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SANTRUMPOS

CSD Lastelés pavirSiaus eksponavimas (angl. Cell-surface display)
PD Fagu eksponavimas (angl. Phage display)
GEPI genetiniais metodais sukurti baltymai neorganinéms

medziagoms (angl. Genetically engineered proteins for inorganics)

SERS Pavir$iaus sustiprinta Ramano spektroskopija (angl. Surface

enchanced Raman spectroscopy)
AFM Atominés jégos mikroskopija (angl. Afomic force microscopy)

TEM Transmisiné elektrony mikroskopija (angl. Transmission

electron microscopy)

SEM Skenuojanti elektrony mikroskopija (angl. Scanning electron
microscopy)
HREM Aukstos rezoliucijos elektrony mikroskopija (angl. High-

resolution transmission electron microscopy)

CCD Kruvio sasajos itaisas (angl. Charge-coupled device)
SDS Natrio laurilsulfatas (angl. Sodium dodecyl sulfate)
TEMED Tetrametiletilendiaminas

EDTA Etilendiamintetraacto rugstis



IVADAS

Kurdami naujas technologijas bei medziagas mokslininkai daznai semiasi ikvépimo
i§ gyvosios gamtos (Vogel 1998). Per ilga laika evoliucijos budu atrinktos ir milijjonus mety
testuotos biologinés sistemos gali pasitilyti originaliy sprendimuy ivairioms technologinéms
problemos spresti. Molekuliné biomimetika yra nauja moksliniy tyrimy sritis, kurios tikslas
yra iStirti kaip nanoinZinerijos bei biotechnologijos metodais biity galima sukurti molekulines
sistemas, kurios savaime organizuotysi pasitelkiant molekulini atpazinima ir veikty panasiai
kaip ir lastelése aptinkami molekuliniai mechanizmai (Sarikaya ir kiti, 2003). Tokios sistemos

gali biti pritaikomos ivairiy naujovisky medziagy sintezei bei biomedicinoje.

Kaskadin¢ fermentin¢ reakcija yra tokia cheminiy reakcijy grandiné, kai vienos
fermentinés reakcijos produktas yra panaudojamas kitose fermentinése reakcijose tol, kol
gaunamas galutinis rezultatas. Tokiy reakcijy pavyzdziai gamtoje yra kraujo kreséjimo
reakcija, celiulozés skaidymas bei signaly perdavimas neuronuose. Norint, kad kaskadiné
fermentin¢ reakcija vykty efektyviai, fermentai, reikalingi reakcijai vykti, turi biti iSsidéstg
taip, kad po kiekvieno reakcijos etapo tarpinis produktas efektyviai pasiekty kita reakcijai
reikalinga fermenta. Tokiy reakcijy efektyvuma galima bandyti pagerinti sutelkiant visus

reikalingus reakcijai fermentus Salia vienas kito (1 pav.).

Fermentas 1 formentas 1 Fermentas 2 Fermentas 2 Fermentas 2 Fermentas 2
KODAS 1 KODAS 2 KODAS 3
Fermentas 1 Fermentas 1 Fermentas 2 Fermentas 2 Fermentas 3 Fermentas 2

1 pav. Fermentus, reikalingus kaskadinei fermentinei reakcijai, galima sutelkti imobilizuojant juos ant
koduojan¢ios matricos pavirsiaus. Siuos fermentus reikéty genetiskai modifikuoti taip, kad skirtingi fermentai
turéty didelj giminiskuma skirtingiems koduojancios matricos segmentams.

Vienas 1§ varianty kaip biity galima sukurti pirmoje iliustracijoje vaizduojama
daugiafermenti kompleksa yra panaudojant segmentuotus metalinius nanostrypelius kaip
koduojan¢ia matrica bei genetiSkai modifikuotas fermenty molekules. Prie fermenty
molekuliy bty prijungiamos dideli giminiskuma reikalingam nanostrypelio metaliniam

segmentui turin¢ios oligopeptidinés uodegelés, kurios sukurty salygas fermentams savaime



organizuotis ant segmentuoto nanostrypelio pavirSiaus. Pirmieji zingsniai tokio biohibridinio
komplekso sukiirimo link biity segmentuoty nanostrypeliy bei peptidinémis uodegélémis
modifikuoty baltymy sukiirimas ir tyrimai. Sio magistrinio darbo tikslas yra i3siaiskinti
biohibridiniy metalas-baltymas kompleksy kirimo perspektyvas ir sudétinguma.

Magistriniame darbe keliamos Sios uzduotys:

1. Charakterizuoti susintetinty nanostrypeliy savybes.

2. Patikrinti ar modifikuotas giminiSkomis sidabrui peptidinémis uodegélémis
streptavidinas sugeba prisijungti biotina.

3. Palyginti modifikuoto ir ir nemodifikuoto streptavidino giminiSkuma sidabro
pavirsiui.

Magistrinio darbo rezultatai leis geriau suprasti biohibridiniy metalas-baltymas
kompleksy kiirimo sudétinguma ir suteiks papildomos informacijos kuriant praktiSkai

pritaikomas biomimetines daugiafermentes sistemas, skirtas kaskadiniy fermentiniy reakcijy

efektyvumui gerinti.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Molekuliné biomimetika

Biomimetika (angl. Biomimetics arba Bionics) yra gamtoje vykstanciy reiskiniy bei
stebimy struktiiry biologiniy principy taikymas inzinerijoje kuriant praktiskai panaudojamas
medZiagas bei sistemas (Sarikaya ir kiti, 2003). Siuolaikinés molekulinés biologijos Zinios bei
modernlis nanoinzinerijos ir molekulinés inZinerijos metodai suteikia galimybg atsirasti naujai
biomimetikos sri¢iai — molekulinei biomimetikai. Sios hibridinés metodologijos priemonémis
mokslininkai mégina apjungti genetiniais metodais sukurtas molekules kartu su
nanoinZinerijos metodais susintetintais neorganiniais dariniais | praktiSkai pritaikomas

biohibridines sistemas.

1.1.1. Biomimetinés medziagos

Siuolaikiné dirbtiniy medziagy sintezé yra atlickama kombinuojant tokius gamybos
metodus kaip lydimosi ir kietéjimo procesai, termomechaninis apdorojimas bei
tirpalo/vakuuminis nusodinimas ir auginimas (DeGarmo ir kiti, 1998). Daugeliu atveju
galutinis produktas yra sistemos kinetikos ir termodinamikos iSeigos rezultatas. Tuo tarpu
biologinése sistemose baltymy gamyba vyksta molekulinio atpaZinimo principais, kuriuos
nulémé evoliucija. Biologinés kilmés organinés medziagos struktiirizuojasi ir organizuojasi
jau molekuliniame lygmenyje. Tokia organizacija yra hierarching ir i§lieka nano-, mikro- bei
makroskalése. Natiiraliai save struktiirizuojancios organinés molekulés sukuria jvairiausiy
formy darinius, minkStuosius bei kietuosius audinius. Kietieji audiniai, tokie kaip dantys,
kaulai, kiautai, spikulos bei bakteriju gaminamos nanodalelés, yra ypatingi tuo, kad Siuos
audinius organizuojantys bei formuojantys baltymai yra taip pat ir pacio audinio sudétiné
dalis (1.1 pav.). Tokie audiniai demonstruoja gyvosios gamtos galimybes sukurti tvirtus ir
sudétingus funkcinius hibridinius darinius susidedancius i§ neorganiniy bei organiniy

medziagy.
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1.1 pav. Biologiskai susintetinty hibridiniy medziagy pavyzdziai (adaptuota i§ Tamerler ir Sarikaya,
2009). (a) Jurinés ausinukeés (Haliotis rufescens ) perlamutro augimo krastas. Perlamutras susideda i$ aragonito
trombocity, atskirty plonomis organinés matricos plévelémis. (b) Jury ezio dyglys yra sudétingos architektiiros
vieno kristalo kalcitas, kuriame yra MgCOs; nuosédu. (¢) Pinties spikula (Rosella) yra Sviesolaidis sudarytas i§
sluoksniuoto amorfinio silicio dioksido su centrine baltyminga Serdimi. Spikulos vir§iiné yra zvaigzdés formos
lesis, kuris atlicka $viesos surinkimo funkcija. (d) Magnetiniy lauky bakterija (Aquaspirillum magnetotacticum )
turi savyje superparamagnetinio magnetito (Fe;O,) daleles, naudojamas kaip kompasa, kuris reaguoja i zemés
magnetini lauka.

