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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè áèîõèìèè è

ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äë  îáíàðóæåíè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íóêëåèíîâûõ êèñëîò èëè
àíàëîãîâ íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Ïðåäëîæåí ñïîñîá
ñîçäàíè  êâàäðóïëåêñà íóêëåèíîâîé êèñëîòû èç
äâóõ äóïëåêñîâ Óîòñîíà-Êðèêà. Ïîëó÷åííûé
êâàäðóïëåêñ íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñòàáèëèçèðîâàí
ñâ çûâàíèåì îñíîâàíèé ïî ïðàâèëàì Óîòñîíà-
Êðèêà èëè ïî ïðàâèëàì ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè 
îñíîâàíèé. Äë  îáíàðóæåíè  äâóõöåïî÷å÷íîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè èëè àíàëîãà

íóêëåèíîâîé êèñëîòû, èìåþùåãî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, ïîëó÷àþò
êâàäðóïëåêñ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, îáðàçîâàííûé
äâóõöåïî÷å÷íûì çîíäîì è äâóõöåïî÷å÷íîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-ìèøåíüþ èëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äâóõöåïî÷å÷íîãî
àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû â ïðèñóòñòâèè
ôëóîðîôîðà è àíàëèçèðóþò èíòåíñèâíîñòü
èñïóñêàåìîé èì ôëóîðåñöåíöèè. Ïðèìåíåíèå
èçîáðåòåíè  ïîçâîë åò ïðîâåñòè ýôôåêòèâíûé
àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íóêëåèíîâûõ êèñëîò
èëè èõ àíàëîãîâ. 3 í. è 30 ç.ï. ô-ëû, 26 èë.
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(57) Abstract: 
FIELD: biochemistry, in particular detection

of sequences of nucleic acid or analog thereof.
SUBSTANCE: disclosed is method for

construction of nucleic acid quadruplex from two
Watson-Creak duplex. Obtained nucleic acid
quadruplex is stabilized with base bonding
according to Watson-Creak rules or rules of base
homological bonding. To detect target double-
strand nucleic acid or nucleic acid analog having

target sequence nucleic acid quadruplex formed by
double-strand probe and target double-strand
nucleic acid or target sequence of double-strand
nucleic acid analog in presence of fluorophore is
obtained and emitted fluorescence intensity is
analyzed.

EFFECT: effective analysis of sequences of
nucleic acids or analog thereof.

33 cl, 12 ex, 26 dwg

Ñòðàíèöà: 2

EN

R
U

2
3
0
4
1
6
8

C
2

2
C

8
6

1
4

0
3

2
U

R

http://www.fips.ru/cdfi/fips.dll/en?ty=29&docid=2304168


RU 2 304 168 C2

Îáëàñòü òåõíèêè, ê êîòîðîé îòíîñèòñ  èçîáðåòåíèå
Äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè áèîòåõíîëîãèè è, â ÷àñòíîñòè, ê

ìóëüòèïëåêñàì íóêëåèíîâûõ êèñëîò è, áîëåå êîíêðåòíî, ê ñïîñîáàì ñîçäàíè  èõ â âèäå
òðèïëåêñîâ è êâàäðóïëåêñîâ è, êðîìå òîãî, ê ïðèìåíåíèþ èõ â àíàëèçàõ äë  îáíàðóæåíè 
ñïåöèôè÷åñêèõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò.

Óðîâåíü òåõíèêè
Ñïîñîáíîñòü äâóõ îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñ êîìïëåìåíòàðíûìè

ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè îñíîâàíèé ñâ çûâàòüñ  ñïåöèôè÷åñêè äðóã ñ äðóãîì îáåñïå÷èëà
îñíîâó êàê äë  ýôôåêòèâíîãî èññëåäîâàíè , òàê è äë  ýôôåêòèâíûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ
èíñòðóìåíòîâ. Ñïîñîáíîñòü îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë ñâ çûâàòüñ  ñ äâóõöåïî÷å÷íûìè
ìèøåí ìè è ñïîñîáíîñòü äâóõöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë ñâ çûâàòüñ  ñ äâóõöåïî÷å÷íûìè
ìèøåí ìè áûëà ìåíåå ïîëíî èññëåäîâàíà, ÷åì òàêà  «îáùåïðèí òà  ãèáðèäèçàöè ».
Ñïîñîáíîñòü ñâ çûâàòüñ  ñ äâóõöåïî÷å÷íûìè ìèøåí ìè ïîòåíöèàëüíî èìååò
ïðåèìóùåñòâà íàä îáùåïðèí òîé ãèáðèäèçàöèåé. Ýòè ïðåèìóùåñòâà ìîãóò ïðîèñõîäèòü
îò÷àñòè èç òîãî ôàêòà, ÷òî äâóõöåïî÷å÷íà  ìèøåíü íå äîëæíà áûòü äåíàòóðèðîâàíà, ÷òî
äåëàåò âîçìîæíûìè «ì ãêèå» óñëîâè  ãèáðèäèçàöèè è îáåñïå÷åíèå ìèøåíè, ìåíåå
ñêëîííîé ê ïðåâðàùåíèþ â ïîëíîñòüþ ñëó÷àéíóþ ñïèðàëü. Ýòè ïðåèìóùåñòâà ìîãóò
ïðîèñõîäèòü òàêæå èç òîãî ôàêòà, ÷òî ìåõàíèçì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé áóäåò, ïî ìåíüøåé
ìåðå, ÷àñòè÷íî èíûì, ÷åì â îáùåïðèí òîé ãèáðèäèçàöèè, îáåñïå÷èâàþùèì âîçìîæíîñòü
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîé êèíåòèêè è óìåíüøåíè  êîëè÷åñòâà çîíäà, íåîáõîäèìîãî â
ãèáðèäèçàöèîííîé ðåàêöèîííîé ñìåñè.

Ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíè  ïî ñîçäàíèþ ìóëüòèïëåêñîâ âêëþ÷àëè â ñåá :
1) îáðàçîâàíèå òðèïëåêñîâ êàê ÷àñòü ïðîöåññà ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè, ïðîöåññà,

îïîñðåäóåìîãî áàêòåðèàëüíûì áåëêîì RecA è áåëêàìè ñõîäíîé ôóíêöèè â äðóãèõ
îðãàíèçìàõ;

2) ñîçäàíèå 3-öåïî÷å÷íûõ ñòðóêòóð âî âðåì  ãèáðèäèçàöèè in situ (íàïðèìåð, ïàòåíò
ÑØÀ US 5707801 Bresser et al.) è

3) 3-öåïî÷å÷íûõ èëè 4-öåïî÷å÷íûõ êîìïëåêñîâ, â îñíîâå êîòîðûõ ëåæèò ñâ çûâàíèå ïî
òèïó Õóãñòèíà.

Ýòè ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíè  íå èñïîëüçóþò ïîëíîñòüþ ïîòåíöèàë îáðàçîâàíè 
ìóëüòèïëåêñîâ. RecA-îïîñðåäóåìûé ïðîöåññ òðåáóåò ïðèñóòñòâè  áåëêà. Ñïîñîáû
ãèáðèäèçàöèè in situ îñíîâûâàþòñ  íà ïðèíöèïå, ÷òî äâóõöåïî÷å÷íà  âíóãðèêëåòî÷íà 
ìèøåíü áóäåò ëîêàëüíî îòêðûâàòü åå äâóõöåïî÷å÷íûå ñòðóêòóðû, îáåñïå÷èâà 
îäíîöåïî÷å÷íóþ ìèøåíü, êîòîðà  áóäåò ãèáðèäèçîâàòüñ  â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèí òûìè
ïðèíöèïàìè ãèáðèäèçàöèè. Êîìïëåêñû, î êîòîðûõ ñîîáùàëîñü, ÷òî îíè îñíîâûâàþòñ  íà
ïîëèìåðàõ òèïà Õóãñòèíà, îãðàíè÷èâàþòñ  ñòðóêòóðàìè, êîòîðûå íå  âë þòñ  èñòèííûìè
ãåòåðîïîëèìåðàìè. Ñêîðåå, îíè òðåáóþò, ÷òîáû êîíêðåòíà  öåïü áûëà ïîëèïóðèíîì èëè
ïîëèïèðèìèäèíîì, èëè î÷åíü áëèçêîé ê íèì öåïüþ. Ñì., íàïðèìåð, Floris et al., "Effect
of cations on purine-purine-pyrimidine triple helix formation in mixed-valence salt
solutions," 260 Eur. J. Biochem. 801-809 (1999).

Êàê ýòî áûëî â ñëó÷àå ñ òðèïëåêñíûìè íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè, îáû÷íûé çäðàâûé
ñìûñë â îòíîøåíèè êâàäðóïëåêñíûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò çàêëþ÷àëñ  â òîì, ÷òî òàêèå
ñâîåîáðàçíûå ñòðóêòóðû ñóùåñòâóþò òîëüêî ïðè îòíîñèòåëüíî ÷ðåçâû÷àéíûõ óñëîâè õ äë 
îòíîñèòåëüíî óçêîãî êëàññà íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Â ÷àñòíîñòè, Sen et al. (Nature 334:
364-366 (1988) ñîîáùàëè, ÷òî îáîãàùåííûå ãóàíèíîì îëèãîíóêëåîòèäû ìîãóò
ñàìîïðîèçâîëüíî ñàìîñîáèðàòüñ  â ÷åòûðåõöåïî÷å÷íûå ñïèðàëè in vitro. Sen et al.
(Biochemistry 31: 65-70) ñîîáùàëè, ÷òî ýòè ÷åòûðåõöåïî÷å÷íûå êîìïëåêñû ìîãóò
äîïîëíèòåëüíî àññîöèèðîâàòüñ  â ñóïåðñòðóêòóðû, ñîñòî ùèå èç 8, 12 èëè 16 îëèãîìåðîâ.

Marsh et al. (Biochemistry 33: 10718-10724 (1994) è Nucleic Acids Research 23: 695-
700 (1995) îïèñàëè, ÷òî íåêîòîðûå îáîãàùåííûå ãóàíèíîì îëèãîíóêëåîòèäû ìîãóò òàêæå
ñîáèðàòüñ  â ñáàëàíñèðîâàííîì, ïàðàëëåëüíîì âûñòðàèâàíèè ñ îáðàçîâàíèåì äëèííûõ
"G-ïðîâîäîâ" ("G-wires"). Ýòè ñòðóêòóðû áîëåå âûñîêîãî ïîð äêà ñòàáèëèçèðóþòñ  G-
êâàðòåòàìè, êîòîðûå ñîñòî ò èç ÷åòûðåõ îñòàòêîâ ãóàíîçèíà, ðàñïîëîæåííûõ â ïëîñêîñòè
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è óäåðæèâàåìûõ âìåñòå ñïàðèâàíè ìè îñíîâàíèé ïî Õóãñòèíó. Ñîãëàñíî Sen et al.
(Biochemistry 31: 65-70 (1992), ïî ìåíüøåé ìåðå, òðè ñìåæíûõ îñòàòêà ãóàíèíà â ýòîì
îëèãîìåðå  âë þòñ  êðèòè÷åñêèìè äë  îáðàçîâàíè  ýòèõ ñòðóêòóð áîëåå âûñîêîãî ïîð äêà.

Áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ÷åòûðåõöåïî÷å÷íûå ÄÍÊ èãðàþò ðîëü â ðàçëè÷íûõ
áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ, òàêèõ êàê èíãèáèðîâàíèå èíòåãðàçû ÂÈ×-1 (Mazumder et al.,
Biochemistry 35: 13762-13771 (1996), îáðàçîâàíèå ñèíàïñèñà (êîíúþãàöèè õðîìîñîì) âî
âðåì  ìåéîçà (Sen et al., Nature 334: 364-366 (1988) è ïîääåðæàíèå òåëîìåð
(Williamson et al., Cell 59: 871-880 (1989); Baran et al., Nucleic Acids Research 25:
297-303 (1997).

Êðîìå òîãî, áûëî ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ðåãóë öè  îáðàçîâàíè  îáîãàùåííûõ
ãóàíèíîì êâàäðóïëåêñîâ ìîæåò áûòü êëþ÷îì ê ðåãóë öèè òàêèõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ.
Íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ US 6017709, âûäàííûé Hardin et al., ïðåäïîëàãàåò, ÷òî
òåëîìåðàçíà  àêòèâíîñòü ìîæåò ðåãóëèðîâàòüñ  ëåêàðñòâåííûìè ñðåäñòâàìè, êîòîðûå
èíãèáèðóþò îáðàçîâàíèå êâàðòåòîâ ãóàíèíîâ.

Ïàòåíò ÑØÀ US 5888739, âûäàííûé Pitner et al., ñîîáùàåò, ÷òî êâàäðóïëåêñû íà îñíîâå
G-êâàðòåòîâ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â àíàëèçå äë  îáíàðóæåíè  íóêëåèíîâûõ êèñëîò.
Ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ñ êîìïëåìåíòàðíûì îëèãîíóêëåîòèäîì ñòðóêòóðà G-êâàðòåòà
ðàçâåðòûâàåòñ  èëè ëèíåàðèçóåòñ , óâåëè÷èâà  òåì ñàìûì ðàññòî íèå ìåæäó äîíîðîì è
àêöåïòîðîì íà ðàçëè÷íûõ ÷àñò õ ñòðóêòóðû G-êâàðòåòà, ïðèâîä  ê óìåíüøåíèþ èõ
âçàèìîäåéñòâè  è äåòåêòèðóåìîìó èçìåíåíèþ â ñèãíàëå (íàïðèìåð, ôëóîðåñöåíöèè),
èñïóñêàåìîì èç ýòîé ñòðóêòóðû.

Ïàòåíò ÑØÀ US 5912332, âûäàííûé Agrawal et al., îïèñûâàåò ñïîñîá äë  î÷èñòêè
ñèíòåòè÷åñêèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ, â êîòîðîì ñèíòåòè÷åñêèå îëèãîíóêëåîòèäû ãèáðèäèçóþòñ 
ñïåöèôè÷åñêè ñ æåëàåìûì ïîëíîðàçìåðíûì îëèãîíóêëåîòèäîì è îäíîâðåìåííî îáðàçóþò
ìóëüòèìåðíûé àãðåãàò, òàêîé êàê êâàäðóïëåêñíà  ÄÍÊ. Çàòåì ýòîò ìóëüòèìåðíûé àãðåãàò,
ñîäåðæàùèé îëèãîíóêëåîòèä, î÷èùàþò ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåëü-ôèëüòðàöèîííûõ ñïîñîáîâ.

Íåñìîòð  íà ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíè , ïîëíûé ïîòåíöèàë êâàäðóïëåêñíîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû íå áûë íè ïîëíîñòüþ îöåíåí, íè ïîëíîñòüþ èñïîëüçîâàí.

Ñ ïðîáëåìîé âûïîëíåíè  ýêñïåðèìåíòîâ òèïà ãèáðèäèçàöèè ñ äâóõöåïî÷å÷íûìè
ìèøåí ìè ñâ çàí ñïîñîá èõ äåòåêòèðîâàíè . Íà ïðîò æåíèè äåñ òèëåòèé äë  îáíàðóæåíè 
è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  íóêëåèíîâûõ êèñëîò èñïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûå
êðàñèòåëè. Â èõ íàèáîëåå óïðîùåííîé ôîðìå àíàëèçû, îñíîâàííûå íà èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè, îáû÷íî ïðåäóñìàòðèâàëè êîíòàêòèðîâàíèå ìèøåíè ñ ôëóîðîôîð-
ñîäåðæàùèì çîíäîì, óäàëåíèå íåñâ çàâøèõñ  çîíäîâ èç ñâ çàâøåãîñ  çîíäà è
äåòåêòèðîâàíèå ôëóîðåñöåíöèè â ïðîìûòîé ïðîáå. Ãîìîãåííûå àíàëèçû óëó÷øàþò òàêèå
îñíîâíûå àíàëèçû áëàãîäàð  òîìó, ÷òî ãîìîãåííûå àíàëèçû íå òðåáóþò ñòàäèè
ïðîìûâàíè  èëè îáåñïå÷åíè  íåæèäêîôàçíîãî íîñèòåë .

Íàïðèìåð, ïàòåíòû ÑØÀ US 5538848, Livak et al., è US 4220450, Maggio, îïèñûâàþò
ãîìîãåííûå àíàëèçû íà îñíîâå ôëóîðåñöåíöèè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ
èñïîëüçîâàíèåì îëèãîíóêëåîòèäíûõ çîíäîâ â ðàñòâîðå. Îäíàêî ýòè ïàòåíòû òðåáóþò
ïðèìåíåíè  ãàñ ùåãî àãåíòà â êîìáèíàöèè ñ ðåïîðòåðíûì àãåíòîì äë  ðàçëè÷åíè  ìåæäó
ñèãíàëàìè, ãåíåðèðóåìûìè ãèáðèäèçîâàííûìè çîíäàìè è íåãèáðèäèçîâàííûìè çîíäàìè.
Ïàòåíò Livak et al. òðåáóåò òàêæå ïðèìåíåíè  ôåðìåíòîâ â îïèñàííîì â ýòîì ïàòåíòå
ñïîñîáå. Ãàñ ùèå àãåíòû è ôåðìåíòû óâåëè÷èâàþò ñëîæíîñòü è ñòîèìîñòü ýòèõ ñïîñîáîâ.

Ïàòåíò ÑØÀ US 5332659, Kidwell, îïèñûâàåò ñïîñîá îáíàðóæåíè  íóêëåîòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ðàñòâîðå ñ èñïîëüçîâàíèåì çîíäîâ, ñîäåðæàùèõ, ïî ìåíüøåé
ìåðå, äâå ôëóîðîôîðíûå ÷àñòè ìîëåêóë. Ýòè ôëóîðîôîðû äîëæíû áûòü âûáðàíû äë 
ýëåêòðîííîãî âçàèìîäåéñòâè  äðóã ñ äðóãîì ïðè íàõîæäåíèè èõ â äîñòàòî÷íîé áëèçîñòè
äë  âàðüèðîâàíè  çàâèñèìîñòè îò äëèíû âîëíû èõ ñïåêòðîâ. Íåãèáðèäèçîâàííûå çîíäû
 âë þòñ  ãîðàçäî áîëåå ãèáêèìè, ÷åì çîíäû, ãèáðèäèçîâàííûå ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-
ìèøåíüþ, è, ñëåäîâàòåëüíî, ýòè äâå ôëóîðîôîðíûå ÷àñòè ìîëåêóëû íà êàæäîì çîíäå
äîëæíû áûòü ñ áîëüøåé âåðî òíîñòüþ áëèçêèìè äðóã ê äðóãó, êîãäà ýòîò çîíä  âë åòñ 
íåãèáðèäèçîâàííûì, ÷åì â òîì ñëó÷àå, êîãäà ýòîò çîíä  âë åòñ  ãèáðèäèçîâàííûì. Òàêèì
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îáðàçîì, èçìåíåíèå â èñïóñêàíèè äëèíû âîëíû, êîððåëèðóåìîé ñî ñâîáîäíûì çîíäîì,
ìîæåò áûòü ïîäâåðãíóòî ìîíèòîðèíãó êàê óêàçàíèå êîëè÷åñòâà ñâîáîäíîãî çîíäà â äàííîé
ïðîáå.

Ïàòåíò ÑØÀ US 5846729, Wu et al., òàêæå îïèñûâàåò ãîìîãåííûå àíàëèçû íà îñíîâå
ôëóîðåñöåíöèè äë  îáíàðóæåíè  êóêëåèíîâûõ êèñëîò.

Êðîìå âûøåóêàçàííûõ ðàçðàáîòîê, êîòîðûå äåòåêòèðóþò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè,
íåêîòîðûå ñîîáùàëè î ïðåèìóùåñòâàõ ôëóîðåñöåíòíî-ïîë ðèçàöèîííûõ àíàëèçîâ. Îäíàêî
àíàëèçû íà îñíîâå ïîë ðèçàöèè èìåþò ñóùåñòâåííûå íåäîñòàòêè. Ñòåïåíü èçìåíåíè 
ïîë ðèçàöèè êàê ôóíêöèè ñâ çûâàíè  ìîæåò áûòü íåïðåäñêàçóåìîé, è èíòåðïðåòàöè 
äàííûõ äë  ñîãëàñîâàíè  ïðîòèâîðå÷èâûõ äàííûõ ñ òåîðåòè÷åñêèìè îæèäàíè ìè ìîæåò
òðåáîâàòü áîëüøåãî íàïð æåíè , ÷åì ýòî æåëàòåëüíî â àíàëèòè÷åñêîì ñïîñîáå, â
÷àñòíîñòè, êîãäà ýòîò ñïîñîá äîëæåí áûòü àâòîìàòè÷åñêèì. Èìåþòñ  òàêæå çàòðóäíåíè ,
âîçíèêàþùèå èç ìîëåêóë ðíîé ìàññû ìîëåêóë, ïîäâèæíîñòü êîòîðûõ îöåíèâàåòñ  âî
ôëóîðåñöåíòíî-ïîë ðèçàöèîííîì àíàëèçå.

Äàííîå èçîáðåòåíèå, êàê áóäåò âèäíî, â ðàçëè÷íûõ âàðèàíòàõ èñïîëüçóåò ïðåèìóùåñòâî
ñâîéñòâ ôëóîðåñöåíòíûõ ìîëåêóë äë  öåëåé îáíàðóæåíè  òðèïëåêñîâ è êâàäðóïëåêñîâ.

Âñå öèòèðóåìûå çäåñü ññûëêè âêëþ÷åíû â êà÷åñòâå ññûëîê â èõ ïîëíîì îáúåìå.
Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè 
Ñïîñîáû ñîçäàíè  ìóëúòèïëåêñîâ
Â îäíîì îáùåì àñïåêòå äàííîå èçîáðåòåíèå îïèñûâàåò ñïîñîá ñîçäàíè  ìóëüòèïëåêñà

íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïðè÷åì óêàçàííûé ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò ñòàäèè:
1) ñîçäàíè  ñìåñè, ñîäåðæàùåé âîäó, äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà, äîñòàòî÷íîå ÷èñëî

îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñìåøàííûõ îñíîâàíèé äë  îáðàçîâàíè 
ìóëüòèïëåêñà, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà, è àêñåëåðàòîðíûé
(êàòàëèçèðóþùèé) àãåíò, êîòîðûé óâåëè÷èâàåò ñêîðîñòü èëè êîëè÷åñòâî îáðàçîâàíè 
ìóëüòèïëåêñà, ïðè÷åì óêàçàííûé ìóëüòèïëåêñ  âë åòñ  òðèïëåêñîì èëè êâàäðóïëåêñîì,
ãäå óêàçàííûå îäíîöåïî÷å÷íà  ìîëåêóëà èëè ìîëåêóëû âûáðàíû òàêèì îáðàçîì, ÷òî ïðè
íàõîæäåíèè â ìóëüòèïëåêñå êàæäà  èç íèõ  âë åòñ  ñâ çàííîé ñî âñåìè äðóãèìè öåï ìè
ýòîãî ìóëüòèïëåêñà ïðèêðåïëåíèåì ïî ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé, ïðè÷åì ýòè
ïðàâèëà  âë þòñ  ëèáî ïðàâèëàìè ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà, ëèáî ïðàâèëàìè
ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè ; è

2) èíêóáèðîâàíè  óêàçàííîé ñìåñè äë  ïîçâîëåíè  îáðàçîâàíè  ýòîãî ìóëüòèïëåêñà,
ïðè÷åì êàæäà  öåïü óêàçàííîãî ìóëüòèïëåêñà ñâ çàíà ñî âñåìè äðóãèìè öåï ìè ýòîãî
ìóëüòèïëåêñà ïðèêðåïëåíèåì â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðàâèëàìè ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé;

ïðè óñëîâèè, ÷òî â ýòîì ìóëüòèïëåêñå äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà, äîáàâë åìûé íà ñòàäèè
(1),  âë åòñ  ãåòåðîïîëèìåðíûì ñ ñîäåðæàíèåì G-C îò 10% äî 90%.

Â îäíîì êîíêðåòíîì àñïåêòå ýòîãî ñïîñîáà ñîçäàííûé ìóëüòèïëåêñ  âë åòñ 
òðèïëåêñîì, íà ñòàäèè (1) äîñòàòî÷íûì ÷èñëîì îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë  âë åòñ  1, à íà
ñòàäèè (2) îáðàçóåòñ  ýòîò òðèïëåêñ. Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå ýòîãî ñïîñîáà â òðèïëåêñå
ýòà îäíîöåïî÷å÷íà  ìîëåêóëà ñâ çàíà ñ îäíîé öåïüþ äóïëåêñà ïî ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà, à ñî âòîðîé öåïüþ ýòîãî äóïëåêñà - ïî ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè . Â ñëåäóþùåì êîíêðåòíîì âàðèàíòå ýòîò äóïëåêñ, ïî
ñóùåñòâó, ñîõðàí åò åãî äâóõñïèðàëüíóþ ñòðóêòóðó, à îäíîöåïî÷å÷íà  ìîëåêóëà íàõîäèòñ 
â áîðîçäêå ýòîé äâóõñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû. Âñå òàêèå òðèïëåêñû òàêæå  âë þòñ 
àñïåêòàìè äàííîãî èçîáðåòåíè .

Â äðóãîì êîíêðåòíîì àñïåêòå ýòîãî ñïîñîáà ñîçäàííûé ìóëüòèïëåêñ  âë åòñ 
êâàäðóïëåêñîì, íà ñòàäèè (1) äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà  âë åòñ  ïåðâûì äóïëåêñîì Óîòñîíà-
Êðèêà è íà ñòàäèè (1) äîñòàòî÷íûì ÷èñëîì îäíîöåïî÷å÷íûõ ìîëåêóë  âë åòñ  2, óêàçàííûå
îäíîöåïî÷å÷íûå ìîëåêóëû íàõîä òñ  âî âòîðîì äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà, à íà ñòàäèè (2)
êâàäðóïëåêñ îáðàçóåòñ  èç óêàçàííûõ ïåðâîãî è âòîðîãî äóïëåêñîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî,
ñòàäèþ (1) âûïîëí þò ñ äâóì  îäíîöåïî÷å÷íûìè ìîëåêóëàìè óæå âî âòîðîì äóïëåêñå
Óîòñîíà-Êðèêà.

Ñïîñîáû îáíàðóæåíè  òðèïëåêñà
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Ñïîñîá ñîçäàíè  òðèïëåêñà ìîæåò áûòü àäàïòèðîâàí òàêèì îáðàçîì, ÷òî îí  âë åòñ 
ñïîñîáîì äë  îáíàðóæåíè  òðèïëåêñà, äîáàâëåíèåì äîïîëíèòåëüíîé ñòàäèè (3), íà êîòîðîé
äåòåêòèðóþò ýòîò òðèïëåêñ.

Ñïîñîáû îáíàðóæåíè  êâàäðóïëåêñà
Ñïîñîá ñîçäàíè  êâàäðóïëåêñà ìîæåò áûòü àäàïòèðîâàí òàêèì îáðàçîì, ÷òî îí  âë åòñ 

ñïîñîáîì äë  îáíàðóæåíè  êâàäðóïëåêñà, äîáàâëåíèåì äîïîëíèòåëüíîé ñòàäèè (3), íà
êîòîðîé äåòåêòèðóþò ýòîò êâàäðóïëåêñ.

Òðèïëåêñ
Â äðóãîì îáùåì àñïåêòå äàííîå èçîáðåòåíèå îïèñûâàåò òðèïëåêñ (òðèïëåêñíûé

êîìïëåêñ), ñîäåðæàùèé îäíîöåïî÷å÷íûé çîíä, ñâ çàííûé ñ äâóõöåïî÷å÷íîé íóêëåèíîâîé
êèñëîòîé-ìèøåíüþ, ãäå óêàçàííûé çîíä ñîäåðæèò ãåòåðîïîëèìåðíóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó
èëè àíàëîã ãåòåðîïîëèìåðíîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, è âñå òðèïëåòû îñíîâàíèé óêàçàííîãî
òðèïëåêñà  âë þòñ  ÷ëåíàìè, âûáðàííûìè èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç À-Ò-À, Ò-À-Ò, U-A-T, T-
A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G è C-G-C.

Êâàäðóïëåêñ
Â äðóãîì àñïåêòå äàííîå èçîáðåòåíèå îïèñûâàåò ìóëüòèïëåêñíóþ ñòóêòóðó, êîòîðà 

 âë åòñ  êâàäðóïëåêñîì, ïðè÷åì êâàäðóïëåêñ ñîäåðæèò:
ïåðâóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ ïåðâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîîñíîâàíèé;
âòîðóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ âòîðóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîîñíîâàíèé, ãäå óêàçàííà 

âòîðà  öåïü ñâ çàíà ñ óêàçàííîé ïåðâîé öåïüþ îáðàçîâàíèåì ñâ çè ïî Óîòñîíó-Êðèêó;
òðåòüþ öåïü, ñîäåðæàùóþ òðåòüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîîñíîâàíèé; è
÷åòâåðòóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ ÷åòâåðòóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîîñíîâàíèé, ïðè÷åì

óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü ñâ çàíà ñ óêàçàííîé âòîðîé öåïüþ è óêàçàííîé òðåòüåé öåïüþ
îáðàçîâàíèåì ñâ çåé ïî Óîòñîíó-Êðèêó.

Îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Äàëåå äàííîå èçîáðåòåíèå áóäåò îïèñàíî âìåñòå ñî ñëåäóþùèìè ôèãóðàìè, â êîòîðûõ

îäèíàêîâûå ññûëî÷íûå öèôðû (ïîçèöèè) îáîçíà÷àþò îäèíàêîâûå ýëåìåíòû è â êîòîðûõ:
ôèã.1, 2À è 2Â ïîêàçûâàþò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êàê ôóíêöèþ òåìïåðàòóðû,

ñîäåðæàíè  GC è ñòåïåíè ïðàâèëüíîãî ñïàðèâàíè  ïàð îñíîâàíèé,
ôèã.3, 4, 5À, 5Â, 5Ñ è 5D ïîêàçûâàþò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êàê ôóíêöèþ äëèíû

âîëíû, ñòåïåíè ïðàâèëüíîãî ñïàðèâàíè  ïàð îñíîâàíèé è êàòèîíà,
ôèã.6À, 6Â è 6Ñ ïîêàçûâàþò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êàê ôóíêöèþ ïðîòîêîëà

îáðàáîòêè ëàçåðîì è êàòèîíà,
ôèã.7À, 7Â, 7Ñ, 8À, 8Â, 9À, 9Â, 9Ñ è 10 ïîêàçûâàþò, â îòíîøåíèè êâàäðóïëåêñîâ,

èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êàê ôóíêöèþ ñòåïåíè ïðàâèëüíîãî ñïàðèâàíè  ïàð
îñíîâàíèé è êàòèîíà,

ôèã.11 ïîêàçûâàåò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êàê ôóíêöèþ ñòåïåíè ïðàâèëüíîãî
ñïàðèâàíè  ïàð îñíîâàíèé â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì ýòàíîë,

ôèã.12À, 12Â, 12Ñ è 12D ïîêàçûâàþò èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êàê ôóíêöèþ äëèíû
âîëíû äë  ïîëíîãî è íåïîëíîãî ñïàðèâàíè  ïàð îñíîâàíèé â êîìïëåêñàõ äöÄÍÊ:îöÄÃÊ, â
ïðèñóòñòâèè êàòèîííîãî èíòåðêàë òîðà ÄÍÊ YOYO-1.

Ïîäðîáíîå ðàñêðûòèå èçîáðåòåíè 
Îïðåäåëåíè 
Îäíîáóêâåííûå êîäû äë  îñíîâàíèé, êîòîðûå îáðàçóþò ÷àñòü èõ ñîîòâåòñòâóþùèõ

íóêëåîòèäîâ,  âë þòñ : À: àäåíèí; Ò: òèìèí; G: ãóàíèí; U: óðàöèë. Ýòè áóêâû
èñïîëüçóþòñ  òàêæå äë  ïðåäñòàâëåíè  èõ ñîîòâåòñòâóþùèõ íóêëåîòèäîâ.

G-Ñ-ñîäåðæàíèå äóïëåêñà ðàâíî 100, óìíîæåííîìó íà ÷èñëî G-C-ïàð îñíîâàíèé,
äåëåííîìó íà ñóììó: ÷èñëî G-C-ïàð îñíîâàíèé ïëþñ ÷èñëî À-Ò-ïàð îñíîâàíèé è
âûðàæåííîìó â âèäå ïðîöåíòà (íàïðèìåð, 20%).

Àêñåëåðàòîðíûì àãåíòîì â äàííîì êîíòåêñòå  âë åòñ  àãåíò, êîòîðûé «óâåëè÷èâàåò
ñêîðîñòü èëè êîëè÷åñòâî óêàçàííîãî îáðàçîâàíè  òðèïëåêñà èëè êâàäðóïëåêñà». Ñêîðîñòü
ìîæåò áûòü ïîëó÷åíà âûïîëíåíèåì âñåãî ëèøü äâóõ èçìåðåíèé, âûïîëí åìûõ â ðàçíûõ
âðåìåííûõ òî÷êàõ. Êîëè÷åñòâà îçíà÷àþò ÷èñëî îáðàçîâàííûõ òðèïëåêñîâ èëè
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êâàäðóïëåêñîâ.
Òåðìèí «àêñåëåðàòîðíûé àãåíò» èñïîëüçóåòñ  âçàèìîçàìåí åìî ñ òåðìèíàìè

«ïðîìîòîð» è «ïðîìîòîðíûé àãåíò», çà èñêëþ÷åíèåì ñëó÷àåâ, â êîòîðûõ ïðîìîòîðîì
íàçûâàþò ïðîìîòîð ãåíà.

Òåðìèíû «íóêëåèíîâà  êèñëîòà», «òðèïëåêñ», «êâàäðóïëåêñ» è ò.ï. îòíîñ òñ  ê
ìîëåêóëàì, êîòîðûå ñîäåðæàò ÄÍÊ, ÐÍÊ è èõ àíàëîãè, ñïîñîáíûå îáðàçîâûâàòü ñõîäíûå
ñòðóêòóðû, òàêèå êàê äóïëåêñû Óîòñîíà-Êðèêà, è òðèïëåêñû è êâàäðóïëåêñû, îáðàçóåìûå
çäåñü.

"Íóêëåîîñíîâàíèå" îòíîñèòñ  ê îñíîâàíè ì À, U, G, Ñ, Ò è èõ àíàëîãàì, êîòîðûå ìîãóò
ïîä÷èí òüñ  ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà.

Àíàëîãàìè À, U, G, Ñ è Ò  âë þòñ  àíàëîãè, êîòîðûå ìîãóò ïîä÷èí òüñ  ïðàâèëàì
ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà.

Äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà  âë åòñ  2-öåïî÷å÷íîé ìîëåêóëîé èëè ìîëåêóë ðíûì
ñåãìåíòîì, â êîòîðûõ äâå öåïè  âë þòñ  àíòèïàðàëëåëüíûìè, ïðè÷åì èõ 5'→3'-
íàïðàâëåíè   âë þòñ  ïðîòèâîïîëîæíûìè. Îáùà  ñòðóêòóðà ýòîãî äóïëåêñà  âë åòñ 
ñòðóêòóðîé äâîéíîé ñïèðàëè. Öåïè óäåðæèâàþòñ  âìåñòå âîäîðîäíûìè ñâ ç ìè è
ãèäðîôîáíûìè âçàèìîäåéñòâè ìè. Èìååòñ  êîìïëåìåíòàðíîñòü ïàð îñíîâàíèé, À
ñïàðèâàåòñ  ñ Ò äâóì  âîäîðîäíûìè ñâ ç ìè (èëè, â ñëó÷àå ÐÍÊ, À ñïàðèâàåòñ  ñ U), à G
ñïàðèâàåòñ  ñ Ñ òðåì  âîäîðîäíûìè ñâ ç ìè. Â ðåçóëüòàòå ïðàâèëàìè ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé  âë þòñ : À ñïàðèâàåòñ  ñ Ò, À ñïàðèâàåòñ  ñ U, a G ñïàðèâàåòñ  ñ Ñ.

3-öåïî÷å÷íà  ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû íåîá çàòåëüíî  âë åòñ  òðèïëåêñîì, è
íåîá çàòåëüíûì  âë åòñ  òî, ÷òî ëþáîé ñåãìåíò 3-öåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû  âë åòñ 
òðèïëåêñîì. Âîçìîæíûì  âë åòñ  òî, ÷òî íè â îäíîì ðàéîíå â ïðåäåëàõ ëþáîé öåïè íåò
òàêîé ñèòóàöèè, ÷òî ýòà öåïü ñâ çàíà ñ áîëåå, ÷åì îäíîé äðóãîé öåïüþ. Ïðîñòûì
ïðèìåðîì áóäåò Y-îáðàçíà  ìîëåêóëà, ãäå öåïè 1 è 2 îáðàçóþò ñòåáåëü, öåïè 1 è 3
îáðàçóþò ëåâîå âåðõíåå îòâåòâëåíèå, öåïü 2 îáðàçóåò îäíîöåïî÷å÷íîå ïðàâîå âåðõíåå
îòâåòâëåíèå. Ïðèìåðîì òðèïëåêñà  âë åòñ  3-öåïî÷å÷íà  ìîëåêóëà èëè ìîëåêóë ðíûé
ñåãìåíò íóêëåèíîâîé êèñëîòû, â êîòîðûõ îäíà öåïü (ïðîèçâîëüíî íàçâàííà  öåïüþ 1)
ïîä÷èí åòñ  ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà (À-Ò, A-U è G-T) êàê ñ öåïüþ
2, òàê è ñ öåïüþ 3. Öåïè 1 è 2 îáðàçóþò ñòðóêòóðó, êîòîðà   âë åòñ  äóïëåêñîì Óîòñîíà-
Êðèêà èëè áëèçêà ê äóïëåêñó Óîòñîíà-Êðèêà. Öåïü 3 íàõîäèòñ  â áîëüøîé áîðîçäêå ýòîãî
äóïëåêñà. Ïðèìåðîì òàêîãî òðèïëåêñà  âë åòñ  òðèïëåêñ, âû ñíåííûé â ñòàòüå
V.B.Zhurkin et al., J. Mol. Biol, (1994) vol.239, 181-200 (ñì., â ÷àñòíîñòè, ôèã.2
ýòîé ññûëêè), âêëþ÷åííîé çäåñü â êà÷åñòâå ññûëêè. Êàê ÷àñòü ñòàáèëèçàöèè òàêîãî
òðèïëåêñà öåïü 3 ñâ çàíà ñ äâóì  äðóãèìè öåï ìè ñîãëàñíî ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé ñëåäóþùèì îáðàçîì:

À íà öåïè 3 ñïàðåí êàê ñ À íà öåïè 1, òàê è ñ Ò íà öåïè 2;
G íà öåïè 3 ñïàðåí êàê ñ G íà öåïè 1, òàê è ñ Ñ íà öåïè 2;
Ñ íà öåïè 3 ñïàðåí êàê ñ Ñ íà öåïè 1, òàê è ñ G íà öåïè 2; è
Ò íà öåïè 3 ñïàðåí êàê ñ Ò íà öåïè 1, òàê è ñ À íà öåïè 2.
Ýòè ïðàâèëà ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé óäîâëåòâîð þòñ  íåçàâèñèìî îò òîãî, êàêîé âàðèàíò

(Ñ èëè Ñ+ èëè Ñ', Ò èëè Ò') ìîäåëè Zhurkin ðàññìàòðèâàåòñ .
Òåðìèí «ïðàâèëà ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé» îòíîñèòñ  ê ïðàâèëàì, êîòîðûå îïðåäåë þò

ñïåöèôè÷íîñòü ìåæäó îäíîé ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû è äðóãîé ìîëåêóëîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîãäà ýòè äâå ìîëåêóëû ñâ çûâàþòñ  äðóã ñ äðóãîì ñïåöèôè÷åñêè.
Ïðèìåðàìè  âë þòñ  ïðàâèëà ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà (G-C è À-Ò èëè A-U) è
ïðàâèëà ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè  (À-À, Ò-Ò, G-G, C-C, U-U).

«Äåêîíäåíñàöè » äóïëåêñà îïðåäåë åòñ  êàê óâåëè÷åíèå îáùåé äëèíû ñïèðàëüíîãî
ïîâòîðà. Íàïðèìåð, Â-êîíôîðìàöè  äóïëåêñà èìååò îáùóþ äëèíó ñïèðàëüíîãî ïîâòîðà 10
ïàð îñíîâàíèé; äåêîíäåíñàöè  106° ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî äëèíà ýòîãî ïîâòîðà ñîñòàâë åò
13 ïàð îñíîâàíèé.

