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Ivadas

Moderniy biotechnologiniy jrenginiy, tokiy kaip spalvai jautriy jutikliy, dirbtiniy tinklainés
implanty, Sviesos baterijy veikimas remiasi rodopsino baltymy optinémis ir elektrinémis savybémis
[1,2]. Fotoaktyviy rodopsiny veikimui tirti jau ilgg laikg yra naudojama modeliné sistema —
bakteriorodopsino baltymas. Tai yra papras¢iausia i§ visy zinomy $viesa varomy protony pompy, kuri
buvo aptikta prie§ beveik keturis deSimtmecius Halobacterium salinarum bakterijy purpurinése
membranose [1].

Bakteriorodopsino baltyma sudaro septynios transmembraninés spiralés, zymimos raidémis A-
G, tarp kuriy yra chromoforas — retinalio molekulé, kovalentiSkai susijungusi su lizino (Lys216) grupe
per protonuota Sifo baze (zr. 1A pav.). Chromoforo suzadinimas $viesa inicijuoja fotocikla, kuris
apima kelias tarpines biisenas, Zymimas raidémis J, K, L, M, N ir O, po kuriy bakteriorodopsinas grjzta

i prading BR biisena (zr. 1B pav.) [3].
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1 pav. A: Bakteriorodopsino struktiira. B: Bakteriorodopsino fotociklo schema [1]

Kadangi baltymo atliekama funkcija yra glaudziai susijusi su jo struktira, buvo atlikta daug
tyrimy, siekiant i$siaiSkinti bakteriorodopsino pagrindinés biisenos bei sekanciy fotociklo tarpiniy
buseny tikslias struktiras. Baltymy Duomeny Banke (PDB) Siuo metu yra 84 rentgeno spinduliy
difrakcijos, 6 elektrony difrakcijos ir 3 NMR bakteriorodopsino struktiros [1]. Siy struktiry déka,
pagrindinés protono pernasos mechanizmo savybés yra gerai zinomos. Po fotono sugerties, Kkuri

inicijuoja bakteriorodopsino fotocikla, chromoforas yra suzadinamas ir jvyksta jo izomerizacija ties
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C13=C14 dvigubu rysiu, esanéiu prie Sifo bazés [4]. Kituose fotociklo Zingsniuose, protonuota Sifo bazé
atiduoda savo protong j iSoring membranos puse, 0 véliau ji vél pasiima protong i§ citoplazminés pusés.
Taigi, protonas yra i§ esmés pumpuojamas i$ lastelés vidaus j iSore kiekvieno ciklo metu. Paskutiniame
fotociklo zingsnyje chromoforas izomerizuojasi atgal j prading all-trans konfigitiracija [4].

Taciau nepaisant visy turimy ziniy apie bakteriorodopsino struktiirg ir jo fotocikla, detalizuoti
protono pernasos mechanizmg yra sudétinga. Visy pirma, i§ rentgeno kristalografijos duomeny turimos
ankstyvyjy fotociklo bliseny struktiiros turi reikSmingy skirtumy [5, 6]. Kadangi L—M fotociklo metu
jvykstantis Sifo bazés deprotonavimas yra paprastai jvardijamas kaip esminis Zingsnis protono
pernaSos procesui [6], teisingos retinalio ir baltymo aplinkos struktiiros nustatymas pries §j zingsnj yra
ypac svarbus, nes nuo struktiiros priklauso ir pradinis protono pernaSos kelias. Kitas svarbus aspektas
yra skai¢iavimy tikslumas. Pavyzdziui, Sviesa suzadinto retinalio izomerizacijos modeliavimai yra
atlikti naudojant ab initio apraSymg tik retinalio aktyviojo centro daliai, o tai gali jnesti tam tikry
netikslumy [7]. Tuo tarpu tokie kvantinés chemijos metodai, kaip tankio funkcionalo teorija (DFT),
panaudojant superkompiuteriy resursus, Siuo metu leidzia modeliuoti ir dideles molekulines struktiras,
kaip retinalj bakteriorodopsino baltyme.

Sio darbo tikslas yra naudojantis DFT metodika sumodeliuoti retinalio molekulés pagrindinés ir
suzadintos biiseny struktiiras pradiniame bakteriorodopsino fotocikle, nustatyti baltymo aplinkos jtaka
Sioms struktiiroms ir suskaiciuoti jy energijos pavirsius. Pagrindiniai darbo uzdaviniai: atlikti BR ir L
buseny retinalio struktiiry geometrijos optimizacijg ir nustatyti, kuriy baltymo daliy jtaka yra didziausia
$iy buseny struktirai. SuskaiCiuoti optimizuotos geometrijos struktiiry pagrindiniy ir suzadinty biiseny
energijos pavirSius ir i§ jy minimumy nustatyti ir gauti stabilias struktiiras. Atlikti suzadintosios

busenos BR retinalio struktiiros geometrijos optimizacija.



1.Teorinis jvadas

1.1. Pagrindinés biisenos struktiira

Pagrindinés biisenos (BR) bakteriorodopsino trimatés atominés strukttiros detalus vaizdas yra
nustatytas i§ turimy 1.9 A [8] ir 1.55 A [9] skyros rentgeno kristalografijos duomeny. Baltymo
aktyvusis centras yra sudarytas i§ teigiamo krivio Sifo bazés, neigiamo krivio Asp85 ir Asp212
karboksilato anijony bei tarp jy esancios stipriai suriStos vandens molekulés (W402). Jvykus
bakteriorodopsino fotoaktyvacijai, retinalio atomai, esantys aktyviojo centro aplinkoje, patiria gana
reikSmingus perstatymus, tuo tarpu didzioji dalis polieninés grandinés ir f-jonono ziedas, esantys toliau
nuo aktyviojo centro, yra maziau mobilis ir licka savo vietose. Pagrindingje blisenoje $ie atomai yra
laikomi aplink esanciy 12-os struktiriniy grupiy, jskaitant Trp182, esanéio arti retinalio 13-methyl

grupés citoplazmingje puséje [10].
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2 pav. BR busenos vandeniliniy rysiy tinklo topologija prie aktyviojo centro. Brak$niuotos linijos Zymi
galimus vandenilinius ry$ius. Atstumai nurodyti angstremais (A).[11]

Didelés skyros struktiiriniai duomenys taip pat rodo, jog iSorinés membranos pusé€s regione

esancios septynios vandens molekulés, kartu su Asp85, Asp212, Thr89, Trp86, Tyr83, Tyr57, Tyrl85,

Arg82, Glul194, Glu204 ir Ser193 struktiirinémis grupémis suformuoja trimatj vandeniliniy rysiy tinkla,



6

kuris siekia nuo Sifo bazés iki pavirsiaus [5]. Sio vandeniliniy ry3iy tinklo dalis, esanti netoli aktyviojo
centro, yra parodyta 2 pav. Sifo bazés N-H kriivio dipolis, nukreiptas j iSoring membranos puse, sudaro
vandenilinj ry3j su vandens molekule W402 [10]. Si molekul¢, savo ruoztu, sudaro vandenilinius rysius
su Asp85 grupés Og; atomu, kuris bus protonuojamas peré¢jimo i§ L | M bliseng metu, ir su Asp212 O,
atomu, kuris, kaip manoma, iSlieka jonizuotas viso fotociklo metu (su galima i1§imtimi O—BR peréjimo
metu). BR biisenoje W402 sukuria poling aplinka teigiamo krivio Sifo bazei ir neigiamo kriivio
karboksilato deguonies atomams Asp85 ir Asp212 grupése ir stabilizuoja $iy daliy jonine biiseng. Og;
atomas 1S Asp85 taip pat sudaro vandenilinj ry$j; su W401 vandens molekule, kuri yra sujungta su
Arg82 grupés NH per W406 vandens molekule (kuri taip pat sudaro vandenilinj rysj su Og; i§ Asp212).
Kita vandeniliniy rySiy grandiné jungia Asp212 Os; su Arg82 NH per Tyr57 grupés OH ir W407
vandens molekule (neparodyta 2 pav.). Pagrindinéje bakteriorodopsino biisenoje Asp85 ir Asp212
karboksilato anijonai taip pat yra papildomai stabilizuojami sudarydami vandenilinius rySius per jy Os;

atomus su atitinkamai Thr89 ir Tyr185 struktiirinémis grupémis [10].

1.2. Retinalio izomerizacijos procesas

Retinalio izomerizacijos proceso efektyvumas, ry$iy selektyvumas ir dinamika stipriai priklauso
nuo jo aplinkos, taciau konkreti baltymo aplinkos rolé buvo vienas i$ ilgai neatsakyty klausimy [7].
Kadangi retinalio chromoforas turi poliening granding, yra net keletas dviguby rysiy ties kuriais galéty
jvykti izomerizacija [7]. Homogeniskoje tirpalo aplinkoje all-trans retinalio izomerizacijos produktai
yra 9-cis, 11-cis ir 13-cis konformerai su atitinkamai 0,02, 0,14 ir 0,01 kvantinémis iSeigomis [12].
Taciau bakteriorodopsine retinalio izomerizacijos iSeiga yra daug didesné (apie 0,6). Be to, Siuo atveju
izomerizacija yra selektyvi — jos produktas yra 13-cis konformeras [13]. Nuo aplinkos taip pat
priklauso ir izomerizacijos proceso sparta - bakteriorodopsine sparta yra didesné negu tirpale arba
bakteriorodopsino mutantuose [7].

Viename i$ atlikty tyrimy retinalio izomerizacijos dinamika buvo modeliuojama naudojant ab
initio QM/MM molekuliy dinamikos (MD) simuliacijas su trumpo chromoforo modeliu (tik Cy;-
C. atomai buvo aprasomi kvantinés mechanikos lygmenyje (zr. 3 pav.)) [7]. Simuliacijos parodé, kad
po suzadinimo S§viesa retinalis iSlicka all-trans konfigiiracijos iki mazdaug t = 130 fs, kuomet
pasisukimas ties C13=C,4 dvigubu rysiu pradeda Kkeistis. Dvisienio kampo vertei pasiekus mazdaug 90°,
susukta konformacija islicka stabili tol, kol izomerizacijos trajektorija eina suzadintos biisenos S;

pavirSiumi [7]. Neuzpildytos pagrindinés biisenos Sp energija sukantis C;3=Cy4 ry$iui staigiai kyla ir
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priartéja prie S; blisenos energijos ties 90° pasisukimu, ties kuriuo jvyksta dazni elektrony peréjimai.
Po peréjimo | Sy biiseng, stipriai susukta konformacija greitai relaksuoja j plokscig formg — j 13-cis

produkta (t.y. J biiseng) arba atgal j all-trans (BR biiseng) [7].

