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En lyi Plazmid Piirifikasyonu:
Veriminizin Dustik Olmasinin 10 Nedeni

Plazmid izolasyonunda iyi verim almak hayati 6nem tasir. lyi bir plazmid verimi elde etmek icin

on hazirliginizi nasil optimize edersiniz ve diisiik verime ne neden olur? Bu sorulari ve ¢cok

daha fazlasini asagida ele aliyoruz:

Plazmid izolasyonu esnasinda en iyi verim nedir?

Uc ana plazmid hazirhg: tiirii vardir: mini, midi ve maksi. Plazmid DNA miktari protokoller ve kitler arasinda

degisiklik gosterir, ancak asagidaki tablo bu ii¢ farkli hazirlama yéntemi icin ortalama bir aralik saglar.
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**Her iki numune ayni anda ve ayni sekilde islendiginde, bir numune iyi verim verirken diger plazmid

duslik verim verirse sorun ne olabilir? Sorusuna, pek cok sey plazmid hazirliklar arasinda verim farkliliklarina
neden olabilir seklinde cevap verebiliriz. Bu gizemi madde madde ¢6zelim ve neler yapabilecegimizi
gozden gecirelim.
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A tokolii kull k da iki plazmid :
yni protokolii kullanarak ayni anda iki plazmi Plasmid

hazirladiniz ve farkli verimler elde ettiniz. Plazmidler ayni | Haritasi

“omurgaya’’ sahipse o zaman sebep, bir insert olabilir.
Bazi insertler bakteri icin sorunlu olabilir; 6rnegin bakter- antibiyotik

ileri hasta eden bir protein veya tekrarlayan diziler gibi diren;;rI]i -
kararsiz olabilir. Sorunun listesinden gelmek icin 6zel g kopya kékeni
hiicre hatlari kullanmay: (b)

deneyebilirsiniz.

Ikinci 6nemli nokta, insert boyutunun plazmidin kopya sayisini nasil

degistirdigidir. Blylik insertler, plazmidin kopya sayisini azaltacaktir, yani
iyi bir verim elde etmek icin daha fazla hiicre biiylitmeniz gerekecektir.

e KOPYA SAYISI Genler farkli vektérlere klonlanirsa, sorun plazmidlerin farkh hizlarda

kopyalanmasi olabilir. Biri yliksek kopyali bir plazmid olabilir, digeri orta ve

hatta diisiik kopyali bir plazmid olabilir.

Stationary phase
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Kiiltiirii hazirlarken her zaman iyi sonug alinir. Eski kolo- G ﬁ:ﬁ:ﬂentlau
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nilerden asilama veya kiiltiiriin cok doygun hale gelmesi 'g
plazmid verimini ciddi sekilde negatif olarak etkileyecek- =
e less . . . Lag phase
tir. Kiiltiirlerin ge¢ gecikme evresinde olmasini ve asiri
doygun olmasini istemeyiz. cE
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Baslangic kiiltiirleri olusturulurken kullanilan petrinin yasi 6nemlidir.

Petriniz eskiyse giizel ve biiyiik bir koloni secmis olsaniz bile hepsi canli

ESKI KOLONILERIN
KULLANILMASI

hiicreler olmayacaktir. Bu nedenle en iyi sonucu elde etmek icin baslama-
dan once yeni bir petride saflastirin.

Zayif plazmidin bir diger nedeni de antibiyotiklerdir. Bakteriler kiiltiirde

biiyiirken antibiyotigi parcalarlar. Yeterli antibiyotik

ANTIBIYOTIK
SORUNLARI

eklenmediginde veya stoklar eski ve giicleri yeterli degilse antibiyotik cok
baskin olamayabilir bunun sonucunda antibiyotik icermeyen
bir kiiltiire sahip olabilirsiniz.

Lizis icerigindeki bazi reaktifler cogunlukla iyi ve stabildir.

Ama havaya maruz kaldiklarinda zamanla bozulabilirler ve

ilk glinkii kadar iyi calismayabilirler.

LiZIS VE NOTRALIZASYON
PROBLEMLERI

Calisanlarin plazmid izolasyonunda yaptiklar en biiyiik hatalarindan biri ise
parcalama islemleridir. Protokoller normalde nazik olmanizi séylese de fazla
hassas olmak ¢ok da iyi bir durum dedgildir.

Diger bir yaygin sorun, lizisin cok uzun siire devam etmesine izin

verilmesi ve bunun kalici olarak denatiire, olmus sindirilemez

DNA ile sonuclanmasidir.

Bircok laboratuvarda, yil boyunca acilip kapatilan biiyiik siselerde

_ o izopropanol bulunur. Coktiirme basamagindan iyi verim
|ZOPROPANOL KALITESI

elde etmek istiyorsak kullanilan izopropanoliin eski olmadigindan emin

olmalisiniz.

Izopropanol peletleri camsi ve berraktir, gériilmesi zordur. Bunla ilgili
en iyi uygulama sabit acili bir rotorda santrifiijlemeden sonra peletin
olusmasini beklediginiz noktay isaretlemek olabilir. Béylece izopropanolii

doktiigiinlizde plazmidi nerede bulacaginizi bilirsiniz.

Sabit acili bir rotor kullanirken peletinizin nerede oldugunu bilmenizi
saglamanin bir baska yolu da tiiplerinizi hep ayni sekilde yliklemektir,

bu durumda peletiniz her zaman ayni yerde olacaktir.

I Pek cok ticari kit Uireticisinin bu sorun icin gelistirdigi “cokelticiler’” veya
silika disk filtreleri kullanilan kitler Grettigini belirtmek isteriz.

I'Yine kiiciik bir not; santrifiijleme siiresini ve hizini optimize edilenden

kisa tutmamanizi 6neriyoruz. Santrifiijleme hizini arttiramiyorsaniz

siiresini asla kisaltmayiniz.

Kolonlarin tikanmasindan endise ediyorsaniz kolon basamagina

0 KOLONLARIN TIKANMASI

gecmeden 6nce Whatman kagidindan siiziin.

Eliisyondan sonra DNA kolonlarda kalabilir. Kalan DNA'yi1 siizmek igin ayri
bir eliisyon daha gerceklestirin. 50°C civarinda isitilmis ellisyon tamponu

KOLONLARDA KALAN DNA

kullanmak da eliisyon verimini artirmaya yardimci olabilir.
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