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SANTRUMPOS

a.r. — aminorugstis

ASR — atviras skaitymo rémelis

ATCC — amerikos tipiniy kultiiry kolekcija (angl. American Type Culture
Collection)

CPMYV - kininés pupuolés mozaikos virusas (angl. cowpea mosaic virus)

CPV — Suny parvorirusas (angl. canine parvovirus)

DSMZ — Vokietijos mikroorganizmy ir Igsteliy kultiiry kolekcija

(vok. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)
EDTA — N,N,N',N'-etilendiaminotetraacto rugstis

(angl. ethylenediaminetetraacetic acid)

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

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

gDNR - genominé¢ DNR

HBYV — hepatito B virusas

IPTG — izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozidas

Krio-EM - krioelektroniné mikroskopija

LB — Luria-Bertani terpé

LC-MS/MS - skys¢iy chromatografja-masiy spektrometrija (angl. liquid
chromatography—mass spectrometry)

MCIC — agarizuota terpé (angl. MacConkey-inositol-carbenicillin agar)

MOI - infekcijos daugybiskumas (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 bakteriofagy suspensijos buferinis tirpalas (angl. phosphate
buffer)

PDB — baltymy duomeny bankas (angl. Protein Data Bank)

pDNR — plazmidine DNR

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PLTS — i bakteriofagy uodegéle panasios baltymy perneSimo struktiiros (angl.
phage tail-like protein translocation structures)

PFU — negatyvias lizés zonas formuojantis infekcinis vienetas (angl. plaque
forming unit)

PVX — bulviy virusas X (angl. potato virus X)



SCAI — Simonso citrato agaras su inozitoliu (angl. Simmons citrate agar
innositol)

SDS-PAGE - elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojan¢iomis
salygomis (angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
TCP — uodegélés uzbaigimo baltymas (angl. tail completion protein)

TEM — transmisiné elektroniné mikroskopija

TMP — uodegelés ilgio matavimo baltymas (angl. tape measure protein)
TMYV — tabako mozaikos virusas

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

TrP — uodegélés terminatorinis baltymas (angl. tail terminator protein)
TTC —uodegeélés galiuko kompleksas (angl. tail tip complex)

TTP — uodegelés vamzdelio baltymas (angl. tail-tube protein)

T4 PNK — T4 polinukleotidkinazé

T6SS — VI tipo sekrecijos sistema (angl. type VI secretion system)
VNPs — virusy pagrindu sukurtos nanodalelés (angl. virus-based nanoparticles)



IVADAS

Pastaraisiais deSimtmeciais mokslo ir technologijy srityje ypatingas
démesys skiriamas jvairiy nanostruktiiry, paremty savaime susirenkan¢iomis
biomolekulémis, konstravimui. Tyrimai §ioje srityje nepaprastai svarbis tiek
fundamentiniu pozitriu, tiek dél galimo $iy struktiiry plataus praktinio taikymo
galimybiy pramoné¢je, medicinoje ir daugelyje kity sri€iy (Busseron et al.,
2013; Li ir Wang, 2014; Lee et al., 2016). D¢l Sios priezasties ypac didelé ir
saviagregacijos tyrimuose naudojamy (bio)molekuliy jvairové. Savaime
susirenkanc¢ios nanostruktiiros konstruojamos i§ nukleotidy (Pinheiro et al.,
2011; Zhang et al., 2014), peptidy (Mandal et al., 2014; Sharma et al., 2015),
baltymy (Kostiainen et al., 2013; Glover et al., 2016) bei virusy, iskaitant ir
bakteriofagus (Lee et al., 2012; Molek ir Bratkovic, 2015; Pires et al., 2016).

Bakteriofagy (taip pat ir kity virusy) ar jy struktiiriniy baltymy
naudojimas nanobiotechnologijoje patrauklus ne tik dé¢l Siy mikroorganizmy
struktiriniy baltymy unikaliy fizikiniy, cheminiy ir termodinaminiy savybiy,
kurios iSsivysté dél ilgus metus trukusios evoliucijos, bet ir dél galimybés Siuos
baltymus lengvai modifikuoti tiek cheminiy reakcijy metu, tiek taikant geny
inZinerijos metodus (Pokorski ir Steinmetz, 2011). Be to, Siy daleliy dydis,
kuris svyruoja nuo keliasdeSimties iki keliy tiikstanc¢iy nanometry, taip pat yra
ypac¢ tinkamas nanostruktiiry formavimui (Douglas ir Young, 2006).
Galiausiai, produktyvi §iy nanostruktiiry gamyba, vykdant baltymy raiSka
lastelése, ir patogus gryninimas yra pigiis ir tausojantys aplinkg procesai (Li ir
Wang, 2014).

Nepaisant to, bakteriofagy struktiiriniy baltymy polimerizacijos ir jy
formuojamy nanostruktiiry tyrimai iki Siol vis dar yra atliekami tik su labai
ribotu kiekiu tiriamyjy objekty. Dauguma darby, kuriuose tiriama bakteriofagy
struktiiriniy baltymy praktinio pritaikymo galimybé biosensoriy, energijos
saugojimo prietaisy gamyboje, nanobiopolimery sintez¢je, audiniy inZinerijoje
ir dar daugelyje kity sriciy, yra atliekami naudojant bakteriofaga M13 (Moon et

al., 2015; Pires et al.,, 2016). Taip pat tirtas ir savaime susirenkanciy



nanostruktiiry konstravimas naudojant bakteriofagy T4 (Daube et al., 2007;
Yokoi et al.,, 2010), P22 (Bhardwaj et al.., 2008) ar phi29 (Guo, 2005)
struktiirinius baltymus.

Kita vertus, daugybé bakteriofagy struktiriniy baltymy S$iuo metu net
néra nustatyti arba nors ir yra Zinoma (spéjama) jy funkcija, taciau detalesni
tyrimai vis dar néra atlikti. Siekiant bent i§ dalies pakeisti esamg situacija, Sio
darbo metu buvo vykdoma naujai iSskirty bakteriofagy struktiiriniy baltymy,
formuojanciy savaime susirenkancias nanostruktiiras, paieska ir jy formuojamy
struktiiry tyrimai. Taip pat bakteriofagy struktiiriniy baltymy pagrindu buvo

konstruojami hibridiniai baltymai bei tiriamos jy formuojamos struktiiros.

Darbo tikslas
Panaudoti bakteriofagy struktiirinius baltymus tikslingam savitvarkiy

hibridiniy nanostruktiiry konstravimui.

UZdaviniai

1. Identifikuoti ir charakterizuoti naujus bakteriofagus bei jy strukttrinius
baltymus.

2. Nustatyti, kurie i identifikuoty struktiiriniy baltymy yra tinkami
savitvarkiy nanostruktiiry konstravimui in vivo ar in vitro.

3. Sukonstruoti bakteriofagy struktiiriniy baltymy mutantus ir iStirti jy
formuojamas nanostruktiiras.

4. Panaudojant bakteriofagy struktirinius baltymus sukonstruoti hibridinius

baltymus ir iStirti jy formuojamas nanostruktiiras.

Mokslinis naujumas ir praktiné reikSmé

Darbo metu identifikuoti ir charakterizuoti 5 nauji bakteriofagai.
Paskelbus Klebsiella bakteriofago RaK2 genomg NCBI duomeny bazéje, tai
buvo didziausig genoma turintis Klebsiella sp. infekuojantis bakteriofagas su
pilnai nustatyta genomo seka bei antras pagal publikuoto genomo dydj
bakterijas infekuojantis virusas. Pirmg karta NCBI duomeny bazé¢je buvo

publikuota ir Arthrobacter fago genomo seka (ArV2). Tuo tarpu bakteriofagas



ArV1 buvo pirmasis Arthrobacter sp. genties bakterijas infekuojantis
Myoviridae Seimos bakteriofagas su NCBI duomeny bazéje paskelbta genomo
seka. Darbo metu atlikti bakteriofagy morfologijos, fiziologijos, genomy
bioinformatinés analizés ir daugelis kity tyrimy yra ypac¢ svarbis gilinant
teorines zinias apie bakteriofagy jvairove, jy tarpusavio rySius bei praktinio
pritaikymo galimybes jvairiose srityse.

Nors bakteriofagy wuodegélés apvalkalo baltymy formuojamy
nanostruktiiry tyrimai vykdomi jau ilga laikg (dauguma darby atlikta su E. coli
bakteriofagu T4), taiau jy metu, 1§ esmés, buvo atlieckami tik natyviy ar
mutantiniy rekombinantiniy baltymy polimerizavimosi ir jy formuojamy
struktiry tyrimai. lki Siol, miisy duomenimis, literatiiroje duomeny apie
bakteriofagy uodegelés apvalkalo baltymo pagrindu sukurty hibridiniy baltymy
panaudojimg konstruojant savaime susirenkancias nanostruktiiras nebuvo
skelbta. D¢l Sios priezasties darbo metu gauty bakteriofago FV3 gp053
pagrindu sukurty hibridiniy baltymy tyrimai ypac svarbiis ieSkant naujy,
alternatyviy biomolekuliy nanostruktiiry sintezei.

Darby su bakteriofago NBD2 gp39 metu pirmg kartg jrodyta, kad
bakteriofago rekombinantiniai uodegelés vamzdelio baltymai in vivo, net ir
nesant iniciacinio baltymy komplekso, polimerizuojasi  tvarkingos struktiiros,
lankscias ir ypa¢ ilgas (net iki 3 pm) vamzdelines struktiiras. Sie rezultatai
svarbiis ne tik konstruojant naujy bakteriofagy struktiiriniy baltymy pagrindu
paremtas savitvarkes struktiiras, kurios ateityje galéty biiti pritaikytos jvairiose
nanobiotechnologijos srityse, bet ir suteikia naujy ziniy apie bakteriofagy

uodegeles vamzdelio baltymy savybes.



Ginamieji teiginiai

1.

Rekombinantiniai Klebsiella bakteriofago RaK?2 gp041, taip pat Esherichia
bakteriofagy NBD2 gp39 ir FV3 gp053 in vivo, nesant kity faginiy
baltymy, formuoja savaime susirenkancias, tvarkingas vamzdelines
stuktiras.

Fago FV3 rekombinantinio gp053 formuojami nanovamzdeliai — jvairiems
aplinkos veiksniams ypatingai atsparios struktiiros.

C-galinly aminoriigS§ciy delecijos turi maziau jtakos FV3 gp053
polimerizacijos procesui nei aminoriig§¢iy panaikinimas i$ §io baltymo N-
galo.

FV3 mutantiniai gp053 ir jy pagrindu sukonstruoti hibridiniai baltymai
formuoja nanovamzdelines struktiiras, kuriy savybés priklauso nuo
pasalinty ar jterpty aminoriigS¢iy skaiciaus, taip pat jy pozicijos baltymo

sekoje.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Bakteriofagy jvairové, identifikavimas ir charakterizavimas

Bakteriofagai (fagai) — virusai, infekuojantys bakterijas. Fagai, kaip ir
eukarioty (augaly, gyviny ir gryby) virusai, pasizymi didele funkcine ir
struktiirine jvairove. Tipin¢ bakteriofago struktiirg sudaro nukleoriigstis ir ja
gaubiantis iSorinis baltyminis sluoksnis — kapsidé. Baltyminé¢ struktiira apsaugo
viruso geneting medziagg nuo neigiamy aplinkos veiksniy ir uztikrina efektyvy
jos patekimg ] infekuojamos bakterijos vidy. Kita vertus, kai kurie
bakteriofagai be nukleoriig8¢iy ir baltymy dar turi ir fosfolipidinj bisluoksnj,
kuris dengia baltyming kapside i§ iSorés ir yra reikalingas viriono patekimui
arba pasiSalinimui 1§ lgstelés Seimininkés ] iSorin¢ aplinkg. Kai kuriy virusy
lipidinis bisluoksnis yra kapsidés vidinéje dalyje, pavyzdziui, Tectiviridae
Seimos faguose (Bamford, 2005). Bakteriofagy genetin¢ medziaga yra DNR
(daugumos) arba RNR,viengrandininé arba dvigrandinin¢ forma, Ziedin¢ arba
linijing, su grandinés galuose prisitvirtinusiais baltymais arba be jy (Ackerman,
2005).

Fagai yra labai placiai paplit¢ ir randami visose Seimininky uzimamose
niSose: dirvozemyje, vandenyje, gyviny virSkinamajame trakte ir kitose
bakterijy aptikimo vietose. Bendras juy skaicius biosferoje gali svyruoti nuo
10% iki 10* vnt. (Kutter ir Sulakvelidze, 2005). Dirvozemio méginiuose fagy
koncentracija gali siekti iki 10° vnt/g, vandens ekosistemose — nuo 10* iki 10°
vnt/ml, o infekuoty bakterijy skaicius sudaryti iki 70 % (Wommack ir Colwel,
2000; Weinbauer, 2004; Suttle, 2005). Bakteriofagai atlieka svarby vaidmen;j
mikroorganizmy ekologijoje ir, manoma, yra pagrindiné varomoji jéga,
kurianti bakterijy populiacijy genetine jvairove (Abedon, 2008; Clokie et al.,
2011).

Tarptautinis virusy taksonomijos komitetas — ICTV (angl. International
Committee on Taxonomy of Viruses) yra nustatgs tam tikrus kriterijus, kuriais
remiantis atlieckamas naujy prokarioty virusy (bakteriofagy bei archéjas

infekuojanéiy virusy) identifikavimas ir charakterizavimas. Siy procediiry metu
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gali biiti atsizvelgta net j 70 virusy savybiy, iskaitant: nukleoriigsties prigimtj,
viriono morfologija, fizikines bei chemines savybes, bakteriofagy
inaktyvacijos veiksnius, fagy viriony replikacijos, susirinkimo mechanizmus,
fiziologines savybes (vystymosi temperatirg, lgsteliy Seimininkiy rata,
vystymosi ciklo tipg) (Ackerman, 2009). Vis délto, nukleoriigs¢iy prigimtis ir
bendra morfologija Siuo metu yra patys svarbiausi kriterijai, i§ esmés
lemiantys, kokiai Seimai ar kitam taksonominiam rangui bus priskiriami
konkretiis bakteriofagai (Ackerman, 2009). Siuo metu Zinomos prokarioty
virusy Seimos ir joms budingi morfologiniai poZymiai bei genetines

informacijos tipai pateikiami 1.1 paveiksle.

oy —e

Fusellovindase Lipothixvirdae
( ) LU
Globuiovindae Rudivindee

(O N ——
e ma-

Inovindee
LTSI T LRt siey

Prectrovirus @
N

Inovirus

] "dgRNR ‘ vgRNR (+) |

’ '..‘Q'm ¢ 100 nm
o Leviviridae

1.1 pav. Bakterijas ir archéjas infekuojanciy virusy taksonominés grupés.
Paveikslas sudarytas remiantis King et al. pateikiama informacija (King et al., 2011).

Prokarioty virusai — pati skaitlingiausia virusy grupé, kurig sudaro

virusai, infekuojantys bakterijas (bakteriofagai) ir virusai, infekuojantys
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archéjas. Nuo 1959 iki §iy dieny morfologiskai charakterizuota beveik 6300
prokarioty virusy, jskaitant 6196 bakteriofagus ir 88 archéjy virusus
(Ackerman ir Prangishvili, 2012). Idomu tai, kad absoliuti dauguma Siy
prokarioty virusy (96,3 %) turi uodegéle (dauguma jy — bakteriofagai) ir tik
230 (3,7 %) yra poliedriniai, filamentiniai ar pleomorfiniai virusai (dauguma
infekuoja archéjas) (Ackerman ir Prangishvili, 2012). Remiantis 2011 metais
ICTV pateikta bakteriofagy klasifikacija, bakteriofagai infekuoja 179 bakterijy
gentis, o patys yra priskiriami 10 bakteriofagy Seimy. Trys pagrindinés
bakteriofagy Seimos, kuriy atstovai turi uodegéle, sudaro vadinamyjy
uodeguotyjy fagy grupe — Caudovirales. Likusios septynios bakteriofagy
Seimos yra labai negausios ir kartais turi tik po vieng atstova (King et al.,
2011).

Uodeguotieji bakteriofagai, manoma, yra vieni seniausiy $iuo metu
zinomy virusy. Siy fagy genetiné medZiaga yra dvigrandininé DNR, o galvuté
— arba iStjsusio, arba taisyklingo ikosaedro formos. Prie §iy struktiry tvirtinasi
filamentiné¢ uodegelé, kuri yra spiralinés simetrijos ir i§ esmeés apriipinta
fiksuojan€iomis struktiromis: bazinémis plokstelémis, spygliais, ataugélémis.
Seimininkiy pavirSiniy baltymy ir infekuoja jas virionui liekant iSorinéje
aplinkoje:j lasteliy vidy patenka tik fago DNR ir jos replikacijos iniciacijai
reikalingi baltymai. Nauji fagai susirenka per kompleksa etapy, kuriy metu
fagy DNR jterpiama ] jau i§ anksto susiformavusias kapsides (Ackerman,
2005; Ackerman, 2009).

Uodeguotieji fagai pasizymi didele viriony dydzio ir struktiiros, DNR
ilgio ir sudéties, genomo struktiiros, baltymy, antigeniniy ir biologiniy savybiy
jvairove. Fagai gali biiti virulentiniai arba nuosaikieji. Remiantis fagy
uodegéeliy morfologija, yra iSskiriamos 3 uodeguotyjy fagy Seimos: Myoviridae
(uodegelés ilgos ir susitraukiancios), Siphoviridae (uvodegélés ilgos ir
nesusitraukiancios) ir Podoviridae (trumpos uodegelés) (Ackerman, 2003).

Mpyoviridae. Uodegele susideda i§ kaklelio, susitraukiancio apdangalo ir

centrinio vamzdelio. Miovirusai paprastai yra didesni uz Siphoviridae ir
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Podoviridae  Seimy  atstovus, jskaitant didziausius ir  labiausiai
evoliucionavusius virusus. Myoviridae Seimos bakteriofagai sudaro apie 25 %
uodeguotyjy prokarioty virusy.

Siphoviridae. Uodegélé ilga, nesusitraukianti, lanksti.. Sifovirusai yra
skaitlingiausia Zinomy uodeguotyjy fagy grupe, turinti vir§ 3600 atstovy (57 %
uodeguotyjy prokarioty virusy).

Podoviridae. Uodegélé trumpa ir nesusitraukianti. Manoma, kad
podovirusai yra labiau susije su sifovirusais negu su miovirusais. Podoviridae
Seimos fagai sudaro apie 14 % visy Zinomy uodeguotyjy prokarioty virusy

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

1.2 Bakteriofagy praktiné taikomoji reik§mé

Bakteriofagy praktinio pritaikymo galimybémis imta dométis tuoj po jy
atradimo dar XX a. pirmojoje puse¢je. Eksperimenty, o véliau ir klinikiniy
darby metu jie buvo naudojami kaip viena 1§ priemoniy kovojant su
patogeninémis, jvairias ligas sukelian¢iomis bakterijomis, taciau dél
prieStaringy gydymo rezultaty ir antibiotiky, kaip galimai perspektyvesniy
vaisty, atradimo Vakary Salyse susidomeéjimas fagy terapija sumenko, o véliau
ir visiSkai i8nyko (Carlton, 1999; Kropinski, 2006). Vis d¢lto, pastaruoju metu
did¢jantis bakterijy atsparumas antibiotikams vercia ieSkoti naujy, efektyviy
Sios problemos sprendimo biidy. Vienas jy galéty biti ir natiraliai esanciy
gamtoje arba genomy modeliavimo ir inZinerijos metodais sukurty ,,geresniy‘
fagy praktinis pritaikymas medicinoje, veterinarijoje, maisto pramonés ir kitose
zemés tkio 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 Zymenys greitam patogeny identifikavimui (Yim et al.,
2009; Schofield et al., 2012; Schmelcher ir Loessner 2014). Ypac tai aktualu
dirbant su tokiomis antibiotikams atspariomis bakterijomis kaip MRSA
(Guntupalli et al., 2008) arba létai auganciomis kultiromis, pavyzdZiui,

Mycobacterium tuberculosis (Barman ir Gadre, 2007).
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Kita vertus, dél savity morfologiniy, fizikiniy, cheminiy ir genetiniy
ypatybiy bakteriofagai yra ypac¢ patogios modelinés sistemos molekulinés
biologijos, biochemijos ar biotechnologijos tyrimuose. Nuo pat 1940-yjy Sie
bakterijy virusai buvo vieni svarbiausiy jrankiy plétojant moderniajg genetika
ir molekuling biologija. Pasitelkiant fagus T2 ir T4 buvo jrodyta: DNR, kaip
pagrindinés genetinés medziagos, egzistavimas, genetinio kodo tripletiSkumas,
nuo Sviesos priklausantys ir nepriklausantys DNR atstatymo mechanizmai,
DNR restrikcija ir modifikacija, rekombinacijos svarba DNR replikacijoje,
jvesta geno sgvoka, atrasta iRNR, savaime iSsikerpantys prokarioty intronai
(Miller et al., 2003). Bakteriofagai yra naujy, potencialiai naudingy jvairiose
mokslo ir Zmogaus gyvenimo srityse fermenty ir kity makromolekuliniy
junginiy Saltinis (Drulis-Kawa et al., 2015; Schmelcher ir Loessner, 2016).
Bakteriofagy pagrindu kuriamos struktiiros, skirtos diagnostikai, vakciny
perneSimui (Pumpens et al., 2016; Karimi et al., 2016), taip pat geny raiskos
vektoriai (Chauthaiwale et al., 1992; Seow ir Wood, 2009). Naudojant fagy
ekspozicijos sistemas (svetimo (poli)peptido eksponavimas ant bakteriofago
pavirSiaus) vykdoma ne tik naujy, tam tikromis savybémis pasizyminciy
peptidy paieska (Vodnik et al., 2011; Nicastro et al., 2014), bet ir kuriamos
vakcinos (Bazan et al.,, 2012), biosensoriai (Lee et al., 2013) ar pernasos
sistemos, skirtos, pavyzdziui, vaisty nukreipimui j konkrety taikinj ar véZinio

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

1.3 Virusiniy baltymy pagrindu paremty nanostruktury

konstravimas

Pastaraisiais deSimtmeciais mokslo ir technologijy srityje ypatingas
démesys skiriamas jvairiy nanostruktiiry, paremty savaime susirenkanc¢iomis
biomolekulémis, konstravimui. Tyrimai Sioje srityje nepaprastai svarbis tiek
fundamentiniu poziiriu, tiek dél Siy struktiiry praktinio taikymo galimybiy
pramonéje, medicinoje ir daugelyje kity sri¢iy (Busseron et al, 2013; Li ir
Wang, 2014; Lee et al, 2016). Nepaprastai didel¢ ir biomolekuliy, kurios

naudojamas nanostruktiiry konstravimui, jvairové. Vienos jy — nukleotidai.
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Pastarieji nanobiotechnologijoje ypac paklausts dél jy hibridizaciniy savybiy ir
lengvo paruoSimo. Be to, priklausomai nuo pasirinktos nukleotidy sekos, gali
biti kei¢iamos ir jy formuojamos topologinés struktiiros: 1§ atitinkamai
sumodeliuoty DNR grandiniy gaunamos juostinés, superspiraliniy ziedy ar
trikampés struktiiros (Han et al., 2010; Seeman, 2010; Pinheiro et al, 2011;
Zhang et al, 2014). Kitos biomolekulés, turin¢ios naudingas biologines ir
chemines charakteristikas, reikalingas savaime susirenkanc¢iy nanostruktiiry
konstravimui, — peptidai. Peptidai gali biiti sintetinami dirbtinai ir, naudojant
biokonjugacine technikg, jungiami su organinémis molekulémis, tokiu biidu
1Ssaugant jy biologinj katalizinj aktyvuma ir specifinj atpazinimg (Mandal et al,
2014; Sharma et al, 2015). Konstruojant nanostruktiiras taip pat daznai
naudojami ir baltymai. Pastaryjy cheminés savybés, priklausan¢ios nuo
antriniy molekuliniy sgveiky (vandeniliniy rysiy, elektrostatiniy ir hidrofobiniy
sgveiky), leidzia naudoti baltymus kaip pagrindg gaminant apibréztos
geometrijos nanomedziagas (Kostiainen et al., 2013; Glover et al., 2016).
Galiausiai, virusai (jskaitant bakteriofagus) taip pat yra puikus pasirinkimas
hibridiniy nanomedZiagy sintezéje (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 virusy ar jy struktiiriniy baltymy pagrindu sukurty
nanodaleliy (angl. virus-based nanoparticles (VNPs)) privalumus konstruojant
nanostruktiiras, galima pabrézti keleta dalyky. Pirmiausia — $iy daleliy dydis.
Jis svyruoja nuo keliasdeSimties iki keliy tikstan¢iy nanometry, todél yra ypac
tinkamas nanostruktiiry formavimui (Douglas ir Young, 2006). Antra, Siy
struktiry homogeniskumas, kadangi jos yra sintetinamos gyvose lastelése,
turiniose mechanizmus tiksliai produkto kokybés kontrolei (Bukau et al,
2006). Trecia, virusai ar jy pagrindu sukurtos struktiiros, siekiant jgyti naujas
funkcines savybes, gali biiti modifikuojami tiek cheminiy reakcijy metu, tiek
taikant geny inzinerijos metodus (Pokorski ir Steinmetz, 2011). Galiausiai,

efektyvi Siy nanostruktiiry gamyba, vykdant baltymy raiska lgstelése, ir
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patogus gryninimas yra pigiis ir tausojantys aplinkg procesai (Li ir Wang,
2014).

