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PCR klonovani

PCR klonovani je velmi versatilni a snadny zplsob pro zaklonovani fragmentu do témér jakéhokoliv
MCS bez téméf jakéhokoliv omezeni. Prostifednictvim PCR amplifikujeme nasi cilovou DNA s tim, Ze k
jejim konclm pomoci vhodné navrzenych primer( priddme potrfebnd restrikéni mista, ktera poté
vyuZijeme pro naslednou ligaci. Podobnym zplsobem muZeme ke klonovanému uUseku pfidavat
jakékoliv dalsi kratké sekvence, jako napft. start kodon ATG nebo stop kodony.
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Obr. Pfi PCR klonovani navrhneme ke koncim klonovaného useku (1) primery s poZzadovanymi
restrikénimi misty (2). Po PCR amplifikaci nese klonovany usek na svych koncich dana restrikéni mista
(3). Cilovy vektor (4) je rozstépen restrikénim enzymem tak, Ze konce jsou kompatibilni s konci
klonovaného Useku. Klonovany Usek je zaligovan do vektoru pomoci danych restrikénich mist (5).

Primery pro PCR klonovani

Primery pro PCR klonovani jsou ve sméru 5’-3’ sloZeny z extra sekvence, restrikéni sekvence a
hybridiza¢ni sekvence:

Extra sekvence — pokud rozpoznavaci sekvence restrik¢nich enzymu leZi pfimo na konci molekuly
DNA, casto se stane, Ze enzym takovouto sekvenci nestépi dostatec¢né ucinné. Proto se doporucuje
pfi navrhovani primeru pfidat na 5 konec primeru jesté dodatecnou, kratkou sekvenci (obvykle
3 - 6 bp). SloZeni sekvence je v podstaté libovolné, krom samoziejmé toho, Ze tato sekvence nesmi se
sekvenci primeru formovat vldsenkovou strukturu.

Restrik¢ni sekvence — vhodna sekvence pro restrikéni Stépeni

Hybridizacni sekvence — sekvence primeru, kterd se vazie k amplifikovanému useku (obvykle
18 - 21 bp)

Yo

LAB.? Guide

Priavodce laboratofi

www.labguide.cz Ke staZeni: PCR klonovani



Extra
sekvence EcoR | Hybridizaéni sekvence

Forward primer 5 TAACTGAATTC TACTAGCTTTTAGGGTTGGG 3

Extra
sekvence Kpnl Hybridizaéni sekvence

Reverse primer  5‘TGATGGTACCATAAATCTAGTACTAGCTA3'

Reverse primer TGGT/P\GI/ 8
3‘ATCGATCATGATCTAAATA.Q9P\ i

5TACTAGCTTTTAGGGTTGGG NMM} TAGCTAGTACTAGATTTAT 3°
3'ATGATCGAAAATCCCAACCC ATCGATCATGATCTAAATAS'
PA-((GTACTAGCTTTTAGGGTTGGG 3

g TAN T/G — Forward primer

smér syntézy

smér syntézy

klonovany usek

Obr. Primery jsou tvorfeny zextra sekvence, poZadovanym restrikcnim mistem a hybridiza¢ni
sekvenci.

Postup pfi PCR klonovani

1. Navrhnéte primery.

2. Provedte PCR s pouzitim bud genomové DNA, cDNA ¢i plasmidu se zaklonovanym inzertem.

3. Se ziskanym PCR produktem provedte ELFO, zkontrolujte spravnou velikost PCR produktu.

4. Izolujte PCR produkt z gelu nebo muzete PCR produkt predistit pfimo z PCR reakce.

5. Provedte restrikéni Stépeni se zvolenou restriktdzou. Pomoci ligacni reakce zaklonujte do
zvoleného vektoru, ktery byl linearizovan stejnymi restriktdzami.

Pfipadné zaklonujte PCR produkt pomoci TA klonovéni, poté produkt vystipnéte z daného vektoru
vhodnou restriktazou.

DuleZité zasady pfi PCR klonovani:

Pro Stépeni vyberte pouze takova restrikéni mista, aby ke Stépeni doslo pouze v MCS, tedy ne
v inzertu nebo v sekvenci plasmidu mimo MCS!

Nékdy je tfeba dbat na spravnou orientaci (,levo-pravou”) vkladaného inzertu. Jedna se o pripady,
kdy napt. zaklonovavate gen k promotoru jiz zaklonovaném v daném plasmidu nebo vytvéfite fuzni
gen.

sV

Pokud vytvérite konstrukt pro fuzni protein, tedy spojujete dva geny dohromady, je tfeba dbat na
spravny Cteci rdmec u obou gend.

Vyhnéte se Stépeni s pouZitim pouze jednoho typu restriktazy a radéji Stépeni provedte s dvéma
restriktdzami tak, aby vyslednda molekula linearizovaného plasmidu po Stépeni nesla nekompatibilni
konce. Pokud je pouzit jen jeden typ restriktdzy, pfi ligaci dochdzi preferencné k recirkularizaci
plasmidu, tj. ke vzajemnému spojovani konct plasmidu, aniz by doslo k integraci inzertu. Pokud neni
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zbyti a je tfeba vektor Stépit pouze jednou restriktdzou, je tfeba takto rozsStépeny vektor
defosforylovat. Defosforylace zamezi recirkularizaci prazdného vektoru.

Pro Ucinnost ligace je vyhodnéjsi mit kohesivni konce, které se liguji U¢innéji nez konce tupé.
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