Vektor]i

- molekule, ki prenasajo tujo informacijo v gostiteljske celice

Po izvoru delimo vektorje na:

* plazmide in iz njih izvedene vektorje

* Dbakteriofag A in iz njega izvedene vektorje
* nitaste fage in iz njih izvedene vektorje

Po nhamenu uporabe so vektorji:
* Kklonirni
* ekspresijski (citoplazemski, periplazemski, sekrecijski)

* transkripcijski, mutagenezni, za doloCanje zaporedja insertov...
(CABRI: 35 kategorij vektorjev)

CABRI: Common Access to Biological Resources and Information - konzorcij vec
evropskih zbirk mikroorganizmov, vektorjev in postopkov



Vektorji /2

Klonirni vektorji vnasajo tujo DNA v gostiteljsko celico in se v celici
razmnozujejo ter s tem ustvarjajo kopije lastne in vkljuCene DNA.

Klonirni vektor mora imeti:

- zaporedje, ki omogocCa razmnozevanje v gostiteljski celici
- klonirno mesto za vnos zelenega fragmenta

- zapis za selekcijski marker

Ekspresijski vektor mora imeti Se:

- promotor

- Shine-Dalgarnovo zaporedje (RBS)

- terminatorsko regijo

- lahko ima Se posebne lastnosti: operatorske regije,
fuzijske partnerje,... (vec v sklopu predavanj o izrazanju)



Vektorji /3

Kategorije vektorjev:

* plazmidi: sprejmejo 0,1 kb -10 kb tuje DNA

* Dbakteriofagi = fagi: do 8 kb - 20 kb tuje DNA

* kozmidi, fagmidi, fozmidi: do 35-50 kb tuje DNA

* umetni kromosomi kvasovk (YAC): 100 kb - 1000 kb

* bakterijski umetni kromosomi (BAC) in umetni kromosomi na osnovi faga P1
(PAC): 75 kb -300 kb

* virusi / retrovirusi / bakulovirusi
* transpozoni

Za izbor vektorja je odlocilna dolzina fragmenta, ki ga Zelimo klonirati.

Nekateri tipi vektorjev samo posredujejo pri vKkljucCitvi tuje DNA v gostiteljski
Kromosom.

visoko Stevilo kopij / nizko Stevilo kopij vektorja (meja ~20 kopij):
Stevilo kopij v posamezni celici je odvisno od replikatorja



Plazmidi

krozZzna izvenkromosomska DNA,
ki se v celici samostojno podvojuje

Naravni plazmidi so lahko dolgi do >200 kb in so

integracijski ali neintegracijski. Skoraj vsi so
krozni, kot dsDNA.

Konjugativni plazmidi lahko prehajajo v druge

bakterije s konjugacijo (geni tra), npr. F-plazmidi.

F-plazmidi vsebujejo >100 genov s skupno
dolzino >95 kb in so v celicah samo v 1 kopiji.
Zapisujejo tudi za F-pilus, na katerega se vezejo
nitasti fagi (npr. M13).

Pogosto omogocajo biosintezo antibiotikov,
enterotoksinov ali kolicinov, odpornost proti
antibiotikom, razgradnjo ksenobiotikov.

Bacterial DNA

Bacterium

Relaxosome Transferosome

Mew Donor ! Mew Danar




Plazmidi / 2

Laboratorijski plazmidi so neintegracijski, veCinoma z zapisom za odpornost
proti antibiotiku (amp, tet, kan, cam...), s klonirnim mestom (pogosto polilinker)
in vsaj 1 mestom ori (replikatorska regija) in sorazmerno majhni.

|zolacija takih laboratorijskih plazmidov je preprosta in hitra.

ObiCajno vsebujejo Se dodatna zaporedja, pomembna za specificno uporabo
vektorja.

Pogosto uporabljani klonirni plazmidi so v celicah v velikem Stevilu kopij
(replikatorja pMB ali ColE1: >15; mutacije v regiji ori — do 3000).

