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SANTRUMPOS 

Santrumpa Paaiškinimas 

6x-His Šešios histidino aminorūgštys; 

Api-m4 Bičių Apis mellifera alergeno komponentas; 

AR aminorūgštis, -ys; 

Blp1 Į BAP panašus baltymas 1 (angl. BAP-like protein 1); 

BTI Biotechnologijos institutas; 

eGFP 
Sustiprinto signalo žaliai fluorescuojantis baltymas  

(angl. enhanced green fluorescent protein); 

EGIS Eukariotų genų inžinerijos skyrius; 

gp39 
Bakteriofago vB_EcoS_NBD2 g39 koduojamas ataugos 

vamzdelio baltymas; 

GRAVY 
Baltymo/peptido hidropatiškumo indeksas (angl. grand 

average of hydropathy); 

HNTV Hantaan virusas; 

IgG Imunoglobulinas G; 

MAk Monokloniniai antikūnai; 

NBD2 Bakteriofagas vB_EcoS_NBD2; 

NDS-PAGE 
Elektroforezė poliakrilamido gelyje denatūruojančiomis 

sąlygomis su NDS; 

OmpA 
Bakterijos išorinės membranos baltymas A (angl. outer 

membrane protein A); 

PAA Poliakrilamidas; 

PAk Polikloniniai antikūnai; 

PBS Fosfatinis buferinis tirpalas; 

pI 
Baltymo/peptido izoelektrinis taškas (angl. isoelectric 

point); 

RE Restrikcijos endonukleazė; 

TEM Transmisinė elektroninė mikroskopija; 

VPD Į virusus panašios dalelės (angl. virus-like particles); 

VU GMC Vilniaus universiteto Gyvybės mokslų centras. 
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ĮVADAS 

Savaime susirenkančios virusinės nanostruktūros pasižymi dydžių ir formų 

įvairove bei gali būti modifikuojamos prijungiant baltymų fragmentus ar 

baltymus, taip suteikiant joms naujų funkcinių savybių. Virusinės 

nanostruktūros tapo svarbiu įrankiu įvairiose mokslo srityse bei gali būti 

pritaikytos elektros įrenginių, efektyvesnių ląstelių-taikinių vaizdinimo, 

terapinių medžiagų gabenimo įrankių bei saugių ir efektyvių vakcinų kūrimui.  

Kuriant vakcinas prieš virusus ir bakterijas, taip pat vėžio ir lėtinių ligų 

gydymui, neretai susiduriama su pavienių baltymų ir peptidų, prieš kuriuos 

norima sukelti imuninį atsaką, mažu imunogeniškumu. Baltymų ir peptidų 

imunogeniškumą galima sustiprinti įvairiais būdais, tačiau vienas 

efektyviausių – virusinių nanostruktūrų panaudojimas. Šios nanostruktūros 

yra morfologiškai panašios į virusus ir labai imunogeniškos – jas sudarantys 

baltymai tvarkingai pasikartoja struktūros paviršiuje, todėl efektyviai sukelia 

humoralinį ir ląstelinį imuninį atsaką. Dėl šios priežasties, ir ant virusinių 

nanostruktūrų eksponuojami baltyminiai fragmentai tampa labiau 

imunogeniški. Tokios modifikuotos virusinės nanostruktūros jau yra 

naudojamos vakcinų kūrimui. Viena jų – licencijuota vakcina prieš maliariją 

Mosquirix™, kurią sudaro hepatito B viruso paviršinio baltymo HBsAg 

suformuota į virusus panaši dalelė, eksponuojanti prie jos prijungtus 

Plasmodium falciparum peptidus (Hawkes, 2015).  

Nėra universalios virusinės nanostruktūros, kuri galėtų būti naudojama 

visiems biotechnologijos tikslams. Ta pati virusinė nanostruktūra neturėtų būti 

naudojama kaip nešiklis baltyminių fragmentų eksponavimui kuriant 

skirtingas vakcinas. Žmogaus organizme susidaręs išankstinis imuninis 

atsakas prieš virusinę nanostruktūrą formuojančius baltymus gali susilpninti 

pačios nanostruktūros arba ant jos eksponuojamų baltyminių fragmentų 

imunogeniškumą, o tai gali lemti sumažėjusį vakcinos efektyvumą 

(McCluskie et al., 2016; Mok ir Chan, 2020). Be to, virusinių nanostruktūrų 

modifikavimas prie nanostruktūras formuojančių baltymų prijungiant 

baltyminius fragmentus skirtingai paveikia chimerinių baltymų erdvinį 

susilankstymą, gebėjimą formuoti nanostruktūras ir jų stabilumą (Peabody et 

al., 2009; B. Zhang et al., 2021). Nors virusinės nanostruktūros vis labiau 

tyrinėjamos nustatant jų pritaikymo galimybes biotechnologijoje ir 

medicinoje, tačiau, remiantis 2021 m. rugsėjo mėnesio duomenimis, yra 

atliekami tik 145 klinikiniai tyrimai pritaikant virusines nanostruktūras 

vakcinų kūrimui (https://clinicaltrials.gov/). Dėl šių priežasčių, naujų 

virusinių nanostruktūrų paieška, jų savybių ir stabilumo charakterizavimas bei 

galimybių prijungti baltyminius fragmentus įvertinimas, kaip ir šių baltyminių 

https://clinicaltrials.gov/
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fragmentų prijungimo tolerancijos savybių nustatymas, yra labai svarbūs 

nanostruktūrų biotechnologiniam pritaikymui ir vakcinų kūrimui. 

2017 metais Lietuvoje buvo identifikuotas Drexlerviridae šeimai 

priklausantis bakteriofagas vB_EcoS_NBD2 (NBD2) (Kaliniene et al., 2017). 

Escherichia coli bakterijose susintetintas bakteriofago NBD2 ataugos 

vamzdelio baltymas gp39 formavo ilgus ir lanksčius nanovamzdelius 

(Šimoliūnas, 2017), tačiau nei jie, nei jų galimas pritaikymas 

biotechnologijoje toliau tiriami nebuvo. Kadangi virusinės nanostruktūros yra 

perspektyvi saugių vakcinų alternatyva, o vamzdelio formos struktūrų, 

eksponuojančių baltyminius fragmentus, nėra daug, todėl šiame darbe buvo 

charakterizuoti baltymo gp39 formuojami nanovamzdeliai įvertinant jų 

pritaikymą baltyminių fragmentų eksponavimui. Tam, kad nanovamzdeliai 

nebūtų užteršti endotoksinais, o ateityje juos pritaikant eukariotinės kilmės 

baltymų eksponavimui, kurie galėtų įgyti reikiamą erdvinį susilankstymą ir 

būtų modifikuojami potransliacinės modifikacijos metu, buvo pasirinkta  

S. cerevisiae mielių raiškos sistema. 

 

Darbo tikslas 

Ištirti bakteriofago vB_EcoS_NBD2 baltymo gp39 formuojamų 

nanovamzdelių pritaikymo galimybes baltyminių fragmentų eksponavimui ir 

vakcinų kūrimui. 

 

Darbo uždaviniai 

1. S. cerevisiae mielių raiškos sistemoje susintetinti bakteriofago NBD2 

baltymą gp39 ir įvertinti jo gebėjimą formuoti nanovamzdelius. 
 

2. Ištirti baltymo gp39 formuojamų nanovamzdelių imunogeniškumą pelėse 

ir stabilumą veikiant įvairiems aplinkos veiksniams. 
 

3. Nustatyti gp39 N ir C galuose esančių aminorūgščių svarbą savaiminiam 

susirinkimui į nanovamzdelius. 
 

4. Nustatyti prie gp39 N arba C galo prijungtų baltyminių fragmentų poveikį 

chimerinių baltymų savaiminiam susirinkimui į nanovamzdelius. 
 

5. Įvertinti gp39 formuojamų nanovamzdelių pritaikymo galimybes 

eksponuoti Acinetobacter baumannii bakterijos paviršiaus baltymų 

fragmentus. 

 



11 

 

Dalis tyrimų buvo atlikta vykdant Lietuvos Mokslo Tarybos (LMT) 

finansuojamą studentų mokslinę praktiką: 09.3.3-LMT-K-712-15-0080 

„NBD2 bakteriofago uodegėlės vamzdelio savitvarkių struktūrų 

polimerizacijos tyrimai“ (vadovė dr. Rasa Petraitytė-Burneikienė). 

2019 metais buvo gauta LMT finansuojama doktoranto stipendija už 

akademinius pasiekimus. 

 

Darbo aktualumas ir mokslinis naujumas 

Atsirandant naujiems virusams, plintant jų atmainoms, kylant epidemijoms 

ir pandemijoms bei didėjant atsparumą antibiotikams įgaunančių bakterijų 

skaičiui, auga poreikis kurti efektyvias ir saugias vakcinas, o tam gali būti 

naudojamos virusinės nanostruktūros. 

NBD2 bakteriofago ataugos vamzdelio baltymas gp39, kuris savaime 

susirinko į ilgus (kai kurie buvo 3,95 µm ilgio) ir lanksčius nanovamzdelius, 

buvo pirmą kartą susintetintas Saccharomyces cerevisiae mielėse. Iki šiol fagų 

ataugos vamzdelio baltymo savaiminis susirinkimas į nanostruktūras buvo 

gana ribotai tiriamas (Arnaud et al., 2017; Dunn, 1996; Langlois et al., 2015; 

Leonard et al., 1973; Xu et al., 2013), todėl mielėse suformuoti baltymo gp39 

nanovamzdeliai ir nustatytos gp39 savaiminiam susirinkimui svarbios dalys 

suteikė naujų žinių apie bakteriofagų ataugos vamzdelio baltymo savybes ir 

apie jų pritaikymą nanostruktūrų kūrimui.  

Buvo nustatyta, kad baltymas gp39 ir jo formuojami nanovamzdeliai yra 

stabilūs įvairiose aplinkos sąlygose. Neigiamo poveikio nanovamzdelių 

stabilumui neturėjo kaitinimas, šaldymas, skaldymas tripsino proteaze, 

denatūravimas karbamidu bei inkubavimas tirpaluose, kurių pH kito nuo 3,2 

iki 9,6. Šie rezultatai rodo, kad dėl tokio savo stabilumo gp39 formuojami 

nanovamzdeliai galėtų būti naudojami įvairiems biotechnologijos tikslams – 

ląstelių vaizdinimui, geriamų vakcinų kūrimui ar tikslinių medžiagų 

gabenimui į ląsteles (Asor et al., 2020; Serradell et al., 2019). 

Buvo pademonstruota, kad S. cerevisiae mielėse susintetinto baltymo gp39 

formuojami nanovamzdeliai yra imunogeniški: pelėms sukėlė humoralinį 

imuninį atsaką net ir nenaudojant adjuvantų. Taip pat baltymo gp39 

formuojami nanovamzdeliai buvo pirmą kartą pritaikyti prijungtų baltyminių 

fragmentų eksponavimui. Buvo įvertintas prie gp39 C galo prijungtų 

modelinių peptidų ir žaliai fluorescuojančio baltymo eGFP fizikinių ir 

cheminių savybių poveikis chimerinių baltymų gebėjimui formuoti 

nanovamzdelius. Atliktas tyrimas yra svarbus pritaikant gp39 formuojamus 

nanovamzdelius, ar net kitas virusines nanostruktūras, baltyminių fragmentų 

eksponavimui. Juo labiau kad baltyminių fragmentų eksponavimas ant fagų 
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paviršiaus ir ant fagų ataugos vamzdelio baltymo formuojamų nanostruktūrų 

iki šiol nebuvo detaliai tirtas, nes ataugą turintys bakteriofagai buvo labiau 

tyrinėjami analizuojant jų sandarą (Dunn, 1995, 1996; Gupta et al., 2003; 

Maruyama et al., 1994; Pavoni et al., 2013). Šiame darbe nustatytos 

baltyminių fragmentų savybės leis sėkmingiau pasirinkti baltymo dalis, kurių 

prijungimas prie gp39 mažiausiai paveiktų chimerinių baltymų gebėjimą 

formuoti nanostruktūras. 

Šiame darbe buvo pirmą kartą pademonstruota, kad bakteriofago NBD2 

baltymo gp39 formuojami nanovamzdeliai yra tinkami bakterijos 

Acinetobacter baumannii išorinės membranos baltymo OmpA fragmentų 

eksponavimui. Nors A. baumannii yra daugeliui antibiotikų atspari, viena 

pavojingiausių oportunistinių bakterijų, tačiau prieš ją dar nėra sukurtos 

vakcinos (Willyard, 2017; World Health Organization, 2017). Bakterijos 

paviršiuje esančios konservatyvaus baltymo OmpA dalys galėtų būti puikus 

vakcinos kandidatas prieš skirtingus A. baumannii bakterijos izoliatus 

(Badmasti et al., 2015; Luo et al., 2012), o mielėse susintetinti nanovamzdeliai 

yra potencialus įrankis imuninio atsako sužadinimui prieš ant jų 

eksponuojamą baltymo OmpA fragmentą. 

 

Ginamieji teiginiai 

1. S. cerevisiae mielėse susintetintas bakteriofago vB_EcoS_NBD2 baltymas 

gp39 gali savaime susirinkti į nanovamzdelius. 
 

2. Baltymo gp39 formuojami nanovamzdeliai yra imunogeniški pelėse ir 

išlieka stabilūs juos kaitinant, šaldant, skaldant tripsinu, denatūruojant 

karbamidu bei inkubuojant skirtingas pH reikšmes turinčiuose 

buferiniuose tirpaluose. 
 

3. Baltymo gp39 gebėjimui formuoti nanovamzdelius yra svarbios N ir C 

galuose esančios aminorūgštys. 
 

4. Prie gp39 N galo prijungti baltyminiai fragmentai sutrikdo savaiminį 

susirinkimą į nanovamzdelius, tačiau nanovamzdeliai gali būti formuojami 

jei prie gp39 C galo yra prijungiami neilgi, hidrofiliški, chimerinių baltymų 

krūvio žymiai nekeičiantys ir β klosčių neformuojantys baltyminiai 

fragmentai. 
 

5. Baltymo gp39 formuojami nanovamzdeliai yra tinkami A. baumannii 

bakterijos išorinės membranos baltymo OmpA fragmentų eksponavimui.  
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1. LITERATŪROS APŽVALGA  

1.1. Bendra bakteriofagų charakteristika 

Bakteriofagai (sutrumpintai fagai) yra bakterijas infekuojantys virusai. 

Manoma, kad jų skaičius Žemėje gali siekti net 1031, o tai yra apie 10 kartų 

daugiau nei jų infekuojamų ląstelių-šeimininkių – bakterijų skaičius (Hendrix, 

2003; Mushegian, 2020). Fagų atradimo datos yra kelios: šiuos virusus 

nepriklausomai atrado 1915 m. Didžiosios Britanijos patologas F. Tvortas 

(Frederick Twort) bei 1917 m. Pastero institute dirbęs mikrobiologas  

F. d'Herelis (Félix d’Hérelle) (Ackermann, 2011; D’Hérelle, 1917). Šiuo metu 

NCBI duomenų bazėje patalpinta virš 163 tūkstančių virusų genomų, iš kurių 

11400 priklauso bakteriofagams (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, duomenys 

tikrinti 2021 03 21). Fagai, turintys ataugas, prijungtas prie kapsidės su 

supakuotu dvigrandininiu DNR (dgDNR) genomu, priklauso Caudovirales 

būriui (lot. Cauda reiškia į uodegą panašią struktūrą – ataugą) ir sudaro  

~ 85 % identifikuotų bakteriofagų (Dion et al., 2020). 

Fagai pasižymi milžiniška įvairove, pasireiškiančia morfologiniais 

skirtumais (filamentinės, ikosaedrinės, kompleksinės (sudėtingos) ir 

pleomorfinės struktūros), genomo dydžiu, ataugų sandara (lankstumu, ataugos 

susitraukimo galimybe), ataugų ilgiais (Ackermann, 2009; Dion et al., 2020; 

Krupovic et al., 2011). Daugumos bakteriofagų genomą sudaro dgDNR, 

tačiau taip pat gali būti aptinkama viengrandininė DNR (vgDNR), vgRNR ar 

dgRNR. Fago genomą gaubia baltyminė kapsidė, apsauganti nuo neigiamų 

aplinkos veiksnių, o kai kurių fagų kapsides papildomai gali gaubti iš ląstelės-

šeimininkės membraninių organelių arba iš plazminės membranos susidaręs 

lipidinis sluoksnis (Lorizate ir Kräusslich, 2011; Lyytinen et al., 2019). 

Ilgą laiką Caudovirales būrį sudarė trys šeimos: Myoviridae (miovirusai), 

Siphoviridae (sifovirusai) ir Podoviridae (podovirusai), tačiau tobulėjant 

metagenominei ir bioinformatinei analizei, didėjo identifikuotų virusų 

skaičius ir keitėsi jų taksonomija (Adriaenssens et al., 2018). Atrasti nauji 

miovirusai, sifovirusai ir podovirusai arba bakteriofagai, anksčiau priklausę 

Myoviridae, Siphoviridae ir Podoviridae šeimoms, tapo naujai sukurtų šeimų 

atstovais. Remiantis Tarptautinio virusų taksonomijos komiteto (ICTV)  

2021 m. kovo mėn. duomenimis, Caudovirales būrį sudaro 9 šeimos: 

Ackermanviridae, Autographiviridae, Chaseviridae, Demerecviridae, 

Drexlerviridae, Helleviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae 

(https://talk.ictvonline.org/taxonomy). Drexlerviridae šeimą sudaro į T1 fagą 

panašūs virusai, kurie anksčiau priklausė Siphoviridae šeimai ir tik 2019 m. 

buvo priskirti Drexlerviridae šeimai (Adriaenssens, 2020). Literatūros 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://talk.ictvonline.org/taxonomy
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apžvalgoje plačiau bus aptariamos trys dominuojančios ir geriausiai ištirtos 

fagų šeimos – Myoviridae, Siphoviridae ir Podoviridae, daugiau dėmesio bus 

skiriama ataugų struktūroms (1 pav.). 

Caudovirales fagų genomą sudaro linijinė dgDNR, apgaubta ikosaedrine 

arba išilgai ataugos ašies ištęsta kapside ir prie jos besijungiančia spiralinės 

simetrijos atauga (Krupovic et al., 2011). Sifovirusų ir miovirusų ataugos 

distaliniame gale aptinkama bazinė plokštelė su prie jos prisitvirtinusiomis, 

ląstelių-šeimininkių atpažinimui skirtomis fibrilinėmis struktūromis 

(gijomis). Šios struktūros yra skirstomos į trumpąsias ir ilgąsias ataugos gijas, 

o centrinė ataugos gija vadinama spygliu (Campbell et al., 2020; Nobrega et 

al., 2018). Paprastai gijų galuose yra išsidėstę su ląstelių-šeimininkių 

paviršiuje esančiais receptoriais sąveikaujantys RBP (angl. receptor binding 

protein), kurie iš esmės ir lemia fagų specifiškumą bakterijoms (Goulet et al., 

2020; Spinelli et al., 2006; Zivanovic et al., 2014). 

Bakteriofagų ataugos pasižymi ypatingai didele įvairove (Campbell et al., 

2020; Nobrega et al., 2018). Myoviridae šeimą sudaro fagai su 

susitraukiančiomis, nelanksčiomis ataugomis, kurių didžiąją dalį sudaro 

susitraukiantis apvalkalas ir po juo esantis vamzdelis. Tipinis miovirusų 

pavyzdys yra modeliniu virusu tapęs T4 bakteriofagas, kurio ataugos 

apvalkalo susitraukimo mechanizmas buvo tapęs detaliai tyrinėjamu objektu 

(Aksyuk et al., 2009; Leiman ir Shneider, 2012; Taylor et al., 2016). 

Siphoviridae fagai pasižymi nesusitraukiančiomis, tačiau lanksčiomis 

ataugomis. Modelinis sifovirusas – bakteriofagas lambda, tapęs molekulinės 

biologijos ir virusologijos dogma (Pell et al., 2009a; Rajagopala et al., 2011). 

Podoviridae šeimos virusams būdingos itin trumpos, nesusitraukiančios 

ataugos. Podovirusai bazinės plokštelės neturi, todėl šoninės gijos ir centrinis 

spyglys tvirtinasi tiesiogiai prie ataugos (Cuervo et al., 2013). Podoviridae 

šeimai priklauso fagai T7, P22, φ28 ir daugelis kitų (Fokine ir Rossmann, 

2014) (1 pav.). 
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1 pav. Myoviridae, Siphoviridae ir Podoviridae šeimoms priklausančių 

bakteriofagų schematinis pavaizdavimas. (A) Miovirusai turi nelanksčias ataugas, 

kurių didžiąją dalį sudaro susitraukiantis apvalkalas ir po juo esantis vamzdelis. (B) 

Sifovirusų ataugos lanksčios, nesusitraukiančios, didžiąją dalį sudaro ataugos 

vamzdelio baltymas. Miovirusų ir sifovirusų ataugų gale yra bazinė plokštelė, prie 

kurios prisitvirtina gijos ir spygliai. (C) Podovirusų ataugos trumpos, be bazinės 

plokštelės, todėl centrinė ataugos gija arba spyglys tiesiogiai tvirtinasi prie ataugos 

galo. Pagal Nobrega et al. (2018). 

 

Nepaisant ataugą turinčių fagų dydžio ir formos skirtumų, kapsidės ir 

ataugos struktūriniai baltymai pasižymi panašiu erdviniu susilankstymu ir 

susirinkimo mechanizmu. Struktūrinių ataugos baltymų sandara bei erdvinis 

susilankstymas yra panašūs tarp ataugą bakteriofagų bei tarp bakterijoms 

būdingų į fagų ataugas panašių struktūrų kaip Pseudomonas aeruginosa VI 

tipo sekrecinės sistemos (T6SS) (Park et al., 2018), P. aeruginosa R-tipo bei 

F-tipo piocinų (Ge et al., 2015; Nakayama et al., 2000), Photorhabdus 

asymbiotica ekstraląstelinės susitraukiančios injekcinės sistemos (angl. 

extracellular contractile injection system) (Jiang et al., 2019). Toks 

struktūrinių ataugos baltymų erdvinis susilankstymas bei formuojamų 

struktūrų panašumas nurodo bendrą jų protėvį (Pell et al., 2009a, 2009b; 

Veesler ir Cambillau, 2011). 

Siphoviridae ir Myoviridae bakteriofagų kapsidės ir ataugos susirenka 

nepriklausomai viena nuo kitos – ataugos, ir prie jų prijungtas galiuko 

kompleksas, bei kapsidės su supakuota DNR, sąveikaudamos tarpusavyje 

suformuoja fagą. Šias struktūras tarpusavyje sujungia terminatorinis baltymas 

TrP (angl. terminator protein) (Auzat et al., 2014; Cardarelli et al., 2010; 

Linares et al., 2020). Šis konservatyvus baltymas aptinkamas ataugas 

turinčiuose bakteriofaguose bei bakterijų į fagų ataugas panašiose 

ekstraląstelinėse sistemose atlieka tą pačią funkciją – užbaigia ataugos 
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vamzdelio ir ataugos apvalkalo susirinkimą (Davidson et al., 2012; Fokine et 

al., 2004; Taylor et al., 2018). Miovirusų ir sifovirusų ataugos jungia kapsidę 

su ataugos galiuko kompleksu ir, įvykus prisijungimui su ląstelės-šeimininkės 

receptoriais (angliavandeniais, baltymais), manoma, jis perduoda signalą 

DNR iššvirkštimui iš kapsidės į ląstelės citoplazmą. Ataugos tampa kanalu, 

per kurį keliauja genetinė medžiaga. Miovirusų (vienas iš išsamiausiai tirtų 

fagų yra T4) ir sifovirusų (modelinis fagas lambda) ataugos detaliai 

tyrinėjamos nuo 1975 m. analizuojant jų susirinkimo procesą, struktūrą, 

bakterijų atpažinimą ir prasiskverbimo į bakterijos citoplazmą mechanizmus 

(Campbell et al., 2020; Katsura, 1990, 1981; Kikuchi ir King, 1975). 

Nors T4 fago nelanksti, tačiau susitraukianti atauga buvo išanalizuota 

krioelektroninės mikroskopijos metodu (Taylor et al., 2016), tačiau detalūs 

tyrimai su lanksčiomis bakteriofagų ataugomis buvo beveik neįmanomi. Tik 

2017 m. krioelektroniniu mikroskopu pavyko detaliai išanalizuoti 

bakteriofago T5 lanksčią ataugą (Arnaud et al., 2017), o 2020 m. buvo atlikta 

dar detalesnė krioelektroninės mikroskopijos analizė dirbant su bakteriofagu 

lambda (Campbell et al., 2020). 

 

1.1.1. Bakteriofagų nesusitraukiančių ir lanksčių ataugų  

susirinkimo mechanizmas 

 

Fagai, priklausantys Demerecviridae, Drexlerviridae bei Siphoviridae 

šeimoms turi lanksčias bei nesusitraukiančias ataugas. Nors ataugos 

susirinkimo mechanizmas detaliai aprašytas analizuojant Siphoviridae šeimai 

priklausantį fagą lambda, tačiau šis griežtai kontroliuojamas daugiapakopis 

procesas yra konservatyvus tarp ataugą turinčių fagų (Davidson et al., 2012; 

Linares et al., 2020). Ataugos susirinkimas prasideda nuo ataugos galiuko 

komplekso TTC (angl. tail tip complex) susiformavimo (2 pav.). Galiuko 

kompleksą, esantį ataugos apačioje, sudaro labiausiai varijuojantys fagų 

baltymai, formuojantys centrines ir šonines gijas, bazinę plokštelę. Pastarąją 

sudaro heksamerinis galinis ataugos baltymas DTP (angl. distal tail protein) 

bei trimerinis bazinės plokštelės baltymas BHP (angl. baseplate hub protein). 

Nepaisant didelio susidomėjimo fagų ataugomis, molekuliniai mechanizmai, 

aprašantys sąveiką su ląstelės receptoriais, plazminių membranų pradūrimą ir 

signalo perdavimą, inicijuojantį DNR paleidimą iš fago galvutės per ataugą į 

ląstelės citoplazmą, lieka iki galo neištirti (Goulet et al., 2020). Ataugos 

galiuką sudarantys baltymai sąveikauja su ląstelės-šeimininkės paviršiumi, 

todėl priklausomai nuo fago infekuojamų ląstelių-šeimininkų membranos 

sudėties (Gram-teigiamos ar Gram-neigiamos) bei atpažįstamų 
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polisacharidinių ir/arba baltyminių receptorių, skiriasi ataugos galiuko 

sandara. Bakteriofagams atpažįstant ląstelės-šeimininkės paviršiuje esančius 

polisacharidus, ataugos šoninių gijų galuose aptinkami RBP (2 pav.). Tuo 

tarpu fagui, atpažįstant ant bakterijos paviršiaus esantį baltymininį receptorių, 

RBP aptinkamas ant centrinės gijos galiuko arba spyglio (Goulet et al., 2020; 

Nobrega et al., 2018; Sadovskaya et al., 2017). 

 

 
2 pav. Sifovirusų ataugos sandara. Kapsidėje supakuotas fago DNR genomas 

infekcijos metu keliauja per ataugos vamzdelį į ląstelės-šeimininkės citoplazmą. 

Ataugos vamzdelio baltymas, formuodamas heksamerinius arba neįprastus 

trimerinius diskus, susirenka aplink ataugos ilgio matavimo baltymą. Fagų šoninės 

gijos arba centrinė ataugos gija (spyglys) struktūrų galuose turi išsidėsčiusius RBP. 

Jų išsidėstymas priklauso nuo fago atpažįstamų receptorių ant ląstelės-šeimininkės 

paviršiaus kilmės (polisacharidai ar baltymai). Fago šaperonai pavaizduoti rožinėmis 

rodyklėmis. Pagal Linares et al. (2020). 

 

Susiformavus ataugos galiuko kompleksui, prie jo jungiasi ilgio matavimo 

baltymas TMP (angl. tail measure protein), aplink kurį, formuojant 

heksamerinius, arba fagų T5 bei phiCbK atveju, trimerinius diskus, susirenka 

ataugos vamzdelio baltymas TTP (Katsura ir Hendrix, 1984; Leonard et al., 

1973; Zivanovic et al., 2014). Ataugos vamzdelio baltymai yra stabilizuojami 

fago koduojamų šaperonų, kurie manoma, yra svarbūs taisyklingam ataugos 

susirinkimui įvykti (Jun Xu et al., 2014; Xu et al., 2013). Fago lambda 

šaperonai – gpG ir gpGT, sąveikaudami su ataugos vamzdelio baltymu gpV, 

atlieka gpV konformacinius pokyčius, inicijuojančius ataugos vamzdelio 

susirinkimo procesą (Jun Xu et al., 2014). Galiausiai, ataugos susirinkimas 

nutraukiamas kai paskutinis heksamerinis diskas pasiekia ataugos ilgio 
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matavimo baltymo TMP galą. Tuomet prisijungia heksamerinis terminatorinis 

baltymas TrP, sustabdantis gpV susirinkimo procesą ir sujungiantis 

susiformavusią ataugą su fago kapside (2 pav.) (Davidson et al., 2012; Pell et 

al., 2009b). 

 

1.1.2. Bakteriofagų ataugos vamzdelio struktūra 

 

Tipinė fagų, turinčių lanksčias ir nesusitraukiančias ataugas, šeima yra 

Siphoviridae, o modelinis sifovirusas – fagas lambda. Šis fagas turi 135 nm 

ilgio ataugą, sudarytą iš 32 vienas ant kito susijungusių heksamerinių diskų, 

formuojamų ataugos vamzdelio baltymo gpV (3 pav.). Baltymas gpV 

susirenka aplink ataugos ilgio matavimo baltymą gpH (angl. tape measure 

protein), kuris reguliuoja heksamerinių diskų polimerizacijos procesą 

(Davidson et al., 2012; Katsura ir Hendrix, 1984; Mahony et al., 2016). 

Krioelektroninės mikroskopijos metodu buvo nustatytas fago lambda baltymo 

gpV (246 AR ilgio) erdvinis modelis (3 pav. A). Baltymą gpV sudaro du 

struktūriškai ir funkciškai skirtingi domenai. N galo domeną (1-156 AR) 

sudaro septynios β klostės, viena α spiralė ir dvi kilpos. O kilpa (angl. outer 

loop), esanti 24-38 AR regione, aptinkama ne visuose homologiniuose 

baltymuose, todėl jos funkcija lieka neaiški. Tuo tarpu TE kilpa (angl. tail 

extended-loop), esanti 50-78 AR regione, atlieka ypač svarbų vaidmenį 

ataugos stabilizavime – ji sąveikauja su greta esančiu vamzdelio heksameriniu 

disku (3 pav. A, 4 pav. B) (Campbell et al., 2020). Bakteriofago lambda gpV 

C galo domeną (157-246 AR regionas) sudaro į imunoglobulinus (Ig) panašūs 

baltymai, priklausantys Big2 šeimai (Fraser, 2006; Katsura, 1981). Šie 

domenai dažnai aptinkami ant Caudovirales būriui priklausančių fagų 

paviršiaus. Sifovirusuose šie baltymų domenai yra aptinkami ant kapsidžių, 

ataugų ir gijų, o miovirusuose – ant kapsidžių ir bazinę plokštelę sudarančių 

baltymų (Fokine et al., 2011; Pell et al., 2010). Manoma, kad į Ig-panašūs 

baltymų domenai gali nespecifiškai sąveikauti su bakterijų ląstelės paviršiuje 

esančiais komponentais ir taip padidinti fagų virulentiškumą. Tačiau ne visi 

fagai turi į Ig-panašius baltymų domenus, o kituose faguose šie domenai yra 

aptinkami skirtingu santykiu dėl vykstančio atviro skaitymo rėmelio poslinkio 

(angl. ribosomal frameshift) (Auzat et al., 2008; Fraser et al., 2006; Linares et 

al., 2020; Pell et al., 2010). Fago lambda mutantai, turintys pašalintą gpV C 

galo domeną, pasižymi sumažėjusiu biologiniu aktyvumu, todėl ši baltymo 

dalis yra svarbi viruso funkcionalumui (Katsura, 1981; Pell et al., 2010). 

Krioelektroninės mikroskopijos metodu buvo nustatytas fago lambda 

ataugos modelis (3 pav. B). Ataugos vamzdelio skersmuo yra 165 Å, o vidinė 
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ertmė 40 Å dydžio. Joje telpa ilgio matavimo baltymas TMP bei infekcijos 

metu išleidžiama fago DNR. Heksamerinių gpV baltymo diskų rotacija yra 

17,5ْ, o heksamerinis diskas sudaro 43 Å. Baltymo gpV C galo į Ig-panašus 

domenas yra aptinkamas heksamerinio disko išoriniame paviršiuje, o gpV N 

galo domenas atsiduria ataugos vidinėje dalyje. Analizuojat fagus lambda ir 

fagų laisvas ataugas po DNR įšvirkštimo, buvo nustatytas į Ig-panašaus 

domeno erdvinio susilankstymo pokytis. Nors turimi duomenys yra 

nepakankami baltymo ar mechanizmo identifikavimui, lemiančiam signalo 

perdavimą DNR įšvirkštimui iš fago kapsidės į infekuojamos bakterijos 

citoplazmą, tačiau tai leido daryti prielaidą, kad DNR įšvirkštimas pro ataugos 

vamzdelį gali turėti įtakos gpV C galo domeno konformacijai (Campbell et 

al., 2020). 

Formuojantis fago lambda ataugai, vyksta gpV N galo konformacinis 

pokytis, kurio metu β klostės persitvarko ir heksameriniame diske suformuoja 

nenutrūkstantį, iš β klosčių sudarytą, į statinę panašų motyvą (angl. beta 

barrel-like motif) (4 pav. A). Toks konformacinis pokytis būdingas 

bakteriofagų lambda ir SPP1 ataugoms, todėl panašu, kad jis reikalingas jų 

stabilumui palaikyti (Campbell et al., 2020; Langlois et al, 2015). Kiti 

konformaciniai pokyčiai, vykstantys fago lambda ataugos susirinkimo metu, 

yra gpV N galo sąveika su kitu gpV monomeru, TE kilpos fiksavimas tarp 

greta esančių heksamerinių diskų bei gpV C galo nukreipimas į išorinę 

ataugos dalį (Campbell et al., 2020). 
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3 pav. Schematinis gpV domenų pavaizdavimas ir fago lambda ataugos 

struktūros modelis. (A) Schematinis gpV erdvinis susilankstymas ir jį sudarantys 

domenai. Paveikslėlio viršutiniame kairiajame kampe schematiškai pavaizduotas 

ataugos vamzdelis, sudarytas iš vienas ant kito susijungusių heksamerinių diskų. 

Paveikslėlio viršuje pavaizduotas heksamerinis diskas iš viršaus. Baltymo gpV N galo 

domeną (gpVN) sudarančios 1-156 AR pavaizduotos žydra spalva, gpV C galo 

domeną (gpVC) sudarančios 157-246 AR pavaizduotos rožine spalva. Apačioje 
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pateiktas krioelektroninės mikroskopijos metodu nustatytas gpV erdvinis modelis. 

gpVN domeną (PDB ID: 2K4Q) sudaro septynios β klostės, α spiralė, O kilpa ir TE 

kilpa. gpVC (PDB ID: 2L04) sudaro į Ig-panašus domenas. (B) Fago lambda ataugos 

modelis. Kairėje paveikslėlio dalyje pateiktas ataugos išorinio paviršiaus schematinis 

pavaizdavimas; rožine spalva pavaizduotas gpVC domenas. Vidurinėje paveikslėlio 

dalyje pateiktas skersinis ataugos vamzdelio pjūvis, kurio kairėje pusėje sufokusuotas 

gpVC domenas, o dešinėje pusėje – gpVN domenas. Dešinėje paveikslėlio dalyje 

pateiktas ataugos vidinę struktūrą formuojančio gpVN domeno erdvinis modelis 

(žydra spalva). Pagal Campbell et al. (2020). 

 

Atskirus heksamerinius diskus tarpusavyje jungia gpV N galas ir jame 

esanti TE kilpa (4 pav. B). Ši kilpa, dėka elektrostatinės sąveikos, atlieka 

esminį vaidmenį ataugos vamzdelio susirinkime ir greta esančių diskų 

sujungime. TE kilpa yra nukreipiama į ataugos galiuko komplekso pusę ir 

sąveikauja su gretimo heksamerinio disko dvejomis gpV N galo struktūromis. 

Papildomai TE kilpa sąveikauja su to paties heksamerinio disko greta 

esančiais gpV baltymais palaikant ataugos vamzdelio struktūrą (4 pav.) 

(Campbell et al., 2020; Linares et al., 2020). Šaperonų gpG ir gpGT, ataugos 

galiuko komplekso bei ilgio matavimo baltymo gpH buvimas yra svarbus fago 

lambda vamzdelio baltymo gpV konformaciniams pokyčiams įvykdyti bei 

susirinkimui inicijuoti (Katsura ir Tsugita, 1977; Xu et al., 2014, 2013). 

Negausus gpV jungimasis su greta esančiais diskais paaiškina sifovirusų 

ataugų lankstumą, kadangi miovirusų, T6SS, piocinų ir ekstraląstelinių 

susitraukiančių injekcinių sistemų nelanksčias ataugas formuojantys diskai 

tarpusavyje jungiami dalyvaujant daugiau kilpų, taip užpildant tarpdiskinius 

tarpus ir sumažinant ataugų lankstumą (Arnaud et al., 2017; Ge et al., 2015; 

Jiang et al., 2019; Wang et al., 2017). 
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4 pav. Bakteriofago lambda ataugos vamzdelio baltymo gpV modelis. (A) 

Baltymo gpV formuojamo heksamerinio disko modelis. gpV N galo domenas 

suformuoja nenutrūkstantį β klosčių formuojamą į statinę panašų motyvą. (B) 

Ataugos vamzdelio struktūros modelis iš šono. TE kilpos (žalia spalva) sujungia greta 

esančius diskus ir padidina ataugos stabilumą. Heksameriniame diske esantis gpV 

monomeras pavaizduotas žydra spalva. (C) Baltymo gpV sąveikų su greta esančių 

baltymų gpV (n - 1) bei (n + 1) N galais modelis. Pagal Campbell et al. (2020). 
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1.1.3. Bakteriofagas vB_EcoS_NBD2 

 

Fagas vB_EcoS_NBD2 (toliau NBD2) yra Escherichia coli bakterijas 

infekuojantis virusas. 2017 metais identifikuotas fagas NBD2 buvo išskirtas 

iš Alytuje esančios braškių plantacijos dirvožemio. Fago 65 nm skersmens 

kapsidė pakuoja dgDNR genomą, o ataugos yra lanksčios, nesusitraukiančios, 

~ 170 nm ilgio ir ~ 12 nm skersmens (5 pav. A). Nors ataugos bazinė plokštelė 

su šoninėmis gijomis transmisinės elektroninės mikroskopijos metodu (TEM) 

nebuvo stebimos, tačiau genomo bioinformatinės analizės ir/arba proteominės 

analizės metu identifikuoti šias struktūras koduojantys genai. Iš viso 

identifikuota 16 struktūrinius baltymus koduojančių genų (Kaliniene et al., 

2017). Iš pradžių bakteriofagas NBD2 priklausė Siphoviridae šeimai, tačiau 

šiuo metu yra priskiriamas Drexlerviridae šeimai 

(https://talk.ictvonline.org/taxonomy, duomenys tikrinti 2021 03 30). 

Nustatyta, kad gp39 yra fago NBD2 ataugos vamzdelio baltymas, 

sudarantis didžiąją ataugos dalį virione, todėl buvo susidomėta šio baltymo 

pritaikymu nanostruktūrų kūrime. 2017 m. buvo pademonstruota, kad E. coli 

bakterijose susintetintas baltymas gp39 savaime susirinko į tvarkingus, iki  

3 µm ilgio ir ~ 12 nm pločio lanksčius nanovamzdelius (5 pav. B) (Šimoliūnas, 

2017). 

 
5 pav. NBD2 viriono ir baltymo gp39 formuojamų nanovamzdelių E. coli 

bakterijose TEM nuotraukos. (A) Bakteriofago NBD2 virionai. (B) Bakterijose 

susintetinto baltymo gp39 formuojamų nanovamzdelių TEM nuotrauka. Pagal 

Kaliniene et al. (2017) ir Šimoliūnas (2017). 

 

Fago NBD2 baltymo gp39 formuojami nanovamzdeliai yra įdomus tyrimo 

objektas, kadangi gp39 formuoja nanostruktūras net ir nesant kitų fago 

baltymų. Remiantis literatūros duomenimis, bakteriofagų ataugos 

susirinkimas yra griežtai kontroliuojamas daugiapakopis procesas (žr. 

literatūros apžvalgos 1.1.1. skyrelį), tačiau literatūroje aprašytos skirtingos 

https://talk.ictvonline.org/taxonomy
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fagų ataugos vamzdelio baltymų savaiminio susirinkimo savybės: fago 

lambda baltymas gpV, be kitų fago baltymų, negali savaime susirinkti į 

nanostruktūras ir tirpale egzistuoja monomerinėje-dimerinėje būsenoje 

(Katsura ir Tsugita, 1977; Xu et al., 2014), o fago SPP1 vamzdelio baltymas 

gp17.1 gali savaime susirinkti į nanostruktūras. Šis baltymas per 3-10 dienų, 

sprendžiant iš pateiktų TEM nuotraukų, suformuoja heterogeniško ilgio (iki 

500 nm) nanovamzdelius (Langlois et al., 2015). Fago NBD2 baltymo gp39 

formuojami nanovamzdeliai gali turėti ne tik biotechnologinį pritaikymą, 

tačiau jie gali būti naudingi analizuojant bakteriofagų ataugos vamzdelio 

baltymo savaiminio susirinkimo procesą, kuris, panašu, nėra iki galo ištirtas. 

