
03
89

21
   

 B
1

038921    B
1

(19) Евразийское
патентное
ведомство

(11) 038921 (13) B1

(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(45) Дата публикации и выдачи патента

2021.11.10
(21) Номер заявки

201792405
(22) Дата подачи заявки

2016.05.18

(51)  Int. Cl. C12Q 1/68 (2006.01)

(54) ОБНАРУЖЕНИЕ ЦЕЛЕВОЙ НУКЛЕИНОВОЙ КИСЛОТЫ И ЕЕ ВАРИАНТОВ

(31) 1550629-8
(32) 2015.05.18
(33) SE
(43) 2018.07.31
(86) PCT/EP2016/061121
(87) WO 2016/184902 2016.11.24
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

САГА ДИАГНОСТИКС АБ (SE)

(72) Изобретатель:
Саал Лао Хаямидзу, Джордж Энтони
Майлз (SE)

(74) Представитель:
Осипов К.В., Хмара М.В., Ильмер
Е.Г., Пантелеев А.С., Липатова И.И.,
Новоселова С.В., Дощечкина В.В.
(RU)

(56)  US-A1-2012164652
ZHOU W. ET AL.: "Counting alleles to predict

recurrence of early-stage colorectal cancers", THE
LANCET, THE LANCET PUBLISHING GROUP,
GB, vol. 359, no. 9302, 19 January 2002 (2002-01-19),
pages 219-225, XP004791874, ISSN: 0140-6736,
DOI: 10.1016/50140-6736(02)07448-2 the whole
document

LAURA MIOTKE ET AL.: "High Sensitivity
Detection and Quantitation of DNA Copy Number

and Single Nucleotide Variants with Single Color
Droplet Digital PCR", ANALYTICAL CHEMISTRY,
vol. 86, no. 5, 4 March 2014 (2014-03-04), pages
2618-2624, XP055109915, ISSN: 0003-2700, DOI:
10.1021/ac403843j the whole document

CHANG HSUEH-WEI ET AL.: "Digital
single-nucleotide polymorphism analysis for
allelic imbalance", METHODS IN MOLECULAR
MEDICINE, vol. 103, 1 January 2005 (2005-01-01),
pages 137-141, XP009175591, ISSN: 1543-1894 the
whole document

Guanshan Zhu ET AL.: "Highly Sensitive
Droplet Digital PCR Method for Detection
of EGFR-Activating Mutations in Plasma
CelleFree DNA from Patients with Advanced
NoneSmall Cell Lung Cancer", J Mol Diagn,
1 January 2015 (2015-01-01), pages 265-272,
XP055288095, Retrieved from the Internet:
URL: http://ac.els-cdn.com/S1525157815000392/l-s2
.0-S1525157815000392-main.pdf?_tid=c2677f64-48
da-lle6-b82e-00000aab0f6b&acdnat=1468401688_1
8c97cef9c3e2bf5261a21f4224849aa the whole
document

SANCHEZ J. AQUILES ET AL.: "Two-
temperature LATE-PCR endpoint genotyping", BMC
BIOTECHNOLOGY, BIOMED CENTRAL LTD.
LONDON, GB, vol. 6, no. 1, 4 December
2006 (2006-12-04), page 44, XP021023580, ISSN:
1472-6750, DOI: 10.1186/1472-6750-6-44 the whole
document

WO-A1-03054233

(57) Изобретение относится к высокочувствительным и специфическим способам обнаружения
нуклеиновых кислот, которые, например, пригодны для обнаружения редких мутаций или
для обнаружения малораспространенных вариантов в последовательностях нуклеиновых
кислот. Способы включают асимметричную инкрементную полимеразную реакцию (АИПР) с
последующей экспоненциальной полимеразной цепной реакцией (ЭПЦР).
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Область техники 

Данное изобретение относится к области способов обнаружения нуклеиновых кислот. Способы по 

изобретению являются высокочувствительными и специфическими и, таким образом, пригодны, напри-

мер, для обнаружения редких мутаций или для обнаружения редко встречающихся вариантов в последо-

вательностях нуклеиновых кислот. 

Уровень техники 

Обнаружение нуклеиновых кислот, присутствующих в очень малых количествах и/или с низкой ча-

стотой, желательно для многих сфер применения. Обнаружение мутаций гена, например, существенно 

для множества заболеваний, таких как цистофиброз, серповидно-клеточная анемия и раковые заболева-

ния. Все шире признается, что необходимы исключительно чувствительные и специфические способы 

обнаружения мутаций, в частности, для образцов с низким уровнем на входе, таких как циркулирующая 

опухолевая ДНК (цоДНК) и анализ отдельных клеток. Существующие на сегодняшний день традицион-

ные способы страдают рядом недостатков, включая требование большого количества ДНК во входящих 

образцах, высокую стоимость анализа образца, сложные и трудоемкие рабочие процессы, недостаточную 

чувствительность и/или специфичность, а также неспособность обнаруживать мутантные последова-

тельности ДНК с низкой распространенностью на фоне высокой распространенности нормальной после-

довательности дикого типа (так называемая фракция мутантного аллеля, ФМА). Почти все способы об-

наружения мутаций основаны на амплификации ДНК с применением полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) для экспоненциального копирования представляющих интерес областей целевой ДНК с помощью 

фермента ДНК-полимеразы. 

Если целью является провести различие между нормальной последовательностью дикого типа и ва-

риантом (мутантной) последовательностью, которая может отличаться всего лишь одним нуклеотидным 

основанием, точность действия фермента ДНК-полимеразы может налагать значительные ограничения 

на способность различать (влияя на большинство показателей эффективности обнаружения мутаций). 

Каждому полимеразному ферменту присуща некоторая частота ошибок встраивания основания для каж-

дой возможной неправильной замены основания, обычно в диапазоне от 0,5 до 300 ошибок на миллион 

пар амплифицированных оснований (т.е. от 5×10
-7

 до 3×10
-4

). Для многих сфер применения такие ошибки 

встраивания полимеразой одного основания являются допустимыми. Например, если доступно огромное 

количество ДНК, а ФМА является умеренной или высокой, например >10-20%, может быть достаточно 

обычной ПЦР. Однако в случае применения, связанного с обнаружением редко встречающихся вариан-

тов, существует потребность в сверхчувствительных способах обнаружения, которые позволяли бы от-

личить истинно положительную мутацию от ложноположительной, связанной с ошибкой полимеразы. 

Тесты на обнаружение мутаций в данное время имеют предел обнаружения 10-20% ФМА (секвенирова-

ние Sanger), 5-10% ФМА (пиросеквенирование), 1-5% ФМА (секвенирование следующего поколения) и 

0,1% ФМА (цифровая ПЦР, COLD-ПЦР, ультра-глубокое секвенирование следующего поколения). 

Цифровая ПЦР представляет собой способ, при котором реакционную смесь ПЦР разделяют на 

множество индивидуальных реакционных смесей меньшего размера, таким образом, что каждая часть 

реакционной смеси содержит от нуля до очень небольшого количества молекул с целевой последова-

тельностью. Разделение всех молекул является случайным и описывается распределением Пуассона. Де-

ление на части преобразует ситуацию чрезвычайно низкой относительной распространенности редкого 

варианта последовательности среди обилия последовательности дикого типа в ситуацию, когда в боль-

шинстве частей будет содержаться только последовательность дикого типа, а в некоторых частях редкий 

вариант будет присутствовать с очень высокой относительной встречаемостью по сравнению с последо-

вательностью дикого типа. Результатом является повышение чувствительности для обнаружения редких 

вариантов последовательности путем разбавления последовательности дикого типа в каждой части. Тем 

не менее, ошибка полимеразы по-прежнему представляет собой существенную проблему, даже для циф-

ровой ПЦР, при которой могут возникать ложноположительные результаты, что отрицательно влияет на 

различающую способность и пределы обнаружения. 

Различные способы обогащения и обнаружения минорных аллелей и мутаций на основе ПЦР опи-

саны, например, Milbury et al., Clin Chem. 2009 Apr; 55(4): 632-640, однако ни один из этих способов не 

является чрезвычайно высокочувствительным и простым в исполнении. 

Краткое описание сущности изобретения 

Таким образом, существует неудовлетворенная потребность в чрезвычайно высокочувствительных 

способах обнаружения редко встречающихся нуклеиновых кислот с очень низкой частотой ложнополо-

жительных результатов. 

Авторы изобретения обнаружили, что в способах с применением стандартной ПЦР частота ошибок 

ДНК-полимеразы создает барьер для производительности, связанный с пределом обнаружения, посколь-

ку по мере экспоненциальной амплификации ДНК до количеств, измеряемых миллиардами копий, во 

многие копии ДНК случайно вводятся ошибки, включая ложную генерацию представляющих интерес 

вариантов последовательности, причем эти ошибки копируются и амплифицируются. 

Кроме того, максимально достижимая чувствительность в анализе методом стандартной цифровой 

ПЦР ограничена точностью полимеразного фермента, применяемого в реакции. Если последователь-
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ность дикого типа неправильно копируется полимеразой, то может возникнуть копия, несущая ложную 

мутантную последовательность, и результат такой реакции будет считан как положительный для целевой 

мутантной последовательности. В зависимости от того, сколько циклов ПЦР выполняется и на каком 

цикле вводится ложная мутантная последовательность, сигнал может быть неотличим от истинно поло-

жительного сигнала, и таким образом он будет считан как ложноположительный. Если указанное собы-

тие ошибки полимеразы происходит в позднем цикле ПЦР, истинно положительные сигналы уже сдела-

ют "рывок на старте" относительно потенциальных ложноположительных сигналов, и может существо-

вать возможность провести различие между истинно положительными и ложноположительными сигна-

лами. 

Способы по изобретению надежно дают истинно положительные реакции, обладая преимуществом 

согласованного сигнала по сравнению с любыми потенциальными ложноположительными реакциями. 

Таким образом, в изобретении предлагается способ, который способен противодействовать послед-

ствиям ошибок полимеразы, чтобы повысить производительность анализа, по меньшей мере, на порядок. 

Способы по изобретению позволяют достичь чрезвычайно высокой чувствительности и специфичности, 

просты в исполнении и относительно недорогие. 

В данном изобретении предлагаются чрезвычайно высокочувствительные способы обнаружения 

редко встречающихся нуклеиновых кислот с очень низкой частотой ложноположительных результатов. 

Способы по изобретению обычно состоят из стадии асимметричной инкрементной полимеразной реак-

ции (АИПР) с применением высокой температуры отжига, за которой следует более традиционная ста-

дия симметричной ПЦР с применением более низкой температуры отжига, причем обе проводятся в ус-

ловиях разделенных реакционных смесей, таких как цифровая капельная ПЦР. 

Способы амплификации нуклеиновых кислот с применением анализов на основе ПЦР с применени-

ем праймеров с различными температурами плавления (Тпл) известны из уровня техники. Например, в 

WO 2006/094360 описана одна ПЦР с закрытой трубкой, в которой выполняются две последовательные 

симметричные ПЦР. В первом раунде нуклеиновая кислота в представляющем интерес локусе специфи-

чески амплифицируется с применением меченых локус-специфических праймеров, подходящих для вы-

полнения исчерпывающей ПЦР. Во втором раунде продукт амплификации первого раунда амплифици-

руют с применением меченых праймеров с более низкой Тпл, чем у меченых локус-специфических прай-

меров. 

Благодаря высокой чувствительности и специфичности способы по изобретению пригодны для об-

наружения редко встречающихся последовательностей нуклеиновых кислот. В частности, эти способы 

пригодны для обнаружения редких одноосновных вариантов среди большого количества аллеля дикого 

типа и пригодны даже в случаях образцов с низким уровнем на входе, как это может быть в случае цир-

кулирующей опухолевой ДНК (цоДНК) в плазме крови пациента. 

Способы по изобретению обычно состоят из стадии асимметричной инкрементной полимеразной 

реакции (АИПР), за которой следует более традиционная стадия симметричной ПЦР. На стадии АИПР в 

общем случае копируется только одна нить последовательности целевой нуклеиновой кислоты, что при-

водит к появлению множества матриц для традиционной симметричной ПЦР. Таким образом, если 

обычная ПЦР в принципе является экспоненциальной амплификацией, то АИПР в принципе является 

линейной амплификацией. Для амплификации любой заданной целевой последовательности конструи-

руются, по меньшей мере, два праймера, фланкирующие представляющую интерес последовательность, 

таким образом, что один праймер (в данном документе носит название "праймер-H") имеет очень высо-

кую температуру плавления (Тпл), а другой праймер с противоположной нитью и ориентацией, имеет 

гораздо меньшую Тпл ("праймер-L"). Две стадии (АИПР и ПЦР) отличаются условиями термоциклизации 

и праймерами, которые функционально активны в ходе каждой стадии. 

На стадии АИПР целевая однонитевая последовательность копируется полимеразой, которая прай-

мируется с применением олигонуклеотидного праймера-H, комплементарного одному концу целевой 

последовательности, представляющей интерес, причем за термический цикл синтезируется только одна 

копия (например, последовательность, комплементарная матричной). Обычно это достигается путем 

термической циклизации: 1) до температуры денатурации ДНК с образованием однонитевых молекул; 2) 

до температуры, позволяющей отжиг праймера-H для праймирования однонаправленного копирования 

целевой последовательности, представляющей интерес, с помощью ДНК-полимеразы, притом, что эта 

температура, не позволяет отжиг праймера-L; 3) до температуры, позволяющей элонгировать синтезиро-

ванную ДНК-полимеразой нить, но при которой праймер-L все еще не может отжигаться; 4) повторения 

стадий 1-3 по мере необходимости в повторяющихся циклах, с одной дополнительной комплементарной 

копией, синтезирующейся за цикл, которая праймируется и удлиняется из праймера-H. Синтезированная 

копия представляет собой комплемент Ватсона-Крика к однонитевой последовательности, к которой от-

жигается праймер-H, и, следовательно, каждая синтезированная копия не становится матрицей для даль-

нейшей амплификации во время любых термических циклов стадии АИПР. От нескольких до очень мно-

гих раундов АИПР с копированием только в одном направлении выполняются путем циклизации в опи-

санных выше термических условиях, причем только однонаправленный праймер-H способен отжигать и 

удлиняться для синтеза нити нуклеиновой кислоты. Следовательно, из каждой оригинальной одноните-
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вой матрицы в каждом термическом цикле генерируется одна комплементарная целевая последователь-

ность, таким образом, что, например, после того, как выполняется количество X асимметричных циклов, 

будут существовать X новых комплементарных молекул ДНК в конце стадии для каждого количества Y 

однонитевых исходных матричных молекул в части (общее количество новых комплементарных молекул 

ДНК в части реакционной смеси, таким образом, будет составлять X×Y). Например, после 64 циклов с 

одной-единственной однонитевой целевой матрицей в части реакционной смеси будет присутствовать 

одна однонитевая матрица плюс 1×64 = 64 комплементарных копии в части. С очень большой вероятно-

стью подавляющее большинство этих новых молекул будет точной комплементарной копией исходной 

матричной молекулы, поскольку частота ошибок полимеразы низкая (от 0,5 до 300 ошибок на миллион 

амплифицированных пар оснований), а синтезируется только, например, 64 копии длиной от нескольких 

десятков до нескольких тысяч пар оснований каждая. Даже в том случае, если происходит ошибка поли-

меразы во время одного из этих циклов АИПР в части реакционной смеси, которая содержала только 

одну молекулу целевой последовательности дикого типа и 0 мутантных целевых последовательностей, в 

начале одного из этих циклов АИПР из 64 новых молекул ДНК, только 1 была бы мутантной среди 63 

немутантных. Указанная целевая последовательность, возникшая в результате ошибки, была бы потен-

циально проблематичной, если бы она возникла точно в том положении последовательности, которое 

представляет наибольший интерес, но она не может создать проблему, если она возникла в другом поло-

жении. И наоборот, в истинно положительной части реакционной смеси, которая начиналась с 1 данной 

мутантной молекулы целевой последовательности и 0 целевых последовательностей дикого типа, при-

сутствовали бы 64 новых мутанта, содержащих молекулы ДНК, в том числе чрезвычайно редко, на 63 

новых мутанта, присутствовала бы 1 ложная молекула дикого типа. Таким образом, в реакции цифровой 

ПНР истинно положительные части реакционной смеси будут содержать от 62 до 64 дополнительных 

целевых мутантных молекул по сравнению с редко встречающейся частью реакционной смеси, которая 

теперь содержит ложноположительную мутантную последовательность из-за ошибки полимеразы. После 

этой стадии АИПР начинается традиционная стадия симметричной ПЦР, и истинно положительные час-

ти реакционной смеси будут содержать эквивалент приблизительно log2(X) циклов "рывок на старте" в 

показателях молекулярных копий по сравнению с ложноположительными частями реакционной смеси. 

Другими словами, в приведенном выше примере с X = 64 асимметричных цикла истинно положительные 

части реакционной смеси будут содержать приблизительно log2(64) = 6 циклов "рывка на старте". 

В системе цифровой ПЦР с применением флуоресцентных зондов с гашением, комплементарных 

целевой последовательности, представляющей интерес, которые отжигает свою целевую последователь-

ность и чей флуорофор расщепляется и, таким образом, не гасится экзонуклеазной активностью полиме-

разы, при этом высвобождаемые флуорофоры накапливаются в части реакционной смеси и усиливают ее 

флуоресцентный сигнал. Обычная ПЦР продолжается до тех пор, пока истинно положительный сигнал 

не станет заметным, тогда как ложноположительный сигнал по-прежнему отстает на некоторое количе-

ство циклов. Предусмотрен порог для разделения двух сигналов. Дополнительно можно применять дру-

гие способы обнаружения продукта обычной ПЦР. 

На фиг. 1 представлен обзор способа согласно одному варианту реализации изобретения. 

Один из способов достигнуть однонаправленного копирования только одной матричной нити в хо-

де асимметричной стадии, избегая копирования в противоположном направлении (противоположная 

нить), заключается в том, чтобы вводить только один праймер на стадии АИПР и добавлять второй 

праймер в начале стадии симметричной ПЦР. Однако большинство основанных на разделении способов 

цифровой ПЦР в данное время не позволяет добавлять реагенты после разделения, например, трудно 

добавить реагенты в реакционные капли в цифровой капельной ПЦР (цкПЦР). 

В одном варианте реализации данного изобретения предлагается способ разработки анализа с кон-

струированием праймеров, которые позволяют проводить АИПР при наличии в реакционной смеси обо-

их праймеров путем применения пар праймеров со значительно отличающейся температурой плавления. 

Праймер с высокой Тпл (праймер-H) конструируется для одной нити на конце целевой последовательно-

сти, представляющей интерес, а праймер с низкой Тпл (праймер-L) конструируется для другой нити на 

другом конце целевой последовательности, представляющей интерес. Кроме того, способы включают 

средства для обнаружения конкретных аллелей. Указанными средствами могут быть, например, аллель-

специфические зонды, расположенные над вариантным основанием. Стадию АИПР проводят при очень 

высокой температуре, при которой праймер-H с высокой Тпл способен эффективно отжигать, а праймер-

L с низкой Тпл не способен. Стадию обычной симметричной ПЦР проводят при более низкой температу-

ре, при которой праймер-L с низкой Тпл и праймер-H с высокой Тпл способны эффективно связываться с 

конкретной матрицей. Если в системе применяются аллель-специфические зонды, то они предпочти-

тельно сконструированы таким образом, чтобы связывание происходило при или ниже низкой темпера-

туры отжига. Тпл праймеров и, следовательно, активность в ходе двух стадий можно регулировать с по-

мощью длины праймера, введением сконструированных рассогласований в последовательность прайме-

ра и/или модификацией праймеров (например, с применением вариантных нуклеотидов, таких как запер-

тая нуклеиновая кислота [ЗНК], или других олигонуклеотидных модификаций, таких как добавление 
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агента связывания с малой бороздкой [СМБ]). Крайне важно, чтобы активность праймера-L подавлялась 

во время стадии асимметричной АИПР, потому что всякий раз, когда происходит связывание и элонга-

цию праймера с низкой Тпл, происходит симметричное копирование обеих нитей, что увеличивает коли-

чество субстрата для потенциальных ошибок полимеразы, которые затем будут распространяться в ходе 

каждого последующего цикла. Из-за этого предпочтительной схемой анализа с точки зрения избегания 

ложноположительных результатов является схема с большой разницей между температурой отжига 

асимметричной стадии и температурой плавления праймера с низкой Тпл. 

Таким образом, в одном аспекте изобретения предлагаются способы обнаружения присутствия по-

следовательности целевой нуклеиновой кислоты или обнаружения присутствия варианта последователь-

ности в последовательности целевой нуклеиновой кислоты в образце, причем способы включают стадии: 

a) обеспечение образца, содержащего матричные нуклеиновые кислоты 

b) обеспечение набора праймеров, содержащего, по меньшей мере, пару праймеров, способных 

специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, причем набор 

праймеров содержит, по меньшей мере, праймер-H и праймер-L, и при этом температура плавления 

праймера-H, по меньшей мере на 15°С выше, чем температура плавления праймера-L, и при этом прай-

мер-L содержит последовательность, комплементарную фрагменту продукта элонгации праймера-H, 

c) обеспечение полимеразы нуклеиновой кислоты, обладающей полимеразной активностью при 

температуре элонгации, 

d) получение разделенных реакционных смесей ПЦР, каждая из которых содержит часть образца, 

набор праймеров, полимеразу нуклеиновой кислоты, реагенты для ПЦР и необязательно детекторные 

реагенты, 

e) проведение асимметричной инкрементной полимеразной реакции (АИПР), включающей стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы 

ii) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при высокой температуре отжига, что позво-

ляет отжигать праймер-H, но не праймер-L, 

iii) необязательная инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре элонгации, 

iv) необязательное повторение стадий i-iii, 

v) с амплификацией таким образом только одной нити последовательности целевой нуклеиновой 

кислоты; 

f) проведение полимеразной цепной реакции (ПЦР), включающей стадии: 

1) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы, 

2) инкубация ПЦР при низкой температуре отжига, что позволяет отжигать как праймер-H, так и 

праймер-L, 

3) инкубация ПЦР при температуре элонгации, что позволяет элонгацию всех отожженных прайме-

ров, 

4) необязательное повторение стадий ii-iv, 

5) с амплификацией таким образом обеих нитей последовательности целевой нуклеиновой кислоты 

и получением продукта ПЦР; 

g) обнаружение присутствия в продукте ПЦР последовательности целевой нуклеиновой кислоты 

или варианта последовательности в последовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1 представлен обзор способа ИДСПУК. На фиг. 1А проиллюстрирована ситуация, когда 

присутствует мутантная матрица. В ходе стадии АИПР генерируются комплементарные копии мутант-

ных последовательностей. Температура поддерживается достаточно высокой, чтобы праймер-L и зонды 

не отжигались. На симметричной стадии мутантная ДНК экспоненциально амплифицируется. На фиг. 1В 

проиллюстрирована ситуация, когда присутствует матрица дикого типа, но возникает ошибка полимера-

зы. В ходе АИПР генерируется несколько копий последовательности дикого типа и только одна копия 

ошибочной мутантной последовательности. Температура поддерживается достаточно высокой, чтобы 

праймер-L и зонды не отжигались. На симметричной стадии ДНК дикого типа и ошибочная мутантная 

ДНК экспоненциально амплифицируются, однако, поскольку в начале экспоненциальной фазы присут-

ствовало намного больше копий ДНК дикого типа, количество ДНК дикого типа значительно превосхо-

дит количество мутантной ДНК. 

