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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè

ìîëåêóë ðíîãî àíàëèçà è ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíî äë  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-
ñïåöèôè÷íîãî àíàëèçà áèîïîëèìåðîâ, ñîäåðæàùèõ
îñíîâàíè  íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Àíàëèç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè 
ïðîâîä ò íà îñíîâàíèè ñðàâíåíè  äàííûõ î
ñðîäñòâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî
ñâ çûâàíè  ìèøåíè è çîíäà, ñîäåðæàùèõ
áèîïîëèìåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Óêàçàííûå

äàííûå ïîëó÷àþò íà îñíîâàíèè êàëèáðîâêè
ñèãíàëîâ, èñïóñêàåìûõ êîìïëåêñîì ìèøåíè è çîíäà
â ðåçóëüòàòå ïîäà÷è íà íåãî ñòèìóëîâ,
ïðåäñòàâë þùèõ ñîáîé ôëóîðåñöåíòíîå èçëó÷åíèå
èëè ýëåêòðè÷åñêîå íàïð æåíèå. Ïðèìåíåíèå
èçîáðåòåíè  îáåñïå÷èâàåò áûñòðûé,
÷óâñòâèòåëüíûé, ýêîëîãè÷åñêè äðóæåñòâåííûé è
áåçîïàñíûé ñïîñîá àíàëèçà ñâ çûâàíè  ìèøåíè è
çîíäà, âêëþ÷àþùèõ áèîïîëèìåðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîäåðæàùóþ îñíîâàíè 
íóêëåèíîâûõ êèñëîò. 2 í. è 20 ç.ï. ô-ëû, 14 èë.
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(57) Abstract: 
FIELD: molecular analysis, in particular

sequence specific analysis of biopolymers
containing nuclear acid bases.

SUBSTANCE: sequence specific coupling is
analyzed based on data comparison about affinity
of sequence specific coupling of target and probe
containing biopolymer sequence. Said data are

obtained by calibration of signals emitted by
target and probe complex exposing i.e. with
fluorescence or electrical voltage.

EFFECT: accelerated, sensitive,
environmentally friendly, and safe method for
analysis of target and probe coupling.

22 cl, 14 dwg, 6 ex
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Îáëàñòü òåõíèêè, ê êîòîðîé îòíîñèòñ  èçîáðåòåíèå
Èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  ñïîñîáîâ îöåíêè ñâ çûâàíè  áèîïîëèìåðîâ, â ÷àñòíîñòè

ñïîñîáîâ îöåíêè ñâ çûâàíè  çîíäîâ è ìèøåíåé, ñîäåðæàùèõ íóêëåîòèäíûå îñíîâàíè 
è/èëè àìèíîêèñëîòû.

Óðîâåíü òåõíèêè
Íà ïðîò æåíèè ìíîãèõ ëåò áûëî èçâåñòíî, ÷òî áèîëîãè÷åñêèå ìîëåêóëû ìîæíî âûäåë òü

è õàðàêòåðèçîâàòü ïóòåì âîçäåéñòâè  íà îáðàçåö ýëåêòðè÷åñêèì ïîëåì.
Âåðî òíî, ýëåêòðîôîðåç  âë åòñ  íàèáîëåå èçâåñòíûì ïðèìåðîì ìåòîäà âûäåëåíè  è

õàðàêòåðèçàöèè, îñíîâàííûì íà âëè íèè ýëåêòðè÷åñêèõ ïîëåé íà áèîëîãè÷åñêèå ìîëåêóëû.
Ïðè ãåëü-ýëåêòðîôîðåçå ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå ïðèëàãàåòñ  ê îäíîðîäíîìó ìàòðèêñó èëè
ãåëþ, ñîñòî ùåìó, ê ïðèìåðó, èç ïîëèàêðèëàìèäà. Ñìåñè, íàíåñåííûå íà îäèí èç êîíöîâ
ãåë , ìèãðèðóþò ÷åðåç ãåëü â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ ðàçìåðîì è âçàèìîäåéñòâèåì ñ
ýëåêòðè÷åñêèì ïîëåì. Ïîäâèæíîñòü çàâèñèò îò óíèêàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê âåùåñòâà, òàêèõ
êàê êîíôîðìàöè , ðàçìåð è çàð ä. Íà ïîäâèæíîñòü ìîæíî âîçäåéñòâîâàòü, èçìåí  
ðàçìåðû ïîð ãåë , íàïðèìåð, ïðè îáðàçîâàíèè ãðàäèåíòà êîíöåíòðàöèè èëè ðÍ, èëè ïðè
èçìåíåíèè ñîñòàâà áóôåðà (ðÍ, SDS, DOC, ãëèöèí, ñîëü). Îäíî- è äâóìåðíûé ãåëü-
ýëåêòðîôîðåç  âë åòñ  äîâîëüíî îáû÷íûì ìåòîäîì â áîëüøèíñòâå èññëåäîâàòåëüñêèõ
ëàáîðàòîðèé. Èññëåäóåìûå âåùåñòâà ìîãóò áûòü î÷èùåíû ïðîïóñêàíèåì ÷åðåç ãåëü è/èëè
ôèçè÷åñêîé ýêñòðàêöèåé èç ãåë .

Ðàçðàáîòàííûé ñîâñåì íåäàâíî ïðîöåññ, â êîòîðîì ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå ïðèëàãàåòñ  ê
áèîëîãè÷åñêîìó îáðàçöó, ðàñêðûò â US Patent ¹5824477 íà èì  Stanley. Â ïàòåíòå
Stanley îïèñàí ïðîöåññ îáíàðóæåíè  ïðèñóòñòâè  èëè îòñóòñòâè  çàäàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû â îáðàçöå. Ïðîöåññ âêëþ÷àåò: (à) äåíàòóðàöèþ
äâóõöåïî÷å÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû îáðàçöà ïóòåì ïîäà÷è íàïð æåíè  íà îáðàçåö ÷åðåç
ýëåêòðîäû â ðàñòâîðå; (b) ãèáðèäèçàöèþ äåíàòóðèðîâàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñ
îëèãîíóêëåîòèäíûì çîíäîì ê äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè; (ñ) îïðåäåëåíè  òîãî,
ïðîèçîøëà ëè ãèáðèäèçàöè . Â ïàòåíòå Stanley îïèñàíî ïðèëîæåíèå ýëåêòðè÷åñêîãî ïîë  ê
àíàëèçèðóåìîìó îáðàçöó ñ îãðàíè÷åííîé öåëüþ äåíàòóðàöèè àíàëèçèðóåìîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Áîëåå èçâåñòíûé òèï àíàëèçà ãèáðèäèçàöèè îñíîâûâàåòñ  íà ïðèìåíåíèè
ôëóîðåñöåíòíûõ ìåò ùèõ àãåíòîâ. Â íàèáîëåå îáùåé ôîðìå àíàëèçû, îñíîâàííûå íà
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, îáû÷íî âêëþ÷àþò êîíòàêòèðîâàíèå ìèøåíè ñ ñîäåðæàùèì
ôëóîðîôîð çîíäîì, îòäåëåíèå íåñâ çàâøåãîñ  çîíäà îò ñâ çàâøåãîñ  çîíäà è äåòåêöèþ
ôëóîðåñöåíöèè â îòìûòîì îáðàçöå. Ãîìîãåííûå àíàëèçû ïðåâîñõîä ò òàêèå áàçîâûå
àíàëèçû â òîì, ÷òî îíè íå òðåáóþò ñòàäèè îòìûâêè èëè îáåñïå÷åíè  ïîäëîæêè â âèäå
íåæèäêîñòíîé ôàçû.

Â íåêîòîðûõ àíàëèçàõ ïðèìåí þòñ  èíòåðêàëèðóþùèå ôëóîðîôîðû äë  äåòåêöèè
ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò íà îñíîâàíèè ñïîñîáíîñòè òàêèõ ôëóîðîôîðîâ ê
ñâ çûâàíèþ ìåæäó öåï ìè íóêëåèíîâîé êèñëîòû â ãèáðèäèçàöèîííîì êîìïëåêñå.

Íàïðèìåð, â US Patent ¹5824557 íà èì  Burke et al. ðàñêðûò ñïîñîá è íàáîð äë 
äåòåêöèè è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ìîëåêóë íóêëåèíîâîé êèñëîòû.
Ïðåäïî÷òèòåëüíîå âîïëîùåíèå îñíîâûâàåòñ  íà èíòåðêàëèðîâàíèè êðàñèòåë  â äâîéíóþ
ñïèðàëü äâóõöåïî÷å÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè â îäíîöåïî÷å÷íóþ íóêëåèíîâóþ
êèñëîòó. Êðàñèòåëü ôëóîðåñöèðóåò ïîñëå èíòåðêàëèðîâàíè , è èíòåíñèâíîñòü ïð ìî
ïðîïîðöèîíàëüíà êîëè÷åñòâó íóêëåèíîâîé êèñëîòû â îáðàçöå. Õîò  ñïîñîá Burke et al. è
ñ÷èòàåòñ  ïîëåçíûì äë  èçìåðåíè  ñîäåðæàíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû â îáðàçöå,
íåñïåöèôè÷åñêîå ñâ çûâàíèå ìåæäó èíòåðêàëèðóþùèì àãåíòîì è íóêëåèíîâîé êèñëîòîé,
íà êîòîðîì îñíîâûâàåòñ  ýòîò ñïîñîá, äåëàåò åãî áåñïîëåçíûì äë  îïðåäåëåíè 
ñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè , îñîáåííî â óñëîâè õ ïðèñóòñòâè  äóïëåêñîâ íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, íå  âë þùåéñ  ìèøåíüþ

Â US Patent ¹5814447 íà èì  Ishiguro et al. ðàñêðûò ñïîñîá àíàëèçà, ïðåòåíäóþùèé íà
óñîâåðøåíñòâîâàíèå àíàëèçîâ, îñíîâàííûõ íà íåñïåöèôè÷åñêîì âçàèìîäåéñòâèè ìåæäó
èíòåðêàëèðóþùèìè àãåíòàìè è äóïëåêñàìè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, òàêèõ êàê ñïîñîá Burke et
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al. è áîëåå ðàííèé àíàëèç, ðàñêðûòûé Ishiguro et al. â Japanese Patent Public
Disclosure ¹237000/1993. Ýòà ïðåäøåñòâóþùà  ðàçðàáîòêà âêëþ÷àëà äîáàâëåíèå
èíòåðêàëèðóþùåãî ôëóîðîõðîìà, îáëàäàþùåãî ñïîñîáíîñòüþ ê ïîâûøåíèþ èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ïðè èíòåðêàë öèè, ê ðàñòâîðó îáðàçöà ïåðåä òåì, êàê ñïåöèôè÷åñêèé
ó÷àñòîê íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè àìïëèôèöèðîâàëè ìåòîäîì ÏÖÐ, è èçìåðåíèå
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ðåàêöèîííîì ðàñòâîðå ÷åðåç çàäàííûå ïðîìåæóòêè
âðåìåíè äë  îáíàðóæåíè  è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè
äî àìïëèôèêàöèè. Â ïàòåíòå ¹5814447 ïðåäïðèí òà ïîïûòêà óñîâåðøåíñòâîâàíè 
ïðåäøåñòâóþùåé ðàçðàáîòêè ïóòåì îáåñïå÷åíè  ñïîñîáà àíàëèçà ñ óëó÷øåííîé
ñïåöèôè÷íîñòüþ, îòëè÷àþùåãîñ  òåì, ÷òî çîíä ïðåäñòàâëåí îäíîöåïî÷å÷íûì
îëèãîíóêëåîòèäîì, ìå÷åííûì èíòåðêàëèðóþùèì ôëóîðîõðîìîì, êîòîðûé äîëæåí
èíòåðêàëèðîâàòü â êîìïëåìåíòàðíûé ó÷àñòîê ñâ çûâàíè  ìåæäó íóêëåèíîâîé êèñëîòîé-
ìèøåíüþ è îäíîöåïî÷å÷íûì îëèãîíóêëåîòèäíûì çîíäîì.

Â ïðîäîëæàþùèõñ  ïîèñêàõ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûõ, òî÷íûõ è áûñòðûõ ìåòîäîâ àíàëèçà
îäíà èññëåäîâàòåëüñêà  ãðóïïà ðàçðàáîòàëà ñïîñîá, âêëþ÷àþùèé àíàëèç ýôôåêòîâ
ýëåêòðè÷åñêîãî ïîë  íà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ãèáðèäèçàöèîííûõ äóïëåêñîâ
íóêëåèíîâûõ êèñëîò, ñì. US Patent Application ¹08/807901 filed February 27, 1997, è
US Patent ¹6060242. Èññëåäîâàòåëè ïîêàçàëè, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
äóïëåêñà ñ ìèñìàò÷åì ïî îäíîé ïàðå îñíîâàíèé îòëè÷àëàñü îò èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ñîâåðøåííî ñïàðåííîãî äóïëåêñà. Òàêèì îáðàçîì, ýòà çà âêà ïðåòåíäóåò
íà ðàñêðûòèå ñïîñîáà äåòåêöèè íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, â êîòîðîì
ýëåêòðè÷åñêîå ïîëå ïðèëàãàåòñ  ê æèäêîé ñðåäå ïåðåä èëè îäíîâðåìåííî ñî ñòàäèåé
äåòåêöèè, è èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â çàâèñèìîñòè îò ýëåêòðè÷åñêîãî
ïîë  äåòåêòèðóåòñ  êàê ïðèçíàê òîãî, ãèáðèäèçèðóåòñ  ïðîáà ñ ïîëíîñòüþ
êîìïëåìåíòàðíîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ èëè ñ íåïîëíîñòüþ
êîìïëåìåíòàðíîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ.

Íåñìîòð  íà ïðåäøåñòâóþùèå ðàçðàáîòêè, â ýòîé îáëàñòè ïðîäîëæàåò ñóùåñòâîâàòü
íåîáõîäèìîñòü â ïðîñòîì, âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîì, ýôôåêòèâíîì è áûñòðîì ñïîñîáå
àíàëèçà âçàèìîäåéñòâè  ìåäó íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè è/èëè àíàëîãàìè íóêëåèíîâûõ
êèñëîò.

Âñå öèòèðóåìûå ññûëêè âêëþ÷åíû â íàñòî ùåå èçîáðåòåíèè ïóòåì îòñûëêè âî âñåé
ïîëíîòå.

Ðàñêðûòèå èçîáðåòåíè 
Èçîáðåòåíèå ïðåäóñìàòðèâàåò ñïîñîá àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîé

ãèáðèäèçàöèè, êîòîðûé âêëþ÷àåò:
îáåñïå÷åíèå ìèøåíè, âêëþ÷àþùåé, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó áèîïîëèìåðíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü;
îáåñïå÷åíèå çîíäà, âêëþ÷àþùåãî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó áèîïîëèìåðíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-çîíä;
äîáàâëåíèå çîíäà è ìèøåíè â ñðåäó ñâ çûâàíè  äë  îáåñïå÷åíè  òåñòèðóåìîãî

îáðàçöà;
ïîäà÷ó ïåðâîãî ñòèìóëà (ñòèìóëèðóþùåãî âîçäåéñòâè ) íà òåñòèðóåìûé îáðàçåö äë 

îáåñïå÷åíè  ïåðâîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà;
äåòåêöèþ ïåðâîãî ñèãíàëà îò ïåðâîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà, ïðè ýòîì

ïåðâûé ñèãíàë êîððåëèðóåò ñî ñðîäñòâîì ñâ çûâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ;
ïîäà÷ó âòîðîãî ñòèìóëà íà ïåðâûé ñòèìóëèðîâàííûé òåñòèðóåìûé îáðàçåö äë 

îáåñïå÷åíè  âòîðîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà;
äåòåêöèþ âòîðîãî ñèãíàëà îò âòîðîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà, ïðè ýòîì

âòîðîé ñèãíàë êîððåëèðóåò ñî ñðîäñòâîì ñâ çûâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ;
ñðàâíåíèå ïåðâîãî ñèãíàëà è âòîðîãî ñèãíàëà äë  âûïîëíåíè  àíàëèçà;
ïðè÷åì â òåñòèðóåìîì îáðàçöå îáåñïå÷èâàþò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó ìåòêó, è ïåðâûé

ñòèìóë, âòîðîé ñòèìóë, ïåðâûé ñèãíàë è âòîðîé ñèãíàë ïðåäñòàâë þò ñîáîé
ýëåêòðîìàãíèòíîå èçëó÷åíèå, ïðè óñëîâèè, ÷òî â ñëó÷àå, êîãäà ïåðâûé ñòèìóë è âòîðîé
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ñòèìóë ïðåäñòàâë þò ñîáîé ôîòîííîå èçëó÷åíèå, òî ïðîìåæóòî÷íûé ýëåêòðîííûé ñòèìóë
ïîäàåòñ  íà òåñòèðóåìûé îáðàçåö ïîñëå ïåðâîãî ñòèìóëà è ïåðåä âòîðûì ñòèìóëîì, à â
ñëó÷àå, êîãäà ïåðâûé ñòèìóë è âòîðîé ñòèìóë ïðåäñòàâë þò ñîáîé ýëåêòðîííîå èçëó÷åíèå,
òî ïåðâûé ñèãíàë è âòîðîé ñèãíàë ïðåäñòàâë þò ñîáîé ýëåêòðè÷åñêèé òîê.

