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Vektory

Delenié podl’a funkcie
klonovacie
expresné )
Specializovang
(multifunk¢né)

Delenie podl’a hostite’ského organizmu
bakterialne (£. coli, iné baktérie)
kvasinkové
cicavcie
rastlinné
shuttle

Delenie vektorov podl’a povodu a sposobu replikacie
]%lazmldy
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Plazmidové vektory:

Vseobecné Kritéria , ktoré musia
splnat’ plazmidové vektory: Hindill

- mala vel’kost’, 2 — 15 kBp oo
(GCinnost” prenosu pDNA do buniek je e
nepriamo umerna vel'kosti,
mensSia DNA je stabilnejSia, vyssi pocet
kopii)

- stabilné udrziavanie cudzorodej Ori
DNA pri replikacii, (vhodny pociatok -
replikacie)

- selekény marker (gény rezistencie
k antibiotikdm — Ap, Tc, Cm, Km)

- klonovacie miesta (unikatne miesta
pre Stiepenie restrikénymi endonukledazami,
polylinker, MCS) - vysoky pocet kopii

Tet

(B6-1268)

PBR322

4362 bp.

- klonovacia kapacita
1-10 kBp




Pocet kopii niektorych plazmidovych vektorov E. coli

Vektor Vel’kost’ [kBp] Origin Pocet kopii

pBR322 4,3 pMBI1 15— 20,
amplifikovatel'ny

pUCI9 2,6 pMBI 500 - 700

pACYC 3.9 plSA 1012

pSCI101 10 pSCI101 >5

F (BAC) 103 F 1-2

R1 104 R1 3—-6




Vektory pre baktérie iné ako E. coli -
- plazmidy so Sirokym spektrom hostitel'ov:

Vektor Velkost’” | Inkompatib | Pocet

ilita kopii
RP4 60 kBp P 1-3 konjugativny
RSF1010 8,68 kBp @ Q 15-40 nekonjugativny,

mobilizovatelny

Sa 29,6 \Y 3-5 konjugativny




Vektory odvodené od bakteriofaga i

48 kBp
COS COS

A .Hlavicka ..] .Chvost ..| Lyzogénia| Regulacia | ...Lyza... R
Replikacia

- do fagovej Castice sa uc¢inne vbal'uje DNA s vel'kostou 78 — 105%
povodnej A DNA, ktora je ohrani¢ena cos-miestami

- na lyticky cyklus je potrebné iba Cast’ génov,
gény pre lyzogéniu nie su potrebné

- pri tvorbe vektorov — boli odstranené restrikCné miesta, deletované
nadbyto¢né gény, zavedené selekéné systémy




Princip klonovania vo
vektoroch odvodenych
od bakteriofagu A
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Substituc¢né vektory:

Lambda EMBL4 2 £T_ =
-klonovacia kapacita 9-23 kb R L
'CUdZOrO dé DN A nahradZUj e lett arm (20 kh) stuffer fragment (14 Kb | right arm (3 Kh)

stredny usek gendmu fagového
vektoru

- klonovanie chrom. DNA

-Inzercné vektory:

Agt10
-klonovacia kapacita 7 kb [
-cudzoroda DNA sa vklada do
jedného restrik¢ného miesta na
molekule vektoru

- klonovanie cDNA
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Klonovacie vektory: )gt10, EMBL4

Expresné vektory:
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Vyhody klonovania v lambdovych vektoroch:

- je mozné ziskat’ 10%-10° rekombinantov /1 ug cDNA
(100-krat viac ako v pripade plazmidovych vektorov)

-je mozn¢ selektovat’ viac plakov na jednej miske

-rekombinantna DNA sa da zbalit’ in vitro do fagovych

kapsidov a preniet’ do hostiteI'skych buniek beznou fagovou

infekciou




Kozmidy

hybrid plazmidu a fagu A
- plazmid s COS miestom
- klonovacia kapacita 35 — 50 kb

- vyuziva in vitro vbal'ovanie a transdukciu na vstup do bunky

- replikuje sa ako plazmid A typical cosmid
BamHl|
Amp £ B8
5.4 KB

cos ¢/ A DNA




BAC vektory (bacterial artificial chromosom)

odvodené od F plazmidu, nizky pocCet kopii
vel'ka klonovacia kapacita (300 kb)

stabiln€ uchovavanie plazmidu
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Fosmidy — kombinécia kosmidov a BAC




P1 vektory: odvodené od bakteriofaga P1
klonovacia kapacita 125 kb
je mozn¢ vbal'ovanie in vitro
nizkokopiové plazmidy

stabiln€ uchovavanie DNA
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Vektory odvodené od fagu M13:

- Genom tvoreny kruznicovou jednoret’azcovou DNA

(6,4kb)

- daju sa klonovat’ malé fragmen

mp18
EcoRl Sacl Kpnl Smal BamHI Xbal Sall Pstl Sphl Hindlll

mp19
Hindlll Sphl Pstl Sall Xbal BamHl Smal Kpnl Sacl EcoRI
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Kvasinkové vektory:
eukaryoticky model

Integracné vektory:

- nemaju kvasinkovy replikon

- v dosledku homologickej rekombindcie sa vsunu do
chromozomu kvasinky

Vektory s 2pn replikonom
- replikon z plazmidu prirodzene sa vyskytujuceho v
kvasinkach

Vektory s ars sekvenciami

- ars (autonomously replicating sequence) sekvencie sa
nachadzaju v chromozdme kvasinky

- su nestabilné




Umelé kvasinkové chromozomy YACS

- kyvadlové plazmidové klonovacie vektory, ktoré sa replikuju v E.
coli a kvasinkach
-obsahuju Casti kvasinkového chromozomu

-vyhoda — vysoka klonovacia kapacita >niekol’ko 100 kb
- nevyhoda — nestabilita inzertov cudzorodej DNA




Vnesenie rekombinantnej DNA do hostitel’skej bunky

1. Transformacia

v prevaznej miere plazmidovou DNA

Princip metody:
opracovanie bunkovej
membrany

(Ca2+, chlad,

Mandel a Higa, 1972)

— jej vacsie spristupnenie
pre cudzorodu DNA

Transformation of E. coll.

Marmal

hacterium
Plazmid DMNA bound
to cell exterior
ﬁ

Competent aCla
cell tresiment

4290 far
2 minutes Flazmid transported
into the cell
Transformed 4
cell




Elektrotransformacia - elektroporacia:

- pulzer (fy BioRad) umoznuje kratkodoby ( 5 ms) impulz
vysokého napitia (az 2,5 kV pre bunky E. coli) a ,,nastrelenie
DNA do bunky

- tato metdda sa pouziva pre Gram pozitivne, Gram
negativne baktérie, kvasinky aj cicavcie bunky




Uéinnost’ transformacie:
pocet transformantov/1ug DNA

Ucinnost’ transformacie zavisi od velkosti plazmidu
— s vel'kost'ou u¢innost’ klesa




2. Transfekcia  pomocou fagovej alebo virusovej DNA

3. Transdukcia pomocou bakteriofagov (vbalovacie
systémy, charony, kozmidy, mini-Mu derivaty, P1 fag)
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* Ked biologiu
milujes, nie je €o
riegit,...

e PS: vel’a st’astia pri
skuske




