
2. Phage Cloning Vectors 
■ Fragments up  to 23 kb can accommodated by a phage vector 

■ Lambda and M13 are most common phages 

 شهرة الاكثر ٌعتبر lamdaال

■ 60% of the genome is needed for lytic pathway. 

■ Segments of the Lambda DNA is removed and a stuffer fragment is put in. 

■ The stuffer fragment keeps the vector at a correct size and carries marker 
genes that are removed when foreign DNA is inserted into the vector. 

■ Example:  Charon 4A Lambda 

■ When Charon 4A Lambda is intact, beta-galactosidase reacts with X-gal and 
the colonies turn blue. 

■ When the DNA segment replaces the stuffer region, the lac5 gene is missing, 
no beta-galactosidase is formed, and the colonies are white. 



Bacteriophage lambda 

■ Phage lambda is a bacteriophage or phage, i.e. bacterial virus, that uses E. coli as 
host. 

■ Its structure is that of a typical phage: head, tail, tail fibres. 

■ Lambda viral genome: 48.5 kb linear DNA with a 12 base ssDNA "sticky end" at both 
ends; these ends are complementary in sequence and can hybridize to each other 
(this is the cos site: cohesive ends). 

 الخلية برا فبكون للثانية  complementary بتكون end كل لانه  circular يصير انه عملية بسهل هذا■
  بلازميد كأنه بتصرف يدخلها وبس فايروس جين كانه بتصرف

■ Infection: lambda tail fibres adsorb to a cell surface receptor, the tail contracts, and 
the DNA is injected. 

■ The DNA circularizes at the cos site, and lambda begins its life cycle in the E. coli 
host. 

 بنسمٌهم circulation ٌصٌر بس ببعض بنربطوا cohisve end عنا وفً circulation بصٌرله الفاٌروس لانه■
  co sitesال



Bacteriophage lambda 

 

 ٌنفصل وبعدٌن الخلٌة تنمسم وبتبلش للخلٌة النووي بالحمض وٌرتبط الخلٌة جوا تبعهdnaلل injection بعمل بعدٌن e coliال بخلٌة الفاٌروس ٌلتصك اشً أول

 للخلٌة lysis بعمل وبعدٌن تبعه rnaال بصنع بعدٌن و اشً اول shellال بصنع تبعته والاعضاء البروتٌنات ٌصنع ببلش وبعدٌن plasmedال زي شكل على

 بدنا ما الموضوع من نستفٌد مشان احنا بس فاٌروس لاي  infiction بأي العادي هذاالوضع ثانٌة لخلاٌا infiction وٌعملوا الموجودات الفاٌروسٌز كل وٌطلع

 اله بروتٌنات ٌصنع ٌخلٌه ما بس  multiplication بصٌرله الخامسة المرحلة عند دائما ً فنتولف نخسرها بدنا وما علٌنا بتعز خلاٌانا لانه للخلٌة lysis ٌعمل إٌاه

 من أكثر بحمل هو هٌن مشان  وبالمناسبة الخلٌة ٌتحلل الً الانزٌمات ٌفرز فببطلل genomال من %٦٠ لحد نشٌل لما هالحكً وبيتمو الخلٌة تحلل

  ابٌض اللون ٌصٌر راح موجود تبعنا جينال ما اذا الماضٌة المحاضرة حكٌنا الً x galال فحص نفس وبنعمله العادي  plasmedال



 بعرضه اما ٌا ذكرناها الً  infectionبال اما ٌا اعزائً للخلاٌا vectorsال لندخل طرق عدة عنا فً هسة

 الثلج على بنرجعها وٌبعدٌن 42c درجة فً بنحطها وبعدٌن بالثلج محطوطة الخلٌة بتكون heat shockل

 نفتح وممكن  efficient مش الطرٌمة هاي بتكون وغالبا cell wallال فً الً poresال بتتفتح ساعتها

  infictionال هً فاعلٌة الاكثر الطرٌمة لكن البلازمٌد بدخل وبعدٌن elictric shockب poresال



Cosmid Cloning Vectors 

■ Fragments from 30 to 46 kb can be accommodated by a cosmid vector. 

■ Cosmids combine essential elements of a plasmid and Lambda systems. 

