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SANTRUMPOS 

a.r. – aminorǌgštis 

ASR – atviras skaitymo rơmelis 

ATCC – amerikos tipiniǐ kultǌrǐ kolekcija (angl. American Type Culture 

Collection) 

CPMV – kininơs pupuolơs mozaikos virusas (angl. cowpea mosaic virus) 

CPV – šunǐ parvorirusas (angl. canine parvovirus) 

DSMZ – Vokietijos mikroorganizmǐ ir ląsteliǐ kultǌrǐ kolekcija 

(vok. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) 

EDTA – N,N,N',N'-etilendiaminotetraacto rǌgštis 

(angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 

e.o.p. – infekcinis efektyvumas (angl. efficiency of platting) 

FHV – flock house virusas (angl. flock house virus) 

gDNR – genominơ DNR 

HBV – hepatito B virusas 

IPTG – izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozidas 

Krio-EM – krioelektroninơ mikroskopija 

LB – Luria-Bertani terpơ 

LC-MS/MS – skysčiǐ chromatografja-masiǐ spektrometrija (angl. liquid 

chromatography–mass spectrometry) 

MCIC – agarizuota terpơ (angl. MacConkey-inositol-carbenicillin agar) 

MOI – infekcijos daugybiškumas (angl. multiplicity of infection) 

NCBI – nacionalinis biotechnologijos informacijos centras (angl. National 

Center for Biotechnology Information) 

NCP – nesutrauktos konformacijos poliaapvalkalai (angl. „noncontracted 
polysheaths“ (NCP)) 
OT – optinis tankis 

PAA – poliakrilamidas 

PB – fosfatinis bakteriofagǐ suspensijos buferinis tirpalas (angl. phosphate 

buffer) 

PDB – baltymǐ duomenǐ bankas (angl. Protein Data Bank) 

pDNR – plazmidinơ DNR 

PGR – polimerazơs grandininơ reakcija 

PLTS – Ƴ bakteriofagǐ uodegơlę panašios baltymǐ pernešimo struktǌros (angl. 

phage tail-like protein translocation structures) 

PFU – negatyvias lizơs zonas formuojantis infekcinis vienetas (angl. plaque 

forming unit) 

PVX – bulviǐ virusas X (angl. potato virus X) 
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SCAI – Simonso citrato agaras su inozitoliu (angl. Simmons citrate agar 

innositol) 

SDS–PAGE – elektroforezơ poliakrilamidiniame gelyje denatǌruojančiomis 
sąlygomis (angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)  

TCP – uodegơlơs užbaigimo baltymas (angl. tail completion protein) 

TEM – transmisinơ elektroninơ mikroskopija 

TMP – uodegơlơs ilgio matavimo baltymas (angl. tape measure protein) 

TMV – tabako mozaikos virusas 

TRIS – 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis 

TrP – uodegơlơs terminatorinis baltymas (angl. tail terminator protein) 

TTC – uodegơlơs galiuko kompleksas (angl. tail tip complex) 

TTP – uodegơlơs vamzdelio baltymas (angl. tail-tube protein) 

T4 PNK – T4 polinukleotidkinazơ 

T6SS – VI tipo sekrecijos sistema (angl. type VI secretion system) 

VNPs – virusǐ pagrindu sukurtos nanodalelơs (angl. virus-based nanoparticles) 
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ƲVADAS 

 

Pastaraisiais dešimtmečiais mokslo ir technologijǐ srityje ypatingas 

dơmesys skiriamas Ƴvairiǐ nanostruktǌrǐ, paremtǐ savaime susirenkančiomis 

biomolekulơmis, konstravimui. Tyrimai šioje srityje nepaprastai svarbǌs tiek 

fundamentiniu požiǌriu, tiek dơl galimo šiǐ struktǌrǐ plataus praktinio taikymo 

galimybiǐ pramonơje, medicinoje ir daugelyje kitǐ sričiǐ (Busseron et al., 

2013; Li ir Wang, 2014; Lee et al., 2016). Dơl šios priežasties ypač didelơ ir 

saviagregacijos tyrimuose naudojamǐ (bio)molekuliǐ Ƴvairovơ. Savaime 

susirenkančios nanostruktǌros konstruojamos iš nukleotidǐ (Pinheiro et al., 

2011; Zhang et al., 2014), peptidǐ (Mandal et al., 2014; Sharma et al., 2015), 

baltymǐ (Kostiainen et al., 2013; Glover et al., 2016) bei virusǐ, Ƴskaitant ir 

bakteriofagus (Lee et al., 2012; Molek ir Bratkovic, 2015; Pires et al., 2016). 

Bakteriofagǐ (taip pat ir kitǐ virusǐ) ar jǐ struktǌriniǐ baltymǐ 

naudojimas nanobiotechnologijoje patrauklus ne tik dơl šiǐ mikroorganizmǐ 

struktǌriniǐ baltymǐ unikaliǐ fizikiniǐ, cheminiǐ ir termodinaminiǐ savybiǐ, 

kurios išsivystơ dơl ilgus metus trukusios evoliucijos, bet ir dơl galimybơs šiuos 

baltymus lengvai modifikuoti tiek cheminiǐ reakcijǐ metu, tiek taikant genǐ 

inžinerijos metodus (Pokorski ir Steinmetz, 2011). Be to, šiǐ daleliǐ dydis, 

kuris svyruoja nuo keliasdešimties iki keliǐ tǌkstančiǐ nanometrǐ, taip pat yra 

ypač tinkamas nanostruktǌrǐ formavimui (Douglas ir Young, 2006). 

Galiausiai, produktyvi šiǐ nanostruktǌrǐ gamyba, vykdant baltymǐ raišką 

ląstelơse, ir patogus gryninimas yra pigǌs ir tausojantys aplinką procesai (Li ir 

Wang, 2014). 

Nepaisant to, bakteriofagǐ struktǌriniǐ baltymǐ polimerizacijos ir jǐ 

formuojamǐ nanostruktǌrǐ tyrimai iki šiol vis dar yra atliekami tik su labai 

ribotu kiekiu tiriamǐjǐ objektǐ. Dauguma darbǐ, kuriuose tiriama bakteriofagǐ 

struktǌriniǐ baltymǐ praktinio pritaikymo galimybơ biosensoriǐ, energijos 

saugojimo prietaisǐ gamyboje, nanobiopolimerǐ sintezơje, audiniǐ inžinerijoje 

ir dar daugelyje kitǐ sričiǐ, yra atliekami naudojant bakteriofagą M13 (Moon et 

al., 2015; Pires et al., 2016). Taip pat tirtas ir savaime susirenkančiǐ 
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nanostruktǌrǐ konstravimas naudojant bakteriofagǐ T4 (Daube et al., 2007; 

Yokoi et al., 2010), P22 (Bhardwaj et al.., 2008) ar phi29 (Guo, 2005) 

struktǌrinius baltymus. 

Kita vertus, daugybơ bakteriofagǐ struktǌriniǐ baltymǐ šiuo metu net 

nơra nustatyti arba nors ir yra žinoma (spơjama) jǐ funkcija, tačiau detalesni 

tyrimai vis dar nơra atlikti. Siekiant bent iš dalies pakeisti esamą situaciją, šio 

darbo metu buvo vykdoma naujai išskirtǐ bakteriofagǐ struktǌriniǐ baltymǐ, 

formuojančiǐ savaime susirenkančias nanostruktǌras, paieška ir jǐ formuojamǐ 

struktǌrǐ tyrimai. Taip pat bakteriofagǐ struktǌriniǐ baltymǐ pagrindu buvo 

konstruojami hibridiniai baltymai bei tiriamos jǐ formuojamos struktǌros. 

 

Darbo tikslas 

Panaudoti bakteriofagǐ struktǌrinius baltymus tikslingam savitvarkiǐ 

hibridiniǐ nanostruktǌrǐ konstravimui. 

 

Uždaviniai 

1. Identifikuoti ir charakterizuoti naujus bakteriofagus bei jǐ struktǌrinius 

baltymus. 

2. Nustatyti, kurie iš identifikuotǐ struktǌriniǐ baltymǐ yra tinkami 

savitvarkiǐ nanostruktǌrǐ konstravimui in vivo ar in vitro. 

3. Sukonstruoti bakteriofagǐ struktǌriniǐ baltymǐ mutantus ir ištirti jǐ 

formuojamas nanostruktǌras. 

4. Panaudojant bakteriofagǐ struktǌrinius baltymus sukonstruoti hibridinius 

baltymus ir ištirti jǐ formuojamas nanostruktǌras. 

 

Mokslinis naujumas ir praktinơ reikšmơ 

Darbo metu identifikuoti ir charakterizuoti 5 nauji bakteriofagai. 

Paskelbus Klebsiella bakteriofago RaK2 genomą NCBI duomenǐ bazơje, tai 

buvo didžiausią genomą turintis Klebsiella sp. infekuojantis bakteriofagas su 

pilnai nustatyta genomo seka bei antras pagal publikuoto genomo dydƳ 

bakterijas infekuojantis virusas. Pirmą kartą NCBI duomenǐ bazơje buvo 

publikuota ir Arthrobacter fago genomo seka (ArV2). Tuo tarpu bakteriofagas 
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ArV1 buvo pirmasis Arthrobacter sp. genties bakterijas infekuojantis 

Myoviridae šeimos bakteriofagas su NCBI duomenǐ bazơje paskelbta genomo 

seka. Darbo metu atlikti bakteriofagǐ morfologijos, fiziologijos, genomǐ 

bioinformatinơs analizơs ir daugelis kitǐ tyrimǐ yra ypač svarbǌs gilinant 

teorines žinias apie bakteriofagǐ Ƴvairovę, jǐ tarpusavio ryšius bei praktinio 

pritaikymo galimybes Ƴvairiose srityse. 

Nors bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalo baltymǐ formuojamǐ 

nanostruktǌrǐ tyrimai vykdomi jau ilgą laiką (dauguma darbǐ atlikta su E. coli 

bakteriofagu T4), tačiau jǐ metu, iš esmơs, buvo atliekami tik natyviǐ ar 

mutantiniǐ rekombinantiniǐ baltymǐ polimerizavimosi ir jǐ formuojamǐ 

struktǌrǐ tyrimai. Iki šiol, mǌsǐ duomenimis, literatǌroje duomenǐ apie 

bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalo baltymo pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ 

panaudojimą konstruojant savaime susirenkančias nanostruktǌras nebuvo 

skelbta. Dơl šios priežasties darbo metu gautǐ bakteriofago FV3 gp053 

pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ tyrimai ypač svarbǌs ieškant naujǐ, 

alternatyviǐ biomolekuliǐ nanostruktǌrǐ sintezei. 

Darbǐ su bakteriofago NBD2 gp39 metu pirmą kartą Ƴrodyta, kad 

bakteriofago rekombinantiniai uodegơlơs vamzdelio baltymai in vivo, net ir 

nesant iniciacinio baltymǐ komplekso, polimerizuojasi Ƴ tvarkingos struktǌros, 

lanksčias ir ypač ilgas (net iki 3 µm) vamzdelines struktǌras. Šie rezultatai 

svarbǌs ne tik konstruojant naujǐ bakteriofagǐ struktǌriniǐ baltymǐ pagrindu 

paremtas savitvarkes struktǌras, kurios ateityje galơtǐ bǌti pritaikytos Ƴvairiose 

nanobiotechnologijos srityse, bet ir suteikia naujǐ žiniǐ apie bakteriofagǐ 

uodegơlơs vamzdelio baltymǐ savybes. 
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Ginamieji teiginiai 

1. Rekombinantiniai Klebsiella bakteriofago RaK2 gp041, taip pat Esherichia 

bakteriofagǐ NBD2 gp39 ir FV3 gp053 in vivo, nesant kitǐ faginiǐ 

baltymǐ, formuoja savaime susirenkančias, tvarkingas vamzdelines 

stuktǌras. 

2. Fago FV3 rekombinantinio gp053 formuojami nanovamzdeliai – Ƴvairiems 

aplinkos veiksniams ypatingai atsparios struktǌros. 

3. C-galiniǐ aminorǌgščiǐ delecijos turi mažiau Ƴtakos FV3 gp053 

polimerizacijos procesui nei aminorǌgščiǐ panaikinimas iš šio baltymo N-

galo. 

4. FV3 mutantiniai gp053 ir jǐ pagrindu sukonstruoti hibridiniai baltymai 

formuoja nanovamzdelines struktǌras, kuriǐ savybơs priklauso nuo 

pašalintǐ ar Ƴterptǐ aminorǌgščiǐ skaičiaus, taip pat jǐ pozicijos baltymo 

sekoje. 
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1. LITERATǋROS APŽVALGA 

1.1 Bakteriofagǐ Ƴvairovơ, identifikavimas ir charakterizavimas 

Bakteriofagai (fagai) – virusai, infekuojantys bakterijas. Fagai, kaip ir 

eukariotǐ (augalǐ, gyvǌnǐ ir grybǐ) virusai, pasižymi didele funkcine ir 

struktǌrine Ƴvairove. Tipinę bakteriofago struktǌrą sudaro nukleorǌgštis ir ją 

gaubiantis išorinis baltyminis sluoksnis – kapsidơ. Baltyminơ struktǌra apsaugo 

viruso genetinę medžiagą nuo neigiamǐ aplinkos veiksniǐ ir užtikrina efektyvǐ 

jos patekimą Ƴ infekuojamos bakterijos vidǐ. Kita vertus, kai kurie 

bakteriofagai be nukleorǌgščiǐ ir baltymǐ dar turi ir fosfolipidinƳ bisluoksnƳ, 

kuris dengia baltyminę kapsidę iš išorơs ir yra reikalingas viriono patekimui 

arba pasišalinimui iš ląstelơs šeimininkơs Ƴ išorinę aplinką. Kai kuriǐ virusǐ 

lipidinis bisluoksnis yra kapsidơs vidinơje dalyje, pavyzdžiui, Tectiviridae 

šeimos faguose (Bamford, 2005). Bakteriofagǐ genetinơ medžiaga yra DNR 

(daugumos) arba RNR,viengrandininơ arba dvigrandininơ forma, žiedinơ arba 

linijinơ, su grandinơs galuose prisitvirtinusiais baltymais arba be jǐ (Ackerman, 

2005). 

Fagai yra labai plačiai paplitę ir randami visose šeimininkǐ užimamose 

nišose: dirvožemyje, vandenyje, gyvǌnǐ virškinamajame trakte ir kitose 

bakterijǐ aptikimo vietose. Bendras jǐ skaičius biosferoje gali svyruoti nuo 

10
30

 iki 10
32

 vnt. (Kutter ir Sulakvelidze, 2005). Dirvožemio mơginiuose fagǐ 

koncentracija gali siekti iki 10
9
 vnt/g, vandens ekosistemose –  nuo 10

4
 iki 10

8
 

vnt/ml, o infekuotǐ bakterijǐ skaičius sudaryti iki 70 % (Wommack ir Colwel, 

2000; Weinbauer, 2004; Suttle, 2005). Bakteriofagai atlieka svarbǐ vaidmenƳ 

mikroorganizmǐ ekologijoje ir, manoma, yra pagrindinơ varomoji jơga, 

kurianti bakterijǐ populiacijǐ genetinę Ƴvairovę (Abedon, 2008; Clokie et al., 

2011). 

Tarptautinis virusǐ taksonomijos komitetas – ICTV (angl. International 

Committee on Taxonomy of Viruses) yra nustatęs tam tikrus kriterijus, kuriais 

remiantis atliekamas naujǐ prokariotǐ virusǐ (bakteriofagǐ bei archơjas 

infekuojančiǐ virusǐ) identifikavimas ir charakterizavimas. Šiǐ procedǌrǐ metu 
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gali bǌti atsižvelgta net Ƴ 70 virusǐ savybiǐ, Ƴskaitant: nukleorǌgšties prigimtƳ, 

viriono morfologiją, fizikines bei chemines savybes, bakteriofagǐ 

inaktyvacijos veiksnius, fagǐ virionǐ replikacijos, susirinkimo mechanizmus, 

fiziologines savybes (vystymosi temperatǌrą, ląsteliǐ šeimininkiǐ ratą, 

vystymosi ciklo tipą) (Ackerman, 2009). Vis dơlto, nukleorǌgščiǐ prigimtis ir 

bendra morfologija šiuo metu yra patys svarbiausi kriterijai, iš esmơs 

lemiantys, kokiai šeimai ar kitam taksonominiam rangui bus priskiriami 

konkretǌs bakteriofagai (Ackerman, 2009). Šiuo metu žinomos prokariotǐ 

virusǐ šeimos ir joms bǌdingi morfologiniai požymiai bei genetinơs 

informacijos tipai pateikiami 1.1 paveiksle. 

 

 

1.1 pav. Bakterijas ir archơjas infekuojančiǐ virusǐ taksonominơs grupơs. 
Paveikslas sudarytas remiantis King et al. pateikiama informacija (King et al., 2011). 

 

Prokariotǐ virusai – pati skaitlingiausia virusǐ grupơ, kurią sudaro 

virusai, infekuojantys bakterijas (bakteriofagai) ir virusai, infekuojantys 
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archơjas. Nuo 1959 iki šiǐ dienǐ morfologiškai charakterizuota beveik 6300 

prokariotǐ virusǐ, Ƴskaitant 6196 bakteriofagus ir 88 archơjǐ virusus 

(Ackerman ir Prangishvili, 2012). Ʋdomu tai, kad absoliuti dauguma šiǐ 

prokariotǐ virusǐ (96,3 %) turi uodegơlę (dauguma jǐ – bakteriofagai) ir tik 

230 (3,7 %) yra poliedriniai, filamentiniai ar pleomorfiniai virusai (dauguma 

infekuoja archơjas) (Ackerman ir Prangishvili, 2012). Remiantis 2011 metais 

ICTV pateikta bakteriofagǐ klasifikacija, bakteriofagai infekuoja 179 bakterijǐ 

gentis, o patys yra priskiriami 10 bakteriofagǐ šeimǐ. Trys pagrindinơs 

bakteriofagǐ šeimos, kuriǐ atstovai turi uodegơlę, sudaro vadinamǐjǐ 

uodeguotǐjǐ fagǐ grupę – Caudovirales. Likusios septynios bakteriofagǐ 

šeimos yra labai negausios ir kartais turi tik po vieną atstovą (King et al., 

2011). 

Uodeguotieji bakteriofagai, manoma, yra vieni seniausiǐ šiuo metu 

žinomǐ virusǐ. Šiǐ fagǐ genetinơ medžiaga yra dvigrandininơ DNR, o galvutơ 

– arba ištƳsusio, arba taisyklingo ikosaedro formos. Prie šiǐ struktǌrǐ tvirtinasi 

filamentinơ uodegơlơ, kuri yra spiralinơs simetrijos ir iš esmơs aprǌpinta 

fiksuojančiomis struktǌromis: bazinơmis plokštelơmis, spygliais, ataugơlơmis. 

Šie fagai neturi lipidinio apvalkalo. Virusinơs dalelơs prisitvirtina prie ląsteliǐ 

šeimininkiǐ paviršiniǐ baltymǐ ir infekuoja jas virionui liekant išorinơje 

aplinkoje:Ƴ ląsteliǐ vidǐ patenka tik fago DNR ir jos replikacijos iniciacijai 

reikalingi baltymai. Nauji fagai susirenka per kompleksą etapǐ, kuriǐ metu 

fagǐ DNR Ƴterpiama Ƴ jau iš anksto susiformavusias kapsides (Ackerman, 

2005; Ackerman, 2009). 

Uodeguotieji fagai pasižymi didele virionǐ dydžio ir struktǌros, DNR 

ilgio ir sudơties, genomo struktǌros, baltymǐ, antigeniniǐ ir biologiniǐ savybiǐ 

Ƴvairove. Fagai gali bǌti virulentiniai arba nuosaikieji. Remiantis fagǐ 

uodegơliǐ morfologija, yra išskiriamos 3 uodeguotǐjǐ fagǐ šeimos: Myoviridae 

(uodegơlơs ilgos ir susitraukiančios), Siphoviridae (uodegơlơs ilgos ir 

nesusitraukiančios) ir Podoviridae (trumpos uodegơlơs) (Ackerman, 2003). 

Myoviridae. Uodegơlơ susideda iš kaklelio, susitraukiančio apdangalo ir 

centrinio vamzdelio. Miovirusai paprastai yra didesni už Siphoviridae ir 
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Podoviridae šeimǐ atstovus, Ƴskaitant didžiausius ir labiausiai 

evoliucionavusius virusus. Myoviridae šeimos bakteriofagai sudaro apie 25 % 

uodeguotǐjǐ prokariotǐ virusǐ. 

Siphoviridae. Uodegơlơ ilga, nesusitraukianti, lanksti.. Sifovirusai yra 

skaitlingiausia žinomǐ uodeguotǐjǐ fagǐ grupơ, turinti virš 3600 atstovǐ (57 % 

uodeguotǐjǐ prokariotǐ virusǐ). 

Podoviridae. Uodegơlơ trumpa ir nesusitraukianti. Manoma, kad 

podovirusai yra labiau susiję su sifovirusais negu su miovirusais. Podoviridae 

šeimos fagai sudaro apie 14 % visǐ žinomǐ uodeguotǐjǐ prokariotǐ virusǐ 

(Ackerman, 2005; Ackerman, 2009; Ackerman ir Prangishvili, 2012). 

 

1.2 Bakteriofagǐ praktinơ taikomoji reikšmơ 

Bakteriofagǐ praktinio pritaikymo galimybơmis imta domơtis tuoj po jǐ 

atradimo dar XX a. pirmojoje pusơje. Eksperimentǐ, o vơliau ir klinikiniǐ 

darbǐ metu jie buvo naudojami kaip viena iš priemoniǐ kovojant su 

patogeninơmis, Ƴvairias ligas sukeliančiomis bakterijomis, tačiau dơl 

prieštaringǐ gydymo rezultatǐ ir antibiotikǐ, kaip galimai perspektyvesniǐ 

vaistǐ, atradimo Vakarǐ šalyse susidomơjimas fagǐ terapija sumenko, o vơliau 

ir visiškai išnyko (Carlton, 1999; Kropinski, 2006). Vis dơlto, pastaruoju metu 

didơjantis bakterijǐ atsparumas antibiotikams verčia ieškoti naujǐ, efektyviǐ 

šios problemos sprendimo bǌdǐ. Vienas jǐ galơtǐ bǌti ir natǌraliai esančiǐ 

gamtoje arba genomǐ modeliavimo ir inžinerijos metodais sukurtǐ „geresniǐ“ 

fagǐ praktinis pritaikymas medicinoje, veterinarijoje, maisto pramonơs ir kitose 

žemơs ǌkio srityse (Thiel, 2004; Hagens ir Loessner, 2010; Chan et al., 2013; 

Endersen et al., 2014; Kazi ir Annapure, 2016; Nicastro et al., 2016). Fagai taip 

pat naudojami kaip žymenys greitam patogenǐ identifikavimui (Yim et al., 

2009; Schofield et al., 2012; Schmelcher ir Loessner 2014). Ypač tai aktualu 

dirbant su tokiomis antibiotikams atspariomis bakterijomis kaip MRSA 

(Guntupalli et al., 2008) arba lơtai augančiomis kultǌromis, pavyzdžiui, 

Mycobacterium tuberculosis (Barman ir Gadre, 2007). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kazi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27570260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Annapure%20US%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27570260
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Kita vertus, dơl savitǐ morfologiniǐ, fizikiniǐ, cheminiǐ ir genetiniǐ 

ypatybiǐ bakteriofagai yra ypač patogios modelinơs sistemos molekulinơs 

biologijos, biochemijos ar biotechnologijos tyrimuose. Nuo pat 1940-ǐjǐ šie 

bakterijǐ virusai buvo vieni svarbiausiǐ Ƴrankiǐ plơtojant moderniąją genetiką 

ir molekulinę biologiją. Pasitelkiant fagus T2 ir T4 buvo Ƴrodyta: DNR, kaip 

pagrindinơs genetinơs medžiagos, egzistavimas, genetinio kodo tripletiškumas, 

nuo šviesos priklausantys ir nepriklausantys DNR atstatymo mechanizmai, 

DNR restrikcija ir modifikacija, rekombinacijos svarba DNR replikacijoje, 

Ƴvesta geno sąvoka, atrasta iRNR, savaime išsikerpantys prokariotǐ intronai 

(Miller et al., 2003). Bakteriofagai yra naujǐ, potencialiai naudingǐ Ƴvairiose 

mokslo ir žmogaus gyvenimo srityse fermentǐ ir kitǐ makromolekuliniǐ 

junginiǐ šaltinis (Drulis-Kawa et al., 2015; Schmelcher ir Loessner, 2016). 

Bakteriofagǐ pagrindu kuriamos struktǌros, skirtos diagnostikai, vakcinǐ 

pernešimui (Pumpens et al., 2016; Karimi et al., 2016), taip pat genǐ raiškos 

vektoriai (Chauthaiwale et al., 1992; Seow ir Wood, 2009). Naudojant fagǐ 

ekspozicijos sistemas (svetimo (poli)peptido eksponavimas ant bakteriofago 

paviršiaus) vykdoma ne tik naujǐ, tam tikromis savybơmis pasižyminčiǐ 

peptidǐ paieška (Vodnik et al., 2011; Nicastro et al., 2014), bet ir kuriamos 

vakcinos (Bazan et al., 2012), biosensoriai (Lee et al., 2013) ar pernašos 

sistemos, skirtos, pavyzdžiui, vaistǐ nukreipimui Ƴ konkretǐ taikinƳ ar vơžinio 

audinio atpažinimui (Yacoby ir Benhar, 2008; Deutscher, 2010). 

 

1.3 Virusiniǐ baltymǐ pagrindu paremtǐ nanostruktǌrǐ 

konstravimas 

Pastaraisiais dešimtmečiais mokslo ir technologijǐ srityje ypatingas 

dơmesys skiriamas Ƴvairiǐ nanostruktǌrǐ, paremtǐ savaime susirenkančiomis 

biomolekulơmis, konstravimui. Tyrimai šioje srityje nepaprastai svarbǌs tiek 

fundamentiniu požiǌriu, tiek dơl šiǐ struktǌrǐ praktinio taikymo galimybiǐ 

pramonơje, medicinoje ir daugelyje kitǐ sričiǐ (Busseron et al, 2013; Li ir 

Wang, 2014; Lee et al, 2016). Nepaprastai didelơ ir biomolekuliǐ, kurios 

naudojamas nanostruktǌrǐ konstravimui, Ƴvairovơ. Vienos jǐ ‒ nukleotidai. 
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Pastarieji nanobiotechnologijoje ypač paklausǌs dơl jǐ hibridizaciniǐ savybiǐ ir 

lengvo paruošimo. Be to, priklausomai nuo pasirinktos nukleotidǐ sekos, gali 

bǌti keičiamos ir jǐ formuojamos topologinơs struktǌros: iš atitinkamai 

sumodeliuotǐ DNR grandiniǐ gaunamos juostinơs, superspiraliniǐ žiedǐ ar 

trikampơs struktǌros (Han et al., 2010; Seeman, 2010; Pinheiro et al, 2011; 

Zhang et al, 2014). Kitos biomolekulơs, turinčios naudingas biologines ir 

chemines charakteristikas, reikalingas savaime susirenkančiǐ nanostruktǌrǐ 

konstravimui, ‒ peptidai. Peptidai gali bǌti sintetinami dirbtinai ir, naudojant 

biokonjugacinę techniką, jungiami su organinơmis molekulơmis, tokiu bǌdu 

išsaugant jǐ biologinƳ katalizinƳ aktyvumą ir specifinƳ atpažinimą (Mandal et al, 

2014; Sharma et al, 2015). Konstruojant nanostruktǌras taip pat dažnai 

naudojami ir baltymai. Pastarǐjǐ cheminơs savybơs, priklausančios nuo 

antriniǐ molekuliniǐ sąveikǐ (vandeniliniǐ ryšiǐ, elektrostatiniǐ ir hidrofobiniǐ 

sąveikǐ), leidžia naudoti baltymus kaip pagrindą gaminant apibrơžtos 

geometrijos nanomedžiagas (Kostiainen et al., 2013; Glover et al., 2016). 

Galiausiai, virusai (Ƴskaitant bakteriofagus) taip pat yra puikus pasirinkimas 

hibridiniǐ nanomedžiagǐ sintezơje (Lee et al., 2012; Hyman, 2012; Farr et al., 

2014; Molek ir Bratkovic, 2015; Wen ir Steinmetz, 2016; Pires et al., 2016; 

Steele et al., 2017). 

Kalbant apie virusǐ ar jǐ struktǌriniǐ baltymǐ pagrindu sukurtǐ 

nanodaleliǐ (angl. virus-based nanoparticles (VNPs)) privalumus konstruojant 

nanostruktǌras, galima pabrơžti keletą dalykǐ. Pirmiausia ‒ šiǐ daleliǐ dydis. 

Jis svyruoja nuo keliasdešimties iki keliǐ tǌkstančiǐ nanometrǐ, todơl yra ypač 

tinkamas nanostruktǌrǐ formavimui (Douglas ir Young, 2006). Antra, šiǐ 

struktǌrǐ homogeniškumas, kadangi jos yra sintetinamos gyvose ląstelơse, 

turinčiose mechanizmus tiksliai produkto kokybơs kontrolei (Bukau et al, 

2006). Trečia, virusai ar jǐ pagrindu sukurtos struktǌros, siekiant Ƴgyti naujas 

funkcines savybes, gali bǌti modifikuojami tiek cheminiǐ reakcijǐ metu, tiek 

taikant genǐ inžinerijos metodus (Pokorski ir Steinmetz, 2011). Galiausiai, 

efektyvi šiǐ nanostruktǌrǐ gamyba, vykdant baltymǐ raišką ląstelơse, ir 
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patogus gryninimas yra pigǌs ir tausojantys aplinką procesai (Li ir Wang, 

2014). 

