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Èçó÷åíèå êàðèîòèïîâ áîëüøèíñòâà ãðèáîâ è ïðîòèñòîâ, õðîìîñîìû êîòîðûõ îòëè÷àþòñÿ íåáîëü-
øèì ðàçìåðîì è ñëàáîé ìîðôîëîãè÷åñêîé äèôôåðåíöèàöèåé, âûçûâàåò òðóäíîñòè ïðè èñïîëüçîâàíèè
ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ìåòîäîâ. Àíàëèç õðîìîñîìíûõ íàáîðîâ ó òàêèõ îðãàíèçìîâ ñòàë âîçìîæåí áëàãîäà-
ðÿ ìîëåêóëÿðíîìó êàðèîòèïèðîâàíèþ, êîòîðîå áàçèðóåòñÿ íà ôðàêöèîíèðîâàíèè èíòàêòíûõ õðîìîñîì-
íûõ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà. Äëÿ ñîîòíåñåíèÿ ïîëîñ, íàáëþäàåìûõ â ãåëå ïîñëå ýëåêòðî-
ôîðåçà, ñ èíäèâèäóàëüíûìè õðîìîñîìàìè ïðèìåíÿþò ñïåöèàëüíûå ìåòîäû èäåíòèôèêàöèè õðîìîñîì, â
òîì ÷èñëå äåíñèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ ïîëîñ; Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèþ ñ õðîìî-
ñîìî- è òåëîìåðîñïåöèôè÷íûìè çîíäàìè â ñîâîêóïíîñòè ñî ñðàâíèòåëüíûì êàðèîòèïèðîâàíèåì íå-
ñêîëüêèõ øòàììîâ èçó÷àåìîãî âèäà ñ âûðàæåííûì ðàçìåðíûì ïîëèìîðôèçìîì ãîìîëîãè÷íûõ õðîìî-
ñîì; ñðàâíåíèå ïàòòåðíîâ ðåñòðèêöèè õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ äâóõìåðíîãî ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà
(KARD 2-D PFGE); ñðàâíåíèå êàðèîòèïîâ ó ñåðèé øòàììîâ ñ ìåæõðîìîñîìíûìè òðàíñëîêàöèÿìè èëè
äðóãèìè ìîäèôèêàöèÿìè êàðèîòèïà, ïðèâîäÿùèìè ê èçìåíåíèþ ðàçìåðà õðîìîñîì. Ïîìèìî îïðåäåëå-
íèÿ ÷èñëà è ðàçìåðà õðîìîñîì ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå ïîçâîëÿåò îöåíèòü óðîâåíü ïëîèäíîñòè
è ðàçìåð ãàïëîèäíîãî ãåíîìà ó èññëåäóåìîãî îðãàíèçìà, âûÿâèòü õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè è ñâÿçàí-
íûé ñ íèìè õðîìîñîìíûé ïîëèìîðôèçì, õàðàêòåðíûé äëÿ ìíîãèõ îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò. Àíàëèç
õðîìîñîìíîãî íàáîðà è åãî ïëàñòè÷íîñòè àêòóàëåí äëÿ èçó÷åíèÿ âíóòðè- è ìåæâèäîâîé èçìåí÷èâîñòè,
äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýâîëþöèè õðîìîñîì ó áëèçêèõ âèäîâ è ðàçðàáîòêè ìîäåëåé âèäîîáðàçîâàíèÿ. Ñðàâíå-
íèå ìîëåêóëÿðíûõ êàðèîòèïîâ ñðåäè èçîëÿòîâ ãðèáîâ è ïðîòèñòîâ èìååò áîëüøîå ïðàêòè÷åñêîå çíà÷å-
íèå äëÿ êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêè è ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé ìèêðîáèîëîãèè.

Â îáçîðå îáñóæäåíû ìåòîäû êàðèîòèïèðîâàíèÿ è âîçìîæíîñòè èõ ïðèìåíåíèÿ äëÿ èññëåäîâàíèÿ
õðîìîñîì ãðèáîâ è ïðîòèñòîâ, îïèñàíû îñîáåííîñòè âûäåëåíèÿ èíòàêòíîé âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ÄÍÊ
õðîìîñîì è ôðàêöèîíèðîâàíèÿ òàêîé ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ïóëüñèðóþùåì ýëåêòðè÷åñêîì
ïîëå, ðàññìîòðåíû ïðè÷èíû âîçíèêíîâåíèÿ è ñïîñîáû ïðåîäîëåíèÿ òðóäíîñòåé ïðè èíòåðïðåòàöèè
ýëåêòðîôîðåãðàìì è îïèñàíèè ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïà, ïåðå÷èñëåíû çàäà÷è, äëÿ ðåøåíèÿ êîòîðûõ
èñïîëüçóþò ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå, ñ ó÷åòîì ñîâðåìåííûõ ìåòîäè÷åñêèõ òðåáîâàíèé ñôîð-
ìóëèðîâàíî îïðåäåëåíèå ïîíÿòèÿ «ìîëåêóëÿðíûé êàðèîòèï».

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìîëåêóëÿðíûé êàðèîòèï, ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé êàðèîòèï, õðîìîñîìíàÿ ÄÍÊ,
õðîìîñîìà, õðîìîñîìíûé ïîëèìîðôèçì, îäíîêëåòî÷íûå ýóêàðèîòû, ïðîòèñòû, ãðèáû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÝÔ — ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç, ÑÊ — ñèíàïòîíåìíûé êîìïëåêñ,
AFLP — amplified fragment length polymorphism (ïîëèìîðôèçì äëèíû àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåí-
òîâ), ESP — ñìåñü ðåàãåíòîâ (EDTA, sarcosine, proteinase) äëÿ ëèçèñà êëåòîê è äåïðîòåèíèçàöèè õðîìî-
ñîìíûõ ÄÍÊ, GTBM — germ tube burst method (ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì
ãðèáîâ ïðè ñòèìóëÿöèè ðàçðûâà êîíèäèàëüíûõ ïðîðîñòêîâûõ òðóáîê èëè êîí÷èêîâ ìîëîäûõ ãèô),
KARD 2-D PFGE — karyotype and restriction display 2-D PFGE (äâóõìåðíûé ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç ôðàã-
ìåíòîâ ðåñòðèêöèè õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ), PFGE — pulsed field gel electrophoresis (ãåëü-ýëåêòðîôîðåç â
ïóëüñèðóþùåì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå), RFLP — restriction fragment length polymorphism (ïîëèìîðôèçì
äëèíû ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ), YAC — yeast artificial chromosomes (èñêóññòâåííûå õðîìîñîìû
äðîææåé).

Êàðèîòèïîì íàçûâàþò ñîâîêóïíîñòü ôåíîòèïè÷åñêèõ
ïðèçíàêîâ, ïî êîòîðûì ìîæíî îïèñàòü è èäåíòèôèöèðî-
âàòü õðîìîñîìíûé íàáîð, õàðàêòåðíûé äëÿ äàííîé êëåò-
êè, äàííîãî îðãàíèçìà èëè äëÿ ãðóïïû îðãàíèçìîâ òîãî
èëè èíîãî òàêñîíîìè÷åñêîãî ðàíãà. Òåðìèí «êàðèîòèï» â
òàêîì åãî ïîíèìàíèè áûë ââåäåí Ã. À. Ëåâèòñêèì (1924,

1931). Èçó÷åíèå êàðèîòèïîâ èìååò áîëüøîå îáùåáèîëî-
ãè÷åñêîå çíà÷åíèå, ïîñêîëüêó ñâåäåíèÿ îá îñîáåííîñòÿõ
è èçìåíåíèÿõ õðîìîñîìíîãî íàáîðà ñóùåñòâåííû äëÿ ïî-
íèìàíèÿ æèçíåííûõ öèêëîâ, ãåíåòè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé
è çàêîíîìåðíîñòåé ýâîëþöèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèç-
ìîâ (White, 1973).
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Îñíîâíûå ìåòîäè÷åñêèå ïîäõîäû
ê àíàëèçó êàðèîòèïîâ

×àùå âñåãî èññëåäîâàíèå è îïèñàíèå õàðàêòåðíûõ
îñîáåííîñòåé õðîìîñîìíûõ íàáîðîâ — êàðèîòèïèðîâà-
íèå — ïðîâîäÿò íà ìèòîòè÷åñêèõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñî-
ìàõ, àíàëèçèðóÿ òàêèå ïðèçíàêè, êàê ÷èñëî, ðàçìåðû,
ôîðìà è äåòàëè ìèêðîñêîïè÷åñêîãî ñòðîåíèÿ. Ó âûñøèõ
ýóêàðèîò äëÿ ýòîãî ïðèìåíÿþò ìåòîäû äèôôåðåíöèàëü-
íîãî îêðàøèâàíèÿ (Craig, Bickmore, 1993) è íîâåéøèå
òåõíîëîãèè ðàñêðàøèâàíèÿ õðîìîñîì ïóòåì ãèáðèäèçà-
öèè in situ («ñïåêòðàëüíûé êàðèîòèï» — Schröck et al.,
1996). Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ (íàïðèìåð, åñëè ìèòîòè÷å-
ñêèå õðîìîñîìû òðóäíî äèôôåðåíöèðîâàòü äðóã îò äðó-
ãà) êàðèîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäÿò íà ìåéîòè÷å-
ñêèõ õðîìîñîìàõ íà ñòàäèè ïàõèòåíû â ïðîôàçå I ìåéîçà,
êîãäà ôîðìèðóþòñÿ ñèíàïòîíåìíûå êîìïëåêñû (ÑÊ).
Ïðè ýòîì îñóùåñòâëÿþò ëèáî òðåõìåðíóþ ðåêîíñòðóê-
öèþ ñåðèéíûõ ñðåçîâ êëåòîê ñ ÑÊ («ïàõèòåííûé êàðèî-
òèï» — Singh, 2003), ëèáî âèçóàëèçèðóþò ïîñëåäíèå
ñ ïîìîùüþ ñåðåáðåíèÿ èëè èììóíîìå÷åíèÿ íà òîòàëü-
íûõ ïðåïàðàòàõ, ïîëó÷åííûõ ïðè ðàñïëàñòûâàíèè ìåéî-
òè÷åñêèõ ÿäåð («ÑÊ-êàðèîòèï» — Moses, Counce, 1974;
Áîãäàíîâ, Êîëîìèåö, 2007). Â ïðàêòèêó öèòîãåíåòèêè
òàêæå âîøåë òàêîé ñïîñîá êàðèîòèïèðîâàíèÿ, êàê ðàçäå-
ëåíèå õðîìîñîì â çàâèñèìîñòè îò ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ è
ÃÖ-ïàð ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîãî ôëóîðèìåòðà — ëàçåðíî-
ãî ôëóîðåñöåíòíî-àêòèâèðóþùåãî ñîðòåðà («ïðîòî÷íûé
êàðèîòèï» — ñì., íàïðèìåð: Bartholdi, 1990). Ïåðå÷èñëÿÿ
ñóùåñòâóþùèå ïîäõîäû ê êàðèîòèïèðîâàíèþ, íåëüçÿ íå
óïîìÿíóòü î âèðòóàëüíîì êàðèîòèïèðîâàíèè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ è ñðàâíèòåëüíîé ãåíîìíîé ãèá-
ðèäèçàöèè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýòîò ìåòîä èñïîëüçóþò
ãëàâíûì îáðàçîì â öèòîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ ÷å-
ëîâåêà äëÿ ðåøåíèÿ äèàãíîñòè÷åñêèõ çàäà÷. Íà îñíîâà-
íèè äàííûõ î ëîêàëèçàöèè è èíòåíñèâíîñòè ñâÿçûâàíèÿ
îáøèðíîãî íàáîðà çîíäîâ (îò ñîòåí äî íåñêîëüêèõ ìèë-
ëèîíîâ) ñîñòàâëÿþò è óòî÷íÿþò ãåíåòè÷åñêèå êàðòû õðî-
ìîñîì, îïðåäåëÿþò êîïèéíîñòü êîìïëåìåíòàðíûõ çîí-
äàì ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, àíàëèçèðóþò õðîìîñîìíûå íà-
áîðû (Hagenkord et al., 2008). Òàêîé ïîäõîä íàçûâàþò
òàêæå öèôðîâûì (Wang et al., 2002), èëè ìîëåêóëÿðíûì,
êàðèîòèïèðîâàíèåì (Vermeesch et al., 2007). Èñïîëüçîâà-
íèå ïîñëåäíåãî òåðìèíà â ýòîì ñìûñëå íåëüçÿ ïðèçíàòü
êîððåêòíûì, òàê êàê îí áûë ïðèìåíåí ðàíåå ñîâñåì â
äðóãîì çíà÷åíèè è äëÿ îïèñàíèÿ ñîâñåì äðóãîãî ìåòîäà
(Schwartz, Cantor, 1984).