3 pav. all-trans retinalio cheminé struktiira. Raudoname staciakampyje yra apibréztos trumpo
chromoforo modelio ribos.

Simuliacijas pakartojus be baltymo aplinkos, buvo gaunami du izomerizacijos keliai - aplink
C15=N¢ rysj bet kuria kryptimi. Konkre¢ia kryptj lemdavo kambario temperatiiroje retinalio patiriamos
didelés Siluminés fluktuacijos suzadinimo Sviesa metu. Vadinasi, baltymo aplinka uzblokuoja
alternatyvius izomerizacijos kelius ir nukreipia trajektorija ] izomerizacija, reikalingg sistemos
biologinei funkcijai atlikti, t.y., bakteriorodopsino atveju - C;3=Cis rySio izomerizacija [7].
Izomerizacijos ties C13=Ci4 rysiu kryptis (pagal ar pries laikrodZio rodykle), lemty dvi galimas Sifo
bazés N-H rysio kryptis — link Asp85 arba Asp212, taciau visais atvejais sukimosi kryptis yra link
Asp212, kas buvo pastebeéta ir kity autoriy [11]. Sis izomerizacijos krypties selektyvumas taip pat yra
nulemtas baltymo aplinkos. I§ pagrindinés biisenos struktiiriniy duomeny yra zinoma, kad Sifo bazés
N-H rySys net ir §ioje blsenoje yra Siek tiek pakreiptas link Asp212, o tai rodo, kad baltymo aplinkos
jégy kryptis yra palankesné izomerizacijai link Asp212 [4,11]. Yra parodyta, jog $j nuokrypi
pagrindinéje biisenoje daugiausia lemia chromoforo saveika su Trp86 ir Sifo bazés N-H saveika su
W402 vandens molekule [4].

1.3. K buisenos struktiira

Po izomerizacijos susidares pagrindinés bilisenos 13-Cis konfigliracijos retinalis atitinka J
fotociklo buiseng, kuri per 3 ps pereina | K buseng. Tai yra pirmoji tarpiné fotociklo biisena, kurig
galima ,,sugauti* uzsaldzius. Turimi rentgeno kristalografijos duomenys apie K buisenos struktirg yra

priestaringi. 2,10 A skyros struktiiroje [14] retinalis yra 13-cis konfigiiracijos ir beveik be deformacijy.
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Sifo bazés N-H rysio kryptis yra pasikeitusi i§ iSorinés j citoplazming membranos pusg. Taip pat Sioje
struktiiroje vandens molekulé W402 yra dingusi, 0 atstumas tarp Asp85 ir Sifo bazés yra sumazéjes.
Tuo tarpu 1,43 A skyros K biisenos struktiira [15] duoda visiskai kitokj vaizda. Siuo atveju retinalis yra
stipriai deformuotas, taciau Visi pokyciai yra apriboti segmente tarp Ci3 ir N; atomy, 0 baltymo atomai
néra reikSmingai pajudéje. Didesnés retinalio deformacijos lemia tai, kad N-H rySys nepersiorientuoja
link citoplazminés pusés, taciau jo kryptis Siek tiek pasikei¢ia. Vandens molekulé W402 yra likusi toje
padioje vietoje, tadiau jos vandenilinis rySys su Sifo baze yra susilpnéjes, dél sumazéjusio N-H-O
kampo nuo 147° iki 115°. PanaSios struktiiros K biisena (su nepradingusia W402 molekule) buvo gauta
ir i$ kitokiais metodais uzauginty kristaly [5].

PrieStaravimus tarp kristalografiniy duomeny kai Kurie autoriai yra linke aiskinti dviejy viena
po kitos einanciy buseny, zymimy K ir KL, egzistavimu, kurios buvo stebétos regimosios, FTIR ir
rezonansinés Ramano spektroskopijos matavimais. Taip pat buvo atliktas ir §iy biiseny modeliavimas
MD simuliacijomis bei QM/MM skaiciavimais [11]. Gautoje K bisenoje, retinalis yra stipriai
deformuotas Sifo bazés regione, o Sifo bazés N-H rysio kryptis yra nukreipta link Asp212. Tuo tarpu
KL bisenoje, chromoforas islicka deformuotas, tac¢iau N-H rySys persiorientuoja link Asp85 ir sudaro
vandenilinj ry$j su Thr89 [11]. K biisenoje vandeniliniy rySiy tinklo topologija iSlicka daugmaz
identiS8ka BR bisenos topologijai. Tuo tarpu K—KL peréjimo metu jvyksta reikSmingi vandeniliniy
ry$iy persitvarkymai (4 pav.). W402 vandens molekulé yra dislokuojama dél vandenilinio rysio su Sifo
baze nutriikimo. KL biisenos vandeniliniy rysiy tinklo topologija yra artima gautai i§ 2,10 A skyros
rentgeno kristalografijos duomeny ir gali paaiskinti, kur yra dingusi W402 molekulé kristalografiniuose

duomenyse [11].

2

Arg82 == N
g ® SH

4 pav. Vandeniliniy rySiy tinklo topologija KL biisenoje [11]
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K ir KL biseny modelis taip pat leidzia geriau suprasti sugerto fotono energijos saugojimo
mechanizmus ankstyvuosiuose fotociklo etapuose. K biisenoje sugerta energija yra laikoma retinalio
deformacijos ir susilpnéjusiy sgveiky tarp Sifo bazés ir aplinkiniy grupiy forma. K—KL peréjime
chromoforas dalinai relaksuoja ir formuoja stipresnes elektrostatines saveikas su aplinka. Si relaksacija
inicijuoja vandeniliniy ryS$iy tinklo persitvarkyma, o tai yra esminis Zingsnis protono pernasos procesui

vélesniuose fotociklo etapuose [11].

1.4. L biuisenos struktiira

Vieningo sutarimo apie L biisenos struktiirg taipogi néra, kadangi egzistuojantys
kristalografiniai modeliai turi reik§mingy skirtumy. Tai yra viena i§ priezas¢iy, kodél néra iki galo
suprastas bakteriorodopsino protono pernasos mechanizmas, kadangi L—M reakcijos metu jvykstantis
Sifo bazés deprotonavimas ir po jo sekantis anijoninio Asp85 protonavimas, yra kritinis Zingsnis
protono pernagos procese [6]. Cia bus trumpai apzvelgti 4 skirtingi L biisenos modeliai.

A modelyje, gautame i§ 2,1 A skyros kristalografijos duomeny [16], Sifo bazés N-H rysys yra
nusisukes nuo W402 vandens molekulés j citoplazminj, hidrofobiska regiona [6]. Siame modelyje
W402 molekulé yra dingusi, bet dél C spiralés susilenkimo link G spiralés, Asp85 yra priartéjes prie
Sifo bazés, o jo vandenilinis rysys su Thr89 yra nutrauktas [5].

B modelyje, gautame i§ 1,62 A skyros kristalografijos duomeny [17], yra matoma tik nedidelé
dalis pokyc¢iy, stebimy A modelyje. Beveik visi Siek tiek toliau nuo retinalio esanc¢iy atomy poslinkiai
yra mazesni uz 0,2 A [5]. Vandens molekulés W402 padétis §iame modelyje yra $iek tiek pasislinkusi,
tagiau Sifo bazés N-H rysys yra pasisukes link $ios molekulés, todél tarp jy yra atkuriamas vandenilinis
rySys, kuris buvo nutrikes K baisenoje. Taigi, Siame modelyje Asp85 protonavimas vyksta per W402
[6].

C modelyje, gautame i§ 2,4 A skyros kristalografijos duomeny [18], Sifo bazé yra pasisukusi j
citoplazming puse, kartu su W402 molekule, ir vandenilinis rySys tarp jy yra nenutraukiamas. W402
peréjimas ] kita retinalio puse¢ yra galimas dél Leu93 grupés pasisukimo, kuris atlaisvina vietg
citoplazminéje puséje. Siame modelyje protono kelias link Asp85 nebus tiesus ir gali eiti per Thr89 [6].

D modelis, kuris bus naudojamas ir skai¢iavimams Siame darbe, yra gautas i§ 1,53 A skyros
rentgeno kristalografijos duomeny [6]. Tai yra naujausias i§ nagrinéjamy modeliy ir i§ anksciau
paminéty modeliy yra artimiausias B modeliui, taciau su tam tikrais skirtumais. Du dvigubi rySiai tarp

Ciz ir N¢ atomy yra pastebimai pasisuke | ta pacia puse¢ (priesingai nei B modelyje) ir mazdaug tokiu
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paciu dydziu, lyginant su BR struktiira. D¢l Sios priezasties, N-H rysio kryptis lieka link iSorinés pusés
ir vandenilinis ry8$ys su W402 vandens molekule nenutriiksta, nepaisant apie 0.3 A padidéjusio atstumo
tarp ju. C14-Cys rySys yra nepasisukes, 0 N¢-C; rySys yra pasisukes j prieSingg puse nei dvigubieji rySiai
mazdaug 109°. Tai lemia, kad Lys216 grandinés dalis, esanti toliau C; atomo yra pasisukusi ta pacia
kryptimi kaip ir BR biisenoje [6]. Regione tarp Sifo bazés ir iSorinio paviriaus, dalis struktiiriniy
grupiy, dalyvaujanciy protono pernasos procese (Arg82, Glul94), yra pasislinke. Taigi, jy judesiai,
stebimi M biisenoje, prasideda dar L biisenoje [6].

Turimi L busenos nekristalografiniai duomenys taip pat neleidzia susiformuoti vieningai
nuomonei, kuris modelis yra tiksliausias. FTIR O-H juostos rodo, kad Sifo bazé sudaro vandenilinj rysj
su vandens molekule citoplazminiame regione, kas atitinka tik C modelj [6]. FTIR C=N juostos,
matomos L biisenos spektre, rodo, kad Sifo bazés ir W402 vandenilinis rysys atsinaujina, kas atitinka
B, C, D modelius [6]. NMR rezultatai numato Ci3=Ci4 ir Ci5=N; dviguby rysiy pasisukimus,

atitinkancius modelj B, taciau teoriniai skai¢iavimai tokiy pasisukimy neleidzia [6].

1.5. Sifo bazés deprotonavimas

D¢l didelés L basenos struktiiry jvairovés egzistuoja daug modeliy, nusakanéiy galima Sifo
bazeés deprotonavimo/Asp85 protonavimo mechanizmg L—M peré¢jimo metu. Visy pirma, pradinés
protono pernasos mechanizmas priklausys nuo to, ar Sifo bazés N-H rysys L biisenoje yra nukreiptas j
citoplazmineg, ar iSoring pus¢. Antra, protono pernaSa gali buti tiesioging¢, arba per tarpinius
struktirinius elementus, kaip Thr89 ar W402 vandens molekule, kuri skirtinguose L biisenos
modeliuose gali biti skirtingose vietose, arba buti i§vis dingusi [19].