1.2.  Virusinės nanostruktūros 

Virusai yra obligatoriniai viduląsteliniai parazitai, evoliucionavę 

infekuoti ląsteles, replikuotis, supakuoti savo genomą į susirinkusios 

struktūros vidų ir palikti ląsteles pumpuravimosi būdu arba jas lizuojant 

(Lwoff ir Tournier, 1966). Kadangi virusų infekuojamos ląstelės gali būti 

veikiamos įvairių aplinkos veiksnių – ultravioletinių spindulių, aukštos 

temperatūros ar skirtingų pH reikšmių, virusai evoliucionavo ir dauguma jų 

išlaiko savo struktūrą veikiant nepalankioms aplinkos sąlygoms (Chin et al., 

2020; Prigent et al., 2005; Riekel et al., 2018; Tuladhar et al., 2012). Pirmojo 

viruso atradimo datos yra dvi: 1892 m. D. Ivanovskis nustatė, kad egzistuoja 

filtruojamos dalelės, kurios skiriasi nuo bakterijų ir praėjusios filtrus, gali 

infekuoti augalus (Iwanowski, 1892), o 1898 m. M. W. Beijerinckas iš augalų 

išskyrė tabako mozaikos virusą (angl. tobacco mosaic virus, TMV) ir įvedė 

„viruso“ sąvoką (Beijerinck, 1898). Šie mokslininkai pradėjo virusologijos 

erą, davusią pradžią fundamentalių biologinių procesų išaiškinimui ir virusų 

bei virusinių nanostruktūrų pritaikymui įvairiose mokslo srityse (Chung et al., 

2020). 

Kai kurių virusų vieno arba kelių skirtingų baltymų subvienetai, 

sąveikaudami tarpusavyje, gali savaime susirinkti į virusines nanostruktūras 

(McManus et al., 2016). Virusinės nanostruktūros yra platus terminas, 

apibūdinantis virusų baltymų suformuotas erdvines struktūras, neturinčias 

viruso genomo. Virusinės nanostruktūros, patekusios į organizmą, 

nesireplikuoja, nesukelia infekcijų, todėl yra saugios (Chackerian, 2007; Wen 

ir Steinmetz, 2016). Virusinėms nanostruktūroms yra priskiriamos į virusus 

panašios dalelės (VPD). Pagrindinis skirtumas tarp virusinių nanostruktūrų ir 

VPD – pastarosios pasižymi viruso, iš kurio yra susiformavusios, 

morfologinėmis savybėmis; tuo tarpu virusinės nanostruktūros nuo viruso gali 

skirtis savo dydžiu ar forma (Atabekov et al., 2011; Carignan et al., 2015; 
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Gedvilaite et al., 2006; Langlois et al., 2015). Augalus ir bakterijas 

infekuojantys virusai (pavyzdžiui, TMV, M13) nesireplikuoja žinduolių 

ląstelėse, todėl yra saugūs ir taip pat gali būti pritaikomi biotechnologijoje bei 

medicinoje (Lee et al., 2012; Nam et al., 2006; Tian et al., 2018; Wu et al., 

2013). 

Virusinės nanostruktūros yra panašios į infektyvius virusus: pasižymi 

tvarkingu, pasikartojančiu struktūrinio baltymo/baltymų išsidėstymu erdvėje, 

vienodais tarpais tarp baltymų bei yra virusinės kilmės. Virusinės 

nanostruktūros turi vidinę ertmę ir išorinį paviršių, todėl jas galima 

modifikuoti supakuojant tikslines medžiagas arba eksponuojant baltyminius 

fragmentus ar net pilno ilgio baltymus ir taip padidinant virusinių 

nanostruktūrų pritaikymo galimybes įvairiose mokslo srityse (6 pav.) (Crisci 

et al., 2013; Ding et al., 2018; Rong et al., 2011).  

  
6 pav. Virusinės nanostruktūros schematinis pavaizdavimas. Struktūros gali būti 

įvairių formų ir dydžių, paveikslėlyje pateiktas ikosaedrinės simetrijos viruso 

schematinis modelis. Pagal Crisci et al. (2013). 

 

Literatūroje aprašyta didelė įvairovė virusinių nanostruktūrų, kurios 

tarpusavyje skiriasi struktūros sudėtingumu (vienas arba keli struktūriniai 

baltymai, lipidinio apvalkalo buvimas), dydžiu (nuo keliasdešimties 

nanometrų iki kelių mikrometrų), forma (ikosaedrai, lankstūs filamentai ar 

nelankstūs vamzdeliai) ar raiškos sistemų panaudojimu virusinių 

nanostruktūrų gavimui (bakterijos, mielės, žinduolių bei vabzdžių ląstelės, 

augalai ar in vitro sistema) (7 pav.) (Roldão et al., 2017). 

Virusines nanostruktūras galima suskirstyti remiantis jų struktūros 

sudėtingumu ir lipidinio apvalkalo buvimu. Paprasčiausias jų sudaro vienas 

struktūrinis baltymas, savaime susirenkantis į tvarkingas erdvines struktūras 
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be lipidinio apvalkalo. Kai kurių virusų kapsidės yra sudarytos iš kelių 

struktūrinių baltymų, tačiau virusinių nanostruktūrų formavimasis gali būti 

pasiektas sintetinant tik vieną iš jų. Detaliai charakterizuotos virusinės 

nanostruktūros priklauso žmogaus papiloma virusui, poliomos virusams, 

hepatito B ir E virusams, parvovirusams (Chisari et al., 1989; Meng, 2010; 

Sasnauskas et al., 2002; Tamošiunas et al., 2013; Walboomers et al., 1999). 

Sudėtingesnės sandaros virusines nanostruktūras sudaro keli baltymai, 

formuojantys nanostruktūras be lipidinio apvalkalo – poliovirusai, reovirusai 

(Joklik, 1981; Wimmer et al., 1993). Lipidiniu apvalkalu padengtoms 

virusinėms nanostruktūroms reikalinga tinkama rekombinantinių baltymų 

raiškos sistema, kurioje susiformavusi nanostruktūra galėtų pasidengti 

ląstelės-šeimininkės membrana. Tokios virusinės nanostruktūros priklauso 

gripo virusui A, retrovirusams, Ebola virusui (Kurg et al., 2016; Li et al., 

2016; Pushko ir Tretyakova, 2020). Į virusinių nanostruktūrų lipidinį 

dvisluosknį gali būti įterpti membraniniai ir transmembraniniai baltymai, 

eksponuojami viruso glikobaltymai, svarbūs ląstelių-taikinių atpažinimui ir jo 

tropizmui. Lipidinį apvalkalą turinčių virusinių nanostruktūrų sintezė 

vykdoma žinduolių ir vabzdžių ląstelėse, tačiau tobulėjant technologiniams 

procesams, tokias nanostruktūras galima susintetinti naudojant sąlyginai 

paprastesnę ir pigesnę augalų raiškos sistemą (Chen ir Lai, 2013). 

 
7 pav. Virusų schematinis pavaizdavimas. Ikosaedriniai augalų virusai: CCMV – 

Kininės pupuolės cholorozinių dėmelių virusas (angl. cowpea cholorotic mottle 

virus), CMV – Agurkų mozaikos virusas (angl. cucumber mosaic virus), CPMV – 
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Kininės pupuolės mozaikos virusas (angl. cowpea mosaic virus), SBMV – Pietinių 

pupelių mozaikos virusas (angl. southern bean mosaic virus), BMV – Dirsės 

mozaikos virusas (angl. brome mosaic virus). Vamzdelinės formos augalų virusai: 

TMV – Tabako mozaikos virusas (angl. tobacco mosaic virus), PXV – Bulvių virusas 

X (angl. potato virus X) bei bakterijų E. coli virusas M13. Ikosaedriniai bakteriofagai: 

Qβ; MS2; P22. Gyvūnų virusai: HPV – Žmogaus papilomos virusas (angl. human 

papillomavirus), Sindbis virusas, vabzdžius infekuojantis FHV (angl. flock house 

virus). Pagal Koudelka (2015). 

 

TMV struktūrinio kapsidės baltymo susirinkimas į vamzdelio formos 

struktūras yra tapęs molekulinės biologijos dogma (Thomas, 2007).  

300 nm ilgio ir 18 nm skersmens TMV virusą sudaro 2130 identiškų kapsidės 

baltymų. Baltyminiai subvienetai, susirinkdami aplink viruso RNR genomą, 

formuoja spiralinės simetrijos virusinę kapsidę in vivo ir in vitro sistemose 

(Butler, 1999; Saunders ir Lomonossoff, 2017). Negana to, keičiant tirpalų 

joninę jėgą, pH ir temperatūrą, galima reguliuoti TMV kapsidės baltymų 

susirinkimo į nanostruktūras savybes: jie gali egzistuoti monomerinėje-

dimerinėje būsenoje arba gali susirinkti formuojant skirtingos morfologijos 

nanostruktūras – tarpusavyje susijungusius diskus (angl. stacked disks), 54 nm 

skersmens sferines nanodaleles ar įprastos morfologijos vamzdelius 

(Atabekov et al., 2011; Bruckman et al., 2014; Kegel ir Van Der Schoot, 

2006). Kontroliuojamos kai kurių virusinių baltymų savaiminio susirinkimo 

ir nanostruktūrų morfologinės savybės padidina virusinių nanostruktūrų 

pritaikymo galimybes mokslo srityse, kur nanostruktūros forma yra svarbi jų 

funkcionalumui. 

Dauguma aprašytų VPD yra ikosaedrinės formos, kilusios iš augalų, 

gyvūnų ir bakterijų virusų. Ikosaedrinių VPD skersmuo varijuoja nuo 18 nm 

iki 200 nm (Mohsen et al., 2018). Tuo tarpu literatūroje aprašytų vamzdelinės 

formos nanostruktūrų įvairovė mažesnė nei ikosaedrinių VPD, kadangi 

daugiausia tyrimų atliekama su charakterizuotais augalų virusais TMV, PVX 

ar bakteriofagu M13. Vamzdelinės formos virusinės struktūros skiriasi savo 

ilgiu nuo 300 nm iki > 2 µm, todėl gali būti puiki platforma biomedicininiam 

pritaikymui ar elektronikos įrenginių kūrimui (Carignan et al., 2015; Nam et 

al., 2006; Šimoliūnas et al., 2019; Smith et al., 2006; Steinmetz et al., 2010). 

1.3. Virusinių nanostruktūrų modifikavimas genų inžinerijos ir cheminės 

konjugacijos metodais 

Virusines nanostruktūras formuojantys virusiniai baltymai dažniausiai 

tvarkingai išsidėsto erdvėje. Norint padidinti virusinių nanostruktūrų 

pritaikymo galimybes, tvarkingas baltymų išsidėstymas erdvėje leidžia 
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tikslingai ant nanostruktūros paviršiaus eksponuoti genų inžinerijos ar 

cheminės konjugacijos būdu įterptus peptidus ar baltymus, o kai kurios 

nanostruktūros gali būti modifikuojamos prie jų prijungiant netgi kelis 

skirtingus baltyminius fragmentus (Uhde et al., 2005). Genų inžinerijos būdu 

galima gauti pilnai dekoruotas chimerines1 nanostruktūras, sudarytas iš 

struktūrą formuojančio baltymo ir prie jo prijungto baltyminio fragmento. 

Tačiau šis metodas dažniausiai neigiamai paveikia baltymų gebėjimą 

susirinkti į virusines nanostruktūras ir jų morfologiją. Tada gali būti kuriamos 

mozaikinės2 virusinės nanostruktūros, prijungtus peptidus eksponuojančios 

tik ant dalies struktūrą formuojančių baltymų (8 pav.) (Brown et al., 2009; 

Röder et al., 2017; Urakami et al., 2017). 

Cheminės konjugacijos metodu yra modifikuojamos jau susirinkusios 

virusinės nanostruktūros prie jų prijungiant baltyminius fragmentus ar pilno 

ilgio baltymus, todėl virusinių nanostruktūrų morfologija dažniausiai nėra 

sutrikdoma (Pomwised et al., 2016; Smith et al., 2006). Tačiau cheminės 

konjugacijos metodas yra nekontroliuojamas ir, priklausomai nuo virusinės 

nanostruktūros baltymų aminorūgščių (AR) sudėties ir nuo baltymų erdvinės 

struktūros, cheminės konjugacijos efektyvumas varijuoja nuo 10 % iki 90 % 

(procentas parodo modifikuotų, virusinę nanostruktūrą sudarančių baltymų 

dalį) (Cantin et al., 2011; Steinmetz et al., 2010). 

 
 
 

8 pav. Virusinių nanostruktūrų modifikacijų schema. Rusva spalva pavaizduoti 

nemodifikuoti, nanostruktūrą sudarantys baltymai. Violetine spalva parodyti genų 

inžinerijos būdu modifikuoti (chimeriniai) baltymai, į struktūros vidinę ertmę ar 

išorinį paviršių eksponuojantys baltyminius fragmentus. Paveikslėlis modifikuotas 

pagal Donaldson et al. (2015). 

                                                      
1Chimera – graikų mitologinė būtybė, sudaryta iš kelių skirtingų gyvūnų kūno dalių. 

Chimerines nanostruktūras sudaro struktūrą formuojantis baltymas ir prie jo 

prijungtas baltyminis fragmentas. 
 

2Mozaikinė nanostruktūra – iš kelių skirtingų baltymų sudaryta nanostruktūra. Tai gali 

būti nemodifikuotas baltymas ir chimerinis baltymas arba keli modifikuoti baltymai, 

formuojantys vieną struktūrą. 
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1.3.1. Chimerinių ir mozaikinių nanostruktūrų kūrimas  

genų inžinerijos metodu 

 

Virusai ir juos sudarantys baltymai skiriasi dydžiu, AR sudėtimi, 

hidrofiliškumu, struktūrų paviršiaus krūviu, baltymų erdviniu susilankstymu 

bei tarpusavio sąveikomis, todėl nėra universalios virusinių nanostruktūrų 

modifikavimo strategijos, kuri nesutrikdytų baltymų erdvinio susilankstymo 

ar savaiminio susirinkimo į nanostruktūras (9 pav.). Tam, kad sukurti 

chimerines nanostruktūras, ant kiekvieno struktūrą formuojančio baltymo 

eksponuojančias prijungtus peptidus ar baltymus, yra atliekamos genetinės 

modifikacijos – prie virusinę nanostruktūrą formuojančio baltymo geno sekos 

yra prijungiama arba įterpiama baltymo fragmentą koduojanti geno seka  

(10 pav.). Peptidų ar baltymų eksponavimui ant chimerinės nanostruktūros 

išorinio paviršiaus, yra pasirenkamos į struktūros išorę nukreiptos struktūrą 

formuojančio baltymo dalys (Gedvilaite et al., 2000; Pattinson et al., 2019; 

Rioux et al., 2012), o norint peptidus ar baltymus eksponuoti virusinės 

nanostruktūros vidinėje ertmėje, yra modifikuojamos į struktūros vidų 

nukreiptos baltymų dalys.  

Peptidai arba baltymai dažniausiai yra prijungiami prie virusinę 

nanostruktūrą formuojančio baltymo N ir/arba C galo bei įterpiami į kilpas 

(Carignan et al., 2015; Kalnciema et al., 2011; Rioux et al., 2012). Antrines 

struktūras formuojančios baltymo dalys – α spiralės, β klostės, dažniausiai yra 

neliečiamos, nes peptido ar baltymo įterpimas gali sutrikdyti virusinę 

nanostruktūrą formuojančio baltymo erdvinį susilankstymą ir neigiamai 

paveikti savaiminio susirinkimo procesą. Netgi nustačius į nanostruktūros 

išorę eksponuojamas baltymo dalis, peptidų prijungimas prie šių dalių gali 

turėti neigiamos įtakos baltymų erdviniam susilankstymui ir gebėjimui 

formuoti nanostruktūras (Lei et al., 2020; Shukla et al., 2014). Kadangi kai 

kurios kilpos gali sąveikauti su greta esančiais baltymais ir stabilizuoti 

virusines nanostruktūras, genetinės modifikacijos šiose dalyse sutrikdytų 

baltymų tarpusavio sąveikas. Tam, kad chimeriniai baltymai neprarastų 

gebėjimo formuoti nanostruktūras, yra svarbu nesutrikdyti struktūrinio 

baltymo erdvinio susilankstymo bei nepažeisti sąveikų tarp greta esančių 

struktūrą formuojančių baltymų. Chimerinių virusinių nanostruktūrų gavimui 

yra svarbios ne tik vietos, į kurias įterpiami ar prijungiami baltyminiai 

fragmentai, bet ir peptido/baltymo fizikinės ir cheminės savybės (Chen et al., 

2021; Karpenko et al., 2000; Porta et al., 2003; Rioux et al., 2012; Uhde et 

al., 2005). 
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9 pav. Virusų erdviniai modeliai. Šie modeliai pademonstruoja virusus ir virusines 

nanostruktūras formuojančių baltymų erdvinio susilankstymo skirtumus. Baltymų N 

galas pavaizduotas mėlyna spalva, o C galas – raudona spalva. HBV – hepatito B 

virusas, HPV-B19 – žmogaus parvovirusas B19, PCV2 – kiaulių cirko virusas 2, TMV 

–tabako mozaikos virusas (pateiktas skersinis vamzdelinės struktūros pjūvis). PDB 

identifikaciniai numeriai pateikti virš virusų erdvinių modelių. Pagal Lei et al., 2020. 

 

Virusinių nanostruktūrų detalesnis charakterizavimas gali būti atliktas 

pašalinant virusines nanostruktūras formuojančių baltymų N ir/arba C galo 

dalis. Tai leidžia identifikuoti savaiminiam susirinkimui svarbias baltymų 

dalis, kadangi AR pašalinimas gali sutrikdyti baltymo gebėjimą formuoti 

nanostruktūrą, neturėti tam įtakos arba, retesniais atvejais, gali lemti netgi 

efektyvesnę baltymo sintezę ar ilgesnių baltyminių fragmentų prijungimą 

nesutrikdant savaiminio susirinkimo (Hassani-Mehraban et al., 2015; Lico et 

al., 2006; Xiao et al., 2018; Yang et al., 2007). 

Genų inžinerijos būdu kuriant chimerines nanostruktūras, kiekviena jų 

turi būti detaliai ištyrinėta ir nustatyta optimaliausia baltymo dalis, į kurią gali 

būti įterpti/prijungti baltyminiai fragmentai nesutrikdant struktūrą 

formuojančio baltymo savaiminio susirinkimo. Nors egzistuoja 

kompiuteriniai algoritmai, įvertinantys galimas struktūrą formuojančių 

baltymų modifikacijas prijungiant baltyminius fragmentus bei chimerinių 

baltymų erdvinį susilankstymą, tačiau tokių algoritmų sudarymas užtrunka 

daug laiko ir jo pritaikymas dažnai apsiriboja tiriant homologinių virusų 

baltymus (Lua et al., 2014; Mobini et al., 2020). 

Kai kurios virusinės nanostruktūros negali eksponuoti didesnių nei 30 AR 

ilgio baltyminių fragmentų, nes, nepriklausomai nuo fragmento 

įterpimo/prijungimo vietos prie virusinio baltymo, bet kokios modifikacijos 

gali neigiamai paveikti baltymų erdvinį susilankstymą ir gebėjimą formuoti 

nanostruktūras. Baltymų erdvinį susilankstymą gali pagerinti iš serino ir 

glicino AR sudarytų jungtukinių peptidų panaudojimas. Jie, erdviškai 

atskirdami virusinę nanostruktūrą formuojantį baltymą nuo prie jo prijungto 
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baltyminio fragmento, pagerina baltymų erdvinį susilankstymą, o tai gali lemti 

efektyvesnį baltymų savaiminį susirinkimą į nanostruktūras (10 pav.) (Hu et 

al., 2004; Kalnciema et al., 2011; Peabody et al., 2009; Urakami et al., 2017; 

Zvirbliene et al., 2006).  

Tam, kad sumažinti baltyminio fragmento neigiamą poveikį virusinę 

nanostruktūrą formuojančio baltymo erdviniam susilankstymui, gali būti 

sintetinamos mozaikinės virusinės nanostruktūros. Jas sudaro nemodifikuoti, 

virusinę nanostruktūrą formuojantys baltymai ir modifikuoti virusinę 

nanostruktūrą formuojantys baltymai, prie kurių yra prijungti peptidai arba 

svetimi baltymai (10 pav.). Mozaikinių nanostruktūrų gavimui, heterologinėje 

baltymų raiškos sistemoje gali būti sintetinami du atskiri baltymai – virusinę 

nanostruktūrą formuojantis nemodifikuotas baltymas bei modifikuotas 

baltymas, turintis prijungtą peptidą ar baltymą. Raiškos sistemoje susintetinti 

du skirtingi baltymai, jungdamiesi tarpusavyje, gali suformuoti mozaikinę 

nanostruktūrą (10 pav.) (Brown et al., 2009). Tačiau ši strategija yra 

nekontroliuojama – nemodifikuotų nanostruktūrą formuojančių baltymų ir 

modifikuotų baltymų su baltyminiais fragmentais santykis gali skirtis nuo 1:3 

iki 1:10 (Shukla et al., 2014). 
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10 pav. Chimerinių ir mozaikinių nanostruktūrų kūrimo schemos genų 

inžinerijos būdu. (1) Priklausomai nuo to, ar norima baltyminį fragmentą eksponuoti 

struktūros išorėje ar nukreipti į vidinę ertmę, yra nustatomos virusinės nanostruktūros 

į išorę ar į vidų nukreiptos baltymų dalys. Dažniausiai pasirenkamas nanostruktūras 

formuojančių baltymų N ir/arba C galas bei kilpos. (2) Kuriami chimeriniai baltymai, 

kuriuose kiekvienas nanostruktūrą formuojantis baltymas eksponuoja baltyminį 

fragmentą. (3) Jeigu baltyminiai fragmentai neigiamai paveikia nanostruktūrą 

formuojančio baltymo erdvinį susilankstymą ir savaiminį susirinkimą, gali būti 

naudojamas jungtukinis peptidas arba kuriamos mozaikinės nanostruktūros, kuriose 

baltyminiai fragmentai eksponuojami mažesniu dažniu. (4) Nanostruktūros gali 

eksponuoti kelis skirtingus baltyminius fragmentus. Paveikslėlis modifikuotas pagal 

Hume et al. (2019). 

 

1.3.2. Nanostruktūrų modifikavimas cheminės  

konjugacijos metodu 

 

Cheminės konjugacijos metodu modifikuojamos jau susirinkusios 

virusinės nanostruktūros prie jų prijungiant peptidus ar baltymus. Dažniausiai 
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vykdomas lizino šoninės aminogrupės ir baltymų N galo acilinimas, cisteino 

sulfidrilo grupės alkilinimas, asparto bei glutamo rūgšties karboksigrupės 

modifikavimas prijungiant aminus ar tirozino fenolio hidroksigrupės 

nukleofilinimo reakcijos (11 pav.) (Smith et al., 2013; Strable ir Finn, 2009). 

2002 metais aprašyta pirmoji chemiškai konjuguota nanostruktūra: CPMV 

kapsidę sudaro 120 baltymų (pseudo T = 3 ikosaedrinės simetrijos), kurie į 

paviršių eksponuoja lizino AR reaktyvias aminogrupes. Naudojant N-

hidroksisukcinimido esterį (NHS-esterį) arba izotiocionatą, prie CPMV 

struktūros paviršiaus buvo prijungta 240 fluoresceino molekulių (Wang et al., 

2002). Šis eksperimentas davė pradžią platesnėms virusinių nanostruktūrų 

pritaikymo galimybėms, kurios bus detaliau aptartos 1.5. skyrelyje. 

Cheminėms reakcijoms gali būti naudojami heterobifunkciniai reagentai 

(angl. heterobifunctional crosslinkers), sujungiantys atskirus baltymus ir 

veikiantys kaip erdviniai atskyrikliai tarp jų. Pavyzdžiui, sulfo-SMCC 

reagentas, viename gale sudarytas iš NHS-esterio (N-hidroksisukcinimidas) ir 

kitame gale iš maleimido, sujungia virusinės nanostruktūros paviršiuje 

esančias lizino aminogrupes su įterpiamo baltymo cisteino sulfhidrilo 

grupėmis suformuojant 8,3 Å tarpą tarp jų (Jiang et al., 2020; Xiao et al., 

2004).  

Cheminės konjugacijos efektyvumas gali būti pagerintas kai genų 

inžinerijos būdu yra modifikuojamas virusinę nanostruktūrą formuojantis 

baltymas į jį įterpiant papildomas AR, kurių šoninės grupės bus 

modifikuojamos cheminės konjugacijos metodu (Smith et al., 2006; 

Steinmetz et al., 2010). Kadangi nanostruktūros skiriasi dydžiu, jas 

formuojančių baltymų skaičiumi, baltymus sudarančiomis AR bei į išorę 

eksponuojamomis AR šoninėmis grupėmis, todėl kiekvienai virusinei 

nanostruktūrai reikia standartizuoti cheminės konjugacijos reakcijos sąlygas. 

Standartizavimas atliekamas keičiant virusinę nanostruktūrą formuojančių 

baltymų ir prijungiamų svetimų baltymų molinį santykį, reakcijos laiką ar 

temperatūrą (Mallajosyula et al., 2014; Steinmetz et al., 2010; Wang et al., 

2002). 
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11 pav. Nanostruktūrų modifikavimo strategijos cheminės konjugacijos metodu. 

Pirminiai aminai, esantys lizino AR bei baltymų N galuose, cisteino sulfhidrilo 

grupės, asparto bei glutamo rūgščių karboksigrupės, tirozino aromatinis žiedai gali 

būti chemiškai konjuguojami prijungiant NHS-esterius, maleimidus, karbodiimidus, 

diazonius ar kitus reagentus. Pagal Donaldson et al. (2015). 

1.4. Virusinių nanovamzdelių ypatybės 

Kuriant nanostruktūras biomedicininiam pritaikymui – ląstelių-taikinių 

vaizdinimui, terapinių medžiagų gabenimui, svarbu atsižvelgti į struktūrų 

dydžio, formos ir paviršiaus savybes, kadangi jos lemia nanostruktūrų 

patekimo į ląsteles-taikinius greitį ir efektyvumą, sąveikos su receptoriais 

skaičių, efektorinių ląstelių aktyvinimą bei skirtingą struktūrų pašalinimo iš 

organizmo greitį (Geng et al., 2007; Gratton et al., 2008; Shukla et al., 2015, 

2012; Singh et al., 2007). Kadangi ląstelės yra 10-100 kartų didesnės už 

nanostruktūras, didesnį ilgio ir skersmens santykį turintys nanovamzdeliai 

sąveikauja su didesniu ląstelės paviršiuje esančių receptorių skaičiumi. Ant 

nanovamzdelių prijungti peptidai ar baltymai yra eksponuojami išilgai 

struktūros, tuo tarpu ant ikosaedrinių VPD prijungti baltyminiai fragmentai 

yra eksponuojami visomis kryptimis, dėl to yra sumažinamas sąveikos su 

ląstelės receptoriais efektyvumas (Kolhar et al., 2013; Wei et al., 2014). 

Lyginant su ikosaedrinėmis VPD, vamzdelinės formos nanostruktūros 

pasižymi keletu pranašumų. Nanovamzdelius sudaro iki keliasdešimties kartų 

didesnis struktūrinių baltymų skaičius, o didesnis nanovamzdelių paviršiaus 

plotas lemia daugiau akceptorinių vietų, skirtų baltyminių fragmentų 

eksponavimui ar medžiagų prijungimui. Tai yra didelis privalumas kuriant 

biologinės kilmės nešiklį biotechnologiniam pritaikymui (12 pav.) (Barua et 
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al., 2013; Ghosh et al., 2012). Tikslinių molekulių sukoncentravimas ant 

vieno nanovamzdelio lemia efektyvesnį ląstelės-taikinių vaizdinimą gaunant 

aukštesnės skiriamosios gebos nuotraukas (12 pav. B). Pavyzdžiui, 300 nm 

ilgio ir 18 nm skersmens TMV, sudarytas iš 2130 identiškų kapsidės baltymų, 

gali būti chemiškai konjuguotas prie išorinio paviršiaus prijungiant 2100 

rodamino dažo molekulių bei supakuojant ~ 650 dažo molekulių į struktūros 

vidinę ertmę (Schlick et al., 2005). Tuo tarpu prie 30 nm skersmens 

ikosaedrinės CPMV struktūros galima prijungti tik 240 rodamino dažo 

molekulių (Wang et al., 2002). Be to, nanovamzdeliai pasižymi anizotropine3 

forma ir monodispersiniu dydžiu. Dėl šių savybių ant analizuojamo paviršiaus 

galima kryptingai išdėstyti vamzdelinės formos struktūras suformuojant ilgas 

fibriles ir pritaikant jas naujos kartos ličio jonų baterijų kūrimui (Nam et al., 

2006; Pomerantseva et al., 2013). 

Mokslinių tyrimų, lyginančių vamzdelinių ir ikosaedrinių nanostruktūrų 

imunogeniškumą tarpusavyje, nėra daug, tačiau yra duomenų, kad 

nanostruktūrų dydžio ir formos lemiamas nevienodas paplitimas po 

organizmą ir struktūrų pašalinimo iš organizmo greitis gali turėti įtakos 

imuninio atsako sužadinimui (Irvine et al., 2013). Wei su kolegomis (2014) 

pademonstravo estriolio haptenais4 chemiškai konjuguotų vamzdelinio TMV 

ir ikosaedrinio CPMV formos įtaką humoralinio imuninio atsako sužadinimui. 

Pasirodo, vamzdelio formos TMV sukėlė net ~ 11,4 kartų stipresnį humoralinį 

imuninį atsaką ir didesnį estriolio molekulei specifinių antikūnų kiekį nei 

ikosaedrinis CPMV. Naudojant gyvūnų modelius ir atliekant imunizacijos 

eksperimentus nustatyta, kad didžioji vamzdelio formos struktūrų dalis 

(TMV, PVX) ilgiau cirkuliuoja kraujyje bei kaupiasi blužnyje (Shukla et al., 

2012; Wu et al., 2013), o ikosaedrinės formos nanostruktūros (CCMV, CPMV 

ir net sferinės TMV nanodalelės, gautos aukšta temperatūra paveikus TMV 

vamzdelius), labiau koncentruojasi kepenyse ir greičiau pasišalina iš 

kraujotakos sistemos (Bruckman et al., 2014; Kaiser, 2007; Singh et al., 

2007). 

                                                      
3Anizotropija (gr. anisos – nelygus + gr. tropos – kryptis, savybė) – medžiagų 

fizikinių savybių (mechaninių, šiluminių, elektrinių, magnetinių, optinių) kitimas 

priklausomai nuo analizuojamos krypties. 
 

4Haptenas – neimunogeniškos mažos molekulinės masės molekulės, kurios tampa 

imunogeniškos jas sujungus su baltyminiu nešikliu ar stabilizuojančia molekule. 
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12 pav. Vėžinių ląstelių vaizdinimo tikslumo priklausomybės nuo struktūrų 

formos įvertinimas. (A) Schematinis modifikuotų struktūrų pavaizdavimas. Kairėje: 

geležies (III) oksido sferinės nanodalelės, padengtos vėžinėms ląstelėms būdingo 

SPARC glikobaltymo ligandais. Dešinėje: filamentinis M13 fagas, padengtas geležies 

(III) oksido nanodalelėmis ir eksponuojantis SPARC glikobaltymo ligandus. (B) 

Fluorescencinio intensyvumo naudojant modifikuotas sferines geležies (III) oksido 

nanodaleles ir filamentinį M13 fagą įvertinimas. Modifikuoto M13 fago 

fluorescencinis intensyvumas po 1 ir po 4 valandų inkubavimo su vėžinėmis 

ląstelėmis buvo atitinkamai 3 ir 11 kartų didesnis nei sferinių nanodalelių. Pagal 

Ghosh (2012). 

 

Virusinės nanostruktūros gali patekti į ląsteles, todėl jos gali būti 

pritaikytos vėžio gydymui. Pasyvus nanostruktūrų patekimas į vėžinius 

audinius (angl. enhanced permeability and retention effect) yra aiškinamas 

vėžiniam audiniui būdinga mikroaplinka – susiformavusių kraujagyslių 

padidėjusiu pralaidumu ir neefektyvia limfos cirkuliacija. Ikosaedrinės 

formos nanostruktūros dažniausiai aptinkamos kraujagyslių centrinėje dalyje, 

o vamzdelio formos struktūros, dėl savo pailgos formos yra veikiamos 
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hidrodinaminės jėgos ir labiau koncentruojasi prie kraujagyslių kraštų (Toy et 

al., 2014). Šios savybės leidžia vamzdelinėms struktūroms efektyviau 

prisijungti prie pažeistą audinį supančių kraujagyslių endotelio receptorių bei 

efektyviau patekti į vėžinio audinio ląsteles (angl. tumor homing) (13 pav.) 

(Chauhan et al., 2011; Geng et al., 2007; Shukla et al., 2012, 2015). 

 

 
13 pav. Sintetinių sferinių nanodalelių ir nanovamzdelių in vivo paplitimo 

vėžiniame audinyje įvertinimas. (A) Struktūrų prasiskverbimo efektyvumo pro 

kraujagyslių endotelį į vėžinį audinį tyrimas. Nanovamzdeliai 4,1 karto efektyviau 

prasiskverbė pro kraujagyslių endotelį nei sferinės nanodalelės. (B) Struktūrų 

koncentravimosi vėžiniame audinyje efektyvumo tyrimas. Nanovamzdeliai 1,7 karto 

efektyviau prasiskverbė į vėžinius audinius nei sferinės nanodalelės. (C) Struktūrų 

paplitimo vėžiniame audinyje fluorescencinės nuotraukos. Kraujagyslės pavaizduotos 

juoda spalva. Nuotraukų mastelis 100 nm. Pagal Chauhan et al. (2011).  

Filamentinis M13 fagas taip pat turi pranašumų prieš ikosaedrines VPD, 

nes pailgas nanovamzdelis gali būti padengtas liposomomis sukoncentruojant 

didesnį terapinių medžiagų kiekį vėžio gydymui, o nanostruktūros paviršius 

gali būti dekoruojamas vėžinėms ląstelėms specifiniais ligandais. Kadangi 

nanovamzdeliai specifiškai patenka į vėžinius audinius, tokiu būdu yra 

padidinamas supakuotos terapinės medžiagos efektyvumas ir sumažinamas 

gydymo šalutinis poveikis sveikiems audiniams (14 pav.) (Ngweniform et al., 

2009).  
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14 pav. Filamentinio M13 fago ir jo padengimo liposomomis TEM nuotraukos. 

(A) Nemodifikuoto M13 fago nuotrauka. (B) Liposomomis padengto M13 fago TEM 

nuotrauka. Kadangi liposomos yra sferinės, jos padengia nanovamzdelius netolygiai. 

Kairėje schematiškai pavaizduota M13 fago modifikacijos schema, kurioje juodai 

pažymėtos liposomoje esančios vėžio gydymui skirtos terapinės medžiagos. Pagal 

Ngweniform et al. (2009). 

1.5. Virusinių nanostruktūrų pritaikymo galimybės 

Susidomėjimas biologinės kilmės nanostruktūromis yra milžiniškas dėl jų 

itin plačių pritaikymo galimybių: į virusinių nanostruktūrų vidinę ertmę 

galima supakuoti terapines medžiagas, nukleorūgštis, baltymus, 

fluorescencinius dažus ar magnetines nanodaleles, o genų inžinerijos ir 

cheminės konjugacijos metodai leidžia modifikuoti virusines nanostruktūras 

baltyminių fragmentų eksponavimui ant struktūros paviršiaus arba nukreipiant 

juos į struktūros vidinę ertmę. Toks toksiškų ar aplinkos veiksniams jautrių 

junginių supakavimas virusinės nanostruktūros vidinėje ertmėje apsaugo juos 

nuo nespecifinių sąveikų in vivo bei sumažina nanostruktūroje supakuotos 

medžiagos pašalinį poveikį sveikoms ląstelėms. Virusinės nanostruktūros 

naudojamos vakcinų kūrimui, gali būti naudojamos terapiniams tikslams 

medžiagų, aktyvių fermentų arba fluorescencinių žymenų pakavimui ir 

ląstelių-taikinių vaizdinimui, struktūrų paviršiaus modifikacijoms ar ligandų, 

specifiškai nukreipiančių nanostruktūras į pasirinktą ląstelę-taikinį 

prijungimui, virusinės nanostruktūros gali būti pritaikytos biokatalizės 

reakcijoms ar net naujos kartos energijos šaltinių kūrimui (15 pav.) (Comas-

Garcia et al., 2020; Ding et al., 2018; Fan et al., 2013). Kadangi virusinių 

nanostruktūrų pritaikymas įvairiose mokslo srityse sparčiai auga, todėl didėja 

poreikis naujų nanostruktūrų kūrimui, kurios atitiktų technologinius iššūkius 

ir reikalavimus: efektyviau pakuotų tikslines medžiagas į vidinę virusinių 

nanostruktūrų ertmę ar specifiškiau sąveikautų su tikslinėmis ląstelėmis, todėl 

yra kuriamos ir charakterizuojamos naujos virusinės nanostruktūros. 
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15 pav. Virusinių nanostruktūrų pritaikymo įvairiose mokslo srityse schematinis 

pavaizdavimas. Nanostruktūros gali būti pritaikytos vakcinų kūrimui, tikslinių 

medžiagų supakavimui ir pristatymui, ląstelių vaizdinimui, medžiagų kūrimui, 

elektronikos įrenginių kūrimui bei katalizės reakcijų vykdymui. HPV – žmogaus 

papilomos virusas, HBV – hepatito B virusas, HEV – hepatito E virusas, TMV – 

tabako mozaikos virusas. Pagal Ding et al. (2018) ir Wu et al. (2012). 

 

1.5.1. Virusinių nanostruktūrų imunogeniškumas ir  

jų pritaikymas vakcinų kūrimui 

 

Susidomėjimas virusinių nanostruktūrų pritaikymu vakcinų kūrimui 

sparčiai išaugo, kadangi pasaulį sukausto viena paskui kitą atsirandančios 

virusų sukeliamos epidemijos ir pandemijos: 2002-2003 m. SARS-CoV 

sukelta sunkaus ūmaus kvėpavimo respiracinio sindromo pandemija (angl. 

Severe acute respiratory syndrome, SARS), 2012 m. MERS-CoV 

viduriniuose Rytuose sukelta kvėpavimo respiracinio sindromo epidemija 

(angl. Middle East respiratory syndrome, MERS), 2013-2016 m. Ebola 

viruso, 2015-2016 m. Zika viruso protrūkiai bei sezoniniai gripo viruso A 

protrūkiai. Galiausiai, 2019 m. Uhane, Kinijoje, atsiradęs ir po visą pasaulį 
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žaibiškai išplitęs SARS-CoV-2 sukėlė iki šiol besitęsiančią pandemiją (Fauci 

ir Morens, 2016; Horby, 2018; Ksiazek et al., 2003; Richardson et al., 2016; 

Tu et al., 2020; Webby ir Webster, 2003; Zaki et al., 2012). Remiantis  

2021 m. rugsėjo mėnesio Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) 

duomenimis, 17 iš 185 priešklinikinių tyrimų ir 5 iš 117 klinikinių tyrimų 

testuoja virusinių nanostruktūrų pritaikymą vakcinų kūrimui prieš 2019 m. 

pandemiją sukėlusį SARS-CoV-2 virusą (WHO, 2021). 

Vakcinos yra kuriamos imuninio atsako sužadinimui prieš virusus, 

bakterijas ar profilaktiniais bei terapiniais tikslais gydant vėžinius susirgimus 

ar lėtines ligas, tokias kaip kokaino ar nikotino priklausomybė, Alzheimerio 

liga (Bernstein et al., 2015; Dorn et al., 2008; Feng et al., 2013; Maurer et al., 

2005; Qiao et al., 2020). Egzistuoja keletas pagrindinių vakcinų kūrimo 

strategijų, paremtų gyvais susilpnintais virusais, chemiškai inaktyvuotais 

virusais, subvienetų vakcinomis, mRNR technologija, virusinėmis 

nanostruktūromis imuninio atsako sukėlimui prieš tėvinius virusus arba 

modifikuotomis virusinėmis nanostruktūromis, eskponuojančiomis baltymų 

fragmentus, prieš kuriuos norima sukelti imuninį atsaką (Garland et al., 2007; 

Hawkes, 2015; Jackson et al., 2020; Krammer, 2020).  

Daugumą licencijuotų vakcinų sudaro inaktyvuoti arba susilpninti virusai. 

Nors tokios vakcinos yra efektyvios, tačiau nėra saugios, nes susilpnintas 

virusas gali tapti virulentiškas arba vakcinos paruošimo metu gali būti 

įvykdytas nepilnas viruso cheminis inaktyvinimas (Herrera-Rodriguez et al., 

2019; Kenney et al., 2011). Tuo tarpu vakcinos, paremtos virusinėmis 

nanostruktūromis, yra laikomos saugiomis ir efektyviomis, nes virusinės 

nanostruktūros išlaiko infektyvaus viruso morfologines savybes – viruso 

baltymai suformuoja erdvines nanostruktūras, kuriose baltymai tvarkingai, 

organizuotai ir pasikartojančiai išsidėsto erdvėje, suformuodami identiškus 

tarpus tarp struktūrą sudarančių baltymų. Virusinės nanostruktūros, 

patekusios į organizmą, nesireplikuoja ir negali sukelti virusinių infekcijų 

(Balke ir Zeltins, 2019; Fuenmayor et al., 2017). 

PSO patvirtino mielėse ir bakterijose susintetintų VPD pagrindu sukurtas 

vakcinas žmonių skiepijimui prieš onkogeninį papilomos virusą, hepatito B 

virusą, maliariją bei Kinijoje žmonių skiepijimui prieš hepatito E virusą 

(Agnandji et al., 2015; Garland et al., 2007; Rebedea et al., 2006; Stevens et 

al., 1987; Wheeler et al., 2009; Wu et al., 2012). Susidomėjimas virusinėmis 

nanostruktūromis vakcinų kūrimui yra didelis, nes, remiantis 2021 m. rugsėjo 

mėnesio duomenimis, yra vykdomi 145 klinikiniai tyrimai, paremti 

virusinėmis nanostruktūromis ir ateityje dalis jų gali būti pritaikytos 

licencijuotų vakcinų kūrimui (1 lentelė) (Qian et al., 2020; 

https://clinicaltrials.gov/). 
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Kadangi dauguma pavienių baltymų, prieš kuriuos norima sukelti imuninį 

atsaką, yra mažai imunogeniški, o pavieniai peptidai gali būti visai 

neimunogeniški, todėl jie gali būti prijungti genų inžinerijos ar cheminės 

konjugacijos metodais prie virusinės nanostruktūros paviršiaus taip padidinant 

jų imunogeniškumą (Carignan et al., 2015; Govasli et al., 2019; Hawkes, 

2015; Kündig et al., 2006; Peabody et al., 2008). Pavyzdžiui, hepatito B viruso 

paviršiaus antigenas HBsAg (angl. hepatitis B surface antigen) savaime 

susirenka į ikosaedrines VPD, kurios naudojamos žmonių vakcinavimui prieš 

hepatito B virusą (komerciškai prieinamos vakcinos Engerix-B®, Recombivax 

HB/ H-B-Vax®II ir kitos) (1 lentelė) (Lacson et al., 2005; Stevens et al., 1987). 