Êàðèîòèïèðîâàíèå ýóêàðèîòè÷åñêèõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ ñ ïîìîùüþ

ìèêðîñêîïè÷åñêèõ è ãåíåòè÷åñêèõ ìåòîäîâ:
äîñòèæåíèÿ è ïðîáëåìû

Ñóùåñòâåííóþ ÷àñòü áèîðàçíîîáðàçèÿ ýóêàðèîò ñî-
ñòàâëÿþò ïðîòèñòû è ãðèáû. Ýòè äâå îáøèðíûå ïî êîëè-
÷åñòâó è ìíîãîîáðàçèþ âèäîâ ãðóïïû îáúåäèíÿþò ïðåè-
ìóùåñòâåííî ìèêðîñêîïè÷åñêèõ îäíîêëåòî÷íûõ èëè ìè-
öåëèàëüíûõ (â ñëó÷àå ãðèáîâ) îðãàíèçìîâ, íàõîäÿùèõñÿ
íà äîòêàíåâîì óðîâíå îðãàíèçàöèè. Â ðàìêàõ äàííîãî îá-
çîðà ìû îáîáùåííî íàçûâàåì ýòè äâå ãðóïïû «ýóêàðèî-
òè÷åñêèìè ìèêðîîðãàíèçìàìè», ïðåêðàñíî ïîíèìàÿ, ÷òî
ýòîò òåðìèí ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ è â áîëåå øèðîêîì
ñìûñëå. Ê ìèêðîñêîïè÷åñêèì ýóêàðèîòàì ìîæíî îòíåñòè
è íåêîòîðûõ íèçøèõ Metazoa, ê èçó÷åíèþ õðîìîñîìíûõ

íàáîðîâ êîòîðûõ, íàñêîëüêî íàì èçâåñòíî, íå ïûòàëèñü
ïðèìåíèòü ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå (ïî-âèäèìî-
ìó, èç-çà ñëîæíîñòåé ñ íàêîïëåíèåì áîëüøîãî ÷èñëà êëå-
òîê äëÿ âûäåëåíèÿ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ è èç-çà îòíîñèòåëü-
íî êðóïíûõ ðàçìåðîâ õðîìîñîì).

Ó ïîäàâëÿþùåãî áîëüøèíñòâà ãðèáîâ è ïðîòèñòîâ
îïèñàíèå êàðèîòèïà ìåòîäàìè êëàññè÷åñêîé öèòîãåíå-
òèêè çàòðóäíåíî èç-çà ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøîãî ðàçìåðà
õðîìîñîì è èõ ñëàáîé ìîðôîëîãè÷åñêîé äèôôåðåí-
öèàöèè. Ïðèâîäèìûå â ëèòåðàòóðå ñâåäåíèÿ î ïîäñ÷åòå
õðîìîñîì ó ïðåäñòàâèòåëåé ðàçíûõ òàêñîíîâ ãðèáîâ è
ïðîòèñòîâ çà÷àñòóþ ïðîòèâîðå÷èâû, èõ äîñòîâåðíîñòü
íåîäíîêðàòíî ñòàâèëàñü ïîä ñîìíåíèå (Ðàéêîâ, 1978).
Èñêëþ÷åíèå çäåñü ñîñòàâëÿþò îòäåëüíûå áëàãîïðèÿòíûå
îáúåêòû èç íåêîòîðûõ ãðóïï ãðèáîâ (Wieloch, 2006) è
ïðîòèñòîâ (Grell, 1957; Cleveland, 1958; Grass*e, Hollande,
1963; Robson, Williams, 1977; Ñåäîâà, 1996; Zub*àcov*à
et al., 2008, è äð.), ïðåäñòàâèòåëè êîòîðûõ îòëè÷àþòñÿ îò-
íîñèòåëüíî êðóïíûìè ðàçìåðàìè êëåòîê è íåáîëüøèì
÷èñëîì õðîìîñîì. Îñîáåííî çàìåòíûõ óñïåõîâ ïðè êàðè-
îòèïèðîâàíèè òàêèõ áëàãîïðèÿòíûõ îáúåêòîâ óäàëîñü äî-
áèòüñÿ â ïîñëåäíèå äåñÿòèëåòèÿ ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåí-
òíîé ãèáðèäèçàöèè in situ (Taga, Murata, 1994; Sucgang
et al., 2003).

Äëÿ èçó÷åíèÿ õðîìîñîì ó ïðåäñòàâèòåëåé áîëüøèí-
ñòâà äðóãèõ òàêñîíîâ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ
ïðèõîäèòñÿ ïðèìåíÿòü ðàçëè÷íûå êîñâåííûå ïîäõîäû.
Íàïðèìåð, äëÿ ðÿäà ãðèáîâ è ïðîòèñòîâ, â æèçíåííûõ
öèêëàõ êîòîðûõ åñòü ìåéîç èëè ïàðàñåêñóàëüíûé ïðî-
öåññ, ÷èñëî õðîìîñîì â ãàïëîèäíîì íàáîðå áûëî îöåíåíî
ïóòåì îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà ãåíåòè÷åñêèõ ãðóïï ñöåïëåíèÿ
(Papa, 1976). Ïðè àíàëèçå ñåðèéíûõ ñðåçîâ ìèòîòè÷åñêî-
ãî âåðåòåíà íà ñòàäèè ðàííåé àíàôàçû ïî ÷èñëó êèíå-
òîõîðíûõ áëÿøåê îöåíèëè êîëè÷åñòâî õðîìîñîì ó ïî÷-
êóþùèõñÿ äðîææåé Saccharomyces cerevisiae (Peterson,
Ris, 1976) è ó ìàëÿðèéíîãî ïëàçìîäèÿ Plasmodium falcipa-
rum (Prensier, Slomianny, 1986). Ïîëíîöåííîå îïèñàíèå
ïàõèòåííîãî êàðèîòèïà áûëî âûïîëíåíî äëÿ Labyrinthula
sp. (Moens, Perkins, 1969), íåêîòîðûõ ãðèáîâ (Gillies,
1972; Boehm, Bushnell, 1992, è äð.), ìèêñîìèöåòîâ (Lie,
Laane, 1982) è ïëàçìîäèîôîðèä (Braselton, 1982). Ìåòîä
ÑÊ-êàðèîòèïèðîâàíèÿ òàêæå áûë àäàïòèðîâàí è ïðèìå-
íåí äëÿ ðÿäà ãðèáîâ (Pukkila, Lu, 1985; Ìàæåéêà, Êîëî-
ìèåö, 2003, è äð.) è êîêöèäèè Eimeria tenella (Del Cacho
et al., 2005).

Óïîìÿíóòûå âûøå ìåòîäû ïðèãîäíû, ê ñîæàëåíèþ,
äëÿ èçó÷åíèÿ õðîìîñîì ëèøü ó îãðàíè÷åííîãî êðóãà îä-
íîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò. Ó ïðåäñòàâèòåëåé ìíîãèõ ãðóïï
ãðèáîâ è ïðîòèñòîâ â æèçíåííîì öèêëå îòñóòñòâóåò ìåé-
îç, à â õîäå ñîìàòè÷åñêîé ïðîëèôåðàöèè êëåòêè äåëÿòñÿ
ïóòåì çàêðûòîãî èëè ïîëóîòêðûòîãî ìèòîçà, â õîäå êîòî-
ðîãî õðîìîñîìû êîíäåíñèðóþòñÿ ñëàáî è ïðàêòè÷åñêè íå
ìîãóò áûòü èäåíòèôèöèðîâàíû íà ýëåêòðîíîãðàììàõ. Ó
ìíîãèõ îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò êèíåòîõîðû ìîðôîëîãè-
÷åñêè ñëàáî âûðàæåíû è ïîýòîìó òàêæå íå ìîãóò ñëóæèòü
îðèåíòèðàìè äëÿ îöåíêè ÷èñëà õðîìîñîì (Ðàéêîâ, 1978;
Raikov, 1982; Ñêàðëàòî, 2000). Íèçêîå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â
õðîìîñîìàõ íå ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâíî ïðèìåíÿòü è ïðî-
òî÷íóþ öèòîìåòðèþ äëÿ êàðèîòèïèðîâàíèÿ ýòèõ îðãàíèç-
ìîâ. Ïðîðûâ â èçó÷åíèè èõ õðîìîñîì íàìåòèëñÿ 30 ëåò
íàçàä, êîãäà â ïðàêòèêó êàðèîëîãèè ãðèáîâ è ïðîòèñòîâ
âîøåë ìåòîä ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ, áàçèðó-
þùèéñÿ íà ïðèìåíåíèè ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà â ïóëüñèðó-
þùåì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå (pulsed field gel electrophoresis,
PFGE), êîòîðûé â ðóññêîÿçû÷íîé íàó÷íîé ëèòåðàòóðå ïî-
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ëó÷èë ñîêðàùåííîå íàçâàíèå ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç (ÏÝÔ).
Â îòëè÷èå îò äðóãèõ ìåòîäîâ îïèñàíèÿ êàðèîòèïà ìîëå-
êóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå ïîäðàçóìåâàåò èçó÷åíèå ôå-
íîòèïè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé ìîëåêóë ÄÍÊ, âõîäÿùèõ â
ñîñòàâ õðîìîñîì.

Ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå:
êðóã îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ

è ìåòîäè÷åñêèå íþàíñû

C ïîìîùüþ ìåòîäà ÏÝÔ ìîæíî ôðàêöèîíèðîâàòü
ìîëåêóëû ÄÍÊ ðàçìåðîì îò 10 ò. ï. í. äî 10 ìëí ï. í. (Or-
bach et al., 1988). Ñëåäîâàòåëüíî, ñ åãî ïîìîùüþ íåëüçÿ
ðàçäåëèòü öåëûå õðîìîñîìíûå ÄÍÊ âûñøèõ ýóêàðèîò,
ðàçìåð êîòîðûõ ñîñòàâëÿåò íåñêîëüêî äåñÿòêîâ ìèëëèî-
íîâ ïàð íóêëåîòèäîâ (íàïðèìåð, ñàìàÿ ìàëåíüêàÿ õðîìî-
ñîìà ÷åëîâåêà èìååò ðàçìåð îêîëî 50 ìëí ï. í. — Interna-
tional Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Â òî
æå âðåìÿ ðàçìåðíûé äèàïàçîí õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ó áîëü-
øèíñòâà ýóêàðèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ õîðîøî
óêëàäûâàåòñÿ â ãðàíèöû ðàçðåøåíèÿ ýòîãî ìåòîäà.

Â ñîâðåìåííîé êàðèîëîãèè ãðèáîâ è ïðîòèñòîâ ýòîò
ìåòîä ñòàë ïðèçíàííûì ïîäõîäîì ê àíàëèçó õðîìîñîìíî-
ãî ñîñòàâà. Ìîëåêóëÿðíûå êàðèîòèïû îïèñàíû äëÿ áîëåå
÷åì 100 âèäîâ ãðèáîâ, â îñíîâíîì áàçèäèî- è àñêîìèöå-
òîâ (ñì. îáçîðû: Mills, McCluskey, 1990; Skinner et al.,
1991; Hornok, 1999; Beadle et al., 2003), è äëÿ ïðåäñòàâè-
òåëåé áîëåå ÷åì 50 ðîäîâ ñâîáîäíîæèâóùèõ è ïàðàçèòè-
÷åñêèõ ïðîòèñòîâ (Van der Ploeg et al., 1992; Hernandez-
Rivas, Scherf, 1997). Äëÿ öåëîãî ðÿäà îáúåêòîâ, íàïðèìåð
äðîææåé S. cerevisiae è Schizosaccharomyces pombe, ìèöå-
ëèàëüíûõ àñêîìèöåòîâ Aspergillus nidulans è Neurospora
crassa, ìàëÿðèéíîãî ïëàçìîäèÿ P. falciparum, òðèõîìîíà-
äû Trichomonas vaginalis, áûëî ïîêàçàíî ïîëíîå ñîîòâåò-
ñòâèå ìåæäó ÷èñëîì ãåòåðîëîãè÷íûõ õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ,
èäåíòèôèöèðóåìûõ â ãåëå ïîñëå ÏÝÔ, ñ îäíîé ñòîðîíû,
è ÷èñëîì õðîìîñîì, âûÿâëÿåìûì ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ
ìèêðîñêîïèè, è (èëè) ÷èñëîì ãåíåòè÷åñêèõ ãðóïï ñöåïëå-
íèÿ — ñ äðóãîé (Schwartz, Cantor, 1984; Carle, Olson,
1985; Kemp et al., 1987; Smith et al., 1987; Vollrath, Davis,
1987; Orbach et al., 1988; Brody, Carbon, 1989; Lehker, Al-
derete, 1999).

