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Êîìáèíèðîâàííûé ìåòîä êàðòèðîâàíèÿ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì íà ïðèìåðå...

Ãåíåòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü èíòåðôàçíûõ õðîìîñîì ñâÿçàíà ñ èõ ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèåé, îäíàêî
ìåõàíèçì ýòîé âçàèìîñâÿçè äî ñèõ ïîð íåÿñåí. Óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ òàêèõ èññëåäîâàíèé ÿâëÿþòñÿ
êëàññè÷åñêèå ïîëèòåííûå õðîìîñîìû Drosophila melanogaster. Íåñìîòðÿ íà èíòåíñèâíîå èçó÷åíèå, òî÷-
íîå ñîîòâåòñòâèå äèñêîâîãî ðèñóíêà áîëüøèíñòâà ðàéîíîâ ýòèõ õðîìîñîì ìîëåêóëÿðíîé êàðòå ãåíîìà
äðîçîôèëû âî ìíîãîì îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì. Â äàííîé ðàáîòå ìû ðåøèëè ñîïîñòàâèòü ãåíåòè÷åñêóþ
êàðòó è èçâåñòíûå ìîëåêóëÿðíûå õàðàêòåðèñòèêè õðîìàòèíà ñ äèñêîâûì ðèñóíêîì 4-é õðîìîñîìû, ñà-
ìîé êîðîòêîé ñðåäè àóòîñîì D. melanogaster è îòëè÷àþùåéñÿ îò íèõ ýïèãåíåòè÷åñêèì ñîñòîÿíèåì õðî-
ìàòèíà, êîòîðûé óñòàíàâëèâàåòñÿ ñïåöèôè÷íûì íàáîðîì áåëêîâ, âêëþ÷àÿ HP1, POF è EGG. Ñ èñïîëüçî-
âàíèåì áèîèíôîðìàòè÷åñêîãî ïîäõîäà â ñî÷åòàíèè ñ ìåòîäîì ôëóîðåñöåíòíîé in situ-ãèáðèäèçàöèè íà-
ìè áûëè îïðåäåëåíû ãåíîìíûå êîîðäèíàòû äèñêîâ è ìåæäèñêîâ ýòîé õðîìîñîìû. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîçâîëÿò èññëåäîâàòü îñîáåííîñòè ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ãåíîâ 4-é õðîìîñîìû ñ ó÷åòîì ìîëåêóëÿðíûõ
õàðàêòåðèñòèê öèòîëîãè÷åñêèõ ñòðóêòóð, â êîòîðûõ ðàñïîëîæåíû ýòè ãåíû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: äèñêè è ìåæäèñêè ïîëèòåííûõ õðîìîñîì, 4-ÿ õðîìîñîìà Drosophila melano-
gaster, ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêàÿ îðãàíèçàöèÿ èíòåðôàçíûõ õðîìîñîì.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÕ — ïîëèòåííûå õðîìîñîìû, ÝÌ — ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ,
ÊÊ — êóëüòóðà êëåòîê, ì. ï. í. — ìèëëèîí ïàð íóêëåîòèäîâ, ÃÕ — ãåòåðîõðîìàòèí.

Ïîëèòåííûå õðîìîñîìû (ÏÕ) Drosophila melanogas-
ter ÿâëÿþòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èññëåäîâàíèÿ èíòåð-
ôàçíûõ õðîìîñîì ýóêàðèîò. Õàðàêòåðíîé ÷åðòîé ÏÕ ÿâ-
ëÿåòñÿ ÷åðåäîâàíèå ïëîòíî êîíäåíñèðîâàííûõ äèñêîâ è
áîëåå ðûõëûõ ìåæäèñêîâ. Áëàãîäàðÿ óíèêàëüíîìó äèñêî-
âîìó ðèñóíêó êàæäûé ðàéîí ÏÕ èìååò ñâîå íàçâàíèå íà
öèòîëîãè÷åñêîé êàðòå (Bridges, 1935a).

