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Introducere

Modelarea transpotului intracelular realizat de catre sistemul kinezina-microtubuli are
importante aplicatii atdt in domeniul ingineriei cat si cel al nanomedicinei. Acest sistem
constituie elementul cheie in realizarea transportului intracelular directionat al diverselor
incarcari la nivelul celulelor polarizate: neuroni si celule epiteliale. Transportul intracelular este
procesul prin care motoarele moleculare se deplaseaza de-a lungul filamentelor de citoscheletal
pentru a facilita deplasarea in salturi Intr-un mod dependent de hidroliza ATP-ului [Alberts et
al., 2008], [Hirokawa et al., 2008]. Directionalitatea transportului intracelular realizat de catre
sistemul kinezind-microtubuli este determinata de catre interactiile dintre motorul proteic si
microtubuli. In general, motoarele moleculare de tip kinezina se deplaseaza spre capatul plus al
microtubulilor, ceea ce determina transportul sarcinilor celulare (organite, vezicule) de la centrul
celulei spre periferia acesteia. Acest tip de transport este cunoscut sub numele de transport
anterograd [Hirokawa et al., 2008]. Necesitatea unei modelari mecano-chimice a transportului
intracelular realizat de catre sistemul kinezina-microtubuli se dovedeste a fi esentiala in
intelegerea mecanismului de functionare al acestui sistem, ale carui particularitati pot fi preluate
pentru a proiecta diverse nanodispozitive, cum ar fi nanopompele, nanoarcurile si biosenzorii.

Motivatia incadrarii acestei teze in domeniul ingineriei industriale

Cercetarea este multidisciplinara, iar principiile biomimetice care se desprind se pot
utiliza in proiectarea si experimentarea unor dispozitive nano sau micrometrice. Lucrarea are ca
scop extragerea unor principii de comportare a unui motor molecular la transportul unei
incdrcari variabile, intalnind obstacole. Lucrarea are ca obiective: (1) obtinerea diagramei forta
de incarcare — rigiditate; (2) crearea unui model de predictie a rigiditatii in conditii de incarcare
variabild. Rigiditatea acestui motor motor molecular la schimbarea Incarcarii redd variatia.
Constructia unui arc care sd aibd rigiditate variabila in conditii de vascozitate variabild, este o
aplicatie care necesita cunostinte de mecanica, constructii de masini, chimie si biologie. lata de

ce, aceasta teza poate fi incadratd in domeniul ingineriei industriale.
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Capitolul 1. Stadiul actual al cercetatarii

transportului intracelular

1.1. Introducere

In cadrul acestui capitol au fost analizate modelele mecanice propuse pentru a descrie
dinamica motorului molecular de tip kinezina si mecanismul de generare a fortei caracteristice
motorului molecular de tip kinezind si respectiv, prototipurile dispozitivelor cu rigiditate
variabild ce prezintd o serie de particularitati ce pot fi identificate In principiul biomimetic al
acestui tip de masini biomoleculare. S-au stabilit obiectivele acestei teze de doctorat si anume:
conceperea algoritmului de modelare a solicitdrii mecanice la tractiunea aplicata proteinelor,
identificarea rigiditatii kinezinei in functie de deformatiile constante, identificarea rigiditatii
kinezinei in functie de deformatiile instantanee, validarea experimentald a comportarii kinezinei

la deplasarea sub sarcind constanta.

1.2 Modele mecanice

Din literatura de specialitate s-au identificat patru modele mecanice principale, care
descriu dinamica motorului molecular de tip kinezina: modelul mecanic propus de Peskin si
Oster, 1995, care explicad ciclul mecano-chimic al kinezinei conventionale in timpul deplasarii
de-a lungul microtubulilor [Peskin et al., 1995]; modelul schimbarilor conformationale din
structura de “neck linker” a kinezinei conventionale dezvoltat de catre [Mogilner et al., 2001],
care este un model fenomenologic pentru generarea fortei in kinezina pe baza comportamentului
“neck linker”-ului dependent de nucleotida bi-stabild; modelul mecanic propus de Alzberger si
Peskin, in 2006, ce este un model mecanic tridimensional al kinezinei considerand elementele
structurale ale motorului molecular [Alzberger et al., 2006]; cel mai complet model mecanic este
cel propus de [Hendricks et al., 2008], ce reda cu mare fidelitate mecanismul deplasarii kinezinei
conventionale de-a lungul microtubulilor descriind in mod deterministic miscarea medie a

kinezinei in timp si spatiu variind incércarile.

1.3. Dispozitive cu rigiditate variabila
Dispozitivele cu rigiditate variabild sunt acele dispozitive ce contin in structura lor o
caracteristicd de reconditionare a fortei, ca urmare a prezentei unui arc sau unui sistem de arcuri

in componenta acestor dispozitive. Aplicabilitatea acestor dispozitive este insemnata atat la
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scard macro (amortizoare de vibratii, izolatoare de vibratii, dispozitive cu structuri inteligente de

variere a rigiditatii) cat si la scard nano (nanopompe, nanoarcuri de amortizare ale socurilor si

diversi senzori). Datoritd similitudinii dintre mecanismul de functionare al acestor dispozitive la

scard macro si nano cu principiul biomimetic al motorului molecular de tip kinezina, intelegerea

in detaliu a mecanismului de functionare a sistemului kinezina-microtubuli s-a dovedit a fi o

provocare atat pentru domeniul ingineriei cat si pentru cel al nanomedicinei. In tabelul 1.1 sunt

prezentate o serie de dispozitive cu rigiditati variabile la scard macro si nano, precizandu-se

principale caracteristici si respectiv, mecanismul de functionare al acestora.

Tabelul 1.1. Dispozitive mecanice cu rigiditate variabila

DISPOZITIVE MACRO

DISPOZITIVE NANO

Amortizoare de vibratii acordate

- au rolul de a atenua vibratiile structurale, prin
adaugarea unei mase, a unui arc sau a unui amortizor;

- dinamica sistemului este invarianta;

- viteza functiondrii este cuprinsa intr-un interval limitat
al frecventei;

- introducerea unui generator de forta in paralel cu un
arc asigura un control structural activ;

- in figura de mai jos este prezentatd configuratia
sistemului de arcuri din amortizoarele de vibratii
acordate:

-
Directia de miscare X

_'_
\
S E

Configuratia sistemului de arcuri din amortizoarele de vibratii
acordate [Tentor et al., 2001]

- acest tip de dispozitive prezintd urmatoarea
caracteristica forta - deplasare

30

[ *  Teoretic

| o Exverimestal
25 1 Apreximare patratica
inversa

20+ 1
.i
¥

5 “:*% |

0 0.0 0.02

Forta [N]

003 004 005 008 o007
Deplasarea [m]

oo 009

Forta versus deplasare [Tentor et al., 2001]

Nanopompe

- Componentele de baza a unei nanopompe:
- camera de pompare atasatd la diafragma de
deplasare (membrana);
- un mecanism de actionare;
- dispozitiv de alimentare (linia de absorbire) si
un dispozitiv de golire (linia de descarcare);
- doua valve pasive de verificare.
- in figura de mai jos este prezentatid structura unei
nanopompe cu elementele componente:

Capacitate cilindrica AV

Dispozitiv de
actionare
Membrana

Pinitial

°y

Supapa de admisie Supapa de golire

Camera de pompare Volum initial, Vo

Structura unei nanopompe (http://www.ac.tut.fi/aci/courses/ACI-
51406/mat/pdf/Mechanical%20Micropumps.pdf)

Mecanismul de functionare:

- actuatorul (elementul de actionare) creste si
descreste in mod alternativ volumul camerei de
pompare prin aplicarea diferitelor forte la
diafragma;

- fluidul este absorbit in timpul expansiunei si
eliberat 1n timpul contractiei;

- valvele pasive de verificare sunt folosite pentru
a orienta procesul de curgere in interiorul si in
afara camerei de pompare.

- motoarele moleculare de tip kinezina ar putea indeplini
functia de actuator (element de actiune) pentru a actiona
valvele dintr-o nanompompa [Hess et al., 2011].
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Izolatoare de vibratii

- sunt folosite pentru a separa sursa de excitare a
vibratiilor de obiectul protejat cu scopul de a reduce
efectul negativ al vibratiei nedorite ce provine de la
sursa de excitare;

- modelarea structurii sistemelor de izolare a vibratiilor
este realizata cu ajutorul arcurilor liniare ;

- modelul fizic simplificat al izolatorului de vibratii este
prezentat in urmétoarea figura:

Modelul fizic simplificat al izolatorului de vibratii, ce contine
doui arcuri si un amortizor al structurii izolatorului [Zhou et al.,
2009]

Nanoarcuri de amortizare a socurilor

- au fost obtinute din nanotuburi de carbon sub forma
elicoidala;

- straturi de acest tip de naoarcuri ar putea actiona sub
forma unor amortizoare de socuri, oferind astfel
posibilitatea de a proteja diverse obiecte delicate
impotriva diverselor impacte;

- reprezentarea schematicd a structurii acestor
nanodispozitive este prezentata in figura de mai jos:

7001

Afew strands of coiled nanotubes

Bed of coiled nanotubes

Structura nanoarcurilor de amortizare a socurilor [Wang et al.,
2008]

Dispozitive cu structuri inteligente de variere a
rigiditatii

- scopul principal al proiectarii acestor dispozitive este
de a diminua efectele seismice, ce au un efect distructiv
asupra diferitelor cladiri 1n urma producerii
cutremurilor;

- acest tip de dispozitive are rolul de a controla
rigiditatile structurale cu scopul de a diminua raspunsul
vibratiilor structurale;

- schema unui sistem ce contine structuri inteligente
este prezentatd mai jos:

Comportamentul structural

ME+Cx+Kx=Mag+Fu(t)
S

[A}[BLICL[D]

Miscarea din Senzori

mediul inonjuritor

L

ifyrntense—t

TUCTOTS post-echipare |

Schema unui sistem ce contine structuri inteligente [Duerr et al.,
2012]

- Comportamentul structural al acestui sistem este redat
prin urmatorii parametri caracteristici: M (masa unei
cladiri), C (coeficientul de amortizare), k (rigiditatea),
a, (acceleratia unei excitatii externe, cum ar fi: un
cutremur), F si u (t) reprezinta locatia si marimea fortei
de control. Imbunititirea structurali a performantei
seismice se poate realiza prin modificarea unuia sau a
mai multor parametri [Duerr et al., 2012].

Senzori de adaptare la diferitele variatii de presiune
si deformatii [Lipomi et al., 2011]

- sunt alcatuiti dintr-o membrana elastica, transparenta,
ce contine nanotuburi din carbon, avand capacitatea de
a-si schimba forma ca urmare a actiunii presiunii si a
factorilor externi. Aceastd capacitate de schimbare a
formei membranei se datoreaza organizdrii sub forma
unor nanoarcuri a nanotuburilor din carbon, in urma
procesului intindere, urmat de perioade repetate de
relaxare.

