Klonovani DNA

Klonovani: proces tvorby klont

Klon: soubor geneticky identickych bunék (resp. organismil), odvozenych
ze spole¢ného predka

Klonovani DNA: tvorba kloni DNA

Klon DNA: soubor identickych molekul, fragmentti nebo usekit DNA,

piipravenych napt. mnoZenim rekombinantnich molekul DNA v
hostitelske bunce (in vivo) nebo PCR (in vitro)

Rekombinantni molekula
DNA: molekula DNA
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Klonovani DNA

StéZejni metoda molekularni biologie:

umoznuje izolovat z komplexniho genomu jeho dil¢i useky

(napf. geny), ty ve form¢ rekombinantnich molekul
mnohonasobné zmnozit a zpristupnit je tak dalSimu studiu

Vyuziti klonovani DNA:

1zolace genu

studium regula¢nich oblasti, kterée fidi genovou expresi
fyzikalni a geneticka analyza genomiu

exprese cizich gent v nepribuznych hostitelich (heterologni
exprese) za ucelem pripravy zadanych produkti

zaklad genového inzenyrstvi (alelicka vyména, CRISPR/Cas
editace, priprava transgennich organismi, genove terapie)



Klonovani zahrnuje 3 kroky

1. priprava rekombinantni molekuly DNA

2. prenos rekombinantni molekuly do hostitelske
bunky

3. Selekce klonu obsahujicich rekombinantni
DNA

Pro zajiSténi bodu 2 jsou zapotrebi klonovaci
vektory



Klonovaci vektory

nejcCastéj1 kruznicove molekuly DNA schopné
autonomni replikace

obvykle odvozen¢ z plazmidu nebo viru

navic obsahuji pomocn¢ sekvence ruzneho
puvodu usnadnujici vloZeni cizorodé DNA, jeji
expresi, selekci transformantu, apod.)



Typy vektoru pro klonovani DNA

Plazmidové: pBR322, pUCI18, BACs
Fagové: - odvozen¢ od bakteriofaga lambda

- odvozen¢ od faga M13
Kosmidy: hybridy mezi plazmidy a fagy

Vektory eukarvotické bunky:

- kvasinkové
- rostlinné

- 71vOC1Sné



Vlastnosti:

Plazmidové vektory

Jednoducha
manipulace

Prirozeny vyskyt v
mnoha druzich bakter1i pUC18/19

Variabilita ve velikosti: 2686 bp
jednotky kb — stovky
kb (pro klonovani

obvykle malé 2-5 kb)  amp

lacZ



Prirozené plazmidy

Extrachromozomalni molekuly DNA, obvykle
kruhove, dvouretézcove a tvori nadSroubovici

Schopnost replikace uvnitr bakterie, obCasny
prechod do jin¢ bunky)

Selek¢ni vyhoda poskytovana plazmidem
hostitelske bunce je zaroven vyhodou pro plazmid
Zodpovidaji za Sifeni genu pro rezistenci k
antibiotikiim

Je zakazano provadét takove experimenty, ktere by
mohly zpusobit rozSifeni novych genu pro
rezistenci k antibiotikiim v patogennich bakteriich



Zadouci vlastnosti plazmidovych vektori

Autonomni replikace v bakterialni burice

2. Moznost tvorby vice kopii v bunce

Plazmid by nem¢él byt prenositelny konjugaci
(bezpecCnost prace s novymi konstrukty)

4. Pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

Pritomnost jednoho nebo vice markeru pro
selekci hostitelske bunky (napf. rezistence na
antibiotikum)

6. Velikost by méla byt co neymensi (zvySeni
ucinnosti transformace)



Replikace plazmidu

Zéakladni predpoklad pro vyuziti plazmidu jako
klonovacich systému (namnoZeni fragmentu DNA)

Hostitelske burika je vybavena veSkerym apardtem pro
replikaci DNA

Pocatek replikace (ori)

- geneticka informace, kterou musi poskytnout
plazmid, aby mohl byt v bakterialni bunce replikovan

- Je tvoren jen n€kolika stovkami paru bazi
Segregace do dcerinych bunck



Zadouci vlastnosti plazmidovych vektori

. Autonomni replikace v bakterialni bunce

2. Moznost tvorby vice kopii v bunce

. Plazmid by nem¢l byt prenositelny konjugaci
(bezpeCnost prace s novymi konstrukty)

