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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð äë  ïîâûøåíè  ñïåöèôè÷íîñòè îòæèãà ïðè

àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ïðåäóñìàòðèâàþùèé (à) 3'-êîíöåâîé ó÷àñòîê,
ñîäåðæàùèé ãèáðèäèçóþùóþñ  íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â îñíîâíîì
êîìïëåìåíòàðíóþ ñàéòó â ìàòðè÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå äë  ãèáðèäèçàöèè ñ íåé; (b) 5'-
êîíöåâîé ó÷àñòîê, ñîäåðæàùèé çàðàíåå âûáðàííóþ ïðîèçâîëüíóþ íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, è (ñ) ðåãóë òîðíûé ó÷àñòîê, ðàñïîëîæåííûé ìåæäó 3'-êîíöåâûì
ó÷àñòêîì è 5'-êîíöåâûì ó÷àñòêîì, ñîäåðæàùèì ïî ìåíüøåé ìåðå äâà óíèâåðñàëüíûõ
îñíîâàíè  èëè íåîòëè÷àþùèõñ  àíàëîãîâ îñíîâàíè , ïîñðåäñòâîì ÷åãî óêàçàííîé
ðåãóë òîðíûé ó÷àñòîê ñïîñîáåí ðåãóëèðîâàòü îòæèãàþùèéñ  ó÷àñòîê óêàçàííîãî ïðàéìåðà
â çàâèñèìîñòè îò òåìïåðàòóðû îòæèãà.

2. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.1, ãäå óêàçàííà  çàðàíåå âûáðàííà  ïðîèçâîëüíà 
íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü óêàçàííîãî 5'-êîíöåâîãî ó÷àñòêà  âë åòñ  â îñíîâíîì
íåêîìïëåìåíòàðíîé ëþáîìó ñàéòó â óêàçàííîé ìàòðè÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå.

3. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.1, ãäå óêàçàííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü
ïðåäñòàâë åò ãÄÍÊ, êÄÍÊ èëè ìÐÍÊ.

4. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.3, ãäå óêàçàííà  ãÄÍÊ èëè êÄÍÊ  âë åòñ 
îäíîöåïî÷å÷íîé èëè äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ.

5. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.1, ãäå àìïëèôèêàöèþ óêàçàííîé íóêëåèíîâîé
êèñëîòû ïðîâîä ò ïðè ïåðâîé è âòîðîé òåìïåðàòóðàõ îòæèãà.

6. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã ïðàéìåð ïî ï.5, ãäå óêàçàííà  ïåðâà  òåìïåðàòóðà îòæèãà ïðè
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óêàçàííîé àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû àíàëîãè÷íà èëè íèæå óêàçàííîé âòîðîé
òåìïåðàòóðû îòæèãà.

7. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.5, ãäå 3'-êîíöåâîé ó÷àñòîê ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â
îòæèãå ïðè óêàçàííîé ïåðâîé òåìïåðàòóðå îòæèãà, è óêàçàííûé 5'-êîíöåâîé ó÷àñòîê
ñëóæèò â êà÷åñòâå ñàéòà ïðàéìèðîâàíè  ïðè óêàçàííîé âòîðîé òåìïåðàòóðå îòæèãà.

8. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.5, ãäå óêàçàííûé ðåãóë òîðíûé ó÷àñòîê ñïîñîáåí
îãðàíè÷èâàòü óêàçàííûé ó÷àñòîê îòæèãà óêàçàííîãî ïðàéìåðà óêàçàííûì 3'-êîíöåâûì
ó÷àñòêîì ïðè óêàçàííîé ïåðâîé òåìïåðàòóðå îòæèãà.

9. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.5, ãäå óêàçàííà  ïåðâà  òåìïåðàòóðà îòæèãà
íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ ïðèìåðíî îò 30 äî 68°Ñ.

10. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.5, ãäå óêàçàííà  âòîðà  òåìïåðàòóðà îòæèãà
íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ ïðèìåðíî îò 50 äî 72°Ñ.

11. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé ðåãóëèðóþùèé îòæèã ïðàéìåð
ñîäåðæèò îáùóþ ôîðìóëó 5'-Õð-Yq-Zr-3', ãäå Õð ïðåäñòàâë åò 5'-êîíöåâîé ó÷àñòîê,
ñîäåðæàùèé çàðàíåå âûáðàííóþ ïðîèçâîëüíóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â
îñíîâíîì íå êîìïëåìåíòàðíóþ ëþáîìó ñàéòó â ìàòðè÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå;
Y q ïðåäñòàâë åò ðåãóë òîðíûé ó÷àñòîê, âêëþ÷àþùèé ïî ìåíüøåé ìåðå äâà óíèâåðñàëüíûõ
îñíîâàíè  èëè íåîòëè÷àþùèõñ  àíàëîãà îñíîâàíè ; Zr ïðåäñòàâë åò 3'-êîíöåâîé ó÷àñòîê,
ñîäåðæàùèé ãèáðèäèçóþùóþñ  íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â îñíîâíîì
êîìïëåìåíòàðíóþ ñàéòó â ìàòðè÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå äë  ãèáðèäèçàöèè ñ íåé, ãäå ð,
q è r ïðåäñòàâë þò ÷èñëî íóêëåîòèäîâ; è ãäå X, Y è Z  âë þòñ  äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîì
èëè ðèáîíóêëåîòèäîì.

12. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå óêàçàííîå óíèâåðñàëüíîå îñíîâàíèå èëè
íåîòëè÷àþùèéñ  àíàëîã îñíîâàíè  ñïîñîáíû ñïàðèâàòüñ  ñ êàæäûì ïðèðîäíûì
îñíîâàíèåì ÄÍÊ/ÐÍÊ ñ íåáîëüøèì ðàçëè÷èåì ìåæäó óêàçàííûìè ïðèðîäíûìè
îñíîâàíè ìè ÄÍÊ/ÐÍÊ.

13. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå óêàçàííîå óíèâåðñàëüíîå îñíîâàíèå èëè
íåîòëè÷àþùèéñ  àíàëîã îñíîâàíè  âûáðàíû èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç äåçîêñèèíîçèíà,
èíîçèíà, 7-äåàçà-2'-äåçîêñèèíîçèíà, 2-àçà-2'-äåçîêñèèíîçèíà, 2'-ÎÌå-èíîçèíà, 2'-F-
èíîçèíà, äåçîêñè-3-íèòðîïèððîëà, 3-íèòðîïèððîëà, 2'-ÎÌå-3-íèòðîïèððîëà, 2'-F-3-
íèòðîïèððîëà, 1-(2'-äåçîêñè-áåòà-D-ðèáîôóðàíîçèë)-3-íèòðîïèððîëà, äåçîêñè-5-
íèòðîèíäîëà, 5-íèòðîèíäîëà, 2'-ÎÌå-5-íèòðîèíäîëà, 2'-F-5-íèòðîèíäîëà, äåçîêñè-4-
íèòðîáåíçèìèäàçîëà, 4-íèòðîáåíçèìèäàçîëà, äåçîêñè-4-àìèíîáåíçèìèäàçîëà, 4-
àìèíîáåíçèìèäàçîëà, äåçîêñèíåáóëàðèíà, 2'-F-íåáóëàðèíà, 2'-F-4-íèòðîáåíçèìèäàçîëà,
PNA-5-èíòðîèíäîëà, PNA-íåáóëàðèíà, PNA-èíîçèíà, PNA-4-íèòðîáåíçèìèäàçîëà, PNA-3-
íèòðîïèððîëà, ìîðôîëèíî-5-íèòðîèíäîëà, ìîðôîëèíîíåáóëàðèíà, ìîðôîëèíîèíîçèíà,
ìîðôîëèíî-4-íèòðîáåíçèìèäàçîëà, ìîðôîëèíî-3-íèðîïèððîëà, ôîñôîðàìèäàò-5-
íèòðîèíäîëà, ôîñôîðàìèäàòíåáóëàðèíà, ôîñôîðàìèäàòèíîçèíà, ôîñôîðàìèäàò-4-
íèòðîáåíçèìèäàçîëà, ôîñôîðàìèäàòèíîçèíà, ôîñôîðàìèäàò-4-íèòðîáåíçèìèäàçîëà,
ôîñôîðàìèäàò-3-íèòðîïèððîëà, 2'-Î-ìåòîêñèýòèëèíîçèíà, 2'-ìåòîêñèýòèëíåáóëàðèíà, 2'-Î-
ìåòîêñèýòèë-5-íèòðîèíäîëà, 2'-Î-ìåòîêñèýòèë-4-íèòðîáåíçèìèäàçîëà, 2'-Î-ìåòîêñèýòèë-3-
íèòðîïèððîëà è èõ êîìáèíàöèé.

14. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå óêàçàííîå óíèâåðñàëüíîå îñíîâàíèå èëè
íåîòëè÷àþùèéñ  àíàëîã îñíîâàíè  ïðåäñòàâë þò äåçîêñèèíîçèí, 1-(2'-äåçîêñè-áåòà-D-
ðèáîôóðàíîçèë)-3-íèòðîïèððîë èëè 5-íèòðîèíäîë.

15. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå óêàçàííûé ðåãóë òîðíûé ó÷àñòîê
ñîäåðæèò ñìåæíûå íóêëåîòèäû, èìåþùèå óíèâåðñàëüíîå îñíîâàíèå èëè íåîòëè÷àþùèéñ 
àíàëîã îñíîâàíè .

16. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå óêàçàííûé äåçîêñèðèáîíóêëåîòèä
ïðåäñòàâë åò ïðèðîäíûé dNMP, ìîäèôèöèðîâàííûé íóêëåîòèä èëè íåïðèðîäíûé
íóêëåîòèä.

17. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå ð ïðåäñòàâë åò öåëîå ÷èñëî â ïðåäåëàõ
îò 15 äî 60.

18. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå q ðàâíî ïî ìåíüøåé ìåðå 3.
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19. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå q ðàâíî ïî ìåíüøåé ìåðå 4.
20. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå q ïðåäñòàâë åò öåëîå ÷èñëî â ïðåäåëàõ

îò 2 äî 15.
21. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå r ïðåäñòàâë åò öåëîå ÷èñëî â ïðåäåëàõ

îò 6 äî 50.
22. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå ð ïðåäñòàâë åò öåëîå ÷èñëî â ïðåäåëàõ

îò 15 äî 60, q ïðåäñòàâë åò öåëîå ÷èñëî îò 2 äî 15, è r ïðåäñòàâë åò öåëîå ÷èñëî îò 6
äî 30.

23. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Xð ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
óíèâåðñàëüíîãî ïðàéìåðà.

24. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Õð ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, óçíàâàåìûå ðåñòðèêòàçîé èëè ðåñòðèêòàçàìè.

25. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Õð ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí
íóêëåîòèä ñ ìåòêîé äë  äåòåêòèðîâàíè  èëè âûäåëåíè .

26. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Zr ïðåäñòàâë åò íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ãèáðèäèçóåòñ  ñ ïîëèàäåíîçèíîì ïîëè(À)-õâîñòîì ìÐÍÊ.

27. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.26, ãäå Zr ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå 10 ñìåæíûõ
íóêëåîòèäîâ äåçîêñèòèìèäèíà.

28. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.26, ãäå Zr ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå 10 ñìåæíûõ
íóêëåîòèäîâ äåçîêñèòèìèäèíà, èìåþùèõ 3'-V íà èõ êîíöå; ãäå V âûáðàí èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç äåçîêñèàäåíîçèíà, äåçîêñèöèòèäèíà è äåçîêñèãóàíîçèíà.

29. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.26, ãäå Zr ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå 10 ñìåæíûõ
íóêëåîòèäîâ äåçîêñèòèìèäèíà, èìåþùèõ 3'-NV íà èõ 3'-êîíöå; ãäå V âûáðàí èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç äåçîêñèàäåíîçèíà, äåçîêñèöèòèäèíà è äåçîêñèãóàíîçèíà, è N âûáðàí èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç äåçîêñèàäåíîçèíà, äåçîêñèòèìèäèíà, äåçîêñèöèòèäèíà è
äåçîêñèãóàíîçèíà.

30. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Zr ïðåäñòàâë åò íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â îñíîâíîì êîìïëåìåíòàðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè â
ìàòðè÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå.

31. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Zr ïðåäñòàâë åò ñëó÷àéíóþ íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

32. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Zr ïðåäñòàâë åò íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â îñíîâíîì êîìïëåìåíòàðíóþ ñîãëàñîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
îáíàðóæåííîé â ñåìåéñòâå ãåíîâ.

33. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Zr ïðåäñòàâë åò âûðîæäåííóþ
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç ìíîæåñòâà êîìáèíàöèé íóêëåîòèäîâ,
êîäèðóþùèõ çàðàíåå îïðåäåëåííóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

34. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Zr ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí
ðèáîíóêëåîòèä.

35. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Zr ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí
íóêëåîòèä, êîìïëåìåíòàðíûé àëëåëüíîìó ñàéòó.

36. Ðåãóëèðóþùèé îòæèã, ïðàéìåð ïî ï.11, ãäå Zr ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå îäíî
îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå íóêëåîòèäîâ ñ íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-ìèøåíüþ äë  ìóòàãåíåçà.

37. Íàáîð, ñîäåðæàùèé ïðàéìåð èëè ãðóïïó ïðàéìåðîâ ïî îäíîìó èç ïï.1-36.
38. Íàáîð ïî ï.37, ãäå íàáîð äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæèò ïðàéìåð èëè ïàðó ïðàéìåðîâ,

èìåþùèõ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùóþ óêàçàííîìó 5'-êîíöåâîìó
ó÷àñòêó ïðàéìåðà, ðåãóëèðóþùåãî îòæèã, ïî îäíîìó èç ïï.1-36.

39. Ñïîñîá àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé
êèñëîòû èç ÄÍÊ èëè ñìåñè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ãäå óêàçàííûé ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò
ïðîâåäåíèå ðåàêöèè àìïëèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî
ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ïðàéìåð ñîäåðæèò òàêóþ æå ñòðóêòóðó, êàê ïðàéìåð èç ëþáîãî
îäíîãî ïî ïï.1-25.

40. Ñïîñîá ïî ï.39, ãäå óêàçàííûé ñïîñîá ïðîâîä ò ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõñòàäèéíûõ
àìïëèôèêàöèé, êîòîðûé ñîäåðæèò
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(à) ïðîâåäåíèå ïåðâîé ñòàäèè àìïëèôèêàöèè óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïðè ïåðâîé òåìïåðàòóðå îòæèãà, ïðåäóñìàòðèâàþùåé ïî ìåíüøåé
ìåðå äâà öèêëà îòæèãà ïðàéìåðà, íàðàùèâàíè  ïðàéìåðà è äåíàòóðàöèè, ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïàðû ïðàéìåðîâ èç ëþáîãî îäíîãî ïî ïï.1-25, êàæäûé ñîäåðæàùèé â åãî 3'-
êîíöåâîì ó÷àñòêå ãèáðèäèçóþùóþñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â îñíîâíîì êîìïëåìåíòàðíîé
îáëàñòè óêàçàííîé íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  ãèáðèäèçàöèè ñ íåé, â
óñëîâè õ, ïðè êîòîðûõ ïðàéìåð îòæèãàåòñ  ñ îáëàñòüþ íóêëåèíîâîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîñðåäñòâîì ÷åãî îáðàçóåòñ  ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè óêàçàííîé
íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè; è

(b) ïðîâåäåíèå âòîðîé ñòàäèè àìïëèôèêàöèè óêàçàííîãî ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè,
ïîëó÷åííîãî íà ñòàäèè (à), ïðè âòîðîé òåìïåðàòóðå îòæèãà, êîòîðà  ïðåäñòàâë åò
óñëîâè  âûñîêîé æåñòêîñòè, ïðåäóñìàòðèâàþùåé ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí öèêë îòæèãà
ïðàéìåðà, íàðàùèâàíè  ïðàéìåðà è äåíàòóðàöèè, ñ èñïîëüçîâàíèåì òåõ æå ïðàéìåðîâ, ÷òî
èñïîëüçîâàëèñü íà ñòàäèè (à), èëè ïàðû ïðàéìåðîâ, êàæäûé âêëþ÷àþùèé çàðàíåå
âûáðàííóþ ïðîèçâîëüíóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùóþ êàæäîìó
5'-êîíöåâîìó ó÷àñòêó ïðàéìåðîâ, èñïîëüçîâàííûõ íà ñòàäèè (à), â óñëîâè õ, ïðè êîòîðûõ
êàæäûé ïðàéìåð îòæèãàåòñ  ñîîòâåòñòâåííî ñ 3'- è 5'-êîíöàìè óêàçàííîãî ïðîäóêòà
àìïëèôèêàöèè, ïîñðåäñòâîì ÷åãî ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè àìïëèôèöèðóåòñ  ïîâòîðíî.

