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(57) Abstract: 
FIELD: biology.
SUBSTANCE: invention relates to nucleotide

sequence associated with increasing or reducing
of ovulatory rate in mammalians, namely GDF-9B.
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of ovulatory rate and composition for method
embodiment.
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Äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íóêëåîòèäíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì, êîòîðûå
ó÷àñòâóþò â óâåëè÷åíèè èëè óìåíüøåíèå ñêîðîñòè îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùèõ.

Â ÷àñòíîñòè, èçîáðåòåíèå, â îáùåì, êàñàåòñ  íîâûõ ìóòàöèé â ãåíå, êîòîðûé ó÷àñòâóåò
â óâåëè÷åíèè ñêîðîñòè îâóë öèè ó ãåòåðîçèãîòíûõ îñîáåé æåíñêîãî ïîëà ìëåêîïèòàþùèõ;
óêàçàííûå ìóòàöèè âûçûâàþò ñòåðèëüíîñòü ãîìîçèãîòíûõ îñîáåé æåíñêîãî ïîëà
ìëåêîïèòàþùèõ. Çíàíèå ìóòàíòíîé ãåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîæíî èñïîëüçîâàòü â
òåñòå ïî èäåíòèôèêàöèè ãåòåðîçèãîòíûõ èëè ãîìîçèãîòíûõ ìëåêîïèòàþùèõ æåíñêîãî è
ìóæñêîãî ïîëà, íåñóùèõ ìóòàíòíûé ãåí. Óêàçàííûå ñâåäåíè  î áèîëîãè÷åñêîé ôóíêöèè ãåíà
è åãî ìóòàöè õ ìîæíî òàêæå èñïîëüçîâàòü äë  òîãî, ÷òîáû óâåëè÷èòü èëè óìåíüøèòü
ñêîðîñòü îâóë öèè ó îñîáåé æåíñêîãî ïîëà ìëåêîïèòàþùèõ, èëè äë  òîãî, ÷òîáû
èíäóöèðîâàòü ñòåðèëüíîñòü èëè ïîíèæåííóþ ïëîäîâèòîñòü ìëåêîïèòàþùèõ æåíñêîãî ïîëà.

ÏÐÅÄÏÎÑÛËÊÀ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Âñå ññûëêè, âêëþ÷à  ëþáûå ïàòåíòû èëè ïàòåíòíûå çà âêè, öèòèðîâàííûå â äàííîì

îïèñàíèè, âêëþ÷åíû çäåñü â âèäå ññûëêè. Íå äåëàåòñ  äîïóùåíè , ÷òî ëþáà  ññûëêà
ñîñòàâë åò ïðåäøåñòâóþùèé óðîâåíü òåõíèêè. Ïðè îáñóæäåíèè ññûëîê êîíñòàòèðóåòñ  òî,
î ÷åì óòâåðæäàþò èõ àâòîðû, è çà âèòåëè ñîõðàí þò ïðàâî âûñêàçàòü ñîìíåíèå â òî÷íîñòè
è ðåëåâàíòíîñòè öèòèðîâàííûõ äîêóìåíòîâ. Áóäåò ñîâåðøåííî ïîí òíî, ÷òî õîò  çäåñü
ïðèâåäåíû ññûëêè íà ð ä ïóáëèêàöèé ïðåäøåñòâóþùåãî óðîâí  òåõíèêè, äàííîå
óïîìèíàíèå íå  âë åòñ  ïðèçíàíèåì òîãî, ÷òî ëþáîé èç óêàçàííûõ äîêóìåíòîâ ñîñòàâë åò
÷àñòü îñíîâíûõ îáùåïðèí òûõ çíàíèé â äàííîé îáëàñòè â Íîâîé Çåëàíäèè èëè êàêîé-ëèáî
äðóãîé ñòðàíå.

Ãåí âûñîêîé ïëîäîâèòîñòè Inverdale (FecXI)  âë åòñ  îñíîâíûì ãåíîì ïëîäîâèòîñòè ó
îâåö, êîòîðûé âïåðâûå èäåíòèôèöèðîâàëè â îòàðå Ðîìíè (Inverdale), ñîñòî ùåì èç
ïîòîìêîâ îâöû Ðîìíè (À281), âñå èç êîòîðûõ åäèíîîáðàçíî èìåëè âûñîêèé ïî ÷èñëåííîñòè
ïðèïëîä. Èññëåäîâàíè  ïî ðàñùåïëåíèþ ãåíîâ ïîêàçàëè, ÷òî ãåí íåñåò Õ-õðîìîñîìà (Davis
et al., 1991). Îäíà êîïè  ãåíà ó ãåòåðîçèãîòíûõ îâåö I+ óâåëè÷èâàåò ñêîðîñòü îâóë öèè
ïðèìåðíî íà îäíó äîïîëíèòåëüíóþ  éöåêëåòêó, è ÷èñëåííîñòü ïðèïëîäà ïðèìåðíî íà 0,6
 ãí ò íà îêîò îâöû. Îäíàêî ãîìîçèãîòíûå îâöû II, íåñóùèå äâå êîïèè ãåíà, èìåþò
íåáîëüøèå íåôóíêöèîíàëüíûå  è÷íèêè è  âë þòñ  áåñïëîäíûìè (Davis et al., 1992).
Èññëåäîâàíè  ýìáðèîíîâ îâåö I+ è II ïîêàçàëè, ÷òî ðàçâèòèå  è÷íèêîâ  âë åòñ 
íîðìàëüíûì ïðèìåðíî äî 100 äí  ýìáðèîíàëüíîé æèçíè: ðàçâèòèå ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê,
ôîðìèðîâàíèå ôîëëèêóëîâ  è÷íèêà è ñàìûå ðàííèå ñòàäèè ðîñòà ôîëëèêóëîâ  âë þòñ 
íîðìàëüíûìè. Îäíàêî ó ýìáðèîíîâ II ïîñëå 100 äí  ýìáðèîíàëüíîé æèçíè íàðóøàåòñ 
ðàçâèòèå ôîëëèêóëîâ ïîñëå ïåðâè÷íîé ñòàäèè ðîñòà, è íå îáíàðóæèâàþòñ  íîðìàëüíûå
âòîðè÷íûå ôîëëèêóëû (Smith et al., 1997). Ìåæäó òåì, êàê îîöèòû ó æèâîòíûõ II
óâåëè÷èâàþòñ  â äèàìåòðå (>40 ìêì), íåò äàííûõ î ïðîëèôåðàöèè çåðíèñòûõ êëåòîê, â
îòëè÷èå îò ïðîëèôåðàöèè, êîòîðà  íàáëþäàëàñü áû â íîðìå (Braw-Tal et al., 1993;
McNatty et al., 1995a; Smith et al., 1997). Òàêèì îáðàçîì, íàëè÷èå èíôàíòèëüíûõ
íåôóíêöèîíàëüíûõ  è÷íèêîâ ó ýìáðèîíîâ, íîâîðîæäåííûõ è âçðîñëûõ æèâîòíûõ II
 âë åòñ  ñëåäñòâèåì áëîêèðîâàíè  ðàçâèòè  ôîëëèêóëîâ ïîñëå ïåðâè÷íîé ñòàäèè ðîñòà.

Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî âòîðà  ïëîäîâèòà  îòàðà Ðîìíè (Hanna, 1995), äë  êîòîðîé
èçâåñòíî ðîäñòâî ñ îòàðîé Inverdale, íåñåò Õ-ñöåïëåííóþ ìóòàöèþ ñ ôåíîòèïîì, ïîäîáíûì
Inverdale. Ïîäòâåðæäåíèå òîãî, ÷òî æèâîòíûå Hanna íåñëè ìóòàöèþ (FecXH) â ãåíå
Inverdale, ïîëó÷èëè, êîãäà ïðè ñêðåùèâàíèè áàðàíà íîñèòåë  Inverdale ñ îâöàìè
íîñèòåëüíèöàìè Hanna ïîëó÷èëè ãîìîçèãîòíûõ ñòåðèëüíûõ ñàìîê (Davis et al., 1995).
Óêàçàííóþ ëèíèþ Hanna ñîäåðæàëè â Invermay â âèäå îòäåëüíîé ãðóïïû áîê î áîê ñ
èñõîäíîé ëèíèåé Inverdale.

Â êà÷åñòâå ÷àñòè ïîèñêà ãåíà, îòâåòñòâåííîãî çà ïðèçíàê Inverdale, àâòîðû
èçîáðåòåíè  ñêîíñòðóèðîâàëè êàðòó ãåíåòè÷åñêîãî ñöåïëåíè  Õ-õðîìîñîìû îâöû (Galloway
et al., 1996), è ëîêàëèçîâàëè ãåí Inverdale â ðàéîíå 10 ñÌ, ôëàíêèðîâàííîì
ìèíèñàòåëëèòíûìè ìàðêåðàìè (Galloway et al., 1999). Ëîêàëèçàöè  ãåíà â Õ-õðîìîñîìå
îâåö ñóçèëà ïîèñê êàíäèäàòîâ íà òå ãåíû, êîòîðûå êàðòèðîâàíû â äðóãèõ Õ-õðîìîñîìàõ
ìëåêîïèòàþùèõ, ïîñêîëüêó, ïî÷òè áåç èñêëþ÷åíè , ãåíû, ïðèñóòñòâóþùèå â Õ-õðîìîñîìå
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îäíîãî ìëåêîïèòàþùåãî, òàêæå ïðèñóòñòâóþò â Õ-õðîìîñîìàõ äðóãèõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ
(Ohno, 1973).

Íàñëåäîâàíèå ãåíà Inverdale ïî Õ-õðîìîñîìå ïðåäîñòàâë åò óäîáíûé ñïîñîá ïîëó÷åíè 
ïëîäîâèòûõ îâåö - íîñèòåëåé îäíîé êîïèè Inverdale, ïîñêîëüêó âñå äî÷åðè áàðàíà
íîñèòåë  Inverdale áóäóò íàñëåäîâàòü ãåí. Ñïåöèàëèñò ïî ðàçâåäåíèþ áàðàíîâ èñïîëüçóåò
ãåíåòè÷åñêèé ìàðêåð äë  òîãî, ÷òîáû èäåíòèôèöèðîâàòü áàðàíîâ-íîñèòåëåé äë  ïðîäàæè, à
êîììåð÷åñêèå ñïåöèàëèñòû ïî ðàçâåäåíèþ ïîêóïàþò ýòèõ áàðàíîâ, ÷òîáû ïîëó÷èòü
ïëîäîâèòûõ îâåö, êîòîðûõ çàòåì ñïàðèâàþò ñ êîíå÷íûì ïðîèçâîäèòåëåì ñ ïîëó÷åíèåì
ïîòîìñòâà äë  çàáî . Ïîêàçàíî, ÷òî êîììåð÷åñêîå èñïîëüçîâàíèå ãåíà Inverdale  âë åòñ 
âûñîêî ïðèáûëüíûì â ñóùåñòâóþùåé ñèñòåìå êîíå÷íîãî ñïàðèâàíè  ñ äîáàâëåííîé
ñòîèìîñòüþ, ðàâíîé 1760$ íà îäíîãî êóïëåííîãî áàðàíà Inverdale, ïî ñðàâíåíèþ ñ
îáû÷íûì áàðàíîì (Amer et al., 1998). Äë  ïîëó÷åíè  ýëèòíûõ áàðàíîâ-ïðîèçâîäèòåëåé,
íåñóùèõ ãåí, íåîáõîäèìî ðàçëè÷àòü íå íîñèòåëåé (ñàìîê ++ èëè ñàìöîâ +Y) è íîñèòåëåé
îäíîé êîïèè (ñàìîê I+ èëè ñàìöîâ IY).

Òåñò ñ ãåíåòè÷åñêèì ìàðêåðîì ðàçðàáîòàëè íà îñíîâå íàñëåäîâàíè  ôëàíêèðóþùèõ
ìèíèñàòåëëèòíûõ ìàðêåðîâ âîêðóã ãåíà (ò.å. òåñò íà ãàïëîòèï) (Galloway et al., 1999);
îí ïîêàçàí íà ôèãóðå 1. Îäíàêî â äàííîì òåñòå ìîæíî òîëüêî èäåíòèôèöèðîâàòü òåõ
æèâîòíûõ, êîòîðûå óíàñëåäîâàëè ãàïëîòèï Inverdale îò èçâåñòíîãî íîñèòåë , è íå
 âë åòñ  òî÷íûì íà 100%, òàê êàê â òåñòå íå âû âë åòñ  ãåí Inverdale êàê òàêîâîé.
Ãàïëîòèï èç òîãî æå ñàìîãî ðàéîíà Õ-õðîìîñîìû îâöû ðîäîñëîâíîé Hanna, êîòîðà  íåñåò
íåðîäñòâåííûé âàðèàíò Inverdale, îòëè÷àëñ  îò ãàïëîòèïà, íàáëþäàåìîãî â ïîòîìñòâå
À281.

Â 1996 ãîäó ïîêàçàëè, ÷òî ôàêòîð ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè 9 (GDF-9), ÷ëåí
ñóïåðñåìåéñòâà òðàíñôîðìèðóþùåãî ôàêòîðà ðîñòà áåòà (TGF-β), ñïåöèôè÷íî
ýêñïðåññèðóåòñ  â îîöèòå âçðîñëîé ìûøè, ãäå îí íåîáõîäèì äë  ôîëëèêóëîãåíåçà (Dong et
al., 1996). Ìàòðè÷íà  ÐÍÊ GDF-9 ñèíòåçèðóåòñ  òîëüêî â îîöèòå, íà÷èíà  ñî ñòàäèè
ïðèìîðäèàëüíîãî/ïåðâè÷íîãî îäíîñëîéíîãî ôîëëèêóëà âïëîòü äî ïåðèîäà ïîñëå îâóë öèè,
è ñàìêè ìûøåé, íîêàóòèðîâàííûõ ïî GDF-9, ñòåðèëüíû âñëåäñòâèå áëîêèðîâàíè  ðàçâèòè 
ôîëëèêóëîâ íà ýòîé ñòàäèè ïåðâè÷íîãî îäíîñëîéíîãî ôîëëèêóëà. Æèâîòíûå, ãîìîçèãîòíûå
ïî ãåíó Inverdale, ñòåðèëüíû ñ ôåíîòèïîì, ïîäîáíûì ôåíîòèïó ìûøè, íîêàóòèðîâàííîé ïî
GDF-9 (McNatty et al., 1995b). Çàòåì GDF-9 êàðòèðîâàëè íà õðîìîñîìå 5 îâöû, è ïîýòîìó
ãåí íå ìîæåò áûòü îòâåòñòâåííûì çà ôåíîòèï Inverdale (Sadighi et al., 1998).

Âòîðîé ðîäñòâåííûé ÷ëåí ñåìåéñòâà, GDF-9B, òàêæå íàçûâàåìûé ÂÌÐ15,
èäåíòèôèöèðîâàëè â  è÷íèêàõ ìûøè è ÷åëîâåêà, è îáíàðóæèëè, ÷òî îí ñîâìåñòíî
ýêñïðåññèðóåòñ  ñ GDF-9 (Laitinen et al., 1998; Dube et al., 1998). ÂÌÐ15 êàðòèðîâàëè
ó ìûøåé íà Õ-õðîìîñîìå, âáëèçè Fsc1 (Dube et al., 1998). Fsc1 (êîìïîíåíò ôèáðîçíîé
îáîëî÷êè) òàêæå èçâåñòåí êàê Akap4 (áåëîê 4  êîð  êèíàçû À), êîòîðûé áûë êàðòèðîâàí
íà Õ-õðîìîñîìå ìûøè íà ðàññòî íèè 1,6 ñÌ îò öåíòðîìåðû (áàçà äàííûõ ãåíîìà ìûøè
(MGD), îêò áðü 1999) è â ïîëîñå ð11,2 Õ-õðîìîñîìû ÷åëîâåêà (Dube et al., 1998).
Ïðåäâàðèòåëüíûå èññëåäîâàíè  îâöû Inverdale (ãåíîòèïîâ ++, I+ è II) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìîëåêóë ðíîãî çîíäà, êîòîðûé íå äåëàåò ðàçëè÷èé ìåæäó ãåíîòèïàìè, ïîêàçûâàþò, ÷òî
ìÐÍÊ GDF-9B ýêñïðåññèðóåòñ  â îîöèòàõ ïåðâè÷íûõ, íî íå ïðèìîðäèàëüíûõ ôîëëèêóëîâ, è
÷òî ýêñïðåññè  óêàçàííîé ìÐÍÊ â  è÷íèêå îãðàíè÷åíà îîöèòàìè (Galloway et al., 2000).

×ëåíû ñóïåðñåìåéñòâà TGF-β èìåþò ñõîäíûå ñòðóêòóðû ãåíîâ. Ðàéîí, êîäèðóþùèé GDF-
9B, íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ äâóõ ýêçîíîâ, ðàçäåëåííûõ èíòðîíîì äëèíîé 4,2 ò.ï.í
(÷åëîâåê) è 3,5 ò.ï.í. (ìûøü) (Dube et al., 1998). Ó ëþäåé ïîëíîðàçìåðíà  êîäèðóþùà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 1176 ï.í. ïðîäóöèðóåò ïðåïðîïåïòèä èç 392 àìèíîêèñëîò, èç
êîòîðûõ ïåðâûå 17 àìèíîêèñëîò ñîîòâåòñòâóþò ñåêðåòîðíîìó ñèãíàëó. Ïîëíîðàçìåðíûé
ïðåïðîïåïòèä ÷åëîâåêà è ìûøè ñîäåðæèò ñàéò ïðîöåññèíãà äë  ïðîòåîëèòè÷åñêîãî
ðàñùåïëåíè  ñ âûñâîáîæäåíèåì çðåëîãî àêòèâíîãî Ñ-êîíöåâîãî ïåïòèäà èç 125
àìèíîêèñëîò è N-êîíöåâîãî ïðîäóêòà ïðîïåïòèäà (Laitinen et al., 1998; Dube et al.,
1998). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èíòðîíà íàõîäèòñ  â äîìåíå ïðîïåïòèäà, òàê ÷òî ïîëíûé
çðåëûé êîäèðóþùèé ðàéîí îáíàðóæèâàåòñ  â ýêçîíå 2.
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Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà ÂÌÐ15 (GDF-9B) ÷åëîâåêà äèêîãî òèïà îïèñàíà â ïàòåíòàõ
ÑØÀ 5728679 è 5635372. Áåëîê äèêîãî òèïà îïèñàí êàê ïðèãîäíûé äë  ëå÷åíè  äåôåêòîâ
êîñòè è õð ùà è/èëè äðóãèõ ñîåäèíèòåëüíûõ òêàíåé, è â çàæèâëåíèè ðàí è ðåïàðàöèè
òêàíåé.