ÏÍÊ îáîçíà÷àåò ïîëèàìèäíûå àíàëîãè ÄÍÊ è ÐÍÊ (ñì., íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ US
5539082, Nielsen et al.).
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Êîíêðåòíûå âàðèàíòû è àëüòåðíàòèâíûå ôîðìóëèðîâêè äàííîãî èçîáðåòåíè 
Èçîáðåòåíè , îïèñàííûå â ðàçäåëå «Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè », èìåþò êîíêðåòíûå

âàðèàíòû è ïðåäïî÷òèòåëüíûå, ïðåäñòàâë þùèå èíòåðåñ âàðèàíòû. Ýòè âàðèàíòû îïèñàíû
âî âñåé ýòîé çà âêå. Îäíàêî äë  óäîáñòâà ìíîãèå èç íèõ ñóììèðóþòñ  â äàííîì ðàçäåëå.
Ïîäîáíûì îáðàçîì èçîáðåòåíè , îïèñàííûå â ðàçäåëå «Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè », ìîãóò
áûòü ñôîðìóëèðîâàíû àëüòåðíàòèâíûì îáðàçîì, âûðàæàþùèì íåêîòîðóþ âàðèàöèþ
äàííîãî èçîáðåòåíè , íî ñ ñîõðàíåíèåì ñóùåñòâåííîãî ñîâïàäåíè  â îòíîøåíèè ñóùåñòâà
èçîáðåòåíè . Òàêèå àëüòåðíàòèâíûå ôîðìóëèðîâêè äàííîãî èçîáðåòåíè  òàêæå âêëþ÷åíû â
ýòîò ðàçäåë.

(À) Ñïîñîáû ïîëó÷åíè  ìóëüòèïëåêñîâ
Ñïîñîáû îáðàçîâàíè  òðèïëåêñà èëè êâàäðóïëåêñà, îïèñàííûå â îáùåì âèäå â ðàçäåëå

«Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè », ìîãóò íåîá çàòåëüíî âûïîëí òüñ  âêëþ÷åíèåì îäíîãî èëè
íåñêîëüêèõ äîïîëíåíèé â äàííûé ñïîñîá:

â ñëó÷àå ìóëüòèïëåêñà äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà, äîáàâë åìûé íà ñòàäèè (1),  âë åòñ 
ãåòåðîïîëèìåðíûì ñ ñîäåðæàíèåì G-C ìåæäó 25% è 75%;

â ñëó÷àå ìóëüòèïëåêñà äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà, äîáàâë åìûé íà ñòàäèè (1),  âë åòñ 
ãåòåðîïîëèìåðíûì ñ ñîäåðæàíèåì G-C ìåæäó 10% è 90%, è, êðîìå òîãî, îáúåäèíåííûå
÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè â íåì äèìåðîâ ïóðèí-ïèðèìèäèí è ïèðèìèäèí-ïóðèí ïðåâûøàþò
25% (äèìåðû èäåíòèôèöèðóþò, íà÷èíà  ñ 5'-êîíöà ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñ
ïðîäâèæåíèåì íà îäíî îñíîâàíèå êàæäûé ðàç â òå÷åíèå âðåìåíè, ïîêà íå äîñòèãàåòñ  3'-
êîíåö; íàïðèìåð, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 5'-AAAGGGT èìååò îäèí äèìåð ïóðèí-ïèðèìèäèí è
íå èìååò äèìåðîâ ïèðèìèäèí-ïóðèí - èõ îáúåäèíåííûå ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè ðàâíû 1/6;

âûïîëíåíèå ñòàäèé (1) è/èëè (2) ñ öåï ìè íóêëåèíîâûõ êèñëîò è/èëè äóïëåêñàìè íå â
êëåòêå (è íå â âèðóñå);

âûïîëíåíèå ñòàäèè (2) áåç ïðèìåíåíè  áåëêà (òàêîãî, êàê recA èëè áåëîê ñõîäíîé
ôóíêöèè);

íà ñòàäèè (1) äîáàâëåíèå âîäû òàêèì îáðàçîì, ÷òî îíà ñîñòàâë åò, íà îñíîâå îáúåìà,
ïî ìåíüøåé ìåðå, 50% êîíå÷íîãî îáúåìà ýòîé ñìåñè (áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé
ìåðå, 80% êîíå÷íîé ñìåñè, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íà ñòàäèè (1) âîäà  âë åòñ 
åäèíñòâåííîé æèäêîñòüþ, äîáàâë åìîé ê ýòîé ñìåñè);

íà ñòàäèè (1) îòñóòñòâèå äîáàâëåíè  êàêîãî-ëèáî áåëêà;
âûïîëíåíèå ñòàäèè (2) ïðè òåìïåðàòóðå èëè ïðè òåìïåðàòóðàõ, áîëåå âûñîêèõ, ÷åì

òåìïåðàòóðà çàìåðçàíè  ýòîãî âîäíîãî ðàñòâîðà, èëè íå áîëåå âûñîêèõ, ÷åì 85°Ñ (áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ìåæäó 5°Ñ è 30°Ñ, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ìåæäó 15°Ñ è 25°Ñ);

íà ñòàäèè (1) äîáàâëåíèå àíèîíà èëè, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, êàòèîíà â êà÷åñòâå
àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà (îäíîâàëåíòíîãî, äâóõâàëåíòíîãî èëè ïîëèâàëåíòíîãî; íàïðèìåð,
êàòèîíà ìåòàëëà èëè êàòèîííîãî ïåïòèäà);

ãäå óêàçàííûé êàòèîí  âë åòñ , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíèì ÷ëåíîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç êàòèîíîâ ùåëî÷íûõ ìåòàëëîâ, êàòèîíîâ ùåëî÷íî-çåìåëüíûõ ìåòàëëîâ,
êàòèîíîâ ïåðåõîäíûõ ìåòàëëîâ, Co(NH3)6

+3, òðåõâàëåíòíîãî ñïåðìèäèíà è
÷åòûðåõâàëåíòíîãî ñïåðìèíà;

ãäå óêàçàííûé êàòèîí  âë åòñ  Na+, îáåñïå÷èâàåìûì â êîíöåíòðàöèè 50 ìÌ - 125 ìÌ;
ãäå óêàçàííûé êàòèîí âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç Mn+2, îáåñïå÷èâàåìîãî â

êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ - 45 ìÌ, è Mg+2, îáåñïå÷èâàåìîãî â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ - 45 ìÌ, è
Ni +2, îáåñïå÷èâàåìîãî â êîíöåíòðàöèè 20 ìÌ;

íà ñòàäèè (1) äîáàâëåíèå èíòåðêàë òîðà â êà÷åñòâå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà (â
÷àñòíîñòè, ôëóîðåñöåíòíîãî èíòåðêàë òîðà; ïðåäïî÷òèòåëüíî áèñ-èíòåðêàë òîðà);

íà ñòàäèè (1) óêàçàííûé àêñåëåðàòîðíûé àãåíò  âë åòñ  èíòåðêàëèðóþùèìñ 
ôëóîðîôîðîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç YOYO-1, TOTO-1, YOYO-3, TOTO-3,
ÐÎÐÎ-1, ÂÎÂÎ-1, ÐÎÐÎ-3, ÂÎÂÎ-3, LOLO-1, JOJO-1, äèìåðîâ öèàíèíà, YO-PRO-1, ÒÎ-
PRO-1, YO-PRO-3, TO-PRO-3, TO-PRO-5, PO-PRO-1, BO-PRO-1, PO-PRO-3, BO-PRO-3, LO-
PRO-1, JO-PRO-1, ìîíîìåðîâ öèàíèíà, áðîìèäà ýòèäè , ãîìîäèìåðà-1 ýòèäè ,
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ãîìîäèìåðà-2 ýòèäè , ïðîèçâîäíûõ ýòèäè , àêðèäèíà, àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî,
ïðîèçâîäíûõ àêðèäèíà, ãåòðîäèìåðà ýòèäèé-àêðèäèí, ìîíîàçèäà ýòèäè , èîäèäà ïðîïèäè ,
êðàñèòåëåé SYTO, SYBR Çåëåíîãî 1, êðàñèòåëåé SYBR, Pico Çåëåíîãî, êðàñèòåëåé SYTOX
è 7-àìèíîàêòèíîìèöèíà D;

íà ñòàäèè (1) óêàçàííûé àêñåëåðàòîðíûé àãåíò  âë åòñ  íåèíòåðêàëèðóþùèìñ 
ôëóîðîôîðîì (â ÷àñòíîñòè, âûáðàííûì èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç áèîòèíà, ðîäàìèíà,
êðàñèòåëåé Alexa, êðàñèòåëåé BODIPY, êîíúþãàòîâ áèîòèíà, òèîë-ðåàêòèâíûõ çîíäîâ,
ôëóîðåñöåèíà è ïðîèçâîäíûõ (â òîì ÷èñëå "çàêëþ÷åííûõ" çîíäîâ), Îðåãîíîâîãî Çåëåíîãî,
Ðîäàìèíîâîãî Çåëåíîãî, êðàñèòåëåé QSY), è óêàçàííà  èíòåíñèâíîñòü îáðàòíî
êîððåëèðóåò ñ îáðàçîâàíèåì òðèïëåêñà èëè êâàäðóïëåêñà;

íà ñòàäèè (1) óêàçàííûé àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ïðèêðåïëåí, ïî ìåíüøåé ìåðå ê îäíîé èç
óêàçàííîé ïåðâîé öåïè, óêàçàííîé âòîðîé öåïè, óêàçàííîé òðåòüåé öåïè è óêàçàííîé
÷åòâåðòîé öåïè;

íà ñòàäèè (1) äîáàâëåíèå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà, êîòîðûé  âë åòñ  èíòåðêàë òîðîì,
êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ ìàëîé áîðîçäêîé äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà (èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îäíîãî èç äâóõ äóïëåêñîâ Óîòñîíà-Êðèêà);

íà ñòàäèè (1) äîáàâëåíèå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà (â ÷àñòíîñòè, îðãàíè÷åñêîé
æèäêîñòè, ðàñòâîðèìîé â âîäå, òàêîé êàê äèìåòèëôîðìàìèä, ýòàíîë è ãëèöåðèí), êîòîðûé
ïðè 25°Ñ  âë åòñ  æèäêîñòüþ;

íà ñòàäèè (1) äîáàâëåíèå áîëåå ÷åì îäíîãî àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà;
íà ñòàäèè (1) äîáàâëåíèå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà, êîòîðûé  âë åòñ  àãåíòîì

êîíäåíñàöèè èëè äåêîíäåíñàöèè â îòíîøåíèè äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà;
íà ñòàäèè 1 äîáàâëåíèå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà, êîòîðûé  âë åòñ  àíàëîãîì À, Ò, U, Ñ

èëè G;
íà ñòàäèè (1) äîáàâëåíèå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

ïåêòèíîâ è ïîëèñàõàðèäîâ;
íà ñòàäè õ (1) è (2), çàáóôåðèâàíèå ýòîé ñìåñè ñ ðÍ ïðèáëèçèòåëüíî 5 -

ïðèáëèçèòåëüíî 9;
îäèí öèòîçèí, ïî ìåíüøåé ìåðå, â îäíîì òðèïëåòå îñíîâàíèé C-G-C èëè G-C-G  âë åòñ 

ïîëîæèòåëüíî çàð æåííûì;
îäèí öèòîçèí â êàæäîì òðèïëåòå îñíîâàíèé C-G-C èëè G-C-G  âë åòñ  ïîëîæèòåëüíî

çàð æåííûì;
íà ñòàäèè (2) âðåì  èíêóáàöèè ðàâíî íå áîëåå, ÷åì ïðèáëèçèòåëüíî 2 ÷àñàì (áîëåå

ïðåäïî÷òèòåëüíî íå áîëåå, ÷åì îäíîìó ÷àñó; è â ïðåäåëàõ ëþáûõ âðåìåííûõ ðàìîê,
îáðàçîâûâàëèñü ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 25%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
ìåíüøåé ìåðå, 50% èç âîçìîæíûõ ìóëüòèïëåêñîâ);

óêàçàííûé, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àêñåëåðàãîðíûé àãåíò  âë åòñ  ñâ çûâàþùåé
íóêëåèíîâóþ êèñëîòó ìàëîé áîðîçäêè ìîëåêóëîé, êîòîðà  ñâ çûâàåòñ 
íåèíòåðêàëèðóþùèìñ  îáðàçîì è ñâ çûâàåòñ  ñ êîíñòàíòíîé àññîöèàöèè, ïî ìåíüøåé
ìåðå, 103 Ì-1;

ãäå ýòîò ìóëüòèïëåêñ  âë åòñ  ÷àñòüþ ýëåêòðè÷åñêîé öåïè. (Àëüòåðíàòèâíî äàííîå
èçîáðåòåíèå  âë åòñ  ýëåêòè÷åñêîé öåïüþ, ñîäåðæàùåé ìóëüòèïëåêñíóþ ñòðóêòóðó.)

Ñïåöèàëèñòó ñ îáû÷íîé êâàëèôèêàöèåé â äàííîé îáëàñòè áóäåò ïîí òíî, ÷òî
ïðåäûäóùèå ñïåöèôè÷åñêèå óñëîâè  ïðèìåíèìû òàêæå ê ñëåäóþùåìó ñïîñîáó ïîëó÷åíè 
êâàäðóïëåêñà.

Â àëüòåðíàòèâíî ñôîðìóëèðîâàííîé âåðñèè ñïîñîá îáðàçîâàíè  êâàäðóïëåêñà
ïðåäóñìàòðèâàåò:

(1) îáåñïå÷åíèå ãèáðèäèçàöèîííîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé ïåðâóþ öåïü, âòîðóþ öåïü,
òðåòüþ öåïü è ÷åòâåðòóþ öåïü, âîäó, áóôåð è, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àêñåëåðàòîðíûé
àãåíò; è

(2) èíêóáèðîâàíèå óêàçàííîé ãèáðèäèçàöèîííîé ñðåäû â òå÷åíèå âðåìåíè èíêóáàöèè,
ýôôåêòèâíîãî äë  ãèáðèäèçàöèè óêàçàííîé âòîðîé öåïè ñ óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïüþ äë 
ïîëó÷åíè  óêàçàííîé ìóëüòèïëåêñíîé ñòðóêòóðû, ãäå óêàçàííà  ìóëüòèïëåêñíà  ñòðóêòóðà
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ñîäåðæèò:
ïåðâóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ ïåðâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîîñíîâàíèé;
âòîðóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ âòîðóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîîñíîâàíèé, ãäå óêàçàííà 

âòîðà  öåïü ñâ çàíà ñ óêàçàííîé ïåðâîé öåïüþ îáðàçîâàíèåì ñâ çè Óîòñîíà-Êðèêà;
òðåòüþ öåïü, ñîäåðæàùóþ òðåòüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîîñíîâàíèé; è
÷åòâåðòóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ ÷åòâåðòóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîîñíîâàíèé, ïðè÷åì

óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü ñâ çàíà ñ óêàçàííîé âòîðîé öåïüþ è óêàçàííîé òðåòüåé öåïüþ
îáðàçîâàíèåì ñâ çåé Óîòñîíà-Êðèêà.

Â êîíêðåòíûõ âàðèàíòàõ ñïîñîáîâ îáðàçîâàíè  êâàäðóïëåêñà íèæåñëåäóþùåå
ïðèìåíèìî îòäåëüíî èëè â êîìáèíàöèè (â îïèñàíè õ, êîòîðûå ñëåäóþò äàëåå,
èñïîëüçóåòñ  òåðìèíîëîãè  ñïîñîáà ïîëó÷åíè  êâàäðóïëåêñà, êîòîðûé óêàçûâàåò 4
îòäåëüíûå öåïè, íî îíè òàêæå ïðèìåíèìû ê ñïîñîáó, êîòîðûé óêàçûâàåò äóïëåêñ Óîòñîíà-
Êðèêà â êà÷åñòâå îäíîãî èëè äâóõ èñõîäíûõ ìàòåðèàëîâ):

ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíà èç óêàçàííîé ïåðâîé öåïè è óêàçàííîé âòîðîé öåïè
äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæèò ôàðìàöåâòè÷åñêèé àãåíò, è ãèáðèäèçàöè  óêàçàííîé âòîðîé öåïè
ñ óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïüþ ïîìåùàåò óêàçàííûé ôàðìàöåâòè÷åñêèé àãåíò íà
ýôôåêòèâíîå ðàññòî íèå îò ìèøåíè íà óêàçàííîé òðåòüåé öåïè, óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè
èëè äðóãîé ìîëåêóëû, ñâ çàííîé, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíîé èç óêàçàííîé òðåòüåé öåïè è
óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè;

óêàçàííûé ôàðìàöåâòè÷åñêèé àãåíò  âë åòñ  ÷ëåíîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé
èç íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ñêîíñòðóèðîâàííûõ äë  ñâ çûâàíè  ãåííûõ ïðîìîòîðíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êëèíè÷åñêè âàæíûõ ãåíîâ, íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ñêîíñòðóèðîâàííûõ
äë  ñâ çûâàíè  êëèíè÷åñêè âàæíûõ ãåíîâ, è íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ñêîíñòðóèðîâàííûõ äë 
ñâ çûâàíè  ñàéòîâ èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ïàòîãåíîâ;

óêàçàííà  òðåòü  öåïü è óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü îáåñïå÷èâàþòñ  â óêàçàííîé
ãèáðèäèçàöèîííîé ñðåäå ïåðåä óêàçàííîé ïåðâîé öåïüþ è óêàçàííîé âòîðîé öåïüþ, è
óêàçàííà  ïåðâà  öåïü è óêàçàííà  âòîðà  öåïü îáåñïå÷èâàþòñ  â äåãèäðàòèðîâàííîé
ôîðìå ïåðåä ïîâòîðíîé ãèäðàòàöèåé ïîñðåäñòâîì êîíòàêòà ñ óêàçàííîé ãèáðèäèçàöèîííîé
ñðåäîé;

ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíà èç óêàçàííîé ïåðâîé öåïè è óêàçàííîé âòîðîé öåïè êîâàëåíòíî
ïîìå÷åíà íåèíòåðêàëèðóþùèìñ   ôëóîðîôîðîì, è óêàçàííà  èíòåíñèâíîñòü îáðàòíî
êîððåëèðóåò ñ óêàçàííîé àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè ;

ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí àêñåëåðàòîðíûé àãåíò  âë åòñ  èíòåðêàëèðóþùèìñ 
ôëóîðîôîðîì, è ôëóîðåñöåíòíà  èíòåíñèâíîñòü òåñò-ñðåäû, ñîäåðæàùåé óêàçàííóþ
ìóëüòèïëåêñíóþ ñòðóêòóðó, ïð ìî êîððåëèðóåò ñ àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  óêàçàííîé
âòîðîé öåïè â îòíîøåíèè óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè;

ãèáðèäèçàöèþ óêàçàííîé âòîðîé öåïè ñ óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïüþ äåòåêòèðóþò êàê
èçìåíåíèå âî ôëóîðåñöåíòíîì, õåìèëþìèíåñöåíòíîì, ýëåêòðîõåìèëþìèíåñöåíòíîì èëè
ýëåêòðè÷åñêîì ñèãíàëå;

èíòåíñèâíîñòü óêàçàííîãî ñèãíàëà êîððåëèðóåò ñ àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  ìåæäó
óêàçàííîé âòîðîé öåïüþ è óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïüþ;

ãèáðèäèçàöè  óêàçàííîé âòîðîé öåïè ñ óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïüþ èíàêòèâèðóåò
àêòèâíîñòü, ñâ çàííóþ, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíîé èç óêàçàííîé òðåòüåé öåïè èëè
óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè.

(Â) Ñïîñîáû îáíàðóæåíè  òðèïëåêñîâ
Ñïîñîáû îáíàðóæåíè  òðèïëåêñà, îïèñàííûå â îáùåì âèäå â ðàçäåëå «Ñóùíîñòü

èçîáðåòåíè », ìîãóò íåîá çàòåëüíî âûïîëí òüñ  âêëþ÷åíèåì îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ èç
ñëåäóþùèõ äîïîëíåíèé â äàííûé ñïîñîá:

ïðîâåäåíèå ýòîãî ñïîñîáà â âèäå ãîìîãåííîãî àíàëèçà, òàê ÷òî âî âðåì  èëè äî ñòàäèè
(3) îäíîöåïî÷å÷íûå ìîëåêóëû, êîòîðûå íå  âë þòñ  ÷àñòüþ òðèïëåêñà, íå ïîìåùàþò â
ñîñóä èëè êîíòåéíåð, îòäåëüíûå îò ñîñóäà èëè êîíòåéíåðà, ñîäåðæàùåãî òðèïëåêñ;

èñïîëüçîâàíèå ñïîñîáà äåòåêòèðîâàíè  äë  ðàçëè÷åíè  (äèñêðèìèíàöèè) ìåæäó òî÷íûì
ñïàðèâàíèåì ïî ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé, îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì (èëè äåëåöèé)
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îäíîãî îñíîâàíè  è îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì (èëè äåëåöèåé) äâóõ îñíîâàíèé, ìåæäó
äóïëåêñîì è îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëîé â ýòîì òðèïëåêñå (ýòîò ñïîñîá ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïðåäóñìàòðèâàåò êàëèáðîâêó ñïîñîáà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîëåêóë, ñîäåðæàùèõ èçâåñòíûå
îøèáî÷íûå ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé);

èñïîëüçîâàíèå ñòåïåíè ñâ çûâàíè  èíòåðêàë òîðà (íàïðèìåð, ïîêàçàííîé óâåëè÷åííîé
ôëóîðåñöåíöèåé) â êà÷åñòâå óêàçàíè  íà îáðàçîâàíèå òðèïëåêñà;

äëèíà âîëíû, ïðè êîòîðîé óêàçàííûé èíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð ôëóîðåñöèðóåò,
ñìåùàåòñ  êî âòîðîé äëèíå âîëíû ïîñëå èíòåðêàë öèè, ïðè÷åì ðàçíîñòü ìåæäó óêàçàííîé
äëèíîé âîëíû è óêàçàííîé âòîðîé äëèíîé âîëíû ïîêàçûâàåò,  âë åòñ  ëè êîìïëåêñ ìåæäó
óêàçàííûì çîíäîì è óêàçàííîé ìèøåíüþ äóïëåêñîì èëè òðèïëåêñîì è  âë åòñ  ëè
óêàçàííà  ìèøåíü ÄÍÊ èëè ÐÍÊ;

ýòîò çîíä  âë åòñ  êîâàëåíòíî ìå÷åííûì íåèíòåðêàëèðóþùèìñ  ôëóîðîôîðîì è
óêàçàííà  èíòåíñèâíîñòü îáðàòíî êîððåëèðóåò ñ óêàçàííîé àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  (â
÷àñòíîñòè, êîãäà óêàçàííûé íåèíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð  âë åòñ  ÷ëåíîì,
âûáðàííûì èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç áèîòèíà, ðîäàìèíà è ôëóîðåñöåèíà);

èñïîëüçîâàíèå ìå÷åííîé ôëóîðîôîðîì îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû â êà÷åñòâå
îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû;

ýòîò ñïîñîá  âë åòñ  ãîìîãåííûì àíàëèçîì, ïðîâîäèìûì áåç îáåñïå÷åíè  ãàñ ùåãî
ñèãíàë àãåíòà íà óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè (ò.å., â äóïëåêñå) èëè íà
óêàçàííîì çîíäå (ò.å., îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëå) è/èëè áåç ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè
óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè, è/èëè áåç ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè óêàçàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè;

óêàçàííûé ñïîñîá  âë åòñ  ãîìîãåííûì àíàëèçîì, ïðîâîäèìûì áåç îáåñïå÷åíè 
ãàñ ùåãî ñèãíàë àãåíòà íà óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè èëè íà óêàçàííîì çîíäå;

çîíä èìååò ÷àñòè÷íî çàð æåííûé èëè íåçàð æåííûé ñêåëåò ìîëåêóëû;
çîíä ñîäåðæèò ÏÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è/èëè  âë åòñ  îöÏÈÊ, ïîëó÷åííîé

ïàðàëëåëüíûì ñèíòåçîì;
çîíä è óêàçàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü èìåþò îäèíàêîâóþ äëèíó;
çîíä èìååò äëèíó 5-30 íóêëåîòèäîâ;
âîçáóæäàþùåå ôëóîðåñöåíöèþ èçëó÷åíèå èñïóñêàåòñ  èç àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà

(ëàçåðà íà èîíèçèðîâàííîì àðãîíå) ïðè äëèíå âîëíû îò ïðèáëèçèòåëüíî 200 íì äî
ïðèáëèçèòåëüíî 1000 íì;

òåñò-ïðîáà èìååò îáúåì ïðèáëèçèòåëüíî 20 ìèêðîëèòðîâ, ñîäåðæàùèé ïðèáëèçèòåëüíî
10 ôåìòîìîëåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè è ïðèáëèçèòåëüíî 10 ôåìòîìîëåé çîíäà;

êîíöåíòðàöè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè â óêàçàííîé ïðîáå ðàâíà íå áîëåå,

÷åì 5×10-10 Ñ;

êîíöåíòðàöè  çîíäà â ýòîé ïðîáå ðàâíà íå áîëåå, ÷åì 5×10-10 Ñ;
ýòîò ñïîñîá ïðîâîä ò íà áèî÷èïå;
èíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð äîáàâë þò ê ñðåäå â ôîðìå, íå ñîäåðæàùåé óêàçàííîãî

çîíäà è íå ñîäåðæàùåé óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè;
èíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð  âë åòñ  ÷ëåíîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

YOYO-1, ÒÎÒÎ-1, áðîìèäà ýòèäè , ãîìîäèìåðà-1 ýòèäè , ãîìîäèìåðà-2 ýòèäè  è àêðèäèíà.
Â àëüòåðíàòèâíî ñôîðìóëèðîâàííîì àñïåêòå äàííîå èçîáðåòåíèå  âë åòñ  ñïîñîáîì

äåòåêòèðîâàíè , ïðåäóñìàòðèâàþùèì:
îáåñïå÷åíèå äâóõöåïî÷å÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè èëè àíàëîãà íóêëåèíîâîé

êèñëîòû, ñîäåðæàùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, ãäå óêàçàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-
ìèøåíü ñîäåðæèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî ïóðèíîâîå îñíîâàíèå è, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî
ïèðèìèäèíîâîå îñíîâàíèå;

îáåñïå÷åíèå çîíäà, ñîäåðæàùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû;

îáåñïå÷åíèå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà;
äîáàâëåíèå óêàçàííîãî çîíäà, óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè è óêàçàííîãî

àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà ê ñðåäå äë  îáåñïå÷åíè  òåñò-ïðîáû, ñîäåðæàùåé òðèïëåêñíûé
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êîìïëåêñ, ñîäåðæàùèé óêàçàííûé çîíä, ñâ çàííûé ñ óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-
ìèøåíüþ, ãäå âñå òðèïëåòû îñíîâàíèé óêàçàííîãî êîìïëåêñà  âë þòñ  ÷ëåíàìè,
âûáðàííûìè èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç À-Ò-À, Ò-À-Ò, U-A-T, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G è
C-G-C;

îáëó÷åíèå óêàçàííîé òåñò-ïðîáû âîçáóæäàþùèì èçëó÷åíèåì äë  èíäóöèðîâàíè 
èñïóñêàíè  ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ýòîé òåñò-ïðîáîé;

äåòåêòèðîâàíèå èíòåíñèâíîñòè óêàçàííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè , ãäå óêàçàííà 
èíòåíñèâíîñòü êîððåëèðóåò ñ àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  ìåæäó óêàçàííûì çîíäîì è
óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ; è

îïðåäåëåíèå èç óêàçàííîé èíòåíñèâíîñòè ñòåïåíè ñïàðèâàíè  ìåæäó óêàçàííûì çîíäîì
è óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ.

Â äðóãîì àëüòåðíàòèâíî ñôîðìóëèðîâàííîì ðîäñòâåííîì àñïåêòå ýòîò ñïîñîá
ïðåäóñìàòðèâàåò:

îáåñïå÷åíèå íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè èëè àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
èìåþùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, ãäå óêàçàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü
ñîäåðæèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî ïóðèíîâîå îñíîâàíèå è. ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî
ïèðèìèäèíîâîå îñíîâàíèå;

îáåñïå÷åíèå äâóõöåïî÷å÷íîãî çîíäà, ñîäåðæàùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé
êèñëîòû èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû;

îáåñïå÷åíèå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà ãèáðèäèçàöèè;
äîáàâëåíèå óêàçàííîãî çîíäà, óêàçàííîé ìèøåíè è óêàçàííîãî àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà

ãèáðèäèçàöèè ê ñðåäå äë  îáåñïå÷åíè  òåñò-ïðîáû, ñîäåðæàùåé òðèïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà,
ñîäåðæàùèé óêàçàííûé çîíä, ñâ çàííûé ñ óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ;

îáëó÷åíèå óêàçàííîé òåñò-ïðîáû âîçáóæäàþùèì èçëó÷åíèåì äë  èíäóöèðîâàíè 
èñïóñêàíè  ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ýòîé òåñò-ïðîáîé;

äåòåêòèðîâàíèå èíòåíñèâíîñòè óêàçàííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè , ãäå óêàçàííà 
èíòåíñèâíîñòü êîððåëèðóåò ñ àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  ìåæäó óêàçàííûì çîíäîì è
óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ; è

îïðåäåëåíèå èç óêàçàííîé èíòåíñèâíîñòè ñòåïåíè ñïàðèâàíè  ìåæäó óêàçàííûì çîíäîì
è óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ,

ãäå óêàçàííûé ñïîñîá  âë åòñ  ãîìîãåííûì àíàëèçîì, ïðîâîäèìûì áåç îáåñïå÷åíè 
ãàñ ùåãî ñèãíàë àãåíòà íà óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè èëè íà óêàçàííîì çîíäå.

(Ñ) Ñïîñîáû îáíàðóæåíè  êâàäðóïëåêñîâ
Ñïîñîáû îáíàðóæåíè  êâàäðóïëåêñà, îïèñàííûå â îáùåì âèäå â ðàçäåëå «Ñóùíîñòü

èçîáðåòåíè », ìîãóò íåîá çàòåëüíî âûïîëí òüñ  âêëþ÷åíèåì îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ èç
ñëåäóþùèõ äîïîëíåíèé â äàííûé ñïîñîá:

ïðîâåäåíèå ýòîãî ñïîñîáà â âèäå ãîìîãåííîãî àíàëèçà, òàê ÷òî âî âðåì  èëè äî ñòàäèè
(3) ìîëåêóëû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîòîðûå íå  âë þòñ  ÷àñòüþ êâàäðóïëåêñà, íå
ïîìåùàþò â ñîñóä èëè êîíòåéíåð, îòäåëüíûå îò ñîñóäà èëè êîíòåéíåðà, ñîäåðæàùåãî
òðèïëåêñ;

ýòîò ñïîñîá  âë åòñ  ãîìîãåííûì àíàëèçîì, ïðîâîäèìûì áåç îáåñïå÷åíè  ãàñ ùåãî
ñèãíàë àãåíòà íà óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè èëè íà óêàçàííîì çîíäå (ò.å.
âòîðîì äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà) è/èëè áåç ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè óêàçàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè, è/èëè áåç ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè óêàçàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè;

èñïîëüçîâàíèå ñïîñîáà äåòåêòèðîâàíè  äë  ðàçëè÷åíè  (äèñêðèìèíàöèè) ìåæäó òî÷íûì
ñïàðèâàíèåì ïî ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé, îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì (èëè äåëåöèåé)
îäíîãî îñíîâàíè  è îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì (èëè äåëåöèåé) äâóõ îñíîâàíèé, ìåæäó
ïåðâûì è âòîðûì äóïëåêñàìè Óîòñîíà-Êðèêà (ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ êàëèáðîâêîé ýòîãî
ñïîñîáà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîëåêóë, ñîäåðæàùèõ èçâåñòíûå îøèáî÷íûå ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé);

èñïîëüçîâàíèå ñòåïåíè ñâ çûâàíè  èíòåðêàë òîðà â êà÷åñòâå óêàçàíè  íà îáðàçîâàíèå
êâàäðóïëåêñà (â ÷àñòíîñòè, ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíîãî èíòåðêàë òîðà è ñ
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èñïîëüçîâàíèåì óâåëè÷åííîé ôëóîðåñöåíöèè â êà÷åñòâå èíäèêàòîðà);
èíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð äîáàâë þò ê ñðåäå â ôîðìå, íå ñîäåðæàùåé óêàçàííîãî

çîíäà è íå ñîäåðæàùåé óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè;
èíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð  âë åòñ  ÷ëåíîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

YOYO-1, ÒÎÒÎ-1, áðîìèäà ýòèäè , ãîìîäèìåðà-1 ýòèäè , ãîìîäèìåðà-2 ýòèäè  è àêðèäèíà;
äëèíà âîëíû, ïðè êîòîðîé óêàçàííûé èíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð ôëóîðåñöèðóåò,

ñìåùàåòñ  êî âòîðîé äëèíå âîëíû ïîñëå èíòåðêàë öèè, ïðè÷åì ðàçíîñòü ìåæäó óêàçàííîé
äëèíîé âîëíû è óêàçàííîé âòîðîé äëèíîé âîëíû ïîêàçûâàåò,  âë åòñ  ëè êîìïëåêñ ìåæäó
óêàçàííûì çîíäîì è óêàçàííîé ìèøåíüþ äóïëåêñîì èëè òðèïëåêñîì è  âë åòñ  ëè
óêàçàííà  ìèøåíü ÄÍÊ èëè ÐÍÊ;

ýòîò çîíä  âë åòñ  êîâàëåíòíî ìå÷åíûì íåèíòåðêàëèðóþùèìñ  ôëóîðîôîðîì è
óêàçàííà  èíòåíñèâíîñòü îáðàòíî êîððåëèðóåò ñ óêàçàííîé àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  (â
÷àñòíîñòè, êîãäà óêàçàííûé íåèíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð  âë åòñ  ÷ëåíîì,
âûáðàííûì èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç áèîòèíà, ðîäàìèíà è ôëóîðåñöåèíà);

èñïîëüçîâàíèå ìå÷åííîé ôëóîðîôîðîì îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû äë  ÷àñòè âòîðîãî
äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà;

ñïîñîá äîïîëíèòåëüíî ïðåäóñìàòðèâàåò êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå àôôèííîñòè
ñâ çûâàíè ;

çîíä èìååò ÷àñòè÷íî çàð æåííûé èëè íåçàð æåííûé ñêåëåò ìîëåêóëû;
çîíä ñîäåðæèò ÏÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è/èëè  âë åòñ  îöÏÍÊ, ïîëó÷åííîé

ïàðàëëåëüíûì ñèíòåçîì;
çîíä è óêàçàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü èìåþò îäèíàêîâóþ äëèíó;
çîíä èìååò äëèíó 5-30 íóêëåîòèäîâ (èëè ïàð îñíîâàíèé);
âîçáóæäàþùåå ôëóîðåñöåíöèþ èçëó÷åíèå èñïóñêàåòñ  èç àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà

ïðè äëèíå âîëíû îò ïðèáëèçèòåëüíî 200 íì äî ïðèáëèçèòåëüíî 1000 íì;
òåñò-ïðîáà èìååò îáúåì ïðèáëèçèòåëüíî 20 ìèêðîëèòðîâ, ñîäåðæàùèé ïðèáëèçèòåëüíî

10 ôåìòîìîëåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè è ïðèáëèçèòåëüíî 10 ôåìòîìîëåé çîíäà;
êîíöåíòðàöè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè â óêàçàííîé ïðîáå ðàâíà íå áîëåå,

÷åì 5×10-10 C;

êîíöåíòðàöè  çîíäà â ýòîé ïðîáå ðàâíà íå áîëåå, ÷åì 5×10-10 Ñ;
îòíîøåíèå óêàçàííîé ïåðâîé öåïè è óêàçàííîé âòîðîé öåïè ê óêàçàííîé òðåòüåé öåïè è

óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè ðàâíî ïðèáëèçèòåëüíî 10:1;
êîíöåíòðàöèè êàæäîé èç óêàçàííîé ïåðâîé öåïè, óêàçàííîé âòîðîé öåïè, óêàçàííîé

òðåòüåé öåïè è óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè ðàâíû íå áîëåå, ÷åì 5×10-10 Ì;
ñïîñîá ïðîâîä ò íà áèî÷èïå.
Â àëüòåðíàòèâíî ñôîðìóëèðîâàííîì ðîäñòâåííîì àñïåêòå ýòîò ñïîñîá

ïðåäóñìàòðèâàåò:
îáåñïå÷åíèå íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè èëè àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû,

èìåþùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, ãäå óêàçàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü
ñîäåðæèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî ïóðèíîâîå îñíîâàíèå è, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî
ïèðèìèäèíîâîå îñíîâàíèå;

îáåñïå÷åíèå äâóõöåïî÷å÷íîãî çîíäà, ñîäåðæàùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé
êèñëîòû èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû;

îáåñïå÷åíèå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà ãèáðèäèçàöèè;
äîáàâëåíèå óêàçàííîãî çîíäà, óêàçàííîé ìèøåíè è óêàçàííîãî àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà

ãèáðèäèçàöèè ê ñðåäå äë  îáåñïå÷åíè  òåñò-ïðîáû, ñîäåðæàùåé êâàäðóïëåêñ Óîòñîíà-
Êðèêà, ñîäåðæàùèé óêàçàííûé çîíä, ñâ çàííûé ñ óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-
ìèøåíüþ;

îáëó÷åíèå óêàçàííîé òåñò-ïðîáû âîçáóæäàþùèì èçëó÷åíèåì äë  èíäóöèðîâàíè 
èñïóñêàíè  ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ýòîé òåñò-ïðîáîé;

äåòåêòèðîâàíèå èíòåíñèâíîñòè óêàçàííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè , ãäå óêàçàííà 
èíòåíñèâíîñòü êîððåëèðóåò ñ àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  ìåæäó óêàçàííûì çîíäîì è
óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ; è
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îïðåäåëåíèå èç óêàçàííîé èíòåíñèâíîñòè ñòåïåíè ñïàðèâàíè  ìåæäó óêàçàííûì çîíäîì
è óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ,

ïðè÷åì óêàçàííûé ñïîñîá  âë åòñ  ãîìîãåííûì àíàëèçîì, ïðîâîäèìûì áåç îáåñïå÷åíè 
ãàñ ùåãî ñèãíàë àãåíòà íà óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè èëè íà óêàçàííîì çîíäå.

