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À. Â. Êðàñèêîâà è äð.
Õðîìîñîìû òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê êàê ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ëîêóñîâ ôîðìèðîâàíèÿ ÿäåðíûõ äîìåíîâ

ßäåðíûå äîìåíû ìîæíî ïîäðàçäåëèòü íà äâå îñíîâíûå ãðóïïû: òå, êîòîðûå ôîðìèðóþòñÿ ñâîáîäíî
â íóêëåîïëàçìå, è òå, êîòîðûå îáðàçóþòñÿ â îïðåäåëåííûõ ó÷àñòêàõ õðîìîñîì â ðåçóëüòàòå èõ àêòèâíî-
ñòè. Ïðåèìóùåñòâà ãèãàíòñêèõ òðàíñêðèïöèîííî àêòèâíûõ õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê äëÿ èçó÷å-
íèÿ ÿäåðíûõ òåëåö, ôîðìèðóþùèõñÿ â îïðåäåëåííûõ ëîêóñàõ õðîìîñîì, áûëè ïðîäåìîíñòðèðîâàíû â
ðÿäå ðàáîò. Ìû ïðåäëàãàåì èñïîëüçîâàòü äâå ñòðàòåãèè äëÿ àíàëèçà ëîêóñîâ ôîðìèðîâàíèÿ ÿäåðíûõ äî-
ìåíîâ íà ãèãàíòñêèõ õðîìîñîìàõ òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê, õàðàêòåðíûõ äëÿ ÿäåð ðàñòóùèõ îîöèòîâ ïòèö è
àìôèáèé. Ïåðâûé ïîäõîä îñíîâàí íà ïîñëåäîâàòåëüíîì êàðòèðîâàíèè ÂÀÑ-êëîíîâ, ñîäåðæàùèõ ôðàã-
ìåíòû ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ èçâåñòíîé ïîçèöèåé íà õðîìîñîìàõ, íåäàëåêî îò ìåñòà îáðàçîâàíèÿ ÿäåðíûõ äî-
ìåíîâ. Âòîðîé ïîäõîä îñíîâàí íà ìåõàíè÷åñêîé ìèêðîäèññåêöèè ðàéîíîâ õðîìîñîì, ïðèëåæàùèõ ê
îïðåäåëåííîé ÿäåðíîé ñòðóêòóðå. ÄÍÊ èç äèññåêòèðîâàííîãî ìàòåðèàëà ìîæíî àìïëèôèöèðîâàòü ñ ïî-
ìîùüþ ÏÖÐ ñ âûðîæäåííûìè ïðàéìåðàìè è êàðòèðîâàòü ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in
situ (FISH) íà ïðåïàðàòàõ èçîëèðîâàííûõ õðîìîñîì. Ïåðñïåêòèâíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ òàêæå èñïîëüçîâà-
íèå âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ (next generation sequencing, NGS) äëÿ ïîñëåäóþùåé ðàñ-
øèôðîâêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ ðàéîíîâ ôîðìèðîâàíèÿ ÿäåðíûõ ñòðóêòóð. Ñåêâåíèðîâàííûå
ôðàãìåíòû ìîãóò áûòü âûðîâíåíû ïðîòèâ ðåôåðåíñíîãî ãåíîìà, ñ òåì ÷òîáû òî÷íî îïðåäåëèòü ëîêóñû,
îòâåòñòâåííûå çà èíèöèàöèþ ñáîðêè ÿäåðíûõ äîìåíîâ. Â íàñòîÿùåì îáçîðå äàíû ïðåäñòàâëåíèÿ î âîç-
ìîæíîñòÿõ ïðèìåíåíèÿ äâóõ âçàèìîäîïîëíÿþùèõ ñòðàòåãèé äëÿ èçó÷åíèÿ ÿäåðíûõ äîìåíîâ, àññîöèè-
ðîâàííûõ ñ õðîìîñîìàìè òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèêðîäèññåêöèÿ õðîìîñîì, òåëüöå ãèñòîíîâîãî ëîêóñà, ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèá-
ðèäèçàöèÿ in situ, ÿäåðíîå òåëüöå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: FISH — ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ, NGS — next generation
sequencing, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ.

