
다사 염색체 : 초파리 거대 침샘 염색체 / 유전자 발현부위 = 퍼프

솔염색체 : 제노푸스 난자 / 감1전기 염색질 루프 모양 = 유전자 발현 부위
염색체 구조 관찰

1유전자 1효소설 : 비들, 테이텀 → 아르기닌만 있으면 OK

중심원리 : 크릭 → 복제, (역)전사, 번역
중심원리의 탄생

Intro) 역사적배경

5' → 3' : 코드가닥 = 센스가닥 = (+)가닥

3' → 5' : 주형가닥 = 안티센스가닥 = (-)가닥
DNA

mRNA(5' → 3') : 코돈가닥 = 센스 RNA = (+)RNA 

유전정보가 담긴 DNA 서열

조절부위(프로모터) + 암호화부위

조절부위 중 Rna Pol 처음 붙는 자리

# 일치서열 : DNA, RNA, ptn에 있는 반복 염기서열 → Pol 등 효소 결합자리 (기질특이성)

ex) 프리나우박스, TATA박스, 샤인-달가노 서열

프리나우박스 : -10부위 TATAAT

-35, -10부위 염기서열

프로모터

RNA합성효소와 프로모터서열의 특이적 결합 도움

전사 개시 이후 RnaPol에서 떨어짐

σ의 종류에 따라 프로모터서열 다름(대표 = σ70)

σ인자 RNA 합성효소 : α2ββ(핵심효소) + σ인자 = 완전효소

원핵생물

mRNA, miRNA 전사

⊂일치서열-40, -20 TATA박스, +1개시서열 등 프로모터 서열 인식
RNA합성효소II

인에서 rRNA 전사 → 28s,18s,5.8s rRNA 생산RNA합성효소I

5s rRNA, tRNA 전사

일부 프로모터 서열 : 유전자 암호화부위 내에 존재
RNA합성효소 III

RNA합성효소 IV, V : 식물에 존재

RNA 합성효소 : 로(I) 맨(II) 틱 오예(III)

활성자 : 전사 촉진

억제자 : 전사 억제

Helix-turn-Helix도메인  ex) 호메오 도메인

류신 지퍼 도메인 : LLLLL과 소수성결합

Helix-Loop-helix도메인

아연 집게 도메인 : 유일하게 금속이온(Zn2+) 보유

DNA결합 도메인 : 특정 서열 인식

인산화 → 활성조절조절 도메인 : 전사 촉진/억제

전사인자 구조

조절서열, 프로모터 사이에 염기5n개 첨가시, 위상조절 →전사조절 X근거리서열 : 조절서열(활성, 억제 both)

염기서열 방향 상관없이 멀리 있기만 하면 전사조절 O원거리서열 : 인핸서(활성자 결합) / 사일렌서(억제자 결합)
전사인자 결합서열 분류

전사인자 = RNA합성효소 활성조절 단백질

진핵생물

유전자

12 유전자 발현



miRNA는 리보자임이다 (X)
결합만하고, 분해, 번역억제는 다른 ptn이 수행

GU-AG 올가미로 인식 & 제거

α2ββ'+σ인자 결합 → 프로모터에 결합 → 스스로 DNA 벌려 열린복합체 형성 → σ인자는 RNA합성효소에서 out원핵생물

진핵생물 : Ch14

전사 개시

NTP결합 → PPi떨어지면서 E방출 → NMP결합 

RNA합성효소는 에러율이 높다
전사 진행

ρ인자가 RNA합성효소를 쫓아감

전사 종결부위에서 3'말단 Stem-Loop형성 후 RNA합성효소 stop

ρ인자가 RNA합성효소에 도달시 DNA에서 분리시킴

ρ-의존성 종결

mRNA 3'말단 GC염기들이 Stem-loop구조 형성 

RNA합성효소 전사 막음

최후에 UUUUUU전사

A=U : 약한 상보결합 → mRNA와 RNA합성효소 분리

ρ-비의존성 종결

원핵생물

전사종결부위 : mRNA 3'말단 → AAUAAA 전사

핵산내부가수분해효소 : AAUAAA보다 20개 뒤 염기 절단 → RNA합성효소 II 분리
진핵생물

전사 종결

전사의 과정

1개의 mRNA에 여러개 번역정보

AUG 앞에 존재

일치서열 ("30s리보솜"이라는 ptn이 인식)30s리보솜 처음 결합자리
샤인-달가노서열

비번역부위 ; 5'UTR, 스페이서, 3'UTR

폴리시스트론

전사조절 1회로 같은 대사과정의 여러 단백질 발현 가능 ex)오페론

원핵생물 mRNA

RNA합성효소II : 1차전사체 합성

단일시스트론성 : 1개 mRNA → 1개 번역정보 ∴스페이서 X

1차 전사체 합성 후 동시에 가공 진행

모자형성효소 : RnaPol II의 CTD에 붙음 →7-메틸 구아노신 합성

mRNA 안정화(분해X)

