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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîõèìèè è

ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè è ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíî â äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñòàõ è
àíàëèòè÷åñêèõ ñèñòåìàõ ëþáîãî íàçíà÷åíè ,
ïðåäïîëàãàþùèõ îáíàðóæåíèå â îáðàçöå
ñïåöèôè÷åñêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íóêëåèíîâîé
êèñëîòû. Ïðåäëîæåíû âàðèàíòû ñïîñîáà
âû âëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè - "ìèøåíè" ÄÍÊ
èëè ÐÍÊ, êîòîðûé îñíîâàí íà ïðîâåäåíèè ðåàêöèè
óäëèíåíè  ïðàéìåðà â óñëîâè õ, îáåñïå÷èâàþùèõ
îïðåäåëåííîå ëèìèòèðîâàíèå ðàçìåðà ïðîäóêòà

(èçîìåòðè÷íîå óäëèíåíèå ïðàéìåðà, ÈÓÏ).
Óêàçàííûå óñëîâè  çàêëþ÷àþòñ  â ïðèìåíåíèè íà
ñòàäèè íàðàùèâàíè  ïðàéìåðà, ïðåäâàðèòåëüíî
ãèáðèäèçîâàííîãî ñ ñîîòâåòñòâóþùèì ó÷àñòêîì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè - "ìèøåíè", ðåàêöèîííîé
ñìåñè, â êîòîðîé ïî êðàéíåé ìåðå îäèí èç òèïîâ
äÍÒÔ ëèáî îòñóòñòâóåò, ëèáî çàìåíåí
ñîîòâåòñòâóþùèì òåðìèíèðóþùèì ñóáñòðàòîì.
Ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðåäëàãàåìîãî ñïîñîáà
ñóùåñòâåííî ïîâûøàåòñ  ÷óâñòâèòåëüíîñòü
àíàëèçà è ñîêðàùàåòñ  âðåì  åãî ïðîâåäåíè . 3 ñ.
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(54) METHOD FOR DETECTION OF NUCLEIC ACID-TARGET IN SAMPLE

(57) Abstract: 
FIELD: biochemistry, molecular biology.
SUBSTANCE: invention proposes variants of a

method for detecting the sequence in DNA- or RNA-
"target" that is based on carrying out the primer
splicing reaction under conditions providing the
definite limit of the product size (isometric
primer splicing). Indicated conditions involve
using at stage for primer splicing hybridized
preliminary with the corresponding sequence
site - a "target", the reaction mixture, wherein
at least one of types of dNTP (deoxynucleoside
triphosphate) is absent or replaced with the
corresponding terminating substrate. The usage of
proposed method provides significant enhancing
sensitivity of analysis and to reducing time for
its carrying out. Invention can be used in
diagnostic tests and analytical systems for any

designations suggesting detection of specific
nucleic acid sequence in the sample.

EFFECT: improved detecting method.
44 cl, 2 dwg, 2 tbl, 1 ex
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Äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó âû âëåíè  è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè 
ñïåöèôè÷íîé ÄÍÊ èëè ÐÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáà èçîìåòðè÷íîãî óäëèíåíè  ïðàéìåðà
(ÈÓÏ).

Òðàäèöèîííûå ñïîñîáû âû âëåíè  è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  óíèêàëüíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íóêëåèíîâûõ êèñëîò, òàêèõ êàê ÄÍÊ è ÐÍÊ, âêëþ÷àþò â ñåá  íàð äó ñ
äðóãèìè ñïîñîáàìè Ñàóçåðí-áëîòòèíã, Íîçåðí-àíàëèç è àíàëèç ìåòîäîì çàùèòû îò ÐÍÊàçû
è ïîëèìåðàçíóþ öåïíóþ ðåàêöèþ (ÏÖÐ). Îäíàêî, åñëè îáñóæäàåòñ  âû âëåíèå
ñïåöèôè÷íîãî âèäà ÐÍÊ â îáðàçöå, òî Íîçåðí-áëîòòèíã è àíàëèç ìåòîäîì çàùèòû îò
ÐÍÊàçû èìåþò îãðàíè÷åíè , ñâ çàííûå ñ ýôôåêòèâíîñòüþ, òðóäîåìêîñòüþ, òî÷íîñòüþ,
âûñîêîé ñòîèìîñòüþ, ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ, íåîáõîäèìîñòüþ â îáðàçöå ÐÍÊ áîëüøåãî
ðàçìåðà, ñïåöèàëèçèðîâàííûì îáîðóäîâàíèåì è áîëüøèì êîëè÷åñòâîì áèîëîãè÷åñêè
îïàñíîãî ìàòåðèëà è ðàäèîèçîòîïíûõ îòõîäîâ, êîòîðûå ïðè ýòîì îáðàçóþòñ . Â ÷àñòíîñòè,
êàê Íîçåðí-áëîòòèíã, òàê è àíàëèç ìåòîäîì çàùèòû îò ÐÍÊàçû òðåáóþò 2-3 äí  äë 
âûïîëíåíè  àíàëèçîâ. Êðîìå òîãî, Íîçåðí-áëîòòèíã òðåáóåò ðàçãîíêè ÐÍÊ â ãåëå,
ïåðåíåñåíè  ÐÍÊ íà òâåðäóþ ïîäëîæêó, ïîäãîòîâêó ïðîáû è âûïîëíåíèå ðåàêöèè
ãèáðèäèçàöèè. Òðåáîâàíè  ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ñîñòàâë þò 5 ìêã îáðàçöà äë  àäåêâàòíîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè. Íîçåðí-áëîòòèíã îñíîâàí íà ïðèíöèïå ãèáðèäèçàöèè ìåæäó ìèøåíüþ è
íóêëåèíîâîé êèñëîòîé çîíäà. Êðîìå òîãî, ñòîèìîñòü ðåàêöèè äîâîëüíî âûñîêà, òàê æå êàê
è êîëè÷åñòâî áèîëîãè÷åñêè îïàñíîãî ìàòåðèàëà è ðàäèîèçîòîïíûõ îòõîäîâ, êîòîðûå ïðè
ýòîì îáðàçóþòñ .

Ñõîäíûì îáðàçîì àíàëèç ìåòîäîì çàùèòû îò ÐÍÊàçû òðåáóåò 2-3 äí  äë  ïîëó÷åíè 
ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåçóëüòàòîâ. Ýêñïåðèìåíòàëüíà  ïðîöåäóðà òðåáóåò ïðèãîòîâëåíè 
ìàòðèöû ÄÍÊ, ïðèãîòîâëåíè  ÐÍÊ-çîíäà, ïðîâåäåíè  ðåàêöèè ãèáðèäèçàöèè, ðåàêöèè
ôåðìåíòàòèâíîãî ïåðåâàðèâàíè  è ðàçãîíêè â ãåëå. ×òîáû ïîëó÷èòü õîðîøèå ðåçóëüòàòû,
íåîáõîäèì 1 ìêã îáðàçöà ÐÍÊ-ìèøåíè. Ïðèíöèï àíàëèçà ìåòîäîì çàùèòû îò ÐÍÊàçû
ñîñòîèò â êîìáèíàöèè ðåàêöèé ãèáðèäèçàöèè è ôåðìåíòàòèâíîãî ïåðåâàðèâàíè . Êàê è â
ñïîñîáå Íîçåðí-áëîòòèíãà, âûïîëíåíèå äàííîé ðåàêöèè  âë åòñ  äîðîãîñòî ùèì. Êðîìå
òîãî, â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ îáðàçóþòñ  áèîëîãè÷åñêè îïàñíûå è  âë þùèåñ 
ðàäèîèçîòîïíûìè îòõîäàìè ïðîäóêòû. Òàáëèöà ñðàâíåíè  ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, ñâ çàííûõ
ñ Íîçåðí-áëîòòèíãîì, àíàëèçîì ìåòîäîì çàùèòû îò ÐÍÊàçû è ñïîñîáîì ìíîæåñòâåííîãî
óäëèíåíè  ïðàéìåðà (ÌÓÏ) ñîãëàñíî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ïðåäñòàâëåíà â òàáëèöå 1.

Â ïàòåíòå ÑØÀ No 5846710 çà âëåíî ïðèìåíåíèå òåõíîëîãèè óäëèíåíè  ïðàéìåðà äë 
ñêðèíèíãà ðàçëè÷íûõ ìîëåêóë ÐÍÊ. Îäíàêî â ýòîì ïàòåíòå íå çà âëåíî âû âëåíèå ÄÍÊ-
èëè ÐÍÊ-ìèøåíè â îáðàçöå.

Â ïàòåíòå ÑØÀ No 5994079 ïîêàçàíî ôîðìèðîâàíèå ÐÍÊ/ÄÍÊ ãèáðèäà ïîñðåäñòâîì
îòæèãà ÄÍÊ-ïðàéìåðà ñî ñïåöèôè÷íîé ÐÍÊ è óäëèíåíèå ïðàéìåðà ñ èñïîëüçîâàíèåì
îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû. Ãèáðèä âû âë þò ñ ïîìîùüþ àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íîãî äë 
ãèáðèäà ÐÍÊ/ÄÍÊ. Îäíàêî â ýòîì ïàòåíòå íå çà âëåíî âû âëåíèå ÄÍÊ- èëè ÐÍÊ-ìèøåíè â
îáðàçöå, êàê â äàííîì èçîáðåòåíèè.