Íà äàííûé ìîìåíò íà ìîëåêóëÿðíîé êàðòå ãåíîìà
D. melanogaster ëîêàëèçîâàíû ãðàíèöû 32 ìåæäèñêîâ
(Zhimulev et al., 2014). Äëÿ ýòîãî áûë èñïîëüçîâàí ðàçðà-
áîòàííûé ðàíåå ïîäõîä (Semeshin et al., 1986), îñíîâàí-
íûé íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì êàðòèðîâàíèè
âñòðîåê Ð-òðàíñïîçîíîâ â ÏÕ. Ïðè âñòðîéêå òðàíñïîçîíà
â õðîìîñîìó ïðîèñõîäèò åãî êîìïàêòèçàöèÿ. Ïðè èíñåð-
öèè òðàíñïîçîíà â ó÷àñòîê, ñîîòâåòñòâóþùèé ìåæäèñêó,
â íåì âûÿâëÿåòñÿ íîâûé òîíêèé äèñê. Êëîíèðîâàíèå ÄÍÊ
èç ó÷àñòêà, ñîäåðæàùåãî P-ýëåìåíò, ñ ïðèëåãàþùèìè ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ìåæäèñêà ïîçâîëèëî ñ îïðåäåëåííîé
òî÷íîñòüþ ñîîòíåñòè ôèçè÷åñêèå è öèòîëîãè÷åñêèå êàð-
òû äëÿ ðÿäà ìåæäèñêîâ (Demakov et al., 1993, 2011; Se-
meshin et al., 2008; Vatolina et al., 2011a).

Ñåêâåíèðîâàíèå ãåíîìà D. melanogaster ñòàëî îñíî-
âîé äëÿ áîëåå äåòàëüíîãî èññëåäîâàíèÿ îðãàíèçàöèè
ñòðóêòóðíûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ýëåìåíòîâ õðîìîñîì.
Â ïðîåêòå modENCODE (model organism Encyclopedia of

DNA Elements) (Roy et al., 2010) áûëî ïðîâåäåíî êîìï-
ëåêñíîå èññëåäîâàíèå îðãàíèçàöèè ãåíîìà D. melano-
gaster, â ðåçóëüòàòå ïîëó÷åíû äàííûå îá îðãàíèçàöèè
õðîìàòèíà â ðàçíûõ òèïàõ êëåòîê ñ ïðèâÿçêîé ê ôèçè÷å-
ñêîé êàðòå õðîìîñîì D. melanogaster. Ïî ýòèì äàííûì
áûë îïðåäåëåí íàáîð áåëêîâ, îáîãàùåííûõ â ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿõ ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåæäèñêàì. Íà îñíî-
âå äàííûõ î ðàñïðåäåëåíèè ýòèõ áåëêîâ áûë ðàçðàáîòàí
àëãîðèòì, ïîçâîëÿþùèé îïðåäåëÿòü ëîêàëèçàöèþ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ìåæäèñêàì, ïî
âñåìó ãåíîìó D. melanogaster. Ñ åãî ïîìîùüþ áûëè âû-
äåëåíû ÷åòûðå òèïà õðîìàòèíà, óñëîâíî íàçâàííûå aqua-
marine, lazurite, ruby è malachite. Îêàçàëîñü, ÷òî ýòè òèïû
õðîìàòèíà õîðîøî ñîîòâåòñòâóþò ðÿäó äèñêîâ è ìåæäè-
ñêîâ ÏÕ, ïîëîæåíèå êîòîðûõ íà ìîëåêóëÿðíîé êàðòå óæå
èçâåñòíî. Õðîìàòèí aquamarine çàíèìàåò îêîëî 13 % ãå-
íîìà è îáîãàùåí áåëêàìè îòêðûòîãî õðîìàòèíà. Ýòîìó
òèïó õðîìàòèíà ñîîòâåòñòâóþò è 32 ìåæäèñêà, ðàíåå ëî-
êàëèçîâàííûå íà ôèçè÷åñêîé êàðòå. Õðîìàòèí ruby çàíè-
ìàåò ïî÷òè ïîëîâèíó ãåíîìà è ïîëíîñòüþ ëèøåí áåëêîâ
îòêðûòîãî õðîìàòèíà. Îí ñîîòâåòñòâóåò ÷åðíûì äèñêàì è
äèñêàì èíòåðêàëÿðíîãî ÃÕ (ãåòåðîõðîìàòèíà). Õðîìàòèí
òèïîâ malachite è lazurite íå ïîêàçûâàåò ñïåöèôèêè îòíî-
ñèòåëüíî ýòèõ áåëêîâ (Zhimulev et al., 2014). Òàêèì îáðà-
çîì, ìîäåëü ÷åòûðåõ ñîñòîÿíèé õðîìàòèíà äàåò âîçìîæ-
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íîñòü îïðåäåëÿòü ëîêàëèçàöèþ è ãðàíèöû ìåæäèñêîâ è
äèñêîâ íà ôèçè÷åñêîé êàðòå ãåíîìà D. melanogaster, à
òàêæå èññëåäîâàòü ìîëåêóëÿðíûå õàðàêòåðèñòèêè ýòèõ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ ñòðóêòóð ÏÕ ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííûõ
ïîëíîãåíîìíûõ ïðîåêòîâ.