Çíà÷èòåëüíûå óñèëèÿ ïîñëåäíèõ ëåò áûëè íàïðàâëå-
íû íà óñòàíîâëåíèå ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ äèíàìè÷-
íûõ ÿäåðíûõ äîìåíîâ. Âíóòðèÿäåðíûå äîìåíû, èëè òåëü-
öà, îáîãàùåííûå îïðåäåëåííûìè íàáîðàìè ìàðêåð-
íûõ êîìïîíåíòîâ, ìîæíî ïîäðàçäåëèòü íà äâå îñíîâíûå
ãðóïïû. Ñóùåñòâåííàÿ ÷àñòü ìîðôîëîãè÷åñêè âûðàæåí-
íûõ ÿäåðíûõ òåëåö ôîðìèðóåòñÿ ñâîáîäíî â íóêëåîïëàç-
ìå (Spector, 2006; Õîäþ÷åíêî, Êðàñèêîâà, 2014). Äðó-
ãàÿ ÷àñòü ÿäåðíûõ äîìåíîâ îáðàçóåòñÿ â îïðåäåëåííûõ
ëîêóñàõ õðîìîñîì â ðåçóëüòàòå èõ òðàíñêðèïöèîííîé
èëè èíîé ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè (Shevtsov, Dundr,
2011; Dundr, 2012). Îðãàíèçàöèÿ òàêèõ âíóòðèÿäåðíûõ
òåëåö ïîä÷èíÿåòñÿ îáùèì ïðèíöèïàì. Îäíèì èç íàèáî-
ëåå ÿðêèõ ïðèìåðîâ ÿäåðíûõ òåëåö, àññîöèèðîâàííûõ
ñ õðîìîñîìàìè, ìîæåò ñëóæèòü ÿäðûøêî, êîòîðîå ñîáè-
ðàåòñÿ â ðàéîíå ÿäðûøêîâîãî îðãàíèçàòîðà â îòâåò íà
òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ ðèáîñîìíûõ ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ ÐÍÊ
ïîëèìåðàçû I. Âìåñòå ñ òåì ëîêóñû ôîðìèðîâàíèÿ çíà-
÷èòåëüíîé ÷àñòè ÿäåðíûõ äîìåíîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ
âñå åùå îñòàþòñÿ íåèçâåñòíûìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì èäåí-
òèôèêàöèÿ ó÷àñòêîâ ãåíîìà, îòâåòñòâåííûõ çà èíèöèà-
öèþ ñáîðêè ÿäåðíûõ äîìåíîâ, ïðåäñòàâëÿåòñÿ àêòó-
àëüíîé.

Áëàãîäàðÿ âíåäðåíèþ íîâûõ ìåòîäèê èññëåäîâàíèÿ
õðîìîñîìû òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê àìôèáèé è ïòèö ñòàëè
ïåðñïåêòèâíûìè îáúåêòàìè äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû õðî-
ìîñîì è àññîöèèðîâàííûõ ñ íèìè òåëåö (Morgan, 2002;
Gaginskaya et al., 2009). Ïðåîáðàçîâàíèå õðîìîñîì â ôîð-
ìó õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà-
÷èòåëüíîé èíòåíñèôèêàöèåé òðàíñêðèïöèè è äåêîíäåíñà-
öèåé õðîìàòèíà. Â ðåçóëüòàòå õðîìîñîìû òèïà ëàìïîâûõ
ùåòîê ñòàíîâÿòñÿ â 30—200 ðàç äëèííåå ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì (Callan, 1986; Derjusheva
et al., 2003; Gaginskaya et al., 2009). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ãèãàíòñêèå õðîìîñîìû òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê ìîãóò áûòü
ìèêðîõèðóðãè÷åñêè îñâîáîæäåíû èç ÿäåð ðàñòóùèõ
îîöèòîâ.