■ Cosmids are extracted from bacteria and mixed with restriction endonucleases  . معالجة عملٌة

■ Cleaved cosmids are mixed with foreign DNA that has been cleaved with the same 
endonuclease. 

 insertال بضٌفوله بعدٌن■

■ Recombinant cosmids are packaged into lambda capsids 

  (cosmid)دخلته  انا الً dna تبعه dnaال مش جواه الً بس فاٌروس عنا بصٌر■

■ Recombinant cosmid is injected into the bacterial cell where the cosmid arranges into a circle 
and replicates as a plasmid. It can be maintained and recovered just as plasmids. 

 بلازمٌد كأنه بتصرف circulation بصٌرله الخلٌة داخل cosmidلل injection وعمل فاٌروس انه ٌتصرف بلش ما بمجرد■

Cosmid كلمتٌن من جاي دكاترة ٌا cohesive and plasmid ال الخاصٌتٌن بٌن فبتجمعinfiction and plasmid system  



Cosmid vector 

■ Thus, have some advantages of Lambda as Cloning Vehicle: 

■ Strong selection for cloning of large inserts 

■ Infection process rather than transformation for entry of chimeric DNA into 
E. coli host 

■ Maintain Cosmids as phage particles in solution 

■ But Cosmids are Plasmids: 
so cloning proceeds via E. coli colony formation 

■ Its behave as a plasmid when it is inside the cell  

■   الخلٌة جوة طالما كبلازمٌد بكون معاه فالتعامل
 



 وبمصهم فٌه ادخله بدي الً الجٌن وباخذ cosmidال باخذ انا

 ببعض بربطهم وبعدٌن  restriction enzymesب الثنٌن

 بصٌرله هو circulation بنعمللهم ما المفرود بالشكل وبخلٌهم

  الكوزمٌد بدخل بعدٌن البكتٌرٌا او الخلٌة ٌدخل بس لحاله

 بتعمل وبعدٌن الفاٌروس تبعط shellبال insertبال المربوط

infection للe coli بنعمله فات ما مجرد مثلا circulation . 

 anti وال  white blueال زي الفحوصات عنا فً فً طبعا

biotics  



Yeast Artificial Chromosomes  
■ Purpose: 

■ Cloning vehicles that propagate in eukaryotic cell hosts as eukaryotic Chromosomes 

■ Clone very large inserts of DNA: 100 kb - 10 Mb 

 كبير حجمها جينات ندرس بس الدكاترة أعزائي بنستخدمها فاحنا كروموسومز عن بنحكي احنا كبير كثير هذا الحجم بس■

■ Features: 
YAC cloning vehicles are plasmids  
Final chimeric DNA is a linear DNA molecule with telomeric ends 

 وشكلها تصرفاتها كل عنده من البتنمسم centromere بكون كمان وعدها بالكروموسومات  خاصة بتكون telomiric endال■
  - mini chromosome– الكروموسومات من شوي اصغر بتكون بس الكروموسوم بتكونزي

■ Often have a selection for an insert 

■ YAC cloning vehicles often have a bacterial origin of DNA replication (ori) and a selection 
marker for propogation of the YAC through bacteria. 

■ The YAC can use both yeast and bacteria as a host 

 BAC(bacterial artificial رئٌسً بشكل بستخدملها البكتٌرٌا بس yacال بستخدملها yeast  mainlyال■
chromosome)ال استخدم عام بشكل بمدر بسyac وال للبكتٌرٌاyeast 

 



Yeast Artificial 
Chromosomes (YAC)  

 بناخذها  بعدٌن yeastال جوا تكون لما plasmidال زي شكلها بطون

 مفسهم همط الً sticky endsال فً تبعنا الجٌن فٌها وبنربط وبنمطعها

 نضٌفه بدنا الً الجٌن حجم ٌوصل وممكن telomeres ال

 electrical طرٌك عن الخلٌة وبندخلها مفرودة وبنخلٌها 10000kbل

shock  



Yeast Artificial 
Chromosomes (YAC)  

■ YACs are designed to replicate as plasmids in 
bacteria when  no foreign DNA is present.  Once a 
fragment is inserted, YACs are transferred to cells, 
they then replicate as eukaryotic chromosomes. 

■ YACs contain:  a yeast centromere, two yeast 
telomeres, a bacterial origin of replication, and 
bacterial selectable markers. 