Virusiniy struktiriniy baltymy produkcija gali biiti vykdoma naudojant
bakterijy, mieliy, vabzdziy ar augaly raiSkoss sistemas, taip pat pasitelkiant
belasteling baltymy sinteze in vitro (Wen ir Steinmetz, 2016). Nors virusiniy
baltymy raiSkaibakterijose gali biiti naudojamos ir tokiy bakterijy kaip,
pavyzdziui, Pseudomonas fluorescens raiskos sistemos (Phelps et al., 2007),
visgi placiausiai paplitusi, lengvai kontroliuojama ir greita baltymy produkcija
vykdoma Escherichia coli lastelése (Rosano ir Ceccarelli, 2014). Vykdant
geny raiSkg bakterijose, 1 vamzdelines ar sferines struktiiras savaime susirinko
bakteriofagy T4 (Aksyuk et al., 2009), phiKZ (Aksyuk et al., 2011), SPP1
(Langlois et al., 2015) ar MS2 (Pickett ir Peabody, 1993), taip pat augaly
tabako mozaikos viruso (TMV) (Hwang et al., 1994) ar Zinduoliy hepatito B
viruso (HBV) (Birnbaum ir Nassal, 1990) struktiiriniai baltymai. Deja, dalis
zinduoliy virusy baltymy, naudojant S§ig sistemg, lieka netirpts, todel
vykdomas jy surinkimas in vitro arba naudojamos eukariotinés geny
raiSkossistemos. Pastarosios net tik padidina eukariotiniy baltymy tirpuma, bet
ir atlieka tokias potransliacines modifikacijas kaip glikozilinima, disulfidiniy
ry$iy formavimg ir proteolitin] apdorojimg (Celik ir Calik, 2012; Webster ir
Thomas, 2012). Dazniausiai naudojamos mieliy Saccharomyces cerevisiae ar
Pichia pastoris raiSkos sistemos (Freivalds et al., 2006), tafiau virusiniy
baltymy dauginimui gali biti pasitelktosir vabzdZiy lasteliy kulttros. Kandyse
Spodoptera frugiperda ir Trichoplusia ni bakulovirusy pagrindu sukurtos
sistemos naudojamos vabzdziy (FHV), augaly (CPMV) ir zinduoliy (CPV,
HPV) virusy struktiirinius baltymus koduojanciy geny raiskai (Felberbaum,
2015). Augaly virusy (CPMV, PVX ar TMV) nanodaleliy produkcijai daZnai
naudojamos paciy augaly raiSkos sistemos (Saunders et al., 2009). Galiausiai,
kaip alternatyva virusiniy baltymy produkcijai in vivo, gali biiti pritaikytos ir
belastelinés sistemos. kuriose 1gsteliy transkripcijos ir transliacijos sistemos in
vitro yra naudojamos, pavyzdziui, norint gauti nanostruktiras formuojancius,

taCiau lasteléms toksiSkus baltymus (Smith et al., 2014).
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Siekiant sukurti efektyvesnes, konkrefiam tikslui ar, prieSingai,
platesniam pritaikymui skirtas virusines nanostruktiiras, atlieckamas jy
modifikavimas. DazZniausiai tai daroma pasitelkiant geny inZinerijos,
biokonjugacijos, biomineralizacijos metodus ir savaiminj daleliy susirinkima
(Wen ir Steinmetz, 2016). Atliekant tiesioging nanomedZiagy sintez¢ arba
perkeliant prie§ tai sukurtas nanomedZiagas j/ant virusiniy nanostruktiry,
modifikuojamas tiek vidinis, tiek iSorinis nanostruktiiry pavirsius (Li ir Wang,
2014).

Konstruojant  nanostruktiras su jy  pavirS§iuyje  esanciomis
pageidaujamomis funkcinémis grupémis, taikant geny inZinerijos metodus,
atlieckamas nukleotidy sekos pakeitimas, iterpimas arba pasalinimas (Chatterji,
2004; Strable et al, 2008). Siuo atveju, dél galimy disulfidiniy rysiy
formavimo, taip pat sgveikos su auksu ir biokonjugacijos su tioliui atrankiomis
medziagomis, ypac patrauklis cisteino mutantai (Peabody, 2003). Be pavieniy
aminorigScly modifikacijy, atlickamas ir didesnis jy skaiciaus pakeitimas,
pavyzdziui, gryninimui ar aukso, gelezies oksido nanodaleliy prisitvirtinimui
skirty inkary (Shen et al., 2015), trumpy peptidy, jskaitant vakciny epitopus
(Dalsgaard et al., 1997), ir receptoriy taikiniy (Merzlyak et al., 2009)
eksponavimas ant virusiniy nanostruktiiry pavirSaus. Taip pat demonstruotas ir
baltymy ar jy domeny jterpimas ] baltymo seka (Shukla et al., 2014; Uhde-
Holzem et al., 2016), sukonstruoti keliy virusy apvalkalo baltymus turintys
hibridiniai virusai (Dickmeis, 2015).

Visgi, konstruojant savaime susirenkanc¢iy virusiniy baltymy pagrindu
paremtas vamzdelines nanostruktiiras, daugeliu atveju tyrimai atlieckami su
bakteriofago M13 arba jam artimai giminingy filamentiniy fagy, taip pat TMV
arba CPMW virusy baltymais. Tuo tarpu literatiroje skelbiamy duomeny apie
hibridiniy baltymy konstravimui naudojamus bakteriofagy uodegélés apvalkalo

baltymus iki $iol, miisy duomenimis, nebuvo skelbta.
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1.4 Myoviridae bakteriofagy uodegélés apvalkalas

Bakteriofagy uodegélée — sudétinga kompleksiné makromolekuline
masina, atsakinga uz lasteliy Seimininkiy atpazinimg, prisitvirtinimg bei
prasiskverbima pro lasteliy apvalkala. Si struktiira bakteriofago infekcijos metu
suformuoja kanalg, kuriuo ] lgstelés-Seiminikés citoplazmag yra perneSama
bakteriofago kapsidéje esanti genominé DNR ir baltymai.

Myoviridae Seimos bakteriofagy ilga ir susitraukianti uodegélé yra
sudaryta i§ bazinés plokStelés (angl. baseplate), vidino centrinio vamzdelio
(angl. tail tube), iSorinio susitraukian¢io apvalkalo (angl. tail sheath) ir
terminacinio komplekso (angl. termination complex) (1.2 pav.) (Leiman et al.,
2010). Terminacinis kompleksas pritvirtina uodegéle prie fago galvutés per
viename 1§ 12 pentameriniy kapsidés virStiniy esant] uodegele-galvute jungiantj
baltyma (angl. head-to-tail connector protein). Tuo tarpu baziné plokstele turi
prie lastelés Seimininkés prisitvirtinti padedancias struktiras (angl. receptor
binding proteins (RBPs)). Pastarosioms prisijungus prie bakterijy pavirSiaus,
keiciasi bazinés plokstelés konformacija, kuri, savo ruoztu, skatina uodegéles
apvalkalo susitraukimg. Uodegé¢lés apvalkalas susitraukia perpus ar net
daugiau savo pradinio ilgio (tokiu biidu priartindamas visg fago dalele ar¢iau
lastelés) tvirtas, nelankstus vidinis uodegélés vamzdelis jstumiamas per Igstelés
pavirsiaus struktiiras. Siuo vamzdiniu kanalu j lastelés $eiminikés citoplazma
yra perneSami bakteriofago kapsidéje esantys baltymai ir genominé DNR

(Leiman ir Shneider, 2012).
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Kapsidé

Uodegélés
vamzdelis
Uodegélés
<« apvalkalas

RBP RBP

Baziné plokstelé

1.2 pav. Myoviridae bakteriofago struktiira. (A) Susitraukiancios fago uodegélés
pagrindiniy komponenty schematinis vaizdas. (B, C) Bakteriofago T4 su iStesta ir
sutraukta uodegele krioelektroninés mikroskopijos (krio-EM) rekonstrukcija (Fokine
et al.,, 2004; Leiman et al., 2004; Kostyuchenko et al., 2005; Leiman ir Shneider,
2012).

Vidutinis bakteriofagy susitraukian¢iy uodegeliy diametras yra ~22 nm,

bet gerokai skiriasi jy ilgis, kuris siekia nuo 100 iki 450 nm. Nepaisant
santykinai didelio dydzio, susitraukianti uodegélé yra pakankamai paprasta,
kadangi pagrindiné jos dalis yra pasikartojanti struktira, sudaryta i§ dviejy
baltymy — vidinio vamzdelio ir i$orinio susitraukian¢io apvalkalo. Sie baltymai
elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje (SDS-PAGE) paprastai formuoja dvi
pagrindines baltymy  juostas ir tarnauja kaip pavyzdiniai
zymenysidentifikuojant panaSias, susitraukiancias uodegelés apvalkalo
struktiras (Leiman ir Shneider, 2012). Myoviridae bakteriofagy uodegelés
apvalkalo baltymo molekuliné mas¢ svyruoja nuo ~40 iki ~80 kDa, o
dazniausiai sutinkami yra ~45 kDa dydZzio uodegélés apvalkalo baltymai
(Leiman ir Shneider, 2012).

Siuo metu detaliausiai istirta bakteriofago T4 uodegélés apvalkalo,
sudaryto 18gpl8 subvienety, struktiira. Rekombinantiniai gpl8 formuoja
jvairaus ilgio, nehomogeniSkas polimerines apvalkalines struktiiras (angl.
polysheaths), kurios néra tinkamos kristalinés strukttiros nustatymui (King,
1968). D¢l Sios priezasties, nepaisant to, kad tyrimai Sioje srityje atlickami jau

daugelj mety (Coombs ir Arisaka, 1994; Leiman et al., 2010), gp18 kristaliné
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struktira nustatyta palyginti neseniai, sukonstravus polimeriniy struktiiry
neformuojantj gpl8M mutanta (Aksyuk et al., 2009). Sis baltymas yra
sudarytas 1§ % normalaus baltymo (mutantas, neturintis 20 N-galiniy ir 160 C-
galiniy a.r. liekany, kurios formuoja domeng I) (Kuznetsova et al., 1998;
Poglazov et al., 1999). Atlikus gp18M kristalografing analize, nustatyta, kad
bakteriofago T4 uodegelés apvalkalo baltymas sudarytas i§ keturiy, vienas 1
kitg jsiterpianciy domeny. Domenas IV yra jsiterpes tarp 97 ir 189 a.r. liekany,
kurios priklauso kilpai, jungian¢iai dvi domeno III B-juostas. Domenas III
jsiterpes tarp 87 ir 346 a.r. | domeno II kilpg. Tuo tarpu domenas II jsiterpes |
nenustatytos kristalinés struktiiros domeng I, sudarytg 1§ baltymo N- ir C-
galiniy a.r. liekany (Leiman ir Shneider, 2012). T4 pagrindinio uodegelés
baltymo struktiira ir schematinis domeninés organizacijos vaizdas pateikiami

1.3 pav.

A B

Domenas |

Vidus 1Soré

1.3 pav. T4 uodegélés apvalkalo baltymo (gp18) struktiira (A) ir schematinis
domeninés organizacijos vaizdas (B). Domenai I, II, III ir IV yra nuspalvinti
atitinkamai violetine, mélyna, Zalia ir raudona spalva. Domenas I, kurio kristaliné
struktiira néra nustatyta, pateikiamas kaip violetinis staiakampis, 1 ji isiterpusi N-
galiné seka paZyméta geltonai. Rodyklé Zemiau schematinés diagramos Zymi gp18
orientacija uodegeélés aSies atzvilgiu. Paveikslas sudarytas remiantis Leiman ir
Shneider pateikiama informacija (Leiman ir Shneider, 2012).

Taikant krio-EM nustatyta, kad T4 gpl8 domenas I saveikauja su
uodegelés vamzdeliu ir sudaro viding uodegélés apvalkalo Serdj, domenai II ir
IIT tik i§ dalies atsiduria uodegelés apvalkalo iSoréje, o domenas IV formuoja
didzigja dalj iSorinio uodegelés apvalkalo pavirSiaus. (Leiman et al., 2004;

Kostyuchenko et el., 2005; Leiman ir Shneider, 2012). T4 uodeg¢lés
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apvalkalas sudarytas i§ aplink uodegelés vamzdelj spirale susisukanciy ir SeSias
vijas suformuojanciy 138 gp18 subvienety (kiekviena vija sudaryta 1§ 23 gp18
subvienety) (Leiman et al., 2004). IStestos konformacijos apvalkalo skersmuo
yra 24 nm, ilgis 92,5 nm, vijos Zingsnis ir siikis atitinkamai 4,06 ir 1,72 nm
(Kostyuchenko et al., 2005) (1.4 pav.). Kiekvienas gpl8 subvienetas
sgveikauja su keturiais Salia esanCiais baltymais: dviem gretimos vijos
baltymais (tarpvijiniai kontaktai) ir dviem, esanciais toje pacioje vijoje
(viduvijiniai kontaktai).

Apvalkalui susitraukus, jo skersmuo padidéja iki 33 nm, ilgis sumazéja
iki 42 nm, pasikeicia ir vijos Zingsnis (1,64 nm) bei siikis (3,29 nm) (Leiman et
al., 2004). Kiekvienas i gp18 subvienety nuo uodegélés asies pasislenka apie
~5 nm ir pakrypsta apie ~45°, taCiau Zymesni baltymo domeninés struktiiros
poky¢€iai nevyksta, pats baltymas juda kaip vientisas kiinas (Aksyuk et al.,
2009). Apvalkalo susitraukimo metu, tg pacig vija sudaranciy gp18 subvienety
domenai I lieka susijungeg, tokiu budu yra iSsaugoma apvalkalo spiraliné
struktira. Tuo tarpu domenai II-IV suformuoja naujus rySius (1.4 pav.),
sgveikos pavirsius tarp gpl8 molekuliy padidé¢ja apie keturis kartus (Aksyuk et
al., 2009). D¢l Sios priezasties susitraukes uodegelés apvalkalas yra labai
stabili ir jvairiems aplinkoms veiksniams atspari strukttira (Aksyuk et al., 2009;

Leiman ir Shneider, 2012).
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1.4 pav. IStesto ir sutraukto T4 uodegélés apvalkalo krio-EM rekonstrucija.
Paveiksle pateikiamas trijy (i§ esanciy Sesiy) gpl8 vijy vaizdas esant iStestai (A) arba
sutrauktai (B) konformacijai. Kiekviena vija pazyméta skirtinga spalva (roZine,
mélyna ir zalia). Vienas po kito susiformuojantys gp18 sluoksniai (diskai) pradedant
disku, esanciu ar¢iausiai bazinés plokstelés, sunumeruoti nuo 1 iki 5. Paveikslo
viduriniojoje dalyje pavaizduota tris viena Salia kitos esancias vijas sudaranciy gp18
tarpusavio sgveika esant sutrauktai ir iStestai konformacijai. Paveikslo deSingje
pateikiamas tas pacias tris vijas sudaran¢iy domeny sgveikos vaizdas Zzitrint “i$
virSaus” (domenas I, kurio kristaliné strukttira 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.
Uodegelés apvalkalo struktiira ir funkcija yra konservatyvi, todél,
nepaisant nedidelio baltymy identiSkumo aminoriig§¢iy lygmenyje, skirtingy
Mbyoviridae bakteriofagy uodegelés apvalkalo baltymai turi panaSius
morfologinius ir funkcinius parametrus (Fokine et al., 2007; Kurochkina et al.,
2009; Aksyuk et al., 2009; Leiman ir Shneider, 2012; Fokine ir Rossman,
2014). Pavyzdziui, atlikus kristalografing analize, vienas ] kitg jsiterpianciy
domeny organizacija nustatyta ir Listeria innocua (PDB ref 3LML) ar
Desulfitobacterium hafniense (PDB ref 3HXL) profagy (Leiman ir Shneider,
2012), taip pat Pseudomonas aeruginosa fago phiKZ uodegélés apvalkalo
baltymo atveju, nors pastarojo identiSkumas T4 uodegélés apvalkalo baltymui

aminoriig8¢iy lygmenyje tesiekia 12 % (Aksyuk et al., 2011). Dar daugiau,
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nustatyta, kad bakteriofagy susitraukianciy struktiiry sandara labai panasi i}
susitraukiancias molekulines masinas, randamas daugelyje prokarioty: R-tipo
piocinus, VI tipo sekrecijos sistema (angl. type VI secretion system (T6SS)) ir
1 bakteriofagy uodegéle panaSias baltymy perneSimo struktiiras (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; Kudryasheyv et al., 2015).

Tiriant bakteriofago T4 uodegelés apvalkalo ir ji sudaranciy subvienety
struktiirg ir susirinkimo mechanizma, kaip jau minéta anksciau, nustatyta, kad
gpl8 formuoja polimerines vamzdelines struktiiras. Siy darby metu jrodyta,
kad uodegeles apvalkalo baltymo polimerizacijos iniciacijai ir tolimesniam
susirinkimui pagalbiniai baltymai néra reikalingi, o Siy struktiiry morfologija ir
savybés atitinka bakteriofago sutrauktos uodegelés apvalkalo konformacija
(Kellenberger ir Boy de la Tour., 1964; Moody, 1967; King, 1968; Tschopp,
1979). D¢l Sios priezasties gpl8 formuojamos vamzdelinés struktiiros yra
ypatingai stabilios ir atsparios jvairiems fizikiniams bei cheminiams
veiksniams jskaitant inkubacijg 6 M karbamido tirpale ar tirpale su tripsinu
(Arisaka et al., 1981; Arisaka et al., 1990; Coombs ir Arisaka, 1994). Panasis
rezultatai pastebéti ir iStyrus bakteriofago phiKZ rekombinantinio uodegelés
apvalkalo baltymo formuojamas polivamzdelines struktiiras: po inkubacijos su
tripsinu vamzdeliy morfologija taip pat iSliko nepakitusi (Kurochkina et al.,

2009).

1.5 Siphoviridae bakteriofaguy uodegélés vamzdelis

Siphoviridae Seimos bakteriofagy ilga, lanksti ir nesusitraukianti
uodegele yra sudaryta 1§ uodegelés galiuko komplekso (angl. tail tip complex
(TTC)), uodegelés vamzdelio (angl. tail-tube) su viduje esanciu uodegélés ilgio
matavimo baltymu (angl. tape measure protein (TMP)) ir uodegélés
terminatorinio baltymo (angl. tail terminator protein (TrP)) (1.5 pav).

Pastarasis sudaro uodegélés virSutine dalj, kuri jungia uodegélés vamzdelj su
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galvute. Gausiausias sifovirusy uodegélés komponentas yra uodegélés
vamzdelio baltymas (angl. tail-tube protein (TTP)), kuris daznai dar yra
vadinamas pagrindiniu uodegélés baltymu. Sis uodegélés komponentas sudaro
heksamerinius ziedus, kurie tvirtinasi prie vamzdelio vidinéje dalyje esancio
uodegeles ilgio matavimo baltymo, kurio formuojamy nanostruktiiry dydis i$
esmes ir lemia uodegelés vamzdelio ilg;. Tuo tarpu uodegéelés galiuko
kompleksas sudaro uodegé¢lés apatinigjg dalj ir yra atsakingas uz sgveikag su
lastelémis $eimininkémis. Sio komplekso komponenty sudétis skiriasi
priklausomai nuo sifovirusy grupés: vieni fagai turi siaurg smeigtuko pavidalo
struktiirg, kiti — bazin¢ plokStele su jvairiomis atpaZinimui ir prisitvirtinimui

skirtomis fibrilinémis struktiiromis (Davidson et al., 2012).

Galvute

TCP (Uodegélés uzbaigimo

0 baltymas)
EDE— TrP (Terminatorinis uodegélés
- baltymas)

TMP (Uodegélés ilgio
matavimo baltymas)

TTP (Uodegélés vamzdelio
baltymas)

(Uodegélés
TTC galiuko

kompleksas)

\ CFP (Centrinis fibrilinis baltymas)

1.5 pav. Siphoviridae bakteriofago uodegélés komponenty schematinis vaizdas. ?
Zymi nenustatyta uodegelés uzbaigimo baltymo vieta uodegélés struktiroje.
Paveikslas sudarytas remiantis Davidson et al. pateikiama informacija (Davidson et
al., 2012).

Siphoviridae bakteriofagy uodegelés susirinkimo metu pirmiausia

susiformuoja uodegelés galiuko kompleksas, ant kurio pavirSiaus tvirtinasi
uodegeleés ilgio matavimo baltymas. Susidarius §iai struktirai, inicijuojama
uodegélés vamzdelio baltymo polimerizacija, kuri trunka iki pasiekiamas
uodegelés ilgio matavimo baltymo galas. Galiausiai, pasibaigus

polimerizacijai, prie uodegelés virSutinés dalies prisitvirtina uodegeles

25



terminatorinis baltymas, sujungiantis uodegéle su galvute (Katsura, 1983;
Katsura, 1984; Davidson et al., 2012).

Siuo metu i$samiausiai iitirtas bakteriofago A uodegélés vamzdelio
baltymas (gpV). Sio, i§ dviejy domeny sudaryto baltymo N-galinis domenas
(gpVn, 1-160 a.r.) yra esminis efektyviam uodegelés vamzdelio formavimuisi,
tuo tarpu C-galinis domenas (gpV¢, 161-246 a.r.) yra Ig-tipo Seimos baltymas
(Katsura 1981), kurio funkcija gali biiti susijusi su sgveikos tarp bakteriofago ir
lastelés Seimininkés pavirSiaus angliavandeniy, tokiy kaip LPS ar teicho
rugstis, sudarymu (Fraser et al. 2006). ISgrynintas gpV egzistuoja monomero ar
dimero forma (Katsura ir Tsugita 1977), tafiau baltymams sgveikaujant su
susidariusiu uodegeles galiuko kompleksu, gpV greitai heksamerizuojasi ir
renkasi ] vamzdelines struktiiras (Katsura, 1983). Bakteriofago A uodegelés
vamzdelis yra sudarytas i§ 32 heksameriniy gpV Ziedy, vamzdelio iSorinis
diametras 9 nm, vidinis — 3 nm (Katsura 1981).

Uodegelés apvalkalo baltymy struktiiros analizé atskleidé, kad,
nepaisant nedidelio identiSkumo aminortigs¢iy lygmenyje, gpVy struktura labai
panasi | Bacilus subtilis profago PBSX uodegélés vamzdelio baltyma (1.6 pav.)
(Pell et al., 2009). Idomu tai, kad Sis profagas yra susitraukian¢ig uodegéle
turintis miovirusas, todel tikétina, kad evoliuciniu pozitdriu sifovirusy ir
miovirusy vamzdelis yra formuojamas i§ tos pacios ,,statybinés medziagos®.
Dar daugiau, nustatyta, kad gpVy struktiira taip pat labai panaSi i VI tipo
sekrecijos sistemos vamzdelio baltymag Hcpl (1.6 pav.) (Pell et al., 2009).
Pastarasis, prieSingai nei monomeringje ar dimerinéje formoje aptinkamas
gpVn, formuoja heksamerinius, savaime nesipolimerizuojancius zZiedus, kuriy
diametras (9 nm iSorinis ir 4 nm vidinis) (1.6 pav.) labai panaSus |
heksameriniy Ziedy, formuojamy bakteriofago A gpVy. D¢l Sios priezasties
Hcepl heksameriné struktiira buvo panaudota modeliuojant gpVy galima

iSsidéstyma uodegeles vamzdelyje (Pell et al., 2009).
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1.6 pav. Bakteriofago A uodegélés vamzdelio baltymo N-galinio domeno (gpV)
ir kity baltymuy struktiiros palyginimas. Kairéje gpVy baltymas (m¢lyna, PDB ID:
2K4Q); viduryje gpVy struktura, perkelta ant B. subtilis profago PBSX uodegélés
vamzdelio baltymo (zalia, PDB ID: 2GUIJ) struktiros; deSinéje gpVy struktiira,
perkelta ant VI tipo sekrecijos sistemos baltymo Hcpl (geltona, PDB ID: 1Y12)
strukttiros. Paveikslas sudarytas remiantis Davidson et al. pateikiama informacija
(Davidson et al., 2012).

Atsizvelgiant ] identifikuoty uodegélés vamzdelio baltymy struktirinj
konservatyvuma tiek susitraukianciose, tiek nesusitraukianciose uodegélése,
taip pat VI tipo sekrecijos sistemose (Leiman et al., 2009), buvo pasiiilyta, kad
Sis konservatyvumas, greiciausiai, biidingas visiems ilgas uodegéles turintiems
fagams (Davidson et al., 2012). Kita vertus, nustatyta, kad bakteriofagui T5
bakteriofago uodegélés vamzdelio baltymas, turintis dar keleta identifikuoty
homology, yra apytiksliai dvigubai didesnis nei daugumos kity bakteriofagy
uodegélés vamzdelio baltymy. Tikétina, kad Sio bakteriofago genome yra
koduojamos dvi kopijos 1 uodegelés vamzdelio baltymo formg susilankstanciy
baltymy, galin¢iy formuoti pseudoheksamering struktiirg (Effantin et al., 2006).

Tuo tarpu B. subtilis bakteriofago SPP1 atveju identifikuoti du
uodegeélés vamzdelio baltymai: gpl17.1 (19,1 kDa) ir gp17.1%* (28,3 kDa). Siy
baltymy N-galin¢ seka identiska, tik gp17.1* dar turi papildomg C-galing seka
(Auzat et al., 2008). gp17.1 ir gp17.1* santykis fago uodegelés vamzdelyje yra
3:1, taciau uodegelés vamzdelis susiformuoja ir esant tik gpl7.1 (Langlois et
al., 2015). Idomu tai, kad, prieSingai nei ankstesniy darby metu, atlikus SPP1
uodegélés vamzdelio baltymy analize, pirma karta buvo jrodyta, kad
vamzdelinés struktiiros susiformuoja ir nesant jau susidariusiy pamatiniy

struktiiry, kurios yra biitinos bakteriofagy A (Katsura ir Tsugita 1977; Katsura,
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1983) ar T4 (King, 1971) uodegélés vamzdelio baltymy polimerizavimuisi.
Bakteriofago SPP1 uodegélés vamzdelio baltymai tirpale egzistuoja kaip i8S
dalies  susilankste,  nestabilis =~ monomerai.  Vykstant  strukttros
konformaciniams pokyc¢iams (B-struktiiry formavimuisi ir stabilizavimuisi)
gpl7.1 heksamerizuojasi ir in vitro renkasi 1 vamzdelines struktiiras, kuriy
morfologiniai parametrai  atitinka bakteriofago uodegélés vamzdelio
parametrus (Langlois et al., 2015). Kita vertus, Sis procesas trunka santykinai
ilgai. Remiantis straipsnio autoriy pateikiamomis TEM nuotraukomis, dalis
struktiiry susiformuoja jau po 3, taCiau didZiausia vamzdeliy koncentracija
pasiekiama pra¢jus net 10 dieny nuo gpl7.1 inkubacijos in vitro pradzios
(Langlois et al., 2015).

Apibendrinant literatiiros duomenis, galime teigti, kad pastaruoju metu
susidomé¢jimas savaime susirenkancias nanostruktiiras formuojanciais
baltymais ir jy praktiniu panaudojimu jvairiose srityse i tiesy didelis. Visgi,
nepaisant nepaprastai gausios virusy (ir ypa¢ bakteriofagy) ivairovés, iki Siol
tyrimai Sioje srityje atlieckami tik su palyginti labai ribotu $iy mikroorganizmy
struktiiriniy baltymy skai¢iumi. Ne iSimtis ir uodeguotyjy bakteriofagy
uodegeélés vamzdelio ar apvalkalo baltymy formuojamos nanostruktiros.
Bakteriofago A ar SPP1 uodegé¢lés vamzdelio baltymo (kaip ir T4 ar phiKZ
uodegeles apvalkalo baltymo) formuojamy vamzdeliniy struktiiry tyrimai i§
esmés buvo atlickami siekiant nustatyti uodegélés baltymy struktiirg ar jy
polimerizavimosi savybes. Miisy ziniomis, literatiriniy duomeny apie $iy
baltymy pagrindu sukurty hibridiniy baltymy panaudojimg kuriant savaime
susirenkan¢ias nanovamzdelines struktiiras, kurios ateityje galéty biti
pritaikytos jvairiose nanobiotechnologijos srityse, iki Siol néra paskelbta.