Àíàëèç ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïà (òåðìèí, ïðèíÿòûé
â ñðåäå ïðîòèñòîëîãîâ) (Schwartz, Cantor, 1984) èëè ýëåê-
òðîôîðåòè÷åñêîãî êàðèîòèïà (òåðìèí, êîòîðûé ïðåèìó-
ùåñòâåííî èñïîëüçóåòñÿ â ìèêîëîãè÷åñêîé ëèòåðàòóðå)
(Carle, Olson, 1985) — ýòî ìíîãîñòóïåí÷àòûé ïðîöåññ. Íà
ïåðâîì ýòàïå íåîáõîäèìî íàêîïèòü êëåòêè èññëåäóåìîãî
îðãàíèçìà â äîñòàòî÷íîì êîëè÷åñòâå è àäàïòèðîâàòü äëÿ
íèõ ìåòîä ýêñòðàêöèè èíòàêòíîé âûñîêîìîëåêóëÿðíîé
ÄÍÊ. Íà âòîðîì ýòàïå ïîäáèðàþò óñëîâèÿ äëÿ ôðàêöèî-
íèðîâàíèÿ õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ èññëåäóåìîãî îðãàíèçìà â
àãàðîçíîì ãåëå ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ïóëüñèðóþ-
ùåì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå. Òðåòèé ýòàï ïîäðàçóìåâàåò èí-
òåðïðåòàöèþ ïîëó÷åííûõ ýëåêòðîôîðåãðàìì, îáîáùåíèå
äàííûõ î ÷èñëå íàáëþäàåìûõ ïîëîñ è ðàçìåðå ìèãðèðóþ-
ùèõ â íèõ õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ è ïîñëåäóþùóþ èäåíòèôè-
êàöèþ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì ñ ïðèâëå÷åíèåì äî-
ïîëíèòåëüíûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ.

Ï î ä ã î ò î â ê à ì à ò å ð è à ë à. Òåõíîëîãèÿ âûäåëåíèÿ
èíòàêòíûõ ÄÍÊ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì âêëþ÷àåò â
ñåáÿ îáÿçàòåëüíûé ýòàï çàêëþ÷åíèÿ áîëüøîãî ÷èñëà
(108—109) æèâûõ êëåòîê èññëåäóåìîãî îðãàíèçìà â ëåã-
êîïëàâêóþ àãàðîçó (â ñëó÷àå êðóïíûõ îáúåêòîâ ìîæåò

áûòü äîñòàòî÷íî 106 êëåòîê — Willhoeft, Tannich, 1999).
Àãàðîçà ïðåäîõðàíÿåò âûñîêîìîëåêóëÿðíûå ÄÍÊ îò ðàç-
ðóøèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ ñäâèãîâûõ ñèë. Èñïîëüçóþò
àãàðîçó âûñîêîé ñòåïåíè î÷èñòêè, ïðîòåñòèðîâàííóþ íà
îòñóòñòâèå çàãðÿçíåíèé íóêëåàçàìè. Ñóùåñòâóþò è ñïå-
öèàëüíî ðàçðàáîòàííûå ìàðêè àãàðîçû äëÿ ïðèãîòîâëå-
íèÿ áëîêîâ äëÿ ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, íàïðèìåð Agarose
for pulsed field electrophoresis sample preparation (Sig-
ma-Aldrich Inc., ÑØÀ) è Sea Plaque® GTG® agarose (Bio-
Whittaker Inc., ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå àãàðîçíûå áëîêè (â àí-
ãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå — DNA inserts, PFGE plugs) èíêó-
áèðóþò ïðè 50 °Ñ â òå÷åíèå 48 ÷ â ñìåñè ESP (EDTA,
Sarcosine, Proteinase), ñîäåðæàùåé 0.5 Ì EDTA (pH 9.4),
1%-íûé N-ëàóðèëñàðêîçèí è 1 ìã/ìë ïðîòåèíàçû Ê.
Â ýòîé ñìåñè ïðîèñõîäÿò ëèçèñ êëåòîê è äåïðîòåèíèçà-
öèÿ ÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè ÅDTA, ìåòàëë-õåëàòèðóþùåãî
àãåíòà, èíãèáèðóþùåãî àêòèâíîñòü íóêëåàç. Ïðîòåèíàçà
Ê ýôôåêòèâíî óäàëÿåò áåëêîâûå ïðèìåñè, áûñòðî èíãè-
áèðóåò íóêëåàçû è ïðè ýòîì óñòîé÷èâà ê äåíàòóðè-
ðóþùèì è õåëàòèðóþùèì àãåíòàì. Ïðè ïðîâåäåíèè ýêñò-
ðàêöèè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ê áóôåðíîìó ðàñòâîðó, ñîäåð-
æàùåìó ïðîòåèíàçó Ê è EDTA, îáû÷íî íå òðåáóåòñÿ
äîáàâëÿòü äðóãèå èíãèáèòîðû íóêëåàç.

Â ñëó÷àå ýêñòðàêöèè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ èç êëåòîê,
îêðóæåííûõ êëåòî÷íîé ñòåíêîé èëè äðóãèìè äîïîëíè-
òåëüíûìè îáîëî÷êàìè, ïåðåä èíêóáàöèåé â ñìåñè ESP
ïðîâîäÿò ïðåäâàðèòåëüíóþ îáðàáîòêó. Îáû÷íî ïîäáèðà-
þò ôåðìåíòû, êîòîðûå ðàçðóøàþò êëåòî÷íûå ïîêðîâû è
íå òðåáóþò äëÿ ñâîåé ðàáîòû ïðèñóòñòâèÿ äâóõâàëåíòíûõ
êàòèîíîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü ôåðìåíòàòèâíóþ îá-
ðàáîòêó â ïðèñóòñòâèè áîëüøîãî êîëè÷åñòâà EDTA äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ äåãðàäàöèè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ. Íàïðè-
ìåð, àãàðîçíûå áëîêè ñ çàêëþ÷åííûìè êëåòêàìè äðîæ-
æåé ïåðåä ýêñòðàêöèåé õðîìîñîìíîé ÄÍÊ èíêóáèðóþò â
ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ çèìîëèàçó, áåòà-ãëþêóðîíèäàçó
èëè íîâîçèì (Maule, 1994).

Ïðè êàðèîòèïèðîâàíèè ïàðàçèòîâ, êîòîðûõ íå óäàåò-
ñÿ ïîääåðæèâàòü in vitro â àêñåíè÷íîé êóëüòóðå, íà ïðåä-
âàðèòåëüíîì ýòàïå îòäåëÿþò âíóòðèêëåòî÷íûå ôîðìû
ïàðàçèòà îò ìàòåðèàëà õîçÿèíà èëè íàêàïëèâàþò êëåòêè
ïàðàçèòà íà ðàññåëèòåëüíîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ (Van der Plo-
eg et al., 1984; Corcoran et al., 1986; Pinevitch et al., 1997;
Ñîêîëîâà è äð., 1998; Graf et al., 2001). Êëåòêè ïàðàçè-
òà, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ ïåðåæèâàíèÿ è ðàññåëåíèÿ â
îêðóæàþùåé ñðåäå, îáû÷íî ïîêðûòû ïëîòíûìè îáî-
ëî÷êàìè, ïîýòîìó ïåðåä èññëåäîâàòåëÿìè âñòàåò çàäà÷à
ïîäîáðàòü ðåàãåíòû äëÿ äåãðàäàöèè ïîñëåäíèõ èëè èìè-
òèðîâàòü in vitro óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ in vivo ïðîèñõîäèò
îñâîáîæäåíèå êëåòêè îò îáîëî÷åê. Íàïðèìåð, ñïîðû ìèê-
ðîñïîðèäèé ïîäâåðãàþò ðàçíûì âàðèàíòàì ïðåäâàðè-
òåëüíîé îáðàáîòêè, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ëèáî ê ñòèìóëÿöèè
ýêñòðóçèè ïîëÿðíûõ òðóáîê è âûñâîáîæäåíèþ ñïîðî-
ïëàçì, ëèáî ê ÷àñòè÷íîé äåãðàäàöèè îáîëî÷êè (Malone,
McIvor, 1993; Biderre et al., 1994). Îîöèñòû êîêöèäèé è
öèñòû ëÿìáëèé ïåðåä çàêëþ÷åíèåì â àãàðîçó èíêóáèðóþò
â ðàñòâîðàõ, ñòèìóëèðóþùèõ èõ ýêñöèñòèðîâàíèå (Camp-
bell et al., 1990; Shirley et al., 1990; Sibley, Boothroyd,
1992).

Î÷èñòêà êëåòîê ïàðàçèòîâ îò ìàòåðèàëà õîçÿèíà âåñü-
ìà æåëàòåëüíà, òàê êàê ñíèæàåò âåðîÿòíîñòü ïîÿâëåíèÿ
òåõíè÷åñêèõ ñëîæíîñòåé, âîçíèêàþùèõ èç-çà ïðèñóòñò-
âèÿ êîíòàìèíèðóþùèõ íóêëåàç è ôîíîâîé äåãðàäèðîâàí-
íîé ÄÍÊ. Îäíàêî ïîëó÷åíèå ÷èñòûõ ïðåïàðàòîâ êëåòîê
ïàðàçèòà íå âñåãäà âîçìîæíî è, ñòðîãî ãîâîðÿ, çà÷àñòóþ
íå ÿâëÿåòñÿ îáÿçàòåëüíûì, ïîñêîëüêó âûñîêîìîëåêóëÿð-
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íàÿ íåäåãðàäèðîâàííàÿ ÄÍÊ õîçÿèíà îáû÷íî íå âõîäèò â
ãåëü ïðè ïàðàìåòðàõ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ ôðàêöèîíèðîâà-
íèÿ õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ (Ñîêîëîâà è äð., 1998).

Òîíêîñòÿì òàêèõ ïðîöåäóð, êàê çàêëþ÷åíèå êëåòîê â
àãàðîçíûå áëîêè, èõ ïîñëåäóþùèé ëèçèñ è äåïðîòåèíèçà-
öèÿ, íåîäíîêðàòíî óäåëÿëîñü âíèìàíèå â ñïåöèàëüíûõ
ìåòîäè÷åñêèõ îáçîðàõ, ïîñâÿùåííûõ ÏÝÔ è ìîëåêóëÿð-
íîìó êàðèîòèïèðîâàíèþ (Van der Ploeg et al., 1992; Mau-
le, 1994; Hernandez-Rivas, Scherf, 1997; Maringele, Lydall,
2006), ïîýòîìó ìû íå áóäåì çäåñü áîëåå ïîäðîáíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü ýòè âîïðîñû.

