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Ä. Þ. Ìèõååâ è äð.
Áîëüøèå òàíäåìíûå ïîâòîðû ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà in silico è in situ

Òàíäåìíî-ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíèêàëüíûé äëÿ ýóêàðèîò
êëàññ ÄÍÊ è ñîñòàâëÿþò äî íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ïðîöåíòîâ îò ãåíîìà ó âûñøèõ ýóêàðèîò. Êëàññè÷å-
ñêèå ìåòîäû ïîèñêà òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ, íåñìîòðÿ íà áîëåå ÷åì ïîëóâåêîâóþ èñòîðèþ èññëåäîâàíèé,
íå ñìîãëè âûÿâèòü ïîëíûé íàáîð òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ íè äëÿ îäíîãî ïîçâîíî÷íîãî æèâîòíîãî. Ðàíåå
áûëà ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ïîèñêà òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ â õîðîøî ñîáðàííîì ãåíîìå äîìîâîé ìûøè ñ
ïîìîùüþ ìåòîäîâ áèîèíôîðìàòèêè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà ïîèñêà òàíäåìíûõ ïî-
âòîðîâ â îòíîñèòåëüíî ïëîõî ñîáðàííîì ãåíîìå ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà. In silico íàéäåíî 19 ñåìåéñòâ áîëü-
øèõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ â ãåíîìå ýòîãî âèäà, ïðè÷åì òîëüêî 1 ñåìåéñòâî áûëî ðàíåå êëîíèðîâàíî è
èäåíòèôèöèðîâàíî êàê òàíäåìíûé ïîâòîð. Äëÿ 4 ñåìåéñòâ, ïðåäñêàçàííûõ in silico òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ,
ñ ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè in situ ïîêàçàíà ëîêàëèçàöèÿ â îáëàñòè ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæêè õðîìîñîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ, òàíäåìíûå ïîâòîðû, ñèðèéñêèé õîìÿ÷îê.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌàÑàò — ìàæîðíûé ñàòåëëèò ìûøè, ï. í. — ïàðû íóêëåîòèäîâ,
ÑàòÄÍÊ — ñàòåëëèòíàÿ ÄÍÊ, TE — äèñïåðãèðîâàííûå ýëåìåíòû (transposable element), ÒÏ — áîëüøèå
òàíäåìíûå ïîâòîðû, DAPI — 4,6-äèàìèäî-2-ôåíèëèíäîë, FISH — flourescent in situ hybridization (ôëóî-
ðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ), WGS — whole genome shotgun (êîëëåêöèÿ ïîëíîãåíîìíûõ ðèäîâ).

Òàíäåìíî-ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé óíèêàëüíûé äëÿ ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãà-
íèçìîâ êëàññ ÄÍÊ. Óíèêàëüíîñòü ñâîéñòâ òàíäåìíûõ
ïîâòîðîâ — ñëåäñòâèå èõ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè: îíè
ñîñòîÿò èç ìíîãîêðàòíî òàíäåìíî-ïîâòîðÿþùèõñÿ («ãî-
ëîâà-ê-õâîñòó») êîðîòêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (ìîíîìå-
ðîâ). Âñëåäñòâèå îñîáåííîñòåé ñòðîåíèÿ è íóêëåîòèäíîãî
ñîñòàâà ïîëÿ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ïðèîáðåòàþò ñïîñîá-
íîñòü ê íåòðèâèàëüíîé óêëàäêå õðîìàòèíà (Vogt, 1990).
Ó âûñøèõ ýóêàðèîò òàíäåìíûå ïîâòîðû ñîñòàâëÿþò äî
íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ïðîöåíòà îò ãåíîìà è ÿâëÿþòñÿ îñíîâ-
íîé ÷àñòüþ êîíñòèòóòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà, ðàñïîëî-
æåííîãî ãëàâíûì îáðàçîì â öåíòðîìåðíûõ, ïåðèöèíòðîìåð-
íûõ è ñóáòåëîìåðíûõ ó÷àñòêàõ õðîìîñîì. Ê íàñòîÿùåìó
âðåìåíè âîïðîñ î áîëüøèõ òåíäåìíûõ ïîâòîðàõ (áîëü-
øèõ ÒÏ) êàê öåíòðîìåðíûõ è ïåðèöåíòðîìåðíûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòÿõ ÿâëÿåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçó÷åííûì.
Îñíîâíàÿ ïðè÷èíà ýòîãî çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ñóùåñò-
âóþùèå ìåòîäèêè ñáîðêè ãåíîìîâ ðàçðàáîòàíû ãëàâíûì
îáðàçîì äëÿ íåïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÄÍÊ è ñëàáî ïðèìåíèìû ê òàíäåìíî-ïîâòîðÿþùèìñÿ.
Ïîëíàÿ öåíòðîìåðíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü èçâåñòíà òîëü-
êî äëÿ íåìíîãèõ îðãàíèçìîâ, íàïðèìåð äëÿ íåñêîëüêèõ
îäíîêëåòî÷íûõ, öåíòðîìåð êîòîðûõ èìååò íåáîëüøîé
ðàçìåð, — Saccharomyces cerevisiae (Choo, 1997; Pezer et
al., 2012) è Schizosaccharomyces pombe (Takahashi et al.,
1992). Ïðè÷åì ó S. pombe îáíàðóæåíû è ïåðèöåíòðîìåð-
íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîñòîÿùèå èç òàíäåìíî-ïîâòî-
ðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ñõîäíûõ ñ ãåíàìè òÐÍÊ.

Òàíäåìíûå ïîâòîðû îòêðûòû â 1961 ã. ïðè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèè òîòàëüíîé ÄÍÊ â ðàâíîâåñíîì ãðàäèåíòå ðàñ-
òâîðà õëîðèñòîãî öåçèÿ áëàãîäàðÿ ðàçëè÷èþ â åå ïëàâó-
÷åé ïëîòíîñòè (Kit, 1961). Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ
îáíàðóæåíèÿ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ïðè öåíòðèôóãèðî-
âàíèè â ãðàäèåíòå ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ìíîãî÷èñëåííûå ïî-
âòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåîòèäîâ äîëæíû
áûòü ñãðóïïèðîâàíû â êëàñòåðû. Äëÿ èõ âûÿâëåíèÿ èñïî-
ëüçóþò òàêæå ìåòîä, îñíîâàííûé íà îáðàáîòêå ãåíîìíîé
ÄÍÊ ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè (Manuelidis, 1976).

Èñòîðè÷åñêè îáíàðóæåííàÿ ôðàêöèÿ ÄÍÊ ïîëó÷èëà
íàçâàíèå «ñàòåëëèòíîé» (ÑàòÄÍÊ). Ïîñëå ïðî÷òåíèÿ ãåíî-
ìîâ íå áûëî îáíàðóæåíî íè÷åãî òàêîãî, ÷òî äåëàëî áû ýòó
÷àñòü ãåíîìà «ñàòåëëèòíîé» (ñïóòíèêîâîé): ìàññèâû ÑàòÄÍÊ
â ñîáðàííîì ãåíîìå ÿâëÿþòñÿ ïðîäîëæåíèåì ýóõðîìàòè-
íîâûõ ðàéîíîâ. Äëÿ ïîèñêà â ãåíîìàõ òåðìèí ÑàòÄÍÊ
íåóäîáåí, è ìû áóäåì óïîòðåáëÿòü ëåãêî ôîðìàëèçóåìûé
òåðìèí «áîëüøèå òàíäåìíûå ïîâòîðû» (áîëüøèå ÒÏ).