Äî íàñòîÿùåãî ìîìåíòà íå ñóùåñòâîâàëî ïîäõîäà ê
êàðòèðîâàíèþ öåëûõ ñåêöèé ÏÕ. Â äàííîé ðàáîòå ìû
âïåðâûå ïðåäëàãàåì êîìáèíèðîâàííûé ïîäõîä ê îïðåäå-
ëåíèþ ãåíîìíûõ êîîðäèíàò äèñêîâ è ìåæäèñêîâ ÏÕ.
Ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ, äàí-
íûõ modENCODE, ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, FISH è
ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè âïåðâûå áûëà îñóùåñòâëåíà ïðè-
âÿçêà ìîðôîëîãè÷åñêèõ ñòðóêòóð 4-é ÏÕ ê ôèçè÷åñêîé
êàðòå ãåíîìà D. melanogaster ñ òî÷íîñòüþ äî äèñêà.

4-ÿ õðîìîñîìà ÿâëÿåòñÿ ñàìîé êîðîòêîé àóòîñîìîé
â ãåíîìå D. melanogaster — èìååò ðàçìåð 4.2 ì. ï. í.,
íî ïîëíîñòüþ ïîëèòåíèçèðóåòñÿ òîëüêî ðàéîí â
1.2 ì. ï. í. (Locke, McDermid, 1993), êîòîðûé â îñíîâíîì
ñîñòîèò èç ñåðûõ äèñêîâ. Áðèäæåñ (Bridges, 1935b) ðàçäå-
ëèë ýòó ÷àñòü 4-é õðîìîñîìû íà äâå ñåêöèè è áóêâåííûå
ïîäñåêöèè 101E—102F. Îäíàêî öèòîëîãè÷åñêàÿ êàðòà
4-é õðîìîñîìû òàê è íå áûëà ïîñòðîåíà, äèñêè íå ïîëó-
÷èëè èíäèâèäóàëüíûõ íîìåðîâ. 4-ÿ õðîìîñîìà âî ìíîãîì
îòëè÷àåòñÿ îò îñòàëüíûõ àóòîñîì. Îíà ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ñïåöèôè÷åñêèé äîìåí õðîìàòèíà, ñîäåðæàùèé àê-
òèâíûå ãåíû, íî ïî ñâîèì ñâîéñòâàì âî ìíîãîì ïîõîæèé
íà ÃÕ.