На фиг. 2 проиллюстрированы два конкретных примера схемы анализа для двух целевых последо-

вательностей, представляющих интерес, обе в онкогене РПС3СА: вариант H1047R, расположенный на 

кодоне 3140 с заменой нуклеотида А на G (верхняя панель), и вариант E542K, расположенный на кодоне 

1624 с заменой нуклеотида G на А (нижняя панель). 

На фиг. 3 представлены графики цифровой капельной ПНР. На фигуре проиллюстрирован сигнал 

мутантной ДНК, полученный в результате анализов мутации PrimePCR (левая панель) и ИДСПУК 

(правая панель) для варианта РПС3СА H1047R (верхняя панель) и варианта РПС3СА E542K (нижняя 

панель). Капельки (ось X) обозначаются как точки соответственно их интенсивности флуоресценции (ось 



038921 

- 5 - 

Y). Необходимо отметить отсутствие ложноположительных капелек в лунках отрицательного контроля 

при применении способа ИДСПУК (представлены в прямоугольниках в верхнем правом углу каждой 

диаграммы) по сравнению с анализом мутации PrimePCR. 

На фиг. 4 проиллюстрирована экспериментальная схема анализа - схема анализа, направленного на 

РПС3СА c.3140A>G (H1047R) с альтернативными версиями Праймера-Н (бета 1 и бета 2). Праймер-Н 

бета 1 короче и, следовательно, имеет более низкую температуру плавления, чем Праймер-Н бета 2. Зон-

ды, применяемые в этом анализе, представляют собой обычные зонды TaqMan СМБ (Applied Biosys-

tems), содержащие 5' репортерный краситель (FAM или HEX), 3' нефлуоресцентный гаситель и 3' агент 

связывания с малой бороздкой, присоединенный к молекуле гасителя. 

На фиг. 5 проиллюстрированы графики мутантного (специфического) сигнала, демонстрирующие 

влияние АИПР на ложноположительный сигнал. Применялась экспериментальная схема анализа, проил-

люстрированная на фиг. 4, включающая праймер-Н бета 1 или бета 2 вместе с праймером-L, причем спе-

цифический для мутаций и специфический для дикого типа зонды (см. фиг. 4) вводили в реакцию с при-

менением содержащей положительную мутацию матричной ДНК (не показан; все анализы выявляли му-

тацию) и матрицы дикого типа без АИПР (А), с АИПР при более низкой (67°С) температуре (В) и с 

АИПР при более высокой (74°) температуре (С). Панели D, Е и F иллюстрируют мутантный (специфиче-

ский) сигнал и отсутствие ложноположительных сигналов при применении различных температур отжи-

га АИПР и температур симметричного отжига; (D) анализ ИДСПУК для мутации РПС3СА E542K. В 

этом примере АИПР проводили с температурой отжига 75°С и симметричной стадией с температурой 

отжига 46°С; (Е) анализ ИДСПУК для мутации Е545К в РПС3СА. В этом примере АИПР запускается с 

температурой отжига 75°С и симметричной стадией с применением температуры отжига 46°С; (F) анализ 

ИДСПУК для мутации NRAS Q61R, включающий АИПР с применением температуры отжига 73°С и 

симметричной стадии с применением температуры отжига 48°С. 

На фиг. 6 проиллюстрирован пример сравнения предела обнаружения -представлена частота му-

тантного аллеля по данным измерения с помощью анализов мутации PrimePCR™ (левая панель) и ИД-

СПУК (правая панель) для варианта РПС3СА H1047R (верхняя панель и нижняя панель) и варианта 

РПС3СА E542K (средняя панель). Верхняя и средняя панели демонстрируют результаты анализов с при-

менением матричной ДНК, содержащей 0, 0,01, 0,1 и 1% мутантной ДНК (остальное - дикий тип), тогда 

как нижняя панель иллюстрирует результаты анализов с применением матричной ДНК, содержащей 0, 

0,001, 0,01, 0,1, 1 и 10% мутантной ДНК. Ложноположительные сигналы в анализе мутации PrimePCR™ 

показывают, что результатам для 0,01% ФМА нельзя доверять (перекрываются с отрицательным контро-

лем), и, следовательно, нижний предел обнаружения составляет 0,1%. Напротив, в анализе ИДСПУК 

результат для 0,01% ФМА является надежным, и даже при 0,001% результаты являются надежными. 

Нижний предел обнаружения еще предстоит полностью протестировать, но, скорее всего, в зависимости 

от анализа он будет значительно ниже чем 0,001%. 

На фиг. 7 проиллюстрированы схема анализа (А) и результаты (В) для способа по изобретению с 

применением модифицированного рассогласованием праймера-L, направленного на мутацию KRAS 

G13D. 

Подробное описание сущности изобретения 

Определения 

Амплификация: амплификация нуклеиновой кислоты представляет собой генерацию копий указан-

ной нуклеиновой кислоты. Термин "пара праймеров, способных амплифицировать целевую нуклеиновую 

кислоту" означает в данном документе, что при введении указанной пары праймеров в реакцию ПЦР 

вместе с целевой нуклеиновой кислотой, нуклеотидами и полимеразой нуклеиновой кислоты, указанная 

ПЦР будет приводить к образованию целевой нуклеиновой кислоты. 

Около: Термин "около" в данном документе означает ±10%, предпочтительно ±5%, например, до 

±1%. 

Температура денатурации: температура денатурации представляет собой температуру, позволяю-

щую денатурировать все молекулы ДНК в образце и/или в реакционных смесях ПЦР и/или АИПР с по-

лучением в результате денатурации однонитевых молекул. Температура денатурации предпочтительно 

является достаточно низкой, чтобы гарантировать, что полимераза нуклеиновой кислоты не будет необ-

ратимо денатурирована. Обычно температура денатурации представляет собой температуру в диапазоне 

от 90 до 99°С, например, в диапазоне от 92 до 97°С, например, в диапазоне от 94 до 95°С. 

Температура элонгации: температура элонгации представляет собой температуру, при которой воз-

можна ферментная активность полимеразы нуклеиновой кислоты. Обычно полимераза нуклеиновой ки-

слоты проявляет активность в диапазоне температур, и, таким образом, температура элонгации может 

быть любой температурой в этом диапазоне. Большинству полимераз нуклеиновых кислот свойственна 

оптимальная температура, тем не менее, они сохраняют активность при других температурах, отличаю-

щихся от оптимальной. В таких случаях температура элонгации может быть любой температурой, при 

которой полимераза нуклеиновой кислоты проявляет активность, даже если указанная температура не 

является оптимальной температурой. Выражение "полимераза нуклеиновой кислоты проявляет полиме-
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разную активность при температуре элонгации" в данном документе означает, что полимераза нуклеино-

вой кислоты способна катализировать синтез новой нити нуклеиновой кислоты, комплементарной мат-

ричной нити, при температуре элонгации. В некоторых вариантах реализации изобретения температура 

элонгации близка к температуре плавления праймера-H. Таким образом, может быть выбрана полимераза 

нуклеиновой кислоты, которая проявляет полимеразную активность при температуре около температуры 

плавления праймера-H, и/или праймер-H может быть сконструирован таким образом, чтобы его темпера-

тура плавления была близка к температуре элонгации. Термин "близкая температура", используемый в 

этой связи, может означать, например, нахождение в пределах ±5°С, например ±2°С, например ±1°С от 

указанной температуры. Обычно температура элонгации составляет от 65 до 80°С, например, в диапазо-

не от 68 до 75°С. 

Температура плавления: температура плавления праймера представляет собой температуру, при ко-

торой 50% праймера образует стабильную двойную спираль с комплементарной ему последовательно-

стью, а остальные 50% разделяются на однонитевые молекулы. Температура плавления может дополни-

тельно обозначаться как Тпл. Предпочтительно Тпл в данном документе вычисляют с применением мето-

да ближайшего соседа на основе способа, описанного в Breslauer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83, 3746-50 

(1986), с применением показателя концентрации соли 50 мМ и концентрации праймера 900 нМ. Напри-

мер, указанный метод реализован в программном обеспечении "Multiple Primer Analyzer" производства 

Life Technologies/Thermo Fisher Scientific Inc. 

Термин "пара праймеров, способных амплифицировать целевую нуклеиновую кислоту" в данном 

документе означает, что при введении указанной пары праймеров в реакцию ПНР вместе с целевой нук-

леиновой кислотой, нуклеотидами, полимеразой нуклеиновой кислоты и другими реагентами для ПЦР, 

то указанная ПЦР будет приводить к образованию целевой нуклеиновой кислоты. Один праймер из пары 

праймеров будет прямым праймером, тогда как другой будет обратным праймером. Если праймер-H яв-

ляется прямым праймером, то праймер-L предпочтительно представляет собой обратный праймер и на-

оборот. 

Реагенты для ПЦР: реагенты для ПЦР представляют собой реагенты, которые добавляют к реакци-

онной смеси ПЦР в дополнение к полимеразе нуклеиновой кислоты, образцу и набору праймеров. Реа-

генты для ПЦР, по меньшей мере, содержат нуклеотиды. В дополнение, реагенты для ПЦР могут содер-

жать другие соединения, такие как соль(и) и буферное(ые) вещество(а). 

Праймер-Н и праймер-L: праймер-H представляет собой праймер с высокой температурой плавле-

ния, тогда как праймер-L представляет собой праймер с низкой температурой плавления. 

Набор праймеров: набор праймеров содержит два или более разных праймеров. Набор праймеров 

содержит, по меньшей мере, пару праймеров, способных специфически амплифицировать целевую нук-

леиновую кислоту. Кроме того, набор праймеров по изобретению содержит, по меньшей мере, праймер-

H и праймер-L. Таким образом, в вариантах реализации изобретения, в которых набор праймеров содер-

жит только два разных праймера, набор праймеров содержит праймер-H и праймер-L, причем праймер-H 

и праймер-L способны амплифицировать целевую нуклеиновую кислоту. 

Целевая нуклеиновая кислота: любая последовательность нуклеиновой кислоты, присутствие кото-

рой желательно обнаружить. Целевая нуклеиновая кислота может представлять собой, например, после-

довательность нуклеиновой кислоты, связанную с клиническим состоянием. 

Способ обнаружения варианта последовательности или целевой нуклеиновой кислоты 

Данное изобретение относится к способам обнаружения присутствия варианта последовательности 

в целевой нуклеиновой кислоте в образце. 

Такие способы могут быть пригодны для обнаружения присутствия варианта последовательности в 

образце, который может содержать смесь целевых нуклеиновых кислот, где только часть целевых нук-

леиновых кислот может содержать вариант последовательности. В частности, способы пригодны для 

обнаружения присутствия варианта последовательности в образце, содержащем целевые нуклеиновые 

кислоты, из которых только незначительная часть потенциально может содержать вариант последова-

тельности. 

Указанный вариант последовательности может представлять собой любой вариант последователь-

ности, который желательно обнаружить. Например, вариант последовательности может быть связан с 

клиническим состоянием, описанным более подробно ниже в разделе "Способ прогнозирования наличия 

клинического состояния". В частности, вариант последовательности может представлять собой любой из 

вариантов последовательности, описанных ниже в разделе "Вариант последовательности и последова-

тельность целевой нуклеиновой кислоты". 

Образец может быть любым образцом, в котором желательно обнаружить присутствие указанного 

варианта последовательности. Например, если вариант последовательности указывает на клиническое 

состояние, то образец может быть образцом из организма индивидуума, подверженного риску развития 

указанного клинического состояния. 

В данном изобретении также предлагаются способы обнаружения присутствия последовательности 

целевой нуклеиновой кислоты в образце. 

Такие способы могут быть пригодны для обнаружения того, присутствует ли в образце последова-
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тельность целевой нуклеиновой кислоты. Указанный образец может содержать смесь матричных нук-

леиновых кислот, потенциально содержащих последовательность целевой нуклеиновой кислоты. В част-

ности, способы пригодны для обнаружения присутствия последовательности целевой нуклеиновой ки-

слоты в образце, который потенциально может содержать очень низкий уровень указанной последова-

тельности целевой нуклеиновой кислоты. 

Указанная последовательность целевой нуклеиновой кислоты может быть любой последовательно-

стью целевой нуклеиновой кислоты, которую желательно обнаружить. Например, присутствие последо-

вательности целевой нуклеиновой кислоты может быть связано с клиническим состоянием, описанным в 

данном документе более подробно ниже в разделе "Способ прогнозирования наличия клинического со-

стояния". В частности, последовательность целевой нуклеиновой кислоты может быть любой из после-

довательностей целевой нуклеиновой кислоты, описанных ниже в разделе "Вариант последовательности 

и последовательность целевой нуклеиновой кислоты". 

Образец может быть любым образцом, для которого желательно определить, присутствует ли в нем 

указанная последовательность целевой нуклеиновой кислоты. Например, если последовательность целе-

вой нуклеиновой кислоты указывает на клиническое состояние, то образец может быть образцом из ор-

ганизма индивидуума, подверженного риску развития указанного клинического состояния. 

Способы обнаружения присутствия последовательности целевой нуклеиновой кислоты или присут-

ствия варианта нуклеиновой кислоты в образце в целом включают следующие стадии: 

a) обеспечение образца, содержащего матричные нуклеиновые кислоты, 

b) обеспечение набора праймеров, который может быть, например, любым из наборов праймеров, 

описанных ниже в разделе "Набор праймеров", 

c) обеспечение полимеразы нуклеиновой кислоты, проявляющей полимеразную активность при 

температуре элонгации, которая, например, может представлять собой любую из полимераз нуклеино-

вых кислот, описанных ниже в разделе "Реагенты для ПНР", 

d) получение разделенных реакционных смесей ПЦР, например, как описано ниже в разделе "Раз-

деленные реакционный смеси ПЦР", 

e) проведение асимметричной инкрементной полимеразной реакции (АИПР), например, как описа-

но ниже в разделе "Асимметричная инкрементная полимеразная реакция", 

f) проведение полимеразной цепной реакции (ПЦР), предпочтительно экспоненциальной реакции 

ПЦР, описанной ниже в разделе "Экспоненциальная ПЦР", 

g) обнаружение присутствия в продукте ПЦР последовательности целевой нуклеиновой кислоты 

или варианта последовательности в последовательности целевой нуклеиновой кислоты, причем указан-

ное обнаружение может быть выполнено, например, как описано ниже в разделе "Обнаружение". 

Каждая из разделенных реакционных смесей ПЦР должна содержать, по меньшей мере, часть об-

разца, набор праймеров и набор реагентов для ПЦР, достаточный для проведения реакции ПЦР. Специа-

листам в данной области техники хорошо известны способы и реагенты, пригодные для проведения ре-

акции ПЦР. Например, каждая из разделенных реакционных смесей ПЦР может содержать любую из 

полимераз нуклеиновой кислоты и реагенты для ПЦР, описанные ниже в разделе "реагенты для ПЦР". 

В зависимости от способа определения того, содержит ли продукт ПЦР вариант последовательно-

сти, каждая из разделенных реакционных смесей ПЦР может дополнительно содержать детекторные реа-

генты, такие как любой из детекторных реагентов, описанных ниже в разделе "Обнаружение". 

Способы по изобретению пригодны, например, для сфер применения, которые требуют с высокой 

эффективностью различать любые две последовательности, отличающиеся количеством нуклеотидов. 

Например, способы по изобретению пригодны для сфер применения, которые требуют с высокой эффек-

тивностью различать любые две последовательности, отличающиеся только одним или более нуклеотид-

ными основаниями и, при этом, присущая полимеразе частота ошибок при встраивании основания может 

приводить к ложноположительным целевым последовательностям, представляющим интерес. В способах 

может применяться различение однонуклеотидных вариантов на основе зондов, например, как описано в 

данном документе ниже в разделе "Обнаружение" или различение на основе праймеров. Этот способ 

может быть применен к любому типу немодифицированных или модифицированных последовательно-

стей дезоксирибонуклеиновой или рибонуклеиновой кислоты (ДНК/РНК), представляющих интерес, в 

любом организме и любой длины, размером от нескольких десятков нуклеотидов до многих сотен и ты-

сяч нуклеотидов. Способ можно применять с немодифицированными или модифицированными прайме-

рами, с немодифицированными или модифицированными зондами или без них. Способ можно выпол-

нять в мультиплексном режиме со многими одновременными запросами для нескольких целевых после-

довательностей, представляющих интерес. 

В общем, способам по изобретению присущ очень низкий предел обнаружения. Это позволяет об-

наруживать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, потенциально присутствующую с очень 

низкими уровнями, и/или обнаруживать присутствие варианта последовательностей, потенциально при-

сутствующих с очень низкими уровнями в смесях, содержащих другие последовательности целевой нук-

леиновой кислоты. В общем, большая разница между температурой плавления праймера-H и праймера-L 

может обеспечивать очень низкий предел обнаружения. Полезные температуры плавления праймера-H и 
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праймера-L описаны ниже. Кроме того, большая разница между применяемой высокой температурой 

отжига и низкой температурой отжига может обеспечивать очень низкий предел обнаружения. Подхо-

дящие высокие и низкие температуры отжига описаны ниже. 

Предел обнаружения может быть определен различными способами. Например, предел обнаруже-

ния может быть определен путем определения минимальной фракции мутантного аллеля (ФМА), кото-

рая может быть надежно дифференцирована от отрицательного контроля, содержащего только матрицу 

дикого типа. Фракция мутантного аллеля представляет собой долю обнаруженных мутантных аллелей по 

сравнению с общим количеством аллелей (дикого типа плюс мутантных). Теоретически ФМА должна 

быть равна нулю, если матрица на входе представляет собой только дикий тип, однако из-за ложнополо-

жительных результатов фракция может быть больше нуля. Ложноположительные результаты приводят к 

повышению предела обнаружения для способа, поскольку истинно положительную ФМА с очень низким 

уровнем невозможно отличить от обнаруженной истинно отрицательной ФМА с очень низким уровнем. 

Предпочтительно способам по изобретению свойственен предел обнаружения ФМА ниже 0,01%, напри-

мер, он может быть ниже 0,001%. ФМА можно определить, например, как описано ниже в примере 1. 

Набор компонентов 

В данном изобретении также предлагается набор компонентов, содержащий: 

а) набор праймеров, который, например, может быть любым из наборов праймеров, описанных ни-

же в разделе "Набор праймеров", 

б) детекторный зонд, способный гибридизоваться с последовательностью целевой нуклеиновой ки-

слоты, причем указанный зонд связан, по меньшей мере, с одним флуорофором и, по меньшей мере, с 

одним гасителем, и, при этом, указанный детекторный зонд, например, может быть любым из детектор-

ных зондов, описанных ниже в разделе "Обнаружение", 

c) полимеразу нуклеиновой кислоты, которая, например, может представлять собой любую из по-

лимераз нуклеиновой кислоты, описанных ниже в разделе "реагенты для ПЦР"; 

d) реагенты для ПЦР, которые, например, могут быть любыми из реагентов, описанных ниже в раз-

деле "реагенты для ПЦР"; 

e) реагенты для приготовления капель, содержащих разделенные реакционные смеси ПЦР, которые 

могут быть, например, любыми из реагентов, описанных ниже в разделе "Разделенные реакционные сме-

си ПЦР". 

Набор компонентов особенно пригоден для реализации способов по изобретению. 

Вариант последовательности и последовательность целевой нуклеиновой кислоты 

Как описано выше, способы по изобретению пригодны для обнаружения присутствия варианта по-

следовательности в последовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

Часто указанный вариант последовательности может быть мутантной последовательностью. Таким 

образом, последовательность целевой нуклеиновой кислоты может быть последовательностью нуклеи-

новой кислоты, которая может присутствовать как последовательность дикого типа или как мутантная 

последовательность. 

Кроме того, вариант последовательности может представлять собой полиморфизм, и, следователь-

но, последовательность целевой нуклеиновой кислоты может присутствовать в виде различных поли-

морфов. Чтобы упростить обсуждение, наиболее часто встречающаяся последовательность целевой нук-

леиновой кислоты в данном документе также носит название "последовательности дикого типа", хотя, 

строго говоря, вариант последовательности в некоторых случаях может считаться последовательностью 

дикого типа. 

Таким образом, способы по изобретению могут быть способами для обнаружения присутствия ва-

рианта последовательности в последовательности целевой нуклеиновой кислоты, причем указанная по-

следовательность целевой нуклеиновой кислоты потенциально может присутствовать в виде последова-

тельности дикого типа или может содержать вариант последовательности. 

Вариант последовательности может отличаться от последовательности дикого типа заменой(ами), 

делецией(ями) и/или инсерцией(ями). Может быть предпочтительным, чтобы как последовательность 

дикого типа, так и вариант последовательности могли быть амплифицированы в реакции ПЦР с помо-

щью пары праймеров, способных специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеи-

новой кислоты. Соответственно, может быть предпочтительным, чтобы последовательность дикого типа 

и вариант последовательности мало отличались друг от друга по длине. Вариант последовательности 

может, например, отличаться от последовательности дикого типа инсерцией в диапазоне от 1 до 1000 

нуклеотидов, например, в диапазоне от 1 до 100 нуклеотидов, например, в диапазоне от 1 до 50 нуклео-

тидов, например, в диапазоне от 1 до 10 нуклеотидов, например, в диапазоне от 1 до 5 нуклеотидов, та-

кой как инсерция 1 нуклеотида. Аналогично, вариант последовательности может отличаться от последо-

вательности дикого типа, например, делецией в диапазоне от 1 до 1000 нуклеотидов, например, в диапа-

зоне от 1 до 100 нуклеотидов, например, в диапазоне от 1 до 50 нуклеотидов, такой как делеция в диапа-

зоне от 1 до 10 нуклеотидов, например, в диапазоне от 1 до 5 нуклеотидов, такой как делеция 1 нуклео-

тида. Вариант последовательности может также отличаться от последовательности дикого типа заменой, 

например, заменой в диапазоне от 1 до 1000 нуклеотидов, такой как замена в диапазоне от 1 до 100 нук-
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леотидов, например, в диапазоне от 1 до 50 нуклеотидов, такой как замена в диапазоне от 1 до 10 нуклео-

тидов, например в диапазоне от 1 до 5, нуклеотидов, такой как замена 1 нуклеотида. 

Таким образом, в одном варианте реализации изобретения вариант последовательности может от-

личаться от последовательности дикого типа только одним нуклеотидом, например, делецией, инсерцией 

или заменой 1 нуклеотида. Таким образом, вариант последовательности может быть однонуклеотидным 

вариантом или однонуклеотидной мутацией. Кроме того, вариант последовательности может быть поли-

морфизмом, таким как однонуклеотидный полиморфизм. 