Siekiant bent 1§ dalies pakeisti esamg situacijg, Sio darbo metu buvo
vykdoma ne tik naujy faginiy baltymy, galin¢iy formuoti savaime
susirenkancias nanostruktiras, paieska, bet ir bakteriofagy struktiiriniy baltymy
pagrindu konstruojami mutantiniai, taip pat hibridiniai baltymai, atlikta Siy

baltymy formuojamy nanostruktiiry analize.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos
2.1.1. Bakteriofagai

vB_KleM-RaK2 (RaK?2): Klebsiella sp. veterinarinj izoliatg KV3 infekuojantis
bakteriofagas, iSskirtas VU Biochemijos instituto darbuotojy i§ vandens
meéginiy, surinkty i§ Radviliskio rajone (Naujasodyje) esancios kiidros.
vB_EcoM-FV3 (FV3): E. coli K12 grupés kamienus infekuojantis
bakteriofagas, iSskirtas VU Biochemijos instituto darbuotojy i§ vandens
meéginiy, surinkty i§ Vilniaus miesto nutekamojo vandens valyklos.
vB_EcoS_NBD2 (NBD2): E. coli infekuojantis bakteriofagas, iSskirtas VU
Biochemijos instituto darbuotojy i§ dirvozemio méginiy.

vB_ArS-ArV2 (ArV2): Arthrobacter sp. 68b kamieng infekuojantis
bakteriofagas, iSskirtas VU Biochemijos instituto darbuotojy i§ Vilniaus miesto
teritorijoje surinkty dirvoZemio meéginiy.

vB_ArtM-ArV1 (ArV1): Arthrobacter sp. infekuojantis bakteriofagas, i$skirtas
VU Biochemijos instituto darbuotojy i§ Vilniaus miesto teritorijoje surinkty

dirvoZemio meéginiy.

2.1.2. Bakterijy kamienai

Darbe naudoti bakterijy kamienai pateikiami 2.1 lentelé¢je.

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

Bakteriofagy struktiiriniy geny klonavimui naudoti pradmenys
pateikiami 2.2 lentel¢je.
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2.1 lentelé. Darbe naudoti bakterijy kamienai.

Kamienas

Naudojimo tikslas

Saltinis/nuoroda

\Acinetobacter baumannii #16

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

\Acinetobacter baumannii #46

ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Acinetobacter gen. sp. 13#23

ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Acinetobacter gen. sp. 3#9

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Arthrobacter alkaliphilus DSM 23368

ArV1 Seimininky spektro nustatymas

DSMZ

eksperimentai, Seimininky spektro nustatymas

Arthrobacter aurescens DSM 20116 ArV1 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter chlorophenolicus DSM 12829 |ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter citreus DSM 20133 ArV1 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter crystallopoetes DSM 20117 |ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter defluvii DSM 18782 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter gandavensis DSM 15046 ArV1 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter globiformis DSM 20124 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter globiformis NRRL B-2979 RaK2 Seimininky spektro nustatymas Casaite et al, 2011
Arthrobacter histidinolovorans DSM 20115 |ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter ilicis DSM 20138 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter koreensis DSM 16760 ArV1 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter luteolus DSM 13067 ArV1 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter methylotrophus DSM 14008  |ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter nicotinovorans DSM 420 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter nitroguajacolicus DSM 15232 |ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter oxydans DSM 20119 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Arthrobacter sp. 68b ArV1, ArV2 izoliavimas, dauginimas, adsorbcijos{Stanislauskiené¢ et al. 2011

Arthrobacter sp. 68m

ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas

laboratorijos kolekcija

2.1 lentelés tesinys kitame puslapyje
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2.1 lentelés tesinys

Arthrobacter sp. 83b ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas laboratorijos kolekcija
Arthrobacter sp. 85 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas laboratorijos kolekcija
Arthrobacter sp. 94 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas laboratorijos kolekcija
Arthrobacter sp. 96 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas laboratorijos kolekcija
Arthrobacter sp. 25SDMP1 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas Kutanovas et al. 2013
Arthrobacter sp. 25DOT1 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas Kutanovas et al. 2013
Arthrobacter sp. BL-3 RaK2 Seimininky spektro nustatymas Stanislauskiene et al. 2012
Arthrobacter sp. IN13 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas Gasparaviciuté et al. 2006
Arthrobacter sp. PY11 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas Semenaite et al. 2003
Arthrobacter sp. PY21 ArV1, ArV2, RaK?2 Seimininky spektro nustatymas Stanislauskiene et al. 2012
Arthrobacter sp. PY22 ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas Stanislauskiene et al. 2012
Arthrobacter sp. PRH1 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas Stanislauskiene et al. 2012
Arthrobacter sp. VM?22 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas Semenaite et al. 2003
Arthrobacter sp. VP3 ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas Semenaite et al. 2003

Arthrobacter karbamidofaciens DSM 20126

ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas

DSMZ

Buttiauxella sp. S1-1

RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Simolitinas et al, 2013

Citrobacter freundii

ArV1, ArV2, RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Enterobacter cloacae

ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Enterobacter sp. VT1-1

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Simolidinas et al, 2013

Erwinia carotovora 8982

ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Erwinia carotovora 961-63

RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Escherichia coli B® ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas Dr. L. W. Black

Escherichia coli BL21-DE3 ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas,|Avidis
plazmidZiy recipientas, geny raiSkos eksperimentai.

Escherichia coli B834-DE3 RaK?2 Seimininky spektro nustatymas Dr. L. W. Black

2.1 lentelés tesinys kitame puslapyje
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2.1 lentelés tesinys

Escherichia coli CR63

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Dr. K. N. Kreuzer

Escherichia coli DH5a ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas,[Pharmacia
plazmidZziy recipientas.

Escherichia coli DH103 ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas,|Invitrogen
kamienas taip pat naudotas kaip plazmidziy recipientas.

Escherichia coli GM2163 RaK2 Seimininky spektro nustatymas Fermentas

Escherichia coli JM109 RaK2 Seimininky spektro nustatymas Fermentas

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

Escherichia coli Nova Blue (DE3)

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Avidis

Escherichia coli Rosetta (DE3) Plazmidziy recipientas, geny raiSkos eksperimentai. Novagen
Escherichia coli XL.1 Blue RaK2 Seimininky spektro nustatymas Stratagene
Klebsiella oxytoca ATCC 8724 RaK2 Seimininky spektro nustatymas ATCC
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705  |RaK2 Seimininky spektro nustatymas ATCC

Klebsiella pneumoniae 279

ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Klebsiella sp. KV-1

RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Simoliidinas et al. 2013

Klebsiella sp. KV-3

ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas, RaK2
izoliavimas, dauginimas ir kiti eksperimentai

Simolitinas et al. 2013

Kocuria palustris DSM 11925 ArV1 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Kribella catacumbae DSM 19601 ArV1 Seimininky spektro nustatymas DSMZ
Nesterenkonia aethiopica DSM 17733 ArV1 Seimininky spektro nustatymas DSMZ

Pseudomonas aeruginosa PAO1

ArV1, ArV2, RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Pseudomonas brenneri D14

RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Pseudomonas sp. PV1-1

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Simolitinas et al, 2013

Pseudomonas sp. RA1-1

RaK2 Seimininky spektro nustatymas

Simolidinas et al, 2013

Pseudomonas sp. RA1-3

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Simolitinas et al, 2013

2.1 lentelés tesinys kitame puslapyje
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2.1 lentelés tesinys

Pseudomonas sp. RA1-11

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Simolidnas et al, 2013

\Rhodococcus erythropolis SQ1

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Quan et al., 1993

Rhodococcus sp. PY11

RaK?2 Seimininky spektro nustatymas

Seménaité et al, 2000

Rothia aeria DSM 14556

ArV1 Seimininky spektro nustatymas

DSMZ

Salmonella enterica ser. Typhimurium 292

ArV1, ArV2 Seimininky spektro nustatymas

Prof. E. Suziedéliené

Solitalea canadensis DSM 3403

ArV1 Seimininky spektro nustatymas

DSMZ

Yaniella soli DSM 22211

ArV1 Seimininky spektro nustatymas

DSMZ
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2.2 lentelé. Bakteriofagy struktiiriniy geny klonavimui naudoti pradmenys.

Genas (koduojamo baltymo funkcija) Geno pagausinimui naudoty pradmeny pavadinimas ir Geno

oligonukleotidy seka (5'—3") raiSkos
vektorius

RaK?2_g041 Rak2_orf041_Nco_F ggaggattttccatggcagatttaatc pET21d

(uodegelés apvalkalo baltymas) Rak2_041_Xho_R_n ccctttttgatactcgagagtattttc

RaK?2_g042 RaK?2_42NdeF ggagaaattatcatatggcg pET21a

(uodegélés vamzdelio baltymas) RaK?2_42XhoR gctccgacgtetegageateg

RaK?2_g043 RaK?2_43NdeF cagaggttaacatatggctgatatg pET21a

(hipotetinis baltymas) RaK?2_43XhoR caagtacagtctcgagaacatttg

RaK2_gl106 RaK2106NdelF ttgactaaggagattttcatatgagtc pET16b,

(hipotetinis kapsidés dekoravimo baltymas) | RaK2106BamHIR cggtattagtagtattaggatccatag pET21a

RaK2_gl107 RaK2107NdelF attacatatggctactaatactactaatac pET16b,

(hipotetinis kapsidés dekoravimo baltymas) | RaK2107BamHIR tccagacattcttctcgagggatttaaatc pET21a

ArV1_gl5 ArV1_put_tail_sheatF gagacaggagaaaacatatggctattg pET16b,

(uodegeles apvalkalo baltymas) ArV1_put_tail_sheatR gttgtctttgtctcgagtcagttattc pET21a

ArvV2_g03 ArV?2_portal_NdelF ggtggtgtcaccatatgctaatttc pET16b

(portalinis baltymas) ArV2_portal_BamHIR gttgcactgtacgggatccacgtcg

ArV2_g05 ArV?2_scaffold_NdelF gacggcggtcatatgtctggttag pET16b

(kapsidés formavimo baltymas) ArV2_scaffold_BamHI gcggtcaacaggatccttagtgee

ArvV2_g06 ArV2_majcap_NdelF ctttaggagtttcatatggcgcag pET16b

(pagrindinis kapsidés baltymas) ArV2_majcap_BamHIR ggtcaccctcgcggatccccaccag

Arv2_gll ArV2_maj-tail_NdelF ggaaaccgaaaaccatatgcccttg pET16b

(pagrindinis uodegélés baltymas) ArV2_maj-tail_BamHIR gttgagagcgggcggatccaccac

ArvV2_gl5 ArV2_tape-m_NdelF gccagtctgccgggtctcatatggecg pET16b

(uodegélés ilgio matavimo baltymas)

ArV2_tape-m_XholR tggtgccggcggagctcgagggatgg

2.2 lentelés tesinys kitame puslapyje
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2.2 lentelés tesinys

ArV2_gl6 ArV2_tail(1)_NdelF catttagggaggccatatggtgggtatc pET16b

(uodegélés baltymas) ArV2_tail(1)_XholR caataaactcccaccctcgagaaacca

Arv2_gl7 ArV?2_tail(2)_NdelF gtcactaacaagtatcatatggcgttc pET16b

(uodegélés baltymas) ArV?2_tail(2)_XholR ctcttcgttactgctcgagcecattag

ArvV2_gl8 ArV2_min-tail_NdelF catggacaggatggcccgcatatggc pET16b

(uodegélés baltymas) ArV2_min-tail_BamHIR gccaagccattgcagcggatccac

ArvV2_g20 ArV2_adhes_NdelF ccggaggacaaagcatatgagtgaatc pET16b

(uodegélés fibriliy baltymas) ArV2_adhes_BamHIR cggcgccggaactggatccatcatg

ArvV2_g24 ArV2_tail(3)_NdelF gaggaggtcggttccatatgggttac pET16b

(uodegelés fibriliy baltymas) ArV?2_tail(3)_BamHIR gcggtctttgggatcctgctegegttc

NBD2_g39 NBD2-mtail-NdelF caaaggagtttcatatgtctcttc pET16b,

(uodegelés vamzdelio baltymas) NBD2_mtail_BamHIR ctcttgttggatccagtcge pET21a
NBD2-mtail-NdelF caaaggagtttcatatgtctcttc pET21a
NBD2_mtail_XhoR gcaatgcccccctttcggtctcgagaacttc

FV3_g052 FV52_Nde_F1 gactgaataaggaagacatatggaaactc pET21a,

(uodegélés vamzdelio baltymas) FV52_BamHI_R1 cgaaggtgaggatcctatgctaaagtg pET16b
FV52_Nde_F1 gactgaataaggaagacatatggaaactc pET21a
FV52_Xhol_R1 gcctatgctaaagtgtgectcgaggataatace

FV3_g53 FV53_Ndel_F1 ggaaacatatgccatatttagataaagtg pET21a,

(uodegélés apvalkalo baltymas) FV-53_BamHI_RI1 ttgaggatccatctagtcttccttattc pET16b
FV53_Ndel_FI1 ggaaacatatgccatatttagataaagtg pET21a

FV-53_Xhol_RI catctagtcttcctcgagttcagtcattg
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2.3 lentelé. FV3 gp053 mutanty ir hibridiniy baltymuy konstravimui naudoti

pradmenys.

Pradmens
pavadinimas

Oligonukleotidy seka (5'—3")

FV53_Ndel F1

ggaaacatatgccatatttagataaagtg

FV53_BamHI_R1

ttgaggatccatctagtcttccttatte

FV53_Xhol_R1

catctagtcttcctcgagttcagtcattg

FV53_NdelOF

taaagtggtacatatgacagttaac

FV53_Baml10R

cagcattggtggatccttaaccaac

FV53_XholOR

cagcattggtggactcgagaccaac

FV53_Nde20F

cccagcctattcatatggtaggtttc

FV53_Bam20RN

gtccagaaggatcctttaccggatacg

FV53_Xho20R

gaaggacgttgatctcgagacgaac

FV53_Nde25F

ctgtaggtttccatatgcegcetg

FV53 Bam25R

gttgatccggatccgaacttagtgc

FV53_Xho25R

gatccggatacgctcgaggtgecag

FV53_Nde30F

gaaactccgctgeatatggctatee

FV53 Bam30R

cgaagtgcggatccttgttttacac

FV53_Bam50R

ctgattggatccgatctatgcacg

FV53 Bam75R

ctgtcaggatccctcaattcttaatg

FV53 _Baml100R

cggaagatcaggatccgactacttcatg

FV53 Bam150R

caacaccgtggatccttcagtagaag

FV53 Bam200R

cacctatgataggatcctacggaaaatc

PilnasMaF gatatacatatggctagcacaggtaccccatatttagataaagtgg
PilnasMaR gtggtgctcgagttacgtacgtgtactagtttcagtcattgcaacage
PilnasMaRH gtggtgctcgagegtacgtgtactagtticagtcattgcaacage
10MaF gatatacatatggctagcacaggtaccgttaacctcggaacccage
10MaR gtggtgctcgagttacgtacgtgtactagtaccaactttgtccagaagg
10MaRH gtggtgctcgagegtacgtgtactagtaccaactttgtccagaagg
20MaF gatatacatatggctagcacaggtaccgtaggtticgaaactccge
20MaRH gtggtgctcgagegtacgtgtactagtgatacgaacgaagtgcagg
SmaBamR gagttgcacctgttccaccagggatcccgggtatcagagaagtatigtag
SmaBamF ctacaatacttctctgatacccgggatcectggtggaacaggtgcaacte
SBv2BamR cactaggatcccgggattgtagctaccttttgcaata

SBv2SmaF acaatcccgggatcctagtgcctatctctggtggaac
SBv3BamR agtatggatcccgggttttgcaatagtcattacgaca

SBv3SmaF caaaacccgggatccatacttctctgatagtgcctat

SBv4BamR accttggatcccgggcattacgacatcagtatcaget

SBv4SmaF taatgcccgggatccaaggtagetacaatacttetet

SBv5BamR tgcacggatcccgggagagataggcactatcagagaa
SBv5SmaF tetetceccgggatcegtgeaactcagattgeagagtc
SBv6BamR tgactggatcccgggagttgeacctgttccaccagag
SBv6SmaF caactcccgggatccagtcaatgaagactaaaattga
SBv7BamR ttcaaggatcccgggcattgactctgcaatctgagtt

SBv7SmaF caatgcccgggatccttgaagcagatgatagettgaa
Kilpa239R ttgtgggatccegggtitggtggcgatgttactatct

2.3 lentelés tesinys kitame puslapyje
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Kilpa239F caaacccgggatcccacaatatgatagegtcggeatg

Kilpa2392R ttgtgggatccegggtttggtggcgatgttactatct

Kilpa2392F caaacccgggatcccacaatatgatagegtcggeatg

FV53_Sma75R caggatctcgagctactggatcccgggattgatcgggttgttcate
FV53_Gly_Xho ggagttaaaattictcgaggcttcctcctectecttcagtcattgecaac
100C_Gly_Xho gaacagacttgataacctcgaggcttcctcctecteecttcatgettaaac
AgE6F ctagcgaagaagaagaagaagaag

AgE6R gtaccttcttcttctteticttcg

TilF ctagccgtaaaaaacgtaccaaaaacccgacccacaaactgggtggtogtiggo
TilR gtaccccaaccaccacccagittgtgggtcgggtttttggtacgttttttacgg
SmaAgD6F gacgacgacgacgacgacgg

SmaAgD6R gatccegtegtegtegtegtegte

SmaAgE6F gaagaagaagaagaagaagg

SmaAgE6R gatcccttcttettettcttette

SmaAgE6F gaagaagaagaagg

SmaAgE6R gatcccttcttettctte

Pf123Strep tggtgctcgagttatttttcgaactgegggtggctccacgtacgticagtcattgcaacage

2.1.5. Cheminés medziagos

Visos Siame darbe naudotos cheminés medziagos buvo analitiSkai

grynos.
2.1.6. Fermentai

T4 PNK, T4 DNR ligaze, FastDigest restrikcijos endonukleazés, RNazé
A, DNaze I, proteinaz¢ K, Pfu, DreamTaq DNR ir Phusion DNR polimerazés

buvo i§ Thermo Fisher Scientific ir naudotos pagal gamintojo rekomendacijas.

2.1.7. Terpés ir buferiniai tirpalai

Terpés

Pusiau agarizuota LB terpé (minkstas agaras fagams): agaras (6 g/1), triptonas
(10 g/1), mieliy ekstraktas (5 g/1), NaCl (10 g/1).

MCIC terpé (pH 7,1): MacConkey agaras (40 g/l), inozitolis (10 g/l),
karbenicilinas (0,05 g/l1).

SCALI terpé: Simonso citrato agaras (23 g/1), inozitolis (10 g/I). MCIC ir SCAI
terpés naudotos Klebsiella sp. bakterijy paieskai.
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Agarizuota R2A terpé (pH 7,0): mieliy ekstraktas (0,5 g/l), peptonas (0,5 g/l),
kazaminortugstys (0,5 g/1), gliukoz¢ (0,5 g/l), krakmolas (0,5 g/l), natrio
piruvatas (0,3 g/1), K,HPO, (0,3 g/), MgSO, x 7TH,0 (0,05 g/1), agaras (15 g/1).
Agarizuota R2A terpé naudota Kribella catacumbae DSM 19601 auginimui.
Buferiniai tirpalai

Bakteriofagy suspensijos buferinis tirpalas PB: Na,HPO, (7 g/1), KH,PO, (3
g/1) NaCl (4 g/l), MgSO, -7 H,O (0,2 g/l).

Bakteriofagy dializés buferinis tirpalas I: (NaCl (3 M), Tris-HCI1 (50 mM, pH
7,5).

Bakteriofagy dializés buferinis tirpalas II: (NaCl (300 mM), Tris-HCI (50 mM,
pH 7.5).

Bakteriofagy dializés buferinis tirpalas SM: NaCl (100 mM), Tris-HCI (50
mM, pH 7.4), MgSO, (8§ mM).

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

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

2.2 Metodai

2.2.1 Bakteriniy lasteliy auginimas

Bakteriniy lasteliy kultiiros buvo auginamos LB terp¢je 28-37 °C
temperattiroje iki Igsteliy suspensijos optinis tankis (Agponm) pasiekia 0,4—1.
Uzaugusi bakterijy kultira naudota bakteriofagy izoliavimui, dauginimui,
titravimui, lgsteliy Seimininkiy spektro nustatymo, infekcinio efektyvumo,
adsorbcijos bei vieno zingsnio eksperimentams, taip pat ruoSiant
kompetentines lasteles transformacijai ir geny raiSkos eksperimentams.
Bakterijy kulttiros Petri l¢kStelése augintos ant agarizuotos LB terpés (Kribella
catacumbae DSM 19601 kamienas augintas ant agarizuotos R2A terpés) 1848
°C temperatiiroje nuo 12 val. iki 7 pary. Tuo tarpu atliekant Klebsiella sp.
infekuojancio bakteriofago RaK?2 lgsteliy Seimininkiy paieska, buvo naudojami

ne tik 2.1 lentel¢je pateikiami bakterijy kamienai, bet ir atlickamas potencialiy
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lasteliy Seimininkiy izoliavimas i§ vandens méginiy. Tuo tikslu, méginiy
pavyzdziai (100-200 ul) buvo i§s¢jami ant agarizuoty MCIC ir SCAI terpiy bei

auginami 30 °C temperatiiroje 12—48 val.

2.2.2 Bakteriofagy izoliavimas

Bakteriofagy izoliavimas is dirvozemio méginiy

| sterilius mégintuvélius surinkti dirvozemio méginiai (1-10 g) uzpilami
10 ml LB terpés ir inkubuojami purtant 15-60 min. 30-37 °C temperatiroje,
po to centrifuguojama 15 min. 4 °C temperatiiroje 3000 g. Supernatantas
nupilamas ir perfiltruojamas per 0,45 ir 0,2 um membraninius filtrus. Véliau
bakteriofagai titruojami arba papildomai koncentruojami (1 val., 4 °C, 16000
g)- Supernatantas nupilamas, nuosédos uzpilamos 1 ml PB buferio ir laikomos
4 °C temperatiiroje 2—18 val.
Bakteriofagy izoliavimas is vandens méginiy

[ sterilius meégintuvelius 1§ jvairiy vandens telkiniy surinkti meéginiai
(10-100 ml) centrifuguojami (15 min., 4 °C, 3000 g). Supernatantas nupilamas
ir perfiltruojamas per 0,45 ir 0,2 um membraninius filtrus. Véliau bakteriofagai
titruojami arba papildomai koncentruojami (1 wval.,, 4 °C, 16000 g).
Supernatantas nupilamas, nuosédos uzpilamos 1 ml PB buferio ir laikomos 4

°C temperatiiroje 2—18 val.

2.2.3 Bakteriofagy dauginimas

Bakteriofagy dauginimas skystoje LB terpéje

Dauginant E. coli bakteriofagg FV3, E. coli kamieno MHI1 Ilasteliy
kultiira uzsé¢jama j 10 ml LB terpés ir auginama aeruojant 37 °C kol Iasteliy
suspensijos Aggo pasiekia 0,5. Klebsiella sp. infekuojantis bakteriofagas RaK?2
dauginamas j 10 ml LB terpés uzséjant Klebsiella sp. KV3 kultiiros ir auginant
aeruojant 30 °C iki Agy pasiekia 0,4. Tuomet bakterijy kultira infekuojama
vienos lizés zonos suspensijos turiniu (Sviezia fagy lizés zona, suspenduota 10

ul LB terpés) ir toliau auginama iki pilnos arba dalinés bakterijy lizés. Lizuoty

39



bakterijy kultira centrifuguojama (1 val.,, 8 °C, 16000 g). Supernatantas
nupilamas, nuosédos uzpilamos 1 ml PB buferio, pridedama 1/10 dalis CHCI;
ir 2 pl DNazesl (1 uw/pl). MiSinys inkubuojamas purtant 1 val., 37 °C
temperatiroje, po to suspenduojamas ir supilamas ] naujg mégintuvél;.
Suardyty bakteriniy lgsteliy nuosédos pasalinamos centrifuguojant 10—15 min.
kambario temperatiiroje, 3000 g. Supernatantas su fagais surenkamas ir
laikomas 4 °C temperatiiroje.

Bakteriofagy dauginimas pusiau agarizuotoje LB terpéje (dvisluoksnio agaro
metodu)

Dvisluoksnio agaro metodu (Adams et al., 1959) su nedidelémis
modifikacijomis dauginti Arthrobacter spp. infekuojantys bakteriofagai ArV1
ir ArV2. Bakteriofagy dauginimui atrenkamos Sviezios (iki 24 valandy) titruoty
fagy lekSteles, kuriose infekciniai centrai uZima apie ‘2 lékStelés ploto.
Bakteriofagy titravimui naudotas Arthrobacter sp. 68b kamienas. Nuo 1¢ksteliy
nugramdomas virSutinis minksto agaro sluoksnis ir uzpilamas LB terpe (3 ml
vienai lékstelei). Gauta suspensija inkubuojama 15-30 min. 8 °C
temperattiroje, po to centrifuguojama (15 min., 4 °C, 6000 g). Supernatantas
surenkamas, pakartotinai centrifuguojamas tomis paciomis sglygomis,

filtruojamas per 0,45 um membraninius filtrus.

2.2.4 Bakteriofagy titravimas

Bakteriofagai titruoti naudojant dvisluoksnio agaro metodikg su
nedidelémis modifikacijomis. Fagy suspensija buvo skiedziama deSimtainiais
skiedimais LB terpéje. Praskiesta fagy suspensija (100 pl) buvo sumaiSoma su
3 ml i8lydytos pusiau skystos agarizuotos LB terpés ir 500 ul eksponentingje
augimo fazg¢je esancios bakterijy kultiiros, augintos LB terpéje iki reikiamo
tankio. Bakteriofagy ArV1 ir ArV2 atveju, titravimui naudotas Arthrobacter
sp. kamienas 68b, augintas iki Agg ~ 1. Fagas RaK2 titruotas ant Klebsiella sp.
KV3, kai Agyy ~ 0,4. Fagai FV3 ir NBD2 titruoti naudojant jvairius E. coli
kamienus, kai Agy buvo ~ 0,5. Toks miSinys gerai sumaiSomas ir greitai

paskleidziamas Petri I¢kstel€je su agarizuota LB terpe. LékStelés inkubuojamos
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12-16 val. 28-37 °C temperaturoje. Pagal susiformavusiy lizés zony skaiciy,

jvertinus praskiedima, apskai¢iuojamas fagy suspensijos titras.

2.2.5 Bakteriofagy lasteliy Seimininkiy spektro nustatymas

Bakteriofagy lasteliy Seimininkiy spektras buvo nustatomas atliekant
bakteriofagy titravimg arba laSinimo testus ant bakterijy kamieny, pateikiamy
2.1 lenteléje. LaSinimo testy metu 500 pl eksponentingje augimo fazéje
esanCios bakterijy kulttiros (Agyy 0,4—1) buvo sumaiSoma su 3 ml iSlydytos
pusiau skystos agarizuotos LB terpés, miSinys gerai sumaiSomas ir greitai
paskleidziamas  Petri  lekStel¢je su  agarizuota LB  terpe. Ant
susipolimerizavusio ir dalinai pradziuvusio virSutinio agaro sluoksnio su
pusiau skysta agarizuota LB terpe ir bakterijy kultira laSinama bakteriofagy
suspensija. LekStelés inkubuojamos 12—-16 val. optimaliomis fagy vystymosi

salygomis.

2.2.6 Bakteriofagy infekcinio efektyvumo, adsorbcijos ir iSeigos i§ vienos

lastelés Seimininkés eksperimentai

Bakteriofagy infekcinio efektyvumo (angl. efficiency of plating)
jvertinimas buvo atlieckamas pagal Kalinienés ir kity apraSyta metodika
(Kaliniene et al., 2010), titruojant bakteriofagy suspensija su Igstelémis
Seimininkémis ir inkubuojant l¢ksteles skirtingose temperatiirose (1047 °C)
nuo 12 val. iki 7 pary. SuskaiCiavus infekciniy centry skaiciy, taip pat jvertinus
ju dydj bei morfologija, nustatoma optimali fagy vystymosi temperatiira.

