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Î. Â. Àíäðååíêîâ è äð.
Ñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà ìåæäèñêà 3C6/C7 ïîëèòåííûõ õðîìîñîì äðîçîôèëû

Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ äåêîìïàêòèçàöèè õðîìàòèíà ìåæäèñêîâ ïîëèòåí-
íûõ õðîìîñîì äðîçîôèëû. Íà ïðèìåðå ìåæäèñêà 3C6/C7 Õ-õðîìîñîìû èçó÷åíà ñïîñîáíîñòü ðàçëè÷íûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ôîðìèðîâàòü ìåæäèñê â íîâîì ãåíåòè÷åñêîì îêðóæåíèè. Ñàéò-ñïåöèôè÷íàÿ
FLP-ðåêîìáèíàöèÿ ìåæäó äâóìÿ òðàíñïîçîíàìè, ñîäåðæàùèìè FRT-ñàéòû, ïîçâîëÿåò âíåäðÿòü êîíêðåòíûå
ôðàãìåíòû ÄÍÊ èç èçâåñòíûõ ìåæäèñêîâ â öèòîëîãè÷åñêè õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàííûé ðàéîí ñ ïîñëåäóþ-
ùèì ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèì àíàëèçîì èçìåíåíèé ýòîãî ðàéîíà. Ñ ïîìîùüþ ýòîãî ïîäõîäà áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ïåðåìåùåíèå ôðàãìåíòà ÄÍÊ äëèíîé 276 ïàð íóêëåîòèäîâ (ï. í.) èç ìåæäèñêà 3Ñ6/Ñ7 â êîíñò-
ðóêöèþ pICon(dv) ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ íîâîãî ìåæäèñêà â ðàéîíå âñòðîéêè ýòîãî òðàíñïîçîíà. Äàííûé
ôðàãìåíò ÄÍÊ îêàçàëñÿ ìèíèìàëüíîé èçâåñòíîé íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, íåîáõîäèìîé
è äîñòàòî÷íîé äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ìåæäèñêà â íîâîì ãåíåòè÷åñêîì îêðóæåíèè. Ïîìèìî ýòîãî, â òðàíñïîçîí
pICon(dv) áûëè èíòåãðèðîâàíû 3 òàíäåìíî ïîâòîðåííûõ ó÷àñòêà ÄÍÊ èç ìåæäèñêà 3Ñ6/Ñ7 äëèíîé ïî
900 ï. í., âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ôðàãìåíò 276 ï. í. Ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíûõ êîïèé íå ìåíÿëî ìîðôîëîãèþ
îáðàçóþùåãîñÿ ìåæäèñêà. Ïîêàçàíî, ÷òî â ìåæäèñêîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ, ïåðåíåñåííûõ â ñîñòàâå
òðàíñïîçîíà â íîâîå ãåíåòè÷åñêîå îêðóæåíèå, ñîõðàíÿþòñÿ ñàéòû ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè ê ÄÍÊàçå I. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïåðåéòè ê àíàëèçó êîíêðåòíûõ ôàêòîðîâ (áåëêîâ, ÄÍÊ ìîòèâîâ), îïðåäåëÿþùèõ
ôîðìèðîâàíèå äåêîìïàêòíîãî ñîñòîÿíèÿ êàê îïðåäåëåííîãî ìåæäèñêà, òàê è õðîìîìåðíîé îðãàíèçàöèè èí-
òåðôàçíûõ õðîìîñîì äðîçîôèëû â öåëîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðàíñïîçîí, ñàéò-ñïåöèôè÷åñêàÿ ðåêîìáèíàöèÿ, ãåíåòè÷åñêàÿ òðàíñôîðìà-
öèÿ, õðîìàòèí, ìåæäèñê, ïîëèòåííûå õðîìîñîìû.

