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Точная репликация и разделение длинных линейных молекул геномной ДНК связаны с преодоле-
нием ряда чисто механических трудностей. SMC-Комплексы являются ключевыми компонентами 
клеточной машинерии, обеспечивающей декатенацию сестринских хромосом, а также компак-
тизацию геномной ДНК во время деления. Один из базовых эукариотических SMC-комплексов, 
когезин, имеет типичную для этой группы кольцевую структуру с межсубъединичной порой, 
сквозь которую могут быть продеты нити ДНК. На способности когезина к такому топологиче-
скому надеванию на ДНК основано участие комплекса в пострепликативном сцеплении сестрин-
ских хроматид – когезии. Сравнительно недавно стало ясно, что когезин, так же как и другие 
SMC-комплексы, является моторным белком, своеобразное движение которого по молекуле ДНК 
ведет к выпетливанию ДНК (процесс, получивший название «экструзия»). Экструзия обеспечи-
вает выполнение функций когезина за пределами когезии, однако молекулярный механизм 
процесса остается загадкой. В  этом обзоре мы суммировали данные об архитектуре когезина,  
о влиянии связывания и гидролиза ATP на эту архитектуру, а также о ряде альтернативных спо-
собов связывания комплекса с ДНК. Многие из представленных структурных закономерностей 
в ближайшем будущем, вероятно, станут частью целостной модели, описывающей молекуляр-
ный механизм процесса экструзии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SMC-комплексы, когезин, SMC-субъединицы, клейзин, HAWK-субъединицы, 
когезия, топологическое надевание, экструзия ДНК-петель, «ДНК-захват».

DOI: 10.31857/S0320972524040015 EDN: ZGRUGG

Принятые сокращения: FRET  (Förster Resonance Energy Transfer)  – анализ ферстеровского переноса энер-
гии; HAWK (HEAT protein Associated With Kleisin) – HEAT-белок, ассоциированный с клейзином; SMC (Structural 
Maintenance of Chromosomes) – белок структурного поддержания хромосом.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Когезин – это панэукариотический белковый 
комплекс, относящийся к группе SMC-комплек-
сов (Structural Maintenance of Chromosomes, белок 
структурного поддержания хромосом), участвую-
щий в процессах индивидуализации сестринских 
хроматид, декатенации хромосом, митотической 
и мейотической когезии, создания и поддержания 
специфической укладки ДНК в клетках, репара-
ции двухцепочечных разрывов и стабилизации 
остановленных репликативных вилок [1, 2]. Как и 
другие SMC-комплексы, когезин представляет со-

бой, с одной стороны, мультисубъединичную ABC-
ATPазу, а с другой – ДНК-связывающий комплекс, 
не имеющий предпочтений к специфическим 
нуклеотидным последовательностям. Связывание 
и гидролиз ATP сопряжены с конформационными 
изменениями когезина, а также с изменениями 
аффинности разных элементов комплекса к ДНК. 
Повторяющиеся циклы связывания/гидролиза ATP 
приводят к направленному движению комплекса 
вдоль ДНК-нити, таким образом, когезин является 
моторным белком – ДНК-транслоказой.

В клетках эукариотических организмов когезин 
выполняет две различные функции: обеспечение 
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Рис. 1. Когезия сестринских хроматид и экструзия ДНК-петель, осуществляемые SMC-комплексами. а  –  Две 
базовые активности когезина: когезия  (1) и экструзия  (2). б  –  Экструзия, осуществляемая SMC-комплексами,  
и активность ДНК-топоизомераз типа  II обеспечивают пострепликативную индивидуализацию сестринских 
геномов во всех клетках, прокариотических и эукариотических

когезии сестринских хроматид и так называемую 
экструзию хроматиновых петель (рис.  1,  а). Про-
цесс экструзии начинается с захвата небольшой 
ДНК-петли, после чего ее рост происходит за счет 
процессивного затягивания фланкирующих участ-
ков ДНК внутрь  [3–6]. В основании растущих пе-
тель располагается активный SMC-комплекс, а их 
размер может достигать сотен тысяч пар основа-
ний (рис. 1, а (2)). Экструзионная активность сопря-
жена с гидролизом ATP и является универсальной 
биохимической активностью всех SMC-комплек-
сов [1]. По всей видимости, экструзия возникла на 
заре клеточной эволюции как способ постреплика-
тивного разделения массивных молекул геномной 
ДНК (рис. 1, б); в этом процессе SMC-комплексы ко-
оперируют с топоизомеразами II типа. Обеспечи-
ваемая когезиновыми кольцами когезия сестрин-
ских хроматид (рис. 1, а (1)), по всей вероятности, 
не связана с экструзионной активностью комплек-
са  [7, 8], хотя для погрузки на ДНК когезиновых 
колец, участвующих в когезии, также необходим 
гидролиз ATP [7, 9].

Информация о структуре белков важна для 
понимания их активности и вдвойне важна для 

понимания активности моторных белков. В этом 
обзоре мы приведем данные о структуре когезина, 
а также суммируем современные представления 
о его взаимодействиях с ДНК, конформационных 
изменениях и о том, как взаимодействия с ДНК 
и цикл связывания/гидролиза ATP контролируют 
эти конформационные изменения. Данные о био-
логической роли когезин-зависимой экструзии, а 
также молекулярный механизм этого процесса по-
дробно рассматриваются во втором обзоре серии, 
опубликованном в этом же выпуске журнала [10].

КОЛЬЦЕВОЙ КОРОВЫЙ ТРИМЕР  
КОГЕЗИНОВОГО КОМПЛЕКСА

Все эукариотические геномы кодируют по 
крайней мере четыре SMC-комплекса из трех раз-
ных классов: две разновидности когезина (мито-
тический и мейотический), конденсин I и SMC5/6- 
комплекс [3, 4] (таблица). Инвариантной основой 
SMC-комплексов является тример, состоящий из 
двух SMC-субъединиц и одной клейзиновой субъ-
единицы [2, 3, 11]. SMC-Белки [12] и клейзины [13] 
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Субъединичный состав панэукариотических SMC-комплексов

Комплекс

Субъединица

Мейотический когезин Митотический когезин Конденсин I SMC5/6-комплекс

ν-SMC SMC3 (Smc3) SMC3 (Smc3) SMC2 (Smc2) SMC6 (Smc6)

κ-SMC SMC1 (Smc1) SMC1α (Smc1) SMC4 (Smc4) SMC5 (Smc5)

Клейзин REC8 (Rec8) RAD21 (Scc1) CAP-H (Brn1) NSE4A/B (Nse4)

HAWKA PDS5A/B (Pds5) NIPBL (Scc2)  
и PDS5A/B (Pds5) CAP-D2 (Ycs4) –

HAWKB STAG3 (Scc3) STAG1/2 (Scc3) CAP-G (Ycg1) –

KITEA – – – NSE5 (Nse5)

KITEB – – – NSE6 (Nse6)
Примечание. HAWK-Субъединицы присутствуют только в когезинах и конденсинах, в то время как прокарио-
тические SMC-комплексы и SMC5/6-комплекс имеют в своем составе вспомогательные субъединицы, объеди-
няемые в группу KITE-белков  [15]. Указаны названия субъединиц человека и названия гомологичных субъ-
единиц Saccharomyces cerevisiae (в скобках).

представляют собой два неродственных белковых 
семейства. Представители разных классов SMC-
комплексов разделены сотнями миллионов лет 
эволюции и утратили гомологию в большей части 
аминокислотной последовательности, сохранив 
сходство в пределах коротких функционально 
важных мотивов и общую базовую структуру [14]. 
Тем не менее внутри шести основных подсемейств 
эукариотических SMC-белков (SMC1–6) и трех 
подсемейств эукариотических клейзинов (клей-
зины  α–γ) наблюдается существенная степень 
консервативности на уровне аминокислотной 
последовательности. Особенно высокая консерва-
тивность наблюдается внутри SMC1- и SMC3-под-
семейств. Так, например, SMC3 человека и мыши 
фактически идентичны.

В случае когезина (под когезином мы будем 
подразумевать более изученный митотический 
вариант комплекса) пара SMC-белков представ-
лена гетеродимером SMC1  (Smc1)–SMC3  (Smc3)1, а 
клейзиновая субъединица – белком RAD21 (Scc1). 
SMC-Белки – это палочковидные молекулы длиной 
порядка 50  нм с двумя глобулярными доменами 
на концах, соединенными относительно лабиль-
ной фибриллярной структурой  (рис. 2, а)  [16–18]. 
Полипептид, состоящий из 1200–1300 а.о., сложен 
вдвое внутри палочковидной структуры SMC-бел-
ка так, что один из терминальных глобулярных 
доменов образуется в результате взаимодействия 
N- и C-концов, а другой  – образован непрерыв-
ным фрагментом полипептидной цепи, распо-

ложенным приблизительно посредине линейной 
последовательности [17, 19]. Первый из глобуляр-
ных доменов носит название головного домена, 
а второй  – петлевого (hinge), внутри последнего 
происходит поворот полипептидной цепи SMC-
белка на 180°. Фибриллярная структура, соединяю-
щая два глобулярных домена, представляет собой 
внутримолекулярную антипараллельную супер-
спираль (coiled-coil), называемую плечевым доме-
ном (arm).

Стабильная димеризация SMC-белков достига-
ется за счет гомотипического взаимодействия ме-
жду петлевыми доменами [17, 18]. Суперспираль-
ные плечевые домены направлены в одну сторону 
от взаимодействующих петлевых доменов; таким 
образом, димер SMC1–SMC3 при отсутствии ATP 
представляет собой V-образную структуру с диме-
ризованными петлевыми доменами на одном по-
люсе и парой разобщенных головных доменов  – 
на другом [17, 20].

RAD21-Клейзиновая субъединица имеет дли-
ну порядка 500–700  а.о. с двумя структурирован-
ными доменами на N- и C-концах и протяженной, 
в значительной мере неупорядоченной, областью 
между ними  [13]. N-Концевой домен клейзина 
взаимодействует с областью сочленения головного 
и плечевого доменов SMC3-субъединицы, а C-кон-
цевой – с головным доменом SMC1 (рис. 2, б) [21].

Молекулы трех коровых субъединиц когезина 
за счет устойчивых концевых взаимодействий 
образуют замкнутую кольцевую структуру [17, 22].  

1 В основном тексте указаны названия белков человека, в скобках (при первом упоминании) – названия гомо-
логичных белков Saccharomyces cerevisiae.
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Рис. 2. Субъединичная структура когезинового комплекса. а – Фолдинг и основные структурные особенности 
SMC-белков. б – Общая структура трехчастного когезинового кольца и взаимодействие с ним HAWK-субъеди-
ниц. в – Общая структура крючкообразных HAWK-субъединиц SMC-комплексов

Вытянутая форма каждой из коровых субъединиц 
приводит к тому, что в некоторых конформациях 
когезин обладает пространным топологически зам-
кнутым межсубъединичным компартментом, на-
зываемым S-K-кольцом (рис. 3, а). Просвет S-K-коль-
ца, также называемый S-K-компартментом, может  
поддерживать сквозное прохождение глобулярных 
частиц диаметром порядка 10 нм [23, 24]. Показано, 
что через S-K-компартмент могут также проходить 
одна или две ДНК-нити, в этом случае кольцевой 
комплекс оказывается надет на ДНК как бисерин-
ка на нить. В  G2-фазе клеточного цикла за счет 
та кого топологического взаимодействия молекул 
когезина с парами сестринских хроматид поддер-
живается когезия [7].

Петлевые домены SMC-белков представляют 
собой компактные структуры, состоящие из двух 
(N- и C-концевого) субдоменов α/β-класса, каждый 
из субдоменов имеет в своем составе небольшой 
β-лист  [17, 18]. N-Концевой субдомен взаимодей-
ствует с C-концевым субдоменом своего димери-
зационного партнера с образованием единого 
составного β-листа. Таким образом, два петлевых 
домена в составе димера имеют пару взаимодей-
ствующих поверхностей. За счет того, что субдо-

мены в составе каждого из петлевых доменов раз-
делены небольшим желобом, димеризованные 
петлевые домены выглядят как тороидальная 
структура с вращательной псевдосимметрией вто-
рого порядка (рис. 2, б). Небольшой канал внутри 
димера петлевых доменов содержит группу функ-
ционально важных положительно заряженных 
аминокислот, которые, как предполагается, могут 
участвовать в электростатических взаимодействи-
ях комплекса с ДНК. Асимметрия в гетеродимере 
SMC-субъединиц когезина позволяет различать 
две поверхности взаимодействия петлевых доме-
нов между собой. Одну из них, более удаленную 
от головных доменов, принято называть северной, 
другую – южной (рис. 2, б).

Плечевой домен каждого из SMC-белков пред-
ставляет собой пару антипараллельных суперспи-
рализованных α-спиралей (coiled coil), каждая из 
которых состоит из 300–400 а.о. Суперспираль пле-
чевого домена имеет дефекты, в которых одна или 
обе антипараллельных цепи теряют регулярную 
α-спиральную структуру [19]. Два таких разрыва 
в суперспирали плечевого домена обладают высо-
кой эволюционной консервативностью и, по всей 
вероятности, играют важную роль в  активности 
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Рис. 3. Разнообразие конформационных состояний когезина. а – O-, E- и J-конфигурации головных доменов 
когезина и переходы между ними, RAD21-субъединица не показана для ясности рисунка. На пиктограммах 
обозначены S-K-кольцо и субкомпартменты (E-S, E-K и J-K), образуемые при взаимодействии головных доме-
нов между собой. б – Основные конформационные состояния когезина, обнаруженные с помощью микроско-
пических методов

SMC-комплексов. Первый, расположенный около 
середины плечевого домена, чуть ближе к димеру 
петлевых доменов, получил название «локоть» 
(elbow)  (рис. 2, а). Эта область обеспечивает ме-
ханическую гибкость плечевых доменов: одно-
временное сгибание локтевых регионов обеих 
SMC-субъединиц комплекса может приводить к 
сближению петлевых доменов с головными доме-
нами  (рис. 3, б). Второй консервативный разрыв 
суперспирали находится вблизи головного доме-
на, на расстоянии примерно 50 а.о., его принято 
называть «суставом» (joint)  (рис. 2, а). «Суставы» 
SMC-субъединиц являются важными хабами взаи-
модействия с дополнительными субъединицами 
комплекса  [25], также они принимают участие в 
движениях головных доменов друг относительно 
друга [26].

Головные домены SMC-белков представляют 
собой ATPазы ABC-типа [16, 27]. Как и другие ABC- 
белки, когезин способен гидролизовать ATP исклю-
чительно при физическом взаимодействии двух 
ATPазных доменов в составе димера  (рис.  3,  а) 
[28, 29]. Головной домен одной из субъединиц 
димера связывает  ATP, а головной домен другой 
необходим для гидролиза связанной молекулы. 
Каждый цикл когезин-зависимого гидролиза ATP 
включает связывание  ATP каждым из головных 
доменов, в результате чего в каждом цикле гидро-
лиза расходуется две молекулы  ATP. Взаимодей-
ствие головных доменов SMC-субъединиц пре-
кращается при гидролизе нуклеозидтрифосфата 

и вновь устанавливается при связывании новой 
пары молекул  ATP. Таким образом, в отличие от 
взаимодействия петлевых доменов между собой, 
димеризация головных доменов зависит от суб-
страта и носит динамический характер (рис. 3, а).

С точки зрения структуры ABC-ATPаза голов-
ного домена – это глобула, ядром которой является 
незамкнутый β-цилиндр с β-цепями, принадлежа-
щими как N-, так и C-концевой части SMC-белка [9, 
16, 28]. На  одном из полюсов β-цилиндра распо-
лагаются две консервативные каталитически 
значимые последовательности: мотив Уокера А 
(также называемый P-петлей или фосфат-связыва-
ющей петлей) и мотив Уокера B. Оба этих мотива 
характерны не только для всех представителей 
суперсемейства ABC-ATPаз, но и для более обшир-
ной монофилетической группы белков, называе-
мых «NTPазами с P-петлей» (P-loop NTPases) [27]. 
Мотив Уокера  А, расположенный в N-концевой 
части, отвечает за связывание β- и γ-фосфатных 
групп молекулы ATP. Мотив Уокера B расположен 
в С-концевой части и отвечает за координацию 
Mg2+ в активном центре. В  отличие от других 
«NTPаз с P-петлей», для эффективного гидролиза 
фосфатной связи ABC-ATPазами требуется сбли-
жение нуклеозидтрифосфата, связанного мотива-
ми Уокера A и B, с остатком серина в составе так 
называемого SGG-мотива. SGG-Мотив также рас-
положен в головном домене, но на сравнительно 
большом расстоянии от ATP-связывающего β-ци-
линдра, поэтому такое сближение невозможно  
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в рамках головного домена SMC-мономера, оно 
может реализовываться только между ATP-связы-
вающим участком одного головного домена и SGG-
мотивом другого при их димеризации  (рис. 3, а). 
По  этой причине ATPазная активность когезина 
реализуется только при физическом взаимодей-
ствии головных доменов двух SMC-субъединиц в 
составе комплекса.

Структурированные N- и C-концевые домены 
RAD21 взаимодействуют с головными доменами 
двух SMC-белков асимметрично  (рис. 2, б) [30]. 
N-Концевой домен RAD21 связывается с участком 
плечевой суперспирали, непосредственно выхо-
дящей из головного домена SMC3. Участок плече-
вого домена, с которым связывается N-концевой 
домен клейзина, расположенный между головным 
доменом и «суставом», называют «шеей»  (neck). 
Фрагмент шейного участка суперспирали SMC3 
взаимодействует с двумя N-концевыми α-спира-
лями RAD21 с образованием четырехспирального 
α-пучка  [30, 31]. С-Концевой глобулярный домен 
RAD21 имеет укладку типа «крылатая спираль» 
(winged-helix fold) и взаимодействует с вершиной 
головного домена SMC1 [32].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ  
РЕГУЛЯТОРНЫХ HAWK-БЕЛКОВ  

С КЛЕЙЗИНОВОЙ СУБЪЕДИНИЦЕЙ

Коровый тример когезина взаимодейству-
ет с тремя дополнительными субъединицами: 
STAG1/22 (Scc3), PDS5A/B (Pds5) и NIPBL (Scc2). Допол-
нительные субъединицы участвуют в связывании 
комплекса с ДНК и регуляции его активности [1–3]. 
В  значительной степени неупорядоченная цен-
тральная часть RAD21 является основным местом 
взаимодействия корового тримера с дополнитель-
ными субъединицами [33–35].

Все три дополнительные субъединицы коге-
зина относятся к семейству HAWK-белков (HEAT 
proteins Associated With Kleisin, HEAT-белок, ас-
социированный с клейзином)  [15]. Это полно-
стью α-спиральные структуры в форме крюков 
(рис. 2, в) [33, 36], состоящие из порядка 20  HEAT-
повторов [37]. Каждый повтор состоит из 30–40 а.о., 
организованных в пару взаимодействующих ан-
типараллельных амфипатических α-спиралей. 
α-Спирали каждого из HEAT-повторов уложены 
перпендикулярно оси крюка HAWK-субъединицы. 
Внутренняя часть изгиба крюка участвует во взаи-
модействии с клейзином.

STAG1/2 стабильно связывается с клейзином 
и, таким образом, является конститутивным ком-
понентом комплекса [38]. NIPBL и PDS5A/B взаимо-
действуют с клейзином транзиентно; кроме того, 
две эти субъединицы конкурируют между собой 
за один сайт связывания  [35]. Таким образом, в 
каждый момент времени комплекс может содер-
жать одну (STAG1/2) или две (STAG1/2 + NIPBL или 
STAG1/2 + PDS5A/B) HAWK-субъединицы (рис. 2, б). 
Вхождение в состав когезина NIPBL или PDS5A/B 
кардинально изменяет активность комплекса [35]. 
NIPBL существенно повышает ATPазную актив-
ность комплекса [39, 40]. Эта субъединица абсо-
лютно необходима для экструзионной активности 
когезина [40, 41]. PDS5A/B-Субъединица подавляет 
ATPазную активность, в ее присутствии к когези-
новому кольцу может привлекаться белок WAPL, 
катализирующий отделение N-концевого участка 
RAD21 от SMC3-субъединицы [42, 43]. Ацетилирова-
ние SMC3-субъединицы, а также взаимодействия 
комплекса с другими компонентами хроматина, 
такими как инсуляторный белок CTCF, регулируют 
связывание NIPBL и PDS5A/B с когезиновым коль-
цом [25, 44–46].

КОНФОРМАЦИОННЫЙ ПОЛИМОРФИЗМ  
КОГЕЗИНОВОГО КОМПЛЕКСА

Функционирование всех белков так или иначе 
связано с лиганд-зависимыми изменениями кон-
формации. SMC-Комплексы демонстрируют спо-
собность к радикальным конформационным пере-
строениям, которые и обеспечивают их моторную 
активность.

Разнообразные микроскопические техники, 
рентгеноструктурный анализ, а также непрямые 
методы определения конформации, такие как 
анализ ферстеровского переноса энергии (Förster 
Resonance Energy Transfer, FRET), химическое сши-
вание и анализ устойчивости ДНК-белковых ком-
плексов к физико-химическим воздействиям, 
позволили задокументировать широкий спектр 
различных конформационных состояний когези-
на (рис. 3, б) [3, 4].

Все многообразие известных конформаций 
можно в значительной мере описать тремя пара-
метрами: (1) наличием или отсутствием контакта 
между головными доменами двух SMC-субъеди-
ниц, (2) расстоянием между петлевыми и голов-
ными доменами, изменяющимся при сгибании 
«локтей», (3) расстоянием между плечевыми 

2 Геномы позвоночных, как правило, кодируют по паре паралогичных HAWK-субъединиц типа Scc3 и  Pds5, 
экспрессирующихся в соматических клетках: STAG1/STAG2 и  PDS5A/PDS5B. Эти паралоги в большинстве слу-
чаев структурно и функционально эквивалентны, поэтому далее в тексте мы будем использовать обозначения 
STAG1/2 и PDS5A/B.
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суперспиралями двух SMC-субъединиц. Так, в 
I-конформации и в сложенной конформации го-
ловные домены контактируют между собой, а пле-
чевые суперспирали взаимодействуют по всей 
длине; отличие заключается в том, что в первой 
из конформаций плечевые домены находятся в 
выпрямленном состоянии, тогда как во второй  – 
в полностью согнутом. O- и B-конформации отли-
чаются от предыдущей пары отсутствием взаимо-
действий между плечевыми доменами (рис. 3, б).

Часть конформационных перестроений ко-
гезина строго сопряжена со связыванием или 
гидролизом ATP, другие – происходят спонтанно. 
Вероятно, направление некоторых спонтанных 
перестроений может контролироваться прохожде-
нием цикла связывания/гидролиза ATP.

Димеризация головных доменов и гидро-
лиз  ATP. Связывание ATP индуцирует тесное 
взаимодействие между двумя головными доме-
нами когезина, называемое E-состоянием (engaged 
state)  [9, 28, 47]. Это короткоживущая структура, 
распадается при гидролизе ATP  (рис. 3, а). За гид-
ролизом ATP следует высвобождение продуктов 
гидролиза и изменение положения головных до-
менов друг относительно друга. Ранее считалось, 
что гидролиз ATP обязательно приводит к полному 
разобщению головных доменов, обозначаемому 
как O-состояние (open state). Однако оказалось, 
что даже при отсутствии  ATP головные домены 
могут взаимодействовать в так называемом нало-
женном, J-состоянии (juxtaposed state), в котором 
SGG-мотивы двух SMC-белков оказываются сбли-
жены между собой  [26, 48]  (рис. 3, а). Так как это 
взаимодействие осуществляется за счет поверхно-
стей, находящихся довольно далеко друг от друга в 
E-состоянии, переход из E-состояния в J-состояние 
и обратно сопряжен со значительным вращением 
головных доменов друг относительно друга.

Дополнительные конформационные изме-
нения, сопряженные со связыванием и гидро-
лизом  ATP. Связывание  ATP и взаимодействие 
головных доменов в E-состоянии сопряжено с не-
сколькими важными конформационными пере-
строениями: локальным разобщением плечевых 
доменов, временной диссоциацией клейзина от 
SMC3 и формированием между двумя головными 
доменами дополнительного мостика, образован-
ного NIPBL [25, 44, 49].

В J- и E-состоянии суперспирали плечевого 
домена, непосредственно отходящие от голов-
ных доменов, строго позиционированы друг от-
носительно друга. Несмотря на относительную 
гибкость плечевых доменов, сравнительно про-
тяженные участки суперспирали, прилегающие к 
головным доменам, оказываются конститутивно 
разобщенными в E-состоянии  [25, 44, 49]. В то же 
время в J-состоянии положение головных доме-

нов обеспечивает сближение суперспиральных 
участков SMC1 и  SMC3  [26, 48]. Структурные дан-
ные указывают на то, что в J-состоянии плечевые 
домены контактируют друг с другом на всем про-
тяжении (рис. 3, а). Таким образом, если при отсут-
ствии ATP (в так называемой апо-форме) плечевые 
домены могут быть как разобщены, так и в разной 
степени взаимодействовать друг с другом, связы-
вание ATP приводит к разобщению суперспира-
лей, по крайней мере в регионе, непосредственно 
прилегающем к головным доменам.

При взаимодействии головных доменов друг с 
другом в E- и J-состоянии единый S-K-компартмент 
разделяется на пару компартментов: S  и  K, огра-
ниченных соответственно SMC-димером и клейзи-
новой субъединицей (рис. 3, а). В зависимости от 
того, какова природа взаимодействия головных до-
менов, различают следующие субкомпартменты: 
E-K, E-S, J-K и J-S, причем последний в силу плот-
ного контакта между суперспиралями плечевых 
доменов фактически лишен просвета.

Еще одно изменение конформации когезина, 
ассоциированное со связыванием ATP в активном 
центре, – кратковременное открытие так называе-
мых N-клейзиновых ворот комплекса. В  момент 
образования E-состояния N-концевой домен RAD21 
диссоциирует от своего сайта связывания на 
SMC3-субъединице [47, 49], что приводит к времен-
ному нарушению целостности компартмента E-K.

Связывание ATP приводит также к измене-
ниям паттерна взаимодействия NIPBL с другими 
субъединицами. Помимо своего основного сайта 
связывания в центральной части клейзина, NIPBL 
имеет дополнительные ATP-регулируемые сайты 
взаимодействия с SMC-субъединицами. При от-
сутствии  ATP NIPBL взаимодействует с димером 
петлевых доменов, связывание ATP приводит к 
диссоциации NIPBL от петлевых доменов и при-
влечению к головному домену SMC3  [50]. Этот 
перескок NIPBL, по-видимому, стимулирует обра-
зование E-состояния, в котором NIPBL также обра-
зует дополнительные контакты с головным доме-
ном SMC1  [25, 44, 49]. Во  взаимодействии NIPBL 
с головным доменом SMC3 важную роль играет 
пара консервативных остатков лизина SMC3:  
K105/K106 (K112/K113  – в  Smc3 S. cerevisiae), аце-
тилирование которых ацетилтрансферазой 
ESCO2 (Eco1) является ключевым фактором стаби-
лизации когезивного связывания. После гидроли-
за ATP NIPBL теряет связь с головными доменами 
и восстанавливает свое взаимодействие с петле-
выми участками [50].

Спонтанные изменения конформации коге-
зинового комплекса. Микроскопические наблю-
дения, а также данные FRET указывают на то, что 
плечевые домены когезина и других SMC-комплек-
сов являются довольно лабильными структурами 
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главным образом за счет возможности сгибания 
в  локтевых участках  [17, 19, 49–51]. Амплитуда 
этого сгибания достигает  180°, с максимальным 
сближением головных и петлевых доменов в пол-
ностью согнутом состоянии (рис. 3, б).

Обнаружение J-состояния и осознание того 
факта, что переходы между E- и J-состояниями 
должны сопровождаться значительными изме-
нениями во взаимном расположении плечевых 
доменов, привели к возникновению гипотезы, со-
гласно которой сгибание и разгибание локтевых 
доменов может строго контролироваться циклом 
гидролиза  ATP  [19]. Однако полученные позже 
экспериментальные данные указывают на то, что 
сгибание и разгибание плечевых доменов проис-
ходит спонтанно [50].

Важнейшим следствием сгибания локтевых 
доменов является взаимодействие петлевых доме-
нов с головными в полностью согнутом состоя-
нии. Возможность временного взаимодействия 
между головными и петлевыми доменами лежит 
в основе многих механистических моделей, опи-
сывающих процесс SMC-зависимой экструзии [19, 
50, 52, 53]. Несмотря на то что сгибание плечевых 
доменов само по себе спонтанно, есть указания 
на то, что может существовать храповой меха-
низм, сопрягающий сгибание и гидролиз ATP. Так, 
предполагается, что полное сгибание локтевых 
доменов может быть необходимо для формирова-
ния E-состояния [25, 44, 49, 50].

Еще одним спонтанным изменением архитек-
туры когезина является взаимодействие суперспи-
ральных участков плечевых доменов, прилежа-
щих к петлевым доменам. Такое взаимодействие 
распространяется от петлевых доменов в сторону 
локтей и, возможно, ассоциировано с закручива-
нием двух плечевых суперспиралей друг относи-
тельно друга  [50]. Это закручивание может быть 
необходимо для сгибания локтевых участков.

РАЗНООБРАЗИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ  
КОГЕЗИНА С ДНК

Связывание с ДНК – ключевой аспект актив-
ности SMC-комплексов. У  взаимодействия SMC-
комплексов с ДНК есть две характерные черты: 
(1) изменение аффинности к ДНК разных участ-
ков комплекса при изменении конформации и 
(2) способность комплексов топологически наде-
ваться на ДНК.

В отличие от классического электростати-
ческого взаимодействия, характерного для боль-
шинства ДНК-связывающих белков, топологиче-
ское связывание представляет собой качественно 
отличную модальность нековалентного взаимо-
действия, в рамках которой нет необходимости 
в прямом физическом контакте между ДНК-нитью 
и белком  [1, 44]. При топологическом связыва-
нии ДНК оказывается продетой через замкнутое 
S-K-кольцо комплекса как нить, продетая через 
бисеринку  (рис. 4, а). Таким образом, даже при 
отсутствии дополнительных электростатических 
взаимодействий комплекс оказывается стабильно 
связан с ДНК.

Когезин может взаимодействовать с ДНК и 
более классическим электростатическим спосо-
бом: несколько положительно заряженных участ-
ков на поверхности комплекса обеспечивают этот 
тип связывания  (рис. 5)  [3, 50]. Важным принци-
пом электростатических взаимодействий коге-
зина с ДНК является кооперативность: отдельные 
небольшие сайты, разбросанные по разным субъ-
единицам, как правило, не способны образовы-
вать стабильные контакты с  ДНК, достаточной 
аффинностью обладают составные поверхности, 
образованные сближением нескольких ДНК-свя-
зывающих участков разных субъединиц. Такие 
составные поверхности собираются в одних кон-
формациях когезина и разбираются  –  в других. 
Динамически образуемые и разрушаемые ДНК-свя-
зывающие сайты являются важным компонентом 
сопряжения процессов гидролиза ATP, изменений 
конформации комплекса и его движения вдоль 
нити ДНК при экструзии.

Топологическое надевание когезина на 
ДНК. Когезин, как и едва ли не все другие SMC-
комплексы, способен связывать ДНК топологиче-
ски3. Три наблюдения легли в основу кольцевой 
гипотезы, согласно которой когезин может свя-
зывать ДНК топологически внутри трехчастного 
S-K-кольца [22, 54]: (1) структура комплекса, пред-
полагающая наличие пространного топологически 
замкнутого компартмента [17, 55]; (2) способность 
к исключительно стабильным взаимодействиям с 
хроматином в G2-фазе [56, 57] и (3) моментальная 
дестабилизация этих взаимодействий при протео-
лизе клейзиновой субъединицы в анафазе [21, 58]. 
После более чем десятилетнего накопления кос-
венных свидетельств эта гипотеза была подтвер-
ждена напрямую, в экспериментах по ковалентно-
му зашиванию когезиновых колец in vivo [7, 30, 48].

3 В  определенных конформациях когезин в дополнение к S-K-кольцу способен образовывать топологически 
замкнутые субкомпартменты, в которых может находиться нить ДНК. К таким структурам относятся NIPBL-
SMC3-субкомпартмент, E-S-, E-K- и J-K-субкомпартменты. Целостность таких субкомпартментов, в отличие 
от целостности S-K-кольца, обычно быстро нарушается. В тексте под топологическим связыванием мы всегда 
подразумеваем связывание внутри стабильного S-K-кольца.
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Рис. 4. Топологическое взаимодействие когезинового кольца с ДНК. а – Топологическое (1) и псевдотопологи-
ческое (2) взаимодействие когезина с ДНК. На пиктограммах с помощью символов ● и + отражено направле-
ние прохождения ДНК-нити через плоскость рисунка, серой заливкой обозначено топологическое связыва-
ние. б  –  Методы выявления топологической природы взаимодействия между белковым комплексом и  ДНК: 
анализ устойчивости связывания в буферах с высокой ионной силой  (1); анализ чувствительности взаимо-
действия к протеолитическому расщеплению одной из субъединиц  (2); анализ чувствительности к разры-
ву в молекуле ДНК  (3); анализ устойчивости взаимодействия в денатурирующих условиях после ковалент-
ной сшивки белкового кольца при помощи цистеин-специфических сшивающих агентов (BMOE,  bBBr)  (4).  
в – Два пути снятия когезинового кольца с ДНК, реализуемые в эукариотических клетках: WAPL-зависимый (1) 
и протеолитический (2)

Ряд экспериментальных подходов был разра-
ботан для подтверждения топологического харак-
тера связывания белков и белковых комплексов с 
ДНК. На топологический характер взаимодействия 
могут указывать: (1) устойчивость связывания в бу-
ферах с высокой ионной силой [39, 56] (рис. 4, б (1)); 
(2) чувствительность взаимодействия к протео-

литическому расщеплению одной из субъединиц 
комплекса  [22, 39] (рис. 4, б (2)); (3) чувствитель-
ность к двухцепочечному разрыву в молекуле ДНК 
(в тех случаях, когда во взаимодействии участву-
ет кольцевая молекула ДНК)  [39, 59] (рис. 4, б (3)); 
(4) устойчивость взаимодействия в денатури-
рующих условиях после ковалентной сшивки 
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Рис. 5. Электростатические взаимодействия когезина с ДНК. а – Два гипотетических пути формирования «ДНК-
захвата», предложенных для описания активности когезина S.  cerevisiae  (1) и  Schizosaccharomyces pombe  (2). 
На пиктограммах с помощью символов ● и + отражено направление прохождения ДНК-нити через плоскость 
рисунка, серой заливкой обозначено топологическое связывание. В  парах пиктограмм, на левой отражено 
образование E-S- и E-K-субкомпартментов и положение ДНК-нитей относительно них, на правой  – положе-
ние ДНК-нитей относительно S-K-кольца. Пунктирные части RAD21-субъединицы соответствуют областям, 
в которых путь белковой цепи для ясности рисунка показан условно (в действительности HAWK-субъеди-
ницы остаются связанными с RAD21 на всех представленных стадиях). б  –  Электростатические взаимодей-
ствия петлевых доменов когезина с ДНК. Показано три (не взаимоисключающих) сценария: опосредованное 
NIPBL-субъединицей взаимодействие  (1), прямой контакт ДНК с внутренней поверхностью поры петлевых 
доменов  (2) и прямой контакт ДНК с южным полюсом димера петлевых доменов  (3). в  –  Взаимодействие  
HAWK-B субъединиц когезина (STAG1/2) и конденсина (CAP-G) с ДНК. Пептидная петля, называемая «ремнем 
безопасности», формируемая клейзиновой субъединицей конденсина (CAP-H), дополнительно стабилизирует 
связывание HAWK-B субъединицы (CAP-G) с ДНК

белкового кольца  [30, 60] (рис. 4, б  (4)). Выводы, 
сделанные на основании результатов, полученных 
в рамках первых трех из упомянутых эксперимен-
тальных подходов, носят в значительной степени 
предварительный характер, в то время как экспе-
рименты по ковалентной сшивке белковых колец 
позволяют уверенно делать выводы о модальности 
связывания комплекса с ДНК.

Наиболее строгие доказательства того, что 
SMC-комплексы способны топологически взаимо-
действовать с ДНК, были получены при изучении 
ковалентно сшитых S-K-колец [7, 60, 61]. Разреше-

ние атомарной структуры трех участков взаимо-
действия между парами субъединиц S-K-кольца 
(димера петлевых доменов SMC1 и SMC3, N-кон-
цевого домена RAD21, взаимодействующего с шей-
ным участком SMC3, и C-концевого домена RAD21, 
взаимодействующего с головным доменом SMC1) 
позволило методами генной инженерии моди-
фицировать когезиновые комплексы так, чтобы 
S-K-компартменты могли быть ковалентно сши-
ты бифункциональными тиолспецифическими 
агентами типа бис-малеимидоэтана  (BMOE) или 
дибромобимана (bBBr). Сшиваемость достигается 
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за счет размещения трех пар цистеиновых остат-
ков в перечисленных местах взаимодействия трех 
коровых субъединиц между собой таким образом, 
чтобы два цистеина в каждой паре были распо-
ложены на разных субъединицах комплекса на 
расстоянии не более 1 нм  (рис. 4, б (4)). Длинные 
линейные молекулы геномной ДНК и кольцевые 
плазмиды, топологически взаимодействующие 
с модифицированными когезиновыми комплек-
сами, после обработки сшивающими агентами не 
могут быть отделены от белкового тримера даже 
в жестких денатурирующих условиях, это позво-
ляет легко детектировать такие молекулы ДНК по 
уменьшению электрофоретической подвижности. 
Существование топологически взаимодействую-
щих с ДНК когезиновых комплексов не только 
в искусственных in vitro системах, но и в живых 
клетках было окончательно подтверждено с помо-
щью подобного подхода  [7, 30, 48]. Помимо обна-
ружения самого факта топологического взаимо-
действия SMC-комплексов с ДНК, использование 
тиолспецифического сшивания дополнительных 
цистеиновых пар позволяет установить, в каких 
именно субкомпартментах S-K-кольца (E-S, E-K, J-S 
или J-K) удерживается ДНК (рис. 3, а) [44, 48, 62].

Для понимания физиологической активности 
когезина чрезвычайно важным является изучение 
механизмов формирования и терминации тополо-
гических взаимодействий S-K-кольца с ДНК. Теоре-
тически такое взаимодействие может устанавли-
ваться и разрушаться при временном разобщении 
одного из трех нековалентных взаимодействий, 
формирующих S-K-кольцо: контакта петлевых 
доменов SMC3 и SMC1 (петлевых ворот), контакта 
между клейзином и SMC3-субъединицей (N-клей-
зиновых ворот) или контакта между клейзином 
и SMC1 (С-клейзиновых ворот) (рис. 4, а (1)). Кроме 
того, топологическое взаимодействие когезина 
с ДНК может разрушаться при протеолизе одной 
из коровых субъединиц комплекса.

Механизмы терминации топологического свя-
зывания когезина поняты сравнительно хорошо. 
Установлено, что непротеолитическое снятие ком-
плекса с ДНК (рис. 4, в (1)) осуществляется консер-
вативным ядерным белком WAPL (Wpl1) (winged-   
apart like) и сопряжено с открытием N-клейзино-
вых ворот [42, 63, 64]. С-Концевой структурирован-
ный домен WAPL состоит из восьми HEAT-повторов 
и может взаимодействовать с головными доме-
нами SMC1 и SMC3, сближенными в E-состоянии. 
Неструктурированный N-концевой домен содер-
жит консервативные YSR- и FGF-мотивы, участву-
ющие во взаимодействии с HAWK-субъединицами 
PDS5A/B и STAG1/2 [43]. WAPL не является посто-
янным компонентом когезинового комплекса, но 
может транзиентно взаимодействовать с PDS5A/B-
содержащими кольцами  [42, 65]. Считается, что 

связывание WAPL и высвобождение ДНК проис-
ходит во время нахождения комплекса в E-состоя-
нии. Формирование E-состояния всегда приводит 
к кратковременному открытию N-клейзиновых 
ворот, однако WAPL стабилизирует комплекс в та-
ком открытом состоянии, что увеличивает вероят-
ность выхода ДНК из кольца  [43, 66]. Для выхода 
из S-K-кольца по этому механизму ДНК-нить дол-
жна быть предварительно перемещена в E-K-суб-
компартмент. После высвобождения ДНК из ком-
плекса происходит диссоциация WAPL и закрытие 
выходных ворот.

Топологическое взаимодействие когезина с 
ДНК разрушается также при протеолизе клейзино-
вой субъединицы в анафазе [21, 58, 67]. После прохо-
ждения анафазного чекпоинта сериновая протеаза 
сепараза разрезает центральную неструктуриро-
ванную часть RAD21-субъединицы и таким обра-
зом высвобождает нити сестринских хроматид из 
топологического связывания с когезиновыми ком-
плексами (рис. 4, в (2)).

Значительно меньше известно о том, как уста-
навливается топологическое связывание когезина 
с ДНК. В клетках и в in vitro системах способность 
когезина к гидролизу ATP, а также присутствие 
NIPBL и STAG1/2 необходимы для топологической 
погрузки комплекса  [7, 44]. В то же время другие 
данные указывают на то, что по крайней мере 
in vitro комплекс PDS5A/B–WAPL может катализи-
ровать реакцию погрузки когезина на ДНК при 
отсутствии NIPBL-субъединицы [39, 68].

Неизвестными остаются не только детали 
механизма погрузки, но даже и то, какие именно 
ворота SMC-комплекса пропускают ДНК внутрь 
кольца. С  одной стороны, считается, что образо-
вание E-состояния сопровождается временным 
открытием N-клейзиновых ворот, через которые 
нить ДНК может проходить внутрь S-K-компарт-
мента  [49]. С другой стороны, показано, что ком-
плексы с ковалентно закрытыми N- или C-клей-
зиновыми воротами могут, несмотря ни на что, 
эффективно топологически надеваться на ДНК [7]. 
Кроме того, показано, что положительно заряжен-
ные аминокислотные остатки, расположенные 
внутри поры между петлевыми доменами SMC-
белков, необходимы для установления топологи-
ческого взаимодействия между когезином и ДНК, 
что указывает на возможную роль петлевых ворот 
в этом процессе [7, 8].

В рамках гипотезы топологического взаимо-
действия когезина с ДНК с самого начала пред-
полагалось, что S-K-кольцо может заключать в 
себе одновременно две нити  ДНК, обеспечивая 
таким образом когезию сестринских хроматид в 
G2-фазе клеточного цикла  [22, 54]. Впоследствии 
такой механизм когезии был подтвержден экспе-
риментально  [7, 48]. Некоторые из обсуждаемых 
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в настоящее время моделей когезин-зависимой 
экструзии предполагают, что основания расту-
щей петли также представляют собой две нити 
ДНК, удерживаемые внутри одного S-K-кольца [26, 
53, 62]. Такая петля, в ходе формирования которой 
S-K-компартмент остается постоянно замкнутым, 
не содержит истинного топологического зацепле-
ния между SMC-комплексом и ДНК-нитью и явля-
ется примером так называемых псевдотопологи-
ческих взаимодействий (рис. 4, а (2)). В отличие от  
топологического надевания когезина на ДНК, псев-
дотопологическое взаимодействие пока что явля-
ется в большей степени умозрительной моделью, 
нежели наблюдаемым феноменом.

Топологически надетые когезиновые ком-
плексы способны к пассивной одномерной диф-
фузии по ДНК-нити [23, 24]. In vitro исследования 
показали, что размер поры когезина позволяет 
таким комплексам преодолевать небольшие ДНК-
связанные белки при диффузии, однако нуклео-
сомные частицы диаметром  10 нм уже являются 
существенным препятствием, а частицы диамет-
ром  20 нм становятся непреодолимыми барье-
рами для такого движения  [23]. Предполагается, 
что псевдотопологически надетые когезиновые 
кольца также способны к диффузии по ДНК-нитям, 
удерживаемым внутри поры комплекса [40, 53].

«ДНК-захват»: транзиентное ATP-зависимое 
связывание головных доменов и NIPBL-субъ-
единицы с ДНК. Важнейшим открытием в струк-
турной биологии когезина стало обнаружение 
связи между образованием E-состояния в присут-
ствии  ATP и связыванием ДНК. Было замечено, 
что когезиновые комплексы с EQ-мутациями в 
мотиве Уокера B (подавляющими ATPазную актив-
ность) в присутствии  ATP, а также когезиновые 
комплексы дикого типа в присутствии негидро-
лизуемых аналогов ATP образуют с ДНК стабиль-
ный комплекс, названный конфигурацией «ДНК-
захвата» (gripping state/DNA clamping)  [25, 44, 49]. 
Для образования такого комплекса также необ-
ходимо присутствие NIPBL, не являющегося посто-
янным компонентом когезина. Во время «захвата» 
двойная спираль взаимодействует с димеризован-
ными головными доменами (рис. 5, а), кроме того, 
ДНК оказывается прижата к головному домену 
SMC3 при помощи NIPBL, который в присутствии 
ATP связывается с суставным участком плечевого 
домена SMC3 и головными доменами обеих SMC- 
субъединиц.

В конфигурации «захвата» сахарофосфатный 
остов  ДНК образует серию электростатических 
взаимодействий с разными участками когезина: 
верхней поверхностью димера головных доменов 
SMC-субъединиц, ДНК-связывающей поверхностью 
NIPBL и N-концевым доменом RAD21. Все ДНК-свя-
зывающие сайты, участвующие в «ДНК-захвате», 

сближаются друг с другом и образуют небольшой 
канал, комплементарный связываемой двойной 
спирали ДНК, только на краткое время нахожде-
ния комплекса в конфигурации «захвата». После 
гидролиза ATP E-состояние распадается, а вместе 
с ним разбирается составная ДНК-связывающая 
поверхность. Таким образом, в комплексах дикого 
типа «захват» является короткоживущим состоя-
нием, образование и разрушение которого сопря-
жено со связыванием и гидролизом ATP.

В присутствии ATP, ДНК, NIPBL и когезина 
дикого типа происходит периодическое сближе-
ние головных доменов SMC и NIPBL-субъединицы 
между собой; при замене ATP на негидролизуемый 
аналог или при внесении EQ-мутаций это сближе-
ние становится конститутивным [49, 50]. Примеча-
тельно также, что при связывании ATP ДНК сна-
чала взаимодействует с головным доменом SMC3 
и NIPBL-субъединицей в так называемом «пред-
захвате» (pre-engaged clamp), и только после этого 
происходит сближение головных доменов между 
собой с образованием полноценной конфигурации 
«захвата» (рис. 5, а (1)) [50].

При отсутствии ДНК головные домены SMC-
белков способны динамически взаимодейство-
вать между собой с быстрым образованием и раз-
рушением E-состояния [49, 50]; добавление ДНК в 
систему не приводит к увеличению частоты таких 
взаимодействий [49, 50], однако значительно сти-
мулирует ATPазную активность когезина [39, 40]. 
По всей видимости, ДНК увеличивает продуктив-
ность взаимодействий между головными доме-
нами за счет аллостерического влияния на актив-
ный центр и делает гидролиз  ATP необходимым 
условием для разобщения головных доменов [50]. 
По этой причине каталитически неактивные (со-
держащие EQ-мутации) SMC-комплексы в присут-
ствии ДНК и ATP оказываются замороженными в 
конфигурации «захвата» [44, 49].

Предложено два альтернативных сценария 
формировании «захвата». Данные, полученные с 
помощью тиолспецифического ковалентного пе-
решивания когезина S. cerevisiae, показывают, что 
при формировании «захвата» ДНК-нить оказыва-
ется заключенной одновременно и в E-K-, и в E-S-
субкомпартментах. В  то же время ДНК-нить не 
обнаруживается внутри S-K-компартмента, таким 
образом, предполагается, что в этом случае S-K-
кольцо псевдотопологически захватывает неболь-
шую петлю ДНК (рис. 5, а (1)) [44]. Предполагается, 
что образование такого комплекса происходит за 
счет того, что ДНК подходит к когезину со стороны 
разомкнутых головных доменов и, проходя через 
них перед образованием E-состояния, оказывается 
одновременно заключенной в E-K- и в E-S-субком-
партментах  (рис. 5, а (1)). В  результате при фор-
мировании «захвата» S-K-кольцо не оказывается 
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топологически надето на ДНК. На такой механизм 
указывают данные по кинетике входа ДНК в E-K- и 
E-S-субкомпартменты: для прохождения двух этих 
процессов достаточно очень короткой инкубации 
ДНК с когезином, и оба процесса при этом проис-
ходят с идентичной скоростью.

Результаты, полученные при изучении фор-
мирования «ДНК-захвата» когезином Schizosaccha
romyces pombe, противоречат описанному выше 
сценарию [49]. Эти данные указывают на то, что 
небольшая ДНК-петля продевается внутрь S-K-
кольца, после чего ближняя к головным доме-
нам часть петли участвует в формировании «за-
хваченного» состояния  (рис. 5, а  (2)). В  момент 
образования головными доменами E-состояния 
N-клейзиновые ворота временно открываются и 
могут в редких случаях пропускать ДНК внутрь 
S-K-кольца. Таким образом, в рамках этой модели 
«ДНК-захват» может быть одним из интермедиа-
тов реакции топологической погрузки. Однако в 
рамках этой модели нить ДНК, как правило, не 
проходит через N-клейзиновые ворота при форми-
ровании «захвата», и большинство циклов гидро-
лиза ATP не приводят к топологической погрузке  
комплекса.

Расшифровка механизма формирования «ДНК-
захвата» имеет центральное значение для пони-
мания механизмов когезин-зависимой экструзии 
и связи экструзии с топологическим надеванием 
S-K-колец на ДНК [4, 5, 53].

Электростатические взаимодействия петле-
вых доменов с  ДНК. Димеризованные петлевые 
домены SMC-субъединиц когезина взаимодей-
ствуют с двухцепочечной ДНК электростатиче-
ски  [50, 69, 70]. При отсутствии ATP (в апо-форме 
комплекса) петлевые домены взаимодействуют с 
NIPBL [50], за счет чего, вероятно, образуется еще 
более сильный сайт, совмещающий ДНК-связы-
вающие поверхности петлевых доменов и HAWK-
субъединицы (рис. 5, б (1)). Связывание ATP голов-
ными доменами приводит к разрушению этого 
составного сайта и к уменьшению аффинности 
петлевых доменов к ДНК.

Достоверно не установлено, какие именно 
аминокислоты петлевых доменов участвуют в 
связывании ДНК (рис. 5, б (2 и 3)). Несмотря на то 
что консервативные положительно заряженные 
аминокислоты, выстилающие небольшую пору 
димера петлевых доменов, необходимы для про-
хода ДНК внутрь S-K-компартмента [7, 8], их физи-
ческое взаимодействие с ДНК до сих пор не было 
продемонстрировано. Пора слишком мала для 
того, чтобы удерживать внутри себя двухцепочеч-
ную ДНК; тем не менее некоторые авторы предпо-
лагают, что потеря контактов между петлевыми 
доменами на одном из полюсов димера может 
экспонировать внутреннюю поверхность поры для 

связывания ДНК [7, 71] (рис. 5, б (2)). Интересно, что 
одна из опубликованных структур когезинового 
комплекса в конфигурации «захвата» содержит 
петлевые домены с разобщенной северной диме-
ризационной поверхностью [25].

По другим данным, за связывание с ДНК отве-
чают участки петлевых доменов на южном полю-
се димера, смотрящие внутрь S-K-кольца, а также 
прилегающие к ним участки плечевых суперспи-
ралей [50, 70] (рис. 5, б (3)).

Участие STAG1/2 во взаимодействии ком-
плекса с  ДНК. В  отличие от NIPBL, который, по 
всей видимости, контактирует с ДНК исключи-
тельно в рамках составных сайтов, кооперируясь 
с головными или петлевыми доменами, STAG1/2 
является более-менее автономным ДНК-связываю-
щим модулем (что, однако, не исключает участия 
в кооперативном связывании); так, есть указания 
на то, что STAG1/2 взаимодействует с ДНК в захва-
ченном состоянии в непосредственной близости 
от места взаимодействия с ДНК NIPBL-субъеди-
ницы [25]. Аминокислотные остатки, от вечающие 
за взаимодействия STAG1/2 с  ДНК, локализу-
ются в областях, гомологичных соответствую-
щим ДНК-связывающим патчам на поверхности  
NIPBL  (рис. 5,  в). Основной такой областью явля-
ется положительно заряженный желоб на боко-
вой поверхности длинного N-концевого субдоме-
на крючкообразной молекулы [50, 72]. Интересно, 
что электростатическое взаимодействие CAP-G/ 
CAP-G2-субъединицы конденсина  – гомолога 
STAG1/2 – с ДНК дополнительно стабилизировано 
за счет того, что клейзиновая субъединица CAP-H/
CAP-H2 образует вокруг ДНК-нити, удерживаемой 
CAP-G/CAP-G2, нековалентно замкнутую пептид-
ную петлю [62, 73, 74] (рис. 5, в). Эта петля, длиной 
порядка 100 а.о., называемая «ремнем безопасно-
сти», образована за счет контактов между двумя 
короткими гидрофобными фрагментами в средин-
ной неглобулярной части клейзина. У  клейзино-
вой субъединицы когезина, RAD21, по всей веро-
ятности, отсутствует структура, подобная «ремню 
безопасности».

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Некоторые характерные структурные осо-
бенности SMC-комплексов, такие как кольцевая 
архитектура и способность к топологическому 
надеванию на ДНК-нити, были описаны задолго 
до открытия процесса экструзии. Изучение способ-
ности когезина к топологическому надеванию на 
ДНК было сопряжено с выяснением молекулярных 
механизмов установления, поддержания и терми-
нации когезии. Когезия, не связанная напрямую с 
экструзионной активностью, по всей видимости, 
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является, скорее, исключением, чем правилом: 
подавляющее большинство физиологических 
активностей когезина и других SMC-комплексов 
зависит от их способности к активному форми-
рованию ДНК-петель. Тот факт, что эти белковые 
комплексы, как оказалось, являются в первую оче-
редь моторными белками, привлек дополнитель-
ный интерес к изучению их структуры.

Именно стремление расшифровать молеку-
лярный механизм экструзии мотивирует интерес 
к структуре когезина в последние годы. Успехи в 
этой области во многом связаны с развитием экс-
периментальных техник, позволяющих изучать 
динамически изменчивую и в известной степени 
полиморфную структуру массивных мультисубъ-
единичных SMC-комплексов. К  таким техникам, 
внесшим в последнее время наиболее существен-
ный вклад в развитие представлений о структуре 
когезина, относятся криоэлектронная микроско-
пия [25, 44, 49], атомно-силовая микроскопия [50], 
FRET  [49, 50] и методы реконструкции процесса 
экструзии in vitro и микроскопического наблюде-
ния за ним в реальном времени [8, 40]. Эти мето-
ды позволили установить множество отдельных 
молекулярных деталей процесса экструзии. Важ-
нейшими из такого рода открытий являются об-
наружение того, что в ходе экструзии происходит 
периодическое ATP-зависимое образование струк-
туры, названной «ДНК-захватом», а также установ-
ление роли NIPBL-субъединицы в формировании 
этой структуры.

К  сожалению, отдельные наблюдения, струк-
турные, биохимические и генетические, все еще 
не складываются в целостную модель, описываю-
щую процесс экструзии хроматиновых петель ко-
гезином (механистические модели этого процесса, 
базирующиеся на имеющихся данных о структуре 
и активности SMC-комплексов, представлены во 
втором обзоре серии [10]). Есть все основания пред-
полагать, что накопление эмпирических данных, в 
первую очередь структурных, в ближайшие годы 
приведет к окончательному установлению молеку-
лярного механизма SMC-зависимой экструзии.
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THE COHESIN COMPLEX: STRUCTURE AND PRINCIPLES 
OF INTERACTION WITH DNA

Review

A. K. Golov1,2* and A. A. Gavrilov1*

1 Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences,  
119334 Moscow, Russia; email: golovstein@gmail.com; aleksey.a.gavrilov@gmail.com

2 Technion – Israel Institute of Technology, 3525433 Haifa, Israel

Accurate duplication and separation of long linear genomic DNA molecules is associated with a num-
ber of purely mechanical problems. SMC complexes are key components of the cellular machinery that 
ensures decatenation of sister chromosomes and compaction of genomic DNA during division. Cohesin, 
one  of the essential eukaryotic SMC complexes, has a typical ring structure with intersubunit pore 
through which DNA molecules can be threaded. The capacity of cohesin for such topological entrapment 
of DNA is crucial for the phenomenon of post-replicative association of sister chromatids better known 
as cohesion. Recently, it became apparent that cohesin and other SMC complexes are in fact motor pro-
teins with a very peculiar movement pattern leading to the formation of DNA loops. This specific process 
was called loop extrusion. Extrusion underlies multiple cohesin’s functions beyond cohesion, but the 
molecular mechanism of the process remains a mystery. In this review, we have summarized data on 
the molecular architecture of cohesin, the influence of ATP hydrolysis cycle on this architecture, and the 
known modes of cohesin–DNA interactions. Many of the seemingly disparate facts presented here will 
probably be incorporated in a unified mechanistic model of loop extrusion in a not so far future.

Keywords: SMC complexes, cohesin, SMC subunits, kleisin, HAWK subunits, cohesion, topological entrap-
ment, loop extrusion, DNA gripping state
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Наиболее известные представители группы белковых комплексов, называемых SMC-комплекса-
ми, когезин и конденсин, знакомы многим как структурные компоненты митотических хромо-
сом. Как выяснилось, эти комплексы, а также их бактериальные гомологи являются молекуляр-
ными машинами, ATP-зависимое движение которых по ДНК-нитям приводит к формированию 
ДНК-петель. В последние годы мы наблюдаем лавинообразное накопление данных о процессе 
SMC-зависимого выпетливания  ДНК, называемого экструзией. Этот обзор кратко суммирует 
современные представления о месте и роли когезин-зависимой экструзии в физиологии клет-
ки, в нем также представлены наиболее убедительные модели, предложенные для описания 
молекулярного механизма экструзии. Мы завершаем обзор обсуждением того, каким образом 
способность когезина к экструзии может быть механистически взаимосвязана с его участием  
в когезии сестринских хроматид.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: когезин, SMC-комплексы, экструзия, когезия, «ДНК-захват».

DOI: 10.31857/S0320972524040024 EDN: ZGQQPS

Принятые сокращения: ТАД – топологически-ассоциированный домен; т.п.о. – тысячи пар оснований; Э–П – 
энхансер-промоторные (взаимодействия); CAR (Cohesin Associated Region) – геномная область, ассоциированная 
с когезином; FRET (Förster Resonance Energy Transfer) – анализ ферстеровского переноса энергии; HAWK (HEAT 
protein Associated With Kleisin)  – HEAT-белок, ассоциированный с клейзином; SMC  (Structural Maintenance of 
Chromosomes) – белок структурного поддержания хромосом.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Когезин  – это белковый комплекс, абсолют-
но необходимый для воспроизведения эукарио-
тических клеток  [1, 2]. Белки, входящие в состав 
когезина, были открыты более 25 лет назад как 
факторы, участвующие в сцеплении сестринских 
хроматид между собой в митозе  [3–5]. Позже вы-
яснилось, что этот феномен, получивший назва-
ние «когезия», основан на том, что пары сестрин-
ских хромосом после репликации оказываются 
продетыми сквозь множественные когезиновые 
комплексы (каждый из которых имеет кольце-
вую структуру и содержит довольно пространную 
межсубъединичную пору), подобно двум ниткам, 

продетым через серию бисеринок (рис. 1, а) [6–8].  
Поддержание когезии на протяжении G2-фазы кле-
точного цикла и ее контролируемое своевремен-
ное разрешение в анафазе, происходящее за счет 
протеолиза RAD21-субъединицы когезина, обеспе-
чивают правильное прикрепление микротрубо-
чек веретена к кинетохорам и равномерное рас-
пределение генетического материала между двумя 
дочерними клетками [9].

Еще одной не менее важной активностью коге-
зина, наряду с когезией, оказалась его способность 
к формированию ДНК-петель по механизму, на-
званному «экструзия» [2, 10, 11]. Экструзия начина-
ется с того, что когезин связывается с небольшим 
фрагментом ДНК, после чего реализуется ATP-зави-
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Рис. 1. Структура когезина и его участие в когезии сестринских хроматид. а – Топологическое надевание коге-
зиновых колец на сестринские хроматиды при когезии. б – Схема корового тримера, формирующего когезино-
вое кольцо; привлечение дополнительных HAWK-субъединиц к коровому тримеру. в – Димеризация головных 
доменов SMC-субъединиц, необходимая для гидролиза ATP

симое движение комплекса по ДНК, приводящее 
к процессивному затягиванию фланкирующих  
комплекс участков ДНК внутрь удерживаемой 
петли, финальная длина которой может достигать 
сотен тысяч пар оснований (т.п.о.). Теоретически 
затягивание может происходить со стороны одно-
го из оснований петли, удерживаемой комплексом 
(в случае однонаправленной экструзии), или с обе-
их сторон (в случае двунаправленной экструзии). 
Экструзия характерна не только для когезина, но 
для целой группы белковых комплексов, так назы-
ваемых SMC-комплексов (Structural Maintenance of 
Chromosomes, белок структурного поддержания 
хромосом), одним из представителей которых 
является когезин [12–14]. Совместная активность 
ДНК-топоизомераз типа  II и SMC-зависимой экс-
трузии необходима для пострепликативной ин-
дивидуализации сестринских геномов во всех 
клетках (прокариотических и эукариотических). 
Экструзия также может обеспечивать упорядо-
ченную компактизацию ДНК; самым ярким при-
мером такой компактизации является формирова-
ние митотических хроматид в профазе/метафазе в 
клетках позвоночных. Хроматиды представляют 
собой вытянутые структуры, состоящие из плотно 
упакованных хроматиновых петель, заякоренных 
на белковом остове. Основным структурным ком-
понентом остова хроматид является конденсин – 
белковый комплекс группы SMC, отвечающий за 
митотическую экструзию, результатом которой и 
является формирование хроматид. Когезин-зави-
симая экструзия участвует в индивидуализации 

эукариотических хромосом и во многих ситуаци-
ях отвечает за компактизацию хроматина, но она 
также имеет ряд дополнительных функций.

Когезия, в отличие от экструзии, характер-
на исключительно для когезина и более ни для 
одного из представителей группы SMC-комплек-
сов [1, 2]. Возникновение когезивной активности 
у  предкового когезина, вероятно, произошло в 
ходе раннего эукариогенеза [15], это приобретение 
не привело тем не менее к потере экструзионной 
активности комплекса [16–18]. Эта общепризнан-
ная точка зрения поднимает целый ряд интерес-
ных вопросов о механистических, функциональ-
ных и эволюционных взаимоотношениях между 
феноменом когезии и процессом экструзии.

В данном обзоре мы суммируем современные 
представления о когезин-зависимой экструзии, 
ее роли в клеточных процессах и ее молекуляр-
ных механизмах. Мы также кратко обсуждаем раз-
розненные данные, указывающие на возможную 
механистическую взаимосвязь между экструзией 
и когезией. Более подробное описание структуры 
когезинового комплекса и принципов его взаимо-
действий с хроматином можно найти в первом 
обзоре серии, опубликованном в этом же номере 
журнала [19].

СТРУКТУРА КОГЕЗИНОВОГО КОМПЛЕКСА

Когезин представляет собой белковый ком-
плекс с кольцевой структурой, основой которой 
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является тример коровых белков: SMC1  (Smc1)1, 
SMC3 (Smc3) и RAD21 (Scc1). Все три белка имеют 
вытянутую форму и взаимодействуют между со-
бой своими концевыми глобулярными домена-
ми (рис. 1, б). Такая организация приводит к тому, 
что комплекс имеет пространную межсубъеди-
ничную пору, способную пропускать глобулярные 
частицы диаметром около 10 нм [20, 21]. Наличие 
замкнутой межсубъединичной поры обеспечивает 
способность комплекса к топологическому надева-
нию на ДНК, в котором ДНК-нить оказывается про-
дета через белковое кольцо [6–8].

SMC1- и SMC3-субъединицы являются парало-
гами, принадлежащими к семейству ATPаз, назы-
ваемых SMC-белками [22]. SMC1 и SMC3 образуют 
стабильный V-образный гетеродимер за счет гомо-
типического взаимодействия между петлевыми 
доменами двух субъединиц  [20, 23]. За  ATPазную 
активность отвечают головные домены, располо-
женные на противоположном от петлевого домена 
конце каждой из палочковидных молекул. В при-
сутствии ATP происходит периодическая димери-
зация головных доменов двух SMC-субъединиц 
между собой, такая димеризация необходима для 
гидролиза связанных молекул ATP (рис. 1, в). Пет-
левой и головной домены каждой из SMC-субъ-
единиц соединены между собой длинным и отно-
сительно гибким суперспиральным (coiled-coil) 
плечевым доменом. Гибкость плечевого домена 
в значительной степени связана с наличием эво-
люционно консервативного дефекта в регулярной 
суперспиральной структуре, называемого локте-
вым участком (рис. 1, б). Сгибание «локтей» имеет 
довольно большую амплитуду, при одновремен-
ном сгибании локтевых участков обеих SMC-субъ-
единиц может происходить сближение петлевых и 
головных доменов комплекса. Белок RAD21, назы-
ваемый также клейзиновой субъединицей, обра-
зует постоянный мостик между двумя головными 
доменами SMC-субъединиц и таким образом замы-
кает кольцевую структуру.

С коровым тримером связываются вспомога-
тельные субъединицы, относящиеся к семейству 
HAWK-белков (HEAT protein Associated With Kleisin; 
HEAT-белок, ассоциированный с клейзином): 
STAG1/22  (Scc3), NIPBL  (Scc2), PDS5A/B  (Pds5)  [16, 
20, 23]. Основным местом взаимодействия HAWK-
субъединиц с коровым тримером является клейзи-
новая субъединица, причем только STAG1/2 образу-
ет стабильный контакт с RAD21 и, таким образом, 

является конститутивным компонентом комплек-
са. NIPBL и PDS5A/B конкурируют за связывание с 
общим сайтом посадки на клейзиновой субъеди-
нице, и оба эти белка взаимодействуют со стабиль-
ным когезиновым тетрамером (SMC3–SMC1–RAD21–
STAG1/2) транзиентно [24–26]. Таким образом, в 
каждый момент времени комплекс может содер-
жать одну (STAG1/2) или две (STAG1/2 + NIPBL или 
STAG1/2 + PDS5A/B) HAWK-субъединицы  (рис. 1, б). 
Вхождение в состав когезина NIPBL (и присут-
ствие ДНК) необходимо для эффективного гидро-
лиза ATP, замещение NIPBL на PDS5A/B кардиналь-
но изменяет активность комплекса [26].

