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DNA는 생물학적 기능을 수행하는 과정에서 여러 

종류의 단백질과 선택적 또는 비선택적으로 결합한 

다. DNA중합효소, 박테리아 HU단백질과 DNase I 

은 비선택적으로 DNA에 결합하나, 유전자 발현의 

조절에 관여하는 많은 단백질들은 매우 선택적으로 

DNA와 결합한다. 결합반응에서 수소결합 상보성 

(hydrogen bonding complementarity), 전자적 상보성 

(electronic complementarity), 입체 장애 (steric hindra­

nce), 국부구조(local structure), 그리고 수화상태 

(hydration)등이 선택특이성에 영향을 주는 것으로 

알려져 있으며 이들은 모두 DNA의 염기서열과 직 

접적인 관계를 가지고 있다" 따라서 DNA와 단백 

질사이의 결합반응에 관한 연구는 DNA의 생물학적 

기능의 정확한 규명을 위해 매우 중요하다고 생각된 

다. 따라서 본연구에서는 특정 리간드가 DNA에 결 

합했을 때 나타나는 DNA 구조의 변화를 관찰하고자 

하였다. Model oligonucleotide로 사용된 d(CGTATACG) 

는 DNA합성기 (ABI 391 model)를 사용하여 P-cyan­

oethyl phosphoramidite chemistry 법으로 합성한 다음 

dialysis법으로 정제하였다. 리간드로는 분자 양 끝에 

amidino기를 가지고 있으면서 DNA 이중나선의 mi­

nor groove of] 결합하는 berenil 분자를 선택하였다. 

Berenil[l,3-bis(4'-amidinophenyl) triazene]은 약한 세 

포독성과 antiviral 특성을 나타내는 화합물로서 bo­

vine trypanosomiasis의 치료제로 이용되고 있는 물질 

이다(药g. I).3 Berenil과 이중나선 DNA사이의 염기 

서열 특이적 (base-sequence specific)결합반응은 DN­

ase I과 hydroxy radical footprinting방법에 의해서 

확인된 바 있으며/' d(CGCGAATTCGCG)2와 d 

(GCAATTGCB를 모형 DNA5. 이용한 연구 결과에 

의하면 berenil은 DNA minor groove의 5'-AAT-3' 부 

분에 선택적으로 결합하는 것으로 알려져 있다."8 

최근에는 이 분자가 A-T 염기쌍이 많은 DNA의 mi- 

nor groove결합할 뿐만 아니라 intercalation도 할 

수 있다는주장이 제기되어 논란이 되고있다이。

리간드에 의한 DNA형태의 변화를 관찰하기 위해 

'H NMR기법과 2-Dimensional Nuclear Overhauser

Model Oligonucleotide

5r - CGTATACG-3f
12345678
87654321

3' - GCATATGC-5r

Berenil

Fig. 1. Model oligonucleotide and berenil.
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d(CGTATACG)2

Enhancement Spectroscopy(2-D NOESY｝를 이용하였 

는데, 후자는 대략 5 A이내의 가까운 핵들 사이의 

nuclear Overhauser enhancement(NOE)의 세기로부터 

핵간 거리를 구하는 목적으로 많이 이용된다"

동결건조된 d(CGTATACG)는 100 mM NaCl이 포 

함된 20 mM phosphate buffer(pH 7.0) 450 |1L에 녹 

이고 여기에 50 의 DQ를 가한 다음 NMR실험에 

사용하였고, berenil-d(CGTATACG)2 복합체는 같은 

방법으로 용액을 준비하되 두 화합물의 mole비가 

1:1이 되도록 하였다. 먼저 d(CGTATACG)2와 d 
(CGTATACG)2-berenil 복합체의 百 NMR spectra를 

비교하면 berenil 에 의해 imino수소와 염기 수소 

(base proton)의 공명신호들이 상당히 변화되었음을 

바로 알 수 있다(Eg. 2). 누클레오타이드의 교환가능 

한 수소핵 (exchangeable proton)들은 순차적 NOE 

connectivity와 여러 온도에서 관찰된 수소핵 공명신 

호의 선폭에 의해, 교환불가능한 수소핵(nonexchan­

geable proton)들은 순차적 NOE connectivity-f- 참고 

하여 지정 (assignment)하였다(7ZZ”e 1).

2-dimensional NOESY 스펙트럼중 imino 수소핵들 

의 공명 신호들을 살펴보면 G2와 T3 imino 수소핵들 

사이에서만 NOE가 관찰되었고 이들은 berenil결합 

의 영향을 받지 않았다. 그러나 T5 imino 수소핵의 

공명신호는 berenil과 결합한 후에 상당히 약해졌을 

뿐만 아니라 chemical shift도 downfield 방향으로 

0.35 ppm 움직였다. 이는 T3 imino 수소핵이 berenil 

결합 후 같은 방향으로 0.16 ppm 움직인 것에 비하면 

상당히 큰 변화로서 이는 T5 imino 수소가 berenil 결 

합부위에 위치하거나 또는 T3 imino 수소보다 결합부 

위 에 더 가까운 곳에 위치 함을 의 미한다(Eg. 3).