■ YAC plasmidYeast chromosome 

■ DNA is inserted to a unique restriction site, and 
cleaves the plasmid with another restriction 
endonuclease that removes a fragment of DNA and 
causes the YAC to become linear. Once in the cell, 
the rYAC replicates as a chromosome, also 
replicating the foreign DNA. 



Bacterial Artificial Chromosomes(BACs) and  
Yeast Artificial Chromosomes(YACs) 

■ BACs can hold up to 300 kbs.  

 yeastال من الل■

■ The F factor (felament gene)of E.coli is capable of handling large segments of DNA. 

 300kb لحد dnaال من كبٌرة لطعة ٌشٌل بتحمل الجٌن هذا■

■ Recombinant BACs are introduced into E.coli by electroportation ( a brief high-voltage 
current).  Once in the cell, the rBAC replicates like an F factor. 

■ Example:  pBAC108L 

■ Has a set of regulatory genes, OriS, and repE which control F-factor replication, and parA 
and parB which limit the number of copies to one or two. 

■ A chloramphenicol resistance gene, and a cloning segment. 

 b وال  anti biotic resestanceوال  origin of replicationال زي والكوزمٌد البلازمٌد مع الأمور بكل وبتتشارن■
galactosedase ًغالبا المرشحة وه 



Human Artificial Chromosomes (HAC) 

■ A human artificial chromosome (HAC) is a mini-chromosome that is 

constructed artificially in human cells. That is, instead of 46 chromosomes, 

the cell could have 47 with the 47th being very small, roughly 6-10 mega-

bases in size, and able to carry new genes introduced by researchers. 

 المختبر فً هٌن بنشتغل لكن 46 بدل كروموسوم47 ٌصٌر لما down syndrome ٌصٌر المفروض■

  بس

■ Using its own self-replicating and segregating systems, a HAC can behave as a 

stable chromosome that is independent of the chromosomes of host cells. 

 



Retroviral Vectors 

■ Retroviral vectors are used to introduce new or altered genes into the 
genomes of human and animal cells. 

■ Retroviruses are RNA viruses.  

■ The viral RNA is converted into DNA by the viral reverse transcriptase 
and then is efficiently integrated into the host genome 

■ Any foreign or mutated host gene introduced into the retroviral genome 
will be integrated into the host chromosome and can reside there 
practically indefinitely.  

■ Retroviral vectors are widely used to study oncogenes and other human 
genes. 

 

Mainly used in gene therapy  

 insertال وبنحط pathological partال بنشٌل، حٌوانٌة خلٌة اي  على infectionال طرٌك عن بندخلها



Expression vectors 

llows a cloned segment of DNA to be translated into 
protein inside a bacterial or eukaryotic cell. 

■ Vectors will contain the: 

(a) in vivo promoterمحفز 

 ITTG(isopropylبنستخدمله plasmids بعدة موجود lac zال زي
thiogalactoside)نpromoter 

 

(b) Ampicillin selection 

 تبعinsertًال اخذ البلازمٌد هذا اذا امٌز انا لازم

(c) Sequencing primers 

  صحٌح دخلته اشً لآخر sequanceال  انه نتأكد مشان

  بعدٌن اكثر نوضحه راح

 



Types of expression systems 
■ Bacterial:  plasmids, phages  

■ Yeast:  plasmids, YACs  

■ Insect cells:  baculovirus, plasmids  

■ Mammalian:  

– viral expression vectors (gene therapy):  

 ونهلٌه virus shellال فً وندخله الجٌن ناخذ ممكن احنا انه حكٌنا ما زي–
 للخلاٌا infection ٌعمل

■ SV40  

■ vaccinia virus  

■ adenovirus  

■ retrovirus  

– Stable cell lines (CHO, HEK293)  

 مشان cancer cells من اكثر normal cells البٌوتكنولوجً فً بنستخدم غالبا احنا

  الجسم فً السرطانٌة الخلاٌا جٌنات ننشر ما الانسان جسم فً نزرعه



Important features of gene expression 
■ The presence of regulatable promoters. فٌه اتحكم الدر  

■ The number of copies of cloned genes.  

 أكبر الكمٌة تكون فراح نسخة من اكثر فٌطلع الخلٌة جوا بتكاثر ٌكون  لازم■

■ The location of the cloned genes whether inserted into a plasmid or integrated into 

host genome.  

