	MOLEKULĀRĀ BIOTEHNOLOĢIJA
	
	PIRMAIS PĀRBAUDES DARBS


Molekulārās biotehnoloģijas bioķīmiskie un gēnu inženierijas pamati


	
	

	Vārds, Uzvārds
	Aiga Plēgermane


7

	Stud.apl.numurs 
	Ap09162
	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 transkripciju ir atbildīga RNS polimerāze II.
RNA polimerāzes II katalizē DNS transcripciju, lai varētu sākt sintezēt prekursorus mRNS un vairums snRNS un mikroRNS. Lai RNS polimerāze II varētu uzsākt transkripciju, tai ir nepieciešami papildus specifiski proteīni jeb transkripcijas faktori. Šie transkripcijas faktori vēl nav līdz galam izpētīti, bet tos iedala divās grupās – vispārējie transkripcijas faktori un papildus transkripcijas faktori. 



Nosauciet antibiotikas, kuras kavē baktēriju šūnapvalka sintēzi, raksturojiet to darbības un inaktivēšanas mehānismu
	Isopenicillin N, Penicilīns G, ampicelīns, amoksicilīns, izoniazīns, pirazīnamīds.

Izopenicilīns N inhibē peptidoglikāna slāņa sintēzi uz baktēriju membrānas, kas ir īpaši svarīgi Gram-pozitīviem mikroorganismiem. 
β-Lactam antibiotikas (visi penicilīna atvasinājumi) inhibē peptidoglikānu krus(šķērs)tsaišu (cross-links) veidošanos baktēriju šūnu sieniņās, tas tiek panākts sasaistot β-lactam penicilīna gredzenu ar enzīmu DD-transpeptidāzi, līdz ar to DD-transpeptidāze nespēj vairs katlizēt jaunas krustsaites. Šādā situācijā veidojas disbalanss šūnu sieniņā un veicina to degradāciju līdz šūna iet bojā.
Pirazīnamīds nonākot cilvēka organismā to konvertē enzīms pirazīnamidāze par pirazīna skābi, kas inhibē bi-lipīdu slāņa sintēzi, kas aptver Gram-negatīvās baktērijas. 



Gēnu inženierijas bioķīmiskie pamati

Izmantojot kataloga datus, sniedziet restriktāzes Sph I raksturojumu
Sph I ir izošizomērs.
Iegūts no E.coli, kam ir Sph I gēns no Streptomyces phaeochromogenes, kas ir Gram-pozitīva baktērija.
Optimālā inkubācijas temperatūra ir 370C.
Gali ir lipīgi.

Veido baltas/zilas kolonijas uz plates.
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Šķelšanas saits
Raksturojums nav pilnīgs
Ar kādiem enzīmiem iespējams modificēt Sph I veidoto „lipīgo” (vienpavediena pārkares) galu, lai ligētu to ar restriktāzes Sma I veidotajiem DNS fragmentiem
Sma I sekvence ir CCCGGG. Sma I šķeļ pēc sekvences CCC un šķeļ strupi.
????????
Terminoloģija un shēmas

Paskaidrojiet terminus

	3’-5’eksonukleāze
	Enzīms, kas izgriež nepareizo bāzu pāri, kuru aizvieto polimerāze ar pareizo bāzu pāri un replikācija var turpināties.
ir vienkāršāka atbilde

	TATA secība
	DNS sekvence, kas atrodas promotera reģionā, pie kuras piesaistās transkripcijas faktors vai histons, kā arī iesaistīts RNS polimerāzes transkripcijā. Jāuzsver, ka eikariotos


	operators
	DNS segments, pie kura piesaistās transkripcijas faktors. var precīzāk


	5’-netranslētais rajons
	Atrodas mRNS. Var saturēt elementus, kas kontrolē gēnu ekspresiju. Tas sākas transkripcijas sākuma saitā un beidzas 1 nt pirms starta kodona kodējošajā reģionā. Prokariotos satur arī RBS.


	EMSA metode
	Ar šo metodi pēta proteīna-DNS un proteīna-RNS mijiedarbību. Nosaka vai attiecīgais proteīns/proteīnu grupa var piesaistīties pie dotā DNS/RNS sekvences un dažkārt var arī pateikt vai šajā procesā tiek iesaistītas vairākas proteīnu molekulas. kā pēta ?



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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	Tradicionālā metode

Gēnu inžinierija

	Tradicionālajā metodē, bez vajadzīgā gēna tiek iegūti arī citi papildus gēni, kuri ir lieki un iespējams tiek pazaudēti arī kādi vajadzīgie gēni.
Gēnu inženierijā tiek izolēts nepieciešamais gēns no donora DNS un ievietots jaunajā DNS materiālā, tādējādi tiek saglabāti visi nepieciešamie gēni un pievienots arī vēlamais gēns un ir iegūts tīrāks produkts bez nevēlamiem gēniem. Tomēr grūtības sagādā nepieciešamā gēna izolēšana un ja attiecīgais gēns ir liels, tad to būs grūti pārnest uz jauno DNS materiālu. Integrācijas specifiskums un stabilitāte arī būtu jāpiemin
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