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서론

  지금까지는 DNA chip에서 probe와 target DNA간의 hybridization시 ΔG〫가 

hybridization signal에 영향을 줄 것이라는 추측만을 하고 있을 뿐 실제로는 여러 번의 

실험을 통해서 얻은 실험 데이터를 database화해서 hybridization signal 분석에 지침만을 

제시하고 있다. 따라서 이 방법은 정확하긴 하지만 저장된 데이터의 정확성과 많은 자료

를 요구한다. 여기에서는 용액 상에서 hybridization한 결과로부터 signal의 세기와 ΔG〫
의 관계를 재분석해보고, 이 결과를  DNA chip상에서의 최적화된 probe 설계와 같이, 

hybrid 결과 design에 적용하고자 한다.  

1. DNA의 안정성과 DNA chip에서의 signal 분석과정 

  DNA 분자의 열적 안정성은 용매의 염의 농도, 용매의 pH, % C+G 에 따라 다르며 

Tm(melting temperature)로 나타낼 수 있다. 간단히 말하자면 Tm이 높을수록 duplex의 

열적 안정성도 높다는 것이다. Tm으로 DNA의 열적 안정성을 얘기한다면 ΔG〫는 

DNA분자의 결합 안정성을 나타낸다. 즉 ΔG〫의 값이 낮다는 것은 안정한 결합을 의미

한다. 따라서 PCR의 primer, DNA chip의 probe를 설계할 때 대부분 ΔG〫를 기준으로 

한다. DNA chip은 최적화 알고리즘으로 선택된 이 단일 가닥(probe)을  형광 표지를 한 

상보적인 서열과 hybridization을 시킨 후 결합되지 않은 것들을 씻어내고 레이저 형광 

스캐너로 그 세기를 읽는다. Probe의 강도는 형광 세기(signal)와 관계가 있으므로 형광 

세기의 표준화를 통해 signal과 background를 구별해 낼 수 있게된다. 즉 baseline과 실

험데이터를 비교해서 signal의 타당성을 보는데, 이때 baseline은 실험 데이터에만 의존하

고 있으며 현재 이 data를 분석하는 s/w의 개발이 진행중이다.

            

2. NN 변수 및 위치에 따른 ΔG〫계산

  여기에서 사용된 열역학적 변수들은 Nearest-neighbor model(NN model)을 사용하여 

구한 값이다[1]. 그러나 여기에서의 변수들은 37℃에 해당하는 값이므로 Eqn. (1-1)에 의

해 주어진 실험온도인 12℃에 맞는 변수들로 바꾸어 사용했다(Table 1). 그리고 각 서열

에 해당하는 ΔG〫( total)은 다음 식 Eqn. (2)에 의해 계산했다. 핵산의 ΔC
〫
P
는 온도변

화에 거의 변화가 없으므로[2 , 3] ΔH〫와 ΔS〫도 온도영향을 무시하고 일정한 값을 

사용할 수 있다. 

  따라서 먼저 각 서열의 ΔG
〫
37
을 구하고 Eqn. (1-2)를 사용해서 ΔG

〫
12
를 구했다.    

ΔG
〫
T= ΔH〫- TΔS〫                        (1-1)
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ΔG
〫
T= ΔG

〫
37+ (37- T)ΔS〫                      (1-2)

ΔG〫( total)= ∑ i n iΔG〫( i)+ ΔG〫( init.w/term G⋅C)
+ ΔG〫( init.w/term A⋅T)           

              (2)

  Prefect matched된 서열의 형광 세기에 대한 데이터는 Z. Strezoska(1991)[4]로부터 얻

었다. Table 2. 는 논문의 데이터 값과 실제 계산한 값을 정리한 것의 일부이다. G+C 

content를 42%정도로 하여 한 개의 probe당 2~3개의 G+C 염기가 포함된 octamer와 

nonamer를 12℃에서 3h동안 hybridization을 시켰다. Table 2.에서 Hfm은 가장 강한 

signal을 10으로 주었을 때의 full-match DNA dot의 상대적인 값이다.  