Ô ð à ê ö è î í è ð î â à í è å Ä Í Ê. Ïîñëå äåïðîòåèíèçà-
öèè â àãàðîçíûõ áëîêàõ âûñîêîìîëåêóëÿðíûå ÄÍÊ ôðàê-
öèîíèðóþò ñ ïîìîùüþ ÏÝÔ. Òåîðåòè÷åñêèå è ïðàêòè-
÷åñêèå àñïåêòû ýòîãî ìåòîäà òàêæå íåîäíîêðàòíî îáñóæ-
äàëèñü â ëèòåðàòóðå (Chu, 1990; Burmeister, Ulanovsky,
1992; Maule, 1998; Íàñîíîâà, 2008), è ìû íå áóäåì
çäåñü íà íèõ ñïåöèàëüíî îñòàíàâëèâàòüñÿ. Îòìåòèì ëèøü
ñëåäóþùèå ïðèíöèïèàëüíûå ìîìåíòû. Îïòèìàëüíîãî
ðàçäåëåíèÿ âñåõ õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ èññëåäóåìîãî îðãà-
íèçìà ðåäêî óäàåòñÿ äîñòèãíóòü â õîäå îäíîãî ðàóíäà
ÏÝÔ. Åñëè õðîìîñîìíûå ÄÍÊ çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷à-
þòñÿ ïî ðàçìåðó, èñïîëüçóþò íåñêîëüêî ïðîãðàìì
(èëè íåñêîëüêî áëîêîâ â ðàìêàõ îäíîé ïðîãðàììû), àäàï-
òèðîâàííûõ äëÿ õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ðàçíûõ ðàçìåðíûõ
êëàññîâ. Òàêîé ïîäõîä ïðèìåíÿëè ïðè èçó÷åíèè ìîëåêó-
ëÿðíîãî êàðèîòèïà êèíåòîïëàñòèä (Bastien et al., 1992;
Cano et al., 1995; Wincker et al., 1997; Melville et al., 1998,
2000), ñïîðîâèêîâ (Kemp et al., 1987; Shirley et al., 1990),
ìíîãèõ áàçèäèî- è àñêîìèöåòîâ (Fraissinet-Tachet et al.,
1996; Zhong et al., 2002). ×àñòî èññëåäîâàòåëè ñòàëêèâà-
þòñÿ ñ îáðàòíîé ñèòóàöèåé: õðîìîñîìíûå ÄÍÊ èññëåäóå-
ìîãî îðãàíèçìà íåçíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþòñÿ ïî ðàçìåðó.
Â òàêèõ ñëó÷àÿõ íà ýëåêòðîôîðåãðàììàõ íàáëþäàþò
áîëüøîå ÷èñëî áëèçêî ðàñïîëîæåííûõ ïîëîñ, êàê íàïðè-
ìåð ïðè ðàçäåëåíèè õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ìèêðîñïîðè-
äèé (Biderre et al., 1997; Nassonova et al., 2005) è àñêî-
ìèöåòà Pneumocystis carinii (Cornillot et al., 2002). Â òàêèõ
ñëó÷àÿõ òîæå ìîæíî ðåêîìåíäîâàòü èñïîëüçîâàòü ñå-
ðèþ ïðîãðàìì, êàæäàÿ èç êîòîðûõ àäàïòèðîâàíà äëÿ
ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ìîëåêóë â î÷åíü óçêîì äèàïàçîíå ðàç-
ìåðîâ. Íàïðèìåð, ïðè èñïîëüçîâàíèè òðåõ ïðîãðàìì,
â õîäå êàæäîé èç êîòîðûõ âðåìÿ ïóëüñà âîçðàñòàëî ñòó-
ïåí÷àòî íà íåáîëüøóþ âåëè÷èíó (20—30 ñ), óäàëîñü
ôðàêöèîíèðîâàòü ìíîãî÷èñëåííûå õðîìîñîìíûå ÄÍÊ â
ðàçìåðíîì äèàïàçîíå 135—485 ò. ï. í. (18 ìàæîðíûõ è
13 ìèíîðíûõ ïîëîñ), îáðàçóþùèå ìîëåêóëÿðíûé êàðèî-
òèï ìèêðîñïîðèäèè Paranosema grylli (Nassonova et al.,
2005).

Ð à ç ì å ð í û å ì à ð ê å ð û. S. cerevisiae è S. pombe —
ïåðâûå îðãàíèçìû, ó êîòîðûõ áûëè îïèñàíû ìîëåêóëÿð-
íûå êàðèîòèïû (Schwartz, Cantor, 1984; Carle, Olson,
1985; Smith et al., 1987). Ðàçìåð èõ õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ
áûë ðàññ÷èòàí íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ðåñòðèêöèîííî-
ãî àíàëèçà (Fan et al., 1989, 1991; Link, Olson, 1991). Áëà-
ãîäàðÿ ýòèì èññëåäîâàíèÿì ìû èìååì âåñüìà òî÷íûå
îöåíêè ðàçìåðîâ õðîìîñîì ó ýòèõ îðãàíèçìîâ, ïîýòîìó
ïðåïàðàòû ñ èõ õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ èñïîëüçóþò â êà÷å-
ñòâå ðàçìåðíûõ ñòàíäàðòîâ. Öåëûé ðÿä ôèðì ïðåäëàãàþò
ìàðêåðû äëÿ ÏÝÔ ñ õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ ïî÷êóþùèõñÿ
äðîææåé: S. cerevisiae YNN 295 (Sigma — Aldrich Inc.,
ÑØÀ; GE Healthcare UK Ltd., Âåëèêîáðèòàíèÿ; Bio-Rad
Laboratories, ÑØÀ), S. cerevisiae YPH 80 (New England
Biolabs Inc., ÑØÀ) è S. cerevisiae YPH 755 (Roche Diagno-

stics GmbH, Ãåðìàíèÿ), êîòîðûå èñïîëüçóþò â ðàçìåðíîì
äèàïàçîíå îò 200 ò. ï. í. äî îêîëî 2.2 ìëí ï. í. Âñåãî â êà-
ðèîòèïå S. cerevisiae 16 õðîìîñîì, èç êîòîðûõ 15 âõîäÿò â
ãåëü è õîðîøî ôðàêöèîíèðóþòñÿ ïðè ÏÝÔ, ïîýòîìó èõ
ðàçìåð áûë îöåíåí äîâîëüíî òî÷íî. Ðàçìåð ñàìîé áîëü-
øîé õðîìîñîìû ïðåâûøàåò 2.2 ìëí ï. í. è ñèëüíî âàðüè-
ðóåò ó ðàçíûõ øòàììîâ. Ïðè ïðîâåäåíèè ÏÝÔ âûñîêîìî-
ëåêóëÿðíàÿ ÄÍÊ ýòîé õðîìîñîìû çà÷àñòóþ îñòàåòñÿ â
êàðìàíå ãåëÿ, åå ðàçìåð íå áûë îöåíåí ñ ïîìîùüþ ðåñò-
ðèêöèîííîãî àíàëèçà.

Ïðåïàðàòû ñ õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ äåëÿùèõñÿ äðîæ-
æåé S. pombe èñïîëüçóþò â äèàïàçîíå ñâûøå 3 ìëí ï. í.
Íàïðèìåð, â ìîëåêóëÿðíîì êàðèîòèïå øòàììà 972h îïè-
ñàíû õðîìîñîìíûå ÄÍÊ ðàçìåðîì 3.5, 4.6 è 5.7 ò. ï. í.
(Smith et al., 1987). Ïðåïàðàòû ñ âûñîêîìîëåêóëÿðíûìè
ÄÍÊ õðîìîñîì ýòîãî øòàììà ïðîèçâîäèò, íàïðèìåð,
ôèðìà Bio-Rad Laboratories (ÑØÀ).

Äèàïàçîí îò îêîëî 1.0 äî 3.1 ìëí ï. í. «ïåðåêðûâàþò»
ãåòåðîòàëëè÷íûå äðîææè Hansenula wingei, ðàçìåð ñåìè
õðîìîñîì êîòîðûõ áûë òàêæå îöåíåí äîñòàòî÷íî òî÷íî
(Jones et al., 1989). Êîììåð÷åñêèå ïðåïàðàòû ñ õðîìîñîì-
íûìè ÄÍÊ H. wingei YB-4662-VIA äîñòóïíû îò Bio-Rad
Laboratories (ÑØÀ).

Î ñ î á å í í î ñ ò è ï ó ë ü ñ-ý ë å ê ò ð î ô î ð å ã ð à ì ì.
Çà÷àñòóþ ïîëîñû, íàáëþäàåìûå â ãåëå ïîñëå ÏÝÔ, îòëè-
÷àþòñÿ íåñòåõèîìåòðè÷åñêîé èíòåíñèâíîñòüþ îêðàøèâà-
íèÿ ÄÍÊ-ñïåöèôè÷íûìè ôëóîðîõðîìàìè. Ýòî ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ öåëûì ðÿäîì ïðè÷èí, íàïðèìåð ñ íåäîñ-
òàòî÷íûì ðàçäåëåíèåì ãåòåðîëîãè÷íûõ ìîëåêóë õðîìî-
ñîìíûõ ÄÍÊ áëèçêîãî ðàçìåðà (Wincker et al., 1996; Mel-
ville et al., 1998), ñ ðàçìåðíûì ïîëèìîðôèçìîì ãîìîëîãîâ
(Mills, McCluskey, 1990; Zolan, 1995), ñ ïðèñóòñòâèåì óâå-
ëè÷åííîãî ÷èñëà êîïèé îòäåëüíûõ õðîìîñîì — àíåóï-
ëîèäèåé ïðèðîäíûõ èçîëÿòîâ (Hansen et al., 1986), ïðè-
ñóòñòâèåì âàðèàáåëüíîãî ÷èñëà ñâåðõ÷èñëåííûõ Â-õðî-
ìîñîì (Covert, 1998), êîìèãðàöèåé õðîìîñîìíûõ è
ýêñòðàõðîìîñîìíûõ ìîëåêóë ÄÍÊ, íàïðèìåð ìèòîõîíä-
ðèàëüíûõ, ïëàñòèäíûõ è ïëàçìèäíûõ ÄÍÊ (Dunn et al.,
1998; Riveron et al., 2000; Pantou, Typas, 2005; Zuccaro
et al., 2009). Íåîáõîäèìî òàêæå ó÷èòûâàòü, ÷òî íà îäíîé
äîðîæêå ãåëÿ ìû àíàëèçèðóåì õðîìîñîìíûå ÄÍÊ, âûäå-
ëåííûå èç 108—109 êëåòîê. Èíòåðïðåòàöèÿ òàêîãî «êóìó-
ëÿòèâíîãî êàðèîòèïà» ìîæåò áûòü çàòðóäíåíà èç-çà âíóò-
ðèïîïóëÿöèîííîãî ïîëèìîðôèçìà, ñ êîòîðûì ñòàëêèâà-
þòñÿ ïðè ðàáîòå ñ ïðèðîäíûìè èçîëÿòàìè èëè ñ
ëàáîðàòîðíûìè îðãàíèçìàìè, êîòîðûõ íå óäàåòñÿ ïîä-
äåðæèâàòü â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ è äëÿ êîòîðûõ íå ðàç-
ðàáîòàíû ìåòîäû êëîíèðîâàíèÿ, à òàêæå â îïûòàõ ñ îðãà-
íèçìàìè, ó êîòîðûõ ÷àñòî èìåþò ìåñòî õðîìîñîìíûå ïå-
ðåñòðîéêè (íàïðèìåð, êàê â ñëó÷àå Giardia lamblia; Le
Blancq et al., 1991, 1992).

Â ëèòåðàòóðå, ïîñâÿùåííîé ÏÝÔ, õðîìîñîìíûå ÄÍÊ
çà÷àñòóþ íàçûâàþò ïðîñòî «õðîìîñîìàìè», èìåÿ â âèäó,
÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ùàäÿùèõ ìåòî-
äîâ ýêñòðàêöèè ÄÍÊ èç çàêëþ÷åííûõ â ëåãêîïëàâêóþ
àãàðîçó êëåòîê ïîëó÷àþòñÿ ïðåïàðàòû èíòàêòíûõ õðîìî-
ñîìíûõ ÄÍÊ. Îäíàêî ãîâîðèòü î õðîìîñîìàõ óìåñòíî
òîëüêî ïîñëå ïðîâåäåíèÿ èäåíòèôèêàöèè. Ìåëâèëë ñ ñî-
àâòîðàìè (Melville et al., 1998) ïðåäëîæèëè ïîíÿòèå
«ÏÝÔ ïîëîñà», èëè «õðîìîñîìíàÿ ïîëîñà», äëÿ îïèñàíèÿ
çîí, íàáëþäàåìûõ â ãåëå ïîñëå ÏÝÔ è îêðàøèâàíèÿ
ÄÍÊ-ñïåöèôè÷íûì ôëóîðîõðîìîì. Äëÿ ñîîòíåñåíèÿ
êàæäîé èç ïîëîñ ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïà ñ îäíîé èëè
íåñêîëüêèìè èíäèâèäóàëüíûìè õðîìîñîìàìè ïðèìåíÿ-
þò îïèñàííûå íèæå ìåòîäû.
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Èäåíòèôèêàöèÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì
â ìîëåêóëÿðíûõ êàðèîòèïàõ

Â ïåðâûõ îïûòàõ ïî ôðàêöèîíèðîâàíèþ õðîìîñîì
ïî÷êóþùèõñÿ äðîææåé S. cerevisiae, îðãàíèçìà ñ 16 ãåíå-
òè÷åñêè îïðåäåëÿåìûìè ãðóïïàìè ñöåïëåíèÿ, íàáëþäàëè
â ãåëå 12 ïîëîñ ñ ðàçíîé èíòåíñèâíîñòüþ îêðàøèâàíèÿ
(Carle, Olson, 1985). Ñ ïîìîùüþ Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèè ñ
çîíäàìè ê ãåíàì, êîòîðûå ðàíåå áûëè ãåíåòè÷åñêè êàðòè-
ðîâàíû, àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî 3 ïîëîñû èç 12 ñîîòâåòñò-
âóþò íå îäíîé, à äâóì õðîìîñîìàì êàæäàÿ. Èññëåäîâà-
òåëè îáíàðóæèëè, ÷òî ðàçìåðû ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì
âàðüèðóþò ìåæäó øòàììàìè äðîææåé, è îïèñàííûå
âûøå äóáëåòû ìîãóò áûòü óñïåøíî ðàçäåëåíû ó íåêîòî-
ðûõ øòàììîâ. ÄÍÊ ñàìîé êðóïíîé õðîìîñîìû XII â ýòèõ
îïûòàõ íå âõîäèëà â ãåëü èëè îêàçûâàëàñü â äèôôóçíîé
çîíå íà âûõîäå èç êàðìàíà. Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàòå-
ëè ñìîãëè èäåíòèôèöèðîâàòü âñå 16 õðîìîñîì S. cerevi-
siae (Carle, Olson, 1985).