mRNA가 핵 → 세포질로 나가는 것 조절

40s 리보솜 소단위체 결합자리 제공 : 번역 개시

5'-Capping

꼬리형성효소 : Endonuclease, PolyA Pol → RnaPol II의 CTD에 붙음 

전사종결부위 : AAUAAA 합성 → 핵산내부가수분해효소가 +20지점 절단

PolyA합성효소 → A 염기들을 주형가닥 없이 연장

mRNA 안정화(분해X)

mRNA가 핵 → 세포질로 나가는 것 조절

Poly A 길이↑ → 번역량↑

3'-Tailing

snRNA + 단백질  = snRNP → 리보자임

스플라이스좀 = 5개의 snRNP

인트론의 5'말단 GU, 3'말단 AG 인식 → 올가미 형성 → 핵속에서 분해

스플라이스좀 복합체

2군 인트론 : 올가미 구조 형성 (스플라이스좀과 거의 똑같다)

1군 인트론 : 인트론 서열 다름 → GMP 결합 후 선형 인트론 제거됨 

자가스플라이싱 : 단백질의 도움없이 인트론 제거

by 리보자임(snRNA)

Splicing

가공 

진핵생물 mRNA

mRNA

리보솜 구성성분 → 단백질 번역 

전구 rRNA유전자 7개(多)

전사되면 리보오스 메틸화 → 안정화 (알칼리조건 분해X)

절단 → 23s, 5s, 16s rRNA절편 → 리보솜 소단위체 형성

원핵생물

전구 rRNA 매우 多

RNA합성효소I : 인에서 rRNA전사 → 28s, 18s, 5.8s rRNA

RNA합성효소 III: 인 밖에서 5s rRNA 전사

인에서 40s, 60s 소단위체 조립 → 세포질에서 리보솜 형성

진핵생물

rRNA

아미노산과 결합 → 아미노산을 리보솜에 전달

서로다른 안티코돈 tRNA 수십종류 존재

5'말단 제거, 3'말단 제거

5'CCA3' 첨가

T(티민), D, Ψ 등 특이 염기서열 첨가

염기변형 1차 전사체 → 염기변형 → 중간체

중간체 → 스플라이싱 → 성숙 tRNA

tRNA

snRNA : 스플라이스좀 복합체성분

snoRNA : 전구 rRNA의 메틸화

scRNA : SRP의 성분, 폴리펩티드가 소포체로 동

기타 RNA

pri-miRNA : 핵속 특정 유전자로 RNA pol II가 전사

드로샤 → pre-miRNA

다이서 : 이중가닥 부분을 cut

RISC : 이중가닥 → 단일가닥 =miRNA 장착

완전 상보적 결합 → 표적 mRNA 분해

부분 상보적 결합 → 리보솜 결합을 막아, 번역 억제
miRNA와 특정 mRNA의 결합

miRNA (샤다리)

세포밖 유입 or 세포질에서 우연히 긴 이중가닥 RNA 생성

다이서 : 긴 이중가닥 → 짧은 이중가닥 RNA = siRNA (miRNA는 단일가닥)

miRNA처럼 RISC에 장착되어 mRNA의 발현 억제

siRNA

다른 RNA

유전자발현-전사



핵산은 UV 쬐야 필터에 붙고, ptn은 그냥 붙음

폴리A,폴리U,폴리C → AAA(리신), UUU(페닐알라닌), CCC(프룰린) 알아냄

ATP : CTP 5:1로 섞음 → A3 > A2C> AC2 > C3  : 확률적으로 당연

니렌버그, 마타이 실험

필터 결합 에세이 → 어떤 염기서열이 어떤 아미노산 지정?