ÃÕ ñîñòîÿíèå 4-é õðîìîñîìû ïîäòâåðæäàåòñÿ ìíîãè-
ìè åå ñâîéñòâàìè. Ïðè èíñåðöèè â 4-þ õðîìîñîìó êîíñò-
ðóêöèé íà îñíîâå Ð-ýëåìåíòà, ñîäåðæàùèõ ðåïîðòåð-
íûé ãåí w, â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ âîçíèêàåò ýôôåêò ïî-
ëîæåíèÿ ìîçàè÷íîãî òèïà. Ïëîòíîñòü ïîâòîðåííûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â 4-é õðîìîñîìå ñõîäíà ñ òàêîâîé â
ïåðèöåíòðè÷åñêîì ÃÕ. Áîëüøàÿ ÷àñòü ïîâòîðîâ, ÷åðåäó-
þùèõñÿ ñ ãåíàìè, — ýòî ôðàãìåíòû ÄÍÊ-òðàíñïîçîíîâ è
ðåòðîâèðóñîâ (Slawson et al., 2006). Â ìíîãî÷èñëåííûõ
ñàéòàõ 4-é õðîìîñîìû ðàñïîëîæåí ýëåìåíò 1360, êîòî-
ðûé òàêæå ëîêàëèçóåòñÿ â ïðèöåíòðîìåðíîì ÃÕ, Y õðî-
ìîñîìå è äèñêàõ èíòåðêàëÿðíîãî ÃÕ (Kholodilov et al.,
1988). Ñ íåé àññîöèèðîâàíû òàêèå ìåòêè ÃÕ, êàê áåëîê
ÍÐ1a (Riddle et al., 2012) è ìåòèëèðîâàííûé ëèçèí â 9-ì
ïîëîæåíèè ãèñòîíà Í3 (Í3K9me). Óíèêàëüíûìè õàðàêòå-
ðèñòèêàìè 4-é õðîìîñîìû ÿâëÿþòñÿ áåëîê POF (pain-
ting-of-fourth) (Larsson et al., 2001) è ñïåöèôè÷åñêàÿ ãèñ-
òîíìåòèëòðàíñôåðàçà EGG, êîòîðàÿ îáåñïå÷èâàåò ìåòè-
ëèðîâàíèå ëèçèíà ãèñòîíà Í3 â 9-ì ïîëîæåíèè (Seum
et al., 2007).

Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëàñü ðàç-
ðàáîòêà ïîäõîäà ê êàðòèðîâàíèþ öåëûõ ñåêöèé ÏÕ
íà ìîëåêóëÿðíîé êàðòå ãåíîìà ñ òî÷íîñòüþ äî äèñêà íà
ïðèìåðå 4-é õðîìîñîìû D. melanogaster. Èññëåäîâà-
íèå 4-q õðîìîñîìû ïîçâîëèò ïîíÿòü, êàêèì îáðàçîì ãåíû
ìîãóò ôóíêöèîíèðîâàòü â ãåòåðîõðîìàòèíîâîì îêðó-
æåíèè.
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Ðèñ. 1. Ñîïîñòàâëåíèå ìîëåêóëÿðíîé è öèòîëîãè÷åñêîé êàðò 4-é õðîìîñîìû D. melanogaster.

à — ãåíîìíûå êîîðäèíàòû, øêàëà ìàñøòàáà. á — áåëêè îòêðûòîãî õðîìàòèíà: 1 — CHRIZ, ÊÊ (êóëüòóðà êëåòîê) S2, àíòèòåëà WR; 2 — òî æå, àíòèòå-
ëà BR; 3 — CHRIZ, ÊÊ Kc, àíòèòåëà BR; 4 — CHRIZ, ÊÊ BG3, àíòèòåëà BR; 5 — CHRIZ, ÊÊ Clone8, àíòèòåëà BR; 6 — CHRIZ, ÊÊ 14-16hORemb, àíòè-
òåëà BR; 7 — WDS, ÊÊ S2, àíòèòåëà Q2691. â — ñõåìà äèñêîâ (÷åðíûå ïðÿìîóãîëüíèêè) è ìåæäèñêîâ (ñåðûå ïðÿìîóãîëüíèêè) 4-é õðîìîñîìû, áåëûé
ïðÿìîóãîëüíèê — îòñóòñòâèå äàííûõ. ã — äîìåíû ÷åòûðåõ òèïîâ õðîìàòèíà äëÿ 4-é õðîìîñîìû, íàñûùåííîñòü ÷åðíîãî öâåòà ïî âîçðàñòàíèþ: aqua-
marine—lazurite—malachite—ruby; áåëûå ôðàãìåíòû — îòñóòñòâèå äàííûõ. ä — çîíäû äëÿ FISH, ïîäïèñè ñîîòâåòñòâóþò íàçâàíèÿì ãåíîâ — èñòî÷-
íèêîâ çîíäîâ. å — ñõåìàòè÷íîå èçîáðàæåíèå 4-é õðîìîñîìû, ñòðåëêè ïîêàçûâàþò ñîîòâåòñòâèå çîíäîâ äèñêàì, ïîäïèñè äèñêîâ âûïîëíåíû â ñîîò-

âåòñòâèè ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííûìè (Saura et al., 2002).



Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñëþííûå æåëåçû âûäåëÿëè èç ëè÷èíîê òðåòüåãî âîç-
ðàñòà ëèíèè XY XY XY

Æ Æ Æ

/ ; y w; SuURES, Su(var)3-906. Ëèíèÿ
ìóõ ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà Å. Ñ. Áåëÿåâîé. Ïðåïàðàòû
ÏÕ äëÿ FISH (ôëóîðåñöåíòíîé in situ ãèáðèäèçàöèè) äå-
ëàëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Zhimulev et al., 2014). FISH íà
ÏÕ âûïîëíÿëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Ashburner et al., 2005).
Ñîãëàñíî ìîäåëè ÷åòûðåõ ñîñòîÿíèé õðîìàòèíà áûëî âû-
áðàíî 14 ó÷àñòêîâ, ïðåäïîëîæèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèõ
äèñêàì 4-é õðîìîñîìû, èç êîòîðûõ áûëè ïîäãîòîâëåíû
ïðîáû äëÿ FISH. Ïðàéìåðû äëÿ ÄÍÊ-çîíäîâ áûëè ïîäî-
áðàíû ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû http:/eu.idtdna.com/Primer-
Quest/Home/Index. Çîíäû áûëè ïîëó÷åíû ñòàíäàðòíîé
ÏÖÐ è ïîìå÷åíû ìåòîäîì ñëó÷àéíîé çàòðàâêè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ î ï î ñ ò à â ë å í è å ö è ò î ë î ã è ÷ å ñ ê î é è ô è ç è -
÷ å ñ ê î é ê à ð ò 4 - é õ ð î ì î ñ î ì û. Íàìè áûëî ïðîâåäå-
íî ñîïîñòàâëåíèå öèòîëîãè÷åñêîé è ôèçè÷åñêîé êàðò
4-é õðîìîñîìû. ÝÌ-ôîòîãðàôèè 4-é õðîìîñîìû äëÿ äå-
òàëüíîãî êàðòèðîâàíèÿ áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû
Â. Ô. Ñåìåøèíûì. Ïîäïèñè äèñêîâ è ìåæäèñêîâ áûëè
âûïîëíåíû â ñîîòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííûìè
äàííûìè (Saura et al., 2002), ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ õîðî-
øåå ñîîòâåòñòâèå êàðòå Áðèäæåñà (Bridges, 1935b).

Ïîêàçàíî, ÷òî âñå 14 çîíäîâ èç ïðåäñêàçàííûõ ìî-
äåëüþ äèñêîâ äåéñòâèòåëüíî ãèáðèäèçèðóþòñÿ â äèñêàõ
4-é õðîìîñîìû. Ýòè äèñêè áûëè ñîïîñòàâëåíû ñ öèòîëî-
ãè÷åñêèìè êàðòàìè. Äëÿ óòî÷íåíèÿ êàðòèðîâàíèÿ èñïîëü-
çîâàëèñü òàêæå äàííûå î ðàñïðåäåëåíèè áåëêîâ, õàðàê-
òåðíûõ äëÿ ìåæäèñêîâ (CHRIZ è WDS). Â ðåçóëüòàòå
óñòàíîâëåíû ãåíîìíûå êîîðäèíàòû äèñêîâ è ìåæäèñêîâ.
Íà ðèñ. 1 ïîêàçàíà ñõåìà ñîîòâåòñòâèÿ çîíäîâ è ìîäåëè
÷åòûðåõ òèïîâ õðîìàòèíà äèñêàì 4-é õðîìîñîìû.

