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Curs 2 — Escherichia coli ca organism model. Vectori
utilizati in Biologia Moleculara




w2 Tehnici de biologie moleculara

Cele mai comune tehnici de biologie moleculara:

*Electroforeza — procesul de separarea a acizilor nucleici sau proteinelor functie de dimensiune;
La ce este utila dimensiunea unei molecule?

Amplificarea in vitro a acizilor nucelici (PCR, polymerase chain reaction) — procesul de
replicare/sinteza in vitro a acizilor nucleici prin care se pot sintetiza cantitatile de acizi nucleici
necesare pentru manipularile ulterioare;

*Digestia cu enzime de restrictie — procesul de taiere a moleculelor de ADN in fragmente cu
ajutorul unor enzime ce recunoscut o anumita secventa de nucleotide;

Ligarea — procesul de lipire a 2 fragmente de ADN diferite cu formarea de legaturi covalente de
tip fosfo-diesteric.

*Blot-ul — o tehnica de identificare specifica a biomoleculelor dupa ce acestea au fost separate
prin electroforeza. Moleculele de interes sunt identificate cu ajutorul unei sonde marcata
specific (catena complementara in cazul acizilor nucleici) sau anticorp specific in cazul
proteinelor.

*Clonarea - tehnica prin care se introduce o gena noua intr-un organism gazda. Clonarea se
poate realiza cu scopul de a testa efectul respectivei gene asupra organismului in care a fost
introdusa, cu scopul de a folosi organismul gazda pentru a produce cantitati mari din gena sau
proteina codificata, sau pentru a studia amplasare celulara/tisulara a produsului genei
respective. Inserarea de material genetic nou intr-o celula bacteriana se numeste transformare,
inserarea de de material genetic nou intr-o celula EK se numeste transfectie. Daca pentru

inserarea materialului genetic se utilizeaza un virus, procesul de numeste transductie.
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w5 Tehnici de biologie moleculara

Termenul de clonare este utilizat si pentru a descrie producerea de celule sau organisme
identice din punct de vedere genetic. Tn sensul sau strict clonarea reprezinta insa producerea de
copii identice ale unei molecule de ADN in numar foarte mare.

Procesul de clonare consta in principiu in 4 etape distincte:

1. izolarea fragmentelor de interes (inclusiv prin PCR) si digestia lor cu enzime de restrictie;
2. ligarea celor doua fragmente si obtinerea moleculei recombinate;
3. transformarea celulelor de E.coli cu noile molecule recombinate;
4. selectia celulelor ce au fost transformate cu succes si care contin noua molecula de ADN

recombinat.

Pentru a putea parcurge cele 4 etape si a realiza asadar clonarea unei gene sunt insa absolut
necesare doua elemente:

- un vector - o molecula de ADN capabila sa se autoreplice independent. Secventa de clonat
este inserata in interiorul vectorului si se replica odata cu acesta;

- o tulpina gazda in care vectorul sa se replice — aproape intotdeauna tulpini de Escherichia coli.
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Metodele prezentate nu sunt utilizate individual, ci sunt cuplate intre ele sau cu diverse alte
tehnici pentru a putea raspunde la o anumita intrebare de interes. Un exemplu tipic de
combinare a tehnicilor este:

PCR Se produce/replica gena de interes in cantitatea necesara

Gena de interes este lipita intr-un vector, cel mai frecvent

Ligare ) , )
un plasmid pentru a obtine un vector recombinat.

Se verifica corectitudinea modului in care gena a fost

Digestie si electroforeza ) Y
Inserata In vector.

Clonare

Transformare Vectorul recombinat este introdus in Escherichia coli.

Bacteria este utilizata pentru a produce cantitati mari de

Purificare ADN vector recombinat, iar ADN-ul plasmidial este purificat.

Vectorul recombinat este transferat in celule EK unde gena
este exprimata.

Transfectie

Electroforeza Proteinele din celulele EK sunt separate.