КЛЕТОЧНЫЙ КОНТЕКСТ  
КОГЕЗИН-ЗАВИСИМОЙ ЭКСТРУЗИИ

Когезин-зависимая экструзия на протяже-
нии клеточного цикла. Когезин-зависимая экс-
трузия реализуется в эукариотических клетках на 
протяжении интерфазы и митоза (рис. 2, а). Разные 
оценки указывают на то, что в G1-клетках позво-
ночных имеется порядка 100 000 когезиновых ко-
лец, это число удваивается к G2-фазе [27, 28]. В ну-
клеоплазме G1-клеток сосуществуют две примерно 
одинаковые по размеру субпопуляции когезиновых 
комплексов, находящиеся в динамическом равно-
весии: (1) свободно-диффундирующие и (2) вовле-
ченные в экструзию (с характерным временем 
связывания с хроматином порядка 10–30 мин – в 
клетках позвоночных и порядка 1 мин – в клетках 
дрожжей)  [28–31]. При установлении когезии в 
S-фазе появляется третья субпопуляция: стабильно 
связанные когезивные кольца, выведенные из ци-
кла инициации/терминации экструзии [28, 29, 32]. 
В  митозе происходит полная остановка когезин-
зависимой экструзии. У позвоночных фосфорили-
рование HAWK-субъединиц в профазе индуцирует 
терминацию когезии в плечах хромосом; по всей 
вероятности, это фосфорилирование также приво-
дит к диссоциации с ДНК когезина, участвующего 
в экструзии [29, 33]. Возобновление когезин-зави-
симой экструзии происходит в конце телофа-
зы [34, 35]. У почкующихся дрожжей когезин-зави-
симая экструзия осуществляется в митотических 
клетках вплоть до наступления анафазы [36], когда 
сепаразо-зависимый протеолиз клейзиновых субъ-
единиц приводит к деградации всех без исключе-
ния когезиновых колец в клетке, и возобновляется 

 1 В основном тексте указаны названия белков человека; в скобках (при первом упоминании) – названия гомо-
логичных белков Saccharomyces cerevisiae.
2 Геномы позвоночных, как правило, кодируют по паре паралогичных HAWK-субъединиц типа Scc3 и  Pds5, 
экспрессирующихся в соматических клетках: STAG1/STAG2 и PDS5A/PDS5B. Эти паралоги в большинстве слу-
чаев структурно и функционально эквивалентны, поэтому далее в тексте мы будем использовать обозначения 
STAG1/2 и PDS5A/B.
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Рис. 2. Активность когезина на протяжении клеточного цикла и результат компактизации хроматина за счет 
SMC-зависимой экструзии. а – Количество интактных когезиновых комплексов и их активность в течение ми-
тотического цикла в клетках позвоночных (1) и S. cerevisiae (2). б – Метафазные хромосомы позвоночных, фор-
мируемые за счет экструзионной активности конденсина, накапливающегося в осевых структурах. Типичная 
X-образная структура поддерживается при помощи остаточной центромерной когезии двух метацентрических 
сестринских хромосом. в  –  Компактные хроматидоподобные структуры типа «вермишели», образующиеся в 
интерфазных клетках позвоночных за счет когезин-зависимой экструзии при подавлении активности WAPL. 
Когезин является основным структурным компонентом осевых структур таких хромосом

только к концу G1-фазы с восстановлением пула 
интактных когезиновых комплексов [4, 36].

Геномная локализация сайтов инициации. 
Инициация экструзии, осуществляемой когези-
ном, не приурочена строго к конкретным геном-
ным сайтам, однако существуют места предпо-
чтительной посадки экструзионных комплексов 
на ДНК. Центромеры и прицентромерные области 
являются примерами сайтов такой предпочтитель-
ной посадки [8, 26]. Инициация экструзии, однако, 
постоянно происходит и вне центромерных обла-

стей. До последнего времени предполагалось, что 
инициация когезин-зависимой экструзии в плечах 
хромосом связана в основном с открытым хрома-
тином  [37–39]. Однако эта модель подвергается 
критике. Недавно опубликованные эксперимен-
тальные данные о геномном распределении свя-
зывания субъединиц когезина, а также результаты 
компьютерного моделирования указывают на то, 
что на всех участках хромосом за пределами цен-
тромер инициация экструзии происходит с более-
менее равной вероятностью [40].
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WAPL и PDS5A/B  – негативные регуляторы 
процессивности, NIPBL – позитивный. Длина фор-
мирующихся в результате экструзии петель опре-
деляется процессивностью когезиновых комплек-
сов и геномным распределением сайтов остановки 
экструзии [36, 41–45], она варьирует от нескольких 
десятков т.п.о. у дрожжей [44, 46] до сотен т.п.о. – 
у позвоночных [41, 42].

Процессивность когезин-зависимой экстру-
зии подавляется HAWK-субъединицей PDS5A/B, а 
также белком WAPL, привлекаемым этой субъеди-
ницей. Деплеция PDS5A/B и WAPL (вместе или по 
отдельности) существенно увеличивает продол-
жительность связывания когезина, участвующего 
в экструзии, с хроматином, а также длину форми-
руемых ДНК-петель  [36, 41, 42, 44, 45]. Интересно, 
что оба этих белка также участвуют в непротео-
литической терминации когезии, в рамках так 
называемого профазного каскада: привлечение 
белка WAPL к когезивным комплексам, содержа-
щим PDS5A/B-субъединицу в своем составе, приво-
дит к непротеолитическому раскрытию белковых 
колец на плечах хромосом позвоночных в профазе 
митоза и их снятию с ДНК [47, 48]. Эта двойная ак-
тивность PDS5A/B и WAPL косвенно указывает на 
существование механистического сходства между 
процессом экструзии и феноменом когезии.

Другая HAWK-субъединица, NIPBL, напротив, 
является позитивным регулятором процессив-
ности экструзии. NIPBL традиционно считается 
погрузчиком когезина, однако эта точка зрения, 
вероятно, требует переосмысления в свете получе-
ния новых данных, показывающих, что NIPBL мо-
жет не участвовать в первичной посадке когезина 
на хроматин [49]. Твердо установлено, что привле-
чение NIPBL в состав комплекса необходимо для 
активной экструзии: функциональная деплеция 
NIPBL приводит к ослаблению когезин-зависи-
мых петлевых взаимодействий у позвоночных и 
подавлению транслокации когезина от мест пер-
вичной посадки у дрожжей [26, 42, 50]. В течение 
одного раунда инициации/терминации экструзии 
NIPBL многократно входит и выходит из состава 
комплекса: время связывания NIPBL-субъединицы 
с хроматином в G1-клетках позвоночных состав-
ляет около 1 мин – на порядок меньше длительно-
сти каждого раунда экструзии  [25, 31]. В  один из 
периодов отсутствия NIPBL в комплексе его место 
может занять PDS5A/B-субъединица, привлекаю-
щая WAPL, что, вероятно, приводит к терминации 
экструзии по пока еще не установленному меха-
низму [2].

Экструзия, осуществляемая когезином в ин-
терфазе, в отличие от митотической конденсин-
зависимой экструзии, как правило, не приводит 
к формированию конденсированных хроматидо-
подобных структур с белковыми остовами и от-

ходящими от них ДНК-петлями. Это может быть 
связано с низкой процессивностью когезин-зави-
симой экструзии. Подавление активности PDS5A/B 
и  WAPL приводит в клетках позвоночных к кон-
денсации хроматина в интерфазе с формировани-
ем микроскопически видимых вытянутых струк-
тур с центральными остовами, содержащими 
когезин [41, 42, 51]. Такие компактные структуры с 
характерной формой, напоминающей метафазные 
хроматиды (рис. 2, б), получили название «верми-
шели» (рис. 2, в).

Интерфазные «вермишели» в структурном 
смысле аналогичны хроматидам, формируемым 
в профазе мейоза I [52]. Компактизация мейотиче-
ских хромосом достигается за счет экструдирую-
щей активности когезина, накапливающегося в 
осевых структурах, которые впоследствии ста-
новятся важной составляющей синаптонемного 
комплекса. Формирование в профазе мейоза I при 
участии когезина конденсированных структур, по-
добных метафазным хроматидам, стало одним из 
ранних указаний на то, что экструзия ДНК-петель 
может являться универсальной для всех SMC-ком-
плексов активностью [51, 53].

Сайт-специфическая остановка. Когезин-
зависимая экструзия отличается от экструзии, 
осуществляемой другими SMC-комплексами, спо-
собностью к регулируемой остановке в специфиче-
ских геномных локусах. Точно не известно, являет-
ся ли такая остановка временной паузой или ведет 
к окончательной терминации экструзии. Как бы 
то ни было, сформированные ДНК-петли какое-то 
время удерживаются остановленными экструзи-
онными комплексами до диссоциации комплекса 
от ДНК [31, 54]. Описано по крайней мере два ме-
ханизма сайт-специфической остановки экструзи-
онных когезиновых комплексов: CAR-зависимый 
(Сohesin Associated Region, геномная область, ассо-
циированная с когезином) и CTCF-зависимый. Пер-
вый, эволюционно более древний и типичный для 
клеток низших эукариот, связан с протяженными 
геномными областями накопления когезина, 
CAR-регионами  [44, 46, 55]. CAR-Регионы предпо-
чтительно иммунопреципитируются антителами 
против субъединиц когезина и, как правило, рас-
положены в 3′-концах конвергентно транскриби-
руемых генов [56, 57]. Второй механизм остановки, 
связанный с активностью инсуляторного белка 
CTCF, реализуется в клетках позвоночных [58, 59].  
Остановка экструзионных комплексов в CTCF- 
сайтах приводит к тому, что подавляющее боль-
шинство сильных сайтов связывания субъединиц 
когезина с хроматином в клетках позвоночных 
колокализуется с сайтами связывания CTCF.

У CAR-зависимого и CTCF-зависимого меха-
низмов остановки экструзии много общего как 
между собой, так и с процессами стабилизации 
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Рис. 3. Механизмы остановки когезин-зависимой экструзии и паттерны укладки хроматина, возникающие 
в результате блокировки движения и стабилизации экструзионных комплексов. а  –  CAR-зависимая и CTCF- 
зависимая остановка экструзии. Столкновение когезина с единичным сайтом, по всей вероятности, превра-
щает двунаправленную когезин-зависимую экструзию в однонаправленную. ESCO1 (Eco1)-зависимое ацетили-
рование SMC3-субъединицы (ацетилирование SMC3 показано желтой точкой) играет важную роль в остановке 
экструзии и защите остановленного комплекса от WAPL. б – Структурные петли, содержащие CAR- или CTCF-
сайты в основаниях, образуются за счет полной (двусторонней) остановки экструзии. Ацетилирование SMC3 
показано желтой точкой. в – Положение CAR- и CTCF-сайтов в геноме предопределяет формирование характер-
ных наднуклеосомных паттернов укладки хроматина: структурных петель и топологически-ассоциированных  
доменов

связывания когезивных колец с хроматином 
(рис. 3, а). Остановка в обоих случаях осуществля-
ется за счет того, что сайты остановки благопри-

ятствуют замещению NIPBL на PDS5A/B  [44, 58]. 
Такому замещению способствует ESCO1 (Eco1)-зави-
симое ацетилирование белка SMC3, происходящее 
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в сайтах остановки [43, 45]. Ацетилирование SMC3- 
субъединицы по консервативным остаткам лизи-
на K105/K106 (K112 и K113 – у дрожжей) подавляет 
экструзионную активность когезина, предположи-
тельно, за счет уменьшения сродства комплекса к 
NIPBL [60, 61]. Кроме того, ацетилирование препят-
ствует активности белка WAPL  [62], которая, как 
уже было сказано, удаляет с хроматина не только 
топологически-связанные когезиновые комплек-
сы, но и комплексы, участвующие в экструзии [41, 
42, 51]. Интересно, что стабилизация когезивных 
колец на хроматине в G2-фазе происходит за счет 
ацетилирования SMC3 по тем же самым аминокис-
лотным остаткам (у многих видов в стабилизации 
также участвует вспомогательный белок  – соро-
рин). Ацетилирование, обеспечивающее стаби-
лизацию когезии, устанавливается в S-фазе коре-
пликативно за счет активности паралога  ESCO1, 
ацетилтрансферазы ESCO2  (Eco1), и оно также 
подавляет активность WAPL в отношении ацети-
лированных комплексов.

Наличие геномных элементов, останавливаю-
щих экструзию, приводит к накоплению когезино-
вых комплексов, взаимодействующих с CAR-эле-
ментами и CTCF-сайтами, а также к образованию 
характерных паттернов укладки интерфазного 
хроматина: структурных хроматиновых петель, 
заякоренных в указанных геномных элементах, 
и топологически-ассоциированных доменов (ТАД) 
(рис. 3, б и в)  [44, 46, 58, 59, 63]. У  позвоночных за 
остановку когезиновых комплексов, участвующих 
в экструзии, а также за ингибирование активности 
WAPL-субъединицы отвечает N-концевой фрагмент 
CTCF [58, 59, 64]. Стерические особенности связыва-
ния CTCF со своими геномными сайтами приводят 
к тому, что взаимодействие N-концевого фрагмен-
та с когезином эффективно реализуется только 
при приближении экструзионного комплекса к 
CTCF-мотиву со стороны 3′-полюса последнего 
(N-концевые цинковые пальцы CTCF связываются 
с ДНК именно здесь); в такой ситуации происходит 
остановка экструзии и стабилизации связывания 
когезина на данном CTCF-сайте (рис. 3, а). В то же 
время при приближении экструзионного комплек-
са к CTCF-мотиву со стороны 5′-полюса последнего 
длительной остановки когезина не происходит. 
Эти особенности белок-белковых взаимодействий 
приводят к интересной закономерности в распо-
ложении CTCF-мотивов в основаниях структурных 
петель и в границах топологических доменов по-
звоночных: пары CTCF-мотивов, расположенные в 
основаниях петель, как правило, смотрят навстре-
чу друг другу своими 3′-полюсами (конвергент-
ное расположение); в то же время для границ ТАД 
характерно наличие нескольких CTCF-мотивов (по 
крайней мере пары), каждый из которых смотрит 
своим 3′-полюсом в направлении ближайшего 

к нему топологического домена (дивергентное рас-
положение) (рис. 3, б и в) [63, 65–67].

Взаимодействие с транскрипционным аппа-
ратом клетки. Почему останавливающие экстру-
зию CAR-сайты в клетках дрожжей ассоциированы 
с 3′-концами конвергентно транскрибирующихся 
генов? Теоретически это может быть следствием 
того, что столкновение транскрибирующих поли-
мераз с движущимися навстречу экструзионными 
когезиновыми комплексами приводит к пере-
мещению последних в концы транскрипционных 
единиц. Такая модель согласуется с тем, что вы-
ключение транскрипции приводит к удалению 
когезина с CAR-сайтов [56].

Механизмы, стоящие за транскрипционно-
зависимым накоплением когезиновых колец на 
3′-концах генов, работают не только в дрожжевых 
клетках, они носят универсальный характер. Так, 
несмотря на то что в клетках позвоночных нет 
классических CAR-сайтов, при одновременной 
деплеции белков CTCF и  WAPL происходит рело-
кализация связанных с хроматином когезиновых 
комплексов с CTCF-сайтов на 3′-концы активно-
транскрибируемых генов [38, 40]. Новые сайты ка-
чественно отличаются от классических CTCF-ассо-
циированных геномных пиков; они представляют 
собой протяженные области размером в несколь-
ко т.п.о., названные по этой причине «островками» 
связывания когезина (cohesin islands). Островки, 
как и CAR-сайты дрожжей, преимущественно рас-
полагаются на 3′-концах конвергентно-транскри-
бируемых генов, их формирование также блоки-
руется при ингибировании транскрипции  [38]. 
Появление когезиновых островков сопряжено с 
формированием когезин-зависимых хроматино-
вых петель между соседними островками, что 
делает их гомологию с CAR-сайтами еще более 
явной [40].

Ряд наблюдений противоречит упрощенным 
представлениям, согласно которым РНК-поли-
мераза взаимодействует с экструзионными ком-
плексами напрямую. Одна из альтернативных 
ги потез предполагает, что РНК-полимераза пере-
мещает в 3′-концы генов топологически-надетые 
когезиновые кольца, не участвующие в экструзии, 
а те, в свою очередь, блокируют процесс экстру-
зии  [44, 68]. В  пользу такого механизма говорят: 
(1) предпочтительная локализация CAR-сайтов в 
3′-концах конвергентно ориентированных генов (а 
не всех без исключения активных генов), (2) кине-
тика накопления когезивных комплексов в CAR-
сайтах в ходе клеточного цикла и отстающая от 
нее кинетика формирования петель между CAR-
сайтами  [44] и  (3)  способность SMC-комплексов, 
участвующих в экструзии, преодолевать массив-
ные белковые преграды, в том числе транскриби-
рующую РНК-полимеразу, in vitro [69].
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Вероятно, транскрибирующая РНК-полимера-
за сама по себе не представляет собой значимого 
барьера для когезиновых комплексов, принимаю-
щих участие в экструзии, однако активные промо-
торы, на которых, помимо субъединиц РНК-поли-
меразы, присутствует большое количество белков, 
вовлеченных в инициацию, такими барьерами 
являются. О том, что промоторы препятствуют про-
движению когезиновых комплексов, приближаю-
щихся с обеих сторон, свидетельствует феномен 
промотор-ассоциированной топологической ин-
суляции  [40, 70, 71]. Промоторы  – менее сильные 
экструзионные барьеры, чем CAR-регионы и CTCF-
сайты. Кроме того, остановленные в промоторах 
когезиновые комплексы не стабилизируются за 
счет ESCO1/2-зависимого ацетилирования, вероят-
но, поэтому промоторы, как правило, не становят-
ся основаниями метастабильных, удерживаемых 
когезином, ДНК-петель.

РОЛЬ КОГЕЗИН-ЗАВИСИМОЙ ЭКСТРУЗИИ  
В ФИЗИОЛОГИИ КЛЕТКИ

Пострепликативная индивидуализация се-
стринских хромосом и компактизация митоти-
ческих хромосом. Эволюционно примитивной 
функцией SMC-комплексов является индивидуали-
зация сестринских хромосом [1, 2]. Механика про-
цесса репликации двуспиральной молекулы ДНК в 
клетках устроена таким образом, что две новосин-
тезированные сестринские ДНК-нити оказываются 
топологически сцепленными в момент окончания 
реакции репликации [72, 73]. Пострепликативная 
индивидуализация зависит от экструзии, осущест-
вляемой SMC-комплексами, которая направляет 
активность топоизомераз II типа в сторону дека-
тенации топологически сцепленных сестринских 
молекул геномной ДНК после репликации и спо-
собствует пространственному разделению разъ-
единенных нитей [1, 2, 74]. В подавляющем боль-
шинстве случаев в бактериальных и архейных 
геномах закодирован единственный SMC-комплекс 
(относящийся к одному из двух классов: Smc–ScpAB 
или MukBEF), основной функцией которого являет-
ся именно пострепликативная индивидуализация 
сестринских хромосом [1, 2, 75]. В клетках эукариот 
этот процесс осуществляется за счет взаимодопол-
няющих активностей двух SMC-комплексов: коге-
зина и конденсина. Помимо индивидуализации, 
эти комплексы также участвуют в компактизации 
(конденсации) митотических хромосом, которая 
механически облегчает перемещение хромосом к 
полюсам веретена деления в анафазе.

В интерфазе экструзионная активность кон-
денсина подавлена [76–79], в то же время на про-
тяжении G2-фазы когезиновые комплексы не 

только поддерживают когезию, но и принимают 
участие в экструзии, за счет чего индивидуализа-
ция сестринских хромосом достигается (в значи-
тельной степени) еще до начала митоза [17, 80, 81]. 
К моменту снятия основной части когезивных ко-
лец (в профазе – у позвоночных и многих других 
эукариот, в анафазе  – у  S. cerevisiae) сестринские 
хроматиды в значительной степени отделены 
друг от друга, а топологические зацепления, по 
всей видимости, сохраняются преимущественно 
в сайтах, ассоциированных с когезией: центроме-
рах, рибосомных повторах, CAR-регионах и CTCF-
сайтах [17, 80, 81]. Снятие остаточных зацеплений 
и окончательная индивидуализация достигаются 
за счет митотической экструзионной активности 
конденсина [17, 82, 83].

Экструзия, осуществляемая конденсином и 
когезином, также обеспечивает митотическую 
(и мейотическую) компактизацию хроматина 
(рис. 2, б и в), однако вклад каждого из комплексов 
различается в клетках разных организмов  [1, 2]. 
Так, в клетках почкующихся дрожжей, в которых 
когезин-зависимая экструзия продолжается вплоть 
до наступления анафазы, когезин вносит больший 
вклад в конденсацию [44, 84, 85], в то же время у 
позвоночных, в клетках которых внецентромерное 
связывание когезина с хроматином прекращается 
в профазе, формирование компактных митоти-
ческих хромосом зависит главным образом от 
конденсина  [76, 86]. Высокопроцессивная экстру-
зионная активность конденсина в митотических 
клетках позвоночных приводит к образованию 
хроматид – компактных телец вытянутой формы с 
петлями хроматина, отходящими от центрального 
белкового остова, основными компонентами кото-
рого являются конденсины (геномы позвоночных 
кодируют два типа конденсиновых комплексов) и 
топоизомераза II [87].

Примечательно, что процессивная экструзион-
ная активность когезина может приводить к фор-
мированию хроматидоподобных структур вне ми-
тоза. Так, как было отмечено выше, в интерфазных 
клетках с подавленной активностью белка WAPL 
происходит когезин-зависимое формирование 
хроматидоподобных структур типа «вермишели», 
белковые остовы которых состоят из когезиновых 
колец [41, 42, 51] (рис. 2, в). Аналогичным образом 
мейотические хромосомы, в том числе транскрип-
ционно активные хромосомы типа ламповых ще-
ток, представляют собой вытянутые структуры 
с хроматиновыми петлями, отходящими от бел-
ковых осевых структур, в состав которых входят 
среди прочего мейотический вариант когезина и 
топоизомераза II [52].

Поддержание генома в декатенированном 
состоянии. Интерфазная экструзия, осущест-
вляемая когезином, также обеспечивает особую 
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неравновесную укладку хромосомной ДНК. Во-пер-
вых, постоянно повторяющиеся раунды экструзии 
увеличивают частоту локальных цис-взаимодей-
ствий и до некоторой степени подавляют дальние 
цис- и транс-взаимодействия [41, 46, 88]. Подавле-
ние транс-взаимодействий, отчасти связанное с 
экструзионной активностью когезина, приводит к 
формированию более или менее выраженных хро-
мосомных территорий в интерфазных эукариоти-
ческих клетках [89]. Предпочтительное смещение 
в сторону локальных ДНК-контактов в интерфаз-
ном геноме, как мы обсудим в следующем разде-
ле, благоприятствует правильному прохождению 
репаративных процессов.

Вторым глобальным следствием когезин-
зависимой экструзии в интерфазе является под-
держка геномной ДНК в декатенированном состоя-
нии [90–92]. Как и при декатенации сестринских 
хромосом, когезин направляет активность топо-
изомеразы  II в сторону разрешения, а не образо-
вания внутри- и межхромосомных зацеплений. 
Декатенированное состояние хроматина способ-
ствует прохождению ДНК-зависимых матричных 
реакций в интерфазе [93] и индивидуализации 
несестринских хромосом – в профазе митоза [85].

Репарация двухцепочечных разрывов ДНК. 
Активность когезина способствует точной репа-
рации ДНК-повреждений, прежде всего репара-
ции двухцепочечных разрывов [94–96]. Наряду с 
когезией, которая облегчает поиск партнеров для 
гомологичной рекомбинации в G2-фазе клеточ-
ного цикла [94, 97], экструзия также является важ-
ной составляющей репаративной активности ко-
гезина.

Во-первых, интерфазная когезин-зависимая 
экструзия создает и активно поддерживает спе-
цифическую неравновесную укладку эукарио-
тического хроматина, характерной чертой кото-
рой является подавление транс-ДНК-контактов и 
взаимодействий между удаленными в линейной 
последовательности участками одной хромо-
сомы [41, 46, 88]. Такое предпочтительное смеще-
ние в сторону локальных ДНК-взаимодействий 
способствует быстрой и безошибочной репара-
ции двухцепочечных разрывов. Оно облегчает 
поиск партнера при репарации по механизму 
негомологичного соединения концов  (NHEJ)  [96], 
а также уменьшает вероятность эктопической 
рекомбинации при рекомбинационной репара- 
ции [98, 99].

Кроме того, когезин специфически привлека-
ется к двухцепочечным разрывам и принимает 
участие в их репарации, ограничивая диффузию 
концов разрыва и блокируя взаимодействия раз-
рыва с другими хромосомами  [96, 98, 100, 101]. 
В последнее время все больше данных указывает 
на связь между этой функцией когезина и его экс-

трузионной активностью [99]. Предположительно, 
двухцепочечный ДНК-разрыв блокирует продви-
жение когезин-содержащего комплекса экструзии, 
подобно тому, как это делают CAR-регионы и CTCF-
сайты. Двунаправленная экструзия становится 
однонаправленной при столкновении с сайтом 
двухцепочечного разрыва, в такой ситуации по 
обе стороны от разрыва образуются удерживаемые 
когезином петли с концами разрыва, расположен-
ными в основании этих петель (рис. 4). Такая кон-
фигурация объясняет то, как именно когезин огра-
ничивает свободную диффузию концов разрыва и 
привлекает их во внутреннюю часть хромосомной 
территории [99]. Этот процесс можно сравнить 
с формированием осевых структур метафазных 
хромосом за счет конденсин-зависимой экструзии. 
Несмотря на то что в результате интерфазной экс-
трузии в клетках дикого типа не формируются 
хроматидоподобные структуры, основания когезин- 
ассоциированных петель в среднем чаще находят-
ся во внутренней части хромосомной территории, 
так же, как и основания конденсин-ассоциирован-
ных петель – в митотических хромосомах. Вероят-
но, сходный эффект экструзия оказывает на сайты 
двухцепочечных разрывов, которые становятся 
основаниями когезин-зависимых петель. Ограни-
чение диффузии и транс-взаимодействий способ-
ствуют правильному восстановлению нити ДНК 
как при репарации по механизму NHEJ, так и при 
репаративной рекомбинации.

Наконец, экструзия важна для сигнальных 
каскадов, ассоциированных с двухцепочечными 
разрывами, в частности для распространения 
ключевой γH2AX-метки (фосфорилированной ва-
риантной формы гистона H2AX), участвующей в  
привлечении репаративных факторов, по геном-
ному региону, окружающему место разрыва (рис. 4) 
[102–104]. Однонаправленная экструзия обеспечи-
вает систематическое привлечение концов раз-
рыва к окружающим его участкам генома в рам-
ках одного топологического домена, что, в свою 
очередь, ведет к распространению γH2AX-сигнала 
от места разрыва. Дело в том, что активность фер-
ментов, участвующих в фосфорилировании гисто-
на H2AX (в первую очередь киназы ATM), сосредо-
точена главным образом непосредственно в месте 
повреждения  ДНК, и для распространения этой  
модификации на десятки т.п.о. в обе стороны необ-
ходимо физическое привлечение этих локусов к 
точке разрыва. Такое привлечение обеспечивается 
за счет когезин-зависимой экструзии.

Регуляция транскрипции в клетках позво-
ночных. Интерфазная когезин-зависимая экструзия 
также важна для точной настройки транскрипци-
онной активности у позвоночных. Причинно-след-
ственные отношения между наднуклеосомной 
укладкой ДНК и транскрипционной активностью  
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Рис. 4. Особенности когезин-зависимой экструзии в окрестностях двухцепочечного разрыва (согласно 
Arnould  et  al.  [102]). Появление двухцепочечных разрывов  (1,  2) приводит к возникновению новых сайтов 
остановки когезин-зависимой экструзии в месте разрыва  (3), распространению γH2AX-сигнала от места раз-
рыва по топологическому домену за счет однонаправленной экструзии (3–5) и перемещению сайтов разрыва 
внутрь хромосомной территории (5)

устанавливаются у позвоночных в связи с нали-
чием в их геномах активаторных удаленных 
регуляторных элементов – энхансеров3  [105, 106]. 
Общепринятая модель активности энхансеров 
подразумевает, что энхансер-активируемая ини-
циация транскрипции сопряжена с физическим 
взаимодействием между энхансером и промото-
ром гена мишени. Наличие физических взаимо-
действий между энхансерами и промоторами 
их генов-мишеней, энхансер-промоторных  (Э–П) 
петель, в клетках позвоночных было эксперимен-
тально подтверждено на полногеномном уровне в 
последние годы [107–109].

До недавнего времени доминировало пред-
ставление, согласно которому когезин-зависимая 
экструзия играет ключевую роль в формировании 
Э–П-петель [110, 111]. Новые экспериментальные 

данные не согласуются с этим представлением: 
удаление когезина и подавление экструзии в ин-
терфазе не приводит к разрушению подавляющего 
большинства Э–П-петель; эти структуры, по всей 
видимости, образуются по независимому от экс-
трузии механизму  [108, 112, 113]. Не исключено, 
что когезин-зависимая экструзия тем не менее 
важна для активности некоторых специфических 
типов энхансеров – главным образом небольшой 
группы энхансеров, содержащих сайт связывания 
белка CTCF [112, 114, 115].

Несмотря на то что подавление когезин-зави-
симой экструзии в интерфазных клетках позво-
ночных в общем не отражается на ландшафте 
Э–П-петель, оно приводит к воспроизводимым 
изменениям транскрипционной активности. Хотя 
наблюдаемые эффекты носят по большей части 

 3 Помимо энхансеров, активирующих транскрипцию генов-мишеней, в геномах позвоночных есть сайлен-
серы, подавляющие ее; мы будем говорить исключительно об энхансерах, так как информация о сайленсерах 
чрезвычайно скудна, однако все приведенные закономерности могут быть, по всей вероятности, перенесены 
и на сайленсеры.
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сравнительно мягкий характер, сотни генов меня-
ют свой уровень экспрессии [88, 108]. Обнаружи-
ваемые изменения транскрипции только в очень 
редких случаях можно связать с CTCF-ассоции-
рованными энхансерами; по крайней мере два 
альтернативных механизма могут объяснять на-
блюдаемые изменения: (1) инсуляторный эффект 
границ  ТАД и  (2) когезин-зависимое подавление 
неспецифических взаимодействий между актив-
ными участками генома.

Большая часть топологических доменов и их 
границ у позвоночных является эпифеноменом 
когезин-зависимой экструзии. Поэтому подавле-
ние экструзии может увеличивать частоту Э–П-
взаимодействий между регуляторными элемен-
тами, в норме разделенными инсулирующими 
границами  ТАД. Увеличение интенсивности та-
ких эктопических Э–П-контактов приводит, по 
всей вероятности, к изменениям транскрипцион-
ной активности некоторых генов  [88, 112]. Важ-
ность регуляторной инсуляции, обеспечиваемой 
границами  ТАД, подтверждается генетическими 
наблюдениями: геномные перестройки, сопря-
женные с нарушениями топологической инсуля-
ции, ассоциированы с нарушениями развития и 
онкогенезом. Для некоторых модельных систем 
было показано, что медиатором патологических 
процессов при изменениях структуры ТАД может 
являться именно эктопическая активация тран- 
скрипции [116–118].

Последний потенциальный путь влияния экс-
трузии на транскрипцию связан с тем, что коге-
зин-зависимая экструзия подавляет дальние взаи-
модействия между активными участками генома. 
Не до конца понятый с биохимической точки  
зрения механизм способствует кластеризации 
активного хроматина в пространстве ядра, такая 
кластеризация приводит к формированию на 
уровне клеточной популяции активного ядер-
ного компартмента или А-компартмента [65, 119]. 
Внутри А-компартмента могут взаимодействовать 
участки хромосом, разделенные десятками мил-
лионов  п.о., а также активные участки разных 
хромосом. Выключение когезин-зависимой экс-
трузии приводит к бесконтрольному усилению 
взаимодействий активных участков генома между 
собой [42, 50, 88]; предполагается, что результатом 
этого может являться подавление транскрипции 
одних генов и усиление транскрипции других, 
в частности за счет установления сверхдальних  
Э–П-контактов внутри А-компартмента [88].

Таким образом, в клетках позвоночных экс-
трузия вносит вклад в регуляцию транскрипции 
через участие в топологической инсуляции, в по-
давлении избыточной компартментализации ге-
нома и, в меньшей степени, через прямое участие 
в процессах формирования Э–П-петель.

ЦИКЛ КОНФОРМАЦИОННЫХ ИЗМЕНЕНИЙ 
КОГЕЗИНОВОГО КОМПЛЕКСА ПРИ ЭКСТРУЗИИ

Гипотеза, согласно которой компактизация и 
индивидуализация митотических хромосом свя-
заны с экструзией ДНК-петель, была предложена 
более трех десятилетий назад [120]. Чуть позднее 
Nasmyth  [53] предположил, что SMC-комплексы 
могут являться ключевыми компонентами кле-
точной машинерии экструзии. За  прошедшие 
годы умозрительная концепция SMC-зависимой 
экструзии получила поддержку в данных об уклад-
ке интерфазного хроматина  [65, 66, 88], а также 
в результатах моделирования митотических и 
интерфазных хромосом  [111, 121]. Наконец, в по-
следнее время способность когезина, конденси-
на и SMC5/6-комплекса осуществлять экструзию 
ДНК-петель была продемонстрирована напря-
мую в реконструированных in vitro системах  [12,  
13, 122, 123].

Собранные данные позволили определить 
многие конкретные характеристики экструзии, 
осуществляемой SMC-комплексами, в частности, 
когезином. Так, оказалось, что экструзия может 
осуществляться исключительно когезиновым ком-
плексом, содержащим  NIPBL  [122, 123]. Скорость 
когезин-зависимой экструзии in vivo и in vitro со-
ставляет ~1 т.п.о./c (оценки в разных публикаци ях 
варьируют от 0,4 до 3 т.п.о./c) [33, 88, 122–124]. В ходе 
когезин-зависимой экструзии за каждую секунду 
происходит всего один цикл связывания/гидро-
лиза ATP  [123, 124]. Высокая скорость движения 
по ДНК-нити и размер шага в ~1 т.п.о. (что экви- 
валентно десяткам нанометров даже для ДНК, упа-
кованной в нуклеосомы) отличает SMC-комплексы 
от других типов ДНК-транслоказ (полимераз, хели-
каз и  т.д.), скорость которых на порядки ниже, а 
размер шага, как правило, составляет 1 п.о. Несмо-
тря на впечатляющую скорость когезин-зависи-
мой экструзии, сравнительно небольшие силы 
(<1 пН), приложенные к ДНК-нити, могут замед-
лять или даже полностью останавливать про- 
цесс [122, 125].

Наблюдения экструзии in vitro показали также, 
что мономерное когезиновое кольцо осуществля-
ет двунаправленную экструзию  (рис. 5, а (1))  [33, 
123, 125], при том что ближайший гомолог коге-
зина – конденсин – реализует однонаправленную 
экструзию  (рис. 5, а (2))  [12, 126]. Направленность 
является одним из интереснейших параметров 
процесса экструзии, она тесно связана с молеку-
лярным механизмом процесса. Формируемая ДНК-
петля может расти за счет затягивания ДНК-нити с 
одной из сторон от активного SMC-комплекса, то-
гда экструзия называется однонаправленной или 
асимметричной. В этом случае можно различить 
два полюса петли: закрепленное (стабильное) 
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Рис. 5. Молекулярные аспекты SMC-зависимой экструзии. а  –  Двунаправленная экструзия, осуществляемая 
когезиновыми мономерами  (1), и однонаправленная экструзия, осуществляемая конденсиновыми комплек-
сами (2). «Ремень безопасности», по всей вероятности, принимает непосредственное участие в стабилизации 
одного из оснований формируемой петли в процессе конденсин-зависимой экструзии. б  –  Гипотетические 
варианты модальности связывания SMC-комплекса с ДНК растущей петли при экструзии

основание, или якорь, и подвижное основание. 
Другой возможный вариант экструзии  – это дву-
направленная или симметричная экструзия, в 
которой петля растет за счет затягивания ДНК с 
обеих сторон от активного белкового комплекса. 
В  случае когезин-зависимой экструзии реализу-
ется именно двунаправленный вариант процесса. 
С  молекулярной точки зрения двунаправленная 
экструзия может быть результатом асимметрич-
ной активности SMC-комплекса, сопряженной с 
частым переключением направления движения в 
отдельных циклах связывания/гидролиза ATP [126–
128]. При этом в каждом таком цикле переключаю-
щейся двунаправленной экструзии у формируемой 
петли имеются закрепленное и подвижное основа-
ние, но между циклами основания могут меняться 
ролями.

Ковалентно сшитые SMC-кольца вовлекаются 
в экструзию in vitro и формируют петли с эффек-
тивностью, сопоставимой с комплексами дикого 
типа [69, 123]. Кроме того, мутантные варианты 
когезина, не способные обеспечивать когезию 
и, по всей видимости, не способные к топологи-
ческому надеванию на ДНК, вовлекаются в экс-
трузию в клетках  [8, 18]. Таким образом, по всей 
вероятности, открытие SMC-кольца не является 
необходимым этапом процесса экструзии: когезин 
(и другие SMC-комплексы) во время экструзии свя-
зывается с ДНК нетопологически (не удерживая ни 
одно из оснований ДНК-петли внутри белкового 
кольца) или псевдотопологически (удерживая оба 
основания ДНК-петли внутри белкового кольца, не 
формируя истинных топологических зацеплений 
с ДНК) (рис. 5, б).
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Неожиданным наблюдением, сделанным при 
анализе когезин-зависимой экструзии in vitro, 
стала способность комплекса включать в состав 
растущей петли ДНК-связанные частицы, в разы 
превышающие линейные размеры самого ком-
плекса  [69]. Когезин при активной экструзии мо-
жет преодолевать ассоциированные с ДНК частицы 
диаметром до 200 нм. Интересно, что такое преодо-
ление препятствий происходит с минимальным 
замедлением движения комплекса по ДНК- нити. 
Преодоление массивных препятствий косвенно 
указывает на то, что процесс экструзии носит 
нетопологический характер  [69, 129]. На  нетопо-
логическую природу экструзии также косвенно 
указывает следующее наблюдение: в пермеабили-
зированных ядрах связывание когезиновых колец 
с ДНК в основаниях хроматиновых петель, сфор-
мированных за счет экструзии, исключительно 
легко нарушается при повышении ионной силы 
буфера [130].

Несмотря на то что многие общие характери-
стики когезин-зависимой экструзии были уста-
новлены в последние годы (особенно большой 
прогресс был достигнут в связи с появлением воз-
можности изучать процесс in vitro), молекуляр-
ный механизм экструзии все еще не до конца рас-
шифрован. Мы не знаем наверняка, как именно 
цикл связывания/гидролиза ATP в ходе экструзии 
сопряжен с конформационными изменениями 
комплекса и как эти изменения приводят к росту 
ДНК-петель. В связи с большим интересом к этой 
проблеме и за недостатком экспериментальных 
данных было предложено несколько конкурирую-
щих моделей. Ниже мы кратко опишем три такие 
модели, находящиеся в наибольшем согласии с 
имеющимися структурными, генетическими и 
биохимическими данными: модель коалесцен-
ции/прокачивания (pumping/hold-and-feed model), 
модель броуновского храповика (brownian ratchet 
model) и модель «гребок-захват» (swing-and-clamp 
model). Следует подчеркнуть, что, несмотря на эле-
гантность и впечатляющую объяснительную силу 
каждой из обсуждаемых моделей, ни одна из них 
не находится в полном согласии со всем массивом 
экспериментальных данных.

«ДНК-захват» (gripping state/DNA clamping). 
Несмотря на то что описанные далее модели про-
цесса экструзии отличаются по множеству суще-
ственных параметров, все они сходятся в том, что 
одним из центральных интермедиатов цикла экс-
трузии является так называемое состояние «ДНК-
захвата». «Захват» был описан в самые последние 
годы при изучении криоэлектронной структуры 
когезина и конденсина  [61, 126, 131]. Оказалось, 
что в присутствии NIPBL, двухцепочечной ДНК и 
негидролизуемых аналогов ATP (или в том случае, 
если в составе когезина имеются SMC-субъедини-

цы с мутациями, блокирующими гидролиз  ATP) 
когезин формирует комплексы с ДНК характерной 
структуры, названной «ДНК-захватом». В  «захва-
те» ДНК электростатически связывается с верх-
ней поверхностью взаимодействующих в присут-
ствии аналога ATP головных доменов  (рис. 6, а). 
NIPBL одновременно взаимодействует с плечевым 
участком SMC3-субъединицы и с димером голов-
ных доменов, таким образом, формируя белковый 
мостик, прижимающий ДНК-нить сверху. NIPBL в 
описанной структуре также образует серию элек-
тростатических контактов с  ДНК. Данные FRET 
(Förster Resonance Energy Transfer, анализ ферсте-
ровского переноса энергии) указывают на то, что 
в присутствии гидролизуемого ATP структуры «за-
хвата» быстро формируются и разбираются [124]. 
По всей вероятности, цикл образования и разру-
шения строго связан с циклом гидролиза ATP: гид-
ролиз ATP приводит к разбору той конфигурации 
димера головных доменов, в которой формируется 
протяженный ДНК-связывающий желоб на их по-
верхности. Это, по всей вероятности, также приво-
дит к диссоциации NIPBL и высвобождению ДНК. 
Связывание головными доменами новой пары 
молекул ATP вновь приводит к сборке «захвата». 
Описанное сопряжение цикла гидролиза  ATP и 
связывания ДНК с когезином в состоянии «захва-
та» явно указывает на то, что эта структура игра-
ет важную роль в движении когезина по ДНК во 
время экструзии. Однако статическая структура, 
описанная как «ДНК-захват», не говорит ничего о 
том, какие механические перестроения приводят к 
направленному движению когезина и связыванию 
в каждом следующем цикле гидролиза ATP все но-
вых фрагментов ДНК-нити в «захвате».

Модель коалесценции/прокачивания. Одна 
из существенных структурных характеристик 
«ДНК-захвата»  – разобщение плечевых доменов 
SMC-субъединиц  [61, 132]. Известно, что при гид-
ролизе ATP головные домены SMC-субъединиц 
могут переходить в так называемое наложенное 
или J (от англ. juxtaposed) состояние, что приводит 
к закрытию межсубъединичной поры и установле-
нию взаимодействий между плечевыми доменами 
двух субъединиц по всей их длине [133, 134]. Есть 
указания на то, что закрытие межсубъединичной  
поры при переходе в J-состояние происходит про-
цессивно сверху вниз, подобно застегиванию 
молнии  [135, 136]. Модель коалесценции/прока-
чивания предполагает, что движение когезино-
вого комплекса по ДНК осуществляется за счет 
повторяющихся циклов «застегивания» плечевых 
доменов, сопряженных с циклами гидролиза ATP 
(рис. 6, а) [136, 137]. Наиболее проработанная вер-
сия этой модели, недавно представленная груп-
пой Hearing  [126], базируется на криоэлектрон-
ных данных, а также на данных об удерживании 
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Рис. 6. Когезин-зависимая экструзия по механизму «коалесценции/прокачивания». а – Псевдотопологическая 
экструзия по механизму «коалесценции/прокачивания» (по данным группы Hearing  [126]). б  – Нетопологиче-
ская экструзия по механизму «коалесценции/прокачивания» (по данным Oldenkamp и Rowland [10]). в – Обмен 
двух оснований растущей петли при псевдотопологической экструзии может обеспечивать частое переключе-
ние направления движения и проявляться в виде кажущейся двунаправленности процесса. На всех панелях 
пиктограммы отражают путь ДНК-нити, с помощью символов ● и + отражено направление прохождения ДНК-
нити сквозь плоскость когезинового кольца. Участки ДНК, являющиеся или являвшиеся на предыдущих эта-
пах динамическими основаниями петли, показаны красным, якорные участки – голубым. Пунктирные участки 
в середине ДНК-нити отражают принципиально неограниченный размер растущих петель
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ДНК-нитей внутри различных субкомпартментов 
SMC-кольца, полученных с помощью тиол-специ-
фического сшивания.

В рамках модели предполагается, что якорем 
растущей петли является фрагмент ДНК, взаимо-
действующий с STAG1/2 (рис. 6, а). ДНК динамиче-
ского основания петли удерживается NIPBL побли-
зости от головных доменов SMC-белков. Движение  
комплекса вдоль ДНК происходит за счет того, что 
формирование «захвата» механически сопряже но 
с продеванием ДНК-микропетли через межсубъ-
единичную пору. При гидролизе ATP эта петля 
сливается (коалесцирует) с основной петлей,  
удерживаемой в районе головных доменов ком-
плекса. При слиянии новым динамическим осно-
ванием петли становится участок захваченного в 
микропетле фрагмента  ДНК, электростатически 
связанный с внутренней стороны поры димером 
петлевых доменов. Этот участок прокачивается к 
NIPBL-субъединице в ходе «застегивания» плече-
вых доменов. После «застегивания» комплекс воз-
вращается в исходное J-состояние, в то время как 
удерживаемая петля оказывается длиннее изна-
чальной за счет поглощения захваченной в ходе 
цикла микропетли.

Модель коалесценции/прокачивания суще-
ствует в двух вариантах: псевдотопологическом, 
в рамках которого основания растущей петли 
дважды продеты через пору когезина, в то время 
как комплекс находится в J-состоянии (рис. 6, а), и 
нетопологическом, в котором растущая петля как 
целое удерживается комплексом нетопологиче-
ски (рис. 6, б).

Псевдотопологический вариант модели согла-
суется со многими наблюдениями, сделанными 
в реконструированных in vitro системах экстру-
зии. Во-первых, возможность захвата микропетли 
зависит от механического натяжения ДНК-нити. 
Это объясняет, как даже небольшие механические 
силы (~ 1 пН) способны блокировать формирова-
ние микропетли и таким образом останавливать 
экструзию [122, 125]. Во-вторых, когезиновые ком-
плексы в in vitro системах осуществляют двуна-
правленную экструзию [123, 125]. В рамках модели 
коалесценции/прокачивания диссоциация NIPBL-
субъединицы от комплекса (периодически проис-
ходящая во время экструзии) может приводить к 
формированию единого субкомпартмента, удер-
живающего оба основания растущей петли. Пред-
полагается, что взаимодействие STAG1/2-субъеди-
ницы с якорем петли также может периодически 
нарушаться (рис. 6, в). Восстановление связывания 
оснований петли с HAWK-субъединицами может 
приводить к обмену двух нитей ДНК, что эквива-
лентно изменению направления экструзии. Таким 
образом, наблюдаемая симметричная когезин-
зависимая экструзия объясняется как результат 

периодически происходящей смены направления 
асимметричного процесса. Модель также объясня-
ет, почему в конденсине дикого типа экструзия но-
сит строго однонаправленный характер  [12, 126]. 
Предполагается, что это связано с дополнительной 
прочностью связывания якоря петли с комплек-
сом, которая обеспечивается «ремнем безопасно-
сти» – уникальной структурой в составе клейзино-
вой субъединицы конденсина (рис. 5, а). Мутации, 
дестабилизирующие «ремень безопасности», могут 
приводить к конверсии конденсина в комплекс, 
осуществляющий, подобно когезину, двунаправ-
ленную экструзию [126].

Псевдотопологический вариант модели не 
согласуется, однако, с другим важным эмпириче-
ским наблюдением, а именно со способностью, 
образуемой во время in vitro экструзии, петли вклю-
чать внутрь себя массивные ДНК-связанные ча-
стицы [69]. Чтобы разрешить это противоречие 
был предложен нетопологический вариант моде-
ли  [10]. Оказалось, что большинство эмпириче-
ских наблюдений, на которых базировалась изна-
чальная псевдотопологическая модель, могут быть 
в равной степени объяснены, если предположить, 
что растущая при экструзии ДНК-петля не проде-
та через комплекс (рис. 6, б). При этом связывание 
подвижного основания петли в отдельности осу-
ществляется за счет небольшой псевдотопологиче-
ской петли, образованной за счет взаимодействия 
NIPBL-субъединицы с наложенными головными 
доменами SMC-белков. При гидролизе ATP эта не-
большая петля сливается с микропетлей, захваты-
ваемой внутри межсубъединичной поры, а затем 
затягивается до своего изначального состояния 
за счет «застегивания» плечевых доменов. Такой 
процесс, в отличие от экструзии, предполагаемой 
в рамках псевдотопологической модели, согласу-
ется с наблюдаемым явлением прохождения коге-
зинового комплекса через массивные преграды в 
ходе экструзии.

Парадоксальным образом, нетопологический 
вариант модели коалесценции/прокачивания, 
объясняющий способность когезина преодолевать 
препятствия, едва ли может объяснить двунаправ-
ленность когезин-зависимой экструзии: гипоте-
тический обмен ДНК-нитями возможен только 
внутри общего псевдотопологического компарт-
мента, удерживающего оба основания растущей 
петли. Большинство попыток описать молекуляр-
ные детали экструзии, осуществляемой когезином, 
сталкиваются с этой принципиальной проблемой: 
невозможностью в рамках одной модели согла-
совать двунаправленный характер экструзии и 
способность комплекса преодолевать массивные 
барьеры. При этом псевдотопологические модели, 
как правило, не могут быть удовлетворительно 
согласованы с преодолением массивных барьеров,  
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а нетопологические модели – с двунаправленным 
характером процесса. Некоторые авторы, однако, 
предполагают, что определенные варианты нето-
пологических моделей могут при определенных 
допущениях объяснять обмен ДНК-цепей, пере-
ключение направления экструзии и в конечном 
итоге двунаправленность процесса [128].

Модель броуновского храповика. Две другие 
модели, которые мы опишем далее, относятся к 
группе моделей экструзии за счет сгибания «лок-
тей» (scrunching models). В них предполагается, что 
сгибание «локтей» и происходящее в этот момент 
сближение петлевых доменов с головными сопря-
жено с передачей подвижного основания петли от 
одной пары доменов другой [134, 138]. В отличие 
от модели коалесценции/прокачивания, в кото-
рой ключевым конформационным изменением, 
сопряженным с циклом связывания/гидролиза 
ATP, является «застегивание» межсубъединичной 
поры, в моделях экструзии за счет сгибания «лок-
тей» центральным элементом рабочего хода ком-
плекса является сгибание и разгибание «локтей».

В основе моделей этого типа лежит тот факт, 
что когезин и другие SMC-комплексы могут нахо-
диться в конформациях, в которых «локти» пол-
ностью согнуты, а головные и петлевые домены 
сближены между собой  [134, 139]. Криоэлектрон-
ные данные, полученные при изучении комплек-
сов в состоянии «захвата», показали, что такое 
сгибание потенциально может быть синхрони-
зировано со связыванием ATP и формированием 
«ДНК- захвата» [60, 61, 131]. Дополнительные струк-
турные данные, полученные с помощью атомно-
силовой микроскопии, FRET, ковалентного сшива-
ния комплексов и наблюдений за способностью 
мутантных комплексов формировать петли in vitro 
привели к созданию двух наиболее детальных 
моделей экструзии за счет сгибания «локтей»: мо-
дели броуновского храповика [127, 131] и модели 
«гребок–захват» [124].

Модель броуновского храповика представляет 
собой модель экструзии за счет сгибания «локтей» 
с протягиванием псевдотопологической ДНК-пет-
ли через когезиновое кольцо. Модель была пред-
ложена группой Uhlmann [127, 131] одновременно 
с публикацией одной из первых структур когезина 
в состоянии «захвата». Авторы обратили внимание 
на то, что в полученных криоструктурах STAG1/2 
связывается с ДНК по соседству с сайтом «захвата» 
и что за счет сгибания «локтей» димер петлевых 
доменов находится в непосредственной близости 
от STAG1/2 (рис. 7, а). Дополнительные FRET-экспе-
рименты (не получившие подтверждения в дру-
гих работах) показали, что взаимодействие между 
петлевыми доменами и STAG1/2 в комплексе носят 
конститутивный характер. Таким образом, в рам-
ках модели броуновского храповика когезин имеет 

два ДНК-связывающих модуля: головной, ассоции-
рованный с NIPBL, и петлевой, ассоциированный 
со  STAG1/2. В  отличие от модели коалесценции/
прокачивания и модели «гребок-захват», в модели 
броуновского храповика обе HAWK-субъединицы 
связываются с подвижным основанием петли, 
а удерживание якоря петли происходит пассивно – 
за счет псевдотопологического характера взаимо-
действия комплекса с ДНК.

Предполагается, что разрушение «ДНК-захва-
та», сопряженное с гидролизом ATP, приводит к 
разгибанию «локтей» и дестабилизации взаимо-
действия STAG1/2-петлевого модуля с ДНК. Эта 
дестабилизация в конечном итоге ведет к потере 
взаимодействия, однако прежде чем связь между 
STAG1/2-петлевым модулем и ДНК окончательно 
разрушается, «локти» успевают в большей или 
меньшей степени разогнуться  (рис. 7, а). Разгиба-
ние приводит к увеличению захваченной псев-
дотопологической ДНК-петли за счет движения 
комплекса вдоль одной из нитей ДНК  – однона-
правленной экструзии. Псевдотопологическое 
взаимодействие комплекса с ДНК позволяет ком-
плексу удерживать образованную петлю даже по-
сле потери электростатических взаимодействий. 
Растущая ДНК-петля удерживается псевдотопо-
логически внутри межсубъединичной поры до 
связывания ATP и формирования нового  «ДНК-
захвата».

Предполагается, что разгибание «локтей»  – 
равновесный процесс, реализуемый обратимо за 
счет теплового движения; направленный характер 
экструзия приобретает за счет своеобразного хра-
пового механизма: движение рабочего хода всегда 
начинается в состоянии «захвата» в полностью 
согнутом состоянии «локтей». Эти две особенно-
сти движения когезина, описываемого моделью 
броуновского храповика, отражены в ее названии.

Как и псевдотопологический вариант модели 
коалесценции/прокачивания, модель броуновского 
храповика объясняет двунаправленный характер 
когезин-зависимой экструзии обменом ДНК-нитей 
в растущей петле, который потенциально возмо-
жен на каждом из циклов связывания/гидролиза 
ATP на этапе пассивного удерживания псевдото-
пологической петли внутри когезинового кольца. 
Равновесный характер разгибания «локтей» объяс-
няет то, почему слабые внешние силы полностью 
останавливают SMC-зависимую экструзию in vitro.

Существенными недостатками модели броу-
новского храповика являются: (1) невозможность 
согласования псевдотопологической экструзии с 
экспериментально наблюдаемой способностью 
когезина преодолевать массивные барьеры  [69] 
и  (2) отсутствие независимых подтверждений су-
ществования STAG1/2-петлевого ДНК-связывающе-
го модуля.
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Рис. 7. Когезин-зависимая экструзия за счет сгибания «локтей». а – Экструзия по механизму броуновского храпо-
вика (по данным Higashi et al. [127]). б – Экструзия по механизму «гребок-захват» (по данным Bauer et al. [124]). 
Пунктирные части RAD21-субъединицы соответствуют областям, в которых путь белковой цепи для ясности 
рисунка показан условно (в действительности HAWK-субъединицы остаются связанными с RAD21 на всех пред-
ставленных стадиях). Остальные обозначения – как на рис. 6

Модель «гребок-захват». Другая модель экс-
трузии за счет сгибания «локтей», предложенная 
группой Peters [123], предполагает, что связывание 
ДНК петлевыми доменами и сгибание «локтей» 

(«гребок») предваряют формирование конфигура-
ции «захвата», поэтому эта модель получила назва-
ние «гребок-захват» [124]. Модель основана на двух 
ключевых наблюдениях, сделанных с  помощью  
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техники  FRET: 1) белок NIPBL, конститутивно 
взаимодействующий с  RAD21, может образовы-
вать ATP-зависимые временные контакты с дру-
гими субъединицами комплекса и 2) несмотря 
на относительно свободный характер сгибания/
разгибания плечевых доменов, в состоянии «за-
хвата» никогда не происходит непосредственного 
взаимодействия между петлевыми и головными 
доменами, а значит «локти» находятся в более или 
менее разогнутом состоянии. Эта модель предпо-
лагает нетопологический характер экструзии со 
стабильным основанием петли, заякоренным на 
STAG1/2 (как и в модели коалесценции/прокачива-
ния). Перемещение подвижного основания петли 
относительно SMC-комплекса происходит за счет 
передачи ДНК от петлевых доменов к головным 
при образовании «ДНК-захвата» и последующего 
разгибания «локтей»  (рис. 7, б). Такая передача 
происходит в ходе формирования «ДНК-захвата» 
и сопряжена с изменением типа взаимодействий 
NIPBL c SMC-субъединицами комплекса. До форми-
рования «захвата» NIPBL ассоциирован с петле-
выми доменами, и вместе они удерживают ДНК 
подвижного основания петли. При формировании 
«захвата» происходит передача подвижного осно-
вания петли и удерживающей его NIPBL-субъеди-
ницы от петлевых доменов головным, при этом 
петлевые домены теряют связь с NIPBL; также за 
счет аллостерических эффектов формирования 
«ДНК-захвата» происходит разгибание локтевых 
участков плечевых доменов. Предполагается, что 
еще до гидролиза ATP и последующего разбора «за-
хвата» петлевые домены могут связывать новый 
участок ДНК, становящийся новым подвижным 
основанием растущей петли. Разбор захвата при-
водит к диссоциации NIPBL от головных доменов, 
его обратному перескоку на петлевые домены и 
началу нового цикла конформационных измене-
ний. Таким образом, в отличие от модели броу-
новского храповика, в модели «гребок-захват» 
подвижное основание петли на протяжении всего 
цикла электростатически связано с той или иной 
ДНК-связывающей поверхностью когезина. Такой 
постоянный контакт необходим для удерживания 
нетопологической ДНК-петли.

Помимо того, что модель «гребок-захват» со-
гласуется со множеством структурных данных, она 
дает внятное объяснение того, как именно согла-
сованы процессы сгибания/разгибания «локтей» с 
циклом связывания/гидролиза ATP и с передачей 
ДНК-нити от петлевых доменов головным. Сгиба-
ние плечевых доменов в рамках этой модели необ-
ходимо для формирования «ДНК-захвата» и гидро-
лиза ATP, что, в свою очередь, приводит к передаче 
подвижного ДНК-якоря от одного участка связы-
вания другому. По меньшей мере частичное раз-
гибание «локтей», непременно предшествующее  

связыванию нового подвижного основания расту-
щей петли петлевыми доменами, обеспечивает 
направленный характер движения экструзионного 
комплекса. Следует отметить, что в модели «гре-
бок-захват» разгибание плечевых доменов, обес-
печивающее движение когезинового комплекса 
относительно ДНК, так же как и в модели броу-
новского храповика, носит равновесный характер, 
что объясняет высокую чувствительность скорости 
экструзии к внешним силам [122, 125]. Нетопологи-
ческая природа экструзии в рамках этой модели 
согласуется со способностью экструзионного ком-
плекса преодолевать массивные ДНК-связанные 
частицы  [69]. В  то же время модель «гребок-за-
хват» предсказывает однонаправленный харак-
тер экструзии, что противоречит наблюдениям, 
сделанным в реконструированных in vitro систе-
мах [123, 125].

КОГЕЗИЯ И КОГЕЗИН-ЗАВИСИМАЯ ЭКСТРУЗИЯ 
МОГУТ БЫТЬ МЕХАНИСТИЧЕСКИ  

СВЯЗАНЫ МЕЖДУ СОБОЙ

Со времени своего открытия и до настоящего 
момента когезин более известен как комплекс, 
обеспечивающий когезию сестринских хрома-
тид за счет своей способности к топологическому 
надеванию на  ДНК. Тот факт, что когезин также 
является ДНК-транслоказой, способной к формиро-
ванию ДНК-петель по механизму экструзии, зача-
стую воспринимается как второстепенная деталь, 
необязательное дополнение к его основной коге-
зивной функции. Обнаружение вовлеченности ко-
гезин-зависимой экструзии во все большее число 
клеточных процессов все убедительнее указывает 
на ложность такого представления: экструзия явля-
ется одной из базовых активностей когезина, наря-
ду с когезией. Такая точка зрения хорошо согласу-
ется с эволюционной примитивностью экструзии, 
реализуемой едва ли не всеми известными SMC-
комплексами [12–14, 123]. Когезивное связывание 
сестринских хроматид в филогенетическом плане, 
вероятно, возникло как адаптация предшествен-
ника когезина к выполнению дополнительной, не 
характерной для других гомологичных комплек-
сов, функции  [15–17]. В  этой связи еще большее 
внимание привлекает одна из нерешенных зага-
док биологии когезинового комплекса, а именно 
вопрос о том, являются ли когезия и экструзия 
частью единого молекулярного каскада?

Многие авторы склоняются к интуитивно бо-
лее естественному положительному ответу на этот 
вопрос  [61, 127]. Тем не менее даже самая общая 
схема этого каскада до сих пор является предметом 
споров. Эволюция представлений о природе этого 
каскада оказалась тесно переплетена с изучением 
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Рис. 8. Схема гипотетического молекулярного каскада, связывающего процесс когезин-зависимой экструзии и 
установление когезии. а – Первоначально предложенная схема каскада: сопряжение топологической погрузки 
когезина на ДНК с инициацией экструзии. б – Модифицированная схема каскада, учитывающая накопленные 
структурные данные о процессе экструзии: сопряжение топологической погрузки когезина с терминацией 
экструзии. Центральное место в переключении между экструзией и топологическим надеванием занимает 
конфигурация «ДНК-захвата»

модальности связывания когезина с ДНК при экс-
трузии. Самым общим указанием на наличие 
механистической связи между экструзией и коге-
зией является тот факт, что PDS5A/B-субъединица 
и белок WAPL участвуют одновременно и в снятии 
когезивных колец с ДНК [47, 48], и в терминации 
экструзии [41, 42, 44, 51]. Первоначально это наблю-
дение привело к формированию гипотетической 
схемы, связывающей две активности когезина, в 
которой экструзия осуществляется топологиче-
ски-надетыми когезиновыми кольцами, и такие 
кольца могут быть конвертированы в когезивные 
комплексы в ходе репликации (рис. 8, а).

Однако накопление новых данных привело к 
вытеснению этой наивной модели. В первую оче-
редь речь идет о структурных данных, указываю-

щих на то, что экструзия осуществляется когезино-
выми комплексами, не надетыми топологически 
на ДНК-нить [69, 123, 130]. Эти структурные данные 
получили генетическое подтверждение: были об-
наружены мутации в SMC-субъединицах, которые 
подавляют способность комплекса к топологиче-
скому надеванию и почти не влияют на его спо-
собность к экструзии [8, 18]. Теперь, когда можно 
с достаточной уверенностью утверждать, что экс-
трузия осуществляется по нетопологическому или 
псевдотопологическому механизму, доминирую-
щей стала концепция, согласно которой топологи-
ческое надевание когезина (и последующее уста-
новление когезии) является одним из возможных 
вариантов завершения экструзионного цикла гид-
ролиза  ATP. Многие авторы обращают внимание 
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на возможную роль «ДНК-захвата» в качестве узло-
вого звена, в котором может происходить выбор 
между продолжением цикла экструзии и топо-
логическим надеванием, приводящим к заверше-
нию экструзии  (рис. 8, б)  [61, 127]. Роль тандема 
PDS5A/B–WAPL может заключаться в направлении 
реакции в сторону завершения цикла экструзии и 
формирования топологического связывания [130]. 
Такой гипотетический сценарий предполагает, что 
PDS5A/B–WAPL за счет своей способности к рас-
крытию когезинового кольца катализирует сразу 
две реакции в клетке: реакцию топологической 
погрузки/терминации экструзии для комплексов, 
участвующих в экструзии, и реакцию снятия топо-
логически надетых когезивных колец.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На протяжении многих лет экструзия ДНК-
петель была по большей части умозрительной 
концепцией; некоторые авторы в это время ука-
зывали на то, что экструзия может объяснять ряд 
клеточных процессов, например декатенацию 
сестринских геномных молекул  [53]. Последнее 
десятилетие стало временем накопления сначала 
косвенных, а затем и прямых экспериментальных 
подтверждений того, что этот процесс в клетке 
действительно реализуется, и главными действую-
щими лицами в нем являются SMC-комплексы [12, 
66, 111, 123]. Можно сказать, что мы стали свиде-
телями исключительно редкого явления: подтвер-
ждения теоретического предсказания в биологии.

Изучение архитектуры SMC-комплексов, ана-
лиз молекулярных факторов, влияющих на SMC-  
зависимую экструзию и микроскопические наблю-
дения за экструзией в in vitro системах существен- 
ным образом конкретизировали наши представ-
ления о природе экструзии. Перечислим наи-
более существенные наблюдения, касающиеся 
когезин-зависимой экструзии, сделанные в послед- 
ние годы: 1) двунаправленный характер процесса 
[122, 123]; 2) нетопологическая или псевдотопо-
логическая природа связывания экструзионного 
комплекса с ДНК [8, 18, 69, 123, 130]; 3) высокая ско-
рость роста петли, достигающая нескольких т.п.о.  
за секунду [33, 88, 122–124]; 4) ключевая роль NIPBL- 
 субъединицы в процессе активной экструзии [42, 
122, 123]; 5) периодическое ATP-зависимое форми-
рование структуры «ДНК-захвата» при прохожде-
нии цикла конформационных изменений, ассо-

циированных с экструзией [60, 61, 131]; 6) участие 
PDS5A/B и привлекаемого им белка WAPL в тер-
минации [41, 42, 44, 51]; 7) блокировка движения 
экструзионных комплексов в специальных геном-
ных областях, CTCF-сайтах и CAR-регионах, приво-
дящая к формированию метастабильных петель, 
заякоренных в этих областях [44, 58, 59]. Перечис-
ленные результаты, несмотря на исключительную 
значимость, представляют набор более-менее раз-
розненных фактов, не складывающийся в единую 
стройную картину. Попытки обрисовать общий  
контур такой универсальной картины уже пред-
принимаются [140]. Важнейшим компонентом 
такой картины должно стать детальное описание 
молекулярных перестроений комплекса во время 
экструзии. В  данном обзоре мы среди прочего 
описали три наиболее убедительных на данный 
момент молекулярных модели экструзии, каждая 
из них пока носит более или менее спекулятив-
ный характер и может быть согласована только с 
частью имеющихся экспериментальных данных. 
Мы также затронули вопрос о механистических 
взаимоотношениях между экструзией и когезией, 
от понимания которого мы также все еще очень 
далеки. Дополнительные данные в самом бли-
жайшем будущем могут заполнить имеющиеся 
пробелы в наших представлениях о механике экс-
трузии и позволят создать единую стройную экспе-
риментально обоснованную модель процесса, что, 
как кажется, является необходимым условием для 
решения этой интригующей загадки когезина, дву-
ликого Януса биологии эукариотических хромосом.
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COHESIN-DEPENDENT LOOP EXTRUSION:  
MOLECULAR MECHANICS AND ROLE IN CELL PHYSIOLOGY
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The most prominent representatives of multisubunit SMC-complexes, cohesin and condensin, are best 
known as structural components of mitotic chromosomes. It turned out that these complexes, as well 
as their bacterial homologues, are molecular motors, the ATP-dependent movement of these complexes 
along DNA threads leads to the formation of DNA loops. In recent years, we have witnessed an ava-
lanche-like accumulation of data on the process of SMC-dependent DNA looping, also known as loop 
extrusion. This review briefly summarizes the current understanding of the place and role of cohesin- 
dependent extrusion in cell physiology and presents a number of models describing the potential 
molecular mechanism of extrusion in a most compelling way. We conclude the review with a discussion 
of how the capacity of cohesin to extrude DNA loops may be mechanistically linked to its involvement 
in sister chromatid cohesion.

Keywords: cohesin, SMC complexes, loop extrusion, cohesion, DNA gripping state
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Белок Su(Hw) (Suppressor of Hairy-wing) принадлежит к классу белков, которые организуют архи-
тектуру хромосом, определяют активность промоторов и участвуют в формировании границ/ин-
суляторов между регуляторными доменами. Этот белок содержит кластер из 12 цинковых паль-
цев типа С2Н2, часть из которых отвечает за связывание с консенсусным сайтом. Su(Hw) образует 
комплекс с белком Mod(mdg4)-67.2 и белком CP190 (Centrosomal protein 190kD), связывающимся 
со всеми известными инсуляторами дрозофилы. Для дальнейшего изучения функционирования 
Su(Hw)-зависимых комплексов мы использовали ранее описанную мутацию su(Hw)E8, которая 
инактивирует седьмой цинковый палец, в результате чего мутантный белок теряет способность 
связываться с консенсусным сайтом. В представленной работе показано, что белок Su(Hw)E8 про-
должает напрямую взаимодействовать с белками CP190 и Mod(mdg4)-67.2. Через взаимодействие 
с Mod(mdg4)-67.2 белок Su(Hw)E8 может привлекаться в состав формирующихся на хроматине 
Su(Hw)-зависимых комплексов и усиливать их инсуляторную активность. Результаты работы 
демонстрируют, что не связанные с ДНК Su(Hw)-зависимые комплексы могут рекрутироваться 
на Su(Hw)-связывающие сайты через специфичные белок-белковые взаимодействия, которые 
стабилизируются Mod(mdg4)-67.2.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: регуляция транскрипции, Su(Hw), Mod(mdg4), белок-белковые взаимодействия, 
хроматиновые инсуляторы.