Molekuliné¢ biomimetika apjungia fizikos bei biologijos moksly sritis, kadangi
biologiniai molekuliniai atpaZinimo mechanizmai yra panaudojami stengiantis sukurti
naujoviskas medziagas, turin¢ias unikaliy savybiy nano- bei makroskalése. Heterofunkcinés
nanostruktiros medziagos ir sistemos gali biiti jgyvendinamos panaudojant neorganinéms
medziagoms giminisSkus peptidus (GEPI, angl. Genetically Engineered Proteins for
Inorganics). Sie peptidai gali biiti identifikuojami ir atrenkami naudojant molekulinés
biologijos metodikas. Tokius oligopeptidus galima panaudoti igyvendinant biomimetines

hibridines sistemas trimis biidais (Sarikaya ir kiti, 2004) (1.2 pav.). GiminiSki neorganiném



medziagom peptidai gali biiti naudojami neorganiniy nanodaleliy imobilizavimui ant
pavirSiaus, funkciniy molekuliy prijungimui prie pavirSiaus bei keliy skirtingy neorganiniy

nanodaleliy sujungimui.

(i)

Pavirsius Pavirsius

1.2 pav. Trys neorganinéms medziagoms giminisky peptidy panaudojimo btdai (adaptuota i§ Sarikaya
ir kiti, 2004). (i) Neorganiniy medziagy (N) imobilizavimui ant pavirSiaus (P); (ii) Neorganinio pavirSiaus
funkcionalizavimas baltymais (B); (iii) Keliy neorganiniy nanodaleliy (N1 ir N2) sujungimas i biohibriding
sistema naudojant du neorganiném dalelém giminiskus peptidus (P1 ir P2) bei peptidus jungianti baltyma (JB).

1.1.2. GEPI atranka ir savybés

GEPI - tai neorganinéms medziagoms jautriis, genetiniais metodais sukurti baltymai
(angl. Genetically Engineered Proteins for Inorganics). Sie baltymai turi dideli giminiskuma
parinktai kietai neorganinei medZziagai. Tokie baltymai yra labai svarbiis molekulingje
biomimetikoje, kadangi naudojantis juy neorganikos atpazinimo savybémis galima kontroliuoti

medZiagy organizavimasi ir specifines savybes molekuliniame lygmenyje.

Siuolaikinés baltymy lankstymosi bei pavirsiy saveikos Zinios néra pakankamos
racionaliam baltymy projektavimui. Dél Sios prieZasties, norint atrinkti baltymus, kurie gerai
atliecka viena ar kita funkcija, kiekviena genetiniais metodais sukurta baltyma reikia
empiriskai patikrinti. Siuo metu egzistuoja keletas nusistovéjusiy in vivo biologiniy protokoly,
naudojamy biologiniams ligandams identifikuoti ir nustatyti konkrecia antigeno atpazinimo
srit]. Tokiems tyrimams paprastai yra naudojami fagy eksponavimo (PD, angl. Phage Display)
(Hoess RH, 2001) bei lastelés pavirSiaus eksponavimo (CSD, angl. Cell-surface Display)
(Wittrup KD, 2001) metodai. Sie metodai taip pat gali biiti naudojami molekulingje
biomimetikoje atrenkant polipeptidy sekas, kurios turi dideli giminiSkuma pasirinktam
metalui ar kitai neorganinei medziagai (1.3 pav.). Tokiy polipepdidy seky bibliotekos yra
generuojamos iterpiant atsitiktines oligonukleotidy sekas 1 fagy genus arba i bakteriju

plazmides. To pasekoje Sie mikroorganizmai pradeda gaminti jvairius skirtingus atsitiktiniy



seky polipeptidus, kurie yra iSskiriami ant organizmo pavirSiaus (fagy iSorinés sienelés arba
lastelés membranos). Véliau | Sia biomasg yra {vedama neorganiné medZiaga. Po inkubacijos
neorganiné medziaga yra kelis kartus nuplaunama, kad biity nuvalomi visi silpnai
saveikaujantis organizmai. Tvirtai prie medZiagos prisiriS¢ lastelés arba fagai yra atskiriami
naudojant tirpikli. Atrinkti organizmai yra kuri laika dauginami, o po to individualiems
klonams yra atliekama sekoskaita (angl. sequencing) ir taip nustatoma didelj giminiSkuma

pasirinktai neorganinei medziagai turinti aminortuigsciy seka.

Viruso genomas i
Atsitiktiniy seky DNR fragmentai DNR plazmide

g’mwmmm\ww“gm% .1
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1.3 pav. Biologiniy protokoly, skirty atrinkti dideli gimini$kuma pasirinktam neorganiniam substratui
turinCius oligopeptidus, principai (adaptuota i§ Sarikaya ir kit, 2003). Fagy eksponavimas (kairéje) ir lastelés
pavirSiaus eksponavimas (desSingje). (1, 2, 3) Atsitiktiniy DNR seky molekuliy patalpinimas | organizmus; (4)
Organizmy saveika su kieta neorganine medziaga; (5) Silpnai prisitvirtinusiy kandidaty nuplovimas; (6) Stipriai
prisitvirtinusiy organizmy atskyrimas nuo substrato; (7) Dideli giminiSkuma neorganinei medZiagai
demonstruojan¢iy oligopeptidy koduojan¢iy DNR seky dauginimas; (8, 9) Sekoskaita ir riSancios sekos

identifikavimas.

Paprastai atrenkant dideli giminiSkuma neorganinéms medziagoms turin¢ius peptidus

buvo naudojami neorganiniy medZziagy milteliai. Milteliy pavirSiaus savybés néra grieztai
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apibréztos, todél polipeptidai gali 'iSspresti' prisijungimo problema skirtingais biidais, ir
didZiausia giminiSkuma turin¢ios molekulés gali biiti visai nehomologiSkos. Néra lengva
nustatyti, kaip tiksliai peptidai jungiasi prie neorganiniy pavirSiy. Geresnis GEPI
giminiSkumo mechanizmy supratimas padeéty ateityje efektyviau kurti tikslingesnius peptidus.
Oligopeptidy saveikos su pavirSiumi stiprumui tirti gerai tinka pavirSiaus plazmony rezonanso
metodas. Papildomos informacijos apie saveikas taip pat gali suteikti atominés jégos bei
skenuojanti tuneliné mikroskopija, molekuliné spektroskopija, SERS bei pavirSiaus

difrakcijos tyrimai.

1.1.3. GEPI taikymai

Siuolaikinés molekulinés biomimetikos vienas pagrindiniy tiksly yra sukurti kietoms
neorganinéms medZiagoms giminiSky ir pilnai charakterizuoty polipeptidy bibliotekas. Turint
solidzia tokiy molekuliy biblioteka, Siuos peptidus bus galima pritaikyti {vairiose
bionanotechnologijos srityse atliekant neorganiniy medziagy sintez¢ bei formuojant jvairius
molekulinius bei nanoskalés darinius. GEPI gali biiti naudojami ne tik organizuoti
neorganiniy dariniy sintezg, bet ir prijungti funkcinius baltymus prie neorganiniy medziagy

taip sukuriant biohibridinius kompleksus.
GEPI taikymai neorganiniy medZziagy sintezéje

Baltymy ir neorganiniy medziagy saveika vaidina svarby vaidmeni
biomineralizacijos proceso metu. Tokios saveikos pavyzdziai gamtoje yra kaulinés struktiiros,
dantys, moliusky kiautai bei vienalasCiy organizmy formuojamos nanodalelés. Susintetinus
prie neorganiniy medZiagy prisijungiancius peptidus buvo atlikti tyrimai, kuriais stengtasi

nustatyti, kokia itaka Sios molekulés daro kiety neorganiniy medziagy formavimuisi.

Vienas tokiy tyrimy buvo atliktas su giminiSkuma hidroksiapatitui (HA) turinciais
peptidais (Gungormus ir kiti, 2008). Tyrimo metu buvo pademonstruota, kad
biokombinatoriskai atrinkti ir HA atpaZistantys peptidai gali veiksmingai reguliuoti kalcio
fosfato nanokristaly formavimasi. Eksperimento metu tyrimai buvo atliekami su dviem
skirtinga saveikos stipruma su HA demonstruojanciais oligopeptidais. Atlikus eksperimentus
buvo nustatyta, kad abu testuoti peptidai daro itaka nanokristaly formavimuisi ir morfologijai.
Gautos nanodalelés buvo plokscios, keliy desSim¢iy nanometry ilgio ir keliy nanometry storio.