Structura senzorilor de adaptare la diferitele variatii de presiune si
deformatii [Lipomi et al., 2011]

- in figura de mai sus este prezentatd o schema
reprezentativd a structurii senzorilor de adaptare la
diferitele variatii de presiune si deformatii;

- Aceastdi membrand prezintd proprietatile elastice
asemanatoare pielii oferind posibilitatea sa fie alungita
de doua ori mai mult decat marimea ei normala, in timp
ce este mentinutd constantd conductivitatea. Aceastd
membrand ar putea fi utilizatd in realizarea
dispozitivelor prostetice (proteze).



http://www.clemson.edu/media-relations/archive/newsroom/multimedia/images/2008_images/august/Image1.jpg�
http://www.clemson.edu/media-relations/archive/newsroom/multimedia/images/2008_images/august/Image2.jpg�

Modelarea mecano-chimica a transportului intracelular cu aplicatii in proiectarea

disgozitivelor cu rigiditate variabila

Directii de cercetare

In urma analizei cercetirilor realizate privind modelarea mecanismului de deplasare a motorului
molecular de tip kinezina de-a lungul microtubulilor si identificarea posibilelor aplicatii
ingineresti ale sistemului kinezina-microtubuli sub forma de dispozitive cu rigiditate variabila,

au rezultat urmatoarele directii de cercetare ale acestei teze de doctorat:

e Conceperea algoritmului de modelare a solicitarii mecanice la tractiunea aplicata
proteinelor - se va realiza prin modelarea structurald a efectelor mecanice/incarcarilor
asupra transformarilor conformationale din domeniile caracteristice kinezinei, cum ar fi
structura de neck linker” si zona de atasare a capatului globular al kinezinei la

microtubuli;

o Identificarea rigiditatii kinezinei in functie de deformatiile constante — aceste
deformatii vor fi simulate cu ajutorul simuldrilor de dinamica prin aplicarea unor forte
constante in intervalele [2-15 pN] (deformatii mici) si respectiv, [700-1400 pN]

(deformatii mari);

¢ Identificarea rigidititii kinezinei in functie de deformatiile instantanee — acest tip de
deformatii sunt asociate cu obstacolele prezente in structura de microtubuli, ce reprezinta
sistemul celular de-a lungul caruia se deplaseaza kinezina. Analiza rigiditatii kinezinei in
cazul acestor deformatii se va realiza prin caracterizarea structurald si mecanica a
microtubulilor cu ajutorul atdt al cercetarilor experimentale efectuate folosind
microscopia de fortd atomica cat si al celor numerice realizate cu ajutorul simularilor de

dinamica moleculara;

e Validarea experimentalda a comportarii kinezinei la deplasarea sub sarcina
constantd — se va realiza prin evaluarea dinamicii si procesului de generare a fortei
caracteristice motoarelor moleculare de tip kinezind in timpul deplasarii de-a lungul

microtubulilor folosind tehnica "optical tweezers".
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Capitolul 2. Algoritmul de simulare a solicitarii la

tractiune aplicata proteinelor

2.1. Introducere

In acest capitol, se propune o metoda de modelare a solicitarii la tractiune aplicatd unui
subsistem al kinezinei, si anume “neck linker”-ul, care reprezinta componenta ce participa la
tractiunea unei incarcari. Se cunoaste faptul cd aceasta proteind scurtd (13 aminoacizi, lungime
35,56 A) are o comportare diferitd, neliniar, atunci cand kinezina trebuie si transporte sarcini
diferite. Pentru a afla care sunt cauzele unei comportari neliniare in mecanismul de deplasare al
kinezinei, se propune o metoda de modelare a solicitdrii de tractiune ce se va aplica “neck
linker”-ului moleculei monomerice de kinezind conventionala, PDB ID: IMKIJ. Precizia
raspusnului la solicitari este datd de o serie de secvente ce trebuie urmarite in modelarea cu
dinamica moleculara. Aceste secvente constituie algoritmul de modelare a solicitarii la tractiune.
Gradul de incertitudine al acestei modelari este mare, avdnd in vedere complexitatea
fenomenelor chimice, termice si mecanice ce participa la deplasarea kinezinei. Pentru a creste
gradul de incredere in rezultate, la fiecare secventd a algoritmului se introduc elemente de

validare prin analiza statisticd, urmarindu-se obtinerea echilibrului energetic la fiecare etapa.

2.2. Algoritmul de simulare a incercarilor mecanice aplicate Kkinezinei

Algoritmul de simulare a incercarilor mecanice aplicate kinezinei are la baza simularile
de dinamicd moleculara efectuate cu ajutorul programului de dinamicd moleculara, NAMD si
respectiv, a programului de graficd moleculara VMD. Schema algoritmului de simulare a
incercarilor mecanice aplicate kinezinei este prezentatd in Fig. 2.1. Modelarea interactiunilor la
nivel molecular in vederea simuldrii aplicarii unor forte de tractiune asupra lanturilor de proteine
din kinezina supusa discutiei, presupune parcurgerea unor etape similare cu cele din modelarea
la nivel macroscopic. In mod particular, in modelarea la nivel molecular, modelul geometric
(fisier *.pdb (Protein Data Bank)) este obtinut prin cristalizarea proteinei si obtinerea pozitiei
geometrice bidimensionale (Xx,y) a centroidelor fiecarei molecule din lantul proteic fatd de un
sistem de referintd comun. Fiecarei centroide 1 se asociazd o dimensiune de molecula de
aminoacid care are diferite potentiale de legitura cu ioni pozitivi sau negativi din proximitate

prin intermediul valentelor atomilor inconjurdtori. Spre exemplu, un aminoacid se leaga cu un

10
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atom dc caroon cu Iegatura Ssimpla $1 cu U; Cu egatura uola la gruparéa amino dain

urmétorul aminoacid.

Etapa de taiere a structurii de
¥ /—P| "neck linker"(13 aminoacizi)

Fisier PDE descarcat din Protein
Data Bank, PDE ID: 1 MKJ

Parametrii de tip

Fisiere PSF
Minimizare |

Incalzire
Echilibrare
/HAMD

e
l |

Structura monomerica de kinezind,
conventionald, PDB ID: 1MKJ S it

potentiale si a celei totale

!

Metoda de dinamica moleculara
directionata - Aplicarea unei forte
constante in directia definita de

Analiza evolutiei energiei ‘

Analiza evolutiei energiei
potentiale si a celei totale

l

Metoda de dinamica moleculara
directionata folosind conditiile
de tractiune constanta

catre vectorul care leaga regiunea
fixata si atomul SMD

Fig 2.1. Schema algoritmului utilizat in analiza proprietatilor structurale si mecanice ale
domeniilor motorului molecular de tip kinezina

Acest algoritm a fost utilizat pentru a analiza comportamentul mecanic si schimbarile

conformationale caracteristice domeniilor esentiale in mecanismul de deplasare a kinezinei de-a

lungul microtubulilor. Domeniile motorului molecular de tip kinezind supuse analizei au fost

urmatoarele: zona de atasare la microtubuli, structura de "neck linker” si o parte din domeniul de

rasucire in alfa-helix din structura monomerica a acestui motor proteic.

2.3. Dinamica moleculara

Dinamica moleculara reprezintd o metoda de simulare numerica a deplasarilor fizice ale
atomilor si ale moleculelor dintr-un lant de proteine in cazul de fata. Simularile de dinamica
moleculard au rolul de a calcula traiectoriile atomice prin rezolvarea ecuatiilor de miscare
folosind campurile de forta empirice, cum ar fi cdmpurile de forta CHARMM, ce aproximeaza
fortele atomice existente in sistemele biopolimerice.

In cele ce urmeazi se va folosi metoda de dinamica directionata folosind conditiile de de

tractiune la fortd constantd pentru a analiza comportamentul ’neck linker”-ului in cazul aplicarii
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unor solicitart mecanice de tractiune. ~Neck linker -ul Kinezinei conventionale constituie

elementul cheie in deplasarea kinezinei si mecanismul de generare a fortei [Case et al., 2000],
[Czovek et al., 2008] in cazul transportarii diverselor vezicule si organite de-a lungul

microtubulilor (Fig. 2.2).

Kinezina
conventionala

alfa tubullna
incarcari celulareE-
organite si vezicul ‘ﬁ’

beta - tubulind

Capat globular
//-f R L l-.
Cds

Domeniu de rasucire
in alfa-helix

Structuri de
"neck linker”

Microtubuli

Fig. 2.2. Reprezentarea schematica a transportului diverselor vezicule si organite de-a
lungul microtubulilor realizat de catre motorul molecular, kinezina conventionala (http://www-

personal.umich.edu/~epureanu/)

In comparatie cu cercetirile numerice privind comportamentul mecanic al structurii de
“neck linker” in functie de fortele aplicate, realizate de catre [Hariharan et al., 2009], cele
efectuate de catre noi cu ajutorul algoritmului dezvoltat in cadrul acestui capitol ofera
posibilitatea de a identifica rigiditatea “neck linker”-ului si de a explica in detaliu

comportamentul neliniar al acestui segment.

2.3.1. Simularea cu ajutorul dinamcii moleculare a pierderii stabilitatii ”neck linker”-ului
S-a observat cd la anumite forte de solicitare a lantului proteic al “neck linker”-ului,
rigiditatea acestuia variaza, astfel Incat capacitatea portantd a acestuia creste dupa care scade
brusc. Pentru a investiga mecanismul de piedere a stabilitatii si implicit a portantei acestuia,
acest paragraf se referd la un studiu al dependentei dintre forta aplicatd “neck linker”-ului si

raspunsul acestuia prin prisma analizei legaturilor sale de hidrogen.

Metode si materiale
Pentru a studia evolutia legaturilor de hidrogen din structura de ’neck linker” a kinezinei

conventionale s-a utilizat metoda de dinamicd moleculard directionata (SMD), realizata cu
12
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ajutorul programelor NAMD 2.7b2 [Phillips ef al., 2005] s1i VMD 1.8.7 [Humphrey et al., 1996],

folosind parametrii CHARMM pentru proteine si lipide [Mackerell et al., 1998]. In cazul acestor
simuldri, s-a utilizat o structurda monomerica a kinezinei conventionale de tip uman, ce a fost
obtinuta din banca de proteine (PDB ID: 1MKJ). Aceasta structura cristalina reprezinta structura
monomerica a kinezinei conventionale, fiind formata din 349 de reziduuri [Sindelar et al., 2002],
unde “neck linker”-ul este definit intre reziduurile 325-337 (Fig. 2.3). Acest segment scurt (13
aminoacizi) face legatura intre capatul globular al kinezinei conventionale si domeniul de
rasucire in a-helix, ce are rol in stabilizarea motorului dimeric si conduce la formarea unui
domeniu globular implicat in procesul de atasare a Incarcarii celulare [Hahlen et al., 2007].
Structura monomerica a kinezinei conventionale cu dimensiunile (60 x 68 x 45 A ) a fost
plasata in interiorul unei cutii de apa cu dimensiunile (80 x 88 x 65 A3) si grosimea stratului de
apa egala cu 15 A, folosind modelul TIP3P pentru moleculele de api si adiugand ionii Na' si CI
, cu o concentratie egald cu 30 mM (Fig. 2.4). Dupa introducerea acestei structuri in interiorul
cutiei de apa, sistemul total contine 42741 de atomi, din care 5306 atomi reprezintd structura de
“neck linker”, 37435 atomii moleculelor de api, 36 ioni Na' si 33 ioni CI". Interactiile van der
Waals au fost calculate folosind o valoare a distantei limita de 12 A, iar cele electrostatice cu

ajutorul metodei Particle Mesh Ewald [Darden et al., 1993].

Fig.2.3. Structura monomerica a kinezinei conventionale (PDB ID: 1MKJ) reprezentata in
editorul VMD: “neck linker”-ul (reziduurile 325-337, regiunea rosie) face legatura intre ultimul
alfa helix din domeniul catalitic central, a. -6 (zona galbend) si primul alfa helix din domeniul de

rasucire in alfa-helix, a-7 (zona albastra)

Un algoritm “multiple time-stepping” [Sclick et al., 1999] a fost utilizat timp de 500 ps
cu o valoare a pasului egald cu 2 fs. Simuldrile de dinamicd moleculara au fost efectuate intr-un
ansamblu NPT (presiunea = latm, temperatura de 300 K), in care presiunea a fost controlata cu

ajutorul metodei pistonului hibrid Nosé¢ — Hoover Langevin [Hoover, 1999], [Martyna et al.,
13
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[992], 1ar temperatura a fost controlafa folosind mefoda Langevin 1n faza de echilibru

[Matsushita et al., 2010]. S-a efectuat o dinamica libera pentru intreg sistemul timp de 600 ps cu

scopul obtinerii unei structuri echilibrate.