DOI: 10.31857/S0320972524040033 EDN: ZGKHCS

Принятые сокращения: ДДС  – дрожжевая двуги-
бридная система; CP190 – Centrosomal protein 190kD; 
Mod(mdg4)  – Modifier of mdg4; SBS  – Su(Hw) binding 
sites, сайты связывания белка Su(Hw); Su(Hw) – Suppres-
sor of Hairy-wing; ZF – zinc fingers, цинковые пальцы.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

У высших эукариот регуляция экспрессии 
генов усложняется вследствие дифференцировки 
клеток в процессе эмбрионального развития. Спе-
циализация клеток определяется экспрессией раз-
личных комбинаций транскрипционных факто-
ров, которые кодируются обширной группой генов 
развития, контролирующих дифференцировку [1]. 
Другая большая группа генов кодирует белки 
«домашнего хозяйства», которые необходимы для 
функционирования всех клеток. У Drosophila гены 
домашнего хозяйства группируются в кластерах, и 

все их регуляторные элементы обычно находятся 
в непосредственной близости от регулируемых 
ими промоторов. В отличие от генов домашнего 
хозяйства гены развития обычно имеют сложные 
протяжённые регуляторные системы, состоящие 
из большого количества энхансеров, каждый из 
которых определяет экспрессию гена в конкрет-
ной группе клеток и на протяжении определён-
ного временного промежутка  [2–4]. Энхансеры 
могут стимулировать работу промотора, находясь 
от него на дистанциях, достигающих в некото-
рых случаях сотен тысяч пар нуклеотидов (т.п.н.). 
Регуляция взаимодействий между энхансерами 
и промоторами осуществляется особой группой 
регуляторных элементов, названных инсулятора-
ми [5–7]. Определённые комбинации инсуляторов 
могут взаимодействовать между собой, формируя 
хроматиновые домены, которые усиливают/бло-
кируют дистанционные взаимодействия между 
энхансерами и промоторами [5, 8, 9].
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У Drosophila с промоторами генов и инсулято-
рами связываются архитектурные белки, харак-
терной особенностью которых являются класте-
ры, состоящие из пяти и более цинковых пальцев 
(zinc fingers, ZF) типа С2Н2 [10, 11]. Показано, что с 
помощью 4–5 С2Н2-доменов архитектурные белки 
специфично связываются с протяжёнными моти-
вами 12–15 п.н. У дрозофилы наиболее хорошо 
описан архитектурный белок Su(Hw) (Suppressor of 
Hairy-wing), который имеет около 2000 геномных 
сайтов связывания  [12–15]. Исходно Su(Hw) был 
открыт как инсуляторный белок, который блоки-
рует взаимодействия между энхансерами и про-
моторами генов, связываясь с 12 сайтами в соста-
ве ретротранспозона gypsy [12–14]. В дальнейшем 
было показано, что Su(Hw) участвует в формиро-
вании промоторов и способен репрессировать 
транскрипцию с некоторых из них [15, 16]. В цен-
тре белка Su(Hw) локализован кластер, состоящий  
из 12 ZF С2Н2, которые связываются с консенсус-
ной последовательностью [17]. На N-конце белка 
Su(Hw) находятся два консервативных участка, 
взаимодействующих с ВТВ-доменом (ВТВ – bric-a-  
brac, tramtrack, and broad complex) белка СР190, 
который участвует в формировании активных ин-
суляторов и промоторов генов домашнего хозяй-
ства [18, 19]. На С-конце белка картирован домен, 
взаимодействующий с одной из 30 изоформ белка 
Mod(mdg4) (Modifier of mdg4) [20–22]. Все изоформы 
Mod(mdg4) имеют на N-конце ВТВ-домен типа TTK 
(Tramtrack group), способный формировать гекса-
меры [23, 24]. Изоформа Mod(mdg4)-67.2 имеет уни-
кальный С-конец, взаимодействующий исключи-
тельно с С-концевым доменом белка Su(Hw). Кроме 
того, обнаружено, что в состав Su(Hw)-зависимых 
комплексов могут входить и другие белки: HIPP1 
(HP1 and insulator partner protein 1), который взаи-
модействует с тем же С-концевым районом Su(Hw),  
что и Mod(mdg4)-67.2 [25–27], ENY2 (Enhancer of yel
low 2), взаимодействующий с 11-м и 12-м ZF белка 
Su(Hw) [28], и РНК-связывающие белки [29, 30]. Все 
изоформы белка Mod(mdg4), как и белок СР190, су-
молируются и в результате множественных белок-
белковых взаимодействий формируют в ядре спек-
лы [31–33]. Предполагается, что мультимеризация 
ВТВ-доменов и взаимодействие между белками 
SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) формируют 
ядро спеклов, к которым присоединяются белки-
«пассажиры», такие как Su(Hw) и другие архитек-
турные белки. Согласно предложенной модели, 
спеклы функционируют как резервуары архитек-
турных белков, которые связываются с новой ДНК 
в процессе её репликации [32, 33].

В представленной работе мы исследовали спо-
собность мутантного белка Su(Hw)E8, который само-
стоятельно не связывается с ДНК, рекрутироваться 
на Su(Hw)-зависимые сайты хроматина. Точечная 

замена гистидина в положении  459 на тирозин 
в мутанте Su(Hw)E8  [34] приводит к разрушению 
седьмого домена С2Н2, необходимого для связыва-
ния белка с хроматином [17]. В результате Su(Hw)E8 
не может связаться с Su(Hw)-связывающими сай-
тами in vitro и не обнаруживается на политенных 
хромосомах [17]. Однако мы продемонстрировали, 
что в присутствии связывающегося с хроматином 
мутантного варианта Su(Hw) c делетированным 
N-концом (Su(Hw)ΔN) белок Su(Hw)E8 рекрутируется 
на Su(Hw)-зависимые инсуляторные сайты. Эффек-
тивное связывание Su(Hw)E8 опосредовано белком 
Mod(mdg4)-67.2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание рекомбинантных генетических 
конструкций. Все конструкции для работы в дрож-
жевой двугибридной системе (ДДС) были созданы 
на основе вектора pGBT9, содержащего ДНК-связы-
вающий домен дрожжевого белка GAL4 («Clontech», 
Пало-Альто, Калифорния, США).

Для создания конструкции pGBTSu(Hw)E8 про- 
дукт ПЦР 5′-ggaacagcacaagtcacgtg-3′/5′-caccaatgcagaa- 
aacttcttgtc-3′ обрабатывали эндонуклеазой BglII, а 
продукт ПЦР 5′-gcccttaaaaagTatcgacgct-3′/5′-aatccgt- 
gcgttccataat-3′ – эндонуклеазой EagI. В качестве ма-
трицы для ПЦР использовали кДНК Su(Hw). Полу-
ченные фрагменты ДНК совместно клонировали в 
плазмиду pGBTSu(Hw), обработанную BglII и EagI.

Для создания конструкции pGBTSu(Hw)E8Δ114 
фрагмент XhoI-Afl II, содержащий делецию 114 а.о., 
из pGBTSu(Hw)Δ114 клонировали в плазмиду 
pGBTSu(Hw)E8, обработанную XhoI и Afl II.

Для создания конструкции pGBTSu(Hw)E8Δ283 
фрагмент EagI-SalI, содержащий делецию 17 а.о., 
из pGBTSu(Hw)Δ283 клонировали в плазмиду 
pGBTSu(Hw)E8, обработанную EagI и SalI.

Плазмиды pGBTSu(Hw), pGBTSu(Hw)Δ283, 
pGADMod(mdg4)-67.2 и pGADCP190 были получены 
и описаны ранее [18, 20].

Дрожжевая двугибридная система. Анализ 
взаимодействий между белками в ДДС проводи-
ли с использованием плазмид и протоколов от 
«Clontech». Плазмиды трансформировали в штамм 
дрожжей pJ69-4A литий-ацетатным методом, как 
описано производителем, и высевали на среду 
без триптофана и лейцина. Через 3 дня роста при 
30 °С клетки пересевали на селективные среды 
без триптофана, лейцина, гистидина и аденина 
и сравнивали рост дрожжевых колоний ещё че-
рез 2–3 дня. В качестве отрицательного контроля 
тестировали взаимодействие производных белка 
Su(Hw), экспрессировавшихся в векторе pGBT9, 
с вектором pGAD24. Положительным контролем 
служили взаимодействия полноразмерного белка 
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Su(Hw) с белками Mod(mdg4)-67.2 или СР190, опи-
санные ранее [18, 20]. Каждый эксперимент повто-
ряли трижды.

Фенотипический анализ в трансгенных 
линиях дрозофил. Всех мух содержали при тем-
пературе 25 °С на стандартной дрожжевой среде 
(Bloomington Drosophila Stock Center). Эффекты раз-
личных комбинаций мутаций оценивались двумя 
исследователями независимо. Уровень выражен-
ности фенотипов yellow и cut оценивали в возрасте 
3–5 дней у самцов, развивающихся при 25 °С. Изме-
нения в экспрессии гена yellow (в теле и в крыль-
ях) оценивали по пятибалльной шкале, где 5 соот-
ветствует пигментации дикого типа; 2  – уровню 
пигментации, ассоциированному с мутацией у2; 
3 и 4 – частичной активации базовой транскрип-
ции; 1 – отсутствию экспрессии. В качестве этало-
на использовали мух, у которых экспрессия аллеля 
yellow была охарактеризована ранее. Изменения в 
экспрессии гена cut оценивали, подсчитывая коли-
чество вырезок, возникающих по краю крыловой 
пластины. В качестве эталона использовали мух 
дикого типа и мух, несущих аллель ct6. Репрезен-
тативные формы крыльев, представленные на 
рис. 2,  б, были выбраны как «средние» из серии 
крыльев, расположенных в порядке возрастания 
выраженности их мутантного фенотипа. В каждой 
трансгенной линии оценивали фенотип не менее 
чем 50 мух.

Трансгенные линии Su(Hw)+, Su(Hw)Δ62, 
Su(Hw)Δ52, Su(Hw)Δ114 и Su(Hw)J, тагетированные 
эпитопом 3хFLAG, были получены и описаны ра-
нее [18, 35]. Введение в трансгенные линии мута-
ции mod(mdg4)u1 или комбинаций мутаций su(Hw)v/
su(Hw)2 и su(Hw)v/su(Hw)E8 проводили в соответствии 
со схемой, описанной ранее [36]. Все детали гене-
тических скрещиваний могут быть предоставлены 
по запросу.

Иммуноокрашивание политенных хромо-
сом. Личинок дрозофилы 3-го возраста выращи-
вали при 18 °С в стандартных условиях. Окра-
шивание политенных хромосом проводили в 
соответствии с ранее описанной методикой  [37]. 
Использовали следующие первичные антитела: 
анти-Su(Hw) (кролик) 1 : 300 и анти-FLAG (мышь) 
1 : 50. Применяемыми вторичными антителами 
были FITC-AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 1 : 200 и 
Cy5-AffiniPure Donkey Anti-Mouse 1 : 200 («Jackson 
ImmunoResearch», США). Анализ проводился с по-
мощью флуоресцентного микроскопа Zeiss Axio 
Observer.Z1 («Zeiss», Германия), в который встрое-
на система микроскопии со структурированным 
освещением OptiGrid («Qioptiq», Великобритания). 
Для обработки изображений использовали про-
грамму Fiji.

Иммунопреципитация хроматина. Выделе-
ние хроматина из дрозофил на куколочной стадии 

развития и последующую иммунопреципитацию 
хроматина проводили в соответствии с методикой, 
описанной ранее [35]. Для иммунопреципитации 
использовали следующие антитела: анти-Su(Hw) 
(кролик) 1 : 200 и анти-FLAG (мышь) 1 : 300. Коли-
чество иммунопреципитированной ДНК опреде-
ляли с помощью количественной ПЦР с исполь-
зованием красителя SYBR green («Bio-Rad», США,  
Cat# 170-8882). Последовательности праймеров, ис-
пользованных в ПЦР:

62D fw – 5′-TTTGGGCTTGGTGAGAACAG-3′
62D rev – 5′-TGATACCAGGCGAACAGAAATC-3′
50A fw – 5′-ATACAAAGTGGTTTCAGCCAAGAAG-3′
50A rev – 5′-TTGATAAATAGTCCAGCACGCATAC-3′
87E fw – 5′-GGATGTTACA TTGAGAGTGCTTAGG-3′
87E rev – 5′-TTTGCGTTTCGGCTGCTGTC-3′
1A2 fw – 5′-ACCACACATCAGTCATCGTGT-3′
1A2 rev – 5′-CTTCGTCTACCGTTGTGC-3′
gypsy fw – 5′-TTCTCTAAAAAGTATGCAGCACTT-3′
gypsy rev – 5′-CACGTAATAAGTGTGCGTTGA-3′
ras fw – 5′-GAGGGATTCCTGCTCGTCTTCG-3′
ras rev – 5′-GTCGCACTTGTTACCCACCATC-3′
Каждый эксперимент выполняли в трёх био-

логических повторах.
Антитела. В работе использовали поликло-

нальные антитела к N-концевому домену белка 
Su(Hw), полученные и описанные ранее  [32, 33], 
и моноклональные антитела к эпитопу FLAG 
(«Sigma-Aldrich», Cat# F 1804).

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Белок Su(Hw)E8 способен напрямую взаимо-
действовать с белками Mod(mdg4)-67.2 и CP190. 
Ранее мы показали, что мутантный белок Su(Hw)f, 
в котором инактивирован десятый ZF, утрачивает 
способность взаимодействовать с белком СР190 
(Centrosomal protein 190kD) in vitro [35]. Чтобы про-
верить, как мутация в седьмом ZF белка Su(Hw)E8 
влияет на взаимодействие с двумя другими ком-
понентами Su(Hw)-зависимого комплекса, белка-
ми CP190 и Mod(mdg4)-67.2, мы использовали ДДС. 
На основе вектора pGBT9 были созданы 3 конструк-
ции. Первая экспрессировала в дрожжах полнораз-
мерный белок Su(Hw)E8, вторая – его производную 
Su(Hw)E8Δ114 с делецией района 88–202 а.о., взаи-
модействующего с белком СP190, и третья  – про-
изводную Su(Hw)E8Δ283, в которой делетирован 
район взаимодействия с белком Mod(mdg4)-67.2 от 
760 до 778 а.о. (рис. 1, а). Затем мы протестировали 
прямые взаимодействия вариантов Su(Hw)E8 с пол-
норазмерными белками CP190 и Mod(mdg4)-67.2, 
которые экспрессировались в векторе pGAD24.  
Белок Su(Hw)E8 взаимодействовал со всеми инсу-
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ляторными белками так же, как белок дикого 
типа. Белок Su(Hw)E8Δ114 утрачивал способность 
взаимодействовать с СP190, а белок Su(Hw)E8Δ283 –  
с Mod(mdg4)-67.2 (рис. 1, а). Следовательно, мутация 
в седьмом ZF не влияет на взаимодействие белка 
Su(Hw)E8 с остальными компонентами инсулятор-
ного комплекса. Поэтому через взаимодействие 
с белками CP190 и Mod(mdg4)-67.2 белок Su(Hw)E8 
может рекрутироваться на хроматин.

Белок Su(Hw)E8 восстанавливает инсулятор-
ную функцию мутантных белков Su(Hw), взаи-
модействие которых c СР190 нарушено. Для ис-
следования Su(Hw)-зависимой инсуляции обычно 
используют две модельные системы, которые по-
лучены в результате интеграции мобильного эле-
мента gypsy в локусы yellow (y2) и cut (ct6).

Ген yellow отвечает за пигментацию кутику-
лярных структур дрозофилы  [38]. В диком типе 
тело, крылья и щетинки мух окрашены в тёмный 
цвет. В аллеле y2 ретротранспозон gypsy встроился 
между энхансерами тела и крыльев и промото-
ром гена yellow (рис. 2, а). В этом случае инсулятор 
Su(Hw) полностью блокирует активацию экспрес-
сии yellow в теле и крыльях, в результате чего тело 
и крылья мутантных мух приобретают жёлтую 
окраску (рис. 2, б). Однако щетинки мух остаются 

пигментированными, т.к. энхансер щетинок рас-
положен в интроне гена [39].

В аллеле ct6 (рис. 2, а) gypsy находится между 
энхансером крыловой пластины и промотором 
гена cut, отвечающим за развитие края крыла, ко-
торые дистанцированы друг от друга на расстоя-
ние более 70 т.п.н. В этом случае инсулятор пол-
ностью блокирует крыловой энхансер, вследствие 
чего край крыла практически целиком обрезан и 
крыловые щетинки отсутствуют (рис. 2, б) [22, 40].

Белок CР190 связывается с двумя районами, 
88–150 а.о. и 150–202 а.о., на N-конце белка Su(Hw) 
(рис. 1, а)  [18]. C помощью генетических скрещи-
ваний во вторую хромосому линии y2ct6;su(Hw)v/
su(Hw)2 были интегрированы трансгены, экспрес-
сирующие полноразмерный белок Su(Hw)+ и его 
производные: Su(Hw)Δ62 (делеция района 88–
150 а.о.), Su(Hw)Δ52 (делеция района 150–202 а.о.) 
и Su(Hw)Δ114 (делеция обоих районов, взаимо-
действующих с CP190) (рис. 1, б). Сочетание му-
таций su(Hw)v/su(Hw)2 инактивирует нативный 
белок Su(Hw), поэтому мы смогли проанализиро-
вать влияние мутантных белков на фенотип y2ct6 
(рис. 2, б) [18].

Инактивация белка Su(Hw) в линии y2ct6; 
su(Hw)v/su(Hw)2 восстанавливала экспрессию yellow 

Рис. 1. Производные белка Su(Hw), использованные в работе. a  –  Схематичное изображение полноразмер-
ного белка Su(Hw). Обозначения доменов: CID – домен, взаимодействующий с СР190; ZF – цинковые пальцы;  
LZ  – лейциновая молния. На схеме показаны районы взаимодействия с белками Mod(mdg4)-67.2 (Mod-67.2) 
и СР190, которые изображены в виде овалов. Вертикальная стрелка указывает на мутацию su(Hw)E8. Скобкой 
под схемой указан район белка, к которому были получены антитела. Цифрами обозначены аминокислотные 
остатки, ограничивающие домены и производные формы. Слева указаны названия производных, размер про-
изводных обозначен отрезками, пунктирные линии обозначают внутренние делеции, звёздочкой обозначена 
мутация su(Hw)E8. Справа от схем приведены результаты, полученные в ДДС. «+» – наличие взаимодействия, 
«–»  – отсутствие взаимодействия. б  –  Делеционные производные, использованные в генетических экспери-
ментах и в иммуноокрашивании политенных хромосом

а

б
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в аллеле y2 и экспрессию cut в аллеле ct6, демон-
стрируя, что связывание белка Su(Hw) имеет ре-
шающее значение для инсуляции. Введение транс-

гена Su(Hw)+ приводит к полному восстановлению 
инсуляции (рис. 2, б). Ранее мы показали, что бе-
лок СР190 также необходим для Su(Hw)-зависимой 
инсуляции  [18]. В линиях с экспрессией белков 
Su(Hw)Δ62 и Su(Hw)Δ52, где связывание белка СР190 
с Su(Hw)-зависимым комплексом было ослаблено, 
инсулятор полностью блокировал энхансеры тела 
и крыльев гена yellow (фенотип y2). Однако фено-
тип cut гораздо сильнее реагировал на недостаток  
СР190. В случае экспрессии белка Su(Hw)Δ52 инсу-
ляция в аллеле ct6 ослабевала: по краю крыла при-
сутствовали многочисленные, но отдельные вырез-
ки, и часть щетинок развивалась. Белок Su(Hw)Δ62 
демонстрировал лишь слабую инсуляторную ак-
тивность: по краю крыла возникали 1–2 вырезки. 
В линии Su(Hw)Δ114 белок СР190 не связывался с 
инсуляторным комплексом. В результате инсуля-
торная активность не проявлялась: мухи имели 
крылья дикого типа, окраска кутикулярных струк-
тур также была близка к норме (рис. 2, б).

Затем мы изучили инсуляцию в линии 
y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)E8 (рис. 2, б). В этом случае экс-
прессия белка Su(Hw)E8 не восстанавливала инсу-
ляцию. Неожиданно оказалось, что инсуляция ча-
стично восстанавливается при введении в линию  
y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)E8 трансгенов, экспрессирую-
щих производные Su(Hw). В линии Su(Hw)Δ62 ко-
личество крыловых вырезок существенно возра-
стало, а в линии Su(Hw)Δ52 мухи имели крыловой 
фенотип, близкий к ct6. Даже в линии Su(Hw)Δ114 
в аллеле ct6 проявлялась слабая инсуляция: появ-
лялись отдельные крыловые вырезки. При этом 
инсуляция в аллеле y2 восстанавливалась практи-
чески полностью (рис. 2, б). Анализ полученных 
результатов позволяет предположить, что делеци-
онные производные Su(Hw) рекрутируют на сайты 
инсулятора gypsy белок Su(Hw)E8, способный связы-
вать белок СР190, что приводит к восстановлению 
инсуляции.

Поскольку белок Su(Hw)Δ114 не взаимодей-
ствует с белком CР190, то привлечение Su(Hw)E8 на 
Su(Hw)-зависимые сайты хроматина может осу-
ществляться через белок Mod(mdg4)-67.2, который 
связывается с С-концевым районом Su(Hw) (716–
892 а.о.), необходимым для инсуляции и репрессии 
транскрипции [20, 21]. Чтобы протестировать роль 
Mod(mdg4)-67.2 в рекрутировании белка Su(Hw)E8, 
мы использовали трансген Su(Hw)J, экспрессирую-
щий мутантный белок с делецией 144 С-концевых 
а.о. [16]. В мутантном белке Su(Hw)J (1–801 а.о.) де-
летирован район взаимодействия с Mod(mdg4)-67.2, 
поэтому Su(Hw)J связывается только с СР190 
(рис. 1, б). На мутантном фоне y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)2 
фенотипы мух из линий, экспрессирующих белки 
Su(Hw)J и Su(Hw)Δ114, схожи: экспрессия yellow и 
cut восстанавливается (рис. 2, б). Однако в линии 
Su(Hw)J на фоне su(Hw)v/su(Hw)E8 восстановления  

а

б

Рис. 2. Влияние белка Su(Hw)E8 на gypsy-зависимую 
инсуляцию. а – Схематичное изображение аллелей y2 
и  ct6. Экзоны генов yellow и cut изображены в виде 
прямоугольников. Сайты инициации транскрипции 
генов указаны стрелками. Ретротранспозон gypsy 
изображён в виде треугольника. Прямоугольники на 
его концах обозначают длинные концевые повторы 
(ДКП), ориентация которых указана стрелками. Обо-
значения: Su(Hw) – инсулятор Su(Hw); Эн-К – энхансер 
крыльев, Эн-Т – энхансер тела; Эн-Щ – энхансер щети-
нок; Эн-Кп – энхансер крыловой пластины. б – Влия-
ние производных белка Su(Hw) на активность инсуля-
тора gypsy в аллелях y2 и ct6 на фоне мутаций su(Hw)v/
su(Hw)2 (v/2) и su(Hw)v/su(Hw)E8 (v/E8). Названия линий, 
использованных для фенотипического анализа, ука-
заны в правой колонке: wt – y2ct6, Su(Hw)+ – трансген 
экспрессировал полноразмерный белок. Схемы и на-
звания остальных производных приведены на рис. 1. 
Цифры в колонке y2 показывают уровень экспрессии 
гена yellow в кутикуле тела и крыльев. На фотографи-
ях показаны изменения крылового фенотипа гена cut 
на различных мутантных фонах
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инсуляции не происходило. Полученные дан-
ные согласуются с предполагаемой ролью белка 
Mod(mdg4)-67.2 в привлечении белка Su(Hw)E8 на 
Su(Hw)-зависимые сайты хроматина.

Белок Mod(mdg4)-67.2 опосредует рекрутиро-
вание белка Su(Hw)E8 на сайты связывания белка 
Su(Hw)ΔN с политенными хромосомами.

Чтобы подтвердить рекрутирование бел-
ка Su(Hw)E8 на сайты хроматина через белок 
Mod(mdg4)-67.2, мы использовали трансгенные ли-
нии, экспрессирующие производную Su(Hw)ΔN с де-
лецией N-концевого домена Su(Hw) от 1 до 238 а.о., 
тагетированную эпитопом 3хFLAG (рис. 1, б)  [20]. 

Производная Su(Hw)ΔN, как и Su(Hw)Δ114, взаимо-
действует только с белком Mod(mdg4)-67.2. На поли-
тенных хромосомах личинок дрозофилы из линии 
y2ct6;Su(Hw)ΔNFLAG/Su(Hw)ΔNFLAG;su(Hw)v/su(Hw)2 
белок Su(Hw)ΔN можно идентифицировать с помо-
щью антител к FLAG, но не с помощью антител 
к N-концевому домену (1–150 а.о.) белка Su(Hw) 
(рис. 1, рис. 3). В линии y2ct6 сайты инсерции ре-
тротранспозона gypsy находятся на дистальном по 
отношению к хромоцентру конце хромосомы  Х. 
Иммуноокрашивание антителами к FLAG пока-
зало, что, в сравнении с полноразмерным белком 
Su(Hw)+, белок Su(Hw)ΔN связывается с хрома-

Рис. 3. Связывание белка Su(Hw)E8 с политенными хромосомами. Иммуноокрашивание политенных хромо-
сом слюнных желёз личинок третьего возраста из линий y2ct6 (wt), y2ct6 su(Hw)v/su(Hw)2 (v/2), y2ct6;su(Hw)v/
su(Hw)E8 (v/E8), y2ct6;su(Hw)vmod(mdg4)u1/su(Hw)E8mod(mdg4)u1 (v-m/E8-m) и из тех же линий, экспрессирующих 
белок Su(Hw)ΔN-FLAG или Su(Hw)+-FLAG. В экспериментах использовали антитела к эпитопу FLAG (αFLAG) и к 
N-концевому домену белка Su(Hw) (αSu(Hw)-N). Стрелки указывают на инсерцию gypsy на конце хромосомы Х
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тином менее эффективно, так как стабильность 
связывания Su(Hw) опосредуется белком СP190 
(рис. 3) [18].

В линии y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)E8, как и в линии 
y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)2, антитела к N-концевому до-
мену Su(Hw) не окрашивали Su(Hw)-связывающие 
сайты. Однако на мутантном фоне su(Hw)v/su(Hw)E8 
при экспрессии производной Su(Hw)ΔN эти анти-
тела эффективно окрашивали многочисленные 
сайты связывания Su(Hw), в том числе сайты gypsy 
на конце хромосомы Х (рис. 3). Следовательно, ан-
титела к N-концевому домену идентифицировали 
полноразмерный белок Su(Hw)E8, который рекру-
тировался на хроматин через взаимодействие с 
белком Su(Hw)ΔN.

Введение мутации mod(mdg4)u1, полностью 
инактивирующей белок Mod(mdg4)-67.2, не изме-
нило окрашивание антителами к FLAG в лини-
ях, экспрессирующих Su(Hw)ΔN. Тем не менее 
в линии y2ct6;Su(Hw)ΔNFLAG/Su(Hw)ΔNFLAG; 
su(Hw)vmod(mdg4)u1/su(Hw)E8mod(mdg4)u1 окраши-
вание антителами к N-концевому домену Su(Hw) 
полностью исчезло (рис. 3). Таким образом, в отсут-
ствии белка Mod(mdg4)-67.2 белок Su(Hw)ΔN утра-
чивал способность взаимодействовать с Su(Hw)E8 
и рекрутировать его на свои сайты связывания.

Белок Mod(mdg4)-67.2 опосредует ассоциа-
цию белка Su(Hw)E8 с сайтами связывания белка 
Su(Hw)ΔN. Для дальнейшего подтверждения по-
лученных результатов с помощью иммунопреци-
питации хроматина мы протестировали уровень 
связывания белка Su(Hw)E8 в линии y2ct6;su(Hw)v/ 
su(Hw)E8 с пятью наиболее исследованными Su(Hw)- 
 зависимыми инсуляторами [41, 42]. Для детекции 
белка Su(Hw)E8 использовали антитела к N-конце-
вому домену Su(Hw). Как ожидалось, белок Su(Hw) 
не детектировался на тестируемых сайтах ни 
на мутантном фоне su(Hw)v/su(Hw)2, ни на фоне 
su(Hw)v/su(Hw)E8 (рис. 4, а).

Затем, используя антитела к FLAG, мы про-
демонстрировали, что в линиях, экспрессирую-
щих производную Su(Hw)ΔN-FLAG, белок Su(Hw)ΔN 
связывается со всеми SBS (Su(Hw) binding sites, 
сайты связывания белка Su(Hw)) как в присут-
ствии, так и в отсутствии белка Mod(mdg4)-67.2 
(рис. 4, б). Введение мутации mod(mdg4)u1 несколь-
ко снижало уровень связывания Su(Hw), поскольку 
Mod(mdg4)-67.2, так же как и СР190, стабилизирует 
ассоциацию инсуляторного комплекса с SBS [20].

Анализ уровня связывания Su(Hw) в линии 
y2ct6;Su(Hw)ΔNFLAG/Su(Hw)ΔNFLAG;su(Hw)v/su(Hw)2 
показал, что белок отсутствует на четырёх из пяти 
сайтов (рис. 4, в). Введение в эту линию мутации 
mod(mdg4)u1 не влияло на связывание Su(Hw). При-
сутствие некоторого количества Su(Hw) на наибо-
лее эффективно связывающем сайте 62D объясня-
ется остаточной экспрессией в аллеле su(Hw)2 [34]. 

Это ещё раз подтверждает, что антитела к N-конце-
вому домену Su(Hw) способны узнавать нативный 
белок, но не мутантную производную Su(Hw)ΔN.

В линии y2ct6;Su(Hw)ΔNFLAG/Su(Hw)ΔNFLAG; 
su(Hw)v/su(Hw)E8 уровень связывания белка Su(Hw) 
на всех тестируемых сайтах возрастал в сравнении 
с мутантным фоном su(Hw)v/su(Hw)2 в 1,5–3  раза 
(рис. 4, в). При введении мутации mod(mdg4)u1 
Su(Hw)E8 переставал связываться с четырьмя сай-
тами, а на сайте 62D его связывание снижалось до 
уровня мутантного фона su(Hw)v/su(Hw)2. Получен-
ные данные полностью подтверждают, что белок 
Mod(mdg4)-67.2 играет решающую роль во взаимо-
действиях между комплексом, формирующимся на 
Su(Hw)-зависимых сайтах, и белком Su(Hw)E8.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты демонстрируют, что 
через взаимодействие с белком Mod(mdg4)-67.2 
мутантный белок Su(Hw)E8, не способный связы-
ваться с консенсусной последовательностью ДНК, 
может не только рекрутироваться на SBS, но и 
усиливать инсуляторную активность Su(Hw)-зави-
симых комплексов. Согласно предложенной ранее 
модели  [33], спеклы являются местом формиро-
вания белковых комплексов, которые в дальней-
шем связываются с ДНК. Изоформы Mod(mdg4) и 
белок CP190 принимают участие в формировании 
спеклов и привлекают в их состав архитектурные 
белки, в том числе белок Su(Hw). Можно предполо-
жить, что в спеклах происходит образование ком-
плекса Su(Hw)ΔN-Su(Hw)E8/CP190, который стабили-
зируется мультимеризацией белка Mod(mdg4)-67.2, 
взаимодействующего со всеми компонентами это-
го комплекса. В результате последующего связыва-
ния комплекса с SBS белки Su(Hw)E8/СР190 также 
рекрутируются на них, что приводит к частично-
му восстановлению активности инсулятора gypsy, 
зависящей от белка СР190.

Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что белок Su(Hw) способен рекрутироваться 
на хроматиновые Su(Hw)-связывающие сайты без 
непосредственного взаимодействия с консенсус-
ной последовательностью ДНК. Необходимо отме-
тить, что почти во всех регуляторных элементах 
SBS представлены в единичном количестве  [41]. 
Рекрутирование на единичные SBS не связанного 
с хроматином белка Su(Hw) может увеличивать 
эффективность привлечения белков-партнёров, 
тем самым повышая функциональную актив-
ность Su(Hw)-зависимого инсулятора. Также бел-
ки Su(Hw), не ассоциированные с ДНК, в процессе 
репликации могут связываться со вновь синтези-
руемой ДНК, конкурируя с нуклеосомами, и таким 
образом эффективно воспроизводить инсуляторы  
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Рис. 4. Связывание белка Su(Hw)E8 с SBS. a – Тестирование связывания белка Su(Hw) в линиях y2ct6 с помощью 
антител к N-концевому домену Su(Hw). б – Тестирование связывания белка Su(Hw)ΔN в линиях y2ct6;Su(Hw)ΔN 
FLAG/Su(Hw)ΔNFLAG с помощью антител к эпитопу FLAG. в  – Тестирование связывания белка Su(Hw)E8 в ли-
ниях y2ct6;Su(Hw)ΔNFLAG/Su(Hw)ΔNFLAG с помощью антител к N-концевому домену Su(Hw). Кодирующую об-
ласть гена ras64B (ras) использовали как контроль, не содержащий сайты связывания белкa Su(Hw). Процент 
обогащения иммунопреципитированной ДНК (ось  Y) рассчитывали относительно количества загруженной 
ДНК. Внизу (ось  Х) указаны названия выбранных Su(Hw)-зависимых cайтов. Показано стандартное отклоне-
ние для трёх независимых биологических повторностей. Уровни значимости (критерий Стьюдента) p < 0,05. 
Обозначения: wt – дикий тип; v-m/2-m – сочетание мутаций su(Hw)vmod(mdg4)u1/su(Hw)2mod(mdg4)u1; IgG – им-
муноглобулины. Остальные обозначения – как на рис. 2 и 3

а

б

в
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в процессе деления клетки (рис. 5). Для экспери-
ментального подтверждения предложенной моде-
ли необходимы дальнейшие исследования меха-
низмов формирования инсуляторных комплексов 
в спеклах и на хроматине.
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Su(Hw) belongs to a class of proteins that organize chromosome architecture, determine promoter ac-
tivity, and participate in the formation of boundaries/insulators between regulatory domains. This pro-
tein contains a cluster of 12 zinc fingers of the C2H2 type, some of which are responsible for binding 
to the consensus site. The Su(Hw) protein forms a complex with the Mod(mdg4)-67.2 and the CP190 
proteins, where the last one binds to all known Drosophila insulators. To further study the function-
ing of Su(Hw)-dependent complexes, we used the previously described su(Hw)E8 mutation, with in-
active seventh zinc finger, which produced the mutant protein losing the ability to bind to the con-
sensus site. The present work shows that the Su(Hw)E8 protein continues to directly interact with the 
CP190 and Mod(mdg4)-67.2 proteins. Through interaction with Mod(mdg4)-67.2, the Su(Hw)E8 protein 
can be recruited into Su(Hw)-dependent complexes formed on chromatin and enhance their insulator 
activity. Our results demonstrate that DNA-unbound Su(Hw)-dependent complexes can be recruited to 
Su(Hw)-binding sites through specific protein-protein interactions that are stabilized by Mod(mdg4)-67.2.
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Молекулярно-генетический анализ опухолевых тканей является важнейшим этапом на пути к 
пониманию механизмов развития онкологического заболевания, а также необходим для выбора 
таргетной терапии при лечении больного. Технология Hi-C (высокопроизводительный захват 
конформации хроматина) может использоваться для детекции различных типов геномных ва-
риантов, включая сбалансированные хромосомные перестройки  – инверсии и транслокации.  
В этой работе мы предлагаем модификацию метода Hi-C для анализа контактов хроматина в пара-
финовых срезах опухолевых тканей. Мы показали, что полученные с помощью этой методики 
данные позволяют обнаружить различные типы хромосомных перестроек. Мы составили список 
клинически значимых транслокаций и на основе моделирования Hi-C-контактов показали, что 
как минимум часть из них может быть обнаружена с использованием технологии Hi-C. Таким 
образом, мы продемонстрировали перспективы модифицированного метода Hi-C в качестве 
инструмента онкогенетической диагностики.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: хромосомные перестройки, трёхмерная архитектура ядра, Hi-C, онкология, 
FFPE-срезы.

DOI: 10.31857/S0320972524040042 EDN: ZFXUFQ

Принятые сокращения: ХЛЛ  – хронический лимфоцитарный лейкоз; FFPE-блоки  – блоки, фиксированные 
формалином и залитые в парафин; Hi-C – высокопроизводительный захват конформации хроматина.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Хромосомные перестройки, наряду с точеч-
ными мутациями, являются причиной развития 
онкологических заболеваний. Современные ме-
тоды диагностики позволяют хорошо детектиро-
вать точечные мутации и изменения числа копий 
на полногеномном уровне. Однако на данный  

момент нет удовлетворительного решения для 
поиска сбалансированных хромосомных пере-
строек (транслокаций и инверсий). В то же время 
эти типы структурных вариантов были обнару-
жены практически во всех типах онкологических 
заболеваний. Более того, при некоторых типах 
опухолей детекция сбалансированных хромосом-
ных перестроек критически важна для постановки 
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корректного диагноза, уточнения прогноза, а так-
же выбора терапии.

Описано множество опухолей, для которых 
хромосомные перестройки не просто сопровожда-
ют процесс их развития, но и являются основной 
причиной (драйвером) онкологической трансфор-
мации клетки. Реципрокные транслокации при-
водят к развитию лимфомы Беркитта. При этом 
происходит перенос гена MYC с хромосомы  8 на 
хромосому  14 под воздействием энхансера тяжё-
лой цепи иммуноглобулинов, что приводит к по-
стоянной, увеличенной экспрессии гена MYC  [1]. 
Если места разрывов хромосомной перестройки 
оказываются внутри генов, это может привести 
к их слиянию и образованию химерных белков. 
Как правило, одним из партнёров по слиянию 
являются транскрипционные факторы (ERG, MYB 
и др.) или протеинкиназы (ABL1, ALK, BRAF, EGFR, 
JAK2, RET и др.). Слияние генов может приводить к 
малигнизации клеток за счёт увеличения экспрес-
сии гена, как в случае слияния генов TMPRSS2 и 
ERG, которое обнаруживают в большинстве адено-
карцином предстательной железы и примерно в 
20% предшественников интраэпителиальных нео-
плазий предстательной железы высокой степени 
злокачественности  [2]. TMPRSS2  – это сериновая 
протеаза, а работа её гена контролируется андро-
ген-зависимым промотором. ERG – транскрипци-
онный фактор, считающийся онкогеном. Слияние 
1–2 экзонов TMPRSS2 и гена ERG приводит к смене 
промотора у последнего и, таким образом, к его 
сверхэкспрессии в тканях простаты. Вероятно, по 
похожему механизму происходит развитие других 
типов онкологических заболеваний при слиянии 
ERG с другими партнёрами, такими как NDRG1, 
EWS и FUS [3–5].

Если в результате слияния двух генов один 
из партнёров оказывается усечённым, это может 
приводить к его сверхэкспрессии из-за потери 
негативных регуляторных сайтов связывания 
микроРНК или сайтов, регулирующих продолжи-
тельность жизни белка. Транслокации t(6;9) при-
водят к слиянию генов MYB (транскрипционный 
фактор) и NFIB и развитию аденоидно-кистозной 
карциномы  [6]. В образующемся в результате 
транслокаций химерном транскрипте происходит 
частичное разрушение или полная потеря участ-
ка, кодирующего регуляторный C-концевой домен, 
содержащий сайты посттрансляционных модифи-
каций, а также некодирующего участка, содержа-
щего сайты связывания регуляторных микроРНК, 
с сохранением остальных участков, кодирующих 
функциональные домены MYB. В результате уве-
личивается экспрессия этого белка и продолжи-
тельность его жизни [7].

При слиянии генов могут образовываться хи-
мерные белки с изменёнными функциональны-

ми доменами. В норме тирозинкиназа рецептора 
FGFR3 временно активируется гомо/гетеродиме-
ризацией с участием FGF в качестве лиганда  [8]. 
Транслокация хромосом 4 и 7 приводит к слиянию 
генов FGFR3 и BAIAP2L1, химерный белок получа-
ет способность к конститутивной, независимой от 
лиганда, гомодимеризации, используя для этого 
BAR-домены BAIAP2L1. В результате происходит 
активация киназы FGFR3 и наблюдается мощная 
онкогенная активность [9].

Для проведения диагностики и долгосрочного 
хранения образцы опухоли в рутинной практике 
фиксируют в формалине, а затем заливают в пара-
фин для изготовления фиксированных формали-
ном и залитых в парафин (FFPE) тканевых блоков. 
Хранение образцов в виде FFPE-блоков имеет мно-
жество преимуществ, включая стабильность при 
комнатной температуре, долгий срок хранения и 
пригодность для иммуногистохимического анали-
за (IHC). Однако такой способ сохранения образцов 
приводит к деградации нуклеиновых кислот и по-
явлению артефактов, что требует дополнительной 
оптимизации молекулярных методов анализа [10] 
и усложняет использование секвенирования РНК 
для обнаружения биомаркеров [11].

Для поиска хромосомных перестроек в опу-
холи в рутинном анализе используют следую-
щие методы: FISH (флуоресцентная гибридизация 
in situ), IHC и RT-PCR (ПЦР с обратной транскрип-
цией). Эти подходы имеют очевидные ограниче-
ния, касающиеся обнаружения новых или ком-
плексных хромосомных перестроек. Основанные 
на высокопроизводительном секвенировании ме-
тоды определённо совершили переворот в клини-
ческой генетике. Полногеномное и полноэкзомное 
секвенирование короткими прочтениями отлично 
справляется с задачей поиска точечных мутаций 
и несбалансированных хромосомных перестроек, 
но их точность ограничена в повторяющихся об-
ластях генома. Обнаружение ими сбалансирован-
ных перестроек зависит от присутствия химер-
ных чтений, включающих точку перестройки, а 
следовательно, требует большой глубины секве-
нирования. Методы секвенирования длинными 
ридами (PacBio и Oxford Nanopore) эффективны 
для детекции сбалансированных хромосомных 
перестроек, однако лишаются своих преимуществ 
при анализе материала FFPE-блоков, так как в 
них ДНК подвергается деградации. Основными 
механизмами, через которые сбалансированные 
хромосомные перестройки инициируют канцеро-
генез, являются слияние генов и/или нарушение 
их экспрессии за счёт изменения регуляторного 
окружения, поэтому секвенирование РНК является 
одним из инструментов анализа образцов опухо-
ли [12–14]. Однако эти методы предъявляют высо-
кие требования к качеству РНК – соответствующих 
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показателей качества не всегда можно добиться – 
особенно при работе с FFPE-блоками [11–16]. Как 
следствие, фрагменты деградированной РНК могут 
не содержать информации о месте слияния. Более 
того, методы РНК-секвенирования имеют низкую 
чувствительность в случаях слабой экспрессии 
слитого транскрипта [13] и слияний с некодирую-
щими районами [17] и требуют секвенирования с 
относительно высокой глубиной (20–30  миллио-
нов пар прочтений) или процедуры обогащения 
целевыми генами  [11]. Метод Hi-C (высокопроиз-
водительного захвата конформации хроматина) в 
последние годы всё более активно используется в 
качестве альтернативного подхода для детекции 
разнообразных типов хромосомных перестроек. 
Преимуществом метода является возможность 
детектировать сбалансированные перестройки 
при меньшей глубине секвенирования, поскольку 
информативными являются не только прочтения, 
содержащие точку разрыва, но и прочтения неко-
торой области вокруг этой точки, частота контак-
тов которых меняется [18–27].

В данной работе мы предлагаем протокол Hi-C 
для проведения анализа материала FFPE-срезов 
опухоли. Мы ввели существенные модификации 
в существующие протоколы  [28, 29], результатом 
чего стал хорошо воспроизводимый метод, позво-
ляющий получать качественные Hi-C-данные и 
детектировать все типы хромосомных перестро-
ек. Кроме того, важным отличием предложенного 
нами протокола обработки FFPE-срезов от исполь-
зованных ранее на этом материале 3С-методов 
(захвата конформации хромосомы, сhromosome 
conformation capture) является возможность слу-
чайно (независимо от сайта рестрикции) фраг-
ментировать хроматин. Такой подход, в отличие 
от «классического» метода Hi-C, может позволить 
обнаруживать, помимо хромосомных перестроек, 
и однонуклеотидные варианты замены в клини-
чески значимых локусах. Нами проведён анализ 
существующих баз данных и составлен список 
транслокаций, для которых молекулярно-генети-
ческое тестирование имеет клиническое значе-
ние с точки зрения выбора таргетной терапии. 
Результаты моделирования, приведённые в нашей 
работе, показывают, что разработанный метод 
имеет перспективы использования в клинической 
практике для поиска таких клинически значимых 
геномных вариантов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы, использованные в анализе. В  ис-
следование вошли образцы, полученные от па-
циентов различных клинических центров РФ: 
3 пациентов с опухолями головного мозга с мор-

фологически верифицированными диагнозами  – 
глиобластома, гигантоклеточная глиобластома и 
диффузная астроцитома (возраст 43,6 ± 8,62 лет, G4), –  
проходивших лечение на базе НИИ онкологии 
Томского НИМЦ; 5  пациентов с морфологически 
верифицированным диагнозом «хондросаркома» 
различных локализаций: плечевая, бедренная, 
большеберцовая, тазовые кости и грудина (28–
65 лет, средний возраст 50,4 ± 12,9 лет, G2–3), прохо-
дивших лечение на базе НИИ онкологии Томского 
НИМЦ; 3 пациентов с хроническим лимфоцитар-
ным лейкозом (ХЛЛ) и 3 пациентов с крупнокле-
точной лимфомой (КЛ), проходивших лечение на 
базе Кемеровской областной клинической боль-
ницы, диагностированных на основе патоморфо-
логического исследования эксцизионной биопсии 
лимфоузла с иммуногистохимической верифи-
кацией с использованием специализированной 
панели антител.

Образцы опухолевой ткани пациентов были 
получены в ходе оперативного вмешательства, 
фиксированы 24 ч в 10%-ном (v/v) нейтральном 
формалине и залиты в парафин по стандартной 
методике. Из формалин-фиксированных парафин-
залитых опухолевых образцов были подготовлены 
срезы толщиной 10 мкм.

Протокол приготовления Hi-C-библиотек из 
FFPE-срезов (FFPE Hi-C). Протокол, основанный на 
ранее предложенном нами методе Hi-C S1-опосре-
дованной фрагментации хроматина [30], включает 
следующие этапы:

1. Депарафинизация:
1.1. Срез FFPE-блока помещали в пробирку 

объёмом 1,5 мл и добавляли 1 мл лизирующего бу-
фера У (150 мМ Tris, pH 8,0; 140 мМ NaCl, 0,5%-ный 
Igepal (v/v), 1%-ный Triton X-100 (v/v)).

1.2. Инкубировали при 80 °С в течение 3 мин.
1.3. Центрифугировали при 2500 g в течение 

5 мин.
1.4. С поверхности раствора удаляли слой па-

рафина.
1.5. Шаги 1.2–1.4 повторяли (т.е. общее количе-

ство инкубаций – две).
2. Лизис:
2.1. После второго центрифугирования супер-

натант удаляли, а осадок ресуспендировали в 1 мл 
лизирующего буфера Н (10 мМ Tris, pH 8,0; 10 мМ 
NaCl, 1%-ный Triton X-100 (v/v), 0,1%-ный SDC (m/v), 
20%-ный EtOH (v/v)).

2.2. Инкубировали при 45 °С в течение ночи.
2.3. Центрифугировали при 2500 g в течение 

5 мин.
2.4. Осадок однократно промывали 1 мл лизи-

рующего буфера У.
2.5. Образец инкубировали в 1 мл лизирую-

щего буфера У 1 ч при комнатной температуре на 
орбитальном шейкере.
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2.6. Центрифугировали при 2500 g в течение 
5 мин.

2.7. Супернатант удаляли, а осадок ресуспен-
дировали в 500 мкл лизирующего буфера Д (50 мМ 
Tris, pH 7,5; 0,5 мМ CaCl2, 0,3%-ный SDS (m/v)).

2.8. Инкубировали при 37 °С в течение 1 ч.
2.9. SDS ингибировали добавлением 91 мкл 

10%-ного Triton X-100 (v/v) в течение 10  мин при 
комнатной температуре.

2.10. Центрифугировали при 2500 g в течение 
5 мин.

2.11. Осадок однократно промывали 500  мкл 
1× буфера для S1-нуклеазы («Thermo Fisher Scientific»,  
США), содержащего 1%-ный Triton X-100 (v/v).

3. Фрагментация хроматина:
3.1. Осадок после центрифугирования ресус-

пендировали в 80 мкл 1× буфера S1 («Thermo Fisher 
Scientific»).

3.2. Добавляли 200  U нуклеазы S1 («Thermo 
Fisher Scientific») и инкубировали при 37 °C в тече-
ние 1 ч.

3.3. Реакцию останавливали добавлением 
5 мкл 500 мМ ЭДТА и очищали с помощью 1 объё-
ма магнитных частиц AMPure в соответствии с 
рекомендациями производителя.

3.4. Связанный с магнитными частицами хро-
матин ресуспендировали в 100  мкл H2O, магнит-
ные частицы оставались в дальнейших реакциях 
вплоть до выделения ДНК.

4. Дальнейшие этапы, которые включали вве-
дение биотиновой метки, лигирование, выделе-
ние ДНК, обогащение фрагментами лигирования 
и подготовку библиотек для NGS-секвенирования, 
мы проводили согласно протоколу, описанному в 
работе Gridina et al.  [31]. Количество ДНК опреде-
ляли при помощи набора Qubit dsDNA HS Assay Kit.

Библиотеки секвенировали на платформе BGI, 
используя парные чтения длиной 150 п.о. Глуби-
на секвенирования составляла 10–100 тыс. ридов 
на образец для неглубокого секвенирования и 
~80 млн пар ридов – для глубокого.

Моделирование хромосомных перестроек. 
Моделирование хромосомных перестроек про-
водилось с помощью программного обеспечения 
Charm (https://github.com/genomech/Charm/). Для 
построения референсной базы контактов исполь-
зовались публично доступные результаты пол-
ногеномных Hi-C-экспериментов на клеточной 
линии IMR90  [32] (идентификаторы: SRR1658675, 
SRR1658676, SRR1658679). Каждая хромосомная 
перестройка моделировалась как гетерозиготная 
с общим числом контактов на карте Hi-C около 
30  миллионов. Значения координат для границ 
смоделированных хромосомных перестроек (При-
ложение 1) округляли до 5 тысяч п.н. Перестройки 
размером менее 25  тысяч п.н. увеличивались до 
данной величины.

Построение карт контактов и анализ пока-
зателей качества Hi-C-библиотек. Анализ данных 
Hi-C и построение карт контактов проведены соглас-
но методу, описанному в работе Gridina et al. [31]. 
Для подсчёта показателей качества использована 
модифицированная версия программного обеспече-
ния Juicer версии 1.6, доступная на GitHub: https://
github.com/genomech/juicer1.6_compact.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Разработка протокола Hi-C-анализа парафи-
новых срезов образцов опухолей с использова-
нием S1-нуклеазы. Большинство опубликованных 
протоколов Hi-C в качестве исходного материала 
предлагает использовать живые клетки или тка-
ни [19, 31–33], реже – замороженные образцы [34]. 
Поэтому для этого типа исходного материала про-
токолы хорошо проверены, известны многие ню-
ансы и критические точки [35–37]. Использование 
Hi-C на материале FFPE-срезов опухоли описано в 
двух работах [28, 29]. Сравнение этих протоколов, 
приведённое в табл. 1, показывает ряд существен-
ных различий между ними. Наиболее существен-
ные отличия касаются этапа депарафинизации 
и лизиса образцов. Для депарафинизации Troll 
et al. [28] предлагают использовать ксилол с после-
дующей отмывкой спиртом, а Allahyar et al. [29] – 
инкубацию в течение трёх минут при 80 °C с по-
следующим центрифугированием и удалением 
образовавшегося слоя парафина. После депарафи-
низации, для того чтобы обеспечить доступность 
хроматина для ферментов рестрикции, Troll et al. 
предлагают обрабатывать образцы протеиназой К 
(0,5 мг/мл в течение часа при 37 °C), а Allahyar et al. 
предлагают сонифицировать образцы, после чего 
инкубировать 2 ч при 80 °C. Как обработка протеи-
назой, так и продолжительное инкубирование при 
80 °C может приводить к разрушению сшивок, об-
разованных формальдегидом [38], и освобождению 
ДНК из хроматина. Наконец, следует отметить, 
что обе работы предлагают использование эндо-
нуклеаз рестрикции с четырёхбуквенным сайтом 
узнавания для фрагментации хроматина. В этом 
случае участки генома, расположенные далеко от 
сайтов узнавания фермента, будут иметь крайне 
низкое покрытие, что ограничивает применение 
опубликованных методов для задач детекции 
некоторых геномных вариантов. Например, точ-
ковые геномные варианты в экзонах онкогенов, 
расположенные далеко от сайтов рестрикции, не 
могут быть проанализированы на основе данных 
секвенирования таких Hi-C-библиотек.

Мы разработали модификацию протокола 
Hi-C для приготовления геномных библиотек из 
FFPE-срезов (табл. 1), в которой, с одной стороны, 
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Таблица 1. Сравнение основных этапов протоколов Hi-C для FFPE-срезов

Этап
Краткое описание условий

Troll et al. [28] Allahyar et al. [29] Предлагаемый нами  
метод FFPE Hi-C

Депарафинизация ксилол 3 мин при 80 °С,  
центрифугирование

3 мин при 80 °С,  
центрифугирование

Лизис протеиназа К,  
1 ч при 37 °C

0,6%-ный SDS,  
сонификация,  

инкубация 2 ч при 80 °C

лизис в присутствии  
ионных и неионных  

детергентов

Фрагментация  
хроматина

MboI,  
1 ч при 37 °C

NlaIII,  
1 ч при 37 °C

S1-нуклеаза,  
1 ч при 37 °C

Включение биотина + − +

Лигирование 2 ч, комнатная  
температура 1 ч, 16 °C ночь, 16 °C

Обогащение продуктами 
лигирования + − +

смягчили условия лизиса, с другой стороны, ис-
пользовали S1-нуклеазу вместо рестриктаз (см. Ма-
териалы и методы). Использование S1-нуклеазы, 
в отличие от использованных ранее эндонуклеаз 
рестрикции, позволяет получить равномерное ге-
номное покрытие [30].

В ходе приготовления Hi-C-библиотек из жи-
вых клеток или тканей стандартом является ана-
лиз фрагментов ДНК, полученных после ключевых 
этапов эксперимента:

– после лизиса, до фрагментации;
– после фрагментации, перед лигированием;
– после лигирования.
На основании распределения длин фрагмен-

тов ДНК в контролях можно оценить качество при-
готовленных библиотек (рис. 1, а и б), а именно: 
до фрагментации должен детектироваться бэнд, 
соответствующий высокомолекулярной ДНК; по-
сле фрагментации этот бэнд исчезает и образуется 
множество низкомолекулярных фрагментов раз-
личной длины; после лигирования распределение 
длин фрагментов смещается в более высокомоле-
кулярную область.

Мы обнаружили, что в случае приготовления 
Hi-C-библиотек из образцов FFPE-срезов данные 
контроли не являются показательными. Продол-
жительная фиксация материала опухоли в форм-
альдегиде и последующее заключение в парафи-
новый блок приводит к существенной деградации 
ДНК  [39, 40], поэтому выделенная из FFPE-блока 
ДНК уже сильно фрагментирована, и, согласно 
нашим данным, дальнейшая обработка нуклеа-
зой и лигирование не приводит к столь контраст-
ным изменениям распределения длин фрагментов 
(рис. 1, в). При этом, несмотря на отсутствие кон-

трастных изменений в длинах продуктов, анализ 
качества данных секвенирования Hi-C-библиотек и 
визуальный анализ полученных карт Hi-C-контак-
тов говорит об успешном прохождении основных 
этапов Hi-C-эксперимента. Так, например, показан-
ные на рис. 1, в образцы были просеквенированы 
и имели приемлемые показатели статистик каче-
ства, как и другие библиотеки, приготовленные 
по нашему протоколу (Приложение 2, образцы 
s11–15). Таким образом, мы считаем, что в случае 
FFPE Hi-C не имеет смысла делать описанные кон-
троли, а следует оценивать качество библиотек по 
результатам неглубоких секвенирований.

В отличие от Hi-C-анализа живых клеток с ис-
пользованием рестриктазы DpnII или S1-нуклеазы, 
где исследователь в большинстве случаев может 
легко варьировать количество материала в экспе-
рименте, при анализе FFPE-срезов не всегда есть 
возможность оценить количество клеток, попав-
ших на срез. Мы обратили внимание, что коли-
чество ДНК Hi-C-библиотеки, которое можно было 
выделить из образца, сильно варьировало как в 
зависимости от типа опухоли, так и от образца к 
образцу (рис. 1, г). При этом минимальный выход 
наблюдался для FFPE-срезов сарком. Это застави-
ло нас в случае с саркомами использовать по три 
FFPE-среза от одного блока в анализе. В связи с 
этим мы рекомендуем для каждого типа опухоли 
определять необходимое количество срезов для 
получения достаточного выхода библиотек ДНК.

Мы собрали Hi-C-библиотеки по разработанно-
му нами протоколу из FFPE-срезов: хронического 
лимфоцитарного лейкоза (ХЛЛ), крупноклеточных 
лимфом (КЛ), глиом и сарком, а также по протоко-
лам Troll и Allahyar из образцов FFPE-срезов ХЛЛ. 
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Рис. 1. Контроли этапов фрагментации и лигирования хроматина в Hi-C-экспериментах на свежих клетках и 
тканях с использованием DpnII (а), S1-нуклеазы (б) или полученные с использованием разработанного прото-
кола Hi-C-анализа FFPE-срезов (в). 1 – Образец до фрагментации, 2 – после фрагментации, 3 – после лигирова-
ния. М – маркер длины 100 п.н. («SibEnzyme», М24). г – Количество выделенной ДНК (нг) в Hi-C-библиотеках, 
полученных из FFPE-срезов разных типов опухоли. Число проанализированных библиотек из мононуклеаров 
крови (МКПК) – 16, из FFPE-срезов: КЛ – 13, ХЛЛ – 9, глиомы – 4, саркомы – 5

После секвенирования полученных библиотек мы 
оценили их качество. Все библиотеки имели низ-
кие доли невыровненных прочтений и ПЦР-дуб-
ликатов (рис.  2, а и б соответственно). Одним из 
критериев оценки качества Hi-C-библиотек явля-
ется доля DE (dangling ends  – это неинформатив-
ные фрагменты, не являющиеся продуктами лиги-
рования). Для Hi-C-библиотек, приготовленных с 
использованием S1-нуклеазы из мононуклеарных 
клеток периферической крови (МКПК), доля DE 
составляет в среднем 40%. Для FFPE-библиотек, 
приготовленных по нашему протоколу, она была 
выше и, вероятно, зависит от типа анализируе-
мой опухоли; максимальное число DE выявлялось 
в библиотеках, приготовленных по протоколам 

Troll и Allahyar (рис. 2, в). Ранее нами было пока-
зано [31], что наиболее важным показателем для 
оценки качества библиотек является доля cis-кон-
тактов (соотношение cis/all (FF and RR orient)). Этот 
показатель отражает долю Hi-C-прочтений, попа-
дающих на одну хромосому, среди всех Hi-C-про-
чтений. Низкая доля cis-контактов может быть 
следствием разрушения связей, образованных при 
фиксации, и выхода ДНК в раствор, где в дальней-
шем лигирование происходит случайным образом. 
Для всех библиотек, приготовленных по нашему 
протоколу, доля cis-контактов была выше 70%, 
тогда как для библиотек, приготовленных по про-
токолам Troll и Allahyar, она составляла 20% и 15% 
соответственно (рис. 2, г).
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Рис. 2. Показатели качества Hi-C библиотек: доля невыровненных прочтений  (а), доля ПЦР-дубликатов  (б), 
доля DE  (в), доля cis-контактов среди Hi-C-контактов  (г). Число проанализированных библиотек из монону-
клеаров крови (МКПК) – 16, из FFPE-срезов: КЛ – 13, ХЛЛ – 9, глиомы – 4, саркомы – 2

Следует отметить, что целью данной работы 
не является сравнение разработанного прото-
кола с подходами Troll и Allahyar, т.к. последние 
используют ферменты с фиксированным сайтом 
узнавания  [28, 29] и поэтому в любом случае не 
могут быть применены для детекции геномных 
вариантов столь же эффективно, как разработан-
ный нами протокол [31, 41]. По этой причине мы 
не проводили дополнительные эксперименты по 
протоколам Troll и Allahyar на большем количе-
стве образцов или разнообразных типах опухолей. 

Таким образом, полученные данные не позволяют 
нам сделать статистическое сравнение качества 
Hi-C-данных, полученных разными протоколами, 
но мы можем констатировать тренд, свидетель-
ствующий о более высоком качестве Hi-C-библио-
тек, полученных по протоколу с S1-нуклеазой.

Для двух библиотек было проведено глубо-
кое секвенирование и построены тепловые карты 
Hi-C-контактов, на которых были отчётливо вид-
ны паттерны, соответствующие разным типам 
хромосомных перестроек (рис. 3, а–д). Следует от-
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Рис. 3. Тепловые карты контактов для Hi-C из FFPE-срезов. а  – Изображение тепловой карты геномных Hi-C-
контактов в масштабе хромосом для образца s26 (выше диагонали), в качестве контроля (ниже диагонали) 
приведена карта, полученная для лимфоцитов крови [30]. б – Примеры паттернов контактов на картах Hi-C, 
соответствующих реципрокным транслокациям, и их схематичное изображение. Примеры паттернов контак-
тов на картах Hi-C для: инверсии (в), гетерозиготной делеции (г), гетерозиготных делеции и дупликации (д). 
Выше диагонали – карта контактов для образца s25, ниже – s26, который использовали в качестве контроля

метить, что среди обнаруженных нами мутаций 
присутствуют все типы структурных перестроек: 
делеции, дупликации, инверсии и транслокации. 
Таким образом, мы можем заключить, что разра-
ботанный нами подход Hi-C-анализа FFPE-срезов с 
использованием S1-нуклеазы позволяет получать 
карты трёхмерных контактов хроматина из образ-
цов парафиновых срезов опухолей и, на основе 
этих данных, детектировать хромосомные пере-
стройки.