Blot Prezenta produsului genei de interes este evidentiat.
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v~~~ Escherichia coli si utilitatea sa

Escherichia coli

- descoperita in anul 1885 de catre medicul Theodor Escherich;

bacil Gram negativ;
dimensiuni: 2 pm lungime si 0,25 -1 um diametru;

cromozom circular format continand 4,6 milioane perechi de baze,

4288 gene ce codifica proteine organizate in 2584 operoni, 7 operoni
pentru sinteza ARNr si 86 gene pentru sinteza ARNt;

facultativ anaerob si nesporulat;

se dezvolta in intestin, face parte din microbiota normala, natural intestinala, jucand roluri
importante: sursa de vitamine B12 si K; impiedica colonizarea intestinului cu bacterii
patogene;

poate deveni patogena: atunci cand contamineaza tractul urinar (este cea mai importanta
bacterie in etiologia infectiilor urinare); cand trece prin peretele intestinal si patrunde in

abdomen; in situatia patrunderii in organism a unor tulpini virulente.
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v~~~ Escherichia coli si utilitatea sa

Escherichia coli — este utilizata intens in prezent atat in laborator cat si la nivel industrial pentru
obtinerea unor cantitati mari de ADN, proteine sau metaboliti. Bacteriile E. coli utilizate in
laborator si industrie nu sunt identice cu cele ce se gasesc in mod natural in intestin, ci sunt
tulpini de E. coli selectate si modificate de-a lungul timpului pentru usurinta in utilizare pentru
cercetare. Din tulpina naturala, au fost desprinse 4 tulpini majore ce sunt utilizate ca organism
model: E. coliK-12, E. coli B, E. coli C si E. coli W. Dintre acestea, tulpinile E. coli K-12 si E. coli B
sunt cel mai frecvent utilizate in laborator deoarece:

1. Se pot cultiva pe medii ieftine, inclusiv medii minimale (o
sursa de C si energie precum glucoza si saruri minerale ca
sursa de N si P);

2. Au pierdut capacitatea de a se dezvolta in intestin;

3. Au un ritm extrem de rapid de crestere in laborator
(1 generatie la aproximativ 20 min fata de 1 generatie la 12-24
h in intestin pentru tulpina initialad);

4. Genomul este complet secventiat si majoritatea mecanismelor
de reglaj genetic sunt cunoscute;

5. Sunt competente — pot prelua din mediu molecule de ADN.

0 min
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- Escherichia coli — relatii filogenetice intre tulpini

—Salmonella enterica
—E. albertif
—E. fergusonii
Group BzEE, coli SE15 (O150:H5. Commensal)
E. coli E2348/69 (0127:H6. Enteropathogenic)
E. coliED1a 081 (Commensal)
E. coli CFT083 (06:K2:H1. UPEC)
E. coli APEC O1 (O1:K12:H7. APEC
E. coli UTI88 O18:K1:H7. UPEC)
E. coli 588 (O45:K1. Extracellular pathogenic)
E. coli F11
E. coli 536
E. coli UMND26 (O17:K52:H18. Extracellular pathogenic)
mﬂj—[[f;‘, coli (019:H34. Extracellular pathogenic)
E. coli (O7:K1. Extracellular pathogenic)

E. coli EDL933 (O157:H7 EHEC)

E. coli Sakai (O157:H7 EHEC) I inii I d H d H b |
et T et Tu pini izolate din diverse probe, unele patogene
E. coli TW14358 (0157:H7 EHEC)

Shigella dysenteriae
Shigella sonnei
Shigella boydii
Shigella flexneri
E. coli E24377A (0139:H28. Enterotoxigenic)

E. coli E110019

—L ~|:I:E. coli 11368 (026:H11. EHEC)

— E. coli 11128 (O111:H-. EHEC)
E. coli IAI1 OB (Commensal)
E. coli 53638 (EIEC)
E. coli SE11 (O152:H28. Commensal)
E. coli BTA
E. coli 12009 (0103:H2. EHEC)
{[E. coli GOS1 (0104:H4 EAHEC) German 2011 outbreak
E. coli E22
_EE, coli Oslo 0103

