
관심 DNA 절편을 벡터에 넣어 세포도입 → 세포증식 (DNA증폭)

DNA의 특정염기서열 인산디에스테르 결합 cut

원핵생물 : 바이러스 침입에 대항(자기 DNA는 메틸화)

명명법 : EcoR1 (속명+종속명+주+발견순서)

무딘 말단

점착성 말단
일반적으로 회문구조서열(역반복 서열)을 인식/절단

무딘말단 : 끝부분 서열 관계없이 연결

점착성말단 : 끝부분 서열 상보적인 절편끼리만 연결

인산과 -OH를 연결하므로, 5'인산 제거 → 연결반응X

DNA 농도↑ : 절편간 연결비율↑

DNA 농도↓ : 자가연결비율↑

리가아제

제한효소

특정 DNA절편 시험관에서 대량증폭

시험관 : only DNA pol → 수선효소없으므로 에러율 大

긴 DNA는 증폭이 잘 안됨
문제점

PCR

관심 DNA절편을 세포에 도입하기위한 매개체 DNA : 변형 플라스미드

복제원점 

대장균 : 항생제 내성 유전자

효모(진핵생물) : 대사유전자(Leu+)  → Leu- 배지에서 콜로니형성
선택마커 : 플라스미드를 대장균이 가져야할 이유

MCS : Multicloning Site → 제한효소 인식자리 밀집 → 절편을 집어넣을 위치

플라스미드

운반체(벡터)

기본요소

관심 DNA절편 PCR로 증폭

적당한 벡터 제한효소 처리 → MCS 부분 out

리가아제 처리 : 두 절편 연결

형질전환 to 대장균

항생제 배지 → 벡터를 지닌 대장균만 콜로니 형성

절편 삽입 O만 선별

항생제 내성 유전자 2종류(AmpR, TetR)

TetR 내의 제한효소 자르고 DNA절편 삽입

암피실린 배지 : 플라스미드 형질 전환된 대장균 생존

복제판 배양 후 테트라사이클린 배지 : 자가연결된 대장균만 콜로니 형성 (TetR O)

원래 암피실린 배지와 대조 후 절편 삽입 벡터만 get

pBR322 벡터

MCS가 LacZ유전자 중간에 존재

절편 삽입 X : LacZ유전자 발현 → 푸른색 콜로니

절편 삽입 O: LacZ유전자 발현X → 흰색 콜로니
암피실린 + X-gal 배지

pBluescript 벡터

절편 삽입 O만 생성됨

알칼리성 포스파테이스 : 5'인산 제거

벡터에 처리 → 자가연결 아예 불가능

절편 삽입 (형질전환) → 대장균의 수선효소가 수선 & 연결

Alkaline phosphatase법

cf) 벡터 연결 효율 향상법

클로닝

대장균이 증폭한 플라스미드를 회수하는 실험

박테리아 수확

포도당(세포 터질때 삼투압 유지 - DNA 보존), EDTA(세포벽 불안정화), 리소자임(세포벽 파괴)용액 I
NAOH(단백질 변성), SDS(세포막 파괴)용액 II
아세트산칼륨(용액 중화) → 세균DNA는 뭉쳐서 침전, 플라스미드 DNA는 이중가닥 형성용액 III

용액 투여

DNA는 물에 잘녹음
# 핵산 침전 조건: 알코올 +염(이미 충분)이소프로판올 첨가

①위층 (플라스미드 DNA) get

70% 에탄올 세척 → 염제거
RNase 처리 + TE완충액에 녹임 → 플라스미드 DNA + RNase(단백질)

② 아래층 (플라스미드 DNA + 염 + 작은 RNA)
원심분리

과정

⭐미니프렙⭐

플라스미드 DNA와 단백질에서 순수 DNA분리하는 실험

페놀/클로로포름 용액 처리

원심분리 : 단백질은 중간층, DNA는 물층 → 물층(상층) 분리

클로로포름 넣고 다시 섞음 → 다시 물층 분리 : 페놀이 확실히 클로로포름에 녹게함

100% 에탄올 + NaCl 투여 → DNA침전

원심분리 : 아래층 get

70%에탄올 : 염제거

TE완충액 : DNA만 분리 !

과정

페놀/클로로포름 추출법

내가 DNA를 얼마나 잘 얻었나?

