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청

청 항 1 

열  1  염  열  루어진, 니  에 특  결합하는 앱타 .

청 항 2 

청 항 1  앱타  포함하는 니   리 또는 검  .

청 항 3 

청 항 1  앱타  포함하는 니   리 또는 검  트.

청 항 4 

청 항 1  앱타 가 고   포함하는 니   리 또는 검  마 어 .

청 항 5 

청 항 1  앱타 가 진 , 니   리 또는 검  컬럼.

청 항 6 

청 항 1  앱타  시료  시 는 단계  포함하는 니   리 또는 검  .

청 항 7 

청 항 6에 어 , 상  시료는 , 양 또는 사  폐  시료  .

 

 술  야

본  니  에 특  결합하는 앱타 에 한 것 다.[0001]

 경  술

내 원 에  생하는 사  폐액  사  염 처리  거쳐 사  질  거한다. 사  염 ,[0003]

 사  질  포함  폐액에  사  질  거하는  여과 처리 ( 과  매질  , 

질  고체  리하는 ), 처리 (  통해   비  질  리하는 ),

리처리 ( 사     리하는 ) 등  다. 사  염 순도   해  공 들  

합하여 사 , 각 공 에 필 한 다양한 비들  처리 비  생하게 . 또한, 각 공 에  가 하게

생하는 여러 폐  나 게   처리하  한 가  비  생하게 다. , 재  사

 염 과  다양한 처리 과 과 다양한 폐  생, 그에 한 처리 비  다.
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한편, 앱타 는 단  가닥 리고뉴 티드 열  갖는 고,  내 수 결합에 해 특  3차원 [0004]

 갖  수 , 러한 3차원  공간   통해 에 특  결합할 수 다. 앱타 는 에

특  에,  앱타 는  질  능  억 할 수 고, 에 결합함  포 내 신  

달 경  차단할 수  에  특  억 하  한 핵산 약  주  아 다. 

앱타 는 SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment)  통해 별  수 다. 앱타[0005]

는 특  3차원  하여 에 결합  수 ,  ,  특 , 합   가지

고  뿐 아니  경  재 는  갖는다. 앱타 는 나 몰(nM) 수  결합  갖는  앱타

 하여 낮  도  지도 포집할 수 다.

행 술 헌

특허 헌

(특허 헌 0001) 한 등 특허 1238297  [0007]

 내

해결하 는 과

본  니  에 특  결합하는 앱타  공하는 것   한다.[0008]

본  니   리 또는 검   공하는 것   한다.[0009]

본  니   리 또는 검  마 어  공하는 것   한다.[0010]

본  니   리 또는 검  컬럼  공하는 것   한다.[0011]

본  니   리 또는 검   공하는 것   한다.[0012]

과  해결 수단

1. 열  1  염  열  루어진, 니  에 특  결합하는 앱타 .[0014]

2.  1  앱타  포함하는 니   리 또는 검  .[0015]

3.  1  앱타  포함하는 니   리 또는 검  트.[0016]

4.  1  앱타 가 고   포함하는 니   리 또는 검  마 어 .[0017]

5.  1  앱타 가 진 , 니   리 또는 검  컬럼.[0018]

6.  1  앱타  시료  시 는 단계  포함하는 니   리 또는 검  .[0019]

7.  6에 어 , 상  시료는 , 양 또는 사  폐  시료  .[0020]

 과

본  앱타  하  니   리 또는 검 할 수 다.[0022]

본  앱타  하여 사  폐액   처리할 수 , 포집  니  재 할 수 다.[0023]

도  간단한 

도 1  SELEX  해 니 에 특  결합하는 앱타  개 하  한 과  도식 한 것 다.[0025]

도 2는 니 -비드 고  원리  도식 한 것 다.

도 3  니  도  한 SPR(Surface Plasmon Resonance)  값  나타낸다.