Как объясняется выше, может быть предпочтительным, чтобы как последовательность дикого типа, 

так и вариант последовательности могли быть амплифицированы в реакции ПЦР с применением пары 

праймеров, способных специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой ки-

слоты. Указанная пара праймеров состоит из прямого праймера и обратного праймера. Предпочтительно, 

прямой праймер содержит или даже состоит из последовательности, идентичной части целевой последо-

вательности, которая присутствует как в целевой последовательности дикого типа, так и в целевой по-

следовательности, содержащей вариант последовательности. Кроме того, прямой праймер может содер-

жать или даже состоять из последовательности, идентичной части целевой последовательности, за ис-

ключением нескольких рассогласований, например, за исключением 10 рассогласований, таких как до 5 

рассогласований, например, до 2 рассогласований. Аналогичным образом, обратный праймер предпочти-

тельно содержит или даже состоит из последовательности, комплементарной части целевой последова-

тельности, которая присутствует как в целевой последовательности дикого типа, так и в целевой после-

довательности, содержащей вариант последовательности. Кроме того, обратный праймер может содер-

жать или даже состоять из последовательности, комплементарной части целевой последовательности, 

ожидаемой для нескольких рассогласований, например, за исключением 10 рассогласований, таких как 

до 5 рассогласований, например, до 2 рассогласований. Праймеры могут содержать рассогласования по 

разным причинам, например, чтобы достичь подходящей Тпл праймера. Таким образом, способы по изо-

бретению будут приводить к амплификации как целевой последовательности дикого типа, так и целевой 

последовательности, содержащей вариант последовательности. Таким образом, продукт ПЦР может со-

держать как последовательность целевой нуклеиновой кислоты, содержащую вариант последовательно-

сти, так и последовательность целевой нуклеиновой кислоты, не содержащую варианта последователь-

ности. 

В дальнейшем присутствие варианта последовательности может быть определено любым способом, 

доступным квалифицированному специалисту, например, как описано ниже в разделе "Обнаружение". 

Как описано выше, способы по изобретению могут быть применены для различения двух в высокой 

степени сходных последовательностей и, таким образом, для обнаружения присутствия варианта после-

довательности, сходного с последовательностью дикого типа. 

Может быть много разных причин, почему желательно обнаружить данный вариант последователь-

ности. Например, вариант последовательности может быть связан с клиническим состоянием или с рис-

ком развития клинического состояния. Кроме того, вариант последовательности может обеспечивать 

фингерпринт или, по меньшей мере, способствовать идентификации фингерпринта индивидуума, тем 

самым помогая идентифицировать индивидуума. Это может иметь судебное применение. 

Однако способы по изобретению также могут быть применены просто для обнаружения присутст-

вия заданной последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Указанной последовательностью целе-

вой нуклеиновой кислоты может быть любая последовательность нуклеиновой кислоты, которую жела-

тельно обнаружить. Например, может быть желательно обнаружить присутствие нуклеиновых кислот 

чужеродного патогена. Обычно последовательность целевой нуклеиновой кислоты предпочтительно яв-

ляется подходящей в качестве матрицы для полимераз нуклеиновой кислоты. 

Набор праймеров 

Способы, описанные в данном документе, включают применение набора праймеров. Набор прайме-

ров содержит, по меньшей мере, пару праймеров, способных специфически амплифицировать последо-

вательность целевой нуклеиновой кислоты, причем набор праймеров содержит, по меньшей мере, прай-

мер-H и праймер-L. 

В рамках изобретения указано, что праймер-H и праймер-L могут составлять пару праймеров, спо-

собных специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты. Таким об-

разом, в некоторых вариантах реализации изобретения набор праймеров может состоять из праймера-H и 

праймера-L. 

В некоторых вариантах реализации изобретения разделенные реакционные смеси ПНР содержат 

только следующие нуклеиновые кислоты: нуклеиновые кислоты, присутствующие в образце, праймер-H, 

праймер-L, свободные нуклеотиды и необязательно один или более детекторных зондов. 

Однако пара праймеров, способных специфически амплифицировать последовательность целевой 

нуклеиновой кислоты, может отличаться от праймера-H и праймера-L. Кроме того, в изобретение вклю-

чен сценарий, когда праймер-L вместе с праймером, который не является праймером-Н, представляет 

собой пару праймеров, способных специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеи-

новой кислоты. 
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Пара праймеров, способных специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеи-

новой кислоты, состоит из двух праймеров, которые можно обозначить как прямой праймер и обратный 

праймер. Предпочтительно прямой праймер способен отжигать комплементарную нить последователь-

ности целевой нуклеиновой кислоты на 5'-конце или вблизи 5'-конца последовательности целевой нук-

леиновой кислоты. Предпочтительно прямой праймер содержит последовательность, идентичную 5'-

концу последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Прямой праймер может даже быть образован 

последовательностью, идентичной 5'-концу последовательности целевой нуклеиновой кислоты. В том 

случае, если прямой праймер содержит последовательность, не идентичную последовательности целевой 

нуклеиновой кислоты, предпочтительно, чтобы 3'-конец праймера был образован последовательностью, 

идентичной последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Обратный праймер предпочтительно 

способен отжигать последовательность целевой нуклеиновой кислоты на 3'-конце или вблизи 3'-конца 

последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Предпочтительно обратный праймер содержит по-

следовательность, комплементарную 3'-концу последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Об-

ратный праймер может даже быть образован последовательностью, комплементарной 3'-концу последо-

вательности целевой нуклеиновой кислоты. В том случае, если обратный праймер содержит последова-

тельность, не комплементарную последовательности целевой нуклеиновой кислоты, предпочтительно, 

чтобы 5'-конец праймера был образован последовательностью, комплементарной последовательности 

целевой нуклеиновой кислоты. 

Предусматривается, что прямой праймер может быть праймером-Н, а обратный праймер может 

быть праймером-L. 

Также предусматривается, что прямой праймер может быть праймером-Н, а обратный праймер мо-

жет быть праймером, который не является ни праймером-Н, ни праймером-L. 

Также предусматривается, что прямой праймер может быть праймером-L, а обратный праймер мо-

жет быть праймером-Н. 

Также предусматривается, что прямой праймер может быть праймером-L, а обратный праймер мо-

жет быть праймером, который не является ни праймером-Н, ни праймером-L. 

В вариантах реализации изобретения, в которых прямой праймер представляет собой праймер-H, 

может быть предпочтительным, чтобы реакционные смеси ПЦР содержали только обратные праймеры с 

температурой плавления по меньшей мере на 10°С ниже, предпочтительно по меньшей мере на 15°С ни-

же, например, по меньшей мере на 20°С ниже, например, по меньшей мере на 25°С ниже, например, по 

меньшей мере на 30°С, например, в диапазоне от 15 до 50°С, например, в диапазоне от 15 до 40°С ниже, 

чем температура плавления праймера-H. В вариантах реализации изобретения, в которых набор прайме-

ров содержит несколько пар праймеров, состоящих из праймера-H и обратного праймера, каждый обрат-

ный праймер предпочтительно имеет указанную выше температуру плавления относительно праймера-H 

из пары праймеров. 

В вариантах реализации изобретения, в которых обратный праймер представляет собой праймер-H, 

может быть предпочтительным, чтобы реакционные смеси ПЦР содержали прямые праймеры с темпера-

турой плавления, которая по меньшей мере на 10°С ниже, предпочтительно по меньшей мере на 15°С 

ниже, например, по меньшей мере на 20°С ниже, например, по меньшей мере на 25°С ниже, например, 

по меньшей мере на 30°С, например, в диапазоне от 15 до 50°С ниже, например, в диапазоне от 15 до 

40°С ниже, чем температура плавления праймера-H. В вариантах реализации изобретения, в которых 

набор праймеров содержит несколько пар праймеров, состоящих из праймера-H и прямого праймера, 

каждый прямой праймер предпочтительно имеет указанную выше температуру плавления относительно 

праймера-H из пары праймеров. 

Праймеры могут быть любыми олигонуклеотидами или нуклеиновой кислотой, которые способны 

выполнять роль точки начала синтеза ДНК в подходящих условиях. Такие условия могут включать усло-

вия АИПР или ПЦР, которые описаны в данном документе ниже в разделе "Асимметричная инкремент-

ная полимеразная цепная реакция" или "Экспоненциальная ПЦР". 

В некоторых случаях в праймер может быть введена обнаружимая метка. В некоторых случаях 

праймер не содержит обнаружимой метки. 

Длина праймеров может зависеть от последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Как пояс-

няется в другом месте данного документа, температура плавления праймера-H значительно выше темпе-

ратуры плавления праймера-L. Если набор праймеров содержит больше праймеров, чем праймер-H и 

праймер-L, то оставшиеся праймеры предпочтительно сконструированы таким образом, чтобы их темпе-

ратура плавления была сходна с температурой плавления праймера-L или ниже температуры плавления 

праймера-L. Однако в соответствии с изобретением набор праймеров может содержать более одного 

праймера-H. В таких случаях предпочтительно, чтобы любой праймер, который вместе с любым из 

праймеров-Н способен амплифицировать целевую нуклеиновую кислоту, имел температуру плавления, 

аналогичную температуре плавления праймера-L, или ниже, чем температура плавления праймера- L. 

Таким образом, набор праймеров предпочтительно содержит праймер-H и праймер-L, причем тем-

пература плавления праймера-H, по меньшей мере, на 10°С выше температуры плавления всех других 

праймеров в наборе праймеров. Например, температура плавления праймера-H может быть по меньшей 
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мере на 12°С, например, по меньшей мере на 14°С, например по меньшей мере на 16°С, например по 

меньшей мере на 18°С, например по меньшей мере на 20°С выше температуры плавления всех других 

праймеров в наборе праймеров. Температура плавления праймера-H может быть еще более высокой, на-

пример, температура плавления по меньшей мере на 25°С выше, например по меньшей мере на 30°С 

выше, например, температура плавления, которая в диапазоне от 15 до 50°С, например, в диапазоне от 15 

до 40°С выше, чем температура плавления всех других праймеров в наборе праймеров. Если разделен-

ные реакционные смеси ПНР дополнительно содержат один или более зондов, то температура плавления 

таких зондов также может быть по меньшей мере на 10°С, например по меньшей мере на 12°С, например 

по меньшей мере на 14°С, например по меньшей мере на 16°С, например по меньшей мере на 18°С, на-

пример по меньшей мере на 20°С ниже температуры плавления праймера-H. Однако зонды могут иметь 

и более высокую температуру плавления. 

В одном варианте реализации изобретения праймер-H является единственным праймером в наборе 

праймеров с температурой плавления по меньшей мере на 10°С выше, чем температура плавления прай-

мера-L. В указанном варианте реализации изобретения температура плавления всех других праймеров не 

более чем на 10°С выше температуры плавления праймера-L. Например, температура плавления всех 

праймеров, кроме праймера-H, может находиться в диапазоне ±10°С от температуры плавления прайме-

ра-L, например, в диапазоне ±8°С от температуры плавления праймер-L, например, в диапазоне ±6°С от 

температуры плавления праймера-L, например, в диапазоне ±4°С от температуры плавления праймера-L. 

Если разделенные реакционные смеси ПЦР дополнительно содержат один или более зондов, то темпера-

тура плавления указанных зондов также может находиться в диапазоне ±10°С от температуры плавления 

праймера-L, например, в диапазоне ±8°С температуры плавления праймера-L, например, в диапазоне 

±6°С от температуры плавления праймера-L, например, в диапазоне ±4°С от температуры плавления 

праймера- L. Однако изобретение также предусматривает, что зонды имеют более высокую температуру 

плавления, например, температуру плавления на 20°С выше, чем температура плавления праймера-L. 

В одном варианте реализации изобретения набор праймеров предпочтительно не содержит прайме-

ров: 

а) с температурой плавления, которая находится в диапазоне ±15°С, предпочтительно в диапазоне 

±20°С, например, в диапазоне ±25°С, например, в диапазоне от ±10°С от температуры плавления прай-

мера-H, например, в диапазоне ±8°С от температуры плавления праймера-H, например, в диапазоне ±6°С 

от температуры плавления праймера-H, например, в диапазоне ±4°С от температуры плавления прайме-

ра-H; а также 

б) которые вместе с праймером-Н могут образовывать пару праймеров, способных специфически 

амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты. 

В одном варианте реализации изобретения все праймеры в наборе праймеров, которые вместе с 

праймером-Н могут образовывать пару праймеров, способных специфически амплифицировать последо-

вательность целевой нуклеиновой кислоты, предпочтительно имеют температуру плавления, которая по 

меньшей мере на 10°С, предпочтительно по меньшей мере на 15°С, например, по меньшей мере на 20°С, 

например, по меньшей мере на 25°С, например, по меньшей мере на 30°С, например, в диапазоне от 15 

до 50°С, например, в диапазоне от 15 до 40°С ниже, чем температура плавления праймера-H. 

Таким образом набор праймеров предпочтительно содержит праймер-H и праймер-L, причем тем-

пература плавления праймера-H, по меньшей мере на 10°С выше температуры плавления всех других 

праймеров в наборе праймеров. Например, температура плавления праймера-H может быть по меньшей 

мере на 12°С, например, по меньшей мере на 14°С, например, по меньшей мере на 16°С, например, по 

меньшей мере на 18°С, например, по меньшей мере на 20°С выше температуры плавления всех других 

праймеров в наборе праймеров. Если разделенные реакционные смеси ПНР дополнительно содержат 

один или более зондов, то температура плавления таких зондов может быть, по меньшей мере, на 10°С, 

например, по меньшей мере на 12°С, например, по меньшей мере на 14°С, например, по меньшей мере на 

16°С, например, по меньшей мере на 18°С, например, по меньшей мере на 20°С ниже, например, в диапа-

зоне от 20 до 45°С ниже, чем температура плавления праймера-H. Однако изобретение также предусмат-

ривает, что зонды могут иметь более высокую температуру плавления, даже температуру плавления, 

аналогичную температуре плавления праймера-H. 

Квалифицированный специалист в данной области техники сможет сконструировать праймеры с 

соответствующей температурой плавления. В общем, температура плавления праймера может зависеть 

от длины праймера, последовательности праймера, а также от присутствия нуклеотидных аналогов. Су-

ществуют некоторые ограничения в отношении последовательности праймера, поскольку он должен 

быть способен отжигать последовательность целевой нуклеиновой кислоты и/или комплементарную по-

следовательность. Таким образом, в рамках ограничения в отношении последовательности квалифици-

рованный специалист в данной области техники может сконструировать праймер с желаемой температу-

рой плавления путем регулирования длины праймера. Температура плавления (Тпл) может быть опреде-

лена, как описано выше в разделе "Определения". 

Кроме того, температура плавления может зависеть от присутствия нуклеотидных аналогов, и, та-
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ким образом, праймеры с соответствующей температурой плавления могут быть сконструированы путем 

создания праймеров, содержащих один или более нуклеотидных аналогов. Температура плавления до-

полнительно может зависеть от наличия рассогласований нуклеотидов с целевой нуклеиновой кислотой 

и, таким образом, праймеры с соответствующей температурой плавления могут быть сконструированы с 

одним или более рассогласованиями нуклеотидов. 

Праймеры могут обладать дополнительными признаками, которые позволяют обнаружить или им-

мобилизировать праймер, но не изменяют основное свойство праймера (например, выполнять роль точки 

начала синтеза ДНК). Например, праймеры могут содержать дополнительную последовательность нук-

леиновой кислоты на 5'-конце, которая не гибридизуется с последовательностью целевой нуклеиновой 

кислоты или последовательностью, комплементарной последовательности целевой нуклеиновой кисло-

ты, но которая облегчает клонирование или обнаружение амплифицированного продукта. Например, 

дополнительная последовательность может содержать сайт расщепления рестрикционным ферментом 

и/или сайт распознавания. Участок праймера, в достаточной степени комплементарный матрице для гиб-

ридизации, может упоминаться в данном документе как участок гибридизации. Кроме того, праймеры 

могут быть связаны с метками, например, флуоресцентными, функциональными или связывающимися 

метками. Указанные метки могут быть связаны с их концами, сахарами или нуклеотидными основания-

ми. Дополнительно, праймеры могут содержать рассогласования на 3'-конце в конструкциях, где прай-

мер различает последовательности целевых нуклеиновых кислот дикого типа и варианты последователь-

ностей, чтобы уменьшить или погасить элонгацию нежелательной матричной последовательности. 

Праймер может быть однонитевой ДНК перед связыванием с матричной нуклеиновой кислотой. В 

некоторых случаях праймер первоначально содержит двухнитевую последовательность, например, 

праймер может образовывать петлю шпильки. Таким образом, праймер в общем представляет собой по-

линуклеотид или олигонуклеотид, и часто праймеры представляют собой ДНК. Однако праймеры в соот-

ветствии с изобретением могут содержать один или более нуклеотидных аналогов, а также содержать 

рибонуклеиновую кислоту (РНК). 

Нуклеотидные аналоги хорошо известны из уровня техники, и праймеры и зонды по изобретению 

могут содержать любой пригодный нуклеотидный аналог. Нуклеотидные аналоги могут быть, например, 

нуклеотидными аналогами с модифицированными сахарными группами, нуклеотидными аналогами в 

форме запертой нуклеиновой кислоты (ЗНК), нуклеотидными аналогами в форме пептидной нуклеино-

вой кислоты (ПНК), нуклеотидными аналогами в форме гликолевой нуклеиновой кислоты (ГНК), нук-

леотидными аналогами в форме треозонуклеиновой кислоты (ТНК), бициклическими и трициклически-

ми нуклеозидными аналогами, фосфономоноэфирными нуклеиновыми кислотами, содержащими фос-

форную группу в основной цепи, или полициклическими гетероциклическими соединениями, которые 

могут быть применены вместо одного или более фрагментов встречающихся в природе гетероцикличе-

ских оснований. 

В другом варианте реализации изобретения праймер или зонд, применяемый в способах и компози-

циях, описанных в данном документе, может содержать один или более универсальных нуклеозидов. 

Неограничивающими примерами универсальных нуклеозидов являются 5-нитроиндол и инозин. 

Праймеры могут быть сконструированы в соответствии с известными параметрами для предотвра-

щения вторичных структур и самогибридизации. 

Праймеры коммерчески доступны от ряда поставщиков и могут быть получены различными спосо-

бами, включая, но не ограничиваясь этим, клонирование соответствующих последовательностей и пря-

мой химический синтез с применением способов, хорошо известных из уровня техники (Narang et al., 

Methods Enzymol. 68:90 (1979); Brown et al., Methods Enzymol. 68:109 (1979)). 

Праймер-Н и праймер-L 

Способы и наборы по изобретению включают применение набора праймеров, содержащего прай-

мер-H и праймер-L, причем температура плавления праймера-H, по меньшей мере, на 10°С, предпочти-

тельно, по меньшей мере, на 15°С выше, чем температура плавления праймера-L, и, при этом, праймер-L 

содержит последовательность, комплементарную продукту элонгации праймера-H. Набор праймеров 

может содержать другие праймеры, например, как описано выше в разделе "Набор праймеров", однако 

набор праймеров может также состоять из праймера-H и праймера-L, и, при этом, праймер-H и праймер-

L способны специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты. 

Праймер-Н предпочтительно сконструирован в виде праймера для амплификации целевой последо-

вательности или последовательности, комплементарной целевой последовательности. Таким образом, 

праймер-H предпочтительно способен отжигать последовательность целевой нуклеиновой кислоты или 

последовательность, комплементарную последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Например, 

праймер-Н может быть способен отжигать нить, комплементарную последовательности целевой нуклеи-

новой кислоты, на 5'-конце или вблизи 5'-конца последовательности целевой нуклеиновой кислоты, или 

праймер-H может быть способен отжигать последовательность целевой нуклеиновой кислоты на 3'-конце 

или вблизи 3'-конца последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Таким образом, праймер-H мо-

жет содержать последовательность, идентичную 5'-концу последовательности целевой нуклеиновой ки-

слоты. Праймер-Н может даже быть образован последовательностью, идентичной 5'-концу последова-
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тельности целевой нуклеиновой кислоты. Кроме того, праймер-H может содержать последовательность, 

идентичную последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Таким образом, праймер-H может со-

держать последовательность, комплементарную 3'-концу последовательности целевой нуклеиновой ки-

слоты. Праймер-Н может даже быть образован последовательностью, комплементарной 3'-концу после-

довательности целевой нуклеиновой кислоты. 

Аналогично, праймер-L предпочтительно сконструирован в виде праймера для амплификации це-

левой последовательности или последовательности, комплементарной целевой последовательности. Если 

праймер-H предназначен для амплификации целевой последовательности, то праймер-L предпочтитель-

но предназначен для амплификации последовательности, комплементарной целевой последовательности, 

и наоборот. Таким образом, праймер-L предпочтительно способен отжигать последовательность целевой 

нуклеиновой кислоты или последовательность, комплементарную последовательности целевой нуклеи-

новой кислоты. Если праймер-H способен отжигать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, 

то праймер-L предпочтительно способен отжигать последовательность, комплементарную последова-

тельности целевой нуклеиновой кислоты, и наоборот. Например, праймер-L может быть способен отжи-

гать нить, комплементарную последовательности целевой нуклеиновой кислоты, на 5'-конце или вблизи 

5'-конца последовательности целевой нуклеиновой кислоты, или праймер-L может быть способным от-

жигать последовательность целевой нуклеиновой кислоты на 3'-конце или вблизи 3'-конца последова-

тельности целевой нуклеиновой кислоты. Таким образом, праймер-L может содержать последователь-

ность, идентичную 5'-концу последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Праймер-L может даже 

быть образован последовательностью, идентичной 5'-концу последовательности целевой нуклеиновой 

кислоты. Кроме того, праймер-L может содержать последовательность, идентичную последовательности 

целевой нуклеиновой кислоты. Таким образом, праймер-L может содержать последовательность, ком-

плементарную 3'-концу последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Праймер-L может даже быть 

образован последовательностью, комплементарной 3'-концу последовательности целевой нуклеиновой 

кислоты. 

В одном варианте реализации изобретения праймер-H содержит или состоит из нуклеотидной по-

следовательности, которая идентична последовательности на 5'-конце последовательности целевой нук-

леиновой кислоты, а праймер-L содержит или образован последовательностью, идентичной комплемен-

тарной последовательности 3'-конца последовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

В другом варианте реализации изобретения праймер-L содержит или состоит из нуклеотидной по-

следовательности, которая идентична последовательности на 5'-конце последовательности целевой нук-

леиновой кислоты, а праймер-H содержит или образован последовательностью, идентичной комплемен-

тарной последовательности 3'-конца последовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

В еще одном варианте реализации изобретения праймер-L состоит из двух частей, причем одна 

часть является комплементарной или идентичной фрагменту последовательности целевой нуклеиновой 

кислоты, а другая часть не является комплементарной или идентичной последовательности целевой нук-

леиновой кислоты. Такие праймеры дополнительно могут упоминаться в данном документе как "моди-

фицированный рассогласованием праймер-L". Указанная часть, комплементарная или идентичная фраг-

менту последовательности целевой нуклеиновой кислоты, может иметь очень низкую температуру плав-

ления и может упоминаться как "часть праймера-L без рассогласований". Длина части праймера-L без 

рассогласований может обычно находиться в диапазоне от 7 до 15 нуклеотидов, например, в диапазоне 

от 7 до 12 нуклеотидов. Указанная часть, которая не является комплементарной или идентичной после-

довательности целевой нуклеиновой кислоты, может содержать случайную последовательность и может 

упоминаться как "рассогласованная часть праймера-L". Длина рассогласованной части праймера-L 

обычно может составлять от 2 до 8 нуклеотидов, например, в диапазоне от 2 до 6 нуклеотидов, но может 

составлять 1 нуклеотид или > 8 нуклеотидов. В частности, это может иметь место в вариантах реализа-

ции изобретения, включающих стадию низкотемпературной ПЦР, как описано выше в разделе "Низко-

температурная ПЦР". Например, на 3'-конце указанного праймера-L может находиться основание, кото-

рое варьирует между истинной последовательностью целевой нуклеиновой кислоты и в высокой степени 

гомологичной нецелевой. Рассогласованная часть после встраивания в синтезируемые нуклеиновые ки-

слоты и последующего синтеза 2-й комплементарной нити может стать подходящим участком гибриди-

зации. 