DNA농도 ∝ 흡광도(A260)

260nm 의 파장이 흡광변화가 커서 변화량 계산 용이

정량분석

시료속 물질의 순도 파악

시료에 다른물질 섞이면 두 파장값사이 흡광도 비율이 달라짐

DNA : A(260)/A(280) = 1.8 , RNA = 2.0

DNA에 단백질이 섞이면 A(280) ↑→ 1.8보다 감소

정성분석

분광광도계 분석

실험과정

DNA테크놀로지
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플라스미드(10kb)

코스미드: ʎ파지 DNA (50kb)

BAC: 비교적 큰 F플라스미드(300kb)

YAC : 효모(진핵생물)의 염색체 중간에 벡터 삽입(~1Mb) → 중심절, 텔로미어 보유

목적 : 벡터에 유전자 DNA서열 넣고, 발현(전사+번역) 시킴

구성 : 복제원점, 선택마커, MCS + MCS옆의 프로모터서열

∴1가지 방향으로만 DNA삽입

벡터 : 점착성 말단 서열 2종류2가지 제한효소(EcoR1, BamH1) 사용

프라이머1 : 5'말단에 BamH1 인식서열 연장됨

프라이머2 : 5'말단에 EcoR1 인식서열 연장됨
프라이머 2종류 사용

증폭된 DNA서열 BamH1, EcoR1 처리 → 관심DNA에 점착성 말단 2종류 생성

관심 DNA 서열 PCR 진행

특이적 삽입

진핵세포 파쇄 : mRNA  → RT-PCR : cDNA를 벡터에 연결진핵생물의 유전자 → 대장균에서 전사 : 인트론제거X

이황화결합 : 산화제 처리 → 인위적 이황화결합 형성 가능

당결합 : 인위적으로 결합 못시킴 → 대장균대신 효모나 동식물에 벡터 넣고

발현(형질전환동물 : 진핵생물 염색체에 외래유전자 삽입한 동물)

진핵생물 cDNA 발현해도, 대장균에선 번역후 가공 못함

문제점&해결

진핵생물 유전자 → 원핵생물 발현 : 원핵 프로모터 + 샤인달가노서열 + cDNA + 원핵 전사종결 서열

원핵생물 유전자 → 진핵생물 발현 : 진핵 프로모터 + 코작서열 + AATAAA서열
정리

벡터에 삽입한 유전자가 원하는 시점에만 발현되도록 조절

LacI (억제자 생성), 작동자서열(억제자 결합)을 벡터에 포함 → 평소엔 유전자 발현X → IPTG넣었을때만 발현

포도당 있어도 전사해야하므로 CAP이 필요없는 T7프로모터 사용

발현벡터의 조절

단백질 쉽게 정제하는 방법

MCS 5'말단에 His-tag 연결 → (His)n 단백질 번역 (히스티딘 여러개 붙은채로 번역)

배지에 IPTG처리 후 원하는 단백질 번역

친화성 크로마토그래피 : 킬레이트(Ni+) : His-tag단백질의 His와 결합

EDTA, 이미다졸 : Ni+ 떨어지면서 His-tag 단백질만 분리

트롬빈 처리 : His-tag 제거

친화성크로마토그래피 again : His만 결합 => 원하는 단백질 정제

정제과정

히스티딘-태그 발현벡터

발현벡터

서로다른 두종 세포에서 복제될 수 있는 벡터 ex) 대장균 & 효모

구성 : 대장균의 Ori, 선택마커, 효모의 Ori, 프로모터, 선택마커 +

MCS

대장균에서 대량 증폭 → Mini-prep으로 회수 → 효모에 형질전환 → 유전자발현 (효모의 프로모터 존재하니깐)

셔틀벡터

세균 : 외래DNA침입시 일부를 CRISPR (염색체 내 특정 지점) 사이에 저장

외래 DNA 재침입 : CRISPR RNA전사 → Cas9결합 → 외래DNA상보적결합 & 절단

인위적으로 guideRNA합성 후 Cas9와 결합 → 특정DNA서열 절단

어디에 사용? DNA절단 → 타겟팅 벡터(관심 DNA서열 절편 포함) → 절단된 DNA상동재조합 = 삽입

CRISPR-Cas시스템 : 3세대 유전자가위

벡터의 종류

(ori,선택마커, MCS)
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염기서열 모르는 DNA절편을 벡터에 클로닝

벡터에 방사성 표지 프라이머 부착

DNAPol과 각 염기별 ddNTP 넣어서 전기영동

전기 영동 4번 시행 결과 분석 (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) : 아래 → 위로 읽으면 복제된 DNA서열 

