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Capitolul I. Introducere generala

Incilzirea globala este una dintre cele mai presante probleme ale umanitatii din secolul XXI.
Acest fenomen poate fi definit ca o crestere a temperaturilor medii pe glob la nivelul atmosferei si al
suprafetei marii. Atmosfera pdmantului, din perioada preistoricd, a actionat ca o serd pentru a capta
caldura de la Soare, asigurand astfel o temperatura pozitiva compatibild cu aparitia si evolutia vietii
pe Pamant. Chiar daca acesta nu este un fenomen nou in istoria geologica a Pdmantului, fiind raportate
mai multe evenimente glaciare, tendinta actuald de incalzire are o semnificatie deosebita datoritd
ritmului rapid cu care are loc. Astfel, temperatura medie a suprafetei Pamantului in 2017 a crescut cu
aproape 1 grad Celsius fatd de epoca preindustriald, ca rezultat al activitatilor si emisiilor antropice
(Grupul Bancii Mondiale, 2020). Unul dintre pilonii cheie recunoscuti de Uniunea Europeana ca fiind
esential pentru atingerea statutului unei societati neutre din punct de vedere climatic este energia
regenerabild. Astazi, aproximativ 40% din energia din Europa provine din energie regenerabild, in
principal din energie solara si eoliana. Prin implementarea strategiei Green Deal, UE isi propune ca
peste 80% din energia totald utilizatd la mijlocul secolului va proveni din energie regenerabila.
Conform limitei Shockley-Queisser (SQ) (limita de eficientd radiativd), eficienta celulelor
fotovoltaice actuale este foarte aproape de randamentul lor teoretic. Depasirea barierei Shockley-
Queisser si imbundtatirea eficientei conversiei celulelor solare conventionale nu este o sarcina banala,
o0 posibila solutie poate proveni de la naturd (Scholes, 2011). Unul dintre cele mai eficiente mecanisme
ce valorifica energia Soarelui este fotosinteza, un mecanism metabolic complex dezvoltat in natura
de-a lungul a miliarde de ani.

Fotosinteza oxigenica este procesul fundamental responsabil pentru existenta vietii pe Pamant,
acesta asigurand atat compusii organici, sintetizati din apa si CO, atmosferic, prin folosirea luminii ca
sursa de energie, cat si oxigenul ca produs secundar al aceluiasi set de reactii. Acest proces poate fi
definit ca fiind unul metabolic, in care energia solara este captata si stocata de un organism, in vederea
folosirii acestei energii pentru alimentarea tuturor procesele celulare (Blankenship, 2002). Fotosinteza
oxigenicd a aparut acum aproximativ 3 miliarde de ani si a avut un impact major, schimband toate
procesele energetice ale vietii. Pentru a constientiza mai bine importanta acestui proces, trebuie sa
intelegem ca@ majoritatea resurselor noastre alimentare si energetice au fost dezvoltate folosind energia
solara captata in timpul fotosintezei. Principiul acestui procedeu este destul de simplu, si anume,
absorbtia energiei solare de catre o molecula de clorofild si generarea unui gradient de protoni care
este folosit ca fortda motrice pentru sintetizarea moleculei energetice universale a celulelor vii,

respectiv adenozina trifosfat (ATP) (Xiong si Bauer, 2002).



Primul si probabil cel mai limitant pas al fotosintezei, indiferent de tip, este recoltarea si
transferul energiei solare citre centrele de reactie. In acest proces care se desfasoard in complexe
pigment-proteine inalt specializate, energia solard este captata si ulterior transferatd cu viteza mare (1-
100 ps) citre centrele de reactie. Intregul proces se bazeazi pe transferul unidirectional al energiei
electronilor intr-o retea de cromofori (pigmenti), tinta finala fiind perechea speciala de clorofila din
miezul centrelor de reactie (Croce si colab., 2018). Forma, dimensiunea, decalajul de energie si
punctele de absorbtie determind modul in care apoproteinele moduleazd interactiunile dintre
cromofori. Recoltarea luminii poate fi privita ca un proces in doua etape, unde, in primul rand, fotonii
solari sunt absorbiti de cromoforii moleculari, care stocheaza energia intr-o stare electronica excitata,
urmata de transportul energiei, prin transferul de energie rezonanta Forster, intra si inter proteic, pana
cand atinge tinta (Mirkovic si colab., 2017). Scopul principal al antenei de colecatare a energiei solare,
este extinderea spectrelor din care fototrofele sunt capabile sa se absoarba, conferindu-le astfel un
avantaj adaptativ intr-un mediu aflat in continua schimbare.

Ficobilisomii, care se regasesc in cianobacterii, alge rosii si glaucofite, sunt al doilea cel mai
mare complex de tip antena colectoare a energie solare (LHA), dupd clorozomi, cu o greutate
moleculara cuprinsd intre 1 MDa si 18 MD avand dimensiuni de pana la 68 x 45 % 39 nm. Acest
complex se gaseste intr-o varietate de forme, de la hemidiscoidal si hemielipsoidal pana la o forma de
tip bloc, putand fi segregate din punct de vedere structural si functional in doud compartimente, un
miez cilindric din care radiazad mai multe tije de discuri stivuite (MacColl, 1998). Nucleul variaza intr-
o maniera dependenta de specie, de la forma bicilindrica si tricilindrica pana la forma pentacilindrica,
dar este intotdeauna alcatuit din discuri de aloficocianind (APC) pastrate impreund de polipeptide de
legatura. Tijele sunt asamblate din discuri hexamerice de ficocianina (PC), iar in unele tulpini de
discuri de ficocianind si ficoeritrind (PE), cea din urma fiind localizata distal de PC (Adir, 2005).
Tijele sunt asamblate si atasate la miezul de APC de polipeptide de legatura specifice (Mullineaux,
2008). Chiar daca studiile structurale ale ficobilisomului dateaza inca din 1960, fiind realizate in
cadrul grupurile lui Gantt, Glazer si Bryant, pdna de curand, au fost disponibile doar structuri de
rezolutie scazuta obtinute prin tehnica de microscopie electronica a proteinelor prin coloratie negativa
(Yi si colab., 2005; Chang si colab. , 2015). Zhang si colab. (2017) a reusit sd obtina prima structura
de inaltd rezolutie (3,5 A) a ficobilisomului de la Griffithsia pacifica in 2017. De atunci, o alti
structura de inalta rezolutie a fost rezolvata pentru ficobilisomul de la Porphyridium purpureum de
catre Ma et al., (2020). Ambele structuri rezolvate ale ficobilisomilor provin de la algele rosii, ceea ce
inseamnd cd structura PBS cianobacteriand este incd nerezolvata la o rezolutie suficient de ridicata,

incat sa permitd construirea modelului atomic.



Capitolul I1. Scopul si obiectivele tezei

Scopul principal al acestei teze a fost explorarea caracteristicilor structurale ale ficobilisomilor
cianobacterieni la rezolutia sub-nanometrica in vederea dezvaluirii arhitecturii sale de baza, largind
astfel intelegerea noastra a principiilor dupa care se ghideaza atit procesul de asamblare, cat si functia
acestui ,,gigant” macromolecular. Consideram ca realizarea cu succes a acestor studii va oferi
informatii noi si interesante despre modul in care fotosinteza valorifica energia solara.

Pentru a atinge cu succes acest obiectiv ambitios, am definit cinci obiective operationale, si
anume:
a) dezvoltarea unei metode de purificare adecvata si de vizualizare a ficobilisomilor cianobacterieni;
b) analiza dinamicii transferului de energie in interiorul ficobilisomilor;
¢) identificarea si caracterizarea componentelor moleculare ale ficobilisomului cianobacterian;
d) analiza heterogenitatii conformationale a ficobilisomilor si identificarea unui specimen adecvat
analizei crio-electron microscopice;
e) analiza 3D a structurii ficobilisome folosind microscopia electronica criogenica Tmpreuna cu
analizd de particule unice.

Aceste obiective au fost abordate pe larg in capitole dedicate.