Sios dalelés savo morfologija buvo panasios i hidroksiapatito daleles aptinkamas danty
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dentine. Tokia peptidu valdoma morfogeneze ateityje galéty buti naudojama reguliuojant kiety

audiniy regeneracija bei kuriant uZpildus audiniy atstatymui.

Kitas GEPI poveikio neorganinés medziagos formavimuisi pavyzdys yra aukso
daleliy morfologijos kontrolé, naudojantis dideli giminiSkuma aukso pavirSiui
demonstruojanciais polipeptidais (Hnilova ir kiti, 2008). 12nm dydzio nanodalelés gali biiti
sintetinamos redukuojant AICl; Na-citratu. SumaZzinus aukso koncentracija bei temperatiira
reakcijos greitis sulétéja, ir {vestas i tirpala giminiskas auksui peptidas spéja saveikauti su
besiformuojanciy aukso daleliy pavirSiumi ir taip keisti ju morfologija. Eksperimento metu
buvo atrasti keli GEPI variantai, kurie pagreitino aukso kristalizacijos procesa, ir vietoj
kubiniy astuonsieniy (standartinés aukso nanodaleliy formos tomis salygomis) buvo gautos

plonos, ploksc¢ios aukso plévelés.

Visi Sie pavyzdziai rodo, kad genetiniais metodais sukonstruoti ir neorganinéms
medziagoms giminiSki baltymai gali turéti fermentini poveiki neorganiniy medziagy sintezei
bei morfologijos formavimuisi. Parenkant skirtingomis savybémis pasizymincius peptidus

galima kontroliuoti neorganiniy medziagy sintezg ir taip pasiekti norimy rezultaty.
GEPI taikymai nanodaleliy organizavimui

Molekuliy tvarkingas organizavimas ant neorganinio pavirSiaus yra svarbus
konstruojant baltymuy bei DNR mikrogardeles, kurios pladiai naudojamos genomikoje,
proteomikoje bei klinikiniuose tyrimuose. Molekulés ant kiety pavirSiy gali biti
imobilizuojamos jvairiais litografiniais metodais. Biomolekuliy imobilizacijai ant stiklo arba
metalo pavirSiy paprastai yra reikalingi savitvarkiai monosluoksniai. Savitvarkiy
monosluoksniy trilkumai yra nestabilumas, atsitiktiné prijungiamy baltymy orientacija bei
sudétingas paruosimas. GEPI yra pranaSesni uz savitvarkius monosluoksnius tuo, kad jie gali
biti tiksliai parenkami specifiniam pavirSiui. Kitas privalumas yra tas, kad GEPI galima
genetiskai arba sintetiSkai sujungti su molekule ar nanodalele, kuria norima funkcionalizuoti
pavir$iy ir taip i§ karto sukurti savitvarki funkcini sluoksni. GEPI jau buvo panaudotas
organizuojant kvantinius taskus ir fluorescuojancias molekules ant sili¢io oksido pavirSiaus

naudojant litografija bei savaimini molekuliy organizavimasi (Kacar ir kiti, 2009).

1.2. Nanostrypeliai

Nanostrypeliai (angl. Nanorod arba Nanowire) yra pailgos cilindrinés fizinés
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struktiiros, kuriy diametras svyruoja nuo de$im¢iy iki §imty nanometry (1 nanometras = 10~
metro), o ilgis biina keliais, keliolika ar dar daugiau karty didesnis negu diametras.
Nanostrypeliai gali biiti daromi i§ metaly, puslaidininkiy, izoliaciniy medziagy ar netgi

molekuliy. Tokie dariniai yra daznai apibiidinami kaip vienos dimensijos (1D) objektai.

1.2.1. Nanostrypeliy sintezé

Vienas pagrindiniy nanostrypeliy sintetinimo budy yra sintez¢ naudojant Sablonus
(Ying 1999, Martin 1996). Sablonu gali biiti jvairios porétos medziagos, kuriy porose galima
sintetinti nanostrypelius. Susintetinty strypeliy parametrai priklauso nuo pory dimensijy. Kaip
Sablonai daznai yra naudojamos anodinés aliuminio oksido (Al,O;) membranos, porétas

stiklas, jonais i$ésdinti polimerai bei zérucio plévelés (1.4 pav.).

Poréty anodiniy aliuminio oksido membrany Sablony sintezé atlickama anodizuojant
gryno aliuminio pléveles jvairiose rugStyse (Diggie ir kiti, 1969). Kruopsc¢iai parinkus
anodizavimo salygas pléveléje gaunamas tvarkingas SeSiakampis beveik apvaliy pory
masyvas. Pory saviorganizacijos procesas pléveléje susideda i§ dviejy pagrindiniy procesu:
vienodo diametro pory formavimosi ir pory rikiavimosi. Priklausomai nuo anodizacijos
salygu pory diametras gali svyruoti nuo <10nm iki 200nm. Pory tankis gali svyruoti nuo 10°-
10" pory/cm?. Mokslininkams taip pat pavyko nustatyti, kad dvigubas anodizacijos procesas
pagerina pory tankio bei diametro pasiskirstymo savybes. Tokio proceso metu po pirmos
anodizacijos susiformaves aliuminio oksido sluoksnis yra iStirpinamas ragStyje ir

anodizavimas pakartojamas antra karta.

1.4 pav. (a) Aliuminio oksido membranos, kurios vidutinis pory diametras 10nm, SEM mikrografija.

(b) SEM mikrografija jonais bombarduoto polikarbonato, kurio pory diametras 1um (Martin 1996).

Kitas poréty medziagy gaminimo biidas yra cheminis Sablono paruoSimas iSésdinant
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griovelius, sukurtus jonais bombarduojant medziaga. Tokie Sablonai yra gaminami i§ Zérucio
bei polikarbonato pavirSiy (Ferain ir Legras, 1993). Nanostrypeliy Sabloninei sintezei taip pat
yra naudojamos tokios medziagos kaip nano-kanalinis stiklas (angl. Nano-channel glass),

dviblokiniai kopolimerai ir kt.

Vienas 1§ nanostrypeliy sintetinimo biidy Sablonuose yra elektrocheminis
nusodinimas. Elektrochemija yra pla¢iai naudojama plony pléveliy auginimui ant laidZiy
pavir$iy. Kadangi elektrochemini auginima galima kontroliuoti substrato pavir§iaus normalés
kryptimi, Sis metodas taip pat gali biiti pritaikytas 1D fiziniy struktliry sintetinimui, kai
dengimo plotas yra apribotas poréto Sablono. Pasirinktas Sablonas turi iSlikti stabilus
elektrolite elektrolizés metu. [vairGis Sablono defektai yra Zalingi nanostrypeliy augimui,
kadangi nusédimo procesai pirmiausia vyks nepazeistose porose, ir deformuotos poros liks
neuzpildytos. Prie§ atliekant elektrochemini nusodinima, pirmiausia reikia plonu laidziu
metaliniu sluoksniu padengti Sablono apacia, kad Sablonas veikty kaip katodas. Sintetinamy
nanostrypeliy ilgis gali buti reguliuojamas nustatant skirtinga elektrolitinio dengimo trukmg.
Dalelém bombarduotas zérutis ir polimery membranos paprastai yra naudojamos kintamos
sroves elektrolizei. Norint Siam procesui naudoti aliuminio oksido membranas pirmiausia
reikia nuo membrany paSalint izoliuojan¢ia membranos apacia ir po to uzgarinti plona
metalini sluoksni ant membranos pavirSiaus (Almawlawi ir kiti, 1994). Sintetinant strypelius
elektrocheminiu metodu dazniausiai, ta¢iau ne visada, gaunamos polikristalinés struktiiros.
Elektrocheminio metodo privalumu laikoma tai, kad taip jmanoma susintetinti segmentuotus,
1§ keliy medziagu susidedancius strypelius. Keiciant katodo potencialus elektrolite, kuriame

yra keliy risiy metalo jony, gali biiti nusodinami skirtingy riisiy metaly sluoksniai.