Îäíèì èç êëþ÷åâûõ ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè àêòèâíî-
ñòè ãåíîìà ýóêàðèîò ÿâëÿåòñÿ åãî îðãàíèçàöèÿ â ñòðóê-
òóðíî-ôóíêöèîíàëüíûå äîìåíû. Êàê ñîîòíîñÿòñÿ âûÿâëÿ-
åìûå äîìåíû ñ õðîìîìåðíîé îðãàíèçàöèåé õðîìîñîì, äî
ñèõ ïîð ìàëî èçó÷åíî. Ïîëèòåííûå õðîìîñîìû äðîçîôè-
ëû áëàãîäàðÿ ñâîèì ãèãàíòñêèì ðàçìåðàì ÿâëÿþòñÿ óíè-
êàëüíûì îáúåêòîì, ïîçâîëÿþùèì ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ
ñîïîñòàâèòü òàêîãî ðîäà äîìåíû ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè
ñòðóêòóðàìè, ïðåæäå âñåãî êîìïàêòíî óïàêîâàííûìè äè-
ñêàìè è ìåíåå ïëîòíûìè ìåæäèñêàìè. Íåñìîòðÿ íà îá-
øèðíóþ íàêîïëåííóþ èíôîðìàöèþ, ôóíêöèè ìåæäèñêîâ
è ïðè÷èíû èõ äåêîìïàêòíîãî ñîñòîÿíèÿ â öåëîì âî ìíî-
ãîì îñòàþòñÿ çàãàäî÷íûìè.

Ðàíåå, èñïîëüçóÿ îäíîâðåìåííîå êàðòèðîâàíèå âñòðî-
åê ÄÍÊ Ð-òðàíñïîçîíîâ íà ôèçè÷åñêîé è öèòîëîãè÷å-
ñêîé êàðòàõ, ìû â ðÿäå ñëó÷àåâ ñìîãëè óñòàíîâèòü, êà-
êîé ó÷àñòîê ãåíîìà âõîäèò â ñîñòàâ ìåæäèñêà è èññëåäî-
âàòü åãî ñâîéñòâà (Semeshin et al., 1986; Âàòîëèíà è äð..,
2011; Demakov et al., 2011). Ñ ïîìîùüþ ýòîãî ïîäõîäà
äëÿ îòäåëüíûõ ìåæäèñêîâ íàìè âûÿâëåíû ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ÄÍÊ, êîòîðûå ñîõðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ôîðìè-
ðîâàòü äåêîìïàêòíîå ñîñòîÿíèå õðîìàòèíà, ïðèñóùåå
èñõîäíûì ìåæäèñêàì, ïðè ïåðåíîñå â ñîñòàâå òðàíñïî-
çîíîâ â äðóãèå ðàéîíû õðîìîñîì. Çíà÷èòåëüíàÿ äëè-
íà ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è îãðàíè÷åííîå ðàçðåøå-
íèå öèòîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ äî ñèõ ïîð íå ïîçâîëÿëè ñó-

äèòü î òîì, ðàñïðîñòðàíÿþò ýòè ó÷àñòêè äåêîìïàêò-
íîå ñîñòîÿíèå íà ïðèëåãàþùèå ðàéîíû èëè îíî îãðàíè-
÷åíî ðàçìåðàìè èñõîäíûõ ìåæäèñêîâûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàìè èñïîëüçîâàí îðèãèíàëüíûé
êîìïëåêñíûé ïîäõîä äëÿ èçó÷åíèÿ ñïîñîáíîñòè ðàçëè÷-
íûõ ïî äëèíå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ôîðìèðîâàòü
ìåæäèñê â íîâîì ãåíåòè÷åñêîì îêðóæåíèè. Ýòîò ïîäõîä
îñíîâàí íà èñïîëüçîâàíèè ñèñòåìû ñàéò-ñïåöèôè÷íîé
ãîìîëîãè÷íîé FRT/FLP-ðåêîìáèíàöèè ìåæäó äâóìÿ
òðàíñïîçîíàìè, ñîäåðæàùèìè FRT-ñàéòû (Golic et al.,
1997). Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå (Àíäðååíêîâ è äð., 2010) íà
ïðèìåðå ìåæäèñêà èç ðàéîíà 3C6/C7 ìû ïîêàçàëè, ÷òî
êîðîòêèé ôðàãìåíò ÄÍÊ èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, óäàëÿå-
ìîé ìóòàöèåé faswb ðàéîíà 3Ñ6/Ñ7, â êîòîðîì ðàñïîëîæå-
íà 5R-îáëàñòü ãåíà Notch, ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì äëÿ ôîð-
ìèðîâàíèÿ ìåæäèñêà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, èñïîëüçóÿ òîò
æå ïîäõîä, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ýòîò ôðàãìåíò äîñòàòî÷åí
äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ìåæäèñêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñòðóêòóðà èñïîëüçóåìûõ òðàíñïîçîíîâ è ñõåìà ãåíå-
òè÷åñêèõ ñêðåùèâàíèé ïîäðîáíî ïðåäñòàâëåíû ðàíåå
(Àíäðååíêîâ è äð., 2010). ßäðà èç ëè÷èíîê äðîçîôèëû