Ñ ðàçâèòèåì ìåòîäîâ ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíîìîâ, â îñî-
áåííîñòè ñ ðàçâèòèåì ìåòîäîâ ñåêâåíèðîâàíèÿ íîâîãî ïî-
êîëåíèÿ (âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî) äëÿ ïîèñêà áîëüøèõ
ÒÏ, ñòàëî âîçìîæíûì èñïîëüçîâàòü áèîèíôîðìàòè÷åñêèå
ìåòîäû. Ïåðñïåêòèâíîñòü òàêîãî ïîäõîäà ðàíåå áûëà ïîêà-
çàíà â íàøåé ëàáîðàòîðèè. Â ãåíîìå äîìîâîé ìûøè íàé-
äåíî îêîëî 950 ïîëåé áîëüøèõ ÒÏ, êîòîðûå îáúåäèíåíû
â 62 ïîäñåìåéñòâà ÒÏ. Òîëüêî 2 èç íèõ ðàíåå êëîíèðîâà-
íû è èäåíòèôèöèðîâàíû êàê ÒÏ (Komissarov et al., 2011).

Ñðåäè ïðåäñòàâèòåëåé ìûøåâèäíûõ ãðûçóíîâ (Muri-
dae, Rodentia) íàèáîëåå èçó÷åííûìè ÿâëÿþòñÿ ãåíîìû
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ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà Muridae. Ê ýòîìó ñåìåéñòâó
ïðèíàäëåæàò äâà âèäà, øèðîêî èñïîëüçóåìûõ â ëàáîðà-
òîðíûõ èññëåäîâàíèÿõ, — Mus musculus è Rattus norvegi-
cus. Íà ïðèìåðå õîðîøî ñîáðàííîãî ãåíîìà M. musculus
âïåðâûå ïðîâåäåíà ðàáîòà ïî ïîèñêó âñåõ áîëüøèõ ÒÏ â
ãåíîìå ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ áèîèíôîðìàòèêè (Komissarov
et al., 2011). Ãåíîìû â öåëîì è ÒÏ â ÷àñòíîñòè äðóãîãî ñå-
ìåéñòâà ìûøåâèäíûõ ãðûçóíîâ Cricetidae, ê êîòîðîìó
ïðèíàäëåæèò ñèðèéñêèé õîìÿ÷îê M. auratus, èññëåäîâà-
íû çíà÷èòåëüíî õóæå.

Äëÿ ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà M. auratus èçâåñòíî è êëîíè-
ðîâàíî 5 áîëüøèõ ÒÏ, ðàñïîëîæåííûõ â C-ïîçèòèâíûõ
ðàéîíàõ õðîìîñîì, íî ðàçëè÷àþùèõñÿ ðàñïðåäåëåíèåì
ïî õðîìîñîìàì (Yamada et al., 2006). Îäíèì èç ýòèõ ÒÏ
ÿâëÿåòñÿ öåíòðîìåðíûé ïîâòîð BglII_M11, êîòîðûé îá-
íàðóæåí íà âñåõ õðîìîñîìàõ M. auratus, à òàêæå ÿâëÿåòñÿ
âåñüìà êîíñåðâàòèâíûì âíóòðè ðîäà Mesocricetus (Yama-
da et al., 2006). Ïîâòîð EcoRI_S11, ñîäåðæàùèé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü, ãîìîëîãè÷íóþ LINE-1, îáíàðóæåí íà áîëü-
øèíñòâå êîðîòêèõ ïëå÷ àóòîñîì è íà ïîëîâûõ õðîìîñî-
ìàõ. Áîëüøîé ÒÏ EcoRI_M13 ðàñïîëàãàåòñÿ íà êîðîòêèõ
ïëå÷àõ âñåõ àóòîñîì è íå íàéäåí íà ïîëîâûõ õðîìîñîìàõ.
Îñòàëüíûå äâà áîëüøèõ ÒÏ ÿâëÿþòñÿ õðîìîñîìîñïåöè-
ôè÷íûìè: BgIII L24 õàðàêòåðåí äëÿ X-õðîìîñîìû, à ïî-
âòîð EcoRI L7 — äëÿ 2-é õðîìîñîìû (Yamada et al.,
2006).

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëàñü ïðîâåðêà âîç-
ìîæíîñòè ïîèñêà áîëüøèõ ÒÏ â ïëîõî ñîáðàííîì ãåíîìå
íà ïðèìåðå ãåíîìà ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà M. auratus è ïðî-
âåðêà ïîëó÷åííûõ in silico ðåçóëüòàòîâ ñ ïîìîùüþ ôëóî-
ðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Æ è â î ò í û å. Ñèðèéñêèé õîìÿ÷îê Mesocricetus aura-
tus — ðàçâîäêà ïîëó÷åíà èç ïèòîìíèêà «Ñàïôèðîâûé õî-
ìÿê» (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã).

Ï î è ñ ê á î ë ü ø è õ Ò Ï â ã å í î ì í û õ îñíîâûâàëñÿ
íà ìåòîäèêå, ïðåäëîæåííîé â ðàáîòå Êîìèññàðîâà ñ ñî-
òðóäíèêàìè (Komissarov et al., 2011). Äëÿ ïîèñêà ÒÏ èñ-
ïîëüçîâàëè ïðîãðàììó TRF (Tandem repeat finder; Benson
1999). Ïàðàìåòðû ðàáîòû ïðîãðàììû áûëè àíàëîãè÷íû-
ìè òåì, êîòîðûå èñïîëüçîâàëèñü â óïîìÿíóòîé ðàáîòå
(Kommisarov et al., 2011): mismatch (âåñ íåñîâïàäåíèÿ)
ðàâåí 5; maximum period size (ìàêñèìàëüíàÿ äëèíà ìîíî-
ìåðà) ðàâåí 2000. Îñòàëüíûå çíà÷åíèÿ âûñòàâëåíû ïî
óìîë÷àíèþ. Äëÿ îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû TRF èñ-
ïîëüçîâàëè îðèãèíàëüíóþ ïðîãðàììó, íàïèñàííóþ íà
ÿçûêå Python (http://github.com/DmitriiOstr/tandem-repeat
-family-finder).

Èç ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû TRF óäàëÿëè âëîæåííûå ïî-
âòîðû, à ñðåäè ïîâòîðîâ, èìåþùèõ îäèíàêîâûå êîîðäè-
íàòû, îñòàâëÿëè òîëüêî ïîâòîð ñ íàèìåíüøåé äëèíîé ìî-
íîìåðà. Çàòåì îñòàâøèåñÿ ïîâòîðû ôèëüòðîâàëè äëÿ óäà-
ëåíèÿ SSR (simple sequence repeat, ïðîñòûõ êîðîòêèõ
ïîâòîðîâ), ïîâòîðîâ ñî ñëèøêîì êîðîòêèì ïîëåì. Â êà÷å-
ñòâå êàíäèäàòîâ â áîëüøèå ÒÏ èñïîëüçîâàëè ÒÏ ñî ñëå-
äóþùèìè ïàðàìåòðàìè: äëèíà ìîíîìåðà áîëüøå 5 bp,
äëèíà ïîëÿ áîëüøå 3 kb, ñîäåðæàíèå GC îò 20 äî 80 %,
ýíòðîïèÿ ïîëÿ áîëüøå 1.76.