생어법

5'말단 표지된 외가닥 DNA절편

화학물질 4종 처리 : G절단, 퓨린절단, 피리미딘 절단, C절단

G / A+G / T+C / C전기영동 4줄 비교

막삼-길버트 법

ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP 각각 다른 형광 표지

합성된 DNA가닥 전기영동 → 겔의 특정지점 도달 형광을 순서대로 파악
형광 뉴클레오티드 이용 생어법

dATP, dGTP, dTTP, dCTP를 순서대로 넣고, 제거 반복

상보적 염기 연결될때마다 PPi 떨어짐 → 효소 연쇄반응으로 형광

넣은 dNTP순서 & 형광 세기로 염기서열 분석 (현존 가장 fast 방법)

파이로시퀀싱

염기서열 분석

게놈 DNA 제한효소 처리 → 절편화

절편들을 각각 벡터와 연결반응

벡터를 세포에 형질전환해서 보관 : 콜로니多= library

STS : 염색체에서 위치를 아는 특정 염기서열의 공식 이름

게놈 DNA 라이브러리

세포 파쇄 → mRNA → RT-PCR : cDNA합성

cDNA를 각각 벡터와 연결반응

cDNA삽입 벡터를 세포에 형질전환

∴ 암호화 부위 서열들만 지닌 콜로니들 = library

EST : cDNA절편들의 공식 이름

cDNA 라이브러리

누가 특정 유전자(인슐린) 를 갖고있는 세포인가?

라이브러리의 콜로니를 NC필터에 옮김

세포 파쇄 → 인슐린 유전자 상보적 탐침 →혼성화된 위치 파악

해당 세포 충분히 배양 후 미니프랩으로 벡터 회수

PCR : 인슐린 유전자만 증폭

라이브러리의 검사

라이브러리

게놈DNA라이브러리 → 모든 DNA절편 염기서열 분석

염색체 보행 : DNA 절편간 겹치는 부위 찾아서 전체 염색체 분석
게놈프로젝트

염기서열분석과

게놈프로젝트

유전자 내부 : NeoR 삽입 → A유전자 파괴 =a

유전자 외부 : 티미딘 인산화효소(tk) 삽입

벡터에 녹아웃할 유전자(A)를 클로닝

정상 생쥐(A/A)의 배아줄기세포에 벡터 형질전환

제네티신 : 80s 리보솜 저해제 → NeoR이 분해

젠시클로비어 : 인산기 없는 유사 염기 → tk가 인산화하면 유사염기작용 → DNA 복제 저해
배아줄기세포를 제네티신, 젠시클로비어 배지에서 배양

배아줄기세포가 살아남기 위해선 NeoR 필요, tk필요X → 벡터의 a부분만 상동재조합 진행 → A/a

A/A 세포와 A/a 세포를 모두 갖고있다포배기 정상 배아(A/A) + 배아줄기세포 (A/a) → 키메라 생쥐 born by 대리모

A/a생쥐 선별 : 꼬리 일부 잘라서 PCR or 서던블롯팅 → a유전자는 A + NeoR이 있으므로 더 길다 키메라 생쥐 난자(A or a) + 정상정자(A)→ A/a, A/A자손

A/a의 자가교배 → a/a 생쥐 탄생 = 녹아웃 성공

기본적인 녹아웃

염기서열 1쌍만 바꾸기 (C-G → A-T)

바꿀 염기서열(A)가 포함된 프라이머 세트(1,2)로 PCR 시행

바꿀 염기서열(T)가 포함된 프라이머 세트(3,4)로 PCR 시행

결과물 : 염기서열 바뀐 DNA 절편 2개 → 양끝 서열 동일

PCR : 프라이머1,4 사용→ 바뀐 DNA절편 연결 & 증폭

PCR이용 : 과정

위치지정 돌연변이 유도법

녹아웃

DNA 테크놀로지3



형질전환(Transgenesis)는 형질전환, 접합, 형질 도입 모두 포함하는 개념인데 번역상 형질전환

발현벡터: 세포에 벡터를 형질전환 →유용한 산물

식물 : 플라스미드X → 세균을 이용해 외래 DNA 도입

쌍떡잎식물 : 상처 → 아세토시린곤 방출

아그로박테리움이 상처주변세포에 부착

아그로박테리움 내부 Ti플라스미드의 vir전사, 번역 → T-DNA절편 복제(LB~RB)

