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Molekuler Klonlama Nedir?

Calisma Kagidi

Molekdler klonlama, bir DNA parcasinin izole edilip plazmid gibi bir vektére eklenmesi ve bu
rekombinant molektlin konak hicreye aktarilarak ¢cok sayida kopyalanmasi strecidir.

Sorular

1. Klonlama sirasinda DNA parcalarini birbirine hangi enzim baglar?

)
) DNA ligaz

) DNA polimeraz

) Ters transkriptaz

. Bir DNA insertini bakteriye tasimak icin yaygin olarak kullanilan vektor nedir?
) Ribozom

) Plazmid

) Lizozom

) tRNA

. Mavi-beyaz taramada beyaz bir koloni neyi gdsterir?

) insert bulunmadigini

B) insertin basariyla klonlandigini

C) Basarisiz bir transformasyonu

D) Vektorun kendi kendine ligasyonunu

4. Transformasyon verimliligi TE = 5x107 cfu/ug; 4 ng DNA transforme edip reaksiyonun
%?25'ini ekiyorsunuz. Beklenen koloni sayisi?

A) 500
B) 5.000
C) 50.000
D) 500.000

5. Kompetan bir E. coli susunun transformasyon verimliligi 1x108 cfu/ug. 2 ng ligasyonlu
plazmid transforme edip reaksiyonun %20'sini ekiyorsunuz. Kac¢ koloni beklersiniz?

6. 3 kb'lik bir plazmid vektor EcoRl ile kesiliyor ve yine EcoRl ile kesilmis 1,2 kb'lik bir insertle
ligasyona giriyor. Ortaya ¢ikan rekombinant plazmidin boyutu nedir?

7. Transformasyondan sonra koloniler mavi-beyaz tarama icin X-gal/IPTG plakalarinda
yetistiriliyor. Beyaz bir koloni neyi gdsterir?

8. Tanimla: Molekuler klonlama nedir?
9. Tanimla: Plazmid vektor nedir?

10. Tanimla: Klonlama icin hangi iki enzim gereklidir?
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Cevap Anahtan

1. B) DNA ligaz — DNA ligaz, fosfodiester omurgasini kapatarak insert ve vektorl birbirine baglar.

2. B) Plazmid — Plazmidler, klonlama vektdru olarak yaygin kullanilan kiguk dairesel DNA
molekulleridir.

3. B) insertin basariyla klonlandigini — Beyaz koloniler bozulmus bir lacZ genine sahiptir, yani
insert geni kesintiye ugratmistir.

4.C) 50.000 — N = (5x107) x 0,004 x 0,25 = 50.000 koloni.

5. TE = 1x108 cfu/ug, kitle = 2 ng = 0,002 ug, ekilen fraksiyon = 0,2 N=TE x m x f N = (1x108)
x 0,002 x 0,2 = 40.000 koloni

6. Vektor = 3 kb, insert = 1,2 kb Ligasyon bunlari tek bir dairesel rekombinant molekulde birlestirir
Rekombinant plazmid =3 + 1,2 = 4,2 kb

7. Vektorun lacZ geni, ¢coklu klonlama bdélgesi tarafindan kesintiye ugratiimistir Beyaz koloni
islevsel B-galaktosidaz icermez, yani insert mevcuttur Mavi koloni bozulmamis lacZ genine
sahiptir, yani vektor insertsiz kendi kendine ligasyona ugramistir

8. Bir DNA parcasinin bir vektére eklenip konak hiicrede cogaltilarak bircok birebir kopyasinin
Uretilmesidir.

9. Konak hticre icinde bir DNA insertini tasimak ve cogaltmak icin kullanilan kliclk dairesel bir DNA
molekaludar.

10. Restriksiyon enzimleri (DNA'y1 belirli bolgelerden keser) ve DNA ligaz (DNA parcalarini birbirine
baglar).
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