Capitolul I1I. Purificarea ficobilisomilor si optimizarea coloratiei negative

{Acest capitol a fost publicat partial ca Porav, A. S., Bocaneala, M., Falamas, A., Bogdan, D. F,
Barbu-Tudoran, L., Hegedus, A., & Dragos, N. (2020). Sequential aqueous two-phase system for
simultaneous purification of cyanobacterial phycobiliproteins. Bioresource Technology, 315, 123794.
doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123794}

1. Introducere

Ansamblele biomolecular, cunoscute si sub numele de complexe macromoleculare sau masini
moleculare, indeplinesc o gama larga de functii biologice. Acestea sunt asamblate in mod ordonat si
alcatuite din doud pana la cateva mii de subunitdti individuale, incluzand ADN, ARN, proteine si
lipide (Scarff si colab., 2018). Aceste masini moleculare sunt mentinute impreund de legéturi
covalente sau interactiuni proteine-proteine slabe, si de obicei, suferd modificdri conformationale
pentru a-si indeplini functia. Elucidarea structurii acestor nano-masinarii este cruciald pentru
intelegerea functiei lor celulare si a modului in care celulele functioneaza atat mod normal, cat si in
cazul unor afectiunii (Chang si colab., 2015). Din punct de vedere al localizarii, aceste masini pot fi

clasificate in trei categorii: proteine solubile, care se gasesc in citoplasma sau nucleu; proteine de



membrand, gasite ancorate sau complet Incorporate n diferite membrane celulare; si proteine asociate
matricii extracelulare (Beck si Baumaister, 2016). Indiferent de metoda selectata pentru investigarea
structurald, aceste complexe trebuie obtinute intr-o stare extrem de purd, fara a afecta insa structura
sau functia acestora. Ficobilisomii sunt complexe extrem de sensibile, care sunt relativ stabile intr-un
tampon cu tarie ionica mare bazat pe fosfati (Gantt, 1975). Datorita cerintelor speciale de stabilitate,
PBS sunt tinte dificile atat pentru analiza prin coloratie negativa, cat si pentru crio-microscopia
electronica. Pentru coloratia negativa, dezavantajul major este prezenta in concentratiec mare a
fosfatului, care reactioneaza puternic cu sarurile de uraniu formand precipitate. Pentru crio-EM,
problema este reprezentatd de taria ionica a tamponului (1 M), care impiedicd formarea de gheatd
vitrificatd, aceasta fiind similara cu starea cristalina si zaharoza. De asemenea, prezenta in concentratii
mari a fosfatului creste zgomotul de fond al imaginilor, ceea ce face aproape imposibila identificarea
complexelor proteice. PBS este unul dintre cele mai bune exemple de complexe supramoleculare care
sunt biochimic pure, dar structural, prezintd variabilitate compozitionald. Acest lucru se datoreaza
compozitiei globale a PBS, care este asamblat din subunitéti identice si, prin urmare, absenta sau
prezenta uneia sau mai multor subunitati identice nu pot fi identificate prin metode biochimice
standard, cum ar fi electroforeza in gel de poliacrilamida cu sodiu dodecil sulfat (SDS-PAGE).

Aici, ne-am propus sa dezvoltdim si sa optimizdm o metodologie de investigare a
caracteristicilor structurale si functionale ale ficobilisomilor cianobacterieni. Procesul de optimizare
a urmat trei etape majore: dezvoltarea unei metode adecvate pentru purificarea PBS, optimizarea

coloratiei negative si optimizarea procesului de vitrificare.

2. Materiale si metode

e Am folosit patru tulpini cianobacteriene diferite, Arthrospira platensis tulpina AICB 49,
Cronbergia sp. tulpina AICB 1097, Coelomoron pussilum tulpina AICB 1012 si Fremyella
diplosiphon tulpina UTEX 481. Acestea fiind achizitionate de la Colectia de alge si cianobacterii
a Institutului de Cercetdri Biologice din Cluj-Napoca (Dragos si colab., 1997). Tulpini
cianobacteriene au fost alese pentru aceste investigatii, datorita particularitatilor ficobilisomilor.

e Ficobilisomii s-au purificat utilizidnd doua abordari: a) una presupunand dezvoltarea unui sistem
apos bifazic, bazat pe fosfat de potasiu si PEG, si b) centrifugarea in gradient de zaharoza. Probele
obtinute prin ambele metode au fost supuse unei alte etape de purificare, si anume cromatografia

de excluziune sterica.



e Puritatea PBS si integritatea functionald au fost investigate folosind SDS-PAGE si tehnicile
spectroscopice de absorbtie si de fluorescenta.

e Procedura optimizata de colorare negativa pentru vizualizarea PBS a fost adaptata de la Arteni si

colab. (2008) cu mai multe modificari.

3. Rezultate si discutii

Pentru a explora eficacitatea purificarii si concentrarii PBS, utilizand un sistem apos bifazic
am analizat comportamentul de partitionare a ficobiliproteinelor cianobacteriene. Este cunoscut faptul
ca PC tinde sd migreze in faza bogatd in PEG, in timp ce APC prefera faza bogata in sare (Patil si
colab., 2008). Aici am evitat compartimentarea PBP individuale prin mentinerea PBS in forma lor
intacta, astfel concentrand si purificand partial PBS. Toate probele au fost tratate anterior cu Triton X-
114 (TX-114), sistemul apos bifazic fiind format prin adaugarea de PEG solid 10%, rezultand un

raport volumic de 0,7, ceea ce indica o faza PEG concentrata (Figura IIIL.1).
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Parametrii pentru proiectarea ATPS, cum ar fi concentratia PEG, concentratia de sare si pH-ul
au fost stabiliti pe baza diagramelor de faza gasite in literatura (Glyk si colab., 2014). in toate probele,
complexele proteice vizate au ardtat o afinitate ridicata pentru faza PEG. Coeficientul de partitie (K)
si eficienta de recuperare a PBS, asociate cu cresterea puritatii, confirma cd cea mai mare parte a PBP
se gaseste Tn faza superioard. Eficienta de recuperare in A. platensis a fost mai mare de 97%, in timp
ce pentru Cronbergia a fost ~ 92%. in ambele cazuri, puritatea PBP-urilor totale a crescut cu un factor
de 5, in comparatie cu extractul brut si cu un factor de 2 in comparatie cu extractul obtinut in urma
tratamentului cu TX-114. Coeficientul de recuperare si partitiec a PBS a fost mai mic la probele care
prezinta ficoeritrina (PE), avand un randament de 76% pentru Fremyella, in timp ce pentru C. pusillum
randamentul a fost de 88%. Randamentul de recuperare al PBP individual in A. platensis si
Cronbergia. au prezentat rezultate mai omogene in comparatie cu tulpinile care contin PE, ceea ce
sugereaza cd PBS de la aceste tulpini este mai stabil. Desi, rata de recuperare de la Fremyella a fost
mai micd, analiza PBP individuala a aratat ca atat PE cat si PC au fost recuperate in procent de peste
90%, randamentul scazut fiind asociat pierderii APC, probabil datoritd unor interactiuni slabe intre
miezul si tijele PBS. Comparand gradul de puritate al PBP individuale din esantioanele purificate pe
baza sistemului apos bifazic (ATPS_PBS) cu cele obtinute prin purificarea in gradient C_PBS, am
stabilit ca raportul de contaminare cu proteine ce nu sunt implicate in structura PBS este scazut
(<10%). Centrifugarea in gradient fiind o metodd consacratda pentru purificarea complexelor
macromoleculare mari. Similar cu ATPS, faza puternic colorata a probele tratate TX-114 a fost utilizat
pentru purificarea PBS prin centrifugare. In urma centrifugarii, probele au fost separate in 2 pani la 3
straturi distincte. Pentru AICB 49 au existat doua benzi principale, una la 1 M, care continea PBS
activ functional si una intre 0,4 si 0,8, compuse in mare parte din ficobiliproteine individuale. In cazul
tulpinilor care contin PE si PEC, am obtinut trei benzi, la 1,2 M, la 0,8 M si una intre 0,4 si 0,8 M.
Banda dintre si 0,4 si 0,8 a fost similard cu cea obtinuta pentru AICB 49, contindnd in special
ficobiliproteine. In cazul complexelor ce contin PE si PEC, banda de 0,8 M nu este foarte concentrat,
ceea ce face dificila vizualizarea ei fiind formata din PBS partial disociat. Cea mai joasa banda (1,2
M) este compusa din PBS intacta.

Comportamentul de partitionare a tuturor esantioanelor, obtinute atit prin ATPS cat si prin
centrifugarea n gradient este prezentat in Figura Ill.1. De asemenea, compozitia proteica, rezolvata
prin SDS-PAGE, este ilustrata in aceeasi figura,

Coloratia negativd reprezintd o tehnicd puternicd pentru analiza dinamicii structurale a
proteinelor la rezolutii mici. Din pécate, chiar daca aceasta tehnicd este considerata ,,antica” si usor

de aplicat, succesul acesteia depinde de calitatea probei ce urmeaza a fi analizatd. Protocoalele



conventionale de colorare negativd urmeaza, de obicel, trei etape principale: a) adsorbtia specimenului
pe o grilda EM acoperita cu carbon, care a fost anterior hidrofilizatd; b) spalarea grilei pe una sau doua
picaturi de apa distilata; c) colorarea cu o solutie de metale grele. Asa cum s-a discutat anterior, datorita
proprietatilor particulare ale ficobilisomilor si cerintelor lor speciale de tampon, protocolul traditional
de colorare negativa nu este aplicabil. Din acest motiv, a fost necesara investigarea si optimizarea unei
metode adecvate de a colora negativ PBS.

In procesul de optimizare am urmarit influenta diferitelor metode de hidrofilizare a grilei
asupra absorbtiei si orientdrilor PBS; comportamentul diferitelor saruri de metale grele si capacitatea
de colorare a PBS fara a afecta integritatea lor structurald; diverse metode de indepartare a sarurilor
fosfatate precum si mai multe tipuri de grile. Alti parametri determinati experimental pentru colorarea
negativa au fost timpul de expunere necesar atat pentru adsorbtia si colorarea PBS, cat si pentru
concentratia optima a probei. Rezultatele obtinute In urma procesului de optimizare sunt ilustrate n

figura I11.2.