Fig. 2.4. Structura kinezinei conventionala in cutia de apa cu grosimea stratului de apa

egala cu 15 A

Metoda de dinamica moleculara directionatd (SMD) — kinezina conventionala

Se creaza un fisier de tip pdb, in care sunt prezentate informatiile referitoare la molecula
de kinezind conventionald echilibratd in cutia de apa. Acest fisier a fost utilizat in simularile de
dinamica moleculara cand s-a aplicat o fortd constantd egala cu 700 pN si respectiv, 1400 pN
timp de 100 ps. In acest caz, se fixeaza regiunea de atasare a motorului molecular la microtubuli
(reziduurile 255-285), iar atomului SMD, reprezentat prin atomul C, din ultimul reziduu al
acestei molecule (reziduul 349) i s-a aplicat o fortd constantd in directia definitd de catre

vectorul care leagd regiunea fixatd si atomul SMD (Fig. 2.5).

Fig. 2.5. Structura kinezinei conventionale cu forta aplicata in directia definitd de catre vectorul

care leaga regiunea fixata si atomul SMD
14
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Monitorizarea legaturilor de hidrogen

Pentru monitorizarea legaturilor de hidrogen se foloseste programul VMD 1.8.7. Se va
utiliza optiunea pentru dispunerea moleculei sub forma de CPK, selectand atomii N si O din
proteina si apeland optiunea de reprezentare a legaturilor de hidrogen. Parametrii considerati in
aceasta reprezentare sunt: ”Distance Cutoft”: 4,0, ”Angle Cutoff”: 95 si ”Line Thickness™: 10.

In cazul structurii de “neck linker” din kinezina conventionald, evolutia legiturilor de
hidrogen a fost evaluata dupa aplicarea unor forte constante de tractiune (F; = 700 pN, F, = 1400
pN) timp de 100 ps, folosind metoda de dinamica moleculara directionata. Initial structura de
“neck linker” contine in total 7 legaturi de hidrogen si doud straturi de tip beta (Fig. 2.6), insa
dupa aplicarea celor doua forte constante, F; si F,, aceste legaturi se distrug aproape in
intregime. Dupa aplicarea unei forte constante de 700 pN, din cele 7 legaturi de hidrogen mai
raman doar 5, fiind distrus doar unul din straturi de tip beta. In cazul aplicirii unei fortei
constante, F, = 1400 pN se pot identifica un numar total de 4 legaturi de hidrogen si un strat de
tip beta: By in structura “neck linker”’-ului. Asadar, prin dublarea valorii fortei nu s-au identificat

schimbari conformationale semnificative 1n structura de neck linker”.
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Fig. 2.6. (a). Molecula monomerica de kinezind conventionald reprezentata in VMD; (b).
Structura de neck linker” formatd din 7 legaturi de hidrogen si doua straturi de tip beta: B9 si
Bio; (c).Reprezentarea structurald a atomilor ( Azot — N: bilele albastre; Carbon — C: bilele rosii;
Hidrogen — H: bilele albe; Sulf — S: bilele galbene) si a legaturilor componente din lantul

polipeptidic a structurii de "neck linker”

In comparatie cu metoda de dinamicd moleculard directionata folosind conditiile de

tractiune la viteza constanta utilizatd pentru a studia procesul de depliere si pliere a moleculei de

15
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ubiquitin prin analiza evolufiel legaturilor de hidrogen [Banu et al., 20T1], aceasta metoda ofera

posibilitatea de a investiga dependenta dintre forta aplicatd neck linker”-ului si raspunsul

acestuia prin monitorizarea legaturilor de hidrogen din componenta acestei structuri proteice.

2.3.2. Modelarea testului de tractiune a ”neck linker”-ului cu ajutorul metodei de dinamica
moleculara directionata (SMD)

In modelarea testului de tractiune a “neck linker”-ului cu ajutorul metodei de dinamica
moleculard directionatd s-a folosit aceeasi procedura de simulare de dinamicd moleculard ca 1n
cazul simuldrii pierderii stabilitatii “neck linker’-ului. "Neck linker’-ul a fost selectat intre
reziduurile 325 si 337 dupa procesul de tdiere din intreaga moleculd monomerica a kinezinei
conventionale, PDB ID: 1MKIJ (Fig. 2.7.a). Structura “neck linker”’-ului cu dimensiunile (12 x
39 x 15 A3) si lungimea initiala Ly = 35,56 A, a fost plasatd in interiorul unei cutii de apa cu
dimensiunile (32 x 59 x 35 A3) si grosimea stratului de apa egald cu 10 A, folosind aceleasi
conditii ca in cazul moleculei monomerice de kinezina conventionala (Fig. 2.7. b).

Pentru a se obtine o echilibrare optimd a structurii de “neck linker” s-a efectuat o
dinamica libera pentru intreg sistemul timp de 2000 ps. Simularile de dinamica moleculara
directionati au fost realizate folosind conditiile de tractiune constanti. In acest caz, o fortd
externd a fost aplicatd in directia +y a atomului de carbon alfa al ultimului reziduu (ALA337) si

in directia —y a atomului de carbon alfa al primului reziduu (ILE325) (Fig. 2.8).

(a) (b)
Fig. 2.7. Structura "neck linker”-ului din kinezina conventionala (a) dupa procesul de taiere, (b)

in cutia de apa
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Fig. 2.8. Structura neck linker”-ului din kinezina conventionala cu forta aplicata axial

Pentru a realiza simuldrile de dinamicd moleculara, s-a pregatit sistemul pentru conditiile de
tractiune constanta folosind aceleasi conditii limitd periodice ca in cazul etapei de echilibrare. S-
a efectuat o simulare de dinamica moleculara directionata timp de 16000 ps prin aplicarea unei

forte constante de tractiune variind in intervalul 2-15 pN.

2.4. Optimizarea etapei de echilibrare la proteinele scurte

Optimizarea etapei de echilibrare la proteinele scurte poate fi analizatad prin calcularea
evolutiei energiei totale, a celei potentiale si a energiei libere inmagazinate in aceste proteine in
urma procesului de echilibrare, precum si prin calcularea deviatiei medii patratice. Deviatia
medie patraticd ofera informatii cu privire la stabilitatea proteinei, mai exact dacd aceastd
structura proteica se afla intr-o stare conformationala stabild. Deviatia medie patratica (RMSD)
este folosita pentru a masura distanta dintre diferiti atomi ai proteinelor (atomii de Ca, C, N, O,
Cp). Prin masurarea valorii lui RMSD ale coordonatelor atomice ale carbonului alfa dupa
realizarea suprapunerii legaturilor rigide din structura proteinei, se pot masura schimbarile
conformationale aparute in aceasta structura.

Deviatia medie patraticd oferd informatii despre cantitatea prin care o selectie datd a
moleculei de proteina consideratd deviaza de la o pozitie definitd in spatiu. Prin reprezentarea
grafica a evolutiei lui RMSD in timp, echilibrarea structurii proteice in cutia de apa este realizata
cand este obtinuta o configuratie geometrica caracterizata printr-un minim al energiei. Valoarea
de saturare a lui RMSD pune in evidenta starea de echilibru al structurii proteice, unde o etapa

suplimentard de dinamica moleculara ar putea fi aplicata.
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RMSD versus timp (structura monomerica de kinezina) RMSD versus timp (structura de "neck linker”)
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Fig. 2.9. RMSD versus timp pentru structurile proteice echilibrate folosite in simularile de
dinamica moleculara. (a). Structura monomericd a kinezinei conventionale — valoarea de
saturare pentru RMSD este obtinuta in jur de 500 ps. (b) Structura de “neck linker”— valoarea de

saturare pentru RMSD este obtinuta in jur de 1800 ps.

Pentru a analiza extinderea la care sistemele proteice utilizate In simularile de dinamica
moleculara au fost echilibrate, s-a reprezentat grafic deviatia medie patratica (RMSD) versus
timp (Fig. 2.9. (a),(b)). Daca in cazul structurii monomerice a kinezinei conventionale procesul
de echilibrare se produce mai rapid in jur de 500 ps, pentru structura de “neck linker” gasirea
unui minim local al energiei are loc intr-un timp relativ destul de mare in jur de 1800 ps. Aceasta
comportare a structurii de “neck linker” in timpul procesului de echilibrare se datoreaza
modificarii frecvente a starii conformationale pana la obtinerea uneia stabile, care va permite
efectuarea simularilor de dinamica moleculard directionatd folosind conditiile de tractiune la

forta constanta.

2.5. Concluzii

In acest capitol a fost conceput, realizat si utilizat un algoritm de simulare a incercarilor
mecanice aplicate kinezinei. Astfel, s-au realizat 9 simulari de dinamica directionatd prin
aplicarea fortelor constante, F = 700 pN, F = 1400 pN, atomului SMD, C, din ultimul reziduu al
acestei molecule (reziduul 349) in directia definitd de catre vectorul care leaga regiunea fixata
(reziduurile 255-285 - regiunea de atasare a motorului molecular la microtubuli) si atomul

SMD si respectiv, prin aplicarea unei forte externe (F=1pN, F=2pN,F=5pN, F=8 pN, F
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%
=T0 pN, F = IZ pN, F = I5 pN) in direcfia Ty a atomului de carbon alfa al ultimului reziduu
(ALA337) si in directia —y a atomului de carbon alfa al primului reziduu (ILE325). Timpul de

calcul mediu pentru o simulare a fost de 12 h/etapa compus din etapa de initiere, echilibrare si
simulare. S-a folosit metoda de tractiune directionata (SMD) si metoda ABF (Adaptive Biasing
Force). Criteriul de oprire 1n evolutia proteinei in etapa de echilibrare a fost obtinerea unui factor
de regresie RMSD constant pentru o perioadd mai mare de 500 ps, ceea ce corespunde la o
pozitie de echilibru temporar al proteinei. Pentru aceastd configuratie corespunzatoare acestei
etape de echilibrare s-a aplicat, succesiv, forta de 700 pN, 1400 pN pentru 100 ps si 2-15 pN
pentru 16000 ps.

Din tabelul 2.1 se poate observa ca in urma aplicarii unor forte constante de 700 pN si
respectiv, 1400 pN moleculei monomerice de kinezind conventionald, dintr-un numar total de 7
legéturi de hidrogen au mai ramas 4-5 legdturi de hidrogen in structura acestei molecule. Prin
ruperea acestor legaturi de hidrogen, ’neck linker”-ul devine mai flexibil, ceea ce va deterrmina

o imbunatatire a procesului de deplasare a acestui motor molecular de-a lungul microtubulilor.

Tabelul 2.1. Cazurile simulate in functie de fortele aplicate celor doua structuri proteice

analizate
Structura proteica Valorile fortelor Valoarea Nr. legaturilor de
aplicate (pN) medie a lui hidrogen din
RMSD (A) structura de
”neck linker”
Molecula monomerica de
kinezini conventionald 0 pN 1,2964 A 7
Molecula monomerica de
kinezind conventionala 700 pN 1,2964 A 5
Molecula monomerica de
kinezina conventionala 1400 pN 1,2964 A 4
Structura de “neck linker” 2-15pN 3,9857 A 0

Prin tdierea structurii de “neck linker” din molecula monomericd de kinezind
conventionald, cele doud straturi de tip beta contindnd un numar total de 7 legaturi de hidrogen
sunt complet distruse si prin urmare, in aceastd structurd nu mai poate fi identificatd nicio
legatura de hidrogen. In concluzie, datorita faptului ci se rup legaturile de hidrogen, acestea
creazd noi configuratii care restabilesc echilibrul si care determind comportarea neliniara a

acestel structuri de ”neck linker”.
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Capitolul 3. Identificarea rigiditatii kinezinei in cazul

deformatiilor constante

3.1. Introducere

Pentru a intelege in detaliu mecanismul de deplasare al kinezinei conventionale de-a
lungul microtubulilor transportand diverse incarcari celulare este necesar sa identificim factorii
mecanici, ce influenteaza dinamica acestui motor molecular. Astfel, in cadrul acestui capitol este
prezentata analiza cantitativd ale modificarilor structurale ale subsistemului kinezinei
conventionale, “neck linker’-ul, ce constituie elementul cheie ce participd la tractiunea unei
incdrcari. Aceasta analiza a fost realizatd considerand miscarile longitudinale ale “neck linker”-
ului, ce sunt miscdrile structurale esentiale ale acestui subsistem. In cele ce urmeazi este
prezentatd analiza schimbdrilor structurale si respectiv, cea a rigiditatii caracteristice “neck

linker”-ului in functie de deformarea proteinei.