도 4는 앱타  니  특 (specificity)  거  결과  나타낸다. 0.5 mg/L  NiCl2가 포함  앱타

결합 에 아 것도 지 않  경우 (Ni), (random) 앱타 /비드 복합체   경우(Ni + Con), 그리고

등록특허 10-2378495

- 4 -



LOFA_N3/비드 복합체   경우  결과  했다. Ni: Nickel(니 ), Con: Control, LOFA_N3: 니  특

앱타 . Ni과 비  p-value: *** < 0.001

도 5는 니  특  결합 앱타  2차  나타낸다.

 실시하  한 체  내

하, 본  상  한다.[0026]

본  니  에 특  결합하는 앱타  공한다.[0028]

앱타 (aptamer)  특   질에 택  결합하는 리고뉴 타 드(oligonucleotide) 또는 타[0029]

드(peptide)  미하 , 앱타 는  3차원   식해 결합하는 특징  가지고 다. 앱타

는 고  에   질에 한 결합능  가질 수 다. 또한 생 학  생산  아닌 학  합

 생산하  에  재  고 질 안 도 우수하   가격도 하다는  갖는다. 본 

 앱타 는 통상  술 야에  알 진   것  수 고, 필 에   변  

에 해  것  수 다.

본   앱타 는  열  1  염  열  루어진  것  수  다( 열  1:[0030]

GGTAATACGACTCACTATAGGGAGATACCAGCTTATTCAATTTCCGGTCACGGAGGTAGACTACTGTCGTTGGCGGTGGTCGAGATTGCACTTACTATCT).

본  앱타 는 상  열  1  염  열에  CATTCGGCCTGTGGCATTCGCTTCCTTGGGACGGGCTGTG  동[0031]

하고 니  에 특  결합하는 특  지하는 한, 상  열  1  염  열과 80% 상, 90% 

상, 95% 상, 97% 상 또는 99% 상 상동  가질 수 다.

본  앱타 는 니  에 한 KD 값  30 nM(나 몰) 미만   도  가지는 , 낮  도[0032]

니  도 검  또는 리할 수 다. 체  본  열  1  염 열  루어진 앱타  LOFA-

N3  KD 값  13.3±11.9  낮  도  니  도 검  또는 리할 수 다. 

본  앱타 는 니  에 특  결합할 수 어 니   포함하는 시료  니   검[0033]

 또는 리하는 에 할 수 다.

어 “검 ”  특  질에 한 택   통해 상  특  질  재  하는 든 행 ([0034]

들 ,  변 ,  변  등)  포함하는 것  수 다.

어 “ 리”는 특  질  함 하고 거나 함 하는 것  심 는 상  상  특  질만  별[0035]

도  하는 것  미하 , 상  특  질  상  “ 거”하거나 특  질  “ 수”하여 재사

하는 것  포함한다.

앱타 는  질에 한 결합   안   해, 각 뉴 티드  당 , 체  리보 스[0036]

또는 시리보스가 수식  수 다. 상  수식  당  2' , 3'   4'   

택 는 어느 하나 상  산  원  다  원  한 것  수 다. 수식  는 플루 , O-알킬

, O-알릴 , S-알킬 , S-알릴 , 아미  등  포함  수 다. 상  같  당  변  통상  

 수행  수 다.

앱타 는  질에 한 결합   해, 핵산염 가 변  수 다. 상  핵산염  변  5[0037]

 피리미  변 , 6  린 변 , 8  린 변 , (環外) 아민에  변 , 4-티 우리

, 5-브   또는 5- 드-우리실   등  포함할 수 다.

앱타 는 뉴 아   가수 해  등에 해 내  갖도  산 가 변  수 다.  들 , 상  [0038]

산 는 티 에 트, 티 에 트, 아미 트, 포 아 탈, 3'-아민 등   수 다. 나아가, 상  DNA

앱타 는 3' 말단 또는 5' 말단  변  포함할 수 고, 상  변  핑 나, 티닐, 폴리에틸 리 ,

아미 산, 티드, 핵산, 뉴 시드, 미리스 (myristoyl), 리 릭- (lithocolic-oleyl), 도 사닐

(docosanyl), 우 (lauroyl), 스 아 (stearoyl), 미 (palmitoyl), (oleoyl), 리

(linoleoyl), 지질, 스 드, 스 , , 비타민, 색 , 질, 항암 , 독 , , 사  

질, 비 틴 등  가  것  수 다.