Figura III.2. Imagini ale ficobilisomilor obtinute prin coloratie negativa. a) A. platensis PBS; b) Cronbergia PBS; c) C.
pussilum PBS; d) Fremyella PBS. Toate imaginile au fost achizitionate la o0 méarire nominald de 60.000x.



4. Concluzii

In studiul de fata, am dezvoltat si optimizat cu succes o metoda pentru analiza ficobilisomilor
cianobacterieni prin microscopie electronica de colorare negativa. Chiar daca ATPS este o metoda
rapida si buna pentru purificarea PBS, dificultatea eliminarii PEG face ca aceastd metoda sd nu fie
potrivita pentru analiza prin coloratia negativa. Adaugarea unei etape purificare prin cromatografie de
excluziune sterica a imbunatatit omogenitatea esantionului cu cel putin 30%. Procedura de colorare
negativa prezentata aici poate fi aplicata oricarui specimen care este vulnerabil structural la conditiile

de mediu, nu numai la ficobilisomi.

Capitolul IV. Dinamica transferului energetic in cadrul ficobilisomilor

{Acest capitol a fost publicat partial ca Falamas, A., Porav, S. A., & Tosa, V. (2020). Investigations of
the energy transfer in the phycobilisome antenna of Arthrospira platensis using femtosecond
spectroscopy. Applied Sciences, 10(11), 4045. doi.org/10.3390/app10114045}

1. Introducere

Fotosinteza este un proces crucial, care mentine viata pe Padmant prin transformarea energiei
solare in energie chimica stocabild. Acest proces are loc in organismele fototrofe precum plante, alge
eucariote si cianobacterii. Conversia energiei solare depinde in mare masura de capacitatea
organismului de a capta si transfera eficient energia catre centrele de reactie catalitica (Blankenship,
2014). Organismele fotosintetice au dezvoltat in timp, diferite strategii structurale pentru cresterea
a luminii (Croce et al., 2018). Aceasta etapa cheie 1n fotosinteza este realizatd cu ajutorul sistemelor
de tip antend colectoare cde energie solar[ formate preponderent din complexe cromofor-proteina.
Complexele LHA capteaza si stocheaza energia in stdrile electronice excitate ale cromoforilor, care
este apoi este transferatd in interiorul complexului pana cand ajunge la cromoforii tintad din centrul de
reactie (Scholes si colab., 2011). Masurarile de absorbtie si fluorescentd rezolvate in timp au fost
folosite pentru a investiga mecanismul transferului de energie in cadrul PBP pe o scald de timp de la
femtosecunda (fs) la nanosecunda (ns) (Liu si colab., 2013). Au fost propuse multiple teorii pentru
dinamica ultrarapida observata in PBP, cele mai multe implicand transferul de energie Forster bazat
pe transferul rezonant al energiei intre dipolii de tranzitie a moleculelor donator si acceptor, ce pot
avea loc la distante > 20 A. Spectrele de absorbtie ale diferitelor PBP coincid cu spectrele de excitatie,

astfel incat pigmentii care absorb la lungimi de unda inferioare transferd si concentreaza energia la



nivelul pigmentilor cu lungimi de unda mai mari. Acest lucru este posibil numai daca acestea din urma

se afla la distanta favorabila si prezinta orientarea corectd a momentelor dipolului.

Intelegerea transferului de energie in ficobilisomii cianobacterieni poate fi utili pentru

construirea sistemelor hibride biomimetice in vederea optimizarii procesului de colectare a energiei

solare si amplificarea foto-curentului.

2. Material si metode

Am folosit acelasi material biologic prezentat in capitolul precedent.

Integritatea complexelor PBS a fost evaluata folosind spectroscopia de fluorescenta si SDS-PAGE.
Dinamica transferului de energie a fost investigata prin spectroscopia rezolvata in timp utilizand
atat absorbtia tranzitorie cat si fluorescenta rezolvatd in timp. Pe scurt, esantioanele au fost
pompate cu impulsuri la 580 nm, timpii de fluorescenta au fost obtinuti folosind un amplificator
parametric optic (Orpheus, Light Conversion) din impulsul de 1030 nm emis de un laser Yb: KGW
(Pharos, Light Conversion). Impulsul a avut o duratd de 170 fs si o frecventa de repetare de 80
kHz. Pentru experimentele de absorbtie tranzitorie (TA), s-a obtinut un impuls de sonda
supercontinuu prin focalizarea a 10% din impulsul de 1030 nm intr-un cristal de safir. Dupa
calatoria printr-o linie de intarziere opticd, lumina transmisa prin esantion este detectata folosind
un spectometru de 300 L / mm combinat cu un detector matriceal. Polarizarea dintre impulsurile
pompei si sonda a fost setatd la unghiul magic 54,7. Cinetica fluorescentei a fost investigata
folosind configuratia de numarare a unui foton corelat in timp (TCSPC) (CHIMERA, Light
Conversion). Probele au fost excitate cu lumind polarizatd vertical, iar emisia de fluorescenta a
fost colectata printr-un filtru cu pas lung, adecvat pentru fiecare emisie de proba si un polarizator
de emisie setat la acelasi unghi magic 54,7. Semnalul de fluorescenta a fost focalizat pe fanta de
intrare a unui monocromator dublu si detectat folosind un fotomultiplicator fotonsensibil (Becker
st Hickl PMC-100-1 standard). FWHM a functiei de raspuns a instrumentului (IRF) a fost de 340
ps. Pentru experimentele TCSPC, puterea medie a fasciculului pompei a fost de 2 mW, in timp ce

pentru experimentele TA, s-au utilizat impulsuri laser de 3—4 mW.

3. Rezultate si discutii

Cinetica de fluorescenta a PBS de la Arthrospira platensis a fost inregistratd in regiunea

spectrald 645-700 nm dupa ce sistemul a fost pompat cu impulsuri laser la 580 nm. Datele TCSPC

rezultate sunt prezentate in figura [V.4. Spectrele de emisie de fluorescenta au aratat un maxim in jurul

valorii de 660 nm cu o deplasare catre 670 nm pentru spectrele de emisie inregistrate la intervale de



timp diferite. Cinetica fluorescentei a facut obiectul unei analize globale, asumand un model secvential
simplu. Am presupus ca energia de excitatie a fost transferata intre diferite specii moleculare din PBS,
pe calea cea mai eficienta din punct de vedere energetic. Pentru o potrivire satisfacatoare a modelului
cinetic, fluorescenta PBS necesita asumarea a doud componente spectro-cinetice. A fost detectatd o
componentd scurtd in intervalul IRF al sistemului nostru si o componenta lunga de 1,77 ns. EAFS
rezultat a aratat maxime la 655 nm si, respectiv, 668 nm.
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Figura IV.4. a) Spectrul 3D TCSPC inregistrat pentru PBS (AICB 49) excitat la 580 nm. Spectrul alb corespunde spectrului
de emisie de fluorescenta in stare constantd; (b) EAFS obtinut in urma analizei globale.

Prima componenta a ardtat o amplitudine mai micad in comparatie cu cea de-a doua, ceea ce ar
putea indica un randament mai mic indus de transferul de energiei excitationale catre emitatorul
terminal. Mai mult decat atat, maximul componentei scurte EAFS a fost observat la 655 nm si s-a
potrivit cu emisia de fluorescenta maximd a PC, dar si cu EAFS-ul scurt obtinut in unele probe de
APC. Prin urmare, aceastd componenta cinetica poate fi asociata PC sau unei forme spectrale de PCB
in APC, care are rolul de a transfera energia catre emitdtorul terminal din APC. Rezultatele obtinute
se integreaza bine cu datele prezente in literatura. Rezultate similare fiind raportate de van Stokkum
si colab., (2018) pentru PBS de la tulpina de Synechocystis PCC 6803, acesta alocand varfurile de la
649 si 660 nm la PC 650 si APC 660.

In continuare am aplicat spectroscopie de absorbtie rezolvati in timp pentru a reliefa procesele
de transfer de energie in cadrul PBS si pentru a identifica timpii de decadenta ultrarapida. Semnalul
de absorbtie a diferentei de absorbtie rezolvata in timp a fost detectat pe o gama larga de lungimi de
unda de la 475 la 750 nm. Figura I'V.2 prezintd spectrele de absorbtie diferentiala obtinute la diferite
momente de timp, utilizdnd o excitare a PBS la 580 nm. O stingere a starii excitate, centrata la 624
nm a apdrut imediat in urma excitatiei laser, in primele 400 fs. Concomitent, au fost observate doua
benzi de absorbtie pozitive, una mai mica in intervalul spectral 470-550 nm si una mai puternica in

intervalul spectral de 650-700 nm. Aceastd din urma banda raportata in literatura de specialitate ca



fiind absorbtia PC aflata in stare excitata, concomitent cu banda de intoarecre la starea initiald (Theiss
si colab., 2008).

