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7.0biective si rezultate obtinute.

O1. Finisarea structurii 3D a ficobilisomului (PBS) cianobacterian la rezolutie sub-
nanometrica, prin achizitia unui nou set de imagini de inaltd rezolutie.

Pe baza datelor obtinute in cadrul institutului am reusit sa obtinem o structura 3D
completd a PBS la o rezolutie de ~ 22 A, rezolutie limitati atit de tehnica folositi (coloratie
negativa) cat si de particularititile microscopului. In urma unei vizite de cercetare in
cadrul Universitatii din Leeds am reusit sa obtinem o structura partiala a PBS la o rezolutie
de 8 A, in cazul acesta rezolutia fiind limitatd de numirul mic de imagini precum si

flexibilitatea intramoleculara a unor componente.

Pentru atingerea acestui obiectiv am Intreprins urmatoarele activitati:
al. reprocesarea setului de date cu ajutorul unor noi altgoritmi si software-uri;
a2. optimizarea distributiei particulelor pe grila;

a3. achizitionarea unui nou set de imagini la parametri ce permit imbunatatirea

rezolutiei structurii finale;
Rezultate obiectiv 1/activitati:

al) reprocesare setului de date cu ajutorul unor noi altgoritmi si software-uri

In urma aplicarii noilor algoritmi in procesarea setului de date anterior am reusit sa imbunitatim
rezolutia structurii centrale (core) a complexului de la 8 A la 6 A. Acest fapt ne-a permis sa
construim un model 3D atomic prin potrivirea structurii cristalografice a aloficocianinei cu
codul 2VJT din Protein Data Bank. In figura 1 se poate observa diferenta dintre cele 2 structuri

precum si modelul atomic obtinut. In aceiasi figurd se poate observa ca in centru aloficocianinei



existd o portiune mai densa ce provine de la peptidele linker caracteristice, dar datoritd rezolutiei

modeste (6A) structura acestora nu a putut fi modelati.

Fig. 1 Constructia modelului atomic pe baza structurii cu rezolutie de 6A.
a) structura cu rezolutie de 84, b)structura pentru 64, c) fitarea structurii aloficocianinei in modelul de 64 -

vazut din fat3, d) fitarea structurii aloficocianinei in modelul de 6A -vizut din lateral, €) modelul atomic

rezultat.

a2) optimizarea distributiei particulelor pe grild;

In cadrul acestei etape am incercat diferite metode de hidrofilizare a grilelor atat
pentru a imbunatati numarul de orientari a complexului cat si pentru a creste afinitatea
acestuia pentru filmul de carbon. Astfel am utilizat timpi diferiti de ,glow-discharge”,
aparate diferite (Cressington, Easy Glow, GloQube) dar si atmosfere diferite (nitrogen,
argon, amilamina etc.). Pentru a obtine un numar optim de particule per micrografie am

incercat diferite concentratii, variind de la 0.1 mg/ml pana la 4 mg/ml. O componenta



importanta in acest proces a fost utilizarea diferitelor tipuri de grila de la cele de tip
quantifoil 2/1.3, atat de cupru cat si de aur, pana la grile cu film lacey sustinute de un film
subtire de carbon (~2nm).

Verificarea distributiei particulelor pe grila s-a realizat in prima faza prin coloratie
negativa, etapa urmata de optimizarea parametrilor de crio: timpul de sugativare, forta de
sugativare precum si viteza de inghetare.

Ultima parte a procesului de optimizare a constat In reducerea concentratiei
fosfatului in tampon de la 1M la un minim de 0.45 M fara a afecta integritatea complexului.
Pentru a realiza acest lucru am testat: diluarea complexului inainte de aplicarea pe gril3,
diluarea complexului pe grila, utilizarea unui aparat de pulverizare prin canale
microfluidice, fixarea cu glutaraldehida atat in gradient cat si pe grila.

In urma acestor etape de optimizare am constatat ci cea mai buna abordare este
utilizarea grilelor de cupru cu film lacey hidrofilizate timp de 55 secunde la o presiune de
350 mb in aparatul produs de Cressington, iar aplicarea probei pe grila (~4 microlitri) si
fixarea acesteia pentru indepirtarea fosfatului mentin complexul intact. In cea ce priveste
procesul de inghetare, cea mai buna varianta a fost aplicarea unei forte si timp de

sugativare reduse.