2 0 1 3 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 55, ¹ 3

198



âûäåëÿëè ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé Øàôôåðîì è ñîàâòîðà-
ìè (Shaffer et al., 1994).

Äëÿ îáðàáîòîê ÄÍÊàçîé I ÿäðà îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 1000 g â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 4 °Ñ, óäàëÿëè
ñóïåðíàòàíò è ñóñïåíäèðîâàëè îñàäîê â õîëîäíîì áóôå-
ðå À (îêîëî 2�108 ÿäåð/ìë). Ðàâíûå êîëè÷åñòâà ñóñïåíçèè
ÿäåð ðàñïðåäåëÿëè ïî îòäåëüíûì ïðîáèðêàì (ïî
5�107 ÿäåð) íà ëüäó, à çàòåì èíêóáèðîâàëè èõ ïî î÷åðåäè
ïî 3 ìèí ïðè 37 °Ñ, äîáàâèâ 0, 0.5 è 1.5 ìêë (0U, 50U è
150U ñîîòâåòñòâåííî) ÄÍÊàçû I (Serva) ïðè êîíöåíòðà-
öèè 10 ìã/ìë. Ïðîöåññ ãèäðîëèçà ÄÍÊ áëîêèðîâàëè äî-
áàâëåíèåì ÝÄÒÀ äî 25 ìÌ è ïîìåùåíèåì îáðàçöîâ â
ëåä. Êàæäûé îáðàçåö ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè òåõ
æå óñëîâèÿõ è óäàëåíèÿ ñóïåðíàòàíòà ñóñïåíäèðîâàëè â
500 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà (1.25 % SDS, 0.3 M
Òðèñ-HCl, pH 8.4, 0.1 M ÝÄÒÀ è 5 % ñàõàðîçû) äëÿ ïîñëå-
äóþùåé î÷èñòêè ãåíîìíîé ÄÍÊ ôåíîëüíûì ñïîñîáîì.
Äàëåå ïðîâîäèëè ñàóçåðí-áëîò-ãèáðèäèçàöèþ âûäåëåí-
íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñ 32Ð-ìå÷åííûì çîíäîì ïî ñòàíäàð-
òíîé ìåòîäèêå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êîðîòêàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ äëèíîé 276 ïàð
íóêëåîòèäîâ (ï. í.) (ðèñ. 1) áûëà âñòðîåíà â ãåíîì äðîçî-
ôèëû â ñîñòàâå äîíîðíîãî òðàíñïîçîíà pFRTV, à çàòåì
ïðè ïîìîùè ãåíåòè÷åñêèõ ñêðåùèâàíèé ïåðåâåäåíà â àê-
öåïòîðíóþ êîíñòðóêöèþ pICon(dv) â ðàéîíå 84F. Ýëåêò-
ðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç âûÿâèë îáðàçîâàíèå íî-
âîãî ìåæäèñêà â ðàéîíå 84F (ðèñ. 2, à). Ýòîò ìåæäèñê ïî
ðàçìåðó íå îòëè÷àåòñÿ îò ìåæäèñêîâ, ïîëó÷åííûõ íàìè
â ïðåäûäóùåé ðàáîòå (Àíäðååíêîâ è äð., 2010) èç áî-
ëåå ïðîòÿæåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äëèíîé 914 è
1500 ï. í. ìåæäèñêà 3C6/C7. Òàêèì îáðàçîì, äåêîìïàêò-
íîå ñîñòîÿíèå õðîìàòèíà ìåæäèñêà 3C6/C7 îïðåäåëÿåòñÿ
êîðîòêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, óäàëåíèå êîòîðîé ïðèâî-
äèò ê èñ÷åçíîâåíèþ ìåæäèñêà (Àíäðååíêîâ è äð., 2010), à
íàëè÷èå îêàçûâàåòñÿ äîñòàòî÷íûì äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ èñ-
êóññòâåííîãî ìåæäèñêà. Ìàëûå ðàçìåðû ýòîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ïîçâîëÿþò ïðèñòóïèòü ê ïîèñêó âîçìîæíûõ
áåëêîâûõ ôàêòîðîâ, îòâåòñòâåííûõ çà ñïåöèôè÷åñêîå ñî-
ñòîÿíèå õðîìàòèíà â ìåæäèñêå 3C6/C7. Îäíèì èç ñïîñî-
áîâ îáëåã÷èòü îáíàðóæåíèå ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ äàííîé ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòüþ áåëêîâ, íà íàø âçãëÿä, ìîãëî áûòü
óâåëè÷åíèå ÷èñëà êîïèé äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â
êîíñòðóêöèè, ÷òî ñîçäàëî áû äîïîëíèòåëüíûå ñàéòû ñâÿ-
çûâàíèÿ è ìîãëî áû ïðèâåñòè ê âèäèìûì èçìåíåíèÿì
ñòðóêòóðû õðîìàòèíà â ðàéîíå âñòðîéêè.