4. Pritomnost restrikCnich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

. Pritomnost jednoho nebo vice markeru pro
selekci hostitelske bunky (napf. rezistence na
antibiotikum)

. Velikost by méla byt co neymensi (zvySeni

ucinnosti transformace)
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Zadouci vlastnosti plazmidovych vektori

. Autonomni replikace v bakterialni bunce
2. Moznost tvorby vice kopii v bunce

. Plazmid by nemé¢l byt prenositelny konjugaci
(bezpecCnost prace s novymi konstrukty)

4. Pritomnost restrikCnich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

. Pritomnost jednoho nebo vice markeru pro
selekci hostitelske bunky (napf. rezistence na
antibiotikum)

. Velikost by méla byt co neymensi (zvySeni

ucinnosti transformace)
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Plazmidy a rozmezi hostitelu

» nékteré plazmidy se replikuji v rozmanitych
bakterialnich druzich (Siroké rozmezi hostitelui): RP4,
RSF1010, pC194

 vétSina vektoru uzivanych pro klonovani se replikuje
jen v uzkeém rozmezi hostitelu

Vyhoda: Nevyhoda:

- shizeni rizika rozSifeni - pokud potrebujeme experimen-
pozmenene geneticke tovat s jinymi bakteriemi nez
informace E. coli musime si pripravit ,vlastni

vektor® se specifickym ori

* Pendlujici (bifunkc¢ni, ,,shuttle‘) vektory
— Mozny prenos mezi dvéma bakterialnimi druhy
— 2 mista or1 v jednom plazmidu
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Zadouci vlastnosti plazmidovych vektori

. Autonomni replikace v bakterialni bunce

2. Moznost tvorby vice kopii v bunce

. Plazmid by nem¢l byt prenositelny konjugaci
(bezpeCnost prace s novymi konstrukty)

4. Pritomnost restrikCnich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

. Pritomnost jednoho nebo vice markeru pro
selekci hostitelske bunky (napf. rezistence na
antibiotikum)

. Velikost by méla byt co neymensi (zvySeni

ucinnosti transformace)
13



Klonovaci misto

* Unikatni restrikéni misto (zastoupené pouze
jednou v molekule plazmidu)

» poloha klonovaciho mista nesmi narusit funkci
oblasti or1 nebo jiné dulezité funkce plazmidu

 zacClenéni fragmentu DNA do urcitého
klonovaciho mista vede k vzniku
rekombinantniho plazmidu se dvéma cilovymi
misty t€hoz restrikCniho enzymu - mozno
vyuzit pro identifikaci rekombinantniho

plazmidu y



DONOR VEKTOR

(ciziroda DNA)

restrikCniendonukleaza

fragmenty DNA Stépeny vektor (1 restrikéni misto)

ligace

,

rekombinantni DNA

‘

zavedeni do recipienta

v

vybér klonl s rekombinantni DNA
zaloZeni banky (knihovny)




Misto ,,MCS* (Multiple cloning site)

« Kratka oblast DNA,
ktera obsahuje cilova
mista n¢kolika
restrikCnich enzymu

* je vytvoreno umcéle
(nasyntetizovano a
vClenéno do vektoru
ligaci)

* MOZno pouzit pro
vClenéni vétSiho poctu
sekvenci

| Hindill |
Sphi
) Fstl
Multiple | san
cloning Xbal
; BamH|
site Smal
Kpnl
Sstl
EcoRI

bla = beta-lactamase (ampicillin resistance); selective marker
ori = origin of replication

lacZ' = beta-galactosidase (partial gene)

lacl = repressor of lac promoter
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Spojeni fragmenti DNA
prostfednictvim koheznich koncu

Rozpoznavaci misto
pro EcoRl na vektoru
5 ! 3
rr 1117 1511 1T 1 1771T 1.1
OCOEMO GAATTCONOMN
COWMCILICTTAAGLICILILE]
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1§ 1 1 1]
3 lﬁ 5
l Fragment DNA z jiného zdroje
vznikly Stépenim EcoRl
5' lepivé konce
I 1 17 ©° 1T 1T 1T 1
1T AATTC%E%E AATTCEEI%EI
misl Julc e A e ¢
EEMOLIGTTAA Sy E—
I 1 1 1 1 1 1 1 1
\ Vytvoreni smési /
1T T Lepivé konce vzajemné
OLOEMOGAATTCEIODO hybridizuji a nasledné
OO CTTAAGLOEOMN jsou kovalentné spojeny
I 1 1 1 1 1 1 1 1 | | H DNA-ligazou