Prima banda de absorbtie prezintd o dinamica asemdnatoare cu cea de albire, in timp ce
urmatoarea a scazut in limita a 1-100 ps, devenind apoi negativa si in final apropiindu-se de starea
initiala. Un studiu mai recent realizat de Niedzwiedzki si colab. (2019) pentru componentele PBS de
la Acaryochloris marina, sugereaza ca din moment ce aceastd banda pozitiva din intervalul 650-700
nm se descompune mai repede decat cea inregistrata in intervalul 470-550 nm nu poate fi atribuita
unei absorbtii in stare excitatd, fiind asociatd Tn schimb unui raspuns electrochromic temporar al
ficocianobilinelor aflate intr-o stare initiala similara cu cea excitatd. Dupa atingerea maximului, banda

de absorbtie a inceput sa scada, iar varful a migrat la 633 nm pana avind o intarziere de 100 ps.
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Figura IV.2. a) Spectrul 3D obtinut pentru PBS (AICB 49) pompat la 610 nm, b) spectre de absorbtie tranzitorii ale PBS
care aratd intoarecrea la starea initialds c) evolutia spectrelor de diferenta asociate, rezultate in urma analizei globale si d)
cinetica de absorbtie impreuna cu potrivirile obtinute.

Prima banda de absorbtie prezintd o dinamica asemandtoare cu cea de albire, in timp ce
urmatoarea a scazut in limita a 1-100 ps, devenind apoi negativa si in final apropiindu-se de starea
initiala. Un studiu mai recent realizat de Niedzwiedzki si colab. (2019) pentru componentele PBS de
la Acaryochloris marina, sugereaza ca din moment ce aceasta banda pozitiva din intervalul 650-700

nm se descompune mai repede decat cea inregistrata in intervalul 470-550 nm nu poate fi atribuita



unei absorbtii in stare excitatd, fiind asociatd in schimb unui raspuns electrochromic temporar al
ficocianobilinelor aflate intr-o stare initiala similara cu cea excitatd. Dupa atingerea maximului, banda
de absorbtie a inceput sa scada, iar varful a migrat la 633 nm pana avind o intarziere de 100 ps.
Investigatii similare au fost efectuate asupra ficobilisomilor purificati din celelalte trei tulpini
cianobacteriene, si anume Coelomoron pussilum AICB 1012, Cronbergia sp. AICB 1097 si la
Fremyella diplosiphon UTEX 481. Spatiul limitat, precum si faptul ca rezultatele obtinute pentru cele
trei tulpini cianobacteriene mentionate mai sus nu au fost publicate, ne-au determinat s nu includem

rezultatele in acest rezumat, acestea fiind detaliate in teza.

4. Concluzii

Lucrarea de fatd descrie cinetica si dinamica ultrarapidd a transferului de energie in
ficobilisomii extrasi de la patru tulpini cianobacteriene, si anume Arthrospira platensis AICB 49,
Coelomoron pussilum AICB 1012, Cronbergia sp. AICB 1097 si Fremyella diplosphon sp. UTEX
481. Rezultatele obtinute pentru A. platensis sunt in conformitate cu cele raportate in literatura de
specialitate pentru alte tulpini de Arthrospira platensis dar si de Synechocystis sp., acesta prezintand
o compozitie similari a ficobilisomului. In cadrul acestui capitol prezentim pentru prima dati
comportamentul dinamic al transferului de energie, probat prin spectroscopie rezolvatd in timp, intre
componentele PBS provenind de la Coelomoron pussilum AICB 1012 si Cronbergia AICB 1097.
Datorita imensitatii si complexitatii ficobilisomii, existd probabil mult mai multe interactiuni intre
cromofori si deci o dinamica de transfer energetic mai complexa, dar datoritd limitdrilor infrastructurii

existente nu pot fi identificate.

Capitolul V. Componente structurale fitobilizomice si modelare de omologie.

1. Introducere

Modelele atomice ale proteinelor sunt esentiale pentru intelegerea mecanismelor moleculare
ale proceselor biologice. In ultimii 20 de ani, numarul structurilor determinate experimental a crescut
exponential de la 13.589 1n 2000, la peste 165.400 in mai 2020, in mare parte datoritd avansului
tehnologic atat in cea ce priveste componenta hardware cat si cea software (Marks si colab., 2012).
Chiar daca numarul structurilor proteice disponibile a crescut substantial, tehnologia de secventare a
evoluat de asemenea, intr-un mod drastic, rezultind un numir urias de genomuri secventiate. in
consecintd, decalajul dintre structura si secvente proteice disponibile a crescut enorm (Marks si colab.,

2012). Pentru a face fatd acestei discrepante, au fost dezvoltate metode computationale pentru



prezicerea si modelarea structurii 3D a proteinelor monomerice dar si a complexelor. Metodelor de
predictie a structurii 3D prezintd deficiente majore in cea ce priveste acuratetea, acestea fiind o
consecinta directd a informatiilor structurale experimentale disponibile iIn momentul de fata. Cea mai
mare parte a cunostintelor structurale fiind furnizate de cristalografia cu raze-X, o tehnica care este
capabila sd ofere informatii doar despre o singura conformatie a proteine, conformatie ce este
susceptibila cristalizarii. In domeniul EM, desi s-au ficut avansuri tehnologice substantiale, devenind
o rutini obtinerea unor rezolutiilor apropiate de cele atomice (2-5 A), pentru proteine globulare si
complexe stabile, este nevoie pentru constructia modelului 3D de cunoasterea initiald a anumitor
informatii esentiale, cum ar fi secventa proteinelor, caracteristicile 2D si chiar structuri omologe
(Elmlund si Elmlund, 2017).

Scopul acestui capitol a fost identificarea tuturor componentelor structurale ale ficobilisomilor
din trei tulpini cianobacteriene (4. platensis AICB 49, Cronbergia sp. AICB 1097, C. pussilum AICB
1012) si obtinerea structurii lor 3D prin predictie structurald pe bazd de omologie. Pentru a realiza
acest lucru, am secventiat si adnotat genomele cianobacteriene, proteinele asociate ficobilisomului
fiind extrase pe baza pe secventelor cunoscute din literaturd si bazele de date publice, urmate de o

predictie a structurii lor folosind mai multe pachete software.

2. Material si metode.

e Tulpini de cianobacterii: A. platensis AICB 49, Cronbergia sp. AICB 1097 si C. pussilum AICB
1012 au fost crescute asa cum cum au fost descrise anterior.

e [zolarea genomica a ADN-ului: izolarea gDNA a fost realizata folosind kit-ul ZR Soil Microprobe
ADN MiniPrepTM (Zymo Research, Irvine, CA, SUA), conform protocolului recomandat de
producdtor. Proba ADN obtinutd a fost cuantificatd spectrofotometric la NanoDrop 2000
(ThermoScientific, SUA).

e Secventierea genomului tulpinilor cianobacteriene a fost efectuata folosind tehnica de secventiere
“Shotgun” pe o platforma Illumina Novaseq 6000 (Novogene, HongKong, China). Librariile
genomice brute [llumina (cuprinzand intre 9 si 13 milioane de secvente) au fost prelucrate in
prealabil pentru a elimina secventele de adaptare precum si celel ce prezentau o calitate scdzuta
folosind pachetul bbmap. Ulterior, programul bbduk.sh a fost utilizat pentru identificarea si
indepartarea posib contaminari cu PhiX si p-Fosil2 (k = 21 ref = vector file ordered cardinality).
Contig-urile obtinute (3 seturi de date), cu lungimi mai mari de 2 kb, au fost utilizate pentru

predictia genelor care codifica proteine cu PRODIGAL v2.6.3.



e Predictia structurii: Secventele componentelor proteice ale fitobilisomilor a fost preluata din
genomurile secventiate si folosite ca tinte pentru cautarea sabloanelor. Cele mai bune sabloane,
cu cel mai mare scor de calitate si cel mai bun procent de identitate globala (GI), au fost utilizate
pentru modelarea structurilor tridimensionale atat cu serverul Phyre2 (Kelley et al., 2015) cat si
cu serverul Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018) folosind setarile implicite.

o Calitatea modelelor de proteine obtinute a fost estimata pe baza parametrilor statistici ai Global
Model Quality Estimation (GMQE) si a Quality Model Energy Analysis (QMEAN). De asemenea,
cel mai bun model obtinut pentru fiecare proteina a fost supus analizei de tip Ramachandran

utilizand programul Rampage.

3. Rezultate si discutii

Structura si compozitia PBP a fost studiata pe scara larga in ultimii 25 de ani, fapt dovedit de
numadrul relativ mare de structuri disponibile in PDB. Asa cum se aratd in figura V.1, gradul de
omologie intre subunitati ale aceluiasi PBP de la specii diferite este foarte mare. Compararea lor cu
structurile cristalografice disponibile au aratat o similaritate structurala ridicatd. Astfel, pentru
modelarea subunitatilor PBP am folosit sablonul 1HA7 de la 4. platensis gésit in PDB. Toate
subunitdtile PBP au fost modelate cu confidenta de 100%, avand o acoperire secventiala cuprinsa intre
95% pentru AICB 1012 pand la 100% pentru AICB 49. Analiza structurii secundare a subunitatii o a
relevat ca ~ 60% din structurd este formata din motive alfa helix, in timp ce restul polipeptidei este
compus din regiuni dezordonate, de obicei intdlnite Intre helix-urile alfa (Figura V.1).

