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심사청구 : 없음

(54) 비-병원성 또는 병원성 Ｈ5 아형 인플루엔자 Ａ 바이러스검출용 키트

요약

세포 배양, 혈구응집소-억제, 형광 항체 및 효소 변역 분석, 및 역전사효소 중합효소 연쇄 반응(RT-PCR)과 같은 현

재 사용되는 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출 방법은 낮은 감도 및 낮은 특이성의 단점을 가지고 있다. 또한, 이

러한 방법들은 상대적으로 사용하기 어렵고, 매일의 정기적 검출에 적합하지 못할 수 있다. 본 발ㄹ명의 H5 바이러스

검출용 키트는 상대적으로 H5 바이러스에 대한 감도 및 특이성이 높은 사용이 편리한 대안을 제공할 수 있다. 상기 

검출 키트는 H5 바이러스의 복제를 위하여 특수하게 설계된 두 개의 프라이머 A 및 B를 사용하며, 증폭된 바이러스 

RNA를 고정화시키기 위하여 특수한 포획 프로브를 사용한다. 또한, 추가적인 프라이머 C를 병원성 H5 바이러스의 

검출을 위하여 설계할 수 있다. 상기 검출 키트에 의한 H5 바이러스의 검출은 원하는 경우 하루 내에 완성될 수 있다.

대표도

도 1

명세서

기술분야

본 발명은 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 장치에 관한 것이다.

배경기술

가금인플루엔자 (avian 인플루엔자; 인플루엔자 A) 바이러스는 인간, 돼지, 말, 해양 포유류 및 조류를 포함하는 다양

한 동물들을 감염시킨다. 최근, 인플루엔자 A의 계통발생학적(phylogenetic) 연구를 통하여 바이러스 유전자의 종-

특이적 계통(lineages)이 밝혀졌고, 종 간 전염(transmission)의 보급이 동물 종에 따라 다르다는 것이 증명되었다. 

또한, 이러한 연구를 통하여, 수생 조류(aquatic bird)가 다른 종의 모든 인플루엔자 바이러스의 근원이라는 것이 밝

혀졌다.

인간에서의 '새로운' 인플루엔자 A 바이러스의 출현이 가능하다. 혈청학상(Serological) 및 바이러스학상(virological

) 증거는 1889년 이래로 얼마동안 인간 개체군에 없었던 HA 아형(Subtype)을 갖는 인플루엔자 바이러스가 도입된 

사례가 6 건 있었음을 시사한다. 인간에서의 3 가지 HA 아형이 주기적으로 출현하였는데 - 1889년에 H2 아형이, 19

00년에 H3 아형이, 1918년에 H1 아형이 각각 나타났으며, 1957년에 H2 아형이, 1968년에 H3 아형이, 1977년에 H

1 아형이 각각 다시 나타났다. H5N1 아형 가금인플루엔자 A의 첫 번째 인간 감염이 1997년에 보고되 었으며, 이로 

인하여 3 세 소년이 사망하였다. 이러한 첫 번째 보고로 인하여, H5 바이러스의 확산을 중단시키는데 있어서, 동물, 

특히 닭에서의 H5 바이러스에 대한 정기적인 선별의 필요성이 대두하게 되었다.

현재, 세포 배양, 혈구응집-억제, 형광 항체 및 효소 면역 분석, 역전사효소 중합효소연쇄반응 (RT-PCR)을 포함하여,

바이러스 확인을 위한 많은 방법들이 사용되고 있다. 그러나, 이들 방법들은 모두 - 상대적으로 낮은 감도 및 낮은 특

이성을 갖는다는 - 동일한 문제점을 가지고 있다. 게다가, 주기적인 검출 목적을 위하여 검출 시간이 너무 길며, 이러

한 방법들은 상대적으로 사용이 용이하지 않다.

H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 검출에 적용되는 현재의 방법론은 면역진단 분석법 (immunodiagnostic assay) 

및 바이러스 배양법을 포함한다. 면역진단 분석법의 예로서 혈구응집 억제 (haemagglutinin inhibition, HI) 분석법 

및 면역 분석법을 들 수 있다. 그러나, 면역진단 분석법은 감도가 낮다는 단점을 갖는다. 게다가, 면역진단 분석의 표

적이 일반적으로 특정 단백질이기 때문에, 표적의 기본적인 유전적 특성을 직접적으로 얻을 수 없다. 또한, 항체의 초

기 유도는 궁극적으로 면역 숙주 동물에서의 단백질 분석의 항원성 (antigenicity)에 의존하므로, 교차-반응성 (cross

-reactivity)이 나타난다.
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바이러스 배양법이 정확하고 저비용의 검출방법이긴 하지만, 상대적으로 노동 집약적이고 배양을 위하여 넓은 공간

을 필요로 한다. 배양 과정에 장시간 걸릴 수 있고, 매일 검사의 요구사항을 충족할 수 없다. 또한, 바이러스 배양법은 

검출 결과를 직접적으로 제공할 수 없으며, 다른 검출 방법에 의한 추가적인 확인을 거 쳐야만 하는데, 여기에는 매우 

비용이 많이 소요된다.

발명의 목적

따라서, 본 발명의 목적은 사용이 편리하고 감도와 특이성이 향상된 H5 바이러스 검출용 진단 키트를 설계하는 것이

다.

다른 목적은 검출 시간 및 전체적 검출 비용이 절감된 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트를 설계하는 것이

다

본 발명의 또 다른 목적은 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 병원성을 직접적으로 검출할 수 있는 H5 아형 인플루엔

자 A 바이러스 검출용 키트를 설계하는 것이다.

최소한, 본 발명의 목적은 공중에게 유용한 선택기회를 제공하는 것이다.

발명의 요약

따라서, 본 발명은 생물학적 샘플에서의 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트를 제공

하며, 상기 키트는 다음을 포함한다:

- 생물학적 샘플로부터 H5 바이러스의 RNA 분자를 분리하기 위한 분리 시약;

- 표적 분자를 복제하기 위한 핵산 복제 시약, 이 때, 상기 표적 분자는 다음을 포함한다:

■ H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 핵산 서열; 및

■ 검출 분자에 결합하기 위한 핵산 서열;

- 표적 분자의 검출을 위한 핵산 검출 시약, 이 때, 상기 핵산 검출 시약은 검출 분자를 포함한다.

본 발명의 또 다른 측면은

- H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분에 결합하기 위한 제 1 DNA 서열; 및

- RNA 중합효소의 프로모터 DNA 서열을 코딩하는 제 2 DNA 서열을 포함하는 정제 및 분리된 DNA 분자 및 상보적

DNA 분자를 제공하는 것이며,

이 때, 상기 정제 및 분리된 제 1 DNA 분자가 H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분에 결합할 때, 상기 정제 및

분리된 DNA 분자는 효소와 DNA 뉴클레오타이드의 존재하에서 신장하여

- H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 DNA 서열; 및

- RNA 중합효소의 프로모터 DNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하는 DNA 서열을 생성한다.

본 발명의 또 다른 측면은

- 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서

열; 및

- 검출 분자에 결합하기 위한 DNA 분자를 코딩하는 제 2 DNA 서열을 포함하는 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상

보적 DNA 분자를 제공하는 것이며,

이 때, 상기 정제 및 분리된 DNA 분자가 비-병원성 또는 병원성 H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보

적인 DNA 서열을 포함하는 DNA 분자에 결합할 때, 상기 정제 및 분리된 DNA 분자는 효소 및 DNA 뉴클레오타이드

의 존재하에서 신장하여
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- 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 DNA 서열; 및

- 검출 분자에 결합하기 위한 DNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하는 DNA 서열을 생성한다.

본 발명은 또한 SEQ ID NO: 5, 6, 7 ,9, 10 또는 11에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는 제 1 DNA 서열로 

구성된 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자를 제공한다.