Îáùåïðèçíàíî, ÷òî â äàííîé îáëàñòè ñóùåñòâóåò íåîáõîäèìîñòü â ñïîñîáå âû âëåíè 
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðûé ïðîñò, ðàñõîäóåò ìåíüøå âðåìåíè, ÷óâñòâèòåëåí,
ðåíòàáåëåí ñ òî÷êè çðåíè  çàòðàò è îêàçûâàåò íåáîëüøîå âðåäíîå âëè íèå íà
îêðóæàþùóþ ñðåäó. Äàííîå èçîáðåòåíèå, êàê îïèñàíî íèæå, îòâå÷àåò âñåì ýòèì
òðåáîâàíè ì.

Äàííîå èçîáðåòåíèå óäîâëåòâîð åò óêàçàííûì âûøå íåîáõîäèìîñò ì.
Íàïðàâëåíèåì äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñïîñîá âû âëåíè  èëè êîëè÷åñòâåííîãî

îïðåäåëåíè  â îáðàçöå íóêëåèíîâîé êèñëîòû,  âë þùåéñ  ìèøåíüþ, êîòîðûé âêëþ÷àåò â
ñåá :

(a) ïðèãîòîâëåíèå ïðàéìåðà èëè ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷íî ñîâïàäàþùèõ ñ
ïðåäâàðèòåëüíî îïðåäåë åìûì ïîëîæåíèåì íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè;

(b) îòæèã ïðàéìåðà èëè ïðàéìåðîâ ïî ïóíêòó (à) ñ íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-ìèøåíüþ â
óñëîâè õ âûñîêîé æåñòêîñòè äë  ïîëó÷åíè  äóïëåêñà ïðàéìåð-íóêëåèíîâà  êèñëîòà â
ïðåäâàðèòåëüíî îïðåäåë åìîì ïîëîæåíèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè;
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(c) ñìåøèâàíèå äóïëåêñà ïðàéìåð-íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïî ïóíêòó (b) ñî ñìåñüþ,
ñîäåðæàùåé

(1) îäèí èëè äâà, èëè òðè òèïà ñâîáîäíûõ íåòåðìèíèðóþùèõ íóêëåîòèäîâ è ïî ìåíüøåé
ìåðå îäèí òèï íåòåðìèíèðóþùåãî íóêëåîòèäà, êîòîðûé íåîá çàòåëüíî ìå÷åí
ðåãèñòðèðóåìûì ìàðêåðîì, è

(2) â ïðèñóòñòâèè èëè â îòñóòñòâèå òåðìèíèðóþùåãî íóêëåîòèäà òàêîãî òèïà, êîòîðûé
îòëè÷àåòñ  îò îäíîãî èëè äâóõ, èëè òðåõ òèïîâ íåòåðìèíèðóþùèõ íóêëåîòèäîâ ïî ïóíêòó
(1);

(d) âûïîëíåíèå óäëèíåíè  ïðàéìåðà ïîñðåäñòâîì ôåðìåíòàòèâíîé èëè õèìè÷åñêîé
ðåàêöèè â ñîîòâåòñòâóþùåì áóôåðå; è ëèáî

(e) âû âëåíèå èëè êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà ñèãíàëà ìåòêè íà
íóêëåîòèäàõ, óäëèí þùèõ ïðàéìåð, ëèáî

(f) âû âëåíèå èëè êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà óäëèíåííûõ ïðàéìåðîâ ñ
ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

Â óêàçàííîì âûøå ñïîñîáå ïðàéìåðîì ìîæåò áûòü ïðàéìåð íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîòèä, îëèãîðèáîíóêëåòèä èëè ñîïîëèìåð äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé
êèñëîòû è ðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû. Ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ íóêëåèíîâîé êèñëîòîé
ìîæåò áûòü äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâà  êèñëîòà, ðèáîíóêëåèíîâà  êèñëîòà èëè ñîïîëèìåð
äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû è ðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå ñïîñîá ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  ïðèìåíåíèå ñìåñè,
ñîäåðæàùåé ñëåäóþùóþ êîìáèíàöèþ íåòåðìèíèðóþùèõ è òåðìèíèðóþùèõ íóêëåîòèäîâ:

(a) dATP, dCTP, dGTP, ddTTP èëè ddUTP,
(b) dATP, dCTP, dTTP èëè dUTP, ddGTP,
(c) dATP, dGTP, dTTP èëè dUTP, ddCTP,
(d) dCTP, dGTP, dTTP èëè dUTP, ddATP,
(e) dATP, dCTP, dGTP,
(f) dATP, dCTP, dTTP èëè dUTP,
(g) dATP, dGTP, dTTP èëè dUTP, èëè
(h) dCTP, dGTP, dTTP èëè dUTP.
Â ñïîñîáå äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí

íåòåðìèíèðóþùèé íóêëåîòèä, êîòîðûé ìåò ò ðåãèñòðèðóåìûì ìàðêåðîì. Ðåãèñòðèðóåìûé
ìàðêåð ìîæåò ñîäåðæàòü ôðàãìåíò ôåðìåíòà èëè áåëêà, ðàäèîàêòèâíûé èçîòîï,
ôëóîðåñöåíòíûé ôðàãìåíò èëè õèìè÷åñêóþ ãðóïïó, òàêóþ êàê áèîòèí. Êðîìå òîãî, ýòàï
ñïîñîáà âû âëåíè  èëè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ìîæíî âûïîëíèòü ïîñðåäñòâîì
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

Íåêîòîðûå ôåðìåíòû, èñïîëüçóåìûå â ðåàêöèè óäëèíåíè  ïðàéìåðà ñîãëàñíî
èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò â ñåá  çàâèñèìûé îò ìàòðèöû ôåðìåíò, òàêîé êàê ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà
I E.coli èëè "ôðàãìåíò Êëåíîâà" ýòîé ïîëèìåðàçû, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà Ò4, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà
Ò7, ÄÍÊ ïîëèìåðàçà T.aquaticus, îáðàòíà  òðàíñêðèïòàçà ðåòðîâèðóñîâ, èëè èõ
êîìáèíàöèþ.

Ïðèâåäåííûå è äðóãèå ïðåäìåòû èçîáðåòåíè  áóäóò áîëåå ïîëíî ïîí òíû èç
ïîñëåäóþùåãî îïèñàíè  èçîáðåòåíè , ñïðàâî÷íûõ ÷åðòåæåé, ïðèëàãàåìûõ ê íåìó, è
ïðèëàãàåìîé ê íåìó ôîðìóëû èçîáðåòåíè .

Îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Ôèãóðà 1 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñõåìó ðåàêöèè ìíîæåñòâåííîãî óäëèíåíè  ïðàéìåðà äë 

âû âëåíè  è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ñïåöèôè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ.
Ôèãóðà 2 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñõåìó ïðèìåíåíè  ñïîñîáà ìíîæåñòâåííîãî óäëèíåíè 

ïðàéìåðà äë  âû âëåíè  è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ÐÍÊ.
Íàïðàâëåíèåì äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñïîñîá âû âëåíè  è êîëè÷åñòâåííîãî

îïðåäåëåíè  ñïåöèôè÷íîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáà
èçîìåòðè÷íîãî óäëèíåíè  ïðàéìåðà (ÈÓÏ).

Ðåçþìèðó  èçîáðåòåíèå, ÄÍÊ- èëè ÐÍÊ-ìèøåíü â îáðàçöå ãèáðèäèçóþò ñ åäèíñòâåííûì
èëè ìíîæåñòâåííûìè îëèãîíóêëåîòèäíûìè ïðàéìåðàìè. Çàòåì ïðàéìåð(û) óäëèí þò ñ
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ïîìîùüþ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû èëè îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû â ïðèñóòñòâèè îäíîãî, äâóõ èëè
òðåõ òèïîâ ïðåäâàðèòåëüíî ìå÷åíûõ ñâîáîäíûõ íóêëåîòèäîâ. Ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí èç
÷åòûðåõ òèïîâ íóêëåîòèäîâ, íåîáõîäèìûõ äë  íåïðåðûâíîãî óäëèíåíè , íå âêëþ÷àþò â
ðåàêöèþ èëè çàìåí þò ñîîòâåòñòâóþùèì òèïîì íóêëåîòèäà-òåðìèíàòîðà, òàêîãî êàê
äèäåçîêñèíóêëåîòèäû. Çàòåì ñïåöèôè÷íà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü ìîæåò áûòü
âû âëåíà è êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëåíà ïîñðåäñòâîì èçìåðåíè  íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè 
ñèãíàëà, ñîçäàâàåìîãî ìåòêîé íà óäëèíåííîì ïðàéìåðå(àõ). Êîãäà óäëèíåííûé ïðàéìåð
îòäåë þò îò ñâîáîäíûõ íóêëåîòèäîâ, óäëèíåííûé ïðàéìåð àíàëèçèðóþò íà âêëþ÷åíèå
ìåòêè.

