


Bakteriyel Transformasyon

Molekiler biyolojide transformasyon, serbest
DNA'nin alici hiicre igine girmesi ve genetik degisimi
meydana getirmesidir.

Rekombinant DNA klonlama siirecinde, yabanci
DNA'nin hicre icine alinmasi zorunlu bir adimdir.

Transformasyon sirecinde rekombinant DNA
hiicreye plazmidler araciligiyla yerlestirilir.



Bakteriyel Transformasyon

Ancak bircok bakteri hiicresi onlari daha alici hale
getiren islemlerden gecerek plazmidleri binyesine
alabilir. Yani; serbest DNA'nin alici hiicre tarafindan
alinmasi icin bu hicrenin “kompetent” olmasi
gerekmektedir.

Kompetentlik, hiicrenin yizeyinde spesifik reseptor
bolgelere sahip oldugu ya da verici DNA’sinin
plazma membranindan gegisini saglayabilme
yeteneginde olmasi gerektigi anlamina gelmektedir.



Bakteriyel Transformasyon
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1 Kompetent hicre hazirlama yontemlerinden birinde
soguk kalsiyum klorid kullanilmaktadir.

-1 Bu ¢ozelti hiicre duvari ve zarinda plazmidin
gecebilecegi delikler agar.

- Yeterlilik kazandirilan hicreler -80 ile -60 derece
arasinda muhafaza edilebilir.
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Bakteriyel Transformasyon

Rekombinant DNA transferinde kullanilan plazmidler genellikle
bir ya da daha fazla antibiyotik direnglilik geni icerir.
Plazmid ve bakteri bir test tipu icinde karistirilarak birkag

dakika sire ile soguk uygulamasi yapilir.

Daha sonra karisim kisa bir sire 37-42 °C arasinda isi sokuna

tabi tutulur.
Transforme hiicrelerin secimi antibiyotik iceren besi ortaminda

yapilir.
Antibiyotige direncli hicreler plazmid ile transforme olanlardir.

Bu hiicreler ayni zamanda rekombinant DNA'y1 da
icermektedirler.



Bakteriyel Transformasyon

Deniz anasina ait yesil floresan protein (GFP) geni

tasiyan bir plazmidle transforme edilmis bir bakteri
drnegi.



Elektroporasyon

Bakterileri transforme etmenin bir baska yoludur.

Elektroporator adli bir cihaz ile hicrelere kisa sireli soklar
verilir.

Bu yontem kalsiyum kloride gore daha avantaijlidir.
Daha hizlidir, daha az sayida hiicre gerektirir.
Dezavantaji ise daha pahali bir uygulama olmasidir.

Bakteriler disinda maya, fungus, hayvan ve bitki hiicrelerini
transforme etmekte de kullanilir.

Bu yontemde ayrica daha az miktarda DNA’ya ihtiyag vardir.



Bakteriyel fuzyon proteinlerin
uretimi

Bu yontemde yabanci DNA, “etiket” olarak
kullanilabilecek iyi bilinen bir gen bolgesi
barindiran plazmide yerlestirlmesi icin rekombinant
DNA yontemlerini kullanilir.

Bu sekilde hazirlanan plazmidlerin Grinlerini bakteri
hiicresinden izole etmek daha kolaydir.

En sik kullanilan genler glutatyon-Stransferaz,
lusiferaz, yesil floresan protein ve B-galaktosidaz
genleridir.
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Bakteriyel fuzyon proteinlerin
uretimi

71 Uretilen fizyon proteinin izole etmek ve ayirmak
icin hicreler homojenize edilir.

0 Olusan homojenata “afinite kromatografisi”
uygulanir.

-1 FUzyon proteininin etiket kismi kolona baglanirken,
hedef proteinin ug¢ kismi serbesttir.

- Daha sonra uygun bir proteaz kullanilarak hedef
protein kolondan alinir.



Bakteriyel fuzyon proteinlerin
uretimi

Arastirmacilar etiket protein olarak “poli-histidin”
yapilar gelistirmistir.
Bu yapi, hedef proteinin yapisina etki etmez,

oldukca kigiktir ve cogu durumda kesilerek
vzaklastirimasina da gerek duyulmaz.

Transformasyon uygulamalarinda en sik kullanilan
bakteriler E. coli ve B. subtilis’tir.

B. subtilis hedef proteini cogu durumda hiicre disi
ortama salgiladig icin daha ¢ok tercih edilmektedir.
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