41. Ñïîñîá èçáèðàòåëüíîé àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-
ìèøåíè èç ÄÍÊ èëè ñìåñè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ãäå óêàçàííûé ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò
ïðîâåäåíèå ðåàêöèè àìïëèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî
ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ïðàéìåð ñîäåðæèò òàêóþ æå ñòðóêòóðó, êàê ïðàéìåð èç ëþáîãî
îäíîãî ïî ïï.1-25.

42. Ñïîñîá ïî ï.41, ãäå äàííûé ñïîñîá ïðîâîä ò ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõñòàäèéíûõ
àìïëèôèêàöèé, êîòîðûé ïðåäóñìàòðèâàåò

(à) ïðîâåäåíèå ïåðâîé ñòàäèè àìïëèôèêàöèè óêàçàííîé íóêëåèíîâîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ïðè ïåðâîé òåìïåðàòóðå îòæèãà, ïðåäóñìàòðèâàþùåé, ïî
ìåíüøåé ìåðå, äâà öèêëà îòæèãà ïðàéìåðà, íàðàùèâàíè  ïðàéìåðà è äåíàòóðàöèè, ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïàðû ïðàéìåðîâ ëþáîãî îäíîãî ïî ïï.1-25, êàæäûé ñîäåðæàùèé â åãî 3'-
êîíöåâîì ó÷àñòêå ãèáðèäèçóþùóþñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â îñíîâíîì êîìïëåìåíòàðíóþ
îáëàñòè óêàçàííîé íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  ãèáðèäèçàöèè ñ íåé, â
óñëîâè õ, ïðè êîòîðûõ ïðàéìåð îòæèãàåòñ  ñ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ
ïîñðåäñòâîì ÷åãî îáðàçóåòñ  ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè óêàçàííîé íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè; è

(b) ïðîâåäåíèå âòîðîé ñòàäèè àìïëèôèêàöèè óêàçàííîãî ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè,
ïîëó÷åííîãî íà ñòàäèè (à), ïðè âòîðîé òåìïåðàòóðå îòæèãà, êîòîðà  ïðåäñòàâë åò
óñëîâè  âûñîêîé æåñòêîñòè, ïðåäóñìàòðèâàþùåé ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí öèêë îòæèãà
ïðàéìåðà, íàðàùèâàíè  ïðàéìåðà è äåíàòóðàöèè, ñ èñïîëüçîâàíèåì òåõ æå ïðàéìåðîâ, ÷òî
èñïîëüçîâàëèñü íà ñòàäèè (à), èëè ïàðû ïðàéìåðîâ, êàæäûé âêëþ÷àþùèé çàðàíåå
âûáðàííóþ ïðîèçâîëüíóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùóþ êàæäîìó
5'-êîíöåâîìó ó÷àñòêó óêàçàííûõ ïðàéìåðîâ, èñïîëüçîâàííûõ íà ñòàäèè (à), â óñëîâè õ,
ïðè êîòîðûõ êàæäûé ïðàéìåð îòæèãàåòñ  ñîîòâåòñòâåííî ñ 3'- è 5'-êîíöàìè
óêàçàííîãî ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè, ïîñðåäñòâîì ÷åãî ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè
àìïëèôèöèðóþòñ  ïîâòîðíî.

43. Ñïîñîá èçáèðàòåëüíîé àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-
ìèøåíè èç ìÐÍÊ, ãäå óêàçàííûé ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò îáðàòíîå òðàíñêðèáèðîâàíèå
óêàçàííîé ìÐÍÊ è ïðîâåäåíèå ðåàêöèè àìïëèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ,
îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ïðàéìåð ñîäåðæèò òàêóþ æå ñòðóêòóðó, êàê
ïðàéìåð èç ëþáîãî îäíîãî ïî ïï.1-25.