Tas pats HBsAg baltymas gali būti modifikuojamas prie jo prijungiant 

baltymų fragmentus, prieš kuriuos norima sukelti imuninį atsaką. Licencijuotą 

Mosquirix™ vakciną sudaro baltymo HBsAg formuojamos VPD, ant kurių 

yra eksponuojami Plasmodium falciparum peptidai (Hawkes, 2015). Kitas 

virusinių nanostruktūrų pritaikymo vakcinų kūrimui pavyzdys – gripo viruso 

A hemagliutinino (HA) baltymo suliejimas su TMV kapsidės baltymais. 

Modifikuota TMV nanostruktūra, eksponuojanti HA baltymą, pelėms sukėlė 

nuo T ląstelių priklausomą humoralinį imuninį atsaką, pasireiškiantį HA 

baltymui specifinių IgG antikūnų sinteze, ir peles apsaugantį nuo viruso 

infekcijos jau po pirmos imunizacijos (Mallajosyula et al., 2014). 

 

1 lentelė. VPD pagrindu sukurtos licencijuotos ir klinikiniuose tyrimuose 

testuojamos vakcinos. 

Vakcina 
Raiškos 

sistema 

VPD 

formuojantis 

baltymas 

Stadija Šaltinis 

Recombivax HB/ H-B-

Vax®II Merck & Co., 

JAV 

S. cerevisiae HBsAg Licencijuota 
Stevens et 

al., 1987 

Engerix-B® 

(GlaxoSmithKline, 

Belgija) 

S. cerevisiae HBsAg Licencijuota 
Lacson et 

al., 2005 

Keturvalentė 

Gardasil® (Merck & 

Co., JAV) 

S. cerevisiae 

HPV6/-11/ 

-16/-18 

kapsidės L1 

baltymas 

Licencijuota 
Garland et 

al., 2007 

Dvivalentė Cervarix® 

(GlaxoSmithKline, 

JAV) 

Vabzdžių 

ląstelės 

HPV16/-18 

kapsidės L1 

baltymas 

Licencijuota 
Wheeler, 

2009 

Dvivalentė Cecolin® 

(Innovax, Kinija) 
E. coli 

HPV16/-18 

kapsidės L1 

baltymas 

Licencijuota 
Qiao et al., 

2020 

Lentelės tęsinys kitame puslapyje 
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Hecolin® (Innovax, 

Kinija) 
E. coli 

HEV kapsidės 

baltymo E2 

domenas 

Licencijuota 
Wu et al., 

2012 

Mosquirix™ 
(GlaxoSmithKline, 

Belgija) 

S. cerevisiae 

HBsAg 

formuojamos  

VPD, sulietos su  

P. falciparum  

RTS epitopu 

 Licencijuota 
Hawkes, 

2015 

Keturvalentė gripo 

vakcina NanoFlu 
(Novavax, JAV) 

Vabzdžių 

ląstelės 

Gripo viruso 

rekombinan-

tinis HA 

baltymas 

   Fazė 3 
Portnoff, 

2020 

Trivalentė P2-VP8 

(Valterio Reedo tyrimų 

institutas, JAV) 

E. coli 

Rotaviruso 

kapsidės 

baltymas VP8  

Fazė 1/2 
Lei et al., 

2020 

Dvivalentė GI.1/ GII.4 

vakcina (Takeda 

farmacinė kompanija, 

Japonija) 

Vabzdžių 

ląstelės 

Noroviruso 

kapsidės 

baltymas VP1 

Fazė 2b 

Leroux-

Roels et al., 

2018 

RSV F (Novavax, JAV) 
Vabzdžių 

ląstelės 

RSV F 

baltymas 
Fazė 3 

Fries et al., 

2017 

SARS-CoV2 
(Medicago, Kanada) 

Augalų 

ląstelės 

SARS-CoV-2 

S baltymas 
Fazė 2/3 

Medicago, 

2021 

HBsAg – hepatito B viruso paviršiaus baltymas; HPV – žmogaus papilomos virusas; 

HEV – hepatito E virusas; RSV – respiracinis sincitinis virusas; HA – gripo viruso 

hemagliutinino baltymas. Remiantis 2021 metų rugsėjo mėnesio duomenimis 

(https://clinicaltrials.gov/). 

 

Norint suprasti virusinių nanostruktūrų sukeliamo imuninio atsako kelius 

ir nanostruktūrų pritaikymo galimybes vakcinų kūrime, reikia susipažinti su 

imuninio atsako pagrindiniais komponentais. Dendritinės ląstelės (DL) yra 

profesionalios antigeną pateikiančios ląstelės, tačiau antigenus fagocituoti ir 

sukelti imuninį atsaką taip pat gali makrofagai ir B ląstelės. Nors egzistuoja 

alternatyvūs ląstelių sužadinimo keliai, daugybė kostimuliacinių veiksnių ir 

citokinų, toliau dėmesys bus skiriamas DL, T ir B ląstelių funkcijoms aptarti.  

DL atpažįsta svetimus antigenus, fagocituoja, vykdo jų degradaciją 

endosomose veikiant proteazėms ir, priklausomai nuo antigeno kilmės – 

viduląstelinis ar užląstelinis, ant savo paviršiaus komplekse su MHC I arba 

MHC II molekulėmis pateikia trumpus peptidus (8-25 AR) citotoksinėms T 

(CD8+) ląstelėms (CTL) arba T (CD4+) ląstelėms pagalbininkėms (TH)  

(16 pav.). T ląstelės, sąveikaudamos su antigenais, esančiais kompleksuose su 

MHC I arba MHC II, tampa efektorinėmis ląstelėmis (Wieczorek et al., 2017). 

Priklausomai nuo antigeno pateikimo ant MHC molekulių klasės, gali būti 

sužadinamas ląstelinis arba humoralinis imuninis atsakas. Endogeninės arba 

viduląstelinės kilmės antigenai (pavyzdžiui, vėžinių ląstelių ar virusais 
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infekuotų ląstelių sintetinami pakitę ar organizmui nebūdingi antigenai) 

dažniausiai pateikiami ant MHC I komplekso sužadinant ląstelinį imuninį 

atsaką, pasireiškiantį CTL veikimu. Egzogeniniai arba užląsteliniai antigenai 

(dažniausiai virusai ar bakterijos) pateikiami ant MHC II molekulių 

sužadinant humoralinį imuninį atsaką, pasireiškiantį B ląstelių aktyvacija ir 

peptidui specifinių antikūnų sinteze (Neefjes et al., 2011). Alternatyvus 

ląstelinio imuninio atsako sužadinimas vyksta kai DL egzogeninės kilmės 

antigenus (pavyzdžiui, virusus), kurie turėtų būti pateikiami ant MHC II 

klasės molekulių, kryžmiškai pateikia kompleksuose su MHC I molekulėmis 

aktyvuojant ląstelinį imuninį atsaką (16 pav.) (Burgdorf et al., 2008; Heath ir 

Carbone, 2001). 

Humoralinis imuninis atsakas, pasireiškiantis B ląstelių proliferacija į 

plazmines ląsteles, sekretuojančias antigenui specifinius antikūnus, gali būti 

nuo T-ląstelių priklausomas ir nuo T-ląstelių nepriklausomas. Nuo T-ląstelių 

priklausomas B ląstelių aktyvinimas vyksta kai TH (CD4+) ląstelės, 

sąveikaudamos su peptidais, esančiais kompleksuose su MHC II molekulėmis 

ant APL ląstelių paviršiaus, tampa efektorinėmis ląstelėmis ir geba aktyvinti 

B ląsteles sąveikaujant T-ląstelių receptoriams (TCR) su B-ląstelių 

receptoriais (BCR) kartu su kostimuliaciniais signalais (sąveikos tarp CD40 ir 

CD40L) (Allman et al., 2019; Jegerlehner et al., 2002). Aktyvintos B ląstelės 

proliferuoja ir diferencijuojasi į antikūnus gaminančias plazmines ląsteles bei 

į atminties ląsteles. Šio atsako metu vyksta B ląstelių imunoglobulino geno FC 

sunkiosios grandinės klasių perjungimas ir sekretuojami aukšto afiniškumo 

IgG antikūnai (Eisen, 2014). Nuo T-ląstelių nepriklausoma B ląstelių 

aktyvacija pasireiškia dėka pasikartojančios virusinių nanostruktūrų 

paviršiaus struktūros, kuri į paviršių eksponuoja peptidus 5-10 nm atstumais. 

Tokie peptidai aktyvina B ląsteles kryžmiškai sąveikaudami su jų paviršiuje 

esančiais BCR (Bachmann et al., 1995; Dintzis et al., 1976; Jegerlehner et al., 

2002). Šio atsako metu klasių perjungimas dažniausiai nevyksta ir yra 

sintetinami žemo afiniškumo IgM antikūnai (Bachmann ir Zinkernagel, 

1996). Galiausiai, B ląstelės gali veikti atpažįstant užląstelinius antigenus, 

juos apdorojant ir pateikiant ant MHC II komplekso. Tokį antigeną 

atpažįstančios TH (CD4+) ląstelės aktyvuojasi ir diferencijuoja į efektorines 

ląsteles, sukeliančias humoralinį imuninį atsaką (Adler et al., 2017). 
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16 pav. Antigenų pateikimo ant dendritinių ląstelių MHC I ir MHC II molekulių 

mechanizmų schemos. Peptidų pateikimo ant MHC I kelias: viduląsteliniai antigenai 

yra fagocituojami DL, suskaldomi proteosomose ir dalyvaujant transporteriniam 

baltymui TAP, yra pernešami iš citoplazmos į endoplazminį tinklą. Šie peptidai 

jungiasi su DL MHC I molekulėmis ir aktyvina ląstelinį imuninį atsaką, pasireiškiantį 

citotoksinių T (CD8+) ląstelių veikimu. Peptidų pateikimo ant MHC II kelias: DL 

atpažinus užląstelinius antigenus, jie fagocituojami ir degraduojami endosomose. 

Suskaldyti peptidai pateikiami ant DL MHC II klasės molekulių, aktyvinamas nuo T 

(CD4+) ląstelių priklausomas humoralinis imuninis atsakas. Kryžminis antigeno 

pateikimo kelias: DL užląstelinės kilmės antigenus fagocituoja, suskaldo 

proteosomose ir kryžmiškai pateikia komplekse su MHC I molekulėmis aktyvinant 

ląstelinį imuninį atsaką. Pagal Villadangos ir Schnorrer (2007). 

 

Dauguma klinikiniuose tyrimuose testuojamų virusinių nanostruktūrų yra 

skirtos vakcinų kūrimui nuo vėžio, tačiau, išskyrus vakcinas nuo žmogaus 

papilomos viruso (Gardasil®, Cervarix®, Cecolin® ir kitos) (Garland et al., 

2007; Qiao et al., 2020; Wheeler et al., 2009), PSO dar nepatvirtino nė vienos 

terapinės vakcinos nuo vėžio. Universalios virusinės nanostruktūros, kuri 

galėtų būti pritaikyta įvairių vakcinų kūrimui, nėra, nes imuninis atsakas 

priklauso ne tik nuo baltyminio fragmento, eksponuojamo ant virusinės 

nanostruktūros, bet ir nuo pačios nanostruktūros imunogeniškumo (Cai et al., 

2019). Viena virusinė nanostruktūra neturėtų būti naudojama kaip universalus 

nešiklis baltyminių fragmentų eksponavimui kuriant skirtingas vakcinas, nes 
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žmogaus organizme susidaręs išankstinis imuninis atsakas gali atpažinti 

virusinę nanostruktūrą, o tai gali sumažinti pačios nanostruktūros arba ant jos 

eksponuojamo baltyminio fragmento imunogeniškumą (Jegerlehner et al., 

2010; McCluskie et al., 2016; Mok ir Chan, 2020). 

 

1.5.2. Virusinių nanostruktūrų pritaikymo galimybės vėžio gydymui 

 

Tradicinės vaistų molekulės pasklinda po visą organizmą ir nespecifiškai 

paveikia sveikas ląsteles. Dėl to reikia naudoti didesnes vaistų dozes, kurios 

dar labiau sustiprina pašalinį poveikį organizmui ir pablogina gyvenimo 

kokybę. Ypatingai didelis dėmesys skiriamas vėžio gydymui, kadangi 

chemoterapija pažeidžia viso organizmo ląsteles. Virusinių nanostruktūrų 

natūrali savybė patekti į vėžinius audinius daro jas patraukliomis vėžio 

gydymui: nanostruktūros gali būti pritaikytos tikslingam terapinių medžiagų 

gabenimui į ląsteles-taikinius modifikuojant nanostruktūrų išorinį paviršių ir 

vidinę ertmę (17 pav.). Nanostruktūros, terapines medžiagas supakuodamos į 

vidinę ertmę arba eksponuodamos ant savo paviršiaus, sukoncentruoja jas į 

vieną vietą, todėl reikia mažesnių vaisto dozių efektyviam gydymui pasiekti 

(Ashley et al., 2011; Comas-Garcia et al., 2020). 

Terapiniams tikslams naudojamų nanostruktūrų natūralios savybės 

paverčiamos funkcionalumu: (a) nanostruktūros supakuoja tikslines 

medžiagas, adjuvantus, nukleorūgštis į struktūros vidinę ertmę, taip išvengiant 

medžiagų pasklidimo po organizmą, nespecifinių sąveikų ar medžiagos 

suskaldymo; (b) vykdant struktūrų paviršines modifikacijas, prijungiami 

ligandai ar signalinės molekulės, užtikrinančios specifines sąveikas su 

tikslinėmis ląstelėmis ir žymiai sumažinančios terapinės medžiagos sukeliamą 

pašalinį poveikį; (c) kai kurios virusinės nanostruktūros pasižymi virusui, iš 

kurio yra kilusios, būdingu tropizmu, todėl nereikalauja papildomų 

modifikacijų ir gali savaime patekti į tikslines ląsteles (Chao et al., 2018; Chen 

et al., 2010; Hu irSteinmetz, 2020; Röder et al., 2017; Steinmetz et al., 2010; 

Tagit et al., 2017). Lyginant su tradiciškai naudojamomis medžiagomis – 

lipidinėmis dalelėmis, katijoniniais polimerais bei katijoniniais polipeptidais, 

virusinės nanostruktūros yra stabilesnės, yra netoksiškos ir greitai 

pašalinamos iš organizmo (Ashley et al., 2011; Chung et al., 2020; Smith et 

al., 2015).  
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17 pav. Virusinių nanostruktūrų pritaikymo vėžio gydymui schema. Į 

nanostruktūros vidinę ertmę yra supakuojamos terapinės medžiagos, o ant struktūros 

išorinio paviršiaus yra eksponuojami vėžinėms ląstelėms specifiniai ligandai. Tokios 

modifikuotos nanostruktūros, patekusios į vėžines ląsteles, nugabena terapines 

medžiagas. Pagal Ma et al. (2012). 

 

Virusinių nanostruktūrų natūrali savybė prasiskverbti į vėžinius audinius 

padidina jų efektyvumą vėžio gydyme. Pavyzdžiui, E. coli bakterijose 

susintetintas struktūrinis HBV kapsidės baltymas HBcAg, sulietas su RGD 

peptidu, sąveikaujančiu su vėžinėmis ląstelėmis, savaime susirenka į 

ikosaedrines struktūras. Keičiant tirpalo pH, į šių nanostruktūrų vidinę ertmę 

galima supakuoti doksorubiciną5 (DOX) ir taip gauti iš išorės ir iš vidaus 

modifikuotas nanostruktūras. Buvo pademonstruota, kad ksenografiniame 

pelės modelyje su žmogaus glioblastomos ląstelėmis, intraveniškai suleistos 

modifikuotos HBcAg baltymo formuojamos nanostruktūros po 24 val. 

koncentravosi vėžiniame audinyje, o po 12 dienų sumažino vėžinių ląstelių 

augimą net 90,7 % (Shan et al., 2018).  

Kai kurios virusinės nanostruktūros, priklausomai nuo jas sudarančių 

struktūrinių baltymų savybių, gali būti modifikuojamos prijungiant netgi 

keturias skirtingas funkcines grupes ar molekules. PhMV VPD supakavo 

gadolinį (Gd3+) magnetiniam rezonansui atlikti kartu su fluorescenciniu dažu 

Cy5.5 ląstelių-taikinių vaizdinimui, tuo pat metu VPD išorinis paviršius buvo 

modifikuotas prijungiant peptidus, sąveikaujančius su prostatos vėžinėmis 

ląstelėmis. Tam, kad stabilizuoti VPD, išorinis struktūros paviršius buvo 

padengtas PEG molekulėmis. Tokiu būdu pademonstruotos plačios VPD 

pritaikymo galimybės kuriant efektyvius vaistus nuo vėžio ir tuo pat metu 

magnetinio rezonanso būdu arba fluorescencinės analizės būdu stebėti 

modifikuotų struktūrų paplitimo po organizmą dinamiką (Hu et al., 2019). 

 

 

 

                                                      
5Doksorubicinas (DOX) – chemoterapinis vaistas, naudojamas vėžio gydymui. 
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1.5.3. Virusinių nanostruktūrų pritaikymas genų terapijoje 

 

Į virusinių nanostruktūrų vidinę ertmę supakuota DNR, mRNR, siRNR gali 

būti specifiškai nugabenama į ląsteles-taikinius. Į ląstelę patekusi virusinė 

nanostruktūra yra suardoma lizosomose, o jos vidinėje ertmėje supakuota 

medžiaga išleidžiama į ląstelės vidų. Ligų gydymo atveju, panaudojant 

modifikuotas virusines nanostruktūras, galima būtų nuslopinti specifinių 

baltymų sintezę arba funkciškai pakeisti pažeistas genų sekas (Biddlecome et 

al., 2019; Comas-Garcia et al., 2020).  

Į virusinių nanostruktūrų vidinę ertmę supakuoti genai pelių modeliuose 

yra nugabenami į tikslines ląsteles, kuriose stebima šių genų raiška (Chao et 

al., 2018). Žmogaus poliomos viruso JC (angl. human polyomavirus JC arba 

human polyomavirus 2) formuojama VPD gali būti pritaikyta sisteminės 

autoimuninės ligos gydymui (angl. systemic lupus erythematosus). Į 

nanostruktūros vidinę ertmę supakuojama siRNR, veikdama RNR 

interferencijos mechanizmu, pelių modelyje nuslopina citokino IL-10 sintezę 

ir palengvina ligos simptomus (Chou et al., 2010). Panašiu principu veikia 

MS2 bakteriofagas, į struktūros vidinę ertmę supakavęs siRNR ir konjuguotas 

su žmogaus transferinu, žmogaus vėžinėse ląstelėse nuslopina bcl onkogeno 

sintezę (Galaway ir Stockley, 2013). Nors dar nėra patvirtintos genų terapijos, 

paremtos virusinėmis nanostruktūromis, tačiau mokslininkų susidomėjimas 

biologinės kilmės struktūrų potencialu šioje srityje yra didelis. 

 

1.5.4. Virusinių nanostruktūrų pritaikymas vaizdinimo tikslams 

 

Ląstelinių ir molekulinių mechanizmų vizualizavimas atliekamas optiniu 

vaizdinimu, kompiuterine tomografija, magnetinio rezonanso vaizdinimu ar 

pozicine emisine tomografija. Vaizdinimo kokybė priklauso nuo naudojamos 

medžiagos, jos sužadinimo būdo, medžiagos kiekio bei nuo foninio triukšmo. 

Virusinės nanostruktūros yra tinkamos vaizdinimui atlikti in vitro ir in vivo, 

kadangi jos sukoncentruoja fluorescencinio dažo molekules arba magnetines 

nanodaleles supakuodamos jas į struktūros vidinę ertmę arba eksponuodamos 

ant paviršiaus. Be to, vaizdinimui skirtų medžiagų sukoncentravimas į vieną 

vietą dažniausiai lemia aukštesnės skiriamosios gebos vaizdinimo kokybę 

lyginant su pavienėmis, ant nanostruktūrų nekonjuguotomis medžiagomis 

(González‐Domínguez et al., 2020; Herbert et al., 2020; Hu et al., 2019; 

Zhang et al., 2018). 

Atliekant vaizdinimą in vivo, šviesa turi prasiskverbti giliai pro audinius, 

todėl įprastos vaizdinimo strategijos gali nepasiteisinti. Didelį susidomėjimą 
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sukėlė Yi ir kolegų (2012) tyrimas, kuriame genų inžinerijos būdu 

modifikuota 880 nm ilgio M13 nanostruktūra buvo padengta fluorescencine 

medžiaga ir ligandais, sąveikaujančiais su prostatos vėžinėmis ląstelėmis. 

Panaudojus infraraudoniesiems spinduliams artimą bangos ilgį (angl. near-

infrared, NIR) λ = 950-1400 nm, šviesos spindulys prasiskverbė 2,5 cm į 

audinius gaunant aukštos skiriamosios gebos nuotraukas be pašalinio audinių 

autofluorescencinio signalo. Tai leido mokslininkams atlikti ankstyvą vėžio 

diagnozę, tikslingai nustatyti vėžines ląsteles bei vėžinio audinio dydį (Yi et 

al., 2012). 

Virusinės nanostruktūros gali būti pritaikytos magnetiniam rezonansui 

atlikti dėl jų gebėjimo sukoncentruoti šimtus ar net tūkstančius kontrastinės 

medžiagos molekulių ir specifiškai patekti į ląsteles-taikinius. Filamentinis 

M13 fagas gali būti padengtas geležies (III) oksido nanodalelėmis ir vėžinėms 

ląstelėms specifiniais ligandais. Taip gaunamos struktūros, specifiškai 

sąveikaujančios su tikslinėmis ląstelėmis ir magnetinio rezonanso metu 

puikiai kontrastuojančios su aplinkiniais audiniais (Ghosh et al., 2012). 

Magnetiniam rezonansui atlikti naudojamos kontrastinės medžiagos 

(pavyzdžiui, gadolinis (Gd3+)) gali būti toksiškos organizmui ir kauptis 

organuose sukeliant įvairius susirgimus, todėl virusinės nanostruktūros gali 

supakuoti kontrastines medžiagas į struktūros vidinę ertmę ir sumažinti 

sisteminį toksiškumą (Chung et al., 2020; Rogosnitzky ir Branch, 2016). 

 

1.5.5. Nanostruktūrų pritaikymas elektronikoje 

 

Nuo 1999 m. vamzdelinės formos virusai ir jų formuojamos virusinės 

nanostruktūros pradėtos naudoti kaip biologinės medžiagos elektronikos 

detalių kūrime. Pirmą kartą panaudojus biologinės kilmės nanostruktūras – 

vamzdelinės formos TMV, buvo pademonstruota, kad biologinės kilmės 

nanostruktūros turi kontroliuojamos simetrijos paviršių prie kurio, cheminės 

konjugacijos metodu, galima prijungti neorganinius junginius ir taip sukurti 

kristalizuotas nanovielas (Fan et al., 2013; Shenton et al., 1999). Negana to, 

virusai ir jų formuojamos nanostruktūros yra stabilios veikiant įvairiems 

aplinkos veiksniams (Kalnciema et al., 2011; Ma et al., 2012; Šimoliūnas et 

al., 2019), todėl šių savybių visuma dar labiau padidina nanostruktūrų 

pritaikymo galimybes. 

Nanovamzdeliai, dėka ilgio ir skersmens santykio bei dėl anizotropinių 

savybių, gali būti naudojami kuriant naujos kartos elektronikos įrenginius ir 

magnetinėmis savybėmis pasižyminčias medžiagas. Svarbūs atradimai atlikti 

sukuriant hibridines bio-neorganines TMV ir M13 nanostruktūras jas 
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padengiant metalais ar puslaidininkiais (Knez et al., 2004; Mao et al., 2004). 

Tokios nanostruktūros geba susijungti tarpusavyje formuojant ilgas 

nanovielas. Metalizuotos nanostruktūros geba savyje sukaupti elektros krūvį 

ir perduoti elektros įtampą greta esančioms nanostruktūroms (Mao et al., 

2004; Tseng et al., 2006). Tai yra naudinga kuriant mažesnes ir talpesnes ličio 

jonų baterijas, energijos šaltinius atminties kortelėms ar mikrosensoriams 

(Lee et al., 2018; Nam et al., 2006; Pomerantseva et al., 2013). 

1.6. Rekombinantinių baltymų sintezės sistemos 

Rekombinantiniai baltymai gali būti sintetinami bakterijų, mielių, 

vabzdžių, augalų raiškos sistemose, žinduolių ląstelėse ar in vitro sistemoje, o 

bendras rekombinantinių baltymų raiškos sistemų skaičius viršija 170 

(Donaldson et al., 2015; Zeltins, 2016). Nors dauguma virusinių 

nanostruktūrų gali būti susintetintos įvairiose raiškos sistemose, tačiau 

baltymų potransliacinės modifikacijos kaip fosforilinimas, glikozilinimas, 

tikslinių baltymų erdvinis susilankstymas gali skirtis tarp atskirų raiškos 

sistemų, o tai gali turėti įtakos nanostruktūrų imunogeniškumui bei ant 

nanostruktūrų eksponuojamų baltyminių fragmentų erdviniam susilankstymui 

ir jų funkciniam aktyvumui (Fuenmayor et al., 2017; Rosano ir Ceccarelli, 

2014; Zeltins, 2013). Kiekviena raiškos sistema turi privalumų bei trūkumų, 

todėl rekombinantinio baltymo sintezei pasirinkta raiškos sistema turi atitikti 

keliamus reikalavimus: jeigu reikia, atlikti potransliacines baltymų 

modifikacijas, neturėti toksinų ar greitai ir pigiai susintetinti didelį kiekį 

tikslinio baltymo. 

1.6.1. Bakterijų sintezės sistema 

 

E. coli yra pagrindinė rekombinantinių baltymų raiškos sistema, kurią 

naudojant susintetinta virš 30 % biomedicinoje naudojamų rekombinantinių 

baltymų (Overton, 2014; Sanchez-Garcia et al., 2016). Pigios mitybinės 

terpės, greitas ląstelių dalijimosi laikas (kas ~ 20 min.), paprastos tikslinių 

baltymų sintezės sąlygos ir didelis tikslinių baltymų sintezės efektyvumas 

(nuo 20 % iki 50 % visų baltymų kiekio) yra pagrindiniai bakterijų raiškos 

sistemos privalumai (Choi et al., 2006; Huang et al., 2017; Qing et al., 2004; 

Sezonov et al., 2007). Kita vertus, tiksliniai baltymai dažnai formuoja 

netirpius kūnelius, todėl jų gamyba tampa sudėtingesnė, o kartais, neįmanoma 

(Jürgen et al., 2010). Eukariotams būdingų potransliacinių modifikacijų 

nebuvimas apriboja bakterijų raiškos sistemos panaudojimą sintetinant 

sudėtingus, eukariotinės kilmės rekombinantinius baltymus. Tokie baltymai, 
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susintetinti bakterijų raiškos sistemoje, gali netaisyklingai susilankstyti, 

prarasti funkcinį aktyvumą arba būti mažiau imunogeniški (Baneyx ir 

Mujacic, 2004; Lai ir Middelberg, 2002). Bakterijose susintetinti 

rekombinantiniai baltymai yra užteršti endotoksinais (lipopolisacharidais), 

todėl rekombinantinius baltymus pritaikant biomedicinoje, gryninimo 

procesas ir endotoksinų pašalinimas gali būti sudėtingas, o ne iki galo nuo 

endotoksinų išgryninti rekombinantiniai baltymai žmonėms gali sukelti 

septinį šoką ar net paralyžių (Adamik et al., 2015; Magalhães et al., 2007). 

1.6.2. Mielių sintezės sistema 

 

Mielės yra eukariotiniai mikroorganizmai, atliekantys eukariotams 

būdingas potransliacines baltymų modifikacijas (Vieira Gomes et al., 2018). 

Mielių raiškos sistemose, dažniausiai naudojant S. cerevisiae, Pichia pastoris 

bei Hansenula polymorpha mieles, yra susintetintos virusinės nanostruktūros, 

kilusios iš daugiau nei 30 skirtingų virusų (Baghban et al., 2019). Mielės  

S. cerevisiae yra laikomos saugiomis ir tinkamomis farmacijai skirtų 

rekombinantinių baltymų sintezei bei vakcinų kūrimui (angl. generally 

regarded as safe, GRAS) (Luna et al., 2013; Petrosky et al., 2015; Roohvand 

et al., 2017). S. cerevisiae mielėse susintetinta apytiksliai penktadalis 

komercinių žmonėms skirtų produktų, tokių kaip insulinas, albuminai, 

rekombinantiniai hormonai, gliukagonai bei vakcinos prieš hepatito B virusą, 

žmogaus papilomos virusą (Çelik ir Çalik, 2012; Garland et al., 2007; Stevens 

et al., 1987; Wang et al., 2017). Dirbti su mielėmis yra paprasta dėl 

nesudėtingų genetinių manipuliacijų, greito mielių ląstelių dalijimosi laiko, 

nebrangios mitybinių terpių sudėties, auginimo galimybės fermentatoriuose 

užauginant didelį biomasės kiekį (Brodsky ir Skach, 2011; Liu et al., 2016; 

Slavov ir Botstein, 2011). Nors ši raiškos sistema yra pranašesnė prieš 

prokariotus dėl gebėjimo sintetinti eukariotinės kilmės baltymus, tačiau 

mielės dažnai hiperglikozilina baltymus, o tai gali turėti neigiamos įtakos 

baltymų funkciniam aktyvumui (Lehle et al., 2006; Tang et al., 2016). Kita 

vertus, genų inžinerijos būdu sukūrus humanizuotą Pichia pastoris mielių 

kamieną, atliekantį žmonėms būdingą baltymų glikozilinimą, 

hiperglikozilinimo problema buvo išspręsta ir šio kamieno mielės turi 

platesnes pritaikymo galimybes sintetinant rekombinantinius baltymus 

(Hamilton et al., 2006). 
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1.6.3. Bakulovirusų-vabzdžių sintezės sistema 

 

Rekombinantiniai baltymai gali būti sintetinami bakulovirusų-vabzdžių 

raiškos sistemoje. Kadangi bakulovirusai yra vabzdžius užkrečiantys 

patogenai, ši natūrali savybė yra pritaikyta rekombinantinių baltymų sintezei 

atlikti – augalo ląstelės infekuojamos vienu ar keliais bakulovirusais, 

sintetinančiais vieną arba kelis skirtingus tikslinius baltymus (Berger et al., 

2004). Patobulinus šią raiškos sistemą, genų inžinerijos būdu modifikuoti 

bakulovirusai mažesniu efektyvumu lizuoja bakterijų ląsteles, todėl 

išvengiama nepageidaujamos rekombinantinių baltymų degradacijos (Ho et 

al., 2004). Šios sistemos privalumai yra keli – galimybė kultivuoti didelės 

talpos fermentatoriuose bei bakterinių endotoksinų išvengimas (Ikonomou et 

al., 2003), o pagrindinis trūkumas – tikslinių baltymų užteršimas bakulovirusų 

produktais, kuriuos, taikant rutininius gryninimo metodus, ne visada pavyksta 

pašalinti (Hervas-Stubbs et al., 2007). Cervarix® vakcina prieš HPV buvo 

pirmasis vabzdžių raiškos sistemoje susintetintas, Amerikos maisto ir vaistų 

administracijos (FDA) ir Europos sveikatos agentūros patvirtintas produktas 

žmonėms, o nuo to laiko vabzdžių raiškos sistemoje sintetinama vis daugiau 

rekombinantinių, terapiniams tikslams skirtų baltymų (Wheeler et al., 2009; 

Yee et al., 2018). 

1.6.4. Augalų sintezės sistema 

 

Augalų raiškos sistema yra pasirenkama kai norima pigiai susintetinti 

tikslinius baltymus, neužterštus bakteriniais endotoksinais ar žmonių 

patogenais, prionais (Sabalza et al., 2014). Baltymų sintezės sąlygas, lyginant 

su kitomis raiškos sistemomis, augaluose yra sudėtingiausia kontroliuoti, 

kadangi tai yra sąlyginai nauja raiškos sistema (Ding et al., 2018; Habibi et 

al., 2017; Yamamoto et al., 2018). Dažniausiai rekombinantinių baltymų 

sintezė vykdoma Nicotiana benthamiana tabako lapuose integruojant DNR 

sekas į augalo chromosomas arba naudojant virusinius vektorius su baltymus 

koduojančiomis genų sekomis. Transgeninio augalo gavimas ir tikslinių 

baltymų sintezė gali užtrukti 8-12 savaičių, todėl tai yra didelis šios sistemos 

trūkumas (Chauhan ir Opeña, 2013). Augalai atlieka potransliacines baltymų 

modifikacijas, reikalingas baltymų funkciniam aktyvumui atlikti (Sabalza et 

al., 2014). Valgomose augalo dalyse susintetinti rekombinantiniai baltymai 

bei vakcinos galėtų būti suvartojamos tiesiai per augalo lapus, todėl tai ypač 

palengvina farmacijai skirtų produktų gavimą ir registravimą (Lee et al., 

2018). Galiausiai, augaluose galima susintetinti lipidiniu apvalkalu padengtas 
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virusines nanostruktūras, todėl ši raiškos sistema yra universali ir gali būti 

pritaikyta vakcinoms skirtų baltymų sintezei (Landry et al., 2010). 

 

1.6.5. Beląstelinė sintezės sistema 

 

Beląstelinė raiškos sistema (in vitro) imituoja ląstelės vidinius procesus 

kontroliuojamoje in vitro aplinkoje. Dažniausiai šią sistemą sudaro E. coli, 

mielių, vėžinių ir vabzdžių ląstelių, triušių retikuliocitų arba kviečių gemalų 

kilmės transkripciją ir transliaciją vykdantys baltymai ir būtini kofaktoriai, 

ATP molekulės, aminorūgštys (Endo ir Sawasaki, 2006; Sun et al., 2013). 

Beląstelinė raiškos sistema sukurta ląstelėms toksiškų tikslinių baltymų 

sintezei vykdyti ar nenatūralių AR įterpimui (Worst et al., 2015; Zimmerman 

et al., 2014). Šios sistemos tūris gali būti didinamas (angl. scalable), todėl 

ganėtinai paprastai galima gauti didelius tikslinių baltymų kiekius, o 

susintetinti baltymai nėra užteršti toksinais (Arumugam et al., 2014; Dopp ir 

Reuel, 2018). 

1.7. Oportunistinė bakterija Acinetobacter baumannii ir prieš ją kuriamų 

vakcinų svarba 

A. baumannii yra oportunistinis6 patogenas, plintantis gydymo įstaigose ir 

ligoniams su nusilpusia imunine sistema sukeliantis chirurginių žaizdų 

infekcijas, šlapimo takų infekcijas, pneumoniją, sepsį, meningitą ar mirtį. 

Priklausomai nuo bakterijos padermės, nuo paciento sveikatos būklės bei nuo 

gydymo metu naudotų antibiotikų, A. baumannii sukelta infekcija gali būti 

mirtina iki 56,2 % užsikrėtimo atvejų (Papadimitriou-Olivgeris et al., 2017; 

Zhou et al., 2019). Be to, SARS-CoV-2 viruso sukelta pandemija ir padidėjęs 

sunkios sveikatos būklės pacientų, kuriems atliekama dirbtinė plaučių 

ventiliacija, skaičius intensyvios priežiūros skyriuje yra išaugęs. Šie pacientai 

rizikuoja užsikrėsti A. baumannii bakterijomis, kurios dar labiau komplikuoja 

sudėtingą gydymo procesą (Chen et al., 2020; Lai et al., 2020; Rawson et al., 

2020). Remiantis 2013 m. duomenimis, pasaulyje per metus apie 1 mln. 

klinikose slaugomų pacientų buvo infekuoti A. baumannii bakterijomis, pusė 

jų užsikrėtė daugeliui antibiotikų atsparios (angl. multidrug-resistant)  

A. baumannii bakterijos padermėmis (Spellberg ir Rex, 2013). Ištyrus 

biologinius mėginius, išskirtus iš Lietuvos ligoninėse intensyvios priežiūros 

                                                      
6Oportunistiniai patogenai yra mikroorganizmai, neinfekuojantys sveikų žmonių, 

tačiau sukeliantys sunkiai gydomas infekcijas žmonėms su nusilpusia imunine 

sistema. 
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skyriuose slaugomų pacientų, taip pat buvo aptiktos karbapenemui7 atsparios 

A. baumannii bakterijos padermės (Povilonis et al., 2013). 

2017 metais PSO karbapenemo antibiotikams atsparią A. baumannii 

oportunistinę bakteriją priskyrė kaip labiausiai keliančią pavojų žmogaus 

sveikatai (Willyard, 2017; World Health Organization, 2017). A. baumannii 

bakterijos lengvai įgyja atsparumo genus antibiotikams, todėl blogėjanti 

epidemiologinė situacija kelia nerimą. Klinikose paplitę A. baumannii 

izoliatai paprastai būna atsparūs trijų-penkių skirtingų klasių antibiotikams, 

tačiau taip pat plinta atsparumas kolistino antibiotikams, kurie yra įvardijami 

kaip „paskutinio pasirinkimo“ antibiotikais (angl. the last resort antibiotic) 

(Al-Kadmy et al., 2020; Asif et al., 2018). 2019 m. gruodžio mėnesį buvo 

paskelbta karbapenemui atsparių A. baumannii bakterijų epidemiologinė 

situacija 37 Europos šalyse. Tyrimas parodė, kad nuo 2013 m. A. baumannii 

vis labiau plinta gydymo įstaigose – septyniose Europos valstybėse, tarp jų ir 

Lietuvoje, nustatyta šios bakterijos sukelta endeminė situacija (18 pav.) 

(Lötsch et al., 2020). A. baumannii gydymas antibiotikais turi būti pakeistas 

alternatyviais gydymo būdais, vienas jų galėtų būti vakcinavimas, tačiau 

vakcina prieš A. baumannii dar nėra sukurta. 

A. baumannii formuoja bioplėveles, todėl bakterijos, apgaubtos storu 

polisacharidiniu sluoksniu, tampa atsparesnės detergentams bei antibiotikams 

(Monem et al., 2020). Dalis prieš A. baumannii bakterijos baltymus 

susidariusių monokloninių antikūnų yra neveiksmingi, nes neatpažįsta 

bakterijos dėl baltymų „paslėpimo“ po polisacharidiniu sluoksniu (Gellings et 

al., 2020; Wang-Lin et al., 2017). Nepaisant kapsulės polisacharidinio 

sluoksnio, kai kurių membraninių baltymų dalys yra nukreiptos į bakterijos 

išorę, todėl šie baltymai yra pagrindiniai taikiniai efektyvių vaistų ir vakcinų 

kūrimui. Kuriant vakcinas prieš A. baumannii bakteriją, dažniausiai siekiama 

sukelti imuninį atsaką prieš bioplėveles formuojančius baltymus Omp (angl. 

outer membrane protein), BAP (angl. biofilm-associated protein) bei Blp1 

(angl. BAP-like protein 1) (Fattahian et al., 2011; Gellings et al., 2020; 

Skerniškytė et al., 2019a).  

 
 

                                                      
7Karbapenemai yra plataus veikimo β-laktamo grupės antibiotikai, naudojami prieš 

Gram-neigiamas ir Gram-teigiamas bakterijas. 
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18 pav. Karbapenemui atsparių A. baumannii bakterijų paplitimas Europoje. 

Endeminė situacija paskelbta Lietuvoje, Italijoje, Turkijoje, Portugalijoje, Kroatijoje, 

Graikijoje ir Rumunijoje (šalys pavaizduotos tamsiai raudona spalva). Pagal Lötsch 

et al., 2020. 

 

A. baumannii membraninis baltymas OmpA yra vienas pagrindinių 

virulentiškumo veiksnių, reguliuojantis bakterijų adheziją, patogeniškumą bei 

bioplėvelių formavimąsi (Sánchez-Encinales et al., 2017; Skerniškytė et al., 

2019b, 2021; Smani et al., 2014). Membraniniai baltymai OmpA perveria 

Gram-neigiamų bakterijų išorinę membraną ir sąveikaujant su peptidoglikano 

sluoksniu, formuoja poras, per kurias pasyvaus transporto būdu mažos 

hidrofilinės molekulės gali nespecifiškai patekti į ląstelę (19 pav. A) (Iyer et 

al., 2018; Samsudin et al., 2016). Manoma, kad monomerinis OmpA, 

sąveikaudamas su peptidoglikanu, gali jį fiziškai priartinti prie išorinės 

bakterijos membranos. Nors dimerizuotoje būsenoje OmpA taip pat 

sąveikauja su peptidoglikanu, tačiau ši sąveika nelemia peptidoglikano 

pokyčių priartinant jį prie išorinės membranos (19 pav. B). Toks OmpA 

baltymo gebėjimas pereiti į monomerinę arba dimerinę būsenas gali būti 

siejamas su Gram-neigiamų bakterijų peptidoglikano ir ląstelės sienelės 
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tarpusavio sąveikų reguliavimu palaikant ląstelės sienelės struktūrą (Jahangiri 

et al., 2017; Samsudin et al., 2016; Zheng et al., 2011). 

A. baumannii baltymą OmpA sudaro aštuonios β klostės, keturios į 

bakterijos išorę eksponuojamos ilgos kilpos, trys į periplazminę ertmę 

nukreiptos trumpos kilpos bei C galo domenas, sąveikaujantis su 

peptidoglikanu (19 pav.) (Park et al., 2012; Smith et al., 2007). Kadangi 

OmpA baltymas aptinkamas dideliais kiekiais bakterijų išorinėse membranose 

(Badmasti et al., 2015) bei tarp skirtingų A. baumannii padermių yra ganėtinai 

konservatyvus (variacija apie ~ 11 %) (Luo et al., 2012), šis baltymas yra 

puikus kandidatas vakcinų kūrimui. 

 
19 pav. Baltymo OmpA lokalizacijos A. baumannii išorinėje membranoje 

schematinis pavaizdavimas ir sąveikų su peptidoglikanu schemos. (A) Baltymo 

OmpA erdvinis modelis. OmpA išorinėje bakterijos membranoje formuoja poriną, o 

periplazminėje ertmėje sąveikauja su peptidoglikano sluoksniu. (B) Galimi 

monomerinio ir dimerinio OmpA baltymų sąveikų su peptidoglikanu modeliai. Pagal 

Samsudin et al. (2016). 

 

Adhezinai dalyvauja A. baumannii bakterijos bioplėvelių susidaryme. 