Proces klonovani

Geny (oblasti) zajmu
jsou stépeny RE

Vektor je stepen
stejnou RE

Klonovany fragment
je vlozen do vektoru
a spojen ligazou

Novy rekombinantni
plazmid je vhesen
do hostitelské
bunky

Cut DiMNA 0 1
molecules 1 ]
with restriction

enzyme to Chromosomal DMNA
generate Fragment
complementary To Be Cloned
sequences on

Vector DMNA the vector and
the fragment

Join vector and chromosomal
DA fragment, using
the enzyme DMNA ligase

NS

Recombinant DMNA Molecule

Introduce into bacterium

Recombinant
DNA Molecule

Bacterial
Chromosome
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Vyuziti spojek a adaptoru

Spojka obsahujici
rozpoznavaci misto
pro EcoRI

5°CCGAATTCGG 3’
3'GGCTTAAGCC 5°

dsDNA se zarovnanymi konci

Adaptor nesouci

kohezni konec

pro BamHlI
5'0OH-GATCCCCGGG-OH 3°
3 GGGCCC-P

dsDNA se zarovhanymi konci

T4-ligaza Y spojky adaptory T4igaza
LY =
=1 HO
- B,
L1 L1 L1 polynukleotidkinaza
ATP
l/EcoRl \/_
\
o | | ™ - | -

Klonovani
do mista EcoRlI
na vektoru

Klonovani

do mista BamHI

na vektoru
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Vyuziti
rekombinaci

Rekombinacni
klonovani pomoci
Gateway technologie
Funguje na principu
reversibilni
rekombinacni reakce

Nejsou zapotrebi
restrikCni enzymy

’b%“‘:‘(g

Entry Clone

Kan

LR reaction

@?\
f?:o

B

2u

\

\
’b{‘?\ (

Destination Vector

BP reaction

a"&\ ~
4”

pAdvancedGateway ‘
Destination Vector

Entry Vector
A Kan
no tag
EGFP
ECFP %\
EYFP 1
Cerulean
GPD
GAL1
Integrating
CEN

Expression Clone

4@‘

no tag
EGFP
ECFP
EYFP
Cerulean
DsRed
HA

TAP

HIS3
TRP1
LEU2
URA3



DalSi metody tvorby rekombinantni
DNA bez vyuziti klasickych restriktaz

* Homopolymerni konce (terminalni
transferaza)

* Golden gate klonovani (endonukleazy
Stépici v sousedstvi rozpoznavaciho mista)

* TOPO klonovani (sekvencné€ specificka
topoizomeraza I z Vaccima viru)

* SLIC klonovani (T4 DNA polymeraza)

* (Gibson assembly (exonukleaza +
polymeraza)

e Gateway klonovani (rekombinaza) 21



Prenos plazmidovych vektoru do
hostitelskych bunék

Transformace:

* bakterie uvedeny do stavu kompetence (u E.coli
pusobenich chloridu vapenatého za nizke teploty)

* po piidani DNA a kratkém zahrati na 42 °C) prechazi
transformujici DNA do bun¢k

Elektroporace:

* bunky jsou vystaveny kratkemu elektrickému impulsu
0 vysokém napéti — v bunécné stén¢ vznikaji pory,
kterymiexogenni DNA vstupuje do bunck
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Transformace bakterialnich buné¢k

* zavisla na stavu kompetence bunék
 u nékterych bakterii se stav kompetence
objevuje prirozené (S. pneumoniae)
* u E.coli se pripravuje umgéle - promytim
bunék ledovym CaCl,
- piridani DNA
- mirny teplotni ,,Sok* (2 min, 42°C)
- kratka inkubace v rustovéem mediu

(zotaveni bakterii, exprese selekCniho markeru)
23



Transformace tepelnym Sokem s
vyuzitim CacCl,

f..,--" --H‘x_ -“:::‘:-1?:;.__5% .

- Aliquot competent cells

|I '._I % "'\-_h'.