복제된 T-DNA절편 : 식물세포 염색체 무작위 삽입 = 형질전환

옥신, 시토키닌 발현 : 감염된 식물 성장촉진

오파인 분비 : 세균의 양분

종양생성

종양 생성 과정

재조합 : Ti-플라스미드의 T-DNA부위의 LB,RB 사이에 NeoR과 외래 유전자 삽입

쌍떡잎 식물 : 바로 감염

외떡잎 식물 : 아세토시린곤 처리 → 감염율 ↑

아그로박테리움에 재조합 플라스미드 형질전환 → 상처난 잎에 뿌려 감염시킴

제네티신 배지 : T-DNA삽입된 NeoR있는 세포만 생존 → 캘러스 형성

only옥신 : 세포 자체 크기↑(세포분열X)→ 캘러스 성장

시토키닌 = 옥신 : 캘러스(분화X) 

시토키닌 > 옥신 : 줄기 분화

시토키닌 < 옥신 : 뿌리 분화

캘러스에 옥신과 시토키닌을 적당한 비율로 처리 → 형질전환 식물 성장

형질전환 과정

NeoR : 녹아웃 돌연변이 유발

NeoR + 인핸서 : 과량뱔현 돌연변이 유발

NeoR + 리포터 : 증폭자 덫 → 특정 유전자 발현시 리포터도 발현

삽입 T-DNA의 변형

(LB~RB 사이에 삽입)

원형질체 융합 : 포마토=감자의 원형질체 + 토마토의 원형질체 → 폴리에틸렌 글리콜 처리 → 세포막 융합

형질전환 식물

바이러스 벡터 사용 → 인간 세포에 정상 유전자 넣고 발현 = 유전병 치료

기도 상피세포 : CFTR단백질 이상 → Cl-배출 X → 기도 점액 희석 X → 세균 축적 =염증반응

치료 : 아데노바이러스 벡터에 정상 CFTR유전자 삽입
낭포성 섬유증

아데노 바이러스 : 외피X, 선형 이중가닥 DNA

장점 : 분열세포, 미분열세포 모두 감염 가능

단점 : 면역반응 유발, 쉽게 분해(지속적 발현X)

아데노바이러스 벡터

바이러스의 LTR서열 중간에 항생제내성유전자, 외래유전자 삽입

표적세포에 바이러스 감염 → 항생제 배지에서 벡터가 삽입된 세포 선별

세포 충분히 증식 후 체내 주입

장점 : 지속적 발현O

단점 : 면역반응 유발 + 분열하는 세포만 감염가능

레트로바이러스벡터

DNA를 리포좀으로 감싸서 주입 = mRNA COVID 백신

장점 : DNA크기제한X, 면역반응X

단점 : 소실 多 → 효율 낮음

비바이러스벡터

수정란 난할할때 쪼개서 같은 아이 여러명 출산

핵 DNA = 부모

미토DNA = 대리모
태어난 아기

문제점 : 맞춤형 아기 만들 수 있음

생식세포 복제

(맞춤형 아기)

체세포의 핵, 중심체 꺼낸 뒤 난자에 핵치환

대리모가 핵공여자의 DNA와 동일한 아이 출산

핵DNA = 핵 공여자

미토DNA = 대리모
태어난 아기

문제점 : 복제아기는 배세포 시기X →텔로미어 길이↓ ∴일찍 사망

체세포 복제

(ㄹㅇ복제)

복제

질병의 원인이 되는 효소를 먼저 분석함

단백질 정제 → 아미노산 서열 → 유전자 서열→ 정상인과 비교 
생화학적 접근방법

돌연변이체 얻어서 원인 유전자 위치 추적

교차율 계산법 : 마커 유전자와 교차율 계산 → 돌여변이 유전자 상대적 위치 파악

결실 맵핑 : 염색체 일부 결실된 개체와 교배 → 돌연변이 위치와 결실부위 일치 → 돌연변이 표현형

제한효소 맵핑: 제한효소 잘린 위치 표기 → 돌연변이로 제한효소 작동X → 전기영동 결과 차이O

SSCP : 돌연변이 → 외가닥DNA 겔 상 위치 diff 

돌연변이 회복관찰 : 정상유전자를 형질전환 → 돌연변이체 표현형이 정상으로 돌아오는지 확인

정방향 유전학

역할을 모르는 유전자 선별 후 역할을 밝힘

녹아웃 실험

과량 발현 실험

역방향 유전학

유전학적 접근방법

인간 질병 연구 방법론

유전자 요법

DNA테크놀로지4

형질전환과 유전자요법