3.2. Identificarea rigidititii "neck linker”-ului in cazul deformatiilor mici

Elongatia “neck linker”-ului este datorata fluctuatiilor termice si poate fi exprimata ca o
functie de kT folosind legea echipartitiei energiei. In ciuda faptului ca directia de aplicare a
fortei este axiala, fluctuatiile termice sunt dominante in timpul transportului, conducand la
aparitia unor elongatii, rotatii precum si contractii in timpul acestui mecanism de deplasare.
Astfel, lungimea instantanee a “neck linker”-ului L(t) poate fi exprimatd cu ajutorul ecuatiei

3.1):

L(t)=L0+FLT(t)+E. (3.1)

Legea echipartitiei energiei este definitd de urmatoarea ecuatie (3.2):

1,—2 1
—kL =—kgT, 3.2
5 S KB (3.2)
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unde k este rigiditatea "neck linker”-ului, L reprezintd fluctuatiile termice ale “neck linker”-
ului, kg este constanta lui Boltzmann, T este temperatura absolutd, Fy este forta de-a lungul
“neck linker”-ului, Ly este lungimea initiala a neck linker”-ului.

Prin Tnlocuirea lui L(t), ecuatia (3.2) devine:

1 F O\ 1
5k<[L(t)—L0 - Lk(t)} >=5kBT, (3.3)
unde, L,= <L(t)>—<FLT(t)>. (3.4)

Cu ajutorul unui algoritm secvential este obtinut un polinom de ordinul doi, ce este utilizat n

determinarea valorii rigiditatii pentru un timp de simulare egal cu 16000ps (ecuatia 3.5):

K2(51%)  —k[2(sLoF ), +keT]+(5F2) =0, (3.5)
unde, SL = L(t) = (L(1)),,, » (3.6)
8F, = L (6)—(F (D) .. (3.7)

si forta de-a lungul “neck linker”-ului este definita cu ajutorul ecuatiei (3.8):

F (t)=Fn, +Fn,+Fn,, (3.8)

unde ny, ny, n, sunt componentele vectorului normalizat al fortelor aplicate; normele sunt
calculate pe baza coordonatelor instantanee, x;(t), yi(t), zi(t), a centrului de masa a atomului de
carbon alfa al primului reziduu si xx(t), ya(t), z2(t) sunt coordonatele atomului de carbon alfa al
ultimului reziduu.
Pentru a evalua dependenta rigiditatii “neck linker”-ului de incarcare se foloseste ecuatia
(3.5). Aceasta dependenta este reprezentatd in Fig. 3.1 pentru sase cazuri a alungirii “neck
linker”-ului de la 1000 ps la 6000 ps si unde ki, ko, k3, ka, ks, ke reprezintd valorile rigiditatii
“neck linker”-ului cand s-a aplicat o forta constantd de tractiune Fy (Fy; =2 pN, Fy, =5 pN, Fy3 =
8 pN, Fy4 =10 pN, Fys = 12 pN, Fy6 =15 pN).
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Fig. 3.1. Dependenta rigiditatii ,,neck linker”-ului de incarcare

Valorile rigiditatii au fost calculate folosind algoritmul prezentat mai sus, unde kgT =
4,142 pN*nm si forta de-a lungul “neck linker”-ului, Fi(t) incorporeazd de asemenea
componentele x si z, dincolo de forta aplicatd in directia +y a atomului de carbon alfa al
ultimului reziduu si in directia —y a atomului de carbon alfa al primului reziduu, deoarece in

anumite cazuri forta este compresiva [Patriche et al., 2011].

3.3. Identificarea rigiditatii “neck linker”-ului in cazul deformatiilor mari

Pentru a identifica rigiditatea “neck linker”-ului kinezinei conventionale in functie de
deformatiile mari ale acestei structuri proteice s-a utilizat acelasi algoritm ca si In cazul
deformatiilor mici. Modelul de variatie al rigiditatii “neck linker”-ului in cazul deformatiilor
mari a fost obtinut prin aproximarea cu un polinom de gradul trei a celor doua curbe rigiditate
versus forta de tractiune aplicatd, F; = 700 pN si F2 = 1400 pN. Dependenta rigiditatii fatd de
forta de tractiune aplicata este reprezentatda grafic in Fig. 3.2 si 3.3. Crestera valorii rigiditatii
pentru perioade scurte de timp se datoreaza limitarii de a captura fluctuatiile structurale pentru
intreaga structurd proteicd analizati. In consecintd, fluctuatiile inregistrate in evolutia rigiditatii
in functie de forta de tractiune aplicatd sunt o consecinta a alungirii structurii de “neck linker”,

urmatd de comprimari si rotiri succesive ale acestei structuri.
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Fig. 3.3. Dependenta rigiditatii fatd de forta de tractiune aplicata, F, = 1400 pN

Din Fig. 3.2 si 3.3 se observa ca odatd cu dublarea fortei de tractiune s-a dublat si
valoarea rigiditétii. Astfel, pentru o valoare a fortei de tractiune egala cu 700 pN s-a masurat o
valoare medie a rigiditatii de 195,37 + 13,61 pN/nm si respectiv, 357,09 + 30,51 pN/nm pentru F
= 1400 pN.
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3.4. Concluzii

In acest capitol a fost utilizat un algoritm secvential de misurare a rigiditatii
caracteristice celor doua structuri de ’neck linker” evaluate. Astfel, s-au identificat modificarile
din lungimea “neck linker”-ului in functie de cele doud tipuri de deformatie (deformatiile mici si
cele mari) din structura proteica analizata. Aceste fluctuatii structurale identificate pentru fiecare
tip de “neck linker” studiat au fost utilizate pentru a caracteriza dependenta rigiditatii in functie
de forta de tractiune aplicata.

In tabelul 3.1 sunt centralizate valorile medii ale lungimii si a rigiditatii caracteristice
structurii de “neck linker” obtinute pentru fiecare forta de tractiune aplicata. Din acest tabel se
observa ca in cazul deformatiilor mici (F = 2-15 pN) fluctuatiile din lungime si rigiditate sunt
mai Tnsemnate decat pentru deformatiile mari (F = 700-1400 pN). Aceste fluctuatii sunt datorate
succesiunii de comprimari si rotatii pe care le suferd structura de “neck linker” in timpul

procesului de tractiune prin aplicarea unor forte constante ce au variat in intervalul 2-15 pN.

Tabelul 3.1. Valorile lungimii si rigiditatii caracteristice structurii de "neck linker” in

functie de forta de tractiune aplicata

Forta (pN) <L(t)>+SD (A) Rigiditatea + SD
(pN/nm)
2 25.86 + 4.38 2.12 % 0,09
5 30,34 + 2,93 3,77+ 0,55
8 19,41 £ 5,21 4,12 +2,65
10 31,87 +4,92 8,96 £ 0,29
12 28,66 £ 2,83 8,53+0,16
15 29,34 £ 2,31 11,70 £ 0,07
700 35,43 £ 0,86 195,37 + 13,61
1400 33,89 £2,01 357,09 + 30,51

In urma acestui studiu de identificare a rigidititii a structurii de neck linker” in functie
de deformarea acesteia, s-a observat cd aceastd proteina difuzeaza si componenta fortei de-a
lungul proteinei fluctueaza semnificativ in timp determinand in anumite cazuri ca forta aplicata
sd fie compresiva. Elasticitatea proteinei variazd semnificativ, in special pentru fortele din
intervalul 5-8 pN. In concluzie, comportamentul “neck linker”-ului este neliniar in raport cu
forta aplicata.
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Capitolul 4. Identificarea rigiditatii kinezinei in cazul

deformatiilor instantanee

4.1. Introducere

Kinezina se deplaseaza pe un ansamblu celular cunoscut sub numele de microtubuli, care
produce o serie de obstacole (deformatii instantanee) prin aparitia unor boli. Datorita implicatiei
sistemului kinezind-microtubuli in bolile neurodegenerative, Alzheimer si Parkison, in ultimul
timp, din ce In ce mai multi cercetdtori atat din domeniul medical cat si al ingineriei sunt
interesati de intelegerea in detaliu a mecanismului de deplasare a kinezinei de-a lungul
microtubulilor in cazul aparitiei unor obstacole (deformatii instantanee). Cunoasterea exacta a
structurii si a proprietatilor mecanice ale microtubulilor are un rol defenitoriu in intelegerea
acestui mecanism de deplasare.

In cele ce urmeazi sunt prezentate cercetirile experimentale si numerice privind
caracterizarea structurald si identificarea rigiditatii microtubulilor in cazul deformatiilor
instantanee. Cercetdrile experimentale au la bazd microscopia de fortd atomica, iar cele

numerice, simularile de dinamica moleculara realizate cu ajutorul softului NAMD.

4.2. Cercetari experimentale privind caracterizarea structurala si identificarea rigiditatii
microtubulilor
4.2.1. Principiul metodei

Sistemul experimental utilizat este sistemul Nanowizard III BioAFM (JPK Instruments
Berlin, Germany). Caracteristicile acestui sistem sunt urmatoarele: microscopul inversat prezinta
o bund rezolutie atomicd, avand un sistem de detectie a cantileverului (nivel scazut al
zgomotului 0,1 Hz — 1 kHz) si respectiv, unul de detectie IR a unghiului de deviatie a sursei de
lumina cu o buna cooerentd pentru masuratorile libere de interferentd. Proba de microtubuli
atagata pe un substrat din sticla (supus unui tratament de silanizare) va fi plasata pe stativul unui
microscop inversat (IX71, Olympus, Tokyo, Japan) si va fi supusi analizei. In Fig. 4.1., este
prezentatd schema experimentului realizat folosind tehnica de microscopie cu fortd atomica

pentru a caracteriza structural si a masura valoarea rigiditatii caracteristice microtubulilor.
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Substrat din sticla

Fig. 4.1. Schema experimentului AFM efectuat cu ajutorul sistemului NanoWizard III
BioAFM

Principiul metodei experimentale utilizate in cadrul acestui capitol pentru a caracteriza
structural si a masura valoarea rigiditatii corespunzatoare microtubulilor, folosind microscopia

cu fortd atomica este prezentat schematic 1n Fig. 4.2.
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Fig. 4.2. Schema principiului metodei experimentale de caracterizare structurald si de mésurare

a rigiditatii filamentelor de citoscheletal de tip microtubuli
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Caracterizarea structurald a acestor filamente de citoscheletal s-a realizat cu ajutorul
etapelor de imagisticd efectuate atat in aer cat si in mediul lichid. Identificarea rigiditatii
caracteristicd microtubulilor a fost posibila prin evaluarea modulului lui Young obtinut in urma
determindrii curbelor de tip fortd versus indentare cu ajutorul soft-ului JPK IP processing si

aproximate folosind modelul lui Hertz.

4.2.2. Caracterizarea structurald a microtubulilor folosind etapa de imagistica in aer si
mediul lichid

Proprietatile structurale au fost puse in evidenta cu ajutorul imaginilor obtinute in aer si
mediul lichid folosind sistemul NanoWizard III BioAFM. Pentru a genera imaginile AFM 1n aer
s-a folosit AC mode, efactuat cu ajutorul unui cantilever rectangular din silicon, avand constanta
de elasticitate egali cu 0,22 N/m. In timp ce pentru obtinerea imaginilor AFM in mediul lichid s-
a utilizat Contact mode pentru scanarea suprafetei topografice folosind un cantilever
triunghiular, ascutit confectionat din nitrurd de silicon, cu o constantad de elasticitate egala cu
0,2445 N/m. In Fig. 4.3 si 4.4 sunt prezentate structurile topografice dimensionale (2D) si
sectiunile transversale corespunzitoare acestora obtinute in urma proceselor de imagistica
realizate in aer i in mediul lichid pentru proba de microtubuli supuse analizei.

