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 5 STRESZCZENIE 

1. Streszczenie 

Systemy prezentowania białek/peptydów lub innych cząsteczek na powierzchni bakteriofaga 

bazują na fuzji sekwencji obcych polipeptydów z N- lub C-terminalnym końcem białka 

strukturalnego bakteriofaga, dzięki czemu docelowe peptydy/białka eksponowane są na zewnątrz 

wirionu. Technologia ta została opracowana ponad 30 lat temu, a jej twórcy otrzymali Nagrodę 

Nobla za „prezentację peptydów oraz przeciwciał na powierzchni faga”. W ostatnich latach 

zaobserwować można intensywny rozwój technik związanych z fagowym prezentowaniem 

białek/peptydów, jednak wszystkie dotychczas skonstruowane systemy bazują na bakteriofagach 

infekujących bakterie mezofilne, o optymalnych warunkach wzrostu od 30°C do 39°C. Niesie to za 

sobą pewne ograniczenia, takie jak problemy z produkcją i prezentacją hydrofobowych peptydów 

na powierzchni fagów lub tworzenie się agregatów rekombinowanych białek. Termostabilny 

system prezentowania peptydów/białek, oparty na bakteriofagu termofilnym, mógłby być 

rozwiązaniem tych problemów. 

Głównym celem niniejszej pracy było skonstruowanie systemu prezentowania 

białek/peptydów na powierzchni bakteriofaga TP-84, infekującego Gram-pozytywną bakterię 

Geobacillus stearothermophilus. Pierwszym etapem badań prowadzących do otrzymania 

funkcjonalnego systemu było utworzenie trzech zestawów bibliotek genowych faga TP-84. 

Wybrano sześć genów, które potencjalnie mogły zostać użyte w nowym systemie prezentacji 

białek/peptydów, z czego trzy geny kodujące białka kapsydowe, jeden gen kodujący białko dystalne 

ogonka oraz dwa geny kodujące inne białka strukturalne TP-84. Następnie geny te wstawiano do 

plazmidu pUC19 w formie natywnej lub w formie fuzyjnej, z dołączoną sekwencją kodującą 

znaczniki molekularne 6xHis lub 3xFLAG, wraz z 9-nukleotydowym linkerem. Początkowo 

uzyskano trzy wersje bibliotek dla pięciu genów TP-84. Gen 8 bakteriofaga TP-84, kodujący 

dodatkowe białko kapsydu, udało się wstawić do wektora plazmidowego dopiero po opracowaniu 

tandemowej metody klonowania. 

Drugim etapem badań było klonowanie całego genomu bakteriofaga TP-84 do wektora 

plazmidowego pBAC-lacZ z indukowalnym systemem kontroli liczby kopii. Zastosowano dwie 

różne techniki do wstawienia genomu faga TP-84 podzielonego na osiem części o wielkości między 

4200 a 6700 par zasad, klonowanie metodą Gibsona oraz Golden Gate. W wyniku zastosowania 

techniki klonowania Gibsona, otrzymano klon pBAC-lacZ z wstawionym genomem bakteriofaga 

TP-84 o wielkości 6600 par zasad z 15-nukleotydową insercją w obrębie genomu TP-84. Nie udało 

się natomiast otrzymać klona z całym genomem TP-84 używając zarówno techniki klonowania 

Gibsona, jak i Golden Gate. Może to wskazywać na toksyczność produktów niektórych genów faga 

TP-84 na komórki E. coli. 

Podczas ostatniego etapu badań skupiono się na opracowaniu metody umożliwiającej 

umieszczenie zrekombinowanego genomu TP-84 w komórce gospodarza. Za pomocą transfekcji z 

użyciem PEG8000 skutecznie transfekowano protoplasty gospodarza G. stearothermophilus 10 

materiałem genetycznym bakteriofaga TP-84, zarówno w formie natywnej, jak i rekombinowanej. 

Techniką immunodetekcji potwierdzono otrzymanie aktywnych cząstek fagowych zawierających 

fuzyjny gen 12 kodujący główne białko kapsydu połączony ze znacznikiem molekularnym 

eksponowanym na zewnątrz cząstki wirusa. 

Podsumowując, w ninejszej pracy opracowano funkcjonalny systemu prezentacji 

białek/peptydów na powierzchni termofilnego faga TP-84. Niemniej jednak, system ten należy w 

dalszym ciągu optymalizować, przy czym niezbędne mogą okazać się bardziej szczegółowe 

badania struktury i biologii bakteriofaga TP-84 oraz jego gospodarza. 
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2. Abstract 

Peptide/protein or other molecule phage display systems are based on a fusion of a foreign 

polypeptide sequence with the N- or C-terminal end of the bacteriophage structural protein, 

thus exposing the target peptides/proteins or other molecules on the surface of the virion. Phage 

display technology was developed more than 30 years ago and was awarded the Nobel Prize 

„for the phage display of peptides and antibodies”. In recent years, there has been an intense 

development in protein/peptide phage display techniques. However, all previously constructed 

systems are based on bacteriophages that infect mesophilic bacteria with optimum growth 

conditions from 30°C to 39°C. There are some limitations to these organisms, such as problems 

with the production and presentation of hydrophobic peptides on the phage surface or the 

recombinant protein aggregate formation. The solution to these limitations can be a 

thermostable phage display system based on a thermophilic bacteriophage.  

The main purpose of this work was to construct a system to present protein/peptide 

molecules on the surface of TP-84 bacteriophage, which infects the Gram-positive bacterium 

Geobacillus stearothermophilus. The first stage of the study involved creating three sets of the 

TP-84 phage gene libraries. Six genes were selected for potential usage in the new phage display 

system, three of them encoding capsid proteins, one gene encoding the distal tail protein and 

two encoding other TP-84 structural proteins. Selected genes were inserted into the pUC19 

plasmid in the native or fusion form, with added sequence encoding the 6xHis or 3xFLAG 

molecular markers, together with a 9-nucleotide linker. Initially, three versions of the libraries 

were obtained for five out of six TP-84 genes. The gene 8 of the TP-84 phage, encoding a minor 

capsid protein, was inserted into the plasmid vector only after the development of a tandem 

cloning method.  

The second stage of the study involved whole TP-84 phage genome cloning into the copy-

control vector pBAC-lacZ. Two different techniques were used to insert the TP-84 genome, 

divided into eight parts (in the sizes from 4,200 bp to 7,200 bp), Gibson assembly and Golden 

Gate cloning. As a result of the Gibson assembly technique, a clone of pBAC-lacZ with the 

fragment of 6,600 bp of the TP-84 genome was obtained, with 15-nucleotide insertion. 

However, all attempts to obtain a clone with the whole TP-84 phage genome inserted into the 

pBAC-lacZ vector using both Gibson and Golden Gate cloning methods have failed. This may 

indicate the possible toxicity of certain TP-84 genes to E. coli.  

During the last phase of the study, the focus was on developing a method allowing the 

recombinant TP-84 genome to be placed into the host cells. The PEG8000-mediated 

transfection was carried out with a positive result of inserting the bacteriophage TP-84 genetic 

material, both in native and recombinant form, into the host G. stearothermophilus 10. Active 

phage particles containing a fusion gene 12 encoding the major capsid protein linked to a 

molecular tag exposed to the outside of the virion were confirmed by the immunodetection 

assay. 

In summary, in this work a functional thermophilic peptide/protein TP-84 phage display 

system was developed. Nevertheless, there is a requirement to continually optimize this phage 

display system and a more detailed research on the structure and biology of the TP-84 phage 

and its host may be necessary. 
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WYKAZ UŻYWANYCH SKRÓTÓW 

 

aa – aminokwasy, ang. amino acids 

BAC – sztuczny chromosom bakteryjny, ang. bacterial artificial chromosome 

BSA – surowicza albumina bydlęca, ang. bovine serum albumin 

dsDNA – dwuniciowy DNA, ang. double-stranded DNA 

G. stearothermophilus 10 - Geobacillus stearothermophilus szczep 10 

GRM - mieszanina reakcyjna do klonowania metodą Gibsona, ang. Gibson reaction mix 

ISO buffer – bufor do reakcji izotermalnej 

Kbp – tysiąc par zasad, ang. Kilo base pair 

LIC – klonowanie niezależne od ligacji, ang. Ligation Independent Cloning 

Mbp – milion par zasad, ang. Mega base pair 

MCS – miejsce wielokrotnego klonowania, ang. multiple cloning site 

MDa – mega Dalton 

MOI – wielokrotność zakażenia, ang. multiplicity of infection 

NGS – sekwencjonowanie nowej generacji, ang. Next-Generation sSequencing 

obr./min – liczba obrotów na minutę, ang. revolutions per minute 

OD – gęstość optyczna, ang. optical density 

ORF – otwarta ramka odczytu, ang. open reading frame 

PAM – motyw sąsiadujący ze zmienną sekwencją “protospacer”, ang. protospacer adjacent 

motif 

PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy, ang. polymerase chain reaction 

PFU/ml - jednostki tworzące łysinki/ml, ang. plaque forming unit/ml  

pmol - pikomol 

pz – par zasad 

RF – termin odnoszący się do klonowania bez użycia enzymów restrykcyjnych, ang. restriction-

free
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3. Wstęp 
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4. Cel pracy  

 

Celem mojej pracy było skonstruowanie systemu prezentowania białek/peptydów na 

powierzchni termofilnego bakteriofaga TP-84. Aby osiągnąć główny cel pracy, poszczególne 

etapy prowadzące do uzyskania działającego systemu rozdzieliłam na trzy cele pośrednie. 

Pierwszym z nich była konstrukcja biblioteki genów bakteriofaga TP-84 przy użyciu plazmidu 

pUC19. Kolejnym celem było klonowanie genomu bakteriofaga TP-84 do wektora 

plazmidowego pBAC-lacZ, w tym optymalizacja metody klonowania Gibsona oraz Golden 

Gate. Ostatni cel obejmował wprowadzanie in vitro modyfikowanego genomu do wirionu 

bakteriofaga TP-84, w celu otrzymania funkcjonującego systemu prezentowania 

białek/peptydów na jego powierzchni. 
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5. Materiały i metody 

5.1. Materiały 

5.1.1. Odczynniki chemiczne 

 

 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylo--β-D-Galaktopiranozyd (X-Gal) – EURx, Polska 

 Alkohol etylowy 99,8% CZDA – POCH, Polska 

 Chlorek cezu – Sigma-Aldrich, Niemcy 

 Chlorek magnezu sześciowodny – BioShop, Kanada 

 Chlorek manganu(II) czterowodny – Sigma-Aldrich, Niemcy 

 Chlorek manganu(II) dwuwodny – Thermo Fisher, USA 

 Chlorek potasu – POCH, Polska 

 Chlorek sodu – Chempur, Polska 

 Chlorek wampnia uwodniony – BioShop, Kanada 

 Chlorek wapnia – Sigma-Aldrich, Niemcy 

 Chloroform – POCH, Polska 

 D-Fruktoza – BioShop, Kanada 

 Dimetylosulfotlenek (DMSO) – Sigma-Aldrich, Niemcy 

 Ditiotreitol (DTT) – Thermo Fisher, USA 

 Glicerol – POCH, Polska 

 Glikol polietylenowy (PEG) 8000 – BioShop, Kanada 

 Iaopropylo-1-tio-β-D galaktopiranozyd (IPTG) – BLIRT, Polska 

 Kwas octowy 99,5%-99,8% - POCH, Polska 

 Kwas siarkowy(VI) 95% - POCH, Polska 

 L-(+)-arabinoza – Carl Roth, Niemcy 

 Lizozym – Sigma-Aldrich, Niemcy 

 Mleko odtłuszczone w proszku granulowane – SM Gostyń 

 Octan potasu – Sigma-Aldrich, Niemcy 

 Tris-HCl – Sigma-Aldrich, Niemcy 

 Woda wolna od nukleaz – Carl Roth, Niemcy 
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5.1.2. Szczepy bakteryjne i bakteriofagi 

 

Szczepy bakteryjne i bakteriofagi używane w pracy przedstawione są w Tabeli 1. 

 

Tabela 1. Spis szczepów bakteryjnych i bakteriofagów użytych w pracy 

Nazwa  Charakterystyka Pochodzenie 

Escherichia 

coli DH5α 

4,5 Mbp (ang. Mega base pair); AmpR; Genotyp: F- 80lacZ M15 

(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1hsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -

thi-1 gyrA96 relA1 [1] 

Kolekcja Katedry 

Biologii 

Molekularnej, 

Wydział Biologii, 

UG 

Escherichia 

coli 

TransforMax 

EPI300  

AmpR; Genotyp: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80dlacZΔM15 

ΔlacX74 recA1 endA1 araD139 Δ(ara, leu)7697 galU galK λ- rpsL 

(StrR) nupG trfA dhfr; Chemokompetentne komórki E. coli 

wyprodukowane przez firmę Lucigen Corporation; zaprojektowane 

do transformacji dużymi plazmidami do wielkości 145 kbp (ang. kilo 

base pair).  

 

Lucigen, USA 

Geobacillus 

stearothermo

philus szczep 

10 

3,7 Mbp; Geobacillus stearothermophilus to Gram-dodatnia, 

termofilna bakteria występująca w glebie, gorących źródłach i w 

dnach oceanów [2]. Minimalna temperatura wzrostu wynosi około 

43-45°C a maksymalna 80°C, przy czym za optymalną temperaturę 

wzrostu uznaje się 55-60°C [2].  

 

Kolekcja prof. dr 

hab. Piotra 

Skowrona, Katedra 

Biotechnologii 

Molekularnej, 

Wydział Chemii, 

UG 

Bakteriofag 

TP-84 

47,7 kbp; Bakteriofag TP-84 z rodziny Siphoviridae infekujący 

gospodarza Geobacillus stearothermophilus, jest bakteriofagiem 

litycznym zbudowanym z heksagonalnej główki o wymiarach 53 x 

30 nm oraz ogonka o wymiarach 130 x 3-5 nm [3]. Genom 

bakteriofaga stanowi liniowy, dwuniciowy DNA (dsDNA) o masie 

cząsteczkowej ok. 22,5 Mega Daltonów (MDa) i całkowitej długości 

13,9 µm [3]. Genom bakteriofaga TP-84 zawiera 42% par zasad G+C 

[4]. Optymalne warunki namnażania bakteriofaga TP-84 obejmują 

zastosowanie pożywki wzbogaconej w fruktozę, aby ograniczać 

sporulację komórek gospodarza dla bakteriofaga TP-84, chlorku 

magnezu i wapnia w celu uzyskania wyższego miana bakteriofaga, 

pH 6.5, temperatury 55-60°C oraz środowiska aerobowego [5]. 

 

Kolekcja prof. dr 

hab. Piotra 

Skowrona, Katedra 

Biotechnologii 

Molekularnej, 

Wydział Chemii, 
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5.1.3. Plazmidy 

 

Plazmidy używane w tej pracy przedstawione są w Tabeli 2. 

 

Tabela 2. Spis plazmidów użytych w pracy 

Nazwa Charakterystyka Pochodzenie 

pUC19 AmpR; 2,7 kbp; Wektor plazmidowy wysokokopijny zawierający MCS 

(miejsce wielkokrotnego klonowania, ang. multiple cloning site) w obrębie 

genu lacZ, co umożliwia stosowanie testu α-komplementacji (Addgene, 

#50005). 

 

Addgene 

pBAC-

lacZ 

CmR; 11,1 kbp; Wektor plazmidowy typu BAC (sztuczny chromosom 

bakteryjny, ang. Bacterial artificial chromosome) bazujący na systemie 

indukowalnego zwiększania liczby kopii. Jest to system opracowany przez 

prof. Szybalskiego, który umożliwia przechowywanie plazmidów 

jednokopijnych [6]. W tej formie duże genomowe fragmenty DNA lub 

fragmenty, których produkty mogą być toksyczne dla gospodarza są 

stabilnie przechowywane, a kiedy jest potrzebna większa ilość DNA istnieje 

możliwość zaindukowania wielu kopii plazmidu [6]. System ten opiera się 

na plazmidzie pBAC/oriV zawierającym mutację w genie trfA (gen 

kodujący białko TrfA, które inicjuje replikację plazmidu) oraz dodatkowe 

miejsce inicjacji replikacji (origin), oriV. Szczep gospodarza E. coli podczas 

indukcji poprzez dodanie L-arabinozy dostarcza in trans funkcję 

amplifikacji specyficzną dla oriV powodując wzrost amplifikacji plazmidu 

oraz ekspresji klonowanych genów (Addgene #13422) [6]. 

  

Addgene 

 

5.1.4. Oligonukleotydy  

 

Używane w pracy oligonukleotydy przedstawione są w Tabeli 3. 

  

Tabela 3. Spis oligonukleotydów użytych w pracy. Pogrubienie oznacza sekwencję komplementarną 

do amplifikowanego genu/fragmentu genomu. Podkreślenie oznacza sekwencje rozpoznawane przez 

enzymy restrycyjne, sekwencje specyficzne dla metki FLAG lub sekwencje kodujące metkę 

histydynową z dołączonym linkerem.  

Startery do klonowania metodą RF 

Nazwa Sekwencja nukleotydowa (5’ → 3’) 

Temp. 

topnie

nia 

[°C]* 

06_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGGGCATCAAGTGGAC

AA 
64 
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06_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTCACGCCTGGCCACCCC

C 
76 

08_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGGCCAACATGGACCA

G 
65 

08_RF_R GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTCATGGCTTCTTCACCCC 64 

12_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCCTTTACATTTAGAA

CAATTCC 
62 

12_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTAGGATTGTGCAACGA

TTAAATGA 
65 

18_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCCAGGGGTAAACAT

TCC 
66 

18_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTATGCGTTTGGATCAGT

GTCG 
67 

22_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCCTATGGGCTATACA

TTCG 
64 

22_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTCATAGCCATGTATGCCG

ATATTT 
63 

74_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGACGAAAAATATCGAT

TCGAATA 
64 

74_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTATGCATTCGGATTCGC

CA 
68 

FLAG-N_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGGACTACAAAGACCAT

GACGGT 
66 

FLAG-N_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGCCGCTGCTCTTGTCATCG
TCATCCTTGTAGT 

78 

FLAG-C_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGGCAGCAGCGACTACAAA

GACCATGACGGT 
78 

FLAG-C_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTCACTTGTCATCGTCATCC
TTGTAGT 

67 

06_His-N_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCATCATCATCATCATC

ACAGCAGCGGCGGCATCAAGTGGACAAAATG 
65 

08_His-N_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCATCATCATCATCATC

ACAGCAGCGGCGCCAACATGGACCAGATCG 
67 

12_His-N_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCATCATCATCATCATC
ACAGCAGCGGCCCTTTACATTTAGAACAATTCC 

57 

18_His-N_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCATCATCATCATCATC

ACAGCAGCGGCCCAGGGGTAAACATTCCATT 
63 

22_His-N_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCATCATCATCATCATC
ACAGCAGCGGCCCTATGGGCTATACATTCGG 

61 

74_His-N_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCATCATCATCATCATC

ACAGCAGCGGCACGAAAAATATCGATTCGAATA 
60 

06_His-C_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTCAGTGATGATGATGATG

ATGGCTGCTGCCCGCCTGGCCACCCCCTGTT 
75 

08_His-C_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTCAGTGATGATGATGATG
ATGGCTGCTGCCTGGCTTCTTCACCCCCAGT 

67 

12_His-C_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTAGTGATGATGATGATG

ATGGCTGCTGCCGGATTGTGCAACGATTAAATGA 
63 

18_His-C_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTAGTGATGATGATGATG
ATGGCTGCTGCCTGCGTTTGGATCAGTGTCGC 

70 

22_His-C_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTCAGTGATGATGATGATG

ATGGCTGCTGCCTAGCCATGTATGCCGATATTT 
61 
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74_His-C_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTAGTGATGATGATGATG

ATGGCTGCTGCCTGCATTCGGATTCGCCATTC 
70 

06_FLAG-
N_RF_F 

TGACGATGACAAGAGCAGCGGCGGCATCAAGTGGACAAA

ATGG 
66 

08_FLAG-

N_RF_F 

TGACGATGACAAGAGCAGCGGCGCCAACATGGACCAGAT

CG 
67 

12_FLAG-
N_RF_F 

TGACGATGACAAGAGCAGCGGCCCTTTACATTTAGAACA

ATTCCAAC 
61 

18_FLAG-

N_RF_F 

TGACGATGACAAGAGCAGCGGCCCAGGGGTAAACATTCC

ATTCG 
68 

22_FLAG-

N_RF_F 

TGACGATGACAAGAGCAGCGGCCCTATGGGCTATACATT

CGGC 
64 

74_FLAG-

N_RF_F 

TGACGATGACAAGAGCAGCGGCACGAAAAATATCGATTC

GAATAAAC 
62 

06_FLAG-

C_RF_R 
GGTCTTTGTAGTCGCTGCTGCCCGCCTGGCCACCCCCTGT 75 

08_FLAG-
C_RF_R 

GGTCTTTGTAGTCGCTGCTGCCTGGCTTCTTCACCCCCAG 66 

12_FLAG-

C_RF_R 

GGTCTTTGTAGTCGCTGCTGCCGGATTGTGCAACGATTAA

ATGAAC 
65 

18_FLAG-

C_RF_R 

GGTCTTTGTAGTCGCTGCTGCCTGCGTTTGGATCAGTGTC

G 
66 

22_FLAG-

C_RF_R 

GGTCTTTGTAGTCGCTGCTGCCTAGCCATGTATGCCGATA

TTTCA 
65 

74_FLAG-

C_RF_R 
GGTCTTTGTAGTCGCTGCTGCCTGCATTCGGATTCGCCAT 67 

Startery do klonowania metodą RF genu 8 bakteriofaga TP-84 w dwóch częściach 

Nazwa Sekwencja nukleotydowa (5’ → 3’) 

Temp. 

topnie

nia 

[°C]* 

08_I_RF_F 
CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGGCCAACATGGACCA

G 
65 

08_I_RF_R 
GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGCGATAAGCGGCCAGT

G 
69 

08_II_RF_F 
AAAACACTGGCCGCTTATCGCCGGATGAAGCGGAAGAAC

GA 
65 

08_II_RF_R GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTCATGGCTTCTTCACCCC 64 

08_I_FLAG-

C_RF_R 

GTCTTTGTAGTCGCTGCTGCCGGGCGATAAGCGGCCAGT

G 
69 

08_II_FLAG-

C_RF_R 
GGTCTTTGTAGTCGCTGCTGCCTCATGGCTTCTTCACCCC 64 

08_I_FLAG-

N_RF_F 

TGACGATGACAAGAGCAGCGGCGCCAACATGGACCAGAT

CG 
59 

08_I_His-

C_RF_F 

CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGGCCAACATGGACCA

GA 
59 

08_II_His-

C_RF_R 

GACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTCAGTGATGATGATGATG

ATGGCTGCTGCCTGGCTTCTTCACCCCCAGT 
67 

08_I_His-
N_RF_F 

CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCATGCATCATCATCATCATC
ACAGCAGCGGCGCCAACATGGACCAGATCG 

67 
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Startery do kolonijnej PCR / sekwencjonowania 

Nazwa Sekwencja nukleotydowa (5’ → 3’) 

Temp. 

topnie

nia 

[°C]* 

06_seq_F GATCATCGCGATCTGGAAAT 64 

06_seq_R TGCCTTCCAGGTAAAAATCG 64 

08_seq_F AAACTGGTCCTGGATCATCG 64 

08_seq_R GGCGTATTCTGGCAGTTGTT 64 

12_seq_F CATCGTGACAAGCGAACAAT 64 

12_seq_R GCGTGGTGGATTTGTTTCTT 64 

18_seq_F GACCATCGTTGTTGGTCAAA 63 

18_seq_R CGTTTTCATATGTGCGGTTG 64 

22_seq_F AGAACGGCAAAACATGATCC 64 

22_seq_R ATGTATTTTTCGCCGCTTTG 64 

74_seq_F TGTGAAACGGATCGAGGAAT 64 

74_seq_R TTCGTCAATCCTTCCCATTC 64 

FLAG_seq_R TCGTCATCCTTGTAGTCGATG 63 

pUC19_seq_F TGTGGAATTGTGAGCGGATA 64 

pUC19_seq_R GTGCTGCAAGGCGATTAAGT 64 

pBAC_seq_F GACCTGAGCGCATTTTTACG 64 

pBAC_seq_R AACCACCACGCTCATCGATA 65 

R1_seq_F TGCCGATCGATGACTGGGAT 70 

R1_seq_R TGCCAAAAATCAACACCATT 63 

R2_seq_F GGATGTTTAATGCTTGAACC 58 

R2_seq_R TATCGCTGTGTCTGCACTCC 64 

R3_seq_F CAATGATGCCGCCAGTCATG 70 

R3_seq_R TCACCAGGATCGGATCGCGG 75 

R4_seq_F TTTTTATGCGATTCACGGTG 63 

R4_seq_R TTTCGGCTTTTTTCAGTACA 60 

R5_seq_F GTCATTCCAGAAATCAAAGA 57 

R5_seq_R TTGACGTTTCTGGCCACTTC 65 

R6_seq_F AGCGGCGAAAAATACATCGA 66 

R6_seq_R TGTTGTTTTCTTTTCTTCTT 53 

R7_seq_F CCATAACTATAAATTGTTTG 49 

R7_seq_R ACATCCACCATCCATCGCCG 72 

R8_seq_F GCCTATGTTCTATTTTCCTG 55 

R8_seq_R GCCGCCGCCCAGGTGGTGGA 82 

GEN_12_mod_se

q_F 
GAACGGTCGATTCCACCTTC 66 
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GEN_12_mod_se

q_R 
TTCGATCACATCACCAGGTTT 64 

Startery do klonowania metodą Gibsona 

Nazwa Sekwencja nukleotydowa (5’ → 3’) 

Temp. 

topnie

nia 

[°C]* 

R1_G_F_EheI 
AGATCAGGATATGTGGCGGATGAGCGGCATTTTCCGTGAC

GGCGCCGTTCGTTTACATTATATTTT 
68 

R1_G_F_AarI 
AGATCAGGATATGTGGCGGATGAGCGGCATTTTCCGTGAC

CACCTGCCACCTGCGATCGTTCGTTTACATTATATTTT 
78 

R1_G_F_BspOI 
AGATCAGGATATGTGGCGGATGAGCGGCATTTTCCGTGAC

GCTAGCGTTCGTTTACATTATATTTT 
61 

R1_G_C_F 
CGGATAGCGGATCTTTTTTTGTTCGTTTACATTATATTTTA

TATTTTTTAAAAATCATCG 
66 

R1_G_R 
CGGATCGATCGCCAGGCCGCCGAATCCATTTTTGACCGCT

TGATATAACCAGTTTGCGCC       
82 

R2_G_F 
AGCGGTCAAAAATGGATTCGGCGGCCTGGCGATCGATCC

GGCAAAAGGGGAAATCGGCAA       
92 

R2_G_R 
ACAATGGCCACGATGTCCGGCGTGTTTCCCTTTTCATCTG

CTTTTAGAATCGCATCCAGG       
81 

R3_G_F 
CAGATGAAAAGGGAAACACGCCGGACATCGTGGCCATTG

TCACTGAAATGGGCGATGATA       
87 

R3_G_R 
GAATCGATATTTTTCGTCATCATCATTCACCATTCTTTCGT

TCCATTTCTGTATATAGTG       
74 

R4_G_F 
CGAAAGAATGGTGAATGATGATGACGAAAAATATCGATT

CGAATAAACAAGCGGCAACCA       
80 

R4_G_R 
TTTGTCCACTTGATGCCCATATCTTCCCCTCTCCTTTCGTT

ATTCTTTCCAGATCACCGA       
80 

R5_G_F 
ACGAAAGGAGAGGGGAAGATATGGGCATCAAGTGGACA

AAATGGTCAACAAACGTGATCA       
83 

R5_G_R 
TGTCTATCCCTTTTTTGTCATTAGGATTGTGCAACGATTAA

ATGAACGACTGCTTGTGGC       
81 

R5_G_MOD_R 
TGTTCTAAATGTAAAGGCATCGTTTTTTACCTCCTTAAAA

TGAATATTGTCCGGCTTGTC 
76 

R6_G_F 
TAATCGTTGCACAATCCTAATGACAAAAAAGGGATAGAC

ACATGATCTAGTCTATCCCTT       
74 

R6_G_MOD_F 
AGGATGACGATGACAAGTGATGACAAAAAAGGGATAGAC

ACATGATCTAGTCTATCCCTT 
74 

R6_G_R 
CCATGCCGATCACCCCTTTTTCATAGCCATGTATGCCGAT

ATTTCACTGTAATTTGATTG       
76 

R7_G_F 
ATCGGCATACATGGCTATGAAAAAGGGGTGATCGGCATG

GCGATTCAAAAAGCGTTATTC       
83 

R7_G_R 
CATTTCGCATCCACCACAATGGTGTCGATGGCCCTGGCG

CAGATCCAGACCAGGAAAAGT       88 

R8_G_F 
GCGCCAGGGCCATCGACACCATTGTGGTGGATGCGAAAT

GTGGCCGAATGGGTGAAACAG      86 

R8_G_R 
AATCGCTGATTTGTGTAGTCGGTTTATGCAGCAACGAGACC

CTGTAAAAAAAAGATCCGCTATCCG 
69 
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R8_G_C_R 
AAAATATAATGTAAACGAACAAAAAAAGATCCGCTATCC

GTTTGGATGGCGGATCATAGG 
82 

R1_G_R_cutB 
AATCGCTGATTTGTGTAGTCGGTTTATGCAGCAACGAGACC
CTGTACGAATCCATTTTTGACCGCT 

66 

R1_G_R_cutA 
AATCGCTGATTTGTGTAGTCGGTTTATGCAGCAACGAGACC

CTGTACATCATTCACCATTCTTTCG 61 

GEN_12_mod_G

_F 

TTTTAAGGAGGTAAAAAACGATGCCTTTACATTTAGAACA

ATTCCAACGTGAAGCATTCC 
77 

GEN_12_mod_G
_R 

TGTCTATCCCTTTTTTGTCATCACTTGTCATCGTCATCCTT

GTAGTCGATGTCATGATCT 
79 

Startery do klonowania metodą Golden Gate 

Nazwa Sekwencja nukleotydowa (5’ → 3’) 

Temp. 

topnie

nia 

[°C]* 

R1_GG_F ATCGAGGTCTCAAGCTGTTCGTTTACATTATATTTTA 50 

R1_GG_R TGAGCGGTCTCTCCGCCGAATCCATTTTTGACCGC 65 

R2_GG_F ATCGAGGTCTCAGCGGCCTGGCGATCGATCCGGCA 76 

R2_GG_R TGAGCGGTCTCTACGATGTCCGGCGTGTTTCCCTTT 71 

R3_GG_F ATCGAGGTCTCATCGTGGCCATTGTCACTGAAATG 62 

R3_GG_R TGAGCGGTCTCTCATCATTCACCATTCTTTCGTTC 57 

R4_GG_F ATCGAGGTCTCAGATGATGACGAAAAATATCGATTC 56 

R4_GG_R TGAGCGGTCTCTATCTTCCCCTCTCCTTTCGTTATT 65 

R5_GG_F ATCGAGGTCTCAAGATATGGGCATCAAGTGGACAA 66 

R5_GG_R TGAGCGGTCTCTGTCATTAGGATTGTGCAACGATTA 64 

R6_GG_F ATCGAGGTCTCATGACAAAAAAGGGATAGACACATG 64 

R6_GG_R TGAGCGGTCTCTTTTTTCATAGCCATGTATGCCGA 63 

R7_GG_F ATCGAGGTCTCAAAAAGGGGTGATCGGCATGGCGAT 74 

R7_GG_R TGAGCGGTCTCTGGATTCGGCAAACAATTTATAGTT 57 

R8_GG_F ATCGAGGTCTCAATCCACCGATAAAAACGGAAATC 58 

R8_GG_R ATGAGCGGTCTCTCGCGAAAAAAAGATCCGCTATCC 57 

*Temperatury hybrydyzacji (ang. annealing) były zależne od pary starterów używanych do konkretnej 

PCR. Podane są one w tabelach z profilami termicznymi poszczególnych PCR. Temperatury topnienia 

starterów hybrydowych dotyczą sekwencji, które ulegały wydłużaniu, bez sekwencji stanowiących 

„nawisy” (ang. overhang), linkery lub znaczniki molekularne. Temperatury topnienia obliczone były za 

pomocą kalkulatora OligoEvaluatorTM (Sigma-Aldrich, USA). 
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5.1.5. Enzymy i odczynniki stosowane do manipulacji DNA 

5.1.5.1. Enzymy restrykcyjne 

 

Enzymy restrykcyjne używane w tej pracy przedstawione są w Tabeli 4. 

