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Лекция 4

Основные методические подходы, используемые в генной инженерии (продолжение)

1.Рестрикция

2.Электрофорез

3.Гибридизация

4.Секвенирование

5.Полимеразная Цепная Рeaкция (ПЦР)

6.Мутагенез in vitro

7.Химический синтез ДНК (самостоятельно)

8.Клонирование
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Мутагенез in vitro

Случайный Направленный

Мутагены ПЦР

Сегмент-специфический





Ошибочное включение нуклеотидов:

1.Буфер + Mn2+ (0.1-0.5 mM)

2.Уменьшение концентрации одного из четырех нуклеотидов (dNTP's), например:

1 mM dATP 1mM dTTP 1mM dCTP

0,1 – 0,2 mM dGTP (1:5 или 1:10)




Сайт-специфический
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Направленный мутагенезз

	Регуляторные области
	Кодирующие

	 
	последовательности



1.Делеции (Bal31, экзонуклеаза III)

2.Сканирование с помощью линкера

3.Сайт-специфический мутагенез

1.Сегмент-специфический мутагенезмутагенез

2.Сайт-специфический мутагенезтагенез
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	Мутагенез регуляторных
	 
	 
	 

	1.
	Делеции

	областей:
	 
	 
	 

	 
	2.
	Сканирование

	 
	 
	3.
	Сайт-

	 
	 
	специфический

	 
	 
	мутагенез



	 
	 
	 
	 
	Промотор гена Х
	 
	 
	 
	Ген Х

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	TTGACA
	 
	 
	 
	 
	TATAAT
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	5’
	3’ делеция
	3’

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	+ экзонуклеаза III

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	5’ делеция
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	+ линкер
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Аналогично:
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 






ЭЭ

КК

ЗЗ

ОО

НН

УУ

КК

ЛЛ

ЕЕ

АА

ЗЗ

АА
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Использование ПЦР для сканированиярования

с помощью линкера

	 
	 
	Промотор гена Х
	Ген Х

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	5’
	 
	L
	 
	 
	3’
	 
	 

	 
	F1
	R1
	ПЦР1
	 
	 
	L – линкер

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	F1, F2 (forvard) – прямыепрямые праймерыпраймеры

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	R1, R2 (reverse) – обратныеобратные праймерыпраймеры

	 
	 
	 
	L F2
	R2
	ПЦР2

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 



матрица: продукты ПЦР1+2

	F1
	R2

	 



ПЦР3
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Мутагенез регуляторных областейастей::

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Экспрессия

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	репортерного

	№
	 
	Вектор
	 
	Регуляторный участок
	 
	Ген-репортер
	 

	 
	 
	 
	 
	гена

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 



+ + +

+ + +

+

+

+ + +

+

+ + +

+ + +

-

+ + +

Регуляторные

элементы

Цель: картировать регуляторные последовательности.

Метод: замена последовательности промотора на линкер ACTCTAGACT,

	присоединение гена-репортера
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Мутагенез кодирующих последовательностей




Сканирующий мутагенез (alanine-scanning)
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Использование кассетт олигонуклеотидов для мутагенезаагенеза

Рестрикция

Мутагенез in vitro

Добавление

кассеты олигонуклеотидов

Плазмида с мутацией
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Сайт-специфический мутагенезз Использование «мутантного» олигонуклеотидаеотида припри

мутагенезе in vitro (M.Smith, 1993)3)

Олигонуклеотид

Плазмида

Синтез второй цепи

	The Nobel Prize in Chemistry 1993
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	Трансформация
	 

	Michael Smith
	 
	 
	E.coli
	 

	 
	 
	 
	 
	 

	Canada,
	 
	 
	 
	 
	 

	«For his fundamental contributions to
	 
	 
	 
	 
	 

	Мутант
	 
	 
	Дикий

	the establishment of oligonucleotide-
	 
	 

	 
	 
	 
	тип

	 
	 

	based, site-directed mutagenesis and
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 

	its development for protein studies»
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Сайт-специфический мутагенезз ((ПЦРПЦР))

	A
	B

	5’
	3’

	3’
	5’



	5’
	A
	М1 B
	Ген Х
	AA ММ22
	BB

	 
	 
	3’
	5’
	33’’

	3’
	F1
	 
	5’
	3’
	55’’

	 
	 
	 
	 
	F2F2

	 
	 
	ПЦР1
	 
	ПЦРПЦР22
	 



	 
	 
	ПЦР3
	 

	 
	F1
	 
	 

	Праймеры:
	5’
	 
	5’

	 
	F2

	F1 и F2 (flanking)
	 

	 
	 

	 
	 
	 

	М1 и М2 ( with mutation )
	A
	B
	 

	 
	 

	 
	5’
	 
	 



	Рестрикция по сайтам А и В,
	10

	переклонированиефрагментаввектор
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