Ñ öåëüþ ïðîâåðèòü ãèïîòåçó î âîçìîæíîì âëèÿíèè
ìíîãîêðàòíî ïîâòîðåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà äåêîì-
ïàêòèçàöèþ õðîìàòèíà íàìè áûëà ñèíòåçèðîâàíà êîíñò-
ðóêöèÿ, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ âñòðîéêó òðåõ òàíäåìíî ïî-
âòîðåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ äëèíîé 914 ï. í., âêëþ÷àþ-
ùèõ â ñåáÿ öåëèêîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, óäàëÿåìóþ
ìóòàöèåé faswb. Òàêèì îáðàçîì, îáùàÿ äëèíà ìåæäèñêîâî-
ãî ìàòåðèàëà â äàííîé êîíñòðóêöèè ñîñòàâëÿëà 2700 ï. í.
Áûëà ïîëó÷åíà ëèíèÿ ìóõ, íåñóùàÿ ýòó âñòðîéêó â ðàéîíå
84F. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèé àíàëèç äàííîé ëè-
íèè òàêæå âûÿâèë îáðàçîâàíèå íîâîãî ìåæäèñêà â ðàéîíå
âñòðîéêè àêöåïòîðíîãî òðàíñïîçîíà pICon(dv) (ðèñ. 2, á).
Êàê âèäíî íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîé ôîòîãðàôèè,
óâåëè÷åíèå ÷èñëà êîïèé íå îêàçûâàåò âèäèìîãî ýôôåêòà
íà ðàçìåðû è ñòðóêòóðó îáðàçóþùåãîñÿ ìåæäèñêà. Íà
îñíîâàíèè îòñóòñòâèÿ çàâèñèìîñòè ðàçìåðîâ ìåæäèñêà
êàê îò äëèíû, òàê è îò êîïèéíîñòè âñòðàèâàåìîãî ôðàã-
ìåíòà ìîæíî ïðåäëîæèòü ìåõàíèçì îáðàçîâàíèÿ äåêîì-
ïàêòíîãî ñîñòîÿíèÿ. Âîçìîæíî, ÷òî ôîðìèðóþùèéñÿ â
ñàéòå ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâûé êîìïëåêñ ïðèâîäèò ê äåêîì-
ïàêòèçàöèè ïðèëåãàþùèõ ðàéîíîâ õðîìàòèíà âíå çàâèñè-
ìîñòè îò èõ ñîñòàâà, ÷òî íà öèòîëîãè÷åñêîì óðîâíå âû-
ãëÿäèò êàê îáðàçîâàíèå ïîñòîÿííîãî ïî ðàçìåðàì è
ñòðóêòóðå ìåæäèñêà. Â ñâÿçè ñ ýòèì âñòàåò âîïðîñ î õà-
ðàêòåðíûõ îñîáåííîñòÿõ èçó÷àåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Èç äàííûõ ëèòåðàòóðû (Ramos et al., 1989) èçâåñòíî,
÷òî â ïðåäåëàõ èçó÷àåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà ðàññòî-
ÿíèè 130 ï. í. îò ïðîêñèìàëüíîé òî÷êè ðàçðûâà äåëåöèè
faswb íàõîäèòñÿ ïðÿìîé ïîâòîð äëèíîé 47 ï. í. Òàêæå èçâå-
ñòíî, ÷òî èçó÷àåìàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîäåðæèò ñàéòû,
ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûå ê ÄÍÊàçå I, ÷òî ðàññìàòðèâàåòñÿ
êàê äîêàçàòåëüñòâî ñóùåñòâîâàíèÿ â äàííîì ðàéîíå ñïå-
öèôè÷åñêèõ íóêëåîïðîòåèíîâûõ ñòðóêòóð (Vazquez,
Schedl, 2000).

