
복제판 배양법(≈틀린그림찾기) : 자연적으로 영양 요구 돌연변이가 생길 수 있다 ! = 자발적 돌연변이발견

전위 (Transition) : 퓨린 → 퓨린 (아미노산 일정 ∴ 생물체 내 축적↑ )

전좌 (Transversion) : 퓨린 ↔ 피리미딘 (아미노산 바뀜 ∴ 영향 大)

확률: 전위 >> 전좌

방법

침묵 돌연변이 : 중립돌연변이동의 돌연변이

1) 중립돌연변이 (단백질 기능 영향X)

2) 단백질 기능 영향O
미스센스 돌연변이

일찍 번역 종결 : 웨스턴 블롯팅 → 밴드 아래로 이동단백질 기능 영향 O넌센스 돌연변이

비동의 돌연변이

치환

정상 → (돌연변이) → 비정상 → (돌연변이) → 정상

역 돌연변이 : 돌연변이가 일어났던 염기에 재돌연변이 → 원래 염기로 복귀

억제 돌연변이 : 돌연변이가 일어나지 않았던 염기에 돌연변이 → 정상 복귀

복귀

정의 : 돌연변이가 일어났던 염기와 다른 염기의 돌연변이 → 정상화

Ex) 미스센스 → 같은 유전자 내 다른위치 돌연변이 → 원래의 아미노산
유전자 내 억제 돌연변이

정의 : 다른 유전자에 돌연변이 → 돌연변이 유전자 정상화

넌센스 돌연변이 → 세포에 치명적 영향

동일한 tRNA 암호화 유전자가 여러개 존재

tRNA 중 드물게 한번씩 점돌연변이 → 종결코돈 서열에 정상 아미노산 삽입해서 세포 생존

넌센스 억제자

pd유전자가 su유전자의 발현을 억제하는 경우

초파리눈 : 빨간색 → pd열성 → 보라눈 → su열성 → 빨간색
열성 억제자

유전자 간 억제 돌연변이

억제 돌연변이

염기 1개 첨가/결실 → 틀이동, 기존 ptn 과 무조건 다른 길이

첨가 돌연변이

결실 돌연변이

노던블롯팅 결과는 거의 일정 (∵mRNA 1개 첨가/결실)

웨스톤 블롯팅 결과는 알수 X (종결코돈 위치 모름, 단 정상 단백질과 같은 길이는 X)

염기 3개씩 첨가/결실 → 틀이동은 안되지만 문제 발생

특히 DNA상 삼염기 서열이 반복된 자리(STR)의 돌연변이 → 삼염기 서열 반복 극단적 多 → 질병

CGG서열 매우 多

FMR1 유전자 심한 메틸화 → 신경 세포간 시냅스 형성 X

X염색체 말단이 끊어진것 처럼 보임

취약 X 증후군

CAG서열 매우 多

프리온성 질환

헌팅틴 유전자 발현↑→ 폴리 글루타민↑→ 아밀로이드↑→세포사멸

헌팅턴 무도병

동적 돌연변이

첨가 또는 결실= 틀이동 돌연변이

염기 돌연변이 (암호화부위)

프로모터, 전사인자 결합서열 조절부위 돌연변이 → 전사 개시 X

전혀 다른 mRNA가 번역됨GU,AG 서열 돌연변이 → 비정상적 스플라이싱 : 전사 O , 번역△

β-글로빈 유전자 스플라이싱 자리 돌여변이 → 정상 β-글로빈 합성X지중해 빈혈
스플라이싱 자리 돌연변이

염기 돌연변이 (비 암호화부위)

염색체 구조이상(결실, 중복, 역위, 전좌)

3n종자에서 자란 암꽃 → 접합복합체 형성후 남은 하나의 염색체 무작위 이동 → 제대로 생식세포 형성하지 못함

3n, 5n, ... 등은 자손 X

4n, 6n, ... 등은 자손 O

씨없는 수박염색체 수이상(이수성, 배수성)