Òàêæå ïðåäóñìàòðèâàåòñ  ñïîñîá àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîé
ãèáðèäèçàöèè, êîòîðûé âêëþ÷àåò:

îáåñïå÷åíèå ìèøåíè;
îáåñïå÷åíèå çîíäà, ïðè ýòîì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èç çîíäà èëè ìèøåíè ñîäåðæèò, ïî

ìåíüøåé ìåðå, îäíó áèîïîëèìåðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü;
äîáàâëåíèå çîíäà è ìèøåíè â ñðåäó ñâ çûâàíè  äë  îáåñïå÷åíè  òåñòèðóåìîãî

îáðàçöà;
ïîäà÷ó ïåðâîãî ñòèìóëà íà òåñòèðóåìûé îáðàçåö äë  îáåñïå÷åíè  ïåðâîãî

ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà;
äåòåêöèþ ïåðâîãî ñèãíàëà îò ïåðâîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà, ïðè ýòîì

ïåðâûé ñèãíàë êîððåëèðóåò ñî ñðîäñòâîì ñâ çûâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ;
ïîäà÷ó âòîðîãî ñòèìóëà íà ïåðâûé ñòèìóëèðîâàííûé òåñòèðóåìûé îáðàçåö äë 

îáåñïå÷åíè  âòîðîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà;
äåòåêöèþ âòîðîãî ñèãíàëà îò âòîðîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà, ïðè ýòîì

âòîðîé ñèãíàë êîððåëèðóåò ñî ñðîäñòâîì ñâ çûâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ;
ñðàâíåíèå ïåðâîãî ñèãíàëà è âòîðîãî ñèãíàëà äë  âûïîëíåíè  àíàëèçà;
ïðè÷åì â òåñòèðóåìîì îáðàçöå îáåñïå÷èâàåòñ , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíà ìåòêà, è ïåðâûé

ñòèìóë, âòîðîé ñòèìóë, ïåðâûé ñèãíàë è âòîðîé ñèãíàë ïðåäñòàâë þò ñîáîé
ýëåêòðîìàãíèòíîå èçëó÷åíèå, ïðè óñëîâèè, ÷òî â ñëó÷àå, êîãäà ïåðâûé ñòèìóë è âòîðîé
ñòèìóë ïðåäñòàâë þò ñîáîé ôîòîííîå èçëó÷åíèå, òî ïðîìåæóòî÷íûé ýëåêòðîííûé ñòèìóë
ïîäàåòñ  íà òåñòèðóåìûé îáðàçåö ïîñëå ïåðâîãî ñòèìóëà è ïåðåä âòîðûì ñòèìóëîì, à â
ñëó÷àå, êîãäà ïåðâûé ñòèìóë è âòîðîé ñòèìóë ïðåäñòàâë þò ñîáîé ýëåêòðîííîå èçëó÷åíèå,
òî ïåðâûé ñèãíàë è âòîðîé ñèãíàë ïðåäñòàâë þò ñîáîé ýëåêòðè÷åñêèé òîê.

Êðàòêîå îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Äàëåå èçîáðåòåíèå áóäåò îïèñàíî â ñî÷åòàíèè ñî ñëåäóþùèìè ÷åðòåæàìè, íà êîòîðûõ

îäèíàêîâûå öèôðû îáîçíà÷àþò îäèíàêîâûå ýëåìåíòû.
Ôèã.1À è 1Â ïðåäñòàâë þò ñîáîé ãðàôèêè çàâèñèìîñòè òîêà îò âðåìåíè è

êîìïëåìåíòàðíîñòè.
Ôèã.1C è 1D ïðåäñòàâë þò ñîáîé ãðàôèêè çàâèñèìîñòè òîêà îò òåìïåðàòóðû è

êîìïëåìåíòàðíîñòè.
Ôèã.2À, 2Â, 2Ñ, 3À è 3Â ïðåäñòàâë þò ñîáîé ãðàôèêè çàâèñèìîñòè òîêà îò òåìïåðàòóðû,

êîìïëåìåíòàðíîñòè è äîïîëíèòåëüíûõ ôàêòîðîâ.
Ôèã.4 ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãðàôèê çàâèñèìîñòè òîêà îò âðåìåíè è êîìïëåìåíòàðíîñòè.
Ôèã.5À, 5Â, 5Ñ è 6 ïðåäñòàâë þò ñîáîé ñïåêòðû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè.
Îñóùåñòâëåíèå èçîáðåòåíè 
Èçîáðåòåíèå ïðåäóñìàòðèâàåò áûñòðûé, ÷óâñòâèòåëüíûé, ýêîëîãè÷åñêè äðóæåñòâåííûé

è áåçîïàñíûé ñïîñîá àíàëèçà ñâ çûâàíè  ìåæäó ìèøåíüþ è çîíäîì, â êîòîðîì ìèøåíü
âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, è çîíä âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëîãà íóêëåèíîâîé êèñëîòû. Àíàëèç ïî èçîáðåòåíèþ òàêæå ïîäõîäèò
äë  àíàëèçà ñâ çûâàíè  ìåæäó ìèøåíüþ è çîíäîì, â êîòîðîì ìèøåíü è/èëè çîíä âêëþ÷àåò
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå ïîäõîäèò äë  àíàëèçà
ñâ çûâàíè  áèîïîëèìåðîâ, ÷òî â ïðèìåíåíèè ê íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ îçíà÷àåò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîäåðæàùóþ, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâå àìèíîêèñëîòû, àíàëîã
àìèíîêèñëîò, íóêëåèíîâûå êèñëîòû, àíàëîã íóêëåèíîâûõ êèñëîò è/èëè èõ êîìáèíàöèè.

Â îòëè÷èå îò íåêîòîðûõ ïðåäøåñòâóþùèõ ìåòîäîâ â äàííîé îáëàñòè ñïîñîá ïî
èçîáðåòåíèþ ïîçâîë åò îáíàðóæèâàòü íå òîëüêî íàëè÷èå ñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè , íî
òàêæå äàåò êà÷åñòâåííóþ è êîëè÷åñòâåííóþ èíôîðìàöèþ îòíîñèòåëüíî ïðèðîäû
ñâ çûâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ. Òàê, â âîïëîùåíè õ, âêëþ÷àþùèõ àíàëèç
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ñâ çûâàíè  íóêëåîòèäíûõ îñíîâàíèé ñ íóêëåîòèäíûìè îñíîâàíè ìè, èçîáðåòåíèå äàåò
âîçìîæíîñòü îòëè÷èòü ñîâåðøåííîå ñîîòâåòñòâèå îò ìèñìàò÷à (îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè ) ïî
îäíîé ïàðå îñíîâàíèé, ìèñìàò÷à ïî äâóì ïàðàì îñíîâàíèé, ìèñìàò÷à ïî òðåì ïàðàì
îñíîâàíèé, äåëåöèè îäíîé ïàðû îñíîâàíèé, äåëåöèè äâóõ ïàð îñíîâàíèé è äåëåöèè òðåõ
ïàð îñíîâàíèé.

Âîïëîùåíè  èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò êàëèáðîâêó èçìåðåííîãî ñèãíàëà (íàïðèìåð,
ýëåêòðè÷åñêîãî òîêà è/èëè èíòåíñèâíîñòè ôëþîðåñöåíöèè) äë  ñìåñè ïåðâûé çîíä-ìèøåíü
ïðîòèâ ñèãíàëà òîãî æå òèïà îò äðóãèõ çîíäîâ â êîìáèíàöèè ñ òîé æå ñàìîé ìèøåíüþ, ïðè
ýòîì êàæäûé èç ýòèõ äðóãèõ çîíäîâ îòëè÷àåòñ  îò ïåðâîãî çîíäà, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíèì
îñíîâàíèåì.

Â îïðåäåëåííûõ âîïëîùåíè õ ê îáðàçöó ïîäàåòñ  ñëàáîå íàïð æåíèå ïåðåä èëè â
ìîìåíò èçìåðåíè  ñèãíàëà. Êàê ïðàâèëî, íàïð æåíèå âûáèðàþò òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíî
áûëî äîñòàòî÷íî ñèëüíûì äë  äåñòàáèëèçàöèè ïàðòíåðîâ ãèáðèäèçàöèè ñ îøèáî÷íûì
ñïàðèâàíèåì îñíîâàíèé (ìèñìàò÷è), íî íå íàñòîëüêî, ÷òîáû äåñòàáèëèçèðîâàòü ïàðòíåðîâ
ãèáðèäèçàöèè ñ ñîâåðøåííûì ñîîòâåòñòâèåì. Â íåêîòîðûõ ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âîïëîùåíè õ
íàïð æåíèå ñîñòàâë åò îò îêîëî 1 Â äî îêîëî 20 Â.

Ìîæíî ïîñòðîèòü êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ, íà êîòîðîé âåëè÷èíà èçìåð åìîãî ñèãíàëà
(íàïðèìåð ýëåêòðè÷åñêîãî òîêà è/èëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè)  âë åòñ  ôóíêöèåé
ñðîäñòâà ñâ çûâàíè  ìåæäó ìèøåíüþ è çîíäîì. Ïîñêîëüêó ñðîäñòâî ñâ çûâàíè  ìåæäó
ìèøåíüþ è ìíîæåñòâîì ðàçíûõ çîíäîâ èçìåí åòñ  â çàâèñèìîñòè îò ÷èñëà îøèáî÷íî
ñïàðåííûõ îñíîâàíèé â àíàëèçèðóåìûõ îáðàçöàõ, ïðèðîäû îøèáî÷íîãî ñïàðèâàíè 
(ìèñìàò÷à) (íàïðèìåð, A-G ïðîòèâ À-Ñ ïðîòèâ T-G ïðîòèâ Ò-Ñ è ò.ä.), ðàñïîëîæåíè 
îøèáî÷íî ñïàðåííûõ îñíîâàíèé â ïðåäåëàõ ãèáðèäèçàöèîííîãî êîìïëåêñà è ò.ï., òî ñïîñîá
àíàëèçà ïî èçîáðåòåíèþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ñåêâåíèðîâàíè  ìèøåíè.

Èçìåð åìûé ñèãíàë ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé, ê ïðèìåðó, ýëåêòðîïðîâîäíîñòü. Â òàêèõ
âîïëîùåíè õ ñðîäñòâî ñâ çûâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ ïð ìî êîððåëèðóåò ñ
âåëè÷èíîé ñèãíàëà. Òàê, ýëåêòðîïðîâîäèìîñòü âîçðàñòàåò âìåñòå ñ âîçðàñòàíèåì ñòåïåíè
ñîîòâåòñòâè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî â èíòåðâàëå 0-2 ìèñìàò÷à è/èëè
äåëåöèè âêëþ÷èòåëüíî, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî â èíòåðâàëå 0-3 ìèñìàò÷à è/èëè äåëåöèè
âêëþ÷èòåëüíî.

Â äðóãèõ âîïëîùåíè õ èçìåð åìûé ñèãíàë ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ôëóîðîôîðà, âêëþ÷åííîãî â òåñòèðóåìûé îáðàçåö. Â òàêèõ âîïëîùåíè õ
ñðîäñòâî ñâ çûâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ ìîæåò áûòü ïð ìî èëè îáðàòíî
ïðîïîðöèîíàëüíî èíòåíñèâíîñòè â çàâèñèìîñòè îò òîãî, ñèãíàëèçèðóåò ëè ôëóîðîôîð î
ãèáðèäèçàöèè òóøåíèåì ñèãíàëà èëè óñèëåíèåì ñèãíàëà. Òàê, èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè, èñõîä ùåé îò èíòåðêàëèðóþùèõ àãåíòîâ, ïð ìî êîððåëèðóåò ñî ñðîäñòâîì
ñâ çûâàíè  çîíäà è ìèøåíè, òîãäà êàê â âîïëîùåíè õ ñ ïðèìåíåíèåì íåèíòåðêàëèðóþùèõ
ôëóîðîôîðîâ, êîâàëåíòíî ñâ çàííûõ ñ çîíäîì, èíòåíñèâíîñòü îáðàòíî êîððåëèðóåò ñî
ñðîäñòâîì ñâ çûâàíè  çîíäà è ìèøåíè. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè âîçðàñòàåò (èëè
óìåíüøàåòñ  ó íåèíòåðêàëèðóþùèõ ôëóîðîôîðîâ) ñ óâåëè÷åíèåì ñòåïåíè ñîîòâåòñòâè 
îñíîâàíèé ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî â èíòåðâàëå 0-2 ìèñìàò÷à è/èëè
äåëåöèè âêëþ÷èòåëüíî, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî â èíòåðâàëå 0-3 ìèñìàò÷à è/èëè äåëåöèè
âêëþ÷èòåëüíî.

Õîò  àâòîðû èçîáðåòåíè  ðàíåå ðàñêðûëè ïðåèìóùåñòâà èçìåðåíè  èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè äë  àíàëèçà ãèáðèäèçàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñîäåðæàùèõ
íóêëåèíîâûå îñíîâàíè  (ñì. US Patent Application ¹09/468679, filed December 21,
1999), è ïðåèìóùåñòâà èçìåðåíè  èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè äë  àíàëèçà ñâ çûâàíè 
ïåïòèä:íóêëåèíîâà  êèñëîòà (ñì. US Patent Application ¹09/224505, filed December 31,
1998) è ñâ çûâàíè  ïåïòèä:ïåïòèä (ñì. US Patent Application ¹09/344525, filed June
25, 1999), îäíàêî ïðèëîæåíèå ýëåêòðè÷åñêîãî ïîë  ê îáðàçöó, ïî-âèäèìîìó, ïîâûøàåò
ðàçðåøàþùóþ ñïîñîáíîñòü ìåòîäà, êàê âèäíî èç ïðèâåäåííîãî íèæå ïðèìåðà 6.

Áîëåå òîãî, â îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âîïëîùåíè õ èçîáðåòåíè  àíàëèç âêëþ÷àåò
èçìåðåíèå, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâóõ ñèãíàëîâ îò îáðàçöà. Ïåðâûé ñèãíàë ïðåäïî÷òèòåëüíî
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ïðåäñòàâë åò ñîáîé èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, à âòîðîé ñèãíàë ïðåäïî÷òèòåëüíî
âûáèðàþò èç íåñêîëüêèõ èçìåðåíèé ýëåêòðîïðîâîäíîñòè (èëè íàîáîðîò).

Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âîïëîùåíè õ ñ ìíîãîêðàòíûì èçìåðåíèåì ïåðâûé ñèãíàë ìîæåò
áûòü òàêèì æå, êàê âòîðîé ñèãíàë, èëè ìîæåò îòëè÷àòüñ  îò íåãî. Êîãäà ïåðâûé è âòîðîé
èçìåð åìûé ñèãíàëû îäèíàêîâû, òî âòîðîé ñèãíàë ìîæíî îòêàëèáðîâàòü ïî ïåðâîìó
ñèãíàëó è/èëè ïî òîìó æå ýòàëîííîìó(íûì) ñèãíàëó(àì), ÷òî èñïîëüçîâàëñ (èñü) äë 
êàëèáðîâêè ïåðâîãî ñèãíàëà. Êðîìå òîãî, íà òåñòèðóåìûé îáðàçåö ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïîäàåòñ , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ñòèìóë, èçìåí þùèé óñëîâè , ïîñëå èçìåðåíè  ïåðâîãî
ñèãíàëà è ïåðåä èçìåðåíèåì âòîðîãî ñèãíàëà. Ñòèìóë ïðåäïî÷òèòåëüíî äîñòàòî÷åí äë 
çàìåòíîãî èçìåíåíè  ñâ çûâàíè , êàê ïîêàçûâàåò õîò  áû îäèí ñèãíàë. Ïðè àíàëèçå
ñâ çûâàíè  ìåæäó íóêëåèíîâûìè îñíîâàíè ìè ïî èçîáðåòåíèþ ñòèìóë ïðåäïî÷òèòåëüíî
äîñòàòî÷åí äë  çíà÷èòåëüíîãî âîçäåéñòâè  íà íåñîâåðøåííî êîìïëåìåíòàðíóþ
ãèáðèäèçàöèþ ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ è íåäîñòàòî÷åí äë  çíà÷èòåëüíîãî âîçäåéñòâè  íà
ñîâåðøåííóþ êîìïëåìåíòàðíóþ ãèáðèäèçàöèþ ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ.