×òîáû èçó÷èòü âçàèìîñâÿçü ìåæäó äåêîìïàêòíûì ñî-
ñòîÿíèåì è ïðèñóòñòâèåì ñàéòîâ ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè
ê ÄÍÊàçå I, ìû ïðîâåëè ïîèñê ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ê
ÄÍÊàçå I ñàéòîâ âî âñåõ ïîëó÷åííûõ íàìè ëèíèÿõ ñî
âñòðîéêàìè ìàòåðèàëà ìåæäèñêà 3C6/C7. Äëÿ ýòîãî îáðà-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîé îðãàíèçàöèè ðàéîíà 3C6-C7 X-õðîìîñîìû.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìåæäó ãåíàìè kirre è Notch, óäàëÿåìàÿ äåëåöèåé faswb, îòìå÷åíà êâàäðàòíûìè ñêîáêàìè. Ôðàãìåíòû ÄÍÊ ðàçëè÷íîé äëèíû, èñ-
ïîëüçîâàííûå äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ìåæäèñêîâîé ñòðóêòóðû â ñîñòàâå òðàíñïîçîíà pICon(dv), îáîçíà÷åíû ïðÿìîóãîëüíèêàìè. Ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûé ê

ÄÍÊàçå I ó÷àñòîê îòìå÷åí ÷åðíûì êðóæêîì.



áàòûâàëè ÄÍÊàçîé I ÿäðà ëè÷èíîê è ïðîâîäèëè ñàóçåðí-
áëîò-ãèáðèäèçàöèþ âûäåëåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñ ìå-
÷åíûì çîíäîì (ðèñ. 3). Ëèíèè ìóõ, ñîäåðæàùèå ðàçëè÷-
íûå âñòðîéêè ìàòåðèàëà èç ðàéîíà 3Ñ6/Ñ7, äàþò ñëåäóþ-
ùèå êàðòèíû ðàñïðåäåëåíèÿ ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ê
ÄÍÊàçå I ñàéòîâ.