Äëÿ ïîèñêà ñåìåéñòâ áîëüøèõ ÒÏ ïîëÿ òàíäåìíûõ
ïîâòîðîâ ñðàâíèâàëè äðóã ñ äðóãîì ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-
ìû blastn ñ ïàðàìåòðàìè evalue 10—16å, dust = «no». Ñîâ-
ïàäåíèÿ ñ ïàðàìåòðîì score <90 îòáðàñûâàëè. Çàòåì ñòðî-

èëè ãðàô, â êîòîðîì â êà÷åñòâå âåðøèí èñïîëüçîâàëè
ïîëÿ ÒÏ, äâå âåðøèíû ñâÿçûâàëè ðåáðîì â òîì ñëó÷àå,
åñëè ìåæäó ñîîòâåòñòâóþùèìè ýòèì âåðøèíàì ïîëÿìè
ÒÏ áûëî íàéäåíî ñîâïàäåíèå ñî çíà÷åíèåì score >90. Äëÿ
ïîëó÷åííîãî ãðàôà èñêàëè êîìïîíåíòû ñâÿçíîñòè. Òàí-
äåìíûå ïîëÿ, ñîîòâåòñòâóþùèå âåðøèíàì â êàæäîì êîì-
ïîíåíòå ñâÿçíîñòè ãðàôà, ñ÷èòàëè ïðèíàäëåæàùèìè ê îä-
íîìó ñåìåéñòâó áîëüøèõ ÒÏ.

Äëÿ ïîèñêà ñîâïàäåíèé ñ èçâåñòíûìè ïîâòîðàìè èñ-
ïîëüçîâàëè ïðîãðàììó blastn ñ ïàðàìåòðàìè evalue 10—
10å, dust = «no». Äëÿ ïîèñêà ñîâïàäåíèé ñ äèñïåðãèðîâàí-
íûìè ïîâòîðàìè ñðàâíèâàëè ïîëÿ íàéäåííûõ ñåìåéñòâ
áîëüøèõ ÒÏ ñ ïîâòîðàìè ãðûçóíîâ èç áàçû äàííûõ Rep-
base âåðñèè 19.04. Äëÿ óäàëåíèÿ îøèáî÷íî ïîçèòèâíûõ
ñîâïàäåíèé èç ðåçóëüòàòîâ óáèðàëè òàêèå ñëó÷àè, â êîòî-
ðûõ äèñïåðãèðîâàííûå ïîâòîðû ïîêðûâàþò ïîëå áîëü-
øèõ ÒÏ ìåíåå ÷åì íà 80 %. Êðîìå òîãî, ñðàâíèâàëè ïîëÿ
ÒÏ ñ èçâåñòíûìè ÒÏ äëÿ M. auratus: MAU-BglII_M11
(íîìåð â GenBank AB185080), MAU-BglII S11 (AB185082)
è MAU-EcoRI L7 (AB185082).

Äëÿ îöåíêè ñîäåðæàíèÿ áîëüøèõ ÒÏ â ãåíîìàõ õîìÿ-
êîâ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó bowtie2 (Langmead, Salz-
berg, 2012) ñ ïàðàìåòðîì ÷óâñòâèòåëüíîñòè «local». Ñ ïî-
ìîùüþ ýòîé ïðîãðàììû âûðàâíèâàëè íà âñå ïîëÿ áîëüøèõ
ÒÏ, ïðèíàäëåæàùèõ ê îäíîìó ñåìåéñòâó, èñõîäíûå ðèäû
÷òåíèÿ ãåíîìîâ. Äëÿ M. auratus èñïîëüçîâàëè ðèäû èç ÷å-
òûðåõ ðàíîâ (SRR396599_2, SRR396609_2, SRR396604_1 è
SRR396837_1). Â êà÷åñòâå ñîäåðæàíèÿ â ãåíîìå ïðèíè-
ìàëè ïðîöåíòíóþ äîëþ ðèäîâ, âûðîâíÿâøèõñÿ íà ïîëÿ
áîëüøèõ ÒÏ. Ôàéëû ñ ðàíàìè â ôîðìàòå fastq ñêà÷àíû èç
áàçû äàííûõ DDBJ Sequence Read Archive (http://tra-
ce.ddbj.nig.ac.jp/dra/index_e.html). Êà÷åñòâî ÷òåíèÿ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé â êàæäîì ôàéëå ïðîâåðåíî ïðîãðàììîé
FASTQC è ïðè íåîáõîäèìîñòè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì èç
ïàêåòà fastx-toolkit óäàëåíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîäåð-
æàùèå àäàïòåðû äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ. Ó âñåõ ðèäîâ â
ôàéëàõ ñ ïîìîùüþ òîãî æå ïàêåòà îáðåçàíû ïåðâûå è ïî-
ñëåäíèå 10 íóêëåîòèäîâ. Äëÿ êàæäîãî ñåìåéñòâà ïîäñ÷è-
òûâàëè ñðåäíåå çíà÷åíèå ñîäåðæàíèÿ â êàæäîì ðàíå. Îá-
ðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè â ïàêåòå ïðîãðàìì äëÿ
ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà R.

Í î ì å í ê ë à ò ó ð à ò à í ä å ì í û õ ï î â ò î ð î â. Ïî-
ñêîëüêó óñòîÿâøåéñÿ íîìåíêëàòóðû áîëüøèõ ÒÏ íå ñó-
ùåñòâóåò, äëÿ âûáîðà íàçâàíèÿ íîâûõ ñåìåéñòâ áîëüøèõ
ÒÏ ìû èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùóþ ñõåìó. Íàçâàíèå òàí-
äåìíîãî ïîâòîðà âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïðåôèêñ Maur (ïåðâàÿ
áóêâà ðîäîâîãî íàçâàíèÿ è òðè ïåðâûå áóêâû âèäîâîãî
íàçâàíèÿ), ìèíèìàëüíûé ðàçìåð ìîíîìåðà â ï. í. è ëàòèí-
ñêóþ áóêâó äëÿ èíäåêñà ñ öåëüþ ðàçëè÷åíèÿ ÒÏ ñ îäèíà-
êîâîé äëèíîé ìîíîìåðà.

Ã ð à ô è ê ð à ñ ï ð å ä å ë å í è ÿ ï î ë å é á î ë ü ø è õ
ÒÏ. Äëÿ ñîçäàíèÿ 3D-ãðàôèêîâ ðàñïðåäåëåíèÿ ïîëåé
áîëüøèõ ÒÏ â çàâèñèìîñòè îò GC (%), ðàçìåðà ìîíîìåðà
è âàðèàáåëüíîñòè ìîíîìåðîâ âíóòðè ïîëÿ èñïîëüçîâàëè
ïàêåò plot3D èç ïàêåòà ïðîãðàìì äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî
àíàëèçà R.

