








































목 차

제 1 세부과제

제 1 장 서 론 …23

제 2 장 산란유도 유전자(GnRH)의 디자인/ 합성 및 콜로닝 강

제 1 절 서 설 ·· ·.··············24

제 2 절 재료 및 방법 강

1. 분자생물학적 기술 24

2. 박테리 아/ 플라즈미드 및 파아지 … 25

3. 시약 및 올리고뉴클리오타이드 … · · ·25

4. 절단될 수 있는 연결 단백질의 디자인 25

5. 변조된 단백질의 뉴클리오타이드 및 합성 DNA의 기본단위 · · · 25

6. 단백질의 발현 25

채 3 절 결 과 ····.··.················26

1. 산란유도 유전자의 디자인 ·.· · ··.····.···26

2. 산란유도 유전자 DNA 카세트의 반복적 클로닝 26

3. GnRH 유전자의 발현 빽터의 제조 …… ·.· · · · 27

제 4 절 고 찰 ····.··················27

제 3 장 GnRH 유전자의 발현 및 안정성 연구 · · ·.· · 29

제 1 절 서 설 · ·····.. ·.·.··.29

제 2 절 재료 및 방법 …29

1. 시약 및 올리고뉴클리오타이드- · 29

2. 박테리 。h 플라즈미드 및 파아지 ···· .. ··.· .. ····· ················29

3. 올리고뉴클리오타이드- ················ .. ········.···· .. ··· ..····· ·· ·29

4. 발현벡터의 구성 ·30

5. 단백질의 발현 ………애

6. 산란유도 단백질 다중체의 분리 30

7. 아미노산 서열분석 ·.·· · 30

8. 최적 발현 조건 확립 죄

- 19 -



9. 단백질의 안정성 조사 31

제 3 절 결 과 었

1. GnRH 유전자의 발현 연구 앙

2. 최적발현 조건 확립 앞

3. GnRH의 안정성 조사 ·.·· ··.· .. 32

제 4 절 고 찰 ···32

제 4 장 GnRH 유전자의 실용화 연구 34

제 1 절 서 설 싫

제 2 절 재료 및 방법 34

1. GnRH 단백질 유도체의 합성 및 구성 ··············34

2. In vitro GTH assay 34

3. 산란유도 단백질의 발현 및 분리 ·· ·.. ·.. 35

4. 산란유도 단백질 다중체의 트립신 절단 · 35

5. FPLC 35

6. 아미노산서열분석 …… · 35

7. In vivo steroid assay 35

제 3 절 결 과 35

1. GnRH 단백질의 활성 연구 ············ .. 35

2. GnRH 단백질의 대량생산 36

3. 인공 산란유도 기술개발 앙

제 4 절 고 찰 앙

제 5 장 참고문헌 · 39

표 와

그림 ·····.. ·······42

- 20 -



제 2 세부과제

제 1 장 서 론 댔

제 2 장 연골어류로부터 혈관생성 억제활성의 조사 및 유전자 클로닝 56

제 1 절 서 설 56

제 2 절 실험 재료 및 방법 56

1. 상어연골 단백질 추출물의 분리 56

2. 가오리연골 단백질 추출물의 분리 ·.· ·.·.·.· .. ·· .. ·.· ..· ··56

3. 혈관형성에 관한 chick embryo의 chorioallantoic membrane (CA뼈 assay 57

4. 혈관내피세포의 증식조사를 위한 MTT assay ..………..……..…..………..………..………..………..………..………..………..……….“………..………..………..………..………..………..………..………..………..………..………..……….“……….“……….“………..………..………..………..……….“……….“……….“……….“……….“………..………..………..………..……….“……….“………..………..…….“………..………..………..………..………..………..………..………..………..……….“……….“……….“………..………..………..………..………..………..………..………..………..……..….“·5얀7

5. Wounding migration assay.“………..……..…..………..………..………..………..………..……….“………..……….“……….“……….“……….“………..……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“………..……….“……….“………..……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“………..……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“………..………..……….“……….“……….“……….“………..………..……….“………..………..………..……….“………..………..………..………..………..………..………..………..………..………..…….“………..……….“………-.………..………..………..……….“……….“………..………..……..….. 588