Ïðàéìåð, ñîîòâåòñòâóþùèé ïîëîæåíèþ íà íóêëåèíîâîé êèñëîòå-ìèøåíè, áóäåò óäëèíåí,
è áóäåò ïîëó÷åíà ïîïóë öè  íóêëåèíîâûõ êèñëîò óäëèíåííîãî ïðàéìåðà îäèíàêîâîé äëèíû
(èçîìåòðè÷íûõ), ïîñêîëüêó â çàâèñèìîñòè îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áóäåò âêëþ÷åíî
îïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî íóêëåîòèäîâ. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå óêàçàííûõ îäèíàêîâî
óäëèíåííûõ ïðàéìåðîâ áóäåò òî÷íûì èçìåðåíèåì ÷èñëà èëè êîëè÷åñòâà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû-ìèøåíè. Åñëè â îáðàçöå èìååòñ  ìíîãî êîïèé ÄÍÊ- èëè ÐÍÊ-ìèøåíè, êîëè÷åñòâî
êîïèé ïðîäóêòà óäëèíåíè  ïðàéìåðà, âêëþ÷àþùåãî â ñåá  ìå÷åíûé íóêëåîòèä, áóäåò
ñîîòâåòñòâåííî âîçðàñòàòü, ñïîñîáñòâó  áîëåå èíòåíñèâíîìó îáùåìó ñèãíàëó. Òàêèì
îáðàçîì, ïóòåì ñðàâíåíè  èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà, íàáëþäàåìîãî â íåèçâåñòíîì îáðàçöå,
ñî ñòàíäàðòèçîâàííûì èçâåñòíûì êîëè÷åñòâîì ÄÍÊ èëè ÐÍÊ ìîæíî âû âèòü è/èëè
êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâî ÄÍÊ- èëè ÐÍÊ-ìèøåíè â îáðàçöå. Â äðóãîì âàðèàíòå
ñïåöèôè÷íà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü ìîæåò áûòü âû âëåíà èëè êîëè÷åñòâåííî
îïðåäåëåíà ïîñðåäñòâîì èçìåðåíè  êîëè÷åñòâà óêàçàííûõ âèäîâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò
óäëèíåííîãî ïðàéìåðà ðàâíîé äëèíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

Îòñóòñòâèå ñâîáîäíîãî íóêëåîòèäà â ðåàêöèîííîì áóôåðå âûçûâàåò òåðìèíàöèþ
óäëèíåíè  ïðàéìåðà òàì, ãäå áûë áû âñòðîåí ïðîïóùåííûé íóêëåîòèä. Òàêèì îáðàçîì,
ïîëó÷àþò äèñêðåòíóþ äëèíó ïðîäóêòà óäëèíåíè  ïðàéìåðà.

Â îáëàñòè äàííîãî èçîáðåòåíè  âîçìîæíû ìíîãèå î÷åâèäíûå âàðèàíòû. Íàïðèìåð, â
ðåàêöèè óäëèíåíè  ïðàéìåðà ìîæåò îòñóòñòâîâàòü íå òîëüêî îäèí òèï íóêëåîòèäà, à äâà
èëè òðè òèïà íóêëåîòèäîâ. Òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü ðàçëè÷íûå ìåòêè, êîòîðûå íå
îãðàíè÷åíû ðàäèîàêòèâíûìè íóêëåîòèäàìè, íî ìîãóò áûòü ôëóîðåñöåíòíûìè, à òàêæå
ôåðìåíòàòèâíûìè.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå "íóêëåèíîâîé êèñëîòîé" èëè "íóêëåîòèäîì" ìîæåò áûòü
äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâà  êèñëîòà, ðèáîíóêëåèíîâà  êèñëîòà èëè ñîïîëèìåð
äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû è ðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû. Îáðàçåö íóêëåèíîâûõ
êèñëîò ìîæåò áûòü ïðèðîäíûì èëè ñèíòåòè÷åñêèì. Îáðàçöîì íóêëåèíîâîé êèñëîòû ìîæåò
áûòü íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè , è îíà ìîæåò áûòü ïîëó÷åíà èç
ëþáîãî îðãàíèçìà. Íåêîòîðûå ïðèìåðû îðãàíèçìîâ, ê êîòîðûì ïðèìåíèì ñïîñîá äàííîãî
èçîáðåòåíè , âêëþ÷àþò â ñåá  ðàñòåíè , ìèêðîîðãàíèçìû, âèðóñû, ïòèö, ïîçâîíî÷íûõ,
áåñïîçâîíî÷íûõ, ìëåêîïèòàþùèõ, îðãàíèçì ÷åëîâåêà, ëîøàäåé, ñîáàê, êîðîâ, êîøåê,
ñâèíåé èëè îâåö. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü ìîæåò áûòü ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè  èëè
ìîæåò áûòü ñèíòåçèðîâàíà ôåðìåíòàòèâíûì ïóòåì in vivo, ñèíòåçèðîâàíà
ôåðìåíòàòèâíûì ïóòåì in vitro èëè ñèíòåçèðîâàíà íåôåðìåíòàòèâíûì ïóòåì.

Îáðàçåö, ñîäåðæàùèé ïðåäñòàâë þùóþ èíòåðåñ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó èëè êèñëîòû,
ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  ãåíîìíóþ ÄÍÊ îðãàíèçìà, åå ÐÍÊ-òðàíñêðèïòû èëè êÄÍÊ,
ïîëó÷åííóþ ñ åå ÐÍÊ-òðàíñêðèïòîâ. Îáðàçåö, ñîäåðæàùèé ïðåäñòàâë þùóþ èíòåðåñ
íóêëåèíîâóþ êèñëîòó èëè êèñëîòû, òàêæå ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  âíåãåíîìíóþ ÄÍÊ èç
îðãàíèçìà, åå ÐÍÊ-òðàíêðèïòû, èëè êÄÍÊ, ïîëó÷åííóþ íà åå ÐÍÊ-òðàíñêðèïòàõ. Òàêæå
ïðåäñòàâë þùà  èíòåðåñ íóêëåèíîâà  êèñëîòà èëè êèñëîòû ìîãóò áûòü ñèíòåçèðîâàíû
ïîñðåäñòâîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè.

Ïðåäñòàâë þùà  èíòåðåñ íóêëåèíîâà  êèñëîòà ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  íåïðèðîäíûå
àíàëîãè íóêëåîòèäîâ, òàêèå êàê äåçîêñèèíîçèí èëè 7-äåàçà-2-äåçîêñèãóàíîçèí. Óêàçàííûå
àíàëîãè äåñòàáèëèçèðóþò äóïëåêñû ÄÍÊ è ìîãóò äàòü âîçìîæíîñòü äë  îòæèãà ïðàéìåðà è
ðåàêöèè óäëèíåíè  òàê, ÷òîáû îíè ïðîèñõîäèëè â äâóíèòåâîì îáðàçöå áåç ïîëíîãî
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ðàçäåëåíè  íèòåé.
Ïðåäñòàâë þùà  èíòåðåñ íóêëåèíîâà  êèñëîòà ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  îäèí èëè

áîëüøåå êîëè÷åñòâî ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå ïîçâîë þò àôôèííî îòäåë òü ïðåäñòàâë þùóþ
èíòåðåñ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó îò íå âêëþ÷åííîãî ðåàãåíòà è/èëè ïðàéìåðà. Íàïðèìåð,
ïðåäñòàâë þùà  èíòåðåñ íóêëåèíîâà  êèñëîòà ìîæåò ñîäåðæàòü áèîòèí, êîòîðûé
îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü àôôèííîãî îòäåëåíè  ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ íóêëåèíîâîé
êèñëîòû îò íåâêëþ÷åííîãî ðåàãåíòà è/èëè ïðàéìåðà ïîñðåäñòâîì ñâ çûâàíè  áèîòèíà ñ
ìîëåêóëàìè ñåìåéñòâà àâèäèíà, êîòîðûå ñâ çàíû ñ òâåðäûì íîñèòåëåì.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ íóêëåèíîâîé êèñëîòû ìîæåò ñîäåðæàòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ èëè ÐÍÊ, êîòîðà  äàåò âîçìîæíîñòü äë  àôôèííîãî îòäåëåíè 
èíòåðåñóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû îò íåâêëþ÷åííîãî ðåàãåíòà è/èëè ïðàéìåðà
ïîñðåäñòâîì îáðàçîâàíè  ïàð îñíîâàíèé ñ êîìïëåìåíòàðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ,
ïðèñóòñòâóþùåé â íóêëåèíîâîé êèñëîòå, ñâ çàííîé ñ òâåðäûì íîñèòåëåì. Ïðåäñòàâë þùà 
èíòåðåñ íóêëåèíîâà  êèñëîòà ìîæåò áûòü ìå÷åíà ðåãèñòðèðóåìûì ìàðêåðîì; óêàçàííûé
ðåãèñòðèðóåìûé ìàðêåð ìîæåò îòëè÷àòüñ  îò ëþáîãî ðåãèñòðèðóåìîãî ìàðêåðà,
ïðèñóòñòâóþùåãî â ðåàãåíòå èëè ñâ çàííîãî ñ ïðàéìåðîì.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå òåðìèí "íîðìàëüíûé íóêëåîòèä" èëè "íîðìàëüíîå
îñíîâàíèå" îïðåäåë þò êàê íóêëåîòèäíîå îñíîâàíèå äèêîãî òèïà èëè ðàíåå èçâåñòíîå
ñòàíäàðòíîå íóêëåîòèäíîå îñíîâàíèå, äë  êîòîðîãî ñòàðàþòñ  èäåíòèôèöèðîâàòü ìóòàöèþ
â ñàéòå îñíîâàíè . Òåðìèíîì "ñòàíäàðòíîå íóêëåîòèäíîå îñíîâàíèå" îáîçíà÷åíî ïîí òèå,
êîòîðîå âêëþ÷àåò â ñåá  ëþáîå èçâåñòíîå îñíîâàíèå, êîòîðîå ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá 
îñíîâàíèå äèêîãî òèïà, èëè èçâåñòíîå ìóòàíòíîå îñíîâàíèå, ïðè óñëîâèè, ÷òî îñíîâàíèå
èçâåñòíî, è òðåáóåòñ  óçíàòü åãî âàðèàíò. Òàêèì îáðàçîì, â êà÷åñòâå ïðèìåðà
íîðìàëüíûì îñíîâàíèåì ìîæåò áûòü èçâåñòíîå îñíîâàíèå äèêîãî òèïà, äë  êîòîðîãî èùóò
ìóòàöèè â äàííîì ïîëîæåíèè. Íàîáîðîò, èçâåñòíûì îñíîâàíèåì ìîæåò áûòü èçâåñòíûé
ìóòàíò, äë  êîòîðîãî èùóò îñíîâàíèå äèêîãî òèïà â äàííîì ïîëîæåíèè. Â àëüòåðíàòèâíîì
ñëó÷àå èçâåñòíûì íîðìàëüíûì îñíîâàíèåì ìîæåò áûòü èçâåñòíûé ìóòàíò, äë  êîòîðîãî
èùóò äðóãîé ìóòàíòíûé âàðèàíò îñíîâàíè . Ïîýòîìó ñïîñîá ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî
ïðèìåí òü ê ëþáîé èçâåñòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äë 
îïðåäåëåíè  ïðèñóòñòâè  ëþáîãî äðóãîãî âàðèàíòà îñíîâàíè  â äàííîì ñàéòå.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå òåðìèí "ïðàéìåð" èëè "îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð"
îòíîñèòñ  ê îëèãîíóêëåîòèäó, êîòîðûé ñïîñîáåí äåéñòâîâàòü êàê òî÷êà èíèöèàöèè ñèíòåçà
â òîì ñëó÷àå, êîãäà îí ïîìåùåí â óñëîâè , êîòîðûå ïîçâîë þò îñóùåñòâë òü ñèíòåç
ïðîäóêòà óäëèíåíè  ïðàéìåðà, êîòîðûé êîìïëåìåíòàðåí íèòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû
(ìàòðèöå), â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, íàïðèìåð òàêèõ, êàê íóêëåîòèäû è
ôåðìåíòû, òàêèå êàê ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà, è ïðè ñîîòâåòñòâóþùåé òåìïåðàòóðå è ðÍ.

