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ABSTRACT 

 

This abstract describes developing a high-speed tracking method by modification in motor 

components for nanoparticle attachment. Myosin motors are nano-sized protein machines that 

power the movement that defines life. These miniature molecular devices serve as engines utilizing 

chemical energy stored in ATP to produce useful mechanical work in the form of a few nanometre 

displacement events leading to force generation that is required for cargo transport, cell division, 

and cell locomotion, translated to macroscopic movements like running, etc. The myosin 

superfamily is vast and varied, with complex and extensive groups of myosin proteins that are 

categorized into various classes based on their biological roles inside the cell. The present work is 

focussed on conventional myosin II, which has a low duty ratio and works in co-operativity.  

With the advent of in vitro motility assay (IVMA), detailed functional studies of the actomyosin 

system could be performed. The major challenge with the currently available IVMA for tracking 

actin filaments is a resolution limitation of ± 50nm. To overcome this, we have developed a single 

molecule IVMA in which nanoparticles (quantum dot) will be attached along actin filaments and 

visualized by a super-resolution microscopy system. 

This thesis examines the kinetics of rhodamine phalloidin actin as a control data set, followed by 

the modification of actin by the use of biotin labeling, and finally, the attachment of nanoscale 

quantum dots to actin in order to investigate the mechanical properties of individual myosin II 

motors. The control data indicates that the speed at which actin slides increases as the density of 

myosin on the surface increases and is minimally affected by changes in temperature. The 

comparative velocity analysis was also performed with the biotin-labeled actin and non-biotin 

conjugated rhodamine phalloidin actin filament. Both the control and biotin-conjugated F actin 

gave similar sliding velocities and performed well in the in vitro motility assay. It was also 

discovered that the actin gliding velocity increased as the ATP concentration was raised. 

The attachment of nanoscale cargo is based on biotin-streptavidin conjugation chemistry, i.e., 

biotin-conjugated actin filament was tagged with a streptavidin-coated quantum dot by precise 

optimization of monomer ratio during polymerization to achieve a single moving quantum dot in 

the in vitro motility assay for study. Using super-resolution microscopy, individual moving 

quantum dots (Qdots) were seen over time. The dual-channel visualization by Structured 

Illumination Microscopy, a super-resolution technique, utilizes sinusoidal light patterns to 
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illuminate the specimen and capture sample information at higher frequencies, resulting in a 

twofold improvement over the diffraction limit as compared to conventional microscopy systems. 

Quantum dots were then precisely located using an efficient algorithm with nm tracking accuracy 

in the 1.5 nm range. The Qdots were tracked as they moved along a surface covered with a skeletal 

myosin ii motor. The average velocity of Qdot-actin corresponds to the results obtained using actin 

labeled with rhodamine-phalloidin. So, conjugation was found to have an insignificant effect on 

motility.  

This modified Qdot assay system allows a single-molecule study of the myosin motor and is, 

therefore, suitable for quantitively estimating the individual step size of the motor during the assay. 

We have determined the myosin cross-bridges step size by measuring the quantum dots' slowly 

moving velocity at lower ATP concentration and low myosin surface density. So, this technology 

is well equipped to perform tracking with high precision in temporal resolution with significantly 

improved SNR (signal to noise ratio) compared to conventional set-up. Also, the nanoparticles 

(QD) attached to actin filament act as a point source of light coffering ease in filament tracking 

compared to conventional manual tracking. Moreover, the cargo (QD) attachment to the thin 

filament allows for their precise transportation to designated locations on the chip, hence allowing 

a wide range of nano-technological applications. 

 

Keywords- Actin, biotin actin, cargo, IVMA, Myosin motors, and Single-molecule system.  
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साराांश 

यह सार नैनोकण अनुलग्नक के ललए मोटर घटकों में संशोधन करके एक उच्च गलि टै्रलकंग लिलध लिकलसि करन ेका िणणन करिा ह।ै मायोलसन मोटसण नैनो-

आकार की प्रोटीन मशीनें हैं जो जीिन को पररभालिि करन ेिाली गलि को शलि प्रदान करिी हैं। ये लघ ुआणलिक उपकरण कुछ नैनोमीटर लिस्थापन 

घटनाओ ंके रूप में उपयोगी यांलिक कायण का उत्पादन करन ेके ललए एटीपी में संग्रहीि रासायलनक ऊजाण का उपयोग करने िाले इजंन के रूप में काम करि े

हैं, लजससे कागो पररिहन, कोलशका लिभाजन और कोलशका गलि के ललए आिश्यक बल उत्पन्न होिा ह,ै लजसे मैक्रोस्कोलपक आंदोलनों में अनुिालदि 

लकया जािा ह।ै दौड़ना, आलद। मायोलसन सुपरफैलमली लिशाल और लिलिध ह,ै लजसमें मायोलसन प्रोटीन के जलटल और व्यापक समहू हैं लजन्हें कोलशका के 

अंदर उनकी जैलिक भलूमकाओ ंके आधार पर लिलभन्न िगों में िगीकृि लकया गया ह।ै ििणमान कायण पारंपररक मायोलसन II पर कें लिि ह,ै लजसका किणव्य 

अनुपाि कम ह ैऔर सहकारीिा में काम करिा ह।ै 

इन लिट्रो गलिशीलिा परख (आईिीएमए) के आगमन के साथ, एक्टोमीओलसन प्रणाली का लिस्ििृ कायाणत्मक अध्ययन लकया जा सकिा ह।ै एलक्टन 

लिलामेंट्स को टै्रक करन ेके ललए ििणमान में उपलब्ध IVMA के साथ प्रमखु चनुौिी ± 50nm की ररज़ॉल्यूशन सीमा ह।ै इस पर काबू पान ेके ललए, 