또한, 본  니   리 또는 검   공한다.[0040]
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상  니   리 또는 검   열  1  염 열  루어진, 니  에 특  결합[0041]

하는 앱타  포함할 수 다.

앱타 는 술한  내  것  수 나, 에 한 는 것  아니다.[0042]

앱타 는 색 , 질, 사  동  원  또는 드 등  검 체  지  합체  수 다. 색[0043]

는 시다 , 알  포스 타  또는 산  포스 타  수 고, 질  티 우 아(FTH), 7-아

시쿠마린-3- , 플루 신-5- , 플루 신-6- , 2',7'- 플루 신-5- , 2',7'- 플루

신-6- , 하 드  트 틸 사민-4- , 트 틸 다민-5- , 트 틸 다민-6- , 4,4- 플루

-5,7- 틸-4-보 -3a,4a- 아 -s- 다 -3-에틸 또는  4,4- 플루 -5,7- 닐-4-보 -3a,4a- 아 -s-

다 -3-에틸, Cy3, Cy5, 폴리 L- 신-플루  티 시아 트(FITC), 다민-B- 티 시아

트(RITC), PE(Phycoerythrin) 또는 다민  수 다. 

또한, 앱타 는 앱타 에 특  결합할 수 는 리간드  포함할 수 다. 상  리간드는 색 , [0044]

질, 사  동 원  또는 드 등  검 체  지  합체,  스트 타비  또는 아비  처리  리

간드  수 다. 본  니   리 또는 검   상  술한  같  시약 에도 들

 안 하게 지시 는 수 또는 액   포함할 수 다.

또한, 본  니   리 또는 검  트  공한다.[0046]

상  니   리 또는 검  트는 열  1  염 열  루어진, 니  에 특  결합하[0047]

는 앱타  포함할 수 다.

본 에  니   리 또는 검   포함하는 트는 에 포함 는 앱타  척 나 복[0048]

합체  리 등과 같  후 단계  하게 하  해 고  질에 결합  수 다. , 고  질 는 합

수지, 니트 룰 스, 리 , , 리 , 미 체 또는 미 비드가 사  수 다. 또한,

합 수지 는 폴리에스 , 폴리염 비닐, 폴리스티 , 폴리프 필 , PVDF 또는 나  등  사  수 다.

또한, 상  트는 당업 에게 알 진  에 해  수 , , 안 ,  단[0049]

질 등   포함할 수 다. 상  트는 시약  양  탐색하  해 검 체  착  질   검

함  수행 는  또는 검 체  착  사  동 원  사  검 함  수행 는 사

 통한 고  스 리닝(high throughput screening, HTS) 시스 , 검 체  지 없   플 몬

공  변  실시간  하는 SPR(surface plasmon resonance)  또는 SPR 시스  상 하여 하

는 SPRI(surface plasmon resonance imaging)  할 수 다.

상  니   리 또는 검  트는 열  1  염 열  루어진 앱타  포함함  니  [0050]

 포함하는 시료  니   검  또는 리하는 에 할 수 다.

어 “검 ”  “ 리”는 술한  내  것  수 나, 에 한 는 것  아니다.[0051]

또한, 본  니   리 또는 검  마 어  공한다.[0053]

상  니   리 또는 검  마 어 는 열  1  염  열  루어진 앱타 가 고[0054]

 포함할 수 다.

앱타 , 어 “ 리”  어 “검 ”  술한  내  것  수 나, 에 한 는 것  아니다.[0055]

어 " "  본  DNA 앱타 가 고  수 는 고체 지지체 , DNA 앱타 가 고  수 는 태[0056]

 특별  그  한 하지 아니하 , 체  마 티  플 트(microtiter plate), 비드(bead),

브 (membrane)  (chip) 등  포함하는 개 다.

상   재는  들어 리, 알루미나, 믹, 탄 , 합  고 , 천연 고 , , , 리, 알루[0057]

미늄 또는 실리  등  수 나, 에 한 는 것  아니다. 또한, 상   브 (membrane) 태

경우 그 재질  니트 룰 스  사 할 수 나, 에 한 는 것  아니다.