Tabela 4. Enzymy restrykcyjne używane podczas realizacji badań 

 

Nazwa 

 

Miejsce cięcia 

Optymalna 

temperatura 

inkubacji 
Bufor 

Warunki 

inaktywacji 
Producent 

DpnI (10 
U/µl) 

5’ GAm6↓TC 3’ 
3’ CT↑Am6G 5’ 

37°C 10 x Bufor Tango 20 min, 80°C 

Thermo 

Fisher, 

USA 

ZraI (10 
U/µl) 

5’ GAC↓GTC 3’ 
3’ CTG↑CAG 5’ 

37°C Bufor rCutSmart 20 min, 80°C 

New 

England 
Biolabs, 

USA 

EheI (10 

U/µl) 

5’ GGC↓GCC 3’ 

3’ CCG↑CGG 5’ 
37°C 10 x Bufor Tango 20 min, 65°C 

Thermo 

Fisher, 

USA 

AarI (2 

U/µl) 

5’ CACCTGCN4↓ 3’ 

3’ GTGGACGN8↑ 5’ 
37°C 10 x Bufor AarI 20 min, 65°C 

Thermo 

Fisher, 
USA 

BspOI (10 
U/µl) 

5’ GCTAG↓C 3’ 
3’ C↑GATCG 5’ 

37°C 10 x Bufor O 20 min, 80°C 

Thermo 

Fisher, 

USA 

FastDigest 

BglI  

5’ GCCNNNN↓NGGC 3’ 

3’ CGGN↑NNNNCCG 5’ 
37°C 

10 x Bufor 
FastDigest/FastDi

gest Green 

5 min, 65°C 
Thermo 
Fisher, 

USA 

FastDigest 

MauBI  

5’ CG↓CGCGCG 3’ 

3’ GCGCGC↑GC 5’ 
37°C 

10 x Bufor 

FastDigest/FastDi
gest Green 

5 min, 65°C 

Thermo 

Fisher, 
USA 

FastDigest 
HindIII  

5’ A↓AGCTT 3’ 
3’ TTCGA↑A 5’ 

37°C 

10 x Bufor 
FastDigest/FastDi

gest Green 
5 min, 65°C 

Thermo 

Fisher, 

USA 

Eco31I 

(10 U/µl) 

5’ GGTCTCN1↓ 3’ 

3’ CCAGAGN5↑ 5’ 

 

37°C 10 x Bufor G 20 min, 65°C 

Thermo 

Fisher, 
USA 

FastDigest 
BpiI 

5’ GAAGACN2↓ 3’ 
3’ CTTCTGN6↑ 5’ 

 
37°C 

10 x Bufor 

FastDigest/FastDi

gest Green 

10 min, 65°C 

Thermo 

Fisher, 

USA 

FastDigest 

EcoRI 

5’ G↓AATTC 3’ 

3’ GAATT↑C 5’ 
37°C 

10 x Bufor 
FastDigest/FastDi

gest Green 

5 min, 65°C 
Thermo 
Fisher, 

USA 
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5.1.5.2. Inne enzymy i odczynniki używane do manipulacji DNA 

oraz immunodetekcji znakowanych białek kapsydowych 

bakteriofaga TP-84 

 

Enzymy i odczynniki stosowane do manipulacji DNA oraz immunodetekcji znakowanych 

białek kapsydowych TP-84 przedstawione są w Tabeli 5. 
 

Tabela 5. Enzymy i odczynniki stosowane do PCR,do klonowania metodami Gibsona, Goden Gate,  

RF Cloning oraz do immunodetekcji 

 

Nazwa 

 

Typ aktywności / 

zastosowanie 
Producent 

dGTP, dATP, dTTP, dCTP 

Nukleotydy do mieszaniny 

reakcyjnej do reakcji 

Gibsona 

New England Biolabs, USA 

dNTP 

Gotowe do użycia, 

równomolowe roztwory 

ultraczystych nukleotydów 

New England Biolabs, USA 

ET SSB 
Termostabilne białko 

wiążące się do 

jednoniciowego DNA 

New England Biolabs, USA 

Phusion Flash High-Fidelity PCR 

Master Mix 

Gotowa mieszanina do 

PCR 
Thermo Fisher, USA 

Phusion High-Fidelity DNA 

Polymerase 

Polimeraza o skróconym 

czasie wydłużania  
New England Biolabs, USA 

Phusion High-Fidelity Polymerase 
Polimeraza do syntezy 

długich odcinków DNA 
New England Biolabs, USA 

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 
Polimeraza o wysokiej 

wierności 
New England Biolabs, USA 

SapphireAmp fast PCR—hot-start 

master mix 

Gotowa mieszanina 
reakcyjna używana do 

kolonijnej PCR 

Takara Bio, Japonia 

T4 DNA ligase Ligaza T4 DNA New England Biolabs, USA 

T5 Exonuklease 
Egzonukleaza degradująca 

DNA w kierunku 5’→ 3’ 
New England Biolabs, USA 

Taq DNA Ligase Termostabilna ligaza DNA New England Biolabs, USA 

β-Nicotinamide adenine dinucleotide 

(β-NAD) 

Dinukleotyd beta-
nikotyamino adeninowy do 

reakcji Gibsona 

Sigma-Aldrich, USA 

2x NEBuilder HiFi DNA Assembly 

Master Mix 

Mieszanina reakcyjna do 

reakcji Gibsona 
New England Biolabs, USA 
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SuperSignal West Pico PLUS 

Substrat 

chemiluminescencyjny dla 

peroksydazy chrzanowej 

Thermo Fisher, USA 

Anti-FLAG Tag antibody producted 
in rabbit 

Królicze przeciwciała 
poliklonalne anty-FLAG 

Sigma-Aldrich, USA 

Anti-Rabbit IgG (whole molecule)–

Peroxidase antibody produced in goat 

Przeciwciała II-rzędowe 

anty-królicze sprzężone z 

peroksydazą chrzanową 

Sigma-Aldrich, USA 

 

5.1.6. Odczynniki do elektroforezy agarozowej 

 

Odczynniki stosowane do elektroforezy agarozowej przedstawione są w Tabeli 6. 

 

Tabela 6. Odczynniki i materiały używane do elektroforezy agarozowej 

Nazwa Zastosowanie Producent 

6 x TriTrack DNA 
Loading Dye 

Barwnik obciążający DNA Thermo Fisher, USA 

1 kb Plus DNA Ladder 
Marker wielkości do elektroforezy o 

zakresie 100 pz do 15000 pz 
Thermo Fisher, USA 

GeneRuler High Range 

DNA Ladder 

Marker wielkości do elektroforezy o 

zakresie 10171 pz do 48502 pz 
Thermo Fisher, USA 

SimplySafe 
Barwnik do barwienia DNA w żelu 

agarozowym 
EURx, Polska 

Agaroza 
Naturalny polisacharyd używany do 

wykonania żelu agarozowego 
Thermo Fisher, USA 

 

5.1.7. Bufory 

 

Używane w pracy bufory przedstawione są w Tabeli 7. 
 

Tabela 7. Bufory używane w pracy 

Nazwa Skład 

1 x Bufor TMC 10 mM Tris-HCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, pH 7,3 

1 x Bufor MOPS 
200 mM kwas 4-morfolinopropanosulfonowy (MOPS), 20 mM octan 

sodu, 10 mM EDTA, pH 6,8 

1 x Bufor TAE 40 mM Tris-HCl, 20 mM kwas octowy, 1 mM EDTA, pH 8,0 

1 x Bufor TE 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 

1 x Bufor RF1 
0,1 M KCl, 0,05 M MnCl2 x 2 H2O, 0,3 M CH3COOK, 15% glicerol, pH 

5,8 

1 x Bufor RF2 
0,5 M MOPS, 10 mM KCl, 75 mM CaCl2 x  2 H2O, 15% glycerol, pH 

6,8 
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1 x Bufor reakcji Q5  2 mM MgCl2 

1 x Bufor Phusion HF  7,5 mM MgCl2 

1 x Bufor CutSmart  
50 mM octan potasu, 20 mM Tris-octan, 10 mM octan magnezu, 100 

µg/ml BSA (surowicza albumina bydlęca), pH 7,9 

1 x Bufor Tango 
33 mM Tris-octan, 10 mM octan magnezu, 66 mM octan potasu, 0,1 

mg/ml BSA, pH 7,9 
1 x Bufor T4 DNA 

ligazy  
50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 10 mM DTT, pH 7,5 

1 x Bufor AarI 
10 mM Bis-Tris Propan-HCl, 10 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0,1 mg/ml 

BSA, pH 6,5 

1 x Bufor O 
50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA, pH 

7,5 

1 x Bufor G 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 0,1 mg/ml, pH 7,5 

1 x Bufor TBS 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,6 

1 x Bufor TM 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgSO4, pH 7,5 

 

5.1.8. Podłoża i pożywki 

 

Pożywki i podłoża mikrobiologiczne przedstawione są w Tabeli 8. 

 

Tabela 8. Pożywki i podłoża używane w pracy 

Nazwa Skład (na 1000 ml) 

Pożywka płynna LB (Luria-Bertani) 

1% (w/o) pepton 

0,5% (w/o) ekstrakt drożdżowy 

1% (w/o) NaCl 

Podłoże stałe LA 

1% (w/o) pepton 

0,5% (w/o) ekstrakt drożdżowy 

1% (w/o) NaCl  
1,5% (w/o) agar  

Pożywka LB wzbogacona do hodowli 

Geobacillus stearothermophilus 10 
 

1% (w/o) pepton 

0,5% (w/o) ekstrakt drożdżowy 
1% (w/o) NaCl 

10 mM MgCl2 x 6 H2O 

5 mM CaCl2 x H2O 

0,5% D-fruktoza 
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Podłoże LA wzbogacone do hodowli 
Geobacillus stearothermophilus 10 

1% (w/o) pepton 
0,5% (w/o) ekstrakt drożdżowy 

1% (w/o) NaCl 

10 mM MgCl2 x 6 H2O 

5 mM CaCl2 x H2O 
0,5% D-fruktoza 

2% agar 

Podłoże Top-Agar do miareczkowania 
bakteriofaga TP-84 

 

1% (w/o) pepton 

0,5% (w/o) ekstrakt drożdżowy 

1% (w/o) NaCl 
10 mM MgCl2 x 6 H2O 

5 mM CaCl2 x H2O 

0,5% D-fruktoza 
0,6% agar 

Pożywka P do regeneracji protoplastów 

Geobacillus stearothermophilus 10 

1% (w/o) pepton 
0,5% (w/o) ekstrakt drożdżowy 

1% (w/o) NaCl 

10 mM MgCl2 x 6 H2O 

5 mM CaCl2 x H2O 5 
5% D-fruktoza 

Pożywki i podłoża przed wylaniem zostały wyjałowione poprzez autoklawowanie 

w 121°C przy ciśnieniu 0,7 atm przez 20 minut. 

 

 

5.1.9. Antybiotyki 

 

Używane w pracy antybiotyki są przedstawione w Tabeli 9. 

 

Tabela 9. Antybiotyki użyte w pracy 

Nazwa Stężenie końcowe [µg/ml] Producent 

Ampicylina 50 Carl Roth, Niemcy 

Streptomycyna 50 BioShop, Kanada 

Chloramfenikol 15 Carl Roth, Niemcy 
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5.1.10. Zestawy komercyjne 

 
 Zestaw do izolacji materiału genetycznego z wirusów Viral Mini Kit PLUS (Syngen 

Biotech, Polska) 

 Zestaw do oczyszczania produktów PCR i ekstrakcji DNA z żelu agarozowego Nucleospin 

Gel and PCR CleanUp (Takara Bio, Japonia) 

 Zestaw do izolacji plazmidowego DNA Gene MATRIX Plasmid Miniprep DNA 

Purification Kit (EURx, Polska) 

 Zestaw do izolacji plazmidowego DNA GenElute HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-

Aldrich, USA) 

  

5.1.11. Materiały podstawowe 

  

 Cienkościenne probówki do PCR (0,2 ml) – Bionovo, Polska 

 Kolby szklane o pojemności 50 ml, 100 ml, 200 ml i 1000 ml  

 Końcówki do pipet automatycznych – Sarstedt, Niemcy 

 Probówki Eppendorfa (2 ml i 1,5 ml) – Sarstedt, Niemcy 

 Probówki wirówkowy typu Falcon (15 ml i 50 ml) – Jet Biofil, Chiny 

 Pudełka na probówki do głębokiego mrożenia – Biologix, Chiny 

 Szalki Petriego plastikowe - Sarstedt, Niemcy 

 Szklane probówki 

 

5.1.12. Aparatura, sprzęty i materiały laboratoryjne 

 Aparat do elektroforezy agarozowej MUPID One – Nippon Genetics, Japonia 

 Autoklaw – Spectro-Lab, Polska 

 Filtry strzykawkowe, Millex-GP 0,22 µm, 33 mm- Merc Millipore, USA 

 Klisze rentgenowskie – CL-XPosure Film, 13x18 cm - Thermo Fisher, USA 

 Kołyska laboratoryjna MR-1 – Biosan, Polska 

 Koncentrator próżniowy Concentrator Plus, Eppendorf, Niemcy 

 Kuchenka mikrofalowa – Sharp, Japonia 
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 Membrany nitrocelulozowe Whatman Protran BA 83 0,2 µm – Cytiva, USA 

 Parafilm PM-996 – Bemis, USA 

 pH-metr – Mettler Toledo, USA 

 Pipety automatyczne – Eppendorf, Niemcy 

 Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 – Thermo Fisher, USA 

 Spektrofotometr SmartSpec 3000 – Bio-Rad, USA 

 Strzykawki BD Discardit II 5 ml, 10 ml, 20 ml – Becton Dickinson, USA 

 Termoblok HB-2 – Wealtec, Tajwan 

 Termocykler Mastercycler X50 – Eppendorf, Niemcy 

 Termomikser ThermoMixer C – Eppendorf, Niemcy 

 Transluminator – Wealtec, Tajwan 

 Ultrawirówka Optima XPN-100 - Beckman Coulter Life Sciences, USA 

 Utrwalacz i dopełniacz Kodak RP X-OMAT LO – Carestream, Polska 

 Waga elektroniczna – Steinberg, Niemcy 

 Wirówka 3-16KL - Sigma, Niemcy  

 Wirówka MiniSpin – Eppendorf, Niemcy 

 Wytrząsarka powietrzna Series 25 – New Brunswick Scientific, USA 

 Wytrząsarka Vortex Wizard – VELP Scientifica, Włochy 

 Wytrząsarka wodna OLS200 – Grant, Wielka Brytania 

 Wywoływacz i dopełniacz Kodaf X-OMAT EX II – Carestream, Polska 

 Zamrażarka niskotemperaturowa TwinGuard – PHCbi, Singapur 

 

5.1.13. Usługi 

 

 Sekwencjonowanie – Macrogen Europe, Holandia 

 Synteza oligonukleotydów – Sigma-Aldrich, Niemcy 
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5.1.14. Programy komputerowe i strony internetowe 

 

 http://rf-cloning.org/ - projektowanie starterów i warunków PCR do klonowania metodą 

RF 

 https://pl.promega.com/resources/tools/biomath/ - obliczanie stężeń molowych 

fragmentów DNA używanych w klonowaniu metodą Gibsona oraz Golden Gate 

 https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation - kalkulator obliczający masę wstawek 

(fragmentów DNA namnażanych za pomocą PCR) stosowanych w reakcji ligacji, przy 

różnych stosunkach molowych wektora plazmidowego do wstawek 

 http://www.oligoevaluator.com/OligoCalcServlet - analizowanie sekwencji 

oligonukleotydów  

 SnapGene – analiza sekwencji, starterów, projektowanie doświadczeń itp. 

 Benchling.org – tworzenie map restrykcyjnych, analiza sekwencji itp. 

 Geneious Prime – analiza i obrazowanie wyników sekwencjonowania nowej generacji 

 

5.2. Metody 

 

5.2.1. Metody hodowli Geobacillus stearothermophilus 10, 

bakteriofaga TP-84, oczyszczanie lizatów bakteriofagowych 

 

5.2.1.1. Namnażanie Geobacillus stearothermophilus 10 

Hodowlę nocną G. stearothermophilus 10 zaszczepiałam poprzez zamoczenie jałowej 

końcówki do pipet w probówce Eppendorfa z konserwą szczepu bakteryjnego, a następnie 

umieszczenie go w 50 ml jałowej pożywki LB uzupełnionej z 10 mM chlorkiem magnezu, 5 

mM chlorkiem wapnia, 0,5% fruktozą oraz streptomycyną do końcowego stężenia 50 µg/ml 

[Materiały 5.1.8.]. Tak przygotowaną hodowlę bakteryjną umieszczałam w wytrząsarce 

powietrznej w 58°C, przez noc była ona inkubowana z wytrząsaniem przy 200 obr./min (ang. 

revolutions per minute, liczba obrotów na minutę). Namnożone bakterie G. stearothermophilus 

10 używałam następnie do namnażania bakteriofaga TP-84. Wykonałam również konserwy 
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poprzez zmieszanie 700 µl hodowli nocnej oraz 300 µl 80% glicerolu, które po zamrożeniu w 

ciekłym azocie przechowywałam w -80°C. 

 

5.2.1.2. Namnażanie bakteriofaga TP-84 

Hodowlę nocną G. stearothermophilus 10 odmładzałam w stosunku 1:200, zawieszając 

250 µl hodowli nocnej w 50 ml wzbogaconej pożywki LB ze streptomycyną o końcowym 

stężeniu 50 µg/ml. Hodowla płynna była inkubowana z wytrząsaniem 200 obr./min w 

temperaturze 58°C do momentu, aż wartość pomiaru gęstości optycznej (OD) przy długości 

fali 540 nm wynosiła OD540nm= 0,2-0,8, co wskazywało, że bakterie znajdują się w 

wykładniczej fazie wzrostu [4]. Następnie do hodowli dodawałam fruktozę do stężenia 

końcowego 1% i prowadziłam hodowlę w wyżej opisanych warunkach przez kolejne 30 minut. 

Dodatek fruktozy zwiększał żywotność bakterii w momencie infekcji oraz ograniczał 

możliwość sporulacji bakterii. Po upłynięciu 30 minut do kolby z hodowlą bakteryjną 

dodawałam 100 µl lizatu bakteriofaga TP-84 o wysokim mianie, około 1012 PFU/ml (jednostki 

tworzące łysinki/ml, ang. plaque forming unit/ml). Wartość MOI (ang. MOI – multiplicity of 

infection, wartość ta opisuje liczbę wirionów przypadających na zakażaną komórkę bakteryjną) 

w momencie dodawania bakteriofagów do hodowli bakteryjnej wynosiła MOI=0,1. Aby 

umożliwić swobodną adsorpcję bakteriofagów na powierzchni komórek bakterii, kolbki 

pozostawiałam w temperaturze 58°C bez wytrząsania przez pierwsze 10 minut po infekcji. Po 

tym czasie hodowla płynna była ponownie inkubowana z wytrząsaniem 200 obr./min w 58°C, 

aż wartość OD540nm spadła poniżej 0,1. Po skończonej hodowli dodawałam do kolby 150 µl 

chloroformu, aby usunąć ewentualne żywe komórki bakteryjne. Lizat przechowywałam w 

lodówce w celu oznaczenia jego miana i wykonywania dalszych eksperymentów. 

Sporządzałam także konserwy, poprzez zmieszanie 700 µl lizatu oraz 300 µl 80% glicerolu, 

które przechowywałam w -80°C. 

 

5.2.1.3. Oczyszczanie i zagęszczanie lizatu bakteriofagowego 

Pierwszą z metod, które zastosowałam w celu oczyszczenia i zagęszczenia lizatu 

bakteriofaga TP-84, była precypitacja z użyciem roztworu 20% PEG 8000/2,5 M NaCl. Lizat 
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podzielony na równe objętości umieszczałam w probówkach wirówkowych typu Falcon i 

dodawałam roztwór PEG8000/2,5 M NaCl w proporcji 4:1 (lizat:roztwór do precypitacji), a 

następnie delikatnie mieszałam przez odwracanie. Lizaty były inkubowane w lodzie, w 

temperaturze 5°C, przez noc. Następnego dnia probówki typu Falcon z precypitatem 

umieszczałam w wirówce, warunki wirowania były następujące: 11000 obr./min, 4°C, 20 

minut. Po zakończonym wirowaniu wylewałam supernatant, a do pozostałego osadu 

dodawałam 0,5 ml buforu TMC [Materiały 5.1.7.], całość rozpipetowywałam i ponownie 

zostawiałam na noc w temperaturze w 5°C. Kolejnego dnia osad zawieszony w buforze TMC 

przenosiłam pipetą do małych probówek Eppendorfa i wirowałam (14000 obr./min, 4°C, 10 

minut). Supernatant, stanowiący oczyszczony i zagęszczony lizat bakteriofagowy, przenosiłam 

do jałowych probówek Eppendorfa. Zagęszczony lizat przechowywałam w lodówce do 

dalszych manipulacji lub wykonywałam konserwy poprzez zmieszanie 700 µl lizatu oraz 300 

µl 80% glicerolu, które przechowywałam w -80°C.  

Drugą metodą służącą do dalszego zagęszczenia lizatu bakteriofaga TP-84 było 

ultrawirowanie w gradiencie gęstości chlorku cezu. Do probówek wirówkowych Beckmann 

wtłaczałam igłą kolejno 2 ml roztworu CsCl o gęstości 1,7 g/m3, 2 ml roztworu CsCl o gęstości 

1,5 g/m3, 2 ml roztworu CsCl o gęstości 1,3 g/m3, 1,5 ml lizatu bakteriofaga TP-84 po 

precypitacji w roztworze PEG8000/NaCl i dopełniłam probówki do pełna buforem TMC, 

dodatkowo równoważąc je. Lutowałam szyjki probówek i umieszczałam je w ultrawirówce, 

gdzie wirowały się przy prędkości 30000 obr./min w 4°C przez 2 godziny. Po zakończeniu 

wirowania wprowadzałam strzykawkę z igłą do środka probówki wirówkowej poprzez nakłucie 

na poziomie uwidocznionego białego prążka, stanowiącego zagęszczone bakteriofagi TP-84, 

które zbierałam do jałowej probówki Eppendorfa. Zagęszczony lizat przechowywałam w 

lodówce lub wykonywałam konserwy poprzez zmieszanie 700 µl lizatu oraz 300 µl 80% 

glicerolu, które przechowywałam w -80°C. 

 

5.2.1.4. Oznaczanie miana lizatu bakteriofagowego metodą płytek 

dwuwarstwowych 

Oznaczenie miana lizatu, przed i po zagęszczaniu, pozwala ustalić wydajność 

oczyszczania, jak również samej metody namnażania bakteriofagów. Odmładzałam hodowlę 

nocną G. stearothermophilus 10 w stosunku 1:20, zawieszając 1 ml hodowli nocnej w 20 ml 
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świeżej wzbogaconej pożywki LB z dodatkiem streptomycyny (50 µg/ml). Odmłodzona 

hodowla była inkubowana w temperaturze 58°C z wytrząsaniem 200 obr./min, aż do wartości 

OD540nm=1,3-1,5. Po osiągnięciu tej wartości do hodowli dodawałam fruktozę do końcowego 

stężenia 1%, i prowadziłam hodowlę przez kolejne 30 minut. W międzyczasie rozgrzewałam 

do 58°C podłoże półpłynne Top-Agar LB uzupełnione w sole magnezu i wapnia, 0,5% fruktozy 

oraz streptomycynę o końcowym stężeniu 50 µg/ml [Materiały 5.1.8.]. Płytki z wylanym 

wcześniej wzbogaconym podłożem LA [Materiały 5.1.8.] wstawiałam do cieplarki rozgrzanej 

do 42°C na 20 minut. Wykonywałam seryjne rozcieńczenia badanego lizatu bakteriofaga TP-

84 w probówkach Eppendorfa w zakresie od 10-1 do 10-12, rozpoczynając od dodania 100 µl 

lizatu do 900 µl wzbogaconej pożywki LB. Następnie do szklanych, jałowych probówek 

dodawałam po 0,2 ml hodowli płynnej G. stearothermophilus 10 i po 0,1 ml wybranych 

rozcieńczeń lizatu bakteriofaga TP-84 (zwykle były to rozcieńczenia od 10-5 do 10-12). Tak 

przygotowane probówki były inkubowane z wytrząsaniem 200 obr./min w 58°C przez 10 

minut, po czym dolewałam do nich po 3 ml wcześniej rozgrzanego wzbogaconego Top-Agaru, 

mieszałam i wylewałam mieszaninę na płytki z podłożem wzbogaconym LA. Płytki były 

inkubowane przez noc w 58°C, po czym określałam miano bakteriofaga TP-84 na podstawie 

liczby łysinek widocznych na danym rozcieńczeniu na płytce. Stosowany wzór: 

 

PFU/ml = a * 1/10n * 10  

(1) 

 

Gdzie: 

PFU/ml – miano bakteriofaga, czyli liczba cząstek wirusa zdolnych do uformowania łysinki w 

1 ml lizatu  

a – liczba łysinek bakteriofagowych na płytce przy danym rozcieńczeniu  

10n – rozcieńczenie lizatu  

10 – ilość użytego lizatu bakteriofagowego wynosiła 0,1 ml, czyli wynik należy pomnożyć 

przez 10, ponieważ miano określa ilość cząstek wirusowych w 1 ml 
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5.2.2. Transfekcja protoplastów G. stearothermophilus 10 

materiałem genetycznym bakteriofaga TP-84 

 

5.2.2.1. Przygotowanie protoplastów bakterii 

G. stearothermophilus 10 

Hodowlę nocną bakterii G. stearothermophilus 10 prowadzoną w wzbogaconej 

pożywce LB [Materiały 5.1.8.] ze streptomycyną o końcowym stężeniu 50 µg/ml odmładzałam 

w stosunku 1: 50 i prowadziłam hodowlę do OD540nm=0,5-1. Następnie wirowałam (10°C, 7480 

obr./min, 2 minuty) po 2 ml hodowli w probówkach Eppendorfa. Uzyskany osad zawieszałam 

w 500 µl pożywki P, która używana była do regeneracji protoplastów i składała się z pożywki 

płynnej LB z dodatkiem soli magnezu i wapnia, streptomycyny oraz 5% D-fruktozy [Materiały 

5.1.8.]. Do bakterii w pożywce P dodawałam 10 µl lizozymu (2 mg/ml) i wstawiałam probówki 

do termobloku nagrzanego do 37°C na 20 minut, następnie wirowałam probówki (10°C, 3085 

obr./min, 5 minut). Po odrzuceniu supernatantu, osad zawieszałam w 800 µl pożywki P i po 

wymieszaniu zawartości wykonywałam drugie wirowanie (10°C, 3085 obr./min, 5 minut), 

następnie odrzucałam supernatant, osad zawieszałam w 800 µl pożywki P i po wymieszaniu 

ponownie je wirowałam (3085 obr./min, 10°C, 5 minut). Uzyskane protoplasty zawarte w 

osadzie zawieszałam w 150 µl pożywki P.  