Â îïðåäåëåííûõ âîïëîùåíè õ èçîáðåòåíè  ïîäàåòñ , ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ñòèìóë
îäèí ðàç èëè íåñêîëüêî ðàç. Ñòèìóë ìîæåò ïîäàâàòüñ  íåïðåðûâíî èëè ïðåðûâèñòûì
îáðàçîì. Ñòèìóë ìîæåò ïîäàâàòüñ  äî, âî âðåì  è/èëè ïîñëå äåòåêöèè ñèãíàëà.

Ê ïîäõîä ùèì ñòèìóëàì îòíîñ òñ , ê ïðèìåðó, ôîòîííîå èçëó÷åíèå (òèïà ëàçåðíîãî
èçëó÷åíè ) è/èëè ýëåêòðîííîå. Äåòåêòèðóåìûå ñèãíàëû ìîãóò áûòü, íàïðèìåð, ôîòîííûìè
è/èëè ýëåêòðîííûìè.

Íàïðèìåð, â îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíîì âîïëîùåíèè èçîáðåòåíè  ïåðâûé èçìåð åìûé
ñèãíàë ïðåäñòàâë åò ñîáîé äîýëåêòðèçàöèîííóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (òî åñòü
èíòåíñèâíîñòü, èçìåðåííóþ ïåðåä ïîäà÷åé èçìåí þùåãî óñëîâè  íàïð æåíè  íà
òåñòèðóåìûé îáðàçåö) è âòîðîé èçìåð åìûé ñèãíàë ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ïîñëåýëåêòðèçàöèîííóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (òî åñòü èíòåíñèâíîñòü,
èçìåðåííóþ âî âðåì  èëè ïîñëå ïîäà÷è èçìåí þùåãî óñëîâè  íàïð æåíè  íà òåñòèðóåìûé
îáðàçåö).

Äîïîëíèòåëüíûå èçìåðåíè  â ïðåäûäóùèõ âîïëîùåíè õ ïîâûøàþò íàäåæíîñòü àíàëèçà
è äàþò âîçìîæíîñòü íåìåäëåííî ïðîâåñòè ïîâòîðíîå òåñòèðîâàíèå ïîäîçðèòåëüíûõ
ðåçóëüòàòîâ. Íå ñîãëàñóþùèåñ  ðåçóëüòàòû, ïî ìåíüøåé ìåðå, äâóõ èçìåðåíèé, êàê
ïðàâèëî, òðåáóþò ïîâòîðíîãî òåñòèðîâàíè .

Èçîáðåòåíèå äàåò âîçìîæíîñòü êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëèòü ñðîäñòâî ñâ çûâàíè  ìåæäó
çîíäîì è ìèøåíüþ. Òàêà  èíôîðìàöè  ìîæåò îêàçàòüñ  öåííîé äë  ìíîãèõ ïðèìåíåíèé,
âêëþ÷à  ðàçðàáîòêó àíòèñìûñëîâûõ ïðåïàðàòîâ ñ îïòèìèçèðîâàííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè
ñâ çûâàíè .

Â îòëè÷èå îò ïðåäøåñòâóþùèõ ìåòîäîâ àíàëèç ïî èçîáðåòåíèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî
 âë åòñ  ãîìîãåííûì. Àíàëèç ìîæåò ïðîâîäèòüñ  áåç îòäåëåíè  êîìïëåêñà çîíä-ìèøåíü
îò ñâîáîäíîãî çîíäà è ìèøåíè ïåðåä îïðåäåëåíèåì âåëè÷èíû èçìåð åìîãî ñèãíàëà.
Àíàëèç íå òðåáóåò ñòàäèè ðàçäåëåíè  â ãåëå, ÷òî ïîçâîë åò ñèëüíî óâåëè÷èòü
ïðîèçâîäèòåëüíîñòü òåñòèðîâàíè . Êîëè÷åñòâåííûå àíàëèçû  âë þòñ  ïðîñòûìè è
òî÷íûìè. Âñëåäñòâèå ýòîãî àíàëèç ñâ çûâàíè  ýêîíîìèò ìíîãî âðåìåíè è ñðåäñòâ è ëåãêî
ìîæåò áûòü àâòîìàòèçèðîâàí. Êðîìå òîãî, îí ïîçâîë åò áûñòðî îïðåäåëèòü òàêèå
ïàðàìåòðû ñâ çûâàíè , êàê áóôåð, ðÍ, êîíöåíòðàöè  èîíîâ, òåìïåðàòóðà, âðåì 
èíêóáàöèè, îòíîñèòåëüíûå êîíöåíòðàöèè çîíäà è ìèøåíè, êîíöåíòðàöèþ
èíòåðêàëèðóþùåãî àãåíòà, äëèíó ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìèøåíè, äëèíó ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
çîíäà è âîçìîæíóþ ïîòðåáíîñòü â êîôàêòîðàõ.

Àíàëèç ìîæåò ïðîâîäèòüñ , ê ïðèìåðó, â ðàñòâîðå â ëóíêàõ, íà íåïðîíèöàåìîé
ïîâåðõíîñòè èëè íà áèî÷èïå. Â íåêîòîðûõ âîïëîùåíè õ ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí èç çîíäà è
ìèøåíè ïðèêðåïëåí ê ñóáñòðàòó, ïîâåðõíîñòè, ïåðåãîðîäêå, ìåìáðàíå èëè ýëåêòðîäó.

Áîëåå òîãî, àíàëèç ïî èçîáðåòåíèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðîâîäèòñ  áåç äîáàâëåíè 
òóøèòåë  ñèãíàëà íà ìèøåíè èëè íà çîíäå.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âîïëîùåíè õ èçîáðåòåíè  ñïåöèôè÷åñêè îáíàðóæèâàåòñ 
ãèáðèäèçàöè  ñ îáðàçîâàíèåì òðîéíîãî êîìïëåêñà (òðèïëåêñà) èëè ÷åòâåðíîãî êîìïëåêñà
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(êâàäðóïëåêñà) ìåæäó çîíäîì è äâóõöåïî÷å÷íîé ìèøåíüþ, ïðè ýòîì îòïàäàåò
íåîáõîäèìîñòü â äåíàòóðàöèè ìèøåíè. Îáðàçîâàíèå è/èëè ñòàáèëèçàöè  òðèïëåêñîâ è
êâàäðóïëåêñîâ óñèëèâàåòñ  â ïðèñóòñòâèè èíòåðêàëèðóþùåãî àãåíòà â òåñòèðóåìîì
îáðàçöå. Íàïðèìåð, ñì. ïàòåíòíûå çà âêè US Patent Application ¹09/885731, ïîäàíà 20
èþí  2001 ã., è US Patent Application having the Attorney Docket ¹E1047/20057,
îçàãëàâëåííóþ "Parallel or antiparallel, homologous or complementary binding of
nucleic acids or analogues thereof to form duplex, triplex or quadruplex complexes",
ïîäàíà 20 èþë  2001 ã..

Ê ïîäõîä ùèì çîíäàì, ñîäåðæàùèì íóêëåèíîâûå îñíîâàíè , äë  àíàëèçà ïî
èçîáðåòåíèþ îòíîñ òñ  îäíîöåïî÷å÷íà  ÄÍÊ (îöÄÍÊ), ÐÍÊ, ÏÍÊ è äðóãèå àíàëîãè
íóêëåèíîâûõ êèñëîò ñ íåçàð æåííûì èëè ÷àñòè÷íî çàð æåííûì îñòîâîì. Õîò  â
îïðåäåëåííûõ âîïëîùåíè õ ïðåäïî÷òèòåëüíû àíòèïàðàëëåëüíûå çîíäû, îíè òàêæå ìîãóò
áûòü ïàðàëëåëüíûìè. Ïðåäïî÷òèòåëüíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäà äëèíîé îò 8 äî 20
îñíîâàíèé, òàê êàê èìåííî â ýòîì èíòåðâàëå íàõîä òñ  íàèìåíüøèå óíèêàëüíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ïðîêàðèîò è ýóêàðèîò. Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíû çîíäû èç 12-18
îñíîâàíèé, òàê êàê èìåííî òàêîâà äëèíà íàèìåíüøèõ óíèêàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â
ãåíîìå ÷åëîâåêà. Â íåêîòîðûõ âîïëîùåíè õ íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíû çîíäû èç 6-30
îñíîâàíèé. Îäíàêî ìîæíî èñïîëüçîâàòü è ìíîæåñòâî áîëåå êîðîòêèõ çîíäîâ äë 
îáíàðóæåíè  íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîäåðæàùåé â ñåáå íåñêîëüêî íå
 âë þùèõñ  óíèêàëüíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé-ìèøåíåé, ñî÷åòàíèå êîòîðûõ ïîçâîë åò
îäíîçíà÷íî èäåíòèôèöèðîâàòü íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü. Äëèíó çîíäà ìîæíî
âûáðàòü òàê, ÷òîáû îíà ñîîòâåòñòâîâàëà äëèíå ìèøåíè.

Ïîäõîä ùèå çîíäû, ñîäåðæàùèå àìèíîêèñëîòû, ìîãóò âêëþ÷àòü îäíó àìèíîêèñëîòó,
îäèí àíàëîã àìèíîêèñëîòû, àíàëîã ïåïòèäà, ïåïòèäîèä, ïåïòèäîìèìåòèê, ïåïòèä,
äèïåïòèä, òðèïåïòèä, ïîëèïåïòèä, áåëîê èëè êîìïëåêñ èç íåñêîëüêèõ áåëêîâ. Â íåêîòîðûõ
âîïëîùåíè õ çîíä  âë åòñ  àíàëîãîì íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñîäåðæàùèì, ïî ìåíüøåé
ìåðå, ëèáî íåçàð æåííûé îñòîâ, ëèáî ÷àñòè÷íî çàð æåííûé îñòîâ, ëèáî êàòèîííûé
êîìïîíåíò, ëèáî ïîïåðå÷íî-ñøèâàþùèé àãåíò, ëèáî ïîïåðå÷íî-ñøèâàþùóþ áîêîâóþ öåïü
èëè àíàëîã íóêëåèíîâûõ îñíîâàíèé.

Èçîáðåòåíèå íå òðåáóåò ïðèìåíåíè  ðàäèîàêòèâíûõ çîíäîâ, êîòîðûå íåáåçîïàñíû,
òðåáóþò ìíîãî òðóäà è âðåìåíè è äîëæíû ïîñòî ííî âîçîáíîâë òüñ . Çîíäû ïî
èçîáðåòåíèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî áåçîïàñíû â ïðèìåíåíèè è ñòàáèëüíû â òå÷åíèå ìíîãèõ ëåò.
Ñîîòâåòñòâåííî, çîíäû ìîæíî ïîëó÷àòü èëè çàêàçûâàòü â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ è õðàíèòü.

Â òåõ âîïëîùåíè õ èçîáðåòåíè , â êîòîðûõ ìèøåíü âêëþ÷àåò àìèíîêèñëîòû, ìèøåíü
ïðåäïî÷òèòåëüíî âêëþ÷àåò ïåïòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
àíàëîãà ïåïòèäà, ê ïðèìåðó, äèïåïòèäà, òðèïåïòèäà, ïîëèïåïòèäà, áåëêà èëè êîìïëåêñà
èç íåñêîëüêèõ áåëêîâ. Áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ìèøåíü ïðåäñòàâëåíà áåëêîì, èìåþùèì, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäèí ðåöåïòîðíûé ñàéò äë  çîíäà.

Â òåõ âîïëîùåíè õ èçîáðåòåíè , â êîòîðûõ ìèøåíü âêëþ÷àåò íóêëåèíîâûå îñíîâàíè ,
ìèøåíè ïðåäïî÷òèòåëüíî èìåþò äëèíó îò 8 äî 3,3×109 ïàð îñíîâàíèé è ìîãóò
ïðåäñòàâë òü ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îäíîöåïî÷å÷íûõ èëè äâóõöåïî÷å÷íûõ
íóêëåèíîâûõ êèñëîò èëè èõ àíàëîãîâ.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî íè çîíä, íè ìèøåíü íå  âë þòñ  ìå÷åíûìè, íî â àëüòåðíàòèâíûõ
âîïëîùåíè õ èìååòñ  èíòåðêàëèðóþùèé àãåíò, êîâàëåíòíî ñâ çàííûé ñ çîíäîì. Â òàêèõ
âîïëîùåíè õ èíòåðêàëèðóþùèé àãåíò ïðåäïî÷òèòåëüíî ñâ çàí ñ çîíäîì ïî ëþáîìó èç
êîíöîâ.

Â äðóãèõ âîïëîùåíè õ èíòåðêàëèðóþùèé àãåíò íå ñâ çàí êîâàëåíòíî ñ çîíäîì, îäíàêî
îí ìîæåò âñòðàèâàòüñ  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ âî âðåì  àíàëèçà, â íåêîòîðîì ñìûñëå
ñâ çûâà ñü ñ çîíäîì íåêîâàëåíòíûì îáðàçîì.

Ê ïðåäïî÷òèòåëüíûì èíòåðêàëèðóþùèì àãåíòàì äë  ïðèìåíåíè  â èçîáðåòåíèè
îòíîñ òñ , ê ïðèìåðó, YOYO-1, ÒÎÒÎ-1, áðîìèä ýòèäè , ãîìîäèìåð-1 ýòèäè , ãîìîäèìåð-2
ýòèäè  è àêðèäèí. Â îáùåì, èíòåðêàëèðóþùèé àãåíò - ýòî ìîëåêóëà, ñïîñîáíà  èíòåð-
êàëèðîâàòü (âñòðàèâàòüñ ) ìåæäó öåï ìè äâîéíîãî, òðîéíîãî è/èëè ÷åòâåðíîãî êîìïëåêñà
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íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âîïëîùåíè õ èíòåðêàëèðóþùèé àãåíò (èëè åãî
êîìïîíåíò), ïî ñóùåñòâó, íå ôëóîðåñöèðóåò â îòñóòñòâèå íóêëåèíîâûõ êèñëîò è
ôëóîðåñöèðóåò ïðè èíòåðêàë öèè è âîçáóæäåíèè èçëó÷åíèåì ñîîòâåòñòâóþùåé äëèíû
âîëíû, ïðî âë   óñèëåíèå ôëóîðåñöåíöèè â 100-10000 ðàç ïðè èíòåðêàë öèè â äâîéíîé
èëè òðîéíîé êîìïëåêñ íóêëåèíîâûõ êèñëîò.

Â àëüòåðíàòèâíûõ âîïëîùåíè õ èíòåðêàëèðóþùèé àãåíò ìîæåò ïðî âë òü ñìåùåíèå
äëèíû âîëíû ôëóîðåñöåíöèè ïðè èíòåðêàë öèè è âîçáóæäåíèè èçëó÷åíèåì
ñîîòâåòñòâóþùåé äëèíû âîëíû. Òî÷íà  äëèíà âîëíû ôëóîðåñöåíöèè ìîæåò çàâèñåòü îò
ñòðóêòóðû èíòåðêàëèðóåìîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, íàïðèìåð, ÄÍÊ èëè ÐÍÊ, äóïëåêñ èëè
òðèïëåêñ è ò.ä.

Äëèíó âîëíû âîçáóæäåíè  âûáèðàþò (îïûòíûì ïóòåì è/èëè íà îñíîâàíèè îáùåãî
çíàíè ) òàê, ÷òîáû îíà ñîîòâåòñòâîâàëà ìàêñèìóìó âîçáóæäåíè  èñïîëüçóåìîãî
ôëóîðîôîðà, è îíà ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîñòàâë åò îò 200 äî 1000 íì. Èíòåðêàëèðóþùèå
àãåíòû ïðåäïî÷òèòåëüíî âûáèðàþò òàê, ÷òîáû äëèíà âîëíû èñïóñêàíè  ñîñòàâë ëà îò 200
äî 1000 íì. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âîïëîùåíè õ ïðèìåí åòñ  àðãîíîâûé ëàçåð äë 
îáëó÷åíè  ôëóîðîôîðà ñâåòîì ñ äëèíîé âîëíû â ïðåäåëàõ îò 400 äî 540 íì, à äåòåêöè 
ôëóîðåñöåíöèè îñóùåñòâë åòñ  â ïðåäåëàõ îò 500 äî 750 íì.

Àíàëèç ïî èçîáðåòåíèþ ìîæåò îñóùåñòâë òüñ  â øèðîêîì äèàïàçîíå òåìïåðàòóð,
íàïðèìåð îò 5°Ñ äî 85°Ñ. Íåêîòîðûå ïðåäøåñòâóþùèå ñïîñîáû àíàëèçà òðåáóþò
ïîâûøåííûõ òåìïåðàòóð, ÷òî óâåëè÷èâàåò ñòîèìîñòü è ïðîäîëæèòåëüíîñòü àíàëèçà. Ñ
äðóãîé ñòîðîíû, èçîáðåòåíèå ìîæåò îñóùåñòâë òüñ  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå èëè íèæå
(íàïðèìåð, ïðè òåìïåðàòóðå íèæå 25°Ñ).