In urma analizei sectiunii transversale obtinute din imaginile topografice 2D atat in aer
cat si in mediul lichid aceste filamente de citoscheletal au prezentat structuri cu inaltimi cuprinse

in intervalul 6,5 — 8 nm.
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Fig. 4.3. Imagini AFM 1n aer ale filamentelor de citoscheletal de tip microtubuli. (a) Imagine
topografica 2D, aria scanatd 15 um x 15 pm; (b) Zoom in regiunea A - imagine topografica 2D,

aria scanatd 5 um x 5 um; (c¢) Sectiunea transversala de-a lungul liniei din panoul (b).
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Fig. 4.4. Imagini AFM in mediul lichid ale filamentelor de citoscheletal de tip microtubuli. (a)
Imagine topografica 2D, aria scanata 15 um x 15 pm; (b) Zoom in regiunea B - imagine
topografica 2D, aria scanatd 4 um x 4 um; (c) Sectiunea transversald de-a lungul liniei din

panoul (b).

4.2.3. Masurarea rigiditaitii caracteristice microtubulilor in mediul lichid

Masuratorile rigiditatii microtubulilor au fost efectuate in mediul lichid folosind sistemul
NanoWizard III BioAFM. Pentru a obtine curbele fortd versus distantd utilizate in calculul
modulului lui Young, s-a realizat etapa de spectroscopie folosind modul contact cu ajutorul unui
cantilever triunghiular, ascutit, confectionat din nitrurd de silicon, cu o constanta de elasticitate
egald cu 0,2445 N/m. Pentru a analiza curbele forta versus distanta s-a folosit modelul lui Hertz.
Acest model este utilizat pentru obtinerea modulului lui Young, ce este o proprietate elasticd a

materialului si este definit ca raportul dintre tensiunea materialului si deformare (ecuatia 4.1).

dL

F
E=——, 4.1
AL 4.1

unde, E = modulul lui Young; F = forta de tractiune; A = sectiunea transversald; dL = alungirea
specifica; L = lungimea initiala.

In cadrul acestui capitol s-a realizat un studiu comparativ de evaluare a rigiditatii
masurate pentru structura de microtubuli polimerizata si stabilizata cu ajutorul taxolului si cea
afectatd de actiunea compusului chimic “nocodazole” addugat in timpul procesului de
polimerizare. Taxolul este un medicament utilizat pentru tratarea diferitelor forme de cancer.
Taxolul se ataseaza la structurile de tubulind in timpul proceselor de hiperstabilizare i formare
de fascicule de microtubuli. S-a demonstrat faptul ca adaugarea taxolului in timpul procesului de
ansamblare a tubulinelor, acestea sunt cu 0,15 nm mai lungi decat structurile de tubulind din

reteaua GDP a microtubulilor standard. In timp ce adiugarea taxolului dupd procesul de
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ansamblarc defermina o mail mica modificare a lungimii longifudinale 1n refeaua de microtubuli

obtinutd (in jur de 0,04 nm) [Arnal et al., 1995]. Compusul chimic “nocodazole” este un
medicament anti-mitotic, care se atagseaza la structura de microtubului. Acest medicament are
rolul de a reduce instabilitatea dinamicii acestor filamente de citoscheletal la o valoare mica a
concentratiei si de a depolimeriza aceste filamente la o valoare mai mare atat in vivo cat si in
vitro. La o valoare a concentratiei cuprinsa in ordinul de marime nM pana la mM, “nocodazole”
interactioneaza cu majoritatea proteinelor de tip tubulind din structura microtubulilor [Marx et
al., 2007].

Datele experimentale obtinute in urma masuratorilor AFM au fost supuse unui proces de
aproximare realizat cu ajutorul optiunii AFM ImageProcessing din soft-ul JPK IP processing.
Geometria indentdrii pentru curbele fortd versus indentare obtinute experimental este de tip
sferic. Ecuatia matematica utilizata pentru calculul modulului lui Young in urma procesului de

aproximare este prezentata mai jos:

2 2
po B [a4RD Rova ] w2
I-v 2 R, —a
5=dpRatd 4.3)
2 R,-a

unde, F = forta; E = modulul lui Young; v = coeficientul lui Poisson; & = adancimea de
indentarea; a = raza cercului de contact. Parametrii folositi in etapa de aproximare sunt: forma
varfului de indentare (sferd), raza varfului de indentare (10,0 um) si coeficientul lui Poisson
(0,50). In Fig. 4.5 si 4.6 sunt prezentate curbele tipice fortd versus distantd obtinute pentru
procesul de indentare a structurii de microtubuli polimerizata si stabilizata cu taxol si respectiv,
pentru cel al structurii de microtubuli stabilizatd cu taxol si afectatd de actiunea compusului
chimic "nocodazole”.

Din cele doua figuri, se poate observa ca adancimea de indentare in cazul structurii de
microtubuli afectatd de actiunea “nocodazole”-ului este mult mai mare decat cea neafectata de
acest medicament.

In Fig. 4.7 este prezentatd evolutia valorii modulului lui Young corespunzitoare celor
doua structuri de microtubuli supuse analizei: structura de microtubuli polimerizata si stabilizata
cu solutia de 0,5 mM taxol si respectiv, structura de microtubuli stabilizata cu solutia de 0,5 mM

taxol, Tnsa afectata de actiunea compusului chimic "nocodazole” (0,1 mM).
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Fig. 4.5. (a) Curba forta versus distanta in cazul procesului de indentare a structurii de
microtubuli polimerizata si stabilizata cu taxol; (b) Zoom in regiunea A — zona din curba forta
versus distanta ce va fi folosita in etapa de aproximare folosind modelul lui Hertz pentru a

determina valoarea modulului lui Young
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Fig. 4.6. (a) Curba forta versus distanta in cazul procesului de indentare a structurii de
microtubuli stabilizata cu taxol si afectata de actiunea compusului chimic “nocodazole”; (b)
Zoom in regiunea B — zona din curba forta versus distanta ce va fi folosita in etapa de

aproximare folosind modelul lui Hertz pentru a determina valoare modulului lui Young
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In urma analizei valorii modulului lui Young in cazul celor doui structuri de microtubuli supuse
evaludrii, s-a constant cd rigiditatea microtubulilor se modifica drastic in cazul adaugarii
compusului chimic “nocodazole” in procesul de polimerizare acestor filamente de citoscheletal.
Valoarea modulului lui Young (E) in cazul structurii de microtubuli afectatd de actiunea acestui
medicament este de 4,5 ori mai mica decat structura de microtubuli neafectata. Aceasta tendinta
poate fi observatd si din reprezentarea grafica a evolugiei valorii modulului lui Young
corespunzatoare celor doua structuri de proteind supuse analizei: Eryo = 7,56 + 3,33 MPa si
ENocodazole = 1,69 £ 1,43 MPa (valoare lui fiind determinata cu ajutorul formulei E= E 4y £ SD

(MPa), SD = deviatia standard) [Han et al., 2012].

12 T

Modulul lui Young [MPa]

Taxol Taxol si nocodazole

Fig. 4.7. Evolutia valorii modulului lui Young corespunzatoare celor doua structuri de proteind
supuse analizei: Taxol - structura de microtubuli polimerizata si stabilizata cu solutia de 0,5 mM
taxol; Nocodazole - structura de microtubuli stabilizata cu taxol si afectata de actiunea
compusului chimic “nocodazole” (0,1 mM). Barele de eroare reprezinta deviatia standard a

valorii medii a modulului lui Young

4.3. Cercetiri numerice privind identificarea rigidititii microtubulilor in cazul
deformatiilor instantanee

Identificarea rigiditatii microtubulilor in cazul deformatiilor instantanee a fost realizata
investigdnd mecanismul implicat in depolimerizarea structurii microtubulilor cu ajutorul

simuldrilor de dinamica moleculara. Acest mecanism este dependent de timp si contribuie la
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deferiorarea transportulur neuronal realizat de catre kinezina si_microtubuli, conducand la

insuccesul transportului ionilor de Ca*" la sinapsele nervoase. Cu ajutorul simulirilor de
dinamica moleculara, monitorizarea starii de functionalitate a microtubulilor este realizatd prin
masurarea evolutiei rigiditatii, ce caracterizeaza integritatea microtubulilor si capacitatea lor de a
fi transportatori pentru semnalele neuronale. In cele urmeazi este prezentat un studiu comparativ
intre rigiditatea caracteristica structurii dimerice de microtubuli si cea afectata de rotenona, care
este un pesticid foarte utilizat in agricultura si are un efect devastator asupra sandtdtii umane,

conducand la aparitia bolilor neurodegenerative.

4.3.1. Algoritmul utilizat in investigatiile privind efectul rotenonei asupra structurii
microtubulilor

Algoritmul folosit pentru a masura proprietdtile mecanice ale proteinelor afectate de catre
efectul nociv al pesticidelor are la bazad simularile numerice efectuate la nivel atomistic

(simularile de dinamica moleculard) si schema acestui algoritm este prezentata in Fig.4.8.

Fisiere PDB descarcate
din Protein Data Bank

Parametrii de tip CHARMM

=

| |

Structura de microtubuli dimerica
formata dintr-o pem_ChE de de actiunea colchicinei
alfa-beta tubulind J7

L

Structura de microtubuli afectata

Analiza rigiditatii longitudinale Analiza rigiditatii
si a sectiunii transversale

}

Predictia impactului pesticidelor
asupra structurii de microtubuli

Fig. 4.8. Schema algoritmului propus pentru predictia impactului nociv al pesticidelor asupra
starii de functionalitate a microtubulilor prin intermediul procesului de monitorizare a sectiunii
transversale si a rigiditatii longitudinale ca o masura a procesului de dezintegrare a

microtubulilor.
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Pentru a realiza aceste simuldri de dinamicd moleculard s-au utilizat lanturi proteice
obtinute dintr-o banca de proteine, cunoscutd sub numele de RCSB Protein Data Bank (RCSB
PDB). Structura proteinelor descdrcate din aceastd banca de proteine este reprezentatd prin
coordonatele si distantele dintre reziduurile componente. Pentru a evidentia interactia intre
reziduuri, s-au folosit parametrii de tip CHARMM. Pentru a analiza rigiditatea structurii de
microtubuli atat in absenta cat si prezenta pesticidelor, s-au folosit doud lanturi proteice in
simuldrile de dinamica moleculara: structura dimerica de microtubuli formata dintr-o pereche de
alfa-beta tubulina si cea afectatd de actiunea pesticidelor alcatuitd din doud perechi alfa-beta
tubulind, dintr-o moleculd de colchicind si un domeniu de tip “stathmin” (Fig. 4.9. (a), (b)).
Structura dimerica alfa-beta tubulind este alcatuita din 874 amino-acizi (440 de tip alfa-tubulina
si 427 de tip beta-tubulind) si respectiv, 7406 legaturi de tip C-C. Cea de-a doua structura
analizata, contine un numar total de reziduuri egal cu 1934 aminoacizi (902 de tip alfa-tubulind,

890 de tip beta beta-tubulina si 142 de tip ”stathmin”) si respectiv, 14394 legaturi de tip C-C.

alfa tbulind beta tubulind

oo alfa tubuing

beta mgu]ma

(a) (b)

Fig. 4.9. Structurile proteice folosite in simularile NAMD reprezentate grafic folosind editorul
VMD. (a). Structura dimerica de microtubuli; (b). Structura de microtubuli afectatd de actiunea

compusului chimic, colchicina.

Rigiditatea structurii de microtubuli reprezinta unul dintre cei mai importanti parametri
mecanici, ce ne poate furniza informatii privind cauzele procesului de depolimerizare a structurii
de microtubuli. Pentru a evalua rigiditatea structurilor proteice folosite in realizarea simularilor
de dinamica moleculara, initial s-a efectuat procesul de echilibrare timp de 100 ps pentru fiecare

structurd in parte. Analiza rigiditatii structurii dimerice de microtubuli s-a realizat folosind
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simularile de dinamica moleculara efectuafe cu ajuforul soft-ulut NAMD 2.8 [Phillips et al.,
2005].