 

5.2.2.2. Transfekcja protoplastów DNA bakteriofaga TP-84 

Do otrzymanych protoplastów G. stearothermophilus 10 zwieszonych w 150 µl 

pożywki do regeneracji protoplastów P dodawałam 800-1000 ng DNA bakteriofaga TP-84 oraz 

900 µl roztworu 30% PEG8000 w pożywce P. Mieszaninę inkubowałam przez 10 minut na 

lodzie, następnie probówki wirowałam (3960 obr./min, 10°C, 3 minuty). Po odrzuceniu 

supernatantu, osad zawieszałam w 200 µl pożywki P, a następnie umieszczałam probówki w 

termomikserze, ustawiając wytrząsanie na 400 obr./min w 50°C przez 30 minut. Po 

zakończeniu wytrząsania probówki umieszczałam w termobloku nagrzanym do 58°C i 

dodawałam po 300 µl odmłodzonej hodowli płynnej gospodarza, czyli bakterii G. 
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stearothermophilus 10 (OD540nm=0,6-1,5). Po inkubacji w termobloku przez 10 minut, 

mieszaniny protoplastów i gospodarza przenosiłam do jałowych szklanych probówek i 

dodawałam do nich po 3 ml rozgrzanego do 60°C podłoża Top Agar do miareczkowania 

bakteriofaga TP-84 [Materiały 5.1.8.], ale z podwyższonym stężeniem D-fruktozy do 2,5% oraz 

dodatkiem streptomycyny (50 µg/ml). Po dokładnym wymieszaniu zawartość probówek 

wylewałam na płytki z wcześniej wylanym podłożem stałym LA wzbogaconym w D-fruktozę 

i sole [Materiały 5.1.8.]. Płytki pozostawiałam w temperaturze 55-58°C przez noc. Schemat 

przygotowywania i transfekcji protoplastów G. stearothermophilus 10 przedstawiony jest na 

Rycinie 1. 

 

 

Ryc. 1. Schemat przygotowywania i transfekcji protoplastów G. stearothermophilus 10 genomem 
bakteriofaga TP-84. A. Przygotowanie protoplastów bakterii G. stearothermophilus 10 przy użyciu 

lizozymu. B. Transfekcja protoplastów materiałem genetycznym wyizolowanym z bakteriofaga TP-84 

przy użyciu roztworu 30% PEG8000. C. Dodanie transfekowanych protoplastów do hodowli płynnej 

gospodarza, czyli bakterii G. stearothermophilus 10. D. Wylanie mieszaniny z Top Agarem na płytki z 
podłożem stałym, inkubacja i obserwacja w kierunku obecności łysinek. 

 

5.2.3. Izolacja DNA 

 

5.2.3.1. Izolacja genomowego DNA bakteriofaga TP-84 

Bakteriofagi TP-84 namnażałam [Metody 5.2.1.2.] oraz oczyszczałam poprzez 

precypitację z użyciem roztworu 20% PEG 8000/2,5 M NaCl [Metody 5.2.1.3.]. Do izolacji 

DNA z zagęszczonego i oczyszczonego lizatu używałam zestawu Viral Mini Kit PLUS 

(Syngen, Polska). Izolację przeprowadzałam według protokołu producenta, do elucji używałam 

50 µl wody wolnej od nukleaz (Roth, Niemcy). Po zakończonej izolacji dokonywałam analizy 

jakościowej i ilościowej DNA [Metody 5.2.4.]. Preparaty zawierające wyizolowany DNA 

przechowywałam w jałowych probówkach Eppendorfa w -20°C. 
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5.2.3.2. Izolacja plazmidowego DNA z komórek E. coli DH5α 

Kolonię bakteryjną zaszczepiałam w 20 ml pożywki LB z dodatkiem ampicyliny o 

końcowym stężeniu 50 µg/ml. Hodowlę bakteryjną prowadziłam przez noc w wytrząsarce 

wodnej przy 180 obr./min w 37°C. Następnego dnia hodowlę wirowałam (10000 obr./min, 10 

minut, 4°C) i przeprowadzałam izolację plazmidowego DNA z użyciem zestawu 

GeneMATRIX Miniprep DNA Purification Kit (EURx, Polska), zgodnie z protokołem 

producenta. Elucję wykonywałam 50 µl wody wolnej od nukleaz (Roth, Polska). Po 

zakończonej izolacji dokonywałam analizy jakościowej i ilościowej DNA [Metody 5.2.4.]. 

Preparaty zawierające wyizolowany DNA przechowywałam w jałowych probówkach 

Eppendorfa w -20°C. 

 

5.2.3.3. Izolacja plazmidowego DNA z komórek E. coli 

TransforMax EPI300 

Z kolonii bakteryjnej wykonywałam hodowlę nocną w 50 ml pożywki LB z dodatkiem 

chloramfenikolu (15 µg/ml). Następnego dnia odmładzałam hodowlę w stosunku 1:50 w 

pożywce LB z chloramfenikolem (15 µg/ml) oraz dodatkiem L-(+)-Arabinozy o końcowym 

stężeniu 1 mM. Hodowlę prowadziłam 12 godzin po czym 10-20 ml hodowli wirowałam (10 

min, 4000 g, 4°C) i izolowałam plazmid z użyciem zestawu GenElute HP Plasmid Miniprep 

Kit (Sigma-Aldrich, USA) według protokołu producenta, do elucji używałam 50-100 µl wody 

wolnej od nukleaz (Roth, Niemcy). Po zakończonej izolacji dokonywałam analizy jakościowej 

i ilościowej DNA [Metody 5.2.4.]. Preparaty zawierające wyizolowany DNA przechowywałam 

w jałowych probówkach Eppendorfa w -20°C. 

 

5.2.3.4. Izolacja fragmentów DNA z żelu agarozowego 

Izolację fragmentów DNA z żelu agarozowego przeprowadzałam używając zestawu 

Nucleospin Gel and PCR CleanUp (Takara Bio, Japonia), zgodnie z instrukcją producenta. 

Elucję wykonywałam 20-30 µl wody wolnej od nukleaz (Roth, Polska). Po zakończonej izolacji 
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dokonywałam analizy jakościowej i ilościowej DNA [Metody 5.2.4.]. Preparaty zawierające 

wyizolowany DNA przechowywałam w jałowych probówkach Eppendorfa w -20°C. 

 

5.2.4.  Ocena ilościowa i jakościowa DNA 

Ocenę ilościową i jakościową otrzymanych preparatów DNA dokonywałam na podstawie 

spektrofotometrycznego pomiaru absorbancji przy użyciu spektrofotometru Nanodrop. Ilość 

DNA w próbce, podawana w ng/µl, określana była automatycznie w oparciu o wartość 

absorbancji przy długości fali 260 nm, współczynnik ekstynkcji oraz długość drogi optycznej 

(równanie Beer’a-Lamberta). Ocena jakościowa preparatu DNA opierała się na analizie dwóch 

współczynników czystości: A260/280 i A260/230. Pierwszy współczynnik to stosunek 

wartości absorbancji przy długości fali 260 nm do wartości absorbancji przy 280 nm, który dla 

czystego DNA powinien wynosić około 1,8 [7]. Jeżeli wartość tego współczynnika jest wyższa 

może to wskazywać na zanieczyszczenie badanego preparatu RNA, natomiast jeśli wartość jest 

poniżej 1,8 to próbka może być zanieczyszczona białkami [8]. Drugi współczynnik to stosunek 

wartości absorbancji przy 260 nm do wartości absorbancji przy 230 nm. Dla czystego preparatu 

DNA powinien wynosić on między 1,8 a 2,2. Niższe wartości mogą wskazywać na 

zanieczyszczenie próbki substancjami wykazującymi maksimum absorbcji przy długości fali 

230 nm, na przykład fenolem, EDTA lub związkami organicznymi. 

  

5.2.5. Rozdział elektroforetyczny DNA w żelu agarozowym 

W jałowej kolbce przygotowywałam 0,4-1% żel agarozowy poprzez dodanie 

odpowiedniej ilości agarozy do 70 ml buforu 0,5 x TAE. Po całkowitym rozpuszczeniu agarozy 

w kuchence mikrofalowej, dodawałam do roztworu 5 µl barwnika SimplySafe (EURx, Polska). 

Przygotowany żel wylewałam do sanek aparatu, wkładałam grzebień i pozostawiałam do 

zastygnięcia na około 15-30 minut. Następnie żel umieszczałam w aparacie do elektroforezy i 

wlewałam bufor 0,5 x TAE w takiej ilości, aby pokrył on żel 2-5 mm warstwą. Próbki DNA 

wymieszane z 2-5 µl barwnika obciążającego 6 x TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Fisher, 

USA) nanosiłam do studzienek w żelu agarozowym. Próbki po kolonijnej PCR (ang. 

polymerase chain reaction) nanosiłam na żel bezpośrednio, bez dodawania barwnika 
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obciążającego, który był obecny w mieszaninę reakcyjnej. W jednym z dołków umieszczałam 

około 2 µl markera wielkości 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher, USA). Zamykałam aparat 

do elektroforezy, podłączałam do prądu i nastawiałam napięcie na 70-135 V, a czas trwania 

elektroforezy na 20-40 minut. Po zakończeniu elektroforezy żel obserwowałam w 

transiluminatorze UV. 

 

5.2.6. Transformacja materiału biologicznego 

 

5.2.6.1. Transformacja E. coli DH5α 

 

5.2.6.1.1. Przygotowanie komórek chemokompetentnych E. coli 

szczepu DH5α 

 

Szczep E. coli DH5α przygotowywany był metodą Hanahana [9]. Z konserwy 

zaszczepiałam hodowlę bakteryjną w 5 ml pożywki LB z dodatkiem ampicyliny o końcowym 

stężeniu 50 µg/ml, która była inkubowaba przez noc w temperaturze 37°C z wytrząsaniem 180 

obr./min. Następnego dnia hodowlę nocną odmładzałam w stosunku 1:100 w 50 ml pożywki 

płynnej LB z dodatkiem ampicyliny (50 µg/ml) i prowadziłam hodowlę w 37°C z wytrząsaniem 

180 obr./min do OD575=0,3-0,5. Po osiągnięciu tej wartości, hodowlę bakteryjną umieszczałam 

w lodzie na 15 minut, a następnie ją wirowałam (4000 obr./min, 10 minut, 4°C). Osad 

bakteryjny zawieszałam w 16 ml zimnego buforu RF1 [Materiały 5.1.7.] i umieszczałam w 

lodzie na 30 minut. Następnie ponownie wirowałam jak wyżej, a otrzymany osad zawieszałam 

w 4 ml zimnego buforu RF2 [Metody 5.1.7.] i umieszczałam w lodzie na 15 minut. Tak 

otrzymane komórki chemokompetentne, zdolne do pobierania plazmidowego DNA, 

rozdzielałam po 100 µl do jałowych probówek Eppendorfa, zamrażałam w ciekłym azocie i 

przechowywałam w -80°C. 
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5.2.6.1.2. Transformacja komórek chemokompetentnych E. coli 

DH5α  

 Zamrożone komórki kompetentne umieszczałam w lodzie na 10 minut w celu ich 

wstępnego rozmrożenia. Następnie dodawałam do nich 100 ng plazmidu lub całą objętość PCR 

po trawieniu enzymem DpnI (20 µl) [Metody 5.2.8.1.4.]. Komórki kompetentne z dodanym 

materiałem genetycznym były inkubowane w lodzie przez 30 minut. Po tym czasie 

wywoływałam szok cieplny poprzez przeniesienie probówek z lodu do 42°C na 90 sekund, a 

następnie z powrotem umieszczałam je w lodzie na 2 minuty. Do probówek dodawałam 1 ml 

jałowej pożywki LB i umieszczałam je w termomikserze nagrzanym do 37°C, gdzie 

inkubowały się z wytrząsaniem 1000 obr./min przez godzinę. Po tym czasie próbki wirowałam 

przez 5 minut przy 4500 obr./min i usuwałam 1 ml supernatantu. Osad zawieszałam w 

pozostałym supernatancie i całość wysiewałam na płytki Petriego z wcześniej wylanym 

podłożem LA z dodatkiem 100 mM IPTG, 20 mg/ml X-Gal oraz ampicyliny o końcowym 

stężeniu 50 µl/mg. Płytki umieszczałam w temepraturze w 37°C, następnego dnia płytki 

wyjmowałam i przechowywałam w lodówce.  

 

5.2.6.2. Transformacja komórek chemokompetentncyh E. coli 

TransforMax EPI300 

 Zamrożone komórki chemokompetentne E. coli TransforMax EPI300 (Lucigen, USA) 

umieszczałam w lodzie na 10 minut w celu ich wstępnego rozmrożenia. Następnie dodawałam 

do całą objętość reakcji Gibsona [Metody 5.2.8.2.] lub połowę objętości reakcji Golden Gate 

[Metody 5.2.8.3.]. Probówki pozostawiałam w lodzie na 30 minut, po czym wywoływałam szok 

cieplny poprzez przeniesienie probówek z lodu do 42°C na 90 sekund, a następnie z powrotem 

umieszczałam je w lodzie na 5 minut. Do probówek dodawałam 1 ml jałowej pożywki LB i 

umieszczałam je w termomikserze nagrzanym do 37°C, gdzie inkubowały się z wytrząsaniem 

1000 obr./min przez godzinę. Po tym czasie próbki wirowałam przez 5 minut przy 4500 

obr./min i usuwałam 1 ml supernatantu. Osad zawieszałam w pozostałym supernatancie i całość 

wysiewałam na płytki Petriego z wcześniej wylanym podłożem LA z dodatkiem 100 mM IPTG, 

20 mg/ml X-Gal oraz chloramfenikolu o końcowym stężeniu 15 µg/ml. Płytki umieszczałam w 

temperaturze w 37°C, następnego dnia płytki wyjmowałam i przechowywałam w lodówce.  
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5.2.7. Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych 

Po reakcjach enzymatycznych, takich jak trawienie restrykcyjne lub PCR, DNA 

oczyszczałam zestawem Nucleospin Gel and PCR CleanUp (Takara Bio, Japonia), według 

protokołu producenta. Elucje materiału genetycznego wykonywałam wodą wolną od nukleaz 

(Roth, Niemcy), przeważnie w objętości 30-70% mniejszej od początkowej objętości 

mieszaniny reakcyjnej. 

 

 

5.2.8. Klonowanie DNA 

 

5.2.8.1. Klonowanie metodą RF 

Klonowanie RF (ang. restriction-free cloning) jest metodą umożliwiającą precyzyjne 

wstawienie dowolnej sekwencji DNA do wybranej lokalizacji w plazmidzie, bez użycia 

enzymów restrykcyjnych a więc niezależnie od miejsc restrykcyjnych, oraz bez konieczności 

ligacji [10]. W tej metodzie klonowany gen jest amplifikowany podczas PCR typu Touch-

Down z użyciem starterów, które są komplementarne do genu oraz do docelowego plazmidu. 

W wyniku pierwszej PCR powstaje tzw. „megastarter”, który zawiera pełną sekwencję 

wstawki, czyli klonowanego genu, oraz jest oflankowany sekwencjami komplementarnymi do 

plazmidu. Podczas drugiej PCR, plazmid, stanowiący matrycę, jest amplifikowany w obu 

kierunkach a megastarter działa jak długie jednoniciowe „nawisy” (ang. overhang), co 

umożliwia niciom komplementarnym plazmidu hybrydyzować (ang. anneal), tworząc plazmid 

z klonowanym genem umieszczonym precyzyjnie w miejscu docelowym. Po drugiej PCR, 

enzym restrykcyjny DpnI zostaje użyty, aby selektywnie zdegradować metylowany, 

matrycowy plazmid. Natomiast niemetylowany, hybrydowy plazmid zsyntetyzowany in vitro 

zostaje wykorzystany do transformacji komórek kompetentnych. Klonowanie RF zostało 

schematycznie przedstawione na Rycinie 2.  
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Ryc. 2. Schemat metody klonowania RF. A. Pierwsza PCR skutkuje utworzeniem megastartera, 

który jest cząsteczką hybrydową zawierającą klonowany gen docelowy oraz jest oflankowany 

fragmentami homologicznymi do miejsca insercji w wektorze plazmidowym, które odpowiadają 

za prawidłowe przyłączenie megastartera i precyzyjne powielenie klonowanego genu. B. Podczas 

drugiej PCR megastarter dostarcza końce 3’-OH do liniowej reakcji amplifikacji. Megastarter 

integruje docelowy insert i powstaje kolista cząsteczka DNA zawierająca jednoniciowe pęknięcia 

(ang. nick). C. Nowo zsyntetyzowany kolisty plazmid nie jest metylowany, dlatego podczas 

trawienia enzymem DpnI nie ulega rozpadowi i może być użyty do transformacji przy użyciu 

komórek kompetentnych. D. Wektor macierzysty jest trawiony przez enzym DpnI w miejscach 

sekwencji GATC, które są metylowane. 

 



 

 

 

65 MATERIAŁY I METODY 

5.2.8.1.1. Projektowanie starterów 

Pierwszym etapem klonowania RF było zaprojektowanie starterów. Do tego celu użyto 

programu ze strony internetowej http://rf-cloning.org, wklejając w odpowiednie okna 

sekwencję nukleotydową docelowego plazmidu z zaznaczonym miejscem wstawienia 

klonowanego genu, oraz sekwencję nukleotydową wybranego genu bakteriofaga TP-84 [11]. 

Zaprojektowane startery hybrydowe były komplementarne do wybranego, klonowanego genu 

bakteriofaga TP-84, oraz posiadały około 20 nukleotydów na końcu 5’, które były 

komplementarne do matrycy, czyli plazmidu pUC19. Użyty program wskazywał również 

optymalne warunki dla drugiej PCR, w tym czas wydłużania, oraz ilości megastartera i 

plazmidu, które należało dodać do mieszaniny reakcyjnej (Tabela 10). Szczegółowe 

zestawienie wszystkich starterów użytych do klonowania metodą RF znajduje się w Tabeli 3. 

 

Tabela 10. Ilości DNA oraz długości megastartera i konstruktów używanych do klonowania metodą 

RF, obliczone za pomocą programu ze strony https://www.rf-cloning.org/  

Klonowany 

insert 

Plazmid 

docelowy 

Ilość 

plazmidu 

[ng] 

Ilość insertu 

(megastartera) 

[ng] 

Długość 

megastartera 

[ng] 

Długość 

docelowego 

konstruktu 

[pz] 

Czas 

wydłużania w 

drugiej PCR 

TP-84_06 pUC19 32,2 401,5 1673 4315 4 min 

TP-84_08 pUC19 32,2 501,6 2090 4732 4,5 min 

TP-84_12 pUC19 32,2 248,9 1037 3679 3,5 min 

TP-84_18 pUC19 32,2 144,5 602 3244 3 min 

TP-84_22 pUC19 32,2 187,8 780 3424 3 min 

TP-84_74 pUC19 32,2 141,6 590 3232 3 min 

FLAG-N pUC19 32,2 26,4 75 2752 3 min 

FLAG-C pUC19 32,2 26,4 75 2752 3 min 

TP-84_06 
pUC19-

FLAG-N 
33,2 400,8 1670 4390 4 min 

TP-84_08 
pUC19-

FLAG-N 
33,2 500,9 2087 4807 5 min 

TP-84_12 
pUC19-

FLAG-N 
33,2 248,2 1034 3754 3,5 min 

TP-84_18 
pUC19-

FLAG-N 
33,2 143,8 599 3319 3 min 

TP-84_22 
pUC19-

FLAG-N 
33,2 187 779 3499 3,5 min 

TP-84_74 
pUC19-

FLAG-N 
33,2 140,9 587 3307 3 min 

TP-84_06 
pUC19-

FLAG-C 
33,2 400,8 1670 4390 4 min 



 

 

 

66 MATERIAŁY I METODY 

TP-84_08 
pUC19-

FLAG-C 
33,2 500,9 2087 4807 5 min 

TP-84_12 
pUC19-

FLAG-C 
33,2 248,2 1034 3754 3,5 min 

TP-84_18 
pUC19-

FLAG-C 
33,2 143,8 599 3319 3 min 

TP-84_22 
pUC19-

FLAG-C 
33,2 187 779 3499 3,5 min 

TP-84_74 
pUC19-

FLAG-C 
33,2 140,9 587 3307 3 min 

His-N-TP-

84_06 
pUC19 32,2 408 1700 4342 4 min 

His-N-TP-

84_08 
pUC19 32,2 508,1 2117 4759 4,5 min 

His-N-TP-

84_12 
pUC19 32,2 255,4 1064 3706 3,5 min 

His-N-TP-

84_18 
pUC19 32,2 151 629 3271 3 min 

His-N-TP-

84_22 
pUC19 32,2 194,2 809 3451 3 min 

His-N-TP-

84_74 
pUC19 32,2 148,1 617 3259 3 min 

TP-84_06-

His-C 
pUC19 32,2 408 1700 4342 4 min 

TP-84_08-

His-C 
pUC19 32,2 508,1 2117 4759 4,5 min 

TP-84_12-

His-C 
pUC19 32,2 255,4 1064 3706 3,5 min 

TP-84_18-

His-C 
pUC19 32,2 151 629 3271 3 min 

TP-84_22-

His-C 
pUC19 32,2 194,2 809 3451 3 min 

TP-84_74-

His-C 
pUC19 32,2 148,1 617 3259 3 min 

 

 

5.2.8.1.2. Pierwsza reakcja PCR 

Do powielania megastarterów stosowałam PCR typu Touch Down. Jest to modyfikacja 

klasycznej metody PCR, w której temperatura przyłączania starterów ulega obniżeniu o 1°C z 

każdym cyklem. Etap przyłączania starterów rozpoczyna się od temperatury wyższej niż 

temperatura topnienia starterów (Tm), aż do przybliżonej temperatury przyłączania się 

starterów, w której amplifikacja jest kontynuowana do końca PCR. Mieszaninę reakcyjną 



 

 

 

67 MATERIAŁY I METODY 

wykonywałam w cienkościennych probówkach do PCR, skład był następujący: 200 ng 

wyizolowanego materiału genetycznego bakteriofaga TP-84, 2 µl startera „forward” do 

klonowania metodą RF (o stężeniu 10 µM) (Tabela 3), 2 µl startera „reverse” do klonowania 

metodą RF (o stężeniu 10 µM) (Tabela 3), 25 µl Phusion High-Fidelity PCR Master Mix 

(ThermoFisher, USA), objętość uzupełniałam wodą wolną od nukleaz (Roth, Niemcy) do 50 

µl. Warunki pierwszej PCR typu Touch Down przedstawione są w Tabeli 11. 

 

Tabela 11. Profil czasowo-termiczny pierwszej PCR typu Touch Down podczas 

klonowania metodą RF 

Etap Temperatura Czas trwania Liczba cykli 

Wstępna 

denaturacja 
98°C 20 s 1x 

Denaturacja 98°C 10 s 14x/21x 

Przyłączanie 

starterów 
68-55°C/55°C 20 s 14x/21x 

Wydłużanie 72°C 30 s 14x/21x 

Końcowe 

wydłużanie 
72°C 5 min 1x 

 

Po skończonej reakcji uzyskane megastartery były analizowane spektrofotometrycznie 

[Metody 5.2.4.], za pomocą elektroforezy agarozowej [Metody 5.2.5.], oraz oczyszczane 

[Metody 5.2.7.]. 

 

5.2.8.1.3. Druga reakcja PCR 

Otrzymane megastartery zawierające w sobie gen bakteriofaga TP-84 oraz lepkie końce 

komplementarne do plazmidu pUC19, używałam do przeprowadzenia drugiej PCR. 

Temperaturę przyłączania megastarterów obliczałam za pomocą programu dostępnego na 

stronie internetowej https://www.rf-cloning.org/. Skład mieszaniny reakcyjnej w 

cienkościennej probówce do PCR był następujący: dokładne ilości megastartera oraz wektora 

docelowego opisane w Tabeli 10, 25 µl Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (ThermoFisher, 

USA), objętość uzupełniałam wodą wolną od nukleaz (Roth, Niemcy) do 50 µl. Warunki 

drugiej PCR przedstawione są w Tabeli 12. 
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Tabela 12. Profil czasowo-termiczny drugiej PCR przy klonowaniu metodą RF. 

Etap Temperatura Czas trwania Liczba cykli 

Wstępna 

denaturacja 
98°C 20 s 1x 

Denaturacja 98°C 10 s  

Przyłączanie 

megastarterów 
60°C 20 s 18x 

Wydłużanie 72°C 3-5 min*  

Wydłużanie 

końcowe 
72°C 10 min 1x 

*- czas wydłużania w drugiej PCR różnił się dla poszczególnych megastarterów, 

dokładne wartości zostały umieszczone zbiorczo w Tabeli 10. 

 

5.2.8.1.4. Trawienie restrykcyjne z użyciem enzymu DpnI 

Po zakończeniu obydwu PCR i oczyszczeniu produktów [Metody 5.2.7.], do 20 µl 

eluatu dodawałam 2 µl buforu Tango [Materiały 5.1.7.] oraz 2 µl enzymu DpnI. Mieszanina 

inkubowała się w 37°C przez 8 godzin, następnie enzym termicznie inaktywowałam poprzez 

umieszczenie probówek z reakcją w termobloku nagrzanym do 80°C na 20 minut.  

 

5.2.8.2. Klonowanie metodą Gibsona 

Klonowanie metodą Gibsona (ang. Gibson assembly) to wysoce efektywna metoda 

składania in vitro wielu fragmentów DNA oraz zlinearyzowanego plazmidu w jednej probówce 

podczas reakcji izotermalnej [12]. Metoda ta umożliwia bez-bliznowe klonowanie dużych 

fragmentów DNA do dowolnego miejsca w wybranym plazmidzie. Podstawą działania reakcji 

Gibsona są krótkie (15-40 pz) komplementarne sekwencje pomiędzy końcami sąsiednich 

fragmentów DNA, które mają zostać połączone. Sekwencja komplementarna zostaje włączona 

do klonowanych fragmentów DNA poprzez odpowiednio zaprojektowane startery podczas 

PCR. Zsyntetyzowane fragmenty DNA z sekwencjami komplementarnymi oraz 

zlinearyzowany plazmid zostają połączone w wybranym stosunku molowym w probówce 

Eppendorfa (Rycina 3). W skład mieszaniny reakcyjnej podczas klonowania metodą Gibsona 

wchodzą trzy enzymy: 5’-3’ T5 egzonukleaza, polimeraza DNA oraz ligaza DNA Taq.  
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Ryc. 3. Schemat klonowania metodą Gibsona. A. Poprzez PCR zostają wygenerowane fragmenty 

DNA zawierające 15-40 pz sekwencje komplementarne. Na rycinie przedstawione są schematycznie 

trzy przykładowe sekwencje, które mają zostać sklonowane do plazmidu pBAC-lacZ zlinearyzowanego 

poprzez trawienie enzymem restrykcyjnym ZraI. B1. Dokładny przebieg reakcji Gibsona przedstawiony 

jest na przykładzie połączenia między wektorem plazmidowym pBAC-lacZ oraz fragmentem R1. 

Sekwencja komplementarna około 40 pz została oznaczona kolorem żółtym. B2. Końce 5’ wektora oraz 

fragmentu DNA zostają strawione przez T5 egzonukleazę, tworząc „lepkie końce” 3’. B3. Końce 3’ 

przylegają do siebie, a pomiędzy komplementarnymi parami zasad tworzą się wiązania wodorowe, które 

stabilizuję połączenie „lepkich końców”. B4. Polimeraza DNA wypełnia luki, od końców 5’ do 3’. B5. 

Ligaza DNA uszczelnia pozostałe przerwy. C. Powstała cząsteczka DNA składająca się z plazmidu oraz 

trzech insertów, zostaje użyta do transformacji komórek kompetentnych. 

 



 

 

 

70 MATERIAŁY I METODY 

Egzonukleaza T5 usuwa nukleotydy z końców 5’, tworząc od strony 3’ tzw. „lepkie końce”, 

które łączą się ze sobą. Następnie polimeraza DNA uzupełnia powstałe przerwy w kierunku 5’-

3’, a Taq DNA ligaza łączy wolne końce DNA. 

Klonowanie metodą Gibsona rozpoczęto od przygotowania 5 x stężonego buforu do 

reakcji izotermalnej (ang. ISO buffer) [13]. 

Skład buforu 5 x ISO na około 150 reakcji był następujący: 

 3 ml 1 M Tris-HCl (pH 7.5) 

 300 µl 1 M MgCl2 

 60 µl 100 mM dGTP 

 60 µl 100 mM dATP 

 60 µl 100 mM dTTP 

 60 µl 100 mM dCTP 

 300 µl 1 M DTT 

 1,5 g PEG 8000 

 300 µl 100 mM NAD 

 ddH2O do objętości 6 ml 

Tak przygotowany bufor porcjowano po 350 µl do jałowych probówek Eppendorfa i 

przechowywano w -20°C. Służył on do przygotowania właściwej mieszaniny reakcyjnej do 

klonowania metodą Gibsona (ang. Gibson reaction mix, GRM). 

Skład mieszaniny GRM na jedną reakcję: 

 40 µl buforu 5x ISO 

 0,08 µl 10 U/µl Egzonukleazy T5 (NEB, USA) 

 0,25 µl 2 U/µl Polimerazy Phusion DNA (NEB, USA) 

 2 µl 40 U/µl Ligazy Taq DNA (NEB, USA) 

 ddH2O do objętości 15 µl 

Mieszaniny GRM przechowywano w temperaturze -20°C. 
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5.2.8.2.1. Trawienie restrykcyjne plazmidu pBAC-lacZ enzymem 

ZraI 

Skład mieszaniny reakcyjnej do trawienia plazmidu pBAC-lacZ enzymem 

restrykcyjnym ZraI przedstawiony jest w Tabeli 13. 