हमन ेएक एकल अण ुआईिीएमए लिकलसि लकया ह ैलजसमें नैनोकणों (क्यूडी) को एलक्टन लिलामेंट्स के साथ जोड़ा जाएगा और एक सुपर-ररज़ॉल्यूशन 

माइक्रोस्कोपी प्रणाली द्वारा देखा जाएगा। 

यह थीलसस एक लनयंिण डेटा सेट के रूप में रोडामाइन िैलोलाइलडन एलक्टन के कैनेटीक्स की जांच करिी ह,ै इसके बाद बायोलटन लेबललंग के उपयोग से 

एलक्टन में संशोधन होिा ह,ै और अंि में, व्यलिगि मायोलसन II के यांलिक गुणों की जांच करने के ललए एलक्टन में नैनोस्केल क्िांटम ड़ॉट्स का जुड़ाि 

होिा ह।ै मोटसण. लनयंिण डेटा इलंगि करिा ह ैलक सिह पर मायोलसन का घनत्ि बढ़न ेपर एलक्टन के लिसलने की गलि बढ़ जािी ह ैऔर िापमान में पररििणन 

से यह न्यूनिम रूप से प्रभालिि होिा ह।ै िुलनात्मक िेग लिशे्लिण बायोलटन-लेबल एलक्टन और गैर-बायोलटन संयुलग्मि रोडामाइन िालोइलडन एलक्टन 

लिलामेंट के साथ भी लकया गया था। लनयंिण और बायोलटन-संयुलग्मि एि एलक्टन दोनों ने समान स्लाइलडंग िेग लदए और इन लिट्रो गलिशीलिा परख में 

अच्छा प्रदशणन लकया। यह भी पिा चला लक एटीपी सांििा बढ़न ेपर एलक्टन ग्लाइलडंग िेग बढ़ गया। 

नैनोस्केल कागो का जुड़ाि बायोलटन-स्टे्रप्टालिलडन संयुग्मन रसायन लिज्ञान पर आधाररि ह,ै अथाणि, इन लिट्रो गलिशीलिा में एकल चलिी क्िांटम ड़ॉट 

को प्राप्त करन ेके ललए पोलीमराइजेशन के दौरान मोनोमर अनुपाि के सटीक अनुकूलन द्वारा बायोलटन-संयुलग्मि एलक्टन लिलामेंट को स्टे्रप्टालिलडन-लेलपि 

क्िांटम ड़ॉट के साथ टैग लकया गया था। अध्ययन के ललए परख. सुपर-ररज़ॉल्यूशन माइक्रोस्कोपी का उपयोग करके, समय के साथ व्यलिगि गलिशील 

क्िांटम ड़ॉट्स (क्यूड़ॉट्स) देख ेगए। स्ट्रक्चडण इल्यूलमनेशन माइक्रोस्कोपी द्वारा दोहरे चैनल लिजुअलाइजेशन, एक सुपर-ररज़ॉल्यूशन िकनीक, नमनेू को 

रोशन करन ेऔर उच्च आिलृियों पर नमूना जानकारी कैप्चर करन ेके ललए साइनस़ॉइडल प्रकाश पैटनण का उपयोग करिी ह,ै लजसके पररणामस्िरूप पारंपररक 

माइक्रोस्कोपी लसस्टम की िुलना में लिििणन सीमा में दोगुना सुधार होिा ह।ै क्िांटम ड़ॉट्स को 1-2 एनएम रेंज में एनएम टै्रलकंग सटीकिा के साथ एक 

कुशल एल्गोररदम का उपयोग करके सटीक रूप से लस्थि लकया गया था। Qdots को िब टै्रक लकया गया जब िे एक कंकाल मायोलसन II मोटर से 

ढकी सिह पर आगे बढ़ रह ेथे। क्यूड़ॉट-एलक्टन का औसि िेग रोडामाइन-फैलोइलडन के साथ लेबल लकए गए एलक्टन का उपयोग करके प्राप्त पररणामों से 
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मेल खािा ह।ै इसललए, संयुग्मन का मोिी पर नगण्य प्रभाि पाया गया। 

यह संशोलधि Qdot परख प्रणाली मायोलसन मोटर के एकल-अण ुअध्ययन की अनुमलि देिी ह ैऔर इसललए, परख के दौरान मोटर के व्यलिगि चरण 

आकार का मािात्मक अनुमान लगाने के ललए उपयुि ह।ै हमने कम एटीपी सांििा और कम मायोलसन सिह घनत्ि पर क्िांटम ड़ॉट्स के धीरे-धीरे चलने 

िाले िेग को मापकर मायोलसन क्ऱॉस-लिज चरण आकार लनधाणररि लकया ह।ै इसललए, यह िकनीक पारंपररक सेट-अप की िुलना में कािी बेहिर एसएनआर 

के साथ अस्थायी ररज़ॉल्यूशन में उच्च पररशदु्धिा के साथ टै्रलकंग करन ेके ललए अच्छी िरह से सुसलजजि ह।ै इसके अलािा, एलक्टन लिलामेंट से जुडे़ 

नैनोकण (क्यूडी) पारंपररक मैनुअल टै्रलकंग की िुलना में लिलामेंट टै्रलकंग में प्रकाश के एक लबंद ुस्रोि के रूप में कायण करिे हैं। इसके अलािा, पिले 

लिलामेंट से कागो (क्यूडी) का जुड़ाि लचप पर लिलशष्ट स्थानों पर उनके स्थानांिरण को सक्षम बनािा ह,ै लजससे कई नैनो-िकनीकी अनुप्रयोगों की सुलिधा 

लमलिी ह।ै 

कीिडण- एलक्टन, बायोलटन एलक्टन, कागो, आईिीएमए, मायोलसन मोटसण और एकल-अण ुप्रणाली। 
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