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                        Dr. Aktan, FBÖ332, G&BT 2015 Ders Notu: Restriksiyon Enzimleri Lütfen DNA molekülünün dört nükleotid, A, T, G, C (veya S) içerdiğini hatırlayalım. Nükleotidler
nükleik asitlerin (DNA ve RNA) yapı taşlarıdır. DNA’nın kimyasal analizleri bu nükleotidlerin
birbirlerinden ayırt edilebildiğini göstermiştir (pürinler, A & G; pirimidinler, C & T). Ayrıca nükleik
asitler bir pentoz (5-karbon) şeker ve fosforik asit yapılarını içerirler.
Ayrıca derslerimizde restriksiyon enzimlerini inceledik. Örneğin, EcoRI enzimi bakteri hücresi
E.coli’den elde edilir (izole edilir, yani ayrıştırılır). EcoRI kendine özgü bir DNA dizisini tanır (5'G¬AATTC-3') ve G - A arasından nükleotidleri bir arada tutan fosfodiester bağını kırar (¬ kesim
noktasını gösterir ve DNA’nın çift zincirli olduğunu hatırlarsak, komplementer, yani tamamlayıcı zinciri,
3'den 5'ne yazdığımızda zincirlerin simetrik olduğunu göreceksiniz. Bu şekilde simetri özelliği gösteren
dizilere palindromik* diziler denir).
Şimdi düşünelim. E.coli hücrelerine saldıran bir işgalci organizmanın, örneğin bakteriyofaj
lamdanın (bir faj virüsü), genomunun EcoRI enzimine ait bir spesifik tanıma, kesim bölgesini içermesi
olasılığı ya da ihtimali nedir?
EcoRI’a ait spesifik tanıma dizisini bildiğimize göre böyle bir olasılığı yaklaşık olarak
hesaplayabiliriz. Bizi ilgilendiren ilk nükleotid 5’ pozisyonundaki G. Öyleyse ilgilenmemiz gereken ilk
soru 5’ pozisyonunda bir G’nin olması olasılığı nedir; olmalı. Biliyoruz ki sadece dört çeşit nükleotid var.
Öyleyse G’nin olma olasılığı ¼ ya da 0.25’dir (Bu hesaplamaları yaparken bazların dağılım oranlarının
eşit olduğunu kabul ediyoruz). Şimdi ikinci baza bakalım; ikinci pozisyonda bir A’nın olması olasılığı
nedir? Tabiki cevap yine 0.25’dir. EcoRI enziminin tanıma bölgesinde bulunan diğer bazların da
olasılığını siz hesaplayınız.
Eğer hesaplamaları dikkatli bir şekilde tamamladıysanız; şimdi genel soru baz dizilimi
GAATTC olan DNA dizisinin genomda bulunma olasılığı nedir; olacaktır. Sizinde gördüğünüz gibi
6
-4
cevap (1/4) = 1/4096 = 2,44 x 10 olarak karşımıza çıkar.
Şimdi hesaplamalarımıza yeni bir bilgi parçası ekleyelim. EcoRI tanıma bölgesinin olasılığını
artık biliyoruz ve bakteriyofaj lamda genomu 48.502 baz çifti içermektedir. Öyleyse lambda genomunda
kaç EcoRI tanıma bölgesi bulmayı beklersiniz? Tahmin edilen sayı basitçe genomda bulunan toplam
-4
baz çifti sayısının EcoRI tanıma bölgesinin bulunma ihtimali ile çarpımıdır. Yani 2,44 x 10 x 48.502 =
11,8, yaklaşık olarak 12 tanıma bölgesi bulunmaktadır.
* Pek çok restriksiyon enziminin tanıma bölgesi simetrik yani palindromiktir (5' Æ 3' ya da 3' Æ5' aynı
dizilimdir). Sizlerinde fark ettiği üzere enzim DNA’nın her iki zincirini de her iki yönden okuyabilir ve
DNA’yı kesebilir. Bu nedenle hangi zincirin okunduğunun bir önemi, anlamı olmaz. Çünkü enzimin
tanıma bölgesini bir zincirde bulduğumuz zaman,her iki zincirinde kesileceği garantidir. Bu nedenle
EcoRI frekansının hesabını yaparken (veya bir başka palindromik tanıma bölgesine sahip restriksiyon
enzimi) lambda genomunu 2 ile çarpmamıza gerek yoktur. Bununla birlikte bazı restriksiyon enzimlerinin
tanıma bölgeleri nonpalindromiktir dizilerdir.Örneğin AciI enzimi Arthrobacter citreus’dan elde edilen
ש
bir restriksyon enzimidir ve 5’-CCGC-3’ spesifik tanıma bölgesine sahiptir (5’-C CGרC-3’). Bu durumda
kesim bölgesi üst ve alt her iki zincirde de olabilir ve hesaplamada bu dikkate alınmalıdır.
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