 

Tabela 13. Mieszanina reakcyjna do trawienia plazmidu 

pBAC-lacZ enzymem restrykcyjnym ZraI 

Składnik Ilość 

Plazmid pBAC-lacZ 1000 ng 

10 x CutSmart buffer 2 µl 

ZraI (10 U/µl) 1 µl 

H2O (wolna od nukleaz) Do 20 µl 

 

Trawienie plazmidu prowadziłam w bloku termicznym w 37°C przez 1-2 godziny. 

Następnie wykonywałam inaktywację termiczną reakcji poprzez umieszczenie probówki w 

80°C na 20 minut. Po zakończeniu otrzymane produkty reakcji oczyszczałam [Metody 5.2.7] 

oraz analizowałam spektrofotometrycznie [Metody 5.2.4.]. 

 

5.2.8.2.2. Projektowanie starterów, amplifikacja insertów 

Startery do klonowania metodą Gibsona zaprojektowano przy użyciu programu 

SnapGene. Podobnie jak w przypadku klonowania pojedynczych genów bakteriofaga TP-84 

metodą RF, startery były hybrydowe. Posiadały one około 20 pz komplementarnych do 

powielanego fragmentu genomu oraz około 40 nukleotydowe fragmenty „nawisu”, które były 

komplementarne do plazmidu lub do sąsiadującego klonowanego fragmentu. Dodatkowo, 

startery „forward” do pierwszego klonowanego fragmentu genomu bakteriofaga TP-84 

posiadały sekwencję rozpoznawaną przez enzymy EheI, AarI lub BspOI, umieszczoną 

pomiędzy fragmentami komplemenrtarnymi. Lista starterów użytych do amplifikacji insertów 

zestawiona jest w Tabeli 3. W Tabeli 14 przedstawione są składy mieszanin reakcyjnych 

użytych do amplifikacji fragmentów genomu bakteriofaga TP-84. 
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Tabela 14. Składy mieszanin reakcyjnych do amplifikacji fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 z 

użyciem trzech różnych polimeraz 

Q5 High-Fidelity 

Polymerase (NEB, USA) 

Phusion High-Fidelity 

Polymerase (NEB, USA) 

Phusion Flash High-

Fidelity PCR Master Mix 

(Thermo Fisher, USA) 

Składnik Ilość Składnik Ilość Składnik Ilość 

DNA 

bakteriofaga 

TP-84 

300 ng 

DNA 

bakteriofaga 

TP-84 

300 ng 

DNA 

bakteriofaga 

TP-84 

300 ng 

Starter 

Forward 10 

µM 

2,5 µl 

Starter 

Forward 10 

µM 

2,5 µl 

Starter 

Forward 10 

µM 

2,5 µl 

Starter 

Reverse 10 

µM 

2,5 µl 

Starter 

Reverse 10 

µM 

2,5 µl 

Starter 

Reverse 10 

µM 

2,5 µl 

dNTP 10 mM 1 µl dNTP 10 mM 1 µl 

2 x Phusion 

High-Fidelity 

Master Mix 

25 µl 

5 x Q5 

reaction 

buffer 

10 µl 
5 x Phusion 

HF buffer 
10 µl 

Q5 High-

Fidelity 

Polymerase 

0,5 µl 

Phusion High-

Fidelity 

Polymerase 

1 µl 

DMSO - DMSO 1,5 µl 

ddH2O Do 50 µl ddH2O Do 50 µl ddH2O Do 50 µl 

 

Tak przygotowane mieszaniny służyły do wykonania PCR typu Touch Down, o profilu 

czasowo- termicznym przedstawionym w Tabeli 15. 

 

Tabela 15. Profil czasowo-termiczny zastosowany do PCR typu Touch Down 

podczas klonowania metodą Gibsona 

Etap Temperatura Czas Liczba cykli 

Denaturacja 

wstępna 
98°C 30 s 1x 

Denaturacja 98°C 10 s 

 

14/16x 

Przyłączanie 

starterów 
68-55°C/55°C 20 s 

Wydłużanie 72°C 3 min 

Końcowe 

wydłużanie 
72°C 5 min 1x 
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Po skończonej reakcji uzyskane inserty oczyszczałam [Metody 5.2.7.], a następnie 

analizowałam spektrofotometrycznie [Metody 5.2.4.] oraz za pomocą elektroforezy agarozowej 

[Metody 5.2.5.]. 

  

5.2.8.2.3. Reakcja Gibsona 

Po zlinearyzowaniu plazmidu pBAC-lacZ oraz amplifikacji fragmentów genomu 

bakteriofaga TP-84, przeprowadzałam reakcję Gibsona. Do tego celu rozmrażałam na lodzie 

potrzebną liczbę probówek z wcześniej przygotowaną mieszaniną reakcyjną GRM (jedna 

probówka o objętości 15 µl na jedną reakcję Gibsona). W osobnej probówce mieszałam 

plazmid oraz inserty tak, aby całkowita ilość DNA wynosiła około 100-200 ng, a objętość 

zmieszanych fragmentów nie przekraczała 5 µl. Ilości DNA poszczególnych fragmentów 

dodawanych do reakcji obliczałam na podstawie dwóch różnych wzorów [14]: 

 

Wzór A 

PlazmidIlość  =
PlazmidDługość

PlazmidDługość +  3 ∗  InsertDługość
∗ Ilość DNA 

(2) 

WstawkaIlość  =
3 ∗  WstawkaDługość

PlazmidDługość +  3 ∗  InsertDługość
∗ Ilość DNA 

(3) 

Gdzie: 

PlazmidDługość – Długość plazmidu używanego do klonowania metodą Gibsona (pz) 

InsertDługość – Łączna długość wszystkich fragmentów („wstawek”) używanych w trakcie 

klonowania metodą Gibsona (pz) 

WstawkaDługość – Długość pojedynczego, konkretnego fragmentu DNA używanego podczas 

klonowania metodą Gibsona (pz) 

Ilość DNA – Całkowita ilość DNA używana podczas reakcji Gibsona (ng; zwykle 100-200 

ng) 

WstawkaIlość – Ilość pojedynczego fragmentu DNA, jaką należało dodać do mieszaniny 

reakcyjnej (ng) 

PlazmidIlość – Ilość plazmidu, jaką należało dodać do mieszaniny reakcyjnej (ng) 
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Wzór B  

 

𝑣𝑛 =  (
𝑓𝑛 ∙  𝑙𝑛 

𝑐𝑛
) (

𝑚1

𝑙1
) , gdzie 𝑚1 = min  (

𝑙1  ∙  𝑣𝑚𝑎𝑥

∑
𝑓𝑛  ∙  𝑙𝑛

𝑐𝑛

𝑛
𝑖=1

  ,
𝜙 ∙  𝑙1  ∙  𝑝𝑚𝑎𝑥

∑ 𝑓𝑛
𝑛
𝑖=1

  , 𝑚𝑚𝑎𝑥   ) 

(4) 

Gdzie: 

n – numer fragmentu DNA używanego do reakcji Gibsona 

vn – objętość n-fragmentu DNA, jaką należy dodać do mieszaniny reakcyjnej (µl) 

fn – krotność stosunku molarnego n-fragmentu DNA 

ln – długość n-fragmentu DNA (pz) 

cn – stężenie n-fragmentu DNA (ng/µl) 

m1 – ilość plazmidu (ng) 

l1 – długość plazmidu (pz) 

Φ – 0,66 ng/pmol/pz (współczynnik konwersji) 

vmax – maksymalna objętość wszystkich fragmentów DNA dodawanych do reakcji Gibsona (5 

µl) 

pmax – maksymalne stężenie molalne wszystkich fragmentów DNA dodawanych do reakcji 

Gibsona (optymalnie 0,5 pmol dla 2-3 fragmentów, 1 pmol dla 4+ fragmentów) 

mmax – maksymalna ilość całkowita DNA używana podczas reakcji Gibsona (ng; 100-200 ng) 

 

Po uprzednim zmieszaniu plazmidu, fragmentów DNA i ewentualnie wody, do 

probówki dodawałam 15 µl GRM. Przez 10-15 sekund probówkę trzymałam w lodzie a 

następnie od razu przenosiłam ją do termobloku rozgrzanego do 50°C. Po określonym czasie 

próbkę z GRM studziłam na lodzie i przeprowadzałam transformację komórek kompetentnych 

[Metody 5.2.6.2.]. Wydajność transformacji obliczałam za pomocą wzoru [15]: 

 

Wydajność transformacji (%)  =  
Liczba białych kolonii

Liczba wszystkich koloni
× 100 

(5) 
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5.2.8.2.4. Reakcja Gibsona stosowana do uzyskania 

modyfikowanego materiału genetycznego bakteriofaga TP-84  

 
Aby uzyskać rekombinowane cząsteczki DNA bakteriofaga TP-84, którymi następnie 

transfekowałam protoplasty gospodarza, wykonywałam reakcję Gibsona bez użycia plazmidu. 

Startery były zaprojektowane w sposób opisany powyżej [Metody 5.2.8.2.2.], ale końce 

pierwszego i ostatniego powielanego insertu były do siebie komplementarne, aby podczas 

reakcji Gibsona genom bakteriofaga stworzył kolistą cząsteczkę. Poszczególne inserty 

powielone były podczas PCR typu Touch-Down, profil termiczno-czasowy reakcji 

przedstawiony jest w Tabeli 15. W celu przeprowadzenia reakcji Gibsona, rozmrażałam na 

lodzie mieszaninę reakcyjną 2x NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix [NEB, USA] oraz 

powielone inserty. Objętość reakcji dostosowywałam do objętości fragmentów DNA tak, aby 

połowę objętości stanowiła mieszanina reakcyjna. Stosując zalecenia producenta mieszaniny 

reakcyjnej wszystkie fragmenty DNA łączyłam w stosunku równomolarnym tak, aby stężenie 

każdego fragmentu wynosiło 0,05 pmol oraz aby całkowite stężenie wszystkich fragmentów 

nie przekraczało 0,8 pmol. W przypadku używania do reakcji Gibsona modyfikowanych 

fragmentów, z dołączonymi znacznikami molekularnymi, dodawałam je od dwóch do ośmiu 

razy więcej, czyli w stężeniu 0,1-0,4 pmol. Stężenia dodawanych fragmentów obliczałam za 

pomocą wzoru: 

 

𝐩𝐦𝐨𝐥 𝐃𝐍𝐀 =
𝐧𝐠 𝐃𝐍𝐀 × 𝟏𝟎𝟎𝟎

𝐥𝐢𝐜𝐳𝐛𝐚 𝐧𝐮𝐤𝐥𝐞𝐨𝐭𝐲𝐝ó𝐰 × 𝟔𝟓𝟎 𝐃𝐚
 

(6) 

 

 

Po zmieszaniu wszystkich fragmentów DNA oraz ewentualnie wody, dodawałam 

mieszaninę reakcyjną w odpowiedniej objętości, próbki po wymieszaniu trzymałam na lodzie 

przez 10-15 sekund, po czym umieszczałam je w termobloku nagrzanym do 50°C na godzinę. 

Po skończonej reakcji próbki schładzałam na lodzie i używałam bezpośrednio do transfekcji 

protoplastów [Metody 5.2.2.2.] lub przechowywałam w temperaturze -20°C. 
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5.2.8.3. Klonowanie Golden Gate 

 

Metoda klonowania Golden Gate, podobnie jak klonowanie metodą Gibsona, opiera się 

na generowaniu komplementarnych, jednoniciowych „lepkich końców” 3’ oraz ligacji ich, 

natomiast końce te są tworzone przy użyciu restryktazy klasy IIs [16]. Enzymy restrykcyjne 

typu IIs tną materiał genetyczny poza rozpoznawaną sekwencją, tworząc 4-nukleotydowe 

„nawisy” (Rycina 4). Ponieważ otrzymywane „nawisy” nie stanowią sekwencji rozpoznawanej 

przez restryktazę IIs, mogą być one dowolnie zaprojektowane tak, aby umożliwiały 

bezpośrednie złożenie klonowanych fragmentów DNA w obrębie komplementarnych 

sekwencji. Dodatkowo, rozpoznawana sekwencja zostaje usunięta podczas działania 

restryktazy IIs, dlatego metoda Golden Gate umożliwia bez-bliznowe i precyzyjne składanie 

wielu fragmentów DNA w dowolnym ułożeniu. Standardowo klonowanie metodą Golden Gate 

odbywa się w jednym etapie, podczas którego wszystkie powielone fragmenty DNA oraz 

plazmid trawione są restryktazą IIS a następnie ligowane za pomocą ligazy T4. W tej pracy 

zastosowano jednak inną strategię – trawienie restrykcyjne i ligację prowadzono osobno. 

Dodatkowo, plazmid pBAC-lacZ linearyzowano dwoma różnymi enzymami restrykcyjnymi 

klasy II, a wstawki trawiono enzymem Eco31I (będącym izoschizomerem enzymu BsaI) 

[Materiały 5.1.5.1.]. Ostatnim etapem klonowania metodą Golden Gate była ligacja wszystkich 

fragmentów za pomocą ligazy T4.  
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Ryc. 4. Schemat klonowania metodą Golden Gate. A. Plazmid pBAC-lacZ był linearyzowany przy 

użyciu dwóch różnych enzymów restrykcyjnych klasy II, HindIII oraz MauBI. B. Wstawki do klonowania 

metodą Golden Gate, za pomocą PCR i odpowiednio zaprojektowanych starterów, przygotowane były 

tak, aby z obu stron posiadać sekwencję rozpoznawaną przez enzym restrykcyjny typu IIS Eco31I, oraz 

komplementarne do siebie 4-nukleotydowe „lepkie końce” 3’. C. Aby zligować klonowany konstrukt, 

dodawano w odpowiednich proporcjach zlinearyzowany plazmid, wstawki z komplementarnymi 

„nawisami” oraz ligazę T4 DNA. Po zakończonym klonowaniu otrzymane cząsteczki DNA używano do 

transforamcji, aby móc następnie wykonać selekcję klonów. 
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5.2.8.3.1. Trawienie restrykcyjne plazmidu pBAC-lacZ 

enzymami HindIII i MauBI 

Skład mieszaniny reakcyjnej do trawienia plazmidu pBAC-lacZ enzymami 

restrykcyjnymi HindIII i MauBI jest przedstawiony w Tabeli 16. 

  

Tabela 16. Mieszanina reakcyjna do trawienia plazmidu 

pBAC-lacZ enzymami restrykcyjnymi HindIII oraz MauBI 

Składnik Ilość 

Plazmid pBAC-lacZ 2000 ng 

Bufor Green FD 5 µl 

HindIII 2 µl 

MauBI 2 µl 

H2O (wolna od nukleaz) Do 50 µl 

 

Probówkę z reakcją enzymatyczną umieszczałam w termobloku nagrzanym do 37°C na 

30-60 minut, a następnie inaktywowałam reakcję poprzez umieszczenie probówki w 

termobloku nagrzanym do 65°C na 20 minut. Od razu po inaktywacji całość objętości reakcji 

wykorzystywałam do przeprowadzenia elektroforezy agarozowej. Po zakończeniu, prążek 

odpowiadający wielkością zlinearyzowanemu plazmidowi wycinałam z żelu, oczyszczałam 

[Metody 5.2.7.] oraz analizowałam spektrofotometrycznie jakość i ilość otrzymanego DNA 

[Metody 5.2.4.]. 

 

5.2.8.3.2. Amplifikacja insertów 

Lista starterów użytych do amplifikacji insertów w klonowaniu metodą Golden Gate 

znajduje się w Tabeli 3. Skład reakcji był następujący: ok. 250 ng DNA bakteriofaga TP-84, 

2,5 µl startera „forward” (10 µM), 2,5 µl startera „reverse” (10 µM), 25 µl Phusion Flash High-

Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher, USA), woda wolna od nukeaz (Roth, Niemcy) do 

objętości 50 µl. Tak przygotowaną mieszaninę reakcyjną wykorzystywałam do 

przeprowadzenia PCR typu Touch-Down o profilu termicznym takim, jak w przypadku 

klonowania metodą Gibsona (Tabela 15). Po skończonej reakcji uzyskane inserty oczyszczałam 
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[Metody 5.2.7.], a następnie analizowałam spektrofotometrycznie [Metody 5.2.4.], oraz za 

pomocą elektroforezy agarozowej [Metody 5.2.5.]. 

 

5.2.8.3.3. Ligacja fragmentów 

Do probówek z oczyszczonym produktem PCR dodawałam po 5 µl buforu FD oraz po 

2 µl enzymu Eco31I (10 U/ µl). Tak przygotowaną mieszaninę reakcyjną umieszczałam w 

termobloku nagrzanym do 37°C na 30 minut, a następnie enzym inaktywowałam poprzez 

umieszczenie probówki z reakcją w 65°C na 20 minut. Fragmenty genomu bakteriofaga TP-84 

po trawieniu oraz zlinearyzowany plazmid pBAC-lacZ łączyłam w jałowej probówce i 

dodawałam ligazę T4 DNA (NEB). Stężenia dodawanych fragmentów DNA obliczałam za 

pomocą wzoru numer 6 [Metody 5.2.8.2.4.]. 

Tabela 17 przestawia skład mieszaniny ligacyjnej. Reakcję ligacji początkowo 

prowadziłam w 16°C przez 30 minut, a następnie inaktywowałam enzym termicznie w 65°C 

przez 10 minut. 

Tabela 17. Mieszanina reakcyjna do ligacji plazmidu pBAC-

lacZ z fragmentami genomu bakteriofaga TP-84 

Składnik Ilość 

Fragmenty DNA 

(plazmid+R1-R8) 
Maksymalnie 17 µl 

10 x T4 DNA ligase buffer 2 µl 

T4 DNA ligase 1 µl 

H2O (wolna od nukleaz) Do 20 µl 

  

Po zakończonym klonowaniu typu Golden Gate, połowę objętości (10 µl) mieszaniny 

po klonowaniu dodawałam do 100 µl komórek kompetentnych TransforMax EPI300 (Lucigen, 

USA) i przeprowadzałam transformację [Metody 5.2.6.2.]. Wydajność transformacji 

obliczałam na podstawie wzoru (5) [Metody 5.2.8.2.3.]. 
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5.2.9. Analiza transformantów 

 

5.2.9.1. Kolonijna reakcja łańcuchowa polimerazy 

 

Weryfikację transformantów, w celu wykrycia obecności wstawki w wektorze, 

przeprowadzałam przede wszystkim przy użyciu techniki kolonijnej PCR (ang. colony PCR), 

w której matrycę stanowi kolonia bakteryjna pobierana bezpośrednio z płytki, na której 

wysiewane były komórki bakteryjne po transformacji [17]. Metoda ta skraca czas testowania 

otrzymanych kolonii po transformacji, ponieważ nie wymaga trawienia enzymami 

restrykcyjnymi ani izolowania plazmidów z komórek bakteryjnych. Aby wykorzystać metodą 

kolonijnej PCR zaprojektowano startery w taki sposób, aby móc analizować transformanty na 

trzech różnych płaszczyznach (Tabela 3). Pierwszą strategią było zastosowanie pary starterów 

specyficznych do wstawki, które powielały krótki fragment DNA tylko jeśli badany był klon 

pozytywny, czyli plazmid ze wstawką. Drugą możliwością było zastosowanie pary starterów 

specyficznych do plazmidu, których sekwencje komplementarne były obecne obok docelowego 

miejsca insercji. W tym przypadku, różnica między klonem pozytywnym a negatywnym leży 

w wielkości powielonego produktu DNA. Jeżeli w badanym plazmidzie obecna była wstawka, 

to powielony fragment DNA będzie znacznie większy niż w przypadku pustego plazmidu. 

Trzecią możliwością sprawdzenia transformantów było dobranie pary staterów tak, aby produkt 

PCR powstał tylko wtedy, jeśli badany klon posiada wstawkę w prawidłowej orientacji. 

Schemat trzech różnych konfiguracji starterów używanych do kolonijnej PCR w tej pracy 

przedstawiony jest na Rycinie 5. 
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Ryc. 5. Możliwe konfiguracje starterów stosowanych podczas kolonijnej PCR w celu analizy 

transformantów. A. Podczas klonowania z pojedynczą wstawką, oba stosowane startery były 

komplementarne do tej specyficznej wstawki. Jeżeli testowany był klon pozytywny, produktem reakcji 

był krótki odcinek DNA widoczny podczas elektroforezy agarozowej. Plazmidy z wieloma 

wstawkami, sprawdzano, używając pary starterów komplementarnych do obu sąsiadujących 

fragmentów. Żadne produkty reakcji nie powstawały, jeżeli testowany klon był negatywny. B. Startery 

specyficzne do wektora zaprojektowane były tak, aby przyłączały się do sekwencji otaczających z obu 

stron miejsce insercji wstawki. W tym przypadku zarówno klony negatywne jak i pozytywne posiadają 

sekwencje komplementarne do użytej pary staterów, ale produkty PCR będą się od siebie różnić 

rozmiarem.  C. W przypadku użycia jednego stateru specyficznego do wstawki i drugiego startera 

specyficznego do plazmidu, możliwa była ocena, czy testowana wstawka jest w prawidłowej orientacji 

w plazmidzie. 
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Mieszaninę reakcyjną do kolonijnej PCR przygotowywałam w cienkościennych 

probówkach do PCR; skład tej mieszaniny był następujący: 10 µl SapphireAmp fast PCR—

hot-start master mix (Takara Bio, Japonia), para starterów „forward” i „reverse” (0,4 µl każdy), 

objętość uzupełniłam wodą wolną od nukleaz (Roth, Niemcy) do 20 µl. Następnie do probówki 

dodawałam materiał DNA testowanej kolonii poprzez zamoczenie w niej końcówki do pipet, 

którą uprzednio dotknęłam wybraną kolonię bakteryjną. Warunki kolonijnej PCR 

przedstawione są w Tabeli 18. 

 

Tabela 18. Profil czasowo-termiczny zastosowany do kolonijnej PCR 

Etap Temperatura Czas Liczba cykli 

Denaturacja 

wstępna 
95°C 3 min 1x 

Denaturacja 95°C 10 s  

Przyłączanie 

starterów 

 

68-55°C/55°C 20 s 14/21x 

Wydłużanie 

 
72°C 20 s  

Końcowe 

wydłużanie 

 

72°C 5 min 1x 

 

Po zakończeniu całą objętość reakcji wykorzystywałam do przeprowadzenia analizy 

elektroforetycznej [Metody 5.2.5.]. 

 

5.2.9.2. Analiza restrykcyjna plazmidów pBAC-lacZ po 

klonowaniu 

Analizę restrykcyjną stosowałam podczas klonowania z użyciem plazmidu pBAC-lacZ, 

czyli podczas klonowania metodą Gibsona [Metody 5.2.8.2.] oraz Golden Gate [Metody 

5.2.8.3.]. Po wyizolowaniu plazmidów z transformowanych komórek [Metody 5.2.3.3.] 

wykonywałam hydrolizę enzymatyczną używając enzymu restrykcyjnego BglI, sporządzając 

mieszaninę reakcyjną jak w Tabeli 19.  
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Tabela 19. Mieszanina reakcyjna do przeprowadzania analizy 

restrykcyjnej plazmidu pBAC-lacZ po transformacji 

Składnik Ilość 

pBAC-lacZ (wyizolowany 

po transformacji) 

Maksymalnie 10 µl 

(500-1000 ng) 

10 x FastDigest Green buffer 2 µl 

FastDigest BglI 1 µl 

H2O (wolna od nukleaz) Do 20 µl 

 

Probówki umieszczałam w termobloku nagrzanym do 37°C na 5 do 10 minut, a następnie 

przenosiłam je do termobloku nagrzanego do 65°C na 5 minut. Po zakończeniu wykonywałam 

analizę elektroforetyczną [Metody 5.2.5.]. 

 

5.2.10. Przygotowanie preparatów DNA do sekwencjonowania 

oraz analiza wyników 

Zarówno w zakresie przygotowywania biblioteki genów bakteriofaga TP-84 do 

plazmidu pUC19, jak też klonowania genomu TP-84 do plazmidu pBAC-lacZ metodą Gibsona 

lub Golden Gate, poprawność otrzymanych konstruktów potwierdzana była 

sekwencjonowaniem metodą Sangera za pośrednictwem firmy Macrogen. Po wyizolowaniu 

plazmidów stanowiących potencjalnie pozytywne klony, upewniałam się, że stężenie 

otrzymanego preparatu z DNA jest o stężeniu 100 ng/µl lub wyższym. Jeżeli stężenie było 

niższe, umieszczałam probówki w koncentratorze próżniowym aż do osiągniecia pożądanego 

stężenia w minimalnej objętości 5 µl. Następnie przygotowywałam próby do 

sekwencjonowania poprzez dodawanie do jałowej probówki Eppendorfa 5 µl roztworu DNA 

oraz 5 µl wybranego startera (o stężeniu 10 pmol/µl). Startery dodawane do sekwencjonowania 

były używane także do kolonijnej PCR, dlatego były specyficzne albo do sprawdzanego genu 

bakteriofaga TP-84 albo do sprawdzanego plazmidu w pobliżu miejsca insercji fragmentów. 

Otrzymane wyniki sekwencjonowania analizowałam z wykorzystaniem algorytmu BLASTn 

(ang. basic local alignment search tool) [18], stosując jako sekwencję referencyjną (ang. query) 

sekwencję nukleotydową pustego plazmidu (pUC19 lub pBAC-lacZ), natomiast jako 

sekwencję sprawdzaną (ang. subject sequence) używałam sekwencje otrzymane po 
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sekwencjonowaniu. Dodatkowo, za pomocą programu SnapGene analizowałam chromatogram 

i porównywałam otrzymane sekwencje z sekwencjami prawidłowych klonów in silico. 

 

5.2.11. Immunodetekcja znakowanych białek kapsydowych 

modyfikowanych bakteriofagów TP-84 

 

Aby potwierdzić obecność białek kapsydowych bakteriofaga TP-84 z dołączoną metką 

FLAG obecną na zewnątrz kapsydu, w pierwszej kolejności namnażałam łysinki otrzymane po 

transfekcji protoplastów G. stearothermophilus 10 rekombinowanym materiałem bakteriofaga 

TP-84 [Metody 5.2.8.2.4.]. Proces ten rozpoczynałam od pobrania jałową końcówką do pipet 

pojedynczej łysinki, a następnie zawieszałam ją w 100 µl buforu TM [Materiały 5.1.7.]. 

Następnie zawieszoną w buforze łysinką ponownie infekowałam odmłodzoną hodowlę 

gospodarza G. stearothermophilus 10 i zawieszałam w agarze górnym, który następnie 

wylewałam na podłoże stałe [Metody 5.2.1.4.]. W taki sam sposób przygotowywałam płytki 

bakteriofaga TP-84 dzikiego, stanowiące kontrolę negatywną eksperymentu. Do płytek 

zawierających powielone bakteriofagi przykładałam membrany nitrocelulozowe na 30 minut, 

a następnie przekładałam je na puste, jałowe płytki Petriego, do całkowitego wyschnięcia. 

Równolegle przygotowywałam kontrolę pozytywna eksperymentu, nakrapiając na czystą 

membranę nitrocelulozową umieszczoną w płytce Petriego 5 µl roztworu przeciwciał anty-

FLAG (skład roztworu: 1 x bufor TBS, 1% mleko odtłuszczone, przeciwciała anty-FLAG 

[Materiały 5.1.5.2.] w rozcieńczeniu 1:5000), pozostawiając do całkowitego wyschnięcia. 

Wyschnięte membrany zalewałam roztworem blokującym (skład roztworu: 1 x bufor TBS, 5% 

mleko odtłuszczone), ustawiałam na kołysce laboratoryjnej, gdzie membrany delikatnie 

wytrząsały się przez dwie godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie roztwór mleka 

wylewałam z płytek Petriego, przytrzymując membrany pęsetą. Następnie membrany 

zalewałam roztworem przeciwciał anty-FLAG, płytki z membranami umieszczałam w 

temperaturze 4°C, gdzie inkubowały się z delikatnym wytrząsaniem na kołysce laboratoryjnej 

przez noc. Po zakończonej inkubacji, roztwór przeciwciał anty-FLAG wylewałam i 

przepłukiwałam membrany czterokrotnie buforem 1 x TBS. Podczas pierwszego płukania, 

membrany zalewałam buforem intensywnie je mieszając, po czym wylewałam bufor. Trzy 

kolejne płukania polegały na wytrząsaniu membran zalanych buforem 1 x TBS na kołysce 
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laboratoryjnej przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po zakończonym płukaniu membrany 

zalewałam roztworem przeciwciał II-rzędowych (skład roztworu: 1 x bufor TBS, 1% mleko 

odtłuszczone, przeciwciała II-rzędowe anty-królicze [Materiały 5.1.5.2.] w rozcieńczeniu 

1:5000) i ustawiałam je na kołysce laboratoryjnej, gdzie membrany wytrząsały się delikatnie 

przez godzinę w temperaturze pokojowej. Następnie ponownie płukałam membrany buforem 

1 x TBS, w sposób opisany powyżej. Wypłukane membrany kładłam na folii i zalewałam po 

powierzchni substratem do chemiluminescencji SuperSignal West Pico PLUS (Thermo Fisher, 

USA) [Materiały 5.1.5.2.], przygotowanym według instrukcji producenta. Membrany 

inkubowałam w ciemnym miejscu przez 5 minut, a następnie przykrywałam je folią od góry i 

odciskałam nadmiar substratu spomiędzy folii. Folię z membranami umieszczałam w kasecie 

do kliszy, po czym w ciemni przykładałam do membran kliszę, zamykałam kasetę i 

naświetlałam 8 minut. Po zakończeniu naświetlania kliszę wyciągałam z kasety i zanurzałam 

w wywoływaczu, aż sygnał był dobrze widoczny. Następnie kliszę zanurzałam w kwasie 

octowym, utrwalaczu i w wodzie. Wywoływaną kliszę suszyłam i fotografowałam.
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6. Wyniki i Dyskusja 

 

Technologia prezentacji białek/peptydów na powierzchni bakteriofaga (lub w skrócie 

faga) została po raz pierwszy opisana przez amerykańskiego biologa George’a P. Smith’a w 

1985 roku [19]. Przez pierwsze lata rozwoju nowej technologii udoskonalano prezentację 

peptydów [20], [21] i fragmentów przeciwciał [22], [23]. Opracowana metoda 

zrewolucjonizowała współczesną medycynę, otwierając drogę do tworzenia nowych 

farmaceutyków, szczepionek i wielu innych produktów. Z uwagi na ogrom potencjału tej 

technologii, panowie George P. Smith oraz Gregory P. Winter otrzymali w 2018 roku 

Nagrodę Nobla z dziedziny chemii za „prezentację peptydów oraz przeciwciał na 

powierzchni faga” [24]. Systemy prezentacji peptydów opierające się na fagach 

filamentujących, w tym przede wszystkim na fagu M13, oraz odmiany tych systemów, 

opisałam szczegółowo w rozdziale „Wstęp”. Skonstruowano również systemy prezentacji 

peptydów/białek/innych cząsteczek opierające się na bakteriofagach „ogonkowych”, w tym 

na bakteriofagu T7 [25], T4 [26] oraz λ [27], a także dwa systemy oparte na małych, 

ikozaedralnych fagach Qβ [28] oraz MS2 [29].  