Íàøè ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ áûëè ñêîíöåíòðè-
ðîâàíû íà õðîìîñîìàõ òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê àìôèáèé è
ïòèö. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàëè,
÷òî õðîìîñîìû òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê èç ðàñòóùèõ îîöè-
òîâ èìåþò öåëûé ðÿä ïðåèìóùåñòâ äëÿ èçó÷åíèÿ ñïåêòðà
òðàíñêðèáèðóåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ÄÍÊ, ìåõàíèç-
ìîâ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, ïðîöåññèíãà è ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ òèïîâ ÐÍÊ. Ê òàêèì ïðåèìóùåñò-
âàì îòíîñÿòñÿ âîçìîæíîñòü ñ âûñîêèì óðîâíåì ðàçðåøå-
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íèÿ êàðòèðîâàòü òðàíñêðèáèðóåìûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÄÍÊ, ïðîâåäåíèå ìèêðîäèññåêöèè îïðåäåëåííûõ ó÷àñò-
êîâ õðîìîñîì, èäåíòèôèöèêàöèÿ íà öèòîëîãè÷åñêîì
óðîâíå îòäåëüíûõ òðàíñêðèïöèîííûõ åäèíèö (Mor-
gan, 2002; Gaginskaya et al., 2009). Êðîìå òîãî, õðîìî-
ñîìû òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê ïîçâîëÿþò àíàëèçèðîâàòü
êîòðàíñêðèïöèîííûå ýòàïû ïðîöåññèíãà ÐÍÊ, èçó÷àòü
äèíàìèêó ÐÍÏ- è áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ íåïîñðåäñòâåííî
â ìåñòàõ ñèíòåçà ÐÍÊ è îïðåäåëÿòü ëîêóñû ôîðìèðîâà-
íèÿ ìàðêåðíûõ ñòðóêòóð.

Ïðåèìóùåñòâà õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê àì-
ôèáèé è ïòèö äëÿ èçó÷åíèÿ ÿäåðíûõ òåëåö, ôîðìèðóþ-
ùèõñÿ â îïðåäåëåííûõ ëîêóñàõ õðîìîñîì, áûëè ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíû â ðÿäå ðàáîò (Gall et al., 1981; Callan et al.,

1991; Solovei et al., 1992; Krasikova et al., 2004). Òàê, ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê àìôèáèé â
êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà áûëè âïåðâûå îõàðàêòåðè-
çîâàíû òàêèå ÿäåðíûå òåëüöà, êàê òåëüöà ãèñòîíîâîãî ëî-
êóñà è «æåì÷óæèíû» (Nizami et al., 2010; Nizami, Gall,
2012). Ðàçëè÷íûå ìàðêåðíûå ñòðóêòóðû, ôîðìèðóþùèåñÿ
íà õðîìîñîìàõ òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê, âêëþ÷àÿ ÿäðûøêè,
êîèëèíñîäåðæàùèå òåëüöà, ñôåðè÷åñêèå òåëüöà íåèçâåñò-
íîé ïðèðîäû, ðàçíîîáðàçíûå «ñëîæíûå» ïåòëè ñ ðàçëè÷-
íîé ìîðôîëîãèåé ÐÍÏ-ìàòðèêñà è ãðàíóëû, áûëè íàíåñå-
íû íà öèòîëîãè÷åñêèå «ðàáî÷èå êàðòû» õðîìîñîì (Cal-
lan, Lloyd, 1975; Penrad-Mobayed et al., 2009; Dedukh et al.,
2013). Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ìíîãèå ìàðêåðíûå ñòðóê-
òóðû íà õðîìîñîìàõ òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê â äåéñòâèòåëü-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ñîâðåìåííûõ ïîäõîäîâ ê îïðåäåëåíèþ ëîêóñîâ ôîðìèðîâàíèÿ ÿäåðíûõ äîìåíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ìî-
äåëüíîãî îáúåêòà õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê.

Ðèñ. 2. Èäåíòèôèêàöèÿ ëîêóñà ôîðìèðîâàíèÿ ãëûá÷àòûõ ïåòåëü íà õðîìîñîìå òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê 2 êóðèöû ñ ïîìîùüþ âûñî-
êîðàçðåøàþùåãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî êàðòèðîâàíèÿ.

à — ôàçîâî-êîíòðàñòíîå èçîáðàæåíèå; á — ôëóîðåñöåíòíàÿ in situ-ãèáðèäèçàöèÿ c BAC-êëîíîì WAG13J24 (ïîëîæåíèå íà êàðòå óïîðÿäî÷åííûõ ñåê-
âåíèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé GGA2 : 142.26 ìëí ï. í., http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/, íîìåð GenBank CZ566934.1). Õðîìîñîìà îêðàøåíà DAPI.

Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ãëûá÷àòûå ïåòëè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



íîñòè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ëàòåðàëüíûå ïåòëè, èñõîäÿ-
ùèå èç õðîìîìåðíîé îñè õðîìîñîìû, è ñîäåðæàò
ÄÍÏ-îñü. Ê òàêèì ñëîæíûì ïåòëÿì â òîì ÷èñëå îòíîñÿò
ãðàíóëÿðíûå, ãëûá÷àòûå, âàêóîëèçèðîâàííûå ïåòëè.

Ìû ïðåäëàãàåì èñïîëüçîâàòü äâå ñòðàòåãèè äëÿ àíà-
ëèçà ëîêóñîâ ôîðìèðîâàíèÿ ÿäåðíûõ äîìåíîâ íà ãè-
ãàíòñêèõ õðîìîñîìàõ òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê. Ïåðâûé ïîä-
õîä îñíîâàí íà ïîñëåäîâàòåëüíîì FISH-êàðòèðîâàíèè
ÂÀÑ-êëîíîâ, ñîäåðæàùèõ ôðàãìåíòû ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ
èçâåñòíîé ïîçèöèåé â ãåíîìå, íåäàëåêî îò ìåñòà îáðàçî-
âàíèÿ ÿäåðíûõ äîìåíîâ, ñ òåì ÷òîáû ñóçèòü îáëàñòü ïî-
ñëåäóþùåãî áèîèíôîðìàòè÷åñêîãî ïîèñêà è àíàëèçà ëî-
êóñîâ (ðèñ. 1). Òàêîé ïîäõîä ê îïðåäåëåíèþ ëîêóñà ôîð-
ìèðîâàíèÿ ÿäåðíîãî äîìåíà áûë, â ÷àñòíîñòè, ïðèìåíåí
äëÿ àíàëèçà ðàéîíà îáðàçîâàíèÿ òàê íàçûâàåìûõ ãëûá÷à-
òûõ ïåòåëü, êîòîðûå õàðàêòåðíû äëÿ õðîìîñîìû 2 êóðè-
öû íà ñòàäèè ëàìïîâûõ ùåòîê (ðèñ. 2) (Êðàñèêîâà è äð.,
2010). Ãëûá÷àòûå ïåòëè ÿðêî ôëóîðåñöèðóþò ïðè îêðà-
øèâàíèè ÐÍÊ-ñïåöèôè÷íûìè ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñè-
òåëÿìè, ïðåäñòàâëÿÿ ñîáîé åäèíèöó ÐÍÏ-ìàòðèêñà, îáî-
ãàùåííóþ ÐÍÊ.

Ñ ïîìîùüþ ïîñëåäîâàòåëüíîãî êàðòèðîâàíèÿ ðÿäà
ÂÀÑ-êëîíîâ, êîòîðûå ñîäåðæàò ôðàãìåíòû ãåíîìíîé
ÄÍÊ êóðèöû, ìû îïðåäåëèëè, ÷òî ãëûá÷àòûå ïåòëè íà
õðîìîñîìå 2 ôîðìèðóþòñÿ â ðåçóëüòàòå òðàíñêðèïöèè
íîâîãî èäåíòèôèöèðîâàííîãî áèîèíôîðìàòè÷åñêîãî òàí-
äåìíîãî ïîâòîðà LL2R (Êðàñèêîâà è äð., 2010). Ìû òàêæå
ïîêàçàëè, ÷òî ãëûá÷àòûå ïåòëè, ôîðìèðóåìûå òðàíñêðèï-
òàìè ïîâòîðà LL2R, ïðèâëåêàþò ôàêòîð ñïëàéñèíãà
SC35. Â èíòàêòíîì ÿäðå ðàñòóùåãî îîöèòà êóðèöû ôàê-
òîð ñïëàéñèíãà SC35 êîíöåíòðèðóåòñÿ â àññîöèèðîâàí-
íûõ ñ õðîìîñîìàìè ÿäåðíûõ ñòðóêòóðàõ, òàêèõ êàê ãëûá-
÷àòûå ïåòëè, ôîðìèðóÿ âûðàæåííûå ÿäåðíûå äîìåíû
(Krasikova et al., 2012). Ïðè ýòîì ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî
ôîðìèðîâàíèå òàêèõ äåïî â ÿäðàõ îîöèòîâ èíèöèèðóåòñÿ
àêòèâíîé òðàíñêðèïöèåé íå êîäèðóþùèõ áåëêè òàíäåì-
íûõ ïîâòîðîâ ÄÍÊ, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ãèïîòåçó ñáîðêè
ÿäåðíûõ äîìåíîâ íà îñíîâå ÐÍÊ. Òàêèì îáðàçîì, ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êàðòèðîâàíèÿ ÂÀÑ-êëîíîâ íà õðîìîñîìàõ
òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê êóðèöû è ïîñëåäóþùåãî áèîèí-
ôîðìàòè÷åñêîãî àíàëèçà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñèíòåç íå êî-
äèðóþùèõ ÐÍÊ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ìîæåò ïðèâîäèòü ê
ôîðìèðîâàíèþ â ÿäðå âûðàæåííûõ äîìåíîâ, îáîãàùåí-
íûõ ðàçëè÷íûìè ÐÍÏ-êîìïëåêñàìè.