V celici je lahko hkrati veC kot 1 tip plazmida, biti pa morajo kompatibilni
(imeti morajo razlicnho regulacijo podvojevanja).

Klonirno mesto je lahko v povezavi z zapisom, ki omogoca fenotipsko
loCevanje transformant (npr. a-komplementacija). 1
Plazmidna karta je graficnha ponazoritev znacilnih lastnosti
plazmida.

reg3



Plazmidi /3

nekateri tipi plazmidnih vektorjev:

* Zza pripravo ssDNA

* zavnos dolgih insertov (= iz plazmidov izvedeni vektor;ji)
* zaizrazanje zapisov v velikih mnozinah

* za povezavo z reporterskim sistemom

* vektorji za kvasovke

* vektorji za pripravo rekombinantnih proteinov v insektnih ali
sesalskih celicnih kulturah

* plazmidi za redkeje uporabljane bakterije
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http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc471/pages/Lectured/Lectured.html
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Plazmidi: kriteriji za izbor

* velikost vektorja

* Stevilo kopij / celico

* sestava polilinkerja

* moznost posredne detekcije prisotnosti inserta

pri ekspresijskih vektorjih upostevamo tudi:
* koncni ciljni organizem

* konstitutivno/inducibilno izrazanje

* moznosti za regulacijo izrazanja

* mocCni/Sibki promotorji

* lokalizacija rekombinantnega proteina

* fuzije za lazjo detekcijo in izolacijo

Plazmidi z >15 kb so zaradi velikosti manj primerni za transformiranje celic in
jih tezje izoliramo kot manjSe (mali vektorji: 3 kb - 5 kb).

|lzberemo taka klonirna mesta, da ne nastopajo v fragmentu, ki ga zelimo
vstaviti, uporabna interna mesta (v fragmentu) pa se ne pojavljajo v
vektorju.

UpoStevamo posebne zahteve pri kasnejSem delu (npr. priprava ssDNA,
testiranje translacije, preverjanje nukleotidnega zaporedia,...)



Plazmidi s posebnimi lastnostmi /1

Plazmidi za izrazanje v sesalskih celicah:

* dosezemo lahko prehodno izrazanje ali pa ustvarimo stabilne celiCne linije

* za prehodno izrazanje celice transficiramo s plazmidom, ki nima posebnih
selekcijskih markerjev in se ne podvaja; celice analiziramo po 1 - 4 dneh

* za pripravo stabilnih transgenskih linij rabimo vektorje s selekcijskimi marker;ji

* po transfekciji celic selekcioniramo seve,
ki izrazajo vneseni selekcijski marker
(odpornost proti neomicinu ali A EA I
nekaterim drugim antibiotikom) OMV-Tag

* nekateri sistemi vkljuCujejo
plazmidne vektorje v kombinaciji z
virusi / retrovirusi

pCMV-Tag

marmalian expression vectors




Plazmidi s posebnimi lastnostmi /2

Plazmidi za delo z nestandardnimi bakterijami:

* mnogi plazmidi za E. coli so neprimerni, ker imajo nekompatibilne replikatorje

* primerni so replikatorji za Sirok spekter gostiteljev (RK2, RSF1010).

* antibiotiki za selekcijo morajo biti preverjeno ucinkoviti

* nekaterih vrst ne moremo transformirati s kemijsko modifikacijo ali
elektroporacijo, zato tujo DNA vnasamo s konjugacijo - rabimo dodatne
proteine, ki so obiCajno na pomoznem plazmidu.



