
13. HAFTA 

 ELEKTROFORETİK TEKNİKLER 

 PLAZMİD DNA İZOLASYONU (UYGULAMA 



 Jel elektroforezi, saflaştırıl ış nükleik asit ve proteinlerin molekül ağırlığı, 
iktarı ve alt tiplerinin sapta ası da yaygı  olarak kulla ıla  moleküler 

bir inceleme yöntemidir. 

 Yöntemin ava tajı; basit ve hızlı ol ası ı  ya ı da diğer yöntemlerle yeterli 

düzeyde ayrıla aya  nükleik asit parça ıkları ı  ayrıl ası ı sağla asıdır. 
 En çok kulla ıla  jel elektroforezi yöntemleri agaroz jel elektroforezi 

ve poliakrilamid. Nükleik asitler için genellikle agaroz jel, proteinler için ise 

poliakrilamid jel elektroforezi kulla ıl aktadır. 
 SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) hemen tüm protein tiplerinin 

analizinde uygulanabilmektedir. 

 Elektroforetik analiz elektriksel bir alanda, ortamda çözü üş moleküllerin 

elektrik yüklerine göre göç etmeleri prensibine daya ır. Bu göç hızı 
molekülün üyüklüğü e, yapısı a, orta ı  yoğu luğu a, iyonik kuvvete ve 

uygulanan akı a ağlı olarak değiş ektedir. Kulla ıla  molekülün jel 

üzerindeki yerini belirlemek için ortamda UV  ışığı altı da floresan etki 

gösteren etidyum bromür (EB) veya benzeri bir ışıyı ı maddenin ulu ası 
gerekmektedir. 

 



http://www.creativebiomart.net/blog/principle-and-protocol-of-sodium-dodecyl-sulphate-polyacrylamide-gel-electrophoresis-sds-page/ 



PLAZMİD DNA İZOLASYONU 

 Moleküler biyoloji ala ı da yapıla  çalış alarda, bakteri hücrelerinden izole edilebilen 
kromozomal DNA, plazmid DNA ve faj DNA’sı olmak üzere üç farklı DNA’da  
yararla ıla il ektedir. Bu DNA örneklerinden kromozomal DNA her zaman bakteri 
hücrelerinde bulunurken, plazmid DNA ise ekstrakromozomal bir yapı olduğu için tüm bakteri 
hücrelerinde bulunmayabilir. 

 Bakterilerde DNA çift zincirli ve tek bir halka şekli dedir. Kromozomal DNA olarak adla dırıla  
yapıda bakterinin genetik materyali uu aktadır. Ayrı a birçok bakteride kromozomal 
DNA’ ı  dışı da genetik bilgi taşıya  plazmid DNA da ulu aktadır. Hücre DNA’sı, 
kromozomal DNA, ili diği üzere a lılık faaliyetlerini düzenlerken; plazmid DNA ise birçok 
farklı özelliği kodlayabilen ekstrakromozomal halkasal DNA’dır. Plazmidler, kromozomal 
DNA’da  ağı sız olarak kendilerini kopyalayabilirler ve bakteriler tarafı da  doğal olarak 
oluşturula ilirler. Bakteriler dışı da Archaea ve azı ökaryotik a lılarda da plazmidlere 
rastla ıl aktadır. Plazmidler azı genleri kodlayabilir ve bir hücreden aşka bir hücreye 
aktarıla ilirler. 

 Bazı plazmidler seks faktörü olarak adla dırılıp taşıdıkları genlerin ürünleri, bakterinin bir diğer 
bakteriyle gen alış verişi yap ası ı ve azı genlerin aktarıl ası ı sağlarke , azı tip plazmidler 
de bakteriyosin adı verilen faktörleri kodlarlar ve savunma eka iz ası da rol alırlar. 
Plazmidler boyut olarak 1-200 kilobaz çifti (kbp) kadar nükleik asit baz dizisine sahip olup 
kromozomal DNA’ya nispeten küçük boyutludur. 



 DNA izolasyon yöntemlerinde birbirini izleyen üç aşa a ulu aktadır: 
 1) Hücrenin parçala ası. 
 2) Denatürasyon ya da proteoliz ile DNA-protein kompleksinin ayrıl ası ve 

DNA’ ı  çözünür hale getirlimesi 

 3) DNA’ ı  basit enzimatik ve/veya kimyasal yöntemlerle proteinler, RNA ve 

diğer moleküllerden ayrıl ası. 
 Bu deneyde ampisilin dirençlilik geni taşıyan bir plazmid izole edilecektir! 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Plasmid 


