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ELEKTROFORETIK TEKNIKLER
PLAZMID DNA IZOLASYONU (UYGULAMA



Jel elektroforezi, saflastirilmis nikleik asit ve proteinlerin molekul agirhgi,
miktari ve alt tiplerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan molekuler
bir inceleme yontemidir.

Yontemin avantaji; basit ve hizli olmasinin yaninda diger yontemlerle yeterli
dizeyde ayrilamayan nukleik asit parcaciklarinin ayrilmasini saglamasidir.

En cok kullanilan jel elektroforezi yontemleri agaroz jel elektroforezi
ve poliakrilamid. Nukleik asitler icin genellikle agaroz jel, proteinler icin ise
poliakrilamid jel elektroforezi kullanilmaktadir.

SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) hemen tim protein tiplerinin
analizinde uygulanabilmektedir.

Elektroforetik analiz elektriksel bir alanda, ortamda ¢6ziinmus molekillerin
elektrik ylklerine gbére go¢ etmeleri prensibine dayanir. Bu go¢ hizi
molekulin baydklagline, yapisina, ortamin yogunluguna, iyonik kuvvete ve
uygulanan akima bagh olarak degismektedir. Kullanilan molekilin jel
uzerindeki yerini belirlemek icin ortamda UV 15181 altinda floresan etki
gosteren etidyum bromur (EB) veya benzeri bir 1styici maddenin bulunmasi
gerekmektedir.
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http://www.creativebiomart.net/blog/principle-and-protocol-of-sodium-dodecyl-sulphate-polyacrylamide-gel-electrophoresis-sds-page/
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PLAZMID DNA IZOLASYONU

Molekiler biyoloji alaninda yapilan calismalarda, bakteri hicrelerinden izole edilebilen
kromozomal DNA, plazmid DNA ve faj DNA’si olmak Ulzere ¢ farkli DNA’dan
yararlanilabilmektedir. Bu DNA 06rneklerinden kromozomal DNA her zaman bakteri
hiicrelerinde bulunurken, plazmid DNA ise ekstrakromozomal bir yapi oldugu igin tim bakteri
hicrelerinde bulunmayabilir.

Bakterilerde DNA cift zincirli ve tek bir halka seklindedir. Kromozomal DNA olarak adlandirilan
yapida bakterinin genetik materyali buunmaktadir. Ayrica bircok bakteride kromozomal
DNA'nin disinda genetik bilgi tasiyan plazmid DNA da bulunmaktadir. Hiicre DNA’si,
kromozomal DNA, bilindigi Gzere canhlik faaliyetlerini dizenlerken; plazmid DNA ise bircok
farkh ozelligi kodlayabilen ekstrakromozomal halkasal DNA’dir. Plazmidler, kromozomal
DNA’dan bagimsiz olarak kendilerini kopyalayabilirler ve bakteriler tarafindan dogal olarak
olusturulabilirler. Bakteriler disinda Archaea ve bazi okaryotik canlilarda da plazmidlere
rastlanilmaktadir. Plazmidler bazi genleri kodlayabilir ve bir hicreden baska bir hicreye
aktarilabilirler.

Bazi plazmidler seks faktori olarak adlandirilip tasidiklari genlerin Grtnleri, bakterinin bir diger
bakteriyle gen alis verisi yapmasini ve bazi genlerin aktarilmasini saglarken, bazi tip plazmidler
de bakteriyosin adi verilen faktorleri kodlarlar ve savunma mekanizmasinda rol alirlar.
Plazmidler boyut olarak 1-200 kilobaz cifti (kbp) kadar niikleik asit baz dizisine sahip olup
kromozomal DNA’ya nispeten kicuk boyutludur.



NA izolasyon yontemlerinde birbirini izleyen ¢ asama bulunmaktadir:
1) Hlcrenin parcalanmasi.

2) Denatiirasyon ya da proteoliz ile DNA-protein kompleksinin ayrilmasi ve
DNA’nin ¢ozunur hale getirlimesi

3) DNA'nin basit enzimatik ve/veya kimyasal yontemlerle proteinler, RNA ve
diger molekulllerden ayrilmasi.

Bu deneyde ampisilin direncglilik geni tasiyan bir plazmid izole edilecektir!

Bacterial DNA Plasmids

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