Slégio injekcija yra dar vienas biidas nanostrypeliy sintetinimui Sablonuose. Ji galima
naudoti tada, kai nanostrypeliai sintetinami i§ Zema lydimosi taska turin¢ios medziagos, kuri
gerai kristalizuojasi, arba naudojamas Sablonas pasiZymi fiziniu tvirtumu. Slégio injekcijos
sintetinimo metu nanostrypeliai yra formuojami slégio pagalba jstumiant skysta medziaga i
Sablono poras. Atliekant §i procesa iSsiskiria nemazai Silumos. Pasirinktas Sablonas turi i$likti
chemiskai stabilus ir nesuirti. Atliekant sintetinima slégio injekcijos pagalba paprastai yra

naudojamas nano-kanalinis (angl. nano-channel) stiklas.

Kitas panaSus metodas nanostrypeliy sintetinimui yra vadinamas gariniu nusodinimu

(angl. Vapor deposition) (Heremans ir kiti, 2000; Cheng ir kiti, 2000). Medziaga, i§ kurios
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sintetinami strypeliai, yra kaitinama tol, kol pavirsta garais. Garais uzpildomos Sablono poros,
ir medziaga atSaldoma iki kietos biisenos. Siuo atveju porétas $ablonas turi pasizyméti geru
atsparumu kar$éiui. Siame metode slégis néra naudojamas, todél $ablonas neturi pasizyméti

atsparumu slégiui.

Nanostrypeliy sintetinimui gali biiti naudojami ir ne Sablonais paremti metodai.
Vienas tokiy metody yra gary-skyscio-kieto kiino (VLS, angl. vapor-liquid-solid) metodas
(Wagner ir Ellis, 1964). Sio metodo metu kristaling struktiira yra auginama i§ duju

panaudojant procesa katalizuojantj skysti.

1.2.2. Segmentuoti nanostrypeliai

Segmentuoti nanostrypeliai pasiZzymi tuo, kad vienas strypelis btina sudarytas i$
dvieju arba daugiau skirtingy medziagy (1.6 pav.). Toki efekta galima pasiekti sintetinant
strypelius elektrocheminio nusodinimo biidu ir reguliariai kei¢iant elektrolita arba naudojant
skirtingus katodo potencialus tame paciame elektrolite, kuriame yra skirtingy metaly jonu.
Taip susiformuoja skirtingyu medziagy sluoksniai (1.5 pav.). Segmentuoty nanostrypeliy
gamybos procesas gali buti pilnai automatizuotas, kad biity galima greitai ir efektyviai
pagaminti reikiamos segmentacijos strypelius (Zhang ir kiti, 2009). Daugiasluoksniai
nanostrypeliai dar gali bati vadinami 'briikSninio kodo nanostrypeliais' (angl. barcoded
nanowires), kadangi skirtingais sluoksniy ilgiais galima keisti strypeliy savybes bei koduoti
informacija. Tokios nanomedziagos pavirSiaus funkcionalizavimo savybés suteikia jvairiy

galimybiy taikant segmentuotus strypelius nanoinZzinerijoje.

(a) (b)

(c) (d)

1.5 Pav. Elektrocheminé segmentuoty metaliniy nanostrypeliy sintezé nanoporinése Al,O;
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membranose: (a) Aliuminio oksido membrana; (b) Ag nusodinimas ant apatinés membranos pusés; (c) Nuoseklus
skirtingy metaly jonuy elektrocheminis nusodinimas membranos porose; (d) Laidaus sidabro sluoksnio ir
nanoporinés membranos istirpinimas, nanostrypeliy suspensijos atskyrimas.

Naudojant elektrocheminio dengimo metodika mokslininkams pavyko susintetinti
daugiasluoksnius Ni-Pt (Liang ir kiti, 2005), Fe-Au (Lee ir kiti, 2007), Au-Pt (Martin ir kiti,
1999), Au-Ag(Nicewarner-Pena ir kiti, 2001), Ni-Cu (Guo ir kiti, 2003), Co-Pt (Choi ir kiti,
2005), Co-Cu (Piraux ir kiti, 1994) nanostrypelius. Nanostrypeliy kodavimas skirtingy metaly
sluoksniais gali biiti naudojamas norint suteikti strypeliams unikaliy fiziniy savybiy arba
panaudoti toki briik$nini koda ivairiy medziagy identifikavimui, molekuliy aptikimui bei geny

inZinerijoje (Pearce ir kiti, 2006).

(a)k (b)

5
.
%
%

%

]

0.1 em

15 nm
et i . :

1.6 pav. (a) Vieno Co(10nm)/Cu(10nm) daugiasluoksnio nanostrypelio TEM vaizdas. (b) To paties
strypelio regionas i$ arCiau (Piraux ir kiti, 1994).

Kadangi segmentuotus nanostrypelius galima sintetinti 1§ {vairiy medziagy, tai
suteikia galimybg sukurti tokius strypelius, kuriy segmentai turéty mazesne¢ ar didesng trauka
vienai ar kitai molekulei. Patalpinus toki strypeli i tirpala galima selektyviai prijungti
molekules prie ty strypeliy regiony, kuriems jos turi giminiSkuma. Konstruojant biohibridines
sistemas, organines molekules prie nanostrypeliy segmenty galima prijungti ir per tarpininkus.
Vienas 1§ budy tai padaryti yra geny inZinerijos metodais prie organinés molekulés prijungti
oligopeptida (trumpa amino rugsciu polimera), kuris turi dideli giminiSkuma pasirinktai
nanostrypelio segmento medziagai. Tokios modifikuotos organinés molekulés galés per

oligopeptiding grandinélg prisijungti prie reikiamo nanostrypelio segmento.

1.2.3. Nanostrypeliy taikymai

Viena i§ potencialiy nanostrypeliy taikymo sri¢iy yra bioelektroniniai sensoriai
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(Patolsky ir kiti, 2006). Dél unikaliy elektrony transportavimo savybiy, kurias lemia didelis
pavirSiaus ir tiirio santykis, nanostrypeliy elektroninis laidumas yra labai jautrus pavirSiaus
struktiros pokyCiams. Prie receptoriais funkcionalizuoty nanostrypeliu prisijungusios
molekulés pakei¢ia elektros krivio neS¢jy kieki nanostrypelio kiine, ir tai atsispindi
pakitusiame nanostrypelio laidume. D¢l Siy savybiy nanostrypeliai gali biiti naudojami
konstruojant biologiniy tyrimy prietaisus, kurie greitai ir efektyviai identifikuoty jvairiy ligy

biomarkerius.

Segmentuoti nanostrypeliai gali biiti sekmingai taikomi geny inZinerijoje (Salem ir
kiti, 2003). ALO; Sablono sintezés biidu sukurti Au-Ni nanostrypeliai buvo sékmingai
panaudoti geny perneSimui i lastele. Plazmidés buvo prijungtos prie Ni segmento, o i lastele
padedantis patekti baltymas transferinas — prie Au segmento (1.7 pav.). Toks kompleksas

geriau patekdavo i lastelg negu DNR molekulés padrikai plaukiojancios tirpale.

Au Ni
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1.7 pav. Segmentuoty nanostrypeliy panaudojimas geny pernasoje (adaptuota i§ Salem ir kiti, 2003).
(1) Nanostrypeliai buvo inkubuoti su 3-[(2-aminoetil) ditio] propioninés rigsties (AEDP) ri§an¢ia molekule. Sios
molekulés prisjungia prie nikelio segmento per karboksilato grupes. (2) Plazmidés per elektrostating saveika
prisijungia prie AEDP aminy. (3) CaCl, sutankina plazmides ir padaro jas kompaktiskesnes. (4) Transferinas su
rodamino Zyme yra selektyviai prijungiamas prie nanostrypelio aukso segmento.

Fermentais aktyvuoti nanostrypeliai gali biiti naudojami jvairiems nanoprietaisams,
tokiems kaip biosensoriai, biokuro celés bei bioaktuatoriai, kurti. Cinko oksido nanostrypeliai
buvo funkcionalizuoti gliukozés oksidaze taip sukuriant efektyvy gliukozés nanosensoriy
(Zang ir kiti, 2007). Sio sensoriaus efektyvuma nulémé didelis nanostrypeliy pavirsiaus ploto

ir tario santykis. Silicio oksido nanostrypeliai taip pat buvo naudojami kaip atramingés
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matricos gliukozés oksidazei (Chen ir kiti, 2006). Sie gliukozés detektoriai buvo labai jautriis

ir ju pagalba buvo galima aptikti 0.01mM gliukozés koncentracija.