Àâòîðû èçîáðåòåíè  â íàñòî ùåå âðåì  èäåíòèôèöèðîâàëè ìóòàíòíóþ ôîðìó ãåíà
GDF-9B îâöû ó îâåö, ýêñïðåññèðóþùèõ ôåíîòèï Inverdale èëè Hanna, è âïåðâûå
îáíàðóæèëè, ÷òî äàííà  ìóòàíòíà  ôîðìà GDF-9B îòâåòñòâåííà çà ïîâûøåííóþ îâóë öèþ,
íàáëþäàåìóþ ó äàííûõ îâåö, è çà ñòåðèëüíîñòü, íàáëþäàåìóþ ó ãîìîçèãîòíûõ îâåö.

Äàííîå èçîáðåòåíèå, â îáùåì, íàïðàâëåíî íà ìóòàíòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è
ñîîòâåòñòâóþùèé êîäèðóåìûé áåëîê.

ÑÓÙÍÎÑÒÜ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Òàêèì îáðàçîì, â ïåðâîì àñïåêòå äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîé

ìóòàíòíîé ìîëåêóëå íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B, ñîäåðæàùåé íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

à) SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 èëè SEQ ID NO:7;
b) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñïîñîáíîé ãèáðèäèçîâàòüñ  â æåñòêèõ óñëîâè õ ñ

ìîëåêóëîé(àìè) ïî (à);
ñ) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà   âë åòñ  ôóíêöèîíàëüíûì âàðèàíòîì èëè ôðàãìåíòîì

ìîëåêóëû(óë), îïðåäåëåííîé â (à);
d) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîìïëåìåíòàðíîé ìîëåêóëå(àì), îïðåäåëåííîé â (à), (b) èëè

(ñ); è
e) àíòèñìûñëîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùåé ëþáîé èç ìîëåêóë(û) ïî (à) -

(d).
Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ìîëåêóëó ÐÍÊ, êÐÍÊ,

ãåíîìíîé ÄÍÊ èëè êÄÍÊ è ìîæåò áûòü îäíî- èëè äâóöåïî÷å÷íîé. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé
êèñëîòû òàêæå íåîá çàòåëüíî ìîæåò âêëþ÷àòü îäíî èëè áîëåå ñèíòåòè÷åñêèõ íåïðèðîäíûõ
èëè èçìåíåííûõ íóêëåîòèäíûõ îñíîâàíèé, èëè èõ êîìáèíàöèþ.

Äàííîå èçîáðåòåíèå, êðîìå òîãî, îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó èäåíòèôèêàöèè ìëåêîïèòàþùåãî,
êîòîðûé íåñåò ìóòàíòíóþ ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B, ïðè ýòîì óêàçàííûé
ñïîñîá âêëþ÷àåò ñëåäóþùèå ñòàäèè:

(i) ïîëó÷åíèå îáðàçöà òêàíè èëè êðîâè îò ìëåêîïèòàþùåãî;
(ii) âûäåëåíèå ÄÍÊ èç îáðàçöà;
(iii) íåîá çàòåëüíî âûäåëåíèå ÄÍÊ GDF-9B èç ÄÍÊ, ïîëó÷åííîé íà ñòàäèè (i);
(iv) íåîá çàòåëüíî èññëåäîâàíèå ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ çîíäà, êîìïëåìåíòàðíîãî ìóòàíòíîé

ÄÍÊ GDF-9B ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ;
(v) íåîá çàòåëüíî àìïëèôèêàöèþ êîëè÷åñòâà ìóòàíòíîé ÄÍÊ GDF-9B è
(vi) îïðåäåëåíèå òîãî, íåñåò ëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ GDF-9B, ïîëó÷åííà  íà ñòàäèè

(ii), ìóòàöèþ, ñâ çàííóþ ñî ñòåðèëüíîñòüþ èëè ñ óâåëè÷åíèåì èëè ñíèæåíèåì îâóë öèè.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî ñòàäèþ àìïëèôèêàöèè (v) ìîæíî âûïîëíèòü ëþáûì òðàäèöèîííûì

ñïîñîáîì, òàêèì êàê ïîëèìåðàçíà  öåïíà  ðåàêöè  èëè ëèãàçíà  öåïíà  ðåàêöè .
Ñîãëàñíî åùå îäíîìó àñïåêòó äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ãåíåòè÷åñêîìó ìàðêåðó

äë  ñâ çàííîé ñ ÄÍÊ ñåëåêöèè â îòíîøåíèè ïîâûøåííîé îâóë öèè èëè ñòåðèëüíîñòè ó
ìëåêîïèòàþùåãî, ñîäåðæàùåìó ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðà  ñïåöèôè÷íî
ãèáðèäèçóåòñ  ñ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñîãëàñíî ïåðâîìó àñïåêòó
èçîáðåòåíè , èëè ñ ãåíîìíîé ÄÍÊ, âêëþ÷àþùåé èëè ñâ çàííîé ñ ìóòàíòíîé ìîëåêóëîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B.

Ìëåêîïèòàþùåå ìîæåò áûòü ìóæñêîãî èëè æåíñêîãî ïîëà è ìîæåò áûòü ÷åëîâåêîì, èëè
äîìàøíèì, ïðîæèâàþùèì âìåñòå ñ ÷åëîâåêîì, çîîïàðêîâûì èëè äèêèì ìëåêîïèòàþùèì.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìëåêîïèòàþùåå âûáðàíî èç ëþäåé, îâåö, êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, êîç,
îëåíåé, ëîøàäåé, âåðáëþäîâ, îïîññóìîâ, ñâèíåé, ìûøåé, êðûñ, ëàñîê, êðîëèêîâ, çàéöåâ,
õîðüêîâ, êîøåê è ñîáàê.

Â ñëåäóþùåì àñïåêòå äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîìó ïîëèïåïòèäó,
êîäèðóåìîìó ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû, èìåþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
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ïðåäñòàâëåííóþ âûøå â (à)-(d). Ïðåäïî÷òèòåëüíî ïîëèïåïòèä èìååò àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO:6 è SEQ ID NO:8, èëè åå ôóíêöèîíàëüíûé âàðèàíò èëè ôðàãìåíò.

Åùå â îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîìó ïîëèïåïòèäó, èìåþùåìó
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âêëþ÷àþùóþ SEQ ID NO:10, èëè åãî
ôóíêöèîíàëüíîìó âàðèàíòó èëè ôðàãìåíòó.

Â äîïîëíèòåëüíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîé ìîëåêóëå íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, èìåþùåé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âêëþ÷àþùóþ SEQ I NO:9, èëè åå
ôóíêöèîíàëüíîìó ôðàãìåíòó èëè âàðèàíòó.

Â åùå îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîé ìîëåêóëå íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, êîòîðà  êîäèðóåò ïîëèïåïòèä, ïî ñóùåñòâó òàêîé, êàê îïèñàíî âûøå.

Â ñëåäóþùåì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ìîäóëèðîâàíè  ñêîðîñòè
îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà, ïðè ýòîì óêàçàííûé ñïîñîá âêëþ÷àåò ñòàäèþ
ââåäåíè  óêàçàííîìó ìëåêîïèòàþùåìó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà
GDF-9B, ïîëèïåïòèäà GDF-9B äèêîãî òèïà èëè ôóíêöèîíàëüíîãî ôðàãìåíòà èëè âàðèàíòà
êàæäîãî èç íèõ.

Èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó óâåëè÷åíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó
ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà, êîòîðûé íå íåñåò ìóòàíòíîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé
êèñëîòû GDF-9B, âêëþ÷àþùåìó ñòàäèþ ââåäåíè  óêàçàííîìó ìëåêîïèòàþùåìó
ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà GDF-9B èëè åãî ôóíêöèîíàëüíîãî
âàðèàíòà èëè ôðàãìåíòà.

Êðîìå òîãî, èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó óâåëè÷åíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó
ñòåðèëüíîé îñîáè æåíñêîãî ïîëà ìëåêîïèòàþùåãî, êîòîðà  íåñåò äâå êîïèè ìóòàíòíîé
ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B, âêëþ÷àþùåìó ñòàäèþ ââåäåíè  óêàçàííîìó
ìëåêîïèòàþùåìó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ïîëèïåïòèäà GDF-9B äèêîãî òèïà.

Â åùå îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó óâåëè÷åíè  èëè óìåíüøåíè 
ñêîðîñòè îâóë öèè èëè èíäóêöèè ñòåðèëüíîñòè ó îñîáè æåíñêîãî ïîëà ìëåêîïèòàþùåãî,
âêëþ÷àþùåìó ñòàäèþ ââåäåíè  ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç:

à) ýôôåêòèâíî èììóíèçèðóþùåãî êîëè÷åñòâà ïîëèïåïòèäà GDF-9B äèêîãî èëè
ìóòàíòíîãî òèïà, èëè åãî ôóíêöèîíàëüíîãî ôðàãìåíòà èëè âàðèàíòà;

b) àíòèñìûñëîâîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû, íàïðàâëåííîé ïðîòèâ ÄÍÊ,
êîäèðóþùåé ïîëèïåïòèä GDF-9B äèêîãî èëè ìóòàíòíîãî òèïà èëè åãî ôóíêöèîíàëüíûé
ôðàãìåíò èëè âàðèàíò;

ñ) ëèãàíäà, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ èëè  âë åòñ  àíòèãåíîì ê ïîëèïåïòèäó GDF-9B
äèêîãî èëè ìóòàíòíîãî òèïà, èëè åãî ôóíêöèîíàëüíîìó ôðàãìåíòó èëè âàðèàíòó;

÷òîáû òàêèì îáðàçîì èíãèáèðîâàòü áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïîëèïåïòèäà GDF-9B
ìóòàíòíîãî èëè äèêîãî òèïà.

Â åùå îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé ýôôåêòèâíîå
êîëè÷åñòâî ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà GDF-9B èëè åãî ôóíêöèîíàëüíîãî ôðàãìåíòà èëè
âàðèàíòà, âìåñòå ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè èëè âåòåðèíàðíî ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì èëè
ðàçáàâèòåëåì.

Â åùå îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé ýôôåêòèâíîå
êîëè÷åñòâî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç:

à) ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà GDF-9B ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ;
b) ïîëèïåïòèäà GDF-9B äèêîãî òèïà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ;
ñ) àíòèñìûñëîâîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû, íàïðàâëåííîé ïðîòèâ ïîëèïåïòèäà

GDF-9B äèêîãî èëè ìóòàíòíîãî òèïà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ;
d) ëèãàíäà, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ èëè  âë åòñ  àíòèãåíîì ê ïîëèïåïòèäó GDF-9B

äèêîãî èëè ìóòàíòíîãî òèïà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ;
âìåñòå ñ ôàðìàöåâòè÷åñêè èëè âåòåðèíàðíî ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì èëè ðàçáàâèòåëåì.
Ñîãëàñíî åùå îäíîìó àñïåêòó èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîíñòðóêöèè èëè âåêòîðó,

ñîäåðæàùåìó ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ñóùåñòâó òàêóþ, êàê îïèñàíî âûøå.
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Äàííîå èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê êëåòêå-õîç èíó, òðàíñôîðìèðîâàííîé âåêòîðîì
èëè êîíñòðóêöèåé, ñîäåðæàùåé ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ.

Ñîãëàñíî ñëåäóþùåìó àñïåêòó èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîé ìîëåêóëå
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñîäåðæàùåé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO:12 èëè SEQ ID NO:14, èëè åå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîìó
ôðàãìåíòó èëè âàðèàíòó.

Èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîìó ïîëèïåïòèäó, ñîäåðæàùåìó
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO:13 è
SEQ ID NO:15.

Â åùå îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîìó ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîìó
âàðèàíòó ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí â SEQ ID NO:11.

Ñîãëàñíî ñëåäóþùåìó àñïåêòó äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäñòàâëåíà âûäåëåííà 
ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñîäåðæàùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåèíîâîé êèñëîòû,
êîòîðà  ïðåäñòàâëåíà â SEQ ID NO:16.

Äàííîå èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîìó ïîëèïåïòèäó, ñîäåðæàùåìó
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïðåäñòàâëåíà â SEQ ID NO:17.

Èçîáðåòåíèå òàêæå îõâàòûâàåò ñïîñîá óìåíüøåíè  ñêîðîñòè îâóë öèè èëè èíäóêöèè
ñòåðèëüíîñòè ó îïîññóìà, êîòîðûé âêëþ÷àåò ñòàäèþ ââåäåíè  ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà
ïîëèïåïòèäà, èìåþùåãî àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïðåäñòàâëåíà â
SEQ ID NO:17, èëè åãî ôóíêöèîíàëüíîãî âàðèàíòà èëè ôðàãìåíòà.

Íåñìîòð  íà òî, ÷òî èçîáðåòåíèå â îáùèõ ÷åðòàõ îïðåäåëåíî âûøå, ñïåöèàëèñòàì â
äàííîé îáëàñòè áóäåò ïîí òíî, ÷òî îíî ýòèì íå îãðàíè÷åíî, è ÷òî èçîáðåòåíèå òàêæå
âêëþ÷àåò ïðåäïî÷òèòåëüíûå âàðèàíòû, êîòîðûå ïðèâåäåíû íèæå â âèäå ïðèìåðîâ.

ÊÐÀÒÊÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ ×ÅÐÒÅÆÅÉ
Â ÷àñòíîñòè, ïðåäïî÷òèòåëüíûå àñïåêòû èçîáðåòåíè  áóäóò îïèñàíû â ñâ çè ñ

ñîïðîâîæäàþùèìè ÷åðòåæàìè, ãäå:
Íà ôèãóðå 1 ïîêàçàíà êàðòà ãåíåòè÷åñêîãî ñöåïëåíè  Õ-õðîìîñîìû îâöû. Ãåíåòè÷åñêèå

ðàññòî íè  äàíû â ñàíòèìîðãàíàõ (ñÌ) ïî Kosamabi. Ãåí Inverdale êàðòèðîâàí â ðàéîíå,
óêàçàííîì çàøòðèõîâàííûì ñòîëáèêîì.

Íà ôèãóðå 2à ïîêàçàíà íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýêçîíà 2 GDF-9B îâöû
Inverdale. Ïîëîæåíèå çàìåíû íóêëåîòèäà Ò íà À â Inverdale (íà ðàññòî íèè 92
íóêëåîòèäîâ îò ñàéòà ïðîöåññèíãà) óêàçàíî æèðíûì øðèôòîì. Òðèïëåòíûé êîäîí,
çàòðîíóòûé äàííîé çàìåíîé, ïîä÷åðêíóò. Ñàéò ïðîöåññèíãà äë  ïðîòåîëèòè÷åñêîãî
îòùåïëåíè  ïðîïåïòèäà îò çðåëîãî ôðàãìåíòà è ñòîï-êîäîí TGA îáâåäåíû ðàìêîé.
Êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü çðåëîãî ïåïòèäà íàõîäèòñ  ìåæäó äâóì  ðàìêàìè.

Íà ôèãóðå 2b ïîêàçàíà íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýêçîíà 2 GDF-9B ó îâåö
Hanna. Ïîëîæåíèå çàìåíû íóêëåîòèäà C íà T â Hanna (íà ðàññòî íèè 67 íóêëåîòèäîâ îò
ñàéòà ïðîöåññèíãà) óêàçàíî æèðíûì øðèôòîì. Òðèïëåòíûé êîäîí, çàòðîíóòûé äàííîé
çàìåíîé, ïîä÷åðêíóò. Ñàéò ïðîöåññèíãà äë  ïðîòåîëèòè÷åñêîãî îòùåïëåíè  ïðîïåïòèäà îò
çðåëîãî ôðàãìåíòà è ñòîï-êîäîí TGA îáâåäåíû ðàìêîé. Êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
çðåëîãî ïåïòèäà íàõîäèòñ  ìåæäó äâóì  ðàìêàìè.

Íà ôèãóðå 2ñ ïîêàçàíà íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 394-599 ï.í. ôèãóðû 2à.
Íà ôèãóðå 2d ïîêàçàíà íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 394-599 ï.í. ôèãóðû 2b.
Íà ôèãóðå 2e ïîêàçàíà íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 472-486 ï.í. ôèãóðû 2à.
Íà ôèãóðå 2f ïîêàçàíà íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 448-462 ï.í. ôèãóðû 2b.
Íà ôèãóðå 3à ïîêàçàíà âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áåëêà GDF-9B

Inverdale, êîäèðóåìîãî íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, èçîáðàæåííîé íà ôèãóðå 2à.
Çðåëûé GDF-9B ïîêàçàí îáû÷íûì øðèôòîì, à ÷àñòü ïðîïåïòèäà ïîêàçàíà êóðñèâîì.
Àìèíîêèñëîòà (àñïàðàãèíîâà  êèñëîòà, D), ïîëó÷àåìà  çàìåíîé îñíîâàíè  â Inverdale,
îòìå÷åíà æèðíûì øðèôòîì.

Íà ôèãóðå 3b ïîêàçàíà âûâåäåííà  àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü óêîðî÷åííîãî
áåëêà GDF-9B Hanna, êîäèðóåìîãî íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, èçîáðàæåííîé íà
ôèãóðå 2b. Çðåëûé ïåïòèä GDF-9B ïîêàçàí îáû÷íûì øðèôòîì, à ÷àñòü ïðîïåïòèäà
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ïîêàçàíà êóðñèâîì. Àìèíîêèñëîòà äèêîãî òèïà (ãëóòàìèí, Q) ïðåâðàùàåòñ  â ñòîï-êîäîí
(END) ó ìóòàíòà Hanna.

Íà ôèãóðå 4 ïîêàçàíî ñðàâíåíèå âûâåäåííîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
GDF-9B îâöû ñ áåëêîì ÷åëîâåêà è ìûøè. Íîìåðà â ñêîáêàõ âûøå ëèíèè óêàçûâàþò
ïîëîæåíè  àìèíîêèñëîò çðåëîãî ïåïòèäà. Íåçàøòðèõîâàííûé òðåóãîëüíèê ïîêàçûâàåò
ïîëîæåíèå ïîëèìîðôèçìà ïî Leu, à òåìíûé òðåóãîëüíèê ïîêàçûâàåò ïîëîæåíèå
åäèíñòâåííîãî èíòðîíà. Ïðåäïîëàãàåìûé ñàéò ïðîöåññèíãà RRAR è êîíñåðâàòèâíûå
öèñòåèíû çàøòðèõîâàíû ñåðûì. Ïîëîæåíè  ìóòàöèé FecXI è FecXH â ïîëîæåíè õ
àìèíîêèñëîò 23 è 31 óêàçàíû æèðíûì øðèôòîì.