Vienas jų – didelės molekulinės masės (nuo ~330 kDa iki ~ 854 kDa), į 

bakterijos paviršių nukreiptas BAP baltymas (De Gregorio et al., 2015; 

Loehfelm et al., 2008). Nors šis baltymas aptinkamas tarp Gram-neigiamų ir 

Gram-teigiamų bakterijų, tačiau jo struktūra išlieka ganėtinai konservatyvi – 

jį sudaro N ir C galų domenai, o centrinę dalį formuoja nuo 3 iki 50 

pasikartojančių bakterinių į imunoglobulinus panašių domenų (angl. bacterial 

immunoglobulin-like domains, Big) (Bodelon et al., 2013). Kadangi BAP 

baltymas yra vienas didžiausių bakterijos baltymų ir kai kuriuose bakterijų 

izoliatuose aptinkami sutrumpinti BAP baltymų variantai, šis baltymas nėra 

tinkamas kandidatas eksponavimui ant virusinių nanostruktūrų kuriant 
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vakciną prieš A. baumannii. Tam gali būti pasirenkamas mažesnės 

molekulinės masės, taip pat į bakterijos paviršių nukreiptas baltymas Blp1. Šis 

baltymas, kaip ir OmpA bei BAP, formuoja bioplėveles bei lemia adheziją su 

žmogaus epitelio ląstelėmis. Blp1 yra struktūriškai panašus į BAP baltymus – 

jį sudaro N ir C galai, kuriuos atskiria bakteriniai į imunoglobulinus panašūs 

domenai (De Gregorio et al., 2015). Pademonstruota, kad Blp1 711 AR dydžio 

C galo domenas aktyvios ir pasyvios imunizacijos metu sukelia imuninį atsaką 

ir peles apsaugo nuo bakterinės infekcijos (Skerniškytė et al., 2019a).  

Vakcinų kūrimą prieš A. baumannii apsunkina storas polisacharidinis 

sluoksnis, padengiantis oportunistinės bakterijos paviršių ir „paslepiantis“ jos 

išorinius baltymus (Wang-Lin et al., 2017). Dėl to, dideliais kiekiais 

aptinkamo konservatyvaus membraninio baltymo OmpA į išorę nukreiptos 

kilpos bei imunogeniškos išorinio baltymo Blp1 dalys yra potencialūs taikiniai 

vakcinų kūrimui prieš daugeliui antibiotikų atsparius A. baumannii bakterijų 

izoliatus (Badmasti et al., 2015; Skerniškytė et al., 2019a).  

Apibendrinant šiame darbe apžvelgtus literatūrinius duomenis, yra daug 

žinoma apie fagų ataugos susiformavimo procesą ir jo reguliaciją, tačiau 

ataugos vamzdelio baltymų savaiminis susirinkimas į virusines nanostruktūras 

yra nepakankamai ištirtas. Nors virusinės nanostruktūros gali būti įvairių 

formų ir dydžių, tačiau daugiausia charakterizuotų nanostruktūrų yra 

ikosaedrinės simetrijos iki 100 nm skersmens, mažiau dėmesio skiriant 

vamzdelio formos nanostruktūroms ir jų įvairovei. Kadangi kiekviena virusinė 

nanostruktūra gali skirtingai toleruoti prie jos prijungtus baltyminius 

fragmentus, tai rodo, kad nėra universalios virusinės nanostruktūros, kuri 

galėtų būti pritaikyta įvairiose mokslo srityse. Dėl to yra poreikis kurti naujas 

virusines nanostruktūras, jas charakterizuoti, ištirti baltymų tarpusavio 

sąveikas, savaiminio susirinkimo procesą bei pademonstruoti nanostruktūrų 

pritaikymą biotechnologijoje ar medicinoje. Sparčiai plintant antibiotikams 

atsparioms bakterijoms, virusams ir jų sukeltoms epidemijoms bei 

pandemijoms, auga poreikis kurti efektyvias ir saugias vakcinas, o tam gali 

būti naudojamos virusinės nanostruktūros.  
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2. MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1. Medžiagos 

2.1.1. Oligonukleotidų ir oligopeptidus koduojančios DNR sekos 
 

2 lentelė. Šiame darbe naudoti oligonukleotidai bei jų charakteristikos. 

Oligonukleotido 

pavadinimas 
Oligonukleotido seka (5'-3') 

Įvedama RE 

atpažinimo 

seka 

PYK5 TATTCATTCTTTTTCATCCTTTGG - 

PGK3 TCCTTACCTTCCAATAATTCCAAAC - 

gp39_F TGTCTAGAACAATGTCTCTTCCAAATGGTTC XbaI 

gp39_NΔ10_F TGTCTAGAACAATGATCGAGCGCACCCGCGC XbaI 

gp39_NΔ24_F TGTCTAGAACAATGATCTCCAACGCAGAGAATCCG XbaI 

gp39_R AGTCTAGATTAGTCAACTTCGCCCTGC XbaI 

gp39beSTOP_R AGTCTAGAGTCAACTTCGCCCTGCATGTG XbaI 

gp39_CΔ12_R AGTCTAGATTAGTCCAGGGAGATTGTCAGGATG XbaI 

gp39_CΔ24_R AGTCTAGATTACATTACCGTGTTCGGCACGTC XbaI 

gp39m_R 
AGACTAGTTTAGGATCCCCCGGGCCATGGGTCAAC

TTCGCCCTGC 

NcoI; SmaI; 

BamHI; BcuI 

GGGGS_F 
CCATGGGGCGGAGGTGGATCTGGCGGAGGTGGATC

GGGCGGAGGTGGATCACCCGGGGGATCC 

NcoI; SmaI; 

BamHI 

GGGGS_R 
GGATCCCCCGGGTGATCCACCTCCGCCCGATCCAC

CTCCGCCAGATCCACCTCCGCCCCATGG 

NcoI; SmaI; 

BamHI 

6His_F GGGCATCATCACCATCACCACG SmaI; BamHI 

6His_R GATCCGTGGTGATGGTGATGATGCCC SmaI; BamHI 

HNTV170_F 
AGCCCGGGGGTATCCGGAAACCAAAACATCTTTAC

GTGTCCTTGGGATCCAC 
SmaI; BamHI 

HNTV181_R 
GTGGATCCCAAGGACACGTAAAGATGTTTTGGTTT

CCGGATACCCCCGGGCT 
SmaI; BamHI 

Api-m4_F AGCCCGGGGGTATTGGTGCTGTTTTG SmaI 

Api-m4_R GTGGATCCCTGTTGTCTCTTTCTCTTAATC BamHI 

eGFP_F AGCCCGGGGTGAGCAAGGGCGAGGAG SmaI 

eGFP_R GTGGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATG BamHI 

Blp163_F AGCCCGGGGATTCGTTTTTGGAAAGTGGTC SmaI 

Blp91_F AGCCCGGGAATGGACATGACACGGTGTTAG SmaI 

Blp55_F AGCCCGGGAGCGCATTAGCTAAATTTATTACTG SmaI 

Blp_R GTGGATCCAACAATAATTTGCTGGTTGTTTAG BamHI 

Omp28_F AGCCCGGGGGTTACACTTTCCAAGACACTC SmaI 

Omp28_R GTGGATCCTAAATCGTCTTGTAATTCAGGTCCG BamHI 

Omp14_F 
GGGAAAGGTGATGTAGACGGTCTTGCAGCTGGCGC

TGAATACAAGG 
SmaI 

Omp14_R 
GATCCCTTGTATTCAGCGCCAGCTGCAAGACCGTC

TACATCACCTTTCCC 
BamHI 

Pabrauktos oligonukleotidų įvedamos RE atpažinimo sekos, žaliai pažymėti start 

kodonai, raudonai – stop kodonai. „F“ – tiesioginis pradmuo (angl. forward), „R“ – 



58 

 

atvirkštinis pradmuo (angl. reverse). Oligonukleotidai buvo susintetinti Metabion 

International AG (Planeg, Vokietija) arba Invitrogen (Glasgow, Jungtinė Karalystė). 

Baltymus bei peptidus koduojančios DNR sekos: 

Bakteriofago NBD2 baltymą koduojančio geno 39 seka (Genbank Nr. 

NC_031050) buvo gauta iš VU GMC BChI Molekulinės mikrobiologijos ir 

biotechnologijos skyriaus kolegų. Hantaan viruso Fojnica genotipo 

nukleokapsidės (N) baltymo peptidą (170-181 AR regionas) koduojanti DNR 

seka buvo pagausinta PGR metodu naudojant plazmidę pFX7_N-6His_HNTV 

(Razanskiene et al., 2004) kaip matricą. Žaliai fluorescuojantį baltymą eGFP 

(angl. enhanced green fluorescent protein) (Gedvilaite et al., 2006) bei bičių 

Apis mellifera alergeno Api-m4 komponentą (nepublikuoti duomenys, 

GenBank Nr. X02007) koduojančios DNR sekos buvo pagausintos naudojant 

eGFP bei Api-m4 koduojančias plazmides kaip matricas. Bakterijų  

A. baumannii baltymus Blp1 ir OmpA koduojančios DNR sekos (Skerniškytė 

et al., 2019a, 2019b) buvo pagausintos PGR metodu naudojant bakterijų  

A. baumannii lizate esančią genominę DNR kaip matricą. 

 

2.1.2. Bakterijų ir mielių kamienai 

Plazmidžių konstravimui ir jų padauginimui buvo naudoti E. coli DH5α F-

gyrA96 (NaIr) recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 (rk−mk+) glnV44 deoR 

Δ(lacZYA-argF)U169 [φ 80dΔ(lacZ)M15] arba E. coli GM119- (F- dam-3 

dcm-6 lacY1 galK2 galT22 tonA31 tsx-78 supE44 mtl-1(thi-1)) kamienai. 

Tikslinių baltymų sintezei buvo naudotas S. cerevisiae mielių AH22-214 

kamienas (MATa leu2-3 leu2-112 his4-519 can1 [KIL-o]) (ATCC™ 38626). 

Bakterijų bei mielių kamienai priklauso VU GMC BTI EGIS kolekcijai. 

 

2.1.3. Programinė įranga ir internetiniai įrankiai 

3 lentelė. Šiame darbe naudotos programinės įrangos bei internetiniai įrankiai. 

Programinė įranga/ 

internetinis įrankis 
Pritaikymas 

Adobe Photoshop CC v2017.1.1 
Programinė įranga paveikslėlių 

vizualizavimui, schemų kūrimui 

ExPASy ProtParam 

https://web.expasy.org/protparam/ 

Internetinis įrankis baltymų 

hidropatiškumo indeksų (GRAVY) 

nustatymui 

https://web.expasy.org/protparam/
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HHpred 

https://toolkit.tuebingen.mpg.de/t

ools/hhpred (Zimmermann et al., 

2018) 

Internetinis įrankis baltymų erdvinių 

modelių nustatymui ir homologinių 

baltymų paieškai 

ImageJ (Schneider et al., 2012) 

Programinė įranga baltymų sintezės 

efektyvumo skaičiavimui bei išgrynintų 

baltymų koncentracijos nustatymui PAA 

gelyje 

I-TASSER 

http://zhanglab.ccmb.med.umich.

edu/I-TASSER/ (Zhang, 2008)  

Internetinis įrankis baltymų erdvinės 

struktūros modelio nustatymui 

MEGA v7.0.26 (Kumar et al., 

2016) 

Programinė įranga DNR ir aminorūgščių 

sekų analizei bei filogenetinio medžio 

braižymui 

MS Excel 2013 
Programinė įranga statistinės analizės 

skaičiavimui 

Origin Pro 8.0 (May ir 

Stevenson, 2009) 

Programinė įranga statistinės analizės 

skaičiavimui, duomenų apdorojimui bei 

vaizdavimui 

Peptide Hydrophobicity/ 

Hydrophilicity Analysis 

https://www.peptide2.com/N_pe

ptide_hydrophobicity_hydrophili

city.php  

Internetinis įrankis peptidus ar baltymus 

sudarančių AR hidrofobinių ir 

hidrofilinių savybių nustatymui  

Protein Calculator v3.4 

http://protcalc.sourceforge.net/ 

Internetinis įrankis baltymų izoelektrinio 

taško (pI) ir baltymų krūvio nustatymui 

Protein Information Resource 

(PIR) 

https://proteininformationresourc

e.org/  

Internetinis įrankis teorinės baltymų 

molekulinės masės nustatymui 

RCSB Protein Data Bank (PDB) 

https://www.rcsb.org/ 

Duomenų bazė baltymų erdvinių 

struktūrų analizei 

UCSF Chimera v1.12 (Pettersen 

et al., 2004) 

Programinė įranga baltymų erdvinių 

modelių vizualizavimui 

UniPro Ugene v36.0 

(Okonechnikov et al., 2012), 

SnapGene 5.2.3. (GLS Biotech, 

https://www.snapgene.com/) 

Programinės įrangos plazmidžių 

konstravimui ir jų analizei 

https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://www.peptide2.com/N_peptide_hydrophobicity_hydrophilicity.php
https://www.peptide2.com/N_peptide_hydrophobicity_hydrophilicity.php
https://www.peptide2.com/N_peptide_hydrophobicity_hydrophilicity.php
http://protcalc.sourceforge.net/
https://proteininformationresource.org/
https://proteininformationresource.org/
https://proteininformationresource.org/
https://proteininformationresource.org/
https://www.snapgene.com/
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2.2. Tyrimų metodai 

2.2.1. Mielių raiškos vektorių konstravimas 

Buvo naudoti pFX7, PFX7_N-His ir pFX7_C-His mielių raiškos vektoriai 

(VU GMC BTI EGIS kolekcija) (Razanskiene et al., 2004; Sasnauskas et al., 

1999). Įterpus geno seką į vektorius pFX7_N-His ir pFX7_C-His, prie sekos 

5‘ arba 3‘ galo prijungiama šešias histidino AR (6x-His) koduojanti seka. 

Darbai su DNR buvo atliekami remiantis klasikiniais genų inžinerijos ir 

molekulinės biologijos metodais (Sambrook ir Russel, 2001). Plazmidinė 

DNR buvo išskiriama iš E. coli ląstelių šarminės lizės metodu (žr. 2.2.5. 

skyrelį) (Engebrecht et al., 2003) arba naudojant plazmidinės DNR skyrimo 

rinkinį „GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit“, remiantis „Thermo Fisher 

Scientific Baltics“ (Vilnius, Lietuva) gamintojo rekomendacijomis.  

Polimerazės grandininėms reakcijoms buvo naudojamos Taq bei Phusion 

High Fidelity DNR polimerazės bei su jais pateikti buferiniai tirpalai. DNR 

hidrolizei restrikcijos endonukleazėmis (RE) buvo naudojami 10 buferiniai 

tirpalai (B+, G+, O+, R+, Tango) arba 10 FastDigest buferinis tirpalas. DNR 

5ʹ-galinių fosfatų pašalinimui buvo naudojama FastAP (1 U/μl) šarminė 

fosfatazė bei 10 FastAP buferinis tirpalas. DNR ligavimo reakcijoms buvo 

naudojama T4 DNR ligazė (5 U/μl) bei gamintojo pateiktas buferinis tirpalas. 

Fermentinėms reakcijoms naudoti tirpalai buvo pagaminti „Thermo Fisher 

Scientific Baltics“ (Vilnius, Lietuva), protokolai buvo atliekami remiantis 

gamintojo rekomendacijomis.  

DNR mėginių koncentracijos buvo nustatomos spektrofotometru 

NanoDrop 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific, Vilmingtonas, MA, JAV), 

DNR nukleotidų sekos buvo tikrinamos VU GMC Biotechnologijos instituto 

Sekvenavimo centre. 

2.2.2. Polimerazinė grandininė reakcija 

Polimerazinė grandininė reakcija (PGR) buvo atliekama DNR fragmentų 

pagausinimui naudojant plazmidinę DNR arba bakterijų A. baumannii lizate 

esančią genominę DNR kaip matricą.  

PGR reakcijoms buvo naudojami „Thermo Fisher Scientific Baltics“ 

buferiniai tirpalai, dNTP mišinys, Taq arba Phusion High Fidelity DNR 

polimerazė pagal gamintojo rekomendacijas. Pradmenų prilydimo 

temperatūros buvo apskaičiuotos internetiniu įrankiu „New England BioLabs 

Tm Calculator“ (https://tmcalculator.neb.com/). DNR sekų pagausinimas 

buvo vykdomas „Eppendorf Mastercycler“ termocikleryje (Eppendorf, 

https://tmcalculator.neb.com/
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Hamburgas, Vokietija). Reakcijoms naudoti oligonukleotidai pateikti  

2 lentelėje. 

2.2.3. DNR elektroforezė 

Į 1-2 % agarozės gelį su 0,1-0,2 μg/ml etidžio bromidu, buvo užnešami 

DNR mėginiai, sumaišyti su 6 DNR dažu. Agarozės geliai buvo panardinami 

į TAE buferinį tirpalą, elektroforezė vykdoma palaikant 10 V/cm įtampą, o 

fragmentai vizualizuojami transiliuminatoriaus „Herolab E.A.S.Y. 442 K“ 

(Herolab GmbH, Laborgeraete, Vokietija) ultravioletinėje šviesoje. 
 

Naudoti reagentai: 

Agarozė, 50 TAE buferinis tirpalas, 6 DNR dažas, DNR molekulinės masės 

standartas „GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder“ (Thermo Fisher Scientific Baltics), 

etidžio bromidas (Sigma Aldrich, Hamburgas, Vokietija). 

Naudoti tirpalai: 

Agarozė: 1-2 % agarozės TAE buferiniame tirpale. 

Etidžio bromido tirpalas: 10 mg/ml etidžio bromido tirpalo. 

2.2.4. DNR fragmentų gryninimas 

DNR fragmentai buvo išpjaunami iš agarozės gelių ir gryninami naudojant 

komercinį rinkinį „GeneJET™ Gel Extraction Kit“. DNR fragmentai iš PGR 

mišinio buvo gryninami naudojant rinkinį „GeneJET™ PCR Purification 

Kit“. Abu rinkiniai buvo gauti iš „Thermo Fisher Scientific Baltics“, 

gryninimas atliktas remiantis gamintojo rekomendacijomis. 

2.2.5. Plazmidinės DNR gryninimas 

E. coli bakterijų GM119- kamieno ląstelės buvo naudojamos mielių raiškos 

vektorių pFX7, pFX7_N-His bei pFX7_C-His padauginimui, o E. coli 

bakterijų DH5α kamieno ląstelės buvo naudojamos darbo metu sukonstruotų 

mielių raiškos vektorių padauginimui. Vektoriumi transformuotų E. coli 

bakterijų naktinė kultūra buvo auginama 3-5 ml LB mitybinėje terpėje su 

ampicilinu (50 μg/ml) 16-18 val. 37 ℃ temperatūroje purtant (180-220 rpm). 

Po to ląstelės buvo surenkamos centrifuguojant 10 min. 3000 aps./min. greičiu 

„Eppendorf Centrifuge 5810R“ centrifuga (Eppendorf, Hamburgas, 

Vokietija). Toliau plazmidinė DNR buvo gryninama dviem būdais: 

komerciniu rinkiniu arba šarminės lizės metodu.  

Plazmidinę DNR gryninant komerciniu rinkiniu, buvo naudojamas 

„GeneJET Plasmid DNA Purification Kit“ (Thermo Fisher Scientific Baltics), 

o procedūros buvo atliekamos remiantis gamintojo rekomendacijomis. 
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Išgrynintų plazmidinių DNR koncentracija buvo matuojama „NanoDrop 

2000/2000c“ spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific). 

Plazmidinę DNR gryninant šarminės lizės metodu, plazmide 

transformuotos ir po auginimo LB terpėje surinktos bakterijų ląstelės buvo 

suspenduojamos 200 µl TE buferiniame tirpale ir perkeliamos į 1,5 ml 

mėgintuvėlį. Pridėjus 200 µl NaOH-NDS tirpalo, ląstelės buvo lizuojamos kelis 

kartus švelniai vartant mėgintuvėlį. Pridėjus 300 µl NaOAc (pH 4,8) tirpalo, 

mėgintuvėlis buvo švelniai vartomas dar 5-10 kartų. Mėginiai buvo 

inkubuojami 5 min. -20 ℃ temperatūroje ir centrifuguojami 3 min.  

13200 aps./min. (Eppendorf Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburgas, 

Vokietija). Viršutinė vandeninė frakcija buvo perkeliama į naują 1,5 ml 

mėgintuvėlį. Pridėjus 700 µl izopropanolio, mėginys buvo intensyviai 

maišomas 0,5-1 min. Po 10 min. inkubavimo -20 ℃ temperatūroje, mėginys 

buvo centrifuguojamas 5 min. 13200 aps./min (Eppendorf Centrifuge 5415D). 

Nuosėdos buvo užpilamos 500 µl -20 ℃ temperatūros 70 % etanolio ir 

intensyviai maišomos apie 0,5-1 min. Mėginį nucentrifugavus tomis pačiomis 

sąlygomis, skystis buvo nusiurbiamas, o nuosėdos džiovinamos atidengiant 

mėgintuvėlį kad išgaruotų etanolis. DNR buvo tirpinama 50 µl distiliuoto 

vandens su 1 µg RNaze A (5 U), inkubuojama 15-30 min. 37 ℃ 

temperatūroje. Išskirta plazmidinė DNR buvo laikoma -20 ℃ temperatūroje. 
 

Naudoti reagentai: 

Ampicilinas (Carl Roth, Karlsruhas, Vokietija), LB (Luria Bertani) mitybinė 

terpė, Tris-HCl, 2-propanolis, RNazė A (Thermo Fisher Scientific Baltics), 

natrio šarmas (Standard, Liublinas, Lenkija), EDTA, natrio acetatas, natrio 

hidroksidas (Sigma Aldrich), natrio dodecilsulfatas (NDS) (Carl Roth, Karlsruhas, 

Vokietija), 96 % etanolis (Honeywell, Šarlotė, NC, JAV). 

Naudotos bakterijų mitybinės terpės ir tirpalai: 

LB bakterijų mitybinė terpė (pH 7): 25 g/l LB mitybinės terpės mišinio. 

Autoklavuojama 1 atm. slėgyje 20 min. 

TE: 10 mM Tris-HCl (pH 7,6), 1 mM EDTA. 

EDTA: 0,5 M EDTA (pH 8). 

NaOH-NDS tirpalas: 1 % NDS, 0,2 M NaOH. 

NaOAc (pH 4,8): 3 M natrio acetatas (pH 4,8), laikomas 4 ℃ temperatūroje. 

Etanolis: ruošiamas 70 % (t./t.) etanolis, laikomas -20 ℃. 

RNazės A tirpalas: 10 mg/ml jaučio kasos ribonukleazės A tirpalas. 

2.2.6. Imliųjų E. coli ląstelių paruošimas ir transformacija 

E. coli bakterijos buvo užsėjamos į 25 ml LB terpės ir auginamos apie 16-

20 val. 37 ℃ temperatūroje purtant (180-220 rpm). Naktinė ląstelių kultūra 
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buvo perkeliama į 500 ml LB terpę 2 L kolboje ir auginama iki optinio tankio 

(OT) 0,6-0,7 (λ = 600 nm). Ląstelės buvo surenkamos centrifuguojant 10 min. 

2000 aps./min. greičiu (Beckman J-6B centrifuga, JS-5.2 rotorius, Beckman, 

Brea, CA, JAV) 4 ℃ temperatūroje ir plaunamos 25 ml 4 ℃ temperatūros 

CaCl2 tirpalu. Ląstelės buvo centrifuguojamos tomis pačiomis sąlygomis, 

suspenduojamos 25 ml 4 ℃ temperatūros CaCl2 tirpale. Ląstelės buvo 

laikomos 16-20 val. 4 ℃ temperatūroje. Kitą dieną ląstelės buvo surenkamos 

centrifuguojant 10 min. 3000 aps./min. 4 ⁰C temperatūroje (Eppendorf 

Centrifuge 5810R) ir švelniai suspenduojamos 5 ml 4 ℃ temperatūros CaCl2 

su gliceroliu tirpale. Paruoštos imliosios E. coli ląstelės transformacijai buvo 

naudojamos iš karto arba saugomos -70s℃ temperatūroje. 

Transformacijai buvo imama 50-100 μl paruoštų imliųjų E. coli ląstelių 

mėginio, pridedama 20 μl ligavimo mišinio (DNR koncentracija 50-100 ng/μl) 

arba 50-200 ng plazmidinės DNR ir inkubuojama 30 min. ledo vonioje. Buvo 

atliekamas ląstelių temperatūrinis šokas inkubuojant 1,5 min. 42 ℃ 

termobloke arba vandens vonioje ir perkeliant 1,5 min. į ledų vonią. Bakterijų 

ląstelių ir DNR mišinys buvo skiedžiamas 0,5 ml kambario temperatūros LB 

terpe be ampicilino ir inkubuojamas 30 min. 37 ℃ temperatūroje. Po to 

ląstelės buvo surenkamos centrifuguojant 2 min. 2500 aps./min. greičiu 

(Eppendorf Centrifuge 5415D) ir išsėjamos ant agarizuotos LB terpės su 

ampicilinu (50 μg/ml). Transformuotos bakterijų ląstelės buvo auginamos  

16-18 val. 37 ℃ termostate. 
 

Naudoti reagentai: 

Glicerolis (Thermo Fisher Scientific Baltics). Kalcio chloridas buvo perkamas 

iš dviejų tiekėjų: „AppliChem“ (Darmstadas, Vokietija) ir „Sigma Aldrich“ 

(Hamburgas, Vokietija). 

Naudotos bakterijų mitybinės terpės ir tirpalai: 

LB bakterijų mitybinė terpė (pH 7) (žr. 2.2.5. skyrelį, 62 p.). 

CaCl2 tirpalas: 100 mM CaCl2 tirpalas, laikomas 4 ℃ temperatūroje. 

CaCl2 su gliceroliu tirpalas: 100 mM CaCl2 tirpalas sumaišomas su gliceroliu 

santykiu 4:1 (m./t.), laikomas 4 ℃ temperatūroje. 

Buvo naudojami sterilūs tirpalai, autoklavuoti 1 atm. slėgyje 20 min. 

2.2.7. Imliųjų S. cerevisiae ląstelių paruošimas ir transformacija 

S. cerevisiae mielių AH22-214 kamieno ląstelės buvo užsėjamos į 3-5 ml 

YEPD terpės ir auginamos 16-18 val. 30 ℃ temperatūroje purtant (180-220 

rpm). 300 µl naktinės mielių kultūros buvo praskiedžiama 10 kartų ta pačia 

mitybine terpe be antibiotiko ir auginama apie 2 val. 30 ℃ temperatūroje 

purtant. Ląstelės buvo surenkamos centrifuguojant 5 min. 3000 aps./min. 
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greičiu (Eppendorf Centrifuge 5810R), praplaunamos 1-3 ml TE buferiniu 

tirpalu ir dar kartą surenkamos centrifuguojant tomis pačiomis sąlygomis. 

Ląstelės buvo suspenduojamos 3 ml TE-LiAc tirpale ir inkubuojamos 1 val. 

30 ℃ temperatūroje purtant. Paruoštos imliosios S. cerevisiae mielių ląstelės 

buvo surenkamos centrifuguojant tomis pačiomis sąlygomis ir 

suspenduojamos 400 µl TE-LiAc tirpale.  

Transformacijai buvo imama 80-100 μl imliųjų S. cerevisiae ląstelių 

mėginio, pridedama apie 1 µg plazmidinės DNR bei 10 % (t./t.) etanolio ir 

inkubuojama 20 min. 30 ℃ termostate. Pridėjus dvigubą tūrį 50 % TE-PEG, 

mielių ląstelių ir DNR mišiniai buvo inkubuojami 1 val. 30 ℃ termostate. Po 

to ląstelėms buvo atliekamas temperatūrinis šokas inkubuojant 20 min. 42 ℃ 

termobloke arba vandens vonioje. Ląstelės buvo surenkamos centrifuguojant 

3 min. 5000 aps./min. (Eppendorf Centrifuge 5415D), praplaunamos 1 ml TE 

tirpalu ir dar kartą centrifuguojamos tomis pačiomis sąlygomis. Suspendavus 

ląsteles 0,5 ml YEPD mitybinėje terpėje, jos buvo inkubuojamos per naktį  

30 °C termostate. Kitą dieną ląstelės buvo surenkamos centrifuguojant 3 min. 

5000 aps./min. (Eppendorf Centrifuge 5415D) ir išsėjamos ant agarizuotos 

YEPD terpės su formaldehidu (0,4 µl/ml). Transformuotos mielių ląstelės 

buvo auginamos dvi paras 30 °C termostate. Ląstelių kolonijos buvo 

persėjamos ant agarizuotos YEPD terpės su formaldehidu (0,6 µl/ml) ir 

auginamos dar dvi paras 30 °C termostate. 
 

Naudoti reagentai: 

Mielių ekstraktas, sojų peptonas (AppliChem), galaktozė (VWR Chemicals 

BDH, Londonas, JK), agaras (Thermo Fisher Scientific Baltics), ličio acetatas 

(Sigma Aldrich), polietilenglikolis 4000 (PEG 4000) (Serva, 

Heidelbergas,Vokietija), 96 % etanolis (Honeywell), 37 % formaldehido 

tirpalas (Amresco, Solonas, OH, JAV). D-gliukozė (dekstrozė) buvo perkama 

iš dviejų tiekėjų: „ChemPur“ (Piekary Slaskie, Lenkija) ir „Thermo Fisher 

Scientific“. 

Naudotos mielių mitybinės terpės ir tirpalai: 

YEPD (angl. yeast extract, peptone, dextrose) mielių auginimo terpė: 1 % 

mielių ekstrakto, 2 % dekstrozės/gliukozės, 2 % peptono. Agarizuotos YEPD 

terpės paruošimui pridedama 1,5-2 % agaro. 

Indukcinė mielių terpė YEP-Gal (2 YEP su galaktoze): 2 % mielių ekstrakto, 

4 % peptono, 6 % galaktozės. Terpės buvo autoklavuojamos 0,8 atm. slėgyje 

30 min. 

TE: (žr. 2.2.5. skyrelį, 62 p.). 

TE-LiAc: 0,1 M CH3COOLi ištirpinamas TE buferiniame tirpale. 

TE-PEG: 50 % (m./t.) PEG 4000 ištirpinamas TE buferiniame tirpale. 
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Buvo naudojami sterilūs tirpalai, autoklavuoti 1 atm. slėgyje 20 min. 

 

2.2.8. S. cerevisiae auginimas ir heterologinių baltymų  

sintezės indukcija 

Raiškos vektoriumi transformuotos mielių ląstelės buvo užsėjamos į skystą 

YEPD terpę su formaldehidu (0,3 µl/ml) ir auginamos 16-24 val. 30 ℃ 

temperatūroje purtant (180-220 rpm). Heterologinių baltymų sintezė buvo 

indukuojama pridėjus tokį patį tūrį YEP-Gal indukcinės terpės (galutinė 

galaktozės koncentracija buvo 3 %) su formaldehidu (0,3 µl/ml). Mielės buvo 

auginamos 20-24 val. 30 °C temperatūroje purtant. Metodika sudaryta pagal 

(Sasnauskas et al., 1999). 
 

Naudotos mielių mitybinės terpės: 

YEPD mielių auginimo terpė ir indukcinė mielių terpė YEP-Gal (2 YEP su 

galaktoze) (žr. 2.2.7. skyrelį, 64 p.). 

 

2.2.9. Mielių ląstelių mechaninis ardymas 

Po heterologinių baltymų sintezės indukcijos, mielių ląstelės buvo 

surenkamos centifuguojant 10 min. 3000 aps./min. greičiu (Beckman J-6B 

centrifuga, JS-5.2 rotorius). Ląsteles praplovus distiliuotu vandeniu, jos buvo 

išpilstomos į 50 ml mėgintuvėlius (taip, kad mėgintuvėlyje būtų apie 3-5 g 

mielių biomasės) ir surenkamos centrifuguojant 5 min. 3000 aps./min. greičiu 

(Eppendorf Centrifuge 5810R). Pasverta drėgna mielių biomasė tą pačią dieną 

buvo ardoma mechaniniu būdu arba saugoma -20 ⁰C temperatūroje. 

Mielių ląstelių mechaninis ardymas ir darbai su mielių baltymais buvo 

atliekami ledo vonioje naudojant 4 ⁰C temperatūros buferinius tirpalus. 

Drėgna mielių biomasė buvo mechaniškai ardoma naudojant stiklo rutuliukus 

ir buferinį ardymo tirpalą (DB450 + Arg, 2 mM PMSF) santykiu 1:1:2. Mielių 

ląstelės buvo ardomos intensyviai purtant purtykle (30 sek. purtymo ir 30 sek. 

šaldymo lede, šį ciklą kartojant bent 10 kartų). Gauti „grubūs“ lizatai (juos 

sudarė mielių ląstelių nuolaužos, stiklo rutuliukai, mielių baltymai) buvo 

centrifuguojami 5 min. 3000 aps./min. greičiu (Eppendorf Centrifuge 5810R) 

atskiriant mielių baltymus nuo stiklo rutuliukų ir ląstelių nuolaužų. Surinktas 

nuskaidrintas mielių lizatas buvo centrifuguojamas 40 min. 12000 aps./min. 

(10000 g.) 4 ⁰C temperatūroje (Beckman Avanti J-26 XPI, JA-20 rotorius, 

Beckman GmbH). Po mėginių centrifugavimo, buvo surenkamas 

supernatantas, o baltymų nuosėdos tirpinamos 1-3 ml ardymo buferiniame 

tirpale. 
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Surinkto nuskaidrinto lizato, supernatanto ir nuosėdų mėginių baltymų 

koncentracija buvo matuojama „NanoDrop 2000/2000c“ (Thermo Fisher 

Scientific) spektrofotometru (λ = 280 nm). Baltymų mėginiai buvo skiedžiami 

iki 10 mg/ml koncentracijos, pridedama 2 baltymų dažo. Mėginiai buvo 

kaitinami 10 min. 100 ⁰C temperatūroje ir frakcionuojami PAA gelyje 

denatūruojančiomis sąlygomis. 
 

Naudoti reagentai, medžiagos: 

0,5 mm stiklo rutuliukai (Carl Roth), Tris-HCl, 2-propanolis (Thermo Fisher 

Scientific Baltics), TritonX-100, bromofenolio mėlis (Merck, Darmstadas, 

Vokietija), merkaptoetanolis, fenilmetilsulfonil fluoridas (PMSF) (Sigma 

Aldrich), L-Argininas (AppliChem), NDS (Carl Roth), 0,2 µm porėtumo filtras 

(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Vokietija). Kalcio chloridas buvo 

perkamas iš „AppliChem“ ir „Sigma Aldrich“, natrio chloridas buvo 

perkamas iš „Merck“ ir „ChemPur“. 

Naudoti buferiniai tirpalai: 

Buferinis mielių ardymo tirpalas: DB450 + Arg (pH 7,2), 2 mM PMSF. 

DB450 + Arg: 10 mM Tris-HCl (pH 7,2), 450 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 0,01 % 

TritonX-100, 0,25 M L-Arg. Buferinis tirpalas buvo filtruojamas per 0,2 µm porėtumo 

filtrą.  

10 PMSF tirpalas: 20 mM PMSF izopropanolyje, laikomas -20 ℃ temperatūroje. 

2 baltymų dažas: 0,1 M Tris-HCl (pH 6,8), 4 % NDS (m./t.), 0,1 % bromfenolio 

mėlio, 20 % (t./t.) glicerolio. Prieš naudojimą įdėta 10 % merkaptoetanolio. 

 

2.2.10. Tikslinių baltymų gryninimas iš mielių ląstelių 

Suardytų mielių ląstelių lizatų, supernatantų ir nuosėdų mėginiai (žr. 2.2.9. 

skyrelį) buvo analizuojami PAA gelyje. Jeigu tikslinio baltymo didesnis 

kiekis buvo aptinkamas supernatante, o ne nuosėdose, tada gryninimo etapai 

buvo atliekami su supernatante buvusiais baltymais ir atvirkščiai, jeigu 

tikslinis baltymas koncentravosi nuosėdose, o ne supernatante, toliau 

gryninimo etapai buvo atliekami su nuosėdose buvusiais baltymais. Visi 

tiksliniai baltymai buvo gryninami per 30-40 % sacharozės tirpalų gradientą 

(protokolas (A)), jeigu tikslinių baltymų grynumas būdavo nepakankamas, jie 

buvo papildomai gryninami per 30-60 % sacharozės tirpalų gradientą 

(protokolas (B)): 

(A) tikslinių baltymų gryninimas per 30-40 % sacharozės tirpalų gradientą. 

Sacharozė buvo tirpinama DB150 buferiniame tirpale (m./t.). Paruošti 

sacharozės tirpalai į ultracentrifuginį mėgintuvėlį buvo supilami tankio 

mažėjimo tvarka (4 lentelė). Mielių supernatanto arba nuosėdų mėginys, 
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kuriame buvo aptinkamas didžiausias tikslinio baltymo kiekis, buvo lėtai 

užpilamas ant 30 % sacharozės tirpalo viršaus. Ultracentrifuginis 

mėgintuvėlis iki viršaus buvo užpildomas DB450 + Arg buferiniu tirpalu 

ir centrifuguojamas 2-3 val. 37000 aps./min. greičiu 4 °C temperatūroje 

(Beckman K80 arba K90 centrifugoje, 70.1 Ti arba 60 Ti rotoriuje, 

Beckman GmbH). Iškart po ultracentrifugavimo, tirpalas buvo 

nusiurbiamas, o baltymų nuosėdos buvo lėtai tirpinamos PBS tirpale ir 

analizuojamos PAA gelyje.  
 

(B) tikslinių baltymų gryninimas per 30-60 % sacharozės tirpalų gradientą. 

Sacharozė buvo tirpinama DB150 + Arg buferiniame tirpale (m./t.). 

Paruošti tirpalai į ultracentrifuginį mėgintuvėlį buvo supilami tankio 

mažėjimo tvarka (4 lentelė). Baltymų mėginys, gautas (A) etape, buvo lėtai 

užpilamas ant 30 % sacharozės tirpalo viršaus. Ultracentrifuginis 

mėgintuvėlis iki viršaus buvo užpildomas DB150 + Arg buferiniu tirpalu 

ir centrifuguojamas 16-24 val. 37000 aps./min. greičiu 4 °C temperatūroje 

(Beckman K80 arba K90 centrifugoje, Beckman GmbH). Tada po 1 ml nuo 

40 % sacharozės ribos buvo lėtai renkamos atskiros frakcijos. Frakcijų 

mėginiai buvo sumaišomi su 2 baltymų dažu, kaitinami 10 min. 100 ⁰C 

temperatūroje ir analizuojami PAA gelyje. Frakcijos, kuriose buvo stebima 

daugiausia tikslinio baltymo be priemaišinių baltymų, buvo apjungiamos. 
Metodika sudaryta remiantis (Gedvilaite et al., 2000) bei ją modifikuojant. 
 
 

4 lentelė. Tikslinių baltymų gryninimui naudotų sacharozės tirpalų suvestinė. 

 Sacharozės tirpalų 

koncentracijos 

Gryninimas per 

30-40 % tirpalų 

gradientą, ml 

Gryninimas per 

30-60 % tirpalų 

gradientą, ml 

T
ir

p
al

ų
 

p
y

li
m

o
  

tv
ar

k
a 

30 %  4 2 

40 %  10 1,5 

45 %  – 1,5 

50 %  – 1,5 

55 %  – 1,5 

60 % – 1,5 
 

Naudoti reagentai, medžiagos: 

Tris-HCl, sacharozė, 2-propanolis (Thermo Fisher Scientific Baltics), 

TritonX-100, natrio dihidrofosfatas (Merck), L-Argininas (AppliChem), NDS, 

di-natrio hidrofosfatas (Carl Roth), 0,2 µm porėtumo filtras (Sartorius Stedim 

Biotech GmbH). Kalcio chloridas buvo perkamas iš „AppliChem“ ir „Sigma 

Aldrich“, natrio chloridas buvo perkamas iš „Merck“ ir „ChemPur“. 

Naudoti buferiniai tirpalai: 

Buferinis mielių ardymo tirpalas: DB450 + Arg (pH 7,2), 2 mM PMSF. 

DB450 + Arg (žr. 2.2.9. skyrelį, 66 p.). 
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10 PMSF tirpalas (žr. 2.2.9. skyrelį, 66 p.). 

DB150: 10 mM Tris-HCl (pH 7,2), 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 0,01 % TritonX-100. 

DB150 + Arg: 10 mM Tris-HCl (pH 7,2), 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 0,01 %  

TritonX-100, 0,25 M L-Arg. 

Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS): 0,08 M Na2HPO4, 0,025 M NaH2PO4, 0,1 M NaCl 

(pH 7,5). 

Sacharozės tirpalai: 30-60 % sacharozės tirpalai (m./t.) gaminami DB150 arba DB150 

+ Arg buferiniame tirpale, laikomi 4 ℃ temperatūroje. 

Visi tirpalai, išskyrus 10 PMSF, buvo filtruojami per 0,2 µm porėtumo filtrą. 

2 baltymų dažas (žr. 2.2.9. skyrelį, 66 p.). 

 

2.2.11. Baltymų elektroforezė denatūruojančiomis sąlygomis (NDS-PAGE) 

ir poliakrilamidinio gelio dažymas 

Ruošiant poliakrilamidinį gelį (PAA), 14 % skirstomojo gelio tirpalas (5 

lentelė) buvo supilamas tarp stiklinės ir aliumininės tarpinių, įstatytų į gelių 

užpylimo formą „HoeferTM Dual Gel Caster“ (Amersham Biosciences, JK). 

Skirstomajam gelio sluoksniui sustingus (po ~ 30-40 min.), paruoštas 3,2 % 

koncentruojančio gelio tirpalas (5 lentelė) buvo užpilamas ant sustingusios 

gelio dalies. Į gelio formelę buvo įstatoma baltymų mėginiams suleisti skirta 

tarpinė. Po 30-40 min., gelis būdavo sustingęs ir galėjo būti naudojamas 

baltymų elektroforezei atlikti arba laikomas 4 ℃ temperatūroje kelias dienas. 
 