Fag A In izvedeni vektor|i
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Lambhda cloning vector methodology

1. Ligate foreign DA mzerts and lambda arms into a concatermeric (hlb-genotme) segment

Detail of one lambda genome:

Left arm Right arm

T — Insert S

COS5 f \ COS

ligate ligate

Crrerall picture:
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2. Package into phage heads (capsids) in witro,
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age

assembly

http://escience.ws/b572/L16a/L16a.htm




Nitasti fagi in izvedeni vektor|i
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M13, f1, fd ~ 6,4 kb; okuzijo samo seve F+, F’ ali Hfr
obstajajo v obliki dsDNA (v celici 20-40 kopij) in ssSDNA (sproSca se brez liziranja celic:100-200/h)
transformacija bakterij in izolacija dsDNA sta kot pri plazmidih

iz M13 izvedeni vektorji imajo gen za odpornost proti antibiotiku ter fagni in plazmidni ori; sSSDNA dobimo
Sele po infekciji s pomoznim wt fagom

vektorje na osnovi nitastih fagov uporabljamo za pripravo ssDNA in za predstavitev rekombinantnih
proteinov na povrSini fagov




|z plazmidov izvedeni vektor

FAGMIDI:

plazmidi z dodatnim mestom ori, ki izhaja iz
nitastih fagov (f1)

celice gojimo enako kot tiste, ki so
transformirane s plazmidom

fagmidno dsDNA izoliramo kot obiCajne
plazmide

po infekciji celic, ki vsebujejo fagmid, z divjim
pomoznim fagom (wt helper phage) se
aktivira fagni ori, kar povzroci sintezo
ssDNA, ki se nato izloCa iz celic v gojisCe

fagmidi obstajajo v (+) in (-) verziji z razliCno
orientiranima mestoma ori, kar omogoca
sintezo ssDNA z ene ali druge verige

ssDNA obcCasno rabimo za doloCanje

nukleotidnega zaporedija in za mutagenezo.
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Iz plazmidov izvedeni vektorji /2

KOZMIDI:

* plazmidi, ki vsebujejo mesto cos iz bakteriofaga A

* v celici so v velikem Stevilu kopij (replikator ColE1)

* lahko jih pakiramo v glave bakteriofagov | (pod - SuperCos |
pogojem, cosmid vector

da je med mestoma cos 40 kb - 50 kb velik insert)
* uporabljamo jih za pripravo genomskih knjiznic
* Vv E. coli v€asih izgubljajo dele insertov

FOZMIDI:

* kozmidi, ki imajo namesto ori ColE1 PIEFP e
mesto ori iz bakteriofaga ey

* v bakterijski celici so v 1-2 kopijah

* neizgubljajo delov inserta

* pIF RP

chi

parE  pEpiFOS ™5 redF

7.5 Kb
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repE




COS site
.{\fﬂ'ﬂ inker

7 —

Kloniranje s ot | —_—

it

posredovanjem Don resteiction fragments
kozmidov T aetor

Cut cosmid vector in polylinker
with restriction enzyme

Ligate cut vector to

+ DMNA fragments

Subject to & phage in vitro
packaging to insert DNA
hetweean adjacent

+ COS sites into & heads

Recombinant
cosmid virions

Infect E. coli cells

/s Q\

E. coli chromosome  Cloned genomic fragment
in reconstituted plasmid

Select for ampicillin-
resistant colonies



Freassembled
A head

Preassembled
A tail

Pakiranje bakteriofagne
DNA Ccncato/mr of i DNA

{

cos Cos
48 kb

MNu 1 and A proteins
promote filling of & head
with DNA between COS
sites

Oﬁ A genome {1 copy)

A tail attaches only
to filled head

S

Viral
genome

Complete A virion



|z plazmidov izvedeni vektorji /3

BAC (umetni bakterijski kromosomi):

* plazmidi z dodanim replikatorjem F-faktorja in
prilagojeni za vgradnjo zelo dolgih fragmentov
DNA (100 kb - 500 kb); 1-2 kopiji/celico

YAC (umetni kromosomi kvasovk):
* kot BAC, a za delo v kvasovkah; do 1 Mb
* manj stabilni konstrukti kot BAC, zato jih opuScajo

Important yeast sequences
- for chromosomal DNA
replication
* TEL: segment of telomeric DNA
sequence TRP1