Íà ôèãóðå 5 ïîêàçàíà õðîìàòîãðàììà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè GDF-9B îâåö Inverdale,
Hanna è äèêîãî òèïà, ïîêàçûâàþùà  ðàéîí, ãäå ïðîèñõîä ò ìóòàöèè.

Íà ôèãóðå 6 ïîêàçàíî ñîïîñòàâëåíèå ìóòàíòíîãî ðàéîíà ïðåäñêàçàííîãî áåëêà FecXI ñ
÷ëåíàìè ñóïåðñåìåéñòâà TGFβ äðóãèõ âèäîâ.

Íà ôèãóðå 7 ïîêàçàíà êàðòà ñöåïëåíè  ðàéîíà Õ-õðîìîñîìû îâöû, ñîäåðæàùåãî ãåí
GDF9-B.

Íà ôèãóðå 8 ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû àíàëèçà âû âëåíè  âàðèàíòà SNP ó îâåö, íåñóùèõ
ìóòàöèþ FecXI Inverdale, è íå íîñèòåëåé, ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñùåïëåíè  XbaI
èñêóññòâåííîãî ôðàãìåíòà ÏÖÐ. Ðàñùåïë þòñ  ÄÍÊ íîñèòåëåé, ñîäåðæàùèõ àëëåëü À.
Ðàñùåïëåííûå ôðàãìåíòû íå íîñèòåëåé ++, ãåòåðîçèãîòíûõ I+ è ãîìîçèãîòíûõ II íîñèòåëåé
ïîêàçàíû â ñðàâíåíèè ñ ôðàãìåíòàìè îò ãåòåðîçèãîòíûõ ñàìîê (îáðàçöû À1, À2), áàðàíîâ-
íîñèòåëåé (îáðàçöû À5, À10) è áàðàíîâ - íå íîñèòåëåé (îáðàçöû À3, À4, À6, À7, À8,
À11, À12 è À13).

ÏÎÄÐÎÁÍÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî ìóòàöèè â ãåíå GDF-9B ó îâåö Inverdale è Hanna îòâåòñòâåííû

çà ïîâûøåíèå ñêîðîñòè îâóë öèè ó ãåòåðîçèãîòíûõ æèâîòíûõ è çà ñòåðèëüíîñòü ó
ãîìîçèãîòíûõ æèâîòíûõ.

Â öåë õ îïèñàíè  áóäåò âïîëíå ïîí òíî, ÷òî ñëîâî «âêëþ÷àþùèé» îçíà÷àåò
«ñîäåðæàùèé, íî íå îãðàíè÷åííûé ýòèì», è ÷òî ñëîâî «âêëþ÷àåò» èìååò ñîîòâåòñòâóþùåå
çíà÷åíèå.

Òåðìèí «âûäåëåííûé» îçíà÷àåò â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îòäåëåííûé èëè î÷èùåííûé îò
çàãð çí þùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â êëåòêå èëè îðãàíèçìå, èç êîòîðîãî íóêëåèíîâà 
êèñëîòà ïðîèñõîäèò â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ, è âêëþ÷àåò íóêëåèíîâûå êèñëîòû,
î÷èùåííûå ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè î÷èñòêè, à òàêæå íóêëåèíîâûå êèñëîòû, ïîëó÷åííûå
ïîñðåäñòâîì ðåêîìáèíàíòíîé òåõíîëîãèè, âêëþ÷à  ñïîñîá ÏÖÐ, è íóêëåèíîâûå êèñëîòû,
êîòîðûå áûëè ñèíòåçèðîâàíû. Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû âûäåë þò
èç ãåíîìíîé ÄÍÊ îâöû, ýêñïðåññèðóþùåé ôåíîòèï Inverdale èëè Hanna.

Òåðìèí «ìîäóëèðîâàíèå îâóë öèè» îçíà÷àåò óâåëè÷åíèå èëè óìåíüøåíèå ñêîðîñòè
îâóë öèè ïî ñðàâíåíèþ ñî ñêîðîñòüþ, íàáëþäàåìîé ó èíòàêòíîãî ìëåêîïèòàþùåãî.

Òåðìèí «ëèãàíä» îòíîñèòñ  ê ëþáîé ìîëåêóëå, êîòîðà  ìîæåò ñâ çûâàòüñ  ñ äðóãîé
ìîëåêóëîé, òàêîé êàê ïîëèïåïòèä èëè ïåïòèä, è ñëåäóåò ñ÷èòàòü, ÷òî òåðìèí âêëþ÷àåò â
ñåá , íî íå îãðàíè÷åí ýòèì, àíòèòåëà è ìîëåêóëû ôàãîâîãî äèñïëå .

Çîíä è ïðàéìåðû, èñïîëüçóåìûå â äàííîì ñïîñîáå, òàêæå ñîñòàâë þò ÷àñòü
èçîáðåòåíè . Óêàçàííûå çîíäû è ïðàéìåðû ìîãóò ñîäåðæàòü ôðàãìåíò ìîëåêóëû
íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, ñïîñîáíîé ãèáðèäèçîâàòüñ  â æåñòêèõ
óñëîâè õ ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ìóòàíòíîãî ãåíà GDF-9B. Òàêèå çîíäû è ïðàéìåðû òàêæå
ïðèìåíèìû â èññëåäîâàíèè ñòðóêòóðû è ôóíêöèè ìóòàíòíîãî ãåíà è äë  ïîëó÷åíè 
ãîìîëîãîâ ãåíà íå îò îâåö, à îò äðóãèõ ìëåêîïèòàþùèõ, ýêñïðåññèðóþùèõ ôåíîòèï
Inverdale èëè Hanna.

Çîíäû èëè ïðàéìåðû íóêëåèíîâîé êèñëîòû ìîæíî ïîëó÷èòü íà îñíîâå íóêëåèíîâûõ
êèñëîò ñîãëàñíî äàííîìó èçîáðåòåíèþ. «Çîíä» ñîäåðæèò âûäåëåííóþ íóêëåèíîâóþ
êèñëîòó, ñâ çàííóþ ñ ðåãèñòðèðóåìîé ìåòêîé èëè ðåïîðòåðíîé ìîëåêóëîé. Îáû÷íûå ìåòêè
âêëþ÷àþò ðàäèîàêòèâíûå èçîòîïû, ëèãàíäû, õåìèëþìèíåñöåíòíûå èëè ôëóîðåñöåíòíûå
àãåíòû è ôåðìåíòû.
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«Ôðàãìåíò» íóêëåèíîâîé êèñëîòû  âë åòñ  ÷àñòüþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðà 
êîðî÷å, ÷åì ïîëíà  äëèíà, è ñîäåðæèò, ïî ìåíüøåé ìåðå, ìèíèìàëüíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïîñîáíóþ ñïåöèôè÷åñêè ãèáðèäèçîâàòüñ  ñ ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé
êèñëîòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, èëè ñ êîìïëåìåíòàðíîé åé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ â æåñòêèõ
óñëîâè õ, êîòîðûå îïðåäåëåíû íèæå. «Ôðàãìåíò» ïîëèïåïòèäà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÷àñòü
ïîëèïåïòèäà, êîòîðà  êîðî÷å, ÷åì ïîëíà  äëèíà, íî êîòîðà  ïðîäîëæàåò ñîõðàí òü
áèîëîãè÷åñêóþ ôóíêöèþ ëèáî óâåëè÷åíè , ëèáî óìåíüøåíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó
ìëåêîïèòàþùåãî, èëè âûçûâàåò ñòåðèëüíîñòü ó ìëåêîïèòàþùåãî. Ñëåäîâàòåëüíî,
ôðàãìåíò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ îáëàäàåò, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíîé èç áèîëîãè÷åñêèõ
àêòèâíîñòåé íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè ïîëèïåïòèäà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ.

«Ïðàéìåðû» ïðåäñòàâë þò ñîáîé êîðîòêèå íóêëåèíîâûå êèñëîòû, ïðåäïî÷òèòåëüíî
îëèãîíóêëåîòèäû ÄÍÊ äëèíîé 15 íóêëåîòèäîâ èëè áîëåå, êîòîðûå îòæèãàþòñ  ñ
êîìïëåìåíòàðíîé öåïüþ ÄÍÊ-ìèøåíè ïóòåì ãèáðèäèçàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò, îáðàçó 
ãèáðèä ìåæäó ïðàéìåðîì è öåïüþ ÄÍÊ-ìèøåíè, çàòåì óäëèí þòñ  âäîëü öåïè ÄÍÊ-ìèøåíè
ïîëèìåðàçîé, ïðåäïî÷òèòåëüíî ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé. Ïàðû ïðàéìåðîâ ìîæíî èñïîëüçîâàòü
äë  àìïëèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, íàïðèìåð ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèåé (ÏÖÐ) èëè äðóãèìè ñïîñîáàìè àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò,
õîðîøî èçâåñòíûìè â äàííîé îáëàñòè. Ïàðû ïðàéìåðîâ ÏÖÐ ìîæíî ïîëó÷èòü èç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñîãëàñíî äàííîìó èçîáðåòåíèþ, íàïðèìåð,
èñïîëüçó  êîìïüþòåðíûå ïðîãðàììû, ïðåäíàçíà÷åííûå äë  ýòîé öåëè, òàêèå êàê Primer
(âåðñè  0,5© 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA).

Ñïîñîáû ïîëó÷åíè  è ïðèìåíåíè  çîíäîâ è ïðàéìåðîâ îïèñàíû, íàïðèìåð, â Sambrook
et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed, vol.1-3, ed Sambrook et al., Cold
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY, 1989.

Çîíäû è ïðàéìåðû ìîãóò áûòü ñâîáîäíûìè â ðàñòâîðå èëè êîâàëåíòíî èëè íåêîâàëåíòíî
ñâ çàííûìè ñ òâåðäîé ïîäëîæêîé ñòàíäàðòíûìè ñïîñîáàìè.

«Æåñòêèå óñëîâè » äë  àìïëèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû-
ìèøåíè (íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ) ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíêðåòíîé ïàðû ïðàéìåðîâ äë 
àìïëèôèêàöèè ïðåäñòàâë þò ñîáîé óñëîâè , êîòîðûå ïîçâîë þò ïàðå ïðàéìåðîâ
ãèáðèäèçîâàòüñ  òîëüêî ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû-ìèøåíè, ñ êîòîðîé
ñâ çàëñ  áû ïðàéìåð, èìåþùèé ñîîòâåòñòâóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äèêîãî òèïà (èëè åå
êîìïëåìåíò).

Íà ãèáðèäèçàöèþ íóêëåèíîâûõ êèñëîò âëè þò òàêèå óñëîâè , êàê êîíöåíòðàöè  ñîëè,
òåìïåðàòóðà èëè îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè, íàð äó ñ ñîñòàâîì îñíîâàíèé, äëèíîé
êîìïëåìåíòàðíûõ öåïåé è êîëè÷åñòâîì îøèáî÷íûõ ñïàðèâàíèé íóêëåîòèäíûõ îñíîâàíèé
ìåæäó ãèáðèäèçóþùèìèñ  íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè, ÷òî áóäåò õîðîøî ïîí òíî
ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè.

Â òîì ñëó÷àå, êîãäà òåðìèí «ñïåöèôè÷íûé äë  (ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè)»
îòíîñèòñ  ê çîíäó èëè ïðàéìåðó, îí ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî çîíä èëè ïðàéìåð â
æåñòêèõ óñëîâè õ ãèáðèäèçóåòñ  òîëüêî ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ â äàííîì
îáðàçöå, ñîäåðæàùåì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü-ìèøåíü.

Â îäíîì âàðèàíòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ãåíåòè÷åñêîìó ìàðêåðó äë  îñíîâàííîé íà
ÄÍÊ ñåëåêöèè æèâîòíûõ â îòíîøåíèè ïîâûøåííîé îâóë öèè èëè ñòåðèëüíîñòè ó îâåö, êîç,
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, îëåíåé, ìûøåé, êðûñ èëè äðóãèõ êîììåð÷åñêè âàæíûõ
ìëåêîïèòàþùèõ. Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðèñïîñîáëåíè ì äë  èñïîëüçîâàíè  ìîëåêóëû
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, ñîäåðæàùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîëó÷åííóþ èç ìóòàíòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ GDF-9B èëè ãåíîìíîé ÄÍÊ, êîòîðà  ñâ çàíà ñ ìóòàíòíûì ãåíîì
GDF-9B, ÷òîáû èäåíòèôèöèðîâàòü âàðèàíòû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ó îòäåëüíûõ æèâîòíûõ,
êîòîðûå ñâ çàíû ñ ïîâûøåííîé îâóë öèåé èëè ñòåðèëüíîñòüþ ó ýòîãî æèâîòíîãî. Õîò 
óêàçàííûå âàðèàíòû íåîá çàòåëüíî íåïîñðåäñòâåííî ìîãóò âûçûâàòü õàðàêòåðíûé ïðèçíàê
ïîâûøåííîé îâóë öèè èëè ñòåðèëüíîñòè, îíè áóäóò äîñòàòî÷íî áëèçêî ñâ çàííûìè ñ íèì,
÷òîáû ïðåäñêàçàòü íàëè÷èå õàðàêòåðíîãî ïðèçíàêà. Ñïîñîáû, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ
èäåíòèôèöèðóþò óêàçàííûå âàðèàíòû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè è
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âêëþ÷àþò, íî íå îãðàíè÷åíû ýòèì, ïîëèìîðôèçì äëèí ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ (RFLP),
AFLP, ïð ìîå ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ â ìóòàíòíîì ãåíå GDF-9B èëè ñâ çàííîé ñ íèì ÄÍÊ,
èëè èäåíòèôèêàöèþ è õàðàêòåðèñòèêó âàðüèðóþùåãî êîëè÷åñòâà òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ
(VNTR) èëè ïîëèìîðôèçì ìèêðîñàòåëëèòîâ (äè- èëè òðèíóêëåîòèäíûå ïîâòîðû), âû âëåíèå
è õàðàêòåðèñòèêó îäíîíóêëåîòèäíîãî ïîëèìîðôèçìà (SNP).

Ïîëèïåïòèä ìîæíî ïîëó÷èòü â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèè ïîäõîä ùåãî âåêòîðà,
ñîäåðæàùåãî ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ èëè åå
ôóíêöèîíàëüíûé âàðèàíò èëè ôðàãìåíò, â ïîäõîä ùåé êëåòêå-õîç èíå, ÷òî äîëæíî áûòü
ïîí òíî ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè.

Êëîíèðóþùèé âåêòîð ìîæíî âûáðàòü â ñîîòâåòñòâèè ñ èñïîëüçóåìûì õîç èíîì èëè
êëåòêîé-õîç èíîì. Ïðèãîäíûå âåêòîðû, êàê ïðàâèëî, èìåþò ñëåäóþùèå õàðàêòåðèñòèêè:

(à) ñïîñîáíîñòü ê ñàìîðåïëèêàöèè;
(b) îáëàäàíèå åäèíñòâåííîé ìèøåíüþ äë  ëþáîé êîíêðåòíîé ðåñòðèêöèîííîé

ýíäîíóêëåàçû; è
(ñ) æåëàòåëüíî íåñóò ãåíû äë  ëåãêî ñåëåêòèðóåìûõ ìàðêåðîâ, òàêèõ êàê óñòîé÷èâîñòü

ê àíòèáèîòèêàì.
Äâà îñíîâíûõ òèïà âåêòîðîâ, îáëàäàþùèõ òàêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè, ïðåäñòàâë þò

ñîáîé ïëàçìèäû è áàêòåðèàëüíûå âèðóñû (áàêòåðèîôàãè èëè ôàãè). Ïðåäïî÷òèòåëüíûå â
íàñòî ùåå âðåì  âåêòîðû ìîãóò âêëþ÷àòü ñëåäóþùèå âåêòîðû: pUC, pBlueScript, pGEM,
PGEX, pBK-CMV, ZAP ë ìáäà, GEM ë ìáäà è ñåðèþ pSP. Îäíàêî óêàçàííûé ñïèñîê íå
ñëåäóåò   ðàññìàòðèâàòü êàê îãðàíè÷èâàþùèé ðàìêè äàííîãî èçîáðåòåíè .

Ìîëåêóëû ÄÍÊ ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî ýêñïðåññèðîâàòü, ïîìåùà  èõ â
ôóíêöèîíàëüíîé ñâ çè ñ ïîäõîä ùèìè ðåãóë òîðíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè â
ðåïëèöèðóþùåìñ  ýêñïðåññèðóþùåì âåêòîðå. Ðåãóë òîðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íàð äó ñ
ïðî÷èìè ìîãóò âêëþ÷àòü òî÷êè íà÷àëà ðåïëèêàöèè, ïðîìîòîð, ýíõàíñåð è
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òåðìèíàöèè òðàíñêðèïöèè. Âûáîð ðåãóë òîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîòîðóþ íåîáõîäèìî âêëþ÷èòü â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð, çàâèñèò îò òèïà õîç èíà èëè
êëåòêè-õîç èíà, ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  òîãî, ÷òîáû èñïîëüçîâàòü åãî äë  ýêñïðåññèè ÄÍÊ.

Êàê ïðàâèëî, ïðèãîäíûìè õîç åâàìè  âë þòñ  ïðîêàðèîòè÷åñêèå, äðîææåâûå êëåòêè è
êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Òàêæå â òåðìèí «õîç åâà» âêëþ÷åíû ïëàçìèäíûå âåêòîðû.
Ïîäõîä ùèå ïðîêàðèîòè÷åñêèå õîç åâà âêëþ÷àþò E.coli, âèäû Bacillus è ðàçëè÷íûå âèäû
Pseudomonas. Îáû÷íî èñïîëüçóåìûå ïðîìîòîðû, òàêèå êàê ïðîìîòîðíûå
ñèñòåìû β-ëàêòàìàçû (ïåíèöèëëàçû) è ëàêòîçû (lac), õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè.
Ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëþáóþ äîñòóïíóþ ïðîìîòîðíóþ ñèñòåìó, ñîâìåñòèìóþ ñ âûáðàííûì
õîç èíîì. Âåêòîðû, èñïîëüçóåìûå äë  äðîææåé, òàêæå äîñòóïíû è õîðîøî èçâåñòíû.
Ïîäõîä ùèì ïðèìåðîì  âë åòñ  2-ìèêðîííà  ïëàçìèäà ñ íà÷àëîì ðåïëèêàöèè.