Virusiniǐ struktǌriniǐ baltymǐ produkcija gali bǌti vykdoma naudojant 

bakterijǐ, mieliǐ, vabzdžiǐ ar augalǐ raiškoss sistemas, taip pat pasitelkiant 

beląstelinę baltymǐ sintezę in vitro (Wen ir Steinmetz, 2016). Nors virusiniǐ 

baltymǐ raiškaibakterijose gali bǌti naudojamos ir tokiǐ bakterijǐ kaip, 

pavyzdžiui, Pseudomonas fluorescens raiškos sistemos (Phelps et al., 2007), 

visgi plačiausiai paplitusi, lengvai kontroliuojama ir greita baltymǐ produkcija 

vykdoma Escherichia coli ląstelơse (Rosano ir Ceccarelli, 2014). Vykdant 

genǐ raišką bakterijose, Ƴ vamzdelines ar sferines struktǌras savaime susirinko 

bakteriofagǐ T4 (Aksyuk et al., 2009), phiKZ (Aksyuk et al., 2011), SPP1 

(Langlois et al., 2015) ar MS2 (Pickett ir Peabody, 1993), taip pat augalǐ 

tabako mozaikos viruso (TMV) (Hwang et al., 1994) ar žinduoliǐ hepatito B 

viruso (HBV) (Birnbaum ir Nassal, 1990) struktǌriniai baltymai. Deja, dalis 

žinduoliǐ virusǐ baltymǐ, naudojant šią sistemą, lieka netirpǌs, todơl 

vykdomas jǐ surinkimas in vitro arba naudojamos eukariotinơs genǐ 

raiškossistemos. Pastarosios net tik padidina eukariotiniǐ baltymǐ tirpumą, bet 

ir atlieka tokias potransliacines modifikacijas kaip glikozilinimą, disulfidiniǐ 

ryšiǐ formavimą ir proteolitinƳ apdorojimą (Celik ir Calık, 2012; Webster ir 

Thomas, 2012). Dažniausiai naudojamos mieliǐ Saccharomyces cerevisiae ar 

Pichia pastoris raiškos sistemos (Freivalds et al., 2006), tačiau virusiniǐ 

baltymǐ dauginimui gali bǌti pasitelktosir vabzdžiǐ ląsteliǐ kultǌros. Kandyse 

Spodoptera frugiperda ir Trichoplusia ni bakulovirusǐ pagrindu sukurtos 

sistemos naudojamos vabzdžiǐ (FHV), augalǐ (CPMV) ir žinduoliǐ (CPV, 

HPV) virusǐ struktǌrinius baltymus koduojančiǐ genǐ raiškai (Felberbaum, 

2015). Augalǐ virusǐ (CPMV, PVX ar TMV) nanodaleliǐ produkcijai dažnai 

naudojamos pačiǐ augalǐ raiškos sistemos (Saunders et al., 2009). Galiausiai, 

kaip alternatyva virusiniǐ baltymǐ produkcijai in vivo, gali bǌti pritaikytos ir 

beląstelinơs sistemos. kuriose ląsteliǐ transkripcijos ir transliacijos sistemos in 

vitro yra naudojamos, pavyzdžiui, norint gauti nanostruktǌras formuojančius, 

tačiau ląstelơms toksiškus baltymus (Smith et al., 2014). 
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Siekiant sukurti efektyvesnes, konkrečiam tikslui ar, priešingai, 

platesniam pritaikymui skirtas virusines nanostruktǌras, atliekamas jǐ 

modifikavimas. Dažniausiai tai daroma pasitelkiant genǐ inžinerijos, 

biokonjugacijos, biomineralizacijos metodus ir savaiminƳ daleliǐ susirinkimą 

(Wen ir Steinmetz, 2016). Atliekant tiesioginę nanomedžiagǐ sintezę arba 

perkeliant prieš tai sukurtas nanomedžiagas Ƴ/ant virusiniǐ nanostruktǌrǐ, 

modifikuojamas tiek vidinis, tiek išorinis nanostruktǌrǐ paviršius (Li ir Wang, 

2014). 

Konstruojant nanostruktǌras su jǐ paviršiuje esančiomis 

pageidaujamomis funkcinơmis grupơmis, taikant genǐ inžinerijos metodus, 

atliekamas nukleotidǐ sekos pakeitimas, Ƴterpimas arba pašalinimas (Chatterji, 

2004; Strable et al, 2008). Šiuo atveju, dơl galimǐ disulfidiniǐ ryšiǐ 

formavimo, taip pat sąveikos su auksu ir biokonjugacijos su tioliui atrankiomis 

medžiagomis, ypač patrauklǌs cisteino mutantai (Peabody, 2003). Be pavieniǐ 

aminorǌgščiǐ modifikacijǐ, atliekamas ir didesnis jǐ skaičiaus pakeitimas, 

pavyzdžiui, gryninimui ar aukso, geležies oksido nanodaleliǐ prisitvirtinimui 

skirtǐ inkarǐ (Shen et al., 2015), trumpǐ peptidǐ, Ƴskaitant vakcinǐ epitopus 

(Dalsgaard et al., 1997), ir receptoriǐ taikiniǐ (Merzlyak et al., 2009) 

eksponavimas ant virusiniǐ nanostruktǌrǐ paviršaus. Taip pat demonstruotas ir 

baltymǐ ar jǐ domenǐ Ƴterpimas Ƴ baltymo seką (Shukla et al., 2014; Uhde-

Holzem et al., 2016), sukonstruoti keliǐ virusǐ apvalkalo baltymus turintys 

hibridiniai virusai (Dickmeis, 2015). 

Visgi, konstruojant savaime susirenkančiǐ virusiniǐ baltymǐ pagrindu 

paremtas vamzdelines nanostruktǌras, daugeliu atveju tyrimai atliekami su 

bakteriofago M13 arba jam artimai giminingǐ filamentiniǐ fagǐ, taip pat TMV 

arba CPMW virusǐ baltymais. Tuo tarpu literatǌroje skelbiamǐ duomenǐ apie 

hibridiniǐ baltymǐ konstravimui naudojamus bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalo 

baltymus iki šiol, mǌsǐ duomenimis, nebuvo skelbta. 
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1.4 Myoviridae bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalas 

Bakteriofagǐ uodegơlơ – sudơtinga kompleksinơ makromolekulinơ 

mašina, atsakinga už ląsteliǐ šeimininkiǐ atpažinimą, prisitvirtinimą bei 

prasiskverbimą pro ląsteliǐ apvalkalą. Ši struktǌra bakteriofago infekcijos metu 

suformuoja kanalą, kuriuo Ƴ ląstelơs-šeiminikơs citoplazmą yra pernešama 

bakteriofago kapsidơje esanti genominơ DNR ir baltymai. 

Myoviridae šeimos bakteriofagǐ ilga ir susitraukianti uodegơlơ yra 

sudaryta iš bazinơs plokštelơs (angl. baseplate), vidino centrinio vamzdelio 

(angl. tail tube), išorinio susitraukiančio apvalkalo (angl. tail sheath) ir 

terminacinio komplekso (angl. termination complex) (1.2 pav.) (Leiman et al., 

2010). Terminacinis kompleksas pritvirtina uodegơlę prie fago galvutơs per 

viename iš 12 pentameriniǐ kapsidơs viršǌniǐ esantƳ uodegơlę-galvutę jungiantƳ 

baltymą (angl. head-to-tail connector protein). Tuo tarpu bazinơ plokštelơ turi 

prie ląstelơs šeimininkơs prisitvirtinti padedančias struktǌras (angl. receptor 

binding proteins (RBPs)). Pastarosioms prisijungus prie bakterijǐ paviršiaus, 

keičiasi bazinơs plokštelơs konformacija, kuri, savo ruožtu, skatina uodegơlơs 

apvalkalo susitraukimą. Uodegơlơs apvalkalas susitraukia perpus ar net 

daugiau savo pradinio ilgio (tokiu bǌdu priartindamas visą fago dalelę arčiau 

ląstelơs) tvirtas, nelankstus vidinis uodegơlơs vamzdelis Ƴstumiamas per ląstelơs 

paviršiaus struktǌras. Šiuo vamzdiniu kanalu Ƴ ląstelơs šeiminikơs citoplazmą 

yra pernešami bakteriofago kapsidơje esantys baltymai ir genominơ DNR 

(Leiman ir Shneider, 2012). 
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1.2 pav. Myoviridae bakteriofago struktǌra. (A) Susitraukiančios fago uodegơlơs 
pagrindiniǐ komponentǐ schematinis vaizdas. (B, C) Bakteriofago T4 su ištęsta ir 
sutraukta uodegơle krioelektroninơs mikroskopijos (krio-EM) rekonstrukcija (Fokine 

et al., 2004; Leiman et al., 2004; Kostyuchenko et al., 2005; Leiman ir Shneider, 

2012). 

Vidutinis bakteriofagǐ susitraukiančiǐ uodegơliǐ diametras yra ~22 nm, 

bet gerokai skiriasi jǐ ilgis, kuris siekia nuo 100 iki 450 nm. Nepaisant 

santykinai didelio dydžio, susitraukianti uodegơlơ yra pakankamai paprasta, 

kadangi pagrindinơ jos dalis yra pasikartojanti struktǌra, sudaryta iš dviejǐ 

baltymǐ – vidinio vamzdelio ir išorinio susitraukiančio apvalkalo. Šie baltymai 

elektroforezơs poliakrilamidiniame gelyje (SDS-PAGE) paprastai formuoja dvi 

pagrindines baltymǐ juostas ir tarnauja kaip pavyzdiniai 

žymenysidentifikuojant panašias, susitraukiančias uodegơlơs apvalkalo 

struktǌras (Leiman ir Shneider, 2012). Myoviridae bakteriofagǐ uodegơlơs 

apvalkalo baltymo molekulinơ masơ svyruoja nuo ~40 iki ~80 kDa, o 

dažniausiai sutinkami yra ~45 kDa dydžio uodegơlơs apvalkalo baltymai 

(Leiman ir Shneider, 2012). 

Šiuo metu detaliausiai ištirta bakteriofago T4 uodegơlơs apvalkalo, 

sudaryto išgp18 subvienetǐ, struktǌra. Rekombinantiniai gp18 formuoja 

Ƴvairaus ilgio, nehomogeniškas polimerines apvalkalines struktǌras (angl. 

polysheaths), kurios nơra tinkamos kristalinơs struktǌros nustatymui (King, 

1968). Dơl šios priežasties, nepaisant to, kad tyrimai šioje srityje atliekami jau 

daugelƳ metǐ (Coombs ir Arisaka, 1994; Leiman et al., 2010), gp18 kristalinơ 
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struktǌra nustatyta palyginti neseniai, sukonstravus polimeriniǐ struktǌrǐ 

neformuojantƳ gp18M mutantą (Aksyuk et al., 2009). Šis baltymas yra 

sudarytas iš ¾ normalaus baltymo (mutantas, neturintis 20 N-galiniǐ ir 160 C-

galiniǐ a.r. liekanǐ, kurios formuoja domeną I) (Kuznetsova et al., 1998; 

Poglazov et al., 1999). Atlikus gp18M kristalografinę analizę, nustatyta, kad 

bakteriofago T4 uodegơlơs apvalkalo baltymas sudarytas iš keturiǐ, vienas Ƴ 

kitą Ƴsiterpiančiǐ domenǐ. Domenas IV yra Ƴsiterpęs tarp 97 ir 189 a.r. liekanǐ, 

kurios priklauso kilpai, jungiančiai dvi domeno III β-juostas. Domenas III 

Ƴsiterpęs tarp 87 ir 346 a.r. Ƴ domeno II kilpą. Tuo tarpu domenas II Ƴsiterpęs Ƴ 

nenustatytos kristalinơs struktǌros domeną I, sudarytą iš baltymo N- ir C-

galiniǐ a.r. liekanǐ (Leiman ir Shneider, 2012). T4 pagrindinio uodegơlơs 

baltymo struktǌra ir schematinis domeninơs organizacijos vaizdas pateikiami 

1.3 pav. 

 
1.3 pav. T4 uodegơlơs apvalkalo baltymo (gp18) struktǌra (A) ir schematinis 
domeninơs organizacijos vaizdas (B). Domenai I, II, III ir IV yra nuspalvinti 

atitinkamai violetine, mơlyna, žalia ir raudona spalva. Domenas I, kurio kristalinơ 
struktǌra nơra nustatyta, pateikiamas kaip violetinis stačiakampis, Ƴ jƳ Ƴsiterpusi N-

galinơ seka pažymơta geltonai. Rodyklơ žemiau schematinơs diagramos žymi gp18 

orientaciją uodegơlơs ašies atžvilgiu. Paveikslas sudarytas remiantis Leiman ir 
Shneider pateikiama informacija (Leiman ir Shneider, 2012). 

 

Taikant krio-EM nustatyta, kad T4 gp18 domenas I sąveikauja su 

uodegơlơs vamzdeliu ir sudaro vidinę uodegơlơs apvalkalo šerdƳ, domenai II ir 

III tik iš dalies atsiduria uodegơlơs apvalkalo išorơje, o domenas IV formuoja 

didžiąją dalƳ išorinio uodegơlơs apvalkalo paviršiaus. (Leiman et al., 2004; 

Kostyuchenko et el., 2005; Leiman ir Shneider, 2012). T4 uodegơlơs 
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apvalkalas sudarytas iš aplink uodegơlơs vamzdelƳ spirale susisukančiǐ ir šešias 

vijas suformuojančiǐ 138 gp18 subvienetǐ (kiekviena vija sudaryta iš 23 gp18 

subvienetǐ) (Leiman et al., 2004). Ištęstos konformacijos apvalkalo skersmuo 

yra 24 nm, ilgis 92,5 nm, vijos žingsnis ir sǌkis atitinkamai 4,06 ir 1,72 nm 

(Kostyuchenko et al., 2005) (1.4 pav.). Kiekvienas gp18 subvienetas 

sąveikauja su keturiais šalia esančiais baltymais: dviem gretimos vijos 

baltymais (tarpvijiniai kontaktai) ir dviem, esančiais toje pačioje vijoje 

(viduvijiniai kontaktai). 

Apvalkalui susitraukus, jo skersmuo padidơja iki 33 nm, ilgis sumažơja 

iki 42 nm, pasikeičia ir vijos žingsnis (1,64 nm) bei sǌkis (3,29 nm) (Leiman et 

al., 2004). Kiekvienas iš gp18 subvienetǐ nuo uodegơlơs ašies pasislenka apie 

~5 nm ir pakrypsta apie ~45°, tačiau žymesni baltymo domeninơs struktǌros 

pokyčiai nevyksta, pats baltymas juda kaip vientisas kǌnas (Aksyuk et al., 

2009). Apvalkalo susitraukimo metu, tą pačią viją sudarančiǐ gp18 subvienetǐ 

domenai I lieka susijungę, tokiu bǌdu yra išsaugoma apvalkalo spiralinơ 

struktǌra. Tuo tarpu domenai II-IV suformuoja naujus ryšius (1.4 pav.), 

sąveikos paviršius tarp gp18 molekuliǐ padidơja apie keturis kartus (Aksyuk et 

al., 2009). Dơl šios priežasties susitraukęs uodegơlơs apvalkalas yra labai 

stabili ir Ƴvairiems aplinkoms veiksniams atspari struktǌra (Aksyuk et al., 2009; 

Leiman ir Shneider, 2012). 
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1.4 pav. Ištęsto ir sutraukto T4 uodegơlơs apvalkalo krio-EM rekonstrucija. 
Paveiksle pateikiamas trijǐ (iš esančiǐ šešiǐ) gp18 vijǐ vaizdas esant ištęstai (A) arba 

sutrauktai (B) konformacijai. Kiekviena vija pažymơta skirtinga spalva (rožine, 
mơlyna ir žalia). Vienas po kito susiformuojantys gp18 sluoksniai (diskai) pradedant 
disku, esančiu arčiausiai bazinơs plokštelơs, sunumeruoti nuo 1 iki 5. Paveikslo 

viduriniojoje dalyje pavaizduota tris viena šalia kitos esančias vijas sudarančiǐ gp18 
tarpusavio sąveika esant sutrauktai ir ištęstai konformacijai. Paveikslo dešinơje 
pateikiamas tas pačias tris vijas sudarančiǐ domenǐ sąveikos vaizdas žiǌrint “iš 
viršaus” (domenas I, kurio kristalinơ struktǌra nenustatyta, vaizduojamas kaip tankus 
segmentas). Paveikslas sudarytas remiantis Leiman et al., 2004, Kostyuchenko et al., 

2005, Aksyuk et al., 2009, Leiman ir Shneider, 2012 pateikiama informacija. 

 

Uodegơlơs apvalkalo struktǌra ir funkcija yra konservatyvi, todơl, 

nepaisant nedidelio baltymǐ identiškumo aminorǌgščiǐ lygmenyje, skirtingǐ 

Myoviridae bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalo baltymai turi panašius 

morfologinius ir funkcinius parametrus (Fokine et al., 2007; Kurochkina et al., 

2009; Aksyuk et al., 2009; Leiman ir Shneider, 2012; Fokine ir Rossman, 

2014). Pavyzdžiui, atlikus kristalografinę analizę, vienas Ƴ kitą Ƴsiterpiančiǐ 

domenǐ organizacija nustatyta ir Listeria innocua (PDB ref 3LML) ar 

Desulfitobacterium hafniense (PDB ref 3HXL) profagǐ (Leiman ir Shneider, 

2012), taip pat Pseudomonas aeruginosa fago phiKZ uodegơlơs apvalkalo 

baltymo atveju, nors pastarojo identiškumas T4 uodegơlơs apvalkalo baltymui 

aminorǌgščiǐ lygmenyje tesiekia 12 % (Aksyuk et al., 2011). Dar daugiau, 
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nustatyta, kad bakteriofagǐ susitraukiančiǐ struktǌrǐ sandara labai panaši Ƴ 

susitraukiančias molekulines mašinas, randamas daugelyje prokariotǐ: R-tipo 

piocinus, VI tipo sekrecijos sistemą (angl. type VI secretion system (T6SS)) ir 

Ƴ bakteriofagǐ uodegơlę panašias baltymǐ pernešimo struktǌras (angl. phage 

tail-like protein translocation structures (PLTS)) (Leiman et al., 2009; Leiman 

ir Shneider, 2012; Lossi et al., 2013; Sarris et al., 2014; Kube ir Wendler, 

2015; Kudryashev et al., 2015). 

Tiriant bakteriofago T4 uodegơlơs apvalkalo ir jƳ sudarančiǐ subvienetǐ 

struktǌrą ir susirinkimo mechanizmą, kaip jau minơta anksčiau, nustatyta, kad 

gp18 formuoja polimerines vamzdelines struktǌras. Šiǐ darbǐ metu Ƴrodyta, 

kad uodegơlơs apvalkalo baltymo polimerizacijos iniciacijai ir tolimesniam 

susirinkimui pagalbiniai baltymai nơra reikalingi, o šiǐ struktǌrǐ morfologija ir 

savybơs atitinka bakteriofago sutrauktos uodegơlơs apvalkalo konformaciją 

(Kellenberger ir Boy de la Tour., 1964; Moody, 1967; King, 1968; Tschopp, 

1979). Dơl šios priežasties gp18 formuojamos vamzdelinơs struktǌros yra 

ypatingai stabilios ir atsparios Ƴvairiems fizikiniams bei cheminiams 

veiksniams Ƴskaitant inkubaciją 6 M karbamido tirpale ar tirpale su tripsinu 

(Arisaka et al., 1981; Arisaka et al., 1990; Coombs ir Arisaka, 1994). Panašǌs 

rezultatai pastebơti ir ištyrus bakteriofago phiKZ rekombinantinio uodegơlơs 

apvalkalo baltymo formuojamas polivamzdelines struktǌras: po inkubacijos su 

tripsinu vamzdeliǐ morfologija taip pat išliko nepakitusi (Kurochkina et al., 

2009). 

 

1.5 Siphoviridae bakteriofagǐ uodegơlơs vamzdelis 

Siphoviridae šeimos bakteriofagǐ ilga, lanksti ir nesusitraukianti 

uodegơlơ yra sudaryta iš uodegơlơs galiuko komplekso (angl. tail tip complex 

(TTC)), uodegơlơs vamzdelio (angl. tail-tube) su viduje esančiu uodegơlơs ilgio 

matavimo baltymu (angl. tape measure protein (TMP)) ir uodegơlơs 

terminatorinio baltymo (angl. tail terminator protein (TrP)) (1.5 pav). 

Pastarasis sudaro uodegơlơs viršutinę dalƳ, kuri jungia uodegơlơs vamzdelƳ su 
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galvute. Gausiausias sifovirusǐ uodegơlơs komponentas yra uodegơlơs 

vamzdelio baltymas (angl. tail-tube protein (TTP)), kuris dažnai dar yra 

vadinamas pagrindiniu uodegơlơs baltymu. Šis uodegơlơs komponentas sudaro 

heksamerinius žiedus, kurie tvirtinasi prie vamzdelio vidinơje dalyje esančio 

uodegơlơs ilgio matavimo baltymo, kurio formuojamǐ nanostruktǌrǐ dydis iš 

esmơs ir lemia uodegơlơs vamzdelio ilgƳ. Tuo tarpu uodegơlơs galiuko 

kompleksas sudaro uodegơlơs apatiniąją dalƳ ir yra atsakingas už sąveiką su 

ląstelơmis šeimininkơmis. Šio komplekso komponentǐ sudơtis skiriasi 

priklausomai nuo sifovirusǐ grupơs: vieni fagai turi siaurą smeigtuko pavidalo 

struktǌrą, kiti ‒ bazinę plokštelę su Ƴvairiomis atpažinimui ir prisitvirtinimui 

skirtomis fibrilinơmis struktǌromis (Davidson et al., 2012). 

 

 

1.5 pav. Siphoviridae bakteriofago uodegơlơs komponentǐ schematinis vaizdas. ? 

žymi nenustatytą uodegơlơs užbaigimo baltymo vietą uodegơlơs struktǌroje. 
Paveikslas sudarytas remiantis Davidson et al. pateikiama informacija (Davidson et 

al., 2012). 

Siphoviridae bakteriofagǐ uodegơlơs susirinkimo metu pirmiausia 

susiformuoja uodegơlơs galiuko kompleksas, ant kurio paviršiaus tvirtinasi 

uodegơlơs ilgio matavimo baltymas. Susidarius šiai struktǌrai, inicijuojama 

uodegơlơs vamzdelio baltymo polimerizacija, kuri trunka iki pasiekiamas 

uodegơlơs ilgio matavimo baltymo galas. Galiausiai, pasibaigus 

polimerizacijai, prie uodegơlơs viršutinơs dalies prisitvirtina uodegơlơs 
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terminatorinis baltymas, sujungiantis uodegơlę su galvute (Katsura, 1983; 

Katsura, 1984; Davidson et al., 2012). 

Šiuo metu išsamiausiai ištirtas bakteriofago Ȝ uodegơlơs vamzdelio 

baltymas (gpV). Šio, iš dviejǐ domenǐ sudaryto baltymo N-galinis domenas 

(gpVN, 1–160 a.r.) yra esminis efektyviam uodegơlơs vamzdelio formavimuisi, 

tuo tarpu C-galinis domenas (gpVC, 161–246 a.r.) yra Ig-tipo šeimos baltymas 

(Katsura 1981), kurio funkcija gali bǌti susijusi su sąveikos tarp bakteriofago ir 

ląstelơs šeimininkơs paviršiaus angliavandeniǐ, tokiǐ kaip LPS ar teicho 

rǌgštis, sudarymu (Fraser et al. 2006). Išgrynintas gpV egzistuoja monomero ar 

dimero forma (Katsura ir Tsugita 1977), tačiau baltymams sąveikaujant su 

susidariusiu uodegơlơs galiuko kompleksu, gpV greitai heksamerizuojasi ir 

renkasi Ƴ vamzdelines struktǌras (Katsura, 1983). Bakteriofago Ȝ uodegơlơs 

vamzdelis yra sudarytas iš 32 heksameriniǐ gpV žiedǐ, vamzdelio išorinis 

diametras 9 nm, vidinis ‒ 3 nm (Katsura 1981). 

Uodegơlơs apvalkalo baltymǐ struktǌros analizơ atskleidơ, kad, 

nepaisant nedidelio identiškumo aminorǌgščiǐ lygmenyje, gpVN struktǌra labai 

panaši Ƴ Bacilus subtilis profago PBSX uodegơlơs vamzdelio baltymą (1.6 pav.) 

(Pell et al., 2009). Ʋdomu tai, kad šis profagas yra susitraukiančią uodegơlę 

turintis miovirusas, todơl tikơtina, kad evoliuciniu požiǌriu sifovirusǐ ir 

miovirusǐ vamzdelis yra formuojamas iš tos pačios „statybinơs medžiagos“. 

Dar daugiau, nustatyta, kad gpVN struktǌra taip pat labai panaši Ƴ VI tipo 

sekrecijos sistemos vamzdelio baltymą Hcp1 (1.6 pav.) (Pell et al., 2009). 

Pastarasis, priešingai nei monomerinơje ar dimerinơje formoje aptinkamas 

gpVN, formuoja heksamerinius, savaime nesipolimerizuojančius žiedus, kuriǐ 

diametras (9 nm išorinis ir 4 nm vidinis) (1.6 pav.) labai panašus Ƴ 

heksameriniǐ žiedǐ, formuojamǐ bakteriofago Ȝ gpVN. Dơl šios priežasties 

Hcp1 heksamerinơ struktǌra buvo panaudota modeliuojant gpVN galimą 

išsidơstymą uodegơlơs vamzdelyje (Pell et al., 2009). 
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1.6 pav. Bakteriofago λ uodegơlơs vamzdelio baltymo N-galinio domeno (gpVN) 

ir kitǐ baltymǐ struktǌros palyginimas. Kairơje gpVN baltymas (mơlyna, PDB ID: 
2K4Q); viduryje gpVN struktǌra, perkelta ant B. subtilis profago PBSX uodegơlơs 
vamzdelio baltymo (žalia, PDB ID: 2GUJ) struktǌros; dešinơje gpVN struktǌra, 

perkelta ant VI tipo sekrecijos sistemos baltymo Hcp1 (geltona, PDB ID: 1Y12) 

struktǌros. Paveikslas sudarytas remiantis Davidson et al. pateikiama informacija 

(Davidson et al., 2012). 
 

Atsižvelgiant Ƴ identifikuotǐ uodegơlơs vamzdelio baltymǐ struktǌrinƳ 

konservatyvumą tiek susitraukiančiose, tiek nesusitraukiančiose uodegơlơse, 

taip pat VI tipo sekrecijos sistemose (Leiman et al., 2009), buvo pasiǌlyta, kad 

šis konservatyvumas, greičiausiai, bǌdingas visiems ilgas uodegơles turintiems 

fagams (Davidson et al., 2012). Kita vertus, nustatyta, kad bakteriofagui T5 

bǌdingesnơ trišalơ, o ne Ƴprastinơ šešiašalơ simetrija (Effantin et al., 2006). Šio 

bakteriofago uodegơlơs vamzdelio baltymas, turintis dar keletą identifikuotǐ 

homologǐ, yra apytiksliai dvigubai didesnis nei daugumos kitǐ bakteriofagǐ 

uodegơlơs vamzdelio baltymǐ. Tikơtina, kad šio bakteriofago genome yra 

koduojamos dvi kopijos Ƴ uodegơlơs vamzdelio baltymo formą susilankstančiǐ 

baltymǐ, galinčiǐ formuoti pseudoheksamerinę struktǌrą (Effantin et al., 2006). 

Tuo tarpu B. subtilis bakteriofago SPP1 atveju identifikuoti du 

uodegơlơs vamzdelio baltymai: gp17.1 (19,1 kDa) ir gp17.1* (28,3 kDa). Šiǐ 

baltymǐ N-galinơ seka identiška, tik gp17.1* dar turi papildomą C-galinę seką 

(Auzat et al., 2008). gp17.1 ir gp17.1* santykis fago uodegơlơs vamzdelyje yra 

3:1, tačiau uodegơlơs vamzdelis susiformuoja ir esant tik gp17.1 (Langlois et 

al., 2015). Idomu tai, kad, priešingai nei ankstesniǐ darbǐ metu, atlikus SPP1 

uodegơlơs vamzdelio baltymǐ analizę, pirmą kartą buvo Ƴrodyta, kad 

vamzdelinơs struktǌros susiformuoja ir nesant jau susidariusiǐ pamatiniǐ 

struktǌrǐ, kurios yra bǌtinos bakteriofagǐ Ȝ (Katsura ir Tsugita 1977; Katsura, 
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1983) ar T4 (King, 1971) uodegơlơs vamzdelio baltymǐ polimerizavimuisi. 

Bakteriofago SPP1 uodegơlơs vamzdelio baltymai tirpale egzistuoja kaip iš 

dalies susilankstę, nestabilǌs monomerai. Vykstant struktǌros 

konformaciniams pokyčiams (β-struktǌrǐ formavimuisi ir stabilizavimuisi) 

gp17.1 heksamerizuojasi ir in vitro renkasi Ƴ vamzdelines struktǌras, kuriǐ 

morfologiniai parametrai atitinka bakteriofago uodegơlơs vamzdelio 

parametrus (Langlois et al., 2015). Kita vertus, šis procesas trunka santykinai 

ilgai. Remiantis straipsnio autoriǐ pateikiamomis TEM nuotraukomis, dalis 

struktǌrǐ susiformuoja jau po 3, tačiau didžiausia vamzdeliǐ koncentracija 

pasiekiama praơjus net 10 dienǐ nuo gp17.1 inkubacijos in vitro pradžios 

(Langlois et al., 2015). 