종류

DNA복제 실수 : DNA pol3이 3'→5' 교정안하고 그냥 지나침

이중가닥 DNA 벌어지면 → 물이 들어와 반응 → 이성질화

비 왓슨-크릭 상보쌍 : T-G, U-G ...형성

이성질화 반응

수선 안하고 무작위 삽입 → 복제탈퓨린 반응 : 강산 노출 → 퓨린염기 out → 아무 염기나 무작위 삽입

C → U : DNA가 U인식 후 염기절제수선으로 정상화 가능

∴ 생물 진화할수록 G≡C↓, A=T↑메틸 C → T : DNA가 인식 못해서 수선 X

탈아미노 반응

자연 돌연변이 - 염기 치환

BrdU : T대신 첨가 ∴ A-T → G-C 치환

아미노퓨린 : A,G대신 첨가 ∴ A-T → G-C치환
유사 염기의 첨가

아질산(HNO2) : 탈아미노화 반응 C→U, A→하이포잔틴

하이드록실 아민 : C에 -OH첨가 = C* → A와 결합

알킬화물질 : G를 알킬화 = 에틸구아닌G* → T와 결합

화학적 돌연변이 유발원

염기 치환

DNA에 염기를 결실 or 첨가 시킴

DNA의 확인 : 아가로오스겔 + EtBr → 자외선 → 오렌지 형광 → DNA밴드 확인

단백질의 확인 : 쿠마씨블루 단백질 비특이적 결합 → 파란색 → 단백질 밴드 확인

ps. 이용사례

삽입물질 : EtBr, AO, PI

DNA에 자외선 → 피리미딘 이량체 형성 (인접한 피리미딘들이 서로 공유결합)

이중 나선의 염기 수 차이 유발 = 틀이동
자외선 조사

틀이동 돌연변이

방사선 조사 : 고에너지 방사선 → 라디칼 생성 → DNA공유결합 파괴

열: 가열 → 이중가닥 벌어짐 → 물 첨가 후 이성질화

전이인자 : 전이인자 전위 →유전자 중간 삽입 = 파괴

유도 돌연변이

유발원

돌연변이원 검출법

1. 히스티딘 영양요구주 : 돌연변이(자발적 복귀 돌연변이)↑→ 콜로니 수↑

2. DNA수선효소 X : 수선효소가 돌연변이를 다시 고치면 안됨

조건준비물 : 살모넬라균

물 첨가 : 자발적 복귀 돌연변이 → 콜로니 형성 → 대조군

물질A 첨가 : 콜로니 형성 多 (=자발적 복귀↑) ∴ 물질 A는 돌연변이원
최소배지

물 첨가 →자발적 복귀 돌연변이

물질A 첨가 → 반응성 더 높아져서 돌연변이율 ↑ ∴ 체내에서 반응성 더 大
최소배지에 시토크롬P-450첨가

물질 A 너무 많으면 과도한 돌연변이로 die → 콜로니 수 감소

과정 

에임스 테스트
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돌연변이의 원리

STR : Short-Term Repeat → RFLP

LTR : Long-Term Repeat → 트랜스포존



DNA 일정구간을 절제

염기만 절제 후 다시 합성

가장 간단한 수선 → DNA가 뒤틀리지 X

광재활성화 : 티민이량체(by자외선) → 포토리아제 붙고 청색광흡수 → T-T공유결합 cut

메틸기 제거 : 알킬기 전이효소 → 메틸화된 염기에서 메틸기 제거

연결반응 : 리가아제 → 끊긴자리 인식 후 연결

손상 복귀

상황 : 탈 아미노화 반응 (C→U)

DNA글리코실화 효소 : U인식 후 제거 → AP (Apyrimidine) 자리 생김

AP endonuclease : AP자리 인산디에스테르 결합 cut → 금(Nick)생성

DNA 합성효소 I : 손상가닥 5'→3' 분해하면서 새로합성

DNA 리가아제 : 최종연결

과정

염기 절제수선

진핵생물 : CG섬 형성 → 5' cap

원핵생물 : 제한효소 인식부위 중 자가서열 메틸화 → 보호

DNA복제시, 주형가닥은 메틸화 but 복제가닥은 메틸화 X

→ 시간 지나야 메틸화 O

원래 DNA는 일부서열이 메틸화

상황 : DNA복제과정 중 잘못된 염기쌍이 생김

MutS : 잘못된 염기쌍 인식

MutH : 메틸화되지 않은 가닥의 GATC서열과, 잘못된 염기 구간을 절단

DNA 합성효소 III가 빈 지역 합성

DNA리가아제 : 말단 연결

과정

미스매치 수선

상황 : 자외선 → T이량체 → 주변 DNA까지 심한 왜곡

수선효소 : T이량체 양쪽을 절단

DNA합성효소 I : 빈 구간 새로 합성

리가아제 : 최종연결

과정

색소성 건피증 : 뉴클레오티드 절제수선 효소 결핍 ∴햇빛 → 피부 과민반응 (피부암)

뉴클레오티드 절제수선

손상 제거

돌연변이 매우 多 → 다 복구할 수 없어.. 