Subunitatea B este formata din 6 motive de tip alfa helix, care insumeaza 70% din proteina.
Similar cu subunitatea o, restul subunitétii B este reprezentat de regiuni dezordonate. Foitele beta nu
se Intalnesc la nici o subunitate a ficobiliproteinelor. Cele mai conservate regiuni din ambele subunitati
sunt domeniile de legare a bilinei. Toate polipeptidele PBP au aceeasi structura, asemanatoare cu o
pena, ceea ce indica un grad ridicat de conservare structurald intre ele.

Polipeptidele de legdtura au un rol crucial in asamblarea ficobilisomului, formand scheletul ce
ghideaza procesul. Pand de curand (Zhang si colab., 2017), datoritd instabilitatii lor, au existat doar
cateva structuri experimentale, determinate in mare parte cristalografic sau prin spectroscopie RMN.
De asemenea, au fost disponibile doar structuri pentru au fost pentru peptidele de legatura mici,
asociate APC si PC. Odata cu publicarea structurii PBS de la G. pacifica de Zhang si colab. (2017),
informatiile structurale despre structurile peptidelor de legatura au fost extinse, facilitand astfel
predictia structurii 3D a acestora cu o confidentd mare. Am constatat cd miezul PBS de la fiecare

tulpind studiata are doar un linker asociat APC (ApcC). Modelul 3D a fost prezis folosind sablonul de



la M. laminosus, avand codul de identificare 1B33. Structura secundara este compusa din douad foitse
beta (24%) si doud motive alfa helix (46%). Procentul ridicat al regiuni dezordonate face ca structura

sa fie extrem de flexibila.
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Figura V.1. Modele 3D de ficobiliproteine, colorate in functie de gradul de conservare. a) PEC-subunitate PEC; b)
subunitatea PEC; c¢) subunitatea PE a; d) subunitatea PE 3

Analiza compozitiei structurale a polipeptidelor de legdtura asociate tijelor a evidentiat
prezenta domeniului pfam PF01383 cunoscut si sub denumirea de domeniu CpcD (Figura V.4).
Peprida de legaturd specifica PC (CpcD2) a fost modelat folosind acelasi sablon ca la ApcC.
Comparativ cu linkerul APC, CpcD2 are mai multe foite beta (5) si doar un alfa helix. Regiunile
dezoganizate acopera mai mult de 50% din intreaga proteind. Prezenta aceluiasi domeniu (PF01383),
sugereazd importanta acestuia in asamblarea hexamerica a PBPs. Peptidele de legatura de dimensiuni
mari specifici fiecdrei ficobiliproteine au fost modelati pe baza sabloanelor linkerilor extrasi din
structura PBS de la G. pacifica (5Y6P) (Zhang si colab., 2017) si P. purpureum (6KGX) (Ma si colab.,

2020). Identitatea secventei dintre proteinele tinta si sabloane a fost relativ scazutd (~ 35%), dar
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combinand sabloanele am acoperit aproximativ 90% din structura, in timp ce restul proteinei a fost
modelat de novo. Investigatia structurala a aratat o topologie similard pentru pentru toate peptidele
mari asociate tijelor, indiferent de ficobiliproteina cu care interactioneaza. Practic, fiecare dintre ele
are un domeniu PF00427 1a partea N-terminala In timp ce aproape de capdtul C-terminal se regaseste
partial domeniului PFO1383. Peptida de legdtura asociatd PC se regaseste in toate cele trei tulpini de
cianobacterii, In timp ce peptidele asociate PEC doar la AICB 1097 iar peptidele de legatura specifice
PE doar la AICB 1012. in ciuda faptului ¢ secventele prezinti o identitate scizuta , aceeasi organizare

structurala a fost descrisd pentru toate polipeptidele specifice ficobiliproteinelor ce compun tijele.

4. Concluzii

Modelarea omologiei este un instrument de computational puternic pentru analiza structurilor
3D ale proteinelor, ce exploateaza restrictia evolutiva ce presupune ca structura suferd modificari mai
lente decat secventa. Prin secventiere si asamblarea genomurilor tulpinilor cianobacteriene utilizate
in aceasta lucrare, am identificat si extras secventele fiecarui component structural al PBS. Fiecare
tulpind are propriile sale particularitati PBS, desi prezintad aceeasi arhitecturd. Aici, prezentam pentru
prima datd compozitia moleculara a ficobilisomului de la tulpinile Cronbergia sp. AICB 1097 si
Coelomoron pussilum AICB 1012. Numarul de proteine unice ce participa in calitate de component
structural in asamblarea PBS variaza intre tulpini. Fiecare ficobiliproteina are polipeptidele sale unice
de legdtura care, chiar dacd nu prezintd omologie 1naltd a secventelor, au o structurd aproape identica.
Analiza de conservare structurala a aratat un grad ridicat de similaritate intre componentele PBS de la

diferite tulpini.

Capitolul VI. Flexibilitatea conformationala a ficobilisomilor.

1. Introducere

Proteinele sunt elementele de bazi ale fiecirei cai metabolice gasite in celulele vii. Indeplinirea
functiei lor este strans legatd de dinamica si capacitatea lor de a interactiuna si de a se adapta la
semnalele interne si externe. Majoritatea proteinelor isi indeplinesc functia specifica in asociere cu
alte proteine, formand complexe macromoleculare extrem de organizate. Adaptarea structurala la o
anumita functie poate fi de naturd compozitionala sau de naturd conformationala.

In ciuda a numeroase incerciri de a rezolva structura PBS atat de la cianobacteriene cat si de
si de la alge rosii, existd doar doud structuri de inaltd rezolutie a PBS, ambele aparute recent si doar

de la alge rosii acestea fiind disponibile in PDB sub codurile 6KGX- P. purpureum (Ma et al., 2020 ),



5Y6P- G. pacifica (Zhang si colab., 2017). De asemenea exista si trei structuri cu rezolutie micd ale
PBS cianobacteriene depuse in Banca de Date de Microscopie Electronicd (EMDB) sub urmatorele
coduri: EMD-2821 - tulpind Anabaena sp. PCC 7120 (Chang si colab., 2015), EMD-6430-
Halomicronema hongdechloris (Li si colab., 2016) si EMD-4601 - Synechosystis sp. PCC 6803 (Rast
si colab., 2019). Paradoxal, chiar daca cel mai comun PBS este cel de tip hemidiscoid , aceasta fiind
si cea mai studiata structurd, structurile de 1nalta rezolutie disponibile, descriu forma PBS de tip bloc
(5Y6P) (Zhang si colab., 2017) si forma de tip hemielipsoidala (6KGX) (Ma si colab., 2020). in mod
controversat, desi toate formele PBS de formd hemidiscoidd prezinta aceleasi compartimente
organizatorice, miezul si tijele, structurile model propuse, bazate pe analizei prin microscopie
electronica, sunt extrem de versatile. Diversitatea modelului 3D nu vizeaza doar numarul de tije sau
al cilindrilor ce formeaza miezul, ci si distributia tijelor, distantele si unghiurile dintre acestea.

ficobilisomului si originea acesteia. Pentru o abordare cat mai completa a acestei probleme, am ales
sa utilizdm o combinatie de trei metode distincte, fiecare avand propriile particularitati, si anume:
microscopie electronica prin colorare negativa, analiza imaginii si simulari ale dinamicii moleculare.
Pentru a asigura o acoperire optima de a tipurilor de PBS, am ales sa investigdm cele trei tulpini
cianobacteriene care prezintd o compozitie diferitd a PBP, si anume 4. platensis AICB 49, Cronbergia

sp. AICB 1097 si C. pussilum AICB 1012.