6. Total RNA extration ..……..……..……..…….“…….“……..…….“……..…….“……..……..……..…….“……..…….“……..……..…….“…….“….“...“…….“…•••••…….“…….“…….“…….“….“••••…••••••“…•••••“….…...“…….“…….“…….“…….“….“•••••…….“…….“….“•••••“…….“…….“……..…•••••……..…….“……..……..…….“…….“……..……..……..……..……..…….“…….“……..……..……..……..……..…….“…….“…….“……..…….“……..……..…….“……..……..…….“……..…….“…….“…….“….. 58

7. mRNA isolation ..……..……..……..…….‘…….“…….“…….“……..…….“…….“……..……..……..……..…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“……..…….“…….“……..…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“……….“…….“………..……..…….“……..……..……..……..……..……..……..…•••••……..…..“…….“……..…….“…….“…….“……..…….“…….“…….“……….“…….“……..…….

제 3 장 연골어류 혈관생성억제 유전자의 분석 및 기능조사 · · ·65

제 1 절 서 설 ·············· ..·.. ··· .. ······ .. · ··· .. ······ ..···· .. ·····65

제 2 절 재료 및 방법 ··· ..······ ..······ ..·.. ··· .. ···· ···65

1. 상어에서 Total RNA extration 65

2. Primer의 제작 ·.. ··· ..·.. ···· .. ··· ..······ ..·.. ·· ··· ..·.. ·.. 66

3. RT-PCR (Rev않e Transσiption- Polymerase 다lain Reaction) 67

4. 5' RACE (Rapid Amplification of cDNA ends) · · · · 68

5. 3' RACE (Rapid Amplification of cDNA ends) 69

6. Long distance RT-PCR for 3’ region of the MT3-MMP .. · · · · · ·70

7. 염기서 열의 분석 · · ·.. ··· .. ·· .. ·· .. ·····.·.. ··70

제 3 절 결 과 π

- 21 -



1. 두룹상어 full-length TIMP-3 유전자의 클로닝 및 염기서열 분석 71

2. 두룹상어 full-length MT3-MMP 유전자의 클로닝 및 염기서열 분석 71

3. 상어 TIMP-3 및 M T3-MMP 유전자의 각 조직별 발현조사 76

4. 상어의 endostatin 유전자의 염기서열 분석 및 homology arch 78

5. 상어의 angiostatin 유전자의 염기서열 분석 및 homology search 81

6. 상어 TIMP-1 유전자의 염기서열 분석 및 homology search 84

제 4 절 고 찰 ·..······ .. 86

제 4 장 연골어류 혈관생성억제 유전자의 발현빽터 시스댐의 확립 및 항암 효능 조사 87

제 1 절 서 설 87

제 2 절 재료 및 방법 ·· ·.. ······ .. 87

1. 대량발현 시스댐 의 구축 ······· ···87

2. Animal cell transfection 88

3. Chorioallantoic membrane (CAM) assay ..………..………..………..……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….……….……….“……….…………..……….“………..………..………..………..………..………‘”……….“……….“………..………..………..………..………..………..………..………..………..……….“……….“……….“………..……….“……….“……..….“••••••••“……….“……….“………..………..………..………..………..………..………..………..………..……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….“……….‘……….…………..………..………..……….“…….“….“·888

4. 혈관내피세포의 배양 ..……..……..……..……..……..…….“…….“…….“……..……..……..…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“……….“……..………..……..……..………..…….“………..………..……..………..……..……..…….“……..………..………..……..……..……..…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“……..……..……..……..……..…….“…….“……..……..……..……..……..…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“……..…….“…….“…….“…•••••“…….“……..…….“…….“……..……..……..……..……..……..……..…….“…….“…….“…….“……..…….“…….“…….“…….“…….“…….“…….“……..……..……..….“.888

5. 혈관내피세포의 증식조사 eH-πlym피idine inco야rψpo야ration 잃s앓ay끼) .“………..……..……….“………..………..………..………..………..……….“……….“……..……….“………..……..………..………..……..………..………..…….“…….“….“••••“………..………..……..……….“……….“…….“……….“………..……..….. 899

6. Wounding migration a잃ss잃ay·“……….“……….“…….“….…...“……….“………..………..………..……….“……….“………..………..………..………..………..………..………..……….“………..…….“….“•••••….“......………..………..………..………..………..………..………..……..…•••••….“...“……….“……….“……….“……….“……….“……….“………-“……….“………..………..……….“……….“………..………..………..………..………..………..………..………..………..……….“………..……..…••••••“……….“……….“…….“…••••“………..………..………..……….“…….“……….“………..………..………..…….“….“.899