Ð à ñ ÷ å ò ê î ð î ò ê è õ î ë è ã î í ó ê ë å î ò è ä í û õ
ï ð î á ä ë ÿ F I S H. Äëÿ ãèáðèäèçàöèè in situ ïîäîáðàëè
êîðîòêèå îäíîöåïî÷å÷íûå îëèãîíóêëåîòèäíûå çîíäû ê
íåêîòîðûì ïîäñåìåéñòâàì ÒÏ. Ïîäáîð ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé îñóùåñòâëÿëè, èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó íà ÿçûêå Pyt-
hon ïî ñëåäóþùåé ìåòîäèêå: 1) èç ïîëíîãåíîìíîé ñáîð-
êè áðàëè âñå ïîëÿ, ïðèíàäëåæàùèå ê äàííîìó ïîäñåìåé-
ñòâó ÒÏ; 2) äëÿ ýòèõ ïîëåé ðàññ÷èòûâàëè ÷àñòîòû âñåõ
âîçìîæíûõ k-mer ñ äëèíîé ñëîâà (k), ðàâíîé 12; 3) äëÿ
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ñîçäàíèÿ ïðîáû áðàëè íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùèåñÿ
k-mers; 4) äëÿ ïîäáîðà íàèáîëåå îïòèìàëüíûõ ïðàéìåðîâ
óâåëè÷èâàëè k äî 30—60. Êîíòðîëü çà êà÷åñòâîì íóêëåî-
òèäîâ (íàïðèìåð, îòñóòñòâèåì âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû) îñó-
ùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Primer3. Ïðîáû ïîäáè-
ðàëè äëÿ ìàêñèìàëüíî ãîìîãåííîãî ïîëÿ, ÷òîáû îõâàòèòü
âñå âîçìîæíûå ïîëÿ áîëüøèõ ÒÏ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
çîíäîâ ê âûáðàííûì áîëüøèõ ÒÏ ïðèâåäåíû â òàáë. 1.

Ï ð å ï à ð à ò û ì å ò à ô à ç í û õ õ ð î ì î ñ î ì ãîòîâèëè
ïðÿìûì ñïîñîáîì èç êîñòíîãî ìîçãà æèâîòíûõ ïî îáùå-
ïðèíÿòîé ìåòîäèêå (Ford, Hammerton, 1956).

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ã è á ð è ä è ç à ö è è i n s i t u
(î ë è ã î-F I S H). Äëÿ ãèáðèäèçàöèè èñïîëüçîâàëè ñèíòå-
çèðîâàííûå îëèãîíóêëåîòèäû (Beagle, Ðîññèÿ), ìîäèôè-
öèðîâàííûå ïî 5�- è 3�-êîíöàì áèîòèíîì èëè ôëóîðåñöå-
èíîì. Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì äåíàòóðèðîâàëè
â áóôåðå äëÿ äåíàòóðàöèè (70%-íûé ôîðìàìèä è 2-êðàò-
íûé SSC) â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè 65 °C. Çàòåì ïðåïàðàòû äå-
ãèäðàòèðîâàëè, âûñóøèâàëè è íàíîñèëè ãèáðèäèçàöèîí-
íûé áóôåð (25%-íûé ôîðìàìèä è 4-êðàòíûé SSC), ñîäåð-
æàùèé 5 ìêã/ìë ìîäèôèöèðîâàííîãî îëèãîíóêëåîòèäà.
Ãèáðèäèçàöèþ ïðîâîäèëè âî âëàæíîé êàìåðå ïðè 37 °C â
òå÷åíèå íî÷è. Çîíäû, ìå÷åííûå áèîòèíîì, äåòåêòèðîâàëè
ñòðåïòàâèäèíîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ Alexa 488 èëè Ale-
xa 568 (Invitrogen, ÑØÀ). Çàòåì ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè
DAPI è çàêëþ÷àëè â ñðåäó VectaShield (Dabco, ÑØÀ).
Ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè íà ôëóîðåñöåíòíûõ ìèêðîñêî-
ïàõ AXIOSKOP-DFC360 (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ) è
Leica DM 6000 B (Ñ.-Ïåòåðáóðãñêèé ãîñóäàðñòâåííûé
óíèâåðñèòåò).

Ðåçóëüòàòû

Ñ á î ð ê à ã å í î ì à ( W G S ) ñ è ð è è é ñ ê î ã î õ î -
ì ÿ ÷ ê à M e s o c r i c e t u s a u r a t u s. Â áàçå äàííûõ ãåíîì-
íûõ ñáîðîê (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) ïðèñóò-
ñòâóåò òîëüêî îäíà ñáîðêà äëÿ M. auratus (Cricetinae) —
APMT (GenBank: APMT00000000). Ãåíîì ýòîãî âèäà ñî-
áðàí äî íåêàðòèðîâàííûõ ñêýôôîëäîâ, ýòàëîííîãî ãåíî-
ìà (reference genome) äëÿ íåãî íåò. Õàðàêòåðèñòèêè ñáîð-
êè ïðèâåäåíû â òàáë. 2.

Îäíîé èç ãëàâíûõ õàðàêòåðèñòèê êà÷åñòâà ñáîðêè ãå-
íîìà ÿâëÿåòñÿ ìåòðèêà N50. Çíà÷åíèå ìåòðèêè N50 äëÿ
êîíòèãîâ ïîêàçûâàåò íàèáîëüøóþ äëèíó êîíòèãà, òàêóþ,
÷òî â êîíòèãàõ íåìåíüøåé äëèíû ñîäåðæèòñÿ íå ìåíüøå
50 % ñóììàðíîé äëèíû êîíòèãîâ. Âåëè÷èíà ìåòðèêè N50
è åå ïðèìåíèìîñòü äëÿ îöåíêè êà÷åñòâà ñáîðêè çàâèñÿò îò
ðàçíûõ ôàêòîðîâ, â ïåðâóþ î÷åðåäü îò ðàçìåðà ãåíîìà,
îäíàêî äëÿ ãåíîìîâ áëèçêèõ ðàçìåðîâ çíà÷åíèå N50
âïîëíå ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ ñðàâíåíèÿ êà÷åñòâà
ñáîðîê (Earl et al., 2011). Äëÿ èñïîëüçîâàííîé â ðàáîòå ãå-
íîìíîé ñáîðêè çíà÷åíèå ìåòðèêè N50 ðàâíî 22.511
(APMT). Äëÿ ñðàâíåíèÿ â òàêèõ õîðîøî ñîáðàííûõ ãåíî-
ìàõ, êàê ãåíîì ìûøè, çíà÷åíèå N50 äëÿ êîíòèãîâ ðàâíî
32 273 079 (äëÿ ñáîðêè GRCm38.p3) è 26 340 566 (äëÿ
ñáîðêè MGSCv37), à äëÿ ãåíîìà ÷åëîâåêà — 56 413 054
(ñáîðêà GRCh38), ò. å. âåëè÷èíà N50 äëÿ «õîðîøèõ» ãå-
íîìîâ áîëüøå â 1000 ðàç. Íî ìû ìîæåì ðàáîòàòü è ñ òà-
êèìè ãåíîìàìè (Îñòðîìûøåíñêèé è äð., 2015).