Äåòàëüíî èçó÷åí ôðàãìåíò 4-é õðîìîñîìû îò äèñêà
102B1-2 äî äèñêà 102B5-6 (ðèñ. 2).

Çîíäû èç ãåíîâ NfI è Lin29 (ðèñ. 2, á—ã), îáðàçîâàí-
íûå ìàòåðèàëîì êîìïàêòíîãî õðîìàòèíà ruby è malachite
ñîîòâåòñòâåííî, íà ÏÕ ëîêàëèçîâàíû â äèñêàõ 102B1-2 è
102B5-6 (ðèñ. 2, ã, å—ç), ãðàíèöû êîòîðûõ îïðåäåëÿþòñÿ
ïî ïðèëåæàùèì ó÷àñòêàì õðîìàòèíà aquamarine, ñîäåð-
æàùèì ìåæäèñê-ñïåöèôè÷íûå áåëêè CHRIZ è WDS
(ðèñ. 2, ä). Ìåæäó íèìè íàõîäèòñÿ åùå îäèí äèñê —
102B3-4 (ðèñ. 2, å, ç) — íà ìîëåêóëÿðíîé êàðòå, ñîñòîÿ-
ùèé â îñíîâíîì èç õðîìàòèíà lazurite (ðèñ. 2, â, ã).

Îòìå÷åíû íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ â êàðòèíå äèñêîâ è
ìåæäèñêîâ 4-é õðîìîñîìû íà ÝÌ-ïðåïàðàòàõ ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êàðòîé Áðèäæåñà (Bridges, 1935b). Â îòëè÷èå îò
êàðòû 1935 ã., íà ÝÌ-èçîáðàæåíèÿõ íå âûÿâëåíî äèñêîâ
101F2, 101F3 è 102A3, íî îáíàðóæåíû äîïîëíèòåëüíûå
äèñêè 102A5R, 102A6R è 102B6R. Äëÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ
ñòðóêòóð ïîäñåêöèè 102D òðåáóåòñÿ äàëüíåéøåå óòî÷íå-
íèå èõ ãåíîìíûõ êîîðäèíàò, òàê êàê ìîäåëü ÷åòûðåõ ñî-
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Ðèñ. 2. Ôðàãìåíò 4-é õðîìîñîìû íà ìîëåêóëÿðíîé è öèòîëîãè÷åñêîé êàðòàõ.

à — ãåíîìíûå êîîðäèíàòû, øêàëà ìàñøòàáà; á — ãåíû; â — äîìåíû ÷åòûðåõ òèïîâ õðîìàòèíà äëÿ 4-é õðîìîñîìû, íàñûùåííîñòü ÷åðíîãî öâåòà ïî
âîçðàñòàíèþ: aquamarine—lazurite—malachite—ruby; áåëûå ôðàãìåíòû — îòñóòñòâèå äàííûõ. ã — ñõåìàòè÷íîå èçîáðàæåíèå äèñêîâ (÷åðíûå ïðÿìî-
óãîëüíèêè) è ìåæäèñêîâ (ñåðûå ïðÿìîóãîëüíèêè) â ìàñøòàáå ãåíîìíûõ êîîðäèíàò è çîíäû äëÿ FISH; ä — áåëêè îòêðûòîãî õðîìàòèíà (ñì. ïîäïèñü ê
ðèñ. 1, á); å — ìèêðîôîòîãðàôèÿ 4-é õðîìîñîìû â ôàçîâîì êîíòðàñòå; æ — ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûå çîíäû èç ãåíîâ NfI è Lin29; ç — ñîâìåùåíèå ôà-

çîâî-êîíòðàñòíîãî èçîáðàæåíèÿ 4-é õðîìîñîìû è çîíäîâ. Îá. 1000�.



ñòîÿíèé õðîìàòèíà íå âûÿâëÿåò î÷åâèäíîãî äèñêîâîãî
ðèñóíêà.