Àíàëèç ïî èçîáðåòåíèþ ÷ðåçâû÷àéíî ÷óâñòâèòåëåí, ÷òî óñòðàí åò íåîáõîäèìîñòü â
ïðîâåäåíèè ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè ìèøåíè. Íàïðèìåð, ïî êðàéíåé ìåðå, â âîïëîùåíè õ ñ
èçìåðåíèåì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìîæíî àíàëèçèðîâàòü îáðàçåö îáúåìîì 20
ìêë, ñîäåðæàùèé îêîëî 10 ôåìòîìîëü ìèøåíè è 10 ôåìòîìîëü çîíäà. Âîïëîùåíè 
èçîáðåòåíè  äîñòàòî÷íî ÷óâñòâèòåëüíû äë  àíàëèçà ìèøåíè â êîíöåíòðàöèè 5×10-9 Ì,
ïðåäïî÷òèòåëüíî â êîíöåíòðàöèè íå áîëåå 5×10-10 Ì. Âîïëîùåíè  èçîáðåòåíè  äîñòàòî÷íî
÷óâñòâèòåëüíû äë  ïðèìåíåíè  çîíäîâ â êîíöåíòðàöèè 5×10-9 Ì, ïðåäïî÷òèòåëüíî â
êîíöåíòðàöèè íå áîëåå 5×10-10 Ì.

Ïðè èçìåðåíèè ïðîâîäèìîñòè ìîæíî ðàçëè÷èòü îáðàçöû, ñîäåðæàùèå âñåãî ëèøü 1
ïìîëü çîíäà è 1 ïìîëü ìèøåíè â 40 ìèêðîëèòðàõ. Óìåíüøåíèå îáúåìà îáðàçöà ïîçâîëèò
ïðèìåí òü åùå ìåíüøèå êîëè÷åñòâà çîíäà è ìèøåíè.

Ðàçóìååòñ , âûøåóêàçàííûå çíà÷åíè  íå ñëåäóåò ïîíèìàòü òàê, áóäòî ýòîò ìåòîä íå
ïîçâîë åò îáíàðóæèâàòü áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè.

Äîïóñêàþòñ  øèðîêèå ïðåäåëû êîíöåíòðàöèé èíòåðêàëèðóþùåãî àãåíòà ïðè êàæäîé èç
òåñòèðóåìûõ êîíöåíòðàöèé çîíäà è ìèøåíè. Íàïðèìåð, ïðè ãèáðèäèçàöèè 5×10-10 Ì çîíäà
è 5×10-10 Ì ìèøåíè îïòèìàëüíà  êîíöåíòðàöè  èíòåðêàëèðóþùåãî àãåíòà YOYO-1
ñîñòàâë åò îò 25 íÌ äî 2,5 íÌ. Ïðè êîíöåíòðàöèè 5×10-9 Ì çîíäà è ìèøåíè
ïðåäïî÷òèòåëüíà  êîíöåíòðàöè  YOYO-1 ñîñòàâë åò îò 1000 íÌ äî 100 íÌ.

×óâñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà äîñòàòî÷íà äë  òîãî, ÷òîáû îòëè÷èòü êîìïëåêñ çîíä-ìèøåíü ñ
ìèñìàò÷åì ïî îäíîé ïàðå îñíîâàíèé îò êîìïëåêñà ñ ìèñìàò÷åì ïî äâóì ïàðàì îñíîâàíèé è
ïðåäïî÷òèòåëüíî êîìïëåêñà çîíä-ìèøåíü ñ ìèñìàò÷åì ïî äâóì ïàðàì îñíîâàíèé îò
êîìïëåêñà ñ ìèñìàò÷åì ïî òðåì ïàðàì îñíîâàíèé. Êîíå÷íî, ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà
äîñòàòî÷íà äë  òîãî, ÷òîáû îòëè÷èòü ñîâåðøåííî ñïàðåííûé êîìïëåêñ çîíä-ìèøåíü îò
ëþáîãî èç âûøåóêàçàííûõ êîìïëåêñîâ ñ ìèñìàò÷åì îñíîâàíèé.

Ñðåäîé äë  ñâ çûâàíè  ìîæåò ñëóæèòü ëþáà  ñòàíäàðòíà  ñðåäà, ïðèãîäíà  äë 
õðàíåíè  íóêëåîòèäîâ è/èëè áåëêîâ, ñì., íàïðèìåð, Sambrook et al., "Molecular Cloning:
A Lab Manual", Vol.2 (1989). Íàïðèìåð, æèäêà  ñðåäà ìîæåò ñîäåðæàòü íóêëåîòèäû, âîäó,
áóôåðû è ñîëè â ñòàíäàðòíûõ êîíöåíòðàöè õ.

Ãèáðèäèçàöè  ìåæäó êîìïëåìåíòàðíûìè îñíîâàíè ìè ïðîèñõîäèò â øèðîêîì äèàïàçîíå
óñëîâèé, îòëè÷àþùèõñ  òåìïåðàòóðîé, êîíöåíòðàöèåé ñîëè, èîííîé ñèëîé è ñîñòàâîì
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áóôåðà. Ïðèìåðû òàêèõ óñëîâèé è ñïîñîáû èõ ïðèìåíåíè  èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî ãèáðèäèçàöèîííûå êîìïëåêñû îáðàçóþòñ  ïðè òåìïåðàòóðå îò 15°Ñ

äî 25°Ñ â òå÷åíèå îò 1 ìèíóòû äî 5 ìèíóò. Áîëüøà  ïðîäîëæèòåëüíîñòü ðåàêöèè íå
òðåáóåòñ , íî èíêóáàöè  â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ÷àñîâ íå íàíîñèò âðåäà ãèáðèäèçàöèîííûì
êîìïëåêñàì.

Ñóùåñòâóåò âîçìîæíîñòü (õîò  â ýòîì è íåò íåîáõîäèìîñòè, îñîáåííî â âîïëîùåíè õ,
ñîäåðæàùèõ èíòåðêàëèðóþùèé àãåíò) îáëåã÷èòü ãèáðèäèçàöèþ â ðàñòâîðå ïðèìåíåíèåì
îïðåäåëåííûõ ðåàãåíòîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïðèìåðû òàêèõ ðåàãåíòîâ âêëþ÷àþò áåëêè,
ñâ çûâàþùèå îäíîöåïî÷å÷íûå ÍÊ, òàêèå êàê áåëîê Rec À, áåëîê ãåíà 32 ôàãà Ò4,
ñâ çûâàþùèé îäíîöåïî÷å÷íûå ÍÊ áåëîê Å.coli, áåëêè, ñâ çûâàþùèåñ  â îáëàñòè áîëüøîé
è ìàëîé áîðîçäîê íóêëåèíîâûõ êèñëîò, äâóõâàëåíòíûå èîíû, ïîëèâàëåíòíûå èîíû,
âèîëîãåí è òàêèå èíòåðêàëèðóþùèå âåùåñòâà, êàê áðîìèä ýòèäè , àêòèíîìèöèí D, ïñîðàëåí
è àíãåëèöèí. Òàêèå ñïîñîáñòâóþùèå ðåàãåíòû ìîãóò îêàçàòüñ  ïîëåçíûìè ïðè ðàáîòå â
ýêñòðåìàëüíûõ óñëîâè õ, íàïðèìåð, ïðè íåîáû÷íûõ çíà÷åíè õ ðÍ èëè ÷ðåçâû÷àéíî
âûñîêèõ òåìïåðàòóðàõ.

Àíàëèç ïî èçîáðåòåíèþ ìîæåò ïðèìåí òüñ , ê ïðèìåðó, äë  èäåíòèôèêàöèè äîñòóïíûõ
ó÷àñòêîâ â ñâåðíóòûõ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ, äë  îïðåäåëåíè  ÷èñëà
îøèáî÷íî ñïàðåííûõ ïàð îñíîâàíèé â ãèáðèäèçàöèîííîì êîìïëåêñå è äë  êàðòèðîâàíè 
ãåíîìà.

Â òåõ âîïëîùåíè õ, â êîòîðûõ äåòåêöè  èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè âûïîëí åòñ  ñ
èñïîëüçîâàíèåì èíòåðêàëèðóþùåãî àãåíòà, èíòåíñèâíîñòü âîçðàñòàåò ñ ïîâûøåíèåì
ñðîäñòâà ñâ çûâàíè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ. Â òåõ âîïëîùåíè õ, â êîòîðûõ äåòåêöè 
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè âûïîëí åòñ  ñ èñïîëüçîâàíèåì íåèíòåðêàëèðóþùåãî
ôëóîðîôîðà, èíòåíñèâíîñòü óìåíüøàåòñ  ïðè ïîâûøåíèè ñðîäñòâà ñâ çûâàíè  ìåæäó
çîíäîì è ìèøåíüþ. Íåçàâèñèìî îò òîãî, èíòåðêàëèðóåò ôëóîðîôîð èëè íåò, äàííûé ìåòîä
íå òðåáóåò èçìåðåíè  ïîë ðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè â îòëè÷èå îò ìåòîäîâ ñ èïîëüçîâàíèåì
ôëîóðåñöåíòíîé àíèçîòðîïèè.

Äàëåå èçîáðåòåíèå áóäåò ðàñêðûòî áîëåå ïîäðîáíî íà íèæåñëåäóþùèõ ïðèìåðàõ,
îäíàêî ñëåäóåò èìåòü â âèäó, ÷òî íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå íå îãðàíè÷èâàåòñ  èìè.

ÏÐÈÌÅÐÛ
Ïðèìåð 1
50-ìåðíûå ñìûñëîâûå è àíòèñìûñëîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îäíîöåïî÷å÷íûõ ÄÍÊ-

ìèøåíåé (îöÄÍÊ), ïðîèñõîä ùèõ èç ýêçîíà 10 ãåíà  êèñòîçíîãî ôèáðîçà ÷åëîâåêà (Nature
380, 207 (1996), ñèíòåçèðîâàëè íà ÄÍÊ-ñèíòåçàòîðå (Expedite 8909, PerSeptive
Biosystems) è î÷èùàëè ìåòîäîì ÂÝÆÕ. Êîìïëåìåíòàðíûå îëèãîíóêëåîòèäû â
ýêâèìîë ðíûõ êîëè÷åñòâàõ äåíàòóðèðîâàëè ïðè 95°Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí è ïîñòåïåííî
îòæèãàëè ïî ìåðå ïîíèæåíè  òåìïåðàòóðû äî 21°Ñ íà ïðîò æåíèè 1,5 ÷àñîâ.
Îëèãîíóêëåîòèäû èç äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ (äöÄÍÊ) ðàñòâîð ëè â á/ä Í2Î äî êîíöåíòðàöèè
1 ïìîëü/ìêë.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.1): 5'-TGG
CAC CAT TAA AGA AAA TAT CAT CTT TGG TGT TTC ÑÒÀ TGA TGA ATA TA-3'.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòèñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.1): 5'-
TAT ATT CAT CAT AGG AAA CAC CAA AGA TGA TAT TTT CTT TAA TGG TGC CA-3'.

Ðàñ÷åòíà  òåìïåðàòóðà ïëàâëåíè  (Tm)äöÄÍÊ SEQ ID No.1 ðàâíà 65,2°Ñ.
SEQ ID No.2 - ýòî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, èäåíòè÷íà 

ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.1) çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè ïî îäíîé ïàðå îñíîâàíèé
(ïîä÷åðêíóòî) â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 507, ó êîòîðîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CAT äèêîãî
òèïà áûëà èçìåíåíà íà CGT.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñìûñëîâîé öåïè SEQ ID No.2: 5'-TGG CAC CAT TAA AGA AAA TAT
CGT CTT TGG TGT TTC ÑÒÀ TGA TGA ATA TA-3'.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòèñìûñëîâîé öåïè SEQ ID No.2: 5'-TAT ATT CAT CAT AGG AAA
CAC CAA AGA CGA TAT TTT CTT TAA TGG TGC CA-3'.

Ðàñ÷åòíà  òåìïåðàòóðà ïëàâëåíè  (Òm)äöÄÍÊ SEQ ID No.2 ðàâíà 66,0°Ñ.
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SEQ ID No.3 - ýòî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 50-ìåðíîé ìóòàíòíîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, èäåíòè÷íà 
ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.1), çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè ïî äâóì
ïîñëåäîâàòåëüíûì ïàðàì îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòî) â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîò 506 è 507, â
êîòîðîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü CAT ñìûñëîâîé öåïè äèêîãî òèïà áûëà èçìåíåíà íà ACT.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñìûñëîâîé öåïè SEQ ID No.3: 5'-TGG CAC CAT TAA AGA AAA
TAT ACT CTT TGG TGT TTC ÑÒÀ TGA TGA ATA TA-3'.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòèñìûñëîâîé öåïè SEQ ID No.3: 5'-TAT ATT CAT CAT AGG AAA
CAC CAA AGA GTA TAT TTT CTT TAA TGG TGC CA-3'.

Ðàñ÷åòíà  òåìïåðàòóðà ïëàâëåíè  (Òm) äöÄÍÊ SEQ ID No.2 ðàâíà 65,2°Ñ.
ÏÍÊ-çîíäû, èñïîëüçóåìûå â ïðèìåðàõ, áûëè ñèíòåçèðîâàíû, î÷èùåíû ìåòîäîì ÂÝÆÕ è

ïðîâåðåíû ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîñêîïèè ôèðìîé Commonwealth Biotechnologies, Inc.
(Richmond, VA, ÑØÀ). ÏÍÊ-çîíäû ñíà÷àëà ðàñòâîð ëè â 0,1% TFA (òðèôòîðóêñóñíîé
êèñëîòå) äî êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë, à çàòåì ðàçáàâë ëè äî 1 ìã/ìë äîáàâëåíèåì á/ä H2O.
Êîíå÷íûå çàïàñíûå ðàñòâîðû ÏÍÊ â á/ä Í2O äîâîäèëè äî êîíöåíòðàöèè 1 ïìîëü/ìêë.

Çîíä ¹1 - ýòî 15-ìåðíûé àíòèïàðàëëåëüíûé ÏÍÊ-çîíä, ñêîíñòðóèðîâàííûé òàêèì
îáðàçîì, ÷òî îí ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðåí îòðåçêó â 15 íóêëåîòèäîâ ñìûñëîâîé öåïè 50-
ìåðíîé ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.1), ïåðåêðûâà  ïîëîæåíè  àìèíîêèñëîò 505-
510 (Nature 380, 207 (1996)). Çîíä èìåë ñëåäóþùóþ ñòðóêòóðó (SEQ ID No.8):

5'-Í-ÑÀÑ CAA AGA TGA TAT-Lys-CONH2-3'.
Ðåàêöèîííà  ñìåñü äë  ãèáðèäèçàöèè (80 ìêë) èìåëà ñëåäóþùèé ñîñòàâ: 2 ïìîëü

äöÄÍÊ-ìèøåíè, 2 ïìîëü ÏÍÊ-çîíäà, 0,5×ÒÂÅ è 250 íÌ ÄÍÊ-èíòåðêàëèðóþùåãî àãåíòà
YOYO-1 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Îáðàçöû ïîìåùàëè â 3 ìì êâàðöåâóþ êþâåòó
è ïîäâåðãàëè ýëåêòðèçàöèè íàïð æåíèåì â 1 èëè 5 Â (ïîñòî ííûé òîê) â òå÷åíèå 15
ñåêóíä. Àìïåðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç çàêëþ÷àëñ  â ðåãèñòðàöèè òîêà ïðè ïîäà÷å íàïð æåíè 
íà ðàñòâîð. Â êàæäûé ðàñòâîð ïîìåùàëè äàò÷èê òåìïåðàòóðû äë  èçìåðåíè  òåìïåðàòóðû
âî âðåì  àìïåðîìåòðè÷åñêîãî èçìåðåíè . Ïðè íàïð æåíèè â 1 Â íàáëþäàëñ  ïèê òîêà â
òå÷åíèå ïåðâûõ 2 ñåê ýëåêòðèçàöèè. Ñèëà òîêà ðåçêî ïàäàëà â òå÷åíèå ñëåäóþùèõ 13 ñåê.
Â îïûòàõ ñ ïðèìåíåíèåì 5 Â âîçíèêàëè òîêè, êîòîðûå îñòàâàëèñü ñðàâíèòåëüíî
ñòàáèëüíûìè â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè ýëåêòðèçàöèè (15 ñåê).