Перспективы Hi-C-анализа парафиновых 
срезов опухолевых тканей для выбора таргетной 
терапии онкологических заболеваний. Разрабо-
танный нами протокол Hi-C-анализа парафиновых 
срезов может в перспективе позволить детектиро-
вать хромосомные перестройки в клинической 
практике. Наибольший интерес при этом пред-

ставляют сбалансированные события, транслока-
ции и инверсии, которые труднее всего детекти-
ровать стандартными методами секвенирования. 
Кроме того, практическая ценность молекулярно-
генетического теста определяется возможностью 
скорректировать тактику лечения больного или, 
по крайней мере, дать прогноз развития онко-
логического заболевания в случае детекции хро-
мосомной перестройки. Чтобы понять область 
применения разработанного метода, мы проана-
лизировали базы данных National Cancer Institute 
(https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/
cancer-type), CIViC (https://civicdb.org/welcome) и  
MyCancerGenome (https://www.mycancergenome.org/). 
По результатам анализа были выбраны сбаланси-
рованные хромосомные перестройки, которые при-
водят к слиянию генов, причём образовавшийся 
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Таблица 2. Список сбалансированных хромосомных перестроек и слияний генов, для которых применяется 
таргетная терапия

Перестройка
Гены-партнёры 

по слиянию Препараты  
таргетной терапии Тип заболевания

А Б

t(9;22)(q34;q11)

ABL1

BCR
Dasatinib, Imatinib, 
Nilotinib, Bosutinib, 
Bafetinib, Asciminib

острый лимфоцитарный лейкоз,  
острый миелоидный лейкоз,  
хронический миелогенный лейкоз

t(9;12)(q34;p13) ETV6 Imatinib, Dasatinib, 
Nilotinib B-лимфобластный лейкоз/лимфома

t(3;9)(p13;q34) FOXP1 Dasatinib B-лимфобластный лейкоз/лимфома

t(2;9)(q12;q34) RANBP2 Dasatinib B-лимфобластный лейкоз/лимфома

t(1;9)(q24;q34) RCSD1 Dasatinib, Imatinib, 
Ponatinib B-лимфобластный лейкоз/лимфома

t(1;9)(p34;q34)  SFPQ Dasatinib, Imatinib острый лимфоцитарный лейкоз,  
B-лимфобластный лейкоз/лимфома

t(5;9)(q23;q34) SNX2 Dasatinib, Imatinib B-лимфобластный лейкоз/лимфома

inv(1)(q24q25) 
ABL2

RCSD1 Imatinib B-лимфобластный лейкоз/лимфома

t(1;7)(q25;q34) ZC3HAV1 Imatinib B-лимфобластный лейкоз/лимфома

ALK

разные

блокаторы ALK-
сигнального пути, 

HSP90-ингибиторы, 
EGFR-TKIs, Crizotinib, 
Brigatinib, Alectinib, 
Ceritinib, Entrectinib, 
Pemetrexed, 17-AAG*

рак молочной железы, колоректальная 
аденокарцинома, эпителиоидное  
воспаление, миофибробластная  
саркома, воспалительная миофибро-
бластная опухоль, аденокарцинома  
лёгких, немелкоклеточный рак лёгких, 
карцинома щитовидной железы,  
саркома влагалища, анапластическая 
крупноклеточная лимфома, диффузная 
крупноклеточная В-клеточная лимфома

inv(2)(p23;p23) CAD Entrectinib колоректальный рак

t(2;17)(p23;q23) CLTC Crizotinib диффузная крупноклеточная  
В-клеточная лимфома

inv(2)(p23;p21) EML4

17-AAG*, Alectinib 
(CH5424802), AUY922*, 

Ceritinib, Crizotinib, 
Brigatinib, IPI-504*, 
Erlotinib, Lorlatinib

ацинарная аденокарцинома лёгких,  
немелкоклеточный рак лёгких,  
почечно-клеточная карцинома

t(2;7)(p23;q11) HIP1 Crizotinib, Alectinib немелкоклеточный рак лёгких

t(2;5)(p23;q35) NPM Crizotinib анапластическая крупноклеточная  
лимфома

inv(2)(p23;q13) RANBP2 Crizotinib воспалительная миофибробластическая 
опухоль

inv(2)(q21;q22) ASNS KMT2E Asparaginase Т-клеточный лимфобластный лейкоз

t(X;17)(p11;q25) TFE3 ASPL Cabozantinib, Dasatinib альвеолярная мягкотканная саркома
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Таблица 2 (продолжение)

Перестройка
Гены-партнёры 

по слиянию Препараты  
таргетной терапии Тип заболевания

А Б

BRAF

разные Cobimetinib,  
Trametinib меланома, рак яичников

inv(7)(q34;q34)  AGK Sorafenib,  
Vemurafenib меланома

inv(7)(q21;q34) AKAP9 MEK-ингибиторы папиллярный рак щитовидной  
железы

inv(7)(q34;q36)  CUL1 MEK-ингибиторы серозная карцинома яичника

inv(7)(q22;q34)  CUX1 Vemurafenib рак поджелудочной железы

t(1;7)(p31;q34) MIGA1 BRAF-ингибитор,  
HL-085 лангергансклеточный гистиоцитоз

inv(7)(q32;q34) NRF1 Trametinib переходно-клеточная карцинома

inv(7)(q33;q34)  TRIM24 Vemurafenib меланома

inv(7)(q22;q34) ZKSCAN1 Trametinib меланома

t(7;11)(q34;p15) PPFIBP2 Trametinib меланома

t(4;7)(q25;q34) PAPSS1 Trametinib,  
Vemurafenib меланома

t(15;19)(q14;p13) BRD4 NUTM1 Birabresib NUT Midline Carcinoma

t(X;14)(p22;q32) CRLF2 IGH Ruxolitinib
детский B-клеточный острый  
лимфобластный лейкоз, B-клеточный 
острый лимфобластный лейкоз  
взрослых

t(1;5)(q22;q32) CSF1R MEF2D Imatinib острый лимфоцитарный лейкоз

t(X;6)(q28;p22) DEK AFF2 Pembrolizumab рак головы и шеи

t(7;15)(p11;q15) EGFR RAD51
Erlotinib,  

Osimertinib,  
Icotinib,  
Afatinib

аденокарцинома лёгких

EWSR1

разные TK216* саркома мягких тканей

t(12;22)(q13;q12) ATF1 Crizotinib светлоклеточная саркома

t(11;22)(q24;q12) FLI1 генотоксическая  
химиотерапия саркома Юинга

t(9;22)(q22;q12) NR4A3 Pazopanib,  
Sunitinib

внескелетная миксоидная  
хондросаркома

inv(8)(p11;p11)

FGFR1

BAG4 AZD4547* карцинома

t(8;12)(p11;p11) FGFR1OP2 Ponatinib острый миелоидный лейкоз

t(8;13)(p11;q11) ZNF198 Midostaurin хроническое миелопролиферативное 
заболевание
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Таблица 2 (продолжение)

Перестройка
Гены-партнёры 

по слиянию Препараты  
таргетной терапии Тип заболевания

А Б

FGFR2

разные

BGJ-398 (Infigratinib), 
AZD4575*, JNJ-42756493 
(Balversa), Debio1347*, 
Futibatinib, Erdafitinib, 
Infigratinib Phosphate, 

Pemigatinib

холангиокарцинома,  
рак мочевого пузыря

t(1;10)(p13;q26) AHCYL1 BGJ398 холангиокарцинома

inv(10)(q21;q26)  BICC1 BGJ398, JNJ-42756493 холангиокарцинома, рак эндометрия, 
уротелиальная карцинома

t(4;10)(p16;q26) TACC3 Pazopanib, Ponatinib холангиокарцинома

FGFR3 разные

блокаторы FGFR-
сигнального пути, 

TORC1/2-ингибиторы, 
AZD4547*, JNJ-42756493, 

BGJ398, Debio1347*, 
Erdafitinib

рак мочевого пузыря

FLT3 разные

блокаторы  
FLT3-сигнального пути, 

Sorafenib, полностью 
транс-ретиноевая  

кислота, Anthracycline*, 
Daunorubicin*, 

Lestaurtinib, 
Selumetinib (AZD6244)

острый миелоидный лейкоз

t(2;13)(q36;q14) FOXO1 PAX3 Thapsigargin альвеолярная рабдомиосаркома

t(9;22)(p24;q11)

JAK2

BCR Ruxolitinib миелоидное новообразование

t(9;14)(p24;q32) GOLGA5 Ruxolitinib B-лимфобластный лейкоз/лимфома

t(8;9)(p22;p24) PCM1 Ruxolitinib лейкемия

t(5;9)(q14;p24)  SSBP2 Ruxolitinib B-лимфобластный лейкоз/лимфома

KIT разные Imatinib злокачественная меланома ануса

inv(7)(q22;q31)

MET

ATXN7L1 Crizotinib немелкоклеточный рак лёгких

t(7;10)(q31;p11) KIF5B Crizotinib немелкоклеточный рак лёгких

t(7;8)(q31;p12) RBPMS Cabozantinib врождённая фибросаркома

t(8;21)(q24;p12)

NRG1

APP Afatinib

t(1;8)(q24;p12) ATP1B1 Afatinib холангиокарцинома, аденокарцинома 
протоков поджелудочной железы

t(5;8)(q33;p12) CD74 Afatinib муцинозная аденокарцинома

t(8;11)(p12;q12) SLC3A2 Afatinib, Erlotinib, 
Lumretuzumab

аденокарцинома лёгких, муцинозная 
аденокарцинома

t(8;20)(p12;q13) SDC4 Afatinib аденокарцинома лёгких
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Таблица 2 (продолжение)

Перестройка
Гены-партнёры 

по слиянию Препараты  
таргетной терапии Тип заболевания

А Б

NTRK1

разные
ARRY-470, Entrectinib, 

Larotrectinib (LOXO-101),  
LESTAURTINIB*,  

Crizotinib

колоректальный рак, саркома,  
все солидные опухоли,  
аденокарцинома лёгких

t(1;12)(q23;p13) ETV6 Entrectinib все типы опухолей

t(1;5)(q23;q35) SQSTM1 Entrectinib немелкоклеточный рак лёгких

inv(1)(q21;q23) TPM3 Larotrectinib, 
Entrectinib

саркома, папиллярный рак  
щитовидной железы

inv(1)(q23;q31) TPR Larotrectinib все солидные опухоли

NTRK2 разные Larotrectinib, 
Entrectinib все солидные опухоли

NTRK3

разные
Entrectinib, 

Larotrectinib, 
блокаторы сигнальных 
путей: PI3K, SRC и IGF1 

все солидные опухоли

t(12;15)(p13;q25) ETV6 Entrectinib, Etoposide, 
Larotrectinib, Crizotinib

карцинома слюнной железы,  
рак молочной железы, врождённая  
мезобластная нефрома,  
B-лимфобластный лейкоз/лимфома

PDGFRA
разные Imatinib миелодисплазия, миелопролиферативные 

новообразования

t(4;22)(q12;q11) BCR Imatinib B-клеточный острый лимфобластный 
лейкоз

PDGFRB

разные Imatinib

хроническое миелопролиферативное  
заболевание, дерматофибросаркома, 
миелодисплазия, миелопролиферативное 
новообразование, острый  
лимфоцитарный лейкоз

t(12;17)(p13;q21) ATF7IP
Dasatinib, Imatinib, 
Nilotinib, Ponatinib, 
Bafetinib, Rebastinib

детский B-клеточный острый  
лимфобластный лейкоз

t(17;22)(q21;q13) COL1A1 Sunitinib дерматофибросаркома

t(15;17)(q22;q21) PML RARA

Третиноин, мышьяка 
триоксид, полностью 

транс-ретиноевая  
кислота и мышьяка 

триоксид

острый промиелоцитарный лейкоз

RET

разные
Cabozantinib, 

Vandetanib, Pralsetinib, 
Selpercatinib

немелкоклеточный рак лёгких,  
рак щитовидной железы

inv(10)(q11;q21) CCDC6 Nintedanib, Agerafenib, 
Pralsetinib

немелкоклеточный рак лёгких,  
колоректальный рак, солидные опухоли

inv(10)(p11;q11) KIF5B
Vandetanib, 

Selpercatinib, 
Everolimus, Pralsetinib

аденокарцинома лёгких,  
солидные опухоли
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Таблица 2 (окончание)

Перестройка
Гены-партнёры 

по слиянию Препараты  
таргетной терапии Тип заболевания

А Б

ROS1

разные Ceritinib, Entrectinib, 
Erlotinib, Gefitinib

аденокарцинома лёгких, бронхиоло- 
альвеолярная аденокарцинома,  
колоректальная аденокарцинома,  
немелкоклеточный рак лёгких

t(5;6)(q33;q22) CD74
Cabozantinib, Crizotinib, 

Brigatinib, Ceritinib, 
Foretinib, Lorlatinib

немелкоклеточная карцинома лёгких, 
аденокарцинома лёгких

t(3;6)(q12;q22) TFG Crizotinib воспалительная миофибробластическая 
опухоль

RSPO2 разные
блокаторы  

Wnt-сигнального пути, 
CGX1321

рак пищеварительной системы

Примечание. Партнёром «А» по слиянию мы называем ген, изменение активности которого приводит к раз-
витию заболевания.
* Препараты, находящиеся на стадии клинических испытаний.

химерный продукт является мишенью для разра-
батываемого или уже используемого в клиниче-
ской практике таргетного препарата (табл. 2). Со-
гласно приведённым данным, наибольшее число 
вариантов слияния генов, для которых применя-
ется таргетная терапия, описано для гематологи-
ческих онкологических заболеваний, а в случае 
солидных опухолей – для разных типов сарком и 
для рака лёгкого. Кроме того, для этих типов забо-
леваний наблюдается ещё и наибольшее разно-
образие партнёров по слиянию. Для меланомы и 
холангиокарциномы также описано несколько 
вариантов слияний, однако в обоих случаях один 
из партнёров по слиянию повторяется: BRAF – об-
щий партнёр по слиянию в клетках меланомы и 
FGFR2 – холангиокарциномы.

Помимо транслокаций, представленных в 
табл. 2, существуют и другие, важные для поста-
новки диагноза и/или определения прогнозов, 
однако не имеющие на данный момент одоб-
ренных препаратов таргетной терапии. Один из 
примеров  – слияния гена KMT2A/MLL, которые 
встречаются у пациентов с диагнозом «острая лей-
кемия» и ассоциированы с неблагоприятным про-
гнозом  [42]. Таким образом, наша таблица будет 
расширяться по мере добавления информации о 
новых слияниях генов и лицензирования препа-
ратов, разработанных для их лечения.

Для того чтобы оценить возможность детек-
ции хромосомных перестроек, описанных в табл. 2, 
мы провели моделирование результата Hi-C-экспе-
римента при помощи инструмента Charm (https://
github.com/NuriddinovMA/Charm) для генотипов, 
соответствующих 5 вариантам инверсий и 7 вари-
антам транслокаций из табл.  2 (Приложение  1). 

Модели соответствовали прочтению Hi-C-библио-
тек с глубиной около 30 миллионов парных ридов. 
Для каждой транслокации мы построили две моде-
ли: одна показывает реципрокную транслокацию, 
другая – транслокацию минимального фрагмента, 
достаточного для образования химерного белка,  
то есть транслокацию участка от 3′-конца сливше-
гося гена до точки разрыва (рис. 4, а). Размер смо-
делированных инверсий составил от 2,3 млн п.о. 
до 79,9 млн п.о., а транслокаций – от 7,9 т.п.о. до 
109 т.п.о. Все смоделированные хромосомные пе-
рестройки были хорошо видны на тепловых кар-
тах контактов (рис.  4, б–e, Приложение  3). Этот 
результат говорит о том, что метод Hi-C-анализа 
FFPE-образцов имеет потенциал для диагностики 
известных клинически значимых хромосомных 
перестроек.

ОБСУЖДЕНИЕ

В этой работе мы предложили протокол Hi-C-
анализа парафиновых срезов, основанный на ис-
пользовании S1-нуклеазы, и показали перспективу 
этого метода в качестве инструмента для детекции 
различных типов хромосомных перестроек. Пер-
спективы использования предлагаемого метода 
зависят от его преимуществ и недостатков по 
сравнению с другими высокопроизводительными 
методами диагностики. Важно сравнить сроки, 
сложность, стоимость и точность анализа. Для про-
ведения Hi-C на FFPE-срезах достаточно стандарт-
ного оборудования лаборатории, выполняющей  
полногеномное секвенирование. Процесс пробо-
подготовки увеличивается на 2 дня по сравнению 
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Рис. 4. Моделирование хромосомных перестроек. а  –  Схематичное изображение двух вариантов транслока-
ции, приводящей к слиянию генов. б, в – Тепловые карты контактов, построенные на основании смоделиро-
ванных данных Hi-C для транслокаций. г–е – Тепловые карты контактов, построенные на основании смодели-
рованных данных Hi-C для инверсий. Выше диагонали – карта контактов для смоделированной перестройки, 
ниже – контроль. В качестве контроля выступает модель Hi-C-карты без перестроек с таким же количеством 
контактов, как и у модели с перестройками
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с полногеномным секвенированием, однако стоит 
отметить, что большую часть времени в таких 
анализах занимает не столько сам процесс пробо-
подготовки, сколько, скорее, проведение правиль-
ной логистики образцов для того, чтобы собрать 
пул и провести секвенирование. По нашим оцен-
кам, себестоимость Hi-C на FFPE-срезах превышает 
таковую для полногеномного секвенирования не 
более чем на 20%. Важнейшим направлением на-
ших будущих исследований является дальнейшее 
изучение характеристик и ограничений метода 
Hi-C на FFPE-срезах. Очевидно, что нам ещё пред-
стоит оценить следующее: чувствительность и 
специфичность метода, способность метода опре-
делять долю опухолевых клеток в образце, коли-
чество требуемого материала для разных типов 
опухолей. После этого можно будет сделать полно-
ценное сравнение предложенного метода Hi-C на 
FFPE-срезах с существующими высокопроизводи-
тельными методами диагностики.

Развитие технологии высокопроизводитель-
ного секвенирования позволило начать процесс 
индивидуализации терапии онкологических боль-
ных. Однако до сих пор нет однозначного ответа 
на вопрос о том, в каких случаях и какие именно 
методы секвенирования следует использовать в 
клинике. В 2020  году Европейское общество ме-
дицинской онкологии рекомендовало рутинное 
использование методов высокопроизводитель-
ного секвенирования для ряда опухолей: непло-
скоклеточного немелкоклеточного рака лёгкого, 
аденокарциномы простаты, карциномы яичников 
и холангиокарциномы  [43]. Несмотря на такой 
ограниченный список, следует понимать, что 
применение методов высокопроизводительного 
секвенирования может быть обосновано и в дру-
гих случаях онкологических заболеваний, когда 
они способны уточнить диагноз и даже изменить 
схему лечения.

Один из примеров успешного применения в 
клинической практике методов NGS, направлен-
ных на детекцию хромосомных перестроек, был 
опубликован в прошлом году в статье Hehir-Kwa 
et al. [44]. На основе гистологического анализа опу-
холи головного мозга годовалому ребёнку был по-
ставлен диагноз «глиобластома». В соответствии с 
диагнозом было начато лечение по протоколу HGG 
HIT для младенцев, через 6 недель активного роста 
опухоли протокол изменили на BBSFOP HGG. Ана-
лиз метилирования ДНК позволил классифициро-
вать опухоль как глиому, а секвенирование РНК 
выявило слияние генов ZCCHC8 и ROS1, которое 
происходит в результате транслокаций хромосом 6 
и 12. Через пятнадцать месяцев лечения опухоль 
продолжала расти и появились метастазы. После 
обсуждения с родителями было дано согласие на 
использование ингибитора тирозинкиназы ROS1 – 

энтректиниба. Через месяц после начала терапии 
размер опухоли уменьшился [44].

Необходимо учитывать, что приведённый 
выше пример  – скорее исключительный случай, 
поскольку на данный момент таргетная терапия 
разработана главным образом для лечения неболь-
шого числа заболеваний, вызванных точечными 
мутациями или слияниями генов, приводящими к 
образованию химерных белков. Это связано в пер-
вую очередь с возможностями методов детекции, 
которые с трудом обнаруживают сбалансирован-
ные хромосомные перестройки, особенно проис-
ходящие вне генов. Анализ FFPE-образцов с помо-
щью Hi-C позволит обнаружить как хромосомные 
перестройки, приводящие к слиянию генов, так и 
произошедшие в некодирующих областях, кото-
рые могут изменять экспрессию онкогенов  [45]. 
В результате применения этого метода можно не 
только получать клинически значимые данные, 
но и выстраивать гипотезы относительно меха-
низмов развития опухоли.
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ВВЕДЕНИЕ

Недавние достижения в области биохимии и 
молекулярной биологии, а также появление и раз
витие секвенирования нового поколения способ
ствовали разработке высокоэффективных методов 
исследования архитектуры хроматина интерфаз
ного ядра. Установлено, что организация геномов 
позвоночных реализуется посредством по мень
шей мере двух различных механизмов. Первый из 
них включает в себя взаимодействие между бел
ковыми факторами  CTCF и когезином в cisполо
жении [1], в то время как второй связан с органи
зацией геномных компартментов через фазовую 
сепарацию, опосредованную взаимодействиями 
белков хроматина в cis- и transположениях  [2]. 
Существуют некоторые исключения [3, 4], однако 
в большинстве клеток позвоночных эти механиз
мы действуют совместно, что затрудняет разделе
ние независимых факторов, присущих каждому 
механизму в отдельности. Изучение формирова

ния компартментов через фазовую сепарацию 
представляет особую проблему, поскольку общим 
термином «компартмент» могут быть названы раз
личные ядерные структуры, каждая из которых 
характеризуется уникальным составом хроматина. 
Таким образом, в настоящий момент актуальна 
проблема полного выявления генетических детер
минант, участвующих белков и дополнительных 
аспектов компартментализации хроматина [5, 6].

Еще одним важным направлением современ
ной 3Dгеномики является исследование разно
образия форм архитектуры хроматина в филоге
нетическом аспекте. Хотя эволюция архитектуры 
генома у позвоночных [7] и отдельных групп бес
позвоночных [8] была относительно хорошо изуче
на, понимание этого процесса для других видов 
остается ограниченным. Кроме того, пока недос
таточно информации о ядерной организации 
внеядерной и экзогенной ДНК, включая мито
хондриальные, пластидные и вирусные геномы, 
плазмиды, мобильные элементы и так далее. Тем 
не менее существующие данные указывают на то, 
что пространственная упаковка этих молекул ДНК 
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играет ключевую роль в их функционировании, и 
их изучение позволит получить важные знания 
об общих принципах биологии хроматина.

Вирусные геномы служат наиболее частым 
примером экзогенной последовательности ДНК. 
Было установлено, что ДНК вируса гепатита B (HBV), 
характеризующаяся как эписомальная кольцевая 
ДНК, преимущественно контактирует с Aком
партментом генома. Эти контакты охватывают 
промоторы, энхансеры и CpGостровки высокоэкс
прессирующихся генов, включая те, которые уча
ствуют в клеточном ответе на инфекцию [9]. При 
этом транскрипционно подавленный HBV ассо
циируется с регионами Bкомпартмента генома хо
зяина [10]. Кроме того, вирусная ДНК может быть 
интегрирована в геном хозяина, где она устанав
ливает новые контакты с соседними участками 
генома в cisположении. Это может приводить к 
активации ранее молчавших генов [11] или изме
нениям нативной 3Dорганизации генома: либо за 
счет интеграции в существующие сайты связыва
ния архитектурных белков, либо путем внесения 
новых сайтов в составе вирусной последователь
ности. Впоследствии эти изменения могут способ
ствовать нарушению регуляции активности генов 
и развитию рака [9, 12].

Другой пример пространственных контактов 
экзогенной ДНК связан с ядерными тельцами про
миелоцитной лейкемии (PML). Эти тельца способ
ствуют репликации и транскрипции вирусов, что 
было продемонстрировано для вируса простого 
герпеса, обезьяньего вируса 40 (SV40), аденовиру
сов и вируса папилломы человека [13, 14]. Работа 
Rai et al. [15] посвящена изучению шаперона HIRA, 
включающего гистон  H3.3 в состав нуклеосом. 
Их исследование показало, что комплекс HIRA свя
зывает в PMLтельцах чужеродную ДНК (в том чис
ле очищенную плазмидную и вирусную) и таким 
образом участвует в подавлении ее транскрипции. 
В то же время другие работы указывают на форми
рование вирусных репликационных компартмен
тов рядом с PMLтельцами, где происходят процес
сы репликации и транскрипции [16, 17]. В целом, 
существующие данные подчеркивают функцио
нальную важность пространственных контактов 
между экзогенной ДНК и геномом. Тем не менее 
биология экстрахромосомной ДНК внутри ядра, 
особенно в отношении плазмид, требует дальней
ших исследований.

Сведения о биологии экстрахромосомной ДНК, 
в частности, о ее взаимодействии с белками и фор
мировании вирусассоциированных компартмен
тов, в основном получают методами микроскопии. 
Однако этот подход имеет ряд серьезных ограни
чений. В первую очередь разрешение, которое он 
предлагает, часто недостаточно для небольших 
структур, таких как некоторые вирусные геномы 

и плазмиды, размер которых составляет не более 
нескольких сотен тысяч пар нуклеотидов  (п.н.). 
Альтернативным подходом к изучению укладки 
хроматина являются технологии захвата конфор
мации хромосом  (3C)  [18], разрешение которых 
может достичь, в случае использования метода 
HiC, сотен или тысяч п.н. и уровня сотен п.н. для 
кольцевого захвата конформации хроматина (4C). 
Исследования, выполненные с применением этих 
методов, предоставляют более детальную картину 
пространственной организации ДНК, чем в случае 
микроскопического анализа.

Данная работа посвящена разработке нового 
метода исследования закономерностей локализа
ции плазмидной ДНК и, в дальнейшей перспек
тиве, других экзогенных молекул ДНК. Этот под
ход основан на 4Cэксперименте с использованием 
плазмиды как целевого вектора. Заметное преиму
щество применения метода  4C с плазмидой за
ключается в возможности, как мы предполагаем, 
проводить дальнейшие скрининговые экспери
менты – доставлять плазмиды с произвольными 
вставками последовательностей ДНК в клетку 
(активные и неактивные регионы генома, GCбога
тые и GCбедные регионы, сайты связывания бел
ков группы Polycomb и т.д.). Это даст возможность 
наблюдать влияние этих специфических нуклео
тидных последовательностей на распределение 
плазмид по компартментам внутри ядра.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Плазмидные векторы. Модифицирован
ный вектор pUC19 был сконструирован на основе 
оригинального вектора pUC19 («Addgene», США) 
путем изменения двух сайтов рестрикции NlaIII 
путем ПЦР плазмиды с праймерами, содержащи
ми целевую замену, и последующего лигирования 
продуктов ПЦР в кольцевую молекулу по методу 
Гибсона. Вектор p4CSCS был синтезирован компа
нией «Cloning Facility», Россия в виде двух последо
вательностей (991 п.н. и 975 п.н.), фланкированных 
гомологичными участками. Эти последовательно
сти были соединены в кольцевую молекулу с помо
щью метода Гибсона. Карты и последовательности 
плазмид приведены в Приложении (рис.  П1–П3; 
текст 1).

Плазмиды нарабатывали в клетках TOP10 
Escherichia coli. Мы заметили, что для размножения 
вектора p4CSCS потребовалось снизить концентра
цию хлорамфеникола до 0,02 мкг на 1 мл среды.

Культивирование клеток человека и транс-
фекция. Для экспериментов использовали клетки 
HEK293T, которые культивировали в среде DMEM 
с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки 
и 1%  Pen Strep (все материалы  – «Thermo Fisher 



ЯН и др.614

БИОХИМИЯ том 89 вып. 4 2024

Scientific», США). Клетки поддерживали при тем
пературе 37 °C в атмосфере 5% CO2.

За день до трансфекции клетки пересажива
ли в культуральный флакон площадью 75 см2 для 
достижения примерно 70% конфлюэнтности кле
ток. Трансфекцию проводили в бессывороточной 
среде DMEM без добавления антибиотиков. При 
приготовлении смеси для трансфекции смеши
вали 2,4 мкл OptiMEM («Thermo Fisher Scientific»), 
18 мкг  плазмидной ДНК и 36 мкг (2 мкг/мкл) ре
агента PEI («Sigma», США). Мы убедились, что эти 
условия обеспечивают эффективную трансфекцию 
клеток HEK293Т (>50%  трансфицированных кле
ток), поставив контрольные эксперименты с плаз
мидой, кодирующей GFP (eGFPn1), трансфециро
ванной вместе с целевым вектором.

Протокол  4C. Через 24  ч после трансфекции 
клетки собирали с помощью 0,05%ного раствора 
трипсинЭДТА и фиксировали 1%ным формальде
гидом, в соответствии с ранее опубликованным 
протоколом [19]. Клетки подсчитывали, аликвоти
ровали по 3 млн и замораживали. Основные этапы 
эксперимента, а именно: лизис клеток, гидролиз 
хроматина, лигирование хроматина, удаление 
формальдегидных сшивок и очистка  ДНК, про
водили согласно ранее опубликованному прото
колу [19] с небольшими изменениями:

• для переваривания хроматина использо
вали 50 ед. NlaIII («NEB», США);

• были пропущены этапы биотинилирова
ния и «удаления висящих концов».

Гидролиз очищенной ДНК. Условия гидроли
за очищенной ДНК варьировали в зависимости от 
того, с каким вектором готовили 4Сбиблиотеки: 
образцам с векторами на основе p4CSCS требуется 
гидролиз эндонуклеазой рестрикции MseI; образ
цам с векторами на основе pUC19 – TaiI.

Гидролиз в случае использования векторов на 
основе p4CSCS. Для гидролиза очищенной ДНК на 
льду смешивали следующие компоненты: 5 мкл 
10× CutSmart Buffer («NEB»), 30 ед. MseI, 2 мкг ДНК, 
ddН2O до  50 мкл. Смесь инкубировали при 37 °С 
при встряхивании в течение ночи. После инакти
вации MseI путем инкубации при 65 °С в течение 
20  мин образец очищали с помощью KAPA Pure 
Beads (1×) в соответствии с рекомендациями про
изводителя («Roche», Швейцария) и добавляли в 
реакцию лигирования.

Гидролиз в случае использования векторов на 
основе pUC19. В 4Сэкспериментах с модифициро
ванным pUC19 мы проводили гидролиз очищен
ной ДНК ферментом TaiI: к 250 нг ДНК добавляли 
1 мкл 10× рестрикционного буфера («Sibenzyme», 
Россия), 5 ед. TaiI, ddН2O до 10 мкл. Рестрикцион
ную смесь инкубировали при 37 °С при постоян
ном встряхивании в течение ночи, после чего 
гидролиз останавливали тепловой инактивацией  

фермента при 65 °С в течение 20 мин. Весь объем 
реакционной смеси (10 мкл) добавляли в реакцию 
лигирования.

Лигирование очищенной ДНК. Для лигирова
ния очищенной ДНК на льду смешивали следую
щие компоненты: 10 мкл 10%ного  Triton  Х100, 
10 мкл 10× реакционного буфера для лигазы ДНК Т4 
(«NEB»), 10 мкл 25%ного ПЭГ, 1 мкл бычьего сыво
роточного альбумина (10 мг/мл), 1 мкл 100 мМ ATP,  
800 ед. лигазы Т4, 0,5–2 мкг ДНК, ddН2O до 100 мкл 
(конечная концентрация ДНК составляла  
~5–20 нг/мкл). Смесь инкубировали при 16 °C в те
чение ночи, затем очищали с помощью KAPA Pure 
Beads (0,8×).

Дополнительный гидролиз ферментом 
DrdI (опционально). В наших первых эксперимен
тах, которые проводились с векторами на осно
ве pUC19 и с гидролизом ферментом TaiI, мы пред
положили, что доля неинформативных продуктов 
лигирования может быть уменьшена обработкой 
эндонуклеазой рестрикции  DrdI. Хотя позже мы 
обнаружили, что это предположение неверно, 
следует отметить, что в первых экспериментах 
после лигирования продукты обрабатывали фер
ментом DrdI в следующих условиях: к смеси после 
лигирования добавляли 12 ед. эндонуклеазы DrdI 
и 100 мкл ddН2O; инкубировали при 37 °С в тече
ние ночи, затем фермент инактивировали инкуба
цией при 80 °С в течение 20 мин, и очищали ДНК 
с помощью KAPA Pure Beads (0,8×).При использова
нии векторов на основе p4CSCS этот этап был про
пущен.

Подготовка 4C-библиотек для высокопроиз-
водительного секвенирования (NGS). ПЦР с прай
мерами, содержащими адаптерные последователь
ности Illumina, проводили в течение 15–20 циклов. 
Последовательности праймеров приведены в 
Приложении (текст 2). Продукты ПЦР очищали с 
помощью KAPA Pure Beads  (0,8×). Распределение 
ДНКфрагментов в полученных 4Сбиблиотеках 
оценивали визуализацией с помощью гельэлек
трофореза в 1%ной агарозе.

Концентрацию ДНК измеряли с помощью 
флуорометра Qubit («Invitrogen», США).

Для экспериментов с модифицированной 
плазмидой pUC19 мы готовили 4Сбиблиотеки для 
NGS методом вложенной ПЦР: проводили первый 
раунд ПЦР с праймерами i_F1, i_R1 (см. текст 2 
в  Приложении), затем продукты ПЦР очищали с 
помощью KAPA Pure Beads (0,8×), и треть от коли
чества продуктов ПЦР служила ДНКматрицей для 
второго раунда ПЦР с праймерами F2 и R2 для сек
венирования Illumina (текст 2 в Приложении).

Эксперименты с контрольным хроматином 
и контрольными плазмидами. Клетки HEK293T 
трансфицировали модифицированным векто
ром pUC19 с использованием PEI и фиксировали  
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через 24 ч после трансфекции, как описано выше. 
К  фиксированным трансфицированным клет
кам HEK293T добавляли равное количество фик
сированных фибробластов Mus musculus и про
водили лизис, как описано в 4Cпротоколе выше. 
200 нг контрольной плазмиды (модифицирован
ная pUC19 с промотором цитомегаловируса (CMV) 
(рис. П2 в Приложении) добавляли к образцу перед 
гидролизом NlaIII. Далее, мы провели 4Сэкспери
мент для всех этих компонент вместе.

4С-Библиотеки с обработкой фрагментом 
Кленова ДНК-полимеразы I. Чтобы отличить про
дукты, образовавшиеся в результате неполного 
гидролиза ферментом NlaIII от гидролизованных 
молекул, восстановивших исходную структуру на 
этапе лигирования, мы включили в описанный 
выше 4Спротокол этап обработки фрагментом 
Кленова ДНКполимеразы I. Для этого после инак
тивации NlaIII, центрифугирования и удаления 
супернатанта смешивали на льду следующие ком
поненты: 20 мкл ×10 NEBuffer 3.1 («NEB»), 1,5 мкл 
каждого 10 мМ dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 50 ед. 
фрагмента Кленова, ddН2O до  200  мкл. Смесь до
бавляли к осадку, ресуспендировали и инкубиро
вали при 16 °C в течение 4 ч. Затем эксперимент 
продолжали с этапа «Лигирование тупых концов» 
протокола HiC 2.0 [19] до этапа очистки ДНК вклю
чительно и далее – в соответствии с описанным 
выше протоколом 4С с плазмидой.

Обработка и анализ 4С-данных. Прочтения 
обрабатывали с помощью cutadapt, а затем вы
равнивали на референсную последовательность, 
включающую геном человека версии hg38 и по
следовательности плазмидных векторов (моди
фицированный pUC19 или p4CSCS). Для экспери
ментов с контрольным хроматином в качестве 
референса использовали геном человека  hg38, 
геном мыши mm10, последовательности модифи
цированного вектора pUC19 и модифицированного 
вектора pUC19 с CMVпромотором. Выравнивание 
проводилось программой BWA  mem. Статистику 
выравнивания анализировали с помощью samtools 
idxstats. Для визуализации результатов выравни
вания использовали программу IGV 2.16.1.

В нашем протоколе должно происходить 
два события лигирования: первое лигирование 
по рестрикционному сайту  NlaIII в условиях 
фиксированного хроматина и второе лигирова
ние «в  кольцо» по рестрикционному сайту  MseI 
или TaiI. Продукты первой реакции лигирования 
позволяют получить информацию о простран
ственной колокализации фрагментов ДНК в ядре, 
в то время как второе лигирование может проис
ходить либо внутримолекулярно с образованием 
кольцевой  ДНК, либо межмолекулярно между 
случайными концами ДНК. Таким образом, часть 
продуктов второго лигирования не несет инфор

мации о пространственных контактах плазмиды, 
а отражает случайные столкновения молекул, 
возникающие в результате процессов диффузии. 
Поэтому мы не включали в анализ последова
тельности, лигированные со стороны сайта MseI 
или TaiI, а использовали только последовательно
сти, лигированные по сайту NlaIII. В соответствии 
с дизайном плазмидного вектора, эти последова
тельности всегда начинаются с последователь
ности праймера  R2 (рис.  П1–П3 и  текст  2 в  При 
ложении).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн 4С-эксперимента с плазмидой. Цель 
наших экспериментов заключается в разработ
ке подхода для выявления контактов плазмид
ной ДНК и генома клетки. Предложенный подход 
основан на использовании метода 4С и схематич
но представлен на рис. 1, а. Первоначально клетки 
трансфицируют плазмидным вектором. Мы пред
полагаем, что белки хроматина связываются с 
плазмидной ДНК и обусловливают ее распреде
ление внутри ядра  (I). Затем пространственные 
контакты в хроматине, включая взаимодействия 
между плазмидой и ДНК, фиксируются формальде
гидом (II). В соответствии с 4Спротоколом (подроб
но описан в разделе «Материалы и методы») образ
цы фиксированного хроматина последовательно 
подвергают гидролизу и лигированию, что при
водит к образованию химерных молекул между 
близкорасположенными фрагментами ДНК (III–IV). 
После этого формальдегидные сшивки удаляют, 
ДНК гидролизуют вторым ферментом рестрикции 
и лигируют в растворе  (V). В  результате образу
ются кольцевые молекулы, содержащие фрагмент 
плазмидной ДНК и участок генома, с которым кон
тактировала плазмида (VI). Амплификация и сек
венирование этих кольцевых молекул с помощью 
технологии NGS позволяет обнаружить взаимодей
ствие между плазмидной ДНК и геномом.

Согласно описанному дизайну, необходимо, 
чтобы вектор, используемый в 4Сэксперименте, 
включал два разных сайта рестрикции: первый 
гидролизуется в фиксированном хроматине (E1; 
рис. 1, а), второй – после удаления формальдегид
ных сшивок (E2; рис.  1,  а). Принципиально важ
но разместить области отжига ПЦРпраймеров 
между этими двумя сайтами рестрикции и как 
можно ближе к ним. Кроме того, между участка
ми отжига праймеров не должно быть сайтов ре
стрикции E1и E2. Также в качестве E1 и E2 следует 
использовать мелкощепящие (т.е. с 4буквенным 
сайтом узнавания) эндонуклеазы рестрикции, 
чтобы обеспечить высокое разрешение 4Сметода 
(определяется частотой встречаемости сайтов E1), 
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Рис. 1. Дизайн 4Сэксперимента с плазмидным вектором. а – Общий дизайн эксперимента (I–VI). б – Схема рас
положения сайтов рестрикции плазмидных векторов, используемых в данной работе. Карты и последователь
ности плазмид представлены на рис. П1–П3 и в тексте 2 в Приложении

и эффективную амплификацию 4Сфрагментов 
(определяется частотой сайтов E2). Наконец, необ
ходимо, чтобы фермент  Е1 был способен гидро
лизовать хроматин, фиксированный формальде
гидом.

Для проверки предложенного дизайна мы 
провели 4Сэксперименты с плазмидным векто
ром  pUC19. В  качестве целевых сайтов E1 и  E2 в 
эксперименте использовали сайты рестрикции 
NlaIII и TaiI соответственно. Помимо двух указан
ных сайтов рестрикции, вектор  pUC19 содержит 
дополнительные сайты NlaIII и TaiI (девять и три 
соответственно), включая те сайты NlaIII, которые 

присутствуют в области отжига ПЦРпраймеров 
(рис. 1, б). Мы ожидали, что дополнительные сай
ты NlaIII и TaiI за пределами области связывания 
праймеров, используемых для амплификации биб
лиотеки, не будут мешать проведению 4Сэкспери
мента, в отличие от сайтов, расположенных между 
праймерами. Поэтому мы сконструировали моди
фицированный вектор на основе pUC19, в котором 
были удалены сайты рестрикции  NlaIII (CATG), 
расположенные между праймерами (рис. 1, б).

Оценка количества неспецифических про-
дуктов, образующихся в 4С-протоколе с плазми-
дой. Дизайн 4Сэксперимента с плазмидой пред
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Рис. 2. Оценка доли «случайных» контактов. а – Схема эксперимента: плазмиду № 1 трансфицировали в клет
ки HEK293T (I), затем пространственные контакты ДНК и белков в ядре фиксировали формальдегидом (II).  
К полученному образцу добавляли фиксированные фибробласты Mus musculus (III), плазмиду № 2 (IV) и вы
полняли 4Сэксперимент. б – Плазмида № 1 и плазмида № 2 различаются по соотношению количества кон
тактов с хроматином H. sapiens и M. musculus. На диаграммах показано процентное соотношение контактов 
плазмиды с соответствующим хроматином, усредненное по трем независимым экспериментам. Результаты по 
отдельным репликам представлены на рис. П4 в Приложении. Общее количество контактов принято за 100%

полагает, что этапы рестрикции и лигирования 
близкорасположенных фрагментов ДНК проис
ходят в условиях фиксированного хроматина, 
поэтому образующиеся продукты отражают про
странственную колокализацию плазмидной и ге
номной ДНК внутри ядра. Однако не исключено, 
что часть контактов образуется не внутри ядра, а 
в растворе в результате диффузионных процессов 
после фиксации хроматина, приводящих к случай
ным столкновениям и лигированию фрагментов 
плазмидной и геномной ДНК. Такие контакты не 
будут отражать биологических предпочтений рас
пределения плазмид в ядре.

Чтобы оценить частоту таких событий, мы 
провели контрольный эксперимент, представлен
ный на рис. 2, а. К фиксированным клеткам чело
века HEK293T, трансфицированным модифициро
ванным вектором pUC19, добавляли контрольный 
хроматин (фиксированный хроматин другого 
вида) и контрольную плазмиду (плазмиду с по
следовательностью, отличной от вектора pUC19). 
Используя полученный образец, мы подготовили 
4Сбиблиотеки, как описано выше (рис. 1, а). (Дета
ли см.  в  разделе «Материалы и методы»; «Экспе
рименты с контрольным хроматином и контроль
ными плазмидами».)
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Учитывая, что контрольный хроматин из кле
ток отличных от человека видов был добавлен по
сле фиксации, любые лигирования вектора pUC19 
(который был трансфицирован в клетки челове
ка HEK293T до фиксации) с хроматином других ви
дов представляют собой случайные столкновения 
молекул. Аналогично лигирование контрольной 
плазмиды (добавленной после фиксации) с хро
матином HEK293T и с хроматином других видов 
также обусловлены диффузией в растворе.

Таким образом, контакты плазмиды № 1 (мо
дифицированной  pUC19, трансфицированной в 
HEK293T) отражают как пространственную лока
лизацию плазмиды в живых клетках (при лигиро
вании с хроматином человека), так и возможные 
случайные процессы диффузии (при лигировании 
с хроматином человека и других видов). Контакты 
плазмиды № 2, добавленной в клетки после фик
сации с хроматином, не обусловлены биологиче
скими закономерностями и определяются только 
случайными процессами диффузии (при лигирова
нии с хроматином человека и с хроматином дру
гого вида).

Мы сравнили, как часто плазмида № 1, транс
фицированная в клетки человека, и плазмида № 2, 
добавленная к клеткам после фиксации, контак
тируют с хроматином человека и хроматином 
другого вида. Наши результаты, представленные 
на рис. 2, б, показывают, что 80% контактов плаз
миды  № 1 происходит с хроматином человека, 
в то время как плазмида № 2 взаимодействует с 
хроматином человека только в 64% случаев (пред
ставленные значения являются средними для трех 
повторностей эксперимента; для всех повторно
стей разница в частоте контактов была статисти
чески значимой, согласно точному тесту Фишера, 
pзначение пренебрежимо мало; подробности 
см.  в  Примечании). Эти наблюдения позволяют 
предположить, что часть обнаруженных в экспе
рименте контактов между трансфицированной 
плазмидой и хроматином обусловлена простран
ственной близостью в ядре, т.е. не может быть объ
яснена случайными столкновениями плазмидной 
ДНК с геномной ДНК в растворе. Мы также коли
чественно оценили долю случайных столкновений 
(см. Примечание).

Оптимизация 4С-вектора. Анализируя дан
ные, полученные в 4Сэксперименте с модифи
цированным вектором pUC19, мы столкнулись с 
проблемой: большинство (~90%) прочтений не 
содержали последовательности генома человека. 
Вместо этого прочтения выравнивались на разные 
участки плазмиды. Эта проблема наблюдалась не 
только при использовании контрольного хрома
тина и контрольной плазмиды, но и в 4Сэкспе
риментах с клетками HEK293T, трансфицирован
ными модифицированным вектором pUC19 без 

контроля. Детальный анализ распределения и 
структуры прочтений показал, что это явление 
может быть связано с лигированием различных 
фрагментов плазмиды на этапе внутрихромати
нового лигирования. Это происходит потому, что 
плазмидная ДНК гидролизуется не только в пред
полагаемых сайтах рестрикции NlaIII и  TaiI, но 
и в других сайтах NlaIII и  TaiI, присутствующих 
в плазмиде. В  условиях, способствующих лиги
рованию близкорасположенных участков ДНК, 
фрагменты, происходящие из одной молекулы 
плазмиды, с большей вероятностью подвергаются 
лигированию в cisположении, и это явление мы 
назвали «самолигированием». В соответствии со 
значительным преобладанием cis-взаимодействий 
над trans-, характерным для 3Сданных  [20], про
чтения, содержащие только плазмидные последо
вательности, составляют ~90% от общего количе
ства данных.

Высокая частота лигирования между фраг
ментами плазмидной ДНК, как описано выше, 
может быть объяснена преобладанием cis- (внутри 
плазмиды) над trans- (плазмида–геном) простран
ственными контактами и поэтому неизбежна 
в 3Сэксперименте. Однако эта проблема может 
быть решена, если в плазмидном векторе будут 
отсутствовать множественные сайты гидролиза. 
В этом случае cis-лигирование восстановит исход
ную молекулу плазмиды, которая изза своей дли
ны (>1000 п.н.) будет исключена из 4Cбиблиотеки 
на этапах ПЦР и секвенирования NGS. Поэтому для 
решения проблемы самолигирования плазмиды 
мы стремились модифицировать последователь
ность плазмиды таким образом, чтобы она содер
жала только один сайт рестрикции NlaIII и MseI (в 
данной конструкции вектора мы используем MseI 
вместо TaiI на этапе гидролиза очищенной ДНК). 
Трудность этой задачи в том, что оба фермента  
являются мелкощепящими эндонуклеазами ре
стрикции (что важно для разрешения метода, 
см. выше), и поэтому во всех функциональных эле
ментах доступных плазмидных векторов присут
ствуют многочисленные сайты узнавания этих фер 
ментов.

Чтобы преодолеть это ограничение, мы заме
нили ген устойчивости к ампициллину геном 
устойчивости к хлорамфениколу, лишенным сай
тов рестрикции в промоторной области. Однако 
ориджин репликации и тело гена хлорамфеникола 
попрежнему содержали сайты рестрикции NlaIII 
и MseI. Мы внесли однонуклеотидные замены в 
кодирующую часть гена устойчивости к хлорам
фениколу таким образом, чтобы сохранить ами
нокислотную последовательность неизменной. 
Выбор альтернативных нуклеотидов основывался 
на частоте встречаемости кодонов у E. сoli [21]. 
В  ориджине репликации замены производились 
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случайным образом, поскольку у нас отсутство
вала возможость предсказать их функциональ
ные последствия. В  результате мы разработали 
новую последовательность плазмиды, адаптиро
ванную для 4Сэксперимента, содержащую только 
два целевых сайта рестрикции p4CSCS: (plasmid 
for 4C with Single Cutter Sites), схематично изобра
женную на рис. 1, б (карта плазмиды и ее последо
вательность представлены на рис. П3 и в тексте 1 
в  Приложении). Она содержит регионы связыва
ния праймеров и необходимые для размножения 
E. coli элементы, такие как ориджин репликации и 
ген устойчивости к хлорамфениколу. Общая длина 
вектора составляет 1826 п.н.

Мы использовали этот улучшенный плазмид
ный вектор в 4Сэксперименте на клетках HEK293T. 
Полученные 4Сбиблиотеки содержали значитель
ную долю контактов между плазмидой и гено
мом  – около  81%. Таким образом, мы получили 
подтверждение того, что наблюдавшаяся в пре
дыдущих экспериментах высокая частота про
чтений, соответствующих плазмидной последова
тельности, была обусловлена наличием в векторе 
нескольких сайтов рестрикции. Полученные ре
зультаты наглядно демонстрируют преимущество 
разработанной последовательности плазмиды для 
4Сэкспериментов.

Хотя контакты между плазмидой и геномом 
хорошо представлены, в 4Сбиблиотеках сохра
няются прочтения, включающие в себя только 
плазмидные последовательности. Такие продукты 
составляют ~20% данных. Согласно визуализации 
в IGV, большинство таких прочтений затрагивает 
область, включающую сайт рестрикции NlaIII. Это 
наблюдение поднимает вопрос о происхождении 
таких прочтений: образуются ли они в результате 
неполного гидролиза ферментом NlaIII, или же мо
лекулы плазмиды были гидролизованы, но затем 
лигированы обратно с восстановлением молекулы 
плазмиды?

Чтобы проверить эти гипотезы, мы подготови
ли 4Сбиблиотеки, в которых хроматин после гид
ролиза ферментом NlaIII обрабатывали фрагмен
том Kленова ДНКполимеразы I E. coli. В результате 
гидролиза ферментом NlaIII образуются 3′концы, 
которые удаляются 3′→5′ экзонуклеазной актив
ностью фрагмента Кленова. Последующее лигиро
вание концов плазмиды создает специфическую 
последовательность, отличную от последователь
ности непереваренной плазмиды. Таким обра
зом, при секвенировании продуктов лигирования 
становится возможным различать молекулы, 
происходящие из негидролизованной плазмиды 
(содержащие последовательность 5′...TCTGACCATG
AGGAGA...3′, включающую сайт рестрикции NlaIII 
5′...CATG...3′) и молекулы, которые были гидро
лизованы NlaIII, но затем лигированы обратно 

(содержащие укороченную последовательность, 
после удаления 3′концов фрагментом Кленова 5′...
TCTGACAGGAGA...3′, без сайта рестрикции NlaIII).  
Данные секвенирования, полученные в шести 
независимых экспериментах, показали, что коли
чество негидролизованных продуктов (со средней 
долей 4,82%  от  всех прочтений) почти в 30  раз 
превышало количество молекул, которые были 
гидролизованы и лигированы обратно (средняя 
доля  – 0,17%  от  всех прочтений). Это указывает 
на то, что молекулы, содержащие неповрежден
ную последовательность плазмиды, в основном 
обусловлены неэффективным гидролизом фермен 
том NlaIII.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы представляем метод, по
зволяющий выявлять пространственные контак
ты между плазмидной ДНК, введенной в клетку, 
и геномом клетки. Наши эксперименты показали 
многообещающие результаты: 4Cпротокол позво
ляет эффективно детектировать контакты между 
плазмидной и геномной  ДНК. Хотя взаимодей
ствия, представляющие собой контакты между ге
номными локусами, происходят примерно в мил
лион раз чаще, чем между геномом и плазмидой 
(согласно соотношению длины генома человека и 
приблизительной длины используемых в экспе
рименте плазмид), значительная часть контактов, 
обнаруживаемых в 4Сэксперименте, представляет 
собой взаимодействие геномной и плазмидной 
ДНК. Оптимизировав дизайн плазмидного век
тора, мы добились снижения доли cisконтактов, 
уровень которых высок для 3Сметодов изза внут
римолекулярного лигирования молекул, в том 
числе плазмиды. В перспективе специфичность и 
информативность этого метода могут быть повы
шены за счет более эффективного гидролиза хро
матина. Это подтверждается нашим наблюдением 
о том, что часть неинформативных продуктов 
происходит из негидролизованных плазмидных  
молекул.

Следует отметить, что в  3С данные, не отра
жающие смысловые контакты (или «шум»), как 
ожидается, распределены равномерно и поэтому 
не должны препятствовать выявлению повышен
ной частоты контактов между плазмидой и кон
кретными геномными локусами. Однако высокий 
уровень «шума» может потребовать более глубо
кого секвенирования для детектирования специ
фических взаимодействий.

Мы предлагаем несколько вариантов приме
нения разработанного метода.

• Вопервых, предложенный подход может 
быть использован для исследования локализации 
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самих плазмидных молекул. В  настоящее время, 
несмотря на широкое применение плазмид в каче
стве векторов для экзогенной экспрессии генов в 
генной инженерии и научных исследованиях, рас
пределение трансфицированных плазмид в ядре 
клетки остается во многом неясным [22–24].

• Вовторых, предлагаемый дизайн экспе
римента позволяет проверить, как встроенные в 
плазмиду последовательности ДНК с различными 
эпигенетическими свойствами (активные и неак
тивные участки генома, GCбогатые и GCбедные 
регионы, сайты связывания белков Polycomb и HP1 
и  т.д.) будут влиять на локализацию плазмиды. 
Это может быть применимо в изучении компарт
ментов, образующихся в результате фазовой сепа
рации ядра. Хотя известно, что в ядре происходит 
пространственное разделение активного и неак
тивного хроматина, вопрос о том, сколько всего 
образуется фаз (или субкомпартментов), остается 
открытым  [25, 26]. Компартментализация ядра 
активно изучается с точки зрения белков. В то же 
время это явление может быть рассмотрено и с 
точки зрения роли мотивов ДНК, с которыми свя
зываются белки, участвующие в фазовом разделе
нии. Несколько таких последовательностей ДНК, 
необходимых для формирования специфического 
паттерна контактов локуса, уже обнаружено. На
пример, с помощью методов HiC и ChIPseq были 
идентифицированы последовательности ДНК, 
определяющие профиль контактов для Polycomb
репрессированных локусов в эмбрионах дрозофи
лы [27]. В остальном генетические детерминанты 
компартментализации остаются неизвестными. 
Для их выявления мы предлагаем 4Сметод с плаз
мидой, применяя его для оценки влияния раз
личных последовательностей ДНК на паттерн 
контактов плазмиды с геномом. В  перспективе 
метод может быть использован в качестве осно
вы для крупномасштабных скрининговых иссле 
дований.

• Метилирование ДНК изменяет трехмерную 
организацию генома и доступность хроматина, 
привлекая белки, такие как HP1, которые в резуль
тате фазового разделения формируют блоки гете
рохроматина  [25, 28, 29]. Метилирование сайтов 
связывания CTCF нарушает его ассоциацию с ДНК, 
приводя к изменениям в архитектуре генома [30]. 
В  целом, метилирование влияет на способность 
транскрипционных факторов связываться с ДНК, 
причем в зависимости от фактора транскрипции 
метилирование может приводить как к увеличе
нию, так и к уменьшению аффинности связыва
ния in vitro [31]. Однако это не было подтверждено 
in vivo [28]. Мы предлагаем использование мето
да 4C с in vitro 5mCметилированной плазмидной 

ДНК как стратегический подход для локализации 
метилированных локусов ДНК in vivo и выяснения, 
объединяются ли они в отдельные субкомпарт 
менты.

• Метод 4C с плазмидой может быть исполь
зован для изучения репарации ДНК. Плазмида с 
модифицированными нуклеотидами, такими как 
включения 8оксогуанина, или другими модифи
кациями, вероятно, будет локализована в специ
фических компартментах репарации ДНК, сборка 
которых инициируется активированными PARP1 и 
FUS [32]. 4CЭксперимент может быть использован 
для захвата локусов, привлеченных к компарт
менту репарации ДНК, а также для отслеживания 
динамики его формирования.

Полученные результаты дают основания 
полагать, что усовершенствованный экспери
мент  4C с плазмидой будет полезен в областях 
3Dгеномики, регуляции транскрипции и эпиге 
нетики.
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Chromosome conformation capture techniques have revolutionized our understanding of chromatin ar
chitecture and dynamics at the genomewide scale. In recent years, these methods have been applied 
to a diverse array of species, revealing fundamental principles of chromosomal organization. However, 
structural organization of the extrachromosomal entities, like viral genomes or plasmids, and their inter
actions with the host genome, remain relatively underexplored. In this work, we introduce an enhanced 
4Cprotocol tailored for probing plasmid DNA interactions. We design specific plasmid vector and opti
mize protocol to allow high detection rate of contacts between the plasmid and host DNA.
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Комплекс дозовой компенсации, состоящий из пяти белков и двух некодирующих РНК roX, спе-
цифично связывается с Х-хромосомой самцов, обеспечивая более высокий уровень экспрессии 
генов, что необходимо для компенсации моносомии половой хромосомы у самцов дрозофилы 
по сравнению с двумя Х-хромосомами самок. Белок MSL2 содержит N-концевой RING-домен, вы-
полняющий роль Е3-лигазы при убиквитинировании белков, и является единственной субъеди-
ницей комплекса, которая экспрессируется только у самцов. В работе проведено исследование 
функциональной роли двух C-концевых доменов белка MSL2, обогащенных пролином (Р-домен) 
и основными аминокислотами (B-домен). В результате было показано, что В-домен дестабилизи-
рует белок MSL2, что связано с наличием двух лизинов, убиквитинирование которых находится 
под контролем RING-домена MSL2. Неструктурированный пролин-богатый домен стимулирует 
транскрипцию гена roХ2, что необходимо для эффективного формирования комплекса дозовой 
компенсации.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: дозовая компенсация, длинные некодирующие РНК, MSL1, roX, MSL-ком-
плекс, убиквитинирование.

DOI: 10.31857/S0320972524040069 EDN: ZFLNSA

Принятые сокращения: КДК  – комплекс дозовой 
компенсации; НТО – нетранслируемая область; СПП – 
сайты первичной посадки; U – ген Ubiquitin-63E.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Дозовая компенсация  – это явление вырав-
нивания уровней экспрессии генов у организмов 
с разным числом половых хромосом. Механизмы 
дозовой компенсации у насекомых были исследо-
ваны на примере модельного объекта Drosophila 
melanogaster [1–4]. В основе дозовой компенсации 
у дрозофилы лежит формирование РНК-белкового 
комплекса, привлекаемого на Х-хромосому самцов 
и повышающего экспрессию генов на ней пример-
но в 2 раза. В состав комплекса дозовой компенса-
ции (КДК) дрозофилы входит пять белков (MSL1, 
MSL2, MSL3, MOF и MLE) и две длинные некодиру-
ющие РНК (roX1 и roX2). Субъединицы комплекса 
дозовой компенсации являются высококонсерва-
тивными среди животных, и комплекс, состоящий 
из белков MSL1, MSL2, MSL3 и MOF, играет важную 
роль в регуляции транскрипции, но не дозовой 
компенсации у человека [5, 6].

Белок MSL2 экспрессируется исключительно у 
самцов и считается ключевым компонентом ком-
плекса дозовой компенсации [1, 2]. В составе MSL2 
(рис. 1, а), состоящего из 773 а.о., можно выделить 
два высококонсервативных домена: N-концевой 
RING-домен и СХС-домен [4, 7]. RING-Домен является  
консервативным доменом в MSL2 белках челове-
ка и дрозофилы, выполняет функцию убиквитин-
Е3-лигазы, которая обеспечивает убиквитинирова-
ние специфичных субстратов, включая основные 
субъединицы КДК [8, 9]. Одновременно RING-домен 
участвует во взаимодействии MSL2 c N-концевым 
двухспиральным доменом белка MSL1, который 
организует гомодимер  [10–13]. MSL1 и MSL2 фор-
мируют коровую часть комплекса, которая может 
специфично связываться с некоторыми сайтами 
Х-хромосомы самцов независимо от других субъ-
единиц КДК [10]. Белки MSL3 и ацетилтрансфера-
за MOF взаимодействуют с C-концевым доменом 
MSL1, получившим название РЕНЕ [14, 15]. Хели-
каза MLE, принадлежащая к семейству ATP-зависи-
мых РНК/ДНК-хеликаз, специфично ремоделирует 
вторичную структуру РНК  roX, что увеличивает 
эффективность их участия в формировании ком-
плекса дозовой компенсации [16–18]. Второй кон-
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сервативный домен MSL2, СХС-домен  (Zn3Cys9), 
является единственным найденным ДНК-связы-
вающим доменом в составе белков КДК дрозо-
филы [19]. Структурный анализ показал, что два 
СXC-домена способны специфично связывать 
GA-повторы [20].

Неполный комплекс дозовой компенсации, 
включающий коровую часть комплекса MSL1–MSL2, 
связывается примерно с 200 сайтами на Х-хромосо-
ме, названными сайтами первичной посадки, СПП 
(в англоязычной литературе  – первичные сайты 
входа в хроматин  (CES)  [21] или сайты высокого 
сродства (HAS) [22]). В районе СПП были найдены 
богатые GA-повторами ДНК-элементы, c которыми 
может связываться CXC-домен белка MSL2  [23]. 
Также с СПП связывается транскрипционный фак-
тор CLAMP [24], у которого N-концевой цинковый 
палец С2Н2-типа взаимодействует с неструктуриро-
ванным участком (618–655 а.о.) белка MSL2 [25–27]. 
CLAMP имеет N-концевой гомодимеризующийся до-
мен [28] и участвует в организации дистанционных 
контактов между сайтами связывания КДК  [29]. 
Было показано, что CXC- и CLAMP-взаимодействую-
щий домены MSL2 совместно участвуют в связыва-
нии КДК с Х-хромосомой самцов [25].

Неструктурированный С-конец белка MSL2 
содержит два участка: богатый пролином (Prolin-
rich, P-домен) и обогащенный основными амино-
кислотными остатками (Basic, B-домен). В составе 
В-домена был найден один из многочисленных 
сайтов, по которому происходит самоубиквити-
нирование белка MSL2 в системе in vitro [8]. Пред-
полагается, что С-конец специфично связывается 
с РНК roX, что обеспечивает эффективную сборку 
КДК и включение в него белка MLE  [30]. Некото-
рые экспериментальные данные предполагают, 
что С-конец участвует в специфичном узнавании 
СХС-доменом GA-участков на Х-хромосоме сам-
цов  [23]. Целью настоящего исследования стало 
выяснение функциональной роли С-концевых 
участков белка MSL2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка конструкций. Для экспрессии 
3xFLAG-тагированного MSL2 полноразмерные ва-
рианты MSL2 (дикого типа и с делециями участ-
ков, соответствующих Р- и В-доменам белка) были 
объединены с 3xFLAG на C-конце и клонированы в 
экспрессионный вектор. Данный вектор содержит 
сайт  attB для φС31-зависимой интеграции, силь-
ный промотор гена Ubiquitin-63E с его 5′-нетранс-
лируемой областью (НТО), последний интрон 
гена dctcf с его 3′-НТО и сигналом полиаденилиро-
вания, а также сигнал полиаденилирования виру-
са  SV40; безинтронный ген yellow использовался 

в качестве репортера для поиска трансформантов. 
Подробности процедур клонирования, последо-
вательности праймеров и плазмид доступны по 
запросу.

Скрещивание мух, поддержание трансген-
ных линий. Линии D. melanogaster содержали при 
25 °C на стандартной дрожжевой среде. Транс-
генные конструкции инъецировали в пребласто-
дермальные эмбрионы. Встройка конструкций в 
геном осуществлялась с помощью φC31-опосре-
дованной сайт-специфической интеграции в ло-
кусе 86F8 в соответствующую линию со встроен-
ным сайтом attP [31]. Полученные после инъекции 
мухи скрещивались с мухами лабораторной ли-
нии y1w1118, и трансгенное потомство идентифици-
ровали по пигментации кутикулярных структур. 
Гомозиготные линии получали путем серии скре-
щиваний через балансерные хромосомы. Линии, 
летальные в гомозиготном состоянии, поддержи-
вали на балансерных хромосомах. Подробности 
скрещиваний доступны по запросу.

Антитела. Антитела против MSL1 [423–1030], 
MSL2 [421–540], CLAMP [222–350] были получены у 
кроликов и очищены из сыворотки методом фрак-
ционирования сульфатом аммония с последующей 
аффинной очисткой на CNBr-активированной се-
фарозе («GE Healthcare», США) или Aminolink Resin 
(«ThermoFisher Scientific», США) в соответствии со 
стандартными протоколами. Использовали мы-
шиные моноклональные антитела против эпи-
топа FLAG (клон M2) («Sigma», США).

Подготовка экстракта мух. 20 взрослых мух 
гомогенизировали пестиком в 200 мкл 1× PBS, со-
держащем 1%  β-меркаптоэтанола, 10  мМ  PMSF и 
коктейль (1 : 100) ингибиторов протеаз Calbiochem 
Complete Protease Inhibitor Cocktail  VII («Merck», 
Германия). Суспензию обрабатывали ультразву-
ком 3 раза по 5 с при 5 Вт. Затем добавляли 200 мкл 
буфера для нанесения образцов 4×SDS-PAGE, смесь 
инкубировали в течение 10 мин при 100 °C и цен-
трифугировали при 16 000 g в течение 10 мин.

Иммуноокрашивание политенных хромо-
сом. Личинки 3-го возраста D. melanogaster выра-
щивали при 18 °C в стандартных условиях. Окра-
шивание политенных хромосом проводили, как 
описано ранее  [32]. Использовались следующие 
первичные антитела: кроличьи анти-MSL1 в раз-
ведении 1 : 100, кроличьи анти-MSL2 в разведении 
1 : 100 и моноклональные мышиные анти-FLAG в 
разведении 1 : 100. Вторичные антитела – слитые 
с Alexa Fluor 488 козьи анти-мышиные в разведе-
нии 1 : 2000 и слитые с Alexa Fluor 555 козьи анти-
кроличьи в разведении 1 : 2000 («Invitrogen», США). 
Политенные хромосомы параллельно окраши-
вали DAPI («AppliChem», Германия). Изображения 
получали на флуоресцентном микроскопе Nikon 
Elclipse  Ti с использованием цифровой камеры 
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Nikon DS-Qi2 («Nikon», Япония), обрабатывали с по-
мощью программного обеспечения ImageJ 1.50c4 и 
Fiji bundle 2.0.0-rc-46. Было выполнено 3–4 незави-
симых окрашивания и получено по 4–5 образцов 
политенных хромосом для каждой трансгенной 
линии, экспрессирующей MSL2.

Иммунопреципитация хроматина. Под-
готовку хроматина проводили, как описано ра-
нее [33, 34] с некоторыми модификациями. 500 мг 
взрослых 2–3-дневных мух замораживали в жид-
ком азоте и измельчали в гомогенизаторе Пот-
тера в 10 мл буфера A (15 мМ HEPES-KOH (pH 7,6); 
60 мМ KCl; 15 мМ NaCl; 13 мМ EDTA; 0,1 мМ EGTA; 
0,15 мМ спермина; 0,5 мМ спермидина; 0,5% NP-40; 
0,5 мМ DTT; 0,5 мМ PMSF и коктейль ингибиторов  
протеаз (1 : 100) Calbiochem Complete Protease In-
hibitor Cocktail V («Merck»)). Затем суспензию гомоге-
низировали в гомогенизаторе Даунса и фильтрова- 
ли через 70-мкм найлоновую сеточку («BD Biosci-
ences», США). Ядра осаждали центрифугировани-
ем (4000 g, 4 °C) в течение 5  мин в буфере А с до- 
бавлением 10%  сахарозы, ресуспендировали в 
буфере для промывки (15 мМ HEPES-KOH (pH 7,6); 
60  мМ  KCl; 15  мМ  NaCl; 1  мМ  EDTA; 0,1  мМ  EGTA; 
0,1% NP-40; коктейль (1 : 100) ингибиторов протеаз 
Calbiochem Complete Protease Inhibitor Cocktail  V) 
и сшивали в 1%-ном формальдегиде в течение 
15 мин при комнатной температуре. Сшивку оста-
навливали путем добавления глицина до конеч-
ной концентрации 125 мМ. Ядра промывали тремя 
порциями по 10 мл буфера для промывки и ресус-
пендировали в 1  мл лизис-буфера (15  мМ  HEPES 
(pH  7,6); 140  мМ  NaCl; 1  мМ  EDTA; 0,1  мМ  EGTA; 
1%  Triton  X-100; 0,5  мМ  DTT, 0,1%  натрия деокси-
холата; 0,1%  SDS, коктейль (1 : 100) ингибиторов 
протеаз Calbiochem Complete Protease Inhibitor 
Cocktail V). Суспензию обрабатывали ультразвуком 
20 × 30 с (с интервалами в 60 с) на льду, аликвоту 
(50 мкл) использовали для проверки эффективно-
сти обработки хроматина и измерения концен-
трации  ДНК. Остатки мембран удаляли центри-
фугированием при 14 000 g, 4 °C в течение 10 мин, 
хроматин предварительно очищали с помощью 
Protein A-агарозы («ThermoFisher Scientific»), бло-
кированной БСА и ДНК спермы лосося. Образцы, 
содержащие 10–20  мкг эквивалента ДНК в 1  мл 
лизис-буфера, инкубировали на протяжении 
ночи при 4 °C с антителами против MSL1 (1 : 500), 
MSL2 (1 : 200) и CLAMP (1 : 200) либо с неспецифи-
ческими IgG  кролика (контроль). Затем к смеси 
лизата с антителами добавляли блокированную  
Protein A-агарозу и инкубировали при 4 °C в тече-
ние 5 ч. После трех раундов промывки лизис-бу-
фером, содержащим 500 мМ NaCl, и однократной 
промывкой TE-буфером (10  мМ  Tris-HCl (pH  8,0); 
1 мМ EDTA) ДНК элюировали, проводя инкубацию 
в буфере для элюции (50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0); 

1 мМ EDTA; 1% SDS) при 65 °C; белки и РНК удаля-
ли путем добавления протеиназы К и РНКазы А. 
ДНК очищали при помощи фенол-хлороформной 
экстракции с последующим переосаждением. Обо-
гащение специфических фрагментов ДНК анали-
зировали методом ПЦР с детекцией результатов 
в режиме реального времени на QuantStudio 12K 
Flex Cycler («Applied Biosystems», США).

Для каждой линии мух было получено три 
независимых образца хроматина. Результаты 
иммунопреципитации хроматина представлены 
в виде процента обогащения ДНК тестируемого 
района после иммунопреципитации по отноше-
нию к ДНК хроматина до иммунопреципитации, 
нормализованного относительно положительного 
контроля (геномный сайт вне СПП, с которым свя-
зывается изучаемый белок). Кодирующий участок 
гена тубулина-γ37C (не содержащий участков свя-
зывания для тестируемых белков) использовался 
в качестве отрицательного контроля; аутосом-
ный MSL1-связывающий район  26E3, MSL2-свя-
зывающий район  25A3 и CLAMP-связывающий 
район  39A1 использовались в качестве положи-
тельных контролей.

Выделение РНК и количественный анализ. 
РНК выделяли из взрослых 2–3-дневных самцов 
и самок при помощи реагента TRI («Molecular 
Research Center», США) в соответствии с инструк-
циями производителя. РНК обрабатывали двумя 
единицами ДНКазы I Turbo («ThermoFisher Sci-
entific») в течение 30 мин при 37 °C для удаления 
геномной ДНК. Для синтеза кДНК брали 2  мкг 
выделенной РНК, 50 ед. обратной транскриптазы 
ArrayScript («ThermoFisher Scientific») и 1 мкМ оли-
го(dT) в качестве праймера. Количество специфи-
ческих фрагментов кДНК, соответствующих roX1 
и roX2, определяли методом ПЦР с детекцией ре-
зультатов в режиме реального времени. Для каж-
дого образца РНК было проведено не менее трех 
независимых измерений. Относительный уровень 
экспрессии мРНК был рассчитан по стандартной 
кривой, построенной путем разведения геном-
ной ДНК, что позволило учитывать различия в 
эффективности разных пар праймеров. Индивиду-
альные значения экспрессии были нормированы 
относительно мРНК RpL32.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование функциональной роли B- и 
P-доменов белка MSL2. Неструктурированный 
С-конец MSL2  (рис. 1,  а) содержит богатую про-
лином область (Proline-rich, P-домен; 685–713 а.о.) 
и район, богатый основными аминокислотами 
(Basic-rich, B-домен; 715–728 а.о.). Оба района име-
ют умеренный уровень консервативности среди  
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Рис. 1. Структурная организация белка MSL2. а  –  Схема белка MSL2. Показаны основные домены: RING, CXC, 
CLAMP-взаимодействующий, Р и  В. б  –  Выравнивание (Clustal Omega) последовательности C-концевой части 
белка MSL2 у хорошо исследованных видов Drosophilidae. Р-Домен выделен оранжевой рамкой, В-домен  – 
зеленой

разных видов дрозофилы (рис. 1, б). Однако в не-
скольких исследованиях  [30,  35–37] были полу-
чены экспериментальные данные, согласно кото-
рым С-концевая область MSL2 взаимодействует с 
РНК  roX. Более того, взаимодействие MSL2 с  roX 
важно для специфического рекрутирования КДК 
на Х-хромосому самцов [36, 37]. Ранее было пока-
зано, что делеция участка 743–773 а.о. не влияет на 
функции белка MSL2 in vivo [30]. Вследствие этого 
мы исследовали в данной работе функциональную 
роль прилегающих Р- и В-доменов белка MSL2.