Ïîäîáíûì îáðàçîì âåêòîðû äë  ïðèìåíåíè  â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ òàêæå õîðîøî
èçâåñòíû. Òàêèå âåêòîðû âêëþ÷àþò õîðîøî èçâåñòíûå ïðîèçâîäíûå SV-40, àäåíîâèðóñà,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ èç ðåòðîâèðóñà, âèðóñîâ ïðîñòîãî ãåðïåñà è
âåêòîðû, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå êîìáèíàöèè ïëàçìèäíîé è ôàãîâîé ÄÍÊ.

Â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíû äðóãèå ýóêàðèîòè÷åñêèå ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû
(íàïðèìåð, P.J.Southern and P. Berg, J. Mol. Appl. Genet. I, 327-341 (1982); S.
Subramani et al., Mol. Cell. Biol. I, 854-864 (1981); R J. Kaufmann and P.A.Sharp,
«Amplification and Expression of Sequences Cotransfected with a Modular Dihydrofolate
Reducase Complementary DNA Gene, J. Mol. Biol. 159, 601-621 (1982); R J. Kaufmann and
P.A.Sharp, Mol. Cell. Biol. 159, 601-664 (1982); S.I.Scahill et al., «Expressions and
Characterisation of the Product of a Human Immune Interferon DNA Gene in Chinese
Hamster Ovary Cells,» Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 80, 4654-4659 (1983); G. Urlaub and
L.A.Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 77, 4216-4220, (1980).

Ïðèìåíèìûå â äàííîì èçîáðåòåíèè ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû ñîäåðæàò, ïî ìåíüøåé
ìåðå, îäíó ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåãóë öèè ýêñïðåññèè, êîòîðà  ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàíà ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ èëè ôðàãìåíòîì, êîòîðûé íåîáõîäèìî ýêñïðåññèðîâàòü.
Ðåãóë òîðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âñòðîåíà â âåêòîð äë  òîãî, ÷òîáû êîíòðîëèðîâàòü è
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ðåãóëèðîâàòü ýêñïðåññèþ êëîíèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Ïðèìåðàìè ïðèãîäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðåãóë öèè ýêñïðåññèè  âë åòñ  ñèñòåìà lac, ñèñòåìà trp, ñèñòåìà
tac, ñèñòåìà trc, îñíîâíûå ðàéîíû îïåðàòîðà è ïðîìîòîðà ôàãà ë ìáäà, ãëèêîëèòè÷åñêèå
ïðîìîòîðû êèñëîé ôîñôàòàçû äðîææåé, íàïðèìåð, Pho5, ïðîìîòîðû ñèíõðîíèçèðóþùèõ
ôàêòîðîâ àëüôà äðîææåé è ïðîìîòîðû, ïîëó÷åííûå èç âèðóñà ïîëèîìû, àäåíîâèðóñà,
ðåòðîâèðóñà è âèðóñà îáåçü í, íàïðèìåð ðàííèé è ïîçäíèé ïðîìîòîðû SV40, è äðóãèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò ýêñïðåññèþ ãåíîâ ïðîêàðèîòè÷åñêèõ è
ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê, è èõ âèðóñîâ, èëè èõ êîìáèíàöèè.

Â êîíñòðóêöèè âåêòîðà òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíî èìåòü âîçìîæíîñòü îòëè÷àòü âåêòîð,
âêëþ÷àþùèé ÷óæåðîäíóþ ÄÍÊ, îò íåìîäèôèöèðîâàííûõ âåêòîðîâ ïîñðåäñòâîì óäîáíîãî è
áûñòðîãî àíàëèçà. Ðåïîðòåðíûå ñèñòåìû, èñïîëüçóåìûå â òàêèõ àíàëèçàõ, âêëþ÷àþò
ðåïîðòåðíûå ãåíû è äðóãèå äåòåêòèðóåìûå ìåòêè, êîòîðûå äàþò èçìåð åìûå èçìåíåíè 
öâåòà, óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì è òîìó ïîäîáíîå. Â îäíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âåêòîðå
èñïîëüçóþò ðåïîðòåðíûé ãåí β-ãàëàêòîçèäàçû, è ýòîò ãåí äåòåêòèðóåòñ  áëàãîäàð 
êëîíàì, ïðî âë þùèì ñèíèé ôåíîòèï íà ÷àøêàõ ñ X-ãàë. Ýòî îáëåã÷àåò ñåëåêöèþ. Â îäíîì
âàðèàíòå ãåí β-ãàëàêòîçèäàçû ìîæíî çàìåíèòü ãåíîì, êîäèðóþùèì ïîëèýäðèí; è óêàçàííûé
ãåí äåòåêòèðóåòñ  áëàãîäàð  êëîíàì, ïðî âë þùèì áåëûé ôåíîòèï ïðè îêðàøèâàíèè ñ
ïîìîùüþ X-ãàë. Óêàçàííà  ñåëåêöè  íà îñíîâå ñèíå-áåëîãî îêðàøèâàíè  ìîæåò ñëóæèòü â
êà÷åñòâå ìàðêåðà, ïðèìåíèìîãî äë  äåòåêòèðîâàíè  ðåêîìáèíàíòíûõ âåêòîðîâ.

Ïîñëå ñåëåêöèè âåêòîðû ìîæíî âûäåëèòü èç êóëüòóðû, èñïîëüçó  ñòàíäàðòíûå ñïîñîáû,
òàêèå êàê ýêñòðàêöè  çàìîðàæèâàíèåì-îòòàèâàíèåì, ñ ïîñëåäóþùåé î÷èñòêîé.

Äë  ýêñïðåññèè âåêòîðû, ñîäåðæàùèå ÄÍÊ ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ è ðåãóë òîðíûå
ñèãíàëû, âñòðàèâàþò èëè ââîä ò ïîñðåäñòâîì òðàíñôåêöèè â õîç èíà èëè êëåòêó-õîç èíà.
Íåêîòîðûå ïðèãîäíûå ýêñïðåññèðóþùèå êëåòêè-õîç åâà âêëþ÷àþò õîðîøî èçâåñòíûå
ïðîêàðèîòè÷åñêèå è ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè. Íåêîòîðûå ïîäõîä ùèå ïðîêàðèîòè÷åñêèå
õîç åâà âêëþ÷àþò, íàïðèìåð, E.coli, òàêèå êàê E.coli SG-936, E.coli HB 101, E.coli
W3110, E.coli X1776, E.coli X2282, E.coli DHT è E.coli MR01, Pseudomonas, Bacillus,
òàêèå êàê Bacillus subtilis, è Streptomyces. Ïîäõîä ùèå ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè
âêëþ÷àþò äðîææè è äðóãèå ãðèáû, êëåòêè íàñåêîìûõ, êëåòêè æèâîòíûõ, òàêèå êàê êëåòêè
COS è êëåòêè CHO, êëåòêè ÷åëîâåêà â êóëüòóðå òêàíè.

Â çàâèñèìîñòè îò èñïîëüçóåìîãî õîç èíà òðàíñôîðìàöèþ âûïîëí þò ñîãëàñíî
ñòàíäàðòíûì ñïîñîáàì, ïîäõîä ùèì äë  òàêèõ êëåòîê. Äë  ïðîêàðèîò èëè äðóãèõ êëåòîê,
êîòîðûå ñîäåðæàò ïðî÷íûå êëåòî÷íûå ñòåíêè, ìîæíî ïðèìåí òü ñïîñîá îáðàáîòêè
êàëüöèåì (Cohen, S N Proceedings, National Academy of Science, USA 69 2110 (1972)).
Äë  êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ, íå èìåþùèõ òàêèõ êëåòî÷íûõ ñòåíîê, ïðåäïî÷òèòåëåí ñïîñîá
îñàæäåíè  ôîñôàòîì êàëüöè  Graeme and Van Der Eb, Virology 52: 546 (1978).
Òðàíñôîðìàöèè äðîææåé îñóùåñòâë þò ñîãëàñíî ñïîñîáó Van Solingen et al. J. Bact. 130:
946 (1977) è Hsiao et al. Proceedings, National Academy of Science, 76: 3829 (1979).

Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè âûáðàííîãî õîç èíà ñîîòâåòñòâóþùèì âåêòîðîì ìîæíî
ïðîäóöèðîâàòü êîäèðóåìûé ïîëèïåïòèä èëè ïåïòèä ÷àñòî â ôîðìå ñëèòîãî áåëêà
ïîñðåäñòâîì êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê-õîç åâ. Ïîëèïåïòèä èëè ïåïòèä ñîãëàñíî
èçîáðåòåíèþ ìîæíî äåòåêòèðîâàòü ïîñðåäñòâîì áûñòðîãî àíàëèçà, êàê óêàçàíî âûøå.
Çàòåì ïîëèïåïòèä èëè ïåïòèä èçâëåêàþò è î÷èùàþò êàê ýòî íåîáõîäèìî. Èçâëå÷åíè  è
î÷èñòêè ìîæíî äîñòè÷ü, èñïîëüçó  ëþáîé èç ñïîñîáîâ, èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè,
íàïðèìåð, àáñîðáöèåé íà àíèîíîîáìåííîé ñìîëå è ýëþèðîâàíèåì. Óêàçàííûé ñïîñîá
ïðîäóöèðîâàíè  ïîëèïåïòèäà èëè ïåïòèäà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ñîñòàâë åò ñëåäóþùèé
àñïåêò äàííîãî èçîáðåòåíè .

Êëåòêè-õîç åâà, òðàíñôîðìèðîâàííûå âåêòîðàìè ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, òàêæå
îáðàçóþò ñëåäóþùèé àñïåêò èçîáðåòåíè .

Êðîìå òîãî, â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ òàêæå ìîæíî èñïîëüçîâàòü íóêëåîòèäû è
ïåïòèäû, îáëàäàþùèå çíà÷èòåëüíîé èäåíòè÷íîñòüþ ñ íóêëåîòèäíûìè è àìèíîêèñëîòíûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ. Â äàííîì îïèñàíèè «çíà÷èòåëüíà 
èäåíòè÷íîñòü» îçíà÷àåò, ÷òî äâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðè îïòèìàëüíîì ñîïîñòàâëåíèè,
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òàêîì êàê ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì GAP èëè BESTFIT (íóêëåîòèäû è ïåïòèäû), èñïîëüçó 
îöåíêó ïðîáåëîâ ïî óìîë÷àíèþ, èëè îöåíèâàåìûå ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíîãî àëãîðèòìà
BLASTP (ïåïòèäû) èëè BLASTX (íóêëåîòèäû), ïðî âë þò èäåíòè÷íîñòü, ïî ìåíüøåé ìåðå,
60%, ïðåäïî÷òèòåëüíî 75% è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî 90-95% ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ïîëîæåíè  îñòàòêîâ, êîòîðûå íå  âë þòñ  èäåíòè÷íûìè, îòëè÷àþòñ 
êîíñåðâàòèâíûìè àìèíîêèñëîòíûìè çàìåíàìè. Íàïðèìåð, çàìåíû àìèíîêèñëîò, èìåþùèõ
ñõîäíûå õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà, òàêèå êàê çàð ä èëè ïîë ðíîñòü, íå äîëæíû âëè òü íà
ñâîéñòâà áåëêà. Ïðèìåðû âêëþ÷àþò çàìåíû àñïàðàãèíà íà ãëóòàìèí èëè àñïàðàãèíîâîé
êèñëîòû íà ãëóòàìèíîâóþ êèñëîòó.

Òåðìèí «âàðèàíò» â èñïîëüçóåìîì çäåñü ñìûñëå âêëþ÷àåò ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé
êèñëîòû è ïîëèïåïòèäû è ïåïòèäû, èìåþùèå «çíà÷èòåëüíóþ èäåíòè÷íîñòü» ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ. Âàðèàíò ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì
ìîäèôèêàöèè íàòèâíîé íóêëåîòèäíîé èëè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òàêèìè
ìîäèôèêàöè ìè, êàê èíñåðöèè, çàìåíû èëè äåëåöèè îäíîãî èëè áîëåå íóêëåîòèäîâ èëè
àìèíîêèñëîò, èëè ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé âàðèàíò ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè . Òåðìèí
«âàðèàíò» òàêæå âêëþ÷àåò ãîìîëîãè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ãèáðèäèçóþòñ  ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ â ñòàíäàðòíûõ óñëîâè õ ãèáðèäèçàöèè,
òàêèìè êàê 2 × SSC ïðè 65°Ñ, èëè ïðåäïî÷òèòåëüíî â æåñòêèõ óñëîâè õ ãèáðèäèçàöèè,
òàêèìè êàê 6 × SSC ïðè 55°Ñ, ïðè óñëîâèè, ÷òî âàðèàíò ñïîñîáåí ìîäóëèðîâàòü ñêîðîñòü
îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùèõ æåíñêîãî ïîëà. Â òåõ ñëó÷à õ, êîãäà æåëàòåëåí òàêîé âàðèàíò,
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íàòèâíîé ÄÍÊ èçìåí þò ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì.
Óêàçàííîå èçìåíåíèå ìîæíî îñóùåñòâèòü ïîñðåäñòâîì ñèíòåçà ÄÍÊ èëè ïîñðåäñòâîì
ìîäèôèêàöèè íàòèâíîé ÄÍÊ, íàïðèìåð, ñàéò-ñïåöèôè÷íûì èëè êàññåòíûì ìóòàãåíåçîì.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî â òåõ ñëó÷à õ, êîãäà íåîáõîäèìû ìîäèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
÷àñòåé êÄÍÊ èëè ãåíîìíîé ÄÍÊ, ïðèìåí þò ñàéò-ñïåöèôè÷íûé íàïðàâë åìûé ïðàéìåðîì
ìóòàãåíåç, èñïîëüçó  ñòàíäàðòíûå â äàííîé îáëàñòè ñïîñîáû.

Òåðìèí «áåëîê èëè ïîëèïåïòèä» îòíîñèòñ  ê áåëêó, êîäèðóåìîìó ìîëåêóëîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷à  ôðàãìåíòû, ìóòàöèè è ãîìîëîãè,
èìåþùèå òàêóþ æå áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ò.å. àêòèâíîñòü â ìîäóëèðîâàíèè îâóë öèè.
Áåëîê èëè ïîëèïåïòèä ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî âûäåëèòü èç ïðèðîäíîãî èñòî÷íèêà,
ïîëó÷èòü ïîñðåäñòâîì ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû èëè
ñèíòåçèðîâàòü õèìè÷åñêèì ïóòåì.

Â ñëåäóþùåì àñïåêòå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðèìåíåíèþ ìóòàíòíîãî ïîëèïåïòèäà
GDF-9B, êîòîðûé èìååò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðåäñòàâëåííóþ íà ôèãóðå
3à èëè 3b, èëè åãî âàðèàíòà èëè ôðàãìåíòà, ïî ñóùåñòâó îáëàäàþùåãî åãî àêòèâíîñòüþ, â
ñïîñîáå ìîäóëèðîâàíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùåãî.

Ñïîñîá ìîæåò âêëþ÷àòü ââåäåíèå óêàçàííîìó ìëåêîïèòàþùåìó ýôôåêòèâíîãî
êîëè÷åñòâà GDF-9B ìóòàíòíîãî èëè äèêîãî òèïà, èëè åãî àíòèòåëà èëè àíòèãåíà, èëè åãî
âàðèàíòà.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîäóëèðîâàíèå ñêîðîñòè îâóë öèè âêëþ÷àåò èíäóöèðîâàíèå
ñòåðèëüíîñòè ó ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà ïîñðåäñòâîì ââåäåíè  ëèãàíäà èëè
àíòèãåíà ìóòàíòíîãî GDF-9B, ÷òîáû ñíèçèòü óðîâåíü ýíäîãåííîãî ìóòàíòíîãî GDF-9B.

Â äîïîëíèòåëüíîì àñïåêòå äàííîå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ëèãàíäó, êîòîðûé
ñâ çûâàåòñ  ñ ïîëèïåïòèäîì ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ. Â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ëèãàíäîì
 âë åòñ  àíòèòåëî. Ñëåäóåò ïîíèìàòü, ÷òî òåðìèí «àíòèòåëî» îõâàòûâàåò ôðàãìåíòû èëè
àíàëîãè àíòèòåë, êîòîðûå ñîõðàí þò ñïîñîáíîñòü ñâ çûâàòüñ  ñ ïîëèïåïòèäîì ñîãëàñíî
èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷à , íî íå îãðàíè÷èâà  ýòèì, Fv, F(ab)2-ôðàãìåíòû, ìîëåêóëû ScFv è
òîìó ïîäîáíîå. Àíòèòåëî ìîæåò áûòü ïîëèêëîíàëüíûì èëè ìîíîêëîíàëüíûì, íî
ïðåäïî÷òèòåëüíî  âë åòñ  ìîíîêëîíàëüíûì. Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ ëèãàíäîì ìîæåò áûòü
ìîëåêóëà ôàãîâîãî äèñïëå .

Ñîãëàñíî ñëåäóþùåìó àñïåêòó ïðåäñòàâëåíà êîìïîçèöè , ñîäåðæàùà , ïî ìåíüøåé
ìåðå, ïîëèïåïòèä ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ è ôàðìàöåâòè÷åñêè èëè âåòåðèíàðíî ïðèåìëåìûé
íîñèòåëü èëè ðàçáàâèòåëü. Êîíå÷íî, â êîìïîçèöèþ ìîæíî âêëþ÷èòü áîëåå îäíîãî
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ïîëèïåïòèäà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ.
Ñîãëàñíî åùå îäíîìó àñïåêòó äàííîãî èçîáðåòåíè  ïðåäñòàâëåí íàáîð äë 

èäåíòèôèêàöèè ìëåêîïèòàþùèõ ìóæñêîãî è æåíñêîãî ïîëà, êîòîðûå íåñóò åäèíñòâåííóþ
êîïèþ (ãåòåðîçèãîòû) è/èëè îñîáåé æåíñêîãî ïîëà, íåñóùèõ äâå êîïèè (ãîìîçèãîòû)
ìóòàíòíîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþùèé â
ñåá :

- ïàðó ïðàéìåðîâ äë  àìïëèôèêàöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî ðàéîíà GDF-9B è íåîá çàòåëüíî
îäèí èëè áîëåå ñëåäóþùèõ êîìïîíåíòîâ;

- ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð äë  àìïëèôèêàöèè, òàêîé êàê ÏÖÐ-àìïëèôèêàöè ;
- ñìåñè äåçîêñèíóêëåîòèäîâ;
- òåðìîñòàáèëüíûé ôåðìåíò ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó;
- êîíòðîëüíóþ ÄÍÊ âèäà, êîòîðûé ïîäâåðãàþò òåñòèðîâàíèþ;
- ñîîòâåòñòâóþùèå ñòàíäàðòû;
- ñîîòâåòñòâóþùóþ ñèñòåìó äåòåêðèðîâàíè , êîòîðà  ìîæåò ñîäåðæàòü îäèí èç

ïðàéìåðîâ â êàæäîé ïàðå, ìå÷åííûé ôëóîðåñöåíòíî èëè äðóãèì ñïîñîáîì, ìå÷åíûé çîíä
äë  äåòåêðèðîâàíè  ïðîäóêòà è

- èíñòðóêöèè è ïðîòîêîëû äë  àìïëèôèêàöèè è ïîñëåäóþùåãî äåòåêðèðîâàíè  ïðîäóêòîâ
àìïëèôèêàöèè è èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ.

Èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê íàáîðó äë  äåòåêðèðîâàíè  öèðêóëèðóþùåãî ìóòàíòíîãî
áåëêà GDF-9B ó ìëåêîïèòàþùåãî. Òàêîé íàáîð ìîæåò ñîäåðæàòü ñòàíäàðòíûé íàáîð äë 
ôîðìàòà ELISA èëè èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà, èçâåñòíûé ñïåöèàëèñòàì â äàííîé
îáëàñòè; íàïðèìåð, íàáîð ìîæåò ñîäåðæàòü ñïåöèôè÷åñêîå àíòèòåëî, íàïðàâëåííîå ê
ìóòàíòíîìó áåëêó GDF-9B, è ñòàíäàðòíûå êîìïîíåíòû àìïëèôèêàöèè âòîðè÷íîãî àíòèòåëà
äë  óñèëåíè  ñèãíàëà. Àíòèòåëà ìîæíî êîíúþãèðîâàòü ñ ôëóîðåñöåíòíîé èëè
ðàäèîàêòèâíîé èëè õåìèëþìèíåñöåíòíîé ìåòêîé, èëè ìîæíî ìåòèòü âòîðîå àíòèòåëî.
Òàêæå ìîæíî äîáàâë òü ñîîòâåòñòâóþùèå ðàñòâîðû, êîíòðîëè, áóôåðû, èíñòðóêöèè è
ïðîòîêîëû.

Òåïåðü èçîáðåòåíèå áóäåò îïèñàíî ïîäðîáíî òîëüêî ïîñðåäñòâîì îáðàùåíè  ê
ñëåäóþùèì íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðàì è ÷åðòåæàì.

Æèâîòíûå
Æèâîòíûå, òåñòèðóåìûå â äàííîì èññëåäîâàíèè, áûëè èç ïëåìåííûõ îòàð AgResearch

Inverdale, íàõîä ùèõñ  â Invermay Agricultural Centre è Woodlands Research Station, è
èç êîììåð÷åñêèõ îòàð Arnold Gray, Orawia, Southland (Gray and Davis, 1995). Âñå
æèâîòíûå íîñèòåëè Inverdale áûëè ïîòîìêàìè èñõîäíîé îâöû Inverdale (A281), ó êîòîðîé
âïåðâûå âû âèëè ãåí Inverdale.

Îöåíêè ôåíîòèïà
Ñòàòóñ íîñèòåë  ó îâåö îïðåäåë ëè ëàïàðîñêîïèåé, ÷òîáû èäåíòèôèöèðîâàòü

ñòåðèëüíûõ îâåö II, èëè ñêîðîñòü îâóë öèè, ÷òîáû îòëè÷èòü íîñèòåëåé I+ îò íå
íîñèòåëåé ++.

Ñòàòóñ íîñèòåë  ó áàðàíîâ òàêæå îïðåäåë ëè íà îñíîâå ñêîðîñòè îâóë öèè ó èõ
äî÷åðåé. Ïîñëå îáíàðóæåíè  áåñïëîäíûõ  è÷íèêîâ ó îâåö II, èñïîëüçîâàëè áûñòðûé ñïîñîá
òåñòèðîâàíè  ïîòîìñòâà áàðàíîâ ïóòåì ñïàðèâàíè  êàæäîãî áàðàíà ñ ñåìüþ-äåñ òüþ
îâöàìè I+ è ïðîâåäåíèåì ëàïàðîñêîïèè ó äî÷åðåé â âîçðàñòå 6 ìåñ öåâ. Ëþáîå
ïîëó÷åííîå â ðåçóëüòàòå ñòåðèëüíîå ïîòîìñòâî II ïîäòâåðæäàåò, ÷òî ïðîèçâîäèòåëü
 âë åòñ  íîñèòåëåì. Öåëü ñîñòî ëà â òîì, ÷òîáû ïîëó÷èòü ï òü äî÷åðåé îò êàæäîãî
áàðàíà, òàê êàê âåðî òíîñòü òîãî, ÷òî áàðàí IY íå èìååò äî÷åðåé ñ ïîëîñêîâèäíûìè
 è÷íèêàìè â ïðèìåðå ñ ï òüþ äî÷åðüìè, ñîñòàâë åò òîëüêî 0,031 (Davis et al., 1994).

Î÷èñòêà è ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ
ÄÍÊ î÷èùàëè èç ëåéêîöèòîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â îáúåìå îò 5 äî 10 ìë öåëüíîé êðîâè îò

êàæäîãî æèâîòíîãî (Montgomery and Sise, 1990). Ñåêâåíèðîâàíèå âñåõ ñóáêëîíîâ è
ïðîäóêòîâ ÏÖÐ âûïîëí ëà êîììåð÷åñêà  ñåðâèñíà  ñëóæáà, óïðàâë åìà  University of
Otago Centre for Gene Research (àâòîìàòè÷åñêèé ñåêâåíàòîð ABI 373).

Ìàðêåðû ÄÍÊ
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Ìèêðîñàòåëëèòíûå (äèíóêëåîòèäíûå ïîâòîðû) ìàðêåðû, êîòîðûå àìïëèôèöèðîâàëè ÄÍÊ
îâåö, ðàçðàáàòûâàëè â AgResearch Molecular Biology Unit, êàê îïèñàíî ðàíåå (Galloway
et al., 1996), èëè áðàëè èç ëèòåðàòóðû ïî ãåíåòè÷åñêîìó êàðòèðîâàíèþ êðóïíîãî
ðîãàòîãî ñêîòà è îâåö. Íîâûå ìàðêåðû êàðòèðîâàëè íà Õ-õðîìîñîìå îâåö, êàê îïèñàíî
ðàíåå (Galloway et al., 1996).

ÏÖÐ-àìïëèôèêàöè  è ðåñòðèêöèîííîå ðàñùåïëåíèå ïðîäóêòîâ ãåíà GDF-9B îâåö
Èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå óñëîâè  àìïëèôèêàöèè ãåíîìíîé ÄÍÊ ïîñðåäñòâîì

ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ). Ïðàéìåðû ðàçðàáàòûâàëè íà îñíîâå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÷åëîâåêà è ìûøè (Galloway et al., 2000), è ïîêàçàíî, ÷òî îíè
óñïåøíî àìïëèôèöèðóþò ôðàãìåíòû ãåíà èç ÄÍÊ îâåö. Ïðîäóêòû ÏÖÐ, ñîäåðæàùèå
ìóòàöèè îäèíî÷íûõ íóêëåîòèäîâ, ðàñùåïë ëè êîììåð÷åñêè äîñòóïíûìè ðåñòðèêòàçàìè
SpeI, BsrSI è/èëè XbaI, èñïîëüçó  ñòàíäàðòíûå óñëîâè , ðåêîìåíäîâàííûå
ïðîèçâîäèòåëåì. Ïðîäóêòû ÏÖÐ è ïðîäóêòû ôðàãìåíòîâ ðåñòðèêöèè èäåíòèôèöèðîâàëè
ïîñðåäñòâîì ðàçäåëåíè  ýëåêòðîôîðåçîì â 2-3% àãàðîçíûõ ãåë õ âìåñòå ñ êîììåð÷åñêè
äîñòóïíûìè ìàðêåðàìè ðàçìåðà ÄÍÊ.

Ñïîñîáû ñåêâåíèðîâàíè  è äåòåêòèðîâàíè  ìóòàöèé
Àâòîðû èçîáðåòåíè  ñåêâåíèðîâàëè ãåí GDF-9B îâåö âî âñåõ òðåõ ãåíîòèïàõ (Inverdale

FecXI, Hanna FecXH è FecX+ äèêîãî òèïà) èç ôðàãìåíòîâ ÏÖÐ (Galloway et al., 2000), è
ñåêâåíèðîâàíèå ïðîâîäèëè â ñåêâåíàòîðå ABI 373. Àâòîðû ïîäòâåðäèëè çàìåíû åäèíè÷íûõ
îñíîâàíèé ñåêâåíèðîâàíèåì ãåíîìíîé ÄÍÊ, îõâàòûâàþùåé ïîëíûé êîäèðóþùèé ðàéîí, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îò øåñòè æèâîòíûõ, íåñóùèõ êàæäûé àëëåëü (FecXI, FecXH è FecX+).
Ïîìèìî çàìåí îñíîâàíèé FecXH èëè FecXI (ôèãóðû 2a è 2b) âû âèëè òîëüêî îäíî äðóãîå
èçìåíåíèå â ãåíå GDF-9B îâåö, à èìåííî äåëåöèþ îäíîãî êîäîíà Leu (CTT) â L10 èëè L11
â ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ó íåêîòîðûõ æèâîòíûõ (ñì. ôèãóðû 4 è 5). Äåëåöè  Leu
íå ñâ çàíà íè ñ àëëåëåì FecXH, íè ñ àëëåëåì FecXI è, êàê îêàçàëîñü, ñâ çàíà ñ
ïîðîäîé. Çàìåíà Ñ→Ò FecXH ïðèâîäèò ê ïîòåðå ñàéòà ðåñòðèêöèè BsrSI (actg/gn) è
ïðèîáðåòåíèþ ñàéòà SpeI (a/ctagt). Àâòîðû ïîäòâåðäèëè óêàçàííóþ çàìåíó îñíîâàíè ,
ïîêàçàâ, ÷òî SpeI ðàñùåïë åò ïðîäóêò ÏÖÐ äëèíîé 541 ï.í., îõâàòûâàþùèé äàííûé ðàéîí,
íà äâà ôðàãìåíòà äëèíîé 476 è 65 ï.í. ó ñàìîê FecXH/FecXH è ñàìöîâ FecXH/Y, íî íå ó
FecX I è æèâîòíûõ äèêîãî òèïà. Ó îâåö, íåñóùèõ êîïèþ êàæäîãî àëëåë  (FecXI/FecXH),
èäåíòèôèöèðîâàëè âñå òðè ôðàãìåíòà (541, 476 è 65 ï.í.). Ïîäîáíûì îáðàçîì ôðàãìåíòû,
ðàñùåïë åìûå BsrSI, èìåëè ìåñòî â ñëó÷àå æèâîòíûõ FecXI è æèâîòíûõ äèêîãî òèïà, íî
íå äë  íîñèòåëåé FecXH. Â ïðîäóêòå ÏÖÐ äëèíîé 154 ï.í. ÄÍÊ íîñèòåëåé
FecX I (ïîëó÷àåìîì ñ ïðàéìåðàìè:

¹12 (GAAGTAACCAGTGTTCCCTCCACCCTTTTCT) è
¹13 (CATGATTGGGAGAATTGAGACC)) ñîçäàâàëñ  èñêóññòâåííûé ñàéò ðåñòðèêöèè

XbaI. XbaI (t/ctaga) ðàñùåïë ëà ïðîäóêòû ÏÖÐ, ïîëó÷àåìûå äë  ñàìîê FecXI/FecXI è
ñàìöîâ FecXI/Y, íåñóùèõ àëëåëü À (tctaga), íî íå ïðîäóêòû ÏÖÐ â ñëó÷àå äèêîãî òèïà
èëè FecXH, íåñóùèå àëëåëü T (tctagt). Òàêèì îáðàçîì, XbaI ðàñùåïë ëà ïðîäóêò ÏÖÐ
äëèíîé 154 ï.í. äî ôðàãìåíòà äëèíîé 124 ï.í. óäàëåíèåì 30-íóêëåîòèäíîãî ïðàéìåðà ¹12
òîëüêî ó íîñèòåëåé FecXI. Âñå ðåñòðèêöèîííûå ðàñùåïëåíè  âûïîëí ëè â àëèêâîòàõ
ïðîäóêòîâ ÏÖÐ, êàê óêàçàíî ïðîèçâîäèòåë ìè, è ôðàãìåíòû ðàçäåë ëè â 3% àãàðîçíûõ
ãåë õ FMC Metaphor.

Ñïîñîáû êàðòèðîâàíè  ñöåïëåíè 
Àâòîðû ñêîíñòðóèðîâàëè êàðòó ãåíåòè÷åñêîãî ñöåïëåíè  Õ-õðîìîñîìû îâåö ïîñðåäñòâîì

ìíîãîòî÷å÷íîãî àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì CRIMAP, êàê îïèñàíî ðàíåå (Galloway et al.,
1996), è êàðòèðîâàëè äîïîëíèòåëüíûå ìàðêåðû MAOA, McM551, OarMP1 è TIMP1 (Galloway
et al., 2000). FecXI è GDF-9B êàðòèðîâàëè â ñåìü õ ñ Inverdale â êàðòå ñöåïëåíè ,
ïîëó÷àåìûõ ïðè ñïàðèâàíèè äåâ òè ñàìöîâ-íîñèòåëåé (FecXI/Y) ñ ñàìêàìè äèêîãî òèïà, ñ
ïîëó÷åíèåì âî âòîðîì ïîêîëåíèè ïîòîìñòâà èç 62 ãåòåðîçèãîòíûõ ñàìîê FecXI/FecX+. 62
ïîëó÷åííûå ñàìêè ïðè ñïàðèâàíèè ñ 10 ñàìöàìè FecXI/Y äàëè ïîòîìñòâî èç 96
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ãîìîçèãîòíûõ FecXI/FecXI èëè ãåòåðîçèãîòíûõ FecXI/FecX+ ñàìîê. Àâòîðû îïðåäåë ëè
ñòàòóñ íîñèòåëåé Inverdale ëàïàðîñêîïèåé, ÷òîáû èäåíòèôèöèðîâàòü ñòåðèëüíûõ ñàìîê
FecXI/FecXI, è òåñòèðîâàíèåì ïîòîìñòâà è ëàïàðîñêîïèåé ïîòîìñòâà æåíñêîãî ïîëà, ÷òîáû
èäåíòèôèöèðîâàòü ñàìöîâ FecXI/Y. Ïðîèñõîæäåíèå ïîäòâåðæäàëè ñ ïîìîùüþ ãåíåòè÷åñêèõ
ìàðêåðîâ, è âñå îòîáðàííûå â òðåòüåì ïîêîëåíèè ñàìêè FecXI/FecX+ áûëè ïîëíûìè
ñèáñàìè ñòåðèëüíûõ ñàìîê FecXI/FecXI. Â ïåðâîì ïîêîëåíèè íå áûëî ñîáðàíî ÄÍÊ îò
ñàìîê äèêîãî òèïà. Àâòîðû êàðòèðîâàëè GDF-9B íà îñíîâå ìóòàöèè T→A â êîäèðóþùåì
ðàéîíå ãåíà.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ
Ðåçóëüòàòû ñåêâåíèðîâàíè 
Ñåêâåíèðîâàëè ôðàãìåíòû ÏÖÐ, êîäèðóþùèå ïîëíûé çðåëûé ïåïòèä, èç ãåíîìíîé ÄÍÊ

Inverdale è Hanna. Ñåêâåíèðîâàííûé ðàéîí òàêæå ñîäåðæàë áîëüøóþ ÷àñòü ïðîïåïòèäà â
ýêçîíå 2 (îò 70 îñíîâàíèé ñ 3'-ñòîðîíû èíòðîí/ýêçîííîé ãðàíèöû ÷åëîâåê/ìûøü äî 30
îñíîâàíèé ïîñëå ñòîï-êîäîíà tga). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç äâóõ óêàçàííûõ ëèíèé îâåö
ñðàâíèâàëè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ GDF-9B îâåö äèêîãî òèïà. Íà îñíîâå äàííûõ î
ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ âû âèëè äâå îòäåëüíûå çàìåíû åäèíè÷íîãî îñíîâàíè  â çðåëîì
ïåïòèäå GDF-9B, îäíà ðàñùåïë þùà ñ  â ðîäîñëîâíîé Inverdale è îäíà â ðîäîñëîâíîé
Hanna (ôèãóðà 2).

Ó æèâîòíûõ Hanna íóêëåîòèä C â ïîëîæåíèè íà ðàññòî íèè 67 íóêëåîòèäîâ îò ñàéòà
ïðîöåññèíãà çðåëîãî ïåïòèäà çàìåíåí íà Ò. Ýòî ïðåâðàùàåò êîäîí CAG (êîäèðóþùèé
àìèíîêèñëîòó ãëóòàìèí (G)) â êîäîí TAG (êîäèðóþùèé òåðìèíàöèþ) è îáóñëàâëèâàåò
îáðàçîâàíèå óêîðî÷åííîãî çðåëîãî áåëêà (ôèãóðà 3b).

Ó æèâîòíûõ Inverdale íóêëåîòèä T â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäîâ 92 ïîçäíåå ñàéòà
ïðîöåññèíãà çðåëîãî ïåïòèäà ïðåâðàòèëñ  â À, ïðåâðàùà  êîäîí GTC (àìèíîêèñëîòà âàëèí
(V)) â GAC (àìèíîêèñëîòà àñïàðàãèíîâà  êèñëîòà (D)) (ôèãóðà 3a).

Ïîäòâåðæäåíèå åäèíè÷íûõ çàìåí îñíîâàíèé
Óêàçàííûå åäèíè÷íûå çàìåíû îñíîâàíèé ïîäòâåðäèëè ñåêâåíèðîâàíèåì, ïî ìåíüøåé

ìåðå, 6 æèâîòíûõ, íåñóùèõ êàæäûé ãåíîòèï (Inverdale, Hanna è íå íîñèòåëè äèêîãî
òèïà). Äë  êàæäîãî æèâîòíîãî ñåêâåíèðîâàíèå ïðîâîäèëè, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäèí ðàç
(òàáëèöà 1). Â óêàçàííîé ïîäãðóïïå æèâîòíûõ íå âû âëåíû çàìåíû íè Inverdale, íè Hanna
ó æèâîòíûõ äèêîãî òèïà, íå íàáëþäàëè çàìåíû Inverdale ó æèâîòíûõ Hanna è íàîáîðîò.