본 발명의 또 다른 측면은

- 표적 분자와 결합하기 위하여 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DN

A 서열로서, 상기 표적 분자는 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 핵산 서열

을 포함하는 서열; 및

- 고정화 물질 (immobilizer)를 포함하는 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자를 제공하는 것이며, 이 

때, 상기 표적 분자는 정제 및 분리된 DNA 분자와 결합함으로써 고정화된다.

본 발명의 또 다른 측면은

- 표적 분자와 결합하기 위하여 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DN

A 서열로서, 여기서, 상기 표적 분자는 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 

핵산 서열을 포함하는 서열; 및

- 신호 발생 물질 (signal generator)을 포함하는 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자를 제공하는 것이

며, 이 때, 상기 신호는 표적 분자가 정제 및 분리된 DNA 분자에 결합되었을 때 표적 분자로부터 발생한다.

본 발명은 또한 생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리

된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도를 제공하며, 여기서:

- H5 바이러스의 RNA 분자는 분리 시약에 의하여 생물학적 샘플로부터 분리되고;

- 표적 분자는 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자를 포함하는 핵산 복제 시약에 의하여 복제되며, 이 때, 상기 표

적 분자는 다음을 포함하고:

■ H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 핵산 서열; 및

■ 검출 분자와 결합하기 위한 핵산 서열;

- 상기 표적 분자를 상기 검출 분자를 포함하는 핵산 검출 시약에 의하여 검출한다.

발명의 상세한 설명

이하, 본 발명의 바람직한 구체예를 도면을 참조하여 설명하고자 한다. 리스트 1은 도면의 참조 번호를 용이하게 인용

하기 위한 부분 리스트이다.

예컨대 닭의 혈액과 같은 생물학적 샘플 내 H5 아형 인플루엔자 A의 농도는 매우 낮기 때문에, H5 바이러스 존재의 

검출은 상기 생물학적 시료 상에서 직접적으로 수행할 수 없다. 바이러스 RNA 분자의 수를 검출 목적에 충분한 양으

로 증가 시키기 위하여, 적절한 증폭 기술이 필요하다. 핵산 서열-기초 증폭 (Nucleic acid sequence-based amplifi

cation, NASBA)이 RNA 증폭을 위한 특수한 용도를 갖는 탄력적인 기술이라고 알려져 있다. 증폭된 RNA 분자는 그 

후 적절한 기술에 의하여 검출될 수 있다. NASBA는 속도가 빠르고, 감도가 좋으며, 특이성이 높은 H5 아형 인플루엔

자 바이러스 검출 방법이다. 하루만에 결과를 얻을 수 있다. 또한, 이는 병원성 및 비-병원성 H5 균주를 직접적으로 

분별할 수 있다.

인플루엔자 바이러스는 그의 유전 물질을 단일 가닥의 바이러스 리보핵산 (RNA) 형태로 포함한다. H5 아형 인플루

엔자 A 바이러스 RNA는 그것의 재생에 필요한 유전자들을 포함하며, 상기 필수적 유전자 중 하나를 혈구응집소 (hae

magglutinin)라 칭한다. 이 유전자의 길이는 약 1756 뉴클레오타이드이며, 상기 뉴클레오타이드는 분자의 5' 말단에

서부터 번호 매겨진다.
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도 1은 본 검출 키트에 의한 H5 바이러스 검출의 전과정을 보여주는 것이다. 도 1에서 보여지는 바와 같이, 우선, 단

일 가닥의 RNA 분자 형태인 표적 H5 바이러스 핵산 분자를 생물학적 샘플로부터 추출한다. 양립 가능한 생물학적 샘

플 유형은 혈액, 혈청/혈장, 말초혈 단핵세포/말초혈 백혈구(peripheral blood mononuclear cells/peripheral blood 

lymphocytes, PBMC/PBL), 타액, 소변, 분변, 인두 면봉 스와브(throat swabs), 피부 상처 스와브(dermal lesion sw

abs), 뇌척수액(cerebrospinal fluids), 경부 도말 표본(cervical smears), 농즙 샘플, 식품 기질(food matrices), 및 

뇌, 비장 및 간을 포함하는 신체의 다양한 부분의 조직을 포함할 수 있다. 열거되지 아니한 다른 샘플도 역시 적용 가

능하다. 본 발 명의 검출 키트의 핵산 추출 과정은 분리 시약에 의하여 완성된다.

표적 H5 바이러스 RNA 분자를 생물학적 샘플로부터 추출한 후, 샘플 내의 RNA 분자의 양은 검출하기에 충분하지 

못하다. 따라서, H5 바이러스 RNA 분자의 일부분을, 예컨대, NASBA와 같은, 적절한 증폭 기술에 의하여 표적 핵산 

분자로 복제한다. 그리고 나서, 표적 핵산 분자를 적절한 방법으로 검출한다.

본 발명의 검출 키트의 전체적인 과정을 설명한 후, 이하, 각 과정의 상세한 사항을 설명하고자 한다.

적절한 분리 시약을 생물학적 샘플에 적용함으로써, H5 바이러스 RNA 분자를 생물학적 샘플로부터 분리할 수 있다. 

바람직하게, 분리 시약 전에 용균 시약(lysis agent)을 적용할 수 있다. 예컨대, 용균 버퍼와 같은 용균 시약은 단백질 

및 지질을 용해시키고 생물학적 샘플 내의 단백질을 변성시켜 이들 물질을 샘플에서 보다 용이하게 제거할 수 있도록

하는 역할을 담당한다. 게다가, 용균 시약은 또한 장기간 저장 목적을 위하여 RNA 분자를 안정화시키기 위한 버퍼로

서 역할을 할 수 있다. 도 2에서 볼 수 있는 바와 같이, RNA 분자는 실온에서 48 시간까지 용균 버퍼내에서 안정할 수

있으며, -70 ℃에서 무기한 저장될 수 있다. 이와 같이 함으로써 이러한 공정의 수행에 적절하지 못한 샘플링 장소에

서 분석을 수행하지 않아도 된다는 장점이 있다.

적절한 용균 버퍼의 예는 5M 구아니딘 티오시아네이트(guanidine thiocyanate) 및 Tris/HCl를 포함한다. 용균 버퍼

는 검출 키트의 발명적 사항을 구성하지 아니하며, 이러한 목적에 적절한 조성은 본 발명이 속하는 기술분야에 잘 알

려져 있다. 따라서, 용균 버퍼의 상세한 조성은 여기서 설명하지 않기로 한다. 본 발명의 검출 키트에는 단백질 및 지

질을 용해시키고, 단백질을 변성시키고, RNA 분자를 안정화시킬 수 있는 서로 다른 조성의 용균 시약이 사용될 수 있

다.

용균 시약을 생물학적 샘플에 적용한 후, 다음 단계는 분리 시약을 사용하여 샘플로부터 핵산 분자를 분리하는 것이

다. 도 3은 검출 키트에 있어서의 전체적인 분리 과정을 보여주는 것이다. 용균 시약을 생물학적 샘플에 적용한 후, 핵

산 (10)은 다른 원하지 않는 성분과 함께 용액 형태로 있다. 그리고 나서, 예컨대, 실리카 (12)와 같은 흡수제(adsorb

ent)를 용액에 첨가하여 핵산 (10)을 흡수시켜, 핵산/실리카 혼합물(14)를 생성시킨다. 그리고 나서, 용액 내의 단백

질, 지질 및 다른 원하지 않는 물질들을, 예컨대, 5M 구아니딘 티오시아네이트 및 Tris/HCl 용액, Tris/HCL 용액, 70

% 에탄올, 또는 아세톤, 또는 이들의 조합과 같은, 적절한 용리액(eluents)으로 세척한다. 상기 혼합물(14)를 충분한 

양의 용리액으로 세척한 후, 실리카(12) 내의 핵산을 원심분리하여 분리한다.