앱타  에 고  또는 시  에 앱타  변 시  고  진시 거나 결합  개 시킬[0058]

수 다. 상  변  단독 합체 링(homopolymer tailing); 지 , NH2 , SH  또는 복실  같

 상 한   커플링; 또는 틴, 합  또는 단 질과  커플링;  포함할 수 다. 상

고  학  결합  또는 UV  같  공  결합  에 해 수행  수 다.  들 , 앱타 는 에폭
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시 합  또는 알 하 드  포함하도  변  리 에 결합  수 고, 폴리 신  에  UV

에 해 결합  수 다. 또한, 앱타 는 에틸 리  리고 나 아민과 같  링커  통해 에 고

수도 다.

마 어   상에 리고뉴 티드 그룹   도  한 역에 고 어 는 것  미[0059]

한다. 마 어 는 통상  술 야에  알 진   것  수 고, 필 에   변

 에 해  것  수 다.

본  마 어 는 니  에 특  결합하는 앱타 가 고   포함하므  니  [0060]

 리 또는 검 하는 에 사  수 다.

또한, 본  니   리 또는 검  컬럼  공한다.[0062]

상  니   리 또는 검  컬럼  열  1  염  열  루어진 앱타 가 진  것  수 다.[0063]

앱타 , 어 “ 리”  어 “검 ”  술한  내  것  수 나, 에 한 는 것  아니다.[0064]

컬럼  통상  술 야에  알 진 것  사 할 수 나 앱타 가 진  수 는 것  한 지 않는[0065]

다. 컬럼  에 고  앱타 가 진  것  수 고,  술한  내  것  수 나, 에 

한 는 것  아니다.

본  컬럼  니  에 특  결합하는 앱타 가 진 어 므  니   리 또는 검 하[0066]

는 에 사  수 다.

또한, 본  니   리 또는 검   공한다.[0068]

상  니   리 또는 검   열  1  염  열  루어진, 니  에 특  결합하[0069]

는 앱타  시료  시 는 단계  포함하는 것  수 다.

앱타 , 어 “ 리”  어 “검 ”  술한  내  것  수 나, 에 한 는 것  아니다.[0070]

시료는 니   함 하고 거나 함 하고 는 것  심 는 것  한 지 않고, 해수, 수,[0071]

공  폐수, 산 폐수, 폐 , 양, 공 , 식 , 동식  내  동식  직  어느 하나 상에  채취

시료  수 , 상  폐  보다 체  핵에 지  사 하는 과 에  생한 사  폐  수

다.

상  앱타 는 니  에 해 결합  우수하므 , 앱타  시료  시  시료 내에 포함  니  [0072]

 앱타  결합하여 해당 시료  상  니   검  또는 리할 수 다.

앱타  시료  시 는 단계는 통상  술 야에  알 진 에 해 수행 는 것  수 고, [0073]

들  앱타 가 진  컬럼에 시료  통과시  수행 는 것  수 나, 에 한 는 것  아니다.

컬럼  술한  내  것  수 나, 에 한 는 것  아니다.[0074]

하, 본  체  하  해 실시  들어 상 하게 하  한다. [0076]

실시[0078]

본 들  니  에 특  결합하는 앱타 (LOFA-N3)  하 다. SELEX  하여 니[0079]

에 특  결합하는 앱타  개 하 고, mfold  NUPACK 프 그  통해 앱타 가 안  2차 

 하는지 여  하 다.