Jeigu Sifo bazés N-H rysys L biisenoje yra nukreiptas j iSorine puse, tuomet Sifo bazés protonas
bus salyginai arti Asp85 Os; atomo, ir L—M reakcijoje Asp85 galéty biiti protonuojamas tiesiogiai,
jeigu W402 vandens molekulés néra. Jeigu W402 L biisenoje vis dar yra, tuomet Asp85 galéty biiti
protonuojamas per koordinuota reakcija, kurios metu Sifo bazés protonas yra perduodamas W402, o
vienas i§ vandens molekulés protony yra perduodamas Asp85 [10]. Protonas i§ Sifo bazés visada
nukeliauja | Asp85, nepaisant to, kad tiek Asp85, tiek ir Asp212 yra mazdaug vienodu atstumu nuo
Sifo bazés. Sis pernasos krypties selektyvumas gali biti aiskinamas FTIR matavimy duomenimis, i3
kuriy matyti, kad L buisenoje W402 vandens molekulés sudaro stipry vandenilinj ry$j su Asp85 [20].
Tuo tarpu M biisenoje W402 sudaro stipry vandenilinj rySj su Asp212, kas padaro Asp85 protony

akceptoriumi. Dauguma turimy L ir M biiseny rentgeno kristalografijos struktiiry patvirtina §j rysiy
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pasikeitima, kadangi W402 molekulé L biisenoje yra arCiau Asp85, o M bisenoje — arCiau Asp212
grupés [20].

Jeigu Sifo bazés N-H rysys L biisenoje yra nukreiptas j citoplazming puse, tuomet egzistuoja 3
labiausiai tikétini perna$os mechanizmai [19]. Pirmasis i jy, yra tiesioginis protono perdavimas i3 Sifo
bazés | Asp85. Atstumas tarp jy yra didelis (apie 4 A), taciau jis sutrumpéja iki ~2,5 A dél retinalio
sukimosi ir Asp85 pasislinkimo protono pernasos metu. Sio pernasos kelio energinis barjeras yra 12,3
kcal/mol [19]. Antrasis siiilomas pernasos mechanizmas yra per Thr89 grupe, su 13,6 kcal/mol
energiniu barjeru. Sifo bazés protonas koordinuotos reakcijos metu yra perduodamas Thr89, kuris tuo
pa¢iu metu perduoda vieng i§ savo protony Asp85 [19]. Treciasis sitilomas mechanizmas, turintis 11,5
kcal/mol energinj barjera yra sudarytas i3 keliy etapy. Visy pirma, Sifo bazé atsisuka atgal j iSoring
puse, tada protonas pereina j Asp212 grupe, kuri galiausiai perduoda $j protong per W402 vandens
molekule | Asp85 [19]. Visy trijy apraSyty pernasos keliy energiniai barjerai sutampa skai¢iavimy
paklaidos ribose ir yra artimi eksperimentinei vertei (~13 kcal/mol), tod¢l skai¢iavimy autoriai
neatmeta galimybés, jog bakteriorodopsinas gali naudoti visus tris pernasos kelius. Tokiu budu
padidéty fotociklo atsparumas nepalankioms aplinkos salygoms, kurioms esant dar galéty veikti bent
vienas i$ trijy pernasos keliy [19].

Dar vienas jvairiy autoriy sitilomas Asp85 protonavimo mechanizmas yra galimas tuo atveju,
kai N-H kriivio dipolis yra nukreiptas i citoplazmine puse [10]. Sis dipolio persiorientavimas gali
destabilizuoti NH*/Asp857/Asp212” kriiviy trikampj. Tai lemty, kad Asp85 pasiimty protong i§ W402
vandens molekulés, o likes mobilus hidroksido anijonas biity nustumtas ] citoplazming pus¢ dél
neigiamo Asp212 karboksilato stimos bei dél teigiamos Sifo bazés traukos, i§ kurios hidroksidas tada
atplésty protona. Vadinasi, bakteriorodopsinas galéty veikti kaip hidroksido jony pompa, panasiu

principu kaip halorodopsinas pumpuoja ClI” jonus i§ membranos iSorés j vidy [10].

1.6. Tolimesni fotociklo etapai

M biisenoje jvyksta Sifo bazés deprotonavimas ir Asp85 protonavimas, tadiau taip pat yra
iSlaisvinamas protonas ] iSorinj membranos pavirSiy. Manoma, kad protonas yra iSlaisvinamas i$
protonuotos Glu204 grupés, i§ komplekso, kurj sudaro Glu204 ir Glul94 arba is vandens molekuliy,
esanciy netoli Arg82, Glu204 ir Glu194 grupiy. Protono islaisvinamas yra susij¢s su protonuotos Arg82
grupés pasislinkimu tolyn nuo protonuoto Asp85 link Glu204/Glu194 poros [5].
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Sekantis fotociklo Zingsnis yra Sifo bazés reprotonavimas, ta¢iau pries tai Sifo bazés rysiai turi
pakeisti savo kryptj, tam, kad reprotonavimas jvykty ne i§ Asp85, o i§ Asp96 ir biity gaunama teisinga
bakteriorodopsino protony pernasos kryptis (i$ citoplazminés j iSoring pusg). Tai yra uztikrinama dviem
etapais: a) Sifo bazés persiorientavimu i§ iSorinés j citoplazmine puse M;—M, reakcijos metu ir b)
Asp85 pK, padidéjimu My—M,° reakcijos metu. Pirmasis etapas nukreipia Sifo baze palankia kryptimi
protono pernasai i§ Asp96, o antrasis uztikrina, kad nejvyks atgalinis protonavimas i§ Asp85 [5].

M,‘—N reakcijos metu protonuota Asp96 grupé perduoda savo protong Sifo bazei. Kad pernasa
galéty jvykti, reikia, kad Asp96 pK, sumazéty nuo mazdaug 11 iki ne didesnio nei Sifo bazés (apie 8)
[5]. Taip pat yra reikalingas pernaSos kelio sukiirimas gana hidrofobiskame citoplazminiame regione.
Eksperimentinés ir teorinés zinios rodo, jog S$iuos du reikalavimus gali patenkinti tik vanduo
citoplazminiame regione [5]. IS M, bisenos kristalografiniy duomeny [21] Zinoma, kad prie Asp96
atsiranda grupé vandeniliniais rySiais suriSty vandens molekuliy. Tai sumazina Asp96 pKs,, 0 $i vandens
molekuliy grupé yra pradzia tinklo, kuris turéty nusitesti iki pat Sifo bazés, kadangi M, biisenoje
atstumas tarp artimiausios vandens molekulés ir Sifo bazés yra vis dar labai didelis (7,4 A) [5]. Turimi
N* biisenos (su jau protonuota Sifo baze) struktiros duomenys [22] patvirtina vandeniliniais rySiais
sujungty 4 vandens molekuliy grandinés nuo Asp96 iki Sifo bazés egzistavima. Todél tikétina, kad
biitent Siuo keliu ir buvo perduotas protonas. Papildomy vandens molekuliy atsiradimas citoplazminéje
puséje yra siecjamas su F ir G spiraliy citoplazminiy galy nuokrypiais ir Leu93, Thr46 bei Phe219
grupiy poslinkiais, kurie atlaisvina vieta citoplazminéje puséje [5].

Sekantis fotociklo Zingsnis po Sifo bazés reprotonavimo yra protony donoro Asp96
sugrazinimas ] jo prading biisena, pasiimant protong i§ citoplazminio pavirSiaus. Mazdaug tuo paciu
metu (per¢jime tarp biiseny N—O) jvyksta retinalio reizomerizacija, kas rodo, kad Sie du jvykiai yra
susieti [5]. Asp96 protonavimas isardo vandens molekuliy vandeniliniy rysiy tinkla, siekiantj Sifo baze
ir tokiu biidu destabilizuoja Sifo bazés N-H rysio citoplazmine orientacija. O biisenoje retinalis yra all-
trans konfigiiracijos, tac¢iau deformuotas ir relaksuoja tik po Asp85 deprotonavimo, kurio metu
protonas yra perduodamas ] grupes, kurios ankstesniame fotociklo etape iSlaisvino protong ] iSorinj
membranos pavirsiy. Sis procesas zymi fotociklo pabaiga ir po jo baltymas yra paruoitas naujam

fotociklui [5,23].
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2.Skaiciavimo teorija

Kvantiniy sistemy, sudaryty i§ atomy ir molekuliy, elektroninés struktiiros nagrin¢jimas yra
susijes su Sriodingerio lygties sprendimu. Daugelio mikrodaleliy sistemoje yra susiduriama su daugelio
kiiny problema, todé¢l sistemos Sriodingerio lygti reikia spresti apytiksliais metodais. Du daZnai
naudojami Sriodingerio lygties sprendimo biidai yra pagristi arba banginés funkcijos formalizmu, arba
tankio funkcionalo artiniu. Sekanc¢iame skyrelyje bus trumpai pristatyta tankio funkcionalo teorija

(DFT), kurios metodika bus naudojama Siame darbe.