Apibendrinant literatǌros duomenis, galime teigti, kad pastaruoju metu 

susidomơjimas savaime susirenkančias nanostruktǌras formuojančiais 

baltymais ir jǐ praktiniu panaudojimu Ƴvairiose srityse iš tiesǐ didelis. Visgi, 

nepaisant nepaprastai gausios virusǐ (ir ypač bakteriofagǐ) Ƴvairovơs, iki šiol 

tyrimai šioje srityje atliekami tik su palyginti labai ribotu šiǐ mikroorganizmǐ 

struktǌriniǐ baltymǐ skaičiumi. Ne išimtis ir uodeguotǐjǐ bakteriofagǐ 

uodegơlơs vamzdelio ar apvalkalo baltymǐ formuojamos nanostruktǌros. 

Bakteriofago Ȝ ar SPP1 uodegơlơs vamzdelio baltymo (kaip ir T4 ar phiKZ 

uodegơlơs apvalkalo baltymo) formuojamǐ vamzdeliniǐ struktǌrǐ tyrimai iš 

esmơs buvo atliekami siekiant nustatyti uodegơlơs baltymǐ struktǌrą ar jǐ 

polimerizavimosi savybes. Mǌsǐ žiniomis, literatǌriniǐ duomenǐ apie šiǐ 

baltymǐ pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ panaudojimą kuriant savaime 

susirenkančias nanovamzdelines struktǌras, kurios ateityje galơtǐ bǌti 

pritaikytos Ƴvairiose nanobiotechnologijos srityse, iki šiol nơra paskelbta. 

Siekiant bent iš dalies pakeisti esamą situaciją, šio darbo metu buvo 

vykdoma ne tik naujǐ faginiǐ baltymǐ, galinčiǐ formuoti savaime 

susirenkančias nanostruktǌras, paieška, bet ir bakteriofagǐ struktǌriniǐ baltymǐ 

pagrindu konstruojami mutantiniai, taip pat hibridiniai baltymai, atlikta šiǐ 

baltymǐ formuojamǐ nanostruktǌrǐ analizơ. 
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2. MEDŽIAGOS IR METODAI 

2.1. Medžiagos 

2.1.1. Bakteriofagai 

vB_KleM-RaK2 (RaK2): Klebsiella sp. veterinarinƳ izoliatą KV3 infekuojantis 

bakteriofagas, išskirtas VU Biochemijos instituto darbuotojǐ iš vandens 

mơginiǐ, surinktǐ iš Radviliškio rajone (Naujasodyje) esančios kǌdros. 

vB_EcoM-FV3 (FV3): E. coli K12 grupơs kamienus infekuojantis 

bakteriofagas, išskirtas VU Biochemijos instituto darbuotojǐ iš vandens 

mơginiǐ, surinktǐ iš Vilniaus miesto nutekamojo vandens valyklos. 

vB_EcoS_NBD2 (NBD2): E. coli infekuojantis bakteriofagas, išskirtas VU 

Biochemijos instituto darbuotojǐ iš dirvožemio mơginiǐ. 

vB_ArS-ArV2 (ArV2): Arthrobacter sp. 68b kamieną infekuojantis 

bakteriofagas, išskirtas VU Biochemijos instituto darbuotojǐ iš Vilniaus miesto 

teritorijoje surinktǐ dirvožemio mơginiǐ. 

vB_ArtM-ArV1 (ArV1): Arthrobacter sp. infekuojantis bakteriofagas, išskirtas 

VU Biochemijos instituto darbuotojǐ iš Vilniaus miesto teritorijoje surinktǐ 

dirvožemio mơginiǐ. 

 

2.1.2. Bakterijǐ kamienai 

Darbe naudoti bakterijǐ kamienai pateikiami 2.1 lentelơje. 
 

2.1.3. Plazmidiniai vektoriai 

Darbe naudoti plazmidiniai vektoriai: pJET1.2 (CloneJET PCR Cloning 

Kit, Thermo Fisher Scientific), pET16b, pET21a, pET21b, pET28a (Novagen). 

 

2.1.4. Oligonukleotidiniai pradmenys 

Bakteriofagǐ struktǌriniǐ genǐ klonavimui naudoti pradmenys 

pateikiami 2.2 lentelơje. 
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2.1 lentelơ. Darbe naudoti bakterijǐ kamienai. 

Kamienas Naudojimo tikslas Šaltinis/nuoroda 

Acinetobacter baumannii #16 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Acinetobacter baumannii #46 ArV1, ArV2, RaK2  šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Acinetobacter gen. sp. 13#23 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Acinetobacter gen. sp. 3#9 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Arthrobacter alkaliphilus DSM 23368 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter aurescens DSM 20116 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter chlorophenolicus DSM 12829 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter citreus DSM 20133 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter crystallopoetes DSM 20117 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter defluvii DSM 18782 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter gandavensis DSM 15046 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter globiformis DSM 20124 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter globiformis NRRL B-2979 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Casaite et al, 2011 

Arthrobacter histidinolovorans DSM 20115 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter ilicis DSM 20138 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter koreensis DSM 16760 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter luteolus DSM 13067 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter methylotrophus DSM 14008 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter nicotinovorans DSM 420 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter nitroguajacolicus DSM 15232 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter oxydans DSM 20119 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Arthrobacter sp. 68b ArV1, ArV2 izoliavimas, dauginimas, adsorbcijos 

eksperimentai, šeimininkǐ spektro nustatymas 

Stanislauskienơ et al. 2011 

Arthrobacter sp. 68m ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas laboratorijos kolekcija 

   

2.1 lentelơs tęsinys kitame puslapyje   



31 

 

2.1 lentelơs tęsinys   

   

Arthrobacter sp. 83b ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas laboratorijos kolekcija 

Arthrobacter sp. 85 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas laboratorijos kolekcija 

Arthrobacter sp. 94 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas laboratorijos kolekcija 

Arthrobacter sp. 96 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas laboratorijos kolekcija 

Arthrobacter sp. 25DMP1 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas Kutanovas et al. 2013 

Arthrobacter sp. 25DOT1 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas Kutanovas et al. 2013 

Arthrobacter sp. BL-3 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Stanislauskiene et al. 2012 

Arthrobacter sp. IN13 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas Gasparavičiǌtơ et al. 2006 

Arthrobacter sp. PY11 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas Semenaite et al. 2003 

Arthrobacter sp. PY21 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Stanislauskiene et al. 2012 

Arthrobacter sp. PY22 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Stanislauskiene et al. 2012 

Arthrobacter sp. PRH1 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas Stanislauskiene et al. 2012 

Arthrobacter sp. VM22 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas Semenaite et al. 2003 

Arthrobacter sp. VP3 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas Semenaite et al. 2003 

Arthrobacter karbamidofaciens DSM 20126 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Buttiauxella sp. S1-1 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Šimoliǌnas et al, 2013 

Citrobacter freundii ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Enterobacter cloacae ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Enterobacter sp. VT1-1 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Šimoliǌnas et al, 2013 

Erwinia carotovora 8982 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Erwinia carotovora 961-63 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Escherichia coli B
E
 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Dr. L. W. Black 

Escherichia coli BL21-DE3 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas, 
plazmidžiǐ recipientas, genǐ raiškos eksperimentai. 

Avidis 

Escherichia coli B834-DE3 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Dr. L. W. Black 

   

2.1 lentelơs tęsinys kitame puslapyje   
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Escherichia coli CR63 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas  Dr. K. N. Kreuzer 

Escherichia coli DH5α ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas, 
plazmidžiǐ recipientas. 

Pharmacia 

Escherichia coli DH10β ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas, 
kamienas taip pat naudotas kaip plazmidžiǐ recipientas. 

Invitrogen 

Escherichia coli GM2163 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Fermentas 

Escherichia coli JM109 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Fermentas 

Escherichia coli MH1 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Dr. K. N. Kreuzer 

Escherichia coli Nova Blue (DE3) RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Avidis 

Escherichia coli Rosetta (DE3) Plazmidžiǐ recipientas, genǐ raiškos eksperimentai. Novagen 

Escherichia coli XL1 Blue RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Stratagene 

Klebsiella oxytoca ATCC 8724 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas ATCC 

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas ATCC 

Klebsiella pneumoniae 279 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Klebsiella sp. KV-1 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Šimoliǌnas et al. 2013 

Klebsiella sp. KV-3 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas, RaK2 
izoliavimas, dauginimas ir kiti eksperimentai 

Šimoliǌnas et al. 2013 

Kocuria palustris DSM 11925 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Kribella catacumbae DSM 19601 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Nesterenkonia aethiopica DSM 17733 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 ArV1, ArV2, RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Pseudomonas brenneri D14 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Pseudomonas sp. PV1-1 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Šimoliǌnas et al, 2013 

Pseudomonas sp. RA1-1 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Šimoliǌnas et al, 2013 

Pseudomonas sp. RA1-3 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Šimoliǌnas et al, 2013 
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Pseudomonas sp. RA1-11 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Šimoliǌnas et al, 2013 

Rhodococcus erythropolis SQ1 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Quan et al., 1993 

Rhodococcus sp. PY11 RaK2 šeimininkǐ spektro nustatymas Semơnaitơ et al, 2000 

Rothia aeria DSM 14556 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Salmonella enterica ser. Typhimurium 292 ArV1, ArV2 šeimininkǐ spektro nustatymas Prof. E. Sužiedơlienơ 

Solitalea canadensis DSM 3403 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 

Yaniella soli DSM 22211 ArV1 šeimininkǐ spektro nustatymas DSMZ 
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2.2 lentelơ. Bakteriofagǐ struktǌriniǐ genǐ klonavimui naudoti pradmenys. 

Genas (koduojamo baltymo funkcija) 

 

Geno pagausinimui naudotǐ pradmenǐ pavadinimas ir 
oligonukleotidǐ seka (5'→3') 

Geno 

raiškos 
vektorius 

RaK2_g041 

(uodegơlơs apvalkalo baltymas) 

Rak2_orf041_Nco_F ggaggattttccatggcagatttaatc 

Rak2_041_Xho_R_n ccctttttgatactcgagagtattttc 
pET21d 

RaK2_g042 

(uodegơlơs vamzdelio baltymas) 
RaK2_42NdeF ggagaaattatcatatggcg 

RaK2_42XhoR gctccgacgtctcgagcatcg 
pET21a 

RaK2_g043 

(hipotetinis baltymas) 

RaK2_43NdeF cagaggttaacatatggctgatatg 

RaK2_43XhoR caagtacagtctcgagaacatttg 
pET21a 

RaK2_g106 

(hipotetinis kapsidơs dekoravimo baltymas) 
RaK2106NdeIF ttgactaaggagattttcatatgagtc 

RaK2106BamHIR cggtattagtagtattaggatccatag 

pET16b, 

pET21a 

RaK2_g107 

(hipotetinis kapsidơs dekoravimo baltymas) 
RaK2107NdeIF attacatatggctactaatactactaatac 

RaK2107BamHIR tccagacattcttctcgagggatttaaatc 

pET16b, 

pET21a 

ArV1_g15 

(uodegơlơs apvalkalo baltymas) 
ArV1_put_tail_sheatF gagacaggagaaaacatatggctattg 

ArV1_put_tail_sheatR gttgtctttgtctcgagtcagttattc 

pET16b, 

pET21a 

ArV2_g03 

(portalinis baltymas) 

ArV2_portal_NdeIF ggtggtgtcaccatatgctaatttc 

ArV2_portal_BamHIR gttgcactgtacgggatccacgtcg 

pET16b 

ArV2_g05 

(kapsidơs formavimo baltymas) 
ArV2_scaffold_NdeIF gacggcggtcatatgtctggttag 

ArV2_scaffold_BamHI gcggtcaacaggatccttagtgcc 
pET16b 

ArV2_g06 

(pagrindinis kapsidơs baltymas) 
ArV2_majcap_NdeIF ctttaggagtttcatatggcgcag 

ArV2_majcap_BamHIR ggtcaccctcgcggatccccaccag 
pET16b 

ArV2_g11 

(pagrindinis uodegơlơs baltymas) 
ArV2_maj-tail_NdeIF ggaaaccgaaaaccatatgcccttg 

ArV2_maj-tail_BamHIR gttgagagcgggcggatccaccac 
pET16b 

ArV2_g15 

(uodegơlơs ilgio matavimo baltymas) 
ArV2_tape-m_NdeIF gccagtctgccgggtctcatatggccg 

ArV2_tape-m_XhoIR tggtgccggcggagctcgagggatgg 
pET16b 

   

2.2 lentelơs tęsinys kitame puslapyje   
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ArV2_g16 

(uodegơlơs baltymas) 
ArV2_tail(1)_NdeIF catttagggaggccatatggtgggtatc 

ArV2_tail(1)_XhoIR caataaactcccaccctcgagaaacca 
pET16b 

ArV2_g17 

(uodegơlơs baltymas) 
ArV2_tail(2)_NdeIF gtcactaacaagtatcatatggcgttc 

ArV2_tail(2)_XhoIR ctcttcgttactgctcgagccattag 
pET16b 

ArV2_g18 

(uodegơlơs baltymas) 
ArV2_min-tail_NdeIF catggacaggatggcccgcatatggc 

ArV2_min-tail_BamHIR gccaagccattgcagcggatccac 
pET16b 

ArV2_g20 

(uodegơlơs fibriliǐ baltymas) 
ArV2_adhes_NdeIF ccggaggacaaagcatatgagtgaatc 

ArV2_adhes_BamHIR cggcgccggaactggatccatcatg 
pET16b 

ArV2_g24 

(uodegơlơs fibriliǐ baltymas) 
ArV2_tail(3)_NdeIF gaggaggtcggttccatatgggttac 

ArV2_tail(3)_BamHIR gcggtctttgggatcctgctcgcgttc 
pET16b 

NBD2_g39 

(uodegơlơs vamzdelio baltymas) 
NBD2-mtail-NdeIF caaaggagtttcatatgtctcttc 

NBD2_mtail_BamHIR ctcttgttggatccagtcgc 

pET16b, 

pET21a 

NBD2-mtail-NdeIF caaaggagtttcatatgtctcttc 

NBD2_mtail_XhoR gcaatgcccccctttcggtctcgagaacttc 
pET21a 

FV3_g052 

(uodegơlơs vamzdelio baltymas) 
FV52_Nde_F1 gactgaataaggaagacatatggaaactc 

FV52_BamHI_R1 cgaaggtgaggatcctatgctaaagtg 

pET21a, 

pET16b 

FV52_Nde_F1 gactgaataaggaagacatatggaaactc 

FV52_XhoI_R1 gcctatgctaaagtgtgctcgaggataatacc 
pET21a 

FV3_g53 

(uodegơlơs apvalkalo baltymas) 
FV53_NdeI_F1 ggaaacatatgccatatttagataaagtg 

FV-53_BamHI_R1 ttgaggatccatctagtcttccttattc 
pET21a, 

pET16b 

FV53_NdeI_F1 ggaaacatatgccatatttagataaagtg 

FV-53_XhoI_R1 catctagtcttcctcgagttcagtcattg 
pET21a 
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2.3 lentelơ. FV3 gp053 mutantǐ ir hibridiniǐ baltymǐ konstravimui naudoti 
pradmenys. 

Pradmens 

pavadinimas 

Oligonukleotidǐ seka (5'→3') 

FV53_NdeI_F1 ggaaacatatgccatatttagataaagtg 

FV53_BamHI_R1 ttgaggatccatctagtcttccttattc 

FV53_XhoI_R1 catctagtcttcctcgagttcagtcattg 

FV53_Nde10F taaagtggtacatatgacagttaac 

FV53_Bam10R cagcattggtggatccttaaccaac 

FV53_Xho10R cagcattggtggactcgagaccaac 

FV53_Nde20F cccagcctattcatatggtaggtttc 

FV53_Bam20RN gtccagaaggatcctttaccggatacg 

FV53_Xho20R gaaggacgttgatctcgagacgaac 

FV53_Nde25F ctgtaggtttccatatgccgctg 

FV53_Bam25R gttgatccggatccgaacttagtgc 

FV53_Xho25R gatccggatacgctcgaggtgcag 

FV53_Nde30F gaaactccgctgcatatggctatcc 

FV53_Bam30R cgaagtgcggatccttgttttacac 

FV53_Bam50R ctgattggatccgatctatgcacg 

FV53_Bam75R ctgtcaggatccctcaattcttaatg 

FV53_Bam100R cggaagatcaggatccgactacttcatg 

FV53_Bam150R caacaccgtggatccttcagtagaag 

FV53_Bam200R cacctatgataggatcctacggaaaatc 

PilnasMaF gatatacatatggctagcacaggtaccccatatttagataaagtgg 

PilnasMaR gtggtgctcgagttacgtacgtgtactagtttcagtcattgcaacagc 

PilnasMaRH gtggtgctcgagcgtacgtgtactagtttcagtcattgcaacagc 

10MaF gatatacatatggctagcacaggtaccgttaacctcggaacccagc 

10MaR gtggtgctcgagttacgtacgtgtactagtaccaactttgtccagaagg 

10MaRH gtggtgctcgagcgtacgtgtactagtaccaactttgtccagaagg 

20MaF gatatacatatggctagcacaggtaccgtaggtttcgaaactccgc 

20MaRH gtggtgctcgagcgtacgtgtactagtgatacgaacgaagtgcagg 

SmaBamR gagttgcacctgttccaccagggatcccgggtatcagagaagtattgtag 

SmaBamF ctacaatacttctctgatacccgggatccctggtggaacaggtgcaactc 

SBv2BamR cactaggatcccgggattgtagctaccttttgcaata 

SBv2SmaF acaatcccgggatcctagtgcctatctctggtggaac 

SBv3BamR agtatggatcccgggttttgcaatagtcattacgaca 

SBv3SmaF caaaacccgggatccatacttctctgatagtgcctat 

SBv4BamR accttggatcccgggcattacgacatcagtatcagct 

SBv4SmaF taatgcccgggatccaaggtagctacaatacttctct 

SBv5BamR tgcacggatcccgggagagataggcactatcagagaa 

SBv5SmaF tctctcccgggatccgtgcaactcagattgcagagtc 

SBv6BamR tgactggatcccgggagttgcacctgttccaccagag 

SBv6SmaF caactcccgggatccagtcaatgaagactaaaattga 

SBv7BamR ttcaaggatcccgggcattgactctgcaatctgagtt 

SBv7SmaF caatgcccgggatccttgaagcagatgatagcttgaa 

Kilpa239R ttgtgggatcccgggtttggtggcgatgttactatct 

  

2.3 lentelơs tęsinys kitame puslapyje 



37 

 

2.3 lentelơs tęsinys  

  

Kilpa239F caaacccgggatcccacaatatgatagcgtcggcatg 

Kilpa2392R ttgtgggatcccgggtttggtggcgatgttactatct 

Kilpa2392F caaacccgggatcccacaatatgatagcgtcggcatg 

FV53_Sma75R caggatctcgagctactggatcccgggattgatcgggttgttcatc 

FV53_Gly_Xho ggagttaaaatttctcgaggcttcctcctcctccttcagtcattgccaac 

100C_Gly_Xho gaacagacttgataacctcgaggcttcctcctcctcccttcatgcttaaac 

AgE6F ctagcgaagaagaagaagaagaag 

AgE6R gtaccttcttcttcttcttcttcg 

Ti1F ctagccgtaaaaaacgtaccaaaaacccgacccacaaactgggtggtggttggg 

Ti1R gtaccccaaccaccacccagtttgtgggtcgggtttttggtacgttttttacgg 

SmaAgD6F gacgacgacgacgacgacgg 

SmaAgD6R gatcccgtcgtcgtcgtcgtcgtc 

SmaAgE6F gaagaagaagaagaagaagg 

SmaAgE6R gatcccttcttcttcttcttcttc 

SmaAgE6F gaagaagaagaagg 

SmaAgE6R gatcccttcttcttcttc 

Pfl23Strep tggtgctcgagttatttttcgaactgcgggtggctccacgtacgttcagtcattgcaacagc 

 

2.1.5. Cheminơs medžiagos 

Visos šiame darbe naudotos cheminơs medžiagos buvo analitiškai 

grynos. 

2.1.6. Fermentai 

T4 PNK, T4 DNR ligazơ, FastDigest restrikcijos endonukleazơs, RNazơ 

A, DNazơ I, proteinazơ K, Pfu, DreamTaq DNR ir Phusion DNR polimerazơs 

buvo iš Thermo Fisher Scientific ir naudotos pagal gamintojo rekomendacijas. 

 

2.1.7. Terpơs ir buferiniai tirpalai 

Terpės 

Pusiau agarizuota LB terpơ (minkštas agaras fagams): agaras (6 g/l), triptonas 

(10 g/l), mieliǐ ekstraktas (5 g/l), NaCl (10 g/l). 

MCIC terpơ (pH 7,1): MacConkey agaras (40 g/l), inozitolis (10 g/l), 

karbenicilinas (0,05 g/l). 

SCAI terpơ: Simonso citrato agaras (23 g/l), inozitolis (10 g/l). MCIC ir SCAI 

terpơs naudotos Klebsiella sp. bakterijǐ paieškai. 
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Agarizuota R2A terpơ (pH 7,0): mieliǐ ekstraktas (0,5 g/l), peptonas (0,5 g/l), 

kazaminorǌgštys (0,5 g/l), gliukozơ (0,5 g/l), krakmolas (0,5 g/l), natrio 

piruvatas (0,3 g/l), K2HPO4 (0,3 g/l), MgSO4 x 7H2O (0,05 g/l), agaras (15 g/l). 

Agarizuota R2A terpơ naudota Kribella catacumbae DSM 19601 auginimui. 

Buferiniai tirpalai 

Bakteriofagǐ suspensijos buferinis tirpalas PB: Na2HPO4 (7 g/l), KH2PO4 (3 

g/l) NaCl (4 g/l), MgSO4 * 7 H2O (0,2 g/l). 

Bakteriofagǐ dializơs buferinis tirpalas I: (NaCl (3 M), Tris-HCl (50 mM, pH 

7,5). 

Bakteriofagǐ dializơs buferinis tirpalas II: (NaCl (300 mM), Tris-HCl (50 mM, 

pH 7,5). 

Bakteriofagǐ dializơs buferinis tirpalas SM: NaCl (100 mM), Tris-HCl (50 

mM, pH 7,4), MgSO4 (8 mM). 

Baltymǐ suspensijos buferinis tirpalas TE: Tris-HCl (20 mM, pH 7,4), EDTA 

(1 mM). 

Baltymǐ suspensijos buferinis tirpalas HEPES: HEPES (10 mM, pH 7,5). 

 

2.2 Metodai 

2.2.1 Bakteriniǐ ląsteliǐ auginimas 

 Bakteriniǐ ląsteliǐ kultǌros buvo auginamos LB terpơje 28–37 °C 

temperatǌroje iki ląsteliǐ suspensijos optinis tankis (A600nm) pasiekia 0,4–1. 

Užaugusi bakterijǐ kultǌra naudota bakteriofagǐ izoliavimui, dauginimui, 

titravimui, ląsteliǐ šeimininkiǐ spektro nustatymo, infekcinio efektyvumo, 

adsorbcijos bei vieno žingsnio eksperimentams, taip pat ruošiant 

kompetentines ląsteles transformacijai ir genǐ raiškos eksperimentams. 

Bakterijǐ kultǌros Petri lơkštelơse augintos ant agarizuotos LB terpơs (Kribella 

catacumbae DSM 19601 kamienas augintas ant agarizuotos R2A terpơs) 18–48 

°C temperatǌroje nuo 12 val. iki 7 parǐ. Tuo tarpu atliekant Klebsiella sp. 

infekuojančio bakteriofago RaK2 ląsteliǐ šeimininkiǐ paiešką, buvo naudojami 

ne tik 2.1 lentelơje pateikiami bakterijǐ kamienai, bet ir atliekamas potencialiǐ 
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ląsteliǐ šeimininkiǐ izoliavimas iš vandens mơginiǐ. Tuo tikslu, mơginiǐ 

pavyzdžiai (100–200 ȝl) buvo išsơjami ant agarizuotǐ MCIC ir SCAI terpiǐ bei 

auginami 30 °C temperatǌroje 12–48 val. 

 

2.2.2 Bakteriofagǐ izoliavimas 

Bakteriofagų izoliavimas iš dirvožemio mėginių 

Ʋ sterilius mơgintuvơlius surinkti dirvožemio mơginiai (1–10 g) užpilami 

10 ml LB terpơs ir inkubuojami purtant 15–60 min. 30–37 °C temperatǌroje, 

po to centrifuguojama 15 min. 4 °C temperatǌroje 3000 g. Supernatantas 

nupilamas ir perfiltruojamas per 0,45 ir 0,2 ȝm membraninius filtrus. Vơliau 

bakteriofagai titruojami arba papildomai koncentruojami (1 val., 4 °C, 16000 

g). Supernatantas nupilamas, nuosơdos užpilamos 1 ml PB buferio ir laikomos 

4 °C temperatǌroje 2–18 val. 

Bakteriofagų izoliavimas iš vandens mėginių 

Ʋ sterilius mơgintuvơlius iš Ƴvairiǐ vandens telkiniǐ surinkti mơginiai 

(10–100 ml) centrifuguojami (15 min., 4 °C, 3000 g). Supernatantas nupilamas 

ir perfiltruojamas per 0,45 ir 0,2 ȝm membraninius filtrus. Vơliau bakteriofagai 

titruojami arba papildomai koncentruojami (1 val., 4 °C, 16000 g). 

Supernatantas nupilamas, nuosơdos užpilamos 1 ml PB buferio ir laikomos 4 

°C temperatǌroje 2–18 val. 

 

2.2.3 Bakteriofagǐ dauginimas 

Bakteriofagų dauginimas skystoje LB terpėje 

Dauginant E. coli bakteriofagą FV3, E. coli kamieno MH1 ląsteliǐ 

kultǌra užsơjama Ƴ 10 ml LB terpơs ir auginama aeruojant 37 °C kol ląsteliǐ 

suspensijos A600 pasiekia 0,5. Klebsiella sp. infekuojantis bakteriofagas RaK2 

dauginamas Ƴ 10 ml LB terpơs užsơjant Klebsiella sp. KV3 kultǌros ir auginant 

aeruojant 30 °C iki A600 pasiekia 0,4. Tuomet bakterijǐ kultǌra infekuojama 

vienos lizơs zonos suspensijos turiniu (šviežia fagǐ lizơs zona, suspenduota 10 

µl LB terpơs) ir toliau auginama iki pilnos arba dalinơs bakterijǐ lizơs. Lizuotǐ 
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bakterijǐ kultǌra centrifuguojama (1 val., 8 °C, 16000 g). Supernatantas 

nupilamas, nuosơdos užpilamos 1 ml PB buferio, pridedama 1/10 dalis CHCl3 

ir 2 µl DNazơsI (1 u/µl). Mišinys inkubuojamas purtant 1 val., 37 °C 

temperatǌroje, po to suspenduojamas ir supilamas Ƴ naują mơgintuvơlƳ. 

Suardytǐ bakteriniǐ ląsteliǐ nuosơdos pašalinamos centrifuguojant 10–15 min. 

kambario temperatǌroje, 3000 g. Supernatantas su fagais surenkamas ir 

laikomas 4 °C temperatǌroje. 

Bakteriofagų dauginimas pusiau agarizuotoje LB terpėje (dvisluoksnio agaro 

metodu) 

Dvisluoksnio agaro metodu (Adams et al., 1959) su nedidelơmis 

modifikacijomis dauginti Arthrobacter spp. infekuojantys bakteriofagai ArV1 

ir ArV2. Bakteriofagǐ dauginimui atrenkamos šviežios (iki 24 valandǐ) titruotǐ 

fagǐ lơkštelơs, kuriose infekciniai centrai užima apie ½ lơkštelơs ploto. 

Bakteriofagǐ titravimui naudotas Arthrobacter sp. 68b kamienas. Nuo lơkšteliǐ 

nugramdomas viršutinis minkšto agaro sluoksnis ir užpilamas LB terpe (3 ml 

vienai lơkštelei). Gauta suspensija inkubuojama 15–30 min. 8 °C 

temperatǌroje, po to centrifuguojama (15 min., 4 °C, 6000 g). Supernatantas 

surenkamas, pakartotinai centrifuguojamas tomis pačiomis sąlygomis, 

filtruojamas per 0,45 ȝm membraninius filtrus. 

 

2.2.4 Bakteriofagǐ titravimas 

Bakteriofagai titruoti naudojant dvisluoksnio agaro metodiką su 

nedidelơmis modifikacijomis. Fagǐ suspensija buvo skiedžiama dešimtainiais 

skiedimais LB terpơje. Praskiesta fagǐ suspensija (100 ȝl) buvo sumaišoma su 

3 ml išlydytos pusiau skystos agarizuotos LB terpơs ir 500 ȝl eksponentinơje 

augimo fazơje esančios bakterijǐ kultǌros, augintos LB terpơje iki reikiamo 

tankio. Bakteriofagǐ ArV1 ir ArV2 atveju, titravimui naudotas Arthrobacter 

sp. kamienas 68b, augintas iki A600 ~ 1. Fagas RaK2 titruotas ant Klebsiella sp. 

KV3, kai A600 ~ 0,4. Fagai FV3 ir NBD2 titruoti naudojant Ƴvairius E. coli 

kamienus, kai A600 buvo ~ 0,5. Toks mišinys gerai sumaišomas ir greitai 

paskleidžiamas Petri lơkštelơje su agarizuota LB terpe. Lơkštelơs inkubuojamos 
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12–16 val. 28–37 °C temperatǌroje. Pagal susiformavusiǐ lizơs zonǐ skaičiǐ, 

Ƴvertinus praskiedimą, apskaičiuojamas fagǐ suspensijos titras. 