Bakteriofagy adsorbcijos prie lastelés Seimininkés eksperimentai buvo
atlickami pagal Kropinski apraSyta metodika (Kropinski et al., 2009) su
modifikacijomis. Eksponentinéje augimo fazé¢je esancios bakterinés lgstelés
auginamos iki Agy pasiekia 0,5. Tuomet bakterijos sumaiSomos su
bakteriofagy suspensija, kad MOI buty 0,1 (bakterijy ir bakteriofagy santykis
tiriamajame misSinyje 10:1) ir inkubuojamos 30-37 °C temperatiiroje iki 15-20

min. Tam tikrais laiko intervalais imama 100 pl méginio ir atliekami skiedimai
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LB terp¢je. Bakterijy ir ant jy pavirSiaus prisitvirtinusiy fagy kompleksai
pasalinami  méginius veikiant chloroformu (1/10 tirpalo tirio) ir
centrifuguojant 5 min. 5000 g. Nesiadsorbavusiy fagy titras supernatante
nustatomas atliekant bakteriofagy titravimg dvigubo agaro metodu.
Bakteriofagy iSeigos 1S vienos Igstelés Seimininkés arba vieno Zingsnio
(angl. single step) eksperimentai buvo atliekami pagal Carlson ir Miller

aprasyta metodika (Carlson ir Miller, 1994).

2.2.7 Bakteriofagy gryninimas cezio chlorido gradiente

Bakteriofagai buvo gryninami naudojant cezio chlorido gradientg pagal
Sambrook ir kity metodikg (Sambrook et al., 2001) su modifikacijomis.
Koncentruoty fagy suspensija uzneSama ant paruoSty ultracentrifuginiy
megintuveliy (su 1,1, 0,9, 0,7 ir 0,5 g/ml cezio chlorido gradientu) virSutinio
sluoksnio ir centrifuguojama 2-3 val. 4 °C temperatiiroje, 24000 aps./min
grei¢iu (centrifuga ,,.Beckman®, rotorius SW40). Fagy formuojama Sviesa
barstanti juosta surenkama SvirkStu ir dializuojama (4 °C) buferiniuose
tirpaluose su skirtinga drusky koncentracija. PradZioje 30 min. dializuojama
buferyje I, veéliau du kartus — buferyje II. Galiausiai fagy suspensija
dializuojama 2-18 val. SM buferyje. Po dializés jvertinamas iSgryninty fagy
suspensijos titras, bakteriofagai naudojami tolimesniems darbams arba

pakartotinai gryninami CsCl gradiente.

2.2.8 Preparaty paruoSimas TEM metodui

Cezio chlorido gradiente iSgryninty bakteriofagy suspensija
praskiedziama iki ~10'"'" PFU/ml koncentracijos ir uzne$ama po 5-10 pl
pavyzdzio ant anglimi dengty nitroceliulioziniy (tinkleliai pagaminti prof. J.
Staniulio), variniy arba nikeliniy (Agar Scientific) tinkleliy. Po 2-5 min.
skystis nusiurbiamas filtriniu popieriumi, preparatai daZzomi ant tinklelio
uzneSant 10 pl 2 % uranilo acetato (pH 4,5) tirpalo. Po 2-5 min. skystis

nusiurbiamas filtriniu popieriumi ir paruoSti preparatai stebimi transmisines
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elektronininés mikroskopijos (TEM) metodu. Taip pat TEM analizei ruoSiami
ir méginiai su fagy baltymais, ant tinkleliy uznesant 5-10 pl rekombinantiniy
baltymy tirpaly. TEM analizé atlikta Vilniaus universiteto Biotechnologijos
institute naudojant Morgagni™ 268(D) bei Fiziniy ir technologijos moksly
centre naudojant Tecnai G2 F20 X-TWIN transmisinius elektroninius

mikroskopus.

2.2.9 Fagy genominés DNR iSskyrimas ir gryninimas

Padauginty ir iSgryninty fagy genominé¢ DNR buvo skiriama naudojant
fenolio-chloroformo metodika (Kricker ir Carlson, 1994) su modifikacijomis.
100-200 ul fagy suspensijos (titras ~1x10"" PFU/ml) gerai sumai§oma su lygiu
turiu TE buferio (pH 8,0) prisotinto fenoliu ir centrifuguojama (22 °C, 5 min.,
6000 g). Po centrifugavimo virSutiné frakcija atsargiai nusiurbiama ] nauj3
meégintuvelj. | Sig frakeija pridedamas lygus tiiris fenolio ir chloroformo
mi$inio (1:1), gerai sumaiSoma, centrifuguojama (5 min., 6000 g), virSutiné
frakcija surenkama ] naujag mégintuvelj. Procediira kartojama 3 Kkartus.
Paskutinj kartg surinkta fagy suspensija uzpilama 600 pl Salto 96 % etanolio ir
10 ul 3 M amonio acetato. Susiformave DNR ,siilai® greitai surenkami
iSsukant sterilia stikline lazdele, kuri paliekama nudzititi, véliau praplaunama
2-3 lasais 70 % etanolio ir dar kartg i1Sdziovinus, uzpilama 50 pl vandens be
nukleaziy. Inkubuojama 45 min. 37 °C temperatiiroje. Tais atvejais, kai | fagy
suspensija uZzpylus etanolio ir jlaSinus amonio acetato DNR sitilai®
nesusiformuoja ir/arba nepavyksta jy surinkti (per mazas fagy titras ir/arba
nedidelis gDNR dydis), miSinys paliekamas bent porai valandy -20 °C
temperatiroje, kad i$sésty gDNR. Suspensija centrifuguojama (15 min., 16000
g), supernatantas nupilamas ir nuosédos uzpilamos 300 ul 70 % etanolio ir
centrifuguojama (5 min., 16000 g). FEtanolis nusiurbiamas, nuosédos
i8dziovinamos ir uZpilamos 50 pl vandens be nukleaziy, Inkubuojama 10-15
min. 37 °C temperatiiroje, véliau nuosédos gerai suspenduojamos. ISgryninta

fagy gDNR laikoma 4 °C temperatiiroje. Fagy gDNR taip pat buvo skirta ir su
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Zymo Research rinkiniu Quick-gDNA  Miniprep pagal gamintojo

rekomendacijas.
2.2.10 Plazmidinés DNR isskyrimas

Plazmidiné DNR buvo skiriama naudojant GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj, remiantis gamintojo pateikiamomis
rekomendacijomis. Siuo biidu i§skirta pDNR buvo naudojama restrikcinei

analizei, transformacijai ir sekoskaitos reakcijoms.

2.2.11 DNR amplifikavimas in vitro PGR metodu

DNR buvo padauginama atliekant polimerazés grandining reakcijg
(PGR). Matrica buvo naudota 1§ koncentruotos fagy suspensijos iSskirta
genominé¢ DNR, taip pat iSgryninty fagy viriony arba gauty bakterijy klony
suspensija.  Reakcijos  vykdytos naudojant  specifinius  sintetinius
oligonukleotidinius pradmenis (2.1.4. skyrelis) ir polimerazés grandininés
reakcijos rinkinius. 30 reakcijos cikly buvo atlieckama pagal gamintojy
pateikiamas standartines schemas, atsizvelgiant | pradmeny lydymosi
temperatiirg ir amplifikuojamo fragmento ilgj. Pasibaigus reakcijai, DNR
fragmentai gryninti GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit
rinkiniu (Thermo Fisher Scientific). ISgryninto fragmento koncentracija DNR
elektroforezés agaroziniame gelyje nustatoma naudojant molekulinés masés
zymenis MassRuler Express LR Forward DNA Ladder ir MassRuler Express
LR Reverse DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

2.2.12 DNR elektroforezé agarozés gelyje

Elektroforezei buvo naudojamas 0,8—1,2 % agarozés gelis, turintis 0,5
pug/ml etidzio bromido. Elektroforezé vykdyta 1 x TAE buferyje. Gauti
elektroforetiniai  vaizdai buvo analizuojami naudojant UV  S$viesos
transiliuminatoriy. DNR fragmentai i§ 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 Plazmidiniy vektoriy konstravimas

Reakcijos buferiniai tirpalai, reagenty kiekiai, temperatiira ir trukmé
buvo pasirinkti atsizvelgiant 1 restrikcijos endonukleaziy gamintojy
rekomendacijas. Reakcijos produktai analizuoti elektroforezés agarozes gelyje
metodu, gryninti naudojant GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro
Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj. Plazmidiniy vektoriy DNR ir DNR
fragmentai liguoti, sudedant ] bendrag reakcijos miSin; atitinkamomis
restrikcijos endonukleazémis sukarpyta ir 1§ gelio iSgryninta plazmidiniy
vektoriy DNR bei jterpiamos DNR fragmentus (1:3). Reakcija atlieckama 1x
ligazés buferyje, 1 20 pl galutinio reakcijos miSinio pridedant apie 1 ul fago T4
ligazés (2,5 u/ul). Reakcija vykdoma 0,5—1 val. 22 °C temperatiiroje. Ligavimo
reakcijos buvo vykdomos ir naudojant Rapid DNA Ligation Kit (Thermo
Fisher  Scientific)  rinkinj, = remiantis = gamintojo  pateikiamomis

rekomendacijomis.

2.2.14 Bakteriniy lasteliy transformacija

Kompetentiniy lgsteliy cheminé transformacija

Bakterijy kulttiros optiniui tankiui (Agy) pasiekus ~ 0,5, ruoSiamos
imliosios Igstelés pagal Mandel ir Higa apraSyta metoda (Mandel ir Higa,
1970).
Kompetentiniy lgsteliy elektroporacija

Bakterijy kultiiros optiniui tankiui (Agy) pasiekus ~ 0,5, Iasteliy
suspensija centrifuguojama (30 min., 9000 g). Supernatantas nupilamas, o
megintuvelyje likusios lgstelés plaunamos 1 tiiriu steriliaus 10 % glicerolio
tirpalu ir vél centrifuguojamos (30 min., 9000 g). Plaunama 2—4 kartus kaskart
mazinant glicerolio tirpalo tiirj. Galiausiai lgstelés suspenduojamos 1-2 ml 10
% glicerolio tirpalo ir iSpilstomos | mégintuvelius 100 pl porcijomis, kurios

uzSaldomos —80 °C. | paruosty kompetentiniy lgsteliy tirpalg dedama 0,5-5 ul
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iSgrynintos plazmidinés DNR arba ligavimo miSinio tirpalo. Elektroporacijos
salygos: 1 mm kiuvete, 2—4 ms ir 20 kV/cm impulsas. Lastelés gaivinamos jas
suspenduojant 500 pl sterilios LB terpés ir inkubuojant 30 min. 37 °C
temperatiroje. Tada lastelés paskirstomos ant selektyvios agarozinés LB

terpes. Petri lékstelés inkubuojamos per nakt] 37 °C temperatiiroje.

2.2.15 DNR nukleotidy seky nustatymas ir analizé

DNR fragmenty nukleotidy sekos nustatytos Macrogen kompanijoje
(Belgija). Bakteriofagy genomy sekoskaita atlikta BaseClear sekoskaitos centre
(Olandija). Nukleotidy seky analizei ir vaizdiniam pateikimui buvo
naudojamos EMBL-EBI duomeny bazéje (http://www.ebi.ac.uk) esancios
bioinformacinés analizés 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 paieska genomuose
vykdyta naudojant tRNAscan-SE 1.21 (http://lowelab.ucsc.edu/ tRNAscan-
SE/). Filogenetin¢ analizé buvo atlickama naudojant MEGA 5.0 (Tamura et al,
2011), palyginamajai genomy analizei naudota Artemis programa (Carver et
al., 2008), o paciy genomy analizei ir Zemélapiy sudarymui — Geneious v5.5.6.
(http://www.geneious.com/). Fago FV3 gp053 tretinés struktiiros nustatymui naudoti
HHpred (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) (Soding et al, 2005) ir I-TASSER
jrankiai (Zhang, 2008).

2.2.16 Rekombinantiniy baltymy biosintezé

Rekombinantinémis plazmidémis transformuota E. coli BL21-DE3
lasteliy kulttra auginta skystoje LB terpéje su ampicilinu (50 pg/ml) 37 °C
temperatiiroje, kol kultiiros tankis (Agy) pasiekia 0,5. Klonuoto geno raiSka
indukuojama IPTG (0,1 mM). Lasteliy auginimo temperatiira sumazinama iki
30 °C, inkubacija vykdoma 3 valandas. Jei baltymas mazai tirpus arba

siekiama gauti didesnj biomasés kiekj, 1gstelés auginamos 16—18 valandy 20
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°C temperatiiroje. Bakterijos surenkamos centrifuguojant (10 min., 3000 g) ir
suspenduojamos lgsteliy ardymui paruoStuose His-binding arba TE

buferiniuose tirpaluose.
2.2.17 Bakteriniy Igsteliy ardymas ir baltymy analizé

Lasteles (0,75—1,5 ml suspensijos) buvo ardomos ultragarsu naudojant
SONOPULS HD 2070 (BANDELIN, Vokietija) sonopulso aparata (ledo-
vandens vonioje, 5 ciklai: 30 s pulsas, 30 s pauze, ardymo amplitudé¢ 30-35
%). Lasteliy homogenizatas centrifuguojamas (4 °C, 15 min., 20000 g).
Belastelinis ekstraktas analizuojamas elektroforezés poliakrilamidiniame
gelyje (4,5 % koncentruojanio ir 14 % skirstomojo) denatiiruojanc¢iomis
salygomis (SDS-PAGE) metodu. Po elektroforezés baltymai dazomi
Coomassie Brilliant Blue dazu (Thermo Scientific) pagal gamintojo

rekomendacijas, gelis atplaunamas 7 % acto ruigsties vandeniniu tirpalu.

2.2.18 Rekombinantiniy baltymuy gryninimas

Baltymy gryninimas naudojant metalo-chelatinj sorbentq
inkarus turintys baltymai gryninti naudojant Zymo Research His-Spin Protein
Miniprep rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas.
Baltymy gryninimas issodinant amonio sulfatu

TEM analizés metu nustacius, kad tirpiojoje frakcijoje esantys tiksliniai
rekombinantiniai faginiai baltymai formuoja nanovamzdelines struktiiras, jos
grynintos i$sodinant amonio sulfatu. Tuo tikslu j tirpig frakcija pridedama
amonio sulfato (galutiné koncentracija 10 %) ir laikoma lede 10 min. MiSinys
centrifuguojamas (4 °C, 15 min., 9000 g), nuosédos suspenduojamos 1/10
pradinio tiirio TE arba HEPES buferyje ir laikomos 4 °C temperatiiroje.
Gryninant gp053 pagrindu sukonstruotus mutantinius baltymus, kuriy
formuojamy nanovamdeliy ilgis, remiantis TEM analize, trumpesnis, lyginant
su natyvaus rekombinantinio gp053 formuojamomis struktliromis, baltymai

gryninti padidinant amonio sulfato koncentracijg iki 15-20 % arba pakartotinai
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centrifuguojant. Baltymy koncentracijos nustatymui naudotas Lowry metodas

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

3.1 Naujy bakteriofaguy charakterizavimas

Sio darbo pagrindinis tikslas buvo gauti bakteriofagy struktiiriniy
baltymy pagrindu paremtas savaime susirenkancas hibridines nanostruktiras ir
atlikti jy tyrimus. Siy struktiry konstravimui nuspresta panaudoti naujy
bakteriofagy struktdirinius baltymus. Siam tikslui pasiekti visy pirma buvo
atlickamas naujy bakteriofagy detalus charakterizavimas. Jo metu buvo
atlickama bakteriofagy morfologijos, fiziologijos, lasteliy Seiminkiy spektro
nustatymo ir kiti tyrimai, taip pat sekoskaitos, bioinformatikos bei proteomikos
metodais identifikuoti naujy fagy struktiiriniai baltymai, i§ kuriy dalis

pasirinkti tolimesniems tyrimams.

3.1.1 Klebsiella sp. bakteriofagas vB_KleM-RaK2

Klebsiella  sp.  infekuojantis  bakteriofagas  vB_KleM-RaK?2
(sutrumpintas pavadinimas RaK2) — unikalus Myoviridae $eimos atstovas.
ISskirtinis $io bakteriofago bruozas — ypac¢ didelis genomas (345809 bp). 2012
metais paskelbus duomenis apie Sio bakteriofago genoma, tai buvo didziausia
genomg turintis Klebsiella sp. infekuojantis bakteriofagas bei antras pagal
genomo dyd;j bakterijas infekuojantis virusas su pilnai nustatyta genomo seka.
Remiantis NCBI duomeny bazé¢je skelbiama informacija, net ir §iuo metu pagal
genomo dydj bakteriofagas RaK?2 yra SeStoje vietoje (Yuan ir Gao, 2017).

Kalbant apie RaK2 iSskirtinumg, verta paminéti ir Sio bakteriofago
morfologija. Remiantis TEM analizés duomenimis, taisyklingos ikosaedrinés
RaK2 galvutés diametras yra 123 nm, o miovirusamas budingos ilgos,
nelankscios ir susitraukiancios uodegelés ilgis siekia 128 nm, skersmuo esant
iStestai ir sutrauktai konformacijai yra atitinkamai 21,5 nm ir 42 nm. Uodegeéle
taip pat turi aiSkiai pastebimg kaklelj (12,3 nm), ji supancig apykakle (18,5 nm)
ir bazing plokstele (35 nm). Visgi, struktiiriniu poZidriu jdomiausios prie

bazinés plokstelés besitvirtinancios $eSios gan nejprastos fibrilinés struktiiros
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(3.1 pav.). Pastaryjy tiksly ilgi nustatyti yra ganétinai sunku, kadangi $iy
»plunksnisSky*“ dariniy struktiira yra pakankamai sudétinga. PanaSios
prisitvirtinumo struktiiros pastebétos tik faguose i§ ,,viunalikeviruses* fagy
grupés (Adriaenssens et al., 2012). Visgi, remiantis bioinformatinés ir
filogenetinés analizés rezultatais, artimo rySio tarp RaK2 ir minétyjy fagy

potencialiy uodegélés fibriliy baltymy nebuvo rasta.
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3.1 pav. Bakteriofago RaK2 viriony TEM (kairéje) ir baltymy SDS-PAGE
(desinéje) analizé. (A, A.1) RaK?2 virionai ant Igsteliy Seimininkiy pavirSiaus. (B)
Bakteriofagai RaK2 (1) ir fagas T4 (2). RaK2 su sutraukta (C.1) ir istesta (C.2)
uodegele. (D) RaK2 wuodegelés vamzdelis su bazine plokStele ir prie jos
prisitvirtinusiomis fibrilémis. (E) RaK2 bazinés plokstelés su prisitvirtinusiomis
SeSiomis fibrilémis vaizdas i§ virSaus. DeSingje pus¢je esan¢iame paveiksle simboliai
7ymi: 1 — baltymy molekulinés masés standartas Page Ruler'™ Prestained Protein
Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific); 2 — RaK2 viriono baltymai. Kairéje nurodyta
baltymy molekuliné masé, deSin¢je — MS/MS analizés metu identifikuoti RaK2
baltymai.

Darbo metu nustatyta, kad RaK2 i§ 40-ties tikrinty jvairiy rasiy
bakterijy infekuoja tik veterinarinj izoliata Klebsiella sp. KV-3. Fago
infekcinio efektyvumo (e.o.p.) analiz¢é atskleidé, kad optimali RaK2 vystymosi

temperatiira yra 30 °C, latentinio ir eklipsinio periody trukmés atitinkamai 60 ir
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40 min., o infektyviy virusiniy daleliy iSeiga i lastelés siekia ~140 vienety.
Atlikus RaK2 genomo bioinformatine analize nustatyta, kad Sio fago gDNR
G+C sudétis — 31,7 %. Identifikuoti 534 ASR, i$ kuriy didZioji dalis (85,2 %)
anotuoti kaip nezinomos funkcijos baltymus koduojantys genai. Genome taip
pat aptiktos 5 tRNR bei 2 pseudo tRNR. AtvirkStinés fazés nano-skysciy
chromatografija, tiesiogiai taikyta su LC-MS/MS baltymy SDS-PAGE analize,
padéjo nustatyti 54 RaK2 viriono struktiirinius baltymus (19 i$ jy identifikuoti
kaip struktiiriniai baltymai ir bioinformatinés analizés metu). Remiantis SDS-
PAGE ir LC-MS/MS analizés duomenimis, gausiausias RaK2 viriono
baltymas, kaip ir jprasta miovirusams, yra pagrindinis kapsidés baltymas
(gp094) (3.1 pav.), taCiau vieny i§ gausiausiai aptinkamy gpl06 ir gpl107
funkcijos, taikant bioinformating analizg, nustatyti nepavyko. Siekiant
jvertintinti, ar Sie baltymai negaléty formuoti savitvarkiy struktiiry in vivo ar in
vitro, tolimesniy darby metu alikti minétyjy geny raiSkos bakterinése lastelése

tyrimai (Zr. 3.2.1 skyrelj).

3.1.2 Arthrobacter bakteriofagas vB_ArS-ArV2

Nepaisant to, kad Arthrobacter spp. yra vienos gausiausiai dirvoZzemyje
aptinkamy bakterijy ir, manoma, atliecka ypatingai svarby vaidmenj
ekosistemose (Cacciari ir Lippi, 1987), iSsamis, Siuolaikiniais metodais
pagristi Sias bakterijas infekuojanciy virusy tyrimai ilgg laikg nebuvo vykdomi.
Siekiant pakeisti tokig situacijg ir ieSkant potencialiy struktiiriniy baltymy
nanostruktiiry konstravimui, §io darbo metu buvo iSskirti du Arthrobacter
genties bakterijas infekuojantys bakteriofagai.

Bakteriofagas vB_ArS-ArV2 (ArV2) — pirmasis apraSytas Arthrobacter
spp. infekuojantis fagas su pilnai nustatyta ir NCBI duomeny bazéje paskelbta
genomo seka. Atlikty darby metu nustatyta, kad fagas ArV2 i§ 40-ties tikrinty
bakterijy kamieny (28 i§ jy — Arthrobacter genties bakterijos) infekuoja tik
Arthrobacter sp. 68b. Sio fago optimali vystymosi temperatiira yra ~30 °C,

taCiau adsorbcijos prie lgsteliy Seimininkiy pavirSiaus efekyvumas yra mazas,
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todel iSeigos i§ vienos lastelés eksperimentus vykdyti nebuvo tikslinga. TEM
analize atskleide, kad ArV2 priklauso Siphoviridae fagy $eimai. Sis
bakteriofagas turi 63 nm skersmens taisyklingos ikosaedrinés struktiiros
galvute, nesusitraukiancig, lankscig uodegele (~194x10 nm) ir SeSias trumpas

uodegélés fibriles (3.2 pav.).
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3.2 pav. Bakteriofago ArV2 virionuy TEM (kairéje) ir baltymuy SDS-PAGE
(deSinéje) analizé. (A-D) bakteriofago ArV2 virionai. (E) ArV2 uodegélés
vamzdelis ir Salia esanti baziné plokstelé su SeSiomis trumpomis prisitvirtinimui
skirtomis fbirilinémis struktiiromis. DeSin¢je puséje esanciame paveiksle simboliai
7ymi: 1 — baltymy molekuliniy masiy standartas Page Ruler™ Prestained Protein
Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific); 2 — ArV2 viriono baltymai. Kairéje nurodyta
baltymy molekuliné masé, deSinéje — MS/MS analizés metu identifikuoti ArV2
baltymai.

Bakteriofago ArV2 genetiné medziaga — dvigrandininé DNR (37372
bp), kurios G+C sudétis yra 62,73 %. Atlikus bioinformating analize ArV2
genome nustatyti 68 ASR, i§ kuriy 28 (41 %) neturéjo jokiy zinomy homology
duomeny bazése esancioms sekoms. tRNR fago ArV2 genome identifikuota
nebuvo. Atvirkstinés fazés nano-skys¢iy chromatografija, tiesiogiai taikyta su
LC-MS/MS ArV2 struktiiriniy baltymy SDS-PAGE analize, padéjo
identifikuoti 14 viriono struktiiriniy baltymy (9 i§ jy identifkuoti kaip
struktiriniai baltymai ir bioinformatinés analizés metu). Kai kurie Siy baltymy
pasirinkti detalesniems tyrimams.

Jdomu tai, kad, remiantis SDS-PAGE ir LC-MS/MS analizés

duomenimis, gausiausias ArV2 viriono baltymas yra pagrindinis uodegélés
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vamzdelio baltymas (gpll) (3.2 pav.). ArV2 pagrindinis kapsidés baltymas
(gp06) SDS-PAGE gelyje matomas gerokai auksciau (vir§ 170 kDa zymos) nei
jo teoriné molekuliné masé (~31 kDa). Sis reiskinys, tikétina, yra susijes su
stipria kovalentine kapsidés baltymy tarpusavio sgveika, kuri buvo pastebéta ir
kai kuriy kity bakteriofagy kapsidés baltymu atveju (Wikoff et al., 2000).
Stipriis kapsidés baltymy tarpusavio rySiai paaiSkina ir, prieSingai nei
daugumos uodeguotyjy fagy atveju, nejprastai mazg pagrindinio kapsidés
baltymo koncentracija SDS-PAGE gelyje, kadangi dél nesuardyty sgveiky
iSlieckantiems ypaC didelés molekulinés masés junginiams sudétingiau

prasiskverbti ] PAA gelj.

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 duomeny baz¢je publikuota genomo seka. I[domu tai, kad $io
bakteriofago morfologija neleidzia abejoti, kad Sis virusas yra Myoviridae
Seimos atstovas (3.3 pav.), taciau genomo bioinformatin¢ analiz¢ parode, kad
dauguma bakteriofago ArV1 geny pasizymi didesne homologija sifovirusy
baltymams. Didesnis giminingumas Siphoviridae Seimos bakteriofagams
nustatytas ir atlikus konservatyviy struktiiriniy baltymy filogeneting analizg.
Remiantis Siais duomenimis, ArV1 evoliuciniu pozitiriu yra ypac¢ jdomus

bakteriofagas, uZimantis tarping padétj tarp mio— ir sifovirusy.
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3.3 pav. Bakteriofago ArV1 viriony TEM (kairéje) ir baltymy SDS-PAGE
(desinéje) analizé. (A—-C) Bakteriofago ArV1 virionai. (D) ArV1 uodegélé su
sutrauktu (virSuje) ir iStestu (apacioje) uodegelés apvalkalu. DeSinéje puséje
esanc¢iame paveiksle simboliai Zymi: 1 — baltymy molekulinés masés standartas Page
Ruler™ Prestained Protein Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific). 2 — ArV1 viriono
baltymai. Kair¢je nurodyta baltymy molekuliné masé, desin¢je — MS/MS analizés
metu identifikuoti ArV1 baltymai.