E. coli 55989 (0128:H2. Enteroaggressive)
| y

E. coli ATCCB739 (0146. Crook's E.coli used in phage work in the 1950s)

E. coli K-12 W3110 (O16. A F "wild type" molecular biology strain)

E. coli K-12 DH10b (O186. high electrocompetency molecular biology strain)

E. coli K-12 DH1 (O16. high chemical competency molecular biology strain) . . one A

E. coli K-12 MG1655 (016. k' F "wild type" molecular biology sirain) Tul p| Nni ut| I | zate 1] Ia bo rato r
E. coli BW2952 (O16. competent molecular biology strain)

E. coli 101-1 (O? H?. EAEC)

E. coli B RELB06 (O7. high competency molecular biology strain)

E. coli BL21-DE3 (O7. expression molecular biology strain with T7 polymerase for pET system)
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W Fscherichia coli — tulpini utilizate in laborator

Majoritatea tulpinilor utilizate in laborator provin asadar din doua tulpini principale: E.coli K-12
si E. coli B. Aceste 2 tulpini difera una de cealalta in principal prin comportamentul fata de ADN-
ul exogen datorat sistemelor diferite de metilare-restrictie active :

- tulpina E.coli K-12 contine sistemul de metilare-restrictie EcoKl si va distruge ADN-ul care
nu este metilat la adenina din secventa AA*C[N6]GTGC sau GCA*C[N6]GTT. ADN-ul izolat
din aceasta tulpina va fi in consecinta metilat in aceste pozitii.

- tulpina E. coli B contine sistemul de metilare-restrictie EcoBl si va distruge ADN-ul ne-
metilat la nivelul adeninei din secventa TGA*[N8]TGCT sau AGCA*[N8]TCA.

Plecand de la aceste doua suse, cercetatorii au creat numeroase tulpini cu utilizare precisa,
aducand modificari specifice la nivelul genelor cromozomiale sau introducand material genetic
extra-cromozomial suplimentar. Pentru a putea caracteriza foarte complet fiecare din aceste
tulpini este necesara precizarea 1n mod explicit a modificarilor si imbunatatirilor aduse la
nivelul genomului. Pentru aceasta se considera ca toate genele din microorganism sunt
normale, exceptand pe cele care sunt in mod explicit precizate ca fiind mutante. Un A inainte
unei gene inseamna ca respectiva gena lipseste (deletie). Notatiile standard pentru cele mai
frecvente mutatii si manifestarilor lor fenotipice la tulpinile de E.coli cu utilizare in laborator
sunt:

19.11.2024 Tehnici de biologie moleculara — Curs 2 Paginanr.9



% Escherichia coli — tulpini utilizate in laborator

Notare
E-

F+

F'[]

rB/K*/-
mB/K*-
hsdS
INV()
ahpC

ara-14
araD
cycA
dapD

A()

dam
dcm

deoR

Manifestare fenotipica

nu contine plasmidul conjugativ F

contine plasmidul conjugativ F. Celulele pot realiza procesul de conjugare si transfera plasmidul la celulele F-
contine un plasmid conjugativ F in care au fost integrate gene cromozomiale. Celulele pot realiza procesul de
conjugare si transfera plasmidul la celulele F. Genele cromozomiale integrate in plasmid sunt reprezentate intre
paranteze patrate

indica linia celulard. Semnele +/- indica daca tulpina prezinta sau nu sistemele de restrictie specifice pentru E. coli
active

indica linia celulara. Semnele +/- indica daca tulpina prezinta sau nu sistemele de metilare a ADN-ului specifice
pentru E. coli active

sisteme de metilare si restrictie pentru anumite secvente sunt inactivate. Daca ADN-ul izolat de |la aceasta tulpina
este transferat in tulpini salbatice de E.coli, acesta va fi degradat. hsdR = pentru transformarea eficienta cu ADN ne-
metilat, de exemplu obtinut prin reactia de amplificare in vitro (PCR)