Â êàæäîé ëèíèè ïðèñóòñòâóåò îò÷åòëèâî âûðàæåí-
íûé (ìàæîðíûé) ÄÍÊàçà I-ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûé ñàéò,
ñâÿçàííûé ñ íàëè÷èåì â òðàíñïîçîíå ïðîìîòîðà ãåíà òåï-
ëîâîãî øîêà Hsp70 (ðèñ. 3). Â ëèíèÿõ, ñîäåðæàùèõ
âñòðîéêó ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ äëèíàìè 914 è 276 ï. í., îòìå-
÷àåòñÿ ïîÿâëåíèå äîïîëíèòåëüíîãî ìàæîðíîãî ÄÍÊàçà I
ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîãî ñàéòà (ðèñ. 3, à, á). Ìåñòîïîëîæå-
íèå ýòîãî ñàéòà íà ìîëåêóëÿðíîé êàðòå ñîîòâåòñòâóåò
ó÷àñòêó ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ñàéòîâ â ìåæäèñêå 3C6/C7,

êîòîðûé ïîïàäàåò â çîíó äåëåöèè â ëèíèè faswb (Vazquez,
Schedl, 2000). Â ëèíèè ñî âñòðîéêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
äëèíîé 1258 ï. í., èç êîòîðîé áûëè óäàëåíû 246 ï. í. (Àí-
äðååíêîâ è äð., 2010), ñàéò ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè îòñóò-
ñòâóåò (ðèñ. 3, â), ÷òî ïîëíîñòüþ ñîîòíîñèòñÿ ñ õàðàêòå-
ðîì ðàñïðåäåëåíèÿ ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ñàéòîâ â 5R-îá-
ëàñòè ãåíà Notch. Îáðàáîòêà ÄÍÊàçîé I ÄÍÊ èç ëèíèè
ìóõ ñ òðåìÿ ïîâòîðàìè ìàòåðèàëà â 914 ï. í. âûÿâëÿåò
òðè íîâûõ ÄÍÊàçà I-ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ñàéòà, ðàçäå-
ëåííûõ ó÷àñòêàìè ïðèáëèçèòåëüíî â 800 ï. í., ÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò îæèäàåìîé êàðòèíå ðàñïðåäåëåíèÿ ãèïåð÷óâñò-
âèòåëüíûõ ñàéòîâ â òðåõ òàíäåìíûõ ïîâòîðàõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè faswb (ðèñ. 3, ã).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ñîõðàíå-
íèè õàðàêòåðíûõ ñòðóêòóðíûõ îñîáåííîñòåé îðãàíèçàöèè
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Ðèñ. 2. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå ìèêðîôîòîãðàôèè ðàéîíà 84F õðîìîñîìû 3R òðàíñãåííûõ ìóõ ñî âñòðîéêîé äâóõ òåñòèðó-
åìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé èç ðàéîíà 3C6/C7 â êîíñòðóêöèþ pICon(dV).

Íîâûé ìåæäèñê (îòìå÷åí êâàäðàòíîé ñêîáêîé) îáðàçîâàí ôðàãìåíòîì ÄÍÊ äëèíîé îêîëî 276 ï. í. (à) è òðåìÿ êîïèÿìè òàíäåìíî ðàñïîëîæåííûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ îáùåé äëèíîé 2.7 ò. ï. í. (á) èç ìåæäèñêà 3C6/C7 â ñîñòàâå äèñêà, ñîñòîÿùåãî èç ìàòåðèàëà òðàíñïîçîíà pICon(dv). Ñòðåëêàìè îòìå-

÷åí ýíäîãåííûé äèñê 84F11-12.



õðîìàòèíà ìåæäèñêà 3Ñ6/Ñ7 â íîâîì ãåíåòè÷åñêîì îêðó-
æåíèè.