 

2.2.5 Bakteriofagǐ ląsteliǐ šeimininkiǐ spektro nustatymas 

Bakteriofagǐ ląsteliǐ šeimininkiǐ spektras buvo nustatomas atliekant 

bakteriofagǐ titravimą arba lašinimo testus ant bakterijǐ kamienǐ, pateikiamǐ 

2.1 lentelơje. Lašinimo testǐ metu 500 ȝl eksponentinơje augimo fazơje 

esančios bakterijǐ kultǌros (A600 0,4–1) buvo sumaišoma su 3 ml išlydytos 

pusiau skystos agarizuotos LB terpơs, mišinys gerai sumaišomas ir greitai 

paskleidžiamas Petri lơkštelơje su agarizuota LB terpe. Ant 

susipolimerizavusio ir dalinai pradžiuvusio viršutinio agaro sluoksnio su 

pusiau skysta agarizuota LB terpe ir bakterijǐ kultǌra lašinama bakteriofagǐ 

suspensija. Lơkštelơs inkubuojamos 12–16 val. optimaliomis fagǐ vystymosi 

sąlygomis. 

 

2.2.6 Bakteriofagǐ infekcinio efektyvumo, adsorbcijos ir išeigos iš vienos 

ląstelơs šeimininkơs eksperimentai 

Bakteriofagǐ infekcinio efektyvumo (angl. efficiency of plating) 

Ƴvertinimas buvo atliekamas pagal Kalinienơs ir kitǐ aprašytą metodiką 

(Kaliniene et al., 2010), titruojant bakteriofagǐ suspensiją su ląstelơmis 

šeimininkơmis ir inkubuojant lơkšteles skirtingose temperatǌrose (10–47 °C) 

nuo 12 val. iki 7 parǐ. Suskaičiavus infekciniǐ centrǐ skaičiǐ, taip pat Ƴvertinus 

jǐ dydƳ bei morfologiją, nustatoma optimali fagǐ vystymosi temperatǌra. 

Bakteriofagǐ adsorbcijos prie ląstelơs šeimininkơs eksperimentai buvo 

atliekami pagal Kropinski aprašytą metodiką (Kropinski et al., 2009) su 

modifikacijomis. Eksponentinơje augimo fazơje esančios bakterinơs ląstelơs 

auginamos iki A600 pasiekia 0,5. Tuomet bakterijos sumaišomos su 

bakteriofagǐ suspensija, kad MOI bǌtǐ 0,1 (bakterijǐ ir bakteriofagǐ santykis 

tiriamajame mišinyje 10:1) ir inkubuojamos 30–37 °C temperatǌroje iki 15–20 

min. Tam tikrais laiko intervalais imama 100 ȝl mơginio ir atliekami skiedimai 
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LB terpơje. Bakterijǐ ir ant jǐ paviršiaus prisitvirtinusiǐ fagǐ kompleksai 

pašalinami mơginius veikiant chloroformu (1/10 tirpalo tǌrio) ir 

centrifuguojant 5 min. 5000 g. Nesiadsorbavusiǐ fagǐ titras supernatante 

nustatomas atliekant bakteriofagǐ titravimą dvigubo agaro metodu. 

Bakteriofagǐ išeigos iš vienos ląstelơs šeimininkơs arba vieno žingsnio 

(angl. single step) eksperimentai buvo atliekami pagal Carlson ir Miller 

aprašytą metodiką (Carlson ir Miller, 1994). 

 

2.2.7 Bakteriofagǐ gryninimas cezio chlorido gradiente 

Bakteriofagai buvo gryninami naudojant cezio chlorido gradientą pagal 

Sambrook ir kitǐ metodiką (Sambrook et al., 2001) su modifikacijomis. 

Koncentruotǐ fagǐ suspensija užnešama ant paruoštǐ ultracentrifuginiǐ 

mơgintuvơliǐ (su 1,1, 0,9, 0,7 ir 0,5 g/ml cezio chlorido gradientu) viršutinio 

sluoksnio ir centrifuguojama 2–3 val. 4 °C temperatǌroje, 24000 aps./min 

greičiu (centrifuga „Beckman“, rotorius SW40). Fagǐ formuojama šviesą 

barstanti juosta surenkama švirkštu ir dializuojama (4 °C) buferiniuose 

tirpaluose su skirtinga druskǐ koncentracija. Pradžioje 30 min. dializuojama 

buferyje I, vơliau du kartus – buferyje II. Galiausiai fagǐ suspensija 

dializuojama 2–18 val. SM buferyje. Po dializơs Ƴvertinamas išgrynintǐ fagǐ 

suspensijos titras, bakteriofagai naudojami tolimesniems darbams arba 

pakartotinai gryninami CsCl gradiente. 

 

2.2.8 Preparatǐ paruošimas TEM metodui 

Cezio chlorido gradiente išgrynintǐ bakteriofagǐ suspensija 

praskiedžiama iki ~10
11

 PFU/ml koncentracijos ir užnešama po 5–10 ȝl 

pavyzdžio ant anglimi dengtǐ nitroceliulioziniǐ (tinkleliai pagaminti prof. J. 

Staniulio), variniǐ arba nikeliniǐ (Agar Scientific) tinkleliǐ. Po 2–5 min. 

skystis nusiurbiamas filtriniu popieriumi, preparatai dažomi ant tinklelio 

užnešant 10 ȝl 2 % uranilo acetato (pH 4,5) tirpalo. Po 2–5 min. skystis 

nusiurbiamas filtriniu popieriumi ir paruošti preparatai stebimi transmisinơs 
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elektronininơs mikroskopijos (TEM) metodu. Taip pat TEM analizei ruošiami 

ir mơginiai su fagǐ baltymais, ant tinkleliǐ užnešant 5–10 ȝl rekombinantiniǐ 

baltymǐ tirpalǐ. TEM analizơ atlikta Vilniaus universiteto Biotechnologijos 

institute naudojant Morgagni
TM

 268(D) bei Fiziniǐ ir technologijos mokslǐ 

centre naudojant Tecnai G2 F20 X-TWIN transmisinius elektroninius 

mikroskopus. 

 

2.2.9 Fagǐ genominơs DNR išskyrimas ir gryninimas 

Padaugintǐ ir išgrynintǐ fagǐ genominơ DNR buvo skiriama naudojant 

fenolio-chloroformo metodiką (Kricker ir Carlson, 1994) su modifikacijomis. 

100–200 µl fagǐ suspensijos (titras ~1×10
11

 PFU/ml) gerai sumaišoma su lygiu 

tǌriu TE buferio (pH 8,0) prisotinto fenoliu ir centrifuguojama (22 °C, 5 min., 

6000 g). Po centrifugavimo viršutinơ frakcija atsargiai nusiurbiama Ƴ naują 

mơgintuvơlƳ. Ʋ šią frakciją pridedamas lygus tǌris fenolio ir chloroformo 

mišinio (1:1), gerai sumaišoma, centrifuguojama (5 min., 6000 g), viršutinơ 

frakcija surenkama Ƴ naują mơgintuvơlƳ. Procedǌra kartojama 3 kartus. 

PaskutinƳ kartą surinkta fagǐ suspensija užpilama 600 µl šalto 96 % etanolio ir 

10 µl 3 M amonio acetato. Susiformavę DNR „siǌlai“ greitai surenkami 

išsukant sterilia stikline lazdele, kuri paliekama nudžiǌti, vơliau praplaunama 

2–3 lašais 70 % etanolio ir dar kartą išdžiovinus, užpilama 50 µl vandens be 

nukleaziǐ. Inkubuojama 45 min. 37 °C temperatǌroje. Tais atvejais, kai Ƴ fagǐ 

suspensiją užpylus etanolio ir Ƴlašinus amonio acetato DNR „siǌlai“ 

nesusiformuoja ir/arba nepavyksta jǐ surinkti (per mažas fagǐ titras ir/arba 

nedidelis gDNR dydis), mišinys paliekamas bent porai valandǐ –20 °C 

temperatǌroje, kad išsơstǐ gDNR. Suspensija centrifuguojama (15 min., 16000 

g), supernatantas nupilamas ir nuosơdos užpilamos 300 µl 70 % etanolio ir 

centrifuguojama (5 min., 16000 g). Etanolis nusiurbiamas, nuosơdos 

išdžiovinamos ir užpilamos 50 µl vandens be nukleaziǐ, Inkubuojama 10–15 

min. 37 °C temperatǌroje, vơliau nuosơdos gerai suspenduojamos. Išgryninta 

fagǐ gDNR laikoma 4 °C temperatǌroje. Fagǐ gDNR taip pat buvo skirta ir su 
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Zymo Research rinkiniu Quick-gDNA Miniprep pagal gamintojo 

rekomendacijas. 

2.2.10 Plazmidinơs DNR išskyrimas 

Plazmidinơ DNR buvo skiriama naudojant GeneJET Plasmid Miniprep 

Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinƳ, remiantis gamintojo pateikiamomis 

rekomendacijomis. Šiuo bǌdu išskirta pDNR buvo naudojama restrikcinei 

analizei, transformacijai ir sekoskaitos reakcijoms. 

 

2.2.11 DNR amplifikavimas in vitro PGR metodu 

DNR buvo padauginama atliekant polimerazơs grandininę reakciją 

(PGR). Matrica buvo naudota iš koncentruotos fagǐ suspensijos išskirta 

genominơ DNR, taip pat išgrynintǐ fagǐ virionǐ arba gautǐ bakterijǐ klonǐ 

suspensija. Reakcijos vykdytos naudojant specifinius sintetinius 

oligonukleotidinius pradmenis (2.1.4. skyrelis) ir polimerazơs grandininơs 

reakcijos rinkinius. 30 reakcijos ciklǐ buvo atliekama pagal gamintojǐ 

pateikiamas standartines schemas, atsižvelgiant Ƴ pradmenǐ lydymosi 

temperatǌrą ir amplifikuojamo fragmento ilgƳ. Pasibaigus reakcijai, DNR 

fragmentai gryninti GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit 

rinkiniu (Thermo Fisher Scientific). Išgryninto fragmento koncentracija DNR 

elektroforezơs agaroziniame gelyje nustatoma naudojant molekulinơs masơs 

žymenis MassRuler Express LR Forward DNA Ladder ir MassRuler Express 

LR Reverse DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). 

 

2.2.12 DNR elektroforezơ agarozơs gelyje 

Elektroforezei buvo naudojamas 0,8–1,2 % agarozơs gelis, turintis 0,5 

µg/ml etidžio bromido. Elektroforezơ vykdyta 1 × TAE buferyje. Gauti 

elektroforetiniai vaizdai buvo analizuojami naudojant UV šviesos 

transiliuminatoriǐ. DNR fragmentai iš gelio buvo gryninami naudojant 

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), GeneJET Gel Extraction ir GeneJET 
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Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit rinkinius (Thermo Fisher 

Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. 

2.2.13 Plazmidiniǐ vektoriǐ konstravimas 

Reakcijos buferiniai tirpalai, reagentǐ kiekiai, temperatǌra ir trukmơ 

buvo pasirinkti atsižvelgiant Ƴ restrikcijos endonukleaziǐ gamintojǐ 

rekomendacijas. Reakcijos produktai analizuoti elektroforezơs agarozơs gelyje 

metodu, gryninti naudojant GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro 

Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinƳ. Plazmidiniǐ vektoriǐ DNR ir DNR 

fragmentai liguoti, sudedant Ƴ bendrą reakcijos mišinƳ atitinkamomis 

restrikcijos endonukleazơmis sukarpytą ir iš gelio išgrynintą plazmidiniǐ 

vektoriǐ DNR bei Ƴterpiamos DNR fragmentus (1:3). Reakcija atliekama 1× 

ligazơs buferyje, Ƴ 20 µl galutinio reakcijos mišinio pridedant apie 1 µl fago T4 

ligazơs (2,5 u/µl). Reakcija vykdoma 0,5–1 val. 22 °C temperatǌroje. Ligavimo 

reakcijos buvo vykdomos ir naudojant Rapid DNA Ligation Kit (Thermo 

Fisher Scientific) rinkinƳ, remiantis gamintojo pateikiamomis 

rekomendacijomis. 

 

2.2.14 Bakteriniǐ ląsteliǐ transformacija 

Kompetentinių ląstelių cheminė transformacija 

Bakterijǐ kultǌros optiniui tankiui (A600) pasiekus ~ 0,5, ruošiamos 

imliosios ląstelơs pagal Mandel ir Higa aprašytą metodą (Mandel ir Higa, 

1970). 

Kompetentinių ląstelių elektroporacija 

Bakterijǐ kultǌros optiniui tankiui (A600) pasiekus ~ 0,5, ląsteliǐ 

suspensija centrifuguojama (30 min., 9000 g). Supernatantas nupilamas, o 

mơgintuvơlyje likusios ląstelơs plaunamos 1 tǌriu steriliaus 10 % glicerolio 

tirpalu ir vơl centrifuguojamos (30 min., 9000 g). Plaunama 2–4 kartus kaskart 

mažinant glicerolio tirpalo tǌrƳ. Galiausiai ląstelơs suspenduojamos 1–2 ml 10 

% glicerolio tirpalo ir išpilstomos Ƴ mơgintuvơlius 100 µl porcijomis, kurios 

užšaldomos –80 °C. Ʋ paruoštǐ kompetentiniǐ ląsteliǐ tirpalą dedama 0,5–5 µl 
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išgrynintos plazmidinơs DNR arba ligavimo mišinio tirpalo. Elektroporacijos 

sąlygos: 1 mm kiuvetơ, 2–4 ms ir 20 kV/cm impulsas. Ląstelơs gaivinamos jas 

suspenduojant 500 µl sterilios LB terpơs ir inkubuojant 30 min. 37 °C 

temperatǌroje. Tada ląstelơs paskirstomos ant selektyvios agarozinơs LB 

terpơs. Petri lơkštelơs inkubuojamos per naktƳ 37 °C temperatǌroje. 

 

2.2.15 DNR nukleotidǐ sekǐ nustatymas ir analizơ 

DNR fragmentǐ nukleotidǐ sekos nustatytos Macrogen kompanijoje 

(Belgija). Bakteriofagǐ genomǐ sekoskaita atlikta BaseClear sekoskaitos centre 

(Olandija). Nukleotidǐ sekǐ analizei ir vaizdiniam pateikimui buvo 

naudojamos EMBL-EBI duomenǐ bazơje (http://www.ebi.ac.uk) esančios 

bioinformacinơs analizơs programos Fasta-Protein, Fasta-Nucleotide, Fasta-

Genome, BLASTP, Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo), 

taip pat Sequence Editor (http://www.fr33.net/seqedit.php) ir Transeq 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq). tRNR paieška genomuose 

vykdyta naudojant tRNAscan-SE 1.21 (http://lowelab.ucsc.edu/ tRNAscan-

SE/). Filogenetinơ analizơ buvo atliekama naudojant MEGA 5.0 (Tamura et al, 

2011), palyginamajai genomǐ analizei naudota Artemis programa (Carver et 

al., 2008), o pačiǐ genomǐ analizei ir žemơlapiǐ sudarymui – Geneious v5.5.6. 

(http://www.geneious.com/). Fago FV3 gp053 tretinơs struktǌros nustatymui naudoti 

HHpred (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) (Söding et al, 2005) ir I-TASSER 

Ƴrankiai (Zhang, 2008). 

 

2.2.16 Rekombinantiniǐ baltymǐ biosintezơ 

Rekombinantinơmis plazmidơmis transformuota E. coli BL21-DE3 

ląsteliǐ kultǌra auginta skystoje LB terpơje su ampicilinu (50 µg/ml) 37 °C 

temperatǌroje, kol kultǌros tankis (A600) pasiekia 0,5. Klonuoto geno raiška 

indukuojama IPTG (0,1 mM). Ląsteliǐ auginimo temperatǌra sumažinama iki 

30 °C, inkubacija vykdoma 3 valandas. Jei baltymas mažai tirpus arba 

siekiama gauti didesnƳ biomasơs kiekƳ, ląstelơs auginamos 16–18 valandǐ 20 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
http://www.fr33.net/seqedit.php
http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq
http://lowelab.ucsc.edu/
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%26%23x000f6%3Bding%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15980461
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°C temperatǌroje. Bakterijos surenkamos centrifuguojant (10 min., 3000 g) ir 

suspenduojamos ląsteliǐ ardymui paruoštuose His-binding arba TE 

buferiniuose tirpaluose. 

2.2.17 Bakteriniǐ ląsteliǐ ardymas ir baltymǐ analizơ 

Ląstelơs (0,75–1,5 ml suspensijos) buvo ardomos ultragarsu naudojant 

SONOPULS HD 2070 (BANDELIN, Vokietija) sonopulso aparatą (ledo-

vandens vonioje, 5 ciklai: 30 s pulsas, 30 s pauzơ, ardymo amplitudơ 30–35 

%). Ląsteliǐ homogenizatas centrifuguojamas (4 °C, 15 min., 20000 g). 

Beląstelinis ekstraktas analizuojamas elektroforezơs poliakrilamidiniame 

gelyje (4,5 % koncentruojančio ir 14 % skirstomojo) denatǌruojančiomis 

sąlygomis (SDS-PAGE) metodu. Po elektroforezơs baltymai dažomi 

Coomassie Brilliant Blue dažu (Thermo Scientific) pagal gamintojo 

rekomendacijas, gelis atplaunamas 7 % acto rǌgšties vandeniniu tirpalu. 

 

2.2.18 Rekombinantiniǐ baltymǐ gryninimas 

Baltymų gryninimas naudojant metalo-chelatinį sorbentą 

Tirpiojoje frakcijoje esantys tiksliniai rekombinantiniai, histidininius 

inkarus turintys baltymai gryninti naudojant Zymo Research His-Spin Protein 

Miniprep rinkinƳ pagal gamintojo rekomendacijas. 

Baltymų gryninimas išsodinant amonio sulfatu 

TEM analizơs metu nustačius, kad tirpiojoje frakcijoje esantys tiksliniai 

rekombinantiniai faginiai baltymai formuoja nanovamzdelines struktǌras, jos 

grynintos išsodinant amonio sulfatu. Tuo tikslu Ƴ tirpią frakciją pridedama 

amonio sulfato (galutinơ koncentracija 10 %) ir laikoma lede 10 min. Mišinys 

centrifuguojamas (4 °C, 15 min., 9000 g), nuosơdos suspenduojamos 1/10 

pradinio tǌrio TE arba HEPES buferyje ir laikomos 4 °C temperatǌroje. 

Gryninant gp053 pagrindu sukonstruotus mutantinius baltymus, kuriǐ 

formuojamǐ nanovamdeliǐ ilgis, remiantis TEM analize, trumpesnis, lyginant 

su natyvaus rekombinantinio gp053 formuojamomis struktǌromis, baltymai 

gryninti padidinant amonio sulfato koncentraciją iki 15‒20 % arba pakartotinai 
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centrifuguojant. Baltymǐ koncentracijos nustatymui naudotas Lowry metodas 

(Lowry et al., 1951). 
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3. REZULTATAI 

 

3.1 Naujǐ bakteriofagǐ charakterizavimas 

Šio darbo pagrindinis tikslas buvo gauti bakteriofagǐ struktǌriniǐ 

baltymǐ pagrindu paremtas savaime susirenkančas hibridines nanostruktǌras ir 

atlikti jǐ tyrimus. Šiǐ struktǌrǐ konstravimui nuspręsta panaudoti naujǐ 

bakteriofagǐ struktǌrinius baltymus. Šiam tikslui pasiekti visǐ pirma buvo 

atliekamas naujǐ bakteriofagǐ detalus charakterizavimas. Jo metu buvo 

atliekama bakteriofagǐ morfologijos, fiziologijos, ląsteliǐ šeiminkiǐ spektro 

nustatymo ir kiti tyrimai, taip pat sekoskaitos, bioinformatikos bei proteomikos 

metodais identifikuoti naujǐ fagǐ struktǌriniai baltymai, iš kuriǐ dalis 

pasirinkti tolimesniems tyrimams. 

 

3.1.1 Klebsiella sp. bakteriofagas vB_KleM-RaK2 

Klebsiella sp. infekuojantis bakteriofagas vB_KleM-RaK2 

(sutrumpintas pavadinimas RaK2) ‒ unikalus Myoviridae šeimos atstovas. 

Išskirtinis šio bakteriofago bruožas ‒ ypač didelis genomas (345809 bp). 2012 

metais paskelbus duomenis apie šio bakteriofago genomą, tai buvo didžiausią 

genomą turintis Klebsiella sp. infekuojantis bakteriofagas bei antras pagal 

genomo dydƳ bakterijas infekuojantis virusas su pilnai nustatyta genomo seka. 

Remiantis NCBI duomenǐ bazơje skelbiama informacija, net ir šiuo metu pagal 

genomo dydƳ bakteriofagas RaK2 yra šeštoje vietoje (Yuan ir Gao, 2017). 

Kalbant apie RaK2 išskirtinumą, verta paminơti ir šio bakteriofago 

morfologiją. Remiantis TEM analizơs duomenimis, taisyklingos ikosaedrinơs 

RaK2 galvutơs diametras yra 123 nm, o miovirusamas bǌdingos ilgos, 

nelanksčios ir susitraukiančios uodegơlơs ilgis siekia 128 nm, skersmuo esant 

ištęstai ir sutrauktai konformacijai yra atitinkamai 21,5 nm ir 42 nm. Uodegơlơ 

taip pat turi aiškiai pastebimą kaklelƳ (12,3 nm), jƳ supančią apykaklę (18,5 nm) 

ir bazinę plokštelę (35 nm). Visgi, struktǌriniu požiǌriu Ƴdomiausios prie 

bazinơs plokštelơs besitvirtinančios šešios gan neƳprastos fibrilinơs struktǌros 
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(3.1 pav.). Pastarǐjǐ tikslǐ ilgƳ nustatyti yra ganơtinai sunku, kadangi šiǐ 

„plunksniškǐ“ dariniǐ struktǌra yra pakankamai sudơtinga. Panašios 

prisitvirtinumo struktǌros pastebơtos tik faguose iš „viunalikeviruses“ fagǐ 

grupơs (Adriaenssens et al., 2012). Visgi, remiantis bioinformatinơs ir 

filogenetinơs analizơs rezultatais, artimo ryšio tarp RaK2 ir minơtǐjǐ fagǐ 

potencialiǐ uodegơlơs fibriliǐ baltymǐ nebuvo rasta. 
 

 
 

3.1 pav. Bakteriofago RaK2 virionǐ TEM (kairơje) ir baltymǐ SDS-PAGE 

(dešinơje) analizơ. (A, A.1) RaK2 virionai ant ląsteliǐ šeimininkiǐ paviršiaus. (B) 

Bakteriofagai RaK2 (1) ir fagas T4 (2). RaK2 su sutraukta (C.1) ir ištęsta (C.2) 

uodegơle. (D) RaK2 uodegơlơs vamzdelis su bazine plokštele ir prie jos 

prisitvirtinusiomis fibrilơmis. (E) RaK2 bazinơs plokštelơs su prisitvirtinusiomis 
šešiomis fibrilơmis vaizdas iš viršaus. Dešinơje pusơje esančiame paveiksle simboliai 

žymi: 1 ‒ baltymǐ molekulinơs masơs standartas Page Ruler
TM

 Prestained Protein 

Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific); 2 ‒ RaK2 viriono baltymai. Kairơje nurodyta 
baltymǐ molekulinơ masơ, dešinơje ‒ MS/MS analizơs metu identifikuoti RaK2 
baltymai. 

 

Darbo metu nustatyta, kad RaK2 iš 40-ties tikrintǐ Ƴvairiǐ rǌšiǐ 

bakterijǐ infekuoja tik veterinarinƳ izoliatą Klebsiella sp. KV-3. Fago 

infekcinio efektyvumo (e.o.p.) analizơ atskleidơ, kad optimali RaK2 vystymosi 

temperatǌra yra 30 °C, latentinio ir eklipsinio periodǐ trukmơs atitinkamai 60 ir 
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40 min., o infektyviǐ virusiniǐ daleliǐ išeiga iš ląstelơs siekia ~140 vienetǐ. 

Atlikus RaK2 genomo bioinformatinę analizę nustatyta, kad šio fago gDNR 

G+C sudơtis ‒ 31,7 %. Identifikuoti 534 ASR, iš kuriǐ didžioji dalis (85,2 %) 

anotuoti kaip nežinomos funkcijos baltymus koduojantys genai. Genome taip 

pat aptiktos 5 tRNR bei 2 pseudo tRNR. Atvirkštinơs fazơs nano-skysčiǐ 

chromatografija, tiesiogiai taikyta su LC-MS/MS baltymǐ SDS-PAGE analize, 

padơjo nustatyti 54 RaK2 viriono struktǌrinius baltymus (19 iš jǐ identifikuoti 

kaip struktǌriniai baltymai ir bioinformatinơs analizơs metu). Remiantis SDS-

PAGE ir LC-MS/MS analizơs duomenimis, gausiausias RaK2 viriono 

baltymas, kaip ir Ƴprasta miovirusams, yra pagrindinis kapsidơs baltymas 

(gp094) (3.1 pav.), tačiau vienǐ iš gausiausiai aptinkamǐ gp106 ir gp107 

funkcijos, taikant bioinformatinę analizę, nustatyti nepavyko. Siekiant 

Ƴvertintinti, ar šie baltymai negalơtǐ formuoti savitvarkiǐ struktǌrǐ in vivo ar in 

vitro, tolimesniǐ darbǐ metu alikti minơtǐjǐ genǐ raiškos bakterinơse ląstelơse 

tyrimai (žr. 3.2.1 skyrelƳ). 

 

3.1.2 Arthrobacter bakteriofagas vB_ArS-ArV2 

Nepaisant to, kad Arthrobacter spp. yra vienos gausiausiai dirvožemyje 

aptinkamǐ bakterijǐ ir, manoma, atlieka ypatingai svarbǐ vaidmenƳ 

ekosistemose (Cacciari ir Lippi, 1987), išsamǌs, šiuolaikiniais metodais 

pagrƳsti šias bakterijas infekuojančiǐ virusǐ tyrimai ilgą laiką nebuvo vykdomi. 

Siekiant pakeisti tokią situaciją ir ieškant potencialiǐ struktǌriniǐ baltymǐ 

nanostruktǌrǐ konstravimui, šio darbo metu buvo išskirti du Arthrobacter 

genties bakterijas infekuojantys bakteriofagai. 

Bakteriofagas vB_ArS-ArV2 (ArV2) – pirmasis aprašytas Arthrobacter 

spp. infekuojantis fagas su pilnai nustatyta ir NCBI duomenǐ bazơje paskelbta 

genomo seka. Atliktǐ darbǐ metu nustatyta, kad fagas ArV2 iš 40-ties tikrintǐ 

bakterijǐ kamienǐ (28 iš jǐ – Arthrobacter genties bakterijos) infekuoja tik 

Arthrobacter sp. 68b. Šio fago optimali vystymosi temperatǌra yra ~30 °C, 

tačiau adsorbcijos prie ląsteliǐ šeimininkiǐ paviršiaus efekyvumas yra mažas, 
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todơl išeigos iš vienos ląstelơs eksperimentus vykdyti nebuvo tikslinga. TEM 

analizơ atskleidơ, kad ArV2 priklauso Siphoviridae fagǐ šeimai. Šis 

bakteriofagas turi 63 nm skersmens taisyklingos ikosaedrinơs struktǌros 

galvutę, nesusitraukiančią, lanksčią uodegơlę (~194×10 nm) ir šešias trumpas 

uodegơlơs fibriles (3.2 pav.). 

3.2 pav. Bakteriofago ArV2 virionǐ TEM (kairơje) ir baltymǐ SDS-PAGE 

(dešinơje) analizơ. (A‒D) bakteriofago ArV2 virionai. (E) ArV2 uodegơlơs 
vamzdelis ir šalia esanti bazinơ plokštelơ su šešiomis trumpomis prisitvirtinimui 
skirtomis fbirilinơmis struktǌromis. Dešinơje pusơje esančiame paveiksle simboliai 
žymi: 1 ‒ baltymǐ molekuliniǐ masiǐ standartas Page Ruler

TM
 Prestained Protein 

Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific); 2 ‒ ArV2 viriono baltymai. Kairơje nurodyta 
baltymǐ molekulinơ masơ, dešinơje ‒ MS/MS analizơs metu identifikuoti ArV2 
baltymai. 

 

Bakteriofago ArV2 genetinơ medžiaga – dvigrandininơ DNR (37372 

bp), kurios G+C sudơtis yra 62,73 %. Atlikus bioinformatinę analizę ArV2 

genome nustatyti 68 ASR, iš kuriǐ 28 (41 %) neturơjo jokiǐ žinomǐ homologǐ 

duomenǐ bazơse esančioms sekoms. tRNR fago ArV2 genome identifikuota 

nebuvo. Atvirkštinơs fazơs nano-skysčiǐ chromatografija, tiesiogiai taikyta su 

LC-MS/MS ArV2 struktǌriniǐ baltymǐ SDS-PAGE analize, padơjo 

identifikuoti 14 viriono struktǌriniǐ baltymǐ (9 iš jǐ identifkuoti kaip 

struktǌriniai baltymai ir bioinformatinơs analizơs metu). Kai kurie šiǐ baltymǐ 

pasirinkti detalesniems tyrimams. 

Ʋdomu tai, kad, remiantis SDS-PAGE ir LC-MS/MS analizơs 

duomenimis, gausiausias ArV2 viriono baltymas yra pagrindinis uodegơlơs 
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vamzdelio baltymas (gp11) (3.2 pav.). ArV2 pagrindinis kapsidơs baltymas 

(gp06) SDS-PAGE gelyje matomas gerokai aukščiau (virš 170 kDa žymos) nei 

jo teorinơ molekulinơ masơ (~31 kDa). Šis reiškinys, tikơtina, yra susijęs su 

stipria kovalentine kapsidơs baltymǐ tarpusavio sąveika, kuri buvo pastebơta ir 

kai kuriǐ kitǐ bakteriofagǐ kapsidơs baltymu atveju (Wikoff et al., 2000). 

