
ÐÎÑÑÈÉÑÊÀß ÔÅÄÅÐÀÖÈß

ÔÅÄÅÐÀËÜÍÀß ÑËÓÆÁÀ
ÏÎ ÈÍÒÅËËÅÊÒÓÀËÜÍÎÉ ÑÎÁÑÒÂÅÍÍÎÑÒÈ,

ÏÀÒÅÍÒÀÌ È ÒÎÂÀÐÍÛÌ ÇÍÀÊÀÌ

(19) RU (11) 2 301 263(13) C2
(51) ÌÏÊ

C12Q   1/68   (2006.01)
C12N  15/35   (2006.01)

(12) ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß Ê ÏÀÒÅÍÒÓ

(21), (22) Çà âêà: 2004102205/13, 28.06.2002

(24) Äàòà íà÷àëà îòñ÷åòà ñðîêà äåéñòâè  ïàòåíòà:
28.06.2002

(30) Êîíâåíöèîííûé ïðèîðèòåò:
28.06.2001 US 60/302,077
29.03.2002 US 60/369,224

(43) Äàòà ïóáëèêàöèè çà âêè: 10.06.2005

(45) Îïóáëèêîâàíî: 20.06.2007 Áþë. ¹ 17

(56) Ñïèñîê äîêóìåíòîâ, öèòèðîâàííûõ â îò÷åòå î
ïîèñêå: DURIGON E.L. et. al., «Multiple primer
pairs for polymerase chain reaction (PCR)
amplification of human parvovirus Â19 DNA», J
Virol Methods. 1993 Oct; 44(2-3):155-65. RU
2146372 C1, 10.03.2000. US 6004044, 20.03.2001.

(85) Äàòà ïåðåâîäà çà âêè PCT íà íàöèîíàëüíóþ ôàçó:
28.01.2004

(86) Çà âêà PCT:
US 02/20684 (28.06.2002)

(87) Ïóáëèêàöè  PCT:
WO 03/002753 (09.01.2003)

Àäðåñ äë  ïåðåïèñêè:
129010, Ìîñêâà, óë. Á.Ñïàññêà , 25, ñòð.3,
ÎÎÎ "Þðèäè÷åñêà  ôèðìà Ãîðîäèññêèé è
Ïàðòíåðû", ïàò.ïîâ. Å.Å.Íàçèíîé, ðåã. N 517

(72) Àâòîð(û):
ÏÈÊÓÀÍÒÅÑ Ñåðäæî (US),
ØÈÀÌÀËÀ Âåíêàòàêðèøíà (US)

(73) Ïàòåíòîîáëàäàòåëü(è):
×ÈÐÎÍ ÊÎÐÏÎÐÅÉØÍ (US)

(54) ÑÏÎÑÎÁ ÂÛßÂËÅÍÈß ÏÀÐÂÎÂÈÐÓÑÀ B19 ×ÅËÎÂÅÊÀ Â ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÎÌ ÎÁÐÀÇÖÅ
(ÂÀÐÈÀÍÒÛ) È ÍÀÁÎÐ ÄËß ÅÃÎ ÎÑÓÙÅÑÒÂËÅÍÈß

(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè
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àìïëèôèêàöèþ âûäåëåííûõ àìèíîêèñëîò ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñìûñëîâîãî è àíòèñìûñëîâîãî
ïðàéìåðà. Ïðè ýòîì âûäåëåíèå íóêëåèíîâûõ
êèñëîò ïðîâîä ò ïóòåì âçàèìîäåéñòâè 
áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà ñ òâåðäîé ïîäëîæêîé,
âêëþ÷àþùåé ñâ çàííûå ñ íåé çàõâà÷åííûå

ïàðâîâèðóñ-ñïåöèôè÷íûå íóêëåèíîâûå êèñëîòû. Â
êà÷åñòâå ñìûñëîâûõ ïðàéìåðîâ èñïîëüçóþò
ïðàéìåðû SEQ ID NO:60 è 88, à â êà÷åñòâå
àíòèñìûñëîâûõ ïðàéìåðîâ SEQ ID NO:59 è 89.
Ïðåäëîæåí òàêæå íàáîð äë  îñóùåñòâëåíè  òàêîãî
ñïîñîáà. Èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò âû âë òü
ïàðâîâèðóñ Â19 ÷åëîâåêà â áèîëîãè÷åñêîì
îáðàçöå. Èçîáðåòåíèå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â
ìåäèöèíå è âèðóñîëîãèè. 3 í. è 23 ç.ï. ô-ëû, 12
èë., 1 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: medicine, virology, biotechnology.
SUBSTANCE: invention proposes a method for

detection of human parvovirus B19. Method
involves isolation of nucleic acids and
amplification of isolated nucleic acids using
sense and anti-sense primer. Nucleic acids are
isolated by interaction of biological sample with
a solid backing comprising captured parvovirus-
specific nucleic acids associated with a backing.
Primers SEQ ID NO:60 and 88 are used a sense
primers and SEQ ID NO:59 and 89 are used as anti-
sense primers. Also, invention proposes a set for
realizing a method. Invention provides detecting
human parvovirus B19 in a biological sample.

EFFECT: improved method of detection.
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Îáëàñòü òåõíèêè
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ , ãëàâíûì îáðàçîì, ê äèàãíîñòèêå âèðóñîâ. Â

÷àñòíîñòè, èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê àíàëèçàì íà îñíîâå íóêëåèíîâîé êèñëîòû äë  òî÷íîé
äèàãíîñòèêè èíôåêöèè, âûçâàííîé ïàðâîâèðóñîì Â19, à òàêæå ê ïðàéìåðàì è çîíäàì äë 
ïðèìåíåíè  â óêàçàííûõ àíàëèçàõ.

Ïðåäïîñûëêè ê ñîçäàíèþ èçîáðåòåíè 
Ïàðâîâèðóñ Â19 ÷åëîâåêà  âë åòñ  ÷ëåíîì ñåìåéñòâà Parvoviridae, ðîäà Erythrovirus è

ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìàëåíüêèé 22 íì äâàäöàòèãðàííûé áåçîáîëî÷å÷íûé âèðóñ ñ ëèíåéíîé
îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëîé ÄÍÊ, ñîñòî ùåé ïðèáëèçèòåëüíî èç 5600 íóêëåîòèäîâ.
Âèðóñíûé ãåíîì êîäèðóåò òðè ãëàâíûõ áåëêà, VP1, VP2 è NS1. Ñì. Shade et al., J.
Virol. (1986) 58:921-936 è ôèã.1 â íàñòî ùåé çà âêå. VP1 (83 êÄà) è VP2 (58 êÄà)
ïðåäñòàâë þò ñîáîé ñòðóêòóðíûå êàïñèäíûå áåëêè. Óêàçàííûå äâà áåëêà êîäèðóþòñ  â
ïåðåêðûâàþùèõñ  ðàìêàõ ñ÷èòûâàíè  ïðèáëèçèòåëüíî îò íóêëåîòèäîâ 2444 äî 4789 è îò
3125 äî 4789, ñîîòâåòñòâåííî. VP2 ñîñòàâë åò 95% êàïñèäà, à áåëîê áîëüøèõ ðàçìåðîâ
VP1 - òîëüêî 5% êàïñèäà. VP1 òðåáóåòñ  äë  çðåëîé êîíôîðìàöèè âèðóñà. NS1 (77 êÄà)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé íåñòðóêòóðíûé áåëîê è ïðèñóòñòâóåò òîëüêî â  äåðíîé ôðàêöèè
èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê è îòñóòñòâóåò â öèòîïëàçìå è èíòàêòíûõ âèðèîíàõ â ñûâîðîòêå
êðîâè.

Ïàðâîâèðóñ Â19 áûë ïåðâûì âèðóñîì, îòêðûòûì â ñûâîðîòêå çäîðîâûõ äîíîðîâ êðîâè, è
 âë åòñ  åäèíñòâåííûì ÷ëåíîì ñåìåéñòâà Parvoviridae, èçâåñòíûì êàê ïàòîãåííûé äë 
÷åëîâåêà. Äàííûé âèðóñ ñâ çàí ñ îáøèðíûì ð äîì áîëåçíåííûõ ïðî âëåíèé. Ïàðâîâèðóñ
Â19 ÷åëîâåêà îáû÷íî âûçûâàåò áåññèìïòîìíóþ èëè óìåðåííóþ ñàìîîãðàíè÷èâàþùóþñ 
èíôåêöèþ ó äåòåé. Ó âçðîñëûõ ïàðâîâèðóñ Â19 ìîæåò âûçûâàòü ñûïü, ïðåõîä ùóþ
ñèììåòðè÷íóþ ïîëèàðòðàëãèþ è àðòðèò. Ïàðâîâèðóñ Â19 ñâ çàí ñ ïðåõîä ùèì
àïëàñòè÷åñêèì êðèçèñîì (ÒÀÑ) ó ïàöèåíòîâ ñ èìåþùèìèñ  ãåìîëèòè÷åñêèìè íàðóøåíè ìè.
Ñîîáùàåòñ  î õðîíè÷åñêîé èíôåêöèè Â19 è ïåðñèñòèðóþùåé àíåìèè ó
èììóíîñêîìïðîìåòèðîâàííûõ ïàöèåíòîâ ñ îñòðûì ëåéêîçîì, âðîæäåííûìè
èììóíîäåôèöèòàìè, ÑÏÈÄîì è ñîñòî íè ìè ïîñëå ïåðåñàäêè êîñòíîãî ìîçãà. Ïàðâîâèðóñ
Â19 òàêæå ñâ çàí ñ âíóòðèóòðîáíîé ãèáåëüþ ïëîäà ó áåðåìåííûõ æåíùèí.

Â áîëüøèíñòâå ñòðàí èíôèöèðîâàíèå âèðóñîì Â19 îáû÷íî íàáëþäàåòñ  â äåòñòâå;
ïðèáëèçèòåëüíî 50% äåòåé ê 15-ëåòíåìó âîçðàñòó èìåþò àíòè-Â19 àíòèòåëà.
Ðàñïðîñòðàíåííîñòü àíòèòåë ïðîòèâ Â19 ìîæåò â äàëüíåéøåì âîçðàñòàòü â òå÷åíèå æèçíè
è äîñòèãàåò âåëè÷èí áîëåå 90% ñðåäè ëèö ñòàðøåãî âîçðàñòà.

Ïðè èíôèöèðîâàíèè ïàðâîâèðóñîì Â19 ÷åëîâåêà ïåðâîíà÷àëüíà  ðåïëèêàöè  âèðóñà,
êàê ïîëàãàþò, ïðîèñõîäèò â äûõàòåëüíûõ ïóò õ. Çàòåì âèðóñ ïîðàæàåò êëåòêè êîñòíîãî
ìîçãà. Ýòî ïðèâîäèò ê øèðîêîìàñøòàáíîé ðåïëèêàöèè âèðóñà ñ âèðåìèåé, ïî ñîîáùåíè ì,
îò 102 äî 1014 ÷àñòèö/ìë, íàáëþäàþùåéñ  ÷åðåç 7-10 äíåé ïîñëå èíôèöèðîâàíè , íî äî
ïî âëåíè  ñèìïòîìîâ. Èñ÷åçíîâåíèå âèðåìèè ñîâïàäàåò ñ âû âëåíèåì ñïåöèôè÷íûõ IgM
àíòèòåë, óðîâåíü êîòîðûõ îñòàåòñ  ïîâûøåííûì â òå÷åíèå äâóõ - òðåõ ìåñ öåâ. Àíòè-Â19
IgG àíòèòåëà âû âë þòñ  ñïóñò  íåñêîëüêî äíåé ïîñëå ïî âëåíè  àíòèòåë IgM è
ñîõðàí þòñ  â òå÷åíèå âñåé æèçíè.

Îòñóòñòâèå ëèïèäíîé îáîëî÷êè è îãðàíè÷åííîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ äåëàþò ïàðâîâèðóñ Â19
êðàéíå ðåçèñòåíòíûì ê ôèçèêî-õèìè÷åñêîé èíàêòèâàöèè. Ïàðâîâèðóñ Â19, îñîáåííî â
âûñîêîé êîíöåíòðàöèè, ìîæåò âûäåðæèâàòü îáû÷íóþ òåïëîâóþ îáðàáîòêó ïðîäóêòîâ êðîâè,
è äîêóìåíòàëüíî ïîäòâåðæäåíà ïåðåäà÷à Â19 ÷åðåç ââåäåíèå ïðåïàðàòîâ ôàêòîðà VIII,
ïðîøåäøåãî îáðàáîòêó ðàñòâîðèòåëåì è äåòåðãåíòîì, è ôàêòîðîâ VIII è IX, ïðîøåäøèõ
òåïëîâóþ ïàðîâóþ èëè ñóõóþ îáðàáîòêó.

Ïàðâîâèðóñ Â19 ÷åëîâåêà íåëüç  âûðàùèâàòü â îáû÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, ÷òî
äåëàåò ëàáîðàòîðíîå âû âëåíèå è âûäåëåíèå âèðóñà êðàéíå òðóäíûì. Òàê, â òå÷åíèå
ìíîãèõ ëåò åäèíñòâåííûì èñòî÷íèêîì àíòèãåíà  âë ëàñü ñûâîðîòêà êðîâè ïàöèåíòîâ ñ
âèðåìèåé. Â êà÷åñòâå ïîïûòêè îáîéòè óêàçàííûå ïðîáëåìû äë  èñïîëüçîâàíè  â
ñåðîëîãè÷åñêèõ àíàëèçàõ áûëè ïîëó÷åíû ðåêîìáèíàíòíûå àíòèãåíû. Ñì., íàïðèìåð, Sisk è
Berman, Biotechnology (1987) 5:1077-1080; ïàòåíò ÑØÀ ¹ 6204044. Èììóíîôåðìåíòíûå
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àíàëèçû ñ çàõâàòîì IgM èñïîëüçîâàëèñü äë  âû âëåíè  àíòè-Â19 IgM, à òàêæå äë 
äèàãíîñòèêè íåäàâíåãî çàðàæåíè  Â19. Äèàãíîñòè÷åñêà  ýôôåêòèâíîñòü ð äà èìåþùèõñ  â
ïðîäàæå òåñòîâ, îäíàêî, íåîäíîðîäíà. Êðîìå òîãî, äèàãíîñòè÷åñêèå òåñòû íà îñíîâå IgM
íå ìîãóò îáíàðóæèòü âèðóñ íà âèðåìè÷åñêîé ñòàäèè èíôèöèðîâàíè , à ïîñëå òîãî, êàê
àíòèòåëà IgM ñèíòåçèðîâàíû, îíè ìîãóò îñòàâàòüñ  â êðîâîòîêå â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ
ìåñ öåâ ïîñëå îêîí÷àíè  âèðåìèè.

Áîëüøà  ðàñïðîñòðàíåííîñòü àíòèòåë ïðîòèâ Â19 â çäîðîâîé ïîïóë öèè, à òàêæå òîò
ôàêò, ÷òî âèðåìè  âûñîêîé ñòåïåíè îáû÷íî ñîõðàí åòñ  â òå÷åíèå òîëüêî îäíîé íåäåëè,
äåëàþò èñïîëüçîâàíèå òåñòîâ íà ñåðîëîãè÷åñêîé îñíîâå íåïðàêòè÷íûìè. Ïîìèìî ýòîãî, ó
èììóíîñêîìïðîìåòèðîâàííûõ ïàöèåíòîâ ñåðîëîãè÷åñêèé äèàãíîç ìîæåò áûòü íåíàäåæíûì.

Äë  îáíàðóæåíè  Â19 èñïîëüçóþòñ  àíàëèçû íà îñíîâå ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, òàêèå êàê äîò-áëîòòèíã è ãèáðèäèçàöè  in situ. Óêàçàííûå àíàëèçû îáû÷íî
èìåþò ïðåäåëû îáíàðóæåíè  îò 1 äî 0,1 ïã âèðóñíîé ÄÍÊ (~104-105 âèðóñíûõ ÷àñòèö). ÏÖÐ
èìååò áîëåå âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü (~100 ãåíîìíûõ êîïèé). Îäíàêî ìåòîäèêè
ãèáðèäèçàöèè ÄÍÊ çàíèìàþò ìíîãî âðåìåíè è îãðàíè÷åíû â ïðèìåíåíèè, à ÏÖÐ  âë åòñ 
íåïðàêòè÷íîé äë  ñêðèíèíãà áîëüøèõ êîëè÷åñòâ îáðàçöîâ.

Ñëåäîâàòåëüíî, îñòàåòñ  ïîòðåáíîñòü â ðàçðàáîòêå íàäåæíûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñòîâ
äë  îáíàðóæåíè  ïàðâîâèðóñà Â19 â âèðåìè÷åñêèõ îáðàçöàõ ñ öåëüþ ïðåäîòâðàùåíè 
ïåðåäà÷è âèðóñà ñ ïðåïàðàòàìè êðîâè è ïëàçìû èëè ïóòåì áëèçêîãî ëè÷íîãî êîíòàêòà.

Êðàòêîå îïèñàíèå ñóùåñòâà èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îñíîâàíî íà îòêðûòèè óíèêàëüíûõ ïðàéìåðîâ è çîíäîâ äë 

ïðèìåíåíè  â àíàëèçàõ íà îñíîâå íóêëåèíîâîé êèñëîòû, à òàêæå íà ðàçðàáîòêå
÷óâñòâèòåëüíîãî íàäåæíîãî äèàãíîñòè÷åñêîãî òåñòà íà îñíîâå íóêëåèíîâîé êèñëîòû äë 
îáíàðóæåíè  ïàðâîâèðóñà Â19 â áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ îò ïîòåíöèàëüíî
èíôèöèðîâàííûõ ëèö. Â ìåòîäèêå, îïèñàííîé â íàñòî ùåé çà âêå, èñïîëüçóåòñ 
ýêñòðàãèðîâàííà  ÄÍÊ-îáðàçåö â êà÷åñòâå ìàòðèöû äë  àìïëèôèêàöèè êîíñåðâàòèâíûõ
îáëàñòåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîìà Â19, ñ èñïîëüçîâàíèåì îïîñðåäîâàííîé
òðàíñêðèïöèåé àìïëèôèêàöèè (ÒÌÀ), êàê â àíàëèçå ñ 5'-íóêëåàçîé, òàêîì êàê ìåòîäèêà
TaqManTM. Äàííûå ñïîñîáû ïîçâîë þò îáíàðóæèâàòü ÄÍÊ Â19 â âèðåìè÷åñêèõ îáðàçöàõ,
èìåþùèõ òàêèå íèçêèå âèðóñíûå òèòðû êàê 103 âèðóñíûõ ÷àñòèö/ìë. Ñîîòâåòñòâåííî,
èíôèöèðîâàííûå îáðàçöû ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü è èñêëþ÷èòü èç òðàíñôóçèè, à òàêæå
íå èñïîëüçîâàòü èõ äë  èçãîòîâëåíè  ïðåïàðàòîâ êðîâè. Çîíäû è ïðàéìåðû, îïèñàííûå â
íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, òàêæå ïðèãîäíû, íàïðèìåð, äë  ñòàíäàðòíûõ ãèäðèäèçàöèîííûõ
ìåòîäîâ, à òàêæå äë  ìåòîäèê íà îñíîâå ÏÖÐ, àìïëèôèêàöèè íà îñíîâå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû (NASBA) è àíàëèçîâ, â êîòîðûõ èñïîëüçóþòñ 
ðàçâåòâëåííûå ìîëåêóëû ÄÍÊ.

Ñîîòâåòñòâåííî, â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ñïîñîáó îáíàðóæåíè  èíôèöèðîâàíè  ïàðâîâèðóñîì Â19 ÷åëîâåêà â áèîëîãè÷åñêîì
îáðàçöå. Ñïîñîá âêëþ÷àåò:

(à) âûäåëåíèå íóêëåèíîâîé êèñëîòû èç áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà, ïðåäïîëîæèòåëüíî
ñîäåðæàùåãî ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà, ïðè÷åì íóêëåèíîâà  êèñëîòà âêëþ÷àåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ÐÍÊ;

(b) âçàèìîäåéñòâèå âûäåëåííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïàðâîâèðóñà Â19 ñ ïåðâûì
îëèãîíóêëåîòèäîì, êîòîðûé âêëþ÷àåò ïåðâûé ïðàéìåð, âêëþ÷àþùèé ñïîñîáíóþ
îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, äîñòàòî÷íî êîìïëåìåíòàðíóþ 3'-êîíöåâîé
÷àñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ÐÍÊ äë  îáðàçîâàíè  ñ íåé êîìïëåêñà, ïðè÷åì ïåðâûé
ïðàéìåð äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ïðîìîòîð äë  ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû 5' è
ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàí ñî ñïîñîáíîé îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðè÷åì
âçàèìîäåéñòâèå ïðîèñõîäèò â òàêèõ óñëîâè õ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò îáðàçîâàíèå
êîìïëåêñà îëèãîíóêëåîòèä/ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü è èíèöèàöèþ ñèíòåçà ÄÍÊ;

(ñ) èçìåíåíèå ïåðâîãî ïðàéìåðà â ðåàêöèè èçìåíåíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ÐÍÊ â êà÷åñòâå ìàòðèöû, ñ ïîëó÷åíèåì ïåðâîãî ïðîäóêòà
óäëèíåíè  ÄÍÊ-ïðàéìåðà, êîìïëåìåíòàðíîãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ÐÍÊ;
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(d) îòäåëåíèå ïåðâîãî ïðîäóêòà óäëèíåíè  ÄÍÊ-ïðàéìåðà îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-
ìèøåíè ÐÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåðìåíòà, êîòîðûé èçáèðàòåëüíî ðàñùåïë åò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ÐÍÊ;

(å) îáðàáîòêó ïðîäóêòà óäëèíåíè  ÄÍÊ-ïðàéìåðà âòîðûì îëèãîíóêëåîòèäîì, êîòîðûé
âêëþ÷àåò âòîðîé ïðàéìåð, âêëþ÷àþùèé ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, äîñòàòî÷íî êîìïëåìåíòàðíóþ 3'-êîíöåâîé ÷àñòè ïðîäóêòà óäëèíåíè 
ÄÍÊ-ïðàéìåðà, ÷òîáû îáðàçîâûâàòü ñ íåé êîìïëåêñ, â òàêèõ óñëîâè õ, êîòîðûå
îáåñïå÷èâàþò îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà îëèãîíóêëåîòèä/ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü è
èíèöèàöèþ ñèíòåçà ÄÍÊ;

(f) óäëèíåíèå 3'-êîíöà âòîðîãî ïðàéìåðà â ðåàêöèè óäëèíåíè  ÄÍÊ ñ ïîëó÷åíèåì
âòîðîãî ïðîäóêòà óäëèíåíè  ÄÍÊ-ïðàéìåðà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àþò ìàòðèöó äë  ÄÍÊ-
çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû;

(g) èñïîëüçîâàíèå ìàòðèöû äë  ïîëó÷åíè  ìíîæåñòâà ÐÍÊ-êîïèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-
ìèøåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, êîòîðà  ðàñïîçíàåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðîìîòîðà;

è (h) èñïîëüçîâàíèå ÐÍÊ-êîïèé ñî ñòàäèè (g) äë  àóòîêàòàëèòè÷åñêîãî ïîâòîðåíè 
ñòàäèé ñ (b) ïî (g) äë  àìïëèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè.

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîá äîïîëíèòåëüíî
âêëþ÷àåò ñòàäèè:

(i) äîáàâëåíèå ìå÷åíîãî îëèãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà ê ïðîäóêòó ñòàäèè (h), ïðè÷åì
îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä  âë åòñ  êîìïëåìåíòàðíûì ÷àñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè, â
òàêèõ óñëîâè õ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò ãèáðèäèçàöèþ çîíäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-
ìèøåíüþ, ñ îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà çîíä:ìèøåíü; è

(j) âû âëåíèå íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè  ìåòêè êàê ïîêàçàòåë  íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè.

Â äîïîëíèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìåòêà
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñëîæíûé ýôèð àêðèäèíè .

Â åùå îäíèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïåðâûé è âòîðîé
ïðàéìåðû è çîíä, èñïîëüçóåìûå â îïèñàííûõ âûøå ñïîñîáàõ, ïîëó÷àþò èç VP1 îáëàñòè
ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà, òàêîãî êàê èç ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
èçîáðàæåííîé íà ëþáîé èç ôèã.2À-2U èëè 11À-11Z.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó
îáíàðóæåíè  èíôèöèðîâàíè  ïàðâîâèðóñîì Â19 ÷åëîâåêà â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå.
Ñïîñîá âêëþ÷àåò:

(à) âûäåëåíèå íóêëåèíîâîé êèñëîòû èç áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà, ïðåäïîëîæèòåëüíî
ñîäåðæàùåãî ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà, ïðè÷åì íóêëåèíîâà  êèñëîòà âêëþ÷àåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ÐÍÊ;

(b) âçàèìîäåéñòâèå âûäåëåííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïàðâîâèðóñà Â19 ñ ïåðâûì
îëèãîíóêëåîòèäîì, êîòîðûé âêëþ÷àåò ïåðâûé ïðàéìåð, âêëþ÷àþùèé ñïîñîáíóþ
îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, äîñòàòî÷íî êîìïëåìåíòàðíóþ 3'-êîíöåâîé
÷àñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ÐÍÊ, ÷òîáû îáðàçîâûâàòü ñ íåé êîìïëåêñ, ïðè÷åì
ïåðâûé ïðàéìåð äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ïðîìîòîð äë  ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû
5' è ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàí ñî ñïîñîáíîé îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ,
ïðè÷åì ïåðâûé ïðàéìåð âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîëó÷åííóþ èç ïîëèíóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçîáðàæåííîé íà ëþáîé èç ôèã.2À-2U èëè ôèã.11À-11Z, à
âçàèìîäåéñòâèå îñóùåñòâë þò â òàêèõ óñëîâè õ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò îáðàçîâàíèå
êîìïëåêñà îëèãîíóêëåîòèä/ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü è èíèöèàöèþ ñèíòåçà ÄÍÊ;

(ñ) óäëèíåíèå ïåðâîãî ïðàéìåðà â ðåàêöèè óäëèíåíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ÐÍÊ â êà÷åñòâå ìàòðèöû, ñ ïîëó÷åíèåì ïåðâîãî ïðîäóêòà
óäëèíåíè  ÄÍÊ-ïðàéìåðà, êîìïëåìåíòàðíîãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ÐÍÊ;

(d) îòäåëåíèå ïåðâîãî ïðîäóêòà óäëèíåíè  ÄÍÊ-ïðàéìåðà îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-
ìèøåíè ÐÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåðìåíòà, êîòîðûé èçáèðàòåëüíî ðàñùåïë åò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ÐÍÊ;
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(å) îáðàáîòêó ïðîäóêòà óäëèíåíè  ÄÍÊ-ïðàéìåðà âòîðûì îëèãîíóêëåîòèäîì, êîòîðûé
âêëþ÷àåò âòîðîé ïðàéìåð, âêëþ÷àþùèé ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, äîñòàòî÷íî êîìïëåìåíòàðíóþ 3'-êîíöåâîé ÷àñòè ïðîäóêòà óäëèíåíè 
ÄÍÊ-ïðàéìåðà, ÷òîáû îáðàçîâûâàòü ñ íåé êîìïëåêñ, ïðè÷åì âòîðîé ïðàéìåð ïîëó÷àþò èç
ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçîáðàæåííîé íà ëþáîé èç ôèã.2À-2U èëè
ôèã.11À-11Z, à îáðàáîòêó îñóùåñòâë þò â òàêèõ óñëîâè õ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò
îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà îëèãîíóêëåîòèä/ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü è èíèöèàöèþ ñèíòåçà
ÄÍÊ;

(f) óäëèíåíèå 3'-êîíöà âòîðîãî ïðàéìåðà â ðåàêöèè óäëèíåíè  ÄÍÊ, ñ ïîëó÷åíèåì
âòîðîãî ïðîäóêòà óäëèíåíè  ÄÍÊ-ïðàéìåðà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àþò ìàòðèöó äë  ÄÍÊ-
çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû;

(g) èñïîëüçîâàíèå ìàòðèöû äë  ïîëó÷åíè  ìíîæåñòâà ÐÍÊ-êîïèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-
ìèøåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, êîòîðà  ðàñïîçíàåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðîìîòîðà;

è (h) èñïîëüçîâàíèå ÐÍÊ-êîïèé ñî ñòàäèè (g) äë  àóòîêàòàëèòè÷åñêîãî ïîâòîðåíè 
ñòàäèé ñ (b) ïî (g) äë  àìïëèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè;

(i) äîáàâëåíèå ìå÷åííîãî ñëîæíûì ýôèðîì àêðèäèíè  îëèãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà ê
ïðîäóêòó ñòàäèè (h), ïðè÷åì îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä  âë åòñ  êîìïëåìåíòàðíûì ÷àñòè
óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè, è çîíä ïîëó÷àþò èç ïîëèíóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçîáðàæåííîé íà ëþáîé èç ôèã.2À-2U, ïðè÷åì çîíä äîáàâë þò â
òàêèõ óñëîâè õ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò ãèáðèäèçàöèþ çîíäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-
ìèøåíüþ, ñ îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà çîíä:ìèøåíü; è

(j) âû âëåíèå íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè  ìåòêè êàê ïîêàçàòåë  íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó
àìïëèôèêàöèè íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ïàðâîâèðóñà Â19. Ñïîñîá
âêëþ÷àåò:

(à) âûäåëåíèå íóêëåèíîâîé êèñëîòû èç áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà, ïðåäïîëîæèòåëüíî
ñîäåðæàùåãî ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà, ïðè÷åì íóêëåèíîâà  êèñëîòà âêëþ÷àåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ÐÍÊ;

(b) äîáàâëåíèå îäíîãî èëè áîëåå ïðàéìåðîâ, ñïîñîáíûõ ê ãèáðèäèçàöèè ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ ÐÍÊ, ïðè÷åì îäèí èëè áîëåå ïðàéìåðîâ ïîëó÷àþò èç
ïîëèíóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, èçîáðàæåííûõ íà ëþáîé èç ôèã.2À-2U è ôèã.11À-
11Z;

(ñ) äîáàâëåíèå îëèãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà, ñïîñîáíîãî ê ãèáðèäèçàöèè ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ ÐÍÊ 3', ñõîäíîé ñ îäíèì èëè áîëåå ïðàéìåðàìè;

(d) óäëèíåíèå îäíîãî èëè áîëåå ïðàéìåðîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèìåðàçû.
Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-

ìèøåíü ÐÍÊ ñòàäèè (à) ïîäâåðãàþò îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè äë  ïîëó÷åíè  êÄÍÊ, è ñïîñîá
ìîæåò äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àòü àìïëèôèêàöèþ êÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèè (ÎÒ-ÏÖÐ) èëè àñèììåòðè÷íîé ãýï-ëèãàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (RT-AGLCR). Â
äðóãèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîëèìåðàçà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
òåðìîñòàáèëüíóþ ïîëèìåðàçó, òàêóþ, áåç îãðàíè÷åíè , êàê Taq-ïîëèìåðàçà èëè Vent-
ïîëèìåðàçà. Â äîïîëíèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ïîëèìåðàçà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó I E.coli, ôðàãìåíò Klenow ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû I E.coli èëè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó Ò4.