Remiantis TEM rezultatais, fago ArV1 taisyklingos ikosaedrinés
galvutes skersmuo 74 nm, uodegélés ilgis ~192 nm, skersmuo ~11 nm (3.3
pav.). Nustatyta, kad fagas ArV1 1§ 32 tikrinty Arthrobacter genties bakterijy
kamieny infekuoja SeSis. Fago infekcinio efektyvumo eksperimenty rezultatai
atskleid¢, kad optimali ArV1 vystymosi temperatiira yra 28 °C. Bakteriofago
ArV1 genetiné medziaga — dvigrandinine DNR (71200 bp), kurios G+C
sudétiss — 61,6 %. Atlikus bioinformating analiz¢ ArV1 genome nustatyti 101
ASR, i$ kuriy daugiau nei 50 % netur¢jo jokiy Zinomy homology duomeny
bazése esanCioms sekoms. tRNR geny fago ArV1 genome identifikuota
nebuvo.

Bioinformatinés analizés metu identifikuota 13 struktiiriniy ArV1
baltymy, dar 6 struktiriniai baltymai nustatyti atlikus LC-MS/MS analizg.
Remiantis SDS-PAGE rezultatais, gausiausi ArV1 virionuose yra pagrindinis
kapsidés (gp09) ir uodegélés vamzdelio (gpl6), taip pat uodegelés apvalkalo
(gpl5) bei kapsidés dekoravimo (gp08) baltymai (3.3 pav.). Uodegélés
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apvalkalo baltymas pasirinktas detalesniems nanostruktiry konstravimo

tyrimams.

3.1.4 Escherichia coli bakteriofagas vB_EcoS_NBD2

Bakteriofagas vB_EcoS NBD2 (NBD2) - Siphoviridae S$eimos
atstovas. TEM analizés metu nustatyta, kad Sio fago taisyklingos ikosaedrinés
galvutés skersmuo 65 nm, lanksCios uodegelés ilgis ~170 nm, skersmuo ~12
nm (3.4 pav.). Nors nei bazin¢ plokstele, nei uodegeles fibriles TEM darytose
fagy viriony nuotraukose nebuvo aiSkiai matomos, genomo bioinformatinés
analizés metu (darbas atliktas dr. Lauros Kalinienés) Sias struktiiras
koduojantys genai (atitinkamai ASR44 ir ASR45 bei ASR47 ir ASR57) buvo
identifikuoti. Bakteriofago NBD2 genome, jskaitant ir jau minétuosius, i§ viso
identifikuota 16 struktirinius baltymus koduojanciy geny. Visi Sie struktiiriniai
baltymai buvo patvirtinti ir atlikus LC-MS/MS analiz¢. Be to, jos metu
nustatyti dar du NBD2 struktiiriniai baltymai (gp26 ir gp49), neturintys

patikimos homologijos su anotuotais kity organizmy struktiiriniais baltymais.

10

3.4 pav. Bakteriofago NBD2 viriony TEM (kairéje) ir SDS-PAGE (deSinéje)
analizé. DeSinéje puséje esanciame paveiksle simboliai Zymi: 1 — baltymy
molekulinés masés standartas Page Ruler™ Prestained Protein Ladder Plus (Thermo
Fisher Scientific); 2 — NBD?2 viriono baltymai.
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Darbo metu atlikta SDS-PAGE analiz¢ atskleidé, kad intensyviausia
NBD2 viriono baltymy formuojama juosta yra matoma truputj auksciau 35
kDa ribos (3.4 pav.). Iprastai vienas gausiausiy uodeguotyjy bakteriofagy
viriono baltymy yra pagrindinis kapsidés baltymas. Tikétina, kad ir NBD2
virionai néra iSimtis, kadangi NBD2 pagrindinio kapsidés baltymo (gp33)
teoriné molekuliné masé¢ yra 35,11 kDa. Tolimesniems nanostruktiry
tyrimams, dél nejprastai lanks¢iy uodegéliy, pasirinktas uodegélés vamzdelio

baltymas (gp39).

3.1.5 Escherichia coli bakteriofagas vB_EcoM-FV3

Bakteriofagas vB_EcoM-FV3 (FV3) — i ,rV5-pana$iy virusy“ grupés
atstovas (Santos et al., 2011), infekuojantis E. coli K-12 grupés laboratorinius
kamienus. TEM analizés metu nustatyta, kad Sis bakteriofagas yra tipinis
miovirusas, turintis taisyklingo ikosaedro formos galvute (skersmuo 85 nm) ir
ilga, susitraukiancig, su pastebimu kakleliu uodegele. Pastarosios ilgis esant
iStestai konformacijai yra 120 nm, skersmuo — 18 nm. Uodegélei susitraukus,
jos skersmuo padidéja iki 27 nm. Uodegelés pamatinéje dalyje pastebima
baziné plokstelé su prie jos prisitvirtinusiomis SeSiomis Igsteliy Seimininkiy
atpazinimui skirtomis fibrilinémis struktiiromis (3.5 pav.).

Atlikus bakteriofago FV3 genomo (136947 bp) bioinformating analize
nustatyta, kad genomo G+C sudétis yra 43,7 %, jame koduojami 218 ASR ir 5
tRNR. Palyginamoji genomy analizé atskleide, kad FV3 genomo struktiira
labai panasi | E. coli fago rV5 genomo struktiirg (Kropinski et al., 2013): net
212 fago FV3 ASR yra homologiski fago rV5 ASR, o jy vidutinis

identiSkumas aminorugs¢iy lygmenyje siekia 93,1 %.
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3.5 pav. Bakteriofago FV3 viriony vaizdas, stebimas TEM analizés metu.

Bioinformatinés analizés metu identifikuota 19 struktiirinius baltymus
koduojanc¢iy fago FV3 geny. IS jy detalesniems tyrimams pasirinkti potencialiis
uodegelés vamzdelio (gp052) ir uodegéelés apvalkalo (gp053) baltymus

koduojantys genai.

3.2 Bakteriofagy struktiirinius baltymus koduojanciy geny

klonavimas, raiska ir formuojamy nanostruktiiry analizé

Identifikavus potencialius bakteriofagy strukttrinius baltymus, kurie
galéty buti panaudoti kaip pagrindas savitvarkiy hibridiniy nanostruktiiry
konstravimui, tolimesniy darby metu PGR metodu pagausinti pasirinkty geny
DNR fragmentai buvo klonuojami ] indukuojamos raiskos plazmidinius
vektorius. Buvo tiriama geny raiSka ir, jei biitina, ji optimizuojama.
Rekombinantiniy baltymy gebé¢jimas formuoti struktiras buvo vertinamas
TEM analize. Informacija apie pasirinktus bakteriofagy struktirinius genus, jy
pagausinimui PGR metodu naudotus pradmenis bei geny raiSkos vektorius

pateikta 2.2 lenteléje.
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3.2.1 Bakteriofago RaK2 struktiiriniy baltymuy tyrimai

Savitvarkiy nanostruktiry konstravimui bakteriofago RaK2 atveju
pasirinktas uodegelés apvalkalo baltymas (gp041) bei neZinomos funkcijos, bet
gausiai fagy virionuose aptinkami gpl06 ir gpl07. Pastarieji baltymai
pasirinkti todeél, kad bioinformatinés analizés metu fago RaK2 genome
nepavyko identifikuoti uodegelés vamzdelio baltymo, todél buvo manoma, kad
Sig funkcijg galéty atlikti kaZzkuris 1§ Siy baltymy. Visy pirma, didelis gp106 ir
gpl07 kiekis, stebimas SDS-PAGE nuotraukose, leidZia manyti, kad tai yra
vieni i§ gausiausiy ir svarbiausiy fago RaK2 struktiiriniy baltymy. Kadangi
gausiausias fago viriono baltymas (kapsidés baltymas), kaip jau minéta, yra
koduojamas geno 094, tai geny /06 arba 107 produktai, buvo sp¢jama, kad
galéty buti kity esminiy faginiy struktiiry, tokiy kaip uodegéele, vieni
pagrindiniy komponenty. Antra, gpl06 ir gpl07 antrinés struktiros analizés
duomenys parode, kad Sie baltymai linke formuoti uodegelés vamzdelio
baltymams biidingg beta-klosting struktiirg. Tre€ia, Siy baltymy dydis
(atitinkamai 24,6 kDa ir 21,1 kDa) panaSus | daugumos bakteriofagy uodegéelés
vamzdelio baltymy dydZius (Leiman ir Shneider, 2012).

Nors darbo metu atlikus RaK2 gp106 ir gp107 raiskos tyrimus, buvo
gauti tirptis rekombinantiniai baltymai, tatiau TEM analizés metu susirinkusiy
tvarkingy nanostruktiiry nebuvo matyti. Siekiant nustatyti Siy struktiriniy
baltymy funkcija, buvo gauti polikloniniai antikiinai prie§ Siuos baltymus
(darbas atliktas dr. I. Dumalakienés), atliktas jy Zzyméjimas aukso
nanodalelémis (darbas atliktas dr. L. Kalinienés) ir preparaty TEM analizé. Jos
metu nustatyta, kad gp106 ir gp107 iS tiesy yra fago kapsidés komponentai (3.6
pav.). Atlikus detalesng bioinformating analiz¢ bei remiantis bendromis
ziniomis apie uodeguotyjy bakteriofagy struktiira, tikétina, kad RaK2 gp106 ir
gp107 yra kapsidés dekoravimo baltymai.
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T 200nm ~ T200nm
3.6 pav. Bakteriofago RaK2 viriony vaizdas, stebimas TEM analizés metu. Fagai
inkubuoti su aukso nanodalelémis zymétais polikloniniais antikiinais prie§ RaK2
gpl06 (A) ir gp107 (B). Rodyklés zymi polikloniniy antikiiny prisitvirtinimo vietas.

Kita vertus, klonavus RaK2 uodegélés apvalkalo baltyma koduojant;
geng (g041) 1 indukuojamos raiSkos plazmidinj vektoriy pET21d ir iStyrus
baltymy sintez¢ E. coli BL21-DE3 Igstelése (darbas atliktas dr. S.
Povilonienés) nustatyta, kad, net ir nesant kity faginiy baltymy, E. coli
lastelése rekombinantinis gp041 formuoja vamzdelines strukttiras. Remiantis
TEM analizés rezultatais, Siy struktiiry ilgis siekia nuo 10 iki 750 nm, o
skersmuo (~41 nm) atitinka fago RaK2 viriony sutrauktos uodegelés plotj (~42

nm). Siy nanostruktiiry nuotraukos pateikiamos 3.7 paveiksle.

3.7 pa. Bteriofago RaK2 rekobmatb gp41 frmuoj amy anostruﬁq
TEM analizé. (A, B) RaK2 gp041 formuojami nanovamzdeliai. (C) RaK2 gp041
nanovamzdelius sudarantys pavieniai ziedeliai.

EksperimentiSkai jrodzius, kad RaK2 g041 i§ tiesy yra uodegglés
apvalkalo baltyma koduojantis genas, tolimesniy darby metu buvo atliekami ir

potencialiy uodegelés vamzdelio baltymus koduojanéiy g042 ir g043 raiskos
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tyrimai. Deja, bet belasteliniy ekstrakty SDS-PAGE analizé parodé, kad abu

baltymai tirtomis sglygomis buvo netirpiis, tod¢l nebuvo toliau tiriami.

3.2.2 Bakteriofagy ArV1 ir ArV2 struktiiriniy baltymy tyrimai

Siekiant gauti savaime susirenkancias nanostruktiiras 1§ Arthrobacter
bakteriofagy ArV1 ir ArV2 baltymy, darbo metu atlikti Siy bakteriofagy
esminiy struktiiriniy galvutés ir uodegélés baltymy geny klonavimo ir raiskos
tyrimai (2.2 lentel¢). Bakteriofago ArV1 atveju tirtas uodegelés apvalkalo
baltymas (gpl5). Nustatyta, kad geno 15, klonuoto j indukuojamos raiskos
plazmidinius vektorius pET16b (gautas baltymas su N-galiniu polihistidino
inkaru) ir pET21a (gautas baltymas be histidino inkaro) produktai yra tirpis,
geny raiSka vykdant E. coli Rosseta kamiene ir po indukcijos 0,1 mM IPTG
inkubuojant Igsteliy kultirg 18-20 val. 20 °C temperatiiroje. Deja, atlikus Siy
baltymy TEM analizg, vamzdeliniy ar kitokiy nanostruktiry nebuvo pastebéta.

Tiriant bakteriofago ArV2 struktiiriniy baltymy praktinio pritaikymo
nanostruktiiry konstravimui galimybes, tyrimams pasirinkti gp03 (portalo
baltymas), gp05 (kapsidés formavimosi baltymas), gp06 (pagrindinis kapsidés
baltymas), gpll (pagrindinis uodegelés baltymas), gpl5 (uodegelés ilgio
matavimo baltymas), gpl6, gpl7, g18 (uodege¢lés baltymai), gp20 bei gp24
(uodegeles fibriliy baltymai). Darbo metu sukonstruoti indukuojamos raisSkos
plazmidiniai vektoriai pET16b, turintys visus minétuosius baltymus (iSskyrus
gp15) koduojancius genus. Geny raiska tikrinta E. coli BL21-DE3 bei Rosseta
laboratoriniuose kamienuose, bakterijy kultiira indukuojant 0,1 mM IPTG,
inkubuojant 5-20 val., 18-37 °C temperatiiroje. Esant Sioms s3glygoms, buvo
stebima intensyvi tiksliniy geny raiSka, o rekombinantiniy baltymy tirpumas
priklausé nuo konkretaus baltymo bei bakterijy kamieno.

Gauti rezultatai parodé, kad vykdant geny raiska E. coli BL21-DE3
kamiene, vieninteliai tirpts i$ tirtyjy ArV2 struktiriniy baltymy yra gp05 ir
gp18. Geny raiskos tyrimams pasirinkus E. coli laboratorinj kamieng Rosetta ir

atlikus analogiskus eksperimentus, gauti tirpts g24 produktai. Vis délto, atlikus

60



gp05, gpl8 ir gp24 tirpiy frakcijy TEM analize, susiformavusios tvarkingos

nanostruktiiros nebuvo pastebétos.
3.2.3 Bakteriofago NBD2 struktiiriniy baltymy tyrimai

Darbo metu taip pat atlikta E. coli bakteriofago NBD2 geno 39
(koduojancio pagrindinj uodegelés baltymg) raiskos tyrimai bei gautyjy
rekombinantiniy baltymy formuojamy struktiiry analizé¢ TEM metodu. Siuo
tikslu, fago NBD2 g39 pagausintas PGR metodu, gautasis fragmentas
iSgrynintas ir klonuotas j indukuojamos raiskos plazmidinius vektorius pET16b
arba pET21a. Geny raiSka tikrinta E. coli BL21-DE3 laboratoriniame kamiene,
bakterijy kultiirg indukuojant 0,1 mM IPTG ir inkubuojant 3 val. 30 °C arba
16-20 val. 20 °C temperatiiroje. SDS-PAGE analizés metu nustatytas tirpus
~27 kDa rekombinantinis NBD2 gp39 (3.8 pav.). Atlikus tirpios baltymy
frakcijos TEM analize¢, buvo stebimos ypatingai lankscios ir ilgos vamzdelinés
strukturos, kuriy skersmuo atitiko bakteriofago NBD2 uodegélés skersmenj
(~12 nm), o 1ilgis sieke net 2-3 um (3.8 pav.).

kDa M 1

10 s

3.8 pav. Bakteriofago NBD2 gp39 sintezés E. coli BL21-DE3 lastelése, turinciose
pET21a plazmide su jterptu g39 SDS-PAGE (kairéje) ir gauty produkty TEM
(desinéje) analizé. Geno raiska indukuota 0,1 mM IPTG ir inkubuojant lgsteles 16
val. 20 °C temperatiiroje. Kairéje pus¢€je esanciame paveiksle pavaizduota: M —
baltymy molekulinés masés standartas Page Ruler™ Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific); 1 — tirpiy baltymy frakcija.
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Idomu tai, kad rekombinantinis NBD2 gp39, kaip ir bakteriofago SPP1
uodegelés vamzdelio baltymas (gpl7.1), renkasi j tvarkingas vamzdelines
struktiras, net ir nesant kity faginiy baltymy, kurie jprastai yra bitini
uodegelés vamzdelio polimerizacijos iniciacijai (King, 1971; Katsura ir
Tsugita 1977; Katsura, 1983). Kita vertus, fago SPP1 gpl7.1 susirinkimas |
vamzdelines struktiiras vyksta ne in vivo, kaip NBD2 gp39 atveju, o in vitro ir
yra pakankamai ilgai (net iki 10 dieny) trunkantis procesas (Langlois et al.,
2015). Be to, remiantis straipsnyje pateikiamomis TEM nuotraukomis, gp17.1
nanostruktiry 1ilgis gerokai trumpesnis uz NBD2 gp39 formuojamus
nanovamzdelius. D¢l Siy priezasCiy tolimesni gp39 tyrimai gali biiti ypac
jdomiis ne tik dél galimybés kurti hibridinius nanovamzdelius, bet ir
aiSkinantis bakteriofagy wuodegelés vamzdelio baltymy polimerizacijos

procesus, kurie, panasu, vis dar néra pakankamai istirti.

3.2.4 Bakteriofago FV3 struktiiriniy baltymy tyrimai

Bioinformatiniais metodais identifikavus fago FV3 potencialius
uodegélés vamzdelio (gp052) ir uodegélés apvalkalo (gp053) baltymus
koduojanc¢ius genus, pastebéta, kad abu baltymai fago FV3 genome yra
koduojami komplementarioje DNR grandingje ir i§sidéste vienas Salia kito. Be
to, genai transliuojami tuo paciu skaitymo rémeliu, o tarp Siy dviejy geny
esanti ribosomos prisijungimo vieta suteikia galimybe vienu metu pasireiksti
abiem genams, naudojant vieno vektoriaus sistemg. Remiantis tuo, sukurti
pradmenys 053 ir 052 geny pagausinimui ir klonavimui j indukuojamos raiskos
plazmidinius vektorius pET16b (poliHis-inkaras gp053 N-gale) bei pET21a
(poliHis-inkaras gp052 C-gale). Geny raiSka tikrinta Escherichia coli BL21-
DE3 laboratoriniame kamiene, bakterijy kultirg indukuojant 0,5 mM IPTG,
inkubuojant 3 val., 30 °C temperatiiroje. SDS-PAGE analizés metu nustatyta,
kad abiem atvejais vyko intensyvi g053 ir g052 raiSka, abu baltymai buvo

tirpds, atliktas jy gryninimas naudojant poli-histidino inkarus turinéius
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baltymus suriSancias koloné¢les (pradinj geny 053-052 pagausinimg PGR
metodu bei pirmuosius baltymy biosintezés tyrimus atliko dr. L. Truncaite).

Atlikus g053-052 koduojamy baltymy tirpiy frakcijy TEM analizg,
nustatyta, kad vykstant Siy geny raiSkai minétomis salygomis, E. coli lastelése
susiformuoja ilgos (iki 1000 nm), tvarkingos (~28 nm skersmens) vamzdelinés
struktiiros (3.9 pav.). Siekiant iSsiaiskinti, ar tai geno 052 ar 053 koduojami
baltymai ir ar Sios vamzdelinés struktiiros susirenka, esant tik vienam 18
minétyjy baltymy bei jvertinti N- arba C-galiniy polihistidino inkary jtaka
nanostruktiiry susidarymui, buvo atlikti iSsamesni tokiy rekombinantiniy
baltymy tyrimai.
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SDS-PAGE
(kairéje) ir TEM (deSinéje) analizé. Kairéje puséje esanCiame paveiksle
pavaizduota: M — baltymy molekulinés masés standartas Page Ruler'™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific); 1 — tirpiy baltymy frakcija.

3.9 pav. Bakteriofago FV3 i§grynint0. rekombinantinio gp(iS

Buvo sukonstruoti indukuojamos raiSkos plazmidiniai vektoriai pET16b
ir pET21a, turintys jklonuotus g052 ir g053. Geny raiska tikrinta E. coli BL.21-
DE3 Iastelése, kultiirg indukuojant 0,1 mM IPTG, inkubuojant 5-20 val., 30 °C
temperatiiroje. Nustatyta, kad stebétos nanostruktiiros yra formuojamos geno
053 koduojamo uodegélés apvalkalo baltymo. Struktiiry susidarymui uodegélés
vamzdelio baltymas (gp052) jtakos neturi. Pats gp052 (su N- arba C-galiniais
histidino inkarais arba be jy) visais atvejais yra tirpus, taiau j vamzdelines
struktiiras, nesant papildomy faginiy baltymy, nesusirenka. D¢l Sios priezasties,

remiantis gautais rezultatais, tolimesniems tyrimams pasirinktas gp053.
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3.3 Bakteriofago FV3 gp053 formuojamu nanostruktiry tyrimai

Darbo metu buvo atlikta gp053 bioinformatin¢ analize, jo formuojamy
vamzdeliniy struktiiry atsparumo jvairiems aplinkos veiksniams tyrimai, taip
pat mutantiniy gp053, turinCiy jvairias aminoriigsciy delecijas, pakeitimus arba
papildomas aminoriigstis, konstravimas bei hibridiniy baltymy konstravimas ir

Jy formuojamy nanostruktiiry tyrimai.

3.3.1 Baltymo gp053 sekos bioinformatiné analizé

Siekiant sukonstruoti stabilius bei pageidaujamomis savybémis
pasizyminCius hibridinius nanovamzdelius, ypatingai svarbus Siy struktiiry
pagrindg sudaran¢iy baltymy aminoriigs¢iy iSsidéstymo baltymo erdvingje
struktliroje, o taip pat ir paties baltymo padéties bei galimos sgveikos su Salia
esanCiais baltymais nustatymas. D¢l Sios priezasties atlikta detali gp053
bioinformatin¢ analizé, kurios metu jvertintas gp053 pirminés ir tretinés
struktiros panaSumas su NCBI duomeny bazéje esanciais baltymais, taip pat
sudarytas numanomas gp053 tretinés struktiiros modelis bei atlikta filogenetiné
analizé, kurios metu nustatytas FV3 gp053 rySys su kity bakteriofagy
uodegeles apvalkalo baltymais.

Bioinformatinés analizés metu nustatyta, kad gp053 aminoriigsciy
lygmenyje panaSiausias (identiSkumas 98-99 %) 1 ,,rV5-panaSiy* fagy grupés,
kuriai priskiriamas ir FV3, uodegé¢lés apvalkalo baltymus, o identiSkumas kity
fagy uodegelés apvalkalo baltymams mazesnis nei 60 %. Siekiant geriau
suprasti evoliucinius rySius tarp FV3 1ir kity uodeguotyjy bakteriofagy
uodegélés apvalkalo baltymy, buvo atlikta filogenetin¢ analiz¢. Nustatyta, kad |
,I'V5-panasiy* bakteriofagy uodegelés apvalkalo baltymai (jskaitant fago FV3
gp053) evoliuciniu pozitriu artimiausi Klebsiella fago vB_KpnM_KB57 bei su
,»I'V5-panasiais® fagais filogenetiSkai artimai susijusiy ,,PVP-SE1-panaSiy“
fagy (Santos et al., 2011; Kim, 2014) uodege¢les apvalkalo baltymams (3.10
pav.).
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3.10 pav. Filogenetin¢ bakteriofagy uodegelés apvalkalo baltymo diagrama,
sudaryta artimiausiy grupiy apjungimo buidu. Salia atsiSakojimy nurodyta
procentiné jkélos sutapimo su tiriamuoju baltymu israiska. Mastelis atitinka pakeisty
aminorigsciy skai¢iy, tenkantj vienai pozicijai.

Nepaisant ypac¢ didelio gp053 ir ,rV5-panasiy“ fagy uodegélés
apvalkalo baltymy identiSkumo, erdvinés §iy baltymy struktiros klausimas vis
dar iSlieka atviras. Remiantis duomeny bazése esancia informacija, nei vieno is$
»'V5-panasiy”“ ar jiems giminingy fagy uodegelés apvalkalo baltymy
kristalografinés struktiiros vis dar néra nustatytos. D¢l Sios priezasties atlikta
gp053 ir vieno i§ nedaugelio nustatytos kristalinés struktiiros bakteriofago T4
uodegeles apvalkalo baltymo (gp18) palyginamoji analizé. Nustatyta, kad Siy
baltymy identiSkumas aminoriigs§¢iy lygmenyje téra 12 %. Kita vertus, kaip jau
minéta 1.4 skyrelyje, 12 % identiSkumas nustatytas ir fago T4 bei phiKZ
uodegelés apvalkalo baltymy atveju, taciau krioelektroninés mikroskopijos ir
rentgeno struktirinés analizés rezultatai atskleidé¢ didel; Siy baltymy

formuojamy struktiiry panasuma (Aksyuk et al., 2011).
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Siekiant nustatyti gp053 tretinés strukttiros panasuma fago T4 gpl8 ir
kity zinomos struktiiros baltymy atzvilgiu, atlikta palyginamoji analizé
naudojantis HHpred jrankiu. Nustatyta, kad fago FV3 uodegelés apvalkalo
baltymo tik C-galinio fragmento (258442 a.r.) susilankstymas atitinka fago
T4 gpl18 (PDB ref: 3]12M) C-galinio fragmento (470-643 a.r.) konformacijg su
97,2 % tikimybe (jvertis=0,00034). Kita vertus, nustatyta, kad gp053 galimas
susilankstymas artimiausias trijy ] bakteriofagy susitraukiancias struktiiras
panaSiy baltymy susilankstymui. 1-422 a.r. atitinka R-tipo piocino i$
Pseudomonas aeruginosa (PDB ref: 3J9Q) susilankstyma su 98,6 % tikimybe
(1vertis=9.9e-07). 18-442 a.r. atitinka uodegelés apvalkalo baltymo Lin1278 i§
Listeria innocua profago (PDB ref: 3LML) susilankstymg su 98,5 % tikimybe
(1vertis=1.3e-05). 16422 a.r. atitinka uodegé¢les apvalkalo baltymo DSY3957
18 Desulfitobacterium hafniense profago (PDB ref: 3HXL) susilankstymg su
98,5 % tikimybe (jvertis=6.3E-06). Idomu tai, kad nepaisant tretinés struktiiros
panaSumo, gp053 identiSkumas aminortiigs§ciy lygmenyje su pastaraisiais
baltymais tesiekia 14,2 % (3J9Q), 14,4 % (3HXL) ir 15,7% (3LML).

Didziausias fago FV3 uodegé¢lés apvalkalo baltymo galimos tretinés
struktiros panaSumas ] minétuosius baltymus néra netikétas dél keleto
priezasCiy. Visy pirma, Siuo metu vis dar iSlieka tik labai ribotas skaicius
nustatyty uodegelés apvalkalo baltymy struktiry (Kube ir Wendler, 2015).
Antra, kaip jau minéta literatiirinéje dalyje, bakteriofaguose ir prokariotuose
aptinkamy susitraukian¢iy vamzdeliniy struktiiry sandara labai pana$i, todeél
nenuostabu, kad gp053 tretiné struktiira panasesné ] bakterijose aptinkamus R-
tipo piocinus nei ] bakteriofagy uodegélés apvalkalo baltymo struktiirg
(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
kristalinés struktiiros baltymy Lin1278 (3LML) bei DSY3957 (3HXL)
palyginimas. gp053 molekulinis modelis sudarytas naudojantis I-TASSER jrankiu
(Zhang, 2008).