Á î ë ü ø è å Ò Ï â ã å í î ì å ñ è ð è è é ñ ê î ã î õ î -
ì ÿ ÷ ê à M e s o c r i c e t u s a u r a t u s. Ãåíîìíàÿ ñáîðêà
M. auratus áåäíà áîëüøèìè ÒÏ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà-
÷åñòâå ôèëüòðà äëèíû ïîëÿ >3 ò. í. ï íàéäåíî 229 ïîëåé
ÒÏ, îáðàçóþùèõ 19 ñåìåéñòâ. Â áàçàõ äàííûõ õîðîøî ñî-
áðàííûõ ãåíîìîâ ìëåêîïèòàþùèõ îáû÷íî ìîæíî îáíà-
ðóæèòü ïî ìåíüøåé ìåðå â 2—3 ðàçà áîëüøå ÒÏ (òàáë. 3).

Ìàæîðíûì áîëüøèì ÒÏ (ÑàòÄÍÊ) ñèðèéñêîãî õîìÿ-
êà ÿâëÿåòñÿ ÒÏ Maur-49A (òàáë. 4). Åãî çíà÷èòåëüíî áîëü-
øå (4.7 %), ÷åì îñòàëüíûõ ñåìåéñòâ ÒÏ. Ýòî ñåìåéñòâî
áîëüøèõ ÒÏ èìååò âûñîêóþ ñòåïåíü ñõîäñòâà ñ êëîíèðî-
âàííûì ïåðèöåíòðîìåðíûì ÒÏ MAU-BglII_M11, êîòî-
ðûé ñîñòîèò èç ïîâòîðÿþùèõñÿ åäèíèö äëèíîé 48—49 bp
(Yamada et al., 2006). Âñåãî íàéäåíî 168 ïîëåé ñåìåéñòâà
Maur-49A, ÷òî ñîñòàâëÿåò áîëåå 2/3 îò îáùåãî êîëè÷åñòâà
ïîëåé áîëüøèõ ÒÏ, íàéäåííûõ â ãåíîìå ñèðèéñêîãî õî-
ìÿêà. Ìàêñèìàëüíàÿ äëèíà ïîëÿ ïîâòîðîâ ýòîãî ñåìåéñò-
âà ñîñòàâëÿåò îêîëî 40 ò. ï. í., à îáùàÿ äëèíà ïîëåé áîëåå
1.7 ìëí ï. í. Ñåìåéñòâî Maur-49A âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïîâòî-
ðû, áîãàòûå ÀÒ (ñîäåðæàíèå GC îêîëî 33 %), ÷òî â öåëîì
õàðàêòåðíî äëÿ ÒÏ ïåðèöåíòðîìåðíîé ëîêàëèçàöèè.
Â ïîëÿõ ýòîãî ñåìåéñòâà áîëüøèõ ÒÏ ïðèñóòñòâóþò íå-
áîëüøèå âñòàâêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, ãîìîëîãè÷íûõ
äèñïåðãèðîâàííîìó ïîâòîðó B1. Âñå ñâîéñòâà ÒÏ Ma-
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Ò à á ë è ö à 1

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîíóêëåîòèäîâ, èñïîëüçîâàííûõ â ðàáîòå

Âèä Ñåìåéñòâî Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îëèãîíóêëåîòèäîâ 5�-3�

Mesocricetus auratus Maur-49A CTTCATGAAAACTAACGATACAACAC

Maur-42A TGCACTATGACATCACAATTATACA

Maur-62A GTAGGCAGCTGTAAGACAATGT

Maur-73A TCACTTAAATCAATGATGAGGTCTA

Ò à á ë è ö à 2

Ãåíîìíàÿ ñáîðêà APMT

WGS
Ñáîðêà,
íàçâàíèå

Ìåòîä ñáîðêè
Ïëàòôîðìà

ñåêâåíèðîâàíèÿ
Ðàçìåð ñáîðêè,

ï. í.
×èñëî êîíòèãîâ

APMT MesAur 1.0 Allpaths v. R44683 Illumina HiSeq 2504925039 237 701

Ï ð è ì å ÷ à í è å. WGS — íàçâàíèå ïðîåêòà ñáîðêè ãåíîìà.



ur-49A ãîâîðÿò î òîì, ÷òî ýòî ìàæîðíûé ÒÏ ñèðèéñêîãî
õîìÿ÷êà.

Íåñêîëüêî ñåìåéñòâ áîëüøèõ ÒÏ ñ îòíîñèòåëüíî âû-
ñîêèì ñîäåðæàíèåì â ãåíîìå ïîêàçàëè âûñîêîå ñõîäñòâî
ñ äèñïåðãèðîâàííûìè ïîâòîðàìè (ÒÅ, transposable ele-
ment) ðàçíûõ êëàññîâ — L1 (Maur-85A) è Tcl (Maur-
1501A). Âûñîêîå èõ ñîäåðæàíèå êîíòðàñòèðóåò ñ íåáîëü-
øèì êîëè÷åñòâîì íàéäåííûõ ïîëåé ýòèõ áîëüøèõ ÒÏ.
Ïðè÷èíîé óâåëè÷åíèÿ äîëè ÒÅ ìîãóò áûòü íåäîñòàòêè
ìåòîäà, ïî êîòîðîìó îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå ñåìåéñòâ
áîëüøèõ ÒÏ â ãåíîìå. Ôðàãìåíò ÒÅ, íà îñíîâàíèè êîòî-
ðîãî ïîñòðîåí ìîíîìåð ÒÏ, áóäåò èìåòü ñõîäñòâî ñî âñå-
ìè ÒÅ ýòîãî òèïà â ãåíîìå, ïîýòîìó öèôðà ñîäåðæàíèÿ
ÒÏ íà îñíîâå ôðàãìåíòîâ ÒÅ, ñêîðåå âñåãî, çàâûøåíà.
Êðîìå òîãî, íàéäåíî îäíî ïîëå ïîâòîðà Maur-84A, êîòî-
ðûé ìû íàáëþäàëè è ó äðóãèõ æèâîòíûõ, â ÷àñòíîñòè ó
ìûøè.

Áîëüøîé ÒÏ 84À ñîäåðæèò ôðàãìåíò Zn-finger-äîìå-
íà. Ýòîò äîìåí âõîäèò â ñîñòàâ öåëîãî ðÿäà ÄÍÊ-ñâÿçû-

âàþùèõ áåëêîâ è ðàñïîçíàåòñÿ â íóêëåîòèäíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè èõ ãåíîâ. Äëÿ áîëüøèíñòâà ñåìåéñòâ íåò çíà-
÷èòåëüíîãî ñõîäñòâà ñ ïîâòîðàìè ÒÅ, ïðåäñòàâëåííûìè â
áàçå äàííûõ Repbase. Ãåíîì M. auratus íå àííîòèðîâàí,
åãî ïîâòîðû ñëàáî ïðåäñòàâëåíû â Repbase, è ïðîñëåäèòü
ñõîäñòâî ÒÏ ñ äðóãèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ãåíîìà
ïîêà íåâîçìîæíî. Îäíàêî ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî
áîëüøèõ ÒÏ ìûøè, îïèñàííûõ ïîñëå êëàññèôèêàöèè, îò-
ëè÷àåòñÿ âïîëíå óíèêàëüíîé îðãàíèçàöèåé (Komissarov et
al., 2011).

