Plamzid DNA’s1 ile Bakteriyel Transformasyon

GIRIS

Transformasyon, egzojen DNA2nin hiicre tarafindan igeri alinmasi1 ve genoma entegre edilmesi
olayidir. Transformasyon sonucunda alman DNA ile birlikte hiicrenin fenotipi de degisir. Izole
edilmis DNA’nin hiicreye aktarilmasi molekiiler genetik ve rekombinant DNA ¢alismalarinda

cok biiyiik 6nem tasir.

Serbest DNA’y1 icine alabilen bakterilere kompetant bakteri adi verilir. Bazi bakteriler normal
biliylime kosullarinda olduk¢a kompetanttirlar; fakat bazilarinin kompetant 6zellik kazanmasi i¢in
kimyasal veya fiziksel yontemlerle muamele edilmeleri gerekir.
Gram-pozitif bakterilerde transformasyon siireci su agamalara bdliiniir:
1. Kompetans faktor adi verilen kiigiik bir proteinin salgilanmasi ile kompetans
gelistirilmesi
2. Cift zincirli DNA’nin bakteriye baglanmasi
3. Tek zincirli DNA’nin hiicreye alinmast
4. Tek zincirli DNA’nin niikleaz degradasyonundan korunmasi icin 6zel proteinlerle
sarilmasi (eklips kompleks olusumu)
5. Rekombinasyonla DNA zincirinin alict kromozoma entegrasyonu
6. Entegre olmus DNA par¢asinin replikasyonu ve yeni fenotipin diger nesillere
aktarilmasi
Gram-negatif bakterilerde kompetans faktorii yoktur ve DNA’ya baglanma ve DNA’nin igeri
alinma asamalar1 Gram-pozitiflerden farklidir. Bu ylizden, sadece homolog DNA &zgiin bir
sekilde baglanir ve dupleks molekiil olarak hiicre i¢ine allinir.
Escherichia coli bakterisi 6zel deneysel prosediirler uygulanmadan kompetant 6zellik
kazanamaz.
Hiicre duvari ayrilabilir ya da alternatif olarak Ca"" iyonlariyla muamele edilerek ve 1s1 soku
uygulanarak DNA’ya gegirgen hale getirilebilir. Bahsedilen kalsiyum iyonlu metot E. coli
hiicrelerinin plazmid DNA’s1 ile transformasyonu i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir. Fakat,

30kb’den biiyiik plazmidlerin transformasyonunda pek verimli degildir. Ayrica, kromozomal



DNA’ninigeri alinmasi i¢in rekombinasyon sistemi mutasyona ugratilmis ve lineer DNA’y1

degrade eden ekzoniikleaz V enziminden yoksun suslara ihtiya¢ vardir.
PROSEDUR

Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

1.
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37°C’de gece boyu biiyiitiilmiis kiiltiirden tek koloni segilir.

1L’lik erlenmeyer sisesinin igine 100ml LB besiyeri aktarilir.
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3. 37°C’de 3 saat calkalayici inkiibatorde hiicreler biiytitiiliir.
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Kiiltiirtin bliytimesi her 20 dakikada bir 600nm’de absorbansi dl¢iilerek kontrol edilir.

. Hicreler, steril ve soguk propilen tiiplere aktarilir ve 10 dakika boyunca buzda bekletilir.
. 4000rpm’de, 10 dakika boyunca 4°C sicaklikta santrifiijlenir. Siipernatant dokiiliir.
. Her pelet, 2ml buz soguklugunda 0.1M CaCl, iginde ¢oziiliir ve bir tiipte toplanir. Buz

i¢inde bekletilir.
4000rpm’de, 10 dakika boyunca 4°C sicaklikta santrifiijlenir. Stipernatant dokdiliir.
Peletler, 10ml’lik her kiiltiir i¢in 1,2ml olacak sekilde buz soguklugunda 0.1M CacCl, +

%15 gliserolde ¢oziiliir.

10. Elde edilen bakteri siispansiyonu 100ul lik alikotlar halinde eppendorf tiiplere aktarilir.
11. Bu tiipler -80°C’lik dondurucuda saklanir.

Transformasyon

1.

Daha 6nceden CaCl, yontemiyle kompetan hale getirilmis ve -80°C’de saklanan 100uL
bakteri stogu 10 dakika buzda bekletilir.

10 dakika sonunda buzda erimis olan kompetan bakterilerin iizerine 1ng plasmid DNA’s1
eklenir ve 30 dakika daha buzda bekletilir.

Bakteriler buzdan alinip 90 saniye boyunca sicakligi 42°C’de sabitlenmis 1s1 blogunda ya
da su banyosunda inkiibe edilir.

42°C’den alian bakteriler 5 dakika buzda bekletilir.

Daha sonra bakterilerin iizerine 900uL 6nceden 37°C’de inkiibe edilmis LB (ya da SOC)
sivi besiyeri eklenir ve nazikge pipetleme yapilarak bakterilerin sivi besiyerinde
dagilmalar saglanir.

Hiicreler 37°C’de 1 saat inkiibe edilir.

Inkiibatérden alman hiicreler 14000rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriiliir.



8. Cokmiis hiicrelerin {izerinden 900uL siipernatant mikropipetle ¢ekilip atilir. Pelet olarak
¢Okmiis hiicreler, tiipiin i¢inde kalan 100uL besiyerinde restispanse edilir.

9. Bakteriler, plazmidin direnclilik genini tasidig1 antibiyotigi iceren LB agar plaklara ekilir
ve 37°C’de gece boyu inkiibe edilir.

10. Bir sonraki giin, transforme olmus bakteri hiicreleri plazmiddeki antibiyotige direnclilik
genini tasidiklari i¢in antibiyotikli agar plakta koloni olusturabileceklerdir. Dolayisiyla

agarda biiyiimiis koloniler basariyla trasforme edilebilen bakterilerdir.