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  ðàçëè÷íûõ ñïîñîáîâ, îïèñàííûõ âûøå,
îáåñïå÷èâàåòñ  âíóòðåííèé êîíòðîëü. Âíóòðåííèé êîíòðîëü ìîæåò îñóùåñòâë òüñ  ñ
ïîìîùüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçîáðàæåííîé íà ôèã.12 (SEQ ID NO:92). Â äîïîëíèòåëüíûõ
âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âíóòðåííèé êîíòðîëü âêëþ÷àåò SEQ ID
NO:90.

Â äîïîëíèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ñïîñîáó îáíàðóæåíè  èíôèöèðîâàíè  ïàðâîâèðóñîì Â19 ÷åëîâåêà â áèîëîãè÷åñêîì
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îáðàçöå. Ñïîñîá âêëþ÷àåò:
(à) âûäåëåíèå íóêëåèíîâîé êèñëîòû èç áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà, ïðåäïîëîæèòåëüíî

ñîäåðæàùåãî ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà, ïðè÷åì íóêëåèíîâà  êèñëîòà âêëþ÷àåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü;

(b) âçàèìîäåéñòâèå âûäåëåííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïàðâîâèðóñà Â19 ñ ìå÷åííûì
ïîääàþùåéñ  îáíàðóæåíèþ ìåòêîé çîíäîì, äîñòàòî÷íî êîìïëåìåíòàðíûì è ñïîñîáíûì ê
ãèáðèäèçàöèè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ, ïðè÷åì çîíä ïîëó÷àþò èç
ïîëèíóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, èçîáðàæåííûõ íà ëþáîé èç ôèã.2À-2U è ôèã.11À-
11Z, è ïðè÷åì âçàèìîäåéñòâèå ïðîèñõîäèò â òàêèõ óñëîâè õ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò
îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà çîíä/ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü; è

(ñ) âû âëåíèå íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè  ìåòêè êàê ïîêàçàòåë  íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè.

Â äðóãèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïîëèíóêëåîòèäó,
âêëþ÷àþùåìó íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âêëþ÷àþùóþ ëþáóþ èç íóêëåîòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, èçîáðàæåííûõ íà ôèã.2À-2U èëè ôèã.11À-11Z.

Â äîïîëíèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ïîëèíóêëåîòèäó, êàê îïèñàíî âûøå, â êîòîðîì íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîñòîèò
èç íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçîáðàæåííîé íà ôèã.2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2G,
2H, 2I, 2J, 2K, 2L, 2M, 2N, 2O, 2P, 2Q, 2R, 2S, 2T, 2U, 11A, 11B, 11C, 11D, 11E, 11F,
11G, 11H, 11I, 11J, 11K, 11L, 11M, 11N, 11O, 11P, 11Q, 11R, 11S, 11T, 11U, 11V, 11W,
11X, 11Y èëè 11Z.

Â åùå îäíèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ïîëèíóêëåîòèäó, âêëþ÷àþùåìó íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âêëþ÷àþùóþ ëþáóþ èç
íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, èçîáðàæåííûõ íà ôèã.3À-3Ñ èëè 4À-4Ñ.

Â äîïîëíèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ïîëèíóêëåîòèäó, êàê îïèñàíî âûøå, â êîòîðîì íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîñòîèò
èç íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçîáðàæåííîé íà ôèã.3À-3Ñ èëè íà ôèã.4À-4Ñ.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
îëèãîíóêëåîòèäíîìó ïðàéìåðó, ñîñòî ùåìó èç ïðîìîòîðíîé îáëàñòè, ðàñïîçíàâàåìîé ÄÍÊ-
çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííîé ñî ñïåöèôè÷íîé äë  ïàðâîâèðóñà
Â19 ÷åëîâåêà ñïîñîáíîé îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïðèáëèçèòåëüíî èç
10-75 íóêëåîòèäîâ. Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ïðîìîòîðíà  îáëàñòü ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïðîìîòîð Ò7, à óêàçàííà  ïîëèìåðàçà
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó Ò7. Ïîìèìî ýòîãî, ñïåöèôè÷íà  äë  ïàðâîâèðóñà Â19
÷åëîâåêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæåò ñîñòî òü èç VP1 îáëàñòè ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19
÷åëîâåêà, òàêà  êàê èç ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçîáðàæåííîé íà ëþáîé èç
ôèã.2À-2U èëè ôèã.11À-11Z.

Â åùå îäíèõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
îëèãîíóêëåîòèäíîìó ïðàéìåðó, ñîñòî ùåìó èç ïðîìîòîðà Ò7, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííîìó
ñî ñïåöèôè÷íîé äë  ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà ñïîñîáíîé îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïðèáëèçèòåëüíî èç 10-75 íóêëåîòèäîâ, ïðè÷åì ñïåöèôè÷íóþ äë 
ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïîëó÷àþò èç ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçîáðàæåííîé íà ëþáîé èç ôèã.2À-2U
èëè 11À-11Z.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
îëèãîíóêëåîòèäíîìó çîíäó, âêëþ÷àþùåìó ñïåöèôè÷íóþ äë  ïàðâîâèðóñà Â19
ãèáðèäèçóþùóþñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðèáëèçèòåëüíî èç 10-50 íóêëåîòèäîâ, ñâ çàííóþ ñ
ìåòêîé, ïðåäñòàâë þùåé ñîáîé ñëîæíûé ýôèð àêðèäèíè . Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïåöèôè÷íóþ äë  ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà
ãèáðèäèçóþùóþñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëó÷àþò èç VP1 îáëàñòè ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19
÷åëîâåêà, òàêîãî êàê èç ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçîáðàæåííîé íà ëþáîé èç
ôèã.2À-2U èëè ôèã.11À-11Z.

Â åùå îäíîì äîïîëíèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå
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îòíîñèòñ  ê íàáîðó äë  äèàãíîñòè÷åñêîãî èññëåäîâàíè , âêëþ÷àþùåìó îäèí èëè áîëåå
îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ, îïèñàííûõ â íàñòî ùåé çà âêå, è èíñòðóêöèè ïî
ïðîâåäåíèþ äèàãíîñòè÷åñêîãî èññëåäîâàíè . Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  íàáîð äë  èññëåäîâàíè  äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò
îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä, âêëþ÷àþùèé ñïåöèôè÷íóþ äë  ïàðâîâèðóñà Â19
ãèáðèäèçóþùóþñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðèáëèçèòåëüíî èç 10-50 íóêëåîòèäîâ, ñâ çàííóþ ñ
ìåòêîé, ïðåäñòàâë þùåé ñîáîé ñëîæíûé ýôèð àêðèäèíè .

Óêàçàííûå è äðóãèå àñïåêòû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áóäóò î÷åâèäíû äë  ñïåöèàëèñòà â
äàííîé îáëàñòè áëàãîäàð  ñëåäóþùåìó ïîäðîáíîìó îïèñàíèþ è ïðèëàãàåìûì ðèñóíêàì.

Êðàòêîå îïèñàíèå ôèãóð
Ôèã.1 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñõåìó ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà, èçîáðàæàþùóþ

ðàçëè÷íûå êîäèðóþùèå îáëàñòè âèðóñà. Èçîáðàæåíû òðè ÏÖÐ ôðàãìåíòà, îäèí
ïðèáëèçèòåëüíî èç 700 ï.í., ñîîòâåòñòâóþùèõ íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 2936-3635 ãåíîìà
ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííûì â Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936; îäèí
ïðèáëèçèòåëüíî èç 370 ï.í. â ïðåäåëàõ ôðàãìåíòà èç 700 ï.í., ñîîòâåòñòâóþùèõ
íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 3073-3442 ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííûì â Shade et al.,
J. Virol. (1986) 58:921-936; è îäèí ïðèáëèçèòåëüíî èç 214 ï.í., ñîîòâåòñòâóþùèõ
íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 4728-4941 ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííûì â Shade et al.,
J. Virol. (1986) 58:921-936.

Ôèã.2À-2U (SEQ ID NO:1-21) èçîáðàæàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ èç ðàçëè÷íûõ
èçîë òîâ ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà, êîòîðûå âêëþ÷àþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ñîîòâåòñòâóþùèå íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 2936-3635 ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19,
îïèñàííûì â Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936 (ôðàãìåíò èç 700 ï.í.,
èçîáðàæåííûé íà ôèã.1). Ôèã.2À (SEQ ID NO:1) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ47-26; ôèã.2Â (SEQ ID NO:2) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ48-29; ôèã.2Ñ (SEQ ID NO:3)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ33-2; ôèã.2D
(SEQ ID NO:4) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà
ÑÍ33-3; ôèã.2Å (SEQ ID NO:5) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
èç èçîë òà ÑÍ33-4; ôèã.2F (SEQ ID NO:6) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ42-7; ôèã.2G (SEQ ID NO:7) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ42-18; ôèã.2H (SEQ ID NO:8)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ42-19; ôèã.2I
(SEQ ID NO:9) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà
ÑÍ46-23; ôèã.2J (SEQ ID NO:10) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ1-1; ôèã.2K (SEQ ID NO:11) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ1-6; ôèã.2L (SEQ ID NO:12)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ2-8; ôèã.2M (SEQ
ID NO:13) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ2-10;
ôèã.2N (SEQ ID NO:14) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç
èçîë òà ÑÍ2-11C; ôèã.2O (SEQ ID NO:15) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ5-13; ôèã.2P (SEQ ID NO:16) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ7-22; ôèã.2Q (SEQ ID NO:17)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ13-27; ôèã.2R
(SEQ ID NO:18) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà
ÑÍ14-33; ôèã.2S (SEQ ID NO:19) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ62-2; ôèã.2T (SEQ ID NO:20) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ64-2; è ôèã.2U (SEQ ID NO:21)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ67-2.

Ôèã.3À-3Ñ (SEQ ID NO:22) ïîêàçûâàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÏÖÐ-ôðàãìåíòà
ïðèáëèçèòåëüíî èç 4,7 ò.ï.í., ïîêàçàííîãî íà ôèã.1, èç êëîíà 2-Â1 ïàðâîâèðóñà Â19.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôðàãìåíò èç 4677 íóêëåîòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèé
íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 217-4893, îïèñàííûì â Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-
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936. Èçîáðàæåííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîäåðæèò ïîëíóþ îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè 
ïàðâîâèðóñà Â19, êîòîðà  êîäèðóåò NS1, VP1 è VP2, ïëþñ äîïîëíèòåëüíûå
íåòðàíñëèðóåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5' è 3'.

Ôèã.4À-4Ñ (SEQ ID NO:23) ïîêàçûâàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÏÖÐ-ôðàãìåíòà
ïðèáëèçèòåëüíî èç 4,7 ò.ï.í., ïîêàçàííîãî íà ôèã.1, èç êëîíà 2-Â6 ïàðâîâèðóñà Â19.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôðàãìåíò èç 4677 íóêëåîòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèé
íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 217-4893, îïèñàííûì â Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-
936. Èçîáðàæåííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîäåðæèò ïîëíóþ îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè 
ïàðâîâèðóñà Â19, êîòîðà  êîäèðóåò NS1, VP1 è VP2, ïëþñ äîïîëíèòåëüíûå
íåòðàíñëèðóåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5' è 3'.

Ôèã.5À (SEQ ID NO:24) è 5Â (SEQ ID NO:25) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè NS1, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â1 ïàðâîâèðóñà Â19.

Ôèã.6À (SEQ ID NO:26) è 6Â (SEQ ID NO:27) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VP1, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â1 ïàðâîâèðóñà Â19.

Ôèã.7À (SEQ ID NO:28) è 7Â (SEQ ID NO:29) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VP2, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â1 ïàðâîâèðóñà Â19.

Ôèã.8À (SEQ ID NO:30) è 8Â (SEQ ID NO:31) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè NS1, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â6 ïàðâîâèðóñà Â19.

Ôèã.9À (SEQ ID NO:32) è 9Â (SEQ ID NO:33) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VP1, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â6 ïàðâîâèðóñà Â19.

Ôèã.10À (SEQ ID NO:34) è 10Â (SEQ ID NO:35) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VP2, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â6 ïàðâîâèðóñà Â19.

Ôèã.11À-11Z (SEQ ID NO:62-87) èçîáðàæàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ èç ðàçëè÷íûõ
èçîë òîâ ïàðâîâèðóñà Â19, êîòîðûå âêëþ÷àþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå
íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 2936-3635 ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííûì â Shade et al.,
J. Virol. (1986) 58:921-936 (ôðàãìåíò èç 700 ï.í., èçîáðàæåííûé íà ôèã.1). Ôèã.11À
(SEQ ID NO:62) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà
ÑÍ80-1; ôèã.11B (SEQ ID NO:63) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ81-3; ôèã.11C (SEQ ID NO:64) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL1-4; ôèã.11D (SEQ ID NO:65)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL2-1; ôèã.11E
(SEQ ID NO:66) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà
B19SCL3-1; ôèã.11F (SEQ ID NO:67) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL4-3; ôèã.11G (SEQ ID NO:68) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL5-2; ôèã.11H (SEQ ID NO:69)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL6-2; ôèã.11I
(SEQ ID NO:70) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà
B19SCL7-3; ôèã.11J (SEQ ID NO:71) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL8-2; ôèã.11K (SEQ ID NO:72) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL9-1; ôèã.11L (SEQ ID NO:73)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL9-9; ôèã.11M
(SEQ ID NO:74) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà
B19SCL10-2; ôèã.11N (SEQ ID NO:75) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL11-1; ôèã.11O (SEQ ID NO:76) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL12-1; ôèã.11P (SEQ ID NO:77)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL13-3;
ôèã.11Q (SEQ ID NO:78) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç
èçîë òà B19SCL14-1; ôèã.11R (SEQ ID NO:79) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL15-3; ôèã.11S (SEQ ID NO:80) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL16-2; ôèã.11T (SEQ ID NO:81)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL17-1;
ôèã.11U (SEQ ID NO:82) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç
èçîë òà B19SCL18-1; ôèã.11V (SEQ ID NO:83) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
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ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL19-1; ôèã.11W (SEQ ID NO:84) ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL20-3; ôèã.11X (SEQ ID NO:85)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL21-3;
ôèã.11Y (SEQ ID NO:86) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç
èçîë òà B19SCL22-11; ôèã.11Z (SEQ ID NO:87) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL2-14.

Ôèã.12 (SEQ ID NO:92) èçîáðàæàåò ïðèìåð ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èç êîòîðîé ìîæíî
ïîëó÷èòü âíóòðåííèé êîíòðîëü (IC) äë  çàõâàòà è àìïëèôèêàöèè ìèøåíè.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Äë  îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áóäóò èñïîëüçîâàòüñ , åñëè íå óêàçàíî

èíîå, îáû÷íûå ìåòîäû õèìèè, áèîõèìèè, ìåòîäèêè ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ è âèðóñîëîãèè,
èçâåñòíûå ñïåöèàëèñòàì â äàííûõ îáëàñò õ. Äàííûå ìåòîäèêè èñ÷åðïûâàþùèì îáðàçîì
ðàñêðûòû â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå. Ñì., íàïðèìåð, Fundamental Virology, 2-å èçäàíèå, òîìà
I è II (B.N. Fields and D.M. Knipe, eds.); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth
Publishers, Inc., ïîñëåäíåå äîïîëíåíèå); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (2-å èçäàíèå, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick and N.
Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, ed., 1984); A
Practical Guide to Molecular Cloning (1984).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â äàííîì îïèñàíèè è ïðèëàãàåìîé ôîðìóëå èçîáðåòåíè 
åäèíñòâåííûå ôîðìû ñóùåñòâèòåëüíûõ âêëþ÷àþò â ñåá  è óïîì íóòûå çíà÷åíè  âî
ìíîæåñòâåííîì ÷èñëå, åñëè â êîíòåêñòå  ñíî íå  óêàçàíî èíîå. Òàê, íàïðèìåð, ññûëêà íà
"àíòèãåí" âêëþ÷àåò â ñåá  ñìåñü äâóõ èëè áîëåå àíòèãåíîâ è ò.ï. Â òåêñòå èñïîëüçóþòñ 
ñëåäóþùèå àááðåâèàòóðû äë  àìèíîêèñëîò:

Àëàíèí: Ala (A) Àðãèíèí: Arg (R)

Àñïàðàãèí: Asn (N) Àñïàðàãèíîâà  êèñëîòà: Asp (D)

Öèñòåèí: Cys (C) Ãëóòàìèí: Gln (Q)

Ãëóòàìèíîâà  êèñëîòà: Glu (E) Ãëèöèí: Gly (G)

Ãèñòèäèí: His (H) Èçîëåéöèí: Ile (I)

Ëåéöèí: Leu (L) Ëèçèí: Lys (K)

Ìåòèîíèí: Met (M) Ôåíèëàëàíèí: Phe (F)

Ïðîëèí: Pro (P) Ñåðèí: Ser (S)

Òðåîíèí: Thr (T) Òðèïòîôàí: Trp (W)

Òèðîçèí: Tyr (Y) Âàëèí: Val (V)

I. Îïðåäåëåíè 
Ïðè îïèñàíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áóäóò èñïîëüçîâàòüñ  ñëåäóþùèå òåðìèíû,

êîòîðûå èìåþò îïðåäåëåíè , óêàçàííûå íèæå.
Òåðìèíû "ïîëèïåïòèä" è "áåëîê" îòíîñ òñ  ê ïîëèìåðó, ñîñòî ùåìó èç àìèíîêèñëîòíûõ

îñòàòêîâ, è íå îãðàíè÷èâàþòñ  ìèíèìàëüíîé äëèíîé ïðîäóêòà. Òàê, ïåïòèäû,
îëèãîïåïòèäû, äèìåðû, ìóëüòèìåðû è ò.ï. âêëþ÷åíû â äàííîå îïðåäåëåíèå. Äàííîå
îïðåäåëåíèå îõâàòûâàåò òàêæå ïîëíîðàçìåðíûå áåëêè è èõ ôðàãìåíòû. Äàííûå òåðìèíû
òàêæå âêëþ÷àþò ïîñòýêñïðåññèîííûå ìîäèôèêàöèè ïîëèïåïòèäà, íàïðèìåð,
ãëèêîçèëèðîâàíèå, àöåòèëèðîâàíèå, ôîñôîðèëèðîâàíèå è ò.ï. Êðîìå òîãî, äë  öåëåé
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  "ïîëèïåïòèä" îòíîñèòñ  ê áåëêó, êîòîðûé âêëþ÷àåò ìîäèôèêàöèè,
òàêèå êàê äåëåöèè, äîáàâëåíè  è çàìåùåíè  (îáû÷íî êîíñåðâàòèâíûå ïî ïðèðîäå),
íàòèâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðè óñëîâèè, ÷òî áåëîê ñîõðàí åò æåëàòåëüíóþ àêòèâíîñòü.
Äàííûå ìîäèôèêàöèè ìîãóò áûòü ïðåäíàìåðåííûìè, íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì ñàéò-
íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà, èëè ìîãóò áûòü ñëó÷àéíûìè, íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì ìóòàöèé
õîç åâ, êîòîðûå ïðîäóöèðóþò áåëêè, èëè ïîñðåäñòâîì îøèáîê ïðè ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè.

Ïîëèïåïòèä ïàðâîâèðóñà Â19 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëèïåïòèä, êàê îïðåäåëåíî âûøå,
ïîëó÷åííûé èç áåëêà, êîäèðóåìîãî ãåíîìîì Â19, òàêîé êàê ïîëèïåïòèä èç íåñòðóêòóðíûõ
áåëêîâ, NS1 è NS2, à òàêæå èç áåëêîâ, êîòîðûå îáðàçóþò êàïñèä âèðóñà, VP1 (äëèíîé
îêîëî 781 àìèíîêèñëîòû) èëè VP2 (äëèíîé îêîëî 554 àìèíîêèñëîò). Õàðàêòåðíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè NS1, VP1 è VP2 èçîáðàæåíû íà ôèã.5-10 â íàñòî ùåé çà âêå.
Ïîëèïåïòèä íåîá çàòåëüíî äîëæåí áûòü ôèçè÷åñêè ïîëó÷åí èç ïàðâîâèðóñà Â19, à ìîæåò
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áûòü ïîëó÷åí ñèíòåòè÷åñêèì èëè ðåêîìáèíàíòíûì ïóòåì. Áîëåå òîãî, ïîëèïåïòèä ìîæåò
áûòü ïîëó÷åí èç ëþáîãî èç ðàçëè÷íûõ øòàììîâ è èçîë òîâ ïàðâîâèðóñà Â19. Ñðåäè äàííûõ
øòàììîâ è èçîë òîâ èçâåñòåí ð ä êîíñåðâàòèâíûõ è âàðèàáåëüíûõ îáëàñòåé, è, â îáùåì,
àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàïðèìåð, ýïèòîïîâ, ïîëó÷åííûõ èç óêàçàííûõ
îáëàñòåé, áóäóò èìåòü âûñîêóþ ñòåïåíü ãîìîëîãèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íàïðèìåð,
ãîìîëîãèþ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áîëåå 30%, ïðåäïî÷òèòåëüíî, áîëåå 40%,
ïðè ñîïîñòàâëåíèè äâóõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Òàê, íàïðèìåð, òåðìèí "VP1" ïîëèïåïòèä
îòíîñèòñ  ê íàòèâíîìó VP1 èç ëþáîãî èç ðàçëè÷íûõ øòàììîâ è èçîë òîâ ïàðâîâèðóñà Â19.
Ïîëíûå ãåíîòèïû è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  óïîì íóòûõ âûøå áåëêîâ ìíîãèõ øòàììîâ è
èçîë òîâ ïàðâîâèðóñà Â19 èçâåñòíû. Ñì., íàïðèìåð, Shade et al., J. Virol. (1986) 58:
921-936; Gallinella et al., J. Virol. Methods (1993) 41:203-211. Áîëåå òîãî, ýïèòîïû
èç ïàðâîâèðóñà Â19, ïîëó÷åííûå èç óêàçàííûõ îáëàñòåé, òàêæå èçâåñòíû. Ñì., íàïðèìåð,
ïàòåíò ÑØÀ ¹ 5436127 è ìåæäóíàðîäíóþ ïóáëèêàöèþ ¹ WO 91/12269.

Òåðìèíû "àíàëîã" è "ìóòåèí" îòíîñ òñ  ê áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûì ïðîèçâîäíûì
ññûëî÷íîé ìîëåêóëû èëè ê ôðàãìåíòàì óêàçàííûõ ïðîèçâîäíûõ, êîòîðûå ñîõðàí þò
æåëàòåëüíóþ àêòèâíîñòü, òàêóþ êàê èììóíîëîãè÷åñêà  ðåàêòèâíîñòü â äèàãíîñòè÷åñêèõ
àíàëèçàõ. Â îáùåì, òåðìèí "àíàëîã" îòíîñèòñ  ê ñîåäèíåíè ì, èìåþùèì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ñòðóêòóðó íàòèâíîãî ïîëèïåïòèäà ñ îäíèì èëè áîëåå äîáàâëåíèé,
çàìåùåíèé (îáû÷íî êîíñåðâàòèâíûõ ïî ïðèðîäå) è/èëè äåëåöèé àìèíîêèñëîò, ïî
ñðàâíåíèþ ñ íàòèâíîé ìîëåêóëîé, ïðè óñëîâèè, ÷òî ìîäèôèêàöèè íå óíè÷òîæàþò
èììóíîãåííóþ àêòèâíîñòü. Òåðìèí "ìóòåèí" îòíîñèòñ  ê ïåïòèäàì, èìåþùèì îäèí èëè
áîëåå ïåïòèäîìèìåòèêîâ ("ïåïòîèäîâ"), íàïðèìåð, êîòîðûå îïèñàíû â ìåæäóíàðîäíîé
ïóáëèêàöèè ¹ WO 91/04282. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, àíàëîã èëè ìóòåèí èìååò ïî ìåíüøåé ìåðå
òàêóþ æå èììóíîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, êàê ó íàòèâíîé ìîëåêóëû. Ñïîñîáû ïîëó÷åíè 
ïîëèïåïòèäíûõ àíàëîãîâ è ìóòåèíîâ èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè è
äîïîëíèòåëüíî îïèñàíû íèæå.

Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûå àíàëîãè âêëþ÷àþò çàìåùåíè , êîòîðûå  âë þòñ 
êîíñåðâàòèâíûìè ïî ïðèðîäå, ò.å. òàêèå çàìåùåíè , êîòîðûå èìåþò ìåñòî â ïðåäåëàõ
ñåìåéñòâà àìèíîêèñëîò, èìåþùèõ ðîäñòâåííûå áîêîâûå öåïè. Êîíêðåòíî, àìèíîêèñëîòû
îáû÷íî ðàçäåë þò íà ÷åòûðå ñåìåéñòâà: (1) êèñëûå - àñïàðòàò è ãëóòàìàò; (2)
îñíîâíûå - ëèçèí, àðãèíèí, ãèñòèäèí; (3) íåïîë ðíûå - àëàíèí, âàëèí, ëåéöèí,
èçîëåéöèí, ïðîëèí, ôåíèëàëàíèí, ìåòèîíèí, òðèïòîôàí; è (4) íå èìåþùèå çàð äà
ïîë ðíûå - ãëèöèí, àñïàðàãèí, ãëóòàìèí, öèñòåèí, ñåðèí, òðåîíèí, òèðîçèí.
Ôåíèëàëàíèí, òðèïòîôàí è òèðîçèí èíîãäà êëàññèôèöèðóþò êàê àðîìàòè÷åñêèå
àìèíîêèñëîòû. Íàïðèìåð, ìîæíî ñ ïîëíûì îñíîâàíèåì ïðåäñêàçàòü, ÷òî èçîëèðîâàííà 
çàìåíà ëåéöèíà íà èçîëåéöèí èëè âàëèí, àñïàðòàò íà ãëóòàìàò, òðåîíèí íà ñåðèí èëè
ñõîäíà  êîíñåðâàòèâíà  çàìåíà àìèíîêèñëîòû íà ñòðóêòóðíî ðîäñòâåííóþ àìèíîêèñëîòó,
íå îêàæåò áîëüøîãî âëè íè  íà áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Íàïðèìåð, ïîëèïåïòèä,
ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ, ìîæåò âêëþ÷àòü ïðèáëèçèòåëüíî äî 5-10 êîíñåðâàòèâíûõ èëè
íåêîíñåðâàòèâíûõ àìèíîêèñëîòíûõ çàìåùåíèé, èëè äàæå ïðèáëèçèòåëüíî äî 15-25
êîíñåðâàòèâíûõ èëè íåêîíñåðâàòèâíûõ àìèíîêèñëîòíûõ çàìåùåíèé, èëè ëþáîå öåëîå
÷èñëî îò 5 äî 25, åñëè æåëàòåëüíà  ôóíêöè  ìîëåêóëû îñòàåòñ  ïðåæíåé. Ñïåöèàëèñò
ìîæåò ëåãêî îïðåäåëèòü îáëàñòè ìîëåêóëû, ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ, êîòîðûå ìîãóò
ïåðåíåñòè èçìåíåíè , â ñîîòâåòñòâèè ñî ñõåìàìè Hopp/Woods è Kyte-Doolittle, õîðîøî
èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè.

Ïîä "âûäåëåííûì", åñëè ðå÷ü èäåò î ïîëèïåïòèäå, ïîäðàçóìåâàþò, ÷òî óêàçàííà 
ìîëåêóëà íàõîäèòñ  îòäåëüíî îò öåëîãî îðãàíèçìà, â êîòîðîì ìîëåêóëó íàõîä ò â
ïðèðîäå, èëè ïðèñóòñòâóåò â ïðàêòè÷åñêîì îòñóòñòâèè äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ ìàêðîìîëåêóë
òîãî æå òèïà. Ïîä òåðìèíîì "âûäåëåííûé", åñëè ðå÷ü èäåò î ïîëèíóêëåîòèäå,
ïîäðàçóìåâàþò ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ëèøåííóþ, ïîëíîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, îáû÷íî ñâ çàííûõ ñ íåé â ïðèðîäå; èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, â òîì
âèäå, â êîòîðîì îíà ñóùåñòâóåò â ïðèðîäå, íî èìåþùóþ ñâ çàííûå ñ íåé ãåòåðîëîãè÷íûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè; èëè ìîëåêóëó, îòäåëåííóþ îò õðîìîñîìû.
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Ïîëèíóêëåîòèä, "ïîëó÷åííûé èç" èëè "ñïåöèôè÷íûé â îòíîøåíèè" îáîçíà÷åííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îòíîñèòñ  ê ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà 
âêëþ÷àåò ñìåæíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî èç 6
íóêëåîòèäîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî èç 8 íóêëåîòèäîâ, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî èç 10-12 íóêëåîòèäîâ, è äàæå áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî èç 15-20 íóêëåîòèäîâ,
ñîîòâåòñòâóþùóþ, ò.å. èäåíòè÷íóþ èëè êîìïëåìåíòàðíóþ îáëàñòè îáîçíà÷åííîé
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ïîëó÷åííûé ïîëèíóêëåîòèä íå îá çàòåëüíî áóäåò
ïîëó÷åí ôèçè÷åñêè èç íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ, íî
ìîæåò áûòü ïîëó÷åí ëþáûì ñïîñîáîì, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , õèìè÷åñêèé ñèíòåç,
ðåïëèêàöèþ, îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ èëè òðàíñêðèïöèþ, êîòîðûé îñíîâàí íà èíôîðìàöèè,
îáåñïå÷åííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ îñíîâàíèé â îáëàñòè (îáëàñò õ), èç êîòîðîé ïîëó÷åí
ïîëèíóêëåîòèä. Â êà÷åñòâå òàêîâîãî îí ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñìûñëîâóþ èëè
àíòèñìûñëîâóþ îðèåíòàöèþ èñõîäíîãî ïîëèíóêëåîòèäà.