Fermentais funkcionalizuoti nanostrypeliai taip pat buvo pritaikyti kaip perjungiami
bioelektrokatalitiniai prietaisai (Laocharoensuk ir kiti, 2007). Toks perjungimas (aktyvacija)
buvo igyvendintas naudojant Au/Ni nanostrypelius. Prie aukso segmento buvo prijungtas
gliukozes oksidazés segmentas, o nikelio segmentas buvo reikalingas nanostrypelio valdymui
magnetiniu lauku. Reguliuojant magnetini lauka strypeliai atsidurdavo arba horizontalioje,
arba vertikalioje pozicijoje. Skirtinga nanostrypeliy pozicija keisdavo gliukozés oksidazés
saveika su prie pavirSiaus prijungtu ferocenu. Tokie perjungiami bioelektrokatalitiniai

prietaisai gali biiti panaudoti biokuro celése, bioreaktoriuose bei biosensoriuose.

Dar viena galima ateities nanostrypeliy taikymo sritis galéty biiti vaisty iSnesiojimas
(Eghtedari ir kiti, 2009). Sferinés nanodalelés susilauké daug démesio Sioje srityje, taCiau
vienas pagrindiniy jyu minusy yra tas, kad jas sunku pritaikyti multifunkciniam procesui,
kadangi jos turi vienintel{ iSorini pavirSiy (skirtingai nei segmentuoti nanostrypeliai).
Segmentuotus nanostrypelius galima funkcionalizuoti skirtingomis molekulémis, todél vienas
nanostrypelis galéty atlikti kelias funkcijas, tokias kaip vaisty nukreipimas bei vaizdinimas.
Zinoma, medziagos i§ kuriy gaminami nanostrypeliai turi pasizyméti mazu toksiskumu ir Zala

sveikatai.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Nanostrypeliai

Tyrimams naudoti metaliniai bei bimetaliniai nanostrypeliai buvo gauti i§ dr. Artino
Jagmino (Chemijos institutas). Sie strypeliai buvo susintetinti naudojant elektrochemini
nusodinima Al,Os membranose, kuriy pory diametras 15nm bei 30nm. Nanostrypeliai buvo

gauti vandens suspensijos pavidalu. Tirti nanostrypeliy méginiai:
Membranos pory diametras 15nm, ilgis > 10pm:
1. Vieno segmento Ag
2. Triju segmenty Ag-Au-Ag
3. Dviejy segmenty Ag-Au
Membranos pory diametras 30nm, ilgis > 10pm

1. Vieno segmento Ag

2.1.2. Baltymai
Baltymai buvo gauti i§ dr. Vidos Casaités (Biochemijos institutas). Tyrimuose
naudoti baltymai buvo tetramerinis streptavidinas bei tetramerinis streptavidinas su dideli

giminiSkuma sidabrui turin¢iomis oligopeptidinémis uodegélémis.

S T AV (1 ST
W v

FOEDPSKDS KAQVSAAEAGITGTWYNQLGSTF IVTAGADGALTGTYESAVGNAESRYVLTGRY
FDE 13 20 ' 30 ' 10 ' 50 ' 60

scor S S e T i (1 5072
D55F = _n— p—

PFOEDS APATDGSGTALGWTVAWKNNY RNAHSATTWS GOYVGGAEARINTOWLLTSGTTEANAW
PDEgy 70 50 90 100 110 120

scor JPSTEpTavidin=

D55P —— p—

FOEKS TLYGHDTFTKVKPS AAS I DAAKKAGYNNGNP LDAVQQ
FDE 45, 130

2.1 pav. Streptavidino monomero aminortig§¢iy seka ir antriné strukttira.
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Streptavidino monomero aminoriigsciy seka:

mdpskdskagvsaaeagitgtwynqlgstfivtagadgaltgtyesavgnaesryvltgrydsapatdgsgtal
gwtvawknnyrnahsattwsgqyvggaearintqwlltsgtteanawkstlvghdtftkvkpsaasidaakkagvnngnpl
davqgrwlehhhhhh

Streptavidino monomero su oligopeptidine uodegéle aminortigsciy seka:

mdagnpsslfrylpsddpskdskaqvsaaeagitgtwynqlgstfivtagadgaltgtyesavgnaesryvltgry
dsapatdgsgtalgwtvawknnyrnahsattwsgqyvggaearintqwlltsgtteanawkstlvghdtftkvkpsaasid
aakkagvnngnpldavggrwlehhhhhh

Sios sekos pradzioje esanéios didelj giminiskuma sidabrui turingios oligopeptidinés
uodegeles NPSSLFRYLPSD seka buvo parinkta pagal Mehmet Sarikaya grupés atliktus
peptidu atrankos rezultatus (Sarikaya ir kiti, 2003). Streptavidino be NPSSLFRYLPSD
uodegélés aminorigsciy seka skiriasi nuo natyvaus streptavidino (2.1 pav.) tuo, kad sekos
pabaigoje dar buvo prijungiama polihistidiné uodegéele, kad biity lengviau baltyma iSgryninti.

Polihistidiné uodegglé taip pat prijungta ir prie sidabrui giminiska seka turincio streptavidino.

2.1.3. Baltymuy elektroforezei naudotos medziagos

Streptavidino ir biotino saveikai patikrinti buvo naudojamas fluorescuojantis
stilbazolo ir biotino junginys. Elektroforezés gelis susid¢jo i§ skirstomojo (2.1 lentele) bei
koncentruojamojo (2.2 lentelé) geliy. Elektroforezéje naudoto baltymy pavyzdzio dazo sudétis
nurodoma 2.3 lenteléje, leidimo buferio — 2.4 lenteléje, o dazo, kuriuo gelis buvo dazomas

atlikus elektroforeze sudétis — 2.5 lenteléje.

2.1 lentelé. Elektroforezéje naudoto skirstomojo gelio sudétis

MedzZiaga Kiekis
Akrilamidas 14%
H,O 4,2 ml
Tris-HCI, 1,5 M, pH 8.8 3ml
SDS 10% (w/v) 50 ml
Akrilamidas/Bisakrilamidas 40%(29:1) 4,2 ml
TEMED 10% (v/v) 5ul
APS 10% (w/v) 120 pl

2.2 lentelé. Elektroforezéje naudoto koncentruojamojo gelio sudétis
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Medziaga Kiekis
Akrilamidas 5%
H,O 3,1 ml
Tris-HCI, 0,5 M, pH 6,8 1,25 ml
SDS 10% (w/v) 50 ml
Akrilamidas/Bisakrilamidas (29:1) 0,562 ml
TEMED 10% (v/v) 4 ul
APS 10% (w/v) 20 ul
2.3 lentelé. Baltymy pavyzdzio dazo sudétis
MedzZiaga Kiekis
Tris-HCI, pH 6,8 320 mM
EDTA 20 mM
B-merkaptoetanolis 40% (v/v)
Glicerolis 20% (v/v)
SDS 10% (wW/v)
Bromfenolio mélis 0,05% (w/v)
2.4lentelé. SDS — PAGE leidimo buferis
MedzZiaga Kiekis
Glicinas 144 ¢
Tris-HCl 30g
SDS 1,0g
H,O iki 1 I, pH 8,3
2.5 lentelé. Coomassie Brilliant Blue baltymu dazas
MedzZiaga Kiekis
Coomassie Brilliant Blue R 250 05¢g
Etanolis 425 ml
H,O 425 ml
Acto rugstis 100 ml
Metanolis 50 ml
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2.2. Metodai

2.2.1. Atominés jégos mikroskopija

Nanostrypeliai buvo tiriami naudojant atominés jégos mikroskopijos stoti Agilent
5500 (Agilent technologies). AFM matavimams atlikti buvo naudojami du skirtingi AFM
zondai, skirti platesniems (< 50x50um) bei siauresniems (< 8x8um) skenavimo rézimams.
Skenavimo metu buvo naudojami virpesinis bei kontaktinis skenavimo rézimai. D¢l dideliy
méginiy pavirSiaus nelygumuy skenavimo greitis buvo gana létas — 0.5-2 linijos/s, esant
skenavimo raiSkai 256x256 taSky. Nanostrypeliy AFM gauti vaizdai buvo apdoroti

programine jranga Gwyddion.
Meéginys mikroskopijai buvo paruoSiamas keliais etapais:

1) Nanostrypeliu suspensija yra sukratoma, kad strypeliu nuosédos sukilty ir

homogeniskiau pasiskirstytuy.