Праймер-Н и праймер-L сконструированы таким образом, чтобы иметь такую температуру плавле-

ния, как указано в данном документе. Квалифицированный специалист сможет сконструировать прай-

мер-H и праймер-L таким образом, чтобы получить желаемую температуру плавления, регулируя после-

довательность праймеров, длину праймеров и, необязательно, путем введения нуклеотидных аналогов, 

как описано выше в разделе "Набор праймеров". 

Праймер-Н сконструирован таким образом, что температура отжига праймера-H значительно выше, 

чем температура отжига праймера-L, например, по меньшей мере на 10°С выше. Таким образом, темпе-

ратура плавления праймера-H может быть по меньшей мере на 12°С выше, например, по меньшей мере 

на 15°С выше, предпочтительно, по меньшей мере на 14°С выше, еще более предпочтительно по мень-

шей мере на 16°С выше, но более предпочтительно на 18°С выше, например, по меньшей мере на 20°С 
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выше, например, в диапазоне от 15 до 50°С, например, в диапазоне от 15 до 40°С, например, в диапазоне 

от 15 до 25°С выше чем температура плавления праймера-L. В некоторых вариантах реализации изобре-

тения температура плавления праймера-H предпочтительно по меньшей мере на 30° выше, например, в 

диапазоне от 30 до 50. 

В общем, предпочтительно, чтобы температура плавления праймера-H была как можно выше, но не 

выше, чем самая высокая функциональная температура элонгации, по меньшей мере, одной полимеразы 

нуклеиновой кислоты. Указанная температура элонгации не должна быть оптимальной температурой для 

указанной полимеразы нуклеиновой кислоты, но предпочтительно, по меньшей мере, одна полимераза 

нуклеиновой кислоты проявляет активность при температуре плавления праймера-H. Таким образом, 

температура плавления праймера-H может приближаться или даже превышать 80°С. 

Праймер-Н может содержать один или более нуклеотидных аналогов, например, любой из нуклео-

тидных аналогов, описанных выше в разделе "Набор праймеров". Встраивание некоторых нуклеотидных 

аналогов может повысить температуру плавления, и, соответственно, праймер-H может, в частности, 

содержать нуклеотидные аналоги, причем встраивание указанных нуклеотидных аналогов повышает 

температуру плавления праймера. Таким образом, праймер-H может содержать один или более из ЗНК, 

ПНК, ГНК и/или ТНК. Например, праймер-H может содержать от 1 до 20, например, в диапазоне от 1 до 

15, например, в диапазоне от 5 до 10 нуклеотидных аналогов, например, ЗНК. 

Поскольку также предпочтительно, чтобы температура плавления праймера-L была достаточно вы-

сокой, чтобы обеспечить специфический отжиг праймера-L к последовательности целевой нуклеиновой 

кислоты/последовательности, комплементарной последовательности целевой нуклеиновой кислоты, а 

температура плавления праймера-H должна быть значительно выше, чем температура плавления прай-

мера-H, то часто температура плавления праймера-H составляет по меньшей мере 60°С. Кроме того, тем-

пература плавления праймера-H может часто составлять по меньшей мере 70°С. Температура плавления 

праймера-H может, например, находиться в диапазоне от 60 до 90°С, например, в диапазоне от 60 до 

85°С, например, в диапазоне от 70 до 85°С, например, в диапазоне от 70 до 80°С. 

Температура плавления праймера-L предпочтительно является достаточно высокой, чтобы обеспе-

чить специфический отжиг праймера-L к последовательности целевой нуклеиновой кисло-

ты/последовательности, комплементарной последовательности целевой нуклеиновой кислоты, но также 

значительно ниже температуры плавления праймера-H. Часто температура плавления праймера-L нахо-

дится в диапазоне от 30 до 55°С, например, в диапазоне от 35 до 55°С, предпочтительно в диапазоне от 

40 до 50°С. 

Реагенты для ПЦР 

Способы по изобретению включают стадии проведения ПЦР. Квалифицированному специалисту 

хорошо известно, как проводить ПЦР и какие реагенты могут быть пригодны для проведения ПЦР. Та-

кие реагенты упоминаются в данном документе как реагенты для ПЦР. Набор компонентов по изобрете-

нию также включает реагенты для ПЦР. 

Для большинства целей реагенты для ПЦР содержат нуклеотиды. Таким образом, реагенты для 

ПЦР могут содержать дезоксинуклеозидтрифосфаты (dNTP), в частности все четыре встречающихся в 

природе дезоксинуклеозидтрифосфата (dNTP). 

Реагенты для ПЦР часто содержат молекулы дезоксирибонуклеозидтрифосфата, включая все из 

dATP, dCTP, dGTP, dTTP. В некоторых случаях добавляют dUTP. 

Кроме того, реагенты для ПЦР могут содержать соединения, способствующие проявлению актив-

ности полимеразы нуклеиновой кислоты. Таким образом, реагент для ПЦР может содержать двухвалент-

ный катион, например, ионы магния. Указанные ионы магния могут быть добавлены в форме, например, 

хлорида магния или ацетата магния (MgCl2) или сульфата магния. 

Реагенты ПЦР могут также содержать одно или более из следующего: 

неспецифические блокирующие агенты, такие как альбумин телячьей сыворотки (АТС) или жела-

тин из телячьей кожи, бета-лактоглобулин, казеин, сухое молоко или другие широко применяемые бло-

кирующие агенты, 

неспецифические фоновые/блокирующие нуклеиновые кислоты (например, ДНК спермы лосося), 

биоконсерванты (например, азид натрия), 

усилители ПЦР (например, бетаин, трегалоза и т.д.), 

ингибиторы (например, ингибиторы РНКазы). 

Реагент для ПЦР может также содержать другие добавки, например, диметилсульфоксид (ДМСО), 

глицерин, бетаина (моно)гидрат (N,N,N-триметилглицин = [карбоксиметил]триметиламмоний), трегало-

зу, 7-деаза-2'-дезоксигуанозинтрифосфат (dC7GTP или 7-дезаза-2'-dGTP), формамид (метанамид), тет-

ратриламмония хлорид (ТМАХ), другие производные тетраалкиламмония (например, тетраэтиламмония 

хлорид (ТЭА-С1) и тетрапропиламмония хлорид (ТПрА-Cl), неионный детергент (например, Triton Х-

100, Tween 20, Nonidet P-40 (NP-40)) или PREXCEL-Q. 

Реагенты для ПЦР могут содержать буферный агент. 

В некоторых случаях к водной фазе добавляют неионный блок-сополимер этиленокси-

да/пропиленоксида в концентрации около 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 или 1,0%. Широко приме-
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няемые биосурфактанты включают неионные поверхностно-активные вещества, такие как Pluronic F-68, 

Tetronics, Zonyl FSN. Pluronic F-68 может присутствовать в концентрации около 0,5% мас./об. 

В некоторых случаях сульфат магния может быть заменен хлоридом магния в аналогичных концен-

трациях. Для буферизации раствора существует широкий спектр взаимозаменяемых, обычных коммерче-

ских буферов для ПЦР от разных поставщиков. 

Способы по изобретению также включают применение полимеразы нуклеиновой кислоты, а набор 

компонентов по изобретению также включает полимеразу нуклеиновой кислоты. Указанной полимера-

зой нуклеиновой кислоты может быть любая полимераза нуклеиновой кислоты, такая как ДНК-

полимераза. Полимераза нуклеиновой кислоты должна проявлять активность при температуре элонга-

ции. 

В некоторых вариантах реализации изобретения полимераза нуклеиновой кислоты представляет 

собой ДНК-полимеразу с 5'-3'-экзонуклеазной активностью. Это может, в частности, иметь место в вари-

антах реализации изобретения, в которых способы или наборы включают применение детекторного зон-

да, такого как детекторный зонд Taqman. 

Можно применять любую ДНК-полимеразу, например, ДНК-полимеразу с 5'-3'-экзонуклеазной ак-

тивностью, которая катализирует элонгацию праймера. Например, можно применять термостабильную 

ДНК-полимеразу. 

В одном варианте реализации изобретения полимераза нуклеиновой кислоты представляет собой 

полимеразу Taq. 

Разделение реакционных смесей ПЦР 

Способы по изобретению в целом включают стадию получения разделенных реакционных смесей 

ПЦР. Затем разделенные реакционные смеси ПНР можно обрабатывать на стадии АИПР, за которой сле-

дует одна или более ПЦР, как описано в данном документе. Подготовка разделенных реакционных сме-

сей ПЦР включает деление образца на несколько меньших частей, каждая из которых содержит набор 

праймеров, полимеразу нуклеиновой кислоты, реагенты для ПЦР и необязательно детекторные реагенты. 

Разделенные реакционные смеси ПЦР могут быть получены несколькими различными способами. 

В общем, это включает разделение реакционных смесей ПЦР на физически и пространственно разделен-

ные отсеки. Указанные отсеки могут быть получены несколькими способами, например, реакционные 

смеси ПЦР могут быть распределены в различные емкости. Кроме того, разделенные реакционные смеси 

ПЦР могут быть получены путем распределения реакционной смеси ПЦР в лунки планшетов для микро-

титрования. Разделенные реакционные смеси ПЦР также могут быть получены путем распределения ре-

акционной смеси ПЦР в микролунки, микрожидкостные камеры, капилляры, дисперсионную фазу 

эмульсии, камеру (например, камеру в массиве миниатюрных камер), капли или на связывающей нук-

леиновую кислоту поверхности. Разделенные реакционные смеси ПЦР также могут быть получены пу-

тем распределения реакционной смеси ПЦР на отдельные пятна на твердой подложке. 

Предпочтительно, реакционные смеси ПЦР делят таким образом, чтобы каждая из разделенных ре-

акционных смесей ПЦР содержала только небольшое количество матричных нуклеиновых кислот, со-

держащих последовательность целевой нуклеиновой кислоты. Поскольку образец обычно делят случай-

ным образом на разделенные реакционные смеси ПЦР, возможно, что некоторые реакционные смеси 

будут содержать больше матричных нуклеиновых кислот, содержащих последовательность целевой нук-

леиновой кислоты, чем другие. Фактически, некоторые из разделенных реакционных смесей ПЦР могут 

не содержать матричных нуклеиновых кислот, содержащих последовательность целевой нуклеиновой 

кислоты, тогда как другие могут содержать несколько копий. Если копии матричной нуклеиновой кисло-

ты распределены случайным образом среди частей, то некоторые части не должны содержать копий, 

другие будут содержать только одну копию, а если количество частей достаточно большое, то остальные 

должны содержать две копии, три копии и даже большее количество копий. Вероятность нахождения 

ровно 0, 1, 2, 3 и более копий в части на основе заданной средней концентрации матричной нуклеиновой 

кислоты в частях описывается распределением Пуассона. Некоторые образцы не будут содержать мат-

ричных нуклеиновых кислот, содержащих целевую последовательность, и в таком варианте реализации 

изобретения ни одна из разделенных реакционных смесей ПЦР не будет содержать матричных нуклеи-

новых кислот, содержащих целевую последовательность. 

В одном варианте реализации изобретения разделенные реакционные смеси ПЦР будут, как прави-

ло, содержать не более чем 10, например, не более чем 5 матричных нуклеиновых кислот, содержащих 

последовательность целевой нуклеиновой кислоты. 

Один из в высокой степени подходящих способов получения разделенных реакционных смесей 

ПЦР заключается в получении замкнутых реакционных капель, причем каждая капля содержит разде-

ленную реакционную смесь ПЦР. Таким образом, разделенные реакционные смеси ПЦР могут содер-

жаться в каплях, полученных с применением генератора капель. 

Размер таких капель может варьировать, но разделенные реакционные смеси ПЦР могут, например, 

содержаться каждая в капле объемом в диапазоне от 1 до 10000 пл, например около 1000 пл. 

Капли, применяемые в данном изобретении, могут включать эмульсионные композиции (или смеси 

двух или более несмешивающихся жидкостей), например, как описано в патенте США № 7622280 или 
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как описано в приведенных ниже примерах. Капли могут генерироваться устройствами, описанными в 

WO/2010/036352. Термин "эмульсия" в данном документе может относиться к смеси несмешивающихся 

жидкостей (таких как масло и вода). Эмульсии масляной фазы и/или вода-в-масле позволяют проводить 

разделение реакционных смесей в водных каплях. Эмульсии могут содержать водные капли в непрерыв-

ной масляной фазе. Эмульсии, предлагаемые в данном документе, могут быть эмульсиями масло-в-воде, 

в которых капли являются каплями масла в непрерывной водной фазе. Капли, применяемые в данном 

документе, обычно предназначены для предотвращения смешивания между отсеками, причем каждый 

отсек защищает его содержимое от испарения и слияния с содержимым других отсеков. 

Капли могут быть получены со средним диаметром около, менее чем около или более чем около 

или по меньшей мере около 0,001, 0,01, 0,05, 0,1, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 130, 140, 150, 

160, 180, 200, 300, 400 или 500 мкм. Средний диаметр капель может составлять от около 0,001 до около 

500, от около 0,01 до около 500, от около 0,1 до около 500, от около 0,1 до около 100, от около 0,01 до 

около 100 или от около 1 до около 100 мкм. Известно, что микрожидкостные способы получения эмуль-

сионных капель с применением микроканального поперечного потока или физического перемешивания 

дают монодисперсные или полидисперсные эмульсии. Капли могут быть монодисперсными каплями. 

Капли могут генерироваться таким образом, чтобы размер капель не отклонялся более чем на плюс или 

минус 5 % от среднего размера капель. В некоторых случаях капли генерируются таким образом, что 

размер капель не отклоняется более чем на плюс или минус 2% от среднего размера капель. Генератор 

капель может генерировать популяцию капель из одного образца, в которой размер ни одной из капель 

не отклоняется более чем на плюс или минус около 0,1%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4%, 4,5%, 

5%, 5,5%, 6%, 6,5%, 7%, 7,5%, 8%, 8,5%, 9%, 9,5% или 10% от среднего размера общей популяции ка-

пель. 

Более высокая механическая стабильность может быть подходящей для микрожидкостных манипу-

ляций и обработки с высоким сдвигом жидкой среды (например, в микрожидкостных капиллярах или с 

поворотом траектории движения жидкости на 90 градусов, например, клапаны). Предварительно и впо-

следствии термически обработанные капли или капсулы могут быть механически устойчивыми к стан-

дартным манипуляциям с пипеткой и центрифугированию. 

Капли могут быть полидисперсными или монодисперсными, образующимися при перемешивании, 

с помощью ультразвука или микрожидкостным методом при пропускании сквозь Т-образный канал или 

другими средствами, хорошо известными из уровня техники. 

Капля может быть образована путем пропускания масляной фазы сквозь водный образец. Водная 

фаза может содержать буферный раствор и реагенты для реакции ПЦР, включая нуклеотиды, праймеры, 

флуоресцентный(е) детекторный(е) зонд(ы), матричные нуклеиновые кислоты, фермент ДНК-полиме-

разы и, возможно, фермент обратной транскриптазы. 

Водная фаза обычно содержит образец, реагенты для ПЦР, полимеразу нуклеиновой кислоты, на-

бор праймеров и, необязательно, детекторные реагенты. 

Масляная фаза может содержать фторированное базовое масло, которое может быть дополнительно 

стабилизировано путем сочетания с фторированным поверхностно-активным веществом, таким как пер-

фторированный простой полиэфир. В некоторых случаях базовое масло может быть одним или более из 

HFE 7500, FC-40, FC-43, FC-70 или другого широко применяемого фторированного масла. В некоторых 

случаях анионным поверхностно-активным веществом является Ammonium Krytox (Krytox-AM), аммо-

ниевая соль Krytox FSH, или морфолиновое производное Krytox-FSH. 

Масляная фаза может дополнительно содержать добавку для регулирования свойств масла, таких 

как давление паров или вязкость или поверхностное натяжение. Неограничивающие примеры включают 

перфтороктанол и 1H,1H,2Н,2Н-перфтордеканол. 

Эмульсию можно составить для получения высокомонодисперсных капель с жидкоподобной меж-

фазной пленкой, которая может быть преобразована путем нагревания в микрокапсулы с твердоподоб-

ной межфазной пленкой; такие микрокапсулы могут вести себя как биореакторы, способные удерживать 

содержимое в ходе реакции, такой как АИПР или ПЦР амплификация. Преобразование в форму микро-

капсул может происходить при нагревании. Например, такое преобразование может происходить при 

температуре выше 50, 60, 70, 80, 90 или 95°C. В некоторых случаях такое нагревание осуществляют с 

помощью амплификатора. В процессе нагревания можно использовать наполнитель для жидкости или 

минерального масла, чтобы предотвратить испарение. Биосовместимые капсулы могут быть устойчивы-

ми к слиянию и/или флокуляции в широком диапазоне термической и механической обработки. 

В некоторых случаях каплю генерируют с применением коммерчески доступного генератора ка-

пель, такого как генератор капель Bio-Rad QX100. АИПР и ПЦР могут быть выполнены с применением 

коммерчески доступного устройства, а капли могут быть проанализированы с применением коммерчески 

доступного считывателя капель, такого как генератор, например, Bio-Rad QX100 Droplet Reader. 

Асимметричная инкрементная полимеразная реакция 

Способы по изобретению включают стадию асимметричной инкрементной полимеразной реакции 

(АИПР). Важно, чтобы АИПР выполнялась до любых стадий экспоненциальной ПЦР. Соответственно, в 



038921 

- 17 - 

общем стадию е) проводят до стадии f). АИПР включает стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы, 

ii) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при высокой температуре отжига, что позво-

ляет отжигать праймер-H, но не праймер-L, 

iii) необязательная инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре элонгации, 

iv) необязательное повторение стадий i-iii. 

В общем, АИПР представляет собой асимметричную реакцию, приводящую к амплификации толь-

ко одной нити последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Таким образом, реакционная смесь 

ПЦР предпочтительно не содержит другого праймера, который вместе с праймером-Н способен ампли-

фицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, притом, что температура плавления ука-

занного другого праймера была бы аналогичной или выше температуры плавления праймера-H. В вари-

антах реализации изобретения, в которых набор праймеров содержит несколько праймеров-Н, предпоч-

тительно, чтобы реакционная смесь ПЦР не содержала других праймеров, которые вместе с любым из 

праймеров-Н способны амплифицировать любую из последовательностей целевой нуклеиновой кислоты, 

притом, что температура плавления указанных других праймеров была бы аналогичной или превышаю-

щей температуру плавления праймера-H. Предпочтительные значения температуры плавления прайме-

ров описаны в разделах "Набор праймеров" и "Праймер-L и Праймер-Н". Таким образом, при высокой 

температуре отжига только праймер-H будет отжигаться, что приведет к полимеризации только из прай-

мера-H. Таким образом, множественные раунды АИПР приводят к амплификации только одной нити 

последовательности целевой нуклеиновой кислоты, и, таким образом, АИПР, в принципе, представляет 

собой линейную амплификацию. 

Часто полимераза нуклеиновой кислоты проявляет элонгазную активность при высокой температу-

ре отжига. В таких вариантах реализации изобретения высокую температуру отжига можно также счи-

тать температурой элонгации, даже если высокая температура отжига не является оптимальной темпера-

турой для полимеразы нуклеиновой кислоты. Таким образом, АИПР может включать только две повто-

ряющиеся стадии, т.е., стадию денатурации путем инкубации при температуре денатурации и комбини-

рованную стадию отжига и элонгации праймера-H путем инкубации при высокой температуре отжига. В 

указанных вариантах реализации изобретения праймер-H предпочтительно сконструирован таким обра-

зом, чтобы его температура плавления была температурой, при которой полимераза нуклеиновой кисло-

ты проявляет достаточную активность для каталитической элонгации праймера-H. 

Соответственно, АИПР на стадии е) может включать стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы, 

ii) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при высокой температуре отжига, что позво-

ляет отжигать праймер-H, но не праймер-L, причем высокая температура отжига также является темпе-

ратурой элонгации, что позволяет элонгацию отожженного праймера-H, 

iii) повторение стадий i-ii. 

В других вариантах реализации изобретения температура плавления праймера-H отличается от 

температуры элонгации. В таких вариантах реализации изобретения АИПР на стадии е) может включать 

стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы, 

ii) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при высокой температуре отжига, что позво-

ляет отжигать праймер-H, но не праймер-L, 

iii) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре элонгации, что позволяет 

элонгацию отожженного праймера-H, 

iv) повторение стадий i-iii. 

Стадия i инкубации разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации выполня-

ется достаточно долго, чтобы денатурировать ДНК до однонитевых молекул. Стадия i может выполнять-

ся в течение более длительного времени в течение первого цикла АИПР, чем в последующих циклах. 

Квалифицированный специалист сможет выбрать подходящую длительность инкубации при температуре 

денатурации. В первом цикле инкубация при температуре денатурации может длиться, например, от 0,5 

до 10 мин (например, для ДНК-полимераз с горячим стартом), тогда как в следующих циклах инкубация 

при температуре денатурации, например, может длиться от 0,1 до 2 мин. 

Аналогичным образом, квалифицированный специалист сможет выбрать подходящую длитель-

ность инкубации при высокой температуре отжига/температуре элонгации. В последнем цикле инкуба-

ция при температуре элонгации может длиться дольше, чем в других циклах, например, в диапазоне от 

0,5 до 10 мин, тогда как в других циклах инкубация при температуре элонгации, например, может длить-

ся от 0,1 до 2 мин. Как указано выше, высокая температура отжига может быть такой же, как температу-

ра элонгации. В вариантах реализации изобретения, в которых высокая температура отжига отличается 

от температуры элонгации, инкубация при температуре отжига может длиться, например, от 0,1 до 2 
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мин. 

Стадии i-ii можно повторять подходящее количество раз. В общем, стадии i-ii повторяют столько 

раз, сколько будет достаточно для обеспечения очень низкого уровня или отсутствия ложноположитель-

ных сигналов. Например, стадии i-ii можно повторять от 8 до 256 раз, предпочтительно, в диапазоне от 

16 до 128 раз, например, в диапазоне от 32 до 128 раз, например, около 64 раз, например, 64 раза. 

В вариантах реализации изобретения, в которых высокая температура отжига и температура элон-

гации отличаются друг от друга, стадии i-iii можно повторять от 8 до 256 раз, предпочтительно в диапа-

зоне от 16 до 128 раз, например, в диапазоне от 32 до 128 раз, например, около 64 раз, например, 64 раза. 

Предпочтительно, чтобы во время АИПР происходило только инкрементное копирование. Другими 

словами, предпочтительно только одна нить целевой нуклеиновой кислоты служит матрицей для копи-

рования во время АИПР. Если праймер-H отжигает последовательность, комплементарную последова-

тельности целевой нуклеиновой кислоты, то во время АИПР предпочтительно синтезируется только 

нить, содержащая последовательность целевой нуклеиновой кислоты. Поскольку АИПР является одно-

направленной, указанные нити могут иметь различную длину, но предпочтительно они содержат, по 

меньшей мере, последовательность целевой нуклеиновой кислоты. В этом варианте реализации изобре-

тения последовательность, комплементарная последовательности целевой нуклеиновой кислоты, пред-

почтительно не синтезируется во время стадии АИПР. Аналогично, если праймер-H отжигает последова-

тельность целевой нуклеиновой кислоты, то во время АИПР предпочтительно синтезируется только 

нить, содержащая последовательность, комплементарную последовательности целевой нуклеиновой ки-

слоты. Поскольку АИПР является однонаправленной, указанные нити могут иметь разную длину, но они 

предпочтительно содержат, по меньшей мере, последовательность, комплементарную последовательно-

сти целевой нуклеиновой кислоты. В этом варианте реализации изобретения последовательность целевой 

нуклеиновой кислоты предпочтительно не амплифицируется во время АИПР. 