Àëüòåðíàòèâíûì îáðàçîì òåðìèí "ïðàéìåð" îïðåäåë þò êàê ëþáîé ôðàãìåíò
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ïîëó÷åííûé èç ëþáîãî èñòî÷íèêà. Íàïðèìåð, ïðàéìåð ìîæåò áûòü
ïîëó÷åí ôðàãìåíòàöèåé ôðàãìåíòîâ íóêëåèíîâîé êèñëîòû áîëüøåãî ðàçìåðà, òàêèõ êàê
ãåíîìíà  ÄÍÊ, êÄÍÊ èëè ÄÍÊ, êîòîðà  áûëà ïîëó÷åíà ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ. Äðóãèìè ñëîâàìè,
ïðèðîäà ïðàéìåðà íå îãðàíè÷åíà òåì, êàê ïðàéìåð ïîëó÷åí - ôðàãìåíòàöèåé ëè
íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïðèðîäíîãî èëè ñèíòåòè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíè  èëè ñèíòåçîì
íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïðàéìåðà. Êðîìå òîãî, ïðàéìåðîì ìîæåò áûòü
îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîòèä, ñîïîëèìåð îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ,
îëèãîðèáîíóêëåîòèäû, ñîïîëèìåð ðèáîíóêëåîòèäîâ èëè ñîïîëèìåð
äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ è ðèáîíóêëåîòèäîâ. Ïðàéìåð ìîæåò áûòü ëèáî ïðèðîäíûì, ëèáî
ñèíòåòè÷åñêèì. Îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð ìîæåò áûòü ñèíòåçèðîâàí ëèáî
ôåðìåíòàòèâíûì ïóòåì in vivo, ôåðìåíòàòèâíî in vitro ëèáî íåôåðìåíòàòèâíûì ïóòåì in
vitro. Ïðàéìåð ìîæíî ìåòèòü ðåãèñòðèðóåìûì ìàðêåðîì, ýòîò ðåãèñòðèðóåìûé ìàðêåð
ìîæåò îòëè÷àòüñ  îò ëþáîãî ðåãèñòðèðóåìîãî ìàðêåðà, ïðèñóòñòâóþùåãî â ðåàãåíòå, èëè
ñîåäèíåííîãî ñ èíòåðåñóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòîé. Êðîìå òîãî, ïðàéìåð äîëæåí èìåòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùóþ ôëàíêèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â êîíêðåòíîì
èíòåðåñóþùåì ïîëîæåíèè ð äîì è âûøå ïî òå÷åíèþ èäåíòèôèöèðóåìîãî íóêëåîòèäíîãî
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îñíîâàíè .
Êðîìå òîãî, ïðàéìåð äîëæåí îáëàäàòü ñïîñîáíîñòüþ ê ãèáðèäèçàöèè èëè îòæèãó ñ

íóêëåîòèäàìè, ïðèñóòñòâóþùèìè â èíòåðåñóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòå. Îäíèì èç ïóòåé
âûïîëíåíè  òðåáóåìîé ãèáðèäèçàöèè  âë åòñ  íàëè÷èå çàâèñèìîãî îò ìàòðèöû ïðàéìåðà,
 âë þùåãîñ  â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè êîìïëåìåíòàðíûì èëè ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûì
èçâåñòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îñíîâàíèé.

Îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð ìîæåò ñîäåðæàòü îäèí èëè áîëüøåå êîëè÷åñòâî
êîìïîíåíòîâ, êîòîðûå ñâ çûâàþò ïðàéìåð ñ òâåðäûì íîñèòåëåì äë  àôôèííîãî îòäåëåíè 
ïðàéìåðà îò íåâêëþ÷åííîãî ðåàãåíòà è/èëè èíòåðåñóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Òàêèå
àôôèííûå êîìïîíåíòû âêëþ÷àþò â ñåá , íå îãðàíè÷èâà ñü ýòèì, äèãèòîíèí, ìàãíèòíûå
øàðèêè è ëèãàíäû, òàêèå êàê áåëêîâûå ëèãàíäû, âêëþ÷à  àíòèòåëà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî
êîìïîíåíòîì  âë åòñ  áèîòèí. Â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíè  áèîòèíà ïðàéìåð, ñîäåðæàùèé
áèîòèí, äåëàåò âîçìîæíûì àôôèííîå îòäåëåíèå ïðàéìåðà îò íåâêëþ÷åííîãî ðåàãåíòà
è/èëè èíòåðåñóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïîñðåäñòâîì ñâ çûâàíè  áèîòèíà ñî
ñòðåïòàâèäèíîì, êîòîðûé ñâ çàí ñ òâåðäûì íîñèòåëåì. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
îëèãîíóêëåîòèäíîãî ïðàéìåðà ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ, êîòîðà 
äåëàåò âîçìîæíûì àôôèííîå îòäåëåíèå ïðàéìåðà îò íåâêëþ÷åííîãî ðåàãåíòà è/èëè
èíòåðåñóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïîñðåäñòâîì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé ñ
êîìïëåìåíòàðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèñóòñòâóþùåé â íóêëåèíîâîé êèñëîòå,
ñâ çàííîé ñ òâåðäûì íîñèòåëåì.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå òåðìèí "ðåàêöè  óäëèíåíè  ïðàéìåðà" îòíîñèòñ  ê
óñëîâè ì ðåàêöèè, ïðè êîòîðûõ ïðîâîä ò çàâèñèìóþ îò ìàòðèöû ðåàêöèþ ñèíòåçà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Óñëîâè  äë  îñóùåñòâëåíè  çàâèñèìîé îò ìàòðèöû ðåàêöèè
óäëèíåíè  ïðàéìåðà ìîãóò áûòü ñîçäàíû, â ÷àñòíîñòè, çà ñ÷åò ïðèñóòñòâè  ïîäõîä ùåãî
çàâèñèìîãî îò ìàòðèöû ôåðìåíòà. Íåêîòîðûìè ïîäõîä ùèìè, çàâèñèìûìè îò ìàòðèöû
ôåðìåíòàìè,  âë þòñ  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû. ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà ìîæåò áûòü íåñêîëüêèõ òèïîâ.
Îäíàêî ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà äîëæíà áûòü çàâèñèìîé îò ïðàéìåðà è ìàòðèöû. Íàïðèìåð, â
íåêîòîðûõ ïðîòîêîëàõ òàêæå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I E.coli èëè åå
"ôðàãìåíò Êëåíîâà", ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà Ò4, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà Ò7 ("ñåêâåíàçà"), ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçà T.aquaticus èëè îáðàòíà  òðàíñêðèïòàçà ðåòðîâèðóñîâ. Â íåêîòîðûõ
ïðîòîêîëàõ òàêæå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, òàêèå êàê ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà Ò3
èëè Ò7. Â çàâèñèìîñòè îò ïîëèìåðàçû äîëæíû áûòü èñïîëüçîâàíû ðàçëè÷íûå óñëîâè , è
äë  ðåàêöèé ãèáðèäèçàöèè è óäëèíåíè  ïðàéìåðà ìîãóò òðåáîâàòüñ  ðàçëè÷íûå ïðåäåëû
òåìïåðàòóðû.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå òåðìèí "íèòü óäëèíåíè  ïðàéìåðà" âêëþ÷àåò â ñåá  íèòü,
êîòîðà  îáðàçóåòñ  â äóïëåêñå íàïðîòèâ ìàòðèöû ïîñëå äîáàâëåíè  ïðàéìåðà.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî óäëèíåíèå ïðàéìåðà ïðåêðàùàåòñ  â ðåçóëüòàòå âêëþ÷åíè  òåðìèíàòîðà
â íèòü óäëèíåíè  ïðàéìåðà.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå òåðìèí "ìàòðèöà" îçíà÷àåò íóêëåèíîâóþ êèñëîòó,
âêëþ÷à  äâóíèòåâóþ ÄÍÊ, îäíîíèòåâóþ ÄÍÊ è ÐÍÊ èëè èõ ëþáûå ìîäèôèêàöèè, è ìîæåò
èìåòü ëþáóþ äëèíó èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå òåðìèí "òåðìèíàòîð" èëè "òåðìèíàòîð öåïè" îòíîñèòñ  ê
îñíîâàíèþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, òàêîìó êàê A, G, Ñ, Ò èëè U, èëè àíàëîãó, êîòîðûé
ýôôåêòèâíî òåðìèíèðóåò ðåàêöèþ óäëèíåíè  ïðàéìåðà â òîì ñëó÷àå, êîãäà îí âêëþ÷åí â
íèòü óäëèíåíè  ïðàéìåðà íàïðîòèâ íèòè ìàòðèöû. Ïðåäïî÷òèòåëüíî òåðìèíàòîðîì
 âë åòñ  äèäåçîêñèíóêëåîòèä. Òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíî òåðìèíàòîð  âë åòñ  ëèáî
íåìå÷åíûì, ëèáî ìå÷åíûì òàê, ÷òîáû îí îòëè÷àëñ  îò ìåòêè íà íåòåðìèíèðóþùåì
îñíîâàíèè. Òàêæå â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå, êîãäà òåðìèí "òåðìèíàòîð" èëè
"òåðìèíàòîð öåïè" óïîìèíàåòñ  â åäèíñòâåííîì ÷èñëå, ýòî íå îçíà÷àåò, ÷òî èñïîëüçóåòñ 
ìîëåêóëà èç îäíîãî íóêëåîòèäà. Òî÷íåå, åäèíñòâåííà  ôîðìà òåðìèíà "òåðìèíàòîð"
îòíîñèòñ  ê òèïó íóêëåîòèäà, îñíîâàíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè àíàëîãà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, êîòîðûé èñïîëüçóåòñ  ïðè àíàëèçå. Íàïðèìåð, åñëè òåðìèíàòîðîì  âë åòñ  ddA,
òî âñå ìíîæåñòâî ddA óïîìèíàåòñ  â åäèíñòâåííîé ôîðìå, à íå òîëüêî åäèíñòâåííà 

