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Bakteri Kultirinun Cogaltilmasi
Plazmid DNA Izolasyonu (Miniprep)



Plazmidler

Joshua Lederberg 1952 yilinda herhangi bir ekstrakromozomal kalitsal determinanti referans alarak
plazmid terimini icat etmistir.

Plazmidler, dogal olarak bircok bakteri tipinde bulunan kii¢tik dairesel DNA parcgalaridir.. Bu diziler
tipik olarak gen tasirlar ve kromozomal DNA’dan bagimsiz olarak ¢ogalabilirler.

Arkea ve okartlarda da bulunmalarina ragmen, en dnemli biyolojik rollerini horizantal gen transferi
sayesinde bir bakteriden digerine gecebilme yetisine sahip olduklarinda oynarlar.

Bu ozellikleri sayesinde genellikle konak hiicreye ,antibiyotik direnci kazandirmak gibi, fayda
saglarlar.

Konak hiicreye faydalari plazmidin icerigine baglidir ve bu ylizden plasmitler konak hiicre ile
simbiotik ilisli icerisindedirler.

Bakteriyel kromozomal DNA gibi, plasmid DNAIlar hiicrenin bélinmesiyle birlikte ¢cogalir ve her yeni
hiicre en az bir kopya plazmid igerir.

1970lerde, restriksiyon enzimlerinin DNA ligaz ve jel elektroforez sisteminin kesfedilmesiyle birlikte,
bilim insanlari spesifik bir DNA dizisini bir kromozomdan bir plazmide aktarabilmeye basladilar.

Rekombinant DNA teknolojisi adi altinda 6nemli rol oynayan bu teknikler birbirine benzeyen bircok
DNA fragmentinin olusturulmasina olanak saglamistir.

DNA Fragment Vector Recombinant DNA



Plazmidler

* Plazmidler kolayca
manipule
edilebildiklerinden dolayi
cok cesitli amaclarda
kullanilmak Uzere sentetik
olarak gelistirilebilirler.

* Restriksiyon enzimleri
sayesinde belirli
bolgelerden plazmidler
kesilir ve yeni DNA dizileri
eklenebilir.




Plazmidler

Sekil: Ozel DNA fragmentlerinin Plazmid icerisine
restriksiyon enzimleri araciligiyla yerlestirilmesi



Transformasyon
Bakteriyel Koloni Olusturulmasi

Yabanci DNA molekulinin hicre icerisine sokulmasi siirecine
transformasyon denir.

Bakterilere plazmid transformasyonu, sadece bakterilerde yapilan
calismalar agisindan degil ayni zamanda bakterinin plazmidlerin
replikasyonu icin ortam saglamasi ve plazmidlerin depolanmasi agisindan
da blyuk 6nem tasir.

Bu sebeple, hemen hemen tim plazmidler bakteriyel replikasyon orijini
(ORI) ve antibiyotik direnc geni tasirlar. Tasidiklari antibiyotik direnc geni
bakterilerin kolaylikla secilmesini saglar.

Bilim insanlari, kolayca tranforme olacak ve plazmid DNAnin tekrar
dizenlenmesine gerek kalmadan plazmidi idame ettirebilecek bakteri
strainleri olusturmak icin bircok genetik modifikasyon yaptilar. Ek olarak
transformasyon verimliligini artirmak ve kompetent hiicre olarak
adlandirilan htcreleri gelistirmek icin bir takim ¢calismalar yapmislardir.



Kompetent Hlcre ve Koloni
Olusturulmasi

* Ticari olarak satilan kompetent hicreler
oldugu gibi, arastirmacilar laboratuvarlarda
para tasarrufu yapmak icin kendi kompetent

hiucrelerini olusturulabilir.

* Plazmid DNA transformasyonu kimyasal olarak
va da elektroporasyon teknigi kullanilarak
vapilabilir.



Kimyasal Transformasyon ProtokolQ

Kompetent hiicreler -86°C den cikarilip ¢ozdurilir ve buz
Ustlinde tutulur.

0.25 ng plasmid ependorf tipe transfer edilir ve buz
Ustlinde tutulur.

50ul kompetent hicre solisyonu DNA iceren tipe eklenir
ve 30 dk buz Gstinde inklibe edilir.

Su banyosu 42°C ye isitilir ve tlip 90 saniye slre ile 1si
sokuna maruz birakilir.

2 dakika buz Gzerinde tutulur.
1ml antibiyotik icermeyen LB eklenir
45 dakika 37°C de inkube edilir.

Inkiibasyon sonrasi 100 pl petri pleytlere dagitilir.



Elektroporasyon ile Transformasyon
Protokoll

Elektroporasyon kiivetleri, DNA 6rnekleri ve tlpler buz Gstinde sogutulur.