Bakteriofago FV3 gp053 numanomas tretinés struktiiros modelis (3.11
pav.) sukurtas naudojantis I-TASSER jrankiu (Zhang, 2008). Labiausiai
tikétiny trijy gp053 modeliy (i sumodeliuoty penkiy) struktiiriniai analogai
baltymy duomeny bazéje (angl. protein data base (PDB)) atitiko ir nustatytus
HHpred analizés metu: 3LML, 3HXL ir 3J9Q. I-TASSER apskaiciuotas
pirmojo modelio TM-jvertis (0,54 = 0,15) rodo didele gp053 tretinés struktiiros

ir $io modelio sutapimo tikimybe.

3.3.2 Rekombinantinio gp053 biosintezé, gryninimas ir stabilumo tyrimai

FV3 gp053 koduojancio geno raiska tirta E. coli BL21-DE3 lastelése,
kultirg indukuojant 0,1 mM IPTG ir inkubuojant 3-20 wval., 30 °C
temperatiiroje. Esant Sioms sglygoms buvo stebima intensyvi rekombinantinio
baltymo sintezé, o po lasteliy suardymo tirpioje frakcijoje esanciy
rekombinantiniy baltymy gryninimas buvo optimizuotas keliais etapais.

Remiantis konservatyviu bakteriofago T4 uodegélés apvalkalo modeliu,
uodegéelés apvalkala sudaranciy baltymy N- ir C-galinés aminorigstys
formuoja domeng I, kuris atsiduria baltymo apvalkalo vidinéje puséje (zitréti
1.4 skyrelj). Zinant, kad bakteriofagy rekombinantiniy uodegélés apvalkalo
baltymy formuojamy polimeriniy vamzdeliy morfologija ir savybés atitinka
bakteriofago sutrauktos uodegeélés apvalkalo konformacijg ir tai, kad Siy

struktiiry, nepaisant nedidelio panaSumo aminortigs§ciy lygmenyje, morfologija
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itin pana$i (ziuréti 1.4 skyrelj), tikétina, kad ir bakteriofago FV3 gp053 N- ir
C-galinés aminoriigStys atsiduria vidin¢je vamzdelio dalyje. Siekiant patvirtinti
arba paneigti (Siuo atveju dar ir sukuriant efektyvy nanovamzdeliy gryninimo
metoda) Sig prielaidg, buvo sukonstruoti rekombinantiniai gp053, turintys N- ir
C-histidino inkarus. Baltymai iSgryninti naudojant metaly chelating
chromatografijg. Tiek negryninti, tiek gryninti baltymai analizuoti SDS-PAGE
ir TEM metodais. Nustatyta, kad gryninant baltymus, didziausias jy kiekis
atsiduria su sorbentu nesgveikaujanciose frakcijose, o iSgrynintg frakcija
sudaro gp053, formuojantys trumpesnes vamzdelines arba tik pavienes

ziedines struktiiras (3.12 pav. D, E).

gp053_N-his gp053_C-his

3.12 pav. Fago FV3 gp053 formuojamy nanostruktity TEM analizé prieS§
(virSuje) ir po (apacioje) gryninimo. gp053_N-his (D) ir gp053_C-his (E) gryninti
naudojant metaly chelating chromatografija, gp053 (F) grynintas i§sodinant amonio
sulfatu.

Remiantis gautais rezultatais, taip pat ir bioinformatinés analizés

duomenimis, tikétina, kad ir gp053 atveju baltymo N- ir C-galinés
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aminortigstys polimerizacijos metu atsiduria vamzdelio vidinéje dalyje. Be to,
papildomas N-histidino inkaras turi daugiau neigiamos jtakos baltymo
susirinkimui j tvarkingas nanostruktiiras nei baltymo C-gale esantys papildomi
histidinai: gp053_N-his formuojami nanovamzdeliai gerokai trumpesni (iki
300 nm), lyginant su struktiiromis, kurios yra stebimos rekombinantinio
gp053_C-his atveju (vamzdeliy ilgis iki 1000 nm). Tiek gp053 N-his, tiek
gp053_C-his formuojamy nanovamzdeliy skersmuo (~28 nm) iSlieka
nepakites, lyginant su natyvaus rekombinantinio gp053 formuojamy vamzdeliy
diametru.

Atsizvelgiant | darbo metu gautus rezultatus bei ieSkant alternatyviy
gp053 formuojamy struktiry gryninimo metody, tirpius, itin didelés
molekulinés masés nanovamzdelius nusprgsta gryninti iSsodinant amonio
sulfatu (zitréti. 2.2.18 skyrelj). Atliktas gryninimo salygy optimizavimas,
kurio metu tirta gp053 formuojamy nanovamzdeliy tirpumo priklausomybé
nuo amonio sulfato drusky koncentracijos ir inkubacijos laiko. Galutinis Sio
dabo rezultatas — ypal greitai (vos per pusvalandj), pigiai (gryninimui
naudojama tik amonio sulfato druska) ir produktyviai (biomasés iSeiga 1-5
mg/ml) gaunami gp053 formuojami nanovamzdeliai. Taikant §] metoda
iSgryninto gp053 SDS-PAGE nuotrauka pateikiama 3.9 paveiksle (kair¢je), o
baltymo formuojamy struktiiry vaizdas, stebimas TEM — 3.9 pav. (deSingje),
taip pat 3.12 pav. (F). Kita vertus, amonio sulfatu gryninant gp053 mutantus
arba hibridinius baltymus (detalesni §iy baltymy tyrimai aprasSyti kituose
skyriuose), kuriy formuojamy vamzdeliniy nanostruktiry ilgis trumpesnis,
lyginant su natyvaus rekombinantinio gp053 formuojamomis struktliromis,
naudojant 10 % amonio sulfato druskg iSsodinama tik nedidel¢ dalis tikslinio
baltymo. Sprendziant §ig problema, nanovamzdeliy gryninimas atlickamas
taikant i§sodinimo amonio sulfatu metodikg su nedideliais pakeitimais (Zidiréti
2.2.18 skyrelj).

Remiantis  literatiros ~ duomenimis,  bakteriofagy  sutrauktos
konformacijos uodegélés apvalkalas ir $§ig jo struktiirg atitinkantys

rekombinantinio uodegelés apvalkalo baltymo formuojami poliapvalkalai —
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jvairiems fiziniams ir cheminiams veiksniams ypatingai atsparios struktiiros
(ziuréti 1.4 skyrelj). Siekiant jvertinti FV3 uodegélés apvalkalo baltymy
formuojamy nanovamzdeliy savybes, atlikti jy stabilumo tyrimai. Remiantis
TEM analizés rezultatais, nustatyta, kad daugiau nei metus laiko buferiniame
tirpale 4 °C temperatiroje laikyty gp053 nanovamzdeliy struktiira isliko
nepakitusi. Struktiriniai pokyciai nebuvo pastebimi ir atlikus analize méginiy,
inkubuoty 16 val. su tripsinu (0,02 mg/ml) ar 8 M karbamido tirpale, taip pat
laikyty 30 min. verdanCiame vandenyje (3.13 paveikslas). Remiantis Siais
rezultatais, galime teigti, kad bakteriofago FV3 gp053 formuojami

nanovamzdeliai yra ypac stabilios ir jvairiems veiksniams atsparios struktiiros.
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3.13 pav. FV3 gp053 formuojamy nanostruktiry TEM analizé. Méginiai laikyti:
(A) metus laiko TE buferyje 4 °C temperatiiroje; (B) 16 val. su tripsinu (0,02 mg/ml);
(C) 16 val. 8 M karbamido tirpale; (D) 30 min. verdan¢iame vandenyje.

Kita vertus, nors TEM nuotraukose matyti, kad po inkubacijos su
tripsinu  gp053 nanovamzdeliy forma iSlieka stabili, SDS-PAGE analizés
rezultatai rodo, kad dalis Sias struktiiras sudaraniy baltymy visgi yra
suskaldomi (3.14 pav.). Pra¢jus pusvalandziui nuo inkubacijos pradzios,

natyvaus gp053 (~50 kDa) kiekis gerokai sumazéja, atsiranda mazesnés
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molekulinés masés baltymy (~43, ~39 ir ~37 kDa). Idomu tai, kad Siy, po
inkubacijos su tripsinu SDS-PAGE stebimy, baltymy kiekis, vykdant reakcija
ilgesnj laika, faktiSkai nebesikeicia. Atlikus gp053 pirminés struktiiros analize,
Sio baltymo sekoje nustatytos 22 tripsino atpazinimo vietos. Tuo tarpu SDS-
PAGE ir TEM analizés rezultatai rodo, kad vamzdelj sudarantys gp053 Sioje
struktiiroje 1Ssidésto taip, kad egzistuoja tik nedidelis skaiius tripsinui
,lengvai pasiekiamy“ taikiniy. Be to, net ir hidrolizavus atitinkamas
aminortgstis, del itin stiprios vamzdelj sudaranciy gp053 tarpusavio sgveikos,

vamzdeliné struktiira iSlieka stabili (3.13 pav. B).
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3.14 pav. ISgryninty FV3 gp053 formuojamy nanostruktiiry, inkubuoty su
tripsinu, SDS-PAGE analizé. Kair¢je pus¢je pavaizduota gp053 fragmenty
susidarymo priklausomybé nuo inkubacijos laiko. Takeliai zymi: M — molekulinés
masés dydzio standartas Page Ruler'™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific), 1 — rekombinantinis gp053, 2—4 rekombinantinis gp053, inkubuotas su
tripsinu (0,02 mg/ml). Inkubacijos laikas paZymeétas apacioje. Rodyklés rodo
rekombinantinj gp053 (1) ir tripsinolizés metu susidarancius jo fragmentus (2—4).
Desinéje pus€je pavaizduota LC-MS/MS analizés metu tirti gp053 fragmentai
(apvesti juodu staciakampiu). Takeliai zZymi: M — molekulinés masés dydzio
standartas Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1 —
rekombinantinis gp053 (kontrol¢); 2— rekombinantinis gp053, 24 valandas inkubuotas
su tripsinu (0,02 mg/ml). Rodyklés rodo rekombinantinj gp053 (1,3), kontroliniame
tirpale esant] gp053_NAS86 (2) ir tripsinolizés metu susidarancius gp053 fragmentus:
gp053_CA41 (2), gp053_CAT7T7 (3), gp053_N86_CA41 (4).
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Gauti rezultatai leidzia daryti prielaidg, kad tripsinolizés metu
hidrolizuojamos aminortigStys galéty biiti vidiniame arba iSoriniame gp053
formuojamo vamzdelio pavirSiuje esantys proteaziy taikiniai. Siy taikiniy
identifikavimas ypac svarbus konstruojant hibridinius baltymus su tikslinémis
vamzdeliy vidiniame arba iSoriame pavirSiuje esanCiomis fermenty arba
peptidy klonavimo vietomis. Siekiant nustatyti Sias tripsino atpazinimo vietas,
atlikta pries ir po inkubavimo su tripsinu gp053 baltymy SDS-PAGE matomy
baltymy fragmenty (3.14 pav.) LC-MS/MS analizé¢. Remiantis Sios analizés
rezultatais, nustatyta, kad didzioji dauguma iSgrynintoje frakcijoje randamy
baltymy yra natyvus gp053, taciau aptikta ir 86 a.r. N-galing¢ delecijg turinciy
gp053 (gp053_NA86) (3.14 pav.). Kadangi pastaryjy baltymy kiekis santykinai
mazas, tikétina, kad tai galéty biti pavienius Ziedelius sudarantys arba
vamzdeliniy struktiiry galuose esantys baltymai, kuriy N-galinés sekos tampa
,lengviau prieinamomis® tirpale baltymy gryninimo metu galinioms atsirasti
Jvairioms proteazéms (] i8gryninty baltymy suspensijg proteaziy slopikliy
nebuvo déta). Tuo tarpu po inkubacijos su tripsinu SDS-PAGE intensyviausias
juostas formuojanciy baltymy LC-MS/MS analizés metu identifikuotas ne tik
natyvus gp053, bet ir gp053, turintys 41 ir 77 ar. C-galines delecijas
(gp053_CA41 ir gp053_CAT7T7), taip pat gp053, neturintis 86 N-galiniy ir 77 C-
galiniy a.r. (gp053 N86_CA41). Sie rezultatai rodo, kad tripsinas atpaZjsta ir
suardo gp053 peptidinj rysj tarp Lys381-Asn382 ir Arg417-Val418. Remiantis
Siais duomenimis, tikétina, kad Sios aminortigstys yra iSsidésc¢iusios vamzdeliy
vidiniame arba iSoriniame pavirSiuje, todel yra potencialis taikiniai

konstruojant tikslinias klonavimo vietas svetimy aminorigsc¢iy jvedimui.

3.3.3 gp053 deleciniy mutanty tyrimai

Konstruojant  hibridines nanostruktiiras, svarbu Zinoti, kurios
aminortigStys yra esminés baltymo polimerizacijos procesui, t.y. kurias i$
aminoriig8¢ly paSalinus ar pakeitus svetimomis, vis dar susiformuoja

tvarkingos savitvarkés struktiiros. Sio darbo metu, siekiant gauti bakteriofago
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FV3 uodegélés apvalkalo baltymo pagrindu sukurtas nanostruktiiras, nuspresta
istirti, kokig jtaka baltymo polimerizacijos procesui turi tam tikry aminoriigs¢iy
pasalinimas. Siuo tikslu buvo sukonstruota grupé gp053 mutanty, turindiy N- ir

C-galiniy aminortugsciy delecijas (3.15 pav., 3.1 lentelé¢).

P03 | (458)
P03 _N-his | 479 (458)
9P0S3 N A | 449 (449)
op0S3_NA20 A 438 (438)
or053_NA29 e 429 (429)
gP053 NAg CATl | 438 (438)
P03 _NAS-his A1 | 59 (438)
gP0S3 NAg CA-his | 446 (438)
MBS NG Basn A 18 (418)
gp053_Na20-his_CA20 () 439 (418)
ap0s3_NAZ0. CA20-his A 426 (418)
GRUS3_NAZD GA25 ——— B
gp053_NA25-his_CA2S | 29 (408)
gp053_NA25_CA25-his N 16 (408)
gp083_NA29_Cas1 e 398 (398)
gpoB3_NAZS-hs CA31. N 419 (398)
gP0S3 C-his |y 466 (458)
orlSS CAL S 447 (447)
9P053 A3 | 42T (42T)
9P0S3 CAST | 407 (407)
gP0S3_CAT6 | 352 (382)
gp053_CA100 (N 358 (358)
gp05e.CA1E2. N 206 (306)
op0S3.CAZ00 (N 256 (266)
P03 C-strep | Y 488 (458)
GR0BE_NE25 C-strep N 443 (433)

3.15 pav. Deleciniy gp053 mutanty polimerizacijos analizé. Mé¢lyna spalva Zymi
tvarkingas savitvarkes vamzdelines struktiiras formuojancius mutantinius baltymus
(iskaitant natyvy gp053). Juoda — netirpius arba tirpius, bet tvarkingy struktiry
neformuojanéius baltymus. OranZine spalva pazyméti histidino inkarai. Zalia —
streptavidino inkarai. Mutanty pavadinimas sudarytas remiantis N- arba C-galiniy a.r.
delecijy skai¢iumi bei histidino arba streptavidino inkaro ekspovimu baltymo N- arba
C-gale. Desinéje pateikiamas baltyma sudaranciy a.r. skaicius, skliausteliuose
pazymeétas natyvaus gp053 nepakeisty a.r. skaicius.
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3.1 lentelé. gp053 deleciniai mutantai ir ju formuojamy nanostruktiiry esminés
charakteristikos. Baltymo pavadinime naudojami simboliai Zymi: A — aminortigsciy
delecija (simboliai N arba C nurodo baltymo gala, kuriame yra delecija, skai¢ius —
pasalinty aminortig§ciy kiekj); his — histidino inkaras; strep — streptavidino inkaras.

PGR . f ragm ento Ekspresijos | Baltymo formuojamy struktiry
Baltymas pagausinimui . ..
. vektorius morfologija
naudoti pradmenys
Natyvus FV53 Ndel F1 pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
gp053 FV53_BamHI_R1 1000 nm (daugumos ilgis nuo 500
iki 800 nm) skersmuo 27,8+2,7
nm
gp053_N-his | FV53_Ndel_F1 pET-16b Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
FV53_BamHI_R1 300 nm (daugumos ilgis nuo 50
iki 200 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_C-his | FV53_Ndel_Fl1 pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
FV53 Xhol R1 1000 nm (daugumos ilgis nuo 300
iki 500 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA9 | FV53_NdelOF pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
FV53_BamHI_R1 600 nm (daugumos ilgis nuo 200
iki 300 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_CAll | FV53_Ndel_FI pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
FV53_BamlOR 600 nm (daugumos ilgis nuo 200
iki 300 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA9_ | FV53_NdelOF pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
CAll FV53 Baml10R 500 nm (daugumos ilgis nuo 100
iki 300 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA9- | FV53_NdelOF pET-16b Tvarkingi vamzdeliai, 1lgis iki
his. CA11 FV53_Baml10R 800 nm (daugumos ilgis nuo 200
iki 400 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA9_ | FV53_NdelOF pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
CA11-his FV53_Xhol0R 800 nm (daugumos ilgis nuo 200
iki 400 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA20 | FV53_Nde20F pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
FV53_BamHI_R1 500 nm (daugumos ilgis nuo 100
iki 300 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA20 | FV53_Nde20F pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
_CA20 FV53_Bam20RN 600 nm (daugumos ilgis nuo 200
iki 400 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA20 | FV53_Nde20F pET-16b Tvarkingi vamzdeliai, 1lgis iki
-his_ CA20 FV53_Bam20RN 1000 nm (daugumos ilgis nuo 400
iki 600 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA20 | FV53_Nde20F pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
_CA20-his FV53_Xho20R 1000 nm (daugumos ilgis nuo 400
iki 600 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA25 | FV53_Nde25F pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
_CA25 FV53_Bam25R 800 nm (daugumos ilgis nuo 300

iki 600 nm) skersmuo ~28 nm

3.1 lentelés tesinys kitame puslapyje
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3.1 lentelés tesinys

gp053_NA25 | FV53_Nde25F pET-16b Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
-his_ CA25 FV53_Bam25R 800 nm (daugumos ilgis nuo 300
iki 500 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA25 | FV53_Nde25F pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
_CA25-his FV53_Xho25R 800 nm (daugumos ilgis nuo 300
iki 500 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA29 | FV53_Nde30F pET-21a Tirpds, taciau tvarkingy
FV53_BamHI_R1 nanostruktiity neformuojantys
baltymai.
gp053_NA29 | FV53_Nde30F pET-21a Tirpts, taciau tvarkingy
_CA31 FV53_Bam30R nanostruktiity neformuojantys
baltymai.
gp053_NA29 | FV53_Nde30F pET-16b Netirpus baltymas
-his_ CA31 FV53_Bam30R
gp053_CA31 | FV53_Ndel_FI pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
FV53_Bam30R 600 nm (daugumos ilgis nuo 200
iki 300 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_CA51 | FV53_Ndel_FI pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
FV53_Bam50R 600 nm (daugumos ilgis nuo 200
iki 300 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_CA76 | FV53_Ndel _FI pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
FV53_Bam75R 600 nm (daugumos ilgis nuo 200
iki 300 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_CA10 | FV53_Ndel_FI pET-21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
0 FV53_Bam100R 2000 nm (daugumos ilgis nuo 500
iki 1000 nm) skersmuo ~32 nm
gp053_CA15 | FV53_Ndel_FI pET-21a Tirpis, taciau tvarkingy
2 FV53_Baml150R nanostruktiiry neformuojantys
baltymai.
gp053_CA20 | FV53_Ndel_FI pET-21a Tirpts, taCiau tvarkingy
0 FV53_Bam200R nanostruktiiry neformuojantys
baltymai.
gp053_C- FV53_Ndel _Fl1 pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
strep Pf123Strep 500 nm (daugumos ilgis nuo 150
iki 300 nm) skersmuo ~28 nm
gp053_NA25 | FV53_Ndel_FI pET21a Netirpus baltymas
_C-strep Pf123Strep

Mutantiniy gp053 ilgis sudaré nuo 98,0 % (gp053_NA9) iki 43,7 %

(gp053_CA200) natyvaus rekombinantinio gp053 ilgio. Geny raiSkavykdyta E.

coli BL21-DE3 Iastelése tomis paciomis sglygomis, kaip ir natyvaus gp053

atveju. TEM analizés metu nustacius, kad aminoriig§ciy pasalinimas baltymo

polimerizacijai jtakos neturi, buvo atlickamas baltymy gryninimas i§sodinant

amonio sulfatu (2.2.18 skyrelis). ISgryninty deleciniy gp053 mutanty SDS-
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PAGE nuotrauka pateikiama 3.16 paveiksle, TEM analizés rezultatai — 3.17 ir

3.18 paveiksluose.
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3.16 pav. ISgryninty g053 deleciniy mutanty, formuojanciy savitvarkes
vamzdelines struktiiras, SDS-PAGE analizé. (A) C-galiniy a.r. delecijas turintys
mutantai: gp053 (1); gp053_CAll (2); gp053_CA31 (3); gp053_CA51 (4);
gp053_CA76 (5); gp053_CA100 (6). (B) N-galiniy bei N- ir C-galiniy a.r. delecijas
turintys mutantai: gp053 (1); gp053_NA9 (2); gp053_NA20 (3); gp053_NA9_CAll
(4); gp053_NA20_CA20 (5); gp053_NA25_CA25 (6). (C) N-galiniy, C-galiniy bei N-
ir C-galiniy a.r. delecijas bei N- arba C-galinius his-inkarus turintys mutantai: gp053
(1);  gp053_N-his (2); gp053_C-his  (3); gp053_NA9-his_CAll  (4);
gp053_NA9_CA11-his (5); gp053_NA20-his_CA20 (6); gp053_NA20_CA20-his (7);
gp053_NA25-his_CA25 (8); gp053_NA25_CA25-his (9). M — molekulinés masés
dydzio standartas Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Atlikus N-galiniy aminoriig§¢iy delecijas turinciy gp053 mutanty
formuojamy nanostruktiiry TEM analize¢, nustatyta, kad 9 (gp053_NA9) ar 20
(gp053_NA20) a.r. paSalinimas nuo baltymo N-galo, gp053 mutanty
polimerizaciniy savybiy nekeicia (3.17 pav. D ir I). Tvarkingos nanostruktiiros
buvo stebimos ir atlikus 25 a.r. N- ir C-galines delecijas turin€iy mutanty
(gp053_NA25_CA25, 3.17 pav. M), taip pat 25 a.r. N- ir C-galines delecijas
turinCiy mutanty su  N-  (gp053_NA25-his_CA25) arba C-galuose
(gp053_NA25_CA25-his) eksponuojamais histidino inkarais, TEM analiz¢
(3.17 pav. M, N, O). Tik paSalinus 29 a.r. nuo gp053 N-galo buvo gauti tirpus,
taciau tvarkingy nanostruktiiry neformuojantys (gp053_NA29,
gp053_NA29_CA31) arba netirpiis (gp053_NA29-his_CA31) baltymai (3.15
pav., 3.1 lentel¢). Kita vertus, nustatyta, kad gp053 C-gale eksponuojant
streptavidino inkarg, net ir 25 a.r. paSalinimas nuo baltymo N-galo

(gp053_NA25_C-strep) lemia esminius gp053 tretinés struktiiros pokyc¢ius —
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baltymas tampa netirpus (3.15 pav., 3.1 lentel¢). Remiantis §iais rezultatais,
galime teigti, kad gp053 polimerizavimuisi svarbus ne tik pasalinty N-galiniy
a.r. skaicius, bet ir baltymo C-gale eksponuojamos aminortigstys.

Tiriant C-galiniy a.r jtakg baltymo polimerizacijos procesams, nustatyta,
kad gp053 mutantai, turintys C-galines 11 (gp053_CA1l1), 31 (gp053_CA31),
51 (gp053_CAS51), 76 (gp053_CA76) ir net 100 (gp053_CA100) a.r. delecijas,
susirenka ] tvarkingas, stabilias nanostruktiiras (3.17 pav. E, P, R, S, T) ir tik
pasalinus 152 a.r. (gp053_CA152), gautas tirpus, taciau nesipolimerizuojantis
baltymas (3.15 pav., 3.1 lentelé). Sie rezultatai patvirtina darby su bakteriofago
T4 uodegeles apvalkalo baltymo (gp18) mutantais duomenis, kad baltymo C-
galiniy aminoriigs§ciy delecijos turi maziau jtakos polimerizacijos procesui nei
aminoriig8¢ly panaikinimas 1§ 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 uodegélés apvalkalo baltymo
(gp053) bei jo deleciniy mutanty formuojamy nanostruktiry TEM analizé.
Simboliai A—U zymi nanostruktiiras, formuojamas rekombinantiniy baltymy: (A)
gp053; (B) gp053_N-his; (C) gp053_C-his; (D) gp053_NA9; (E) gp053_CAll; (F)
gp053_NA9_CAll; (G) gp053_NA9-his_CA1l; (H) gp053_NA9_CAll-his; (I)
gp053_NA20; (J) gp053_NA20_CA20; (K) gp053_NA20-his_CA20; (L)
gp053_NA20_CA20-his; (M) gp053_NA25_CA25; (N) gp053_NA25-his_CA25; (O)
gp053_NA25_CA25-his; (P) gp053_CA31; (R) gp053_CAS51; (S) gp053_CA76; (T)
gp053_CA100 (iSgryninti baltymai); (U) gp053_C-strep. Mastelio dydis — 200 nm.
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3.18 pav. Bakteriofago FV3 rekombinantinio uodegélés apvalkalo baltymo
(gp053) bei jo deleciniy mutanty formuojamy nanostruktiry TEM analizé. (A)
FV3 virionai (rodyklés zymi sutrauktos konformacijos uodege¢lés apvalkala); (B-I)
nanostruktiiros, formuojamos rekombinantiniy baltymy: (B) gp053; (C) gp053
(padidintas vaizdas); (D) gp053_N-his; (E) gp053_C-his; (F) gp053_NA9-his_CAl1;
(G) gp053_NA25-his_CA25; (H) gp053_NA20; (I) gp053_CA100.

Remiantis literatiros duomenimis, T4 gpl8 CA58, CA129, CA152,
CA172 ir CA248 mutantai susirenka j plonesnes (lyginant su formuojamomis
natyvaus gpl8) vamzdelines struktiiras, vadinamas ,nesusitraukianciais

poliapvalkalais* (angl. ,,noncontracted polysheaths® (NCP)) (Poglazov et al,

1999). Sie vamzdeliai, manoma, atitinka pereinamaja uodegélés apvalkalo
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biiseng, susidarancig uodegélés susitraukimo metu (Moody et al., 1973). Tuo
tarpu atlikus FV3 mutantiniy gp053 méginiy TEM analize, mazesnio diametro
nei natyvaus gp053 formuojamy vamzdeliy, nustatyta nebuvo (3.18 pav., 3.1
lentelé). Netgi priesingai, gp053_CA100 formuojamy nanostruktiiry diametras
didesnis (~32,47+1,7 nm) (3.18 pav. I, 3.1 lentel¢) lyginant su natyvaus gp53
struktiry diametru (27,83+2,69 nm). Be to, gp053_CA100 formuojami
vamzdeliai ypac¢ ilgi, kai kuriy jy ilgis siekia net iki 2000 nm (3.19 pav. B).
Literatiroje duomeny apie tokias bateriofagy rekombinantiniy uodegelés
apvalkalo deleciniy mutanty formuojamas struktiiras iki S§iol, misy
duomenimis, nebuvo skelbta. D¢l Sios priezasties gp053_CA100 formuojamy
nanostruktiiry tyrimai svarbis ne tik konstruojant gp053 pagrindu paremtus,
savaime susirenkancius hibridinius baltymus, bet ir gilinant mokslines Zinias
apie bakteriofagy uodegelés apvalkalo ar j Sias struktiras itin panaSiy,

daugelyje prokarioty aptinkamy susitraukianciy struktiry (R-tipo piociny,

T6SS ar PLTS) sandarg ir polimerizacines savybes.