Ñîãëàñíî äàííûì ïðîåêòà modEncode (Celniker, et al.,
2009), â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ äðîçîôèëû äëÿ èçó÷àåìîãî
ðàéîíà 3Ñ6/C7 õàðàêòåðíû ñëåäóþùèå îñîáåííîñòè. Íà
ïðîìåæóòêå îêîëî 100 ï. í., ñîîòâåòñòâóþùåì ïîëîæå-
íèþ ïðÿìîãî ïîâòîðà 47 ï. í., íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå
ëîêàëüíîå ñíèæåíèå ñèãíàëà íóêëåîñîìíîé ïëîòíîñòè,
óíèêàëüíîå äëÿ ó÷àñòêà îêîëî 10 000 ï. í. â îáå ñòîðîíû
îò èññëåäóåìîãî ðàéîíà (ðèñ. 4). Â ðàéîíå, èç êîòîðîãî
ïðîèñõîäèò èçó÷àåìàÿ ìèíèìàëüíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ñïîñîáíàÿ ôîðìèðîâàòü ìåæäèñê, îòìå÷åíû çíà÷èìûå
ïèêè ñâÿçûâàíèÿ ðÿäà èíñóëÿòîðíûõ áåëêîâ — CP190,
CTCF è BREI, ïðè÷åì ñåðåäèíà ïèêîâ âî âñåõ ñëó÷àÿõ
ñîâïàäàåò ñ èçó÷àåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ. Òàêæå â
äàííîì ðàéîíå ëîêàëèçóåòñÿ áåëîê ORC2, âõîäÿùèé â
êîìïëåêñ áåëêîâ, ôîðìèðóþùèõ ó÷àñòêè èíèöèàöèè ðåï-
ëèêàöèè (ðèñ. 4).

Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î íàëè÷èè îòêðûòîãî
ñîñòîÿíèÿ õðîìàòèíà â èçó÷àåìîì ðàéîíå, ÷òî õîðîøî ñî-
îòíîñèòñÿ ñ íàøèìè íàáëþäåíèÿìè. Íåîáõîäèìî îòìå-
òèòü, ÷òî â ïðîåêòå modEncode (Celniker, et al., 2009) èñ-
ïîëüçîâàíû äàííûå, ïîëó÷åííûå íà êóëüòóðàõ êëåòîê
Drosophila, òîãäà êàê íàøè äàííûå ïîëó÷åíû íà ïîëèòåí-
íûõ õðîìîñîìàõ ñëþííûõ æåëåç è ïðÿìîå ñðàâíåíèå ìî-
æåò îñëîæíÿòüñÿ âîçìîæíûì íàëè÷èåì òêàíåñïåöèôè÷-
íûõ îñîáåííîñòåé ñòðóêòóðû è ôóíêöèé õðîìàòèíà â èçó-
÷àåìîì ðàéîíå.

Ñïîñîáíîñòü ñòîëü ìàëîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ê
ôîðìèðîâàíèþ ìåæäèñêà â íîâîì ãåíåòè÷åñêîì îêðóæå-
íèè è òîò ôàêò, ÷òî ðàçìåð ìîäåëèðóåìîãî ìåæäèñêà, îá-
ðàçóþùåãîñÿ ïðè âñòðàèâàíèè áîëåå ïðîòÿæåííîãî ôðàã-
ìåíòà ÄÍÊ, íå îòëè÷àåòñÿ íà óðîâíå ýëåêòðîííîé ìèêðî-

ñêîïèè îò ðàçìåðà ìåæäèñêà, ôîðìèðóåìîãî èç êîðîòêîãî
ôðàãìåíòà äëèíîé 276 ï. í., íà íàø âçãëÿä, ãîâîðÿò î âî-
âëå÷åíèè â ìàòåðèàë ìåæäèñêà îêðóæàþùèõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé, ðàíåå íàõîäèâøèõñÿ â êîíäåíñèðîâàííîì ñî-
ñòîÿíèè â ðàéîíå 84F â ñîñòàâå òðàíñïîçîíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ (ïðîåêò ¹ 6.4), ïðîãðàììû
ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ÑÎ ÐÀÍ 2012—
2014 ãã., âûïîëíÿåìûõ ñîâìåñòíî ñ îðãàíèçàöèÿìè ÓðÎ
è ÄÂÎ ÐÀÍ (ïðîåêò ¹ 82).
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Ðèñ. 3. Êàðòèðîâàíèå ÄÍÊàçà I-ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûõ ñàéòîâ â ñîñòàâå òðàíñïîçîíà pICon(dv) ñ ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ èç ðàéîíà ìåæ-
äèñêà 3C6/C7.