: Y U I
'..- . I c . -
Centrifuge Resuspend bacterial ’EFQ ot e ¥ e

pellet in CaCls solution ,

|
Log phase Store at "BO °C

E. coli culture

[ ) amp’ plasmid DNA

Plate .
on LB + | '
‘e - ampicillin |
' | [Vl
105—10F amp” o _
colonies / pg DNA 42 UC Ha0 bath Chill on ice
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Transformace bakterii
elektroporaci

Promyti bun€k vodou (odmyti elektrolytu z
rustoveho media)

kratky elektricky puls o vysokém napéti
doCasn¢ otvory v bunécnem obalu

vstup DNA do bunky

25



Transformace elektroporaci

Centrifuge | Resuspend bacterial |
pellet in sterile H.O

-
Er el

Log phase
E. coli culture

108-10"? amp’
colonies [ pg DMNA

-

Centrifuge ' Resispend bacterial

pellat in sterile H.0

M,

Chill on ice

Lse competent
cells immediately

-y — =

“ s
amp’ plasmid DNA ( HJJ "“a,i lf

e

Elactroshock
Plate
on LB +
ampicillin
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Zadouci vlastnosti plazmidovych vektori

. Autonomni replikace v bakterialni bunce

2. Moznost tvorby vice kopii v bunce

. Plazmid by nem¢l byt prenositelny konjugaci
(bezpeCnost prace s novymi konstrukty)

4. Pritomnost restrikCnich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

. Pritomnost jednoho nebo vice markeru pro
selekci hostitelskeé bunky (napf. rezistence na
antibiotikum)

. Velikost by méla byt co neymensi (zvySeni

ucinnosti transformace)
27



Selekéni markery

Nezbytne pro funkci vektoru

procesy ligace 1 transformace jsou malo
u¢inné: max. 1% bakterialnich bunék (E.coli)
DNA piijme, v praxi obvykle mené

nutnost zabranit v rustu netransformovanym
bunkam

obvykle zajiSténo genem, ktery hostitelskym
bunikam poskytne rezistenci na antibiotikum
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Gen bla

* koduje enzym [-laktamazu

e [3-laktamaza hydrolyzuje B-laktamova

antibiotika (pribuzna penicilinu), napf.

ampicilin
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Inzercéni inaktivace

 projev uspesneho zacClenéni fragmentu DNA
do klonovaciho mista na fenotypu
transformovanych bakterii
— klonovaci misto je ve vektoru umisténo v genu

zodpoveédneém za rezistenci hostitelske bunky k
antibiotiku

— 1nzerce klonované DNA zpusobi ztratu funkce
tohoto genu

— bunky nesouci rekombinantni plazmid jsou k
danému antibiotiku citlive, bunky nesouci
prazdny vektor jsou rezistentni
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Princip inzerCni inaktivace

———

—

Hindill
Sphi
f,‘fé_‘ Pstl
f,’:% Sall
— Xbal

BamHlI

Recombinant Cloned
pUC18 plasmid Iragment

BamH|
Smal
Kpnl
H.ELE:'" Sstl
EcoRl

ori

—

-

Gen lacZ byl preruSen zaclenénim klonovan¢ho fragmentu
DNA: na X-gal plotnach vzniknou bil¢ kolonie

31



Rust na selek¢nim meédiu

Vector religation Vector + insert ligation Insert self-ligation

S raans i ab s rrasg sl Ly
- ) T ) .

pVector

==y
e NN BN BT TAAGNN  MNCTIAR v

T e R T NN e ™
o L AN CT T AL NN  MALTEAL -

Amp+X-Gal plate Amp+X-Gal plate Amp+X-Gal plate 32



Modro-bily test

* Modre kolonie reprezentuji ampicilin-
rezistentni bakterie obsahujici plazmidovy
vektor a exprimujici funkcni alfa fragment z
intaktni LacZ alfa kodujici sekvence.

o Bfle kolonie reprezentuji ampicilin-
rezistentni bakterie obsahujici plazmidovy
vektor s inzertem a exprimujici nefunkcni

alfa fragment LacZ
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Vyhody inzercni inaktivace

Jednoduse poskytuje informace o ispésSnosti

ligace:

* bakterie pfijala plazmid (je AmpX)