3.19 pav. FV3 rekombinantinio gp053 (A) bei jo delecinio mutanto gp053_
CA100 (B) formuojamy nanostruktiiry TEM analizé.

gp053_CA100 formuojamy nanostruktiiry TEM analizés metu taip pat

pastebéta, kad Sio mutantinio baltymo TEM nuotraukose matyti rySkiau
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iSreiksta vidiné vamzdelio dalis (3.18 pav. I). Panasi ir gp053 NA20 (3.18 pav.
H), m_CAS81 (3.24 pav. C), netgi to paties natyvaus gp053, tik ilgg laika laikyto
TE buferiniame tirpale ar po inkubacijos su tripsinu (3.13 pav. A, B),
formuojamy struktiiry morfologija. Vamzdeliai su rySkiai matomu vidiniu
kanalu apraSyti ir Pseudomonas aeruginosa fago phiKZ rekombinantinio
uodegeles apvalkalo baltymo (gp029) atveju (Kurochkina et al., 2009), o
autoriai Sig3 morfologija sieja su maziau kompaktiSku uodegélés apvalkalo
baltymy iSsidéstymu ir dél to galimo intensyvesnio dazy patekimo 1 viding
vamzdelio dalj. Tikétina, kad dé¢l Sios priezasties skirtingas vamzdeliy
,husidaZymas‘ stebimas ir gp053 ar jo mutantiniy baltymy atvejais.
Apibendrinant gp053 deleciniy mutanty tyrimy rezultatus, galima teigti,
kad baltymo C-galiniy aminoriigSiy delecijos turi maziau jtakos
polimerizacijos procesui nei aminoriig§¢iy panaikinimas i§ baltymo N-galo. Be
to, polimerizavimuisi svarbus ne tik pasalinty N-galiniy a.r. skaicius, bet ir
baltymo C-gale eksponuojamos aminoriigStys. Taip pat jrodyta, kad net ir
paSalinus pakankamai didelj kieki aminoriigiciy, baltymas iSlaiko
polimerizacines savybes, o kai kuriais atvejais deleciniai mutantai formuoja
netgi ilgesnes, tvarkingas savitvarkes struktiiras. D¢l Sios priezasties gp053 yra
potencialus kandidatas konstruojant gp053 pagrindu paremtus hibridinius

baltymus.

3.3.4 gp053 mutanty su tikslinémis klonavimo vietomis tyrimai

Siekiant gauti hibridinius, gp053 pagrindu sukurtus savaime
susirenkan¢ias vamzdelines nanostruktiiras formuojancius baltymus, visy
pirma buvo atliekama gp053 mutanty su tikslinémis klonavimo vietomis
konstravimas ir jy formuojamy struktiiry analizé. Darbo metu sukonstruoty
mutanty schematiné polimerizacijos analizé pateikiama 3.20 paveiksle, jy
formuojamy struktiiry esminés charakteristikos aprasomos 3.2 lenteléje, o

TEM nuotraukose stebimas vaizdas — 3.21 paveiksle.

81



P 053 | — (*58)

v v
TN\ 458 (458)
v v
N C-his | 476 (458)
v v
N A0 AT | 44T (43T)
v v
MmN A0 CAT1-his | 455 (437)
v v
MmN A0 CA2t-his | & 35 (417)
v v v
MmN 117-118 | | 468 (456)
v \4 v
m_NAZg cadi-nis f7-176 | 425 (415)
v v v
N 13- 116 | | 458 (454)
v v v
N 1192120 | 1 | 436 (454)
v v v
m_N_C_105-108 | 468 (454)
v v v
MmN 1211 24 | | 468 (454)
v v v
TN 1271 | | 458 (454)
v v v
N 1 33- 13 |V 400 (454)
v v v
MmN 235237 | ) S | 488 (455)
v \ v
m_N_C 238240 | S | 458 (455)

b1 | 1 (377)
| ———— 1 (459
00— 7" (35°)
I )
I L

3.20 pav. FV3 gp053 mutanty su tikslinémis klonavimo vietomis polimerizacijos
analizé. Spalvos Zymi: meélyna — tvarkingas savitvarkes vamzdelines struktiras
formuojantys mutantiniai gp053 baltymai (jskaitant natyvy gp053). Juoda — netirpiis
arba tvarkingy savitvarkiy struktiiry neformuojantys baltymai. Oranziné — j baltymo
seka jterptos papildomos aminoriig§tys su tikslinémis klonavimo vietomis, kuriy
pozicija baltymo sekoje pazyméta apverstais juodais trikampiais. Kairéje puséje
pateikiamuose baltymy pavadinimuose simboliai Zymi: m — mutantinis gp053; N —
baltymo N-gale jvesta tiksliné klonavimo vieta; C — baltymo C-gale jvesta tikslin¢
klonavimo vieta; A —aminoriig§¢iy delecija; :: — natyvaus baltymo aminortigs¢iy, tarp
kuriy jterpta tiksliné klonavimo vieta, pozicija; skaiCiai, parasyti pasviruoju Sriftu,
Zymi natyvaus baltymo aminortig8ciy, kurios pakeistos tiksling klonavimo vieta
sudaran¢iomis svetimomis a.r., pozicijg. DeSinéje pateikiamas baltymg sudaranciy a.r.
skaicius, skliausteliuose pazymétas natyvaus gp053 nepakeisty a.r. skaicius.
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3.2 lentelé. gp053 mutantai su jterptomis tikslinémis klonavimo vietomis ir ju
formuojamy nanostruktiry esminés charakteristikos. Baltymo pavadinime
simboliai Zymi: m — mutantinis gp053; N — baltymo N-gale jvesta tikslin¢ klonavimo
vieta; C — baltymo C-gale jvesta tiksliné¢ klonavimo vieta; A —aminortig§¢iy delecija;
:» — natyvaus baltymo aminoriig§¢iy, tarp kuriy jterpta tiksliné klonavimo vieta,
pozicija; skaiciai, paraSyti pasviruoju Sriftu, Zzymi natyvaus baltymo aminortigsciy,
kurios pakeistos tiksling klonavimo vieta sudaran¢iomis svetimomis a.r., pozicija.

PGR S fragment(? Ekspresij | Baltymo formuojamy struktiiry
Baltymas | pagausinimui  naudoti ..
0s morfologija
pradmenys vektorius
m N C PilnasMaF pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
PilnasMaR 500 nm (daugumos ilgis nuo 150
iki 300 nm), skersmuo ~28 nm
m_N_C- | PilnasMaF pET21b | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
his PilnasMaRH 500 nm (daugumos ilgis nuo 100
iki 300 nm), skersmuo ~28 nm
m_NA10 | 10MaF pET21a | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
_CAll 10MaR 800 nm (daugumos ilgis nuo 300
iki 500 nm), skersmuo ~28 nm
m_NAIO | 10MaF pET21b | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
_CAll- 10MaRH 600 nm (daugumos ilgis nuo 200
his iki 300 nm), skersmuo ~28 nm
m_NA20 | 20MaF pET21b | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
_CA21- 20MaRH 1000 nm (daugumos ilgis nuo 400
his iki 600 nm), skersmuo ~28 nm
m_N_C_ | PilnasMaF-SmaBamR; | pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
117-118 | SmaBamF—PilnasMaR 200 nm (daugumos ilgis nuo 50
iki 150 nm), skersmuo ~28 nm
m_NA20 | 20MaF-SmaBamR; pET21b | Tvarkingi vamzdeliai, 1ilgis iki
_CA21- SmaBamF-20MaRH 250 nm (daugumos ilgis nuo 50
his_117- iki 150 nm), skersmuo ~28 nm
118
m_N_C_ | T7prom—SBv2BamR; pET21a | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
113-116 | SBv2SmaF-T7term 400 nm (daugumos ilgis nuo 150
iki 250 nm), skersmuo ~28 nm
m_N_C_ | T7prom—SBv3BamR; pET21a | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
119::120 | SBv3SmaF-T7term 400 nm (daugumos ilgis nuo 150
iki 250 nm), skersmuo ~28 nm
m_N_C_ | T7prom—SBv4BamR; pET21a | Baltymas netirpus
105-108 | SBv4SmaF-T7term

3.2 lentelés tesinys kitame puslapyje
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3.2 lentelés tesinys

m_N_C_ | T7prom—SBv5BamR; pET21a | Baltymas netirpus

121-124 SBv5SmaF-T7term
m_N_C_ | T7prom—SBv6BamR; pET21a | Baltymas netirpus
121-124 SBv6SmaF-T7term

m_N_C_ | T7prom—SBv7BamR; pET21a | Baltymas netirpus
133-136 | SBv7SmaF-T7term

m_N_C_ | T7prom—Kilpa239R; pET21a Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
235-237 | Kilpa239F-T7term 250 nm (daugumos ilgis nuo 50
iki 150 nm), skersmuo ~28 nm

m_N_C_ | T7prom—Kilpa2392R; pET21a | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
238-240 | Kilpa2392F-T7term 250 nm (daugumos ilgis nuo 50
iki 150 nm), skersmuo ~28 nm

m_CA81 | FV53 Ndel F1-FV3 pET21a | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

Sma75R 500 nm (daugumos ilgis nuo 200

iki 300 nm), skersmuo ~28 nm
m_C FV53_Ndel F1-FV3 pET21a | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
Gly_Xho 250 nm (daugumos ilgis nuo 50

iki 150 nm), skersmuo ~28 nm

m_CA10 | FV53 Ndel F1-100C pET21a | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

0 Gly_Xho 300 nm (daugumos ilgis nuo 100
iki 200 nm), skersmuo ~28 nm
m_N_C- | PilnasMaF pET21a | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
strep Pf123Strep 700 nm (daugumos ilgis nuo 200
iki 300 nm), skersmuo ~28 nm
m_NA20 | 20MaF pET21a | Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
_C-strep | Pfl123Strep 500 nm (daugumos ilgis nuo 200

iki 300 nm), skersmuo ~28 nm

Konstruojant gp053 mutantus su tikslinémis klonavimo vietomis buvo
atsizvelgiama ] deleciniy gp053 mutanty formuojamy nanostruktiry TEM
analizés rezultatus, taip pat remiamasi bioinformatinés analizés duomenimis.
Papildomos aminoriigStys su tikslinémis klonavimo vietomis buvo jterptos j
natyvaus arba mutantinio gp053 N- arba C-galus, kurie, remiantis literatiros
duomenimis ir bioinformatiniu modeliu, taip pat darbo metu gautais rezultatais,
yra iSsidéste vamzdelio vidingje dalyje. Taip pat gauti gp053 mutantai su
pakeistomis arba jterptomis aminortig§timis baltymo srityse, kurios, remiantis
literatiiros duomenimis ir  bioinformatine analize, baltymams

susipolimerizavus, atsiduria vamzdelio iSoriniame pavirSiuje.
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.21 pav. FV3 gp053 mlitantq sutiksliém klonavimo vietomis formujamq
nanostruktiry TEM analizé. Simboliai Zymi nanostruktiras, formuojamas
mutantiniy baltymy: (A) m_N_C; (B) m_N_C-his; (C) m NA10 CAll; (D)
m_NAIO CAll-his; (E) m NA20 CA21-his; (F) m_N_C_117-118; (G)
m NA20 CA21-his_117-118; (H) m_N_C_113-116; (I) m_N_C_119::120; (J)
m_CA81; (K) m_C; (L) m_CA100.

Nustatyta, kad papildomy penkiy aminoriig§€iy iterpimas ] natyvaus
gp053 N- ir C-galus (m_N_C) lemia trumpesniy, iki 500 nm ilgio,
nanostruktiiry (3.2 lentel¢, 3.21 pav. A) susidaryma lyginant su natyvaus gp053
formuojamomis struktiiromis (3.19 pav. A). Trumpesnés, iki 500 nm ilgio,
struktiros (3.2 lentelé, 3.21 pav. B) nustatytos ir jterpus tas pacias
aminortgstis ] C-histidino inkarg turinio natyvaus gp053 N- ir C-galus
(m_N_C-his) lyginant su natyvaus C- histidino inkarg turincio gp053
formuojamomis struktiromis (3.17 pav. C). Tvarkingos, taciau dar trumpesnés

(iki 250 nm ilgio) struktiiros susirenka ir j natyvaus gp053 C-galg jterpus
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papildomas 34 aminorigstis su jose esancia peptidy klonavimo vieta
(hibridinis baltymas m_C) (3.2 lentelé, 3.21 pav. K). Kita vertus, papildomy
penkiy a.r. jterpimas ] 10 N- ir 11 C-galines delecijas turin¢iy baltymy N- ir C-
galus (m NA10 CAl1l ir m NAI10 CAll-his) tvarkingos strukttiros ilgy
nanovamzdeliy susidarymui jtakos turi maZziau (3.2 lentele, 3.21 pav. C, D).
Dar ilgesni (iki 1000 nm) vamzdeliai stebéti jterpus tas pacias aminoriigstis |
gp053_NA20_CA21-his N- ir C-galus (m_NA20 CA21-his) (3.2 lentele, 3.21
pav. D). Tvarkingus, iki 500 nm ilgio, vamzdelius formuoja ir svetimas 34 a.r.
su jterpta klonavimo vieta C-gale turintis delecinis mutantas m CA81 (3.2
lentele, 3.21 pav. J). Tuo tarpu 100 a.r. C-galing delecijg ir C-gale jterptas
papildomas 13 a.r. turin¢io mutanto m_CA100 vamzdeliy ilgis tesiekia 300 nm
(3.2 lentele, 3.21 pav. L) lyginant su delecinio mutanto gp053_CA100
formuojamomis itin ilgomis strukttiromis (3.19 pav. B).

Dar didesn¢ jtaka gp053 polimerizavimuisi turi baltymo aminortgsciy,
esanciy baltymo viduriniojoje dalyje, pakeitimas svetimomis a.r. Keturi gp053
mutantiniai baltymai (m_N_C_705-108, m_N_C_121-124, m_N_C_127-130 ir
m_N_C_/33-136) su pakeistomis keturiomis aminoriigS§timis atitinkamose
pozicijose, yra netirpis (3.2 lentel¢, 3.20 paveikslas). Mutantiniai baltymai
m_N_C_117-118, m_NA20 CA21-his_117-118 ir m_N_C_113-116 formuoja
taisyklingos strukttros, taciau trumpesnes vamzdelines struktiiras, kuriy ilgis
atitinkamai siekia iki 200 nm, 250 nm ir 400 nm (3.2 lentel¢, 3.21 pav. F, G,
H). Sukonstravus gp053 mutantg m N C 119::120 su jterptomis
papildomomis 18 a.r. i natyvaus baltymo seka tarp 119 ir 120 pozicijoje
esaniy aminortgsciy ir atlikus jo formuojamy struktiry TEM analize,
nustatyta, kad $is mutantas taip pat formuoja tvarkingus, iki 400 nm ilgio
nanovamzdelius (3.2 lentelé, 3.21 pav. I). Sie ir dalis kity minétyjy mutantiniy
gp053 baltymy pasirinkti tolimesniems tyrimams, kuriy metu, konstruojant
hibridinius baltymus, ] jterptas tikslines klonavimo vietas buvo klonuoti

sidabro ir/arba titano oksido jonus suriSantys peptidai (zr. 3.3.5 skyriy).

86



3.3.5 gp053 pagrindu sukurty hibridiniy baltymy tyrimai

FV3 gp053 mutantiniy baltymy pagrindu sukurti hibridiniai baltymai
buvo konstruojami atsizvelgiant j gp053 mutanty su tikslinémis klonavimo
vietomis formuojamy struktiry TEM analizés rezultatus, taip pat siekiant gauti
abejose vamzdelio pusese (tiek vidingje, tiek iSoringje) eksponuojamus
peptidus. Tyrimams pasirinkti sidabro jonus bei titano oksidg suriSantys
peptidai, kuriy ilgis keturios (AgE4), SeSios (AgD6, AgE6) arba SeSiolika
aminortgsciy (TiO,). Peptidai buvo gaunami vykdant oligonukleotidiniy
pradmeny ligavimo reakcijag. Darbo metu sukonstruoty gp053 mutanty su
Jterptais peptidais schematinis vaizdas pateikiamas 3.22 paveiksle, formuojamy
struktiry esminés charakteristikos pateikiamos 3.3 lentel¢je, TEM analizes

rezultatai — 3.23 ir 3.24 paveiksluose.

OP053 | —— (*55)
m_NTi 6_484 (458)
m_N_CTi _484 (458)
m_NAgE6_C _473 (458)
m_N_CAgES _473 (458)
m_NA10AgE6_CAT1 _ 452 (437)
m_NA10_CAt1_AgE® _ 452 (437)
m_NA20 AgE6_CA21Ti-his _ 454 (417)
m_N_C_119:1120_AgD6 | —— ? /50
m_N_C._119:1120_AgES | —— **? (450
m_N_C_119::120_AgE4 _:4._ 490 (458)
m_CA81_AgD6 _—417(377>
m_CA81_AgE6 _-417(377>
m_Ca81_AGES | ¢S (377
3.22 pav. FV3 gp053 pagrindu sukurty hibridiniy baltymy polimerizacijos
analizé. Spalvos zZymi: mélyna — savitvarkes vamzdelines struktiiras formuojantys
mutantiniai gp053 baltymai (jskaitant natyvy gp053). OranZin¢ — j baltymo seka
jterptos papildomos aminoriigStys. su tikslinémis klonavimo vietomis. Pilka —
tikslinése klonavimo vietose jklonuoti peptidai, kuriy pavadinimai pateikiami
tiksliniy klonavimo viety virSuje. Kair¢je pus¢je pateikiamuose baltymy
pavadinimuose simboliai zymi: m — mutantinis gp053; N — baltymo N-gale iYesta
tiksliné klonavimo vieta; C — baltymo C-gale jvesta tiksliné klonavimo vieta; Salia
tiksliniy klonavimo viety nurodytas jklonuoto peptido pavadinimas; A — aminorigsciy
delecija; :: — natyvaus baltymo aminortigsc¢iy, tarp kuriy jterpta tikslin¢ klonavimo
vieta, pozicija; DeSinéje pateikiamas baltyma sudaranciy a.r. skaicius, skliausteliuose
paZymeétas natyvaus gp053 nepakeisty a.r. skaicius.
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3.3 lentelé. gp053 pagrindu sukurti hibridiniai baltymai ir ju formuojamuy
nanostruktiiry esminés charakteristikos. Baltymo pavadinime simboliai Zymi: m —
mutantinis gp053; N — baltymo N-gale jvesta tikslin¢ klonavimo vieta; C — baltymo

C-gale jvesta tiksliné klonavimo vieta; A —aminortigs¢iy delecija; :: — natyvaus
baltymo aminoriig§¢iy, tarp kuriy jterpta tikslin¢ klonavimo vieta, pozicija.
gp053 mutantinis Peptl.d;s
Hibridinis baltymas, ] kurj g; f\:lri)rtrlluci) Baltymo formuojamy struktiiry
baltymas jterpta  peptido naudoti morfologija
seka

pradmenys)

m_NTi_C m_N_C TiO, Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki
(TilF-TilR) | 200 nm (daugumos ilgis nuo 50

iki 150 nm) skersmuo ~28 nm

m_N_CTi m_N_C TiO, Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

(Ti1F-Ti1R) | 400 nm (daugumos ilgis nuo 150
iki 300 nm) skersmuo ~28 nm

m_NAgE6_ | m_N_C AgE6 Dauguma netaisyklingos formos,

C (AgEG6F- trumpy (iki 100 nm) baltyminiy
AgE6R) agregaty

m_N_CAgE | m_N_C AgE6 Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

6 (AgE6F- 200 nm (daugumos ilgis nuo 50
AgE6R) iki 150 nm) skersmuo ~28 nm

m NAIOAg | m NA10 CAll AgE6 Tvarkingi vamzdeliai, 1lgis iki

E6 CAll (AgEG6F- 600 nm (daugumos ilgis nuo 200
AgE6R) iki 300 nm) skersmuo ~28 nm

m NA10 C | m NA10 CAIll AgE6 Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

A11_AgE6 (AgE6F- 600 nm (daugumos ilgis nuo 200
gE6R) iki 300 nm) skersmuo ~28 nm

m_NA20Ag | m_NA20 CA21- | AgE6 Tvarkingi vamzdeliai, 1lgis iki

E6 CA2ITi- | his (AgEG6F- 1000 nm (daugumos ilgis nuo 300

his gE6R) iki 500 nm) skersmuo ~28 nm

m_N_C_119 | m_N_C_119::120 | Agh6 Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

::120_AgD6 (SmaAgD6F- | 150 nm (daugumos ilgis nuo 50
SmaAgD6R) | iki 100 nm) skersmuo ~28 nm

m_N_C_119 | m_N_C_119::120 | AgE6 Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

::120_AgE6 (SmaAgE6F- | 150 nm (daugumos ilgis nuo 50
SmaAgE6R) | iki 100 nm) skersmuo ~28 nm

m_N_C_119 | m_N_C_119::120 | AgE4 Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

::120_AgE4 (SmaAgE4F- | 200 nm (daugumos ilgis nuo 50
SmaAgE4R) | iki 150 nm) skersmuo ~28 nm

3.3 lentelés tesinys kitame puslapyje
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3.3 lentelés tesinys

m CA81 A | m CAS8l1 AgD6 Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

gD6 (SmaAgD6F- 250 nm (daugumos ilgis nuo 100
SmaAgD6R) iki 150 nm) skersmuo ~28 nm

m_CA81 A | m_CAS8l1 AgE6 Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

gE6 (SmaAgE6F- 250 nm (daugumos ilgis nuo 100
SmaAgE6R) iki 150 nm) skersmuo ~28 nm

m CA81 A | m CAS8l1 AgE4 Tvarkingi vamzdeliai, ilgis iki

gE4 (SmaAgEA4F- 300 nm (daugumos ilgis nuo 100
SmaAgE4R) iki 150 nm) skersmuo ~28 nm

Darbo metu sukonstruoti gp053 mutanty pagrindu sukurti hibridiniai
baltymai, turintys jterptus titano oksidg suriSancius peptidus baltymo N-
(m_NTi_C) arba C-galuose (m_N_CTi), taip pat sidabro jonus suriSancius
peptidus baltymo N- (m_NAgE6_C) arba C-galuose (m_N_CAgE6). TEM
analizés metu nustatyta, kad tiek titano oksida, tiek sidabro jonus suriSanciy
peptidy iterpimas ] baltymo N-galing sritj lemia Zenkliai trumpesniy (daugeliu
atveju nuo 50 iki 150 nm ilgio) ir morfologiniu poziliriu maZziau tvarkingy
vamzdeliy susidaryma (3.3 lenteleé, 3.23 pav. A, C) nei ty paciy peptidy
jterpimas | baltymo C-galg (3.3 lentel¢, 3.23 pav. B, D). Tuo tarpu jterpus
peptidus | N- ir C-galines a.r. delecijas turin¢ius gp053 mutantus su tikslinémis
klonavimo vietomis vietoje paSalinty a.r. (m_NAIOAgE61 CAll ir
m_NA20 AgE6 CA21Ti-his), TEM analizés metu buvo stebimos ilgos,
tvarkingos, morfologiSkai tapacios formuojamoms natyvaus gp053, struktiiros
(3.3 lentele, 3.23 pav. F, E). Pirmuoju atveju | delecinio baltymo N-galing sritj
klonuotas sidabro jonus suriSantis peptidas AgE6, antruoju — gautas hibridinis
baltymas, turintis N-gale sidabro (AgE6), o C-gale — titano oksida (TiO,)
suriSancius peptidus.

Remiantis TEM analizés rezultatais, didesnj kiekj paSalinty ir
papildomai jterpty svetimy (jskaitant ir peptidy) a.r. turintys hibridiniai
baltymai (m_CA81 AgD6, m CA81 AgE6 ir m CA81 AgE4) formuoja
gerokai trumpesnius (iki 250-300 nm ilgio), tacCiau taip pat tvarkingos

struktiiros vamzdelius (3.3 lentele, 3.23 pav. J, K, L, 3.24 pav. D, E, F). Tuo
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tarpu peptidy jvedimas j papildomai jterpta tiksling klonavimo vieta, esancig
baltymo srityje tarp 119 ir 120 a.r. (natyvaus gp053 atzvilgiu) baltymo
polimerizavimosi procesa veikia ypac¢ neigiamai. Hibridiniai baltymai su
jterptais AgD6 (m_N _C 119::120_AgD6) ir AgE6 (m N _C 119::120_AgE6)
peptidais daugeliu atvejy formuoja tvarkingas, tac¢iau ypac¢ trumpas (nuo 50 iki
150 nm) struktoras (3.3 lentel¢, 3.23 pav. G, H). Tik gp053 mutanto su |
minétaja sritj jterptu AgE4 peptidu (m_ N C 119::120_AgE4) atveju buvo
stebimi tvarkingi, truputj ilgesni (iki 200 nm), vamzdeliai (3.3 lentelé, 3.23
pav. Lir 3.24 pav. H,I).

3.23 pav. Bakteriofago FV3 gp053 pagrindu sukurty hibridiniy baltymy
formuojamy nanostruktiiry TEM analizé. Simboliai Zymi nanostruktiiras,
formuojamas hibridiniy baltymy: (A) m_NTi_C; (B) m_N_CTi; (C) m_NAgE6_C;
(D) m_N_CAgE6; (E) m_NA20AgE6 CA21Ti-his; (F) m_NAIOAgE61 CAll; (G)
m_N_C_119::120_AgD6; (H) m_N_C_119::120_AgE6; (I)m_N_C_119::120_AgE4;
(J) m_CA81 AgD6; (K) m_CA81 AgE6; (L) m_CA81 AgEA4.
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3.24 pav. FV3 g53 mutantq su iterptois tikslinémis klonavvietomis ir
Siose vietose peptidus eksponuojanciy hibridiniy baltymy formuojamuy
nanostruktiiry palyginamoji TEM analizé. Simboliai A, C ir G Zymi mutantiniy
baltymy nanostruktiiras prie§ jterpiant peptidus. Simboliai B, D, E, F, H ir I Zymi
nanostruktiiras, formuojamas baltymy po peptidy jterpimo. (A) m_NA20 CA21-his;
(B) m_NA20AgE6 CA21Ti-his; (C) m_CA81; (D) m_CA81 AgD6; (E)
m_CA81 AgE6; (F) m_CA81 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 sukurty hibridiniy baltymy formuojamy
struktiry TEM analizés rezultatus, galima teigti, kad peptidy jterpimas i
baltymo N- arba C-galines sritis (ypa¢ rekombinantiniuose baltymuose,
turin¢iuose nedidel; kiekj (10-20) pasSalinty a.r.) tik minimaliai veikia baltymo
polimerizavimosi procesg. Tuo tarpu peptidy jterpimas j baltymo vidine dalj
baltymo susirinkimui | vamzdelines struktiiras daro ypa¢ neigiamg jtaka, o
hibridiniy baltymy formuojamy struktiry morfologija priklauso ir nuo jterpto
peptido aminorigsciy sudéties.