Äëÿ ðÿäà ãðèáîâ, ó êîòîðûõ îïðåäåëåíû ãåíåòè÷å-
ñêèå ãðóïïû ñöåïëåíèÿ è êàðòèðîâàíû õðîìîñîìíûå
ïåðåñòðîéêè, èíäèâèäóàëüíûå õðîìîñîìû â ìîëåêóëÿð-
íîì êàðèîòèïå áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû ñ ïîìîùüþ
Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäàìè ê ãðóïïà-ñïåöèôè÷íûì
ìàðêåðàì ïðè èñïîëüçîâàíèè â ðàáîòå ñåðèé øòàììîâ ñ
õîðîøî èçó÷åííûìè ìåæõðîìîñîìíûìè òðàíñëîêàöèÿ-
ìè. Â ÷àñòíîñòè, èñïîëüçîâàëè øòàììû àñêîìèöåòà As-
pergillus nidulans ñ òðàíñëîêàöèÿìè, çàòðàãèâàþùèìè
õðîìîñîìó, ëîêàëèçàöèÿ êîòîðîé â ìîëåêóëÿðíîì êàðèî-
òèïå áûëà óæå óñòàíîâëåíà ñ ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè, è
õðîìîñîìó, åùå íå èäåíòèôèöèðîâàííóþ â ìîëåêóëÿð-
íîì êàðèîòèïå (Brody, Carbon, 1989). Ïîõîæèé ïîäõîä
èñïîëüçîâàëè äëÿ èäåíòèôèêàöèè õðîìîñîì â ìîëåêóëÿð-
íîì êàðèîòèïå S. cerevisiae (Schwartz, Cantor, 1984) è Ne-
urospora crassa (Kelkar et al., 2001).

Äëÿ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ êîìèãðèðóþùèõ õðîìîñîì è
èõ èäåíòèôèêàöèè âîçìîæíî òàêæå ïðèâëå÷åíèå ìóòàíò-
íûõ øòàììîâ ñ èíäóöèðîâàííûìè ìîäèôèêàöèÿìè â êà-
ðèîòèïå, ïðèâîäÿùèìè ê èçìåíåíèþ ðàçìåðà õðîìîñîì.
Íàïðèìåð, Âåðäîñ ñ ñîàâòîðàìè (Verdoes et al., 1994) èñ-
ïîëüçîâàëè ñåðèþ øòàììîâ Aspergillus niger c êàðèî-
òèïàìè, â êîòîðûõ ðàçìåð îäíîé èç êîìèãðèðóþùèõ
õðîìîñîì áûë èñêóññòâåííî óâåëè÷åí ïóòåì âñòðàèâàíèÿ
äîïîëíèòåëüíûõ êîïèé ãåíà glaA. Ñ ïîìîùüþ èíäóöèðî-
âàííîé ôðàãìåíòàöèè ðàçìåð õðîìîñîì ìîæåò áûòü èñ-
êóññòâåííî óìåíüøåí. Íàïðèìåð, â îïûòàõ ñ S. cerevisiae
ôðàãìåíòèðîâàííûå õðîìîñîìû ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê íåáîëüøèìè ëèíåéíûìè ìîëåêó-
ëàìè, ñîäåðæàùèìè òåëîìåðíûå è öåíòðîìåðíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè, à òàêæå ó÷àñòêè, ãîìîëîãè÷íûå ýíäîãåí-
íûì ãåíîìíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì (Vollrath et al.,
1988).

Êðóã îáúåêòîâ, ñ êîòîðûìè âîçìîæíî ïðîâåäåíèå ãå-
íåòè÷åñêèõ ìàíèïóëÿöèé, äîâîëüíî îãðàíè÷åí. Â áîëåå
îáùåì ñëó÷àå, ïðè ðàáîòå ñ îðãàíèçìàìè, ê êîòîðûì ìà-
ëîïðèìåíèìû îïèñàííûå âûøå ïîäõîäû, äëÿ èíòåðïðå-
òàöèè íàáëþäàåìîãî â ãåëå ðèñóíêà ïîëîñ ïðèìåíÿþò
äåíñèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ýëåêòðîôîðåãðàìì è (èëè)
(ðàäèî)àâòîãðàôîâ, à òàêæå òàêèå ìåòîäû èäåíòèôèêàöèè
èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì, êàê Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèÿ
ñ õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûìè è òåëîìåðñïåöèôè÷íûìè çîí-
äàìè, ñðàâíåíèå êàðèîòèïîâ ó ñåðèé èçîëÿòîâ ñ âûðàæåí-
íûì âíóòðèâèäîâûì ðàçìåðíûì ïîëèìîðôèçìîì õðîìî-
ñîì è àíàëèç ïàòòåðíîâ ðåñòðèêöèè õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ.
Ýòè áîëåå óíèâåðñàëüíûå ïîäõîäû ìîãóò áûòü èñïîëüçî-

âàíû äëÿ øèðîêîãî êðóãà îáúåêòîâ ñ íåèçâåñòíûì ÷èñëîì
ãðóïï ñöåïëåíèÿ, äëÿ êîòîðûõ íå ïîëó÷åíû òðàíñôîðìàí-
òû è øòàììû ñ òðàíñëîêàöèÿìè è äðóãèìè ìîäèôèêàöèÿ-
ìè â êàðèîòèïå. Èñïîëüçîâàíèå ýòèõ ìåòîäîâ ïîìîãàåò
ïðîÿñíèòü ñèòóàöèþ, îäíàêî çà÷àñòóþ èç-çà ÷àñòûõ õðî-
ìîñîìíûõ ïåðåñòðîåê, ðàçìåðíîãî ïîëèìîðôèçìà è âàðü-
èðóþùåé ïëîèäíîñòè îòäåëüíûõ õðîìîñîì íàäåæíîå
îïèñàíèå õðîìîñîìíîãî íàáîðà ó èññëåäóåìîãî îðãàíèç-
ìà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âåñüìà íåïðîñòóþ çàäà÷ó.

Òàê, íàïðèìåð, íà ýëåêòðîôðåãðàììàõ ñ ôðàêöèîíè-
ðîâàííûìè õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ Trypanosoma cruzi CL
Brener èäåíòèôèöèðîâàíî 20 ïîëîñ, ðàçëè÷àþùèõñÿ íå-
ñòåõèîìåòðè÷åñêîé èíòåíñèâíîñòüþ ñâå÷åíèÿ ïîñëå
îêðàøèâàíèÿ áðîìèñòûì ýòèäèåì. ×òîáû ðàçîáðàòüñÿ ñ
÷èñëîì èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì â êàðèîòèïå ýòîãî îð-
ãàíèçìà, Êàíî ñ ñîàâòîðàìè (Cano et al., 1995) èñïîëüçî-
âàëè ãèáðèäèçàöèþ ñ òåëîìåðîñïåöèôè÷íûì çîíäîì. Ïî-
ëó÷åííûå ðàäèîàâòîãðàôû áûëè ñêàíèðîâàíû è ïðîâåäåí
äåíñèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç îáíàðóæåííûõ ïÿòåí. Èíòåí-
ñèâíîñòü ñèãíàëà äëÿ ñàìîé ìàëåíüêîé õðîìîñîìû áûëà
âûáðàíà êàê ñòàíäàðò ìèíèìàëüíîé ïëîèäíîñòè. Èíòåí-
ñèâíîñòü ñèãíàëà îò âñåõ äðóãèõ ïîëîñ ñðàâíèâàëè ñ ýòèì
ñòàíäàðòîì. Äàëåå ðàññ÷èòûâàëè ÷èñëî õðîìîñîìíûõ ýê-
âèâàëåíòîâ äëÿ êàæäîé èç 20 èäåíòèôèöèðîâàííûõ ïî-
ëîñ. Òàêèì ñïîñîáîì àâòîðû ïîëó÷èëè ïðèáëèçèòåëüíóþ
îöåíêó îáùåãî ÷èñëà õðîìîñîì â êëåòêå; îíî îêàçàëîñü
ðàâíî 64. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò äàë îñíîâàíèå ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî áîëüøàÿ ÷àñòü ïîëîñ, íàáëþäàåìûõ â ãåëå ñ
ôðàêöèîíèðîâàííûìè õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ T. cruzi CL
Brener, ñîäåðæèò äâå õðîìîñîìû èëè áîëåå, îäíàêî ãîìî-
èëè ãåòåðîëîãè÷íàÿ ïðèðîäà ýòèõ õðîìîñîì è, ñëåäîâà-
òåëüíî, ÷èñëî èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì â ãàïëîèäíîì
íàáîðå ó ýòîãî ïàðàçèòà îñòàëèñü íåâûÿñíåííûìè.

Èñïîëüçóÿ ñïåöèàëüíûå ñêàíåðû äëÿ ãåëåé (èëè ïðî-
ôåññèîíàëüíûå öèôðîâûå êàìåðû) è ñîîòâåòñòâóþùåå
ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå, ìîæíî òàêæå ïðîâîäèòü äåí-
ñèòîìåòðè÷åñêîå ñðàâíåíèå èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ ïî-
ëîñ ñ õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ èññëåäóåìîãî îáúåêòà è ñ ìàð-
êåðíûìè ÄÍÊ íåïîñðåäñòâåííî â ãåëå. Òàêîé ïîäõîä èñ-
ïîëüçîâàëè ïðè èçó÷åíèè êàðèîòèïîâ íåñêîëüêèõ
øòàììîâ T. cruzi (Branche et al., 2006). Â ñîîòâåòñòâèè ñ
îöåíêàìè, ïîëó÷åííûìè ýòèìè àâòîðàìè, â ìîëåêóëÿð-
íîì êàðèîòèïå T. cruzi CL Brener èäåíòèôèöèðîâàíî 38
ïîëîñ, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò 55 õðîìîñîìàì.

Äåíñèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîëîñ â ãåëÿõ è íà ýëåêò-
ðîôîðåãðàììàõ — íàèáîëåå ïðîñòîé è äîñòóïíûé, íî íà-
èìåíåå èíôîðìàòèâíûé ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè õðîìî-
ñîì. Îí ïîçâîëÿåò óòî÷íèòü ÷èñëî õðîìîñîì, íî íå äàåò
âîçìîæíîñòè óñòàíîâèòü èõ ïðèðîäó. Ñàóçåðí-ãèáðèäèçà-
öèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì òåëîìåðî- è õðîìîñîìîñïåöèôè÷-
íûõ çîíäîâ (àìïëèôèöèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ïðîòåèíêîäèðóþùèõ è ðÐÍÊ ãåíîâ, êëîíîâ èç ðàçíîãî
ðîäà áèáëèîòåê, RFLP è AFLP ìàðêåðîâ) ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé áîëåå ýôôåêòèâíûé ïîäõîä äëÿ èäåíòèôèêàöèè
õðîìîñîì, ïîñêîëüêó ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëüøîãî ÷èñëà
çîíäîâ îáû÷íî óäàåòñÿ íàäåæíî âûÿâëÿòü ãðóïïû ñöåïëå-
íèÿ. Íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ 244 õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûõ
çîíäîâ 36 ãðóïï ñöåïëåíèÿ, êîòîðûå, ïî-âèäèìîìó, ñîîò-
âåòñòâóþò 36 èíäèâèäóàëüíûì õðîìîñîìàì, áûëè èäåí-
òèôèöèðîâàíû â ìîëåêóëÿðíîì êàðèîòèïå Leishmania
major Friedlin. Íà ýëåêòðîôîðåãðàììàõ ñ ôðàêöèîíèðî-
âàííûìè õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ ýòîãî øòàììà íàáëþäàëè
28 ïîëîñ ðàçíîé øèðèíû è ÿðêîñòè (Wincker et al., 1996).
210 çîíäîâ, 61 èç êîòîðûõ — õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûå,
áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ ãèáðèäèçàöèè ñ õðîìîñîìíûìè

Ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå ýóêàðèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ 725



ÄÍÊ T. cruzi CL Brener. Â ðåçóëüòàòå íàáîð õðîìîñîì
ñòàë ïîíÿòåí â 7 èç 20 ïîëîñ, íàáëþäàåìûõ â ãåëå ñ ôðàê-
öèîíèðîâàííûìè õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ ýòîãî îðãàíèçìà.
Â ÷àñòíîñòè, îáíàðóæèëè, ÷òî â îäíîé èç ïîëîñ ìèãðèðî-
âàëè òðè ãåòåðîëîãè÷íûå õðîìîñîìû, è íàîáîðîò, äâå
ïàðû ïîëîñ îêàçàëèñü ãîìîëîãè÷íûìè äóáëåòàìè, ïðè-
÷åì â îäíîì èç ýòèõ äóáëåòîâ ãîìîëîãè ðàçëè÷àëèñü ïî
ðàçìåðó íà 1.75 ìëí ï. í. (Porcile et al., 2003).

Ìåëâèëë ñ ñîàâòîðàìè (Melville et al., 1998) ñ÷èòàþò,
÷òî äëÿ ðàñïîçíàâàíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì ñðåäè
íàáîðà õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ, ôðàêöèîíèðîâàííûõ â
ÏÝÔ-ãåëå, æåëàòåëüíî ëîêàëèçîâàòü îêîëî 10 çîíäîâ íà
êàæäóþ ïîòåíöèàëüíóþ õðîìîñîìó. Òàê, íàïðèìåð, äëÿ
èäåíòèôèêàöèè 11 õðîìîñîì ñ ãåíàìè «äîìàøíåãî õîçÿé-
ñòâà» â êàðèîòèïå T. brucei TREU927/4 ýòè àâòîðû èñ-
ïîëüçîâàëè 401 êÄÍÊ-çîíä, â òîì ÷èñëå 168 õðîìîñîìî-
ñïåöèôè÷íûõ (Melville et al., 1998).

Â ñëó÷àå êîìèãðàöèè íåñêîëüêèõ ãåòåðîëîãè÷íûõ
õðîìîñîì áëèçêîãî ðàçìåðà è ïðè íàëè÷èè ðàçìåðíûõ âà-
ðèàíòîâ ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì, ìèãðèðóþùèõ â ðàç-
íûõ ïîëîñàõ, èíòåðïðåòàöèÿ ðåçóëüòàòîâ Ñàóçåðí-ãèáðè-
äèçàöèè çíà÷èòåëüíî îáëåã÷àåòñÿ, åñëè åñòü âîçìîæíîñòü
ñðàâíèòü äàííûå, ïîëó÷åííûå äëÿ íåñêîëüêèõ øòàììîâ
(èçîëÿòîâ) èçó÷àåìîãî âèäà ñ âûðàæåííûì õðîìîñîìíûì
ïîëèìîðôèçìîì. Ïðè òàêîì ñðàâíèòåëüíîì êàðèîòèïè-
ðîâàíèè îáû÷íî óäàåòñÿ âûÿâèòü øòàìì, ó êîòîðîãî, íà-
ïðèìåð, êîìèãðèðóþùèå ó äðóãèõ øòàììîâ õðîìîñîìû
ðàçëè÷àþòñÿ ïî ðàçìåðó è ìîãóò áûòü ôðàêöèîíèðîâàíû,
èëè ó ãîìîëîãîâ íå âûÿâëÿåòñÿ ðàçìåðíûé ïîëèìîðôèçì
è ïîýòîìó îíè ìèãðèðóþò â ïðåäåëàõ îäíîé ïîëîñû. Ýòîò
ïîäõîä çíà÷èòåëüíî îáëåã÷èë àíàëèç ìîëåêóëÿðíûõ êà-
ðèîòèïîâ ó ìíîãèõ îðãàíèçìîâ, íàïðèìåð ó Leishmania
spp. (Wincker et al., 1997), Entamoeba histolytica (Willhoeft,
Tannich, 1999), T. cruzi (Branche et al., 2006) è Phytomonas
spp. (Marin et al., 2008). Íà îñíîâå ñðàâíèòåëüíîãî êàðèî-
òèïèðîâàíèÿ áûë ðàçðàáîòàí ïðîñòîé ìåòîä èäåíòèôèêà-
öèè õðîìîñîì è óñòàíîâëåíèÿ õðîìîñîìíîé ëîêàëèçàöèè
ÄÍÊ-ìàðêåðîâ â êàðèîòèïàõ Leishmania spp. Ñòàðîãî
Ñâåòà. Èç ñåðèè êàðèîòèïèðîâàííûõ øòàììîâ áûëè âû-
áðàíû òðè ðåôåðåíòíûõ, êîòîðûå îòëè÷àëèñü òàêèì âû-
ñîêèì óðîâíåì õðîìîñîìíîãî ïîëèìîðôèçìà, ÷òî íàáîðû
êîìèãðèðóþùèõ ãåòåðîëîãîâ ðàçëè÷àëèñü â êàæäîì èç
òðåõ øòàììîâ. Ýòî äàëî âîçìîæíîñòü îïðåäåëÿòü õðîìî-
ñîìíóþ ëîêàëèçàöèþ ëþáîãî íîâîãî çîíäà ñ ïîìîùüþ
ãèáðèäèçàöèè ñ õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ ðåôåðåíòíûõ øòàì-
ìîâ. Áîëåå òîãî, õðîìîñîìû èç êàðèîòèïà ëþáîãî íîâîãî
øòàììà ëåéøìàíèé Ñòàðîãî Ñâåòà ìîãóò áûòü èäåíòèôè-
öèðîâàíû ïóòåì ãèáðèäèçàöèè ñ õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ
ýòèõ òðåõ ðåôåðåíòíûõ øòàììîâ (Wincker et al., 1997).

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ðàçìåðíûõ âàðèàíòîâ ãîìîëî-
ãîâ óäîáíî èñïîëüçîâàòü çîíäû ê îäíî- è ìàëîêîïèéíûì
ãåíàì. Îòáîð çîíäîâ ïðîâîäÿò ñ ïîìîùüþ Ñàóçåðí-ãèá-
ðèäèçàöèè ñ ðåñòðèöèðîâàííîé ãåíîìíîé ÄÍÊ èññëå-
äóåìîãî îðãàíèçìà, ÷òî ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ñâåäåíèÿ î
êîïèéíîñòè ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â
ãàïëîèäíîì ãåíîìå è îòîáðàòü îäíî- è ìàëîêîïèéíûå.
Ãèáðèäèçàöèÿ ôðàêöèîíèðîâàííûõ õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ ñ
òàêèìè çîíäàìè îáëåã÷àåò èäåíòèôèêàöèþ ðàçëè÷àþ-
ùèõñÿ ïî ðàçìåðó ãîìîëîãîâ è ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î
÷èñëå êîïèé äàííîé õðîìîñîìû â êëåòêå (ò. å. ïîëó÷èòü
îöåíêó óðîâíÿ òàê íàçûâàåìîé ôóíêöèîíàëüíîé ïëîèä-
íîñòè). Ýòîò ïðèåì èñïîëüçîâàëñÿ, íàïðèìåð, ïðè àíàëè-
çå ìîëåêóëÿðíûõ êàðèîòèïîâ E. histolytica (Willhoeft, Tan-
nich, 1999) è Giardia lamblia (Le Blancq, Adam 1998). Íà
ýëåêòðîôîðåãðàììàõ ñ ôðàêöèîíèðîâàííûìè õðîìîñîì-

íûìè ÄÍÊ ðàçíûõ øòàììîâ E. histolytica íàáëþäàëè
31—35 ïîëîñ. Äëÿ ãèáðèäèçàöèè èñïîëüçîâàëè 68 çîíäîâ
èç êÄÍÊ-áèáëèîòåêè, èç êîòîðûõ 34 ñîîòâåòñòâîâàëè îä-
íîêîïèéíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì. Áûëî îáíàðóæåíî
14 ãðóïï ñöåïëåíèÿ, ïðè÷åì çîíäû ê îäíîêîïèéíûì ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòÿì «ðàñïîçíàâàëè» îò 1 äî 4 ïîëîñ. Òà-
êèì îáðàçîì, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êàðèîòèïå ýíòàìåá ìî-
æåò áûòü äî ÷åòûðåõ ãîìîëîãè÷íûõ õðîìîñîì, ðàçëè÷èå
â ðàçìåðå êîòîðûõ äîñòèãàåò 1 ìëí ï. í. (Willhoeft, Tan-
nich, 1999).

Íà ýëåêòðîôîðåãðàììàõ ñ ôðàêöèîíèðîâàííûìè õðî-
ìîñîìíûìè ÄÍÊ G. lamblia íàáëþäàëè 5 èíòåíñèâíî
îêðàøåííûõ è âàðèàáåëüíîå ÷èñëî ñëàáî îêðàøåííûõ ïî-
ëîñ. Ñ ïîìîùüþ Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì 12 çîíäîâ ê îäíîêîïèéíûì ãåíàì îáíàðóæèëè 5 ãðóïï
ñöåïëåíèÿ (ãåòåðîëîãè÷íûõ õðîìîñîì), êàæäàÿ èç êîòî-
ðûõ áûëà ïðåäñòàâëåíà 1—4 ðàçìåðíûìè âàðèàíòàìè
(Adam et al., 1988; Le Blancq, Adam, 1998).

Îñîáîå ìåñòî â ðÿäó ÄÍÊ-çîíäîâ äëÿ àíàëèçà ìîëå-
êóëÿðíûõ êàðèîòèïîâ çàíèìàþò òåëîìåðîñïåöèôè÷íûå.
Ïî ÷èñëó è èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëîâ, íàáëþäàåìûõ ïðè
Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèè òåëîìåðíîãî çîíäà ñ ôðàêöèîíè-
ðîâàííûìè õðîìîñîìíûìè ÄÍÊ, ìîæíî óòî÷íèòü ÷èñëî
õðîìîñîì ó èññëåäóåìîãî îðãàíèçìà (â ÷àñòíîñòè, âûÿ-
âèòü êîìèãðèðóþùèå ãåòåðîëîãè÷íûå õðîìîñîìû) è îò-
äèôôåðåíöèðîâàòü ïîëîñû, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò ýêñò-
ðàõðîìîñîìíûì ÄÍÊ. Äëÿ áîëåå òî÷íîãî ðåçóëüòàòà Ñàó-
çåðí-ãèáðèäèçàöèþ ñ òåëîìåðîñïåöèôè÷íûìè çîíäàìè
ïðîâîäÿò íå òîëüêî íà áëîòàõ ñ èíòàêòíûìè õðîìîñîìíû-
ìè ÄÍÊ, íî è íà áëîòàõ ñ ôðàãìåíòàìè ðåñòðèêöèè õðî-
ìîñîìíûõ ÄÍÊ, ýêñòðàãèðîâàííûõ èç âûðåçàííûõ êóñî÷-
êîâ ÏÝÔ-ãåëÿ, ñîîòâåòñòâóþùèõ îòäåëüíûì ïîëîñàì.
Â ñëó÷àå åñëè â âûðåçàííîé ïîëîñå ìèãðèðîâàë òîëüêî
îäèí òèï õðîìîñîìíîé ÄÍÊ, íà (ðàäèî)àâòîãðàôå ãåëÿ
áóäóò âûÿâëåíû òîëüêî äâà ñèãíàëà; åñëè æå â âûðåçàí-
íîì ôðàãìåíòå ãåëÿ êîìèãðèðîâàëè äâå ãåòåðîëîãè÷íûå
õðîìîñîìû è áîëåå, òî ÷èñëî ñèãíàëîâ óâåëè÷èòñÿ äî ÷å-
òûðåõ è áîëåå ñîîòâåòñòâåííî. Ýòîò ïîäõîä áûë èñïîëü-
çîâàí, íàïðèìåð, ïðè àíàëèçå ìîëåêóëÿðíûõ êàðèîòèïîâ
ó Babesia bovis (Jones et al., 1997) è Cochliobolus sativus
(Zhong et al., 2002). Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ îöåíêó ÷èñëà
õðîìîñîì ñ ïîìîùüþ òåëîìåðîñïåöèôè÷íûõ çîíäîâ îñó-
ùåñòâëÿþò ïóòåì Ñàóçåðí-ãèáðèäèçàöèè íà áëîòàõ ñ ðå-
ñòðèöèðîâàííîé òîòàëüíîé ãåíîìíîé ÄÍÊ èññëåäóåìîãî
îðãàíèçìà, ïîëó÷åííûå ñâåäåíèÿ èñïîëüçóþò äëÿ èíòåðï-
ðåòàöèè ïàòòåðíà ïîëîñ è îïèñàíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî êàðè-
îòèïà (Pantou, Typas, 2005).

Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé ïîäõîä, êîòîðûé ñðàâíèòåëü-
íî íåäàâíî íà÷àëè èñïîëüçîâàòü äëÿ èäåíòèôèêàöèè èí-
äèâèäóàëüíûõ õðîìîñîì â ìîëåêóëÿðíûõ êàðèîòèïàõ
ýóêàðèîò, — äâóõìåðíûé ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåç, ñîïðÿæåí-
íûé ñ ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ. Â
2000 ã. Áðþæåð è Êîðíèéî ñ ñîàâòîðàìè (Brug+ere et al.,
2000à, 2000b, 2000c) ïðåäëîæèëè ñðàâíèòåëüíî áûñòðûé
ñïîñîá ðàñïîçíàâàíèÿ õðîìîñîì â ìîëåêóëÿðíûõ êàðèî-
òèïàõ ñ ïîìîùüþ ñðàâíåíèÿ ïàòòåðíîâ ôðàãìåíòîâ ðåñò-
ðèêöèè õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ. Â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå
ýòîò ìåòîä ïîëó÷èë íàçâàíèå Karyotype and Restriction
Display 2-D PFGE (KARD 2-D PFGE). Ìû ïðåäïî÷ëè èñ-
ïîëüçîâàòü àíãëèéñêóþ àááðåâèàòóðó äëÿ îáîçíà÷åíèÿ
ýòîãî ìåòîäà, ïîñêîëüêó ïåðåâîä è ñîêðàùåíèå ëàêîíè÷-
íîãî àíãëèéñêîãî íàçâàíèÿ âûçûâàþò îïðåäåëåííûå
òðóäíîñòè.

Ýòîò ìåòîä îñíîâàí íà èñïîëüçîâàíèè äâóõìåðíîãî
ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà è ïîäõîäàõ, ïðèìåíÿåìûõ äëÿ ôèçè-
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÷åñêîãî êàðòèðîâàíèÿ õðîìîñîì áàêòåðèé (Grimont, Gri-
mont, 1991) è õðîìîñîì Plasmodium falciparum (Hernan-
dez-Rivas, Scherf, 1997). Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîâûñèòü ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü ìåòîäà è èìåòü âîçìîæíîñòü àíàëèçèðîâàòü
ñðàçó âåñü ìîëåêóëÿðíûé êàðèîòèï, àâòîðû ïðåäëîæèëè
îðèãèíàëüíûé ïðîòîêîë äëÿ ðåñòðèêöèè è ðàäèîàêòèâíî-
ãî ìå÷åíèÿ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ íåïîñðåäñòâåííî â ãåëå.
Òîíêàÿ (òîëùèíîé 1—2 ìì) ïîëîñêà ñ õðîìîñîìíûìè
ÄÍÊ, ôðàêöèîíèðîâàííûìè â õîäå ïåðâîãî ÏÝÔ, âûðåçà-
åòñÿ èç ãåëÿ. Äàëåå èììîáèëèçîâàííûå â ãåëå õðîìîñîì-
íûå ÄÍÊ îáðàáàòûâàþòñÿ ðåäêîùåïÿùèìè ðåñòðèêòàçà-
ìè è ìåòÿòñÿ ïóòåì íèê-òðàíñëÿöèè, ïîñëå ÷åãî ïðîâî-
äèòñÿ ðàçäåëåíèå ìå÷åíûõ ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ â
õîäå âòîðîãî ÏÝÔ â íàïðàâëåíèè, ïåðïåíäèêóëÿðíîì
ïåðâîíà÷àëüíîìó.

Ïîñëåäóþùàÿ âèçóàëèçàöèÿ ðàçäåëåííûõ ôðàãìåíòîâ
îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîñðåäñòâîì ðàäèîàâòîãðàôèè (Brug+ere
et al., 2000b) (ñì. ðèñóíîê). Ýòà ïðîöåäóðà ïîçâîëÿåò ïî-
ëó÷èòü ñïåöèôè÷åñêèé ïàòòåðí ôðàãìåíòîâ ðåñòðèêöèè
äëÿ êàæäîãî òèïà ìîëåêóë õðîìîñîìíîé ÄÍÊ èç ìîëåêó-
ëÿðíîãî êàðèîòèïà îðãàíèçìà è, ñëåäîâàòåëüíî, äàåò âîç-
ìîæíîñòü èäåíòèôèöèðîâàòü èíäèâèäóàëüíûå õðîìîñî-
ìû, óòî÷íèòü èõ ÷èñëî è ðàçìåð è â êîíå÷íîì èòîãå ïîëó-
÷èòü âåñüìà ïîëíîå ïðåäñòàâëåíèå î õðîìîñîìíîì

íàáîðå îðãàíèçìà. Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà KARD 2-D PFGE
áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû õðîìîñîìû â ìîëåêóëÿðíûõ êà-
ðèîòèïàõ àñêîìèöåòîâ Saccharomyces cerevisiae è Pneu-
mocystis carinii (Brug+ere et al., 2000b; Cornillot et al., 2002),
à òàêæå ó öåëîãî ðÿäà ìèêðîñïîðèäèé (Brug+ere et al.,
2000a; Mansour et al., 2004; Nassonova et al., 2005; Dia
et al., 2007).

Òîëüêî ýôôåêòèâíîå ðàçäåëåíèå â ãåëå îòäåëüíûõ ïî-
ëîñ, èñïîëüçîâàíèå áîëüøîãî ÷èñëà çîíäîâ è (èëè) àíàëèç
ïàòòåðíîâ ðåñòðèêöèè õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ äàþò îïðåäå-
ëåííûå ãàðàíòèè, ÷òî îáíàðóæåíû è òî÷íî èäåíòèôèöè-
ðîâàíû âñå õðîìîñîìû â èññëåäóåìîì ìîëåêóëÿðíîì êà-
ðèîòèïå. Äëÿ íåêîòîðûõ îáúåêòîâ (íàïðèìåð, Trypanoso-
ma spp.), èíòåíñèâíî èçó÷àåìûõ â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ
ïî âñåìó ìèðó íà ïðîòÿæåíèè äåñÿòèëåòèé, ÷èñëî èíäè-
âèäóàëüíûõ õðîìîñîì è ÷èñëî èõ êîïèé â êëåòêå äî ñèõ
ïîð òî÷íî íåèçâåñòíî (Wickstead et al., 2004; El-Sayed
et al., 2005).

Äëÿ äîñòîâåðíîãî îïèñàíèÿ õðîìîñîìíîãî íàáîðà
èçó÷àåìîãî îðãàíèçìà âåñüìà æåëàòåëüíà (íî äëÿ ìíîãèõ
îáúåêòîâ ðåäêî äîñòèæèìà) èíòåãðàöèÿ äàííûõ öèòîëî-
ãè÷åñêîãî è ìîëåêóëÿðíîãî ïîäõîäîâ ê êàðèîòèïèðîâà-
íèþ. Ïîäîáíûé èíòåãðàëüíûé ïîäõîä ïðèìåíÿåòñÿ ïðè
àíàëèçå êàðèîòèïà ðÿäà ãðèáîâ, â ÷àñòíîñòè àñêîìèöåòîâ
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Ïðèíöèï äâóõìåðíîãî ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, ñîïðÿæåííîãî ñ ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì õðîìîñîìíûõ ÄÍÊ (KARD 2-D PFGE).

Õðîìîñîìíûå ÄÍÊ, ôðàêöèîíèðîâàííûå â àãàðîçíîì ãåëå â õîäå ïåðâîãî ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà, îáðàáàòûâàþò ðåäêîùåïÿùèìè ðåñòðèêòàçàìè è ìå-
òÿò ñ ïîìîùüþ [a-32P]dNTP â õîäå íèê-òðàíñëÿöèè, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäÿò ðàçäåëåíèå ìå÷åííûõ ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ â õîäå âòîðîãî
ïóëüñ-ýëåêòðîôîðåçà â íàïðàâëåíèè, ïåðïåíäèêóëÿðíîì ïåðâîíà÷àëüíîìó. Ïîñëåäóþùàÿ âèçóàëèçàöèÿ ðàçäåëåííûõ ôðàãìåíòîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ

ïîñðåäñòâîì ðàäèîàâòîãðàôèè. Òîíêèå ÷åðíûå ñòðåëêè ïîêàçûâàþò íàïðàâëåíèå ìèãðàöèè ÄÍÊ â ãåëå.



èç ïîäòèïà Pezizomycotina. Äëÿ ïîñëåäíèõ ðàçðàáîòàí öè-
òîãåíåòè÷åñêèé ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü âûñîêîêà-
÷åñòâåííûå ïðåïàðàòû ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì ïðè ñòè-
ìóëÿöèè ðàçðûâà êîíèäèàëüíûõ ïðîðîñòêîâûõ òðóáîê
èëè êîí÷èêîâ ìîëîäûõ ãèô (the germ tube burst method,
GTBM — Shirane et al., 1989). Ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ öè-
òîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà è ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðî-
âàíèÿ ñïîñîáñòâóåò ïðîâåðêå è óòî÷íåíèþ ïîëó÷åííûõ
îáîèìè ìåòîäàìè äàííûõ. Â ÷àñòíîñòè, ïðèìåíåíèå òàêî-
ãî êîìïëåêñíîãî ïîäõîäà ïîìîãëî ïðè àíàëèçå ïðåïàðà-
òîâ ìèòîòè÷åñêèõ õðîìîñîì è ìîëåêóëÿðíûõ êàðèîòèïîâ
Erysiphe graminis (Borbye et al., 1992), Mycosphaerella gra-
minicola (Mehrabi et al., 2007) è Cryphonectria parasitica
(Eusebio-Cope et al., 2009).

Çàäà÷è, ðåøàåìûå ñ ïîìîùüþ
ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ

Áëàãîäàðÿ ìåòîäó ÏÝÔ ñòàëî âîçìîæíûì íå òîëüêî
îïðåäåëåíèå ÷èñëà õðîìîñîì, íî è îöåíêà ðàçìåðà ãàïëî-
èäíîãî ãåíîìà (ïóòåì ñóììèðîâàíèÿ ðàçìåðîâ èíäèâè-
äóàëüíûõ õðîìîñîì) ó íèçøèõ ýóêàðèîò, äëÿ ìíîãèõ èç
êîòîðûõ ýòè äàííûå íå ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû êëàññè÷å-
ñêèìè ìåòîäàìè öèòîëîãèè è ãåíåòèêè. Íàïðèìåð, ñ ïî-
ìîùüþ ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïèðîâàíèÿ áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ó ýóêàðèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ÷èñëî õðîìîñîì
âàðüèðóåò â øèðîêèõ ïðåäåëàõ: îò 3 (ó Schizosaccharomy-
ces pombe — Smith et al., 1987) äî áîëåå 100 (ó Trypanoso-
ma brucei — Melville et al., 1998). Ðàçìåð ãåíîìà âàðüèðó-
åò îò 2.3 ìëí ï. í. (Encephalitozoon intestinalis — Peyretail-
lade et al., 1998) äî áîëåå 80 ìëí ï. í. (Toxoplasma
gondii — Sibley, Boothroyd, 1992; Trypanosoma cruzi —
Cano et al., 1995). Ïóòåì ñðàâíåíèÿ îöåíîê ðàçìåðà ãàïëî-
èäíîãî ãåíîìà, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâàíèè àíàëèçà ìîëå-
êóëÿðíîãî êàðèîòèïà, ñ öèòîìåòðè÷åñêèìè èëè áèîõèìè-
÷åñêèìè äàííûìè îá àáñîëþòíîì ñîäåðæàíèè ÄÍÊ â
ÿäðå ìîæíî ñäåëàòü âûâîä îá óðîâíå ïëîèäíîñòè ó èññëå-
äóåìîãî îðãàíèçìà (Adam, 2000; Nassonova et al., 2005;
Solieri et al., 2008).

Ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå ïîçâîëÿåò âûÿâ-
ëÿòü õðîìîñîìíûå ïåðåñòðîéêè è èçó÷àòü ñâÿçàííûé ñ
íèìè ôåíîìåí õðîìîñîìíîãî ïîëèìîðôèçìà, êîòîðûé
øèðîêî ðàñïðîñòðàíåí ñðåäè îäíîêëåòî÷íûõ ýóêàðèîò.
Àíàëèç õðîìîñîìíûõ íàáîðîâ èñïîëüçóþò äëÿ èçó÷åíèÿ
âíóòðè- è ìåæâèäîâîé êàðèîòèïè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè è
ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ïîñòðîåíèé (íàïðèìåð, ó òðèïàíîñî-
ìàòèä — Henriksson et al., 2002; Dujardin, 2009; Marín
et al., 2009; ó äðîææåé — Solieri et al., 2008), äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ ýâîëþöèè õðîìîñîì ó áëèçêèõ âèäîâ, àíàëèçà
äðåâíèõ õðîìîñîìíûõ òðàíñëîêàöèé è ðàçðàáîòêè ìîäå-
ëåé âèäîîáðàçîâàíèÿ (íàïðèìåð, ó T. cruzi — Souza et al.,
2011; ó Leishmania spp. — Britto et al., 1998; ó Saccharomy-
ces spp. — Dujon, 2006; Fischer et al., 2006). Ñðàâíåíèå
ìîëåêóëÿðíûõ êàðèîòèïîâ ó ñåðèé èçîëÿòîâ øèðîêî èñ-
ïîëüçóåòñÿ â êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêå è ñåëüñêîõîçÿéñò-
âåííîé ìèêðîáèîëîãèè (Giannini et al., 1986; Taylor et al.,
1991; Csoma et al., 2010, è äð.).

Ìîëåêóëÿðíîå êàðèîòèïèðîâàíèå — âåñüìà ýôôåê-
òèâíûé èíñòðóìåíò äëÿ óòî÷íåíèÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè-
÷åñêèõ êàðò è õðîìîñîìíîé èäåíòèôèêàöèè îáíàðóæåí-
íûõ ãðóïï ñöåïëåíèÿ (Tzeng et al., 1992; Zhong et al.,
2002), äëÿ àíàëèçà òðàíñôîðìàíòîâ è ðåçóëüòàòîâ ñêðå-
ùèâàíèé (Martin, 1995; Zuccaro et al., 2009). ÏÝÔ íåçàìå-
íèì è ïðè ðåàëèçàöèè ïðîåêòîâ ïî ðàñøèôðîâêå ãåíîìîâ

ýóêàðèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Â ÷àñòíîñòè, íà íà÷à-
ëüíûõ ýòàïàõ ïðîåêòîâ, â êîòîðûõ èñïîëüçóåòñÿ ñòðàòå-
ãèÿ ïîõðîìîñîìíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ (whole-chromosome
shotgun sequencing strategy), ñîçäàþò õðîìîñîìîñïåöè-
ôè÷íûå áèáëèîòåêè ïîñëå ôðàêöèîíèðîâàíèÿ õðîìîñîì-
íûõ ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ÏÝÔ. Íàïðèìåð, òàêîé ïîäõîä ïðè-
ìåíÿëè ïðè ñåêâåíèðîâàíèè ÀÒ-áîãàòûõ ãåíîìîâ Plasmo-
dium falciparum (22.8 ìëí ï. í., 82 % À+Ò, 14 õðîìîñîì
ðàçìåðîì 0.6—3.3 ìëí ï. í. — Gardner et al., 2002), Dicty-
ostelium discoideum (34 ìëí ï. í., 77 % À+Ò, 6 õðîìîñîì
ðàçìåðîì 4—7 ìëí ï. í. — Eichinger et al., 2005), ïðè ñåê-
âåíèðîâàíèè ãåíîìà ìèêðîñïîðèäèè Encephalitozoon cu-
niculi (Katinka et al., 2001).

Â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà èñïîëüçóþò ñòðàòåãèè òîòàëüíî-
ãî ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíîìà (whole genome sequencing stra-
tegies), ñâåäåíèÿ î õðîìîñîìíîì íàáîðå, ðàçìåðå õðîìî-
ñîì è õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûõ ìàðêåðàõ îêàçûâàþòñÿ
ñâîåãî ðîäà çàöåïêîé, âåñüìà ïîëåçíîé äëÿ óïîðÿäî÷èâà-
íèÿ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â õîäå ñåêâåíèðîâàíèÿ. Â ÷àñò-
íîñòè, õðîìîñîìíóþ ïðèâÿçêó YAC-êîíòèãîâ äëÿ ïî-
ñëåäóþùåé õðîìîñîìíîé ëîêàëèçàöèè whole genome
shotgun-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé T. cruzi îñóùåñòâëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ äîò-ãèáðèäèçàöèè ñ õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûìè
ìàðêåðàìè (Santos et al., 2006). Äëÿ óïîðÿäî÷èâàíèÿ êîñ-
ìèäíûõ áèáëèîòåê, èñïîëüçóåìûõ â ïðîåêòå ïî ñåêâåíè-
ðîâàíèþ ãåíîìà Neurospora crassa, â êà÷åñòâå çîíäîâ èñ-
ïîëüçîâàëè ôðàêöèîíèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ ÏÝÔ è ýêñò-
ðàãèðîâàííûå èç ãåëÿ õðîìîñîìíûå ÄÍÊ (Kelkar et al.,
2001). Â ðàìêàõ ïðîåêòà ïî ñåêâåíèðîâàíèþ ãåíîìà Lei-
shmania major Friedlin äëÿ ñîçäàíèÿ ôèçè÷åñêîé êàðòû
ãåíîìà è óñòàíîâëåíèÿ õðîìîñîìíîé ëîêàëèçàöèè èñ-
ïîëüçóåìûõ êëîíîâ êîñìèä-ñïåöèôè÷íûå çîíäû ãèáðè-
äèçîâàëè ñ ôðàêöèîíèðîâàííûìè ñ ïîìîùüþ ÏÝÔ õðî-
ìîñîìíûìè ÄÍÊ (Ivens et al., 1998).

Âíåäðåíèå â ïðàêòèêó èññëåäîâàíèé ÏÝÔ, ñ ïî-
ìîùüþ êîòîðîãî óäàåòñÿ ôðàêöèîíèðîâàòü â àãàðîçíîì
ãåëå ÄÍÊ öåëûõ õðîìîñîì, ïðèäàëî ìîùíûé èìïóëüñ
ðàçâèòèþ êàðèîëîãèè ýóêàðèîòè÷åñêèõ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîëåêóëÿðíûé (èëè ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêèé) êàðèîòèï îïèñàí óæå äëÿ ñîòåí âèäîâ ãðèáîâ
è ïðîòèñòîâ. Îäíàêî âî ìíîãèõ ðàáîòàõ óäåëåíî âíèìà-
íèå ëèøü èíòåðïðåòàöèè ýëåêòðîôîðåãðàìì, â òî âðåìÿ
êàê ïðîâåäåíèå èññëåäîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî êàðèîòèïà
îðãàíèçìà íà ñîâðåìåííîì óðîâíå ïðåäïîëàãàåò íå òîëü-
êî îïèñàíèå îñîáåííîñòåé ôðàêöèîíèðîâàíèÿ õðîìîñîì-
íûõ ÄÍÊ, íî è èäåíòèôèêàöèþ õðîìîñîì, ÄÍÊ êîòîðûõ
ìèãðèðóåò â íàáëþäàåìûõ â ãåëå ïîëîñàõ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðåäëàãàåì ñëåäóþùèì îáðàçîì ñôîð-
ìóëèðîâàòü îïðåäåëåíèå ïîíÿòèÿ «ìîëåêóëÿðíûé êàðèî-
òèï»: ýòî ñîâîêóïíîñòü ôåíîòèïè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ, ïî
êîòîðûì ìîæíî îïèñàòü è èäåíòèôèöèðîâàòü íàáîð õðî-
ìîñîìíûõ ÄÍÊ, õàðàêòåðíûé äëÿ èññëåäóåìîãî îðãàíèç-
ìà (øòàììà, êëîíà). Ñþäà âõîäÿò îöåíêè ÷èñëà è ðàçìåðà
ýòèõ ìîëåêóë, à òàêæå ñâåäåíèÿ îá îñîáåííîñòÿõ èõ ôðàê-
öèîíèðîâàíèÿ è èäåíòèôèêàöèè ñ èíäèâèäóàëüíûìè õðî-
ìîñîìàìè, î íàëè÷èè êîìèãðèðóþùèõ íåãîìîëîãè÷íûõ
ìîëåêóë áëèçêîãî ðàçìåðà, î ÷èñëå è ñõîäñòâå ãîìîëîãîâ,
î ëîêàëèçàöèè ÄÍÊ-çîíäîâ, î õàðàêòåðíûõ ïàòòåðíàõ ðå-
ñòðèêöèè. Ïîëó÷åíèå ïîäîáíîãî íàáîðà äàííûõ îáû÷íî
ïîçâîëÿåò íå òîëüêî äåòàëüíî îïèñàòü ìîëåêóëÿðíûé êà-
ðèîòèï, íî è îïðåäåëèòü óðîâåíü ïëîèäíîñòè è ðàçìåð ãå-
íîìà ó èçó÷àåìîãî îðãàíèçìà.

Àâòîð âûðàæàåò áëàãîäàðíîñòü À. Ë. Þäèíó è
Ý. Êîðíèéî (E. Cornillot) çà ïëîäîòâîðíîå îáñóæäåíèå
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ìàòåðèàëà è îáìåí èäåÿìè, êîòîðûå ïîìîãëè ïðè íàïè-
ñàíèè îáçîðà è ïîäãîòîâêå ðèñóíêà.
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In many fungi and protists small size and weak morphological differentiation of chromosomes embarrass
the study of karyotypes using microscopical tools. Molecular karyotyping based on the fractionation of intact
chromosomal DNAs by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) provides an alternative approach to the analysis
of chromosomal sets in such organisms. To assign the bands observed in PFGE gel to the individual chromoso-
mes the following methods of chromosome identification are applied: densitometric analysis of the bands; So-
uthern hybridization with chromosome- and telomere-specific probes, which often is combined with comparati-
ve karyotyping of a series of strains with pronounced size polymorphism of chromosomes; comparison of the
patterns of restriction fragments of chromosomal DNAs fractioned by KARD 2-D PFGE; comparison with the
strains with well-studied interchromosomal rearrangements. Besides estimation of the number and the size of
chromosomes, molecular karyotyping allows assessment of haploid genome size and ploidy level, study of ge-
nome dynamics, identification of chromosomal rearrangements and associated chromosomal polymorphism.
The analysis of karyotype and dynamics of the genomes is important for the study of intra- and interspecial va-
riability, investigation of the chromosome evolution in closely related species and elaboration of the models of
speciation. The comparison of molecular karyotypes among isolates of different origin is of great practical im-
portance for clinical diagnostics and for agricultural microbiology.

In this review we discuss: 1) the methods of karyotyping and their application to the analysis of chromoso-
mal sets in eukaryotic microorganisms; 2) the specificity of the methods used for extraction and fractionation of
intact chromosomal DNAs; 3) the reasons for difficulties in interpretation of molecular karyotypes and the wa-
ys of their overcoming; 4) fields of application of molecular karyotyping; 5) the definition of «molecular karyo-
type» formulated in accordance with modern methodological requirements.

K e y w o r d s: molecular karyotype, electrophoretic karyotype, chromosomal DNA, chromosomes, chro-
mosomal polymorphism, unicellular eukaryotes, protists, fungi.
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