Таким образом, в одном варианте реализации изобретения на стадии е) происходит элонгация 

праймера-H, но при отсутствии обнаружимой элонгации праймера-L. Например, стадия е) может привес-

ти к элонгации праймера-H, но при отсутствии элонгации праймера-L. 

В одном варианте реализации изобретения стадия е) приводит к элонгации праймера-H, но без об-

наружимой элонгации любого другого праймера. Например, стадия е) может приводить к элонгации 

праймера-H, но без элонгации какого-либо другого праймера. 

Высокая температура отжига выбирается таким образом, чтобы обеспечить отжиг праймера-H, но 

не праймера-L. Соответственно, предпочтительно высокая температура отжига значительно выше, чем 

температура плавления праймера-L. Таким образом, высокая температура отжига на стадии е) может 

быть по меньшей мере на 10°С выше, предпочтительно по меньшей мере на 15°С выше, например, по 

меньшей мере на 20°С, например, по меньшей мере на 25°С выше, чем температура плавления праймера-

L. 

Например, высокую температуру отжига можно установить на уровне около температуры плавле-

ния праймера-H. Однако она может быть несколько ниже. 

Низкотемпературная ПЦР 

В некоторых вариантах реализации изобретения способы включают стадию низкотемпературной 

ПЦР, которая выполняется после завершения АИПР и перед экспоненциальной ПЦР. 

В таких вариантах реализации изобретения праймер-L обычно представляет собой модифицирован-

ный рассогласованием праймер-L, как описано в данном документе выше. 

Это может быть, в частности, применительно к сложным мишеням (например, мишень с высокой 

степени гомологичной последовательностью в другом месте генома, такая как псевдоген), причем ука-

занный модифицированный рассогласованием праймер-L может позволить использование более корот-

кого праймера-L, с большей степенью специфичности в отношении истинной мишени. 

Низкотемпературная ПЦР обычно включает стадии: 

1) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы, 

2) инкубация ПЦР с очень низкой температурой отжига, что позволяет отжигать как праймер-H, так 

и часть праймера-L без рассогласований, 

3) инкубация ПЦР при температуре элонгации, что позволяет элонгацию всех отожженных прайме-

ров, 

4) необязательное повторение стадий 1)-3), с получением таким образом продукта ПНР. 

Эта стадия позволит амплифицировать продукт, который содержит рассогласованную часть прай-

мера-L. Когда будет доступно достаточное количество указанного продукта, может быть проведена 

обычная экспоненциальная ПЦР с применением низкой температуры отжига, которая, например, может 

быть приблизительно равна температуре плавления праймера-L. 

В общем, очень низкая температура отжига ниже, чем низкая температура отжига. Как правило, 

очень низкая температура отжига по меньшей мере на 5°С, предпочтительно по меньшей мере на 10°С, 

более предпочтительно по меньшей мере на 15°С, например, по меньшей мере на 20°С ниже, чем низкая 

температура отжига. Например, очень низкая температура отжига находится в диапазоне от 5 до 30°С 



038921 

- 19 - 

ниже, чем низкая температура отжига, например, очень низкая температура отжига может находиться в 

диапазоне от 20 до 25°С ниже, чем низкая температура отжига. Таким образом, очень низкая температу-

ра отжига может быть по меньшей мере на 20°С ниже, например, по меньшей мере на 25°С, например, по 

меньшей мере на 30°С, например, по меньшей мере на 35°С ниже, чем температура плавления праймера-

H. 

Как правило, стадии 1)-3) могут повторяться более одного раза, например, в диапазоне от 1 до 40. 

Например, стадии 1)-3) повторяются от 2 до 10 раз, например, от 4 до 6 раз. Часто предпочтительно, что-

бы общее число циклов ПЦР, выполняемых в ходе низкотемпературной ПЦР и экспоненциальной ПЦР, 

находилось в диапазоне от 20 до 40, например в диапазоне от 20 до 30. Таким образом, в зависимости от 

того, сколько раз повторяют стадии I-III экспоненциальной ПЦР, стадии 1)-3) низкотемпературной ПЦР 

могут повторяться до достижения общего количества циклов в диапазоне от 20 до 40, например в диапа-

зоне от 20 до 30. 

Экспоненциальная ПЦР 

Способы по изобретению включают стадию проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР). Что-

бы отличить эту стадию от АИПР, ее также можно назвать "экспоненциальной ПЦР". В способах по изо-

бретению полимеразную цепную реакцию проводят после АИПР. Экспоненциальная ПЦР, как правило, 

может включать стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы, 

ii) инкубация ПЦР с низкой температурой отжига, что позволяет отжигать как праймер-H, так и 

праймер-L, 

iii) инкубация ПЦР при температуре элонгации, что позволяет элонгацию всех отожженных прай-

меров, 

iv) необязательное повторение стадий I-III с получением таким образом продукта ПНР. 

Инкубация при низкой температуре отжига предпочтительно позволяет отжигать оба праймера из 

пары праймеров, способных специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой 

кислоты. Соответственно, экспоненциальная ПЦР приведет к амплификации обеих нитей последова-

тельности целевой нуклеиновой кислоты. Теоретически указанная амплификация будет экспоненциаль-

ной и, следовательно, может называться "экспоненциальной ПЦР", хотя на практике она может не быть 

полностью экспоненциальной. 

Экспоненциальная ПЦР может быть проведена любым способом, например, любым обычным спо-

собом проведения ПЦР, известным специалисту из уровня техники. 

Стадию i) инкубации разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации прово-

дят достаточно долго, чтобы денатурировать ДНК на однонитевые молекулы. Стадия i) может выпол-

няться в течение более длительного периода времени в ходе первого цикла ПЦР, чем в более поздних 

циклах. Квалифицированный специалист сможет выбрать подходящую длительность инкубации при 

температуре денатурации. В первом цикле инкубация при температуре денатурации может составлять, 

например, от 0,5 до 10 мин, тогда как в следующих циклах инкубация при температуре денатурации, на-

пример, может составлять от 0,1 до 2 мин. 

Аналогично, квалифицированный специалист сможет выбрать подходящую длительность инкуба-

ции при низкой температуре отжига. Например, длительность инкубации при низкой температуре отжига 

может, например, находиться в диапазоне от 0,1 до 2 мин. 

Аналогичным образом, квалифицированный специалист сможет выбрать подходящую длитель-

ность инкубации при температуре элонгации. В последнем цикле инкубация при температуре элонгации 

может длиться дольше, чем в других циклах, например, в диапазоне от 0,5 до 10 мин, тогда как в других 

циклах длительность инкубации при температуре элонгации, например, может находиться в диапазоне от 

0,1 до 2 мин. 

Стадии I-III могут повторяться подходящее количество раз. В общем, предпочтительным будет не 

повторять стадии I-III слишком много раз, чтобы уменьшить риск ложноположительных сигналов. На-

пример, стадия f) может включать повторяющиеся стадии i-iii в диапазоне от 15 до 60 повторений, пред-

почтительно в диапазоне от 20 до 40 повторений, например, в диапазоне от 20 до 30 повторений, напри-

мер, в диапазоне от 25 до 30 повторений. 

В вариантах реализации изобретения, в которых набор праймеров содержит дополнительные прай-

меры, кроме праймера-H и праймера-L, указанные дополнительные праймеры в некоторых вариантах 

реализации изобретения также могут отжигать свою матрицу при низкой температуре отжига. 

Таким образом, в одном варианте реализации изобретения стадия f) приводит к элонгации прайме-

ра-H и праймера-L. В другом варианте реализации изобретения стадия f) приводит к элонгации всех 

праймеров из набора праймеров. 

Низкую температуру отжига выбирают таким образом, чтобы праймер-L мог отжигать последова-

тельность целевой нуклеиновой кислоты. Таким образом, низкая температура отжига может быть, на-

пример, установлена приблизительно равной температуре плавления праймера-L. Однако она может 

быть несколько ниже. 



038921 

- 20 - 

Примеры методик ПЦР, которые могут быть применены для экспоненциальной ПЦР, включают, но 

не ограничиваясь этим, количественную ПЦР, количественную флуоресцентную ПЦР (КФ-ПЦР), муль-

типлексную флуоресцентную ПЦР (МФ-ПЦР), ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР), ПЦР в одной ячейке, 

ПЦР с полиморфизмом длин рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ), ПЦР-ПДРФ/ОТ-ПЦР-ПДРФ, 

ПЦР с горячим стартом, вложенную ПЦР, полони-ПЦР in situ, амплификацию по типу "катящегося коль-

ца" (АКК) in situ, цифровую ПЦР (цПЦР), цифровую капельную ПЦР (цкПЦР), мостиковую ПЦР, пико-

титровальную ПЦР и эмульсионную ПЦР. 

Обнаружение 

Способы по изобретению в целом включают стадию обнаружения присутствия в продукте ПЦР ва-

рианта последовательности и/или последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Указанное обна-

ружение может быть выполнено любым подходящим способом, известным квалифицированному спе-

циалисту. Например, из уровня техники известны многочисленные подходящие способы обнаружения, 

которые могут быть применены со способами по изобретению. 

В одном варианте реализации изобретения указанное обнаружение включает присутствие в разде-

ленных реакционных смесях ПЦР детекторного реагента. Указанный детекторный реагент может быть 

любым детекторным реагентом, например, он может представлять собой соединение, содержащее обна-

ружимую метку, причем указанная обнаружимая метка, например, может представлять собой краситель, 

радиоактивность, флуорофор, тяжелый металл или любую другую обнаружимую метку. 

Часто детекторный реагент содержит флуоресцентное соединение. 

В одном варианте реализации изобретения детекторный реагент содержит или состоит из детектор-

ных зондов. Детекторные зонды предпочтительно содержат или состоят из нуклеотидных олигомеров 

или полимеров, которые необязательно могут содержать нуклеотидные аналоги, такие как любой из нук-

леотидных аналогов, описанных выше в разделе "Набор праймеров". Часто детекторный зонд может 

представлять собой олигомер ДНК. Как правило, детекторный зонд связан с обнаружимой меткой, на-

пример, ковалентной связью. Обнаружимая метка может быть любой из вышеупомянутых обнаружимых 

меток, но часто она представляет собой флуорофор. Зонд предпочтительно не способен специфически 

амплифицировать целевую нуклеиновую кислоту вместе с праймером-Н. Например, если праймер-H со-

держит последовательность, идентичную фрагменту целевой последовательности, то зонд(ы) может со-

держать последовательность, идентичную другому фрагменту целевой последовательности. Если прай-

мер-H содержит последовательность, комплементарную фрагменту целевой последовательности, то 

зонд(ы) может содержать последовательность, комплементарную другому фрагменту целевой последо-

вательности. 

Детекторный зонд обычно способен специфически связываться с последовательностью целевой 

нуклеиновой кислоты. Например, детекторный зонд может быть способен специфически связываться с 

целевой нуклеиновой кислотой, содержащей вариант последовательности. Таким образом, детекторный 

зонд может быть способен отжигать последовательность целевой нуклеиновой кислоты или последова-

тельность, комплементарную последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Таким образом, детек-

торный зонд может содержать последовательность, идентичную фрагменту последовательности целевой 

нуклеиновой кислоты, или последовательность, комплементарную последовательности целевой нуклеи-

новой кислоты. Обычно детекторный зонд предпочтительно содержит последовательность, отличаю-

щуюся от последовательности любого праймера из набора праймеров. 

Детекторный(ые) зонд(ы) рассчитан на соответствующую температуру плавления. В одном вариан-

те реализации изобретения температура плавления, по меньшей мере, одного детекторного зонда значи-

тельно ниже, чем температура плавления праймера-H. Например, температура плавления всех детектор-

ных зондов значительно ниже температуры плавления праймера-H. Таким образом, температура плавле-

ния по меньшей мере одного детекторного зонда может быть по меньшей мере на 12°С ниже, предпочти-

тельно по меньшей мере на 14°С ниже, еще более предпочтительно по меньшей мере на 16°С ниже, но 

более предпочтительно на 18°С ниже, например по меньшей мере на 20°С ниже, например, в диапазоне 

от 15 до 25°С, например, в диапазоне от 30 до 40°С или даже до 45°С ниже температуры плавления 

праймера-H. Например, температура плавления всех детекторных зондов может быть по меньшей мере 

на 12°С ниже, предпочтительно по меньшей мере на 14°С ниже, еще более предпочтительно по меньшей 

мере на 16°С ниже, но более предпочтительно на 18°С ниже, например, по меньшей мере на 20°С ниже, 

например, в диапазоне от 15 до 45°С ниже, чем температура плавления праймера-H. Однако также мож-

но применять зонды с более высокой температурой плавления. 

Температура плавления детекторного(ых) зонда(ов) предпочтительно является достаточно высокой 

для обеспечения специфического отжига детекторных зондов, но при этом значительно ниже температу-

ры плавления праймера-H. Часто температура плавления детекторных зондов может быть сходна с тем-

пературой плавления праймера-L. Например, температура плавления по меньшей мере одного детектор-

ного зонда может быть такой же, как температура плавления праймера-L ±10°С, такой же, как темпера-

тура плавления праймера-L ±5°С, например, приблизительно такой же, как температура плавления прай-

мера-L. В других вариантах реализации изобретения температура плавления зонда может быть выше, 
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чем температура плавления праймера-L, например, на 15-20°С выше, чем температура плавления прай-

мера-L. Таким образом, температура плавления детекторного зонда может, например, находиться в диа-

пазоне от 35 до 60°С, например, в диапазоне от 35 до 55°С, предпочтительно в диапазоне от 40 до 50°С. 

Часто будет предпочтительным, чтобы детекторный зонд обеспечивал другой обнаружимый сигнал 

в зависимости от наличия последовательности целевой нуклеиновой кислоты. Это может быть достигну-

то несколькими различными способами. 

В одном варианте реализации изобретения детекторный зонд связан по меньшей мере с одним флу-

орофором и по меньшей мере с одним гасителем, способным гасить сигнал флуорофора, если указанный 

детекторный зонд не связан со своей мишенью. Соответственно, флуоресценция указанного флуорофора 

не будет обнаруживаться. Однако, если детекторный зонд связывается с последовательностью целевой 

нуклеиновой кислоты/последовательностью, комплементарной последовательности целевой нуклеино-

вой кислоты, то это приводит к достаточной степени удаления гасителя из флуорофора, чтобы устранить 

гашение, что позволяет обнаружить флуоресценцию флуорофора. Удаление гасителя из флуорофора мо-

жет выполняться различными способами. Например, в ПЦР может применяться полимераза нуклеиновой 

кислоты, обладающая 5'-3'-экзонуклеазной активностью. При элонгации любой связанный зонд будет 

деградировать под влиянием указанной 5'-3'-экзонуклеазной активности, с отделением тем самым флуо-

рофора от гасителя. Кроме того, трехмерная конформация детекторного зонда может меняться при свя-

зывании, что приводит к удалению гасителя из флуорофора. 

В одном варианте реализации изобретения разделенные реакционные смеси ПЦР содержат детек-

торный реагент, который является детекторным зондом варианта. Детекторный зонд варианта представ-

ляет собой детекторный зонд, как описано выше, который способен гибридизоваться с последовательно-

стью целевой нуклеиновой кислоты, содержащей вариант последовательности, со значительно более вы-

сокой аффинностью, чем с последовательностью целевой нуклеиновой кислоты, не содержащей варианта 

последовательности. 

В одном варианте реализации изобретения разделенные реакционные смеси ПЦР содержат детек-

торный реагент, который является детекторным зондом дикого типа. 

Детекторный зонд дикого типа представляет собой детекторный зонд, как описано выше, который 

способен гибридизоваться с последовательностью целевой нуклеиновой кислоты, не содержащей вари-

анта последовательности. Может быть предпочтительным, чтобы детекторный зонд дикого типа мог ги-

бридизоваться с последовательностью целевой нуклеиновой кислоты, не содержащей варианта последо-

вательности, со значительно более высокой аффиностью, чем с последовательностью целевой нуклеино-

вой кислоты, содержащей вариант последовательности. В вариантах реализации изобретения, относя-

щихся к обнаружению присутствия последовательности целевой нуклеиновой кислоты, разделенные ре-

акционные смеси ПЦР могут содержать детекторный реагент, который является детекторным зондом 

дикого типа. В таком варианте реализации изобретения может быть достаточным содержания в разде-

ленных реакционных смесях ПЦР детекторного зонда только одного типа. Например, реакционные сме-

си ПЦР могут содержать детекторный зонд дикого типа в качестве единственного детекторного зонда, 

или реакционные смеси ПЦР могут содержать детекторный зонд варианта в качестве единственного де-

текторного зонда. 

В одном варианте реализации изобретения каждая из разделенных реакционных смесей ПЦР со-

держит как детекторный зонд варианта, так и детекторный зонд дикого типа. Это может, в частности, 

иметь место в вариантах реализации изобретения, относящихся к обнаружению варианта последователь-

ности в последовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

Детекторный зонд варианта может быть связан по меньшей мере с одним флуорофором и по мень-

шей мере с одним гасителем, причем гаситель способен гасить флуоресценцию флуорофора. Предпочти-

тельно, гаситель и флуорофор соединены с детекторным зондом варианта таким образом, что гаситель 

способен гасить флуоресценцию флуорофора, когда зонд находится в свободном состоянии. Таким обра-

зом, флуорофор и гаситель часто расположены достаточно близко друг к другу, таким образом, что гаси-

тель способен гасить флуоресценцию флуорофора. В детекторном зонде варианта флуорофор и гаситель 

часто связаны с разными нуклеотидами. 

Детекторный зонд дикого типа может быть связан по меньшей мере с одним флуорофором и по 

меньшей мере с одним гасителем, причем гаситель способен гасить флуоресценцию флуорофора. Пред-

почтительно, гаситель и флуорофор соединены с зондом обнаружения дикого типа таким образом, что 

гаситель способен гасить флуоресценцию флуорофора, когда зонд находится в свободном состоянии. 

Таким образом, флуорофор и гаситель часто расположены достаточно близко друг к другу, таким обра-

зом, что гаситель способен гасить флуоресценцию флуорофора. В детекторном зонде дикого типа флуо-

рофор и гаситель часто связаны с разными нуклеотидами. 

В вариантах реализации изобретения с применением как детекторного зонда варианта, так и детек-

торного зонда дикого типа, детекторный зонд варианта может быть связан с другим флуорофором, чем 

детекторный зонд дикого типа. В частности, детекторный зонд варианта может быть связан по меньшей 

мере с одним флуорофором, флуоресценцию которого можно отличить от флуоресценции всех флуоро-

форов, связанных с детекторным зондом дикого типа. Аналогичным образом, детекторный зонд дикого 
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типа варианта может быть связан по меньшей мере одним с флуорофором, флуоресценцию которого 

можно отличить от флуоресценции всех флуорофоров, связанных с детекторным зондом варианта. 

Стадия g) способов по изобретению может включать обнаружение флуоресценции детекторного 

зонда варианта. Таким образом, стадия g) может включать обнаружение флуоресценции флуорофора, 

связанного с детекторным зондом варианта. Это может иметь место, например, в вариантах реализации 

изобретения, в которых: 

зонд варианта связан по меньшей мере с одним флуорофором и по меньшей мере с одним гасите-

лем, способным гасить флуоресценцию флуорофора; 

полимераза нуклеиновой кислоты представляет собой ДНК-полимеразу, обладающую 5'-3'-

экзонуклеазной активностью; и/или 

способ представляет собой способ обнаружения присутствия варианта последовательности в после-

довательности целевой нуклеиновой кислоты. 

Аналогично, стадия g) способов по изобретению может включать обнаружение флуоресценции де-

текторного зонда дикого типа. Таким образом, стадия g) может включать обнаружение флуоресценции 

флуорофора, связанного с детекторным зондом дикого типа. Это может иметь место, например, в вари-

антах реализации изобретения, в которых: 

детекторный зонд дикого типа связан по меньшей мере с одним флуорофором и по меньшей мере с 

одним гасителем, способным гасить флуоресценцию флуорофора; 

полимераза нуклеиновой кислоты представляет собой ДНК-полимеразу, обладающую 5'-3'-

экзонуклеазной активностью; и/или 

способ представляет собой способ обнаружения присутствия последовательности целевой нуклеи-

новой кислоты. 

В вариантах реализации изобретения, в которых ПЦР разделена на реакционные смеси ПЦР, со-

держащиеся в каплях, указанную флуоресценцию можно обнаружить, например, с применением детек-

тора, дающего возможность обработки образцов в форме капель, причем обнаружение проводится для 

отдельных капель, поступающих в детектор, которые впоследствии покидают детектор. Например, уст-

ройство для проточной цитометрии может быть адаптировано для применения с целью обнаружения 

флуоресценции образцов в форме капель. В некоторых случаях для обнаружения флуоресценции капель 

в едином файле применяется микрожидкостное устройство, оснащенное насосами для управления дви-

жением капель. В некоторых случаях капли размещены на двумерной поверхности, а детектор переме-

щается относительно поверхности, обнаруживая флуоресценцию в каждом из положений, содержащем 

одну каплю. 

После получения данных обнаружения флуоресценции для хранения и обработки данных можно 

использовать компьютер. Вычислительную логику компьютера можно использовать для выполнения 

таких функций, как вычитание фоновой флуоресценции, отнесение мишени и/или референтных последо-

вательностей и количественный анализ данных. Компьютер может быть полезен для отображения, хра-

нения, извлечения или вычисления результатов диагностики молекулярного профиля; отображения, хра-

нения, извлечения или вычисления исходных данных анализа геномной экспрессии или экспрессии нук-

леиновой кислоты; или отображения, хранения, извлечения или вычисления любой информации об об-

разце или пациенте, полезной для описанных в данном документе способов. 

Обнаружимый(е) сигнал(ы) может быть сгенерирован на основе обнаружимого света, испускаемого 

детекторным зондом дикого типа, и, необязательно, детекторным зондом варианта в частях. Детекторные 

зонды варианта могут сообщать, произошла ли по меньшей мере одна из двух или более конкретных ре-

акций амплификации, представленных сигналом, в части, и, таким образом, присутствует ли по меньшей 

мере одна копия варианта последовательности в части. Уровень или амплитуда сигнала, соответствую-

щего зондам, могут быть проанализированы для определения того, произошла ли по крайней мере одна 

из конкретных реакций и присутствует ли по крайней мере одна копия одной из конкретных мишеней. 

Уровень или амплитуда сигнала может варьировать в зависимости от наличия последовательности целе-

вой нуклеиновой кислоты, присутствующей или отсутствующей в каждой части. Например, часть, поло-

жительная для конкретной мишени, может давать уровень или амплитуду сигнала, которая выше задан-

ного порога и/или находится в заданном диапазоне. Части могут быть проанализированы и сигналы сге-

нерированы в любой(ых) подходящей(их) временной точке. Примеры временных точек включают окон-

чание анализа (анализ конечной точки), когда реакции заканчиваются, и данные больше не меняются, 

или какой-либо более ранний период времени, когда данных уже достаточно и они позволяют надежно 

провести разделение. В общем, может быть предпочтительным, чтобы обнаружение выполнялось после 

выполнения количества циклов экспоненциальных ПЦР, необходимого для того, чтобы истинно положи-

тельные сигналы достигли достаточно высокой амплитуды. 

