau, negu optimizacijos vakuume atveju,
taciau Cia skiriasi ir atitinkamy suZadinty buseny eiliSkumo numeriai: Siais laiko momentais tai yra

7-a suZadinta busena, o optimizavus geometrija vakuume antroji CT busena atitiko 6-3 suZadintg
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buiseng.

Taigi, keturiais iS penkiy nagrinéty dimery atvejais pastebéta tam tikra koreliacija tarp CT
buseny energijos ir atstumo bei kampo tarp dimera sudaranciy chlorofily porfirino Ziedy: maZesni
kampai ir didesni atstumai atitiko didesnes energijos vertes, o didesni kampai ir mazesni atstu-
mai — maZesnes. Dimero a611-a615 atveju tokios koreliacijos pastebéti nepavyko, ir jo CT buseny
energijos visais atvejais buvo labai didelés, nepaisant nedidelio atstumo tarp chlorofily, ta¢iau tam
galbut turéjo jtakos prieSingai orientuoti dimerg sudarantys chlorofilai. Dimero b606—a604 porfi-
rino Ziedai taip pat yra dalinai pasisuke vienas kito atzvilgiu, taciau itin status kampas bei kitas
chlorofilo tipas tikriausiai lémé mazesnes energijy vertes. Be to, visais atvejais jtakos CT buseny
energijy vertéms turéjo ir jas atitinkanciy suzZadinty buseny eiliSkumo numeris, kaip ir buvo galima
tikétis.
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Rezultaty apibendrinimas ir iSvados

1. Fotosintetinio CP29 komplekso struktiira tvarkingai paruoSta jégy laukais paremtiems skaicia-
vimams, sékmingai atlikta jos energijos minimizacija, relaksacija bei MD simuliacija, pasi-

telkiant molekulinés mechanikos metodus.

2. Atliekant energijos minimizacijg, relaksacijg ir MD simuliacijg daugiausia kito baltymo gran-

dinés iSoréje esanciy chlorofily 5614 ir a615 padétys.

3. Nustatyta, kad daugumoje tirty laiko momenty mazZiausios energijos CT busenas suformavo
heterodimerai b606—-a604 ir b614—a613, o ne Chl @ homodimerai. Pastebéta, jog kampai tarp
Siuose dimeruose esanciy chlorofily porfirino Ziedy yra didZiausi. Galima manyti, jog butent

Siy dimery CT busenos dalyvauja jvairiuose fotosistemos procesuose, pavyzdziui, NPQ.

4. Keturiuose i§ nagrinéty penkiy dimery pastebéta koreliacija tarp CT buseny energijy bei
atstumy ir kampy tarp chlorofily porfirino Ziedy — didéjant kampui ir mazéjant atstumui
mazeja energija, ir atvirkSc¢iai. Dimero a611-a615 atveju tokia koreliacija pastebéti sunku, ir
gautos energijy vertés yra Zymiai didesnés, nei kituose dimeruose; ta galéjo lemti Sio dimero

chlorofily porfirino Ziedy prieSinga orientacija vienas kito atzvilgiu.
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Padékos

Darbe pateikti skai¢iavimai buvo atlikti su Vilniaus universiteto auks$to naSumo superkompiu-
teriu ,,HPC Saulétekis* Fizikos fakultete.
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12 pav. Chlorofily porfirino Ziedo RMSD nuo pradinés ir relaksuotos geometrijy priklausomybé
nuo MD simuliacijos trukmés ¢. Chlorofilai: a) a602, b) a603, c) a604, d) b606, e) b607, f) b608,
2) a609, h) ab11, i) a612, j) a613, k) a615.
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Molecular Dynamics of Photosynthetic Light-Harvesting Complex CP29
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Summary

Light harvesting is carried out by photosystems I and II (PSI and PSII) that are located in the
thylakoid membrane of chloroplasts. Excessive light can cause photo-oxidative damage to the plant,
so for this reason they have developed protective mechanisms such as nonphotochemical quenching
(NPQ). Quenching sites have been identified in LHCII and CP29 complexes of PSII. NPQ in LHCII
is thought to be correlated with Chl-Chl charge-transfer (CT) states so this could also be the case
for CP29. CT states can be analyzed using quantum mechanics, however, it is known that the ener-
gies of CT states are sensitive to small conformational changes of the target system, so molecular
dynamics (MD) simulations could be employed to analyze this dependence; using quantum mecha-
nical methods for different conformational states of a system that is composed of several thousand
atoms would be computationally expensive. The aim of this work was to perform a molecular dy-
namics simulation of light-harvesting complex CP29 and to analyze the geometries and CT states
of Chl-Chl dimers at different moments of simulation.

The high resolution crystal structure of spinach photosynthetic complex CP29 (PDB ID: 3PL9)
was inserted into DOPC lipid bilayer membrane and solvated in water using CHARMM-GUI tool.
Pigments were described using force field (FF) parameters from literature, and Amber FFs ff14SB,
Lipid21 and TIP3 P were used to describe the protein chain, membrane and water respectively. Hyd-
rogen atoms and ions were added using LEaP tool. A three-step energy minimization, a 1 ns heating
simulation, a 5 ns relaxation simulation and a 20 ns production simulation were performed using
Amber. A root-mean-square deviation (RMSD) analysis of resulting trajectory was performed using
Cpptraj tool, and excited states of dimers were calculated using time-dependent density functional
theory (TD-DFT) at 8 different time steps.

It was found that during the energy minimization, relaxation and MD simulation chlorophylls
b614 and a615 had the biggest structural and positional changes; the difference between the initial
and final position of Chl 5614 porphyrin ring was 3,24 A. Ten CT states were identified in five Chl
dimers, with the lowest energy CT states forming in dimers #606—a604 and H614—a613; the CT
states in these two dimers are most likely to take part in PSII processes such as NPQ. The time
dependences of the distance and the angle between chlorophyll porphyrin rings in a dimer were
calculated and compared with the changes in energies of the identified CT states. In four of the
five analyzed dimers a correlation between the energies of the CT states and the distances and the
angles between chlorophyll porphyrin rings was observed — smaller distances and bigger angles
corresponded to lower energies. This correlation was not observed in dimer a611-a615; this could
be explained by the fact that the chlorophyll porphyrin rings in this dimer are facing each other
asymmetrically.
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