inversare la nivel cromozomial intre locatiile indicate

mutatie la nivelul genei alchil-hidroperoxide reductazei ce confera enzimei si capacitatea de a reduce legaturile di-
sulfidice

nu poate metaboliza arabinoza

mutatie la nivelul genei pentru L-ribulozo-4- fosfat epimeraza ce blocheaza metabolismul arabinozei

mutatie la nivelul sistemului de transport al alaninei, tulpina nu poate utiliza alanina ca sursa de C

mutatie la nivelul genei ce codifica succinil-diaminopimelat-transferaza ce duce la inactivarea acesteia. Tulpina
are nevoie de acid succinic sau lizina si metionina in mediu pentru a se dezvolta

deletia la nivel cromozomial a genelor cuprinse intre pozitiile dintre paranteze

metilarea adeninei din secventa GATC este activa; sistemul de reparatie a ADN-ului este activ

metilarea C din pozitia a doua in secventa CCWGG este activa. In general cele doua proprietiti — dam si dcm sunt
prezente si nu sunt precizate in mod explicit. Lipsa lor insa este intotdeauna precizata sub forma notatiilor dam-
sidcm

expresia constitutiva a genelor responsabile de sinteza deoxiribozei; permite transformarea celulelor cu plasmide
de dimensiuni mari




% Escherichia coli — tulpini utilizate in laborator

Notare Manifestare fenotipica

dutl activitatea dUTP-azica este inactivata, ducand la cresterea concentratiei de dUTP si incorporarea U in loc de Tin
ADN

endA 1 endonucleaza | este inactivata ceea ce permite o mai usoara izolare a ADN-ului

galE mutatie asociata in general cu o competenta crescuta si rezistenta la 2-deoxygalactoza (9)

galk tulpina nu poate metaboliza galactoza si este rezistenta la 2-deoxy-galactoza

galu tulpina nu poate metaboliza galactoza

gor mutatie la nivelul glutation-reductazei; imbunatateste formarea legaturilor di-sulfidice

gyrA96 mutatie la nivelul genei ce codifica ADN giraza, rezistenta la acid nalidixic

gyrAd62 mutatie la nivelul genei ce codifica ADN giraza; rezistenta la colicina ccdB

A(lac)X74 deletia intregului operon lac si a zonelor adiacente

laclg sau  supra-productia proteinei represor lac; regiunea -35 in promotorul din fata lacl este modificat din GCGCAA in
laclQ GTGCAA

laclQl supra-productia proteinei represor lac; contine o deletie de 15 pb pentru a crea o regiune -35 optima in
promotorul din fata lacl
lacY tulpina este deficienta Tn transportul si metabolizarea lactozei datorita deletiei genei pentru lactoz-permeaza

lacZAM15 deletia partiala a genei lacZ ceea ce permite a complementarea genei pentru B-galactosidaza; necesar pentru
realizarea selectiei alb/albastru pe baza fenomenului de complementare alfa folosind placi cu Xgal

leuB necesita leucina in mediu pentru a se dezvolta

Alon deletia proteazeilon

malA tulpina nu poate metaboliza maltoza

mcrA mutatie ce elimina sistemul de restrictie a ADN-ului metilat la nivelul secventei CmCGG
mcrB mutatie ce elimina sistemul de restrictie a ADN-ului metilat la nivelul secventei RmC
metB necesita metionina in mediu pentru a se dezvolta

metC necesita metionina in mediu pentru a se dezvolta

mrr mutatie ce elimina sistemul de restrictie a ADN-ului metilat la nivelul secventei CmAG sau GmAC




%™ Escherichia coli — tulpini utilizate Tn laborator

Notare Manifestare fenotipica

mtlA  nu poate metaboliza manitolul

mutS  mutatie ce inhiba procesul de reparatie a ADN-ului

nupG identic cu deoR

ompT mutatie la nivelul genei ce codifica proteaza etracelulara VI, reducand astfel proteoliza proteinelor
supraexprimate

