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Ä. È. Îñòðîìûøåíñêèé è äð.
Òåìíäåìíûå ïîâòîðû ãåíîìîâ ìûøåâèäíûõ ãðûçóíîâ â áàçàõ äàííûõ è èõ êàðòèðîâàíèå

Òàíäåìíî-ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíèêàëüíûé äëÿ ýóêàðèîò
êëàññ ÄÍÊ. Èõ ñîäåðæàíèå â ãåíîìå ó âûñøèõ ýóêàðèîò ìîæåò äîñòèãàòü äåñÿòêîâ ïðîöåíòîâ. Îäíàêî
âîïðîñû ýâîëþöèè ýòîãî êëàññà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îñòàþòñÿ ìàëîèññëåäîâàííûìè. Ðàíåå ìåòîäàìè
áèîèíôîðìàòèêè âûÿâëåíû 62 ñåìåéñòâà òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ (ÒÏ) Mus musculus; â íàñòîÿùåé ðàáîòå 7
èç íèõ êàðòèðîâàíî íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíàõ ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (FISH).
Òå æå ïðîáû èñïîëüçîâàëè äëÿ äâóõ äðóãèõ âèäîâ ðîäà Mus — M. caroli è M. spicilegus. Ïîêàçàíî, ÷òî
íàáîðû ÒÏ ñîâïàäàþò òîëüêî ó áëèçêîðîäñòâåííûõ âèäîâ ìûøåé. Íî äàæå ó òàêèõ âèäîâ íàáëþäàþòñÿ
ðàçëè÷èÿ â ëîêàëèçàöèè íà õðîìîñîìàõ è èíòåíñèâíîñòè ìåòêè îòäåëüíûõ ÒÏ. Òîëüêî îòäåëüíûå ñåìåé-
ñòâà ÒÏ îñòàþòñÿ îáùèìè ïðè óâåëè÷åíèè ýâîëþöèîííîãî ðàññòîÿíèÿ ìåæäó âèäàìè. Ïðèìåíåíèå ñî-
÷åòàíèÿ áèîèíôîðìàòè÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýâîëþöèè ÒÏ
ïåðñïåêòèâíî, íî ïîêà îãðàíè÷åíî íàëè÷èåì ïðî÷èòàííûõ ãåíîìîâ áëèçêèõ âèäîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òàíäåìíûå ïîâòîðû, ñàòåëëèòíûå ÄÍÊ, ãðûçóíû Mus.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ïåðèÖÅÍ — ïåðèöåíòðîìåðíûé ðàéîí õðîìîñîì, ñàòÄÍÊ — ñàòåë-
ëèòíûå ÄÍÊ, ï. í. — ïàðà íóêëåîòèäîâ, ÒÏ — òàíäåìíûå ïîâòîðû, ÖÅÍ — öåíòðîìåðíûé ðàéîí õðî-
ìîñîì, SRA — sequence read archive, WGS — ïîëíîãåíîìíàÿ ñáîðêà.

Òàíäåìíî-ïîâòîðÿþùèåñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé óíèêàëüíûé äëÿ ýóêàðèîò êëàññ ÄÍÊ.
Óíèêàëüíîñòü ñâîéñòâ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ (ÒÏ) — ñëåä-
ñòâèå èõ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè: îíè ñîñòîÿò èç ìíîãî-
êðàòíûõ òàíäåìíî-ïîâòîðÿþùèõñÿ (ãîëîâà-ê-õâîñòó) êî-
ðîòêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (ìîíîìåðîâ). Â ðåçóëüòàòå
ïîëå òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ïðèîáðåòàåò ñïîñîáíîñòü ê íå-
òðèâèàëüíîé óêëàäêå õðîìàòèíà (Vogt, 1990). ÒÏ åñòü òî-
ëüêî ó ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ. Èõ ñîäåðæàíèå â ãå-
íîìå ó âûñøèõ ýóêàðèîò ìîæåò äîñòèãàòü äåñÿòêîâ ïðî-
öåíòîâ. Ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå íàëè÷èÿ ÒÏ â ãåíîìàõ
ýóêàðèîò îñòàåòñÿ íåâûÿñíåííûì. Ïðè÷èíîé ýòîãî ÿâëÿ-
åòñÿ îãðàíè÷åííûé àðñåíàë ìåòîäîâ èõ èçó÷åíèÿ. Ïåð-
âûì èç ïðåäñòàâëåííûõ â ãåíîìå òèïîâ ÒÏ îïèñàíû è
êëîíèðîâàíû ñàòåëëèòíûå ÄÍÊ (ñàòÄÍÊ) (Kit, 1961).
Ïîçäíåå îïðåäåëèëè èõ ëîêàëèçàöèþ â êëþ÷åâûõ ó÷àñò-
êàõ õðîìîñîì. ÒÏ ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè êîìïîíåíòàìè
ñòðóêòóðíî çíà÷èìûõ ÷àñòåé õðîìîñîì, òàêèõ êàê ñóáòå-
ëîìåðû, öåíòðîìåðû è ãåòåðîõðîìàòèíîâûå ðàéîíû.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî îãðîìíûå ìàññèâû ÒÏ ÿâëÿþòñÿ
èäåàëüíûì ñóáñòðàòîì äëÿ íåãîìîëîãè÷íûõ ðåêîìáèíà-
öèé, ñïîñîáñòâóÿ ïåðåñòàíîâêàì, òàêèì êàê ðîáåðñòñî-
íîâñêèå òðàíñëîêàöèè (Garagna et al., 2001; Kalitsis et al.,
2006). ÑàòÄÍÊ (òàíäåìíûå ïîâòîðû) — ìàêñèìàëüíî èç-
ìåí÷èâûé êîìïîíåíò ãåíîìà, âïëîòü äî âîçìîæíîé âè-
äîñïåöèôè÷íîñòè. Îäíàêî â äîãåíîìíóþ ýðó ïðè íàëè-
÷èè îãðàíè÷åííîãî êîëè÷åñòâà êëîíèðîâàííûõ ñàòÄÍÊ

(ÒÏ) íåâîçìîæíî áûëî îïðåäåëèòü íàëè÷èå íàáîðà ÒÏ ó
îðãàíèçìîâ äàæå îäíîãî ðîäà.

Àíàëèç ïðî÷èòàííîé ÷àñòè ãåíîìà äàë êîëîññàëüíûé
òîë÷îê ðàçâèòèþ áèîëîãèè è àêòèâíî ïðîäîëæàåòñÿ. Ñî-
çäàþòñÿ áàçû äàííûõ, ñîäåðæàùèå îïèñàíèÿ îòäåëüíûõ
ýëåìåíòîâ (ïðîåêò ENCODE). Íî ÒÏ îñòàþòñÿ çà ïðåäå-
ëàìè ïîäîáíûõ ïðîåêòîâ, ãëàâíûì îáðàçîì ïî ïðè÷èíå
îòñóòñòâèÿ ïðîðàáîòàííûõ ïîäõîäîâ ê èõ âûÿâëåíèþ è
êëàññèôèêàöèè. Èç áîëüøåé ÷àñòè ôðàãìåíòîâ ñ ÒÏ íå
óäàåòñÿ ñîáðàòü äîñòàòî÷íî äëèííûå êîíòèãè è ïðàâèëü-
íî ðàñïîëîæèòü èõ íà õðîìîñîìàõ. Èìåííî ïîýòîìó íà
êàæäîé õðîìîñîìå â áîëüøèíñòâå ñîáðàííûõ ãåíîìîâ
äëÿ öåíòðîìåðíîãî ðàéîíà îñòàâëåí ïóñòîé ó÷àñòîê ðàç-
ìåðîì 3 Mb (Golden Path Gap).

Èñòîðè÷åñêè èñõîäíûé òåðìèí ñàòÄÍÊ íåäîñòàòî÷íî
ôîðìàëèçîâàí äëÿ ðàáîòû ñ áàçàìè äàííûõ. Ìû áóäåì
íàçûâàòü òàíäåìíûìè ïîâòîðàìè (ÒÏ) áîëüøèå ÒÏ, ìàê-
ñèìàëüíî ñõîäíûå ñ êëàññè÷åñêèìè ñàòÄÍÊ. ÒÏ — ýòî
ôðàãìåíò ãåíîìà ñ 1) òàíäåìíî ïîâòîðåííûìè áåç âñòà-
âîê ìîíîìåðàìè, 2) ðàçìåðîì ìîíîìåðà íå áîëåå 2 òûñ. ï. í.
è 3) ðàçìåðîì ïîëåé â áàçàõ íå ìåíåå 3 òûñ. ï. í. Òàêèå
ôîðìàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ïîçâîëÿþò îòñå÷ü ìèíè- è
ìèêðîñàòåëëèòû.