(D) Òðèïëåêñû
Òðèïëåêñ, îïèñàííûé â îáùåì âèäå â ðàçäåëå «Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè », ìîæåò

íåîá çàòåëüíî èìåòü îäèí èëè áîëåå èç ñëåäóþùèõ ïðèçíàêîâ:
êàæäà  öåïü  âë åòñ  ãåòåðîïîëèìåðíîé ñ ñîäåðæàíèåì G-C ìåæäó 25% è 75%;
êàæäà  öåïü  âë åòñ  ãåòåðîïîëèìåðíîé ñ ñîäåðæàíèåì G-C ìåæäó 10% è 90% è, êðîìå

òîãî, îáúåäèíåííûå ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè â íåé äèìåðîâ ïóðèí-ïèðèìèäèí è äèìåðîâ
ïèðèìèäèí-ïóðèí ïðåâûøàþò 25%;

îí íàõîäèòñ  íå â êëåòêå (è íå â âèðóñå);
îí  âë åòñ  ñòàáèëüíûì ïðè ðÍ, áîëüøåì, ÷åì 7,6 (íî ìåíüøåì, ÷åì ðÍ 9);
îí íàõîäèòñ  â ñðåäå ïðè ðÍ, áîëüøåì, ÷åì 7,6 (è ïðåäïî÷òèòåëüíî ìåíüøåì, ÷åì ðÍ 9);
îäíîöåïî÷å÷íà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà èëè àíàëîã íóêëåèíîâîé êèñëîòû èìååò äëèíó 5-30

îñíîâàíèé, à äâóõöåïî÷å÷íà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü èìååò äëèíó 8-3,3×109 ïàð
îñíîâàíèé;

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü  âë åòñ  ãåòåðîïîëèìåðíîé è ñîäåðæèò 25%-75%
ïóðèíîâûõ îñíîâàíèé è 75%-25% ïèðèìèäèíîâûõ îñíîâàíèé â ëþáîì ïîð äêå (ïðè÷åì
ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè äèìåðîâ ïóðèí-ïèðèìèäèí ïëþñ ÷àñòîòà
âñòðå÷àåìîñòè äèìåðîâ ïèðèìèäèí-ïóðèí ïðåâûøàåò 25%);

çîíä (ò.å. îäíîöåïî÷å÷íà  ìîëåêóëà) êîâàëåíòíî ñâ çàí ñ ðàñùåïë þùèì
äâóõöåïî÷å÷íóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó àãåíòîì;

çîíä êîâàëåíòíî ñâ çàí ñ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèì àãåíòîì;
çîíä êîâàëåíòíî ñâ çàí ñ ìåòêîé (íàïðèìåð, ìóëüòèìîëåêóë ðíûì êîìïëåêñîì ïåðåäà÷è

ñèãíàëà, îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîé ïàðîé, õåìèëþìèíåñöåíòíûì àãåíòîì,
ýëåêòðîõåìèëþìèíåñöåíòíûì àãåíòîì èëè â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå ôëóîðîôîðîì, â
÷àñòíîñòè, òàêèì îáðàçîì, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ýòîãî êîìïëåêñà êîððåëèðóåò
ñ àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  ìåæäó ýòèì çîíäîì è ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ);

ïðàâèëà ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé äë  îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû
 âë þòñ , îòíîñèòåëüíî îäíîé öåïè äóïëåêñà, ïðàâèëàìè ñïàðèâàíè  îñíîâàíè  Óîòñîíà-
Êðèêà, G-C è ëèáî À-Ò, ëèáî A-U, è, îòíîñèòåëüíî äðóãîé öåïè äóïëåêñà, À-À è ëèáî Ò-
Ò, ëèáî U-U;

äóïëåêñ, ïî ñóùåñòâó, ñîõðàí åò äâîéíóþ ñïèðàëüíóþ ñòðóêòóðó Óîòñîêà-Êðèêà, à
îäíîöåïî÷å÷íà  ìîëåêóëà íàõîäèòñ  â áîðîçäêå ýòîé äâîéíîé ñïèðàëè;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò îáðàçóåò ñâ çü ìåæäó ÷àñòüþ äóïëåêñà è ÷àñòüþ îäíîöåïî÷å÷íîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò êîâàëåíòíî ñâ çàí ñ îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé
êèñëîòû;

îáå öåïè äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà  âë þòñ  ÄÍÊ (â ÷àñòíîñòè, êîãäà âñå öåïè ýòîãî
òðèïëåêñà  âë þòñ  ÄÍÊ);

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ îñíîâàíèåì â äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà, ïðè÷åì
óêàçàííîå îñíîâàíèå  âë åòñ  îñíîâàíèåì, ñ êîòîðûì ñâ çûâàåòñ  îäíîöåïî÷å÷íà 
ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ îñíîâàíèåì â äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà, ïðè÷åì
óêàçàííîå îñíîâàíèå íå  âë åòñ  îñíîâàíèåì â ýòîì òðèïëåêñå;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ ôîñôàòíûì ñêåëåòîì äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà;
àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ áîëåå, ÷åì îäíèì ñàéòîì, íà äóïëåêñå Óîòñîíà-

Êðèêà, ïðè÷åì êàæäûé ñàéò íàõîäèòñ  ëèáî íà îñíîâàíèè, ëèáî â ïîëîæåíèè íà ôîñôàòíîì
ñêåëåòå óêàçàííîãî äóïëåêñà;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ îäíèì ñàéòîì íà äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà, ïðè÷åì
óêàçàííûé ñàéò íàõîäèòñ  ëèáî íà îñíîâàíèè, ëèáî íà ôîñôàòíîì ñêåëåòå óêàçàííîãî
äóïëåêñà;
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àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ îñíîâàíèåì â äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà è ñ
îñíîâàíèåì â îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëå íóêëåèíîâîé êèñëîòû;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ îñíîâàíèåì â îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëå
íóêëåèíîâîé êèñëîòû.

(Å) Êâàäðóïëåêñû
Êâàäðóïëåêñ, îïèñàííûé â îáùåì âèäå â ðàçäåëå «Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè », ìîæåò

íåîá çàòåëüíî èìåòü îäèí èëè áîëåå èç ñëåäóþùèõ ïðèçíàêîâ:
êàæäà  èç óêàçàííûõ ÷åòûðåõ öåïåé  âë åòñ  ãåòåðîïîëèìåðíîé ñ ñîäåðæàíèåì G-Ñ

ìåæäó 10% è 90%;
âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå

ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé;
ïåðâà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 5'→3'-íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå

ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé;
âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå

ìåæäó óêàçàííûìè âòîðîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé, è, êðîìå òîãî, ïåðâà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì
5'→3'-íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè ïåðâîé è òðåòüåé öåï ìè
ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé;

âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå
ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  Óîòñîíà-Êðèêà;

ïåðâà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 5'→3'-íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå
ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  Óîòñîíà-Êðèêà;

âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå
ìåæäó óêàçàííûìè âòîðîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
Óîòñîíà-Êðèêà, è, êðîìå òîãî, ïåðâà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 5'→3'-
íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè ïåðâîé è òðåòüåé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò
ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  Óîòñîíà-Êðèêà;

ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-íàïðàâëåíè õ,
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà;

âòîðà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 3'→5' è 5'→3'-íàïðàâëåíè õ,
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà;

ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-íàïðàâëåíè õ,
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè ïåðâîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè
ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà, è, êðîìå òîãî, âòîðà  è
òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 3'→5' è 5'→3'-íàïðàâëåíè õ, ñîîòâåòñòâåííî,
è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè âòîðîé è òðåòüåé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì
ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà;

ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-íàïðàâëåíè õ,
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé;

âòîðà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòè ïàðàëëåëüíûõ 3'→5' è 5'→3'-íàïðàâëåíè õ,
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé;

ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-íàïðàâëåíè õ,
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè ïåðâîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè
ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé, è, êðîìå òîãî, âòîðà  è
òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 3'→5' è 5'→3'-íàïðàâëåíè õ, ñîîòâåòñòâåííî,
è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè âòîðîé è òðåòüåé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì
ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé;

êàæäîå âçàèìîäåéñòâóþùåå îñíîâàíèå óêàçàííîé ïåðâîé öåïè âçàèìîäåéñòâóåò
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ñïåöèôè÷åñêè êàê ñ ñîñåäíèì îñíîâàíèåì íà óêàçàííîé òðåòüåé öåïè, òàê è ñ îñíîâàíèåì
íà óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè, îñíîâàíèåì, ñ êîòîðûì ñâ çàíî îñíîâàíèå óêàçàííîé
òðåòüåé öåïè;

êàæäîå âçàèìîäåéñòâóþùåå îñíîâàíèå óêàçàííîé âòîðîé öåïè âçàèìîäåéñòâóåò
ñïåöèôè÷åñêè êàê ñ ñîñåäíèì îñíîâàíèåì íà óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè, òàê è ñ
îñíîâàíèåì íà óêàçàííîé òðåòüåé öåïè, îñíîâàíèåì, ñ êîòîðûì ñâ çàíî îñíîâàíèå
óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè;

îí  âë åòñ  âûäåëåííûì, î÷èùåííûì, èñêóññòâåííûì èëè ñèíòåòè÷åñêèì
êâàäðóïëåêñîì;

êàæäà  öåïü  âë åòñ  ãåòåðîïîëèìåðíîé ñ ñîäåðæàíèåì G-C ìåæäó 25% è 75%;
êàæäà  öåïü  âë åòñ  ãåòåðîïîëèìåðíîé ñ ñîäåðæàíèåì G-C ìåæäó 10% è 90% è, êðîìå

òîãî, îáúåäèíåííûå ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè â íåé äèìåðîâ ïóðèí-ïèðèìèäèí è äèìåðîâ
ïèðèìèäèí-ïóðèí ïðåâûøàþò 25%;

îí íàõîäèòñ  íå â êëåòêå (è íå â âèðóñå);
êàæäà  óêàçàííà  öåïü íåçàâèñèìî ñîäåðæèò ãåòåðîïîëèìåðíóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó

èëè àíàëîã ãåòåðîïîëèìåðíîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû;
êàæäà  óêàçàííà  öåïü íåçàâèñèìî ñîäåðæèò ÄÍÊ èëè ÐÍÊ;
êàæäà  óêàçàííà  öåïü íåçàâèñèìî ñîäåðæèò àíàëîã ãåòåðîïîëèìåðíîé íóêëåèíîâîé

êèñëîòû, ñîäåðæàùèé íåçàð æåííûé èëè ÷àñòè÷íî çàð æåííûé ñêåëåò;
îäíà èç óêàçàííîé âòîðîé öåïè èëè óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè ñîäåðæèò ÄÍÊ, à äðóãà 

èç óêàçàííîé âòîðîé öåïè èëè óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè ñîäåðæèò ÐÍÊ, ìÐÍÊ, ã ÐÍÊ,
ðÐÍÊ, òÐÍÊ èëè êÄÍÊ;

âòîðà  öåïü è óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü  âë þòñ  ïàðàëëåëüíî ãîìîëîãè÷íûìè äðóã
äðóãó;

áîëüøà  áîðîçäêà óêàçàííîé ïåðâîé öåïè è óêàçàííîé âòîðîé öåïè ðàñïîëîæåíà â
ìàëîé áîðîçäêå óêàçàííîé òðåòüåé öåïè è óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè;

âòîðà  öåïü è óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü  âë þòñ  ïàðàëëåëüíî êîìïëåìåíòàðíûìè äðóã
äðóãó;

áîëüøà  áîðîçäêà óêàçàííîé ïåðâîé öåïè è óêçàííîé âòîðîé öåïè ðàñïîëîæåíà â ìàëîé
áîðîçäêå óêàçàííîé òðåòüåé öåïè è óêàçàííîé ÷åòâåðòîé öåïè;

êàæäîå íóêëåîîñíîâàíèå ñâ çûâàåòñ  ñ áîëåå, ÷åì äâóì  äðóãèìè íóêëåîîñíîâàíè ìè;
íè îäíà öåïü íå  âë åòñ  ñìåæíîé ñ äðóãîé öåïüþ;
ýòà ìóëüòèïëåêñíà  ñòðóêòóðà, ïî ñóùåñòâó, íå ñîäåðæèò ñâ çûâàíè  Õóãñòèíà;
ýòà ìóëüòèïëåêñíà  ñòðóêòóðà, ïî ñóùåñòâó, íå ñîäåðæèò êâàðòåòîâ G-G;
ýòà ïåðâà  öåïü è óêàçàííà  âòîðà  öåïü èìåþò äëèíó 5-50 ïàð îñíîâàíèé;
ýòà òðåòü  öåïü è óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü  âë þòñ  ãåíîìíûìè ÄÍÊ;
ýòà òðåòü  öåïü è óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü âêëþ÷àþò â ñåá  ãàïëîòèï â ãåíîìíîé ÄÍÊ;
ýòà òðåòü  öåïü è ÷åòâåðòà  öåïü  âë þòñ  ÏÖÐ-àìïëèôèöèðîâàííûìè ïðîäóêòàìè;
ãäå óêàçàííà  ìóëüòèïëåêñíà  ñòðóêòóðà íå ñîäåðæèò òâåðäîãî íîñèòåë ;
ýòà ìóëüòèïëåêñíà  ñòðóêòóðà ñâ çàíà ñ òâåðäûì íîñèòåëåì (ãäå òâåðäûé íîñèòåëü ëèáî

 âë åòñ  ýëåêòðîïðîâîäèìûì, ëèáî íå  âë åòñ  ýëåêòðîïðîâîäèìûì);
ãäå ýòà ìóëüòèïëåêñíà  ñòðóêòóðà ñîäåðæèò äîïîëíèòåëüíî òåðàïåâòè÷åñêèé,

ïðîôèëàêòè÷åñêèé èëè äèàãíîñòè÷åñêèé àãåíò, ñâ çàííûé, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíîé èç
óêàçàííûõ ïåðâîé, âòîðîé, òðåòüåé è ÷åòâåðòîé öåïåé;

ãäå ýòà ïåðâà  öåïü è óêàçàííà  âòîðà  öåïü, êàæäà , èìåþò äëèíó 5-30 îñíîâàíèé, à
óêàçàííà  òðåòü  è óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü, êàæäà , èìååò äëèíó 8-3,3×109 ïàð
îñíîâàíèé;

ãäå ýòà ÷åòâåðòà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîäåðæèò 25%-75% ïóðèíîâûõ îñíîâàíèé è 75%-
25% ïèðèìèäèíîâûõ îñíîâàíèé â ëþáîì ïîð äêå (ïðè÷åì ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷àñòîòà
âñòðå÷àåìîñòè äèìåðîâ ïóðèí-ïèðèìèäèí ïëþñ ÷àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè äèìåðîâ
ïèðèìèäèí-ïóðèí ïðåâûøàåò 25%);

ïåðâûé è âòîðîé äóïëåêñû Óîòñîíà-Êðèêà (ñì. ñïîñîá ïîëó÷åíè  êâàäðóïëåêñà â ðàçäåëå
«Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè »), êàæäûé, èìåþò ñîäåðæàíèå G-C ìåæäó 30% è 70%;
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îáå öåïè ïåðâîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà  âë þòñ  ÄÍÊ (â ÷àñòíîñòè, êîãäà âñå öåïè
ýòîãî êâàäðóïëåêñà  âë þòñ  ÄÍÊ);

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ îñíîâàíèåì â ïåðâîì äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà,
ïðè÷åì óêàçàííîå îñíîâàíèå  âë åòñ  îñíîâàíèåì, ñ êîòîðûì ñâ çûâàåòñ  îñíîâàíèå
âòîðîãî äóïëåêñà;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ îñíîâàíèåì â ïåðâîì èëè âòîðîì äóïëåêñàõ
Óîòñîíà-Êðèêà, ïðè÷åì óêàçàííîå îñíîâàíèå íå  âë åòñ  ÷àñòüþ ýòîãî êâàäðóïëåêñà;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ ôîñôàòíûì ñêåëåòîì ïåðâîãî èëè âòîðîãî
äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ áîëåå, ÷åì îäíèì ñàéòîì, íà ïåðâîì èëè âòîðîì
äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà, ïðè÷åì êàæäûé ñàéò íàõîäèòñ  ëèáî íà îñíîâàíèè, ëèáî íà
ôîñôàòíîì ñêåëåòå;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ îäíèì ñàéòîì íà äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà, ïðè÷åì
óêàçàííûé ñàéò íàõîäèòñ  ëèáî íà îñíîâàíèè, ëèáî íà ôîñôàòíîì ñêåëåòå;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ îñíîâàíèåì â ïåðâîì äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà è ñ
îñíîâàíèåì íà âòîðîì äóïëåêñå Óîòñîíà-Êðèêà;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ñâ çûâàåòñ  ñ ìàëîé áîðîçäêîé ïåðâîãî è/èëè âòîðîãî äóïëåêñà
Óîòñîíà-Êðèêà;

àêñåëåðàòîðíûé àãåíò îáðàçóåò ñâ çü ìåæäó ÷àñòüþ ïåðâîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà è
÷àñòüþ âòîðîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà.

Äîïîëíèòåëüíûå àñïåêòû èçîáðåòåíè 
Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òðèïëåêñíûå êîìïëåêñû, ñîäåðæàùèå

îäíîöåïî÷å÷íûé çîíä, ñâ çàííûé ñ äâóõöåïî÷å÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-ìèøåíüþ, ãäå
ýòîò çîíä ñîäåðæèò ãåòåðîïîëèìåðíóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó èëè àíàëîã ãåòåðîïîëèìåðíîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, è âñå òðèïëåòû îñíîâàíèé ýòîãî êîìïëåêñà  âë þòñ  ÷ëåíàìè,
âûáðàííûìè èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç À-Ò-À, Ò-À-Ò, U-A-T, T-A-U, À-U-A, U-A-U, G-C-G è
C-G-C.

Â îòëè÷èå îò íåêîòîðûõ òðèïëåêñîâ Õóãñòèíà, îïèñàííûõ â ïðåäøåñòâóþùåé ëèòåðàòóðå,
òðèïëåêñû äàííîãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  ñòàáèëüíûìè ïðè âåëè÷èíàõ ðÍ, áîëüøèõ, ÷åì
7,6. Êðîìå òîãî, òðèïëåêñû äàííîãî èçîáðåòåíè  íå òðåáóþò ïðèñóòñòâè 
ãîìîïèðèìèäèíîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èëè ãîìîïóðèíîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êàê
ýòî èìååò ìåñòî â íåêîòîðûõ òðèïëåêñàõ ïðåäûäóùåãî óðîâí  òåõíèêè. Íàïðèìåð,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ìîæåò ñîäåðæàòü 25%-75% ïóðèíîâûõ îñíîâàíèé è 75%-25%
ïèðèìèäèíîâûõ îñíîâàíèé â ëþáîì ïîð äêå.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî, îäíîöåïî÷å÷íà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà èëè àíàëîã íóêëåèíîâîé
êèñëîòû ýòîãî òðèïëåêñà èìååò äëèíó 5-30 îñíîâàíèé, à äâóõöåïî÷å÷íà  íóêëåèíîâà 
êèñëîòà-ìèøåíü èìååò äëèíó 8-3,3×109 ïàð îñíîâàíèé.

Îáðàçîâàíèå òðèïëåêñà â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûì èçîáðåòåíèåì  âë åòñ  ïîäõîä ùèì
äë  ðàçëè÷íûõ ïðèìåíåíèé. Íàïðèìåð, çîíäû, êîâàëåíòíî ñâ çàííûå ñ ðàñùåïë þùèì
äâóõöåïî÷å÷íóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó àãåíòîì, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë 
ñïåöèôè÷åñêîãî ðàñùåïëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé äâóõöåïî÷å÷íûõ
íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Çîíäû, êîâàëåíòíî ñâ çàííûå ñ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèì àãåíòîì, ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû äë  ñïåöèôè÷åñêîé îáðàáîòêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé
äâóõöåïî÷å÷íûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò áûñòðûé,
÷óâñòâèòåëüíûé, áëàãîïðè òíûé äë  îêðóæàþùåé ñðåäû è áåçîïàñíûé ñïîñîá äë  àíàëèçà
ñâ çûâàíè  ìåæäó äâóõöåïî÷å÷íîé ìèøåíüþ è îäíîöåïî÷å÷íûì çîíäîì, ãäå ìèøåíü
ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû è çîíä ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû.

Â îòëè÷èå îò àíàëèçîâ ïðåäûäóùåãî óðîâí  òåõíèêè äàííîå èçîáðåòåíèå íå òîëüêî
äåòåêòèðóåò ïðèñóòñòâèå ñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè  çîíä-ìèøåíü, íî òàêæå îáåñïå÷èâàåò
êà÷åñòâåííóþ è êîëè÷åñòâåííóþ èíôîðìàöèþ îòíîñèòåëüíî õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâè 
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ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ. Òàêèì îáðàçîì, äàííîå èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò ñïåöèàëèñòó-
ïðàêòèêó ðàçëè÷àòü ñðåäè ïîëíîãî ïðàâèëüíîãî ñïàðèâàíè , îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  îäíîé
ïàðû îñíîâàíèé, îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  äâóõ ïàð îñíîâàíèé, îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  òðåõ
ïàð îñíîâàíèé, äåëåöèè îäíîé ïàðû îñíîâàíèé, äåëåöèè äâóõ ïàð îñíîâàíèé è äåëåöèè
òðåõ ïàð îñíîâàíèé, âîçíèêàþùèõ ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ îñíîâàíèé â çîíäå è â öåïè
äâóõöåïî÷å÷íîé ìèøåíè.

Âàðèàíòû äàííîãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò â ñåá  êàëèáðîâàíèå èçìåð åìîãî ñèãíàëà
(íàïðèìåð, èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè) äë  ñìåñè ïåðâûé çîíä-ìèøåíü ïðîòèâ ñèãíàëà
òîãî æå òèïà, ïðî âë åìîãî äðóãèìè çîíäàìè, îáúåäèíåííûìè ñ òîé æå ñàìîé ìèøåíüþ,
ãäå êàæäûé èç ýòèõ äðóãèõ çîíäîâ îòëè÷àåòñ  îò ïåðâîãî çîíäà, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíèì
îñíîâàíèåì.

Ìîæåò áûòü ïîñòðîåíà êàëèáðîâî÷íà  êðèâà , ãäå âåëè÷èíà èçìåð åìîãî ñèãíàëà
(íàïðèìåð, èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè)  âë åòñ  ôóíêöèåé àôôèííîñòè ñâ çûâàíè 
ìåæäó ìèøåíüþ è çîíäîì. Ïîñêîëüêó àôôèííîñòü ñâ çûâàíè  ìåæäó ìèøåíüþ è
ìíîæåñòâîì ðàçëè÷íûõ çîíäîâ ìåí åòñ  â çàâèñèìîñòè îò ÷èñëà îøèáî÷íî ñïàðåííûõ
îñíîâàíèé, ïðèðîäû ýòèõ îøèáî÷íûõ ñïàðèâàíèé (A-G ïðîòèâ À-Ñ ïðîòèâ T-G ïðîòèâ Ò-Ñ è
ò.ä.), ìåñòîïîëîæåíè  îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  (îøèáî÷íûõ ñïàðèâàíèé) â òðèïëåêñå è
ò.ä., àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äë  ñåêâåíèðîâàíè  ìèøåíè.

Â âàðèàíòàõ èçìåð åìûì ñèãíàëîì ìîæåò áûòü èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
ôëóîðîôîðà, âêëþ÷åííîãî â òåñò-ïðîáó. Â òàêèõ âàðèàíòàõ àôôèííîñòü ñâ çûâàíè  ìåæäó
çîíäîì è ìèøåíüþ ìîæåò ïð ìî èëè îáðàòíî êîððåëèðîâàòü ñ ýòîé èíòåíñèâíîñòüþ â
çàâèñèìîñòè îò òîãî, ñèãíàëèçèðóåò ëè ôëóîðîôîð î ãèáðèäèçàöèè ïîñðåäñòâîì ãàøåíè 
ñèãíàëà èëè óñèëåíè  ñèãíàëà. Ïðè âûáðàííûõ óñëîâè õ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè,
ãåíåðèðóåìà  èíòåðêàëèðóþùèìèñ  àãåíòàìè, ìîæåò ïð ìî êîððåëèðîâàòü ñ àôôèíîñòüþ
ñâ çûâàíè  çîíä-ìèøåíü, òîãäà êàê èíòåíñèâíîñòü ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ,
èñïîëüçóþùèõ íåèíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð, êîâàëåíòíî ñâ çàííûé ñ çîíäîì, ìîæåò
îáðàòíî êîððåëèðîâàòü ñ àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  çîíä-ìèøåíü. Èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè óìåíüøàåòñ  äë  íåèíòåðêàëèðóþùèõñ  ôëóîðîôîðîâ ïî ìåðå
óâåëè÷åíè  ñòåïåíè ïðàâèëüíîãî ñïàðèâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî
íà ïðîò æåíèè äèàïàçîíà, âêëþ÷àþùåãî â ñåá  0-2 îøèáî÷íûõ ñïàðèâàíè  è/èëè äåëåöèé,
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íà ïðîò æåíèè äèàïàçîíà, âêëþ÷àþùåãî â ñåá  0-3 îøèáî÷íûõ
ñïàðèâàíè  è/èëè äåëåöèé.

Äàííîå èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò êîëè÷åñòâåííî îïðåäåë òü àôôèííîñòü ñâ çûâàíè 
ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ. Òàêà  èíôîðìàöè  ìîæåò áûòü ïîëåçíîé äë  ðàçëè÷íûõ
ïðèìåíåíèé, â òîì ÷èñëå äë  êîíñòðóèðîâàíè  àíòèñìûñëîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ ñ
îïòèìèçèðîâàííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ñâ çûâàíè .

Â îòëè÷èå îò ñïîñîáîâ ïðåäûäóùåãî óðîâí  òåõíèêè àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè 
 âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî ãîìîãåííûì. Ýòîò àíàëèç ìîæåò ïðîâîäèòüñ  áåç îòäåëåíè 
êîìïëåêñà çîíä-ìèøåíü îò ñâîáîäíûõ çîíäà è ìèøåíè ïåðåä äåòåêòèðîâàíèåì âåëè÷èíû
èçìåð åìîãî ñèãíàëà. Àíàëèç íå òðåáóåò ñòàäèè ðàçäåëåíè  íà ãåëå, ïîçâîë  
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èòü ïðîèçâîäèòåëüíîñòü òåñòèðîâàíè . Êîëè÷åñòâåííûå àíàëèçû
 âë þòñ  ïðîñòûìè è òî÷íûìè. Â ðåçóëüòàòå ýòîò àíàëèç ñâ çûâàíè  ñáåðåãàåò áîëüøîå
êîëè÷åñòâî âðåìåíè, ñíèæàåò ðàñõîäû è ìîæåò áûòü ëåãêî àâòîìàòèçèðîâàí. Êðîìå òîãî,
îí ïîçâîë åò áûñòðî îïðåäåë òü ïåðåìåííûå ñâ çûâàíè , òàêèå êàê áóôåð, ðÍ,
êîíöåíòðàöèþ èîíîâ, òåìïåðàòóðó, âðåì  èíêóáèðîâàíè , îòíîñèòåëüíóþ êîíöåíòðàöèþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé çîíäà è ìèøåíè, êîíöåíòðàöèþ èíòåðêàë òîðà, äëèíó
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé, äëèíó ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé çîíäà è âîçìîæíûå
òðåáîâàíè  êîôàêòîðîâ.

Àíàëèç ìîæåò, íàïðèìåð, ïðîâîäèòüñ  â ðàñòâîðå â ëóíêå, íà íåïðîíèöàåìîé
ïîâåðõíîñòè èëè íà áèî÷èïå.

Êðîìå òîãî, àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðîâîä ò áåç îáåñïå÷åíè 
ãàñ ùåãî ñèãíàë àãåíòà íà ìèøåíè èëè íà çîíäå.

Õîò  àâòîðû èçîáðåòåíè  îïèñàëè ðàíåå ïðåèìóùåñòâà àíàëèçîâ èíòåíñèâíîñòè
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ôëóîðåñöåíöèè äë  ãèáðèäèçàöèè (ñì., íàïðèìåð, çà âêó íà ïàòåíò ÑØÀ US 09/224505,
ïîäàííóþ 31 äåêàáð  1998 ãîäà), àíàëèçû äàííîãî èçîáðåòåíè  ñïåöèôè÷åñêè äåòåêòèðóþò
òðèïëåêñû çîíäà è äâóõöåïî÷å÷íîé ìèøåíè, óñòðàí   òàêèì îáðàçîì íåîáõîäèìîñòü
äåíàòóðàöèè ìèøåíè. Õîò  áûëî èçâåñòíî, ÷òî çîíäû íóêëåèíîâîé êèñëîòû (è àíàëîãà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû) îáðàçóþò òðèïëåêñû ñ îïðåäåëåííûìè îãðàíè÷åííûìè êëàññàìè
ìèøåíåé (ñì., íàïðèìåð, Floris et al., supra, Dervan et al., supra, Egholm et al.,
365 Nature 566 (1993) è Tomac et al., 118, J. Am. Chem. Soc. 5544 (1996), àâòîðû
äàííîãî èçîáðåòåíè  íåîæèäàííî ñìîãëè ñïåöèôè÷åñêè àíàëèçèðîâàòü òðèïëåêñû,
îáðàçîâàííûå ìåæäó îäíîöåïî÷å÷íûìè çîíäàìè íóêëåèíîâûõ êèñëîò (íàïðèìåð, îïÄÍÊ è
ÐÍÊ) è äâóõöåïî÷å÷íûìè êèñëîòàìè-ìèøåí ìè (íàïðèìåð, äöÄÍÊ-ìèøåí ìè), ãäå
âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ýòèìè çîíäàìè è ìèøåí ìè îñíîâàíî íà ñïàðèâàíèè îñíîâàíèé ïî
Óîòñîíó-Êðèêó (ïî ìåíüøåé ìåðå, â òîì ñìûñëå, ÷òî À ñâ çûâàåòñ  ñ Ò (èëè ñ U, â
ñëó÷àå ÐÍÊ), a G ñâ çûâàåòñ  ñ Ñ), à íå íà î÷åíü îãðàíè÷åííîé ìîäåëè Õóãñòèíà
ãèáðèäèçàöèè òðèïëåêñîâ, íàïðèìåð, Dervan et al. Òåðìèí «òðèïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà»,
êîòîðûé èñïîëüçóåòñ  çäåñü, ïðåäíàçíà÷åí äë  êðèñòàëëèçàöèè ýòèõ ðàçëè÷èé
îãðàíè÷åíèåì õàðàêòåðà ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé ìåæäó îäíîöåïî÷å÷íûì çîíäîì è
äâóõöåïî÷å÷íîé ìèøåíüþ äî À-Ò-À, Ò-À-Ò, U-A-T, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G è/èëè C-G-C
(â òîì ÷èñëå C+-G-C è/èëè ëþáûõ äðóãèõ èîíèçèðîâàííûõ ðàçíîâèäíîñòåé îñíîâàíè ). Ýòè
òðåõ÷ëåííûå ãðóïïû äàëåå íàçûâàþòñ  òðèïëåòàìè îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà, à
ïîëó÷åííûå ñòðóêòóðû íàçûâàþòñ  òðèïëåêñàìè Óîòñîíà-Êðèêà.

Ïîäõîä ùèå çîíäû äë  ïðèìåíåíè  â àíàëèçå äàííîãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò,
íàïðèìåð, îöÄÍÊ, ÐÍÊ, ÏÍÊ è äðóãèå àíàëîãè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, èìåþùèå
íåçàð æåííûå èëè ÷àñòè÷íî çàð æåííûå ñêåëåòû. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäîâ, èìåþùèå ëþáóþ äëèíó îò 8 äî 20 îñíîâàíèé, òàê êàê èìåííî
òàêèì  âë åòñ  äèàïàçîí, â êîòîðîì îáíàðóæåíû ñàìûå ìàëûå óíèêàëüíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ïðîêàðèîò è  ýóêàðèîò. Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ 
çîíäû èç 12-18 îñíîâàíèé, òàê êàê òàêîé  âë åòñ  äëèíà ñàìûõ ìàëûõ óíèêàëüíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ãåíîìå ÷åëîâåêà. Â âàðèàíòàõ íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè
 âë þòñ  çîíäû äëèíîé 5-30 îñíîâàíèé. Îäíàêî ìíîæåñòâî áîëåå êîðîòêèõ çîíäîâ ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû äë  îáíàðóæåíè  íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èìåþùåé â íåé
ìíîæåñòâî íå-óíèêàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé, êîòîðûå îáúåäèí þòñ  äë 
óíèêàëüíîé èäåíòèôèêàöèè ýòîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Äëèíà ýòîãî çîíäà
ìîæåò áûòü âûáðàíà òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíà ñîîòâåòñòâîâàëà äëèíå ìèøåíè.

Àâòîðû èçîáðåòåíè  îáíàðóæèëè íåîæèäàííîå ðàçâèòèå, çàêëþ÷àþùååñ  â òîì, ÷òî îíè
áûëè ñïîñîáíû ñïåöèôè÷åñêè àíàëèçèðîâàòü áîëüøîå ðàçíîîáðàçèå òðèïëåêñîâ,
îáðàçîâàííûõ çàâèñèìûì îò ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà îáðàçîì ìåæäó
îäíîöåïî÷å÷íûìè çîíäàìè íóêëåèíîâûõ êèñëîò (íàïðèìåð, îöÄÍÊ, ÐÍÊ, îöÏÍÊ è äðóãèìè
àíàëîãàìè ÄÍÊ èëè ÐÍÊ) è äâóõöåïî÷å÷íûìè íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè-ìèøåí ìè
(íàïðèìåð, äöÄÍÊ). Àâòîðû èçîáðåòåíè  îáíàðóæèëè, ÷òî îáðàçîâàíèå è/èëè ñòàáèëèçàöè 
òðèïëåêñà óñèëèâàåòñ  ïðèñóòñòâèåì èíòåðêàëèðóþùåãîñ  àãåíòà â ïîäëåæàùåé
òåñòèðîâàíèþ ïðîáå.

Àâòîðû èçîáðåòåíè  îáíàðóæèëè, ÷òî îáðàçîâàíèå è/èëè ñòàáèëèçàöè  òðèïëåêñà
Óîòñîíà-Êðèêà óñèëèâàåòñ  ïðèñóòñòâèåì êàòèîíîâ â òåñòèðóåìîé ïðîáå. Ïîäõîä ùèå
êàòèîíû âêëþ÷àþò â ñåá , íàïðèìåð, îäíîâàëåíòíûå êàòèîíû, òàêèå êàê Na+

(ïðåäïî÷òèòåëüíî â êîíöåíòðàöèè 50 ìÌ - 125 ìÌ), Ê+ è äðóãèå èîíû ùåëî÷íûõ ìåòàëëîâ;
äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû, òàêèå êàê èîíû ùåëî÷íî-çåìåëüíûõ ìåòàëëîâ (íàïðèìåð, Mg+2 è
Ñà+2) è äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû ïåðåõîäíûõ ìåòàëëîâ (íàïðèìåð, Mn+2, Ni+2, Cd+2, Ñî+2 è
Zn+2); è êàòèîíû, èìåþùèå ïîëîæèòåëüíûé çàð ä, ïî ìåíüøåé ìåðå, òðè, òàêèå êàê
Co(NH3)6

+3, òðåõâàëåíòíûé ñïåðìèäèí è ÷åòûðåõâàëåíòíûé ñïåðìèí. Mn+2

ïðåäïî÷òèòåëüíî îáåñïå÷èâàþò â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ - 30 ìÌ. Mg+2 ïðåäïî÷òèòåëüíî
îáåñïå÷èâàþò â êîíöåíòðàöèè 15 ìÌ - 20 ìÌ. Ni+2 ïðåäïî÷òèòåëüíî îáåñïå÷èâàþò â
êîíöåíòðàöèè ïðèáëèçèòåëüíî 20 ìÌ. Â âàðèàíòàõ Mg+2 è Mn+2 îáåñïå÷èâàþò â êîìáèíàöèè
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â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ, êàæäûé, 15 ìÌ èëè 20 ìÌ, êàæäûé (ò.å. 10-20 ìÌ êàæäûé).
Êîëè÷åñòâî êàòèîíà, äîáàâë åìîãî ê ñðåäå, â êîòîðîé îáðàçóåòñ  òðèïëåêñ, çàâèñèò îò

ð äà ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå îò ïðèðîäû êàòèîíà, êîíöåíòðàöèè çîíäà, êîíöåíòðàöèè
ìèøåíè, ïðèñóòñòâè  äîïîëíèòåëüíûõ êàòèîíîâ è ñîäåðæàíè  îñíîâàíèé çîíäà è ìèøåíè.
Ïðåäïî÷òèòåëüíûå êîíöåíòðàöèè è ñìåñè êàòèîíîâ ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû ðóòèííûì
îáðàçîì ýêñïåðèìåíòàëüíî.

Äàííîå èçîáðåòåíèå íå òðåáóåò ïðèìåíåíè  ðàäèîàêòèâíûõ çîíäîâ, êîòîðûå  âë þòñ 
âðåäíûìè, óòîìèòåëüíûìè è òðóäîåìêèìè â ïðèìåíåíèè è äîëæíû ïîñòî ííî
ðåãåíåðèðîâàòüñ . Çîíäû äàííîãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî áåçîïàñíûìè
äë  ïðèìåíåíè  è ñòàáèëüíûìè â òå÷åíèå ìíîãèõ ëåò. Òàêèì îáðàçîì, çîíäû ìîãóò áûòü
ïðèãîòîâëåíû èëè çàêàçàíû â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ è äëèòåëüíî õðàíèòüñ .

Â âàðèàíòàõ çîíä ìåò ò ìóëüòèìîëåêóë ðíûì êîìïëåêñîì ïåðåäà÷è ñèãíàëà èëè
îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîé ïàðîé èëè ìåòêîé, êîòîðà  èíäóöèðóåò
õåìèëþìèíåñöåíòíûå èëè ýëåêòðîëþìèíåñöåíòíûå ñâîéñòâà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî çîíä èëè ìèøåíü (ïðåäïî÷òèòåëüíî çîíä) èìåþò ôëóîðåñöåíòíóþ
ìåòêó, êîâàëåíòíî ñâ çàííóþ ñ íèìè. Ýòà ìåòêà  âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî íå-
èíòåðêàëèðóþùèìñ  ôëóîðîôîðîì. Â òàêèõ âàðèàíòàõ ôëóîðîôîð ïðåäïî÷òèòåëüíî
ñâ çàí ñ çîíäîì íà ëþáîì êîíöå. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ôëóîðåñöåíòíûå ìàðêåðû âêëþ÷àþò â
ñåá  áèîòèí, ðîäàìèí è ôëóîðåñöåèí è äðóãèå ìàðêåðû, êîòîðûå ôëóîðåñöèðóþò ïðè
îáëó÷åíèè âîçáóæäàþùåé ýíåðãèåé.

Äëèíó âîëíû âîçáóæäåíè  âûáèðàþò (ðóòèííûì ýêñïåðèìåíòèðîâàíèåì è/èëè â
ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèí òûìè çíàíè ìè) òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíà ñîîòâåòñòâîâàëà
ìàêñèìóìó âîçáóæäåíè  äë  èñïîëüçóåìîãî ôëóîðîôîðà, è îíà ðàâíà ïðåäïî÷òèòåëüíî
200-1000 íì. Ôëóîôîðû ïðåäïî÷òèòåëüíî âûáèðàþò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíè èìåëè
äëèíó âîëíû âîçáóæäåíè  200-1000 íì. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ èñïîëüçóþò
àðãîíîâûé èîííûé ëàçåð (ëàçåð íà èîíèçèðîâàííîì àðãîíå) äë  îáëó÷åíè  ôëóîðîôîðà
ñâåòîì, èìåþùèì äëèíó âîëíû â äèàïàçîíå 400-540 íì, à ôëóîðåñöåíòíîå èçëó÷åíèå
äåòåêòèðóþò â äèàïàçîíå 500-750 íì.

Àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò ïðîâîäèòüñ  â äèàïàçîíå áîëüøîãî ðàçíîîáðàçè 
òåìïåðàòóð, òàêîì êàê, íàïðèìåð, 5-85°Ñ. Íåêîòîðûå àíàëèçû ïðåäûäóùåãî óðîâí  òåõíèêè
òðåáóþò ïîâûøåííûõ òåìïåðàòóð, ÷òî óâåëè÷èâàåò ñòîèìîñòü è ïðåï òñòâóåò ïðèìåíåíèþ
òàêîãî àíàëèçà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äàííîå èçîáðåòåíèå ìîæåò ïðîâîäèòüñ  ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå èëè áîëåå íèçêîé òåìïåðàòóðå (íàïðèìåð, ïðè òåìïåðàòóðå íèæå 25°Ñ).

Äîñòîâåðíîñòü äàííîãî èçîáðåòåíè  íå çàâèñèò îò ñîäåðæàíè  ãóàíèíà è öèòîçèíà â
óêàçàííîé ìèøåíè. Ïîñêîëüêó ïàðû G-C îñíîâàíèé îáðàçóþò òðè âîäîðîäíûå ñâ çè, òîãäà
êàê ïàðû À-Ò îñíîâàíèé îáðàçóþò òîëüêî äâå âîäîðîäíûå ñâ çè, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ìèøåíè è çîíäà ñ áîëåå âûñîêèìè ñîäåðæàíè ìè G èëè Ñ  âë þòñ  áîëåå ñòàáèëüíûìè,
îáëàäàþùèìè áîëåå âûñîêèìè òåìïåðàòóðàìè ïëàâëåíè . Âñëåäñòâèå ýòîãî îøèáî÷íûå
ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé, êîòîðûå óâåëè÷èâàþò ñîäåðæàíèå GC ãèáðèäèçîâàííîãî ðàéîíà
çîíäà è ìèøåíè âûøå ñîäåðæàíè , ïðèñóòñòâóþùåãî â òî÷íî ñïàðåííûõ ãèáðèäàõ, ìîãóò
êîìïåíñèðîâàòü ñëàáîñòü ñâ çûâàíè , àññîöèèðîâàííóþ ñ îøèáî÷íî ñïàðåííûì çîíäîì.
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðèïëåêñû, ñîäåðæàùèå ëþáîå âîçìîæíîå îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå
îñíîâàíèé ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ,  âë þòñ  áîëåå íåñòàáèëüíûìè, ÷åì ïðàâèëüíî
ñïàðåííûå òðèïëåêñû, âñåãäà ïðèâîä ùèå ê áîëåå íèçêèì èíòåíñèâíîñò ì ôëóîðåñöåíöèè,
÷åì ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûå ãèáðèäû, ïðè ïðèìåíåíèè èíòåðêàëèðóþùåãîñ 
ôëóîðîôîðà.

Àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ÷ðåçâû÷àéíî ÷óâñòâèòåëüíûì, óñòðàí þùèì òåì
ñàìûì íåîáõîäèìîñòü ïðîâåäåíè  ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè ìèøåíè. Íàïðèìåð, ìîæíî
àíàëèçèðîâàòü òåñò-ïðîáó, èìåþùóþ îáúåì ïðèáëèçèòåëüíî 20 ìèêðîëèòðîâ, êîòîðà 
ñîäåðæèò ïðèáëèçèòåëüíî 10 ôåìòîìîëåé ìèøåíè è ïðèáëèçèòåëüíî 10 ôåìòîìîëåé
çîíäà. Âàðèàíòû äàííîãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  äîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíûìè äë  àíàëèçà
ìèøåíåé ïðè êîíöåíòðàöèè 5×10-9 Ì, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðè êîíöåíòðàöèè íå áîëåå,

÷åì 5×10-10 Ì. Âàðèàíòû äàííîãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  äîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíûìè äë 
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èñïîëüçîâàíè  çîíäîâ ïðè êîíöåíòðàöèè 5×10-9 Ì, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðè êîíöåíòðàöèè íå
áîëåå, ÷åì 5×10-10 Ì. Íåò íåîáõîäèìîñòè ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ïðèâåäåííûå âåëè÷èíû íå
ïîäðàçóìåâàþò òîãî, ÷òî äàííûé ñïîñîá íå ìîæåò äåòåêòèðîâàòü áîëåå âûñîêèå
êîíöåíòðàöèè.

Ñðåäà, â êîòîðîé ìîãóò îáðàçîâûâàòüñ  òðèïëåêñû, ìîæåò áûòü ëþáîé îáùåïðèí òîé
ñðåäîé, î êîòîðîé èçâåñòíî, ÷òî îíà ïðåäîõðàí åò íóêëåîòèäû. Ñì., íàïðèìåð, Sambrook
et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual," vol.2 (1989). Íàïðèìåð, ýòà æèäêà 
ñðåäà ìîæåò ñîäåðæàòü íóêëåîòèäû, âîäó, áóôåðû è ñòàíäàðòíûå êîíöåíòðàöèè ñîëåé. Ïðè
èñïîëüçîâàíèè äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ èñêëþ÷èòåëüíî äë  óñèëåíè  îáðàçîâàíè 
òðèïëåêñà â ýòè ðåàêöèîííûå ñìåñè íå äîëæíû âêëþ÷àòüñ  õåëàòîðû, òàêèå êàê ÝÄÒÀ èëè
ÝÃÒÀ.

Ñïåöèôè÷åñêîå ñâ çûâàíèå ìåæäó êîìïëåìåíòàðíûìè îñíîâàíè ìè ïðîèñõîäèò ïðè
áîëüøîì ðàçíîîáðàçèè óñëîâèé, âàðüèðóþùèõñ  ïî òåìïåðàòóðå, êîíöåíòðàöèè ñîëè,
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîé ñèëå è ñîñòàâó áóôåðà. Ïðèìåðû òàêèõ óñëîâèé è ñïîñîáû äë  èõ
ïðèìåíåíè  èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè.

Â îòëè÷èå îò òðèïëåêñîâ Õóãñòèíà, êîòîðûå  âë þòñ  íåñòàáèëüíûìè èëè íå
ñóùåñòâóþùèìè ïðè ðÍ, áîëåå âûñîêèõ, ÷åì ïðèáëèçèòåëüíî 7,6, òðèïëåêñû Óîòñîíà-Êðèêà
äàííîãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  ñòàáèëüíûìè íà ïðîò æåíèè øèðîêîãî äèàïàçîíà óðîâíåé
ðÍ, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèáëèçèòåëüíî îò ðÍ 5 äî ðÍ 9.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî òðèïëåêñû äîëæíû îáðàçîâûâàòüñ  ïðè òåìïåðàòóðå ïðèáëèçèòåëüíî
îò 5°Ñ äî 25°Ñ â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî îäíîãî ÷àñà èëè â òå÷åíèå ìåíüøåãî âðåìåíè.
Áîëåå ïðîäîëæèòåëüíûå ïåðèîäû ðåàêöèè íå òðåáóþòñ , íî èíêóáèðîâàíèå â òå÷åíèå
ïåðèîäà âðåìåíè äî 24 ÷àñîâ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ íå îêàçûâàåò âðåäíîãî âëè íè  íà
òðèïëåêñû. Áûñòðîå ñâ çûâàíèå òðèïëåêñîâ Óîòñîíà-Êðèêà äàííîãî èçîáðåòåíè 
êîíòðàñòèðóåò ñ ãîðàçäî áîëåå ïðîäîëæèòåëüíûìè ïåðèîäàìè âðåìåíè äë  àíàëèçîâ íà
îñíîâå òðèïëåêñîâ Õóãñòèíà.

Õîò  ýòî è íå  âë åòñ  îá çàòåëüíûì, ìîæíî îáëåã÷èòü îáðàçîâàíèå òðèïëåêñîâ â
ðàñòâîðå ñ èñïîëüçîâàíèåì íåêîòîðûõ ðåàãåíòîâ íàð äó ñ êàòèîíàìè. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå
ïðèìåðû ýòèõ ðåàãåíòîâ âêëþ÷àþò îäíîöåïî÷å÷íûå ñâ çûâàþùèå áåëêè, òàêèå êàê áåëîê
Rec À, áåëîê 32 ãåíà Ò4, îäíîöåïî÷å÷íûé áåëîê Å. coli, áåëêè, ñâ çûâàþùèåñ  ñ áîëüøîé
è ìàëîé áîðîçäêàìè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, âèîëîãåí è èíòåðêàëèðóþùèåñ  âåùåñòâà, òàêèå
êàê áðîìèä ýòèäè , àêòèíîìèöèí D, ïñîðàëåí è àíãåëèöèí. Òàêèå ñïîñîáñòâóþùèå
îáðàçîâàíèþ òðèïëåêñîâ ðåàãåíòû ìîãóò îêàçàòüñ  ïðèìåíèìûìè â ÷ðåçâû÷àéíûõ ðàáî÷èõ
óñëîâè õ, íàïðèìåð, ïðè àíîìàëüíûõ óðîâí õ ðÍ èëè ÷ðåçâû÷àéíî âûñîêèõ òåìïåðàòóðàõ.

Àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí, íàïðèìåð, äë  èäåíòèôèêàöèè
äîñòóïíûõ ðàéîíîâ â óëîæåííûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ, äë  îïðåäåëåíè 
÷èñëà îøèáî÷íî ñïàðåííûõ ïàð îñíîâàíèé â ãèáðèäèçàöèîííîì êîìïëåêñå è äë 
êàðòèðîâàíè  ãåíîìîâ.

Àâòîðû èçîáðåòåíè  ìîãóò çäåñü èíîãäà ïðåäïîëàãàòü, ÷òî òðèïëåêñû Óîòñîíà-Êðèêà
ïðîèñõîä ò èç ãèáðèäèçàöèè çîíäà ñ äóïëåêñíîé ìèøåíüþ. Õîò  ôëóîðîôîðû,
ïðèêðåïëåííûå ê çîíäó, ïðîèçâîäèëè ïîãàøåííûå ôëóîðåñöåíòíûå èçëó÷åíè  ïîñëå
ïîäâåðãàíè  äåéñòâèþ äóïëåêñíûõ ìèøåíåé, ñîäåðæàùèõ öåïü êîìïëåìåíòàðíûõ
îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà, ÷òî óêàçûâàåò íà ñâåðøåíèå íåêîòîðîãî ðîäà ñîáûòè 
ñâ çûâàíè , àâòîðû èçîáðåòåíè  íå óâåðåíû â òîì, ÷òî òî, ÷òî ïðîèñõîäèò â òðèïëåêñå
Óîòñîíà-Êðèêà, íàèëó÷øèì îáðàçîì îïèñûâàåòñ  êàê ãèáðèäèçàöè  â ñìûñëå, òðàäèöèîííî
ñâ çûâàåìîì ñ îáðàçîâàíèåì äóïëåêñîâ Óîòñîíà-Êðèêà. Õîò  îáðàçîâàíèå òðèïëåêñà
Óîòñîíà-Êðèêà ìîæåò èíîãäà íàçûâàòüñ  çäåñü ñîáûòèåì ãèáðèäèçàöèè, ýòî äåëàåòñ 
òîëüêî äë  óäîáñòâà è íå ïðåäíàçíà÷àåòñ  äë  îãðàíè÷åíè  îáúåìà äàííîãî èçîáðåòåíè  â
îòíîøåíèè òîãî, êàê ìîæåò áûòü íàèëó÷øèì îáðàçîì îõàðàêòåðèçîâàíî îáðàçîâàíèå
òðèïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà.

Â îòëè÷èå îò êâàäðóïëåêñîâ, îáñóæäàåìûõ â ðàçäåëå «Ïðåäïîñûëêè èçîáðåòåíè »
âûøå, ïðåäïî÷òèòåëüíûå ìóëüòèïëåêñíûå ñòðóêòóðû äàííîãî èçîáðåòåíè  ñîäåðæàò, ïî
ìåíüøåé ìåðå, ÷åòûðå öåïè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ñâ çàííûå âìåñòå â ñîîòâåòñòâèè ñ
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òðàäèöèîííûìè ïðàâèëàìè ñâ çûâàíè  Óîòñîíà-Êðèêà.
Â äàííîì êîíòåêñòå, òåðìèí "ñâ çûâàíèå Óîòñîíà-Êðèêà" ïðåäíàçíà÷åíî äë 

îïðåäåëåíè  ñïåöèôè÷åñêîé àññîöèàöèè ìåæäó ïðîòèâîëåæàùèìè ïàðàìè öåïåé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû (è/èëè àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû) ÷åðåç ñîîòâåòñòâóþùèå,
ïðîòèâîëåæàùèå îñíîâàíè . Õîò  îáðàçîâàíèå êâàäðóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà ìîæåò èíîãäà
íàçûâàòüñ  çäåñü ñîáûòèåì ãèáðèäèçàöèè, ýòî äåëàåòñ  òîëüêî äë  óäîáñòâà è íå
ïðåäíàçíà÷àåòñ  äë  îãðàíè÷åíè  îáúåìà äàííîãî èçîáðåòåíè  â îòíîøåíèè òîãî, êàê
ìîæåò áûòü íàèëó÷øèì îáðàçîì îõàðàêòåðèçîâàíî îáðàçîâàíèå êâàäðóïëåêñà Óîòñîíà-
Êðèêà.

Ìóëüòèïëåêñíûå ñòðóêòóðû äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî  âë þòñ 
êâàäðóïëåêñàìè. Êàæäà  öåïü ýòîãî ìóëüòèïëåêñà íåçàâèñèìî ñîäåðæèò íóêëåèíîâóþ
êèñëîòó èëè àíàëîã íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Ïîäõîä ùèå íóêëåèíîâûå êèñëîòû âêëþ÷àþò â
ñåá , íàïðèìåð, ÄÍÊ èëè ÐÍÊ. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå àíàëîãè íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñîäåðæàò
íåçàð æåííûé èëè ÷àñòè÷íî çàð æåííûé ñêåëåò (ò.å. ñêåëåò, èìåþùèé çàð ä, êîòîðûé íå
 âë åòñ  òàêèì îòðèöàòåëüíûì, êàê ñêåëåò ïðèðîäíîé ÄÍÊ).

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îäíà èç âòîðîé è ÷åòâåðòîé öåïåé ÷åòûðåõöåïî÷å÷íîãî
êâàäðóïëåêñà ñîäåðæèò ÄÍÊ, à äðóãà  èç ýòèõ âòîðîé è ÷åòâåðòîé öåïåé ñîäåðæèò ÐÍÊ,
ìÐÍÊ, ã ÐÍÊ, ðÐÍÊ, òÐÍÊ èëè êÄÍÊ.

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ âòîðà  öåïü è ÷åòâåðòà  öåïü  âë þòñ  ïàðàëëåëüíî
ãîìîëîãè÷íûìè äðóã äðóãó. Â ýòèõ âàðèàíòàõ áîëüøà  áîðîçäêà ïåðâîé è âòîðîé öåïåé
ðàñïîëîæåíà â ìàëîé áîðîçäêå òðåòüåé è ÷åòâåðòîé öåïåé.

Â äðóãèõ âàðèàíòàõ âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè  âë þòñ  ïàðàëëåëüíî êîìïëåìåíòàðíûìè
äðóã äðóãó. Â ýòèõ âàðèàíòàõ, êîòîðûå îáëàäàþò "âìîíòèðîâàííîé êîìïëåìåíòàðíîñòüþ",
áîëüøà  áîðîçäêà ïåðâîé è âòîðîé öåïåé ðàñïîëîæåíà â ìàëîé áîðîçäêå òðåòüåé è
÷åòâåðòîé öåïåé.

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ êàæäîå íóêëåîîñíîâàíèå ñâ çûâàåòñ  ñ íå áîëåå ÷åì äâóì 
äðóãèìè íóêëåîîñíîâàíè ìè. Â íåêîòîðûõ èç ýòèõ âàðèàíòîâ îñíîâàíè  âòîðîé öåïè
ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþòñ  (ïî ïðàâèëàì Óîòñîíà-Êðèêà) ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè
îñíîâàíè ìè ïåðâîé öåïè è ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè îñíîâàíè ìè ÷åòâåðòîé öåïè, à
îñíîâàíè  ÷åòâåðòîé öåïè ñïåöèôè÷åñêè ñâ çûâàþòñ  (ïî ïðàâèëàì Óîòñîíà-Êðèêà) ñ
ñîîòâåòñòâóþùèìè îñíîâàíè ìè òðåòüåé öåïè è ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè îñíîâàíè ìè âòîðîé
öåïè, ïðè÷åì îñíîâàíè  ïåðâîé è òðåòüåé öåïåé ñâ çûâàþòñ , êàæäà , íå áîëåå ÷åì ñ
îäíèì äðóãèì îñíîâàíèåì. Òàêèì îáðàçîì, íàð äó ñ òðàäèöèîííûìè ïàðàìè îñíîâàíèé
Óîòñîíà-Êðèêà òàêèå âàðèàíòû âêëþ÷àþò â ñåá  ñëåäóþùèå òðèïëåòû îñíîâàíèé Óîòñîíà-
Êðèêà: À-Ò-À, Ò-À-Ò, U-A-T, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G è/èëè C-G-Ñ (â òîì ÷èñëå C+-G-C
è/èëè ëþáûå äðóãèå èîíèçèðîâàííûå ðàçíîâèäíîñòè îñíîâàíèé).

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ ñ÷èòàåòñ , ÷òî ïðîòèâîëåæàùèå îñíîâàíè  ïåðâîé è òðåòüåé
öåïåé òàêæå ñâ çûâàþòñ  äðóã ñ äðóãîì, íàð äó ñ: (à) ñâ çûâàíèåì ìåæäó
ïðîòèâîëåæàùèìè îñíîâàíè ìè ïåðâîé è âòîðîé öåïåé; (b) ñâ çûâàíèåì ìåæäó
ïðîòèâîëåæàùèìè îñíîâàíè ìè òðåòüåé è ÷åòâåðòîé öåïåé; è (ñ) ñâ çûâàíèåì ìåæäó
ïðîòèâîëåæàùèìè îñíîâàíè ìè âòîðîé è ÷åòâåðòîé öåïåé.

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ ìóëüòèïëåêñíîé ñòðóêòóðû äàííîãî èçîáðåòåíè  íè îäíà öåïü íå
 âë åòñ  ñìåæíîé ñ äðóãîé öåïüþ. Òî åñòü, èìåþòñ , ïî ìåíüøåé ìåðå, ÷åòûðå îòäåëüíûå
öåïè. Õîò  óëîæåííûå êîíôîðìàöèè è ò.ï. (íàïðèìåð, øïèëå÷íûå ïîâîðîòû è ò.ä.)
íàõîä òñ  â îáúåìå äàííîãî èçîáðåòåíè , óëîæåííûå ÷àñòè îäíîé öåïè íå äîëæíû
ñ÷èòàòüñ  áîëåå îäíîãî ðàçà îòíîñèòåëüíî ìèíèìóìà èç ÷åòûðåõ îòäåëüíûõ öåïåé.

Ìóëüòèïëåêñíûå ñòðóêòóðû äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî íå îñíîâûâàþòñ  íà
ñâ çûâàíèè Õóãñòèíà èëè G-G-êâàðòåòàõ äë  ïîääåðæàíè  ìóëüòèïëåêñíîé ñòðóêòóðû, õîò 
ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü íåçíà÷èòåëüíûå êîëè÷åñòâà ñâ çåé Õóãñòèíà è/èëè G-G-êâàðòåòîâ.
Òî åñòü, ìóëüòèïëåêñíûå ñòðóêòóðû äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî íå ñîäåðæàò
ñâ çûâàíè  Õóãñòèíà è, ïî ñóùåñòâó, íå ñîäåðæàò G-G-êâàðòåòîâ.

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ ïåðâà  è âòîðà  öåïè äàííîãî ìóëüòèïëåêñà èìåþò äëèíó 5-50
îñíîâàíèé (áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî äëèíó 5-30 îñíîâàíèé), à òðåòü  è ÷åòâåðòà  öåïè
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èìåþò äëèíó 8-3,3×109 ïàð îñíîâàíèé. Íàïðèìåð, ïåðâà  è âòîðà  öåïè ìîãóò ñîñòàâë òü
äâóõöåïî÷å÷íûé çîíä, à òðåòü  è ÷åòâåðòà  öåïè ìîãóò ñîñòàâë òü äâóõöåïî÷å÷íóþ
ìèøåíü, òàêóþ êàê ãåíîìíà  ÄÍÊ, êîòîðà  ìîæåò ñîäåðæàòü ãàïëîòèï.

Â âàðèàíòàõ òðåòü  öåïü è ÷åòâåðòà  öåïü  âë þòñ  ÏÖÐ-àìïëèôèöèðîâàííûìè
ïðîäóêòàìè.

Ìóëüòèïëåêñû äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â ðàñòâîðå, íà òâåðäîì
íîñèòåëå, in vitro èëè in vivo. Òâåðäûé íîñèòåëü ìîæåò áûòü ýëåêòðè÷åñêè ïðîâîäèìûì
(íàïðèìåð, ýëåêòðîäîì) èëè íåïðîâîäèìûì.

Îáðàçîâàíèå êâàäðóïëåêñà â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûì èçîáðåòåíèåì ïðèãîäíî äë 
ðàçëè÷íûõ ïðèìåíåíèé. Íàïðèìåð, äâóõöåïî÷å÷íûå çîíäû, êîâàëåíòíî ñâ çàííûå ñ
ðàñùåïë þùèì äâóõöåïî÷å÷íóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó àãåíòîì, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
äë  ñïåöèôè÷åñêîãî ðàñùåïëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé äâóõöåïî÷å÷íûõ êèñëîò.
Äâóõöåïî÷å÷íûå çîíäû, êîâàëåíòíî ñâ çàííûå ñ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèì àãåíòîì, ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû äë  ñïåöèôè÷åñêîé îáðàáîòêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé
äâóõöåïî÷å÷íûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Òàêèì îáðàçîì, äàííîå èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò â ñåá 
ìóëüòèïëåêñíûå ñòðóêòóðû, äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàùèå òåðàïåâòè÷åñêèé,
ïðîôèëàêòè÷åñêèé èëè äèàãíîñòè÷åñêèé àãåíò, ñâ çàííûé, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíîé èç
ïåðâîé, âòîðîé, òðåòüåé è ÷åòâåðòîé öåïåé.

Êðîìå òîãî, ìóëüòèïëåêñû äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðèãîäíû äë  ïðèìåíåíè  â
íàíîèíæåíåðèè, íàïðèìåð, äë  îáåñïå÷åíè  ýëåêòðè÷åñêîé öåïè íà ìîëåêóë ðíîì (ò.å. â
íàíî-ìàñøòàáå) óðîâíå. Äîïîëíèòåëüíûå ïîäðîáíîñòè â îòíîøåíèè íàíîèíæåíåðèè ñ
íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè ìîãóò áûòü íàéäåíû â ïàòåíòå ÑØÀ US 5948897, Sen et al., è â
öèòèðóåìûõ â íåì ññûëêàõ.

Ìóëüòèïëåêñíûå ñòðóêòóðû äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü îáåñïå÷åíû ñïîñîáîì,
ïðåäóñìàòðèâàþùèì: îáåñïå÷åíèå ãèáðèäèçàöèîííîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé ïåðâóþ öåïü,
âòîðóþ öåïü, òðåòüþ öåïü, ÷åòâåðòóþ öåïü, âîäó, áóôåð è ïðîìîòîð (àêñåëåðàòîð); è
èíêóáèðîâàíèå ýòîé ãèáðèäèçàöèîííîé ñðåäû â òå÷åíèå âðåìåíè èíêóáèðîâàíè ,
ýôôåêòèâíîãî äë  ãèáðèäèçàöèè âòîðîé öåïè ñ ÷åòâåðòîé öåïüþ.

Ãèáðèäèçàöèîííà  ñðåäà ìîæåò âêëþ÷àòü â ñåá  ëþáóþ îáùåïðèí òóþ ñðåäó, èçâåñòíóþ
â êà÷åñòâå ñðåäû, ïîäõîä ùåé äë  ñîõðàíåíè  íóêëåîòèäîâ. Ñì., íàïðèìåð, Sambrook et
al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual," vol.2 (1989). Íàïðèìåð, ýòà æèäêà 
ñðåäà ìîæåò ñîäåðæàòü íóêëåîòèäû, âîäó, áóôåðû è ñòàíäàðòíûå êîíöåíòðàöèè ñîëåé. Ïðè
èñïîëüçîâàíèè äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ èñêëþ÷èòåëüíî äë  óñèëåíè  îáðàçîâàíè 
êâàäðóïëåêñà â ýòè ðåàêöèîííûå ñìåñè íå äîëæíû âêëþ÷àòüñ  õåëàòîðû, òàêèå êàê ÝÄÒÀ
èëè ÝÃÒÀ.

Ñïåöèôè÷åñêîå ñâ çûâàíèå ìåæäó êîìïëåìåíòàðíûìè îñíîâàíè ìè ïðîèñõîäèò ïðè
áîëüøîì ðàçíîîáðàçèè óñëîâèé, âàðüèðóþùèõñ  ïî òåìïåðàòóðå, êîíöåíòðàöèè ñîëè,
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîé ñèëå è ñîñòàâó áóôåðà. Ïðèìåðû òàêèõ óñëîâèé è ñïîñîáû äë  èõ
ïðèìåíåíè  èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè.

Â îòëè÷èå îò ìíîãèõ ìóëüòèïëåêñîâ Õóãñòèíà, êîòîðûå  âë þòñ  íåñòàáèëüíûìè èëè íå
ñóùåñòâóþùèìè ïðè óðîâí õ ðÍ, áîëåå âûñîêèõ, ÷åì ïðèáëèçèòåëüíî 7,6, ìóëüòèïëåêñû
Óîòñîíà-Êðèêà äàííîãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  ñòàáèëüíûìè íà ïðîò æåíèè øèðîêîãî
äèàïàçîíà óðîâíåé ðÍ, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò ïðèáëèçèòåëüíî ðÍ 5 äî ïðèáëèçèòåëüíî ðÍ 9.

Êðîìå òîãî, ìóëüòèïëåêñû äàííîãî èçîáðåòåíè  íå òðåáóþò ïðèñóòñòâè 
ãîìîïèðèìèäèíîâûõ èëè ãîìîïóðèíîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êàê ýòî èìååò ìåñòî â
íåêîòîðûõ êâàäðóïëåêñàõ ïðåäûäóùåãî óðîâí  òåõíèêè. Íàïðèìåð, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-
ìèøåíü ìîæåò ñîäåðæàòü 25%-75% ïóðèíîâûõ îñíîâàíèé è 75%-25% ïèðèìèäèíîâûõ
îñíîâàíèé â ëþáîì ïîð äêå.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìóëüòèïëåêñû äîëæíû îáðàçîâûâàòüñ  ïðè òåìïåðàòóðå
ïðèáëèçèòåëüíî 5°Ñ - ïðèáëèçèòåëüíî 25°Ñ â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî îäíîãî ÷àñà èëè â
òå÷åíèå ìåíüøåãî âðåìåíè. Âðåì  èíêóáèðîâàíè  ñîñòàâë åò ïðåäïî÷òèòåëüíî ìåíåå ï òè
ìèíóò, äàæå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Áîëåå ïðîäîëæèòåëüíûå ïåðèîäû ðåàêöèè íå
òðåáóþòñ , íî èíêóáèðîâàíèå â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè äî 24 ÷àñîâ â áîëüøèíñòâå
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ñëó÷àåâ íå îêàçûâàþò âðåäíîãî âëè íè  íà êâàäðóïëåêñû. Áûñòðîå ñâ çûâàíèå
êâàäðóïëåêñîâ Óîòñîíà-Êðèêà äàííîãî èçîáðåòåíè  êîíòðàñòèðóåò ñ ãîðàçäî áîëåå
ïðîäîëæèòåëüíûìè ïåðèîäàìè âðåìåíè äë  àíàëèçîâ íà îñíîâå êâàäðóïëåêñîâ Õóãñòèíà.

Ïðîìîòîð (àêñåëåðàòîð) â ãèáðèäèçàöèîííîé ñðåäå  âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî
èíòåðêàëèðóþùèìñ  àãåíòîì èëè êàòèîíîì. Èíòåðêàëèðóþùèéñ  àãåíò ìîæåò áûòü,
íàïðèìåð, ôëóîðîôîðîì, òàêèì êàê ÷ëåí, âûáðàííûé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç YOYO-1,
ÒÎÒÎ-1, áðîìèä ýòèäè , ãîìîäèìåð-1 ýòèäè , ãîìîäèìåð-2 ýòèäè  è àêðèäèí.

Ïîäõîä ùèå êàòèîíû âêëþ÷àþò â ñåá , íàïðèìåð, îäíîâàëåíòíûå êàòèîíû, òàêèå êàê
Na + (ïðåäïî÷òèòåëüíî â êîíöåíòðàöèè 50 ìÌ - 125 ìÌ), Ê+ è äðóãèå èîíû ùåëî÷íûõ
ìåòàëëîâ; äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû, òàêèå êàê èîíû ùåëî÷íî-çåìåëüíûõ ìåòàëëîâ
(íàïðèìåð, Mg+2 è Ñà+2) è äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû ïåðåõîäíûõ ìåòàëëîâ (íàïðèìåð, Mn+2,
Ni+2, Cd+2, Ñî+2 è Zr+2); è êàòèîíû, èìåþùèå ïîëîæèòåëüíûé çàð ä, ïî ìåíüøåé ìåðå, òðè,
òàêèå êàê Co(NH3)6

+3, òðåõâàëåíòíûé ñïåðìèäèí è ÷åòûðåõâàëåíòíûé ñïåðìèí. Mn+2

ïðåäïî÷òèòåëüíî îáåñïå÷èâàþò â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ - 45 ìÌ. Mg+2 ïðåäïî÷òèòåëüíî
îáåñïå÷èâàþò â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ - 45 ìÌ. Ni+2 ïðåäïî÷òèòåëüíî îáåñïå÷èâàþò â
êîíöåíòðàöèè ïðèáëèçèòåëüíî 20 ìÌ. Â âàðèàíòàõ Mg+2 è Mn+2 îáåñïå÷èâàþò â êîìáèíàöèè
â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ, êàæäûé, 15 ìÌ èëè 20 ìÌ, êàæäûé, 25 ìÌ, êàæäûé, 30 ìÌ, êàæäûé,
35 ìÌ, êàæäûé, èëè 40 ìÌ, êàæäûé (ò.å. 10-40 ìÌ, êàæäûé).

Êîëè÷åñòâî êàòèîíà, äîáàâë åìîãî ê ñðåäå, â êîòîðîé îáðàçóåòñ  ìóëüòèïëåêñ, çàâèñèò
îò ð äà ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå îò ïðèðîäû êàòèîíà, êîíöåíòðàöèè çîíäà, êîíöåíòðàöèè
ìèøåíè, ïðèñóòñòâè  äîïîëíèòåëüíûõ êàòèîíîâ è ñîäåðæàíè  îñíîâàíèé çîíäà è ìèøåíè.
Ïðåäïî÷òèòåëüíûå êîíöåíòðàöèè è ñìåñè êàòèîíîâ ìîãóò áûòü îïðåäåëåíû ðóòèííûì
îáðàçîì ýêñïåðèìåíòàëüíî.

Õîò  ýòî è íå  âë åòñ  îá çàòåëüíûì, äðóãèå ïðîìîòîðû (àêñåëåðàòîðû) âêëþ÷àþò â
ñåá  îäíîöåïî÷å÷íûå ñâ çûâàþùèå áåëêè, òàêèå êàê áåëîê Rec À, áåëîê 32 ãåíà Ò4,
îäíîöåïî÷å÷íûé áåëîê Å. coli, áåëêè, ñâ çûâàþùèåñ  ñ áîëüøîé è ìàëîé áîðîçäêàìè
íóêëåèíîâûõ êèñëîò, âèîëîãåí è èíòåðêàëèðóþùèåñ  âåùåñòâà, òàêèå êàê àêòèíîìèöèí D,
ïñîðàëåí è àíãåëèöèí. Òàêèå ñïîñîáñòâóþùèå îáðàçîâàíèþ ìóëüòèïëåêñîâ ðåàãåíòû ìîãóò
îêàçàòüñ  ïðèìåíèìûìè â ÷ðåçâû÷àéíûõ ðàáî÷èõ óñëîâè õ, íàïðèìåð, ïðè àíîìàëüíûõ
óðîâí õ ðÍ èëè ÷ðåçâû÷àéíî âûñîêèõ òåìïåðàòóðàõ.

Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò òàêæå ñïîñîá, â êîòîðîì ãèáðèäèçàöè  âòîðîé öåïè ñ
÷åòâåðòîé öåïüþ èíàêòèâèðóåò àêòèâíîñòü, ñâ çàííóþ, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíîé èç
òðåòüåé è ÷åòâåðòîé öåïåé. Òàêèì îáðàçîì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíà èç ïåðâîé è âòîðîé
öåïåé äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæèò ôàðìàöåâòè÷åñêèé àãåíò, ïðè÷åì ãèáðèäèçàöè  âòîðîé
öåïè ñ ÷åòâåðòîé öåïüþ ïîìåùàåò ýòîò ôàðìàöåâòè÷åñêèé àãåíò íà ýôôåêòèâíîå
ðàññòî íèå îò ìèøåíè íà òðåòüåé öåïè, ÷åòâåðòîé öåïè èëè íà äðóãîé ìîëåêóëå,
ñâ çàííîé, ïî ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíîé èç òðåòüåé è ÷åòâåðòîé öåïåé. Ýòîò
ôàðìàöåâòè÷åñêèé àãåíò  âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷ëåíîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ñêîíñòðóèðîâàííûõ äë  ñâ çûâàíè  ïðîìîòîðíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êëèíè÷åñêè âàæíûõ ãåíîâ, íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ñêîíñòðóèðîâàííûõ
äë  ñâ çûâàíè  êëèíè÷åñêè âàæíûõ ãåíîâ, èëè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ñêîíñòðóèðîâàííûõ äë 
ñâ çûâàíè  ñàéòà èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè ïàòîãåíîâ.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò áûñòðûé,
÷óâñòâèòåëüíûé, áëàãîïðè òíûé äë  îêðóæàþùåé ñðåäû è áåçîïàñíûé ñïîñîá äë  àíàëèçà
ñâ çûâàíè  ìåæäó îäíîöåïî÷å÷íîé èëè äâóõöåïî÷å÷íîé ìèøåíüþ è äâóõöåïî÷å÷íûì
çîíäîì, ãäå ìèøåíü ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû è çîíä ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû.

Àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí, íàïðèìåð, äë  èäåíòèôèêàöèè
äîñòóïíûõ ðàéîíîâ â óëîæåííûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ, äë  îïðåäåëåíè 
÷èñëà îøèáî÷íî ñïàðåííûõ ïàð îñíîâàíèé â ãèáðèäèçàöèîííîì êîìïëåêñå è äë 
êàðòèðîâàíè  ãåíîìîâ.
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Äàííîå èçîáðåòåíèå íå òîëüêî äåòåêòèðóåò ïðèñóòñòâèå ñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè 
çîíä-ìèøåíü, íî òàêæå îáåñïå÷èâàåò êà÷åñòâåííóþ è êîëè÷åñòâåííóþ èíôîðìàöèþ
îòíîñèòåëüíî õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ. Òàêèì îáðàçîì, äàííîå
èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò ñïåöèàëèñòó-ïðàêòèêó ðàçëè÷àòü ñðåäè ïîëíîãî ïðàâèëüíîãî
ñïàðèâàíè , îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  îäíîé ïàðû îñíîâàíèè, îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  äâóõ
ïàð îñíîâàíèé, îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  òðåõ ïàð îñíîâàíèé, äåëåöèè îäíîé ïàðû
îñíîâàíèé, äåëåöèè äâóõ ïàð îñíîâàíèé è äåëåöèè òðåõ ïàð îñíîâàíèé, ïî âë þùèõñ 
ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ îñíîâàíèé â çîíäå è â öåïè äçóõöåïî÷å÷íîé ìèøåíè.

Âàðèàíòû äàííîãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò â ñåá  êàëèáðîâàíèå èçìåð åìîãî ñèãíàëà
(íàïðèìåð, èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, õåìèëþìèíåñöåíöèè,
ýëåêòðîõåìèëþìèíåñöåíöèè èëè ýëåêòðè÷åñêèõ ñâîéñòâ) äë  ñìåñè ïåðâûé çîíä-ìèøåíü
ïðîòèâ ñèãíàëà òîãî æå òèïà, ïðî âë åìîãî äðóãèìè çîíäàìè, îáúåäèíåííûìè ñ òîé æå
ñàìîé ìèøåíüþ, ãäå êàæäûé èç ýòèõ äðóãèõ çîíäîâ îòëè÷àåòñ  îò ïåðâîãî çîíäà, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäíèì îñíîâàíèåì.

Ìîæåò áûòü ïîñòðîåíà êàëèáðîâî÷íà  êðèâà , ãäå âåëè÷èíà èçìåð åìîãî ñèãíàëà
(íàïðèìåð, èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè)  âë åòñ  ôóíêöèåé àôôèííîñòè ñâ çûâàíè 
ìåæäó ìèøåíüþ è çîíäîì. Ïîñêîëüêó àôôèííîñòü ñâ çûâàíè  ìåæäó ìèøåíüþ è
ìíîæåñòâîì ðàçëè÷íûõ çîíäîâ ìåí åòñ  â çàâèñèìîñòè îò ÷èñëà îøèáî÷íî ñïàðåííûõ
îñíîâàíèé, ïðèðîäû ýòèõ îøèáî÷íûõ ñïàðèâàíèé (A-G ïðîòèâ À-Ñ ïðîòèâ T-G ïðîòèâ Ò-Ñ è
ò.ä.), ìåñòîïîëîæåíè  îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  (îøèáî÷íûõ ñïàðèâàíèé) â êâàäðóïëåêñå è
ò.ä., àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äë  ñåêâåíèðîâàíè  ìèøåíè.

Â âàðèàíòàõ èçìåð åìûì ñèãíàëîì ìîæåò áûòü èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
ôëóîðîôîðà, âêëþ÷åííîãî â òåñò-ïðîáó. Â òàêèõ âàðèàíòàõ àôôèííîñòü ñâ çûâàíè  ìåæäó
çîíäîì è ìèøåíüþ ìîæåò ïð ìî èëè îáðàòíî êîððåëèðîâàòü ñ ýòîé èíòåíñèâíîñòüþ â
çàâèñèìîñòè îò òîãî, ñèãíàëèçèðóåò ëè ôëóîðîôîð î ãèáðèäèçàöèè ïîñðåäñòâîì ãàøåíè 
ñèãíàëà èëè óñèëåíè  ñèãíàëà. Ïðè âûáðàííûõ óñëîâè õ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè,
ãåíåðèðóåìà  èíòåðêàëèðóþùèìèñ  àãåíòàìè, ìîæåò ïð ìî êîððåëèðîâàòü ñ àôôèíîñòüþ
ñâ çûâàíè  çîíä-ìèøåíü, òîãäà êàê èíòåíñèâíîñòü ýìèññèè ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ,
èñïîëüçóþùèõ íåèíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð, êîâàëåíòíî ñâ çàííûé ñ çîíäîì, ìîæåò
îáðàòíî êîððåëèðîâàòü ñ àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  çîíä-ìèøåíü. Èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè óìåíüøàåòñ  äë  íåèíòåðêàëèðóþùèõñ  ôëóîðîôîðîâ ïî ìåðå
óâåëè÷åíè  ñòåïåíè ïðàâèëüíîãî ñïàðèâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî
íà ïðîò æåíèè äèàïàçîíà, âêëþ÷àþùåãî â ñåá  0-2 îøèáî÷íûõ ñïàðèâàíè  è/èëè äåëåöèé,
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íà ïðîò æåíèè äèàïàçîíà, âêëþ÷àþùåãî â ñåá  0-3 îøèáî÷íûõ
ñïàðèâàíè  è/èëè äåëåöèé.

Äàííîå èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò êîëè÷åñòâåííî îïðåäåë òü àôôèííîñòü ñâ çûâàíè 
ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ. Òàêà  èíôîðìàöè  ìîæåò áûòü ïîëåçíîé äë  ðàçëè÷íûõ
ïðèìåíåíèé, â òîì ÷èñëå äë  êîíñòðóèðîâàíè  àíòèñìûñëîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ ñ
îïòèìèçèðîâàííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ñâ çûâàíè .

Àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî ãîìîãåííûì. Ýòîò àíàëèç ìîæåò
ïðîâîäèòüñ  áåç îòäåëåíè  êîìïëåêñà çîíä-ìèøåíü îò ñâîáîäíûõ çîíäà è ìèøåíè ïåðåä
äåòåêòèðîâàíèåì âåëè÷èíû èçìåð åìîãî ñèãíàëà. Àíàëèç íå òðåáóåò ñòàäèè ðàçäåëåíè  íà
ãåëå, ïîçâîë   çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èòü ïðîèçâîäèòåëüíîñòü òåñòèðîâàíè . Êîëè÷åñòâåííûå
àíàëèçû  âë þòñ  ïðîñòûìè è òî÷íûìè. Â ðåçóëüòàòå ýòîò àíàëèç ñâ çûâàíè  ñáåðåãàåò
áîëüøîå êîëè÷åñòâî âðåìåíè, ñíèæàåò ðàñõîäû è ìîæåò áûòü ëåãêî àâòîìàòèçèðîâàí.
Êðîìå òîãî, îí ïîçâîë åò áûñòðî îïðåäåë òü ïåðåìåííûå ñâ çûâàíè , òàêèå êàê áóôåð,
ðÍ, êîíöåíòðàöèþ èîíîâ, òåìïåðàòóðó, âðåì  èíêóáèðîâàíè , îòíîñèòåëüíóþ êîíöåíòðàöèþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé çîíäà è ìèøåíè, êîíöåíòðàöèþ èíòåðêàë òîðà, äëèíó
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé, äëèíó ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé çîíäà è âîçìîæíûå
òðåáîâàíè  êîôàêòîðà (ò.å. ïðîìîòîðà).