LB agar pleytleri 37°C inktbatore isinmalari igin yerlestirilir.

Elektro-kompetent hiicreler -86°C den c¢ikarilip buz Gstlinde ¢ozdurilur.

Elektroporator acilir ve voltaj 1.25 kV (Imm kiivet) ya da 2.5 kV (2mm) ayarlanir.

Kullanilacak DNA 6rneginin tuz konsantrasyonuna bagli olarak 1 ya da 2 ul DNA 6rnegi hazirlanir.
50 ul elektro-kompetent hiicre tiipe aktarilir.

950 pl SOC medyumu tipe aktarilir.

1-2 ul DNA 6rnegi son olarak tiipe aktarilir. Tiip pipet ucuyla yavasca karistirilir. PIPETAJ
YAPILMAMALIDIR.

Huicreler buza yerlestirilir ve sogukta korundugundan emin olunmaldir.
Hiicre DNA karisimi kiivetlere aktarilir. PIPETAJ YAPILMAMALIDIR
Kivetler elektroporatore yerlestirilir ve elektirik akimi uygulanir.

Kivetler elektroporatorin gemberinden alinir ve SOC medyumu eklenir. Bu asama hiicrelerin
O0lmesini engellemek icin mimkin oldugunca hizli yapilmalidir.

SOC-hiicre karisimi 6nceden sogutulmus ependorf tiplere aktarilir.
2 dakika buz tzerinde tutulur.
Ependorf tipler calkalayici inkiibatorde 37°C de 1 saat inktibe edilir.

1 saat sonrasinda, 200 pl hiicre-SOC karisimindan 6nceden isitilmis uygun antibiyotikli LB-agar
pleytlere ekilir.

Pleyt bir gece transforme olan kolonilerin blayimesi icin 37°C de inklibe edilir.



Transformasyon
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Plazmid DNA Izolasyonu

e Bakteri hiicrelerinden faz DNA’sI kromozomal
DNA ve plazmid DNA olmak tzere tc¢ farkli DNA
izole edilebilir. Ekstrakromozomal bir yapi olan

Plasmid DNA diger DNA tiplerine kiyasla bakteri

nucrelerinde her zaman bulunmayabilir. Plazmid

DNA izolasyon yonteminin ¢ ana asamasil

oulunmaktadir: Hlicre parcalanmasi;

Denatirasyon/Proteoliz ile DNA-Protein

compleksinin ayrilmasi ve DNA'nin ¢6zundur hale

getilirmesi; DNA’nin enzimatik/kimyasal
yontemlerle RNA, protein ve diger alt
molekulllerden ayrilmasi




Plazmid DNA Izolasyonu
Alkalen Lizis Protokolu

Transforme edilen pozitif bakteriler uygun antibiyotik iceren LB medyum icerisinde
37°C de calkalayici inklibator icerisinde overnight bluyutilir. Genel olarak 3ml
hiicre kultarua yeterlidir.

Ertesi glin hiicreler 1,5 ml ependorf tiplere alinir ve maksimum hizda santrifij
edilir.

Slpernatant atilir ve 100 pl resuspansiyon soltsyonu eklenir.

Pelet ¢coziinene kadar votexlenir.

100 pL lizis solisyonu eklenir ve tip 5-6 defa bas asagi edilerek yavasca karistirilir.

150 ulL notralize edici soliisyon eklenir ve tlip bas asagi edilerek yavasca karistirilir.
Bu asamada bakteriyel DNA beyaz ¢cokelti olarak gozlemlenir.

Tupler maksimum hizda 10 dakika santrifiij edilir.
Supernatant dikkatli bir sekilde temiz 1,5 ml lik ependorf tipe aktarilir.

Supernatantin 2,5-3 kati kadar soguk etanol eklenir ve tlipler bas asagi edilerek
karistirihr.

Tupler maksimum hizda 10 dakika santrifiij edilir.
Slipernatant uzaklastirilir ve tip kurumaya birakilir.

DNA peleti 50 pL TE tamponu ile resiispanse edilir. icerisinde bulunan RNA
molekillerinin uzaklastirilmasi icin son hacimde 1mg/ml olacak sekilde Rnase
eklenir.



Solusyonlar

LB Medyum
— 1% Tripton
— 0.5% Maya ekstrakt
— 200 mM NacCl

Reslispansiyon Soltisyonu
— 50 mM glikoz
— 10 mM EDTA
— 25 mM Tris (pH: 8.0)

Lizis Tamponu
— 0.2 N NaOH
— 1% SDS

Notralize edici Solisyon (100 ml)

— 3 M KOACc (pH: 6.0)
* 60 ml 5M Potasyum Asetat
* 11.5 ml Glasiyal Asetat
* 28,5mlH20

TE
— 1mMEDTA
— 10 mM Tris-HCI (pH: 8.0)



