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Gibsonovo klonovani

Jednad se o uc¢innou a jednoduchou metodu klonovani, pti kterém v ramci jedné isotermalni reakce (za
pouZiti tfi rGznych enzymd, ale konstantni teploty) miZzeme najednou pospojovat nékolik
dvouretézcovych fragment( DNA v jeden Usek.

¢ Metoda je zaloZena na PCR ptipravé fragmentdl se vzajemné prekryvajicimi se konci. Délka prekryti
by méla byt cca 30 bp.

¢ Pfi nasledné reakci jsou tyto konce stépeny T5 Exonukledzou, ktera na téchto koncich vytvari 3’
jednoretézcové previsy. Vzhledem k identické sekvenci, které konce dvou danych fragmentd maji, po
Stépeni T5 Exonukledzou vznikaji na koncich fragmentl komplementarni Useky, které umozni svou
vzajemnou hybridizaci a tedy spojeni dvou fragment(i v jeden celek za Ucasti T4 DNA ligazy, ktera
fragmenty spoji a Phusion polymerazy, ktera doplni vzniklé mezery.

Postup pti Gibsonové klonovani:

1. krok — PCR: Ke konclim klonovanych Usekd jsou navrieny primery, které docili pfekryti koncd dvou
fragmentQ, které chceme spojit. Délka primeru by méla byt cca 60 bp, pficemz prvnich cca 30 bazi od
5’ konce pokryva sekvenci druhého fragmentu. Reakci ziskdme fragmenty, které maji vzajemné se
prekryvajici se konce.

2. krok — pfiprava roztok(
Pf¥iprava 5X I1SO pufru

e 3ml1MTris-HClpH 7.5

e 150 pl 2 M MgCl,

e 60 ul 100 MM dGTP

e 60 ul 100 MM dATP

e 60 ul 100 MM dTTP

e 60l 100 mM dCTP

e 300ul1MDTT

e 1.5gPEG-8000

e 300 ul 100 mM NAD

e doplnte vodou do 6 ml, dlikladné promichejte, alikvotujte po 100 pl a skladujte pfi -20 °C.

Pf¥iprava reakcni smési:

e 320 ul 5X ISO buffer

e 0.64 pl 10 U/pl TS5 exonukledza

e 20l 2 U/ul Phusion polymeraza

e 160 ul 40 U/ul Taq ligaza

dodejte vodu do 1.2 ml,

e alikvotujte po 15 pl a skladujte pfi -20 °C.

Tato reakéni smés muize byt skladovana pfti -20 °C nejméné jeden rok. Enzymy zUstdavaji aktivni
nejméné po 10 rozmrazovacich/zamrazovacich cyklech.
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3. krok - samotnd isotermalni reakce

¢ Na reakci poZijeme 5 pl smési klonovanych fragmentd, které jsou zastoupeny v ekvimolarnim
mnozstvi. Celkové mnozstvi DNA by mélo byt 20-20 ng.

¢ K DNA pridame 15 pl reakéni smési.

* Smés inkubujeme pfi 50°C 15- 60 min.

Provedeme transformaci do baktérii.

1. krok: Vytvoreni piekryv pomoci PCR s vhodné& navrZzenymi primery

Emgmenct . prekryv fragmentu 1 s plasmidem

l prekryv jednho z fragmentl s druhym z fragmentt

. prekryv fragmentu 2 s plasmidem

2. krok: tfi reakce v jedné zkumavce -
Stépeni T5 exonukleazou, doplnéni Phusion polymerazou
a ligace T4 DNA ligazou

Puvodni plasmid

Vysledny plasmid
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