Âòîðîé ïðåäëàãàåìûé ñîâðåìåííûé ïîäõîä îñíîâàí
íà ìåõàíè÷åñêîé ìèêðîäèññåêöèè ðàéîíîâ õðîìîñîì,
ïðèëåæàùèõ ê îïðåäåëåííîé ÿäåðíîé ñòðóêòóðå, ñ ïîñëå-
äóþùèìè in vitro àìïëèôèêàöèåé ÄÍÊ èç äèññåêòèðîâàí-
íîãî ìàòåðèàëà, FISH-êàðòèðîâàíèåì è ñåêâåíèðîâàíèåì
ñëåäóþùåãî ïîêîëåíèÿ (next generation sequencing, NGS)
ïîëó÷åííûõ ÄÍÊ-ïðîá (ðèñ. 1). Èçâåñòíî, ÷òî ÄÍÊ èç
äèññåêòèðîâàííîãî ìàòåðèàëà ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì
ìîæíî àìïëèôèöèðîâàòü ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ ñ âûðîæäåí-
íûìè ïðàéìåðàìè è êàðòèðîâàòü ñ ïîìîùüþ FISH íà ïðå-
ïàðàòàõ õðîìîñîì (Senger et al., 1990; Weimer et al., 1990;
Weise et al., 2010; Kosyakova et al., 2013).

Íàøè ïðåäâàðèòåëüíûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî
ìèêðîäèññåêöèÿ õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê äàåò
çíà÷èòåëüíîå ïðåèìóùåñòâî ïðè äåòàëüíîì èññëåäîâà-
íèè ÿäåðíûõ ñòðóêòóð èëè äîìåíîâ, ôîðìèðóþùèõñÿ â
àññîöèàöèè ñ õðîìîñîìàìè. Â õîäå ïðîâåäåííûõ ýêñïå-
ðèìåíòîâ áûëà ïîêàçàíà ïðèíöèïèàëüíàÿ âîçìîæíîñòü
ìåõàíè÷åñêîé ìèêðîäèññåêöèè ìîðôîëîãè÷åñêè èäåíòè-
ôèöèðóåìûõ íåáîëüøèõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì òèïà ëàìïî-
âûõ ùåòîê, âêëþ÷àÿ îòäåëüíûå õðîìîìåðû ðàçìåðîì

