Sorul: PCR donguistini kisaca anlatiliniz.

Cevapl:

ilk adimda soliisyonun sicakhg artirilarak DNA zincirinin denatiire olmasi saglanir. Bu sirada
Bundan sonra primerlerin tekli DNA zincirlerine baglanmasi icin sicaklik dustralir. Primerlerin
baglanmasindan sonra sicaklik polimerizasyonun gerceklesmesi icin uygun bir sicakliga getirilir:
Primerler uzatilir ve primerlerin arasinda kalan bdélge sentezlenir. Sarmallar tekrar denature
edilir, yeni primerler baglanir ve DNA sentezi tekrar tekrar gerceklesir; Bu islem genelde 20 ila

50 doéngl arasinda tekrarlanir.

Soru2: Proteomiks nedir, aciklayiniz.

Cevap2: Belirli bir genom tarafindan ifade edilen proteinleri bitlinsel ve birbiriyle etkilesimlerini
dahil ederek inceleyen arastirma alanidir. Bu alan, protein diizeyinde, gen ifadesi orlntileri
protein ve genom iliskileri, protein-protein etkilesimlerini, protein modifikasyonlarini vs.

incelemektedir.

Soru 3: DNA microarray tekniginin ¢calismasini aciklayiniz

Cevap3: Mikroarray binlerce mikroskobik DNA oligonikleotit noktalarina sahiptir. Her bir
nokta,features, prob denilen 6zel bir DNA sekansinin pikomollerini igerir.Prob-hedef
hibritlesmesi genelde hedefteki niikleik asitlerin miktarini belirlemek icin florofor etiketli
hedeflerin belirlenmesiyle ol¢ilir ve saptanir. Bir array binlerce prob icerebildiginden dolayi, bir

mikroarray deneyi pek ¢cok genetik testlerin sonucunu verebilir.



Soru4: Agaroz Jel Hazirlanmasi ( 1% w/v) Prosedurini yaziniz.

Cevap4:
[ ]

0.4 gr agaroz tartilir ve 40 ml 1X’lik TAE tampon ¢ozeltisinde dokiliir

Hazirlanan karisim isitilir.

Jel'in biraz sogumasi beklendikten sonra (50-60 2C) ve taraklar kaliba yerlestirildikten
sonra kaliba dékuldr.

Nikleik asit ornekleri, 6X yikleme tamponu ile karistirilir (6rnek: tampon ¢ozelti,
1:5), érneklerle birlikte, nikleik asit uzunluk referans cetveli (ladder), jele ylklenir
Hazirlanmis olan jel elektroforez tankina aktarilir, ve jeli kapatacak sekilde, 1X’lik TAE
tampon ¢ozeltisi eklenir

90 Voltluk bir akimla 1 saat calistirilir

Soru5: Gram-pozitif bakterilerde transformasyon siireci agamalarini belirtiniz.

Cevap5:

1. Kompetans faktér adi verilen kiicik bir proteinin salgilanmasi ile kompetans
gelistirilmesi

2. Cift zincirli DNA’nin bakteriye baglanmasi

3. Tek zincirli DNA’nin hiicreye alinmasi

4. Tek zincirli DNA'nin nikleaz degradasyonundan korunmasi icin 6zel proteinlerle
sarilmasi (eklips kompleks olusumu)

5. Rekombinasyonla DNA zincirinin alici kromozoma entegrasyonu

6. Entegre olmus DNA parcasinin replikasyonu ve yeni fenotipin diger nesillere

aktarilmasi



Soru6: Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi Prosediriinii yaziniz.
Cevapéb:
1. Hicreler her zaman buyditildikleri ortam ve serumda logaritmik faza kadar biyatalir.
2. Canh hicre sayimi yapilir. Dondurulacak hiicrelerin  %20’sinden fazlasinin 6li
olmamasina dikkat edilir.
3. Ne kadar hiicreye ve ampiile ihtiya¢ duyulacagina karar verilir. Her ampiil, 1ml ortam
icinde 1 x 10" (ya da 4 X 10°%ile 2 X 10’ hiicre arasi ) hiicre alabilir.
4. Dondurma ortami her tiipte 1ml arti %10 olacak sekilde hazirlanir. Dondurma ortami
genelde normal kiltir ortami, %10-20 serum ve %5-10 gliserol ve DMSO igerir. Eger
hangi dondurma ortami kullanilacagina karar verilemiyorsa hiicreler %20 serum ve %10
DMSO’da dondurulabilir.
5. Pelet, dondurma ortaminda pipetaj yapilarak ¢ozilur.
6. Hducreler, her ampile 1ml disecek sekilde ampdillere dagitilir ve buzda tutulur.
7. Ampdlller buzlukta saklanacak bir kutuya yerlestirilir ve -60°C veya daha dusilik bir
sicakliktaki dondurucuda 16 ile 24 saat arasi bekletilir.
8. Bir buz kovasina bir miktar sivi azot dokillr ve tipler, sivi nitrojen tankina aktarilmadan
once burada tutlur.