(P1) contine profagul P1. Tulina exprima sistemul de restrictie P1

(P2) contine profagul P2

PlysS  contine plasmidul pLysS ce codifica rezistenta la cloramfenicol si atenueaza activitatea T7 RNA polimerazei

proA/B necesita prolina in mediu pentru crestere si dezvoltare

recAl tulpina sensibila la radiatia UV, sistemul de reparatie al ADN-ului este deficitar

recBCD mutatii la nivelul Exonucleazei V; mutatia la nivelul genelor RecB sau RecC ce reduce frecventa proceselor
recombinatoriale de 100 de ori; tulpina sensibila la radiatia UV, sistemul de reparatie al ADN-ului este deficitar

relA fenotip relaxat, sintenza ARN-ului este permisa in lipsa sintezei proteice

rha metabolismul ramnozei este blocat

rnc contine RN-aza Il

rne codifica RN-aza E

rpsL mutatie la nivelul proteinei ribosomale S12 ce duce la rezistenta la streptomicina
srl metabolismul sorbitolului este blocat

supE ginV

supF tyrT

thi necesita tiamina in mediu pentru crestere si dezvoltare

thyA necesita timina in mediu pentru crestere si dezvoltare

Tnl0  contine transpozonul 10 ce codifica in mod normal si rezistenta la tetraciclina

Tn5 transpozon ce codifica in mod normal si rezistenta la kanamicina

tonA  mutatie le nivelul unei proteine din membrana externa ce confera rezistenta la fagul T1 si T5

traD mutatie ce inactiveaza factorul de transfer, celulele nu pot initia sau accepta transferul plamidului F




2 EFscherichia coli — tulpini utilizate in laborator

Notare Manifestare fenotipica
trxB mutatie la nivelul tioredoxin reductazei, imbunatateste formarea puntilor disulfidice in citoplasma
tsx mutatie le nivelul unei proteine din membrana externa ce confera rezistenta la T6sila colicina K
ungl  permite incorporarea uraciluluiin ADN-ul plasmidial

xyl-5  metabolismul xilozei este blocat

SmR rezistenta la streptomicina

E. coliBL21
- F decm ompT hsdS(rB- mB-) gal [malB+]K-12(AS)
- regiunea "malB" a fost transferata de la tulpina K-12.

E. coli BL21(DE3)

— F-ompT gal decm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 genel ind1 sam7 nin5])

- tulpina derivata din E. coli B ce contine DE3 - un A profag continand genele pentru ARN
polimeraza T7 si laclqg

- utilizata in special ca gazda pentru expresia de proteine recombinante;

E. coli DH1

- endA1 recAl gyrA96 thi-1 ginV44 relAl1 hsdR17(rK- mK+) A-

- tulpina derivata din susa Hoffman-Berling 1100

- permite o transformarea eficienta a plasmidelor de dimensiuni mari (40-60Kb)
- rezistenta la acid nalidixic;
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“w - Escherichia coli — tulpini utilizate in laborator

E. coli DH5a

— F endA1 gInv44 thi-1 recAl relAl1 gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(rkmK*), A~

- tulpina derivata din susa E. coli DH1

- rezistenta la acid nalidixic

- una dintre cele mai utilizate gazde pentru vectori.

E. coli Rosetta(DE3)pLysS

- FompT hsdSB(RB-mB-) gal dem A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1ind1 sam7 nin5]) pLysSRARE
(CamR)

- tulpina derivata din an E. coli B ce contine DE3, un A profag continand genele pentru ARN
polimeraza T7 si laclq

- contine plasmidul pLysSRARE. Acesta permite utilizarea in E. coli a codonilor rari AGG, AGA,
AUA, CUA, CCC si GGA deoarece codifica genele ARNt pentru argU, argW, ileX, glyT, leuW,
prol, metT, thrT, tyrU, si thrU.

