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Pruvodce laboratori

Oligo klonovani

Oligo klonovani slouZi k inzerci kratkych oligonukleotidii do stavajicich vektord. Dejme tomu, Ze
pokud mame néjaky nas oblibeny vektor, ktery ovsem nenese dostatecna restrikéni mista, mizeme
MCS tohoto vektoru obohatit o nova restrikéni mista pravé oligo klonovanim. Princip metody tkvi
vtom, Ze si nechame nékterou zdostupnych firem vyrobit dva ksobé komplementarni
oligonukleotidy, které nesou potfebna restrikéni mista. Oligonukleotidy ovSsem musi na svych koncich
obsahovat jesté kratkou dodatecnou sekvenci, kterd po vzajemné hybridizaci oligonukleotid(
poskytne jednoretézcové previsy. Tyto jednoretézcové previsy musi byt komplementarni ke konclim
cilového vektoru (vzniklych stépenim pfislusnou restriktdzou) a umozni tak integraci oligonukleotidu
do tohoto vektoru.
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Obr. Pro oligo klonovani si nechame vyrobit kratké oligonukleotidy (1), které po vzdjemné hybridizaci
vytvari dvouretézcovou molekulu s jednoretézcovymi previsy na svych koncich (2). Jednoretézcové
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previsy funguji jako komplementadrni sekvence s konci vektoru. Vektor je nastépen danymi
restrikénimi enzymy (3) a je spojen s pfipravenym dvouretézcovym oligonukleotidem (4).

Postup pfi oligo klonovani

1. Navrhnéte oligonukleotidy a nechte je vyrobit v nékteré z komercnich spole¢nosti.

2. Dodané oligonukleotidy resuspendujte v hybridizacnim pufru (10 mM Tris, pH 7,5 — 8,0, 50 mM
NaCl, 1 M EDTA) a smichejte v ekvimolarni koncentraci, nejlépe 2 ug z kazdého oligonukleotidu v 50
ul objemu.

3. Smés zahfejte na 90 - 95 °C po dobu 5 min, poté 45 min inkubujte pfi pokojové teploté.

4. Ke 5 pl smési nukleotidl pridejte 45 ul vody. Koncentrace by méla byt cca 8 ng/pl.

5.V poméru 4:3 aZ 6:1 smichejte oligonukleotidy s vektorem, ktery byl pfedtim rozstépen vybranymi
restriktazami. Tj., ke 100 ng vektoru pridejte 75 aZ 600 ng oligonukleotid.

6. Pridejte T4 DNA ligazu a pufr. Ligacni reakci provedte standardné.
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