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Plasmide als Vektoren

Der Replikationsursprung
bestimmt die Art der Replikation

ColE1- ori:

relaxierte Replikation —— multicopy Plasmide

F-Plasmid - ori:
Stringente Replikation —» ,,single copy* Plasmide

f1-Phagen - ori:
Einzelstrang Replikation —» »single strand* Phagen



Vektor zur Klonierung von PCR-
Produkten
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Eigenschaften einiger PCR-

Polymerasen

Table 1. Comparison of PCR Product Properties for Some Thermostable DNA

Taq/

Characteristic AmpliTag®

Resulting DNA ends

5°®3" exonuclease
Activity

3’®5" exonuclease
activity

N.A.: not available

Polymerases.

VentR®/
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Yes Yes Yes



Fir die Expression fremder Gene gibt es spezielle Expressionsvektoren mit
Signalsequenzen fur die korrekte Transkription und Translation in Bakterien

Vielzweck-
klonierungs-
schnittstelle

Terminator
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bindungsstelle
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induzierbarer
Promotor/
Operator

Expressions-
vektor




Plasmidvektoren, zur Expression von Fremdgenen

Konstruktion eines Expressionsvektors
(Schematischer Ablauf)

Vektor Regler

Signale fir Selektion Steuerelemente aus
und Replikation Wirtsorganismus
Plasmid pBR 322 E.coli K 12

Uberproduzent

Wirtszelle mit
Expressionsvektor
fOr Human-insulin




Komponenten eines bakteriellen
Expressionsvektors

Kinstliche Promotoren verstarken
die Expression
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—— : ! 10111
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\bb. 2.70 Nucleotid-Sequenz der -10- und -35-Regionen von vier natlrlichen Promotoren und
wei Hybrid-Promotoren



Komponenten eines bakteriellen
Expressionsvektors

UAAGGAGGU

Die Shine-Dalgarno-Sequenz am

Anfang der mRNA 1st notwendig,

um die Ribosomenbindung an die
MRNA zu ermoglichen



GENE FUSION SYSTEMS
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Expression von Fusionsproteinen
mit sog. ,His-tag”
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FLAG Strategy
for Protein Expression, Detection and Purification

»wFlag“-Vektoren dienen der %fl
Expression und schnellen
Reinigung von Fusions-
Proteinen in Bakterien
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Suizidvektoren bringen alle Zellen um,
die nicht gentechnisch verandert sind |

* There are two
Nsil sites in

the multiple
cloning site.

ccd 8 ~Gen = conkolled ced oleatie :
(Dnnckihon oer z,jm‘o-m.m.'nw aer Cyrme)




,Gateway“-Klonierungssystem
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,Gateway“-Klonierungssystem
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,,Gateway Klonlerungssystem
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,Gateway“-Klonierungssystem
GATEWAY SYSTEM
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Vektoren auf der Basis von
Bakteriophagen

M13/f1-Phage
A—Phage
P1-Phage




Bakteriophage- M 13
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Replikation M13-Bakteriophage
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I. Grundprinzipien der DNA-Klonrung
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United States Patent 6803230
Inventors:
Bowdish, Katherine S. (Del Mar, CA)
Fredrickson, Shana (Solana Beach, CA)
Wild, Martha (Solana Beach, CA)
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Bakteriophage A
Genkarte
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2.9 Die Genkarte von A. Eingetragen sind die Positionen der wichtigsten Gene und die Funktio-
nen der Gengruppen.



Bakteriophage |

A

Infektion und
Replikation

8. i-DNA In gestreckter Form

cos-site
CCOHCCGCTGRA

GGGCGGCGACTT
cos-site

a. J-DNA in Ringform
oos-Stelle

O

c. Repiikation und Verpackung der i-DNA

ey

Zusarmmenoau nauer Phagenpartikel



Bakteriophage A

Integrationsvektoren

Ao




Substitutionsvektoren

Linker Arm Stuffer" Rechter Arm
Integrat
J Ligation




Lambda gt10/11

The Lambda gt11 Vector
o Predigested with fcolt |
 For construction of cOMNA libraries

Ecof |

o Map of Lambda gt11 Vector

CLONING CAPACITY Capacity ol 7.2 kb




[Lambda EMBIL.3/4
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[Lambda
EMBIL3/4

Durch Doppelverdau mit
Sall und EcoRI erhalten die
Arme andere Enden als das
zentrale Fragment
(,,stuffer*), so dass eine
Religation des Vektors sehr
unwahrscheinlich ist,
insbesondere wenn die
Linker durch Fallung aus
dem Gemisch entfernt
werden
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Lambda Zap:

Moderne Vektoren

Mit Phagen und Plasmid-
eigenschaften
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mammiakian expression vecior



[Lambda -
,,shuttle*
Expressions
vektoren
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