 

  각 염기쌍은 위치에 따라서 duplex의 안정성에 영향을 미치는 정도가 다르다. 그래서 

위치에 따른 ΔG〫를 계산해보았다. 즉, 위의 데이터는 용액 상에서 실험을 한 것이므로  

    5'-GTCTGAAA-3'         terminal에 있는 dimer는 같은 영향을 미친다고 가정하고  

      ||||||||           양끝으로부터 같은 위치에 있는 dimer의 ΔG〫의 값을 합  

    3'-CAGACTTT-5'        했다. 예를 들어 Figure. 1의 경우에 양쪽 terminal로부터   

Table 1. ΔH〫, ΔS〫and ΔG
〫
T
 NN parameter in 1M NaCl

sequence ΔG
〫
37
 ㎉/㏖ ΔH〫㎉/㏖ ΔS〫㎈/k․㏖ ΔG

〫
12
 ㎉/㏖

AA/TT -1.00 -7.9 -22.2 -1.555

AT/TA -0.88 -7.2 -20.4 -1.390

TA/AT -0.58 -7.2 -21.3 -1.113

CA/GT -1.45 -8.5 -22.7 -2.018

GT/CA -1.44 -8.4 -22.4 -2.000

CT/GA -1.28 -7.8 -21.0 -1.805

GA/CT -1.30 -8.2 -22.2 -1.855

CG/GC -2.17 -10.6 -27.2 -2.850

GC/CG -2.24 -9.8 -24.4 -2.845

GG/CC -1.84 -8.0 -19.9 -2.338

Init.w/term.G․C 0.98 0.1 -2.8 0.91

Init.w/term.A․T 1.03 2.3 4.1 1.133

Table 2. probe used, their target composition, obtained hybridization, and 

caculated free energy

No. sequence Hfm Tm ΔG
〫
37
 ㎉/㏖ ΔS〫㎈/k․

㏖
ΔG

〫
12
 ㎉/㏖

1 GTCTGAAA 7 27.9 -6.76 -153.6 -10.6

2 TGTCTGAA 4 29.7 -7.16 -147.2 -10.84

3 TTGTCTGA 1.5 29.7 -7.16 -147.2 -10.84

4 CTTGTCTG 3 30.7 -7.24 -159.8 -11.235

5 TCTTGTCT 1 28.7 -6.99 -145.5 -10.6275

6 ATCTTGTC 4 27 -6.64 -151.8 -10.435

7 AATCTTGTC 10 33.1 -7.64 -174 -11.99

8 GAATCTTG 10 25.3 -6.25 -158.5 -10.2125
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  Figure 1. NN model       dimer인 GT/CA, TT/AA 의 ΔG〫의 값인 -1.44과 -1.00을 

합해 ‘S1’이라 하고 그 다음 dimer인 TC/GA와 TT/AA의 ΔG〫합을 S2’라 했다. ‘S3'는 

CT/GA + TC/AG, 'S4'는 TG/AC이다. Table 3은 위 Table 2의 서열에 위치에 대한 

ΔG〫값의 일부이다.