Zauważyć można, że wszystkie dotychczas skonstruowane systemy prezentacji 

białek/peptydów na powierzchni fagów, opierają się na bakteriofagach infekujących bakterie 

mezofilne i posiadają one pewne ograniczenia. Zaliczyć do nich można problemy z 

prezentacją hydrofobowych peptydów lub formowanie się ciałek inkluzyjnych 

rekombinowanych białek. Termofilny system prezentacji białek/peptydów mógłby 

rozwiązać takie problemy. Dodatkowo, umożliwiałby on prezentację termostabilnych 

peptydów/białek, a także charakteryzowałby się niższym ryzykiem kontaminacji w 

przypadku dużych hodowli. Kandydatem do utworzenia nowej, termofilnej platformy do 

prezentacji białek/peptydów, został bakteriofag TP-84 infekujący bakterię Gram-pozytywną 

Geobacillus stearothermophilus. Bakteriofag ten został wyizolowany z gleby szklarniowej 

w 1952 roku [30]. Należy on do rodziny Siphoviridae (należącej do rzędu Caudovirales czyli 

fagów „ogonkowych”) i rodzaju Tp84virus [4].  
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6.1. Hodowla bakteriofaga TP-84 

Pierwszym krokiem w kierunku utworzenia nowego systemu prezentowania białek na 

powierzchni bakteriofaga termofilnego TP-84, była hodowla gospodarza, czyli bakterii G. 

steatherophilus 10, a następnie infekcja fagiem TP-84 (Rycina 6). 

 

 
Ryc. 6. Krzywa wzrostu gospodarza G. stearothermophilus 10 po infekcji bakteriofagiem TP-

84. Kolorem ciemno-szarym zaznaczona jest kontrolna hodowla G. stearotherophilus 10 bez dodatku 

lizatu bakteriofagowego. Kolorem jasno-szarym zaznaczona jest krzywa wzrostu G. 

stearotherophilus 10 po infekcji bakteriofagiem TP-84. W czasie T180, kiedy obie hodowle osiągnęły 

OD540 ≈ 0,3, dodawałam do nich D-fruktozę do stężenia 0,5% aby zwiększyć żywotność bakterii i 

ułatwić adsorpcję bakteriofaga do powierzchni komórek gospodarza w trakcie infekcji. Po upływie 

30 minut, w czasie T210 do hodowli zaznaczonej jasno-szarym kolorem dodałam lizat bakteriofaga 

TP-84 do wartości M.O.I. = 0,2, a następnie mierzyłam gęstość optyczną obu hodowli do momentu, 

aż wartość OD540 hodowli zainfekowanej spadła poniżej OD540=0,1, czyli w przypadku tej hodowli 

w czasie T340. 

 

Widoczny na Rycinie 6 spadek gęstości optycznej hodowli bakteryjnej wskazywał, że w 

próbce użytej do infekcji obecny był aktywny bakteriofag TP-84, który po dodaniu do 

hodowli gospodarza namnażał się i lizował większość obecnych w hodowli komórek. Miano 

uzyskiwane podczas miareczkowania lizatów fagowych wahało się w granicach 2,4 x 109 – 

1,6 x 1011 PFU/ml dla lizatów niezagęszczonych, oraz 1,4 x 1011 – 1,1 x 1013 PFU/ml dla 

lizatów zagęszczonych. Przykładowe płytki z agarem dwuwarstwowym po miareczkowaniu 

przedstawione są na Rycinie 7. 
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Ryc. 7. Przykładowe płytki z widocznymi łysinkami bakteriofaga TP-84. Płytki były 

przygotowane do miareczkowania lizatu bakteriofaga TP-84, rozcieńczenia od lewej: 10-5, 10-6, 

10-7. 

 

Następnym etapem moich badań była izolacja wirusowego DNA z oczyszczonych i 

zagęszczonych lizatów [Metody 5.2.3.1.]. Przykładowe wartości stężenia i współczynników 

czystości wyizolowanego materiału genetycznego bakteriofaga TP-84, mierzone za pomocą 

spektrofotometru Nanodrop [Metody 5.2.4.], były następujące:  

 

DNA TP-84 = 862,2 ng/µl, A260/280 = 1,85, A260/230 = 2,01. 

 

Powyższe parametry wskazywały na wysokie stężenie oraz czystość preparatów DNA 

bakteriofaga TP-84. 

  

6.2. Przygotowanie biblioteki genów bakteriofaga TP-84  

Jak przedstawiłam we Wstępie, wszystkie dotychczas skonstruowane systemy 

prezentacji białek/peptydów na powierzchni fagów polegają na fuzji sekwencji docelowych 

(obcych) polipeptydów z końcem C-lub N-terminalnym białka strukturalnego bakteriofaga. 

Najczęściej są to białka kapsydowe, natomiast w systemie opartym na fagu λ skutecznie 

prezentowano polipeptydy poprzez fuzję z C-terminalnym końcem białka ogonka gpV, ale 

z niższą wydajnością w porównaniu do prezentacji z zastosowaniem dużego białka 

kapsydowego gpD [27], [31]. Dlatego też taką strategię obrano podczas wybierania genów-

kandydatów do nowego systemu termofilnego prezentacji białek/peptydów na powierzchni 
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TP-84. Zdecydowano się wybrać potwierdzone analizą proteomiczną białka kodowane przez 

geny strukturalne bakteriofaga TP-84, zaznaczone na Rycinie 8 żółtymi ramkami. 

 

 

Ryc. 8. Organizacja genomu bakteriofaga TP-84. Kolorem żółtym zaznaczone są geny 

kodujące białka strukturalne, których używano do stworzenia bibliotek genowych w niniejszej 

pracy. Geny z przypisaną funkcją ich produktów potwierdzoną za pomocą analizy proteomicznej 
zaznaczone są kolorem czerwonym. Geny z przypisaną przypuszczalną funkcją biologiczną 

zaznaczone są kolorem szarym. Geny bez przypisanej funkcji biologicznej zaznaczone są kolorem 

czarnym. P – przypuszczalny promotor zależny od gospodarza; T – terminator Rho-zależny; SSB – 
białko wiążące jednoniciowe DNA. Adaptacja ryciny pochodzącej z publikacji [4]. 

 

Do sporządzenia biblioteki wybrano sześć genów bakteriofaga TP-84 (Rycina 8, 

Tabela 20). Były to przede wszystkim geny kodujące białka kapsydowe (TP-84_06, TP-

84_08, TP-84_12), ale też gen kodujący białko dystalne ogonka (TP-84_22) oraz dwa geny 

kodujące inne białka strukturalne (TP-84_18, TP-84_74).  
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Tabela 20. Geny bakteriofaga TP-84 sklonowane do plazmidu pUC19 [4] 

 

Symbol genu 

 

Funkcja 

Długość 

kodowanego 

polipeptydu (aa, 

aminokwasy; 

ang. amino acids) 

 

Lokalizacja 

genu w 

genomie (pary 

zasad, pz) 

 

TP84_06 

Białko portalowe 

kapsydu (ang. portal 

capsid protein) 

542 
3174- 

4802 

TP84_08 

Dodatkowe białko 

kapsydu (ang. minor 

capsid protein) 

681 
4962- 

7007 

TP84_12 

Główne białko 

kapsydu (ang. major 

capsid protein) 

330 
8736- 

9728 

TP84_18 

Białko strukturalne, 

nieznana funkcja 

(ang. structural 

protein) 

185 
11554- 

12111 

TP84_22 

Białko dystalne 

ogonka (ang. distal 

tail protein) 

245 
15684- 

16421 

TP84_74 

Białko strukturalne, 

nieznana funkcja 

(ang. structural 

protein) 

181 
44984- 

45529 

 

 

Zaplanowano skonstruowanie trzech wersji bibliotek genów:  

1. Bibliotekę natywną, zawierającą sześć plazmidów rekombinowanych pUC19 z 

wklonowanymi wybranymi (Tabela 20) genami bakteriofaga TP-84; 

2. Bibliotekę zawierającą dwanaście plazmidów rekombinowanych pUC19 z 

wklonowanymi wybranymi (Tabela 20) genami bakteriofaga TP-84 z dodatkiem 

sekwencji kodującej metkę histydynową (His6-tag; sześć reszt histydyny) z dołączonym 

9 nukleotym linkerem, na końcu 5’ i 3’ klonowanego genu; 

3. Bibliotekę zawierającą dwanaście plazmidów rekombinowanych pUC19 z 

wklonowanymi wybranymi (Tabela 20) genami bakteriofaga TP-84 z dodatkiem 

sekwencji kodującej metkę FLAG (FLAG-tag), czyli kodującej peptyd rozpoznawany 
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przez przeciwciała anty-FLAG, w trzech powtórzeniach z dodanym linkerem o długości 

9 pz; ten znacznik również planowano umieścić na końcu 5’ i 3’ klonowanego genu; 

Znaczniki peptydowe stanowią ważny element w funkcjonalnym systemie prezentacji 

białek/peptydów lub innych cząsteczek na powierzchni faga. Fuzje znaczników 

molekularnych do białek kapsydowych, innych niż używane do prezentacji (na przykład w 

systemie fagemidowym), mogą służyć zarówno do immobilizacji i separacji, jak również do 

oczyszczania i detekcji znakowanych bakteriofagów [32]. Znaczniki takie używa się 

również, aby określić położenie przestrzenne bialka kapsydowego w docelowym systemie 

prezentacji białek. Gao ze współpracownikami (1999) wykorzystali taką strategię do 

określenia orientacji białek pVII i pIX faga filamentującego [33]. Wykonali oni fuzje 

znacznika FLAG z C- oraz N-końcami obu białek, a konstrukty odpowiednich genów 

wstawili do wektora fagemidowego pCGMT [33]. Następnie za pomocą testu ELISA 

przetestowali możliwość związania się fagów do przeciwciał monoklonalnych anty-Flag 

M2, które rozpoznają metkę FLAG [33]. Test ten wykazał, że detekcji podlegały tylko 

konstrukty zawierające metkę FLAG dołączoną do N-końca zarówno białka pVII oraz pIX, 

co wykazało, że tylko koniec N badanych białek kapsydowych jest eksponowany na 

zewnątrz kapsydu, a co za tym idzie, fuzje z docelowymi białkami/peptydami powinny być 

wykonywane tylko na N-końcu tych białek kapsydu [33]. Metka histydynowa znajduje 

zastosowanie zwłaszcza podczas konstrukcji bibliotek polipeptydów lub fragmentów 

przeciwciał, z uwagi na jej użyteczność podczas selekcji fagów z bibliotek w procesie 

przeszukiwania, czyli biopanningu [34]. Linker 9-nukleotydowy (kodujący aminokwasy 

Ser-Ser-Gly) umieszczany na końcu 5’ lub 3’ klonowanego DNA kodującego znacznik 

molekularny (Rycina 9), umożliwia tworzenie elastycznego oraz hydrofilowego elementu 

dystansowego pomiędzy znacznikiem oraz białkiem strukturalnym. Taka separacja 

zapewnia niezależne składanie się białek fuzyjnych, a sam linker nie blokuje prawidłowych 

funkcji domeny głównej białek połączonych ze sobą [35]. Sekwencje znaczników 

molekularnych użytych do konstrukcji biblioteki genów bakteriofaga TP-84 przedstawia 

Rycina 9. 
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Ryc. 9. Sekwencje metek użytych podczas klonowania metodą RF wybranych genów 

bakteriofaga TP-84 do wektora plazmidowego pUC19. A. Sekwencja metki histydynowej, 

składającej się z sześciu reszt histydyny oraz 9-nukleotydowego linkera. B. Sekwencja metki FLAG, 

w której skład wchodziła sekwencja kodująca metkę 3xFLAG oraz 9-nukelotydowy linker. Rycinę 

wykonałam korzystając z programu Benchling. 

 

Uzyskanie bibliotek rozpoczęto od skonstruowania odpowiednich starterów 

specyficznych dla techniki klonowania RF [Metody 5.2.8.1.], używając oprogramowania ze 

strony internetowej https://rf-cloning.org. Metoda ta umożliwia wstawianie dużych 

fragmentów obcego DNA do dowolnego miejsca w kolistym plazmidzie bez żadnych 

dodatkowych kroków, takich jak trawienie enzymami restrykcyjnymi lub ligacja [10], [36], 

[37]. Dodatkowo, metoda ta w porównaniu do innych metod klonowania niezależnych od 

ligacji (ang. Ligation-Independent Cloning, LIC), takich jak system Gateway firmy 

Invitrogen lub system In-Fusion firmy Clontech, nie bazuje na drogich komercyjnych 

zestawach oraz nie wymaga przystosowywania wektora docelowego [37]. Klonowanie RF 

posiada również bardzo pomocne oprogramowanie do projektowania starterów oraz 

obliczania optymalnego czasu wydłużania podczas obu PCR, które są kluczowymi etapami 

tej metody [11]. Na Rycinie 10 widoczny jest przykładowy wynik projektowania pary 

staterów, dla genu 6 bakteriofaga TP-84. 
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Ryc. 8. Projektowanie pary starterów hybrydowych dla genu 12 bakteriofaga TP-84 do plazmidu 
pUC19 podczas klonowania metodą RF. Kolorem zielonym zaznaczona jest sekwencja komplementarna 

do insertu, kolorem niebieskiem – sekwencja komplementarna do wektora. Od góry widoczna jest 

sekwencja startera „forward” wraz z temperaturami hybrydyzacji dla sekwencji komplementarnej do 
plazmidu (ang. plasmid annealing) oraz do wstawki (ang. target annealing). Następnie te same parametry 

podane są dla startera „reverse”. Poniżej widoczne są kolejno: wielkość produktu pierwszej reakcji PCR 

(czyli megastartera), wielkość plazmidu rekombinowanego, miejsce insercji wstawki, wielkość wstawki. 

Podane są również warunki drugiej reakcji PCR (ang. 2° PCR conditions), takie jak rekomendowany czas 
wydłużania, ilość megastartera oraz plazmidu. Na dole widoczny jest schemat konstruktu. Źródło: 

https://www.rf-cloning.org/ 

Ryc. 10. Projektowanie pary starterów hybrydowych dla genu 12 bakteriofaga TP-84 do plazmidu 

pUC19 podczas klonowania metodą RF. Kolorem zielonym zaznaczona jest sekwencja 

komplementarna do insertu, kolorem niebieskiem – sekwencja komplementarna do wektora. Od góry 
widoczna jest sekwencja startera „forward” wraz z temperaturami hybrydyzacji dla sekwencji 

komplementarnej do plazmidu (ang. plasmid annealing) oraz do wstawki (ang. target annealing). 

Następnie te same parametry podane są dla startera „reverse”. Poniżej widoczne są kolejno: wielkość 

produktu pierwszej PCR (czyli megastartera), wielkość plazmidu rekombinowanego, miejsce insercji 
wstawki, wielkość wstawki. Podane są również warunki drugiej PCR (ang. 2° PCR conditions), takie jak 

rekomendowany czas wydłużania, ilość megastartera oraz plazmidu. Na dole widoczny jest schemat 

konstruktu. Źródło: https://www.rf-cloning.org/ 
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Zaprojektowane startery w parach używano podczas PCR typu Touch-Down do 

wygenerowania megastarterów, nazwanych kolejno M_TP84_06 (1673 pz), M_TP84_08 

(2090 pz), M_TP84_12 (1037 pz), M_TP84_18 (602 pz), M_TP84_22 (780 pz), 

M_TP84_74 (590 pz), M_His-N-TP84_06 (1700 pz), M_His-N-TP84_08 (2117 pz), M_His-

N-TP84_12 (1064 pz), M_His-N-TP84_18 (629 pz), M_His-N-TP84_22 (809 pz), M_His-

N-TP84_74 (617 pz), M_TP84_06-His-C (1700 pz), M_TP84_08-His-C (2117 pz), 

M_TP84_12-His-C (1064 pz), M_TP84_18-His-C (629 pz), M_TP84_22-His-C (809 pz), 

M_TP84_74-His-C (617 pz). Wśród wymienionych powyżej brakuje megastarterów z 

dołączoną metką FLAG, ponieważ metkę tę klonowano osobno do plazmidu pUC19, i tak 

przygotowane plazmidy używano do klonowania RF według wyżej opisanego protokołu 

[Metody 5.2.8.1.]. Dlatego w przypadku klonowania z sekwencją kodującą metkę FLAG 

można było używać tych samych megastarterów, jak dla genów natywnych. Metka 

histydynowa była stosunkowo mniejsza (Rycina 9), dlatego sekwencję ją kodującą 

dołączono bezpośrednio do starterów używanych do wygenerowania megastarterów (Tabela 

3). Prawidłowość powielonych megastarterów potwierdzano za pomocą rozdziału 

elektroforetycznego, oceniając wielkość otrzymanych produktów PCR (Rycina 11).  

 

 
Ryc. 11. Analiza elektroforetyczna megastarterów M_TP84_06 (1673 pz), 

M_TP84_08 (2090 pz), M_TP84_12 (1073 pz), M_TP84_18 (602 pz), M_TP84_22 (780 

pz), M_TP84_74 (590 pz). M – marker masy cząsteczkowej.  
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Otrzymane megastartery odpowiadały oczekiwanej wielkości. Przeprowadzono drugą 

PCR w ramach metody klonowania RF, podczas której otrzymane megastartery przyłączały 

się do matrycy, tworząc nową kolista cząstkę zawierającą insert (Rycina 2). Matrycę 

stanowiły wektory plazmidowe pUC19 lub wektory pUC19 z dołączoną sekwencją kodującą 

znacznik FLAG-C/FLAG-N. Uzyskane produkty drugiej PCR używano do transformacji 

komórek kompetentnych E. coli DH5α [Metody 5.2.6.1.]. Prawidłowosć sekwencji 

uzyskanych klonów sprawdzano wstępnie za pomocą kolonijnej PCR [Metody 5.2.9.1.], a 

następnie za pomocą sekwencjonowania [Metody 5.2.10.]. Przykładowe rozdziały 

elektroforetyczne produktów kolonijnej PCR przedstawione są na Rycinie 12. Widoczne na 

Rycinie 12 produkty kolonijnej PCR zostały powielone poprzez użycie startera „forward” 

specyficznego do wektora plazmidowego oraz startera „reverse” specyficznego do 

klonowanego genu bakteriofaga TP-84. Rozmiary przykładowych produktów PCR 

uwidocznionych na żelu agarozowym odpowiadały wielkościom obliczonym in silico, które 

były następujące: pUC19-TP84_12: 1014 pz, pUC19-TP84_18: 556 pz, pUC19-TP84_22: 

740 pz, pUC19-TP84_74: 536 pz, pUC19-FLAG-C-TP84_6: 1252 pz, pUC19-FLAG-C-

TP84_12: 1014 pz, pUC19-FLAG-C-TP84_18: 556 pz, pUC19-FLAG-C-TP84_22: 740 pz, 

pUC19-FLAG-C-TP84_74: 536 pz. 
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Ryc. 12. Analiza elektroforetyczna produktów kolonijnej PCR - transformantów otrzymanych 

po klonowaniu metodą RF. A. Przykłady transformantów pUC19 z wstawionymi genami 12, 18, 

22, 74 bakteriofaga TP-84. B. Przykłady pozytywnych klonów pUC19-FLAG-C z wstawionymi 

genami 6, 12, 18, 22, 74 bakteriofaga TP-84. 

Pozytywne klony potwierdzano ostatecznie zlecając sekwencjonowanie metodą Sangera, z 

użyciem starterów do sekwencjonowania (Tabela 3). Analizowano przede wszystkim 

zgodność sekwencji w obrębie wstawki, miejca insercji oraz znaczników molekularnych. Na 

Rycinie 13 przedstawione są mapy wszystkich uzyskanych klonów podczas tego etapu 

badań. 
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Ryc. 13. Plazmidy rekombinowane uzyskane podczas klonowania genów 6,12,18,22,74 bakteriofaga TP-

84 do wektora pUC19, w formie natywnej oraz z dołączonymi sekwencjami kodującymi znaczniki 
molekularne His oraz FLAG na końcach 5’ oraz 3’ klonowanego genu. AmpR – gen oporności na 

ampicylinę; ori- miejsce inicjacji replikacji; Plac – promotor, lacZα – gen kodujący enzym β-galaktozydazę; 

MCS – polilinker, 6xHis – sekwencja kodująca znacznik histydynowy; 3xFLAG – sekwencja kodująca metkę 
FLAG. Rycinę wykonałam korzystając z programu Benchling. 
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6.2.1. Klonowanie tandemowe genu 8 bakteriofaga TP-84 do 

wektora plazmidowego pUC19 

 

W wyniku zastosowania standardowego protokołu klonowania RF [Metody 5.2.8.1.] 

udało się wygenerować jedynie megastarter genu 8 bakteriofaga TP-84, czyli gen 

oflankowany sekwencjami komplementarnymi do wektora plazmidowego pUC19 (Rycina 

11), nie udało się natomiast uzyskać ani jednego pozytywnego klonu podczas analizy 

transformantów po zakończonym klonowaniu metodą RF, pomimo sprawdzenia za pomocą 

kolonijnej PCR wielu kolonii. Postanowiłam przyjąć inną taktykę na umieszczenie tego genu 

w wektorze plazmidowym pUC19, zarówno w formie natywnej, jak i z dołączonymi 

sekwencjami kodującymi znaczniki molekularne. Zaprojektowałam od nowa startery do 

namnożenia megastartera w taki sposób, aby móc sklonować gen 8 w dwóch częściach. 

Pierwszy fragment genu o długości 1000 pz nazwałam 8’, natomiast drugi fragment o 

długości 1046 pz nazwałam 8’’. Podczas pierwszej PCR typu Touch-Down w ramach 

metody RF powieliłam dwa megastartery, nazwane kolejno M_TP84_08’ (1023 pz) oraz 

M_TP84_08’’ (1090 pz), których rozmiar potwierdzony został rozdziałem 

elektroforetycznym (Rycina 14A). Drugą PCR, w ramach klonowania metodą RF, 

przeprowadziłam zgodnie z protokołem [Metody 5.2.8.1.3.], używając plazmidu pUC19 

oraz megastartera M_TP84_08’. Podczas analizy transformantów otrzymanych po 

przeprowadzeniu wyżej opisanej reakcji, udało się potwierdzić obecność pozytywnych 

klonów pUC19-TP84_08’, co widoczne jest na Rycinie 14B. Podczas analizy 

transformantów za pomocą kolonijnej PCR, użyłam pary starterów specyficznych do 

wektora. Długość produktu PCR, jaki powinien powstać po powieleniu pozytywnego 

transformanta pUC19-TP84_08’, to 1188 pz. Prążki na takiej wysokości były widoczne w 

przypadku transformantów oznaczonych cyframi 3, 4, 5 (Ryc. 14B). Prawidłowość jednego 

z otrzymanych klonów pUC19-TP84_08’ potwierdzona została sekwencjonowaniem. 

Widoczne prążki w dołkach 1, 2, 6 (Ryc. 14B) o wielkości około 200 pz, świadczą o tym, 

że sprawdzane transformanty zawierały wyjściowy plazmid pUC19 i dlatego powstał bardzo 

mały produkt kolonijnej PCR.  
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Ryc. 14. A. Rozdział elektroforetyczny megastarterów M_TP84_08’ oraz M_TP86_08’’ 

powielonych za pomocą PCR typu Touch-Down podczas klonowania tandemowego genu 8 

bakteriofaga TP-84. B. Rozdział elektroforetyczny transformantów po klonowaniu metodą RF z 

użyciem megastarterów 8’. Ścieżki: 1,2,6 – transformanty zawierające wyjściowy plazmid pUC19; 

ścieżki: 3,4,5 – transformanty z prawidłowo wstawionym fragmentem 8’ (pUC19-TP84_08’). M – 

marker masy cząsteczkowej. 

Potwierdzony sekwencjonowaniem, pozytywny klon pUC19-TP84_08’, użyłam do 

wstawienia fragmentu 8’’. Stosując protokół dotyczący drugiej PCR w ramach klonowania 

RF [Metody 5.2.8.1.3.], użyłam plazmid pUC19-TP84_08’ oraz megastarter M_TP84_08’’. 

Po zakończonej transformacji i sprawdzeniu wielu kolonii za pomocą kolonijnej PCR nie 

udało się znaleźć pozytywnego transformanta. Kroki, jakie podjęłam, aby otrzymać klon z 

wstawionym fragmentem genu 8’’ obejmowały: I. Wydłużenie trawienia produktów PCR 

enzymem DpnI do 15 godzin, aby zmniejszyć liczbę transformantów z plazmidami pUC19-

TP84_08’, które stanowiły tło reakcji (Rycina 15A); II. Zwiększyłam czas etapu wydłużania 

podczas drugiej PCR z 3-5 do 7 minut. Dodatkowo, czas przyłączania starterów wydłużyłam 

do 1 minuty, zamiast 20 sekund stosowanych podczas klonowania innych genów; III. 

Zastosowałam dodanie megastartera do plazmidu w stosunku molowym 15:1. Po 

zastosowaniu wyżej wymienionych modyfikacji metody, oraz sprawdzeniu za pomocą 

kolonijnej PCR wielu transformantów, udało mi się uzyskać pozytywny klon pUC19-

TP84_08’+08’’, którego sekwencja została potwierdzona poprzez sekwencjonowanie, 

chociaż wydajność klonowania była niska (Rycina 15B). Podczas klonowania drugiego 

fragmentu genu 8, czyli 8’’ mogłam zastosować dwie różne konfiguracje starterów, podczas 
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analizy transformantów metodą kolonijnej PCR. Pierwszą konfiguracją była para starterów 

specyficznych do wektora. W tym przypadku, produkt PCR klonów negatywnych powinien 

mieć wielkość 1188 pz, natomiast produkt PCR klonów pozytywnych powinien być 

wielkości 2234 pz. W drugiej konfiguracji, czyli jeden starter specyficzny do wektora, a 

drugi specyficzny do wstawki, prążki o wielkości 1794 pz powinny być widoczne tylko, jeśli 

klon był pozytywny. Wynikało to z faktu, że sekwencje starterów specyficznych do genu 8 

(Tabela 3) były umieszczone w obrębie fragmentu 8’’. Na Rycinie 15B prążki przy dołkach 

6 oraz VI podwójnie potwierdziły obecność pozytywnego transformanta pUC19-

TP84_08’+08’’.  

  

 

Ryc. 15. Analiza elektroforetyczna transformantów po klonowaniu fragmentu 8'' genu 8 

bakteriofaga TP-84 do plazmidu rekombinowanego pUC19-TP84_08'. A. Rozdział produktów 

kolonijnej PCR, obecne same klony negatywne. Ścieżki: I-VIII, K1 – użyto parę starterów 

specyficznych do wektora plazmidowego. Ścieżki: 1, 2, 3, K2 – użyto starter „forward” specyficzny 

do wektora plazmidowego oraz starter „reverse” specyficzny do fragmentu 8’’. B. Rozdział 

produktów kolonijnej PCR, widoczny klon pozytywny pUC19-TP84_08’+08’’ (dołki 6 i VI). 

Ścieżki: 1-9, K1 - użyto starter „forward” specyficzny do wektora plazmidowego oraz starter 

„reverse” specyficzny do fragmentu 8’’. Ścieżki: I-IX, K2 - użyto parę starterów specyficznych do 

wektora plazmidowego. K1, K2 – kontrola negatywna (plazmid pUC19). M – marker masy 

cząsteczkowej. 
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W następnym etapie moich badań przystąpiłam do uzyskania pozostałych klonów 

genu 8 bakteriofaga TP-84 metodą tandemową RF, czyli z dołączonymi sekwencjami 

kodującymi znaczniki molekularne 3xFLAG oraz 6xHis na N- i C-końcu peptydu 

kodowanego przez rekombinowany gen. Wszystkie kroki były analogiczne jak przy 

klonowaniu genu natywnego. Najpierw powieliłam megastartery w ramach pierwszej PCR 

typu Touch-Down (Rycina 16A).  

 

 

Ryc. 16. A. Rozdział elektroforetyczny megastarterów M_TP84_08’ oraz M_TP86_08’’ z 

dołączonymi sekwencjami kodującymi znaczniki molekularne His oraz FLAg, na obu końcach genu, 

powielonych za pomocą PCR typu Touch-Down podczas klonowania tandemowego genu 8 

bakteriofaga TP-84. B. Rozdział produktów kolonijnej PCR. Do powielenia fragmentów DNA 

użyto parę starterów specyficznych do wektora plazmidowego. Rozdział elektroforetyczny dotyczy 

transformantów po klonowaniu metodą RF z użyciem megastarterów 8’, klony pozytywne 

zaznaczone są kolorem. Ścieżki: 1.1-1.K – pUC19-His-N-TP84_08’; Ścieżki: 2.1-2.K – pUC19-

TP84_08’-His-C; Ścieżki: 3.1-3.K - pUC19-FLAG-N-TP84_08’; Ścieżki: 4.1-4.K - pUC19-

TP84_08’-FLAG-C. K1, K2, K3 – kontrole negatywne stanowiły niebieskie kolonie pobrane z płytek 

po transformacji. M – marker masy cząsteczkowej. C. Rozdział produktów kolonijnej PCR. Do 

powielenia fragmentów DNA użyto parę starterów specyficznych do wektora plazmidowego. 