Óäîáíûì îáúåêòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ÒÏ è èõ ýâîëþöèè
ÿâëÿåòñÿ ðîä Mus. Ãåíîì M. musculus îòñåêâåíèðîâàí â
2003 ã. äâóìÿ íåçàâèñèìûìè ãðóïïàìè (Celera è Mouse
Genome Sequencing Consortium), ñðàâíèòåëüíî õîðîøî
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ñîáðàí, è ñáîðêà ïîñòîÿííî ñîâåðøåíñòâóåòñÿ, åñòü áàçû
äàííûõ íåêàðòèðîâàííûõ êîíòèãîâ. Àíàëèç ÒÏ â ïîëíî-
ãåíîìíîé ñáîðêå ãåíîìà ìûøè (WGS) âûÿâèë 8 ñåìåéñòâ
ÒÏ, ñîñòîÿùèõ èç 62 ïîäñåìåéñòâ, èç êîòîðûõ òîëüêî
2 ïîäñåìåéñòâà îïèñàíû ðàíåå êàê êëîíèðîâàííûå
ñàòÄÍÊ. Äëÿ ìíîãèõ èç 60 ñåìåéñòâ ÒÏ ïðåäñêàçàíî ïî-
ëîæåíèå íà õðîìîñîìàõ â ýòàëîííîì ãåíîìå ìûøè (Ko-
missarov et al., 2011).

Èññëåäîâàííûå â íàøåé ðàáîòå æèâîòíûå ïðèíàäëå-
æàò ê êëàññó Rodentia, íàäñåìåéñòâó Muroidea, ñåìåéñòâó
Muridae, ïîäñåìåéñòâó Murinae. Ðîäû Mus, Apodemus è
Sylvaemus îáðàçóþò åäèíóþ êëàäó, êîòîðàÿ ðàçîøëàñü ñ
òîé, ê êîòîðîé ïðèíàäëåæèò ðîä Rattus, îêîëî 12 ìëí ëåò
íàçàä. Âðåìÿ ðàçäåëåíèÿ ïðåäêîâ Mus è Apodemus è Syl-
vaemus ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 9.7 ìëí ëåò (Michaux et al.,
2002). Êëàäà, ê êîòîðîé ïðèíàäëåæèò M. caroli, ÿâëÿåòñÿ
áàçàëüíîé äëÿ ïîäðîäà Mus s. str è îáúåäèíÿåò âîñòî÷íî-
àçèàòñêèõ ïðåäñòàâèòåëåé ïîäðîäà. Â íåé âûäåëÿþòñÿ
òðè êëàäû íåñèíàòðîïíûõ ïàëåàðêòè÷åñêèõ âèäîâ M. spre-
tus, M. spicilegus è M. macedonicus, à òàêæå ñèíàíòðîïíûé
êîñìîïîëèòè÷íûé âèä M. musculus. Âðåìÿ äèâåðãåíöèè
ìåæäó M. musculus è M. spicilegus, ñîãëàñíî äàííûì áîëü-
øèíñòâà èññëåäîâàíèé, â çàâèñèìîñòè îò ìåòîäà îöåíêè
ñîñòàâëÿåò îò 1.1 äî 1.7 ìëí ëåò (Chevret et al., 2005; Mac-
holan et al., 2007). Èíîãäà âðåìÿ äèâåðãåíöèè ìåæäó äâó-
ìÿ ýòèìè âèäàìè îöåíèâàåòñÿ êàê áîëåå äàëåêîå, âïëîòü
äî 2.4 ìëí ëåò (Liu et al., 2008). Âðåìÿ äèâåðãåíöèè ìåæ-
äó âîñòî÷íîàçèàòñêîé êëàäîé, ê êîòîðîé ïðèíàäëåæèò
M. caroli, è êëàäîé, îáúåäèíÿþùåé îñòàëüíûõ ïðåäñòàâè-
òåëåé ïîäðîäà, âû÷èñëåííîå íà îñíîâàíèè àíàëèçà ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ìèòîõîíäðèàëüíûõ ÄÍÊ, ñîñòàâëÿåò ïðè-
áëèçèòåëüíî 6 ìëí ëåò (Chevret et al., 2005).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ ñðàâíåíèÿ íàáîðà ÒÏ ñ
M. musculus ïðèâëå÷åíû äàííûå íåïîëíîãî è íåñîáðàí-
íîãî ãåíîìà M. caroli. Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ïðîâåðêà ïîêà-
çàëà, ÷òî ïðîáû, ðàññ÷èòàííûå ïî ïðåäñêàçàííûì ìîíî-
ìåðàì ÒÏ, ïðèãîäíû äëÿ èõ êàðòèðîâàíèÿ ìåòîäîì FISH,
è ïîäòâåðäèëà, ÷òî ïðîáû ê íàéäåííûì â áàçå äàííûõ ãå-
íîìà M. caroli ÒÏ äàþò ãèáðèäèçàöèîííûé ñèãíàë íà
õðîìîñîìàõ ýòîãî âèäà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò û è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ: 1) M. musculus: ëèíåé-
íûå ìûøè, ñèíàíòðîïíûé ïîäâèä M. m. domesticus
(Ñàíêò- Ïåòåðáóðã, 2 îñîáè); 2) M. spicilegus (Ðîñòîâñêàÿ
îáë., 5 îñîáåé); 3) M. caroli (êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ñ íîðìàëüíûì êàðèîòèïîì, Âüåò-
íàì). Êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ âûðàùèâàëè â ñòàíäàðò-
íûõ óñëîâèÿõ — â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °C íà ñðåäå
DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

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 è êóëüòóð
êëåòîê ôèáðîáëàñòîâ ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå (Ìàêã-
ðåãîð, Âàðëè, 1986).

Ï ð î á û ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î ñ ò å é ñ à ò å ë ë è ò -
í î é Ä Í Ê M. m u s c u l u s. Èñïîëüçîâàëè êëîíèðîâàííûé
â âåêòîðå pBluescript II KS+ ôðàãìåíò ìàæîðíîãî ñàòåë-
ëèòà ìûøè (471 ï. í.) è êëîíèðîâàííûé â âåêòîðå pGEM7
ôðàãìåíò ìèíîðíîãî ñàòåëëèòà ìûøè (362 ï. í.), à òàêæå
ôðàãìåíòû MS3 è MS4, êëîíèðîâàííûå â âåêòîðå pUC19
ïî ñàéòàì BamH1 è EcoR1. Äëÿ ãèáðèäèçàöèè in situ è
âñòàâêè ÌàÑàò, ÌèÑàò, MS3 è MS4 ìåòèëè ñ ïîìîùüþ

ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ ôàãà Ì13 (M13R:
5�-GGAAACAGCTATGACCATG-3�; M13F: 5�-GTAAA-
ACGACGGCCAGTG-3�) ìåòîäîì ÏÖÐ. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü
ñîäåðæàëà áóôåð äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû (50 ìÌ MgCl2),
5 íã/ ìêë ïëàçìèäíûõ âåêòîðîâ, ïî 10 ðÌ îëèãîíóêëåî-
òèäíûõ ïðàéìåðîâ, ïî 2 ìM dATP, dCTP, dGTP è dTTP,
5 åä. Taq-ïîëèìåðàçû (ÑèáÝíçèì, Ðîññèÿ), à òàêæå áèî-
òèí-16-dUTP.

Öåíòðîìåðíàÿ ïðîáà M. musculus ïîëó÷åíà ìèêðî-
äèññåêöèåé öåíðîìåðíûõ è ïåðèöåíðîìåðíûõ ðàéîíîâ (è
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà Â. À. Òðèôîíîâûì, Èíñòèòóò öè-
òîëîãèè è ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê) íåñêîëüêèõ
õðîìîñîì ñ ïîñëåäóþùåé àìïëèôèêàöèåé ÄÍÊ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì dop-ïðàéìåðà (5�-CCGACTCGAGNNNNNNA-
TGTGG-3�) (Arneson et al., 2008). Äëÿ ãèáðèäèçàöèè in si-
tu ïîëó÷åííûé ÏÖÐ-ïðîäóêò àìïëèôèöèðîâàëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì dop-ïðàéìåðà â ïðèñóòñòâèè áèîòèí-16-
dUTP.

Ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ i n s i t u (F I S H) ä â ó õ ö å ï î ÷ å ÷ -
í û õ ï ð î á. Íà ïðåïàðàòû íàíîñèëè ãèáðèäèçàöèîííûé
áóôåð (2-êðàòíûé SSC, 70%-íûé ôîðìàìèä, 1-êðàòíûé
äåêñòðàí), ñîäåðæàùèé ìå÷åíûé ôðàãìåíò ÄÍÊ (2 ìêã/ìë).
Äåíàòóðàöèþ ïðîá è ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè îäíîâðåìåí-
íî â òå÷åíèå 4 ìèí ïðè 72 °C. Ãèáðèäèçàöèþ ïðîâîäèëè
âî âëàæíîé êàìåðå ïðè 37 °C â òå÷åíèå íî÷è. Ïîñëå ãèá-
ðèäèçàöèè ïðåïàðàòû ïîñëåäîâàòåëüíî îòìûâàëè ïðè
òåìïåðàòóðå ãèáðèäèçàöèè â 50%-íîì ôîðìàìèäå íà
4-êðàòíîì SSC â òå÷åíèå 5 ìèí, çàòåì ïîñëåäîâàòåëüíî â
4- è 2-êðàòíîì ðàñòâîðàõ SSC è òðåõ ñìåíàõ áóôåðà ÊÑÌ
(135 ìÌ KCl, 20 ìÌ NaCl, 0.5 ìÌ EDTA, 0.1 % Òðèòîíà
X-100 è 10 ìÌ Tris-HCl, pH 7.5) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå. Çîíä âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñòðåïòàâèäèíà, êîíúþ-
ãèðîâàííîãî ñ Cy-3, FITC (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) èëè Ale-
xa 488 (Invitrogen, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè DAPI è
çàêëþ÷àëè â ñðåäó VectaShield (Dabco, ÑØÀ).

Ã è á ð è ä è ç à ö è ÿ î ä í î ö å ï î ÷ å ÷ í û õ ï ð î á. Äëÿ
ãèáðèäèçàöèè èñïîëüçîâàëè ñèíòåçèðîâàííûå îëèãîíóê-
ëåîòèäû (Beagle, Ðîññèÿ), ìîäèôèöèðîâàííûå áèîòèíîì
ïî 5�- è 3�-êîíöàì. Ïðåïàðàòû ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì äå-
íàòóðèðîâàëè â áóôåðå äëÿ äåíàòóðàöèè (70%-íûé ôîð-
ìàìèä è 2-êðàòíûé SSC) â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè 65 °C è çà-
òåì äåãèäðàòèðîâàëè â ñåðèè ëåäÿíûõ ðàñòâîðîâ ýòàíîëà
(70, 90 è 96 %). Ïðåïàðàòû âûñóøèâàëè è íà íèõ íàíîñè-
ëè ãèáðèäèçàöèîííûé áóôåð (25 % ôîðìàìèäà è 4-êðàò-
íûé SSC), ñîäåðæàùèé 5 ìêã/ìë îëèãîíóêëåîòèäà. Ãèá-
ðèäèçàöèþ ïðîâîäèëè âî âëàæíîé êàìåðå ïðè 37 °C â
òå÷åíèå íî÷è. Çîíä äåòåêòèðîâàëè ñòðåïòàâèäèíîì, êîíú-
þãèðîâàííûì ñ Alexa 488. Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè DAPI
è çàêëþ÷àëè â ñðåäó VectaShield. Ïðåïàðàòû àíàëèçèðî-
âàëè íà ôëóîðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Axioskop-DFC360,
Leica DM 6000 B èëè êîíôîêàëüíîì ñêàíèðóþùåì ìèê-
ðîñêîïå LEICA TCS SP5.

Ê î ì ï ü þ ò å ð í û å ì å ò î ä û. Ñîäåðæàíèå ÒÏ â ãå-
íîìàõ M. musculus è M. caroli îöåíèâàëè ñëåäóþùèì îá-
ðàçîì. Äëÿ êàæäîãî òàíäåìíîãî ïîâòîðà M. musculus áðà-
ëè âñå íàéäåííûå â êîíòèãàõ áàçû äàííûõ WGS ïîëÿ (Ko-
missarov et al., 2011) è ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû bowtie2
(Langmead, Salzberg, 2012) c ïàðàìåòðîì local âûðàâíèâà-
ëè íà ýòè ïîëÿ ïî 4 ðàíà (run) ïîëíîãåíîìíîãî ñåêâåíèðî-
âàíèÿ äëÿ îáîèõ âèäîâ. Ðàíû ïîëíîãåíîìíîãî ñåêâåíèðî-
âàíèÿ áðàëè èç áàçû DDBJ sequence read archive (SRA)
(http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra/index_e.html) äëÿ M. musculus
(ERR008466, ERR008446, ERR008560 è ERR019225) è M. ca-
roli (ERR019944, ERR019945, ERR019949 è ERR019951).
Ñîäåðæàíèå â ãåíîìå îöåíèâàëè êàê îòíîøåíèå êîëè÷å-
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ñòâà âûðîâíÿâøèõñÿ áîëåå îäíîãî ðàçà íà ïîëå ðèäîâ (re-
ads) ê îáùåìó ÷èñëó ðèäîâ â ðàíå. Äëÿ îöåíêè ñîäåðæà-
íèÿ ÒÏ M. caroli áðàëè 4 ðàçà òàíäåìíî-ïîâòîðåííûé ìî-
íîìåð ïîâòîðà è àíàëèçèðîâàëè òàê æå, êàê ïîëÿ ÒÏ
M. musculus.

Ï ð î á û ä ë ÿ ï ð å ä ñ ê à ç à í í û õ i n s i l i c o Ò Ï.
Äëÿ ãèáðèäèçèçàöèè in situ ïîäîáðàëè êîðîòêèå îäíîöå-
ïî÷å÷íûå îëèãîíóêëåîòèäíûå çîíäû ê êàæäîìó èç èññëå-
äóåìûõ ïîäñåìåéñòâ ÒÏ. Ïîäáîð ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
îñóùåñòâëÿëè ïðîãðàììîé íà ÿçûêå Python, íàïèñàííîé
À. Ñ. Êîìèññàðîâûì ïî ñëåäóþùåé ìåòîäèêå: 1) èç ïîë-
íîãåíîìíîé ñáîðêè áðàëè âñå ïîëÿ, ïðèíàäëåæàùèå ê
ïîäñåìåéñòâó ÒÏ; 2) äëÿ ýòèõ ïîëåé ðàññ÷èòûâàëè ÷àñòî-
òû âñåõ âîçìîæíûõ k-mer ñ äëèíîé ñëîâà (k), ðàâíîé 11;
3) äëÿ ñîçäàíèÿ ïðîáû áðàëè íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþ-
ùèåñÿ k-mer; 4) äëÿ ïîäáîðà íàèáîëåå îïòèìàëüíûõ
ïðàéìåðîâ óâåëè÷èâàëè k äî 30—60. Êîíòðîëü êà÷åñòâà
íóêëåîòèäîâ (íàïðèìåð, îòñóòñòâèå âòîðè÷íîé ñòðóêòó-
ðû) îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Primer 3. Ïðî-
áû ïîäáèðàëè äëÿ ìàêñèìàëüíî ãîìîãåííîãî ïîëÿ, ÷òîáû
îõâàòèòü âñå âîçìîæíûå ïîëÿ ÒÏ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
çîíäîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 1.

Ðåçóëüòàòû

Ðàçðåøåíèå FISH íå äàåò âîçìîæíîñòè îïðåäåëèòü
òî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ ïðîáû â îáëàñòè ïåðâè÷íîé ïåðå-
òÿæêè — öåíòðîìåðíóþ (ÖÅÍ) èëè ïåðèöåíòðîìåðíóþ
(ïåðèÖÅÍ). Ïîýòîìó äëÿ áîëüøèíñòâà ïðîá ìû áóäåì
îïèñûâàòü ëîêàëèçàöèþ ïðîáû êàê ÖÅÍ â øèðîêîì
ñìûñëå, ò. å. îáëàñòü ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæêè õðîìîñîìû
áåç óòî÷íåíèÿ ïîçèöèè. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâëÿþò ñëó÷àè
ãèáðèäèçàöèé ñ çîíäàìè ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì, ïîçèöèÿ
êîòîðûõ íà õðîìîñîìàõ õîðîøî èçó÷åíà (Kuznetsova et
al., 2006).

