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PROTOKOL

Metoda tradi¢niho klonovani (tzv. subklonovani)

Pro vloZeni cizi DNA (tzv. insertu) do plazmidu nejprve KOHERVAI STEPEN] Pt ETEPENT
plasmid linearizujeme (tj. rozstépime jeho kruhovou

molekulu). Pro linearizaci se pouZivaji restrikéni %
endonukledzy, které stépi v klonovacim misté vektoru l
(restrikéni  Stépeni). Tzn., plasmid rozStépime v COHETVNT KONCE U voncE

klonovacim misté nékterou z restrikénich endonukledz.  [SEGA|
V zavislosti na restriktaze, vzniklé konce mohou byt bud’ ﬁ
tupé (,blunt ends”) nebo kohesivni (,,sticky ends”).

Konce takto linearizovaného plasmidu spojime s konci vkladaného inzertu, a to pomoci enzymu T4
DNA ligdzy (proces je oznacovan jako ligace DNA). Spojované konce museji byt vzdjemné
kompatibilni, tzn., Ze v pfipadé kohesivnich koncl musi byt konce vektoru Stépené stejnym
restrikénim enzymem jako konce inzertu. Tupé konce se naproti tomu spojuji s jakymikoliv jinymi

tupymi konci.
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Dilezité zasady pfi tradicnim klonovani:

Pro Stépeni vyberte pouze takova restrikéni mista, aby ke Stépeni dosSlo 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 pfipady,
kdy napt. zaklonovavate gen k promotoru jiz zaklonovaném v daném plasmidu nebo vytvarite fuzni

gen.

Pokud vytvarite konstrukt pro fuzni protein, tedy spojujete dva geny dohromady, je tfeba dbat na
spravny Cteci rdmec u obou gend.
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Vyhnéte se Stépeni s pouZitim pouze jednoho typu restriktdzy a radéji stépeni provedte s dvéma
restriktdzami tak, aby vyslednd molekula linearizovaného plasmidu po Stépeni nesla nekompatibilni
konce. Pokud je pouzZit jen jeden typ restriktdzy, pfi ligaci dochazi preferencné k recirkularizaci
plasmidu, tj. ke vzajemnému spojovani koncl plasmidu, aniz by doslo k integraci inzertu. Pokud neni
zbyti a je tfeba vektor Stépit pouze jednou restriktdzou, je tfeba takto rozStépeny 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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