2.1. Tankio funkcionalo teorija (DFT)

DFT yra populiari skai¢iavimo metodika, leidzianti gauti pakankamai didelio tikslumo
rezultatus per trumpesnj laikg negu ab initio metodais. DFT metodo pagrindas yra dvi Hohenbergo
(Hohenberg) ir Kohno (Kohn) suformuluotos teoremos. Pirmoji teorema teigia, kad daugelio elektrony
sistemos pagrindinés elektroninés biisenos savybés yra vienareikSmiSkai nulemtos elektrony tankio,

kuris priklauso tik nuo 3 erdviniy koordinaciy [24]:

B

()= ) pY@) =D WM+ ) W) (1)

Y=« i€Ea iep

¢ia a ir B yra dvi galimos sukinio biisenos. Vadinasi, naudojant elektrony tankio funkcionalg, galima N
elektrony su 3N erdvinémis koordinatémis daugelio kiiny problema sumazinti iki sistemos, aprasomos

3 erdvinémis koordinatémis. Gaunama energijos iSraiska [24]:

Eylp] = Fug + f PV (P)dr @)

¢ia Fyg — universalus pasiskirstymo funkcionalas. Antroji (variaciné) Hohenbergo ir Kohno teorema
nusako sistemos energijos funkcionalo formg ir teigia, kad teisingai pasirinktas pagrindinés biisenos
elektrony tankis atitinka energijos funkcionalo minimuma. Viendalelé Kohno ir Samo tikriniy veréiy

lygtis, i$ kurios galima gauti tikslius DFT sprendinius, atrodo taip [24]:

1 Z pY
Hispio) = | =38+ Y et [ et ) |00 ) = i) @)
2 - IRy — 71 |1y — 1l
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&ia pirmasis narys Kohno ir Samo hamiltoniano israiskoje aprago nesaveikaujaniy elektrony kinetine
energija, antrasis narys — klasiking kuloning¢ saveika tarp elektrony ir branduoliy, treciasis — elektrony
tarpusavio sgveika, o ketvirtasis narys yra pakaitinis-koreliacijos potencialas, kuriame atsispindi
neklasikinés pakaitinés ir koreliacijos sgveikos. Vi yra gaunamas i$ pakaitinés-koreliacijos energijos
Exc, kurios funkcionalo forma néra zinoma, todél yra konstruojami apytiksliai funkcionalai.
Populiariausias naudojamas funkcionalas yra trijy parametry Becke funkcionalas, zymimas B3LYP.
Tai yra hibridinis funkcionalas, gaunamas kombinuojant zinomas analizines iSraiSkas su empiriskai

parinktais svoriniais koeficientais. B3LYP iSraiska [25] :

Exc = 0,2E{" + 0,8E¢"* + 0,72E¢ + 1,0E(°4 + 0,81E4"" (4)

¢ia EHF — pakaitinés energijos funkcionalas, Ef — pakaitinis Becke funkcionalas, EX'? — koreliacinis

Lee-Yango-Parro (Lee-Yang-Par) funkcionalas, EEP4 ir E:PA- atitinkamai lokalaus tankio artinio
funkcionalo pakaitinés ir koreliacinés komponentés.

Suzadintas buisenas galima skai¢iuoti remiantis nuo laiko priklausancia DFT teorija (TD-DFT
teorija) [24]. TD-DFT yra pagrista Rungés ir Groso teorema, analogiska dviem Hohenbergo ir

Kohno teoremoms.

2.2. ONIOM metodas

Tyringjant labai dideles sistemas, pavyzdziui, baltymus, DFT arba ab initio metodai reikalauja
nepaprastai dideliy kompiuteriniy pajégumy. Kadangi atliekant skai¢iavimus dazniausiai domina tiktai
nedidel¢ sistemos dalis, todél galima tik §ig dalj apraSyti kvantinés mechanikos (QM) lygmenyje,
panaudojant DFT ar ab initio metodus. Tuo tarpu likusig aplinkos dalj uztenka charakterizuoti
panaudojant paprastesnius modelius, pavyzdziui, molekuliy mechanikos (MM) metodus. Tokiu budu
QM/MM metodai leidzia modeliuoti dideles sistemas su daug mazesniais kompiuteriniais pajégumais.

Vienas 1§ tokiy QM/MM metody yra ONIOM metodas, leidziantis sugrupuoti molekules j du
arba tris lygmenis. Auks¢iausiame lygmenyje paprastai naudojamas didziausio tikslumo metodas,
iskaitantis elektrony koreliacijas, o zemesniuose lygmenyse gali biiti naudojami paprastesni kvantinés

mechanikos, pusempiriai ar molekuliy mechanikos metodai [26].
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3.Skaic¢iavimo metodika

Siame darbe skai¢iavimai buvo atlieckami su BR (PDB kodas 1C3W) [27] ir L (PDB kodas
2NTW) [28] biisenos struktiiromis, kurios buvo gautos i§ 1.55 A ir 1.53 A skyros rentgeno
kristalografijos duomeny atitinkamai. Visi skai¢iavimai buvo atlickami Gaussian09 programiniu
paketu.

Darbe buvo naudotas Lietuvos nacionalinio fiziniy ir technologijos moksly centro auksto
nasumo superkompiuteris Vilniaus universitete Fizikos fakultete (,,HPC Saulétekis®).

Retinalio molekulés geometrijos optimizacija be baltymo aplinkos buvo atilikta naudojant DFT
metodikos B3LYP funkcionalg su cc-pVTZ baziniy funkcijy rinkiniu. BR ir L biisenos retinalio
molekulés kartu su Sifo baze ir keturiais lizino (Lys216) anglies atomais buvo iskirptos i3 jas
atitinkan¢iy PDB faily. Abi iskirptos molekulés buvo optimizuotos tick esant protonuotai Sifo bazei,
tiek neprotonuotai. I§ pradziy buvo optimizuojama neuzfiksavus jokiy kampy, véliau buvo
optimizuojama uzfiksuojant tam tikrus dvisienius kampus, kad bity iSlaikyta konkreciai bisenai

biidinga retinalio molekulés geometriné forma netoli Sifo bazés. BR biisenos retinalyje buvo uzfiksuoti

kampai Y11-12-13-14, Y12-13-14-15, Y13-14-15-¢, Y14-15-¢¢ (r. 5 pav.), kad buty iSlaikytas Sioje biisenoje

esantis retinalio polieninés grandinés sulenkimas. L buisenos retinalyje buvo uzfiksuoti dvisieniai

kampai Y12.13-14-15, Y13-14-15 Y14-15-C-¢, Y15-c-¢-5 (Zr. ten pat), siekiant iSlaikyti posiikj ties C13=Cyq
dvigubu rysiu [29].

Toliau buvo atlikta retinalio molekulés geometrijos optimizacija (BR ir L biiseny, protonuotos
ir neprotonuotos Sifo bazés atvejais) pirmo sluoksnio baltymo aplinkoje. I§ PDB duomeny tick BR,
tieck L struktirose buvo palikti 33 struktiiriniai baltymo elementai (jskaitant Lys216) ir 3 vandens
molekulés, esantys 5 A spinduliu nuo retinalio. Vietose, kuriose iskerpant molekules buvo
nutraukiamas rySys, buvo prijungiami vandenilio atomai. Optimizacija baltymo aplinkoje buvo atlikta
pasinaudojant ONIOM metodika. Retinalio molekulé, kartu su Sifo baze ir keturiais Lys216 anglies
atomais, buvo priskirta aukStesniam ONIOM sluoksniui ir optimizuota naudojant tg pac¢ig B3LYP/cc-
pVTZ metodika. Baltymo aplinka buvo priskirta zemesniam ONIOM sluoksniui ir buvo optimizuota
naudojant pusempir¢ PM6 metodika [29]. Aplinka taip pat buvo optimizuota naudojant molekuliy
mechanikos UFF metoda, taciau gauti rezultatai buvo mazZesnio tikslumo nei PM6 atveju.
Optimizacijos procesas buvo vykdomas dviejomis pakopomis — visy pirma buvo uzSaldomi Visi
aukStesniojo ONIOM sluoksnio atomai kartu su visais sunkiaisiais Zemesniojo ONIOM sluoksnio

atomais (C, O, N ir kt.), taigi, buvo optimizuojami tik baltymo aplinkos vandeniliai. Antrojoje pakopoje
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buvo uzfiksuoti visi zemesniojo ONIOM sluoksnio atomai ir optimizuotas tik aukStesnysis sluoksnis
[29].

Retinalio molekulése, optimizuotose tiek be baltymo aplinkos, tiek su baltymo aplinka buvo
skaiGiuojami energijos pavirSiai (pagrindinés ir pirmos suzadintos biisenos) kei¢iant dvisienio kampo
Y15-14-¢¢ verte kas 10°, ty. buvo sukamas Cjs anglies atomas ir trys vandenilio atomai aplink agj,

einancia tarp Cy4 ir Ny atomy (Zr. 5 pav., sukimo asis pazyméta raudona linija) [29].
4 tarp ¢ u p pazy: ]

5 pav. BR biisenos retinalio molekulé ir Lys216 grandinés dalis su sutartine atomy numeracija.
Raudona linija Zymi asj, aplink kurig buvo sukami atomai skaic¢iuojant energijos pavirsius [29].

Siekiant iSsiaiSkinti, kurios baltymo aplinkos dalys daro didziausig jtakg retinalio struktiirai BR
biisenoje su protonuota Sifo baze ir L biisenoje su neprotonuota Sifo baze, buvo palaipsniui mazinamas
aplinkos molekuliy grupiy skaicius ir struktiiros buvo per naujo optimizuojamos naudojant ONIOM
metodika su B3LYP/cc-pVTZ aprasymu aukstesniajam sluoksniui ir PM6 metodika Zzemesniajam
sluoksniui. Tuo tarpu, kadangi pirmojo aplinkos sluoksnio neuzteko, kad buity islaikyta L biisenos su
protonuota Sifo baze retinalio struktiira, buvo pridedamas antras baltymo aplinkos sluoksnis, t.y.,
paliekamos struktiirinés grupés, esancios 10 A spinduliu nuo retinalio. Struktiirai optimizuoti buvo
naudojama trijy sluoksniy ONIOM metodika, kaip ir anksciau paliekant retinalio molekulg su lizino
dalimi auks¢iausiame ONIOM sluoksnyje, pirmajj aplinkos sluoksnj (iki 5 A) jdedant j vidurinjjj
ONIOM sluoksnj, o antrajj (tarp 5-10 A) j Zemiausia ONIOM sluoksnj. Siems sluoksniams optimizuoti
buvo naudojamos atitinkamai B3LYP/cc-pVTZ, PM6 ir UFF metodikos. Optimizacija kaip ir anks¢iau
buvo vykdoma dviem etapais, i§ pradziy optimizuojant tik viduriniojo sluoksnio vandenilius, o véliau
tik auksciausiaji ONIOM sluoksnj [29].
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Toliau buvo optimizuojama BR biisenos retinalio suzadintos biisenos struktara, Siekiant
patikrinti, ar po suzadinimo yra deprotonuojama Sifo bazé ir gaunama 13-cis retinalio konfigiiracija.
Suzadintosios blisenos geometrijos optimizavimas i§ pradziy buvo atliekamas naudojant TD-DFT su
tuo paciu B3LYP funkcionalu ir cc-pVTZ baziniy funkcijy rinkiniu, taciau atlickant optimizacijg net
minimalioje (10-ies artimy struktdriniy grupiy) baltymo aplinkoje, vienas optimizacijos Zzingsnis
uztrukdavo tarp 5-10 valandy. Todél visi kiti suzadintosios biisenos optimizacijos skai¢iavimai buvo
atliekami naudojant B3LYP funkcionalg su paprastesniu cc-pVDZ baziniy funkcijy rinkiniy, kadangi
retinalio suzadintosios biisenos struktiros optimizacijos rezultatai be baltymo aplinkos bei minimalioje
baltymo aplinkoje sutapo su ankséiau gautais rezultatais naudojant B3LYP/cc-pVTZ. Aplinka, kaip ir
ankstesniuose skaiiavimuose, buvo apraSsoma PM6 metodika ir priskirta zemesniam ONIOM
sluoksniui.