Ïðîáà, ïîëó÷åííàÿ â ðåçóëüòàòå äèññåêöèè ó÷àñòêà
õðîìîñîìû M. musculus, ñîäåðæèò êàê ÖÅÍ- òàê è ïåðè-
ÖÅÍ-ðàéîíû è âñå âõîäÿùèå â íèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.
Ïîýòîìó îíà öåëèêîì ïîêðûâàåò îáëàñòü ïåðâè÷íîé ïå-
ðåòÿæêè íà õðîìîñîìàõ M. musculus. Êîëè÷åñòâî è ðàç-
ìåð ñèãíàëà íà õðîìîñîìàõ âàðüèðóþò. Íà õðîìîñîìàõ
M. spicilegus íàáëþäàþòñÿ ìåíüøàÿ ñòåïåíü ãèáðèäèçà-
öèè â ðàéîíå ÖÅÍ, à òàêæå ïîëíîå îòñóòñòâèå ãèáðèäèçà-
öèîííîãî ñèãíàëà íà Y-õðîìîñîìå (ðèñ. 1, á). Íà õðîìî-
ñîìàõ M. caroli ãèáðèäèçàöèîííûé ñèãíàë åùå ñëàáåå,

104 Ä. È. Îñòðîìûøåíñêèé è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäîâ ê ÒÏ, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå

Çîíä Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 5�-3�

TR-24B GTGCTACAGGTACAGCTGTGCTCT

TR-31A ATCCCCCTGCCTCAGAAAATCACTCACAGTC

TR-31B TCACATCCTCTGCTGTGTGTGTGTCAGGGCC

TR-38C GCCATGGTGACACTCCCCAGAGTTCTGCTGTAAGGCT

TR-40A CTCCCAGCCTGTGCTCCCAGCCTGTGCTCCCAGCCTGTG

Sat60 GTATATGAGTGAGTTGCACTGAA

Ðèñ. 1. Ëîêàëèçàöèÿ ïðîáû ïàíÖÅÍ Mus musculus (ñâåòëûå ïÿòíà) íà ïðåïàðàòàõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì 8 âèäîâ ïîäñåìåéñòâà
ìûøåâèäíûõ ãðûçóíîâ Murinae.

à — M. musculus, á — M. spicilegus, â — M. caroli, ã — Sylvaemus uralensis, ä — S. flavicollis, å — Apodemus agraris, æ — A. penninslae, ç — Rattus norve-
gicus coraco. Õðîìîñîìû êîíòðàñòèðîâàíû DAPI. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



÷åì ó M. spicilegus. Ó ïðåäñòàâèòåëåé äðóãèõ ðîäîâ íà-
áëþäàþòñÿ ãèáðèäèçàöèîííûé ñèãíàë ïî ïëå÷àì õðîìî-
ñîì è ïîëíîå îòñóòñòâèå ãèáðèäèçàöèè â ðàéîíå ÖÅÍ. Íà
õðîìîñîìíûõ ïëàñòèíêàõ ðîäà Mus (ðèñ. 1, à—â) íàè-
ìåíüøåå êîëè÷åñòâî ñèãíàëà íàáëþäàåòñÿ íà ïîëîâûõ
õðîìîñîìàõ. Òàêèì îáðàçîì, ó ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Mus
öåíòðîìåðíàÿ ïðîáà M. musculus ñîõðàíÿåò ëîêàëèçàöèþ
â îáëàñòè ÖÅÍ, îäíàêî ó âèäîâ ðîäîâ Sylvaemus, Apode-
mus è Rattus ïàíöåíòðîìåðíàÿ ïðîáà ëîêàëèçîâàíà ïî
ïëå÷àì õðîìîñîì, à íå â îáëàñòè ÖÅÍ.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ðîä Rattus (êðûñû) è ðîä Mus
(ìûøè) ðàçîøëèñü äàâíî, ãèáðèäèçàöèÿ ïàíöåòðîìåðíîé
ïðîáû M. musculus íà õðîìîñîìàõ R. norvegicus äàëà âåñü-
ìà íåîæèäàííûé ðåçóëüòàò (ðèñ. 1, ç). Ãèáðèäèçàöèîííûé
ñèãíàë âèäåí ïî ïëå÷àì õðîìîñîì è, ïóñòü â íåçíà÷èòåëü-
íîé ìåðå, íî è â îáëàñòè ÖÅÍ íåêîòîðûõ õðîìîñîì. Ìû
ðåøèëè ïðîâåðèòü íàëè÷èå â ãåíîìå M. musculus ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé, ñõîäíûõ ñ ÒÏ R. norvegicus.

Äëÿ ïîèñêà èçâåñòíûõ ñàòÄÍÊ êðûñû ìû èñïîëüçîâà-
ëè áàçó äàííûõ ïîâòîðîâ Repbase, êîòîðàÿ äëÿ êðûñû ñî-
äåðæèò 11 ðàçëè÷íûõ ñàòÄÍÊ. 2 èç íèõ ÿâëÿþòñÿ îáùèìè
äëÿ ìëåêîïèòàþùèõ (SVA, îñíîâàííûé íà Alu-ýëåìåí-
òàõ, è TAR1, ñâÿçàííûé ñ òåëîìåðíûì ðàéîíîì). 3 ÿâëÿ-
þòñÿ îáùèìè äëÿ Muridae — MurSAT1, IMPB_02 è ZP3AR.
Äâà ïîñëåäíèõ îêàçàëèñü îñíîâàííûìè íà ôðàãìåíòàõ
òðàíñïîçîíîâ (TE-related). Äëÿ êðûñû èçâåñòåí è õîðîøî
îïèñàí öåíòðîìåðíûé ïîâòîð, áîëåå ïîõîæèé íà àëü-
ôà-ñàòåëëèòíóþ ÄÍÊ ÷åëîâåêà, ÷åì íà ìàæîðíûé (Ìà-
Ñàò) èëè ìèíîðíûé (ÌèÑàò) ñàòåëëèò ìûøè (Whitney et
al., 1983). Åìó â Repbase ñîîòâåòñòâóþò äâà ïîâòîðà —
ALSAT_RN (183 bp, ìîíîìåð) è SATI_RN (370 bp, äè-
ìåð). Ýòîãî ïîâòîðà â ãåíîìå M. musculus íå îáíàðóæèëè.

Èç ðàíåå ñ÷èòàþùèõñÿ êðûñèíûìè ñàòÄÍÊ â ãåíîìå
ìûøè íàéäåíû RNSAT1a, RNSAT1b è RNSAT1 c äëèíîé
ìîíîìåðà 168 bp è 91ES8_RN ñ ìîíîìåðîì 196 bp. Òàêèì
îáðàçîì, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êðûñû, ñõîäíûå ñ 4 ÒÏ,
ïðèñóòñòâóþò â ãåíîìå M. musculus (òàáë. 2). Ýòè äàííûå
îáúÿñíÿþò êàðòèíó ãèáðèäèçàöèè ïàíöåòðîìåðíîé ïðî-
áû M. musculus íà õðîìîñîìàõ R. norvegicus.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû ìû ñðàâíèâàëè ÒÏ âè-
äîâ âíóòðè ðîäà Mus. Â íàøåé ëàáîðàòîðèè c ïîìîùüþ
êîìïüþòåðíîãî àíàëèçà ãåíîìà M. musculus âûÿâëåíî
8 ñåìåéñòâ ÒÏ, ïîäðàçäåëÿåìûõ íà 62 ïîäñåìåéñòâà (Ko-
missarov et al., 2011). Ñðåäè 62 ïîäñåìåéñòâ òîëüêî 2 ñîâ-
ïàäàþò ñ èçâåñòíûìè êëîíèðîâàííûìè ÒÏ — ÌàÑàò
(~76 % îò íàéäåííûõ ïîëåé ÒÏ) è ÌèÑàò (~2 %). Îñòàëü-
íûå 60 ïîäñåìåéñòâ íå ïðåäñòàâëåíû â áàçå äàííûõ ïî-
âòîðîâ Repbase. Äëÿ íîâûõ ÒÏ ïðåäëîæåíà ñëåäóþùàÿ
êëàññèôèêàöèÿ. Êëàññ áîëüøèõ ÒÏ ðàçäåëèëè íà ÷åòûðå
ñóïåðñåìåéñòâà: 1) ÖÅÍ ÒÏ (ÌèÑàò); 2) ïåðèÖÅÍ ÒÏ
(ÌàÑàò); 3) ãåòåðîãåííûå ÒÏ; 4) ÒÏ, ðîäñòâåííûå äèñ-
ïåðãèðîâàííûì ïîâòîðàì. Ãåòåðîãåííûå ÒÏ ïî ïîëîæå-
íèþ â ýòàëîííîì ãåíîìå ðàçäåëåíû íà ñåìåéñòâà:
1) ìóëüòèëîêóñíûå (â ýòàëîííîì ãåíîìå íàéäåíû áîëåå
÷åì â îäíîì ëîêóñå); 2) îäíîëîêóñíûå (â ýòàëîííîì ãåíî-
ìå íàéäåíû òîëüêî â îäíîì ëîêóñå); 3) íåêàðòèðîâàííûå
(íå íàéäåíû â ýòàëîííîì ãåíîìå, åñòü òîëüêî â áàçå
WGS). Äëÿ ïðîá, èñïîëüçîâàííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå,
óêàçàíû ïðèíàäëåæíîñòü ê ñåìåéñòâó è äðóãèå õàðàêòå-
ðèñòèêè (òàáë. 3).