Ïðîâîäèëè ñåðèþ ýêñïåðèìåíòîâ, â êîòîðûõ ðåãèñòðèðîâàëè ýëåêòðîïðîâîäíîñòü â
îòñóòñòâèå ÄÍÊ èëè ÏÍÊ (êîíòðîëü) ëèáî ïðè ðåàêöèè SEQ ID No.1 äèêîãî òèïà, ìóòàíòíîé
SEQ ID No.2 èëè ìóòàíòíîé SEQ ID No.3 ñ àíòèïàðàëëåëüíûì ÏÍÊ-çîíäîì ¹1. Íà ôèã.1À è
1Â ïðåäñòàâëåíû ãðàôèêè äàííûõ ïî ýëåêòðîïðîâîäíîñòè â èíäèâèäóàëüíûõ îïûòàõ. Íà
ôèã.1À ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû ïðèìåíåíè  ýëåêòðèçàöèè â 1 Â, à íà ôèã.1Â - ýëåêòðèçàöèè
â 5 Â. Ãèáðèäíûå òðèïëåêñû èç äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ è ÏÍÊ, ñîñòî ùèå èç ñîâåðøåííî
êîìïëåìåíòàðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (SEQ ID No.1 + çîíä ¹1), ïîçâîë ëè ìàêñèìàëüíî
èíòåðêàëèðîâàòü YOYO-1, äàâà  ñàìûå âûñîêèå çíà÷åíè  ýëåêòðîïðîâîäíîñòè (÷òî
âûðàæàåòñ  íà ôèãóðàõ â âèäå îòðèöàòåëüíûõ çíà÷åíèé òîêà) â òå÷åíèå âñåõ 15 ñåê
ïðèëîæåíè  1 Â. Ïðè òðèïëåêñíîé ãèáðèäèçàöèè àíòèïàðàëëåëüíîãî ÏÍÊ-çîíäà è äöÄÍÊ ñ
ìèñìàò÷åì ïî îäíîé ïàðå îñíîâàíèé (ï.î.) (SEQ ID No.2 + çîíä ¹1) è äöÄÍÊ ñ ìèñìàò÷åì
ïî 2 ï.î. (SEQ ID No.3 + çîíä ¹1) íîðìàëèçîâàííûå çíà÷åíè  ïèêîâîé ýëåêòðîïðîâîäíîñòè
áûëè íà 79% è 96% ìåíüøå, ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì ó ñîâåðøåííî ñïàðåííîãî òðèïëåêñíîãî
ãèáðèäà äöÄÍÊ:ÏÍÊ (SEQ ID No.1 + çîíä ¹1) çà ïåðâóþ ñåêóíäó ïîäà÷è íàïð æåíè 
(ôèã.1À). Áëèçêîå ïðîöåíòíîå ñíèæåíèå ïðîâîäèìîñòè ìåæäó ñîâåðøåííî
êîìïëåìåíòàðíûìè òðèïëåêñàìè è òðèïëåêñàìè ñ ìèñìàò÷àìè ïàð îñíîâàíèé áûëè
ïîëó÷åíû ïðè óñðåäíåíèè çíà÷åíèé ïðîâîäèìîñòè çà âñå 15 ñåê ïîäà÷è íàïð æåíè . Íà
ôèã.1À ãèáðèäû äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. è 2 ï.î. äàâàëè ñíèæåíèå ñðåäíåãî
çíà÷åíè  ïðîâîäèìîñòè íà 65% è 91% ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì ó ñîâåðøåííî ñïàðåííîãî
ãèáðèäà äöÄÍÊ:ÏÍÊ. Âñå îïûòû, ïðåäñòàâëåííûå íà ôèã.1À, ïðîâîäèëèñü ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå (23°Ñ). Ñ âîçðàñòàíèåì ñòåïåíè íåñîîòâåòñòâè  ìåæäó çîíäîì è
äâóõöåïî÷å÷íîé ìèøåíüþ óìåíüøàëàñü ñòåïåíü èíòåðêàë öèè YOYO-1 è ñíèæàëàñü
ïðîâîäèìîñòü. Ýòè ñîîòíîøåíè  íàáëþäàëèñü è ïðè ïîâòîðåíèè ïîäîáíûõ îïûòîâ ñ
ïðèìåíåíèåì áîëåå âûñîêîãî íàïð æåíè  (5 Â). Ïðè ïîäà÷å íàïð æåíè  â 5 Â
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íîðìàëèçîâàííûå ñðåäíèå çíà÷åíè  ïðîâîäèìîñòè äë  òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì
ïî 1 ï.î. (SEQ ID No.2 + çîíä ¹1) è òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ï.î. (SEQ ID
No.3 + çîíä ¹1) áûëè íà 52% è 67% íèæå ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì ó ñîâåðøåííî ñïàðåííîãî
òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ (SEQ ID No.3 + çîíä ¹1) (ôèã.1Â). Ïðåäñòàâëåííûå íà ôèã.1Â îïûòû
ïðîâîäèëèñü ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (23°Ñ).

Ïðè ïîâòîðåíèè ýòèõ îïûòîâ ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû äî 50°Ñ è 65°Ñ íàáëþäàëèñü
ñõîäíûå àìïåðîìåòðè÷åñêèå âåëè÷èíû. Ïðè 50°Ñ ïîäà÷à 1 Â â òå÷åíèå 15 ñåê íà
ñîâåðøåííî ñïàðåííûé òðèïëåêñ äöÄÍÊ:ÏÍÊ (SEQ ID No.1 + çîíä ¹1) âûçûâàëà ñðåäíèé
òîê â -0,25 ìêÀ ïî ñðàâíåíèþ ñî çíà÷åíè ìè â -0,15 ìêÀ (ñíèæåíèå íà 40%) è -0,06 ìêÀ
(ñíèæåíèå íà 76%) äë  òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. (SEQ ID No.2 + çîíä
¹1) è òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ï.î. (SEQ ID No.3 + çîíä ¹1)
ñîîòâåòñòâåííî (ôèã.1C). Ïðè 65°Ñ îòìå÷àëèñü áëèçêèå ðåçóëüòàòû ïðè ýëåêòðè÷åñêîì
âîçäåéñòâèè â 1 Â â òå÷åíèå 15 ñåê. Ñîâåðøåííî ñïàðåííûå ãèáðèäû íóêëåèíîâûõ êèñëîò
äàâàëè ñðåäíèé òîê â -0,37 ìêÀ ïî ñðàâíåíèþ ñ -0,16 ìêÀ (ñíèæåíèå íà 57%) è -0,01 ìêÀ
(ñíèæåíèå íà 97%) ó ãèáðèäîâ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. è ïî 2 ï.î. ñîîòâåòñòâåííî
(ôèã.1C). Ïîäà÷à 5 Â ïðè âûñîêèõ òåìïåðàòóðàõ äàâàëà àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû. Åñëè â
îïûòàõ, ïðîâîäèâøèõñ  ïðè 50°Ñ, ïîëó÷àëè ñðåäíèå çíà÷åíè  òîêà â -0,27 ìÀ, -0,13 ìÀ
(ñíèæåíèå íà 52%) è -0,08 ìÀ (ñíèæåíèå íà 70%) äë  ñîâåðøåííî ñïàðåííûõ ãèáðèäîâ,
ãèáðèäîâ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. è ïî 2 ï.î. ñîîòâåòñòâåííî, òî â îïûòàõ, ïðîâîäèâøèõñ 
ïðè 65°Ñ, ïîëó÷àëè ñðåäíèå çíà÷åíè  òîêà â -0,31 ìÀ, -0,14 ìÀ (ñíèæåíèå íà 55%)
è -0,10 ìÀ (ñíèæåíèå íà 68%) ñîîòâåòñòâåííî, â òåõ æå ñàìûõ ñîîòâåòñòâóþùèõ òðåõ
ãðóïïàõ (ôèã.1D). Âî âñåõ ïðåäûäóùèõ îïûòàõ äöÄÍÊ íå ïîäâåðãàëè äåíàòóðàöèè ïåðåä
îáðàçîâàíèåì òðèïëåêñîâ ñ àíòèïàðàëëåëüíûì çîíäîì ¹1.

Àíàëîãè÷íûå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ïðè ðàçëè÷íûõ òåìïåðàòóðàõ ïîñëå íàãðåâàíè 
ãèáðèäèçàöèîííûõ ñìåñåé äî 65°Ñ è íåìåäëåííîãî îõëàæäåíè . Ïîñëå îõëàæäåíè  äî
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû (23°) ïîäà÷à 1 Â â òå÷åíèå 15 ñåê íà ñîâåðøåííî ñïàðåííûé
îáðàçåö (SEQ ID No.1 + çîíä ¹1) äàâàëà ñðåäíåå çíà÷åíèå òîêà â -0,18 ìêÀ. Ïî
ñðàâíåíèþ ñ ýòèì íàáëþäàëèñü çíà÷åíè  â -0,06 ìêÀ (ñíèæåíèå íà 67%) è -0,05 ìêÀ
(ñíèæåíèå íà 72%) ñîîòâåòñòâåííî äë  òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. (SEQ
ID No.2 + çîíä ¹1) è òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ï.î. (SEQ ID No.3 + çîíä
¹1) (äàííûå íå ïðèâîä òñ ). Ïðè îõëàæäåíèè îáðàçöîâ îò 65°Ñ äî 50°Ñ îòìå÷àëèñü
áëèçêèå ðåçóëüòàòû ïðè ïîñëåäóþùåé ïîäà÷å 1 Â â òå÷åíèå 15 ñåê. Ñîâåðøåííî ñïàðåííûé
îáðàçåö (SEQ ID No.1 + çîíä ¹1) äàâàë ñðåäíèé òîê â -0,23 ìêÀ ïî ñðàâíåíèþ ñ -0,11
ìêÀ (ñíèæåíèå íà 52%) è -0,01 ìêÀ (ñíèæåíèå íà 96%) ó îáðàçöîâ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î.
è ïî 2 ï.î. ñîîòâåòñòâåííî (äàííûå íå ïðèâîä òñ ). Ïðè ïîäà÷å 5 Â ïîñëå îõëàæäåíè  äî
23°Ñ èëè 50°Ñ ñðåäíèå çíà÷åíè  òîêà äë  ñîâåðøåííî ñïàðåííîãî òðèïëåêñíîãî ãèáðèäà
(SEQ ID No.1 + çîíä ¹1), äë  òðèïëåêñà ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. (SEQ ID No.2 + çîíä ¹1)
è òðèïëåêñà ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ï.î. (SEQ ID No.3 + çîíä ¹1) ñîñòàâèëè -0,15 ìÀ, -0,09
ìÀ (ñíèæåíèå íà 40%) è -0,07 ìÀ (ñíèæåíèå íà 53%) ñîîòâåòñòâåííî ïðè 23°Ñ, è -0,23
ìÀ, -0,09 ìÀ (ñíèæåíèå íà 61%) è -0,09 ìÀ (ñíèæåíèå íà 61%) ñîîòâåòñòâåííî ïðè 50°Ñ
(äàííûå íå ïðèâîä òñ ).

Ïðåäâàðèòåëüíà  îáðàáîòêà ãèáðèäèçàöèîííûõ ñìåñåé ïðè 65°Ñ (çíà÷åíèå Òm äë  50-
ìåðíûõ äöÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé) ñ ïîñëåäóþùèì îõëàæäåíèåì íå îêàçûâàëî
çíà÷èòåëüíîãî âëè íè  íà ðàçëè÷è  â ïðîâîäèìîñòè ìåæäó ñîâåðøåííî ñïàðåííûìè
òðèïëåêñàìè äöÄÍÊ:ÏÍÊ è òðèïëåêñàìè ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. èëè 2 ï.î. ïðè èçìåðåíèè
íåïîñðåäñòâåííî ïðè 23°Ñ èëè 50°Ñ (áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî íàãðåâàíè  äî 65°Ñ) ïðè
èñïîëüçîâàíèè àíòèïàðàëëåëüíîãî ÏÍÊ-çîíäà. Î÷åâèäíî, àíòèïàðàëëåëüíûé ÏÍÊ-çîíä â
ïðèñóòñòâèè ÄÍÊ-èíòåðêàë òîðà YOYO-1 ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü òðèïëåêñíûå ñòðóêòóðû ñ
äöÄÍÊ-ìèøåí ìè. Ïðèìåíåíèå ñëàáûõ ýëåêòðè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé (1 Â èëè 5 Â) ïîçâîë åò
îòëè÷èòü ñîâåðøåííî ñïàðåííûå òðèïëåêñû äöÄÍÊ:ÏÍÊ îò òðèïëåêñîâ ñ ìóòàöè ìè ïî 1
ï.î. èëè 2 ï.î. áåç ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Ïðèìåð 2
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Êàê ïîêàçûâàåò ôèã.2, àìïåðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïî èçîáðåòåíèþ òàêæå ïîçâîë åò
îòëè÷èòü ñîâåðøåííî ñïàðåííûå òðèïëåêñíûå ãèáðèäû äöÄÍÊ:ÏÍÊ îò òðèïëåêñîâ ñ
ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. èëè 2 ï.î. ïðè èñïîëüçîâàíèè ÏÍÊ-çîíäà, íàõîä ùåãîñ  â
ïàðàëëåëüíîé îðèåíòàöèè îòíîñèòåëüíî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ-ìèøåíè. Çîíä ¹2 - ýòî
15-ìåðíûé ÏÍÊ-çîíä, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòîðîãî èäåíòè÷íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäà
¹1, îäíàêî îí áûë ñèíòåçèðîâàí òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îí ñîîòâåòñòâîâàë ïàðàëëåëüíîé
îðèåíòàöèè ÄÍÊ-ìèøåíè âìåñòî îáû÷íîé àíòèïàðàëëåëüíîé îðèåíòàöèè. Çîíä ¹2 èìåë
ñëåäóþùóþ ñòðóêòóðó (SEQ ID No.9):

5'-Í-ÒÀÒ AGT AGA AAC CAC-Lys-CONH2-3'.
Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëèñü â óñëîâè õ èçìåðåíè , èäåíòè÷íûõ óñëîâè ì, îïèñàííûì â

ïðèìåðå 1, ñ åäèíñòâåííûì îòëè÷èåì â òîì, ÷òî èñïîëüçîâàëñ  çîíä ¹2 âìåñòî çîíäà ¹1.
Ïðè ïîäà÷å 1 Â ñðåäí   ñèëà òîêà äë  òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. (SEQ
ID No.2 + çîíä ¹2) è òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ïîñëåäîâàòåëüíûì ï.î. (SEQ
ID No.3 + çîíä ¹2) áûëà íà 25% è 32% ìåíüøå ïðè 23°Ñ ñîîòâåòñòâåííî, íà 30% è 23%
ìåíüøå ïðè 50°Ñ ñîîòâåòñòâåííî è íà 28% è 53% ìåíüøå ïðè 65°Ñ ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì
äë  ñîâåðøåííî ñïàðåííîãî òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ (SEQ ID No.1 + çîíä ¹2) ïðè òåõ æå
òåìïåðàòóðàõ (ôèã.2À).

Áëèçêèå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè ïîäà÷å 5 Â (âìåñòî 1 Â) â òå÷åíèå 15 ñåê.
Ñîâåðøåííî ñïàðåííûå ãèáðèäû äöÄÍÊ:ÏÍÊ ïðè 23°Ñ, 50°Ñ è 65°Ñ äàâàëè ñðåäíèé òîê
â -0,15 ìÀ, -0,24 ìÀ è -0,17 ìÀ ñîîòâåòñòâåííî (ôèã.2Â). Íåïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûå
òðèïëåêñû ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. è 2 ï.î. äàâàëè ñðåäíèå çíà÷åíè  òîêà, êîòîðûå áûëè
ìåíüøå íà 27% (-0,11 ìÀ) è 53% (-0,07 ìÀ) ñîîòâåòñòâåííî ïðè 23°Ñ, ìåíüøå íà 21% (-
0,19 ìÀ) è 46% (-0,13 ìÀ) ñîîòâåòñòâåííî ïðè 50°Ñ è íå ìåí ëèñü (-0,17 ìÀ) èëè áûëè íà
18% ìåíüøå (-0,14 ìÀ) ñîîòâåòñòâåííî ïðè 65°Ñ, ÷åì â îáðàçöàõ ñ ñîâåðøåííî ñïàðåííûì
ãèáðèäîì (ôèã.2Â).

Ïðèâåäåííûå íà ôèã.2À è 2Â ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè
ïàðàëëåëüíîãî ÏÍÊ-çîíäà ¹2 îòëè÷è  ìåæäó ñîâåðøåííî ñïàðåííûìè òðèïëåêñàìè
äöÄÍÊ:ÏÍÊ è òðèïëåêñàìè ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. èëè 2 ï.î. áûëè ìåíåå âûðàæåíû, ÷åì ïðè
èñïîëüçîâàíèè àíòèïàðàëëåëüíîãî ÏÍÊ-çîíäà ¹1 (ôèã.1).