В одном аспекте, представленном в данном документе, предлагается способ обнаружения присут-

ствия целевой последовательности с применением одного детекторного зонда. 

В некоторых случаях АИПР и экспоненциальная ПЦР проводятся в режиме цПЦР, такой как 

цкПЦР. Обнаружение и подсчет могут быть проведены для двух различных популяций капель с целью 

определения концентрации последовательности целевой нуклеиновой кислоты, содержащей вариант по-
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следовательности (см. обзор на фиг. 1 А), по сравнению с не содержащей указанного варианта последо-

вательности (см. фиг. 1В). 

В данном документе флуорофор может означать соединение с флуоресцентной эмиссией, например, 

с максимумом флуоресцентной эмиссии в диапазоне от около 350 до около 900 нм. Можно применять 

широкий спектр флуорофоров, включая, но не ограничиваясь этим: 5-FAM (также называемый 5-

карбоксифлуоресцеином; также называемый спиро(изобензофуран-1(3Н), 9'-(9Н)ксантен)-5-карбоновой 

кислотой, 3',6'-дигидрокси-3-оксо-6-карбоксифлуоресцеином); 5-гексахлорфлуоресцеин; ([4,7,2',4',5',7'-

гексахлор (3',6'-дипивалоилфлуоресцеинил)-6-карбоновая кислота)]; 6-гексахлорфлуоресцеин; 

([4,7,2',4',5',7'-гексахлор-(3',6'-дипивалоилфлуоресцеинил)-5-карбоновая кислота]); 5-тетрахлорфлуорес-

цеин; ([4,7,2',7'-тетрахлор-(3',6'-дипивалоилфлуоресцеинил)-5-карбоновая кислота]); 6-тетрахлорфлуо-

ресцеин; ([4,7,2',7'-тетрахлор-(3',6'-дипивалоилфлуоресцеинил)-6-карбоновая кислота]); 5-TAMRA (5-

карбокситетраметилродамин); Xanthylium, 9-(2,4-дикарбоксифенил)-3,6-бис(диметиламино); 6-TAMRA 

(6-карбокситетраметилродамин); 9-(2,5-дикарбоксифенил)-3,6-бис(диметиламино); EDANS (5-((2-

аминоэтил)амино)нафталин-1-сульфоновая кислота); 1,5-IAEDANS (5-((((2-йодацетил)амино)этил)ами-

но)нафталин-1-сульфоновая кислота); Cy5 (индодикарбоцианин-5); Cy3 (индодикарбоцианин-3); и BOD-

IPY FL (2,6-дибром-4,4-дифтор-5,7-диметил-4-бора-3а,4а-диаза-s-индацен-3-пропионовая кислота); кра-

ситель Quasar-670 (Biosearch Technologies); оранжевый краситель Cal Fluor (Biosearch Technologies); 

красители Rox; красители Max (Integrated DNA Technologies), a также их подходящие производные. 

Гаситель в данном документе может означать молекулу или часть соединения, которая способна 

уменьшать флуоресценцию флуорофора при присоединении к детекторному зонду или находясь вблизи 

него. Гашение может происходить по любому из нескольких механизмов, включая резонансный перенос 

энергии флуоресценции, фотоиндуцированный перенос электронов, парамагнитное усиление интерком-

бинационной конверсии, обменное взаимодействие Декстера и экситонное взаимодействие, такое как 

образование темных комплексов. Выбор гасителя может зависеть от применяемого флуорофора. Ряд 

коммерчески доступных гасителей известен из уровня техники и включает, но не ограничиваясь этим, 

DABCYL, гасители Black Hole (BHQ-1, BHQ-2 и BHQ-3), Iowa Black FQ и Iowa Black RQ. Это так 

называемые темные гасители. Им не присуща естественная флуоресценция, что позволяет устранить 

фон, наблюдаемый в случае других гасителей, таких как TAMRA, которые по своей природе являются 

флуоресцентными. 

В литературе имеется большое количество практических руководств для выбора подходящих пар 

репортера-гасителя для конкретных зондов, примеры которых дают следующие ссылки: Clegg, Meth. 

Enzymol., 211: 353-388 (1992); Wo et al., Anal. Biochem., 218: 1-13 (1994); Pesce et al., editors, Fluorescence 

Spectroscopy (Marcel Dekker, New York, 1971); White et al., Fluorescence Analysis: A Practical Approach 

(Marcel Dekker, New York, 1970); и т.п. Кроме того, в литературе приводятся ссылки, содержащие исчер-

пывающие списки флуоресцентных и хромогенных молекул и их соответствующие оптические свойства 

для выбора пар репортера-гасителя, например, Berlman, Handbook of Fluorescence Spectra of Aromatic 

Molecules, 2nd Edition (Academic Press, New York, 1971); Griffiths, Colour and Constitution of Organic Mol-

ecules (Academic Press, New York, 1976); Bishop, editor, Indicators (Pergamon Press, Oxford, 1972); Haug-

land, Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (Molecular Probes, Eugene, 1992) Pringsheim, 

Fluorescence and Phosphorescence (Interscience Publishers, New York, 1949); и т.п. Кроме того, в литературе 

имеется обширное руководство по дериватизации молекул репортера и гасителя для ковалентного при-

соединения с помощью широко применяемых реакционноспособных групп, которые могут быть добав-

лены к олигонуклеотиду, как проиллюстрировано в следующих ссылках: Haugland (цитируется выше); 

Ullman et al., патент США № 3996345; Khanna et al., патент США № 4351760. 

Как обнаружимую метку (например, флуорофор), так и гаситель можно присоединить к зонду с 

применением способов, известных из уровня техники. В некоторых случаях одного из пары репорте-

ра/гасителя присоединяют к 5'-части зонда в направлении 5' относительно целевого локуса, если после-

довательность зонда является комплементарной целевому локусу, а другого из пары репортера/гасителя 

присоединяют к 3'-части зонда. 

Обнаружимые метки и гасители могут быть введены при синтезе олигонуклеотида посредством 

стандартной фосфорамидитной химии. Кроме того, они могут быть введены после синтеза путем введе-

ния линкера с соответствующей функциональной группой в ходе синтеза олиго. После синтеза обнару-

жимый элемент (например, флуорофор) можно связать с функциональной группой олигонуклеотида. В 

случае более длинных последовательностей, чтобы обеспечить эффективное гашение, последовательно-

сти, расположенные непосредственно в направлении 3' относительно флуорофора и 5' относительно га-

сителя, могут быть сделаны комплементарными друг другу, чтобы позволить образование стебля шпиль-

ки (например, молекулярного маяка). Таким образом, во время фазы отжига АИПР и/или экспоненци-

альной ПЦР такой зонд будет гибридизоваться с амплифицированной целевой последовательностью, тем 

самым физически удаляя обнаружимую метку (например, флуорофор) от гасителя, что позволяет обна-

руживать более интенсивную флуоресценцию. Однако в отсутствие амплифицированной целевой после-

довательности зонд образует шпильку, что ведет к сближению обнаружимого элемента (например, флуо-
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рофора) и гасителя с ограничением флуоресценции в реакции. В таких реакциях для расщепления зонда 

не требуется полимераза с 5'-3'-экзонуклеазной активностью. Надлежащее место присоединения сиг-

нального репортера (например, флуорофора) и гасителя и расстояние между сигнальным репортером 

(например, флуорофором) и гасителем известно из уровня техники. 

В некоторых случаях детекторный зонд является зондом TaqMan. 

В случае зонда TaqMan (Heid et al., 1996) может применяться флуорогенная 5'-экзонуклеазная ак-

тивность Taq-полимеразы для измерения количества целевых последовательностей в образцах кДНК. 

Зонды TaqMan могут содержать флуорофор, обычно при 5'-основании или вблизи него, и гаситель мо-

жет находиться при 3'-основании или вблизи него. Гаситель может быть красителем, таким как TAMRA, 

или может быть нефлуоресцентной молекулой, такой как 4-(4-диметиламинофенилазо)бензойная кислота 

(DABCYL). См. Tyagi et al., Nature Biotechnology 16:49-53 (1998). При облучении возбужденный флуо-

ресцентный краситель скорее переносит энергию в соседнюю молекулу гасителя, чем флуоресцирует 

(это называется РПЭФ = Форстеровский или резонансный перенос энергии флуоресценции). Таким обра-

зом, непосредственная близость флуорофора и гасителя может предотвращать эмиссию флуоресценции, 

пока зонд остается интактным. Зонды TaqMan могут быть сконструированы для отжига к внутреннему 

участку продукта ПЦР. Когда полимераза реплицирует матрицу, с которой связан зонд TaqMan, ее 5'-

экзонуклеазная активность может расщеплять зонд. Такое расщепление может прекратить действие гаси-

теля (без РПЭФ), и репортерный краситель начинает излучать флуоресценцию, которая может усили-

ваться в каждом цикле пропорционально скорости расщепления зонда. Накопление продуктов ПЦР мо-

жет быть обнаружено путем мониторинга усиления флуоресценции флуорофора. Поскольку расщепле-

ние может происходить в случае, когда детекторный зонд гибридизуется с последовательностью целевой 

нуклеиновой кислоты, обнаруженная флуоресценция может быть результатом специфической амплифи-

кации. В некоторых случаях процесс гибридизации и расщепления не мешает экспоненциальной ПЦР. В 

некоторых случаях флуорогенный зонд не содержит G на 5'-конце. А и G, смежные с репортерным кра-

сителем, могут гасить репортерную флуоресценцию даже после расщепления. 

В некоторых случаях детекторный зонд является молекулярным маяком. Молекулярные маяки 

(ММ) могут представлять собой олигонуклеотиды, предназначенные для обнаружения и количественно-

го определения целевых нуклеиновых кислот (например, целевых ДНК). 5' и 3' концы ММ могут в сово-

купности содержать пару фрагментов, способных наделять ММ обнаружимыми свойствами. Один из 

концов может быть присоединен к флуорофору, а другой может быть присоединен к молекуле гасителя, 

способной гасить флуоресцентное излучение флуорофора. Например, в паре флуорофора/гасителя можно 

использовать флуорофор, такой как EDANS или флуоресцеин, например, на 5'-конце, и гаситель, такой 

как Dabcyl, например, на 3'-конце. 

Если ММ присутствует в растворе в свободной форм, т.е., не гибридизован со второй нуклеиновой 

кислотой, то стебель ММ может быть стабилизирован путем комплементарного спаривания оснований. 

Такое самокомплементарное спаривание может приводить к образованию структуры "шпилечной петли" 

для ММ, в которой фрагменты флуорофора и гасителя проксимальны друг относительно друга. При та-

кой конфигурации флуоресцентный фрагмент можно гасить флуорофором. 

Петля молекулярного маяка может быть комплементарной или идентичной части последовательно-

сти целевой нуклеиновой кислоты, таким образом, что гибридизация петли с ее комплементарной после-

довательностью в целевых локусах вынуждает диссоциацию стебля, тем самым удаляя флуорофор и га-

ситель друг от друга. Такое удаление может приводить к устранению флуорофора, что приводит к уси-

лению флуоресценции ММ. 

Более подробная информация о стандартных способах получения и применения ММ хорошо из-

вестна в литературе, например, в Leone et al. (1995) "Molecular beacon probes combined with amplification 

by NASBA enable homogenous real-time detection of RNA." Nucleic Acids Res. 26:2150-2155; Tyagi and 

Kramer (1996) "Molecular beacons: probes that fluoresce upon hybridization" Nature Biotechnology 14:303-

308; Blok и Kramer (1997), патент США № 6548254. 

Детекторный зонд может быть также зондом Scorpions. Зонд Scorpions может обеспечить меха-

низм обнаружения стебля-петли на основе РПЭФ аналогично Молекулярному Маяку, за исключением 

того, что зонд дополнительно содержит присоединенный сегмент, который служит амплификационным 

праймером (см., например, Whitcombe et al. Nat. Biotechnol. 1999, August 17(8): 804-7; патент США № 

6326145). В некоторых случаях зонд может быть зондом Sunrise. Зонд Sunrise может содержать 

праймер, присоединенный к шпильке зонда, который удлиняется в ходе амплификации. Такое располо-

жение может отделять метку внутреннего гасителя от 5'-концевого флуорофора (Nazarenko et al., Nucl. 

Acids Res. 1997, 25: 2516-2521). 

3'-концевой нуклеотид олигонуклеотидного зонда можно блокировать или сделать неспособным к 

амплификации с помощью полимеразы нуклеиновой кислоты. Такую блокировку удобно осуществлять 

путем присоединения молекулы репортера или гасителя к концевому 3'-углероду олигонуклеотидного 

зонда с помощью линкерного фрагмента. 

В некоторых случаях референтный зонд может быть введен в разделенные реакционные смеси 
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ПЦР. Референтный зонд может быть неспецифическим референтным зондом или специфическим рефе-

рентным зондом. Референтный зонд может гибридизоваться с референтным локусом. 

В одном варианте реализации изобретения способы по изобретению включают применение одной 

пары праймеров, состоящей из праймера-H и праймера-L, в сочетании с одним детекторным зондом, та-

ким как детекторный зонд варианта или детекторный зонд дикого типа. В других вариантах реализации 

изобретения способы включают применение одной пары праймеров, состоящей из праймера-H и прайме-

ра-L, в сочетании с двумя детекторными зондами, которые представляют собой детекторный зонд вари-

анта и детекторный зонд дикого типа. 

В одном варианте реализации изобретения обнаружение осуществляют с помощью детекторного 

реагента, который является красителем. Краситель может быть, среди прочего, например, агентом связы-

вания с большой бороздкой, агентом связывания с малой бороздкой, интеркалятором или внешним свя-

зующим агентом. Типичные красители, которые могут быть подходящими, включают люминесцентные 

цианины, фенантридины, акридины, индолы, имидазолы и т.п., такие как ДАФИ, краситель Hoechst 

33258, акридиновый оранжевый и т.д. Типичные интеркалирующие красители, которые могут быть под-

ходящими, среди прочего, включают этидия бромид, пропидия йодид, Краситель EvaGreen, зеленый 

краситель SYBR, золотистый краситель SYBR и 7-аминоактиномицин D (7-AAD). 

В данном документе термин "зонд, способный обнаруживать специфическую мутацию", как прави-

ло, представляет собой зонд, содержащий непрерывную последовательность целевой последовательно-

сти, содержащей указанную мутацию, или комплементарную ей последовательность. 

Способ прогнозирования наличия клинического состояния 

Способы по изобретению могут применяться во множестве различных областей. Фактически, спо-

собы подходят для любой области применения, в которой желательно обнаруживать присутствие после-

довательности целевой нуклеиновой кислоты и/или различать последовательности целевой нуклеиновой 

кислоты, содержащие или не содержащие варианта последовательности. 

Например, способы могут быть пригодны для судебного применения, где часто проводится анализ 

нуклеиновых кислот на очень ограниченном количестве материала. Данные способы могут, например, 

применяться при подготовке фингерпринтов генетического материала для определения наличия кон-

кретных полиморфизмов. 

Одной из очень полезных областей применения способов по изобретению является прогнозирова-

ние наличия клинического состояния у индивидуума. 

Многие клинические состояния связаны с наличием конкретных последовательностей целевой нук-

леиновой кислоты. Некоторые клинические состояния характеризуются наличием варианта последова-

тельности в целевой нуклеиновой кислоте. Другие клинические состояния связаны с маркерами, напри-

мер, наличие варианта последовательности может быть показателем клинических состояний. 

Таким образом, в одном варианте реализации изобретение относится к способам прогнозирования 

наличия клинического состояния у индивидуума, причем указанное клиническое состояние связано с 

наличием варианта последовательности в последовательности целевой нуклеиновой кислоты, и, при 

этом, указанный способ включает стадии: 

а) обеспечение образца из организма указанного индивидуума, который содержит матричные нук-

леиновые кислоты, 

б) применение описанных в данном документе способов обнаружения варианта последовательности 

в последовательности целевой нуклеиновой кислоты, притом, что присутствие указанного варианта по-

следовательности в указанной целевой нуклеиновой кислоте указывает на наличие указанного клиниче-

ского состояния. 

Многие клинические состояния связаны с наличием одного или более вариантов последовательно-

сти(ей). Таким образом, клиническое состояние может быть любым клиническим состоянием, связанным 

с наличием варианта последовательности в последовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

Вариант последовательности может представлять собой биомаркер, который коррелирует, напри-

мер, с наличием клинического состояния, с риском прогрессирования клинического состояния, с воспри-

имчивостью клинического состояния к конкретному лечению или с риском смерти. Таким образом, ва-

риант последовательности может быть соотнесен с прогнозированием относительно клинического со-

стояния. 

В одном варианте реализации изобретения клиническое состояние представляет собой рак. Указан-

ный рак может быть любым видом рака, например, видом рака, выбранным из группы, состоящей из 

карциномы молочной железы, колоректального отдела, поджелудочной железы, желудка, стромальными 

опухолями ЖДТ, гепатоцеллюлярной, легкого, мелкоклеточной легкого, яичника, матки, шейки матки, 

мочевого пузыря, почек, предстательной железы, яичка, карциномой щитовидной железы, злокачествен-

ной меланомой, остеосаркомой, хондросаркомой, миосаркомой, глиобластомой или другими видами 

опухолей головного мозга, другими желудочно-кишечными и зародышевыми опухолями головы и шеи и 

злокачественными опухолями кроветворной системы. 

Вариант последовательности может быть связан с указанным видом рака. Например, наличие вари-
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анта последовательности может указывать на присутствие указанного вида рака. Однако часто требуется 

дополнительное исследование, чтобы определить, страдает ли указанный индивидуум указанным видом 

рака. 

В приведенной ниже таблице представлены неограничивающие примеры мутаций, связанных с ра-

ком, присутствие которых может быть обнаружено с применением способов по изобретению. Однако 

квалифицированному специалисту будут известны многочисленные другие мутации, связанные с раком, 

которые могут быть обнаружены с применением способов по изобретению. 

 

 
Перечисленные выше мутации указаны на уровне белка. Первая буква обозначает аминокислоту 

дикого типа, число - положение аминокислоты, а последняя буква -замену аминокислоты, обнаруженную 

у мутанта. Таким образом, в качестве примера H1047R указывает на то, что гистидин с номером амино-

кислоты 1047 был заменен аргинином. В данном документе для аминокислот используются однобуквен-

ные коды ИЮПАК или трехбуквенные коды. 

Таким образом, изобретение может относиться к способам и наборам компонентов, включающим 

(применение) пару праймеров, причем 

праймер-H содержит непрерывную последовательность в диапазоне от 50 до 100 нуклеотидов SEQ 

ID NO: 69, 70, 71 или 72, а праймер-L содержит непрерывную последовательность в диапазоне от 10 до 

20 нуклеотидов последовательности, комплементарной SEQ ID NO: 69, 70, 71 или 72; или 

праймер-H содержит непрерывную последовательность в диапазоне от 50 до 100 нуклеотидов по-

следовательности, комплементарной SEQ ID NO: 69, 70, 71 или 72, а праймер-L содержит непрерывную 

последовательность в диапазоне от 10 до 20 нуклеотидов SEQ ID NO: 69, 70, 71 или 72; 

и при этом праймер-H и праймер-L вместе способны к амплификации целевой последовательности, 

содержащей по меньшей мере один из нуклеотидов, кодирующих любую из упомянутых в данном доку-

менте мутаций. 

В одном варианте реализации изобретения предлагаются способы прогнозирования наличия клини-

ческого состояния у индивидуума, причем указанное клиническое состояние связано с наличием после-

довательности целевой нуклеиновой кислоты, и при этом указанный способ включает стадии: 

а) обеспечение образца из организма указанного индивидуума, который содержит матричные нук-

леиновые кислоты, 

б) применение описанных в данном документе способов обнаружения варианта последовательности 

в последовательности целевой нуклеиновой кислоты, 

притом, что присутствие указанной целевой нуклеиновой кислоты указывает на наличие указанного 

клинического состояния. 

Клиническим состоянием является инфекция инфекционным возбудителем, и в этом случае целевая 

нуклеиновая кислота, например, может быть последовательностью нуклеиновой кислоты из генома ука-

занного патогена. 

Образец может быть любым образцом из организма указанного индивидуума. В частности, образец 

должен представлять собой образец, содержащий матричные нуклеиновые кислоты. В вариантах реали-

зации изобретения, в которых клиническое состояние является раком, образец предпочтительно содер-

жит ДНК из раковых клеток. Таким образом, образец может содержать раковые клетки, содержащие 

ДНК, и/или образец может содержать свободную ДНК, полученную из раковых клеток. 

Образец может быть выбран, например, из группы, состоящей из образцов крови, биопсии, образ-

цов фекалий, образцов слюны, образцов мочи, образцов вагинальной жидкости, образцов асцитной жид-

кости, образцов спинномозговой жидкости и образца тканевого экссудата. Кроме того, образец может 

быть частью любого из вышеперечисленного. Например, образец может быть образцом крови или его 

фракцией, такой как образец плазмы или образец сыворотки. 

Матричные нуклеиновые кислоты могут быть любыми нуклеиновыми кислотами, содержащимися в 

образце, например, геномная ДНК или РНК. Кроме того, матричные нуклеиновые кислоты могут пред-
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ставлять собой кДНК, полученную на основе РНК, присутствующей в образце. 

В одном варианте реализации изобретения матричные нуклеиновые кислоты выбраны из группы, 

состоящей из внеклеточной ДНК, нуклеосомной ДНК и циркулирующей опухолевой ДНК (цоДНК), ко-

торая может быть обнаружена в циркулирующей крови и других жидкостях организма. 

Образец в соответствии с настоящим изобретением может быть извлечен из организма индивидуу-

ма и использован в способах по изобретению. 

Индивидуум может быть любым животным, таким как млекопитающее, включая человека. В пред-

почтительном варианте реализации изобретения индивидуум является человеком. 

Примеры 

Ниже изобретение проиллюстрировано следующими примерами, которые, однако, не должны ис-

толковываться как ограничивающие изобретение. 

Объекты. 

Изобретение может быть дополнительно определено следующими объектами. 

1. Способ обнаружения присутствия варианта последовательности в последовательности целевой 

нуклеиновой кислоты в образце, включающий стадии: 

a) обеспечение образца, содержащего матричные нуклеиновые кислоты; 

b) обеспечение набора праймеров, содержащего, по меньшей мере, пару праймеров, способных 

специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, причем набор 

праймеров содержит, по меньшей мере, праймер-H и праймер-L, притом, что температура плавления 

праймера-H, по меньшей мере, на 10°С выше температуры плавления праймера-L, и, при этом, праймер-

L содержит последовательность, комплементарную фрагменту продукта элонгации праймера-H, 

c) обеспечение полимеразы нуклеиновой кислоты, обладающей полимеразной активностью при 

температуре элонгации, 

d) получение разделенных реакционных смесей ПЦР, каждая из которых содержит часть образца, 

набор праймеров, полимеразу нуклеиновой кислоты, реагенты для ПЦР и необязательно детекторные 

реагенты 

e) проведение асимметричной инкрементной полимеразной реакции (АИПР), включающий стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

ii) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при высокой температуре отжига, позволяю-

щей отжигать праймер-H, но не праймер-L; 

iii) необязательная инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре элонгации; 

iv) необязательное повторение стадий с i по ш; 

f) проведение полимеразной цепной реакции (ПЦР), включающей стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

ii) инкубация ПЦР при низкой температуре отжига, позволяющей отжигать как праймер-H, так и 

праймер-L; 

iii) инкубация ПЦР при температуре элонгации, что позволяет элонгацию всех отожженных прай-

меров; 

iv) необязательное повторение стадий II-IV, с получением таким образом продукта ПЦР; 

g) обнаружение присутствия в продукте ПЦР варианта последовательности в последовательности 

целевой нуклеиновой кислоты. 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что стадия е) приводит к амплификации только одной нити 

последовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

3. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что стадия f) приводит к 

амплификации обеих нитей последовательности целевой нуклеиновой кислоты с получением продукта 

ПЦР. 

4. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что вариант последователь-

ности представляет собой однонуклеотидную мутацию. 

5. Способ по любому из пп.1-3, отличающийся тем, что вариант последовательности представляет 

собой однонуклеотидный полиморфизм (ОНП). 

6. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что продукт ПЦР может со-

держать как последовательность целевой нуклеиновой кислоты, содержащую вариант последовательно-

сти, так и последовательность целевой нуклеиновой кислоты, не содержащую варианта последователь-

ности. 

7. Способ обнаружения присутствия последовательности целевой нуклеиновой кислоты в образце, 

включающий стадии: 

a) обеспечение образца, содержащего матричные нуклеиновые кислоты; 

b) обеспечение набора праймеров, содержащего, по меньшей мере, пару праймеров, способных 

специфически амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, причем набор 

праймеров содержит, по меньшей мере, праймер-H и праймер-L, притом, что температура плавления 



038921 

- 28 - 

праймера-H, по меньшей мере, на 10°С выше температуры плавления праймера-L и, при этом, праймер-L 

содержит последовательность, комплементарную продукту элонгации праймера-H, 

c) обеспечение полимеразы нуклеиновой кислоты, обладающей полимеразной активностью при 

температуре элонгации, которая выше, чем температура плавления праймера Н, 

d) получение разделенных реакционных смесей ПЦР, каждая из которых содержит часть образца, 

набор праймеров, полимеразу нуклеиновой кислоты, реагенты для ПЦР и необязательно детекторные 

реагенты, 

e) проведение асимметричной инкрементной полимеразной реакции (АИПР), включающей стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

ii) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при высокой температуре отжига, позволяю-

щей отжигать праймер-H, но не праймер-L; 

iii) необязательная инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре элонгации; 

iv) необязательное повторение стадий i-iii; 

f) проведение полимеразной цепной реакции (ПЦР), включающей стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

ii) инкубация ПЦР при низкой температуре отжига, позволяющей отжигать как праймер-H, так и 

праймер-L; 

iii) инкубация ПЦР при температуре элонгации, что позволяет элонгацию всех отожженных прай-

меров; 

iv) необязательное повторение стадий ii-iv с получением продукта ПЦР; 

g) обнаружение того, содержит ли продукт ПЦР последовательность целевой нуклеиновой кислоты. 

8. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что АИПР на стадии е) 

включает стадии: 

i. инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

ii. инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при высокой температуре отжига, позволяю-

щей отжигать праймер-H, но не праймер-L, причем высокая температура отжига одновременно является 

температурой элонгации, что позволяет элонгацию отожженного праймера-H; 

iii. повторение стадий i-ii; 

9. Способ по любому из пп.1-7, отличающийся тем, что АИПР на стадии е) включает стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

ii) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при высокой температуре отжига, позволяю-

щей отжигать праймер-H, но не праймер-L, 

iii) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре элонгации, что позволяет 

элонгацию отожженного праймера-H; 

iv) повторение стадий i-iii. 

10. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что праймер-H в наборе 

праймеров является единственным праймером с температурой плавления, по меньшей мере, на 10°С вы-

ше, чем температура плавления праймера-L. 

11. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что набор праймеров со-

стоит из праймера-H и праймера-L, и, при этом, праймер-H и праймер-L способны специфически ампли-

фицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты. 

12. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что праймер-H идентичен 

последовательности на 5'-конце последовательности целевой нуклеиновой кислоты, а праймер-L иденти-

чен комплементарной последовательности на 3'-конце последовательности целевой нуклеиновой кисло-

ты. 

13. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что стадия е) приводит к 

элонгации праймера-H при отсутствии обнаружимого элонгации праймера-L. 

14. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что стадия е) приводит к 

элонгации праймера-H без обнаружимого элонгации какого-либо другого праймера. 

15. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что температура плавле-

ния праймера-H по меньшей мере на 15°С выше, чем температура плавления праймера-L. 

16. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что температура плавле-

ния праймера-H по меньшей мере на 16°С выше, предпочтительно по меньшей мере на 18°С выше, на-

пример, по меньшей мере на 20°С выше, например, в диапазоне от 15 до 50°С, например, в диапазоне от 

15 до 25°С выше, чем температура плавления праймера-L. 

17. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что температура плавле-

ния праймера-H находится в диапазоне от 60 до 90°С, например, в диапазоне от 60 до 80°С, предпочти-

тельно в диапазоне 70 до 85°С, например, в диапазоне от 70 до 80°С. 
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18. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что температура плавле-

ния праймера-L находится в диапазоне от 30 до 55°С, например, в диапазоне от 35 до 55°С, предпочти-

тельно в диапазоне от 40 до 50°С. 

19. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что температура плавле-

ния праймера-H по меньшей мере на 15°С выше температуры плавления любого другого праймера из 

набора праймеров, который вместе с праймером-Н способен амплифицировать последовательность целе-

вой нуклеиновой кислоты 

20. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что набор праймеров не 

содержит праймеров: 

а) с температурой плавления, которая находится в диапазоне ±15°С, предпочтительно в диапазоне 

±20°С, например, в диапазоне ±25°С от температуры плавления праймера-H; и 

б) которые вместе с праймером-Н могут образовывать пару праймеров, способных специфически 

амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты. 

21. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что набор праймеров со-

держит более одного праймера-H, причем температура плавления любого праймера, который вместе с 

любым из праймеров-Н образует пару праймеров по меньшей мере на 15°С ниже температуры плавления 

праймера-H из этой пары праймеров. 

22. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что праймер-H содержит 

один или более нуклеотидных аналогов, например одну или более запертых нуклеиновых кислот (ЗНК). 

23. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что каждая из разделен-

ных реакционных смесей ПНР содержит в среднем не более 10, например, не более 5 матричных нуклеи-

новых кислот, содержащих последовательность целевой нуклеиновой кислоты. 

24. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что каждая из разделен-

ных реакционных смесей ПНР содержится в каплях, полученных с применением генератора капель. 

25. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что каждая из разделен-

ных реакционных смесей ПНР содержится в капле объемом в диапазоне от 1 до 10000 пл, например, око-

ло 1000 пл. 

26. Способ по любому из пп.1-23, отличающийся тем, что разделенные реакционные смеси ПНР со-

держатся на планшетах для микротитрования. 

27. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что стадия е) включает 

повторяющиеся стадии i-iii в диапазоне от 8 до 256 повторений, предпочтительно в диапазоне от 16 до 

128 повторений, например, в диапазоне от 32 до 128 повторений, например, около 64 повторений, на-

пример, 64 повторения. 

28. Способ по любому из пп.9 и 10-27, отличающийся тем, что стадия е) содержит повторяющиеся 

стадии i-iii в диапазоне от 8 до 256 повторений, предпочтительно в диапазоне от 16 до 128 повторений, 

например, в диапазоне от 32 до 128 повторений, например, около 64 повторений, например, 64 повторе-

ния. 

29. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что высокая температура 

отжига на стадии е), по меньшей мере, на 10°С выше, предпочтительно, по меньшей мере, на 15°С выше, 

например, по меньшей мере, на 20°С выше, чем температура плавления праймера-L. 

30. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что стадия f) содержит по-

вторяющиеся стадии i-iii в диапазоне от 15 до 60 повторений, предпочтительно в диапазоне от 20 до 40 

повторений, например, в диапазоне от 20 до 30 повторений, например, в диапазоне от 25 до 30 повторе-

ний. 

31. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что праймер-L представ-

ляет собой модифицированный праймер-L с рассогласованием, причем способ включает стадию низко-

температурной ПЦР между стадиями е) и f), и, при этом, низкотемпературная ПЦР включает стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

ii) инкубация ПЦР при очень низкой температуре отжига, что позволяет отжигать как праймер-H, 

так и часть праймера-L без рассогласования; 

iii) инкубация ПЦР при температуре элонгации, что позволяет элонгировать все отожженные прай-

меры; 

iv) необязательное повторение стадий i-iii с получением таким образом продукта ПЦР. 

32. Способ по п.31, отличающийся тем, что очень низкая температура отжига, по меньшей мере, на 

5°С ниже, чем низкая температура отжига. 

33. Способ по любому из пп.31-32, отличающийся тем, что очень низкая температура отжига, по 

меньшей мере, на 20°С ниже, чем низкая температура отжига. 

34. Способ по любому из пп.31-33, отличающийся тем, что праймер-L представляет собой олиго-

нуклеотид, состоящий из 5'-последовательности размером от 1 до 10 нуклеотидов; и непрерывной после-

довательности размером от 7 до 15 нуклеотидов, которая идентична или комплементарна фрагменту по-
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следовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

35. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что каждая из разделен-

ных реакционных смесей ПЦР содержит детекторный реагент, который является детекторным зондом 

варианта, причем указанный детекторный зонд варианта способен гибридизоваться с последовательно-

стью целевой нуклеиновой кислоты, содержащей вариант последовательности, со значительно более вы-

сокой аффинностью, чем с последовательностью целевой нуклеиновой кислоты, не содержащей варианта 

последовательности. 

36. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что каждая из разделен-

ных реакционных смесей ПЦР содержит детекторный реагент, который является детекторным зондом 

дикого типа, причем указанный детекторный зонд дикого типа способен гибридизоваться с последова-

тельностью целевой нуклеиновой кислоты, не содержащей варианта последовательности. 

37. Способ по любому из пп.35 и 36, отличающийся тем, что каждая из разделенных реакционных 

смесей ПЦР содержит детекторный зонд варианта и детекторный зонд дикого типа. 

38. Способ по любому из пп.35-37, отличающийся тем, что детекторный зонд варианта связан с 

флуорофором и гасителем, причем гаситель способен гасить флуоресценцию флуорофора и, при этом, 

флуорофор и гаситель связаны с разными нуклеотидами зонда. 

39. Способ по любому из пп.36-38, отличающийся тем, что детекторный зонд дикого типа связан с 

флуорофором и гасителем, причем гаситель способен гасить флуоресценцию флуорофора и, при этом, 

флуорофор и гаситель связаны с разными нуклеотидами зонда. 

40. Способ по любому из пп.37-39, отличающийся тем, что детекторный зонд варианта связан с 

другим флуорофором, чем детекторный зонд дикого типа. 

41. Способ по любому из пп.35-40, отличающийся тем, что стадия g) включает обнаружение флуо-

ресценции флуорофора, связанного с детекторным зондом варианта. 

42. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что праймер-H выбран из 

группы, состоящей из праймеров-Н, приведенных в табл. 3. 

43. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что праймер-L выбран из 

группы, состоящей из праймеров-L, приведенных в табл. 3. 

44. Способ по любому из пп.35-43, отличающийся тем, что детекторный зонд варианта выбран из 

группы, состоящей из Зондов-МУТ, приведенных в табл. 3. 

45. Способ по любому из пп.36-44, отличающийся тем, что детекторный зонд дикого типа выбран 

из группы, состоящей из Зондов-ДТ, приведенных в табл. 3. 

46. Способ прогнозирования наличия клинического состояния у индивидуума, причем указанное 

клиническое состояние связано с наличием варианта последовательности в последовательности целевой 

нуклеиновой кислоты, и, при этом, указанный способ включает стадии: 

обеспечение образца из организма указанного индивидуума, который содержит матричные нуклеи-

новые кислоты; 

применение способа по любому из пп.1-45; 

притом, что наличие указанного варианта последовательности в указанной целевой нуклеиновой 

кислоте указывает на присутствие указанного клинического состояния. 

47. Способ по п.46, отличающийся тем, что клиническое состояние представляет собой рак. 

48. Способ по п.46, отличающийся тем, что мутация представляет собой мутацию, связанную с ра-

ком. 

49. Способ по любому из пп.45-48, отличающийся тем, что образец представляет собой образец 

крови или ее фракцию, а матричные нуклеиновые кислоты выбраны из группы, состоящей из внеклеточ-

ной ДНК, нуклеосомной ДНК и циркулирующей опухолевой ДНК. 

50. Способ по любому из пп.45-49, отличающийся тем, что образец выбран из группы, состоящей из 

образцов слюны, образцов мочи, образцов вагинальной жидкости, образца асцитной жидкости, образцов 

спинномозговой жидкости и образцов тканевого экссудата. 

51. Способ по любому из пп.45-50, отличающийся тем, что мутация выбрана из группы, состоящей 

из: 

A) мутации в РПС3СА, такой как любая из мутаций H1047R или E542K или E542K; 

B) мутации в BRAF, такой как V600E; 

C) мутации в KRAS, такой как любая из мутаций G12D, G12V, G12C или G13D; и 

D) мутации в EGFR, такой как любая из мутаций L858R или Т790М. 

52. Способ по любому из пп.45-50, отличающийся тем, что мутация выбрана из группы, состоящей 

из мутаций, приведенных в табл. 3. 

53. Способ прогнозирования наличия клинического состояния у индивидуума, причем указанное 

клиническое состояние связано с наличием последовательности целевой нуклеиновой кислоты, и, при 

этом, указанный способ включает следующие стадии: 

обеспечение образца из организма указанного индивидуума, который содержит матричные нуклеи-

новые кислоты; 

применение способа по любому из пп.7-45; 
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притом, что наличие указанной целевой нуклеиновой кислоты указывает на присутствие указанного 

клинического состояния. 

54. Способ по п.53, отличающийся тем, что клиническое состояние представляет собой инфекцию 

инфекционным патогеном. 

55. Способ по п.54, отличающийся тем, что целевая нуклеиновая кислота представляет собой по-

следовательность нуклеиновой кислоты из генома указанного патогена. 

56. Набор компонентов, содержащий 

набор праймеров, содержащий, по меньшей мере, пару праймеров, способных к специфической ам-

плификации последовательности целевой нуклеиновой кислоты, причем набор праймеров содержит, по 

меньшей мере, праймер-H и праймер-L, и при этом температура плавления праймера-H по меньшей мере 

на 10°С выше температуры плавления праймера-L, притом, что праймер-L содержит последовательность, 

комплементарную продукту элонгации праймера-H; 

детекторный зонд, способный гибридизоваться с последовательностью целевой нуклеиновой ки-

слоты, причем указанный зонд связан, по меньшей мере, с одним флуорофором и, по меньшей мере, с 

одним гасителем; 

полимеразу нуклеиновой кислоты; 

реагенты для ПНР; 

реагенты для приготовления капель, содержащих разделенные реакционные смеси ПНР. 

57. Набор компонентов по п.56, отличающийся тем, что набор праймеров является таким, как опре-

делено в любом из пп.10-22. 

58. Набор компонентов по любому из пп.56-57, отличающийся тем, что праймер-H является таким, 

как определено в любом из пп.10-22. 

59. Набор компонентов по любому из пп.56-58, отличающийся тем, что праймер-L является таким, 

как определено в любом из пп.10-22. 

60. Набор компонентов по любому из пп.56-59, отличающийся тем, что детекторный зонд является 

таким, как определено в любом из пп.35-45. 

61. Набор компонентов по любому из пп.56-60, отличающийся тем, что праймер-H выбран из груп-

пы, состоящей из праймеров-Н, приведенных в табл. 3. 

62. Набор компонентов по любому из пп.56-61, отличающийся тем, что праймер-L выбран из груп-

пы, состоящей из праймеров-L, приведенных в табл. 3. 

63. Набор компонентов по любому из пп.56-62, отличающийся тем, что детекторный зонд варианта 

выбран из группы, состоящей из Зондов-МУТ, приведенных в табл. 3. 

64. Набор компонентов по любому из пп.56-63, отличающийся тем, что детекторный зонд дикого 

типа выбран из группы, состоящей из Зондов-ДТ, приведенных в табл. 3. 

65. Набор компонентов по любому из пп.56-60, отличающийся тем, что праймер-H содержит непре-

рывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов SEQ ID NO: 69, а праймер-L содержит 

непрерывную последовательность размером от 10 до 20 нуклеотидов последовательности, комплемен-

тарной SEQ ID NO: 69; или 

праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов после-

довательности, комплементарной SEQ ID NO: 69, а праймер-L содержит непрерывную последователь-

ность размером от 10 до 20 нуклеотидов SEQ ID NO: 69; и 

при этом праймер-H и праймер-L вместе способны амплифицировать целевую последовательность, 

содержащую, по меньшей мере, один из нуклеотидов 3140, 1624 или 1633 SEQ ID NO: 69. 

66. Набор компонентов по п.65, отличающийся тем, что набор компонентов содержит зонд, способ-

ный обнаруживать мутацию A-G нуклеотида 3140 SEQ ID NO: 69; мутацию G-A нуклеотида 1624 SEQ 

ID NO: 69 и/или мутацию G-A нуклеотида 1633 SEQ ID NO: 69. 

67. Набор компонентов по любому из пп.56-60, отличающийся тем, что праймер-H содержит непре-

рывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов SEQ ID NO: 70, а праймер-L содержит 

непрерывную последовательность размером от 10 до 20 нуклеотидов последовательности, комплемен-

тарной SEQ ID NO: 70; или 

праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов после-

довательности, комплементарной SEQ ID NO: 70, а праймер-L содержит непрерывную последователь-

ность размером от 10 до 20 нуклеотидов SEQ ID NO: 70; и 

при этом праймер-H и праймер-L вместе способны амплифицировать целевую последовательность, 

содержащую нуклеотид 1799 SEQ ID NO: 70. 

68. Набор компонентов по п.67, отличающийся тем, что набор компонентов содержит зонд, способ-

ный обнаруживать мутацию Т-А нуклеотида 1799 SEQ ID NO: 70. 

69. Набор компонентов по любому из пп.56-60, отличающийся тем, что праймер-H содержит непре-

рывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов SEQ ID NO: 71, а праймер-L содержит 

непрерывную последовательность размером от 10 до 20 нуклеотидов последовательности, комплемен-

тарной SEQ ID NO: 71; или праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 

100 нуклеотидов последовательности, комплементарной SEQ ID NO: 71, а праймер-L содержит непре-
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рывную последовательность размером от 10 до 20 нуклеотидов SEQ ID NO: 71; 

и, при этом, праймер-H и праймер-L вместе способны амплифицировать целевую последователь-

ность, содержащую, по меньшей мере, один из нуклеотидов 2573 или 2369 SEQ ID NO: 71. 

70. Набор компонентов по п.69, отличающийся тем, что набор компонентов содержит зонд, способ-

ный обнаруживать: 

мутацию T-G нуклеотида 2573 SEQ ID NO: 71; и/или мутацию С-Т нуклеотида 2369 SEQ ID NO: 71. 

71. Набор компонентов по любому из пп.56-60, отличающийся тем, что 

праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов SEQ ID 

NO: 72, а праймер-L содержит непрерывную последовательность размером от 10 до 20 нуклеотидов по-

следовательности, комплементарной SEQ ID NO: 72; или 

праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов после-

довательности, комплементарной SEQ ID NO: 72, а праймер-L содержит непрерывную последователь-

ность размером от 10 до 20 нуклеотидов SEQ ID NO: 72; и 

при этом праймер-H и праймер-L вместе способны амплифицировать целевую последовательность, 

содержащую, по меньшей мере, нуклеотид 34, 35 или 38 SEQ ID NO: 72. 

72. Набор компонентов по п.71, отличающийся тем, что набор компонентов содержит зонд, способ-

ный обнаруживать мутацию G-A нуклеотида 38 SEQ ID NO: 72; мутацию G-T нуклеотида 34 SEQ ID NO: 

72; мутацию G-C нуклеотида 34 SEQ ID NO: 72; мутацию G-A нуклеотида 34 SEQ ID NO: 72; мутацию 

G-T нуклеотида 35 SEQ ID NO: 72; мутацию G-C нуклеотида 35 SEQ ID NO: 72 и/или мутацию G-A нук-

леотида 35 SEQ ID NO: 72. 

73. Набор компонентов по любому из пп.65-73, отличающийся тем, что праймер-H состоит из ука-

занной непрерывной последовательности в диапазоне от 50 до 100 нуклеотидов, причем до 20, например, 

до 15, например, до 10 нуклеотидов могут, быть заменены нуклеотидным аналогом, например, запертой 

нуклеиновой кислотой (ЗНК). 

74. Набор компонентов по любому из пп.65-73, отличающийся тем, что праймер-H состоит из не-

прерывной последовательности в диапазоне от 50 до 100 нуклеотидов, например, в диапазоне от 50 до 75 

нуклеотидов указанной SEQ ID NO. 

75. Набор компонентов по любому из пп.65-74, отличающийся тем, что праймер-L состоит из ука-

занной непрерывной последовательности в диапазоне от 10 до 20 нуклеотидов и до 10 дополнительных 

нуклеотидов. 

76. Способ по любому из пп.1-55, отличающийся тем, что способ осуществляют с применением на-

бора компонентов по любому из пп.55-75. 

Примеры 

Ниже изобретение проиллюстрировано следующими примерами, которые, однако, не должны ис-

толковываться как ограничивающие изобретение. 

Пример 1. Способы ИДСПУК (Инкрементные До, Симметричные После, Улучшенное Качество). 

Способ ИДСПУК представляет собой инновационный способ, позволяющий достоверно уменьшить 

последствия любых потенциальных ошибок ДНК-полимеразы, чтобы дать истинным положительным 

реакциям преимущество согласованного сигнала перед ложноположительными реакциями. 

В данном примере описывается способ ИДСПУК в цифровой установке для капельной ПНР с при-

менением специфических целевых пар праймеров и флуоресцентных зондов, которые различают вариант 

(например, мутант) и последовательности дикого типа (аллели). Однако принципы способа могут приме-

няться ко многим различным системам на основе полимеразы. 

В примере описаны способы обнаружения однонуклеотидной мутации в образце, который может 

содержать как дикий тип, так и мутантную ДНК. 

Для пилотных анализов были сконструированы праймеры с высокой Тпл (праймер-Н) длиной ~ 60 

п.о. и протестированы для подтверждения относительно эффективного действия при температурах отжи-

га ~ 72°С или выше. Зонды были спроектированы таким образом, чтобы перекрывать вариантное осно-

вание с длиной ~ 13-16 п.о., с балансом между централизованным расположением варианта основания и 

попыткой максимизировать Тпл. Праймеры с низкой Тпл (праймер-L) сконструированы как можно более 

короткими, с минимально возможной Тпл (обычно < 48°С), но при этом сохраняют надлежащую специ-

фичность последовательности и, следовательно, достаточно качественный флуоресцентный сигнал неза-

висимо от флуорофора. Для зондов с флуоресцентной меткой и гасителем, как правило, применяли FAM 

для мутантного аллеля и HEX для дикого типа; но можно применять любые флуорофоры. Длина и Тпл 

зондов могут быть сходными с параметрами праймера-L или на несколько градусов выше. Количество 

применяемых циклов АИПР может варьировать, но обычно может быть равно 64, и количество циклов 

симметричной ПЦР может варьировать, но обычно может быть равно 27. Поскольку применяется много 

термических циклов, и полимераза теряет активность в зависимости от общего времени при высоких 

температурах, в данном примере выбрана длительность каждого шага денатурации 10 с (типичную про-

грамму термической циклизации см. в табл. 1). 