Òàáëèöà 1
Èäåíòèôèêàöè  åäèíè÷íûõ çàìåí îñíîâàíèé ó æèâîòíûõ Inverdale è Hanna ïîñðåäñòâîì

ñåêâåíèðîâàíè .
Æèâîòíûå èìåþò èçâåñòíûé ôåíîòèï èç õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàííûõ ðîäîñëîâíûõ (+ =

àëëåëü äèêîãî òèïà, I = àëëåëü Inverdale, H = àëëåëü Hanna, Y = Y-õðîìîñîìà). Öèôðàìè
óêàçàíî êîëè÷åñòâî ðàç âñòðå÷àåìîñòè íåçàâèñèìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ó òîãî æèâîòíîãî,
ó êîòîðîãî èäåíòèôèöèðîâàíî ñîîòâåòñòâóþùåå èçìåíåíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Ãåíîòèï Æèâîòíîå Hanna Inverdale

ID Cag(wt) Tag gTc(wt) gAc

Áàðàí IY 667 2 2

Áàðàí IY 3432 1 1

Îâöà II 2663 1 1

Áàðàí HY 9513 3 3

Áàðàí HY 4864 1 1

Îâöà ÍÍ 7133 2 2

Îâöà HI 7141 2 2 2 2

Îâöà HI 4865 1 1 1 1

Îâöà H+ 7151 1 1 1

Îâöà I+ 2682 1 1 1

+Y Ðîìíè-ìàðø 7610 2 2

++ Ðîìíè-ìàðø 2884 2 2

++ Ðîìíè-ìàðø 2958 2 2

+Y Ðîìíè-ìàðø 1079 1 1
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+Y Ìåðèíîñ 100 2 2

++ Ìåðèíîñ 121 1 1

ãäå wt - äèêèé òèï

Èññëåäîâàíèå ñ ðåñòðèêòàçàìè ïîêàçàëî, ÷òî çàìåíà îñíîâàíè  Hanna îáóñëàâëèâàåò
ñàéò ðàñùåïëåíè  ðåñòðèêòàçîé SpeI (a/ctagt) è óäàë åò ñàéò BsrSI (actg/gn) âîêðóã
äàííîé çàìåíû. Óêàçàííûå ñàéòû ðàñùåïëåíè  ïîäòâåðäèëè, ïîêàçàâ, ÷òî ôåðìåíò SpeI
ñïîñîáåí ðàñùåïë òü ôðàãìåíò ÏÖÐ äëèíîé 541 ï.í., îõâàòûâàþùèé ýòîò ðàéîí, íà
ôðàãìåíòû äëèíîé 476 ï.í. è 65 ï.í. ó æèâîòíûõ HY è HH, íî íå ó æèâîòíûõ IY è +Y. Ó
îâåö, íåñóùèõ ïî îäíîé êîïèè êàæäîãî èç äâóõ ãåíîâ Inverdale è Hanna (HI),
èäåíòèôèöèðîâàíû îáà ôðàãìåíòà äëèíîé 541 ï.í. è 476 ï.í.

Ïîäîáíûì îáðàçîì ïîêàçàíî, ÷òî BsrS1 ðàñùåïë åò ôðàãìåíòû æèâîòíûõ IY è +Y, íî íå
HY, à ó îâåö HI îáíàðóæåíà ñìåñü îáåèõ ïîëîñ.

Âîêðóã ñàéòà çàìåíû îñíîâàíè  Inverdale íå ñîçäàþòñ  è íå óäàë þòñ  ñàéòû
ðàñùåïëåíè  ôåðìåíòàìè, ïîýòîìó ñîçäàí èñêóññòâåííûé ïðàéìåð RFLP, êîòîðûé ââîäèò
ñàéò ðàñùåïëåíè  Xba1 (t/ctaga) â ïðîäóêò ÏÖÐ, ñîçäàííûé íà îñíîâå àëëåë  Inverdale,
íî íå àëëåë  äèêîãî òèïà. Ïðîäóêò ÏÖÐ, ñîäåðæàùèé ââåäåííûé ñàéò Xba1, ïîëó÷àþò
òîëüêî òîãäà, êîãäà ïðèñóòñòâóåò ìóòàöè  À Inverdale, è åãî íåò ó æèâîòíûõ Hanna èëè
æèâîòíûõ äèêîãî òèïà. Â äàííîì ñëó÷àå ïðîäóêò ÏÖÐ ðàñùåïë åòñ  Xba1 ñ óäàëåíèåì 30
îñíîâàíèé, ïðèâîä  ê èçìåíåíèþ äëèíû êîíå÷íîãî ïðîäóêòà.

Öåïü ÄÍÊ Inverdale..TTTCAAGACAGCTT..
Îêîí÷àíèå 30-íóêëåîòèäíîãî ÏÖÐ-ïðàéìåðà - tttct
îáóñëàâëèâàåò ïîëó÷åíèå ñàéòà ðàçðåçàíè  Xba1 tctaga â êîíå÷íîì ïðîäóêòå ÏÖÐ.
Ïðè èñïîëüçîâàíèè äàííîãî ñïîñîáà ôðàãìåíòû ÏÖÐ 2 HY, 1 HH, 2 +Y è 3 ++ æèâîòíûõ

íå ðàñùåïë ëèñü Xba1, òîãäà êàê ôðàãìåíòû îò 36 æèâîòíûõ II è 12 IY ðàñùåïë ëèñü. Ó
îäíîãî æèâîòíîãî HI è 47 æèâîòíûõ I+ âû âëåíà ñìåñü ðàñùåïëåííûõ è íåðàñùåïëåííûõ
ôðàãìåíòîâ, êàê è îæèäàëîñü äë  ãåòåðîçèãîò.

Ñåêâåíèðîâàíèå è äåòåêòèðîâàíèå ìóòàöèè
Àâòîðû ñåêâåíèðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà GDF-9B îâöû èç êÄÍÊ è ãåíîìíîé ÄÍÊ,

èñïîëüçó  ïðàéìåðû, ñêîíñòðóèðîâàííûå íà îñíîâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÷åëîâåêà, ìûøè
è îâöû (Galloway et al., 2000). Ãåí îâöû ñõîäåí ñ ãåíàìè ÷åëîâåêà, ìûøè è êðûñû
(Laitinen et al., 1998; Dube et al., 1998; Aaltonen et al., 1999; Jaatinen et al.,
1999), è ïðè ýòîì îáëàäàåò ñâîéñòâàìè ãåíà, òèïè÷íûìè äë  äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé
ñóïåðñåìåéñòâà TGFβ. Ïîëíîðàçìåðíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èç 1179 ï.í. êîäèðóåò
ïðåïðîïåïòèä èç 393 àìèíîêèñëîò (ôèãóðà 4), îõâàòûâàþùèé äâà ýêçîíà, ðàçäåëåííûõ
èíòðîíîì äëèíîé ïðèìåðíî 5,4 ò.ï.í. Ðàññ÷èòàííûé ñèãíàëüíûé ïåïòèä äëèíîé 25
àìèíîêèñëîò ïðåäøåñòâóåò ïðîðàéîíó èç 244 àìèíîêèñëîò è ïðåäïîëàãàåìîìó Ñ-
êîíöåâîìó ðàéîíó çðåëîãî ïåïòèäà èç 125 àìèíîêèñëîò ïîñëå ñàéòà ðàñùåïëåíè 
ïðîòåàçîé RRAR. Êîäèðóþùèé ðàéîí îâöû íà 82,9% ãîìîëîãè÷åí ðàéîíó ÷åëîâåêà è íà
78,8% ðàéîíó ìûøè è íà 78,4% ðàéîíó êðûñû íà óðîâíå íóêëåîòèäîâ.

Àâòîðû òàêæå ñåêâåíèðîâàëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ ó íîñèòåëåé Inverdale (FecXI) è Hanna
(FecX H) (ôèãóðà 5). Åäèíñòâåííà  òðàíçèöè  Ñ→T â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäîâ 67

êîäèðóþùåãî ðàéîíà çðåëîãî ïåïòèäà ó íîñèòåëåé FecXH ââîäèò ïðåæäåâðåìåííûé ñòîï-
êîäîí âìåñòî ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû (Q) â àìèíîêèñëîòíîì îñòàòêå 23 (îñòàòîê 291
íåïðîöåññèðîâàííîãî áåëêà). Ïðåæäåâðåìåííîå ïðåðûâàíèå çðåëîãî ïåïòèäà ó íîñèòåëåé
FecXH â òàêîì ðàííåì ïîëîæåíèè, ïî-âèäèìîìó, ïðèâîäèò ê ïîëíîé ïîòåðå ôóíêöèè GDF-
9B. Îòäåëüíà  åäèíè÷íà  òðàíçèöè  Ò→À ïðîèñõîäèò ó íîñèòåëåé FecXI â íóêëåîòèäíîì
ïîëîæåíèè 92 çðåëîãî ïåïòèäà. Ìóòàöè  çàìåí åò âàëèí (V) àñïàðàãèíîâîé êèñëîòîé (D) â
îñòàòêå 31 (îñòàòîê 299 íåïðîöåññèðîâàííîãî áåëêà). Ìóòàöè  FecXI ïðåäñòàâë åò ñîáîé
íåêîíñåðâàòèâíóþ çàìåíó â âûñîêî êîíñåðâàòèâíîì ðàéîíå áåëêà. Âñå äðóãèå
ïðåäñòàâèòåëè ñóïåðñåìåéñòâà FGFβ èç øèðîêîãî êðóãà âèäîâ ñîäåðæàò â ýòîì ïîëîæåíèè
òîëüêî êîíñåðâàòèâíûå ãèäðîôîáíûå àìèíîêèñëîòû âàëèí, èçîëåéöèí èëè ëåéöèí (ôèãóðà
6).
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Êàðòèðîâàíèå GDF-9B ó îâåö
Äë  òîãî ÷òîáû ëîêàëèçîâàòü FecXI, àâòîðû ñîçäàëè êàðòó ãåíåòè÷åñêîãî ñöåïëåíè  Õ-

õðîìîñîìû îâöû (Galloway et al., 1996), è àâòîðû êàðòèðîâàëè ëîêóñ FecXI ìåæäó
ôëàíêèðóþùèìè ìàðêåðàìè íà ðàññòî íèè 10 ñÌ îò öåíòðà Õ-õðîìîñîìû îâöû (ôèãóðà 7).
Ñâ çü ãðóïïû ñöåïëåíè  ñ ôåíîòèïîì Inverdale íàáëþäàëè â ñåìüå èç 177 æèâîòíûõ,
èìåþùåé ñòðóêòóðó, ñîñòî ùóþ èç òðåõ ïîêîëåíèé, ñ ìàêñèìóìîì èíôîðìàòèâíûõ ìåéîçîâ
ó îñîáåé æåíñêîãî ïîëà, ðàâíîì 96. Êàðòèðîâàíèå ñöåïëåíè  ïîêàçàëî, ÷òî
FecX I êàðòèðîâàëñ  â ðàéîíå, ñîäåðæàùåì TIMP1 è MAOA (ñèíòåíè÷íî îáëàñòè Xp11.2-
11.4 ÷åëîâåêà), íî íå â ðàéîíå, ñîäåðæàùåì PHKA1, XIST è ATP7A (Xq13 ÷åëîâåêà). Òî÷êà
ðàçðûâà âáëèçè OarMP1 ó îâåö, ïî-âèäèìîìó, ðàçäåë åò óêàçàííûå äâå ãðóïïû ãåíîâ,
îòíîñ ùèåñ  ê îòäåëüíûì ñèíòåíè÷íûì ãðóïïàì â Õ-õðîìîñîìàõ ÷åëîâåêà è ìûøè. GDF-9B
êàðòèðóåòñ  â Xp11.2 ÷åëîâåêà è â ñèíòåíè÷íîé îáëàñòè Õ-õðîìîñîìû ìûøè (Dube et al.,
1998; Aaltonen et al., 1999). Àâòîðû êàðòèðîâàëè GDF-9B îâåö â òàêîì æå èíòåðâàëå â
10 ñÌ êàê è FecXI â ðîäîñëîâíîé, â êîòîðîé îíè êàðòèðîâàëè Inverdale, è íå îáíàðóæèëè
ðåêîìáèíàíòîâ ìåæäó ôåíîòèïîì FecXI è BMP15 íè â îäíîì èç 78 êîèíôîðìàòèâíûõ
ìåéîçîâ ó îñîáåé æåíñêîãî ïîëà, ïîêàçàííûõ â òàáëèöå 2.

Òàáëèöà 2

Ñöåïëåíèå FecXI ñ ãåíàìè è ìàðêåðàìè íà Õ-õðîìîñîìå îâåö

Ìàðêåð Êîëè÷åñòâî ðåêîìáèíàíòîâ Êîèíôîðìàòèâíûå ìåéîçû Ðåêîìáèíàíòíà  ôðàêöè  (θ) Áàëë Lod (ñàìêè)

TGLA68 7 176 0,17 4,20

MAOA 2 143 0,15 1,49

McM551 9 196 0,07 11,61

GDF-9B 0 213 0 23,18

TIMP1 0 177 0 12,34

TGLA54 0 170 0 10,54

OarMP1 1 206 0,01 18,79

ATP7A 1 147 0,08 2,08

XIST 2 148 0,13 2,20

PHKA1 4 176 0,08 8,47

OarAE133 5 211 0,07 14,57

Àíàëèç ñöåïëåíè  â äâóõ òî÷êàõ CRIMAP c ôåíîòèïîì FecXI â ðîäîñëîâíîé,
êàðòèðîâàííîé ïî Inverdale.

Íå âû âëåíî çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé â ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ ìåæäó êîäèðóþùåé ÄÍÊ TIMP1
îâåö äèêîãî òèïà è FecXI, è ïðè èäåíòèôèêàöèè ñëåäóþùèõ ðåêîìáèíàíòîâ ñðåäè
äîïîëíèòåëüíûõ íîñèòåëåé FecXI TIMP1 èñêëþ÷åí èç êàíäèäàòîâ íà FecXI.

Ïðèìåíåíèå âûäåëåííîãî ïîëèïåïòèäà è àíòèòåëà äë  òîãî, ÷òîáû ìàíèïóëèðîâàòü
îâóë öèåé

Ïîëó÷åííûé èç E.coli çðåëûé áåëîê GDF-9B, ñîäåðæàùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äèêîãî
òèïà, ïðåäñòàâëåííóþ â SEQ ID NO:10, õèìè÷åñêèì ñïîñîáîì êîíúþãèðîâàëè ñ áåëêîì
ãåìîöèàíèíà ñëèçí  (KLH), è äàííûé àíòèãåí â ïîëíîì àäúþâàíòå Ôðåéíäà (FCA) ïîäêîæíî
(ï/ê) èíúåöèðîâàëè 10 îâöàì Ðîìíè-ìàðø â àíýñòðóñå (0,4 ìã/îâöó). Äðóãèì 9 îâöàì
Ðîìíè-ìàðø â àíýñòðóñå èíúåöèðîâàëè òîëüêî KLH (ï/ê) â FCA, ñëóæàùèé â êà÷åñòâå
êîíòðîë  (0,4 ìã/îâöó). Ïîñëå ýòîãî âñåì æèâîòíûì ñ ìåñ ÷íûìè èíòåðâàëàìè
èíúåöèðîâàëè áóñòåð-àíòèãåí (0,2 ìã/îâöó KLH-GDF9B èëè 0,2 ìã/îâöó KLH) â ìàñë íîì
àäúþâàíòå, ñîäåðæàùåì ñïàí è òâèí. Ïî ìåðå òîãî, êàê îâöû âñòóïàëè â ñåçîí
ðàçìíîæåíè , íåêîòîðûå ÷åðåç 3-4 ìåñ öà ïîñëå íà÷àëà èììóíèçàöèé, æèâîòíûõ,
ïðî âë þùèõ ýñòðóñíîå ïîâåäåíèå, ÷òî äåòåêòèðîâàëè ñ ïîìîùüþ âàçýêòîìèðîâàííîãî
áàðàíà ñ ìå÷åíûì ïîâîäêîì, ïîäâåðãàëè ïðîöåäóðå ëàïàðîñêîïèè, ÷òîáû âèçóàëèçèðîâàòü
êîëè÷åñòâî corpora lutea (ò.å. ìåñò îâóë öèè) íà ïîâåðõíîñòè  è÷íèêîâ. Ñåìü èç 10
æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ KLH-GDF-9B, è âñå 9 æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ KLH, ïðî âë ëè
ýñòðóñíîå ïîâåäåíèå. Ñðåäíèå ñêîðîñòè îâóë öèè ó îâåö, èììóíèçèðîâàííûõ KLH-GDF9B è
KLH, êîòîðûå ïðî âë ëè ýñòðóñíóþ àêòèâíîñòü, ïîêàçàíû â òàáëèöå 3.

Òàáëèöà 3
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Ñðåäí   ñêîðîñòü îâóë öèè ó îâåö, ïðî âë þùèõ ýñòðóñíóþ àêòèâíîñòü, ïîñëå ïîâòîðíîé èììóíèçàöèè ãåìîöèàíèíîì ñëèçí  (KLH) èëè KLH,
êîíúþãèðîâàííûì ñ àíòèãåíîì GDF9B, ýêñïðåññèðîâàííûì â E.coli

Îáðàáîòêà Ñðåäí   ãåîìåòðè÷åñêà  ñêîðîñòü îâóë öèè (95%
äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë)

Êîëè÷åñòâî îâåö, ïðî âë þùèõ
ýñòðóñíóþ àêòèâíîñòü

KLH 1,4 (1,2; 1,7) 9

KLH-GDF9B 4,5 (2,7; 7,5) 7

Æèâîòíûå, îáðàáîòàííûå KLH-GDF-9B, ïîêàçàëè âûñîêî çíà÷èìîå óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè
îâóë öèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè æèâîòíûìè, îáðàáîòàííûìè KLH (p<0,001)
ANOVA.

+ Äîêàçàòåëüñòâî òîãî, ÷òî ïîâûøåííà  ñêîðîñòü îâóë öèè ó æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ
KLH-GDF-9B, êîòîðûå ïðî âë ëè ýñòðóñ, ñâ çàíà ñ ãóìîðàëüíûì îòâåòîì íà GDF-9B,
ïîêàçàíî â òàáëèöå 4.