4.3.2. Evaluarea starii de functionalitate a structurii de microtubuli

Evaluarea starii de functionalitate a structurii de microtubuli ar putea fi realizatd prin
masurarea rigiditatii acestei biomolecule ca o masurd a integritatii microtubulilor. Cand
pesticidele ataca structura microtubulilor, legaturile chimice din aceasta biomoleculd sunt
afectate si astfel, valoarea rigiditatii este modificata. Pentru a determina valoarea rigiditatii, o
noud metoda de calcul a fost dezvoltatd pe baza modelului propus de [Matsushita et al., 2010],
pentru a determina valoarea rigiditatii pentru filamentele de actind. Deformatia structurii de
microtubuli poate fi determinatd prin mai multe moduri, insa cea mai reprezentativa este cea de-
a lungul axei microtubulilor. Energia cauzatd de aceasta deformatie este egald cu energia

Bolztmann, asa cum este prezentat in ecuatia de mai jos:

1. A ) 1
Sk O(LO-({LOL)?), = kT, (4.4)

unde, kg = constanta lui Boltzmann; T = temperatura absoluta; <>,; = media fluctuatiilor in

timp in cazul unei forte egale cu zero; At = 10, 20, 40, 60, 80, 100 ps; k2' (t) = constanta de

ext
elasticitate la extinderea structurii de microtubuli.

Lungimea structurii dimerice de alfa-beta tubulina, L(t) este definitd ca fiind diferenta
dintre pozitia pe coordonata x a centrului de masd a lantului beta la capatul plus al
microtubulilor (Xeus)(t)) §1 pozifia pe coordonata x a centrului de masa a lantului alfa la capatul

minus al microtubulilor (X(minus)(t))-
L(t) = Xplus(t) — Xminus(t) - (4.5)

In timp ce, lungimea structurii de microtubuli afectatd de actiunea compusului chimic

colchicind este definitd cu ajutorul relatiei matematice prezentata mai jos :

L(1) = 3/ % s ()= X s D)+ s (0 = Y s D) + s O = Zpine ), (4.6)

unde, Xpis(t) este pozifia pe coordonata x a centrului de masa a lanfului alfa la capatul plus al

microtubulilor, Xnyinus(t) - pozitia pe coordonata x a centrului de masa a lantului beta la capatul
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minus al l’l’llCI'Ofu[;ulllOI’, Yplusi f) - p021f1a pe coordonata ya centrului de masa a lantulul alfa la

capatul plus al microtubulilor, ymins(t) - pozitia pe coordonata y a centrului de masa a lantului
beta la capatul minus al microtubulilor, z,(t) - pozifia pe coordonata z a centrului de masa a
lantului alfa la capatul plus al microtubulilor, Zmins(t) - pozitia pe coordonata z a centrului de
masad a lantului beta la capatul minus al microtubulilor.

Analiza rigiditatii structurii de microtubuli s-a realizat cu ajutorul simularilor de
dinamica moleculara (efectuate timp de 100 ps), folosind constanta de elasticitate a structurii de
microtubuli din ecuatia (4.4) si unitdtile de masurd conventionale. Rigiditatea structurii de

microtubuli la extindere a fost calculata ca o valoare raportata la o lungime egala cu 1pum. Astfel,

rigiditatea la extindere caracterizatd printr-o lungime aparenti de lum, K2 (t) raportati la

X

lungimea structurii de microtubuli este calculatd folosind ecuatia de mai jos:

L(t
t)= mkm (t) . (4.7)

KAt
llle ext

ext

In cadrul acestui studiu au fost analizati doi parametri mecanici esentiali ai structurii de
microtubuli: rigiditatea de extindere si modulul lui Young, E, folosind o estimare aproximativa

redatd prin ecuatia de mai jos:
— > (4.8)

unde, kexs = constanta de elasticitate la extinderea structurii de microtubuli; L = lungimea medie
a structurii de microtubuli; A = sectiunea transversala echivalenta a structurii de microtubuli (~
25 nm?).

Dupa 100 ps de simulare dinamica moleculara, structura dimerica de microtubuli formata
dintr-o pereche de alfa-beta tubulini este caracterizati printr-o lungime medie de 39,3547 A, o
rigiditate de extindere in jur de 0,0290 N/m + 0,0164 si valoarea modulului lui Young in jur de
1,79 x 10° N/m?, care este apropiati de valoarea obtinutd de Sept si MacKintosh, 2010 (pentru
structura de tubulind E = 2,2 x 10° N/m?). Rigiditatea celor doui structuri de microtubuli supuse
analizei a fost calculatd cu ajutorul ecuatiei (4.8), folosind evolutia lungimii structurii de
microtubuli din simulirile de dinamici moleculard in timp. In urma acestei analize, valorile
rigiditatii obtinute pentru structurile de microtubuli au fost: 0,0290 N/m + 0,0164, E = 1,79 x 10°
N/m? (structura de microtubuli dimerica) si respectiv, 0,0147 N/m £ 0,0085, E = 0,958 x 10°

N/m? (structura de microtubuli afectatd de colchicind) [Patriche et al., 2011].
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4.4. Concluzii

In acest capitol, au fost studiate proprietitile structurale si mecanice ale microtubulilor
folosind microscopia de fortd atomica si simularile de dinamica molecular. In tabelul 4.1 sunt
prezentate valorile rigiditatii caracteristice microtubulilor inregistrate atit in urma cercetarilor

experimentale cat si a celor numerice.

Tabelul 4.1. Valorile rigiditatii caracteristice structurilor proteice analizate. <E> - valoarea
medie a modulului lui Young, SD; — deviatia standard a valorii medii a modulului lui Young,

<k> - valoarea medie a rigiditatii, SD, — deviatia standard a valorii medii a rigiditatii

Structura proteica Tipul cercetarii <E> + SD; (N/m”) <k> % SD; (N/m)
Structura de Cercetari
microtubuli experimentale
polimerizata si efectuate cu ajutorul 7,5+3,33x 10°
stabilizata cu solutia | microscopiei de forta
de 0,5 mM atomica
Structura de Cercetari
microtubuli experimentale
stabilizata cu taxol si | efectuate cu ajutorul 1,69 £0,93 x 10°
afectatd de actiunea | microscopiei de forta
compusului chimic atomica
“nocodazole”
Structura dimerica de | Cercetari numerice
alfa-beta tubulina efectuate cu ajutorul 1,79 £ 0,32 x 10’ 0,0290 +0,0164
softului de dinamica
moleculara, NAMD
Structura de Cercetari numerice
microtubuli afectatd | efectuate cu ajutorul 0,958 £0,15x 10° 0,01487 + 0,0085
de actiunea softului de dinamica
colchicinei moleculara, NAMD

Microscopia de fortd atomica este una dintre metodele experimentale ce ofera
posibilitatea de a caracteriza structural (cu o rezolutie de ordinul nm) si de a identifica
proprietdtile mecanice caracteristice filamentelor de citoscheletal. Astfel, proba de microtubuli a

fost fixatd pe substratul din sticld folosind solutii de aminopropil-trimetoxi-silan si aminopropil-
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fricfoxi-silan s1 cu ajuforul celor doua efape de imagistica in aer si mediu lichid a fost posibil sa
identificdm structura microtubulilor, ce a prezentat Tnaltimi cuprinse intre 6,5 si 8 nm. Valorile
rigiditdtii microtubulilor polimerizati si stabilizati cu taxol 0,5 mM, obtinute in urma
masuratorilor AFM efectuate in mediul lichid cu ajutorul sistemului NanoWizard III BioAFM
sunt in conformitate cu valorile obtinute de citre [Vinckeir et al., 1996]. In urma acestei analize,
s-a constatat cad adaugarea unei solutii de 0,1 mM nocodazole in solutia de microtubuli
polimerizata determind o reducere semnificativa a valorii modului lui Young. Asadar, valoare
scazutd a modulului lui Young este un indicator a inceperii procesului de depolimerizare a
structurii de microtubulii, chiar daca aceasta a fost stabilizata initial cu o solutie de 0,5 mM
taxol.

Cercetarile numerice realizate cu ajutorul simuldrilor de dinamica moleculara au
contribuit la analiza valorii rigiditatii ca un indicator al procesului de dezintegrare a structurii de

microtubuli.

Capitolul 5. Validarea experimentala a comportarii

kinezinei la deplasarea sub sarcina constanta

5.1. Introducere

Alaturi de simularile de dinamicd moleculard, studiul procesivitatii motorului molecular
de tip kinezind cu ajutorul tehnicilor single-molecule”, are un rol esential in identificarea si
intelegerea in detaliu a principiului biomimetic caracteristic acestui motor molecular. in cadrul
acestui capitol sunt prezentate cercetarile experimentale realizate cu ajutorul tehnicii “optical
tweezers” pentru a identifica dinamica si mecanismul de generare a fortei caracteristice
motoarelor moleculare de tip kinezina. Acest lucru a fost posibil prin masurarea parametrilor de
procesivitate (viteza medie si distanta medie de deplasare) si respectiv, forta de stagnare in

timpul deplasarii de-a lungul axonemei (fascicul de microtubuli orientati).

5.2. Principiul metodei

Obiectivul principal al cercetarilor experimentale prezentate in cadrul acestui capitol il
reprezinta studiul procesivitatii motoarelor moleculare de tip kinezina (kinezina conventionala si
motorul proteic, Tea2), folosind tehnica “optical tweezers”. Identificarea parametrilor
procesivitdtii caracteristice celor doud motoare proteice (kinezina conventionald si motorul

proteic, Tea2) s-a realizat prin acoperirea unei bile din polistiren cu aceste motoare moleculare si

37



Modelarea mecano-chimica a transportului intracelular cu aplicatii in proiectarea
dispozitivelor cu rigiditate variabila

atasarea lor la lor la axonema folosind sistemul experimental ~opfical tweezers”. Apoi,
deplasarea motorului molecular de-a lungul axonemei a fost inregistratd si folositd pentru a
calcula parametrii procesivitafii: viteza medie si respectiv, distanta medie de deplasare de-a
lungul filamentului de citoscheletal corespunzator inaintea de detasarea completa a motorului
proteic de la acesta.

Dinamica si mecanismul de generare a fortei caracteristice kinezinei, Tea2 au fost
studiate cu ajutorul unui sistem experimental “optical tweezers”, ce contine un program de
aplicare a fortei constante (cunoscut sub numele de ’force-feedback program™). Acest program a
fost dezvoltat in cadrul grupului de cercetare “Bio-assembly &-organization” de la FOM
Institute AMOLF — Amsterdam, Olanda si constd in mentinerea unei bile din polistiren captate
la un anumit punct de referinta in interiorul captatorului optic. Acest lucru poate fi realizat prin
deplasarea laserului de captare dupi ce s-a observat o deplasare a bilei. Insi, acest program ofera
posibilitatea de a mentine fix laserul de captare Intr-o anumita pozitie, iar stativul cu proba de
analizat este deplasat pentru a aduce bila la punctul de referinta. Acest punct de referinta poate fi
in centrul captatorului optic sau la o anumita pozitie de la centru, ce va determina exercitarea
unei forte de ordinul piconewtonilor asupra bilei de citre captatorul optic. in acest fel, este
posibil sa se aplice o fortd constantd asupra bilei din polistiren acoperitd cu motorul molecular

supus analizei.