Fig.2. Etape ale optimizarii distributiei particulelor pe grila.

a) grile quantifoil, b) grile lacey, c) hidrofilizare cu aparatul Cressington, d) diluarea tamponului Tnainte de

aplicarea probei, e-f) pulverizarea probei prin canale microfluidice, g-h) imagini reprezentative ale

procesului optimizat.




a3) achizitionarea unui nou set de imagini la parametri ce permit imbundtdtirea rezolutiei
structurii finale;

In cadrul acestui stagiu am reusit, datoritd optimizirii procesului de obtinere a
probelor vitrificate, sa obtin un set mare de date ce cuprinde un numar de 13650 de filme
a 56 de cadre secventiale ce Insumeaza in total ~26 Tb. Imaginile au fost achizitionate pe
un microscop Krios dotat cu un detector de tip DED (direct electron detector) produs de
FEI (Falcon 3). In urma alinierii cadrelor si comprimdrii acestora s-au obtinut imaginile
finale ce vor fi folosite In continuare pentru procesare. Imaginile comprimate insumeaza

un total de 2,6 Tb. Parametrii de achizitie a imaginilor pot fi gasiti in tabelul 1.

Tabel 1. Parametrii de achizitie a micrografiilor.

Microscope Krios |
Detector (mode) Falcon lll (integrating)
Accelerating voltage (ke'V) 300
Pixel size (A) 1.065
Dose

Total dose (e/A2) 71.7

Number of fractions 59

Dose per fraction (e/A2?) 1.2

EPU parameters

Defocus range (-um) -1....-3.5
Autofocus every 10 um
Drift measurement once per gridsquare (0.05 nm/s)

Apertures (size in microns)

Cl1 2000

C2 70

C3 2000
Objective 100




02. Evaluarea utilizarii complexelor fotosintetice (fotosistemul 1, fotosistemul 11, citocromul
b6f) ca potentiale tinte in inhibarea dezvoltirii infloririlor cianobacteriene (algale) toxice, In
vederea dezvoltarii unei propuneri de proiect de cercetare comun in contextul mecanismului
de finantare al bioeconomiei, in special axa Blue Growth.

Infloririle de cianobacterii toxice reprezintd o problemd globald majora afectand atat apele
teritoriale cat si pe cele maritime. Toxinele eliberate de acestea au un impact negativ ecologic
dar si economic prin distrugerea acvaculturilor si cresterea costurilor de epurare a apelor
contaminate. Pentru abordarea acestei probleme in cadrul unui proiect mai amplu si pentru a
creste sansele de reusitd ne propunem obtinerea unor rezultate preliminare. Astfel in cadrul
acestui obiectiv urmarim sa obtinem un set de imagini cu citocromul b6f in mediu nativ prin
utilizarea tehnicii SMALP (Styrene Maleic Acid co-polymer Lipid Particle) de solubilizare.
Aceasta tehnica permite obtinerea complexelor proteice membranare in mediu nativ, mentinand
lipidele aflate Tn contact direct.

Pentru indeplinirea acestui obiectiv am parcurs urmatoarele activitati:
al) purificarea complexelor fotosintetice prin solubilizare cu detergent n-dodecyl maltoside;
a2) optimizarea procesului de solubilizare a tilacoidelor cu SMA (styrene maleic acid);

a3) purificarea complexelor fotosintetice prin solubilizare cu SMA si verificarea integritatii

acestora prin coloratie negativ;

ad) investigarea utilizarii cromatografiei de excluziune stericd in purificarea finala a

complexelor fotosintetice;

a5) dezvoltarea unei colaborari pe termen lung in cea ce priveste dinamica structurala a

complexelor fotosintetice.

al) purificarea complexelor fotosintetice prin solubilizare cu detergent (n-dodecyl maltoside
(DM));
a2) optimizarea procesului de solubilizare a tilacoidelor cu SMA (styrene maleic acid)

In cadrul acestor activititi am reusit s purific membranele tilacoidale de la specia
Arthrospira platensis precum si solubilizarea acestora cu DM (fig.3-a). In cazul solubilizarii
cu SMA complexele fotosintetice au fost extrase doar partial, fapt datorat probabil atat
fluiditatii mici specifice membranelor tilacoidale precum si densitatii mari de proteine
(fig.3-b,c). In urma cresterii cantititii de NaCl si glicerol extragerea complexelor proteice s-

a imbunatatit semnificativ (fig.3-d).
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Fig.3 Solubilizarea membranelor tilacoidale si purificarea complexelor fotosintetice in gradient de
sucroza.
a) solubilizare cu DM, b-c) solubilizare initiald cu SMA, d) protocol de solubilizare cu SMA optimizat.

a3) purificarea complexelor fotosintetice prin solubilizare cu SMA si verificarea integritdtii
acestora prin coloratie negativd

a4) investigarea utilizdrii cromatografiei de excluziune stericd in purificarea finald a
complexelor fotosintetice;

Aceste activitati au presupus investigarea atat a puritatii cat si integritatea celor 3
complexe fotosintetice purificate in gradient de sucroza, citocrom bé6f- fractia maro,
fotosistem II - fractia verde din mijloc, fotosistem I- fractia verde de jos. Dupa cum se
poate observa in fig.4 complexele fotosintetice recuperate din gradient prezinta o puritate
de aproximativ 90% si homogenitate mare a structurii.