NC필터에 리보솜, 3염기 mRNA서열, 아미노아실tRNA(1가지 방사성표지, 19가지 표지X)

표지가 필터위에 남았다. → 상보적 서열

니렌버그, 필립 레더의 실험

2개 염기서열 반복되는 mRNA합성 →ACACACACAC...

니렌버그 실험의 확률값과 비교해서 코돈표 완성
코라나의 실험

tRNA가 아미노산 전달 후 mRNA에서 신속하게 떨어질 수 있음셋째 염기는 느슨한 결합 형성워블 가설 

트리플렛 코드와 아미노산

아미노산-tRNA 공유결합 연결 (에스테르결합)

아미노산 + tRNA → 아미노아실 tRNA2ATP소모 (AMP방출)

아미노아실-tRNA 신테테이스 : 20종류

why ATP 2개씩이나 소모??

리보솜은 tRNA가 가져오는 아미노산 직접인식X → 아미노아실tRNA가 에너지를 소모하면서 까지 정확한 아미노산을 연결해야함
벤저의 실험

아미노산의 활성화

30s 소단위체의 16s rRNA가 샤인-달가노서열과 상보적 결합30s소단위체가 샤인-달가노 서열 인식

리보솜 p자리에 AUG서열 위치 → fMET-tRNA이 붙음

50s 소단위체결합

번역 개시

A자리 아미노아실-tRNA 유입

23s rRNA가 A자리, P자리 들어있는 아미노산 펩타이드결합 형성

P자리 아미노산이 A자리로 넘어감 → P자리엔 비어있는 tRNA만 남음

리보솜이 mRNA 위를 5'→3'으로 3칸 이동 후 E자리에서 tRNA 방출

번역 진행

A자리에 UAG,UAA,UGA 종결코돈 위치

RF(방출인자) →A자리 유입 → tRNA와 아미노산 사이 결합 가수분해 → 폴리펩티드 방출

70s 리보솜 해체

번역 종결

번역 저해제 : 퓨로마이신 → 아미노아실-tRNA 유사체

원핵생물의 번역과정

선형구조보다 Loop 형성시 번역이 수월(리보솜 회전율 good)

Poly A 꼬리 길수록 Loop 형성 쉽다 → 번역이 잘된다.
mRNA 루프 형성

40s 리보솜 소단위체가 Met-tRNA와 함께 5'cap에 붙음

40s소단위체가 이동하면서 코작서열만나면 80s 리보솜 형성

진핵생물의 번역과정(원핵과 차이점만!)

번역

세포질 이동 : 스스로 or 샤페론에 의해 접힘

폴리펩티드 "중간" NLS서열 존재

NLS서열은 절단X임포틴이 NLS와 결합하면 핵속으로 들어감
핵으로 이동

폴리펩티드 "중간" NES서열

엑스포틴과 NES결합시 핵밖으로 수송

핵밖으로 수송

폴리펩티드 C말단에 신호서열 존재

신호서열 절단 X세포질에서 번역 후 3차구조로 접힌채 퍼옥시좀으로 들어감
퍼옥시좀

폴리펩티드 N말단에 기질-신호 서열 존재

세포질에서 샤페론에 의해 뻣뻣하게 펴짐 → 외막, 내막 통과

mt 기질에서 N말단 신호서열 절단

mt 기질 내 샤페론에 의해 3차구조 형성

mt-기질로 수송

폴리펩티드 N말단에 스트로마-신호서열 / 틸라코이드-신호서열 연속적 존재

샤페론에 의해 빳빳하게 폄 → 외막, 내막 통과

기질로 들어오면 스트로마-신호서열 절단

틸라코이드 내강으로 들어오면 틸라코이드 신호서열 절단

엽록체-틸라코이드 내강 수송

자유리보솜

소수성 아미노산으로 구성된 N말단 신호서열

신호서열 + SRP → 번역 stop

SRP가 조면소포체의 SRP수용체 결합 → SRP는 신호서열에서 떨어짐

트랜스로콘으로 N말단 신호서열 입장 → 번역 재개

번역과정

N말단 신호서열 절단

PDI : 이황화결합 형성

N연결 당화 : 돌리콜분자에 당 붙인 뒤 Asp 잔기로 당을 옮김

C말단에 KDEL서열존재시 소포체에 stay

조면소포체의 가공

일부 당 제거

O-연결 당화 : 세린, 트레오닌 잔기에 새로 당을 붙임

만노오스-6-P 결합 : 리소좀으로 이동

지속분비

조절분비 (시냅토태그민, Ca2+신호)
나머지 단백질 : 분비소낭

단백질 표적화

골지체의 가공

신호서열 절단

아스코르브산 (VitC)가 보조인자로 작용(강력한 환원제)