샘플에 포함된 핵산 (12)를 분리한 후, 증폭 시약 (amplification agent)를 핵산 혼합물에 적용하여, 예컨대, NASBA

을 사용하여 H5 바이러스 RNA 분자를 검출 목적으로 복제한다. 증폭을 위하여, 세 개의 정제 및 분리된 DNA 분자를

설계하고, 이들의 프라이머 A 내지 C라고 명명한다.

도 4는, 본 발명에 있어서, NASBA에 의하여 H5 바이러스 RNA의 증폭의 개략적인 다이어그램을 나타낸 것이다. 도

면에 나타낸 바와 같이, 증폭 과정은 프라이머 A (22)를 단일-가닥 RNA 분자인 표적 H5 바이러스 RNA (20)로 어닐

링 (annealing)하는 것으로 시작된다. 프라이머 A (22)는 표적 RNA 분자에 결합 가능하고, RNA 중합효소, 바람직하

게는 박테리오파지 T7 RNA 중합효소의 프로모터를 코딩하는 DNA 서열을 추가적으로 포함하도록 설계한다. 정확한

결합 위치는 시험되는 바이러스의 균주에 따라 달라진다. 결합 부위는 일정 기간 후 변할 수 있다. 프라이머 A의 중요

한 기술적 특징은 여전히 H5 바이러스의 한 부분에 결합할 수 있다는 것이다.

따라서, 프라이머 A (22)는 H5 바이러스 RNA (20)의 적어도 한 부분과 상보적인 DNA 서열을 코딩하는 결합 서열을

포함한다. 본 발명의 목적을 위하여, H5 바이러스 RNA (20) 내에서 결합하기에 적절한 부위는 H5 바이러스의 혈구

응집소 유전자의 뉴클레오타이드 1107 내지 1132 사이의 부분이며, 이 부분은 결합 작용을 위한 최소한의 수의 뉴클

레오타이드를 포함한다는 것이 밝혀졌다. 따라서, 프라이머 A의 결합 서열은 도 6의 SEQ ID NO: 1에 나타난 H5 바

이러스의 혈구응집소 유전자의 뉴클레오타이드 1107 내지 1132 사이의 부위에 상보적인 DNA 서열을 포함하는 것

이 바람직하다. SEQ ID NO: 1는 통례적으로 5'-3' 방향으로 기재되었음을 인지하여야 할 것이다. 그 결과, 바이러스 

유전자에 대한 결합 방향은 '후방(back)'에서 '전방(front)'이다.

선택적으로, H5 바이러스의 혈구응집소 유전자의 뉴클레오타이드 1060 내지 1140 (SEQ ID NO: 2, 도 7) 또는 뉴클

레오타이드 1040 내지 1160 (SEQ ID NO: 3, 도 8)를 프라이머 A (22)에서의 결합 목적을 위하여 사용할 수 있다.
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본 명세서에 보다 상세히 설명될 증폭을 위하여, 프라이머 A (22)는, 예컨 대, 박테리오파지 T7 RNA 중합효소와 같

은 RNA 중합효소의 프로모터를 코딩하는 DNA 서열을 추가적으로 포함한다. 적절한 프로모터 DNA 서열이 SEQ ID 

NO: 4 (도 9)에 나타나 있다. 프로모터 서열은 바람직하게는 결합 서열의 5' 말단에 부착하여, 프라이머 A가 H5 바이

러스 RNA에 결합할 때 결합 서열이 3' 말단에서 신장할 수 있도록 한다. 다른 RNA 중합효소를 사용한다면, 프로모터

서열은 그에 따라서 변경되어야 할 것이다.

프라이머 A가 H5 바이러스 RNA에 결합한 후, 프라이머 A는 프라이머 A의 3' 말단에서 적절한 뉴클레오타이드 존재

하에서, 예컨대, 조류골수아구증 (Avian Myoblastosis) 바이러스-역전사효소(AMV-RT)와 같은 적절한 역전사 효소

의 작용에 의하여 신장된다. 따라서, 다음의 서열을 포함하는 신장된 프라이머 A (24)가 만들어진다:

(a) H5 바이러스 RNA의 일부분과 상보적인 DNA 서열; 및

(b) RNA 중합효소에 대한 프로모터를 코딩하는 DNA 서열.

얻어진 DNA:RNA 하이브리드 (26)의 H5 RNA 부분을 RNase H의 작용에 의하여 제거한다. 이로 인하여, 프라이머 

A (22)의 어닐링 부위로부터 상류(upstream)인 위치에서 프라이머 B (28)를 신장된 프라이머 A (24)로 어닐링할 수 

있게 된다. 따라서, 프라이머 B (28)가 신장된 A (24)에 결합할 수 있도록 하기 위하여, 프라이머 B (28)는 H5 바이러

스 혈구응집소 유전자 서열의 일부분을 코딩하는 제 1 결합 DNA 서열을 포함한다. 바람직하게, 이러한 프라이머 B (

28)의 제 1 DNA 서열은 H5 바이러스의 혈구응집소 유전자의 뉴클레오타이드 914 내지 940 (SEQ ID NO: 5, 도 10)

를 코딩한다. 선택적으로, H5 바이러스 혈구응집소 유전자의 뉴클레오타이드 866 내지 961 (SEQ ID NO: 6, 도 11) 

또는 뉴클레오타이드 846 내지 981 (SEQ ID NO: 7, 도 12)을 사용할 수 있다.

검출 목적을 이루기 위하여, 프라이머 B (28)는 검출 분자의 핵산 서열과 상보적인 제 2 DNA 서열을 추가적으로 포

함할 수 있다. 검출 분자가 증폭된 RNA 분자에 결합할 수 있도록 H5 바이러스의 RNA 서열의 일부분을 코딩하는 DN

A 서열을 포함하는 방식으로 설계되어 있다면, 프라이머 B는 제 2 DNA 서열을 포함할 필요가 없다. 이러한 경우, 프

라이머 B는 단지 제 1 DNA 서열만으로 구성될 수 있다.

선택적으로, SEQ ID NO: 8 (도 13)에 나타난 DNA 서열을 코딩하는 제 2 DNA 서열이 프라이머 B에 포함시킬 수 있

다. 상기 제 2 DNA 서열을 프라이머 B의 결합 서열의 5' 말단에 부착시키는 것이 바람직하다. 다른 검출 핵산 서열이

사용된다면, SEQ ID NO: 8은 변경된다.

프라이머 B (28)를 신장된 프라이머 A (24)로 어닐링시킨 후, 프라이머 B (28)를 AMV-RT의 작용에 의하여 신장된 

프라이머 A (24)의 말단에서 T7 RNA 중합효소 프로모터에 의하여 신장시킨다. 그 결과, 원래 H5 바이러스 RNA 표

적 서열의 이중-가닥 DNA 복제물 (30)이 생산되며, 한 쪽 말단에서 원상태의 T7 RNA 중합효소 프로모터를 코딩하

고, 다른 쪽 말단에서는 H5 바이러스 RNA 서열의 일부분을 코딩한다. 그리고 나서, T7 RNA 중합효소를 이용하여 

이러한 프로모터를 인지함으로써, 원래 H5 바이러스 RNA 서열의 일부분과 상보적인 RNA 서열을 포함하는 표적 RN

A 분자 (32)를 대량으로 생산하도록 할 수 있다.

H5 아형 인플루엔자 A 바이러스의 비-병원성 균주를 측정하기 위하여 프라이머 B를 사용할 수 있다. 병원성 H5 바

이러스를 검출하기 위하여, 프라이머 B 대신에 프라이머 C를 사용한다. 프라이머 C 또한 다음의 DNA 서열을 포함하

는 정제 및 분리된 DNA 분자이다:

- 병원성 H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 및

- 검출 DNA 서열과 상보적인 DNA 서열을 코딩하는 제 2 DNA 서열. 프라이머 B의 경우에서와 같이, 이러한 제 2 D

NA 서열은 단지 선택적 성분이다.