2. Material si metode

e Prepararea probei de ficobilisome pentru analiza EM prin coloratie negativa a fost realizata intr-o
manierd similard cu cea descrisa anterior.

e Achizitie de imagini: probele PBS au fost examinate cu un microscop electronic de transmisie prin
scanare HD-2700 (Hitachi High-Tech, Tokyo, Japonia), operat la 200 kV. Micrografiile
ficobilisomilor de la AICB 49 au fost inregistrate cu Digiscanll (Gatan Inc., Pleasanton, CA) la o
dimensiune fizica de 2048x2048 si o marire nominald de 80 k, rezultdnd o dimensiune a pixelilor
la nivelul probei de 4,1 A. Micrografiile ficobilisomilor de la AICB 1097 si AICB 1012, au fost
inregistrate cu acelasi sistem, dar la o dimensiune de 4096x4096 si 0 marire nominala de 60 k,
ceea ce a dus la o dimensiune de pixelilor de 4 A. Pentru fiecare tulpind, am colectat 200 de
micrografii in vederea identificarii tipurilor morfologice de PBS. Dupa o analiza preliminard am

ales sd achizitionam in continuare 1.100 de micrografii pentru ficobilisomii de la AICB 49.



e Analiza imaginii: Micrografiile au fost procesate in pachetele software cryoSPARC (Punjani et
al., 2017) si Relion (Scheres, 2012). Functia transferului de contrast (CTF) a fost estimata si
corectatd folosind programul CTFFIND4 (Rohou & Grigorief, 2015). Pentru fiecare set de date
am ales manual 2.000 de particule (in jur de 20 de micrografii) care au fost folosite pentru a antrena
o retea neuronala Tn CrYOLO (Wagner si colab., 2019). Particulele culese au fost imprejmuite si
extrase din imaginii in pitrate de 600 A. Particulele extrase au fost supuse mai multor runde de
clasificare 2D nesupravegheate, in Relion, cu scopul de a curata setul de date de artefacte, particule
agregate sau deteriorate. Clasificarea 3D a fost realizatd cu setdri standard, dar restrangerea
numarului de clase la numar de cinci. Rafinarea structurii s-a repetat de 3 ori iar sablonul utilizat
camodel initial a fost filtrat ,,Jow-pass” la 60 A inainte de fiecare iteratie.
ne-a determinat sa evaludm flexibilitatea proteinelor de legaturd responsabile de interactiunea
tijelor cu miezul. Modelele 3D a polipeptide de legatura au fost supuse analizei de flexibilitate in
serverul CABS-flex 2.0 (Kuriata si colab., 2018). Acest program foloseste simuldri de dinamica
moleculara de tip atomistic avand diferite seturi de restrictii pentru a evalua fluctuatia proteinelor,
in final fiind raportate cele mai bune modele de convergenta. Setarile de configurare utilizate
pentru aceste simuldri au fost modul SS2 cu o valoare a diferentei de 3, restrictii minime §i maxime
de 3, respectiv 8. Am folosit 100 de cicluri la o temperaturd medie (1,4) si traiectoriile au fost
salvate la fiecare 10 cicluri. Modelele care prezintd o mobilitate ridicatd au fost investigate in
continuare simuldri de dinamica moleculare indelungate de tip “Corse Grained” folosind serverul

UNRES (Czaplewski et al., 2018).

3. Rezultate si discutii

Grilele care contin PBS colorate negativ de la AICB 49 au fost supuse unei runde de
»screening” vizual la microscop, pentru a identifica cele mai bune probe in ceea ce priveste distributia
PBS si calitatea coloratiei. La final, doua grile au fost selectate pentru achizitia manuala a 1.100 de
micrografii. In comparatie cu partea de screening, unde am ales manual toate particulele, aici am ales
manual particule din 20 de micrografii si le-am folosit pentru a antrena o retea neurald in crYOLO in
vederea prelevarii automate a particulelor. Prin utilizarea modelului instruit, am obtinut 95,745
particule, rezultdnd o valoare medie de 87 de particule per micrografie. O schema de curdtare ca in
etapa de screening a fost aplicatd cu modificari minore. Pentru a ne asigura ca majoritatea particulelor
ce prezinta defecte sunt usor de distins, am Tmpartit particulele in zece stive egale si am efectuat trei

pasi iterativi de clasificare 2D fara referintd, cerand 250 de clase rezultand aproximativ 40 de particule



pe clasa. Dupa indepartarea fiecarei clase din fiecare stiva de particule care nu arata caracteristici clare
de proteine, particulele ramase au fost reunite Intr-o singura stiva si au fost supuse unei alte etape de
curdtare folosind ca restrictie 100 de particule pe clasd. Dupa aceastd procedurd am indepartat peste

50% din particulele, rezultand o stiva finald de 42.420 particule bune. Aceasta stiva a fost utilizata in
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Figura VI.1. Clasele 2D de obtinute pentru ficobilisomi de la AICB 49, reprezentand diverse orientari a tijelor superioare.
Un patrat are 80 nm.

Figura VI.1 prezinta clasele 2D obtinute din setul de date curat. Dupa cum se poate observa,
sunt prezente mai multe conformatii, cea mai mare parte a variabilitatii structurale fiind situata la
nivelul celei de-a treia pereche de tije (perechea superioard). Pe baza distributiei unghiulare a acestei

perechi de tije, am identificat patru conformatii diferite. Datorita faptului ca variabilitatea unghiulara



poate fi observata pe clase care ilustreaza o proiectie laterala a PBS, doar aceste clase au fost impartite
in functie de conformatiile identificate si Imbinate intr-o singura stiva de particule reprezentativa
pentru fiecare din cele patru conformatii. Aceeasi procedura a fost aplicatd atat pentru orientarea de
jos, cat si pentru cea oblica. In total, am obtinut 28 de clase din care 18 au fost proiectii laterale diferite,
6 proiectii inferioare si 4 reprezentate de proiectii oblice. Proiectiile laterale reprezentda 64% din stiva
de particule finale, in timp ce partea inferioara si oblica reprezentau doar 26%, respectiv 10%. Dupa
cum s-a mentionat mai sus, clasele cu orientare laterala au fost impartite in patru conformatii (C1-4)
dupa cum urmeaza: Cl: clasa 2, 5, 6, 18, 20, 25; C2: clasa 3, 8, 9, 12, 13, 15, 17; C3: 26, 27, C4: 7,
14, 28. Particulele nu au fost distribuite uniform intre cele 4 conformatii, primele doua conformatii
fiind populate cu mai mult de 80% din totalul particulelor ce reprezenta proiectii laterale. Cea mai
slab reprezentata a fost a treia conformatie, doar 4%, in timp ce a patra conformatie reprezinta 14%.

Flexibilitatea extrem de localizata la interfata dintre miez si perechea de tije superioare ne-a
facut sa postuldm ca una dintre peptidele de legatura dintre tijd-miez (Lrc) identificate in genom poate
juca un rol cheie. Aceasta teorie a fost consolidatd de datele gasite 1n literatura, ceea ce sugereaza ca
ficobiliproteinele au o flexibilitate redusa. Conform lui Su et al., (2017), PC in ambele forme, trimeric
si hexameric, prezinti o flexibilitate redusi, fluctuatia reziduurilor fiind de aproximativ 1 A. Pentru o
abordare comprehensiva a problemei de flexibilitate, am utilizat structura 3D a peptidelor de legatura
(CpcQ) de la cele trei tulpini cianobacteriene caracterizate in capitolul precedent (V), pentru a realiza
simuldri de dinamicd moleculard prin doua pachete software complementare, CABS-flex st UNRES.
Indiferent de programul folosit, inainte derularea simularii am efectuat, pentru fiecare structura
proteicd, o etapd de minimizare a energiei timp de o ns. Pe baza simuldrii dinamicii moleculare
efectuate aici, am aratat ca proteina de legaturta CpcG2 prezinta o flexibilitate mai mare decat proteina
de legatura CpcGl, atat in domeniile C-cat si N-terminale.

Mai mult, am Incercat s evidentiem flexibilitatea tijei in 3D prin aplicarea mai multor runde
de rafinare heterogena avand diferite sabloane ca punct de pornire. Pentru obtinerea sabloanelor care
ilustreaza pozitii diferite pentru perechea de tije flexibile, am utilizat aceleasi stive de particule folosite
pentru evidentierea miscarii tijei in 2D. Acestea au fost utilizate pentru a genera modelele initiale
printr-un proces de reconstructie ab-initio. Dupa o runda de clasificare 3D, sau obtinut cinci modele
3D, ce au fost utilizate la randul lor ca sabloane pentru rafinarea heterogena a stivei de particule
curate. Folosind aceastd abordare, am reusit sa obtinem 15 modele PBS, fiecare ardtand o localizare
arhitecturald diferita a perechii de tije superioare. In unele cazuri, modelele nu prezinti tije cu lungime

completa, probabil datoritd numarului redus de particule care ilustreaza proiectia specificd. Cu toate



acestea, chiar daca densitatea tijei este redusa, este suficient sd deducem orientarea lor. Asa cum era

de asteptat, perechea de tije superioare a AICB 49 PBS dezviluie o miscare ampla a acestora.

4. Concluzii

In studiul de fati am utilizat o abordare hibrida, combinind microscopia electronici cu
dinamica moleculara, pentru a investiga caracteristicile structurale ale ficobilisomului cianobacterian.
Prin urmare, aici prezentdm pentru prima datd un model 3D pentru ficobilisom hemidiscoidal clasic
de la A. platensis. Ficobilisomul de la AICB 49 este caracterizat printr-un miez tri-cilindric din care
radiaza sase tije. Rezultatele noastre au ardtat, contrar cunostintelor anterioare, ca PBS poate adopta
moleculard, am confirmat ca anumiti proteine de legatura caracteristice interactiunii dintre miez si tije
au flexibilitate ridicata, fiind candidatii perfecti pentru a efectua migcarile ample ale tijelor. Mai mult,
in timpul procesului de screening, am reusit sa stabilim organizarea structurald a PBS atit de la
Cronbergia AICB 1097 (hemidiscoidal cu opt tije) cat si C. pussilum AICB 1012 (PBS hemidiscoidal

cu sase tije).