Stiprǌs kapsidơs baltymǐ tarpusavio ryšiai paaiškina ir, priešingai nei 

daugumos uodeguotǐjǐ fagǐ atveju, neƳprastai mažą pagrindinio kapsidơs 

baltymo koncentraciją SDS-PAGE gelyje, kadangi dơl nesuardytǐ sąveikǐ 

išliekantiems ypač didelơs molekulinơs masơs junginiams sudơtingiau 

prasiskverbti Ƴ PAA gelƳ. 

 

3.1.3 Arthrobacter bakteriofagas vB_ArtM-ArV1 

Arthrobacter bakteriofagas vB_ArtM-ArV1 (ArV1) – pirmasis 

Arthrobacter spp. genties bakterijas infekuojantis myovirusas su pilnai 

nustatyta ir NCBI duomenǐ bazơje publikuota genomo seka. Ʋdomu tai, kad šio 

bakteriofago morfologija neleidžia abejoti, kad šis virusas yra Myoviridae 

šeimos atstovas (3.3 pav.), tačiau genomo bioinformatinơ analizơ parodơ, kad 

dauguma bakteriofago ArV1 genǐ pasižymi didesne homologija sifovirusǐ 

baltymams. Didesnis giminingumas Siphoviridae šeimos bakteriofagams 

nustatytas ir atlikus konservatyviǐ struktǌriniǐ baltymǐ filogenetinę analizę. 

Remiantis šiais duomenimis, ArV1 evoliuciniu požiǌriu yra ypač Ƴdomus 

bakteriofagas, užimantis tarpinę padơtƳ tarp mio– ir sifovirusǐ. 
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3.3 pav. Bakteriofago ArV1 virionǐ TEM (kairơje) ir baltymǐ SDS-PAGE 

(dešinơje) analizơ. (A‒C) Bakteriofago ArV1 virionai. (D) ArV1 uodegơlơ su 
sutrauktu (viršuje) ir ištęstu (apačioje) uodegơlơs apvalkalu. Dešinơje pusơje 
esančiame paveiksle simboliai žymi: 1 ‒ baltymǐ molekulinơs masơs standartas Page 

Ruler
TM

 Prestained Protein Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific). 2 ‒ ArV1 viriono 
baltymai. Kairơje nurodyta baltymǐ molekulinơ masơ, dešinơje ‒ MS/MS analizơs 
metu identifikuoti ArV1 baltymai. 

 

Remiantis TEM rezultatais, fago ArV1 taisyklingos ikosaedrinơs 

galvutơs skersmuo 74 nm, uodegơlơs ilgis ~192 nm, skersmuo ~11 nm (3.3 

pav.). Nustatyta, kad fagas ArV1 iš 32 tikrintǐ Arthrobacter genties bakterijǐ 

kamienǐ infekuoja šešis. Fago infekcinio efektyvumo eksperimentǐ rezultatai 

atskleidơ, kad optimali ArV1 vystymosi temperatǌra yra 28 °C. Bakteriofago 

ArV1 genetinơ medžiaga – dvigrandininơ DNR (71200 bp), kurios G+C 

sudơtiss – 61,6 %. Atlikus bioinformatinę analizę ArV1 genome nustatyti 101 

ASR, iš kuriǐ daugiau nei 50 % neturơjo jokiǐ žinomǐ homologǐ duomenǐ 

bazơse esančioms sekoms. tRNR genǐ fago ArV1 genome identifikuota 

nebuvo. 

Bioinformatinơs analizơs metu identifikuota 13 struktǌriniǐ ArV1 

baltymǐ, dar 6 struktǌriniai baltymai nustatyti atlikus LC-MS/MS analizę. 

Remiantis SDS-PAGE rezultatais, gausiausi ArV1 virionuose yra pagrindinis 

kapsidơs (gp09) ir uodegơlơs vamzdelio (gp16), taip pat uodegơlơs apvalkalo 

(gp15) bei kapsidơs dekoravimo (gp08) baltymai (3.3 pav.). Uodegơlơs 
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apvalkalo baltymas pasirinktas detalesniems nanostruktǌrǐ konstravimo 

tyrimams. 

 

3.1.4 Escherichia coli bakteriofagas vB_EcoS_NBD2 

Bakteriofagas vB_EcoS_NBD2 (NBD2) ‒ Siphoviridae šeimos 

atstovas. TEM analizơs metu nustatyta, kad šio fago taisyklingos ikosaedrinơs 

galvutơs skersmuo 65 nm, lanksčios uodegơlơs ilgis ~170 nm, skersmuo ~12 

nm (3.4 pav.). Nors nei bazinơ plokštelơ, nei uodegơlơs fibrilơs TEM darytose 

fagǐ virionǐ nuotraukose nebuvo aiškiai matomos, genomo bioinformatinơs 

analizơs metu (darbas atliktas dr. Lauros Kalinienơs) šias struktǌras 

koduojantys genai (atitinkamai ASR44 ir ASR45 bei ASR47 ir ASR57) buvo 

identifikuoti. Bakteriofago NBD2 genome, Ƴskaitant ir jau minơtuosius, iš viso 

identifikuota 16 struktǌrinius baltymus koduojančiǐ genǐ. Visi šie struktǌriniai 

baltymai buvo patvirtinti ir atlikus LC-MS/MS analizę. Be to, jos metu 

nustatyti dar du NBD2 struktǌriniai baltymai (gp26 ir gp49), neturintys 

patikimos homologijos su anotuotais kitǐ organizmǐ struktǌriniais baltymais. 

 

3.4 pav. Bakteriofago NBD2 virionǐ TEM (kairơje) ir SDS-PAGE (dešinơje) 
analizơ. Dešinơje pusơje esančiame paveiksle simboliai žymi: 1 ‒ baltymǐ 
molekulinơs masơs standartas Page Ruler

TM
 Prestained Protein Ladder Plus (Thermo 

Fisher Scientific); 2 ‒ NBD2 viriono baltymai. 
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Darbo metu atlikta SDS-PAGE analizơ atskleidơ, kad intensyviausia 

NBD2 viriono baltymǐ formuojama juosta yra matoma truputƳ aukščiau 35 

kDa ribos (3.4 pav.). Ʋprastai vienas gausiausiǐ uodeguotǐjǐ bakteriofagǐ 

viriono baltymǐ yra pagrindinis kapsidơs baltymas. Tikơtina, kad ir NBD2 

virionai nơra išimtis, kadangi NBD2 pagrindinio kapsidơs baltymo (gp33) 

teorinơ molekulinơ masơ yra 35,11 kDa. Tolimesniems nanostruktǌrǐ 

tyrimams, dơl neƳprastai lanksčiǐ uodegơliǐ, pasirinktas uodegơlơs vamzdelio 

baltymas (gp39). 

 

3.1.5 Escherichia coli bakteriofagas vB_EcoM-FV3 

Bakteriofagas vB_EcoM-FV3 (FV3) ‒ Ƴ „rV5-panašiǐ virusǐ“ grupơs 

atstovas (Santos et al., 2011), infekuojantis E. coli K-12 grupơs laboratorinius 

kamienus. TEM analizơs metu nustatyta, kad šis bakteriofagas yra tipinis 

miovirusas, turintis taisyklingo ikosaedro formos galvutę (skersmuo 85 nm) ir 

ilgą, susitraukiančią, su pastebimu kakleliu uodegơlę. Pastarosios ilgis esant 

ištęstai konformacijai yra 120 nm, skersmuo ‒ 18 nm. Uodegơlei susitraukus, 

jos skersmuo padidơja iki 27 nm. Uodegơlơs pamatinơje dalyje pastebima 

bazinơ plokštelơ su prie jos prisitvirtinusiomis šešiomis ląsteliǐ šeimininkiǐ 

atpažinimui skirtomis fibrilinơmis struktǌromis (3.5 pav.). 

Atlikus bakteriofago FV3 genomo (136947 bp) bioinformatinę analizę 

nustatyta, kad genomo G+C sudơtis yra 43,7 %, jame koduojami 218 ASR ir 5 

tRNR. Palyginamoji genomǐ analizơ atskleidơ, kad FV3 genomo struktǌra 

labai panaši Ƴ E. coli fago rV5 genomo struktǌrą (Kropinski et al., 2013): net 

212 fago FV3 ASR yra homologiški fago rV5 ASR, o jǐ vidutinis 

identiškumas aminorǌgščiǐ lygmenyje siekia 93,1 %. 
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3.5 pav. Bakteriofago FV3 virionǐ vaizdas, stebimas TEM analizơs metu. 

 

Bioinformatinơs analizơs metu identifikuota 19 struktǌrinius baltymus 

koduojančiǐ fago FV3 genǐ. Iš jǐ detalesniems tyrimams pasirinkti potencialǌs 

uodegơlơs vamzdelio (gp052) ir uodegơlơs apvalkalo (gp053) baltymus 

koduojantys genai. 

 

3.2 Bakteriofagǐ struktǌrinius baltymus koduojančiǐ genǐ 

klonavimas, raiška ir formuojamǐ nanostruktǌrǐ analizơ 

Identifikavus potencialius bakteriofagǐ struktǌrinius baltymus, kurie 

galơtǐ bǌti panaudoti kaip pagrindas savitvarkiǐ hibridiniǐ nanostruktǌrǐ 

konstravimui, tolimesniǐ darbǐ metu PGR metodu pagausinti pasirinktǐ genǐ 

DNR fragmentai buvo klonuojami Ƴ indukuojamos raiškos plazmidinius 

vektorius. Buvo tiriama genǐ raiška ir, jei bǌtina, ji optimizuojama. 

Rekombinantiniǐ baltymǐ gebơjimas formuoti struktǌras buvo vertinamas 

TEM analize. Informacija apie pasirinktus bakteriofagǐ struktǌrinius genus, jǐ 

pagausinimui PGR metodu naudotus pradmenis bei genǐ raiškos vektorius 

pateikta 2.2 lentelơje. 
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3.2.1 Bakteriofago RaK2 struktǌriniǐ baltymǐ tyrimai 

Savitvarkiǐ nanostruktǌrǐ konstravimui bakteriofago RaK2 atveju 

pasirinktas uodegơlơs apvalkalo baltymas (gp041) bei nežinomos funkcijos, bet 

gausiai fagǐ virionuose aptinkami gp106 ir gp107. Pastarieji baltymai 

pasirinkti todơl, kad bioinformatinơs analizơs metu fago RaK2 genome 

nepavyko identifikuoti uodegơlơs vamzdelio baltymo, todơl buvo manoma, kad 

šią funkciją galơtǐ atlikti kažkuris iš šiǐ baltymǐ. Visǐ pirma, didelis gp106 ir 

gp107 kiekis, stebimas SDS-PAGE nuotraukose, leidžia manyti, kad tai yra 

vieni iš gausiausiǐ ir svarbiausiǐ fago RaK2 struktǌriniǐ baltymǐ. Kadangi 

gausiausias fago viriono baltymas (kapsidơs baltymas), kaip jau minơta, yra 

koduojamas geno 094, tai genǐ 106 arba 107 produktai, buvo spơjama, kad 

galơtǐ bǌti kitǐ esminiǐ faginiǐ struktǌrǐ, tokiǐ kaip uodegơlơ, vieni 

pagrindiniǐ komponentǐ. Antra, gp106 ir gp107 antrinơs struktǌros analizơs 

duomenys parodơ, kad šie baltymai linkę formuoti uodegơlơs vamzdelio 

baltymams bǌdingą beta-klostinę struktǌrą. Trečia, šiǐ baltymǐ dydis 

(atitinkamai 24,6 kDa ir 21,1 kDa) panašus Ƴ daugumos bakteriofagǐ uodegơlơs 

vamzdelio baltymǐ dydžius (Leiman ir Shneider, 2012). 

Nors darbo metu atlikus RaK2 gp106 ir gp107 raiškos tyrimus, buvo 

gauti tirpǌs rekombinantiniai baltymai, tačiau TEM analizơs metu susirinkusiǐ 

tvarkingǐ nanostruktǌrǐ nebuvo matyti. Siekiant nustatyti šiǐ struktǌriniǐ 

baltymǐ funkciją, buvo gauti polikloniniai antikǌnai prieš šiuos baltymus 

(darbas atliktas dr. I. Dumalakienơs), atliktas jǐ žymơjimas aukso 

nanodalelơmis (darbas atliktas dr. L. Kalinienơs) ir preparatǐ TEM analizơ. Jos 

metu nustatyta, kad gp106 ir gp107 iš tiesǐ yra fago kapsidơs komponentai (3.6 

pav.). Atlikus detalesnę bioinformatinę analizę bei remiantis bendromis 

žiniomis apie uodeguotǐjǐ bakteriofagǐ struktǌrą, tikơtina, kad RaK2 gp106 ir 

gp107 yra kapsidơs dekoravimo baltymai. 
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3.6 pav. Bakteriofago RaK2 virionǐ vaizdas, stebimas TEM analizơs metu. Fagai 

inkubuoti su aukso nanodalelơmis žymơtais polikloniniais antikǌnais prieš RaK2 
gp106 (A) ir gp107 (B). Rodyklơs žymi polikloniniǐ antikǌnǐ prisitvirtinimo vietas. 

 

Kita vertus, klonavus RaK2 uodegơlơs apvalkalo baltymą koduojantƳ 

geną (g041) Ƴ indukuojamos raiškos plazmidinƳ vektoriǐ pET21d ir ištyrus 

baltymǐ sintezę E. coli BL21-DE3 ląstelơse (darbas atliktas dr. S. 

Povilonienơs) nustatyta, kad, net ir nesant kitǐ faginiǐ baltymǐ, E. coli 

ląstelơse rekombinantinis gp041 formuoja vamzdelines struktǌras. Remiantis 

TEM analizơs rezultatais, šiǐ struktǌrǐ ilgis siekia nuo 10 iki 750 nm, o 

skersmuo (~41 nm) atitinka fago RaK2 virionǐ sutrauktos uodegơlơs plotƳ (~42 

nm). Šiǐ nanostruktǌrǐ nuotraukos pateikiamos 3.7 paveiksle. 

 

3.7 pav. Bakteriofago RaK2 rekombinantinio gp041 formuojamǐ nanostruktǌrǐ 
TEM analizơ. (A, B) RaK2 gp041 formuojami nanovamzdeliai. (C) RaK2 gp041 

nanovamzdelius sudarantys pavieniai žiedeliai. 
 

Eksperimentiškai Ƴrodžius, kad RaK2 g041 iš tiesǐ yra uodegơlơs 

apvalkalo baltymą koduojantis genas, tolimesniǐ darbǐ metu buvo atliekami ir 

potencialiǐ uodegơlơs vamzdelio baltymus koduojančiǐ g042 ir g043 raiškos 
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tyrimai. Deja, bet beląsteliniǐ ekstraktǐ SDS-PAGE analizơ parodơ, kad abu 

baltymai tirtomis sąlygomis buvo netirpǌs, todơl nebuvo toliau tiriami. 

 

3.2.2 Bakteriofagǐ ArV1 ir ArV2 struktǌriniǐ baltymǐ tyrimai 

Siekiant gauti savaime susirenkančias nanostruktǌras iš Arthrobacter 

bakteriofagǐ ArV1 ir ArV2 baltymǐ, darbo metu atlikti šiǐ bakteriofagǐ 

esminiǐ struktǌriniǐ galvutơs ir uodegơlơs baltymǐ genǐ klonavimo ir raiškos 

tyrimai (2.2 lentelơ). Bakteriofago ArV1 atveju tirtas uodegơlơs apvalkalo 

baltymas (gp15). Nustatyta, kad geno 15, klonuoto Ƴ indukuojamos raiškos 

plazmidinius vektorius pET16b (gautas baltymas su N-galiniu polihistidino 

inkaru) ir pET21a (gautas baltymas be histidino inkaro) produktai yra tirpǌs, 

genǐ raišką vykdant E. coli Rosseta kamiene ir po indukcijos 0,1 mM IPTG 

inkubuojant ląsteliǐ kultǌrą 18–20 val. 20 °C temperatǌroje. Deja, atlikus šiǐ 

baltymǐ TEM analizę, vamzdeliniǐ ar kitokiǐ nanostruktǌrǐ nebuvo pastebơta. 

Tiriant bakteriofago ArV2 struktǌriniǐ baltymǐ praktinio pritaikymo 

nanostruktǌrǐ konstravimui galimybes, tyrimams pasirinkti gp03 (portalo 

baltymas), gp05 (kapsidơs formavimosi baltymas), gp06 (pagrindinis kapsidơs 

baltymas), gp11 (pagrindinis uodegơlơs baltymas), gp15 (uodegơlơs ilgio 

matavimo baltymas), gp16, gp17, g18 (uodegơlơs baltymai), gp20 bei gp24 

(uodegơlơs fibriliǐ baltymai). Darbo metu sukonstruoti indukuojamos raiškos 

plazmidiniai vektoriai pET16b, turintys visus minơtuosius baltymus (išskyrus 

gp15) koduojančius genus. Genǐ raiška tikrinta E. coli BL21-DE3 bei Rosseta 

laboratoriniuose kamienuose, bakterijǐ kultǌrą indukuojant 0,1 mM IPTG, 

inkubuojant 5–20 val., 18–37 °C temperatǌroje. Esant šioms sąlygoms, buvo 

stebima intensyvi tiksliniǐ genǐ raiška, o rekombinantiniǐ baltymǐ tirpumas 

priklausơ nuo konkretaus baltymo bei bakterijǐ kamieno. 

Gauti rezultatai parodơ, kad vykdant genǐ raišką E. coli BL21-DE3 

kamiene, vieninteliai tirpǌs iš tirtǐjǐ ArV2 struktǌriniǐ baltymǐ yra gp05 ir 

gp18. Genǐ raiškos tyrimams pasirinkus E. coli laboratorinƳ kamieną Rosetta ir 

atlikus analogiškus eksperimentus, gauti tirpǌs g24 produktai. Vis dơlto, atlikus 
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gp05, gp18 ir gp24 tirpiǐ frakcijǐ TEM analizę, susiformavusios tvarkingos 

nanostruktǌros nebuvo pastebơtos. 

3.2.3 Bakteriofago NBD2 struktǌriniǐ baltymǐ tyrimai 

Darbo metu taip pat atlikta E. coli bakteriofago NBD2 geno 39 

(koduojančio pagrindinƳ uodegơlơs baltymą) raiškos tyrimai bei gautǐjǐ 

rekombinantiniǐ baltymǐ formuojamǐ struktǌrǐ analizơ TEM metodu. Šiuo 

tikslu, fago NBD2 g39 pagausintas PGR metodu, gautasis fragmentas 

išgrynintas ir klonuotas Ƴ indukuojamos raiškos plazmidinius vektorius pET16b 

arba pET21a. Genǐ raiška tikrinta E. coli BL21-DE3 laboratoriniame kamiene, 

bakterijǐ kultǌrą indukuojant 0,1 mM IPTG ir inkubuojant 3 val. 30 °C arba 

16–20 val. 20 °C temperatǌroje. SDS-PAGE analizơs metu nustatytas tirpus 

~27 kDa rekombinantinis NBD2 gp39 (3.8 pav.). Atlikus tirpios baltymǐ 

frakcijos TEM analizę, buvo stebimos ypatingai lanksčios ir ilgos vamzdelinơs 

struktǌros, kuriǐ skersmuo atitiko bakteriofago NBD2 uodegơlơs skersmenƳ 

(~12 nm), o ilgis siekơ net 2–3 µm (3.8 pav.). 

 
3.8 pav. Bakteriofago NBD2 gp39 sintezơs E. coli BL21-DE3 ląstelơse, turinčiose 
pET21a plazmidę su Ƴterptu g39 SDS-PAGE (kairơje) ir gautǐ produktǐ TEM 
(dešinơje) analizơ. Geno raiška indukuota 0,1 mM IPTG ir inkubuojant ląsteles 16 
val. 20 °C temperatǌroje. Kairơje pusơje esančiame paveiksle pavaizduota: M ‒ 
baltymǐ molekulinơs masơs standartas Page Ruler

TM
 Prestained Protein Ladder 

(Thermo Fisher Scientific); 1 ‒ tirpiǐ baltymǐ frakcija. 
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Ʋdomu tai, kad rekombinantinis NBD2 gp39, kaip ir bakteriofago SPP1 

uodegơlơs vamzdelio baltymas (gp17.1), renkasi Ƴ tvarkingas vamzdelines 

struktǌras, net ir nesant kitǐ faginiǐ baltymǐ, kurie Ƴprastai yra bǌtini 

uodegơlơs vamzdelio polimerizacijos iniciacijai (King, 1971; Katsura ir 

Tsugita 1977; Katsura, 1983). Kita vertus, fago SPP1 gp17.1 susirinkimas Ƴ 

vamzdelines struktǌras vyksta ne in vivo, kaip NBD2 gp39 atveju, o in vitro ir 

yra pakankamai ilgai (net iki 10 dienǐ) trunkantis procesas (Langlois et al., 

2015). Be to, remiantis straipsnyje pateikiamomis TEM nuotraukomis, gp17.1 

nanostruktǌrǐ ilgis gerokai trumpesnis už NBD2 gp39 formuojamus 

nanovamzdelius. Dơl šiǐ priežasčiǐ tolimesni gp39 tyrimai gali bǌti ypač 

Ƴdomǌs ne tik dơl galimybơs kurti hibridinius nanovamzdelius, bet ir 

aiškinantis bakteriofagǐ uodegơlơs vamzdelio baltymǐ polimerizacijos 

procesus, kurie, panašu, vis dar nơra pakankamai ištirti. 

 

3.2.4 Bakteriofago FV3 struktǌriniǐ baltymǐ tyrimai 

Bioinformatiniais metodais identifikavus fago FV3 potencialius 

uodegơlơs vamzdelio (gp052) ir uodegơlơs apvalkalo (gp053) baltymus 

koduojančius genus, pastebơta, kad abu baltymai fago FV3 genome yra 

koduojami komplementarioje DNR grandinơje ir išsidơstę vienas šalia kito. Be 

to, genai transliuojami tuo pačiu skaitymo rơmeliu, o tarp šiǐ dviejǐ genǐ 

esanti ribosomos prisijungimo vieta suteikia galimybę vienu metu pasireikšti 

abiem genams, naudojant vieno vektoriaus sistemą. Remiantis tuo, sukurti 

pradmenys 053 ir 052 genǐ pagausinimui ir klonavimui Ƴ indukuojamos raiškos 

plazmidinius vektorius pET16b (poliHis-inkaras gp053 N-gale) bei pET21a 

(poliHis-inkaras gp052 C-gale). Genǐ raiška tikrinta Escherichia coli BL21-

DE3 laboratoriniame kamiene, bakterijǐ kultǌrą indukuojant 0,5 mM IPTG, 

inkubuojant 3 val., 30 °C temperatǌroje. SDS-PAGE analizơs metu nustatyta, 

kad abiem atvejais vyko intensyvi g053 ir g052 raiška, abu baltymai buvo 

tirpǌs, atliktas jǐ gryninimas naudojant poli-histidino inkarus turinčius 
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baltymus surišančias kolonơles (pradinƳ genǐ 053–052 pagausinimą PGR 

metodu bei pirmuosius baltymǐ biosintezơs tyrimus atliko dr. L. Truncaitơ). 

Atlikus g053–052 koduojamǐ baltymǐ tirpiǐ frakcijǐ TEM analizę, 

nustatyta, kad vykstant šiǐ genǐ raiškai minơtomis sąlygomis, E. coli ląstelơse 

susiformuoja ilgos (iki 1000 nm), tvarkingos (~28 nm skersmens) vamzdelinơs 

struktǌros (3.9 pav.). Siekiant išsiaiškinti, ar tai geno 052 ar 053 koduojami 

baltymai ir ar šios vamzdelinơs struktǌros susirenka, esant tik vienam iš 

minơtǐjǐ baltymǐ bei Ƴvertinti N- arba C-galiniǐ polihistidino inkarǐ Ƴtaką 

nanostruktǌrǐ susidarymui, buvo atlikti išsamesni tokiǐ rekombinantiniǐ 

baltymǐ tyrimai. 

3.9 pav. Bakteriofago FV3 išgryninto rekombinantinio gp053 SDS-PAGE 

(kairơje) ir TEM (dešinơje) analizơ. Kairơje pusơje esančiame paveiksle 

pavaizduota: M ‒ baltymǐ molekulinơs masơs standartas Page Ruler
TM

 Prestained 

Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific); 1 ‒ tirpiǐ baltymǐ frakcija. 
 

Buvo sukonstruoti indukuojamos raiškos plazmidiniai vektoriai pET16b 

ir pET21a, turintys Ƴklonuotus g052 ir g053. Genǐ raiška tikrinta E. coli BL21- 

DE3 ląstelơse, kultǌrą indukuojant 0,1 mM IPTG, inkubuojant 5–20 val., 30 °C 

temperatǌroje. Nustatyta, kad stebơtos nanostruktǌros yra formuojamos geno 

053 koduojamo uodegơlơs apvalkalo baltymo. Struktǌrǐ susidarymui uodegơlơs 

vamzdelio baltymas (gp052) Ƴtakos neturi. Pats gp052 (su N- arba C-galiniais 

histidino inkarais arba be jǐ) visais atvejais yra tirpus, tačiau Ƴ vamzdelines 

struktǌras, nesant papildomǐ faginiǐ baltymǐ, nesusirenka. Dơl šios priežasties, 

remiantis gautais rezultatais, tolimesniems tyrimams pasirinktas gp053. 
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3.3 Bakteriofago FV3 gp053 formuojamǐ nanostruktǌrǐ tyrimai 

Darbo metu buvo atlikta gp053 bioinformatinơ analizơ, jo formuojamǐ 

vamzdeliniǐ struktǌrǐ atsparumo Ƴvairiems aplinkos veiksniams tyrimai, taip 

pat mutantiniǐ gp053, turinčiǐ Ƴvairias aminorǌgščiǐ delecijas, pakeitimus arba 

papildomas aminorǌgštis, konstravimas bei hibridiniǐ baltymǐ konstravimas ir 

jǐ formuojamǐ nanostruktǌrǐ tyrimai. 

 

3.3.1 Baltymo gp053 sekos bioinformatinơ analizơ 

Siekiant sukonstruoti stabilius bei pageidaujamomis savybơmis 

pasižyminčius hibridinius nanovamzdelius, ypatingai svarbus šiǐ struktǌrǐ 

pagrindą sudarančiǐ baltymǐ aminorǌgščiǐ išsidơstymo baltymo erdvinơje 

struktǌroje, o taip pat ir paties baltymo padơties bei galimos sąveikos su šalia 

esančiais baltymais nustatymas. Dơl šios priežasties atlikta detali gp053 

bioinformatinơ analizơ, kurios metu Ƴvertintas gp053 pirminơs ir tretinơs 

struktǌros panašumas su NCBI duomenǐ bazơje esančiais baltymais, taip pat 

sudarytas numanomas gp053 tretinơs struktǌros modelis bei atlikta filogenetinơ 

analizơ, kurios metu nustatytas FV3 gp053 ryšys su kitǐ bakteriofagǐ 

uodegơlơs apvalkalo baltymais. 

Bioinformatinơs analizơs metu nustatyta, kad gp053 aminorǌgščiǐ 

lygmenyje panašiausias (identiškumas 98–99 %) Ƴ „rV5-panašiǐ“ fagǐ grupơs, 

kuriai priskiriamas ir FV3, uodegơlơs apvalkalo baltymus, o identiškumas kitǐ 

fagǐ uodegơlơs apvalkalo baltymams mažesnis nei 60 %. Siekiant geriau 

suprasti evoliucinius ryšius tarp FV3 ir kitǐ uodeguotǐjǐ bakteriofagǐ 

uodegơlơs apvalkalo baltymǐ, buvo atlikta filogenetinơ analizơ. Nustatyta, kad Ƴ 

„rV5-panašiǐ“ bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalo baltymai (Ƴskaitant fago FV3 

gp053) evoliuciniu požiǌriu artimiausi Klebsiella fago vB_KpnM_KB57 bei su 

„rV5-panašiais“ fagais filogenetiškai artimai susijusiǐ „PVP-SE1-panašiǐ“ 

fagǐ (Santos et al., 2011; Kim, 2014) uodegơlơs apvalkalo baltymams (3.10 

pav.). 
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3.10 pav. Filogenetinơ bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalo baltymo diagrama, 

sudaryta artimiausiǐ grupiǐ apjungimo bǌdu. Šalia atsišakojimǐ nurodyta 
procentinơ Ƴkơlos sutapimo su tiriamuoju baltymu išraiška. Mastelis atitinka pakeistǐ 
aminorǌgščiǐ skaičiǐ, tenkantƳ vienai pozicijai. 
 

