	MOLEKULĀRĀ BIOTEHNOLOĢIJA
	
	PIRMAIS PĀRBAUDES DARBS


Molekulārās biotehnoloģijas bioķīmiskie un gēnu inženierijas pamati


	
	

	Vārds, Uzvārds
	Kristīne Ošiņa


 8

	Stud.apl.numurs 
	ko09060
	Datums
	05.04.2013.


Replikācijas, transkripcijas, translācijas procesi prokariotos un eikariotos

	Raksturojiet eikariotu RNS polimerāzi, kas atbildīga par vairuma proteīnu kodējošo gēnu transkripciju

Eikariotos par vairumu proteīnu kodējošo gēnu transkriciju ir atbildīga RNS polimerāze II. Tā sintezē šo gēnu mRNS. Tā var uzsākt tikai tad, ja reakcijā piedalās papildus proteīni – transkripcijas faktori.

RNS polimerāze II sastāv no 12 subvienībām un ir 550 kDa liela.




Nosauciet antibiotikas, kuras kavē baktēriju šūnapvalka sintēzi, raksturojiet to darbības un inaktivēšanas mehānismu

	Izopenicillins N, Penicilīns G, ampicilīns, amoksicilīns – penicilīni inhibē peptidoglikānu sasasites veidošanos baktēriju šūnapvalkā. To panāk, jo penicilīna beta-laktāma gredzens saistās pie enzīma DD-transpeptidāzes. Sieniņa tad nevar būt stabila un baktērija iet bojā.

 Pirazinamīds – šinhibē enzīmu taukskābju sintāze, baktērija nevar sintezēt taukskābes šūnas sieniņai.

Izoniazīns – kavē mikolisko skābju sintēzi. Tās ir vajadzīgas baktēriju sieniņu veidošanā, tāpēc baktērija bez tām iet bojā.

Rifampicīns – inhibē baktērijas RNS polimerāzi, baktērija nevar sintezēt šūnas sieniņas komponentus.

Varēja vēl arī pr cikloserīnu



Gēnu inženierijas bioķīmiskie pamati

Izmantojot kataloga datus, sniedziet restriktāzes Sph I raksturojumu

Sph I – sekvence ir GCATGC, pārkare ir CATG-3' , optimālā inkubācijas temp. ir 37oC

Iegūts no E.coli, kam ir SphI gēns no Streptomyces phaeochromogenes
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   šķelšanas saits

Gali ir lipīgie kā ar pārkarēm, metilēšanas jūtību, inaktivēšanu utt.
Izsējot uz barotnes ir zilas/baltas kolonijas (tā var noteikt veiksmīgos klonus)

Ar kādiem enzīmiem iespējams modificēt Sph I veidoto „lipīgo” (vienpavediena pārkares) galu, lai ligētu to ar restriktāzes Sma I veidotajiem  DNS fragmentiem

SmaI sekvence ir CCCGGG. Tas šķeļ strupi pēc CCC.

OK, bet kā savienot Sph un Sma galus ???
Terminoloģija un shēmas

Paskaidrojiet terminus

	3’-5’eksonukleāze
	Eksonukleāze, kas nodrošina kļūdu labošanu replikācijā, ļaujot izgriezt nepareizo bāzu pāri. Tad polimerāze var ievietot pareizo bāzu pāri un replikācija turpinās

Atbilde ir vienkāršāka

	TATA secība
	DNS sekvence (5'-TATAAA-3'), kas atrodas gēnu promotera reģionā prokariotiem 
un eikariotiem. Tā atrodas 25bp pirms transkripcijas saista. Tur parasti piesaistās RNS polimerāze II



	operators
	DNS segments, kur saistās transkripcijas faktora proteīni. Parasti atrodas operonā starp 
promoteru un gēniem



	5’-netranslētais rajons
	Eikariotu mRNS satur netranslēto 5' rajonu. Tajā var būt elementi, kas kontrolē gēnu ekspresiju. Tas sākas transkripcijas sākuma saitā un beidzas 1 nt pirms starta kodona kodējošajaā reģionā. Prokariotiem tas satur arī ribosomu saistīšanās saitu



	EMSA metode
	Ar to pēta gēnu regulāciju un nosaka proteīnu:DNS un proteīnu:RNS mijiedarbību. Tādi kompleksi migrē lēnāk kā lineāra DNS nedenaturējošā PAAG elektroforēzē. Afinitātes elektroforēze. Var noteikt, vai DNS / RNS saistās ar proteīnu




Attēlotajā shēmā parādītas būtiskās atšķirības starp tradicionālajām un gēnu inženieriju izmantojošajām metodēm selekcijas materiāla iegūšanai. Raksturojiet procesus, kuri tiek izmatoti, šo procesu būtiskākās atšķirības, pozitīvās īpašības un trūkumus. 
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	Tradicionālajā metodē DNS tiek sakrustoti un iegūta mikstūru ar donoru+ vektoru
. Notiek rekombinācija. Trūkums – līdzi nāk arī nevajadzīgie gēni, kas var traucēt eksperimentos.

Gēnu inženierijā vajadzīgo gēnu izgriež no donora DNS un ievieto nesējā, nepaņemot līdzi donora citus gēnus (tiek veikta restrikcija un ligēšana). Tā var iegūt tīrāku produktu un ir zināmi visi gēni jaunajā sistēmā. Ir grūtības pārnest lielus gēnus. Un integrēt precīzi izvēlētā vietā

	


�prokoriotiem TATA var būt līdzīgs -10, bet tur šo vārdu nelieto


�tā nemez tik parasti nav


�šos vārdus tradicionālā celekcijā nelieto