5 lentelė. PAA gelio paruošimo protokolas. 
14 % skirstomasis sluoksnis Tūris, reikalingas vienam PAA geliui 

30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas 3 ml 

Tris-HCl/NDS pH 8,8 1,67 ml 

H2O 1,68 ml 

10 % APS 64,3 µl 

TEMED 6,4 µl 

3,2 % koncentruojantis sluoksnis 

30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas 0,24 ml 

Tris-HCl/NDS pH 6,8 0,46 ml 

H2O 1,12 ml 

10 % APS 9,2 µl 

TEMED 1,84 µl 

 

Baltymų mėginiai buvo maišomi su 2 mėginių dažu (turinčiu 10 % 

merkaptoetanolio) ir kaitinami 10 min. 100 ºC temperatūroje. Paruošti 

baltymų mėginiai buvo užnešami į PAA gelio takelius. Elektroforezė buvo 

atliekama Rothiphorese® SDS-PAGE buferiniame tirpale vertikalios 

elektroforezės aparate, esant 150-190 V įtampai. Po elektroforezės, PAA gelis 
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5-10 min. buvo inkubuojamas fiksavimo buferiniame tirpale ir dažomas 

Coomassie briliantinio mėlio dažymo tirpalu švelniai purtant. Nudažytas PAA 

gelis buvo plaunamas 5 % acto rūgšties tirpalu švelniai purtant kelias valandas 

arba per naktį. 
 

Naudoti reagentai: 

Tris-HCl, glicinas, baltymų molekulinės masės standartai „PageRulerTM Prestained 

Protein Ladder“ (SM26616, SM26634), „PageRulerTM Unstained Protein Ladder“ 

(SM26610, SM26614) (Thermo Fisher Scientific Baltics), NDS, 30 % (29:1) 

Rotiphorese® akrilamido/bisakrilamido tirpalas, 10 Rothiphorese® SDS-PAGE 

buferinis tirpalas, amonio persulfatas (APS), N, N, N', N'-

tetrametilendiaminas (TEMED) (Carl Roth), 96 % etanolis (Honeywell), acto 

rūgštis (ChemPur), Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma Aldrich). 

Naudoti tirpalai: 

Tris-HCl/NDS (pH 8,8): 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8), 0,4 % (m./t.) NDS. 

Tris-HCl/NDS (pH 6,8): 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,4 % (m./t.) NDS. 

Amonio persulfato tirpalas (APS): 10 % amonio persulfato tirpalas vandenyje. 

2 baltymų dažas (žr. 2.2.9. skyrelį, 66 p.). 

Gelių fiksavimo tirpalas: 50 % (t./t.) etanolio, 10 % (t./t.) acto rūgšties tirpalas. 

Coomassie briliantinio mėlio dažymo tirpalas: 50 % (t./t.) etanolio, 0,07 % (t./t.) 

Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 % (t./t.) acto rūgšties. 

Gelių plovimo tirpalas: 5 % (t./t.) acto rūgšties. 
 

2.2.12. Tikslinių baltymų sintezės efektyvumo mielėse, jų koncentracijos ir 

baltymo gp39 gryninimo išeigos nustatymas 

Mielių lizate esančių tikslinių baltymų kiekis, jų sintezės efektyvumas bei 

išgrynintų baltymų koncentracija buvo nustatomi analizuojant PAA gelių 

nuotraukas. Naudojant „ImageJ“ programinę įrangą (Schneider et al., 2012), 

PAA gelio nuotraukoje buvo pažymimas vienas tikslinis baltymas arba visi 

viename PAA gelio takelyje išfrakcionuoti baltymai. Nuotraukos pažymėtoje 

srityje buvo analizuojamas baltymo juostelių dydis ir intensyvumas, kuris 

buvo paverčiamas skaitine verte. Mielių lizate esančio tikslinio baltymo 

sintezės efektyvumas buvo skaičiuojamas tikslinio baltymo skaitinę vertę 

padalinant iš visų mielių lizate esančių baltymų skaitinės vertės ir padauginant 

iš 100, t., y., buvo apskaičiuojamas susintetinto tikslinio baltymo kiekio 

procentas nuo bendro ląstelės baltymų kiekio. Tam buvo naudojama formulė: 

 

 

[(tikslinio baltymo skaitinė vertė/ mielių lizato visų baltymų skaitinė vertė)  100 %] 
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Išgrynintų baltymų koncentracija PAA geliuose buvo nustatoma matuojant 

išgrynintų baltymų juostelių skaitines vertes ir lyginant jas su žinomos 

molekulinės masės jaučio serumo albumino (angl. bovine serum albumin, 

BSA) (Thermo Fisher Scientific) baltyminių juostelių skaitinėmis vertėmis 

(20 pav.). 

 

 
20 pav. Baltymo gp39 koncentracijos nustatymo tyrimas. (A) gp39 ir jaučio 

serumo albumino baltymų PAA gelio nuotrauka. M – baltymų molekulinės masės 

standartas „Page RulerTM Unstained Protein Ladder“ (Thermo Fisher Scientific 

Baltics). Baltymo gp39 juostelė pažymėta geltonu kvadratu. BSA – jaučio serumo 

albumino baltymai (1 mg/ml ir 2 mg/ml). (B) Pažymėtos gp39 juostelės intensyvumo 

skaičiavimo tyrimas. Pažymėjus grafiko dalį, atitinkančią baltymą gp39 (grafike 

pažymėta geltona spalva), „ImageJ“ programa paskaičiavo pažymėtos dalies skaitinę 

vertę (parodyta paveikslėlio apačioje). Baltymo gp39 skaitinę vertę palyginus su tokiu 

pačiu principu nustatytomis BSA baltymų skaitinėmis vertėmis, buvo paskaičiuota 

gp39 koncentracija.  

 

Baltymo gp39 gryninimo išeiga buvo išreiškiama baltymo kiekiu (mg), 

gautu suardžius 1 g drėgnos mielių biomasės. Gryninimo išeiga buvo 

apskaičiuojama nustatant gryninimo metu gauto gp39 kiekį (mg) ir pasveriant 

eksperimentui naudotų mielių, sintetinančių gp39, biomasės kiekį (g). Tam 

buvo naudojama formulė:  

 

 

2.2.13. Baltymų dializė 

Išgrynintų baltymų mėginiai buvo supilami į celiuliozinį dializės maišelį ir 

įmerkiami į 4 °C temperatūros PBS buferinį tirpalą. Priklausomai nuo baltymų 

išgryninto gp39 kiekis (mg)/ mielių biomasės kiekio (g) 
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mėginio tūrio, dializė buvo atliekama 200 ml arba 2 L PBS buferinio tirpalo 

tūryje lėtai maišant magnetine maišykle 4 °C temperatūroje. Dializė buvo 

vykdoma apie 20-24 val., kas 2-5 val. keičiant PBS buferinį tirpalą (iš viso  

3-4 buferinio tirpalo pakeitimai). 

Atliekant gp39 ir jo formuojamų nanovamzdelių stabilumo tyrimą, 100 µl 

baltyminio mėginio (1 mg/ml koncentracijos) buvo dializuojama 200 ml 6 M 

guanidino hidrochlorido (GuHCl) tirpale. Dializė buvo vykdoma 1 val. lėtai 

maišant magnetine maišykle 4 °C temperatūroje. Baltymo gp39 renatūracija 

buvo atlikta dializuojant ~80 µl baltyminio mėginio (1 mg/ml koncentracijos) 

200 ml PBS buferiniame tirpale 20 val. lėtai maišant magnetine maišykle 4 °C 

temperatūroje. 

Naudoti reagentai, medžiagos: 

Guanidino hidrochloridas (Sigma Aldrich), celiuliozinė dializės membrana 

(14 kDa pralaidumo) (Carl Roth), natrio dihidrofosfatas (Merck), di-natrio 

hidrofosfatas (Carl Roth), natrio chloridas buvo perkamas iš „Merck“ ir 

„ChemPur“. 
 

Naudoti buferiniai tirpalai: 

GuHCl tirpalas: 6 M guanidino hidrochloridas, laikomas kambario temperatūroje. 

PBS buferinis tirpalas (žr. 2.2.10. skyrelį, 68 p.). 

2.2.14. Mielių ląstelių fluorescencinė analizė 

 

3ml YEPD mitybinėje terpėje buvo auginamos mielės, sintetinančios 

baltymą gp39 ir chimerinius gp39m_eGFP bei gp39m_J_eGFP. Po ląstelių 

indukcijos galaktoze (žr. 2.2.8. skyrelį), mielių ląstelės buvo skiedžiamos iki 

OD=2. Ant objektinio stikliuko buvo užnešama po 10 µl mielių ląstelių 

mėginio, mikroskopavimui ląstelės nebuvo fiksuojamos.  

Ląstelių morfologija buvo stebėta šviesaus lauko mikroskopijos būdu 

(nuotraukų išlaikymas 3 ms), mikroskopu Olympus AX70, naudojant 60 

aliejaus imersijos objektyvą UPlanFl, kurio NA 1,25. Baltymo eGFP 

fluorescencija buvo registruota naudojant filtrų kubą WIBA (ex = 460-490 

nm; em = 515-550 nm). Mikroskopavimo nuotraukos registruotos CCD 

kamera ORCA (Hamamatsu, Japonija), nuotraukų išlaikymas 45-85 ms. 

Mikroskopavimą atliko dr. A. Sasnauskienė (VU GMC Biochemijos ir 

molekulinės biologijos katedra). 
 

Naudotos mielių mitybinės terpės: 

YEPD mielių auginimo terpė ir indukcinė mielių terpė YEP-Gal (2 YEP su 

galaktoze) (žr. 2.2.7. skyrelį, 64 p.). 
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2.2.15. Virusinių nanostruktūrų stebėjimas elektroniniu mikroskopu 

4 µl baltymo mėginio (~1 mg/ml koncentracijos) buvo užnešama ant 

mikroskopavimo tinklelio. Po kelių minučių inkubavimo, mikroskopavimo 

tinklelis buvo nusausinamas su filtriniu popieriumi ir praplaunamas užlašinus 

4 µl distiliuoto vandens. Su filtriniu popieriumi nusausinus tinklelį, mėginys 

kelias minutes buvo dažomas užlašinus 4 µl 2 % uranilacetato tirpalo. 

Mikroskopavimas buvo atliekamas stebint „Morgagni-268(D)“ elektroniniu 

mikroskopu (FEI, Eindhovenas, Olandija). 
 

Naudoti reagentai, medžiagos: 

Mikroskopavimo tinklelis „AGS162-4 Formvar/Carbon 400 Mesh Copper“ 

(Agar Scientific, Stanstedas, JK), 2 % uranilacetato tirpalas (Reachim, 

Maskva, Rusija). 

2.2.16. Imunoblotas 

 

Baltymai iš PAA gelio buvo pernešami ant PVDF membranos pusiau 

šlapio pernešimo metodu. PAA gelis, vatmano lapeliai bei 96 % etanoliu 

aktyvinta PVDF membrana ~5 min. buvo mirkomi PTB buferiniame tirpale. 

Ant baltymų pernešimo prietaiso buvo dedamas vatmano lapelis, ant viršaus 

PVDF membrana, ant jos PAA gelis ir vėl vatmano lapelis. Baltymų 

pernešimas ant membranos buvo vykdomas 40 min. esant 20 V įtampai. Po 

baltymų pernešimo, PVDF membrana 1 val. buvo inkubuojama  

1 ROTI®Block blokavimo tirpale ir 3 kartus praplaunama TBS-T tirpalu 

švelniai maišant. Membrana buvo inkubuojama su pirminiais antikūnais: 

(A) anti-gp39 polikloniniais antikūnais (PAk) (paruošė I. Dalgėdienė, VU 

GMC BTI ILBS). Antikūnai buvo skiedžiami iki 2 µg/ml TBS-T 

buferiniame tirpale. 

(B) anti-His monokloniniais antikūnais MAk (Invitrogen, Karlsbadas, CA, 

JAV). Antikūnai buvo skiedžiami 1:5000 TBS-T buferiniame tirpale, pagal 

gamintojo rekomendacijas. 
 

Membrana su pirminiais antikūnais buvo inkubuojama per naktį švelniai 

purtant kambario temperatūroje. Po inkubavimo, membrana 3 kartus buvo 

praplaunama TBS-T tirpalu ir 2 val. kambario temperatūroje inkubuojama su 

anti-pelės IgG HRP antikūnais, konjuguotais su krienų peroksidaze (1:3000 

TBS-T buferiniame tirpale). Po to membrana 2 kartus buvo plaunama TBS-T 

tirpalu, o trečią kartą praplaunama su TBS tirpalu. Po praplovimo membrana 

buvo ryškinama užpylus chlornaftolio ryškinimo tirpalo, o reakcija buvo 

stabdoma membraną įmerkiant į vandenį. 

Taškiniam imunoblotui atlikti, 2 µg išgrynintų rekombinantinių baltymų 
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arba 20 µg mielių, transformuotų „tuščiu“ raiškos vektoriumi, lizato buvo 

užlašinama ant 96 % etanoliu aktyvintos PVDF membranos. Mėginiams 

išdžiūvus, PVDF membrana buvo blokuojama ir inkubuojama su antikūnais 

laikantis standartinio imunobloto protokolo. 
 

Naudoti reagentai, medžiagos: 

0,45 µm polivinilideno difluorido membrana (PVDF) (GE Healthcare Life 

Science, Freiburgas, Vokietija), 35 % vandenilio peroksidas (Arcos Organics, 

Gelis (Geel), Belgija), 10 ROTI®Block tirpalas (Carl Roth), 4-chloro-1-naftolis, 

NaCl (Sigma Aldrich), Tris, glicinas (Thermo Fisher Scientific Baltics), 96 % 

etanolis (Honeywell), Tween-20 (AppliChem). 

Naudoti buferiniai tirpalai: 

Baltymų pernešimo buferinis tirpalas PTB (angl. protein transfer buffer): 25 mM Tris, 

192 mM glicino, 20 % etanolio, laikomas 4 ℃ temperatūroje. 

Membranos blokavimo tirpalas: 1 ROTI®Block tirpalas. 

TBS buferinis tirpalas: 20 mM Tris, 137 mM NaCl (pH 7,6). 

TBS-T buferinis tirpalas: TBS tirpalas su 0,1 % Tween-20 (t./ t.). 

Membranos ryškinimo tirpalas: prieš pat naudojimą buvo sumaišomi 2 ml „A“ ir 10 ml 

„B“ tirpalai: 

Tirpalas A: 30 mg 4-chlor-1-naftolio ištirpinta 10 ml etanolio, laikomas  

-20 ℃ temperatūroje; 

Tirpalas B: 30 μl 30 % H2O2 ištirpinta 10 ml TBS buferiniame tirpale. 

2.2.17. Netiesioginė imunofermentinė analizė (IFA) 

Į 96-šulinėlių skaidrios plokščiadugnės plokštelės šulinėlius (Nerbe Plus 

GmbH, Winsenas, Vokietija) buvo pilama po 100 μl 2 μg/ml koncentracijos 

rekombinantinio baltymo, skiesto karbonatiniame buferiniame tirpale. 

Plokštelės buvo inkubuojamos per naktį 4 °C temperatūroje. Kitą dieną 

plokštelės 3 kartus buvo praplaunamos PBS-T tirpalu. Nusausinus plokšteles 

ir į šulinėlius įpylus po 200 μl blokavimo tirpalo, plokštelės buvo 

inkubuojamos 1 val. kambario temperatūroje. Šulinėlius 3 kartus praplovus 

PBS-T buferiniu tirpalu, buvo įpilama po 100 μl pirminių antikūnų: 

(A) baltymu gp39 imunizuotų pelių kraujo serumo. Serumo mėginiai buvo 

titruojami skiedžiant du kartus mėginių buferiniame tirpale pradedant nuo 

1:200 skiedimo; 

(B) anti-gp39 PAk (VU GMC BTI ILBS). Antikūnai buvo skiedžiami iki 

2 μg/ml mėginių buferiniame tirpale; 

(C) anti-His MAk (Invitrogen). Antikūnai buvo skiedžiami 1:5000 

mėginių buferiniame tirpale, pagal gamintojo rekomendacijas. 
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 Plokštelės su pirminiais antikūnais buvo inkubuojamos 1 val. 37 °C 

termostate. Po inkubacijos, šulinėliai buvo praplaunami 5 kartus PBS-T 

buferiniu tirpalu. Po to į kiekvieną šulinėlį buvo įpilama po 100 μl 1:5000 

skiestų ožkos anti-pelės IgG HRP antikūnų (BioRad, Herkules, CA, JAV). 

Plokštelės buvo inkubuojamos 1 val. 37 °C termostate ir plaunamos 5 kartus 

PBS-T buferiniu tirpalu. Reakcijos buvo vykdomos į šulinėlius įpylus po  

100 μl TMB substrato (Clinical Science Products) ir inkubuojamos 2-5 min. 

kol atsirasdavo intensyvi mėlyna spalva. Reakcija buvo stabdoma į šulinėlius 

įpylus po 100 μl 10 % H2SO4 tirpalo. Reakcijų OT buvo įvertinami 

spektrofotometru „Multiskan EX plate reader“ (Franklinas, TN, JAV) esant 

450 nm bangos ilgiui ir 620 nm koreguojančiam spinduliui, o rezultatai 

analizuojami „MS Excel 2013“ arba „Origin Pro 8.0“ programine įranga. 

Naudoti reagentai, medžiagos: 

Natrio karbonatas (Reachim, Rusija), BSA (Sigma Aldrich), sieros rūgštis 

(Fluka, Buchsas, Šveicarija), 10 ROTI®Block tirpalas (Carl Roth), Tween-20 

(AppliChem), natrio dihidrofosfatas (Merck), di-natrio hidrofosfatas (Carl 

Roth), natrio chloridas buvo perkamas iš „Merck“ ir „ChemPur“. 
 

Naudoti buferiniai tirpalai: 

Karbonatinis buferinis tirpalas: 0,05 M Na2CO3 (pH 9,6), laikomas 4 ℃ 

temperatūroje. 

IFA blokavimo tirpalas: 1 ROTI®Block tirpalas. 

Plovimo buferinis tirpalas PBS-T: PBS (pH 7,5) (žr. 2.2.10. skyrelį, 68 p.),  

0,1 % Tween-20. 

Mėginių tirpalas: PBS (pH 7,5) (žr. 2.2.10. skyrelį, 68 p.), 0,1 % Tween-20,  

1 % BSA. 

Reakcijų su TMB stabdymo tirpalas: 10 % H2SO4 tirpalas. 

2.2.18. Pelių imunizacija 

9 savaičių BALB/c patelės buvo suskirstytos į dvi grupes po 5 peles  

(n = 10). Pirmoji pelių grupė buvo imunizuojama natyviomis sąlygomis 

išgrynintu baltymu gp39 su Freundo adjuvantu: 3 kartus 4 savaičių intervalais 

į poodį buvo suleidžiama 50 µg baltymo gp39, ištirpinto 100 µl steriliame PBS 

buferiniame tirpale ir sumaišyto su 100 µl pilnu Freundo adjuvantu (PFA). 

Antrai pelių imunizacijai buvo suleidžiama 50 µg baltymo gp39, ištirpinto  

100 µl steriliame PBS buferiniame tirpale, sumaišyto su 100 µl nepilno 

Freundo adjuvanto (NFA). Trečios pelių imunizacijos metu adjuvantas 

nebuvo naudojamas: pelės buvo imunizuojamos tik baltymu gp39. Antroji 

pelių grupė buvo imunizuojama natyviomis sąlygomis išgrynintu baltymu 
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gp39 be adjuvanto: 3 kartus 4 savaičių intervalais į poodį buvo suleidžiama 

50 µg baltymo gp39, ištirpinto 100 µl steriliame PBS buferiniame tirpale. 

Pelių kraujo mėginiai buvo renkami prieš imunizaciją bei praėjus 2 savaitėms 

po kiekvienos imunizacijos (21 pav.).  

BALB/c patelės buvo veisiamos ir auginamos VU GMC BChI Biologinių 

modelių skyriaus vivariume. Leidimas dirbti su pelėmis buvo gautas iš 

Valstybinės maisto ir veterinarijos tarnybos (leidimo Nr. G2-117, suteiktas 

2019-06-11). Imunizacijas bei kraujo mėginių ir serumo iš jų išskyrimą atliko 

I. Dalgėdienė (VU GMC BTI Imunologijos ir ląstelės biologijos skyrius 

(ILBS)), turinti VU Gamtos mokslų fakulteto išduodą pažymėjimą, suteikiantį 

teisę dirbti su laboratoriniais gyvūnais Lietuvos Respublikoje. 
 

 
21 pav. Pelių imunizacijos schema. Pelės buvo imunizuojamos į poodį suleidžiant 

baltymo gp39 su Freundo adjuvantu arba be adjuvanto 3 kartus 4 savaičių intervalais. 

Kraujo mėginiai buvo renkami prieš imunizaciją bei praėjus 2 savaitėms po 

kiekvienos imunizacijos. PFA – pilnas Freundo adjuvantas, NFA – nepilnas Freundo 

adjuvantas. 
 

Naudoti reagentai, medžiagos: 

Freundo adjuvantas (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, JAV), natrio 

dihidrofosfatas (Merck), di-natrio hidrofosfatas (Carl Roth), natrio chloridas 

buvo perkamas iš „Merck“ ir „ChemPur“. 
 

Naudotas buferinis tirpalas: 

PBS buferinis tirpalas: (žr. 2.2.10. skyrelį, 68 p.). 

 

2.2.19. Antikūnų titro nustatymas ir statistinė analizė 

Atliekant netiesioginę IFA, baltymu gp39 imunizuotų pelių kraujo serumai 

buvo inkubuojami su gp39 arba žiurkėno poliomos viruso kapsidės baltymu 

VP1 (Sasnauskas et al., 1999). Baltymui gp39 specifinių antikūnų titru buvo 

laikomas didžiausias imunizuotų pelių serumo skiedimas, kuriame OT 

reikšmė tarp gp39 specifinių IgG antikūnų ir baltymo gp39 buvo tris kartus 

didesnė nei serumų sąveikos su nespecifiniu baltymu (VP1) OT reikšmių 
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vidurkio ir trijų standartinių nuokrypių sumos (x̅ + 3 SN). Antikūnų titru buvo 

laikomas pelių serumo skiedimas kai OT vertė viršijo 0,2 (OT ≥ 0,2) (Malm 

et al., 2014).  

Antikūnų titro duomenų pasiskirstymo normalumas buvo nustatomas 

Shapiro-Wilk testu. Kadangi analizuojamos imtys buvo mažos (n = 5), tik po 

pirmos pelių imunizacijos baltymu gp39 bei po antros imunizacijos baltymu 

gp39 su NFA antikūnų titro duomenys atitiko normalųjį skirstinį (p > 0,14 ir 

p > 0,20, atitinkamai), o kitose pelių grupėse antikūnų titro duomenys nebuvo 

pasiskirstę pagal normalųjį skirstinį (p < 0,05), todėl statistinė analizė buvo 

atlikta naudojant neparametrinius testus. Antikūnų titrų skirtumai tarp atskirų 

pelių grupių (imunizuotos gp39 be arba su adjuvantu) buvo lyginami 

naudojant Mann-Whitney U testą, o poriniai antikūnų titro skirtumai pelių 

grupės viduje buvo nustatomi naudojant Wilcoxon Signed Rank testą. 

Statistinė analizė buvo atlikta naudojant statistinės analizės programą 

„OriginPro 8.0“ ir „MS Excel 2013“ programą. Naudotas reikšmingumo 

lygmuo α = 0,05.  
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

Darbo metu buvo tiriamos bakteriofago NBD2 baltymo gp39 formuojamų 

nanovamzdelių pritaikymo galimybės kuriant nešiklį baltyminių fragmentų 

eksponavimui. Gauti darbo rezultatai buvo suskirstyti į dvi dalis: pirmojoje 

dalyje detaliai charakterizuotos gp39 formuojamų nanovamzdelių 

morfologinės savybės, nustatytos gp39 savaiminiam susirinkimui svarbios 

dalys, nanovamzdelių stabilumas bei imunogeniškumas. Antrojoje darbo 

dalyje nustatytos baltymo gp39 vietos, toleruojančios peptidų prijungimą. 

Atlikta bioinformatinė analizė ir eksperimentiniai duomenys leido susieti prie 

gp39 C galo prijungtų baltyminių fragmentų savybes su jų įtaka chimerinių 

baltymų sintezės efektyvumui mielėse ir savaiminiam susirinkimui į 

nanostruktūras.  

3.1. Rekombinantinio baltymo gp39 sintezė bei jo formuojamų 

nanostruktūrų charakterizavimas 

3.1.1. Mielių raiškos vektoriaus konstravimas 

 

Baltymo gp39 sintezei S. cerevisiae mielėse, buvo konstruojamas mielių 

raiškos vektorius. PGR metodu, naudojant PET plazmidę, koduojančią 

baltymą gp39, kaip matricą (Šimoliūnas, 2017), pradmenimis gp39_F ir 

gp39_R, buvo pagausinta baltymą gp39 koduojanti DNR seka, prie kurios 3‘ 

ir 5‘ galo buvo prijungtos XbaI RE atpažinimo sekos (2 lentelė). Į pFX7 

vektorių, tarp GAL10-PYK1 promotoriaus ir PGK1 terminatoriaus sekų, buvo 

įterpta XbaI RE hidrolizuota gp39 geno seka (22 pav.). Sukonstruotame 

mielių raiškos vektoriuje pFX7_gp39, gp39 geno sekoskaita buvo atlikta VU 

GMC BTI Sekvenavimo centre, o gautos sekos išanalizuotos „MEGA 

v7.0.26“ programine įranga. 
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22 pav. pFX7_gp39 mielių raiškos vektoriaus, koduojančio baltymą gp39, 

schema. Vektorius turi GAL10P promotorių (geltona spalva), indukuojamą 

galaktoze, ir PYK1 geno, koduojančio S. cerevisiae piruvatkinazę, promotoriaus 

fragmentą (pilka spalva). Transkripcijos terminatorių PGK1T (pilka spalva) sudaro 

fosfogliceratkinazės PGK1 genas. Vektorius turi dvi DNR replikacijos pradžios sekas: 

2mk-ars (mėlyna spalva) – mielių 2μ plazmidės ARS ir bakterijų ORI DNR sekos. 

Vektoriaus atrankos žymenys: FDH1 (žydra spalva) – mielių Candida maltosa 

formaldehido dehidrogenazės genas FDH1, suteikiantis mielių ląstelių atsparumą 

formaldehidui, bei bla genas (žalia spalva) – β-laktamazę koduojantis genas, 

bakterijoms suteikiantis atsparumą ampicilinui (Sasnauskas et al., 1992, 1999). gp39 

– baltymą gp39 koduojanti geno seka (690 bp). 

 

3.1.2. Baltymo gp39 sintezė mielėse ir gryninimas natyviomis sąlygomis  

Raiškos vektoriumi pFX7_gp39 transformavus S. cerevisiae mielių 

AH22-214 kamieno ląsteles, baltymo gp39 sintezė indukuota į terpę pridėjus 

galaktozės. Surinkta mielių biomasė buvo suardyta mechaniniu būdu, o mielių 

lizate esantys baltymai buvo išfrakcionuoti PAA gelyje. Vektoriumi 

pFX7_gp39 transformuotų mielių lizato mėginyje buvo aptikta baltymą gp39 

atitinkanti ~28 kDa dydžio baltymo juostelė, kurios nebuvo mielių, 

transformuotų „tuščiu“ pFX7 vektoriumi, lizate (23 pav.). Baltymo gp39 

sintezės efektyvumas mielių lizato mėginyje buvo nustatomas „ImageJ“ 

programine įranga analizuojant PAA gelio nuotrauką (žr. skyrelį 2.2.11). 

Remiantis trijų nepriklausomų eksperimentų duomenimis, S. cerevisiae 

mielėse baltymas gp39 sudarė net ~27 % visų ląstelėje sintetinamų baltymų 

kiekio. Tai rodo, kad baltymas gp39 buvo sintetinamas efektyviai, nes 

dažniausiai mielėse sintetinami rekombinantiniai baltymai sudaro iki 18 % 
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visų mielių ląstelės baltymų kiekio (Boga et al., 1997; Buckholz ir Gleeson, 

1991; Slibinskas et al., 2004). 

Kadangi virusų struktūriniai baltymai gali formuoti virusines 

nanostruktūras, S. cerevisiae mielėse susintetintas baltymas gp39 buvo 

gryninamas natyviomis sąlygomis. Baltymo gp39 tirpumas buvo įvertintas 

mielių lizatą centrifuguojant. Po baltymų centrifugavimo gauti supernatanto 

ir nuosėdų mėginiai buvo analizuojami NDS-PAGE. Didžioji baltymo gp39 

dalis buvo tirpi ir aptinkama supernatanto mėginyje, todėl toliau buvo dirbama 

su supernatante esančiais baltymais (23 pav., 2 takelis). Supernatanto mėginys 

buvo užnešamas ant 30-40 % sacharozės tirpalų gradiento ir 

ultracentrifuguojamas. Po centrifugavimo, nuosėdos buvo suspenduojamos 

PBS buferiniame tirpale ir analizuojamos NDS-PAGE. Pasirodė, kad 

ultracentrifuginio mėgintuvėlio dugne susikoncentravo baltymas gp39, kurio 

grynumas buvo ~85-90 % (23 pav., 4 takelis). Trijų nepriklausomų 

eksperimentų duomenimis, baltymo gp39 išeiga iš 1 g drėgnos mielių 

biomasės buvo 0,85 ± 0,33 mg. Tai rodo, kad baltymo gp39 gryninimas 

natyviomis sąlygomis galėtų būti dar optimizuojamas, nes efektyviai 

sintetinamų rekombinantinių baltymų išeigos turėtų būti didesnės (Geymonat 

et al., 2007; Slibinskas et al., 2004). Juo labiau kad lygiagrečiai atlikus E. coli 

bakterijose susintetinto baltymo gp39 gryninimą, kuris sudarė ~ 33 % visų 

bakterijų baltymų kiekio, iš 1 g drėgnos bakterijų biomasės buvo gauta ~ 3,4 

kartus daugiau baltymo gp39 (Špakova et al., 2019). 

 
23 pav. S. cerevisiae mielėse susintetinto baltymo gp39 sintezės analizė PAA 

gelyje. M – baltymų molekulinės masės standartas „Page RulerTM Unstained Protein 

Ladder“ (Thermo Fisher Scientific Baltics); „-“ žymi mielių, transformuotų „tuščiu“ 

pFX7 vektoriumi, lizatą; toliau pateikiamas mielių, transformuotų pFX7_gp39 

vektoriumi, 1 – lizatas (gp39 pažymėtas geltona rodykle), 2 – supernatantas,  

3 – nuosėdos. 4 – išgrynintas gp39. 



80 

 

3.1.3. Baltymo gp39 formuojamų nanostruktūrų analizė 

Nors Caudovirales būriui priklausančių bakteriofagų ataugos 

susirinkimas yra griežtai kontroliuojamas procesas (Davidson et al., 2012; 

Linares et al., 2020), tačiau kai kurių bakteriofagų ataugos vamzdelio 

baltymai gali savaime susirinkti į įvairaus ilgio nanovamzdelius (Arnaud et 

al., 2017; Langlois et al., 2015; Leonard et al., 1973). Kadangi E. coli 

bakterijose susintetintas bakteriofago NBD2 baltymas gp39 savo natyvioje 

būsenoje savaime susirinko suformuodamas nanovamzdelius (Šimoliūnas, 

2017; Špakova et al., 2019), todėl buvo tikimasi, kad ir S. cerevisiae mielėse 

susintetintas baltymas gp39 taip pat formuos panašias struktūras.  

Natyviomis sąlygomis išgrynintas baltymo gp39 mėginys buvo 

užlašinamas ant mikroskopavimo tinkliuko, dažomas 2 % uranilacetato tirpalu 

ir analizuojamas TEM. Mikroskopavimo metu buvo stebimi baltymo gp39 

formuojami ypatingai lankstūs ir ilgi nanovamzdeliai, susiformavę mielių 

ląstelėse net ir nesant kitų fago baltymų (24 pav.). S. cerevisiae mielėse 

susintetinto baltymo gp39 formuojamų nanovamzdelių paviršius buvo 

tvarkingas, nesimatė nei paviršinių įtrūkimų, nei kitų netolygumų (24 pav. A). 

Nors susintetintų nanovamzdelių skersmuo atitiko bakteriofago NBD2 

ataugos skersmenį (~ 12 nm) (Kaliniene et al., 2017), tačiau jų ilgis buvo 

įvairus. Daugiausia stebėtų struktūrų buvo 0,5-1,3 µm ilgio, tačiau buvo 

stebimi ir pavieniai 0,1 µm ar > 3,95 µm ilgo nanovamzdeliai8 (24 pav. B). 

Bakteriofago vamzdelio baltymo suformuota struktūra buvo 3,95 µm ilgio, 

kuri yra net 23 kartus ilgesnė už NBD2 bakteriofago ataugą. Kadangi virusinių 

nanostruktūrų pritaikymas biotechnologijoje dažnai priklauso nuo jų formos 

ir dydžio, ilgi nanovamzdeliai yra pranašesni už ikosaedrines VPD kai norima 

į nanostruktūros vidinę ertmę supakuoti daugiau tikslinių medžiagų arba ant 

struktūros paviršiaus eksponuoti didesnį baltyminių fragmentų kiekį. 

Identiškos baltymo gp39 tarpusavio sąveikos bet kurioje nanovamzdelio 

vietoje lėmė įvairaus ilgio nanovamzdelių susiformavimą ir spontaniškus 

vieno nanovamzdelio abiejų galų tarpusavio susijungimus sudarant uždaras 

žiedines struktūras (24 pav. C). Tai rodo, kad gp39 savaiminis susirinkimas 

buvo nekontroliuojamas, nes mielėse buvo sintetinamas gp39 be kitų fago 

reguliacinių baltymų. Kadangi fagų ataugos ilgio matavimo baltymas ir 

terminatorinis baltymas yra svarbūs ataugų susirinkimui ir jų ilgio reguliacijai 

                                                      
8Ilgiausios rekombinantinių ir chimerinių baltymų formuojami nanovamzdeliai bus 

aprašomi su „>“ simboliu, nes nanostruktūrų lankstumas ir jų persipynimas 

tarpusavyje apsunkino jų ilgio matavimą, todėl ilgiausios struktūros galėjo būti 

nenustatytos.  
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(Davidson et al., 2012; Mahony et al., 2016; Pell et al., 2009b), remiantis 

teorinėmis žiniomis, gp39 formuojamų nanovamzdelių ilgį galima būtų 

suvienodinti mielėse sintetinant gp39 kartu su NBD2 fago ilgio matavimo 

baltymu gp42 (Kaliniene et al., 2017). Jeigu prie gp39 formuojamų 

nanovamzdelių galo būtų prijungtas fagų ataugos vamzdelio terminatorinis 

baltymas, žiedinės uždaros struktūros galimai nebūtų formuojamos, nes 

terminatorinis baltymas neleistų tarpusavyje sąveikauti abiem tos pačios 

struktūros galams. 

Baltymas gp39 formavo ~12 nm skersmens diskus (24 pav. D). Tokie 

diskai, jungdamiesi savo plokštumomis, sudaro baltymo gp39 formuojamus 

nanovamzdelius. Bakteriofagų lanksčios ir nesusitraukiančios ataugos, 

išskyrus fagus T5 ir phiCbK, yra sudarytos iš vienas ant kito susijungusių 

heksamerinės simetrijos žiedinių diskų (Bebeacua et al., 2013; Pell et al., 

2009a; Zinke et al., 2020). Tačiau lanksčius, stabilius ir nevienodo ilgio 

nanovamzdelius yra sudėtinga išanalizuoti krioelektroninės mikroskopijos 

metodu, todėl fago NBD2 nanovamzdelį formuojančio disko simetrija, disko 

pasisukimo laipsnis bei tarpas tarp greta esančių diskų šiame darbe nebuvo 

nustatomi. 
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24 pav. S. cerevisiae mielėse susintetinto baltymo gp39 formuojamų 

nanostruktūrų TEM nuotraukos. (A) Nanovamzdelių nuotraukos. Paveikslėlio 

kairėje pateikta 56 tūkstančius kartų padidinta mėginio nuotrauka. Dešinėje esančios 

nuotraukos fragmente pateiktas 180 tūkstančių kartų padidintas nanovamzdelio 

segmentas. (B) 3,95 µm ilgio baltymo gp39 formuojamo nanovamzdelio nuotrauka. 

Geltonos rodyklės žymi vienos nanostruktūros abu galus. (C) Nanovamzdelio abiejų 

galų tarpusavio susijungimo, suformuojant uždarą žiedą, nuotrauka. Uždaras žiedas 

parodytas geltona rodykle. (D) ~12 nm skersmens gp39 formuojamo disko nuotrauka. 

Nuotraukos fragmente pateiktas 180 tūkstančių kartų padidintas diskas. 

3.2. Baltymo gp39 formuojamų nanovamzdelių imunogeniškumo tyrimas 

Kadangi nanovamzdeliai potencialiai gali būti pritaikyti vakcinų kūrimui 

ir antikūnų gamybai, buvo įvertintas gp39 formuojamų nanovamzdelių 
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imunogeniškumas. Pelių imunizacijai buvo naudotas natyviomis sąlygomis 

išgrynintas gp39, kuris TEM analizės metu formavo ilgus, tvarkingus ir 

lanksčius nanovamzdelius (25 pav.). Natyviomis sąlygomis išgrynintas gp39 

buvo saugomas -20 °C temperatūroje PBS buferiniame tirpale su 50 % 

glicerolio, todėl prieš kiekvieną pelių imunizaciją glicerolis buvo pašalinamas 

baltymą gp39 dializuojant PBS buferiniame tirpale. Baltymo gp39 stabilumas 

buvo įvertinamas NDS-PAGE, o nanovamzdelių morfologija buvo 

analizuojama TEM. 

 
25 pav. Natyviomis sąlygomis išgryninto baltymo gp39 PAA gelio ir 

nanovamzdelių TEM nuotraukos. M – baltymų molekulinės masės standartas „Page 

RulerTM Unstained Protein Ladder“ (Thermo Fisher Scientific Baltics). 

 

Dvi grupės pelių (grupėje po 5 peles, n = 5) 3 kartus 4 savaičių intervalais 

buvo imunizuotos po oda suleidžiant baltymą gp39 be adjuvanto arba baltymą 

gp39 su Freundo adjuvantu. Praėjus 2 savaitėms po kiekvienos imunizacijos, 

buvo renkami kraujo serumų mėginiai (pelių imunizacijos eksperimentą bei 

kraujo serumų rinkimą atliko I. Dalgėdienė, VU GMC BTI ILBS). Baltymo 

gp39 formuojamų nanovamzdelių imunogeniškumas buvo įvertinamas IFA 

metodu nustatant pelių kraujo serumuose esančių baltymui gp39 specifinių 

IgG antikūnų titrus (26 pav.). 

Tiriant baltymu gp39 imunizuotų pelių kraujo serumus, pirmiausia buvo 

nustatomas adjuvanto poveikis nanovamzdelių imunogeniškumui (26 pav.). 

Po pirmos pelių imunizacijos su gp39 ir pilnu Freundo adjuvantu (PFA), pelių 

kraujo serumuose baltymui gp39 specifinių IgG antikūnų titras 1:23040 buvo 

statistiškai patikimai didesnis nei pelių, imunizuotų gp39 be adjuvanto, kur 

titras buvo 1:800 (p = 0,009, 26 pav.). Po antros imunizacijos, naudojant gp39 

su nepilnu Freundo adjuvantu (NFA), baltymui gp39 specifinių antikūnų titro 
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vidurkis padidėjo nuo 1:23040 iki 1:33280, tačiau šis skirtumas nebuvo 

statistiškai reikšmingas (p = 0,34). Pelių grupėje, antrą kartą imunizuotoje 

gp39 be adjuvanto, antikūnų titro vidurkis statistiškai reikšmingai padidėjo 

nuo 1:800 iki 1:17920 (p = 0,046). Pelių grupėje, kurioje buvo naudotas 

adjuvantas, po trečios imunizacijos baltymui gp39 specifinių antikūnų titro 

vidurkis padidėjo nuo 1:33280 iki 1:35840, bet šis skirtumas nebuvo 

statistiškai reikšmingas (p = 1,0). Taip pat ir pelių grupėje, imunizuotoje gp39 

be adjuvanto, baltymui gp39 specifinių antikūnų titro vidurkio padidėjimas 

nuo 1:17920 iki 1:20480 nebuvo statistiškai reikšmingas (p = 1,0). 

Nespecifinių sąveikų nustatymui buvo naudotas žiurkėno poliomos viruso 

baltymas VP1 (Sasnauskas et al., 1999) (26 pav. A). Gauti rezultatai rodo, kad 

nanovamzdeliai yra imunogeniški ir pelėms sukelia humoralinio imuninio 

atsako prieš baltymą gp39 susidarymą: gaminami didelio afiniškumo baltymui 

gp39 specifiniai IgG antikūnai. 

Freundo adjuvantas padidino gp39 imunogeniškumą, todėl skirtumas tarp 

pelių, imunizuotų gp39 be adjuvanto ir pelių, imunizuotų gp39 su adjuvantu, 

buvo statistiškai reikšmingas (p = 0,001, 26 pav.). Kita vertus, abiejose pelių 

grupėse po trečios imunizacijos, baltymui gp39 specifinių IgG antikūnų titrų 

padidėjimas buvo statistiškai nereikšmingas lyginant su titrais, gautais po 

antros imunizacijos (26 pav.). Tai rodo, kad peles imunizuojant baltymo gp39 

formuojamais nanovamzdeliais, pakanka dviejų imunizacijos ciklų 

didžiausiam humoraliniam imuniniam atsakui susidaryti. Tai gali būti šių 

nanovamzdelių pranašumas prieš licencijuotas, virusinėmis nanostruktūromis 

paremtas vakcinas, kurių gamintojai rekomenduoja tris vakcinos dozes 

efektyviam imuniniam atsakui suformuoti prieš hepatito B virusą ar žmogaus 

papilomos virusą (FDA, 2019; Merck, 2021a, 2021b). 
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26 pav. Nanovamzdelių imunogeniškumo nustatymo tyrimas. (A) Baltymo gp39 

formuojamų nanovamzdelių imunogeniškumo nustatymas IFA metodu. Dvi pelių 

grupės (grupėje n = 5) buvo imunizuotos gp39 be adjuvanto arba su Freundo 

adjuvantu. Virš histogramų pateikti penkių pelių baltymui gp39 specifinių IgG 

antikūnų titrų vidurkiai. Neigiamai kontrolei buvo naudotas žiurkėno poliomos viruso 

baltymas VP1. „*“ rodo statistiškai reikšmingus skirtumus pelių grupės viduje ir tarp 

pelių grupių (p < 0,05). Diagramose apibendrinti trijų nepriklausomų eksperimentų 

duomenys. (B) Baltymui gp39 specifinių antikūnų titro įvertinimo statistinės analizės 

duomenys. Antikūnų titrai buvo lyginami analizuojant pelių grupės viduje (Wilcoxon 

Signed Rank testas) ir tarp atskirų pelių grupių, imunizuotų baltymu gp39 be 

adjuvanto ir gp39 su adjuvantu (Mann-Whitney U testas). Statistiškai reikšmingi 

skirtumai buvo laikomi kai p < 0,05. 
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3.3. Baltymo gp39 ir jo formuojamų nanovamzdelių stabilumo tyrimai 

Kadangi S. cerevisiae mielėse susintetintas baltymas gp39 susirinko į 

nanovamzdelius, buvo nuspręsta įvertinti gp39 ir jo formuojamų 

nanovamzdelių stabilumą veikiant įvairiems fiziniams ir cheminiams 

veiksniams. Tam natyviomis sąlygomis išgrynintas gp39 buvo 8 mėn. 

inkubuojamas PBS tirpale 4 °C temperatūroje, liofilinamas, šaldomas -20 °C 

temperatūroje, kaitinamas 100 °C temperatūroje, septynias dienas 

inkubuojamas 6 M karbamido tirpale ar skirtingos sudėties buferiniuose 

tirpaluose, kurių pH kito nuo 3,2 iki 9,6, skaldomas tripsino proteaze ir 

denatūruojamas inkubuojant 6 M guanidino hidrochlorido (GuHCl) tirpale.  