Capitol. VII. Analiza crio-EM a ficobilisomilor de la Arthrospira platensis

1. Introducere

Inovatiile recente in domeniul crio-EM au transformt aceastd metoda de la o tehnicd descrisa
casi,,blobologie” (datorita rezolutiei mici la care se obtineau modelele 3D) in metoda preferata pentru
abordarea caracteristicilor structurale cu rezolutie atomicd a complexelor macromoleculare dinamice
mari, ce sunt intangibile pentru tehnicilor structurale conventionale, cum sunt cristalografia cu raze-
X sau RMN. Determinarea structurii acestor complexe este esentiald pentru elucidarea secretelor
functiilor metabolice cheie, cum ar fi transcriptia, traducerea, splicingul, transportul de electroni,
transportul intra si celular sau chiar fotosinteza. De obicei, procesul fotosintetic este realizat de
supracomplexe mari, formate prin asocierea centrelor de reactie fotochimice cu antenelor colectoare
de energie solara. Eficienta fotosintetica ridicata este strans corelatd cu capacitatea antenelor proteice
de a recolta si furniza fotoni centrelor de reactie. Mecanismul molecular al transferului energetic este
inca neclar, in ciuda faptului ca a fost intens studiat (Mirkovic si colab., 2017). Majoritatea studiilor
structurale, care investigheaza LH) sunt axate pe cele de mici dimensiuni in a caror componenta intra
doar cromofori de tipul clorofilei, precum cele gasite la plante superioare si in bacteriile fotosintetice

anoxigenice.



Intelegerea complexititii si functiilor complexelor fotosintetice si supercomplexelor, va ajuta
in cele din urma la proiectarea si construirea de dispozitive bio-mimetice care sd asigure un aport
energetic curat si stabil, contribuind astfel la rezolvarea uneia dintre provocarile centrale ale secolului
XXI. Astfel, in acest capitol ne-am propus sa investigam structura ficobilisomilor cianobacterieni la o

rezolutie apropiata celei atomice utilizdnd microscopia electronica criogenica.

2. Material si metode

e Verificarea integritatii ficobilisomilor prin coloratie negativa a fost efectuatd in modul descris
anterior in capitolul III.

e Pregatirea esantionului Cryo-EM si colectarea datelor: O metodd hibrida, similard cu cea
utilizata pentru colorarea negativa pentru investigarea crio-EM a PBS. Aceasta a fost cuplatd cu
metoda de analiza a particulelor singulare. Pe scurt, 4 ul de proba ce contine PBS proaspat purificat
la concentratie de 0,2 mg / ml, a fost adsorbitd pe un film de carbon de tip ,,lacey” sustinut de un
film de carbon continuu ultrasubtire. Filmul de carbon a fost hidrofilizat anterior depunerii probei
timp de 30 de secunde folosind un PELCO easiGlow ™. Vitrifierea probei s-a efectuat cu Vitrobot
Mark IV (FEI Company) la umiditate de 100% folosind un timp de sugativare de 6 s (hartie de
filtru Whatman fira cenusa nr. 1), cu o forta de presare egala cu 6. in urma acestui proces grilele
au fost imersate rapid in etan lichid. Grilele astfel vitrificate au fost incarcate intr-un microscop
electronic de tip G2 Titan Krios (compania FEI) echipatd cu un detector direct de electroni
FALCON III (Astbury Biostructure Facility, Leeds, Marea Britanie). Microscopul a fost operat la
300 kV la o marire nominala de 75 k. Software-ul EPU a fost utilizat pentru a crea o mediul de
colectare automata micrografiilor pe o perioada de 96 de ore, care a dus la achizitia a 13,635 de
micrografii cu o dimensiune nominala a pixelilor de 1.065 A. Micrografiile au fost achizitionate
la un timp de expunere de 1,5 sec., avand o dozi totald de 74,4 ¢ / A? distribuiti de-a lungul a 59
de fractii, ceea ce a dus la o dozi pe fractie de 1,26 e / A2. Intervalul de defocalizare a fost stabilit
intre -1 s1-3,5 um.

e Procesare imagini: Intregul flux de lucru de a fost efectuat in cadrul pachetelor software
cryoSPARC v2.15 (Punjani et al., 2017) si Relion 3.0 (Scheres, 2012; Zivanov si colab., 2018), cu
exceptia cazurilor 1n care s-a specificat altfel. MotionCor2 (Zheng si colab., 2017) a fost utilizat
pentru corectarea miscarii induse de fasciculul, in timp ce parametrii CTF au fost estimati folosind
software-ul CTFFIND4 (Rohou si Grigorief, 2015). Identificarea automatd a particulelor s-a

realizat utilizand doua abordari, prima a presupus instruirea unei retele neuronale in crYOLO



(Wagner si colab., 2019) si folosita in cadrul aceluiasi pachet pentru identificarea de particule, in
timp ce a doua abordare a implicat identificarea particule bazata pe sabloane 2D in cryoSPARC .
Pentru indepartarea din setul de date a particulelor deteriorate, a marginilor de carbon si a
cristalelor de gheata au fost efectuate mai multe clasificarii 2D fara referinta. Setul de date curat
a fost utilizat pentru obtinerea unui model 3D initial folosind reconstructia de tip ab initio. Modelul
obtinut a fost utilizat in continuare pentru rafinarea omogena. Stiva finald de particule a fost

utilizata pentru o noud runda de rafinare omogena, urmata de rafinare neuniforma si rafinarea CTF.

3. Rezultate si discutii

Utilizarea clasificarii 2D fara referintd a fost utilizatd pentru curatarea particulelor folosind o
procedura similara cu cea descrisa in capitolul VI la sectiunea 3.1. Dupa trei iteratii de clasificari 2D,
am eliminat majoritatea particulelor deteriorate, prin indepartarea claselor slab rezolvate. Aceeasi
procedura a fost efectuata pe ambele stive de particule, obtinute pe baza de sabloane (tb-stack), cat si
pe baza retelelor neuronale in crYOLO (cr-stack). Dupa etapa de curdtare, particulele identificate pe
bazd de sablon au insumat 62.135 particule, in timp ce cea stiva aleasd de crYOLO a avut 57.526
particule dupa etapa finala de curatare. Exemple ale claselor 2D obtinute pentru cele doua stive de
particule sunt prezentate in figura VII.1. Dupd cum se poate observa, in ciuda numadrului de clase
generate, nu existd diferente majore intre cele doud abordari in ceea ce priveste numarul de orientari

a particulelor.

Figura VIIL.1. Exemple de clase 2D obtinute pentru ficobilisomii vitrificati.

In comparatie cu clasele obtinute prin coloratie negativa, unde am reusit sa obtinem mai multe
conformatii diferite si dovedind astfel existenta flexibilitatii, in clasele crio 2D nu am putut evidentia
orientari diferite pentru perechea de tije superioare. In plus, tijele PBS vitrificate par a fi formate doar
din 2 hexamere si nu trei, ca cele din probele utilizate pentru coloratia negativa, ceea ce sugereaza ca
PBS a fost purificat dintr-o cultura aflatd intr-un stadiu diferit sau ca intensitatea luminii a fost mai

mare. Motivul acestei modificari denota cerintele de pregatire a PBS pentru investigatii structurale la



scurt timp dupa purificare. Astfel, cultura de A. platensis AICB 49 din care au fost pregatite probele
de PBS au fost cultivate la Centrul Astbury, schimband astfel locatia si odata cu ea sistemul de cultura.
Chiar daca am Incercat sd mentinem aceiasi parametri de culturd, se pare ca intensitatea iluminarii la
nivelul culturii a fost relativ mai mare.

Rezolutia obtinutd pentru ambele stive de particule este cuprinsi intre 4,5 A si 9,8 A. Dupa
cum se poate observa in figura VII.1, la clasele 2D obtinute, se pot distinge caracteristici de structura
secundard, precum alfa helix-uri. Structura generala este identica cu cea gasita prin coloratie negativa,
prezentand un miez tri-cilindric din care radiaza sase tije. Structura miezului este cea mai stabild parte
a PBS, asa cum rezulta din clasele 2D, aceasta zona avand caracteristicile structurale cel mai bine
rezolvate. In cazul tijelor, un singur hexamer este clar rezolvat, in timp ce al doilea hexamer de PC
este incetosat. Acest lucru indica faptul ca nu toate particulele au al doilea hexamer PC pe tije sau care

sunt complet incorporate in gheatd din cauza dimensiunilor mari ale PBS.
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Figura VIL.2. Modelul 3D al ficobilisomului de la AICB 49

Stiva de particule curate, obtinutd in cryoSPARC, a fost utilizatd in continuare pentru
reconstructia structurii 3D. Tn prima faza, am folosit reconstructia ab initio pentru a genera un model
3D initial al complexului. Modelul astfel obtinut a fost utilizat ca sablon pentru clasificarea 3D in
RELION. Analizand clasele 3D, am observat ca doua din cinci clase se aseamana cu structura PBS
obtinutad prin colorarea negativa, in timp ce celelalte trei prezentau structuri deteriorate. Cele doua

clase considerate ,,bune” insumeaza 82% din particule. Pentru a asigura omogenitatea stivei de



particule inainte de a efectua rafinarea omogena, am repetat procedura de clasificare 3D, intr-un mod
iterativ, indepartand de fiecare data clasele care infatiseaza particule deteriorate. Pentru a imbunatati
calitatea particulelor, am folosit rafinarea heterogena in cryoSPARC cu scopul de a sorta particulele
ce prezintd heterogenitatea compozitionala. Dupa aceastd procedura de curatare, am indepartat
aproape 35% din particulele utilizate pentru obtinerea claselor 2D, stiva finala de particule fiind
formata din 37.418 particule.