  صارت الً المشكلة وٌن  خلل فٌها صار اذا expresionال عملٌة اعرف عشان محدد ٌكون لازم مكانها■

■ The translation efficiency of the host.  

 مشان طبعا  لاء!؟ خلاٌانا تبعة ribosomesال نفس شغالة البكتٌرٌا ribosomes هل بكتٌرٌا على نملناها مثلا هسة■

 تشابه  مشان جٌنٌا معدلة بكتٌرٌا بنستخدم احنا وغالبا لاء ولا نفسها هً هل translationال من نتأكد لازم هٌن

 تبعتنا الخلاٌا وظائف

■ The cellular location of the foreign protein and its stability in the host cell.  

 تكوٌن مولع لانه اغلى انها مع الهرمونات بعض لتصنٌع البكتٌرٌا بدل mammalian cells بستخدموا بنلماهم مرات■

 تكون راح وبالتالً نفسها البكتٌرٌا تكسٌر بتشمل بتكون purificationفعملً الخلٌة جوا بكون البكتٌرٌا فً  الهرمون

  وبفلتره بستخرجة بس الخلٌة برا للحرمون افراز بعمل mammallian cellsال فً بٌنما أكثر مكلفة



Regulatable promoter 

■ The presence of a strong regulatable promoter sequence is essential for an effective 
expression of a cloned gene.  

■ This is achieved by employing the promoters of E. coli lac (lactose) operon or trp 
(tryptophan) operon promoted by tryptophan amino acid.  

■ These promoters have strong affinity for RNA polymerase, and consequently the 
downstream region (of cloned gene) is transcribed.  

 أنمى بشكل البروتٌن وبعطٌنا  اسرع منهم ٌنتج ممكن massenger rnaال وبالتالً■

■ The promoters thus provide a switch for turning on or turning off the transcription of 
a cloned gene 

 فٌه بكون ما فٌه ٌكون ما ولما expression فٌه بكون promoter فٌه ٌكون لما الضو كبسة مبدأ زي■
expression  



Expression vectors 

■ Produces large amounts of a specific protein النمو وهرمون الانسولٌن زي   

 

■ Permits studies of the structure and function of proteins 

 تبعته functionال نشوف مشان بس للبروتٌن expression بنعمل الأحٌان بعض فً■

■ Can be useful when proteins are rare cellular components or difficult to isolate 

  اكبر كمٌات ٌنتج مشان للجٌن expression بنعمل بنروح افصله صعب أو للٌلة كمٌته اللروتٌن ٌكون لما■



Common problems with bacterial 
expression systems  

■ Low expression levels:  

  ▪  change promoter بحفز ما بكون  

  ▪  change plasmid  

  ▪  change cell type مناسبة مش بنستخدمها الً الخلٌة ٌكون لما  

  ▪  add rare tRNAs for rare codons on second plasmid  

  ٌترجمها مشان علٌه بتعرف البكتٌرٌا على rna فبدله علٌه متعرفة مش البكتٌرٌا منهم وواحد gcat,gccta بنتجه الجلاٌسٌن كان لو مثلا

■ Severe protein degradation:  

– use proteasome inhibitors and other protease inhibitors  

– try induction at lower temperature بخرب الً البروتٌن كمٌة نملل مشان  

  منها مشٌول proteaseال بكتٌرٌا بنستخدم او–

■ Missing post-translational modification:  co-express with kinases etc.  

 co وبنعمله kinaseال جٌن بنحطلها فاحنا فعال ٌكون مشان phosforelation بصٌرلها البرروتٌنات بعض عنا فً■
expressionفبصٌرله معه activation المشكلة وبتنحل  

 

 

 



Common problems with bacterial 
expression systems  

 

■ Glycosylation will not be carried out:  

– use yeast or mammalian expression system  

  glycoprotein عنا كان اذا eukarioticال فمنحول prokarioticبال موجود مش هذا–

■ Misfolded protein (inclusion bodies):  

– co-express with GroEL, a chaperone  

 للبروتٌن foldingال بعملٌة بساعد–

– try refolding buffers  

 الصحٌحة بالطرٌمة refolding ٌعمل فبرجع شوي شوي uriaال بنسحب بعدٌن تبعها structureال وبخرب  denaturation بعمللها البروتٌن على uria بنضٌف