С этой целью были получены варианты кДНК 
MSL2 с делециями последовательностей, коди-
рующих участки 685–713 а.о.  (MSL2ΔP) или 715– 
728  а.о.  (MSL2ΔB). Для экспрессии целевых бел-
ков кДНК встраивали в экспрессирующий век-
тор  (рис. 2, а) под контроль сильного промотора 
гена Ubiquitin-63E (U). кДНК для белка MSL2 не со-
держала некодирующих частей мРНК гена  msl-2, 
в которых находятся мотивы связывания для ре-
прессора трансляции Sxl у самок [38]. В результате 
трансген U:msl-2WT на одинаковом уровне экспрес-
сируется у самцов и самок.

Клонируемые кДНК были слиты в единой рам-
ке с последовательностью, кодирующей 3 копии 
FLAG-эпитопа. Полученные трансгены (U:msl-2ΔP 
и U:msl-2ΔB) были интегрированы в область  86F8 
на 3-й хромосоме с использованием системы ре-
комбинации, основанной на интегразе φC31 [31]. 
В качестве контроля использовали полученную ра-
нее линию U:msl-2WT (86Fb), экспрессирующую бе-
лок MSL2 дикого типа, MSL2WT-FLAG [25]. Для опре-
деления уровня экспрессии мутантных вариантов 
MSL2 по отношению к контролю количество белка 

детектировали при помощи иммуноблот-анализа 
экстрактов, полученных из взрослых мух (рис. 2, б). 
Оказалось, что белок MSL2ΔP-FLAG экспрессируется 
на сравнимом с MSL2WT-FLAG уровне, в то же вре-
мя экспрессия MSL2ΔB-FLAG оказалась увеличена 
по сравнению с MSL2WT-FLAG в 2–3 раза.

На участке 715–728  а.о. находятся два после-
довательно расположенных лизина (К715К716), 
убиквитинирование которых in vitro катализиру-
ется RING-доменом белка MSL2 [8]. Остальные ли-
зины, убиквитинирующиеся in vitro RING-доменом, 
были локализованы в районе 420–510 а.о. [8]. Для 
выяснения вклада лизинов К715К716 в стабиль-
ность белка MSL2 были получены конструкции 
под контролем Ubiquitin-63E-промотора для транзи-
ентной экспрессии в культуре клеток S2 (рис. 2, в): 
MSL2WT-FLAG (контроль), MSL2ΔRING-FLAG (делеция 
RING-домена в белке  MSL2) и MSL2ΔB-FLAG. Уро-
вень экспрессии вариантов MSL2 был детекти-
рован при помощи иммуноблот-анализа. Белки 
MSL2ΔB-FLAG и MSL2ΔRING-FLAG экспрессировались 
на примерно одинаковом уровне, превышающем 
в несколько раз экспрессию MSL2WT-FLAG. Таким 
образом, можно предположить, что аминокисло-
ты К715К716 являются основными мишенями для 
самоубиквитинирования, снижающими стабиль-
ность белка MSL2.

Для выяснения функциональной роли Р- и 
В-доменов в дозовой компенсации была иссле-
дована способность мутантных вариантов белка 
восстанавливать выживаемость самцов, гомо-
зиготных по нуль-мутации msl2γ227 (2-я хромосо-
ма), которая приводит к полной инактивации 
гена msl-2  [7]. Мутация msl2γ227 вызывает гибель 



ФУНКЦИИ С-КОНЦЕВЫХ ДОМЕНОВ БЕЛКА MSL2 627

БИОХИМИЯ том 89 вып. 4 2024

а

б

г

в

д

Рис. 2. Получение трансгенных линий, экспрессирующих мутантные белки MSL2. а – Схема используемого 
экспрессирующего вектора. Показаны промотор и 5′-НТО гена Ubiquitin-63E, последний интрон, 3′-НТО и сиг-
нал полиаденилирования (полиА) гена dctcf, а также сигнал полиаденилирования из вируса SV40. Под схемой 
вектора представлены варианты MSL2, штрих-линиями указаны места вносимых делеций. б – Иммуноблот-
анализ белковых экстрактов, полученных из взрослых мух, экспрессирующих различные варианты MSL2, та-
гированные FLAG-эпитопом (WT, ΔP, ΔB). Иммуноблот-анализ проводили с использованием антител, специ-
фично узнающих FLAG и GAF (контроль нанесения материала). в – Сравнение экспрессии в S2-клетках белков  
MSL2WT-FLAG, MSL2ΔRING-FLAG и MSL2ΔB-FLAG. Иммуноблот-анализ проводили с использованием антител, специ-
фично узнающих FLAG и ламин (контроль нанесения материала). г – Сравнение жизнеспособности (в относи-
тельных единицах) взрослых самцов msl2γ227/msl2γ227, в которых были экспрессированы варианты MSL2-3хFLAG 
(WT, ΔP, ΔB). Соотношение самцов msl2γ227/CyO, экспрессирующих варианты MSL2, использовали в качестве  
внутреннего контроля, демонстрирующего нормальную жизнеспособность. Отношение взрослых самцов ли-
нии y1w1118; +/+ к самцам y1w1118; +/CyO использовали как показатель выживаемости линии дикого типа. На гис-
тограмме показаны средние значения со стандартными отклонениями, полученными по результатам трех 
независимых экспериментов; * p-value < 0,05. д – Жизнеспособность (в относительных единицах) самок, гомо-
зиготных по трансгену, по отношению к взрослым самцам, экспрессирующим варианты MSL2. На гистограмме 
показаны средние значения со стандартными отклонениями, полученными по результатам трех независимых 
экспериментов; ** p-value < 0,01

100%  самцов преимущественно на эмбриональ-
ной и ранней личиночной стадии и не влияет на 
выживаемость самок. Для исследования были по-
лучены трансгенные линии msl2γ227/СyO; U:msl-2*/
TM6,  Tb, в которых msl2γ227 и трансгены U:msl-2* 
были выведены соответственно на балансерах 
СyO (2-я хромосома) и TM6, Tb (3-я хромосома). Экс-
прессия вариантов MSL2 была исследована только 
у самцов, которые имеют одну копию трансгена 
(U:msl-2*/TM6, Tb). При этом проводилось сравне-
ние выживаемости самцов, гомозиготных по нуль-
мутации (msl2γ227/msl2γ227), по отношению к самцам 

msl2γ227/СyO (контроль), имеющим нормальную 
выживаемость. В  результате было показано, что 
выживаемость самцов, экспрессирующих MSL2ΔP 
и MSL2WT на фоне нуль-мутации в гомозиготе, не-
много ниже, чем у контрольных самцов, в то вре-
мя как у MSL2ΔB – является сравнимой с контроль-
ными самцами (рис. 2, г; табл. 1). Таким образом, 
делеция Р-домена не оказывает видимый эффект 
на активность MSL2 в дозовой компенсации, в 
то же время MSL2ΔВ функционирует эффективней  
MSL2WT, что, вероятно, связано с большей стабиль-
ностью данного варианта MSL2.
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Таблица 1. Исследование выживаемости самцов 
(позитивная функция дозовой компенсации)

Трансгенная линия msl2γ227/
msl2γ227

msl2γ227/ 
CyO

U:msl-2WT/TM6, Tb 138 ± 3,2 163 ± 1,1

U:msl-2ΔP/TM6, Tb 112 ± 5,2 145 ± 3,1

U:msl-2ΔB/TM6, Tb 90 ± 1,2 86 ± 2,3
Примечание. Анализ соотношения самцов с гено-
типом msl2γ227/msl2γ227; U:msl-2*/TM6 к самцам с ге-
нотипом msl2γ227/CyO; U:msl-2*/TM6, которые были 
получены в результате скрещивания (F0) самцов с ге-
нотипом msl2γ227/CyO; U:msl-2WT/TM6 c самками с гено-
типом msl2γ227/msl2γ227; U:msl-2WT/TM6.

Таблица 2. Исследование выживаемости самок 
(негативная функция дозовой компенсации)

Трансгенная линия MSL2/MSL2  
самцы

MSL2/MSL2  
самки

U:msl-2WT/TM6, Tb 141,0 ± 2,2 35,0 ± 0,6

U:msl-2ΔP/U:msl-2ΔP 162,0 ± 5,2 159,0 ± 3,1

U:msl-2ΔB/U:msl-2ΔB 114,0 ± 2,8 8 ± 2
Примечание. Анализ соотношения самок U:msl-2*/
U:msl-2* по отношению к самцам U:msl-2*/U:msl-2* 
или U:msl-2*/TM6, Tb.

Ранее была описана чувствительная модель-
ная система для исследования дозовой компенса-
ции, которая основана на эктопической экспрессии 
MSL2 у самок, в результате которой происходит 
сборка функционального КДК [39, 40]. Чем эффек-
тивнее собирается КДК на Х-хромосоме, тем силь-
нее увеличивается транскрипция генов, что пря-
мо коррелирует со снижением жизнеспособности 
самок в результате разбалансировки профиля экс-
прессии генов. Как и ожидалось (рис. 2, д; табл. 2), 
самки, несущие гомозиготный трансген U:msl-2WT, 
характеризуются сниженной жизнеспособностью 
(около 25% относительно самцов).

У самок, гомозиготных по трансгену U:msl-2ΔВ, 
происходит дальнейшее снижение выживаемости. 
Неожиданно у самок, гомозиготных по трансгену 
U:msl-2ΔР, выживаемость близка к норме. Таким 
образом, делеция Р-домена у белка MSL2 приводит 
к частичному нарушению дозовой компенсации 
только в более чувствительной модельной системе.

Сравнение связывания MSL1 и MSL2 у сам-
цов и самок, экспрессирующих варианты MSL2. 
Для исследования эффективности связывания КДК 
с Х-хромосомой самцов наиболее часто использу-
ют иммуноокрашивание политенных хромосом, 
выделенных из слюнных желез личинок дрозофи-
лы, что позволяет визуализировать белки на ин-
терфазном хроматине [10, 41–43]. В линии msl2γ227;  
U:msl-2WT белки MSL1 и MSL2 эффективно связыва-
ются только с Х-хромосомой (рис. 3, а). Аналогич-
ные результаты были получены на политенных 
хромосомах самцов линии, экспрессирующей 
MSL2ΔP. Таким образом, результаты связывания 
белков MSL1 и MSL2 с политенными хромосома-
ми полностью подтверждают результаты функ-
ционального теста (рис. 2, г), согласно которому у 
самцов, экспрессирующих MSL2ΔP, не происходит 
нарушений в процессе формирования комплекса 
дозовой компенсации.

Аналогичное исследование было проведено на 
политенных хромосомах из слюнных желез личи-

нок самок  (рис. 3, б и в), экспрессирующих вари-
анты белка MSL2. В личинках, экспрессирующих 
MSL2WT, белки MSL1 и MSL2 покрывают всю Х-хро-
мосому, за исключением нескольких небольших 
районов. Однако связывание MSL-белков с Х-хро-
мосомой у самок менее интенсивно по сравне-
нию с самцами. Это объясняется тем, что у самок 
значительно слабей экспрессируются белок MSL1 
и РНК roX. Связывание MSL-белков визуально уси-
ливается на Х-хромосоме личинок, экспрессирую-
щих MSL2ΔВ, что можно объяснить значительным 
увеличением стабильности мутантного белка. По-
лученные результаты согласуются с функциональ-
ным тестом, согласно которому выживаемость са-
мок, экспрессирующих MSL2ΔВ, значительно ниже 
по сравнению с самками MSL2WT (рис. 2, д). Связы-
вание MSL2ΔР и MSL1 c Х-хромосомой самок линии 
U:msl-2ΔP значительно снижается. Интенсивное 
окрашивание антителами к MSL1 и FLAG  (MSL2) 
наблюдается только в отдельных участках хромо-
сомы, которые, по всей видимости, совпадают с 
наиболее сильными  СПП. Таким образом, MSL2ΔР 
нарушает эффективное связывание КДК с Х-хромо-
сомой самок.

Предыдущие исследования  [10,  21,  22,  41,  44] 
показали, что инактивация MSL3, или MLE, или 
РНК  roX приводила к привлечению КДК только 
к небольшой части районов, соответствующих 
основным СПП, включая области генов roX1  (3F) 
и roX2  (10C). Таким образом, вариант MSL2ΔР ана-
логичным образом приводит к снижению эффек-
тивности формирования КДК, что визуализируется 
сохранением связывания белков MSL1 и MSL2 с 
наиболее сильными СПП на Х-хромосоме и сниже-
нием связывания со вторичными сайтами привле-
чения КДК.

Для подтверждения данного предположения 
было проведено сравнение связывания белков 
MSL1, MSL2 и CLAMP c наиболее хорошо исследо-
ванными СПП на Х-хромосоме 2–3-дневных сам-
цов с помощью иммунопреципитации хрома-
тина  (рис. 3, г). Для сравнения связывания КДК 
в линиях, экспрессирующих MSL2WT и MSL2ΔР,  
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Рис. 3. Анализ связывания КДК с хроматином в трансгенных линиях мух. а – Сравнение связывания MSL1 и 
MSL2 c политенными хромосомами личинок самцов msl2γ227, экспрессирующих различные варианты MSL2 
(MSL2WT, MSL2ΔP). б – Сравнение связывания MSL1 и MSL2 c политенными хромосомами личинок самок, ге-
терозиготных по трансгену, экспрессирующему один из вариантов MSL2 (MSL2WT, MSL2ΔP, MSL2ΔB). На фото-
графиях показано иммунное окрашивание с мышиными анти-FLAG-антителами (MSL2, зеленый) и кроличьи-
ми анти-MSL1-антителами (красный). Окрашивание ДНК – DAPI (синий). в – Сравнение распределения белка 
MSL2 вдоль политенной Х-хромосомы у самок, гетерозиготных по трансгену, экспрессирующему один из ва-
риантов MSL2 (MSL2WT, MSL2ΔP). Показаны по два независимых окрашивания; окрашивание MSL2 – мышиные 
анти-FLAG-антитела (красный), ДНК – DAPI (синий). г – Сравнение связывания белков MSL1, MSL2 и CLAMP 
на СПП у самцов, экспрессирующих варианты MSL2 (WT и ΔP) на фоне msl2γ227. Красными буквами отмечены 
участки, с которыми MSL2 способен связываться напрямую, согласно данным Villa et al. [23]. Результаты пред-
ставлены в процентах обогащения ДНК после иммунопреципитации к исходной ДНК (% от исходного мате-
риала), нормированных относительно соответствующих положительных контрольных участков связывания 
MSL1 (26E3), MSL2 (25A3) и CLAMP (39A1) на аутосомах. На гистограммах показано сравнение уровня связыва-
ния белка MSL2ΔP с уровнем связывания MSL2WT (на шкале приведен к «1»). Усы показывают стандартные от-
клонения для трех независимых экспериментов; * p < 0,05

были выбраны ранее охарактеризованные репре-
зентативные СПП комплекса: сайты PionX [23], сай-
ты HAS/CES [21, 22]. В результате было обнаружено, 
что MSL2ΔР и MSL2WT связываются со всеми сайта-
ми с примерно одинаковой эффективностью. При 
этом на части сайтов наблюдается избыточное 
накопление белка MSL2ΔР, что может объясняться 
частичным перераспределением комплекса в ли-
нии, экспрессирующей MSL2ΔР. Аналогичные ре-
зультаты были получены для MSL1. Белок CLAMP 
во всех линиях связывается с тестируемыми СПП 

с одинаковой эффективностью. Таким образом, 
полученные результаты подтверждают, что MSL2ΔР 
продолжает достаточно эффективно связываться с 
СПП на Х-хромосоме.

Р-Домен определяет способность MSL2 ак-
тивировать транскрипцию. Для более деталь-
ного изучения функциональной роли Р-домена в 
процессе дозовой компенсации мы исследовали 
экспрессию РНК roX, которые являются необходи-
мыми для дозовой компенсации. У самок дикого 
типа РНК roX не экспрессируются из-за отсутствия  
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Рис. 4. Сравнение roX1 и roX2 у самок, экспрессирующих MSL2WT, MSL2ΔP, MSL2ΔB. а – Сравнение связывания 
белков MSL1, MSL2, CLAMP в линиях, экспрессирующих MSL2WT, MSL2ΔB MSL2ΔP, в районах генов roX1 и roX2; 
* p < 0,05; ** p < 0,01. б – Уровни экспрессии РНК roX1 и roX2 в личинках самцов и самок мух линии y1w1118 (ди-
кого типа) и мух, экспрессирующих MSL2WT, MSL2ΔP, MSL2ΔB, на фоне нуль-мутации msl2γ227. Гистограммы пока-
зывают изменение уровня мРНК тестируемых генов roX в линиях, экспрессирующих MSL2WT, MSL2ΔP, MSL2ΔB, 
по сравнению с уровнем экспрессии у самцов линии y1w1118 (соответствует отметке «1» на шкале). Усы показы-
вают стандартные отклонения по трем независимым измерениям; * p < 0,05

MSL-содержащего комплекса, активирующего их 
транскрипцию [45]. Экспрессия MSL2 дикого типа 
у самок приводит к значительной активации 
РНК  roX2 и в меньшей степени  – РНК  roX1  [46]. 
СПП, расположенные рядом с генами roX, необхо-
димы для стимуляции их транскрипции у самцов 
и репрессии – у самок [47, 48]. Иммунопреципита-
ция хроматина показала, что MSL2 и MSL1 эффек-
тивно связываются с этими сайтами у личинок 
самок, экспрессирующих белки MSL2WT, MSL2ΔB и 
MSL2ΔP (рис. 4, а). При этом в самках линии MSL2ΔB 
белок MSL1 связывается примерно в 1,5 раза силь-
ней с СПП roX1 и в 1,2 раза сильней – с СПП roX2 по 
сравнению с контрольной линией MSL2WT. Более 
выраженное усиление связывания с исследуемы-
ми СПП детектировалось для белка MSL2 (для СПП 
roX1  – в  1,8  раз и для СПП roX2  – в  1,6  раз силь-
ней по сравнению с контрольной линией MSL2WT). 
В  случае самок линии MSL2ΔР белок MSL1 связы-
вается с СПП roX примерно в  1,8–2  раза слабей, 
по сравнению с контрольной линией MSL2WT, а 
белок MSL2 также в 2 раза слабей – с СПП roX1 и 
примерно в  1,2  раза  – с СПП roX2. При этом свя-
зывание белка CLAMP во всех линиях остается 
одинаковым. У  самцов линии MSL2ΔР также не 
удалось детектировать статистически значимые 
изменения в силе связывания белков MSL1, MSL2, 
CLAMP с СПП roX по сравнению с контрольной ли- 
нией MSL2WT.

В последней части работы мы подтвердили, что 
экспрессия MSL2 у самок индуцирует транскрип-
цию РНК roX (рис. 4, б). Однако уровень экспрессии 
roX у таких самок воспроизводимо ниже по сравне-
нию с самцами таких же линий. Экспрессия MSL2ΔB 
у самок приводит к усилению экспрессии РНК roX 
примерно в  2  раза по сравнению с контрольной 
линией MSL2WT. Так как с СПП roX у самок данной 
линии наблюдалось и усиление связывания бел-
ков MSL1 и MSL2, можно сделать вывод, что суще-
ствует прямая корреляция между эффективностью 
связывания MSL1/MSL2 с СПП и активацией тран-
скрипции генов roX. Данный результат согласует-
ся с данными для roX1, полученными для линии 
MSL2ΔP: примерно 2-кратное снижение связыва-
ния белков MSL1/MSL2 сопровождается пропор-
циональным снижением уровня экспрессии roX1. 
Однако в случае roX2 в линии MSL2ΔP наблюдается 
несколько другая картина: уровень экспрессии 
roX2 падает в 3,7 раз при незначительном сниже-
нии уровня связывания MSL2 (1,2 раза) по сравне-
нию с контрольной линией MSL2WT. Полученная 
разница может объясняться условной точностью 
метода qChIP при измерении количества белка на 
хроматине. Однако полученная значительная раз-
ница между количеством связанного с СПП MSL2 и 
уровнем экспрессии roX2 дает основания предпо-
ложить, что Р-домен в составе белка MSL2 участ-
вует в активации транскрипции гена roX2.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе было проведено исследо-
вание функциональной роли двух доменов (обога-
щенных пролинами и основными а.о.) на С-конце 
белка MSL2. В  результате не было показано, что 
данные домены имеют видимое влияние на актив-
ность функционирования КДК у самцов. Согласно 
доминирующим в настоящее время представлени-
ям [36, 37], С-конец белка MSL2 взаимодействует с 
РНК roX, что является критичным для сборки КДК. 
Можно предположить, что прилегающие к Р- и 
В-доменам участки С-конца отвечают за специфич-
ное взаимодействие MSL2 с РНК roX, что требует 
дальнейшего изучения.

Полученные в данной работе результаты пред-
полагают, что в В-домене находятся два лизина, по 
которым происходит основное автоубиквитиниро-
вание MSL2, приводящее к значительному сниже-
нию его стабильности. Можно предположить, что 
при взаимодействии с двухспиральным доменом 
белка  MSL1 происходит снижение катализирую-
щей активности RING-домена, и, как следствие, 
белок MSL2, находящийся в комплексе с MSL1, 
стабилизируется. Таким образом, повышается эф-
фективность формирования комплекса и одновре-
менно снижается концентрация свободного MSL2.

Белок MSL2 способен стимулировать тран-
скрипцию в составе КДК, а также имеет независи-
мую функцию в активации транскрипции группы 
аутосомных промоторов [49]. Для млекопитающих 
было показано, что ортолог MSL2 убиквитинирует 
гистон  Н3 по лизину 24 [5]. Гистоны обогащены 
данной меткой в областях интенсивной тран-
скрипции. Нами было показано, что пролин-бога-
тый участок MSL2 может участвовать в активации 
комплексом дозовой компенсации транскрипции 
гена  roX2. Известно, что неструктурированные 
пролин-богатые участки способны стимулировать 

транскрипцию, привлекая и стабилизируя на про-
моторах транскрипционные комплексы. Инте-
ресно, что MSL1 также независимо от комплекса 
дозовой компенсации стимулирует транскрипцию 
путем стабилизации связывания с промоторами 
циклин-зависимой киназы  CDK7, которая уско-
ряет выход РНК-полимеразы II из состояния пау-
зинга [50].

В заключение следует отметить, что получен-
ные нами данные показывают, что сниженный 
уровень РНК roX у самок, экспрессирующих MSL2ΔP, 
негативно влияет на эффективность формирова-
ния КДК. Это проявляется в снижении количества 
связанных с СПП roX белков MSL1/MSL2. Это явля-
ется дополнительным подтверждением ключевой 
роли РНК roX в организации дозовой компенсации.
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FUNCTIONAL ROLE OF THE C-TERMINAL DOMAINS  
OF THE MSL2 PROTEIN OF Drosophila melanogaster
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Dosage compensation complex, consisting of five proteins and two non-coding RNAs roX, specifically 
binds to the X chromosome in males, providing a higher level of gene expression, which is necessary to 
compensate for the monosomy of the sex chromosome in male Drosophila compared to two X chromo-
somes in females. The MSL2 protein contains an N-terminal RING domain, which acts as an E3 ligase in 
the ubiquitination of proteins and is the only subunit of the complex that is expressed only in males.  
The functional role of two C-terminal domains of the MSL2 protein, enriched with proline (P-domain) 
and basic amino acids (B-domain), was investigated. As a result, it was shown that the B-domain desta-
bilizes the MSL2 protein, which is associated with the presence of two lysines whose ubiquitination is 
under the control of the RING domain of MSL2. The unstructured proline-rich domain stimulates tran-
scription of the roX2 gene, which is necessary for the effective formation of the dosage compensation 
complex.
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Хроматин является эпигенетической платформой для реализации ДНК-зависимых процессов. 
Нуклеосома, как базовый уровень компактизации хроматина, во многом определяет его свой-
ства и структуру. При изучении структуры и функций нуклеосом активно применяются физико- 
химические инструменты, такие как магнитный и оптический «пинцеты», «ДНК-шторы», ядер-
ный магнитный резонанс, рентгеноструктурный анализ и криоэлектронная микроскопия, 
а  также оптические методы, основанные на резонансном переносе энергии Ферстера. Несмо-
тря на то что эти подходы позволяют определять широкий спектр структурно-функциональных 
характеристик хроматина и нуклеосом с высоким пространственным и временным разреше-
нием, атомно-силовая микроскопия  (АСМ) дополняет возможности перечисленных методов.  
В данном обзоре представлены результаты структурных исследований нуклеосом в свете раз-
вития метода АСМ. Возможности АСМ рассмотрены в контексте применения других физико-хими-
ческих подходов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нуклеосома, АСМ, хроматин, одномолекулярные методы исследования био-
молекул.

DOI: 10.31857/S0320972524040078 EDN: ZFKWWH

Принятые сокращения: АСМ – атомно-силовая микроскопия; криоЭМ – криоэлектронная микроскопия; РСА – 
рентгеноструктурный анализ; contact mode AFM – контактный режим атомно-силовой микроскопии; DREEM – 
электростатическая силовая микроскопия с усилением частоты двойного резонанса; FRET – резонансный пе-
ренос энергии Ферстера; HS-AFM – высокоскоростная атомно-силовая микроскопия; PARP – поли(ADP-рибоза)
полимераза; ssNCP – нуклеосома с одноцепочечной ДНК; tapping mode AFM – полуконтактный режим атомно-
силовой микроскопии.
* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.

ВВЕДЕНИЕ

Молекулы ДНК используются клетками для 
хранения и реализации генетической информа-
ции. В  клетках эукариот ДНК преимущественно 
находится в составе хроматина, при этом важное 
значение имеет как степень компактизации хро-
матина, так и его пространственная укладка  [1]. 
Базовым уровнем компактизации ДНК является 
нуклеосома  – комплекс, состоящий из восьми 
гистонов и 147 п.н. ДНК, структура которого во 
многом определяет свойства хроматина. Первые 

представления о структуре нуклеосомы были 
сформулированы в середине 70-х гг. XX века [2–4]. 
Схематичное представление нуклеосомы приведе-
но на рис. 1.

К настоящему времени достаточно деталь-
но изучены основные характеристики состава и 
структуры нуклеосомы, а также ее молекулярная 
динамика. Во многом эти знания были получены 
с использованием современных физико-химиче-
ских методов исследования, включая одномоле-
кулярные инструменты, такие как оптический и 
магнитный пинцеты, «ДНК-шторы» (DNA curtains), 
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Рис. 1. Структура нуклеосомной частицы (PDB ID: 1KX5). Приведена пространственная структура нуклеосомы 
в виде ленточной диаграммы в двух проекциях

оптический подход, основанный на резонансном 
переносе энергии Ферстера (FRET) и др. [5–7]. Эти 
методы позволяют измерять широкий спектр па-
раметров поведения биомолекул и их комплексов, 
в том числе хроматина и нуклеосом с высоким 
пространственным и временным разрешением.

Наряду с перечисленными методами, активно 
применяется метод атомно-силовой микроско-
пии  (АСМ). В  основе  АСМ лежит детекция взаи-
модействия зонда с поверхностью. Зонд в виде 
иглы на конце кантилевера сканирует образец. 
Для детекции изменения вертикальной коорди-
наты зонда используется лазер, направленный 
на кантилевер, и фотодетектор, регистрирующий 
отраженный луч. При вертикальном смещении 
зонда отраженный от кантилевера луч смещается. 
По сигналу от фотодетектора можно судить о силе 
взаимодействия кантилевера с поверхностью. 
Далее, в зависимости от режима сканирования эти 
данные явным образом или опосредованно через 
систему обратной связи позволяют получить ин-
формацию о вертикальной координате поверх-
ности образца. К настоящему моменту существует 
большое разнообразие режимов сканирования и 
вариантов реализации сканирования.

КОНТАКТНЫЙ РЕЖИМ АСМ

Первые изображения нуклеосом были полу-
чены с использованием контактного режима ска-
нирования (contact mode AFM), при котором фик-
сируется сила отталкивания зонд–поверхность, 
регулируемая контуром обратной связи  [8, 9] 

(рис.  2,  а). Авторам этих работ удалось показать 
полинуклеосомную структуру в виде «бусин на нит-
ке» [8, 9]. Кроме того, были определены основные 
геометрические параметры нуклеосомного диска – 
его высота и диаметр, которые без учета радиуса 
кривизны зонда составили ~3 и ~32 нм соответ-
ственно [9], а также количество витков суперспи-
рали ДНК в составе нуклеосомы [9].

Контактный режим характеризуется относи-
тельно большим механическим воздействием кан-
тилевера на поверхность, что приводит к сильной 
деформации и повреждению образцов нуклеосом 
во время сканирования. Кроме того, такой «жест-
кий» режим сканирования требует применения 
зондов с радиусом кривизны не менее 10 нм, что 
снижает чувствительность и точность режима в 
целом. Как следствие, первые изображения ну-
клеосом, полученные методом АСМ в контактном 
режиме, характеризуются невысоким качеством, 
что в значительной степени ограничило приме-
нение этого метода при изучении их структуры.

ПОЛУКОНТАКТНЫЙ РЕЖИМ АСМ

Появление полуконтактного режима сканиро-
вания АСМ (tapping mode AFM) позволило значи-
тельно уменьшить деформации образца во время 
сканирования, что позволило использовать более 
острые зонды. В этом режиме кантилевер колеб-
лется на своей резонансной частоте. Контур обрат-
ной связи фиксирует изменения в параметрах ко-
лебаний кантилевера и корректирует положение 
зонда относительно поверхности, обеспечивая 
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Рис. 2. Схематичное изображение режимов сканирования АСМ на примере прибора с нижним расположением 
пьезо-сканера. а – Контактный режим сканирования; б – полуконтактный режим сканирования; в – бескон-
тактный режим сканирования; г – электростатическая АСМ. ОС – обратная связь; ЭВМ – электронная вычисли-
тельная машина; AC – переменный электрический ток; DC – постоянный электрический ток
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положение равновесия, около которого кан-
тилевер совершает гармонические колебания 
(рис. 2, б). Такие изменения драматически повы-
сили разрешающую способность АСМ при работе с 
биологическими молекулами. Так, Martin et al. [10] 
продемонстрировали преимущества этого режима 
сканирования по сравнению с контактным режи-
мом при изучении структуры хроматина. В своей 
работе авторам удалось более точно определить 
размеры нуклеосомы в полуконтактном режиме, 
чем в контактном. При сканировании в полукон-
тактном режиме АСМ высота и диаметр нуклео-
сомного диска составили 4,3 ± 1,2 нм и 23,2 ± 4,5 нм 
соответственно, что с учетом радиуса кривизны 
зонда приближается к значениям, полученным 
методом рентгеноструктурного анализа (РСА) [11]. 
Кроме того, с использованием такого подхода уда-
лось визуализировать ДНК в линкерной области 
хроматина, что было невозможно при сканиро-
вании в контактном режиме, а также экспери-
ментально подтвердить структуру нуклеосомы, 
рассчитанную при помощи математического моде-
лирования [12].

В работе Qian  et  al.  [13] применение АСМ в 
полуконтактном режиме при исследовании хро-
матина из эритроцитов домашних кур позволило 
визуализировать разные уровни компактизации 
ДНК. Были получены изображения как отдельных 
«бусин» нуклеосом на нити ДНК, так и их скопле-
ния. Наличие участков с различной плотностью 
упаковки ДНК позволило авторам предположить 
роль компактизации в регуляции экспрессии генов. 
В этой работе были определены геометрические ха-
рактеристики фибрилл, диаметр которых составил 
15–60 нм, подтвердившие соленоидную модель упа-
ковки нуклеосом. Кроме того, впервые было показа-
но, что фибриллы низшей степени компактизации 
(~30 нм) в дальнейшем сворачиваются с формирова-
нием структур хроматина более высокого порядка 
(~60 нм), которые, в свою очередь, складываются в 
еще более высокоорганизованные хроматиновые 
структуры (~90–110 нм и более).

С появлением нуклеосом-позиционирующих 
последовательностей ДНК [14], характеризующих-
ся однозначным расположением нуклеосомного 
кора на молекуле ДНК и высокой прочностью фор-
мируемых комплексов, стало возможным создание 
модельных структур с прогнозируемым располо-
жением нуклеосом. Использование таких нуклео-
сом-позиционирующих последовательностей ДНК 
позволило показать стохастичность расположения 
нуклеосом в природном хроматине на примере те-
ломерных участков. Эти результаты подтвердили 
соответствующую теоретическую модель позицио-
нирования нуклеосом [15].

АСМ активно применяется для изучения 
влияния различных вариантов гистонов, их пост-

трансляционных модификаций и эпигенетиче-
ских модификаций ДНК на структуру нуклеосом. 
Модификации хвостов гистонов являются ключе-
вым фактором в регуляции динамики хроматина 
и клеточного гомеостаза. Отличительной чертой 
активного хроматина является гиперацетилиро-
вание гистонов, что, по-видимому, приводит к 
более открытой структуре хроматина. В  работе 
Hizume et al. [16] методом АСМ с использованием 
фибрилл хроматина из клеток  HeLa было обна-
ружено, что гиперацетилирование гистонов при-
водит к уменьшению толщины хроматиновых 
фибрилл. Этот результат позволил подтвердить 
модель деконденсации хроматина, основанную 
на электростатических взаимодействиях. Био-
тинилирование, напротив, способствует кон-
денсации хроматина. В работах Filenko et al.  [17] 
и  Singh  et  al.  [18] использование АСМ позволило 
продемонстрировать, что биотинилирование ги-
стона H4 по лизинам 12 или 16 приводит к уплот-
нению структуры нуклеосомы, выраженному в 
увеличении количества оборотов ДНК вокруг ги-
стонового октамера.

Замена гистонов вариантами, а также пере-
мещение нуклеосом по молекуле ДНК  – базовые 
механизмы регуляции компактизации хроматина, 
которые, как правило, обусловлены работой бел-
ков-ремоделеров. RSC – ATP-зависимый белковый 
комплекс ремоделеров структуры хроматина, го-
мологичный человеческому SWI/SNF, осуществля-
ющий сдвиг нуклеосомы. Некоторые детали его 
работы были показаны с использованием полу-
контактного режима АСМ. В частности, оказалось, 
что RSC перемещает нуклеосому по ДНК до тех 
пор, пока не будет встречена другая нуклеосома 
или не встретится обрыв цепи ДНК [19].

Сравнительный анализ работ по изучению 
структуры нуклеосомного комплекса с вариантом 
гистона H3 (CENP-A), выполненных с использова-
нием АСМ, позволил предложить альтернатив-
ную модель укладки ДНК в центромерной области 
хромосом. Эта модель предполагает укладку ДНК в 
центромерной области в виде массива параллель-
ных участков в форме «змейки» вместо характер-
ной для канонических нуклеосом зигзагообразной 
укладки  [20]. При изучении особенностей струк-
туры нуклеосом с заменой корового гистона H2A 
на его недавно открытый вариант мышиного ги-
стона H2AL2, экспрессия которого ассоциирована 
со сперматогенезом, методом АСМ было показано, 
что длина ДНК в составе нуклеосомы уменьша-
ется с 147 до 130 п.н.  [21]. Укорочение ДНК, нахо-
дящейся в составе нуклеосомы, обусловлено ре-
лаксацией ее структуры посредством частичного 
разворачивания. В  этой же работе с использова-
нием криоэлектронной микроскопии (криоЭМ) 
дополнительно показано, что нуклеосомы с H2AL2 
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Рис. 3. Изображения, полученные в полуконтактном режиме  АСМ. а  –  Нуклеосома; б  –  нуклеосомы с 
белком PARP3

характеризуются более релаксированной струк-
турой с большим значением угла между линкер-
ными областями ДНК, что согласуется с данными, 
полученными методом  АСМ. Привлекает внима-
ние тот факт, что нуклеосома при этом становится 
устойчивой к действию белков-ремоделеров, таких 
как RSC и SWI/SNF. Биологическое значение такой 
модуляции свойств нуклеосомы остается предме-
том исследований.

Структура нуклеосомы может модулировать-
ся связыванием белка или белкового комплекса. 
Одним из наиболее наглядных примеров может 
служить работа, в которой исследовано влияние 
линкерного гистона H1 на компактизацию нуклео-
сомы. С использованием возможностей АСМ было 
показано, что H1 не оказывает влияния на степень 
компактизации нуклеосом, однако в значительной 
степени стабилизирует ее, уменьшая флуктуации 
структуры  [22]. В  нашей работе, посвященной  
изучению влияния ядерных белков поли(ADP-ри-
боза)полимераз 1, 2, и 3 (PARP1, PARP2 и PARP3) на 
степень компактизации нуклеосом, методом АСМ 
было обнаружено, что PARP3 способствует уплотне-
нию структуры мононуклеосом [23] (рис. 3, а и б). 
PARP1, PARP2 и  PARP3 являются участниками 
большинства ДНК-зависимых процессов, включая 
регуляцию транскрипции и репарации. При этом 
в ответ на повреждение геномной ДНК они ката-
лизируют реакцию переноса остатков ADP-рибозы 
на белки-мишени, используя в качестве субстра-
та NAD+. PARP3 катализирует реакцию моно(ADP-
рибозил)ирования, в то время как PARP1 и PARP2 
катализируют синтез полимера АDP-рибозы. Кро-
ме того, в отличие от PARP1 и  PARP2, PARP3 не 
взаимодействует с фактором ADP-рибозилирова-
ния гистонов  HPF1  [24]. С  использованием АСМ 
нам удалось установить ранее неизвестную осо-

бенность функционирования PARP3, а именно ее 
влияние на структуру нуклеосом, что может гово-
рить о роли этого белка в регуляции структуры 
хроматина. В данной работе каталитическая реак-
ция ДНК-зависимых белков ARTD на нуклеосомах 
не исследовалась, но в других работах наблюдали 
синтез полимера ADP-рибозы, катализируемый 
белками PARP1 и PARP2 на протяженных ДНК-суб-
стратах методом АСМ  [25,  26], что говорит о воз-
можности аналогичных исследований в случае 
нуклеосом.

БЕСКОНТАКТНЫЙ РЕЖИМ АСМ

Еще одной модификацией метода АСМ явля-
ется бесконтактный режим сканирования (non 
contact mode  AFM). В  его основе лежит детекция 
изменения сил притяжения, обусловленных взаи-
модействиями Ван-дер-Ваальса, между зондом и 
поверхностью, что позволяет проводить сканиро-
вание без необходимости непосредственного кон-
такта кантилевера с образцом. При реализации 
этого режима кантилевер колеблется с низкой ам-
плитудой на частоте, превышающей его резонанс-
ную частоту, что приводит к увеличению чувстви-
тельности по сравнению с АСМ в полуконтактном 
режиме. Сканирование нуклеосом в этом режиме 
позволило получить изображение с разрешением, 
на момент опубликования работы, превышавшим 
даже возможности криоЭМ  [27]. Тем не менее, 
несмотря на впечатляющее преимущество, этот 
режим сканирования не получил широкого рас-
пространения в силу технических ограничений. 
Например, в упомянутой работе Davies  et  al.  [27] 
сканирование проводили в условиях глубокого ва-
куума. Следует отметить, что анализ биомолекул  
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и  их комплексов предпочтительнее проводить в 
растворе для облегчения интерпретации результа-
тов, что несовместимо с работой в вакууме. Кроме 
того, условия вакуума ограничивают изучение 
динамики исследуемых комплексов.

С учетом ограничений, возникающих при реа-
лизации бесконтактного режима и низкого каче-
ства изображений, которые могут быть получены 
в контактном режиме, на сегодняшний день наи-
большее распространение при изучении биомоле-
кул получил полуконтактный режим сканирова-
ния АСМ. Более того, на полуконтактном режиме 
сканирования основаны такие варианты АСМ, как 
MAC-режим, PeakForce-режим, высокоскоростной 
режим, а также электростатическая АСМ.

MAC-РЕЖИМ АСМ

Альтернативой классическому полуконтакт-
ному режиму является MAC-режим (magnetic alter-
nating current mode AFM), принцип работы которого 
основан на возбуждении колебаний кантилевера  
магнитным полем катушки, расположенной под 
образцом  [28]. Использование MAC-режима обес-
печивает меньшее силовое воздействие на обра-
зец, по сравнению с классическим полуконтакт-
ным режимом АСМ, что способствует сохранению 
остроты зонда и повышает качество получаемого 
изображения. Например, именно с использова-
нием этого режима сканирования было показано, 
что метилирование азотистого основания С в CpG-
последовательностях приводит к более плотной 
упаковке хроматина в присутствии линкерного 
гистона H1 [29]. Эти результаты позволили предло-
жить механизм регуляции транскрипции в круп-
ных доменах хроматина за счет метилирования.

Развитием этого режима сканирования стала 
модификация кантилевера аффинным агентом, 
например антителом, что позволило совместить 
топографическое изучение поверхности и молеку-
лярное распознавание объектов в реальном време-
ни (PicoTREC AFM)  [30, 31]. При соприкосновении 
зонда с образцом регистрируется рельеф поверхно-
сти, а по изменению амплитуды колебаний канти-
левера можно зарегистрировать наличие антигена 
в точке сканирования. Применение такого подхода 
позволило [32, 33] продемонстрировать механизм 
действия ремоделера хроматина SWI/SNF. В част-
ности, было показано, что SWI/SNF способствует 
удалению гистона H2A из состава нуклеосомы, что 
приводит к релаксации структуры нуклеосомы и 
сопровождается высвобождением ~80 п.н. ДНК. Эти 
результаты позволили охарактеризовать измене-
ния геометрических параметров нуклеосомы при 
удалении гистона H2A, хотя ранее методами им-
мунопреципитации, количественной ПЦР и гель-

электрофореза уже были получены данные, ука-
зывающие на то, что под действием ремоделера 
хроматина SWI/SNF происходит удаление гистонов 
H2A/H2B из нуклеосомы [34, 35].

PEAKFORCE-РЕЖИМ АСМ

Внерезонансный режим сканирования, раз-
работанный компанией «Bruker» (США), PeakForce 
Tapping mode AFM  – один из вариантов модифи-
кации технологии сканирующей зондовой  АСМ, 
перспективных для применения при работе с био-
логическими молекулами  [36]. При реализации 
этого режима кантилевер контактирует с поверх-
ностью образца с частотой значительно ниже 
резонансной, что позволяет рассматривать такие 
контакты как квазистатичный процесс, а сигнал 
регистрируется по фиксированной максимальной 
силе контакта образца с зондом. Такой способ ска-
нирования дополнительно снижает силу воздей-
ствия кантилевера на образец и позволяет про-
водить топографические исследования «мягких» 
объектов с большой точностью. С использованием 
этого режима сканирования [37] впервые удалось 
получить изображение нуклеосом в растворе, без 
использования вакуума, с характеристиками, наи-
более приближенными к данным РСА (рис. 4).

В работе McCauley et al. [37] авторы однозначно 
идентифицируют нуклеосомы по высоте ~5,5 нм и 
диаметру ~11 нм, что коррелирует с данными, по-
лученными РСА (высота – 5,7 нм; диаметр – 11 нм) 
[11]. Столь высокое разрешение позволило устано-
вить, что негистоновые белки хроматина Nhp6A и 
Hmo1 из семейства HMGB дестабилизируют струк-
туру нуклеосомы с высвобождением части ДНК, 
причем делают это по-разному. Установлено, что 
Hmo1 релаксирует структуру нуклеосомы в боль-
шей степени, чем Nhp6A, что хорошо согласуется 
с особенностями локализации этих белков на хро-
матине. Hmo1 сосредоточен в высоко транскриби-
руемой области, обогащенной генами трансляци-
онного аппарата и обедненной гистонами, где не 
нужна плотная упаковка ДНК, а Nhp6A локализу-
ется в остальных частях эухроматина.

ЭЛЕКТРОСТАТИЧЕСКАЯ АСМ

Отдельного внимания заслуживают методики 
сканирующей зондовой микроскопии, позволяю-
щие определять поверхностный электростатиче-
ский потенциал. Они оказались значительно бо-
лее информативными для изучения биомолекул 
после того, как были оптимизированы варианты 
сканирования в однопроходном режиме с реали-
зацией резонансных частот кантилевера на двух 
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Рис. 4. Кластер нуклеосомных частиц [37]. На АСМ-изображении представлены три кластера нуклеосомных 
частиц. Отмечены две линии (1, 2). На вставке в верхнем левом углу приведены профили высоты для каждой 
линии (1 и 2) вдоль измеренного расстояния. Первый профиль (черная линия) пересекает ДНК и показывает 
высоту и ширину двухцепочечной ДНК. Второй профиль (красная линия) пересекает идентифицированную 
нуклеосому

гармониках. Реализация такого подхода позволила 
драматически повысить чувствительность мето-
да [38]. В зависимости от особенностей реализации 
можно выделить Кельвин-зондовую силовую мик-
роскопию (KPFM) [38] и электростатическую сило-
вую микроскопию с усиленной частотой двойного 
резонанса (DREEM) [39]. На рис. 2, г показан прин-
цип получения сигнала при KPFM и DREEM.

DREEM позволяет обнаруживать очень малые 
изменения градиента электростатической силы с 
высоким разрешением, что делает его мощным 
инструментом для характеристики структуры 
белок-нуклеиновых комплексов на уровне одной 
молекулы. DREEM позволяет визуализировать 
ДНК, расположенную как на поверхности, так и 
внутри белок-нуклеинового комплекса, а также 
ДНК в составе больших гетерогенных комплексов 
с несколькими белками. Указанный подход имеет 

большой потенциал при изучении структуры как 
одиночных нуклеосом, так и нуклеосом в составе 
более сложных комплексов.

Работа Wu et al. [39] посвящена демонстрации 
возможностей метода DREEM для изучения распо-
ложения молекулы ДНК в составе больших муль-
тибелковых комплексов. В качестве одного из при-
меров была выбрана нуклеосома. С одной стороны, 
авторы показали, что общие топографические 
изображения нуклеосом, полученные с помощью 
DREEM и других методов АСМ, совпадают. С другой 
стороны, на изображениях  DREEM наблюдаются 
участки с пониженной интенсивностью в области 
нуклеосомного кора, расположение которых хоро-
шо коррелирует с траекторией расположения ДНК 
в составе нуклеосомы по данным РСА (рис. 5). Этот 
факт подтверждает корректность применения та-
кого подхода и интерпретации результатов.
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Рис. 5. Топографические изображения нуклеосом с помощью АСМ и DREEM [39]. Топографические (а, 1; б, 1), 
изображения фазы DREEM (а, 2; б, 2) и амплитуды DREEM (а, 3; б, 3) нуклеосом, показывающие, как молекула 
ДНК оборачивается вокруг гистонов один раз. в – Топографические (1) и DREEM-фазовые изображения нуклео-
сомы (2), показывающие, что ДНК дважды оборачивается вокруг нуклеосомы. На вставках показаны профи-
ли высоты вдоль линии, проведенной через нуклеосому на топографических (в, 1) и DREEM изображениях 
(в, 2). Две точки на графиках соответствуют положениям двух точек, показанных на линии, которые отме-
чают положение пиков, соответствующих ДНК на изображении DREEM. Схематичные модели ДНК, оберты-
вающей гистоны, показаны на каждом изображении DREEM (модели не в масштабе). Кристаллическая струк-
тура нуклеосомы, наложенная на изображение DREEM-фазы, показана на вставке к фазовому изображению  
на панели (в, 2)

а

в

б

В качестве второй модели Wu et al. [39] исполь-
зовали мультибелковый комплекс системы репа-
рации некомплементарных пар оснований ДНК 
человека, состоящий из MutSα и MutLα. С исполь-
зованием DREEM удалось визуализировать распо-
ложение ДНК, содержащей неканоническую пару 
нуклеотидов, в составе этого комплекса (рис. 6).

Такая модель призвана продемонстрировать 
применимость метода для определения распо-
ложения ДНК внутри белкового комплекса. Полу-
ченные результаты вошли в работу, посвященную 
изучению функционирования комплекса MutSa 
и MutLa [40].

Этот же подход был использован в работе 
Adkins et al. [41] для подтверждения структуры ну-
клеосомоподобных частиц, реконструированных 
с использованием одноцепочечной ДНК  (ssNCP). 
С  помощью DREEM показано, что ssNCP имеют 
структуру и размеры, схожие с параметрами кано-

нических нуклеосом, в частности, имеют диско-
образную форму и содержат такое же количество 
оборотов одноцепочечной ДНК на октамере гисто-
нов [41].

Авторы этой работы предположили, что ги-
стоны, высвобождающиеся из состава нуклеосом 
на начальных этапах процесса репарации двух-
цепочечных разрывов  ДНК, могут связываться с 
однонитевым участком  ДНК. Была показана воз-
можность реконструкции ssNCP in vitro. Оказалось, 
что ssNCP более динамичны, чем канонические 
нуклеосомы, и способны ATP-независимо перено-
ситься на другие участки одно- или двухцепочеч-
ных ДНК. Более того, ATP-зависимые ремоделеры 
нуклеосом, такие как RSС и  Fun30, эффективно 
связываются с ssNCP и активируются. На основа-
нии этих результатов авторы выдвинули предпо-
ложение, что ssNCP могут быть отличительным 
признаком различных клеточных процессов, 
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Рис. 6. Топографические АСМ- и DREEM-изображения комплексов репарации ошибочно спаренных нуклео-
тидов на ДНК длиной 2 т.п.н., содержащей ошибочно спаренные нуклеотиды GT [39]. а – Пространственная 
модель кристаллической структуры Taq MutS (создана из PDB: 1EWQ). Субъединицы A, B и ДНК окрашены в 
синий, золотой и голубой цвета соответственно. MutS изгибает ДНК примерно на 60° при прохождении через 
канал связывания ДНК. б – Топографические АСМ (б, 1), а также DREEM-фазовые (б, 2) и амплитудные (б, 3) 
изображения комплекса Taq MutS–ДНК. в – Наложение модели комплекса на АСМ-изображения (в, 1) и рядом 
с фазовыми изображениями (в, 2). г – Топографические АСМ-изображения (г, 1) и DREEM-фаза (г, 2 и 3) боль-
шого комплекса MutSα–MutLα–ДНК, содержащего ~10 белков. Путь ДНК идентифицирован как области с наи-
большим снижением величины сигналов DREEM, по сравнению с одним белком, и отмечен на вставке (г, 3) 
синим цветом; ММ – ожидаемое положение ошибочно спаренных нуклеотидов

а

г

б в

сопровождающихся формированием одноцепочеч-
ных участков ДНК, а возникновение таких струк-
тур может быть использовано для регуляции того 
или иного клеточного процесса.

Несмотря на впечатляющие возможности дан-
ного подхода, он имеет ряд технических ограни-
чений, связанных в первую очередь с высокими 
требованиями, предъявляемыми к качеству канти-
леверов, которые должны одновременно обладать 
высокой остротой и достаточной проводимостью 
для получения топографических изображений 
высокого разрешения и изображений DREEM [39].

DREEM позволяет визуализировать конфор-
мацию ДНК как на поверхности, так и внутри от-
дельных комплексов белок–ДНК, а также в составе 
больших гетерогенных комплексов с несколькими 
белками. В совокупности способность DREEM об-
наруживать очень малые изменения градиента 
электростатической силы с высоким разрешени-

ем делает его мощным инструментом для харак-
теристики структуры комплексов белок–ДНК на 
уровне одной молекулы. Указанный подход имеет 
большой потенциал при изучении структуры как 
одиночных нуклеосом, так и нуклеосом в составе 
более сложных комплексов.

ВЫСОКОСКОРОСТНАЯ АСМ

Одним из ключевых недостатков упомянутых 
режимов проведения АСМ можно считать большие 
затраты времени, необходимые для получения 
отдельных изображений. Такая особенность ме-
тода ограничивает его применимость при иссле-
довании процессов в динамике. Первые попытки 
изучения динамических процессов были реализо-
ваны с использованием последовательного скани-
рования образцов. Таким образом, были получены 
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данные о скольжении РНК-полимеразы вдоль 
ДНК [42]. В том же режиме удалось продемонстри-
ровать процесс «разматывания» нуклеосомы [43]. 
Shlyakhtenko et al. [43] показали, что многократное 
непрерывное сканирование одного и того же поля 
с нуклеосомой позволило сформировать восемь 
изображений одной и той же нуклеосомы, отра-
жающих ее преобразования с течением времени. 
В результате было показало постепенное «разма-
тывание» ДНК с гистонового октамера, завершаю-
щееся полным разрушением комплекса.

Дальнейшее усовершенствование метода за 
счет использования более производительного при-
бора позволило группе Lyubchenko с использова-
нием высокоскоростного сканирования (HS-AFM) 
получить более детальные данные о динамике 
«разматывания» нуклеосом с гистоном  H3 и его 
центромерным вариантом CENP-A [44, 45]. В этих 
работах были получены данные о механизмах ре-
лаксации структуры нуклеосом, таких как выпет-
ливание ДНК, а также о возможности транслока-
ции нуклеосом вдоль ДНК. Авторы отмечают, что 
динамические перестройки центромерного хрома-
тина могут происходить при отсутствии факторов 
ремоделирования. При этом CENP-A стабилизирует 
нуклеосомные частицы, препятствуя полной дис-
социации гистонов при разрыхлении или развора-
чивании ДНК и обеспечивая быструю повторную 
сборку нуклеосом при их межнитевом перено-
се  [45]. Канонические нуклеосомные частицы с 
гистоном H3 не проявляют такой пластичности и 
перестраиваются только в присутствии факторов 
ремоделирования, таких как SNF2h [46]. Позднее в 
работе Onoa  et  al.  [47] с использованием HS-AFM 
были показаны некоторые детали динамики ну-
клеосом и хроматосом, уточняющие механизм их 
«разворачивания». В  частности, в реальном вре-
мени продемонстрирована асимметричность «раз-
ворачивания» нуклеосом, ступенчатость удаления 
гетеродимеров гистонов из нуклеосомного кора, а 
также лабильность положения гистонового тетра-
мера (H3–H4) × 2 в области диады.

HS-AFM-сканирование сделало возможным 
анализ динамики нуклеопротеидных и других 
комплексов биомолекул. Для того чтобы получить 
представление о кинетических характеристиках 
исследуемых белков, требуется еще большее уве-
личение скорости сканирования. В  дальнейшем, 
вероятно, для достижения указанной цели будут 
привлечены возможности машинного обучения. 
В работе Kato et al. [48] для анализа данных инте-
гральной симуляции динамики от асинхронного 
HS-AFM-сканирования предложен подход с исполь-
зованием машинного обучения. Особенность опи-
санного подхода заключается в том, что в данном 
случае учитывается асинхронность одиночных 
проходов при сканировании. Таким образом, было 

показано, что этот метод с соответствующей часто-
той повторной дискретизации является мощным 
инструментом оценки динамического поведения 
исследуемого объекта по данным HS-AFM с низким 
пространственно-временным разрешением.

СРАВНЕНИЕ ВОЗМОЖНОСТЕЙ АСМ  
С НЕКОТОРЫМИ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИМИ 
ПОДХОДАМИ ПРИ ИЗУЧЕНИИ НУКЛЕОСОМ

При проведении структурно-функциональ-
ных исследований нуклеосом, в том числе при 
изучении их динамики, применяется ряд физико-
химических инструментов исследования, таких 
как: магнитный и оптический «пинцеты», «ДНК-
шторы», ядерный магнитный резонанс, рентгено-
структурный анализ и криоэлектронная микроско-
пия, а также оптические методы, основанные на 
FRET. Эти методы обеспечивают широкий спектр 
детектируемых параметров с высоким простран-
ственным и временным разрешением.

Одним из таких подходов, получивших распро-
странение, является оптический «пинцет», позво-
ляющий приложить механическую силу непосред-
ственно к исследуемой молекуле или комплексу и 
одновременно измерить удлинение исследуемого 
образца. С использованием этого метода впервые 
была определена прочность нуклеосомного ком-
плекса [49]. Магнитный пинцет, который, помимо 
растяжения, позволяет передавать вращательное 
движение объекту, позволил создавать модельные 
структуры ДНК с суперспирализацией. В  работе 
Gupta et al. [50] было показано, что внутримолеку-
лярное напряжение, возникающее в структуре 
ДНК с положительной суперспирализацией, изме-
няет ее конформацию, по сравнению с несуперспи-
рализованной ДНК, таким образом, что образова-
ние нуклеосом становится менее эффективным.

Тем не менее применимость обоих подходов 
ограничивается измерением изменений линей-
ных характеристик объекта и величины прила-
гаемого усилия. Комбинирование этих методов с 
флуоресцентной микроскопией значительно рас-
ширяет возможности исследователя, но по-преж-
нему не позволяет исследовать конформацион-
ные изменения внутри комплекса. Реализация 
флуоресцентной микроскопии в режиме FRET  – 
безызлучательного механизма передачи энергии 
между флуорофорами  – частично позволяет пре-
одолеть это ограничение, тем не менее зареги-
стрированные с помощью этого метода конфор-
мационные изменения не всегда могут быть 
интерпретированы однозначно. Несмотря на это, 
использование механизма FRET является мощ-
ным инструментом при изучении структуры и 
конформационной динамики белок-нуклеиновых 
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комплексов. Например, применение FRET позво-
лило Andreeva et al. [51] зарегистрировать влияние 
буферных компонентов на структуру нуклеосомы. 
В  частности, показан стабилизирующий эффект 
ионов калия, а также продемонстрировано, что та-
кая стабилизация структуры нуклеосомы создает 
барьер для ATP-независимых белков/комплексов, 
таких как FACT и PARP1.

Еще один подход, позволяющий исследовать 
комплексы белков с нуклеиновыми кислотами, 
основан на формировании нанобарьера на поверх-
ности подложки, который обеспечивает «заяко-
ривание» молекулы ДНК с формированием так 
называемых «ДНК-штор». «ДНК-шторы» с нуклео-
сомами – уникальная система, позволяющая отсле-
живать поведение тысяч отдельных нуклеосом-
ных частиц, содержащих флуоресцентную метку, 
в режиме реального времени. Применение этого 
подхода позволило выявить динамику уплотне-
ния ДНК конденсинами  I и  II, а также уточнить 
механистическую модель формирования хромати-
новых петель конденсином дрожжей и когезином 
человека [52–56]. Visnapuu и Greene [57] с исполь-
зованием этого подхода удалось определить энер-
гетический ландшафт локализации нуклеосом на 
ДНК и подтвердить теоретические предсказания 
на основе расчетной модели. Кроме того, в этой 
же работе было показано, что позиции сайтов 
сборки нуклеосом коррелируют с регуляторны-
ми областями транскрипции. К сожалению, этот 
подход не позволяет явным образом исследовать 
структурные изменения внутри самих нуклеосом, 
индуцируемые различными факторами.

Одним из самых мощных инструментов при 
изучении структуры биополимеров является ме-
тод РСА. При помощи РСА структура нуклеосомы 
была определена на атомарном уровне довольно 
давно  [58]. Несмотря на высокую разрешающую 
способность, применимость этого метода сильно 
ограничена. Ограничения во многом связаны с 
необходимостью выращивать кристалл, что не 
позволяет изучать изменения структуры в дина-
мике. Более того, получение кристалла само по 
себе является нетривиальной задачей, при этом 
качество изображения напрямую зависит от каче-
ства кристалла. Задача дополнительно осложня-
ется, когда исследуется структура комплексов бел-
ков с нуклеиновыми кислотами, тем более такой 
сложности, как нуклеосома, и тем более хроматин. 
Получение пригодного для РСА кристалла также 
затруднено, если изучаемый полимер в своем 
составе содержит неупорядоченные структуры. 
Кроме того, структура белка в кристалле может 
отличаться от таковой в растворе, что необходи-
мо учитывать при интерпретации данных  РСА.  
Отдельно следует упомянуть сложности расши-
фровки полученных первичных данных, что допол-

нительно вносит ограничения на размеры объек-
та, выбранного для исследований.

На сегодняшний день развитие криоЭМ по-
зволяет получать структуры с разрешением, при-
ближающимся к данным РСА. Например, в работе 
Markert et al. [59] получено изображение связанно-
го с нуклеосомой полного комплекса деацетилиро-
вания гистонов Rpd3S при помощи криоЭМ с об-
щим разрешением 2,8 Å. Этот метод лишен части 
ограничений, характерных для РСА. Так, напри-
мер, криоЭМ позволяет изучать белки, содержа-
щие неупорядоченные структуры в своем соста-
ве, являющиеся сложными объектами для  РСА.  
Тем не менее применение и этого метода имеет 
свои ограничения. КриоЭМ лучше подходит для 
изучения крупных объектов более 200 кДа. Как 
и  РСА, криоЭМ плохо адаптирован для изучения 
конформационной динамики. Достижения послед-
них лет позволили обеспечить анализ с времен-
ным разрешением в диапазоне от миллисекунд до 
секунд, что позволяет изучать конформационную 
динамику структуры, но плохо применимо при из-
учении масштабных изменений в структуре, как, 
например, транслокация нуклеосомы или ее меж-
нитевой перенос.

Задачу анализа конформационной динамики 
биомолекул и их комплексов, таких как нуклеосо-
ма, позволяет решить ЯМР-спектроскопия. Дости-
жения в области ЯМР-спектроскопии в растворе 
позволили получить представление о конформа-
ционной динамике как связанной коровой части 
гистонов, так и их свободных N- и С-хвостов [60]. 
Методы твердотельной ЯМР представляют собой 
дополнительные инструменты исследования нук-
леосом [61]. Например, методом твердотельной 
ЯМР получена вторичная структура гистона H2B 
в составе нуклеосомы, и она согласуется со струк-
турой, полученной методом РСА. Авторам удалось 
показать динамические взаимодействия гисто-
на H2B с гистоном H4, а также с ДНК [62]. Приме-
нимость этого метода преимущественно ограни-
чена необходимостью введения изотопов разных 
элементов в образец для однозначности интерпре-
тации спектров. Так, в работе Shi et al. [62] был ис-
пользован гистон, содержащий изотопы 13С и 15N.

Использование АСМ во многом позволяет 
дополнить данные, полученные с использовани-
ем описанных выше подходов. В частности, АСМ 
позволяет определить геометрические параметры 
нуклеосом, а также их изменение при взаимо-
действии нуклеосом с различными белковыми 
факторами или замене гистонов их вариантами, 
например, при замене H3 на CENP-A. Возможность 
проводить сканирование в жидкой среде позво-
ляет имитировать условия, более приближенные 
к физиологическим, а появление высокоскоростно-
го сканирования позволило наблюдать динамику 
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релаксации структуры нуклеосомы. Использова-
ние возможностей электростатической силовой 
микроскопии позволяет наблюдать траекторию 
укладки ДНК в составе нуклеосомы.

Одним из преимуществ АСМ можно считать 
применимость этого метода при работе со слож-
ными макромолекулярными структурами, напри-
мер, фрагментами хроматина или модельными по-
линуклеосомными фрагментами [15, 63]. Изучение 
таких объектов с помощью FRET или с использо-
ванием «пинцетов» может быть ограничено необ-
ходимостью введения флуоресцентных меток или 
микросфер в структуру исследуемого образца.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Стремительное развитие АСМ как метода 
исследования сложных белок-нуклеиновых ком-
плексов позволило значительно углубить пони-
мание структуры нуклеосомы. Следует отметить, 
что большое значение в применении АСМ имеет 
среда сканирования. Хорошо известно, что реа-
лизация АСМ в условиях вакуума положительно 
сказывается на качестве изображений. Однако для 
удобства интерпретации результатов при изуче-
нии биомолекул предпочтительнее производить 
сканирование в водной среде. Высушивание та-
ких биомолекул, как ДНК, белки или их комплек-
сы, приводит к нарушению их пространственной 
структуры [64]. Кроме того, сканирование в водной 
среде необходимо для реализации возможности 
изучать динамику процессов. В то же время реа-
лизация АСМ в жидкости сопровождается рядом 
технических сложностей, таких как ограниче-
ние спектра используемых подложек и способов 
иммобилизации объектов сканирования, а также 
возникают повышенные требования к подготовке 
кантилеверов.

Возможности АСМ, вероятно, будут расши-
ряться благодаря развитию и внедрению машин-
ного обучения для обработки первичных данных. 
Такой подход позволит снизить уровень «шума» 
при сканировании на программном уровне и по-
высить точность проводимых методом АСМ изме-
рений. Кроме того, повышение производительно-
сти на программном уровне позволит увеличить 
скорость сканирования.

Следует отметить отдельные подходы, осно-
ванные на использовании АСМ, но к настоящему 
времени не нашедшие широкого применения при 
изучении нуклеосом. Например, сочетание флуо-
ресцентной микроскопии и АСМ может быть вос-
требовано при изучении взаимодействия белко-
вых молекул или их комплексов с субстратами в 
виде нуклеосом или хроматина. При этом данные 
о топологии образца позволят локализовать уча-

сток взаимодействия белка/комплекса с субстра-
том, а данные флуоресценции позволят иденти-
фицировать меченую молекулу. Подобный подход 
был использован группой Wyman для исследова-
ния гомологичной рекомбинации [65].

Широкое применение комбинации АСМ и 
детекции флуоресценции ограничивается в пер-
вую очередь необходимостью использования под-
ложки, которая, будучи атомарно гладкой, была бы 
оптически прозрачна. На сегодняшний день под-
готовка такой подложки – нетривиальная задача; 
один из вариантов ее решения описан в работе 
Rahman et al. [66]. Вероятно, в будущем эта пробле-
ма будет решена, что откроет доступ к арсеналу 
подходов, основанных на детекции флуоресцен-
ции, включая FRET и поляризацию флуоресценции 
в сочетании с АСМ.

Реализация электростатической силовой 
микроскопии в жидкости могла бы значительно 
помочь при изучении динамики конформацион-
ных изменений ДНК в составе белок-нуклеино-
вого комплекса, в том числе при использовании 
нуклеосомы или хроматина. На сегодняшний день 
измерение электростатического потенциала био-
логических молекул в жидкости ограничено вы-
сокой диэлектрической проницаемостью среды, 
возможностью образования сольватной оболочки 
на поверхности образца, а также экранированием 
поверхностей зонда и образца ионами раствора. 
Тем не менее некоторые исследования показыва-
ют возможность применения электростатической 
силовой микроскопии твердых материалов при 
низкой ионной силе [67, 68]. Сканирование элек-
тростатического потенциала в жидкости предъяв-
ляет повышенные требования в первую очередь к 
подготовке кантилевера. Он должен не только удо-
влетворять всем требованиям, предъявляемым к 
кантилеверу для проведения электростатической 
силовой микроскопии в режиме DREEM, но еще 
иметь диэлектрическое покрытие на поверхности 
зонда за исключением участка, непосредственно 
находящегося в контакте с образцом. Вероятно, 
дальнейшее развитие метода, сопряженное с по-
вышением чувствительности прибора, позволит 
реализовать измерение электростатического по-
тенциала биомолекул в жидкости.

В заключение следует добавить, что исследо-
вания последнего десятилетия резко изменили 
взгляды на структуру хроматина и его базовую 
единицу  –  нуклеосому. Статическая картина в 
настоящее время дополняется динамической, а 
методы с возможностью исследования одиночных 
молекул сыграли важную роль в характеризации 
динамических свойств нуклеосом. Использование 
АСМ предоставляет возможность охарактеризовать 
сложную надмолекулярную систему на наноуров-
не, позволяя непосредственно визуализировать 



СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ НУКЛЕОСОМ МЕТОДОМ АСМ 647

БИОХИМИЯ том 89 вып. 4 2024

структурные особенности нуклеосом и изменения 
в нуклеосомах, например, процесс их разворачи-
вания. Кроме того, немаловажную роль, в срав-
нении с некоторыми другими методами, играет 
возможность использования меньших количеств 
препаратов биополимеров в случае измерений с 
помощью АСМ.

Вклад авторов. А.А. Украинцев, М.М. Кутузов – 
концепция и написание текста; О.И. Лаврик – ре-
дактирование текста статьи и руководство работой.

Благодарности. Авторы выражают искрен-
нюю благодарность А.А. Ломзову и Е.А. Белоусовой 

за консультацию и продуктивные дискуссии при 
подготовке текста статьи.