Òàáëèöà 4

Ñðåäíèå îò ïðåäåëüíûõ óðîâíè àíòèòåë â ïëàçìå îâåö äî è ïîñëå ïîâòîðíîé èììóíèçàöèè îâåö æåíñêîãî ïîëà KLH èëè KLH, êîíúþãèðîâàííûì
ñî çðåëûì ïåïòèäîì GDF-9B, ïîëó÷åííûì èç E.coli. Ïðåäñòàâëåííûå çíà÷åíè  ïîêàçûâàþò îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè 490 íì, êîòîðà  îçíà÷àåò
óðîâíè àíòèòåë ê GDF-9B

Îáðàáîòêà Äî èììóíèçàöèè Ïîñëå èììóíèçàöèè

KLH <0,3 <0,3

KLH-GDF-9B (çðåëûé áåëîê, ýêñïðåññèðîâàííûé â E.coli) <0,3 1,932 (1,454-2,613)

Óðîâíè àíòèòåë èçìåð ëè ñïîñîáîì ELISA ïîñëå ðàçâåäåíè  ïëàçìû îâåö 1:5000.
Ñïîñîá ELISA âêëþ÷àë ïîêðûòèå 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà 100 íã/ëóíêó ïîëíîðàçìåðíûìè
GDF-9B, ýêñïðåññèðîâàííûì â E.coli, è èíêóáàöèþ ñ 100 ìêë ðàçâåäåííîé ïëàçìû îâåö è
100 ìêë áóôåðà äë  àíàëèçà, ïîñëå ñîîòâåòñòâóþùåé áëîêèðóþùåé îáðàáîòêè è
ïîñëåäóþùèõ ïðîìûâîê. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ ïëàçìîé îâåö è íåñêîëüêèõ ïðîìûâîê
äîáàâë ëè êðîëè÷üå àíòèîâå÷üå àíòèòåëî, êîíúþãèðîâàííîå ñ HRP, íà 1 ÷àñ ïðè 37°Ñ.
Çàòåì ëóíêè ïðîìûâàëè è ïðî âë ëè ñ ïîìîùüþ î-ôåíèëåíäèàìèíà ïëþñ ïåðåêèñü
âîäîðîäà, ïðî âëåíèå îñòàíàâëèâàëè ñåðíîé êèñëîòîé.

Â îòäåëüíîì èññëåäîâàíèè äë  òîãî, ÷òîáû ïîêàçàòü, ÷òî ôóíêöèîíàëüíûé âàðèàíò GDF-
9B îâåö áóäåò âëè òü íà ðàçâèòèå ôîëëèêóëîâ  è÷íèêà, 10 ñàìîê ìûøåé âíóòðèáðþøèííî
(â/á) èììóíèçèðîâàëè çðåëûì áåëêîì GDF-9B îâåö, ïîëó÷åííûì èç E. coli (0,2 ìã) â FCA
(0,22 ìë), à äðóãèõ 10 ñàìîê ìûøåé èììóíèçèðîâàëè àëüôà-ëàêòàëüáóìèíîì êîðîâ (0,2 ìã)
â FCA (0,22 ìë, â/á), ñëóæàùèì â êà÷åñòâå êîíòðîë . Çàòåì ñ èíòåðâàëàìè â 2 íåäåëè
ïðîâîäèëè 3 áóñòåð-èíúåêöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèãåíîâ (0,1 ìã ïðè ïåðâîé áóñòåð-
èììóíèçàöèè è 0,05 ìã ïðè âòîðîé è òðåòüåé áóñòåð-èììóíèçàöèè) â ñìåñè
ñïàí/òâèí/ìàñëî, è æèâîòíûõ çàáèâàëè ÷åðåç 1 íåäåëþ ïîñëå ïîñëåäíåé áóñòåð-
èììóíèçàöèè. Ïîñëå ýòîãî  è÷íèêè ôèêñèðîâàëè â âîäíîì ôèêñàòîðå Áîóèíà è
îáðàáàòûâàëè äë  ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà. Ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî ðàñòóùèõ
ïðåàíòðàëüíûõ è àíòðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ â  è÷íèêå îïðåäåë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñïîñîáà ñèñòåìàòè÷åñêîãî ñëó÷àéíîãî îòáîðà îáðàçöîâ. Äàííûå ñóììèðîâàíû â òàáëèöå 5.

Òàáëèöà 5

Ñðåäíèå êîëè÷åñòâà ïðåàíòðàëüíûõ è àíòðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ â  è÷íèêàõ ìûøåé ïîñëå èììóíèçàöèè GDF9B èëè áû÷üèì àëüôà-
ëàêòàëüáóìèíîì

Îáðàáîòêà Ïðåàíòðàëüíûå èëè àíòðàëüíûå
ôîëëèêóëû

Ñðåäíåå ãåîìåòðè÷åñêîå êîëè÷åñòâî ôîëëèêóë (95%
äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë)

Áû÷èé α-ëàêòàëüáóìèí Ïðåàíòðàëüíûå 329 (291, 371)

Àíòðàëüíûå 80 (55, 115)

GDF9B Ïðåàíòðàëüíûå 261 (233, 292)

Àíòðàëüíûå 84 (57, 124)

Êîëè÷åñòâî ïðåàíòðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ ó æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ GDF9B, çíà÷èìî
íèæå, ÷åì êîëè÷åñòâî ó ìûøåé, îáðàáîòàííûõ áû÷üèì α-ëàêòàëüáóìèíîì, p<0,005
(ANOVA). Íå áûëî çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè îáðàáîòêè â îòíîøåíèè êîëè÷åñòâà
àíòðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ.

Äîêàçàòåëüñòâîì òîãî, ÷òî ðàçëè÷è  â êîëè÷åñòâå ïðåàíòðàëüíûõ ôîëëèêóëîâ ñâ çàíî ñ
ãóìîðàëüíûì îòâåòîì íà GDF-9B,  âë åòñ  ñëåäóþùåå. Ñðåäíèé îò ïðåäåëüíûõ óðîâåíü
àíòèòåë â ñûâîðîòêå ìûøåé, ðàçâåäåííîé 1:50000, ïîñëå ïîâòîðíîé èììóíèçàöèè
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ñîñòàâë ë 2,18 (1,28-2,90), òîãäà êàê ó âñåõ ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ α-ëàêòàëüáóìèíîì,
îòâåòà íå áûëî (ò.å., <0,1). Çíà÷åíè  äë  àíòèòåë, ïðåäñòàâëåííûå â âèäå îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ïðè 490 íì, èçìåð ëè ñïîñîáîì ELISA.

Â ñëåäóþùåì èññëåäîâàíèè àâòîðû èíäóöèðîâàëè ñòåðèëüíîñòü ó æèâîòíûõ-
ðåöèïèåíòîâ ââåäåíèåì àíòèãåíà, ñîîòâåòñòâóþùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïåïòèäà GDF-9B
îâåö. ×òîáû äîáèòüñ  ñòåðèëüíîñòè, 15-ìåðíóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïåïòèäà, ñîîòâåòñòâóþùóþ âàðèàíòó çðåëîãî ðàéîíà GDF-9B îâåö ìóòàíòíîãî èëè äèêîãî
òèïà, ñèíòåçèðîâàëè ñ Ñ-êîíöåâûì öèñòåèíîì äë  êîíúþãàöèè ñ ãåìîöèàíèíîì ñëèçí 
(KLH), ÷òîáû ñîçäàòü àíòèãåí. Ïåïòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðóþ èñïîëüçîâàëè
àâòîðû, ïðåäñòàâë ëà ñîáîé ñëåäóþùåå: SEVPGPSREHDGPESC. Â äàííîì èññëåäîâàíèè
10 îâöàì Ðîìíè-ìàðø â àíýñòðóñå èíúåöèðîâàëè 0,4 ìã/îâöó ïåïòèäíîãî àíòèãåíà KLH-
GDF-9B â ïîëíîì àäúþâàíòå Ôðåéíäà, è 9 îâöàì Ðîìíè-ìàðø â àíýñòðóñå èíúåöèðîâàëè
0,4 ìã/îâöó àíòèãåíà KLH, â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîé ãðóïïû. Çàòåì ñ ìåñ ÷íûìè
èíòåðâàëàìè 6 ðàç ïðîâîäèëè áóñòåð-èììóíèçàöèþ æèâîòíûõ äîïîëíèòåëüíûì àíòèãåíîì
(0,2 ìã/îâöó â êàæäîì ñëó÷àå) â ñìåñè ñïàí/òâèí/ìàñëî (ï/ê), è ýñòðóñíóþ àêòèâíîñòü
ðåãåñòðèðîâàëè 2-3 ðàçà åæåíåäåëüíî, èñïîëüçó  âàçýêòîìèðîâàííûõ áàðàíîâ. Ñêîðîñòü
îâóë öèè, îöåíèâàåìóþ ëàïàðàñêîïè÷åñêè, îïðåäåë ëè ïðèìåðíî çà 1 íåäåëþ äî
ïîñëåäíåé áóñòåð-îáðàáîòêè.

Âñå 9 îâåö, îáðàáîòàííûõ KLH, ïðî âë ëè ðåãóë ðíóþ öèêëè÷íóþ ýñòðóñíóþ àêòèâíîñòü,
òîãäà êàê òîëüêî 1 èç 10 æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ ïåïòèäîì KLH-GDF-9B, ïðî âë ëî
ýñòðóñíóþ àêòèâíîñòü. Ñðåäí   ãåîìåòðè÷åñêà  (è 95% äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû)
ñêîðîñòè îâóë öèè ó êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ KLH, ñîñòàâë ëà 1,5 (1,1;
1,9), òîãäà êàê ó 9 æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ ïåïòèäîì KLH-GDF-9B, êîòîðûå íå ïðî âë ëè
ýñòðóñíîé àêòèâíîñòè, ñêîðîñòü îâóë öèè áûëà ðàâíà íóëþ. Ó îäíîãî æèâîòíîãî,
îáðàáîòàííîãî ïåïòèäîì KLH-GDF-9B, ïðî âë þùåãî ýñòðóñíóþ àêòèâíîñòü, ñêîðîñòü
îâóë öèè ñîñòàâë ëà 5. Ïîëó÷åííûå äàííûå ÷åòêî ïîêàçûâàþò, ÷òî ñòåðèëüíîñòü ìîæíî
èíäóöèðîâàòü ââåäåíèåì àíòèòåëà èëè ìóòàíòíîãî àíòèãåíà GDF-9B èëè åãî âàðèàíòà.

Äîêàçàòåëüñòâî, ïîäòâåðæäàþùåå óòâåðæäåíèå î òîì, ÷òî èíäóêöè  îâóë öèè ó 9
æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ ïåïòèäîì KLH-GDF-9B (16-ìåð) (ò.å. 15-ìåð + Ñ-êîíöåâîé
öèñòåèí), ïðåäñòàâëåííûì â SEQ ID NO:11, êîòîðûå íå ïðî âë ëè ýñòðóñà, ñâ çàíà ñ
ãóìîðàëüíûì îòâåòîì íà GDF-9B, ïîêàçàíî â òàáëèöå 6.

Òàáëèöà 6

Ñðåäíèå îò ïðåäåëüíûõ óðîâíè àíòèòåë â ïëàçìå îâåö äî èëè ïîñëå ïîâòîðíîé èììóíèçàöèè îâåö æåíñêîãî ïîëà KLH èëè KLH,
êîíúþãèðîâàííûì ñ 16-ìåðíûì ïåïòèäîì GDF-9B. Ïðåäñòàâëåííûå çíà÷åíè  ïîêàçûâàþò îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè 490 íì, êîòîðà 
ñâèäåòåëüñòâóåò îá óðîâíå àíòèòåëà ê GDF-9B

Îáðàáîòêà Äî èììóíèçàöèè Ïîñëå èììóíèçàöèè

KLH <0,3 <0,3

KLH-GDF-9B (16-ìåðíûé ïåïòèä) <0,3 2,392 (1,085-3,000)

Óðîâíè àíòèòåë èçìåð ëè ñïîñîáîì ELISA, êîòîðûé â îáùèõ ÷åðòàõ îïèñàí äë  òàáëèöû
4.

Âç òûå âìåñòå ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîëó÷åííà  â
ðåçóëüòàòå ââåäåíè  àíòèãåíà GDF-9B ïðîäóêöè  àíòèòåë ó ðåöèïèåíòíûõ æèâîòíûõ ìîæåò
ïðèâîäèòü ê èçìåíåííîé àêòèâíîñòè ôîëëèêóëîâ  è÷íèêà è òàêèì îáðàçîì âûçûâàòü
ìîäóë öèþ ñêîðîñòè îâóë öèè.

ÄÍÊ-òåñò íà ìóòàöèè
Âàðèàíòû ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ãåíå GDF-9B ìîæíî îïðåäåëèòü ðàçíûìè ñïîñîáàìè,

õîðîøî èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè, êîòîðûå ñïåöèàëüíî ïðåäíàçíà÷åíû
äë  òîãî, ÷òîáû èäåíòèôèöèðîâàòü ðàçëè÷è  ìåæäó àëëåë ìè ãåíà. Â ÷àñòíîñòè, óêàçàííûå
ñïîñîáû ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  òîãî, ÷òîáû èäåíòèôèöèðîâàòü îäíîíóêëåîòèäíûé
ïîëèìîðôèçì (SNP) Inverdale (FecXI) è Hanna (FecXH), à èìåííî òðàíçèöè  C→T èìååò

ìåñòî ó íîñèòåëåé FecXH, à òðàíçèöè  T→A èìååò ìåñòî ó íîñèòåëåé FecXI, íî òàêèå
ñïîñîáû òàêæå ìîæíî ïðèìåí òü ïî îòíîøåíèþ ê äðóãèì àëëåë ì äàííîãî ãåíà, êîòîðûå
ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü ó äðóãèõ ìëåêîïèòàþùèõ. Îáðàçöû ìîæíî ïîëó÷àòü ëèáî èç ÄÍÊ,
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ëèáî íåïîñðåäñòâåííî èç ïóíêòàòîâ öåëüíîé êðîâè, íàíåñåííîé ï òíàìè íåïîñðåäñòâåííî
íà áóìàãó FTA®, èëè èç ôîëëèêóëîâ âîëîñ èëè øåðñòè.

Îäèí èç òàêèõ ñïîñîáîâ âêëþ÷àåò èñïîëüçîâàíèå ðåñòðèêòàç äë  ðàñùåïëåíè  ÄÍÊ,
ñïåöèôè÷íîé â îäíîì àëëåëå, íî íå â äðóãîì, èëè äë  ðàñùåïëåíè  ôðàãìåíòà ÏÖÐ,
ñîäåðæàùåãî ïðàéìåð, êîòîðûé áûë ñêîíñòðóèðîâàí òàê, ÷òîáû îí ñîäåðæàë ñàéò
ðàñùåïëåíè  â êîìáèíàöèè ñ îäíèì èëè ñ äðóãèì àëëåëåì.

Ðåçóëüòàòîì çàìåíû Ñ→Ò â FecXH  âë åòñ  ïîòåð  ñàéòà ðåñòðèêöèè BsrSI (actg/gn)
è ïðèîáðåòåíèå ñàéòà SpeI (a/ctagt). Àâòîðû ïîäòâåðäèëè óêàçàííóþ çàìåíó îñíîâàíè ,
ïîêàçàâ, ÷òî SpeI ðàñùåïë åò ïðîäóêò ÏÖÐ äëèíîé 541 ï.í., îõâàòûâàþùèé óêàçàííûé
ðàéîí, íà ôðàãìåíòû äëèíîé 476 è 65 ï.í. ó ñàìîê FecXH/FecXH è ñàìöîâ FecXH/Y, íî íå ó
FecXI è æèâîòíûõ äèêîãî òèïà. Ó îâåö, íåñóùèõ êîïèþ êàæäîãî èç àëëåëåé (FecXI/FecXH),
èäåíòèôèöèðîâàíû âñå òðè ôðàãìåíòà (541, 476 è 65 ï.í.). Ïîäîáíûì îáðàçîì BsrSI
ðàñùåïë ëà ôðàãìåíòû â ñëó÷àå FecXI è æèâîòíûõ äèêîãî òèïà, íî íå íîñèòåëåé FecXH.

Â ïðîäóêòå ÏÖÐ äëèíîé 154 ï.í. ÄÍÊ íîñèòåëåé FecXI (ïîëó÷àåìîì ñ ïðàéìåðàìè:
¹12 (GAAGTAACCAGTGTTCCCTCCACCCTTTTCT) è
¹13 (CATGATTGGGAGAATTGAGACC)) ñîçäàâàëñ  èñêóññòâåííûé ñàéò ðåñòðèêöèè

XbaI. XbaI (t/ctaga) ðàñùåïë ëà ïðîäóêòû ÏÖÐ, ïîëó÷àåìûå äë  ñàìîê FecXI/FecXI è
ñàìöîâ FecXI/Y, íåñóùèõ àëëåëü À (tctaga), íî íå ïðîäóêòû ÏÖÐ â ñëó÷àå äèêîãî òèïà
èëè FecXH, íåñóùèå àëëåëü T (tctagt). Òàêèì îáðàçîì, XbaI ðàñùåïë ëà ïðîäóêò ÏÖÐ
äëèíîé 154 ï.í. äî ôðàãìåíòà äëèíîé 124 ï.í. óäàëåíèåì 30-íóêëåîòèäíîãî ïðàéìåðà ¹12
òîëüêî ó íîñèòåëåé FecXI, ôèãóðà 8.

Ïðîäóêòû âû âë ëè ýëåêòðîôîðåçîì â 3% àãàðîçíûõ ãåë õ FMC Metaphor, ñîäåðæàùèõ
ýòèäèé, è âèçóàëèçèðîâàëè â óëüòðàôèîëåòîâîì ñâåòå.

Äðóãîé ñïîñîá äåòåêòèðîâàíè  SNP âêëþ÷àåò èñïîëüçîâàíèå ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åíûõ
ïðàéìåðîâ âìåñòå ñî ñïîñîáîì èñêóññòâåííîãî RFLP, îïèñàííûì âûøå, è âèçóàëèçàöèþ
ïðîäóêòîâ â óñòðîéñòâå äë  ñåêâåíèðîâàíè , òàêîì êàê ABI377.