Nepaisant ypač didelio gp053 ir „rV5-panašiǐ“ fagǐ uodegơlơs 

apvalkalo baltymǐ identiškumo, erdvinơs šiǐ baltymǐ struktǌros klausimas vis 

dar išlieka atviras. Remiantis duomenǐ bazơse esančia informacija, nei vieno iš 

„rV5-panašiǐ“ ar jiems giminingǐ fagǐ uodegơlơs apvalkalo baltymǐ 

kristalografinơs struktǌros vis dar nơra nustatytos. Dơl šios priežasties atlikta 

gp053 ir vieno iš nedaugelio nustatytos kristalinơs struktǌros bakteriofago T4 

uodegơlơs apvalkalo baltymo (gp18) palyginamoji analizơ. Nustatyta, kad šiǐ 

baltymǐ identiškumas aminorǌgščiǐ lygmenyje tơra 12 %. Kita vertus, kaip jau 

minơta 1.4 skyrelyje, 12 % identiškumas nustatytas ir fago T4 bei phiKZ 

uodegơlơs apvalkalo baltymǐ atveju, tačiau krioelektroninơs mikroskopijos ir 

rentgeno struktǌrinơs analizơs rezultatai atskleidơ didelƳ šiǐ baltymǐ 

formuojamǐ struktǌrǐ panašumą (Aksyuk et al., 2011). 
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Siekiant nustatyti gp053 tretinơs struktǌros panašumą fago T4 gp18 ir 

kitǐ žinomos struktǌros baltymǐ atžvilgiu, atlikta palyginamoji analizơ 

naudojantis HHpred Ƴrankiu. Nustatyta, kad fago FV3 uodegơlơs apvalkalo 

baltymo tik C-galinio fragmento (258‒442 a.r.) susilankstymas atitinka fago 

T4 gp18 (PDB ref: 3J2M) C-galinio fragmento (470‒643 a.r.) konformaciją su 

97,2 % tikimybe (Ƴvertis=0,00034). Kita vertus, nustatyta, kad gp053 galimas 

susilankstymas artimiausias trijǐ Ƴ bakteriofagǐ susitraukiančias struktǌras 

panašiǐ baltymǐ susilankstymui. 1‒422 a.r. atitinka R-tipo piocino iš 

Pseudomonas aeruginosa (PDB ref: 3J9Q) susilankstymą su 98,6 % tikimybe 

(Ƴvertis=9.9e-07). 18‒442 a.r. atitinka uodegơlơs apvalkalo baltymo Lin1278 iš 

Listeria innocua profago (PDB ref: 3LML) susilankstymą su 98,5 % tikimybe 

(Ƴvertis=1.3e-05). 16‒422 a.r. atitinka uodegơlơs apvalkalo baltymo DSY3957 

iš Desulfitobacterium hafniense profago (PDB ref: 3HXL) susilankstymą su 

98,5 % tikimybe (Ƴvertis=6.3E-06). Ʋdomu tai, kad nepaisant tretinơs struktǌros 

panašumo, gp053 identiškumas aminorǌgščiǐ lygmenyje su pastaraisiais 

baltymais tesiekia 14,2 % (3J9Q), 14,4 % (3HXL) ir 15,7% (3LML). 

Didžiausias fago FV3 uodegơlơs apvalkalo baltymo galimos tretinơs 

struktǌros panašumas Ƴ minơtuosius baltymus nơra netikơtas dơl keleto 

priežasčiǐ. Visǐ pirma, šiuo metu vis dar išlieka tik labai ribotas skaičius 

nustatytǐ uodegơlơs apvalkalo baltymǐ struktǌrǐ (Kube ir Wendler, 2015). 

Antra, kaip jau minơta literatǌrinơje dalyje, bakteriofaguose ir prokariotuose 

aptinkamǐ susitraukiančiǐ vamzdeliniǐ struktǌrǐ sandara labai panaši, todơl 

nenuostabu, kad gp053 tretinơ struktǌra panašesnơ Ƴ bakterijose aptinkamus R-

tipo piocinus nei Ƴ bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalo baltymo struktǌrą 

(Leiman ir Shneider, 2012; Sarris et al., 2014; Kube ir Wendler 2015; 

Kudryashev et al., 2015).  
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3.11 pav. Bakteriofago FV3 gp053 monomero molekulinio modelio ir nustatytos 

kristalinơs struktǌros baltymǐ Lin1278 (3LML) bei DSY3957 (3HXL) 
palyginimas. gp053 molekulinis modelis sudarytas naudojantis I-TASSER Ƴrankiu 

(Zhang, 2008). 

 

Bakteriofago FV3 gp053 numanomas tretinơs struktǌros modelis (3.11 

pav.) sukurtas naudojantis I-TASSER Ƴrankiu (Zhang, 2008). Labiausiai 

tikơtinǐ trijǐ gp053 modeliǐ (iš sumodeliuotǐ penkiǐ) struktǌriniai analogai 

baltymǐ duomenǐ bazơje (angl. protein data base (PDB)) atitiko ir nustatytus 

HHpred analizơs metu: 3LML, 3HXL ir 3J9Q. I-TASSER apskaičiuotas 

pirmojo modelio TM-Ƴvertis (0,54 ± 0,15) rodo didelę gp053 tretinơs struktǌros 

ir šio modelio sutapimo tikimybę. 

 

3.3.2 Rekombinantinio gp053 biosintezơ, gryninimas ir stabilumo tyrimai 

FV3 gp053 koduojančio geno raiška tirta E. coli BL21-DE3 ląstelơse, 

kultǌrą indukuojant 0,1 mM IPTG ir inkubuojant 3–20 val., 30 °C 

temperatǌroje. Esant šioms sąlygoms buvo stebima intensyvi rekombinantinio 

baltymo sintezơ, o po ląsteliǐ suardymo tirpioje frakcijoje esančiǐ 

rekombinantiniǐ baltymǐ gryninimas buvo optimizuotas keliais etapais. 

Remiantis konservatyviu bakteriofago T4 uodegơlơs apvalkalo modeliu, 

uodegơlơs apvalkalą sudarančiǐ baltymǐ N- ir C-galinơs aminorǌgštys 

formuoja domeną I, kuris atsiduria baltymo apvalkalo vidinơje pusơje (žiǌrơti 

1.4 skyrelƳ). Žinant, kad bakteriofagǐ rekombinantiniǐ uodegơlơs apvalkalo 

baltymǐ formuojamǐ polimeriniǐ vamzdeliǐ morfologija ir savybơs atitinka 

bakteriofago sutrauktos uodegơlơs apvalkalo konformaciją ir tai, kad šiǐ 

struktǌrǐ, nepaisant nedidelio panašumo aminorǌgščiǐ lygmenyje, morfologija 
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itin panaši (žiǌrơti 1.4 skyrelƳ), tikơtina, kad ir bakteriofago FV3 gp053 N- ir 

C-galinơs aminorǌgštys atsiduria vidinơje vamzdelio dalyje. Siekiant patvirtinti 

arba paneigti (šiuo atveju dar ir sukuriant efektyvǐ nanovamzdeliǐ gryninimo 

metodą) šią prielaidą, buvo sukonstruoti rekombinantiniai gp053, turintys N- ir 

C-histidino inkarus. Baltymai išgryninti naudojant metalǐ chelatinę 

chromatografiją. Tiek negryninti, tiek gryninti baltymai analizuoti SDS-PAGE 

ir TEM metodais. Nustatyta, kad gryninant baltymus, didžiausias jǐ kiekis 

atsiduria su sorbentu nesąveikaujančiose frakcijose, o išgrynintą frakciją 

sudaro gp053, formuojantys trumpesnes vamzdelines arba tik pavienes 

žiedines struktǌras (3.12 pav. D, E). 

 

 

3.12 pav. Fago FV3 gp053 formuojamǐ nanostruktǌtǐ TEM analizơ prieš 
(viršuje) ir po (apačioje) gryninimo. gp053_N-his (D) ir gp053_C-his (E) gryninti 

naudojant metalǐ chelatinę chromatografiją, gp053 (F) grynintas išsodinant amonio 

sulfatu. 

Remiantis gautais rezultatais, taip pat ir bioinformatinơs analizơs 

duomenimis, tikơtina, kad ir gp053 atveju baltymo N- ir C-galinơs 



69 

 

aminorǌgštys polimerizacijos metu atsiduria vamzdelio vidinơje dalyje. Be to, 

papildomas N-histidino inkaras turi daugiau neigiamos Ƴtakos baltymo 

susirinkimui Ƴ tvarkingas nanostruktǌras nei baltymo C-gale esantys papildomi 

histidinai: gp053_N-his formuojami nanovamzdeliai gerokai trumpesni (iki 

300 nm), lyginant su struktǌromis, kurios yra stebimos rekombinantinio 

gp053_C-his atveju (vamzdeliǐ ilgis iki 1000 nm). Tiek gp053_N-his, tiek 

gp053_C-his formuojamǐ nanovamzdeliǐ skersmuo (~28 nm) išlieka 

nepakitęs, lyginant su natyvaus rekombinantinio gp053 formuojamǐ vamzdeliǐ 

diametru. 

Atsižvelgiant Ƴ darbo metu gautus rezultatus bei ieškant alternatyviǐ 

gp053 formuojamǐ struktǌrǐ gryninimo metodǐ, tirpius, itin didelơs 

molekulinơs masơs nanovamzdelius nuspręsta gryninti išsodinant amonio 

sulfatu (žiǌrơti. 2.2.18 skyrelƳ). Atliktas gryninimo sąlygǐ optimizavimas, 

kurio metu tirta gp053 formuojamǐ nanovamzdeliǐ tirpumo priklausomybơ 

nuo amonio sulfato druskǐ koncentracijos ir inkubacijos laiko. Galutinis šio 

dabo rezultatas ‒ ypač greitai (vos per pusvalandƳ), pigiai (gryninimui 

naudojama tik amonio sulfato druska) ir produktyviai (biomasơs išeiga 1–5 

mg/ml) gaunami gp053 formuojami nanovamzdeliai. Taikant šƳ metodą 

išgryninto gp053 SDS-PAGE nuotrauka pateikiama 3.9 paveiksle (kairơje), o 

baltymo formuojamǐ struktǌrǐ vaizdas, stebimas TEM ‒ 3.9 pav. (dešinơje), 

taip pat 3.12 pav. (F). Kita vertus, amonio sulfatu gryninant gp053 mutantus 

arba hibridinius baltymus (detalesni šiǐ baltymǐ tyrimai aprašyti kituose 

skyriuose), kuriǐ formuojamǐ vamzdeliniǐ nanostruktǌrǐ ilgis trumpesnis, 

lyginant su natyvaus rekombinantinio gp053 formuojamomis struktǌromis, 

naudojant 10 % amonio sulfato druską išsodinama tik nedidelơ dalis tikslinio 

baltymo. Sprendžiant šią problemą, nanovamzdeliǐ gryninimas atliekamas 

taikant išsodinimo amonio sulfatu metodiką su nedideliais pakeitimais (žiǌrơti 

2.2.18 skyrelƳ). 

Remiantis literatǌros duomenimis, bakteriofagǐ sutrauktos 

konformacijos uodegơlơs apvalkalas ir šią jo struktǌrą atitinkantys 

rekombinantinio uodegơlơs apvalkalo baltymo formuojami poliapvalkalai ‒ 
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Ƴvairiems fiziniams ir cheminiams veiksniams ypatingai atsparios struktǌros 

(žiǌrơti 1.4 skyrelƳ). Siekiant Ƴvertinti FV3 uodegơlơs apvalkalo baltymǐ 

formuojamǐ nanovamzdeliǐ savybes, atlikti jǐ stabilumo tyrimai. Remiantis 

TEM analizơs rezultatais, nustatyta, kad daugiau nei metus laiko buferiniame 

tirpale 4
 °C temperatǌroje laikytǐ gp053 nanovamzdeliǐ struktǌra išliko 

nepakitusi. Struktǌriniai pokyčiai nebuvo pastebimi ir atlikus analizę mơginiǐ, 

inkubuotǐ 16 val. su tripsinu (0,02 mg/ml) ar 8 M karbamido tirpale, taip pat 

laikytǐ 30 min. verdančiame vandenyje (3.13 paveikslas). Remiantis šiais 

rezultatais, galime teigti, kad bakteriofago FV3 gp053 formuojami 

nanovamzdeliai yra ypač stabilios ir Ƴvairiems veiksniams atsparios struktǌros. 

3.13 pav. FV3 gp053 formuojamǐ nanostruktǌrǐ TEM analizơ. Mơginiai laikyti: 
(A) metus laiko TE buferyje 4 

o
C temperatǌroje; (B) 16 val. su tripsinu (0,02 mg/ml); 

(C) 16 val. 8 M karbamido tirpale; (D) 30 min. verdančiame vandenyje. 
 

Kita vertus, nors TEM nuotraukose matyti, kad po inkubacijos su 

tripsinu gp053 nanovamzdeliǐ forma išlieka stabili, SDS-PAGE analizơs 

rezultatai rodo, kad dalis šias struktǌras sudarančiǐ baltymǐ visgi yra 

suskaldomi (3.14 pav.). Praơjus pusvalandžiui nuo inkubacijos pradžios, 

natyvaus gp053 (~50 kDa) kiekis gerokai sumažơja, atsiranda mažesnơs 
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molekulinơs masơs baltymǐ (~43, ~39 ir ~37 kDa). Ʋdomu tai, kad šiǐ, po 

inkubacijos su tripsinu SDS-PAGE stebimǐ, baltymǐ kiekis, vykdant reakciją 

ilgesnƳ laiką, faktiškai nebesikeičia. Atlikus gp053 pirminơs struktǌros analizę, 

šio baltymo sekoje nustatytos 22 tripsino atpažinimo vietos. Tuo tarpu SDS-

PAGE ir TEM analizơs rezultatai rodo, kad vamzdelƳ sudarantys gp053 šioje 

struktǌroje išsidơsto taip, kad egzistuoja tik nedidelis skaičius tripsinui 

„lengvai pasiekiamǐ“ taikiniǐ. Be to, net ir hidrolizavus atitinkamas 

aminorǌgštis, dơl itin stiprios vamzdelƳ sudarančiǐ gp053 tarpusavio sąveikos, 

vamzdelinơ struktǌra išlieka stabili (3.13 pav. B). 

 

 
3.14 pav. Išgrynintǐ FV3 gp053 formuojamǐ nanostruktǌrǐ, inkubuotǐ su 
tripsinu, SDS-PAGE analizơ. Kairơje pusơje pavaizduota gp053 fragmentǐ 
susidarymo priklausomybơ nuo inkubacijos laiko. Takeliai žymi: M – molekulinơs 
masơs dydžio standartas Page Ruler

TM
 Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher 

Scientific), 1 – rekombinantinis gp053, 2–4 rekombinantinis gp053, inkubuotas su 

tripsinu (0,02 mg/ml). Inkubacijos laikas pažymơtas apačioje. Rodyklơs rodo 
rekombinantinƳ gp053 (1) ir tripsinolizơs metu susidarančius jo fragmentus (2–4). 

Dešinơje pusơje pavaizduota LC-MS/MS analizơs metu tirti gp053 fragmentai 
(apvesti juodu stačiakampiu). Takeliai žymi: M – molekulinơs masơs dydžio 
standartas Page Ruler

TM
 Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1 – 

rekombinantinis gp053 (kontrolơ); 2– rekombinantinis gp053, 24 valandas inkubuotas 

su tripsinu (0,02 mg/ml). Rodyklơs rodo rekombinantinƳ gp053 (1,3), kontroliniame 
tirpale esantƳ gp053_N86 (2) ir tripsinolizơs metu susidarančius gp053 fragmentus: 
gp053_C41 (2), gp053_C77 (3), gp053_N86_C41 (4). 
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Gauti rezultatai leidžia daryti prielaidą, kad tripsinolizơs metu 

hidrolizuojamos aminorǌgštys galơtǐ bǌti vidiniame arba išoriniame gp053 

formuojamo vamzdelio paviršiuje esantys proteaziǐ taikiniai. Šiǐ taikiniǐ 

identifikavimas ypač svarbus konstruojant hibridinius baltymus su tikslinơmis 

vamzdeliǐ vidiniame arba išoriame paviršiuje esančiomis fermentǐ arba 

peptidǐ klonavimo vietomis. Siekiant nustatyti šias tripsino atpažinimo vietas, 

atlikta prieš ir po inkubavimo su tripsinu gp053 baltymǐ SDS-PAGE matomǐ 

baltymǐ fragmentǐ (3.14 pav.) LC-MS/MS analizơ. Remiantis šios analizơs 

rezultatais, nustatyta, kad didžioji dauguma išgrynintoje frakcijoje randamǐ 

baltymǐ yra natyvus gp053, tačiau aptikta ir 86 a.r. N-galinę deleciją turinčiǐ 

gp053 (gp053_N86) (3.14 pav.). Kadangi pastarǐjǐ baltymǐ kiekis santykinai 

mažas, tikơtina, kad tai galơtǐ bǌti pavienius žiedelius sudarantys arba 

vamzdeliniǐ struktǌrǐ galuose esantys baltymai, kuriǐ N-galinơs sekos tampa 

„lengviau prieinamomis“ tirpale baltymǐ gryninimo metu galinčioms atsirasti 

Ƴvairioms proteazơms (Ƴ išgrynintǐ baltymǐ suspensiją proteaziǐ slopikliǐ 

nebuvo dơta). Tuo tarpu po inkubacijos su tripsinu SDS-PAGE intensyviausias 

juostas formuojančiǐ baltymǐ LC-MS/MS analizơs metu identifikuotas ne tik 

natyvus gp053, bet ir gp053, turintys 41 ir 77 a.r. C-galines delecijas 

(gp053_C41 ir gp053_C77), taip pat gp053, neturintis 86 N-galiniǐ ir 77 C-

galiniǐ a.r. (gp053_N86_C41). Šie rezultatai rodo, kad tripsinas atpažƳsta ir 

suardo gp053 peptidinƳ ryšƳ tarp Lys381–Asn382 ir Arg417–Val418. Remiantis 

šiais duomenimis, tikơtina, kad šios aminorǌgštys yra išsidơsčiusios vamzdeliǐ 

vidiniame arba išoriniame paviršiuje, todơl yra potencialǌs taikiniai 

konstruojant tikslinias klonavimo vietas svetimǐ aminorǌgščiǐ Ƴvedimui. 

 

3.3.3 gp053 deleciniǐ mutantǐ tyrimai 

Konstruojant hibridines nanostruktǌras, svarbu žinoti, kurios 

aminorǌgštys yra esminơs baltymo polimerizacijos procesui, t.y. kurias iš 

aminorǌgščiǐ pašalinus ar pakeitus svetimomis, vis dar susiformuoja 

tvarkingos savitvarkơs struktǌros. Šio darbo metu, siekiant gauti bakteriofago 
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FV3 uodegơlơs apvalkalo baltymo pagrindu sukurtas nanostruktǌras, nuspręsta 

ištirti, kokią Ƴtaką baltymo polimerizacijos procesui turi tam tikrǐ aminorǌgščiǐ 

pašalinimas. Šiuo tikslu buvo sukonstruota grupơ gp053 mutantǐ, turinčiǐ N- ir 

C-galiniǐ aminorǌgščiǐ delecijas (3.15 pav., 3.1 lentelơ). 

 

 

3.15 pav. Deleciniǐ gp053 mutantǐ polimerizacijos analizơ. Mơlyna spalva žymi 
tvarkingas savitvarkes vamzdelines struktǌras formuojančius mutantinius baltymus 
(Ƴskaitant natyvǐ gp053). Juoda ‒ netirpius arba tirpius, bet tvarkingǐ struktǌrǐ 
neformuojančius baltymus. Oranžine spalva pažymơti histidino inkarai. Žalia ‒ 
streptavidino inkarai. Mutantǐ pavadinimas sudarytas remiantis N- arba C-galiniǐ a.r. 
delecijǐ skaičiumi bei histidino arba streptavidino inkaro ekspovimu baltymo N- arba 

C-gale. Dešinơje pateikiamas baltymą sudarančiǐ a.r. skaičius, skliausteliuose 
pažymơtas natyvaus gp053 nepakeistǐ a.r. skaičius. 
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3.1 lentelơ. gp053 deleciniai mutantai ir jǐ formuojamǐ nanostruktǌrǐ esminơs 
charakteristikos. Baltymo pavadinime naudojami simboliai žymi:  ‒ aminorǌgščiǐ 
delecija (simboliai N arba C nurodo baltymo galą, kuriame yra delecija, skaičius ‒ 
pašalintǐ aminorǌgščiǐ kiekƳ); his ‒ histidino inkaras; strep ‒ streptavidino inkaras. 

Baltymas 

PGR fragmento 

pagausinimui 

naudoti pradmenys 

Ekspresijos 

vektorius 

Baltymo formuojamǐ struktǌrǐ 
morfologija 

Natyvus 

gp053 

FV53_NdeI_F1 

FV53_BamHI_R1 

pET-21a 

 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

1000 nm (daugumos ilgis nuo 500 

iki 800 nm) skersmuo 27,8±2,7 

nm 

gp053_N-his FV53_NdeI_F1 

FV53_BamHI_R1 

pET-16b 

 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

300 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 200 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_C-his FV53_NdeI_F1 

FV53_XhoI_R1 

pET-21a 

 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

1000 nm (daugumos ilgis nuo 300 

iki 500 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N9 FV53_Nde10F 

FV53_BamHI_R1 

pET-21a 

 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

600 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_C11 FV53_NdeI_F1 

FV53_Bam10R  

pET-21a 

 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

600 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N9_

C11 

FV53_Nde10F 

FV53_Bam10R 

pET-21a 

 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

500 nm (daugumos ilgis nuo 100 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N9-

his_C11 

FV53_Nde10F 

FV53_Bam10R 

pET-16b 

 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

800 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 400 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N9_

C11-his 

FV53_Nde10F 

FV53_Xho10R 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

800 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 400 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N20 FV53_Nde20F 

FV53_BamHI_R1 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

500 nm (daugumos ilgis nuo 100 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N20

_C20 

FV53_Nde20F 

FV53_Bam20RN 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

600 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 400 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N20

-his_C20 

FV53_Nde20F 

FV53_Bam20RN 

pET-16b Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

1000 nm (daugumos ilgis nuo 400 

iki 600 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N20

_C20-his 

FV53_Nde20F 

FV53_Xho20R 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

1000 nm (daugumos ilgis nuo 400 

iki 600 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N25

_C25 

FV53_Nde25F 

FV53_Bam25R 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

800 nm (daugumos ilgis nuo 300 

iki 600 nm) skersmuo ~28 nm 

    

3.1 lentelơs tęsinys kitame puslapyje  
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3.1 lentelơs tęsinys   

    

gp053_N25

-his_C25 

FV53_Nde25F 

FV53_Bam25R 

pET-16b Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

800 nm (daugumos ilgis nuo 300 

iki 500 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N25

_C25-his 

FV53_Nde25F 

FV53_Xho25R 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

800 nm (daugumos ilgis nuo 300 

iki 500 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N29 FV53_Nde30F 

FV53_BamHI_R1 

pET-21a Tirpǌs, tačiau tvarkingǐ 
nanostruktǌtǐ neformuojantys 
baltymai. 

gp053_N29

_C31 

FV53_Nde30F 

FV53_Bam30R 

pET-21a Tirpǌs, tačiau tvarkingǐ 
nanostruktǌtǐ neformuojantys 
baltymai. 

gp053_N29

-his_C31 

FV53_Nde30F 

FV53_Bam30R 

pET-16b Netirpus baltymas 

gp053_C31 FV53_NdeI_F1 

FV53_Bam30R 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

600 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_C51 FV53_NdeI_F1 

FV53_Bam50R 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

600 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_C76 FV53_NdeI_F1 

FV53_Bam75R 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

600 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_C10

0 

FV53_NdeI_F1 

FV53_Bam100R 

pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

2000 nm (daugumos ilgis nuo 500 

iki 1000 nm) skersmuo ~32 nm 

gp053_C15

2 

FV53_NdeI_F1 

FV53_Bam150R 

pET-21a Tirpǌs, tačiau tvarkingǐ 
nanostruktǌrǐ neformuojantys 
baltymai. 

gp053_C20

0 

FV53_NdeI_F1 

FV53_Bam200R 

pET-21a Tirpǌs, tačiau tvarkingǐ 
nanostruktǌrǐ neformuojantys 
baltymai. 

gp053_C-

strep 

FV53_NdeI_F1 

Pfl23Strep 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

500 nm (daugumos ilgis nuo 150 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

gp053_N25

_C-strep 

FV53_NdeI_F1 

Pfl23Strep 

pET21a Netirpus baltymas 

 

Mutantiniǐ gp053 ilgis sudarơ nuo 98,0 % (gp053_N9) iki 43,7 % 

(gp053_C200) natyvaus rekombinantinio gp053 ilgio. Genǐ raiškavykdyta E. 

coli BL21-DE3 ląstelơse tomis pačiomis sąlygomis, kaip ir natyvaus gp053 

atveju. TEM analizơs metu nustačius, kad aminorǌgščiǐ pašalinimas baltymo 

polimerizacijai Ƴtakos neturi, buvo atliekamas baltymǐ gryninimas išsodinant 

amonio sulfatu (2.2.18 skyrelis). Išgrynintǐ deleciniǐ gp053 mutantǐ SDS-
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PAGE nuotrauka pateikiama 3.16 paveiksle, TEM analizơs rezultatai ‒ 3.17 ir 

3.18 paveiksluose. 

 

3.16 pav. Išgrynintǐ g053 deleciniǐ mutantǐ, formuojančiǐ savitvarkes 
vamzdelines struktǌras, SDS-PAGE analizơ. (A) C-galiniǐ a.r. delecijas turintys 
mutantai: gp053 (1); gp053_C11 (2); gp053_C31 (3); gp053_C51 (4); 

gp053_C76 (5); gp053_C100 (6). (B) N-galiniǐ bei N- ir C-galiniǐ a.r. delecijas 
turintys mutantai: gp053 (1); gp053_N9 (2); gp053_N20 (3); gp053_N9_C11 

(4); gp053_N20_C20 (5); gp053_N25_C25 (6). (C) N-galiniǐ, C-galiniǐ bei N- 

ir C-galiniǐ a.r. delecijas bei N- arba C-galinius his-inkarus turintys mutantai: gp053 

(1); gp053_N-his (2); gp053_C-his (3); gp053_N9-his_C11 (4); 

gp053_N9_C11-his (5); gp053_N20-his_C20 (6); gp053_N20_C20-his (7); 

gp053_N25-his_C25 (8); gp053_N25_C25-his (9). M – molekulinơs masơs 
dydžio standartas Page Ruler

TM
 Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). 

 

Atlikus N-galiniǐ aminorǌgščiǐ delecijas turinčiǐ gp053 mutantǐ 

formuojamǐ nanostruktǌrǐ TEM analizę, nustatyta, kad 9 (gp053_N9) ar 20 

(gp053_N20) a.r. pašalinimas nuo baltymo N-galo, gp053 mutantǐ 

polimerizaciniǐ savybiǐ nekeičia (3.17 pav. D ir I). Tvarkingos nanostruktǌros 

buvo stebimos ir atlikus 25 a.r. N- ir C-galines delecijas turinčiǐ mutantǐ 

(gp053_N25_C25, 3.17 pav. M), taip pat 25 a.r. N- ir C-galines delecijas 

turinčiǐ mutantǐ su N- (gp053_N25-his_C25) arba C-galuose 

(gp053_N25_C25-his) eksponuojamais histidino inkarais, TEM analizę 

(3.17 pav. M, N, O). Tik pašalinus 29 a.r. nuo gp053 N-galo buvo gauti tirpǌs, 

tačiau tvarkingǐ nanostruktǌrǐ neformuojantys (gp053_N29, 

gp053_N29_C31) arba netirpǌs (gp053_N29-his_C31) baltymai (3.15 

pav., 3.1 lentelơ). Kita vertus, nustatyta, kad gp053 C-gale eksponuojant 

streptavidino inkarą, net ir 25 a.r. pašalinimas nuo baltymo N-galo 

(gp053_N25_C-strep) lemia esminius gp053 tretinơs struktǌros pokyčius ‒ 
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baltymas tampa netirpus (3.15 pav., 3.1 lentelơ). Remiantis šiais rezultatais, 

galime teigti, kad gp053 polimerizavimuisi svarbus ne tik pašalintǐ N-galiniǐ 

a.r. skaičius, bet ir baltymo C-gale eksponuojamos aminorǌgštys. 

Tiriant C-galiniǐ a.r Ƴtaką baltymo polimerizacijos procesams, nustatyta, 

kad gp053 mutantai, turintys C-galines 11 (gp053_C11), 31 (gp053_C31), 

51 (gp053_C51), 76 (gp053_C76) ir net 100 (gp053_C100) a.r. delecijas, 

susirenka Ƴ tvarkingas, stabilias nanostruktǌras (3.17 pav. E, P, R, S, T) ir tik 

pašalinus 152 a.r. (gp053_C152), gautas tirpus, tačiau nesipolimerizuojantis 

baltymas (3.15 pav., 3.1 lentelơ). Šie rezultatai patvirtina darbǐ su bakteriofago 

T4 uodegơlơs apvalkalo baltymo (gp18) mutantais duomenis, kad baltymo C-

galiniǐ aminorǌgščiǐ delecijos turi mažiau Ƴtakos polimerizacijos procesui nei 

aminorǌgščiǐ panaikinimas iš baltymo N-galo (Kuznetsova et al., 1998; 

Poglazov et al., 1999; Efimov et al., 2002). 
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3.17 pav. Bakteriofago FV3 rekombinantinio uodegơlơs apvalkalo baltymo 
(gp053) bei jo deleciniǐ mutantǐ formuojamǐ nanostruktǌrǐ TEM analizơ. 
Simboliai A–U žymi nanostruktǌras, formuojamas rekombinantiniǐ baltymǐ: (A) 

gp053; (B) gp053_N-his; (C) gp053_C-his; (D) gp053_N9; (E) gp053_C11; (F) 

gp053_N9_C11; (G) gp053_N9-his_C11; (H) gp053_N9_C11-his; (I) 

gp053_N20; (J) gp053_N20_C20; (K) gp053_N20-his_C20; (L) 

gp053_N20_C20-his; (M) gp053_N25_C25; (N) gp053_N25-his_C25; (O) 

gp053_N25_C25-his; (P) gp053_C31; (R) gp053_C51; (S) gp053_C76; (T) 

gp053_C100 (išgryninti baltymai); (U) gp053_C-strep. Mastelio dydis – 200 nm. 
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3.18 pav. Bakteriofago FV3 rekombinantinio uodegơlơs apvalkalo baltymo 
(gp053) bei jo deleciniǐ mutantǐ formuojamǐ nanostruktǌrǐ TEM analizơ. (A) 

FV3 virionai (rodyklơs žymi sutrauktos konformacijos uodegơlơs apvalkalą); (B–I) 

nanostruktǌros, formuojamos rekombinantiniǐ baltymǐ: (B) gp053; (C) gp053 

(padidintas vaizdas); (D) gp053_N-his; (E) gp053_C-his; (F) gp053_N9-his_C11; 

(G) gp053_N25-his_C25; (H) gp053_N20; (I) gp053_C100. 
 