Toliau sekanciuose suzadintosios biisenos retinalio struktiiros optimizacijos skaifiavimuose
buvo ple¢iama baltymo aplinkos sritis — paimtas pilnas pirmas aplinkos sluoksnis, véliau pridétas
antrasis sluoksnis, esantis 5-10 A spinduliu nuo retinalio, kuris, kaip ir anks¢iau, buvo jtrauktas j
atskirg, zemiausia ONIOM sluoksnj ir aprasytas UFF metodikos tikslumu. Véliau skaic¢iavimai buvo
pakartoti, leidziantis optimizuotis daliai bakteriorodopsino G spiralés grupiy, prijungty prie Lys216 bei
W402 vandens molekulei. Kadangi spiralés dalies, kuriai leidziama optimizuotis, didinimas nedavé
norimy rezultaty, toliau buvo didinamas skai¢iavimy tikslumas. Tolesni skai¢iavimai buvo vykdomi tik
su pirmo sluoksnio aplinka, taiau buvo praplésta sritis netoli aktyviojo centro ir Lys216 grupes,
pridedant 7 strukttirines grupes, priklausancias G spiralei. Galiausiai, skai¢iavimy tikslumas buvo dar
kartg padidintas jtraukiant dalj Lys216 ir keleta prie jo besijungianciy G spiralés struktiiry i atskirg
ONIOM vidurinj sluoksnj, kuris buvo apraSytas DFT metodikos B3LYP/cc-pVDZ.
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4.Rezultatai

4.1. Retinalio struktiira BR ir L fotociklo biisenose

Retinalio molekulés geometrija BR ir L biisenose, esant protonuotai ir neprotonuotai Sifo bazei,
buvo suoptimizuota be baltymo aplinkos, o véliau — baltymo aplinkoje, tam, kad bty jvertinta baltymo
aplinkos jtaka retinalio strukttrai. Gautos suoptimizuotos strukttiros suteikia ziniy apie tai, kokia yra
pradiné fotociklo eiga ir kaip jvyksta Sifo bazés deprotonavimas. Optimizuotos geometrijos struktiiros
taip pat véliau buvo panaudotos energijos pavirsiy skai¢iavimui.

Be baltymo aplinkos suoptimizuotos geometrijos retinalio molekulés dvisieniai kampai,
nusakantys molekulés geometrija ties Sifo baze (tarp Ci3 - C, atomy), yra pateikti 1 lenteléje. RETH ir
RET Zymi retinalj su atitinkamai protonuota ir neprotonuota Sifo baze, skliaustuose nurodyta fotociklo
busena (BR arba L). Lenteléje palyginimui taip pat yra jtraukti ir dviejy pradiniy (neoptimizuotos

geometrijos) strukttiry atitinkami dvisieniai kampai [29].

1 lentelé. Suoptimizuotos geometrijos retinalio dvisieniy kampy vertés, kai néra baltymo aplinkos

Struktara/kampas Y11-12-13-14 ¥12-13-14-15 | Y13-14-15-¢ | Y14-15-C¢ | Y15-C-e-5 | Y15-14-C¢
RETH(BR) (neopt.) 177,61 -156,85 | 178,95 -162,69 |-108,58 | 29,00
RETH(BR) 177,61 -156,85 | 178,95  |-162,69  |-147,60 |30,23
RET(BR) 177,61 -156,85 | 178,95 -162,69" |-141,39 | 29,08
RETH(L) (neopt.) 174,41 -107,90 | 175,81 146,41 |-126,62 | -56,60
RETH(L) 178,75 -107,90° | 175,81 146,41 |-126,62" | -51,61
RET(L) 166,41 -107,90° | 175,81 146,41 |-126,62" |-51,83
RETH (nefiks.) -179,55 -179,72  |-179,72  |-179,63 |-117,65 | 0,69
RET (nefiks.) -179,35 179,74  |-179,29  |-179,31 |-12654 |[1,21

" - kampo verté buvo uzfiksuota.

Atlikus retinalio molekulés geometrijos optimizacija be baltymo aplinkos ir nefiksavus
dvisieniy kampy yra gaunama, kad retinalio polieniné grandiné jgauna visiSkai ploks¢ig formg iki pat
N¢-C; rySio Lys216 dalyje. Tokia retinalio struktiira gaunama nepriklausomai nuo to, ar pradiné

struktira yra BR, ar L. Tiek protonuotos, tiek neprotonuotos Sifo bazés atveju gaunama beveik
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identiSka struktiira, pagrindinis skirtumas yra Lys216 grandinés dalies ties N.-C; rysiu atsilenkimo
kampas (atitinkamai -126,54° ir -117,65° protonuotoje ir neprotonuotoje struktiiroje) [29].

BR biisenos optimizuotoje retinalio strukttroje su fiksuotais dvisieniais kampais buvo
sékmingai iSlaikytas tai biisenai buidingas polieninés grandinés sulenkimas, tiek protonuotos, tiek
neprotonuotos Sifo bazés atvejais. L bisenos optimizuotoje retinalio struktiiroje su fiksuotais
dvisieniais kampais taip pat pavyko islaikyti budingg posikj ties C13=Cy4 dvigubu rySiu [29].

Baltymo aplinkoje suoptimizuotos geometrijos retinalio molekulés dvisieniai kampai,
nusakantys molekulés geometrija ties Sifo baze (tarp C13 - C, atomy), yra pateikti 2 lenteléje. Lenteléje
palyginimui yra jtraukti ir dviejy pradiniy (neoptimizuotos geometrijos) struktiiry atitinkami dvisieniai
kampai [29].

2 lentelé. Suoptimizuotos geometrijos retinalio dvisieniy kampu vertés, esant baltymo aplinkai
Struktiira/kampas Y11-12-13-14 | Y12-13-14-15 | Y13-14-15-¢ | Y14-15-C-¢ | Y15-C-e-8 Y15-14-c-¢
RETH(BR) (neopt.) 177,61 -156,85 178,95 -162,69 | -108,58 29,00
RETH(BR)+1SL 176,95 -153,34 173,51 -169,35 | -101,82 20,14
RET(BR)+1SL -172,79 -109,89 -167,95 174,03 -129,90 -10,95
RETH(L) (neopt.) 174,41 -107,90 175,81 146,41 -126,62 -56,60
RETH(L)+1SL 175,80 -154,83 170,62 -171,73 | -97,24 14,86
RETH(L)+2SL 175,36 -153,55 169,62 -169,91 | -101,81 16,65
RET(L)+1SL -174,48 -104,30 -168,64 169,86 -129,41 -18,35

Atlikus BR biisenos retinalio geometrijos optimizacijg pirmo sluoksnio baltymo aplinkoje
protonuotos Sifo bazés atveju buvo gauta, kad suoptimizuota struktiira yra artima neoptimizuotai
struktiirai, t.y., kristalografiniams duomenims. Gerai iSsilaiko BR biisenai biidinga deformacija — i§
lentelés galima matyti, kad Y12.13-14-15 dvisienio kampo verté skiriasi tik mazdaug 3°, lyginant su
pradine struktiira. Sifo bazés N-H rysio kryptis yra link W402 vandens molekulés, taip pat nukreipta
Siek tiek labiau 1 Asp212 puse, negu 1 Asp85. Tai sutampa su 1.2. skyrelyje iSsakytais pasteb¢jimais
apie BR biisenos retinalio struktiirg [29].

I§ atlikty BR bisenos retinalio geometrijos optimizacijy su protonuota Sifo baze, kai buvo
palaipsniui mazinamas baltymo aplinkos struktiiry skaiCius, buvo gauta, kad BR biisenai buidinga
deformacija yra islaikoma tik tais atvejais, kai yra bent $ios 9 struktirinés grupés - Val49, Asp85,
Trp86, Thr89, Thr90, Leu93, Tyrl85, Asp212, Ala215 ir vandens molekulé W402, esantys netoli
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retinalio Sifo bazés. Siame sarase esantys Trp86 ir W402 yra buve paminéti kaip esantys svarbiausi BR
btsenos retinalio deformacijai [10]. Toliau mazinant aplinkos elementy skai¢iy biidavo gaunamas
retinalis su arba pernelyg smarkiai deformuota polienine grandine, arba priesingai, visiskai plokscia
polienine grandine, analogiSka struktiiroje, kuri buvo gauta suoptimizavus retinalj be baltymo aplinkos
ir be fiksuoty dvisieniy kampy. Todél galima teigti, kad paminétos strukttrinés grupés yra reikalingos
islaikyti BR buisenoje budingai retinalio deformacijai [29].

Atlikus L bisenos retinalio geometrijos optimizacija pirmo sluoksnio baltymo aplinkoje
protonuotos Sifo bazés atveju, buvo gauta, kad suoptimizuota struktiira yra all-trans konfigiracijos ir
yra artima BR biisenos struktiirai, t.y., i$ kristalografiniy duomeny turima L biisenos retinalio struktiira
neissilaiko. Atlikti papildomi skaic¢iavimai jtraukus antrg baltymo aplinkos sluoksnj davé analogiska
rezultata [29].

BR biisenos neprotonuotos Sifo bazés atveju gauta optimizuota retinalio struktiira yra daug
artimesné L busenos retinalio struktiirai i§ kristalografiniy duomeny, negu BR, t.y., gaunama 13-cis
konfigtiracijos struktiira. C13=Cy4 dvigubo rySio posiikio verté yra -109,89° Sioje suoptimizuotoje
strukttiroje ir -107,90° neoptimizuotoje L buisenos struktiiroje [29].

Beveik identiska struktiira buvo gauta atlikus L biisenos retinalio geometrijos optimizacija
pirmo sluoksnio baltymo aplinkoje neprotonuotos Sifo bazés atveju. Suoptimizuota struktiira yra artima
L biisenos neoptimizuotai struktiirai: C13=C;4 dvigubo rySio postikio verté Siuo atveju yra -104,30°.
Optimizacijg pakartotinai atlikus su protonuota Asp85 grupe (simuliuojant bakteriorodopsino biisena,
jvykus pirmajam protono perna$os Zingsniui), buvo gauta apytiksliai tokia pati struktiira. Sis rezultatas
leidzia jtarti, 13-cis konfigtiracijos retinalio struktira, turima i§ kristalografiniy duomeny yra i$laikoma
tik tuo atveju, kai pradinis protono pernasos etapas i§ Sifo bazés | Asp85 jau yra jvykes [29].
Atsizvelgus ir j BR biisenos su neprotonuota Sifo baze optimizacijos rezultatg galima spéti, kad Sifo
baze yra deprotonuojama iskart po retinalio suzadinimo Sviesos kvantu.