괴혈병 : Vit C 부족 → 결합조직 안정성↓

프롤린의 하이드록실화 

=하이드록시 프롤린(Hyp)

조면소포체
N-연결 당화

이황화결합

골지체O-연결 당화

분비소낭 세포외 방출 = 콜라겐

EX) 콜라겐 (분비 단백질)

리소좀, 세포외 분비 물질

(N말단 신호서열은 있어도/없어도 상관X)폴리펩티드 "중간" 막관통 이동종결 신호서열 : 소수성 a.a로 구성

신호서열이 소포체 막에 박히면서 번역 계속 ㄱㄱ

규칙 : 서열에 양전하 아미노산 존재 → 세포질쪽에 노출됨

막관통 단백질

결합리보솜

⭐폴리펩티드 이동

유전자발현



DNA에서 단백질 결합위치 파악

ptn결합하는 DNA 절편 확인

필터 -결합 에세이

DNA절편과 단백질 결합여부 파악

ptn 결합시 전기영동 느려짐
GMSA = EMSA

DNA 절편 내 단백질이 결합하는 정확한 염기서열 파악

DNase1 : 특정 서열 cut

DNA절편에서 단백질이 결합한 부분은 DNase1 에 의해 잘리지 X

DNA Foot-printing

전사인자 결합 위치 확인

ptn끼리 DBD or 조절도메인 교환 → 세포 내 단백질 기능 변화 확인도메인 교환 실험

단백질들끼리 결합 여부 확인

Leu-,Trp- : 최소배지에서 생존X → 벡터1,2 발현되어야 생존

벡터1 (Leu+) : Gal4활성화도메인 + 결합 여부 확인할 단백질1 → 융합단백질1

벡터2 (Trp+) : Gal4 DBD + 결합 여부 확인할 단백질2 → 융합단백질2

Gal4결실된 Leu-, Trp-영양 요구주 효모

최소배지에 X-gal 첨가

융합 단백질 1,2 결합O → LacZ 전사 → X-gal분해(파란색)

융합 단백질 1,2 결합X → LacZ 전사X → 흰색
LacZ 리포터 유전자를 효모 염색체에 삽입

# 리포터 유전자 : 특정 유전자 발현 정도를 간접적으로 파악할 수 O (색 발현)

효모 단백질 잡종법(Yeast 2-hybrid)