Rozdział elektroforetyczny dotyczy transformantów po klonowaniu metodą RF z użyciem 

megastarterów 8’. W ścieżkach 1 i 2 znajdowały się pozytywne klony pUC19-TP84_08’-FLAG-C. 

M – marker masy cząsteczkowej. 

 

Krok ten powinnam zredukować do namnożenia tylko M_His-N-TP84_08’ (1070 pz) oraz 

M_TP84_08’’-His-C (1117 pz), ponieważ reszta megastarterów miała sekwencje identyczne 
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do wcześniej używanych megastarterów dla genu natywnego, czyli M_TP84_08’ (1023 pz) 

oraz M_TP84_08’’ (1090 pz), więc mogły być używane zamiennie. Następnie, podczas 

drugiej PCR, użyłam jak matrycy plazmidu pUC19 (podczas klonowania fragmentów z 

sekwencjami kodującymi znacznik histydynowy) lub pUC19-FLAG-N/pUC19-FLAG-C, 

oraz powielonych megastarterów. Podczas analizy za pomocą kolonijnej PCR 

transformantów otrzymanych po przeprowadzeniu wyżej opisanej reakcji, na Rycinie 16B 

oraz 16C widoczne są prążki potwierdzające obecność transformantów pozytywnych 

pUC19-His-N-TP84_08’ (1266 pz), pUC19-TP84_08’-His-C (1188 pz), pUC19-FLAG-N-

TP84_08’ (1266 pz), pUC19-TP84_08’-FLAG-C (1266 pz). Pozytywne klony potwierdzone 

zostały sekwencjonowaniem przed przystąpieniem do klonowania fragmentu 8’’. 

Klonowanie fragmentu 8’’ do plazmidów pUC19-His-N-TP84_08’, pUC19-TP84_08’-His-

C, pUC19-FLAG-N-TP84_08’, pUC19-TP84_08’-FLAG-C przeprowadziłam analogicznie 

jak w przypadku klonowania fragmentu 8’’ w wersji natywnej. Wydajność tego klonowania 

dalej była bardzo niska, dlatego podczas analizy transformantów kolonijną PCR 

sprawdzałam bardzo dużo kolonii z płytek po transformacji, aby znaleźć klony pozytywne. 

Z tego też powodu stosowałam tylko parę starterów specyficznych do plazmidu, analizując 

jedynie rozmiary produktów PCR (Rycina 17). Po wielu kolonijnych PCR, na Rycinie 17 

widoczne są klony pozytywne pUC19-His-N-TP84_08’+08’’, pUC19-TP84_08’+08’’-His-

C, pUC19-FLAG-N-TP84_08’+08’’, pUC19-TP84_08’+08’’-FLAG-C. Wszystkie te klony 

zostały potwierdzone sekwencjonowaniem. 
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Ryc. 17. Analiza elektroforetyczna transformantów po tandemowym klonowaniu RF 

fragmentu 8'' genu 8 bakteriofaga TP-84, z dołączonymi znacznikami molekularnymi. 

Używano pary starterów specyficznych do wektora. Strzałkami zaznaczono pozytywne klony 

pUC19-His-N-TP84_08’+08’’, pUC19-TP84_08’+08’’-His-C, pUC19-FLAG-N-TP84_08’+08’’, 

pUC19-TP84_08’+08’’-FLAG-C. M- marker masy cząsteczkowej. 
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Na Rycinie 18 przedstawione są mapy klonów uzyskanych podczas tandemowego 

klonowania metodą RF genu 8 bakteriofaga TP-84 do wektora plazmidowego pUC-19. 

 

 

Ryc. 18. Plazmidy rekombinowane uzyskane podczas tandemowego klonowania genu 8 

bakteriofaga TP-84 do wektora pUC19, w formie natywnej oraz z dołączonymi sekwencjami 

kodującymi znaczniki molekularne His oraz FLAG na końcach5’ oraz 3’ klonowanego genu. 

AmpR – gen oporności na ampicylinę; ori- miejsce inicjacji replikacji; Plac – promotor, lacZα – gen 

kodujący enzym β-galaktozydazę; MCS – polilinker, 6xHis – sekwencja kodująca znacznik 

histydynowy; 3xFLAG – sekwencja kodująca metkę FLAG. Rycinę wykonałam korzystając z 

programu Benchling. 

 

 Podsumowując, ten etap pracy zakończył się skonstruowaniem w plazmidzie 

pUC19 biblioteki genów bakteriofaga TP-84 6, 8, 12, 18, 22, 74 w formie natywnej oraz z 

dołączonymi sekwencjami kodującymi metkę histydynową oraz FLAG, C- i N-końcu 
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peptydu kodowanego przez rekombinowany gen. Gen 8 faga TP-84, kodujący ważne białko 

w aspekcie systemu prezentacji białek/peptydów, czyli dodatkowe białko kapsydowe, 

okazał się bardzo problematyczny. Nawet pomimo pozytywnego wyniku po zastosowanej 

optymalizacji metody RF, czyli tandemowego klonowania tego genu, wydajność 

transformacji pozostawała na bardzo niskim poziomie. Mogło to wynikać z toksyczności 

produktu tego genu dla komórek E. coli. Być może zastosowanie organizmów termofilnych, 

na przykład naturalnie kompetentnych bakterii Thermus thermophilus, pozwoliłoby 

osiągnąć lepsze wyniki klonowania genu kodującego dodatkowe białko kapsydu TP-84 [38]. 

Innym sposobem mogłoby być zastosowanie wektorów wahadłowych z plazmidów 

Geobacillus, skonstruowanych specjalnie do celów inżynierii genetycznej w warunkach 

optymalnych dla organizmów termofilnych [39]. Cechą charakterystyczną wektorów 

wahadłowych, w tym przypadku wektorów opierających się na Geobacillus, takich jak 

pG1K, jest możliwość powielania ich w dwóch różnych bakteriach, w E. coli, która jest 

mezofilem oraz w różnych gatunkach Geobacillus, które są termofilami [39].  

 

6.3. Klonowanie genomu bakteriofaga TP-84 do plazmidu 

pBAC-lacZ metodą Gibsona 

Umożliwienie wprowadzania modyfikacji w obrębie całego genu faga TP-84 było 

kolejnym etapem w tworzeniu funkcjonalnego systemu prezentacji białek/peptydów na 

powierzchni faga. Aby sklonować cały genom bakteriofaga TP-84 zdecydowano się na 

użycie wektora typu BAC (ang. bacterial artificial chromosome) oraz metody Gibsona. 

Sztuczny chromosom bakteryjny (BAC) jest wektorem bazującym na DNA bakteryjnego 

czynnika F, który warunkuje replikację konstruktu w komórkach E. coli [40]. Wektory te 

stosowane są często do klonowania genomów z uwagi na możliwość wstawiania 

fragmentów DNA o wielkości 150-350 kbp [41]. Wektor zastosowany w niniejszej pracy, 

czyli pBAC-lacZ, zawiera dodatkową ważną cechę, a mianowicie indukowalny system 

kontroli liczby kopii [6]. Łączy on zalety wektorów jedno-kopijnych, czyli stabilność dużych 

konstruktów oraz niski poziom ewentualnej toksyczności dla komórek E. coli, oraz zalety 

wektorów wysoko-kopijnych, czyli dużą wydajność odzyskiwania DNA po celowej indukcji 

[42]. Bakteriofag TP-84 posiada stosunkowo duży genom, zawierający ponad 80 otwartych 

ramek odczytu (ang. Open Reading Frame, ORF), z czego wiele z niezdefiniowaną funkcją, 
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dlatego użycie wektora indukowalnego mogłoby ograniczyć ewentualne negatywne 

oddziaływania wstawionego genomu na komórki E. coli [4]. Klonowanie Gibsona jest 

metodą bazującą na homologii sekwencji, wykorzystującą długie, nakładające się regiony 

między składanymi fragmentami [43]. Metoda ta umożliwia składanie wielu fragmentów 

DNA podczas jednej reakcji, niezależnie od dostępności miejsc restrykcyjnych, co było 

jednym z głównych powodów wybrania tej metody do klonowania genomu faga TP-84. W 

2008 roku za pomocą klonowania metodą Gibsona, złożono in vitro syntetyczny genom 

Mycoplasma genitalium o wielkości 589,9 kbp, czyli ponad dziesięciokrotnie większy od 

genomu faga TP-84 [44]. Standardowe protokoły dotyczące klonowania Gibsona wskazują 

na możliwość jednoczesnego składania 12 fragmentów DNA o długości 0,4 kbp, zalecając 

jednak używanie pięciu insertów lub mniej, z uwagi na spadek wydajności i wierności 

reakcji w przypadku większej liczby insertów lub też większych ich rozmiarów. Biorąc pod 

uwagę możliwą niską wydajność, klonowanie metodą Gibsona zaplanowano w trzech 

wariantach (Rycina 19): klonowanie całego genomu bakteriofaga TP-84 podzielonego na 8 

części o rozmiarach od 4200 do 6700 pz (R1-R8) do plazmidu pBAC-lacZ (wielkość 

konstruktu 58865 pz), klonowanie trzech fragmentów genomu bakteriofaga o łącznej 

wielkości około 15000 pz (R1-R3cutA) (wielkość konstruktu 30925 pz), oraz klonowanie 

jednego fragmentu genomu bakteriofaga o wielkości około 5000 pz (R1cutB) (wielkość 

konstruktu 17756 pz). Struktura plazmidu po klonowaniu obejmowała na końcu 3’ 

(plazmidu) jedno z trzech miejsc restrykcyjnych, rozpoznawanych przez enzymy AarI, 

BspOI lub EheI, na końcu 5’ (plazmidu) sekwencję PAM (ang. protospacer adjacent motif). 

Sekwencja PAM była umieszczona w starterze „reverse” ostatniego klonowanego fragmentu 

genomu TP-84 (R1, R3 lub R8). Dodanie tej sekwencji do rekombinowanych plazmidów 

umożliwiałoby w późniejszym czasie użycie systemu CRISPR/Cas9 typu II do cięcia DNA 

w wyznaczonym przez sekwencję PAM miejscu. Miejsce restrykcyjne dla enzymu ZraI, 

którym linearyzowano plazmid pBAC-lacZ, oraz jednocześnie miejsce insercji fragmentów 

genomu bakteriofaga, znajdowało się w obrębie genu lacZ, aby umożliwić selekcję biało-

niebieską po klonowaniu. 
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Ryc. 19. Zaprojektowane in 

silico trzy warianty 

klonowania metodą Gibsona 

genomu bakteriofaga TP-84 

do wektora plazmidowego 

pBAC-lacZ. 1. Jeden 

fragment genomu bakteriofaga 

TP-84 (R1cutB) wstawiony do 

plazmidu pBAC-lacZ 

zlinearyzowanego enzymem 

ZraI. 2. Trzy fragmenty 

genomu bakteriofaga TP-84 

(R1-R3cutA) wstawione do 

plazmidu pBAC-lacZ 

zlinearyzowanego enzymem 

ZraI. 3. Cały genom 

bakteriofaga TP-84 

podzielony na 8 fragmentow 

(R1-R8) wstawiony do 

plazmidu pBAC-lacZ 

zlinearyzowanego enzymem 

ZraI. CmR – gen oporności na 

chloramfenikol; ori- miejsce 

inicjacji replikacji; Plac – 

promotor, lacZα – gen 

kodujący enzym β-

galaktozydazę; repE – gen 

kodujący bialko inicjacji 

replikacji; sopA, sopB, sopC – 

sekwencje kodujące genów 

związanych z czynnikiem 

płciowym F; loxP – sekwencja 

rozpoznawana w systemie 

Cre-lox; OH – miejsca 40 pz 

„nawisów” między 

fragmentami genomu TP-84; 

PO – miejsca 40 pz „nawisów” 

między genomem TP-84 a 

plazmidem pBAC-lacZ; ZraI 

cut – miejsce cięcia enzymem 

ZraI; Rycina wykonana 

korzystając z programu 

Benchling. 
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Pierwszym krokiem klonowania metodą Gibsona było powielenie fragmentów genomu 

bakteriofaga TP-84 za pomocą Touch-Down PCR, używając trzech różnych polimeraz 

(Metody 5.2.8.2.2.; Tabela 14). Po zakończeniu reakcji i wykonaniu elektroforezy 

agarozowej, stwierdziłam, że wszystkie fragmentu genomu bakteriofaga TP-84 były 

odpowiedniej wielkości oraz jakości (Rycina 20). Wielkości otrzymanych fragmentów 

genomu bakteriofaga TP-84 były następujące: R1EheI 6600 pz, R2 6600 pz, R3 6569 pz, R4 

5893 pz, R5 6555 pz, R6, 6693 pz, R7 4500 pz, R8 4293 pz. Nie zauważyłam istotnych 

różnic między używanymi polimerazami DNA, dlatego do dalszych doświadczeń używałam 

Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher, USA), ze względu na 

najkorzystniejszy stosunek jakości oraz dostępności do ceny. 

 

Ryc. 20. Analiza elektroforetyczna ośmiu fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 (R1-R8), 

używanych podczas klonowania metodą Gibsona. W ścieżkach oznaczonych literą A widoczne 

są produkty reakcji z zastosowaniem poliemrazy Q5 High-Fidelity Polymerase (NEB, USA); w 

ścieżkach oznaczonych literą B widoczne są produkty reakcji z zastosowaniem polimerazy Phusion 

High-Fidelity Polymerase (NEB, USA); w ścieżkach oznaczonych literą C widoczne są produkty 

reakcji z zastosowaniem polimerazy Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher, 

USA). M – marker masy cząsteczkowej. 

Dodatkowo, za pomocą elektroforezy agarozowej oceniłam jakość powielonego i 

wyizolowanego plazmidu pBAC-lacZ [Metody 5.2.3.3.]. Wielkość plazmidu to 11151 pz, 

jednak podczas elektroforezy agarozowej niezlinearyzowanego plazmidu, uzyskany główny 

prążek ulokowany był na wysokości 5000 pz (Rycina 21). Prążek ten odpowiadał 

najprawdopodobniej formie super zwiniętej plazmidu, która migruje w żelu agarozowym 

szybciej niż inne formy konformacji przestrzennej plazmidu. Prążek widoczny na wysokości 

około 10000 pz, odpowiadający wielkością plazmidowi pBAC-lacZ, reprezentował formę 

liniową plazmidu. Natomiast prążek na wysokości 20000 pz był prawdopodobnie formą 

kolistą częściowo naciętą (ang. open circular, nicked). Używany zestaw do izolacji 
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plazmidowego DNA został skonstruowany tak, aby izolować najwięcej formy 

superzwiniętej plazmidu, ponieważ forma ta cechuje się najwyższą wydajnością podczas 

transformacji komórek E. coli [9]. 

 
Ryc. 21. Analiza elektroforetyczna plazmidu pBAC-lacZ. 

M – marker masy cząsteczkowej. 

 

6.3.1. Klonowanie całego genomu TP-84 do plazmidu pBAC-

lacZ metodą Gibsona 

Klonowanie metodą Gibsona rozpoczęłam od prób wstawienia całego genomu 

bakteriofaga TP-84 podzielonego na osiem części (R1-R8) do plazmidu pBAC-lacZ 

zlinearyzowanego wcześniej enzymem restrykcyjnym ZraI, podczas jednej reakcji, według 

podstawowego protokołu [Metody 5.2.8.2.]. Stosunek molowy podczas opisywanych, 

początkowych reakcji Gibsona wynosił 3:1, co oznaczało, że w mieszaninie reakcyjnej do 
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klonowania, stężenie (pmol) wszystkich dodawanych fragmentów genomu TP-84 było 

trzykrotnie wyższe niż stężenie zlinearyzowanego plazmidu pBAC-lacZ. Fragmenty 

genomu TP-84 były dodawane w stosunku równomolarnym. Stężenia insertów i plazmidu 

obliczałam za pomocą wzoru A [Metody 5.2.8.2.2.]. Po zakończeniu reakcji Gibsona i 

transformacji komórek kompetentnych, wykonywałam kolonijną PCR ze wszystkich 

białych kolonii uzyskanych na płytkach [Metody 5.2.9.1.]. Wydajność transformacji na tym 

etapnie była niska. 

 

Ryc. 22. Analiza elektroforetyczna produktów kolonijnej PCR kolonii uzyskanych po 

klonowaniu metodą Gibsona pBAC-lacZ+R1EheI-R8. 1-4 oznaczenie kolonii bakteryjnych; K – 

kontrola negatywna, kolonia niebieska. pp – para starterów specyficznych do plazmidu; pw – 

starter „forward” specyficzny do plazmidu, starter „reverse” specyficzny do wstawki (R1); wp - 

starter „forward” specyficzny do wstawki (R8), starter „reverse” specyficzny do plazmidu; M – 

marker masy cząsteczkowej. 

Na Rycinie 22 widoczny jest rozdział elektroforetyczny produktów kolonijnej PCR 

podczas sprawdzania transformantów po klonowaniu Gibsona. Produkty wszystkich par 

starterów używanych do sprawdzania transformantów charakteryzowały się wielkością 340-

350 pz. Prążki widoczne tylko przy parze starterów specyficznych do wektora 

plazmidowego wskazywały jednoznacznie, że wszystkie sprawdzane kolonie posiadały 

wyjściowy plazmid pBAC-lacZ. Kilkukrotnie powtórzyłam reakcję Gibsona z wszystkimi 

fragmentami genomu bakteriofaga TP-84. Podczas prób klonowania metodą Gibsona, 

wykonywałam kontrolę negatywną poprzez dodawanie zlinearyzowanego plazmidu pBAC-

lacZ do mieszaniny reakcyjnej. Na płytkach z kontrolą negatywną zwykle było tyle samo 

lub więcej kolonii, niż na płytkach z właściwą reakcją, co świadczyło o niskiej wydajności 

trawienia restrykcyjnego plazmidu, lub o jego ponownej cyrkularyzacji. Zmiany, jakie 

wprowadzałam to ponowna izolacja i wydłużony czas cięcia restrykcyjnego plazmidu 

pBAC-lacZ enzymem ZraI, użycie różnych stosunków molowych, w tym 4:1, 2,5:1, 2:1 



 

 

 

111 WYNIKI I DYSKUSJA 

(wstawki do wektora), podczas gdy fragmenty genomu były nadal dodawane w stosunku 

równomolarnym. Mimo zastosowanych modyfikacji, wydajność transformacji dalej była 

niska, a sprawdzane kolonie były negatywne.  

 

6.3.2. Klonowanie jednego fragmentu genomu bakteriofaga 

TP-84 o wielkości 6600 pz do plazmidu pBAC-lacZ metodą 

Gibsona 

Ze względu na niepowodzenie w sklonowaniu pełnego genomu TP-84 do plazmidu 

pBAC-lacZ, zdecydowałam się na wykonanie jednego z zaprojektowanych wariantów 

klonowania, czyli wstawienia pojedynczego fragmentu genomu, R1EheIcutB. Klonowanie 

to miało na celu sprawdzenie, czy doświadczenie zostało zaplanowane prawidłowo oraz czy 

mieszanina reakcyjna do reakcji Gibsona jest prawidłowo przygotowana.  

 

Ryc. 23. Analiza elektroforetyczna powielonych fragmentów genomu bakteriofaga TP-84, 

R1EheIcutB umożliwiający przeprowadzenie klonowania metodą Gibsona z jednym fragmentem 

R1EheI, R3cutA umożliwiający przeprowadzenie klonowania metoda Gibsona z trzema 

fragmentami R1EheI-R3. M – marker masy cząsteczkowej. 
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W pierwszym kroku, podczas PCR typu Touch-Down, powielone zostały fragmenty 

R1EheIcutB, oraz R3cutA (do użycia w kolejnych etapach badań) (Rycina 23). Rozmiary 

powielonych wstawek były następujące: R1EheIcutB 6600 pz, R3cutA 6569, co zostało 

potwierdzone podczas analizy elektroforetycznej. Wstawki te różniły się od wstawek R1 

oraz R3 powielonych we wcześniejszym etapie badań (Rycina 20) sekwencją „nawisu” na 

końcu 3’. Posiadały one dodaną sekwencję PAM oraz były komplementarne do plazmidu. 

Reakcję Gibsona z fragmentem R1EheIcutB oraz zlinearyzowanym plazmidem pBAC-lacZ 

wykonałam w stosunkach molowych 4,6:1 oraz 8,5:1. Podczas obliczeń wykorzystałam 

wzór B [Metody 5.2.8.2.2.]. Większy stosunek molowy możliwy był z powodu znacznie 

mniejszej liczby fragmentów używanych do reakcji, biorąc pod uwagę ograniczenie 

objętości dodawanych fragmentów DNA do 5 µl. Wydajność transformacji po zakończonej 

reakcji Gibsona była znacznie wyższa w porównaniu do wcześniejszych prób. Wykonałam 

kolonijną PCR 11 białych kolonii (Rycina 24). 

 

 

Ryc. 24. Analiza elektroforetyczna produktów kolonijnej PCR kolonii uzyskanych po 

klonowaniu metodą Gibsona pBAC-lacZ+R1EheIcutB. 1-11 oznaczenie kolonii bakteryjnych; K 

– kontrola negatywna, wyjściowy plazmid pBAC-lacZ. pp – para starterów specyficznych do 

plazmidu; pw – starter „forward” specyficzny do plazmidu, starter „reverse” specyficzny do wstawki 

(R1); M – marker masy cząsteczkowej. 

Podczas klonowania jednej wstawki, para starterów specyficznych do wektora powinna 

powielić fragment DNA o wielkości około 7000 pz w przypadku transformanta 

pozytywnego, oraz fragment o wielkości około 340 pz w przypadku transformanta 

negatywnego. Natomiast para starterów, z której jeden był specyficzny do wektora, a drugi 

do wstawki, powinna powielić fragment DNA o wielkości około 350 pz tylko w przypadku 

użycia jako matrycy transformanta pozytywnego. Na Rycinie 24, prążki obecne są w 
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przypadku obu par starterów. Kontrola negatywna wykazała wyniki negatywne, co 

świadczyło o tym, że startery były prawidłowe. Aby zweryfikować te wyniki, wyizolowałam 

plazmidy z sześciu sprawdzanych kolonii i powtórzyłam kolonijną PCR (Rycina 25). 

 

Ryc. 25. Analiza elektroforetyczna produktów kolonijnej PCR plazmidów wyizolowanych z 

kolonii uzyskanych po klonowaniu metodą Gibsona pBAC-lacZ+R1EheIcutB. 1-6 oznaczenie 

kolonii bakteryjnych; K – kontrola negatywna, wyjściowy plazmid pBAC-lacZ. pp – para starterów 

specyficznych do plazmidu; pw – starter „forward” specyficzny do plazmidu, starter „reverse” 

specyficzny do wstawki (R1); wp - starter „forward” specyficzny do wstawki (R1), starter „reverse” 

specyficzny do plazmidu; M – marker masy cząsteczkowej. 

Nieprawidłowe wyniki kolonijnej PCR powtórzyły się. Podczas tej reakcji zastosowałam 

dodatkową parę starterów, z której jeden był specyficzny do wstawki, a drugi do wektora, 

ale w odwrotnej orientacji. Przy kontroli negatywnej pojawił się słaby prążek przy tej parze 

starterów. Aby określić, czy powtarzające się błędne wyniki były fałszywie negatywne czy 

fałszywie pozytywne, wysłałam jeden z wyizolowanych plazmidów do sekwencjonowania.  

Na Rycinie 26 zaznaczyłam kolorem zielonym, które sekwencje były sprawdzane podczas 

sekwencjonowania. Były to okolice miejsc insercji fragmentu genomu TP-84, czyli w 

kontekście wybranego rodzaju klonowania, miejsca strategicznie najważniejsze. 

Sekwencjonowanie wykonywano za pomocą starterów używanych do kolonijnej PCR. 

Otrzymane wyniki sekwencjonowania potwierdziły, że wysłany plazmid pBAC-lacZ 

posiadał wstawiony fragment R1EheIcutB, w prawidłowej orientacji. W obrębie fragmentu 

genomu bakteriofaga TP-84 stwierdzono insercję 15 nukleotydów, co mogło wynikać z 

naturalnej zmienności genetycznej bakteriofaga TP-84. Insercja ta nie była powodem 

fałszywie negatywnych wyników podczas używania pary starterów specyficznych do 

plazmidu w czasie kolonijnej PCR. Natomiast cały wstawiony fragment genomu TP-84 nie 

został zsekwencjonowany, nie można było więc wykluczyć innych różnic w sekwencji DNA 

w obrębie wstawki, co mogło skutkować w niespecyficznym przyłączaniu się starterów. 
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Ryc. 26. Schemat wyników sekwencjonowania klonu pBAC-lacZ-TP84_R1-PAM-EheI-cutB. 

Kolorem zielonym zaznaczone są sprawdzane sekwencje; kolorem czerwonym zaznaczone jest 

miejsce insercji 15 pz. 

Mimo wszystko, wynik klonowania fragmentu genomu bakteriofaga TP-84 R1EheIcutB do 

plazmidu pBAC-lacZ metodą Gibsona był pozytywny, co pozwoliło potwierdzić 

prawidłowość zaprojektowanych sekwencji „nawisowych” oraz skuteczność wykonanej 

mieszaniny reakcyjnej. 

 

6.3.3. Klonowanie trzech fragmentów genomu bakteriofaga 

TP-84 do plazmidu pBAC-lacZ 

Po sukcesie w sklonowaniu jednego fragmentu genomu TP-84, przystąpiłam do prób 

wstawienia trzech fragmentów genomu (R1EheI-R3cutA). Sugerując się poprzednimi 

wynikami, zastosowałam możliwie większe stosunki molowe wstawek do plazmidu, od 4:1 

do 6:1. Fragmenty genomu były dodawane w stosunku równomolarnym. Po zakończeniu 

reakcji i transformacji, wykonywałam kolonijną PCR uzyskanych kolonii (Rycina 27), 

rezygnując początkowo z pary starterów specyficznych do plazmidu, które poprzednio 

skutkowały fałszywie negatywnymi wynikami. Na Rycinie 27A widoczna jest analiza 

elektroforetyczna przykładowych trzech białych kolonii po klonowaniu Gibsona pBAC-

lacZ+R1EheI-R3cutA. Słabe prążki na wysokości około 350 pz były widoczne w prawie 

wszystkich dołkach, czyli fragmenty DNA zostały powielone podczas kolonijnej PCR w 
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przypadku użycia jednego startera specyficznego do plazmidu oraz drugiego startera 

specyficznego do wstawki, w obu orientacjach. Aby zweryfikować, czy sprawdzane 

transformanty były pozytywne, powtórzyłam kolonijną PCR z wszystkimi dostępnymi 

parami starterów, oprócz pary specyficznej do plazmidu (Rycina 27B). Otrzymane podczas 

rozdziału elektroforetycznego prążki na wysokości około 350 pz mogły wskazywać na 

pozytywne klony, jednak prążki te były bardzo mało intensywne. Wyizolowałam plazmid z 

jednej ze sprawdzanych kolonii i po raz kolejny wykonałam kolonijną PCR (wyizolowanego 

plazmidu 2 oraz plazmidu pBAC-lacZ) z parą starterów specyficznych do plazmidu oraz 

parą specyficzną do plazmidu i wstawki (Rycina 27C). Wyniki tej reakcji były analogiczne 

jak w przypadku klonowania z jedną wstawką, dlatego wysłałam plazmid 2 do 

sekwencjonowania. Plazmid okazał się pozbawiony wstawki, więc fałszywe wyniki 

kolonijnej PCR w tym przypadku nie wynikały z niespecyficznego przyłączania starterów 

do fragmentu genomu bakteriofaga TP-84. Nie wynikały również z zanieczyszczonych 

roztworów starterów, ponieważ wyjściowy plazmid pBAC-lacZ po kolonijnej PCR 

skutkował prawidłowo negatywnym wzorem prążków. Na Rycinie 27C przy dołkach 

dotyczących sprawdzania wyjściowego plazmidu pBAC-lacZ (Kwp, Kpp) widoczne są mało 

intensywne prążki na wysokości około 10000 pz. Są to prawdopodobnie liniowe formy 

plazmidu, które pozostały w mieszaninie reakcyjnej po kolonijnej PCR. Po sprawdzeniu za 

pomocą kolonijnej PCR kolejnych białych i niebieskich kolonii z płytek po reakcji Gibsona 

(Rycina 27B) i uzyskaniu w dalszym ciągu fałszywie pozytywnych wyników, 

zdecydowałam, że przed dalszymi próbami klonowania genomu bakteriofaga TP-84 do 

plazmidu pBAC-lacZ, należało metodę tą zoptymalizować, zwłaszcza w kontekście analizy 

transformantów. 
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Ryc. 27. Analiza elektroforetyczna produktów kolonijnej PCR kolonii uzyskanych po 

klonowaniu metodą Gibsona pBAC-lacZ+R1EheI-R3cutA. A. Kolonijna PCR trzech kolonii po 

reakcji Gibsona, widoczne są mało intensywne prążki. B. Kolonijna PCR trzech kolonii (z panelu A) 

ze wszystkimi dostępnymi parami starterów. C. Kolonijna PCR plazmidu wyizolowanego z kolonii 

2 z A, B oraz wyjściowego plazmidu pBAC-lacZ. D. Kolonijna PCR kolejnych trzech kolonii po 

reakcji Gibsona, oraz jednej niebieskiej. 1-6 - oznaczenie kolonii bakteryjnych; K – kontrola 

negatywna, wyjściowy plazmid pBAC-lacZ; N – kolonia niebieska; pp – para starterów 

specyficznych do plazmidu; ww – para starterów specyficznych do sąsiadujących wstawek (np. 