Pentru a Imbunatatii gradul de puritate am trecut fractiile obtinute din gradient pe

o coloana de excluziune sterica utilizdnd un aparat de tip FPLC GE Healthcare Akta Prime,



iar coloana a fost impachetata cu rasina Superose 6, faza mobila fiind reprezentata de
tamponul specific fiecarui complex proteic. Astfel am reusit sa imbunatatim atat puritatea
cat si omogenitatea probelor.

Pentru investigatiile structurale prin coloratie negativa am utilizat grile de Cu cu
mesh de 400 acoperite cu un film subtire de carbon. In cazul fotosistemelor concentratia
finala a probelor a fost 0.2mg/ ml, iar in cazul citocromului b6f concentratia a fost
0.1mg/ml.
a5) dezvoltarea unei colabordri pe termen lung in cea ce priveste dinamicd structurald a
complexelor fotosintetice.

Datorita intereselor comune in cea ce priveste dinamica structurald a complexelor
macomoleculare dar si datorita faptului ca am reusit sa obtinem complexele fotosintetice
cu o puritate mare, am inceput o colaborare in vederea rezolvarii structurii 3D la intervale
diferite de timp, prin excitarea cu un fascicul luminos. In acest proiect vom incerca si
surprindem dinamica structurala a procesului fotosintetic. Deasemenea vom dezvolta o
propunere comuna de proiect pe urmatorul proiect cadru de finantare al Uniunii

Europene-Horizon Europe.



Fig4. Imagini reprezentative ale complexelor fotosintetice.

a) PSI-DM, b) PSII-DM, c) Citocrom b6f-DM, d) PSI-SMA, e) PSII-SMA, f) Citocrom b6f-SMA, g) PSI-dupa

cromatografie, h) PSII-dupa cromatografie.

8. Rezultate estimate




In urma acestui stagiu de cercetare consider ci prin indeplinirea celor doud
obiective vom reusi sa publicam rezultatele obtinute in 2 articole ISI in decursul a 12 luni,
din care unul intr-o revista situata in primul sfert al zonei rosii. Consideram ca publicarea
unui articol in zona rosie este posibila prin obtinerea unei structurii 3D complete a
ficobilisomului cianobacterian la o rezolutie subnanonometrica, in prezent fiind publicata

la aceasta rezolutie doar structura complexului de la algele rosii (grup evolutiv distinct).

Pe baza rezultatelor obtinute pand in prezent considerdm cd este posibila, prin
imbunatitirea calititii datelor, obtinerea unei structurii cu o rezolutie apropiati de 4 A, prag ce
ne va permite investigarea atomicd a interactiunilor intramoleculare prin fitting si docking a
structurilor cristalografice. Imbunititirea rezolutiei ficobiulisomului creste potentialul de

publicare al structurii intr-o revista din top 3 a zonei rosii.

Al doilea articol va avea la baza studiul preliminar al obtinerii complexelor fotosintetice
cianobacteriene Tn mediu nativ $i caracterizarea structurald a acestora, cu accent pe propunerea

unor zone de destabilizare a complexului.

Prin obtinerea rezultatelor preliminare in cea ce priveste dinamicd structurald a
complexelor fotosintetice, consideram ca acestea pot sta la baza unei propuneri internationale in

contextul strategiei europene de dezvoltare sustenabild a bioeconomiei.

9. Abilitati dobandite in urma stagiului de cercetare.

In urma acestui stagiu am reusit atat si imi imbunatitesc aptitudinile din domeniul crio-
microscopiei electronice de Tnaltd rezolutie si a purificarii complexelor macromoleculare cat si
sd dobandesc noi aptitudini in aceste domenii. Totodata in cadrul acestui stagiu am reusit sa
invat tehnici avansate de procesare a imaginilor in vederea construirii modelelor atomice si a

validarii acestor structuri. Abilitatile dobandite in urma acestui stagiu vizeaza:
e utilizarea SMA 1n purificarea proteinelor membranare;
e utilizarea aparatelor de tip Akta FPLC pentru purificarea proteinelor;
e obtinerea grilelor vitrificate;
e programarea sesiunilor de screaning la microscoapele de tip KRIOS;
e programarea sesiuniii de achizitie la microscoapele de tip KRIOS;

o utilizarea software-urilor specifice tehnicii ,,single particle reconstruction”
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e utilizrea ultracentrifugii analitice;

e utilizarea aparatelor de pulverizare a probei prin canale microfluidice;

e constructia modelelor atomice bazate pe densitatii obtinute din cryo-microscopie;
o validarea structurilor atomice;

10. Concluzii

Consider ca acest stagiu a fost un real succes In cea ce priveste atingerea obiectivelor
propuse dar si datoritd numarului mare de aptitudini noi dobandite. Consider ca aceste abilitéti
vor contribui decisiv atat in dezvoltarea profesionala proprie cat si a INCDTIM prin deschiderea

unor noi ramuri de cercetare.
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