Äîðîæêà 1 — áåç äîáàâëåíèÿ ÄÍÊàçû I, äîðîæêè 2, 3 — îáðàáîòêà ÄÍÊàçîé I â ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ñïðàâà îò äîðîæåê — ñõåìà ìîëåêóëÿðíîé
îðãàíèçàöèè òðàíñïîçîíà pICon(dV), â ñîñòàâå êîòîðîãî íàõîäÿòñÿ ðàçëè÷íûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ èç ìåæäèñêà 3C6/C7: ôðàãìåíò 914 ï. í. (à), ôðàãìåíò
276 ï. í. (á), ôðàãìåíò 1250 ï. í. (â), òàíäåìíûé ïîâòîð èç òðåõ êîïèé ôðàãìåíòà 914 ï. í. (ã). ÄÍÊà I-ãèïåð÷óâñòâèòåëüíûå ñàéòû îòìå÷åíû çâåçäî÷-

êîé.
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Ðèñ. 4. Ïðîôèëè ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ â ðàéîíå ìåæäèñêà 3C6/C7.

Ãðàíèöû äåëåöèè faswb è ôðàãìåíòà ÄÍÊ äëèíîé îêîëî 250 ï. í., îáðàçóþùåãî ìåæäèñê, îòìå÷åíû âåðòèêàëüíûìè øòðèõîâûìè ëèíèÿìè. Ïèêè ñâÿ-
çûâàíèÿ áåëêîâ è ïëîòíîñòè íóêëåîñîì (Nucleosome density) îòìå÷åíû òåìíûìè ïðÿìîóãîëüíèêàìè. Ïèêè ñâÿçûâàíèÿ îäíîãî áåëêà â ðàçíûõ òèïàõ
êëåòîê è ñ ðàçëè÷íûìè àíòèòåëàìè ñãðóïïèðîâàíû è âûäåëåíû îòòåíêîì ôîíà. Äàííûå ïðèâîäÿòñÿ ïî ìàòåðèàëàì ïðîåêòà modENCODE (Celniker et

al., 2009).



STRUCTURAL FEATURES OF CHROMATIN ORGANIZATION OF 3C6/C7

INTERBAND IN DROSOPHILA MELANOGASTER POLYTENE CHROMOSOMES
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This article presents an analysis of the causes of chromatin decompaction of interbands in Drosophila po-
lytene chromosomes. On the example of interband 3C6/C7 of X chromosome, we investigate the ability of dif-
ferent DNA segments from the region to form an interband in a new genetic environment. Site-specific FLP re-
combination between two transposons with FRT-sites allows introducing the DNA fragments from the inter-
band 3C6/C7 into pICon(dv) transposon located in cytologically well-characterized 84F region of chromosome
3 followed by electron microscopic analysis of changes in the region, caused by insertion of the DNA fragments
into the transposon. Thus, it has shown that the insertion of DNA fragment 276 bp in length from 3C6/C7 regi-
on into the pICon(dv) transposon leads to the formation of a new interband between two thin bands which are
represented by material of the transposon. To date, the DNA fragment is minimal known sequence that is neces-
sary and sufficient for interband formation. In addition, the sequence containing three tandemly repeated copies
of DNA fragment 0.9 kb including a fragment of 276 bp from the interband 3C6/C7 was integrated in the trans-
poson. The presence of additional copies of the DNA fragment did not change the morphology of the resulting
interband. It was shown that sites of hypersensitivity to DNase I persist in interbands formed in the new genetic
environment. The data obtained allow us to start analysis of the specific factors (proteins, DNA motifs, etc.)
that determine the formation of decompacted chromatin state in sertain interband region and, as a whole, chro-
mometric organization of interphase chromosomes in Drosophila.

K e y w o r d s: transposons, site-specific recombination, genome transformation, chromatin, interband, po-
lytene chromosomes.

Ñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè îðãàíèçàöèè õðîìàòèíà ìåæäèñêà 3C6/C7 ïîëèòåííûõ õðîìîñîì äðîçîôèëû 203