+ CEMN4: centromere sequence
{chromosome 4)

+ ARS: autonomously replicating E. coli plasmid
sequence (similar to orv) sequences
- for selection of recombinants

+ TRP1, URA3: yeast selectable
markers

* SUP4: insertionally inactivated
in recombinants

http://homepages.strath.ac.uk/~dfs99109/BB211/YACs.html
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http://iwww.bioteach.ubc.ca/MolecularBiology/BAC/
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1z plazmidov izvedeni vektorji /4

Plazmidi za delo s kvasovkami:

* kot replikator uporabljamo predvsem ARS (avtonomno podvajajoCa se
zaporedja), ki izhajajo iz genoma kvasovke in replikator iz naravnega
kvasovkinega plazmida 2.

v celicah je 10-30 kopij

pogosto uporabljamo vektorje, ki jih lahko kloniramo tudi v E. coli
(prenosljivi /shuttle/ vektorji) in imajo torej 2 replikatorja

integracijski vektorji nimajo kvasovkinega replikatorja; sluzijo le za vnos
zelenega zapisa + selekcijskega markerja v genom kvasovke

selekcijski markerji komplementirajo okvarjeno biosintezno pot
(npr URA3 v sevih, ki so ura3-)




Reporterski sistemi
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GFP (zeleni fluorescirajoCi protein)

CAT (kloramfenikol-acetiltransferaza)
B-galaktozidaza



Two types of LacZ fusion. The target gene yfg ('your favourite
gene') is transcribed from its promoter (P). a | a 5' fragment of the
target gene (yfg") is fused to a wild-type lacZ+ gene to make a
transcriptional fusion. In this construct, the transcription of lacZ+ is
driven by the yfg promoter. The polycistronic mRNA that is
produced is translated by ribosomes that bind independently to the
ribosome-binding sites (rbs) that are located immediately upstream
of each open reading frame to produce an amino-terminal fragment
of Yfg and wild-type [3-galactosidase. b | a 5' fragment of the target
gene (yfg") is fused in the correct translational reading frame to a
large 3' fragment of lacZ ('lacZ) to produce a translational fusion.
Transcription of this hybrid gene is driven by the yfg promoter (P),
and the mRNA that is produced is translated from the yfg rbs to
produce a hybrid protein with amino-terminal sequences of Yfg and
a large functional carboxy-terminal fragment of [3-galactosidase.

%—! — vfg'-lacZ*

P yig’ lacZ

1

VaVeVaVaVal

S L yig'~lacZ
P yfg'~'lacZ

Nature Reviews | Genetics



Reporterski sistemi /2

GFP iz meduze Aequorea victoria, fluorescira v spodnjem zelenem delu
vidnega spektra. Detektiramo oddano svetlobo. Omogoca zasledovanje
izrazanja poljubnega oznaCenega zapisa in vivo. Obstajajo mutanti, ki
mocneje fluorescirajo in/ali fluorescirajo v drugih delih spektra (BFP,
YFP, RFP). Uporabljajo ga za lokalizacijo oznacCenih proteinov v celicah,
lahko tudi spremljajo gibanje oznacenih proteinov v realnem casu.

luciferaza iz kresnic, bakterij ali drugih organizmov: v prisotnosti kisika
in ATP povzrocCi razgradnjo luciferina (razlicne strukture, odvisno od organizma) v oksiluciferin,
pri Cemer nastane svetloba.

CAT je bakterijski encim, ki inaktivira kloramfenikol s tem, da ga acetilira. Raven izrazanja
doloCamo s testom aktivnosti, v katerem detektiramo fluorescencno ali radioaktivno oznacCen
produkt.

B-gal: produkt gena lacZ. Aktivnhost merimo s pomocjo sintetiCnih substratov, ki nosijo
kromofor. Kvantificiramo spektrofotometricno. Manj uporabno zaradi celicam lastne
galaktozidazne aktivnosti.
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Chromophore Modification Effects on Fluorescent Protein Emission Spectra
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Figure 5. Spectral properties of variants of the GFP family (Matz et al., 2002).