Пример подходящей схемы анализа проиллюстрирован на фиг. 2. На фиг. 2 представлены праймер-

H и праймер-L, а также Детекторный зонд мутанта (Зонд МУТ) и детекторный зонд дикого типа (Зонд 
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ДТ) для обнаружения двух мутаций в онкогене РПС3СА, а именно H1047R и E542K. 

Типичные результаты для ИДСПУК по сравнению с анализом из уровня техники представлены на 

фиг. 3. Более конкретно, на фиг. 3 проиллюстрирован результат анализа ИДСПУК, выполненного в виде 

цифровой капельной ПЦР, с применением условий термической циклизации, приведенных в табл. 1, и 

праймеров и зондов, представленных на фиг. 2, по сравнению с коммерческими анализами производства 

Bio-Rad Laboratories (Анализ мутации РПС3СА p.H1047RPrimePCR, человек, номер по каталогу 100-

31246, и Анализ мутации РПС3СА ДТ для p.H1047R PrimePCR, человек, номер по каталогу 100-31249), 

проведенными в соответствии со стандартным протоколом производителя (далее носит название "Ком-

мерческий анализ"). 

Для осуществления коммерческих и ИДСПУК анализов проводили цифровую капельную ПЦР с 

применением приборов Bio-Rad Laboratories, включая генератор капель QX100 (номер по каталогу 186-

3002) и устройство для считывания капель QX100 (номер по каталогу 186-3001), и программного обеспе-

чения QuantaSoft (номер по каталогу 186-3003). В коммерческих анализах производства Bio-Rad Labora-

tories соблюдали протокол производителя. Анализы ИДСПУК проводили в соответствии с нашими спо-

собами по изобретению. 

На фиг. 6 представлена частота мутантных аллелей по данным измерения в сравнении с ожидаемой 

частотой мутантных аллелей. Эксперименты проводили, по существу, как описано в данном документе 

выше со ссылкой на фиг. 3, за исключением того, что способы выполняли с применением матрицы, со-

держащей смесь дикого типа и мутантной ДНК в разных соотношениях, как проиллюстрировано на фи-

гуре. В то время как в отрицательном контроле с применением способа ИДСПУК не обнаружено ложно-

положительных мутантных последовательностей, отрицательный контроль в коммерческом анализе по-

казал такое же количество мутантов (ложноположительных), как и в образце с ожидаемой частотой му-

тантных аллелей 0,01%. Таким образом, при применении способа ИДСПУК ожидаемую частоту мутант-

ных аллелей получают при полной тестируемой концентрации мутантной матрицы, тогда как коммерче-

ский анализ дает такую же частоту мутантных аллелей по результатам измерения для образцов, не со-

держащих мутантной ДНК, 0,001% и 0,01% мутантной ДНК. Таким образом, способ ИДСПУК обнару-

живает ожидаемый % мутантных аллелей даже в образце, содержащем всего 0,001% мутантной ДНК (см. 

фиг. 6, нижняя панель). 

Таблица 1. Типичные условия термической циклизации ИДСПУК 

 
На фиг. 4 представлены два разных праймера-H, праймер-L, а также Детекторный зонд мутанта 

(Зонд МУТ) и детекторный зонд дикого типа (Зонд ДТ) для обнаружения мутации в онкогене РПС3СА, а 

именно H1047R. 

Результат применения праймеров и зондов, представленных на фиг. 4, в разных реакционных спо-

собах проиллюстрирован на фиг. 5. Более конкретно, в разделенных реакционных смесях, содержащих 

бета 1 или бета 2 праймер-H вместе с праймером-L и специфическим для мутации и специфическим для 

дикого типа зондами, как представлено на фиг. 4, реакцию проводили с применением матричной ДНК с 

положительной мутацией (не показано, все анализы обнаруживали мутацию) и матрицы дикого типа, без 

АИПР (А), с АИПР при более низкой (67°С) температуре (В) и с АИПР при более высокой (74°) темпера-

туре (С). Значительное уменьшение количества ложноположительных сигналов достигнуто в С. 

Цифровую капельную ПЦР и ИДСПУК проводили, как описано в данном документе выше, с при-

менением условий циклизации термоциклизацией, приведенных на фиг. 5. 

Аналогичные реакции ИДСПУК проводили с применением ряда различных праймеров. На фиг. 5D 

проиллюстрирован специфический для мутанта сигнал и отсутствие ложноположительных сигналов в 

анализе для обнаружения мутации РПС3СА E542K. Применяли следующие праймеры и зонды: 

 
* Основания ЗНК обозначены символом "+" перед нуклеотидом. 
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На фиг. 5Е проиллюстрирован специфический для мутанта сигнал и отсутствие ложноположитель-

ных сигналов в анализе для обнаружения мутации РПС3СА E542K. Применяли следующие праймеры и 

зонды: 

 
* Основания ЗНК обозначены символом "+" перед нуклеотидом. 

Праймер-Н, применяемый на фиг. 5D и 5Е, содержал несколько оснований ЗНК, что приводило к 

высокой температуре плавления, обеспечивая значительную разницу Тпл между праймером-Н и прайме-

ром-L, так что стадия АИПР была чисто асимметричным (в одном направлении) копированием однони-

тевой матрицы. Как можно увидеть, ложноположительных результатов не обнаружено. 

На фиг. 5F проиллюстрирован специфический для мутанта сигнал и отсутствие ложноположитель-

ных сигналов в анализе для обнаружения мутации NRAS Q61R. Применялись следующие праймеры и 

зонды: 

 
Теоретические расчеты, предполагающие 100% эффективность для количества копий мутантных 

аллелей на цикл ИДСПУК АИПР и симметричной ПЦР по сравнению со стандартной ПЦР, приведены в 

табл. 2. Как можно увидеть, в типичной точке обнаружения сигнала с применением способа ИДСПУК 

после 27 цикла, наихудший сценарий введения ложноположительного варианта в цикле 1 приводит к 

генерации ложных нуклеиновых кислот в количестве около 2 % по сравнению с истинно положительной 

реакцией. И наоборот, в анализе со стандартной ПЦР ложноположительные нуклеиновые кислоты могут 

присутствовать в количестве около 25 % от общего количества истинно положительных результатов по 

существу в любом цикле (обычно обнаружение проводится с 40 циклами), что способствует возникнове-

нию значительного ложноположительного сигнала. 

Таблица 2. Теоретические расчеты для копий мутантных аллелей 
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Специалист в данной области техники сможет сконструировать подходящие праймеры и детектор-

ные зонды других мутаций в соответствии с описанным в данном документе способом ИДСПУК. В табл. 

3 приведены неограничивающие примеры подходящих праймеров-Н, праймеров-L и детекторных зондов 
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ряда различных мутаций. 

Каждая из мутаций, описанных в табл. 3, может быть обнаружена посредством выполнения ИД-

СПУК, как описано в данном документе, причем реакционная смесь ИДСПУК содержит праймер-H, 

праймер-L Зонд-ДТ и Зонд-МУТ, указанные для конкретной мутации в табл. 3. Способ ИДСПУК может 

быть выполнен по существу так, как описано в данном примере, например, с применением условий тер-

мической циклизации, приведенных в табл. 1. Высокая и низкая температура отжига может быть уста-

новлена в соответствии с Тпл, указанной в табл. 3. 

Таблица 3 
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Пример 2. 

Методы ИДСПУК выполняли, по существу, как описано в примере 1, за исключением того, что 

применяли дополнительную стадию низкотемпературной ПЦР. В данном примере способа ИДСПУК для 

Праймера-L используется рассогласованная последовательность. Это приводит к дополнительному раз-

рыву в разнице эффективной температуры плавления между Праймером-Н и Праймером-L на стадии 

АИПР. 

Дизайн анализа, применяемый в данном примере, проиллюстрирован на фиг. 7А и включает прай-

мер-H, детекторный зонд дикого типа (зонд ДТ) и детекторный зонд варианта (зонд МУТ). Кроме того, 

анализ включает применение Праймера-L, содержащего 4 рассогласованных нуклеотида. Способ, при-

меняемый в данном примере, включает стадию АИПР, стадию ПЦР с низкой температурой, а затем экс-

поненциальную ПЦР. Точная программа амплификатора представлена на фиг. 7В. 

Настоящий пример представляет собой анализ ИДСПУК для мутации KRAS G13D. Рассогласован-

ная последовательность длиной 4 основания введена на 5'-конце Праймера-L, а последовательность 

праймера, комплементарная мишени, является короткой. Поэтому температура плавления Праймера-L 

очень низкая, и отжиг при высокой температуре отжига на стадии АИПР (в данном примере 73°С) не 

будет происходить. На симметричной стадии применяемая температура отжига очень низкая (в данном 

примере 30°С). После нескольких циклов (в данном примере 5 циклов) последовательность, комплемен-

тарную полноразмерному Праймеру-L, вводят в синтезированный продукт, и симметричная ПЦР может 

быть продолжена при более высокой температуре отжига (в данном примере 53°С), причем теперь пол-

норазмерный Праймер-L является идеально подходящим. 

Результат представлен на фиг. 7В и демонстрирует специфический для мутанта сигнал и отсутствие 

ложноположительных результатов. 

Перечень последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ обнаружения последовательности целевой нуклеиновой кислоты или обнаружения ее ва-

рианта последовательности в образце, включающий стадии: 

a) предоставление образца, содержащего матрицы нуклеиновых кислот; 

b) предоставление набора праймеров, содержащего, по меньшей мере, пару праймеров, способных к 

специфической амплификации последовательности целевой нуклеиновой кислоты, причем набор прай-

меров содержит, по меньшей мере, праймер-H и праймер-L, и при этом температура плавления прайме-

ра-H по меньшей мере на 16°С, чем температура плавления праймера-L, притом, что праймер-L содер-

жит последовательность, комплементарную фрагменту продукта элонгации праймера-H; 

c) обеспечение полимеразы нуклеиновой кислоты, обладающей полимеразной активностью при 

температуре элонгации; 

d) получение разделенных реакционных смесей ПЦР, каждая из которых содержит часть образца, 

набор праймеров, полимеразу нуклеиновой кислоты, реагенты для ПЦР; 

e) проведение асимметричной инкрементной полимеразной реакции (АИПР), включающей стадии: 

i) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

ii) отжиг праймера-H, но не праймера-L, к однонитевым молекулам с последующей элонгацией 

праймера-H; 

iii) с амплификацией таким образом только одной нити последовательности целевой нуклеиновой 

кислоты; 

f) проведение полимеразной цепной реакции (ПЦР), включающей стадии: 
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1) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

2) инкубация ПЦР при низкой температуре отжига, позволяющей отжигать как праймер-H, так и 

праймер-L; 

3) инкубация ПЦР при температуре элонгации, что позволяет элонгацию всех отожженных прайме-

ров; 

4) с амплификацией таким образом обеих нитей последовательности целевой нуклеиновой кислоты 

и получением продукта ПЦР; 

g) обнаружение присутствия в продукте ПЦР последовательности целевой нуклеиновой кислоты 

или варианта последовательности в последовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что стадия ii стадии е) включает 

инкубацию разделенных реакционных смесей ПЦР при высокой температуре отжига, что позволяет 

отжигать праймер-H, но не праймер-L; 

последующую инкубацию разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре элонгации, 

где высокая температура отжига и температура элонгации отличаются. 

3. Способ по п.1, отличающийся тем, что стадия ii стадии е) включает инкубацию разделенных ре-

акционных смесей ПЦР при единой температуре, которая позволяет отжиг праймера-H, но не праймера-

L, и элонгацию отожженного праймера-H, где праймер-H имеет высокую температуру отжига, которая 

является такой же, как и температура элонгации. 

4. Способ по любому из пп.1-3, отличающийся тем, что стадия е) дополнительно включает повторе-

ние стадий i-ii, необязательно от 8 до 256 раз. 

5. Способ по любому из пп.1-4, отличающийся тем, что разделенные реакционные смеси ПЦР со 

стадии d) дополнительно содержат детекторные реагенты. 

6. Способ по любому из пп.1-5, отличающийся тем, что стадия f) дополнительно включает повторе-

ние стадий 1-3. 

7. Способ по любому из пп.1-6, отличающийся тем, что температура плавления праймера-H по 

меньшей мере на 20°С выше, чем температура плавления праймера-L. 

8. Способ по любому из пп.1-7, отличающийся тем, что вариант последовательности представляет 

собой однонуклеотидную мутацию. 

9. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что праймер-H в наборе 

праймеров является единственным праймером с температурой плавления по меньшей мере на 15°С вы-

ше, чем температура плавления праймера-L. 

10. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что набор праймеров со-

держит более одной пары праймеров, способных амплифицировать различные последовательности целе-

вой нуклеиновой кислоты. 

11. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что температура плавле-

ния праймера-H по меньшей мере на 15°С выше температуры плавления любого другого праймера в на-

боре праймеров, который вместе с праймером-Н способен амплифицировать последовательность целевой 

нуклеиновой кислоты. 

12. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что набор праймеров не 

содержит праймеров 

a) с температурой плавления, которая находится в диапазоне ±15°С, предпочтительно в диапазоне 

±20°С, например, в диапазоне ±25°С от температуры плавления праймера-H; и 

b) которые вместе с праймером-Н могут образовывать пару праймеров, способных специфически 

амплифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты. 

13. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что высокая температура 

отжига на стадии е) по меньшей мере на 10°С, предпочтительно по меньшей мере на 15°С, например, по 

меньшей мере на 20°С выше температуры плавления праймера-L. 

14. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что стадия е) приводит к 

элонгации праймера-H при отсутствии обнаружимой элонгации любого другого праймера. 

15. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что праймер-L представ-

ляет собой модифицированный праймер-L с рассогласованием, причем способ включает стадию низко-

температурной ПЦР между стадиями е) и f), при этом низкотемпературная ПЦР включает следующие 

стадии: 

1) инкубация разделенных реакционных смесей ПЦР при температуре денатурации, с денатурацией 

ДНК на однонитевые молекулы; 

2) инкубация ПЦР при очень низкой температуре отжига, что позволяет отжигать как праймер-H, 

так и часть праймера-L без рассогласования; 

3) инкубация ПЦР при температуре элонгации, что позволяет элонгировать все отожженные прай-

меры; 

4) необязательное повторение стадий с 1) по 3) с получением таким образом продукта ПЦР. 



038921 

- 63 - 

16. Способ по п.15, отличающийся тем, что очень низкая температура отжига по меньшей мере на 

5°С ниже низкой температуры отжига. 

17. Способ по любому из пп.15-16, отличающийся тем, что праймер-L представляет собой олиго-

нуклеотид, состоящий из 

а) 5'-последовательности размером от 1 до 10 нуклеотидов; и 

b) непрерывной последовательности размером от 7 до 15 нуклеотидов, которая идентична или ком-

плементарна фрагменту последовательности целевой нуклеиновой кислоты. 

18. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что каждая из разделен-

ных реакционных смесей ПЦР содержит детекторный реагент, который является детекторным зондом 

варианта, причем указанный детекторный зонд варианта способен гибридизоваться с последовательно-

стью целевой нуклеиновой кислоты, содержащей вариант последовательности, со значительно более вы-

сокой аффинностью, чем с последовательностью целевой нуклеиновой кислоты, не содержащей варианта 

последовательности, и/или каждая из разделенных реакционных смесей ПЦР содержит детекторный реа-

гент, который является детекторным зондом дикого типа, причем указанный детекторный зонд дикого 

типа способен гибридизоваться с последовательностью целевой нуклеиновой кислоты, не содержащей 

варианта последовательности. 

19. Способ обнаружения наличия рака у индивидуума, причем указанный рак связан с наличием 

мутации, связанной с раком, в последовательности целевой нуклеиновой кислоты, включающий стадии: 

a) обеспечение образца из организма указанного индивидуума, который содержит матричные нук-

леиновые кислоты; 

b) применение способа по любому из пп.1-18; 

притом, что наличие указанной мутации, связанной с раком, в указанной целевой нуклеиновой ки-

слоте указывает на наличие указанного рака. 

20. Способ по п.19, отличающийся тем, что мутация, связанная с раком, выбрана из группы, со-

стоящей из 

A) мутации в PIK3CA, такой как любая из мутаций H1047R или E542K или E542K; 

B) мутации в BRAF, такой как V600E; 

C) мутации в KRAS, такой как любая из мутаций G12D, G12V, G12C или G13D; и 

D) мутации в EGFR, такой как любая из мутаций L858R или Т790М. 

21. Способ обнаружения наличия инфекции инфекционным патогеном у индивидуума, причем ука-

занная инфекция связана с наличием последовательности целевой нуклеиновой кислоты, включающий 

следующие стадии: 

a) обеспечение образца из организма указанного индивидуума, который содержит матричные нук-

леиновые кислоты; 

b) применение способа по любому из пп.1-18; 

притом, что указанная целевая нуклеиновая кислота является последовательностью нуклеиновой 

кислоты из генома указанного патогена, и где наличие указанной целевой нуклеиновой кислоты указы-

вает на наличие указанной инфекции. 

22. Набор для использования в способе обнаружения последовательности целевой нуклеиновой ки-

слоты, содержащий: 

i) набор праймеров, содержащий, по меньшей мере, пару праймеров, способных специфически ам-

плифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, причем набор праймеров содержит, 

по меньшей мере, праймер-H и праймер-L, и при этом температура плавления праймера-H по меньшей 

мере на 16°С выше температуры плавления праймера-L, притом, что праймер-L содержит последова-

тельность, комплементарную продукту элонгации праймера-H; 

ii) детекторный зонд, способный гибридизоваться с последовательностью целевой нуклеиновой ки-

слоты, причем указанный зонд связан по меньшей мере с одним флуорофором и по меньшей мере с од-

ним гасителем; 

iii) полимеразу нуклеиновой кислоты; 

iv) реагенты для ПЦР; и 

v) реагенты для приготовления капель, содержащих разделенные реакционные смеси ПЦР, и где 

а) праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов SEQ 

ID NO: 69, а праймер-L содержит непрерывную последовательность размером от 10 до 20 нуклеотидов 

последовательности, комплементарной SEQ ID NO: 69; или 

б) праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов по-

следовательности, комплементарной SEQ ID NO: 69, а праймер-L содержит непрерывную последова-

тельность размером от 10 до 20 нуклеотидов SEQ ID NO: 69; и 

при этом праймер-H и праймер-L вместе способны амплифицировать целевую последовательность, 

содержащую по меньшей мере один из нуклеотидов 3140, 1624 или 1633 SEQ ID NO: 69. 

23. Набор для использования в способе обнаружения последовательности целевой нуклеиновой ки-

слоты, содержащий: 

i) набор праймеров, содержащий, по меньшей мере, пару праймеров, способных специфически ам-
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плифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, причем набор праймеров содержит, 

по меньшей мере, праймер-H и праймер-L, и при этом температура плавления праймера-H по меньшей 

мере на 16°С выше температуры плавления праймера-L, притом, что праймер-L содержит последова-

тельность, комплементарную продукту элонгации праймера-H; 

ii) детекторный зонд, способный гибридизоваться с последовательностью целевой нуклеиновой ки-

слоты, причем указанный зонд связан по меньшей мере с одним флуорофором и по меньшей мере с од-

ним гасителем; 

iii) полимеразу нуклеиновой кислоты; 

iv) реагенты для ПЦР; и 

v) реагенты для приготовления капель, содержащих разделенные реакционные смеси ПЦР, и где 

а) праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов SEQ 

ID NO: 70, а праймер-L содержит непрерывную последовательность размером от 10 до 20 нуклеотидов 

последовательности, комплементарной SEQ ID NO: 70; или 

б) праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов по-

следовательности, комплементарной SEQ ID NO: 70, а праймер-L содержит непрерывную последова-

тельность размером от 10 до 20 нуклеотидов SEQ ID NO: 70; и 

при этом, праймер-H и праймер-L вместе способны амплифицировать целевую последовательность, 

содержащую нуклеотид 1799 SEQ ID NO: 70. 

24. Набор для использования в способе обнаружения последовательности целевой нуклеиновой ки-

слоты, содержащий: 

i) набор праймеров, содержащий, по меньшей мере, пару праймеров, способных специфически ам-

плифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, причем набор праймеров содержит, 

по меньшей мере, праймер-H и праймер-L, и при этом температура плавления праймера-H по меньшей 

мере на 16°С выше температуры плавления праймера-L, притом, что праймер-L содержит последова-

тельность, комплементарную продукту элонгации праймера-H; 

ii) детекторный зонд, способный гибридизоваться с последовательностью целевой нуклеиновой ки-

слоты, причем указанный зонд связан по меньшей мере с одним флуорофором и по меньшей мере с од-

ним гасителем; 

iii) полимеразу нуклеиновой кислоты; 

iv) реагенты для ПЦР; и 

v) реагенты для приготовления капель, содержащих разделенные реакционные смеси ПЦР, и где 

а) праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов SEQ 

ID NO: 71, а праймер-L содержит непрерывную последовательность размером от 10 до 20 нуклеотидов 

последовательности, комплементарной SEQ ID NO: 71; или 

б) праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов по-

следовательности, комплементарной SEQ ID NO: 71, а праймер-L содержит непрерывную последова-

тельность размером от 10 до 20 нуклеотидов SEQ ID NO: 71; и 

при этом праймер-H и праймер-L вместе способны амплифицировать целевую последовательность, 

содержащую, по меньшей мере, один из нуклеотидов 2573 или 2369 SEQ ID NO: 71. 

25. Набор для использования в способе обнаружения последовательности целевой нуклеиновой ки-

слоты, содержащий: 

i) набор праймеров, содержащий, по меньшей мере, пару праймеров, способных специфически ам-

плифицировать последовательность целевой нуклеиновой кислоты, причем набор праймеров содержит, 

по меньшей мере, праймер-H и праймер-L, и при этом температура плавления праймера-H по меньшей 

мере на 16°С выше температуры плавления праймера-L, притом, что праймер-L содержит последова-

тельность, комплементарную продукту элонгации праймера-H; 

ii) детекторный зонд, способный гибридизоваться с последовательностью целевой нуклеиновой ки-

слоты, причем указанный зонд связан по меньшей мере с одним флуорофором и по меньшей мере с од-

ним гасителем; 

iii) полимеразу нуклеиновой кислоты; 

iv) реагенты для ПЦР; и 

v) реагенты для приготовления капель, содержащих разделенные реакционные смеси ПЦР, и где 

а) праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов SEQ 

ID NO: 72, а праймер-L содержит непрерывную последовательность размером от 10 до 20 нуклеотидов 

последовательности, комплементарной SEQ ID NO: 72; или 

б) праймер-H содержит непрерывную последовательность размером от 50 до 100 нуклеотидов по-

следовательности, комплементарной SEQ ID NO: 72, а праймер-L содержит непрерывную последова-

тельность размером от 10 до 20 нуклеотидов SEQ ID NO: 72; и 

при этом праймер-H и праймер-L вместе способны амплифицировать целевую последовательность, 

содержащую, по меньшей мере, нуклеотид 34, 35 или 38 SEQ ID NO: 72. 
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