프라이머 C의 기능 및 작용은 표적이 병원성 H5 바이러스라는 것을 제외하고는 프라이머 B와 동일하다.

바람직하게, 프라이머 C의 제 1 DNA 서열은 H5 바이러스의 혈구응집소 유전자의 뉴클레오타이드 1017 내지 1042 

(SEQ ID NO: 9, 도 14)를 코딩한다. 선택적으로, H5 바이러스 혈구응집소 유전자의 뉴클레오타이드 970 내지 1063 

(SEQ ID NO: 10, 도 15) 또는 뉴클레오타이드 950 내지 1083 (SEQ ID NO: ll, 도 16)를 사용할 수 있다.

프라이머 C는 프라이머 A (22)를 갖는 샘플로부터 새롭게 분리된 핵산으로부터 표적 H5 바이러스 RNA를 효율적으

로 복제하지 못한다는 것이 밝혀졌다. 따라서, 프라이머 C는 프라이머 A (22) 및 프라이머 B (28)를 사용하여 H5 바

이러스에 대한 양성 여부를 테스트하는데 있어서 샘플로부터 RNA를 증폭시키는데 적용하는 것이 바람직하다.

증폭 과정의 산물로서 표적 RNA 분자 (32)가 대량으로 생산되며, 이들은 각각 다음의 RNA 서열을 포함한다:
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(a) 원래 H5 바이러스 RNA (병원성 또는 비-병원성)의 일부분과 상보적인 RNA 서열; 및

(b) 프라이머 B 또는 C가 대응 제 2 DNA 서열을 포함하고 있는 경우, 검출 분자의 핵산 서열과 상보적인 RNA 서열.

본 발명의 특정 구체예의 표적 RNA 분자 (32)는 T7 RNA 중합효소에 대한 프로모터를 코딩하는 RNA 서열을 추가적

으로 포함하며, 이는 T7 RNA 중합효소에 의한 증폭 과정 동안에 자동적으로 포함된다. 그러나, 이러한 RNA 서열의 

단편은 검출 단계에서 아무 기능도 하지 않을 수 있다.

표적 RNA 분자 (32)의 검출이 도 5에 나타나 있다. 표적 RNA 분자 (32)는, 예컨대, 검출 프로브 (40)과 같이, 신호를

발생시킬 수 있는 검출 분자와 결합함으로써 검출될 수 있다. 상기 신호는 검출 프로브 (40)에 부착된 신호 발생 물질

(41)로부터 발생할 수 있다. 도 5에 나타난 바와 같은 바람직한 특정 구체예에 있어서, 신호 발생 물질 (41)은 루테늄

-바이피리딘 착물 (ruthenium-bipyridine complex, [Ru(bpy)  3 ] 
 2+ )이다. 선택적으로, 상기 신호 발생 물질 (41)

은 방사성 분자 (예컨대,  32 P), 화학발광 분자 (예컨대, 루시페린/루시페라아제), 형광 물질 (예컨대, 플루오레세인), 

효소 분자 (예컨대, 알칼라인 포스파타아제, 고추냉이(horseradish) 퍼옥시다아제), 또는 다른 전기화학발광 분자 (el

ectrochemiluminescence molecules)일 수 있다.

프라이머 B 또는 C가 검출 DNA 서열과 상보적인 대응 제 2 DNA 서열을 포함하는 경우, 표적 RNA 분자 (32)는 검출

분자의 핵산 서열과 상보적인 RNA 서열을 포함한다. 이와 같은 설계를 사용함으로써, 상업적으로 이용 가능한 검출 

분자를 사용할 수 있다는 장점이 있다.

프라이머 B 또는 C가 단지 H5 바이러스 혈구응집소 유전자 서열의 일부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열만으로 구성되

는 경우, 새로운 검출 분자가 필요하다. 이러한 경우, 검출 분자는 다음을 포함할 수 있다:

■ 표적 RNA 분자 (32)에서 코딩되는 서열과 상보적인 H5 바이러스 RNA 서열의 일부분을 코딩하는 핵산 서열; 및

■ 신호 발생 물질.

표적 RNA 분자 (32)는 원래 샘플에 포함된 증폭되지 않은 핵산, 프라이머 A, B, 및 C, 미반응 뉴클레오타이드, 및, 가

장 중요하게, 비결합 검출 분자를 포함하여 원하지 않는 다른 성분들과 함께 혼합되어 있다. 따라서, 예컨대, 포획 프

로브 (capture probe, 42)와 같은 포획 분자에 의하여 표적 RNA 분자 (32)를 고정화시켜서, 원하지 않는 성분들을 

씻어낼 수 있다. 포획 프로브 (42)는 표적 RNA 분자 (32)에 결합할 수 있다. 이와 같은 결합은 표적 RNA 분자 (32)에

서 코딩되는 서열과 상보적인 H5 바이러스 RNA 서열의 일부분을 코딩하는 핵산 서열을 포함함으로써 가능하다. 상

기 포획 프로브 (42)는 또한 고정화 물질 (immobilizer, 44)에 부착되어 있으며, 이 고정화 물질은 표적 RNA 분자 (3

2)를 고정화시켜 원하지 않는 다른 성분들을 씻어버릴 수 있게 한다. 도 5에 나타난 고정화 물질 (44)은 작업 전극 (w

orking electrode)에 부착할 수 있는 자기(magnetic) 입자이다. 예컨대, 다수의 포획 프로브 (42)가 부착되어 있는 폴

리머 조각과 같은, 다른 고정화 물질들을 사용할 수 있다.

검출 프로브의 서열은 말단이 프라이머 A 및 B 또는 프라이머 A 및 C에 의하여 정의된 RNA 증폭 산물의 임의의 부

위와 상보적일 수 있다. 그러나, 검출 프로브 서열은 증폭된 RNA와 포획 프로브와의 상호작용에 영향을 미치고 상기 

상호작용은 검출 프로브의 서열에 영향을 미치기 때문에, 검출 프로브 서열은 상호포획 프로브의 서열과 중복될 수 

없다.

도 5에 나타난 바와 같이, 표적 RNA 분자를 검출 프로브 (40)과 함께 고정화시킬 수 있다. 따라서, 포획 프로브 (42)

의 상기 혼합물에의 첨가 시간에 대한 제한은 없을 수 있다. 포획 프로브 (42)를 세척 단계 전에만 첨가한다면, 포획 

프로브 (42)를 검출 프로브 (40)의 첨가 전 또는 후에 첨가할 수 있다.

현재 프라이머 A, B, C 및 포획 프로브의 핵산 서열이 알려져 있으므로, 대응 상보적 DNA 분자의 합성은 이 발명이 

속하는 기술 분야의 통상의 지식을 갖는 자가 용이하게 수행 할 수 있는 것이다. 이러한 상보적 DNA 분자를 프라이머

A, B, C 및 포획 프로브의 합성에 있어서 주형으로 사용할 수 있다.

도면의 간단한 설명

이하, 본 발명의 바람직한 구체예를 다음의 도면을 참조하여 설명할 것이다:

도 1은 본 발명의 키트에 의한 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출의 전과 정의 플로우 차트를 보여주는 것이다
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도 2는 본 발명의 검출 키트를 사용하여 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스를 검출하기 위한 상세한 과정을 보여주는 

것 이다.

도 3은 생물학적 샘플로부터 바이러스 RNA 분자를 분리하는 것을 보여주는 것이다.

도 4는 두 개의 DNA 분자, 프라이머 A 및 B를 사용하여 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 RNA의 일부분을 증폭시키

는 것을 보여주는 것이다.

도 5는 증폭된 RNA 분자가 검출 프로브에 결합하는 동안에 상기 RNA 분자를 고정화시키는 것을 보여주는 것이다.