FluorescirajocCi proteini :
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* GFP (28 kDa): 04
Aexc= 395 nm, 470 nm // Aem= 509 nm 02
* pri GFP je kromofor v resnici na tripeptidu Waveiength (nm)

Ser-dehidroTyr-Gly — imidazolidonski obroC

* variante GFP: raba kodona, prilagojena
preiskovanemu organizmu, ojaCanje signala
(eGFP)

* druge barve: YFP, CFP, BFP -
omogocajo kolokalizacijske Studije
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Table 1 | Properties of the best FP variants?

Source laboratory

Excitation®

Emission?

Class Protein (references) (nm) (nm) Brightness®  Photostability”  pKa Oligomerization
Far-red mPlumg Tsien (5) 590 649 41 53 <4.5  Monomer
Red mCherry? Tsien (4) 587 610 16 96 <4.5  Monomer
tdTomatod Tsien (4) 554 581 95 98 4.7 Tandem dimer
mStrawberryd Tsien (4) 574 596 26 15 <45  Monomer
J-Red" Ewvrogen h84 610 8.8’ 13 5.0 Dimer
DsRed-monomer™  Clontech 556 586 35 16 4.5 Monomer
Orange mOrange9 Tsien (4) H48 562 49 9.0 6.5 Monomer
mKO MBL Intl. (10) 548 559 31" 122 5.0 Monomer
Yellow-green mCitrine’ Tsien (16,23) 516 529 59 49 5.7 Monomer
Venus Miyawaki (1) 515 528 53" 15 6.0 Weak dimer)
YPetd Daugherty (2) 517 530 80" 49 5.6 Weak dimer)
EYFP Invitrogen (18) 514 527 51 60 6.9 Weak dimer
Green Emeraldd Invitrogen (18) 487 509 39 0.68k 6.0 Weak dimer
EGFP Clontech!' 488 507 34 174 6.0  Weak dimer
Cyan CyPet Daugherty (2) 435 aTi 18° 59 5.0 Weak dimer
mCFPm™ Tsien (23) 433 475 13 64 4.7 Monomer
Cerulean? Piston (3) 433 475 27" 36 4.7 Weak dimer
UV-excitable green  T-Sapphire? Griesbeck (6) 399 51 26° 25 4.9 Weak dimer)

A expanded version of this table, including a list of other commercially available FPs, is available as Supplementary Table 1. °The mutations of all common AFPs relative to the wild-type protein are
available in Supplementary Table 3. “Major excitation peak. ®Major emission peak. *Product of extinction coefficient and quantum yield at pH 7.4 measured or confirmed (indicated by *} in our laboratory
under ideal maturation conditions, in (mM = cm)-1 (for comparison, free fluorescein at pH 7.4 has a brightness of about 89 {mM = cm)-1). "Time for bleaching from an initial emission rate of 1,000 photons/s
down to 500 photons/'s {ty ; for comparison, fluorescein at pH 8.4 has ty; of 5.2 s); data are not indicative of photostability under focused laser illumination. 9Brightest in spectral class. "Not recommended
(dim with poor folding at 37 °C). 'Citrine YFP with A20BK mutation; spectroscopic properties equivalent to Citrine. JCan be made monomeric with A206K mutation. *¥Emerald has a pronounced fast bleaching
component that leads to a very short time to 50% bleach. |ts photostability after the initial few seconds, however, is comparable to that of EGFP, 'Formerly sold by Clontech, no longer commercially available.
mECFP with AZ06K mutation; spectroscopic properties equivalent to ECFP.
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Firefly luciferase (Photinus-luciferin:oxygen 4-oxireductase[EC1.13.12.7]) is a 61kD
protein (monomer) that catalyzes the mono-oxygenation of the substrate D-luciferin
as shown in Figure 1 below.
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