Atlikus L biisenos retinalio geometrijos optimizacijas su neprotonuota Sifo baze, kai buvo
palaipsniui mazZinamas aplinkiniy baltymo strukttry skaicius, buvo nustatyta, kad L biisenai biidinga
struktira yra iSlaikoma tik tais atvejais, kai yra palieckamos bent Sios 9 struktirinés grupés - Val49,
Asp85, Trp86, Thr89, Thr90, Leu93, Tyrl185, Asp212, Ala215 ir vandens molekulé W402. Visos Sios
struktliros yra arti aktyviojo centro (arba yra aktyviojo centro dalys), be to, jos sutampa su
struktiromis, kurios yra reikalingos iSlaikyti BR busenai bidingoms deformacijoms, 0 tai patvirtina,
kad butent Sios baltymo dalys daro didziausig jtaka retinalio struktiirai bakteriorodopsine. Toliau
mazinant aplinkos struktiiry skaiciy, retinalio strukttira drastiSkai pasikei€ia. Pavyzdziui, paSalinus

Tyr185 arba Trp86 grupes, esancias atitinkamai iSorinéje ir citoplazminéje membranos pusése ties



21

mazdaug retinalio polieninés grandinés viduriu, didziausias deformacijas patiria biitent polieniné
grandiné (stipriai susilenkia link citoplazminés pusés). Pasalinus Val49 grupe, susidaro 11-cis retinalio
konformeras, t.y., jvyksta retinalio izomerizacija ties C11=C;, dvigubu rySiu. Pasalinus Leu93 grupe
retinalis grjzta j all-trans konfigtiracija, artimg optimizuotai retinalio struktarai be baltymo aplinkos.
Apibendrinant galima teigti, kad BR ir L busenoms islaikyti yra butina baltymo aplinka. BR
biisenos su protonuota Sifo baze ir L biisenos su neprotonuota Sifo baze struktiira yra nulemta 10-ies
artimos baltymo aplinkos struktiiriniy elementy - Val49, Asp85, Trp86, Thr89, Thr90, Leu93, Tyr185,
Asp212, Ala215 ir W402. Modeliuoti L biisenai su protonuota Sifo baze nepakanka dviejy aplinkos
sluoksniy ir reikia didinti skaiiavimo tikslumg. BR ir L biiseny su protonuota ir neprotonuota Sifo
baze optimizacijos rezultatai leidzia jtarti, kad L busenoje jau yra jvykusi protono pernasa j Asp85

grupe ir, kad Sifo bazé yra deprotonuojama netrukus po retinalio suzadinimo §viesa.

4.2. Retinalio energijos pavirsiai

Retinalio energijos pavirSiai buvo paskaiciuoti suoptimizuotoms struktiroms be baltymo
aplinkos (su nefiksuotais ir fiksuotais kampais) bei struktiroms, optimizuotoms pirmo sluoksnio
baltymo aplinkoje (apraSytoje PM6 metodikos tikslumu). IS energijos pavir§iy minimumy buvo
nustatytos potencialios stabilios struktiiros, kurios véliau buvo gautos optimizuojant minimalioje pirmo
sluoksnio baltymo aplinkoje.

Paskai¢iuoti vakuume optimizuotos BR biisenos retinalio su protonuota Sifo baze energijos
pavirsiai fiksuoty ir nefiksuoty dvisieniy kampy atvejais yra pateikti 6 pav. BR biisenoje retinalio
molekulei su protonuota Sifo baze, kurios geometrija buvo optimizuota nefiksuojant dvisieniy kampy,
yra biidinga pagrindinés ir pirmos suzadintos biisenos energijy simetrija S$iy biiseny energijos
minimumo, esanCio ties dvisienio kampo Yi5.14.c. = 0° verte, atzvilgiu. Tuo tarpu struktiiroje su
fiksuotais dvisieniais kampais tokios simetrijos nebelieka ir pagrindinés blisenos energijos minimumas

pasislenka 1 deSing puse per mazdaug 30°. Pirmojoje suzadintoje biisenoje atsiranda naujas
Minimumas, esantis ties mazdaug -50° dvisienio kampo yi5.14.c.¢ Verte, o antras minimumas, kaip ir

pagrindinés biisenos minimumo atveju, pasislenka ties mazdaug 30° verte [29].
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6 pav. BR biisenos retinalio struktiiros su protonuota Sifo baze pagrindinés (E0) ir pirmos suzadintos

(E1) biiseny energijy priklausomybé nuo dvisienio kampo Y15.14.¢-¢ €sant fiksuotiems (fiks.) ir

Energija (a.v.)
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nefiksuotiems (nefiks.) dvisieniams kampams [29]
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7 pav. BR biisenos retinalio struktiiros su neprotonuota Sifo baze pagrindinés (E0) ir pirmos suzadintos

(E1) biiseny energijy priklausomybé nuo dvisienio kampo Y15.14-c-¢ €sant fiksuotiems (fiks.) ir

nefiksuotiems (nefiks.) dvisieniams kampams [29]
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Vakuume optimizuotos BR biisenos retinalio su neprotonuota Sifo baze energijos pavirsiai
fiksuoty ir nefiksuoty dvisieniy kampy atvejais yra pateikti 7 pav. Analogiskai kaip ir protonuotos Sifo
bazés atveju, struktiirai, kuri buvo suoptimizuota nefiksuojant dvisieniy kampy, yra bidinga
pagrindinés ir pirmosios suzadintosios blisenos energijy simetrija $iy biiseny minimumo atzvilgiu, kuris
vél yra ties dvisienio Kampo Yis.14.¢ = 0° verte. Struktiiroje su fiksuotais dvisieniais kampais
pagrindinés ir pirmos suzadintosios biiseny minimumai yra pasislinke per mazdaug 30° i deSing pusg.
Ties dvisienio kampo Y15.14.¢. = 140° verte yra matoma kiiginé sankirta [29].

Vakuume optimizuotos L biisenos retinalio energijos pavirSiaus palyginimas su BR biisenos
retinaliu, esant protonuotai Sifo bazei ir fiksuotiems dvisieniams kampams, yra pateiktas 8 pav. L

busenoje pagrindinés energijos minimumas yra mazdaug ties dvisienio kampo Yis.14-c.e = -30° verte.

Pirmoji suZadinta biisena turi minimumg ties dvisienio kampo Y15.14-¢.¢ = -90° verte [29].
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8 pav. BR ir L biiseny retinalio struktiiry su protonuota Sifo baze pagrindiniy (E0) ir pirmy suzadinty
(E1) biiseny energijy priklausomybé nuo dvisienio kampo Y15.14-¢-¢ [29]

Vakuume optimizuotos L biisenos retinalio energijos pavirSiaus palyginimas su BR bisenos

retinaliu, esant neprotonuotai Sifo bazei ir fiksuotiems dvisieniams kampams, yra pateiktas 9 pav. L

busenoje pagrindinés biisenos energijos minimumas $iuo atveju vél yra ties dvisienio kampo Y15.14-¢-¢
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= -30° verte, taip pat yra dar vienas aukStesnés energijos minimumas apytiksliai ties y15.14.¢.c = -180°.

Pirmoji suzadinta biisena turi kelis minimumus: ties -100°, -30° ir 60° dvisienio kampo Yi5.14-c-¢

vertémis [29].
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9 pav. BR ir L biiseny retinalio struktiiry su neprotonuota Sifo baze pagrindiniy (E0) ir pirmy suzadinty
(E1) biiseny energijy priklausomybé nuo dvisienio kampo Y15.14-¢¢ [29].

Pirmo sluoksnio baltymo aplinkoje, suoptimizuoty BR ir L biiseny retinaliy struktiry energijos
pavirsiai protonuotos Sifo bazés atveju yra pavaizduoti 10 pav. Po optimizacijos gautos tiek BR, tiek ir
L busenos retinaliy struktiiros buvo labai artimos BR biisenos retinalio struktiirai i§ kristalografiniy
duomeny, todél ir gauti energijos pavirsiai yra beveik identiski, be to, labai artimi BR biisenos retinalio
energijos pavirsiui, kai buvo fiksuoti dvisieniai kampai ir protonuota Sifo bazé (7r. 6 arba 8 pav.).
Pagrindinéje bilisenoje yra vienas minimumas ties 20-30° dvisienio kampo Y15.14.¢.¢ vertémis. Pirmojoje

suzadintoje busenoje yra du minimumai ties -60° ir 30° Y15.14.c¢ vertémis. Maziausios suzadinimo

energijos vertés yra ties dvisienio kampo padétimi Y15.14.c.¢ = -60° ir yra lygios 0,49 eV ir 0,8 eV

atitinkamai BR ir L blisenos retinalio strukttroms [29].
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10 pav. BR ir L biiseny retinalio struktiiry su protonuota Sifo baze pagrindiniy (E0) ir pirmy suzadinty

(E1) biiseny energijy priklausomybé nuo dvisienio kampo Y15.14-c-¢ €sant baltymo aplinkai [29]
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Pirmo sluoksnio baltymo aplinkoje, suoptimizuoty BR ir L biiseny retinaliy struktiiry energijos
pavirsiai neprotonuotos Sifo bazés atveju yra pavaizduoti 11 pav. Po optimizacijos gautos tiek BR, tiek
ir L bisenos retinaliy struktiros buvo artimos L biisenos retinalio strukttrai i$ kristalografiniy
duomeny, todél ir Siuo atveju gauti energijos pavirsiai yra beveik identiSki. Pagrindinéje biisenoje yra
du energijos minimumai, kuriy padétys atitinka struktiiry su protonuota Sifo baze pirmujy suzadintyjy
bliseny minimumy padétis, t.y., ties -60° ir 30° Yi5.14.c.¢ vertémis (plg. su 10 pav.). Pirmojoje
suzadintoje busenoje yra vienas minimumas ties Y15.14-c.¢ = -30° verte. Maziausia suZadinimo energija
yra 0,31 eV ties ta pacia dvisienio kampo verte [29].

Siuose energijos pavirSiuose stebimi pagrindinése biisenose matomi du minimumai buvo
patikrinti optimizuojant BR ir L struktiiras su neprotonuota Sifo baze minimalioje baltymo aplinkoje,
t.y., paliekant tik anksCiau nustatytas 10 baltymo strukttiriniy grupiy, turin¢iy didziausig jtaka retinalio
struktiirai. Siy suoptimizuotos geometrijos retinalio molekuliy dvisieniai kampai, apibaidinantys
retinalio struktirg ties aktyviuoju centru (tarp Ciz - C. atomy), yra pateikti 3 lentelé¢je. Lenteléje
palyginimui yra jtraukti ir dviejy pradiniy (neoptimizuotos geometrijos) struktiry atitinkami dvisieniai

kampai.