Kadangi išgryninti rekombinantiniai baltymai gali būti naudojami 

įvairiems tikslams, kai jie ilgą laiką inkubuojami skirtingos sudėties 

tirpaluose, liofilizuojami ir net saugomi iki dešimties metų, todėl išgryninto 

baltymo gp39 ir jo formuojamų nanovamzdelių stabilumas buvo tiriamas po 

8 mėn. gp39 mėginio inkubacijos PBS buferiniame tirpale 4 °C temperatūroje. 

Pasirodė, kad ilgalaikis inkubavimas PBS tirpale 4 °C temperatūroje neturėjo 

neigiamos įtakos gp39 ir jo formuojamų struktūrų stabilumui – PAA gelyje 

neatsirado mažesnės už ~28 kDa molekulinės masės fragmentų, kurie reikštų 

baltymo gp39 degradavimo produktus, o TEM analizė patvirtino, kad 

nanovamzdeliai atrodė nepakitę (27 pav. A). Liofilizacija taip pat neturėjo 

neigiamos įtakos baltymo gp39 stabilumui ir jo formuojamiems 

nanovamzdeliams (27 pav. B). 

Mielių biomasė su susintetintu rekombinantiniu baltymu gali būti saugoma 

iki baltymo gryninimo ją užšaldant -20 °C temperatūroje, todėl yra galimybė, 

kad šaldymo metu susidarę ledo kristalai gali pažeisti tiek mielių ląsteles, tiek 

ir jose esančias virusines nanostruktūras. Mielių biomasės užšaldymo įtaka 

baltymo gp39 stabilumui ir nanovamzdelių morfologijai buvo tiriama 

lygiagrečiai ardant baltymą gp39 sintetinančią ir du mėnesius -20 °C 

temperatūroje šaldytą bei nešaldytą mielių biomasę. Abiejų mielių biomasių 

lizatuose esantis baltymas gp39 buvo gryninamas natyviomis sąlygomis. 

Išanalizavus išgrynintų baltymų gp39 mėginius PAA gelyje, pasirodė, kad iš 

abiejų: nešaldytos ir užšaldytos mielių biomasių, baltymas gp39 buvo 

išgrynintas panašiu efektyvumu be aptinkamų jo degradavimo produktų. 

Mielių biomasės užšaldymas taip pat neturėjo neigiamos įtakos 

nanovamzdelių morfologijai (27 pav. C). 

Aukštoje temperatūroje inkubuojami baltymai dažnai denatūruojasi, o tai 

gali neigiamai paveikti virusinių nanostruktūrų morfologiją ar lemti jų 

„subyrėjimą“. Tam, kad nustatyti nanovamzdelių stabilumą ekstremaliose 

sąlygose, natyviomis sąlygomis išgrynintas baltymo gp39 mėginys buvo 
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inkubuojamas 30 min. 100 °C temperatūroje. Po šios inkubacijos, 

mėgintuvėlio dugne susidarė baltos spalvos baltymų nuosėdos. Ištyrus šias 

nuosėdas PAA gelyje, baltymo gp39 degradavimo produktų nebuvo aptikta, 

tačiau nanovamzdeliai buvo linkę agreguoti. Pasirodė, kad kaitinimas niekaip 

nepaveikė nanovamzdelių ilgio, tačiau struktūrų skersmuo padidėjo nuo  

~12 nm iki 19-22 nm (27 pav. D). Mėgintuvėlio dugne stebėta baltymų 

agregacija ir nanovamzdelių skersmens padidėjimas greičiausiai buvo 

baltymų denatūracijos pasekmė. 

Kai kuriems virusiniams baltymams įgijus jiems nebūdingą krūvį, gali 

sumažėti nanostruktūrų formavimosi efektyvumas arba jų stabilumas, taip pat 

gali pasikeisti virusinių nanostruktūrų morfologija (Hashemi et al., 2021; Jin 

Xu et al., 2014). Kadangi baltymai yra sudaryti iš teigiamą ir neigiamą krūvį 

turinčių AR, tirpalo pH lemia baltymų krūvio pokyčius. Dėl to, virusinių 

nanostruktūrų stabilumo įvertinimas yra svarbus jų biotechnologiniam 

pritaikymui kur jos būtų inkubuojamos aukštą arba žemą pH turinčiuose 

tirpaluose. Pavyzdžiui, gabenant tikslines medžiagas ląstelių-taikinių 

vaizdinimui ar kuriant geriamas vakcinas (Asor et al., 2020; Serradell et al., 

2019). Tam, kad nustatyti buferinių tirpalų pH reikšmes, kuriose 

inkubuojamas baltymas gp39 ir jo formuojami nanovamzdeliai išlieka 

stabilūs, išgrynintas gp39 buvo išpilstomas į 5 mėgintuvėlius ir dializuojamas 

buferiniuose tirpaluose su skirtingomis pH reikšmėmis (tirpalų pH 3,2-9,6): 

citratiniame, acetatiniame, fosfatiniame, Tris ir karbonatiniame (6 lentelė). 

Dializė buvo vykdoma 7 dienas 4 ℃ temperatūroje, o po to buvo įvertinamas 

poveikis gp39 nanovamzdelių stabilumui. PAA gelių nuotraukose galima 

matyti, kad po inkubavimo pH 3,2 bei pH 4,7 buferiniuose tirpaluose atsirado 

mažesnės už ~ 28 kDa molekulinės masės baltymų fragmentų, reiškiančių 

dalinės gp39 degradacijos produktus (6 lentelė; 27 pav. E). Nors baltymo gp39 

inkubacija pH 3,2-9,6 buferiniuose tirpaluose nanovamzdelių morfologijos 

nepaveikė, tačiau parodė, kad siekiant išvengti degradacijos ilgalaikio 

saugojimo metu, baltymą gp39 geriau inkubuoti fosfatiniame (pH 7,6), Tris 

(pH 8,7) ar karbonatiniame (pH 9,6) tirpaluose. 
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6 lentelė. Baltymo gp39 ir jo formuojamų nanovamzdelių stabilumo įvairios 

sudėties buferiniuose tirpaluose apibendrinimas. 

Buferinių tirpalų 

sudėtis 
pH 

Baltymo gp39 

degradavimo produktai 

Poveikis 

nanovamzdelių 

morfologijai 

50 mM natrio citratas,  

2 mM EDTA 
3,2 

Nežymus, fragmentų  

<28 kDa buvo ~10 % 
Nėra 

50 mM natrio acetatas,  

2 mM EDTA 
4,7 

Nežymus, fragmentų  

<28 kDa buvo ~2-5 % 
Nėra 

PBS, 2 mM EDTA 7,6 Nėra Nėra 

50 mM Tris, 2 mM 

EDTA 
8,7 Nėra Nėra 

50 mM NaHCO3, 2 mM 

EDTA, 200 mM NaCl 
9,6 Nėra Nėra 

 

Tripsino proteazė hidrolizuoja peptidinius ryšius, kuriuos sudaro lizino bei 

arginino karboksigrupės. Tripsinas yra naudojamas baltymų suskaldymui 

atliekant masių spektrometriją ar nustatant virusinės nanostruktūros paviršiuje 

eksponuojamas lizino aminogrupes, kurios gali būti modifikuojamos 

cheminės konjugacijos būdu (Chih et al., 2011; Huynh et al., 2009). Tripsino 

proteazės poveikis gp39 ir jo formuojamų nanovamzdelių stabilumui buvo 

tiriamas kartu su eksperimento kontrolei pasirinktu žiurkėno poliomos viruso 

kapsidės baltymu VP1, kuris formuoja ikosaedrinę VPD (Sasnauskas et al., 

1999). Abu baltymai buvo 6 val. inkubuojami 37 ℃ termostate su tripsino 

proteaze santykiu 20:1. Baltymų gp39 ir VP1 stabilumas buvo įvertintas 

atlikus NDS-PAGE. Po baltymo gp39 inkubavimo su tripsino proteaze, PAA 

gelyje šalia ~ 28 kDa baltymo juostelės papildomai atsirado neryški ~22 kDa 

juostelė. Tripsino proteazė labiau paveikė baltymo VP1 stabilumą, nes šalia 

~43 kDa dydžio baltymo juostelės, kurios intensyvumas sumažėjo, atsirado 

gana ryški ~37 kDa juosta ir daug neryškių mažesnės molekulinės masės 

baltymų juostelių. Tripsino proteaze paveiktų baltymo gp39 mėginių analizė 

TEM parodė, kad nanovamzdelių morfologija nepakito ir nesiskyrė nuo 

tipinių, gp39 formuojamų struktūrų, o žiurkėno poliomos viruso baltymas 

VP1, nors ir buvo suskaldytas tripsino proteazės, tačiau taip pat formavo 

ikosaedrines VPD (27 pav. F). Tai leidžia daryti prielaidą, kad tripsino 

proteazė skaldė gp39 ir VP1 formuojamų nanostruktūrų į išorę nukreiptas 

baltymų dalis, todėl nanostruktūros nebuvo suardytos.  

Kone plačiausiai naudojamas baltymų stabilumo įvertinimas yra jų 

atsparumas denatūrantams. Karbamidas yra baltymų denatūrantas, suardantis 

nekovalentines jungtis, todėl gali būti naudojamas baltymų erdvinio 

susilankstymo ir stabilumo tyrimuose, taip pat bakterijų netirpiuose 
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kūneliuose (angl. inclusion bodies) esančių rekombinantinių baltymų 

denatūravimui (Biggar et al., 2012; Esmaili et al., 2018). Nors karbamido 

detalus veikimo principas nėra nustatytas, manoma, kad jis „išvynioja“ 

hidrofobines baltymų dalis suardydamas vandenilines jungtis. Kitas galimas 

karbamido veikimo mechanizmas susijęs su jo sąveikos su krūvį turinčių AR 

šoninėmis grupėmis įtakotais baltymo erdvinės struktūros pokyčiais ar 

denatūracija (Caballero-Herrera et al., 2005).  

Nors gp39 inkubavimas 6 M karbamido tirpale neturėjo įtakos baltymo 

stabilumui, bet paveikė nanovamzdelių morfologiją (27 pav. G). Po 2 val. ir  

4 val. inkubavimo karbamido tirpale, nanovamzdeliai atrodė nepakitę, tačiau 

po vienos dienos nanovamzdelių paviršiuje atsirado nedidelių įtrūkimų. Po  

7 dienų mėginio inkubavimo karbamido tirpale, nanostruktūrų paviršiuje 

įtrūkimų padaugėjo, tačiau jie nepakeitė nanostruktūrų ilgio ar skersmens  

(27 pav. G). 

Kitas baltymų denatūrantas yra GuHCl tirpalas. Nors baltymų 

inkubavimas nedidelės koncentracijos GuHCl tirpale padidina hidrofobinių 

baltymų tirpumą, tačiau 3-6 M koncentracijos GuHCl tirpalai denatūruoja 

baltymus suardant jų erdvinį susilankstymą. Kadangi po denatūravimo kai 

kurie renatūruoti baltymai gali susirinkti į virusines nanostruktūras, o 

pakartotinai susirinkusios struktūros gali turėti kiek kitokią morfologiją (Le et 

al., 2019; Tan et al., 2021; Y. Zhang et al., 2021), todėl buvo tiriamas GuHCl 

poveikis gp39 formuojamiems nanovamzdeliams ir įvertinamas renatūruotų 

baltymų gebėjimas susirinkti į struktūras. 

Po 1 val. baltyminio mėginio inkubavimo 6 M GuHCl tirpale, buvo stebimi 

baltyminiai agregatai ir pavienės iki 500 nm ilgio struktūros. Jų paviršius buvo 

netolygus, skersmuo varijavo nuo 10 nm iki 20 nm, o struktūrų galai neturėjo 

aiškių kontūrų (27 pav. H). Tai rodo, kad mikroskopavimo metu buvo 

stebimas nanovamzdelių „byrėjimas“ juos denatūruojant GuHCl tirpalu. Jau 

po 4 val. inkubavimo GuHCl tirpale, mikroskopavimo tinklelyje 

nanostruktūrų nebuvo aptikta. Tam, kad nustatyti ar denatūruotas baltymas 

gp39 po GuHCl pašalinimo formuoja erdvines struktūras, buvo atlikta 

baltyminio mėginio dializė PBS tirpale. Nuo dializės pradžios praėjus 20 val., 

renatūruotas gp39 formavo pavienius nanovamzdelius – jie buvo nelankstūs, 

nevienodo ilgio (nuo 100 nm iki 1 µm) bei skersmens (nuo 9 nm iki 25 nm) 

(27 pav. H). Tai rodo, kad renatūruotas baltymas gp39 galėjo neteisingai 

susilankstyti, todėl struktūros buvo formuojamos neefektyviai ir jos 

morfologiškai skyrėsi nuo nemodifikuoto gp39 formuojamų nanovamzdelių. 
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Paveikslėlio tęsinys kitame puslapyje 
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27 pav. Baltymo gp39 ir jo formuojamų nanovamzdelių stabilumo tyrimai PAA 

geliuose ir TEM nuotraukose. (A) 8 mėnesių inkubavimo 4 °C temperatūroje 
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poveikis gp39 ir nanovamzdelių stabilumui; (B) liofilizacijos poveikis; (C) mielių 

biomasės šaldymo -20 °C temperatūroje poveikis baltymo gryninimui, jo stabilumui 

bei nanovamzdelių morfologijai; (D) 30 min. kaitinimo 100 °C temperatūroje 

poveikis; (E) septynių dienų inkubavimo skirtingos sudėties (pH 3,2-9,6) buferiniuose 

tirpaluose stabilumo tyrimas. Takeliai žymi tirpalų pH reikšmes. (F) Baltymų gp39 ir 

VP1 inkubacijos su tripsino proteaze tyrimas. VP1 – žiurkėno poliomos viruso 

kapsidės baltymas; laužtinis skliaustas žymi po tripsinolizės atsiradusius baltymų 

fragmentus. „-“ žymi baltymų mėginius prieš tripsinolizę, „+“ – mėginius po 

tripsinolizės. Po gp39 inkubacijos su tripsino proteaze, šalia ~28 kDa baltymo juostos 

papildomai atsiradusi ~22 kDa molekulinės masės baltymo juostelė pažymėta geltona 

rodykle. (G) Septynių dienų inkubavimo 6 M karbamido tirpale poveikis gp39 ir jo 

formuojamų nanovamzdelių stabilumui. Virš takelių pažymėta mėginio inkubavimo 

trukmė 6 M karbamido tirpale. Paviršiniai struktūrų įtrūkimai, atsiradę po vienos ir 

septynių dienų inkubavimo karbamido tirpale, TEM nuotraukoje pažymėti geltonomis 

rodyklėmis. (H) Baltymo gp39 ir jo formuojamų nanovamzdelių denatūravimas 6 M 

GuHCl tirpale ir jo renatūravimas. Geltonomis rodyklėmis pažymėtos nanostruktūros 

po 1 val. inkubavimo 6 M GuHCl tirpale, po 4 val. inkubavimo nanostruktūrų 

neaptikta. Apačioje pateiktos nanovamzdelių nuotraukos po mėginio renatūracijos.  

M – baltymų molekulinės masės standartas „Page RulerTM Unstained Protein Ladder“ 

(Thermo Fisher Scientific Baltics). Baltymo gp39 dydis ~28 kDa. 

 

Nors nanovamzdelių inkubavimas 6 M GuHCl tirpale suardė struktūras, o 

renatūruotas baltymas gp39 prarado gebėjimą susirinkti į tipinius 

nanovamzdelius, tačiau tokios aplinkos sąlygos kaip 8 mėn. inkubavimas PBS 

tirpale, liofilizacija, kaitinimas, šaldymas, inkubavimas su tripsino proteaze 

arba skirtingos sudėties buferiniuose tirpaluose (pH 3,2-9,6) bei 6 M 

karbamido tirpale neturėjo arba turėjo nežymų poveikį gp39 stabilumui ir jo 

formuojamų nanovamzdelių morfologijai. Baltymo gp39 formuojamų 

nanovamzdelių stabilumas įvairiose aplinkos sąlygose yra panašus į daugelio 

virusų ir virusinių nanostruktūrų stabilumus (Jepson ir March, 2004; 

Kalnciema et al., 2011; Leung et al., 2017). Šį nanovamzdelių stabilumą 

galėjo įtakoti kompaktiškos baltymų tarpusavio sąveikos, nes pavienių fagų 

ataugos vamzdelio baltymų stabilumas yra mažesnis (Arnaud et al., 2017; 

Campbell et al., 2020; Langlois et al., 2015).  

Kadangi biotechnologijoje pritaikomos virusinės nanostruktūros gali būti 

veikiamos joms nepalankiomis aplinkos sąlygomis, todėl gp39 formuojami 

stabilūs nanovamzdeliai galėtų būti pritaikyti įvairiose srityse kur biologines 

struktūras veikia neigiami aplinkos veiksniai. Pavyzdžiui, terapinių medžiagų 

nugabenimui į ląsteles (Yang et al., 2020), elektronikos įrenginių gamybai 

(Tseng et al., 2006), ląstelių vaizdinimui (Niehl et al., 2016), katalizės 
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reakcijų vykdymui (Wi et al., 2020) ar geriamų vakcinų kūrimui (Serradell et 

al., 2019).  

3.4. Baltymo gp39 bioinformatinė analizė 

Atlikus artimiausių baltymo gp39 homologų bioinformatinę analizę, buvo 

nustatyti fago NBD2 ataugos vamzdelio baltymo gp39 homologiniai ryšiai su 

kitų fagų vamzdelio baltymais. Pasirodė, kad gp39 artimiausi homologai yra 

Drexlerviridae šeimai priklausančių fagų vB_Eco_ESCO41 ir CJ19 ataugos 

vamzdelio baltymai (AR sekų identiškumas tarp šių baltymų buvo 82 %). 

Baltymo gp39 AR sekų identiškumas su kitų fagų vamzdelio baltymais siekė 

arba buvo mažesnis už 52 % (28 pav.). Deja, remiantis 2021 m. rugsėjo mėn. 

duomenimis, artimiausi gp39 homologiniai baltymai yra mažai tirti, todėl jų 

detalūs erdvinių struktūrų modeliai nėra nustatyti. Tuo tarpu AR sekų 

identiškumas tarp NBD2 gp39 ir detaliai ištirtų sifovirusų vamzdelio baltymų, 

kurių erdvinių struktūrų modeliai buvo nustatyti kristalografinės 

mikroskopijos metodu, siekė arba buvo mažesnis už 20 % (28 pav.). 

  
28 pav. Filogenetinė NBD2 fago vamzdelio baltymo gp39 homologinio ryšio su 

kitų fagų vamzdelio baltymais diagrama. Analizė buvo atlikta su Siphoviridae ir 

Drexlerviridae šeimoms priklausančių fagų ataugos vamzdelio baltymais. 

Diagramoje pateikti 7 fagai, su kuriais AR sekų identiškumas tarp gp39 ir fagų 

vamzdelio baltymų buvo > 50 %. Žvaigždutėmis pažymėti sifovirusai phiCbK, SPP1 

ir lambda, kurių vamzdelio baltymų erdvinių struktūrų modeliai buvo nustatyti 

kristalografinės mikroskopijos metodu. Filogenetinis medis buvo sudarytas 

artimiausių grupių apjungimo būdu (angl. neighbor-joining). Mastelis parodo 
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pakeistų AR skaičių, tenkantį vienai pozicijai. Filogenetinė analizė atlikta „Mega 

v7.0.26“ programine įranga (Kumar et al., 2016). 

 

Baltymo gp39 tretinės struktūros analogai buvo nustatyti naudojant 

„HHpred“ internetinį įrankį. Baltymo gp39 struktūriniu analogu buvo parinkta 

fago lambda vamzdelio baltymo gpV N galo 1-155 AR dalis (PDB ID: 2K4Q). 

Lyginant gp39 ir gpV AR sekas tarpusavyje, baltymo gp39 erdvinis 

susilankstymas 101-219 AR dalyje atitiko baltymo gpV susilankstymą 37-155 

AR dalyje net 99,6 % (įvertis 2,8e-14). Nepaisant nustatyto baltymų gp39 ir 

gpV erdvinių struktūrų panašumo analizuojamoje 118 AR ilgio dalyje, šiuos 

baltymus sudarančių AR identiškumas yra tik 19 %.  

Baltymo gp39 erdvinės struktūros modelis buvo sumodeliuotas naudojant 

„I-TASSER“ internetinį įrankį (Zhang, 2008). Sumodeliuoto gp39 erdvinės 

struktūros modelis buvo lyginamas su PBD esančiais baltymų erdviniais 

modeliais. Palyginimas parodė, kad fago lambda vamzdelio pilno ilgio 

baltymas gpV (PDB ID: 6P3E) arba baltymo gpV N galas (PDB ID: 2K4Q) 

buvo pateikti kaip labiausiai tikėtini gp39 struktūriniai analogai. Lyginant 

baltymų erdvinės struktūros modelius tarpusavyje, gp39 ir pilno ilgio baltymo 

gpV (PDB ID: 6P3E) modelių panašumas buvo įvertintas Tm-įverčiu 0,59, o 

lyginant baltymo gp39 erdvinės struktūros modelį su baltymo gpV N galo 

(PDB ID: 2K4Q) modeliu, Tm-įvertis buvo 0,44 (galimame intervale (0;1]). 

Šie rezultatai parodė kad gp39 ir gpV erdvinių struktūrų modelių panašumas 

nebuvo atsitiktinis (Zhang ir Skolnick, 2004) (29 pav. A, B). 

Lyginant sumodeliuoto gp39 ir nustatytos struktūros gpV baltymų 

erdvinius modelius, gp39 modelyje buvo matomos baltymo gpV N galo 

domenui būdingos struktūros – keturios β klostės, viena α spiralė bei TE kilpa, 

tačiau gp39 C gale nebuvo nustatytas Ig-tipo baltymų šeimai būdingas 

erdvinis susilankstymas. Toks neatitikimas yra galimas, nes į Ig-panašus 

domenas būdingas ne visiems Caudovirales būriui priklausantiems 

bakteriofagams (Fraser et al., 2006; Linares et al., 2020; Pell et al., 2010). 

Neatlikus krioelektroninės mikroskopijos analizės, tikslaus baltymo gp39 

erdvinės struktūros modelio bei nanovamzdelių morfologinių savybių 

nustatyti nepavyks. Tačiau detaliai išanalizuota gpV formuojamo 

heksamerinio disko organizacija yra galima gp39 formuojamiems diskams. 

Campbell su kolegomis nustatė, kad ataugos vamzdelio baltymo gpV 

monomeras jungiasi su penkiais gpV baltymais ir suformuoja heksamerinius 

diskus. Tokie diskai tarpusavyje jungiasi savo plokštumomis ir suformuoja 

lanksčias sifovirusų ataugas. Susirinkimo metu gpV N gale esančios septynios 

β klostės ir viena α spiralė atsiduria heksamerinio baltymo viduje, o TE kilpa 

sąveikauja su greta esančiais diskais (29 pav. C) (Campbell et al., 2020).  
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29 pav. Baltymų gp39 ir gpV erdvinių struktūrų modelių nuotrauka. (A) Baltymo 

gp39 erdvinės struktūros modelio nuotrauka. Žalsva spalva pavaizduota baltymo 

polipeptidinė grandinė, mėlyna spalva – 4 β klostės, raudona spalva – α spiralė. Gp39 

erdvinės struktūros modelis buvo nustatytas naudojant „I-TASSER“ internetinį įrankį. 

(B) Baltymo gpV erdvinės struktūros modelio nuotrauka. gpV modelis buvo 

atsisiųstas iš PDB (PDB ID: 6P3E). N galo domeną sudaro 7 β klostės, α spiralė, TE 

kilpa, O kilpa, o C galo domenas priklauso Ig-tipo baltymų šeimai (pagal Campbell et 

al. (2020)). (C) Baltymo gpV formuojamo heksamerinio disko erdvinės struktūros 

modelio nuotrauka (modelis atsisiųstas iš PDB (PDB ID: 6P3E)). Baltymų erdvinis 

susilankstymas pateiktas iš viršaus ir iš šono. Heksamerinį diską formuojantis gpV 

monomeras pavaizduotas oranžine spalva. Baltymų gp39 ir gpV erdvinės struktūros 

modeliai buvo vizualizuoti „USCF Chimera v1.12“ programine įranga (Pettersen et 

al., 2004; Zhang, 2008). 

Nors baltymus gp39 ir gpV sudarančių AR identiškumas tik 19 %, tačiau 

fagų ataugos vamzdelio, ataugos apvalkalo baltymai bei prokariotų į fagų 

ataugas panašios struktūros (tokios kaip T6SS, R- ir F-tipo piocinai) turi 

panašų erdvinį susilankstymą net ir esant nedideliam AR sekų identiškumui 

(Aksyuk et al., 2009; Ge et al., 2015; Pell et al., 2009a; Zheng et al., 2017). 
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Nustatytas gp39 ir gpV erdvinės struktūros modelių panašumas yra svarbus 

baltymo gp39 formuojamų nanovamzdelių pritaikymui kuriant nešiklį 

baltyminių fragmentų eksponavimui. Peptidų ar baltymų prijungimui prie 

nanostruktūrą formuojančio baltymo dažniausiai yra pasirenkamos baltymo 

kilpos ar kiti regionai, nukreipti į nanostruktūros išorę ir neformuojantys  

β klosčių bei α spiralių. Kadangi gp39 ir gpV buvo nustatyti kaip struktūriniai 

analogai ir žinant, kad gpV TE kilpa yra svarbi sąveikai su kitais gpV 

baltymais, šiame darbe nebuvo bandoma baltyminių fragmentų įterpimui 

panaudoti baltymo gp39 kilpos. 

3.5. gp39 N ir C galo aminorūgščių bei prijungto 6x-His peptido įtakos 

savaiminiam susirinkimui į nanovamzdelius tyrimai 

3.5.1. Mielių raiškos vektorių konstravimas 

 

Baltymų gp39_NΔ10, gp39_NΔ24, gp39_CΔ12, gp39_CΔ24 sintezei  

S. cerevisiae mielėse, buvo konstruojami mielių raiškos vektoriai. Baltymo 

gp39 variantus su pašalintomis N arba C galo AR koduojančios DNR sekos 

buvo pagausintos PGR metodu naudojant vektorių pFX7_gp39 kaip matricą 

ir pradmenis, pateiktus 2 ir 7 lentelėse. Šie pradmenys prie pagausintų DNR 

sekų 5‘ ir 3‘ galo prijungė XbaI RE atpažinimo sekas. Į vektorių pFX7 įterpus 

XbaI RE hidrolizuotas baltymo gp39 variantus su pašalintomis N arba C galo 

AR koduojančias sekas, buvo sukonstruoti mielių raiškos vektoriai 

pFX7_gp39_NΔ10, pFX7_gp39_NΔ24, pFX7_gp39_CΔ12 bei 

pFX7_gp39_CΔ24 (30 pav.). 

Papildomi mielių raiškos vektoriai buvo konstruojami 6 histidino AR 

peptido (6x-His) prijungimui prie baltymo gp39 N arba C galo. Tam baltymą 

gp39 koduojanti DNR seka buvo pagausinta PGR metodu naudojant vektorių 

pFX7_gp39 kaip matricą. Baltymą gp39 koduojančios DNR sekos įterpimui į 

vektorių pFX7_N-His, PGR metu buvo naudojami gp39_F ir gp39_R 

pradmenys, kurie prie gp39 DNR sekos 5‘ ir 3‘ galo prijungė XbaI RE 

atpažinimo sekas. 6x-His peptido prijungimui prie gp39 C galo, PGR metu 

buvo naudojami gp39_F ir gp39beSTOP_R pradmenys, kurie prie baltymą 

gp39 koduojančios DNR sekos 5‘ galo prijungė XbaI RE atpažinimo seką, o 

nuo 3‘ galo pašalino „stop“ kodoną (TAA) ir prijungė XbaI RE atpažinimo 

seką (naudoti oligonukleotidai pateikti 2 ir 7 lentelėse). XbaI RE hidrolizuotas 

genų sekas įterpus į mielių raiškos vektorius pFX7_N-His ir pFX7_C-His, 

buvo sukonstruoti vektoriai pFX7_gp39_N-His ir pFX7_gp39_C-His  

(30 pav.). Į vektorius įterptų genų sekoskaita buvo atlikta VU GMC BTI 
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Sekvenavimo centre, o gautos sekos išanalizuotos „MEGA v7.0.26“ 

programine įranga.   

 

 
30 pav. Mielių raiškos vektorių, koduojančių baltymo gp39 variantus, 

konstravimo schemos. Mielių raiškos vektorių pFX7_gp39_N-His ir pFX7_gp39_C-

His gavimui, į pFX7_N-His bei pFX7_C-His vektorius, tarp promotoriaus Gal10-

PYK1 ir terminatoriaus PGK1, buvo įterptos baltymą gp39 koduojančios DNR sekos. 

Mielių raiškos vektorių pFX7_gp39_NΔ10, pFX7_gp39_NΔ24, pFX7_gp39_CΔ12 

bei pFX7_gp39_CΔ24 gavimui, į pFX7 vektorių, tarp promotoriaus ir terminatoriaus 

sekų, buvo įterptos baltymus gp39_NΔ10, gp39_NΔ24, gp39_CΔ12, gp39_CΔ24 

koduojančios DNR sekos. XbaI RE atpažinimo sekos buvo prijungtos prie genų 5‘ ir 

3‘ galų. 

 

7 lentelė. Mielių raiškos vektorių, koduojančių baltymą gp39 ir baltymo gp39 

variantus, apibūdinimas. 

Baltymai 

DNR sekos 

pagausinimui naudoti 

oligonukleotidai 

Konstravimui 

naudoti 

vektoriai 

Sukonstruotų 

vektorių pavadinimai 

Pilno ilgio gp39 gp39_F ir gp39_R pFX7 pFX7_gp39 

gp39_NΔ10 gp39_NΔ10_F ir gp39_R pFX7 pFX7_gp39_NΔ10 

gp39_NΔ24 gp39_NΔ24_F ir gp39_R pFX7 pFX7_gp39_NΔ24 

gp39_N-His gp39_F ir gp39_R pFX7_N-His pFX7_gp39_N-His 

gp39_CΔ12 gp39_F ir gp39_CΔ12_R pFX7 pFX7_gp39_CΔ12 

gp39_CΔ24 gp39_F ir gp39_CΔ24_R pFX7 pFX7_gp39_CΔ24 

gp39_C-His 
gp39_F ir 

gp39beSTOP_R 
pFX7_C-His pFX7_gp39_C-His 

„Δ“ rodo N arba C galo AR deleciją, o skaičius nurodo pašalintų AR kiekį. 
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3.5.2. Baltymo gp39 variantų sintezė mielėse ir gebėjimo formuoti 

nanovamzdelius nustatymas 
 

Remiantis 3.4. skyrelyje sumodeliuotu gp39 erdvinės struktūros modeliu, 

gp39 N galo 1-83 AR bei C galo 209-224 AR neformuoja β klosčių ir  

α spiralių, kurios galėtų būti svarbios baltymo gp39 savaiminiam 

susirinkimui. Tam, kad nustatyti gp39 N ir C galuose esančių AR svarbą 

sintezės efektyvumui mielėse ir gebėjimą formuoti nanovamzdelius,  

S. cerevisiae mielės buvo transformuotos mielių raiškos vektoriais 

pFX7_gp39_NΔ10, pFX7_gp39_NΔ24, pFX7_gp39_CΔ12 bei 

pFX7_gp39_CΔ24, koduojančiais baltymo gp39 variantus su pašalintomis N 

arba C galo 10 arba 24 AR. Tam, kad nustatyti prie gp39 N arba C galo 

prijungto 6x-His peptido įtaką baltymų gp39_N-His ir gp39_C-His sintezei 

mielėse ir jų gebėjimui formuoti nanostruktūras, mielės buvo transformuotos 

vektoriais pFX7_gp39_N-His ir pFX7_gp39_N-His. Mielėse susintetintų 

baltymų gp39_NΔ10, gp39_NΔ24, gp39_CΔ12, gp39_CΔ24 bei gp39_N-His, 

gp39_C-His sintezės efektyvumas buvo nustatytas NDS-PAGE ir 

imunoblotuose, o gebėjimas formuoti nanostruktūras buvo įvertintas 

mikroskopavimo būdu (31 pav.). 

Trijų nepriklausomų eksperimentų duomenimis, baltymo gp39 variantai 

buvo sintetinami skirtingu efektyvumu. Jei baltymas gp39, susintetintas 

mielių ląstelėse, sudarė ~27 % bendro ląstelės baltymų kiekio, tai 10 AR arba 

24 AR pašalinimas nuo gp39 N ar C galo drastiškai sumažino sutrumpintų 

gp39 baltymų sintezės efektyvumą. Baltymų gp39_NΔ10, gp39_NΔ24 bei 

gp39_CΔ24 sintezė buvo neefektyvi – jie sudarė nuo ~2 % iki ~8 % visų 

ląstelės baltymų kiekio. Baltymo gp39_CΔ12 sintezė buvo šiek tiek 

efektyvesnė, nes gp39_CΔ12 sudarė ~15 % bendro ląstelės baltymų kiekio (31 

pav. B, C). 6x-His peptido prijungimas prie gp39 N arba C galo taip pat lėmė 

nevienodą baltymų sintezę mielėse. Nors baltymas gp39_N-His buvo 

sintetinamas neefektyviai (~2 % nuo bendro ląstelės baltymų kiekio), tačiau 

6x-His peptido prijungimas prie gp39 C galo neigiamos įtakos baltymo 

gp39_C-His sintezės efektyvumui neturėjo: jis buvo sintetinamas panašiu 

efektyvumu kaip nemodifikuotas gp39 (31 pav. B, C). 

Mikroskopuojant išgrynintus baltymų gp39_NΔ10, gp39_NΔ24, 

gp39_CΔ12 ir gp39_CΔ24 mėginius pasirodė, kad AR pašalinimas nuo gp39 

N ar C galo ypač neigiamai paveikė šių baltymų gebėjimą formuoti 

nanostruktūras: mėginiuose buvo aptinkamos tik trumpos iki 0,2 µm ilgio 

pavienės struktūros arba nestruktūriniai baltymų agregatai (31 pav. D,  

8 lentelė). Tai rodo, kad gp39 N ir C galo AR yra svarbios šio baltymo 

gebėjimui formuoti nanovamzdelius ir jų sintezės efektyvumui mielėse, todėl 
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toliau su šiais sutrumpintais gp39_NΔ10, gp39_NΔ24, gp39_CΔ12, 

gp39_CΔ24 baltymais dirbama nebuvo. 

6x-His peptido įtaka gp39 gebėjimui savaime susirinkti į nanovamzdelius 

priklausė nuo jo prijungimo vietos. Prie gp39 N galo prijungtas 6x-His 

peptidas turėjo neigiamos įtakos gp39_N-His savaiminiam susirinkimui, 

kadangi mikroskopavimo metu buvo aptinkamos daugiausia iki 0,1 µm ilgio 

bei pavienės iki 0,58 µm ilgio nanostruktūros. Priešingai, gp39 C galas yra 

tinkamas modifikacijoms: prijungtas 6x-His peptidas neturėjo neigiamo 

poveikio gp39_C-His formuojamų nanostruktūrų morfologijai: buvo stebimi 

tvarkingi, ilgi ir lankstūs nanovamzdeliai, kurie nesiskyrė nuo nemodifikuoto 

gp39 formuojamų nanovamzdelių (31 pav. D, 8 lentelė).  

 

 
31 pav. Baltymo gp39 variantų schemos, jų sintezės efektyvumo mielėse ir 

savaiminio susirinkimo į nanostruktūras tyrimas. (A) Baltymo gp39 variantų 

schemos. Simbolis „Δ“ rodo N arba C gale esančių AR deleciją, o skaičius nurodo 
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pašalintų AR kiekį. Baltymas gp39 ir jo variantai pavaizduoti pilkais stačiakampiais, 

o 6x-His peptidas – geltonu kvadratu. (B) S. cerevisiae mielėse susintetintų baltymų 

sintezės analizė PAA gelyje bei (C) jų nustatymas imunobloto metodu naudojant anti-

gp39 PAk (paruošti I. Dalgėdienės, VU BTI ILBS). M – baltymų molekulinės masės 

standartas „Page RulerTM Unstained Protein Ladder“ (Thermo Fisher Scientific 

Baltics); „-“ žymi mielių, transformuotų „tuščiu“ raiškos vektoriumi pFX7, lizatą; 

kituose takeliuose išfrakcionuoti mielių, sintetinančių baltymo gp39 variantus, lizatai. 

(D) Baltymo gp39 variantų formuojamų nanostruktūrų TEM nuotraukos. 

 

8 lentelė. Baltymo gp39 ir jo variantų formuojamų struktūrų morfologinių 

savybių aprašymas. 

Baltymo 

variantai 
Nanostruktūrų morfologija 

Natyvus 

gp39 

Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra >3,95 µm 

ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1,3 µm. Skersmuo 12-14 nm. 

gp39_NΔ10 
Sutrikdytas baltymo savaiminis susirinkimas. Ilgiausia struktūra  

0,2 µm ilgio. Skersmuo 9-18 nm. 

gp39_NΔ24 Į nanovamzdelius nesusirenka. 

gp39_CΔ12 
Sutrikdytas baltymo savaiminis susirinkimas. Ilgiausia struktūra  

0,2 µm ilgio. Skersmuo 13-21 nm. 

gp39_CΔ24 
Sutrikdytas baltymo savaiminis susirinkimas. Ilgiausia struktūra  

0,1 µm ilgio. Skersmuo 9-16 nm. 

gp39_N-His 

Sutrikdytas baltymo savaiminis susirinkimas. Ilgiausia struktūra 

0,58 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis iki 0,1 µm. Skersmuo  

12-14 nm. 

gp39_C-His 
Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra >2,2 µm 

ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1,3 µm. Skersmuo 12-14 nm. 

Geltona spalva pažymėti rekombinantiniai baltymai, savaime susirenkantys į ilgus ir 

lanksčius nanovamzdelius. 

 

Baltymo gp39 N arba C galo AR pašalinimas parodė, kad šios baltymo 

dalys yra svarbios gp39 savaiminiam susirinkimui į nanovamzdelius. 

Remiantis moksliniais tyrimais, AR pašalinimas iš virusinę nanostruktūrą 

formuojančio baltymo gali būti dvejopas – vienu atveju, tai gali neigiamai 

paveikti sutrumpintų baltymų susirinkimą į tvarkingas nanostruktūras 

(Kalnciema et al., 2011), o kitu atveju, tai leidžia vietoje pašalintų AR 

prijungti ilgesnius baltyminius fragmentus nesutrikdant baltymų gebėjimo 

formuoti nanostruktūras (Hassani-Mehraban et al., 2015; Yang et al., 2007). 

Nors gp39 N ar C galo AR pašalinimas neigiamai paveikė baltymo gebėjimą 

formuoti nanovamzdelius, tačiau 6x-His peptido prijungimas prie gp39 C galo 

neturėjo neigiamos įtakos baltymų sintezės efektyvumui mielėse ir 
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susirinkimui į nanostruktūras. Tuo baltymas gp39 skyrėsi nuo homologinio 

fago lambda baltymo gpV. Baltymo gpV N galas taip pat buvo svarbus 

susirinkimui, tačiau 80 AR pašalinimas iš gpV C galo neturėjo neigiamo 

poveikio baltymo susirinkimui į ataugas, o pašalintos gpV C galo AR galėjo 

būti pakeistos prijungiant baltyminius fragmentus, eksponuojamus ant fago 

ataugų (Dunn, 1995; Katsura, 1981; Maruyama et al., 1994). C galo 

modifikacijų skirtingas poveikis baltymų gp39 ir gpV susirinkimui gali būti 

paaiškintas jų C galo ypatumais: gpV C gale turi į Ig-panašų, į ataugos išorę 

eksponuojamą baltymo domeną (Campbell et al., 2020), o gp39, panašu, šio 

dekoracinio domeno neturi (žr. 3.4. skyrelį). 

Kadangi prie gp39 C galo prijungtas 6x-His peptidas neturėjo neigiamos 

įtakos nanovamzdelių susiformavimui, toliau buvo tiriamos gp39 C galo 

panaudojimo kaip potencialios vietos baltyminių fragmentų prijungimui bei 

jų eksponavimui ant nanovamzdelių galimybės. 

3.6. Prie gp39 C galo prijungto 6x-His peptido lokalizacijos  

nustatymas nanovamzdelyje 

Virusinės nanostruktūros turi du paviršius ant kurių gali būti eksponuojami 

prijungti baltyminiai fragmentai: išorinis paviršius arba vidinė ertmė. Prie 

gp39 C galo prijungto 6x-His peptido lokalizacijos nustatymui 

nanovamzdelyje, mielėse buvo susintetintas baltymas gp39_C-His. Dalis 

natyviomis sąlygomis išgryninto baltymo gp39_C-His buvo denatūruojama 

tris dienas inkubuojant 8 M GuHCl buferiniame tirpale. Baltymo gp39_C-His 

denatūracija buvo patvirtinta TEM analizės metu neaptikus nanovamzdelių 

(duomenys nepateikti). Natyviomis sąlygomis išgryninti baltymai gp39 ir 

gp39_C-His bei denatūruotas baltymas gp39_C-His buvo analizuojami 

netiesioginės imunofermentinės analizės (IFA) bei taškinio imunobloto 

metodais (32 pav.). 