1. 니 (Nickel) aptamer 별  한 SELEX 수행[0081]

1.1 PCR  통한  주  DNA [0082]

니 과 특  결합하는 DNA 앱타  하  한  주  DNA  보하  하여, 40개   열[0083]

 포함하고  는  100bp  주  DNA  ( 열  2:  5'-GGTAATACGACTCACTATAGGGAGATACCAGCTTATTCAATT-N40-

AGATAGTAAGTGCAATCT-3')   100bp  폭할  수  는   개  프 [ 향  프 :  5'-

GGTAATACGACTCACTATAGGGAGATACCAGCTTATTCAATT-3'( 열  3); 역 향 프 : 5'-AGATTGCACTTACTATCT-3'(

열  4); 비 티닐  (biotinylated) 역 향 프  : 5'-비 틴-AGATTGCACTTACTATCT-3']  Integrated

DNA Technologies (IDT, USA)  합 하 다 
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상  프  한 PCR  통해 100bp  주  DNA  폭하 ,   주  DNA 1~2 ㎕,[0084]

10X PCR 액 5 ㎕, dNTP 합  4 ㎕, 10 μM 향 프  2 ㎕, 10 μM 비 티닐  역 향 프

 1~2 ㎕, Ex Taq 합  (Takara, Japan) 0.25 ㎕(1 unit/㎕)  수  가하여  50 ㎕  

하 다.  주  DNA  폭  한  건  95℃에  5 간 변 시 고, 95℃에  30 , 55℃에  30

,  그리고  72℃에  30 간   5~20주  복한  후,  72℃에  5 간  가  신 시 는  

하 다. PCR  후 4㎕  취하여, 2% 아가 스 겔 동  통하여 폭 산  한 , PCR 

트 (Qiagen, USA)  하여 하여 수 50 ㎕에 수하 다.

1.2. 가열-냉각 (heat-cooling)  한 ssDNA [0086]

PCR 과 PCR  트  하여 수한 DNA 브러리 50 ㎕에 수 50 ㎕  첨가하여 피  100 ㎕[0087]

 한 후, 가열-냉각 (heating-cooling)  하여 dsDNA  ssDNA  변  (Denaturation)하 다. 실

험  체  하  PCR 과 PCR  트  하여 득한 dsDNA  85℃에  5  동안 

하여 dsDNA  ssDNA  변 시  후,  료 후 시 액  4℃  냉각시  ssDNA  하 다.

가열-냉각  하여 보  ssDNA 산   비 틴 (Biotin)  결합 어 는 ssDNA  primer  거하고[0088]

향  ssDNA만  순수하게 보하  하여, 한 ssDNA 100 ㎕  액에 스트 트아비  아가  진

(streptavidin agarose resin; Thermo scientific, USA) 50 ㎕  첨가하여 상 에  1시간 동안 시 다.

액  4℃, 13,000 rpm  원심 리  하여 15 간 원심 리한 후, 상 액만  수하여 동  피

PCI (phenol : chloroform : isoamylalcohol = 25 : 24 : 1) 액  처리한 후 4℃에  13,000 rpm  15

간 원심 리하여 상 액만  수하 다. 상 액에 1/100 피  tRNA (sigma aldrich, USA), 3 피  100%

에탄  첨가하여 -70℃에  1시간 상 시 다.  후에는 4℃에  13,000 rpm  20 간 원심 리하

여 ssDNA만  수하 다. 수한 ssDNA는 65℃에  건 시  후, 50 ㎕  수에 다.

1.3.DNA 앱타     Ni-NTA resin과 특  결합하는 DNA 앱타  별[0090]

상  실험에  보한 ssDNA 앱타  100 ㎕에 2X Binding buffer (100 mM phosphate buffer, 100 mM NaCl, 2[0091]

mM MgCl2, 2mM imidazole, pH 7.4) 100 ㎕  첨가한 후 85℃, 5 간 끓여 변 시   상 에  1시간 상 

 식  DNA 앱타  안 한 3차원  하 다. 