5.3. Studiul procesivitatii kinezinei conventionale

Procesivitatea kinezinei conventionale a fost studiatd folosind doi parametri esentiali:
viteza medie si distanta medie de deplasarea de-a lungul axonemei, ce au fost masurati in timpul
experimentelor realizate cu tehnica “optical tweezers”. S-au supus analizei patru probe cu
urmadtoarele concentratii: 34 uM (solutia stoc), 3,4 uM (1:10 dilutie), 1,7 uM (1:20 dilutie) si
1,132 uM (1:30 dilutie). Pentru a identifica cei doi parametri ai procesivitatii s-au considerat
numai bilele cu o clard istorie a deplasarii de-a lungul axonemei, numarul acestor bile variind
intre 6 si 8. Deplasarile bilelor din polistiren acoperite cu kinezina conventionald de-a lungul
axonemei dispuse orizontal au fost inregistrate folosind programul ”Bead Tracking” si sistemul
video incorporat in sistemul experimental “optical tweezers”. Aceste masuratori au fost realizate
prin eliberarea captatorului optic, dupd ce s-a putut observa o vizibild atasare intre bila din
polistiren si axonema. Valorile vitezei medii de deplasare pentru concentratiile 34 uM, 3,4 uM si
1,7 uM au variat intre 47,55 si 104,40 nm/s. Aceste valori corespund comportamentului
caracteristic mai multor motoare moleculare atasate de bilele din polistiren supuse analizei.

in cazul dilutiei 1:30, viteza medie de deplasare a fost egala cu 452,19 nm/s, iar distanta

medie de deplasare cu 0,1 pum. Aceste rezultate sunt o dovada ca in solutia supusa analizei poate
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fi idenfificaf comportamentul caracterisfic unui singur moftor proteic atasat de bila din polistiren.
Toate aceste valori obtinute experimental sunt in acord cu cele obtinute de [Svoboda et al.,
1993] pentru parametrii procesivitatii kinezinei convetionale monomoleculare studiate cu

ajutorul tehnicii “optical tweezers”.
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Fig. 5.2. Viteza medie de deplasare a kinezinei conventionale versus concentratia
motorului proteic. Barele de eroare reprezintd eroarea standard a valorii medii (SEM) a vitezei

de deplasare.
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Fig. 5.3. Distanta medie de deplasare a kinezinei conventionale versus concentratia motorului

proteic. Barele de eroare reprezinta deviatia standard a distantei medii de deplasare
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Prin reprezentarea grafica a vitezei medii si respectiv, a distantei medie de deplasare in
functie de concentratia motorului proteic utilizatd, s-a observat ca kinezina conventionalad
monomoleculard se deplaseaza numai cativa pasi de-a lungul axonemei, in timp ce motoarele
moleculare multiple fac mai multi pasi (Fig. 5.2, Fig. 5.3). In timp ce viteza medie de deplasare
descreste cu marirea concentratiei motorului proteic, distanta medie de deplasare creste cu

micsorarea concentratiei [Patriche et al., 2012].

5.4. Analiza parametrilor procesivitatii motorului proteic, Tea2 atat in absenta cat si in
prezenta proteinelor, Mal3 si Tip1

In analiza parametrilor procesivititii motorului proteic, Tea2 in absenta si in prezenta
celor doud proteine, Mal3 si Tipl, s-a folosit aceeasi procedurd de identificarea a acestor
parametri ca si in cazul kinezinei conventionale. In cazul motorului proteic, Tea2 s-au supus
analizei sase probe cu diferite concentratii: solutia stoc (60 uM), 1:2 dilutie (30 uM), 1:4 dilutie
(15 uM), 1:8 dilutie (7,5 uM), 1:12 dilutie (5 uM) si complexul Mal3-Tip1-Tea2 (1:12 dilutie, 5
uM). In urma acestor experimente, numirul bilelor din polistiren acoperite cu motorul proteic,
Tea2 utilizate in analiza parametrilor procesivitatii au variat intre 8 si 15.

Cea mai simpla metoda de a identifica parametrii procesivitatii motorului proteic, Tea2 o
reprezinta realizarea experimentelor prin eliberarea captatorului optic si in acest fel se poate
observa o deplasare vizibila a motorului proteic cu ajutorul programului "Bead Tracking” si a
sistemului video. Ca si in cazul kinezinei conventionale, acest motor molecular la o concentratie
mare este caracterizat de o valoare mica a vitezei medii de deplasare si una mare a distantei
medii de deplasare. Astfel, pentru concentratiile 60 uM, 30 uM, 15 uM si 7,5 uM viteza medie
de deplasare a variat intre 9,33 si 50,32 nm/s, iar distanta medie de deplasare intre 1975.4 si
1096,3 nm.

Prin diluarea solutiei stoc (60 pM) din aproape in aproape, la o dilutie de 1:12
corespunzatoare unei concentratii de 5 uM s-a putut identifica comportamentul caracteristic unui
motor monomolecular atagat de bila din polistiren. La aceasta concentratie, motorul proteic,
Tea2 se deplaseaza cu o vitezd medie de 80,96 nm/s pe o distantd medie de 328 nm. Aceste
valori sunt apropiate de cele masurate de [Bieling et al., 2007]. Prin addugarea proteinelor Mal3
si Tipl 1n solutia ce contine bile din polistiren acoperite cu un singur motor proteic, Tea2 (5
uM), s-a observat o dublare a distantei medii de deplasare (635,35 nm). In acest fel, cele doud
proteine ajutd acest motor proteic monomolecular sd se deplaseze mai departe de-a lungul
axonemei cu o vitezd medie de deplasare egala cu cea obtinuta in experimentele realizate la o

concentratie de 5 UM a acestui motor proteic.
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Fig. 5.4. Viteza medie de deplasare a motorului proteic, Tea2 versus concentratia acestuia.
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Barele de eroare reprezinta deviatia standard a distantei medii de deplasare

Studii privind comportamentul cooperativ al motoarelor proteice, Tea2 s-au realizat prin
analiza solutiilor cu diferite concentratii, ce au variat intre 60 si 50 pM. Prin reprezentarea

grafica a vitezei medii §i respectiv, a distantei medii de deplasare a motorului proteic, Tea2 ca o

41



Modelarea mecano-chimica a transportului intracelular cu aplicatii in proiectarea
dispozitivelor cu rigiditate variabila

funcfic de concentrafic s-a observat aceeasi tendinfa ca si in cazul Kinezinei convenfionale de a

face cativa pasi la o concentratie mica a motorului molecular si pasi multipli la o concentratie
mare (Fig. 5.4 si Fig. 5.5). Valoarea vitezei medii de deplasare a motorului proteic
monomolecular, Tea2 a fost aceeasi atat in absenta cat si in prezenta celor doua proteine, Mal3

si Tipl, in jur de 80 nm/s.

5.5. Investigatii privind mecanismul de generare a fortei caracteristice motorului proteic
monomolecular, Tea2 folosind tehnica ”optical tweezers” cu sistemul ”force-feedback”

Pentru a studia comportamentul mecanic al motorului proteic monomolecular, Tea2 (5
uM) in prezenta diferitelor forte constante, s-a schimbat pozitia de referinta in intervalul 0-100
nm. Forta aplicatd asupra bilei este calculatd prin multiplicarea distantei de la centrul
captatorului optic (obtinutd din semnalul QPD inregistrat) cu rigiditatea captatorului (obfinutad
din spectrul puterii). Apoi, semnalul QPD este calibrat pe directiile x si z pentru a fi In regim
liniar corespunzator graficului intensitatea semnalului — pozitie. Dupa aceste etape de calibrare,
bila din polistiren acoperitd cu motorul proteic, Tea2 este plasatd pe o axonema dispusa
orizontal. Din semnalul inregistrat cu ajutorul programului QPD tracking se poate observa in ce
directie de deplaseaza bila. Dupa ce se observa o deplasare vizibila a bilei captate, programul FF
este activat. La inceputul experimentului, pozitia de referinta este setatd la o valoare de 0 nm si
daca bila va continua sa se deplaseze, pozitia de referinta se va schimba in aceeasi directie cu
deplasarea motorului proteic. In acest fel, se va aplica o fortd de reactiune asupra billei din
polistiren acoperite cu motorul proteic monomolecular, Tea2.

Prin reprezentarea grafica a vitezei medii de deplasare a stativului versus forta aplicata
asupra bilei acoperite cu motorul proteic, Tea2, se poate observa ca descresterea valorii vitezei
se datoreaza cresterii valorii fortei aplicatda asupra bilei (Fig. 5.6, Fig. 5.7). La o pozitie de
referintd, x = 0 nm, viteza medie deplasare a motorului proteic monomolecular, Tea2 a fost in
jur 62,31 nm/s in prezenta unei forte constante de 0,13 pN si respectiv, 23,68 nm/s pentru F =
0,84 pN. Acelasi comportament s-a identificat si in experimentele realizate in prezenta
complexului proteic, Mal3-Tip1-Tea2. In momentul adiugirii celor doui proteine, Mal3 si Tipl
in solutia ce continea motorul proteic monomolecular, Tea2, la o valoare scazutd a fortei, F =
0,14 pN, viteza medie de deplasare a fost in jur de 76,80 nm/s si la o valoare mai mare, F = 1,03
pN a fost de 14,22 nm/s.

Pentru a determina valoarea fortei de stagnare a motorului proteic, Tea2 din
reprezentarea grafica viteza stativului versus forta constantd aplicatd asupra bilei, s-a utilizat
metoda propusd de [Svoboda et al., 1994] pentru a masura forta de stagnare caracteristica

kinezinei conventionale (in jur de 5,1+/- 0,5 pN). S-a aplicat o aproximare liniara la punctele din
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Fig. 5.6 s1 Fig. 5.7 pentru a gasi intersecfia cu axa x. Rezultatul acestei aproximari prezice ca

forta de stagnare a motorului proteic Tea2 in absenta celor doud proteine, Mal3 si Tipl este de

1,3 pN si respectiv, 1,2 pN in prezenta acestora.
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Fig. 5.6.Viteza stativului versus forta constantd aplicata asupra bilei acoperite cu motorul
proteic, Tea2. Barele de eroare reprezinta eroarea standard a valorii medii (SEM) a vitezei de

deplasare.
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Fig. 5.7.Viteza stativului versus forta constantd aplicata asupra bilei acoperite cu motorul
proteic, Tea2 in prezenta celor doud proteine, Mal3 si Tip1. Barele de eroare reprezinta eroarea

standard a valorii medii (SEM) a vitezei de deplasare
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Chiar daca predicfiile ne spun ca motorul profeic, TeaZ ar trebui sa se opreasca la o forta

de 1,3 pN, din deplasarea stativului obtinutd din semnalul elementului piezo se poate observa ca
dupa un eveniment scurt de deplasare acest motor proteic se opreste la o valoare a fortei in jur de

1 pN atat in absenta cat si in prezenta proteinelor, Mal3 si Tipl.

5.6. Concluzii

Validarea experimentald a comportamentului kinezinei la deplasarea sub sarcina
constanta s-a realizat prin investigarea parametrilor procesivitatii si a mecanismului de generare
a fortei caracteristice celor doud motoare proteice supuse analizei (kinezina conventionald si
motorul proteic, Tea2) cu ajutorul tehnicii “optical tweezers”. in tabelul 5.1. sunt prezentate
incercarile experimentale realizate cu ajutorul acestei tehnici pentru a valida comportamentul
kinezinei la deplasarea sub sarcind constantd. Tehnica “optical tweezers” ofera posibilitatea de a
studia proprietatile micro-mecanice ale motoarelor proteice de tip kinezina, ce au importante
aplicatii in transportul intracelular. Prin dezvoltarea unui protocol favorabil realizarii
experimentelor la nivel monomolecular, a fost posibil sda masurdm procesivitatea kinezinei
convenfionale monomoleculare §i respectiv, a motorului proteic monomolecular, Tea2 in
prezenta celor doud proteine, Mal3 si Tipl. Prezenta acestor doud proteine in solutia de motor
proteic monomolecular, Tea2 a determinat dublarea distantei medii de deplasare, ajutand in
acest fel ca motorul proteic sd se deplaseze pe o distantda mai lunga cu aceeasi viteza medie de
deplasare, in jur de 80 nm/s.