Ãåíîì M. caroli ïðî÷èòàí, îäíàêî íå ñîáðàí äàæå äî
êîíòèãîâ. Òåì íå ìåíåå âîçìîæíà ïðîâåðêà òîãî, ïðèñóò-
ñòâóþò ëè â ãåíîìå ýòîãî âèäà òå æå ÒÏ, ÷òî è ó M. musu-
culus. Àíàëèç ãåíîìà M. caroli èç SRA ïîêàçàë, ÷òî íàèáî-
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Ò à á ë è ö à 2

Òàíäåìíûå ïîâòîðû Rattus norvegicus â áàçå äàííûõ Repbase

Ñåìåéñòâî
Äëèíà ìîíîìåðà,

ï. í.

Íàëè÷èå
â ãåíîìå Mus

musculus
Êîììåíòàðèé

MurSAT1 120 + Muridae-ñïåöèôè÷íûé

IMPB02 2171 + TE-related

91ES81_RN 196 +

ALSAT_RN 183 — Alpha, ìîíîìåð

SAT1_RN 370 — Alpha, äèìåð

ZP3AR 212 + TE-related

Ò à á ë è ö à 3

ÒÏ, âûÿâëåííûå in silico è èñïîëüçîâàííûå äëÿ ðàñ÷åòà îëèãîïðîá â íàñòîÿùåé ðàáîòå

Ïîäñåìåéñòâî Äëèíà ìîíîìåðà, ï. í. Ñåìåéñòâî
Ïîçèöèÿ â ýòàëîííîì

ãåíîìå

×èñëî ïîëåé â
Chromosome

Unknown

TR-31A 31 Ìóëüòèëîêóñíîå 7D1, 8C1 3

TR-31B 31 » 7D1, 14A2 2

TR-38C 3824 » 12B1, 13A3.2 0

TR-40C 40 Îäíîëîêóñíîå 15A2 0

TR-24B Íåêàðòèðîâàííîå — 1

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïîçèöèÿ â ýòàëîííîì ãåíîìå óêàçàíà ñ òî÷íîñòüþ äî õðîìîáåíäà.



ëåå ïðåäñòàâëåííûì èç âñåõ èññëåäîâàííûõ ÒÏ ÿâëÿåòñÿ
ÌàÑàò (~1 % îò âñåõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé), âòîðûì ïî
êîëè÷åñòâó â ãåíîìå ÿâëÿåòñÿ ÒÏ TR-31B (~0.2 %). Êîëè-
÷åñòâî äðóãîãî (TR-31A) â ãåíîìå M. caroli ìåíüøå
1�10–4 %. Èç äðóãèõ ÒÏ â ãåíîìå M. caroli íàéäåíû êî-
ðîòêèé, ñ äëèíîé ìîíîìåðà 6 í. ï. ÒÏ TR-6A, ÒÏ èç ñå-
ìåéñòâà, îñíîâàííîãî íà ôðàãìåíòàõ äèñïåðãèðîâàííûõ
ïîâòîðîâ, TR-1590-A è äâà ÒÏ èç ñåìåéñòâà ãåòåðîãåí-
íûõ — TR-57A è TR-107-A (òàáë. 4).

Â äîãåíîìíóþ ýðó ýêñïåðèìåíòàëüíî êëîíèðîâàíû
4 ñàòÄÍÊ (ÒÏ) M. musculus è èõ ïîëîæåíèå â îáëàñòè
ÖÅÍ èëè ïåðèÖÅÍ îïðåäåëåíî (Kuznetsova et al., 2006).
Ïðè èñïîëüçîâàíèè êëîíèðîâàííûõ ïðîá ÒÏ M. musculus
ñ ìåòàôàçíûìè õðîìîñîìàìè M. caroli ÖÅÍ ÒÏ (ÌèÑàò è
MS3) íå äàþò ñèãíàëà, îòëè÷íîãî îò øóìà. Ïðîáû ïåðè-
ÖÅÍ ÒÏ äàþò õîðîøèé ñèãíàë íà ìåòàôàçíûõ õðîìîñî-
ìàõ M. caroli. Ñèãíàë ÌàÑàò ëîêàëèçîâàí â ïåðè-
ÖÅÍ-ó÷àñòêàõ ïðàêòè÷åñêè âñåõ õðîìîñîì è ïî ïëå÷àì
2 õðîìîñîì, à ñèãíàë ïðîáû MS4 åñòü êàê â ïåðèÖÅÍ, òàê
è ïî ïëå÷àì íåêîòîðûõ õðîìîñîì (ðèñ. 2).

Êëîíèðîâàííûå ïðîáû äàâíî èñïîëüçóþò äëÿ ìàðêè-
ðîâàíèÿ ÖÅÍ õðîìîñîì ìûøè (Kuznetsova et al., 2006).
Äëÿ òîãî ÷òîáû èñïîëüçîâàòü ÒÏ, âûÿâëåííûå in silico,
íåîáõîäèìî ïðîâåðèòü, ðàáîòàþò ëè îëèãîïðîáû, ðàññ÷è-
òàííûå ïî ïðåäñêàçàííûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ÒÏ. Ãå-
íîì M. caroli ñîäåðæèò ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî
ÄÍÊ, ãîìîëîãè÷íîé ÌàÑàò (Siracusa et al., 1983). Äâå
ñàòÄÍÊ äëèíîé 60 (Sat60) è 79 ï. í. îáíàðóæåíû ó M. ca-
roli (Kipling et al., 1995). Sat60 îáíàðóæåí â ïåðèÖÅÍ íà
âñåõ àóòîñîìàõ è Y -õðîìîñîìå, â òî âðåìÿ êàê ñàòåëëèò
ðàçìåðîì 79 ï. í — â ÖÅÍ âñåõ àóòîñîì è íà X-õðîìîñî-
ìå. Â ñîñòàâå ïîñëåäíåãî îáíàðóæåí ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ñ
áåëêîì CENP-B (CENP-B-áîêñ). Îáå ñàòåëëèòíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè îáðàçóþò ãîìîãåííûå ïîëÿ äëèíîé áîëåå

1 ìëí ï. í. (Kipling et al., 1995). Íà îñíîâàíèè èçâåñòíîãî
ìîíîìåðà ÒÏ â 60 ï. í. M. caroli ñèíòåçèðîâàëè îëèãîíóê-
ëåîòèäû, êàê îïèñàíî (òàáë. 1).
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Äîëÿ ÒÏ (%) â ãåíîìàõ Mus musculus è M. caroli èç áàçû SRA

Ñåìåéñòâî M. musculus M. caroli

Íå ÒÏ 83.6073 98.8742

MàÑàò 13.5587 0.6627

TR-1590A-MM 2.2426 0.0356

TR-6A-MM 0.2513 0.1548

TR-31B-MM 0.2155 0.1917

TR-107A-MM 0.0392 0.0370

TR-21A-MM 0.0445 0

TR-194A-MM 0.0013 0

TR-57A-MM 0.0038 0.0440

TR-13A-MM 0.0005 0

TR-93A-MM 0.0207 0

TR-30A-MM 0.0004 0

TR-31A-MM 0.0007 0

TR-1149A-MM 0.0011 0

TR-22A-MM 0.0026 0

TR-1526A-MM 0.0004 0

TR-24B-MM 0.0022 0

TR-27A-MM 0.0007 0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïîëóæèðíûì âûäåëåíû ÒÏ, êàðòèðîâàííûå ýêñïåðèìåíòàëüíî.
Äîëþ ÒÏ ìåíüøå 0.0001 % íå îïðåäåëÿëè.

Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ ïðîá ñàòÄÍÊ (ÒÏ) Mus musculus íà õðî-
ìîñîìàõ M. spicilegus (à, á) è M. caroli (â, ã).

à — ÌèÑàò (êðàñíûé öâåò) è MS3 (çåëåíûé); á — ÌàÑàò (êðàñíûé) è
MS4 (çåëåíûé); â, ã — ÌàÑàò è MS4 ñîîòâåòñòâåííî (êðàñíûé). Õðîìî-
ñîìû êîíòðàñòèðîâàíû DAPI (ñèíèé). Ñòðåëêàìè ïîêàçàíû Y-õðîìîñî-

ìû. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 ìêì.