44. Ñïîñîá ïî ï.43, ãäå ñïîñîá ïðîâîä ò ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõñòàäèéíûõ
àìïëèôèêàöèé, êîòîðûé ïðåäóñìàòðèâàåò

(à) êîíòàêòèðîâàíèå óêàçàííîé ìÐÍÊ ñ îëèãîíóêëåîòèäíûì dT-ïðàéìåðîì, êîòîðûé
ãèáðèäèçóåòñ  ñ ïîëè(À)-õâîñòîì ìÐÍÊ â óñëîâè õ, äîñòàòî÷íûõ äë  òîãî, ÷òîáû èìåë
ìåñòî íàïðàâë åìûé ìàòðèöåé ôåðìåíòàòèâíûé ñèíòåç äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû;
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(b) îáðàòíîå òðàíñêðèáèðîâàíèå óêàçàííîé ìÐÍÊ, ñ êîòîðîé ãèáðèäèçóåòñ 
îëèãîíóêëåîòèäíûé dT-ïðàéìåð ñ ïîëó÷åíèåì ïåðâîé öåïè ÄÍÊ, êîòîðà  êîìïëåìåíòàðíà
ìÐÍÊ, ñ êîòîðîé ãèáðèäèçóåòñ  îëèãîíóêëåîòèäíûé dT-ïðàéìåð;

(ñ) ïðîâåäåíèå ïåðâîé ñòàäèè àìïëèôèêàöèè óêàçàííîé íóêëåèíîâîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè èç óêàçàííîé ïåðâîé öåïè ÄÍÊ, ïîëó÷åííîé íà ñòàäèè (b), ïðè
ïåðâîé òåìïåðàòóðå îòæèãà, ïðåäóñìàòðèâàþùåé ïî ìåíüøåé ìåðå äâà öèêëà îòæèãà
ïðàéìåðà, íàðàùèâàíè  ïðàéìåðà è äåíàòóðàöèè, ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàðû ïðàéìåðîâ èç
ëþáîãî îäíîãî ïî ïï.1-25, êàæäûé ñîäåðæàùèé â åãî 3'-êîíöåâîì ó÷àñòêå ãèáðèäèçóþùóþñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â îñíîâíîì êîìïëåìåíòàðíóþ îáëàñòè óêàçàííîé
íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè äë  ãèáðèäèçàöèè ñ íåé, â óñëîâè õ,
ïðè êîòîðûõ êàæäûé ïðàéìåð îòæèãàåòñ  ñ åãî íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-
ìèøåíüþ, ïîñðåäñòâîì ÷åãî îáðàçóåòñ  ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè óêàçàííîé
íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè; è

(d) ïðîâåäåíèå âòîðîé ñòàäèè àìïëèôèêàöèè óêàçàííîãî ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè,
ïîëó÷åííîãî íà ñòàäèè (ñ), ïðè âòîðîé òåìïåðàòóðå îòæèãà, êîòîðà  ïðåäñòàâë åò
óñëîâè  âûñîêîé æåñòêîñòè, ïðåäóñìàòðèâàþùåé ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí öèêë îòæèãà
ïðàéìåðà, íàðàùèâàíè  ïðàéìåðà è äåíàòóðàöèè, ñ èñïîëüçîâàíèåì òåõ æå ïðàéìåðîâ, ÷òî
èñïîëüçîâàëèñü íà ñòàäèè (ñ), èëè ïàðû ïðàéìåðîâ, êàæäûé âêëþ÷àþùèé çàðàíåå
âûáðàííóþ ïðîèçâîëüíóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùóþ êàæäîìó
5'-êîíöåâîìó ó÷àñòêó ïðàéìåðîâ, èñïîëüçîâàííûõ íà ñòàäèè (ñ), â óñëîâè õ, ïðè êîòîðûõ
êàæäûé ïðàéìåð îòæèãàåòñ  ñîîòâåòñòâåííî ñ 3'- è 5'-êîíöàìè óêàçàííîãî ïðîäóêòà
àìïëèôèêàöèè, ïîñðåäñòâîì ÷åãî óêàçàííûé ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè àìïëèôèöèðóåòñ 
ïîâòîðíî.

45. Ñïîñîá äåòåêòèðîâàíè  ÄÍÊ, êîìïëåìåíòàðíîé äèôôåðåíöèàëüíî
ýêñïðåññèðîâàííîé ìÐÍÊ â äâóõ èëè áîëåå ïðîáàõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ãäå óêàçàííûé
ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò îáðàòíîå òðàíñêðèáèðîâàíèå óêàçàííîé ìÐÍÊ è ïðîâåäåíèå
ðåàêöèè àìïëèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïî ìåíüøåé
ìåðå îäèí ïðàéìåð ñîäåðæèò òàêóþ æå ñòðóêòóðó, êàê ïðàéìåð èç ëþáîãî îäíîãî ïî ïï.1-25.

