
Практическая работа №7 

Химический синтез генов. 

Направленный мутагенез ДНК.  



Получение неприродных форм белков   

Белки с измененными свойствами: 

•Повышение каталитической эффективности реакции (соотношение Vmax/ Km) 

•Повышение стабильности к рН, температуре, окислению 

•Синтез белка в нефизиологических условиях. В безводных средах 

•Устранение зависимости от кофактора – в непрерывных промышленных процессах 

•Мутации активного центра – повышение специфичности, снижение побочных реакций. 

•Повышение устойчивости к протеазам повышение выхода, упрощение очистки. 

•Аллостерический центр – снижение ингибирования продуктом. Повышение выхода. 

  

Белковая инженерия  – создание неприродных форм белков 

•Анализ трехмерной структуры (кристаллография, моделирование) реконструкция генов в соответствии с 
желаемыми изменениями 

•Доменные белки – манипуляция доменами белков 

•Гибридные белки  

 



Химико-ферментативный метод (Кораны) 



Модификации метода Кораны 

• Раздельная сшивка цепей субфрагмента ДНК 
• Клонирования промежуточных дуплексов  
• Модульная сборка в векторах  
• Последовательная сборка ДНК на твердой матрице 





Конструирование ДНК-дуплексов из частично 
комплементарных полинуклеотидов (К.Итакура) 



Конструирование из сверхдлинных 

полинуклеотидов (В.Мандеки) 



Синтез генов методом ПЦР 



Сегмент-направленный мутагенез. 

При обработке бисульфитом натрия 



Использование аналогов нуклеотидов 



Сайт-направленный 

мутагенез(=олигонуклеотид-направленный)  



  

Олигонуклеотид-направленный мутагенез с 
использованием ПЦР 

 



ПЦР с вырожденными праймерами 