Ñòðàíèöà: 8

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 265 058 C2

ìîëåêóëà ddA. Â àëüòåðíàòèâíîì ñëó÷àå "òåðìèíàòîð" ìîæåò îçíà÷àòü îòñóòñòâèå
êîíêðåòíîãî òèïà íóêëåîòèäà, òàê ÷òî óäëèíåíèå ïðàéìåðà îñòàíàâëèâàåòñ  èç-çà
îòñóòñòâè  ñïåöèôè÷íîãî íóêëåîòèäà â ëîêóñå. Íàïðèìåð, åñëè òðåáóåòñ , ÷òîáû ðåàêöè 
óäëèíåíè  ïðàéìåðà îñòàíàâëèâàëàñü íàïðîòèâ "Ñ" íà ìàòðè÷íîé íèòè, íåòåðìèíèðóþùèå
îñíîâàíè  À, Ò è G äîëæíû áûòü âêëþ÷åíû â ðåàêöèîííóþ ñìåñü óäëèíåíè  ïðàéìåðà, à
"G", êîòîðûé  âë åòñ  êîìïëåìåíòîì "Ñ", - íå äîëæåí. Òàêèì îáðàçîì, îòñóòñòâèå
êîìïëåìåíòàðíîãî îñíîâàíè  áóäåò âûçûâàòü òåðìèíàöèþ ðåàêöèè óäëèíåíè  ïðàéìåðà ñ
ðåçóëüòàòîì, àíàëîãè÷íûì, íàïðèìåð, ðåçóëüòàòó ïðè äîáàâëåíèè òåðìèíèðóþùåãî
äèäåçîêñèíóêëåîòèäà.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå òåðìèí "íå-òåðìèíàòîð" èëè "íå-òåðìèíàòîð öåïè"
âêëþ÷àåò â ñåá  íóêëåîòèäíîå îñíîâàíèå, êîòîðîå íå òåðìèíèðóåò ðåàêöèþ óäëèíåíè 
ïðàéìåðà ïðè åãî âêëþ÷åíèè â íèòü óäëèíåíè  ïðàéìåðà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ïî
ìåíüøåé ìåðå îäèí íå-òåðìèíàòîð â ðåàêöèè óäëèíåíè  ïðàéìåðà  âë ëñ  ìå÷åíûì.
Òàêæå â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå, êîãäà òåðìèí "íå-òåðìèíàòîð" èëè "íå-òåðìèíàòîð
öåïè" óïîìèíàåòñ  â åäèíñòâåííîì ÷èñëå, ýòî íå îçíà÷àåò, ÷òî èñïîëüçóåòñ  ìîëåêóëà èç
îäíîãî íóêëåîòèäà. Òî÷íåå, åäèíñòâåííà  ôîðìà òåðìèíà "íå-òåðìèíàòîð" îòíîñèòñ  ê
òèïó íóêëåîòèäà, îñíîâàíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
êîòîðûé èñïîëüçóåòñ  ïðè àíàëèçå. Íàïðèìåð, åñëè òåðìèíàòîðîì  âë åòñ  G, òî âñå
ìíîæåñòâî G óïîìèíàåòñ  â åäèíñòâåííîé ôîðìå, à íå òîëüêî åäèíñòâåííà  ìîëåêóëà G.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå òåðìèí "ìóòàíò" èëè "ìóòàöè " îçíà÷àåò ëþáîå îñíîâàíèå
â ìàòðè÷íîé íèòè, êîòîðîå îòëè÷àåòñ  îò îñíîâàíè  äèêîãî òèïà èëè íîðìàëüíîãî
îñíîâàíè . Ìóòàöè , êîòîðà  ìîæåò áûòü îáíàðóæåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáà
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ñîâåðøåííî ëþáîé òèï ìóòàöèè,
âêëþ÷à  ìóòàöèþ îäíîãî îñíîâàíè , èíñåðöèþ, äåëåíèþ èëè òðàíñëîêàöèþ ãåíà, ïðè
óñëîâèè, ÷òî çàòðîíóòî îñíîâàíèå íà ìàòðèöå ïð ìî íàïðîòèâ îñíîâàíè  ñðàçó æå ñ 3'-
êîíöà îòîææåííîãî ïðàéìåðà.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå òåðìèí "ìåòêà" îòíîñèòñ  ê ëþáîé ìîëåêóëå, êîòîðóþ
ñâ çûâàþò ñ òåðìèíèðóþùèì èëè íåòåðìèíèðóþùèì íóêëåîòèäîì äë  ïîëó÷åíè 
ðåãèñòðèðóåìîãî ñèãíàëà. Ìåòêà ìîæåò áûòü ðàäèîàêòèâíîé, õåìèëþìèíåñöåíòíîé,
áåëêîâûì ëèãàíäîì, òàêèì êàê àíòèòåëî, èëè â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíè  ôëóîðåñöåíòíîé
ãðóïïû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ðàçëè÷íûå ôëóîðåñöåíòíûå ãðóïïû äë  êàæäîãî òèïà
íåòåðìèíèðóþùåãî íóêëåîòèäíîãî îñíîâàíè . Óêàçàííûå ôëóîðåñöèðóþùèå ìåòêè äîëæíû
îáëàäàòü ñâîéñòâîì íàëè÷è  ñïåêòðîñêîïè÷åñêè îòëè÷èìûõ ýìèññèîííûõ ñïåêòðîâ.

Â àëüòåðíàòèâíîì ñëó÷àå ñïîñîá ðåãèñòðàöèè ìåòêè âêëþ÷åíè  íóêëåîòèäíîãî
îñíîâàíè  â ïðîäóêò óäëèíåíè  ïðàéìåðà ìîæåò áûòü îñíîâàí íà èçìåðåíèè òåõíîëîãèåé
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, êàê ïðèâåäåíî â ïðèìåðàõ â ïàòåíòå ÑØÀ No.5885775, êîòîðûé
âêëþ÷åí çäåñü â âèäå ññûëêè â ïîëíîì îáúåìå.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå ôðàçà "óñëîâè  ãèáðèäèçàöèè âûñîêîé æåñòêîñòè"
îòíîñèòñ  ê óñëîâè ì ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, òàêèì êàê óñëîâèå ïðîìûâêè â
0,1XSSC ïðè 42°Ñ, íî íå îãðàíè÷åíû ýòèì. Óñëîâè  ãèáðèäèçàöèè îáû÷íî ìîæíî íàéòè â
êíèãàõ, ñîäåðæàùèõ îñíîâíûå ìîëåêóë ðíî-áèîëîãè÷åñêèå ïðîòîêîëû, òàêèõ êàê Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology Greene and Wiley, pub. (1994), êîòîðà 
âêëþ÷åíà çäåñü â âèäå ññûëêè â ïîëíîì îáúåìå.