DNA합성효소 III가 복제하다가 티민 이량체 등 손상부위 만남상황

염기 틈을 만들고 건너뛰어서 복제 재개

RecA단백질 : 반대편 주형가닥을 가져와서 틈을 채워줌

DNA합성효소 I, 리가아제 : 반대편 주형가닥 빈자리 메꿈

복제 후 티민 이량체 부분 수선

과정

이중가닥 절단 DNA의 재조합수선에 관여

이상 → 유방암 확률↑

BRCA 1&2

주로 S기 이후 : 복제된 자매염색분체 있어야 재조합 가능

자매 염색분체 DNA복제 완료되면..

끊긴 부분 수선BRCA1,2,RecA : DNA 한 가닥이 복제된 자매염색분체와 상동재조합

돌아와서 이중가닥 절단 수선

상동 재조합 수선

주로 S기 이전 : 복제된 자매염색분체가 없을때

끊긴 이중가닥 억지로 연결 → 변이 가능성 大
비상동말단 결합

이중가닥 절단시

재조합수선

돌연변이가 너무많아서 건너뛰지도 못할정도 → DNA Pol3가 복제 멈춤

LexA : 수선유전자 전사 억제자

상황

돌연변이多 →  RecA 활성화 → Lex A단백질 분해 촉진

다양한 수선유전자 과량 합성 → 수선진행
과정

DNA 합성효소 IV, V : 돌연변이 부분 염기 무작위삽입

오류 多 = Error-prone
그래도 수선 못할경우?

SOS수선(Error-prone repair)

손상 무시

돌연변이 

복구기작들 (DNA수선)

거시적 관점 : 무작위 돌연변이 → 다양한 개체 born → 자연선택

분자적 관점 : 주로 중립 돌연변이 개체만 born → 자연선택과 무관하게 돌연변이 점진적 축적

돌연변이는 무작위 진행 X, 동의 돌연변이 위주로 진행 !! (≠ 진화론)

진화

침묵돌연변이

생물에 큰영향 X → 자손들에게 돌연변이 계속 축적
동의 돌연변이

미스센스, 넌센스 돌연변이

생물에 치명적 → 자손들에게 돌연변이 전달 hard

비동의 돌연변이

중립설 : 기무라

중립설의 증거

오래 전에 분기했을 수록 아미노산 서열 차이↑= 진화할수록 단백질 서열차이↑

중립돌연변이는 큰 영향 X → 시간에 따라 일정하게 축적이유?

염기서열 변화는 자연선택과 무관하게, 시간에 정비례함

분자 시계 

돌연변이와 진화

점블롯팅 : 겸상적혈구 빈혈증 검출 → ASO탐침 제작 후 NC필터 혼성화

Single-strand conformational polymorphism

염기서열 모르는 DNA절편에 돌연변이 염기가 있는지 확인하는 실험

DNA 가열 → 급속냉각 → 외가닥 2차구조 형성

전기영동 : 돌연변이 →2차구조 모양 diff → 겔상 위치 diff

SSCP

겔에 변성제or온도기울기 형성 → 이동시 이중가닥 DNA 점차 벌어지면서 이속 느려짐

A-T : 이중결합 → 먼저 벌어짐 → 이동을 잘 못함(둥글어서) → 윗쪽 존재

G-C : 삼중결합 → 잘 안벌어짐 →이동 good → 아랫쪽 존재

A-T → G-C 돌연변이

DGGE (=TGGE)

돌연변이 존재여부 확인

칩의 각 구멍 : 정상유전자 DNA가닥

돌연변이 있는지 확인하고싶은 세포 : 염색체 추출 후 형광표지

만약 정상 세포 : 결합O → 형광O

만약 돌연변이 세포 : 결합↓→ 형광↓

칩에 뿌림

많은 DNA절편의 돌연변이 여부 한번에 확인 가능

과정

  DNA미세배열

(마이크로어레이)

실험들
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