Финансирование. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке Российского научного фонда 
(грант №  22-74-10059) и Проекта государствен-
ного задания ИХБФМ СО  РАН №  121031300041-4 
(для О.И. Лаврик).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая ста-
тья не содержит описания каких-либо исследова-
ний с участием людей или животных в качестве 
объектов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

 1. Pombo, A., and Dillon, N. (2015) Three-dimensional genome architecture: players and mechanisms, Nat. Rev. Mol. 
Cell Biol., 16, 245-257, https://doi.org/10.1038/nrm3965.

 2. Kornberg, R.  D., and Thomas, J.  O. (1974) Chromatin structure; oligomers of the histones, Science, 184, 865-868, 
https://doi.org/10.1126/science.184.4139.865.

 3. Olins, A. L., and Olins, D. E. (1974) Spheroid chromatin units (v bodies), Science, 183, 330-332, https://doi.org/10.1126/
science.183.4122.330.

 4. Woodcock, C. L., Safer, J. P., and Stanchfield, J. E. (1976) Structural repeating units in chromatin. I. Evidence for 
their general occurrence, Exp. Cell Res., 97, 101-110, https://doi.org/10.1016/0014-4827(76)90659-5.

 5. Robison, A. D., and Finkelstein, I.  J. (2014) High-throughput single-molecule studies of protein-DNA interactions, 
FEBS Lett., 588, 3539-3546, https://doi.org/10.1016/j.febslet.2014.05.021.

 6. Teif, V. B., and Cherstvy, A. G. (2016) Chromatin and epigenetics: current biophysical views, AIMS Biophys., 3, 88-98, 
https://doi.org/10.3934/biophy.2016.1.88.

 7. Fierz,  B., and Poirier, M.  G. (2019) Biophysics of chromatin dynamics, Annu. Rev. Biophys., 48, 321-345, https:// 
doi.org/10.1146/annurev-biophys-070317-032847.

 8. Vesenka,  J., Hansma, H.  G., Siegerist,  C., Siligardi,  G., Schabtach,  E., and Bustamante,  C. (1992) Scanning force 
microscopy of circular DNA and chromatin in air and propanol, Scan. Probe Microscop., 1639, 127-137, https:// 
doi.org/10.1117/12.58189.

 9. Allen, M. J., Dong, X. F., O’Neill, T. E., Yau, P., Kowalczykowski, S. C., Gatewood, J., Balhorn, R., and Bradbury, E. M. 
(1993) Atomic force microscope measurements of nucleosome cores assembled along defined DNA sequences, Bio-
chemistry, 32, 8390-8396, https://doi.org/10.1021/bi00084a002.

 10. Martin, L. D., Vesenka, J. P., Henderson, E., and Dobbs, D. L. (1995) Visualization of nucleosomal substructure in 
native chromatin by atomic force microscopy, Biochemistry, 34, 4610-4616, https://doi.org/10.1021/bi00014a014.

 11. Richmond, T. J., Finch, J. T., Rushton, B., Rhodes, D., and Klug, A. (1984) Structure of the nucleosome core particle 
at 7 Å resolution, Nature, 311, 532-537, https://doi.org/10.1038/311532a0.

 12. Arents, G., Burlingame, R. W., Wang, B. C., Love, W. E., and Moudrianakis, E. N. (1991) The nucleosomal core histone 
octamer at 3.1 Å resolution: a tripartite protein assembly and a left-handed superhelix, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
88, 10148-10152, https://doi.org/10.1073/pnas.88.22.10148.

 13. Qian, R. L., Liu, Z. X., Zhou, M. Y., Xie, H. Y., Jiang, C., Yan, Z. J., Li, M. Q., Zhang, Y., and Hu, J. (1997) Visualization of 
chromatin folding patterns in chicken erythrocytes by atomic force microscopy (AFM), Cell Res., 7, 143-150, https://
doi.org/10.1038/cr.1997.15.

 14. Lowary, P. T., and Widom, J. (1998) New DNA sequence rules for high affinity binding to histone octamer and se-
quence-directed nucleosome positioning, J. Mol. Biol., 276, 19-42, https://doi.org/10.1006/jmbi.1997.1494.

 15. Pisano, S., Pascucci, E., Cacchione, S., De Santis, P., and Savino, M. (2006) AFM imaging and theoretical modeling studies 
of sequence-dependent nucleosome positioning, Biophys. Chem., 124, 81-89, https://doi.org/10.1016/j.bpc.2006.05.012.

 16. Hizume,  K., Araki,  S., Hata,  K., Prieto,  E., Kundu, T.  K., Yoshikawa,  K., and Takeyasu,  K. (2010) Nano-scale anal-
yses of the chromatin decompaction induced by histone acetylation, Arch. Histol. Cytol., 73, 149-163, https:// 
doi.org/10.1679/aohc.73.149.

 17. Filenko, N. A., Kolar, C., West, J. T., Smith, S. A., Hassan, Y. I., Borgstahl, G. E., Zempleni, J., and Lyubchenko, Y. L. 
(2011) The role of histone H4 biotinylation in the structure of nucleosomes, PLoS One, 6, e16299, https://doi.org/ 
10.1371/journal.pone.0016299.

https://doi.org/10.1038/nrm3965
https://doi.org/10.1126/science.184.4139.865
https://doi.org/10.1126/science.183.4122.330
https://doi.org/10.1126/science.183.4122.330
https://doi.org/10.1016/0014-4827(76)90659-5
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2014.05.021
https://doi.org/10.3934/biophy.2016.1.88
https://doi.org/10.1146/annurev-biophys-070317-032847
https://doi.org/10.1146/annurev-biophys-070317-032847
https://doi.org/10.1117/12.58189
https://doi.org/10.1117/12.58189
https://doi.org/10.1021/bi00084a002
https://doi.org/10.1021/bi00014a014
https://doi.org/10.1038/311532a0
https://doi.org/10.1073/pnas.88.22.10148
https://doi.org/10.1038/cr.1997.15
https://doi.org/10.1038/cr.1997.15
https://doi.org/10.1006/jmbi.1997.1494
https://doi.org/10.1016/j.bpc.2006.05.012
https://doi.org/10.1679/aohc.73.149
https://doi.org/10.1679/aohc.73.149
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0016299
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0016299


УКРАИНЦЕВ и др.648

БИОХИМИЯ том 89 вып. 4 2024

 18. Singh, M. P., Wijeratne, S. S., and Zempleni,  J. (2013) Biotinylation of lysine 16 in histone H4 contributes toward 
nucleosome condensation, Arch. Biochem. Biophys., 529, 105-111, https://doi.org/10.1016/j.abb.2012.11.005.

 19. Montel, F., Castelnovo, M., Menoni, H., Angelov, D., Dimitrov, S., and Faivre-Moskalenko, C. (2011) RSC remodeling 
of oligo-nucleosomes: an atomic force microscopy study, Nucleic Acids Res., 39, 2571-2579, https://doi.org/10.1093/
nar/gkq1254.

 20. Lyubchenko, Y.  L. (2014) Centromere chromatin: a loose grip on the nucleosome? Nat. Struct. Mol. Biol., 21, 8, 
https://doi.org/10.1038/nsmb.2745.

 21. Syed, S. H., Boulard, M., Shukla, M. S., Gautier, T., Travers, A., Bednar, J., Faivre-Moskalenko, C., Dimitrov, S., and 
Angelov, D. (2009) The incorporation of the novel histone variant H2AL2 confers unusual structural and functional 
properties of the nucleosome, Nucleic Acids Res., 37, 4684-4695, https://doi.org/10.1093/nar/gkp473.

 22. Würtz, M., Aumiller, D., Gundelwein, L., Jung, P., Schütz, C., Lehmann, K., Tóth, K., and Rohr, K. (2019) DNA acces-
sibility of chromatosomes quantified by automated image analysis of AFM data, Sci. Rep., 9, 12788, https://doi.org/ 
10.1038/s41598-019-49163-4.

 23. Ukraintsev, A., Kutuzov, M., Belousova, E., Joyeau, M., Golyshev, V., Lomzov, A., and Lavrik, O. (2023) PARP3 affects 
nucleosome compaction regulation, Int. J. Mol. Sci., 24, 9042, https://doi.org/10.3390/ijms24109042.

 24. Suskiewicz, M. J., Prokhorova, E., Rack, J. G. M., and Ahel, I. (2023) ADP-ribosylation from molecular mechanisms to 
therapeutic implications, Cell, 186, 4475-4495, https://doi.org/10.1016/j.cell.2023.08.030.

 25. Sukhanova, M. V., Abrakhi, S., Joshi, V., Pastre, D., Kutuzov, M. M., Anarbaev, R. O., Curmi, P. A., Hamon, L., and 
Lavrik, O. I. (2016) Single molecule detection of PARP1 and PARP2 interaction with DNA strand breaks and their 
poly(ADP-ribosyl)ation using high-resolution AFM imaging, Nucleic Acids Res., 44, e60, https://doi.org/10.1093/ 
nar/gkv1476.

 26. Sukhanova, M. V., Hamon, L., Kutuzov, M. M., Joshi, V., Abrakhi, S., Dobra, I., Curmi, P. A., Pastre, D., and Lavrik, O. I. 
(2019) A single-molecule atomic force microscopy study of PARP1 and PARP2 recognition of base excision repair 
DNA intermediates, J. Mol. Biol., 431, 2655-2673, https://doi.org/10.1016/j.jmb.2019.05.028.

 27. Davies, E., Teng, K. S., Conlan, R. S., and Wilks, S. P. (2005) Ultra-high resolution imaging of DNA and nucleosomes 
using non-contact atomic force microscopy, FEBS Lett., 579, 1702-1706, https://doi.org/10.1016/j.febslet.2005.02.028.

 28. Han, W., Lindsay, S., and Jing, T. (1996) A magnetically driven oscillating probe microscope for operation in liquids, 
Appl. Phys. Lett., 69, 4111-4113, https://doi.org/10.1063/1.117835.

 29. Karymov, M. A., Tomschik, M., Leuba, S. H., Caiafa, P., and Zlatanova, J. (2001) DNA methylation-dependent chro-
matin fiber compaction in vivo and in vitro: requirement for linker histone, FASEB J., 15, 2631-2641, https://doi.org/ 
10.1096/fj.01-0345com.

 30. Stroh, C., Wang, H., Bash, R., Ashcroft, B., Nelson, J., Gruber, H., Lohr, D., Lindsay, S. M., and Hinterdorfer, P. (2004) 
Single-molecule recognition imaging microscopy, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 12503-12507, https://doi.org/ 
10.1073/pnas.0403538101.

 31. Zhang, M., Chen, G., Kumar, R., and Xu, B. (2013) Mapping out the structural changes of natural and pretreated 
plant cell wall surfaces by atomic force microscopy single molecular recognition imaging, Biotechnol. Biofuels,  
6, 147, https://doi.org/10.1186/1754-6834-6-147.

 32. Wang, H., Bash, R., Lindsay, S. M., and Lohr, D. (2005) Solution AFM studies of human Swi-Snf and its interactions 
with MMTV DNA and chromatin, Biophys. J., 89, 3386-3398, https://doi.org/10.1529/biophysj.105.065391.

 33. Bash,  R., Wang,  H., Anderson,  C., Yodh,  J., Hager,  G., Lindsay, S.  M., and Lohr,  D. (2006) AFM imaging of protein 
movements: histone H2A-H2B release during nucleosome remodeling, FEBS Lett., 580, 4757-4761, https://doi.org/ 
10.1016/j.febslet.2006.06.101.

 34. Bruno, M., Flaus, A., Stockdale, C., Rencurel, C., Ferreira, H., and Owen-Hughes, T. (2003) Histone H2A/H2B dimer 
exchange by ATP-dependent chromatin remodeling activities, Mol. Cell, 12, 1599-1606, https://doi.org/10.1016/
s1097-2765(03)00499-4.

 35. Vicent, G. P., Nacht, A. S., Smith, C. L., Peterson, C. L., Dimitrov, S., and Beato, M. (2004) DNA instructed displace-
ment of histones H2A and H2B at an inducible promoter, Mol. Cell, 16, 439-452, https://doi.org/10.1016/j.molcel. 
2004.10.025.

 36. Xu,  K., Sun,  W., Shao,  Y., Wei,  F., Zhang,  X., Wang,  W., and Li,  P. (2018) Recent development of PeakForce Tap-
ping mode atomic force microscopy and its applications on nanoscience, Nanotechnol. Rev., 7, 605-621, https:// 
doi.org/10.1515/ntrev-2018-0086.

 37. McCauley, M. J., Huo, R., Becker, N., Holte, M. N., Muthurajan, U. M., Rouzina, I., Luger, K., Maher, L. J., 3rd, Israel-
off, N. E., and Williams, M. C. (2019) Single and double box HMGB proteins differentially destabilize nucleosomes,  
Nucleic Acids Res., 47, 666-678, https://doi.org/10.1093/nar/gky1119.

 38. Leung,  C., Maradan,  D., Kramer,  A., Howorka,  S., Mesquida,  P., and Hoogenboom, B.  W. (2010) Improved Kelvin 
probe force microscopy for imaging individual DNA molecules on insulating surfaces, Appl. Phys. Lett., 97, 203703, 
https://doi.org/10.1063/1.3512867.

https://doi.org/10.1016/j.abb.2012.11.005
https://doi.org/10.1093/nar/gkq1254
https://doi.org/10.1093/nar/gkq1254
https://doi.org/10.1038/nsmb.2745
https://doi.org/10.1093/nar/gkp473
https://doi.org/10.1038/s41598-019-49163-4
https://doi.org/10.1038/s41598-019-49163-4
https://doi.org/10.3390/ijms24109042
https://doi.org/10.1016/j.cell.2023.08.030
https://doi.org/10.1093/nar/gkv1476
https://doi.org/10.1093/nar/gkv1476
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2019.05.028
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2005.02.028
https://doi.org/10.1063/1.117835
https://doi.org/10.1096/fj.01-0345com
https://doi.org/10.1096/fj.01-0345com
https://doi.org/10.1073/pnas.0403538101
https://doi.org/10.1073/pnas.0403538101
https://doi.org/10.1186/1754-6834-6-147
https://doi.org/10.1529/biophysj.105.065391
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2006.06.101
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2006.06.101
https://doi.org/10.1016/s1097-2765(03)00499-4
https://doi.org/10.1016/s1097-2765(03)00499-4
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2004.10.025
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2004.10.025
https://doi.org/10.1515/ntrev-2018-0086
https://doi.org/10.1515/ntrev-2018-0086
https://doi.org/10.1093/nar/gky1119
https://doi.org/10.1063/1.3512867


СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ НУКЛЕОСОМ МЕТОДОМ АСМ 649

БИОХИМИЯ том 89 вып. 4 2024

 39. Wu, D., Kaur, P., Li, Z. M., Bradford, K. C., Wang, H., and Erie, D. A. (2016) Visualizing the path of DNA through pro-
teins using DREEM imaging, Mol. Cell, 61, 315-323, https://doi.org/10.1016/j.molcel.2015.12.012.

 40. Bradford, K. C., Wilkins, H., Hao, P., Li, Z. M., Wang, B., Burke, D., Wu, D., Smith, A. E., Spaller, L., Du, C., Gauer, J. W., 
Chan, E., Hsieh, P., Weninger, K. R., and Erie, D. A. (2020) Dynamic human MutSα-MutLα complexes compact mis-
matched DNA, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 117, 16302-16312, https://doi.org/10.1073/pnas.1918519117.

 41. Adkins, N. L., Swygert, S. G., Kaur, P., Niu, H., Grigoryev, S. A., Sung, P., Wang, H., and Peterson, C. L. (2017) Nucle-
osome-like, single-stranded DNA (ssDNA)-histone octamer complexes and the implication for DNA double strand 
break repair, J. Biol. Chem., 292, 5271-5281, https://doi.org/10.1074/jbc.M117.776369.

 42. Guthold, M., Zhu, X., Rivetti, C., Yang, G., Thomson, N. H., Kasas, S., Hansma, H. G., Smith, B., Hansma, P. K., and 
Bustamante, C. (1999) Direct observation of one-dimensional diffusion and transcription by Escherichia coli RNA 
polymerase, Biophys. J., 77, 2284-2294, https://doi.org/10.1016/S0006-3495(99)77067-0.

 43. Shlyakhtenko, L. S., Lushnikov, A. Y., and Lyubchenko, Y. L. (2009) Dynamics of nucleosomes revealed by time-lapse 
atomic force microscopy, Biochemistry, 48, 7842-7848, https://doi.org/10.1021/bi900977t.

 44. Miyagi, A., Ando, T., and Lyubchenko, Y. L. (2011) Dynamics of nucleosomes assessed with time-lapse high-speed 
atomic force microscopy, Biochemistry, 50, 7901-7908, https://doi.org/10.1021/bi200946z.

 45. Stumme-Diers, M.  P., Banerjee,  S., Hashemi,  M., Sun,  Z., and Lyubchenko, Y.  L. (2018) Nanoscale dynamics of 
centromere nucleosomes and the critical roles of CENP-A, Nucleic Acids Res., 46, 94-103, https://doi.org/10.1093/ 
nar/gkx933.

 46. Sinha, K. K., Gross, J. D., and Narlikar, G. J. (2017) Distortion of histone octamer core promotes nucleosome mobili-
zation by a chromatin remodeler, Science, 355, eaaa3761, https://doi.org/10.1126/science.aaa3761.

 47. Onoa, B., Díaz-Celis, C., Cañari-Chumpitaz, C., Lee, A., and Bustamante, C. (2023) Real-time multistep asymmetrical 
disassembly of nucleosomes and chromatosomes visualized by high-speed atomic force microscopy, ACS Cent. Sci., 
10, 122-137, https://doi.org/10.1021/acscentsci.3c00735.

 48. Kato,  S., Takada,  S., and Fuchigami,  S. (2023) Particle smoother to assimilate asynchronous movie data of high-
speed AFM with MD simulations, J. Chem. Theory Comput., 19, 4678-4688, https://doi.org/10.1021/acs.jctc.2c01268.

 49. Bennink, M. L., Leuba, S. H., Leno, G. H., Zlatanova,  J., de Grooth, B. G., and Greve,  J. (2001) Unfolding individu-
al nucleosomes by stretching single chromatin fibers with optical tweezers, Nat. Struct. Biol., 8, 606-610, https:// 
doi.org/10.1038/89646.

 50. Gupta, P., Zlatanova, J., and Tomschik, M. (2009) Nucleosome assembly depends on the torsion in the DNA mole-
cule: a magnetic tweezers study, Biophys. J., 97, 3150-3157, https://doi.org/10.1016/j.bpj.2009.09.032.

 51. Andreeva, T. V., Maluchenko, N. V., Sivkina, A. L., Chertkov, O. V., Valieva, M. E., Kotova, E. Y., Kirpichnikov, M. P., 
Studitsky, V. M., and Feofanov, A. V. (2022) Na+ and K+ ions differently affect nucleosome structure, stability, and 
interactions with proteins, Microsc. Microanal., 28, 243-253, https://doi.org/10.1017/S1431927621013751.

 52. Ganji, M., Shaltiel, I. A., Bisht, S., Kim, E., Kalichava, A., Haering, C. H., and Dekker, C. (2018) Real-time imaging of 
DNA loop extrusion by condensing, Science, 360, 102-105, https://doi.org/10.1126/science.aar7831.

 53. Davidson, I. F., Bauer, B., Goetz, D., Tang, W., Wutz, G., and Peters, J. M. (2019) DNA loop extrusion by human cohes-
in, Science, 366, 1338-1345, https://doi.org/10.1126/science.aaz3418.

 54. Kim,  Y., Shi,  Z., Zhang,  H., Finkelstein, I.  J., and Yu,  H. (2019) Human cohesin compacts DNA by loop extrusion,  
Science, 366, 1345-1349, https://doi.org/10.1126/science.aaz4475.

 55. Kong, M., Cutts, E. E., Pan, D., Beuron, F., Kaliyappan, T., Xue, C., Morris, E. P., Musacchio, A., Vannini, A., and Greene, 
E.  C. (2020) Human condensin  I and  II drive extensive ATP-dependent compaction of nucleosome-bound DNA,  
Mol. Cell, 79, 99-114, https://doi.org/10.1016/j.molcel.2020.04.026.

 56. Kim, E., Kerssemakers, J., Shaltiel, I. A., Haering, C. H., and Dekker, C. (2020) DNA-loop extruding condensin com-
plexes can traverse one another, Nature, 579, 438-442, https://doi.org/10.1038/s41586-020-2067-5.

 57. Visnapuu, M. L., and Greene, E. C. (2009) Single-molecule imaging of DNA curtains reveals intrinsic energy land-
scapes for nucleosome deposition, Nat. Struct. Mol. Biol., 16, 1056-1062, https://doi.org/10.1038/nsmb.1655.

 58. Luger, K., Mäder, A. W., Richmond, R. K., Sargent, D. F., and Richmond, T. J. (1997) Crystal structure of the nucleo-
some core particle at 2.8 Å resolution, Nature, 389, 251-260, https://doi.org/10.1038/38444.

 59. Markert, J. W., Vos, S. M., and Farnung, L. (2023) Structure of the complete S. cerevisiae Rpd3S-nucleosome com-
plex, bioRxiv, https://doi.org/10.1101/2023.08.03.551877.

 60. Van Emmerik, C. L., and van Ingen, H. (2019) Unspinning chromatin: revealing the dynamic nucleosome landscape 
by NMR, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc., 110, 1-19, https://doi.org/10.1016/j.pnmrs.2019.01.002.

 61. Ackermann, B. E., and Debelouchina, G. T. (2021) Emerging contributions of solid-state NMR spectroscopy to chro-
matin structural biology, Front. Mol. Biosci., 8, 741581, https://doi.org/10.3389/fmolb.2021.741581.

 62. Shi,  X., Kannaian,  B., Prasanna,  C., Soman,  A., and Nordenskiöld,  L. (2023) Structural and dynamical investiga-
tion of histone H2B in well-hydrated nucleosome core particles by solid-state NMR, Commun. Biol., 6, 672, https:// 
doi.org/10.1038/s42003-023-05050-3.

https://doi.org/10.1016/j.molcel.2015.12.012
https://doi.org/10.1073/pnas.1918519117
https://doi.org/10.1074/jbc.M117.776369
https://doi.org/10.1016/S0006-3495(99)77067-0
https://doi.org/10.1021/bi900977t
https://doi.org/10.1021/bi200946z
https://doi.org/10.1093/nar/gkx933
https://doi.org/10.1093/nar/gkx933
https://doi.org/10.1126/science.aaa3761
https://doi.org/10.1021/acscentsci.3c00735
https://doi.org/10.1021/acs.jctc.2c01268
https://doi.org/10.1038/89646
https://doi.org/10.1038/89646
https://doi.org/10.1016/j.bpj.2009.09.032
https://doi.org/10.1017/S1431927621013751
https://doi.org/10.1126/science.aar7831
https://doi.org/10.1126/science.aaz3418
https://doi.org/10.1126/science.aaz4475
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2020.04.026
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2067-5
https://doi.org/10.1038/nsmb.1655
https://doi.org/10.1038/38444
https://doi.org/10.1101/2023.08.03.551877
https://doi.org/10.1016/j.pnmrs.2019.01.002
https://doi.org/10.3389/fmolb.2021.741581
https://doi.org/10.1038/s42003-023-05050-3
https://doi.org/10.1038/s42003-023-05050-3


УКРАИНЦЕВ и др.650

БИОХИМИЯ том 89 вып. 4 2024

 63. Melters, D. P., Neuman, K. C., Bentahar, R. S., Rakshit, T., and Dalal, Y. (2023) Single molecule analysis of CENP-A 
chromatin by high-speed atomic force microscopy, Elife, 12, e86709, https://doi.org/10.7554/eLife.86709.

 64. Heenan, P. R., and Perkins, T. T. (2019) Imaging DNA equilibrated onto mica in liquid using biochemically relevant 
deposition conditions, ACS Nano, 13, 4220-4229, https://doi.org/10.1021/acsnano.8b09234.

 65. Sanchez, H., Kertokalio, A., van Rossum-Fikkert, S., Kanaar, R., and Wyman, C. (2013) Combined optical and topo-
graphic imaging reveals different arrangements of human RAD54 with presynaptic and postsynaptic RAD51-DNA 
filaments, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 110, 11385-11390, https://doi.org/10.1073/pnas.1306467110.

 66. Rahman, M., Boggs, Z., Neff, D., and Norton, M. (2018) The Sapphire (0001) Surface: a transparent and ultraflat sub-
strate for DNA nanostructure imaging, Langmuir, 34, 15014-15020, https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.8b01851.

 67. Johnson, A. S., Nehl, C. L., Mason, M. G., and Hafner, J. H. (2003) Fluid electric force microscopy for charge density 
mapping in biological systems, Langmuir, 19, 10007-10010, https://doi.org/10.1021/la035255f.

 68. Gramse,  G., Gomila,  G., and Fumagalli,  L. (2012) Quantifying the dielectric constant of thick insulators by elec-
trostatic force microscopy: effects of the microscopic parts of the probe, Nanotechnology, 23, 205703, https:// 
doi.org/10.1088/0957-4484/23/20/205703.

STUDYING THE STRUCTURE AND FUNCTION  
OF NUCLEOSOMES BY ATOMIC FORCE MICROSCOPY

Review

A. A. Ukraintsev1#, M. M. Kutuzov1#, and O.I. Lavrik1,2*

1 Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences, 
630090 Novosibirsk, Russia; e-mail: lavrik@niboch.nsc.ru

2 Novosibirsk State University, 630090 Novosibirsk, Russia

Chromatin is an epigenetic platform for the implementation of DNA-dependent processes. The nucleo-
some, as the basic level of chromatin compaction, largely determines its properties and structure. When 
studying the structure and functions of nucleosomes, physicochemical tools are actively used, such as 
magnetic and optical “tweezers,” “DNA curtains,” nuclear magnetic resonance, X-ray diffraction analy-
sis and cryoelectron microscopy, as well as optical methods based on FRET. Despite the fact that these 
approaches make it possible to determine a wide range of structural and functional characteristics of 
chromatin and nucleosomes with high spatial and temporal resolution, atomic-force microscopy (AFM) 
complements the capabilities of these methods. This review presents the results of structural studies 
of nucleosomes in view of the development of the AFM method. The capabilities of AFM are considered 
in the context of the use of other physicochemical approaches.
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Клетки эукариот отличаются высокой степенью компартментализации внутреннего содержимо-
го, что обеспечивает точную и контролируемую регуляцию внутриклеточных процессов. Для реа-
лизации многих процессов, в том числе разных этапов транскрипции, в клетке формируются 
динамические безмембранные компартменты, называемые биомолекулярными конденсатами. 
Транскрипционные конденсаты, содержащие различные транскрипционные факторы и РНК-по-
лимеразу, формируются за счет высоко- и низкоспецифичных взаимодействий между белками, 
ДНК и находящимися поблизости РНК. В данном обзоре обсуждаются новые данные, демонстри-
рующие важную роль низкоспецифичных мультивалентных белок-белковых и РНК-белковых 
взаимодействий в организации и регуляции транскрипции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: транскрипция, РНК, РНК-полимераза, транскрипционные конденсаты, при-
родно неупорядоченные домены.

DOI: 10.31857/S0320972524040087 EDN: ZFGMNJ

Принятые сокращения: ГК – гранулярный компонент ядрышка; ПФК – плотный фибриллярный компонент 
ядрышка; CTD – C-концевой домен РНК-полимеразы II; FBL – фибрилларин; IDR – природно неупорядоченный 
домен; PRC2  – Polycomb-репрессивный комплекс 2; RNAPI  – РНК-полимераза I; RNAPII  – РНК-полимераза II; 
RNAPIII – РНК-полимераза III.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Экспрессия генов в ядре обеспечивается ак-
тивностью трех РНК-полимераз  – РНК-полиме-
разы I (RNAPI), осуществляющей транскрипцию 
предшественника 25S, 18S и 5,8S рибосомных РНК 
(рРНК), РНК-полимеразы II (RNAPII), осуществляю-
щей транскрипцию большей части матричных 
РНК (мРНК), а также РНК-полимеразы III (RNAPIII), 
которая осуществляет транскрипцию рибосомной 
5S-рРНК, тРНК, 7SL  РНК и некоторых других ма-
лых РНК. Регуляция транскрипции представляет 
собой сложный процесс, в который, даже в самых 

простых случаях, вовлечено множество различ-
ных белков и РНК, аккумулирующихся в целевых 
сайтах клеточного ядра. Классическим примером 
такой аккумуляции является ядрышко  – самая 
крупная органелла ядра, в которой происходит 
транскрипция и процессинг пре-рРНК, а также 
сборка пре-рибосом [1, 2].

Важнейшей особенностью клеточного ядра, 
которая обеспечивает возможность осуществлять 
транскрипцию и гибко ее регулировать, явля-
ется высокая подвижность ядерных белков. Еще 
в 2000 году были получены первые данные о том, 
что многие белки в составе ядрышка, интерхро-
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матиновых гранул и хроматина связаны со струк-
турами не стабильно, а находятся в постоянном 
достаточно быстром обмене с окружающей нук-
леоплазмой [3, 4]. В рамках данного обзора особый 
интерес представляет характер связи и обмена 
транскрипционных факторов, которые отвечают 
за осуществление относительно продолжительно-
го процесса – транскрипции. Теоретически тран-
скрипция могла бы быть активирована при посто-
янном связывании транскрипционных факторов с 
промоторами. Однако уже первые эксперименты 
показали, что глюкокортикоидный рецептор, ко-
торый при связывании с хроматином модулирует 
экспрессию генов гормонозависимым образом, 
подвергается быстрому обмену между целевым 
сайтом на хроматине и окружающей нуклеоплаз-
мой [3]. Позднее было показано, что глюкокорти-
коидный рецептор и белок, взаимодействующий с 
глюкокортикоидным рецептором 1 (GRIP-1), нахо-
дятся в динамическом равновесии с промотором 
и должны многократно возвращаться к матрице 
в ходе активации транскрипции [5]. Другие тран-
скрипционные факторы также связаны с промото-
рами динамично, находясь на самом промоторе в 
течение относительно небольшого времени  – от 
долей секунды до нескольких десятков секунд [6]. 
Динамическая сборка на промоторе была показана 
и для субъединиц RNAPII [7].

Высокая скорость обмена была показана и 
для некоторых факторов транскрипции рРНК  – 
UBF [8–10], TAFI48, PAF53 и TIF-IA/Rrn3 [9]. Динами-
ческое поведение демонстрировали на промоторе 
и субъединицы  RNAPI, что свидетельствовало о 
стохастичности и малой эффективности сборки 
комплексов, необходимых для транскрипции [9].

Поведение транскрипционных факторов опи-
сывается моделью 3D-сканирования генома (3D 
genome-scanning model) [6] или, как иногда говорят, 
моделью диффузии и сродства (diffusion and affin-
ity model). Данная модель предполагает, что белки 
свободно и с большой скоростью диффундируют 
во всем объеме ядра, периодически взаимодей-
ствуя с его компонентами. Большая часть таких 
взаимодействий неспецифична и нефункциональ-
на. Однако при взаимодействии с целевыми сайта-
ми благодаря высокоаффинным взаимодействиям 
белки могут временно иммобилизироваться, что с 
некоторой, по-видимому, весьма невысокой вероят-
ностью может завершаться формированием функ-
циональных макромолекулярных комплексов.

Однако эта модель не в состоянии описать 
все количественные закономерности, связанные 
с регуляцией активности генома. Например, были 
представлены расчеты, что скорость, с которой 
белки находят свои сайты на ДНК в бактериаль-
ных клетках, примерно в 100 раз выше, чем про-
гнозируется только на основе диффузии  [11, 12]. 

В  настоящее время предложено несколько меха-
низмов, которые способны повышать эффектив-
ность накопления белков, а также точность такого 
накопления. Как минимум некоторые из этих ме-
ханизмов зависят преимущественно от низкоспе-
цифичных взаимодействий между молекулами, 
что может приводить, в частности, к формирова-
нию безмембранных структур, которые в настоя-
щее время принято называть биомолекулярными 
конденсатами, аккумулирующими молекулы, 
необходимые для эффективной транскрипции. 
Так как формирование конденсатов во многих слу-
чаях зависит от взаимодействия между белками и 
РНК, в рамках данного обзора мы последователь-
но рассмотрим роль белков и РНК, участвующих 
в организации и регуляции транскрипции путем 
формирования транскрипционных конденсатов.

КОМПАРТМЕНТАЛИЗАЦИЯ  
ПРОЦЕССОВ ТРАНСКРИПЦИИ

Регуляция транскрипции генов базируется, 
прежде всего, на многочисленных высокоаффин-
ных (специфических) взаимодействиях различных 
белков с энхансерами и промоторами. Так, акти-
вация транскрипции зависит от взаимодействия 
комплекса Mediator с энхансером и промотором, 
что облегчает посадку RNAPII в ходе инициации 
транскрипции [13, 14]. Однако ряд данных свиде-
тельствует, что инициация транскрипции может 
приводить к формированию достаточно значи-
тельных по размеру комплексов  – транскрипци-
онных фабрик, внутри которых концентрируется 
множество транскрибируемых генов. Такая гипо-
теза привлекательна, прежде всего, тем, что по-
зволяет надеяться на согласованную регуляцию 
множества генов, собранных в рамках одной тран-
скрипционной фабрики. В пользу существования 
таких комплексов, прежде всего, свидетельствуют 
микроскопические данные о формировании клас-
теров молекул RNAPII в ядрах животных  [15–20]. 
Эти данные изначально были получены методами 
обычной флуоресцентной, а не локализационной 
микроскопии с супер-разрешением, которая позво-
ляет определять число молекул в определенной 
области. Результаты, полученные методами мик-
роскопии с супер-разрешением, свидетельствуют о 
том, что транскрипционные фабрики невелики и 
преимущественно образованы всего несколькими 
молекулами RNAPII [21].

В составе транскрипционных фабрик так-
же аккумулируются субъединицы комплекса 
Mediator  [22]. Предполагается, что крупные клас-
теры RNAPII и комплекса Mediator (<10%  от  всех 
кластеров) могут быть идентичны описанным 
ранее кластерам супер-энхансеров. Экспрессия 
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некоторых важных генов контролируется мно-
жеством энхансеров (супер-энхансерами)  [23–27]. 
Опубликованные данные свидетельствуют, что 
крупные кластеры RNAPII и комплекса Mediator, 
как правило, перекрываются с супер-энхансер-со-
держащими локусами [22, 28–30].

Прижизненные наблюдения свидетельствуют 
о том, что такие транскрипционные фабрики фор-
мируются как динамические, коротко живущие 
агрегаты, включающие молекулы RNAPII  [31–33]. 
Похожая ситуация показана и для транскрипци-
онных факторов Zelda и  Bicoid в развивающихся 
эмбрионах дрозофилы [34]. Оба эти фактора обра-
зуют динамические короткоживущие конденса-
ты, которые временно взаимодействуют с участ-
ками активной Bicoid-зависимой транскрипции, 
активируя ее.

Наконец, следует учитывать микроскопиче-
ские результаты визуализации транскрипции 
длинных генов. Такие гены образуют достаточно 
протяженные петли, вдоль которых, по-видимому, 
движутся молекулы RNAPII [35, 36]. Эти петли на-
поминают петли в хромосомах типа ламповых ще-
ток [37–39]. Таким образом, последние данные не 
подтверждают идею о существовании высокоупо-
рядоченных транскрипционных фабрик, скорее, 
речь идет о высокодинамичных комплексах. Такие 
комплексы в настоящее время принято называть 
транскрипционными конденсатами [40].

РОЛЬ НЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ  
ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ В ФОРМИРОВАНИИ  
ТРАНСКРИПЦИОННЫХ КОНДЕНСАТОВ

Представления о биомолекулярных конденса-
тах возникли при изучении безмембранных ор-
ганелл  [41, 42]. Позднее эти представления были 
распространены на любые комплексы, которые не 
демонстрируют стехиометричности своего соста-

ва [43]. В формировании таких комплексов – вне 
зависимости от их размера – важную роль играют 
многочисленные низкоаффинные взаимодействия 
между молекулами. Ключевую (но не исключи-
тельную) роль в этом играют взаимодействия, в 
которые вовлечены природно неупорядоченные 
домены белков (IDR)  [44–47] (рис.  1,  а  и  б). Важ-
ное значение также имеют мультивалентные 
взаимодействия с участием структурированных 
доменов  [48, 49]. По  роли в формировании кон-
денсатов белковые молекулы разделяют на моле-
кулы-скэффолды (scaffold molecules), т.е. молекулы, 
вовлеченные в мультивалентные взаимодействия 
и способствующие формированию конденсатов, и 
белки-клиенты (client proteins), накапливающиеся 
в уже сформированных конденсатах [49]. IDR, хотя 
и не обладают высокой аффинностью, но, так же 
как высокоаффинные РНК-связывающие домены, 
могут быть основой для мультивалентных взаимо-
действий: либо в случае большой протяженности 
IDR, либо в случае олигомеризации белковых мо-
лекул (рис. 1, в).

В пользу того, что транскрипция может сопро-
вождаться формированием биомолекулярных кон-
денсатов, свидетельствует способность некоторых 
белков, участвующих в транскрипции, к формиро-
ванию конденсатов in vitro. Наиболее детальные 
данные имеются для некоторых белков ядрышка, 
особенно для двух ключевых ядрышковых бел-
ков – FBL и NPM1 [50]. Многие другие белки, кото-
рые вовлечены в различные аспекты регуляции 
активности генома, также способны формировать 
конденсаты in vitro (в ряде случаев анализ ограни-
чивался IDR этих белков, однако даже такие дан-
ные, по-видимому, достаточны для установления 
потенциальной способности белков участвовать в 
образовании биомолекулярных конденсатов). Так, 
к ним относятся компоненты комплекса Mediator 
и RNAPII  [22, 28, 29], TAZ  [51], BRD4  [28], факторы 
транскрипции OCT4 [52] и TAF15 [53].

б ва

Рис. 1. Роль природно неупорядоченных доменов  (IDR) в формировании биомолекулярных конденсатов. 
а – Электростатические взаимодействия между IDR белков в случае присутствия доменов с разным зарядом. 
б – Взаимодействия между IDR белка и РНК. в – Формирование биомолекулярного конденсата за счет мульти-
валентных взаимодействий, обеспечиваемых димерами белков со связывающими молекулы РНК IDR
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Одно из наиболее эффектных подтверждений 
того, что в ходе активации транскрипции проис-
ходит формирование биомолекулярных конден-
сатов, зависящих от IDR, получено при изучении 
сигнального пути Wnt/β-катенин  [54]. β-Катенин 
при активации сигнального пути транслоциру-
ется в ядро, где образует комплекс с транскрипци-
онными факторами LEF/TCF. Этот комплекс рекру-
тирует дополнительные кофакторы и усиливает 
экспрессию целевых генов. LEF1 вместе с β-кате-
нином способен формировать биомолекулярные 
конденсаты как in vitro, так и in vivo, причем фор-
мирование этих конденсатов необходимо для ак-
тивации транскрипции. Примечательно, что LEF1 
с нарушенным IDR теряет свою активность, кото-
рая может быть восстановлена путем замены на 
природно неупорядоченный домен другого белка 
(Fused in sarcoma,  FUS). Это лишний раз подчер-
кивает роль неспецифических взаимодействий в 
процессах регуляции транскрипции.

Также были получены данные о том, что IDR 
могут не только повышать эффективность тран-
скрипции за счет привлечения разных белковых 
молекул в транскрипционные конденсаты, но и 
повышать точность узнавания транскрипцион-
ными факторами промоторов. Транскрипционные 
факторы содержат ДНК-связывающие домены, 
которые специфически связываются с короткими 
мотивами последовательностей ДНК. Однако ДНК-
связывающие домены занимают лишь часть по-
следовательностей транскрипционных факторов, 
большая же часть последовательностей этих бел-
ков имеют низкую сложность и лишены стабиль-
ной 3D-структуры  [55–57]. Как уже упоминалось 
выше, IDR не способны реализовывать высокоаф-
финные и высокоспецифические взаимодействия. 
Однако такие участки способны «направлять» 
транскрипционные факторы к определенным 
геномным локусам (т.е.  повышать специфич-
ность узнавания промотора), действуя совместно 
с высокоаффинными ДНК-связывающими доме- 
нами [58–60].

РОЛЬ С-КОНЦЕВОГО ДОМЕНА RNAPII  
В ОРГАНИЗАЦИИ ТРАНСКРИПЦИОННЫХ  

КОНДЕНСАТОВ

Особую роль в организации процес-
сов транскрипции играет С-концевой домен 
RNAPII  (СTD). CTD представляет собой IDR, ко-
торый содержит множество гептадных по-
второв с консенсусной последовательностью 
Tyr 1-Ser 2-Pro 3-Thr 4-Ser 5-Pro 6-Ser 7 [61–63]. У раз-
личных организмов длина CTD варьирует в широ-
ких пределах  – от  26  повторов (у  Saccharomyces 
cerevisiae) до 52 повторов (у человека).

При экспрессии в клетках CTD накапливается 
в сайтах активной транскрипции, что может го-
ворить о его потенциальной роли в накоплении 
RNAPII в целевых сайтах [64]. Данные о его непо-
средственной роли в процессе транскрипции про-
тиворечивы. Каталитическая активность RNAPII 
обеспечивается консервативными субъединицами 
фермента RPB1 и RPB2, но не CTD [65], и поэтому 
кажется логичным, что RNAPII с делетированным 
CTD может осуществлять транскрипцию in vitro, 
но не in vivo  [66]. Этот вопрос изучался разными 
авторами, но наиболее свежее исследование, про-
веденное с использованием клеток Raji, говорит о 
том, что CTD не является обязательным для тран-
скрипции в живых клетках [67]. Представленные 
в этой работе данные свидетельствуют, что CTD 
необходим не столько для транскрипции per se, 
сколько для точной посадки RNAPII в целевые 
сайты, а также регуляции процессов, связанных с 
транскрипцией, и созревания транскриптов.

Последовательности CTD человека и дрожжей 
способны формировать конденсаты in vitro, при 
этом образующиеся агрегаты имеют сферическую 
форму и включают в себя интактную RNAPII [68]. 
Важно, что способность к кластеризации RNAPII в 
ядре коррелирует с числом гептадных повторов: 
укорочение человеческого CTD до длины CTD из 
дрожжей уменьшает накапливаемую концентра-
цию RNAPII и ее ассоциацию с хроматином в клет-
ках человека, а удлинение повторов увеличивает 
кластеризацию молекул RNAPII  [69]. Моделиро-
вание подтверждает, что длина CTD способствует 
посадке молекул RNAPII на промотор и замедля-
ет их освобождение с него, а также что взаимо-
действие CTD–CTD позволяет концентрировать 
множество молекул RNAPII в одной точке. Также 
несколько работ свидетельствуют о том, что CTD 
участвует в привлечении комплекса Mediator [22, 
28, 70]. А разрушение комплекса Mediator ведет к 
распаду крупных комплексов гипофосфорилиро-
ванной RNAPII [71].

Процитированные выше работы свидетель-
ствуют о том, что формирование биомолекуляр-
ных конденсатов, которые аккумулируют RNAPII, 
различные транскрипционные факторы и другие 
белки, может быть ключевым механизмом ин-
тенсификации процессов транскрипции. Однако 
этот механизм может быть малоэффективным у 
S. cerevisiae, так как CTD у этого организма намного 
короче, чем, например, у человека, а более длин-
ный CTD приводит к более сильным взаимодей-
ствиям CTD–CTD и формированию менее дина-
мичных конденсатов [68]. Нельзя исключать, что 
именно по этой причине в ядрах S. cerevisiae моле-
кулы RNAPII не формируют кластеров, как это ти-
пично для ядер клеток человека [72]. Наблюдения 
над единичными молекулами RNAPII в клетках 
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живых дрожжей показали, что CTD отвечает за 
ограничение диффузии RNAPII в области ядра, 
обогащенной активными генами, но без видимого 
формирования конденсатов. В случае укорочения 
CTD наблюдалось нарушение ограничения диффу-
зии, увеличивалось время поиска целевого сайта, 
нарушалось формирование преинициаторного 
комплекса. По мнению авторов работы, эти отли-
чия могут быть связаны с особенностями органи-
зации транскрипции в условиях небольшого ядра 
дрожжевых клеток, где все компоненты собраны 
в ограниченной области, что делает формирова-
ние транскрипционных конденсатов избыточ- 
ным [72].

Важные данные были получены с помощью 
оптогенетической системы, которая позволяет 
индуцировать биомолекулярные конденсаты на 
основе IDR транскрипционных регуляторов семей-
ства  FET (таких как FUS, Ewings sarcoma (EWS) и 
TAF15) [73]. IDR этих белков способны иницииро-
вать процесс разделения фаз в живых клетках, 
при этом TAF15 способен взаимодействовать с 
CTD RNAPII, привлекая молекулы RNAPII в состав 
конденсатов. Интересно, что зарождающиеся 
кластеры CTD в праймированных геномных ло-
кусах снижают энергетический барьер для роста 
конденсатов TAF15, которые, в свою очередь, до-
полнительно рекрутируют RNAPII для запуска 
транскрипции. Таким образом, авторы выявили 
механизм, который по принципу положительной 
обратной связи усиливает накопление RNAPII в 
сайтах транскрипции, что ведет к повышению 
эффективности транскрипции. При этом полу-
ченные данные свидетельствуют, что элонгация 
происходит вне индуцированных конденсатов, 
так как молекулы RNAPII с немодифицированным 
CTD колокализуются с конденсатами IDR TAF15, а 
фосфорилированный CTD высвобождается в окру-
жающую область.

Таким образом, имеющиеся данные показы-
вают, что неспецифические взаимодействия не-
упорядоченного CTD RNAPII способны повышать 
эффективность транскрипции. При этом следует 
учитывать, что многие данные, на которых бази-
руются представления о механизмах формирова-
ния транскрипционных конденсатов и роли IDR 
в их образовании, получены в результате опытов 
in vitro или опытов с самими IDR, а не с целыми 
белками. В  составе интактных белков IDR могут 
вести себя иначе. Так, в недавней работе были 
представлены данные в пользу того, что IDR недос-
таточны для индукции кластеризации транскрип-
ционных факторов [74], т.е.  этот вопрос требует 
дальнейшего изучения.

ДВА ТИПА ТРАНСКРИПЦИОННЫХ  
КОНДЕНСАТОВ ОБЕСПЕЧИВАЮТ РАЗДЕЛЕНИЕ 

ПРОЦЕССОВ ИНИЦИАЦИИ И ЭЛОНГАЦИИ

Внедренные в последние годы методы мик-
роскопии с супер-разрешением позволяют оце-
нивать расстояние между транскрипционными 
факторами и зарождающимися транскриптами. 
Так, в случае генов Pou5f1 и Nanog зарождающиеся 
транскрипты находились ближе к элонгирующим 
молекулам RNAPII, но были удалены от локусов, 
обогащенных фактором транскрипции SOX2 и 
BRD4 [75]. Эти наблюдения свидетельствуют о про-
странственном разделении комплексов элонгации 
и инициации. Интересно, что результаты, полу-
ченные на репортерном гене HIV-1, показывают, 
что комплекс инициации (инициаторный конден-
сат) существует в течение относительно непродол-
жительного времени (~1 мин), за которое в зону 
промотора рекрутируются молекулы RNAPII  [76]. 
По-видимому, в ходе транскрипции (и последую-
щего сплайсинга и транспорта из ядра) молекулы 

Рис. 2. Модели инициаторного и элонгационного конденсатов, обеспечивающих регуляцию транскрипции 
РНК-полимеразой II (RNAPII)
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проходят через несколько конденсатов, что позво-
ляет добиться высокой эффективности каждого из 
этапов жизненного цикла молекул РНК [77].

Таким образом, к настоящему времени полу-
чены достаточно убедительные данные о суще-
ствовании конденсатов, в которых концентри-
руются компоненты, вовлеченные в инициацию 
транскрипции  (рис. 2). Несколько более спорной 
видится ситуация с существованием элонгаци-
онных конденсатов. Как уже упоминалось выше, 
длинные гены формируют протяженные петли, 
вдоль которых во время транскрипции движутся 
молекулы RNAPII [35, 36]. Вероятнее всего, описан-
ные закономерности могут быть распространены 
и на все остальные гены, однако это требует экспе-
риментального подтверждения хотя бы основных 
положений. Тем не менее эти морфологические 
наблюдения плохо стыкуются с представлениями 
о существовании обособленных элонгационных 
конденсатов. Дальнейшие эксперименты смогут 
уточнить эти данные и снять существующие про-
тиворечия.

РОЛЬ НЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ  
ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ В ОРГАНИЗАЦИИ  

ТРАНСКРИПЦИИ ПРЕ-рРНК

Ядрышко представляет собой результат тран-
скрипции с относительно небольших участков 
генома, содержащих множество генов рРНК, кото-
рые получили название ядрышковых организа-
торов [78]. В  ядрышках накапливается примерно 
80 рибосомных белков и более 200 факторов сбор-
ки пре-рибосом [79]. Кроме того, ядрышко содер-
жит большое количество других белков, которые 
не имеют отношения или имеют только опосредо-
ванное отношение к главной функции ядрышка – 
производству пре-рибосом [80].

По сравнению с большинством ядерных телец, 
ядрышки имеют относительно сложную внутрен-
нюю организацию. Активные ядрышки млекопи-
тающих, птиц и некоторых рептилий состоят из 
трех отдельных субкомпартментов: фибрилляр-
ного центра  (ФЦ), плотного фибриллярного ком-
понента  (ПФК) и гранулярного компонента  (ГК), 
которые хорошо видны при электронной микро-
скопии [81, 82]. ПФК и ГК формируются в процессе 
биогенеза рибосом.

Транскрипция рДНК происходит на границе 
ФЦ и ПФК; как следствие, ПФК представляет собой 
скопление белков, вовлеченных в ранний про-
цессинг пре-рРНК. Основную роль в поддержа-
нии структурной целостности этого субкомпарт-
мента ядрышка играет белок фибрилларин (FBL), 
который связывается с молекулами пре-рРНК еще 
в  ходе транскрипции [83]. Таким образом, тран-

скрибируемые молекулы пре-рРНК нуклеируют 
формирование ПФК, в котором одновременно про-
исходит и транскрипция, и первые этапы процес-
синга пре-рРНК. Важно, что этот процесс зависит 
от неупорядоченного N-концевого участка FBL, 
обогащенного глицинами и аргининами (GAR-
домена) [83]. FBL представляет собой крайне кон-
сервативную метилтрансферазу, аминокислотная 
последовательность и пространственная структу-
ра которой мало изменились от архей до высших 
эукариот [84]. Появление GAR-домена, по-видимо-
му, позволило FBL приобрести дополнительные 
функции, необходимые для белка в составе на-
много более сложных эукариотических клеток. 
В частности, этот домен играет роль сигнала ядер-
ной локализации [85]. Еще одной такой функцией 
можно считать участие GAR-домена в организа-
ции ПФК [83].

ГК традиционно рассматривается в качестве 
компартмента, где происходит процессинг пре-
рРНК и сборка пре-рибосом. Поддержание струк-
турной целостности ГК определяется динамиче-
скими взаимодействиями между пре-рибосомами, 
в чем ключевую роль играет белок NPM1  [86]. 
По  мере созревания свойства ГК меняются, что 
обеспечивает направленность транспорта пре-ри-
босом от ПФК к периферии ядрышка [87].

Таким образом, как и в случае транскрип-
ционных конденсатов RNAPII, внутри ядрышка 
формируется несколько конденсатов, что задает 
направленность процессу перемещения молекул 
синтезированных пре-рРНК.

РОЛЬ СИНТЕЗИРУЕМЫХ ТРАНСКРИПТОВ  
В РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ

Нуклеация процессов разделения фаз при 
формировании биомолекулярных конденсатов во 
многих случаях зависит от молекул РНК, которые 
являются удачным субстратом для мультивалент-
ных взаимодействий. Ниже разбираются ключе-
вые работы, которые свидетельствуют о том, что 
молекулы РНК могут быть вовлечены в низкоспе-
цифические взаимодействия, участвующие в регу-
ляции транскрипции.

Разнообразные РНК и сам процесс транскрип-
ции влияют на трехмерную структуру хроматина 
и на опосредованную состоянием хроматина экс-
прессию генов [88–92]. Активная транскрипция и 
накопление в генном локусе хроматин-ассоцииро-
ванных транскриптов, к которым можно отнести 
пре-мРНК и другие зарождающиеся РНК, поддер-
живают открытое состояние хроматина посред-
ством положительной обратной связи. Эта роль 
транскриптов в регуляции состояния хроматина и 
связанной с ним генной экспрессии, по-видимому, 
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обеспечивается как путем электростатических 
взаимодействий с одноименно заряженной ДНК и 
гистоновыми белками, имеющими противополож-
ный заряд [93], так и путем связывания с различ-
ными белковыми факторами, входящими в состав 
хроматина [94].

Факторы транскрипции и модификации хро-
матина YY1, CTCF, DNMT1 и DNMT3A представляют 
собой примеры ДНК-связывающих факторов, чья 
ассоциация с хроматином может регулироваться 
зарождающимися транскриптами  [95]. В  случае 
повсеместно экспрессируемого транскрипцион-
ного фактора  YY1 взаимодействие с зарождаю-
щимися РНК стабилизирует его расположение 
в сайтах связывания на хроматине  – преимуще-
ственно в промоторных участках  [96]. Обратное 
действие оказывают зарождающиеся РНК на ассо-
циацию с хроматином метилтрансфераз DNMT1 
и DNMT3A [97, 98]. Для метилтрансферазы DNMT1, 
осуществляющей поддерживающее метилиро-
вание CpG-островков ДНК, с помощью методов 
полногеномного анализа РНК-белкового интер-
актома (fRIP-seq) показано взаимодействие с раз-
личными зарождающимися транскриптами  [99], 
в том числе с мРНК собственного гена [100]. При 
этом DNMT1 предпочитает связывание с некано-
нической структурой G-квадруплекса, называемой 
pUG-фолд, причем аффинность связывания оказы-
вается пропорциональна длине GU-повтора [100]. 
Взаимодействие с pUG-фолдом РНК предотвращает 
связывание DNMT1 с ДНК, тем самым ингибируя 
активность этого фермента. Однако некоторые 
длинные некодирующие РНК, наоборот, привлека-
ют метилтрансферазу к конкретным участкам хро-
матина, не подавляя ее активности [101–105], или 
даже определяют ее локализацию в клетке [106].

Подобные антагонистичные отношения с 
зарождающимися транскриптами были обнару-
жены и для Polycomb-репрессивного комплекса 2 
(PRC2)  [107]. PRC2 представляет собой комплекс 
эпигенетической регуляции транскрипции, кото-
рый метилирует остаток лизина 27 гистона H3 и 
посредством этого участвует в подавлении генной 
экспрессии. В связи с выполняемой функцией PRC2 
в первую очередь ассоциирован с CpG-островками 
в репрессированных генах. Однако с помощью вы-
сокопроизводительных методов секвенирования 
РНК, взаимодействующих с компонентами PRC2 
(CLIP/iCLIP-seq), были продемонстрированы взаи-
модействия PRC2 c пре-мРНК большинства актив-
ных генов  [107, 108]. Ингибирование RNAPII или 
деградация всей РНК в клетке приводили к рекру-
тированию PRC2 к хроматину активных генов [109–
111], причем эффект был обратимым  [112,  113]. 
В  экспериментах in vitro было показано, что РНК 
вытесняет PRC2 из комплексов с нуклеосомами и 
ингибирует его каталитическую активность [107, 

114–116], причем большую аффинность проявля-
ют РНК, способные формировать G-квадруплекс-
ные структуры  [112,  117]. Оттитровывая на себя 
комплексы PRC2, зарождающиеся транскрипты 
снижают вероятность связывания этих репрессив-
ных комплексов с хроматином, тем самым пред-
отвращая «замалчивание» своих генов. Также 
было выдвинуто предположение, что все события 
взаимодействия PRC2 с хроматином опосредованы 
«мостиком» из РНК [118]. Тем не менее наблюдае-
мые в эксперименте rChIP-seq свидетельства обя-
зательного наличия РНК в комплексе с  PRC2 для 
его размещения на хроматине [118], по-видимому, 
являются артефактом эксперимента и нормализа-
ции по причине того, что обработка иммунопре-
ципитированного хроматина РНКазой A и соника-
ция в растворе с низкой ионной силой приводят к 
снижению специфичности иммунопреципитации 
и увеличению фонового сигнала неспецифической 
преципитации хроматина [119, 120]. Таким обра-
зом, активная транскрипция, в результате которой 
образуются новые транскрипты, связывающие и 
иммобилизующие репрессивные эпигенетические 
регуляторы, поддерживает саму себя.

Вовлеченность зарождающихся транскриптов 
в регуляцию связывания хроматин-ассоцииро-
ванных белковых факторов с хроматином, по-ви-
димому, не ограничивается описанными выше 
случаями, а является намного более распростра-
ненным, чем считалось ранее, механизмом кон-
троля структуры и состояния хроматина. Так, экс-
перименты по ингибированию транскрипции и 
деградации РНК в клетках показали, что при ис-
чезновении РНК с хроматина одновременно про-
исходят изменения хроматин-ассоциированного 
протеома  [121, 122]. Остановка транскрипции и 
сопутствующее снижение числа зарождающихся 
транскриптов приводят к обогащению в хромати-
новой фракции белков-модификаторов и факторов 
ремоделирования хроматина (ДНК-метилтранс-
феразы семейства DNMT, EHMT1/2, MLL2/SET1A, 
HUSH, NuRD, NURF, NoRC, CHRAC, NuA4, INO80, BAF, 
ATRX/DAXX, когезин, CTCF, SMCHD1, SAFB) и тран-
скрипционных факторов (POU5F1, ZFP57, UBTF, 
TP53, MYBL2 и  UTF1), в то время как число свя-
занных с хроматином факторов процессинга РНК 
снижается. Аналогичная картина качественного 
изменения хроматин-ассоциированного протеома 
наблюдается в случае разрушения РНК [121]. При 
этом среди хроматин-ассоциированных белков 
оказывается большая доля известных РНК-связы-
вающих белков  [122]. Эти белки, часто обладая 
IDR или участками низкой сложности, благодаря 
связыванию с зарождающимися транскриптами, 
находящимися в непосредственной близости 
с RNAPII, способны обеспечить формирование 
биомолекулярных конденсатов по механизму 
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разделения  фаз, что способствует концентрации 
необходимых для экспрессии генов факторов в 
сайте транскрипции.

РОЛЬ СИНТЕЗИРУЕМЫХ  
ТРАНСКРИПТОВ В ФОРМИРОВАНИИ  

ТРАНСКРИПЦИОННЫХ КОНДЕНСАТОВ

Многие транскрипционные факторы, взаимо-
действующие с хроматином в регуляторных участ-
ках (промоторных, энхансерных), как оказалось, 
помимо ДНК-связывающего и эффекторного доме-
нов, имеют консервативный РНК-связывающий 
домен, который напоминает аргинин-богатый 
мотив  (ARM) белка  Tat ВИЧ-1  [123]. Совместный 
анализ ДНК-белковых взаимодействий (ChIP-seq) 
и РНК-белковых интерактомов (CLIP-seq) несколь-
ких факторов транскрипции (GATA1, YY1 и CTCF) 
продемонстрировал наличие взаимодействий 
данных факторов с РНК, происходящими из локу-
сов, расположенных рядом с сайтами связывания 
факторов на хроматине (энхансерные, промотор-
ные и зарождающиеся транскрипты). Мутации в 
ARM-подобном домене приводили к снижению 
экспрессии таргетных генов, а его делеция уве-
личила долю свободно диффундирующих в ядре 
транскрипционных факторов. Эти наблюдения 
дают основания предположить, что взаимодей-
ствия транскрипционных факторов c зарождаю-
щимися РНК посредством ARM-подобного домена 
могут способствовать образованию транскрипци-
онных конденсатов и обеспечивать тонкую регу-
ляцию генной экспрессии.

В соответствии с описанными наблюдениями 
кажется привлекательной модель организации 
транскрипционных конденсатов, опосредованной 
взаимодействием в локусе транскрипции зарожда-
ющихся РНК и белковых факторов, обладающих 
РНК-связывающими доменами и неструктуриро-
ванными участками, способствующими образо-
ванию биомолекулярных конденсатов  [122, 124]. 
В экспериментах, использующих in vitro и in silico 
системы, было продемонстрировано, что молеку-
лы РНК (как промоторные, так и энхансерные) вне 
зависимости от своей последовательности способ-
ствовали образованию транскрипционных конден-
сатов, включающих в себя комплекс Mediator [125]. 
Однако такой эффект наблюдался только в неболь-
шом диапазоне концентраций РНК при фиксиро-
ванной концентрации комплекса Mediator. При 
таких концентрациях РНК в системе достигалось 
состояние равновесия между отрицательным за-
рядом нуклеиновой кислоты, пропорциональным 
ее длине, и положительным зарядом белковых 
факторов. Увеличение количества РНК, несущих 
отрицательный заряд, в системе приводило к на-

рушению равновесия и разрушению конденсата. 
Состоятельность предложенной авторами работы 
модели регуляции транскрипции по принципу 
отрицательной обратной связи при участии заро-
ждающихся РНК была продемонстрирована также 
в in  vivo экспериментах. Инициация транскрип-
ции и появление коротких зарождающихся тран-
скриптов приводили к образованию транскрипци-
онного конденсата и сопутствующему повышению 
экспрессии репортерного гена. Однако при до-
стижении избыточного уровня транскрипции и 
пороговой концентрации зарождающихся РНК 
происходило снижение экспрессии репортерного 
гена и разрушение временно образованных тран-
скрипционных конденсатов, образуемых за счет 
неспецифических электростатических взаимодей-
ствий между синтезируемыми транскриптами и 
белковыми факторами [124–126]. Такой механизм 
регуляции генной экспрессии осуществляется в 
энхансерах посредством короткоживущих энхан-
серных РНК  [125,  126]. При взаимодействии или 
слиянии энхансер- и промотор-ассоциированных 
конденсатов этот механизм может обеспечивать 
наблюдаемые для многих генов «взрывы» тран-
скрипции [126, 127].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Накопленные в последние годы данные сви-
детельствуют, что транскрипция сопровождается 
формированием молекулярных комплексов с не-
стехиометрическим составом  – транскрипцион-
ных конденсатов. По-видимому, формирование 
таких конденсатов определяется сочетанием дей-
ствия высокоаффинных, специфических взаимо-
действий и неспецифических взаимодействий 
между белками, РНК и участками ДНК, входящих 
в состав этих конденсатов. Как и в случае дру-
гих описанных биомолекулярных конденсатов, 
транскрипционные конденсаты, в состав которых 
входит RNAPII, крайне динамичны. В то же время 
транскрипционные конденсаты, образованные в 
результате активности RNAPI, формируют стабиль-
ные безмембранные структуры – ядрышки. Тем не 
менее во многом формирование транскрипцион-
ных конденсатов сходно в случае RNAPI и RNAPII.

Ключевую роль в формировании транскрип-
ционных конденсатов играют IDR белков, вовле-
ченных в транскрипцию. По-видимому, такие 
домены, хотя и участвуют в неспецифических 
взаимодействиях, способны существенно повы-
шать эффективность и специфичность форми-
рования комплексов, принимающих участие в 
транскрипции. Это касается разных процессов: и 
поиска целевого сайта в пространстве ядра, и взаи-
модействия отдельных компонентов друг с другом. 
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При этом важно, что в таких процессах могут быть 
задействованы положительные обратные связи, 
т.е. взаимодействие молекул ведет к формирова-
нию транскрипционного конденсата, что облег-
чает привлечение дополнительных молекул тех 
же белков, а также, вероятно, других, участвую-
щих в процессе, молекул. Последнее особенно ярко 
видно на примере ядрышка, которое привлекает в  
свой состав множество разных молекул [80], с чем 
отчасти связана мультифункциональность этой 
структуры [128].

Важную роль в регуляции процессов тран-
скрипции играют и сами новосинтезируемые 
транскрипты. Транскрипты, еще связанные с по-
лимеразой, или РНК, задержавшиеся в транскрип-
ционном конденсате, благодаря большому отрица-
тельному заряду своего сахарофосфатного остова 
способны привлекать к сайту транскрипции РНК-
связывающие белки за счет неспецифических 
взаимодействий с положительно заряженными 
IDR, помимо специфических взаимодействий, 
обеспечиваемых вторичными структурами РНК. 
Длина РНК, которая для разных типов РНК может 
варьировать от нескольких десятков до несколь-
ких тысяч нуклеотидов, обеспечивает возмож-
ность мультивалентных взаимодействий с бел-
ками. Описанная способность зарождающихся 
транскриптов привлекать к сайту транскрипции 
белковые факторы может быть использована для 
создания инструментов регуляции генной экспрес-
сии, задействующих системы CRISPR-Cas9 с акти-
ваторными доменами транскрипционных факто-
ров [129].

Однако следует отметить, что многие идеи 
до сих пор не нашли полного эксперименталь-
ного подтверждения. Так, до сих пор мало дан-

ных о структуре элонгационных транскрипцион-
ных конденсатов. Некоторые морфологические 
наблюдения говорят, что элонгация некоторых 
генов происходит на протяженных нитях ДНК, 
напоминающих петли хромосом типа ламповых 
щеток  [35, 36]. Эти наблюдения не противоречат 
однозначно идее о существовании элонгацион-
ных конденсатов, хотя и вызывают некоторые 
сомнения. Кроме того, следует принимать во вни-
мание данные о разрушении транскрипционных 
конденсатов под действием большой концентра-
ции транскрибируемых молекул РНК  [124–126].  
Такое разрушение конденсатов как раз может об-
легчать перемещение молекул RNAPII вдоль мо-
лекулы  ДНК. Эти вопросы требуют дальнейшего 
изучения.

Таким образом, высокая эффективность тран-
скрипции и гибкость ее регуляции связана в зна-
чительной степени со слабыми, неспецифиче-
скими, но множественными взаимодействиями, 
которые ведут к формированию крайне динамич-
ных на молекулярном уровне транскрипционных 
конденсатов.
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В отсутствии кислорода многие микроорганизмы способны к анаэробному дыханию с использова-
нием различных органических соединений в качестве терминальных акцепторов для электрон-
транспортной цепи. В представленной работе произведена идентификация белка, ответствен-
ного за восстановление акрилата в анаэробной дыхательной цепи морской бактерии Shewanella 
woodyi. Показано, что полученные при разделении периплазматических белков S. woodyi фрак-
ции, обладающие акрилатредуктазной активностью, содержат белок ArdA (Swoo_0275) в качестве 
основного компонента. Гетерологичная экспрессия генов ardA/ardB (swoo_0275/swoo_0276), но не 
одиночного гена ardA (swoo_0275) в клетках Shewanella oneidensis MR-1 приводит к появлению в 
их периплазме несвойственной для этой бактерии акрилатредуктазной активности. Эти данные 
позволяют заключить, что флавоцитохром c ArdAB (Swoo_0275/Swoo_0276) ответственен за вос-
становление акрилата в клетках S. woodyi. ArdAB обладает высокой субстратной специфичностью 
и, кроме акрилата среди других 2-еноатов, способен восстанавливать только метакрилат, хотя и 
с 22-кратно меньшей скоростью по сравнению с восстановлением акрилата. Экспрессия гена ardA 
индуцируется присутствием акрилата или метакрилата в среде при анаэробном выращивании 
S. woodyi, что сопровождается появлением акрилатредуктазной активности в периплазме этой 
бактерии. Восстановление акрилата с помощью ArdAB позволяет осуществлять диметилсульфо-
ниопропионатзависимое анаэробное дыхание S. woodyi и, по-видимому, многих других морских 
бактерий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: анаэробное дыхание, акриловая кислота, флавоцитохром, DMSP-лиаза, DddY, 
Shewanella.