"Ãîìîëîãè÷íîñòü" îòíîñèòñ  ê ïðîöåíòó ñõîäñòâà ìåæäó äâóì  ïîëèíóêëåîòèäíûìè èëè
äâóì  ïîëèïåïòèäíûìè ÷àñò ìè. Äâå ÄÍÊ èëè äâå ïîëèïåïòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
 âë þòñ  "ïðàêòè÷åñêè ãîìîëîãè÷íûìè" äðóã ñ äðóãîì, êîãäà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èìåþò ïî
ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 50%, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî
75%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 80%-85%,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 90%, è, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
ìåíüøåé ìåðå ïðèáëèçèòåëüíî 95%-98% ñõîäñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî îïðåäåëåííîé
äëèíå ìîëåêóë. Èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåé çà âêå òåðìèí "ïðàêòè÷åñêè ãîìîëîãè÷íûå"
òàêæå îòíîñèòñ  ê ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì, äåìîíñòðèðóþùèì ïîëíóþ èäåíòè÷íîñòü
êîíêðåòíîé ÄÍÊ èëè ïîëèïåïòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Â îáùåì, "èäåíòè÷íîñòü" îòíîñèòñ  ê òî÷íîìó íóêëåîòèä-íóêëåîòèäíîìó èëè
àìèíîêèñëîòà-àìèíîêèñëîòíîìó ñîîòâåòñòâèþ äâóõ ïîëèíóêëåîòèäíûõ èëè ïîëèïåïòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñîîòâåòñòâåííî. Ïðîöåíò èäåíòè÷íîñòè ìîæíî îïðåäåëèòü ïð ìûì
ñðàâíåíèåì èíôîðìàöèè î ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåæäó äâóì  ìîëåêóëàìè ïóòåì
ñîïîñòàâëåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïîäñ÷åòà òî÷íîãî êîëè÷åñòâà ñîâïàäåíèé ìåæäó
äâóì  ñîïîñòàâëåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, äåëåíè  íà äëèíó áîëåå êîðîòêîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è óìíîæåíè  ðåçóëüòàòà íà 100.

Äë  îáëåã÷åíè  àíàëèçà ãîìîëîãèè è èäåíòè÷íîñòè ìîæíî èñïîëüçîâàòü îáùåäîñòóïíûå
êîìïüþòåðíûå ïðîãðàììû, òàêèå êàê ALIGN, Dayhoff, M.O., â Atlas of Protein Sequence
and Structure M.O. Dayhoff ed., 5 Suppl. 3:353-358, National Biomedical Research
Foundation, Washington, DC, êîòîðûå àäàïòèðóþò ëîêàëüíûé àëãîðèòì ãîìîëîãè÷íîñòè
Ñìèòà-Óîòåðìàíà Advances â Appl. Math. 2:482-489, 1981, äë  àíàëèçà ïåïòèäîâ.
Ïðîãðàììû äë  îïðåäåëåíè  ãîìîëîãèè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èìåþòñ  â
ïàêåòå Wisconsin Sequence Analysis Package, âåðñè  8 (îò êîìïàíèè Genetics Computer
Group, Madison, WI), íàïðèìåð, ïðîãðàììû BESTFIT, FASTA È GAP, êîòîðûå òàêæå
îñíîâàíû íà àëãîðèòìå Ñìèòà-Óîòåðìàíà. Óêàçàííûå ïðîãðàììû ëåãêî èñïîëüçóþòñ  ñ
ïàðàìåòðàìè ïî óìîë÷àíèþ, ðåêîìåíäîâàííûìè ïðîèçâîäèòåëåì, è îïèñàíû â ïàêåòå
Wisconsin Sequence Analysis Package, óïîìèíàâøåìñ  âûøå. Íàïðèìåð, ïðîöåíò ãîìîëîãèè
êîíêðåòíîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê ññûëî÷íîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîæíî îïðåäåëèòü ñ ïîìîùüþ àëãîðèòìà ãîìîëîãèè Ñìèòà-Óîòåðìàíà
ñ òàáëèöåé êîëè÷åñòâåííûõ ïîêàçàòåëåé è ïîòåðè ïî ïðîáåëó â øåñòü íóêëåîòèäíûõ
ïîëîæåíèé ïî óìîë÷àíèþ.

Äðóãèì ñïîñîáîì îïðåäåëåíè  ïðîöåíòà ãîìîëîãèè â êîíòåêñòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
 âë åòñ  èñïîëüçîâàíèå ïàêåòà ïðîãðàìì MPSRCH, àâòîðñêîå ïðàâî óíèâåðñèòåòà
Ýäèíáóðãà, ðàçðàáîòàííîãî John F. Collins è Shane S. Sturrok è ðàñïðîñòðàí åìîãî
êîìïàíèåé IntelliGenetics, Inc. (Mountain View, CA). Èç ýòîãî êîìïëåêòà ïàêåòîâ ìîæíî
ïðèìåí òü àëãîðèòì Ñìèòà-Óîòåðìàíà, ãäå äë  òàáëèöû êîëè÷åñòâåííûõ ïîêàçàòåëåé
èñïîëüçóþòñ  ïàðàìåòðû ïî óìîë÷àíèþ (íàïðèìåð, ïîòåðè ïî îòêðûòîìó ïðîáåëó 12,
ïîòåðè ïî ïðîò æåííîñòè ïðîáåëà îäèí è ïðîáåë øåñòü). Èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ âåëè÷èíà
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"Match" îòðàæàåò "ãîìîëîãèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè". Äðóãèå ïîäõîä ùèå ïðîãðàììû äë 
ðàñ÷åòà ïðîöåíòà èäåíòè÷íîñòè èëè ñõîäíîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îáû÷íî èçâåñòíû
ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè, íàïðèìåð, äðóãîé ïðîãðàììîé äë  ñîïîñòàâëåíè 
 âë åòñ  BLAST, êîòîðóþ èñïîëüçóþò ñ ïàðàìåòðàìè ïî óìîë÷àíèþ. Íàïðèìåð, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü BLASTN è BLASTP ñî ñëåäóþùèìè ïàðàìåòðàìè ïî óìîë÷àíèþ: ãåíåòè÷åñêèé
êîä = ñòàíäàðò; ôèëüòð = îòñóòñòâóåò; öåïü = îáå; îòñåêàþùà  âåëè÷èíà = 60;
îæèäàíèå = 10; ìàòðèêñ = BLOSUM62; îïèñàíè  = 50 ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé; ñîðòèðîâêà
ïîñðåäñòâîì = HIGH SCORE; áàçû äàííûõ = íå ðåçåðâèðóåìûå, GenBank + EMBL + DDBJ +
PDB + GenBank CDS òðàíñë öèè + øâåéöàðñêèé áåëîê + Spupdate + PIR. Ïîäðîáíîñòè
óêàçàííûõ ïðîãðàìì ìîæíî íàéòè ïî ñëåäóþùåìó àäðåñó â èíòåðíåòå: http:
//www.ncbi.nlm.gov/cgi-bin/BLAST.

Àëüòåðíàòèâíî, ãîìîëîãèþ ìîæíî îïðåäåëèòü ïóòåì ãèáðèäèçàöèè ïîëèíóêëåîòèäîâ â
òàêèõ óñëîâè õ, ïðè êîòîðûõ îáðàçóþòñ  ñòàáèëüíûå äóïëåêñû ìåæäó ãîìîëîãè÷íûìè
îáëàñò ìè, ñ ïîñëåäóþùèì îòùåïëåíèåì ñïåöèôè÷íîé â îòíîøåíèè îäíîé öåïè íóêëåàçîé
(íóêëåàçàìè) è îïðåäåëåíèåì ðàçìåðîâ îòùåïëåííûõ ôðàãìåíòîâ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÄÍÊ, êîòîðûå  âë þòñ  ïðàêòè÷åñêè ãîìîëîãè÷íûìè, ìîãóò áûòü èäåíòèôèöèðîâàíû â
ýêñïåðèìåíòå ãèáðèäèçàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñàóçåðí-áëîòòèíãà, íàïðèìåð, ïðè ñòðîãèõ
óñëîâè õ, êàê îïðåäåëåíî äë  äàííîé êîíêðåòíîé ñèñòåìû. Îïðåäåëåíèå àäåêâàòíûõ
óñëîâèé ãèáðèäèçàöèè èçâåñòíî ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè. Ñì., íàïðèìåð, Sambrook
et al., óêàçàíî âûøå; DNA Cloning, óêàçàíî âûøå; Nucleic Acid Hybridization, óêàçàíî âûøå.

"Ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûé" îòíîñèòñ  ê òàêîìó ðàñïîëîæåíèþ ýëåìåíòîâ, ïðè êîòîðîì
îïèñàííûå òàêèì îáðàçîì êîìïîíåíòû èìåþò òàêóþ êîíôèãóðàöèþ, êîòîðà  ïîçâîë åò èì
îñóùåñòâë òü æåëàòåëüíóþ ôóíêöèþ. Òàê, äàííûé ïðîìîòîð, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûé ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñïîñîáåí âëè òü íà òðàíñêðèïöèþ, à â ñëó÷àå
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íà ýêñïðåññèþ êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, åñëè
èìåþòñ  ñîîòâåòñòâóþùèå ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè è ò.ï. Ïðîìîòîð íåîá çàòåëüíî äîëæåí
áûòü ñìåæíûì ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, åñëè îí â ñîñòî íèè
îñóùåñòâë òü ôóíêöèþ óïðàâëåíè  åå òðàíñêðèïöèåé è/èëè ýêñïðåññèåé. Òàê, íàïðèìåð,
âñòàâî÷íûå íåòðàíñëèðóåìûå, õîò  è òðàíñêðèáèðóåìûå, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîãóò
ïðèñóòñòâîâàòü ìåæäó ïðîìîòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ è êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, êàê ýòî ìîæåò áûòü ñ òðàíñêðèáèðóåìûìè èíòðîíàìè, à
ïðîìîòîðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âñå ðàâíî ìîæåò ñ÷èòàòüñ  "ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííîé" ñ
êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

"Ðåêîìáèíàíòíûé", êîãäà èñïîëüçóåòñ  â íàñòî ùåé çà âêå äë  îïèñàíè  ìîëåêóëû
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, îçíà÷àåò ïîëèíóêëåîòèä ãåíîìíîãî, êÄÍÊ, âèðóñíîãî,
ïîëóñèíòåòè÷åñêîãî èëè ñèíòåòè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíè , êîòîðûé, â ñèëó ñâîåãî
ïðîèñõîæäåíè  èëè ïðîèçâåäåííûõ ñ íèì ìàíèïóë öèé, íå ñâ çàí ñî âñåì
ïîëèíóêëåîòèäîì èëè ñ åãî ÷àñòüþ, ñ êîòîðûìè îí ñâ çàí â ïðèðîäå. Òåðìèí
"ðåêîìáèíàíòíûé", êîãäà îí èñïîëüçóåòñ  â îòíîøåíèè áåëêà èëè ïîëèïåïòèäà, îçíà÷àåò
ïîëèïåïòèä, ïîëó÷åííûé ýêñïðåññèåé ðåêîìáèíàíòíîãî ïîëèíóêëåîòèäà. Â îáùåì, ãåí,
ïðåäñòàâë þùèé èíòåðåñ, êëîíèðóþò, à çàòåì ýêñïðåññèðóþò â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
îðãàíèçìàõ, êàê îïèñàíî äàëåå. Îðãàíèçì-õîç èí ýêñïðåññèðóåò ÷óæåðîäíûé ãåí äë 
ïðîäóöèðîâàíè  áåëêà â óñëîâè õ, íåîáõîäèìûõ äë  ýêñïðåññèè.

"Êîíòðîëèðóþùèé ýëåìåíò" îòíîñèòñ  ê ïîëèíóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà 
ñïîñîáñòâóåò òðàíñêðèïöèè è/èëè òðàíñë öèè íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñ êîòîðîé
îíà ñâ çàíà. Òåðìèí âêëþ÷àåò ïðîìîòîðû, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè,
"âåðõíèå" ðåãóë òîðíûå äîìåíû, ñèãíàëû ïîëèàäåíèëèðîâàíè , íåòðàíñëèðóåìûå îáëàñòè,
âêëþ÷à  5'-UTR è 3'-UTR, è, êîãäà íåîáõîäèìî, ëèäåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è
ýíõàíñåðû, êîòîðûå âñå âìåñòå îáåñïå÷èâàþò òðàíñêðèïöèþ è òðàíñë öèþ êîäèðóþùåé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â êëåòêå-õîç èíå.

"Ïðîìîòîð", êîãäà èñïîëüçóåòñ  â íàñòî ùåé çà âêå, îçíà÷àåò ðåãóëèðóþùóþ îáëàñòü,
ñïîñîáíóþ ñâ çûâàòü ïîëèìåðàçó è èíèöèèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî õîäó òðàíñêðèïöèè (â íàïðàâëåíèè 3'), ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííóþ ñ
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íåé. Äë  öåëåé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðîìîòîðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âêëþ÷àåò
ìèíèìàëüíîå êîëè÷åñòâî îñíîâàíèé èëè ýëåìåíòîâ, íåîáõîäèìîå äë  èíèöèàöèè
òðàíñêðèïöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ, íà óðîâí õ, ïîääàþùèõñ 
îáíàðóæåíèþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ôîíîì. Â ïðåäåëàõ ïðîìîòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
íàõîäèòñ  ñàéò èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè, à òàêæå ïðîòåèí-ñâ çûâàþùèå äîìåíû
(êîíñóíñóñíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè), îòâåòñòâåííûå çà ñâ çûâàíèå ÐÍÊ- èëè ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû. Íàïðèìåð, ïðîìîòîð ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðà  ðàñïîçíàåòñ  ÄÍÊ-çàâèñèìîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé
("òðàíñêðèïòàçîé") â êà÷åñòâå ñèãíàëà ê ñâ çûâàíèþ ñ íóêëåèíîâîé êèñëîòîé è íà÷àëó
òðàíñêðèïöèè ÐÍÊ íà ñïåöèôè÷íîì ñàéòå. Äë  ñâ çûâàíè  óêàçàííûì òðàíñêðèïòàçàì
îáû÷íî òðåáóåòñ  ÄÍÊ, êîòîðà  èìååò äâóõöåïî÷å÷íóþ ñòðóêòóðó â ÷àñòè, âêëþ÷àþùåé
ïðîìîòîðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, è åå êîìïëåìåíò; ìàòðè÷íà  ÷àñòü
(ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîäëåæàùà  òðàíñêðèïöèè) íå äîëæíà áûòü îá çàòåëüíî
äâóõöåïî÷å÷íîé. Îòäåëüíûå ÄÍÊ-çàâèñèìûå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ðàñïîçíàþò ð ä ðàçëè÷íûõ
ïðîìîòîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîòîðûå ìîãóò çíà÷èòåëüíî îòëè÷àòüñ  äðóã îò äðóãà
ïî ñâîåé ýôôåêòèâíîñòè ñïîñîáñòâîâàòü òðàíñêðèïöèè. Êîãäà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà
ñâ çûâàåòñ  ñ ïðîìîòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ äë  èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè, òî
ïðîìîòîðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íå  âë åòñ  ÷àñòüþ òðàíñêðèáèðóåìîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Òàê, ïîëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì òðàíñêðèïòû ÐÍÊ íå áóäóò âêëþ÷àòü
äàííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

Êîíòðîëèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü "óïðàâë åò òðàíñêðèïöèåé" íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîãäà ÐÍÊ- èëè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà ñâ æåòñ  ñ ïðîìîòîðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ è áóäåò òðàíñêðèáèðîâàòü ñìåæíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

"ÄÍÊ-çàâèñèìà  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà" ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôåðìåíò, êîòîðûé ñèíòåçèðóåò
êîìïëåìåíòàðíóþ ÄÍÊ-êîïèþ íà ÄÍÊ-ìàòðèöå. Ïðèìåðàìè  âë þòñ  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I èç
E.coli è ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà áàêòåðèîôàãà Ò7. Âñå èçâåñòíûå ÄÍÊ-çàâèñèìûå ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû
äë  èíèöèàöèè ñèíòåçà òðåáóþò êîìïëåìåíòàðíîãî ïðàéìåðà. Ïðè ïîäõîä ùèõ óñëîâè õ
ÄÍÊ-çàâèñèìà  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà ìîæåò ñèíòåçèðîâàòü êîìïëåìåíòàðíóþ ÄÍÊ-êîïèþ íà
ÐÍÊ-ìàòðèöå.

"ÄÍÊ-çàâèñèìà  ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà" èëè "òðàíñêðèïòàçà" ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôåðìåíò,
êîòîðûé ñèíòåçèðóåò ìíîãî÷èñëåííûå ÐÍÊ-êîïèè èç äâóõöåïî÷å÷íîé èëè ÷àñòè÷íî
äâóõöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëå ÄÍÊ, èìåþùåé (îáû÷íî äâóõöåïî÷å÷íóþ) ïðîìîòîðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Ìîëåêóëû ÐÍÊ ("òðàíñêðèïòû") ñèíòåçèðóþòñ  â íàïðàâëåíèè îò 5' ê
3', íà÷èíà  ñ êîíêðåòíîãî ïîëîæåíè , ðàñïîëîæåííîé íåïîñðåäñòâåííî íèæå ïðîìîòîðà.
Ïðèìåðàìè òðàíñêðèïòàç  âë þòñ  ÄÍÊ-çàâèñèìà  ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà èç E.coli è
áàêòåðèîôàãîâ Ò7, Ò3 è SP6.

"ÐÍÊ-çàâèñèìà  ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà" èëè "îáðàòíà  òðàíñêðèïòàçà" ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ôåðìåíò, êîòîðûé ñèíòåçèðóåò êîìïëåìåíòàðíóþ ÄÍÊ-êîïèþ íà ÐÍÊ-ìàòðèöå. Âñå
èçâåñòíûå îáðàòíûå òðàíñêðèïòàçû òàêæå îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ñèíòåçèðîâàòü
êîìïëåìåíòàðíóþ ÄÍÊ-êîïèþ íà ÄÍÊ-ìàòðèöå; òàêèì îáðàçîì, îíè  âë þòñ  êàê ÐÍÊ-, òàê
è ÄÍÊ-çàâèñèìûìè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçàìè. Äë  èíèöèàöèè ñèíòåçà êàê íà ÐÍÊ-, òàê è íà ÄÍÊ-
ìàòðèöàõ òðåáóåòñ  ïðàéìåð.

"ÐÍÊàçà Í" ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôåðìåíò, êîòîðûé îòùåïë åò ÷àñòü ÐÍÊ îò äóïëåêñà
ÐÍÊ:ÄÍÊ. Óêàçàííûå ôåðìåíòû ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ýíäîíóêëåàçû èëè ýêçîíóêëåàçû.
Áîëüøèíñòâî îáðàòíûõ òðàíñêðèïòàç, ïîìèìî ñâîåé ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòè, îáû÷íî
îáëàäàåò àêòèâíîñòüþ ÐÍÊàçû Í. Îäíàêî èìåþòñ  äðóãèå èñòî÷íèêè ÐÍÊàçû Í, íå
èìåþùèå àññîöèèðîâàííîé ïîëèìåðàçíîé àêòèâíîñòè. Ðåçóëüòàòîì îòùåïëåíè  ìîæåò
áûòü îòäåëåíèå ÐÍÊ îò êîìïëåêñà ÐÍÊ:ÄÍÊ. Àëüòåðíàòèâíî, ÐÍÊàçà Í ìîæåò ïðîñòî
ðàçðåçàòü ÐÍÊ â ðàçíûõ ìåñòàõ òàê, ÷òî ÷àñòè ÐÍÊ èñ÷åçàþò, èëè ïîçâîë òü ôåðìåíòàì
ðàñêðó÷èâàòü ÷àñòè ÐÍÊ.

Òåðìèíû "ïîëèíóêëåîòèä", "îëèãîíóêëåîòèä", "íóêëåèíîâà  êèñëîòà" è "ìîëåêóëà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû", èñïîëüçóåìûå â íàñòî ùåé çà âêå, âêëþ÷àþò ïîëèìåðíóþ ôîðìó
íóêëåîòèäîâ ëþáîé äëèíû, êàê ðèáîíóêëåîòèäîâ, òàê è äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ. Äàííûé
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òåðìèí îòíîñèòñ  òîëüêî ê ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå ìîëåêóëû. Òàê, òåðìèí âêëþ÷àåò òðåõ-,
äâóõ- è îäíîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ, à òàêæå òðåõ-, äâóõ- è îäíîöåïî÷å÷íóþ ÐÍÊ. Îí òàêæå
âêëþ÷àåò ìîäèôèêàöèè, òàêèå êàê ìîäèôèêàöèè, ïîëó÷åííûå ìåòèëèðîâàíèåì è/èëè
êýïïèðîâàíèåì, è íåìîäèôèöèðîâàííûå ôîðìû ïîëèíóêëåîòèäà. Áîëåå êîíêðåòíî,
òåðìèíû "ïîëèíóêëåîòèä", "îëèãîíóêëåîòèä", "íóêëåèíîâà  êèñëîòà" è "ìîëåêóëà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû" âêëþ÷àþò ïîëèäåçîêñèðèáîíóêëåîòèäû (ñîäåðæàùèå 2-äåçîêñè-D-
ðèáîçó), ïîëèðèáîíóêëåîòèäû (ñîäåðæàùèå D-ðèáîçó), ëþáîé äðóãîé òèï ïîëèíóêëåîòèäà,
êîòîðûé ïðåäñòàâë åò ñîáîé N- èëè Ñ-ãëèêîçèä ïóðèíîâîãî èëè ïèðèìèäèíîâîãî îñíîâàíè ,
è äðóãèå ïîëèìåðû, ñîäåðæàùèå íåíóêëåîòèäíûå ñêåëåòû, íàïðèìåð, ïîëèàìèäíûå
(íàïðèìåð, ïåïòèäíûå íóêëåèíîâûå êèñëîòû (ÏÍÊ)) è ïîëèìîðôîëèíîâûå (ïðîäàþòñ 
êîìïàíèåé Anti-Virals, Inc., Corvallis, Oregon, êàê Neugene) ïîëèìåðû, è äðóãèå
ñèíòåòè÷åñêèå ïîëèìåðû íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñî ñïåöèôè÷íûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè,
ïðè óñëîâèè, ÷òî ïîëèìåðû ñîäåðæàò íóêëåîòèäíûå îñíîâàíè  â òàêîé êîíôèãóðàöèè,
êîòîðà  ïîçâîë åò îáðàçîâàíèå ïàð è ñòåêèíã îñíîâàíèé, òàêèå, êîòîðûå èìåþòñ  â ÄÍÊ è
ÐÍÊ. Ìåæäó òåðìèíàìè "ïîëèíóêëåîòèä", "îëèãîíóêëåîòèä", "íóêëåèíîâà  êèñëîòà" è
"ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû" íå ïðåäóñìîòðåíî ïðåäíàìåðåííîãî ðàçëè÷è  ïî äëèíå, è
äàííûå òåðìèíû áóäóò èñïîëüçîâàòüñ  âçàèìîçàìåí åìûì îáðàçîì. Äàííûå òåðìèíû
îòíîñ òñ  òîëüêî ê ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå ìîëåêóëû. Òàê, äàííûå òåðìèíû âêëþ÷àþò,
íàïðèìåð, 3'-äåçîêñè-2',5'-ÄÍÊ, îëèãîäåçîêñèðèáîêóëåîòèäíûå N3'P5' ôîñôîðàìèäàòû, 2'-
Î-àëêèëçàìåùåííóþ ÐÍÊ, äâóõ- è îäíîöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ, à òàêæå äâóõ- è îäíîöåïî÷å÷íóþ
ÐÍÊ, ãèáðèäû ÄÍÊ:ÐÍÊ è ãèáðèäû ìåæäó ÏÍÊ è ÄÍÊ èëè ÐÍÊ, à òàêæå âêëþ÷àþò èçâåñòíûå
òèïû ìîäèôèêàöèé, íàïðèìåð, ìåòêè, èçâåñòíûå ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè,
ìåòèëèðîâàíèå, "êýïû", çàìåùåíèå îäíîãî èëè áîëåå âñòðå÷àþùèõñ  â ïðèðîäå
íóêëåîòèäîâ àíàëîãîì, ìåæíóêëåîòèäíûå ìîäèôèêàöèè, òàêèå êàê, íàïðèìåð, ìîäèôèêàöèè
ñ íå èìåþùèìè çàð äà ñâ ç ìè (íàïðèìåð, ìåòèëôîñôîíàòû, ñëîæíûå ôîñôîòðèýôèðû,
ôîñôîðàìèäàòû, êàðáàìàòû è ò.ï.), ñ îòðèöàòåëüíî çàð æåííûìè ñâ ç ìè (íàïðèìåð,
ôîñôîðîòèîàòû, ôîñôîðîäèòèîàòû è ò.ï.) è ñ ïîëîæèòåëüíî çàð æåííûìè ñâ ç ìè
(íàïðèìåð, àìèíîàëêèëôîñôîðàìèäàòû, ñëîæíûå àìèíîàëêèëôîñôîòðèýôèðû),
ìîäèôèêàöèè, ñîäåðæàùèå áîêîâûå ÷àñòè, òàêèå êàê, íàïðèìåð, áåëêè (âêëþ÷à  íóêëåàçû,
òîêñèíû, àíòèòåëà, ñèãíàëüíûå ïåïòèäû, ïîëè-L-ëèçèí è ò.ï.), ìîäèôèêàöèè, ñîäåðæàùèå
èíòåðêàë òîðû (íàïðèìåð, àêðèäèí, ïñîðàëåí è ò.ï.), ìîäèôèêàöèè, ñîäåðæàùèå õåëàòîðû
(íàïðèìåð, ìåòàëëû, ðàäèîàêòèâíûå ìåòàëëû, áîð, îêèñëèòåëüíûå ìåòàëëû è ò.ï.),
ìîäèôèêàöèè, ñîäåðæàùèå àëêèë òîðû, ìîäèôèêàöèè, ñîäåðæàùèå ìîäèôèöèðîâàííûå
ñâ çè (íàïðèìåð, àëüôà-àíîìåðíûå íóêëåèíîâûå êèñëîòû è ò.ï.), à òàêæå
íåìîäèôèöèðîâàííûå ôîðìû ïîëèíóêëåîòèäà èëè îëèãîíóêëåîòèäà. Â ÷àñòíîñòè, ÄÍÊ
ïðåäñòàâë åò ñîáîé äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâóþ êèñëîòó.

Èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåé çà âêå òåðìèí "îáëàñòü-ìèøåíü íóêëåèíîâîé êèñëîòû" èëè
"íóêëåèíîâà  êèñëîòà-ìèøåíü" îáîçíà÷àåò ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñ
"ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ", ïîäëåæàùåé àìïëèôèêàöèè. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà-
ìèøåíü ìîæåò áûòü êàê îäíîöåïî÷å÷íîé, òàê è äâóõöåïî÷å÷íîé, è ìîæåò âêëþ÷àòü äðóãèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîìèìî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè, êîòîðûå ìîãóò íå
àìïëèôèöèðîâàòüñ . Òåðìèí "ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü" îòíîñèòñ  ê êîíêðåòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â íóêëåèíîâîé êèñëîòå-ìèøåíè, êîòîðà  äîëæíà áûòü
àìïëèôèöèðîâàíà. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ìîæåò âêëþ÷àòü îáëàñòü ãèáðèäèçàöèè ñ
çîíäîì, ñîäåðæàùóþñ  â ìîëåêóëå-ìèøåíè, ñ êîòîðîé çîíä áóäåò îáðàçîâûâàòü
ñòàáèëüíûé ãèáðèä ïðè æåëàòåëüíûõ óñëîâè õ. "Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü" ìîæåò òàêæå
âêëþ÷àòü ñïîñîáíûå îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñ êîòîðûìè îáðàçóþò
êîìïëåêñ îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû è êîòîðûå ìîãóò óäëèí òüñ  ñ ïîìîùüþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè â êà÷åñòâå ìàòðèöû. Â ñëó÷àå, êîãäà íóêëåèíîâà  êèñëîòà-
ìèøåíü èñõîäíî  âë åòñ  îäíîöåïî÷å÷íîé, òåðìèí "ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü" òàêæå
îòíîñèòñ  ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîìïëåìåíòàðíîé "ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè", â òîì
âèäå, â êîòîðîì îíà ïðèñóòñòâóåò â íóêëåèíîâîé êèñëîòå-ìèøåíè. Åñëè "íóêëåèíîâà 
êèñëîòà-ìèøåíü" èñõîäíî  âë åòñ  äâóõöåïî÷å÷íîé, òåðìèí "ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü"
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îòíîñèòñ  è ê ïëþñ (+), è ê ìèíóñ (-) öåï ì.
Òåðìèí "ïðàéìåð" èëè "îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð", èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåé

çà âêå, îòíîñèòñ  ê îëèãîíóêëåîòèäó, ôóíêöè  êîòîðîãî çàêëþ÷àåòñ  â èíèöèàöèè ñèíòåçà
êîìïëåìåíòàðíîé öåïè ÄÍÊ ïðè ïîìåùåíèè â óñëîâè , ïðè êîòîðûõ èíäóöèðóåòñ  ñèíòåç
ïðîäóêòà óäëèíåíè  ïðàéìåðà, ò.å. â ïðèñóòñòâèè íóêëåîòèäîâ è àãåíòà, èíäóöèðóþùåãî
ïîëèìåðèçàöèþ, òàêîãî êàê ÄÍÊ- èëè ÐÍÊ-ïîëèìåðàçà, è ïðè ïîäõîä ùåé òåìïåðàòóðå, ðÍ,
êîíöåíòðàöèè ìåòàëëîâ è êîíöåíòðàöèè ñîëåé. Äë  ìàêñèìàëüíîé ýôôåêòèâíîñòè ïðè
àìïëèôèêàöèè ïðàéìåð ïðåäïî÷òèòåëüíî  âë åòñ  îäíîöåïî÷å÷íûì, íî àëüòåðíàòèâíî
ìîæåò áûòü äâóõöåïî÷å÷íûì. Åñëè ïðàéìåð äâóõöåïî÷å÷íûé, åãî ñíà÷àëà îáðàáàòûâàþò
äë  ðàçäåëåíè  öåïåé, ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì äë  ïîëó÷åíè  ïðîäóêòîâ óäëèíåíè .
Äàííûé ýòàï äåíàòóðàöèè îáû÷íî îñóùåñòâë þò ñ ïîìîùüþ íàãðåâàíè , íî àëüòåðíàòèâíî
åãî ìîæíî îñóùåñòâë òü ñ ïîìîùüþ ùåëî÷è, ñ ïîñëåäóþùåé íåéòðàëèçàöèåé. Òàêèì
îáðàçîì, "ïðàéìåð"  âë åòñ  êîìïëåìåíòàðíûì ïî îòíîøåíèþ ê ìàòðèöå è ñïîñîáåí
îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñðåäñòâîì âîäîðîäíûõ ñâ çåé èëè ãèáðèäèçàöèè ñ ìàòðèöåé, ñ
îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà ïðàéìåð/ìàòðèöà äë  èíèöèàöèè ñèíòåçà ïîëèìåðàçîé, êîòîðûé
óäëèí åòñ  äîáàâëåíèåì êîâàëåíòíî ñâ çàííûõ îñíîâàíèé, ñâ çàííûõ ñâîèì 3'-êîíöîì
êîìïëåìåíòàðíî ìàòðèöå, ñ ïðîöåññå ñèíòåçà ÄÍÊ.

Èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåé çà âêå òåðìèí "çîíä" èëè "îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä"
îòíîñèòñ  ê ñòðóêòóðå, ñîñòàâëåííîé èç ïîëèíóêëåîòèäà, êàê îïðåäåëåíî âûøå, êîòîðûé
ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîìïëåìåíòàðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ïðèñóòñòâóþùåé â íóêëåèíîâîé êèñëîòå-
ìèøåíè, ïîäâåðãàåìîé àíàëèçó. Ïîëèíóêëåîòèäíûå îáëàñòè çîíäîâ ìîãóò áûòü ñîñòàâëåíû
èç ÄÍÊ è/èëè ÐÍÊ è/èëè ñèíòåòè÷åñêèõ íóêëåîòèäíûõ àíàëîãîâ. Â ñëó÷àå, åñëè
"îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä" äîëæåí èñïîëüçîâàòüñ  â 5'-íóêëåàçíîì àíàëèçå, òàêîì êàê
ìåòîäèêà TaqManTM, çîíä áóäåò ñîäåðæàòü ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ôëóîðåñöåíòíûé àãåíò è
ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí ãàñèòåëü, êîòîðûé ðàñùåïë åòñ  5'-ýíäîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ
ïîëèìåðàçû, èñïîëüçóåìîé â ðåàêöèè, ñ öåëüþ âû âëåíè  ëþáûõ àìïëèôèöèðîâàííûõ
îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé. Â äàííîì êîíòåêñòå
îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä áóäåò èìåòü äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî ñëîæíûõ ôîñôîäèýôèðíûõ
ñâ çåé, ñìåæíûõ ñ åãî 5'-êîíöîì, òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû íàïðàâëåííà  îò 5' ê 3'
èñïîëüçóåìà  íóêëåàçíà  àêòèâíîñòü ìîãëà ýôôåêòèâíî îòùåïë òü ñâ çàííûé çîíä äë 
îòäåëåíè  ôëóîðåñöåíòíûõ àãåíòîâ è ãàñèòåëåé. Â ñëó÷àå, êîãäà îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä
èñïîëüçóþò â ìåòîäèêå ÒÌÀ, åãî áóäóò ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì ìåòèòü, êàê îïèñàíî
íèæå.

Ñëåäóåò îöåíèòü òîò ôàêò, ÷òî ãèáðèäèçóþùèåñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íåîá çàòåëüíî
äîëæíû áûòü àáñîëþòíî êîìïëåìåíòàðíûìè, ÷òîáû îáðàçîâûâàòü ñòàáèëüíûå ãèáðèäû. Âî
ìíîãèõ ñèòóàöè õ áóäóò îáðàçîâûâàòüñ  ñòàáèëüíûå ãèáðèäû, êîãäà ìåíåå ïðèáëèçèòåëüíî
10% îñíîâàíèé ñïàðåíû îøèáî÷íî, èãíîðèðó  ïåòëè èç ÷åòûðåõ èëè áîëåå íóêëåîòèäîâ.
Ñîîòâåòñòâåííî, èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåé çà âêå òåðìèí "êîìïëåìåíòàðíûé" îòíîñèòñ  ê
îëèãîíóêëåîòèäó, êîòîðûé îáðàçóåò ñòàáèëüíûé äóïëåêñ ñî ñâîèì "êîìïëåìåíòîì" â
óñëîâè õ àíàëèçà, îáû÷íî êîãäà ãîìîëîãè÷íîñòü ñîñòàâë åò ïðèáëèçèòåëüíî 90% èëè
áîëåå.

Òåðìèíû "ãèáðèäèçèðîâàòü" è "ãèáðèäèçàöè " îòíîñ òñ  ê îáðàçîâàíèþ êîìïëåêñîâ
ìåæäó íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè, êîòîðûå  âë þòñ  äîñòàòî÷íî
êîìïëåìåíòàðíûìè äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ïîñðåäñòâîì ñïàðèâàíè  îñíîâàíèé ïî
Óîòñîíó-Êðèêó. Â ñëó÷àå, êîãäà ïðàéìåð "ãèáðèäèçóåòñ " ñ ìèøåíüþ (ìàòðèöåé), òàêèå
êîìïëåêñû (èëè ãèáðèäû)  âë þòñ  äîñòàòî÷íî ñòàáèëüíûìè, ÷òîáû âûïîëí òü
çàòðàâî÷íóþ ôóíêöèþ, òðåáóþùóþñ , íàïðèìåð, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçå äë  èíèöèàöèè ñèíòåçà
ÄÍÊ.

Èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåé çà âêå òåðìèí "ñâ çûâàþùà ñ  ïàðà" îòíîñèòñ  ê ïåðâîé è
âòîðîé ìîëåêóëàì, êîòîðûå ñïåöèôè÷íûì îáðàçîì ñâ çûâàþòñ  äðóã ñ äðóãîì, òàêèì êàê
êîìïëåìåíòàðíûå ïîëèíóêëåîòèäíûå ïàðû, ñïîñîáíûå îáðàçîâûâàòü äóïëåêñû
íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Î "ñïåöèôè÷íîì ñâ çûâàíèè" ïåðâîãî ÷ëåíà ñâ çûâàþùåéñ  ïàðû ñî
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âòîðûì ÷ëåíîì ñâ çûâàþùåéñ  ïàðû â îáðàçöå ñâèäåòåëüñòâóåò ñâ çûâàíèå ïåðâîãî
÷ëåíà ñî âòîðûì ÷ëåíîì, èëè íàîáîðîò, ñ áîëåå âûñîêîé àôôèííîñòüþ è ñïåöèôè÷íîñòüþ,
÷åì ñ äðóãèìè êîìïîíåíòàìè â îáðàçöå. Ñâ çûâàíèå ìåæäó ÷ëåíàìè ñâ çûâàþùåéñ  ïàðû
îáû÷íî  âë åòñ  íåêîâàëåíòíûì. Åñëè â êîíòåêñòå  ñíî íå óêàçàíî èíîå, òåðìèíû
"àôôèííà  ìîëåêóëà" è "àíàëèò-ìèøåíü", èñïîëüçóåìûå â íàñòî ùåé çà âêå, îòíîñ òñ  ê
ïåðâîìó è âòîðîìó ÷ëåíàì ñâ çûâàþùåéñ  ïàðû, ñîîòâåòñòâåííî.

Òåðìèíû "ñïåöèôè÷íî ñâ çûâàþùà ñ  ìîëåêóëà" è "àôôèííà  ìîëåêóëà" â íàñòî ùåé
çà âêå èñïîëüçóþòñ  âçàèìîçàìåí åìûì îáðàçîì è îòíîñ òñ  ê ìîëåêóëå, êîòîðà  áóäåò
èçáèðàòåëüíî ñâ çûâàòüñ  ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêèõ èëè ôèçè÷åñêèõ ñðåäñòâ, ñ
âû âë åìûì âåùåñòâîì, ïðèñóòñòâóþùèì â îáðàçöå. Ïîä "èçáèðàòåëüíûì ñâ çûâàíèåì"
ïîäðàçóìåâàåòñ , ÷òî ìîëåêóëà ïðåäïî÷òèòåëüíî ñâ çûâàåòñ  ñ ìèøåíüþ,
ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ, èëè ñâ çûâàåòñ  ñ áîëåå âûñîêîé àôôèííîñòüþ ñ ìèøåíüþ, ÷åì
ñ äðóãèìè ìîëåêóëàìè. Íàïðèìåð, ìîëåêóëà ÄÍÊ áóäåò ñâ çûâàòüñ  ñ ïðàêòè÷åñêè
êîìïëåìåíòàðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, à íå ñ íåðîäñòâåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè.

"Òåìïåðàòóðà ïëàâëåíè " èëè "Ò.ïë." äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ îïðåäåë åòñ  êàê
òåìïåðàòóðà, ïðè êîòîðîé ïîëîâèíà ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû ÄÍÊ óòðà÷èâàåòñ  èç-çà
íàãðåâàíè  èëè äðóãîé äèññîöèàöèè âîäîðîäíûõ ñâ çåé ìåæäó ïàðàìè îñíîâàíèé,
íàïðèìåð, áëàãîäàð  îáðàáîòêå êèñëîòîé èëè ùåëî÷üþ, è ò.ï. Ò.ïë. ìîëåêóëû ÄÍÊ çàâèñèò
îò åå äëèíû è íóêëåîòèäíîãî ñîñòàâà. Ìîëåêóëû ÄÍÊ, ñîäåðæàùèå ìíîãî ïàð îñíîâàíèé
GC, èìåþò áîëåå âûñîêóþ Ò.ïë., ÷åì ìîëåêóëû ÄÍÊ, ñîäåðæàùèå ìíîæåñòâî ïàð îñíîâàíèé
ÀÒ. Ðàçäåëåííûå êîìïëåìåíòàðíûå öåïè ÄÍÊ ñïîíòàííî ðåàññîöèèðóþò èëè îòæèãàþòñ  ñ
îáðàçîâàíèåì äóïëåêñà ÄÍÊ, êîãäà òåìïåðàòóðó ïîíèæàþò íèæå Ò.ïë.. Íàèâûñøà  ñêîðîñòü
ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû íàáëþäàåòñ  ïðè òåìïåðàòóðå ïðèáëèçèòåëüíî íà
25°Ñ íèæå Ò.ïë.. Ò.ïë. ìîæíî óñòàíîâèòü ñ ïîìîùüþ ñëåäóþùåãî îòíîøåíè : Ò.ïë. = 69,3 +
0,41 (GC)% (Marmur et al. (1962) J. Mol. Biol. 5:109-118).

Èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùåé çà âêå òåðìèí "áèîëîãè÷åñêèé îáðàçåö" îòíîñèòñ  ê îáðàçöó
òêàíè èëè æèäêîñòè, âûäåëåííîé îò ñóáúåêòà, êîòîðûé îáû÷íî âêëþ÷àåò àíòèòåëà,
âûðàáîòàííûå ñóáúåêòîì. Òèïè÷íûå îáðàçöû, êîòîðûå âêëþ÷àþò óêàçàííûå àíòèòåëà,
èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè, è âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè , êðîâü, ïëàçìó,
ñûâîðîòêó, ôåêàëèè, ìî÷ó, êîñòíûé ìîçã, æåë÷ü, ñïèííîìîçãîâóþ æèäêîñòü, ëèìôó,
îáðàçöû êîæè, ñåêðåòû êîæè, äûõàòåëüíûõ, êèøå÷íûõ è ìî÷åïîëîâûõ ïóòåé, ñëåçû, ñëþíó,
ìîëîêî, êëåòêè êðîâè, îðãàíû, áèîïòàòû, à òàêæå îáðàçöû ñîñòàâíûõ ÷àñòåé êëåòî÷íûõ
êóëüòóð in vitro, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , êîíäèöèîíèðîâàííûå ñðåäû, ïîëó÷åííûå â
ðåçóëüòàòå ðîñòà êëåòîê è òêàíåé â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, íàïðèìåð, ðåêîìáèíàíòíûå
êëåòêè è êëåòî÷íûå êîìïîíåíòû.

Èñïîëüçóåìûå â íàñòî ùåé çà âêå òåðìèíû "ìåòêà" è "äåòåêòèðóåìà  ìåòêà" îòíîñ òñ  ê
ìîëåêóëå, ñïîñîáíîé áûòü îáíàðóæåííîé, âêëþ÷à , áåç îãðàíè÷åíè , ðàäèîàêòèâíûå
èçîòîïû, ôëóîðåñöåíòíûå àãåíòû, õåìèëþìèíåñöåíòíûå àãåíòû, õðîìîôîðû, ôåðìåíòû,
ôåðìåíòíûå ñóáñòðàòû, êîôàêòîðû ôåðìåíòîâ, èíãèáèòîðû ôåðìåíòîâ, õðîìîôîðû,
êðàñêè, èîíû ìåòàëëîâ, çîëè ìåòàëëîâ, ëèãàíäû (íàïðèìåð, áèîòèí, àâèäèí, ñòðåïàâèäèí
èëè ãàïòåíû) è ò.ï. Òåðìèí "ôëóîðåñöåíòíûé àãåíò" îòíîñèòñ  ê âåùåñòâó èëè åãî ÷àñòè,
êîòîðûå ñïîñîáíû ôëóîðåñöèðîâàòü â âû âë åìûõ ïðåäåëàõ.

II. Ñïîñîáû îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
Ïåðåä îïèñàíèåì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â ïîäðîáíîñò õ, ñëåäóåò ïîí òü, ÷òî äàííîå

èçîáðåòåíèå íå îãðàíè÷èâàåòñ  êîíêðåòíûìè êîìïîçèöè ìè èëè ïàðàìåòðàìè ïðîöåññîâ,
ïîñêîëüêó òàêîâûå ìîãóò, ðàçóìååòñ , èçìåí òüñ . Ñëåäóåò ïîí òü òàêæå, ÷òî
òåðìèíîëîãè , èñïîëüçóåìà  â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, ñëóæèò òîëüêî öåë ì îïèñàíè 
êîíêðåòíûõ âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  è íå ïðåäíàçíà÷åíà äë 
êàêîãî áû òî íè áûëî îãðàíè÷åíè .

Íåñìîòð  íà òî, ÷òî ïðè îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæíî èñïîëüçîâàòü
ð ä êîìïîçèöèé è ñïîñîáîâ, ñõîäíûõ èëè ýêâèâàëåíòíûõ îïèñàííûì â íàñòî ùåé çà âêå,
çäåñü îïèñàíû ïðåäïî÷òèòåëüíûå ìàòåðèàëû è ìåòîäû.

Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îñíîâàíî íà îòêðûòèè íîâûõ ïðàéìåðîâ
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è çîíäîâ è äèàãíîñòè÷åñêèõ ñïîñîáîâ äë  òî÷íîãî îáíàðóæåíè  èíôèöèðîâàíè 
ïàðâîâèðóñîì Â19 â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå. Ñïîñîáû îñíîâàíû íà ÷óâñòâèòåëüíîé
ìåòîäèêå âû âëåíè  íóêëåèíîâûõ êèñëîò, êîòîðà  ïîçâîë åò èäåíòèôèöèðîâàòü
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïàðâîâèðóñà Â19 â îáðàçöàõ,
ñîäåðæàùèõ ìàëûå êîëè÷åñòâà âèðóñà.

Â ÷àñòíîñòè, àâòîðû èçîáðåòåíè  îõàðàêòåðèçîâàëè îáëàñòè â ãåíîìå ïàðâîâèðóñà Â19,
êîòîðûå  âë þòñ  æåëàòåëüíûìè ìèøåí ìè äë  äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñòîâ. Ïðàéìåðû è
çîíäû, ïîëó÷åííûå èç óêàçàííûõ îáëàñòåé,  âë þòñ  êðàéíå ïîëåçíûìè äë  îáíàðóæåíè 
èíôèöèðîâàíè  ïàðâîâèðóñîì Â19 â áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ.

Ïðàéìåðû è çîíäû ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííûå âûøå, èñïîëüçóþò â àíàëèçàõ íà îñíîâå
íóêëåèíîâîé êèñëîòû äë  îáíàðóæåíè  èíôèöèðîâàíè  ïàðâîâèðóñîì Â19 ÷åëîâåêà â
áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ.

Â ÷àñòíîñòè, ïðàéìåðû è çîíäû äë  ïðèìåíåíè  â äàííûõ àíàëèçàõ ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïîëó÷àþò èç ôðàãìåíòà ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19 ïðèáëèçèòåëüíî èç 4,7 ò.ï.í.,
ñîîòâåòñòâóþùåãî íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 217-4678, îïèñàííûì Shade et al., J. Virol.
(1986) 58:921-936. Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äàííîé îáëàñòè èç äâóõ ðàçëè÷íûõ
èçîë òîâ ïàðâîâèðóñà Â19 èçîáðàæåíû íà ôèã.3À-3Ñ è 4À-4Ñ íàñòî ùåé çà âêè. Êàê
îáú ñí ëîñü âûøå, óêàçàííûé ôðàãìåíò ñîäåðæèò êîäèðóþùèå îáëàñòè NS1, VP1 è VP2.

Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïðàéìåðû è çîíäû äë  ïðèìåíåíè  â íàñòî ùèõ àíàëèçàõ
êîíñòðóèðóþò èç âûñîêîêîíñåðâàòèâíûõ îáëàñòåé ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19 äë 
âîçìîæíîñòè îáíàðóæåíè  èíôèöèðîâàíè   ïàðâîâèðóñîì Â19 â ðàçëè÷íûõ èçîë òàõ. Êàê
îïèñàíî â íàñòî ùåé çà âêå, âûñîêîêîíñåðâàòèâíà  îáëàñòü ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19
îáíàðóæåíà â îáëàñòè èç 700 ï.í., ïåðåêðûâàþùåé íóêëåîòèäíûå ïîëîæåíèè 2936-3635,
ïðîíóìåðîâàííûå îòíîñèòåëüíî ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííîãî â Shade et al., J.
Virol. (1986) 58:921-936. Äàííà  îáëàñòü îáíàðóæåíà â ïðåäåëàõ VP1 îáëàñòè ãåíîìà.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äàííîé îáëàñòè èç 21 ðàçëè÷íîãî èçîë òà ïàðâîâèðóñà Â19 ïîêàçàíà â
íàñòî ùåé çà âêå íà ôèã.2À-2U. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç äîïîëíèòåëüíûõ 26 èçîë òîâ
ïîêàçàíû â íàñòî ùåé çà âêå íà ôèã.11À-11Z. Ñðàâíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ïîêàçûâàåò, ÷òî äàííà  îáëàñòü äåìîíñòðèðóåò ãîìîëîãè÷íîñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èç
ðàçëè÷íûõ èçîë òîâ ïðèáëèçèòåëüíî îò 98% äî 99,5%, ÷òî äåëàåò èõ âåñüìà æåëàòåëüíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ. Òàêæå æåëàòåëüíîé äë  ïîñòðîåíè  ïðàéìåðîâ è çîíäîâ
 âë åòñ  îáëàñòü èç 370 ï.í., îáíàðóæåííà  â ïðåäåëàõ VP1, êîòîðà  ïåðåêðûâàåò
íóêëåîòèäíûå ïîëîæåíèè ïðèáëèçèòåëüíî 3073-3442, ïðîíóìåðîâàííûå ñîãëàñíî Shade et
al., J. Virol. (1986) 58:921-936, à òàêæå ôðàãìåíò èç 214 ï.í., èçîáðàæåííûé íà
ôèã.1, êîòîðûé íàáëþäàåòñ  â ïðåäåëàõ 3' ÷àñòè ôðàãìåíòà èç 4,7 ò.ï.í. è ïåðåêðûâàåò
íóêëåîòèäíûå ïîëîæåíèè 4728-4941, ïðîíóìåðîâàííûå ñîãëàñíî Shade et al., J. Virol.
(1986) 58:921-936.

Îáëàñòè èç 4,7 ò.ï.í., 700 ï.í. è 370 ï.í. ëåãêî ïîëó÷àþò èç äîïîëíèòåëüíûõ
èçîë òîâ, èñïîëüçó  ÷àñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïàðâîâèðóñà Â19, îáíàðóæåííûå â äàííûõ
êîíêðåòíûõ ó÷àñòêàõ, â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ â ÏÖÐ-ðåàêöè õ, òàêèõ, êîòîðûå îïèñàíû â
íàñòî ùåé çà âêå, à òàêæå â ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 4683195, 4683202 è 4889818, è íà îñíîâå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ïîëó÷åííûõ â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè. Äðóãîé ñïîñîá ïîëó÷åíè 
íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ æåëàòåëüíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè çàêëþ÷àåòñ  â
îòæèãå êîìïëåìåíòàðíûõ ñåðèé ïåðåêðûâàþùèõñ  ñèíòåòè÷åñêèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ,
ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ îáû÷íîãî àâòîìàòèçèðîâàííîãî ñèíòåçàòîðà ïîëèíóêëåîòèäîâ, ñ
ïîñëåäóþùèì ëèãèðîâàíèåì ïîäõîä ùåé ÄÍÊ-ëèãàçîé è àìïëèôèêàöèåé ëèãèðîâàííîé
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ. Ñì., íàïðèìåð, Jayaraman et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4084-4088. Ïîñëå òîãî, êàê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
áûëè èçãîòîâëåíû èëè âûäåëåíû, èõ ìîæíî êëîíèðîâàòü â ëþáîé ïîäõîä ùèé âåêòîð èëè
ðåïëèêîí. Ìíîãî÷èñëåííûå êëîíèðóþùèå âåêòîðû èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â äàííîé
îáëàñòè, è ïðåäìåòîì âûáîðà  âë åòñ  ñåëåêöè  ïîäõîä ùåãî êëîíèðóþùåãî âåêòîðà.
Ïîäõîä ùèå âåêòîðû âêëþ÷àþò, áåç îãðàíè÷åíè , ïëàçìèäû, ôàãè, òðàíñïîçîíû, êîñìèäû,
õðîìîñîìû èëè âèðóñû, êîòîðûå ñïîñîáíû ðåïëèöèðîâàòüñ , êîãäà ñâ çûâàþòñ  ñ
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ïîäõîä ùèìè êîíòðîëèðóþùèìè ýëåìåíòàìè.
Ðåêîìáèíàíòíûå êëîíû ëåãêî èäåíòèôèöèðóþòñ  ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì è

ýëåêòðîôîðåçîì â ïîëèàêðèëàìèäíîì èëè àãàðîçíîì ãåëå, ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäèê,
õîðîøî èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè è îïèñàííûõ â ïðèìåðàõ íèæå.

Ïðàéìåðû è çîíäû äë  èñïîëüçîâàíè  â àíàëèçàõ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
ïîëó÷àþò èç óêàçàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è ëåãêî ñèíòåçèðóþòñ  ñ ïîìîùüþ îáû÷íûõ
ìåòîäèê, íàïðèìåð, òâåðäîôàçíîãî ñèíòåçà ÷åðåç ðåàêöèè ñ ôîñôîðàìèäàòîì, êàê îïèñàíî
â ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 4458066 è 4415732; Beaucage et al. (1992) Tetrahedron 48:2223-2311
è Applied Biosystems User Bulletin ¹ 13 (1 àïðåë  1987 ã.). Äðóãèå ñïîñîáû
õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà âêëþ÷àþò, íàïðèìåð, ôîñôîòðèýôèðíûé ìåòîä, îïèñàííûé Narang et
al., Meth. Enzymol. (1979) 68:90, è ôîñôîäèýôèðíûé ìåòîä, îïèñàííûé Brown et al.,
Meth. Enzymol. (1979) 68:109. Ïîëè(À) èëè ïîëè(Ñ) èëè äðóãèå íåêîìïëåìåíòàðíûå
íóêëåîòèäíûå èçìåíåíè  ìîãóò áûòü âêëþ÷åíû â çîíäû ñ ïîìîùüþ òåõ æå ñïîñîáîâ.
Óäëèíåíè  îêñèäà ãåêñàýòèëåíà ìîæíî ñîïð ãàòü â çîíäàìè ñ ïîìîùüþ ñïîñîáîâ,
èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè. Cload et al. (1991) J. Am. Chem. Soc. 113:
6324-6326; ïàòåíò ÑØÀ ¹ 4914210, âûäàííûé Levenson et al.; Durand et al. (1990)
Nucleic Acid Res. 18:6353-6359 è Horn et al. (1986) Tet. Lett. 27:4705-4708. Îáû÷íî
äëèíà ïðàéìåðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñîñòàâë åò 10-75 íóêëåîòèäîâ, òàêà  êàê 15-60,
20-40 è ò.ä., áîëåå òèïè÷íî, â ïðåäåëàõ äëèíû 18-40 íóêëåîòèäîâ, è ëþáà  äëèíà â
óêàçàííûõ ïðåäåëàõ. Îáû÷íà  äëèíà çîíäà ñîñòàâë åò 10-50 íóêëåîòèäîâ, òàêà  êàê 15-
40, 18-30 è ò.ä., è ëþáà  äëèíà â óêàçàííûõ ïðåäåëàõ.

Ïîìèìî ýòîãî, äë  îáíàðóæåíè  çîíäû ìîæíî ñîïð ãàòü ñ ìåòêàìè. Ñóùåñòâóåò
íåñêîëüêî ñðåäñòâ, èçâåñòíûõ äë  äåðèâàòèçàöèè îëèãîíóêëåîòèäîâ ðåàêöèîííî àêòèâíûìè
ôóíêöèîíàëüíîñò ìè, êîòîðûå ïîçâîë þò äîáàâèòü ìåòêó. Íàïðèìåð, èìååòñ  íåñêîëüêî
ïîäõîäîâ äë  áèîòèíèëèðîâàíè  çîíäîâ òàê, ÷òî ðàäèîàêòèâíûå, ôëóîðåñöåíòíûå,
õåìèëþìèíåñöåíòíûå, ôåðìåíòàòèâíûå èëè ýëåêòðîííîïëîòíûå ìåòêè ìîãóò áûòü
ïðèñîåäèíåíû ÷åðåç àâèäèí. Ñì., íàïðèìåð, Broken et al., Nucl. Acids Res. (1978) 5:
363-384, ãäå îïèñàíî ïðèìåíåíèå ôåððèòèí-àâèäèí-áèîòèíîâûõ ìåòîê, è Chollet et al.
Nucl. Acids Res. (1985) 13:1529-1541, ãäå îïèñàíî áèîòèíèëèðîâàíèå 5'-êîíöîâ
îëèãîíóêëåîòèäîâ ÷åðåç àìèíîàëêèëôîñôîðàìèäíîå ëèíêåðíîå ïëå÷î. Èìååòñ  òàêæå
íåñêîëüêî ñïîñîáîâ äë  ñèíòåçà àìèíî-äåðèâàòèçèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ, êîòîðûå
ëåãêî ìåòèòü ôëóîðåñöåíòíûìè èëè äðóãèìè òèïàìè ñîåäèíåíèé, äåðèâàòèçèðîâàííûõ
àìèíîðåàêòèâíûìè ãðóïïàìè, òàêèìè êàê èçîòèîöèàíàò, N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèä è ò.ï., ñì.,
íàïðèìåð, Connolly (1987) Nucl. Acids Res. 15:3131-3139, Gibson et al. (1987) Nucl.
Acids Res. 15:6455-6467 è ïàòåíò ÑØÀ ¹ 4605735, âûäàííûé Miyoshi et al. Èìåþòñ  òàêæå
ñïîñîáû ñèíòåçà ñóëüôãèäðèë-äåðèâàòèçèðîâàííûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ, êîòîðûå ìîãóò
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ òèîë-ñïåöèôè÷íûìè ìåòêàìè, ñì., íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ ¹ 4757141,
âûäàííûé Fung et al., Connolly et al. (1985) Nucl. Acids Res. 13:4485-4502 è Spoat et
al. (1987) Nucl. Acids Res. 15:4837-4848. Èñ÷åðïûâàþùèé îáçîð ìåòîäèê ìå÷åíè 
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïðåäñòàâëåí â Mattews et al., Anal. Biochem. (1998) 169:1-25.

Íàïðèìåð, çîíäû ìîæíî ìåòèòü ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé ïóòåì ñâ çûâàíè 
ôëóîðåñöåíòíîé ìîëåêóëû ñ íåëèãèðóþùèì êîíöîì çîíäà. Ðóêîâîäñòâî ïî îòáîðó
ïîäõîä ùèõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê ìîæíî íàéòè â Smith et al., Meth. Enzymol. (1987) 155:
260-301; Karger et al., Nucl. Acids Res. (1991) 19:4955-4962; Haugland (1989)
Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (Molecular Probes, Inc.,
Eugene, OR). Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ôëóîðåñöåíòíûå ìåòêè âêëþ÷àþò ôëóîðåñöåèí è åãî
ïðîèçâîäíûå, òàêèå, êîòîðûå îïèñàíû â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 4318846 è â Lee et al., Cytometry
(1989) 10:151-164, è 6-FAM, JOE, TAMRA, ROX, HEX-1, HEX-2, ZOE, TET-1 èëè NAN-2 è ò.ï.