9. Tupler yerlestirildikten sonra nereye koyulduklari kaydedilir.



Soru7: Kontaminasyonu Nasil Taniriz?

Cevap7:

Makroskopik olarak: Kiltlr sisesini veya kabini isiga tutularak sunlara dikkat edilerek incelenir:

Bulanikhk. Kiltir yogun olsa bile, ortamin rengi bulanik degil, net bir sekilde
goriinmelidir. Ortamdaki bulaniklik ve kisim kisim hareket eden renk tonu farkliliklar
dikkatle incelenmelidir. Bazi mantarlar ortamda ylizen koloniler olusturabilirler.
Ortamdaki renk degikligi. Fenol kirmizisinin etkisiyle kirmizi renkli olan kiltdr, asidik
kosullarda sariya, bazik kosullarda ise mora doner. Bakteriyel kontaminasyon ortami
sarlya, mantar kontaminasyonu ise pembeye donustirr.

Koku. Sisenin kapagi acilmadan burun siseye yaklastirilir. Bircok kontaminasyonun fark

edilebilir bir kokusu vardir.

Mikroskopik olarak: Kiltir sisesi 6ncelikle 10X mikroskopta sunlara dikkat edilerek incelenir:

Diger organizmalar. Disuk blyltme glclinde, mantar miselleri uzun zincirler olarak
gozlenir. Bu blyltmede mayalar da kiglk toplar halinde, bazen de tomurcuklu bir
sekilde gorulebilirler.

Yiksek blyltme gliclinde bakteriler gozlenebilir. Bakteriler cubuk, kok, tek veya
zincirlenmis 6bekler halinde olabilirler.

Zarar gérmiis hiicreler. Enfeksiyon, hiicreleri 6ldirebilir. Her hiicrenin parcalanmasina
ve/veya hiicre tabakasinin yizeyde kalkmasina sebep olabilir. Cogu zaman hucreler
normalde olduklarindan daha garip gorinurler. Daha kiiclik veya daha blyik ya da koyu

renk granilli olabilirler.



Soru8: Sigir Serum Albliimin (Bovine serum albumin — BSA) Tamponunun Hazirlanmasini
Ozetleyiniz.

Cevap8:

1) 5 mg BSA kiicik bir kapta tartilr.

2) 1000ul fosfat ¢ozeltisi (pH=7.4) eklenip karistirilir.

3) Kap BSA stok tamponu olarak isaretlenir.

4) Ornegin absorbansi UV spektrometre ile 6lcilir. Olclilen absorbans cok yiiksek
olacagindan bu sollisyon seyreltilecektir.

5) Stok ¢ozeltiden 200 ul BSA alinir.

6) Uzerine 800 pl fosfat ¢ozeltisi eklenir. (200 pl BSA + 800 pl fosfat ¢ozeltisi). Bu sekilde
BSA seyreltilmis olacaktir.

Soru9: Spektral Analiz kag basamaga ayrilir, her basamagi 6zetleyiniz.

Cevap9: Elde edilen spektrumlar Uzerinde uygulanacak olan spektral analiz iki basamaga
ayrilabilir. ilk basamakta bant genisligi, sinyal siddeti ya da bant alani ve bant frekans
degerlerinin belirlenmesini iceren kantitatif analiz yer alir. Bu analizde original ham data
kullanilir. ikinci basamakta yer alan kalitatif analiz ise spektrumlarin gdsterimi igin

gerceklestiriimektedir. Bu analizin temelini yapilan normalizasyon olusturmaktadir.



Sorul0: Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Taramali (scanning) Elektron Mikroskobu

(SEM) 'nun kullanim ve avantajlarini belirtiniz.

Cevapl0:

TEM: Kullanim: Hiicre icindeki yapilari detayli incelenmesini saglar
Avantajlari: Yiksek ¢ozlintrlik. Konumlama calismalari icin immiuinolojik isaretleme yontemi ile

birlestirilerek kullanilmasi mimkiindir

SEM:
Kullanim: Hucre disindaki bilesenleri ayrintili olarak incelememizi saglar

Avantajlari: Yiksek ¢ozlintrlik. (Cozuntrlik TEM’e gore daha distiktir)