니 과 특  결합하는 DNA 앱타  별하  하여, Ni-NTA resin (Qiagen, USA)  사 하 . Ni-[0092]

NTA resin 100 ㎕  4℃에  13,000 rpm  10  동안 원심 리하여 상 액  거했다. 상 액  거한 Ni-

NTA resin에 1X Binding buffer buffer (50 mM phosphate buffer, 50 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1mM imidazole,

pH 7.4) 500 ㎕  고 4℃에  10  동안  하  시  시  후, 4℃에  13,000 rpm  10  동

안 원심 리하여 상 액  거했다. 상  과  2  복한 후 앞   한 DNA 앱타  pool과 합한

후, 1X Binding buffer  체  피  300 ㎕  맞 었  후 4℃에  1시간 시 다. 후, 4℃에

 13,000 rpm  10  동안 원심 리하여 상 액  거한 후, 척 액 (1X TBS buffer; 20 mM Tris, 0.9%

NaCl, pH 7.5) 500 ㎕  어 척하는 과  5  복하여 Ni-NTA resin과 결합하지 못한 DNA 앱타  거

하 다. 니 과 특  결합하는 DNA 앱타  하  하여, DNA 앱타   액 (10 mM Tris-EDTA,

pH 8.0) 200 ㎕  어 85℃에  5 동안 시 , 후, 4℃에  13,000 rpm  10  동안 원심 리하

여 상   액  얻었다. 상  과  2  복하여 상   액  득하 다. 

니 과 에 특  결합하는 DNA 앱타  간  결합 에  DNA  순  거하  하여,  액[0093]

에 동  피  PCI 액  처리한 후 4℃에  13,000 rpm  15 간 원심 리하여 상 액만  수하 다.

후, 니 과 특  결합하는 DNA 앱타  만  수하  하여 PCI  통하여 수  상 액에 2  

피  100% 에탄 과 1/100 피  tRNA  첨가하여 -70℃에  1시간  상  시  , 액  4℃에

13,000 rpm  20 간 원심 리하여 DNA 앱타 만  수하 다. 수한 DNA는 65℃에  건 시  후, 50 ㎕

 수에 다.

1.4. 비특  DNA 앱타  거  한 가티브 별 (Negative selection)[0095]

니  아닌 NTA resin에 결합하는 비특  DNA 앱타  거하  하여, SELEX 5  6  사 에 니[0096]

거한 resin에 DNA 앱타  액  결합하는 가티브 별 (negative selection)  진행하 다. Ni-NTA resin

100 ㎕에 chelation buffer (0.5 M EDTA, pH 8.0) 500 ㎕  어   시 , 니  거한 다 , 가티

브 별에 사 하 다. 1X binding buffer  하여,  니  거 NTA resin에 상 에  냉각시  

 한 DNA 앱타   (1 nmol)  시 , NTA resin과 결합하지 않  상  DNA 앱타  액  
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수하여, PCI  통해  진행한 , PCR  진행하 다. 후 같   SELEX   9 지 진행하

다. 

1.5. 각 운드  DNA 앱타  도 [0098]

SELEX  마  후 SELEX 계  진행 여   각 운드에  리  DNA 앱타   량  하[0099]

하여 각 운드에  리  DNA  도  나 드  스 트 포 미  (Nano-drop spectrophotometer, Thermo

Scientific)  하여 하 다.

2. 니 과 특  결합하는 DNA 앱타  후보  보[0101]

리  DNA 도가 가   round  앱타  , 니 과  가   것  단 는, 해당 운드[0102]

ssDNA 앱타  에 해 향 프 : 5'- GGTAATACGACTCACTATAGGGAGATACCAGCTTATTCAATT -3'  역 향 프

: 5'-AGATTGCACTTA CTATCT-3'  한 PCR 수행  dsDNA  득하 다. 게 득한 dsDNA는 T-블

런트 닝 트 (SolGent, Korea)  하여 닝  수행하 다. 

닝  T-  (10ng/㎕) 1 ㎕  PCR 산  (20 ng/㎕) 4 ㎕, 6 X T-블런트  1 ㎕  어  25℃에  5[0103]

동안 시 는 건  하 다. T-블런트 닝 액 6 ㎕는 100 ㎕  DH5α   후 42℃에  30

동안 열 격 (heat-shock)  가한 후, 2  동안 얼 에  시 다. 여 에 900  ㎕  SOC  (2%  tryptone,

0.5% yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucose) 지  첨가한 후,

37℃에  1시간 동안 양하 다. 후, 200 ㎕  양액  취하여 암피실린 (ampicillin, 50 ㎍/ml), 나마

신 (kanamycin, 50㎍/ml), X-gal (50 ㎍/ml), IPTG (5 ㎍/ml)가 포함 어 는 LB 양 플 트 (LB plate)에

스프 하고, 37℃에  O/N 동안 양시  후, 색 니만  별하여 각 니  염 열  결 하

 (Solgent, Korea), 열  통하여 복 지 않고 니 과   니  결합 DNA 앱타  후보

보하 다.  