관심 유전자의 기능 파악

벡터1 : Gal4+ 특정 인핸서 →초파리1 염색체에 삽입

벡터2 : UAS서열(=Gal4전사인자 결합서열) + 관심 유전자 → 초파리2 염색체에 삽입

특정 인핸서에 초파리 전사인자 결합 → Gal4 전사인자 발현

Gal4 전사인자가 UAS에 결합 → 관심유전자 발현

초파리1 x 2 교배

Gal4-UAS 시스템

전사인자 구조 확인

전사조절부위 서열 내 활성자, 억제자 위치 파악

조절 서열 조금씩 절단한 절편 & 리포터유전자 연결

리포터 유전자 발현 정도 → 조절 서열 내 활성자나 억제자의 결합위치 파악 가능

전사인자 결합 서열 분석

프로모터가 제한효소 자리로부터 얼마나 떨어진 위치에 존재하는지 파악

제한효소 2종 처리 후 RNA길이 비교
시험관 내 전사 실험

조절서열의 분석

세포에 αP-UTP투여 후 전사

특정 유전자 탐침(마이크로어래이)에  혼성화 → 결합한 방사선 양 측정
펄스-라벨링 실험

펄스-라벨링의 문제점 : 이미 전사 끝나서 표지되지 않은 mRNA존재시 전사량 오류

세포 파쇄 후 핵만 추출 → 전사 끝난 mRNA제거

핵에 αP-UTP 투여 후 전사

특정 유전자 탐침과 혼성화 → 결합한 방사성 양 확인

핵 첨가 에세이

두 유전자의 상대적인 전사량 비교

유전자 서열(조절서열+암호화서열) → 암호화 서열 제거 후 루시퍼레이스 유전자 연결

전사인자 결합서열에 따라 결합력 다름

결합서열 개수가 다름
같은 전사인자 처리

발광량 (전사량) 비교

루시퍼레이스 에세이

전사 양의 측정

유전자 발현 

관련 실험



mRNA와 주형가닥 연결

DNA에 고리구조 형성 (상보결합X 부분)
DNA 가열후 mRNA섞어서 냉각

S1핵산내부가수분해효소 → 외가닥 고리구조 분해

전기영동시 밴드 개수 = 엑손 개수

인트론 확인

산성 페놀 투여 : 단백질 변성 

구아디니뮴 투여 : RNase 변성

클로로포름 투여 : 페놀과 결합해 침전

중간층 : 변성된 단백질 + DNA

이소프로판올 처리 → RNA+염 침전

70%에탄올 처리 → 염제거

DEPC (= RNase저해제) 처리

상층액 : RNA

전체 RNA 얻기

=구아디니늄-페놀클로로포름 추출법

진핵생물의 mRNA 정제

전체 RNA를 NaCl(aq)에 녹임 : 인산의 음전하 상쇄 → RNA와 dT결합력↑

용액을 dT(TTT..T) 충전제 칼럼에 투여

PolyA꼬리 O → 결합

H2O 처리 → 염 제거 → mRNA 용출

전체 mRNA 얻기

mRNA 정제

특정 유전자 발현을 억제할때

벡터에 유전자 서열 정상절편과 뒤집은 절편 연결

전사 → 헤어핀 RNA생김 → siRNA로 가공되어 표적 유전자 발현 억제

RNAi

특정 유전자 발현 억제할때

유전자 서열 뒤집은 절편 벡터에 넣음

전사 → 안티센스 RNA : 상보적 mRNA와 1:1로 결합해 표적유전자의 발현 억제

안티센스 RNA

RNA의 성질과 실험

배지에 35S 투여

밀도차 원심분리 : 방사성 표지 지점의 침강계수(20s, 70s) = 번역 완료 단백질, 번역중인 리보솜
펄스 라벨링

배지에 35S투여

32S 과량 첨가 : 방사성표지 X → 방사성 동위원소 빼는 효과

밀도차 원심분리 : 방사성 표지 지점(20s) = 번역 완료된 단백질의 침강계수

펄스 추적

결론 : 번역중인 방사성 표지 폴리펩티드는 70s 지점에서 관찰

리보솜의 관찰

30s, 50s, 70s 관찰대장균을 15N, 14C, 2H 배지에서 배양 → 리보솜 소단위체 표지O

30s, 50s, 70s, 30s(표지x), 50s(표지x), 70s(표지x) 관찰

이때, 70s 리보솜은 반만 표지된 리보솜이 존재

대장균을 정상배지에서 3세대 배양 → new리보솜 소단위체 표지X

결론 : 30s, 50s 리보솜 소단위체들은 서로 무작위로 짝을 이뤄 70s 리보솜 형성

리보솜 소단위체 조립

적혈구 아세포에 14C-류신 투여 후 일정시간 배양

번역이 끝난 글로빈 단백질에서 14C-류신 위치 확인

결론 : 폴리펩티드는 N말단 → C말단으로 번역됨

폴리펩티드 합성 방향

두 유전자 번역량 비교

암호화 부위 뒤에 루시퍼레이스 유전자 연결

mRNA 번역 → 루시퍼레이스 융합 단백질 번역 → 발광량 비교

루시퍼레이스 에세이

단백질로 부터 유전자 알아내기

정제한 단백질의 N말단, C말단 아미노산 서열 분석 (생어법, 에드만분해법)

DNA서열 역추적(노가다)

역추적 PCR

번역 과정 이해

효모의 여러가지 돌연변이체에 방사성 표지 단백질 축적 확인

ex) 소포체로 수송 기능 X → 세포질에 축적

ex) 골지체와 수송소낭 융합 X → 소포체-골지체 수송소낭에 축적

결론 : 소포체 → 수송소낭 → 골지체 → 분비소낭 → 분비

단백질 수송 연구

두 단백질의 신호서열 교환→ 다른 소기관으로 이동 신호 서열 교환

소포체 있을때, 단백질 번역 → 원심 분리

신호서열이 있는 단백질만 소포체 분획에서 발견
원심 분리법

단백질 번역 후 Protease처리

신호서열 있는 단백질 : 소포체 속에 있으므로 단백질 분해되지 X

단백질분해효소 보호 분석

신호 서열의 중요성

유전자 발현 실험2