Remiantis literatǌros duomenimis, T4 gp18 C58, C129, C152, 

C172 ir C248 mutantai susirenka Ƴ plonesnes (lyginant su formuojamomis 

natyvaus gp18) vamzdelines struktǌras, vadinamas „nesusitraukiančiais 

poliapvalkalais“ (angl. „noncontracted polysheaths“ (NCP)) (Poglazov et al, 

1999). Šie vamzdeliai, manoma, atitinka pereinamąją uodegơlơs apvalkalo 
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bǌseną, susidarančią uodegơlơs susitraukimo metu (Moody et al., 1973). Tuo 

tarpu atlikus FV3 mutantiniǐ gp053 mơginiǐ TEM analizę, mažesnio diametro 

nei natyvaus gp053 formuojamǐ vamzdeliǐ, nustatyta nebuvo (3.18 pav., 3.1 

lentelơ). Netgi priešingai, gp053_C100 formuojamǐ nanostruktǌrǐ diametras 

didesnis (~32,47±1,7 nm) (3.18 pav. I, 3.1 lentelơ) lyginant su natyvaus gp53 

struktǌrǐ diametru (27,83±2,69 nm). Be to, gp053_C100 formuojami 

vamzdeliai ypač ilgi, kai kuriǐ jǐ ilgis siekia net iki 2000 nm (3.19 pav. B). 

Literatǌroje duomenǐ apie tokias bateriofagǐ rekombinantiniǐ uodegơlơs 

apvalkalo deleciniǐ mutantǐ formuojamas struktǌras iki šiol, mǌsǐ 

duomenimis, nebuvo skelbta. Dơl šios priežasties gp053_C100 formuojamǐ 

nanostruktǌrǐ tyrimai svarbǌs ne tik konstruojant gp053 pagrindu paremtus, 

savaime susirenkančius hibridinius baltymus, bet ir gilinant mokslines žinias 

apie bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalo ar Ƴ šias struktǌras itin panašiǐ, 

daugelyje prokariotǐ aptinkamǐ susitraukiančiǐ struktǌrǐ (R-tipo piocinǐ, 

T6SS ar PLTS) sandarą ir polimerizacines savybes. 

 

 

3.19 pav. FV3 rekombinantinio gp053 (A) bei jo delecinio mutanto gp053_ 

C100 (B) formuojamǐ nanostruktǌrǐ TEM analizơ. 
 

gp053_C100 formuojamǐ nanostruktǌrǐ TEM analizơs metu taip pat 

pastebơta, kad šio mutantinio baltymo TEM nuotraukose matyti ryškiau 
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išreikšta vidinơ vamzdelio dalis (3.18 pav. I). Panaši ir gp053_N20 (3.18 pav. 

H), m_C∆81 (3.24 pav. C), netgi to paties natyvaus gp053, tik ilgą laiką laikyto 

TE buferiniame tirpale ar po inkubacijos su tripsinu (3.13 pav. A, B), 

formuojamǐ struktǌrǐ morfologija. Vamzdeliai su ryškiai matomu vidiniu 

kanalu aprašyti ir Pseudomonas aeruginosa fago phiKZ rekombinantinio 

uodegơlơs apvalkalo baltymo (gp029) atveju (Kurochkina et al., 2009), o 

autoriai šią morfologiją sieja su mažiau kompaktišku uodegơlơs apvalkalo 

baltymǐ išsidơstymu ir dơl to galimo intensyvesnio dažǐ patekimo Ƴ vidinę 

vamzdelio dalƳ. Tikơtina, kad dơl šios priežasties skirtingas vamzdeliǐ 

„nusidažymas“ stebimas ir gp053 ar jo mutantiniǐ baltymǐ atvejais. 

Apibendrinant gp053 deleciniǐ mutantǐ tyrimǐ rezultatus, galima teigti, 

kad baltymo C-galiniǐ aminorǌgščiǐ delecijos turi mažiau Ƴtakos 

polimerizacijos procesui nei aminorǌgščiǐ panaikinimas iš baltymo N-galo. Be 

to, polimerizavimuisi svarbus ne tik pašalintǐ N-galiniǐ a.r. skaičius, bet ir 

baltymo C-gale eksponuojamos aminorǌgštys. Taip pat Ƴrodyta, kad net ir 

pašalinus pakankamai didelƳ kiekƳ aminorǌgščiǐ, baltymas išlaiko 

polimerizacines savybes, o kai kuriais atvejais deleciniai mutantai formuoja 

netgi ilgesnes, tvarkingas savitvarkes struktǌras. Dơl šios priežasties gp053 yra 

potencialus kandidatas konstruojant gp053 pagrindu paremtus hibridinius 

baltymus. 

 

3.3.4 gp053 mutantǐ su tikslinơmis klonavimo vietomis tyrimai 

Siekiant gauti hibridinius, gp053 pagrindu sukurtus savaime 

susirenkančias vamzdelines nanostruktǌras formuojančius baltymus, visǐ 

pirma buvo atliekama gp053 mutantǐ su tikslinơmis klonavimo vietomis 

konstravimas ir jǐ formuojamǐ struktǌrǐ analizơ. Darbo metu sukonstruotǐ 

mutantǐ schematinơ polimerizacijos analizơ pateikiama 3.20 paveiksle, jǐ 

formuojamǐ struktǌrǐ esminơs charakteristikos aprašomos 3.2 lentelơje, o 

TEM nuotraukose stebimas vaizdas – 3.21 paveiksle. 
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3.20 pav. FV3 gp053 mutantǐ su tikslinơmis klonavimo vietomis polimerizacijos 

analizơ. Spalvos žymi: mơlyna ‒ tvarkingas savitvarkes vamzdelines struktǌras 
formuojantys mutantiniai gp053 baltymai (Ƴskaitant natyvǐ gp053). Juoda ‒ netirpǌs 
arba tvarkingǐ savitvarkiǐ struktǌrǐ neformuojantys baltymai. Oranžinơ ‒ Ƴ baltymo 
seką Ƴterptos papildomos aminorǌgštys su tikslinơmis klonavimo vietomis, kuriǐ 
pozicija baltymo sekoje pažymơta apverstais juodais trikampiais. Kairơje pusơje 
pateikiamuose baltymǐ pavadinimuose simboliai žymi: m ‒ mutantinis gp053; N ‒ 
baltymo N-gale Ƴvesta tikslinơ klonavimo vieta; C ‒ baltymo C-gale Ƴvesta tikslinơ 
klonavimo vieta; ∆ ‒aminorǌgščiǐ delecija; :: ‒ natyvaus baltymo aminorǌgščiǐ, tarp 
kuriǐ Ƴterpta tikslinơ klonavimo vieta, pozicija; skaičiai, parašyti pasviruoju šriftu, 
žymi natyvaus baltymo aminorǌgščiǐ, kurios pakeistos tikslinę klonavimo vietą 
sudarančiomis svetimomis a.r., poziciją. Dešinơje pateikiamas baltymą sudarančiǐ a.r. 
skaičius, skliausteliuose pažymơtas natyvaus gp053 nepakeistǐ a.r. skaičius. 
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3.2 lentelơ. gp053 mutantai su Ƴterptomis tikslinơmis klonavimo vietomis ir jǐ 
formuojamǐ nanostruktǌrǐ esminơs charakteristikos. Baltymo pavadinime 

simboliai žymi: m ‒ mutantinis gp053; N ‒ baltymo N-gale Ƴvesta tikslinơ klonavimo 
vieta; C ‒ baltymo C-gale Ƴvesta tikslinơ klonavimo vieta; ∆ ‒aminorǌgščiǐ delecija; 
:: ‒ natyvaus baltymo aminorǌgščiǐ, tarp kuriǐ Ƴterpta tikslinơ klonavimo vieta, 

pozicija; skaičiai, parašyti pasviruoju šriftu, žymi natyvaus baltymo aminorǌgščiǐ, 
kurios pakeistos tikslinę klonavimo vietą sudarančiomis svetimomis a.r., poziciją. 

Baltymas 

PGR fragmento 

pagausinimui naudoti 

pradmenys 

 

Ekspresij

os 

vektorius 

Baltymo formuojamǐ struktǌrǐ 
morfologija 

m_N_C PilnasMaF 

PilnasMaR 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

500 nm (daugumos ilgis nuo 150 

iki 300 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N_C-

his 

PilnasMaF 

PilnasMaRH 

pET21b Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

500 nm (daugumos ilgis nuo 100 

iki 300 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N∆10
_C∆11 

10MaF 

10MaR 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

800 nm (daugumos ilgis nuo 300 

iki 500 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N∆10
_C∆11-

his 

10MaF 

10MaRH 

pET21b Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

600 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N∆20
_C∆21-

his 

20MaF 

20MaRH 

pET21b Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

1000 nm (daugumos ilgis nuo 400 

iki 600 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N_C_

117-118 

PilnasMaF‒SmaBamR; 
SmaBamF‒PilnasMaR 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

200 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 150 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N∆20
_C∆21-

his_117-

118 

20MaF‒SmaBamR; 
SmaBamF‒20MaRH 

pET21b Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

250 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 150 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N_C_

113-116 

T7prom‒SBv2BamR; 
SBv2SmaF‒T7term 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

400 nm (daugumos ilgis nuo 150 

iki 250 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N_C_

119::120 

T7prom‒SBv3BamR; 
SBv3SmaF‒T7term 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

400 nm (daugumos ilgis nuo 150 

iki 250 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N_C_

105-108 

T7prom‒SBv4BamR; 
SBv4SmaF‒T7term 

pET21a Baltymas netirpus 

    

3.2 lentelơs tęsinys kitame puslapyje   
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3.2 lentelơs tęsinys   

m_N_C_

121-124 

T7prom‒SBv5BamR; 
SBv5SmaF‒T7term 

pET21a Baltymas netirpus 

m_N_C_

121-124 

T7prom‒SBv6BamR; 
SBv6SmaF‒T7term 

pET21a Baltymas netirpus 

m_N_C_

133-136 

T7prom‒SBv7BamR; 
SBv7SmaF‒T7term 

pET21a Baltymas netirpus 

m_N_C_

235-237 

T7prom‒Kilpa239R; 
Kilpa239F‒T7term 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

250 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 150 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N_C_

238-240 

T7prom‒Kilpa2392R; 
Kilpa2392F‒T7term 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

250 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 150 nm), skersmuo ~28 nm 

m_C∆81 FV53_NdeI_F1‒FV3 

Sma75R 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

500 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm), skersmuo ~28 nm 

m_C FV53_NdeI_F1‒FV3 

Gly_Xho 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

250 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 150 nm), skersmuo ~28 nm 

m_C∆10
0 

FV53_NdeI_F1‒100C 

Gly_Xho 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

300 nm (daugumos ilgis nuo 100 

iki 200 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N_C-

strep 

PilnasMaF 

Pfl23Strep 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

700 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm), skersmuo ~28 nm 

m_N∆20
_C-strep 

20MaF 

Pfl23Strep 

pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

500 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm), skersmuo ~28 nm 

 

Konstruojant gp053 mutantus su tikslinơmis klonavimo vietomis buvo 

atsižvelgiama Ƴ deleciniǐ gp053 mutantǐ formuojamǐ nanostruktǌrǐ TEM 

analizơs rezultatus, taip pat remiamasi bioinformatinơs analizơs duomenimis. 

Papildomos aminorǌgštys su tikslinơmis klonavimo vietomis buvo Ƴterptos Ƴ 

natyvaus arba mutantinio gp053 N- arba C-galus, kurie, remiantis literatǌros 

duomenimis ir bioinformatiniu modeliu, taip pat darbo metu gautais rezultatais, 

yra išsidơstę vamzdelio vidinơje dalyje. Taip pat gauti gp053 mutantai su 

pakeistomis arba Ƴterptomis aminorǌgštimis baltymo srityse, kurios, remiantis 

literatǌros duomenimis ir bioinformatine analize, baltymams 

susipolimerizavus, atsiduria vamzdelio išoriniame paviršiuje. 
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3.21 pav. FV3 gp053 mutantǐ su tikslinơmis klonavimo vietomis formuojamǐ 
nanostruktǌrǐ TEM analizơ. Simboliai žymi nanostruktǌras, formuojamas 
mutantiniǐ baltymǐ: (A) m_N_C; (B) m_N_C-his; (C) m_N∆10_C∆11; (D) 

m_N∆10_C∆11-his; (E) m_N∆20_C∆21-his; (F) m_N_C_117-118; (G) 

m_N∆20_C∆21-his_117-118; (H) m_N_C_113-116; (I) m_N_C_119::120; (J) 

m_C∆81; (K) m_C; (L) m_C∆100. 
 

Nustatyta, kad papildomǐ penkiǐ aminorǌgščiǐ Ƴterpimas Ƴ natyvaus 

gp053 N- ir C-galus (m_N_C) lemia trumpesniǐ, iki 500 nm ilgio, 

nanostruktǌrǐ (3.2 lentelơ, 3.21 pav. A) susidarymą lyginant su natyvaus gp053 

formuojamomis struktǌromis (3.19 pav. A). Trumpesnơs, iki 500 nm ilgio, 

struktǌros (3.2 lentelơ, 3.21 pav. B) nustatytos ir Ƴterpus tas pačias 

aminorǌgštis Ƴ C-histidino inkarą turinčio natyvaus gp053 N- ir C-galus 

(m_N_C-his) lyginant su natyvaus C- histidino inkarą turinčio gp053 

formuojamomis struktǌromis (3.17 pav. C). Tvarkingos, tačiau dar trumpesnơs 

(iki 250 nm ilgio) struktǌros susirenka ir Ƴ natyvaus gp053 C-galą Ƴterpus 
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papildomas 34 aminorǌgštis su jose esančia peptidǐ klonavimo vieta 

(hibridinis baltymas m_C) (3.2 lentelơ, 3.21 pav. K). Kita vertus, papildomǐ 

penkiǐ a.r. Ƴterpimas Ƴ 10 N- ir 11 C-galines delecijas turinčiǐ baltymǐ N- ir C-

galus (m_N∆10_C∆11 ir m_N∆10_C∆11-his) tvarkingos struktǌros ilgǐ 

nanovamzdeliǐ susidarymui Ƴtakos turi mažiau (3.2 lentelơ, 3.21 pav. C, D). 

Dar ilgesni (iki 1000 nm) vamzdeliai stebơti Ƴterpus tas pačias aminorǌgštis Ƴ 

gp053_N20_C21-his N- ir C-galus (m_N∆20_C∆21-his) (3.2 lentelơ, 3.21 

pav. D). Tvarkingus, iki 500 nm ilgio, vamzdelius formuoja ir svetimas 34 a.r. 

su Ƴterpta klonavimo vieta C-gale turintis delecinis mutantas m_C∆81 (3.2 

lentelơ, 3.21 pav. J). Tuo tarpu 100 a.r. C-galinę deleciją ir C-gale Ƴterptas 

papildomas 13 a.r. turinčio mutanto m_C∆100 vamzdeliǐ ilgis tesiekia 300 nm 

(3.2 lentelơ, 3.21 pav. L) lyginant su delecinio mutanto gp053_C100 

formuojamomis itin ilgomis struktǌromis (3.19 pav. B). 

Dar didesnę Ƴtaką gp053 polimerizavimuisi turi baltymo aminorǌgščiǐ, 

esančiǐ baltymo viduriniojoje dalyje, pakeitimas svetimomis a.r. Keturi gp053 

mutantiniai baltymai (m_N_C_105-108, m_N_C_121-124, m_N_C_127-130 ir 

m_N_C_133-136) su pakeistomis keturiomis aminorǌgštimis atitinkamose 

pozicijose, yra netirpǌs (3.2 lentelơ, 3.20 paveikslas). Mutantiniai baltymai 

m_N_C_117-118, m_N∆20_C∆21-his_117-118 ir m_N_C_113-116 formuoja 

taisyklingos struktǌros, tačiau trumpesnes vamzdelines struktǌras, kuriǐ ilgis 

atitinkamai siekia iki 200 nm, 250 nm ir 400 nm (3.2 lentelơ, 3.21 pav. F, G, 

H). Sukonstravus gp053 mutantą m_N_C_119::120 su Ƴterptomis 

papildomomis 18 a.r. Ƴ natyvaus baltymo seką tarp 119 ir 120 pozicijoje 

esančiǐ aminorǌgščiǐ ir atlikus jo formuojamǐ struktǌrǐ TEM analizę, 

nustatyta, kad šis mutantas taip pat formuoja tvarkingus, iki 400 nm ilgio 

nanovamzdelius (3.2 lentelơ, 3.21 pav. I). Šie ir dalis kitǐ minơtǐjǐ mutantiniǐ 

gp053 baltymǐ pasirinkti tolimesniems tyrimams, kuriǐ metu, konstruojant 

hibridinius baltymus, Ƴ Ƴterptas tikslines klonavimo vietas buvo klonuoti 

sidabro ir/arba titano oksido jonus surišantys peptidai (žr. 3.3.5 skyriǐ). 
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3.3.5 gp053 pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ tyrimai 

FV3 gp053 mutantiniǐ baltymǐ pagrindu sukurti hibridiniai baltymai 

buvo konstruojami atsižvelgiant Ƴ gp053 mutantǐ su tikslinơmis klonavimo 

vietomis formuojamǐ struktǌrǐ TEM analizơs rezultatus, taip pat siekiant gauti 

abejose vamzdelio pusơse (tiek vidinơje, tiek išorinơje) eksponuojamus 

peptidus. Tyrimams pasirinkti sidabro jonus bei titano oksidą surišantys 

peptidai, kuriǐ ilgis keturios (AgE4), šešios (AgD6, AgE6) arba šešiolika 

aminorǌgščiǐ (TiO2). Peptidai buvo gaunami vykdant oligonukleotidiniǐ 

pradmenǐ ligavimo reakciją. Darbo metu sukonstruotǐ gp053 mutantǐ su 

Ƴterptais peptidais schematinis vaizdas pateikiamas 3.22 paveiksle, formuojamǐ 

struktǌrǐ esminơs charakteristikos pateikiamos 3.3 lentelơje, TEM analizơs 

rezultatai ‒ 3.23 ir 3.24 paveiksluose. 

 

 

3.22 pav. FV3 gp053 pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ polimerizacijos 
analizơ. Spalvos žymi: mơlyna ‒ savitvarkes vamzdelines struktǌras formuojantys 
mutantiniai gp053 baltymai (Ƴskaitant natyvǐ gp053). Oranžinơ ‒ Ƴ baltymo seką 
Ƴterptos papildomos aminorǌgštys. su tikslinơmis klonavimo vietomis. Pilka ‒ 
tikslinơse klonavimo vietose Ƴklonuoti peptidai, kuriǐ pavadinimai pateikiami 
tiksliniǐ klonavimo vietǐ viršuje. Kairơje pusơje pateikiamuose baltymǐ 
pavadinimuose simboliai žymi: m ‒ mutantinis gp053; N ‒ baltymo N-gale Ƴvesta 
tikslinơ klonavimo vieta; C ‒ baltymo C-gale Ƴvesta tikslinơ klonavimo vieta; Šalia 
tiksliniǐ klonavimo vietǐ nurodytas Ƴklonuoto peptido pavadinimas; ∆ ‒ aminorǌgščiǐ 
delecija; :: ‒ natyvaus baltymo aminorǌgščiǐ, tarp kuriǐ Ƴterpta tikslinơ klonavimo 

vieta, pozicija; Dešinơje pateikiamas baltymą sudarančiǐ a.r. skaičius, skliausteliuose 
pažymơtas natyvaus gp053 nepakeistǐ a.r. skaičius. 
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3.3 lentelơ. gp053 pagrindu sukurti hibridiniai baltymai ir jǐ formuojamǐ 
nanostruktǌrǐ esminơs charakteristikos. Baltymo pavadinime simboliai žymi: m ‒ 
mutantinis gp053; N ‒ baltymo N-gale Ƴvesta tikslinơ klonavimo vieta; C ‒ baltymo 
C-gale Ƴvesta tikslinơ klonavimo vieta; ∆ ‒aminorǌgščiǐ delecija; :: ‒ natyvaus 

baltymo aminorǌgščiǐ, tarp kuriǐ Ƴterpta tikslinơ klonavimo vieta, pozicija. 

Hibridinis 

baltymas 

gp053 mutantinis 

baltymas, Ƴ kurƳ 
Ƴterpta peptido 
seka 

Peptidas 

(peptido 

gavimui 

naudoti 

pradmenys) 

Baltymo formuojamǐ struktǌrǐ 
morfologija 

m_NTi_C m_N_C TiO2 

(Ti1F-Ti1R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

200 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 150 nm) skersmuo ~28 nm 

m_N_CTi m_N_C TiO2 

(Ti1F-Ti1R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

400 nm (daugumos ilgis nuo 150 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

m_NAgE6_

C 

m_N_C AgE6 

(AgE6F-

AgE6R) 

Dauguma netaisyklingos formos, 

trumpǐ (iki 100 nm) baltyminiǐ 
agregatǐ 

m_N_CAgE

6 

m_N_C AgE6 

(AgE6F-

AgE6R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

200 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 150 nm) skersmuo ~28 nm 

m_N∆10Ag
E6_C∆11 

m_N∆10_C∆11 AgE6 

(AgE6F-

AgE6R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

600 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

m_N∆10_C
∆11_AgE6 

m_N∆10_C∆11 AgE6 

(AgE6F-

gE6R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

600 nm (daugumos ilgis nuo 200 

iki 300 nm) skersmuo ~28 nm 

m_N∆20Ag
E6_C∆21Ti-
his 

m_N∆20_C∆21-

his 

AgE6 

(AgE6F-

gE6R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

1000 nm (daugumos ilgis nuo 300 

iki 500 nm) skersmuo ~28 nm 

m_N_C_119

::120_AgD6 

m_N_C_119::120 AgD6 

(SmaAgD6F-

SmaAgD6R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

150 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 100 nm) skersmuo ~28 nm 

m_N_C_119

::120_AgE6 

m_N_C_119::120 AgE6 

(SmaAgE6F-

SmaAgE6R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

150 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 100 nm) skersmuo ~28 nm 

m_N_C_119

::120_AgE4 

m_N_C_119::120 AgE4 

(SmaAgE4F-

SmaAgE4R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

200 nm (daugumos ilgis nuo 50 

iki 150 nm) skersmuo ~28 nm 

    

    

3.3 lentelơs tęsinys kitame puslapyje  
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3.3 lentelơs tęsinys   

    

m_C∆81_A
gD6 

m_C∆81 AgD6 

(SmaAgD6F-

SmaAgD6R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

250 nm (daugumos ilgis nuo 100 

iki 150 nm) skersmuo ~28 nm 

m_C∆81_A
gE6 

m_C∆81 AgE6 

(SmaAgE6F-

SmaAgE6R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

250 nm (daugumos ilgis nuo 100 

iki 150 nm) skersmuo ~28 nm 

m_C∆81_A
gE4 

m_C∆81 AgE4 

(SmaAgE4F-

SmaAgE4R) 

Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki 

300 nm (daugumos ilgis nuo 100 

iki 150 nm) skersmuo ~28 nm 

 

Darbo metu sukonstruoti gp053 mutantǐ pagrindu sukurti hibridiniai 

baltymai, turintys Ƴterptus titano oksidą surišančius peptidus baltymo N- 

(m_NTi_C) arba C-galuose (m_N_CTi), taip pat sidabro jonus surišančius 

peptidus baltymo N- (m_NAgE6_C) arba C-galuose (m_N_CAgE6). TEM 

analizơs metu nustatyta, kad tiek titano oksidą, tiek sidabro jonus surišančiǐ 

peptidǐ Ƴterpimas Ƴ baltymo N-galinę sritƳ lemia ženkliai trumpesniǐ (daugeliu 

atveju nuo 50 iki 150 nm ilgio) ir morfologiniu požiǌriu mažiau tvarkingǐ 

vamzdeliǐ susidarymą (3.3 lentelơ, 3.23 pav. A, C) nei tǐ pačiǐ peptidǐ 

Ƴterpimas Ƴ baltymo C-galą (3.3 lentelơ, 3.23 pav. B, D). Tuo tarpu Ƴterpus 

peptidus Ƴ N- ir C-galines a.r. delecijas turinčius gp053 mutantus su tikslinơmis 

klonavimo vietomis vietoje pašalintǐ a.r. (m_N∆10AgE61_C∆11 ir 

m_N∆20_AgE6_C∆21Ti-his), TEM analizơs metu buvo stebimos ilgos, 

tvarkingos, morfologiškai tapačios formuojamoms natyvaus gp053, struktǌros 

(3.3 lentelơ, 3.23 pav. F, E). Pirmuoju atveju Ƴ delecinio baltymo N-galinę sritƳ 

klonuotas sidabro jonus surišantis peptidas AgE6, antruoju ‒ gautas hibridinis 

baltymas, turintis N-gale sidabro (AgE6), o C-gale ‒ titano oksidą (TiO2) 

surišančius peptidus. 

Remiantis TEM analizơs rezultatais, didesnƳ kiekƳ pašalintǐ ir 

papildomai Ƴterptǐ svetimǐ (Ƴskaitant ir peptidǐ) a.r. turintys hibridiniai 

baltymai (m_C∆81_AgD6, m_C∆81_AgE6 ir m_C∆81_AgE4) formuoja 

gerokai trumpesnius (iki 250‒300 nm ilgio), tačiau taip pat tvarkingos 

struktǌros vamzdelius (3.3 lentelơ, 3.23 pav. J, K, L, 3.24 pav. D, E, F). Tuo 
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tarpu peptidǐ Ƴvedimas Ƴ papildomai Ƴterptą tikslinę klonavimo vietą, esančią 

baltymo srityje tarp 119 ir 120 a.r. (natyvaus gp053 atžvilgiu) baltymo 

polimerizavimosi procesą veikia ypač neigiamai. Hibridiniai baltymai su 

Ƴterptais AgD6 (m_N_C_119::120_AgD6) ir AgE6 (m_N_C_119::120_AgE6) 

peptidais daugeliu atvejǐ formuoja tvarkingas, tačiau ypač trumpas (nuo 50 iki 

150 nm) struktǌras (3.3 lentelơ, 3.23 pav. G, H). Tik gp053 mutanto su Ƴ 

minơtąją sritƳ Ƴterptu AgE4 peptidu (m_N_C_119::120_AgE4) atveju buvo 

stebimi tvarkingi, truputƳ ilgesni (iki 200 nm), vamzdeliai (3.3 lentelơ, 3.23 

pav. I ir 3.24 pav. H,I). 

3.23 pav. Bakteriofago FV3 gp053 pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ 
formuojamǐ nanostruktǌrǐ TEM analizơ. Simboliai žymi nanostruktǌras, 
formuojamas hibridiniǐ baltymǐ: (A) m_NTi_C; (B) m_N_CTi; (C) m_NAgE6_C; 

(D) m_N_CAgE6; (E) m_N∆20AgE6_C∆21Ti-his; (F) m_N∆10AgE61_C∆11; (G) 

m_N_C_119::120_AgD6; (H) m_N_C_119::120_AgE6; (I)m_N_C_119::120_AgE4; 

(J) m_C∆81_AgD6; (K) m_C∆81_AgE6; (L) m_C∆81_AgE4. 
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3.24 pav. FV3 gp053 mutantǐ su Ƴterptomis tikslinơmis klonavimo vietomis ir 
šiose vietose peptidus eksponuojančiǐ hibridiniǐ baltymǐ formuojamǐ 
nanostruktǌrǐ palyginamoji TEM analizơ. Simboliai A, C ir G žymi mutantiniǐ 
baltymǐ nanostruktǌras prieš Ƴterpiant peptidus. Simboliai B, D, E, F, H ir I žymi 
nanostruktǌras, formuojamas baltymǐ po peptidǐ Ƴterpimo. (A) m_N∆20_C∆21-his; 

(B) m_N∆20AgE6_C∆21Ti-his; (C) m_C∆81; (D) m_C∆81_AgD6; (E) 

m_C∆81_AgE6; (F) m_C∆81_AgE4; (G) m_N_C_119::120; (H) 

m_N_C_119::120_AgE6; (I) m_N_C_119::120_AgE6 (padidintas vaizdas)  

 

Apibendrinant gp053 pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ formuojamǐ 

struktǌrǐ TEM analizơs rezultatus, galima teigti, kad peptidǐ Ƴterpimas Ƴ 

baltymo N- arba C-galines sritis (ypač rekombinantiniuose baltymuose, 

turinčiuose nedidelƳ kiekƳ (10–20) pašalintǐ a.r.) tik minimaliai veikia baltymo 

polimerizavimosi procesą. Tuo tarpu peptidǐ Ƴterpimas Ƴ baltymo vidinę dalƳ 

baltymo susirinkimui Ƴ vamzdelines struktǌras daro ypač neigiamą Ƴtaką, o 

hibridiniǐ baltymǐ formuojamǐ struktǌrǐ morfologija priklauso ir nuo Ƴterpto 

peptido aminorǌgščiǐ sudơties. 