Êàê çäåñü èñïîëüçîâàíî, "òîíêîñëîéíà  õðîìàòîãðàôè  (ÒÑÕ)" ìîæåò áûòü âûïîëíåíà íà
áóìàæíîì íîñèòåëå íà îñíîâå ïðîäóêòîâ öåëëþëîçû, íî ìîæåò áûòü ñäåëàíà â ëþáîì
âåùåñòâå, êîòîðîå ïîçâîë åò ìîëåêóëàì áûòü òîíêîäèñïåðãèðîâàííûìè è ôîðìèðîâàòü
åäèíîîáðàçíûé ñëîé. Óêàçàííûå âåùåñòâà âêëþ÷àþò â ñåá , íî íå îãðàíè÷èâà ñü ýòèì,
íåîðãàíè÷åñêèå âåùåñòâà, òàêèå ñèëèêàãåëü, îêñèä àëþìèíè , äèàòîìîâóþ çåìëþ èëè
ñèëèêàò ìàãíè . Îðãàíè÷åñêèå âåùåñòâà âêëþ÷àþò â ñåá , íî íå îãðàíè÷èâà ñü ýòèì,
öåëëþëîçó, ïîëèàìèä èëè ïîðîøîê ïîëèýòèëåíà. Ñïîñîáû òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè
îáû÷íî îïèñàíû â êíèãàõ õèìè÷åñêèõ ïðîòîêîëîâ, òàêèõ êàê ïðîòîêîëû, èçëîæåííûå â
îáùèõ ÷åðòàõ â Freifelder, Physical Biochemistry - Applications to Biochemistry and
Molecular Biology, second ed., îïóáëèêîâàííîé Freeman and Co. (1982), êîòîðà 
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âêëþ÷åíà çäåñü â âèäå ññûëêè â ïîëíîì îáúåìå, îñîáåííî â ãëàâå 8, â êîòîðîé
îáñóæäàþòñ  òåõíîëîãèè õðîìàòîãðàôèè, â ÷àñòíîñòè òîíêîñëîéíà  õðîìàòîãðàôè  íà
ñòðàíèöàõ 229-232.

Ìîäèôèêàöèåé ñïîñîáà èäåíòèôèêàöèè è/èëè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè 
èíòåðåñóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû  âë åòñ  îòäåëåíèå íèòè óäëèíåíè  ïðàéìåðà îò
èíòåðåñóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïîñëå ðåàêöèè óäëèíåíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñîîòâåòñòâóþùèõ äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèé. Äåíàòóðèðóþùèå óñëîâè  ìîãóò âêëþ÷àòü â
ñåá  íàãðåâàíèå, îáðàáîòêó ùåëî÷üþ, ôîðìàìèäîì, ìî÷åâèíîé, ãëèîêñàëåì, ôåðìåíòàìè
è èõ êîìáèíàöèè. Äåíàòóðèðóþùèå óñëîâè  òàêæå ìîãóò âêëþ÷àòü â ñåá  îáðàáîòêó 2,0 í.
NaOH.

Ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè ìîæåò ïîí òü, ÷òî òåðìèíàòîð ìîæíî ìåòèòü ìåòêîé,
îòëè÷íîé îò ìåòêè íå-òåðìèíàòîðà, ÷òî çàòåì ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äë  òîãî, ÷òîáû
äèôôåðåíöèðîâàòü âêëþ÷åíèå òåðìèíàòîðà èëè íå-òåðìèíàòîðà â íèòü óäëèíåíè 
ïðàéìåðà. Â äàííîé çà âêå òåðìèíàòîð â âèäå îòñóòñòâè  êîíêðåòíîãî òèïà íóêëåîòèäà
ïðèâåäåí â êà÷åñòâå ïðèìåðà òîëüêî â öåë õ óïðîùåíè  èëëþñòðàöèè, íî äàííà 
èëëþñòðàöè  íå äîëæíà áûòü èñòîëêîâàíà êàê îãðàíè÷åíèå ôîðìóëû èçîáðåòåíè  êàêèì-
ëèáî îáðàçîì. Äèôôåðåíöèàëüíî ìå÷åíûé èëè íåìå÷åíûé òåðìèíàòîð òàêæå
îõâàòûâàåòñ  èçîáðåòåíèåì, ïðè óñëîâèè, ÷òî ìåòêà òåðìèíàòîðà îòëè÷àåòñ  îò ìåòêè
íåòåðìèíàòîðà.

Ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè òàêæå ìîæåò ïîí òü, ÷òî ïðè òîì óñëîâèè, ÷òî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìàòðèöû ïî ìåíüøåé ìåðå ÷àñòè÷íî èçâåñòíà, ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü
ïðàéìåð, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ ìàòðè÷íîé íèòüþ òàê, ÷òî ìîæåò ïðîèñõîäèòü ñâ çûâàíèå
ïðàéìåðà íà ìàòðè÷íîé íèòè. Ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè òàêæå ìîæåò ïîí òü, ÷òî
ñïîñîá ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ íà ïðàêòèêå ìîæåò ïðèìåí òüñ  ñ èñïîëüçîâàíèåì
íåñêîëüêèõ ïðàéìåðîâ â îäíîé èëè áîëüøåì êîëè÷åñòâå ïðîáèðîê äë  àíàëèçà.

Îñîáåííîñòüþ ñïîñîáà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ  âë åòñ  òî, ÷òî ìîæíî ñîçäàòü ìîùíûé
ñèãíàë, åñëè íåòåðìèíàòîðû îäèíàêîâî ìå÷åíû, ïîñêîëüêó äîñòèãàåòñ  ýôôåêò
ñóììèðîâàíè  ñèãíàëà ïðè âêëþ÷åíèè íåñêîëüêèõ ìå÷åíûõ íåòåðìèíàòîðîâ, âêëþ÷åííûõ â
íèòü óäëèíåíè  ïðàéìåðà. Òî÷íîñòü âîçðàñòàåò â òîì ñëó÷àå, êîãäà íàáëþäàþòñ  ñèãíàëû
ïðè èñïîëüçîâàíè  ðàçëè÷íûõ ìåòîê, ñïåöèôè÷íûõ äë  ðàçëè÷íûõ òåðìèíàòîðîâ èëè
íåòåðìèíàòîðîâ.

Öåëüþ äàííîãî èçîáðåòåíè  òàêæå  âë åòñ  ïðåäîñòàâëåíèå íàáîðà è ðåàãåíòîâ äë 
áûñòðîãî è òî÷íîãî êîëè÷åñòâåííîãî èëè íåêîëè÷åñòâåííîãî, ïî æåëàíèþ, îïðåäåëåíè 
íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè â îáðàçöå. Êàæäûé êîìïîíåíò
íàáîðà(îâ) ìîæåò áûòü èíäèâèäóàëüíî óïàêîâàí â ñîáñòâåííûé ïîäõîä ùèé êîíòåéíåð.
Èíäèâèäóàëüíûå êîíòåéíåðû òàêæå ìîãóò áûòü ìå÷åíû òàêèì îáðàçîì, ïðè êîòîðîì
èäåíòèôèöèðîâàíî ñîäåðæèìîå. Êðîìå òîãî, èíäèâèäóàëüíî óïàêîâàííûå êîìïîíåíòû
ìîãóò áûòü ïîìåùåíû â áîëüøèé ïî ðàçìåðó êîíòåéíåð, ñïîñîáíûé âìåñòèòü âñå
òðåáóåìûå êîìïîíåíòû. Âìåñòå ñ íàáîðîì ìîãóò áûòü äàíû èíñòðóêöèè, êîòîðûå
îáú ñí þò, êàê èñïîëüçîâàòü íàáîð. Óêàçàííûå èíñòðóêöèè ìîãóò áûòü íàïèñàíû íà íàáîðå
èëè ïðèëîæåíû ê íåìó.

Ñëåäóþùèå ïðèìåðû ïðåäëàãàþòñ  â êà÷åñòâå èëëþñòðàöèè äàííîãî èçîáðåòåíè , à íå
â êà÷åñòâå îãðàíè÷åíè .

ÏÐÈÌÅÐ.
Ñóììàðíóþ ÐÍÊ ýêñòðàãèðîâàëè èç ìîçãà êðûñ ñïîñîáîì RNAzol Â (Tels-tel, ÒÕ).