Â öåëîì äèñêè è ìåæäèñêè 4-é õðîìîñîìû îðãàíèçî-
âàíû ñõîäíûì îáðàçîì ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè ñòðóêòóðàìè
îñòàëüíûõ àóòîñîì. Âèäíî, ÷òî ìåæäèñêè ïðåäñòàâëåíû â
îñíîâíîì õðîìàòèíîì aquamarine, â íèõ ðàñïîëîæåíû
5R-êîíöû ïîâñåìåñòíî àêòèâíûõ ãåíîâ. Äèñêè ïðåäñòàâëå-
íû õðîìàòèíîì òèïîâ lazurite, ruby è malachite. Ðàíåå äëÿ
ðÿäà ðàéîíîâ ÏÕ áûëà ïîêàçàíà òàêàÿ æå çàêîíîìåðíîñòü
(Demakov et al., 2011; Vatolina et al., 2011á; Zhimulev
et al., 2014). Ìîäåëü ÷åòûðåõ ñîñòîÿíèé õðîìàòèíà, îñíî-
âàííàÿ íà ðàñïðåäåëåíèè áåëêîâ îòêðûòîãî õðîìàòèíà,
ïîêàçûâàåò, ÷òî 4-ÿ õðîìîñîìà ñîäåðæèò çíà÷èòåëüíóþ
÷àñòü õðîìàòèíà òèïîâ lazurite è malachite, ïðîìåæóòî÷-
íûõ ïî óðîâíþ êîìïàêòèçàöèè (Zhimulev et al., 2014).
Â ìèêðîõðîìîñîìå D. melanogaster íå íàáëþäàåòñÿ òàêî-
ãî âûðàæåííîãî, êàê â áîëüøèõ ïëå÷àõ õðîìîñîì, ÷åðå-
äîâàíèÿ îòêðûòîãî è çàêðûòîãî õðîìàòèíà, ïðèáëèçè-
òåëüíî ñîîòâåòñòâóþùåãî äèñêàì è ìåæäèñêàì.

Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ êîìáèíèðîâàííîãî ïîä-
õîäà áûëè óñòàíîâëåíû ãåíîìíûå êîîðäèíàòû ðÿäà
äèñêîâ è ìåæäèñêîâ 4-é õðîìîñîìû. Ýòè ðåçóëüòàòû
äàþò âîçìîæíîñòü èññëåäîâàòü èõ ìîëåêóëÿðíûå õà-
ðàêòåðèñòèêè è ãåíåòè÷åñêîå ñîäåðæàíèå, à òàêæå çàêî-
íîìåðíîñòè ðàáîòû ãåíîâ D. melanogaster â îêðóæå-
íèè ÃÕ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-14-00934), ðàáîòà
ïî ïîëó÷åíèþ çîíäîâ — ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 15-04-03898).
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A COMBINED METHOD FOR MAPPING POLYTHENE CHROMOSOMES

ON THE EXAMPLE OF THE FOURTH MICROCHROMOSOME OF DROSOPHILA MELANOGASTER
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Genetic activity of interphase chromosomes is associated with their structural organization, but the mecha-
nism of these relations is still unclear. Classic polythene chromosomes of dipteran insects are a convenient mo-
del for such investigations. Despite intensive study of polythene chromosomes of Drosophila melanogaster is
carried out, an exact conformity of bands and interbands to the molecular map of the genome remains unknown
in most cases. For addressing this issue, the genetic map and molecular characteristics of chromatin have been
compared with the banding pattern of the fourth chromosome, which is the smallest chromosome in the D. me-
lanogaster genome and is different in many ways from other chromosomes. This is a unique chromatin domain
of D. melanogaster, which is characterized by specific proteins, including HP1, POF and EGG. Matching of cy-
tological and physical maps of the fourth chromosome has been carried out by FISH. Genomic coordinates of
bands and interbands have been determined. This result makes it possible to investigate the regulation of gene
activity of the fourth chromosome in the context of molecular characteristics of cytological structures in which
these genes are located.

K e y w o r d s: bands and interbands of polythene chromosomes, the fourth chromosome of Drosophila me-
lanogaster, molecular and genetic organization of interphase chromosomes.
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