Netiesioginės IFA metodu su anti-His monokloniniais antikūnais (MAk) 

natyvus ir denatūruotas baltymas gp39_C-His sąveikavo panašiu efektyvumu 

(32 pav. A). S. cerevisiae mielėse susintetintas ir giminingumo (afininės) 

chromatografijos būdu denatūruojančiomis sąlygomis išgrynintas Dobrava 

viruso N baltymas, turintis prie N galo prijungtą 6x-His peptidą (Dobrava 

N_N-His), buvo naudotas kaip kontrolė (Razanskiene et al., 2004) sąveikai su 

anti-His MAk tirti. IFA metodo specifiškumą patvirtino sąveikos nebuvimas 

tarp nemodifikuoto baltymo gp39 ir anti-His MAk (32 pav. A).  

Sąveika tarp anti-His MAk ir natyviomis sąlygomis išgrynintų baltymų 

gp39, gp39_C-His bei denatūruoto baltymo gp39_C-His buvo tiriama taškinio 

imunobloto metodu. Gauti duomenys atitiko IFA rezultatus – natyvus ir 
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denatūruotas gp39_C-His sąveikavo su anti-His MAk. Taškinio imunobloto 

metodo specifiškumą patvirtino sąveikos nebuvimas tarp baltymo gp39 su 

anti-His MAk bei tarp lizato baltymų su anti-His MAk bei anti-gp39 PAk  

(32 pav. B). 

 
32 pav. 6x-His peptido lokalizacijos nustatymo nanovamzdelyje tyrimas.  

(A) Natyvių ir denatūruotų rekombinantinių baltymų sąveikos su anti-His MAk 

nustatymas IFA metodu bei (B) sąveikos su anti-His MAk ir anti-gp39 PAk 

nustatymas taškinio imunobloto metodu. Išryškėję „taškai“ rodo sąveiką tarp 

membranoje imobilizuoto baltymo ir tiriamų antikūnų. 

 

Prie virusinių nanostruktūrų prijungti peptidai ar baltymai gali būti 

eksponuojami ant struktūros paviršiaus arba nukreipti į vidinę ertmę (Belval 

et al., 2016; Kovacs et al., 2007). Norint pritaikyti gp39 formuojamus 

nanovamzdelius kaip nešiklį prijungtų peptidų ar baltymų eksponavimui, 

buvo būtina išsiaiškinti prie gp39 C galo prijungto 6x-His peptido lokalizaciją 

nanostruktūroje. Kadangi natyvus baltymas gp39_C-His formavo 

nanovamzdelius, kuriose 6x-His peptidas galėjo būti „paslepiamas“ struktūros 

viduje, o denatūruotas baltymas gp39_C-His nanovamzdelių neformavo, todėl 

imunologiniais metodais buvo analizuojama prie natyvaus ir denatūruoto 

gp39 C galo prijungto 6x-His peptido sąveika su anti-His MAk. Pasirodė, kad 

su anti-His MAk panašiu efektyvumu reagavo tiek natyvus, tiek denatūruotas 

gp39_C-His baltymai, todėl galima daryti prielaidą, kad prie gp39 C galo 

prijungtas 6x-His peptidas yra eksponuojamas ant nanovamzdelių paviršiaus. 

Jeigu 6x-His peptidas būtų „paslepiamas“ nanovamzdelio vidinėje ertmėje, 

IFA metodu tirtos sąveikos intensyvumas tarp natyvaus gp39_C-His ir  

anti-His MAk būtų kur kas silpnesnis nei sąveika tarp denatūruoto  

gp39_C-His ir anti-His MAk. 
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3.7. Baltymų gp39m ir gp39m_J sintezės mielėse efektyvumo ir jų 

gebėjimo susirinkti į nanostruktūras tyrimas 

3.7.1. Vektorių, koduojančių gp39m ir gp39m_J baltymus, konstravimas 

 

Buvo konstruojamas mielių raiškos vektorius, kuriame prie baltymą gp39 

koduojančios geno sekos 3‘ galo būtų prijungta klonavimo sritis, sudaryta iš 

NcoI, SmaI ir BamHI RE atpažinimo sekų. Pirmiausia, PGR metodu, 

naudojant pFX7_gp39 vektorių kaip matricą ir pradmenis gp39_F ir gp39m_R 

(2 lentelė), buvo pagausintas gp39 geno fragmentas, prie kurio 3‘ galo buvo 

prijungta klonavimo sritis. Modifikuotas geno fragmentas buvo pavadintas 

gp39m ir po hidrolizacijos XbaI ir BcuI RE, buvo įterptas į vektorių pFX7. 

Sukonstruotas mielių raiškos vektorius, koduojantis baltymą gp39m, buvo 

pavadintas pFX7_gp39m, (33 pav., 9 lentelė).  

Papildomai buvo sukonstruotas dar vienas mielių raiškos vektorius, 

kuriame į vektoriaus pFX7_gp39m klonavimo sritį buvo įterpta 15 AR ilgio 

jungtukinį peptidą koduojanti seka. Jungtukinį peptidą koduojantys 

oligonukleotidiniai pradmenys buvo susintetinti chemiškai (Invitrogen) ir 

hibridizuoti (2 lentelė). Prie oligomerų 3‘ galo buvo prijungta NcoI RE 

atpažinimo seka, o prie 5‘ galo buvo prijungtos SmaI ir BamHI RE atpažinimo 

sekos. Į NcoI ir BamHI RE linearizuotą vektorių pFX7_gp39m buvo įterpta 

tomis pačiomis RE hidrolizuota jungtukinį peptidą koduojanti DNR seka. 

Sukonstruotas mielių raiškos vektorius pFX7_gp39m_J9 kodavo baltymą 

gp39m su C gale prijungtu jungtukiniu peptidu (33 pav., 9 lentelė). Į vektorius 

pFX7_gp39m ir pFX7_gp39m_J įterptų genų sekoskaita buvo atlikta VU 

GMC BTI Sekvenavimo centre, o gautos sekos išanalizuotos „MEGA 

v7.0.26“ programine įranga. 

                                                      
9Jungtukinis peptidas arba jungtukinį peptidą koduojanti DNR seka baltymų ir 

plazmidžių pavadinimuose bus žymimi „J“ raide. 
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33 pav. Klonavimo sričių bei baltymus gp39m ir gp39m_J koduojančių sekų 

schemos. (A) Prie gp39 sekos 3‘ galo prijungtų klonavimo sričių schemos. Baltymą 

gp39 koduojanti DNR seka pavaizduota šviesiai pilku stačiakampiu, o klonavimo sritį 

sudaranti seka – tamsiai pilku stačiakampiu. Jungtuką koduojanti seka pavaizduota 

žydra bangele. gp39m klonavimo sritį sudaro NcoI, SmaI ir BamHI RE atpažinimo 

sekos, o gp39m_J klonavimo sritį sudaro NcoI, SmaI ir BamHI RE atpažinimo sekos 

ir įterpta jungtukinį peptidą koduojanti seka. (B) Baltymus gp39m ir gp39m_J 

koduojančių DNR sekų schemos. Gal10-PYK1 – promotorius, PGK1 – terminatorius. 

Jungtuką koduojanti seka pavaizduota žydru stačiakampiu, klonavimo sritys 

pažymėtos tamsiai pilkais stačiakampiais.  

 

9 lentelė. Mielių raiškos vektorių, koduojančių baltymus gp39m ir gp39m_J, 

aprašymas. 

Baltymai 
DNR sekos pagausinimui 

naudoti oligonukleotidai 

Konstravimui 

naudoti raiškos 

vektoriai 

Sukonstruotų 

vektorių 

pavadinimai 

gp39m gp39_F ir gp39m_R pFX7 pFX7_gp39m 

gp39m_J GGGGS_F ir GGGGS_R pFX7_gp39m pFX7_gp39m_J 

 

Abu sukonstruoti mielių raiškos vektoriai skirti chimerinių baltymų, 

sudarytų iš gp39m ir prie jo C galo prijungtų baltyminių fragmentų, sintezei 

mielėse. Kadangi neaišku kaip prie nanovamzdelius formuojančio baltymo 

gp39 prijungiamos AR paveiks baltymų erdvinį susilankstymą, gebėjimą 
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susirinkti į nanostruktūras ir jų morfologiją, todėl buvo sukonstruoti du 

vektoriai. Jų skirtumas tas, kad pFX7_gp39m bus naudojamas chimerinių 

baltymų su tiesiogiai prie gp39 C galo prijungtais baltyminiais fragmentais 

sintezei, o pFX7_gp39m_J – chimerinių baltymų, kuriuose baltyminiai 

fragmentai prie gp39 C galo bus prijungti per jungtukinį peptidą, sintezei. 

Jungtukinį peptidą sudaro 15 AR pasikartojančių glicino ir serino AR 

[GGGGS]3x, todėl, remiantis kitų autorių tyrimais (Pavoni et al., 2013; 

Urakami et al., 2017), jungtukinis peptidas turėtų sumažinti prijungiamų 

baltyminių fragmentų poveikį gp39m erdviniam susilankstymui ir turėti 

mažesnę neigiamą įtaką chimerinių baltymų susirinkimui į nanostruktūras.  

  

3.7.2. Baltymų gp39m ir gp39m_J sintezės efektyvumo mielėse ir 

savaiminio susirinkimo į nanostruktūras tyrimai 

 

S. cerevisiae mielių AH22-214 kamieno ląstelės buvo transformuotos 

raiškos vektoriais pFX7_gp39, pFX7_gp39m ir gp39m_J. Mielėms 

susintetinus baltymus gp39, gp39m ir gp39m_J, mielių ląstelės buvo 

surenkamos ir ardomos mechaniniu būdu. Tikslinių baltymų sintezės 

efektyvumas mielių ląstelėse buvo įvertintas NDS-PAGE analizuojant mielių 

lizato mėginius (34 pav. A). Dviejų nepriklausomų eksperimentų 

duomenimis, S. cerevisiae mielėse baltymai gp39, gp39m ir gp39m_J buvo 

sintetinami panašiu efektyvumu. Be to, atlikus mielių lizato mėginių 

centrifugavimą, didžioji baltymų gp39m ir gp39m_J dalis buvo aptinkama 

mielių supernatante, todėl šie baltymai pasižymėjo panašiomis tirpumo 

savybėmis kaip nemodifikuotas baltymas gp39 (34 pav.). 

Išgrynintų baltymų gp39, gp39m ir gp39m_J mėginių analizė TEM parodė, 

kad baltymai gp39m ir gp39m_J formavo nanovamzdelius, panašius į 

nemodifikuoto gp39 formuojamas nanostruktūras: jie buvo ilgi, lankstūs, jų 

paviršius buvo tvarkingas ir neturėjo įtrūkimų (34 pav. B; 10 lentelė). 
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34 pav. Baltymų gp39, gp39m ir gp39m_J sintezės efektyvumo mielėse bei 

savaiminio susirinkimo tyrimas. (A) Mielėse susintetintų rekombinantinių baltymų 

sintezės analizė PAA gelyje. M – baltymų molekulinės masės standartas „Page 

RulerTM Unstained Protein Ladder“ (Thermo Fisher Scientific Baltics); „-“ žymi 

mielių, transformuotų „tuščiu“ raiškos vektoriumi pFX7, lizatą; toliau pateikiami 

mielių, sintetinančių rekombinantinius baltymus, 1 – lizatai (rekombinantiniai 

baltymai pažymėti geltonomis rodyklėmis), 2 – supernatantai, 3 – nuosėdos.  

(B) Baltymų gp39, gp39m ir gp39m_J formuojamų nanovamzdelių TEM nuotraukos. 

 

10 lentelė. Baltymų gp39m ir gp39m_J formuojamų nanovamzdelių esminės 

charakteristikos. 

Baltymų 

variantai 
Nanovamzdelių morfologija 

gp39m 
Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra >2,2 µm 

ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1,3 µm. Skersmuo 12-14 nm. 

gp39m_J 
Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra >2,2 µm 

ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1,1 µm. Skersmuo 12-14 nm. 

 

Nors mielių raiškos vektoriuose pFX7_39m ir pFX7_39m_J dėl klonavimo 

srities arba klonavimo srities su jungtukinį peptidą koduojančia DNR seka 

prijungimo prie gp39 koduojančios sekos 3’ galo, prie baltymo gp39 buvo 

prijungtos papildomos 6 AR (PWPGGS) arba 21 AR (PW[GGGGS]3xPGGS), 

tačiau tai neturėjo neigiamos įtakos baltymų gp39m ir gp39m_J sintezės 

efektyvumui mielėse ir jų gebėjimui susirinkti į nanovamzdelius. Todėl mielių 



107 

 

raiškos vektoriai pFX7_39m ir pFX7_39m_J toliau buvo naudojami baltymų 

fragmentus koduojančių DNR sekų įterpimui ir chimerinių baltymų sintezei 

mielėse. 

3.8. Chimerinių baltymų sintezės efektyvumo mielėse ir  

savaiminio susirinkimo tyrimas 

Nėra universalios virusinės nanostruktūros, kuri galėtų eksponuoti visus 

prie jos prijungiamus baltyminius fragmentus. Kadangi virusinės 

nanostruktūros tarpusavyje skiriasi jas formuojančių baltymų skaičiumi, jų 

fizikinėmis ir cheminėmis savybėmis (Chen et al., 2021; Hassani-Mehraban 

et al., 2015; Porta et al., 2003), todėl reikėjo nustatyti baltyminių fragmentų 

prijungimo prie gp39 C galo įtaką chimerinių baltymų sintezės efektyvumui 

ir gebėjimui formuoti nanostruktūras. Baltymo gp39 formuojamų 

nanovamzdelių pritaikymas kuriant baltyminių fragmentų nešiklį buvo 

tiriamas pasirinkus skirtingomis fizikinėmis ir cheminėmis savybėmis 

pasižyminčius modelinius peptidus 6x-His, Api-m4, HNTV170-181 bei 

baltymą eGFP. 

 

3.8.1. Mielių raiškos vektorių konstravimas 

Vektoriai, koduojantys chimerinius baltymus, buvo konstruojami į mielių 

raiškos vektoriaus pFX7_gp39m ir pFX7_gp39m_J baltymą gp39 

koduojančios sekos 3‘ gale esančią klonavimo sritį įterpiant 6x-His peptidą, 

bičių Apis mellifera alergeno komponentą Api-m4, Hantaan viruso N baltymo 

peptidą, esantį tarp 170-181 AR regiono (HNTV170-181), bei žaliai 

fluorescuojantį baltymą (eGFP) koduojančias sekas.  

6x-His peptidą koduojantys oligonukleotidiniai pradmenys buvo 

susintetinti chemiškai (Invitrogen) ir hibridizuoti. Api-m4, HNTV170-181 

peptidus bei eGFP baltymą koduojantys DNR fragmentai buvo pagausinti 

PGR metodu naudojant Api-m4 alergeną, Hantaan viruso N baltymą ir eGFP 

baltymą koduojančias plazmides kaip matricas (nepublikuoti duomenys; 

Gedvilaite et al., 2006; Razanskiene et al., 2004). Prie hibridizuotų oligomerų 

arba prie PGR metodu pagausintų DNR fragmentų 3‘ galo buvo įterpta SmaI 

RE atpažinimo seka, o prie šių fragmentų 5‘ galo buvo įterpta BamHI RE 

atpažinimo seka (2 lentelė). Dėl to SmaI ir BamHI RE hidrolizuoti DNR 

fragmentai buvo įterpti į tomis pačiomis RE hidrolizuotus vektorius 

pFX7_gp39m ir pFX7_gp39m_J. Iš viso buvo sukonstruoti 8 mielių raiškos 

vektoriai (11 lentelė), iš kurių 4 vektoriai kodavo chimerinius baltymus be 

jungtukinio peptido (gp39m_His, gp39m_Api-m4, gp39m_eGFP, 
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gp39m_HNTV10), o kiti 4 vektoriai kodavo chimerinius baltymus su 

jungtukiniu peptidu (gp39m_J_His, gp39m_J_Api-m4, gp39m_J_eGFP, 

gp39m_J_HNTV) (35 pav.). Sukonstruotų mielių raiškos vektorių sekoskaita 

buvo atlikta VU GMC BTI Sekvenavimo centre, o gautos sekos išanalizuotos 

„MEGA v7.0.26“ programine įranga. 
 

 
35 pav. Chimerinius baltymus koduojančių sekų schemos. Prie gp39m ir gp39m_J 

DNR sekų 3‘ galo buvo įterptos 6x-His, Api-m4, HNTV170-181 peptidus ar eGFP 

baltymą koduojančios DNR sekos (pažymėtos oranžiniu stačiakampiu). Jungtukinį 

peptidą koduojanti seka pavaizduota žydru stačiakampiu. Gal10-PYK1 – pFX7 

vektoriaus promotorius, PGK1 – terminatorius. 

 

11 lentelė. Mielių raiškos vektorių, koduojančių chimerinius baltymus, 

aprašymas. 

Baltymai 

DNR sekos 

pagausinimui 

naudoti 

oligonukleotidai 

Konstravimui 

naudoti raiškos 

vektoriai 

Sukonstruotų vektorių 

pavadinimai 

gp39m_Api-m4 

gp39m_J_Api-m4 

Api-m4_F 

Api-m4_R 

pFX7_gp39m  

pFX7_gp39m_J 

pFX7_gp39m_Api-m4 

pFX7_gp39m_J_Api-m4 

gp39m_eGFP 

gp39m_J_eGFP 

eGFP_F  

eGFP_R 

pFX7_gp39m_eGFP 

pFX7_gp39m_J_eGFP 

gp39m_His 

gp39m_J_His 

6His_F 

6His_R 

pFX7_gp39m_His 

pFX7_gp39m_J_His 

gp39m_HNTV 

gp39m_J_HNTV 

HNTV170_F 

HNTV181_R 

pFX7_gp39m_HNTV 

pFX7_gp39m_J_HNTV 

 

3.8.2. Teorinis peptidų ir baltymų fizikinių ir cheminių savybių įvertinimas 

 

Tam, kad būtų galima susieti baltyminių fragmentų savybes su jų įtaka 

chimerinių baltymų sintezės efektyvumui mielėse bei susirinkimui į 

                                                      
10HNTV170-181 peptidas arba šį peptidą koduojanti DNR seka baltymų ir plazmidžių 

pavadinimuose bus žymimi HNTV. 
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nanovamzdelius, buvo atlikta bioinformatinė analizė. Jos metu nustatytos 

peptidų 6x-His, Api-m4, HNTV170-181 ir baltymų eGFP bei gp39 teorinės 

hidrofilinės ir hidrofobinės savybės, izoelektriniai taškai (pI), įvertinta peptidų 

ir baltymo prijungimo prie gp39 įtaka chimerinių baltymų krūvio pokyčiui. 

Kadangi prie gp39 C galo buvo nuspręsta prijungti modelinį eGFP baltymą, 

buvo atlikta gp39 ir eGFP baltymų erdvinių struktūrų vizualizacija. 

Nemodifikuotą baltymą gp39 sudaro 224 AR, o 6 AR ilgio 6x-His peptidas 

buvo trumpiausias iš pasirinktų sekų. Dvigubai už jį ilgesnis buvo 12 AR ilgio 

HNTV170-181 peptidas, o Api-m4 peptidą sudaro 26 AR Ilgiausią pasirinktą 

seką sudarė 238 AR ilgio baltymas eGFP, kuris sudarė 106,2 % nemodifikuoto 

gp39 ilgio (12 lentelė). 

Peptidų ir baltymų teorinės hidrofilinės ir hidrofobinės savybės buvo 

nustatytos internetiniu įrankiu „ExPASy ProtParam“, remiantis Kyte ir 

Doolittle (1982) pasiūlytomis hidropatiškumo indekso reikšmėmis 

(GRAVY)11. Baltymą gp39 sudaro 40,6 % hidrofobinių AR, o GRAVY 

indeksas -0,16. Vienintelį 6x-His peptidą sudaro išimtinai hidrofilinės AR, 

kurių GRAVY indeksas -3,2. Labiau hidrofobiškas buvo baltymas eGFP, 

sudarytas iš 37 % hidrofobinių AR ir turintis GRAVY indeksą -0,48. Dar 

hidrofobiškesnis buvo HNTV170-181 peptidas, sudarytas iš 42 % 

hidrofobinių AR ir turintis GRAVY indeksą -0,28. Api-m4 peptidą sudarančių 

hidrofobinių AR skaičius buvo didžiausias – jį sudaro 50 % hidrofobinių AR, 

kurio GRAVY indeksas 0,27 (12 lentelė). 

Baltymų ir baltyminių fragmentų teorinis pI12 buvo nustatytas internetiniu 

įrankiu „Protein Calculator v3.4“. Peptidų ir baltymų teorinės pI reikšmės kito 

nuo 4,88 iki 12,06. Nuo baltymo gp39 teorinės pI reikšmės (4,88) beveik 

nesiskyrė baltymo eGFP pI reikšmė (5,95). Didžiausias pI reikšmes turėjo 

peptidai HNTV170-181 (pI 10,28) ir Api-m4 (pI 12,06), o tai yra ~1,8 ir  

~2 kartus didesnės reikšmės nei baltymo gp39 (12 lentelė). Chimerinių 

baltymų teorinės pI ir krūvio reikšmės buvo paskaičiuotos tirpalo pH esant 7,5 

ir jos priklausė nuo prijungtų baltyminių fragmentų ilgio ir juos sudarančių 

AR sekos. 6x-His peptido prijungimas prie gp39m ir gp39m_J turėjo 

mažiausią įtaką chimerinių gp39m_His ir gp39m_J_His teorinio pI ir krūvio 

pokyčiui – pI vietoje 4,88 tapo 5,3, o krūvis vietoje -8 tapo -7,8. Nors 

                                                      
11Hidropatiškumo indeksas (GRAVY) (reikšmės (-4,5; 4,5)) parodo peptido ar 

baltymo hidrofilines/hidrofobines savybes. Kuo indeksas neigiamesnis, tuo daugiau 

hidrofilinių AR sudaro seką ir atvirkščiai, kuo indeksas teigiamesnis, tuo daugiau 

hidrofobinių AR sudaro seką. 
 

12Izoelektrinio taško reikšmė nurodo pH vertę, kuriai esant tiriamas baltymas neturi 

elektrinio krūvio. Jeigu tirpalo pH < pI, baltymas turės teigiamą krūvį, o esant tirpalo 

pH > pI reikšmei, baltymas turės neigiamą krūvį. 
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HNTV170-181 peptido prijungimas prie gp39m ir gp39m_J chimerinių 

gp39m_HNTV ir gp39m_J_HNTV pI reikšmės beveik nepakeitė (pI vietoje 

4,88 tapo 5,3), tačiau baltymų krūvis vietoje -8 sumažėjo iki -5,3. Api-m4 

peptido prijungimas prie gp39m ir gp39m_J dar labiau pakeitė chimerinių 

gp39m_Api-m4 ir gp39m_J_Api-m4 krūvio reikšmes (vietoje -8 tapo -3,4), 

tačiau beveik nepakeitė pI reikšmių (pI vietoje 4,88 tapo 5,5). Nors eGFP 

prijungimas prie gp39m ir gp39m_J labiausiai pakeitė chimerinių baltymų 

gp39m_eGFP ir gp39m_J_eGFP krūvį (krūvis vietoje -8 tapo -15,8), tačiau pI 

reikšmės beveik nepasikeitė (pI vietoje 4,88 tapo 5,32) (12 lentelė). 
 

12 lentelė. Baltymų ir peptidų esminės charakteristikos. 

Baltymo/ 

peptido 

pavadinimas 

AR seka 
AR 

skaičius 

GRAVY 

indeksas, 

hidrofobinių 

AR skaičius 

(%) 

pI 

vertė 

Chimerinio 

baltymo pI/ 

krūvis 

gp39 
NCBI: 

YP_009284663 
224 

-0,16 

(40,6) 
4,88 -/ -8 

Api-m4  
GIGAVLKVLTTGLPA

LISWIKRKRQQ 
26 

0,27 

(50) 
12,06 5,5/ -3,4 

eGFP 

VSKGEELFTGVVPIL

VELDGDVNGHKFSVS

GEGEGDATYGKLTLK

FICTTGKLPVPWPTL

VTTLTYGVQCFSRYP

DHMKQHDFFKSAMPE

GYVQERTIFFKDDGN

YKTRAEVKFEGDTLV

NRIELKGIDFKEDGN

ILGHKLEYNYNSHNV

YIMADKQKNGIKVNF

KIRHNIEDGSVQLAD

HYQQNTPIGDGPVLL

PDNHYLSTQSALSKD

PNEKRDHMVLLEFVT

AAGITLGMDELYK 

238 
-0,48 

(37) 
5,95 5,32/ -15,8 

6x-His HHHHHH 6 
-3,2 

(0) 
7,75 5,57/ -7,8 

HNTV170

-181 
GIRKPKHLYVSL 12 

-0,28 

(42) 
10,28 5,3/ -5,3 

Kuo GRAVY indeksas neigiamesnis, tuo daugiau hidrofilinių AR sudaro seką ir vice 

versa. Chimerinius baltymus sudarė gp39 ir prie jo prijungti peptidai 6x-His, Api-m4, 

HNTV170-181 arba baltymas eGFP.  
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Baltymo gp39 ir prie jo C galo prijungiamo eGFP erdvinių modelių 

struktūrų vizualizavimui buvo naudotas 3.4. skyrelyje nustatytas gp39 

erdvinės struktūros modelis, o eGFP erdvinės struktūros modelis buvo 

atsisiųstas iš PDB (PDB: 2Y0G). Dviejų baltymų erdvinių struktūrų modeliai 

buvo sugretinti ir vizualizuoti naudojant „Chimera v1.12“ programinę įrangą. 

Palyginus gp39 ir eGFP erdvinės struktūros modelius tarpusavyje, eGFP 

formavo kompaktišką, tačiau iš 11 β klosčių sudarytą statinės struktūrą (36 

pav.). Iš daug β klosčių sudaryti baltyminiai fragmentai dažniausiai neigiamai 

paveikia virusinių nanostruktūrų formavimąsi (Brown et al., 2009; Frietze et 

al., 2016; Karpenko et al., 2000), todėl teorinė analizė rodo, kad prie gp39 

prijungtas eGFP baltymas gali trukdyti gp39 erdviniam susilakstymui, o tai 

gali neigiamai paveikti chimerinio baltymo gp39m_eGFP gebėjimą formuoti 

nanovamzdelius.  
 

 
36 pav. Baltymo gp39 ir prie jo C galo sugretinto baltymo eGFP erdvinių 

struktūrų modelių nuotrauka. Baltymo gp39 erdvinės struktūros modelis 

pavaizduotas žalia spalva, paveikslėlyje pavaizduota paskutinė gp39 C galą sudaranti 

AR (D224). Baltymas eGFP formuoja iš β klosčių sudarytą statinės struktūrą. eGFP 

modelis buvo atsisiųstas iš PDB (PDB: 2Y0G). Baltymų erdvinės struktūros modelių 

vizualizavimas atliktas „UCSF Chimera v1.12“ (Pettersen et al., 2004; Zhang, 2008). 

 

3.8.3. Chimerinių baltymų su prijungtais modeliniais peptidais ir eGFP 

baltymu sintezės efektyvumo mielėse bei gebėjimo susirinkti į 

nanostruktūras nustatymas 

 

Nors baltymai gp39m ir gp39m_J su C gale papildomai prijungtomis 6 AR 

arba 21 AR bei 3.5.2 skyrelyje charakterizuotas baltymas gp39_C-His pagal 

sintezės efektyvumą mielėse ir gebėjimą susirinkti į nanovamzdelius 
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tarpusavyje beveik nesiskyrė, reikėjo ištirti kaip šias savybes paveiks 

papildomų peptidų 6x-His, Api-m4, HNTV170-181 ir baltymo eGFP 

prijungimas. Tam S. cerevisiae mielių AH22-214 kamieno ląstelės buvo 

transformuotos mielių raiškos vektoriais, koduojančiais 8 chimerinius 

baltymus – 4 chimeriniai baltymai buvo be jungtukinio peptido: gp39m_His, 

gp39m_Api-m4, gp39m_eGFP ir gp39m_HNTV, o kiti 4 chimeriniai 

baltymai buvo su jungtukiniu peptidu: gp39m_J_His, gp39m_J_Api-m4, 

gp39m_J_eGFP ir gp39m_ J_HNTV. Chimerinių baltymų sintezės 

efektyvumas mielių ląstelėse buvo įvertintas NDS-PAGE bei imunoblotuose 

(37 pav. A, B). 

Dviejų nepriklausomų eksperimentų duomenimis, S. cerevisiae mielėse 

chimerinių baltymų sintezės efektyvumas buvo nevienodas ir, priklausomai 

nuo prijungto baltyminio fragmento, sudarė nuo ~2 % iki ~ 35 % visų ląstelės 

baltymų kiekio. 6x-His peptido prijungimas prie gp39m_His ar gp39m_J  

C galo beveik nepaveikė chimerinių gp39m_His ir gp39m_J_His sintezės 

mielėse efektyvumo, jie sudarė ~32-35 % bendro ląstelės baltymų kiekio, 

panašiai kaip nemodifikuotas gp39. Tuo tarpu Api-m4, eGFP ir  

HNTV170-181 prijungimas prie gp39m, nepriklausomai nuo jungtukinio 

peptido buvimo, neigiamai paveikė chimerinių baltymų sintezės efektyvumą. 

Mielėse sintetinami chimeriniai gp39m_eGFP ir gp39m_J_eGFP sudarė  

~ 8-12 % bendro ląstelės baltymų kiekio, o chimeriniai gp39m_HNTV ir 

gp39m_J_HNTV sudarė tik ~ 6-8 % bendro ląstelės baltymų kiekio. 

Labiausiai chimerinių baltymų sintezę mielėse sumažino Api-m4 peptido 

prijungimas, nes gp39m_Api-m4 ir gp39m_J_Api-m4 sudarė tik kelis 

procentus mielių baltymų kiekio lizatų mėginiuose (37 pav. A, B).  

Atliktas rekombinantinių ir chimerinių baltymų sintezės efektyvumo 

tyrimas mielėse yra svarbus tolimesniam gp39 formuojamų nanovamzdelių 

pritaikymui. Pavyzdžiui, atsižvelgus į chimerinių baltymų sintezės 

efektyvumą, gali reikėti mažesnio mielių, sintetinančių baltymą gp39, jo 

variantus gp39m, gp39m_J bei baltymus gp39 su prijungtais 6x-His peptidais 

(gp39_C-His, gp39m_His ir gp39m_J_His) biomasės kiekio nei mielių, 

sintetinančių chimerinius gp39 variantus su prijungtais Api-m4,  

HNTV170-181 peptidais ar eGFP baltymu. Tai yra svarbu, nes dažniausiai 

efektyviai sintetinami tiksliniai baltymai lemia pigesnes baltymų gamybos 

sąnaudas – jie yra išgryninami didesniais kiekiais, jiems gauti reikia mažesnio 

ląstelių mitybinės terpės ir ląstelių biomasės kiekio (Slibinskas et al., 2004). 

Kita vertus, moksliniuose tyrimuose chimerinių baltymų sintezės efektyvumai 

bei gryninimo išeigos nėra detaliai aptariamos, nes daugiau dėmesio yra 

skiriama virusinių baltymų susirinkimui į nanostruktūras, jų modifikavimui 

prijungiant baltyminius fragmentus bei susiformavusių nanostruktūrų 
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morfologiniams pokyčiams aprašyti (Carignan et al., 2015; Langlois et al., 

2015; Wang et al., 2018).  

Visų išgrynintų chimerinių baltymų mėginiai buvo stebimi TEM tam, kad 

įvertinti prijungtų 6x-His, Api-m4 ir HNTV170-181 peptidų bei eGFP 

baltymo įtaką chimerinių baltymų savaiminiam susirinkimui į nanostruktūras 

(37 pav. C, 13 lentelė). TEM analizė parodė, kad tirti chimeriniai baltymai 

nevienodai efektyviai formavo nanostruktūras, kurios pasižymėjo skirtinga 

morfologija. Nepriklausomai nuo jungtukinio peptido buvimo, chimeriniai 

gp39m_His ir gp39m_J_His formavo ilgus, tvarkingus ir lanksčius 

nanovamzdelius, kurie beveik nesiskyrė nuo gp39 ir gp39_C-His formuojamų 

nanostruktūrų. Tai rodo, kad 6x-His peptido prijungimas prie gp39 baltymo  

C galo be papildomų (gp39_C-His) ar su papildomomis 6 AR (gp39m_His) 

ar 21 AR (gp39m_J_His) buvo gerai toleruojamas ir nepaveikė prijungto  

6x-His peptido eksponavimo ant nanovamzdelių. 

Ne visi prie gp39 formuojamų nanovamzdelių prijungti baltyminiai 

fragmentai buvo gerai toleruojami. HNTV170-181 ir eGFP prijungimas prie 

gp39m ir gp39m_J neigiamai paveikė chimerinių baltymų gebėjimą formuoti 

nanostruktūras ir šio poveikio stiprumas priklausė nuo jungtukinio peptido 

buvimo. Kai HNTV170-181 peptidas buvo prijungtas prie gp39m be 

jungtukinio peptido, chimerinis baltymas gp39m_J_HNTV formavo ilgesnius 

nanovamzdelius negu chimerinis gp39m_J_HNTV, kuriame HNTV170-181 

peptidas buvo prijungtas per jungtukinį peptidą. Priešingai, jungtukinio 

peptido panaudojimas chimeriniame gp39m_J_eGFP lėmė ilgesnių 

nanovamzdelių susiformavimą negu buvo stebima analizuojant chimerinį 

gp39m_eGFP, kuriame eGFP buvo prijungtas prie gp39m be jungtukinio 

peptido. Tuo tarpu Api-m4 peptido prijungimas prie gp39m ir gp39m_J, 

nepriklausomai nuo jungtukinio peptido buvimo, paveikė tiek chimerinių 

baltymų savaiminį susirinkimą – jie formavo daugiausia tik iki 0,1 µm ilgio 

nanostruktūras, tiek nanostruktūrų morfologiją. Taigi, chimeriniai baltymai 

gp39m_Api-m4 ir gp39m_J_Api-m4 pasižymėjo ne tik labai neefektyvia 

sinteze mielėse, bet ir sutrikdytu gebėjimu susirinkti į nanostruktūras. 

Modelinių peptidų ir eGFP baltymo prijungimas gali keisti nanovamzdelių 

skersmenį. Baltymo eGFP prijungimas prie gp39m ir gp39m_J C galo 

padidino chimerinių baltymų formuojamų nanovamzdelių skersmenį nuo  

12-14 nm iki 14-20 nm. Toks nanostruktūrų skersmens padidėjimas yra 

tikėtinas (Smith et al., 2006), nes prie ~28 kDa dydžio gp39m ir gp39m_J 

prijungtas eGFP baltymas yra didelis (26,9 kDa dydžio) ir pastebimas 

elektroniniu mikroskopu. Priešingai, 6x-His, HNTV170-181 bei Api-m4 

peptidų prijungimas prie gp39m ir gp39m_J C galo, chimerinių baltymų 

formuojamų nanovamzdelių skersmeniui jokios įtakos nepadarė: jis liko  
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12-14 nm (37 pav. C, 13 lentelė). Panašu, kad šie peptidai buvo per maži, kad 

turėtų įtakos nanostruktūrų skersmens pokyčiui. 
 

 
37 pav. Chimerinių baltymų su prijungtais peptidais ar eGFP baltymu schemos, 

jų sintezės efektyvumo mielėse bei gebėjimo susirinkti į nanostruktūras tyrimas. 

(A) Prie gp39m ir gp39m_J prijungiamų peptidų ar baltymų eksponavimo ant 
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nanostruktūros schema. Kairėje pavaizduota nanostruktūra, kurią formuoja 

nemodifikuotas gp39; centrinėje paveikslėlio dalyje – nanostruktūra, kurią formuoja 

chimeriniai baltymai be jungtukinio peptido; dešinėje – nanostruktūrą formuojantys 

chimeriniai baltymai, kuriuose baltyminiai fragmentai prie gp39m prijungti per 

jungtuką. Baltymai gp39, gp39m ir gp39m_J pavaizduoti pilka spalva, o prijungiami 

baltyminiai fragmentai – geltona spalva, jungtukas pavaizduotas mėlyna bangele. 

Paveikslėlis modifikuotas pagal Lee et al. (2016). (B) Mielėse susintetintų chimerinių 

baltymų sintezės analizė PAA gelyje bei (C) jų nustatymas imunobloto metodu su 

anti-gp39 PAk. M – baltymų molekulinės masės standartas „Page RulerTM Prestained 

Protein Ladder“ (Thermo Fisher Scientific Baltics); „-“ žymi mielių, transformuotų 

pFX7 raiškos vektoriumi, lizatą; toliau pateikiami mielių, sintetinančių tikslinius 

baltymus, lizatai. (D) Rekombinantinių ir chimerinių baltymų formuojamų 

nanovamzdelių TEM nuotraukos.  

 

13 lentelė. Chimerinių baltymų formuojamų nanostruktūrų esminės 

charakteristikos. 

Baltymų variantai Nanostruktūrų morfologija 

gp39m_Api-m4 

Sutrikdytas chimerinio baltymo savaiminis susirinkimas. 

Ilgiausia struktūra 0,4 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis iki 

0,1 µm. Skersmuo 12-14 nm. 

gp39m_J_Api-m4 

Sutrikdytas chimerinio baltymo savaiminis susirinkimas. 

Ilgiausia struktūra 0,6 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis iki 

0,1 µm. Skersmuo 12-14 nm. 

gp39m_eGFP 

Sutrikdytas chimerinio baltymo savaiminis susirinkimas. 

Ilgiausia struktūra 0,56 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis iki 

0,15 µm. Skersmuo 14-20 nm. 

gp39m_J_eGFP 

Sutrikdytas chimerinio baltymo savaiminis susirinkimas. 

Ilgiausia struktūra 1,5 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis iki 

0,25 µm. Skersmuo 14-20 nm. 

gp39m_His 

Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra  

>2,2 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1,3 µm. Skersmuo 

12-14 nm. 

gp39m_J_His 

Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra  

>2,3 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1,3 µm. Skersmuo 

12-14 nm. 

gp39m_HNTV 

Sutrikdytas chimerinio baltymo savaiminis susirinkimas. 

Ilgiausia struktūra 1,5 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis  

0,2-0,6 µm. Skersmuo 12-14 nm. 

gp39m_J_HNTV 

Sutrikdytas chimerinio baltymo savaiminis susirinkimas. 

Ilgiausia struktūra 0,75 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis iki 

0,3 µm. Skersmuo 12-14 nm. 
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Chimeriniai baltymai, formuojantys nanovamzdelius, būdingus nemodifikuotam 

baltymui gp39, pažymėti geltona spalva. Lentelėje apibendrinti dviejų nepriklausomų 

eksperimentų duomenys. 

 

3.8.4. Prijungtų modelinių peptidų 6x-His, Api-m4, HNTV170-181 ir 

baltymo eGFP įtakos chimerinių baltymų savybėms aptarimas 
 

Prie gp39m ir gp39m_J buvo prijungiami nuo 6 iki 238 AR ilgio 

modeliniai peptidai ir eGFP baltymas tam, kad nustatyti kokio dydžio 

fragmentus galima būtų eksponuoti ant gp39 formuojamų nanovamzdelių. Vis 

dėlto, tik 6 AR ilgio 6x-His peptido prijungimas neturėjo įtakos chimerinių 

baltymų gp39m_His ir gp39m_J_His savybėms: jie buvo sintetinami panašiu 

efektyvumu kaip nemodifikuotas gp39 ir formavo tvarkingus, ilgus ir 

lanksčius nanovamzdelius, kurie buvo panašūs į nemodifikuoto gp39 

formuojamus nanovamzdelius. Ilgesnių peptidų Api-m4, HNTV170-181 ir 

baltymo eGFP prijungimas prie gp39m ir gp39m_J neigiamai paveikė 

chimerinių baltymų savybes, kurios taip pat priklausė nuo jungtukinio peptido 

buvimo. Kai 12 AR ilgio HNTV170-181 peptidas buvo prijungtas prie gp39m 

be jungtukinio peptido, chimerinis gp39m_HNTV formavo ilgesnius 

nanovamzdelius negu chimerinis gp39m_J_HNTV, kuriame HNTV170-181 

peptidas buvo prijungtas per 15 AR ilgio jungtukinį peptidą, bet jų sintezė 

mielėse buvo efektyvesnė, kai HNTV170-181 peptidas buvo prijungtas per 

jungtukinį peptidą. Tuo tarpu chimerinis gp39m_J_eGFP, kuriame 238 AR 

ilgio eGFP baltymas prie gp39m_J C galo buvo prijungtas per jungtukinį 

peptidą, formavo ilgesnius nanovamzdelius nei chimerinis gp39m_eGFP, 

kuriame nebuvo jungtukinio peptido. Taigi, chimerinių baltymų sintezės 

efektyvumas mielėse ir jų savaiminis susirinkimas į nanostruktūras 

nepriklausė vien tik nuo įterptos sekos ilgio, juo labiau kad didžiausią 

neigiamą įtaką turėjo 26 AR ilgio Api-m4 peptido prijungimas prie gp39m ir 

gp39m_J. 

Gerai toleruojamas 6x-His peptidas buvo vienintelė seka, kurią sudarė 

visos hidrofilinės AR, vidutiniškai toleruojamame HNTV170-181 peptide 

hidrofobinių AR buvo panašiai kaip baltyme gp39 – 40 %, o blogiausiai 

toleruojamą Api-m4 peptidą sudarė 50 % hidrofobinių AR. Baltyminių 

fragmentų hidrofilinių ir hidrofobinių savybių nustatymas yra svarbus jų 

sėkmingam eksponavimui ant nanostruktūrų. Kadangi hidrofobinės AR 

dažniausiai atsiduria baltymo vidinėje dalyje, todėl į hidrofilinę baltymo dalį 

įterpus hidrofobinus baltymų fragmentus, gali būti sutrikdytas baltymų 

erdvinis susilankstymas. Pavyzdžiui, net 10 AR ilgio hidrofobinių peptidų 

prijungimas prie nanostruktūrą formuojančio baltymo gali neigiamai paveikti 
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baltymų erdvinį susilankstymą ir sutrikdyti nanostruktūrų formavimąsi 

(Peabody et al., 2009). Tai leidžia daryti prielaidą, kad hidrofiliniai baltymų 

fragmentai turi mažesnį neigiamą poveikį gp39 pagrindu sukonstruotų 

chimerinių baltymų sintezės efektyvumui mielėse ir jų gebėjimui susirinkti į 

nanovamzdelius nei hidrofobiniai baltymų fragmentai, todėl prie gp39m ir 

gp39m_J C galo prijungiami peptidai ar baltymai turėtų būti hidrofiliški. 