Table 2는 d(CGTATACG)^ berenil-d(CGTATACG)2

.Table 1. Assignments of ‘H NMR signals of a d 
(CGTATACG)2 duplex (ppm from a TMS signal)

nuclei d(CGTATACG)2 berenil 
complex

difference

C1H5 5.95 5.72 -0.23
C1H6 7.70 7.53 -0.17
G2H8 8.04 8.04 0.00
T3H6 7.33 7.38 +0.05
T3CH3 1.56 1.61 +0.05
A4H2 7.33 7.54 +0.21
A4H8 8.40 8.39 -0.01
T5H6 7.24 7.09 -0.15
T5CH3 1.51 1.53 +0.02
A6H2 7.45 7.77 +0.32
A6H8 8.29 8.10 -0.19
C7H5 5.36 5.31 -0.05
C7H6 7.32 7.23 -0.09
G8H8 7.93 7.83 -0.10
C1H1' 5.79 5.71 -0.08
G2H1' 6.04 5.99 -0.05
T3H1 5.78 5.66 -0.12
A4H1' 6.30 5.98 -0.32
T5H1' 5.65 4.60 -1.05
A6H1' 6.20 4.77 -1.43
C7H1' 5.65 4.75 -0.87
G8H1, 6.17 6.09 -0.08
C1H2* 2.11 1.85 -0.26
G2H 기 2.73 2.74 +0.01
T3H2' 2.26 2.26 0.00
A4m‘ 2.71 2.51 -0.20
T5H2' 2.09 1.85 -0.24
A6H2' 2.69 2.34 -0.35
C7H2' 1.91 一 一
G8H 기 2.38 2.32 -0.06
C1H 기 2.51 2.34 -0.17
G2H 기 2.86 2.84 -0.02
T3&” 2.59 2.49 -0.10
A4H2” 3.00 2.72 -0.28
T5H2" 2.47 2.04 -0.43
A6H2” 2.86 2.58 -0.28
C7H2" 2.31 一 一
G8H2" 2.62 2.65 +0.03
G2NH 12.78 12.53 -0.25
T3NH 13.45 13.78 +0.33
T5NH 13.30 13.96 +0.66

복합체의 염기수소핵들사이의 순차적 NOE의 상대 

적인 intensity를 보이고 있다. A-또는 B-DNA 군에 

속하는 DNA에서 같은 가닥의 이웃하는 염기수소들 

사이의 거리는 대략 4-5 A정도인 것으로 X-ray 회절 

실험 결과로부터 알려져 있다 u 본 실험에서 구해진
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Fig. 3. Imino proton region of 2-D NOESY of d 
(CGTATACG)2 (A) and its berenil complex (B).

2-D NOE spectra에서는 G2H8과 T3H6, A4H8과 T 

5H6, 그리고 A6H8와 C7H6사이에서 비교적 강한 

NOE를 보였는데 이는 이중나선의 helical parameter 

중 작은 rotation angle 이나 roll angle 또는 비정상적 

인 tilt angle로 인해 이들 염기수소들 사이의 거리가 

일반적 인 A- 또는 B-DNA군의 경우보다 가까워 졌음 

을 의미한다. Berenn-d(CGTATACG)2 복합체에서는 

C7H6와 G8H8사이의 NOE connectivity는 전혀 관찰 

되지 않았으나 그외의 모든 순차적 NOE connectiv- 

ity는 뚜렷하게 관찰되었다. 이는 berenil의해 d 

(CGTATACG)2 이중나선의 3七 terminal 부분인 C7H 
6와 G8H8사이의 거리가 5 A이상으로 멀어졌음을

Table 2. The comparison of the sequential NOE intensity

Base protons showing d(CGTATACG)2 d(CGTATACG)2
sequential NOE 

contact
-berenil complex

C1H6/G2H8 +a ++
G2H8/T3H6 +++ ++
T3H6/A4H8 +++ +++
A4H8/T5H6 +++ +++
T5H6/A6H8 + ++
A6H8/C7H6 +++ ++
C7H6/G8H8 . ++ -

气+++), (++) and (+) denote strong, medium and weak 
NOE contact, respectively. And (-) denotes no NOE 
contact was observed.

보여준다. 그리고 G2H8과 T3H6, A6H8과 C7H6사 

이의 거리는 berenil에 의해 조금 더 멀어졌으며, 

C1H6와 G2H8, T5H6와 A6H8사이의 거리는 오히려 

가까워 졌음을 알 수 있다.