Ëîêàëèçàöèÿ îëèãîïðîáû ñàòÄÍÊ M. caroli Sat60 ñîâ-
ïàäàåò ñ èçâåñòíîé ïî äàííûì èç ëèòåðàòóðû. Ñèãíàë
çîíäà ëîêàëèçîâàí â îáëàñòè ïåðâè÷íîé ïåðåòÿæêè âñåõ
õðîìîñîì M. caroli (ðèñ. 3, à). Â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ ãèá-
ðèäèçàöèîííûé ñèãíàë ïðèñóòñòâóåò òîëüêî â õðîìîöåíò-
ðàõ, îäíàêî íå ïîêðûâàåò èõ öåëèêîì (ðèñ. 3, á). Íà õðî-
ìîñîìàõ M. muscuslus ýòà ïðîáà ñèãíàëà íå äàåò.

Ãèáðèäèçàöèÿ îëèãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà ê ñåìåéñò-
âó TR-31A (ðèñ. 4) äàåò ñèãíàë íà 11 õðîìîñîìàõ M. mus-
culus. Äëÿ 3 èç íèõ õàðàêòåðíà ñóáòåëîìåðíàÿ ëîêàëèçà-
öèÿ ñèãíàëà ñî ñòîðîíû äëèííîãî ïëå÷à õðîìîñîì. Åùå
íà 4 õðîìîñîìàõ ñèãíàë òîæå íàõîäèòñÿ â ñóáòåëîìåðíîé
îáëàñòè, îäíàêî êðîìå òîãî, çîíä äàåò ñèãíàë è â îáëàñòè
ïåðèÖÅÍ. Íà 2 õðîìîñîìàõ ñèãíàë åñòü â ïåðèÖÅÍ è ïî
ïëå÷àì õðîìîñîì, à íà 2 õðîìîñîìàõ ñèãíàë íàõîäèòñÿ â
G-ïîçèòèâíûõ ðàéîíàõ ïî ïëå÷àì õðîìîñîì. Íà ìåòàôàç-

íûõ ïëàñòèíêàõ M. spicilegus (ðèñ. 4) ñèëüíûé ñèãíàë
åñòü íà 4—5 ïàðàõ õðîìîñîì. Íàèáîëåå ñèëüíûé ñèãíàë
ïðèíàäëåæèò ñóáòåëîìåðíîìó ðàéîíó 2 ïàð õðîìîñîì.
Íà îñòàëüíûõ 2—3 ïàðàõ åñòü ñëàáûé ñóáòåëîìåðíûé
ñèãíàë, à íà íåñêîëüêèõ õðîìîñîìàõ — ñëàáûé ñèãíàë íà
ïëå÷àõ õðîìîñîì. Íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíêàõ M. caroli
(ðèñ. 4) çîíä õîðîøî âèäåí â ñóáòåëîìåðíûõ ðàéîíàõ
2 ïàð õðîìîñîì, åùå íà íåñêîëüêèõ õðîìîñîìàõ ìîæíî
âèäåòü ñëàáûé ñèãíàë íà ïëå÷àõ õðîìîñîì.

Ïðè ãèáðèäèçàöèè îëèãîíóêëåîòèäíîãî çîíäà ê ñå-
ìåéñòâó TR-31B (ðèñ. 4) ñèãíàë îáíàðóæåí íà 13 ïàðàõ
àóòîñîì è X-õðîìîñîìå M. musculus. Íà 3 ïàðàõ àóòîñîì
è íà X-õðîìîñîìå çîíä îáíàðóæåí â ñóáòåëîìåðíûõ ðàé-
îíàõ áîëüøîãî ïëå÷à õðîìîñîì. Íà 2 ïàðàõ õðîìîñîì
ñèãíàë ðàñïîëîæåí â ñóáòåëîìåðíîì ðàéîíå è ïî ïëå÷àì
õðîìîñîì, íà 1 ïàðå — â ñóáòåëîìåðíîì ðàéîíå, ïî ïëå-
÷àì õðîìîñîì è â îáëàñòè ïåðèÖÅÍ. Íà 2 ïàðàõ ñèãíàë
ëîêàëèçîâàí â ïåðèÖÅÍ è ïî ïëå÷àì õðîìîñîì, íà 2 ïà-
ðàõ — â ïåðèÖÅÍ, à íà 3 ïàðàõ õðîìîñîì — ïî ïëå÷àì
õðîìîñîì. Íà õðîìîñîìàõ M. spicilegus ñèãíàë âèäåí íà
3 ïàðàõ àóòîñîì â ïåðèÖÅÍ è íà Y-õðîìîñîìå (ðèñ. 4). Íà
õðîìîñîìàõ M. caroli ñèãíàë ïðèñóòñòâóåò íà 3 ïàðàõ õðîìî-
ñîì â îñíîâíîì ïî áîëüøîìó ïëå÷ó õðîìîñîìû (ðèñ. 4).

Çîíä ê ñåìåéñòâó TR-38C äàåò ãèáðèäèçàöèîííûé
ñèãíàë íà 10 ïàðàõ àóòîñîì è íà ïîëîâûõ õðîìîñîìàõ
M. muculus. Íà 5 ïàðàõ àóòîñîì è íà X-õðîìîñîìå ãèáðè-
äèçàöèîííûé ñèãíàë îáíàðóæåí â ñóáòåëîìåðíîé îáëàñòè.
Íà 4 ïàðàõ àóòîñîì è íà Y-õðîìîñîìå çîíä ëîêàëèçóåòñÿ
íà áîëüøîì ïëå÷å õðîìîñîìû. Íà ïåðâîé ïàðå õðîìîñîì
ãèáðèäèçàöèîííûé ñèãíàë îáíàðóæåí â ïåðèÖÅÍ- ðàéîíå
è ïî ïëå÷àì õðîìîñîì (ðèñ. 4). Íà õðîìîñîìàõ M. spicile-
gus ñèãíàë ñòàáèëüíî ïðèñóòñòâóåò â ïåðèÖÅÍ 1 ïàðû
àóòîñîì è íà Y-õðîìîñîìå (ðèñ. 4). Íà îòäåëüíûõ ïëàñ-
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Ðèñ. 3. Ãèáðèäèçàöèÿ ïðîáû Sat60 ñ õðîìîñîìàìè (à) è ÿäðàìè
(á) M. caroli.

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

Ðèñ. 4. Ãèáðèäèçàöèÿ îëèãîïðîá íà ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíàõ âèäîâ ðîäà Mus.

Âèä óêàçàí ñëåâà. ÒÏ, íà îñíîâàíèè êîòîðîãî ïîëó÷åíû îëèãîïðîáû, óêàçàí íàä êàæäîé ïàíåëüþ. Õðîìîñîìû êîíòðàñòèðîâàíû DAPI. Ìàñøòàáíûå
îòðåçêè — 10 ìêì.



òèíêàõ ñèãíàë òàêæå âèäåí íà 1—2 ïàðàõ õðîìîñîì, â
îñíîâíîì ïî ïëå÷àì. Íà õðîìîñîìàõ M. caroli çîíäà íå
îáíàðóæèëè.

Â ñëó÷àå çîíäà ê ñåìåéñòâó TR-40C (ðèñ. 4) ãèáðèäè-
çàöèîííûé ñèãíàë îáíàðóæåí íà 10 ïàðàõ àóòîñîì è
X-õðîìîñîìå M. muculus. Íà 5 ïàðàõ àóòîñîì ãèáðèäèçà-
öèîííûé ñèãíàë åñòü òîëüêî ïî ïëå÷àì õðîìîñîì, à íà
1 ïàðå — ïî ïëå÷àì õðîìîñîì è â ïåðèÖÅÍ. Íà 2 ïàðàõ
àóòîñîì ñèãíàë ëîêàëèçîâàí â ïåðèÖÅÍ. Íà 1 ïàðå õðî-
ìîñîì íàáëþäàåòñÿ ñóáòåëîìåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ ñèãíàëà,
åùå íà 1 ïàðå êðîìå ñóáòåëîìåðíîé îáëàñòè çîíä äàåò
ñèãíàë ïî ïëå÷àì õðîìîñîì. Íà X-õðîìîñîìå çîíä ïðè-
ñóòñòâóåò â ïåðèÖÅÍ, â ñóáòåëîìåðíîì ðàéîíàõ è ïî ïëå-
÷àì õðîìîñîì. Íà õðîìîñîìàõ M. spicilegus (ðèñ. 4) ñèã-
íàë âèäåí â ïåðèÖÅÍ 1 àóòîñîìû è, ïî âñåé âèäèìîñòè,
íà X-õðîìîñîìå. Íà õðîìîñîìàõ M. caroli ãèáðèäèçàöè-
îííîãî ñèãíàëà íå îáíàðóæåíî.