Êîíöåíòðàöèþ ñóììàðíîé ÐÍÊ èçìåð ëè ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè OD 260 íì.
Ñóììàðíóþ ÐÍÊ ðàçáàâë ëè ñâîáîäíîé îò ÐÍÊàçû âîäîé, îáðàáîòàííîé
äèýòèëïèðîêàðáîíàòîì (ÄÝÏÊ, DEPC). Â êàæäóþ ïðîáèðêó îòáèðàëè àëèêâîòû ïî 5 ìêë
ðàçáàâëåííîãî ðàñòâîðà ÐÍÊ ñ ðàçëè÷íûìè êîëè÷åñòâàìè, êàê ïîêàçàíî â òàáëèöå 2, è
çàòåì ñìåøèâàëè ñ 1 ìêë ñèíòåòè÷åñêîãî îëèãîíóêëåîòèäíîãî ïðàéìåðà 5'-
GTGGGAACCGTGTCA-3' (SEQ ID NO:1), êîòîðûé ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ñîâïàäàþùóþ ñî ñïåöèôè÷íîé êÄÍÊ ìîçãà êðûñ (íåîïóáëèêîâàííûå äàííûå). Ñìåñü ÐÍÊ-
ïðàéìåð íàãðåâàëè ïðè 70°Ñ â òå÷åíèå 3 ìèíóò è èíêóáèðîâàëè íà ëüäó â òå÷åíèå 3
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ìèíóò. Ïîñëå áûñòðîãî öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðîáèðêè ðåàêöèþ óäëèíåíè  ïðàéìåðà
íà÷èíàëè äîáàâëåíèåì 14 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé òðèñ-HCl áóôåð (ðÍ 7,5)
ïðè êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 20 ìÌ, 15 åäèíèö èíãèáèòîðà ÐÍÊàçû, 0,5 ìÌ dATP, dGTP, 1
ìêë dCTPα32P è 100 åäèíèö îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû MMVL. Ðåàêöèþ âûïîëí ëè ïðè 37°Ñ
â òå÷åíèå 20 ìèíóò è îñòàíàâëèâàëè íàãðåâàíèåì ðåàêöèîííîé ïðîáèðêè äî 100°Ñ â
òå÷åíèå 2 ìèíóò. 1 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè èñïîëüçîâàëè äë  òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè
(TRIM USA, Maryland), ÷òîáû îòäåëèòü ñâîáîäíûé dCTPα32P. Çàòåì ðàäèîàêòèâíîñòü
ìå÷åíîãî ïðàéìåðà ñ÷èòàëè â ñöèíòèëë öèîííîì ñ÷åò÷èêå (Beckman LS 5000). Ðåçóëüòàòû
ïîêàçàíû â òàáëèöå 2.

Âñå óêàçàííûå âûøå ñòàäèè âêëþ÷àþò â ñåá  õèìè÷åñêèå ïðîöåññû, ìàíèïóë öèè è
ïðîòîêîëû, êîòîðûå áûëè àâòîìàòèçèðîâàíû èëè ïîääàþòñ  àâòîìàòèçàöèè. Â ñâ çè ñ ýòèì
ââåäåíèå ïðåäïî÷òèòåëüíîãî ñïîñîáà ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíè  äàííîãî èçîáðåòåíè  â
ðàáîòó ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì çàïðîãðàììèðîâàííîé ðîáîòèçèðîâàííîé ðàáî÷åé
ñòàíöèè â ðåçóëüòàòå ïðèâåäåò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ ñåáåñòîèìîñòè è óâåëè÷åíèþ
ïðîäóêòèâíîñòè ïðàêòè÷åñêè ëþáîé äèàãíîñòè÷åñêîé ïðîöåäóðû, êîòîðà  çàâèñèò îò
âû âëåíè  ñïåöèôè÷íûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èëè îòëè÷èé â
ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïîëó÷åííûõ èç áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöîâ.

Âñå öèòèðîâàííûå çäåñü ìàòåðèàëû âêëþ÷åíû â âèäå ññûëêè â ïîëíîì îáúåìå.
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Òàáëèöà 2

Êîëè÷åñòâî ÐÍÊ (íã) Ìå÷åíûé ïðàéìåð (èìï/ìèí)

20 31552

10 29756

Ñòðàíèöà: 12

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 265 058 C2

5 26066

2 16779

1 11156

0,5 6587

0 6703
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá âû âëåíè  â îáðàçöå íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá 
(a) ïðèãîòîâëåíèå ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî ïðàéìåðà, ñïåöèôè÷íî ñâ çûâàþùåãîñ  ñ

ïðåäîïðåäåëåííûì ó÷àñòêîì íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè;
(b) îòæèã ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî ïðàéìåðà èç ïóíêòà (à) ñ íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-

ìèøåíüþ ñ îáðàçîâàíèåì äóïëåêñà ïðàéìåð-íóêëåèíîâà  êèñëîòà â ïðåäîïðåäåëåííîì
ó÷àñòêå íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè;

(c) ñìåøèâàíèå äóïëåêñà ïðàéìåð-íóêëåèíîâà  êèñëîòà èç ïóíêòà (b) ñî ñìåñüþ
íåòåðìèíèðóþùèõ íóêëåîòèäîâ, ãäå ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí èç ÷åòûðåõ íåîáõîäèìûõ òèïîâ
íóêëåîòèäîâ äë  íåïðåðûâíîãî óäëèíåíè  â ïðîöåññå ðåàêöèé óäëèíåíè  ïðàéìåðà
îòñóòñòâóåò â ñìåñè íåòåðìèíèðóþùèõ íóêëåîòèäîâ è ãäå ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí
íåòåðìèíèðóþùèé íóêëåîòèä ìå÷åí äåòåêòèðóåìûì ìàðêåðîì;

(d) âûïîëíåíèå èçîìåòðè÷åñêîãî óäëèíåíè  ïðàéìåðà ïîñðåäñòâîì ôåðìåíòàòèâíîé èëè
õèìè÷åñêîé ðåàêöèè â ñîîòâåòñòâóþùåì áóôåðå ñ ïîëó÷åíèåì ïðîäóêòîâ èçîìåòðè÷åñêîãî
óäëèíåíè  ïðàéìåðà, ãäå óäëèíåíèå ïðàéìåðà òåðìèíèðóåòñ  ó íóêëåîòèäà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû-ìèøåíè, êîòîðûé êîìïëåìåíòàðåí îòñóòñòâóþùåìó íåòåðìèíèðóþùåìó
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íóêëåîòèäó èç ïóíêòà (ñ);
(å) âû âëåíèå ñèãíàëà ìåòêè íà ïðîäóêòàõ èçîìåòðè÷åñêîãî óäëèíåíè  ïðàéìåðà.
2. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ïðàéìåð âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

ïðàéìåðà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, îëèãîäåçîêñèðèáîíóêëåîòèäà, îëèãîðèáîíóêëåîòèäà è
ñîïîëèìåðà äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû è ðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû.

3. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü âûáðàíà èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû, ðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû è ñîïîëèìåðà
äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû è ðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû.

4. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íåòåðìèíèðóþùèå íóêëåîòèäû âûáðàíû èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ è ðèáîíóêëåîòèäîâ.

5. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íåòåðìèíèðóþùèå íóêëåîòèäû âûáðàíû èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ìîäèôèöèðîâàííûõ äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ è ìîäèôèöèðîâàííûõ ðèáîíóêëåîòèäîâ.

6. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ñìåñü íåòåðìèíèðóþùèõ íóêëåîòèäîâ ñîäåðæèò
(a) dATP, dCTP, dGTP;
(b) dATP, dCTP, dTTP èëè dUTP;
(c) dATP, dGTP, dTTP èëè dUTP èëè
(d) dCTP, dGTP, dTTP èëè dUTP.
7. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå òåðìèíàòîð ïðåäñòàâë åò ñîáîé äèäåçîêñèðèáîíóêëåîòèä.
8. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé äåòåêòèðóåìûé ìàðêåð âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

ôåðìåíòàòèâíîãî ôðàãìåíòà, áåëêîâîãî ôðàãìåíòà, ðàäèîàêòèâíîãî èçîòîïà,
ôëóîðåñöåíòíîãî ôðàãìåíòà è õèìè÷åñêîé ãðóïïû.

9. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ïðîäóêòû óäëèíåíè  ïðàéìåðà îáðàçóþòñ  ñ ïîìîùüþ çàâèñèìîãî
îò ìàòðèöû ôåðìåíòà.

10. Ñïîñîá ïî ï.9, ãäå çàâèñèìûé îò ìàòðèöû ôåðìåíò âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû è îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû.

11. Ñïîñîá ïî ï.9, ãäå çàâèñèìûì îò ìàòðèöû ôåðìåíòîì  âë åòñ  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I
E.coli, ôðàãìåíò Êëåíîâà ýòîé ïîëèìåðàçû, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà Ò4, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà Ò7,
òåðìîôèëüíà  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà, îáðàòíà  òðàíñêðèïòàçà ðåòðîâèðóñîâ èëè èõ êîìáèíàöè .

12. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü ñèíòåçèðóåòñ  ôåðìåíòàòèâíî in
vivo èëè in vitro.

13. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü ñèíòåçèðóåòñ  ïîñðåäñòâîì
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè.

14. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü ñîäåðæèò íåïðèðîäíûå
íóêëåîòèäíûå àíàëîãè.

15. Ñïîñîá ïî ï.14, ãäå íåïðèðîäíûå íóêëåîòèäíûå àíàëîãè âêëþ÷àþò â ñåá 
äåçîêñèèíîçèí èëè 7-äåàçà-2'-äåçîêñèãóàíîçèí.

16. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü ñèíòåçèðîâàíà íåôåðìåíòàòèâíûì
ïóòåì.

17. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü âûáðàíà èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ãåíîìíîé ÄÍÊ èç îðãàíèçìà, åå ÐÍÊ-òðàíñêðèïòà è êÄÍÊ, ïîëó÷åííîé èç åå ÐÍÊ-
òðàíñêðèïòîâ.

18. Ñïîñîá ïî ï.17, ãäå îðãàíèçìîì  âë åòñ  ðàñòåíèå, ìèêðîîðãàíèçì, áàêòåðè  èëè
âèðóñ.