Îäíàêî â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ïàðàëëåëüíûì çîíäîì ¹2 è ïîäà÷åé 5 Â ïîñëå íàãðåâàíè 
îáðàçöîâ äî 65°Ñ è íåìåäëåííîãî îõëàæäåíè  àìïåðîìåòðè÷åñêèå èçìåðåíè  ïîêàçàëè
óñèëåíèå îòëè÷èé â ñèãíàëàõ ìåæäó ñîâåðøåííî ñïàðåííûìè òðèïëåêñàìè äöÄÍÊ:ÏÍÊ è
òðèïëåêñàìè ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. èëè 2 ï.î. (ôèã.2Ñ). Ñîâåðøåííî ñïàðåííûå ãèáðèäû
(SEQ ID No.1 + çîíä ¹2), ãèáðèäû ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. (SEQ ID No.2 + çîíä ¹2) è
ãèáðèäû ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ï.î. äàëè ñðåäíèå çíà÷åíè  ïðîâîäèìîñòè â -0,19 ìÀ, -0,08 ìÀ
è -0,06 ìÀ ñîîòâåòñòâåííî ïðè 23°Ñ, -0,17 ìÀ, -0,09 ìÀ è -0,07 ìÀ ñîîòâåòñòâåííî ïðè 50°Ñ
è -0,23 ìÀ, -0,13 ìÀ è -0,08 ìÀ ñîîòâåòñòâåííî ïðè 65°Ñ. Ýòî ñîîòâåòñòâóåò óìåíüøåíèþ
ïðîâîäèìîñòè íà 58% è 68% ïðè 23°Ñ, íà 47% è 59% ïðè 50°Ñ è íà 43% è 65% ïðè 65°Ñ â
îáðàçöàõ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. è 2 ï.î., ñîîòâåòñòâåííî, ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîâåðøåííî
êîìïëåìåíòàðíûìè îáðàçöàìè (ôèã.2Ñ).

Òàêèì îáðàçîì, êàê àíòèïàðàëëåëüíûå, òàê è ïàðàëëåëüíûå ÏÍÊ-çîíäû ñïîñîáíû
âû âë òü îòëè÷è  ìåæäó ñîâåðøåííî êîìïëåìåíòàðíûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè è íåïîëíîñòüþ
êîìïëåìåíòàðíûìè äöÄÍÊ-ìèøåí ìè, ñîäåðæàùèìè ìóòàöèè ïî 1 ï.î. èëè 2 ï.î.

Ïðèìåð 3
Çîíä ¹3 - ýòî 15-ìåðíûé îöÄÍÊ-çîíä, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è îðèåíòàöè  êîòîðîãî

èäåíòè÷íû 15-ìåðíîìó àíòèïàðàëëåëüíîìó ÏÍÊ-çîíäó ¹1 (SEQ ID No.8). Çîíä ¹3 èìåë
ñëåäóþùóþ ñòðóêòóðó:

5'-ÑÀÑ ÑÀÀ AGA TGA ÒÀÒ-3'.
Ñïåöèôè÷íîñòü àìïåðîìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà äàëåå èññëåäîâàëè, ïîäâåðãà  ðåàêöèè

îöÄÍÊ-çîíä ¹3 ñ 50-ìåðíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè äöÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà è
ìóòàíòíîé ìèøåíè â îòñóòñòâèå ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè. Óñëîâè  èçìåðåíè  áûëè
èäåíòè÷íû òåì, ÷òî îïèñàíû â ïðèìåðå 1.

Ñòðàíèöà: 13

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 295 572 C2

Îáðàçîâàíèå òðèïëåêñîâ äöÄÍÊ:îöÄÍÊ, óñèëåííîå ÄÍÊ-èíòåðêàëèðóþùèì àãåíòîì
YOYO-1, ïðîâîäèëè ìåæäó 30°Ñ è 65°Ñ. Ïðè ïîäà÷å 1 Â ñîâåðøåííî ñïàðåííûé òðèïëåêñ
ÄÍÊ, ñîñòî ùèé èç SEQ ID No.1 + çîíäà ¹3, äàâàë ñàìûå âûñîêèå çíà÷åíè  ïðîâîäèìîñòè
(ôèã.3À). Íàïðîòèâ, êîìáèíàöèè íåïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûõ çîíäà è ìèøåíè, äàþùèõ
ìèñìàò÷ ïî 1 ï.î. (SEQ ID No.2 + çîíä ¹3) è ìèñìàò÷ ïî 2 ïîñëåäîâàòåëüíûì ï.î. (SEQ
ID No.3 + çîíä ¹3) äàâàëè ñðåäíèå çíà÷åíè  ïðîâîäèìîñòè, êîòîðûå áûëè íà 14% è 64%
ìåíüøå ïðè 23°Ñ, íà 30% è 70% ìåíüøå ïðè 50°Ñ è íà 25% è 72% ìåíüøå ïðè 65°Ñ
ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì ó ñîâåðøåííî êîìïëåìåíòàðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðè òåõ æå
òåìïåðàòóðàõ (ôèã.3À). Ïîäà÷à áîëåå âûñîêîãî íàïð æåíè  (5 Â) íà ýòè îáðàçöû
ïðèâîäèëà ê âîçíèêíîâåíèþ áîëüøèõ îòëè÷èé ïðè àìïåðîìåòðèè ìåæäó ñîâåðøåííî
ñïàðåííûìè è îøèáî÷íî ñïàðåííûìè îáðàçöàìè, ÷åì ïðè ïîäà÷å 1 Â, îñîáåííî ïðè íèçêèõ
òåìïåðàòóðàõ. Ïîñëå ïîäà÷è 5 Â â òå÷åíèå 15 ñåê ñðåäíèå çíà÷åíè  òîêà ó òðèïëåêñà ÄÍÊ
ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. è òðèïëåêñà ÄÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ï.î. áûëè íà 54% è 78% ìåíüøå
ñîîòâåòñòâåííî ïðè 23°Ñ, íà 68% è 70% ìåíüøå ñîîòâåòñòâåííî ïðè 50°Ñ è íà 33% è 61%
ìåíüøå ñîîòâåòñòâåííî ïðè 65°Ñ, ÷åì ó ñîâåðøåííî ñïàðåííûõ òðèïëåêñîâ ÄÍÊ ïðè òåõ æå
òåìïåðàòóðàõ (ôèã.3Â).

Â àíàëîãè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ ýëåêòðè÷åñêèì âîçäåéñòâèåì ãèáðèäèçàöèîííûå ñìåñè
íàãðåâàëè äî 65°Ñ è ëèáî äåðæàëè ïðè ýòîé òåìïåðàòóðå, ëèáî íåìåäëåííî îõëàæäàëè äî
50°Ñ èëè 23°Ñ ïåðåä ïîäà÷åé 1 Â èëè 5 Â. Ïîäà÷à 1 Â â òå÷åíèå 15 ñåê íà ñîâåðøåííî
ñïàðåííûé òðèïëåêñ ÄÍÊ (SEQ ID No.1 + çîíä ¹3) äàâàëà ñàìûå âûñîêèå çíà÷åíè 
ïðîâîäèìîñòè ïðè 23°Ñ, 50°Ñ è 65°Ñ (ôèã.3À). Òðèïëåêñû ÄÍÊ, ñîäåðæàâøèå ìèñìàò÷ ïî 1
ï.î. (SEQ ID No.2 + çîíä ¹3) èëè ìèñìàò÷ ïî 2 ï.î. (SEQ ID No.3 + çîíä ¹3) îáëàäàëè
ìåíüøåé ïðîâîäèìîñòüþ íà 21% è 63% ñîîòâåòñòâåííî ïðè 23°Ñ, íà 18% è 74%
ñîîòâåòñòâåííî ïðè 50°Ñ è íà 12% è 106% ñîîòâåòñòâåííî ïðè 65°Ñ (ôèã.3À). Àíàëîãè÷íûì
îáðàçîì ïðè ïîäà÷å 5 Â â òå÷åíèå 15 ñåê íà ïîäâåðãàâøèåñ  íàãðåâàíèþ îáðàçöû ñðåäíèå
çíà÷åíè  ïðîâîäèìîñòè ó òðèïëåêñîâ ÄÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. è ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ï.î.
óìåíüøàëèñü íà 24% è 104% ñîîòâåòñòâåííî ïðè 23°Ñ, íà 42% è 44% ñîîòâåòñòâåííî ïðè
50°Ñ è íà 38% è 102% ñîîòâåòñòâåííî ïðè 65°Ñ ïî ñðàâíåíèþ ñî ñðåäíèìè çíà÷åíè ìè
ïðîâîäèìîñòè â ïðèñóòñòâèè ñîâåðøåííî ñïàðåííûõ òðèïëåêñîâ ÄÍÊ (ôèã.3Â).

Òîò ôàêò, ÷òî àíòèïàðàëëåëüíûé ÏÍÊ-çîíä (ôèã.1) è îöÄÍÊ-çîíä (ôèã.3) ïðî âë ëè
îäèíàêîâîå ïîâåäåíèå ïðè àìïåðîìåòðè÷åñêîì àíàëèçå, ñâèäåòåëüñòâóåò, ÷òî îñòîâ
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, èñïîëüçóåìîé â êà÷åñòâå çîíäà, íå èìååò îñîáîãî çíà÷åíè .
Ïðèñóòñòâèå YOYO-1 ïîçâîë åò äöÄÍÊ-ìèøåí ì è îöÄÍÊ-çîíäàì ïðèíèìàòü êîíôîðìàöèþ
òðîéíîé ñïèðàëè, ñïîñîáíóþ âûçâàòü âîçíèêíîâåíèå ðàçëè÷íûõ ýëåêòðè÷åñêèõ çàð äîâ â
çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè êîìïëåìåíòàðíîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìèøåíè è çîíäà â
ðàñòâîðå. Ñ âîçðàñòàíèåì ñòåïåíè íåñîîòâåòñòâè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ óðîâåíü
ïðîâîäèìîñòè óìåíüøàåòñ , ÷òî äîêàçûâàåò íàäåæíîñòü àìïåðîìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà ïðè
èñïîëüçîâàíèè ïðèðîäíîãî ÄÍÊ-çîíäà â îòñóòñòâèå ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè.

Ïðèìåð 4
Â àìïåðîìåòðè÷åñêèõ àíàëèçàõ, ïðåäñòàâëåííûõ â ïðèìåðàõ 1-3, â ðàñòâîð,

ñîäåðæàùèé ãèáðèäèçàöèîííóþ ñìåñü, äîáàâë ëè ÄÍÊ-èíòåðêàëèðóþùèé àãåíò YOYO-1.
Èíòåðêàë öè  YOYO-1 ñïîñîáñòâóåò îáðàçîâàíèþ òðèïëåêñîâ äöÄÍÊËÍÊ è òðèïëåêñîâ
äöÄÍÊ:îöÄÍÊ. Â ïðèìåðå 4 èññëåäîâàëè âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíè  èíòåðêàëèðóþùåãî
àãåíòà, êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíåííîãî ê îöÄÍÊ-çîíäó, â àìïåðîìåòðè÷åñêîì àíàëèçå.

Àêðèäèí  âë åòñ  àëüòåðíàòèâíûì èíòåðêàë òîðîì äöÄÍÊ, êîòîðûé òàêæå îáëàäàåò
ñïîñîáíîñòüþ ê èíòåðêàë öèè â ñòðóêòóðû íóêëåèíîâûõ êèñëîò òèïà òðèïëåêñà, ïðèâîä  ê
ñòàáèëèçàöèè îáðàçîâàíè  òðîéíîé ñïèðàëè, ñì., íàïðèìåð, Kukreti et al., "Extension
of the range of DNA sequences available for triple helix formation: stabilization of
mismatched triplexes by acridine-containing oligonucleotides", 25 Nucleic Acids
Research 4264-4270 (1997). îöÄÍÊ-çîíä, ñîäåðæàùèé ìîëåêóëó àêðèäèíà (Glen Research,
Sterling, VA, USA), êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíåííóþ ïî 3'-êîíöó, áûë ñèíòåçèðîâàí íà ÄÍÊ-
ñèíòåçàòîðå (Expedite 8909, PerSeptive Biosystems) è î÷èùåí ìåòîäîì ÂÝÆÕ.
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Çîíä ¹4 - ýòî 15-ìåðíûé îöÄÍÊ-çîíä, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è îðèåíòàöè  êîòîðîãî
èäåíòè÷íû 15-ìåðíîìó çîíäó ¹3 (âñëåäñòâèå ÷åãî åãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è îðèåíòàöè 
òàêæå èäåíòè÷íû 15-ìåðíîìó àíòèïàðàëëåëüíîìó ÏÍÊ-çîíäó ¹1 (SEQ ID No.8), íî ñ
äîáàâëåíèåì ìîëåêóëû àêðèäèíà â 3'-ïîëîæåíèè. Çîíä èìåë ñëåäóþùóþ ñòðóêòóðó:

5'-ÑÀÑ ÑÀÀ AGA TGA ÒÀÒ-àêðèäèí-3'.
Ðåàêöèîííà  ñìåñü äë  ãèáðèäèçàöèè (80 ìêë) èìåëà ñëåäóþùèé ñîñòàâ: 2 ïìîëü

äöÄÍÊ-ìèøåíè, 2 ïìîëü îöÄÍÊ-çîíäà ¹4 è 0,5×ÒÂÅ. Îáðàçöû ïîìåùàëè â 3 ìì êâàðöåâóþ
êþâåòó è ïîäâåðãàëè ýëåêòðèçàöèè â 5 Â (ïîñòî ííûé òîê) â òå÷åíèå 11 ñåê ïðè 23°Ñ. Ñèëó
òîêà è òåìïåðàòóðó ðåãèñòðèðîâàëè, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1.

Êàê âèäíî èç ôèã.4, îöÄÍÊ-çîíä ¹4 áûë ñïîñîáåí ãèáðèäèçîâàòüñ  ñ 50-ìåðíîé
ñîâåðøåííî ñîîòâåòñòâóþùåé äöÄÍÊ-ìèøåíüþ (SEQ ID No.1) â ðåçóëüòàòå ñòàáèëüíîé
èíòåðêàë öèè êîâàëåíòíî ïðèâ çàííîé ìîëåêóëû àêðèäèíà, äàâà  ñðåäíèé òîê â -0,53 ìÀ.
Ïî ñðàâíåíèþ ñ ýòèì ìåíåå óñòîé÷èâûå òðèïëåêñû ÄÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. (SEQ ID No.2
+ çîíä ¹4) èëè ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ï.î. (SEQ ID No.3 + çîíä ¹4) äàâàëè ñðåäíèå çíà÷åíè 
òîêà, êîòîðûå áûëè íà 52% è 66% ìåíüøå, ÷åì ó ñîâåðøåííî ñïàðåííîãî òðèïëåêñà ÄÍÊ
ïîñëå íîðìàëèçàöèè îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîãî çíà÷åíè  (çîíä ¹4 áåç ÄÍÊ-ìèøåíè)
(ôèã.4).

Òàêèì îáðàçîì, àêðèäèí, ïðèñîåäèíåííûé ê îöÄÍÊ-çîíäó, áûë ñòîëü æå ýôôåêòèâåí, êàê
è íåñâ çàííûé YOYO-1 â îáðàçîâàíèè òðîéíîé ñïèðàëè ÄÍÊ, äàâà  ðàçëè÷íûå
ýëåêòðè÷åñêèå òîêè â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè êîìïëåìåíòàðíîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ìèøåíè è çîíäà â àìïåðîìåòðè÷åñêîì àíàëèçå.

Ïðèìåð 5
15-ìåðíûå ñìûñëîâûå è àíòèñìûñëîâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îöÄÍÊ-ìèøåíè,

ïðîèñõîä ùåé èç ýêçîíà 10 ãåíà êèñòîçíîãî ôèáðîçà ÷åëîâåêà, ñèíòåçèðîâàëè, î÷èùàëè è
îòæèãàëè, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1. äöÄÍÊ-îëèãîíóêëåîòèäû ðàñòâîð ëè â á/ä Í2Î äî
êîíöåíòðàöèè 1 ïìîëü/ìêë.

SEQ ID No.4 - ýòî 15-ìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äöÄÍÊ-ìèøåíè, ïðîèñõîä ùà  èç SEQ
ID No.1, ñêîíñòðóèðîâàííà  òàêèì îáðàçîì, ÷òî îíà áûëà ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíà çîíäó
¹1.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.4): 5'-ÀÒÀ
ÒÑÀ ÒÑÒ TTG GTG-3'.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòèñìûñëîâîé öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.4): 5'-
CAC CAA AGA TGA TAT-3'.