도 6 내지 19는 각각 본 발명에 있어서의 SEQ ID NO: 1 내지 14의 핵산 서열을 보여주는 것으로, 이들은 증폭 및 검

출을 위하여 검출 키트의 DNA 분자에 사용된다.

실시예

이하, 다음과 같은 비-제한적인 실시예들에 의하여 본 발명을 설명한다. 본 발명의 범위에서 벗어나지 않고 다음의 

실시예 및 과정을 다양하게 변경하고 변형시킬 수 있다는 것을 인식하여야 한다. 띠리서, 다음의 실시예는 단지 예시

를 위한 것으로 이해되어야 하며, 어떠한 의미로도 제한적으로 이해되어서는 아니된다.

본 실시예의 검출 키트의 상세한 성분들은 다음에 열거된 바와 같다:

A. 용균 버퍼

■ 50 x 0.9 ml 용균 버퍼 (5M 구아니딘 티오시아네이트, 트리톤 X-100, Tris/HCl)

B. 핵산 분리 성분

■ 5 x 22 ml 세퍽 버퍼 (5M 구아니딘 티오시아네이트, Tris/HCl)

■ 5 x 0.8 ml 실리카 (염산-활성화 실리콘 이산화물 입자)

■ 5 x 1.5 ml 용리 버퍼 (Tris/HCl)

C. 핵산 증폭 성분

■ 5 x 60 ㎕ 효소 용액 (소 혈청 알부민에 의하여 안정화된 T7 RNA 중합효소, 조류골수아구증 바이러스-역전사효

소 (AMV-RT), RNase-H)

■ 5 x 10 mg 시약구 (Reagent spheres) (뉴클레오타이드, 디티오트레이톨 (dithiothreitol) 및 MgCl2와 함께 동결

건조된 구). 실라카겔 건조제와 함께 호일 백에 담겨있음

■ 1 x 0.6 ml 시약구 희석액 (Tris-HCI, 45% DMSO)

■ 1 x 1.6 ml KC1 용액

■ 1 x 70 ㎕ H5-프라이머 혼합물

D. 핵산 검출 성분

■ 1 x 0.9 ml 유전자 ECL 검출 프로브 (루테늄-표지된 DNA 올리고뉴클레오타이드 보존제: 5 g/L 2-클로로아세트

아미드)

■ 1 x 0. 7 ml H5-포획 프로브 (비오틴화(Biotinylated)-올리고뉴클레오타이드 보존제: 5 g/L 2-클로로아세트아미

드)

■ 2 x 1.7 ml 기구 기준 용액(Instrument Reference Solution, 루테늄-표지 된 상자성 비드)



공개특허 특2003-0045106

- 9 -

상기 열거된 물질들은 50 테스트 반응을 위하여 사용하기 위한 것이다.

본 테스트 반응에 사용될 검출 키트에 포함되지 않은 이미 입수 가능한 물질들은 다음의 열거하는 바와 같다:

물질 출처

70% (v/v) 에탄올 (96-100% (v/v) 에탄올로부터 제조, ACS 등급); 희석을 위하여 뉴클에아제-무

함유 물 사용

Merck 1.0098

3

아세톤, 분석 등급 SIGMA A4206

RNase-무함유 물의 제조를 위한 디에틸피로카보네이트 SIGMA D5758

시약 제조

A.  용균 버퍼

■ 방출 과정을 시작하기 전에 용균 버퍼를 37 ℃에서 30 분 동안 예열시킴.

■ 배양 동안 10 분마다 용균 버퍼 바이알을 혼합하여 모든 결정이 완전히 용해될 수 있도록 함.

■ 용균 버퍼를 실온에서 냉각시킴.

■ 용균 버퍼에 과다한 열 또는 빛을 억제함.

B.  핵산 분리 시약

■ 모든 시약들을 사용 전에 실온에 놓아둠.

■ 시약의 재사용: 10 개 이하의 샘플을 분석하는 경우, 남은 분리 시약을 2 주까지 -20 ℃에서 보관할 수 있다.

1. 세척 버퍼

■ 분리 과정을 시작하기 전에 세척 버퍼를 37 ℃에서 30 분 동안 예열시킴.

■ 배양 동안 10 분마다 세척 버퍼 바이알을 혼합하여 모든 결정이 완전히 용해될 수 있도록 함.

■ 세척 버퍼를 실온에서 냉각시킴.

■ 세척 버퍼에 과다한 열 또는 빛을 억제함.

C.  핵산 증폭 시약

■ 모든 시약들을 사용 전에 실온에 놓아둠.

■ 시약의 재사용: 재구성된 시약구 및 미사용 효소 용액은 -70 ℃에서 보관시 2 주일 이내에 재사용 할 수 있다. 다

른 증폭 시약은 미사용 부분을 -20 ℃에서 보관하는 경우 모두 재사용 가능하다.

1. 시약구/KCl 용액의 제조

■ 시약구 희석액 80 ㎕을 동결건조된 시약구에 첨가하고 즉시 충분히 볼텍스한다. 원심분리는 하지 않는다.

■ KCl 용액 30 ㎕를 희석된 시약구에 첨가하고 볼텍스한다.

2. 표적 RNA-특이적 프라이머 용액의 제조
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■ 상기 시약구/KCl 용액 110 ㎕를 새 시험관에 넣고 H5-프라이머 혼합물 10 ㎕를 첨가한다. 볼텍싱하여 충분히 혼

합한다. 원심분리는 하지 않는다.

3. 효소 용액

■ 효소 용액을 실온에 놓아두고 시험관을 손가락으로 가볍게 치면서 천천히 혼합한다. 효소를 함유하는 모든 용액은

볼텍스하지 않는다. 시험관 내용물을 사용 전에 원심분리한다.

D.  핵산 검출 시약

■ 미사용 시약을 2 내지 8 ℃에서 보관하는 경우 검출 시약을 재사용할 수 있다.

1. 포획 프로브 및 검출 프로브

■ 미리 상자성 비드와 결합된 H5-포획 프로브와 함께 키트 내 일반적인 검출 프로브를 사용하여 특정 RNA 증폭물(

amplicons)의 검출을 수행한다.

2. H5 RNA 혼성물 용액 (hybridisation solution)

■ H5-포획 비드를 불투명한 용액이 형성될 때까지 볼텍스한다.

■ N H5 RNA-특이적 반응에 관하여:

새 시험관에 H5 RNA-특이적 포획 비드 (N+2) x 10 ㎕ 첨가

일반적인 ECL 프로브 (N+2) x 10 ㎕ 첨가

■ 혼성물 용액을 사용하기 전에 볼텍스한다.

생체외(   in vitro   ) RNA 증폭

A. 핵산 방출 및 분리

1. 핵산 방출을 시작하기 전에 용균 버퍼 시험관을 30 분동안 예열시키고 일정하게 볼텍스한다.

2. 용균 버퍼 시험관을 10,000 x g에서 30 초 동안 원심분리한다.

3. 표적 RNA 100 ㎕를 용균 버퍼 시험관에 첨가하고 볼텍스한다.

용균 버퍼에 시료를 저장할 수 있다:

-70 ℃에서는 무기한

2 내지 8 ℃에서는 14 일까지

25 ℃에서는 48 시간까지

4. 실리카 현탁액을 볼텍스하고 각각의 RNA/용균 버퍼 샘플 시험관에 50 ㎕씩 첨가한다.

5. RNA/용균 버퍼/실리카 시험관을 실온에서 10 분동안 배양한다 (바닥에 침전되는 것을 방지하기 위하여 2 분마다 

시험관을 볼텍스한다).

6. RNA/용균 버퍼/실리카 시험관을 10,000 x g에서 30 분동안 원심분리한다.

7. 상청액을 조심스럽게 제거하고 (펠렛은 손상시키지 않는다) 세척 버퍼 1 ㎕를 각각의 시험관에 첨가한다.