Ïîìèìî ýòîãî, çîíäû ìîæíî ìåòèòü ñëîæíûì ýôèðîì àêðèäèíè  (ÀÅ) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìåòîäèêè, îïèñàííîé íèæå. Ñîâðåìåííûå òåõíîëîãèè ïîçâîë þò ïîìåùàòü ìåòêó ÀÅ â
ëþáîé ó÷àñòîê çîíäà. Ñì., íàïðèìåð, Nelson et al. (1995) "Detection of Acridinium
Esters by Chemiluminescence" â Nonisotopic Probing, Blotting and Sequencing, Kricka
L.J. (ed) Academic Press, San Diego, CA; Nelson et al. (1994) "Application of the
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Hybridization Protection Assay (HPA) to PCR" â The Polymerase Chain Reaction, Mullis
et al. (eds.) Birkhauser, Boston, MA; Weeks et al., Clin. Chem. (1983) 29:1474-1479;
Berry et al., Clin. Chem. (1988) 34:2087-2090. Ìîëåêóëó ÀÅ ìîæíî íåïîñðåäñòâåííî
ïðèñîåäèí òü ê çîíäó ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàêöèé ñ ëèíêåðàìè íà íåíóêëåîòèäíîé îñíîâå,
êîòîðûå ïîçâîë þò ïîìåùàòü ìåòêó â ëþáîé ó÷àñòîê çîíäà. Ñì., íàïðèìåð, ïàòåíòû ÑØÀ
¹¹ 5585481 è 5185439.

Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âíóòðåííèé êîíòðîëü
(IC) èëè âíóòðåííèé ñòàíäàðò äîáàâë þò, ÷òîáû îí ñëóæèë êîíòðîëåì äë  çàõâàòà è
àìïëèôèêàöèè ìèøåíè. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, IC âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà 
îòëè÷àåòñ  îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè, ñïîñîáíà ãèáðèäèçîâàòüñ  ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè çîíäà, èñïîëüçóåìûìè äë  îòäåëåíè  îëèãîíóêëåîòèäîâ,
ñïåöèôè÷íûõ äë  îðãàíèçìà èç îáðàçöà, è ñïîñîáíà àìïëèôèöèðîâàòüñ . Èñïîëüçîâàíèå
IC ïîçâîë åò êîíòðîëèðîâàòü ïðîöåññ ðàçäåëåíè , ïðîöåññ àìïëèôèêàöèè è ñèñòåìó
îáíàðóæåíè , è ïîçâîë åò îñóùåñòâë òü ìîíèòîðèíã õîäà àíàëèçà è êîëè÷åñòâåííîãî
îïðåäåëåíè  äë  îáðàçöà (îáðàçöîâ). Ïðèìåð ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èç êîòîðîé ìîæíî
ïîëó÷èòü IC, ïîêàçàí íà ôèã.12. IC ìîæíî âêëþ÷àòü â ëþáîé ïîäõîä ùèé ó÷àñòîê,
íàïðèìåð, â ëèçèñíûé áóôåð. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
IC âêëþ÷àåò îöÄÍÊ Ì13, ñîäåðæàùóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç ïàðâîâèðóñà
Â19 è óíèêàëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ãèáðèäèçóåòñ  ñ çîíäîì, íàïðèìåð,
âêëþ÷àþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç îáëàñòè VP1, ãäå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü
ìîäèôèöèðóåòñ  ïóòåì çàìåùåíè  èëè äåëåöèè 5-20 îñíîâàíèé èëè áîëåå,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, 5-15 îñíîâàíèé, íàïðèìåð, 5, 10 èëè 15 îñíîâàíèé èëè ëþáîãî
êîëè÷åñòâà â óêàçàííûõ ïðåäåëàõ. Çàìåùåííûå èëè äåëåòèðîâàííûå îñíîâàíè 
ïðåäïî÷òèòåëüíî èìåþò ìåñòî ïî âñåé äëèíå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè, òàêèì îáðàçîì,
÷òî çàìåí þòñ  òîëüêî 2 èëè 3 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîäð ä. Òàê, íàïðèìåð, åñëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ïðåäñòàâë åò ñîáîé CTACTTGCTGCGGGAGAAAAACACCT
(SEQ ID NO:91), òî â IC ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæåò áûòü çàìåùåíà íà, íàïðèìåð,
AGCTAGACCTGCATGTCACTG (SEQ ID NO:90).

Òâåðäà  ïîäëîæêà ìîæåò äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àòü çîíäû, ñïåöèôè÷íûå äë 
âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà (IC çîíä), ÷òî îáëåã÷àåò çàõâàò ïðè èñïîëüçîâàíèè IC çîíäà. IC
çîíä ìîæåò áûòü, íåîá çàòåëüíî, ñîïð æåí ñ äåòåêòèðóåìîé ìåòêîé, êîòîðà  îòëè÷àåòñ 
îò äåòåêòèðóåìîé ìåòêè äë  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè. Â òåõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , â êîòîðûõ äåòåêòèðóåìà  ìåòêà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôëóîðîôîð,
IC ìîæíî êîëè÷åñòâåííî îïðåäåë òü ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì ñïîñîáîì è îãðàíè÷åíèåì
èññëåäîâàíèé ïî îáíàðóæåíèþ. Îáû÷íî êîëè÷åñòâî êîïèé IC, êîòîðîå íå ìåøàåò
îáíàðóæåíèþ ìèøåíè, îïðåäåë þò òèòðîâàíèåì IC ñ ôèêñèðîâàííîé ÌÅ ìèøåíè,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî íèæíåé ãðàíèöå, à ñòàíäàðòíóþ êðèâóþ ïîëó÷àþò ðàçâåäåíèåì
îáðàçöà ìåæäóíàðîäíî ïðèí òîé ÌÅ. Äë  êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ïàðâîâèðóñà Â19
ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïàíåëü ñ âîñåìüþ  ÷åéêàìè îò 8000 ÌÅ äî 125 ÌÅ.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  IC, êàê îïèñàíî â íàñòî ùåé
çà âêå, îáúåäèí þò ñ ÐÍÊ, âûäåëåííîé èç îáðàçöà, ñîãëàñíî ñòàíäàðòíûì ìåòîäèêàì,
èçâåñòíûì ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè è îïèñàííûì â íàñòî ùåé çà âêå. ÐÍÊ çàòåì
ïîäâåðãàþò îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû äë 
ïîëó÷åíè  ÄÍÊ-êîïèè. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êÄÍÊ ìîæíî, íåîá çàòåëüíî, àìïëèôèöèðîâàòü
(íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ìå÷åíûõ ïðàéìåðîâ. Ïðîäóêòû
àìïëèôèêàöèè ðàçäåë þò, îáû÷íî, ýëåêòðîôîðåçîì, è îïðåäåë þò êîëè÷åñòâî
ðàäèîàêòèâíîñòè (ïðîïîðöèîíàëüíî êîëè÷åñòâó àìïëèôèöèðîâàííîãî ïðîäóêòà). Çàòåì
ðàññ÷èòûâàþò êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ â îáðàçöå ïóòåì ñðàâíåíè  ñ ñèãíàëîì, ïîëó÷àåìûì îò
èçâåñòíûõ ñòàíäàðòîâ.

Ïðàéìåðû è çîíäû, îïèñàííûå âûøå, ìîæíî èñïîëüçîâàòü â ìåòîäèêå íà îñíîâå
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ), ÷òîáû îáíàðóæèòü èíôèöèðîâàíèå ïàðâîâèðóñîì Â19
â áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ. ÏÖÐ ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìåòîäèêó äë  àìïëèôèêàöèè
æåëàòåëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñîäåðæàùåéñ  â
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ìîëåêóëå èëè ñìåñè ìîëåêóë íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Â ÏÖÐ èñïîëüçóþò ïàðó ïðàéìåðîâ â
èçáûòî÷íîì êîëè÷åñòâå, ÷òîáû ãèáðèäèçèðîâàòü êîìïëåìåíòàðíûå öåïè íóêëåèíîâîé
êèñëîòû-ìèøåíè. Êàæäûé ïðàéìåð óäëèí þò ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçû ñ èñïîëüçîâàíèåì
íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè â êà÷åñòâå ìàòðèöû. Ïðîäóêòû óäëèíåíè  ñàìè ñòàíîâ òñ 
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè-ìèøåí ìè ïîñëå îòùåïëåíè  îò èñõîäíîé öåïè-ìèøåíè. Íîâûå
ïðàéìåðû çàòåì ãèáðèäèçóþòñ  è ðàñïð ìë þòñ  ïîëèìåðàçîé, è öèêë ïîâòîð åòñ  ñ
ãåîìåòðè÷åñêèì óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà ìîëåêóë ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè. Ìåòîä
ÏÖÐ äë  àìïëèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû â îáðàçöå
õîðîøî èçâåñòåí ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè è îïèñàí, íàïðèìåð, â Innis et al.
(eds.) PCR Protocols (Academic Press, NY 1990); Taylor (1991) Polymerase chain
reaction: basic principles and autimation, â PCR: A Practical Approach, McPherson et
al. (eds.) IRL Press, Oxford; Saiki et al. (1986) Nature 324:163; à òàêæå â ïàòåíòàõ
ÑØÀ ¹¹ 4683195, 4683202 è 4889818.

Â ÷àñòíîñòè, â ÏÖÐ èñïîëüçóþò îòíîñèòåëüíî êîðîòêèå îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû,
êîòîðûå ôëàíêèðóþò íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, êîòîðóþ íóæíî
àìïëèôèöèðîâàòü, îðèåíòèðîâàííûå òàêèì îáðàçîì, ÷òî èõ 3'-êîíöû îáðàùåíû äðóã íà
äðóãà, êàæäûé ïðàéìåð óäëèí åòñ  ïî íàïðàâëåíèþ ê äðóãîìó. Ïîëèíóêëåîòèäíûé îáðàçåö
ýêñòðàãèðóþò è äåíàòóðèðóþò, ïðåäïî÷òèòåëüíî, íàãðåâàíèåì, è ãèáðèäèçóþò ñ ïåðâûì è
âòîðûì ïðàéìåðàìè, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â ìîë ðíîì èçáûòêå. Ïîëèìåðèçàöèþ
êàòàëèçèðóþò â ïðèñóòñòâèè ÷åòûðåõ äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäòðèôîñôàòîâ (dNTP-dATP,
dGTP, dCTP è dTTP), èñïîëüçó  ïðàéìåð- è ìàòðèöà-çàâèñèìûé ïîëèíóêëåîòèäíûé
ïîëèìåðèçóþùèé àãåíò, òàêîé êàê ëþáîé ôåðìåíò, ñïîñîáíûé ïðîäóöèðîâàòü ïðîäóêòû
óäëèíåíè  ïðàéìåðà, íàïðèìåð, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà I E.coli, ôðàãìåíò Klenow ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû I, ÄÍÊ-ïðîëèìåðàçà Ò4, òåðìîñòàáèëüíûå ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, âûäåëåííûå èç
Thermus aquaticus (Taq), êîòîðûå ìîæíî ïðèîáðåñòè ó ìíîãèõ êîìïàíèé (íàïðèìåð, Perkin
Elmer), Thermus thermophilus (United States Biochemicals), Bacillus
stereothermophilus (Bio-Rad) èëè Thermococcus litoralis ("Vent" ïîëèìåðàçà, New
England Biolabs). Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àþò äâà "äëèííûõ ïðîäóêòà", êîòîðûå ñîäåðæàò
ñîîòâåòñòâóþùèå ïðàéìåðû íà ñâîèõ 5'-êîíöàõ, êîâàëåíòíî ñâ çàííûå ñ âíîâü
ñèíòåçèðîâàííûìè êîìïëåìåíòàìè èñõîäíûõ öåïåé. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü çàòåì âîçâðàùàþò
â óñëîâè  ïîëèìåðèçàöèè, íàïðèìåð, ïîíèæåíèåì òåìïåðàòóðû, èíàêòèâàöèåé
äåíàòóðèðóþùåãî àãåíòà èëè äîáàâëåíèåì äîïîëíèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ïîëèìåðàçû, è
èíèöèèðóåòñ  âòîðîé öèêë. Â ðåçóëüòàòå âòîðîãî öèêëà ïîëó÷àþò äâå èñõîäíûå öåïè, äâà
äëèííûõ ïðîäóêòà ñ ïåðâîãî öèêëà, äâà íîâûõ äëèííûõ ïðîäóêòà, ðåïëèöèðîâàííûõ ñ
èñõîäíûõ öåïåé, è äâà "êîðîòêèõ ïðîäóêòà", ðåïëèöèðîâàííûõ ñ äëèííûõ ïðîäóêòîâ.
Êîðîòêèå ïðîäóêòû èìåþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ñ ïðàéìåðîì
íà êàæäîì êîíöå. Â êàæäîì äîïîëíèòåëüíîì öèêëå îáðàçóþòñ  äâà äîïîëíèòåëüíûõ
äëèííûõ ïðîäóêòà, à òàêæå êîëè÷åñòâî êîðîòêèõ ïðîäóêòîâ, ðàâíîå êîëè÷åñòâó äëèííûõ è
êîðîòêèõ ïðîäóêòîâ, îñòàþùèõñ  ê êîíöó ïðåäûäóùåãî öèêëà. Òàêèì îáðàçîì, êîëè÷åñòâî
êîðîòêèõ ïðîäóêòîâ, ñîäåðæàùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, âîçðàñòàåò ïî ýêñïîíåíòå ñ
êàæäûì öèêëîì. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÏÖÐ îñóùåñòâë þò ñ êîììåð÷åñêè äîñòóïíûì
òåðìàëüíûì öèêëåðîì, íàïðèìåð, Perkin Elmer.

ÐÍÊ ìîæíî àìïëèôèöèðîâàòü ïîñðåäñòâîì îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ â êÄÍÊ, à
çàòåì îñóùåñòâë   ÏÖÐ (ÎÒ-ÏÖÐ), êàê îïèñàíî âûøå. Àëüòåðíàòèâíî, äë  îáîèõ ýòàïîâ
ìîæíî èñïîëüçîâàòü åäèíñòâåííûé ôåðìåíò, êàê îïèñàíî â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 5322770. ìÐÍÊ
òàêæå ìîæíî îáðàòíî òðàíñêðèáèðîâàòü â êÄÍÊ, ñ ïîñëåäóþùåé àñèììåòðè÷íîé ãýï-
ëèãàçíîé öåïíîé ðåàêöèåé (RT-AGLCR), êàê îïèñàíî Marshall et al. (1994) PCR Meth.
App. 4:80-84.

Ôëóîðîãåííûé àíàëèç ñ 5'-íóêëåàçîé, èçâåñòíûé êàê àíàëèç TaqManTM (Perkin Elmer),
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ýôôåêòèâíóþ è ãèáêóþ ñèñòåìó îáíàðóæåíè  íóêëåèíîâûõ êèñëîò-
ìèøåíåé íà îñíîâå ÏÖÐ. Ñëåäîâàòåëüíî, ïðàéìåðû è çîíäû, ïîëó÷åííûå èç îáëàñòåé
ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííûå â íàñòî ùåé çà âêå, ìîæíî èñïîëüçîâàòü â àíàëèçàõ
TaqManTM äë  îáíàðóæåíè  ïðèñóòñòâè  èíôåêöèè â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå. Àíàëèç
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âûïîëí þò â ñî÷åòàíèè ñ òåðìàëüíûì öèêëèðîâàíèåì ïóòåì ìîíèòîðèíãà ãåíåðàöèè
ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ. Ñèñòåìà àíàëèçà îáõîäèòñ  áåç ýëåêòðîôîðåçà è îáëàäàåò
ñïîñîáíîñòüþ ãåíåðèðîâàòü êîëè÷åñòâåííûå äàííûå, ïîçâîë þùèå îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâî
êîïèé ìèøåíè.

Ôëóîðîãåííûé àíàëèç ñ 5'-íóêëåàçîé óäîáíî âûïîëí òü ñ èñïîëüçîâàíèåì, íàïðèìåð,
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq GoldTM, êîòîðà  îáëàäàåò ýíäîãåííîé 5'-íóêëåàçíîé
àêòèâíîñòüþ, äë  ðàñùåïëåíè  âíóòðåííåãî îëèãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà, ìå÷åííîãî
ôëóîðåñöåíòíûì ðåïîðòåðíûì êðàñèòåë ì è ãàñèòåëåì (ñì. Holland et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1991) 88:7276-7280; è Lee et al., Nucl. Acid Res. (1993) 21:3761-
3766). Ðåçóëüòàòû àíàëèçà âû âë þòñ  ïóòåì èçìåðåíè  èçìåíåíèé ôëóîðåñöåíöèè,
êîòîðûå íàáëþäàþòñ  âî âðåì  öèêëà àìïëèôèêàöèè ïîñëå ðàñùåïëåíè 
ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà, îòñîåäèíåíè  ìåòîê êðàñèòåë  è ãàñèòåë  è âûçûâà  óâåëè÷åíèå
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà, êîòîðîå ïðîïîðöèîíàëüíî àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ-ìèøåíè.

Ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè ìîæíî îáíàðóæèòü â ðàñòâîðå èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òâåðäûõ
ïîäëîæåê. Â äàííîì ñïîñîáå êîíñòðóèðóåòñ  çîíä TaqManTM äë  ãèáðèäèçàöèè ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ âíóòðè æåëàòåëüíîãî ÏÖÐ-ïðîäóêòà. 5'-êîíåö çîíäà
TaqManTM ñîäåðæèò ôëóîðåñöåíòíûé ðåöåïòîðíûé êðàñèòåëü. 3'-êîíåö çîíäà áëîêèðóåòñ 
äë  ïðåäîòâðàùåíè  óäëèíåíè  çîíäà è ñîäåðæèò êðàñèòåëü, êîòîðûé áóäåò ãàñèòü
ôëóîðåñöåíöèþ 5' ôëóîðîôîðà. Âî âðåì  ïîñëåäóþùåé àìïëèôèêàöèè 5' ôëóîðåñöåíòíà 
ìåòêà îòùåïë åòñ , åñëè â ðåàêöèîííîé ñìåñè ïðèñóòñòâóåò ïîëèìåðàçà ñ 5'-
ýêçîíóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ. Âðåçàíèå 5' ôëóîðîôîðà ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ
ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðîå ìîæíî îáíàðóæèòü.

Â ÷àñòíîñòè, îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä êîíñòðóèðóþò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû çîíä
ñóùåñòâîâàë ïî ìåíüøåé ìåðå â îäíîé îäíîöåïî÷å÷íîé êîíôîðìàöèè, êîãäà îí íå
ãèáðèäèçèðîâàí, ãäå ìîëåêóëà-ãàñèòåëü íàõîäèòñ  äîñòàòî÷íî áëèçêî ê ìîëåêóëå-
ðåïîðòåðó, ÷òîáû ãàñèòü ôëóîðåñöåíöèþ ìîëåêóëû-ðåïîðòåðà. Îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä
òàêæå ñóùåñòâóåò ïî ìåíüøåé ìåðå â îäíîé êîíôîðìàöèè, êîãäà îí ãèáðèäèçèðîâàí ñ
ïîëèíóêëåîòèäîì-ìèøåíüþ, òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ìîëåêóëà ãàñèòåë  íå ðàñïîëàãàëàñü
äîñòàòî÷íî áëèçêî ê ìîëåêóëå-ðåïîðòåðó, ÷òîáû ãàñèòü ôëóîðåñöåíöèþ ìîëåêóëû-
ðåïîðòåðà. Ïðèíèìà  óêàçàííûå ãèáðèäèçèðîâàííûå è íåãèáðèäèçèðîâàííûå
êîíôîðìàöèè, ìîëåêóëà-ðåïîðòåð è ìîëåêóëà-ãàñèòåëü â çîíäå ïðî âë þò
ôëóîðåñöåíòíûå ñèãíàëû ðàçíîé èíòåíñèâíîñòè, êîãäà çîíä ãèáðèäèçèðîâàí è íå
ãèáðèäèçèðîâàí. Â ðåçóëüòàòå ñòàíîâèòñ  âîçìîæíûì îïðåäåëèòü, ãèáðèäèçèðîâàí çîíä
èëè íå ãèáðèäèçèðîâàí íà îñíîâàíèè èçìåíåíè  èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìîëåêóëû-
ðåïîðòåðà, ìîëåêóëû-ãàñèòåë  èëè èõ êîìáèíàöèè. Ïîìèìî ýòîãî, ïîñêîëüêó çîíä ìîæíî
ñêîíñòðóèðîâàòü òàêèì îáðàçîì, ÷òî ìîëåêóëà-ãàñèòåëü ãàñèò ìîëåêóëó-ðåïîðòåð, êîãäà
çîíä íå ãèáðèäèçèðîâàí, çîíä ìîæíî ñêîíñòðóèðîâàòü òàêèì îáðàçîì, ÷òî ìîëåêóëà-
ðåïîðòåð áóäåò ïðî âë òü îãðàíè÷åííóþ ôëóîðåñöåíöèþ, ïîêà çîíä íå áóäåò
ãèáðèäèçèðîâàí èëè îòùåïëåí.

Ñîîòâåòñòâåííî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó àìïëèôèêàöèè
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ïàðâîâèðóñà Â19 ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïîëèìåðàçû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, îáëàäàþùåé íóêëåàçíîé àêòèâíîñòüþ â íàïðàâëåíèè îò 5'
ê 3', îäíîãî èëè áîëåå ïðàéìåðîâ, ñïîñîáíûõ ãèáðèäèçèðîâàòüñ  ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-
ìèøåíüþ Â19, è îëèãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà, ñïîñîáíîãî ãèáðèäèçèðîâàòüñ  ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ Â19 3' îòíîñèòåëüíî ïðàéìåðà. Âî âðåì  àìïëèôèêàöèè
ïîëèìåðàçà ðàñùåïë åò îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä, êîãäà îí ãèáðèäèçèðîâàí ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ, îòäåë  , òàêèì îáðàçîì, ìîëåêóëó-ðåïîðòåð îò ìîëåêóëû-
ãàñèòåë . Ïî ìåðå îñóùåñòâëåíè  àìïëèôèêàöèè îñóùåñòâë þò ìîíèòîðèíã
ôëóîðåñöåíöèè ìîëåêóëû-ðåïîðòåðà; ïðè ýòîì ôëóîðåñöåíöè  ñîîòâåòñòâóåò íàëè÷èþ
àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Ìîëåêóëà-ðåïîðòåð ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåäñòàâë åò
ñîáîé ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü, à ìîëåêóëà-ãàñèòåëü ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåäñòàâë åò
ñîáîé ðîäàìèíîâûé êðàñèòåëü.

Â òî âðåì  êàê ïðàéìåðû è çîíäû ìîãóò âàðüèðîâàòü ïî äëèíå, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
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çîíäîâ âûáèðàþò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíè èìåëè áîëåå íèçêóþ òåìïåðàòóðó ïëàâëåíè ,
÷åì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ. Ñëåäîâàòåëüíî, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ
îáû÷íî äëèííåå, ÷åì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäîâ. Îáû÷íî äëèíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïðàéìåðîâ ñîñòàâë åò 10-75 íóêëåîòèäîâ, áîëåå îáû÷íî, â ïðåäåëàõ 20-45. Òèïè÷íà 
äëèíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäîâ ñîñòàâë åò 10-50 íóêëåîòèäîâ, áîëåå îáû÷íî, â
ïðåäåëàõ 15-40 íóêëåîòèäîâ.

Åñëè èñïîëüçóåòñ  òâåðäà  ïîäëîæêà, îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä ìîæåò áûòü ïðèñîåäèíåí
ê òâåðäîé ïîäëîæêå ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè. Íàïðèìåð, çîíä ìîæåò áûòü ïðèñîåäèíåí ê
òâåðäîé ïîäëîæêå ïðèñîåäèíåíèåì 3'- èëè 5'-êîíöåâîãî íóêëåîòèäà çîíäà ê òâåðäîé
ïîäëîæêå. Áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, çîíä ïðèñîåäèí þò ê òâåðäîé ïîäëîæêå ïîñðåäñòâîì
ëèíêåðà, êîòîðûé ñëóæèò äèñòàíöèðîâàíèþ çîíäà îò òâåðäîé ïîäëîæêè. Ëèíêåð îáû÷íî
èìååò äëèíó ïî ìåíüøåé ìåðå 15-30 àòîìîâ, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, äëèíó ïî ìåíüøåé
ìåðå 15-50 àòîìîâ. Òðåáóþùà ñ  äëèíà ëèíêåðà áóäåò çàâèñåòü îò êîíêðåòíîé
èñïîëüçóåìîé òâåðäîé ïîäëîæêè. Íàïðèìåð, ëèíêåð èç øåñòè àòîìîâ îáû÷íî  âë åòñ 
äîñòàòî÷íûì, êîãäà â êà÷åñòâå òâåðäîé ïîäëîæêè èñïîëüçóåòñ  ñøèòûé ïîëèñòèðîë.

Ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè èçâåñòåí îáøèðíûé ð ä ëèíêåðîâ, êîòîðûå ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  ïðèñîåäèíåíè  îëèãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà ê òâåðäîé ïîäëîæêå. Ëèíêåð
ìîæåò áûòü îáðàçîâàí ëþáûì ñîåäèíåíèåì, êîòîðûé çíà÷èòåëüíûì îáðàçîì íå ìåøàåò
ãèáðèäèçàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ñ çîíäîì, ïðèñîåäèíåííûì ê òâåðäîé ïîäëîæêå.
Ëèíêåð ìîæåò áûòü îáðàçîâàí ãîìîïîëèìåðíûì îëèãîíóêëåîòèäîì, êîòîðûå ìîæíî ëåãêî
äîáàâë òü ê ëèíêåðó ïîñðåäñòâîì àâòîìàòèçèðîâàííîãî ñèíòåçà. Àëüòåðíàòèâíî, â
êà÷åñòâå ëèíêåðà ìîæíî èñïîëüçîâàòü ïîëèìåðû, òàêèå êàê ôóíêöèîíàëèçèðîâàííûé
ïîëèýòèëåíãëèêîëü. Óêàçàííûå ïîëèìåðû  âë þòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ïî ñðàâíåíèþ ñ
ãîìîïîëèìåðíûìè îëèãîíóêëåîòèäàìè, ïîñêîëüêó îíè çíà÷èòåëüíûì îáðàçîì íå ìåøàþò
ãèáðèäèçàöèè çîíäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ. Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûì
 âë åòñ  ïîëèýòèëåíãëèêîëü.

Ñâ çè ìåæäó òâåðäîé ïîäëîæêîé, ëèíêåðîì è çîíäîì ïðåäïî÷òèòåëüíî íå ðàçðûâàþòñ 
âî âðåì  óäàëåíè  çàùèòíûõ ãðóïï íóêëåîòèäîâ ïðè îñíîâíûõ óñëîâè õ ñ âûñîêîé
òåìïåðàòóðîé. Ïðèìåðû ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ñâ çåé âêëþ÷àþò êàðáàìàòíûå è àìèäíûå
ñâ çè.

Ïðèìåðû ïðåäïî÷òèòåëüíûõ òèïîâ òâåðäûõ ïîäëîæåê äë  èììîáèëèçàöèè
îëèãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà âêëþ÷àþò êîíòðîëèðóåìîå ïîðèñòîå ñòåêëî, ñòåêë ííûå
ïëàñòèíû, ïîëèñòèðîë, ïîëèñòèðîëîâûå ãðàíóëû, ïîêðûòûå àâèäèíîì, öåëëþëîçó, íåéëîí,
àêðèëàìèäíûé ãåëü è àêòèâèðîâàííûé äåêñòðàí.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå àíàëèçà TaqManTM, ðåàãåíòîâ è óñëîâèé äë  åãî îñóùåñòâëåíè 
ñì., íàïðèìåð, â Holland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1991) 88:7276-7280; â
ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 5538848, 5723591 è 5876930.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííûå â íàñòî ùåé çà âêå, ìîæíî òàêæå
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå îñíîâû äë  àíàëèçîâ îïîñðåäîâàííîé òðàíñêðèïöèåé
àìïëèôèêàöèè (ÒÌÀ). ÒÌÀ îáåñïå÷èâàåò ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-
ìèøåíåé íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ïðèñóòñòâóþùèõ â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå â î÷åíü ìàëûõ
êîëè÷åñòâàõ. Óêàçàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîæåò áûòü òðóäíî èëè íåâîçìîæíî
îáíàðóæèòü ñ ïîìîùüþ ïð ìûõ àíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ. Â ÷àñòíîñòè, ÒÌÀ ïðåäñòàâë åò
ñîáîé èçîòåðìàëüíóþ, àóòîêàòàëèòè÷åñêóþ ñèñòåìó àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû-
ìèøåíè, êîòîðà  ìîæåò äàâàòü áîëåå ìèëëèàðäà ÐÍÊ-êîïèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè.
Àíàëèç ìîæåò ñëóæèòü êà÷åñòâåííûì àíàëèçîì äë  òî÷íîãî îáíàðóæåíè  íàëè÷è  èëè
îòñóòñòâè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå. Àíàëèç ìîæåò òàêæå
îáåñïå÷èâàòü êîëè÷åñòâåííîå èçìåðåíèå êîëè÷åñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè â
ïðåäåëàõ êîíöåíòðàöèè â íåñêîëüêî ïîð äêîâ âåëè÷èí. ÒÌÀ îáåñïå÷èâàåò ñïîñîá
àóòîêàòàëèòè÷åñêîãî ñèíòåçà ìíîæåñòâà êîïèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû-
ìèøåíè, áåç ïîâòîðíûõ ìàíèïóë öèé ñ óñëîâè ìè ðåàêöèè, òàêèìè êàê òåìïåðàòóðà,
êîíöåíòðàöè  èîíîâ è ðÍ.

Îáû÷íî ÒÌÀ âêëþ÷àåò ñëåäóþùèå ñòàäèè: (à) âûäåëåíèå íóêëåèíîâîé êèñëîòû, âêëþ÷à 
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ÐÍÊ, èç áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà, ïðåäñòàâë þùåãî èíòåðåñ, ïðåäïîëîæèòåëüíî
èíôèöèðîâàííîãî ïàðâîâèðóñîì Â19; è (b) îáúåäèíåíèå â ðåàêöèîííóþ ñìåñü (i)
âûäåëåííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, (ii) ïåðâîãî è âòîðîãî îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ,
ïðè÷åì ïåðâûé ïðàéìåð èìååò ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
äîñòàòî÷íî êîìïëåìåíòàðíóþ 3'-êîíöåâîé ÷àñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè ÐÍÊ, åñëè
îíà ïðèñóòñòâóåò (íàïðèìåð, (+) öåïü), ÷òîáû îáðàçîâûâàòü ñ íåé êîìïëåêñ, è âòîðîé
ïðàéìåð èìååò ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, äîñòàòî÷íî
êîìëåìåíòàðíóþ 3'-êîíöåâîé ÷àñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè èëè åå êîìïëåìåíòó
(íàïðèìåð (-) öåïü), ÷òîáû îáðàçîâûâàòü ñ íåé êîìïëåêñ, ïðè ýòîì ïåðâûé
îëèãîíóêëåîòèä äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 5' â îòíîøåíèè ñïîñîáíîé
îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  âêëþ÷àåò ïðîìîòîð, (iii) îáðàòíóþ
òðàíñêðèïòàçó èëè ÐÍÊ- èëè ÄÍÊ-çàâèñèìóþ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó, (iv) îáëàäàåò
ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðà  èçáèðàòåëüíî ðàçðóøàåò öåïü ÐÍÊ êîìïëåêñà ÐÍÊ-
ÄÍÊ, (òàêîé êàê ÐÍÊàçà Í), è (v) ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû, êîòîðà  ðàñïîçíàåò ïðîìîòîð.

