HAFTA VI

Plazmid Uretimi ve saflastiriimasi 2
Plazmid DNAsInin restriksiyon endonukleaz ile kesimi

insert varliginin Agaroz Jel Elektroforezi yontemi ile
kontrol



Plazmid DNA: Restriksiyon Enzim
Kesimi
Restriksiyon enzimleri DNAyi belirli bolgelerden
cesme yetisine sahiptir. Arastirmacilara bircok

nolge dizisi tanima imkani sunan yuzlerde farkl
restriksiyon enzimi bulunmaktadir.

Restriksiyon enzim kesimi diagnostik amacli
kullanilabildigi gibi molekuler klonlama
tekniklerinde genellikle kullanilan bir yontemdir.
Diagnostik amach kullanimi, bakteriye transforme
edilen plazmidin dogrulugunu tayin etmekte
blyuk dnem tasir ki bu teknige diagnostik digest
denir.




Diagnostik Restriksiyon Enzim Kesimi

llgili plazmidi kesebilme 6zelligine sahip restriksiyon enzimi secilir. Secim isleminin
kolaylastirilmasi amaciyla internet lizerinde bulunan hazir sekans analiz
platformlari kullanilabilir.

Secilen enzime uygun reaksiyon tamponu secilir. Ayni anda iki enzimle kesim
yapilacak ise iki enzimin de en yuksek performans gosterdigi tampon secilmelidir.
Bu amacla yine internet sitelerinde kullanima hazir platformlar bulunmaktadir.
NEB: Double digest finder tool glivenilir platformlardan birine 6rnek verilebilir.

1,5 ml tlp icerisinde enzim Uretici firma protokolliine uygun olarak karisim
olusturulur:

— DNA

— Restriksiyon Enzimi/Enzimleri

— Tampon

— BSA ( Eger Uretici tarafindan dneriliyorsa)

— dH20 ile total hacim tamamlanir.
Diagnostik kesim icin genellikle 500 ng DNA, molekiler klonlama igin ise 1 ug DNA
yeterli olacaktir.

Total hacim uygulamaya bagli olarak genellikle 10-50 pl arasinda degisir. Son hacim
genellikle kesilecek DNA miktarina bagli olarak hesaplanir.



Diagnostik Restriksiyon Enzim Kesimi

Reaktifler tipe eklendikten sonra yavasca karistirilir.

Tup kullanilan enzim icin belirtilen uygun sicaklikta 1 saat inktbe
edilir. Bu asamada her zaman Uretici firma protokoltine uyulmalidir.

Uygulanan teknige ve kullanilan DNA miktarina bagl olarak
inkibasyon zamani 45 dakika ile overnight arasinda degisebilir.
Diagnostik kesim icin 1-2 saat arasi genellikle yeterlidir. Klonlama
amaciyla 1 pg’dan fazla DNA kesilecek ise en az 4 saat kesim tavsiye
edilir.

Kesilen DNA bir baska aplikasyonda kullanilacaksa enzim
inaktivasyonu yapilmalidir. Enzim inaktivasyonu, enzime bagl
olarak degisse de DNA o6rneginin genellikle 70/85°C de 15 dakika
inkibe edilmesi yeterlidir.

Kesim sonucunun goruntulenebilmesi icin kesim ornekleri agaroz
jelde yurutular.



Diagnostik Restriksiyon Enzim Kesimi
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Diagnostik Restriksiyon Enzim Kesimi
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Diagnostik Restriksiyon Enzim Kesimi

* Jel Elektroforez sonucunda enzim kesiminin basarisiz oldugu tespit
edilmesi halinde asagidaki ihtimaller gézden gecirilmelidir.

— Enzimin metilasyon sensitif olup olmadigindan emin olunmalidir.
Plasmidler Dam veya Dcm metilasyon pozitif stainlerde blyurler ve
belirli restriksiyon bolgelerinden kesime direncli olabilirler.

— Bazen enzimler benzer ama birebir ayni olmayan bolgeleri kesebilirler.
Bu durum Star Aktivitesinden kaynaklanir ve yliksek gliserol
konsantrasyonu dahil bircok nedenden kaynaklanabilir. Enzimler Star
aktivitesi yonunden iyi incelenmelidir.

— Eger diagnostik amacli cok sayida plazmid kesimi yapilacaksa, DNA vyi
koymadan kullanilacak reaktiflerden master miks hazirlamak mantikl
olacaktir. Tuplere alikotlanan uygun miktarda DNA nin Gizerine master
miks porsiyonlar halinde aktarilir. Bu basamak hem zamandan
tasarruf saglayacak hem de kimyasallarin eksik ya da yanhs
konulmasinin onune gecilecektir.