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü, ñóùåñòâóþò ëè êàêèå-ëè-
áî êà÷åñòâåííûå âçàèìîñâÿçè ìåæäó ñîäåðæàíèåì GC
(%), ðàçìåðîì ìîíîìåðà è ãîìîãåííîñòüþ ïîëÿ ÒÏ ó âû-
äåëåííûõ ñåìåéñòâ áîëüøèõ ÒÏ, ïîñòðîèëè 3-ìåðíûé
ãðàôèê ïîëîæåíèÿ ïîëåé â çàâèñèìîñòè îò ýòèõ ïàðàìåò-
ðîâ (ðèñ. 1). Ñàìàÿ áîëüøàÿ ãðóïïà ñôîðìèðîâàíà ñåìåé-
ñòâîì Maur-49A, ïðè÷åì âèäíî, ÷òî ãðóïïà ðàñïàäàåòñÿ
íà äâà êëàñòåðà, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ñîäåðæàíèþ GC. Ïî
ñðàâíåíèþ ñ ÒÏ ãåíîìà äîìîâîé ìûøè (Komissarov et al.,
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Ò à á ë è ö à 3

Òàíäåìíûå ïîâòîðû â ãåíîìíîé ñáîðêå ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà

Âèä Ñáîðêà ÒÏ âñå ÒÏ >3kb
Êîëè÷åñòâî

ñåìåéñòâ

Mesocricetus auratus APMT 978 061 229 19

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÒÏ âñå — îáùåå êîëè÷åñòâî ÒÏ, íàéäåííûõ ïðîãðàììîé TRF.

Ò à á ë è ö à 4

Ñåìåéñòâà áîëüøèõ ÒÏ â ãåíîìå Mesocricetus auratus

Íîìåð Ñåìåéñòâî
Êîëè÷åñòâî

ïîëåé
Max äëèíà
ïîëÿ, ï. í.

Ñóììàðíàÿ
äëèíà ïîëåé,

ï. í.

Ñðåäíåå
ñîäåðæàíèå

GC, %
Ñîäåðæàíèå â ãåíîìå, % Êîììåíòàðèé

1 49À 168 40 115 944 816 34 4.6770+/–0.4408 MAU-BglII_M11

2 42À 22 8247 104 294 32 0.4991+/–0.0768

3 32À 5 8655 30 167 24 0.3663+/–0.1185

4 73À 5 5806 20 362 35 0.0860+/–0.0064

5 85À 1 3246 3246 41 0.0789+/–0.0061 L1

6 62À 5 15 575 45 091 41 0.0482+/–0.0029

7 84À 1 3000 3000 36 0.0374+/–0.0072 Zn-finger

8 163À 1 3058 3058 52 0.0349+/–0.0024

9 14À 7 11 319 47 717 46 0.0245+/–0.0061

10 1743À 1 10 886 10 886 41 0.0041+/–0.0004

11 20À 2 15 967 20 376 37 0.0023+/–0.0002

12 26À 3 8635 18 570 47 0.0014+/–0.0004

13 1501À 1 6753 6753 48 0.0008+/–0.0001 Tc1

14 35À 1 4181 4181 57 0.0003+/–0.0000

15 24À 1 4423 4423 43 0.0003+/–0.0000

16 126À 1 4098 4098 46 0.0003+/–0.0000

17 82À 1 4075 4075 40 0.0002+/–0.0001

18 291À 1 3200 3200 45 0.0002+/–0.0000

19 30À 2 6772 6772 48 0.0001+/–0.0000

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÒÏ âûðîâíåíû ïî óáûâàíèþ êîëè÷åñòâà â ãåíîìå. Êîëè÷åñòâî ïîëåé — îáùåå êîëè÷åñòâî ïîëåé ÒÏ, íàéäåííûõ â ãåíîìíîé
ñáîðêå. Max äëèíà ïîëÿ — äëèíà ñàìîãî ïðîòÿæåííîãî ïîëÿ â ï. í. Îáùàÿ äëèíà ïîëÿ — ñóììàðíàÿ äëèíà âñåõ ïîëåé â ï. í. GC % — ñðåäíåå GC-ñî-
äåðæàíèå âî âñåõ ïîëÿõ ñåìåéñòâà. Ñîäåðæàíèå â ãåíîìå — êîëè÷åñòâî ñåìåéñòâ â ÒÏ â óêàçàííûõ ðàíàõ.



2011) íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå ðàçëè÷èå â ðàñïðåäåëå-
íèè ñåìåéñòâ ÒÏ ïî îñÿì. Â ãåíîìå ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà
ìû íàøëè ëèøü åäèíè÷íûå ïîëÿ GC, áîãàòûõ ÒÏ (áîëåå
50 %), è ÒÏ ñ ìîíîìåðîì äëèíîé áîëåå 500 ï. í. Êðîìå
òîãî, ñåðüåçíîå ðàçëè÷èå ñîñòîèò â áîëåå ñèëüíîé íåîä-
íîðîäíîñòè ïîëåé ÒÏ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÒÏ äîìîâîé ìûøè.
Ñêîðåå âñåãî, òàêèå ðàçëè÷èÿ îáóñëîâëåíû íåïîëíîòîé
ãåíîìíîé ñáîðêè ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà. Âèäíî, ÷òî íåêî-

òîðûå èç íå ïîääàþùèõñÿ êëàññèôèêàöèè ïîëåé (îòìå÷å-
íû êðàñíûì öâåòîì, êàê îñòàëüíûå íà ðèñ. 1) òåñíî
ïðèëåãàþò ê ãðóïïå ïîëåé Maur-49A è ìîãóò áûòü ïåðå-
êâàëèôèöèðîâàíû ïðè äàëüíåéøåì óëó÷øåíèè ñáîðêè.

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í à ÿ ï ð î â å ð ê à ò à í ä å ì í û õ
ï î â ò î ð î â (F I S H). Äëÿ íåñêîëüêèõ ñåìåéñòâ áîëüøèõ
ÒÏ ïîäîáðàëè îëèãîíóêëåîòèäû äëÿ ïðîâåäåíèÿ FISH.
Êðèòåðèåì äëÿ âûáîðà îïðåäåëåííûõ ñåìåéñòâ ñëóæèëè

Áîëüøèå òàíäåìíûå ïîâòîðû ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà in silico è in situ 99

Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå áîëüøèõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ, íàéäåííûõ â ãåíîìå ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà.

Ïîêàçàíû äâå ïðîåêöèè (ââåðõó è âíèçó) âèçóàëèçàöèè ïîëîæåíèÿ êàæäîãî íàéäåííîãî ïîëÿ â çàâèñèìîñòè îò ñîäåðæàíèÿ GC (%), ðàçìåðà ìîíîìåðà
(ï. í.) è îäíîðîäíîñòè ïîëÿ (Match, %). Êàæäîå ñåìåéñòâî ïîêàçàíî îïðåäåëåííûì çíà÷êîì (4 ñåìåéñòâà Maur, TE-related è äð.).

Ðèñ. 2 Ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ ñ ïðîáàìè ê ñåìåéñòâàì áîëüøèõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ Maur-49A, Maur-42A, Ma-
ur-62A è Maur-73A (çåëåíûé öâåò) ñ õðîìîñîìàìè ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà Mesocricetus auratus.