Êîìïîíåíòû ðåàêöèîííîé ñìåñè ìîæíî îáúåäèí òü ïîýòàïíî èëè ñðàçó. Ðåàêöèîííóþ
ñìåñü èíêóáèðóþò ïðè òàêèõ óñëîâè õ, ïðè êîòîðûõ îáðàçóåòñ  êîìïëåêñ
îëèãîíóêëåîòèä/ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, âêëþ÷à  ïðàéìèíã ÄÍÊ è óñëîâè  äë 
ñèíòåçà íóêëåèíîâîé êèñëîòû (âêëþ÷à  ðèáîíóêëåîòèäòðèôîñôàòû è
äåçîêñèðèáîíóêëåîòèäòðèôîñôàòû), â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè, äîñòàòî÷íîãî äë 
ïîëó÷åíè  ìíîæåñòâà êîïèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè. Ðåàêöè  áëàãîïðè òíî ïðîòåêàåò
â óñëîâè õ, ïîäõîä ùèõ äë  ïîääåðæàíè  ñòàáèëüíîñòè êîìïîíåíòîâ ðåàêöèè, òàêèõ êàê
ôåðìåíòû, è íå òðåáóåò ìîäèôèêàöèè èëè ìàíèïóë öèé ñ óñëîâè ìè ðåàêöèè â õîäå
ðåàêöèè àìïëèôèêàöèè. Ñîîòâåòñòâåííî, ðåàêöè  ìîæåò ïðîòåêàòü â òàêèõ óñëîâè õ,
êîòîðûå  âë þòñ  ïðàêòè÷åñêè èçîòåðìàëüíûìè è âêëþ÷àþò ïðàêòè÷åñêè ïîñòî ííóþ
êîíöåíòðàöèþ èîíîâ è ðÍ. Óäîáíî, ÷òî ðåàêöè  íå òðåáóåò ñòàäèè äåíàòóðàöèè äë 
ðàçäåëåíè  êîìïëåêñà ÐÍÊ-ÄÍÊ, ïîëó÷åííîãî â ðåçóëüòàòå ïåðâîé ðåàêöèè óäëèíåíè  ÄÍÊ.
Ïîäõîä ùèå ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû âêëþ÷àþò îáðàòíûå òðàíñêðèïòàçû, òàêèå êàê îáðàòíà 
òðàíñêðèïòàçà âèðóñà ìèåëîáëàñòîçà ïòèö (AMV) (êîòîðóþ ìîæíî ïðèîáðåñòè, íàïðèìåð, ó
êîìïàíèè Seikagaku America, Inc.) è îáðàòíà  òðàíñêðèïòàçà âèðóñà ëåéêîçà ìûøåé
Moloney (MMLV) (êîòîðóþ ìîæíî ïðèîáðåñòè, íàïðèìåð, ó êîìïàíèè Bethesda Research
Laboratories).

Ïðîìîòîðû èëè ïðîìîòîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîäõîä ùèå äë  âêëþ÷åíè  â
ïðàéìåðû, ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû (âñòðå÷àþùèåñ 
â ïðèðîäå, ïîëó÷åííûå ñèíòåòè÷åñêè èëè ïðîäóêò ðåñòðèêöèîííîãî ðàñùåïëåíè ), êîòîðûå
ñïåöèôè÷íî ðàñïîçíàþòñ  ÐÍÊ-ïîëèìåðàçàìè, êîòîðûå ðàñïîçíàþò è ñâ çûâàþòñ  ñ òàêîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ è èíèöèèðóþò ïðîöåññ òðàíñêðèïöèè, âî âðåì  êîòîðîãî
ïðîäóöèðóþòñ  òðàíñêðèïòû ÐÍÊ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîæåò, íåîá çàòåëüíî, âêëþ÷àòü
íóêëåîòèäíûå îñíîâàíè , ëåæàùèå âíå èñòèííîãî ñàéòà ðàñïîçíàâàíè  äë  ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçû, êîòîðûå ìîãóò ñîîáùàòü äîïîëíèòåëüíóþ ñòàáèëüíîñòü èëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü
ê ïðîöåññàì äåãðàäàöèè èëè ïîâûøåííóþ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè. Ïðèìåðû
ïîäõîä ùèõ ïðîìîòîðîâ âêëþ÷àþò ïðîìîòîðû, êîòîðûå ðàñïîçíàþòñ  îïðåäåëåííûìè
ïîëèìåðàçàìè áàêòåðèîôàãîâ, òàêèìè êàê ïîëèìåðàçû èç áàêòåðèîôàãà Ò3, Ò7 èëè SP6,
èëè ïðîìîòîð èç E.coli. Óêàçàííûå ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû ëåãêî äîñòóïíû èç êîììåð÷åñêèõ
èñòî÷íèêîâ, òàêèå êàê New England Biolabs è Epicentre.

Íåêîòîðûå èç îáðàòíûõ òðàíñêðèïòàç, ïîäõîä ùèõ äë  ïðèìåíåíè  â ñïîñîáàõ,
óïîì íóòûõ â íàñòî ùåé çà âêå, îáëàäàþò àêòèâíîñòüþ ÐÍÊàçû Í, òàêèå êàê îáðàòíà 
òðàíñêðèïòàçà AMV. Ìîæåò áûòü, îäíàêî, ïðåäïî÷òèòåëüíûì äîáàâëåíèå ýêçîãåííîé
ÐÍÊàçû Í, òàêîé êàê ÐÍÊàçà Í E.coli, äàæå êîãäà èñïîëüçóåòñ  îáðàòíà  òðàíñêðèïòàçà
AMV. ÐÍÊàçó Í ìîæíî ëåãêî ïðèîáðåñòè, íàïðèìåð, ó êîìïàíèè Bethesda Research
Laboratories.

Òðàíñêðèïòû ÐÍÊ, ïîëó÷åííûå äàííûìè ñïîñîáàìè, ìîãóò ñëóæèòü ìàòðèöàìè äë 
ïîëó÷åíè  äîïîëíèòåëüíûõ êîïèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè, ïîñðåäñòâîì îïèñàííûõ
âûøå ìåõàíèçìîâ. Ñèñòåìà  âë åòñ  àóòîêàòàëèòè÷åñêîé, è àìïëèôèêàöè  íàáëþäàåòñ 
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àóòîêàòàëèòè÷åñêè, áåç íåîáõîäèìîñòè ïîâòîðíîé ìîäèôèêàöèè èëè èçìåíåíè  óñëîâèé
ðåàêöèè, òàêèõ êàê òåìïåðàòóðà, ðÍ, êîíöåíòðàöè  èîíîâ è ò.ï.

Îáíàðóæåíèå ìîæíî îñóùåñòâë òü ñ ïîìîùüþ îáøèðíîãî ð äà ñïîñîáîâ, âêëþ÷à 
ïð ìîå ñåêâåíèðîâàíèå, ãèáðèäèçàöèþ ñî ñïåöèôè÷íûìè â îòíîøåíèè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîìåðàìè, ýëåêòðîôîðåç â ãåëå è ìàññ-ñïåêòðîìåòðèþ. Â äàííûõ
ñïîñîáàõ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ãåòåðîãåííûé èëè ãîìîãåííûé ôîðìàòû, èçîòîïíûå èëè
íåèçîòîïíûå ìåòêè, à òàêæå âîâñå íå èñïîëüçîâàòü ìåòêè.

Îäíèì ïðåäïî÷òèòåëüíûì ñïîñîáîì îáíàðóæåíè   âë åòñ  ïðèìåíåíèå
îëèãîíóêëåîòèäíûõ çîíäîâ, ñïåöèôè÷íûõ â îòíîøåíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè,
ïîëó÷åííûõ èç ôðàãìåíòîâ èç 4,7 ò.ï.í., 700 ï.í. è 214 ï.í., îïèñàííûõ âûøå. Çîíäû
ìîæíî èñïîëüçîâàòü â àíàëèçàõ çàùèòû ãèáðèäèçàöèè (ÍÐÀ). Â äàííîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  çîíäû óäîáíî ìåòèòü ñëîæíûì ýôèðîì àêðèäèíè 
(ÀÅ), ìîëåêóëîé ñ âûñîêîé èíòåíñèâíîñòüþ õåìèëþìèíåñöåíöèè. Ñì., íàïðèìåð, Nelson et
al. (1995) "Detection of Acridinium Esters by Chemiluminescence" â Nonisotopic
Probing, Blotting and Sequencing, Kricka L.J. (ed) Academic Press, San Diego, CA;
Nelson et al. (1994) "Application of the Hybridization Protection Assay (HPA) to PCR"
â The Polymerase Chain Reaction, Mullis et al. (eds.) Birkhauser, Boston, MA; Weeks
et al., Clin. Chem. (1983) 29:1474-1479; Berry et al., Clin. Chem. (1988) 34:2087-
2090. Ìîëåêóëó ÀÅ ìîæíî íåïîñðåäñòâåííî ïðèñîåäèí òü ê çîíäó ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðåàêöèé ñ ëèíêåðàìè íà íåíóêëåîòèäíîé îñíîâå, êîòîðûå ïîçâîë þò ïîìåùàòü ìåòêó â
ëþáîé ó÷àñòîê çîíäà. Ñì., íàïðèìåð, ïàòåíòû ÑØÀ ¹¹ 5585481 è 5185439. Çàïóñêîì
õåìèëþìèíåñöåíöèè ñëóæèò ðåàêöè  ñ ùåëî÷íûì ïåðîêñèäîì âîäîðîäà, êîòîðà  äàåò
âîçáóæäåííûé N-ìåòèëàêðèäîí, êîòîðûé âïîñëåäñòâèè ðàçð æàåòñ  äî "çåìëè" ñ ýìèññèåé
ôîòîíà. Êðîìå òîãî, ÀÅ âûçûâàåò ãèäðîëèç ñëîæíîãî ýôèðà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àåòñ 
àãåíò, íå îáëàäàþùèé õåìèëþìèíåñöåíöèåé, ìåòèëàêðèäèíèé-êàðáîíîâà  êèñëîòà.

Â ñëó÷àå, êîãäà ìîëåêóëà ÀÅ êîâàëåíòíî ñâ çàíà ñ çîíäîì èç íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
ãèäðîëèç ïðîèñõîäèò áûñòðî â ñëàáîùåëî÷íîé ñðåäå. Â ñëó÷àå, êîãäà ìå÷åííûé ÀÅ çîíä
 âë åòñ  àáñîëþòíî êîìïëåìåíòàðíûì íóêëåèíîâîé êèñëîòå-ìèøåíè, ñêîðîñòü ãèäðîëèçà
ÀÅ ñèëüíî óìåíüøàåòñ . Òàê, ãèáðèäèçèðîâàííûé è íåãèáðèäèçèðîâàííûé ìå÷åííûé ÀÅ
çîíä ìîæíî îáíàðóæèòü íåïîñðåäñòâåííî â ðàñòâîðå, áåç íåîáõîäèìîñòè ôèçè÷åñêîãî
ðàçäåëåíè .

ÍÐÀ îáû÷íî ñîñòîèò èç ñëåäóþùèõ ñòàäèé: (à) ìå÷åííûé ÀÅ çîíä ãèáðèäèçóþò ñ
íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-ìèøåíüþ â ðàñòâîðå â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî îò 15 äî 30 ìèíóò.
Çàòåì äîáàâë þò ñëàáûé ðàñòâîð ùåëî÷è, è ÀÅ, ñîåäèíåííûé ñ íåãèáðèäèçèðîâàííûì
çîíäîì, ïîäâåðãàåòñ  ãèäðîëèçó. Äàííà  ðåàêöè  çàíèìàåò ïðèáëèçèòåëüíî îò 5 äî 10
ìèíóò. Îñòàâøèéñ  ÀÅ, ñâ çàííûé ñ ãèáðèäîì, âû âë þò êàê ìåðó êîëè÷åñòâà
ïðèñóòñòâóþùåé ìèøåíè. Äàííà  ñòàäè  çàíèìàåò ïðèáëèçèòåëüíî îò 2 äî 5 ñåêóíä.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ñòàäèþ äèôôåðåíöèàëüíîãî ãèäðîëèçà îñóùåñòâë þò ïðè òîé æå
òåìïåðàòóðå, ÷òî è ñòàäèþ ãèáðèäèçàöèè, îáû÷íî îò 50 äî 70°Ñ. Àëüòåðíàòèâíî, âòîðóþ
ñòàäèþ äèôôåðåíöèàëüíîãî ãèäðîëèçà ìîæíî âûïîëí òü ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ýòî
ïîçâîë åò èñïîëüçîâàòü ïîâûøåííóþ âåëè÷èíó ðÍ, íàïðèìåð, â ïðåäåëàõ 10-11, ÷òî äàåò
áîëåå âûðàæåííóþ ðàçíèöó â ñêîðîñòè ãèäðîëèçà ìåæäó ãèáðèäèçèðîâàííûì è
íåãèáðèäèçèðîâàííûì ìå÷åííûì ÀÅ çîíäîì. ÍÐÀ ïîäðîáíî îïèñàí, íàïðèìåð, â ïàòåíòàõ
ÑØÀ ¹¹ 6004745, 5948899 è 5283174.

ÒÌÀ ïîäðîáíî îïèñàí, íàïðèìåð, â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 5399491. Â îäíîì ïðèìåðå
òèïè÷íîãî àíàëèçà, îáðàçåö âûäåëåííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ïðåäïîëîæèòåëüíî
ñîäåðæàùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ïàðâîâèðóñà Â19, ñìåøèâàþò ñ áóôåðíûì
êîíöåíòðàòîì, ñîäåðæàùèì áóôåð, ñîëè, ìàãíèé, íóêëåîòèäòðèôîñôàòû, ïðàéìåðû,
äèòèîòðåèòîë è ñïåðìèäèí. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü, íåîá çàòåëüíî, èíêóáèðóþò
ïðèáëèçèòåëüíî ïðè 100°Ñ â òå÷åíèå ïðèáëèçèòåëüíî äâóõ ìèíóò äë  äåíàòóðàöèè ëþáîé
âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû. Ïîñëå îõëàæäåíè  äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû äîáàâë þò îáðàòíóþ
òðàíñêðèïòàçó, ÐÍÊ-ïîëèìåðàçó è ÐÍÊàçó Í, è ñìåñü èíêóáèðóþò â òå÷åíèå äâóõ - ÷åòûðåõ
÷àñîâ ïðè 37°Ñ. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü çàòåì ìîæíî àíàëèçèðîâàòü ïóòåì äåíàòóðàöèè
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ïðîäóêòà, äîáàâëåíè  ðàñòâîðà çîíäà, èíêóáàöèè â òå÷åíèå 20 ìèíóò ïðè 60°Ñ, äîáàâëåíè 
ðàñòâîðà äë  èçáèðàòåëüíîãî ãèäðîëèçà íåãèáðèäèçèðîâàííîãî çîíäà, èíêóáàöèè
ðåàêöèîííîé ñìåñè â òå÷åíèå øåñòè ìèíóò ïðè 60°Ñ è èçìåðåíè  îñòàâøåéñ 
õåìèëþìèíåñöåíöèè íà ëþìèíîìåòðå.

Îëèãîíóêëåîòèäíûå ìîëåêóëû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî òàêæå èñïîëüçîâàòü
äë  àìïëèôèêàöèè íà îñíîâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû (NASBA). Äàííûé
ñïîñîá ïðåäñòàâë åò ñîáîé ðåãóëèðóåìûé ïðîìîòîðîì ôåðìåíòàòèâíûé ïðîöåññ, êîòîðûé
èíäóöèðóåò in vitro íåïðåðûâíóþ, ãîìîãåííóþ è èçîòåðìàëüíóþ àìïëèôèêàöèþ
ñïåöèôè÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû äë  ïîëó÷åíè  ÐÍÊ-êîïèé íóêëåèíîâîé êèñëîòû.
Ðåàãåíòû äë  âûïîëíåíè  NASBA âêëþ÷àþò ïåðâûé ÄÍÊ-ïðàéìåð ñ 5'-êîíöîì,
âêëþ÷àþùèì ïðîìîòîð, âòîðîé ÄÍÊ-ïðàéìåð, îáðàòíóþ òðàíñêðèïòàçó, ÐÍÊàçó-Í, ÐÍÊ-
ïîëèìåðàçó Ò7, NTP è dNTP. Ñ ïîìîùüþ NASBA ãåíåðèðóþòñ  áîëüøèå êîëè÷åñòâà
îäíîöåïî÷å÷íîé ÐÍÊ êàê ñ îäíîöåïî÷å÷íîé ÐÍÊ èëè ÄÍÊ, òàê è ñ äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ.
Åñëè íóæíî àìïëèôèöèðîâàòü ÐÍÊ, îöÐÍÊ ñëóæèò ìàòðèöåé äë  ñèíòåçà ïåðâîé öåïè ÄÍÊ
ïóòåì óäëèíåíè  ïåðâîãî ïðàéìåðà, ñîäåðæàùåãî ñàéò ðàñïîçíàâàíè  ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû.
Óêàçàííà  öåïü ÄÍÊ, â ñâîþ î÷åðåäü, ñëóæèò ìàòðèöåé äë  ñèíòåçà âòîðîé,
êîìïëåìåíòàðíîé, öåïè ÄÍÊ ïóòåì óäëèíåíè  âòîðîãî ïðàéìåðà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
ïîëó÷àþò äâóõöåïî÷å÷íûé àêòèâíûé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçíûé ïðîìîòîðíûé ñàéò, à âòîðà  öåïü
ÄÍÊ ñëóæèò ìàòðèöåé äë  ñèíòåçà áîëüøèõ êîëè÷åñòâ ïåðâîé ìàòðèöû, îöÐÍÊ, ñ ïîìîùüþ
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû. Ìåòîäèêà NASBA èçâåñòíà ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè è îïèñàíà,
íàïðèìåð, â åâðîïåéñêîì ïàòåíòå 329822, ìåæäóíàðîäíîé ïàòåíòíîé çà âêå ¹ WO
91/02814 è ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 6063603, 5554517 è 5409818.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè  ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííûå â íàñòî ùåé çà âêå,  âë þòñ  òàêæå
ïðèãîäíûìè äë  ìåòîäèê ãèáðèäèçàöèè è àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, â êîòîðûõ
èñïîëüçóþòñ  ðàçâåòâëåííûå ìîëåêóëû ÄÍÊ. Â áàçîâîì àíàëèçå ãèáðèäèçàöèè
íóêëåèíîâûõ êèñëîò îäíîöåïî÷å÷íóþ àíàëèçèðóåìóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó ãèáðèäèçóþò ñ
ìå÷åíîé îäíîöåïî÷å÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-çîíäîì è âû âë þò ïîëó÷åííûå ìå÷åíûå
äóïëåêñû. Ðàçðàáîòàíû âàðèàöèè óêàçàííîé áàçîâîé ñõåìû äë  îáëåã÷åíè  ðàçäåëåíè 
äóïëåêñîâ, ïîäëåæàùèõ âû âëåíèþ â ìàðãèíàëüíûõ ìàòåðèàëàõ, è/èëè äë  àìïëèôèêàöèè
âû âë åìîãî ñèãíàëà. Â îäíîì ñïîñîáå àìïëèôèêàöèè ñèãíàëà èñïîëüçóþò ìóëüòèìåðû
àìïëèôèêàöèè, êîòîðûå ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïîëèíóêëåîòèäû ñ ïåðâûì ñåãìåíòîì,
êîòîðûé ñïåöèôè÷íî ãèáðèäèçóåòñ  ñ àíàëèçèðóåìîé íóêëåèíîâîé êèñëîòîé èëè öåïüþ
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñâ çàííîé ñ àíàëèòîì, è èòåðàöè ìè âòîðîãî ñåãìåíòà, êîòîðûé
ñïåöèôè÷íî ãèáðèäèçóåòñ  ñ ìå÷åíûì çîíäîì. Àìïëèôèêàöè  òåîðåòè÷åñêè  âë åòñ 
ïðîïîðöèîíàëüíîé ÷èñëó èòåðàöèé âòîðîãî ñåãìåíòà. Ìóëüòèìåðû ìîãóò áûòü êàê
ëèíåéíûìè, òàê è ðàçâåòâëåííûìè. Äâà îáùèõ òèïà ðàçâåòâëåííûõ ìóëüòèìåðîâ  âë þòñ 
ïðèãîäíûìè äë  óêàçàííûõ ìåòîäèê: âèëêîîáðàçíûå è ãðåáíåîáðàçíûå. Ñïîñîáû ïîëó÷åíè 
è ïðèìåíåíè  ðàçâåòâëåííûõ ìîëåêóë íóêëåèíîâûõ êèñëîò èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì â
äàííîé îáëàñòè è îïèñàíû, íàïðèìåð, â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 5849481.

Â äðóãîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äâà èëè áîëåå òåñòîâ, îïèñàííûõ âûøå,
âûïîëí þò äë  ïîäòâåðæäåíè  ïðèñóòñòâè  îðãàíèçìà. Íàïðèìåð, åñëè ïåðâûé òåñò
èñïîëüçîâàëè äë  îïîñðåäîâàííîé òðàíñêðèïöèåé àìïëèôèêàöèè (ÒÌÀ), ÷òîáû
àìïëèôèöèðîâàòü íóêëåèíîâûå êèñëîòû äë  èõ îáíàðóæåíè , òî âûïîëí þò
àëüòåðíàòèâíûé àíàëèç òåñòèðîâàíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû (NAT), íàïðèìåð, ñ
èñïîëüçîâàíèåì ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè, ÎÒ-ÏÖÐ è ò.ï., êàê îïèñàíî â íàñòî ùåé çà âêå.
Òàêèì îáðàçîì, ïàðâîâèðóñ Â19 ìîæíî ñïåöèôè÷íî è èçáèðàòåëüíî îáíàðóæèòü, äàæå
êîãäà îáðàçåö ñîäåðæèò äðóãèå îðãàíèçìû, òàêèå êàê ÂÈ× è âèðóñ ãåïàòèòà Â, íàïðèìåð.

Ëåãêî ìîæíî âèäåòü, ÷òî ñõåìó àíàëèçîâ, îïèñàííûõ â íàñòî ùåé çà âêå, ìîæíî
ïîäâåðãàòü ðàçëè÷íûì èçìåíåíè ì, è ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíî ìíîæåñòâî
ôîðìàòîâ. Ïðèâåäåííûå âûøå îïèñàíè  ñëóæàò ëèøü ðóêîâîäñòâîì, è ñïåöèàëèñò ìîæåò
ëåãêî ìîäèôèöèðîâàòü îïèñàííûå ïðîòîêîëû, èñïîëüçó  ìåòîäèêè, õîðîøî èçâåñòíûå
ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè.

Îïèñàííûå âûøå ðåàãåíòû äë  àíàëèçîâ, âêëþ÷à  ïðàéìåðû, çîíäû, òâåðäóþ ïîäëîæêó
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ñ ïðèñîåäèíåííûìè çîíäàìè, à òàêæå äðóãèå ðåàãåíòû äë  îáíàðóæåíè , ìîãóò
ïîñòàâë òüñ  â íàáîðàõ, ñ ïîäõîä ùèìè èíñòðóêöè ìè è äðóãèìè íåîáõîäèìûìè
ðåàãåíòàìè, ñ öåëüþ ïðîâåäåíè  àíàëèçîâ, êàê îïèñàíî âûøå. Íàáîð îáû÷íî áóäåò
ñîäåðæàòü â îòäåëüíûõ êîíòåéíåðàõ êîìáèíàöèþ ïðàéìåðîâ è çîíäîâ (óæå
ïðèñîåäèíåííûå ê òâåðäîé ïîäëîæêå èëè îòäåëüíûå ðåàãåíòû äë  ñâ çûâàíè  èõ ñ
ìàòðèêñîì), êîíòðîëüíûå êîìïîçèöèè (ïîëîæèòåëüíûå è/èëè îòðèöàòåëüíûå), ìå÷åíûå
ðåàãåíòû, åñëè ôîðìàò àíàëèçà òðåáóåò èõ íàëè÷è , è ðåàãåíòû, ãåíåðèðóþùèå ñèãíàë
(íàïðèìåð, ñóáñòðàò ôåðìåíòà), åñëè ìåòêà íå ãåíåðèðóåò ñèãíàë íåïîñðåäñòâåííûì
îáðàçîì. Èíñòðóêöèè (íàïðèìåð, íàïèñàííûå, íàïå÷àòàííûå, â âèäå VCR, CD-ROM è ò.ï.)
ïî âûïîëíåíèþ àíàëèçà îáû÷íî áóäóò âêëþ÷àòüñ  â íàáîð. Íàáîð ìîæåò òàêæå ñîäåðæàòü,
â çàâèñèìîñòè îò êîíêðåòíîãî èñïîëüçóåìîãî àíàëèçà, äðóãèå óïàêîâàííûå ðåàãåíòû è
ìàòåðèàëû (ò.å. ïðîìûâàþùèå áóôåðû è ò.ï.). Ñ ïîìîùüþ óêàçàííûõ íàáîðîâ ìîæíî
âûïîëí òü ñòàíäàðòíûå àíàëèçû, òàêèå êàê òå, êîòîðûå îïèñàíû âûøå.

III. Ýêñïåðèìåíòàëüíà  ÷àñòü
Íèæå îïèñàíû êîíêðåòíûå âàðèàíòû äë  îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Äàííûå ïðèìåðû ïðåäëàãàþòñ  òîëüêî äë  öåëåé èëëþñòðàöèè è íå ïðåäíàçíà÷åíû äë 
êàêîãî áû òî íè áûëî îãðàíè÷åíè  îáúåìà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Ïðåäïðèíèìàëèñü ïîïûòêè îáåñïå÷åíè  òî÷íîñòè ñ òî÷êè çðåíè  èñïîëüçóåìûõ
÷èñëîâûõ çíà÷åíèé (íàïðèìåð, êîëè÷åñòâ, òåìïåðàòóð è ò.ï.), íî, ðàçóìååòñ , íåêîòîðûå
îøèáêè è îòêëîíåíè  ýêñïåðèìåíòîâ  âë þòñ  äîïóñòèìûìè.

Â ñëåäóþùèõ ïðèìåðàõ ôåðìåíòû ïðèîáðåòàëèñü â êîììåð÷åñêèõ èñòî÷íèêàõ è
èñïîëüçîâàëèñü ñîãëàñíî èíñòðóêöè ì ïðîèçâîäèòåëåé. Íèòðîöåëëþëîçíûå ôèëüòðû è ò.ï.
ìàòåðèàëû òàêæå ïðèîáðåòàëèñü â êîììåð÷åñêèõ èñòî÷íèêàõ.

Äë  âûäåëåíè  ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, çà èñêëþ÷åíèåì îñîáî îòìå÷åííûõ, âñå ìàíèïóë öèè ñ
ÄÍÊ âûïîëí ëèñü ñîãëàñíî ñòàíäàðòíûì ïðîöåäóðàì. Ñì. Sambrook et al., óêàçàíî âûøå.
Ðåñòðèêöèîííûå ôåðìåíòû, ÄÍÊ-ëèãàçó Ò4, E.coli, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó I, ôðàãìåíò Klenow è
äðóãèå áèîëîãè÷åñêèå ðåàãåíòû ìîæíî ïðèîáðåñòè ó êîììåð÷åñêèõ ïîñòàâùèêîâ è
èñïîëüçîâàòü ñîãëàñíî èíñòðóêöè ì ïðîèçâîäèòåëåé. Ôðàãìåíòû äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ
ðàçäåë ëè íà àãàðîçíûõ ãåë õ.

Ïðèìåð 1
Ýêñòðàêöè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïàðâîâèðóñà Â19 äë  ÏÖÐ
Îáðàçöû ÷åëîâå÷åñêîé ñûâîðîòêè, êîòîðûå ïðåäâàðèòåëüíî òåñòèðîâàëèñü íà íàëè÷èå

ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ àíàëèçîâ ñ IgM èëè ÏÖÐ è ïîêàçàëè ïîëîæèòåëüíûé
ðåçóëüòàò, ïîëó÷àëè èç êîììåð÷åñêèõ èñòî÷íèêîâ è èñïîëüçîâàëè äë  âûäåëåíè  ÄÍÊ äë 
ïîñëåäóþùèõ ÏÖÐ-ýêñïåðèìåíòîâ. Äî èñïîëüçîâàíè  îáðàçöû õðàíèëè ïðè -80°Ñ.

ÄÍÊ ýêñòðàãèðîâàëè èç 0,2 ìë ñûâîðîòêè, èñïîëüçó  QIAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, CA), ñîãëàñíî îïèñàíèþ ïðîèçâîäèòåë , ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâè õ. ÄÍÊ-
íîñèòåëü äîáàâë ëè ê ëèçèñíîìó áóôåðó äë  óñèëåíè  ñâ çûâàíè  è âûõîäà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû. Â ÷àñòíîñòè, äîáàâë ëè 5,6 ìêã íà îáðàçåö ïîëèàäåíèëîâîé êèñëîòû 5' (Sigma,
St. Louis, MO) èëè poly-dA (Roche, Indianopolis, IN). Äîïîëíèòåëüíî ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà
Â19 ýëþèðîâàëè 200 ìêë áóôåðà ÀÅ (Qiagen) âìåñòî âîäû.