Ïðè ãèáðèäèçàöèè çîíäà ê ñåìåéñòâó ÒÏ TR-40A
(ðèñ. 4) ñóáòåëîìåðíàÿ ëîêàëèçàöèÿ ñòàáèëüíà äëÿ 2 ïàð
õðîìîñîì M. muculus; íà íåêîòîðûõ ïëàñòèíêàõ ê íèì äî-
áàâëÿåòñÿ åùå 1 ïàðà õðîìîñîì. Íà 1 ïàðå õðîìîñîì åñòü
ñèãíàë ïî ïëå÷àì õðîìîñîì. Íà îòäåëüíûõ ïëàñòèíêàõ
åñòü ïåðèÖÅÍ-ñèãíàë íà 1 õðîìîñîìå; ïî-âèäèìîìó, ýòî
X-õðîìîñîìà. Íà õðîìîñîìàõ M. spicilegus (ðèñ. 4) íà
1—2 ïàðàõ õðîìîñîì îáíàðóæåíà òîëüêî ñóáòåëîìåðíàÿ
ëîêàëèçàöèÿ ñèãíàëà. Íà îòäåëüíûõ ïëàñòèíêàõ íà 1—
2 ïàðàõ õðîìîñîì åñòü ãèáðèäèçàöèÿ ïî ïëå÷àì õðîìî-
ñîì, à íà 1 õðîìîñîìå (âèäèìî, X) — ïåðèÖÅÍ-ëîêàëèçà-
öèÿ ñèãíàëà. Íà õðîìîñîìàõ M. caroli ãèáðèäèçàöèîííîãî
ñèãíàëà íå îáíàðóæåíî.

Îáñóæäåíèå

Â 2013 ã. îïóáëèêîâàíû ðåçóëüòàòû ìàñøòàáíîãî èñ-
ñëåäîâàíèÿ (Melters et al., 2013), ãëàâíàÿ öåëü êîòîðîãî
ñîñòîèò â ïîèñêå ìàæîðíîãî ïî ñîäåðæàíèþ â ãåíîìå ÒÏ
äëÿ êàæäîãî âèäà ñ ïðî÷èòàííûì ãåíîìîì. Ê ñîæàëåíèþ,
àâòîðû îïðåäåëèëè ìàæîðíûé ÒÏ èñõîäÿ èç ïðîòèâîðå-
÷àùèõ äðóã äðóãó äîïóùåíèé. Îíè ðåøèëè, ÷òî ìàæîð-
íûì áóäóò ñ÷èòàòü ÒÏ, âî-ïåðâûõ, ñîäåðæàùèéñÿ â ãåíî-
ìå â ìàêñèìàëüíîì êîëè÷åñòâå, à âî-âòîðûõ, ñîäåðæàùèé
CENP-box, õàðàêòåðíûé äëÿ ÖÅÍ ÒÏ. Òî, ÷òî èçâåñòíî î
êëîíèðîâàííûõ â äîãåíîìíóþ ýðó è êàðòèðîâàííûõ ÒÏ,
ãîâîðèò î òîì, ÷òî ìàæîðíûìè ÿâëÿþòñÿ ÒÏ, ðàñïîëî-
æåííûå â ïåðèÖÅÍ-ðàéîíå (~10 % ãåíîìà), â òî âðåìÿ
êàê CENP-box, ñîäåðæàùèé ÖÅÍ ÒÏ, ñîñòàâëÿåò íå áîëåå
1 % (Kuznetsova et al., 2006; Komissarov et al., 2011). Ïðî-
òèâîðå÷èâûå äîïóùåíèÿ àâòîðîâ ïðèâåëè ê çàêîíîìåðíî-
ìó ðåçóëüòàòó — íè îäèí èç òðåõ ýêñïåðèìåíòàëüíî íàé-
äåííûõ ÖÅÍ ÒÏ íå ïîïàë â èõ àíàëèç. Òåì íå ìåíåå ðàáîòà
ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå èñ÷åðïûâàþùèì àíàëèçîì ìàæîðíûõ
ïî ñîäåðæàíèþ ÒÏ 282 âèäîâ îðãàíèçìîâ, ñäåëàííûõ ìå-
òîäàìè áèîèíôîðìàòèêè.

Ïîêàçàíî, ÷òî ìàæîðíûå ÒÏ ñõîäíû òîëüêî ó ôèëîãå-
íåòè÷åñêè î÷åíü áëèçêèõ âèäîâ. Ó áîëåå ýâîëþöèîííî
äàëåêèõ âèäîâ ìàæîðíûå ÒÏ ôàêòè÷åñêè íå èìåþò íè÷å-
ãî îáùåãî, ïðè÷åì ýòî êàñàåòñÿ íå òîëüêî ñîáñòâåííî ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ìîíîìåðà ÒÏ, íî è åãî äëèíû, GC-ñî-
äåðæàíèÿ è ñîäåðæàíèÿ ìàæîðíîãî ÒÏ â ãåíîìíîé áàçå
äàííûõ. Òåì íå ìåíåå âíóòðè íåêîòîðûõ êðóïíûõ ãðóïï
îðãàíèçìîâ, òàêèõ êàê âûñøèå ïðèìàòû, öèõëèäîâûå
ðûáû è çëàêè, åñòü ñõîäñòâî ìàæîðíûõ ÒÏ ó ýâîëþöèîí-
íî äîñòàòî÷íî äàëåêèõ âèäîâ. Âíóòðè êëàäû ïðèìàòîâ ñî-
äåðæàíèå GC â ìàæîðíîì ÒÏ è äëèíà åãî ìîíîìåðà êîð-

ðåëèðóþò ñ ôèëîãåíåòè÷åñêèìè îòíîøåíèÿìè âèäîâ. Òå
æå ïðèçíàêè ó çëàêîâ íå êîððåëèðóþò ñ èõ ôèëîãåíåòè÷å-
ñêèìè îòíîøåíèÿìè. Âîçìîæíî, ýâîëþöèÿ ñàòÄÍÊ (ÒÏ)
â ðàçíûõ ãðóïïàõ îðãàíèçìîâ èäåò ðàçíûìè ïóòÿìè.

Äëÿ ïîèñêà ìàæîðíûõ ÒÏ (Melters et al., 2013) èñïî-
ëüçîâàëè ñàìûå ðàçíûå èñòî÷íèêè. Èñõîäíûì ìàòåðèà-
ëîì ñëóæèëè ïåðâè÷íûå ðèäû, ïîëó÷åííûå ïîñëå øîò-
ãàí-ñåêâåíèðîâàíèÿ (ïîëíîãåíîìíîãî èëè îòäåëüíûõ
õðîìîñîì) ïî÷òè âñåìè âîçìîæíûìè ñïîñîáàìè: ñåêâå-
íèðîâàíèå ïî Ñýíãåðó, Illumina, 454 è ìîíîìîëåêóëÿðíîå
ñåêâåíèðîâàíèå â ðåàëüíîì âðåìåíè (SMRT, Pacific Bio-
science). Ïåðâè÷íûå ðèäû, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ Illumi-
na èëè 454, ñíà÷àëà ñîáèðàëè ãåíîìíûì àññåìáëåðîì
PRICE, à ïîëó÷åííûå ñåêâåíèðîâàíèåì ïî Ñýíãåðó è
SMRT ñðàçó èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîèñêà ÒÏ ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû tandem repeat finder (TRF; Benson, 1999). Òà-
êèì îáðàçîì, äëÿ ïîèñêà ÒÏ íå îáÿçàòåëüíî íóæíû ñî-
áðàííûå ãåíîìû. Ïîäîáíûé ïîäõîä, êàê ïîêàçàíî â íà-
còîÿùåé ðàáîòå, ìîæíî èñïîëüçîâàòü íå òîëüêî äëÿ ïîèñ-
êà ìàæîðíîãî ÒÏ, íî è äëÿ ïîèñêà ôàêòè÷åñêè ëþáûõ ÒÏ,
ïðèñóòñòâóþùèõ â ãåíîìå. Òàê, íàéäåí íàáîð ÒÏ â íåñî-
áðàííîì ãåíîìå M. caroli (òàáë. 3).