Õðîìîñîìû êîíòðàñòèðîâàíû DAPI (ñèíèé öâåò). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



òàêèå ôàêòîðû, êàê çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî ïîëåé, îòíîñè-
òåëüíî âûñîêîå ñîäåðæàíèå ÒÏ â ãåíîìå, îòñóòñòâèå
ñõîäñòâà ñ èçâåñòíûìè TE è îòíîñèòåëüíî íèçêîå ñîäåð-
æàíèå GC Èçâåñòíî, ÷òî áîëüøèíñòâî öåíòðîìåðíûõ è
ïåðèöåíòðîìåðíûõ ÒÏ áîãàòî ÀÒ (Kusnetsova et al.,
2005). Òàêèì êðèòåðèÿì â ïåðâóþ î÷åðåäü ñîîòâåòñòâóþò
÷åòûðå ñåìåéñòâà áîëüøèõ ÒÏ — Maur-49A, Maur-42A,
Maur-62A è Maur-73A (îòìå÷åíû ðàçíûìè çíà÷êàìè íà
ðèñ. 1). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîíóêëåîòèäîâ ïðèâåäå-
íû â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà».

Ðàçðåøåíèå îëèãî-FISH íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíàõ íå
äàåò âîçìîæíîñòè îïðåäåëèòü òî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ ïðî-
áû â îáëàñòè ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæêè — öåíòðîìåðíóþ èëè
ïåðèöåíòðîìåðíóþ. Äèôôåðåíöèðîâàòü ïîëîæåíèå ïðî-
áû ìîæíî ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà fiber-FISH. Îäíàêî
áîëüøèíñòâî áîëüøèõ ÒÏ îïèñàíî âïåðâûå, è íà ïåðâîì
ýòàïå íåîáõîäèìî óáåäèòüñÿ â òîì, ÷òî ÒÏ ëîêàëèçîâàíû
â ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ îáëàñòÿõ. Äëÿ áîëüøèíñòâà ïðîá
ìû áóäåì îïèñûâàòü ëîêàëèçàöèþ ïðîáû êàê öåíòðîìåð-
íóþ â øèðîêîì ñìûñëå, ò. å. îáëàñòü ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæ-
êè õðîìîñîìû, áåç óòî÷íåíèÿ ïîçèöèè.

Âñå ÷åòûðå èññëåäîâàííûå ñ ïîìîùüþ FISH ñåìåéñò-
âà áîëüøèõ ÒÏ ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà M. auratus ëîêàëèçî-
âàíû â îáëàñòè ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæêè õðîìîñîì (ðèñ. 2).
Îäíàêî õàðàêòåð êàðòèíû ãèáðèäèçàöèè, èíòåíñèâíîñòü
è âûðàæåííîñòü ñèãíàëà ðàçëè÷àþòñÿ äëÿ ðàçíûõ ñåìåéñòâ.
Íàèáîëåå ÷åòêóþ è ÿðêóþ êàðòèíó ãèáðèäèçàöèè äàåò
çîíä ê ñåìåéñòâó Maur-49A. Ñèãíàë îáíàðóæåí â îáëàñòè
ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæêè âñåõ õðîìîñîì, íà 3—4 ïàðàõ õðî-
ìîñîì ñèãíàë âûðàæåí ÿâíî ñèëüíåå, ÷åì íà îñòàëüíûõ.
Êàðòèíà ãèáðèäèçàöèè âåñüìà íàïîìèíàåò ãèáðèäèçàöèþ
ìàæîðíîé ÑàòÄÍÊ ìûøè (Kusnetsova et al., 2006) è ïîä-
òâåðæäàåò äàííûå áèîèíôîðìàòèêè î òîì, ÷òî èìåííî
Maur-49A ÿâëÿåòñÿ ìàæîðíûì áîëüøèì ÒÏ ýòîãî âèäà.
Ñèãíàë çîíäîâ ê ñåìåéñòâàì Ìaur-42À è Maur-73À îáíà-
ðóæåí ïî÷òè íà âñåõ õðîìîñîìàõ òàêæå â îáëàñòè ïåðâè÷-
íîé ïåðåòÿæêè ñ áîëåå ñèëüíûì ñèãíàëîì íà 1-é è 2-é ïà-
ðàõ õðîìîñîì. Çîíä ê ñåìåéñòâó Ìaur-62À äàåò ÷åòêèé
ãèáðèäèçàöèîííûé ñèãíàë â îáëàñòè ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæ-
êè ïðèìåðíî ó ïîëîâèíû õðîìîñîìíîãî íàáîðà. Òàêèì
îáðàçîì, âñå ïîäîáðàííûå ïðîáû äàþò ñèãíàë â îáëàñòè
ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæêè, êàê è ïðåäïîëàãàëîñü.

Îáñóæäåíèå

Äàæå â õîðîøî ñîáðàííîì ãåíîìå è äàæå â åãî íåêàð-
òèðîâàííîé ÷àñòè (Chromosome Unknown) ïðåäñòàâëåíû
äàëåêî íå âñå ïîëÿ ñåìåéñòâ ÒÏ, ò. å. ÒÏ íå òîëüêî íå äî-
÷èòàíû, íî ñèëüíî îòôèëüòðîâûâàþòñÿ óæå íà íà÷àëüíûõ
ýòàïàõ ñáîðêè. Ãåíîì ìûøè ñîáðàí ïðåèìóùåñòâåííî íà
îñíîâàíèè ñåêâåíèðîâàíèÿ ìåòîäèêàìè ïðåäûäóùåãî ïî-
êîëåíèÿ. Ãåíîì õîìÿ÷êà, èñïîëüçîâàííûé â íàñòîÿùåé
ðàáîòå, ïîëó÷åí íà îñíîâàíèè äàííûõ ñåêâåíèðîâàíèÿ
íîâîãî ïîêîëåíèÿ. Ýòî ìîæåò áûòü êðèòè÷íûì äëÿ ñáîð-
êè ïîëåé áîëüøèõ ÒÏ, äëèíà ìîíîìåðîâ êîòîðûõ ïðåâû-
øàåò äëèíó ÷òåíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðè ñåêâåíèðîâà-
íèè (ðèä). Ðàçìåð îäíîãî ðèäà ïðè ñåêâåíèðîâàíèè ïðå-
äûäóùåãî ïîêîëåíèÿ (WGS) ñîñòàâëÿåò íåñêîëüêî ñîòåí
ï. í., â òî âðåìÿ êàê ïðè ñåêâåíèðîâàíèè ãåíîìîâ õîìÿ÷-
êîâ íà ïëàòôîðìå Illumina äëèíà îäíîãî ðèäà ñîñòàâëÿëà
ïðèìåðíî 100 ï. í. Îêàçàëîñü, ÷òî äàæå â î÷åíü ïëîõî ñî-
áðàííûõ ãåíîìíûõ ñáîðêàõ ìîæíî íàéòè çíà÷èòåëüíîå
÷èñëî ïîëåé áîëüøèõ ÒÏ, à ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëåå
ìÿãêèõ êðèòåðèåâ ïî äëèíå ïîëÿ ÒÏ èõ êîëè÷åñòâî îêà-