Ïðèìåð 2
Îáíàðóæåíèå îáðàçöîâ, ïîëîæèòåëüíûõ íà íóêëåèíîâóþ êèñëîòó ïàðâîâèðóñà Â19, ñ

ïîìîùüþ ÏÖÐ
Äâå ðàçëè÷íûå ïðîöåäóðû ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè äë  àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ

ïàðâîâèðóñà Â19. Îäèí ñïîñîá, îïèñàííûé â ïîäðîáíîñò õ íèæå, èñïîëüçîâàëè äë 
àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ ïðèáëèçèòåëüíî èç 700 ï.í., 370 ï.í. è 214 ï.í. (ñì. ôèã.1).
Âûñîêîðàçðåøàþùóþ ÏÖÐ (Roche) èñïîëüçîâàëè äë  àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ
ïðèáëèçèòåëüíî èç 4,7 ò.ï.í. Ôðàãìåíò ïðèáëèçèòåëüíî èç 700 ï.í. ñîîòâåòñòâóåò
íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 2936-3635 ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííîãî â Shade et al.,
J. Virol. (1986) 58:921-936. Ïðèáëèçèòåëüíî 370 ï.í. íàáëþäàåòñ  â ïðåäåëàõ ôðàãìåíòà
èç 700 ï.í. â íóêëåîòèäíûõ ïîëîæåíè õ 3073-3442. Ôðàãìåíò ïðèáëèçèòåëüíî èç 4,7
ò.ï.í. ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôðàãìåíò èç 4677 íóêëåîòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ íóêëåîòèäíûì
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ïîëîæåíè ì 217-4893 ïî Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936.
Ñ öåëüþ àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ Â19 ïðèáëèçèòåëüíî èç 700 ï.í., 370 ï.í. è 214 ï.í.

èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû, ïîêàçàííûå â òàáëèöå 1.
Òàáëèöà 1

Äë  äàííîãî ýêñïåðèìåíòà ÏÖÐ âûïîëí ëè â êîíå÷íîì îáúåìå 100 ìêë ñ
èñïîëüçîâàíèåì 2 ìêë î÷èùåííîé ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 (î÷èùåííîé êàê îïèñàíî âûøå),
0,2 ìÌ êàæäîãî äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàòà è 1,25 åäèíèö ãîòîâîé ê óïîòðåáëåíèþ ÄÍÊ-
ïîëèìåðàçû (Stratagene, La Jolla, CA). Ïðîôèëü àìïëèôèêàöèè âêëþ÷àë äåíàòóðàöèþ ïðè
94°Ñ â òå÷åíèå 2 ìèíóò, îòæèã ïðàéìåðà ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 3 ìèíóò è óäëèíåíèå ïðè 72°Ñ
â òå÷åíèå 3 ìèíóò, â òå÷åíèå 35 öèêëîâ. 3-ìèíóòíà  ïðåäâàðèòåëüíà  èíêóáàöè  ïðè 94°Ñ
äë  îáåñïå÷åíè  ïåðâîíà÷àëüíîé äåíàòóðàöèè è êîíå÷íà  7-ìèíóòíà  èíêóáàöè  ïðè 72°Ñ
äë  îáåñïå÷åíè  ïîëíîãî óäëèíåíè  ôðàãìåíòîâ, ïðåäøåñòâîâàëà è ñëåäîâàëà,
ñîîòâåòñòâåííî, â òå÷åíèå 35 öèêëîâ ÏÖÐ. Ïðîäóêòû ÏÖÐ ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó íà
7% ïîëèàêðèëàìèäíûõ ãåë õ, îêðàøèâàëè áðîìèäîì ýòèäè  è âèçóàëèçèðîâàëè ïîä Ó/Ô
èñòî÷íèêîì. Î÷èñòêó àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ âûïîëí ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
íàáîðà QiaQuick PCR purification kit (QIAGEN).

Ãíåçäíóþ ÏÖÐ äë  àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòà Â19 èç 370 ï.í. âûïîëí ëè, åñëè 700 ï.í.
ïîëîñà íå âèçóàëèçèðîâàëàñü íà ïîëèàêðèëàìèäíûõ ãåë õ. Äë  ãíåçäíîé ÏÖÐ
èñïîëüçîâàëè ìàòåðèàë ÄÍÊ èç 700 ï.í. ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ïîêàçàííûõ â
òàáëèöå 1.

Âûñîêîðàçðåøàþùóþ ÏÖÐ (Roche) èñïîëüçîâàëè äë  àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ
ïàðâîâèðóñà Â19 èç 4,7 ò.ï.í. ñëåäóþùèì îáðàçîì. Íàáîð äë  âûñîêîðàçðåøàþùåé ÏÖÐ
(Roche) è ïðàéìåðû Hicks-5 (5'CCCGCCTTATGCAAATGGGCAG3') (SEQ ID NO:42) è Hicks-3
(5'TTGTGTTAGGCTGTCTTATAGG3') (SEQ ID NO:43) èñïîëüçîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ
ðåêîìåíäàöè ìè ïðîäàâöà. Óñëîâè  àìïëèôèêàöèè ïðåäñòàâë ëè ñîáîé 94°Ñ â òå÷åíèå 1
ìèíóòû, 50°Ñ â òå÷åíèå 2 ìèíóò è 68°Ñ â òå÷åíèå 4 ìèíóò, â òå÷åíèå 35 èëè 45 öèêëîâ.
Òàêæå áûëè âêëþ÷åíû ïðåäâàðèòåëüíà  èíêóáàöè  ïðè 94°Ñ â òå÷åíèå 2 ìèíóò è
ïîñëåäóþùà  èíêóáàöè  ïðè 75°Ñ â òå÷åíèå 7 ìèíóò. Ïðîäóêòû ÏÖÐ ðàçäåë ëè íà 1%
àãàðîçíûõ ãåë õ è î÷èùàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ÏÖÐ Purification kit (Promega,
Madison, WI).
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Ïðèìåð 3
Êëîíèðîâàíèå ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19
ÏÖÐ-ôðàãìåíòû êëîíèðîâàëè â âåêòîðû TOPO-TA (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Êëîíèðîâàíèå â äàííûå âåêòîðû ñèëüíî îáëåã÷àåòñ , åñëè àìïëèôèöèðîâàííà  ÄÍÊ
ñîäåðæèò åäèíñòâåííûé äåçîêñèàäåíîçèí (À) íà ñâîåì 3'-êîíöå. Ñîîòâåòñòâåííî,
èñïîëüçîâàëè êàòàëèòè÷åñêóþ ðåàêöèþ äë  äîáàâëåíè  âåðõóøêè 3'(A). Ðåàêöèîííà  ñìåñü
ñîäåðæàëà 1,25 ìÌ dATP, 0,5 åäèíèö Taq-ïîëèìåðàçû (Perkin Elmer, Boston, MA), è
ðåàêöè  ïðîòåêàëà ïðè 72°Ñ â òå÷åíèå 15 ìèíóò.

ÏÖÐ-Ôðàãìåíòû êëîíèðîâàëè â âåêòîð pCR2.1-TOPO ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ÒÀ
cloning kit êîìïàíèè Invitrogen (TOPOÒÌ TA CloningR Kit ñ One Shot TOP10
Electrocompetent Cells), ñîãëàñíî îïèñàíè ì ïðîèçâîäèòåë . Áàêòåðèàëüíûå êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ íà ïëàíøåòàõ ñ áóëüîíîì Luria, ñîäåðæàâøèõ àìïèöèëëèí â
êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë, 0,66 ìÌ IPTG è 0,033% X-Gal. Ð ä áåëûõ êîëîíèé èíîêóëèðîâàëè
â 4 ìë áóëüîíà Luria ñ àìïèöèëëèíîì (100 ìêã/ìë) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37°Ñ
ïðè âñòð õèâàíèè. Òðè ìë èíêóáèðîâàííûõ â òå÷åíèå íî÷è êóëüòóð èñïîëüçîâàëè äë 
èçãîòîâëåíè  ÄÍÊ-ïëàçìèäû ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà QIAprep Miniprep kit (QIAGEN).
Ðåêîìáèíàíòíûå êëîíû èäåíòèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà ñ EcoRI
(New England and Biolabs) è ýëåêòðîôîðåçà â 7% ïîëèàêðèëàìèäíîì èëè 1% àãàðîçíîì
ãåëå, êàê îïèñàíî âûøå.

Äë  òîãî, ÷òîáû îïðåäåëèòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êëîíîâ ÄÍÊ, èçãîòàâëèâàëè áîëüøèå
êîëè÷åñòâà ïëàçìèä èç ðåêîìáèíàíòíûõ êëîíîâ, êàê îïèñàíî âûøå, è ÄÍÊ ñóñïåíäèðîâàëè
â ÒÅ (10 ìÌ Tris-HCl, ðÍ 8,0, 1 ìÌ ÅÄÒÀ) â êîíöåíòðàöèè 0,2 ìã/ìë. Îïðåäåëåíèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ ôðàãìåíòîâ ïàðâîâèðóñà Â19 âûïîëí ëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñåêâåíàòîðà ÄÍÊ Applied Biosystems ìîäåëè 373 (èëè ìîäåëè 377). Ôèã.2À-
2U (SEQ ID NO:1-21) èçîáðàæàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ èç 21 èçîë òà ïàðâîâèðóñà Â19,
î÷èùåííûå, àìïëèôèöèðîâàííûå è ñåêâåíèðîâàííûå, êàê îïèñàíî âûøå, êîòîðûå
ñîîòâåòñòâóþò íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 2936-3635 ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííîãî
â Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936 (ôðàãìåíò èç 700 ï.í., èçîáðàæåííûé íà
ôèã.1 è îïèñàííûé âûøå). Ôèã.2À (SEQ ID NO:1) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
èç èçîë òà ÑÍ47-26; ôèã.2Â (SEQ ID NO:2) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç
èçîë òà ÑÍ48-29; ôèã.2Ñ (SEQ ID NO:3) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç
èçîë òà ÑÍ33-2; ôèã.2D (SEQ ID NO:4) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà
ÑÍ33-3; ôèã.2Å (SEQ ID NO:5) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ33-4;
ôèã.2F (SEQ ID NO:6) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ42-7; ôèã.2G
(SEQ ID NO:7) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ42-18; ôèã.2H (SEQ
ID NO:8) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ42-19; ôèã.2I (SEQ ID NO:
9) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ46-23; ôèã.2J (SEQ ID NO:10)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ1-1; ôèã.2K (SEQ ID NO:11)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ1-6; ôèã.2L (SEQ ID NO:12)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ2-8; ôèã.2M (SEQ ID NO:13)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ2-10; ôèã.2N (SEQ ID NO:14)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ2-11C; ôèã.2O (SEQ ID NO:15)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ5-13; ôèã.2P (SEQ ID NO:16)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ7-22; ôèã.2Q (SEQ ID NO:17)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ13-17; ôèã.2R (SEQ ID NO:18)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ14-33; ôèã.2S (SEQ ID NO:19)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ62-2; ôèã.2T (SEQ ID NO:20)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ64-2 è ôèã.2U (SEQ ID NO:21)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ67-2.

Ôèã.11À-11Z (SEQ ID NO:62-87) èçîáðàæàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ èç
äîïîëíèòåëüíûõ 26 èçîë òîâ ïàðâîâèðóñà Â19, î÷èùåííûå, àìïëèôèöèðîâàííûå è
ñåêâåíèðîâàííûå, êàê îïèñàíî âûøå, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì
2936-3635 ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19, îïèñàííîãî â Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-
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936 (ôðàãìåíò èç 700 ï.í., èçîáðàæåííûé íà ôèã.1 è îïèñàííûé âûøå). Ôèã.11À (SEQ ID
NO:62) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ80-1; ôèã.11B (SEQ ID NO:
63) ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà ÑÍ81-3; ôèã.11C (SEQ ID NO:64)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL1-4; ôèã.11D (SEQ ID NO:65)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL2-1; ôèã.11E (SEQ ID NO:66)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL3-1; ôèã.11F (SEQ ID NO:67)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL4-3; ôèã.11G (SEQ ID NO:68)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL5-2; ôèã.11H (SEQ ID NO:69)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL6-2; ôèã.11I (SEQ ID NO:70)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL7-3; ôèã.11J (SEQ ID NO:71)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL8-2; ôèã.11K (SEQ ID NO:72)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL9-1; ôèã.11L (SEQ ID NO:73)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL9-9; ôèã.11M (SEQ ID NO:74)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL10-2; ôèã.11N (SEQ ID NO:75)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL11-1; ôèã.11O (SEQ ID NO:76)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL12-1; ôèã.11P (SEQ ID NO:77)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL13-3; ôèã.11Q (SEQ ID NO:78)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL14-1; ôèã.11R (SEQ ID NO:79)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL15-3; ôèã.11S (SEQ ID NO:80)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL16-2; ôèã.11T (SEQ ID NO:81)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL17-1; ôèã.11U (SEQ ID NO:82)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL18-1; ôèã.11V (SEQ ID NO:83)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL19-1; ôèã.11W (SEQ ID NO:84)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL20-3; ôèã.11X (SEQ ID NO:85)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL21-3; ôèã.11Y (SEQ ID NO:86)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL22-11; ôèã.11Z (SEQ ID NO:87)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç èçîë òà B19SCL2-14.

Ñðàâíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âû âèëî 98%-99,5% ãîìîëîãèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç 700 ï.í. ìåæäó ðàçëè÷íûìè èçîë òàìè.

Ôèã.3À-3Ñ (SEQ ID NO:22) ïîêàçûâàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÏÖÐ-ôðàãìåíòà
ïðèáëèçèòåëüíî èç 4,7 ò.ï.í., ïîêàçàííîãî íà ôèã.1 è îïèñàííîãî âûøå, èç êëîíà 2-Â1
ïàðâîâèðóñà Â19. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, èçîáðàæåííà  íà äàííûõ ôèãóðàõ, ïðåäñòàâë åò
ñîáîé ôðàãìåíò èç 4677 íóêëåîòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèé íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 217-
4893, ïî Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936. Èçîáðàæåííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ñîäåðæèò ïîëíóþ îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  ïàðâîâèðóñà Â19, êîòîðà  êîäèðóåò NS1, VP1
è VP2, ïëþñ äîïîëíèòåëüíûå íåòðàíñëèðóåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5' è 3'.
Ñåêâåíèðîâàííûé ôðàãìåíò ñîäåðæàë äîïîëíèòåëüíûé íóêëåîòèä â 5' íåêîäèðóþùåé
îáëàñòè ìåæäó íóêëåîòèäíûìè ïîëîæåíè ìè 367 è 368 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Â19,
îïèñàííîé Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936.

Ôèã.4À-4Ñ (SEQ ID NO:23) ïîêàçûâàþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÏÖÐ-ôðàãìåíòà
ïðèáëèçèòåëüíî èç 4,7 ò.ï.í., ïîêàçàííîãî íà ôèã.1, èç êëîíà 2-Â6 ïàðâîâèðóñà Â19.
Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðåäñòàâë åò ñîáîé ôðàãìåíò èç 4677 íóêëåîòèäîâ, ñîîòâåòñòâóþùèé
íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 217-4893, ïî Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936.
Èçîáðàæåííà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîäåðæèò ïîëíóþ îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè 
ïàðâîâèðóñà Â19, êîòîðà  êîäèðóåò NS1, VP1 è VP2, ïëþñ äîïîëíèòåëüíûå
íåòðàíñëèðóåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5' è 3'. Ñåêâåíèðîâàííûé ôðàãìåíò ñîäåðæàë
äîïîëíèòåëüíûé íóêëåîòèä â 5' íåêîäèðóþùåé îáëàñòè ìåæäó íóêëåîòèäíûìè
ïîëîæåíè ìè 367 è 368 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Â19, îïèñàííîé Shade et al., J. Virol.
(1986) 58:921-936.

Ïðèìåð 4
Êëîíèðîâàíèå è ýêñïðåññè  ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ NS1, VP1 è VP2 ïàðâîâèðóñà Â19
Ôðàãìåíòû, êîäèðóþùèå NS1, VP1 è VP2 (ñì. ôèã.1), àìïëèôèöèðîâàëè ñ

èñïîëüçîâàíèåì ôðàãìåíòà ïàðâîâèðóñà Â19 èç 4,7 ò.ï.í., êëîíèðîâàííîãî â pCR2.1-TOPO
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(îïèñàíî âûøå). Â ÷àñòíîñòè, ÏÖÐ-ïðàéìåðû (ñì. íèæå) áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû äë 
îñóùåñòâëåíè  ÏÖÐ îáëàñòåé NS1, VP1 è VP2 ïàðâîâèðóñà Â19. Äë  îáëåã÷åíè 
êëîíèðîâàíè  óêàçàííûõ îáëàñòåé â ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû äðîææåé, â ïðàéìåðû, êàê
ýòî òðåáóåòñ , áûëè âíåñåíû ñàéòû ðåñòðèêöèè XbaI, HindIII è SalI.

Ïðàéìåðû, êîòîðûå èñïîëüçîâàëèñü äë  êëîíèðîâàíè  è àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ
ïàðâîâèðóñà Â19 äë  ýêñïðåññèè â äðîææàõ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ NS1, VP1 è VP2, áûëè
îñíîâàíû íà ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ, ïîëó÷åííûõ âûøå, è áûëè ñëåäóþùèìè:

NS1-5 (ñìûñëîâîé ïðàéìåð)
5'ATACTCTCTAGACAAAACAAAATGGAGCTATTTAGAGGGGTGCTTCAAGTTTCT3'
(SEQ ID NO:44)
NS1-3 (àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð)
5'GAGTATGTCGACTTACTCATAATCTACAAAGCTTTGCAATCCAGACAG3'
(SEQ ID NO:45)
VP1-5SN (ñìûñëîâîé ïðàéìåð)
5'ATACTCAAGCTTACAAAACAAAATGAGTAAAGAAAGTGGCAAATGGTGGGAAAGT3'
(SEQ ID NO:46)
VPALL-3 (àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð)
5'GAGTATGTCGACTTACAATGGGTGCACACGGCTTTTGGCTGTCCACAATTC3'
(SEQ ID NO:47)
VP2-5SN (ñìûñëîâîé ïðàéìåð)
5'ATACTCAAGCTTACAAAACAAAATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACT3'
(SEQ ID NO:48)
ÏÖÐ-ïðàéìåðû ñèíòåçèðîâàëè, î÷èùàëè è ñóñïåíäèðîâàëè â 300 ìêë dH2O è

îïðåäåë ëè èõ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü íà 260 íì. Ðåàêöèîííà  ñìåñü ñîäåðæàëà 0,25 íã
ìàòðèöû, 100 ïìîëü êàæäîãî ïðàéìåðà, 10 ìêë 1,25 ìÌ êàæäîãî dNTP è 1 åäèíèöó Taq-
ïîëèìåðàçû (Perkin Elmer, Boston, MA) â êîíå÷íîì îáúåìå 50 ìêë. Óñëîâè  àìïëèôèêàöèè
ïðåäñòàâë ëè ñîáîé 94°Ñ â òå÷åíèå 1 ìèíóòû, 50°Ñ â òå÷åíèå 2 ìèíóò è 68°Ñ â òå÷åíèå 4
ìèíóò, â òå÷åíèå 35 öèêëîâ. Áûëà âêëþ÷åíà ïîñëåäóþùà  èíêóáàöè  ïðè 75°Ñ â òå÷åíèå 7
ìèíóò äë  îáåñïå÷åíè  ïîëíîãî óäëèíåíè  ôðàãìåíòîâ. Äë  ïðîâåðêè ÏÖÐ-ñèíòåçà ïóòåì
ýëåêòðîôîðåçà â 1% àãàðîçíûõ ãåë õ èñïîëüçîâàëè àëèêâîòû 5 ìêë. Âåñò ïðîäóêò ÏÖÐ
çàòåì ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó, à ôðàãìåíòû îæèäàåìûõ ðàçìåðîâ î÷èùàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ÏÖÐ Purification kit (Promega, Madison, WI), ñîãëàñíî
ðåêîìåíäàöè ì ïðîäàâöà. Ïðèáëèçèòåëüíî 0,8 ìêã î÷èùåííîé ÏÖÐ ÄÍÊ ðàñùåïë ëè
ñîîòâåòñòâóþùèìè ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè (Roche) â òå÷åíèå 3 ÷àñîâ ïðè 37°Ñ, à
ïðîäóêòû åùå ðàç î÷èùàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ÏÖÐ Purification kit êîìïàíèè
Promega.

Äë  ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ïàðâîâèðóñà Â19 èñïîëüçîâàëè
ïëàçìèäó pBS24.1. Äàííûé äðîææåâîé ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð ñîäåðæèò 2 ìê
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è èíâåðòèðîâàííûå ïîâòîðû (IR) äë  àâòîíîìíîé ðåïëèêàöèè â
äðîææàõ, òåðìèíàòîð α-ôàêòîðà äë  îáåñïå÷åíè  òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè è äðîææåâûå
leu2-d è URA3 äë  ñåëåêöèè. Òî÷êà íà÷àëà ðåïëèêàöèè ColE1 è β-ëàêòàìàçû òàêæå
ïðèñóòñòâóþò äë  ðàçìíîæåíè  è ñåëåêöèè â E.coli (Pichuantes et al. (1996)
"Expression of Heterologous gene Products in Yeast". Â èñòî÷íèêå: Protein Engineering:
A Guide to Design and Production, ãëàâà 5. J.L. Cleland and C. Craik, eds., Wiley-
Liss, Inc., New York, N.Y., ñòð. 129-161. Ïëàçìèäó pBS24.1 ðàñùåïë ëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì BamHI/SalI è äåôîñôîðèëèðîâàëè 10 åäèíèöàìè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû
êèøå÷íèêà òåëåíêà (Boheringer Manheim, Indianopolis, IN) â óñëîâè õ, ðåêîìåíäîâàííûõ
ïðîäàâöîì. Ðàñùåïëåííûå è î÷èùåííûå ÏÖÐ-ôðàãìåíòû ñìåøèâàëè ñ pBS24.1,
ðàñùåïëåííîé ñ èñïîëüçîâàíèåì BamHI/SalI, è ñ ôðàãìåíòîì ÄÍÊ, ñîäåðæàùèì äðîææåâîé
ãèáðèäíûé ïðîìîòîð ADH2/GAPDH (Cousens et al., Gene (1987) 61:265-275), ðàñùåïëåííûì
ñ èñïîëüçîâàíèåì BamHI/SfuI èëè BamHI/HindIII, â çàâèñèìîñòè îò ñàéòîâ ðåñòðèêöèè,
ïðèñóòñòâóþùèõ â ÏÖÐ-ôðàãìåíòàõ, ïîäëåæàùèõ êëîíèðîâàíèþ. Ëèãèðîâàíèå
îñóùåñòâë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà è ïðîòîêîëà Roche Rapid Ligation. Ëèãèðîâàííóþ
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ñìåñü çàòåì èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê E.coli HB101, à
òðàíñôîðìàíòû îòáèðàëè íà ïëàíøåòàõ ñ áóëüîíîì Luria, ñîäåðæàâøèõ àìïèöèëëèí â
êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë, ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37°Ñ. Íåñêîëüêî êîëîíèé
êàæäîé òðàíñôîðìàöèè ñîáèðàëè è èíîêóëèðîâàëè â 3 ìë áóëüîíà Luria ñ àìïèöèëëèíîì â
êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë è èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ ïðè âñòð õèâàíèè â òå÷åíèå íî÷è.

Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ èçãîòàâëèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 1,5 ìë êóëüòóð è íàáîðà QIAprep
Miniprep (QIAGEN). Ðåêîìáèíàíòíûå êëîíû èäåíòèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ðåñòðèêöèîííîãî àíàëèçà ñ BamHI/SalI. Äë  âûïîëíåíè  ñåêâåíèðîâàíè  ñ öåëüþ
ïîäòâåðæäåíè  íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êëîíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ
ïàðâîâèðóñà Â19 èçãîòàâëèâàëè ïðåïàðàòû ðåêîìáèíàíòíûõ ïëàçìèä â áîëüøîì
êîëè÷åñòâå. Äë  òðàíñôîðìàöèè äðîææåé èñïîëüçîâàëè äðîææåâûå ýêñïðåññèðóþùèå
ïëàçìèäû, äåìîíñòðèðóþùèå îæèäàåìóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  NS1, VP1 è VP2,
ñëåäóþùèì îáðàçîì. Êîìïåòåíòíûå êëåòêè Saccharomyces cerevisiae AD3 [Mat a, trp1+,
ura3-52, prbl-1122, pep4-3, prcl-407, [cir0],::pDM15(pGAP/ADR1::G418R)], leu2(∆AD)]
òðàíñôîðìèðîâàëè ïëàçìèäíûìè ÄÍÊ, êîäèðóþùèìè NS1, VP1 èëè VP2, êëîíèðîâàííûìè,
êàê îïèñàíî âûøå. Ñåëåêöèþ äðîææåâûõ ðåêîìáèíàíòîâ îñóùåñòâë ëè äâóì  öèêëàìè íà
ïëàíøåòàõ áåç óðàöèëà, ñ ïîñëåäóþùèì îäíèì öèêëîì íà ïëàíøåòàõ áåç ëåéöèíà, ïîñëå
èíêóáàöèè ïðè 30°Ñ â òå÷åíèå 48-72 ÷àñîâ. Êóëüòóðû çàòåì âûðàùèâàëè íà ñðåäàõ áåç
ëåéöèíà, à çàòåì íà YEP ñ äîáàâëåíèåì 2% ãëþêîçû (Pichuantes et al., Proteins:
Struct. Funct. Genet. (1989) 6:324-337) â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ ïåðåä ïðîâåðêîé ýêñïðåññèè
ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  ðàçëè÷íûõ áåëêîâ èç äâóõ ðàçíûõ èçîë òîâ ïîêàçàíû íà ôèã.5-
10. Â ÷àñòíîñòè, ôèã.5À (SEQ ID NO:24) è 5Â (SEQ ID NO:25) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è
áåëêîâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè NS1, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â1 ïàðâîâèðóñà Â19.
Ôèã.6À (SEQ ID NO:26) è 6Â (SEQ ID NO:27) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VP1, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â1 ïàðâîâèðóñà Â19. Ôèã.7À (SEQ ID
NO:28) è 7Â (SEQ ID NO:29) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
VP2, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â1 ïàðâîâèðóñà Â19. Ôèã.8À (SEQ ID NO:30) è 8Â (SEQ
ID NO:31) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè NS1, ñîîòâåòñòâåííî,
èç êëîíà 2-Â6 ïàðâîâèðóñà Â19. Ôèã.9À (SEQ ID NO:32) è 9Â (SEQ ID NO:33) ïîêàçûâàþò
íóêëåîòèäíóþ è áåëêîâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VP1, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â6
ïàðâîâèðóñà Â19. Ôèã.10À (SEQ ID NO:34) è 10Â (SEQ ID NO:35) ïîêàçûâàþò íóêëåîòèäíóþ
è áåëêîâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VP2, ñîîòâåòñòâåííî, èç êëîíà 2-Â6 ïàðâîâèðóñà Â19.

Ïðèìåð 5
Îáíàðóæåíèå è êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 ïîñðåäñòâîì

TaqManTM

×óâñòâèòåëüíûé äèàãíîñòè÷åñêèé ñïîñîá äë  îáíàðóæåíè  èíôèöèðîâàíè 
ïàðâîâèðóñîì Â19 áûë ïîñòðîåí ñëåäóþùèì îáðàçîì. Â ÷àñòíîñòè, äë  îáíàðóæåíè  è
êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 èñïîëüçîâàëè òåõíîëîãèþ ÏÖÐ
TaqManTM. Êîëè÷åñòâåííà  ÏÖÐ òðåáóåò ýôôåêòèâíîé ýêñòðàêöèè íóêëåèíîâîé êèñëîòû.
Îáúåì ïëàçìû/ñûâîðîòêè, èñïîëüçóåìûé äë  ýêñòðàêöèè ÄÍÊ, òàêæå âëè åò íà
÷óâñòâèòåëüíîñòü îáíàðóæåíè . Äë  âûäåëåíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû èç 0,5 ìë
ïëàçìû/ñûâîðîòêè èñïîëüçîâàëè äâà ïîäõîäà. Â ÷àñòíîñòè, ÄÍÊ ýêñòðàãèðîâàëè (à)
ñâ çûâàíèåì ñ äèîêñèäîì êðåìíè  è (b) îòæèãîì ñî ñïåöèôè÷íûìè â îòíîøåíèè ìèøåíè
îëèãîíóêëåîòèäàìè.

(à) Âûäåëåíèå íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñâ çûâàíèåì ñ äèîêñèäîì êðåìíè 
Â ïðèñóòñòâèè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé õàîòðîïíîé ñîëè, òàêîé êàê èçîòèîöèàíàò

ãóàíèäèíè , íóêëåèíîâûå êèñëîòû ñâ çûâàþòñ  ñ äèîêñèäîì êðåìíè . Íóêëåèíîâûå
êèñëîòû ìàëåíüêîãî ðàçìåðà áîëåå ýôôåêòèâíî ñâ çûâàþòñ  ñ äèîêñèäîì êðåìíè  ïðè
êèñëûõ âåëè÷èíàõ ðÍ. Ñâ çàííûå íóêëåèíîâûå êèñëîòû ýôôåêòèâíî ýëþèðóþòñ 
ñëàáîñîëåâûì áóôåðîì ñ ùåëî÷íûì çíà÷åíèì ðÍ ïðè âûñîêèõ òåìïåðàòóðàõ. Çàìåíà
îáû÷íîãî äèîêñèäà êðåìíè  íà íàìàãíè÷åííûé äèîêñèä êðåìíè  ñèëüíî îáëåã÷àåò ñòàäèè
ïðîìûâêè è ýëþèðîâàíè  ïðè âûäåëåíèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Ìàãíèòíóþ îñíîâó
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èñïîëüçîâàëè äë  çàõâàòà ÷àñòèö íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ñâ çàííûõ ñ äèîêñèäîì êðåìíè ,
èçáàâë  ñü, òàêèì îáðàçîì, îò öåíòðèôóãèðîâàíè , êîòîðîå òðåáóåòñ  äë  îñàæäåíè 
÷àñòèö ñ îáû÷íûì äèîêñèäîì êðåìíè .