3 lentelé. Suoptimizuotos geometrijos retinalio molekulés dvisieniy kampuy vertés, esant
minimaliai baltymo aplinkai

Struktiira/kampas V11-12-13-14 | V12-13-14-15 | V13-14-15-¢ | V14-15-C¢ | Y15-Ce-5 | Y15-14-C¢
RETH(BR) (neopt.) 177,61 -156,85 178,95 -162,69 | -108,58 29,00
RET(BR) 170,69 -151,37 173,55 -171,31 | -101,60 16,45
RET(BR) (pasuktas i L) -179,78 | -106,79 | 172,74 -169,16 | -134,08 | 20,56
RETH(L) (neopt.) 174,41 -107,90 175,81 146,41 -126,62 -56,60
RET(L) -177,76 -110.86 -175.08 138.21 -95.77 -55.75
RET(L) (pasuktas j BR) -179,55 | -17281 |-176,18 |-179,9 |[-133,53 |[0,18

Optimizuojant BR struktiira yra i§laikoma $iai biisenai biidinga strukttra. Dvisienio kampo y12-

13-14-15 verté optimizuotoje struktiiroje yra -151,37°, o tai yra artima §io kampo vertei BR biisenos
kristalografiniuose duomenyse (-156,85°). Dirbtinai pasukus keleta atomuy, esanéiy arti Sifo bazés taip,
kad strukttra biity panasi | L biisenos struktiirg ir pakartojus optimizacijg buvo gauta, kad retinalis

negrijzta | ankstesng all-trans konfigtiracija. Gauta struktiira yra panasi j L biisenos struktiirg. Gaunama
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ypac¢ artima Y12-13-14-15 dvisienio kampo verté, atitinkanti C13=C14 dvigubo rySio posikio kampa (-
106,79° optimizuotoje struktiiroje ir -107,90° L biisenos struktiiroje i$ kristalografiniy duomeny).

Analogigkai, optimizuojant L biisenos retinalio struktiira su neprotonuota Sifo baze minimalioje
baltymo aplinkoje yra gaunama, kad iSsilaiko L busenai buidinga struktiira (13-cis konfigtracija).
Pakartotinai atlikus optimizacija, prie§ tai dirbtinai pasukus atomus j apytiksliai BR biisenai biidinga
struktiirg, buvo gauta, kad tokia struktiira taipogi iSsilaiko. Taciau Siuo atveju gauta optimizuota
struktiira yra labiau ploks¢ia, negu BR struktiira i$ kristalografiniy duomeny, ir yra gana artima
retinalio struktiirai, optimizuotai be baltymo aplinkos.

Apibendrinant, baltymo aplinkoje optimizuotiems BR ir L biiseny retinaliams su protonuota
Sifo baze yra biidingas tik vienas pagrindinés biisenos energijos minimumas, ties dvisieniu kampu y1s.
14-¢¢ = 30° ir du suzadintosios busenos minimumai, ties Y15.14-c.¢ = 30° ir Y15.14-c.¢ = -60°. Baltymo
aplinkoje optimizuotiems BR ir L biiseny retinaliams su neprotonuota Sifo baze yra badingi du
pagrindinés biisenos energijos minimumai, ties dvisieniais kampais Y15.14-c.¢ = 30° ir Y15.14.¢¢ = -60°.
Sj rezultata patvirtina atliktos optimizacijos - retinalio molekulé su neprotonuota Sifo baze baltymo
aplinkoje turi du minimumus, nepriklausomai nuo to, ar naudojami BR ar L biisenos kristalografiniai

duomenys.

4.3. Suzadintos buisenos retinalio modeliavimas

Retinalio geometrijos optimizavimo baltymo aplinkoje rezultatai rodo, kad L biisenai biidinga
retinalio struktiira yra gaunama tik tuo atveju, kada yra neprotonuota Sifo bazé, nepriklausomai nuo to,
ar buvo optimizuojama BR ar L struktiira. Todél buvo atliktos retinalio suZadintos blisenos geometrijos
optimizacijos, siekiant patikrinti, ar po suzadinimo yra deprotonuojama Sifo bazé ir gaunama 13-cis
retinalio konfigiiracija.

Atlikus BR biisenos retinalio suzadintos bisenos geometrijos optimizacijg be baltymo aplinkos
yra gaunama, jog izomerizacija jvyksta ties retinalio p-jonono Ziedu. Ziedo padétis tampa apytiksliai
statmena retinalio polieninei grandinei, t.y., Cs-C; rysio postkio kampas pakinta nuo 176,3° iki 89,8°.
Be to, kaip ir optimizuojant pagrinding biiseng be baltymo aplinkos, polieniné grandiné jgauna visiskai
plokscig formg ir BR biisenoje stebimas polieninei grandinei budingas i§linkimas neislieka.

Atlikus BR biisenos retinalio suzadintos blisenos geometrijos optimizacijg minimalioje 10-ies
aplinkiniy baltymo grupiy aplinkoje, buvo gauta, kad jvyksta retinalio izomerizacija ties C11=Ci

dvigubu rysiu. Sio ry$io posikio kampas pakinta nuo -163,5° iki 88,6°, be to, susilenkia retinalio
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polieninés grandinés dalis, esanti arti B-jonono ziedo. Kadangi pagrindiniai atomy persitvarkymai
jvyksta ties pasirinktos minimalios baltymo aplinkos kraStu (B-jonono ziedas ir polieninés grandinés
dalis, iki Cy1; atomo yra neapsupti jokiy baltymo aplinkos struktiiriniy grupiy), galima jtarti, kad Sis
rezultatas yra bent 1§ dalies nulemtas pasirinktos per mazos baltymo aplinkos.

Skaiciavimus pakartojus paimant pilng pirmo sluoksnio baltymo aplinkos sluoksnj buvo gauta,
kad retinalio struktira beveik nesipakeifia. Stebimi pokyciai yra minimalls, pavyzdziui, C13=Ciy
dvigubo rysio posikio verté pakinta nuo -153,3° iki -150°. Atstumas tarp Sifo bazés azoto atomo ir
vandenilio padidéja nuo 1,045 A iki 1,054 A.

Skaic¢iavimus pakartojus pridéjus antrg baltymo aplinkos sluoksnj yra gaunama, kad jvyksta
retinalio izomerizacija ties Cyo-Cy1 rySiu — posiikio kampas pasikei¢ia nuo 178,8° iki -96,8°. Taciau
Lys216 grupéje padidéja atstumas tarp dviejy anglies atomy (einanciy link Val217 grupés) nuo 1,3 A
iki 1,69 A ir nutriiksta cheminis ry8ys, t.y., nutriiksta baltymo spiralé. Kaip jau buvo minéta 1.4.
skyrelyje, kai kurie bakteriorodopsino fotociklo modeliai [5] teigia, kad C ir G spiraliy poslinkiai gali
biiti labai svarbiis inicijuojant protono pernasa i3 Sifo bazés j Asp85. Kadangi Lys216 ir Val217 grupés
priklauso G spiralei, galima numanyti, kad cheminio rySio nutraukimas rodo, jog spiralé nori
pasislinkti. Todél tolesniuose suzadintos blisenos geometrijos optimizacijos skai¢iavimuose daliai G
spiralés grupiy, esanciy arciausiai retinalio, buvo taip pat leidZziama optimizuotis.

Atlikus skai¢iavimus su pirmo sluoksnio baltymo aplinka ir leidus optimizuotis Siame
sluoksnyje esanciai G spiralés daliai (Siuo atveju tai yra tik Lys216 ir Ala215 grupés), gautas rezultatas
yra panasus ] prie$ tai buvusj — jvyko retinalio izomerizacija ties C10-C11 rySiu ir Siuo atveju posukio
kampas pasieké -98,3° verte. Tadiau retinalio dalis prie Sifo bazés yra smarkiai deformuota, ir G
spiralés dalis atsilenké gana dideliu kampu. Pakartojus §j skai¢iavima ir papildomai leidus optimizuotis
WA402 vandens molekulei, gaunama beveik identiska struktiira. Atstumas tarp Sifo bazés vandenilio ir
W402 deguonies atomo sumaZéjo nezymiai, nuo 1,94 A iki 1,89 A.

Atlikus skai¢iavimus su dviem baltymo aplinkos sluoksniais ir leidus optimizuotis Siuose
sluoksniuose esanciai G spiralés daliai (Leu207, Phe208, Met209, Val210, Leu21l, Asp212, Val213,
Ser214, Ala215, Lys216, Val217, Gly218, Phe219, Gly220 grupés), gaunama, kad jvyksta reikSmingi
pokyciai G spiraléje. Nutriiksta cheminis rySys tarp dviejy Ala215 anglies atomy (atstumas tarp jy
isauga nuo 1,52 A iki didesnio nei 2,2 A), todél toliau $is skai¢iavimas nebuvo tesiamas. Pakartojus §j
skai¢iavimg papildomai leidZiant optimizuotis W402 molekulei, gaunamas analogiskas rezultatas. Tuo
tarpu atstumas tarp Sifo bazés vandenilio ir W402 pastebimai sumazéjo (iki 1,63 A).

Atlikus geometrijos optimizacijas pirmo sluoksnio aplinkoje, su iSplésta sritimi netoli aktyvioji

centro, be retinalio leidziant papildomai optimizuotis vienai, dviem arba trims G spiralés grupéms j abi
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puses nuo Lys216 grupés, buvo gauta, kad visais trim atvejais rezultatai yra labai panasis. Retinalis
izomerizuojasi ties Cy0-C1; rysiu, posiikio kampo vertés visais atvejais tarp -99° ir -101°. Baltymo
spiralé visais atvejais nutriiksta toje pacioje vietoje — atstumas tarp Lys216 anglies atomy, einanciy link
Val217 grupés, isauga net iki 3 A. Skai¢iavimy tiksluma toliau padidinus, jtraukiant dalj G spiralés j
atskirg DFT sluoksnj (po 1 arba 2 grupes j abi puses nuo Lys216), buvo gaunami analogiski rezultatai.
Apibendrinant, suzadintos biisenos retinalio modeliavimo rezultatai rodo, kad kai yra
jtraukiamas pakankamas baltymo aplinkos sluoksnis, suzadintas retinalis yra labiausiai linkes
izomerizuotis ties C10-Cy; rySiu, ta¢iau yra nutraukiama baltymo G spiralé, o to negali bati, lyginant su
kristalografiniais duomenimis. PanasSu, kad norint gauti 13-cis konfigiiracijos konformera, kuris yra
matomas kristalografiniuose duomenyse, reikalingi skai¢iavimai, tiksliau aprasantys artimg baltymo

aplinka.
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Pagrindiniai rezultatai ir iSvados

BR biisenos su protonuota Sifo baze ir L biisenos su neprotonuota Sifo baze struktira yra
nulemta 10-ies artimos baltymo aplinkos struktiiriniy elementy - Val49, Asp85, Trp86, Thr89, Thr90,
Leu93, Tyrl85, Asp212, Ala215 ir W402. Modeliuoti L biisenai su protonuota Sifo baze nepakanka
dviejy aplinkos sluoksniy, todél yra reikalingas didesnis skaiCiavimy tikslumas. BR ir L biiseny su
protonuota ir neprotonuota Sifo baze optimizacijos rezultatai leidZia manyti, kad L basenoje jau yra
jivykusi protono pernasa j Asp85 grupe ir, kad Sifo bazé yra deprotonuojama netrukus po retinalio
suzadinimo Sviesa.