Àíàëèç ìîæåò, íàïðèìåð, ïðîâîäèòüñ  â ðàñòâîðå â ëóíêå èëè ìèêðîêàíàëå, íà
íåïðîíèöàåìîé ïîâåðõíîñòè èëè íà áèî÷èïå. Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ òðåòüþ è ÷åòâåðòóþ
öåïè îáåñïå÷èâàþò â ãèáðèäèçàöèîííîé ñðåäå ïåðåä ïåðâîé è âòîðîé öåï ìè, à ïåðâóþ è
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âòîðóþ öåïè îáåñïå÷èâàþò â äåãèäðàòèðîâàííîé ôîðìå ïåðåä ïîâòîðíîé ãèäðàòàöèåé
ïîñðåäñòâîì êîíòàêòà ñ ãèáðèäèçàöèîííîé ñðåäîé.

Êðîìå òîãî, àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðîâîä ò áåç îáåñïå÷åíè 
ãàñ ùåãî ñèãíàë àãåíòà íà ìèøåíè èëè íà çîíäå.

Õîò  àâòîðû èçîáðåòåíè  îïèñàëè ðàíåå ïðåèìóùåñòâà àíàëèçîâ èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè äë  ãèáðèäèçàöèè (ñì., íàïðèìåð, çà âêó íà ïàòåíò ÑØÀ US 09/224505,
ïîäàííóþ 31 äåêàáð  1998 ãîäà), íåêîòîðûå âàðèàíòû àíàëèçà äàííîãî èçîáðåòåíè 
ñïåöèôè÷åñêè äåòåêòèðóþò êâàäðóïëåêñû çîíäà è äâóõöåïî÷å÷íîé ìèøåíè, óñòðàí   òàêèì
îáðàçîì íåîáõîäèìîñòü äåíàòóðàöèè ìèøåíè. Àâòîðû äàííîãî èçîáðåòåíè  íåîæèäàííî
ñìîãëè ñïåöèôè÷åñêè àíàëèçèðîâàòü êâàäðóïëåêñû, îáðàçîâàííûå ìåæäó
äâóõöåïî÷å÷íûìè çîíäàìè è äâóõöåëî÷å÷íûìè ìèøåí ìè, ïðè÷åì âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó
ýòèìè çîíäàìè è ìèøåí ìè îñíîâàíî íà ñïàðèâàíèè îñíîâàíèé ïî Óîòñîíó-Êðèêó (ïî
ìåíüøåé ìåðå, â òîì ñìûñëå, ÷òî À ñâ çûâàåòñ  ñ Ò (èëè ñ U, â ñëó÷àå ÐÍÊ), a G
ñâ çûâàåòñ  ñ Ñ), à íå íà î÷åíü îãðàíè÷åííîé ìîäåëè Õóãñòèíà ãèáðèäèçàöèè
êâàäðóïëåêñîâ, íàïðèìåð, Pitneret al., supra.

Ïîäõîä ùèå çîíäû äë  ïðèìåíåíè  â àíàëèçå äàííîãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò â ñåá ,
íàïðèìåð, äöÄÍÊ, äöÐÍÊ, ãèáðèäû ÄÍÊ:ÐÍÊ, äöÏÍÊ, ãèáðèäû ÏÍÊ:ÄÍÊ è äðóãèå
äâóõöåïî÷å÷íûå àíàëîãè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, èìåþùèå íåçàð æåííûå èëè ÷àñòè÷íî
çàð æåííûå ñêåëåòû. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäîâ, èìåþùèå
ëþáóþ äëèíó îò 8 äî 20 îñíîâàíèé, òàê êàê ýòîò äèàïàçîí  âë åòñ  äèàïàçîíîì, â
êîòîðîì îáíàðóæåíû ñàìûå ìàëûå óíèêàëüíûå ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîêàðèîò è
ýóêàðèîò. Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  çîíäû èç 12-18 îñíîâàíèé, òàê êàê ýòà
äëèíà  âë åòñ  äëèíîé ñàìûõ ìàëûõ óíèêàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ãåíîìå ÷åëîâåêà.
Â âàðèàíòàõ íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè  âë þòñ  çîíäû èç 5-30 îñíîâàíèé. Îäíàêî
ìíîæåñòâî áîëåå êîðîòêèõ çîíäîâ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  îáíàðóæåíè 
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èìåþùåé â íåé ìíîæåñòâî íåóíèêàëüíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé, êîòîðûå êîìáèíèðóþò äë  óíèêàëüíîé èäåíòèôèêàöèè
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Äëèíà ýòîãî çîíäà ìîæåò áûòü âûáðàíà òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû îíà ñîîòâåòñòâîâàëà äëèíå ìèøåíè.

Äàííîå èçîáðåòåíèå íå òðåáóåò ïðèìåíåíè  ðàäèîàêòèâíûõ çîíäîâ, êîòîðûå  âë þòñ 
âðåäíûìè, óòîìèòåëüíûìè è òðóäîåìêèìè â ïðèìåíåíèè è äîëæíû ïîñòî ííî
ðåãåíåðèðîâàòüñ . Çîíäû äàííîãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî áåçîïàñíûìè
äë  ïðèìåíåíè  è ñòàáèëüíûìè â òå÷åíèå ìíîãèõ ëåò. Òàêèì îáðàçîì, çîíäû ìîãóò áûòü
ïðèãîòîâëåíû èëè çàêàçàíû â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ è ïðîäîëæèòåëüíî õðàíèòüñ .

Â âàðèàíòàõ çîíä ìåò ò ìóëüòèìîëåêóë ðíûì êîìïëåêñîì ïåðåäà÷è ñèãíàëà èëè
îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîé ïàðîé, èëè ìåòêîé, êîòîðà  èíäóöèðóåò
õåìèëþìèíåñöåíòíûå èëè ýëåêòðîëþìèíåñöåíòíûå ñâîéñòâà.

Êîãäà ôëóîðåñöåíòíûé èíòåðêàë òîð íå ïðèñóòñòâóåò â ãèáðèäèçàöèîííîé ñðåäå,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû çîíä èëè ìèøåíü (ïðåäïî÷òèòåëüíî çîíä) èìåëè ôëóîðåñöåíòíóþ
ìåòêó, êîâàëåíòíî ñâ çàííóþ ñ íèìè. Ýòà ìåòêà  âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî
íåèíòåðêàëèðóþùèìñ  ôëóîðîôîðîì. Â òàêèõ âàðèàíòàõ ôëóîðîôîð ïðåäïî÷òèòåëüíî
ñâ çàí ñ çîíäîì íà ëþáîì êîíöå. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ôëóîðåñöåíòíûå ìàðêåðû âêëþ÷àþò â
ñåá  áèîòèí, ðîäàìèí è ôëóîðåñöåèí è äðóãèå ìàðêåðû, êîòîðûå ôëóîðåñöèðóþò ïðè
îáëó÷åíèè âîçáóæäàþùåé ýíåðãèåé.

Äëèíó âîëíû âîçáóæäåíè  âûáèðàþò (ðóòèííûì ýêñïåðèìåíòèðîâàíèåì è/èëè â
ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèí òûìè çíàíè ìè) òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíà ñîîòâåòñòâîâàëà
ìàêñèìóìó âîçáóæäåíè  äë  èñïîëüçóåìîãî ôëóîðîôîðà, è îíà ðàâíà ïðåäïî÷òèòåëüíî
200-1000 íì. Ôëóîðîôîðû ïðåäïî÷òèòåëüíî âûáèðàþò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíè èìåëè
äëèíó âîëíû âîçáóæäåíè  200-1000 íì. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ èñïîëüçóþò
àðãîíîâûé èîííûé ëàçåð (ëàçåð íà èîíèçèðîâàííîì àðãîíå) äë  îáëó÷åíè  ôëóîðîôîðà
ñâåòîì, èìåþùèì äëèíó âîëíû â äèàïàçîíå 400-540 íì, à ôëóîðåñöåíòíîå èçëó÷åíèå
äåòåêòèðóþò â äèàïàçîíå 500-750 íì.

Àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò ïðîâîäèòüñ  â äèàïàçîíå áîëüøîãî ðàçíîîáðàçè 
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òåìïåðàòóð, òàêîì êàê, íàïðèìåð, 5-85°Ñ. Íåêîòîðûå àíàëèçû ïðåäûäóùåãî óðîâí  òåõíèêè
òðåáóþò ïîâûøåííûõ òåìïåðàòóð, ÷òî óâåëè÷èâàåò ñòîèìîñòü è ïðåï òñòâóåò ïðèìåíåíèþ
ýòîãî àíàëèçà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äàííîå èçîáðåòåíèå ìîæåò ïðîâîäèòüñ  ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå èëè áîëåå íèçêîé òåìïåðàòóðå (íàïðèìåð, ïðè òåìïåðàòóðå íèæå 25°Ñ).

Äîñòîâåðíîñòü äàííîãî èçîáðåòåíè  íå çàâèñèò îò ñîäåðæàíè  ãóàíèíà è öèòîçèíà â
óêàçàííîé ìèøåíè. Ïîñêîëüêó ïàðû G-C îñíîâàíèé îáðàçóþò òðè âîäîðîäíûå ñâ çè, òîãäà
êàê ïàðû À-Ò îñíîâàíèé îáðàçóþò òîëüêî äâå âîäîðîäíûå ñâ çè, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ìèøåíè è çîíäà ñ áîëåå âûñîêèìè ñîäåðæàíè ìè G èëè Ñ  âë þòñ  áîëåå ñòàáèëüíûìè,
îáëàäàþùèìè áîëåå âûñîêèìè òåìïåðàòóðàìè ïëàâëåíè . Â ðåçóëüòàòå îøèáî÷íûå
ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé, êîòîðûå óâåëè÷èâàþò ñîäåðæàíèå G-C ãèáðèäèçîâàííûõ çîíäà è
ðàéîíà ìèøåíè âûøå ñîäåðæàíè , ïðèñóòñòâóþùåãî â ïðàâèëüíî ñïàðåííûõ ãèáðèäàõ,
ìîãóò êîìïåíñèðîâàòü ñëàáîñòü ñâ çûâàíè , àññîöèèðîâàííóþ ñ îøèáî÷íî ñïàðåííûì
çîíäîì.

Àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ÷ðåçâû÷àéíî ÷óâñòâèòåëüíûì, óñòðàí þùèì òåì
ñàìûì íåîáõîäèìîñòü ïðîâåäåíè  ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè ìèøåíè. Íàïðèìåð, ìîæíî
àíàëèçèðîâàòü òåñò-ïðîáó, èìåþùóþ îáúåì ïðèáëèçèòåëüíî 20 ìèêðîëèòðîâ, êîòîðà 
ñîäåðæèò ïðèáëèçèòåëüíî 10 ôåìòîìîëåé ìèøåíè è ïðèáëèçèòåëüíî 10 ôåìòîìîëåé
çîíäà. Âàðèàíòû äàííîãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  äîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíûìè äë  àíàëèçà
ìèøåíåé ïðè êîíöåíòðàöèè 5×10-9 Ì, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðè êîíöåíòðàöèè íå áîëåå,

÷åì 5×10-10 Ì. Âàðèàíòû äàííîãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  äîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíûìè äë 
èñïîëüçîâàíè  çîíäîâ ïðè êîíöåíòðàöèè 5×10-9 Ì, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðè êîíöåíòðàöèè íå
áîëåå, ÷åì 5×10-10 Ì. Íåò íåîáõîäèìîñòè ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ïðèâåäåííûå âåëè÷èíû íå
ïîäðàçóìåâàþò òîãî, ÷òî äàííûé ñïîñîá íå ìîæåò äåòåêòèðîâàòü áîëåå âûñîêèå
êîíöåíòðàöèè.

Îòíîøåíèå çîíäà (íàïðèìåð, ïåðâîé è âòîðîé öåïåé) ê ìèøåíè (íàïðèìåð, òðåòüåé è
÷åòâåðòîé öåïåé) ðàâíî 30:1-1:1, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèáëèçèòåëüíî 10:1.

Ïðèìåðû ïîêàæóò, ÷òî YOYO-1, èçâåñòíûé  íàõîä ùèéñ  â ìàëîé áîðîçäêå èíòåðêàë òîð
äóïëåêñíîé ÄÍÊ, ìîæåò îáëåã÷àòü òðèïëåêñíóþ àññîöèàöèþ èëè ñâ çûâàíèå ÄÍÊ-îëèãî ñ
äóïëåêñíîé ìèøåíüþ è ñèãíàëèçèðîâàòü îá ýòîé àññîöèàöèè è ýòîì ñâ çûâàíèè, êîòîðîå
 âë åòñ  ïîêàçàòåëåì ñòåïåíè êîìïëåìåíòàðíîñòè, îïðåäåë åìîé íà îñíîâå óçíàâàíè 
ïàð îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà ìåæäó îñíîâàíè ìè íà ýòîì îëèãî è îñíîâàíè ìè
êîìïëåìåíòàðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â äóïëåêñíîé ìèøåíè.

Íàáëþäàåìîå ñâ çûâàíèå òðèïëåêñà íå ìîæåò áûòü âåðñèåé ãîìîïèðèìèäèíîâîãî
òðèïëåêñíîãî ìîòèâà, õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàííîãî â ëèòåðàòóðå, âñëåäñòâèå òðåáîâàíè 
ýòèìè êîìïëåêñàìè âûñîêîêèñëîòíûõ óñëîâèé. Ïîäîáíûì îáðàçîì, åñëè òèïè÷íûé 15-
ìåðíûé îëèãîíóêëåîòèä äèêîãî òèïà ñ 33% ñîäåðæàíèåì GC àâòîðû èçîáðåòåíè 
îöåíèâàëè â êà÷åñòâå ïàðòíåðà ñâ çûâàíè  ñ "îáîãàùåííîé ïóðèíàìè öåïüþ" â äóïëåêñíîé
ìèøåíè, êàê ýòî òðåáóåòñ  äë  ãîìîïóðèíîâîãî òðèïëåêñíîãî ìîòèâà, òî îëèãîíóêëåîòèä
àâòîðîâ èçîáðåòåíè  èìåë îøèáî÷íûå ñâ çûâàíè  ñ 9 îñíîâàíè ìè ëèáî â îëèãî-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ëèáî â ïðåäïîëîæèòåëüíîì ñàéòå ñâ çûâàíè  íà îáîãàùåííîé
ïóðèíàìè öåïè äóïëåêñà-ìèøåíè.

Èíòåðêàë òîð YOYO-1 áûë ñîîáùåí Johansen and Jacobsen (1988) â êà÷åñòâå
íàõîä ùåãîñ  â ìàëîé áîðîçäêå äóïëåêñíîé ÄÍÊ íà îñíîâàíèè ñïåêòðîñêîïè÷åñêèõ ßÌÐ-
àíàëèçîâ. Ñîîáùàëîñü òàêæå, ÷òî YOYO-1 äåéñòâîâàë, ëîêàëüíî äåêîíäåíñèðó  Â-
êîíôîðìàöèþ ýòîé äóïëåêñíîé ÄÍÊ íà 106°, ïðèâîä  ê îáùåìó ñïèðàëüíîìó ïîâòîðó 13
ïàð îñíîâàíèé, à íå 10 ïàð îñíîâàíèé, îáû÷íî îáíàðóæèâàåìûõ â Â-êîíôîðìàöèè
ñïèðàëüíîãî ïîâòîðà.

Èçëó÷åíèå YOYO-1 â êà÷åñòâå ôëóîðîôîðà çíà÷èòåëüíî óñèëèâàëîñü äîáàâëåíèåì
êîìïëåìåíòàðíîãî îëèãîíóêëåîòèäà ê ñðåäå, íåñóùåé äóïëåêñíóþ ìèøåíü. Ýòî óñèëåííîå
èçëó÷åíèå, ñâ çàííîå ñ âçàèìîäåéñòâèåì îëèãîíóêëåîòèäà è äóïëåêñà, ìîæåò áûòü
ïðèïèñàíî ëèáî YOYO-1, ïðèñóòñòâóþùåìó â ìàëîé áîðîçäêå äóïëåêñà è èçëó÷àþùåìó
ñâåò áîëåå ýíåðãè÷íî ïîñëå êîíòàêòèðîâàíè  îëèãîíóêëåîòèäà ñ ýòèì äóïëåêñîì, ëèáî
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íàõîæäåíèþ YOYO-1 âòîðîãî óäîáíîãî ìåñòà äë  åãî ëîêàëèçàöèè â áîðîçäêå, ñîçäàâàåìîé
îëèãîíóêëåîòèäîì è êîìïëåìåíòàðíîé öåïüþ â ýòîì äóïëåêñå ïðè êîíòàêòèðîâàíèè äðóã ñ
äðóãîì èõ ñîîòâåòñòâóþùèõ îñíîâàíèé. Âîçìîæíûì  âë åòñ  òàêæå è òî, ÷òî ïðîèñõîä ò
îáà ýòè ñîáûòè . Äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíè , òàêèå êàê ðåíòãåíîâñêà  êðèñòàëëîãðàôè 
è ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïè , ñìîãóò óñòàíîâèòü âîçìîæíûå ëîêàëèçàöèè è âçàèìîäåéñòâè  YOYO-
1 ñ ïðèðîäíûì òðèïëåêñîì.

Johansen and Jacobsen (1988) ñäåëàëè âûâîä, ÷òî äåêîíäåíñàöè  ýòîãî äóïëåêñà ÄÍÊ íà
106° âûçûâàåòñ  áèñ-èíòåðêàë öèåé õðîìîôîðà YOYO-1, òîãäà êàê ïîëèïðîïèëåíàìèíîâà 
ëèíêåðíà  öåïü îñòàåòñ  â ìàëîé áîðîçäêå ýòîãî äóïëåêñà. Ýòî ìîæåò áûòü ÷àñòüþ
ìåõàíèçìà, ïðè ïîìîùè êîòîðîãî ìèøåíü äåêîíäåíñèðóåòñ  íà 106° ñ ðåëàêñàöèåé,
êîòîðà  áóäåò áûñòðî ðàñïðîñòðàí òüñ  èç ñàéòà âçàèìîäåéñòâè  YOYO-1 â îáîèõ
íàïðàâëåíè õ. Ìîæåò áûòü òàêæå âîçìîæíûì, ÷òî +4-êàòèîííà  ïðèðîäà YOYO-1,
ëîêàëèçîâàííîãî â ìàëîé áîðîçäêå ìåæäó ñêåëåòîì ýòîãî äóïëåêñà, ïðèâîäèò ê ðåëàêñàöèè
îòòàëêèâàíè  ìåæäó ôîñôàòíûìè àíèîííûìè çàð äàìè â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò
ñàéòà ñâ çûâàíè  YOYO-1, çàñòàâë   öåïè ñêåëåòà ñìåùàòüñ  áîëåå áëèçêî äðóã ê äðóãó
ïîáëèçîñòè îò YOYO-1. Åñëè âòîðîé YOYO-1 äîëæåí ñàì íàõîäèòüñ  âáëèçè YOYO-1,
ïðèñóòñòâóþùåãî â ìàëîé áîðîçäêå, òî ýòîò YOYO-1 áóäåò òàêæå äåéñòâîâàòü, óìåíüøà 
àíèîííîå îòòàëêèâàíèå ìåæäó ñêåëåòîì îëèãîíóêëåîòèäà è êîìïëåìåíòàðíûì ðàéîíîì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîãî ñêåëåòà.

Àâòîðû íàáëþäàëè òàêæå, ÷òî ðåàãåíòû, êîòîðûå êîíäåíñèðóþò äóïëåêñíóþ ÄÍÊ,
ñïîñîáíû îáëåã÷àòü îáðàçîâàíèå òðèïëåêñà. Íàð äó; õîðîøî èçâåñòíîé ñïîñîáíîñòüþ
îäíîâàëåíòíûõ, äâóõâàëåíòíûõ è ïîëèâàëåíòíûõ êàòèîíîâ êîíäåíñèðîâàòü äóïëåêñíóþ
ÄÍÊ, ðåçóëüòàòû àâòîðîâ äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäïîëàãàþò, ÷òî êàòèîíû îáðàçóþò
ìîñòèêè, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò âîçìîæíîñòü ñâ çûâàíè  ìåæäó îñíîâàíè ìè â
îëèãîíóêëåîòèäå è îñíîâàíè ìè â êîìïëåìåíòàðíîé öåïè ýòîãî äóïëåêñà. Àâòîðû äàííîãî
èçîáðåòåíè  ïîêàçàëè ýòî îáðàçîâàíèåì ñíà÷àëà òðèïëåêñîâ, îáëåã÷åííûõ êàòèîíàìè, è
çàòåì ðàçðóøåíèåì ìîñòèêîâûõ ñòðóêòóð. Ðåçóëüòàòîì ïðîäîëæàþùåéñ  îáðàáîòêè
ëàçåðîì ñðåäû, â êîòîðîé ïðèñóòñòâîâàëè ýòè êàòèîíû è òðèïëåêñ, áûëî áûñòðîå
èñ÷åçíîâåíèå âñåõ òðèïëåêñíûõ ñòðóêòóð.

Îïûò èññëåäîâàíèé àâòîðîâ äàííîãî èçîáðåòåíè  ñ òðèïëåêñàìè, îáðàçîâàíèþ êîòîðûõ
ñïîñîáñòâóåò YOYO-1, ïîêàçàë, ÷òî îíè ëåãêî îáðàçóþòñ  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è
ñîõðàí þòñ  â òå÷åíèå ìíîãèõ ÷àñîâ ïîñëå èõ îáðàçîâàíè . Ñî âðåìåíåì îøèáî÷íî
ñïàðåííûå îëèãîíóêëåîòèäû ñîõðàí þò îäèí è òîò æå áîëåå íèçêèé óðîâåíü èçëó÷åíè 
ôëóîðîôîðà, ïîêàçûâà  îäèí è òîò æå óðîâåíü îáðàçîâàíè  òðèïëåêñà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
êàòèîíû, ïî-âèäèìîìó, ïðèâîä ò ê òðàíçèòîðíûì óñëîâè ì, êîòîðûå  âë þòñ 
áëàãîïðè òíûìè äë  îáðàçîâàíè  òðèïëåêñà èëè êâàäðóïëåêñà. Êàòèîíû âêëþ÷àëè
èíòåðêàë òîðû, òàêèå êàê YOYO-1, êàòèîíû öåíòðîâ ìåòàëëîâ, òàêèõ êàê MgCl2, èëè
êàòèîííûå ïåïòèäû, òàêèå êàê ñïåðìèäèí, âñå èç êîòîðûõ äåéñòâóþò íà êîíôîðìàöèþ
ïîñðåäñòâîì âçàèìîäåéñòâè  ñ àíèîííûìè çàð äàìè, ïðèâîä  ê ìîäèôèêàöèè
êîíôîðìàöèè ýòîé äóïëåêñíîé ÄÍÊ-ìèøåíè. Ðåçóëüòàòû âàðüèðîâàëèñü â çàâèñèìîñòè îò
âèäà êàòèîíà, êîíöåíòðàöèè èëè ïðèñóòñòâè  íåñêîëüêèõ âèäîâ êàòèîíîâ ïðè
âàðüèðóþùèõñ  êîíöåíòðàöè õ.

Àâòîðû äàííîãî èçîáðåòåíè  ïîêàçàëè, ÷òî ïîäõîä ùèå êîíöåíòðàöèè îðãàíè÷åñêèõ
ðàñòâîðèòåëåé ïîçâîë þò ìîäèôèöèðîâàòü äóïëåêñíóþ ÄÍÊ-ìèøåíü, ÷òî ïîçâîë åò
îáðàçîâûâàòü òðèïëåêñû.

Òðàíçèòîðíà  (âðåìåííà ) ïðèðîäà áîëüøåé ÷àñòè îáðàçîâàíè  òðèïëåêñîâ è
êâàäðóïëåêñîâ ñîãëàñóåòñ  ñ òðåáîâàíèåì îðãàíèçìà òîãî, ÷òî ìíîãèå ïðîöåññû,
âêëþ÷àþùèå â ñåá  îöåíêó èíôîðìàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç äóïëåêñíîé ÄÍÊ, äîëæíû
áûòü ëåãêî îáðàùàåìûìè, ò.å. ëåãêî àêòèâèðîâàòüñ  è òåðìèíèðîâàòüñ . Òåì íå ìåíåå,
òàêèå îáðàçîâàíè   âë þòñ  äîñòàòî÷íî ñòàáèëüíûìè, ÷òîáû íà èõ îñíîâå ìîãëè áûòü
ñîçäàíû äèàãíîñòè÷åñêèå è äðóãèå àíàëèçû.

Òàêèì îáðàçîì, àâòîðû äàííîãî èçîáðåòåíè  îáíàðóæèëè, ÷òî èìåííî êîíäåíñàöè  èëè
äåêîíäåíñàöè  äóïëåêñíîé ÄÍÊ, êàêèì áû îáðàçîì îíà íè ïðîèñõîäèëà, äåëàåò âîçìîæíûì
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óçíàâàíèå ìåæäó îëèãîíóêëåîòèäîì è êîìïëåìåíòàðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
äîñòàòî÷íûì äë  ïîëó÷åíè  êîíòàêòèðîâàíè , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî îñíîâàíè  íà ýòîì
îëèãîíóêëåîòèäå ñ îñíîâàíèåì â êîìïëåìåíòàðíîé öåïè äóïëåêñíîé ìèøåíè. Âîçìîæíî,
ñóùåñòâóåò ð ä îòêëîíåíèé îò ïîëîæåíè , êîòîðûìè îáû÷íî ïîëüçóþòñ  ñîñåäíèå ïàðû
îñíîâàíèé â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîãäà ðàçìåð ñïèðàëüíîãî ïîâòîðà ìîäèôèöèðóåòñ 
êîíäåíñàöèåé èëè äåêîíäåíñàöèåé. Ýòî íàðóøåíèå âûñòðîåííûõ â âèäå ñòîïêè (ñòåêèíãà)
ïàð îñíîâàíèé â ìîäèôèöèðîâàííîé ñïèðàëè, íàèáîëåå âåðî òíî, îáåñïå÷èâàåò
âîçìîæíîñòü äîñòàòî÷íîãî èçìåíåíè  â îðáèòàõ ýëåêòðîíîâ îò ïðèñóòñòâóþùåãî ñîñòî íè 
âíóòðè ñòîïêè îñíîâàíèé íåìîäèôèöèðîâàííîé äâîéíîé ñïèðàëè, ÷òîáû ïîçâîëèòü
íà÷àòüñ  ñâ çûâàíèþ òðåòüåé öåïè ñ êîìïëåìåíòàðíîé öåïüþ.

Ìîäèôèêàöè  äóïëåêñà ëèáî êîíäåíñàöèåé, ëèáî äåêîíäåíñàöèåé ìîæåò ïðîèñõîäèòü
äîâîëüíî îäíîðîäíûì îáðàçîì, ïðè êîòîðîì âñå àíèîííûå çàð äû â ýòîé äöÄÍÊ è âáëèçè
íåå èñïûòûâàþò âîçäåéñòâèå îáû÷íî â îäíî è òî æå âðåì  èëè ìîäèôèêàöè  ìîæåò áûòü
ëîêàëèçîâàííîé. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå áóäåò ïðîèñõîäèòü ð ä ñèëüíî âàðüèðóþùèõñ 
ìîäèôèêàöèé â ïàðàõ îñíîâàíèé ÄÍÊ è ñêåëåòàõ, âñå áîëåå è áîëåå óäàëåííûõ îò ëîêóñà
ìîäèôèêàöèè. Â óñëîâè õ îáîèõ ñëó÷àåâ ìîãóò áûòü ñîçäàíû óñëîâè , ïîçâîë þùèå
ñâ çûâàþùåìó ñîáûòèþ ìåæäó îñíîâàíèåì íà îëèãîíóêëåîòèäå è îñíîâàíèåì â
êîìïëåìåíòàðíîé öåïè ýòîãî äóïëåêñà ãåíåðèðîâàòü ñïàðèâàíèå ñ îáðàçîâàíèåì
òðèïëåêñà. Äîëæíî áûòü ïîí òíî, êàêèì îáðàçîì ïîñëå íà÷àëà òàêîãî ñâ çûâàíè  äâå
ôëàíêèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îñíîâàíèé ýòîãî îëèãîíóêëåîòèäà ìîãóò âñòóïèòü â
ïîëîæåíèå äë  ñâ çûâàíè  ñ îñíîâàíè ìè âî ôëàíêèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ
êîìïëåìåíòàðíîé öåïè ýòîãî äóïëåêñà.

Õîò  ýêñïåðèìåíòû àâòîðîâ èçîáðåòåíè  ïîêàçûâàþò âûñîêóþ ñòàáèëüíîñòü â
òðèïëåêñàõ, îáðàçîâàíèå êîòîðûõ îáëåã÷àåòñ  YOYO-1, ìíîãèå äðóãèå ðåàãåíòû îêàçûâàþò
âëè íèå íà êîíôîðìàöèþ äóïëåêñíîé ÄÍÊ, êîòîðîå ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ïðèðîäíûå
òðèïëåêñû îáðàçóþòñ  âðåìåííî (òðàíçèòîðíî). Ýòè òðîéíûå ñïèðàëüíûå ñòðóêòóðû
ïðîäîëæàþò ïåðåõîäèòü â êîíôîðìàöèè, êîòîðûå  âë þòñ  ìåíåå áëàãîïðè òíûìè äë 
ñîõðàíåíè  òðèïëåêñà, ïðèâîä  ê ïîòåðå òðèïëåêñíîé ñòðóêòóðû.

Ëþáîé àãåíò, ñïîñîáíûé ìîäèôèöèðîâàòü êîíôîðìàöèþ äöÄÍÊ-ìèøåíè, äîëæåí áûòü
ïîäâåðãíóò ìîíèòîðèíãó â îòíîøåíèè åãî äåéñòâèé íà ïðîò æåíèè âðåìåíè äë 
óñòàíîâëåíè  êîíöåíòðàöèé è ïåðèîäîâ èíêóáàöèè, ïðèãîäíûõ â âûáðàííûõ óñëîâè õ
òåìïåðàòóðû, ðÍ è ò.ä. Äàííà  çà âêà îïèñûâàåò ñïîñîáû îöåíêè òàêèõ ðåàãåíòîâ,
êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû èëè ìîäèôèöèðîâàíû ñïåöèàëèñòàìè ñ êâàëèôèêàöèåé â
äàííîé îáëàñòè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû èñïîëüçîâàòü íà ïðàêòèêå òî, ÷òî çäåñü îïèñàíî.

Äàííîå èçîáðåòåíèå áóäåò èëëþñòðèðîâàòüñ  áîëåå ïîäðîáíî ñî ññûëêîé íà ñëåäóþùèå
ïðèìåðû, íî äîëæíî áûòü ïîí òíî, ÷òî äàííîå èçîáðåòåíèå íå îãðàíè÷èâàåòñ  ýòèìè
ïðèìåðàìè.

Ñâåäåíè , ïîäòâåðæäàþùèå âîçìîæíîñòü îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
Äàííîå èçîáðåòåíèå áóäåò èëëþñòðèðîâàòüñ  áîëåå ïîäðîáíî ñî ññûëêîé íà ñëåäóþùèå

ïðèìåðû, íî äîëæíî áûòü ïîí òíî, ÷òî äàííîå èçîáðåòåíèå íå îãðàíè÷èâàåòñ  ýòèìè
ïðèìåðàìè.

Ïðèìåð 1
Ïðèìåð 1 äåìîíñòðèðóåò, ÷òî àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò ðàçëè÷àòü ìåæäó

òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûìè êîìïëåêñàìè äöÄÍÊ:îöÄÍÊ è êîìïëåêñàìè äöÄÍÊ:îöÄÍÊ,
ñîäåðæàùèìè îøèáî÷íûå ñïàðèâàíè  èëè äåëåöèè 1 ïàðû îñíîâàíèé, 2 ïàð îñíîâàíèé è 3
ïàð îñíîâàíèé â ïðèñóòñòâèè êàòèîííîãî èíòåðêàë òîðà ÄÍÊ, YOYO-1 (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA). Ñïåêòðîñêîïè÷åñêèå ßÌÐ-àíàëèçû ìåõàíèçìà âçàèìîäåéñòâè  ìåæäó
YOYO-1 è äöÄÍÊ ïîêàçàëè, ÷òî èíòåðêàë öè  YOYO-1 ïðèâîäèò ê ëîêàëàëèçîâàííîé
äåêîíäåíñàöèè ñïèðàëè äöÄÍÊ íà 106°, ñîçäàâà  îáùèé ñïèðàëüíîé ïîâòîð èç 13 ïàð
îñíîâàíèé â îòëè÷èå îò íîðìàëüíîãî ñïèðàëüíîãî ïîâòîðà èç 10 ïàð îñíîâàíèé â
íåêîíäåíñèðîâàííîé Â-êîíôîðìàöèè äöÄÍÊ [J. Biomolec. Struct, and Dynamics 16, 205-222
(1998)].

Êîìïëåìåíòàðíûå ñìûñëîâûå è àíòèñìûñëîâûå 50-ìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-
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ìèøåíè îöÄÍÊ, ïðîèñõîä ùèå èç ýêçîíà 10 ãåíà ìóêîâèñöèäîçà ÷åëîâåêà [Nature 380, 207
(1996)], ñèíòåçèðîâàëè íà ÄÍÊ-ñèíòåçàòîðå (Expedite 8909, PerSeptive Biosystem) è
î÷èùàëè ïðè ïîìîùè ÂÆÕ. Ýêâèìîë ðíûå êîëè÷åñòâà êîìïëåìåíòàðíûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ
íàãðåâàëè ïðè 95°Ñ â òå÷åíèå 10 ìèíóò è äàâàëè èì îòæèãàòüñ  ïîñòåïåííî ïî ìåðå
ñíèæåíè  òåìïåðàòóðû äî 21°Ñ íà ïðîò æåíèè 1,5 ÷àñîâ. äöÄÍÊ-îëèãîíóêëåîòèäû
ðàñòâîð ëè â ääÍ2O ïðè êîíöåíòðàöèè 1 ïìîëü/ìêë.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1) áûëà:
5'-TGG CAC CAT TAA AGA ÀÀÀ TAT CAT CTT TGG TGT TTC ÑÒÀ TGA TGA ÀÒÀ ÒÀ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1)

áûëà:
5'-ÒÀÒ ÀÒÒ CAT CAT AGG ÀÀÀ CAC CAA AGA TGA TAT TTT CTT TAA TGG TGC CA-3'.
SEQ ID NO:2 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1), çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè îäíîé ïàðû
îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòîé) â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 507, â êîòîðîì CAT
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè äèêîãî òèïà áûë çàìåíåí íà CGT.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè SEQ ID NO:2 áûëà:
5'-TGG CAC CAT TAA AGA ÀÀÀ TAT CGT CTT TGG TGT TTC ÑÒÀ TGA TGA ÀÒÀ ÒÀ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè (SEQ ID NO:2) áûëà:
5'-ÒÀÒ ÀÒÒ CAT CAT AGG ÀÀÀ CAC CAA AGA CGA TAT TTT CTT TAA TGG TGC CA-3'.
SEQ ID NO:3 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1), çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè
ïîñëåäîâàòåëüíûõ äâóõ ïàð îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòûõ) â ïîëîæåíè õ àìèíîêèñëîò 506 è
507, â êîòîðûõ CAT ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè äèêîãî òèïà áûë çàìåíåí íà ACT.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè SEQ ID NO:3 áûëà:
5'-TGG CAC CAT TAA AGA ÀÀÀ TAT ACT CTT TGG TGT TTC ÑÒÀ TGA TGA ÀÒÀ ÒÀ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè SEQ ID NO:3 áûëà:
5'-ÒÀÒ ÀÒÒ CAT CAT AGG ÀÀÀ CAC CAA AGA GTA TAT TTT CTT TAA TGG TGC CA-3'.
SEQ ID NO:4 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1), çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè
ïîñëåäîâàòåëüíûõ òðåõ ïàð îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòûõ) â ïîëîæåíè õ àìèíîêèñëîò 506 è
507, â êîòîðûõ CAT ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè äèêîãî òèïà áûë çàìåíåí íà ACG.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè SEQ ID NO:4 áûëà:
5'-TGG CAC CAT TAA AGA ÀÀÀ ÒÀÒ ACG ÑÒÒ TGG TGT ÒÒÑ ÑÒÀ TGA TGA ÀÒÀ ÒÀ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè SEQ ID NO:4 áûëà:
5'-ÒÀÒ ÀÒÒ CAT CAT AGG ÀÀÀ CAC CAA AGC GTA ÒÀÒ ÒÒÒ ÑÒÒ TAA TGG TGC ÑÀ-3'.
SEQ IDNO:5 áûëà 47-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1), çà èñêëþ÷åíèåì äåëåöèè
ïîñëåäîâàòåëüíûõ òðåõ ïàð îñíîâàíèé (ïîêàçàííûõ òðåì  òî÷êàìè) â ïîëîæåíè õ
àìèíîêèñëîò 507 è 508, â êîòîðûõ ÑÒÒ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñìûñëîâîé öåïè äèêîãî òèïà
áûë äåëåòèðîâàí.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè SEQ ID NO:5 áûëà:
5'-TGG CAC CAT TAA AGA ÀÀÀ ÒÀÒ CAT... TGG TGT ÒÒÑ ÑÒÀ TGA TGA ÀÒÀ ÒÀ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè SEQ ID NO:5 áûëà:
5'-ÒÀÒ ÀÒÒ CAT CAT AGG ÀÀÀ CAC CA... À TGA ÒÀÒ ÒÒÒ ÑÒÒ TAA TGG TGC ÑÀ-3'.
Çîíä ¹1 áûë 15-ìåðíûì îöÄÍÊ-çîíäîì, ñêîíñòðóèðîâàííûì òàêèì îáðàçîì, ÷òî îí

 âë åòñ  ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûì 15-íóêëåîòèäíîìó ñåãìåíòó ñìûñëîâîé öåïè 50-
ìåðíîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1), îõâàòûâàþùèì ïîëîæåíè  àìèíîêèñëîò
505-510 [(Nature 380, 207 (1996)]. Õèðàëüíîñòü ýòîãî çîíäà áûëà ïðîòèâîïîëîæíîé èëè
àíòèïàðàëëåëüíîé õèðàëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè â ìèøåíè. Çîíä ¹1 ñèíòåçèðîâàëè íà
ÄÍÊ-ñèíòåçàòîðå, î÷èùàëè ïðè ïîìîùè ÂÆÕ è ðàñòâîð ëè â ääÍ2Î ïðè êîíöåíòðàöèè 1
ïìîëü/ìêë.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹1 áûëà:
5'-CAC CAA AGA TGA ÒÀÒ-3'.
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Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (120 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 6 ïìîëü äöÄÍÊ-
ìèøåíè, 6 ïìîëü îöÄÍÊ-çîíäà, 0,5×ÒÂÅ è 500 íÌ èíòåðêàë òîðà ÄÍÊ YOYO-1 (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA). Ðåàêöèîííûå ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
(21°Ñ) â òå÷åíèå 5 ìèíóò, ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì àðãîíîâîãî
èîííîãî ëàçåðà, èìåþùèì äëèíó âîëíû 488 íì, è íàáëþäàëè ïåðèîäè÷åñêè â îòíîøåíèè
ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ïî ìåðå óâåëè÷åíè  òåìïåðàòóðû ñî âðåìåíåì â íàãðåâàåìîé
êàìåðå. Îäíîâðåìåííûå èçìåðåíè  òåìïåðàòóðû ýòèõ ïðîá äîñòèãàëèñü ïðè ïîìîùè
ðåãóëèðóåìîãî ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì äàò÷èêà òåìïåðàòóðû, ïîìåùåííîãî
íåïîñðåäñòâåííî â êàæäóþ ïðîáó. Ìàêñèìàëüíûå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñòðîèëè â
âèäå ãðàôèêà êàê ôóíêöèè òåìïåðàòóðû äë  êàæäîé àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

Ôèãóðà 1 ïîêàçûâàåò, ÷òî íàèâûñøà  èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè äîñòèãàëàñü ïðè
âçàèìîäåéñòâèè 50-ìåðíîé íåäåíàòóðèðîâàííîé äöÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè
äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1) ñ 15-ìåðíûì îöÄÍÊ-çîíäîì ¹1 ïðè òåìïåðàòóðå îò 30°Ñ äî
85°Ñ. Ïðè òåìïåðàòóðàõ íèæå 65°Ñ, Òm 50-ìåðíîé äöÄÍÊ äèêîãî òèïà îáðàçîâûâàëèñü
êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ, óñèëåííûå èëòåðêàë òîðîì ÄÍÊ YOYO-1. Êîãäà òåìïåðàòóðà
óâåëè÷èâàëàñü âûøå 65°Ñ, êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ ïðåâðàùàëèñü â êîìïëåêñû îöÄÍÊ:
îöÄÍÊ. ßñíî, ÷òî YOYO-1 áûë ñïîñîáåí èíòåðêàëèðîâàòüñ  è ôëóîðåñöèðîâàòü
ýôôåêòèâíî â îáîèõ òèïàõ êîìïëåêñîâ.

Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó íåïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûå êîìáèíàöèè çîíäà è
ìèøåíè, ãåíåðèðóþùèå îøèáî÷íîå îñíîâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé (SEQ ID NO: 2+ çîíä ¹ 1),
îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå ïîñëåäîâàòåëüíûõ 2 ïàð îñíîâàíèé (SEQ ID NO: 3+ çîíä ¹1),
îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå ïîñëåäîâàòåëüíûõ 3 ïàð îñíîâàíèé (SEQ ID NO: 4+ çîíä ¹1) è
äåëåöèþ 3 ïàð îñíîâàíèé (SEQ ID NO: 5+ çîíä ¹1) ïðèâîäèëè ê èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðà  áûëà íà 57%, 94%, 97% è íà 98% áîëåå íèçêîé ïðè 30°Ñ è íà
47%, 79%, 92% è 91% áîëåå íèçêîé ïðè 65°Ñ, ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì íàáëþäàåìûå ñ òî÷íî
ñïàðåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè (ôèã.1). Êîíòðîëüíûå ïðîáû, ñîäåðæàùèå 50-ìåðíûå
äöÄÍÊ-ìèøåíè ïëþñ 500 íÌ YOYO-1, îáíàðóæèâàëè óðîâíè ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûå áûëè
ðàâíûìè èëè áîëåå íèçêèìè, ÷åì óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè, íàáëþäàåìûé ñ êîìïëåêñàìè ñ
3 îøèáî÷íî ñïàðåííûìè îñíîâàíè ìè ïðè 30°Ñ (äàííûå íå ïîêàçàíû). Óðîâåíü
ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìîé ïðîáîé îöÄÍÊ-çîíä ¹1 ïëþñ 500 íÌ YOYO-1, áûë èäåíòè÷åí
óðîâíþ ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìîé îäíèì YOYO-1 (äàííûå íå ïîêàçàíû). Êîãäà
òåìïåðàòóðà ïîâûøàëàñü âûøå 65°Ñ, ñòåïåíü äèñêðèìèíàöèè ìåæäó òî÷íûì ñïàðèâàíèåì
è îøèáî÷íûìè ñïàðèâàíè ìè ïàð îñíîâàíèé óìåíüøàëàñü, ÷òî óêàçûâàëî íà ïîñòåïåííûé
ðàñïàä ñòðóêòóðû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ. Ïðè 85°Ñ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, äîñòèãàåìà 
îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì 1 ïàðû îñíîâàíèé, îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì 2 ïàð îñíîâàíèé,
îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì 3 ïàð îñíîâàíèé è äåëåöèåé 3 ïàð îñíîâàíèé, áûëà íà 40%, 63%,
92% è 83% áîëåå íèçêîé, ÷åì ïîëó÷àåìà  ñ òî÷íûì ñïàðèâàíèåì (ôèã.1). Ïðè ëþáîé
êîíêðåòíîé òåìïåðàòóðå õàðàêòåðíûé óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìîé êàæäûì
êîìïëåêñîì, íàáëþäàëè íà ïðîò æåíèè âðåìåíè, è îí áûë ñòàáèëüíûì ìåæäó 5 ìèíóòàìè è
24 ÷àñàìè.

Ïðèñóòñòâèå àãåíòà äåêîíäåíñàöèè ÄÍÊ, YOYO-1 ïîçâîë ëî èñïîëüçîâàòü îö-ÄÍÊ-çîíä
äë  ðàçëè÷åíè  ìåæäó òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûìè êîìïëåêñàìè äöÄÍÊ:îöÄÍÊ è
êîìïëåêñàìè, ñîäåðæàùèìè îøèáî÷íûå ñïàðèâàíè  1 ïàðû îñíîâàíèé, 2 ïàð îñíîâàíèé
èëè 3 ïàð îñíîâàíèé èëè äåëåöèé áåç íåîáõîäèìîñòè ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè
äöÄÍÊ-ìèøåíåé.

Ïðèìåð 2
Äë  ãàðàíòèè òîãî, ÷òî àíàëèç èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àãåíòà

äåêîíäåíñàöèè ÄÍÊ, îöÄÍÊ-çîíäîâ è íåäåíàòóðèðîâàííûõ äöÄÍÊ-ìèøåíåé ñìîæåò
ïðèìåí òüñ  ê çîíäó è ÄÍÊ-ìèøåí ì, îáëàäàþùèì ðàçèòåëüíî îòëè÷àþùèìèñ 
ñîäåðæàíè ìè GC (è ïîòåíöèàëüíî ðàçëè÷íûìè òåìïåðàòóðàìè îòæèãà), ñèíòåçèðîâàëè,
î÷èùàëè è îòæèãàëè, êàê îïèñàíî âûøå, íîâûå 15-ìåðíûå îöÄÍÊ-çîíäû è 50-ìåðíûå
äöÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè. Êàê îöÄÍÊ-çîíäû, òàê è äöÄÍÊ-ìèøåíè ðàñòâîð ëè â
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ääÍ2Î ïðè êîíöåíòðàöèè 1 ïìîëü/ìêë.
SEQ ID NO:6 áûëà 50-ìåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ-

ìîäèôèöèðîâàííîé èç SEQ ID NO:1, ãäå ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå GC áûëî èçìåíåíî ñ 30%
äî 52%.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:6) áûëà:
5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT CAT CTC TGG TGT GTC ÑÒÀ CGA TGA CTC TG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:6)

áûëà:
5'-CAG AGT CAT CGT AGG ÀÑÀ CAC CAG AGA TGA CAG TGT CTG TCA TGG TGC TC-3'.
SEQ ID NO:7 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé SEQ ID NO:6, çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè îäíîé ïàðû îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòîé),
ïðè êîòîðîé CTC ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè áûë çàìåíåí íà ÑÒÒ.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:7 áûëà:
5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT CAT ÑÒÒ TGG TGT GTC ÑÒÀ CGA TGA CTC TG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:7 áûëà:
5'-CAG AGT CAT CGT AGG ÀÑÀ CAC CAA AGA TGA CAG TGT CTG TCA TGG TGC TC-3'.
SEQ ID NO:8 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé SEQ ID NO:6, çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè îäíîé ïàðû îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòîé),
ïðè êîòîðîé CAT ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè áûë çàìåíåí íà CGT.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:8 áûëà:
5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT CGT CTC TGG TGT GTC ÑÒÀ CGA TGA CTC TG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ IDNO:8 áûëà:
5'-CAG AGT CAT CGT AGG ÀÑÀ CAC CAG AGA CGA CAG TGT CTG TCA TGG TGC TC-3'.
SEQ ID NO:9 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé SEQ ID NO:6, çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè îäíîé ïàðû îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòîé),
ïðè êîòîðîé CAT ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè áûë çàìåíåí íà ÑÒÒ.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:9 áûëà:
5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT ÑÒÒ CTC TGG TGT GTC ÑÒÀ CGA TGA CTC TG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:9 áûëà:
5'-CAG AGT CAT CGT AGG ÀÑÀ CAC CAG AGA AGA CAG TGT CTG TCA TGG TGC TC-3'.
SEQ ID NO:10 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé SEQ ID NO:6, çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè îäíîé ïàðû îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòîé),
ïðè êîòîðîé CTC ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè áûë çàìåíåí íà ÑÑÑ.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:10 áûëà:
5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT CAT ÑÑÑ TGG TGT GTC ÑÒÀ CGA TGA CTC TG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:10 áûëà:
5'-CAG AGT CAT CGT AGG ÀÑÀ CAC CAG GGA TGA CAG TGT CTG TCA TGG TGC TC-3'.
SEQ ID NO:11 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé SEQ ID NO:6, çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè îäíîé ïàðû îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòîé),
ïðè êîòîðîé CTC ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè áûë çàìåíåí íà CGC.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:11 áûëà:
5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT CAT CGC TGG TGT GTC ÑÒÀ CGA TGA CTC TG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:11 áûëà:
5'-CAG AGT CAT CGT AGG ÀÑÀ CAC CAG CGA TGA CAG TGT CTG TCA TGG TGC TC-3'.
SEQ ID NO:12 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé SEQ ID NO:6, çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè ïîñëåäîâàòåëüíûõ äâóõ ïàð îñíîâàíèé
(ïîä÷åðêíóòûõ), ïðè êîòîðûõ CAT ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè áûë çàìåíåí
íà ACT.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:12 áûëà:
5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT ACT CTC TGG TGT GTC ÑÒÀ CGA TGA CTC TG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:12 áûëà:
5'-CAG AGT CAT CGT AGG ÀÑÀ CAC CAG AGA GTA CAG TGT CTG TCA TGG TGC TC-3'.
SEQ ID NO:13 áûëà 50-ìåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,
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ìîäèôèöèðîâàííîé èç SEQ ID NO:1, ãäå ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå GC áûëî èçìåíåíî ñ 30%
äî 72%.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:13 áûëà:
5'-GAG CAC CCT CCC AGG CAC GGT CGT CCC TGG TGC GAC CTC CGA CGA GCG TG-

3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:13)

áûëà:
5'-CAC GCT CGT CGG AGG TCG CAC CAG GGA CGA CCG TGC CTG GGA GGG TGC TC-

3'.
SEQ ID NO:14 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé SEQ ID NO:13, çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè îäíîé ïàðû îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòîé),
ïðè êîòîðîé CGT ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè áûë çàìåíåí íà CAT.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:14 áûëà:
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:14)

áûëà:
5'-GAG CAC CCT CCC AGG CAC GGT CAT CCC TGG TGC GAC CTC CGA CGA GCG TG-

3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:14 áûëà:
5'-CAC GCT CGT CGG AGG TCG CAC CAG GGA TGA CCG TGC CTG GGA GGG TGC TC-

3'.
SEQ IDNO:15 áûëà 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ äöÄÍÊ,

èäåíòè÷íîé SEQ ID NO:13, çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè îäíîé ïàðû îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòîé),
ïðè êîòîðîé CGT ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè áûë çàìåíåí íà ÀÀÒ.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ ID NO:15 áûëà:
5'-GAG CAC CCT CCC AGG CAC GGT ATT CCC TGG TGC GAC CTC CGA CGA GCG TG-

3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé SEQ IDNO:15 áûëà:
5'-CAC GCT CGT CGG AGG TCG CAC CAG GGA ATA CCG TGC CTG GGA GGG TGC TC-

3'.
Çîíä ¹2 áûë 15-ìåðíûì îöÄÍÊ-çîíäîì, ñêîíñòðóèðîâàííûì òàêèì îáðàçîì, ÷òî îí

 âë åòñ  ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûì 15-íóêëåîòèäíîìó ñåãìåíòó ñìûñëîâîé öåïè 50-
ìåðíîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:6). Õèðàëüíîñòü ýòîãî çîíäà áûëà
ïðîòèâîïîëîæíîé èëè àíòèïàðàëëåëüíîé õèðàëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè â ýòîé ìèøåíè.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹2 áûëà:
5'-CAC CAG AGA TGA CAG-3'.
Çîíä ¹3 áûë 15-ìåðíûì îöÄÍÊ-çîíäîì, ñêîíñòðóèðîâàííûì òàêèì îáðàçîì, ÷òî îí

 âë åòñ  ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûì 15-íóêëåîòèäíîìó ñåãìåíòó ñìûñëîâîé öåïè 50-
ìåðíîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:13). Õèðàëüíîñòü ýòîãî çîíäà áûëà
ïðîòèâîïîëîæíîé èëè àíòèïàðàëëåëüíîé õèðàëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè â ýòîé ìèøåíè.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹3 áûëà:
5'-CAC CAG GGA CGA CCG-3'.
Óñëîâè  ãèáðèäèçàöèîííîãî àíàëèçà áûëè èäåíòè÷íû óñëîâè ì, îïèñàííûì â ïðèìåðå

1.
Ïðè âçàèìîäåéñòâèè îöÄÍÊ-çîíäà ¹2 (ñ ñîäåðæàíèåì GC 53%) ñ 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-

ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:6) è ìóòàíòíûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè (SEQ ID NO:8 è SEQ
ID NO:12) êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ îáðàçîâûâàëèñü ïðè íèçêèõ òåìïåðàòóðàõ ïðè
íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâè õ (ôèã.2À). Â òî âðåì , êàê òî÷íî ñïàðåííûå ÄÍÊ-êîìïëåêñû
äàâàëè íàèâûñøèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, íåïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûå
êîìïëåêñû ñ îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì 1 ïàðû îñíîâàíèé (SEQ ID NO:8+çîíä ¹2) è
îøèáî÷íûìè ñïàðèâàíè ìè ïîñëåäîâàòåëüíûõ 2 ïàð îñíîâàíèé (SEQ ID NO:12+ çîíä ¹2)
äàâàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðà  áûëà íà 63% è 95% áîëåå íèçêîé,
ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì ôëóîðåñöåíöè , íàáëþäàåìà  ñ òî÷íî ñïàðåííûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ïðè 30°Ñ (ôèã.2À). Êîãäà òåìïåðàòóðà óâåëè÷èâàëàñü, ïðîèñõîäèë
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ïîñòåïåííûé ðàñïàä êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ, ïðèâîä  ê óìåíüøåííîé èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè è ìåíüøåìó ðàçëè÷åíèþ ìåæäó òî÷íûì ñïàðèâàíèåì è îøèáî÷íûìè
ñïàðèâàíè ìè ïàð îñíîâàíèé. Ïðè 85°Ñ íàáëþäàëè î÷åíü íåáîëüøîå ðàçëè÷èå âî
ôëóîðåñöåíöèè ìåæäó òî÷íî ñïàðåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè è ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè,
ñîäåðæàùèìè îøèáî÷íî ñïàðåííûå ïàðû îñíîâàíèé (ôèã.2À).

Ïîäîáíûì îáðàçîì â ïðèñóòñòâèè YOYO-1 îáðàçîâûâàëèñü êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ
ïðè âçàèìîäåéñòâèè îöÄÍÊ-çîíäà ¹3 (èìåþùåãî ñîäåðæàíèå GC 73%) ñ 50-ìåðíîé
äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:13) è ìóòàíòíûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè (SEQ ID NO:
14 è SEQ ID NO:15). Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè äë  êîìïëåêñà ÄÍÊ ñ îøèáî÷íûì
ñïàðèâàíèåì 1 ïàðû îñíîâàíèé (SEQ ID NO:14+ çîíä ¹3) è êîìïëåêñà ÄÍÊ ñ îøèáî÷íûì
ñïàðèâàíèåì ïîñëåäîâàòåëüíûõ 2 ïàð îñíîâàíèé (SEQ ID NO:15+ çîíä ¹3) áûëà íà 48% è
64% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, ïîëó÷åííîé ñ òî÷íî
ñïàðåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ïðè 30°Ñ (ôèã.2Â). Ôëóîðåñöåíöè  âñåõ ïðîá
óìåíüøàëàñü, êîãäà òåìïåðàòóðà óâåëè÷èâàëàñü ñ 30°Ñ äî 85°Ñ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî
îá óìåíüøåíèè ñâ çûâàíè  YOYO-1 è ðàñïàäå êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ.

Íåçàâèñèìî îò ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíè  GC îöÄÍÊ-çîíäîâ è äöÄÍÊ-ìèøåíåé YOYO-1
áûë ñïîñîáåí îáëåã÷àòü îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ ïðè íåäåíàòóðèðóþùèõ
óñëîâè õ, îáëåã÷à  òî÷íîå ðàçëè÷åíèå ìåæäó òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè è ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ñîäåðæàùèìè ìóòàöèè 1 èëè äâóõ ïàð
îñíîâàíèé.

Ïðèìåð 3
Ñëåäóþùèå ïðèìåðû äåìîíñòðèðóþò ñïåöèôè÷íîñòü àíàëèçà, èñïîëüçóþùåãî

ðàçëè÷íûå àãåíòû êîíäåíñàöèè ÄÍÊ äë  ñòèìóë öèè è ñòàáèëèçàöèè îáðàçîâàíè 
êîìïëåêñà ñ íåäåíàòóðèðîâàííûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè è îöÄÍÊ-F-çîíäàìè.

Çîíä ¹4 áûë 15-ìåðíûì àíòèïàðàëëåëüíûì îöÄÍÊ-çîíäîì, èäåíòè÷íûì çîíäó ¹1, çà
èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî îí èìåë ïðèñîåäèíåííóþ ôëóîðåñöåèíîâóþ ÷àñòü ìîëåêóëû â 5'-
ïîëîæåíèè. Çîíä ¹4 ñèíòåçèðîâàëè íà ÄÍÊ-ñèíòåçàòîðå, î÷èùàëè ïðè ïîìîùè ÂÆÕ è
ðàñòâîð ëè â ääÍ2O ïðè êîíöåíòðàöèè 1 ïìîëü/ìêë.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹3 áûëà:
5'-Flu-CAC ÑÀÀ AGA TGA ÒÀÒ-3'.
Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (40 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 0,4 ïìîëü

äöÄÍÊ-ìèøåíè, 4 ïìîëü 5'-ôëóîðåñöåèí-ìå÷åíîãî îöÄÍÊ-çîíäà ¹4, 10 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ
7,5 è 10 ìÌ - 125 ìÌ NaCl. Ðåàêöèîííûå ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
(21°Ñ) â òå÷åíèå 1 ÷àñà áåç ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè äöÄÍÊ-ìèøåíåé. Ïðîáû
ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà, èìåþùèì
äëèíó âîëíû 488 íì, è íàáëþäàëè â îòíîøåíèè ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè .
Ìàêñèìàëüíà  èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èìåëà ìåñòî ïðè äëèíå âîëíû 525 íì, äëèíå
âîëíû èçëó÷åíè  äë  ôëóîðåñöåèíà. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ñòðîèëè â
âèäå ãðàôèêà êàê ôóíêöèè äëèíû âîëíû äë  êàæäîé àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

Â îòñóòñòâèå NaCl èëè â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ èëè 25 ìÌ NaCl íå îáíàðóæèâàëè
ñâ çûâàíè  ìåæäó äöÄÍÊ-ìèøåí ìè è àíòèïàðàëëåëüíûì îöÄÍÊ-F-çîíäîì (äàííûå íå
ïîêàçàíû).

Ïîñëå 1-÷àñîâîé èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè 50 ìÌ NaCl êîìïëåêñû äöÄÍÊ.-îö-ÄÍÊ-F,
ñîñòî ùèå èç òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹4),
ëåãêî îáðàçîâûâàëèñü, ïðèâîä  ê 49% óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî
èçëó÷åíè  â ñðàâíåíèè ñ èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, èçëó÷àåìîé êîíòðîëüíûì
çîíäîì ¹4 (ìå÷åíîé îöÄÍÊ-F) (ôèã.3). Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó íåïîëíîñòüþ
êîìïëåìåíòàðíûå êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, ñîäåðæàùèå îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû
îñíîâàíè  G-T (SEQ ID NO:2+ çîíä ¹4), äàâàëè 11% óìåíüøåíè  èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  â ñðàâíåíèè ñ èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, ïðî âë åìîé
êîíòðîëüíîé ïðîáîé çîíäà ¹4.

Ïðèñóòñòâèå 75 ìÌ, 100 ìÌ è 125 ìÌ NaCl â ðåàêöèîííîé ñìåñè òàêæå ïðèâîäèëî ê
ãàøåíèþ ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè , ñîãëàñóþùåìóñ  ñî çíà÷èòåëüíûìè êîëè÷åñòâàìè
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îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ìåæäó òî÷íî ñïàðåííîé ìèøåíüþ SEQ ID NO:1 è
àíòèïàðàëëåëüíûì çîíäîì ¹4, è çíà÷èòåëüíî ìåíüøåìó ãàøåíèþ â ïðèñóòñòâèè ìèøåíè
SEQ ID NO:2 ñ îøèáî÷íî ñïàðåííîé 1 ïàðîé îñíîâàíèé G-T è çîíäà ¹4, ñ
ïðîäóöèðîâàíèåì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, ñõîäíîé ñ ôëóîðåñöåíöè ìè,
íàáëþäàåìûìè â ïðèñóòñòâèè 50 ìÌ NaCl (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Ïðèìåíåíèå îäíîâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, êîòîðûå  âë þòñ  èçâåñòíûìè àãåíòàìè
êîíäåíñàöèè ÄÍÊ, ñïîñîáñòâîâàëî îáðàçîâàíèþ êîìïëåêñà ÄÍÊ ìåæäó
íåäåíàòóðèðîâàííûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè è ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûìè
àíòèïàðàëëåëüíûìè îöÄÍÊ-çîíäàìè, ÷òî ïîçâîë ëî ðàçëè÷àòü ìåæäó òî÷íî
êîìïëåìåíòàðíûìè ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè è ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ñîäåðæàùèìè
îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå åäèíñòâåííîé 1 ïàðû îñíîâàíèé. Ýòà ðåàêöè  ïðîèñõîäèëà ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ïðåäåëàõ 1 ÷àñà èíêóáàöèè ïðè îòíîøåíèè çîíäà ê ìèøåíè 10:1.
äöÄÍÊ-ìèøåíè è îöÄÍÊ-çîíä, èñïîëüçóåìûå â ýòîì ïðèìåðå, èìåëè ñîäåðæàíèå GC 33% è
íå ñîäåðæàëè ñåãìåíòîâ ãîìîïóðèíîâ èëè ãîìîïèðèìèäèíîâ ÄÍÊ. Íåñìîòð  íà ïðèñóòñòâèå
6 ïèðèìèäèíîâûõ îñíîâàíèé, âñòàâëåííûõ â îöÄÍÊ-çîíäå èç 15 íóêëåîòèäîâ, êîìïëåêñû
äöÄÍÊ:îö-ÄÍÊ îáðàçîâûâàëèñü ëåãêî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷åñêèì îáðàçîì.

Ïðèìåð 4
Äë  ãàðàíòèè òîãî, ÷òî àíàëèç èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûé èñïîëüçóåò 5'-

ôëóîðåñöåèí-ìå÷åíûå îöÄÍÊ-çîíäû è íåäåíàòóðèðîâàííûå äöÄÍÊ-ìèøåíè â ïðèñóòñòâèè
àãåíòîâ êîíäåíñàöèè ÄÍÊ, òàêèõ êàê êàòèîíû, ìîã áû èñïîëüçîâàòüñ  äë  çîíäà è ÄÍÊ-
ìèøåíåé, èìåþùèõ ðàçèòåëüíî îòëè÷àþùååñ  ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå GC (è
ïîòåíöèàëüíî îòëè÷àþùèåñ  ïðåäïî÷òåíè  îòæèãà), 15-ìåðíûå îöÄÍÊ-F-çîíäû è 50-
ìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äöÄÍÊ-ìèøåíåé (ñ âàðüèðóþùèìñ  ïðîöåíòíûì ñîäåðæàíèåì
GC) ñèíòåçèðîâàëè, î÷èùàëè è îòæèãàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Êàê îöÄÍÊ-F-çîíäû, òàê è
äöÄÍÊ-ìèøåíè ðàñòâîð ëè â ääÍ2Î ïðè êîíöåíòðàöèè 1 ïìîëü/ìêë.

Çîíä ¹5 áûë 15-ìåðíûì àíòèïàðàëëåëüíûì îöÄÍÊ-çîíäîì, èäåíòè÷íûì çîíäó ¹2, çà
èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî îí èìåë ïðèñîåäèíåííóþ ôëóîðåñöåèíîâóþ ÷àñòü ìîëåêóëû íà 5'-
êîíöå.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹5 áûëà:
5'-Flu-CAC CAG AGA TGA CAG-3'.
Çîíä ¹6 áûë 15-ìåðíûì àíòèïàðàëëåëüíûì îöÄÍÊ-çîíäîì, èäåíòè÷íûì çîíäó ¹3, çà

èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî îí èìåë ïðèñîåäèíåííóþ ôëóîðåñöåèíîâóþ ÷àñòü ìîëåêóëû íà 5'-
êîíöå.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹6 áûëà:
5'-Flu-CAC CAG GGA CGA CCG-3'.
Àíàëèçû, âûïîëí åìûå â ïðèìåðå 3, ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáñòâóþùèõ

îáðàçîâàíèþ êîìïëåêñîâ îäíîâàëåíòíûõ êàòèîíîâ â ðåàêöèîííûõ ñìåñ õ. Ñïåöèôè÷íîñòü
ýòîãî àíàëèçà èññëåäîâàëè äîïîëíèòåëüíî ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ
(âìåñòî îäíîâàëåíòíûõ êàòèîíîâ) äë  óñèëåíè  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ ñ äöÄÍÊ-
ìèøåí ìè è îöÄÍÊ-F-çîíäàìè, èìåþùèìè ðàçëè÷íîå ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå GC.

Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (40 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 0,4 ïìîëü
äöÄÍÊ-ìèøåíè, 4 ïìîëü 5'-ôëóîðåñöåèí-ìå÷åíîãî îöÄÍÊ-çîíäà, 10 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7,5 è
5 ìÌ - 30 ìÌ MnCl2 èëè 5 ìÌ - 30 ìÌ MgCl2 èëè 5 ìÌ - 30 ìÌ NiCl2. Ðåàêöèîííûå ñìåñè
èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (21°Ñ) â òå÷åíèå 1 ÷àñà áåç ïðåäâàðèòåëüíîé
äåíàòóðàöèè äöÄÍÊ-ìèøåíåé. Ïðîáû ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì
àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà, èìåþùèì äëèíó âîëíû 488 íì, è íàáëþäàëè â îòíîøåíèè
ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè . Ìàêñèìàëüíà  èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èìåëà ìåñòî
ïðè äëèíå âîëíû 525 íì, äëèíå âîëíû èçëó÷åíè  äë  ôëóîðåñöåèíà. Èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ñòðîèëè â âèäå ãðàôèêà êàê ôóíêöèè äëèíû âîëíû äë  êàæäîé
àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

Ïðè èíêóáèðîâàíèè îöÄÍÊ-F-çîíäà ¹5 (ñ ñîäåðæàíèåì GC 53%) ñ 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-
ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:6) è ìóòàíòíûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè (SEQ ID NO:7 - SEQ
ID NO:12) â ïðèñóòñòâèè MnCl2 êîìïëåêñû  äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F îáðàçîâûâàëèñü ïðè êîìíàòíîé
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òåìïåðàòóðå ïðè íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâè õ. Â òî âðåì  êàê òî÷íî ñïàðåííûå ÄÍÊ-
êîìïëåêñû äàâàëè ìàêñèìàëüíîå óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (43%-íîå
óìåíüøåíèå ïîñëå 1 ÷àñà èíêóáàöèè), ìåíåå ñòàáèëüíûå êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F,
ñîäåðæàùèå îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé T-G (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹5),
äàâàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðà  áûëà íà 20% áîëåå íèçêîé, ÷åì
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, íàáëþäàåìà  òîëüêî ñ çîíäîì ¹5, ïîñëå 1 ÷àñà èíêóáàöèè
(ôèã.4). Êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, êîòîðûå ïðèâîäèëè ê îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû
îñíîâàíèé G-T (SEQ ID NO:8+ çîíä ¹5), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé Ò-Ò
(SEQ ID NO:9+ çîíä ¹5), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé Ñ-À (SEQ ID NO:10+
çîíä ¹5) è îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ ïîñëåäîâàòåëüíûõ 2 ïàð îñíîâàíèé A-G è Ñ-Ò (SEQ ID
NO:12+ çîíä ¹5), - âñå áûëè ìåíåå ñòàáèëüíûìè, ÷åì òî÷íî ñïàðåííûé êîìïëåêñ äöÄÍÊ:
îöÄÍÊ-F (SEQ ID NO:6+ çîíä ¹5), äàþùèìè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìåæäó
èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, íàáëþäàåìîé äë  îäíîãî çîíäà ¹5, è èíòåíñèâíîñòüþ
ôëóîðåñöåíöèè, íàáëþäàåìîé äë  òî÷íî ñïàðåííîãî ÄÍÊ-êîìïëåêñà (äàííûå íå ïîêàçàíû).
Çà èñêëþ÷åíèåì êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F ñ îøèáî÷íî ñïàðåííîé 1 ïàðîé îñíîâàíèé Ò-Ò
(ïðèâîä ùåãî ëèøü ê 5% óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå 1 ÷àñà), âñå
äðóãèå îøèáî÷íî ñïàðåííûå ÄÍÊ-êîìïëåêñû ãåíåðèðîâàëè î÷åíü ñõîäíóþ èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè. Òîëüêî êîìïëåêñ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, êîòîðûé ñîäåðæàë îøèáî÷íîå
ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé G-A (SEQ ID NO:11+ çîíä ¹5), äàâàë èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè áîëåå íèçêóþ, ÷åì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè òî÷íî ñïàðåííîãî
êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Âêëþ÷åíèå 20 ìÌ MgCl2 èëè 20 ìÌ MnCl2, èëè 20 ìÌ NiCl2 òàêæå ñïîñîáñòâîâàëî
îáðàçîâàíèþ êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F ïðè âçàèìîäåéñòâèè îöÄÍÊ-F-çîíäà ¹6
(èìåþùåãî ñîäåðæàíèå GC 73%) ñ ñîîòâåòñòâóþùåé 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî
òèïà (SEQ ID NO:13) è ìóòàíòíîé äöÄÍÊ-ìèøåíè (SEQ ID NO:14) â òå÷åíèå 1 ÷àñà (äàííûå
íå ïîêàçàíû). Êàê è îæèäàëîñü, òî÷íî ñïàðåííûå êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F äàâàëè
ìàêñèìàëüíîå óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, òîãäà êàê ìåíåå ñòàáèëüíûå
êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F ñ îøèáî÷íî ñïàðåííîé 1 ïàðîé îñíîâàíèé À-Ñ (SEQ ID NO:14+
çîíä ¹6) äàâàëè ïðîìåæóòî÷íûå óðîâíè ôëóîðåñöåíöèè (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Òî÷íî ñïàðåííûå êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F (èìåþùèå ñîäåðæàíèå GC 33%) (SEQ ID
NO:1+ çîíä ¹4) îáðàçîâûâàëèñü ëåãêî â ïðåäåëàõ 1 ÷àñà â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MnCl2,
ïðèâîä  ê 57%-íîìó óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ
èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìîé îäíèì çîíäîì ¹4 (äàííûå íå ïîêàçàíû).
Ýòè óñëîâè  ðåàêöèè áûëè êðàéíå íåáëàãîïðè òíûìè äë  êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F,
êîòîðûå ñîäåðæàëè îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé G-T (SEQ ID NO:2+ çîíä ¹4),
ïðèâîä ùåå ê óâåëè÷åííîé ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé, íàáëþäàåìîé
ñ îäíèì çîíäîì ¹4 (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Íåçàâèñèìî îò ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíè  GC äöÄÍÊ-ìèøåíåé è îöÄÍÊ-çîíäîâ
äîáàâëåíèå äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, òàêèõ êàê Mn+2, Mg+2 è Ni+2, ñïîñîáñòâîâàëî
îáðàçîâàíèþ êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ ïðè íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâè õ, ïîçâîë   òî÷íîå
ðàçëè÷åíèå ìåæäó òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè è
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ñîäåðæàùèìè ìóòàöèè 1 ïàðû îñíîâàíèé.

Ïðèìåð 5
Àíàëèçû îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ â ïðèìåðàõ 3 è 4 âûïîëí ëè â

ïðèñóòñòâèè îäíîãî òèïà îäíîâàëåíòíîãî èëè äâóõâàëåíòíîãî êàòèîíà. Ñëåäóþùèå
ïðèìåðû äåìîíñòðèðóþò äîñòîâåðíîñòü àíàëèçà äàííîãî èçîáðåòåíè  äë  ðàçëè÷åíè 
ìåæäó òî÷íûìè ñïàðèâàíè ìè è îøèáî÷íûìè ñïàðèâàíè ìè â êîìïëåêñàõ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ
ïðè èñïîëüçîâàíèè êîìáèíàöèé äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ â êà÷åñòâå àãåíòîâ,
ñïîñîáñòâóþùèõ îáðàçîâàíèþ êîìïëåêñîâ.

Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (40 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 0,4 ïìîëü
äöÄÍÊ-ìèøåíè, 4 ïìîëü 5'-ôëóîðåñöåèí-ìå÷åíîãî îöÄÍÊ-çîíäà, 10 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7,5 è
5 ìÌ - 20 ìÌ êàæäîãî èç MgCl2 è MnCl2. Ðåàêöèîííûå ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå (21°Ñ) â òå÷åíèå 1 ÷àñà áåç ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè äöÄÍÊ-ìèøåíåé.
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Ïðîáû ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà,
èìåþùèì äëèíó âîëíû 488 íì, è íàáëþäàëè â îòíîøåíèè ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè .
Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñòðîèëè â âèäå ãðàôèêà êàê ôóíêöèè äëèíû âîëíû äë 
êàæäîé àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

Ïðè èíêóáèðîâàíèè àíòèïàðàëëåëüíîãî îöÄÍÊ-F-çîíäà ¹6 (ñ ñîäåðæàíèåì GC 73%) â
òå÷åíèå 1 ÷àñà ñ 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:13) â ïðèñóòñòâèè 20
ìÌ MgCl2 è 20 ìÌ MnCl2 ýôôåêòèâíî îáðàçîâûâàëèñü òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûå êîìïëåêñû
äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, äàþùèå 46% óìåíüøåíèå ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé,
èñïóñêàåìîé îäíèì çîíäîì ¹6 (ôèã.5À). Ýòè óñëîâè  ðåàêöèè áûëè êðàéíå
íåáëàãîïðè òíûìè äë  êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, êîòîðûå ñîäåðæàëè îøèáî÷íîå
ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé À-Ñ (SEQ ID NO:14+ çîíä ¹6), ïðèâîä ùèìè ê 3%
óìåíüøåíèþ ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé, íàáëþäàåìîé ñ îäíèì
çîíäîì ¹6 (ôèã.5À). Î÷åíü ñõîäíûå ðåçóëüòàòû ïîëó÷àëè ïðè èíêóáèðîâàíèè òåõ æå ñàìûõ
ïðîá â òå÷åíèå 1 ÷àñà â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2 èëè 15 ìÌ MgCl2 è 15 ìÌ
MnCl2 (äàííûå íå ïîêàçàíû). Äîáàâëåíèå 5 ìÌ MgCl2 è 5 ìÌ MnCl2 áûëî íåäîñòàòî÷íûì
äë  îáåñïå÷åíè  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ìåæäó àíòèïàðàëëåëüíûì îöÄÍÊ-F-çîíäîì ¹6 è
âñåìè èññëåäîâàííûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè ïîñëå 1 ÷àñà èíêóáèðîâàíè  (äàííûå íå
ïîêàçàíû).

Ïðè èíêóáèðîâàíèè àíòèïàðàëëåëüíîãî îöÄÍÊ-F-çîíäà ¹4 (ñ ñîäåðæàíèåì GC 33%) ñ
äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1) èëè ìóòàíòíûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè (SEQ ID NO:
2 è SEQ ID NO:3) â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2 íàáëþäàëè ìèíèìàëüíîå
îáðàçîâàíèå ÄÍÊ-êîìïëåêñà (äàííûå íå ïîêàçàíû). Îäíàêî èíêóáèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè
15 ìÌ MgCl2 è 15 ìÌ MnCl2 â òå÷åíèå 1 ÷àñà îáëåã÷àëî îáðàçîâàíèå òî÷íî ñïàðåííîãî
êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹4), êàê ïîêàçàíî 49% óìåíüøåíèåì
íàáëþäàåìîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ èíòåíñèâíîñòüþ
ôëóîðåñöåíöèè, ïîëó÷åííîé ñ îäíèì çîíäîì ¹4 (ôèã.5Â). Êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F,
êîòîðûå ïðèâîäèëè ê îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé G-T (SEQ ID NO:2+ çîíä
¹4) èëè äåëåöèè 3 ïàð îñíîâàíèé (SEQ ID NO:3+ çîíä ¹4) èëè, áûëè î÷åíü
íåñòàáèëüíûìè â ïðèñóòñòâèè 15 ìÌ MgCl2 è 15 ìÌ MnCl2, äàâà  2% óìåíüøåíèå
ôëóîðåñöåíöèè è 5% óâåëè÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè, ñîîòâåòñòâåííî, â ñðàâíåíèè ñ
ôëóîðåñöåíöèåé, èñïóñêàåìîé îäíèì çîíäîì ¹4 (ôèã.5 Â). Îáðàáîòêà 20 ìÌ MgCl2 è 20
ìÌ MnCl2 â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðèâîäèëà ê 68%, 48% è 6% óìåíüøåíè  ôëóîðåñöåíöèè äë 
òî÷íî ñïàðåííûõ êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F è äë  êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F,
ñîäåðæàùèõ îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé G-T èëè äåëåöèþ 3 ïàð îñíîâàíèé,
ñîîòâåòñòâåííî, â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé, íàáëþäàåìîé ñ îäíèì çîíäîì ¹4
(äàííûå íå ïîêàçàíû).

Êàê ïîêàçàíî íà ôèã.5Ñ, â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2 êîìïëåêñû äöÄÍÊ-
îöÄÍÊ-F, èìåþùèå ñîäåðæàíèå GC 53% è ñîäåðæàùèå òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (SEQ ID NO:6+ çîíä ¹5) èëè îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû
îñíîâàíèé T-G (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹5), ãåíåðèðîâàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
ïîñëå 1 ÷àñà, êîòîðà  áûëà íà 68% è 20% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìîé îäíèì àíòèïàðàëëåëüíûì çîíäîì ¹5.

Ïðè èíêóáèðîâàíèè àíòèïàðàëëåëüíîãî îöÄÍÊ-F-çîíäà ¹5 (ñ ñîäåðæàíèåì GC 53%) â
òå÷åíèå 1 ÷àñà ñ 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:6) â ïðèñóòñòâèè 15
ìÌ MgCl2 è 15 ìÌ MnCl2 î÷åíü ýôôåêòèâíî îáðàçîâûâàëèñü òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûå
êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, äàþùèå 74% óìåíüøåíè  ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ
ôëóîðåñöåíöèåé, èñïóñêàåìîé îäíèì çîíäîì ¹5 (ôèã.5D). Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó
êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, êîòîðûå ñîäåðæàëè îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé
T-G (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹5), áûëè ãîðàçäî ìåíåå ñòàáèëüíûìè â ïðèñóòñòâèè 15 ìÌ MgCl2
è 15 ìÌ MnCl2, äàâà  15%-íîå óìåíüøåíèå ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ
ôëóîðåñöåíöèåé, èñïóñêàåìîé îäíèì çîíäîì ¹5, ïîñëå 1 ÷àñà èíêóáèðîâàíè  (ôèã.5D).
Ïîäîáíûì îáðàçîì êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, êîòîðûå ïðèâîäèëè ê îøèáî÷íîìó
ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé G-T (SEQ ID NO:8+ çîíä ¹5), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1
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ïàðû îñíîâàíèé Ñ-À (SEQ ID NO:10+ çîíä ¹5), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé
G-A (SEQ ID NO:11+ çîíä 5) è îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ ïîñëåäîâàòåëüíûõ 2 ïàð îñíîâàíèé
A-G è Ñ-Ò (SEQ ID NO:12+ çîíä ¹5), - âñå áûëè ìåíåå ñòàáèëüíûìè, ÷åì òî÷íî ñïàðåííûé
ÄÍÊ-êîìïëåêñ (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ïðè âçàèìîäåéñòâèè çîíäà ¹5 (èìåþùåãî
ñîäåðæàíèå GC 53%) ñ äöÄÍÊ-ìèøåíüþ SEQ ID NO:3 (èìåþùåé ñîäåðæàíèå GC 33%)
íàáëþäàëè 3% óâåëè÷åíè  ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé, ïîëó÷åííîé ñ
îäíèì çîíäîì ¹5 (ôèã.5D), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè îáðàçîâàíè  ÄÍÊ-
êîìïëåêñà. Ýòîò ðåçóëüòàò áûë îæèäàåìûì ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî ýòà êîìáèíàöè  çîíäà è
ìèøåíè ìîãëà ïðèâîäèòü ê îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 5 ïàð îñíîâàíèé.