E. coli XL1-Blue (Stratagene)

- endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relAl lac gIinV44 F'[ ::Tn10 proAB* laclq A(lacZ)M 15]
hsdR17(rK-mK*)

- rezistenta la acid nalidixic si la tetraciclina

- folosita ca gazda pentru propagarea si izolarea plasmidelor, dar si pentru expresia de proteine;
19.11.2024 Tehnici de biologie moleculara — Curs 2 Paginanr. 14



W2 EFscherichia coli — tulpini utilizate in laborator

E. coli XL2-Blue (Stratagene)

- endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac gIinV44 F'[::Tn10 proAB+laclqA(lacZ)M15 Amy CmR]
hsdR17(rK-mK+)

- rezistenta la acid nalidixic si la tetraciclina;

- rezistenta la cloramfenicol, concentratii mai mici de 40 mg/ml, sensibila la cloramfenicol
concentratii mai mari de 100 mg/ml;

- folosita ca gazda pentru propagarea si izolarea plasmidelor, dar si pentru expresia de proteine

E. coli XL1-Red (Stratagene)

- F- endA1 gyrA96(nalR) thi-1 relAl lac gIinV44 hsdR17(rK-mK+) mutS mutT mutD5 Tn10
- rezistenta la acid nalidixic si la tetraciclina;
- tulpina ce acumuleaza foarte frecvent mutatii. ADN-ul transferat este foarte instabil;

E. coli XL10-Gold (Stratagene)

- endA1 ginV44 recA1 thi-1 gyrA96 relAl lac Hte A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
tetRF'[proAB laclqgZAM15 Tn10(TetRAmy CmR)]

- rezistenta la acid nalidixic, tetraciclina si cloramfenicol;

- fenotipul hte permite transformarea cu plasmide de dimensiuni foarte mari.
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v Vectori plasmidiali frecvent utilizat

Principalele caracteristice necesare unui vector pentru MCS

a fi utilizabil in E. coli sunt:
- capacitatea de autoreplicare independenta de
cromosomul bacterian — trebuie s§ contind o origine®™°"——__
de replicare compatibila cu celula gazda. Cel mai
frecvent, la pentru plasmidele replicabile in
Escherichia coli se foloseste originea OriC.
- dimensiuni mici — pentru a putea fi simplu de izolat,
manipulat si transferat in celula gazda;
- sa contina un marker selectabil, pentru a putea
diferentia usor celulele ce contin vectorul de cele ce nu
il contin. Cel mai frecvent acest marker este rezistenta la antibiotice codificata de gene aflate
pe plasmid. Cand celulele bacteriene sunt etalate pe medii ce contin antibiotice, doar celulele
ce contin plasmidul ce codifica rezistenta vor supravietuii, realizandu-se astfel o selectie.
Primii vectori plasmidiali aparuti au fost o serie de vectori simpli, ce contineau o origine de replicare,
o gena a unui marker selectabil si cateva situsuri de recunoastere pentru enzime de restrictie amplasate
aleator. Utilizarea acestora in clonarea genelor a fost dificild si prin urmare au fost dezvoltati vectori de
clonare specializati, care contineau pe langa elementele amintite si o zona redusa ca
dimensiuni cu numeroase situsuri de restrictie foarte frecvent utilizate. Zona respectiva a
primit numele de situs multiplu de clonare (multiple cloning site, MCS).

Secventa terminatoare
Operator

Marker selectabil
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o Vectori plasmidiali frecvent utilizat

Tn vederea expresiei genelor clonate in E. coli sunt necesari un alt tip de vectori: vectori de
expresie. Acestia trebuie sa permita atat clonarea genelor cat si expresia lor. De acea contin
suplimentar, pe langa elementele enumerate la vectorii de clonare si elementele necesare
expresiei reprezentate din:

- un promotor puternic sub controlul caruia este pusa gena de interes. Cel mai frecvent
utilizati promotori sunt: promotorul bacteriofagului A PL, promotorul trp-lac sau promotorul
bacteriofagului T7. Tn aval de promotor se afl§ MCS.