Mecanismul de generare a fortei caracteristice motorului proteic monomolecular, Tea2 a
fost studiat folosind sistemul experimental, ce are incorporat un program de aplicare a fortei
constante cunoscut sub numele “’force-feedback™ program. Folosind, acest sistem experimental
s-a putut identifca forta de stagnare caracteristicd motorului proteic monomolecular, Tea2 atit in
absenta cat si In prezenta celor doud proteine, Mal3 si Tipl. Valoarea fortei de stagnare
caracteristici acestui motor proteic a fost in jur de 1 pN. In comparatie cu kinezina
conventionald, motorul proteic, Tea2 se deplaseazd cu o vitezd de 5 ori mai mica (viteza medie
de deplasare pentru kinezina conventionald este egald cu 452,19 nm/s, iar pentru motorul
proteic, Tea2 este 80 nm/s) si sarcina maxima transportata este de 4 ori mai mica (forta de
stagnare pentru kinezina conventionald este in jur de 5,1+/- 0,5 pN, in timp ce pentru motorul
proteic Tea2 este egala cu 1 pN). Aceste valori scazute pentru viteza medie de deplasare si a
fortei de stagnare caracteristice motorului proteic, Tea2 se datoreaza prezentei celei de-a doua

zone de atasare la microtubuli, cunoscutd sub numele zona de interactiune cu proteina Mal3.
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Tabelul 5.1. Parametrii de procesivitate si fota de stagnare caracteristice celor doud motoare
moleculare de tip kinezina supuse analizei. ¢ — concentratia motorului molecular; <d> - distanta
medie de deplasare; SD; — deviatia standard a distantei medii de deplasare; <v> - viteza medie
de deplasare; SD, — deviatia standard a vitezei medii de deplasare; SEM — eroarea standard a

valorii medii a vitezei de deplasare; F — forta de stagnare

Tipul
motorului ¢ [pm] <d> SD, <vy> SD, SEM F [pN]
molecular [nm] [nm] [nm/s] [nm/s] [nm/s]
34 3650 1892,1 47,55 5,87 2,17 5,1£0,5
Kinezina 34 2520 1062,2 72,68 7,23 4,07 [Svoboda
conventionala 1,7 22943 973,58 104,40 10,54 7,02 etal.,
1,132 | 931,33 | 211,95 | 452,19 | 50,71 43,21 1994]
Motorul 60 1975,4 1142,1 9,33 0,68 0,30
proteic, Tea2 30 1420 305,33 15,66 0,92 0,71
15 1254 121,35 26,77 2,47 1,41 0,84
7,5 1096,3 195,58 50,32 6,32 4,66
5 328 121,13 81,01 6,11 4,15
Mal3-Tipl- 5 635,55 343,69 80 8,91 6,57 1,03
Tea2

Valorile mari ale deviatiei standard ale distantei medii de deplasare caracteristice celor doud
motoare proteice, kinezina conventionala si motorul proteic Tea2, se datoreaza atat perioadelor
scurte de stagnare cat si tendintei de a se deplasa Tnapoi ca urmare a prezentei diferitelor
obstacole pe structura axonemeli, de-a lungul careia aceste motoare moleculare se deplaseaza. La
0 concentratie mare a motoarelor proteice, procesivitatea bilei ce are atasat motorul molecular
este redusd, fiind caracterizatd printr-o valoare mica a vitezei medii de deplasare i o valoare
mare a distantei medii de deplasare. In timp ce, la o valoare scizuti a concentratiei, procesul de
disociere a motorului proteic de la filamentele de citoscheletal este mult mai rapid datorita
parcurgerii unei distantei medii de deplasare mai mici cu o vitezd medie de deplasare mai mare.
Cea mai plauzibila explicatie pentru ceea ce se intampla la aceste valori ridicate ale concentratii
consta in faptul ca excesul de motoare proteice neatasate la bilele din polistiren interferd cu
deplasarea bilei supuse analizei. O valoarea mare a distantei medii de deplasare caracteristica

bilelor transportate de mai multe motoare proteice poate avea o serie de aplicatii ale transportul
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biomimetic al sistemelor cu partlcularlfaﬁ ale motoarelor moleculare In Blonanoteliiiologle, unde

madrimea tipicd a echipamentului nu depaseste cativa microni.

Capitolul 6. Concluzii si contributii personale

6.1. Concluzii
In urma cercetirilor realizate in cadrul acestei teze de doctorat, pot fi enuntate

urmatoarele concluzii generale:

1. Algoritmul de modelare a solicitdrii mecanice la tractiune aplicatd proteinelor
dezvoltat in cadrul acestei teze de doctorat are la baza modelarea structurald a comportarii
domeniilor componente kinezinei sub influenta solicitarilor mecanice. Aceastd modelare s-a
efectuat cu ajutorul simulérilor de dinamica moleculara folosind soft-ul NAMD, realizat de catre
University of Illinois, USA.

2. Rezultatele numerice obtinute Tn urma acestei modelari structurale au fost analizate cu
ajutorul unui algoritm secvential dezvoltat in Matlab folosit in identificarea dinamicii neliniare
si respectiv, In masurarea rigiditatii caracteristice structurii de “neck linker” aflata sub influenta
fortelor fluctuante, ce au variat in intervalul 2-15 pN (deformatii mici) si repectiv, 700-1400 pN
(deformatii mari). Acest comportament neliniar al structurii de “neck linker” se datoreaza
actiunii a diverselor campuri prezente (termic, chimic, mecanic), ce va determina in anumite
situatii ca elasticitatea acestei structuri sd varieze semnificativ.

3. Caracterizarea structurald si mecanica a microtubulilor (filamente de citoscheletal cu
un rol esential 1n realizarea transportului intracelular) realizatd pe baza cercetarilor
experimentale (efectuate cu ajutorul microscopiei de forta atomica) si a celor numerice (realizate
cu ajutorul simuldrilor de dinamicd moleculard) a contribuit la identificarea rigiditatii kinezinei
in cazul deformatiilor instantanee. Aceste deformatii sunt asociate cu obstacolele prezente in
structura microtubulilor datorate actiunii nocive a unor compusi chimici, cum ar fi ”nocodazole”
si colchicina.

4. De asemenea, aceste cercetdri numerice si experimentale au contribuit la analiza
mecanismului implicat in depolimerizarea structurii microtubulilor prin identificarea valorii
rigiditatii afectate de actiunea nociva a acestor compusi chimici. Studierea acestui mecanism de

depolimerizare a acestor filamente de citoscheletal are un rol esential in determinarea
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principalelor cauze ale aparifiel bolilor neurodegenerative si constituic 0 provocare in realizarea

diversilor biosenzori folositi pentru tratarea acestor boli.

5. Validarea experimentala a comportarii kinezinei sub sarcind constanta s-a realizat prin
determinarea parametrilor de procesivitate (viteza medie de deplasare si distanta medie de
deplasare) si a fortei de stagnare caracteristice motorului molecular de tip kinezind cu ajutorul
tehnicii “optical tweezers”. S-au supus analizei doud tipuri de motoare moleculare: kinezina
conventionald si motorul proteic, Tea2 cu importante aplicatii in transportul intracelular.
Parametrii de procesivitate masurati pentru cele doud motoare proteice analizate au contribuit la
intelegerea principiului biomimetic al motorului molecular de tip kinezind. Motorul proteic,
Tea2 in timpul deplasérii de-a lungul microtubulilor a prezentat o fortd de stagnare in jur de 1
pN, ce reprezinta Incarcarea maxima ce poate fi transportatd de acest motor molecular in
interiorul celulei. In comparatie cu kinezina conventionald, sarcina maximi transportati de
motorul proteic, Tea2 este de 4 ori mai mica ca urmare a prezentei celei de-a doua zona de
atasare la microtubuli, cunoscuta sub numele de zona de interactiune cu proteina Mal3.

6. In concluzie, aceste micro-proprietiti (parametrii de procesivitate si forta de stagnare)
caracteristice motorului molecular de tip kinezinda masurate cu ajutorul tehnicii “optical
tweezers” si comportamentul dinamic neliniar al structurii de “neck linker” constituie elemente
cheie 1n realizarea bio-nano-dispozitivelor si a dispozitivelor cu rigiditate variabila, cum ar fi:
amortizoare de vibratii, izolatoare de vibratii, dispozitive cu structuri inteligente de variere a

rigiditatii, nanopompe si nanoarcuri.

6.2. Contributii personale

Studiile numerice si experimentale dezvoltate in cadrul acestei teze de doctorat au
condus la o serie de contributii originale privind cercetdrile modeldrii mecano-chimice a
transportului intracelular cu aplicatii in proiectarea dispozitivelor cu rigiditati variabile, ce sunt

prezentate in cele ce urmeaza.

1. Conceperea unui algoritm de modelare si simulare a incercarilor mecanice aplicate
kinezinei.

2. Modelarea structurald a structurii de “neck linker” sub influenta fortelor fluctuante s-a
realizat cu ajutorul simuldrilor de dinamicd molecularda precum si modelarea
fenomenului dinamic neliniar caracteristic acestui element de legdtura intre capatul
globular si domeniul de rasucire in o-helix al kinezinei, ce are un rol definitoriu in

mecanismul de deplasare al acestui motor proteic de-a lungul microtubulilor.
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3. Extragerea principrulul de variere a rigiditafii penfru dispozitivele la care rigiditatea
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trebuie sd fie variabila prin analiza comportamentului structurii de “neck linker” sub
influenta diverselor solicitari mecanice. Aceastd analiza s-a realizat prin identificarea
rigiditatii structurii de “neck linker” in cazul deformatiilor constante, folosind simuldrile
de dinamica moleculard directionatd prin aplicarea unor forte de tractiune cuprinse in
intevalul 2-15 pN (deformatii mici) si respectiv, 700-1400 pN (deformatii mari).
Imbunatatirea principiului de functionare a dispozitivelor cu rigidiate variabila (acest
principiu se bazeaza pe sistemul de arcuri liniare din componenta lor) s-a realizat prin
preluarea caracteristicelor dinamicii neliniare a structurii de “neck linker” in cazul
fortelor fluctuante. Asadar, cantitatea de vibratii Inmagazinata in diverse masini rotative
(motoare, pompe) va fi redusa prin introducerea unui dispozitiv ce prezintd un principiu
de variere a rigiditatii identic cu cel al structurii de “neck linker”.

Identificarea rigiditatii kinezinei in cazul deformatiilor instantanee s-a realizat prin
prisma analizei proprietdtilor structurale si mecanice ale microtubulilor si respectiv, a
procesului de depolimerizare a structurii acestora prin actiunea unor factori nocivi, cum
ar fi medicamentele de tratare a cancerului sau pesticidele. Aceastd analiza a avut la baza
cercetarile numerice efectuate cu ajutorul simuldrilor de dinamicd moleculara si cele
experimentale realizate folosind microscopia de fortd atomica.

Investigarea mecanismului de depolimerizare a microtubulilor folosind dinamica
moleculara.

Investigarea dinamicii si mecanismului de generare a fortei caracteristice celor doua
motoare moleculare, kinezina conventionald si motorul proteic, Tea2 in timpul deplasarii
lor de-a lungul microtubulilor, cu ajutorul tehnicii experimentale “optical tweezers”.
Masurarea fortei de stagnare caracteristice motorului proteic, Tea2 atat In prezenta cat si
in absenta celor doua proteine, Mal3 si Tipl in timpul deplasarii motorului molecular de-
a lungul microtubulilor. Impreuni cele trei proteine, Mal3, Tipl si Tea2 formeazi un
complex ce are rolul de a regla mecanismul de functionare a microtubulilor si astfel, se
va asigura o functionare optima a transportului intracelular.

Investigarea principiului biomimetic caracteristic motorului molecular de tip kinezina.
Alaturi de simuldrile de dinamicd moleculara, cercetdrile experimentale realizate in
cadrul acestei teze de doctorat cu ajutorul celor doua tehnici “single-molecule”
(microscopia de fortd atomicd si “optical tweezers”) au contribuit la identificarea si

intelegerea 1n detaliu a principiului biomimetic caracteristic kinezinei.
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6.3. Directii viitoare de cercetare
Datorita complexitatii acestui domeniu de cercetare a transportului intracelular realizat
de catre sistemul kinezina-microtubuli s-au identificat o serie de directii viitoare de cercetare:
e Investigarea dinamicii kinezinei in cazul aplicarii unor forte oscilante cu ajutorul tehnicii
experimentale “optical tweezers”.
e Modelarea cooperativitatii motoarelor de tip kinezind atunci cand sunt transportate
diverse sarcini variabile.
e Proiectarea nanopompelor, ce au incorporate un element de actiune, ce prezinta
caracteristicile kinezinei.

e FElaborarea unui principiu de functionare a unui biosenzor cu interogare activa.
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