Atlikus gp053 pagrindu sukurty hibridiniy baltymy TEM analiz¢ ir
atsirinkus potencialius kandidatus detalesniems tyrimams, tolimesniy darby

metu buvo tiriamas hibridiniy baltymy su juose esanciais sidabro jonus

suriSanciais peptidais aktyvumas. Remiantis literatiiros duomenimis, ant jvairiy
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biologiniy struktiiry (pavyzdziui, bakteriofago M13 ar mieliy lasteliy
pavirsiaus) eksponuojami peptidai (D6, E6, E4) Sviesoje vykdo tirpale esanciy
sidabro jony fotoredukcija (Nam et al., 2008). Sios reakcijos metu, vykstant
sidabro jony redukcijai, tirpalo spalva palaipsniui tampa rusva ar net raudona,
o matuojant UV adsorbcijos spektra del sidabro nanodaleliy pavirSiaus
plazmoninio rezonanso yra stebimas adsorbcijos pikas esant400 nm bangos
ilgiui, kurio (tuo paciu ir spalvos) intensyvumas priklauso nuo reakcijos metu

susidaranciy daleliy dydzio ir formos (Nam et al., 2008).
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3.25 pav. ISgryninty gp053 mutanty su tikslinémis klonavimo vietomis ir juy
pagrindu sukurty savitvarkes vamzdelines struktiiras formuojanciy hibridiniy
baltymy SDS-PAGE analizé. Takeliai Zymi: 1 — m_NA20 CA21-his; 2 — m_NA20
AgE6 CA21Ti-his; 3 — m_N_C_119::120; 4 — m_N_C_119::120_AgE4; 5 —
m_CA81; 6 — m CA81 AgD6; 7 — m_CA81 AgE6; 8 — m CA81 AgE4. M —
molekulinés masés dydzio standartas Page Ruler'™ Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific).

Siekiant jvertinti darbo metu gp053 pagrindu sukonstruoty hibridiniy
baltymy gebeéjima redukuoti tirpale esancius sidabro jonus, 1§gryninti baltymai
(3.25 pav.) buvo laikomi su AgNO; (galutiné¢ koncentracija 1 mM). Reakcijos
vykdytos vandenyje, TE, taip pat HEPES buferiniuose tirpaluose bei HEPES
buferiniame tirpale su reduktoriumi — C,HsOH (galutiné koncentracija 1 %).
Siekiant jsitinkinti, kad reakcija yra inicijuojama Sviesos, vieno i$ hibridiniy
baltymy méginys buvo laikomas su AgNO; visiSkoje tamsoje. Norint nustatyti,
ar spalvin¢ reakcija nevyksta dél vandenyje ar reakcijos buferiniame tirpale
esan¢iy komponenty saveikos su AgNOs;, tirpalai tik su AgNO; bet be
iSgryninty baltymy, taip pat laikyti Sviesoje.
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Nustatyta, kad esant intensyviam apsSvietimui, méginiuose su
iSgrynintais baltymais vyksta AgNO; fotoredukcija: jau po 15 minuciy
stebimas tirpalo spalvos pasikeitimas (reakcijos miSinys tampa rausvas), o
praé¢jus valandai nuo reakcijos pradzios, spalvos pokytis yra intensyviausias
(3.26 pav.). Spalvos pokytis buvo stebimas tiek vykdant reakcijg su
mutantiniais, tikslines klonavimo vietas turin€iais baltymais m_NA20 CA21-
his, m N C 119::120 ir m_CAS81 (3.26 pav. 1, 3, 5), tiek su hibridiniais, |
tikslines  klonavimo  vietas jterptus peptidus turinCiais  baltymais
m NA20AgE6 CA21Ti-his, m N C 119::120 AgE4, m CA81 AgD6,
m_CA81 AgE6, m CA81 AgE4 (3.26 pav. 2, 4, 6, 7, 8). Kita vertus,
hibridiniy baltymy reakcijos miSiniuose spalvos pokytis buvo rySkesnis,
lyginant su kontroliniy, tik jterptas klonavimo vietas turin¢iy mutantiniy gp053
reakcijos miSiniy spalva. Tamsoje su AgNO; laikyto m NA20AgE6 CA21Ti-
his, taip pat Sviesoje su AgNOj; laikyto HEPES buferio méginiuose spalvinés
reakcijos nevyko (3.26 pav. 9, 10).
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E 120 min.

3.26 pav. ISgryninty gp053 mutanty su tikslinémis klonavimo vietomis ir juy
pagrindu sukurty hibridiniy baltymy inkubacijos su AgNO3 esant apSvietimui
analizé. Inkubacija vykdyta Sviesoje, HEPES buferyje (galutiné koncentracija 10
mM, pH 7,5) su AgNOs (galutiné koncentracija 1 mM). Raidés zymi skirtingais laiko
intervalais darytas méginiy nuotraukas (laikas nurodytas deSinéje). Skaiciai zymi: 1 —
m_NA20 CA21-his; 2 — m_NA20_AgE6 CA21Ti-his; 3 — m_N_C_119::120; 4 —
m_N_C_119::120_AgE4; 5 —m_CA81; 6 —m_CA81 AgD6; 7—-m CA81 AgE6; 8 —
m_CA81 AgE4; 9 — Sviesoje laikytas HEPES buferinis tirpalas su AgNO;. 10 —
m_NA20 AgE6 CA21Ti-his (laikytas tamsoje).
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Pries inkubacija

Po inkubacijos

3.27 pav. ISgryn
pagrindu sukurty hibridiniy baltymy TEM analizé prie§ (virSuje) ir po
(apacioje) inkubacijos su AgNOs;. Inkubacija vykdyta Sviesoje, HEPES buferyje
(galutiné koncentracija 10 mM, pH 7,5) su AgNOs; (galutiné¢ koncentracija 1 mM).
Raidés zymi: (A,E) m NA20 CA21-his; (B,F) m NA20AgE6 CA21Ti-his; (C,G)
m_CAS81; (D,H) m_CA81 AgE4.

Remiantis literatiiros duomenimis, redukuojant tirpale esancius sidabro
jonus, vyksta Siuos jonus suriSanCius peptidus ant savo pavirSiaus
eksponuojanciy molekuliy biomineralizacija. D¢l Sios priezasties keiciasi
biopavirsiy morfologija (Nam et al., 2008). Siekiant jvertinti gp053 pagrindu
sukurty hibridiniy nanostruktiiry galimus morfologijos skirtumus, prie§ ir po
reakcijos su AgNO;, atlikta meginiy TEM analizé. Nepaisant spalvinés
reakcijos metu stebéty spalvos pasikeitimy, rySkesniy morfologiniy pokyciy
tieck kontroliniy (m_NA20 CA21-his, m_CAS81), tiek hibridiniy baltymy
(m_NA20AgE6 CA21Ti-his, m CA81 AgE4) struktiroje po inkubacijos su
AgNO;, nustatyta nebuvo (3.27 pav.). Kita vertus, abiem minétaisiais
hibridiniy baltymy atvejais, jterpti Ag® jonus suriSantys peptidai, remiantis
literatiiros duomenimis, bioinformatine analize ir darbo metu atlikty
eksperimenty rezultatais, tikétina, yra eksponuojami vidinéje nanovamzdeliy
dalyje (1.4, 3.3.1 ir 3.3.2 skyriai). Tokiu atveju morfologiniai nanovamzdeliy

pavirSiaus pasikeitimai gali biiti ir nestebimi.

IS kitos  pusés, gp053 pagrindu sukurto hibridinio
m N C 119::120 AgE4, kurio formuojamose struktiirose, remiantis

bioinformatine analize, Ag" jonus suriSantys peptidai yra eksponuojami
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iSoriniame nanovamzdeliy pavirSiuje ir kuriy méginyje spalviné reakcija buvo
intensyviausia, TEM analizés metu tvarkingy pavieniy nanovamzdeliy
identifikuoti nepavyko. Galima to prieZastis — inkubacijos su AgNO; metu
vykstantis vamzdeliy fizikiniy ir -cheminiy savybiy pasikeitimas (reakcijy
metu visais atvejais stebimas baltymy iSkritimas 1 nuosédas (3.26 pav) ir d¢l to
susidarancios, tikétina, hidrofobiSkos ir ypac¢ susiagregavusios, TEM analizei ir

tolimesniems tyrimams netinkamos struktiiros.

3.3.6 gp053 vamzdeliy ir aukso nanodaleliy hibridai

Kaip minéta 1.3 skyriuje, konstruojant nanostrutiiras su jy pavirSiuje
esanciomis pageidaujamomis funkcinémis grupémis, d¢l galimy disulfidiniy
ry$iy formavimo, taip pat sgveikos su auksu ir biokonjugacijos su tioliui-
selektyviomis medziagomis, ypa¢ partrauklis struktiiry pavirSiuje cisteing
eksponuojantys baltymai (Peabody, 2003). Bioinformatinés analizés metu
gp053 pirmingje struktiiroje (160, 198, 208 ir 320 pozicijose) identifikuotos
keturios cisteino aminoriigStys. Siekiant nustatyti, ar §ios aminoriigStys yra
1§sidésCiusios iSoriniame, ar vidiniame gp053 formuojamy nanostruktiiry
pavir§iuje, o tuo paciu ir siekiant iSsiaiSkinti, ar jos gali biiti panaudotos
konstruojant savaime susirenkancias nanostruktiiras su jy pavirSiuje
eksponuojamomis jvairiomis biomolekulémis, iSgryninti gp053 modifikuoti
biotinu, véliau inkubuoti su neutravidinu konjuguotomis aukso nanodalelémis
(baltymy modifikavimas biotinu ir inkubacijos su neutravidinu konjuguotomis
aukso nanodalelémis reakcijos atliktos dr. S. Povilonienés). TEM analizés
buvo gautos tvarkingos nanostruktiiros su galuose prisitvirtinusiomis aukso

nanodalelémis (3.28 pav.).

96



3.28 pav. Biotinu modifikuoto FV3 gp053, inkubuoto su neutravidinu
konjuguotomis aukso nanodalelémis, TEM analizé.

Kaip matyti i§ 3.28 paveiksle pateiktos nuotraukos, dauguma aukso
nanodaleliy yra stebimos vamzdeliy galuose, jy ,,lizio* vietose arba ant itin
trumpy ar netaisyklingos struktiiros dariniy pavirSiaus, taciau jy eksponavimas
ant tvarkingy, i1lgy nanostrukttiry iSorinio pavirSiaus santykinai labai nedidelis.
Sis atrankus aukso nanodaleliy pasiskirstymas gali biiti paaiskinamas tuo, kad,
gp053 sudétyje esancCios cisteino aminoriigStys, baltymui polimerizuojantis,
1§sidésto vidingje, neutravidinu konjuguotoms aukso nanodaleléms ,,sunkiai
pasiekiamoje* vamzdelio dalyje. ISoriniame pavirSiuje cisteinas yra
eksponuojamas tik vamzdelio galuose, vamzdelio ,lGzio* vietose arba
pavieniuose ziedeliuose, t.y. ten, kur TEM nuotraukose ir buvo stebimos aukso
nanodalelés. D¢l Sios priezasties biotinu modifikuoto gp053 formuojamy
nanostruktiiry tyrimai svarbis net tik konstruojant hibridines nanostruktiras,
bet ir, pavyzdziui, ateityje siekiant tvarkingai orientuoti arba imobilizuoti Sias

nanostruktiiras ant tam tikry pavirsiy.

3.3.7 gp053 mutanty oligomery tyrimai

Remiantis literatiros duomenimis, bakteriofagy uodegelés apvalkalo
monomeriniai baltymai polimerizacijos metu vienas kito atZvilgiu iSsidésto

taip, kad sudaro heksamerines Zziedines struktiiras, kurioms saveikaujant
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tarpusavyje suformuojamas uodegélés apvalkalas (Leiman et al., 2004;
Kostyuchenko et al., 2005; Aksyuk et al., 2009; Leiman ir Shneider, 2012). Dél
Sios priezasties, konstruojant uodegeles apvalkalo baltymy pagrindu paremtas
hibridines nanostruktiiras, tiksliniy klonavimo viety jvedimas ] tam tikras
monomerinio baltymo vietas, 1§ esmés leidzia sukurti tik homogeniSkus
vamzdelius. Siekiant nustatyti, ar yjmanoma gauti hibridinius, gp053 pagrindu
paremtus vamzdelius, kuriuose biity galima kontroliuoti tam tikry peptidy ar
fermenty i$sidéstymg vamzdelio struktiiroje, (pavyzdziui, eksponuoti vidinéje
arba iSorinéje vamzdelio dalyje vieng Salia kito kelis skirtingus peptidus ar
fermentuss) atlikti gp053 duplikaty konstravimo darbai bei jy formuojamy
struktiry analizeé.

Oligomery gavimui pasirinktas gp053 mutantinis baltymas m N_C,
turintis tikslines klonavimo vietas baltymo N- ir C-galuose (3.20 pav., 3.2
lentel¢). Darbo metu sukonstruoti plazmidiniai vektoriai su m_N_C dimerais,
trimerais, tetramerais, pentamerais ir heksamerais (3.29 pav. C). Atlikta
m_N_C duplikaty raiska E. coli BL21-DE3 laboratoriniame kamiene, visais
atvejais gauti tirpas baltymai (3.29 pav. E). Atlikus i8kart po lasteliy suardymo
surinkty m N C oligomery TEM analizg¢, nustatyta, kad tvarkingas,
vamzdelines struktiiras formuoja tik monomerinis m N C (3.30 pav. A).
m N C dimero atveju buvo stebimi pavieniai, negausiis, ne tokie tvarkingi
vamzdeliai (3.30 pav. B). Likusieji m N C oligomerai formavo tik ypac
nedidelius vamzdelinius arba netaisyklingos struktiiros baltyminius agregatus

(3.30 pav. C-F).
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3.29 pav. Bakteriofago FV3 gp053 mutanto m_N_C oligomery analizé. (A)
Bakteriofago T4 sutrauktos uodegélés molekulinis modelis. Zalsva spalva zymi gp15
formuojama uodegélés vamzdeli. Violeting ir rudos spalvos Zymi du i§ 23 gpl8
formuojamy heksameriniy ziedy, sudaranciy uodegélés apvalkalg. (B) Bakteriofago
FV3 gp053 pagrindu sukonstruoto hibridinio baltymo m_CA81 AgD6 formuojamy
struktiry TEM analiz¢. Padidintoje nuotraukoje — vamzdelj sudaran¢iy heksameriniy
ziedy vaizdas. (C) Darbo metu sukonstruoty m_N C oligomery schematinis vaizdas.
Pilka spalva zymi natyvaus baltymo aminorfigstis, oranzin¢ — jterptas aminortigstis su
jose esanciomis tikslinémis konavimo vietomis. (D) Indukuojamos raiSkos
plazmidiniame vektoriuje pET21a klonuoty m N C geny duplikaty elektroforezés
agaroziniame gelyje analizé. Fragmentai gauti po inbukacijos su Ndel ir Xhol
restrikcijos endonukleazémis. Takeliai zymi: 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). Rodyklés zymi m_N_C oligomery fragmentus. (E) m N _C sintezés E.
coli BL21-DE3 lastelése, turinCiose pET21a plazmide su jterptu m_N C genu SDS-
PAGE analizé. Geny raiSka vykdyta E. coli BL21-DE3 kamiene, indukuojant 0,1 mM
IPTG ir inkubuojant lgsteles 3 valandas 30 °C temperattiroje. Paveiksle pateikiamas
tirpios baltymy frakcijos vaizdas, takeliai Zymi: 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 — baltymy molekulinés masés standartas Page Ruler™
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Rodyklés zymi
rekombinantinius m_N_C duplikatus.
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3.30 pav. FV3 gp053 mutantinio baltymo su tikslinémis klovavimo vietomis
(m_N_C) oligomery formuojamy nanostruktiry susidarymo priklausomybés
nuo inkubacijos laiko TEM analizé. UzraSas virSuje Zymi baltymo duplikacijy
skaiciy, laikas kair¢je nurodo méginiy inkubacijos laikg. Méginiai laikyti kambario
temperatiiroje, purtant.

Atliekant gp053 mutanty tyrimus, pastebéta, kad kai kuriais atvejais
tirptis baltymai, kurie iSkart po Iasteliy suardymo taisyklingy struktiiry
neformuoja, pragjus tam tikram laikui in vitro visgi susirenka j tam tikros
struktiiros darinius. Atlikus m_N_C oligomery polimerizacijos in vitro tyrimus,
nustatyta, kad inkubuojant minétuosius baltymus kambario temperatiroje 48
val. ir intensyviai méginius purtant, m_N_C suformuoja vamzdelines

strukturas, kuriy dydis ir struktiros morfologinés savybés priklauso nuo

oligomerus sudaranciy baltymy skaiciaus (3.30 pav. G, H, I, J, K, L). m_N_C

100



tetramerai ir heksamerai formuoja trumpiausius ir netaisyklingiausios strukiiros
vamzdelinius darinius, tuo tarpu m_N_C dimerai, trimerai ir pentamerai
susirenka 1 salyginai trumpas (iki 200 nm) vamzdelines strukturas, kuriy
diametras panasus j natyvaus gp053 formuojamy vamzdeliy, taciau struktiira
néra homogeniSka — matyti vamzdeliy triikiai ar linkiai, taip pat struktiiros
susiauréjimai ar praplatéjimai.

Apibendrinant gp053 oligomery tyrimy rezultatus, galima teigti, kad
pirma kartg buvo jrodyta, jog vamzdelinés nanostruktiiros gali susirinkti ne tik
1§ monomeriniy uodegélés apvalkalo baltymy, bet ir 1§ genetiSkai sukonstruoty
oligomery. D¢l Sios priezasties gp053 mutantiniai baltymai yra patraukliis
kandidatai, konstruojant baltyminius vamzdelius su norimais pakeitimais

nanostuktarose.
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REZULTATU APIBENDRINIMAS

Siekiant sukonstruoti bakteriofagy struktiiriniy baltymy pagrindu
savaime susirenkancias nanostruktiiras, visy pirma buvo identifikuoti ir
charakterizuoti penki nauji bakteriofagai: Klebsiella sp. infekuojantis
bakteriofagas RaK?2, Arthrobacter spp. fagai ArV1 ir ArV2, bei Escherichia
coli bakteriofagai FV3 ir NBD2. Nustatyta, kad bakteriofagai RaK2, FV3 ir
ArV1 priklauso Myoviridae fagy Seimai, tuo tarpu fagai ArV2 ir NBD2 yra
Siphoviridae Seimos atstovai. Visy bakteriofagy genomai publikuoti NCBI
duomeny bazgje.

Atlikus genomy bioinformating analize, taip pat remiantis proteomings
analizés rezultatais, viso identifikuoti 122 minétyjy bakteriofagy struktiiriniai
baltymai, 19 i§ jy pasirinkti detalesniems tyrimams. Siy darby metu buvo
vykdomas = struktiirinius baltymus koduojan¢iy geny klonavimas |
indukuojamos raiSkos plazmidinius vektorius, gauta genyraiska E. coli
lastelése ir atlikta baltymy formuojamy struktiiry TEM analizé. Nustatyta, kad
beveik pusé (devyni) rekombinantiniy baltymy tirtomis saglygomis yra netirpis,
likusieji deSimt baltymy — tirpiis, taciau tik trys i$ jy in vivo, nesant kity faginiy
baltymy, formuoja taisyklingas savitvarkes vamzdelines struktiiras. Tai fagy
RaK2 gp041 ir FV3 gp053, sudarantys bakteriogy uodegeles apvalkalg bei
bakteriofago NBD2 uodegé¢lés vamzdelio baltymas gp39. Miovirusy
rekombinantiniy baltymy formuojamy nanostruktiry diametras atitinka
bakteriofagy sutrauktos uodegelés diametra: RaK2 gp041 (~41 nm), FV3
gp053 (~28 nm). Sifoviruso NBD2 gp39 skersmuo tapatus fago uodegelés
diametrui (~12 nm). Be to, S$io rekombinantinio baltymo formuojami
vamzdeliai ilgiausi (net iki 2—3 pm). Bakteriofagy RaK2 ir FV3 nanostruktiiry
ilgiai siekia atitinkamai iki 750 ir 1000 nm.

Atliekant  detalesnius  bakteriofago FV3  gp053  formuojamy
nanostruktiiry tyrimus, optimizuotas nanovamzdeliy gryninimas, iSsodinant
amonio sulfatu. Taip pat atlikti nanovamzdeliy atsparumo jvairiems aplinkos

veiksniams tyrimai. Jy metu nustatyta, kad rekombinantinio gp053
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formuojamos nanostruktiiros iSlieka morfologiSkai nepakitusios: ilga laika
(daugiau nei metus) laikant méginius buferiniame tirpale 4 °C, inkubuojant 16
valandy su tripsinu (0,02 mg/ml) ar 8 M karbamido tirpale, taip pat laikant
méginius 30 min. verdan¢iame vandenyje.

Tiriant galiniy aminoriigS¢iy svarbg baltymo polimerizacinéms
savybéms, sukonstruoti 25 gp053 deleciniai mutantai, atlikta mutantiniy geny
raiSka E. coli lastelése, taip pat méginiy TEM analizé. Nustatyta, kad C-galiniy
aminorigsciy delecijos turi maziau jtakos FV3 gp053 susirinkimui 1
nanostruktiiras nei aminortigsciy paSalinimas i§ baltymo N-galo. gp053
mutantai nebeformuoja savitvarkiy struktiry nuo N-galo pasalinus 29 a.r., tuo
tarpu net 100 C-galiniy a.r. delecija baltymo polimerizaciniy savybiy nekeicia,
netgi prieSingai. Atlikus TEM analize nustatyta, kad gp053 CA100
formuojamy nanostruktiiry skersmuo ~32,5 nm, o nanostruktiiry ilgis siekia net
iki 2000 nm.

Tiriant papildomai jterpty arba pakeisty svetimomis aminoruigsciy itaka
gp053 polimerizacinéms savybéms, sukonstruota 20 gp053 mutanty su
tikslinémis klonavimo vietomis baltymo N- ir C-galuose, taip pat baltymo
vidin¢je dalyje. Atlikta mutantiniy genyraiska E. coli lastelése, taip pat
meginiy TEM analizé. Nustatyta, kad papildomos a.r., jterptos 1 mutantiniy
baltymy N- arba C-galus, turi didesn¢ neigiamg jtaka baltymo susirinkimui j
tvarkingas nanostruktiiras nei ty paciy a.r. jterpimas j 10 ar 20 a.r. galines
delecijas turinciy gp053 mutanty N- arba C-galines sekas. Dar labiau baltymo
savybes keiCia jo vidinéje dalyje esanciy a.r. pakeitimas svetimomis a.r. arba
papildomy a.r. jterpimas: daugeliu atveju gauti arba netirpiis, arba tvarkingy
struktiry neformuojantys baltymai, tik m_N_C_119::120 atveju buvo stebimos
susiformavusios tvarkingos, iki 500 nm ilgio vamzdelinés struktiiros.

Darbo metu sukonstruota 13 hibridiniy baltymy, sudaryty i§ gp053 arba
gp053 mutanty ir | baltymo N- ir/arba C-galuose esancias tikslines klonavimo
vietas jterpty sidabro jonus ir titano oksidg suriSanciy peptidy. Taip pat gauti
trys hibridiniai baltymai, kuriuose sidabro jonus suriSantys peptidai buvo jterpti

1m N _C 119::120 tiksling klonavimo vietg. Atlikta hibridiniy baltymy raiSka
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E. coli lastelése, taip pat méginiy TEM analizé. Nustatyta, kad peptidy
jterpimas ] baltymo N- arba C-galines sritis (ypa¢ rekombinantiniuose
baltymuose, turinciuose nedidel] kieki (10-20) paSalinty a.r.) tik minimaliai
paveikia baltymo polimerizavimosi procesg. Tuo tarpu peptidy jterpimas j
baltymo viding dalj gerokai sumazina hibridiniy baltymy saviagregacines
savybes. Be to, hibridiniy baltymy formuojamy struktiiry morfologija priklauso
nuo jterpto peptido aminoriigs¢iy sudéties. Darbo metu taip pat gauti biotinu
modifikuoti gp053 hibridai su nanovamzdeliy galuose prisitvirtinusiomis
neutravidinu konjuguotomis aukso nanodalelémis.

Siekiant nustatyti, ar jmanoma gauti hibridinius, gp053 pagrindu
sukurtus vamzdelius, kuriuose biity galima kontroliuoti tam tikry peptidy ar
fermenty iSsidéstymg vamzdelio struktiiroje, genetiSkai sukonstruoti gp053
oligomerai bei atlikta jy formuojamy struktiiry analizé. Gauti gp053 mutantinio
baltymo (m_N C), turincio tikslines klonavimo vietas baltymo N- ir C-
galuose, dimerai, trimerai, tetramerai, pentamerai ir heksamerai. Atlikta
mutantiniy geny raiSka E. coli lastelése, taip pat méginiy TEM analizé.
Nustatyta, kad oligomerai daugeliu atvejy tvarkingy struktiiry in vivo
nesuformuoja, taciau prag¢jus 48 valandoms nuo meginiy inkubacijos kambario
temperatiiroje ir esant intensyviam meéginiy purtymui, dalis m N C duplikaty

susirenka ] vamzdelines, ta¢iau netvarkingas struktiiras.
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ISVADOS

IS 19 tirty struktiiriniy bakteriofagy viriony baltymy (RaK2 gp041—-gp043,
gpl06, gpl07, ArV1 gpl5, ArV2 gp05, gp06, gpll, gpl5—gpl8, gp20,
gp24, NBD2 gp39, FV3 gp52, gp53), trys rekombinantiniai baltymai
(RaK2 gp041, NBD2 gp39 ir FV3 gp053) in vivo, nesant kity faginiy
baltymy, formuoja savaime susirenkancias, tvarkingas vamzdelines
stuktiras.

FV3 rekombinantinio gp053 formuojami nanovamzdeliai — ypatingai
stabilios ir jvairiems aplinkos veiksniams atsparios struktiiros, kuriy
diametras atitinka fago sutraukto uodegé¢lés apvalkalo plotj (~28 nm), o
ilgis varijuoja nuo 10 iki 1000 nm.

C-galinily aminoriig8§¢iy delecijos turi maziau jtakos FV3 gp053
polimerizacijos procesui nei aminoriig§¢iy panaikinimas is Sio baltymo N-
galo.

FV3 mutantiniai gp053 ir jy pagrindu sukurti hibridiniai baltymai in vivo
formuoja nanovamzdelines struktiiras, kuriy morfologija priklauso nuo

pasalinty ar jterpty a.r. skaiciaus, taip pat jy pozicijos baltymo sekoje.
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