HAFTA VIII

Gen transfer teknikleri
Bakteriyel transformasyon



Bakteriyel Transformasyon

Bakteriyel transformasyon bir dizi DNA teknolojisinin temelini
olusturur. Transformasyonda bakteri eksojen DNAyi icerisine alir ve
bu yabanci DNA’da kodlanan genetik Grlnleri, proteinleri Gretir.
Transformasyon, insllin, insan biyume hormonu ve diger hormon
replasman tedavileri ve gen terapileri gibi onemli medikal Grinlerin
ucuz ve guvenilir yollarla tretilmesine imkan tanir.

Genetik materyalin diploid ve lineer kromozomlar halinde
duzenlendigi okaryoik genomlardan farkli olarak, bakterilerde
genetik materyal haploiddir ve tekli halkasal kromozomdan olusur.
Bakteriler ayrica plazmid denilen ektra ve gereksiz olarak
nitelendirilebilen halkasal DNA parcalari tasiyabilirler. Plazmidler
bakteri genomundan daha az sayida gen icerseler de bakteriye
ayricalikli 6zellikler kazandirabilirler. Ornegin bir antibiyotige karsi
direng geni iceren bir plazmid, o bakterinin s6z konusu antibiyotigin
bulundugu ortamda hayatta kalmasina olanak saglar.
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* Genetik arastirmalarinda kullanilacak plazmidlerin,
manipulasyona acik olabilecek kadar buylk ve bir
hlcre tarafindan barindirilabilecek kadar ktictk olmasi
ve hedeflenen geni etiketleyebilecegi bir markir gen
icermesi gerekmektedir.

* Markir genler, arastirmacilarin yeni genetik materyali
basaril bir sekilde icinde bulunduran hicreleri kolayca
tespit etmesini saglar. Ornegin insilin Ureten bir gene
fosfor eklendiginde, plazmidi tasiyan hicreler
parlayacagindan kolayca tespit edilebilir.
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* Escherichia coli (E.Coli) bakterisi rekombinant DNA
arastirmalari yapan laboratuvarlarda yogun olarak
kullanilmaktadir. Insan bagirsaginin dogal konakgisi
olan E.Coli, cevremizde bir cok bolgede kolayca
bulunabilir. Yaklasik bes milyon DNA baz cifti iceren
tekil halkasal kromozoma sahiptir. E.Coli’ler ayrica
1000-200,000 DNA baz cifti araliginda plazmidler
vasityabilirler. Plazmidler bircok bakteri ve maya
tirinde bulunabilir ve bir organizmanin yasami icin
gerekli genetik bilgiler tasimazlar. Plazmidlerin tasidigi
genetik bilgi icinde bulundugu hlcreye tasidigi
eklentiye bagli olarak yasama sansi saglar: antibiyotikli
ortamda yasamak gibi.
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Bazi E.Coli bakteri suslari saglikli yasam icin gerekli ve yardimcidir, bu
ylzden non-patojeniktir. Digerleri ise hastaliga hatta 6lime sebep olabilir
ve patojen ya da patojenik olarak adlandirilir. Sayisiz faydal
karakterlerinden dolayi molekuler biyolojide non patojenik E.Coli suslari
kullanihir. Bu bakterilerin biytume kosullari basittir ve kolayca
ayarlanabilir: 37° optimal ortam sicakligi, 6zel oksijen ya da azot seviyesi
ve isik gerektirmeyen ortam kosullari. Bu bakterilerin en 6nemli
ozelliklerinden biri de buylimelerine engel olmadan farkl genlerin farkl
boylarda kodlanan proteinlerini kolayca sentezleyebilmeleridir.

E.Coli de dahil olmak UGzere tim bakterilerin bir diger faydali karakterleri
direk htcre boélinmesi ile cogalmalaridir. Bir bakteri boltinduglinde birebir
ayni iki hiicre ortaya ¢cikmaktadir. Bakterilerin bolinmeleri eksponansiyel
olarak devam eder ve yasam donguleri log-fazi icerirler. Ortamda yeterli
besin ve bosluk oldugu siirece bolinme streci ayni sekilde devam eder. Bu
ozellikleri ilgili geni iceren bakteri secimi surecinde arastirmacilara avanaj
saglar.
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e Bakteriler, Luria-Bertani (LB) Broth

asyon

denilen sivi

medyumda stspansiyon kultlrd olarak kolayca
buyuyebildikleri gibi, petri dislere doktulmus LB

broth ile agar karisimindan olusan

kat yuzeyde

de buyuyebilirler. Bakteriler petri c

ishe

ekildiklerinde, bir bakteri hicresi bélinmeye
baslar ve koloni olusturur. Her koloni bir
hicreden baslayarak cogalan milyonlarca htcre
icerir. Kolonideki tim hucreler tamamen ayni
DNA ve gen ekspresyonuna sahiptir.
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* Bakteri hiicresine yabanci bir plazmid girdiginde o
bakteriye yeni bir genetik 6zellik kazandirir ve bu
durum transformasyon olarak adlandirilir. Bakteriyel
transformasyon, yabanci/eksojen DNA nin direkt
bakteri tarafindan iceri alinmasiyla plazmid tzerindeki
genetik verilerin bakteri hlicresine transfer olmasi
surecidir. SOz konusu gecis stabil ve kalitsaldir. Bakteri
hiicreleri endontikleaz/restriksiyon enzimleri adi
verilen enzimler icerir. Bu enzimler yabanci DNA
parcalarini, ki plazmid Gzerindeki DNA dizisi de buna
dahildir, sondan basa dogru oryantasyonda keserler.

* Plazmidler halkasal yapiya sahip olup endontkleaz
tarafindan kesilmeye karsi direnclidirler.
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e Plazmidiicine alan transforme bakteriler
olmayanlardan ayrilmali ve secilmelidir. Bakterilerin
secilmesine olanak saglayan plazmid tGzerindeki siklikla
ve kolaylikla secilimi saglayan antibiyok direnc
genleridir. Bakteriler antibiyotik iceren katt medyum
ortaminda buyutulduklerinde sadece transforme olup
antibiyotik direncine sahip olan bakteriler hayatta kalir.
Direnc genine sahip olmayan bakteriler olerek elimine
olur.

* Transforme edilen plazmidler insort edilmis coklu gen
bolgeleri tasiyabilirler: antibiyotik direnc geni ve ilgi
duyulan protein gibi.
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* Transformasyon verimliligi kullanilan plazmid
DNA mikrogramina karsilik transforme olan
hlicre sayisi ile tespit edilebilir. Transforme

olan hicrelere transformant denilir.
Transformasyon verimliligi asagidaki formulde
belirtildigi gibi hesaplanir:

Number of Final volume

Transformants  at recovery (ml)
X ———— = Number of transformants per u
ug of DNA vol of plates (ml) ‘ f f PETHg
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* Arastirma laboratuvarlarinda beklenen
verimliligi genellikle 1*1074 ile 1*1077
transformant/ microgram DNA olarak
beklenir. Transformasyon proseduru hicbir
zaman %100 verimlilikle gerceklesmez.
Verimlilik inkGbasyon suresi, sicaklik, fazla
buylimus bakteri ktltura gibi sebeplerle
degisiklik gosterir.