3. SPR  한  니  앱타  후보  [0105]

3.1. 니 과 에 특  결합하는 니  앱타  후보 들 간  도  한 니    [0106]

니 과 상  실험에  득한 니  결합 DNA 앱타  후보 들 간  도  량하  하여, SPR 검  시스[0107]

 BIAcore T200 (BIACORE)  하여  플 몬 공  (Surface Plasmon Resonance; SPR) 실험  실

시하 다. 니 과 니  결합 DNA 앱타  후보 과  도  량하  하여  NTA group   

  Series S Sensor chip NTA (Cytiva, Germany)  하 다. 우  NTA chip  350 mM EDTA 액

30  ㎕/min  도  1  주어 하 ,  니  고 하  하여 0.5  mM  NiCl2  (sigma  aldrich,

USA)  10  ㎕/min  도  10  동안 주어   니  하 다. 각 실험 후  350 mM

EDTA  재생시 다. 도 변수는 BIA 평가프 그 (BIACORE)  수득, 량 하 다.

3.2. 니  결합 DNA 앱타  후보   [0109]

니 과 가    가지는 앱타  별하  하여 보  니  결합 DNA 앱타  후보  HBS-EP [0110]

(GE Healthcare, UK)에 각 100 nM, 500 nM, 1000 nM, 1500 nM  도  여 비하 다. 비한 니  결합

DNA 앱타 는 아 것도 결합시 지 않   (채  1 또는 채  3), 니  고   (채  2 또는 채

 4)에 다양한 도 (각 100 nM, 500 nM, 1000 nM, 1500 nM)  니  결합 DNA 앱타  후보  주 함

니 과 에 특  결합하는 DNA 앱타  후보  간  도  량  하 다. 니 에 특  결합하

는 앱타   니 에 한 도가 뛰어난 LOFA-N3  KD 값  13.3±11.9 다. 또한, 도  해

SPR (Surface Plasmon Resonance)  하 , 그  도가 뛰어난 LOFA-N3  결과  도 3에 나타냈다

(도 3).

4. LOFA_N3 앱타  니  특 (specificity)  거  [0112]

LOFA_N3 앱타  니  특 (specificity)  거  하 다. 0.5 mg/L  NiCl2가 포함  앱타  결합 [0113]

에 아 것도 지 않거나 (Ni), (random) 앱타 /비드 복합체   경우(Ni + Con), 그리고 LOFA_N3/비

드 복합체   경우에 하여 니  특   거   실험  진행하 다. 결합  후 비드  거한

후 ICP-OES(Inductively coupled plasma - optical emission spectrometry) 비  통해 에 하는 니

도  하 다(도 4).  Ni:  Nickel(니 ),  Con:  Control,  LOFA_N3:  니  특  앱타 .  Ni과  비  p-

value: *** < 0.001.
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도 2
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도 3

도 4
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도 5

 열  

<110>    SEJONG UNIVERSITY INDUSTRY ACADEMY COOPERATION FOUNDATION

<120>    Aptamer specifically binding to a nickel ion

<130>    21P08048

<160>    4

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    100

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    aptamer

<400>    1

ggtaatacga ctcactatag ggagatacca gcttattcaa tttccggtca cggaggtaga         60

ctactgtcgt tggcggtggt cgagattgca cttactatct                              100

<210>    2

<211>    100

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    aptamer template

<400>    2

ggtaatacga ctcactatag ggagatacca gcttattcaa ttnnnnnnnn nnnnnnnnnn         60

nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnagatagta agtgcaatct                              100

<210>    3

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    3

ggtaatacga ctcactatag ggagatacca gcttattcaa tt                            42

<210>    4

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Primer

<400>    4

agattgcact tactatct                                                       18
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