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Pravodce laboratofi

TA klonovani

TA klonovéani je jednoduchym zplsobem klonovani, které je vyuzivano pfi zaklonovavani PCR
produktll a vyuzivd komplementarity mezi adeninem a tyminem.

VétSina Taq polymerdz postrada 3' -> 5' exonukledzovou (“proofreading”) aktivitu a s velkou
pravdépodobnosti na 3' konci PCR produktu zanechava adenin. Takze vysledkem je PCR produkt,
ktery ma na svém 3’ konci previs jednoho adeninu. Tohoto previsu je vyuZzivdno pravé pfi TA
klonovani, kdy se jako vektor vyuZiva linearizovany plasmid nesouci na svych 5’ koncich previs
jednoho tyminu. Pro zvySeni pravdépodobnosti adeninového previsu na 3’ konci PCR produktu je
doporucéovano pouZit primery s guaninem na 5’ koncich. Pro TA klonovani je tfeba zkontrolovat, zda
dostupnda Taqg polymeraza nema silnou 3" -> 5" exonukledzovou aktivitu, ktera by branila tvorbé 3’
adeninovych previs(.

Zakladni postup pfi TA klonovani:

1. Pfipravime PCR reakci s primery k cilovému useku

2. Ziskany PCR produkt ovétime elektroforetickou separaci, produkt precistime.
3. Provedeme standardni liga¢ni reakci.

Ziskany plasmid se zaklonovanym PCR produktem muzZete dale pouzZit pro subklonovani, kdy vyuZijete
restrikénich mist v MCS daného plasmidu.

Pro TA klonovani jsou na trhu dostupné pfislusné vektory, tj. s previsy T.
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Obr. Pri TA klonovani jsou zaklonovavany PCR produkty (nesouci adeniny na svych koncich) do
vektord s previsy tymina.
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