- gena operatoare specifica promotorului utilizat

- situs-ul de legare a ribosomului (RBS)

- zona de semnalizare a sfarsitului transcriptiei.

Situsul multiplu de clonare este intotdeauna amplasat dupa situs-ul de legare a ribosomului,
in asa fel incat prin clonarea genei de interes aceasta sa fie pusa sub controlul promotorului.
Plasmidele de expresie mai pot contine de asemenea si alte sisteme de control strict al
expresiei (Ex. In cazul sistemului de expresie folosind promotorul bacteriofagului T7 foarte
frecvent in plasmid este si gena pentru lizozim din fagul T7, un inhibitor al ARN-polimerazei
T7, care elimina expresia constitutiva a acesteia).
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v \ectori plasmidiali frecvent utilizati

Eco01091 2674 BstAPl 179
Aatll 2617

pUC18 si pUC19 —
- vectori de clonare de dimensiuni mici (2,7 kb) ce difera ?ntre&;”?’:ﬂz”"
ei doar prin secventa situsului de clonare Soal 2177
- secventa completa a plasmidului se gaseste in baza de date
GenBank/EMBL cu indicativul L09137;

- numar mare de copii in celula

- contine gena responsabila de rezistenta la ampicilina ciriol 1779

Sapl 683

Afllll, BspLUTI 806

pBluescript Il SK (+/-) ampicillin
- un vector de clonare plasmidial al carui origine de replicare '

) pBluescript Il SK (+/-) i MCS
provine de la un fag 3.0 kb - Sacl
- codifica rezistenta la ampicilina
- comercializat de Stratgene

19.11.2024 Tehnici de biologie moleculara — Curs 2 Pagina nr. 18



-,

v Vectori plasmidiali frecvent utilizat

’

pET-21a

- vector de clonare si expresie avand dimensiunea de
5,4 kb

- expesia proteinei se induce prin adaugarea in mediu a
lactozei sau a unui derivat al cesteia (IPTG); .
- proteina produsa este recombinata avand un la
capatul N terminal 6 resturi de histina si o coada T7. ....
Resturile de histidind permit purificarea proteinei
produse prin cromatografie de afinitate pentru metale,
iar coada T7 permite purificarea proteinei prin tehnici
imuno-cromatografice. A

Bst1107 1i2938) }'
Tth111 l2910)

Sty ks7)
| |53u1‘|02 {[t:1)]

pET-21a(+)

(5443bp)

AlwN K3581)

- comercializat de Novagen

pMAL-c5x e

- vector de clonare si expresie rmBT1T2

- proteina clonata este pusa sub controlul promotorului =

tac, expresia putand fi indusa prin adaugarea in mediu a . bla
lactozei sau a unui derivat al acesteia (IPTG)

- proteina produsa este una fuzionata cu MBP (maltose Ptac A

binding protein, proteina din E.coli cu afinitate pentru /pBRori

maltoza), oferind astfel o modalitate simpla de purificare
ﬁﬁiﬂ.@ﬁm atOgraﬁe de afinitate Tehnici de biologie moleculara — Curs 2 lacl 9



~- Alti vectori utilizati In ingineria genetica

A. Bacteriofagii

Bacteriofagul A este un virus capabil sa infecteze celule de E. colisi a
injecteze propriul sau ADN de 48502 pb in celula bacteriana. Fagul a
fost modificat si a devenit un vector eficient de transfer a
fragmentelor mari de ADN in celulele de E.coli. Utilizarea s-a ca
vector se bazeaza pe doua aspecte cheie:

1. Aproximativ o treime din genomul fagului este neesential si poate fi
inlocuit cu ADN strain;

2. ADN-ul fagului este impachetat intr-o particula virala functionala
doar daca are dimensiunea cuprinsa intre 40,000 si 53,000 pb;
Cercetatorii au creat astfel vectori bacteriofagici ce pot fi clivati in 3
fragmente distincte: doua fragmente ce contin gene esentiale si care
au impreuna 30000 pb si un al treilea fragment ,de umplutura,,
amplasat intre fragmentele esentiale si care poate fi inlocuit cu succes
cu orice alt fragment de ADN.