8. 펠렛이 완전하게 재현탁될 때까지 시험관을 볼텍스한다.
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9. 시험관을 10,000 x g에서 30 초동안 원심분리한다.

10. 단계 (7) 내지 (9)를 반복한다

■ 세척 버퍼를 사용하여 한 번

■ 70 % 에탄올을 사용하여 두 번

■ 아세톤을 사용하여 한 번.

ll. 마지막 세척 단계 후, 100 ㎕ 피펫을 사용하여 모든 잔존 아세톤을 조심스럽게 제거한다.

12. 개구 시험관 내의 실리카 펠렛을 56 ℃에서 10 분 동안 가열대 상에서 건조시킨다.

13. 건조되었을 때, 용리 버퍼 50 ㎕을 각각의 시험관에 첨가한다.

14. 펠렛이 완전히 재현탁될 때까지 시험관을 볼텍스한다.

15. 재현탁된 실리카를 56 ℃에서 10 분 동안 배양하고 핵산을 용리시킨다 (5 분 후에 시험관을 볼텍스함).

16. 시험관을 10,000 x g로 2 분동안 원심분리한다.

17. 각각의 핵산 상청액 5 ㎕를 새 시험관에 옮기고, 1 시간 이내에 증폭 반응을 개시한다.

B. 핵산 증폭

1. 각각의 H5 RNA 반응을 위하여, 핵산 추출물 5 ㎕를 새 시험관으로 피펫팅한다.

2. H5 RNA-특이적 증폭 용액 10 ㎕을 첨가한다. 사익 증폭 용액은 비-병원성 H5 바이러스 검출을 위한 프라이머 A

및 B를 함유한다.

3. 시험관을 가열대에서 65 ℃로 5 분 동안 배양한다.

4. 시험관을 가열대에서 41 ℃로 5 분 동안 냉각시킨다.

5. 효소 용액 5 ㎕를 첨가하고 시험관을 손가락으로 가볍게 두드리면서 충분히 혼합한다.

6. 즉시 시험관을 시험관을 10 분 동안 41 ℃에 되돌려 놓는다.

7. 시험관을 간단하게 원심분리하고 이들을 수조에서 온도를 41 ℃로 하여 90 분 동안 배양한다.

8. 이제 증폭 산물의 검출을 수행한다. 선택적으로, 증폭 산물을 -20 ℃에서 1 달 동안 저장할 수 있다.

9. 비-병원성 H5 바이러스의 존재에 대한 결과가 양성인 경우, 상기 단계 2 내지 8을 반복하여 병원성 H5 바이러스

의 검출을 위한 프라이머 A 및 C를 함유하는 증폭 용액을 증폭 산물 상에 적용시킬 수 있다.

C. 핵산 검출

1. 혼성물 용액을 불투명해질 때까지 볼텍스한다. 표적 RNA 혼성물 20 ㎕를 각각의 혼성물 시험관에 첨가한다.

2. 증폭 반응에 대하여:

■ H5 RNA 증폭 반응물 5 ㎕ 첨가.

■ 혼성물 시험관을 접착 테이프로 봉한다.

■ 불투명한 용액이 형성될 때까지 혼성물 시험관을 혼합한다.
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3. 접착 테이프를 사용하여 혼성물 시험관을 봉한다. 이는 증발 및 오염을 방지하기 위한 것이다.

4. 혼성물 시험관을 41 ℃에서 30 분 동안 배양한다.

5. 분석 버퍼 300 ㎕를 각가그이 혼성물 시험관에 첨가한다.

이상으로 상기 샘플은 적절한 검출 장비에 의하여 H5 바이러스의 존재 여부를 검출하기 위한 준비가 되었다. 본 실시

예에서의 검출은 광전자증배관 (photomultiplier tube)이 장착된 적절한 시스템 상에서 수행한다.

H5 바이러스 검출 결과를 다음의 표에 나타내었다. 상기 결과는 유전자 분석기 (Perkin Elmer ABI 310 Genetic An

alyzer)를 사용하여 DNA 서열을 분석함으로써 확인한다.

[표 1]

프라이머 A 및 B를 사용하는 검출 키트에 의한

비-병원성 H5 바이러스의 검출 결과

사례/샘플 no.

H5 아형 검출

검출 가능한 수 분류 결과

258/97 4229 양성

977/97-2 6961 양성

1000/97 33835 양성

1258/97-2 2500 양성

1258/97-3 2400 양성

1258/97-4 10494 양성

1258/97-5 3089 양성

1258/97-9 4883 양성

1258/97-10 프로토콜 최적화

437/9-4 5165 양성

437/99-6 22200 양성

37/99-8 5142 양성

437/99-10 511 양성

음성 대조군 1 1 음성

음성 대조군 2 1 음성

음성 대조군 3 35 음성

[표 2]

프라이머 A 및 C를 사용하는 검출 키트에 의한

병원성 H5 바이러스의 검출 결과

사례/샘플 no.

H5 병원성 검출

검출 가능한 수 (x 10  3 ) 분류 결과

258/97 11800 양성

977/97-2 5300 양성

1000/97 23100 양성

1258/97-2 61800 양성

1258/97-3 85100 양성
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1258/97-4 68400 양성

1258/97-5 15800 양성

1258/97-9 5400 양성

1258/97-10 프로토콜 최적화

437/99-4 48400 양성

437/99-6 27100 양성

37/99-8 21100 양성

37/99-10 11600 양성

음성 대조군 1 1 음성

음성 대조군 2 3 음성

음성 대조군 3 2 음성

상기 실시예에 나타난 바와 같이, 검출 키트는 농장을 포함하여 다양한 테스팅 장소에서 통상적으로 사용될 수 있음

을 알 수 있다. 또한, 검출 키트는 기존의 방법보다 상대적으로 사용하기에 보다 용이하고, 검출 결과를 보다 단시간 

내에 제공할 수 있다 - 원한다면, 하루 이내에 검출 결과를 얻을 수 있다 -. 이것은 RNA에 기초하는 검출 시스템이기

때문에, 특이성 및 감도를 향상시킬 수 있으며 - 검출 키트는 H5 바이러스에 특이적이고, 바이러스가 검출을 위한 표

적 분자로 복제될 것이므로 샘플 내의 H5 바이러스의 농도는 더이상 중요하지 않다.

프라이머, 검출 프로브 및 포획 프로브가 RNA 분자 형태로서도 또한 사용 가능하다는 것은 이 발명이 속하는 분야의 

통상의 지식을 가진 자에게 자명할 것이다. DNA 분자는 안정성의 이유에서 바람직하다.

본 발명의 바람직한 구체예가 상기 단락에 기재되었지만, 본 발명의 변형 또는 선택적인 편집이 가능하고, 이와 같은 

변형 및 편집은 여전히 하기의 청구의 범위에 나타난 본 발명의 범위 내라는 것은 본 발명이 속하는 기술분야의 통상

의 지식을 가진 자에게 명백한 것이다. 게다가, 본 발명의 구체예는 단지 실시예 또는 도면에 의하여 제한적으로 해석

되어서는 아니된다.

리스트 1

참조 번호 설명

10 샘플 내 핵산

12 실리카

14 핵산/실리카 혼합물

20 H5 바이러스 RNA

22 프라이머 A

24 신장된 프라이머 A

26 신장된 프라이머 A (DNA) : H5 바이러스 RNA 하이브리드

28 프라이머 B

30 H5 바이러스의 이중-가닥 DNA 복제물

32 표적 RNA 분자

40 검출 프로브

41 신호 발생 물질

42 포획 프로브

44 고정화 물질

(57) 청구의 범위
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청구항 1.
- 생물학적 샘플로부터 H5 바이러스의 RNA 분자를 분리하기 위한 분리 시약;

- 다음을 포함하는 표적 분자의 복제를 위한 핵산 복제 시약:

■ H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 핵산 서열; 및

■ 검출 분자와 결합하기 위한 핵산 서열;

- 상기 검출 분자를 포함하는 표적 분자의 검출을 위한 핵산 검출 시약을 포함하는, 생물학적 샘플에서의 비-병원성 

또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 2.
제 1 항에 있어서, 생물학적 샘플에서 핵산을 안정화시키기 위한 용균 시약을 추가적으로 포함하는, 비-병원성 또는 

병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 3.
제 1 항에 있어서, 상기 표적 분자가 RNA 분자인, 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키

트.