Ðàñ÷åòíà  òåìïåðàòóðà ïëàâëåíè  (Òm) äöÄÍÊ SEQ ID No.4 ðàâíà 40,0°Ñ.
SEQ ID No.5 - ýòî 15-ìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìóòàíòíîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, èäåíòè÷íà 

ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.4) çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè ïî îäíîé ïàðå îñíîâàíèé
(ïîä÷åðêíóòî), â êîòîðîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÒÒÒ äèêîãî òèïà áûëà èçìåíåíà íà ÒÀÒ.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé ÄÍÊ-ìèøåíè (SEQ ID No.5): 5'-ÀÒÀ ÒÑÀ
ÒÑÒ ATG GTG-3'.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé ÄÍÊ-ìèøåíè (SEQ ID No.5): 5'-ÑÀÑ
CAT AGA TGA TAT-3'.

Ðàñ÷åòíà  òåìïåðàòóðà ïëàâëåíè  (Òm) äöÄÍÊ SEQ ID No.5 ðàâíà 40,0°Ñ.
SEQ ID No.6 - ýòî 15-ìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìóòàíòíîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, èäåíòè÷íà 

ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.4) çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè ïî äâóì
ïîñëåäîâàòåëüíûì ïàðàì îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòî), â êîòîðîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÀÒÑ
äèêîãî òèïà áûëà èçìåíåíà íà GGC.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé ÄÍÊ-ìèøåíè (SEQ ID No.6): 5'-ÀÒÀ TCG
GCT TTG GTG-3'.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé ÄÍÊ-ìèøåíè (SEQ ID No.6): 5'-ÑÀÑ
ÑÀÀ AGC CGA ÒÀÒ-3'.

Ðàñ÷åòíà  òåìïåðàòóðà ïëàâëåíè  (Òm) äöÄÍÊ SEQ ID No.6 ðàâíà 44,0°Ñ.
SEQ ID No.7 - ýòî 15-ìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìóòàíòíîé äöÄÍÊ-ìèøåíè, èäåíòè÷íà 

ÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.4) çà èñêëþ÷åíèåì ìóòàöèè ïî òðåì îòäåëüíûì ïàðàì

Ñòðàíèöà: 15

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 295 572 C2

îñíîâàíèé (ïîä÷åðêíóòî), â êîòîðîé êàæäà  èç òðåõ ìóòàöèé ïî 1 ï.î. îòäåëåíà 3 ïàðàìè
îñíîâàíèé. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÀÒÑ, ÒÑÒ è TGG áûëè èçìåíåíû íà ÀÑÑ, ÒÀÒ è TAG
ñîîòâåòñòâåííî.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé ÄÍÊ-ìèøåíè (SEQ ID No.7): 5'-
ÀÒÀ ÑÑÀ ÒÀÒ ÒÒÀ GTG-3'.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíòèñìûñëîâîé öåïè ìóòàíòíîé ÄÍÊ-ìèøåíè (SEQ ID No.7): 5'-ÑÀÑ
ÒÀÀ ÀÒÀ TGG ÒÀÒ-3'.
Ðàñ÷åòíà  òåìïåðàòóðà ïëàâëåíè  (Òm) äöÄÍÊ SEQ ID No.7 ðàâíà 38,0°Ñ.
Ðåàêöèîííà  ñìåñü äë  ãèáðèäèçàöèè (80 ìêë) èìåëà ñëåäóþùèé ñîñòàâ: 2 ïìîëü

äöÄÍÊ-ìèøåíè, 2 ïìîëü ïàðàëëåëüíîãî ÏÍÊ-çîíäà ¹2, 0,5×ÒÂÅ è 250 íÌ ÄÍÊ-
èíòåðêàëèðóþùåãî àãåíòà YOYO-1. Ðåàêöèîííûå ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè 95°Ñ â òå÷åíèå
5-10 ìèí äë  äåíàòóðàöèè, à çàòåì äåðæàëè ïðè 65°Ñ äî èçìåðåíè . Îáðàçöû ïîìåùàëè â
êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè ëó÷îì àðãîíîâîãî ëàçåðà ïðè äëèíå âîëíû 488 íì è
ðåãèñòðèðîâàëè èñïóñêàíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðè 65°Ñ. Ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè èçìåðåíèå
òåìïåðàòóðû ñ ïîìîùüþ êîíòðîëèðóåìîãî êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììîé äàò÷èêà
òåìïåðàòóðû, ïîìåùàåìîãî íåïîñðåäñòâåííî â êàæäûé îáðàçåö. Ìàêñèìóì èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè íàáëþäàëñ  ïðè äëèíå âîëíû 536 íì, ÷òî ñëóæèò ïîêàçàòåëåì
èíòåðêàë öèè YOYO-1 â ãèáðèäû ÏÍÊ:ÄÍÊ. Â êà÷åñòâå âòîðîãî ìåòîäà ïîñëå
ïåðâîíà÷àëüíîãî îáëó÷åíè  ëàçåðîì êàæäîãî îáðàçöà òå æå ñàìûå îáðàçöû ïîäâåðãàëè
ýëåêòðèçàöèè 1 Â (ïîñòî ííûé òîê) â òå÷åíèå 4 ñåê. Â ïîñëåäíþþ ñåêóíäó ýëåêòðèçàöèè
îáðàçöû âòîðè÷íî îáëó÷àëè àðãîíîâûì ëàçåðîì è ðåãèñòðèðîâàëè èñïóñêàíèå
ôëóîðåñöåíöèè ïðè 65°Ñ. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè íàíîñèëè íà ãðàôèê çàâèñèìîñòè
îò äëèíû âîëíû äë  êàæäîãî àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà.

Ãèáðèäû îöÄÍÊ:ÏÍÊ, ñîñòî ùèå èç ñîâåðøåííî êîìïëåìåíòàðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
(SEQ ID No.4 + çîíä ¹2), ïîçâîë ëè ìàêñèìàëüíî èíòåðêàëèðîâàòü YOYO-1, äàâà  ñàìóþ
âûñîêóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ôèã.5À). Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ó ãèáðèäà
îöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. (SEQ ID No.5 + çîíä ¹2), ãèáðèäà îöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ
ìèñìàò÷åì ïî 2 ïîñëåäîâàòåëüíûì ï.î. (SEQ ID No.5 + çîíä ¹2) è ãèáðèäà îöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ
ìèñìàò÷åì ïî 3 îòäåëüíûì ï.î. (SEQ ID No.6 + çîíä ¹2) âñ  áûëà íèæå, ÷åì ó ñîâåðøåííî
ñïàðåííîãî ãèáðèäà îöÄÍÊ:ÏÍÊ ïðè 65°Ñ (ôèã.5 è íåïðèâåäåííûå äàííûå). Ñ
âîçðàñòàíèåì ñòåïåíè íåñîîòâåòñòâè  ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ ñòåïåíü èíòåðêàë öèè
YOYO-1 óìåíüøàëàñü è, ñëåäîâàòåëüíî, ñíèæàëàñü èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè. Â
îòñóòñòâèå ÄÍÊ èëè ÏÍÊ (òîëüêî YOYO-1) îòìå÷àëñ  ëèøü ôîíîâûé óðîâåíü
ôëóîðåñöåíöèè (ôèã.5À).

Êîãäà ñîâåðøåííî ñïàðåííûå ãèáðèäû îöÄÍÊ:ÏÍÊ ïîäâåðãàëè ýëåêòðè÷åñêîìó
âîçäåéñòâèþ â 1 Â â òå÷åíèå 4 ñåê ïðè 65°Ñ, èíòåíñèâíîñòü ôëîóðåñöåíöèè îñòàâàëàñü
ñðàâíèòåëüíî ïîñòî ííîé, óìåíüøà ñü âñåãî ëèøü íà 2% (ôèã.5À). Íàïðîòèâ, ïîäà÷à 1 Â
íà íåïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûå äóïëåêñû, ñîäåðæàùèå ìèñìàò÷ ïî 1 ï.î. (ôèã.5Â),
ìèñìàò÷ ïî 2 ï.î. (ôèã.5Ñ) èëè ìèñìàò÷ ïî 3 ï.î. (äàííûå íå ïðèâîä òñ ), ïðèâîäèëà ê
óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íà 18%, 39% è 71% ñîîòâåòñòâåííî ïî
ñðàâíåíèþ ñ òàêèìè æå îáðàçöàìè, îáëó÷åííûìè â îòñóòñòâèå ýëåêòðè÷åñêîãî âîçäåéñòâè .
Ýëåêòðè÷åñêîå âîçäåéñòâèå ñëàáîé ñèëû (1 Â) äîïîëíèòåëüíî óìåíüøàëî ñòàáèëüíîñòü
ãèáðèäîâ îöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷àìè ïàð îñíîâàíèé. Ñ óìåíüøåíèåì êîìïëåìåíòàðíîñòè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðåçêî
ñíèæàëàñü ïðè ýëåêòðè÷åñêîì âîçäåéñòâèè, ÷òî îáåñïå÷èâàëî î÷åíü íàäåæíûé è òî÷íûé
âòîðîé ñïîñîá àíàëèçà äë  ðàçëè÷åíè  ìåæäó ñîâåðøåííî ñïàðåííûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè è ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ñ ìóòàöè ìè ïî 1 ï.î., 2 ï.î. èëè 3 ï.î.

Ïðèìåð 6
Ãèáðèäèçàöèîííûé àíàëèç â ïðèìåðå 5 ïðîâîäèëñ  ïîñëå äåíàòóðàöèè

ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äöÄÍÊ-ìèøåíè, è â íåì èçìåð ëîñü îáðàçîâàíèå ãèáðèäà îöÄÍÊ:
ÏÍÊ ïðè òåìïåðàòóðå âûøå òåìïåðàòóðû ïëàâëåíè  (Òm) äöÄÍÊ-ìèøåíè. Â ïðèìåðå 6
áóäåò ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íàäåæíîñòü àíàëèçà ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â
îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ýëåêòðè÷åñêîãî âîçäåéñòâè  äë  ðàçëè÷åíè  ìåæäó
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ñîâåðøåííûì ñîîòâåòñòâèåì è ìèñìàò÷àìè ïàð îñíîâàíèé áåç íåîáõîäèìîñòè â
ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè.

Ðåàêöèîííà  ñìåñü äë  ãèáðèäèçàöèè (80 ìêë) èìåëà ñëåäóþùèé ñîñòàâ: 4 ïìîëü
äöÄÍÊ-ìèøåíè, 4 ïìîëü àíòèïàðàëëåëüíîãî ÏÍÊ-çîíäà ¹1, 0,5×ÒÂÅ è 250 íÌ ÄÍÊ-
èíòåðêàëèðóþùåãî àãåíòà YOYO-1. Îáðàçöû ïîìåùàëè â êâàðöåâóþ êþâåòó, îáëó÷àëè
ëó÷îì àðãîíîâîãî ëàçåðà ïðè äëèíå âîëíû 488 íì â òå÷åíèå 80 ìñåê è ðåãèñòðèðîâàëè
èñïóñêàíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðè 23°Ñ. Ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè èçìåðåíèå òåìïåðàòóðû ñ
ïîìîùüþ êîíòðîëèðóåìîãî êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììîé äàò÷èêà òåìïåðàòóðû, ïîìåùàåìîãî
íåïîñðåäñòâåííî â êàæäûé îáðàçåö. Ìàêñèìóì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íàáëþäàëñ 
ïðè äëèíå âîëíû 536 íì, ÷òî ñëóæèò ïîêàçàòåëåì èíòåðêàë öèè YOYO-1 â ãèáðèäû ÏÍÊ:
ÄÍÊ. Â êà÷åñòâå âòîðîãî àíàëèçà ïîñëå ïåðâîíà÷àëüíîãî îáëó÷åíè  ëàçåðîì êàæäîãî
îáðàçöà òå æå ñàìûå îáðàçöû ïîäâåðãàëè ýëåêòðèçàöèè â 20 Â (ïîñòî ííûé òîê) â òå÷åíèå
4 ñåê. Ñðàçó ïîñëå 3 ñåê ýëåêòðèçàöèè îáðàçöû âòîðè÷íî îáëó÷àëè àðãîíîâûì ëàçåðîì â
òå÷åíèå 80 ìñåê è ðåãèñòðèðîâàëè èñïóñêàíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðè 23°Ñ. Èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè íàíîñèëè íà ãðàôèê çàâèñèìîñòè îò äëèíû âîëíû äë  êàæäîãî
àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà.

Îáðàçîâàíèå òðèïëåêñîâ äöÄÍÊ:ÏÍÊ, óñèëåííîå ÄÍÊ-èíòåðêàëèðóþùèì àãåíòîì YOYO-
1, ïðîèñõîäèëî ïðè 23°Ñ. Ñàìà  âûñîêà  èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè íàáëþäàëàñü ïðè
ãèáðèäèçàöèè 50-ìåðíîé äöÄÍÊ-ìèøåíè äèêîãî òèïà (SEQ ID No.1) ñ 15-ìåðíûì
àíòèïàðàëëåëüíûì ÏÍÊ-çîíäîì ¹1 (ôèã.6). Ïî ñðàâíåíèþ ñ ýòèì èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ó òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. (SEQ ID No.2 + çîíä ¹1) è
òðèïëåêñà äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñ ìèñìàò÷åì ïî 2 ïîñëåäîâàòåëüíûì ï.î. (SEQ ID No.3 + çîíä ¹1)
áûëà íà 60% è 91% íèæå ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì ó ñîâåðøåííî ñïàðåííîãî òðèïëåêñà äöÄÍÊ:
ÏÍÊ ïðè 23°Ñ (ôèã.6). Â îòñóòñòâèå ÄÍÊ èëè ÏÍÊ â ðåàêöèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé YOYO-
1, îòìå÷àëñ  òîëüêî ôîíîâûé óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè.

Ðàçëè÷è  â èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìåæäó ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûìè
òðèïëåêñàìè è òðèïëåêñàìè ñ ìèñìàò÷åì ïî 1 ï.î. èëè 2 ï.î. áûëè çíà÷èòåëüíî áîëüøèìè,
÷åì ìåæäó ñîâåðøåííî êîìïëåìåíòàðíûìè äóïëåêñàìè è íåïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûìè
äóïëåêñàìè (ñð. ôèã.5 è 6). Î÷åâèäíî, àíàëèç îáðàçîâàíè  òðèïëåêñîâ ïî èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè îáëàäàåò áîëüøåé äèñêðèìèíèðóþùåé ñïîñîáíîñòüþ ïðè âû âëåíèè
ìèñìàò÷åé ïàð îñíîâàíèé.

Áîëåå òîãî, âîçìîæíà åùå ëó÷øà  äèñêðèìèíàöè  ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè äèêîãî
òèïà è ìóòàíòíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ïðè âòîðè÷íîì ýëåêòðè÷åñêîì âîçäåéñòâèè. Ïðè
âîçäåéñòâèè 20 Â â òå÷åíèå 3 ñåê íà èäåàëüíî ñïàðåííûå òðèïëåêñû äöÄÍÊ:ÏÍÊ ñïåêòð
ôëóîðåñöåíöèè áûë ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷åí ñïåêòðó òàêîãî æå îáðàçöà, íå
ïîäâåðãàâøåãîñ  ýëåêòðè÷åñêîìó âîçäåéñòâèþ (ôèã.6). Îäíàêî ïðè âîçäåéñòâèè 20 Â â
òå÷åíèå 3 ñåê íà íåïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûå òðèïëåêñû, ñîäåðæàùèå ìèñìàò÷ ïî 1 ï.î.
è ìèñìàò÷ ïî 2 ï.î., èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè áûëà íà 23% è 71% íèæå
ñîîòâåòñòâåííî, ÷åì â òàêèõ æå îáðàçöàõ, ïîäâåðãàâøèõñ  îáëó÷åíèþ â îòñóòñòâèå
ýëåêòðè÷åñêîãî âîçäåéñòâè  (ôèã.6). Ýëåêòðè÷åñêîå âîçäåéñòâèå â 20 Â íå âëè ëî íà
ñòàáèëüíîñòü ñîâåðøåííî êîìïëåìåíòàðíûõ òðèïëåêñîâ, íî óìåíüøàëî ñòàáèëüíîñòü
òðèïëåêñîâ äöÄÍÊ:ÏÍÊ, ñîäåðæàùèõ ìèñìàò÷è ïàð îñíîâàíèé, â òàêîé ñòåïåíè, êîòîðà 
çàâèñåëà îò ñòåïåíè êîìïëåìåíòàðíîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåæäó çîíäîì è ìèøåíüþ.
Ñëåäîâàòåëüíî, ïðèìåíåíèå ýëåêòðè÷åñêîãî âîçäåéñòâè  ïðè àíàëèçå ïî èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè îáåñïå÷èâàåò åùå áîëåå íàäåæíûé ñïîñîá àíàëèçà äë  ðàçëè÷åíè  ìåæäó
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè äèêîãî òèïà è ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ñ ìóòàöè ìè ïî 1 ï.î. èëè 2
ï.î. áåç èõ ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè.