46. Ñïîñîá ïî ï.45, ãäå óêàçàííûé ñïîñîá ïðîâîä ò ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõñòàäèéíûõ
àìïëèôèêàöèé, êîòîðûé ïðåäóñìàòðèâàåò

(à) îáåñïå÷åíèå ïåðâîé ïðîáû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïðåäñòàâë þùèõ ïåðâóþ ïîïóë öèþ
òðàíñêðèïòîâ ìÐÍÊ, è âòîðîé ïðîáû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïðåäñòàâë þùèõ âòîðóþ
ïîïóë öèþ òðàíñêðèïòîâ ìÐÍÊ;

(b) ðàçäåëüíîå êîíòàêòèðîâàíèå êàæäîé óêàçàííîé ïåðâîé ïðîáû íóêëåèíîâûõ êèñëîò è
óêàçàííîé âòîðîé ïðîáû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñ ïåðâûì ïðàéìåðîì èç ëþáîãî îäíîãî ïî
ïï.1-29, â êîòîðîì 3'-êîíöåâîé ó÷àñòîê óêàçàííîãî ïåðâîãî ïðàéìåðà ñîäåðæèò
ãèáðèäèçóþùóþñ  íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â îñíîâíîì êîìïëåìåíòàðíóþ
ïåðâîìó ñàéòó â óêàçàííîé äèôôåðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðîâàííîé ìÐÍÊ äë  ãèáðèäèçàöèè
ñ íåé, â óñëîâè õ, äîñòàòî÷íûõ äë  òîãî, ÷òîáû èìåë ìåñòî íàïðàâë åìûé ìàòðèöåé
ôåðìåíòàòèâíûé ñèíòåç äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû;

(ñ) îáðàòíîå òðàíñêðèáèðîâàíèå óêàçàííîé äèôôåðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðîâàííîé ìÐÍÊ,
ñ êîòîðîé ãèáðèäèçóåòñ  ïåðâûé ïðàéìåð ñ ïîëó÷åíèåì ïåðâîé ïîïóë öèè ïåðâûõ öåïåé
êÄÍÊ, êîòîðûå êîìïëåìåíòàðíû óêàçàííîé äèôôåðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðîâàííîé ìÐÍÊ â
óêàçàííîé ïåðâîé ïðîáå íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñ êîòîðîé ãèáðèäèçóåòñ  óêàçàííûé ïåðâûé
ïðàéìåð, è âòîðîé ïîïóë öèè ïåðâûõ öåïåé êÄÍÊ, êîòîðûå êîìïëåìåíòàðíû óêàçàííîé
äèôôåðåíöèàëüíî ýêñïðåññèðîâàííîé ìÐÍÊ â óêàçàííîé âòîðîé ïðîáå íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, ñ êîòîðîé ãèáðèäèçóåòñ  ïåðâûé ïðàéìåð;

(d) î÷èñòêó è êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëåíèå óêàçàííîé ïåðâîé è âòîðîé ïîïóë öèé ïåðâûõ
öåïåé êÄÍÊ;

(å) ïðîâåäåíèå ïåðâîé ñòàäèè àìïëèôèêàöèè êàæäîé óêàçàííîé ïåðâîé è âòîðîé
ïîïóë öèé ïåðâûõ öåïåé êÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ íà ñòàäèè (d), ïðè ïåðâîé òåìïåðàòóðå îòæèãà,
ïðåäóñìàòðèâàþùåé ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí öèêë îòæèãà ïðàéìåðà, íàðàùèâàíè  ïðàéìåðà
è äåíàòóðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì âòîðîãî ïðàéìåðà èç ëþáîãî îäíîãî ïî ïï.1-25, èìåþùåãî
â åãî 3'-êîíöåâîì ó÷àñòêå ãèáðèäèçóþùóþñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â îñíîâíîì
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êîìïëåìåíòàðíóþ âòîðîìó ñàéòó â óêàçàííîé ïåðâîé è âòîðîé ïîïóë öè õ ïåðâûõ öåïåé
êÄÍÊ, â óñëîâè õ, ïðè êîòîðûõ óêàçàííûé âòîðîé ïðàéìåð îòæèãàåòñ  ñ óêàçàííûì âòîðûì
ñàéòîì â êàæäîé ïîïóë öèè ïåðâûõ öåïåé êÄÍÊ, ïîñðåäñòâîì ÷åãî îáðàçóåòñ  ïåðâà  è
âòîðà  ïîïóë öèè âòîðûõ öåïåé êÄÍÊ;