DOI: 10.31857/S0320972524040099 EDN: ZFFRMP

Принятые сокращения: ДСН – додецилсульфат натрия; Ard – акрилатредуктаза; DMSO – диметилсульфоксид; 
DMSP – диметилсульфониопропионат; MS – масс-спектрометрия; MV – метилвиологен.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

В отсутствии кислорода многие микроор-
ганизмы способны к анаэробному «дыханию» с 
использованием различных неорганических или 
органических соединений в качестве терминаль-
ных акцепторов электронов для дыхательной 
электрон-транспортной цепи. Среди органических 
соединений наиболее типичным терминальным 
акцептором является фумарат. Однако вариабель-
ность аминокислотных остатков, формирующих 
каталитический центр гомологов фумаратредукта-
зы во многих бактериях, предполагает существова-

ние и других 2-еноатредуктазных активностей [1]. 
Действительно, среди гомологов фумаратредук-
тазы были идентифицированы ферменты с 
иной субстратной специфичностью, например, 
цитохром  c:метакрилат-оксидоредуктазы, цито-
хром c:уроканат-оксидоредуктазы, NADH:(гидрок-
си)циннамат-оксидоредуктазы и NADH:акрилат-
оксидоредуктазы [1–6].

Изучение регуляции экспрессии гена NADH:ак-
рилат-оксидоредуктазы из морской бактерии Vibrio 
harveyi показало, что этот фермент индуцируется 
акрилатом вне зависимости от концентрации кис-
лорода в среде роста [1]. Из-за этого вполне веро-
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Рис. 1. Катализируемая DMSP-лиазой DddY реакция 
разложения диметилсульфониопропионата

а

б

Рис. 2. dddY-Ассоциированные гены морской бактерии  
Shewanella woodyi. а – Расположение dddY-ассоцииро-
ванных генов на хромосоме S. woodyi: swoo_0272 – ген 
NADPH:акрилоил-CoA-оксидоредуктазы; swoo_0273  – 
гипотетического белка с неизвестными функциями; 
swoo_0274  – регулятора транскрипции; swoo_0275  – 
флавинсодержащей субъединицы флавоцитохрома с; 
swoo_0276 – тетрагемового цитохрома с; swoo_0277 – 
DMSP-лиазы DddY (https://www.kegg.jp/kegg-bin/
show_organism?org=T00676). б  –  Выравнивание ами-
нокислотных последовательностей цитохром  c:фу-
марат-оксидоредуктазы из S. oneidensis MR-1 (So_FccA, 
GenBank: AAN54044), NADH:фумарат-оксидоредукта-
зы из Klebsiella pneumoniae (Kp_Frd, B5XRB0), субъеди-
ницы SdhA сукцинатдегидрогеназы из Escherichia coli 
(Ec_SdhA, HDZ3930178), NADH:акрилат-оксидоредук-
тазы из V. harveyi (Vh_Ard, P0DW92), белка Swoo_0275 
S. woodyi (Sw_0275, ACA84576) и флавоцитохрома c из 
H. aestuarii (Ha_flc, SHJ73509). Два приведённых фраг-
мента выравнивания содержат аминокислотные 
остатки (выделены синим и зелёным цветом), вовле-
чённые в связывание соответственно C4- и C1-карб-
оксилатов фумарата в фумаратредуктазах, а также 
остатки (выделены жёлтым), участвующие в перено-
се протона к фумарату

ятно, что основной функцией NADH:акрилат-окси-
доредуктазы является детоксификация акрилата 
в цитоплазме V. harveyi, а не собственно анаэроб-
ное дыхание на этой ненасыщенной карбоновой 
кислоте. В связи с этим интересно идентифициро-
вать белки, прямо участвующие в работе анаэроб-
ной дыхательной цепи, использующей акрилат в 
качестве терминального акцептора электронов. 
Способность использовать акрилат в качестве тер-
минального акцептора была ранее обнаружена с 
помощью микробиологических подходов у бакте-
рии Halodesulfovibrio aestuarii (ранее известной как  
Desulfovibrio acrylicus), однако участвующие в этом 
процессе белки не были идентифицированы [7].

Основным природным источником свобод-
ной акриловой кислоты является диметилсуль-
фониопропионат (DMSP)  [8]. Это соединение, ис-
пользуемое многими морскими водорослями и 
растениями в качестве осмолита, накапливается 
в цитоплазме клеток этих организмов в боль-
ших (вплоть до сотен мМ) концентрациях. Как 
следствие, в земной биосфере образуется порядка 
109  тонн DMSP в год, и он составляет существен-
ный источник углерода, восстановленной серы и 
энергии для многих морских бактерий. Разложе-
ние DMSP бактериальными DMSP-лиазами DddL, 
DddP, DddQ, DddW и DddY сопровождается обра-
зованием акрилата (рис. 1) [8], что делает присут-
ствие акриловой кислоты довольно характерным 
для разных морских экологических ниш.

DMSP-лиаза DddY занимает особое место среди 
этих ферментов. Она проявляет высокую удельную 
активность и имеет необычную для DMSP-лиаз пе-
риплазматическую локализацию в бактериальной 
клетке  [9]. Последний факт указывает на то, что 
образующийся из DMSP акрилат может не транс-
портироваться внутрь клетки, а использоваться в 
периплазматическом пространстве, и это хорошо 
согласуется с гипотетической ролью акрилата в 
качестве терминального акцептора электронов 
для анаэробной электрон-транспортной цепи. Дей-
ствительно, контекстный анализ dddY-содержа-
щих бактериальных геномов (работы Curson et al. 
и Arkhipova et al. [8–10], рис. S1 Приложения) пока-
зал, что у многих морских бактерий (например, из 
родов Shewanella, Ferrimonas и Arcobacter) в непо-
средственной близости от гена dddY на хромосоме 

расположены гены, кодирующие одну или две 
копии флавинсодержащих и гем  C-содержащих 
субъединиц гипотетического флавоцитохрома c 
(swoo_0275 и swoo_0276 на рис. 2, а соответственно), 
сходного с цитохром c:фумарат-оксидоредуктазами 
этих бактерий. Продукты этих генов содержат сиг-
нальные пептиды Tat- и Sec-типа для флавин- и 
гемсодержащих субъединиц соответственно, что 
указывает на периплазматическую локализацию 
зрелых белков. Биоинформатический анализ по-
зиций аминокислотных остатков, участвующих в 
связывании восстанавливаемого субстрата  [1, 4], 
показывает, что продукты dddY-ассоциированных 
генов флавинсодержащих субъединиц флавоцито-
хрома c содержат в своём составе аминокислотные 
остатки, ответственные за связывание карбоксиль-
ной группы, соответствующей C4-карбоксильной 
группе фумарата. Однако вместо консервативных 
остатков His и Thr(Ser) фумаратредуктаз, прини-

https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=T00676
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=T00676
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мающих участие в связывании C1-карбоксильной 
группы фумарата, в первичной структуре пред-
ставленных на рис. S1 Приложения DddY-ассоции-
рованных редуктаз находятся остатки Gly и Tyr 
соответственно (рис. 2, б). Таким образом, можно 
заключить, что DddY-ассоциированные флавоци-
тохромы c участвуют в восстановлении какой-то 
другой, отличной от фумарата α,β-ненасыщенной 
карбоновой кислоты.

Обращает на себя внимание присутствие 
в большинстве dddY-ассоциированных генных 
кластеров гена, кодирующего NADPH:акрилоил-
CoA- оксидоредуктазу AcuI (swoo_0272 на рис. 2, а), 
ответственную во многих бактериях за детокси-
фикацию цитоплазматического акрилата [11]. Эти 
данные могут указывать на то, что весь генный 
кластер swoo_0272–swoo_0277 кодирует белки, свя-
занные с метаболизмом акрилата. Если это так, 
то описанный выше флавоцитохром c Swoo_0275/
Swoo_0276 S. woodyi и гомологичные ферменты из 
других dddY-содержащих бактерий являются хоро-
шими кандидатами на роль акрилатредуктаз ан-
аэробной дыхательной цепи. Экспериментальная 
проверка этого предположения и была целью дан-
ной работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы и условия их выра-
щивания. Клетки Shewanella woodyi выращивали 
при 25 °C в жидкой среде MR (31,5‰ морских солей 
(«Marine Life», Россия), 20  мМ L-лактат, 0,5%-ный 
пептон, 0,25%-ный дрожжевой экстракт, 20 мМ  
HEPES/NaOH (pH 7,5)) аэробно или анаэробно в 
присутствии различных акцепторов электронов 
или их сочетаний (0,5–20 мМ диметилсульфоксид 
(DMSO), акрилат или метакрилат). Анаэробные вы-
ращивания проводили в герметичных стеклянных 
колбах, полностью заполненных средой. Анаэроб-
ные условия достигались за счёт собственной ок-
сидазной активности клеток.

Клетки Shewanella oneidensis растили при 28 °C 
аэробно в жидкой среде LB или анаэробно в жид-
кой среде, содержащей 0,225 г/л K2HPO4, 0,225 г/л 
KH2PO4, 0,46 г/л NaCl, 0,225 г/л (NH4)2SO4, 0,117 г/л 
MgSO4 · 7H2O, 20 мМ L-лактат, 0,05%-ный дрожжевой 
экстракт, 20 мМ DMSO, 20 мМ HEPES/NaOH (pH 7,2). 
При необходимости в среды роста S. oneidensis до-
бавляли канамицин (50 мкг/мл).

Конструирование экспрессионных векторов. 
Экспрессионный вектор для компонентов флаво-
цитохрома ArdAB был получен за счёт амплифика-
ции ard-оперона (swoo_0275–swoo_0276) с геномной 
ДНК S. woodyi при использовании высокоточной 
полимеразы Tersus («Евроген», Россия) и прайме-
ров Sh_wood_dir/Sh_wood_CR4_rev (последователь-

ности праймеров указаны в табл. S1 Приложения). 
Амплифицированный фрагмент (2571 п.н.) кло-
нировали в вектор pCR4-TOPO («Invitrogen», США) 
с получением плазмиды pSwoo_0275&Swoo_0276.

Экспрессионный вектор для белка ArdA полу-
чали с помощью частичного гидролиза плазмиды 
pSwoo_0275&Swoo_0276 эндонуклеазами рестрик-
ции HindIII и NotI. Укороченный на 350 п.н. про-
дукт затупляли и самолигировали с получением 
плазмиды pSwoo_0275. Сконструированные плаз-
миды проверяли секвенированием и трансфор-
мировали в клетки S. oneidensis MR-1 с помощью 
электропорации.

Получение периплазматической фракции из 
клеток Shewanella. Клетки S. woodyi или S. onei-
densis осаждали центрифугированием (10 000 g, 
10 мин) и дважды промывали буфером (0,5 M NaCl, 
10 мМ Tris-HCl (pH 8,0) для S. woodyi или 75 мМ NaCl, 
10 мМ Tris-HCl (pH 8,0) для S. oneidensis). Периплаз-
матическую фракцию получали обработкой поли-
миксином Б  [12, 13]. Для этого клеточный осадок 
суспендировали в соответствующем буфере про-
мывки (6–9×1010 клеток/мл), содержащем полимик-
син Б (2000 единиц/мл), и инкубировали на льду 
в течение 20  мин. Обработанные полимиксином 
клетки удаляли центрифугированием (10 000 g, 
10  мин), а полученный супернатант использова-
ли в качестве периплазматической фракции для 
измерения акрилатредуктазной активности и для 
выделения Ard (акрилатредуктазы).

Выделение и характеризация Ard. Для выде-
ления Ard клетки растили анаэробно в шести ли-
трах среды MR, содержащей 20 мМ DMSO и 1,5 мМ 
акрилат (выход биомассы составлял ~170 мг кле-
точного белка). Полученную из этих клеток пери-
плазматическую фракцию концентрировали с 
помощью 30-кДа центрифужного фильтра, раз-
бавляли средой (10 мМ Tris-HCl (pH 8,0)) до 80 мМ 
концентрации NaCl и наносили на колонку с 
DEAE-сефарозой CL-6B (16 × 30  мм), уравновешен-
ную буфером 1 (10 мМ Tris-HCl (pH 8,0)), содержа-
щим 80 мМ NaCl. Колонку промывали тремя объё-
мами буфера 1, содержащего 100  мМ NaCl, после 
чего смывали Ard с помощью линейного гради-
ента NaCl от 100 до 340  мМ в буфере 1. Остаточ-
ный белок смывали с колонки 2 M NaCl в буфере 1.  
Наиболее активные фракции Ard (~0,6  мг белка) 
объединяли, концентрировали на центрифужном 
фильтре и хранили при −70 °C. Концентрацию 
белка определяли бицинхониновым методом [14], 
используя бычий сывороточный альбумин в каче-
стве стандарта.

Связанные с Ard флавины экстрагировали три-
фторуксусной кислотой и разделяли с помощью 
ВЭЖХ, как описано ранее [13]. Электрофорез в ДСН-
ПААГ (ДСН-ПААГЭ, ДСН – додецилсульфат натрия) 
проводили с использованием 12,5%-ных полиак-
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риламидных гелей  [15]. Гели окрашивали на бе-
лок с помощью раствора PageBlueTM («Fermentas», 
Литва), либо на гем C 3,3′,5,5′-тетраметилбензиди-
ном и H2O2 [16]. MALDI-TOF MS-анализ (MS – масс-
спектрометрия) проводили на масс-спектрометре 
UltrafleXtreme MALDI-TOF-TOF («Bruker Daltonik», 
Германия), как описано ранее [5].

Определение ферментативных активностей. 
Акрилатредуктазную активность определяли на 
спектрофотометре Hitachi-557 («Hitachi», Япония) 
при 606  нм по окислению восстановленного ме-
тилвиологена (MV, ε606 = 13,7 мМ−1 см−1). Измере-
ние проводили при 25 °C в герметичной кювете 
объёмом 3,2 мл, полностью заполненной средой. 
Среда измерения содержала 100  мМ HEPES/Tris 
(pH 7,5), 0,05–1 мМ акцептора электронов и 1 мМ 
MV. Создание анаэробных условий и восстановле-
ние MV осуществлялось за счёт дробных добавок 
дитионита. При этом MV восстанавливали до зна-
чений оптической плотности ~1,5–2,0 при 606 нм, 
что соответствовало ~110–150 мкМ восстановлен-
ной и ~850–890 мкМ окисленной формы MV. Одну 
единицу ферментативной активности определяли 
как количество фермента, катализирующего окис-
ление 2 мкмоль MV за 1 мин.

Параметры уравнения Михаэлиса–Ментен для 
акрилат- и метакрилатредуктазных активностей 
Ard при 0–50  мкМ концентрации (мет)акрилата 
определяли по интегральной кинетике восстанов-
ления этих акцепторов электронов при 606 нм до 
полного исчерпания акцептора. Все измерения 
проводили при насыщающих концентрациях вос-
становленного MV (значение кажущейся Km Ard 
для MV ≤ 2 мкМ). Скорости рассчитывали для 20 
временных точек интегральной кинетики при её 
дифференцировании (-d[MV]/dt) с использованием 
пакета MATLAB («The MathWorks, Inc.», США). Кон-
центрацию акцептора электрона в каждый момент 
времени рассчитывали из A606, используя соотноше-
ние MV : акцептор, равное 2 : 1, и предполагая, что 
конечное значение A606 соответствует 100%-ному 
восстановлению акцептора электронов. Скорости 
восстановления (мет)акрилата в 0,05–1 мМ диапа-
зоне их концентраций определяли по начальной 
скорости реакции, как описано выше. Фиттирова-
ние данных уравнением Михаэлиса–Ментен про-
водили с помощью нелинейной регрессии.

Пропионатдегидрогеназную активность изме-
ряли при 600 нм в присутствии феназинметасуль-
фата и 2,6-дихлорфенолиндофенола в качестве ак-
цепторов электронов. Среда измерения содержала 
100 мМ HEPES/Tris (pH 7,5), 2 мМ пропионат, 2 мМ 
феназинметасульфат и 25 мкМ 2,6-дихлорфенолин-
дофенол.

Индукция акрилатредуктазной активно-
сти и экспрессии генов ardA и dddY в клетках 
S. woodyi. Клетки S. woodyi растили аэробно или 

анаэробно в среде MR, содержащей 20  мМ DMSO 
и соответствующий индуктор, в течение 4  ч для 
определения экспрессии генов методом количе-
ственной полимеразной цепной реакции (рвПЦР) 
или в течение 14 ч для измерения акрилатредук-
тазной активности.

Экстракцию РНК из клеток S. woodyi прово-
дили с помощью кита RNA Solo («Евроген»). Полу-
ченный препарат дополнительно обрабатывали 
свободной от РНКаз ДНКазой I («Thermo Fisher 
Scientific», США) при 37 °C в течение 1 ч. кДНК син-
тезировали с использованием набора MMLV RT 
(«Евроген») со случайными декануклеотидными 
праймерами. Для каждой реакции ставили кон-
трольную пробу, не содержащую обратной тран-
скриптазы. рвПЦР проводили с помощью набора 
qPCRmix-HS SYBR («Евроген»), используя получен-
ные препараты кДНК в качестве матрицы и пар 
праймеров A1/A2 или D3/D4 (табл. S1 Приложения) 
для определения экспрессии ardA и dddY соответ-
ственно. Для нормализации использовали 16S 
рРНК (праймеры 16s_FWS/16s_RV). Для калибровки 
использовали последовательные разведения ге-
номной ДНК S. woodyi, содержащей гены для DddY, 
ArdA и 16S рРНК в соотношении 1 : 1 : 10.

Биоинформатика. Геномный контекстный 
анализ генов dddY проводили с использованием 
программы webFlags [17]. Множественное вырав-
нивание последовательностей осуществляли с по-
мощью программы Clustal Omega [18]. Клеточную 
локализацию бактериальных белков предсказыва-
ли, используя программу SignalP 6.0 [19]. Предска-
зание оперонной структуры проводили с помощью 
сервиса Operon-mapper  [20], наличие терминато-
ров транскрипции определяли программой iTerm-
PseKNC [21]. Идентификацию белков масс-спектро-
метрией проводили поиском MS- и MS/MS-ионов в 
базе данных NCBI, используя программный пакет 
Mascot 2.3.02 («Matrix Science», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение Ard из периплазматической фрак-
ции S. woodyi. Для поиска Ard анаэробной дыха-
тельной цепи в качестве модельного организма 
нами была выбрана морская светящаяся бактерия 
S. woodyi  [22], так как её геном содержит описан-
ный выше dddY-ассоциированный генный кластер 
(рис. 2, а и рис. S1 Приложения), она способна рас-
щеплять DMSP и демонстрирует высокую акрилат-
редуктазную активность при анаэробном выра-
щивании в присутствии акрилата (см. последний 
раздел Результатов).

Из выращенных в присутствии акрилата кле-
ток S. woodyi выделяли периплазматическую фрак-
цию и разделяли её ионообменной хроматогра фией 
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Рис. 3. Выделение Ard из клеток S. woodyi. а – Разделение периплазматической фракции клеток S. woodyi, вы-
ращенных анаэробно в присутствии акрилата, с помощью ионообменной хроматографии на DEAE-сефарозе. 
Поглощение света при 405 нм показано синей кривой, концентрация NaCl показана пунктиром. Красными 
квадратами обозначена акрилатредуктазная активность в полученных фракциях. б – ДСН-ПААГЭ полученно-
го препарата Ard. На каждую дорожку наносили по 2 мкг белка. Гель окрашивали либо на белок с помощью 
Кумасси (левая панель), либо на гем C с помощью тетраметилбензидина/H2O2 (правая панель). Полосы с чис-
лами с левой стороны указывают положение белковых маркеров молекулярных весов. Белковые полосы, иден-
тифицированные с помощью MALDI-MS, указаны с правой стороны

на DEAE-сефарозе с детекцией акрилатредуктазной 
активности. При хроматографии наблюдался един-
ственный пик этой активности (рис. 3, а), который 
хорошо совпадал с одним из пиков цитохромов, 
детектируемых по поглощению света с длиной 
волны 405 нм.

Разделение полученного препарата с помо-
щью ДСН-ПААГЭ выявило в нём два основных 
белка с массой ≈ 80 и 52 кДа (рис.  3,  б, левая па-
нель). MS- и MS/MS-анализ этих полос показал, 
что верхняя полоса представляет собой редуктазу 
триметиламин-N-оксида TorA (Swoo_3526, покры-
тие последовательности – 50%), тогда как полоса 
с массой ≈ 52 кДа идентифицировалась как фла-
винсодержащая субъединица флавоцитохрома  c 
(Swoo_0275, покрытие последовательности – 65%), 
то есть именно тот белок, который был биоинфор-
матически предсказан в качестве субъединицы 
гипотетического Ard.

Определение флавинов в полученном пре-
парате (рис.  4,  а) показало, что в нём детектиру-
ется только FAD (5 нмоль мг−1). Это также нахо-
дится в хорошем согласии с идентификацией Ard 
S. woodyi, так как все известные на сегодняшний 
день флавоцитохромы c содержат FAD в качестве 
простетической группы  [2–4, 23, 24]. Спектраль-
ный анализ полученного препарата показал, что 
он также содержит цитохром типа c (рис.  4,  б). 
Важно отметить, что примесный периплазмати-
ческий белок TorA не содержит в своём составе ни 
флавинов, ни гемов C  [25]. Окраска электрофоре-

граммы выделенного препарата на гем C (рис. 3, б, 
правая панель) выявляет гемсодержащую полосу 
с массой ≈ 18 кДа. Однако MS- и MS/MS-анализы 
этой полосы не позволили идентифицировать со-
ответствующий белок. По-видимому, это связано 
с тем, что предполагаемая цитохромная субъеди-
ница Ard (Swoo_0276) содержит в своей первичной 
структуре четыре последовательности CxxCH и, 
по-видимому, присоединяет четыре гема восемью 
ковалентными связями. Таким образом, этот белок 
потенциально способен образовывать лишь один 
немодифицированный триптический пептид (на 
N-конце зрелого белка), аминокислотную после-
довательность которого также нельзя однозначно 
предсказать из-за альтернативных возможностей 
отрезания лидерного пептида.

Гетерологичная экспрессия генов swoo_0275/
swoo_0276 из S. woodyi в клетках S. oneidensis MR-1.  
Фракционирование периплазматической фрак-
ции клеток S. woodyi позволяет предположить, 
что Ard этой бактерии представляет собой фла-
воцитохром c Swoo_0275/Swoo_0276. Однако нали-
чие в выделенном препарате дополнительного 
белка (TorA) и невозможность идентификации 
Swoo_0276 с помощью масс-спектрометрии сде-
лало необходимым использование альтернатив-
ных подходов для доказательства правильности 
идентификации Ard. Для этого мы провели гете-
рологичную экспрессию гена swoo_0275 и генов 
swoo_0275/swoo_0276 из S. woodyi в клетках S. onei- 
densis MR-1.
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Рис. 4. Идентификация простетических групп Ard. 
а – Разделение нековалентно связанных с Ard флави-
нов с помощью ВЭЖХ. Объёмы удержания стандартов 
FAD, FMN и рибофлавина (Rf) показаны стрелками. 
б  – Спектры поглощения окисленного воздухом (си-
няя кривая) и восстановленного дитионитом (красная 
кривая) препаратов Ard. Спектры измеряли в 100 мМ 
Tris-HCl (pH  8,0) буфере, содержащем 0,1  мг/мл Ard. 
Специфичные для цитохромов  c максимумы погло-
щения γ- и α-полос показаны стрелками

Таблица 1. Удельные активности Ard в периплаз-
матических фракциях клеток различных штаммов 
S. oneidensis, выращенных аэробно в отсутствии 
акрилата

Штамм
Акрилатредуктазная  

активность1  
(нмоль мин−1 мг  

клеточного белка−1)

S. oneidensis MR-1 < 0,3

S. oneidensis/ 
pSwoo_0275&Swoo_0276 19 ± 4

S. oneidensis/pSwoo_0275 < 0,3
1 Среднее для двух независимых измерений.

Было обнаружено, что клетки S. oneidensis MR-1,  
выращенные в присутствии или в отсутствии ак-
рилата как в аэробных, так и в анаэробных усло-
виях, не обладают собственной акрилатредуктаз-
ной активностью (табл. 1). Внесение плазмиды, 
содержащей гены swoo_0275/swoo_0276, в клетки 
S. oneidensis MR-1 приводило к появлению акри-
латредуктазной активности в периплазматиче-
ской фракции полученного штамма. В то же время 
экспрессия одиночного гена флавиновой субъ-
единицы (swoo_0275) не сопровождалась появле-
нием акрилатредуктазной активности в клетках 
S. oneidensis (табл. 1).

Таким образом, данные гетерологичной экс-
прессии подтверждают предположение о том, что 

Ard S. woodyi представляет собой флавоцитохром c, 
состоящий из FAD-содержащей субъединицы 
Swoo_0275 (ArdA) и гем C-содержащей субъедини-
цы Swoo_0276 (ArdB).

Субстратная специфичность Ard. Редуктаз-
ная активность Ard по отношению к различным 
природным α,β-ненасыщенным карбоновым кис-
лотам была измерена при их концентрации 1 мМ. 
Как оказалось, фермент Ard довольно специфичен 
и способен восстанавливать только акрилат и 
метакрилат, но не кротоновую, фумаровую, сор-
биновую, урокановую, коричную, п-кумаровую, 
кофейную или феруловую кислоты. Также оказа-
лось, что для активности Ard необходимо наличие 
карбоксильной группы в восстанавливаемом суб-
страте, и поэтому этот фермент не восстанавливал 
акриламид. Активность Ard была максимальной 
при pH ≈ 7,5.

Для акрилата и метакрилата были опреде-
лены кинетические параметры соответствую-
щих ферментативных редуктазных активностей. 
В случае акрилата наблюдалась гиперболическая 
зависимость скорости катализируемой реакции 
от концентрации этого субстрата с Km 16 ± 0,4 мкМ 
и максимальной удельной активностью 58 ± 
± 0,5 мкмоль мин−1 мг−1 (рис. 5, а). Величина Km  
для метакрилата была практически такой же 
(19 ± 1,1 мкМ), но значение максимальной удель-
ной активности (2,6 ± 0,1 мкмоль мин−1 мг−1) было 
в 22 раза меньше (рис. 5, а, рис. S2 Приложения). 
Такое сходство в значениях Km и существенное 
различие в значениях максимальной удельной ак-
тивности указывает на то, что метакрилат может 
выступать в качестве конкурентного ингибитора 
акрилатредуктазной активности Ard. Действи-
тельно, внесение метакрилата в среду для измере-
ния акрилатредуктазной активности приводило 
к ингибированию редуктазной активности фер-
мента, зависящему от соотношения концентра-
ций метакрилат/акрилат (рис. 5, б). Остальные 
исследованные α,β-ненасыщенные карбоновые 
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Рис. 5. Каталитические характеристики Ard из 
S. woodyi. а  –  Зависимость ферментативной актив-
ности Ard от концентрации акрилата (синие квадра-
ты) или метакрилата (красные квадраты). Показаны 
значения акрилат- и метакрилатредуктазных актив-
ностей Ard, полученные с помощью анализа инте-
гральной кинетики восстановления акцепторов в 
0,5–50 мкМ диапазоне концентраций (мет)акрилата. 
Линиями показаны результаты фиттирования по-
лученных данных уравнением Михаэлиса–Ментен 
(данные для метакрилата в увеличенном масштабе 
приведены на рис.  S2 Приложения). б  –  Типичные 
кривые окисления MV в присутствии Ard. Добавки  
1 или 0,1 мМ акрилата (Acr) и 1 мМ метакрилата (Mac) 
указаны стрелками. Числа над кривыми указывают 
остаточную ферментативную активность Ard после 
добавки метакрилата, где активность до этой добав-
ки принимали за 100%

кислоты (см. выше) не обладали таким эффектом 
и не ингибировали акрилатредуктазную актив-
ность Ard.

Была также проверена способность Ard катали-
зировать обратную акрилатредуктазной реакцию. 
Оказалось, что этот белок не способен окислять 
пропионат при использовании феназинметасуль-
фата и дихлорфенолиндофенола в качестве акцеп-
торов электронов. Таким образом, Ard, так же как 
и многие другие редуктазы ненасыщенных карбо-
новых кислот [1, 2, 4, 13, 24], катализирует однона-

правленную реакцию и функционирует в качестве 
молекулярного диода [26].

Индукция синтеза Ard в клетках S. woodyi. 
Для определения способности различных субстра-
тов Ard вызывать индукцию его синтеза в клетках 
S. woodyi проводили выращивание этой бактерии 
в аэробных или анаэробных условиях в отсутствии 
или в присутствии 1,5 мМ акрилата или метакри-
лата (выбранная концентрация субстрата равна 
максимальной концентрации акрилата, при кото-
рой ещё наблюдался анаэробный рост), а также в 
присутствии 5 мМ DMSP. Как видно в табл. 2, акри-
латредуктазная активность не детектировалась в 
клетках S. woodyi при аэробном выращивании, в 
том числе и в присутствии в среде роста исполь-
зованных потенциальных индукторов. Напротив, 
при анаэробном выращивании даже в отсутствии 
индукторов в клетках детектировалась низкая, но 
измеряемая акрилатредуктазная активность. Эта 
активность умеренно повышалась в присутствии 
DMSP и значительно индуцировалась в присут-
ствии акрилата или метакрилата (в ~30 и 80 раз 
соответственно).

Сходные результаты были получены и при изме-
рении уровня транскрипции ard-генов. Биоинфор-
матический анализ показал, что гены swoo_0275– 
swoo_0276 образуют на хромосоме S. woodyi опе-
рон (ard), не включающий в свой состав ген dddY 
(swoo_0277). Поэтому регуляцию транскрипции 
измеряли отдельно для ard-оперона и для гена 
dddY. Как видно в табл. 2, в аэробных условиях 
индукции ard-оперона не наблюдалось. Анаэроб-
ные условия выращивания приводили к ~13-крат-
ному повышению транскрипции ard, присутствие 
в анаэробной среде роста акрилата или метакри-
лата сопровождалось дополнительным 4–11-крат-
ным повышением транскрипции этого оперона 
(табл. 2).

Сходным образом индуцировалась и тран-
скрипция гена dddY (swoo_0277). Максимальный 
уровень транскрипции наблюдался в анаэробных 
условиях в присутствии акрилата или метакрила-
та (табл. 2). Однако в случае гена dddY максималь-
ное воздействие оказывало присутствие в среде 
роста несопряжённых карбоновых кислот, а  ан-
аэробные условия роста сами по себе были хоть 
и необходимым, но недостаточным условием для 
повышения транскрипции этого гена.

Для определения способности S. woodyi ис-
пользовать субстраты Ard в качестве терминаль-
ных акцепторов электронов для анаэробного 
дыхания клетки этой бактерии выращивали в при- 
сутствии акрилата, метакрилата или DMSP, ис-
пользуя классический акцептор электронов DMSO 
в качестве контроля. Было обнаружено, что акри-
лат в концентрациях, превышающих 1 мМ, инги-
бировал анаэробный рост S. woodyi, что хорошо 
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Таблица 2. Уровни транскрипции генов ardA и dddY, а также величины акрилатредуктазной активности 
в клетках S. woodyi, выращенных в различных условиях

Условия выращивания Акрилатредуктазная активность 
(нмоль·мин−1·мг−1) ardA мРНК/рРНК × 10−6 dddY мРНК/рРНК × 10−6

+ O2, без индукторов < 0,3 1,5 ± 0,2 3,2 ± 0,6

+ O2, 5 мМ DMSP < 0,3 0,9 ± 0,1 2,7 ± 0,4

+ O2, 1,5 мМ акрилат < 0,3 1,6 ± 0,3 3,5 ± 0,2

+ O2, 1,5 мМ метакрилат < 0,3 0,9 ± 0,2 1,9 ± 0,1

− O2, без индукторов 9,0 ± 4,0 20 ± 2,0 2,6 ± 0,2

− O2, 5 мМ DMSP 45 ± 15 13 ± 1,0 1,7 ± 0,2

− O2, 1,5 мМ акрилат 260 ± 30 87 ± 5,0 21 ± 1,0

− O2, 1,5 мМ метакрилат 780 ± 50 220 ± 40 27 ± 2,0

Рис. 6. Анаэробный рост S. woodyi в присутствии раз-
личных акцепторов электронов. Начальная оптиче-
ская плотность при посеве культуры составляла 0,005. 
Клетки выращивали анаэробно при 25 °C в тече-
ние 18 ч. Где указано, в среду роста добавляли 10 мМ 
метакрилат (Mac), DMSP или DMSO (столбец «нет» – 
без добавления акцепторов). Показаны конечные 
значения оптической плотности культур при 600 нм, 
планки погрешностей указывают стандартные откло-
нения для трёх биологических повторов

согласуется с  известной токсичностью этого со-
единения  [11, 27]. Поскольку концентрации тер-
минального акцептора электронов менее 1  мМ 
не позволяют обнаружить стимуляцию роста при 
анаэробном дыхании, дальнейшие эксперименты 
проводили с использованием 10 мМ метакрилата, 
который гораздо менее токсичен  [28], а также с 
такой же концентрацией DMSP или DMSO. Мет-
акрилат и DMSP увеличивали выход биомассы 
на 20–25% (рис. 6). Похожий эффект вызывал  
и DMSO.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведённые эксперименты показали, что 
(i) полученные при разделении периплазматиче-
ских белков S. woodyi фракции, обладающие ак-
рилатредуктазной активностью, содержат белок 
ArdA (Swoo_0275) в качестве одного из основных 
компонентов; (ii) гетерологичная экспрессия генов 
ardA/ardB (swoo_0275/swoo_0276), но не одиночного 
гена ardA (swoo_0275) в клетках S. oneidensis MR-1 
приводит к появлению в их периплазме несвой-
ственной для этой бактерии акрилатредуктазной 
активности; (iii) экспрессия ard-оперона индуци-
руется присутствием акрилата или метакрилата в 
среде при анаэробном выращивании S. woodyi, что 
сопровождается появлением акрилатредуктазной 
активности в периплазме этой бактерии. Сово-
купность этих наблюдений позволяет заключить, 
что флавоцитохром c ArdAB (Swoo_0275/Swoo_0276) 
ответственен за восстановление акрилата в клет-
ках S. woodyi. По аналогии со сходными фермен-
тами  [28] можно предположить, что природным 
донором электронов для Ard является низкопотен-
циальный цитохром c.

Анализ ферментативной активности Ard 
показал, что этот белок довольно специфичен и 
восстанавливает только акрилат и метакрилат. 
По-видимому, в каталитическом центре Ard спо-
собны связываться α,β-ненасыщенные карбоно-
вые кислоты только с небольшими по размеру 
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заместителями в α- и β-положениях. При этом 
белок более чувствителен к размеру заместителя 
в β-положении, так как Ard не  способен восста-
навливать кротонат (β-метилакрилат), тогда как 
метакрилат (α-метилакрилат) восстанавливается 
Ard, хотя и с низкой скоростью. В случае метакри-
лата наличие метильной группы в α-положении 
слабо влияет на связывание этого соединения с 
Ard, однако, по-видимому, приводит к неправиль-
ной ориентации субстрата в активном центре, 
значительно замедляющей перенос гидрид-иона 
или протона на метакрилат. Это, по-видимому, 
и объясняет 22-кратное различие метакрилат-
редуктазной и акрилатредуктазной активностей  
Ard (рис. 5).

Исследование индукции синтеза Ard в клетках 
S. woodyi показало, что максимальная активность 
этого белка наблюдается в анаэробных условиях 
в присутствии акрилата и особенно метакрилата 
(табл. 2). Бо́льший индуцирующий эффект метак-
рилата, по-видимому, не физиологичен и объясня-
ется медленным исчерпанием этого соединения в 
среде роста из-за низкой активности Ard по отно-
шению к метакрилату. Интересно, что DMSP был 
лишь слабым индуктором Ard, возможно, из-за 
бо́льшей индукции Ard по сравнению с DddY в ан-
аэробных условиях, вследствие чего стационарная 
концентрация акрилата при росте в присутствии 
DMSP должна быть незначительной. Такое соот-
ношение активностей Ard и DddY, по-видимому, 
позволяет избежать токсического действия акри-
лата при DMSP-зависимом анаэробном росте этой 
бактерии.

Акрилатзависимая индукция синтеза Ard в 
анаэробных условиях и её отсутствие в аэробных 
условиях выращивания указывают на то, что дан-
ный белок нужен клеткам S. woodyi для анаэроб-
ного дыхания, использующего этот субстрат как 
терминальный акцептор в электрон-транспортной 
цепи. Проверка такого предположения осложня-
лась тем, что эта бактерия неспособна к анаэроб-
ному росту в минимальной среде, а использова-
ние богатых сред обеспечивает её анаэробный 
рост даже в отсутствии акцепторов электронов, 
что значительно снижает наблюдаемый эффект 
стимуляции ими анаэробного роста. Нам не уда-
лось обнаружить стимуляцию роста S. woodyi в ан-
аэробных условиях в присутствии акрилата (дан-
ные не представлены). Как уже отмечено выше, 
это, по-видимому, связано с токсичностью этой 
ненасыщенной карбоновой кислоты  [11, 27], что 
не позволяет использовать концентрации акрила-
та более 1 мМ. Однако в присутствии метакрилата 
и DMSP наблюдалось небольшое, но достоверное 
увеличение выхода биомассы (на 20–25%), сравни-
мое с эффектом такого классического терминаль-
ного акцептора, как DMSO (рис. 6).

Гены Ard-подобных белков широко распро-
странены среди различных морских бактерий и 
зачастую вместе с геном dddY образуют на хромо-
соме характерный генный кластер (рис. S1 Прило-
жения), по-видимому, позволяющий осуществлять 
анаэробное дыхание на таком широко распростра-
нённом в морских экологических нишах соеди-
нении, как DMSP. H. aestuarii, единственная опи-
санная ранее бактерия, способная использовать 
образованный из DMSP акрилат в качестве терми-
нального акцептора электронов [7], также содер-
жит в своём геноме такой кластер, в том числе 
и ген ArdA-подобного белка (GenBank: SHJ73509). 
Аминокислотные последовательности белков ArdA 
из S. woodyi и H. aestuarii сходны между собой (50% 
идентичности, 66% сходства), особое сходство на-
блюдается для аминокислотных остатков катали-
тического центра (рис. 2, б). Интересно, что геном 
S. oneidensis MR-1 тоже содержит генный кластер 
dddY–ardAB (so_3622–so_3624), однако он инактиви-
рован транспозоном ISSod3 [29], что, по-видимому, 
связано с адаптацией этой пресноводной бактерии 
к жизни в условиях, в которых водоросли и расте-
ния не синтезируют DMSP из-за низкой осмоляр-
ности среды.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе идентифицирован фермент, 
ответственный за восстановление акрилата в элек-
трон-транспортной цепи S. woodyi. Возможность 
протекания этой реакции позволяет осуществлять 
DMSP-зависимое анаэробное дыхание у этой и, 
по-видимому, у многих других морских бактерий.
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ACRYLATE REDUCTASE  
OF AN ANAEROBIC ELECTRON TRANSPORT CHAIN  
OF THE MARINE BACTERIUM Shewanella woodyi
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Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,  
119234 Moscow, Russia; E-mail: bogachev@belozersky.msu.ru

Many microorganisms are capable of anaerobic respiration in the absence of oxygen, by using differ-
ent organic compounds as terminal acceptors in electron transport chain. We identify here an anaer-
obic respiratory chain protein responsible for acrylate reduction in the marine bacterium Shewanella 
woodyi. When the periplasmic proteins of S. woodyi were separated by ion exchange chromatography, 
acrylate reductase activity copurified with an ArdA protein (Swoo_0275). Heterologous expression of 
S. woodyi ardA gene (swoo_0275) in Shewanella oneidensis MR-1 cells did not result in the appearance in 
them of periplasmic acrylate reductase activity, but such activity was detected when the ardA gene was  
co-expressed with an ardB gene (swoo_0276). Together, these genes encode flavocytochrome c ArdAB, 
which is thus responsible for acrylate reduction in S. woodyi cells. ArdAB was highly specific for ac-
rylate as substrate and reduced only methacrylate (at a 22-fold lower rate) among a series of other 
tested 2-enoates. In line with these findings, acrylate and methacrylate induced ardA gene expression 
in S. woodyi under anaerobic conditions, which was accompanied by the appearance of periplasmic acry-
late reductase activity. ArdAB-linked acrylate reduction supports dimethylsulfoniopropionate-dependent 
anaerobic respiration in S. woodyi and, possibly, other marine bacteria.
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В клинических исследованиях и в экспериментах на животных были получены данные, свиде-
тельствующие о связи хронической гипертензии с развитием когнитивных нарушений. В обзоре 
рассмотрены структурные и биохимические изменения в гиппокампе крыс линии SHR с гене-
тической гипертензией, которых используют как модель эссенциальной гипертензии, а также 
сосудистой деменции. Дисфункция гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной системы, на-
блюдаемая у крыс SHR уже в раннем возрасте, может, наряду с развитием гипертензии, быть 
ключевым фактором изменений гиппокампа на структурном и молекулярном уровнях. Глобаль-
ные изменения на уровне организма (гипертензия, нейрогуморальная дисфункция) ассоцииро-
ваны с развитием сосудистой патологии и нарушением гематоэнцефалического барьера. Изме-
нения множественных биохимических глюкокортикоид-зависимых процессов в гиппокампе 
(дисфункция рецепторов стероидных гормонов, нарушения нейромедиаторных систем, дефицит 
нейротрофического фактора мозга (BDNF), окислительный стресс, нейровоспаление) сопровожда-
ются структурными изменениями, включающими клеточные процессы нейровоспаления (мик-
роглиоз, астроглиоз), нарушения нейрогенеза в субгранулярной нейрогенной нише, нейродегене-
ративные процессы на уровне синапсов, аксонов и дендритов вплоть до гибели нервных клеток. 
Следствием этого является дисфункция гиппокампа, ключевой структуры лимбической системы, 
необходимой для реализации когнитивных функций. Обобщение имеющихся результатов на 
различных уровнях, от уровня организма и структуры мозга (гиппокампа) до молекулярного, 
позволяет подтвердить трансляционную валидность крыс SHR для моделирования механизмов  
сосудистой деменции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гиппокамп, гипертензия, деменция, крысы SHR, крысы WKY, память, глюко-
кортикоиды, гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальная система.

DOI: 10.31857/S0320972524040107 EDN: ZESRTD

Принятые сокращения: ГАМК – гамма-аминомасляная кислота; ГГАКС – гипоталамо-гипофизарно-адренокор-
тикальная система; ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; МР – минералокортикоидные рецепторы; BDNF – ней-
ротрофический фактор мозга; SHR – spontaneously hypertensive rats, спонтанно-гипертензивные крысы; WKY – 
крысы Wistar-Kyoto.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Деменция  – медленное прогрессирующее 
ухудшение психической функции, затрагиваю-
щее разные домены когнитивной сферы, в том 
числе механизмы памяти. Деменция часто ассо-
циирована с сосудистыми нарушениями (болез-
нью малых сосудов мозга, острыми нарушениями 
мозгового кровообращения и др.). Согласно дан-

ным Всемирной организации здравоохранения, 
в мире более 55  миллионов человек страдает от 
деменции, и это число ежегодно увеличивается 
примерно на 20% [WHO (2023) Dementia: Key facts, 
URL: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/
detail/dementia]. В Российской Федерации демен-
ция диагностирована более чем у 1,5 миллионов 
человек  [Alzheimer’s Association Data, URL: https://
www.alz.org/ru/dementia-alzheimers-russia.asp].  

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dementia
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dementia
https://www.alz.org/ru/dementia-alzheimers-russia.asp
https://www.alz.org/ru/dementia-alzheimers-russia.asp
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Основным фактором риска возникновения демен-
ции, в т.ч. наиболее распространённой её формы, 
болезни Альцгеймера, является возраст пациента, 
а повышенное кровяное давление (гипертензия) 
является вторым по значимости фактором рис-
ка  [1, 2]. Длительное наблюдение за пожилыми 
пациентами показало, что развитию деменции 
предшествовало повышение систолического и 
диастолического давления [3], и эти данные впо-
следствии были подтверждены другими исследо-
вателями [4]. Популяционное исследование груп-
пы людей в возрасте 59–71 года показало, что риск 
возникновения когнитивных нарушений выше 
у гипертензивных индивидуумов, особенно если 
они не получали антигипертензивной терапии [5]. 
Рассматривается возможная связь между гипер-
тензией, возникающей в более раннем (детском, 
подростковом и юношеском) возрасте, и последую-
щей когнитивной дисфункцией [6]. Гипертензию 
считают фактором риска для широкого спектра 
когнитивных нарушений, предшествующих раз-
витию деменции: когнитивного снижения (уско-
ренного ухудшения когнитивных функций по 
сравнению с возрастной нормой), умеренных 
когнитивных нарушений (ухудшения памяти и 
мыслительной деятельности, не затрагивающей 
повседневные жизненные потребности) и самой 
деменции (нарушения памяти и других когнитив-
ных функций, которые препятствуют нормаль-
ной жизнедеятельности) [7]. В связи с этим важно 
понять механизмы нарушений, к которым может 
приводить гипертензия в отделах мозга, играю-
щих центральную роль в осуществлении когни-
тивных процессов.

В настоящем обзоре мы рассмотрим, какие 
механизмы задействованы в изменениях функ-
ции гиппокампа, структуры «информационной» 
системы мозга [8], которая участвует в процессах 
как формирования, так и извлечения памятных 
следов [8–10]. Гиппокамп – парная структура моз-
га, расположенная в височных долях, часть старой 
коры – принадлежит к отделам мозга, селективно 
чувствительным к различным типам поврежде-
ния [11–13]. Роль гиппокампа не ограничивается 
его вовлечённостью в осуществление когнитив-
ных процессов. Он является одной из структур 
мозга, которые осуществляют регуляцию глобаль-
ной нейрогуморальной стресс-реализующей оси 
организма, гипоталамо-гипофизарно-адренокор-
тикальной системы (ГГАКС) [14], и рефлекторного 
контроля деятельности сердечно-сосудистой систе-
мы [15, 16].

Отличительной чертой кровоснабжения гип-
покампа является гораздо менее развитое сосу-
дистое русло по сравнению с другими отделами 
мозга: сосуды, проникающие в паренхиму гиппо-
кампа, расположены более редко, а их плотность 

ниже по сравнению с неокортексом  [17]. Вслед-
ствие меньшей плотности капилляров и боль-
ших расстояний между ними для обеспечения 
нормального уровня функционирования плотно 
упакованных нейронов кислород должен диффун-
дировать на довольно большие расстояния [18, 19]. 
Другой важной особенностью сосудов гиппокампа, 
в первую очередь артериол, является регуляция 
их просвета, поскольку эндотелиальные клетки 
гиппокампальных артериол, по-видимому, не экс-
прессируют эндотелиальную синтазу оксида азота 
(eNOS) и не могут продуцировать оксид азота (NO), 
важный фактор вазодилатации  [20, 21]. Недоста-
точный уровень кровообращения в гиппокампе 
(гипоперфузия) является ведущей причиной его 
атрофии при старении и ассоциированных со ста-
рением заболеваний, например, болезни Альцгей-
мера [22, 23]. В отличие от молодых испытуемых, 
даже кратковременные колебания артериального 
давления у пожилых людей приводят к выражен-
ному снижению перфузии медиальной височной 
доли, прежде всего гиппокампа и парагиппокам-
пальной извилины [24], что увеличивает вероят-
ность возникновения деменции. Показано, что 
нарушения эпизодической памяти связаны со 
снижением микроциркуляции в гиппокампе и па-
рагиппокампальной извилине  [25]. Аналогичное 
зависимое от возраста снижение перфузии гиппо-
кампа наблюдали и у 6-месячных гипертензивных 
крыс линии SHR (spontaneously hypertensive rats, 
спонтанно-гипертензивные крысы) по сравнению 
с 4-месячными животными [20], и именно у 6-ме-
сячных крыс наблюдали нарушения памяти.

В обзоре мы приведём полученные в экспери-
ментах на животных данные, свидетельствующие 
о связи гипертензии с развитием когнитивных 
нарушений, и рассмотрим молекулярные меха-
низмы, лежащие в их основе. Основное внима-
ние будет уделено результатам, полученным при 
исследовании на крысах линии SHR. Эта линия 
крыс, в которой у 100% особей наблюдается есте-
ственная гипертензия, была выведена К. Окамото 
и К. Аоки в Медицинской школе г. Киото в 1963 г. 
из аутбредных крыс Wistar-Kyoto (WKY)  [26, 27]. 
Линию SHR используют как модель эссенциальной 
гипертензии, а также сосудистой патологии мозга, 
приводящей к деменции, а линию WKY (иногда 
линию Wistar)  – в качестве их нормотензивного 
контроля [28, 29].

КРЫСЫ SHR КАК МОДЕЛЬ  
ХРОНИЧЕСКОЙ ГИПЕРТЕНЗИИ  

И СОСУДИСТОЙ ДЕМЕНЦИИ

Повышение артериального давления у крыс 
SHR происходит с раннего возраста, стабилизи-
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руется на уровне 200 мм рт.ст. и более в возрасте 
5–7  месяцев и остаётся на этом уровне до конца 
жизни [28, 30]. Структурные изменения сердечно-
сосудистой системы у крыс этой линии включают 
гипертрофию и ремоделирование, максимально 
выраженные в левом желудочке, приводящие 
к нарушению сократительной функции и фи-
брилляции желудочков, апоптозу кардиомиоци-
тов  [31, 32]. Повышенное давление крови у крыс 
SHR ассоциировано с модификацией жёсткости 
артерий и дисфункцией эндотелия, которые про-
являются с возрастом  [33]. У крыс этой линии 
проводящие артерии жёстче, чем у нормотензив-
ных крыс, благодаря наличию более выраженного 
экстраклеточного матрикса, а изменение жёстко-
сти сосудистой стенки сочетается с эндотелиаль-
ной дисфункцией, которая может возникать в 
результате высвобождения вазоконстрикторных 
факторов, противодействующих сосудорасширяю-
щему эффекту NO без изменения или с незначи-
тельными изменениями его продукции. Влияние 
некоторых вазодилататоров в сосудах крыс SHR 
извращено: простациклин, обычно действующий 
как вазодилатирующий фактор благодаря взаимо-
действию с рецепторами простаноидов IP-типа, в 
аорте крыс SHR не вызывает релаксации, а сти-
мулирует рецепторы TP-типа в гладкомышечных 
клетках, вызывая их сокращение. У крыс SHR 
IP-рецепторы гладкомышечных клеток аорты не 
функционируют с возраста 12 недель, что способ-
ствует эндотелиальной дисфункции [34, 35].

Нарушения микроциркуляции мозга явля-
ются характерной чертой гипертензии, и этот об-
щий принцип проявляется у крыс SHR. Артериолы 
гиппокампа 6-месячных самцов крыс SHR имеют 
меньший диаметр по сравнению с нормотензив-
ными крысами WKY [20, 21], вероятно, в связи со 
сниженной продукцией NO и его биодоступностью 
в артериолах гиппокампа [17]. Важно, что у гипер-
тензивных животных гипертрофическое ремо-
делирование сосудов и снижение способности к 
вазодилатации в максимальной степени харак-
терны именно для сосудов гиппокампа в сравне-
нии с другими отделами мозга  [17, 20]. Как было 
отмечено выше, гиппокамп селективно чувстви-
телен к патологическим факторам, вызывающим 
ухудшение перфузии, и это непосредственно свя-
зано со снижением когнитивных функций. В про-
цессе формирования памяти гиппокамп может 
играть роль входного фильтра информации [9], а 
также участвовать в извлечении следов памяти 
для использования их в ходе организации пове-
денческого акта  [36, 37]. Кроме того, гиппокамп 
принадлежит к структурам мозга, которые обес-
печивают реакцию на события с низкой вероят-
ностью подкрепления  [8]. Эти реакции являются 
эмоционально окрашенными, и роль гиппокампа 

в реализации таких эмоциональных состояний 
связана со специфическим контролем эмоций, 
которые осуществляет вентральная/передняя  
его часть [14].

Изменения поведения отмечают у крыс SHR 
уже в возрасте 3 месяцев (повышенная двигатель-
ная активность, импульсивность, невниматель-
ность при выполнении разных поведенческих 
тестов, что позволяет многим авторам рассма-
тривать такой фенотип как модель синдрома де-
фицита внимания с гиперактивностью)  [38, 39]. 
Молодые животные SHR демонстрируют наруше-
ния памяти в разных экспериментальных задачах, 
основанных на кратковременном или долговре-
менном хранении приобретённого опыта  [40, 41] 
или использовании рабочей памяти [42], а также 
повышенную импульсивность в ходе инструмен-
тального обучения [43].

Пространственную гиппокамп-зависимую 
память у крыс SHR исследовали в классической 
задаче в водном лабиринте Морриса (ВЛМ), ко-
гда животные должны были научиться находить 
скрытую платформу, ориентируясь по внелаби-
ринтным сигналам. Интересно, что данные, полу-
ченные разными группами авторов, часто диа-
метрально противоположны в зависимости от 
тех контрольных линий животных, которые были 
использованы в экспериментах. Девятимесячные 
крысы SHR обучались хуже, чем нормотензив-
ные крысы Sprague-Dawley (SD)  [44]. Крысы SHR 
медленнее обучались находить платформу в ВЛМ 
по сравнению с крысами WKY в возрасте 1,5 [45], 
3 [30] и 15 месяцев, при этом возрастные измене-
ния обучения и памяти в ВЛМ развивались рань-
ше именно у крыс SHR [46, 47]. При исследовании 
долговременной памяти, формирующейся в тесте 
распознавания нового объекта, было показано, что 
в возрасте 10 месяцев крысы SHR плохо запомина-
ли объекты и не демонстрировали предпочтения  
в обследовании нового объекта при его предъ-
явлении [48, 49]. Гипотензивная терапия блокато-
ром рецепторов ангиотензина II типа лозартаном 
(но не фрагментами ангиотензина, обладающими 
гипотензивным действием) существенно улучша-
ла различение знакомых и новых объектов  [49]. 
Исследование рабочей памяти при обучении 3-ме-
сячных крыс SHR и WKY в радиальном восьми-
рукавном лабиринте выявило увеличение общего 
числа ошибок у крыс SHR по сравнению с живот-
ными WKY, которое становилось максимально 
выраженным при введении часовой задержки 
между 4-м и 5-м выбором рукава [50]. Tchekalarova 
et  al.  [40] наблюдали нарушение рабочей памя-
ти у крыс SHR в Y-образном лабиринте. В целом, 
выраженность нарушений гиппокамп-зависи-
мой пространственной памяти у гипертензивных 
крыс SHR зависит от возраста и условий задачи,  
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которую животные должны решить в ходе испы-
тания. При этом вероятность нарушения рабочей 
памяти более выражена у тех животных, у кото-
рых изменения в мозге затрагивают не только 
гиппокамп, но и фронтальную кору, поскольку эта 
структура неокортекса играет ключевую роль в 
механизмах рабочей памяти [51].

СТРУКТУРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ  
ИЗМЕНЕНИЯ ГИППОКАМПА У КРЫС SHR

Состояние церебральных артерий, в частности 
жёсткость артерий, является одним из факторов 
неблагоприятного прогноза развития процессов 
старения в мозге и деменции, поскольку оно ассо-
циировано с болезнью малых сосудов, инсульта-
ми, отложением β-амилоида, атрофией мозга [52]. 
Возникновение когнитивных нарушений у пожи-
лых людей часто связывают с изменением объё-
ма гиппокампа, одной из причин которого могут 
быть нейродегенеративные изменения, вызван-
ные гипертензией. Длительные наблюдения боль-
ных с гипертензией показали, что у пациентов с 
большим сроком заболевания объём гиппокампа, 
измеренный при помощи магнитно-резонансной 
томографии (МРТ), снижен [53]. При этом умень-
шение гиппокампа коррелировало с тяжестью ког-
нитивных нарушений. Когнитивные нарушения и 
снижение объёма некоторых отделов гиппокампа 
были более выражены у гипертензивных пациен-
тов, субъективно ощущающих деменцию, по срав-
нению с аналогичной группой больных без высо-
кого давления [54].

Высокое артериальное давление приводит к 
модификации гиппокампа и в различных моделях 
гипертензии у животных. Содержание молодых 
половозрелых крыс на диете с высоким содержа-
нием соли в течение девяти недель приводило к 
росту кровяного давления, сопровождавшемуся 
не только ухудшением выработки классического 
условнорефлекторного замирания и простран-
ственной памяти, но и снижением синаптогенеза 
в гиппокампе [55]. В гиппокампе мышей, которых 
содержали в аналогичных условиях с 9 по 16 ме-
сяц жизни, было обнаружено снижение ветвления 
дендритов и плотности шипиков нейронов зубча-
той извилины и новой коры [56], и эти морфологи-
ческие изменения не восстанавливались даже по-
сле возвращения к диете с нормальным уровнем 
соли. Как у крыс, так и у мышей, содержавшихся 
на диете с высоким содержанием соли, было от-
мечено снижение мозгового кровотока  [55, 56]. 
Поскольку, как отмечено выше, мозговой кровоток 
является ключевым звеном, влияющим на состоя-
ние нейронов гиппокампа, его снижение (при-
мерно на 40% у крыс SHR по сравнению с крысами 

Wistar  [20,  57]), обусловленное высокой жёстко-
стью аорты и церебральных артерий и снижением 
их диаметра [58], приводит к значительным струк-
турным изменениям в гиппокампе. Выявлено сни-
жение объёма гиппокампа, а также фронтальной 
и окципитальной коры 6-месячных крыс SHR по 
сравнению c крысами WKY [59]. Эти данные так-
же подтверждены исследованием с использовани-
ем 9,4Т МРТ, в котором показано, что изменения 
объёма структур мозга наблюдаются уже на этапах 
онтогенеза, предшествующих гипертензии (7 не-
дель), или после её манифестации (19 недель) [60]. 
Снижение размера мозговых структур, атрофия 
головного мозга, уменьшение объёмов белого ве-
щества [61] компенсируются накоплением жидко-
сти в мозге, результатом чего является увеличение 
объёма желудочков мозга и развитие гидроцефа-
лии  [59, 62–64]. Характерной особенностью крыс 
SHR является нарушение гематоэнцефалического 
барьера (ГЭБ) [61].

У крыс SHR сети покоя в области гиппокампа 
более активны, чем у WKY, а значения времени 
релаксации T1p, изменения которого ассоцииро-
ваны с нейродегенеративными заболеваниями, в 
гиппокампе, таламусе и лобной коре у SHR были 
стабильно выше [65]. Нейродегенеративные изме-
нения в гиппокампе, обусловленные гипертен-
зией, включают снижение плотности нейронов 
в пирамидных слоях СА1 и СА3 [57, 63, 66], сопро-
вождающееся уменьшением экспрессии нейро-
филамента 200 кДа, которое может отражать деге-
нерацию аксонов пирамидных нейронов [67]. При 
этом в поле СА1 были обнаружены погибающие 
клетки с ядрами, содержавшими фрагментиро-
ванный хроматин  [66], а экспрессия каспазы-3, 
основной исполнительной каспазы апоптоза, 
была выше у крыс SHR по сравнению с крысами 
WKY [57]. У крыс SHR при сравнении с WKY отме-
чены изменения морфологии дендритов нейронов 
гиппокампа, медиальной префронтальной коры 
и прилежащего ядра  [68]. В возрасте 8 месяцев у 
крыс SHR наблюдалась атрофия дендритов пира-
мидных нейронов поля CA1 дорсального гиппо-
кампа и слоёв 3 и 5 префронтальной коры [69, 70]. 
Уменьшение плотности нейронов отмечено также 
в зубчатой извилине  [70]. Обнаруженное у крыс 
SHR повреждение нейронов гиппокампа сопро-
вождается снижением экспрессии синаптических 
белков, а также нарушенной аутофагией, о чём 
свидетельствовали сниженные уровни экспрессии 
белка Беклин-1 и дефект деградации Р62, одного из 
ключевых белков аутофагии [71].

Структурные изменения гиппокампа у крыс 
SHR характерны не только для нейронов, но и для 
глиальных клеток. Выявлен астроглиоз, проявляв-
шийся в увеличении как площади, проявлявшей 
иммунореактивность глиального фибриллярного 
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кислого белка (GFAP) – одного из основных марке-
ров астроцитов в клеточных областях СА1 и СА3 
и зубчатой фасции [48, 66, 67], – так и общего коли-
чества этого белка в гиппокампе [67]. Интересно, 
что в новой коре экспрессия GFAP, оцененная по 
площади сигнала, у крыс SHR ниже по сравне-
нию с крысами WKY, а с возрастом у крыс SHR 
она увеличивается [72]. Обусловленные гипертен-
зией изменения затрагивают также увеличение 
проницаемости ткани мозга крыс SHR для воды. 
Известно, что проницаемость мозга для воды 
регулируется работой мембранного канала, обра-
зованного белком аквапорином-4 (AQP4)  [73–75], 
максимальная экспрессия которого обнаружена 
в ножках астроцитов, формирующих ГЭБ и плот-
но примыкающих к микрососудам мозга  [76–78].  
У крыс SHR более высокий по сравнению с нормо-
тензивными крысами WKY уровень экспрессии 
AQP4 ассоциирован с большим числом астроцитов 
в гиппокампе  [66], что может свидетельствовать 
о нарушении проницаемости ГЭБ и большей его 
проницаемости для воды. Астроциты мозга крыс 
SHR характеризуются сдвигом фенотипа в сторону 
преобладания клеток типа  А1 (провоспалитель-
ного фенотипа)  [79]. Провоспалительная актива-
ция астроцитов ведёт к патологическому ремо-
делированию клеток и препятствует реализации 
их роли как элемента ренин-ангиотензиновой 
системы мозга, что способствует гибели нейронов 
и дальнейшему разрушению ГЭБ [80]. Кроме того, 
в гиппокампе крыс SHR уже в возрасте 1,5 месяцев 
наблюдаются более низкие уровни окклюдина и 
ZO-1 – белков плотных контактов, принимающих 
участие в формировании ГЭБ [81].

Изменения микроглии в гиппокампе крыс SHR 
начинаются в первые месяцы жизни этих живот-
ных. Плотность микроглии в их гиппокампе по 
сравнению с крысами WKY возрастает уже с 1,5-ме-
сячного возраста  [81], а число микроглиоцитов 
увеличивается по мере старения животных  [82]. 
При этом максимальное число клеток наблюдает-
ся в поле СА1, поле СА3 и хилусе [83]. Микроглия 
в гиппокампе крыс SHR имеет более выраженный 
провоспалительный фенотип [48], что сопровожда-
ется усилением экспрессии фактора некроза опу-
холей-α (TNF-α) [81].

Таким образом, характерные для крыс SHR 
нарушения обучения и памяти имеют под собой 
структурную основу, ассоциированную с уменьше-
нием объёма гиппокампа, плотности нейронов в 
его основных клеточных полях, медленно развива-
ющейся нейродегенерацией, включающей как уве-
личение числа гибнущих клеток, так и снижение 
синаптогенеза, нарушениями ГЭБ, в том числе за 
счёт модификации состояния астроцитов, микро-
глиозом с увеличением числа клеток с провоспа-
лительным фенотипом.

БИОХИМИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ  
В ГИППОКАМПЕ КРЫС SHR

Дисфункция ГГАКС у крыс SHR. Наряду со 
многими функциями, которые гиппокамп вы-
полняет как регулятор когнитивных процессов 
и сложного поведения, этот отдел мозга играет 
важную роль в реакции на стресс [14, 84]. Гиппо-
камп включён в регуляторную петлю отрицатель-
ной обратной связи ГГАКС, которая контролирует 
выброс стероидных гормонов из коры надпочеч-
ников. Это возможно благодаря высокому уровню 
экспрессии в гиппокампе глюкокортикоидных 
(ГР) и минералокортикоидных (МР) рецепторов, а 
также 11-β-гидроксистероиддегидрогеназы-1, фер-
мента, отвечающего за превращение неактивных 
стероидов в их активную форму  [85]. Поскольку 
аффинность МР гиппокампа в отношении глюко-
кортикоидов гораздо выше, чем к альдостерону, 
они играют важную роль в поддержании ГГАКС, 
в  то время как ГР, которые связывают глюкокор-
тикоиды при стрессе или в период пика суточного 
ритма секреции этих гормонов, участвуют в реали-
зации петли обратной связи [86–89]. В гиппокампе 
крыс SHR экспрессия МР и число иммунореактив-
ных клеток, одновременно экспрессирующих МР 
и ГР, увеличено по сравнению с контрольными 
животными WKY [83]. Поскольку наряду с повыше-
нием экспрессии рецепторов кортикостероидов у 
крыс SHR наблюдали развитие нейровоспалитель-
ных процессов, предполагается, что повышенная 
экспрессия МР в гиппокампе вызывает смещение 
в сторону провоспалительного фенотипа, харак-
терного для гипертонической энцефалопатии. 
Выявлена повышенная экспрессия мРНК МР во 
всём гиппокампе согласно данным qPCR, а также 
в поле CA3 по данным in situ гибридизации  [90]. 
Внутривенное введение антагониста МР RU-2831 
вызывало значительное снижение кровяного дав-
ления у крыс SHR. Авторы предполагают, что пато-
логическая перегрузка МР гиппокампа может быть 
ассоциирована с гипертензией и энцефалопатией 
у крыс SHR. В сравнении с крысами WKY ёмкость 
связывания ГР у крыс SHR была выше в гипофизе, 
но ниже в гипоталамусе. Интересно, что введение 
антагониста МР эплеренона уменьшало когнитив-
ный дефицит и усиливало аутофагию в нейронах 
гиппокампа [71].

Дисфункция ГГАКС отмечена и признана прин-
ципиально важной для развития гипертензии 
и патологии мозга у крыс SHR, начиная с самых 
ранних этапов изучения этой линии. Повышенные 
уровни циркулирующих глюкокортикоидов были 
выявлены у крыс SHR ещё в 1980–90-е гг.  [91], и 
этот феномен подтверждался в многочисленных 
последующих исследованиях, в которых отме-
чалось повышенное содержание прогестерона, 
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кортикостерона и кортизола у этих животных [92]. 
Постепенное изменение уровня циркулирующе-
го пролактина, кортикостерона и альдостерона 
заметно уже в возрасте 2 месяцев, когда уровень 
артериального давления начинает повышаться; 
это позволяет предположить, что существует связь 
между генетически запрограммированным пато-
генезом спонтанной гипертензии и прогрессивно 
повышающейся с возрастом чувствительностью 
ГГАКС к стрессу [93]. У молодых крыс SHR функция 
коры надпочечников усилена, и предполагается, 
что снижение реакции адренокортикотропного 
гормона (АКТГ) на стресс и введение экзогенного 
кортикотропин-релизинг гормона (CRH) у этих 
животных может быть связано с более высоки-
ми уровнями кортикостерона в плазме крови, а 
также, что повышенный уровень кортикостерона 
ассоциирован с развитием гипертонии у SHR [94]. 
Аномальную реакцию ГГАКС крыс SHR на CRH 
связывают с десенсибилизацией гипофиза живот-
ных к CRH [95, 96]. Интересно, что «циркадианные 
часы» надпочечников демонстрируют отчётливое 
фазовое опережение у линии SHR, что может вли-
ять на регуляцию транскрипции генов, контро-
лируемых такими «часами», и секрецию стероид-
ных гормонов надпочечниками  [97]. При этом 
крысы SHR демонстрируют нарушение регуляции 
экспрессии генов циркадианного ритма в гиппо-
кампе, миндалине, паравентрикулярном ядре и 
префронтальной коре в сравнении с WKY  [98]. 
Эти гены являются частью 103 дифференциально 
экспрессируемых генов в гиппокампе крыс SHR и 
WKY, выявленных транскриптомным анализом, 
при этом метаболомный анализ выявил 56 мета-
болитов со значительными отличиями, включая 
различные аминокислоты и их метаболиты  [99].  
В мозге крыс SHR отмечены повышенные базаль-
ные уровни фермента, синтезирующего эстроген – 
ароматазы [70, 100]. Это может свидетельствовать 
о том, что изменения метаболизма стероидных 
гормонов у животных этой линии не ограничива-
ются ГГАКС.