îêîëî 1 ìêì (Zlotina et al., 2015). Ãëàâíîé ìèøåíüþ îòðà-
áîòêè ìåòîäà ñòàëî ïîëó÷åíèå â äèññåêòèðîâàííîì ìàòå-
ðèàëå ïðåäåëüíî ìàëîãî êîëè÷åñòâà íóêëåèíîâûõ êèñëîò,
ïðèãîäíîãî äëÿ ïîñëåäóþùåé ÏÖÐ-àìïëèôèêàöèè. Ðàñ-
÷åòíîå êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â îäíîì õðîìîìåðå ìàêðîõðîìî-
ñîì êóðèöû íà ñòàäèè ëàìïîâûõ ùåòîê îöåíèâàåòñÿ â
ïðåäåëàõ 1.5—2.0 ìëí ï. í. (Gaginskaya et al., 2009), ÷òî
ñîñòàâëÿåò òûñÿ÷íûå äîëè ïèêîãðàììà. FISH-êàðòèðîâà-
íèå ïðîá ÄÍÊ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ìèêðîäèññåêöèè
îòäåëüíûõ õðîìîìåðîâ õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê
êóðèöû è ïîñëåäóþùåé àìïëèôèêàöèè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ ñ
âûðîæäåííûìè ïðàéìåðàìè, ïîêàçàëî íà ìåòàôàçíûõ
õðîìîñîìàõ óäèâèòåëüíî âûñîêóþ ñïåöèôè÷íîñòü è ÿð-
êîñòü ïîëó÷àåìûõ ôëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ. Òàêèì îáðà-
çîì, ìèêðîäèññåêöèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íàäåæíûé ìå-
òîä, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü îáðàçöû ÄÍÊ èç îòäåëüíûõ
ìàðêåðíûõ ñòðóêòóð, ôîðìèðóþùèõñÿ â îïðåäåëåííûõ
ëîêóñàõ õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê ïòèö è àìôèáèé.

Ïîñëåäóþùèå ðàñøèôðîâêà äèññåêòèðîâàííîãî ìà-
òåðèàëà õðîìîñîì òèïà ëàìïîâûõ ùåòîê ñ ïîìîùüþ òåõ-
íîëîãèé ñåêâåíèðîâàíèÿ ñëåäóþùåãî ïîêîëåíèÿ, ïîëó÷å-
íèå è áèîèíôîðìàòè÷åñêèé àíàëèç áèáëèîòåê ñåêâåíèðî-
âàííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ïðåäñòàâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíû-
ìè. Ìû ñ÷èòàåì âàæíûì ïîä÷åðêíóòü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå
òàêîãî êîìïëåêñíîãî ïîäõîäà ïîçâîëèò òî÷íî îïðåäåëÿòü
ãåíîìíîå ïîëîæåíèå ëîêóñîâ ôîðìèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ
ÿäåðíûõ äîìåíîâ è âïîñëåäñòâèè àíàëèçèðîâàòü ãåíîì-
íûå è ýïèãåíåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè òàêèõ ëîêóñîâ.
Ïðè ýòîì áîëüøîå çíà÷åíèå äîëæíî óäåëÿòüñÿ ïîñëåäóþ-
ùåìó áèîèíôîðìàòè÷åñêîìó è ôóíêöèîíàëüíîìó àíàëè-
çó èäåíòèôèöèðîâàííûõ ëîêóñîâ, â òîì ÷èñëå â ñîìàòè-
÷åñêèõ êëåòêàõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-14-00131).
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LAMPBRUSH CHROMOSOMES AS A MODEL FOR EXPLORATION INTO LOCI

OF NUCLEAR DOMAINS FORMATION

A. V. Krasikova,1 T. V. Kulikova, A. M. Zlotina

St. Petersburg State University, St. Petersburg, 198504;
1 e-mail: alla.krasikova@gmail.com

Nuclear domains can be divided into two major groups: those arising freely in nucleoplasm and those for-
ming at specific chromosomal loci as a result of their activity. The advantages of giant transcriptionally active
lampbrush chromosomes for the investigation of nuclear bodies formed in particular chromosomal regions have
been demonstrated in a series of studies. We propose to use two strategies to analyze the loci of nuclear doma-
ins formation on lampbrush chromosomes typical for avian and amphibian oocytes. The first approach implies
consecutive mapping of BAC-clones, containing the fragments of DNA assigned to genomic coordinates, in
close proximity to the nuclear domains. The second approach is based on mechanical microdissection of chro-
mosomal regions adjacent to a particular nuclear structure. DNA of dissected material can be amplified by PCR
with degenerate primers and mapped by fluorescent in situ hybridization (FISH) on chromosomal spreads.
Utilization of high-throughput sequencing (next generation sequencing, NGS) technologies also proves to be
prospective for subsequent deciphering of regions underlying nuclear structures formation. Deciphered frag-
ments can be aligned against reference genome assembly to define precisely the loci responsible for nuclear
domains assembly. In this review, the possibilities of using two complementary strategies for investigation of
nuclear domains associated with lampbrush chromosomes are demonstrated.

K e y w o r d s: chromosome microdissection, fluorescent in situ hybridization, histone locus body, nuclear
body.
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