2) Dalis suspensijos atskiriama { atskira mégintuvél; ir patalpinama i ultragarso
vonelg 15-30 minuciy laikotarpiui, kad nanostrypeliai labiau atsiskirty vienas
nuo kito.

3) Po ultragarso vonelés paimamas 10ul laselis suspensijos ir uzlasinamas ant
z€rucio pavirSiaus.

4) Zérutio pavirsius porai valandy paliekamas natiiraliai nudziati.

5) Zérugio pavirsius dar 5 minutes padziovinamas azoto dujy srove.

6) Zérudio pavirsius pritvirtinamas prie AFM bandinio stalelio.

2.2.2. Baltymy elektroforezé

Baltymuy elektroforezé buvo atlickama denatiiruojanciomis salygomis, naudojant 5%
koncentruojanti ir 14% skirstomaji gelius. Prie§ elektroforez¢ baltymo pavyzdys buvo
sumaiSomas su baltymy pavyzdzio dazu santykiu 1:5. Elektroforezé buvo vykdoma, esant 15
— 40 mA srovés stiprumui, kol baltymy pavyzdzio daze esantis bromfenolio mélis pasiekia

gelio gala. Po elektroforezés gelis buvo dazomas 1 val. Coomassie dazu, ir atplaunamas.

2.2.3. PavirSiaus sustiprinta Ramano spektroskopija

Peptidy SERS spektrai buvo registruojami naudojantis RamanFlex 400 (PerkinElmer
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Inc.) spektrometru su termoelektriSkai Saldomu (-50° C) CCD detektoriumi. Spektry
zadinimui buvo naudojama 785 nm lazeriné¢ spinduliuoté. Matavimai buvo atlikti ant sidabro

elektrodo. Elektrodo paruoSimo metodika:
1) Elektrodas nusvei¢iamas sudrékintu Svitriniu popieriumi.
2) Elektrodas nuplaunamas.
3) Elektrodas 10 minuciy poliruojamas Al,Os milteliais.
4) FElektrodas nuplaunamas.

5) Elektrodas panardinamas { vandeni ir palaikomas ultragarso vonelgje 5

minutes.
6) Elektrodas nuplaunamas.
7) Elektrodas 2 minutes laikomas panardintas { acetona.
8) Elektrodas nuplaunamas.
9) Elektrodas panardinamas i CaCl tirpala aktyvacijos celéje.
10) Elektrodas redukuojamas celéje 5 minutes prie -1V.

11) Elektrodas redukuojamas celé¢je kaitaliojant itampa tarp -400mv ir 400mV 4

kartus. Po kiekvieno jtampos pakeitimo laukiama 30 sekundziy.
12) Elektrodas nuplaunamas.
13) Ant elektrodo pavirSiaus uzlasinamas tiriamasis tirpalas.
Matavimai buvo atlikti sausai - baltymas sodintas i§ 10™*mol./l vandeninio tirpalo ant

elektrodo pavirSiaus, tada elektrodas buvo inkubuojamas 30 min. ir po to nuplaunamas H,O

bei nudziovinamas. Spektro matavimo programings jrangos parametrai: I = 20 mW; T =
10sX30c = 300s. Matavimai buvo vykdomi jud¢jimo rézimu. Gauti baltymy SERS spektrai
buvo apdoroti naudojantis programine jranga GRAMS. Galutiniai spektry grafikai buvo

suformuoti naudojantis programine jranga SigmaPlot 10.0.
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3. EKSPERIMENTU REZULTATAI

Kuriami metalas-fermentas kompleksai bus sudaryti i§ segmentuoty metaliniy
nanostrypeliy bei genetiSkai modifikuoty baltymy. AS tyriau kelis skirtingus segmentuoty bei
vieno segmento nanostrypeliy méginius naudodamas atominés jégos mikroskopija ir bandziau
charakterizuoti susintetintus nanostrypelius bei ivertinti Siy nanostrypeliy tinkamuma
tolimesniam biohibridiniy kompleksy kiirimui. Kita mano uzduotis buvo patikrinti ar
streptavidinas su genetiniais metodais prijungtomis giminiSkomis sidabrui oligopeptdinémis
uodegelémis iSlaiko savo cheming struktiirg ir sugeba prisijungti bioting taip pat gerai kaip ir
nemodifikuotas tetramerinis streptavidinas. Taip pat aS palyginau modifikuoto bei
nemodifikuoto streptavidino saveika su sidabro pavirSiumi naudodamas pavirSiaus sustiprinta

Ramano spektroskopija.

3.1.1. Atominés jégos mikroskopija

Naudojantis atominés jégos mikroskopu buvo bandoma charakterizuoti
nanostrypelius, sintetintus 15nm ir 30nm diametro aliuminio oksido membranose. 3.1
paveiksle pateikiamos 15nm diametro porose sintetinty vieno segmento sidabriniy
nanostrypeliy nuotraukos. Nanostrypeliai po mégini buvo pasiskirste¢ netolygiai ir tam
tikruose regionuose sudarydavo masyvus (agregacijas). Tokios nanostrypeliy agregacijos

vaizdas ir matomas 3.1 paveiksle.

3.1 pav. 15nm diametro aliuminio oksido membranos porose sintetinty Ag nanostrypeliy méginio
AFM topografiniai vaizdai. Skenavimas atliktas virpesiniu rézimu. (a) Nanostrypeliy masyvas; (b) Tas pats

nanstrypeliy masyvas i§ arciau.
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AFM skenavimai taip pat buvo atliekami méginio regionuose, kuriuose optiskai
nesimaté nanostrypeliy. Nuskenavus toki regiona jis daZznai buidavo tu$cias taciau taip pat
pasitaikydavo atvejy, kai biidavo galima aptikti maziau suagregavusiu nanostrypeliy
fragmenty bei jvairiy nanostrypeliy nuolauzy. 3.2 paveiksle yra pateikiamos kelios tokiy
regiony nuotraukos. Vaizdai gauti skenuojant 15nm diametro membranose sintetinty vieno

segmenty sidabriniy nanostrypeliy mégini.

3.2 pav. 15nm diametro membranos porose sintetinty Ag nanostrypeliy meéginio AFM vaizdai.
Skenavimas atliktas virpesiniu rézimu. Skenuojant Salia dideliy nanostrypeliy sankaupy buvo galima aptikti
ivairiy nuolauzy bei maziau agregavusiy nanostrypeliy fragmenty. (a) Topografinis vaizdas; (b) Fazinis vaizdas.
Skenavimai atlikti skirtinguose regionuose.

Nagrin¢jant 15nm diametro porose sintetinty segmentuoty Ag-Au bei Ag-Au-Ag
nanostrypeliu méginius buvo aptinkamos jvairios gruoblétos struktiiros (3.3 pav.). Pailgu,

nanostrypelius primenanc¢iy nanostruktiiry $iuose méginiuose nebuvo aptikta.
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3.3 pav. 15nm diametro membranos porose sintetinty Ag-Au-Ag nanostrypeliy méginio AFM (a)
topografinis ir (b) fazinis vaizdai. Skenavimas atliktas virpesiniu rézimu.

3.4 paveiklse matomose nuotraukose demonstruojama 30nm diametro membrany
porose sintetinty sidabriniy nanostrypeliy polinkis homogeniskiau pasiskirstyti po suspensija

mazinant nanostrypeliu koncentracija. 3.4 (a) nuotraukoje taip pat aiskiai optiskai matomos

anksciau minétos nanostrypeliy agregacijos.

(b)

3.4 pav. Optinio mikroskopo nanostrypeliy nuotraukos. Nuotraukose matomi 30 nm diametro porose
sintetinti nanostrypeliai, pasiskirstg ant zérucio pavirSiaus, ir atominés jégos mikroskopo zondas. (a) nuotraukoje

nanostrypeliy koncentracija méginio suspensijoje buvo didesné negu (b) atveju.