Baltymo aplinkoje optimizuotiems BR ir L biiseny retinaliams su protonuota Sifo baze yra
budingas vienas pagrindinés biisenos energijos minimumas, ties dvisieniu kampu Y15.14-¢.¢ = 30° ir du
suzadintosios bilisenos minimumai, ties Yi5.14.c¢ = 30° ir Yi5.14.c¢ = -60°. Baltymo aplinkoje
optimizuotiems BR ir L biiseny retinaliams su neprotonuota Sifo baze yra badingi du pagrindinés
blisenos energijos minimumai, ties dvisieniais kampais Yi5.14-c.¢ = 30° ir Y15.14.c¢ = -60°. Siuos
minimumus atitinkanc¢ios struktiiros yra gaunamos Optimizuojant retinalio molekul¢ su neprotonuota
Sifo baze minimalioje pirmo sluoksnio baltymo aplinkoje.

Modeliuojant suzadintg retinalio biiseng baltymo aplinkoje, retinalis izomerizuojasi ties C19-C11
ry$iu, taciau reikSmingai pakinta baltymo G spiralé, o to negali buti, lyginant su kristalografiniais
duomenimis. Norint gauti 13-cis konfigiiracijos konformerg, kuris yra matomas kristalografiniuose

duomenyse, reikalingi detalesni skaic¢iavimai, tiksliau aprasantys baltymo aplinka.
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Summary

Karolis Jasinevicius

MODELING RETINAL MOLECULE STRUCTURE FOR THE PRIMARY PHOTOCYCLE OF
BACTERIORHODOPSIN

Bacteriorhodopsin is the simplest known light driven proton pump. It was discovered almost
four decades ago in the purple membrane of Halobacterium salinarum. The protein consists of seven
transmembrane helices, A through G. It contains a chromophore all-trans retinal which is covalently
bounded to Lys216 via a protonated Schiff base linkage. Photoexcitation of the chromophore initiates a
photocycle which involves several intermediate states labeled as J, K, L, M, N, and O. After the O state
it returns to the initial bR state.

There are eighty four X-ray diffraction, six electron diffraction and three NMR structures of
bacteriorhodopsin deposited in the protein data bank. The general features of the proton transport
mechanism are now understood. However, there are some difficulties getting a more detailed
understanding of the mechanism. First, there are some significant differences in the x-ray diffraction
structures of the early intermediates of the photocycle. Secondly, it is difficult to model these large
molecular systems like retinal in bacteriorhodopsin with high accuracy. Nowadays some quantum
chemistry methods, such as density functional theory (DFT), along with the use of supercomputer
resources, allow modeling of large molecular structures and proteins

The aim of this work is to use DFT methods to model the retinal molecule structures for the
ground and excited states in the primary photocycle in bacteriorhodopsin by taking into account the
influence of the protein environment to these structures. Finally, to calculate energy surfaces for them.

Using DFT method with B3LYP functional and cc-pVTZ basis set, we optimized the structures
of retinal in BR and L states which were obtained from the x-ray crystallography data. The structures
were optimized using ONIOM method where protein environment was in different layers. The protein
was modeled with semi-empirical PM6 method. Energy surfaces were calculated. Using TD-DFT
method with B3LYP functional and cc-pVDZ basis set, we modeled the structure of excited state
retinal also.

Conclusions of our work:
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= The structures of BR state retinal with protonated Schiff base and L state retinal with
deprotonated Schiff base are determined by 10 residues from the close environment of the protein:
Val49, Asp85, Trp86, Thr89, Thro0, Leu93, Tyrl85, Asp212, Ala215 and the water molecule
W402. First and second layers of protein residues are insufficient for modeling the ground state
minimum of L state retinal with protonated Schiff base. From the calculations with the protonated
and deprotonated Schiff base we can suspect, that in the L state of the photocycle the proton transfer
to Asp85 has already happened and that Schiff base loses its proton shortly after photoexcitation of
retinal chromophore.

= There is one minimum of the ground state energy in optimized BR and L states with the

protonated Schiff base. The dihedral angle Y15 14.¢.¢ value is 30° for the ground state minimum and

dihedral angle values are Y15.14-c¢ = 30° and Y15.14.¢.¢ = -60° for the two minima in the first excited
state. There are two minima in the ground state energy for BR and L states retinal with the
deprotonated Schiff base: the dihedral angle values are y15.14-c.e = 30° and Y15.14.¢. = -60°. The

structures, corresponding to these minima are successfully obtained by performing optimizations of
retinal with deprotonated Schiff base in the minimal first layers of the protein residues.

= Retinal molecule isomerizes around the C10-C1; bond during optimizations of the excited state
structure with the protein environment, however chemical bonds break in helix G. Calculations with
more precise description of the protein environment need to be done, in order to get good agreement

with experimental data.
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Santrauka

Karolis Jasinevicius

PRADINIU BAKTERIORODOPSINO FOTOCIKLO BUSENU RETINALIO MOLEKULES
MODELIAVIMAS

Bakteriorodopsino baltymas yra paprasCiausia i§ visy zZinomy $viesa varomy protony pompy,
kuri buvo aptikta prie$ beveik keturis deSimtmecius Halobacterium salinarum bakterijy purpurinése
membranose. Bakteriorodopsino baltymg sudaro septynios transmembraninés spiralés, zymimos
raidémis A-G, tarp kuriy yra chromoforas — retinalio molekulé, kovalentiSkai susijungusi su lizino
(Lys216) grupe per protonuota Sifo baze. Chromoforo suzadinimas $viesa inicijuoja fotocikla, kuris
apima kelias tarpines biisenas, Zymimas raidémis J, K, L, M, N ir O, po kuriy bakteriorodopsinas grjzta
1 prading BR biisena.

Baltymy Duomeny Banke (PDB) §iuo metu yra 84 rentgeno spinduliy difrakcijos, 6 elektrony
difrakcijos ir 3 NMR bakteriorodopsino struktiiros. Siy struktiiry déka, pagrindinés protono pernasos
protono pernasos mechanizmg. Visy pirma, i$ rentgeno kristalografijos duomeny turimos ankstyvyjy
fotociklo biiseny struktiiros turi reikSmingy skirtumy. Antra, yra sudétinga dideliu tikslumu modeliuoti
tokias dideles molekulines sistemas, kaip retinalis bakteriorodopsino baltyme. Taciau tokie kvantinés
chemijos metodai, kaip tankio funkcionalo teorija (DFT), panaudojant superkompiuteriy resursus, $iuo
metu leidZia modeliuoti ir dideles molekulines struktiiras.

Todél Sio darbo tikslas yra naudojantis DFT metodika sumodeliuoti retinalio molekulés
pagrindinés ir suzadintos biiseny struktiiras pradiniame bakteriorodopsino fotocikle, nustatyti baltymo
aplinkos jtaka Sioms strukttiroms ir suskai¢iuoti jy energijos pavirsius.

Panaudojant DFT metodika su B3LYP funkcionalu ir cc-pVTZ baziniy funkcijy rinkiniu, buvo
suoptimizuotos i$ rentgeno kristalografijos gautos BR ir L biiseny retinalio struktiiros. Panaudojant
ONIOM metoda tos pacios struktiiros buvo suoptimizuotos pirmo sluoksnio baltymo aplinkoje,
aplinkos apraSymui naudojant pusempir¢ PM6 metodika. Optimizuotoms struktiroms buvo
paskaiCiuoti energijos pavirSiai. Naudojant TD-DFT metodikg su B3LYP funkcionalu ir cc-pVDZ
baziniy funkcijy rinkiniu, buvo modeliuojama suzadintos biisenos retinalio struktiira.

Sio darbo 1§vados:
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. BR biisenos su protonuota Sifo baze ir L biisenos su neprotonuota Sifo baze struktira yra
nulemta 10-ies artimos baltymo aplinkos struktiriniy elementy - Val49, Asp85, Trp86, Thr89, Thro0,
Leu93, Tyr185, Asp212, Ala215 ir W402. Modeliuoti L biisenai su protonuota Sifo baze nepakanka
dviejy aplinkos sluoksniy, tod¢l yra reikalingas didesnis skai¢iavimy tikslumas. BR ir L biiseny su
protonuota ir neprotonuota Sifo baze optimizacijos rezultatai leidzia manyti, kad L bisenoje jau yra
jvykusi protono pernasa j Asp85 grupe ir, kad Sifo bazé yra deprotonuojama netrukus po retinalio
suzadinimo Sviesa.

. Baltymo aplinkoje optimizuotiems BR ir L biseny retinaliams su protonuota Sifo baze yra
budingas vienas pagrindinés biisenos energijos minimumas, ties dvisieniu kampu Y15.14-¢.¢ = 30° ir du
suzadintosios blisenos minimumai, ties Yi5.14-c¢ = 30° ir Yi5.14.c¢ = -60°. Baltymo aplinkoje
optimizuotiems BR ir L biiseny retinaliams su neprotonuota Sifo baze yra budingi du pagrindinés
biisenos energijos minimumai, ties dvisieniais kampais Y15.14.c.c = 30° ir Y15.04.c¢ = -60°. Siuos
minimumus atitinkancios struktiiros yra gaunamos optimizuojant retinalio molekule su neprotonuota
Sifo baze minimalioje pirmo sluoksnio baltymo aplinkoje.

. Modeliuojant suzadintg retinalio biiseng baltymo aplinkoje, retinalis izomerizuojasi ties C19-C11
ry$iu, taciau reikSmingai pakinta baltymo G spiralé, o to negali buti, lyginant su kristalografiniais
duomenimis. Norint gauti 13-cis konfigiiracijos konformera, kuris yra matomas kristalografiniuose

duomenyse, reikalingi detalesni skai¢iavimai, tiksliau aprasantys baltymo aplinka.