7. In v에itro a뻐ng밍iog양enes짧i엄s a잃ss닮ay.“………..……….“………..……..…

제 5 장 참고문현 110

- 22 -






















































































































































































	어류로부터 생리활성 유전자의 발굴과 실용화 연구
	요약문
	목차
	제 1 세부과제 
	제 1 장 서론
	제 2 장 산란유도 유전자(GnRH)의 디자인, 합성 및 클로닝
	제 1 절 서설
	제 2 절 재료 및 방법
	1. 분자생물학적 기술
	2. 박테리아, 플라즈미드 및 파아지 
	3. 시약 및 올리고뉴클리오타이드
	4. 절단될 수 있는 연결 단백질의 디자인
	5. 변조된 단백질의 뉴클리오타이드 및 합성 DNA 의 기본단위
	6. 단백질의 발현

	제 3 절 결과
	1. 산란유도 유전자의 디자인
	2. 산란유도 유전자 DNA 카세트의 반복적 클로닝
	3. GnRH 유전자의 발현 벡터의 제조

	제 4 절 고찰

	제 3 장 GnRH 유전자의 발현 및 안정성 연구
	제 1 절 서설
	제 2 절 재료 및 방법
	1. 시약 및 올리고뉴클리오타이드
	2. 박테리아, 플라즈미드 및 파아지
	3. 올리고뉴클리오타이드
	4. 발현벡터의 구성
	5. 단백질의 발현
	6. 산란유도 단백질 다중체의 분리
	7. 아미노산서열분석
	8. 최적 발현 조건 확립
	9. 단백질의 안정성 조사

	제 3 절 결과
	1. GnRH 유전자의 발현 연구
	2. 최적발현 조건 확립
	3. GnRH의 안정성 조사

	제 4 절 고찰

	제 4 장 GnRH 유전자의 실용화 연구
	제 1 절 서설
	제 2 절 재료 및 방법
	1. GnRH 단백질 유도체의 합성 및 구성
	2. In vitro GTH assay
	3. 산란유도 단백질의 발현 및 분리
	4. 산란유도 단백질 다중체의 트립신 절단
	5. FPLC(fast-protein liquid chromatography)
	6. 아미노산서열분석
	7. In vivo steroid assay

	제 3 절 결과
	1. GnRH 단백질의 활성 연구
	2. GnRH 단백질의 대량생산
	3. 인공 산란유도 기술개발

	제 4 절 고찰

	제 5 장 참고문헌

	제 2 세부과제 
	제 1 장 서론
	제 2 장 연골어류로부터 혈관생성 억제활성의 조사 및 유전자 클로닝
	제 1 절 서설
	제 2 절 실험 재료 및 방법
	제 3 절 결과
	1. 혈관생성 억제활성의 조사
	2. cDNA library 제조 및 혈관생성 조절 유전자의 클로닝

	제 4 절 고찰

	제 3 장 연골어류 혈관생성억제 유전자의 분석 및 기능조사
	제 1 절 서설
	제 2 절 재료 및 방법
	제 3 절 결과
	1. 두룹상어 full-length TIMP-3 유전자의 클로닝 및 염기서열 분석
	2. 두룹상어 full-length MT3-MMP 유전자의 클로닝 및 염 기서 열 분석
	3. 상어 TIMP-3 및 MT3-MMP 유전자의 각 조직별 발현조사
	4. 상어의 endostatin 유전자의 염기서열 분석 및 homology arch
	5. 상어의 angiostatin 유전자의 염기서열 분석 및 homology search
	6. 상어 TIMP-1 유전자의 염기서열 분석 및 homology search

	제 4 절 고찰

	제 4 장 연골어류 혈관생성억제 유전자의 발현백터 시스템의 확립 및 항암 효능 조사
	제 1 절 서설
	제 2 절 재료 및 방법
	제 3 절 결과 
	1. 어류 혈관생성억제 유전자의 발현백터의  구축
	2. 어류 혈관생성억제 유전자의 대량발현 조건의 개발
	3. 악성 암세포의 증식 및 전이억제 작용조사

	제 4 절 고찰 

	제 5 장 참고문헌