Âîçìîæíî, ñ ó÷åòîì áèáëèîòå÷íîé ãèïîòåçû (Fry et
al., 1977) ìèíîðíûé ïî ñîäåðæàíèþ ÒÏ ó îäíîãî âèäà
ñòàíîâèòñÿ ìàæîðíûì ó äðóãîãî, ÷òî ìîæíî âûÿâèòü ïðè
ñðàâíåíèè ïîëó÷åííûõ in silico íàáîðîâ ÒÏ êàæäîãî ãå-
íîìà. Áèáëèîòå÷íàÿ ãèïîòåçà, êîòîðàÿ ïðåäëîæåíà áîëåå
30 ëåò íàçàä (Fry et al., 1977), ïðåäïîëàãàåò, ÷òî â ãåíîìå
ïðåäêîâîãî âèäà åñòü ïóë ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, èç êîòî-
ðûõ ó ïîòîìêîâ îáðàçóþòñÿ íîâûå ñàòÄÍÊ ïóòåì âûáî-
ðî÷íîé àìïëèôèêàöèè, à ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íå ïîä-
âåðãøèåñÿ àìïëèôèêàöèè, îñòàþòñÿ â íèçêîêîïèéíîì ñî-
ñòîÿíèè. Ó ôèëîãåíåòè÷åñêè áëèçêèõ âèäîâ òåîðåòè÷åñêè
äîëæíû îáíàðóæèâàòüñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ó
îäíîãî âèäà íàõîäÿòñÿ â âûñîêîêîïèéíîì ñîñòîÿíèè, ò. å.
ìàæîðíûé ÒÏ (ñàòÄÍÊ), à ó äðóãèõ â íèçêîêîïèéíîì.
Ýêñïåðèìåíòàëüíî áèáëèîòå÷íàÿ ãèïîòåçà ïðîâåðåíà íà
æóêàõ ðîäîâ Tribolium (Mravinac, Plohl, 2007), Chrysolina
(Palameque et al., 2005) è Palorus (Meštroviæ et al., 1998).
Äëÿ ïîçâîíî÷íûõ ãèïîòåçà íå ïîäòâåðæäåíà. Â ïîëüçó ãè-
ïîòåçû ãîâîðèò òî, ÷òî ïåðèÖÅÍ-ïîâòîð â 60 ï. í. M. ca-
roli ìû îáíàðóæèëè â íåáîëüøîì (íå áîëåå 5�10–6 %) êî-
ëè÷åñòâå â ãåíîìå M. musculus, îäíàêî ÖÅÍ-ñàòåëëèò
ðàçìåðîì 79 ï. í. äîñòóïíûìè ìåòîäàìè ïîèñêà íå îáíà-
ðóæèâàåòñÿ âîâñå.

Ãëàâíûé âûâîä èññëåäîâàíèÿ Ìåëòåðñà è åãî êîëëåã
(Melters et al., 2013) — ìàæîðíûå ÒÏ â ãåíîìàõ ðàçíûõ
âèäîâ ðàçëè÷àþòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïî âñåì ïàðàìåòðàì.
Â òî æå âðåìÿ áåëêè, õàðàêòåðíûå êàê äëÿ ÖÅÍ, òàê è äëÿ
ïåðèÖÅÍ, âåñüìà êîíñåðâàòèâíû. Ïîíÿòíî, ÷òî íèêàêîãî
ìîòèâà (box) äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ýòèõ áåëêîâ íå ñóùåñòâóåò.
×òî æå òîãäà äåòåðìèíèðóåò ñâÿçûâàíèå ýòèõ áåëêîâ?
Ãëàâíûé êàíäèäàò íà ýòó ðîëü — èçîãíóòîñòü ÒÏ. Ïîêà-
çàíî ñòðóêòóðíî-ñïåöèôè÷åñêîå, çàâèñÿùåå îò èçîãíóòî-
ñòè ÄÍÊ âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ p68 è SAF-A ñ ÄÍÊ (Lo-
bov et al., 2001; Enukashvily et al., 2005). Ïðåäëîæåíà
ìîäåëü (Podgornaya et al., 2003), ñîãëàñíî êîòîðîé â öåíò-
ðîìåðíîì ðàéîíå ÒÏ îáðàçóþò ðÿä ÷åðåäóþùèõñÿ ïî ñòå-
ïåíè èçîãíóòîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ñïåöèôè÷åñêèå
ñòðóêòóðû óêëàäêè ó÷àñòêîâ õðîìàòèíà, ñîäåðæàùåãî
ÒÏ, îñíîâûâàþòñÿ íà ëîêóñ-ñïåöèôè÷íûõ ñòðóêòóðàõ ÒÏ
è, âîçìîæíî, ñòàáèëèçèðóþòñÿ ñâÿçûâàíèåì ÿäåðíûõ
áåëêîâ. Êîä, îñíîâàííûé íà ÒÏ, ïîëó÷èë íàçâàíèå «êîä
óêëàäêè õðîìàòèíà», ðàñøèðèâ ïîíÿòèå «õðîìàòèíîâûé
êîä» (Vogt, 1990).
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Êîíñòèòóòèâíûé ãåòåðîõðîìàòèí, îñíîâàííûé íà ÒÏ,
êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ìàæîðíûì êîìïîíåíòîì ðàçíûõ ãåíî-
ìîâ, îñòàåòñÿ ñàìûì çàãàäî÷íûì êîìïîíåíòîì ãåòåðî-
õðîìàòèíà. Ïðåíåáðåæèòåëüíîå îòíîøåíèå ê íåìó êàê ê
ìóñîðíîé (junk) ÄÍÊ ìåäëåííî íà÷èíàåò ìåíÿòüñÿ. Âðÿä
ëè æèâûå îðãàíèçìû, ñóùåñòâóþùèå ñ ïîñòîÿííûì äå-
ôèöèòîì ýíåðãèè, ìîãóò ïîçâîëèòü ñåáå ïîääåðæèâàòü â
ãåíîìå 3—10 % íåíóæíîé ÄÍÊ. Óíèêàëüíûé ñòðóêòóð-
íûé êîä, êîòîðûé íåñóò ÒÏ, âåðîÿòíî, íåîáõîäèì äëÿ
ïîääåðæàíèÿ âûñîêèõ óðîâíåé àðõèòåêòîíèêè ÿäðà (Ïîä-
ãîðíàÿ è äð., 2009). ÒÏ ÿâëÿþòñÿ ñàìûì áûñòðî ýâîëþöè-
îíèðóþùèì êîìïîíåíòîì ãåíîìîâ è ïðè ñðàâíåíèè íàáî-
ðîâ ÒÏ ìîãóò îáåñïå÷èòü âèäîâóþ õàðàêòåðèñòèêó íà
óðîâíå ÄÍÊ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñðàâíèëè ÒÏ íå àííîòèðîâàííî-
ãî ñ òî÷êè çðåíèÿ ÒÏ ãåíîìà (êðûñà) è íåñîáðàííîãî ãå-
íîìà (M. caroli) ñ ÒÏ M. musculus. Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ
ïðîâåðêà ïîäòâåðäèëà ïðåäñêàçàíèÿ áèîèíôîðìàòèêè.
Îïðåäåëåíèå ôóíêöèîíàëüíîé ðîëè ÒÏ êàê íèêîãäà àêòó-
àëüíî ïîñëå ÷òåíèÿ ãåíîìîâ, íî äëÿ íà÷àëà íåîáõîäèìî
èõ âûÿâèòü è êëàññèôèöèðîâàòü. Èñïîëüçîâàííûé â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå ïîäõîä äîêàçàë ñâîþ ïåðñïåêòèâíîñòü
äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷è êëàññèôèêàöèè è ñðàâíåíèÿ ÒÏ, îä-
íàêî ïîêà îí îãðàíè÷åí íàëè÷èåì ïðî÷èòàííûõ ãåíîìîâ
áëèçêèõ âèäîâ.
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TANDEM REPEATS IN RODENTS GENOME AND THEIR MAPPING
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Tandemly-repeated sequences represent a unique class of eukaryotic DNA. Their content in the genome of
higher eukaryotes mounts to tens of percents. However, the evolution of this class of sequences is poorly-studi-
ed. In our paper, 62 families of Mus musculus tandem repeats are analyzed by bioinformatic methods, and 7 of
them are analyzed by fluorescence in situ hybridization. It is shown that the same tandem repeat sets co-occure
only in closely related species of mice. But even in such species we observe differences in localization on the
chromosomes and the number of individual tandem repeats. With increasing evolutionary distance only some of
the tandem repeat families remain common for different species. It is shown, that the use of a combination of
bioinformatics and molecular biology techniques is very perspective for further studies of the evolution of tan-
dem repeats.
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