Table 3. ΔG〫of dimer position  

No. sequence Hfm Tm INIT. S1 S2 S3 S4

1 GTCTGAAA 7 27.9 2.0425 -3.555 -3.41 -3.66 2.0175

2 TGTCTGAA 4 29.7 2.265 -3.5725 -3.855 -3.8725 -1.805

3 TTGTCTGA 1.5 29.7 2.265 -3.41 -4.035 -3.805 -1.855

4 CTTGTCTG 3 30.7 1.82 -3.8225 -3.36 -3.8725 -2

5 TCTTGTCT 1 28.7 2.265 -3.66 -3.66 -3.555 -2.0175

6 ATCTTGTC 4 27 2.0425 -3.245 -3.855 -3.8225 -1.555

7 AATCTTGTC 10 33.1 2.0425 -3.41 -3.99 -3.8725 -3.36

8 GAATCTTG 10 25.3 1.82 -3.8725 -3.11 -3.195 -1.855

 결과 및 토론 

  Table. 2에서 볼 수 있지만 ΔG〫와 hybridization signal은 그다지 관계가 있어 보이지

는 않는다. 그 동안의 많은 연구에서조차도 염기서열의 ΔG〫가 작을수록 hybridization 

signal이 강해지는 경향이 있지만 상당한 오차를 보인다고만 분석이 되어졌다[4]. 그러나 

분명히 형광 세기는 클수록 duplex가 안정하다고 말할 수 있다. Table 3과 같은 방법으

로 계산된 73개의 probe의  ΔG〫와 실제 실험결과인 hybridization signal 값을 가지고 

그래프를 그려보았다. 

  Octamer의 경우는 Figure. 2에서 볼 수 있듯이 terminal의 dimer와 initiation의 값을 

합한 경우와 형광의 상대값 (가장 강한 signal을 3으로 정함)은 가장 비슷한 경향성을 띠

고 center의 합이 더해질수록 점점 더 그 경향성이 달라지고 있음을 볼 수 있다. DNA 

chip의 경우에 mismatched가 DNA 가닥의 center보다는 terminal 부분에서 많이 생기는

이유도 hybride의 안정성을 결정하는 요인이 terminal에 있기 때문일 것이다.  

Figure 2. hybridization signal 과 sequence의 position에 따른 ΔG〫의 영향 

0

15

0 10 20 30 40 50 60 70 80

S1

INIT+S1

Hfm

INIT+S1+S2

INIT+S1+S2+S3

ΔG



Theories and Applications of Chem. Eng., 2002, Vol. 8, No. 2 3980

화학공학의 이론과 응용 제8권 제2호 2002년

 

                              

    Hfm : 실험에 의한  signal 의 상대적인 값

    Hp  : ΔG〫로써 예측된 signal의 상대적인 값  

  

  위에서 계산한 값을 근거로 가상의 array를 만들어서 실험 데이터와 

terminal+penultimate의 ΔG〫로써 예측된 값을 각각 표시해보았지만 형광세기의 상대적

인 값과 terminal + penultimate의 ΔG〫의 값이 정확히 비례관계에 있지는 않다.[Figure. 

3,4] 따라서 이 두 값의 관계에는 염기서열의 ΔG〫뿐만 아니라 좀더 복잡한 인자가 있을 

것으로 사료된다. 즉 용액에서든 chip에서든 dulpex의 안정성은 단순히 ΔG〫만으로는 판

단할 수 없을 것이다. 더구나 octamer의 경우에는 염기서열의 길이가 짧으므로 terminal 

dimer의 영향 외에 다른 dimer들의 영향이 그리 크지 않지만 염기서열의 길이가 길어질

수록 더 많은 고려가 필요하다. 실제로 염기가 한 개 더 많은 nonamer의 경우에서는  한

눈에 경향성을 보기란 어려웠다. 여기서 분석해 본 데이터는 용액에서 실험한 것이다. 실

제로 chip상에는 용액보다 훨씬 duplex의 안정성이 낮을 뿐만 아니라[5] 일반적으로 

probe의 길이가 길기 때문에 실험 데이터를 근거로 좀더 정확한 분석이 요구된다.       
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Table 4. experimental signal과 

predicted signal의 계산 값  

No. sequence Hfm Hp

1 GTCTGAAA 7 6.1

2 TGTCTGAA 4 5.2

3 TTGTCTGA 1.5 4.45

4 CTTGTCTG 3 4.9

5 TCTTGTCT 1 4.3

6 ATCTTGTC 4 5.2

7 GAATCTTG 10 7

8 GATGAATC 3 4.9

Figure 3.

experimental signal

Figure 4. 

predicted signal 