청구항 4.
제 1 항에 있어서, 상기 핵산 복제 시약이 정제 및 분리된 제 1 DNA 분자를 포함하고, 상기 정제 및 분리된 제 1 DNA

분자가

- H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 결합하기 위한 제 1 DNA 서 열; 및

- RNA 중합효소의 프로모터 DNA 서열을 코딩하는 제 2 DNA 서열을 포함하고, 상기 정제 및 분리된 제 1 DNA 분

자가 H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분에 결합할 때, 효소 및 DNA 뉴클레오타이드의 존재하에서 상기 정

제 및 분리된 제 1 DNA 분자가 신장하여

- H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 DNA 서열; 및

- RNA 중합효소의 프로모터 DNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하는 DNA 서열을 생성하는 비-병원성 또는 병

원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 5.
제 4 항에 있어서, 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 1, 2, 또는 3에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는, 

비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트

청구항 6.
제 4 항에 있어서, 상기 RNA 중합효소가 박테리오파지 T7 RNA 중합효소이고, 상기 제 2 DNA 서열이 SEQ ID NO: 

4에 나타난 DNA 서열을 코딩하는, 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 7.
제 4 항에 있어서, 상기 핵산 복제 시약이 정제 및 분리된 제 2 DNA 분자를 포함하며, 상기 제 2 DNA 분자는,

- 비병원성 또는 병원성 H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 및

- 검출 분자에 결합하기 위한 DNA 서열을 코딩하는 제 2 DNA 서열을 포함하고,

상기 정제 및 분리된 제 2 DNA 분자가 비-병원성 또는 병원성 H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 성보적

인 DNA 서열을 포함하는 DNA 분자와 결합할 때, 상기 정제 및 분리된 제 2 DNA 서열은 효소 및 DNA 뉴클레오타이

드의 존재하에서 신장하여.

- 비-병원성 또는 병원성 H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 DNA 서열; 및
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- 검출 분자와 결합하기 위한 DNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하는 DNA 서열을 생성하는, 비-병원성 또는 

병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 8.
제 7 항에 있어서,

- 상기 H5 바이러스가 비-병원성이고;

- 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 5, 6, 또는 7에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는, 비-병원성 또는 

병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 9.
제 7 항에 있어서,

- 상기 H5 바이러스가 병원성이고;

- 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 9, 10, 또는 11에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는, 비-병원성 또는

병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 10.
제 7 항 내지 제 9 항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 제 2 DNA 서열이 SEQ ID NO: 8에 나타난 DNA 서열을 코딩하는

, 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 11.
제 4 항에 있어서, 상기 핵산 복제 시약이 SEQ ID NO: 5, 6, 7, 9, 10 또는 11에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코

딩하는 제 1 DNA 서열로 이루어진 정제 및 분리된 제 2 DNA 분자를 포함하는, 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인

플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 12.
제 1 항에 있어서, 상기 핵산 검출 시약이,

■ 표적 분자와 결합하기 위한 H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 및

■ 고정화 물질(immobilizer)를 포함하는 정제 및 분리된 DNA 분자를 추가적으로 포함하여, 상기 정제 및 분리된 D

NA 분자에 결합함으로써 상기 표적 분자가 고정화되는, 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검

출용 키트.

청구항 13.
제 12 항에 있어서, 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 12, 13, 또는 14에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하

는, 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 14.
제 12 항에 있어서, 상기 검출 분자가

■ 표적 분자와 결합하기 위한 H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 및

■ 신호 발생물질을 포함하고,

상기 검출 분자 및 정제, 분리된 DNA 분자가 표적 분자의 서로 다른 부분에 결합하는, 비-병원성 또는 병원성 H5 아

형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트.

청구항 15.
- H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분에 결합하기 위한 제 1 DNA 서열; 및

- RNA 중합효소의 프로모터 DNA 서열을 코딩하는 제 2 DNA 서열을 포함하는 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보

적 DNA 분자로서, 정제 및 분리된 제 1 DNA 분자가 H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분에 결합할 때 효소 

및 DNA 뉴클레오타이드의 존재하에서 상기 정제 및 분리된 DNA 분자가 신장하여
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- H5 바이러스의 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 DNA 서열; 및

- RNA 중합효소의 프로모터 DNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하는 DNA 서열을 생성하는 정제 및 분리된 D

NA 분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 16.
제 15 항에 있어서, 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 1, 2, 또는 3에 냐타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는, 

정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 17.
제 15 항에 있어서, 상기 RNA 중합효소가 박테리오파지 T7 RNA 중합효소이고, 상기 제 2 DNA 분자가 SEQ ID NO:

4에 나타난 DNA 서열을 코딩하는, 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 18.
- 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 

및

- 검출 분자에 결합하는 DNA 서열을 코딩하는 제 2 DNA 서열을 포함하는 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 D

NA 분자로서, 상기 정제 및 분리된 DNA 분자가 비-병원성 또는 병원성 H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분과 

상보적인 DNA 서열에 결합할 때, DNA 상기 정제 및 분리된 DNA 서열은 효소 및 DNA 뉴클레오타이드의 존재하에

서 신장하여

- 비-병원성 또는 병원성 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 DNA 서열; 및

- 검출 분자에 결합하는 DNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하는 DNA 서열을 생성하는, 정제 및 분리된 DNA 

분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 19.
제 18 항에 있어서,

- 상기 H5 바이러스가 비-병원성이고;

- 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 5, 6, 또는 7에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는, 정제 및 분리된 D

NA 분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 20.
제 18 항에 있어서,

- 상기 H5 바이러스가 병원성이고;

- 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 9, 10 또는 11에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는, 정제 및 분리된 

DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 21.
제 18 항 내지 제 20 항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 제 2 DNA 서열이 SEQ ID NO: 8에 나타난 DNA 서열을 코딩

하는, 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 22.
SEQ ID NO: 5, 6, 7, 9, 10 또는 11에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는 제 1 DNA 서열로 구성되는 정제 

및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 23.
- H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 핵산 서열을 포함하는 표적분자에 결합

하기 위하여 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 및

- 고정화 물질을 포함하고,
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상기 표적 분자는 상기 정제 및 분리된 DNA 분자에 결합함으로써 고정화되는, 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보

적 DNA 분자.

청구항 24.
제 23 항에 있어서, 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO:12, 13 또는 14에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하

는, 정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 25.
- H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 핵산 서열을 포함하는 표적분자에 결합

하기 위하여 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 및

- 신호 발생 물질을 포함하고,

상기 표적분자가 상기 정제 및 분리된 DNA 분자와 결합할 때 상기 표적 분자로부터 상기 신호 발생 물질이 발생하는,

정제 및 분리된 DNA 분자 또는 상보적 DNA 분자.

청구항 26.
- H5 바이러스의 RNA 분자가 분리 시약에 의하여 생물학적 샘플로부터 분리 되고;

- 표적 분자가 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자들을 포함하는 핵산 복제 시약에 의하여 복제되고, 이 때, 상기 

표적분자는:

■ H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 핵산 서열; 및

■ 검출 분자에 결합하기 위한 핵산 서열을 포함하고;

- 상기 표적 분자를 검출 분자를 포함하는 핵산 검출 시약에 의하여 검출하는, 생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루

엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도.