Tiriant 30 nm diametro porose sintetinty nanostrypeliy mégini buvo galima aptikti

kristalus primenanciy tvarkingy struktiiry (3.5 pav.).

(b)

F —
4 um

3.5 pav. 30nm diametro membranos porose sintetinty Ag nanostrypeliy méginio AFM topografinis (a)

ir deflekcinis (b) vaizdai. Skenavimas atliktas kontaktiniu rézimu.

Skenuojant 30nm diametro membrany porose susintetinty vieno segmento sidabriniy
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nanostrypeliy megini pavyko aptikti pavieniy nanostrypeliy (3.6 pav. a). Apie nanostrypeliy
morfologija galima spresti 1§ topografinio vaizdo bei topografiniy pjiviy (3.6 pav a, b). IS

topografiniy pjiiviu matoma, kad nanostrypelio diametras svyruoja nuo 20 iki 30nm.
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3.6 pav. 30nm diametro pory membranoje sintetinto nanostrypelio pavirSiaus morfologija. AFM
skenavimas atliktas kontaktiniu rézimu. (a) Topografinis nanostrypelio vaizdas; (b) Topografiniame vaizde
pazymeéty pjuviy 1 ir 2 pavirSiaus morfologija.

Bandant kelis kartus nuskenuoti atrastus pavienius nanostrypelius buvo pastebéta,
kad AFM zondas smarkiai saveikauja su strypeliais ir juos nuvalo nuo Zérucio pavirSiaus. 3.7
iliustracijoje matoma, kaip (a) vaizde esantis nanostrypelis yra nuvalomas ir (b) vaizde jo jau

nebelieka nors zérucio regionas yra tas pats.
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(b)

—
20 um

3.7 pav. 30nm Ag nanostrypeliy méginio AFM nuotraukos. Skenavimas atliktas kontaktiniu rézimu.

(a) Pavienis nanostrypelis; (b) Vieta, kurioje buvo aptiktas pavienis nanostrypelis, nuskenuota dar viena karta.

3.1.2.  Elektroforezé

Baltymy elektroforezé buvo atlikta streptavidinui su giminiSkomis sidabrui
peptidinémis uodegélémis bei nemodifikuotam streptavidinui. Pries atliekant elektroforeze
baltymai buvo sumaiSomi su fluorescuojancio biotino dazu. 3.8 paveiksle pateikiama
elektroforezés gelio, apSvieso ultravioletine Sviesa nuotrauka. Tamsios démés nuotraukoje yra

fluorescuojantys gelio regionai.

e

TSA TSA TSA K
+AG

o

3.8 pav. Baltymy fluorescencija atlikus elektroforezg. Eksperimentas atliktas su tetrameriniu
streptavidinu (TSA), tetrameriniu streptavidinu modifikuotu sidabrui giminiskais oligopeptidais (TSA+AG) bei

kontroliniu tetrameriniu streptavidinu (TSA K).
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3.1.3. PavirSiaus sustiprinta Ramano spektroskopija

PavirSiaus sustiprintos Ramano spektroskopijos eksperimentai buvo atlickami su
sidabrui giminiSkomis oligopeptidinémis uodegelémis modifikuotu streptavidinu bei paprastu
streptavidinu neturin¢iu $iy uodegéliy. 3.9 paveiksle demonstruojami Siy medziagy SERS
spektrai naudojant sidabrini elektroda: (a) Paprasto streptavidino spektras; (b) Modifikuoto
streptavidino spektras; (c) skirtuminis b —a SERS spektras.
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3.9pav. PavirSiaus sustiprintos Ramano spektroskopijos spektrai. (a) Tetramerinis streptavidinas; (b)

Tetramerinis streptavidinas su oligopeptidinémis uodegelémis; (c) Skirtuminis spektras.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Eksperimenty metu buvo tiriami vieno, dviejy bei trijy segmenty nanostrypeliy
méginiai. Nanostrypeliy tyrimuy tikslas buvo charakterizuoti susintetintus nanostrypelius ir
i§siaiskinti ar jie yra tinkami biohibridiniy kompleksu formavimui. Siame projekto etape yra
svarbu iStobulinti nanostrypeliy gamybos metodologija ir isitikinti, kad yra galimybé¢ sukurti
reikalingy matmenuy ir segmenty organizacijos nanostrypelius. Kitame eksperimenty etape
tirtas baltymas streptavidinas néra fermentas taciau jis buvo modifikuojamas tokiu paciu
biidu, kokiu ateityje turéty biti modifikuojami reikalingi fermentai (prijungiant dideli
giminigkuma pasirinktam metalui turindias peptidines uodegéles). Siy eksperimenty tikslas
buvo isitikinti ar pavyksta prijungti Sias uodegéles prie baltymo ir ar jis su Siomis
uodegelémis iSlaiko savo konformacija bei savybes. Taip pat svarbu patikrinti ar i§ tiesy
modifikuotas baltymas stipriau saveikauja su pasirinkto metalo pavirSiumi lyginant su
nemodifikuotu baltymu. I[sitikinus, kad pavyksta sukurti kokybiSkus nanostrypelius bei
tinkamai modifikuoti baltymus bus galima pradéti formuoti konkrecia daugiafermente

biohibridine nanosistema.

Pirmiausia buvo tiriami nanostrypeliai, kurie buvo sintetinti aliuminio oksido
membrany 15nm diametro porose. Gautose suspensijose nanostrypeliai buvo plika akimi
matomi kaip tamsios nuosédos. Palaikius mégini ultragarso vonel¢je buvo tikimasi, kad
nanostrypeliai tolygiai iSsisklaidys po suspensija tacCiau jie nebuvo link¢ homogeniskai
pasiskirstyti. Dél to ant zérucio pavirSiaus iSdZiovintas nanostrypeliy méginys pasiZzymeéjo
dideliais sulipusiy nanostrypeliy masyvais (3.1 pav.). Pavieniy nanostrypeliy skenavimo metu
nebuvo aptikta. Dél dideliy pavirSiaus nelygumy nanostrypeliy agregacijas buvo sudétinga
skenuoti ir i§gauti §vary vaizda. Salia stambiy nanostrypeliy masyvy buvo galima aptikti
nanostrypeliy nuolauzy bei labiau atsiskyrusiy nanostrypeliy fragmenty (3.2 pav.). Norint
geriau atskirti nanostrypelius buvo bandoma juos sonikuoti etanolio suspensijoje, tafiau
geresniy rezultaty negu tyrimuose su vandenine suspensija nebuvo pastebéta. Tiriant
segmentuotus Ag-Au-Ag bei Ag-Au nanostrypelius nepavyko gauti AFM vaizdu, kuriuose
biity galima vienareik§miSkai identifikuoti nanostrypeliy egzistavima. Gautuose vaizduose
nebuvo matyti plony pailguy struktiiry (3.3 pav.). Itariama, kad segmentuoti nanostrypeliai

galéjo suirti iStirpdZius membrang arba pati membrana galéjo ne iki galo iStirpti.

Norint sumazinti nanostrypeliy pavirSiaus ploto ir tiirio santyki, taip sumazinant

30



nanostrypeliy tarpusavio saveika ir agregacija, buvo uZsakytas didesnio diametro
nanostrypeliy méginys. Naujame méginyje nanostrypeliai buvo sintetinti aliuminio oksido
membranose, kuriy pory diametras 30nm. Sie nanostrypeliai pasizyméjo maZesne agregacija.
Palaikius meégini ultragarso vonelé¢je nuosédos biidavo iSblaskomos ir vizualiai ju
nebesimatydavo, nanostrypeliy suspensija igaudavo tolygia pilk§va spalva. Ultragarsu
paveiktoje suspensijoje po 5-10 minuc¢iy pradédavo vizualiai matytis i§ naujo susidarancios
nuosédos ir po keliy valandy nanostrypeliai vél pilnai nusésdavo. Nepaisant mazesnés
agregacijos, paruosus nanostrypeliy méginj ant Zérucio pavirsiaus optiniu mikroskopu btuidavo
galima jziiiréti susidariusius nanostrypeliy masyvus. Néra aisku, ar strypeliai nebuvo pilnai
iSsklaidyti ultragarsu, ar Sie masyvai susidaré¢ dziuvimo metu. Nanostrypeliy suspensijos
koncentracijos mazinimas buvo efektyvi priemoné nanostrypeliuy AFM méginio

homogeniskumui gerinti (3.4 pav.).