Rafinarea neuniforma fara simetrie impusa a dus la o structura similard cu cea obtinuta prin
rafinare omogena, in timp ce impunerea unei simetri de tip C2 a dus la o imbunatatire generala a
structurii, rezolutia finala fiind de 5,14 A (figura V11.2). In incercirile noastre de a imbunititi structura
PBS, am reluat procesul de rafinare perfectionare structurala folosind diferiti parametri in ceea ce
priveste simetria impusa, modelul de zgomot, rafinarea CTF locala si globala precum si diferite masti
cu grade secventiale de constrangere. Din toti parametrii testati, numai rafinarea locald a CTF a avut
o influentd pozitivd, micd, asupra calitatii vizuale a structurii, dar, din pacate, fard a Tmbunatati
rezolutia nominala.

Structura 3D a PBS de la A. platensis AICB 49 a fost determinata pe baza microscopie
electronice criogenice cuplatd cu metoda de reconstructie pe baza particulelor singulare la o rezolutie
globali de 5,14 A. O inspectie vizuald mai atenti a aritat ci rezolutia variazi foarte mult intre regiuni.
Astfel, calculand rezolutia locald, am stabilit ci aceasta variaza de la 3 A, in mijlocul miezului, la 11
A pentru unele regiuni din tije. Acest lucru confirmi afirmatia anterioard potrivit cireia miezul este
cea mai stabila parte a PBS. Datoritd acestui gradient de rezolutie, cumulat cu faptul cd un singur
hexamer de pe fiecare tija prezintd o densitate adecvatd, am reusit sd construim o structurda 3D
minimald a PBS. Acesta fiind compusa dintr-un miez tricilindric de APC si sase tije fiecare cu un
singur hexamer PC. Aceasta a fost consideratd a fi structura minima a unui PBS complet functional,
ce prezinta toate proteinele esentiale. Al doilea si al treilea hexamer pentru PC ar fi asamblate pe tije
intr-o maniera de tip polimerizare fara a prezenta roluri functionale suplimentare. Astfel, dimensiunile
fizice obtinute pentru PBS prin tehnica criogenica sunt mai mici decat cele raportate prin coloratie
negativi, avand 356 A lungime, 275 A iniltime si o grosime de aproximativ 140 A.

Chiar daca PBS de la AICB 49 reprezinta unul dintre cele mai mari complexe macromoleculare
care a fost investigat structural, este semnificativ mai mic in ceea ce priveste dimensiunea si masa, in
comparatie cu celelalte doua structuri ale PBS de la G. pacifica (Zhang si colab., 2017 ) respectiv P.
purpureum (Ma si colab., 2020).



4. Concluzii

In capitolul de fatd am determinat pentru prima dati structura unui ficobilisom cianobacterian
(Arthrospira platensis) la rezolutie sub-nanometricad folosind microscopia electronicd criogenica
cuplatd cu tehnica de analiza a particulelor singulare. Ficobilisomul, datorita particularitatilor sale,
prezinta unele dificultati pentru analiza crio-EM, dar acestea au fost depasite cu succes, rezultand un
nou protocol hibrid pentru vitrificarea probelor biologicesensibile, protocol ce implica fixarea
moleculelor pe grild si dializa tamponului fard a fi sugativate. Folosind mai mult de 13.000 de
micrografi am obtinut o structuri cu o rezolutie globald de 5,14 A, ceea ce ne-a permis si reconstruim
structura minimd prin montarea moleculard. Structura PBS reconstruitd aici are 144 cromofori
individuali de ficocianobilind si mai mult de 170 de polipeptide. Diferentele dintre organizarea de
baza a PBS de alge rosii si cianobacterii si chiar intre diferite cianobacterii pun sub semnul intrebarii

importanta plasticitatii arhitecturale in interactiunile ficobilisom-fotosistem.

Capitolul VIII. Concluzii si perspective.

Principalele concluzii ale investigatiilor prezentate in aceasta teza sunt urmatoarele:

e Ficobilisomii cianobacterieni sunt complexe macromoleculare extrem de instabile care necesitd
un mediu tampon cu tarie ionica ridicatd, ce interfereaza cu analizele structurale. Metoda de
purificare a ficobilisomilor dezvoltatd aici, bazatd pe un sistem apos bifazic este puternica si
fiabila, dar, din pacate, este potrivitd numai pentru analize spectroscopice si nu pentru investigatii
structurale. Aceasta este prima datd cind ATPS este utilizat pentru purificarea complexelor
macromoleculare mari;

e Spectroscopia ultrarapida confirma ca transferul de energie intre componentele ficobilisomului
are loc secvential, de la componentele periferice catre miez. Pentru fiecare tulpind investigata,
procesul de transfer de energie a fost explicat folosind patru timpi de descompunere si doua
compartimente (tijd si miez). Din cate stim, acesta este primul studiu comparativ care arata ca
proteinele ce intrd in compozitia ficobilisomului nu influenteaza schema de transfer de energie, ci
modifica cinetica;

e Analiza genomicd a relevat faptul cd numarul de proteine unice implicate in structura
ficobilisomilor variaza intre tulpini, fiind strans corelate cu tipul de ficobiliproteine. Analiza
secventelor a aratat cd ficobiliproteinele individuale prezintda un grad ridicat de
conservarestructurala chiar dacad omologia secventelor intre tipurile de ficobiliproteine este relativ

mica, acestea avand aceeasi structurd asemandtoare cu o pana. Similar cu ficobiliproteinele,



omologia de secventd a polipeptidelor de legaturd este scdzutd, dar structura este relativ
conservata;

Aratam aici, pentru prima data, ca numarul mare de modele structurale propuse in literatura de
specialitate pentru ficobilisomul hemidiscoidal, poate fi o consecintd a flexibilittii
conformationale. Ficobilisomii cu cel mai inalt grad de flexibilitate au fost identificati la
Arthropisra platensis AICB 49. Regiunea flexibila fiind la interfata dintre tijele superioare si miez,
ceea ce sugereaza un rol cheie pentru peptidele de legatura responsabile de atasarea tijelor de miez.
In plus, folosind simuliri de dinamica moleculard, am argumentat ¢i una dintre peptidele de
legatura de la nivelul tije-miez, intalnite la Arthrospira platensis are un grad de mobilitate mai
mare decat cele de la Cronbergia sp. AICB 1097 si Coelomoron pussilum AICB 1012;
Prezentdm prima structurd sub-nanometric a unui ficobilisom cianobacterian (5,14 A), si anume
cel de la Arthrospira platensis AICB 49. Structura generala prezintd o forma hemidiscoidala cu
un miez tri-cilindric la care sunt ancorate sase tije. Rezolvand structura ficobilisomului
cianobacterian, am putut observa diferentele cheie la nivelul structurii miezului de APC in
comparatie cu structura prezenta la algele rosii. Aceste diferente sunt probabil o consecinta a
numadrului de tije ancorate la miez, fiind probabil implicate in mecanismul de conectare si
comunicare dintre ficobilisom si fotosistem.

Ca o remarca finald, rezultatele prezentate in aceasta teza ofera informatii interesante despre

organizarea structurald si cinetica functionald a ficobilisomului cianobacterian, care Impreund cu

flexibilitatea conformationald doveditd prin dinamica moleculard, contureaza o imagine moleculard

complexa a procesului de colectare a energiei solare in fotosinteza timpurie.

Cu toate acestea, multe intrebari ce privesc procesul de recoltare a energiei solare in cadrul

cianobacteriilor au ramas fara raspuns.

.....

disponibile despre structura acestui complex sub diferite regimuri de iluminare sunt rare,
permitandu-ne astfel sa facem doar presupuneri asupra rolului functional jucat de flexibilitatea
tijelor.

O intrebare ce nu 1si gaseste raspunsul in aceasta teza este legatd de conservarea structurald a
ficobilisomilor in timpul evolutiei. Chiar daca am aratat aici ca structura fitobilisomului nostru
cianobacterian este asemdnatoare cu structura minimala functionald a celor din algele rosii, nu ne
putem sd nu ne Intrebam de ce ficobilisomul algelor rosii poate atasa direct la miez o tija formata

doar din ficoeritrina.
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