SORULAR

1-

Restriksiyon enzimleri molekiler biyolojide yaygin olarak kullanilmaktadir. Asagida, bu
enzimlerden iki tanesinin(BamHlI ve Bcll) tanima bélgesi verilmistir.

a)

b)

d)

e)

BamHlI, ilk G bazindan sonra keser. BamHI’in yaptigi kesim sonucu 5’ ya da 3’ yapiskan ug
olusur mu? Eger olusursa bu yapiskan ucun dizisi nedir?

5" GGATCC 3’
3’ CCTAGG 5’

Bcll, ilk T bazindan sonra keser. Bcll’nin yaptigi kesim sonucu 5’ ya da 3’ yapiskan ug olusur
mu? Eger olusursa bu yapiskan ucun dizisi nedir?

5'TGATCA 3’
3’ACTAGT 5’

Asagidaki DNA dizisine gore;

5" ATTGAGGATCCGTAATGTGTCCTGATCACGCTCCACG 3’
3’ TAACTCCTAGGCATTACACAGGACTAGTGCGAGGTGC 5’

i) Eger bu DNA'yI BamHI enzimi ile kesecek olursaniz, ka¢ tane DNA pargas! elde
edersiniz? Elde ettiginiz DNA parcalarinin iki ipliginin de dizisini yaziniz.

ii) Eger bu DNA'y1 Bcll enzimi ile kesecek olursaniz, kag tane DNA parcasi elde
edersiniz? Elde ettiginiz DNA pargalarinin iki ipliginin de dizisini yaziniz.

C sikkinin i segceneginde elde ettiginiz kiiglik DNA pargasi ile, ¢ sikkinin ii segeneginde elde
ettiginiz klicik DNA pargasini ligasyon ile birlestiriniz ve elde ettiginiz rekombinant DNA
pargasini yaziniz.

Elde ettiginiz bu rekombinant DNA parcasini BamH| ya da Bcll ile kesebilir misiniz,
aciklayiniz.

Pirinci temel besin maddesi olarak tiiketen milyonlarca cocuk A vitamini eksikligi sebebiyle kor
olmaktadir. insanlar A vitamini sentezleyememektedirler, bu sebeple A vitaminini ya da beta-
karoten gibi A vitamini 6dnclslinl besinlerden almak zorundadir. Beta-karoten yolagina sahip
bir maya susu olusturmak istiyorsunuz, boylece beta-karoten ve A vitamini sentezinin
biyokimyasini kolayca inceleyebileceksiniz. Elinizde beta-karoten sentezinden goérevli 7
enzimin 5 tanesini bulunduran bir maya susu var. Eksik olan A ve B genlerini, A genini
bakteriden B genini ise nergisten alarak, bu maya susuna klonlamaniz gerekiyor.

A genini mayaya klonlamak icin;

1. Bakteriyal genomik DNA’yl kesmeyi,

2. Uygun bir ekspresyon vektériine (vektor 1) klonlayip bir genomik DNA kitiphanesi
olusturmayi,

3. Bu kitliphaneyi maya hiicrelerine aktarmayi

4. Vektord alan maya hicrelerini segmeyi

5. Segili kolonilerden A proteinini Gretenleri antikor kullanarak se¢meyi planladiniz.



a) Bu deney icin segilen klonlama vektord, [6sin amino asidini sentezlemek i¢in gerekli olan
bir enzimi kodlayan ve segilebilir bir isaretleyici olarak kullanilabilen leul+ genine sahiptir.
Yukaridaki 4. adimi basariyla tamamlamak icin, maya susunuz transformasyondan once
hangi genotip ve fenotipe sahip olmalidir, agiklayiniz.

b) leul + genine ek olarak , transformasyonda basarili olmak icin vektorde olmasi gereken
diger ozellikler nelerdir? Listelediginiz bu o6zelliklerin hangi organizmadan gelecegini
belirtin.

Ayni zamanda asagida B geninin dizisi verilmistir. Beta-karoten sentezleyebilen maya susu Uretimini
tamamlamak igin, asagida gosterilen diziye dayanarak B genini Polimeraz Zincir Reaksiyonunu (PZR)
kullanarak amplifiye etmeye karar verdiniz.

5’ TCCGGCGGAATTCCAAGGCCT _ CGTCGACTCCGGC 3/
3’ AGGCCGCCTTAAGGTTCCGGA GCAGCTGAGGCCG 5’

c) Asagidakilerden B genini amplifiye etmek icin kullanabileceginiz primer setlerini seginiz.
Set 1: 5" AGGCCG 3’ 5 GCCGGA 3’
Set 2: 5’ TCCGGC 3’ 5" ACCGGG 3’

Set 3: 5" TCCGGC 3’ 5 GCCGGA 3’

Basarili bir sekilde B genini amplifiye ettiniz, bu PCR Urlninu vektor 2’ye klonlamak istiyorsunuz.
Vektorin klonlama bolgeleri asagida verilmistir.

Stul: 5’-AGG| CCT-3’ Sall cuts: 5’-G| TCGAC-3’ EcoRI: 5’-G| AATTC-3’
3’-TCC|GGA-5’ 3’-CAGCT|G-5 3’-CTTAA|G-5
Stul  Sall
Promotor EcoRl

Start kodonu

5’ TCCGGCGGAATTCCAAGGCCT CGTCGACTCCGGC 3’
3’ AGGCCGCCTTAAGGTTCCGGA GCAGCTGAGGCCG 5’



d) Amplifiye olmus B genini vektor 2’ye klonlarken kullanabileceginiz 2 yol bulunmaktadir.
Vektoru ve B genini kesebilecek restriksiyon enzimi/enzimlerini (RE) yaziniz.

Plazmiti kesecek RE B genini kesecek RE

1. Opsiyon

2. Opsiyon

e) Buseceneklerden hangisini mayada B ifade edebilecek bir rekombinant vektor olusturmak
icin kullanirsiniz, nedenini agiklayiniz.

3- Yonlendirilmis klonlamanin mantigini ve nasil yapilacagini agiklayiniz.