19. Ñïîñîá ïî ï.17, ãäå îðãàíèçìîì  âë åòñ  ïîçâîíî÷íîå èëè áåñïîçâîíî÷íîå.
20. Ñïîñîá ïî ï.17, ãäå îðãàíèçìîì  âë åòñ  ìëåêîïèòàþùåå.
21. Ñïîñîá ïî ï.20, ãäå ìëåêîïèòàþùèì  âë åòñ  ÷åëîâåê.
22. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íóêëåèíîâóþ êèñëîòó-ìèøåíü ïðåäâàðèòåëüíî àìïëèôèöèðóþò.
23. Ñïîñîá ïî ï.22, ãäå àìïëèôèêàöèþ âûïîëí þò ñïîñîáîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû,

ñîñòî ùåé èç êëîíèðîâàíè , òðàíñêðèïöèè, ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ), ëèãàçíîé
öåïíîé ðåàêöèè (ËÖÐ), àìïëèôèêàöèè ñ âûòåñíåíèåì öåïè (SDA) è îïîñðåäîâàííîé
íàëè÷èåì ïåòëè èçîòåðìè÷åñêîé àìïëèôèêàöèè (LAMP).

24. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ïðàéìåð ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ôðàãìåíò, êîòîðûé
ïîçâîë åò ðåàëèçîâàòü àôôèííîå îòäåëåíèå ïðàéìåðà îò íå âêëþ÷èâøåãîñ  ðåàãåíòà èëè
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ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ íóêëåèíîâîé êèñëîòû.
25. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ïðàéìåð ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ôðàãìåíò, êîòîðûé

ïîçâîë åò èììîáèëèçèðîâàòü ïðàéìåð íà òâåðäîì íîñèòåëå, ñ ïîëó÷åíèåì
èììîáèëèçîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðà.

26. Ñïîñîá ïî ï.24 èëè 25, ãäå óêàçàííûé ôðàãìåíò ñîäåðæèò õèìè÷åñêóþ ãðóïïó,
âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç áèîòèíà è äèãèòîíèíà.

27. Ñïîñîá ïî ï.24 èëè 25, ãäå óêàçàííûé ôðàãìåíò ñîäåðæèò íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  êîìïëåìåíòàðíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðèñóòñòâóþùåé â
òâåðäîì íîñèòåëå.

28. Ñïîñîá ïî ï.27, ãäå òâåðäûé íîñèòåëü âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç øàðèêîâ,
ïëîñêèõ ïîâåðõíîñòåé, ÷èïîâ, êàïèëë ðîâ, èãë è ïëàñòèí.

29. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ïðàéìåð íåïîñðåäñòâåííî ñèíòåçèðîâàí íà òâåðäîì íîñèòåëå ñ
ïîëó÷åíèåì èììîáèëèçîâàííîé ïðàéìåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

30. Ñïîñîá ïî ï.29, ãäå ñèíòåç îñóùåñòâëåí ôåðìåíòàòèâíûì, èëè õèìè÷åñêèì, èëè
ôèçè÷åñêèì ñïîñîáîì.

31. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ïðàéìåð èììîáèëèçîâàí íà òâåðäîì íîñèòåëå ñ ïîëó÷åíèåì
èììîáèëèçîâàííûõ ïðîäóêòîâ èçîìåòðè÷åñêîãî óäëèíåíè  ïðàéìåðà.

32. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ïðàéìåð îáðàòèìî èììîáèëèçîâàí íà òâåðäîì íîñèòåëå.
33. Ñïîñîá ïî ï.32, ãäå ïðàéìåð îòùåïë åòñ  îò òâåðäîãî íîñèòåë  õèìè÷åñêèì,

ôåðìåíòàòèâíûì èëè ôèçè÷åñêèì ñïîñîáîì.
34. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü èììîáèëèçîâàíà íà òâåðäîì

íîñèòåëå, ñ ïîëó÷åíèåì èììîáèëèçîâàííûõ ïðîäóêòîâ èçîìåòðè÷åñêîãî óäëèíåíè 
ïðàéìåðà.

35. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü îáðàòèìî èììîáèëèçîâàíà íà
òâåðäîì íîñèòåëå.

36. Ñïîñîá ïî ï.34, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü îòùåïë åòñ  îò òâåðäîãî íîñèòåë 
õèìè÷åñêèì, ôåðìåíòàòèâíûì èëè ôèçè÷åñêèì ñïîñîáîì.

37. Ñïîñîá ïî ïï.31, 32, 34 èëè 35, ãäå èììîáèëèçàöè  îñóùåñòâë åòñ  ÷åðåç
ôîòîðàçðóøàåìóþ ñâ çü.

38. Ñïîñîá ïî ïï.25, 29, 31, 32, 34 èëè 35, ãäå òâåðäûé íîñèòåëü âûáðàí èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç øàðèêîâ, ïëîñêèõ ïîâåðõíîñòåé, ÷èïîâ, êàïèëë ðîâ, èãë è ïëàñòèí.

39. Ñïîñîá ïî ïï.31, 32, 34 èëè 35, ãäå óêàçàííà  èììîáèëèçàöè  îñóùåñòâë åòñ 
ïîñðåäñòâîì ãèáðèäèçàöèè ìåæäó ïðåäâàðèòåëüíî èììîáèëèçîâàííîé íà òâåðäîì
íîñèòåëå óëàâëèâàþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîìïëåìåíòàðíîé
÷àñòè àíàëèçèðóåìîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû, îòëè÷íîé îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè, è ñîîòâåòñòâóþùåé ÷àñòüþ ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû.

40. Ñïîñîá ïî ïï.31, 32, 34 èëè 35, ãäå óêàçàííà  èììîáèëèçàöè  îñóùåñòâë åòñ 
ïîñðåäñòâîì ïð ìîãî ñâ çûâàíè  ìåæäó òâåðäûì íîñèòåëåì è ÷àñòüþ ìîëåêóëû
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðà  îòëè÷àåòñ  îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû-
ìèøåíè.

41. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå èçîìåòðè÷åñêîå óäëèíåíèå ïðàéìåðà ïðåäïðèíèìàåòñ  ïîâòîðíî
ñ èñïîëüçîâàíèåì òåðìîñòàáèëüíîé ïîëèìåðàçû.

42. Ñïîñîá âû âëåíè  â îáðàçöå íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè, êîòîðûé âêëþ÷àåò â
ñåá 

(a) ïðèãîòîâëåíèå ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî ïðàéìåðà, ñïåöèôè÷íî ñâ çûâàþùåãîñ  ñ
ïðåäîïðåäåëåííûì ó÷àñòêîì íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè;

(b) îòæèã ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî ïðàéìåðà èç ïóíêòà (à) ñ íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-
ìèøåíüþ, ñ îáðàçîâàíèåì äóïëåêñà ïðàéìåð-íóêëåèíîâà  êèñëîòà â ïðåäîïðåäåëåííîì
ó÷àñòêå íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè;

(c) ñìåøèâàíèå äóïëåêñà ïðàéìåð-íóêëåèíîâà  êèñëîòà èç ïóíêòà (b) ñî ñìåñüþ
íåòåðìèíèðóþùèõ íóêëåîòèäîâ, ãäå ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí èç ÷åòûðåõ íåîáõîäèìûõ òèïîâ
íóêëåîòèäîâ äë  íåïðåðûâíîãî óäëèíåíè  â ïðîöåññå ðåàêöèé óäëèíåíè  ïðàéìåðà
îòñóòñòâóåò â ñìåñè íåòåðìèíèðóþùèõ íóêëåîòèäîâ;
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(d) âûïîëíåíèå èçîìåòðè÷åñêîãî óäëèíåíè  ïðàéìåðà ïîñðåäñòâîì ôåðìåíòàòèâíîé èëè
õèìè÷åñêîé ðåàêöèè, ãäå óäëèíåíèå ïðàéìåðà òåðìèíèðóåòñ  ó íóêëåîòèäà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû-ìèøåíè, êîòîðûé êîìïëåìåíòàðåí îòñóòñòâóþùåìó íåòåðìèíèðóþùåìó
íóêëåîòèäó èç ïóíêòà (ñ);

(e) âû âëåíèå ïðîäóêòîâ èçîìåòðè÷åñêîãî óäëèíåíè  ïðàéìåðà.
43. Ñïîñîá ïî ï.42, ãäå ìå÷åíûå ïðîäóêòû óäëèíåíè  ïðàéìåðà äåòåêòèðóþò ïóòåì

ðàçäåëåíè  ïî ðàçìåðó è ïî ÓÔ-ïîãëîùåíèþ, ïî èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè èëè ìàññ-
ñïåêòðîìåòðè÷åñêè.

44. Ñïîñîá âû âëåíè  â îáðàçöå íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè, êîòîðûé âêëþ÷àåò â
ñåá 

(a) îòæèã ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî ïðàéìåðà ñ íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-ìèøåíüþ, ãäå
ïðàéìåð ìå÷åí äåòåêòèðóåìûì ìàðêåðîì;

(b) óäëèíåíèå ìå÷åíîãî ïðàéìåðà ñ îáðàçîâàíèåì ïðîäóêòîâ èçîìåòðè÷åñêîãî
óäëèíåíè  ïðàéìåðà ïóòåì ïðîïóñêà ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî èç ÷åòûðåõ íåîáõîäèìûõ
òèïîâ íóêëåîòèäîâ äë  íåïðåðûâíîãî óäëèíåíè  â ïðîöåññå ðåàêöèè óäëèíåíè  ïðàéìåðà;

(ñ) âû âëåíèå ìå÷åíûõ ïðîäóêòîâ óäëèíåíè  ïðàéìåðà.
Ïðèîðèòåò ïî ïóíêòàì
08.06.2000 ïî ïï.1-11, 42-44;
23.05.2001 ïî ïï.12-41.
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