Prie gp39m ar gp39m_J prijungiamų peptidų 6x-His, Api-m4,  

HNTV170-181 ir eGFP baltymo pI reikšmės buvo skirtingos, todėl jų 

prijungimas, remiantis teoriniais skaičiavimais, nevienodai paveikė 

chimerinių baltymų krūvį. 6x-His peptidas buvo vienintelis, kurį prijungus 

prie gp39m ar gp39m_J, chimerinių gp39m_His ir gp39m_J_His krūvis 

beveik nepasikeitė kaip ir jų sintezės mielėse efektyvumas bei sugebėjimas 

formuoti tipinius, gp39 būdingus nanovamzdelius. Tuo tarpu peptidų 

HNTV170-181 ir Api-m4 prijungimas sumažino chimerinių baltymų 

neigiamo krūvio reikšmes nuo -8 iki -5,3 ar net -3,4, atitinkamai, ir tai galėjo 

prisidėti prie chimerinių baltymų sintezės efektyvumo sumažėjimo bei 

savaiminio susirinkimo į nanovamzdelius sutrikimų. eGFP prijungimas prie 

gp39m ar gp39m_J padidino chimerinių gp39m_eGFP ir gp39m_J_eGFP 

neigiamas krūvio reikšmes nuo -8 iki -15 ir galėjo lemti jų sintezės mielėse 

efektyvumo ir gebėjimo susirinkti į nanostruktūras pokyčius. Tai galėjo įvykti 

dėl to, kad į struktūrą formuojančio baltymo gp39 galą įterpus pastarajam 

nebūdingą neigiamą krūvį turintį eGFP, chimeriniai baltymai ar jų dalys 

galėjo tarpusavyje sąveikauti netinkamai. Galimai tą patį krūvį turintys ir 

dideliu dažniu eksponuojami baltyminiai fragmentai stūmė vienas kitą ir 

„trukdė“ struktūrą formuojančiam baltymui susirinkti į nanostruktūras 

(Bendahmane et al., 1999; Uhde-Holzem et al., 2007).  

Kadangi nanovamzdelį teoriškai gali sudaryti nuo kelių šimtų iki kelių 

tūkstančių monomerų, o eGFP buvo didžiausias baltymas, sulietas su gp39m 

ir gp39m_J C galu, todėl galimai eGFP dydis, o ne krūvis, turėjo didžiausią 

neigiamą poveikį šių chimerinių baltymų gebėjimui formuoti struktūras. 

Aplink nanovamzdelį nedidelėje erdvėje eksponuojami eGFP baltymai galėjo 

ne tik fiziškai „trukdyti“ vienas kitam, tačiau galėjo sąveikauti tarpusavyje ir 

agreguoti (Gedvilaite et al., 2006; Muthukutty et al., 2013). 

Tam, kad aplink nanovamzdelį galėtų būti sėkmingai eksponuojami 

baltyminiai fragmentai, reikia juos tinkamai atskirti erdvėje tiek nuo struktūrą 

formuojančio baltymo gp39, tiek nuo vienas kito. Vienas iš efektyviausių 

būdų yra jungtukinių peptidų panaudojimas (Kalnciema et al., 2011; 

Lawatscheck et al., 2007; Pavoni et al., 2013; Urakami et al., 2017). Šiuo 

atveju chimeriniame baltyme gp39m_J_eGFP panaudoto 15 AR ilgio 

jungtuko galėjo neužtekti dviejų baltymų gp39 ir eGFP erdviniam atskyrimui, 
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nes jungtukinio peptido panaudojimas chimeriniame baltyme gp39m_J_eGFP 

lėmė tik šiek tiek efektyvesnę sintezę mielėse ir ilgesnių nanostruktūrų 

formavimąsi nei chimerinio gp39m_eGFP. Nors moksliniuose tyrimuose 

dažniausiai naudojami nuo 4 AR iki 16 AR ilgio iš glicino ir serino AR 

sudaryti jungtukiniai peptidai (Pavoni et al., 2013; Zvirbliene et al., 2006), 

tačiau ilgesnio jungtuko panaudojimas turėtų dar labiau atitolinti baltymus 

gp39 ir eGFP ir pagerinti jų išsidėstymą erdvėje. Aplink nanovamzdelį 

eksponuojami eGFP, nuo gp39 atskirti ilgais ir lanksčiais jungtukais, turėtų 

tinkamai išsidėstyti erdvėje ir, galbūt, mažiau sąveikautų tarpusavyje.  

Be jungtukinio peptido pailginimo ateityje galima būtų išbandyti kitas 

didelių baltymų eksponavimo ant virusinių nanostruktūrų strategijas. 

Pavyzdžiui, mielių ląstelėse kartu sintetinti chimerinį baltymą 

gp39m_J_eGFP ir nemodifikuotą baltymą gp39 taip sudarant sąlygas 

susiformuoti mozaikinėm-chimerinėm nanostruktūrom, kuriose eGFP 

baltymo koncentracija ant nanostruktūrų būtų sumažinta ir atskiri baltymų 

domenai tarpusavyje būtų labiau atskirti erdvėje (Kalnciema et al., 2011; Lua 

et al., 2015; Maharaj et al., 2014).  

Apibendrinant, chimerinių baltymų su prijungtais 6x-His, Api-m4, 

HNTV170-181 peptidais ir eGFP baltymu sintezės efektyvumas mielėse ir 

savaiminis susirinkimas į tvarkingus nanovamzdelius priklausė nuo 

prijungiamų baltyminių fragmentų fizikinių ir cheminių savybių visumos. 

Tam, kad prie gp39m ir gp39m_J prijungiami peptidai turėtų kuo mažesnį 

neigiamą poveikį chimerinių baltymų sintezės efektyvumui mielėse ir 

nanovamzdelių formavimuisi, jie turėtų būti neilgi – 6-20 ar ilgio, hidrofiliški 

ir žymiai nekeisti chimerinio baltymo krūvio. Atsižvelgus į išvardintas 

baltyminių fragmentų savybes, ateityje bus galima sėkmingiau pasirinkti 

baltymo dalis prijungimui prie gp39 C galo nesutrikdant chimerinių baltymų 

susirinkimo į nanovamzdelius. 

 

3.9. Chimerinių baltymų su prijungtu eGFP erdvinio  

susilankstymo tyrimas 

Baltymas eGFP fluorescuoja tik jam teisingai susilanksčius (Fukuda et al., 

2000), todėl jo erdvinio susilankstymo efektyvumas buvo nustatytas 

analizuojant S. cerevisiae mielėse susintetintų chimerinių baltymų 

gp39m_eGFP ir gp39m_J_eGFP fluorescenciją (38 pav.).  

S. cerevisiae mielių AH22-214 kamieno ląstelėse buvo indukuota gp39 ir 

chimerinių gp39m_eGFP, gp39m_J_eGFP baltymų sintezė. Mielių ląsteles 

sukoncentravus mėgintuvėlio dugne, buvo palygintas mielių biomasės spalvos 

pokytis skirtinguose mėgintuvėliuose: mielės, sintetinančios gp39, buvo 
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tipinės baltos spalvos, tačiau mielės, sintetinančios chimerinius baltymus 

gp39m_eGFP ir gp39m_J_eGFP, buvo geltonai žalios spalvos (38 pav. A).  

eGFP erdvinio susilankstymo efektyvumas buvo nustatytas in vivo 

analizuojant mielių ląstelėse sintetinamus chimerinius baltymus 

gp39m_eGFP ir gp39m_J_eGFP fluorescenciniu mikroskopu 

(mikroskopavimą atliko dr. A. Sasnauskienė). Ant mikroskopavimo stikliuko, 

tiesiai iš mielių mitybinės terpės, buvo užlašintos mielių ląstelės, 

sintetinančios gp39 arba chimerinius gp39m_eGFP, gp39m_J_eGFP 

baltymus. Tam kad nepažeisti mielių ir jų baltymų, mielių ląstelės ant 

mikroskopavimo tinkliuko nebuvo fiksuojamos. Mikroskopavimo metu 

fluorescencija buvo stebima tik tose mielių ląstelėse, kurios sintetino 

chimerinius gp39m_eGFP bei gp39m_J_eGFP (38 pav. B). 

Gauti rezultatai yra svarbūs įvertinant baltymo gp39 formuojamų 

nanovamzdelių galimybes pritaikant juos baltymų, kurių erdvinis 

susilankstymas yra svarbus jų funkciniam aktyvumui, eksponavimui. 

Fluorescencinės analizės rezultatai parodė, kad prie gp39m ir gp39m_J C galo 

prijungtas eGFP, kuris sudarė net 106,2 % baltymo gp39 ilgio, teisingai 

susilankstė erdvėje. Ne visi nanostruktūras formuojantys baltymai, prie jų 

prijungus didelius baltyminius fragmentus, gali susirinkti į nanostruktūras. 

Prie virusinių nanostruktūrų prijungiami baltymai kartais gali būti per dideli, 

o dėl nepakankamo dviejų baltymų atsiskyrimo erdvėje, funkcinį aktyvumą 

turintys fermentai ar fluorescuojantys baltymai gali tarpusavyje sąveikauti ir 

neigiamai paveikti nanostruktūrų formavimąsi (Gedvilaite et al., 2006; Gleiter 

et al., 1999; Lua et al., 2015). 
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38 pav. Mielių, sintetinančių gp39 ir chimerinius gp39m_eGFP, 

gp39m_J_eGFP baltymus, fluorescencinės analizės tyrimas. (A) Mielių, 

sintetinančių baltymus gp39, gp39m_eGFP ir gp39m_J_eGFP, biomasės 

spalvinio pokyčio nuotrauka. (B) Mielių ląstelių šviesaus lauko ir fluorescencinės 

analizės nuotraukos. Mikroskopavimą atliko dr. A. Sasnauskienė (VU GMC 

Biochemijos ir molekulinės biologijos katedra). 

3.10. Nanovamzdelių su prijungtais Acinetobacter baumannii baltymų  

Blp1 ir OmpA fragmentais analizė 

Įvertinus modelinių peptidų 6x-His, Api-m4, HNTV170-181 ir baltymo 

eGFP įtaką chimerinių baltymų sintezės efektyvumui mielėse ir gebėjimui 

susirinkti į nanostruktūras, buvo nuspręsta ištirti gp39 formuojamų 

nanovamzdelių pritaikymą A. baumannii bakterijos membraninių baltymų 

Blp1 bei OmpA fragmentų eksponavimui. Nors ankstesniuose bandymuose 
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buvo padaryta prielaida, kad baltyminiai fragmentai, drastiškai padidinantys 

arba sumažinantys chimerinio baltymo krūvį bei sudaryti iš daug β klosčių, 

gali neigiamai paveikti gp39 gebėjimą formuoti nanovamzdelius, šią prielaidą 

buvo nuspręsta patikrinti pasirenkant imunogeniškus ir potencialų pritaikymą 

vakcinos kūrimui prieš A. baumannii bakteriją turinčius baltymo Blp1 C galo 

fragmentus (Skerniškytė et al., 2019a). 

 

3.10.1. Blp1 ir OmpA baltyminių fragmentų pasirinkimas, jų 

charakterizavimas ir mielių raiškos vektorių konstravimas 

 

Remiantis A. baumannii Blp1 bei OmpA baltymų erdvinės struktūros 

modeliais, eksponavimui ant nanovamzdelių buvo pasirinkti trys Blp1 ir du 

OmpA baltymų fragmentai.  

Kadangi Blp1 sudaro 3362 AR, o jo C galas yra nukreiptas į bakterijos 

išorę (Skerniškytė et al., 2019a), todėl prijungiamus baltymo Blp1 fragmentus 

buvo nutarta pasirinkti iš Blp1 C galo 250 AR dalies. Naudojant „I-TASSER“ 

internetinį įrankį (Zhang, 2008), buvo sumodeliuotas Blp1 C galo erdvinės 

struktūros modelis (Tm įvertis 0,46 ± 0,15), kuriame šis baltymo fragmentas 

formavo β klostes, išsidėsčiusias vieną priešais kitą (39 pav. A). Kadangi 

didelių baltymų, formuojančių iš β klosčių sudarytas erdvines struktūras, 

prijungimas prie gp39 galimai trukdo jo susirinkimui į nanostruktūras, 

eksponavimui ant nanovamzdelių buvo pasirinkti 55 AR, 91 AR ir 163 AR 

dydžio Blp1 C galo fragmentai, kurie buvo pavadinti Blp55, Blp91 ir Blp163 

(39 pav. A). 

Daugelio Gram-neigiamų bakterijų OmpA baltymai formuoja panašias 

erdvines struktūras (Confer ir Ayalew, 2013; Viale ir Evans, 2020), todėl  

A. baumannii baltymo OmpA erdvinės struktūros analogas buvo nustatytas 

naudojant „HHpred“ internetinį įrankį. Tiriamas OmpA baltymas turėjo 

didžiausią panašumą su Klebsiella pneumoniae bakterijos OmpA baltymu: 

tarpusavyje lyginamų baltymų erdvinių struktūrų susilankstymas 22-203 AR 

dalyje atitiko 99,79 % (įvertis 9,9e-18). Dėl to K. pneumoniae baltymo OmpA 

erdvinės struktūros modelis buvo atsisiųstas iš PDB (PDB: 2K0A) ir 

vizualizuotas „UCSF Chimera v1.12“ programine įranga (39 pav. B).  

K. pneumoniae OmpA baltymo erdvinės struktūros modelį sudaro iš 8 β 

klosčių suformuota statinės struktūra su 4 kilpomis, o baltymo erdvinis 

susilankstymas atitiko kolegų gautus rezultatus modeliuojant šiame darbe tirtą 

A. baumannii OmpA baltymą (Skerniškytė, 2019). Kadangi OmpA yra 

membraninis baltymas, kurio kilpos yra nukreiptos į bakterijos paviršių 

(Smith et al., 2007), todėl buvo pasirinkti į bakterijos paviršių nukreiptų dviejų 
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kilpų fragmentai: #1 kilpą sudarančios 28 AR ir #2 kilpą sudarančios 14 AR. 

Pasirinkti fragmentai buvo pavadinti Omp28 ir Omp14 (39 pav. B). 

  
39 pav. Blp1 C galo ir OmpA baltymų erdvinių struktūrų modelių nuotraukos. 

(A) Blp1 C galo 250 AR erdvinės struktūros modelio nuotrauka. Eksponavimui ant 

nanovamzdelių pasirinktas 55 AR dydžio fragmentas pateiktas geltona spalva, 91 AR 

dydžio fragmentas – oranžine ir geltona spalvomis, 163 AR dydžio fragmentas – žalia, 

oranžine ir geltona spalvomis. (B) OmpA erdvinės struktūros (PDB: 2K0A) modelio 

nuotrauka. β statinės struktūrą sudaro 1-353 AR, kurios formuoja aštuonias β klostes 

ir 4 kilpas. Eksponavimui ant nanovamzdelių buvo pasirinktos #1 kilpos ir #2 kilpos 

dalys (kilpos pažymėtos juoda spalva). Blp1 C galo struktūros modelis buvo 

sumodeliuotas „I-TASSER“ internetiniu įrankiu, baltymų erdvinių struktūrų modeliai 

vizualizuoti „UCSF Chimera v1.12“ (Pettersen et al., 2004; Zhang, 2008). 

 

Blp1 fragmentų Blp55, Blp91 ir Blp163 bei OmpA fragmentų Omp28 ir 

Omp14 AR sekos buvo išanalizuotos bioinformatiniais metodais įvertinant šių 

fragmentų dydį, jų teorines hidrofilines ir hidrofobines savybes, pI vertes  

(39 pav.; 14 lentelė). Analizė parodė, kad pasirinkti baltymų fragmentai labai 

skyrėsi pagal fizikines ir chemines savybes. Baltymų fragmentų dydis kito nuo 

14 AR iki 163 AR ir skyrėsi pagal teorinius hidropatiškumo indeksus 

(GRAVY nuo 0,02 iki -1,5). Nors pasirinktų fragmentų pI reikšmės buvo 

panašios (nuo 4,05 iki 4,7), tačiau jų galima įtaka chimerinio baltymo krūviui 

buvo skirtinga: Omp14 prijungimas prie gp39m ar gp39m_J turėjo mažiausią 

poveikį chimerinio baltymo krūvio pokyčiui (pasikeitė nuo -8 iki -9,4), tačiau 

Blp163 fragmento prijungimas prie gp39m ar gp39m_J pakeitė chimerinio 

baltymo krūvį nuo -8 iki -27,2 (14 lentelė). 
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14 lentelė. Baltymo gp39 ir baltymų Blp1, OmpA fragmentų esminės 

charakteristikos. 

Fragmento 

pavadi-

nimas 

AR seka 
AR 

skaičius 

GRAVY 

indeksas 

Fragmento 

pI 

Chimerinio 

baltymo pI/ 

krūvis 

gp39 
NCBI: 

YP_009284663 
224 -0,16 4,88 -/ -8 

Blp55 

SALAKFITVEQDA

GNTTISLDRDGEG

TMFNSVSLLTLNQ

VNTTLDELLNNQQ

IIV 

55 0,02 4,05 4,69/ -13,4 

Blp91 

NGHDTVLDFTLGD

IRTNLQADKIDLS

ELLIDYSKDVSAL

AKFITVEQDAGNT

TISLDRDGEGTMF

NSVSLLTLNQVNT

TLDELLNNQQIIV 

91 -0,11 4,23 4,63/ -18,3 

Blp163 

DSFLESGRYVEDL

ELVGSAHLNATGN

ALDNLLTGNSGNN

VLNGREGNDTYIT

NEGTDTIVFQLLN

SQDATGGNGHDTV

LDFTLGDIRTNLQ

ADKIDLSELLIDY

SKDVSALAKFITV

EQDAGNTTISLDR

DGEGTMFNSVSLL

TLNQVNTTLDELL

NNQQIIV 

163 -0,25 4,13 4,5/ -27,2 

Omp14 KGDVDGLAAGAEYK 14 -0,53 4,7 4,86/ -9,4 

Omp28 

GYTFQDTQHNNGG

KDGELTNGPELQD

DL 

28 -1,5 4,12 4,72/ -13,3 

Kuo GRAVY indeksas neigiamesnis, tuo daugiau hidrofilinių AR sudaro seką ir vice 

versa. Chimerinius baltymus sudarė gp39 ir prie jo prijungti fragmentai Blp55, Blp91, 

Blp163, Omp14, Omp28. Chimerinių baltymų teorinis krūvis paskaičiuotas tirpalo pH 

esant 7,5.  

 

Buvo konstruojami mielių raiškos vektoriai, kurie koduotų chimerinius 

baltymus, sudarytus iš gp39m ir gp39m_J ir prie jų C galo prijungtų  

A. baumannii Blp55, Blp91, Blp163, Omp14, ir Omp28 baltyminių 

fragmentų. Omp14 fragmentą koduojanti seka buvo susintetinta chemiškai 

(Invitrogen), o oligonukleotidiniai pradmenys buvo hibridizuoti. Blp1 

fragmentus Blp55, Blp91, Blp163 ir Omp28 koduojančios sekos buvo 

pagausintos PGR metodu naudojant bakterijų A. baumannii lizate esančią 

genominę DNR kaip matricą (Skerniškytė et al., 2019a, 2019b). Hibridizuotas 
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Omp14 DNR fragmentas bei PGR metodu pagausinti DNR fragmentai 5‘ ir 3‘ 

galuose turėjo įterptas SmaI ir BamHI RE atpažinimo sekas, todėl šie 

fragmentai buvo įterpti į pFX7_gp39m ir pFX7_gp39m_J vektorius. Buvo 

sukonstruota 10 mielių raiškos vektorių, koduojančių chimerinius baltymus su 

prijungtais A. baumannii baltymų Blp1 ir OmpA fragmentais (15 lentelė). 

Buvo atlikta mielių raiškos vektorių sekoskaita, o gautos sekos išanalizuotos. 

 

15 lentelė. Mielių raiškos vektorių, koduojančių chimerinius baltymus su  

A. baumannii baltymų Blp1 ir OmpA fragmentais, aprašymas. 
 

Baltymas 

DNR sekos 

pagausinimui 

naudoti 

oligonukleotidai 

Konstravimui 

naudoti raiškos 

vektoriai 

Sukonstruoto vektoriaus 

pavadinimas 

gp39m_Blp55 

gp39m_J_Blp55 

Blp55_F 

Blp55_R 

pFX7_gp39m  

pFX7_gp39m_J 

pFX7_gp39m_Blp55 

pFX7_gp39m_J_Blp55 

gp39m_Blp91 

gp39m_J_Blp91 

Blp91_F 

Blp91_R 

pFX7_gp39m_Blp91 

pFX7_gp39m_J_Blp91 

gp39m_Blp163 

gp39m_J_Blp163 

Blp163_F 

Blp163_R 

pFX7_gp39m_Blp163 

pFX7_gp39m_J_Blp163 

gp39m_Omp14 

gp39m_J_Omp14 

Omp14_F 

Omp14_R 

pFX7_gp39m_Omp14 

pFX7_gp39m_J_Omp14 

gp39m_Omp28 

gp39m_J_Omp28 

Omp28_F 

Omp28_R 

pFX7_gp39m_Omp28 

pFX7_gp39m_J_Omp28 

 

3.10.2. Chimerinių baltymų su Blp1 ir OmpA fragmentais sintezė mielėse bei 

savaiminio susirinkimo į nanostruktūras nustatymas 

 

S. cerevisiae mielių AH22-214 kamieno ląstelės buvo transformuotos 

mielių raiškos vektoriais, koduojančiais chimerinius baltymus su prijungtais  

A. baumannii baltymų fragmentais. Tikslinių baltymų sintezės efektyvumas 

mielių ląstelėse buvo įvertintas NDS-PAGE bei imunoblotuose (40 pav. A). 

Trijų nepriklausomų eksperimentų duomenimis, S. cerevisiae mielėse 

chimeriniai baltymai buvo sintetinami skirtingu efektyvumu. Visų trijų 

baltymo Blp1 fragmentų prijungimas prie gp39 C galo ypač neigiamai paveikė 

chimerinių baltymų sintezės efektyvumą: jų sintezė mielių lizatuose buvo 

neaptinkama (40 pav. A, B) ir nepriklausė nei nuo juos sudarančių AR 

skaičiaus, nei nuo jungtukinio peptido buvimo. Kadangi baltymo Blp1 

fragmentų prijungimas prie gp39 C galo turėjo neigiamos įtakos chimerinių 

baltymų sintezei, šie mėginiai toliau analizuojami nebuvo. 

Omp14 ir Omp28 fragmentų prijungimas prie gp39 C galo buvo puikiai 

toleruojamas. Chimeriniai baltymai gp39m_Omp14 ir gp39m_J_Omp14 buvo 

sintetinami mielėse panašiu efektyvumu, kuris nepriklausė nuo jungtukinio 
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peptido buvimo. Tuo tarpu Omp28 fragmentą prijungus prie gp39m be 

jungtukinio peptido, mielių lizate aptinkamas chimerinio baltymo 

gp39m_Omp28 kiekis buvo mažesnis negu nemodifikuoto gp39, tačiau kai 

Omp28 buvo prijungtas prie gp39 per jungtukinį peptidą, chimerinio baltymo 

gp39m_J_Omp28 kiekis jau buvo panašus į nemodifikuoto baltymo gp39 

kiekį (40 pav. A, B). 

Išgrynintų chimerinių baltymų gp39m_Omp14, gp39m_J_Omp14, 

gp39m_Omp28 ir gp39m_J_Omp28 mėginių analizė TEM parodė, kad OmpA 

fragmentų prijungimas prie gp39m ir gp39m_J C galo nepaveikė šio fago 

baltymo sugebėjimo susirinkti į nanostruktūras ir TEM nuotraukose vis dar 

buvo aptinkami tvarkingi, ilgi ir lankstūs nanovamzdeliai, panašūs į 

nemodifikuoto gp39 formuojamus nanovamzdelius (40 pav. C, 16 lentelė).  

Šiame darbe tirtas 28 AR ilgio baltymo OmpA fragmentas Omp28 kartu 

su 15 AR ilgio [GGGGS]3x jungtuku sudarė ilgiausią baltyminį fragmentą, 

kurio prijungimas prie gp39 C galo nesutrikdė chimerinio baltymo 

susirinkimo į tvarkingus nanovamzdelius (40 pav. C, 16 lentelė). Kadangi 

virusinės nanostruktūros tarpusavyje skiriasi jas sudarančių subvienetų 

skaičiumi ir jų savybėmis, todėl kiekviena nanostruktūra gali eksponuoti 

skirtingo ilgio baltyminius fragmentus. Dažniausiai toleruojami baltyminiai 

fragmentai yra iki 23 AR ilgio (Carignan et al., 2015), tačiau kai kurios 

nanostruktūros gali eksponuoti iki 71 AR ilgio baltyminius fragmentus ar net 

pilno ilgio ~26 kDa dydžio eGFP baltymus (Gedvilaite et al., 2006; Gilbert et 

al., 2004; Kalnciema et al., 2011). 
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40 pav. Chimerinių baltymų su prijungtais baltymų Blp1 ir OmpA fragmentais 

sintezės efektyvumo mielėse bei gebėjimo susirinkti į nanostruktūras tyrimas. 

(A) Mielėse susintetintų chimerinių baltymų sintezės analizė PAA gelyje bei (B) jų 

nustatymas imunobloto metodu su anti-gp39 PAk. M – baltymų molekulinės masės 

standartas „Page RulerTM Prestained Protein Ladder“ (Thermo Fisher Scientific 

Baltics); „-“ žymi mielių, transformuotų „tuščiu“ raiškos vektoriumi pFX7, lizatą; 

toliau pateikiami mielių, sintetinančių tikslinius baltymus, lizatai. (C) Chimerinių 

baltymų formuojamų nanovamzdelių TEM nuotraukos. 

 

16 lentelė. Chimerinių baltymų, sudarytų iš gp39 ir OmpA fragmentų, 

formuojamų nanovamzdelių esminės charakteristikos. 

Baltymų variantai Nanovamzdelių morfologija 

gp39m_Omp28 

Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra  

> 2,2 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1,3 µm. 

Skersmuo 12-14 nm. 

gp39m_J_Omp28 

Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra 

>1,3 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1 µm. 

Skersmuo 12-14 nm. 

gp39m_Omp14 

Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra 

>2,2 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1,3 µm. 

Skersmuo 12-14 nm. 

gp39m_J_Omp14 

Tvarkingi, lankstūs nanovamzdeliai. Ilgiausia struktūra 

>1,2 µm ilgio, vyraujantis struktūrų ilgis 0,5-1 µm. 

Skersmuo 12-14 nm. 

Lentelėje apibendrinti dviejų nepriklausomų eksperimentų duomenys.  
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3.10.3. Baltymų Blp1 ir OmpA fragmentų, prijungtų prie gp39, poveikio 

chimerinių baltymų savybėms aptarimas 

 

Baltymo Blp1 fragmentų Blp55, Blp91, Blp163 bei baltymo OmpA 

fragmentų Omp14 ir Omp28 prijungimas prie gp39m ir gp39m_J C galo lėmė 

nevienodą chimerinių baltymų sintezės efektyvumą mielėse ir gebėjimą 

susirinkti į nanostruktūras. Omp14 ir Omp28 buvo trumpi (juos sudarė 14 AR 

ir 28 AR, atitinkamai) ir jie neformavo sudėtingų erdvinių struktūrų. 

Priešingai, baltymo Blp1 fragmentai buvo ilgesni (juos sudarė nuo 55 AR iki 

163 AR) ir jie formavo iš β klosčių sudarytas erdvines struktūras. Kadangi 

baltymo Blp1 fragmentų prijungimas prie gp39 buvo toks nepalankus, kad 

chimerinių baltymų sintezė mielėse net nebuvo aptinkama, tai rodo, jog 

prijungiamo baltyminio fragmento dydis ir erdvinis susilankstymas yra labai 

svarbūs parenkant fragmentus eksponavimui ant gp39 formuojamų 

nanovamzdelių. 

Teoriškai paskaičiuotos visų prijungtų baltyminių fragmentų pI reikšmės 

buvo panašios, tačiau skyrėsi jų įtaka chimerinių baltymų krūvio pokyčiui. 

Blp1 fragmentų prijungimas prie gp39 labai pakeitė chimerinių baltymų krūvį 

vietoje -8 į -13,4, -18,3 ir -27,2. Tuo tarpu Omp28 fragmento prijungimas prie 

gp39m ir gp39m_J chimerinių baltymų krūvį keitė palyginti nedaug į -9,4 ir  

-13,3. Kadangi prie gp39 prijungus Blp55 ir Omp28 fragmentus, chimerinių 

baltymų krūvis pasikeitė iki panašių reikšmių, galima daryti prielaidą, kad 

baltymų krūvis, nors svarbus, bet nėra pagrindinis veiksnys, nulemiantis 

prijungiamo baltyminio fragmento toleravimą nanostruktūrų sudėtyje. 

Panašu, kad pakitęs chimerinių gp39m_Blp55, gp39m_Blp91, 

gp39m_Blp163 krūvis tik sustiprino dėl dydžio ir erdvinio susilankstymo 

neigiamą baltymo Blp1 fragmentų poveikį chimerinių baltymų sintezės ir 

struktūrų formavimosi efektyvumui. Sąlyginai nedidelėje erdvėje arti vienas 

kito sukoncentruoti baltymo Blp1 fragmentai, formuojantys „standžias“  

β klostes ir turintys krūvį, stūmė vienas kitą ir „trukdė“ susirinkimui į 

tvarkingas nanostruktūras. Netvarkinga baltymų agregacija sukėlė jų 

degradaciją, todėl šių baltymų sintezė mielėse nebuvo aptikta. Panašūs 

rezultatai yra gauti kuriant MS2 bakteriofagu paremtą nešiklį – kai kurie 

įterpti baltyminiai fragmentai neigiamai paveikė baltymų erdvinį 

susilankstymą, o tai lėmė chimerinių baltymų agregaciją ir degradaciją 

(Peabody et al., 2008). 

Prie gp39 prijungus Omp28 fragmentą, kuris buvo trumpesnis už baltymo 

Blp1 fragmentus ir neformavo erdvinių struktūrų, sudarytų iš β klosčių, šiek 

tiek pakitęs chimerinio baltymo gp39m_Omp28 krūvis stipriai neįtakojo jo 

sintezės efektyvumo mielėse ir gebėjimo susirinkti į nanovamzdelius. Gali 
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būti, kad Omp28 fragmento prijungimas per jungtukinį peptidą dar labiau 

sumažino krūvio poveikį ir pagerino gp39m_J_Omp28 sintezės mielėse 

efektyvumą lyginant su gp39m_Omp28.  

3.11. Nanovamzdelių toleruojamų baltyminių fragmentų  

savybių apibendrinimas 

Mielėse susintetinus chimerinius gp39 su prijungtais 6x-His, Api-m4, 

HNTV170-181 peptidais, baltymų Blp1 ir OmpA fragmentais (Blp55, Blp91, 

Blp163, Omp14, Omp28) bei eGFP baltymu, buvo apibendrintos visų šiame 

darbe naudotų baltyminių fragmentų savybės su jų poveikiu chimerinių 

baltymų gebėjimui formuoti nanostruktūras.  

Mažų 6-28 AR ilgio peptidų, išskyrus peptidą Api-m4, prijungimas prie 

gp39 C galo turėjo mažesnį neigiamą poveikį chimerinių baltymų sintezės 

mielėse efektyvumui ir jų savaiminiam susirinkimui nei didelių baltyminių 

fragmentų prijungimas (55-238 AR ilgio įskaitant 26 AR ilgio Api-m4 

peptidą). Tai rodo, kad parenkant baltyminį fragmentą eksponavimui ant 

nanovamzdelių, yra svarbu atsižvelgti į jo ilgį. Panašu, kad geriausiai ant 

nanovamzdelių buvo eksponuojami neilgi, 6-28 AR ilgio baltyminiai 

fragmentai.  

Prie gp39 C galo prijungtus ir geriausiai toleruojamus baltyminius 

fragmentus 6x-His, Omp14 ir Omp28 sudarė daugiausia hidrofilinių AR 

(GRAVY indeksai buvo -3,2, -0,53, -1,5, atitinkamai). Kiti baltyminiai 

fragmentai buvo labiau hidrofobiški (GRAVY indeksai varijavo nuo -0,48 iki 

0,27) ir mažiau toleruojami juos įterpus prie gp39 C galo. Papildomą poveikį 

chimerinių baltymų gebėjimui formuoti struktūras turėjo ir jų krūvio pokyčiai 

dėl prie gp39 C galo prijungtų baltyminių fragmentų. Geriausiai toleruojami 

6x-His, Omp14 ir Omp28, kurių prijungimas prie gp39 C neturėjo neigiamo 

poveikio chimerinių baltymų savaiminiam susirinkimui, chimerinio baltymo 

krūvio reikšmių beveik nepakeitė. Priešingai, Api-m4 peptido prijungimas 

sumažino chimerinio baltymo krūvį nuo -8 iki -3,4 ir tai turėjo neigiamos 

įtakos chimerinių baltymų sintezės mielėse bei nanostruktūrų formavimosi 

efektyvumui. Blp55, Blp91 ir Blp163 prijungimas prie gp39 labai pakeitė 

chimerinių baltymų teorinį krūvį nuo -8 iki -13,4, -18,3 ir -27,2 ir buvo 

nepalankus jų sintezei mielėse. Taigi, ant gp39 formuojamų nanovamzdelių 

eksponuojami baltyminiai fragmentai turėtų būti hidrofiliški ir žymiai nekeisti 

chimerinių baltymų krūvio. 

Blp55, Blp91 ir Blp163 fragmentai buvo vieninteliai, kuriuos prijungus 

prie gp39, chimerinių baltymų sintezė mielėse nebuvo aptinkama. Kadangi 

puikiai toleruojamas Omp28 fragmentas ir visiškai netoleruojamas Blp55 
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fragmentas beveik identiškai pakeitė chimerinių baltymų krūvį, tai rodo, kad 

šiuo atveju krūvis nebuvo vienintelis veiksnys, turintis įtakos chimerinių 

baltymų sintezės efektyvumui mielėse ir jų gebėjimui susirinkti į 

nanostruktūras. Ši prielaida atitinka kitų mokslinių tyrimų duomenis, kuriuose 

aprašomos virusinių nanostruktūrų toleruojamų baltymo fragmentų savybės 

atkreipiant dėmesį į jų dydį, erdvinį susilankstymą bei įterpimo į baltymą vietą 

(Chen et al., 2021; Uhde-Holzem et al., 2007). 

Iš 15 AR sudarytas jungtukinis peptidas [GGGGS]3x gali būti naudojamas 

kaip erdvinis atskyriklis sumažinti kai kurių baltyminių fragmentų neigiamą 

poveikį nanovamzdelį formuojančio gp39 erdviniam susilankstymui. Nors 

prie gp39 C galo prijungus 6x-His peptidą, jungtuko buvimas jokios įtakos 

neturėjo, nes 6x-His peptidas buvo gerai toleruojamas ir chimeriniams 

baltymams neigiamo poveikio neturėjo, tačiau jungtukas pagerino chimerinio 

baltymo su Omp28 fragmentu sintezę. Šiuo atveju jungtukas galėjo atitolinti 

neigiamą krūvį turintį Omp28 fragmentą nuo baltymo gp39. Tačiau jungtuko 

naudojimas ne visada pagerindavo chimerinių baltymų sintezės efektyvumą 

mielėse ir jų savaiminį susirinkimą, nes eGFP, Blp55, Blp91, Blp163 poveikis 

chimeriniams baltymams nepriklausė vien tik nuo jungtukinio peptido 

buvimo. Gauti rezultatai rodo, kad fragmentai virš 55 AR ilgio, sudaryti iš 

daug β klosčių ir pakeičiantys chimerinio baltymo krūvį yra nepalankūs 

eksponavimui ant nanovamzdelių. Gali būti, kad erdvėje labiau nuo gp39 

atskirti prijungiami baltyminiai fragmentai galėtų įgyti teisingą erdvinį 

susilankstymą, todėl chimeriniai baltymai nebūtų degraduojami ir sugebėtų 

formuoti nanostruktūras. 

Apibendrinant, gp39 formuojami nanovamzdeliai gali būti pritaikyti 

baltyminių fragmentų eksponavimui atsižvelgiant į prijungiamo fragmento 

savybių visumą: jie turėtų būti nedideli 6-28 AR ilgio, hidrofiliški, neformuoti 

β klosčių ir žymiai nekeisti chimerinio baltymo krūvio. Šio darbo metu 

nustatytos gp39 toleruojamų baltyminių fragmentų savybės atitinka kitų 

mokslinių tyrimų rezultatus, kuriose taip pat pademonstruota, kad chimerinių 

baltymų susirinkimui į nanostruktūras įtakos turėjo baltyminių fragmentų 

savybių visuma: juos sudarančių AR skaičius (Hassani-Mehraban et al., 2015; 

Porta et al., 2003), hidrofilinės savybės (Karpenko et al., 2000; Peabody et 

al., 2008), pI reikšmės, jų įtaka chimerinių baltymų krūvio pokyčiui 

(Bendahmane et al., 1999; Chen et al., 2021; Uhde-Holzem et al., 2007) bei 

jų erdvinis susilankstymas (Brown et al., 2009; Frietze et al., 2016). 

Atsižvelgus į gp39 toleruojamų baltyminių fragmentų savybes, ateityje galima 

bus kurti nanovamzdelius, sėkmingai eksponuojančius prie jų prijungtas 

baltymų dalis.  
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APIBENDRINIMAS 

Fago NBD2 baltymo gp39 gebėjimas formuoti nanovamzdelius leido 

detaliau apibūdinti baltymų tarpusavio sąveikas ir savaiminio susirinkimo 

procesą, nes ataugą turinčių fagų vamzdelio baltymų savaiminis susirinkimas 

iki šiol nebuvo detaliai tiriamas. Nors fagų ataugos susirinkimas yra griežtai 

kontroliuojamas, tačiau baltymas gp39, be kitų fago reguliacinių baltymų, 

savaime susirinko į nanovamzdelius tiek S. cerevisiae mielėse, tiek E. coli 

bakterijose pademonstruojant, kad raiškos sistema gp39 gebėjimui formuoti 

nanovamzdelius ir jų morfologijai įtakos neturėjo (Šimoliūnas, 2017; Špakova 

et al., 2019). Visgi, baltymas gp39 formavo nevienodo ilgio nanovamzdelius, 

o tai rodo, kad fago NDB2 reguliaciniai baltymai nėra būtini gp39 savaiminio 

susirinkimo iniciacijai, tačiau jie gali būti svarbūs nanovamzdelių ilgio 

reguliacijai. 

Pelėms į poodį suleisti nanovamzdeliai buvo imunogeniški ir sukėlė 

baltymui gp39 specifinių antikūnų sintezę net ir nenaudojant adjuvantų. Taip 

pat buvo nustatyta, kad baltymas gp39 ir jo formuojami nanovamzdeliai yra 

stabilūs kaitinant, šaldant, skaldant tripsinu, inkubuojant skirtingos sudėties ir 

pH reikšmių buferiniuose tirpaluose ar denatūruojant 6 M karbamido tirpale. 

Tokiomis savybėmis pasižyminčios virusinės nanostruktūros gali būti 

pritaikytos įvairiose mokslo srityse, viena jų – vakcinų kūrimui.  

Pritaikant virusines nanostruktūras baltyminių fragmentų eksponavimui, 

eksperimentiniais tyrimais yra ieškoma baltyminių fragmentų, nesutrikdančių 

chimerinių baltymų savaiminio susirinkimo į nanostruktūras. Daugelyje 

mokslinių tyrimų atliekama nepakankamai išsami baltyminių fragmentų 

savybių analizė ir jų įtaka nanostruktūrų formavimuisi, todėl tai apsunkina 

baltymo dalių pasirinkimą sėkmingam eksponavimui ant nanostruktūrų. 

Šiame darbe, remiantis bioinformatinės analizės ir eksperimentiniais tyrimais, 

buvo nustatytas prie gp39 C galo prijungiamų baltyminių fragmentų poveikis 

chimerinių baltymų gebėjimui formuoti nanovamzdelius ir buvo įvertintos 

baltyminių fragmentų savybės, toleruojamos nanovamzdelių sudėtyje. 

Atsižvelgus į šiame darbe aprašytas baltyminių fragmentų savybes, gp39 

formuojami nanovamzdeliai, ar net kitos virusinės nanostruktūros, galės būti 

paprasčiau pritaikyti kuriant nešiklius baltyminių fragmentų eksponavimui. 

Dėl blogėjančios A. baumannii bakterjios epidemiologinės situacijos 

(Lötsch et al., 2020; World Health Organization, 2017), gp39 formuojami 

nanovamzdeliai buvo pritaikyti A. baumannii baltymo OmpA fragmentų 

eksponavimui. Kadangi OmpA baltymas yra tinkamas vakcinos kandidatas 

(Badmasti et al., 2015), todėl nanovamzdeliai, eksponuojantys OmpA 

baltymo dalį, turi potencialų pritaikymą vakcinos kūrimui prieš A. baumannii. 
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IŠVADOS 

1. S. cerevisiae raiškos sistema yra tinkama efektyviai bakteriofago NBD2 

rekombinantinio baltymo gp39 sintezei ir jo formuojamų nanovamzdelių 

susiformavimui. 

 

2. Baltymo gp39 formuojami nanovamzdeliai yra imunogeniški net 

nenaudojant adjuvantų bei išlieka stabilūs juos liofilizuojant, kaitinant, 

šaldant, keičiant tirpalų pH nuo 3,2 iki 9,6, denatūruojant 6 M karbamido 

tirpale bei skaldant tripsinu. 

 

3. Baltymo gp39 N ir C galuose esančios aminorūgštys yra svarbios 

savaiminiam susirinkimui į nanovamzdelius. 

 

4. Baltymas gp39 toleruoja baltyminių fragmentų prijungimą prie C, bet ne 

N galo, tačiau gebėjimas formuoti nanovamzdelius priklauso nuo 

prijungiamo baltyminio fragmento savybių visumos: jis turėtų būti 6-28 

AR ilgio, hidrofiliškas, žymiai nekeičiantis chimerinio baltymo krūvio ir 

neformuojantis β klosčių. 

 

5. Baltymo gp39 formuojami nanovamzdeliai gali būti panaudoti kaip 

nešikliai oportunistinės bakterijos A. baumannii išorinės membranos 

baltymo OmpA fragmentų eksponavimui. 
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