R1+R2); pw – starter „forward” specyficzny do plazmidu, starter „reverse” specyficzny do wstawki 

(R1); wp - starter „forward” specyficzny do wstawki (R3), starter „reverse” specyficzny do plazmidu; 

M – marker masy cząsteczkowej. 
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6.3.4. Optymalizacja metody klonowania Gibsona 

 

Pierwszą z alternatywnych metod analizy transformantów, jaką próbowałam 

wdrożyć było użycie podczas analizy elektroforetycznej markera masy cząsteczkowej 

wysokiej rozdzielczości GeneRuler High Range DNA Ladder (ThermoFisher, USA), 

umożliwiającego określenie wielkości dużych fragmentów DNA. Marker ten, według 

producenta, powinien umożliwić w 0,4-0,5% żelu agarozowym widoczny rozdział 

fragmentów DNA o wielkości od 10171 pz do 48502 pz. Przy uzyskaniu rozdziału tak 

dużych fragmentów DNA podczas elektroforezy agarozowej, byłaby możliwość oceny 

wielkości produktów obecnych w mieszaninie reakcyjnej bezpośrednio po reakcji Gibsona, 

lub ocenę wielkości plazmidów izolowanych z transformantów po reakcji Gibsona. Niestety, 

pomimo wielu prób i dokładnego naśladowania protokołu producenta, nie udało się 

rozdzielić markera masy cząsteczkowej (Rycina 28). Testowałam różne stężenia żelu 

agarozowego w zakresie od 0,4-0,9%, bufor TAE stężony 1 x oraz 0,5 x. Dodatkowo, 

użyłam również wersję markera masy cząsteczkowej w formie „ready-to-go”, czyli 

gotowego roztworu, aby sprawdzić, czy problemem nie jest wadliwa wersja drabinki 

(Rycina 28B). Okazało się, że obie wersje zachowują się tak samo podczas rozdziału 

elektroforetycznego. Ostatnią próbą „rozwinięcia” drabinki było potraktowanie roztworów 

markera masy cząsteczkowej temperaturą 95°C przez 5 minut (Rycina 28C). Po tym czasie 

połowę testowanych markerów pozostawiłam do renaturacji w temperaturze pokojowej, 

drugą połowę umieściłam natychmiast w lodzie, aby pozostały zdenaturowane. Denaturacja 

drabinek poprawiła lekko ich widoczność na żelu, ale widoczność prążków była znikoma, 

przez co zrezygnowałam z dalszych prób używania markera masy cząsteczkowej High 

Range. 
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Ryc. 28. Analiza elektroforetyczna mieszanin reakcyjnych po reakcji Gibsona. Rozdział 

markera masy molekularnej High-Range (od 10000 pz do 50000 pz). A. GA – mieszanina 

reakcyjna po klonowaniu metodą Gibsona pBAC-lacZ+R1EheI-R3cutA; MHR1, MHR2 – markery 

masy cząsteczkowej o dużej rozdzielczości dla dużych fragmentów DNA. B. GA – mieszanina 

reakcyjna po klonowaniu metodą Gibsona pBAC-lacZ+R1EheI-R3cutA; pBAC-lacZ – wektor 

plazmidowy zlinearyzowany enzymem ZraI; MHR3 – marker masy cząsteczkowej o dużej 

rozdzielczości dla dużych fragmentów DNA. MHR4, MHR5 - markery masy cząsteczkowej „ready-

to-go” o dużej rozdzielczości dla dużych fragmentów DNA. M – marker masy cząsteczkowej. C. 

Próby rozwinięcia markera masy cząsteczkowej, poprzez traktowanie go temperaturą 95°C a 

następnie inkubację w lodzie lub temperaturze pokojowej. MHR5 - marker masy cząsteczkowej 

„ready-to-go” o dużej rozdzielczości dla dużych fragmentów, inkubacja w lodzie; MHR6 - marker 

masy cząsteczkowej o dużej rozdzielczości dla dużych fragmentów, inkubacja w lodzie; MHR7 - 

marker masy cząsteczkowej „ready-to-go” o dużej rozdzielczości dla dużych fragmentów, inkubacja 

w temperaturze pokojowej; MHR8 - marker masy cząsteczkowej o dużej rozdzielczości dla dużych 

fragmentów, inkubacja w temperaturze pokojowej. MHR9, MHR10 - markery masy cząsteczkowej 

o dużej rozdzielczości dla dużych fragmentów DNA, nietraktowane temperaturą 95°C. 

 Druga alternatywna metoda dotyczyła optymalizacji reakcji Gibsona z użyciem 

trzech fragmentów genomu bakteriofaga TP-84. Polegała ona na pre-ligacji samych 

fragmentów genomu podczas reakcji Gibsona, a następnie użycia ich do właściwej reakcji 

Gibsona ze zlinearyzowanym plazmidem. Na Rycinie 29A widoczny jest rozdział 

elektroforetyczny wszystkich przetestowanych pre-ligacji, nałożonych na żel bezpośrednio 

po reakcji Gibsona. Teoretyczne wielkości produktów, jakie powinny powstać to: 

R1EheI+R2 13200 pz, R2+R3cutA 13169 pz, R1EheI+R2+R3cutA 19769 pz. Wielkości 
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otrzymanych prążków na żelu odpowiadały rozmiarom teoretycznym preligowanych 

fragmentów genomu, dlatego uznałam, że ligacja samych fragmentów zaszła poprawnie.  

 

Ryc. 29. Analiza elektroforetyczna preligowanych fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 

przed reakcją Gibsona. A. 1-3 - preligowane fragmenty R1EheI oraz R2. B. Preligowany fragment 

R1EheI+R2+R3cutA. C. Preligowany fragment R1EheI+R2+R3cutA z panelu B, wycięty z żelu i 

ponownie rozdzielony elektroforetycznie. M – marker masy cząsteczkowej; MHR - marker masy 

cząsteczkowej o dużej rozdzielczości dla dużych fragmentów DNA. 

Prążki widoczne w okolicach 5000 pz to prawdopodobnie niezligowane fragmenty, co 

wskazywało na to, że ligacja nie zaszła ze 100% wydajnością. Z tego powodu, przed 

użyciem preligowanych fragmentów genomu TP-84 do reakcji Gibsona, powtórzyłam 

preligację R1EheI+R2+R3cutA (Rycina 29B) i wycięłam z żelu oraz oczyściłam większy 
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prążek (widoczny powyżej 20000 pz). Rozdział elektroforetyczny oczyszczonego prążka 

potwierdził otrzymanie fragmentu DNA o jednym rozmiarze, około 20000 pz, bez żadnych 

dodatkowych prążków, stanowiących ewentualne tło podczas reakcji Gibsona (Rycina 29C). 

Otrzymany, preligowany fragment DNA R1EheI+R2+R3cutA, użyłam jako pojedynczą 

wstawkę w kolejnych reakcjach Gibsona. Stosunki molowe preligatu do plazmidu, jakie 

przetestowałam, to 1:1, 3:1 oraz 4,5:1. Po przetestowaniu podczas kolonijnej PCR około 50 

kolonii bakteryjnych, w tym wysłaniu wyizolowanego plazmidu do sekwencjonowania, nie 

udało mi się wyszukać ani jednego klonu pozytywnego. Dodatkowo, testowałam różne czasy 

trawienia i różne ilości enzymu ZraI i plazmidu pBAC-lacZ, aby uzyskać jak najwyższe 

stężenie i czystość linearyzowanego plazmidu. Ciągłym problemem były również 

niejednoznaczne wyniki podczas testowania transformantów kolonijną PCR. 

Ostatnia próbą optymalizacji metody klonowania Gibsona w celu uzyskania klonów 

pozytywnych pBAC-lacZ+R1EheI-R3cutA lub pBAC-lacZ+R1EheI-R8 było dodanie do 

mieszaniny reakcyjnej Gibsona białka ET SSB. Z publikacji Rabe i Cepko (2020) wynika, 

że dodanie białka ET SSB, które wiąże się do jednoniciowego DNA, istotnie zwiększa 

precyzyjność i efektywność klonowania metodą Gibsona, zwłaszcza w przypadku składania 

wielu fragmentów DNA jednocześnie, lub gdy wydajność reakcji jest bardzo niska. [45].  

 

Ryc. 30. Analiza elektroforetyczna produktów kolonijnej PCR kolonii uzyskanych po 

klonowaniu metodą Gibsona pBAC-lacZ+R1EheI-R3cutA z dodatkiem białka SSB. 1-4 

oznaczenie kolonii bakteryjnych; K – kontrola negatywna, wyjściowy plazmid pBAC-lacZ; pp – para 

starterów specyficznych do plazmidu; pw – starter „forward” specyficzny do plazmidu, starter 

„reverse” specyficzny do wstawki (R1); wp - starter „forward” specyficzny do wstawki (R3), starter 

„reverse” specyficzny do plazmidu; ww – para starterów specyficznych do sąsiadujących wstawek 

(np. R1+R2); M – marker masy cząsteczkowej. 

Białko ET SSB dodałam do mieszaniny reakcyjnej Gibsona bezpośrednio przed reakcją, w 

ilości 0,125 µl na 15 µl mieszaniny reakcyjnej, tak jak w publikacji źródłowej. Wydajność 

transformacji była podobna jak we wcześniejszych próbach, ale podczas analizy 

elektroforetycznej produktów kolonijnej PCR okazało się, że wyniki są prawidłowo 
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negatywne dla testowanych kolonii. Jednak nie udało mi się znaleźć pozytywnych 

transformantów (Rycina 30). 

Ponowne próby klonowania metodą Gibsona z dodatkiem białka ET SSB 

obejmowały dodatek większej ilości białka, różne stosunki molowe wektora do wstawek, 

dodawanie etapowe fragmentów DNA podczas reakcji Gibsona (czyli na przykład dodanie 

do mieszaniny reakcyjnej samych fragmentów genomu bakteriofaga TP-85, i po inkubacji 

w 50°C przez 15 minut, dodatek zlinearyzowanego plazmidu i inkubacja kolejnych 60 

minut). Wszystkie te próby skutkowały wykonywaniem kolonijnej PCR kilkunastu-

kilkudziesięciu kolonii bakteryjnych, w poszukiwaniu pozytywnych transformantów. W 

trakcie wyżej opisanych prób wrócił problem fałszywie negatywnych/pozytywnych 

wyników po kolonijnej PCR.  

Wprowadziłam więc drugą alternatywną metodę analizy transformantów, czyli 

analizę restrykcyjną izolowanych plazmidów. Do mapowania restrykcyjnego został 

wybrany enzym restrykcyjny BglI, ponieważ in silico wzór restrykcyjny był różny dla 

każdego z wariantów klonowania fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 do plazmidu 

pBAC-lacZ metodą Gibsona, jak też dla wyjściowego plazmidu pBAC-lacZ.  

 

Ryc. 31. Schemat rozdziału in silico fragmentów powstałych w wyniku trawienia enzymem 

restrykcyjnym BglI: pBAC-lacZ-Z+TP84_R1EheI-R8 (1), pBAC-lacZ+R1EheI-R3cutA (2), 

pBAC-lacZ+R1cutB (3), pBAC-lacZ_ZraI (4). M – marker masy cząsteczkowej. 
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Teoretycznie analiza restrykcyjna powinna umożliwić skuteczną weryfikację 

transformantów, jednak kosztem wydłużenia całego procesu o izolację plazmidów z kolonii 

bakteryjnych (Rycina 31). Wydłużenie procesu sprawdzania transformantów było znaczne, 

ponieważ pBAC-lacZ jest plazmidem indukowalnym, dlatego niezbędna była 12-15 

godzinna indukcja hodowli nocnych L-arabinozą, żeby plazmid został powielony i możliwa 

byłaby jego dalsza weryfikacja. 

Enzymem BglI wykonałam analizę restrykcyjną trzech plazmidów wyizolowanych z 

kolonii bakteryjnych po klonowaniu metodą Gibsona pBAC-lacZ+R1EheI-R3cutA z 

dodatkiem białka ET SSB (Rycina 32).  

 

 

Ryc. 32. Analiza elektroforetyczna wielkości fragmentów restrykcyjnych plazmidów pBAC-

lacZ+R1EheI-R3cutA wyizolowanych z kolonii bakteryjnych po klonowaniu metodą Gibsona 

z dodatkiem białka ET SSB. A. Wzór restrykcyjny trzech różnych plazmidów (1-3) po trawieniu 

enzymem BglI. B. Schemat in silico wzorów restrykcyjnych po trawieniu enzymem BglI plazmidu z 

wstawionymi fragmentami R1EheI-R3cutA (I), z jednym fragmentem R1EheI (II), wyjściowego 

plazmidu (III). M – marker masy cząsteczkowej.  
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Tabela 21. Rozkład wielkości fragmentów restrykcyjnych powstałych po trawieniu enzymem 

BglI plazmidów pBAC-lacZ+R1EheI-R3cutA wyizolowanych z kolonii bakteryjnych po 

klonowaniu metodą Gibsona z dodatkiem białka ET SSB. 1-3: fragmenty restrykcyjne 

obserwowanych plazmidów (Rycina 30); I: rozkład fragmentów in silico plazmidu z wstawionymi 

R1EheI-R3cutA; II: rozkład fragmentów in silico plazmidu z wstawionym R1EheI; III – rozkład 

fragmentów in silico wyjściowego plazmidu. Prz. – wielkość przewidywana, Obs. – wielkość 

obserwowana. 

Wielkość fragmentu (pz) (po trawieniu BglI) 

Prz. I Prz. II Prz. III Obs. 1 Obs. 2 Obs. 3 

      

19062 - - - - - 

- 8727 - - - - 

4449 4449 4449 ~4500 ~4500 ~4500 

2834 - - - - - 

2520 2520 2520 >2500 >2500 >2500 

- - 1652 >1500 ~2000 - 

1368 1368 1368 - ~1400 ~1400 

692 692 692 - ~700 ~700 

- - 469 - - - 

 

Pomimo, że rozkłady wielkości fragmentów restrykcyjnych nie zgadzały się z tymi 

przewidywanymi in silico (Tabela 21), brak dużego prążka w okolicach 10000-20000 pz 

powinien wskazywać, że badane plazmidy nie zawierały wstawek.  

Podsumowując, stosując metodę Gibsona udało się wstawić fragment genomu 

bakteriofaga TP-84 o wielkości 6600 pz do plazmidu pBAC-lacZ zlinearyzowanego 

enzymem restrykcyjnym ZraI. Nie udało się natomiast wstawić fragmentu o wielkości 

19072 pz ani całego genomu bakteriofaga TP-84. Dodatkowo, wprowadziłam alternatywną 

metodę sprawdzania transformantów, czyli analizę restrykcyjną za pomocą enzymu BglI, 

którą stosowałam również w następnej metodzie klonowania, czyli Golden Gate. Powodów 

niepowodzenia mogło być wiele, być może sam wektor BAC lub produkty genów TP-84 

były toksyczne dla komórek E. coli. Inną przyczyną mogła być niepełna linearyzacja lub 

samoczynna recyrkularyzacja wektora pBAC-lacZ, co wraz z możliwą niską wydajnością 

klonowania z uwagi na duże rozmiary poszczególnych wstawek, skutkowało brakiem 

pozytywnych transformantów na płytkach.  
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6.4. Klonowanie genomu bakteriofaga TP-84 do plazmidu 

pBAC-lacZ metodą Golden Gate 

Z uwagi na brak powodzeń z klonowaniem Gibsona, zdecydowałam się na dalsze 

próby wstawienia genomu faga TP-84 do wektora pBAC-lacZ, ale za pomocą klonowania 

Golden Gate. Klonowanie Golden Gate jest metodą opierającą się na tradycyjnym schemacie 

trawienia restrykcyjnego oraz ligacji, ale z zastosowaniem restryktaz typu IIs [16]. W tej 

metodzie klonowania genom bakteriofaga TP-84 również był podzielony na 8 części (R1-

R8), a wektorem docelowym był plazmid pBAC-lacZ. Plazmid był linearyzowany 

enzymami HindIII oraz MauBI, aby zminimalizować możliwość recyrkularyzacji plazmidu.  

 

 

Ryc. 33. Zaprojektowane in silico klonowanie metodą Golden Gate genomu bakteriofaga TP-

84 do wektora plazmidowego pBAC-lacZ. Cały genom bakteriofaga TP-84 podzielony na 8 

fragmentów (R1-R8) wstawiony do plazmidu pBAC-lacZ zlinearyzowanego enzymami HindIII i 

MauBI (57352 pz). CmR – gen oporności na chloramfenikol; ori- miejsce inicjacji replikacji; Plac – 

promotor, lacZα – gen kodujący enzym β-galaktozydazę; repE – gen kodujący białko inicjacji 

replikacji; sopA, sopB, sopC – geny związane z czynnikiem płciowym F; loxP – sekwencja 

rozpoznawana w systemie Cre-lox; O1-O7 – miejsca lepkich końców między fragmentami genomu 

TP-84; Rycinę wykonałam korzystając z programu Benchling. 
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Fragmenty genomu TP-84, powielone podczas PCR typu Touch-Down z użyciem specjalnie 

zaprojektowanych starterów (Tabela 3), posiadały na końcu 5’ miejsca rozpoznawane przez 

enzym restrykcyjny klasy IIs Eco31I (będącym izoschizomerem enzymu BsaI). Po 

powieleniu, fragmenty te były trawione enzymem, tworząc „lepkie końce”. Ponieważ 

enzymy restrykcyjne klasy IIs tną DNA poza rozpoznawanym miejscem [Metody 5.2.8.3.], 

to możliwe było zaprojektowanie i dodanie za pomocą odpowiednich starterów dowolnej 

sekwencji, która miała utworzyć „lepkie końce”, dzięki czemu klonowanie metodą Golden 

Gate było bez-bliznowe, a „lepkie końce” sąsiadujących fragmentów były komplementarne 

do siebie. Po przeprowadzeniu in silico klonowania Golden Gate, otrzymany konstrukt 

pBAC-lacZ-TP84_GENOME powinien mieć rozmiar 57352 pz (Rycina 33). 

Plazmid pBAC-lacZ po zlinearyzowaniu za pomocą dwóch różnych enzymów 

restrykcyjnych MauBI oraz HindIII, używany do klonowania metoda golden Gate, był 

wielkości 9649 pz (Rycina 34). 

 

 

Ryc. 34. Schemat plazmidu pBAC-lacZ zlinearyzowanego enzymami MauBI i HindIII. CmR – 

gen oporności na chloramfenikol; ori- miejsce inicjacji replikacji; Plac – promotor genu lacZα, 

kodującego enzym β-galaktozydazę; repE – gen kodujący bialko inicjacji replikacji; sopA, sopB, 

sopC – geny związane z czynnikiem płciowym F; loxP – sekwencja rozpoznawana w systemie Cre-

lox; Rycinę wykonałam korzystając z programu Benchling. 

 

Powielone podczas PCR typu Touch-Down fragmenty genomu bakteriofaga TP-84 były 

następującej wielkości: R1 6632 pz, R2 6635 pz, R3 6586 pz, R4 5921 pz, R5 6587 pz, R6 

6721 pz, R7 4432 pz, R8 4418 pz. Produkty PCR rozdzielone na żelu agarozowym 

odpowiadały wielkością prawidłowo powielonym fragmentom genomu (Rycina 35).  
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Ryc. 35. Analiza elektroforetyczna ośmiu fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 (R1-R8) w 

dwóch powtórzeniach, używanych, jako wstawki podczas klonowania metodą Golden Gate. M 

– marker masy cząsteczkowej. 

 

W przypadku fragmentu R2 oraz R5 powstały krótkie, około 500 nukleotydowe, produkty 

PCR, które mogły świadczyć na przykład o zanieczyszczeniu próbek. Na żel nakładałam 

produkty bezpośrednio po PCR, po potwierdzeniu obecności odpowiedniego produktu, 

mieszaniny reakcyjne były oczyszczane zestawem Gen and PCR Clean-Up (Takara Bio, 

Japonia), więc prążki te nie powinny stanowić problemu w dalszych etapach klonowania. 

Podczas klonowania metodą Golden Gate, według protokołu [Metody 5.2.8.3.3.] używałam 

stężeń równomolarnych zarówno plazmidu i fragmentów genomu bakteriofaga, oraz 

stosunku molowego plazmidu do insertów 1:3. Wydajność reakcji była dosyć niska, pomimo 

obecności dużej liczby kolonii na płytkach po transformacji, łącznie białych kolonii było 

tylko 6. Ze wszystkich sześciu wyizolowałam plazmidy i wykonałam trawienie restrykcyjne 

enzymem BglI (Rycina 36A). Warto zaznaczyć, że mapa restrykcyjna stworzona in silico 

(Rycina 36B) była nieznacznie inna niż w przypadku klonowania metoda Gibsona. W tym 

przypadku pozytywny klon powinien wykazać dwa duże fragmenty restrykcyjne na 

wysokości 20000 pz i 10000 pz, których nie ma podczas trawienia wyjściowego plazmidu 

pBAC-lacZ. 
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Ryc. 36. Analiza elektroforetyczna plazmidów i fragmentów DNA po klonowaniu metodą 

Golden Gate. A. Wzór restrykcyjny wyizolowanych plazmidów (P1-P6) po trawieniu enzymem 

BglI. B. Schemat in silico wzorów restrykcyjnych po trawieniu enzymem BglI plazmidu z 

wstawionym genomem bakteriofaga TP-84 (1) oraz wyjściowego plazmidu (2). C. Kolonijna PCR 

plazmidów P3, P5, P6 z sekcji A. D. Kolonijna PCR z kolonii (1-3) po klonowaniu Golden Gate. pp 

– para starterów specyficznych do plazmidu; ww – para starterów specyficznych do sąsiadujących 

wstawek (R1+R2, R3+R4, R5+R6); pw – starter „forward” specyficzny do plazmidu, starter 

„reverse” specyficzny do wstawki (R1); wp - starter „forward” specyficzny do wstawki (R8), starter 

„reverse” specyficzny do plazmidu; M – marker masy cząsteczkowej. 
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Tabela 22. Rozkład wielkości fragmentów restrykcyjnych powstałych po trawieniu 

enzymem BglI plazmidów wyizolowanych z kolonii bakteryjnych po klonowaniu metodą 

Golden Gate. P1-P6: fragmenty restrykcyjne obserwowanych plazmidów (Rycina 34); 1: rozkład 

fragmentów in silico plazmidu z wstawionym całym genomem bakteriofaga TP-84; 2: rozkład 

fragmentów in silico wyjściowego plazmidu. Prz. – wielkość przewidywana, Obs. – wielkość 

obserwowana. 

Wielkość fragmentu (pz) (po trawieniu BglI) 

Prz. 1 Prz. 2 Obs. P1 Obs. P2 Obs. P3 Obs. P4 Obs. P5 Obs. P6 

        

20857 - - - - - - - 

19130 - - - - - - - 

9028 - - - - ~10000 10000 - 

- - - 5000 - 5000 5000 5000 

4449 4449 - ~4000 - ~4000 - - 

- - ~3000 ~3000 3000 ~3000 3000 <3000 

2520 2520 - ~2500 - ~2500 - ~2500 

- - ~2000 ~1500 ~2000 ~1500 1500 1500 

1368 1368 - >1000 - >1000 - - 

- 775 - - - - - - 

- 537 - - - - - - 

 

Analiza restrykcyjna plazmidów 2 i 4 (Rycina 36A, Tabela 22) wykazała, że były to 

najprawdopodobniej wyjściowe, niezlinearyzowane plazmidy pBAC-lacZ. Mapy 

restrykcyjne dla plazmidów 1, 3, 5 i 6 nie były prawidłowe ani dla klonu pozytywnego ani 

dla wyjściowego plazmidu, zwłaszcza, że w przypadku plazmidu 5 widoczny był prążek o 

wielkości około 10000 pz. Wykonałam więc kolonijną PCR wyizolowanych plazmidów z 

różnymi parami starterów (Rycina 36C). Obecność krótkich fragmentów DNA o wielkości 

około 250 pz tylko przy parze starterów specyficznych dla plazmidu, świadczyła o tym, że 

sprawdzane plazmidy były negatywne. Aby upewnić się, czy plazmid numer 5 jest 

wyjściową formą, wysłałam go do sekwencjonowania, które potwierdziło, że nie zawierał 

on wstawki. Wykonałam kolejne reakcje klonowania Golden Gate, zmieniając warunki 

reakcji, wydłużając inkubację mieszaniny reakcyjnej w 16°C oraz w 37°C nawet do 16 

godzin. Wydajność reakcji dalej pozostawała na bardzo niskim poziomie, zwłaszcza pod 

względem liczby białych kolonii uzyskiwanych po transformacji. Łącznie otrzymałam 

kolejne trzy białe kolonie, które sprawdziłam za pomocą kolonijnej PCR (Rycina 36D) i 

okazały się one negatywne. 

  



 

 

 

129 WYNIKI I DYSKUSJA 

6.4.1. Optymalizacja metody klonowania Golden Gate 

 Pierwszym podjętym krokiem w celu optymalizacji metody klonowania Golden Gate 

i uzyskania pozytywnych klonów pBAC-lacZ_TP84R1-R8, była redukcja liczby 

fragmentów używanych podczas klonowania. Powieliłam cztery większe fragmenty genomu 

bakteriofaga TP-84 podczas PCR typu Touch-Down używając co drugich starterów, czyli 

na przykład do powielenia fragmentu R1+ użyłam startera „forward” dla R1 oraz startera 

„reverse” dla R2. Tym sposobem powieliłam cztery fragmenty genomu bakteriofaga TP-84 

o następujących wielkościach: R1+ 13203 pz, R2+ 12443 pz, R3+ 13244 pz, R4+ 8785 pz. 

Podczas pierwszej PCR powielone fragmenty DNA charakteryzowały się niskim stężeniem 

(Rycina 37A). Dodatkowo, widocznych było wiele dodatkowych prążków poniżej 

właściwie powielonych insertów. Dlatego powtórzyłam PCR typu Touch-Down (Rycina 

37B), otrzymując wyższe stężenia fragmentów, które dodatkowo oczyściłam z żelu.  

 

Ryc. 37. Analiza elektroforetyczna czterech fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 (R1+ - 

R4+) powstałych po ligacji fragmentów R1-R8. A. Rozdzielone fragmenty: R1+ (ligacja R1+R2), 

R2+ (ligacja R3+R4), R3+ (ligacja R5+R6), R4+ (ligacja R7+R8). B. Powtórzona ligacja 

fragmentów R1+ - R4+, w celu izolacji ich z żelu agarozowego. M – marker masy cząsteczkowej. 
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 Przystąpiłam do klonowania Golden Gate z powielonymi czterema fragmentami 

genomu TP-84 oraz powtórnie wyizolowanym i zlinearyzowanym plazmidem pBAC-lacZ. 

Testowałam różne profile temperaturowo-czasowe reakcji Golden Gate, w tym 37°C, 5 min 

i 16°C 5 min x 99, 37°C, 1 min i 16°C 1 min x 30, 37°C, 1,5 min i 16°C 3 min x 50. W 

dalszym ciągu po transformacji na płytkach obecne były przede wszystkim kolonie 

niebieskie i pojedyncze białe. Wszystkie białe kolonie sprawdzałam podczas kolonijnej PCR 

używając par starterów specyficznych dla plazmidu oraz pary starterów, która przyłączała 

się w okolicach miejsca „styku” plazmidu oraz fragmentu genomu TP-84 (Rycina 38). 

Wszystkie wyniki były negatywne, z wyjątkiem jednego transformanta (6 na Rycinie 38A), 

w przypadku którego nie było widocznego prążka przy starterach specyficznych do 

plazmidu. Wyizolowałam z tej kolonii bakteryjnej plazmid oraz powtórzyłam kolonijną 

PCR, która wykazała wyniki jednoznacznie negatywne, czyli obecność krótkiego fragmentu 

DNA tylko przy parze starterów specyficznych dla plazmidu (Rycina 38B). 

 

Ryc. 38. Analiza elektroforetyczna fragmentów DNA i plazmidu po klonowaniu metodą 

Golden Gate z użyciem czterech fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 R1+, R2+, R3+, R4+. 

A. Kolonijna PCR z kolonii (1-12) po klonowaniu Golden Gate. B. Kolonijna PCR plazmidu 6P 

wyizolowanego z kolonii 6 z sekcji A. pp – para starterów specyficznych do plazmidu; ww – para 

starterów specyficznych do sąsiadujących wstawek (R1+R2, R3+R4, R5+R6); pw – starter 

„forward” specyficzny do plazmidu, starter „reverse” specyficzny do wstawki (R1); wp - starter 

„forward” specyficzny do wstawki (R8), starter „reverse” specyficzny do plazmidu; M – marker 

masy cząsteczkowej. 
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 Kolejne uzyskane białe kolonie po klonowaniu metodą Golden Gate pBAC-

lacZ+R1+-R4+, sprawdziłam za pomocą analizy restrykcyjnej przy użyciu enzymu BglI 

(Rycina 39). Wzór trawienia plazmidów P3-P6 wskazywał na to, że były to wyjściowe, ale 

prawidłowo zlinearyzowane plazmidy pBAC-lacZ. Plazmidy P1 oraz P2 po trawieniu 

restrykcyjnym również nie wykazywały wzorów trawienia charakterystycznych dla klonu 

pozytywnego (Tabela 23). Z uwagi na kontynuację negatywnych wyników, podjęłam próbę 

dalszej redukcji liczby fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 używanych podczas 

klonowania Golden Gate, poprzez ligację wcześniej powielonych czterech dużych 

fragmentów. Używając ligazy T4 DNA oraz najwyższych stężeń molowych poszczególnych 

fragmentów (względem dopuszczalnej objętość mieszaniny reakcyjnej), połączyłam ze sobą 

fragmenty R1+ oraz R2+ (które powinny skutkować powstaniem fragmentu R1++ o 

wielkości 25646 pz) i fragmenty R3+ oraz R4+ (które powinny skutkować powstaniem 

fragmentu R2++ o wielkości 22029 pz). 