청구항 27.
제 26 항에 있어서, 핵산을 안정화시키기 위한 용균 시약을 H5 바이러스의 RNA 분자를 분리하기 전에 상기 생물학

적 샘플에 적용하는, 생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 

분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도.

청구항 28.
제 26 항에 있어서, 상기 표적 분자가 RNA 분자인, 생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키

트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도.

청구항 29.
제 26 항에 있어서, 상기 정제 및 분리된 제 1 DNA 분자가

- H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분과 결합하기 위한 제 1 DNA 서열; 및

- RNA 중합효소의 프로모터 DNA 서열을 코딩하는 제 2 DNA 서열을 포함하고,

상기 정제 및 분리된 제 1 DNA 분자가 H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분에 결합할 때, 상기 정제 및 분리된 

제 1 DNA 분자가 효소 및 DNA 뉴클레오타이드의 존재하에서 신장하여

- H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인 DNA 서열; 및

- RNA 중합효소의 프로모터 DNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하는 DNA 서열을 생성하는, 생물학적 샘플에

서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도

.

청구항 30.
제 29 항에 있어서, 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 1, 2, 또는 3에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는, 

생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 
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DNA 분자의 용도.

청구항 31.
제 29 항 또는 제 30 항에 있어서, 상기 RNA 중합효소가 박테리오파지 T7 RNA 중합효소이고, 상기 제 2 DNA 서열

이 SEQ ID NO: 4에 나타난 DNA 서열을 코딩하는, 생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키

트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도.

청구항 32.
제 26 항에 있어서, 핵산 복제 시약이

- 비-병원성 또는 병원성 H5 바이러스 RNA의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 및

- 검출 분자와 결합하기 위한 DNA 서열을 코딩하는 제 2 DNA 서열을 포함하는 정제 및 분리된 제 2 DNA 분자를 

포함하고,

상기 정제 및 분리된 제 2 DNA 분자가 비-병원성 또는 병원성 H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분과 상보적인

DNA 서열을 포함하는 DNA 분자와 결합할 때, 상기 정제 및 분리된 제 2 DNA 분자가 효소 및 DNA 뉴클레오타이드

의 존재하에서 신장하여

- 비-병원성 또는 병원성 H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 DNA 서열; 및

- 검출 분자와 결합하기 위한 DNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하는 DNA 서열을 생성하는, 생물학적 샘플에

서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도

.

청구항 33.
제 32 항에 있어서,

- 상기 H5 바이러스가 비-병원성이고;

- 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 5, 6, 또는 7에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는, 생물학적 샘플에

서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도

.

청구항 34.
제 32 항에 있어서,

- 상기 H5 바이러스가 병원성이고;

- 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 9, 10, 또는 11에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는, 생물학적 샘플

에서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용

도.

청구항 35.
제 32 항 내지 제 34 항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 제 2 DNA 서열이 SEQ ID NO: 8에 나타난 DNA 서열을 코딩

하는, 생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 

제 2 DNA 분자의 용도.

청구항 36.
제 26 항에 있어서, 상기 핵산 복제 시약이 SEQ ID NO: 5, 6, 7, 9, 10 또는 11에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 

코딩하는 제 1 DNA로 구성되는 정제 및 분리된 제 2 DNA 분자를 포함하는. 생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루엔

자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도.

청구항 37.
제 26 항에 있어서, 상기 핵산 검출 시약이

■ 표적 분자와 결합하기 위하여 H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 및
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■ 고정화 물질을 포함하는 정제 및 분리된 DNA 분자를 추가적으로 포함하고,

상기 표적 분자가 상기 정제 및 분리된 DNA 분자와 결합함으로써 상기 표적분자가 고정화되는, 생물학적 샘플에서의

H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도.

청구항 38.
제 37 항에 있어서, 상기 제 1 DNA 서열이 SEQ ID NO: 12, 13 및 14에 나타난 DNA 서열 중 어느 하나를 코딩하는,

생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 

DNA 분자의 용도.

청구항 39.
제 26 항에 있어서, 상기 검출 분자가

■ 표적 분자와 결합하기 위하여 H5 바이러스 RNA 서열의 적어도 한 부분을 코딩하는 제 1 DNA 서열; 및

■ 신호 발생 물질을 포함하고,

상기 검출 분자가 상기 정제 및 분리된 DNA 분자가 표적 분자의 서로 다른 부위에 결합하는, 생물학적 샘플에서의 H

5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 DNA 분자의 용도.

청구항 40.
제 36 항에 있어서, 표적 분자가, 제 34 항에 따른 정제 및 분리된 제 2 DNA 분자를 포함하는 핵산 복제 시약에 의하

여 복제되기 전에, 제 33 항에 다른 정제 및 분리된 제 2 DNA 분자를 포함하는 핵산 복제 시약에 의하여 복제되는, 

생물학적 샘플에서의 H5 아형 인플루엔자 A 바이러스 검출용 키트의 제작에 있어서의 정제 및 분리된 제 1 및 제 2 

DNA 분자의 용도.
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<110>    Hong Kong DNA Chips Limited

<120>    A Kit for Detecting Non-Pathogenic or Pathogenic Influenza A

         Subtype H5 Virus

<130>    9852618

<140>    PCT/CNO1/xxxxx

<141>    2001-09-27
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<150>    00106310.0

<151>    2000-10-05

<160>    14

<170>    PatentIn version 3.1

<210>    1

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    1

tcccctgctc attgctatgg tggta                                               25

<210>    2

<211>    81

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    2

gtatccactc ccctgctcat tgctatggtg gtacccatac caaccatcta ccatgccctg         60

ccatcctccc tctataaaac c                                                   81

<210>    3

<211>    120

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    3

gtggattctt tgtctgcagc gtatccactc ccctgctcat tgctatggtg gtacccatac         60

caaccatcta ccatgccctg ccatcctccc tctataaaac tgctatagct ccaaatagtc        120

                                                                         120

<210>    4

<211>    31

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    4

aattctaata cgactcacta tagggagaag g                                        31

<210>    5

<211>    27

<212>    DNA
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<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    5

tgccattcca caacatacac cccctca                                             27

<210>    6

<211>    96

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    6

actgcaacac caagtgtcaa actccaatgg gggcgataaa ctctagtatg ccattccaca         60

acatacaccc cctcaccatc ggggaatgcc ccaaat                                   96

<210>    7

<211>    136

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    7

aagtgaattg gaatatggta actgcaacac caagtgtcaa actccaatgg gggcgataaa         60

ctctagtatg ccattccaca acatacaccc cctcaccatc ggggaatgcc ccaaatatgt        120

gaaatcaaac agatta                                                        136

<210>    8

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    8

gatgcaaggt cgcatatgag                                                     20

<210>    9

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    9

gagagaagaa gaaaaaagag aggac                                               25

<210>    10

<211>    94

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus
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<400>    10

tcaaacagat tagttcttgc gactggactc agaaataccc ctcaaaggga gagaagaaga         60

aaaaagagag gactatttgg agctatagca ggtt                                     94

<210>    11

<211>    134

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    11

aatgccccaa atatgtgaaa tcaaacagat tagttcttgc gactggactc agaaataccc         60

ctcaaaggga gagaagaaga aaaaagagag gactatttgg agctatagca ggttttatag        120

agggaggatg gcag                                                          134

<210>    12

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    12

ctatttggag ctatagcagg tt                                                  22

<210>    13

<211>    91

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    13

ggactcagaa atacccctca aagggagaga agaagaaaaa agagaggact atttggagct         60

atagcaggtt ttatagaggg aggatggcag g                                        91

<210>    14

<211>    131

<212>    DNA

<213>    Influenza A Subtype H5 Virus

<400>    14

acagattagt tcttgcgact ggactcagaa atacccctca aagggagaga agaagaaaaa         60

agagaggact atttggagct atagcaggtt ttatagaggg aggatggcag ggcatggtag        120

atggttggta t                                                             131
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