(f) ïðîâåäåíèå âòîðîé ñòàäèè àìïëèôèêàöèè êàæäîé âòîðîé öåïè êÄÍÊ, ïîëó÷åííîé íà
ñòàäèè (å), ïðè âòîðîé òåìïåðàòóðå îòæèãà, êîòîðà   âë åòñ  óñëîâè ìè âûñîêîé
æåñòêîñòè, ïðåäóñìàòðèâàþùåé ïî ìåíüøåé ìåðå äâà öèêëà îòæèãà ïðàéìåðà,
íàðàùèâàíè  ïðàéìåðà è äåíàòóðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì òåõ æå ïåðâîãî è âòîðîãî
ïðàéìåðîâ, ÷òî èñïîëüçîâàëèñü ñîîòâåòñòâåííî íà ñòàäè õ (b) è (å), èëè ïàðó
ïðàéìåðîâ, êàæäûé âêëþ÷àþùèé çàðàíåå âûáðàííóþ ïðîèçâîëüíóþ íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþùóþ 5'-êîíöåâîìó ó÷àñòêó óêàçàííûõ ïåðâîãî è âòîðîãî
ïðàéìåðîâ, èñïîëüçîâàííûõ ñîîòâåòñòâåííî íà ñòàäè õ (b) è (å), â óñëîâè õ, ïðè
êîòîðûõ êàæäûé ïðàéìåð îòæèãàåòñ  ñîîòâåòñòâåííî ñ 3'- è 5'-êîíöåâûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè êàæäîé âòîðîé öåïè êÄÍÊ, ïîñðåäñòâîì ÷åãî îáðàçóþòñ  ïðîäóêòû
àìïëèôèêàöèè óêàçàííûõ âòîðûõ öåïåé êÄÍÊ è

(g) ñðàâíåíèå íàëè÷è  èëè óðîâí  äèñêðåòíûõ ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè â
óêàçàííîé ïåðâîé è âòîðîé ïîïóë öè õ ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè, ïîëó÷åííûõ íà ñòàäèè
(f).

47. Ñïîñîá ïî ïï. 40, 42 èëè 44, ãäå óêàçàííà  ïàðà ïðàéìåðîâ, èñïîëüçîâàííà  â
óêàçàííîé àìïëèôèêàöèè ïåðâîé ñòàäèè, ïðåäñòàâë åò êîìáèíàöèþ ïðàéìåðà,
ðåãóëèðóþùåãî îòæèã, âûáðàííîãî èç ïðàéìåðîâ ïî ïï.1-25, è îáû÷íîãî ïðàéìåðà.

48. Íàáîð äë  àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðûé ñîäåðæèò ðåãóëèðóþùèé
îòæèã ïðàéìåð èëè ãðóïïó ïðàéìåðîâ, ðåãóëèðóþùèõ îòæèã ïî ïï.39 èëè 40.

49. Íàáîð äë  èçáèðàòåëüíîé àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-
ìèøåíè èç ÄÍÊ, êîòîðûé ñîäåðæèò ðåãóëèðóþùèé îòæèã ïðàéìåð èëè ãðóïïó ïðàéìåðîâ,
ðåãóëèðóþùèõ îòæèã ïî ïï.41 èëè 42.

50. Íàáîð äë  èçáèðàòåëüíîé àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-
ìèøåíè èç ìÐÍÊ, êîòîðûé ñîäåðæèò ðåãóëèðóþùèé îòæèã ïðàéìåð èëè ãðóïïó ïðàéìåðîâ,
ðåãóëèðóþùèõ îòæèã ïî ïï.43 èëè 44.

51. Íàáîð äë  äåòåêòèðîâàíè  ÄÍÊ, êîìïëåìåíòàðíîé äèôôåðåíöèàëüíî
ýêñïðåññèðîâàííûì ìÐÍÊ, êîòîðûé ñîäåðæèò ðåãóëèðóþùèé îòæèã ïðàéìåð èëè ãðóïïó
ïðàéìåðîâ, ðåãóëèðóþùèõ îòæèã ïî îäíîìó èç ïï. 45 èëè 46.
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