A- 및 B-DNA의 deoxyribose H「은 같은 누클레오 

타이드의 염기수소(pyrimidine계 염기의 H6 또는 

purine계 염기의 H8)로부터 약 3.6~3.8 A의 거리에 

있으며,d 또 3-방향과 이웃하는 누클레오타이드의 

염 기 수소(H6 또는 H8)와• 4.6 A(A-DNA) 또는 3.5 A 

(B-DNA)정도의 거리에 위치하고 있어 순차적 NOE 

connectivity를 뚜렷하게 보인다. 이러한 의 특성 

은 H「과 염기 수소들의 지정 (assignment)에 흔히 이 

용된다. Fig. 4는 HF과 H6 또는 H&사이의 NOE con- 

nectivity를 보이고 있다. 이중나선 d(CGTATACG)2에 

서 HI은 동일 누클레오타이드의 염기수소와 3-방향 

으로 이 웃하는 누클레 오타이드의 염 기수소사이 에 서 

대체로 거의 비슷한 세기의 NOE를 보였으나 T3H1' 

은 T3H6보다는 A4H8사이에서 더 강한 NOE를 보였 

고, T5와 C7의 은 3,방향의 이웃한 base의 수소보 

다 동일 nucleotide의 base수소와 더 강한 NOE con­

nectivity-1- 보였다. 그리 고 7.25 ppm과 8.25 ppm에人■] 

C1H5와 강한 NOE를 나타내는 peak가 관찰되는데 

이는 CINHz의 두 수소에 의한 것으로서 각각 guan- 

ine과의 수소결합에 관여하지 않는 수소와 수소결합 

에 관여하는 수소에 의한 것이다. Berenil이 결합하면 

서 HT 과 염기수소들의 chemical shift 와 이들사이의 

NOE가 상당히 변하였다. 특히 T5, A6와 C7의 Hl'S] 

chemical shift는 거의 1 ppm 또는 그 이상의 큰 폭으 

로 upfield 방향으로 이동하였다. 이러한 현상은 d
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HS

Fig. 4. Sequential NOE connectivities between Hl' and 
base protons of d(CGTATACG)z (A) and its berenil 
complex (B).

(GCAATGC)와 KCGCGAATICGCGB에서도 관찰 

되었는데研 이 결과들을 종합하면 octamer에서는 5번 

과 6번 위치, 그리고 dodecamer에서는 7번과 8번 위 

치의 HT가 berenil과의 반응에 의해 비교적 심하게 

chemical shif가 upheld로 이동됨을 알 수 있었다. Ber- 

enil결합 후 A4HT과 T5H6, A6HT과 C7H6사이의 
NOE가 눈에 띄게 약화되었으나, 다른 H1，이 莓여하 

는 NOE에서는 변화가 거의 관찰되지 않았다(Table 3).

이상의 결과에서 d(CGTATACG)2에 berenil이 결

Protons showing d(CGTATACG)2 d(CGTATACG)2
NOE contacts -berenil complex

Table 3. The comparison of NOE intensity between the 
base proton and the deoxyribose Hl'

C1H6/C1H1' ++a +++
C1H17G2H8 ++ ++
G2H8/G2H1, +++ +++
G2H1/I3H6 +++ ++
T3H6/T3HT ++ ++
T3H17A4H8 +++ +++
A4H8/A4H1' .+++ +++
A4H1/T5H6 +++ +
T5H6/T5H1' +++ +++
T5H17A6H8 ++ ++
A6H8/A6H1* +++ +++
A6H17C7H6 +++ +
C7H6/C7H1' +++ ++
C7H17G8H8 ++ ++
G8H8/G8H1* +++ +++

¥+++), (++) and (+) denote strong, medium and weak 
NOE contact, respectively.

합하면 A4, T5와 A6의 세 누클레오타이드 수소들과 

C7H1，이 심하게 영향을 받는 것을 알 수 있었다. A 

4H2와 A6H2는 berenil 에 의 해 chemical shift가 dow- 

nfield방향으로, T5H6와 A6H8는 upheld방향으로 움 

직였으며, T3와 T5의 imino 수소는 berenil에 의해 

downfield방향으로, G2의 imino 수소는 upfield방향 

으로 이동하였다. 또한 A4, T5와 A6의 Hl', H2과 

H2" 수소들은 모두 upfield 방향으로 크게 변하는 것 

이 관찰되었다. 이는 berenil의 benzene고리와 누클 

레오타이드 수소의 상대적 위치에 따른 benzene고리 

의 ring current효과 때문일 것이나 정확한 설명은 더 

많은 실험이 수행된 후에 가능할 것으로 생각된다. 

관찰된 NOE 세기로부터 핵간 거리를 정성적으로 추 

정하면 A4HT과 T5H6사이, A6HT과 C7H6사이의 

거리가 berenil과의 결합에 의해 비교적 큰 폭으로 

증가하였음을 알 수 있다. 이들 실험결과만으로는 

berenil-d(CGTATACG)2복합체의 구체적인 confor- 

mation과 helical parameter들의 값을 알 수 없으나, 

실험결과를 기초한 정성적인 판단에 의한다면 bere- 

nil은 d(CGTATACG)2의 4, 5, 6위치인 -ATA-부분의 

minor groove에 결합하는 것으로 생각된다.

이 논문은 1995년도 한국학술진홍재단의 공모과 

제 연구비에 의하여 연구되었음.
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