 

 

Ryc. 39. Analiza elektroforetyczna plazmidów po klonowaniu metodą Golden Gate Gate z 

użyciem czterech fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 R1+, R2+, R3+, R4+. A. Wzór 

restrykcyjny wyizolowanych plazmidów (P1-P6) po trawieniu enzymem BglI. B. Schemat in silico 

wzorów restrykcyjnych po trawieniu enzymem BglI plazmidu z wstawionym genomem bakteriofaga 

TP-84 (1) oraz wyjściowego plazmidu (2). M – marker masy cząsteczkowej. 
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Tabela 23. Rozkład wielkości fragmentów restrykcyjnych powstałych po trawieniu 

enzymem BglI plazmidów wyizolowanych z kolonii bakteryjnych po klonowaniu metodą 

Golden Gate z użyciem czterech fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 R1+, R2+, R3+, 

R4+. P1-P6: fragmenty restrykcyjne obserwowanych plazmidów (Rycina 34); 1: rozkład 

fragmentów in silico plazmidu z wstawionym całym genomem bakteriofaga TP-84; 2: rozkład 

fragmentów in silico wyjściowego plazmidu. Prz. – wielkość przewidywana, Obs. – wielkość 

obserwowana. 

Wielkość fragmentu (pz) (po trawieniu BglI) 

Prz. 1 Prz. 2 Obs. P1 Obs. P2 Obs. P3 Obs. P4 Obs. P5 Obs. P6 

        

20857 - - - - - - - 

19130 - - - - - - - 

9028 - - - - - - - 

- - 5000 - 5000 5000 5000 5000 

4449 4449 - - - - - - 

- - 3000 3000 3000 3000 3000 3000 

2520 2520 - - ~2500 ~2500 ~2500 ~2500 

1368 1368 ~1300 ~1500 ~1500 ~1500 ~1500 ~1500 

- 775 - - ~700 >700 >700 >700 

- 537 - - - - - - 

 

 

Z uwagi na niskie zdolności rozdzielcze elektroforezy agarozowej tak dużych 

fragmentów DNA, jak też stosunkowo niskie stężenia dwóch otrzymanych fragmentów, 

postanowiłam od razu przystąpić do ligacji fragmentów genomu TP-84 R1++ i R2++ ze 

zlinearyzowanym plazmidem pBAC-lacZ. Posiłkując się kalkulatorem ligacji, dodałam 

fragmenty DNA w stosunkach molowych 1:2:2 oraz 1:3:3 (plazmidu do R1++ oraz do 

R2++). Obie mieszaniny ligacyjne pozostawiłam w 16°C na 12 godzin, po czym wykonałam 

standardową transformację. Wydajność reakcji była nieznacznie wyższa niż w przypadku 

wcześniejszych klonowań, ponieważ uzyskałam łącznie około 100 białych kolonii z 

wszystkich płytek. Przystąpiłam więc do wykonywania kolonijnej PCR, z parami starterów 

specyficznymi do miejsc łączenia pomiędzy plazmidem a wstawkami. Po sprawdzeniu 74 

kolonii, nie uzyskałam ani jednego pozytywnego wyniku reakcji, natomiast w przypadku 

niektórych sprawdzanych kolonii, były widoczne duże, słabo widoczne fragmenty DNA 

podczas rozdziału elektroforetycznego na wysokości powyżej 20000 pz (Rycina 40). 
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Ryc. 40. Analiza elektroforetyczna fragmentów DNA po klonowaniu metodą Golden Gate z 

użyciem dwóch fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 R1++ (R1+ + R2+), R2++ (R3+ + 

R4+). Kolonijna PCR po klonowaniu Golden Gate. Zaznaczono 5 kolonii, które zostały 

wyizolowane i poddane analizie (Ryc. 39). pw – starter „forward” specyficzny do plazmidu, starter 

„reverse” specyficzny do wstawki (R1); wp - starter „forward” specyficzny do wstawki (R8), starter 

„reverse” specyficzny do plazmidu; M – marker masy cząsteczkowej. 

 

Z pięciu kolonii z widocznym prążkiem ponad 20000 pz (Rycina 40 1-5) wyizolowałam 

plazmidy i przeprowadziłam analizę restrykcyjną przy użyciu enzymu BglI (Rycina 41A, 

Tabela 24). Plazmid oznaczony jako 2P po trawieniu restrykcyjnym, posiadał duże 

fragmenty DNA na wysokości 20000 pz i 10000 pz. Wzór trawienia nie odpowiadał do 

końca prawidłowemu rozkładowi fragmentów restrykcyjnych w przypadku klonu 

pozytywnego (Rycina 41B), mimo to postanowiłam poddać go dalszym analizom. 

Powtórzyłam kolonijną PCR używając wyizolowanego plazmidu jako matrycy (Rycina 

41C), oraz wykonałam trawienie restrykcyjne tego enzymu dwoma kolejnymi enzymami 

restrykcyjnymi (Rycina 41D), czyli BpiI oraz HindIII, które wykazywały inny wzór 

trawienia dla wyjściowego plazmidu oraz dla pozytywnego klona (Rycina 41E). 
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Ryc. 41. Analiza elektroforetyczna plazmidów po klonowaniu metodą Golden Gate z użyciem 

dwóch fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 R1++ (R1+ + R2+), R2++ (R3+ + R4+). A. 

Wzór restrykcyjny wyizolowanych plazmidów (1P-5P) po trawieniu enzymem BglI. B. Schemat in 

silico wzorów restrykcyjnych po trawieniu enzymem BglI plazmidu z wstawionym genomem 

bakteriofaga TP-84 (1) oraz pustego plazmidu (2). C. Kolonijna PCR plazmidu 2P z sekcji A. D. 

Wzór restrykcyjny plazmidu 2P po trawieniu enzymami BpiI i HindIII. E. Schemat in silico wzorów 

restrykcyjnych po trawieniu enzymem BpiI plazmidu z wstawionym genomem bakteriofaga TP-84 

(3), wyjściowego plazmidu (2), oraz po trawieniu enzymem HindIII plazmidu z wstawionym 

genomem bakteriofaga TP-84 (4) i wyjściowego plazmidu (1). pp – para starterów specyficznych do 

plazmidu; ww – para starterów specyficznych do sąsiadujących wstawek (R2+R3); pw – starter 

„forward” specyficzny do plazmidu, starter „reverse” specyficzny do wstawki (R1); wp - starter 

„forward” specyficzny do wstawki (R8), starter „reverse” specyficzny do plazmidu; M – marker 

masy cząsteczkowej. 
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Tabela 24. Rozkład wielkości fragmentów restrykcyjnych powstałych po trawieniu enzymem 

BglI plazmidów wyizolowanych z kolonii bakteryjnych po klonowaniu metodą Gate z użyciem 

dwóch fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 R1++, R2++. P1-P5: fragmenty restrykcyjne 

obserwowanych plazmidów (Rycina 34); 1: rozkład fragmentów in silico plazmidu z wstawionym 

całym genomem bakteriofaga TP-84; 2: rozkład fragmentów in silico wyjściowego plazmidu. 

Wielkość fragmentu (pz) (po trawieniu BglI) 

Przewidywana 

1 

Przewidywana 

2 

Obserwowana 

P1 

Obserwowana 

P2 

Obserwowana 

P3 

Obserwowana 

P4 

Obserwowana 

P5 

       

20857 - - >20000 - - - 

19130 - - >10000 - - - 

9028 - - >7000 - - - 

- - <5000 ~5000 ~5000 ~5000 5000 

4449 4449 - ~4000 - - - 

- - <3000 - ~3000 ~3000 ~3000 

2520 2520 >2000 >2000 - ~2000 ~2500 

1368 1368 ~1500 >1500 >1500 ~1500 ~1500 

- 775 - ~700 - - >700 

- 537 - - - - - 

 

Obie analizy wykazały jednoznacznie, że plazmid 2P, pomimo wzoru trawienia 

enzymem BglI wskazującego na to, że posiada wstawione fragmenty genomu TP-84, był 

plazmidem wyjściowym.  

 Podsumowując ten etap badań, nie udało się uzyskać pozytywnych klonów pBAC-

lacZ zawierających wstawione fragmenty genomu bakteriofaga TP-84. Z tego też powodu 

klonowanie metodą Gibsona wydaje się bardziej obiecującą metoda do uzyskania 

rekombinowanego całego genomu faga TP-84 z uwagi na to, że udało się osiągnąć 

częściowy sukces w postaci konstruktu zawierającego wstawione 6600 pz genomu faga. 

Wymagana jest natomiast dalsza optymalizacja w kwestii efektywnego klonowania całego 

genomu do wektora typu BAC. 

 

6.5. Transfekcja protoplastów G. stearothermophilus 10 

rekombinowanym materiałem genetycznym bakteriofaga TP-84 

 Opracowanie metody umożliwiającej umieszczenie zrekombinowanego genomu w 

wirionie bakteriofaga TP-84 lub w komórce gospodarza, jest niezbędnym etapem podczas 

opracowywania systemu prezentacji białek na powierzchni bakteriofagów. Dwie najczęściej 
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używane strategie umieszczania molekuł rekombinowanego DNA bakteriofaga obejmują 

pakowanie rekombinowanego DNA in vitro do pustych kapsydów oraz transfekcję [46]. 

Pakowanie DNA in vitro uważane jest za metodę bardziej wydajną i efektywną, jednak jest 

ona stosowana przede wszystkim podczas składania bakteriofagów, których cykl życiowy 

oraz wszystkie białka biorące udział w pakowaniu są już dobrze poznane i zbadane [47]. 

Wprowadzanie rekombinowanego DNA poprzez transfekcję może być wykonane za 

pomocą metod biologicznych, czyli wektorów wirusowych, chemicznych, takich jak 

zastosowanie fosforanu wapnia [48] lub fizycznych, takich jak elektroporacja lub 

mikroiniekcja [49], [50].  

Metodą, jaka została wykorzystana w niniejszej pracy była transfekcja protoplastów 

gospodarza G. stearothermophilus 10 za pośrednictwem glikolu polietylenowego 

(PEG8000) genomem bakteriofaga TP-84 [Metody 5.2.2.]. Obraz płytek (Rycina 42) 

potwierdził, że w ramach tego doświadczenia uzyskałam protoplasty z bakterii G. 

stearothermophilus 10, będącej gospodarzem dla bakteriofaga TP-84. Na płytkach z 

dodatkiem samych bakterii gospodarza (Rycina 42 - 1) lub z bakteriami gospodarza z 

dodanym DNA (Rycina 42 – 2) brak jest widocznych łysinek. Zatem zarówno w hodowli 

gospodarza, jak i w preparatach zawierających DNA TP-84, nie było obecnych cząstek 

wirusowych. Dodanie roztworu protoplastów do hodowli komórek gospodarza również nie 

skutkowało powstaniem łysinek (Rycina 42 – 3), wykluczyć więc można ewentualne 

zakażenie tych preparatów bakteriofagiem TP-84. Obecne na płytkach numer 4 i 5 (Rycina 

42) łysinki świadczą o tym, że materiał genetyczny TP-84 dodany do mieszaniny 

protoplastów dostał się do protoplastów. Umożliwiło to namnożenie się bakteriofaga TP-84 

oraz wytworzenie łysinek. Spróbowałam również dodać do protoplastów mieszaninę ze 

zlinearyzowanym plazmidem pBAC-lacZ oraz pełnym genomem bakteriofaga podzielonym 

na osiem części (Rycina 42 – 6).W wyniku tej próby nie uzyskałam żadnych łysinek. 
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Ryc. 42. Płytki po transfekcji protoplastów bakterii G. stearothermophilus 10 materiałem 

genetycznym bakteriofaga TP-84. Podczas przygotowania protoplastów dodano DNA następująco: 

1. G. stearothermophilus 10; 2. G. stearothermophilus 10+DNA TP-84; 3. G. stearothermophilus 

10+protoplasty G. stearothermophilus 10; 4. Protoplasty G. stearothermophilus 10+DNA TP-84; 5. 

Protoplasty G. stearothermophilus 10+DNA TP-84; 6. Protoplasty G. stearothermophilus 

10+mieszanina po reakcji klonowania Gibsona (pBAC-lacZ+R1-R8). 

 

Podczas innego powtórzenia tego samego doświadczenia (Rycina 43) uzyskano 

łysinki na płytce z dodatkiem komórek gospodarza, protoplastach oraz mieszaniną po 

klonowaniu metodą Gibsona, czyli zawierającą rekombinowany, niemodyfikowany materiał 

genetyczny faga TP-84 (Rycina 43 – 4). Na płytce z kontrolą negatywną (Rycina 43 – 3), 

zawierającą mieszaninę reakcyjną Gibsona bez dodatku DNA faga TP-84, nie obserwowano 

łysinek, co świadczyło o braku zanieczyszczenia mieszaniny bakteriofagiem TP-84. 

Wyizolowano materiał genetyczny z uzyskanych łysinek i zlecono sekwencjonowanie 

nowej generacji (ang. Next-Generation Sequencing, NGS). 
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Ryc. 43. Płytki po transfekcji protoplastów bakterii G. stearothermophilus 10 materiałem 

genetycznym bakteriofaga TP-84. Podczas przygotowania protoplastów dodano DNA następująco: 
1. G. stearothermophilus 10+DNA TP-84; 2.  G. stearothermophilus 10+protoplasty G. 

stearothermophilus 10+DNA TP-84; 3. G. stearothermophilus 10+Protoplasty G. 

stearothermophilus 10+mieszanina reakcyjna Gibsona bez DNA TP-84; 4. G. stearothermophilus 

10+protoplasty G. stearothermophilus 10+mieszanina po reakcji klonowania Gibsona (pBAC-
lacZ+R1-R8). 

 

  

 Analizy otrzymanych wyników sekwencjonowania wskazują na to, że w 

otrzymanych łysinkach obecny był jedynie genom bakteriofaga TP-84, bez sekwencji 

wektora pBAC-lacZ (Rycina 44). Wytłumaczeniem tego wyniku może być ewentualne 

wycinanie przez bakteriofaga swojego materiału genetycznego z wektora plazmidowego, 

jednak to założenie wymagają dalszych analiz. Niemniej jednak, otrzymanie łysinek po 

transfekcji protoplastów G. stearothermophilus 10 materiałem genetycznym faga TP-84 za 
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pomocą reakcji Gibsona, świadczy o tym, że uzyskano pozytywne wyniki tego etapu prac, 

jak również stanowiło solidną podstawę do uzyskania funkcjonalnego systemu prezentacji 

białek/peptydów na powierzchni faga TP-84.  

 

 

Ryc. 44. Wizualne przedstawienie wyników sekwencjonowania NGS materiału genetycznego 

wyizolowanego z łysinek otrzymanych po przeprowadzeniu transfekcji protoplastów G. 

stearothermophilus 10 konstruktem złożonym z plazmidu pBAC-lacZ oraz genomu 
bakteriofaga TP-84 po reakcji Gibsona. Pełna sekwencja docelowego konstruktu przedstawiona 

jest schematycznie granatowym paskiem. Kolorami zielono-żółtymi zwizualizowane są odczyty 

sekwencji uzyskane podczas sekwencjonowania NGS, zgodność odczytanych sekwencji z 
teoretyczną sekwencją docelowego konstruktu zobrazowana jest niebieskimi „słupkami. Grafikę 

wykonałam za pomocą programu Geneious Prime.  
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6.6. Transfekcja protoplastów G. stearothermophilus 10 

materiałem genetycznym bakteriofaga TP-84 z dołączonym 

znacznikiem molekularnym FLAG na C-końcu białka 

kodowanego przez gen 12 

 
 

W celu otrzymania bakteriofaga TP-84 posiadającego rekombinowany genom 

wykonałam zmodyfikowaną wersję reakcji Gibsona [Metody 5.2.8.2.4.], nie używając do 

klonowania wektora plazmidowego. Jak w poprzednich doświadczeniach [Wyniki 6.3.], 

genom bakteriofaga podzielony był na osiem części, ale dwie z nich były zmodyfikowane 

tak, aby kończyć się w miejscach otaczających gen 12 bakteriofaga TP-84. Za pomocą PCR 

typu Touch-Down [Tabela 15] powieliłam fragmenty genomu używając, jako matrycy DNA 

wyizolowanego z dzikiego typu szczepu bakteriofaga TP-84, natomiast fragment 

zawierający gen 12 bakteriofaga połączony z odcinkiem DNA kodującym znacznik 

molekularny FLAG na C-końcu białka (fragment 12_mod) powieliłam na matrycy plazmidu 

pUC19-FLAG-C-TERM-TP84_12 [Wyniki 6.2., Rycina 13]. Prawidłową wielkość 

powielonych fragmentów oceniłam za pomocą elektroforezy agarozowej (Rycina 45). 

Przystępując do pierwszej próby złożenia genomu faga wraz ze zmodyfikowanym 

fragmentem, użyłam początkowo stosunków molowych fragmentów niemodyfikowanych 

R1-R8 do zmodyfikowanego 12_mod 1:2. Stężenie wszystkich fragmentów wyniosło 0,1 

pmol. W wyniku reakcji Gibsona używając wyżej podanego stosunku fragmentów i 

późniejszej transfekcji protoplastów mieszaniną po reakcji, otrzymałam łącznie dwie 

pojedyńcze łysinki, które po zsekwencjonowaniu okazały się niezmodyfikowanymi 

bakteriofagami. Być może te łysinki o niezmienionym genomie były efektem zakażenia 

dzikiego typu bakteriofagiem TP-84 hodowli gospodarza G. stearothermophilus 10. 

 



 

 

 

141 WYNIKI I DYSKUSJA 

 

Ryc. 45. Analiza elektroforetyczna dziewięciu fragmentów genomu bakteriofaga TP-84 (R1-

R6, 12_mod) w dwóch powitórzeniach, używanych, jako wstawki podczas klonowania metodą 
Gibsona genomu modyfikowanego. M – marker masy cząsteczkowej.  

Z uwagi na znaczną różnicę wielkości poszczególnych fragmentów używanych 

podczas reakcji Gibsona, gdzie fragmenty R1-R8 były wielkości od około 6700 pz do 4300 

pz, natomiast fragment zmodyfikowany 12_mod był wielkości 1068 pz, postanowiłam 

zwiększyć wielokrotność krótszego fragmentu do pozostałych do 8:1. Dodatkowo, ponieważ 

podczas jednej reakcji składanych było naraz aż dziewięć fragmentów DNA, użyłam 

znacznie wyższych stężeń molowych, od 0,65 pmol do 0,8 pmol, gdzie każdy fragment R1-

R8 został dodany w stężeniu 0,05 pmol, a fragment 12_mod w stężeniu od 0,25 pmol do 0,4 

pmol. W wyniku takich modyfikacji ilości DNA używanych podczas reakcji Gibsona, 

otrzymałam łącznie około kilkudziesięciu łysinek po transfekcji protoplastów G. 

stearothermophilus 10 połową objętości reakcji, czyli 10 µl (Rycina 46A). Losowo wybrane 

cztery łysinki namnożyłam w taki sposób, aby otrzymać w całości zlizowane płytki, co 

zwiększało szansę detekcji obecności zmodyfikowanego białka kapsydowego z dołączonym 

znacznikiem molekularnym FLAG [Metody 5.2.11.]. W taki sam sposób namnożyłam 

łysinkę dzikiego bakteriofaga TP-84 (Rycina 46B). 
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Ryc. 46. A. Płytki po transfekcji protoplastów bakterii G. stearothermophilus 10 mieszaniną po 

reakcji Gibsona, zawierającą modyfikowany materiał genetyczny bakteriofaga TP-84 (I) oraz po 
transfekcji materiałem genetycznym dzikiego bakteriofaga TP-84 (II). B. Płytki po namnożeniu 

pojedyńczych łysinek z płytek I oraz II otrzymanych po transfekcji, poprzez zawieszenie ich w 100 

µl buforu TM oraz użycie metody płytek dwuwarstwowych.  

 

Aby sprawdzić, czy otrzymane po reakcji Gibsona bakteriofagi TP-84 posiadają 

zmodyfikowany gen 12 z metką FLAG, czyli są klonami pozytywnymi, użyłam techniki 

immunodetekcji [Metody 5.2.11.]. Przykładanie membrany nitrocelulozowej do płytek z 

agarem górnym (Rycina 46B) powodowało przywieranie do niej białek kapsydowych 

bakteriofagów. Następnie po zablokowaniu przetransferowanych białek na membranach, 

używałam roztworu przeciwciał poliklonalnych I-rzędowych anty-FLAG. Przeciwciała te 

rozpoznawały epitop docelowego peptydu, czyli specyficznego oktapeptydu FLAG 

przyłączonego do C-końca głównego białka kapsydu bakteriofaga TP-84 i przywierały do 

niego. Po wypłukaniu membran z pozostałości roztworu I-rzędowych przeciwciał, 
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używałam roztworu przeciwciał poliklonalnych II-rzędowych, sprzężonych z peroksydazą 

chrzanową, które związywały się z przeciwciałami I-rzędowymi obecnymi na membranie. 

Dodanie substratu [Materiały 5.1.5.2.], po wypłukaniu roztworu przeciwciał II-rzędowych, 

umożliwiało detekcję obecności peroksydazy chrzanowej sprzężonej z przeciwciałami 

obecnymi na membranach. Detekcja możliwa była poprzez utlenianie luminolu w obecności 

peroksydazy chrzanowej i nadtlenku wodoru. Reakcja ta skutkowała chemiluminescencją, 

czyli emisją światła, która zostawała zobrazowana poprzez autoradiografię. Klisza 

rentgenowska przyłożona ściśle do membran na 8 minut utrwalała sygnał reakcji 

enzymatycznej peroksydazy chrzanowej, potwierdzając tym samym obecność 

zmodyfikowanego głównego białka kapsydu bakteriofaga TP-84 w badanych próbkach 

(Rycina 47).  Prawidłowość otrzymanego sygnału potwierdza obecność sygnału z kontroli 

pozytywnej (Rycina 47-I), czyli membrany z zablokowanym na niej roztworem przeciwciał 

I-rzędowych anty-FLAG, oraz brak sygnału z kontroli negatywnej, czyli membrany 

przyłożonej do płytki zawierającej wiriony dzikiego typu bakteriofaga TP-84 (Rycina 47-

II). Podsumowując ten etap badań, otrzymałam funkcjonalne zmodyfikowane bakteriofagi 

TP-84. Podczas ich konstrukcji użyłam jednego z fragmentów DNA faga TP-84 w postaci 

rekombinowanej, zawierał on fuzyjny gen 12 kodujący główne białko kapsydu w połączeniu 

z odcinkiem kodującym potrójny oktapeptyd FLAG ulegający ekspozycji na powierzchni 

wirionu. Obecność pozytywnych klonów potwierdził sygnał świetlny otrzymany na kliszy 

rentgenowskiej w postaci kropek, odzwierciedlających skupiska zmodyfikowanych 

bakteriofagów TP-84 obecnych w agarze górnym. Wyniki te świadczą o otrzymaniu 

skutecznego systemu termofilnego prezentacji białek/peptydów na powierzchni faga TP-84. 

Niemniej jednak, system ten wymaga dalszych optymalizacji, zwłaszcza w zakresie testów 

funkcjonalnych, oraz porównania wszystkich parametrów cyklu życiowego 

modyfikowanych bakteriofagów w stosunku do dzikich. 
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Ryc. 47. Klisze rentgenowskie z utrwalonym sygnałem świetlnym w postaci czarnych plamek, 

otrzymanym na powierzchni membran nitrocelulozowych podczas immunodetekcji z użyciem 

przeciwciał I-rzedowych anty-FLAG oraz przeciwciał II-rzedowych sprzężonych z 
peroksydazą chrzanową. I. Kontrola popzytywna eksperymentu. II. Kontrola negatywna 

eksperymentu. III-VI. Obraz otzymany z membran nitrocelulozowych przykładanych do płytek z 

agarem górnym, gdzie namnożone były sprawdzane bakteriofagi.
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7. Podsumowanie 

W ostatnich latach zaobserwować można intensywny rozwój technik związanych z 

prezentacją białek/peptydów/innych cząsteczek na powierzchni bakteriofagów. Świadczyć 

o tym może rokroczny wzrost liczby publikacji związanych z tą tematyką. Używając słów 

kluczowych „phage display”, wyszukiwarka Google Scholar pokazuje, że w 2018 roku 

wydano 8230 publikacji o tej tematyce, w 2019 r. było to 8420 publikacji, w 2020 r. 9110 

publikacji, natomiast w 2021 roku było to aż 10600 publikacji. Jest to więc technologia coraz 

częściej stosowana i rozwijająca się, ale także stosunkowo młoda, bo opracowana zaledwie 

37 lat temu [19]. W części wstępnej niniejszej pracy opisałam szczegółowo wszystkie 

dotychczas skonstruowane systemy prezentacji białek/peptydów lub innych cząsteczek na 

powierzchni bakteriofagów filamentujących, innych bakteriofagów oraz na powierzchni 

innych cząstek biologicznych. Opisałam również metody generowania bibliotek, wady, 

zalety i przykłady zastosowań wszystkich systemów. W części eksperymentalnej 

przedstawiłam zarówno wszystkie etapy projektowania, jak i proces prowadzący do 

opracowania pierwszego systemu prezentacji białek/peptydów opierającego się na fagu 

termofilnym TP-84.  

Podstawowymi technikami inżynierii genetycznej użytymi w pracy były: (i) 

klonowanie metodą RF, bez użycia enzymów restrykcyjnych, polegającej na powielaniu 

klonowanych genów w formie „megastartera”, stanowiącego matrycę podczas reakcji z 

wektorem plazmidowym; (ii) klonowanie metodą Gibsona, opierającej się na generowaniu 

przy użyciu T5 egzonukleazy 5’ „lepkich końców” komplementarnych do sąsiadujących 

fragmentów zarówno wstawek, jak i do wektora plazmidowego, które następnie uzupełniane 

są polimerazą DNA; (iii) klonowanie metodą Golden Gate, również polegającej na 

wytwarzaniu „nawisów” 5’, ale w porównaniu do klonowania Gibsona, „nawisy” te są 

krótsze i generowane za pomocą enzymu restrykcyjnego typu IIs, który przeprowadza 

hybrydyzację nici DNA w miejscu poza sekwencją rozpoznawaną przez enzym. Sekwencje 

„nawisów” były projektowane tak, aby sąsiadujące fragmenty DNA były do siebie 

komplementarne. Cały konstrukt ligowany był za pomocą ligazy T4 DNA. W pracy 

opisałam również skuteczny sposób transfekcji protoplastów G. stearothermophilus 10 

rekombinowanym oraz modyfikowanym materiałem genetycznym TP-84. Otrzymanie 

funkcjonalnego systemu prezentacji białek/peptydów na powierzchni termofilnego 
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bakteriofaga TP-84 potwierdziłam za pomocą techniki immunodetekcji, wynik natomiast 

zobrazowałam poprzez utrwalenie sygnału chemiluminescencyjnego. 

Niniejsza praca wpisuje się w nowatorski nurt badań nad kolejnymi platformami do 

prezentacji białek/peptydów. Główne elementy nowości oraz wnioski płynące z niniejszej 

pracy to: 

1. Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania dotyczące skonstruowania 

termofilnego systemu prezentowania białek/peptydów na powierzchni bakteriofaga 

termofilnego TP-84 są pierwszą próbą otrzymania takiego systemu. 

 

2. W wyniku przeprowadzonych badań skutecznie sklonowano sześć genów faga TP-

84, kodujących białka strukturalne/kapsydowe, do wektora plazmidowego, którym 

skutecznie transformowano komórki kompetentne E. coli DH5α. Skonstruowano bibliotekę 

natywną, jak też biblioteki genów fuzyjnych kodujących wybrane białka strukturalne faga 

TP-84 z dołączonymi fragmentami DNA kodującymi znaczniki molekularne 3xFLAG oraz 

6xHis.  

 

3. Opracowano metodę tandemowego wstawienia genu 8 faga TP-84, kodującego 

dodatkowe białko kapsydu, do wektora plazmidowego. Gen ten może okazać się bardzo 

istotny w docelowym systemie prezentowania białek/peptydów na powierzchni 

termofilnego faga TP-84. 

 

4. Skutecznie wstawiono fragment genomu bakteriofaga TP-84 o wielkości 6600 pz do 

wektora typu BAC. Próby wstawienia większego fragmentu genomu lub całego genomu do 

plazmidu typu BAC, celem integracji genów fuzyjnych w miejsca natywnych genów, 

zakończyły się niepowodzeniem, stosując zarówno metodę Gibsona jak i Golden Gate. 

 

5. Z uwagi na trudność w klonowaniu genu 8, jak też całego genomu faga TP-84, mimo 

zastosowania indukowalnego systemu zwiększania liczby kopii, wnioskować można, że 

produkty niektórych genów tego faga są toksyczne dla komórek E. coli. 
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6. Skutecznie transfekowano protoplasty G. stearothermophilus 10 materiałem 

genetycznym bakteriofaga TP-84, zarówno w formie natywnej jak i rekombinowanej, tzn. 

umieszczonym w wektorze plazmidowym pBAC-lacZ. 

 

7. Uzyskano aktywne cząstki fagowe posiadające fuzyjny gen 12 kodujący główne 

białko kapsydu połączone ze znacznikiem molekularnym 3xFLAG eksponowanym na 

zewnątrz wirionu. 

Podsumowując, osiągnęłam wszystkie trzy stawiane w pracy cele, tj. sklonowanie 

sześciu genów TP-84, opracowanie metody wstawiania rekombinowanego genomu do 

komórek gospodarza, za pomocą transfekcji, oraz wprowadzenie in vitro modyfikowanego 

genomu bakteriofaga TP-84 otrzymując funkcjonujący system prezentowania 

białek/peptydów na jego powierzchni.  
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