Â öåëîì, ïðèìåðû 3, 4 è 5 ïîêàçûâàþò, ÷òî äîáàâëåíèå àãåíòîâ êîíäåíñàöèè, òàêèõ êàê
îäíîâàëåíòíûå êàòèîíû èëè äâóõâàëåíòíûå êàòèîíû (ïî îòäåëüíîñòè èëè â êîìáèíàöèè),
ñïîñîáñòâîâàëî îáðàçîâàíèþ ÄÍÊ-êîìïëåêñîâ ìåæäó äöÄÍÊ-ìèøåí ìè è ôëóîðåñöåíòíî-
ìå÷åííûìè îöÄÍÊ-çîíäàìè, èìåþùèìè ðàçèòåëüíî îòëè÷àþùååñ  ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå
GC, ÷òî îáåñïå÷èâàåò òî÷íîå è äîñòîâåðíîå ðàçëè÷åíèå (äèñêðèìèíàöèþ) ìåæäó òî÷íî
êîìïëåìåíòàðíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè è ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ñîäåðæàùèìè
ðàçëè÷íûå ìóòàöèè 1 ïàðû îñíîâàíèé.

Ïðèìåð 6
Êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ, îáðàçîâàíèå êîòîðûõ îáëåã÷àåòñ  YOYO-1, ëåãêî îáðàçóþòñ 

ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ïðåäåëàõ 5 ìèíóò àíêóáèðîâàíè  è ãåíåðèðóþò
ôëóîðåñöåíòíûå èçëó÷åíè  íà îäíîì è òîì æå óðîâíå èíòåíñèâíîñòè â òå÷åíèå ÷àñîâ.
Êîìïëåêñû, ñîäåðæàùèå îøèáî÷íûå ñïàðèâàíè  ïàð îñíîâàíèé, òàêæå èñïóñêàþò ñèãíàëû
ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûå ñîõðàí þòñ , ïîêàçûâà  îäèí è òîò æå óðîâåíü îáðàçîâàíè 
êîìïëåêñîâ íà ïðîò æåíèè âðåìåíè. Äë  èñïûòàíè  ñêîðîñòè îáðàçîâàíè , ñòàáèëüíîñòè è
ñêîðîñòè äèññîöèàöèè êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ, îáðàçîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè
êîíäåíñèðóþùèõ àãåíòîâ, òàêèõ êàê êàòèîíû, âûïîëí ëè ýêñïåðèìåíòû ñ èññëåäîâàíèåì
âðåìåííîãî õîäà ýòîãî ïðîöåññà.

Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (40 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 0,4 ïìîëü
íåäåíàòóðèðîâàííîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, 4 ïìîëü 5'-ôëóîðåñöåèí-ìå÷åííîãî îöÄÍÊ-çîíäà, 10
ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7,5 è 10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2. Ðåàêöèîííûå ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (21°Ñ) â òå÷åíèå ðàçëè÷íûõ ïåðèîäîâ âðåìåíè â äèàïàçîíå îò 1
ìèíóòû äî 2 ÷àñîâ. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  ïðîáû ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè
ëó÷îì àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà, èìåþùèì äëèíó âîëíû 488 íì, è íàáëþäàëè
ôëóîðåñöåíòíîå èçëó÷åíèå. Äîïîëíèòåëüíûå èçìåðåíè  ôëóîðåñöåíöèè âûïîëí ëè äë 
òåõ æå ñàìûõ ïðîá ïîñëå ïîñëåäóþùåãî ìíîæåñòâåííîãî ëàçåðíîãî îáëó÷åíè  â óêàçàííûõ
âðåìåííûõ òî÷êàõ (ôèã.6). Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñòðîèëè â âèäå ãðàôèêà êàê
ôóíêöèè âðåìåíè äë  êàæäîé àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

Ôëóîðåñöåíöè , èñïóñêàåìà  êîíòðîëüíûìè ïðîáàìè, ñîäåðæàùèìè 4 ïìîëü çîíäà ¹5
ïëþñ 10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2 â îòñóòñòâèå äöÄÍÊ-ìèøåíè, ðàçèòåëüíî óìåíüøàëàñü â
3 ðàçà â ïðåäåëàõ âñåãî ëèøü 5 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  (äàííûå íå ïîêàçàíû) è çàòåì
ñòîéêî ñíèæàëàñü ïðè ãîðàçäî áîëåå ìåäëåííîé ñêîðîñòè â ïðåäåëàõ ñëåäóþùèõ
íåñêîëüêèõ ÷àñîâ (ôèã.6À), Ýòîò ýôôåêò àâòîðû èçîáðåòåíè  íàçûâàþò «êàòèîííûì
ãàøåíèåì». Ýòî èíãèáèðîâàíèå ôëóîðåñöåíöèè, ñâ çàííîå ñ óâåëè÷åííûìè ïåðèîäàìè
èíêóáèðîâàíè  çîíäîâ îöÄÍÊ-F ñî ñïåöèôè÷åñêèìè êàòèîíàìè, ïðîèñõîäèëî ðóòèííûì
îáðàçîì â ïðèñóòñòâèè äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, íî íå â ïðèñóòñòâèè îäíîâàëåíòíûõ
êàòèîíîâ (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ýòî íàáëþäåíèå äåëàåò î÷åâèäíûì âàæíîñòü
èíêóáèðîâàíè  êîíòðîëüíîé ïðîáû â ýêñïåðèìåíòå ïðè òî÷íî òàêèõ æå óñëîâè õ, ïðè
êîòîðûõ âçàèìîäåéñòâóþò òåñò-ïðîáû ýêñïåðèìåíòà. Ìíîæåñòâåííûå îáëó÷åíè  ëàçåðîì
êàæäîé êîíòðîëüíîé ïðîáû îöÄÍÊ-F ïîñëå âàðüèðóþùèõñ  ïåðèîäîâ èíêóáèðîâàíè 
èíãèáèðîâàëî äàëüíåéøåå ãàøåíèå ôëóîðîôîðà, ïðèâîä  ê ïîñòî ííîìó óðîâíþ
ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå ýòîãî (ôèã.6À). Ýòîò ðåçóëüòàò áûë ñîâåðøåííî íåïîí òíûì.

Ïðè èíêóáèðîâàíèè àíòèïàðàëëåëüíîãî îöÄÍÊ-F-çîíäà ¹5 ñ 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ
äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:6) â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2 îáðàçîâàíèå
êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F áûëî î÷åâèäíûì ïîñëå 15 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  è ïðèâîäèëî ê
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óìåíüøåíèþ ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðîå áûëî íà 6% áîëåå âûñîêèì, ÷åì ïðîãðåññèâíîå
êàòèîííîå ãàøåíèå êîíòðîëüíîãî çîíäà ¹5 (ôèã.6Â). Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà â ñèëüíîé
ñòåïåíè îáíàðóæèâàëè ïîñëå 30 è 60 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  SEQ ID NO:6 ñ çîíäîì ¹5 â
ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2 ñ ãåíåðèðîâàíèåì 76% è 61% óìåíüøåíè 
ôëóîðåñöåíöèè, ñîîòâåòñòâåííî, â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé, äîñòèãàåìîé îäíèì
êàòèîííî ãàñ ùèìñ  çîíäîì 5 (ôèã.6Â). Ïîñëå 90 è 120 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  â
ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2 íå áûëî ñèãíàëîâ îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà
(ôèã.6Â). Óðîâåíü ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè , íàáëþäàåìûé ïðè 90 è 120 ìèíóòàõ,
ïðèïèñûâàëè ïîëíîñòüþ ýôôåêòó êàòèîííîãî ãàøåíè  (ñðàâíèòå ôèã.6À è 6Â).

Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó êîìïëåêñû äïÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, êîòîðûå ñîäåðæàëè îøèáî÷íîå
ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé T-G (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹5), îáðàçîâûâàëèñü ïðè áîëåå
ìåäëåííîé ñêîðîñòè è áûëè ãîðàçäî ìåíåå ñòàáèëüíûìè ïîñëå îáðàçîâàíè  â ïðèñóòñòâèè
10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2. Êîìïëåêñ ñ îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì 1 ïàðû îñíîâàíèé T-G
íàáëþäàëè ñíà÷àëà ïîñëå 30 ìèíóò èíêóáèðîâàíè , è îí, ïî-âèäèìîìó, ýëèìèíèðîâàëñ 
ïîñëå 60 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  (ôèã.6Ñ). Îï òü ýòîò çîíä áûë àíòèïàðàëëåëüíûì
êîìïëåìåíòàðíîé öåïè â äàííîì äóïëåêñå (ôèã.6Ñ).

Ìíîæåñòâåííîå ëàçåðíîå îáëó÷åíèå ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûõ êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ-
îöÄÍÊ-F (SEQ ID NO:6+ çîíä ¹5), îáðàçîâàííûõ ïîñëå 30 ìèíóò èëè 60 ìèíóò
èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2, ïðèâîäèëî ê ôëóîðåñöåíòíûì
èçëó÷åíè ì, ñîãëàñóþùèìñ  ñ äåñòðóêöèåé ýòèõ êîìïëåêñîâ ïðè ñêîðîñòè, õàðàêòåðíîé äë 
êîìïëåêñîâ ÄÍÊ, ñîäåðæàùèõ àíòèïàðàëëåëüíûé îöÄÍÊ-çîíä (ôèã.6Â). Ïðè âûïîëíåíèè
ñëåäóþùåãî èçìåðåíè  ïðè 45 ìèíóòàõ ïîñëå ëàçåðíîãî îáëó÷åíè  òî÷íî
êîìïëåìåíòàðíîãî êîìïëåêñà ïðè 30 ìèíóòàõ óðîâåíü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè áûë
1869, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î áûñòðîòå, ñ êîòîðîé ðàçðóøàåòñ  ýòîò êîìïëåêñ (äàííûå íå
ïîêàçàíû). Óðîâåíü ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ïîñëå ìíîæåñòâåííûõ ëàçåðíûõ
îáëó÷åíèé âîçâðàùàëñ  ê âåëè÷èíàì êàòèîííîãî ãàøåíè , íàáëþäàåìûì ñ èñïîëüçîâàíèåì
îäíîãî íå íàõîä ùåãîñ  â êîìïëåêñå çîíäà ¹6 â êà÷åñòâå êîíòðîë  (ñðàâ. ôèã.6À è 6Â).
Åäèíñòâåííûì èñêëþ÷åíèåì áûëè òî÷íî ñïàðåííûå êîìïëåêñû, îáðàçîâàííûå ïîñëå 15
ìèíóò èíêóáèðîâàíè  è ïåðèîäè÷åñêè îáëó÷àåìûå ïîñëå ýòîãî (ôèã.6Â). Â ýòîì ñëó÷àå
ôëóîðåñöåíòíîå èçëó÷åíèå íå ñîãëàñîâàëîñü ñ äåñòðóêöèåé ýòèõ êîìïëåêñîâ (ôèã.6Â),
äàæå õîò  äàëüíåéøåå êàòèîííîå ãàøåíèå çîíäà ¹5, ïðè ìíîæåñòâåííîì îáëó÷åíèè ïîñëå
15 ìèíóò èíêóáèðîâàíè , ïîëíîñòüþ èíãèáèðîâàëîñü (ôèã.6À). Êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F,
ñîäåðæàùèå îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé T-G (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹5), áûëè
òàêæå  âíî ðàçðóøåííûìè ìíîæåñòâåííûì ëàçåðíûì îáëó÷åíèåì (ôèã.6Ñ).

Ïðîâîäèëè ýêñïåðèìåíò äë  îïðåäåëåíè  ïðè÷èíû äåéñòâè  ìíîæåñòâåííîãî ëàçåðíîãî
îáëó÷åíè  íà ýòè êîìïëåêñû. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè ñâåæèõ êàòèîíîâ ê
ðåàêöèîííîé ñìåñè, êîòîðà  áûëà îáëó÷åíà ïðè ïîìîùè ëàçåðà äâà ðàçà, èíãèáèðîâàíèå
êàòèîííîãî ãàøåíè  ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìîé îöÄÍÊ-F-çîíäîì, íå ïðîèñõîäèò ïîñëå
äîïîëíèòåëüíîãî èíêóáèðîâàíè , ÷òî â ñèëüíîé ñòåïåíè ïðåäïîëàãàåò, ÷òî îöÄÍÊ-çîíä-F
èíàêòèâèðîâàëñ  ìíîæåñòâåííûì ëàçåðíûì îáëó÷åíèåì ïîñðåäñòâîì ïîêà åùå
íåèçâåñòíîãî ìåõàíèçìà (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ïîäîáíûì îáðàçîì ïðè äîáàâëåíèè ñâåæèõ
îöÄÍÊ-F-çîíäîâ ê ðåàêöèîííîé ñìåñè, êîòîðà  áûëà îáëó÷åíà ïðè ïîìîùè ëàçåðà äâà
ðàçà, ïîñëå íîðìàëèçàöèè â îòíîøåíèè óâåëè÷åííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ñâåæåãî
çîíäà íå íàáëþäàëè ïîñëåäóþùåãî ïðîãðåññèðóþùåãî êàòèîííîãî ãàøåíè  ïîñëå
äîïîëíèòåëüíîãî èíêóáèðîâàíè  ýòîé ðåàêöèîííîé ñìåñè, ÷òî â ñèëüíîé ñòåïåíè
ïðåäïîëàãàåò, ÷òî îáëó÷åííûå ëàçåðîì êàòèîíû áûëè êàêèì-òî îáðàçîì âûâåäåíû èç ñòðî 
(äàííûå íå ïîêàçàíû).

Ïðèìåð 7
Ïðèìåðû 1-6 ïðîäåìîíñòðèðîâàëè îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷åñêèì îáðàçîì ìåæäó äöÄÍÊ-ìèøåí ìè è îöÄÍÊ-çîíäàìè
ïðè óñèëåíèè îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ ëèáî àãåíòàìè äåêîíäåíñàöèè ÄÍÊ, òàêèìè êàê
YOYO-1, ëèáî àãåíòàìè êîíäåíñàöèè ÄÍÊ, òàêèìè êàê îäíîâàëåíòíûå èëè äâóõâàëåíòíûå
êàòèîíû. Ñëåäóþùèå ïðèìåðû èññëåäóþò ñêîðîñòü îáðàçîâàíè , ñòàáèëüíîñòü è ñêîðîñòü
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äèññîöèàöèè êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:äöÄÍÊ, îáðàçóåìûõ â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ êàòèîíîâ.
Ýòè ïðèìåðû ïîêàæóò, êàêèì îáðàçîì êàòèîí, êîíöåíòðàöè  êàæäîãî êàòèîíà è êîìáèíàöè 
ðàçëè÷íûõ êàòèîíîâ ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ âëè þò íà ñêîðîñòü îáðàçîâàíè ,
ñòàáèëüíîñòü è ñêîðîñòü äèññîöèàöèè îáðàçîâàííûõ êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:äöÄÍÊ.

Êîìïëåìåíòàðíûå ñìûñëîâûå è àíòèñìûñëîâûå 15-ìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îöÄÍÊ-
çîíäîâ ñèíòåçèðîâàëè íà ÄÍÊ-ñèíòåçàòîðå è î÷èùàëè ïðè ïîìîùè ÂÆÕ. Ýêâèìîë ðíûå
êîëè÷åñòâà êîìïëåìåíòàðíûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ íàãðåâàëè ïðè 95°Ñ â òå÷åíèå 10 ìèíóò è
äàâàëè èì îòæèãàòüñ  ïîñòåïåííî ïî ìåðå ñíèæåíè  òåìïåðàòóðû äî 21°Ñ íà ïðîò æåíèè
1,5 ÷àñîâ. äöÄÍÊ-îëèãîíóêëåîòèäû ðàñòâîð ëè â ääÍ2O ïðè êîíöåíòðàöèè 1 ïìîëü/ìêë.

Çîíä ¹7 áûë äöÄÍÊ-çîíäîì 15 ï.í. ñ ïðèñîåäèíåííîé ôëóîðåñöåèíîâîé ÷àñòüþ â
êàæäîì 5'-ïîëîæåíèè, ñêîíñòðóèðîâàííûì òàêèì îáðàçîì, ÷òî îí  âë åòñ  ïîëíîñòüþ
ãîìîëîãè÷íûì ñåãìåíòó 15 ï.í. 50-ìåðíîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ED NO:6).
Àíòèñìûñëîâà  öåïü çîíäà ¹7 áûëà èäåíòè÷íà çîíäó ¹5.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñìûñëîâîé öåïè çîíäà ¹7 áûëà:
5'-Flu-CTG ÒÑÀ ÒÑÒ CTG GTG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  àíòèñìûñëîâîé öåïè çîíäà ¹7 áûëà:
5'-Flu-CAC CAG AGA TGA CAG-3'.
Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (40 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 0,4 ïìîëü

íåäåíàòóðèðîâàííîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, 4 ïìîëü 5'-ôëóîðåñöåèí-ìå÷åíîãî äöÄÍÊ-çîíäà, 10
ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7,5, 70 ìÌ - 90 ìÌ KCl è 0 ìÌ - 20 ìÌ NaCl. Ðåàêöèîííûå ñìåñè
èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (21°Ñ) â òå÷åíèå ðàçëè÷íûõ ïåðèîäîâ âðåìåíè â
äèàïàçîíå îò 1 ìèíóòû äî 2 ÷àñîâ. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  ïðîáû ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ
êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà, èìåþùèì äëèíó âîëíû 488 íì, è
íàáëþäàëè â îòíîøåíèè ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè . Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
ñòðîèëè â âèäå ãðàôèêà êàê ôóíêöèè âðåìåíè äë  êàæäîé àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

Ôëóîðåñöåíöè , èñïóñêàåìà  êîíòðîëüíûìè ïðîáàìè, ñîäåðæàùèìè 4 ïìîëü çîíäà ¹7
ïëþñ 90 ìÌ KCl â îòñóòñòâèå äöÄÍÊ-ìèøåíè, îñòàâàëàñü îòíîñèòåëüíî ïîñòî ííîé íà
ïðîò æåíèè 120 ìèíóò èíêóáèðîâàíè , ÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî â ïðèñóòñòâèè
îäíîâàëåíòíîãî KCl íå ïðîèñõîäèëî êàòèîííîå ãàøåíèå äöÄÍÊ-F-çîíäà (ôèã.7À). Ïðè
èíêóáèðîâàíèè äöÄÍÊ-F-çîíäà ¹7 ñ 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:6)
è ìóòàíòíîé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ (SEQ ID NO:7) â ïðèñóòñòâèè 90 ìÌ KCl êîìïëåêñû äöÄÍÊ:
äöÄÍÊ-F îáðàçîâûâàëèñü ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâè õ â
ïðåäåëàõ âñåãî ëèøü 15 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  è ñîõðàí ëèñü â òå÷åíèå, ïî ìåíüøåé ìåðå,
120 ìèíóò (ôèã.7À). Ìàêñèìàëüíîå ðàçëè÷åíèå ìåæäó òî÷íî ñïàðåííûìè è èìåþùèìè
îøèáî÷íî ñïàðåííóþ 1 ïàðó îñíîâàíè  êîìïëåêñàìè äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F íàáëþäàëè ïîñëå 30
è 45 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 90 ìÌ KCl, ïðè÷åì ýòè êîìïëåêñû ãåíåðèðîâàëè
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûå áûëè íà 27% è íà 3% áîëåå íèçêèìè,
ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 30 ìèíóò è íà 34% è 15% áîëåå íèçêèìè, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 45
ìèíóò, ÷åì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìà  îäíèì çîíäîì ¹7 (ôèã.7À).

Â ïðèñóòñòâèè 70 ìÌ KCl è 20 ìÌ NaCl êîìïëåêñû äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F, ñîäåðæàùèå òî÷íî
ñïàðåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (SEQ ID NO:6+ çîíä ¹7) èëè îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1
ïàðû îñíîâàíèé (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹7), ïðîäóöèðîâàëè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè,
êîòîðûå áûëè íà 47% è íà 19% áîëåå íèçêèìè, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 30 ìèíóò è íà 35% è
14% áîëåå íèçêèìè, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 45 ìèíóò, ÷åì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè,
èñïóñêàåìà  îäíèì çîíäîì ¹7 (ôèã.7Â). Íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî êàòèîííîãî ãàøåíè 
êîíòðîëüíîé ïðîáû äöÄÍÊ-F-çîíäà ¹7 íàáëþäàëè íà ïðîò æåíèè 120 ìèíóò
èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 70 ìÌ KCl è 20 ìÌ NaCl (ôèã.7Â). Ýòî ìèíèìàëüíîå
êàòèîííîå ãàøåíèå áûëî îáóñëîâëåíî âêëþ÷åíèåì NaCl, êîòîðûé â ñëó÷àå åãî îòäåëüíîãî
ïðèñóòñòâè  âûçûâàåò ñõîäíîå ïðîãðåññèðóþùåå ãàøåíèå ôëóîðåñöåíöèè Çîíäà ¹7
(äàííûå íå ïîêàçàíû).

Ïðèñóòñòâèå 80 ìÌ KCl è 10 ìÌ NaCl ïðåèìóùåñòâåííî ñïîñîáñòâîâàëî îáðàçîâàíèþ
òî÷íî ñïàðåííîãî êîìïëåêñà äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F ìåæäó äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID
NO:6) è äöÄÍÊ-F-çîíäîì ¹7, ïðèâîä  ê óìåíüøåíèþ ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  18%,
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46% è 34% ïîñëå 30 ìèíóò, 45 ìèíóò è 60 ìèíóò èíêóáèðîâàíè , ñîîòâåòñòâåííî, â
ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé, èñïóñêàåìîé èç êîíòðîëüíîé ïðîáû çîíäà ¹7 â òåõ æå
âðåìåííûõ òî÷êàõ (ôèã.7Ñ). Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:
äöÄÍÊ-F ñ îøèáî÷íî ñïàðåííîé 1 ïàðîé îñíîâàíèé (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹7) áûëî î÷åíü
íåýôôåêòèâíûì íà ïðîò æåíèè âñåãî 120-ìèíóòíîãî èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 80 ìÌ
KCl è 10 ìÌ NaCl, êàê ïîêàçàíî íèçêèì 1%-5% óìåíüøåíèåì ôëóîðåñöåíöèè,
íàáëþäàåìûì ñ ýòèìè îøèáî÷íî ñïàðåííûìè êîìïëåêñàìè, â ñðàâíåíèè ñ
ôëóîðåñöåíöèåé, îáíàðóæèâàåìîé Çîíäîì ¹7 (ôèã.7Ñ).

Òàêèì îáðàçîì, âêëþ÷åíèå îäíîâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, òàêèõ êàê KCl è NaCl, ïðè
êîíöåíòðàöè õ, áëèçêèõ ê ôèçèîëîãè÷åñêèì, ñïîñîáñòâîâàëî îáðàçîâàíèþ ÄÍÊ-êîìïëåêñîâ
ìåæäó íåäåíàòóðèðîâàííûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè è ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åíûìè äöÄÍÊ-
çîíäàìè. Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà ïðîèñõîäèëî íà îñíîâå óçíàâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ ïàð
îñíîâàíèé ñ èçìåð åìûì è çíà÷èìî áîëüøèì êîëè÷åñòâîì îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ìåæäó
ïîëíîñòüþ ñïàðåííûìè ãîìîëîãè÷íûìè öåï ìè äóïëåêñà. Ýòà ðåàêöè  ïðîèñõîäèëà ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ïðåäåëàõ îòíîñèòåëüíî êîðîòêèõ ïåðèîäîâ èíêóáèðîâàíè  15
ìèíóò - 60 ìèíóò ïðè îòíîøåíèè çîíäà ê ìèøåíè 10:1. äöÄÍÊ-ìèøåíè è äöÄÍÊ-çîíä,
èñïîëüçóåìûå â ýòîì ïðèìåðå, áûëè ãîìîëîãè÷íûìè, èìåëè ñîäåðæàíèå GC 53% è íå
ñîäåðæàëè ãîìîïóðèíîâûõ èëè ãîìîïèðèìèäèíîâûõ ñåãìåíòîâ íà ëþáîé öåïè ÄÍÊ. Àíàëèç
äàííîãî èçîáðåòåíè  áûë ñïîñîáåí èäåíòèôèöèðîâàòü òî÷íî ñïàðåííûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äöÄÍÊ è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîäåðæàùèå ïàðó îøèáî÷íî ñïàðåííûõ
îñíîâàíèé, ñ èñïîëüçîâàíèåì äöÄÍÊ-çîíäîâ.

Ïðèìåð 8
Àíàëèçû, âûïîëíåííûå â ïðèìåðå 7, îáëåã÷àëèñü äîáàâëåíèåì îäíîâàëåíòíûõ êàòèîíîâ

â ðåàêöèîííûõ ñìåñ õ. Ýòîò ïðèìåð áóäåò äåìîíñòðèðîâàòü ñêîðîñòü îáðàçîâàíè ,
ñòàáèëüíîñòü è ñêîðîñòü äèññîöèàöèè êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:äöÄÍÊ, îáðàçóåìûõ â ïðèñóòñòâèè
äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Óñëîâè  ðåàêöèè áûëè èäåíòè÷íû óñëîâè ì, îïèñàííûì â
ïðèìåðå 7, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî KCl è NaCl çàìåí ëè 30 ìÌ - 40 ìÌ êàæäûì èç MgCl2
è MnCl2.

Êîíòðîëüíà  ïðîáà äöÄÍÊ-F-çîíäà ¹7 îáíàðóæèâàëà ïðîãðåññèðóþùåå óìåíüøåíèå
ôëóîðåñöåíöèè ñ óâåëè÷åíèåì âðåìåíè èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 20 ìÌ MgCl2 è 30
ìÌ MnCl2 (ôèã.8À) èëè 40 ìÌ MgCl2 è 40 ìÌ MnCl2 (ôèã.8Â). Ýòî êàòèîííîå ãàøåíèå áûëî
ñõîäíûì ñ êàòèîííûì ãàøåíèåì, íàáëþäàåìûì ñ îöÄÍÊ-F-çîíäîì ¹5 â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ
MgCl2 è 10 ìÌ MnCl2 (ôèã.6À).

Ïðè èíêóáèðîâàíèè äöÄÍÊ-F-çîíäà ¹7 ñ 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ
ID NO:6) â ïðèñóòñòâèè 30 ìÌ MgCl2 è 30 ìÌ MnCl2 îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F
áûëî î÷åâèäíûì ïîñëå 60 ìèíóò èíêóáèðîâàíè , ïðèâîä ùèì ê óìåíüøåíèþ
ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðîå áûëî íà 13% áîëåå âûñîêèì, ÷åì ïðîãðåññèðóþùåå êàòèîííîå
ãàøåíèå êîíòðîëüíîãî çîíäà ¹7 (ôèã.8À). Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà áûëî âûñîêèì ïîñëå 75
ìèíóò èíêóáèðîâàíè  SEQ ID NO:6 ñ çîíäîì ¹7 â ïðèñóòñòâèè 30 ìÌ MgCl2 è 30 ìÌ
MnCl2, ãåíåðèðóþùèì 81% óìåíüøåíèå ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé,
ïîëó÷àåìîé îäíèì êàòèîííî ãàñ ùèìñ  çîíäîì ¹7 (ôèã.8À). Êîìïëåêñû äöÄÍÊ:äöÄÍÊ,
êîòîðûå ñîäåðæàëè îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹7),
òàêæå îáðàçîâûâàëèñü ïîñëå 60 ìèíóò è 75 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 30 ìÌ
MgCl2 è 30 ìÌ MnCl2, ãåíåðèðó  16% è 30% óìåíüøåíè  ôëóîðåñöåíöèè, ñîîòâåòñòâåííî, â
ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé, ïîëó÷àåìîé ñ èñïîëüçîâàíèåì îäíîãî êàòèîííî ãàñ ùåãîñ 
çîíäà ¹7 (ôèã.8À). Ïîñëå 90 è 120 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 30 ìÌ MgCl2 è 30
ìÌ MnCl2 íå íàáëþäàëè ñèãíàëîâ îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà (ôèã.8À). Ïîñëå 90 ìèíóò
óðîâåíü íàáëþäàåìîé ôëóîðåñöåíöèè áûë ïîëíîñòüþ îòíåñåí íà ñ÷åò ýôôåêòà êàòèîííîãî
ãàøåíè  (ôèã.8À).

Â ïðèñóòñòâèè 40 ìÌ MgCl2 è 40 ìÌ MnCl2 êîìïëåêñû äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F, ñîäåðæàùèå
òî÷íî ñïàðåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (SEQ ID NO:6+ çîíä ¹7) èëè îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå
1 ïàðû îñíîâàíèé (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹7), äàâàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðà 
áûëà íà 17% áîëåå íèçêîé è íà 4% áîëåå âûñîêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 60 ìèíóò, íà
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36% è 22% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 75 ìèíóò è íà 57% áîëåå íèçêîé è íà
0,2% áîëåå âûñîêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 90 ìèíóò, ÷åì ôëóîðåñöåíöè , èñïóñêàåìà 
îäíèì êàòèîííî ãàñ ùèìñ  çîíäîì ¹7 (ôèã.8Â). Ïîñëå 120 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  â
ïðèñóòñòâèè 40 ìÌ MgCl2 è 40 ìÌ MnCl2 íå íàáëþäàëè ñèãíàëîâ îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà
(ôèã.8Â).

Äîáàâëåíèå äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, òàêèõ êàê MgCl2 è MnCl2, îáëåã÷àëî îáðàçîâàíèå
ÄÍÊ-êîìïëåêñà ìåæäó íåäåíàòóðèðîâàííûìè äöÖÍÊ-ìèøåí ìè è ôëóîðåñöåíòíî-
ìå÷åíûìè äöÄÍÊ-çîíäàìè äë  îáåñïå÷åíè  âîçìîæíîñòè òî÷íîãî ðàçëè÷åíè  ìåæäó òî÷íî
ñïàðåííûìè ãîìîëîãè÷íûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè è ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè,
ñîäåðæàùèìè ìóòàöèè 1 ïàðû îñíîâàíèé. Ïðèáëèçèòåëüíî äâîéíà  êîíöåíòðàöè  êàê
MgCl2, òàê è MnCl2 òðåáîâàëàñü äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:äöÄÍÊ â ñðàâíåíèè ñ
êîíöåíòðàöèåé, òðåáóåìîé äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ. Ñêîðîñòü
îáðàçîâàíè  êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:äöÄÍÊ áûëà áîëåå ìåäëåííîé â ïðèñóòñòâèè
äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, ÷åì â ïðèñóòñòâèè îäíîâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Ïîñëå îáðàçîâàíè 
èíäóöèðîâàííûå äâóõâàëåíòíûìè êàòèîíàìè êîìïëåêñû äöÄÍÊ:äöÄÍÊ  âë þòñ , ïî-
âèäèìîìó, ñòàáèëüíûìè íà ïðîò æåíèè áîëåå êîðîòêîãî ïåðèîäà âðåìåíè.

Ïðèìåð 9
Çàòåì èñïûòûâàëè ñêîðîñòü îáðàçîâàíè , ñòàáèëüíîñòü è ñêîðîñòü äèññîöèàöèè

êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:äöÄÍÊ, îáðàçîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè îäíîâàëåíòíûõ è äâóõâàëåíòíûõ
êàòèîíîâ. Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (40 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 0,4 ïìîëü
íåäåíàòóðèðîâàííîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, 4 ïìîëü 5'-ôëóîðåñöåèí-ìå÷åíîãî äöÄÍÊ-çîíäà, 10
ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7,5, 60 ìÌ - 80 ìÌ KCl, 10 ìÌ - 20 ìÌ NaCl, 30 ìÌ MgCl2 è 30 ìÌ MnCl2.
Ðåàêöèîííûå ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (21°Ñ) â òå÷åíèå ðàçëè÷íûõ
ïåðèîäîâ âðåìåíè â äèàïàçîíå îò 1 ìèíóòû äî 150 ìèíóò. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  ïðîáû
ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà, èìåþùèì
äëèíó âîëíû 488 íì, è íàáëþäàëè â îòíîøåíèè ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè .
Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñòðîèëè â âèäå ãðàôèêà êàê ôóíêöèè âðåìåíè äë  êàæäîé
àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

Ïðèñóòñòâèå ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé KCl è NaCl âìåñòå ñ 30 ìÌ MgCl2 è 30 ìÌ MnCl2
ïðèâîäèëî ê êàòèîííîìó ãàøåíèþ ôëóîðåñöåíöèè êîíòðîëüíîãî äöÄÍÊ-F-çîíäà ¹7 (ôèã.9),
êîòîðîå áûëî î÷åíü ïîõîæèì íà êàòèîííîå ãàøåíèå, íàáëþäàåìîå â ïðèñóòñòâèè òîëüêî
äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ (ôèã.8). Ïî-âèäèìîìó, âêëþ÷åíèå îäíîâàëåíòíûõ êàòèîíîâ íå
âëè åò íà êàòèîííîå ãàøåíèå äöÄÍÊ-çîíäà äâóõâàëåíòíûìè êàòèîíàìè.

Ïðè èíêóáèðîâàíèè äöÄÍÊ-F-çîíäà ¹7 ñ 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ
ID NO:6) è ìóòàíòíîé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ (SEQ ID NO:7) â ïðèñóòñòâèè 60 ìÌ KCl, 20 ìÌ NaCl,
30 ìÌ MgCl2 è 30 ìÌ MnCl2 êîìïëåêñû äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F îáðàçîâûâàëèñü ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâè õ â ïðåäåëàõ âñåãî ëèøü 15 ìèíóò
èíêóáèðîâàíè  è ñîõðàí ëèñü â òå÷åíèå, ïî ìåíüøåé ìåðå, 120 ìèíóò (ôèã.9À).
Ìàêñèìàëüíîå ðàçëè÷åíèå ìåæäó òî÷íî ñïàðåííûìè è èìåþùèìè îøèáî÷íî ñïàðåííóþ 1
ïàðó îñíîâàíèé êîìïëåêñàìè äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F íàáëþäàëè ïîñëå 30, 45 è 150 ìèíóò
èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 90 ìÌ KCl, ïðè÷åì ýòè êîìïëåêñû ãåíåðèðîâàëè
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðà  áûëà íà 43% è íà 16% áîëåå íèçêîé,
ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 30 ìèíóò, íà 38% è 16% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 45
ìèíóò è íà 65% è 1% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 150 ìèíóò, ÷åì èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìà  îäíèì êàòèîííî ãàñ ùèìñ  Çîíäîì ¹7 (ôèã.9À).

Â ïðèñóòñòâèè 70 ìÌ KCl, 20 ìÌ NaCl, 30 ìÌ MgCl2 è 30 ìÌ MnCl2 êîìïëåêñû äöÄÍÊ:
äöÄÍÊ-F, ñîäåðæàùèå òî÷íî ñïàðåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (SEQ ID NO:6+ çîíä ¹7) èëè
îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹7), ïðîäóöèðîâàëè
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðà  áûëà íà 17% è 11% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî,
ïîñëå 60 ìèíóò, íà 48% è 11% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 75 ìèíóò è íà 22% è
3% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 90 ìèíóò è íà 34% è 2% áîëåå íèçêîé,
ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 120 ìèíóò, ÷åì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìà  îäíèì
êàòèîííî ãàñ ùèìñ  çîíäîì ¹7 (ôèã.9Â).
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Ïðèñóòñòâèå 80 ìÌ KCl, 10 ìÌ NaCl, 30 ìÌ MgCl2 è 30 ìÌ MnCl2 ñïîñîáñòâîâàëî
ïðåèìóùåñòâåííî îáðàçîâàíèþ òî÷íî ñïàðåííîãî êîìïëåêñà äöÄÍÊ-äöÄÍÊ ìåæäó äöÄÍÊ-
ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:6) è äöÄÍÊ-F-çîíäîì ¹7 ïîñëå 30 ìèíóò - 120 ìèíóò
èíêóáèðîâàíè . Òî÷íî ñïàðåííûå êîìïëåêñû äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F ãåíåðèðîâàëè óìåíüøåíèå
ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  27%, 43%, 29% è 52% ïîñëå 60 ìèíóò, 75 ìèíóò, 90 ìèíóò è
120 ìèíóò èíêóáèðîâàíè , ñîîòâåòñòâåííî, â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé, èñïóñêàåìîé
ïðîáîé êàòèîííî ãàñ ùåãîñ  çîíäà ¹7, â òåõ æå ñàìûõ âðåìåííûõ òî÷êàõ (ôèã.9Ñ). Â
ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F, êîòîðûå ñîäåðæàëè
îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹7), áûëî î÷åíü
íåýôôåêòèâíûì ïîñëå 45 ìèíóò - 90 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 80 ìÌ KCl, 10 ìÌ
NaCl, 30 ìÌ MgCl2 è 30 ìÌ MnCl2, êàê ïîêàçàíî íèçêèì 2%-3% óìåíüøåíèåì
ôëóîðåñöåíöèè, íàáëþäàåìîé ñ ýòèìè îøèáî÷íî ñïàðåííûìè êîìïëåêñàìè, â ñðàâíåíèè ñ
ôëóîðåñöåíöèåé, îáíàðóæèâàåìîé ñ êàòèîííî ãàñ ùèìñ  çîíäîì ¹7 (ôèã.9Ñ).
Ìèíèìàëüíîå îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F ñ îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì 1 ïàðû
îñíîâàíèé ïðîèñõîäèëî ïîñëå 120 ìèíóò èíêóáèðîâàíè , ïðèâîä  ê 14% óìåíüøåíèþ
ôëóîðåñöåíöèè â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé, èñïóñêàåìîé êàòèîííî ãàñ ùèìñ  çîíäîì
¹7.

Ïðèñóòñòâèå êàê îäíîâàëåíòíûõ, òàê è äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ ñïîñîáñòâîâàëî
îáðàçîâàíèþ êîìïëåêñà äöÄÍÊ:äöÄÍÊ ïðè áîëåå áûñòðîé ñêîðîñòè, ÷åì ïðèñóòñòâèå
òîëüêî äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Ïîñëå îáðàçîâàíè  êîìïëåêñû, ñòèìóëèðîâàííûå îáîèìè
òèïàìè êàòèîíîâ, ñîõðàí ëèñü â òå÷åíèå áîëåå ïðîäîëæèòåëüíîãî âðåìåíè, ÷åì
êîìïëåêñû, ñòèìóëèðîâàííûå ëèáî îäíîâàëåíòíûìè, ëèáî äâóõâàëåíòíûìè êàòèîíàìè ïî
îòäåëüíîñòè. Ìàêñèìàëüíîå ðàçëè÷åíèå ìåæäó òî÷íî ñïàðåííûìè è èìåþùèìè îøèáî÷íî
ñïàðåííóþ 1 ïàðó îñíîâàíèé êîìïëåêñàìè äöÄÍÊ:äöÄÍÊ-F íàáëþäàëè â òå÷åíèå áîëåå
ïðîäîëæèòåëüíîãî èíòåðâàëà âðåìåíè â ïðèñóòñòâèè êàê îäíîâàëåíòíûõ, òàê è
äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ. Òàêèì îáðàçîì, ôèçèîëîãè÷åñêèå êîíöåíòðàöèè KCl, NaCl è MgCl2
ïðåèìóùåñòâåííî îáëåã÷àëè îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà ìåæäó ïîëíîñòüþ ñïàðåííûìè
ãîìîëîãè÷íûìè äóïëåêñíûìè öåï ìè íà îñíîâå óçíàâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ ïàð îñíîâàíèé.

Ïðèìåð 10
Ïðèìåðû 3-6 ïðîäåìîíñòðèðîâàëè îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ-îöÄÍÊ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñïåöèôè÷åñêèì îáðàçîì ìåæäó äöÄÍÊ-ìèøåí ìè è îö-ÄÍÊ-çîíäàìè,
îáëåã÷àåìîå àãåíòàìè êîíäåíñàöèè ÄÍÊ, òàêèìè êàê îäíîâàëåíòíûå èëè äâóõâàëåíòíûå
êàòèîíû. Ñëåäóþùèé ïðèìåð ïîêàçûâàåò èñïûòàíèå ñêîðîñòè îáðàçîâàíè , ñòàáèëüíîñòè è
ñêîðîñòè äèññîöèàöèè êîìïëåêñîâ äöÄÍÊ-îöÄÍÊ, îáðàçîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè
ïîëèâàëåíòíîãî êàòèîíà, ñïåðìèäèíà (èìåþùåãî çàð ä +3), êîòîðûé òàêæå ñïîñîáåí
êîíäåíñèðîâàòü ÄÍÊ.

Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (40 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 0,2 ïìîëü
íåäåíàòóðèðîâàííîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, 2 ïìîëü 5'-ôëóîðåñöåèí-ìå÷åíîãî îöÄÍÊ-çîíäà, 10
ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7,5 è 1 ìÌ ñïåðìèäèí. Ðåàêöèîííûå ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå (21°Ñ) â òå÷åíèå ðàçëè÷íûõ ïåðèîäîâ âðåìåíè â äèàïàçîíå îò 1 ìèíóòû äî 2
÷àñîâ. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  ïðîáû ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì
àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà, èìåþùèì äëèíó âîëíû 488 íì, è íàáëþäàëè â îòíîøåíèè
ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè . Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñòðîèëè â âèäå ãðàôèêà êàê
ôóíêöèè âðåìåíè äë  êàæäîé àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

Êîíòðîëüíûé îöÄÍÊ-F-çîíä ¹5 îáíàðóæèâàë ïðîãðåññèðóþùåå óìåíüøåíèå
ôëóîðåñöåíöèè ñ óâåëè÷åíèåì âðåìåíè èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ ñïåðìèäèíà
(ôèã.10). Ýòî êàòèîííîå ãàøåíèå íå áûëî òàêèì ñèëüíî âûðàæåííûì, êàê ãàøåíèå,
íàáëþäàåìîå ïðè èíêóáèðîâàíèè òîãî æå ñàìîãî çîíäà â ïðèñóòñòâèè 10 ìÌ MgCl2 è 10
ìÌ MnCl2, îñîáåííî â ïðåäåëàõ ïåðâûõ 5 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  (ôèã.6À).

Îáðàçîâàíèå òî÷íî êîìïëåìåíòàðíîãî êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F ìåæäó äöÄÍÊ-
ìèøåíüþ (SEQ ID NO:6) è îöÄÍÊ-F-çîíäîì ¹5 íàáëþäàëè ïîñëå âñåãî ëèøü 15 è 30 ìèíóò
èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ ñïåðìèäèíà, ïðè÷åì ýòîò êîìïëåêñ ãåíåðèðîâàë 11% è
20% óìåíüøåíè  ôëóîðåñöåíöèè, ñîîòâåòñòâåííî, â ñðàâíåíèè ñ ôëóîðåñöåíöèåé,
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ïîëó÷àåìîé ñ èñïîëüçîâàíèåì îäíîãî êàòèîííî ãàñ ùåãîñ  çîíäà ¹5 (ôèã.10). Ïîñëå 45
ìèíóò èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ ñïåðìèäèíà ñèãíàëû ïîêàçûâàëè ìèíèìàëüíîå
îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà.

Âêëþ÷åíèå 1 ìÌ ñïåðìèäèíà áûëî êðàéíå íåáëàãîïðè òíûì äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà
äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F, êîòîðûé ñîäåðæàë îøèáî÷íîå ñïàðèâàíèå 1 ïàðû îñíîâàíèé (SEQ ID NO:
7+ çîíä ¹5), êàê ïîêàçàíî óâåëè÷åííîé ôëóîðåñöåíöèåé íà 11% è 7% â ñðàâíåíèè ñ
ôëóîðåñöåíöèåé, íàáëþäàåìîé ñ èñïîëüçîâàíèåì êàòèîííî ãàñ ùåãîñ  çîíäà ¹5 ïîñëå 15
ìèíóò è 30 ìèíóò èíêóáèðîâàíè , ñîîòâåòñòâåííî (ôèã.10). Ìèíèìàëüíîå îáðàçîâàíèå
êîìïëåêñà, âêëþ÷àþùåãî â ñåá  íå ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
îáíàðóæèâàëè òîëüêî ïîñëå 75 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ ñïåðìèäèíà, è îíî
èñ÷åçàëî ïðè 120 ìèíóòàõ.

Äîáàâëåíèå êîíäåíñèðóþùåãî ÄÍÊ àãåíòà, ñïåðìèäèíà, îáëåã÷àëî áûñòðîå îáðàçîâàíèå
êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ ìåæäó òî÷íî ñïàðåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, ÷òî ïîçâîë ëî
ðàçëè÷àòü òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ñîäåðæàùèå ìóòàöèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé.

Ïðèìåð 11
Ìíîãî÷èñëåííûå ðàçëè÷íûå àãåíòû, íàð äó ñ êàòèîíàìè, ñïîñîáíû êîíäåíñèðîâàòü

äöÄÍÊ. Ïðèìåð 11 äåìîíñòðèðóåò ñêîðîñòü îáðàçîâàíè , ñòàáèëüíîñòü è ñêîðîñòü
äèññîöèàöèè êîìïëåêñîâ äöÖÍÊ:îöÄÍÊ, îáðàçóåìûõ â ïðèñóòñòâèè ýòàíîëà, àãåíòà äðóãîãî
òèïà êîíäåíñàöèè ÄÍÊ.

Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (40 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 0,2 ïìîëü
íåäåíàòóðèðîâàííîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, 2 ïìîëü 5'-ôëóîðåñöåèí-ìå÷åíîãî îöÄÍÊ-çîíäà, 10
ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7,5 è 10% ýòàíîë. Ðåàêöèîííûå ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå (21°Ñ) â òå÷åíèå ðàçëè÷íûõ ïåðèîäîâ âðåìåíè â äèàïàçîíå îò 1 ìèíóòû äî 90
ìèíóò. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  ïðîáû ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì
àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà, èìåþùèì äëèíó âîëíû 488 íì, è íàáëþäàëè ôëóîðåñöåíòíîå
èçëó÷åíèå. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñòðîèëè â âèäå ãðàôèêà êàê ôóíêöèè âðåìåíè
äë  êàæäîé àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

Â îòëè÷èå îò äâóõâàëåíòíûõ èëè ïîëèâàëåíòíûõ êàòèîíîâ äîáàâëåíèå 10% ýòàíîëà íå
ïðèâîäèëî ê ãàøåíèþ ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìîé êîíòðîëüíûì îöÄÍÊ-F-çîíäîì ¹5, à
ôàêòè÷åñêè âûçûâàëî íåáîëüøîå óâåëè÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè ýòîãî çîíäó íà ïðîò æåíèè
âðåìåíè (ôèã.11).

Ïðèñóòñòâèå 10% ýòàíîëà ïðåèìóùåñòâåííî ñïîñîáñòâîâàëî îáðàçîâàíèþ òî÷íî
êîìïëåìåíòàðíîãî êîìïëåêñà äöÄÍÊ-îöÄÍÊ-F ìåæäó äöÄÍÊ-ìèøåíüþ äèêîãî òèïà (SEQ ID
NO:6) è îöÄÍÊ-F-çîíäîì ¹5 ïîñëå 15 ìèíóò - 60 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  (ôèã.11). Â
ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F ñ îøèáî÷íûì
ñïàðèâàíèåì 1 ïàðû îñíîâàíèé T-G (SEQ ID NO:7+ çîíä ¹5) áûëî î÷åíü íåýôôåêòèâíûì
âî âðåì  ýòîãî ïåðèîäà èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 10% ýòàíîëà. Èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè, ïðîäóöèðóåìîé òî÷íî ñïàðåííûìè êîìïëåêñàìè è êîìïëåêñàìè ñ
îøèáî÷íûì ñïàðèâàíèåì 1 ïàðû îñíîâàíèé, áûëà íà 11% è 2% áîëåå íèçêîé,
ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 15 ìèíóò, íà 12% è 1% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 30
ìèíóò, íà 25% è 2% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 45 ìèíóò è íà 13% è 7% áîëåå
íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ïîñëå 60 ìèíóò, ÷åì ôëóîðåñöåíöè , èñïóñêàåìà  êîíòðîëüíûì
çîíäîì ¹5 (ôèã.11). Íå íàáëþäàëè çíà÷èìîãî îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà äöÄÍÊ:îöÄÍÊ-F
ïîñëå 75 ìèíóò èíêóáèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè 10% ýòàíîëà.

Äîáàâëåíèå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ýòàíîëà îáëåã÷àëî îáðàçîâàíèå ÄÍÊ-êîìïëåêñîâ
ìåæäó íåäåíàòóðèðîâàííûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè è ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åíûìè äöÄÍÊ-
çîíäàìè, ÷òî ïîçâîë åò ðàçëè÷àòü òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîäåðæàùèå ìóòàöèþ îäíîé ïàðû îñíîâàíèé.

Ïðèìåð 12
Ïðèìåð 12 äåìîíñòðèðóåò, ÷òî àíàëèç äàííîãî èçîáðåòåíè  ìîæåò ðàçëè÷àòü òî÷íî

êîìïëåìåíòàðíûå êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ è êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ, ñîäåðæàùèå ëþáîé
òèï âîçìîæíîãî îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  1 ïàðû îñíîâàíèé, â ïðèñóòñòâèè êàòèîííîãî
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èíòåðêàë òîðà ÄÍÊ YOYO-1.
Êîìïëåìåíòàðíûå ñìûñëîâûå è àíòèñìûñëîâûå 15-ìåðíûå îöÄÍÊ-çîíäû

ñèíòåçèðîâàëè íà ÄÍÊ-ñèíòåçàòîðå, î÷èùàëè ïðè ïîìîùè ÂÆÕ è ðàñòâîð ëè â ääÍ2O ïðè
êîíöåíòðàöèè 1 ïìîëü/ìêë. Çîíä ¹1 áûë 15-ìåðíûì îöÄÍÊ-çîíäîì, ñêîíñòðóèðîâàííûì
òàêèì îáðàçîì, ÷òî îí  âë åòñ  ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûì 15-íóêëåîòèäíîìó ñåãìåíòó
ñìûñëîâîé öåïè 50-ìåðíîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1), îõâàòûâàþùåìó
ïîëîæåíè  àìèíîêèñëîò 505-510 [Nature 380, 207 (1996)]. Õèðàëüíîñòü ýòîãî çîíäà áûëà
ïðîòèâîïîëîæíîé èëè àíòèïàðàëëåëüíîé õèðàëüíîñòè ñìûñëîâîé öåïè â ýòîé ìèøåíè.
Ìóòàíòíûå çîíäû (çîíä ¹8 - çîíä ¹16) áûëè èäåíòè÷íû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäà ¹1, çà
èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè 1 îñíîâàíè  (ïîä÷åðêíóòîé).

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹1 áûëà:
5'-ÑÀÑ ÑÀÀ AGA TGA ÒÀÒ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹8 áûëà:
5'-ÑÀÑ ÑÀÀ AGA AGA ÒÀÒ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹9 áûëà:
5'-ÑÀÑ GAA AGA TGA ÒÀÒ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹10 áûëà:
5'-ÑÀÑ CÀÀ ÀÑÀ TGA ÒÀÒ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹11 áûëà:
5'-ÑÀÑ CAT AGA TGA ÒÀÒ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹12 áûëà:
5'-ÑÀÑ CAG AGA TGA ÒÀÒ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹13 áûëà:
5'-ÑÀÑ ÑÀÑ AGA TGA ÒÀÒ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹14 áûëà:
5'-ÑÀÑ ÑÀÀ AGA CGA ÒÀÒ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹15 áûëà:
5'-ÑÀÑ ÑÀÀ ÀÀÀ TGA ÒÀÒ-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹16 áûëà:
5'-ÑÀÑ ÀÀÀ AGA TGA ÒÀÒ-3'.
Çîíä ¹17 áûë 15-ìåðíûì îöÄÍÊ-çîíäîì, ñêîíñòðóèðîâàííûì òàêèì îáðàçîì, ÷òî îí

 âë åòñ  ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûì 15-íóêëåîòèäíîìó ñåãìåíòó àíòèñìûñëîâîé öåïè
50-ìåðíîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1), îõâàòûâàþùåìó ïîëîæåíè 
àìèíîêèñëîò 505-510 [Nature 380, 207 (1996)]. Õèðàëüíîñòü ýòîãî çîíäà áûëà
ïðîòèâîïîëîæíîé èëè àíòèïàðàëëåëüíîé õèðàëüíîñòè àíòèñìûñëîâîé öåïè â ýòîé ìèøåíè.
Ìóòàíòíûå çîíäû (çîíä ¹18 - çîíä ¹26) áûëè èäåíòè÷íû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäà ¹17,
çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè 1 îñíîâàíè  (ïîä÷åðêíóòîé).

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹17 áûëà:
5'-ÀÒÀ ÒÑÀ ÒÑÒ TTG GTG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹18 áûëà:
5'-ÀÒÀ ÒÑÒ ÒÑÒ TTG GTG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹19 áûëà:
5'-ÀÒÀ ÒÑÀ ÒÑÒ ÒÒÑ GTG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹20 áûëà:
5'-ÀÒÀ ÒÑÀ TGT TTG GTG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹21 áûëà.
5'-ÀÒÀ ÒÑÀ ÒÑÒ ATG GTG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹22 áûëà
5'-ÀÒÀ ÒÑÀ ÒÑÒ TTG CTG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹23 áûëà:
5'-ÀÒÀ ÒÑÀ ÒÑÒ GTG GTG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹24 áûëà:
5'-ÀÒÀ TCG ÒÑÒ TTG GTG-3'.
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Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹25 áûëà:
5'-ÀÒÀ ÒÑÀ ÒÒÒ TTG GTG-3'.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  çîíäà ¹17 áûëà:
5'-ÀÒÀ ÒÑÀ ÒÑÒ ÒÒÒ GTG-3'.
Ãèáðèäèçàöèîííà  ðåàêöèîííà  ñìåñü (40 ìêë) ñîäåðæàëà ñëåäóþùåå: 2 ïìîëü äöÄÍÊ-

ìèøåíè, 2 ïìîëü 5'-ôëóîðåñöåèí-ìå÷åíîãî îöÄÍÊ-çîíäà, 0,5×ÒÂÅ è 500 íÌ èíòåðêàë òîð
ÄÍÊ YOYO-1. Ðåàêöèîííûå ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (21°Ñ) â
òå÷åíèå 5 ìèíóò áåç ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè äöÄÍÊ-ìèøåíåé. Ïðîáû ïîìåùàëè â
êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì àðãîíîâîãî èîííîãî ëàçåðà, èìåþùèì äëèíó âîëíû 488
íì, è íàáëþäàëè â îòíîøåíèè ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè . Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
ñòðîèëè â âèäå ãðàôèêà êàê ôóíêöèè äëèíû âîëíû äë  êàæäîé àíàëèçèðóåìîé ïðîáû.

50-ìåðíà  íåäåíàòóðèðîâàííà  äöÄÍÊ-ìèøåíü äèêîãî òèïà âçàèìîäåéñòâîâàëà ñ 15-
ìåðíûì àíòèñìûñëîâûì îöÄÍÊ-çîíäîì ¹1 è ðàçëè÷íûìè 15-ìåðíûìè àíòèñìûñëîâûìè
îöÄÍÊ-çîíäàìè ñ 1 ìóòèðîâàííûì îñíîâàíèåì (çîíä ¹8 - çîíä ¹16), êîòîðûå ìîãëè áû
ãåíåðèðîâàòü ëþáîé òèï âîçìîæíîãî îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  1 ïàðû îñíîâàíèé. Êàê è
îæèäàëîñü, íàèâûñøèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ãåíåðèðîâàëèñü
êîìïëåêñàìè äöÄÍÊ:îöÄÍÊ, ñîñòî ùèìè èç òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
(SEQ ED NO:1+ çîíä ¹1) (ôèãóðû 12À è 12Â). Êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ, êîòîðûå
ïðèâîäèëè ê îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé À-À (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹8),
îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ îäíîé ïàðû îñíîâàíèé G-G (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹9), îøèáî÷íîìó
ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé Ñ-Ñ (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹10), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1
ïàðû îñíîâàíèé Ò-Ò (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹11), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé
T-G (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹12), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé Ò-Ñ (SEQ ID NO:
1+ çîíä ¹13), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé À-Ñ (SEQ IDNO:1+ çîíä ¹14),
îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé Ñ-À (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹15) è îøèáî÷íîìó
ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé G-A (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹16), ïðîèçâîäèëè èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè , êîòîðà  áûëà íà 63%, 66%, 50%, 47%, 49%, 79%, 57%, 51% è
71% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìîé òî÷íî
ñïàðåííûìè êîìïëåêñàìè äöÄÍÊ:îöÄÍÊ (ôèãóðû 12À è 12Â).

Àíàëèç òðîéíîé öåïè îöåíèâàëè òàêæå ðåàêöèåé 50-ìåðíîé íåäåíàòóðèðîâàííîé äöÄÍÊ-
ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID NO:1) ñ 15-ìåðíûì ñìûñëîâûì îöÄÍÊ-çîíäîì ¹17 äèêîãî
òèïà è ðàçëè÷íûìè 15-ìåðíûìè ñìûñëîâûìè îöÄÍÊ-çîíäàìè ñ 1 ìóòèðîâàííûì
îñíîâàíèåì (çîíä ¹18 - çîíä ¹26), êîòîðûå ìîãëè áû ãåíåðèðîâàòü ëþáîé òèï âîçìîæíîãî
îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  1 ïàðû îñíîâàíèé. Òî÷íî êîìïëåìåíòàðíûå òðåõöåïî÷å÷íûå
êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹17), ñîäåðæàùèå çîíä ñìûñëîâîé öåïè
(ôèãóðû 12Ñ è 12D), îáðàçîâûâàëèñü ñî ñõîäíîé ýôôåêòèâíîñòüþ â ñðàâíåíèè ñ òî÷íî
êîìïëåìåíòàðíûìè òðåõöåïî÷å÷íûìè êîìïëåêñàìè (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹1), ñîäåðæàùèìè
çîíä àíòèñìûñëîâîé öåïè (ôèãóðû 12À è 12Â). Êîìïëåêñû äöÄÍÊ:îöÄÍÊ, êîòîðûå
ïðèâîäèëè ê îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé Ò-Ò (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹18),
îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé Ñ-Ñ (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹19), îøèáî÷íîìó
ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé G-G (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹20), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1
ïàðû îñíîâàíèé À-À (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹21), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé
Ñ-À (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹22), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé G-A (SEQ ID NO:
1+ çîíä ¹23), îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé G-T (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹24),
îøèáî÷íîìó ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé T-G (SEQ ID NO:1+ çîíä ¹25) è îøèáî÷íîìó
ñïàðèâàíèþ 1 ïàðû îñíîâàíèé Ò-Ñ (SEQ ID NO:1 +çîíä ¹26), ïðîèçâîäèëè èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöå òíîãî èçëó÷åíè , êîòîðà  áûëà íà 63%, 67%, 76%, 59%, 54%, 57%, 59%, 56% è
82% áîëåå íèçêîé, ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, èñïóñêàåìîé òî÷íî
ñïàðåííûìè êîìïëåêñàìè äöÄÍÊ:îöÄÍÊ (ôèãóðû 12Ñ è 12D).

Âàðèàáåëüíîñòü â èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè , íàáëþäàåìà  ìåæäó
ðàçëè÷íûìè îøèáî÷íûìè ñïàðèâàíè ìè 1 ïàðû îñíîâàíèé, çàâèñåëà â áîëüøåé ñòåïåíè îò
îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè  êîíêðåòíîé ïàðû îñíîâàíèé, ÷åì îò ïðîöåíòíîãî ñîäåðæàíè  GC
ìóòàíòíûõ òðåõöåïî÷å÷íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (ôèã.12). Ðåçóëüòàòû ôèã.12 ïîäòâåðäèëè
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äîñòîâåðíîñòü àíàëèçà òðîéíîé öåïè äë  èäåíòèôèêàöèè âñåõ âîçìîæíûõ îøèáî÷íûõ
ñïàðèâàíèé 1 ïàðû îñíîâàíèé ñ áîëüøîé òî÷íîñòüþ ïðè âçàèìîäåéñòâèè àíòèñìûñëîâûõ
èëè ñìûñëîâûõ îöÄÍÊ-çîíäîâ ñ íåäåíàòóðèðîâàííûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè â ïðèñóòñòâèè
àãåíòà äåêîíäåíñàöèè ÄÍÊ YOYO-1.

Õîò  äàííîå èçîáðåòåíèå áûëî îïèñàíî ïîäðîáíî ñî ññûëêîé íà åãî õàðàêòåðíûå
ïðèìåðû, äë  ñïåöèàëèñòà ñ êâàëèôèêàöèåé â äàííîé îáëàñòè áóäåò î÷åâèäíûì, ÷òî â íåì
ìîãóò áûòü ïðîèçâåäåíû ðàçëè÷íûå èçìåíåíè  è ìîäèôèêàöèè áåç îòêëîíåíè  îò åãî
ñóùíîñòè è îáúåìà.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ñîçäàíè  êâàäðóïëåêñà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, âêëþ÷àþùèé ñòàäèè:
1) ñîçäàíè  ñìåñè, âêëþ÷àþùåé âîäó è áóôåð, ïåðâûé äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà, âòîðîé

äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà è àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ãèáðèäèçàöèè, êîòîðûé óâåëè÷èâàåò
ñêîðîñòü èëè êîëè÷åñòâî îáðàçîâàíè  êâàäðóïëåêñà, ïðè÷åì

(a) ïåðâûé äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà âêëþ÷àåò ïåðâóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ, è âòîðóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ âòîðóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåîòèäîâ, â êîòîðîì óêàçàííà  âòîðà  öåïü ñâ çàíà ñ óêàçàííîé ïåðâîé öåïüþ ñâ çüþ
Óîòñîíà-Êðèêà; è

(b) âòîðîé äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà âêëþ÷àåò òðåòüþ öåïü, ñîäåðæàùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ, è ÷åòâåðòóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ âòîðóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ, â êîòîðîì óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü ñâ çàíà ñ
óêàçàííîé òðåòüåé öåïüþ ñâ çüþ Óîòñîíà-Êðèêà, è

2) èíêóáèðîâàíè  óêàçàííîé ñìåñè äë  îáðàçîâàíè  êâàäðóïëåêñà íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
â êîòîðîì

(a) ïî êðàéíåé ìåðå, îäíà öåïü ïåðâîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà ñâ çàíà, ïî êðàéíåé
ìåðå, ñ îäíîé öåïüþ âòîðîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà ïî ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé
Óîòñîíà-Êðèêà èëè ïî ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè ;

(b) ïî êðàéíåé ìåðå, îäíà öåïü âòîðîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà èìååò òî÷íîå
ñïàðèâàíèå îñíîâàíèé, îøèáî÷íîå ñâ çûâàíèå èëè äåëåöèþ îäíîãî îñíîâàíè , èëè
îøèáî÷íîå ñâ çûâàíèå èëè äåëåöèþ äâóõ îñíîâàíèé, ïî êðàéíåé ìåðå, ñ îäíîé öåïüþ
ïåðâîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà; è

(ñ) ïî êðàéíåé ìåðå, îäíà öåïü ïåðâîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà  âë åòñ 
ãåòåðîïîëèìåðíîé ñ ñîäåðæàíèåì G-C îò 10 äî 90%.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ïåðâûé äóïëåêñ Óîòñîíà-Êðèêà, ïî ñóùåñòâó, ñîõðàí åò ñâîþ
äâóñïèðàëüíóþ ñòðóêòóðó, è, ïî êðàéíåé ìåðå, îäíà öåïü âòîðîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà
íàõîäèòñ  â áîðîçäêå ýòîé äâóñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû.

3. Ñïîñîá ïî ï.2, ãäå, ïî êðàéíåé ìåðå, îäíà öåïü ïåðâîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà
ñâ çàíà ñ òðåòüåé öåïüþ âòîðîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà ïî ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà è ñ ÷åòâåðòîé öåïüþ âòîðîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà ïî
ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé çà ñ÷åò ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè .

4. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå îáúåäèíåííûå ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè äèìåðîâ ïóðèí-ïèðèìèäèí è
äèìåðîâ ïèðèìèäèí-ïóðèí, ïî êðàéíåé ìåðå, â îäíîé öåïè ïåðâîãî äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà
ïðåâûøàþò 25%.

5. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ñòàäèè (1) è (2) âûïîëí þò ñ äóïëåêñàìè íå â êëåòêå.
6. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ñòàäèþ (2) âûïîëí þò áåç ïîìîùè áåëêà.
7. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íà ñòàäèè (1) âîäó äîáàâë þò òàêèì îáðàçîì, ÷òî îíà

ñîñòàâë åò â ðàñ÷åòå íà îáúåì, ïî ìåíüøåé ìåðå, 50% êîíå÷íîãî îáúåìà ýòîé ñìåñè.
8. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íà ñòàäèè (1) âîäó äîáàâë þò òàêèì îáðàçîì, ÷òî îíà

ñîñòàâë åò â ðàñ÷åòå íà îáúåì, ïî ìåíüøåé ìåðå, 80% êîíå÷íîãî îáúåìà ýòîé ñìåñè.
9. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íà ñòàäèè (1) âîäó äîáàâë þò òàêèì îáðàçîì, ÷òî îíà

ñîñòàâë åò â ðàñ÷åòå íà îáúåì âñþ æèäêîñòü, äîáàâëåííóþ ê ýòîé ñìåñè.
10. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå ñòàäèþ (2) âûïîëí þò ïðè òåìïåðàòóðå èëè ïðè òåìïåðàòóðàõ,

ïðåâûøàþùèõ òåìïåðàòóðó çàìåðçàíè  ýòîé ñìåñè è íå ïðåâûøàþùèõ 85°Ñ.
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11. Ñïîñîá ïî ï.10, ãäå ñòàäèþ (2) âûïîëí þò ïðè òåìïåðàòóðå èëè ïðè òåìïåðàòóðàõ
îò 5 äî 30°Ñ.

12. Ñïîñîá ïî ï.11, ãäå ñòàäèþ (2) âûïîëí þò ïðè òåìïåðàòóðå èëè ïðè òåìïåðàòóðàõ
îò 15 äî 25°Ñ.

13. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íà ñòàäèè (1) â êà÷åñòâå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà äîáàâë þò
êàòèîí.

14. Ñïîñîá ïî ï.13, ãäå óêàçàííûé êàòèîí  âë åòñ  Na+, îáåñïå÷èâàåìûì â
êîíöåíòðàöèè 50 - 125 ìÌ.

15. Ñïîñîá ïî ï.14, ãäå óêàçàííûé êàòèîí âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç Mn+2,
îáåñïå÷èâàåìîãî â êîíöåíòðàöèè 10 - 45 ìÌ, Mg+2, îáåñïå÷èâàåìîãî â êîíöåíòðàöèè 10 -
45 ìÌ è Ni+2, îáåñïå÷èâàåìîãî â êîíöåíòðàöèè 20 ìÌ.

16. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå â ñòàäèè (1) â êà÷åñòâå àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà äîáàâë þò
èíòåðêàë òîð.

17. Ñïîñîá ïî ï.16, ãäå èíòåðêàë òîð  âë åòñ  ôëóîðåñöåíòíûì èíòåðêàë òîðîì.
18. Ñïîñîá ïî ï.17, ãäå ôëóîðåñöåíòíûé èíòåðêàë òîð âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

YOYO-1, ÒÎÒÎ-1, YOYO-3, ÒÎÒÎ-3, ÐÎÐÎ-1, ÂÎÂÎ-1, ÐÎÐÎ-3, ÂÎÂÎ-3, LOLO-1, JOJO-1,
äèìåðîâ öèàíèíà, YO-PRO-1, TO-PRO-1, YO-PRO-3, TO-PRO-3, TO-PRO-5, PO-PRO-1, BO-
PRO-1, PO-PRO-3, BO-PRO-3, LO-PRO-1, JO-PRO-1, ìîíîìåðîâ öèàíèíà, áðîìèäà ýòèäè ,
ãîìîäèìåðà-1 ýòèäè , ãîìîäèìåðà-2 ýòèäè , ïðîèçâîäíûõ ýòèäè , àêðèäèíà, àêðèäèíîâîãî
îðàíæåâîãî, ïðîèçâîäíûõ àêðèäèíà, ãåòåðîäèìåðà ýòèäèé-àêðèäèí, ìîíîàçèäà ýòèäè ,
èîäèäà ïðîïèäè , êðàñèòåëåé SYTO, SYBR Çåëåíîãî 1, êðàñèòåëåé SYBR, Pico Çåëåíîãî 1,
êðàñèòåëåé SYTOX è 7-àìèíîàêòèíîìèöèíà D.

19. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå óêàçàííûé àêñåëåðàòîðíûé àãåíò  âë åòñ 
íåèíòåðêàëèðóþùèìñ  ôëóîðîôîðîì.
20. Ñïîñîá ïî ï.19, ãäå óêàçàííûé íåèíòåðêàëèðóþùèéñ  ôëóîðîôîð âûáðàí èç ãðóïïû,

ñîñòî ùåé èç áèîòèíà, ðîäàìèíà, êðàñèòåëåé Alexa, êðàñèòåëåé BODIPY, êîíúþãàòîâ
áèîòèíà, òèîë-ðåàêòèâíûõ çîíäîâ, ôëóîðåñöåèíà è ïðîèçâîäíûõ, â òîì ÷èñëå, íî íå
îãðàíè÷èâàþùèõñ  èìè, "çàêëþ÷åííûõ" çîíäîâ, îðåãîíîâîãî çåëåíîãî, ðîäàìèíîâîãî
çåëåíîãî, êðàñèòåëåé QSY.

21. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íà ñòàäèè (1) óêàçàííûé àêñåëåðàòîðíûé àãåíò  âë åòñ 
èíòåðêàë òîðîì, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ ìàëîé è/èëè áîëüøîé áîðîçäêîé äóïëåêñà
Óîòñîíà-Êðèêà.

22. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íà ñòàäèè (1) óêàçàííûé àêñåëåðàòîðíûé àãåíò ïðè 25°Ñ  âë åòñ 
æèäêîñòüþ.

23. Ñïîñîá ïî ï.22, ãäå íà ñòàäèè (1) óêàçàííûé àêñåëåðàòîðíûé àãåíò  âë åòñ 
îðãàíè÷åñêîé æèäêîñòüþ, ðàñòâîðèìîé â âîäå.

24. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íà ñòàäèè (1) äîáàâë þò àêñåëåðàòîðíûé àãåíò, êîòîðûé
 âë åòñ  àãåíòîì êîíäåíñàöèè â îòíîøåíèè äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà.

25. Ñïîñîá ïî ï.1, ãäå íà ñòàäèè (1) äîáàâë þò àêñåëåðàòîðíûé àãåíò, êîòîðûé
 âë åòñ  àãåíòîì äåêîíäåíñàöèè â îòíîøåíèè äóïëåêñà Óîòñîíà-Êðèêà.

26. Êâàäðóïëåêñ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñîäåðæàùèé:
ïåðâóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ ïåðâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ;
âòîðóþ öåïü, ñîäåðæàùóþ âòîðóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ, ãäå
óêàçàííà  âòîðà  öåïü ñâ çàíà ñ óêàçàííîé ïåðâîé öåïüþ îáðàçîâàíèåì ñâ çè Óîòñîíà-

Êðèêà;
òðåòüþ öåïü, ñîäåðæàùóþ òðåòüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ; è ÷åòâåðòóþ öåïü,

ñîäåðæàùóþ ÷åòâåðòóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ,
ïðè÷åì óêàçàííà  ÷åòâåðòà  öåïü ñâ çàíà ñ óêàçàííîé òðåòüåé öåïüþ ñ îáðàçîâàíèåì

ñâ çè Óîòñîíà-Êðèêà, õàðàêòåðèçóþùèéñ  òåì, ÷òî êàæäà  èç óêàçàííûõ ÷åòûðåõ öåïåé
 âë åòñ  ãåòåðîïîëèìåðíîé ñ ñîäåðæàíèåì G-C îò 10 äî 90%, è ãäå

(a) âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè, è
ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè 
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îñíîâàíèé èëè ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà; èëè
(b) ïåðâà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 5'→3'-íàïðàâëåíèè, è ñâ çûâàíèå

ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè  îñíîâàíèé èëè
ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà; èëè

(c) âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè, è
ñâ çûâàíèå ìåæäó âòîðîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ãîìîëîãè÷íîãî
ñâ çûâàíè  îñíîâàíèé èëè ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà, è, êðîìå òîãî,
ïåðâà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 5'→3'-íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå ìåæäó
óêàçàííûìè ïåðâîé è òðåòüåé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè 
îñíîâàíèé èëè ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà; èëè

(d) ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-
íàïðàâëåíè õ ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ïåðâîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè
ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà èëè ïðàâèëàì
ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè  îñíîâàíèé; èëè

(e) âòîðà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 3'→5' è 5'→3'-íàïðàâëåíè õ
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó âòîðîé è òðåòüåé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì
ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà èëè ïðàâèëàì ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè  îñíîâàíèé;
èëè

(f) ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-íàïðàâëåíè õ
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ïåðâîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì
ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà èëè ïðàâèëàì ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè  îñíîâàíèé,
è, êðîìå òîãî, âòîðà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 3'→5' è 5'→3'-
íàïðàâëåíè õ ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó âòîðîé è òðåòüåé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò
ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà èëè ïðàâèëàì ãîìîëîãè÷íîãî ñâ çûâàíè 
îñíîâàíèé.

27. Êâàäðóïëåêñ ïî ï.26, ãäå ëèáî â (à) âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â
ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò
ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé; ëèáî â (b) ïåðâà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû
â ïàðàëëåëüíîì 5'→3'-íàïðàâëåíèè, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò
ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé; ëèáî â (ñ) âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè
âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè, è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè âòîðîé è
÷åòâåðòîé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé, è, êðîìå
òîãî, ïåðâà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 5'→3'-íàïðàâëåíèè, è ñâ çûâàíèå
ìåæäó óêàçàííûìè ïåðâîé è òðåòüåé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé.

28. Êâàäðóïëåêñ ïî ï.26, ãäå ëèáî â (à) âòîðà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â
ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò
ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà; ëèáî â (b) ïåðâà  è òðåòü  öåïè
âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 5'→3'-íàïðàâëåíèè, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè
ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà; ëèáî â (ñ) âòîðà  è
÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 3'→5'-íàïðàâëåíèè, è ñâ çûâàíèå ìåæäó
óêàçàííûìè âòîðîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé
Óîòñîíà-Êðèêà, è, êðîìå òîãî, ïåðâà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â ïàðàëëåëüíîì 5'→3'-
íàïðàâëåíèè, è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè ïåðâîé è òðåòüåé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò
ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà.

29. Êâàäðóïëåêñ ïî ï.26, ãäå ëèáî â (d) ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â
àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-íàïðàâëåíè õ ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè
2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà; ëèáî â (å) âòîðà 
è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 3'→5' è 5'→3'-íàïðàâëåíè õ
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà; ëèáî â (f) ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â
àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-íàïðàâëåíè õ ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó
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óêàçàííûìè ïåðâîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé
Óîòñîíà-Êðèêà, è, êðîìå òîãî, âòîðà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 3'→5'
è 5'→3'-íàïðàâëåíè õ ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè âòîðîé è òðåòüåé
öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà.

30. Êâàäðóïëåêñ ïî ï.26, ãäå ëèáî â (d) ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â
àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-íàïðàâëåíè õ ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè
2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé; ëèáî â (å) âòîðà 
è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 3'→5' è 5'→3'-íàïðàâëåíè õ
ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó ýòèìè 2 öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé; ëèáî â (f) ïåðâà  è ÷åòâåðòà  öåïè âûñòðîåíû â
àíòèïàðàëëåëüíûõ 5'→3' è 3'→5'-íàïðàâëåíè õ ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó
óêàçàííûìè ïåðâîé è ÷åòâåðòîé öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ
îñíîâàíèé, è, êðîìå òîãî, âòîðà  è òðåòü  öåïè âûñòðîåíû â àíòèïàðàëëåëüíûõ 3'→5' è
5'→3'-íàïðàâëåíè õ ñîîòâåòñòâåííî, è ñâ çûâàíèå ìåæäó óêàçàííûìè âòîðîé è òðåòüåé
öåï ìè ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè  ãîìîëîãè÷íûõ îñíîâàíèé.

31. Êâàäðóïëåêñ ïî ï.26, ãäå êàæäîå îñíîâàíèå ïåðâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ
âçàèìîäåéñòâóåò ñïåöèôè÷åñêè êàê ñ ñîñåäíèì îñíîâàíèåì òðåòüåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåîòèäîâ, òàê è ñ îñíîâàíèåì ÷åòâåðòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûì
ñâ çàíî ñîñåäíåå îñíîâàíèå òðåòüåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ.

32. Êâàäðóïëåêñ ïî ï.26, ãäå êàæäîå îñíîâàíèå âòîðîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ
âçàèìîäåéñòâóåò ñïåöèôè÷åñêè êàê ñ ñîñåäíèì îñíîâàíèåì ÷åòâåðòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íóêëåîòèäîâ, òàê è ñ îñíîâàíèåì òðåòüåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ, ñ êîòîðûì
ñâ çàíî ñîñåäíåå îñíîâàíèå ÷åòâåðòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ.

33. Ñïîñîá îáíàðóæåíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè èëè àíàëîãà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû-ìèøåíè, ïðåäóñìàòðèâàþùèé:

îáåñïå÷åíèå äâóõöåïî÷å÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè èëè àíàëîãà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, èìåþùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, ãäå óêàçàííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-
ìèøåíü ñîäåðæèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî ïóðèíîâîå îñíîâàíèå è, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî
ïèðèìèäèíîâîå îñíîâàíèå;

îáåñïå÷åíèå äâóõöåïî÷å÷íîãî çîíäà, ñîäåðæàùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé
êèñëîòû èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû;

îáåñïå÷åíèå (à) àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà ãèáðèäèçàöèè è ôëóîðîôîðà, èëè (b)
ôëóîðîôîðà, êîòîðûé  âë åòñ  àêñåëåðàòîðíûì àãåíòîì ãèáðèäèçàöèè;

äîáàâëåíèå óêàçàííîãî çîíäà, óêàçàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè èëè àíàëîãà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, óêàçàííîãî àêñåëåðàòîðíîãî àãåíòà ãèáðèäèçàöèè è ôëóîðîôîðà (à)
èëè ôëóîðîôîðà (b) ê ñðåäå äë  îáåñïå÷åíè  òåñò-ïðîáû, ñîäåðæàùåé êâàäðóïëåêñ
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, â êîòîðîì ñâ çûâàíèå ñîîòâåòñòâóåò ïðàâèëàì ñïàðèâàíè 
îñíîâàíèé Óîòñîíà-Êðèêà, ñîäåðæàùèé óêàçàííûé çîíä, ñâ çàííûé ñ óêàçàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ, ãäå óêàçàííà  ñðåäà âêëþ÷àåò âîäó è áóôåð;

îáëó÷åíèå óêàçàííîé òåñò-ïðîáû âîçáóæäàþùèì èçëó÷åíèåì äë  èíäóöèðîâàíè 
èñïóñêàíè  ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè  ýòîé òåñò-ïðîáîé;

äåòåêòèðîâàíèå èíòåíñèâíîñòè óêàçàííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî èçëó÷åíè , ãäå óêàçàííà 
èíòåíñèâíîñòü êîððåëèðóåò ñ àôôèííîñòüþ ñâ çûâàíè  ìåæäó óêàçàííûì çîíäîì è
óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ; è

ñðàâíåíèå óêàçàííîé èíòåíñèâíîñòè ñ èçâåñòíîé èíòåíñèâíîñòüþ èçâåñòíîé ïðîáû,
ïîçâîë þùåå îïðåäåëèòü ïî óêàçàííîé èíòåíñèâíîñòè ñòåïåíü ñïàðèâàíè  ìåæäó
óêàçàííûì çîíäîì è óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ, ÷òîáû òàêèì îáðàçîì
îáíàðóæèòü óêàçàííóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó-ìèøåíü èëè àíàëîã íóêëåèíîâîé êèñëîòû,

ïðè÷åì óêàçàííûé ñïîñîá  âë åòñ  ãîìîãåííûì àíàëèçîì, ïðîâîäèìûì áåç îáåñïå÷åíè 
ãàñ ùåãî ñèãíàë àãåíòà íà óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè èëè íà óêàçàííîì çîíäå.
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