* bila barva kolonie signalizuje, ze prijaty
plazmid nevznikl recirkularizaci prazdneho
vektoru
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Klonovani v
plazmidu pBR322
— priklad inzercni

inaktivace

Stépeni Pstl

pBR322 — > Stépeny
plazmid

ori

+

Pridani fragment cizorodé DNA ‘

pripravenych stépenim Pstl ‘
"I

Spojeni DNA-ligazou l

cizoroda DNA

rekombinantni
plazmid

\/

Pfenos do bunék E. coli

T

Vysev na plotnu s tetracyklinem

nerekombinantni
plazmid

Y

Vyrostou kolonie
Prerazitkovani
na plotny
s ampicilinem

Prenesené buriky obsahujici
rekombinantni plazmid
nerostou a nevytvori kolonie

Zalozeni kultury z kolonii, které
nevyrostly na pudé s ampicilinem

z bunék, do nichz
byl pfenesen plazmid
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Vektory pro specialni ucely

» expresni vektory: obsahuji promotor,
kterym lze zajistit produkeci ciziho proteinu v
hostitelskych bunkach (vhodné inducibilni
systemy)

» kyvadlové vektory: obsahuji dva poCatky
replikace — moznost propagace ve dvou
ruznych organismech (napft. E.coli a B.
subtilis)
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Expresni vektory

« Upraven nejen pro klonovani DNA, ale take pro
jeji expresi

e Obsahuji signaly pro:
- In1c1aci transkripce (promotor)

- In1c1aci translace (vazebné misto pro ribozom a
startovni kodon) u translacnich fuznich vektoru

37



2 typy expresnich vektoru

c N~ 7 y Promoter our Gene
1. Transkripéni fuzni vektor ®

e Obsahuje promotor, translacni
signaly musi poskytnout
klonovana DNA

2. Translac¢ni fuzni vektor

* Obsahuje signaly pro 1niciaci transkripce 1 translace

« Klonovany fragment se zacClenuje do kodujici oblasti
genu ve vektoru

* Inzert musi respektovat Ncol C/CATGG
cteci ramec
» Restrik¢ni endonukleazy Ndel CA/TATG

obsahujici ATG kodon .



Modifikace koncu DNA,
expression cassete PCR (EC-PCR)
Pripojeni sekvenci prostrednictvim 5°-koncu primeru

Cilova sekvence

. 5 5‘ 3c

3 5

Denaturace l a pfipojeni primert 1 a 2 ;

3 .
»sticky foot*
3'h CTrascccae s

Primer 2

Primer 1

5 GCGC
ccr e s

3 B Piidavané sekvence
l PCR — RE mista
H.'ﬂd”l Target region Eco RI - PI'OHlOtOI'y
5 Gcec:p*:\ic‘rr GAATTCGGCC — Terminatory
3 CGCGTTCGAA C%GCCGG — Translacéni signaly
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Potrebné regulacni sekvence pro expresi

fem
1
71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
¥ 7 |
841
911

gene
ATATGGTCAGTGCATATAAAATTTGTTATCATTAGAGTAATTAAAGGHEARRIAAFAACTTTTGGAATCA
ATGEAGGT TCTCATIRIGT TATCTTTTAGTCAAAATAGAAGTCATAGCTTAGAACAATCTTTAAAAGAAG
GATATTCACAAATGGCTGATTTAAATCTCTCCCTAGCGAACGAAGCTTTTCCGATAGAGTGTGAAGCATG
CGATTGCAACGAAACATATTTATCTTCTAATTCAACGAATGAATCATTAGACGAGGAGATGTTTATTTAG
CAGATTTATCACCAGTACAGGGATCTGAACAAGGGGGAGTCAGACCTGTAGTCATAATTCAAAATGATAC
TGGTAATAAATATAGTCCTACAGTTATTGTTGCGGCAATAACTGGTAGGATTAATAAAGCGAAAATACCG
ACACATGTAGAGATTGAAAAGAAAAAGTATAAGTTGGATAAAGACTCAGTTATATTATTAGAACAAATTC
GTACACTTGATAAAAAACGATTGAAAGAAAAACTGACGTACTTATCCGATGATAAAATGAAAGAAGTAGA
TAATGCACTAATGATTAGT TTAGGGCTGAATGCAGTAGCTCACCAGAAAAATIFABGCGTCTATTATATGT
ATTTTTCAGAGATAAATAAAATATTGATATAAAAGACAATAACTTTATAATAATTATAACTATTTCTAAA
TTCTGTACGAAGAATTTTCTTATAAACAAAGATTTTAGCAAATACCAGTTATGATATTCATATTTTTTAT
TATAAAAGGATGTCTTAAGTTTTTTAGGETTTAGGTATTCCATCCTAAAGTTTTTTTTAGCTTAAAAGTA
TCATCTACAGCAAAATTGCAAACGACAAAATTGATAAGTGCAATTAAATAAATGTTAGTAAGTGAATCAT
AATTATCCTTGCTTAAGCATTTGCTTTGTAAGGGAAGTGAGGAGGCAACTAATCG 965

rsbU gene

70
140
210
280
350
420
490
560
630
700
770
840
910



Fagové vektory —odvozené od faga A

Vyhody:

* rekombinantni DNA lIze sbalit do kapsidu a prenest do
hostitelskych bunék infekci (o nékolik fadii vyssi ucinnost
prenosu nez pri transformaci plazmidovou DNA)

* v jedne¢ zkumavce lze uchovavat ve form¢ fagovych virionu
celou genovou knthovnu (napf. nékoli milionu
rekombinantnich kloni)

e vhodné pro klonovani vétSich fragmentu DNA (vyhodnée pro
tvorbu genovych knithoven)

Pozn: rekombinantni plazmidy s velkymi inzerty jsou ménée
stabilni (nizka klonovaci kapacita), transformace je ménée
ucinna, nizky vytezek pri purifikaci z E. coli
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Vektory
odvozene

od faga A

vektor

substituéni

| | ™

inzeréni
genomova DNA r
... ) gy Stépeni
Castecné Stépeni restriktazou restriktazou

1

— E—

spojeni ligazou

v

konkatemer

stfedni
r fragment

T e

-

|—»37—52kb < |

sbalovaci
extrakt

obalovani in vitro

PhPP

infekce bunék E. coli

plaky obsahujici
fagoveé viriony
s rekombinantni DNA

» 37 - 52 kb 4—'




Umély kvasinkovy chromozom (YAC)

Obsahuje 2 kvasinkove telomery, které umoznuji
jeho udrzovani v kvasinkach jako linearni
strukturu

Centromera

Sekvence pro replikaci

Selektovatelné signalni znaky

Replikuje se v bunkach E.coli 1 kvasinkach

Vhodné¢ pro klonovani velkych fragmentu DNA
(0,2 — 2 Mb)
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genomova DNA P

ARS1 C|IEN4

EcoRI
TRP1 ¢
~N
AmpR
on —
= URA3
castecné Stépeni EcoRl
TEL”
\
TEL

= = = BamHI

— | 500 kbp BamHI
PFGE = | 400
= | 300 -

St&peni EcoRl BamH|  BamHI

= | 200 a BamHI
e —
- 50 '

EcoRl EcoRI

" o

izolace fragmentu DNA
~ 400-500 kbp spojeni DNA-ligazou

prenos do kvasinkovych protoplastu




Umély bakterialni chromozom (BAC)

Bakterialni vektory s nizsi klonovaci kapacitou
nez YAC

BAC = vektor zaloZeny na F plazmidu, ktery
pojme 1nserty az do velikost1 300 kb

Vyrazné vyssi stabilita nez YAC

Hojn€ pouzivane¢ u sekvenacnich projektu
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Vektory pro savcCi bunky

* Replikace extrachromozomalnich elementu
typu plazmidu je v savcCich bunkach obtizna

» Vektory s poCatkem replikace viru SV40 se
replikuji epizomalné v nékterych savcich
bunikach (napt. bunky COS)

« V¢étSinou stabilni klony vznikaji po zaClenéni
DNA do chromozomu
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Retrovirové vektory

 vyuziti schopnosti retroviru zajistit integraci
DNA do genomu
* vyuziti moznosti ,,trans* komplementace

retrovirovych funkci defektnim pomocnym
(,,helper*) virem

* Funkce, které nelze ,,trans* komplementovat,
musi byt pfitomny na samotném vektoru
(LTR a misto psi)
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Klonovaci kapacita vektoru: prehled

Klonovaci vektor

Velikost inzertu

Bézn¢ plazmidove vektory 0-10 kb
A Inzercni vektory 0-10 kb
A Substitucni vektory 9-23 kb
Kosmidove vektory 30-44 kb
BAC (umély bakterialni <300 kb
chromozom)
YAC vektory (umély 0.2 -2.0 Mb

kvasinkovy chromozom)
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