Tiriant nanostrypeliy, sintetinty 30nm diametro porose, méginius buvo pastebéta, jog
agregave nanostrypeliai yra linkg tarpusavyje sudaryti organizuotas stuktiiras, panaSias i
kristalus (3.5 pav,). Skenuojant §iuos méginius atominés jégos mikroskopu pavyko aptikti
pavienius strypelius (3.6 pav. a), taCiau charakterizuoti ju morfologija buvo nelengva dél per
didelés AFM zondo ir nanostrypeliu saveikos. 3.7 pav. matyti, kaip nanostrypelis yra
nuvalomas nuo zérucio pavirSiaus: (a) nuotraukoje nanostrypelis matomas, o (b) nuotraukoje
— jau nebe, nors skenavimas atliekamas toje pacioje vietoje (kad vieta ta pati galima matyti i$
zéruc¢io pavirSiaus artifakty). Kenksminga saveika tarp AFM adatos ir nanostrypeliy buvo
pastebéta skenuojant tiek kontaktiniu, tiek virpesiniu rézimu. Gali biiti, jog tiriant méginius
virpesiniu rézimu nanostrypeliai prisikabindavo prie AFM adatos, nes staiga pasikeisdavo
pacios adatos rezonansinis daznis, ir skenuojamame vaizde atsirasdavo triuk§mas. Skenuojant
kontaktiniu rézimu vaizduose pasitaikydavo maziau triukSmy. Vis délto galima manyti, jog
3.5 pav. matomi triuk§mai taip pat gal¢jo biiti sgveikos tarp adatos ir pavieniy nanostrypeliy,
kurie yra nuvalomi atominés jégos mikroskopo, rezultatas. Norint pagerinti nanostrypeliy bei
pavirSiaus saveika ir sumazint AFM adatos itaka buvo bandoma méginius dziovinti ant stiklo
pavirSiaus, taCiau tai geresniuy rezultaty nedavé. 3.7 pav. matomi keli AFM nuotraukos
topografiniai pjiiviai. Sie pjiviai parodo, kad aptiktas strypelis yra 20-30nm diametro, o jo

ilgis apie 15-20um.

Tiek 15nm, tiek 30nm membrany porose sintetinty nanostrypeliy méginiuose pavyko

aptikti sidabrinius vieno segmento nanostrypelius, taCiau susidurta su nanostrypeliu
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agregacijos bei AFM zondo ir méginio saveikos problemomis. Siuo metu negalima tiksliai
pasakyti, ar pavyko susintetinti biohibridiniams fermentams tinkamus nanostrypelius kadangi
del AFM zondo ir méginio saveikos nebuvo jmanoma patikimai charakterizuoti méginiuose
aptinkamy nanodariniy. Zondo ir nanostrypeliy saveika galima bandyti sumaZinti keliais

bidais:

1) Keiciant paciy nanostrypeliy iSmatavimus. Norint suteikti nanostrypeliams
daugiau stabilumo ant zérucio pavirsiaus reikéty didinti jy diametra. Didesnio
diametro nanostrypeliai bty sunkesni, turéty didesni pavirSiaus plota ir todeél
stabiliau prisitvirtinty prie Zérucio pavirsiaus.

2) Keiciant charakterizavimo metoda. Norint patikimiau charakterizuoti

nanostrypelius taip pat buty galima naudoti TEM, o ne AFM metodika.

3) Kei¢iant méginio paruoSimo metodika taip, kad nanostrypeliai stipriau

prisitvirtinty prie pavirsiaus.

Nanostrypeliy agregacijos problema padéty iSspresti paciy nanostrypeliy ilgio sutrumpinimas.
Sutrumpinus strypeliy ilgi sumazéty nanostrypeliy pavirSiaus ploto ir tiirio santykis ir to

pasekoje nanostrypeliai maziau saveikauty ir pintysi tarpusavyje.

Kita uzduotis buvo patikrinti sukurtus baltymus (streptaviding bei streptaviding su
prijungtomis dideli giminiskuma sidabrui turin¢iomis uodegélémis). Baltymy funkcionalumo
patikrinimas buvo atliktas sumaiSant streptavidino meéginius su florescuojanc¢iu biotinu.
Atlikus elektroforeze, elektroforezés gelis buvo apsSviestas ultravioletine Sviesa. 3.8 pav.
matomi fluorescuojantys regionai. Pirma i§ kairés fluorescuojanti juosta yra tetramerinis
streptavidinas su uodegélémis, antra — streptavidinas be uodegeliy, o trecia — kontrolinis
tetramerinis streptavidinas. Visos $ios juostos fluorescuoja, todél galima teigti, kad tiek
natyvus, tiek modifikuotas streptavidinas yra sukurti bei iSgryninti korektiskai ir nepraranda
savo biotino prisijungimo savybiy. Pirmoji juosta yra ganétinai iSplitusi. Tai galima aiSkinti
baltymo apirimu elektroforezés metu.

Sekantis eksperimenty etapas buvo atlikti sustiprintos pavir§iaus ramano
spektroskopijos tyrimus ir palyginti sukurty baltymy saveika su sidabro pavirSiumi. 3.9 pav.
pateikiamas eksperimento rezultatas, kuriame matomi (a) streptavidino, (b) modifikuoto

streptavidino su oligopeptidinémis uodegélémis ir (c) skirtuminis spektrai. Skirtuminiame
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spektre matoma intensyvia 1669 cm™ srityje esanlia juosta galima priskirti amido I
atsitiktinés spiralés virpesiams, 1240cm™ virpesiy juosta — amido III virpesiams, o 1008cm™
bei 879cm™ juostas — triptofano virpesiams (Galarreta ir kiti, 2011). Kadangi streptavidino
funkcionalizuoto sidabrui giminiSkomis uodegelémis SERS spektras iSsiskiria biitent
baltymams biidingomis intensyviomis juostomis galima teigi, jog Sis baltymas saveikauja su
sidabro pavirSiumi stipriau negu paprastas tetramerinis streptavidinas. Paprasto streptavidino
SERS spektras taip pat pasizymi jvairiomis juostomis taciau juy negalima priskirti baltymy
sudedamyjy daliy vibracijoms. Sias spektry juostas gali skleisti jvairios priemai$os like po

baltymu gryninimo i$ lasteliy biomasés.
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ISVADOS

1. 30nm diametro nanostrypeliai agreguoja maziau negu 15nm diametro nanostrypeliai.

2. Naudojantis AFM nepavyko patikimai charakterizuoti nanostrypeliu dél per didelés

meéginio ir AFM zondo saveikos.

3. Tetramerinis streptavidinas prijungus giminiSkas sidabrui oligopeptidines uodegéles
iSlaiko savo biotino prisijungimo savybg.

4. Tetramerinis streptavidinas su giminiSkomis sidabrui oligopeptidinémis uodegélémis
saveikauja su sidabro pavirSiumi stipriau negu nemodifikuotas tetramerinis

streptavidinas.

34



SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF NATURAL SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS

Tautvilas Mec¢inskas

SYNTHESIS AND STUDY OF BIOHYBRID METAL-PROTEIN COMPLEXES

Master thesis

Summary

Biochemical enzyme cascade is a series of chemical reactions in which the products
of one reaction are consumed in the next reaction. If one could organize all the necessary
enzymes for the reaction in close quarters this could possibly lead to more effective cascade
reactions. One way of organizing enzymes is by fusing them on barcoded nanowire matrices.
This could be achieved by tayloring enzyme molecules with genetically engineered proteins
for inorganics (GEPIs). My assignment was to characterise possible nanowire candidates for
these biohybrid complexes using AFM and examine silver binding characteristics of GEPI
taylored streptavidin using SERS. I could not realiably characterise nanowires because the
interaction between AFM probe and nanowires was to interfering. Also the nanowires used to
aggregate and it was difficult to separate them using ultrasound. 15nm diameter nanowires
aggregated more thant 30nm diameter nanowires. Streptavidin taylored with Ag binding
GEPIs showed stronger interaction with Ag electrode surface than ordinary streptavidin. Also
this modified streptavidin was capable of binding with biotin. This proves that added

oligopeptide chains did not negatively affect the chemical structure of streptavidin.
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