Äðóãèå ñïîñîáû äåòåêòèðîâàíè  SNP âêëþ÷àþò èñïîëüçîâàíèå ëèáî ñïîñîáà
ðàñïîçíàâàíè  àëëåëåé Taqman®, ëèáî íàáîðà äë  óäëèíåíè  ïðàéìåðîâ SnaPshot ddNTP
(çäåñü ïðèâåäåíà âñòàâêà èç ïîäðîáíîãî îïèñàíè  ïðîèçâîäèòåëåé). Â ñïîñîáå
ðàñïîçíàâàíè  àëëåëåé Taqman ïðèìåí þò òåõíîëîãèþ çîíäîâ, â êîòîðîé èñïîëüçóþò 5'-3'-
íóêëåàçíóþ àêòèâíîñòü ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû AmpliTaq Gold ®, ÷òîáû îáåñïå÷èòü ïð ìîå
äåòåêòèðîâàíèå ïðîäóêòà ÏÖÐ áëàãîäàð  âûñâîáîæäåíèþ ôëóîðåñöåíòíîãî ðåïîðòåðà â
ðåçóëüòàòå ÏÖÐ. Â àíàëèçå ðàñïîçíàâàíè  àëëåëåé èñïîëüçóþò äâà çîíäà, ïî îäíîìó
çîíäó äë  êàæäîãî àëëåë , ïðè ýòîì êàæäûé çîíä ñîäåðæèò îñîáûé ðåïîðòåðíûé
êðàñèòåëü. Ñèñòåìà SnaPshot îñíîâàíà íà óäëèíåíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì îäíîãî
äèäåçîêñèíóêëåîòèäà (ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííîãî) íåìå÷åíîãî îëèãîíóêëåîòèäíîãî
ïðàéìåðà äë  âû âëåíè  îäíîíóêëåîòèäíîãî ïîëèìîðôèçìà (SNP). Â äðóãîì ñïîñîáå
âû âëåíè  SNP ïðèìåí þò ìàññ-ñïåêòðîìåòðèþ, ïðè ýòîì ðàéîí âîêðóã SNP èëè ìóòàöèè
àìïëèôèöèðóþò ïîñðåäñòâîì ÏÖÐ, è îëèãîíóêëåîòèäíûé ïðàéìåð óäëèí þò âäîëü SNP
èëè ìóòàöèè â ïðèñóòñòâèè äèäåçîêñèíóêëåîòèäîâ. Âàðèàíòû SNP âû âë þò íà îñíîâå
ðàçëè÷è  ïî ìàññå.

Ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè áóäåò ïîí òíî, ÷òî íåñìîòð  íà òî, ÷òî èçîáðåòåíèå
îïèñàíî ñ íåêîòîðûìè ïîäðîáíîñò ìè â öåë õ  ñíîñòè è ïîíèìàíè , ìîæíî ïðîâåñòè
ðàçëè÷íûå ìîäèôèêàöèè è èçìåíåíè  îïèñàííûõ çäåñü âàðèàíòîâ è ñïîñîáîâ, íå âûõîä 
çà ðàìêè êîíöåïöèè èçîáðåòåíè , ïðèâåäåííîé â äàííîì îïèñàíèè è ïðèëàãàåìîé ôîðìóëå
èçîáðåòåíè .

Öèòèðîâàííûå çäåñü ññûëêè ïðèâåäåíû â ñïèñêå íà ñëåäóþùèõ ñòðàíèöàõ è âêëþ÷åíû
çäåñü â âèäå ññûëêè.
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Âûäåëåííà  ìóòèðîâàííà  ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B, èñïîëüçóåìà  äë 

ìîäóëèðîâàíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà è ñîäåðæàùà 
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

a) SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 èëè SEQ ID NO:7;
b) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñïîñîáíîé ãèáðèäèçîâàòüñ  â æåñòêèõ óñëîâè õ ñ ìîëåêóëîé,

îïðåäåëåííîé â (à);
c) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà   âë åòñ  ôóíêöèîíàëüíûì âàðèàíòîì èëè ôðàãìåíòîì

ìîëåêóëû, îïðåäåëåííîé â (à);
d) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé ïîëèïåïòèä, âûáðàííûé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6 èëè SEQ ID NO:8;
e) SEQ ID NO:9;
f) SEQ ID NO:12 èëè SEQ ID NO:14, è
g) SEQ ID NO 16 è
h) ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà   âë åòñ  ôóíêöèîíàëüíûì âàðèàíòîì èëè ôðàãìåíòîì

ìîëåêóëû, îïðåäåëåííîé â (d)-(f).
2. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1, èñïîëüçóåìà  äë  èäåíòèôèêàöèè âàðèàíòîâ

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ó îòäåëüíîãî ìëåêîïèòàþùåãî, ñâ çàííûõ ñ ïîâûøåííîé îâóë öèåé,
ïîíèæåííîé îâóë öèåé èëè ñòåðèëüíîñòüþ äàííîãî ìëåêîïèòàþùåãî.

3. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1, èñïîëüçóåìà  äë  ïðîèçâîäñòâà
ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ìîäóëèðîâàíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùåãî
æåíñêîãî ïîëà.

4. Ìîëåêóëà íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.3, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî ìëåêîïèòàþùåå
æåíñêîãî ïîëà âûáðàíî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ëþäåé, îâåö, êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà,
êîç, îëåíåé, ëîøàäåé, âåðáëþäîâ, îïîññóìîâ, ñâèíåé, ìûøåé, êðûñ, êðîëèêîâ, çàéöåâ,
ëàñîê, õîðüêîâ, êîøåê è ñîáàê.

5. Ãåíåòè÷åñêèé ìàðêåð äë  ñâ çàííîé ñ ÄÍÊ ñåëåêöèåé â îòíîøåíèè óñèëåííîé
îâóë öèè èëè ñòåðèëüíîñòè ó ìëåêîïèòàþùåãî, ñîäåðæàùèé ïî êðàéíåé ìåðå 15
ïîñëåäîâàòåëüíûõ íóêëåîòèäîâ SEQ ID NO:1 è ñïîñîáíûé ãèáðèäèçîâàòüñ  â æåñòêèõ
óñëîâè õ ñ ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1, èëè ñ ãåíîìíîé ÄÍÊ, êîäèðóþùåé èëè
ñâ çàííîé ñ ìóòèðîâàííûì ãåíîì GDF-9B.

6. Ãåíåòè÷åñêèé ìàðêåð ïî ï.5, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìëåêîïèòàþùåå âûáðàíî èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ëþäåé, îâåö, êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, êîç, îëåíåé, ëîøàäåé,
âåðáëþäîâ, îïîññóìîâ, ñâèíåé, ìûøåé, êðûñ, êðîëèêîâ, çàéöåâ, ëàñîê, õîðüêîâ, êîøåê è
ñîáàê.

7. Çîíä, ñîäåðæàùèé ïî êðàéíåé ìåðå 15 ïîñëåäîâàòåëüíûõ íóêëåîòèäîâ SEQ ID NO:1 è
ñïîñîáíûé ãèáðèäèçîâàòüñ  â æåñòêèõ óñëîâè õ ñ ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1,
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äë  èäåíòèôèêàöèè è ñåëåêöèè æèâîòíûõ ñ óñèëåííîé îâóë öèåé èëè ñòåðèëüíîñòüþ.
8. Ïðàéìåð, ñîäåðæàùèé ïî êðàéíåé ìåðå 15 ïîñëåäîâàòåëüíûõ íóêëåîòèäîâ SEQ ID

NO:1 è ñïîñîáíûé ãèáðèäèçîâàòüñ  â æåñòêèõ óñëîâè õ ñ ìîëåêóëîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû
ïî ï.1, äë  èäåíòèôèêàöèè è ñåëåêöèè æèâîòíûõ ñ óñèëåííîé îâóë öèåé èëè
ñòåðèëüíîñòüþ.

9. Âåêòîð, âêëþ÷àþùèé ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1, èñïîëüçóåìûé äë 
òðàíñôîðìàöèè êëåòêè-õîç èíà.

10. Êîíñòðóêöè , âêëþ÷àþùà  ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû ïî ï.1, èñïîëüçóåìà  äë 
òðàíñôîðìàöèè êëåòêè-õîç èíà.

11. Âûäåëåííûé ïîëèïåïòèä, èñïîëüçóåìûé äë  ìîäóëèðîâàíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó
ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà è âêëþ÷àþùèé àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

a) SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11,
SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, èëè

b) ôóíêöèîíàëüíîãî âàðèàíòà èëè ôðàãìåíòà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îïðåäåëåííîé â (à).
12. Ïîëèïåïòèä ïî ï.11, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé

àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO:10 èëè åå ôóíêöèîíàëüíûé âàðèàíò èëè ôðàãìåíò, èñïîëüçóåòñ  äë 
ïðîèçâîäñòâà ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ìîäóëèðîâàíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó
ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà.

13. Ïîëèïåïòèä ïî ï.11, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:
8 èëè åå ôóíêöèîíàëüíûé âàðèàíò èëè ôðàãìåíò, èñïîëüçóåòñ  äë  ïðîèçâîäñòâà
ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  óâåëè÷åíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî
ïîëà, êîòîðîå íå íåñåò ìóòèðîâàííóþ ìîëåêóëó íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B.

14. Ïîëèïåïòèä ïî ï.11, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:10 èëè åå ôóíêöèîíàëüíûé âàðèàíò èëè
ôðàãìåíò, èñïîëüçóåòñ  äë  ïðîèçâîäñòâà ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  óâåëè÷åíè 
ñêîðîñòè îâóë öèè ó ñòåðèëüíîãî ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà, êîòîðîå íåñåò äâå êîïèè
ìóòèðîâàííîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B.

15. Ïîëèïåïòèä ïî ëþáîìó èç ïï.12-14, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî ìëåêîïèòàþùåå æåíñêîãî
ïîëà âûáðàíî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ëþäåé, îâåö, êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, êîç,
îëåíåé, ëîøàäåé, âåðáëþäîâ, îïîññóìîâ, ñâèíåé, ìûøåé, êðûñ, êðîëèêîâ, çàéöåâ, ëàñîê,
õîðüêîâ, êîøåê è ñîáàê.

16. Ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè ìëåêîïèòàþùåãî, êîòîðîå íåñåò ìóòèðîâàííóþ ìîëåêóëó
íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé GDF-9B, âêëþ÷àþùèé ñëåäóþùèå ñòàäèè:

(i) ïîëó÷åíèå îáðàçöà òêàíè èëè êðîâè ìëåêîïèòàþùåãî;
(ii) âûäåëåíèå ÄÍÊ èç îáðàçöà; è íåîá çàòåëüíî
(iii) âûäåëåíèå ÄÍÊ GDF-9B èç ÄÍÊ, ïîëó÷åííîé íà ñòàäèè (i);
(iv) çîíäèðîâàíèå óêàçàííîé ÄÍÊ çîíäîì, êîìïëåìåíòàðíûì ìóòèðîâàííîé ÄÍÊ GDF-9B

ïî ï.1;
(v) àìïëèôèêàöè  êîëè÷åñòâà ìóòèðîâàííîé ÄÍÊ GDF-9B; è/èëè
(vi) îïðåäåëåíèå òîãî, íåñåò ëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ GDF-9B, ïîëó÷åííà  íà ñòàäèè

(ii), ìóòàöèþ, ñâ çàííóþ ñî ñòåðèëüíîñòüþ èëè ñ ïîâûøåííîé èëè ïîíèæåííîé îâóë öèåé.
17. Ñïîñîá ïî ï.16, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìëåêîïèòàþùåå ïðåäñòàâë åò ñîáîé

ìëåêîïèòàþùåå ìóæñêîãî èëè æåíñêîãî ïîëà, è íåñåò åäèíñòâåííóþ êîïèþ ìóòèðîâàííîé
ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B.

18. Ñïîñîá ïî ï.17, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìëåêîïèòàþùåå ïðåäñòàâë åò ñîáîé
ìëåêîïèòàþùåå æåíñêîãî ïîëà, è íåñåò äâå êîïèè ìóòèðîâàííîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé
êèñëîòû GDF-9B.

19. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.16-18, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìëåêîïèòàþùåå âûáðàíî èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ëþäåé, îâåö, êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, êîç, îëåíåé, ëîøàäåé,
âåðáëþäîâ, îïîññóìîâ, ñâèíåé, ìûøåé, êðûñ, êðîëèêîâ, çàéöåâ, ëàñîê, õîðüêîâ, êîøåê è
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ñîáàê.
20. Ñïîñîá ìîäóëèðîâàíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà,

âêëþ÷àþùèé ñòàäèþ ââåäåíè  óêàçàííîìó ìëåêîïèòàþùåìó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà
àãåíòà, ïðåäñòàâë þùåãî ñîáîé ïîëèïåïòèä ïî ï.11.

21. Ñïîñîá ïî ï.20, èñïîëüçóåìûé äë  óâåëè÷åíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùåãî
æåíñêîãî ïîëà, êîòîðîå íå íåñåò ìóòèðîâàííîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B,
âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå óêàçàííîìó ìëåêîïèòàþùåìó ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà
ïîëèïåïòèäà, âêëþ÷àþùåãî àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8 èëè åå
ôóíêöèîíàëüíîãî âàðèàíòà èëè ôðàãìåíòà.

22. Ñïîñîá ïî ï.20, èñïîëüçóåìûé äë  óâåëè÷åíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó ñòåðèëüíîãî
ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà, êîòîðûé íåñåò äâå êîïèè ìóòèðîâàííîé ìîëåêóëû
íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B, âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå óêàçàííîìó ìëåêîïèòàþùåìó
ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà ïîëèïåïòèäà, âêëþ÷àþùåãî àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID NO:10 èëè åå ôóíêöèîíàëüíûé âàðèàíò.

23. Ñïîñîá ïî ï.20, èñïîëüçóåìûé äë  óâåëè÷åíè  èëè ñíèæåíè  ñêîðîñòè îâóë öèè èëè
èíäóöèðîâàíè  ñòåðèëüíîñòè ó ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà, âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå
ýôôåêòèâíîãî êîëè÷åñòâà àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

à) ýôôåêòèâíîãî èììóíèçèðóþùåãî êîëè÷åñòâà ïîëèïåïòèäà GDF-9B äèêîãî èëè
ìóòèðîâàííîãî òèïà, âêëþ÷àþùåãî àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ï.11;

b) àíòèñìûñëîâîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû, íàïðàâëåííîé ïðîòèâ íóêëåèíîâîé
êèñëîòû, êîäèðóþùåé ïîëèïåïòèä GDF-9B äèêîãî èëè ìóòèðîâàííîãî òèïà, âêëþ÷àþùèé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ï.11;

c) ëèãàíäà, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ èëè  âë åòñ  àíòèãåíîì ê ïîëèïåïòèäó GDF-9B
äèêîãî èëè ìóòèðîâàííîãî òèïà, âêëþ÷àþùåìó àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî
ï.11,

òåì ñàìûì èíãèáèðó  áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïîëèïåïòèäà GDF-9B ìóòèðîâàííîãî
èëè äèêîãî òèïà.

24. Ñïîñîá ïî ï.22 èëè 23, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìëåêîïèòàþùåå æåíñêîãî ïîëà
âûáðàíî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ëþäåé, îâåö, êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, êîç, îëåíåé,
ëîøàäåé, âåðáëþäîâ, îïîññóìîâ, ñâèíåé, ìûøåé, êðûñ, êðîëèêîâ, çàéöåâ, ëàñîê, õîðüêîâ,
êîøåê è ñîáàê.

25. Êîìïîçèöè  äë  ìîäóëèðîâàíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî
ïîëà, âêëþ÷àþùà  ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

a) ïîëèïåïòèäà, âêëþ÷àþùåãî àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8 èëè åå
ôóíêöèîíàëüíîãî âàðèàíòà èëè ôðàãìåíòà;

b) ïîëèïåïòèäà GDF-9B äèêîãî èëè ìóòèðîâàííîãî òèïà, âêëþ÷àþùåãî àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî ï.11;

c) àíòèñìûñëîâîé ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû, íàïðàâëåííîé ïðîòèâ ïîëèïåïòèäà,
îïðåäåëåííîãî â (b);

d) ëèãàíäà, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ èëè  âë åòñ  àíòèãåíîì ê ïîëèïåïòèäó,
îïðåäåëåííîìó â (b),

è ôàðìàöåâòè÷åñêè èëè âåòåðèíàðíî ïðèåìëåìûé íîñèòåëü èëè ðàçáàâèòåëü.
26. Ëèãàíä, ïðåäñòàâë þùèé ñîáîé àíòèòåëî èëè ôðàãìåíò àíòèòåëà, âêëþ÷àþùèé

àíòèãåí-ñâ çûâàþùèé äîìåí, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ ïîëèïåïòèäîì, âêëþ÷àþùèì
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8 èëè åå ôóíêöèîíàëüíîãî âàðèàíòà èëè ôðàãìåíòà,
èñïîëüçóåìûé äë  ìîäóëèðîâàíè  ñêîðîñòè îâóë öèè ó ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà.

27. Ëèãàíä ïî ï.26, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî  âë åòñ  ìîíîêëîíàëüíûì àíòèòåëîì.
28. Ëèãàíä ïî ï.26, èñïîëüçóåìûé äë  ïðîèçâîäñòâà ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë 

óâåëè÷åíè  èëè ñíèæåíè  ñêîðîñòè îâóë öèè èëè äë  èíäóöèðîâàíè  ñòåðèëüíîñòè ó
ìëåêîïèòàþùåãî æåíñêîãî ïîëà.
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29. Ëèãàíä ïî ï.28, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìëåêîïèòàþùåå æåíñêîãî ïîëà âûáðàíî èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ëþäåé, îâåö, êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, êîç, îëåíåé, ëîøàäåé,
âåðáëþäîâ, îïîññóìîâ, ñâèíåé, ìûøåé, êðûñ, êðîëèêîâ, çàéöåâ, ëàñîê, õîðüêîâ, êîøåê è
ñîáàê.

30. Íàáîð äë  èäåíòèôèêàöèè ìëåêîïèòàþùèõ, êîòîðûå íåñóò ìóòèðîâàííóþ ìîëåêóëó
íóêëåèíîâîé êèñëîòû GDF-9B, âêëþ÷àþùèé

a) ïàðó ïðàéìåðîâ ïî ï.8 äë  àìïëèôèêàöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî ó÷àñòêà GDF-9B;
è íåîá çàòåëüíî îäèí èëè áîëåå èç ñëåäóþùèõ êîìïîíåíòîâ:
b) áóôåðíûé ðàñòâîð äë  àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ;
c) ñìåñü äåçîêñèíóêëåîòèäîâ;
d) ñðåäñòâà äë  àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ;
e) êîíòðîëüíà  ÄÍÊ òåñòèðóåìîãî âèäà;
f) ñîîòâåòñòâóþùèå ñòàíäàðòû; è
g) ñèñòåìà äåòåêòèðîâàíè .
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