Vectorii bacteriofagici permit clonarea unor fragmente de pana la
23,000 bp. Intre cele doud fragmente esentiale poate fi astfel ligat
fragmentul ADN ,,nou/strdin” pentru a produce fragmente de ADN
fagic recombinat. Dupa ce fragmentele esentiale sunt ligate cu ADN-ul
strain, amestecul de ligare este introdus intr-un extract complet de
celule de E. coli ce contine toate componentele necesare pentru a
reface particula virala printr-un proces numit impachetare in-vitro.
Tnsa, doar acele molecule de ADN ce contin fragmentele esentiale si
ADN-ul de interes vor si impachetate in particule virale complete si

deci vor fi capabile sa infecteze noi celule de E. coli.
19.11.2024

restriction
endonuclease

Filler DNA (not needed

for packaging) _—
IZ'l:l/:l
pe—
/ DNA ligase
Foreign DNA
f;re:'?:nts Lack essential DNA
g and/or are too small
Recombinant DNAs to be packaged
in vitro
packagmg
A\ bacteriophage
‘ ? containing foreign DNA
Figure 9-5
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C. Cromozomii bacterieni artificiali (BAC, Bacterial Artificial
Chromosome)

BAC sunt plasmide create special pentru a permite clonarea de
fragmente foarte lungi de ADN, in general intre 100000 si 300000 pb. Tn
general acesti vectori includ markeri de selectie cum ar fi rezistenta la
antibioticul cloramphenicol (cmR) si o origine de replicare ce mentine
plasmidul in o copie/ celuld (asemanator cromozomului baterian).

D. Cromozomii artificiali pentru drojdii (YACs, Yeast Artificial
Chromosomes)
Vectorii YACs contin toate elementele necesare pentru a functiona ca un
cromozom eucariot in nucleul unei celule de drojdii: o origine de
replicare ce functioneaza in drojdii, doi markeri de selectie si secvente
specializate derivate din telomeri si centromer. inainte de a fi utilizat in
drojdii, un vector YAC este replicat ca o plasmida circulara in bacterii.
Printr-o digestie cu endonucleaze, din molecula de ADN circular se obtin
doua fragmente de ADN numite ,brate” ce au fiecare cate un marker
selectabil si propriile secvente telomerice. Fragmente de ADN de clonat,
de dimensiuni pana la 2 x 10° pb sunt amestecate cu bratele vectorului
ligate, amestecul de ligare fiind apoi utilizat pentru a transforma
celule de drojdii. Pe medii ce contin ambele antibiotice vor creste astfel
doar acele celule ce contin YACs cu bratele flancand ADN-ul de interes.
Stabilitatea de lungul generatiilor a YAC creste odata cu dimensiunea,
comportandu-se asemanator unor cromosomi normali.

19.11.2024 Tehnici de biologie moleculara — Curs 2

restrlctlon
endonuclease

Large foreign DNA
fragment with appropriate
stlcky ends

DNA
ligase
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selection of 3
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chloramphenicol-
res's’:am cells and substrate for
B-galactosidase

&5

Colonies with recombinant
BACs are white.
Figure 9-6
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Selectable
marker X '

Selectable
marker Y

BamHI

BamHI digestion creates

: : / linear chromosome with

telomeric ends
b EcoRlI
TEL X oriCEN o'y TEL
< ] ] ] s>
EcoRl digestion
J creates two arms
TEL X ori CEN Y TEL
| [ [ [ 1>
Left arm has Right arm has

selectable marker X

W32 selectable marker Y
% 5% Fragments of genomic
Ligate DNA generated by light

v digestion with EcoRI

<= _x 1 ] -

1l 1 1>

Enzymatic
digestion

YAC
Transform
Select for

of cell wall Xand Y

Yeast
cell 3

Figure 9-7

Yeast Yeast with
pheroplast YAC clone
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