Íåñìîòð  íà òî, ÷òî èçîáðåòåíèå îïèñàíî ïîäðîáíî è íà êîíêðåòíûõ ïðèìåðàõ,
ñïåöèàëèñòû â ýòîé îáëàñòè äîëæíû ïîíèìàòü, ÷òî â íåì ìîæíî îñóùåñòâë òü ðàçëè÷íûå
èçìåíåíè  è ìîäèôèêàöèè, íå îòõîä  îò åãî äóõà è íå âûõîä  çà åãî ðàìêè.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè , âêëþ÷àþùèé:
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îáåñïå÷åíèå ìèøåíè, âêëþ÷àþùåé, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó áèîïîëèìåðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, ñîäåðæàùóþ íóêëåèíîâûå îñíîâàíè ;

îáåñïå÷åíèå çîíäà, âêëþ÷àþùåãî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó áèîïîëèìåðíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-çîíä, ñîäåðæàùóþ íóêëåèíîâûå îñíîâàíè ;

äîáàâëåíèå óêàçàííîãî çîíäà è óêàçàííîé ìèøåíè â ñðåäó ñâ çûâàíè  äë  îáåñïå÷åíè 
òåñòèðóåìîãî îáðàçöà;

ïîäà÷ó ïåðâîãî ñòèìóëà (ñòèìóëèðóþùåãî âîçäåéñòâè ) íà óêàçàííûé òåñòèðóåìûé
îáðàçåö äë  ïîëó÷åíè  ïåðâîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà;

äåòåêöèþ ïåðâîãî ñèãíàëà îò óêàçàííîãî ïåðâîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî
îáðàçöà, ïðè ýòîì óêàçàííûé ïåðâûé ñèãíàë êîððåëèðóåò ñî ñðîäñòâîì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè  ìåæäó óêàçàííûì çîíäîì è óêàçàííîé
ìèøåíüþ;

êàëèáðîâêó óêàçàííîãî ïåðâîãî ñèãíàëà îòíîñèòåëüíî ýòàëîííîãî ñèãíàëà;
îïðåäåëåíèå íà îñíîâàíèè óêàçàííîé êàëèáðîâêè ïåðâîãî ñèãíàëà ïåðâîãî âû÷èñëåíè 

óêàçàííîãî ñðîäñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè ;
ïîäà÷ó âòîðîãî ñòèìóëà íà óêàçàííûé ïåðâûé ñòèìóëèðîâàííûé òåñòèðóåìûé îáðàçåö

äë  îáåñïå÷åíè  âòîðîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà;
äåòåêöèþ âòîðîãî ñèãíàëà îò óêàçàííîãî âòîðîãî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî

îáðàçöà, ïðè ýòîì óêàçàííûé âòîðîé ñèãíàë êîððåëèðóåò ñî ñðîäñòâîì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè  ìåæäó óêàçàííûì çîíäîì è óêàçàííîé
ìèøåíüþ; è

êàëèáðîâêó óêàçàííîãî âòîðîãî ñèãíàëà îòíîñèòåëüíî âòîðîãî ýòàëîííîãî ñèãíàëà;
îïðåäåëåíèå íà îñíîâàíèè óêàçàííîé êàëèáðîâêè âòîðîãî ñèãíàëà âòîðîãî âû÷èñëåíè 

óêàçàííîãî ñðîäñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè  è
ñðàâíåíèå óêàçàííîãî ïåðâîãî âû÷èñëåíè  óêàçàííîãî ñðîäñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-

ñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè  è óêàçàííîãî âòîðîãî âû÷èñëåíè  óêàçàííîãî ñðîäñòâà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷åñêîãî ñâ çûâàíè  äë  âûïîëíåíè  àíàëèçà;

ïðè÷åì
(a) (i) óêàçàííûé ïåðâûé ñòèìóë  âë åòñ  ýëåêòðè÷åñêèì íàïð æåíèåì, óêàçàííûé

ïåðâûé ñèãíàë ïðåäñòàâë åò ñîáîé ýëåêòðè÷åñêóþ õàðàêòåðèñòèêó, óêàçàííûé âòîðîé
ñòèìóë  âë åòñ  âîçáóæäàþùèì èçëó÷åíèåì è óêàçàííûé âòîðîé ñèãíàë ïðåäñòàâë åò
ñîáîé èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èëè

(ii) óêàçàííûé ïåðâûé ñòèìóë  âë åòñ  âîçáóæäàþùèì èçëó÷åíèåì, óêàçàííûé ïåðâûé
ñèãíàë ïðåäñòàâë åò ñîáîé èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, óêàçàííûé âòîðîé ñòèìóë
 âë åòñ  ýëåêòðè÷åñêèì íàïð æåíèåì è óêàçàííûé âòîðîé ñèãíàë ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ýëåêòðè÷åñêóþ õàðàêòåðèñòèêó; è

(b) ê óêàçàííîé ñðåäå ñâ çûâàíè  äîáàâë þò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ôëóîðîôîð,
ñâîáîäíûé îò óêàçàííîãî çîíäà è ñâîáîäíûé îò óêàçàííîé ìèøåíè, è/èëè, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îäèí ôëóîðîôîð êîâàëåíòíî ñâ çàí ñ óêàçàííûì çîíäîì.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì ïîäà÷à óêàçàííîãî âòîðîãî ñòèìóëà, ïî ìåíüøåé ìåðå,
÷àñòè÷íî ñîâïàäàåò ñ ïîäà÷åé óêàçàííîãî ïåðâîãî ñòèìóëà.

3. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì óêàçàííîå âîçáóæäàþùåå èçëó÷åíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ëàçåðíûé ëó÷.

4. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì óêàçàííûé, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ôëóîðîôîð  ïåðåäàåò
ýíåðãèþ, ïî ìåíüøåé ìåðå, íà îäíó äðóãóþ ìåòêó äë  ôîðìèðîâàíè  óêàçàííîãî ïåðâîãî
ñèãíàëà èëè óêàçàííîãî âòîðîãî ñèãíàëà.

5. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-çîíä è
óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ñîäåðæàò íóêëåèíîâûå îñíîâàíè 
è óêàçàííûé çîíä ñïåöèôè÷åñêè ãèáðèäèçóåòñ  ñ óêàçàííîé ìèøåíüþ ñ îáðàçîâàíèåì
äóïëåêñà.

6. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-çîíä è
óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ñîäåðæàò íóêëåèíîâûå îñíîâàíè 
è óêàçàííûé çîíä ñïåöèôè÷åñêè ãèáðèäèçóåòñ  ñ óêàçàííîé ìèøåíüþ ñ îáðàçîâàíèåì
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òðèïëåêñà.
7. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-çîíä è

óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ñîäåðæàò íóêëåèíîâûå îñíîâàíè 
è óêàçàííûé çîíä ñïåöèôè÷åñêè ãèáðèäèçóåòñ  ñ óêàçàííîé ìèøåíüþ ñ îáðàçîâàíèåì
êâàäðóïëåêñà.

8. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì óêàçàííûé çîíä  âë åòñ  àíàëîãîì íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
ñîäåðæàùèì, ïî ìåíüøåé ìåðå, ëèáî íåçàð æåííûé îñòîâ, ëèáî ÷àñòè÷íî çàð æåííûé
îñòîâ, ëèáî êàòèîííûé êîìïîíåíò, ëèáî ïîïåðå÷íî-ñøèâàþùèé àãåíò, ëèáî ïîïåðå÷íî-
ñøèâàþùóþ áîêîâóþ öåïü èëè àíàëîã íóêëåèíîâûõ îñíîâàíèé.

9. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èç óêàçàííîãî çîíäà è óêàçàííîé
ìèøåíè ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïåïòèäîíóêëåèíîâóþ êèñëîòó, ñîäåðæàùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíîêèñëîò.

10. Ñïîñîá ïî ï.1, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþùèé
ïîäà÷ó, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî äîïîëíèòåëüíîãî ñòèìóëà íà óêàçàííûé âòîðîé

ñòèìóëèðîâàííûé òåñòèðóåìûé îáðàçåö äë  îáåñïå÷åíè  äîïîëíèòåëüíî
ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà, ãäå óêàçàííûé, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí
äîïîëíèòåëüíûé ñòèìóë ïðåäñòàâë åò ñîáîé ýëåêòðè÷åñêîå íàïð æåíèå èëè
âîçáóæäàþùåå èçëó÷åíèå, ïðèëàãàåìîå ê óêàçàííîìó âòîðîìó ñòèìóëèðîâàííîìó
òåñòèðóåìîìó îáðàçöó ïîñëå äåòåêöèè óêàçàííîãî âòîðîãî ñèãíàëà îò óêàçàííîãî âòîðîãî
ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà;

äåòåêöèþ, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî äîïîëíèòåëüíîãî ñèãíàëà îò óêàçàííîãî
äîïîëíèòåëüíî ñòèìóëèðîâàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà äë  ïðîâåäåíè  òðåòüåãî
âû÷èñëåíè  óêàçàííîãî ñðîäñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè , ïðè ýòîì
óêàçàííûé, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí äîïîëíèòåëüíûé ñèãíàë ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ýëåêòðè÷åñêóþ õàðàêòåðèñòèêó èëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, êîððåëèðóþùèå ñ
óêàçàííûì ñðîäñòâîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè  ìåæäó óêàçàííûì
çîíäîì è óêàçàííîé ìèøåíüþ; è

ñðàâíåíèå óêàçàííîãî ïåðâîãî âû÷èñëåíè  óêàçàííîãî ñðîäñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-
ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè , óêàçàííîãî âòîðîãî âû÷èñëåíè  óêàçàííîãî ñðîäñòâà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè  è óêàçàííîãî òðåòüåãî âû÷èñëåíè 
óêàçàííîãî ñðîäñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè  äë  âûïîëíåíè 
àíàëèçà.

11. Ñïîñîá ïî ï.10, â êîòîðîì óêàçàííûé ïåðâûé ñòèìóë, óêàçàííûé âòîðîé ñòèìóë è
óêàçàííûé, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí äîïîëíèòåëüíûé ñòèìóë îòëè÷àþòñ  äðóã îò äðóãà ïî
ñâîåé ïðèðîäå èëè âåëè÷èíå.

12. Ñïîñîá ïî ï.10, â êîòîðîì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èç óêàçàííîãî ïåðâîãî ñòèìóëà,
óêàçàííîãî âòîðîãî ñòèìóëà è óêàçàííîãî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîãî äîïîëíèòåëüíîãî
ñòèìóëà ïîäàåòñ  ïðåðûâèñòûì îáðàçîì.

13. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èç óêàçàííîãî ïåðâîãî ñòèìóëà è
óêàçàííîãî âòîðîãî ñòèìóëà ïîäàåòñ  ïðåðûâèñòûì îáðàçîì.

14. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èç óêàçàííîãî çîíäà è óêàçàííîé
ìèøåíè ïðèêðåïëåí ê ñóáñòðàòó, ïîâåðõíîñòè, ïåðåãîðîäêå, ìåìáðàíå èëè ýëåêòðîäó.

15. Ñïîñîá àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ñïåöèôè÷íîãî ñâ çûâàíè , âêëþ÷àþùèé:
îáåñïå÷åíèå ìèøåíè, âêëþ÷àþùåé, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó áèîïîëèìåðíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü, ñîäåðæàùóþ íóêëåèíîâûå îñíîâàíè ;
îáåñïå÷åíèå çîíäà, âêëþ÷àþùåãî, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíó áèîïîëèìåðíóþ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-çîíä, ñîäåðæàùóþ íóêëåèíîâûå îñíîâàíè ;
äîáàâëåíèå óêàçàííîãî çîíäà è óêàçàííîé ìèøåíè â ñðåäó ñâ çûâàíè  äë  îáåñïå÷åíè 

òåñòèðóåìîãî îáðàçöà;
îáëó÷åíèå óêàçàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà âîçáóæäàþùèì èçëó÷åíèåì;
èçìåðåíèå äîýëåêòðèçàöèîííîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè óêàçàííîãî òåñòèðóåìîãî

îáðàçöà;
ïîäà÷ó íàïð æåíè  ê óêàçàííîìó òåñòèðóåìîìó îáðàçöó;
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äîïîëíèòåëüíîå îáëó÷åíèå óêàçàííîãî òåñòèðóåìîãî îáðàçöà âîçáóæäàþùèì
èçëó÷åíèåì âî âðåì  èëè ïîñëå óêàçàííîé ïîäà÷è íàïð æåíè ;

èçìåðåíèå ïîñëåýëåêòðèçàöèîííîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè óêàçàííîãî
òåñòèðóåìîãî îáðàçöà âî âðåì  èëè ïîñëå óêàçàííîãî äîïîëíèòåëüíîãî îáëó÷åíè  è

ñðàâíåíèå óêàçàííîé äîýëåêòðèçàöèîííîé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñ óêàçàííîé
ïîñëåýëåêòðèçàöèîííîé èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñöåíöèè äë  îïðåäåëåíè , îòëè÷àåòñ  ëè
óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü îò óêàçàííîé áèîïîëèìåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-çîíäà íà 0, 1, 2 èëè 3 ï.î. äë  âûïîëíåíè  òàêèì îáðàçîì àíàëèçà;

ïðè÷åì (à) óêàçàííûé ñïîñîá îñóùåñòâë þò áåç îòäåëåíè  êîìïëåêñîâ çîíä-ìèøåíü îò
ñâîáîäíûõ çîíäîâ è ìèøåíåé è (b) ê óêàçàííîé ñðåäå ñâ çûâàíè  äîáàâë þò, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îäèí ôëóîðîôîð, ñâîáîäíûé îò óêàçàííîãî çîíäà è ñâîáîäíûé îò óêàçàííîé ìèøåíè,
è/èëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ôëóîðîôîð êîâàëåíòíî ñâ çàí ñ óêàçàííûì çîíäîì.

16. Ñïîñîá ïî ï.15, â êîòîðîì óêàçàííîå âîçáóæäàþùåå èçëó÷åíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ëàçåðíûé ëó÷.

17. Ñïîñîá ïî ï.15, â êîòîðîì óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-çîíä è
óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ñîäåðæàò íóêëåèíîâûå îñíîâàíè ,
è óêàçàííûé çîíä ñïåöèôè÷åñêè ãèáðèäèçóåòñ  ñ óêàçàííîé ìèøåíüþ ñ îáðàçîâàíèåì
äóïëåêñà.

18. Ñïîñîá ïî ï.15, â êîòîðîì óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-çîíä è
óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ñîäåðæàò íóêëåèíîâûå îñíîâàíè 
è óêàçàííûé çîíä ñïåöèôè÷åñêè ãèáðèäèçóåòñ  ñ óêàçàííîé ìèøåíüþ ñ îáðàçîâàíèåì
òðèïëåêñà.

19. Ñïîñîá ïî ï.15, â êîòîðîì óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-çîíä è
óêàçàííà  áèîïîëèìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü ñîäåðæàò íóêëåèíîâûå îñíîâàíè 
è óêàçàííûé çîíä ñïåöèôè÷åñêè ãèáðèäèçóåòñ  ñ óêàçàííîé ìèøåíüþ ñ îáðàçîâàíèåì
êâàäðóïëåêñà.

20. Ñïîñîá ïî ï.15, â êîòîðîì óêàçàííûé çîíä  âë åòñ  àíàëîãîì íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
ñîäåðæàùèì, ïî ìåíüøåé ìåðå, ëèáî íåçàð æåííûé îñòîâ, ëèáî ÷àñòè÷íî çàð æåííûé
îñòîâ, ëèáî êàòèîííûé êîìïîíåíò, ëèáî ïîïåðå÷íî-ñøèâàþùèé àãåíò, ëèáî ïîïåðå÷íî-
ñøèâàþùóþ áîêîâóþ öåïü èëè àíàëîã íóêëåèíîâûõ îñíîâàíèé.

21. Ñïîñîá ïî ï.15, â êîòîðîì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èç óêàçàííîãî çîíäà è
óêàçàííîé ìèøåíè ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïåïòèäî-íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, ñîäåðæàùóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àìèíîêèñëîò.

22. Ñïîñîá ïî ï.15, â êîòîðîì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí èç óêàçàííîãî çîíäà è
óêàçàííîé ìèøåíè ïðèêðåïëåí ê ñóáñòðàòó, ïîâåðõíîñòè, ïåðåãîðîäêå, ìåìáðàíå èëè
ýëåêòðîäó.
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