çûâàåòñÿ íå ìåíüøèì, ÷åì äëÿ õîðîøî ñîáðàííîãî ãåíî-
ìà ìûøè. Òàê, â ïîëíîãåíîìíîé ñáîðêå ìûøè Celera
íàéäåíî 784 ïîëÿ áîëüøèõ ÒÏ äëèíåå 3 òûñ. ï. í. (Komis-
sarov et al., 2011), â òî âðåìÿ êàê â ãåíîìíîé ñáîðêå
M. auratus ïðè ñòðîãîì ôèëüòðå (äëèíà ïîëÿ ÒÏ >3 òûñ.
ï. í.) íàéäåíî 229 ïîëåé ÒÏ, îáðàçóþùèõ 19 ñåìåéñòâ, à
ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëåå ìÿãêîãî ôèëüòðà ïî äëèíå ïîëÿ
ÒÏ (>1 òûñ. ï. í.) 1029 ïîëåé ÒÏ, îáðàçóþùèõ 65 ñå-
ìåéñòâ. Îäíàêî ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëåå ìÿãêîãî ôèëü-
òðà èçáûòî÷íî çàõâàòûâàþòñÿ äèñïåðãèðîâàííûå ïîâòî-
ðû. Èñïîëüçîâàííàÿ ìåòîäèêà ïîäõîäèò íå òîëüêî äëÿ õî-
ðîøî ñîáðàííûõ ãåíîìîâ, íî è äëÿ ãåíîìîâ, ñòåïåíü
ñáîðêè êîòîðûõ äàëåêà îò ñîâåðøåíñòâà. Áîëüøèíñòâî
ïðîåêòîâ ïî ñåêâåíèðîâàíèþ ãåíîìîâ îñòàíàâëèâàåòñÿ íà
ñòàäèè ïåðâè÷íîé ñáîðêè äî êîíòèãîâ è ñêýôôîëäîâ, ÷òî
âïîëíå ïîäõîäèò äëÿ ïîèñêà áîëüøõ ÒÏ.

Èç ïÿòè èçâåñòíûõ òàíäåìíî-ïîâòîðÿþùèõñÿ ýëåìåí-
òîâ M. auratus (Yamada et al., 2006) íàìè â ãåíîìíîé
ñáîðêè áûë íàéäåí òîëüêî îäèí BglII_M11, ñîîòâåòñòâó-
þùèé ñåìåéñòâó Maur-49A. Îñòàëüíûå ÷åòûðå íå íàéäåíû.
Ýòî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî äîñòàòî÷íî áîëüøîé äëè-
íîé ìîíîìåðà ó ýòèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé — îò 612 ï. í.
ó ïîâòîðà EcoRI_S11 äî 1775 ó EcoRI_L7, â òî âðåìÿ êàê â
ãåíîìíîé ñáîðêå ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà ìû íàøëè ëèøü
åäèíè÷íûå ÒÏ ñ äëèíîé ìîíîìåðà áîëüøå 500 ï. í., ÷òî
ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì íåïîëíîòû ãåíîìíîé ñáîðêè.

Ïðè ïîìîùè ìåòîäà FISH ïðîòåñòèðîâàíû 4 îëèãî-
ïðîáû ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà. Maur-49A (BglII_M11) äåéñò-
âèòåëüíî ÿâëÿåòñÿ ìàæîðíûì ÒÏ è äàåò ñèãíàë íà âñåõ
õðîìîñîìàõ. Îëèãîïðîáû, ñêîíñòðóèðîâàííûå íà îñíîâà-
íèè äàííûõ in silico, ïîäõîäÿò äëÿ âûÿâëåíèÿ ìàæîðíîãî
ÒÏ. Äâà áîëüøèõ ÒÏ Maur-42À è Maur-73À òàêæå åñòü íà
âñåõ õðîìîñîìàõ, íî âûðàæåíû 2—4 áîëåå ñèëüíûõ ñèã-
íàëà. Âîçìîæíî, ìîæíî ïîëó÷èòü õðîìîñîìîñïåöèôè÷-
íûå ïðîáû ïðè óâåëè÷åíèè èçáèðàòåëüíîñòè ïðîá çà ñ÷åò
äëèíû èëè èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ðàñ÷åòà îëèãîíóêëåîòèäîâ
õðîìîñîì-ñïåöèôè÷íûõ âàðèàíòîâ ÒÏ. Áîëüøîé ÒÏ Ìa-
ur-63À äàåò ñèãíàë íà ïîëîâèíå õðîìîñîìíîãî íàáîðà,
òàêæå ñ âûðàæåííûìè äîìèíàíòàìè, ò. å. îáëàäàåò îãðà-
íè÷åííîé õðîìîñîìîñïåöèôè÷íîñòüþ, è âîçìîæíî óñî-
âåðøåíñòâîâàíèå ïðîáû.

Òàêèì îáðàçîì, â ñáîðêå ãåíîìà ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà
M. auratus íàéäåíî 19 ñåìåéñòâ áîëüøèõ ÒÏ (>3 òûñ.
í. ï.). Áîëüøèå ÒÏ ÷åòûðåõ ñåìåéñòâ êàðòèðîâàíû íà
õðîìîñîìàõ ñèðèéñêîãî õîìÿ÷êà M. auratus, ïîêàçàíà èõ
ëîêàëèçàöèÿ â îáëàñòè ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæêè õðîìîñîì.
Ãèáðèäèçàöèÿ îëèãîïðîáû Maur-49A ïîäòâåðäèëà ïðè-
ìåíèìîñòü ðàññ÷èòàííûõ ïðîá äëÿ âûÿâëåíèÿ ìàæîðíîãî
ÒÏ ýòîãî âèäà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01258) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ»

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Îñòðîìûøåíñêèé Ä. È., Êóçíåöîâà È. Ñ, Êîìèññàðîâ À. Ñ.,
Êàðòàâöåâà È. Â., Ïîäãîðíàÿ Î. È. 2015. Òàíäåìíûå ïîâòîðû
ãåíîìîâ ìûøåâèäíûõ ãðûçóíîâ â áàçàõ äàííûõ è èõ êàðòèðî-
âàíèå. Öèòîëîãèÿ. 57 (2) : 102—110. (Ostromyshenskii D. L.,
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LARGE TANDEM REPEATS OF MESOCRICETUS AURATUS IN SILICO AND IN SITU
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The class of tandemly repeated sequences exists only in eukaryotic genomes and absent in prokaryotes.
The tens percent of eukaryotic genome are built up of the tandem repeats. The whole set of different tandem re-
peats is not revealed to any of the eukaryote species in spite of the half century history of its investigation by
molecular biology methods. Previously we found the set of tandem repeats in the database of well assembled
mouse genome with the bioinformatics methods. In the current work we applied the same methods to the poorly
assembled hamster Mesocricetus auratus genome. 19 tandem repeats families have been found in hamster ge-
nome by bioinformatics (in silico). Only one of tandem repeats’ families found have been cloned previously
and exists in the Repbase, the database of all known repetitive fragments. The rest of the families are new and
need the experimental verification by FISH (in situ). Oligo probes were designed at the base of in silico found
sequences. Oligo probe for the known tandem repeat gives the same signal as the cloned probe, i. e. probes de-
signed are suitable for oligo-FISH. All four oligo probes tested give signal at the heterochromatic centromeric
region as expected, though with different intensities and at different number of chromosomes. The results show
the power of the in silico methods for the mostly mysterious genome component, tandem repeats, investigation.

K e y w o r d s: satellite DNA, tandem repeats, Mesocricetus auratus.
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