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Abstract (en)
[origin: WO9302212A1] Method for the amplification and sequencing of DNA or RNA. The method comprises the steps of (i) melting a double
stranded nucleic acid to yield a pair of complementary nucleic acid strands, (ii) hybridising a primer to each of the strands, the primers being so
chosen that the primer annealing to the sense strand is 3' to the position of the primer on the antisense strand, one of the primers being labelled so
as to be capable of being visualized independently of the other primer, (iii) causing a polymerase enzyme to amplify the nucleic acid in the presence
of a dideoxynucleotide analogue of one of the nucleotides present in the nucleic acid, the dideoxy analogue being present in such a concentration
that a majority of the newly synthesised nucleic acid strands are terminated by incorporation of dideoxynucleotides without extending far enough
to act as templates for synthesis of the opposite strand using the second primer, (iv) repeating steps (i) to (iii) sequentially a number of times, (v)
repeating the steps (i) to (iv) using at least another two dideoxynucleotide analogues of the other three nucleotides present in the nucleic acid, and
(vi) electrophoretically separating the reaction products of each of the repetitions of steps (i) to (iv) and visualizing the labelled strands. The other of
the nucleotides of at least a part of the strand of the nucleic acid to which the labelled primer annealed between the binding sites may be determined
by comparing the separated and visualized gels for each of the nucleotide analogues used.

Abstract (fr)
Procédé d'amplification et de sequençage d'ADN et d'ARN. Le procédé comprend les étapes suivantes: 1) à fusionner un acide nucléïque à double
brin pour obtenir une paire de brins d'acide nucléïque complémentaires, 2) à hybrider une amorce à chacun des brins, les amorces étant choisies de
telle sorte que la recircularisation de l'amorce sur le brin codant est en 3' par rapport à la position de l'amorce du brin non codant, une des amorces
étant marquée de manière à être visualisée independamment de l'autre amorce, 3) à faire amplifier l'acide nucléïque à une polymerase en présence
d'un analogue de didésoxynucléotide à l'un des nucléotides présents dans l'acide nucléïque, l'analogue de didésoxy étant présent dans une telle
concentration que la majorité des brins d'acide nucléïque nouvellement synthétisés sont terminés par l'incorporation de didésoxynucléotides
sans s'étendre assez loin pour agir comme gabarits de synthèse du brin opposé au moyen de la seconde amorce, 4) à répéter les étapes 1 à 3
séquentiellement un certain nombre de fois, 5) à répéter les étapes 1 à 4 en utilisant au moins deux autres analogues de didésoxynucléotides
des autres 3 nucléotides présents dans l'acide nucléïque et 6) à séparer par électrophorèse les produits de réaction de chacune des répétitions
des étapes 1 à 4 et à visualiser les brins marqués. L'autre des nucléotides d'au moins une partie du brin de l'acide nucléïque, sur lequel l'amorce
marquée recircularisée entre les sites de liaison, peut être déterminé en comparant les gels séparés et visualisé pour chacun des analogues de
nucléotides utilisés.
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