Èñïîëüçîâàëè ëèçèñíûé áóôåð îò Organon-Teknika (Durham, NC). Óêàçàííûé ëèçèñíûé
áóôåð ñîäåðæèò èçîòèîöèàíàò ãóàíèäèíè  äë  ñîëþáèëèçàöèè áåëêîâ è èíàêòèâàöèè ÐÍÊàç
è ÄÍÊàç. Äåòåðãåíò Triton X-100 åùå áîëåå îáëåã÷àåò ïðîöåññ ñîëþáèëèçàöèè è
äåçèíòåãðàöèè êëåòî÷íîé ñòðóêòóðû è  äåðíûõ áåëêîâ, âûñâîáîæäà , òàêèì îáðàçîì,
íóêëåèíîâóþ êèñëîòó. Ëèçèñíûé ðåàãåíò ïîäêèñë ëè äë  óñèëåíè  ñâ çûâàíè  íóêëåèíîâîé
êèñëîòû è èñïîëüçîâàëè 50 ìêë ùåëî÷íîãî ýëþèðóþùåãî áóôåðà äë  ýëþèðîâàíè 
ñâ çàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Ïîñëå âûäåëåíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû îïðåäåë ëè
íàëè÷èå ïàðâîâèðóñíîé ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ TaqManTM, êàê îïèñàíî íèæå.

(b) Âûäåëåíèå íóêëåèíîâîé êèñëîòû îòæèãîì ñî ñïåöèôè÷íûìè â îòíîøåíèè ìèøåíè
îëèãîíóêëåîòèäàìè

Íåñìîòð  íà òî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå íàìàãíè÷åííîãî äèîêñèäà êðåìíè  ñèëüíî îáëåã÷àåò
áûñòðûå è ëåãêèå ìàíèïóë öèè íà ñòàäè õ ïðîìûâêè è ýëþèðîâàíè , âûäåëåíèå
íóêëåèíîâîé êèñëîòû âñå åùå îñòàåòñ  òðóäîåìêèì è äëèòåëüíûì ïðîöåññîì. Ïîýòîìó
èñïîëüçîâàëè îäíîýòàïíûé çàõâàò ñïåöèôè÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè èç ïëàçìû
èëè ñûâîðîòêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàãíèòíûõ ãðàíóë. Äë  òîãî, ÷òîáû óêàçàííûé ñïîñîá
ìîæíî áûëî ïðèìåí òü äë  òåñòîâ ïî çàõâàòó îáøèðíîãî ð äà âèðóñíûõ íóêëåèíîâûõ
êèñëîò, èñïîëüçîâàëè îáû÷íûå ìàãíèòíûå ãðàíóëû, ñ ïðèñîåäèíåííûìè îëèãî dT.
Ìàãíèòíûå îëèãî (dT) ãðàíóëû Sera-Mag (Seradyn, Indianopolis, IN) ñ äëèíîé îëèãî dT
14 ìîíîìåðîâ èñïîëüçîâàëè â êîìáèíàöèè ñ îëèãîíóêëåîòèäàìè-ëîâóøêàìè, ñîäåðæàùèìè
20 ïîëè À íà 3'-êîíöå, ñìåæíûå ñ èñïîëüçóåìîé ïàðâîâèðóñ-ñïåöèôè÷íîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ (îáîçíà÷åííîé íà êîíöå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îïèñàííîé íèæå).

Èñïîëüçîâàííûå àíòèñìûñëîâûå îëèãîíóêëåîòèäû-ëîâóøêè áûëè ïîëó÷åíû èç
ôðàãìåíòà èç 700 ï.í. è áûëè ñëåäóþùèìè:

VSPC1 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCCTTAACAGCAATTTCTGATA (nt 3492-3513)(*)
(SEQ ID NO:49)

VSPC2 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAACGCCCTGTAGTGCTGTCAG (nt 3549-3568) (SEQ ID
NO:50)

VSPC3 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATATACCCAAATAGGAAGTTCTG (nt 3639-3660)
(SEQ ID NO:51)

VSPC4 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATAAAATGCTGATTCTTCACTTGC (nt 3737-3759)
(SEQ ID NO:52)

VSPC5 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATGCTGTACCTCCTGTACCTA (nt 3789-3808) (SEQ ID
NO:53)

VSPC6 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCCCTCTAAATTTTCTGGG (nt 3838-3857) (SEQ ID
NO:54)

VSPC7 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCCTAATGTGTCAGGAACC (nt 3910-3929) (SEQ
ID NO:55)

(*) Íóìåðàöè  íóêëåîòèäîâ ïî Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936.
Ìàãíèòíûå ãðàíóëû ñóñïåíäèðîâàëè â ëèçèñíîì áóôåðå Novagen (Madison, WI) è ñåðèþ

èç ñåìè îëèãîíóêëåîòèäîâ-ëîâóøåê (VSPC1-VSPC7, îïèñàíû âûøå) èñïûòûâàëè ïî
îòäåëüíîñòè èëè â êîìáèíàöèè äë  çàõâàòà ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 èç ïàíåëè, ïîëó÷åííîé èç
öåíòðà FDA Center for Biologic Evaluation and Research (FDA-CBER) äåïàðòàìåíòà
çäðàâîîõðàíåíè  ÑØÀ.

(c) Ïðîìûâêà ãðàíóë ïðîìûâàþùèì áóôåðîì
Ïîñëå çàõâàòà ãðàíóëû ïðîìûâàëè áóôåðîì, ñîäåðæàâøèì 10 ìÌ Hepes ñ âåëè÷èíîé

ðÍ, äîâåäåííîé äî 7,5, â 0,3 Ì NaCl è 0,5% NP-40. Ïîñëå îáðàáîòêè ñûâîðîòêè ëèçèñíûì
áóôåðîì, ãèáðèäèçàöèè, ìàãíèòíîé àäñîðáöèè ãðàíóë è óäàëåíè  ëèçèñíîãî áóôåðà, ê
ãðàíóëàì äîáàâë ëè 1,5 ìë ïðîìûâàþùåãî áóôåðà. Ïîñëå îáû÷íîãî ïåðåìåøèâàíè  ñ
èñïîëüçîâàíèåì âèõðåâîé âîðîíêè, ìàãíèòíîé àäñîðáöèè è óäàëåíè  ïðîìûâàþùåãî
áóôåðà, ãðàíóëû ïðîìûâàëè âòîðîé ðàç ñ èñïîëüçîâàíèåì 0,5 ìë òîãî æå áóôåðà, òàê,
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÷òîáû ìàãíèòíûå ãðàíóëû ìîæíî áûëî ïîëó÷èòü â êîìïàêòíîì âèäå äë  ëåãêîãî
ñóñïåíäèðîâàíè  â 100 ìë óíèâåðñàëüíîãî áóôåðà äë  ÏÖÐ, ñîäåðæàùåãî âñå ðåàãåíòû
äë  àíàëèçà Taqman. Ãðàíóëû ñ çàõâà÷åííîé ÄÍÊ ïåðåíîñèëè íà ïëàíøåò äë 
îáíàðóæåíè  ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ TaqManTM, êàê îïèñàíî íèæå. Íåñêîëüêî
îëèãîíóêëåîòèäíûõ êîìáèíàöèé îêàçàëèñü ýôôåêòèâíûìè äë  çàõâàòà Â19, êàê áûëî
óñòàíîâëåíî â àíàëèçå TaqManTM.

Â ÷àñòíîñòè, òåõíîëîãè  TaqManTM àìïëèôèöèðóåò çàõâà÷åííóþ íóêëåèíîâóþ êèñëîòó-
ìèøåíü â âèäå ÄÍÊ-àìïëèêîíîâ. Àëüòåðíàòèâîé  âë åòñ  àìïëèôèêàöè  çàõâà÷åííîé
ìèøåíè â âèäå ÐÍÊ. Äë  ýòîãî îëèãîíóêëåîòèäû äë  àìïëèôèêàöèè ñîñòî ëè èç ïðàéìåðà,
ñïåöèôè÷íîãî â îòíîøåíèè ïàðâîâèðóñà Â19, ñ ïðîìîòîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ Ò7, ñ
öåëüþ ãåíåðèðîâàòü ÐÍÊ-àìïëèêîíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû Ò7. Òðè ïðàéìåðà
äë  àìïëèôèêàöèè (VSA1-A3, îïèñàíû íèæå), ïîëó÷åííûõ èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç 700
ï.í., ñîîòâåòñòâóþùåé íóêëåîòèäíûì ïîëîæåíè ì 2936-3635 ãåíîìà ïàðâîâèðóñà Â19,
îïèñàííîãî â Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936, èñïûòûâàëè íà ïðåäìåò èõ
ñïîñîáíîñòè ê àìïëèôèêàöèè. Ïðàéìåðû áûëè ñëåäóþùèìè:

Ñìûñëîâûå ïðàéìåðû äë  àìïëèôèêàöèè öåïè
VSA1 - AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCATATACTCATTGGACTGT (nt

2942-2961) (SEQ ID NO:56)
VSA2 - AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCAGAGCACCATTATAA (nt 3272-

3288) (SEQ ID NO:57)
VSA3 - AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCACAATGCCAGTGGAAA (nt 3317-

3333) (SEQ ID NO:58)
VSP2 - GTGCTGAAACTCTAAAGGT (àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð - nt 3424-3442) (SEQ ID NO:

59)
Íàáîð ðåàãåíòîâ RNamplifire (Qiagen) èñïîëüçîâàëè äë  èçó÷åíè  ýôôåêòèâíîñòè

àìïëèôèêàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì 50 êîïèé ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 â êà÷åñòâå ìèøåíè, â
êîíå÷íîì îáúåìå 20 ìë. Ïðàéìåðû äë  àìïëèôèêàöèè èñïûòûâàëè ïî îòäåëüíîñòè èëè â
êîìáèíàöèè, ñ èñïîëüçîâàíèåì VSP2 â êà÷åñòâå âòîðîãî ïðàéìåðà. Ïîñëå îäíîãî ÷àñà
èíêóáàöèè ïðè 42°Ñ, êàê ðåêîìåíäóåò ïðîèçâîäèòåëü, àëèêâîòó àìïëèôèöèðîâàííîãî

ìàòåðèàëà ðàçâîäèëè â 100 ðàç äë  îáíàðóæåíè  ïîñðåäñòâîì àíàëèçà TaqManTM, äë 
îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ïðàéìåðîâ äë  àìïëèôèêàöèè.

Êîìáèíàöè  äâóõ ïðàéìåðîâ äë  àìïëèôèêàöèè, VSA2 è VSA3, ñ VSÐ2 îêàçàëàñü
âûñîêîýôôåêòèâíîé äë  ãåíåðàöèè ÐÍÊ-àìïëèêîíîâ.

×óâñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà TaqManTM, óäîáñòâî ÏÖÐ-ïðàéìåðîâ è îïòèìàëüíûå óñëîâè 
ðåàêöèè óñòàíàâëèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùåé ôðàãìåíò èç 4,7
ò.ï.í., îïèñàííûé âûøå. Óêàçàííûé ôðàãìåíò âêëþ÷àåò îáëàñòü VP1, à òàêæå îáëàñòè NS1
è VP2 (ñì. ôèã.1). Èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû äë  ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè, ïîëó÷åííûå èç
îáëàñòè VP1, êàê ïîäðîáíî îïèñàíî íèæå. Íóìåðàöè  ïðåäñòàâëåíà ñîãëàñíî Shade et al.,
J. Virol. (1986) 58:921-936. Õ ïðåäñòàâë åò ôîñôîðàìèäèò 5'-ôëóîðåñöåèíà, à Z
ïðåäñòàâë åò DABCYL-dT, îáà ïîëó÷åíû îò êîìïàíèè Glen Research Corporation, Sterling,
VA. ×èñëà, óêàçàííûå ñïðàâà îò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îòíîñ òñ  ê íóêëåîòèäàì â
ïðàéìåðàõ èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïàðâîâèðóñà Â19.

VSP1 - GGAGGCAAAGGTTTGCA (ñìûñëîâîé ïðàéìåð - nt 3334-3350) (SEQ ID NO:60)
VSP2 - GTGCTGAAACTCTAAAGGT (àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð - nt 3424-3442) (SEQ ID NO:

59)
VSPPR1 - XCCCATGGAGATATTTAGATTZ (çîíä - nt 3379-3398) (SEQ ID NO:61)
Vpara 8: TCCATATGACCCAGAGCACCA (nt 3262-3460) (SEQ ID NO:88)
Vpara 9: TTTCCACTGGCATTGTGGC (àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð - nt 3313-3331) (SEQ ID

NO:89)
Vpara 10: X AGCTAGACCTGCATGTCACTG Z, ãäå Õ ïðåäñòàâë åò ñîáîé Fam, à Z

ïðåäñòàâë åò ñîáîé Tamra. (nt 3286-3310) (SEQ ID NO:90)
Êîíöåíòðàöèþ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ îöåíèâàëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè è âûïîëí ëè ñåðèþ

ðàçâåäåíèé äë  ïîëó÷åíè  5000 - 10 êîïèé/20 ìêë. Ðåàêöèîííà  ñìåñü â êîíå÷íîì îáúåìå
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50 ìêë ñîäåðæàëà 20 ìêë îáðàçöà, 1Õ áóôåðà äë  àìïëèôèêàöèè Gold Taq (Perkin Elmer) c
3,2 ìÌ MgCl2, 300 ìêÌ êàæäîãî èç dNTP, 1 ïìîëü êàæäîãî èç ïðàéìåðîâ äë  àìïëèôèêàöèè,
0,4 ïìîëü çîíäà è 1 åäèíèöó ôåðìåíòà AmpliTaq. Óñëîâè  ðåàêöèè âêëþ÷àëè 10 ìèíóò ïðè
95°Ñ äë  àêòèâàöèè ôåðìåíòà, ñ ïîñëåäóþùèìè 45 öèêëàìè ïî 30 ñåêóíä ïðè òåìïåðàòóðå
95°Ñ, ïåðåìåæàþùåéñ  ñ 60°Ñ, íà äåòåêòîðå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ABI 7700.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàðû ïðàéìåðîâ VSP1 è VSP2, êîòîðûå ãåíåðèðîâàëè ÏÖÐ-ïðîäóêò
èç 109 ï.í., è çîíä VSPPR1 ïîääàâàëèñü îáíàðóæåíèþ 10 êîïèé íà àíàëèç. Ïîñêîëüêó
îáúåì îáðàçöà ñîñòàâë ë 20 ìêë â êîíå÷íîì îáúåìå 50 ìêë, ýòî ïîçâîë åò ïðåäïîëîæèòü,
÷òî îáðàçöû ïëàçìû, ñîäåðæàùèå âñåãî 50 êîïèé/ìë ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19, ìîæíî
ýêñòðàãèðîâàòü è âû âë òü â íèõ âèðóñ ñ ïîìîùüþ òåõíîëîãèè TaqManTM. Ïîñêîëüêó
ïàðâîâèðóñ ïðåäñòàâë åò ñîáîé âèðóñ ñ âûñîêèì òèòðîì, îáúåìû ïëàçìû/ñûâîðîòêè â 50
ìêë ìîæíî ýêñòðàãèðîâàòü è èñïîëüçîâàòü äë  àíàëèçà.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ïîëîæèòåëüíîãî îáðàçöà  ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà Â19 FDA-CBER (106

êîïèé/ìë) òåõíîëîãè  TaqManTM îáíàðóæèâàëà âñåãî 50 êîïèé â àíàëèçå. Ïûòà ñü
ñêîððåëèðîâàòü íóêëåèíîâóþ êèñëîòó è èììóííûé òèòð, íàãðóçêó âèðóñíîé ÄÍÊ
êîëè÷åñòâåííî îïðåäåë ëè â íåñêîëüêèõ îáðàçöàõ, ïîëîæèòåëüíûõ íà íàëè÷èå àíòèòåë.

Ñîîòâåòñòâåííî, ðàñêðûòû íîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà è
àíàëèçû, â êîòîðûõ èñïîëüçóþòñ  óêàçàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Èç âûøåèçëîæåííîãî
áóäåò  ñíî, ÷òî, íåñìîòð  íà òî, ÷òî äë  öåëåé èëëþñòðàöèè â íàñòî ùåé çà âêå áûëè
îïèñàíû êîíêðåòíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ìîæíî
ïðîèçâîäèòü ðàçëè÷íûå ìîäèôèêàöèè, íå îòêëîí  ñü îò åãî èäåè è îáúåìà.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá âû âëåíè  ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå, âêëþ÷àþùèé:
âûäåëåíèå íóêëåèíîâûõ êèñëîò èç áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà, ïðåäïîëîæèòåëüíî

ñîäåðæàùåãî ïàðâîâèðóñ ÷åëîâåêà, ïóòåì âçàèìîäåéñòâè  òâåðäîé ïîäëîæêè, âêëþ÷àþùåé
ñâ çàííûå ñ íåé çàõâà÷åííûå ïàðâîâèðóñ-ñïåöèôè÷íûå íóêëåèíîâûå êèñëîòû, ñ
áèîëîãè÷åñêèì îáðàçöîì â óñëîâè õ ãèáðèäèçàöèè, ïðè ýòîì öåïè íóêëåèíîâîé êèñëîòû-
ìèøåíè, åñëè ïðèñóòñòâóþò â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå, ãèáðèäèçóþòñ  ñ çàõâà÷åííûìè
íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè, è îòäåëåíè  òâåðäîé ïîäëîæêè îò îáðàçöà;

àìïëèôèêàöèþ âûäåëåííûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñ èñïîëüçîâàíèåì ñìûñëîâîãî è
àíòèñìûñëîâîãî ïðàéìåðà, ïðè ýòîì êàæäûé èç ïðàéìåðîâ íå ïðåâûøàåò â äëèíó 60
íóêëåîòèäîâ è â äîñòàòî÷íîé ñòåïåíè êîìïëåìåíòàðåí ÷àñòè àíòèñìûñëîâîé è ñìûñëîâîé
öåïåé, ñîîòâåòñòâåííî, íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè äë  âîçìîæíîñòè ãèáðèäèçàöèè ñ íåé;
è ãäå

(à) ñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò (i) SEQ ID NO:60 èëè íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáëàäàþùóþ ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê íåé, èëè (ii) SEQ ID NO:88 èëè íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
îáëàäàþùóþ ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê íåé, è

(b) àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò (i) SEQ ID NO:59 èëè íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáëàäàþùóþ ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê íåé â ñëó÷àå, êîãäà ñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:60 èëè
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáëàäàþùóþ ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ
ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê íåé, èëè (ii) SEQ ID NO:89 èëè íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáëàäàþùóþ ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê íåé â ñëó÷àå, êîãäà ñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:88 èëè
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáëàäàþùóþ ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ
ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê íåé; è

âû âëåíèå íàëè÷è  àìïëèôèöèðîâàííûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò êàê ïîêàçàòåë  íàëè÷è 
ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà â îáðàçöå.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî òâåðäà  ïîäëîæêà âêëþ÷àåò ãðàíóëû.
3. Ñïîñîá ïî ï.2, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ãðàíóëû ïðåäñòàâë þò ñîáîé ìàãíèòíûå

ãðàíóëû.
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4. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî çàõâà÷åííà  íóêëåèíîâà 
êèñëîòà äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ãîìîïîëèìåðíóþ öåïü äë  ñâ çûâàíè  çàõâà÷åííîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñ òâåðäîé ïîäëîæêîé.

5. Ñïîñîá ïî ï.4, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ãîìîïîëèìåðíà  öåïü ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëè
À-öåïü.

6. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî çàõâà÷åííûå íóêëåèíîâûå
êèñëîòû âêëþ÷àþò îäèí èëè áîëåå îëèãîíóêëåîòèäîâ, âûáðàííûõ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
îëèãîíóêëåîòèäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ TCCTTAACAGCAATTTCTGATA, îëèãîíóêëåîòèäà
ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ CGCCCTGTAGTGCTGTCAG, îëèãîíóêëåîòèäà ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ TATACCCAAATAGGAAGTTCTG, îëèãîíóêëåîòèäà ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ TGCTGATTCTTCACTTGC, îëèãîíóêëåîòèäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
TGCTGTACCTCCTGTACCTA, îëèãîíóêëåîòèäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
GCCCTCTAAATTTTCTGGG, îëèãîíóêëåîòèäà ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
CTCCTAATGTGTCAGGAACC, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé
èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê îëèãîíóêëåîòèäó ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
TCCTTAACAGCAATTTCTGATA, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé
èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê îëèãîíóêëåîòèäó ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
CGCCCTGTAGTGCTGTCAG, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé
èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê îëèãîíóêëåîòèäó ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
TATACCCAAATAGGAAGTTCTG, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé
èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê îëèãîíóêëåîòèäó ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
TGCTGATTCTCCACTTGC, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé
èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê îëèãîíóêëåîòèäó ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
TGCTGTACCTCCTGTACCTA, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé
èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê îëèãîíóêëåîòèäó ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
GCCCTCTAAATTTTCTGGG, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé
èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê îëèãîíóêëåîòèäó ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
CTCCTAATGTGTCAGGAACC.

7. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî çàõâà÷åííûå íóêëåèíîâûå
êèñëîòû âêëþ÷àþò îäèí èëè áîëåå îëèãîíóêëåîòèäîâ, âûáðàííûõ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
îëèãîíóêëåîòèäà ñ SEQ ID NO:49, îëèãîíóêëåîòèäà ñ SEQ ID NO:50, îëèãîíóêëåîòèäà ñ SEQ
ID NO:51, îëèãîíóêëåîòèäà ñ SEQ ID NO: 52, îëèãîíóêëåîòèäà ñ SEQ ID NO: 53,
îëèãîíóêëåîòèäà SEQ ID NO:54, îëèãîíóêëåîòèäà ñ SEQ ID NO:55, îëèãîíóêëåîòèäà,
îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê SEQ ID
NO:49, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê SEQ ID NO:50, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå
90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê SEQ ID NO:51, îëèãîíóêëåîòèäà,
îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê SEQ ID
NO:52, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê SEQ ID NO:53, îëèãîíóêëåîòèäà, îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå
90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê SEQ ID NO:54, îëèãîíóêëåîòèäà,
îáëàäàþùåãî ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê SEQ ID
NO:55.

8. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî àìïëèôèêàöè  âêëþ÷àåò ÎÒ-
ÏÖÐ, àìïëèôèêàöèþ, îïîñðåäîâàííóþ òðàíñêðèïöèåé, ôëóîðîãåííûé àíàëèç ñ 5'-íóêëåàçîé
èëè èõ ñî÷åòàíè .

9. Ñïîñîá ïî ï.8, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî àìïëèôèêàöè  âêëþ÷àåò ôëóîðîãåííûé àíàëèç
ñ 5'-íóêëåàçîé ñ èñïîëüçîâàíèåì ñìûñëîâîãî ïðàéìåðà è àíòèñìûñëîâîãî ïðàéìåðà è
âû âëåíèå îñóùåñòâë þò ñ èñïîëüçîâàíèåì ïî êðàéíåé ìåðå îäíîãî çîíäà, âêëþ÷àþùåãî
âû âë åìóþ ìåòêó.

10. Ñïîñîá ïî ï.9, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âû âë åìà  ìåòêà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ôëóîðåñöåíòíóþ ìåòêó, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç 6-êàðáîêñèôëóîðåñöåèíà (6-
FAM), òåòðàìåòèëðîäàìèíà (TAMRA) è 2', 4', 5', 7'-òåòðàõëîð-4-7-äèõëîðôëóîðåñöåèíà
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(ÒÅÒ).
11. Ñïîñîá ïî ï.10, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî çîíä äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò âû âë åìûå

ìåòêè íà 5'-êîíöå è 3'-êîíöå.
12. Ñïîñîá ïî ï.11, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå îäèí çîíä íå ïðåâûøàåò â

äëèíó 50 íóêëåîòèäîâ è âêëþ÷àåò (i) íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:61 â
ñëó÷àå, êîãäà ñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:60 èëè íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáëàäàþùóþ ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê íåé, èëè (è) íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:93 â
ñëó÷àå, êîãäà ñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:88 èëè íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáëàäàþùóþ ïî êðàéíåé ìåðå 90%-íîé èäåíòè÷íîñòüþ ïî
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê íåé.

13. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðèñóòñòâóåò âíóòðåíí  
êîíòðîëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

14. Ñïîñîá ïî ï.13, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âíóòðåíí   êîíòðîëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïîëó÷åíà èç íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:92.

15. Ñïîñîá ïî ï.14, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò âû âë åìóþ
ìå÷åíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü çîíäà äë  âíóòðåííåé êîíòðîëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

16. Ñïîñîá âû âëåíè  ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå ñ
èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðîãåííîãî àíàëèçà ñ 5'-íóêëåàçîé, âêëþ÷àþùèé:

(à) âûäåëåíèå íóêëåîòèäíûõ êèñëîò èç áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà, ïðåäïîëîæèòåëüíî
ñîäåðæàùåãî ïàðâîâèðóñ Â19 ÷åëîâåêà, ïóòåì âçàèìîäåéñòâè  ìàãíèòíûõ ãðàíóë,
âêëþ÷àþùèõ ñâ çàííûå ñ íèìè çàõâà÷åííûå íóêëåèíîâûå êèñëîòû, ñ áèîëîãè÷åñêèì
îáðàçöîì â óñëîâè õ ãèáðèäèçàöèè, ïðè ýòîì öåïè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, åñëè
ïðèñóòñòâóþò â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå, ãèáðèäèçóþòñ  ñ çàõâà÷åííûìè íóêëåèíîâûìè
êèñëîòàìè, ïðè ýòîì çàõâà÷åííûå íóêëåèíîâûå êèñëîòû âêëþ÷àþò îäèí èëè áîëåå
îëèãîíóêëåîòèäîâ, âûáðàííûõ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO:49-55, è îòäåëåíè 
ìàãíèòíûõ ãðàíóë îò îáðàçöà;

(b) àìïëèôèêàöèþ íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñ èñïîëüçîâàíèåì ñìûñëîâîãî è àíòèñìûñëîâîãî
ïðàéìåðîâ, ïðè ýòîì êàæäûé èç ïðàéìåðîâ íå ïðåâûøàåò â äëèíó 60 íóêëåîòèäîâ è â
äîñòàòî÷íîé ñòåïåíè êîìïëåìåíòàðåí ÷àñòè ñìûñëîâîé è àíòèñìûñëîâîé öåïåé,
ñîîòâåòñòâåííî, âûäåëåííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû äë  âîçìîæíîñòè ãèáðèäèçàöèè ñ íåé,
ïðè ýòîì (i) ñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:60 è àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð
âêëþ÷àåò SEQ ID NO:59 èëè (ii) ñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:88 è
àíòèñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:89; è

(c) âû âëåíèå íàëè÷è  àìïëèôèöèðîâàííûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñ èñïîëüçîâàíèåì
çîíäà, íå ïðåâûøàþùåãî â äëèíó 50 íóêëåîòèäîâ, êîòîðûé âêëþ÷àåò (i) íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:61 â ñëó÷àå, êîãäà ñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID
NO:60, èëè (ii) íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:93 â ñëó÷àå, êîãäà
ñìûñëîâîé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:88 êàê ïîêàçàòåë  íàëè÷è  ïàðâîâèðóñà Â19
÷åëîâåêà â îáðàçöå.

17. Ñïîñîá ïî ï.16, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðèñóòñòâóåò âíóòðåíí   êîíòðîëüíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü.

18. Ñïîñîá ïî ï.17, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âíóòðåíí   êîíòðîëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïîëó÷åíà èç íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ ID NO:92.

19. Ñïîñîá ïî ï.18, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò âû âë åìóþ
ìå÷åíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü çîíäà äë  âíóòðåííåé êîíòðîëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

20. Íàáîð äë  âû âëåíè  ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå,
âêëþ÷àþùèé:

çàõâà÷åííûå íóêëåèíîâûå êèñëîòû, âêëþ÷àþùèå îäèí èëè áîëåå îëèãîíóêëåîòèäîâ,
âûáðàííûõ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO:49-55;

ïàðó îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ, ïðè ýòîì êàæäûé èç îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ
íå ïðåâûøàåò â äëèíó 60 íóêëåîòèäîâ è (i) îäèí èç îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ
âêëþ÷àåò SEQ ID NO:60 è äðóãîé îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:59 èëè
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(ii) îäèí èç îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ âêëþ÷àåò SEQ ID NO:88 è äðóãîé
îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð âêëþ÷àåò SEQ ID NO:89; è

ïèñüìåííûå èíñòðóêöèè äë  èäåíòèôèêàöèè íàëè÷è  ïàðâîâèðóñà Â19 ÷åëîâåêà.
21. Íàáîð ïî ï.20, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ïîëèìåðàçó è

áóôåðû.
22. Íàáîð ïî ï.20, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ïî êðàéíåé ìåðå

îäèí îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä, âêëþ÷àþùèé âû âë åìóþ ìåòêó.
23. Íàáîð ïî ï.22, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âû âë åìà  ìåòêà ïðåäñòàâë åò ñîáîé

ôëóîðåñöåíòíóþ ìåòêó, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç 6-êàðáîêñèôëóîðåñöåèíà (6-
FAM), òåòðàìåòèëðîäàìèíà (TAMRA) è 2', 4', 5', 7'-òåòðàõëîð-4-7-äèõëîðôëóîðåñöåèíà
(ÒÅÒ).

24. Íàáîð ïî ï.23, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî çîíä äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò âû âë åìûå
ìåòêè íà 5'-êîíöå è 3'-êîíöå.

25. Íàáîð ïî ï.24, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå îäèí çîíä íå ïðåâûøàåò â
äëèíó 50 íóêëåîòèäîâ è âêëþ÷àåò (i) íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:61 â
ñëó÷àå, êîãäà îäèí èç îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ âêëþ÷àåò SEQ ID NO:60, èëè (ii)
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:93 â ñëó÷àå, êîãäà îäèí èç
îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ âêëþ÷àåò SEQ ID NO:88.

26. Íàáîð ïî ï.20, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò âíóòðåííþþ
êîíòðîëüíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîëó÷åííóþ èç íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè SEQ
ID NO:92.

Ïðèîðèòåò ïî ïóíêòàì ôîðìóëû èçîáðåòåíè :
28.06.2001 - ïðèçíàêè, àññîöèèðîâàííûå ñ SEQ ID NO:59, 60 è 61.
29.03.2002 - ïðèçíàêè, àññîöèèðîâàííûå ñ SEQ ID NO:88, 89 è 93.
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