Atlikus gp053 pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ TEM analizę ir 

atsirinkus potencialius kandidatus detalesniems tyrimams, tolimesniǐ darbǐ 

metu buvo tiriamas hibridiniǐ baltymǐ su juose esančiais sidabro jonus 

surišančiais peptidais aktyvumas. Remiantis literatǌros duomenimis, ant Ƴvairiǐ 
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biologiniǐ struktǌrǐ (pavyzdžiui, bakteriofago M13 ar mieliǐ ląsteliǐ 

paviršiaus) eksponuojami peptidai (D6, E6, E4) šviesoje vykdo tirpale esančiǐ 

sidabro jonǐ fotoredukciją (Nam et al., 2008). Šios reakcijos metu, vykstant 

sidabro jonǐ redukcijai, tirpalo spalva palaipsniui tampa rusva ar net raudona, 

o matuojant UV adsorbcijos spektrą dơl sidabro nanodaleliǐ paviršiaus 

plazmoninio rezonanso yra stebimas adsorbcijos pikas esant400 nm bangos 

ilgiui, kurio (tuo pačiu ir spalvos) intensyvumas priklauso nuo reakcijos metu 

susidarančiǐ daleliǐ dydžio ir formos (Nam et al., 2008). 

 

 

3.25 pav. Išgrynintǐ gp053 mutantǐ su tikslinơmis klonavimo vietomis ir jǐ 
pagrindu sukurtǐ savitvarkes vamzdelines struktǌras formuojančiǐ hibridiniǐ 
baltymǐ SDS-PAGE analizơ. Takeliai žymi: 1 – m_N∆20_C∆21-his; 2 – m_N∆20 
AgE6_C∆21Ti-his; 3 – m_N_C_119::120; 4 – m_N_C_119::120_AgE4; 5 – 

m_C∆81; 6 – m_C∆81_AgD6; 7 – m_C∆81_AgE6; 8 – m_C∆81_AgE4. M – 

molekulinơs masơs dydžio standartas Page RulerTM
 Prestained Protein Ladder 

(Thermo Fisher Scientific). 

 

Siekiant Ƴvertinti darbo metu gp053 pagrindu sukonstruotǐ hibridiniǐ 

baltymǐ gebơjimą redukuoti tirpale esančius sidabro jonus, išgryninti baltymai 

(3.25 pav.) buvo laikomi su AgNO3 (galutinơ koncentracija 1 mM). Reakcijos 

vykdytos vandenyje, TE, taip pat HEPES buferiniuose tirpaluose bei HEPES 

buferiniame tirpale su reduktoriumi – C2H5OH (galutinơ koncentracija 1 %). 

Siekiant Ƴsitinkinti, kad reakcija yra inicijuojama šviesos, vieno iš hibridiniǐ 

baltymǐ mơginys buvo laikomas su AgNO3 visiškoje tamsoje. Norint nustatyti, 

ar spalvinơ reakcija nevyksta dơl vandenyje ar reakcijos buferiniame tirpale 

esančiǐ komponentǐ sąveikos su AgNO3, tirpalai tik su AgNO3, bet be 

išgrynintǐ baltymǐ, taip pat laikyti šviesoje. 
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Nustatyta, kad esant intensyviam apšvietimui, mơginiuose su 

išgrynintais baltymais vyksta AgNO3 fotoredukcija: jau po 15 minučiǐ 

stebimas tirpalo spalvos pasikeitimas (reakcijos mišinys tampa rausvas), o 

praơjus valandai nuo reakcijos pradžios, spalvos pokytis yra intensyviausias 

(3.26 pav.). Spalvos pokytis buvo stebimas tiek vykdant reakciją su 

mutantiniais, tikslines klonavimo vietas turinčiais baltymais m_N∆20_C∆21-

his, m_N_C_119::120 ir m_C∆81 (3.26 pav. 1, 3, 5), tiek su hibridiniais, Ƴ 

tikslines klonavimo vietas Ƴterptus peptidus turinčiais baltymais 

m_N∆20AgE6_C∆21Ti-his, m_N_C_119::120_AgE4, m_C∆81_AgD6, 

m_C∆81_AgE6, m_C∆81_AgE4 (3.26 pav. 2, 4, 6, 7, 8). Kita vertus, 

hibridiniǐ baltymǐ reakcijos mišiniuose spalvos pokytis buvo ryškesnis, 

lyginant su kontroliniǐ, tik Ƴterptas klonavimo vietas turinčiǐ mutantiniǐ gp053 

reakcijos mišiniǐ spalva. Tamsoje su AgNO3 laikyto m_N∆20AgE6_C∆21Ti-

his, taip pat šviesoje su AgNO3 laikyto HEPES buferio mơginiuose spalvinơs 

reakcijos nevyko (3.26 pav. 9, 10). 
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3.26 pav. Išgrynintǐ gp053 mutantǐ su tikslinơmis klonavimo vietomis ir jǐ 
pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ inkubacijos su AgNO3 esant apšvietimui 
analizơ. Inkubacija vykdyta šviesoje, HEPES buferyje (galutinơ koncentracija 10 
mM, pH 7,5) su AgNO3 (galutinơ koncentracija 1 mM). Raidơs žymi skirtingais laiko 
intervalais darytas mơginiǐ nuotraukas (laikas nurodytas dešinơje). Skaičiai žymi: 1 – 

m_N∆20_C∆21-his; 2 – m_N∆20_AgE6_C∆21Ti-his; 3 – m_N_C_119::120; 4 – 

m_N_C_119::120_AgE4; 5 – m_C∆81; 6 – m_C∆81_AgD6; 7 – m_C∆81_AgE6; 8 – 

m_C∆81_AgE4; 9 – šviesoje laikytas HEPES buferinis tirpalas su AgNO3; 10 – 

m_N∆20 AgE6_C∆21Ti-his (laikytas tamsoje). 
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3.27 pav. Išgrynintǐ gp053 mutantǐ su tikslinơmis klonavimo vietomis ir jǐ 
pagrindu sukurtǐ hibridiniǐ baltymǐ TEM analizơ prieš (viršuje) ir po 

(apačioje) inkubacijos su AgNO3. Inkubacija vykdyta šviesoje, HEPES buferyje 
(galutinơ koncentracija 10 mM, pH 7,5) su AgNO3 (galutinơ koncentracija 1 mM). 

Raidơs žymi: (A,E) m_N∆20_C∆21-his; (B,F) m_N∆20AgE6_C∆21Ti-his; (C,G) 

m_C∆81; (D,H) m_C∆81_AgE4. 

 

Remiantis literatǌros duomenimis, redukuojant tirpale esančius sidabro 

jonus, vyksta šiuos jonus surišančius peptidus ant savo paviršiaus 

eksponuojančiǐ molekuliǐ biomineralizacija. Dơl šios priežasties keičiasi 

biopaviršiǐ morfologija (Nam et al., 2008). Siekiant Ƴvertinti gp053 pagrindu 

sukurtǐ hibridiniǐ nanostruktǌrǐ galimus morfologijos skirtumus, prieš ir po 

reakcijos su AgNO3, atlikta mơginiǐ TEM analizơ. Nepaisant spalvinơs 

reakcijos metu stebơtǐ spalvos pasikeitimǐ, ryškesniǐ morfologiniǐ pokyčiǐ 

tiek kontroliniǐ (m_N∆20_C∆21-his, m_C∆81), tiek hibridiniǐ baltymǐ 

(m_N∆20AgE6_C∆21Ti-his, m_C∆81_AgE4) struktǌroje po inkubacijos su 

AgNO3, nustatyta nebuvo (3.27 pav.). Kita vertus, abiem minơtaisiais 

hibridiniǐ baltymǐ atvejais, Ƴterpti Ag+
 jonus surišantys peptidai, remiantis 

literatǌros duomenimis, bioinformatine analize ir darbo metu atliktǐ 

eksperimentǐ rezultatais, tikơtina, yra eksponuojami vidinơje nanovamzdeliǐ 

dalyje (1.4, 3.3.1 ir 3.3.2 skyriai). Tokiu atveju morfologiniai nanovamzdeliǐ 

paviršiaus pasikeitimai gali bǌti ir nestebimi. 

Iš kitos pusơs, gp053 pagrindu sukurto hibridinio 

m_N_C_119::120_AgE4, kurio formuojamose struktǌrose, remiantis 

bioinformatine analize, Ag
+
 jonus surišantys peptidai yra eksponuojami 
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išoriniame nanovamzdeliǐ paviršiuje ir kuriǐ mơginyje spalvinơ reakcija buvo 

intensyviausia, TEM analizơs metu tvarkingǐ pavieniǐ nanovamzdeliǐ 

identifikuoti nepavyko. Galima to priežastis – inkubacijos su AgNO3 metu 

vykstantis vamzdeliǐ fizikiniǐ ir -cheminiǐ savybiǐ pasikeitimas (reakcijǐ 

metu visais atvejais stebimas baltymǐ iškritimas Ƴ nuosơdas (3.26 pav) ir dơl to 

susidarančios, tikơtina, hidrofobiškos ir ypač susiagregavusios, TEM analizei ir 

tolimesniems tyrimams netinkamos struktǌros. 

3.3.6 gp053 vamzdeliǐ ir aukso nanodaleliǐ hibridai 

Kaip minơta 1.3 skyriuje, konstruojant nanostrutǌras su jǐ paviršiuje 

esančiomis pageidaujamomis funkcinơmis grupơmis, dơl galimǐ disulfidiniǐ 

ryšiǐ formavimo, taip pat sąveikos su auksu ir biokonjugacijos su tioliui-

selektyviomis medžiagomis, ypač partrauklǌs struktǌrǐ paviršiuje cisteiną 

eksponuojantys baltymai (Peabody, 2003). Bioinformatinơs analizơs metu 

gp053 pirminơje struktǌroje (160, 198, 208 ir 320 pozicijose) identifikuotos 

keturios cisteino aminorǌgštys. Siekiant nustatyti, ar šios aminorǌgštys yra 

išsidơsčiusios išoriniame, ar vidiniame gp053 formuojamǐ nanostruktǌrǐ 

paviršiuje, o tuo pačiu ir siekiant išsiaiškinti, ar jos gali bǌti panaudotos 

konstruojant savaime susirenkančias nanostruktǌras su jǐ paviršiuje 

eksponuojamomis Ƴvairiomis biomolekulơmis, išgryninti gp053 modifikuoti 

biotinu, vơliau inkubuoti su neutravidinu konjuguotomis aukso nanodalelơmis 

(baltymǐ modifikavimas biotinu ir inkubacijos su neutravidinu konjuguotomis 

aukso nanodalelơmis reakcijos atliktos dr. S. Povilonienơs). TEM analizơs 

buvo gautos tvarkingos nanostruktǌros su galuose prisitvirtinusiomis aukso 

nanodalelơmis (3.28 pav.). 
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3.28 pav. Biotinu modifikuoto FV3 gp053, inkubuoto su neutravidinu 

konjuguotomis aukso nanodalelơmis, TEM analizơ. 
 

Kaip matyti iš 3.28 paveiksle pateiktos nuotraukos, dauguma aukso 

nanodaleliǐ yra stebimos vamzdeliǐ galuose, jǐ „lǌžio“ vietose arba ant itin 

trumpǐ ar netaisyklingos struktǌros dariniǐ paviršiaus, tačiau jǐ eksponavimas 

ant tvarkingǐ, ilgǐ nanostruktǌrǐ išorinio paviršiaus santykinai labai nedidelis. 

Šis atrankus aukso nanodaleliǐ pasiskirstymas gali bǌti paaiškinamas tuo, kad, 

gp053 sudơtyje esančios cisteino aminorǌgštys, baltymui polimerizuojantis, 

išsidơsto vidinơje, neutravidinu konjuguotoms aukso nanodalelơms „sunkiai 

pasiekiamoje“ vamzdelio dalyje. Išoriniame paviršiuje cisteinas yra 

eksponuojamas tik vamzdelio galuose, vamzdelio „lǌžio“ vietose arba 

pavieniuose žiedeliuose, t.y. ten, kur TEM nuotraukose ir buvo stebimos aukso 

nanodalelơs. Dơl šios priežasties biotinu modifikuoto gp053 formuojamǐ 

nanostruktǌrǐ tyrimai svarbǌs net tik konstruojant hibridines nanostruktǌras, 

bet ir, pavyzdžiui, ateityje siekiant tvarkingai orientuoti arba imobilizuoti šias 

nanostruktǌras ant tam tikrǐ paviršiǐ. 

 

3.3.7 gp053 mutantǐ oligomerǐ tyrimai 

Remiantis literatǌros duomenimis, bakteriofagǐ uodegơlơs apvalkalo 

monomeriniai baltymai polimerizacijos metu vienas kito atžvilgiu išsidơsto 

taip, kad sudaro heksamerines žiedines struktǌras, kurioms sąveikaujant 
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tarpusavyje suformuojamas uodegơlơs apvalkalas (Leiman et al., 2004; 

Kostyuchenko et al., 2005; Aksyuk et al., 2009; Leiman ir Shneider, 2012). Dơl 

šios priežasties, konstruojant uodegơlơs apvalkalo baltymǐ pagrindu paremtas 

hibridines nanostruktǌras, tiksliniǐ klonavimo vietǐ Ƴvedimas Ƴ tam tikras 

monomerinio baltymo vietas, iš esmơs leidžia sukurti tik homogeniškus 

vamzdelius. Siekiant nustatyti, ar Ƴmanoma gauti hibridinius, gp053 pagrindu 

paremtus vamzdelius, kuriuose bǌtǐ galima kontroliuoti tam tikrǐ peptidǐ ar 

fermentǐ išsidơstymą vamzdelio struktǌroje, (pavyzdžiui, eksponuoti vidinơje 

arba išorinơje vamzdelio dalyje vieną šalia kito kelis skirtingus peptidus ar 

fermentuss) atlikti gp053 duplikatǐ konstravimo darbai bei jǐ formuojamǐ 

struktǌrǐ analizơ. 

Oligomerǐ gavimui pasirinktas gp053 mutantinis baltymas m_N_C, 

turintis tikslines klonavimo vietas baltymo N- ir C-galuose (3.20 pav., 3.2 

lentelơ). Darbo metu sukonstruoti plazmidiniai vektoriai su m_N_C dimerais, 

trimerais, tetramerais, pentamerais ir heksamerais (3.29 pav. C). Atlikta 

m_N_C duplikatǐ raiška E. coli BL21-DE3 laboratoriniame kamiene, visais 

atvejais gauti tirpǌs baltymai (3.29 pav. E). Atlikus iškart po ląsteliǐ suardymo 

surinktǐ m_N_C oligomerǐ TEM analizę, nustatyta, kad tvarkingas, 

vamzdelines struktǌras formuoja tik monomerinis m_N_C (3.30 pav. A). 

m_N_C dimero atveju buvo stebimi pavieniai, negausǌs, ne tokie tvarkingi 

vamzdeliai (3.30 pav. B). Likusieji m_N_C oligomerai formavo tik ypač 

nedidelius vamzdelinius arba netaisyklingos struktǌros baltyminius agregatus 

(3.30 pav. C‒F). 
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3.29 pav. Bakteriofago FV3 gp053 mutanto m_N_C oligomerǐ analizơ. (A) 

Bakteriofago T4 sutrauktos uodegơlơs molekulinis modelis. Žalsva spalva žymi gp15 
formuojamą uodegơlơs vamzdelƳ. Violetinơ ir rudos spalvos žymi du iš 23 gp18 

formuojamǐ heksameriniǐ žiedǐ, sudarančiǐ uodegơlơs apvalkalą. (B) Bakteriofago 

FV3 gp053 pagrindu sukonstruoto hibridinio baltymo m_C∆81_AgD6 formuojamǐ 
struktǌrǐ TEM analizơ. Padidintoje nuotraukoje ‒ vamzdelƳ sudarančiǐ heksameriniǐ 
žiedǐ vaizdas. (C) Darbo metu sukonstruotǐ m_N_C oligomerǐ schematinis vaizdas. 

Pilka spalva žymi natyvaus baltymo aminorǌgštis, oranžinơ ‒ Ƴterptas aminorǌgštis su 
jose esančiomis tikslinơmis konavimo vietomis. (D) Indukuojamos raiškos 

plazmidiniame vektoriuje pET21a klonuotǐ m_N_C genǐ duplikatǐ elektroforezơs 
agaroziniame gelyje analizơ. Fragmentai gauti po inbukacijos su NdeI ir XhoI 
restrikcijos endonukleazơmis. Takeliai žymi: 1 ‒ m_N_C monomeras; 2 ‒ m_N_C 
dimeras; 3 ‒ m_N_C trimeras; 4 ‒ m_N_C tetrameras; 5 ‒ m_N_C pentameras; 6 ‒ 
m_N_C heksameras; M ‒ markeris GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher 

Scientific). Rodyklơs žymi m_N_C oligomerǐ fragmentus. (E) m_N_C sintezơs E. 

coli BL21-DE3 ląstelơse, turinčiose pET21a plazmidę su Ƴterptu m_N_C genu SDS-

PAGE analizơ. Genǐ raiška vykdyta E. coli BL21-DE3 kamiene, indukuojant 0,1 mM 

IPTG ir inkubuojant ląsteles 3 valandas 30 °C temperatǌroje. Paveiksle pateikiamas 
tirpios baltymǐ frakcijos vaizdas, takeliai žymi: 1 ‒ m_N_C monomeras; 2 ‒ m_N_C 
dimeras; 3 ‒ m_N_C trimeras; 4 ‒ m_N_C tetrameras; 5 ‒ m_N_C pentameras; 6 ‒ 
m_N_C heksameras; M ‒ baltymǐ molekulinơs masơs standartas Page Ruler

TM
 

Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Rodyklơs žymi 
rekombinantinius m_N_C duplikatus. 
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3.30 pav. FV3 gp053 mutantinio baltymo su tikslinơmis klovavimo vietomis 

(m_N_C) oligomerǐ formuojamǐ nanostruktǌrǐ susidarymo priklausomybơs 
nuo inkubacijos laiko TEM analizơ. Užrašas viršuje žymi baltymo duplikacijǐ 
skaičiǐ, laikas kairơje nurodo mơginiǐ inkubacijos laiką. Mơginiai laikyti kambario 
temperatǌroje, purtant. 
 

Atliekant gp053 mutantǐ tyrimus, pastebơta, kad kai kuriais atvejais 

tirpǌs baltymai, kurie iškart po ląsteliǐ suardymo taisyklingǐ struktǌrǐ 

neformuoja, praơjus tam tikram laikui in vitro visgi susirenka Ƴ tam tikros 

struktǌros darinius. Atlikus m_N_C oligomerǐ polimerizacijos in vitro tyrimus, 

nustatyta, kad inkubuojant minơtuosius baltymus kambario temperatǌroje 48 

val. ir intensyviai mơginius purtant, m_N_C suformuoja vamzdelines 

struktǌras, kuriǐ dydis ir struktǌros morfologinơs savybơs priklauso nuo 

oligomerus sudarančiǐ baltymǐ skaičiaus (3.30 pav. G, H, I, J, K, L). m_N_C 
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tetramerai ir heksamerai formuoja trumpiausius ir netaisyklingiausios strukǌros 

vamzdelinius darinius, tuo tarpu m_N_C dimerai, trimerai ir pentamerai 

susirenka Ƴ sąlyginai trumpas (iki 200 nm) vamzdelines struktǌras, kuriǐ 

diametras panašus Ƴ natyvaus gp053 formuojamǐ vamzdeliǐ, tačiau struktǌra 

nơra homogeniška – matyti vamzdeliǐ trǌkiai ar linkiai, taip pat struktǌros 

susiaurơjimai ar praplatơjimai. 

Apibendrinant gp053 oligomerǐ tyrimǐ rezultatus, galima teigti, kad 

pirmą kartą buvo Ƴrodyta, jog vamzdelinơs nanostruktǌros gali susirinkti ne tik 

iš monomeriniǐ uodegơlơs apvalkalo baltymǐ, bet ir iš genetiškai sukonstruotǐ 

oligomerǐ. Dơl šios priežasties gp053 mutantiniai baltymai yra patrauklǌs 

kandidatai, konstruojant baltyminius vamzdelius su norimais pakeitimais 

nanostuktǌrose. 
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REZULTATǏ APIBENDRINIMAS 

 

Siekiant sukonstruoti bakteriofagǐ struktǌriniǐ baltymǐ pagrindu 

savaime susirenkančias nanostruktǌras, visǐ pirma buvo identifikuoti ir 

charakterizuoti penki nauji bakteriofagai: Klebsiella sp. infekuojantis 

bakteriofagas RaK2, Arthrobacter spp. fagai ArV1 ir ArV2, bei Escherichia 

coli bakteriofagai FV3 ir NBD2. Nustatyta, kad bakteriofagai RaK2, FV3 ir 

ArV1 priklauso Myoviridae fagǐ šeimai, tuo tarpu fagai ArV2 ir NBD2 yra 

Siphoviridae šeimos atstovai. Visǐ bakteriofagǐ genomai publikuoti NCBI 

duomenǐ bazơje. 

Atlikus genomǐ bioinformatinę analizę, taip pat remiantis proteominơs 

analizơs rezultatais, viso identifikuoti 122 minơtǐjǐ bakteriofagǐ struktǌriniai 

baltymai, 19 iš jǐ pasirinkti detalesniems tyrimams. Šiǐ darbǐ metu buvo 

vykdomas struktǌrinius baltymus koduojančiǐ genǐ klonavimas Ƴ 

indukuojamos raiškos plazmidinius vektorius, gauta genǐraiška E. coli 

ląstelơse ir atlikta baltymǐ formuojamǐ struktǌrǐ TEM analizơ. Nustatyta, kad 

beveik pusơ (devyni) rekombinantiniǐ baltymǐ tirtomis sąlygomis yra netirpǌs, 

likusieji dešimt baltymǐ – tirpǌs, tačiau tik trys iš jǐ in vivo, nesant kitǐ faginiǐ 

baltymǐ, formuoja taisyklingas savitvarkes vamzdelines struktǌras. Tai fagǐ 

RaK2 gp041 ir FV3 gp053, sudarantys bakteriogǐ uodegơlơs apvalkalą bei 

bakteriofago NBD2 uodegơlơs vamzdelio baltymas gp39. Miovirusǐ 

rekombinantiniǐ baltymǐ formuojamǐ nanostruktǌrǐ diametras atitinka 

bakteriofagǐ sutrauktos uodegơlơs diametrą: RaK2 gp041 (~41 nm), FV3 

gp053 (~28 nm). Sifoviruso NBD2 gp39 skersmuo tapatus fago uodegơlơs 

diametrui (~12 nm). Be to, šio rekombinantinio baltymo formuojami 

vamzdeliai ilgiausi (net iki 2–3 µm). Bakteriofagǐ RaK2 ir FV3 nanostruktǌrǐ 

ilgiai siekia atitinkamai iki 750 ir 1000 nm. 

Atliekant detalesnius bakteriofago FV3 gp053 formuojamǐ 

nanostruktǌrǐ tyrimus, optimizuotas nanovamzdeliǐ gryninimas, išsodinant 

amonio sulfatu. Taip pat atlikti nanovamzdeliǐ atsparumo Ƴvairiems aplinkos 

veiksniams tyrimai. Jǐ metu nustatyta, kad rekombinantinio gp053 
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formuojamos nanostruktǌros išlieka morfologiškai nepakitusios: ilgą laiką 

(daugiau nei metus) laikant mơginius buferiniame tirpale 4
 
°C, inkubuojant 16 

valandǐ su tripsinu (0,02 mg/ml) ar 8 M karbamido tirpale, taip pat laikant 

mơginius 30 min. verdančiame vandenyje. 

Tiriant galiniǐ aminorǌgščiǐ svarbą baltymo polimerizacinơms 

savybơms, sukonstruoti 25 gp053 deleciniai mutantai, atlikta mutantiniǐ genǐ 

raiška E. coli ląstelơse, taip pat mơginiǐ TEM analizơ. Nustatyta, kad C-galiniǐ 

aminorǌgščiǐ delecijos turi mažiau Ƴtakos FV3 gp053 susirinkimui Ƴ 

nanostruktǌras nei aminorǌgščiǐ pašalinimas iš baltymo N-galo. gp053 

mutantai nebeformuoja savitvarkiǐ struktǌrǐ nuo N-galo pašalinus 29 a.r., tuo 

tarpu net 100 C-galiniǐ a.r. delecija baltymo polimerizaciniǐ savybiǐ nekeičia, 

netgi priešingai. Atlikus TEM analizę nustatyta, kad gp053_C100 

formuojamǐ nanostruktǌrǐ skersmuo ~32,5 nm, o nanostruktǌrǐ ilgis siekia net 

iki 2000 nm. 

Tiriant papildomai Ƴterptǐ arba pakeistǐ svetimomis aminorǌgščiǐ Ƴtaką 

gp053 polimerizacinơms savybơms, sukonstruota 20 gp053 mutantǐ su 

tikslinơmis klonavimo vietomis baltymo N- ir C-galuose, taip pat baltymo 

vidinơje dalyje. Atlikta mutantiniǐ genǐraiška E. coli ląstelơse, taip pat 

mơginiǐ TEM analizơ. Nustatyta, kad papildomos a.r., Ƴterptos Ƴ mutantiniǐ 

baltymǐ N- arba C-galus, turi didesnę neigiamą Ƴtaką baltymo susirinkimui Ƴ 

tvarkingas nanostruktǌras nei tǐ pačiǐ a.r. Ƴterpimas Ƴ 10 ar 20 a.r. galines 

delecijas turinčiǐ gp053 mutantǐ N- arba C-galines sekas. Dar labiau baltymo 

savybes keičia jo vidinơje dalyje esančiǐ a.r. pakeitimas svetimomis a.r. arba 

papildomǐ a.r. Ƴterpimas: daugeliu atveju gauti arba netirpǌs, arba tvarkingǐ 

struktǌrǐ neformuojantys baltymai, tik m_N_C_119::120 atveju buvo stebimos 

susiformavusios tvarkingos, iki 500 nm ilgio vamzdelinơs struktǌros. 

Darbo metu sukonstruota 13 hibridiniǐ baltymǐ, sudarytǐ iš gp053 arba 

gp053 mutantǐ ir Ƴ baltymo N- ir/arba C-galuose esančias tikslines klonavimo 

vietas Ƴterptǐ sidabro jonus ir titano oksidą surišančiǐ peptidǐ. Taip pat gauti 

trys hibridiniai baltymai, kuriuose sidabro jonus surišantys peptidai buvo Ƴterpti 

Ƴ m_N_C_119::120 tikslinę klonavimo vietą. Atlikta hibridiniǐ baltymǐ raiška 
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E. coli ląstelơse, taip pat mơginiǐ TEM analizơ. Nustatyta, kad peptidǐ 

Ƴterpimas Ƴ baltymo N- arba C-galines sritis (ypač rekombinantiniuose 

baltymuose, turinčiuose nedidelƳ kiekƳ (10–20) pašalintǐ a.r.) tik minimaliai 

paveikia baltymo polimerizavimosi procesą. Tuo tarpu peptidǐ Ƴterpimas Ƴ 

baltymo vidinę dalƳ gerokai sumažina hibridiniǐ baltymǐ saviagregacines 

savybes. Be to, hibridiniǐ baltymǐ formuojamǐ struktǌrǐ morfologija priklauso 

nuo Ƴterpto peptido aminorǌgščiǐ sudơties. Darbo metu taip pat gauti biotinu 

modifikuoti gp053 hibridai su nanovamzdeliǐ galuose prisitvirtinusiomis 

neutravidinu konjuguotomis aukso nanodalelơmis. 

Siekiant nustatyti, ar Ƴmanoma gauti hibridinius, gp053 pagrindu 

sukurtus vamzdelius, kuriuose bǌtǐ galima kontroliuoti tam tikrǐ peptidǐ ar 

fermentǐ išsidơstymą vamzdelio struktǌroje, genetiškai sukonstruoti gp053 

oligomerai bei atlikta jǐ formuojamǐ struktǌrǐ analizơ. Gauti gp053 mutantinio 

baltymo (m_N_C), turinčio tikslines klonavimo vietas baltymo N- ir C-

galuose, dimerai, trimerai, tetramerai, pentamerai ir heksamerai. Atlikta 

mutantiniǐ genǐ raiška E. coli ląstelơse, taip pat mơginiǐ TEM analizơ. 

Nustatyta, kad oligomerai daugeliu atvejǐ tvarkingǐ struktǌrǐ in vivo 

nesuformuoja, tačiau praơjus 48 valandoms nuo mơginiǐ inkubacijos kambario 

temperatǌroje ir esant intensyviam mơginiǐ purtymui, dalis m_N_C duplikatǐ 

susirenka Ƴ vamzdelines, tačiau netvarkingas struktǌras. 
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IŠVADOS 
 

1. Iš 19 tirtǐ struktǌriniǐ bakteriofagǐ virionǐ baltymǐ (RaK2 gp041–gp043, 

gp106, gp107, ArV1 gp15, ArV2 gp05, gp06, gp11, gp15–gp18, gp20, 

gp24, NBD2 gp39, FV3 gp52, gp53), trys rekombinantiniai baltymai 

(RaK2 gp041, NBD2 gp39 ir FV3 gp053) in vivo, nesant kitǐ faginiǐ 

baltymǐ, formuoja savaime susirenkančias, tvarkingas vamzdelines 

stuktǌras. 

2. FV3 rekombinantinio gp053 formuojami nanovamzdeliai – ypatingai 

stabilios ir Ƴvairiems aplinkos veiksniams atsparios struktǌros, kuriǐ 

diametras atitinka fago sutraukto uodegơlơs apvalkalo plotƳ (~28 nm), o 

ilgis varijuoja nuo 10 iki 1000 nm. 

3. C-galiniǐ aminorǌgščiǐ delecijos turi mažiau Ƴtakos FV3 gp053 

polimerizacijos procesui nei aminorǌgščiǐ panaikinimas iš šio baltymo N-

galo. 

4. FV3 mutantiniai gp053 ir jǐ pagrindu sukurti hibridiniai baltymai in vivo 

formuoja nanovamzdelines struktǌras, kuriǐ morfologija priklauso nuo 

pašalintǐ ar Ƴterptǐ a.r. skaičiaus, taip pat jǐ pozicijos baltymo sekoje. 
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