Нейромедиаторные системы. Развитие хро-
нической гипертензии сопровождается целым ря-
дом изменений в нейромедиаторном обеспечении 
мозга. Относительно хорошо исследованы изме-
нения моноаминергической трансмиссии в мозге 
крыс SHR [29]. У крыс этой линии норадренергиче-
ская система гораздо более активна по сравнению 
с крысами линии WKY, что выражается в более 
высоком содержании норадреналина в структурах 
мозга. Путём использования метода суперфузии 
in  vitro показано, что стимулированное глутама-
том и K+ высвобождение радиоактивно меченого 
норадреналина ([3H]NE) из срезов префронталь-
ной коры и гиппокампа у SHR выше, чем у нормо-
тензивных крыс WKY или SD, но высвобождение 

норадреналина в ответ на гамма-аминомасляную 
кислоту (ГАМК) у крыс SHR ниже  [101,  102]. Эти 
данные позволяют предположить, что in vivo вне-
клеточные концентрации ГАМК могут быть сниже-
ны в гиппокампе SHR. Активность глутаматдекарб-
оксилазы и эффективность связывания рецепторов 
ГАМК были снижены в гиппокампе крыс SHR по 
сравнению с крысами WKY в прегипертензив-
ный период онтогенеза и на ранних стадиях про-
явления гипертензии  [103, 104]. Секреция ГАМК, 
индуцированная K+, была снижена в гиппокампе 
3–4-месячных крыс SHR по сравнению с WKY [105], 
и связывание лигандов с ГАМКB-рецепторами так-
же было слабее [106]. Предполагают, что наруше-
ния равновесия и взаимной регуляции ГАМКерги-
ческой и моноаминергической трансмиссии также 
могут лежать в основе гиперактивного поведения 
крыс SHR. Существенны изменения и дофаминер-
гической трансмиссии. Повышенная двигательная 
активность крыс SHR позволяет предположить, что 
у этих животных изменена дофаминергическая 
трансмиссия [68]. В мозге крыс SHR до двухмесяч-
ного возраста наблюдается снижение экспрессии 
транспортера дофамина DAT, которое нормализу-
ется с возрастом; нарушено высвобождение дофа-
мина в префронтальной коре, прилежащем ядре и 
хвостатом ядре [29, 39]. В дорсальном гиппокампе 
крыс SHR снижение экспрессии тирозингидрокси-
лазы коррелировало с ухудшением памяти [107]. 
В то же время у молодых крыс SHR уровень дофа-
мина в гиппокампе был повышен по сравнению 
с крысами WKY, экспрессия тирозингидроксилазы 
и экспрессия практически всех ферментов, участ-
вующих в метаболизме моноаминов, была также  
повышена  [103]. Можно предположить, что пре-
обладание норадренергической трансмиссии, осо-
бенно у взрослых и старых животных, обусловли-
вает повышенную активность крыс SHR во многих 
поведенческих тестах.

Тела холинергических нейронов в основ-
ном сосредоточены в базальных ядрах переднего 
мозга, а их восходящие проекции в новую кору и 
гиппокамп имеют большое значение для осущест-
вления когнитивных функций. В гиппокампе суб-
линии крыс SHR, предрасположенных к инсульту, 
уровень холина был ниже по сравнению с крыса-
ми WKY, и с возрастом он продолжал снижаться. 
Высвобождение ацетилхолина после стимуляции 
высокими концентрациями K+ также было сни-
жено  [108]. В гиппокампе 15-месячных крыс SHR 
наблюдали увеличение экспрессии везикулярного 
транспортера ацетилхолина (VAChT) по сравнению 
с 4-месячными животными, что свидетельствует о 
развивающемся дефиците этого медиатора  [109]. 
В гиппокампе 6-месячных крыс SHR уровень везику-
лярного транспортера ацетилхолина был выше по 
сравнению с нормотензивными животными [110]. 
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При этом рецепция ацетилхолина в гиппокампе 
практически не меняется: не обнаружено суще-
ственных изменений связывания радиоактивно 
меченых лигандов никотиновых и мускариновых 
рецепторов [30, 111].

Данные об особенностях глутаматергической 
системы крыс SHR немногочисленны и достаточно 
противоречивы. Было показано функциональное 
доминирование GluN2B-рецепторов  [112], однако 
не было выявлено значимых различий между 
крысами SHR и WKY по экспрессии разных субъ-
единиц NMDA-рецепторов глутамата. Увеличение 
с возрастом экспрессии GluN2B- и GluNA1-рецепто-
ров в гиппокампе коррелировало с увеличением 
двигательной активности, но не изменениями па-
мяти [113]. Электрофизиологические исследования 
выявили существенно сниженную трансмиссию, 
опосредованную глутаматными AMPA-рецепто-
рами, в синапсах пирамидальных клеток от CA3 к 
CA1 в stratum radiatum и stratum oriens у крыс SHR. 
Результаты электронной микроскопии указывают 
на существенное повышение экспрессии субъ-
единицы GluA2/3 в нейронах stratum oriens у этих 
животных  [114]. Представленность симпортера 
хлорида и калия 5 (KCC2) в гиппокампе крыс SHR 
повышена, как и сплайс-варианта GLT1b глутамат-
ного транспортера GLT1, в то время как общее ко-
личество GLT1 (в основном сплайс-варианта GLT1a) 
было снижено в сравнении с крысами WKY и SD; 
этот паттерн указывает на повышенный уровень 
внеклеточного глутамата [102]. Изменения обмена 
глутамата в гиппокампе и некоторых других отде-
лах мозга крыс SHR подтверждаются метаболом-
ными исследованиями [103, 115]. В мозге крыс SHR 
изменена экспрессия некоторых изоформ Homer, 
семейства каркасных белков, локализованных в 
постсинаптической плотности глутаматергиче-
ских возбуждающих синапсов. Как мРНК, так и 
белки Homer  1a и Homer  2a/b, но не Homer  1b/c, 
экспрессировались на значительно более низких 
уровнях в гиппокампе SHR по сравнению с кры-
сами WKY [116].

В целом, для крыс SHR характерно преобла-
дание возбуждающей нейротрансмиссии в гип-
покампе. Уровень возбуждающих медиаторов и 
активность их рецепторов увеличиваются с воз-
растом. Это коррелирует с более высокой актив-
ностью крыс этой линии в поведенческих тестах, 
поэтому считают, что функциональные наруше-
ния в глутаматергической синаптической переда-
че могут быть в числе основных механизмов, при-
водящих к аномальному поведению у SHR  [112]. 
Снижение тонических уровней ГАМК и ацетилхо-
лина и повышение уровня глутамата в гиппокампе 
может быть причиной наблюдающихся когнитив-
ных нарушений, которые, однако, удаётся выявить 
не у всех возрастных категорий животных и не во 

всех тестах. Интересно, что генетически обуслов-
ленная гипертензия у крыс SHR ассоциирована с 
выраженными изменениями кальциевого гомео-
стаза. При этом у крыс SHR наблюдаются измене-
ния как внутри-, так и внеклеточного содержания 
кальция. Они обусловлены изменениями структу-
ры и функционирования кальциевых каналов раз-
ных типов, что приводит к перегрузке цитозоля 
клеток несвязанными ионами Ca2+ и их дефициту 
во внеклеточной среде [32, 117, 118].

У крыс SHR отмечены изменения и ряда дру-
гих нейромедиаторных систем в структурах лим-
бической системы мозга. Например, продемонстри-
ровано повышение экспрессии каннабиноидных 
рецепторов CB1 в прелимбической коре и обла-
сти  1 поясной извилины, а также в области CA3 
дорсального гиппокампа, снижение экспрессии 
рецепторов TRPV1 в прелимбической и СА1-обла-
стях дорсального гиппокампа и её увеличение в 
базолатеральной миндалине [119]. У этих живот-
ных обнаружены также изменения рецепторов 
гиппокампа, связанных с опиоидной системой, 
которые, как предполагают, могут играть роль в 
центральном механизме контроля артериального 
давления [120].

Нейровоспаление, окислительный стресс, 
нейротрофический фактор мозга (BDNF). Сосу-
дистые и цереброваскулярные изменения при 
гипертонической болезни часто связаны с воспа-
лительными процессами. Воспаление поражает 
эндотелий сосудов, периваскулярные астроциты, 
которые образуют ГЭБ. Эта воспалительная реак-
ция может привести к процессам нейровоспа-
ления с последующим повреждением мозговой 
ткани  [61]. Воспалительные процессы на уровне 
целого организма у крыс SHR описаны: было 
обнаружено повышенное содержание провоспа-
лительных маркеров, уровень которых снижа-
ется с возрастом. Крысы SHR возрастом 5 недель 
демонстрируют повышенные уровни цитокинов, 
хемокинов, маркеров окислительного стресса в сы-
воротке крови и селезёнке по сравнению с 10-не-
дельными животными [121].

Несколько групп исследователей с использо-
ванием различных подходов показали наличие 
процессов нейровоспаления в мозге крыс SHR. 
Макро- и микроглиоз, описанный рядом исследо-
вателей [61], отражает клеточные признаки нейро-
воспаления. В гиппокампе крыс SHR была повы-
шена экспрессия TLR4 (Toll-подобного рецептора), 
GFAP и маркера микроглии Iba1 (Ionized calcium 
binding adaptor molecule 1). Высокую экспрессию 
TLR4 и ответ глиальных клеток в гиппокампе при 
гипертензии считают одним из ключевых меха-
низмов повреждения мелких сосудов, результа-
том которого могут быть когнитивные наруше-
ния  [122]. По сравнению с крысами WKY у крыс 
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SHR уровни цитокинов интерлейкина (IL) IL-1β 
и TNF-α в гиппокампе были повышены. Значи-
тельное повышение уровня провоспалительного 
цитокина IL-1β отмечено в поле CA1 гиппокампа 
крыс SHR [61]. Старение крыс SHR приводит к зна-
чительному увеличению числа активированных 
астроцитов и апоптозных клеток, что сопровожда-
ется повышенной экспрессией маркеров окисли-
тельного стресса индуцибельной изоформы син-
тазы оксида азота (iNOS) и белка gp47phox, а также 
регуляторных белков апоптоза (Bax и каспаза-3). 
Сравнение с аналогичными по возрасту крысами 
WKY показало, что как старение, так и гипертония 
усиливают повреждение мозга и окислительный 
стресс в гиппокампе гипертензивных живот-
ных [123]. На фоне увеличения числа рамифици-
рованных Iba1-позитивных глиальных клеток в 
гиппокампе крыс SHR обнаружено возрастание 
экспрессии сывороточной активируемой глюко-
кортикоидами киназы 1 (Sgk1), циклооксигеназы 2 
(Cox2) и инфламмасомы Nlrp3, тогда как экспрес-
сия мРНК трансформирующего фактора роста-β 
(Tgfβ) и NADPH-диафоразная активность NOS были 
снижены [83]. В гиппокампе и гипоталамусе крыс 
SHR заметно повышена экспрессия белка NF-κB и 
способствующей воспалению iNOS, а также клеток, 
экспрессирующих расщеплённую каспазу-3 [124]. 
Другими авторами были получены противопо-
ложные данные: в гиппокампе взрослых крыс SHR 
продемонстрирована сниженная экспрессия iNOS 
на фоне повышенной экспрессии гемоксигеназы 
HO-1 [125]. У взрослых крыс SHR активность глута-
тионпероксидазы и уровни TNF-α были снижены 
в гиппокампе и префронтальной коре. Предпола-
гается, что крысы SHR обладают окислительным 
профилем, который характеризуется увеличением 
выработки активных форм кислорода без эффек-
тивной антиоксидантной защиты и дефицитом 
цитокина TNF-α [126].

Несмотря на ряд противоречивых данных, об-
условленных, наиболее вероятно, использованием 
животных разного возраста, имеющиеся резуль-
таты надёжно свидетельствуют о развитии нейро-
воспаления и окислительного стресса в гиппокам-
пе крыс SHR. Это может быть одной из основных 
причин того, что крысы SHR демонстрируют более 
низкую экспрессию BDNF в гиппокампе по сравне-
нию с крысами линий Wistar и WKY  [40, 70, 100]. 
Известно, что дефицит BDNF ассоциирован с нару-
шениями глутаматергической нейротрансмиссии, 
и в этом взаимодействии участвуют механизмы, 
связанные с рецепторами как глутамата, так и 
BDNF  [127]. Дефицит BDNF, наряду с избытком 
глюкокортикоидов, нейровоспалительными про-
цессами в гиппокампе и окислительным стрессом, 
также является важным механизмом, который 
опосредует подавление нейрогенеза в гиппокам-

пе  [128]. Действительно, снижение нейрогенеза 
отмечено в зубчатой извилине крыс SHR [70, 100] 
и может вносить важный вклад в развитие когни-
тивных нарушений, наряду с нейродегенерацией.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

«Мозг подобен скороварке, и он может выдер
жать не так много, прежде чем взорвётся».

Кэти Гласс, британская писательница

Практически все биохимические механизмы, 
нарушение которых лежит в основе структурных 
изменений в гиппокампе, находятся под контро-
лем ГГАКС  [129], поэтому выявленная на раннем 
этапе исследования крыс SHR дисфункция этой 
основной нейрогуморальной системы организма 
на разных уровнях (исполнительного гормона кор-
тикостерона, его рецепторов, регуляции на уровне 
гипоталамуса, гипофиза и надпочечников) может 
быть причиной изменений, найденных у живот-
ных этой линии в сравнении с нормотензивными. 
Нет сомнений в наличии многочисленных меха-
нистических связей гипертензии и нарушений 
ГГАКС, однако большинство механизмов ассоциа-
ции ГГАКС с различными системами организма в 
целом и мозга в частности, опосредующими повы-
шенное давление крови при генетической гипер-
тензии у крыс SHR, остаётся неисследованным. 
Основные гиппокампальные изменения у крыс 
этой линии кратко представлены на схеме (рису-
нок). Глобальные изменения на уровне организма 
(гипертензия, дисфункция ГГАКС) несомненно ас-
социированы с развитием сосудистой патологии 
и нарушением ГЭБ. Изменения множественных 
биохимических глюкокортикоид-зависимых про-
цессов в гиппокампе (дисфункция стероидных ре-
цепторов, нарушения нейромедиаторных систем, 
дефицит BDNF, окислительный стресс, нейровос-
паление) взаимосвязаны, и эти связи многочис-
ленны и разнонаправлены. Возникающие на базе  
этих процессов структурные изменения включают 
клеточные процессы нейровоспаления (микро-
глиоз, астроглиоз), изменения нейрогенеза в суб-
гранулярной нейрогенной нише, нейродегенера-
тивные процессы на уровне синапсов, аксонов 
и дендритов вплоть до гибели нервных клеток. 
Следствием этого является нарушение функциони-
рования гиппокампа, ключевой структуры лимби-
ческой системы, необходимой для осуществления 
когнитивных функций. Этот этап вновь реализу-
ется на организменном уровне: возникают изме-
нения поведения, когнитивный дефицит.

Крысы SHR представляют собой модель гипер-
тонии и повреждения сосудов  [61]. Принято счи-
тать, что цереброваскулярные изменения у SHR 
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Линия SHR как модель сосудистой деменции: изменения в гиппокампе. Схема показывает, каким образом гло-
бальные изменения на уровне целого организма (гипертензия и нарушение функционирования ГГАКС) после-
довательно приводят к патологическим биохимическим и структурным изменениям в гиппокампе на фоне 
сосудистой патологии мозга и нарушения ГЭБ. Нейродегенеративные процессы и патологические изменения 
нейрогенеза в гиппокампе влияют на его функционирование, приводя в конечном итоге к когнитивным рас-
стройствам, последствия которых реализуются на уровне поведения

могут имитировать заболевания сосудов голов-
ного мозга у лиц с артериальной гипертензией. 
Поскольку нарушение памяти у крыс SHR связано 
с гипоперфузией и сосудистой дисфункцией гип-
покампа [20], животные этой линии в последние 
годы также рассматриваются как модель сосуди-
стой деменции  [61,  69]. Недавно было показано, 
что при проведении теста на толерантность к 
глюкозе уровень инсулина в плазме крови был 
значительно повышен у 7-месячных крыс SHR по 
сравнению с WKY. Крысы SHR демонстрировали 
сниженную экспрессию и повышенную актив-
ность β-субъединицы инсулинового рецептора 
(IR) в гиппокампе и неокортексе на фоне измене-
ния соотношения фосфорилированной и общей 
киназы гликогенсинтазы 3β [130]. Иными словами, 
когнитивный дефицит у крыс SHR сопровождается 
как центральной, так и периферической дисфунк-

цией инсулиновой системы, что позволяет допол-
нительно рассматривать линию SHR как модель 
деменции, индуцированной инсулинорезистент-
ностью.
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HIPPOCAMPUS UNDER PRESSURE: MOLECULAR MECHANISMS  
OF COGNITIVE IMPAIRMENT IN SHR RATS

Review

M. Yu. Stepanichev*, D. I. Mamedova, and N. V. Gulyaeva

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology of the Russian Academy of Sciences, 
117495 Moscow, Russia; email: m_stepanichev@ihna.ru

In clinical studies and in animal experiments, data have been obtained indicating the association of 
chronic hypertension with the development of cognitive impairment. The review examines structural 
and biochemical changes in the hippocampus of SHR rats with genetic hypertension, which are used as 
a model of essential hypertension, as well as vascular dementia. The dysfunction of the hypothalamic- 
pituitary-adrenocortical system, observed in SHR rats at an early age, may, along with the development 
of hypertension, be a key factor in the damage to the hippocampus at the structural and molecular 
levels. Global changes at the body level (hypertension, neurohumoral dysfunction) are associated with 
the development of vascular pathology and destruction of the blood-brain barrier. Changes in multiple 
biochemical glucocorticoid-dependent processes in the hippocampus (dysfunction of steroid hormone 
receptors, disorders of neurotransmitter systems, BDNF deficiency, oxidative stress, neuroinflammation) 
are accompanied by structural changes including cellular processes of neuroinflammation (microgli-
osis, astrogliosis), disorders of neurogenesis in the subgranular neurogenic niche, neurodegenerative 
processes at the level of synapses, axons and dendrites up to neuronal cell death. The consequence 
of this is dysfunction of the hippocampus, a key structure of the limbic system necessary for the re-
alization of cognitive functions. Summarizing of the available results at various levels, from the level 
of the organism and the structure of the brain (hippocampus) to the molecular one, allows us to confirm  
the translational validity of SHR rats for modeling the mechanisms of vascular dementia.
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Наименее изученный до недавнего времени компонент цитоскелета  – промежуточные фила-
менты (ПФ) – в последние годы находится в зоне пристального внимания и активного исследо-
вания. В различных клетках ПФ состоят из разных белков, характерных для данного типа кле-
ток. Накопленные к настоящему моменту данные меняют устоявшиеся представления о ПФ как 
структурах, обеспечивающих исключительно механическую прочность клеток. Помимо этой 
роли, было показано их участие в поддержании формы клеток и усилении клеточной адгезии. 
К настоящему времени накоплены данные, свидетельствующие о роли ПФ во множестве других 
биологических процессов, включая организацию микротрубочек и микрофиламентов, регуляцию 
ядерной структуры и активности, контроль клеточного цикла и регуляцию путей передачи сиг-
налов. Отдельно следует отметить их активное участие в регуляции некоторых аспектов внутри-
клеточного транспорта. Среди белков, составляющих ПФ, особое место занимает виментин – как 
оказалось, он связан с развитием целого спектра различных патофизиологических состояний, 
включая онкологические заболевания, катаракту, болезнь Крона, ревматоидный артрит и ВИЧ. 
Учитывая особенности строения виментина, биологические функции различных его частей, его 
вовлечённость в регуляцию широкого спектра основных клеточных функций и связь с развитием 
заболеваний человека, в настоящем обзоре мы сосредоточились почти исключительно на вимен-
тине и известных к настоящему времени функциях виментиновых ПФ, акцентируя их особую 
роль в физиологии клеток в сравнении с ПФ, построенными из других белков.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: цитоскелет, микротрубочки, актиновые филаменты, промежуточные фила-
менты, виментиновые филаменты, митохондрии.
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Принятые сокращения: ПФ – промежуточные фила-
менты.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Одной из наиболее сложноорганизованных 
и функционально универсальных систем клеток 
животных является цитоскелет  – комплекс, со-
стоящий из трёх типов структур: микротрубочек, 
актиновых филаментов (микрофиламентов) и про-
межуточных филаментов (ПФ). Цитоскелет участ-
вует во множестве процессов, таких как деление 
клеток, эндоцитоз и внутриклеточный транспорт, 

сохранение и изменение формы клеток, клеточ-
ная подвижность и реакции клеток на внешние 
воздействия. Компоненты цитоскелета образуют 
высокоструктурированную и динамичную сеть, 
эффективно реагирующую на внешние и внутрен-
ние сигналы быстрой (в минутной шкале) реорга-
низацией.

Начиная с 80-х годов прошлого века, когда по-
явились новые молекулярно-биологические и кле-
точные подходы к исследованиям, а затем и новые 
микроскопические методы, происходил бурный 
рост количества работ, касающихся динамики и 
функциональных особенностей микротрубочек и 
актиновых филаментов. В то же время ПФ исследо-
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Рис. 1. Классификация ПФ. К белкам I и II типов относятся кислые и основные кератины, эти белки экспрес-
сируются в эпителиальных клетках. Белки III типа экспрессируются в различных типах клеток, включая мы-
шечные клетки (десмин и синкоилин); фибробласты, лейкоциты и эндотелиальные клетки (виментин); пе-
риферические нейроны (периферин); глиальные клетки (GFAP). Белки IV типа в основном экспрессируются 
в клетках-предшественниках (нестин), в нейрональных (нейрофиламенты, α-интернексин, синемин-α и -β) 
и глиальных клетках (синемин-α и -β), а также в мышечных клетках (синемин-α и -β). К белкам типа V отно-
сят повсеместно экспрессируемые ламины, которые образуют ядерную ламину. Тип VI включает белки, специ-
фичные для хрусталика (факинин и филензин). Звёздочкой отмечены типы белков, способные образовывать 
облигатные гетерополимеры

вались не столь активно, оставаясь наименее из-
ученным компонентом цитоскелета. Позднее инте-
рес к изучению ПФ возрос, в частности, и в связи с 
тем, что мутации в этих белках связаны с тяжёлы-
ми заболеваниями человека: кожными болезнями 
(вызываются мутациями кератинов), нервными 
патологиями (связаны с нарушениями нейрофила-
ментов), мышечными дистрофиями и кардиомио-
патиями (результат мутаций десмина) [1–4].

В геноме человека найдено около 70  генов, 
кодирующих белки ПФ. В эпителиях экспрессиру-
ются гены кератинов, в клетках нервной ткани – 
нейрофиламентов или кислого глиального белка, 
в мышечных клетках – десмина. Виментин харак-
терен для мезенхимных клеток, однако он может 
появляться и в других типах клеток, образуя сме-
шанные ПФ. Одним из примеров такой экспрес-
сии виментина является его появление в раковых 
клетках эпителиоидной природы при их злока-
чественном перерождении и образовании мета-
стазов. Таким образом, виментин, по-видимому, 
играет ключевую роль в эпителиально-мезенхи-
мальном переходе, хотя детали его участия в этом 
процессе до конца не ясны. Виментин играет опре-
деляющую роль и в процессах регенерации нейро-
нов и мышечной ткани, поскольку в этих клетках 

он присутствует наряду с белками ПФ, характерны-
ми для данного типа тканей. В настоящем обзоре 
мы анализируем современные данные, свидетель-
ствующие об индивидуальной функциональной 
роли виментина в физиологии различных клеток, 
его особом вкладе в контроль клеточных функций 
путём взаимодействия с другими белками и кле-
точными компонентами и вовлечённости в раз-
витие разнообразных заболеваний, когда вимен-
тин может выступать в качестве клинического 
биомаркера.

БЕЛКОВЫЙ СОСТАВ ПФ

ПФ вместе с микрофиламентами и микро-
трубочками образуют цитоскелет клеток много-
клеточных животных. Два из трёх компонентов 
цитоскелета, микротрубочки и микрофиламен-
ты, построены соответственно из тубулина и ак-
тина, представленных небольшим количеством 
изоформ и практически идентичных у всех эука-
риот. В отличие от них, в геноме человека обнару-
жено более 70 генов, кодирующих различные бел-
ки ПФ [5], которые, таким образом, образуют одно 
из самых многочисленных белковых семейств [6]. 
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ПФ в разных клетках построены из различных бел-
ков, которые подразделяют на 6 типов (рис. 1) [6].

К I и II  типам относятся кислые и основные 
кератины соответственно. У человека обнаружено 
28  кислых и 26  основных кератинов, что вместе 
составляет больше 75% от всех известных у чело-
века белков ПФ (54 из 74). Кератины всегда соби-
раются как гетерополимеры: одна молекула кера-
тина I типа и одна – кератина II типа формируют 
гетеродимер. Ко-экспрессирующиеся пары керати-
нов можно разделить на три группы: простые кера-
тины однослойных эпителиев (например, К8/К18), 
барьерные (эпидермальные) кератины многослой-
ного эпителия (например, К5/К14, К1/К10, К3/К12, 
К4/К13) и структурные кератины, которые форми-
руют волосы и ногти [7].

К III типу ПФ относятся четыре основных бел-
ка (десмин, виментин, периферин и кислый гли-
альный белок (GFAP – glial filament acidic protein)) 
и синкоилин. Десмин характерен для мышечных 
клеток всех типов; виментин экспрессируется в 
фибробластах, лейкоцитах, эндотелиальных клет-
ках и некоторых других мезенхимальных тканях. 
Периферин присутствует в основном в перифе-
рических нейронах, где он участвует в сборке ПФ 
вместе с белками IV типа; GFAP экспрессируется в 
глиальных клетках. Все белки III типа могут фор-
мировать как гомо-, так и гетерополимеры [6, 8]. 
Синкоилин экспрессируется в небольших количе-
ствах в мышечных клетках [9].

К IV  типу ПФ относится 7  белков. Тяжёлый 
(NF-H), средний (NF-M) и лёгкий (NF-L) белки ней-
рофиламентов и α-интернексин экспрессируются 
в нейронах [10]. Синемин-α и синемин-β экспрес-
сируются в нейронах и астроцитах [10], а также в 
мышечных клетках [10–12]. Нестин характерен для 
стволовых клеток и клеток эндотелия [10–12].

К V типу относятся белки внутриядерных ПФ. 
У человека к этой группе относятся 6 белков, коди-
руемых 3 генами: ламин А, ламин С1 и ламин С2 – 
продукты альтернативного сплайсинга гена LMNA; 
ламин В – продукт гена LMNB1; ламины В2 и В3 – 
продукты гена LMNB2  [5, 13]. К VI  типу относят 
два белка ПФ, экспрессирующихся в хрусталике 
глаза  – факинин и филензин. Они достаточно 
сильно отличаются по структуре от других белков 
ПФ, однако их относят к этой группе на основании 
геномного анализа [14, 15].

РОЛЬ ПФ В ФИЗИОЛОГИИ КЛЕТКИ

Данные о белковом разнообразии ПФ наводят 
на мысль об их индивидуальной функциональной 
роли в физиологии различных клеток. Анализируя 
полученные к настоящему времени литературные 
данные и результаты собственных работ, мы при-

ходим к выводу о том, что виментин является бел-
ком ПФ, уникальным и важным для функциони-
рования не только мезенхимальных, но и других 
типов клеток. Это представление базируется на 
целом ряде экспериментальных фактов. Так, в раз-
ных тканях организма различные белки из семей-
ства ПФ вовлечены во взаимодействие с другими 
белками. В среднем каждый белок ПФ взаимодей-
ствует с пятьюдесятью другими белками, тогда как 
количество белков-партнёров виментина состав-
ляет около 300 [16]. Если известные мутации бел-
ков ПФ (например, кератина) приводят к генети-
ческим заболеваниям различной степени тяжести, 
но не являются летальными, то известны лишь 
единичные случаи заболеваний, вызванных мута-
циями в гене виментина [17].

Известно, что виментиновые филаменты ха-
рактерны для различных клеток мезенхимного 
происхождения (фибробласты, макрофаги, остео-
бласты, эндотелий и гладкомышечные клетки со-
судов), а ПФ нейронов являются нейрофиламенты, 
играющие важную роль в поддержании формы 
отростков нервных клеток. Вместе с тем показано, 
что присутствие виментина необходимо для раз-
вития и регенерации периферических нервов [18–
20] и целых сенсорных органов, например, вкусо-
вых сосочков рыб [21].

Кроме того, экспрессия виментина является 
ключевым событием целого ряда патологий, воз-
никающих у человека, поэтому он является широ-
ко используемым маркером в медицине  [22–24]. 
Появление виментиновых ПФ характерно для 
эпителиально-мезенхимального перехода  – про-
цесса приобретения эпителиальными клетками 
подвижного фенотипа, в норме характерного для 
процессов эмбрионального развития и заживле-
ния ран, но сопутствующего также опухолевому 
метастазированию [23, 24]. Обнаружено увеличе-
ние содержания растворимого виментина при 
развитии воспалительных процессов и атероскле-
роза. И, хотя роль его пока ещё не определена, он 
используется как индикатор при диагностике этих 
заболеваний  [22]. Многие исследователи рассма-
тривают виментин как потенциальную мишень 
при лечении различных раковых [24] и нейроде-
генеративных заболеваний [20].

СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ПФ

Несмотря на белковое разнообразие, фила-
менты, построенные из разных белков ПФ, внеш-
не не отличаются друг от друга. ПФ были названы 
так потому, что их диаметр составляет примерно 
10 нм, т.е. имеет промежуточное значение между 
толщиной микрофиламентов (7 нм) и микротрубо-
чек (25 нм). ПФ обладают следующими свойствами: 
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(1) они расположены в виде сетей в разных частях 
цитоплазмы клетки, окружают ядро, участвуют  
в образовании межклеточных контактов и поддер-
живают форму клетки; (2) основная функция ПФ, 
основанная на их механических свойствах и спо-
собности к самостоятельной сборке, заключается в 
сохранении целостности клеток и тканей, регуля-
ции жёсткости клеток и защите клетки от механи-
ческих повреждений, а также в регуляции клеточ-
ной адгезии и подвижности; (3) в клетках разных 
тканей ПФ состоят из белков различных типов.

Общей особенностью белков ПФ является 
высококонсервативный центральный альфа-спи-
ральный домен, благодаря которому они обладают 
способностью образовывать фибриллярные струк-
туры [25]. Два концевых домена не имеют опреде-
лённой вторичной структуры, значительно раз-
личаясь у разных белков ПФ. Центральные части 
молекул образуют тело филамента, в то время как 
концевые части экспонированы на поверхности, 
чем, по-видимому, объясняется большое разнооб-
разие свойств ПФ в разных типах клеток, а также 
разнообразные их взаимодействия со многими 
внутриклеточными компонентами.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ПФ  
С ДРУГИМИ СТРУКТУРАМИ ЦИТОСКЕЛЕТА

Изначально описанные как отдельные струк-
туры с характерными строением и функциями в 
клетке, три компонента цитоскелета оказались 
тесно взаимосвязанными. В настоящее время оче-
видно, что функциональная взаимосвязь между 
всеми тремя системами призвана поддерживать 
клеточную структуру и форму, а также регулиро-
вать её биохимические, механические и простран-
ственные свойства.

Примечательно, что первые эксперименталь-
ные данные, наводящие на мысль о скоординиро-
ванных реакциях отдельных компонентов цито-
скелета, были получены на клетках, содержащих 
именно виментиновые филаменты. Было заме-
чено, что прицельное разрушение одного компо-
нента цитоскелета приводит к реорганизации 
одного либо двух других: при деполимеризации 
микротрубочек под действием колцемида или 
винбластина одновременно наблюдался коллапс 
виментиновых филаментов, проходивший в две 
стадии [26]: формирование толстых тяжей вимен-
тина, а затем – образование плотной околоядерной 
массы. Разрушение системы актиновых микрофи-
ламентов с помощью цитохалазина D приводило к 
формированию тяжей виментина, но образования 
перинуклеарной массы не происходило; в клет-
ках с полным коллапсом виментиновых филамен-
тов наблюдалось восстановление тяжей. Авторы 

предположили, что связывание тяжей вименти-
на в перинуклеарную массу происходит за счёт 
взаимодействия ПФ с компонентами актинового 
кортекса клетки [26]. Чуть позднее, в начале 90-х 
годов, Ф. Гиоевой и В. Гельфандом было установ-
лено, что распределение сети виментиновых ПФ 
в клетках зависит от активности моторного белка 
кинезина, который транспортирует их вдоль мик-
ротрубочек от центра к периферии [27].

Взаимодействие виментиновых и актино-
вых филаментов. Позже выяснилось, что акти-
новые и виментиновые филаменты могут быть 
связаны напрямую при участии С-концевого 
(хвостового) домена молекулы виментина; выде-
ленные С-концевые фрагменты виментина коло-
кализовались с актиновой сетью, но не с микро-
трубочками  [28]. Механические характеристики 
ПФ, образованных виментином без С-концевого 
домена и полноразмерным виментином, мало от-
личаются  [28]. Авторы этой работы считают, что 
непосредственное взаимодействие виментиновых 
филаментов и F-актина усиливается большим ко-
личеством переплетений, формирующихся в плот-
ной сети, что предотвращает свободное скольже-
ние виментиновых филаментов под действием 
механического стресса [28].

Связь виментиновых и актиновых структур 
может быть принципиально важна не только во 
время интерфазы, но и для обеспечения правиль-
ного прохождения митоза  [29]. Виментиновые 
филаменты перераспределяются в актиновом кор-
тексе во время деления клетки и образуют проч-
ный каркас вместе с F-актином, при этом С-кон-
цевой домен виментина принципиально важен 
для такого перераспределения. Лишённый его 
полностью мутантный виментин (с аминокис-
лотной последовательностью 1–411 без послед-
них 55  аминокислот) образует изогнутые пучки, 
которые опутывают делящиеся хромосомы, что в 
дальнейшем приводит к митотическим катастро-
фам или асимметричным делениям [29]. В клетках 
с последовательными (разной длины) делециями 
хвостового домена (от виментина полностью без  
концевого домена до виментина 1–459) соразмерно  
нарушалась кортикальная ассоциация виментина 
с актином и прохождение митоза. Важно отме-
тить, что разрушение F-актина, но не микротру-
бочек, приводит к «слипанию» виментина вблизи 
хромосомы [29].

Исследование протеома клеток HeLa пока-
зало, что виментин и плектин выступают в каче-
стве ключевых регуляторов кортекса митотиче-
ской клетки [30]. Виментиновые филаменты при 
делении клетки локализуются под актиновым 
кортексом, причём субкортикальный виментин 
регулирует организацию актинового кортекса и 
механику митоза [30].
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Взаимодействие виментиновых филамен-
тов и микротрубочек. Виментиновые филаменты 
взаимодействуют и с микротрубочками. Так, было 
показано, что в восстановленной системе in vitro 
виментиновые филаменты препятствуют деполи-
меризации микротрубочек и способствуют их вос-
становлению [31]. С. Костер с соавторами напрямую 
измеряли взаимодействие отдельных филаментов, 
в результате чего определили источник данного 
стабилизирующего эффекта – стохастическое, вре-
менное связывание виментиновых филаментов с 
микротрубочками [31]. В образовании такой связи 
участвуют как гидрофобные, так и электростатиче-
ские взаимодействия [31].

Функциональная роль взаимодействия ви-
ментиновых ПФ с микротрубочками была про-
демонстрирована в экспериментах по изучению 
миграции эндотелиоцитов и ветвления сосудов. 
Впервые участие виментина в ангиогенезе было 
показано Eckes et al. [32]. В дальнейшем было про-
демонстрировано, что одним из ключевых компо-
нентов, ответственных за формирование новых 
сосудов и контролирующих связанные процессы, 
такие как клеточная адгезия, организация вне-
клеточного матрикса и пептидазная активность, 
является белок Rudhira/BCAS3 [33]. Непосредствен-
но связываясь как с микротрубочками, так и с 
виментиновыми филаментами, Rudhira/BCAS3 слу-
жит посредником в процессах ремоделирования 
цитоскелетных структур и изменения их дина-
мики при миграции эндотелиальных клеток [34].  
В то же время удаление белка Rudhira/BCAS3 при-
водит к уменьшению связей между филаментами, 
ведёт к нестабильности микротрубочек и, следо-
вательно, нарушению фокальной адгезии. Кроме 
того, виментин оказался одним из регуляторов 
лигандов Notch во время ангиогенеза [35].

Взаимосвязь трёх цитоскелетных структур. 
Ярким примером тесной кооперации трёх систем 
цитоскелета является элонгация клеточного от-
ростка, формирующегося у раковых клеток – инва-
доподии [36]. Хотя для начальной стадии форми-
рования инвадоподий требуется только участие 
актиновой системы, для дальнейшего их развития 
требуется участие микротрубочек и ПФ  [36]. Ви-
ментиновые филаменты обнаруживались преиму-
щественно в инвадоподиях значительной длины, 
т.е. на поздних этапах образования [36].

Функциональная связь акто-миозинового ци-
тоскелета и ПФ также играет важную роль в эм-
бриогенезе  [37]. Кооперативное взаимодействие 
виментиновых филаментов с другими компонен-
тами цитоскелета регулируется активностью ма-
лых GTPаз семейства Rho. Так, в клетках остеосар-
комы, в которых виментиновые ПФ ингибируют 
GTPазу RhoA, связывая фактор обмена гуанило-
вых нуклеотидов (GEF-H1), наблюдаются значи-

тельные перестройки актинового цитоскелета и 
уменьшение сократимости [37]. Согласно послед-
ним данным, процесс блэббинга плазматической 
мембраны зависит от субклеточного распределе-
ния виментиновых филаментов [38]. Как известно, 
образование блэбов (клеточных выступов, которые 
играют важную роль в миграции клеток при нор-
мальном развитии, а также в распространении 
агрессивно мигрирующих опухолевых клеток 
(меланома, глиобластома)) обусловлено гидроста-
тическим давлением, создаваемым в цитоплазме 
сократительным акто-миозиновым кортексом [39], 
причём разные клетки подчас одной и той же кле-
точной культуры по-разному предрасположены к 
образованию блэбов. Вместе с соавторами [38] мы 
исследовали особенности гетерогенности клеток, 
проявляемой клетками фибросаркомы HT1080 во 
время их перехода к амебоидной подвижности по-
сле фармакологического ингибирования комплек-
са Arp2/3. Интенсивность мечения виментином в 
клетках с блэбами оказалась выше в околоядерной 
области и относительно низкой на периферии по 
сравнению с клетками без блэбов, где виментин 
распределялся равномерно. Уменьшение количе-
ства виментиновых филаментов на периферии 
клетки в значительной степени стимулирует блэб-
бинг плазматической мембраны, тогда как увели-
чение количества виментиновых филаментов на 
периферии локально его предотвращает. В клетках 
с перинуклеарным распределением виментино-
вых филаментов блэббинг осуществляется более 
активно; более того, в клетках с асимметричным 
распределением виментиновых филаментов блэб-
бинг происходит на краях клеток с уменьшенным 
количеством виментина. Такая связь между распо-
ложением блэбов и распределением виментино-
вых филаментов существует как в интерфазных, 
так и в митотических клетках [38].

Таким образом, различные функциональные 
взаимодействия виментиновых филаментов с 
микротрубочками и актиновыми компонентами 
клетки принципиально важны для её жизнедея-
тельности как в интерфазе, так и в митозе, на всех 
стадиях её развития и жизни, начиная с эмбрио- 
генеза, и, особенно, при дифференцировке. Вместе с  
тем сведений о возможной роли других ПФ в разно-
образных клеточных процессах пока недостаточно. 
Можно предположить, что разные белки ПФ игра-
ют специфическую роль в соответствующих диф-
ференцированных тканях, но уже сейчас ясно, что 
виментин играет особую роль во многих клетках.

СВЯЗЬ ПФ С МИТОХОНДРИЯМИ

К настоящему времени в литературе нако-
пились многочисленные сведения о взаимодей-
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ствии ПФ с различными клеточными органеллами, 
помимо цитоскелетных структур, например, лизо-
сомами и центросомой  [40]. Однако наиболее 
активно исследуется их связь с митохондриями, 
поскольку последние занимают особое место в 
физиологии клеток [41].

Митохондрии являются основным источником 
метаболической энергии и многих важных кле-
точных компонентов, а также являются регулято-
ром внутриклеточной концентрации кальция и 
процессов, связанных с апоптозом [42]. Неудиви-
тельно, что для обеспечения правильного распре-
деления митохондрий в клетках имеется развитая 
система транспорта и локализации. Так, было 
показано, что митохондрии эффективно доставля-
ются в места наибольшего потребления энергии 
целым комплексом моторных белков, связанных 
с микротрубочками и микрофиламентами [43, 44]. 
Вместе с тем многие авторы обратили внимание на 
возможную роль ПФ в закреплении митохондрий 
в определённых районах клеток и регуляции их 
свойств [45–47]. Данные о том, что связь между ПФ 
и митохондриями в значительной степени опре-
деляет свойства клеток, появились в ходе исследо-
вания причин наследственных заболеваний. Связь 
митохондрий с десминовыми филаментами была 
продемонстрирована в мышечных клетках [45], с 
белками нейрофиламентов – в нейронах [46, 48],  
а с виментином – в фибробластах [49]. Нарушенные 
распределение и форма митохондрий наблюдались 
в кератиноцитах у пациентов с тяжёлым кожным 
заболеванием  – буллезным эпидермолизом (epi-
dermolysis bullosa simplex), которое вызывается 
мутациями в генах кератинов 5 и 14 [50]. В гепато-
цитах, экспрессирующих мутантные формы кера-
тинов 8 и 18, была обнаружена повышенная пред-
расположенность к апоптозу из-за повреждённых 
митохондрий [51]. К настоящему времени накоп-
лено большое количество данных о различных  
патологических состояниях, связанных с наруше-
нием структуры ПФ и, как следствие, с дефектами 
в функциях митохондрий [50–53]. Одним из ярких 
примеров такой зависимости является целый ряд 
наследственных десминопатий, при которых из-за 
мутаций гена десмина нарушается сеть ПФ, а также 
нормальное распределение и форма митохондрий 
в мышечных клетках [43]. Это приводит к тяжёлым 
заболеваниям, выражающимся в дистрофических 
нарушениях скелетных и сердечной мышц. Другой 
пример – группа нейродегенеративных заболева-
ний, вызванных мутациями в генах белков нейро-
филаментов, при которых нарушаются морфология, 
распределение и функции митохондрий  [53,  54]. 
Однако пока неясно, каков механизм действия 
различных белков ПФ на свойства митохондрий, 
связаны ли они напрямую или необходимо участие 
каких-то посредников, каков вклад каждого белка 

при наличии смешанных сетей ПФ. Нам удалось 
ответить на некоторые из этих вопросов в отно-
шении связи митохондрий с виментиновыми ПФ.

ОСОБАЯ РОЛЬ ВИМЕНТИНОВЫХ ПФ  
В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ МИТОХОНДРИЙ

В наших исследованиях впервые было показа-
но, что в N-концевой части молекулы виментина 
есть участок, ответственный за связь ПФ с мито-
хондриями [55], которая контролирует их подвиж-
ность. Удаление или нарушение этого участка в 
молекуле виментина приводит к значительному 
увеличению подвижности митохондрий. Кроме 
того, мы продемонстрировали, что связывание 
митохондрий с виментиновыми филаментами 
приводит к увеличению их мембранного потен-
циала  [56], а фосфорилирование виментина по 
остатку серина-55 в результате активации малой 
GTPазы Rac1 и её эффектора, протеинкиназы PAK1, 
нарушает эту связь и приводит к снижению потен-
циала митохондрий [57]. Мы предположили, что 
некоторые белки ПФ, подобно виментину, содер-
жат участки, ответственные за взаимодействие с 
митохондриями. Анализ аминокислотных после-
довательностей различных белков ПФ показал, что 
такие белки как десмин, белок нейрофиламентов 
NFL и некоторые другие, содержат в N-концевой 
части участки, которые могли бы связываться 
с митохондриями, подобно соответствующему 
участку виментина [56]. Действительно, экспери-
менты с очищенным десмином и митохондриями 
из печени крысы показали, что этот белок ПФ 
может напрямую связываться с митохондриями 
in vitro  [58]. Эти данные заставляют задуматься о 
роли виментина в клетках, содержащих и другие 
белки ПФ, что представляет собой крайне интерес-
ную тему для дальнейших исследований.

Проведённый нами анализ подвижности мито-
хондрий показал, что основная часть этих органелл 
находится в стационарном состоянии благодаря 
взаимодействиям с цитоскелетом, и лишь неболь-
шая их часть находится в процессе транспорта 
по микротрубочкам  [59–63]. Оказалось, что один 
из ростовых факторов, лизофосфатидная кислота, 
действуя через малую GTPазу RhoA и связанный 
с ней белок mDia1, ингибирует движение мито-
хондрий и вызывает их заякоривание на перифе-
рии клеток [62]. Этот эффект связан с индукцией 
полимеризации актина, так как латрункулин  В, 
разрушающий F-актин, полностью его блокирует 
и, наоборот, увеличивает подвижность митохон-
дрий  [61, 62]. Дальнейшие исследования показа-
ли, что в регуляции подвижности митохондрий 
могут участвовать клеточные рецепторы, связы-
вающие фибронектин [60], и протеинкиназа С [63].  
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Рис. 2. Функции виментина в клетках в норме и при развитии различных патологий. В норме (голубой фон) 
виментин принимает участие в заякоривании ядра  – его позиционировании в центральной части клет-
ки [65]; взаимодействие виментина и актиновых филаментов необходимо для обеспечения митотического 
деления  [29]; взаимодействие с виментином необходимо для правильной локализации митохондрий  [41]; 
виментиновые филаменты необходимы для миграции эндотелиоцитов и ангиогенеза [35]. Виментин участву-
ет в развитии ряда патологических процессов (розовый фон): экспрессия виментина в эпителиальных клет-
ках сопровождает эпителиально-мезенхимальный переход при опухолевой инвазии [23]; виментин обеспе-
чивает формирование инвадоподий у опухолевых клеток при их выходе в просвет сосудов через эндотелий, 
что способствует появлению метастазов [36]; растворимый виментин является маркером атеросклероза [22]

Оказалось, что активирующий эффект форболового 
эфира, активатора протеинкиназы С, на движение 
митохондрий зависит от наличия в клетках вимен-
тиновых филаментов. Используя мышиные клетки 
линии MFT-16, в которых разрушен ген вименти-
на, мы обнаружили, что подвижность митохон-
дрий в них выше, чем в клетках контрольной ли-
нии MFT-16, содержащих виментин, и добавление 
форболового эфира не приводит к дополнительно- 
му её увеличению. Это позволило нам предпо-
ложить, что в основе регуляции лежит фосфори-
лирование протеинкиназой  С одного из белков, 
принимающих участие во взаимодействии мито-
хондрий с ПФ.

Чтобы подытожить всё вышесказанное о 
взаимодействии митохондрий с ПФ, нужно под-
черкнуть, что распределение и локализация этих 
органелл определяется хорошо скоординирован-
ным действием всех цитоскелетных структур. Как 
было недавно показано в работе из лаборатории 
Л. Бруно, взаимодействия между митохондриями 
и цитоскелетом изменяют митохондриальную 
структуру [64]. По данным авторов, распределение 
в клетке и локальная ориентация митохондрий 

ассоциированы главным образом с микротру-
бочками, которые являются основным каркасом 
митохондриальной организации. Оказалось, что 
с микротрубочками взаимодействуют преимуще-
ственно более удлинённые органеллы, тогда как 
связь с виментиновыми и актиновыми филамен-
тами увеличивает изгиб митохондрий, что позво-
ляет предположить наличие между ними меха-
нических взаимодействий. Механизмы, лежащие 
в основе этого явления, в значительной степени 
неизвестны [64].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Интерес к исследованию ПФ в последние годы 
привёл к значительным успехам в нашем пони-
мании их структурных и функциональных осо-
бенностей, важности для клеточной физиологии, 
а также позволил очертить круг внутриклеточных 
процессов, в которые они вовлечены. Наибольший 
прогресс достигнут в изучении функций вимен-
тина как в норме, так и при развитии различных 
патологий человека (рис. 2).
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На ранних этапах исследований было про-
демонстрировано присутствие виментина в от-
дельных органах  [65, 66]. Была показана экспрес-
сия гена виментина в клетках соединительной 
ткани и центральной нервной системе, а также 
в эритроидных и мышечных клетках [67, 68]. Ока-
залось, что виментин в основном экспрессируется 
в высокопролиферативных и недифференциро-
ванных клетках  [69, 70]. В результате более позд-
них исследований экспрессии гена виментина 
выяснилось, что он конститутивно экспрессиру-
ется во всех основных тканях человека  [71–73]: 
белок виментин экспрессируется в большинстве 
из 44 проанализированных тканей, в 14 из кото-
рых (кожа, лёгкие, почки, костный мозг и лимфа-
тические узлы) наблюдались высокие уровни его  
экспрессии.

Виментин является биомаркером и лекар-
ственной мишенью в клинической практике, 
поскольку связан с большим количеством пато-
логических состояний, таких как катаракта [74], 
злокачественные новообразования [75–77], забо-
левания, связанные с фиброзом [78], заболевания 
сердца и сосудов [79], инфекционные заболева-
ния [80], кожные заболевания [81], заболевания 
кишечника (болезнь Крона) [82], диабет [83] и вос-
палительные заболевания [84].

Виментин является уникальным представите-
лем семейства ПФ: мутации кодирующего его гена, 
по-видимому, преимущественно летальны; без 
участия виментина другие ПФ не способны форми-
ровать нормальную сеть; без его участия не могут 
нормально идти процессы регенерации и восста-
новления тканей после повреждения. Вместе с тем 
появившиеся новые сведения породили целый ряд 
вопросов, которые только предстоит разрешить –  
в частности, эти вопросы касаются функциониро-

вания клеток, содержащих не один тип ПФ. (1) Как 
регулируются функции митохондрий в клетках,  
содержащих одновременно виментиновые и дес-
миновые филаменты? Являются ли виментин и 
десмин взаимозаменяемыми в отношении взаи-
модействия с митохондриями? (2) Какой из двух 
типов ПФ регулирует мембранный потенциал 
митохондрий в клетках, которые, помимо вимен-
тина, содержат нейрофиламенты? (3) Участвуют 
ли ПФ в связывании актиновых микрофиламен-
тов с митохондриями? (4) Каковы молекулярные 
механизмы связывания различных белков ПФ с 
митохондриями и их влияния на функции мито-
хондрий? В перспективе можно ожидать, что, ис-
пользуя новейшие методические и технические  
возможности современной биологии, исследо-
вателям удастся получить ответы на эти крайне 
актуальные для понимания физиологии клетки и 
человеческого организма вопросы в самое ближай-
шее время.
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THE UNIQUE ROLE OF VIMENTIN  
IN THE INTERMEDIATE FILAMENT PROTEINS FAMILY
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Intermediate filaments (IFs), being traditionally the least studied component of the cytoskeleton, have 
begun to receive more attention in recent years. IFs are found in different cell types and are specific 
to them. Accumulated data have shifted the paradigm about the role of IFs as structures that merely 
provide mechanical strength to the cell. In addition to this role, IFs have been shown to participate in 
maintaining cell shape and strengthening cell adhesion. The data have also been obtained that point out 
to the role of IFs in a number of other biological processes, including organization of microtubules and 
microfilaments, regulation of nuclear structure and activity, cell cycle control, and regulation of signal 
transduction pathways. They are also actively involved in the regulation of several aspects of intracellu-
lar transport. Among the intermediate filament proteins, vimentin is of particular interest for research-
ers. Vimentin has been shown to be associated with a range of diseases, including cancer, cataracts, 
Crohn’s disease, rheumatoid arthritis, and HIV. In this review, we focus almost exclusively on vimentin 
and the currently known functions of vimentin intermediate filaments (VIFs). This is due to the struc-
tural features of vimentin, biological functions of its domains, and its involvement in the regulation of 
a wide range of basic cellular functions, and its role in the development of human diseases. Particular 
attention in the review will be paid to comparing the role of VIFs with the role of intermediate filaments 
consisting of other proteins in cell physiology.

Keywords: cytoskeleton, microtubules, actin microfilaments, intermediate filaments, vimentin filaments, 
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НАПРАВЛЕННЫХ НА РЕЦЕПТОРЫ, СОПРЯЖЕННЫЕ  

С G-БЕЛКOМ: ВЗГЛЯД СО СТОРОНЫ СТРУКТУРНОЙ БИОЛОГИИ
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Рецепторы, сопряженные с G-белком (G protein-coupled Receptors, GPCR), играют ключевую роль 
в передаче внеклеточных сигналов и регуляции множества биологических процессов, что делает 
эти мембранные белки одним из наиболее важных классов мишеней фармакологических аген-
тов. Значительное увеличение количества атомарных структур GPCR за последнее время открыло 
путь к разработке лекарств на их основе (Structure Based Drug Design, SBDD). SBDD использует 
информацию о структуре комплекса рецептор–лиганд для поиска аффинных и селективных 
лигандов без необходимости проведения высокопроизводительного экспериментального скри-
нинга лигандов и позволяет существенно расширить химическое пространство поиска лигандов.  
В  обзоре мы описываем процесс получения структуры GPCR методами рентгеноструктурного 
анализа и криоэлектронной микроскопии − важный этап рациональной разработки лекарств, 
направленных на GPCR. Нашей основной целью является освещение широкому кругу специали-
стов современных аспектов и ключевых особенностей методов экспериментальной структурной 
биологии, необходимых для детального понимания SBDD GPCR.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: разработка лекарств, GPCR, MX, крио-ЭМ, SBDD.
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка лекарственных средств представ-
ляет собой сложный, дорогостоящий и много-
стадийный процесс. Он включает в себя: поиск и 
валидацию лекарственной мишени; поиск соеди-
нений-хитов (hit compounds), которые специфиче-
ски связываются с мишенью; модификации соеди-
нения-хита до соединения-лидера (lead compound), 
оптимизированного по критериям медицинской 
химии, и проведение анализа структурно-функ-
циональных зависимостей; отбор соединений-кан-

дидатов; доклинические испытания на животных 
и клинические испытания [1]. Согласно аналити-
ческим отчетам, для вывода нового терапевти-
ческого продукта на фармацевтический рынок 
требуется в среднем более 13 лет и около 2 милли-
ардов долларов [2].

Традиционная разработка лекарственных 
средств предусматривает широкомасштабный 
экспериментальный скрининг библиотек соеди-
нений, что является низкоэффективным, экс-
тенсивным и дорогостоящим подходом. Для 
оптимизации этого процесса и сужения круга 
соединений-кандидатов применяются различные 
рациональные подходы, основные из которых  – 
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Принятые сокращения: крио-ЭМ − криоэлектронная микроскопия; ММС – мембраномоделирующие системы; 
ПО − программное обеспечение; СИ – синхротронное излучение; BRIL − термостабилизированный апоцитохро-
мом b562RIL; CCD – coupled charge device; CHS – холестерил гемисукцинат; Fab − антигенраспознающий фрагмент 
антитела (Fragment Antigen Binding); GPCR – рецепторы, сопряженные с G-белком (G protein coupled receptor); 
ICL3 – третья внутриклеточная петля (Intracellular Loop 3); LCP – липидная кубическая фаза (Lipidic Cubic Phase); 
MSP  – мембранный каркасный белок (Membrane Scaffold Protein); МХ  – макромолекулярная рентгеновская 
кристаллография (Macromolecular Crystallography); SBDD – разработка лекарств на основе структуры (Structure 
Based Drug Design); SFX – серийная фемтосекундная кристаллография (Serial Femtosecond X-ray Crystallography); 
SWSX  – малосекторальная синхротронная кристаллография (Small-wedge Synchrotron Crystallography); XFEL  – 
рентгеновский лазер на свободных электронах (Х-ray Free Electron Laser).

Рис. 1. Основные стадии разработки лекарств на основе структуры (SBDD)

это комбинаторная химия [3], разработка лекарств 
на основе малых фрагментов (Fragment-based Drug 
Discovery, FBDD), а также виртуальный скрининг 
библиотек химических соединений, основанный  
на структуре (Structural-base Virtual Screening, SBVS);  
также используют подходы, основанные на ис-
пользовании моделей искусственного интел- 
лекта [4].

Структурная биология вносит решающий 
вклад в оптимизацию большинства из перечис-
ленных выше этапов разработки лекарств (рис. 1).

В первую очередь знание трехмерной струк-
туры целевого белка позволяет определить детали 
молекулярного механизма его функционирования 
и помогает при валидации конкретных мишеней. 
Не  менее значимым для разработки лекарств на 
основе структуры (SBDD) является использование 
полученных трехмерных структур в качестве моде-
ли для виртуального скрининга гораздо больших 
библиотек соединений с существенно меньшими 
затратами средств, времени и усилий по сравне-
нию с широкомасштабным экспериментальным 

скринингом  [5]. Процесс оптимизации соедине-
ний-лидеров может быть значительно улучшен, 
если дополнить анализ структурным картирова-
нием лиганд-связывающего кармана. С этой целью 
обычно определяют сотни различных структур ре-
цептора с лигандом, которые служат для лучшего 
понимания их специфических взаимодействий и 
которые применяют для итерационной оптимиза-
ции лигандов.

К настоящему времени на фармацевтический 
рынок выведено множество лекарств, полученных 
с использованием структур лекарственных мише-
ней, что говорит об успешности такого подхода. 
Например, еще в  1970-х гг. для разработки ряда 
препаратов, стабилизирующих гемоглобин в не-
связанном с кислородом состоянии, использовали 
его структуру [6]. В 1980-е гг. анализ кристалличе-
ских структур карбоангидразы позволил улучшить 
аффинность лиганда к требуемой конформации 
фермента, что привело к созданию препарата для 
снижения внутриглазного давления, Дорзоламида.  
Более современными примерами являются инги-
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битор протеазы ВИЧ Саквинавир (1995 г.), ингиби-
торы нейрамидазы – противовирусные препараты 
Занамивир (1999 г.) и Осельтамвир (1999 г.), про-
тиволейкозный цитостатический препарат Има-
тиниб (2001 г.), селективный ингибитор ренина 
Алискирен (2007 г.), противовирусный препарат 
Боцепревир (2011 г.) и др. [7–9].

В последнее десятилетие в структурной биоло-
гии произошел качественный скачок, вызванный 
революцией в возможности получения структур 
высокого разрешения при помощи криоэлектрон-
ной микроскопии (крио-ЭМ)  [10–12], прорывами 
в области серийной фемтосекундной кристалло-
графии с использованием рентгеновских лазе-
ров на свободных электронах (Х-ray Free Electron 
Laser, XFEL)  [13], а также в связи с появлением 
систем моделирования структур при помощи под-
ходов искусственного интеллекта AlphaFold2 [14] 
и  RoseTTAFold  [15]. Благодаря этому появляются 
структуры высокого разрешения для важных био-
логических мишеней, которые невозможно было 
получить ранее, а структурная биология пережи-
вает ренессанс.

Наш обзор раскрывает особенности одного из 
ключевых этапов SBDD рецепторов, сопряженных 
с G-белком (GPCR) – получения структуры мишени 
методами белковой кристаллографии и крио-ЭМ.

БЕЛКОВАЯ КРИСТАЛЛОГРАФИЯ

Описание и особенности метода для иссле-
дования  GPCR. SBDD опирается на полученные 
атомарные модели структур белков-мишеней вы-
сокого разрешения, которые позволяют обнаружи-
вать специфические сайты связывания лигандов. 
Основным методом получения белковых струк-
тур является макромолекулярная рентгеновская 
кристаллография (Macromolecular X-Ray Crystal-
lography, МХ), с помощью которой получено более 
85% всех известных на сегодняшний день струк-
тур (rcsb.org от 12.09.23 г.). Улучшение и введение 
новых сверхярких источников рентгеновского 
излучения, разработка оборудования для экспе-
риментальных станций, создание новых методов 
молекулярной и структурной биологии постоянно 
совершенствуют белковую кристаллографию, со-
кращая время эксперимента и снижая требования 
к белковым кристаллам. В итоге возможности ме-
тода МХ значительно расширились, что привело к 
появлению структур белков (в частности, GPCR) и 
их комплексов, которые раньше получить не уда-
валось. В течение последних 10 лет прирост новых 
белковых структур, полученных методами  МХ, 
увеличился и составляет более 8000 ежегодно, а 
суммарное число полученных структур к середине 
2023 г. превысило 176 000.

Кристаллизация GPCR является трудоемким 
процессом  – рецепторам свойственны низкий 
уровень экспрессии, высокая конформационная 
подвижность, амфифильность. Эти особенности, а 
также наличие подвижных внемембранных участ-
ков затрудняют процесс их кристаллизации. Пути 
решения заключаются в подборе гетерологической 
системы экспрессии, уменьшении конформацион-
ной подвижности методами генной инженерии, 
использовании метода кристаллизации in meso. 
Однако качество кристаллов GPCR в среднем оста-
ется хуже, чем для большинства водорастворимых 
белков, поэтому технологии и методики получе-
ния и обработки рентгеноструктурных данных 
GPCR требуют дальнейшего совершенствования.

Подготовка GPCR к кристаллизации. GPCR – 
эукариотические трансмембранные белки, как 
правило, с низким уровнем экспрессии, структур-
ные исследования которых методом МХ требуют 
получения стабильного функционального белко-
вого препарата в миллиграммовых количествах 
(в среднем требуется ~5 мг на одну кристаллиза-
цию [16]). Подготовка GPCR к кристаллизации со-
стоит из нескольких этапов и начинается с выбора 
гетерологической системы экспрессии, к которой 
предъявляют следующие требования: коррект-
ный биосинтез целевого белка – система должна 
обладать необходимым набором ко- и посттранс-
ляционных модификаций для правильного свора-
чивания и транспортировки белка; интересующий 
белок должен экспрессироваться в системе в необ-
ходимом для кристаллизации количестве, а прото-
кол работы с системой должен быть относительно 
простым (как в случае с экспрессией в Escherichia 
coli). Чаще всего экспрессию GPCR проводят в клет-
ках насекомых с использованием бакуловирусной 
системы или в клетках млекопитающих с исполь-
зованием, к примеру, системы Bac-Mam  [17]. Ис-
пользование подобных экспрессионных систем 
подразумевает введение в ген интересующего бел-
ка N-концевых сигнальных последовательностей: 
пептида гемагглютинина (Hemagglutinin (HA) signal 
peptide), сайта N-гликозилирования мускаринового 
ацетилхолинового рецептора M4 (3N-glycosylation 
site), лейцин-богатого пептида (leucine-rich signal 
peptide, Lucy tag) и  др.  [18,  19]. Помимо этого, с 
помощью метода «направленной эволюции» (Di-
rected Evolution) вводят и отбирают точечные 
мутации, способствующие повышению уровня 
функциональной экспрессии белка [20, 21]. Метод 
заключается в проведении случайного мутагенеза 
гена исследуемого рецептора при помощи склон-
ной к ошибкам ПЦР (error-prone PCR) и последую-
щей экспрессии мутантных рецепторов с клеточ-
ной сортировкой (а именно, Fluorescence-activated 
cell sorting, FACS). Для трансформации полученной 
библиотеки ДНК авторы «направленной эволю-



ХОРН и др.708

БИОХИМИЯ том 89 вып. 4 2024

ции» используют клетки E. coli и Saccharomyces 
cerevisiae в силу простоты работы с ними. Однако 
главная особенность этого метода, без которой 
невозможно его использование, – наличие флуо-
ресцентно меченного лиганда к изучаемому белку, 
который применяется для отбора мутантов с наи-
лучшей функциональной экспрессией.

Другой этап подготовки GPCR состоит в полу-
чении конформационно стабильной конструк-
ции рецептора, для чего из последовательности 
гена удаляют подвижные N- и/или C-концевые 
участки [22]. Также на место третьей внутрикле-
точной петли  (ICL3) вставляют белки-партнеры, 
например, T4 лизоцим или термостабилизирован-
ный апоцитохромом b562RIL  (BRIL)  [23]. Помимо 
стабилизации белка, они способствуют кристал-
лизации  GPCR за счет увеличения относительно 
небольшой площади полярной поверхности ре-
цепторов, доступной для формирования контак-
тов кристаллической решетки. Структуры многих 
GPCR, например, β2AR  [24], A2AAR  [25] и  др., были 
получены с использованием таких «драйверов 
кристаллизации» (панель (а) на рисунке в Прило-
жении). В качестве еще одного инструмента ста-
билизации GPCR используют схожие по действию 
«шапероны кристаллизации» – нанотела или Fab 
(антигенраспознающий фрагмент антитела) к 
участку последовательности рецептора (например, 
к BRIL [26]). Добавление лиганда к рецептору при 
выделении и последующей кристаллизации также 
снижает его конформационную подвижность и 
способствует образованию и росту кристаллов [27].

Так как успешность кристаллизации корре-
лирует с термостабильностью белка  [28, 29], то 
в качестве подготовки к кристаллизации для ее 
повышения в последовательность рецептора вво-
дят одиночные аминокислотные замены. Одним 
из способов поиска термостабилизирующих мута-
ций является аланиновое сканирование  [22, 30]. 
Причем комбинация из полученных этим методом 
одиночных мутаций в большей степени увеличи-
вает термостабильность рецептора [31]. Если про-
водить отбор термостабильных мутантов в при-
сутствии агонистов или антагонистов, то можно 
найти такое сочетание мутаций в гене, которое 
бы, помимо термостабильности, снижало и кон-
формационную подвижность рецептора. Авторы 
этого подхода используют выражение «конфор-
мационной термостабильности» для описания 
полученного эффекта, а рецепторы называют StaR 
(Stabilized Receptor)  [32]. Несмотря на эффектив-
ность, экспериментальные методики получения 
последовательностей стабилизированных рецеп-
торов нельзя считать рациональными из-за их 
ресурсоемкости и невозможности использовать 
полученные закономерности для других рецеп- 
торов.

Альтернативными экспериментальным явля-
ются подходы, использующие вычислительные 
методы. Известны in silico инструменты для пред-
сказания термостабилизирующих мутаций у водо-
растворимых белков, но они не эффективны для 
GPCR, так как не учитывают природу трансмем-
бранной части рецепторов. Это привело к разра-
ботке таких вычислительных инструментов, как 
CompoMug (COMputational Predictions Of MUtations 
in GPCRs) [33] и Construct design tool  [34]. В основе 
CompoMug лежат компьютерные алгоритмы, по-
строенные на четырех различных принципах. 
Первый сравнивает аминокислотную последова-
тельность целевого GPCR с другими близкородствен-
ными рецепторами, пытаясь обнаружить девиант-
ные остатки, замена которых на консервативные 
увеличила бы стабильность белка. Второй, основы-
ваясь на известных структурах, пытается построить 
специфические стабилизирующие взаимодействия 
(в том числе ковалентные в виде дисульфидных 
связей) между различными частями рецептора за 
счет введения в определенные места рецептора пар 
аминокислотных остатков. Третий алгоритм ищет 
в известных структурах других GPCR «полезные» 
мутации – такие, которые привели бы к повыше-
нию термостабильности рецептора и способство-
вали образованию кристаллов. Наконец, четвертый 
использует накопленные данные о стабильности 
сотен мутаций в различных GPCR для обучения 
предиктора машинного обучения распознаванию 
стабилизирующих мутаций. CompoMug экспери-
ментально был успешно проверен на примерах 
серотонинового рецептора 5-HT2C [35], цистеинил 
лейкотриенового рецептора 2-типа (CysLT2R) [36, 37], 
канабиноидного рецептора CB2 [38] и др. Алгоритмы 
Construct design tool устроены схожим образом, но 
предсказывают также аминокислотные остатки, 
которые, взаимодействуя, поддерживают активную 
или неактивную конформации рецептора.

Отдельным этапом подготовки GPCR явля-
ется подбор условий выделения и очистки. Так 
как GPCR  – трансмембранные белки и обладают 
амфифильной природой, в водных растворах они 
нестабильны и агрегируют из-за относительно 
большой гидрофобной части, изначально обра-
щенной внутрь бислойной липидной мембраны. 
Поэтому при работе с этими белками необходимо 
подбирать такие мембраномоделирующие си-
стемы (ММС), которые бы позволили переводить 
белки из мембран в раствор (солюбилизировать) 
и их стабилизировали. Среди таких ММС можно 
выделить основные  – мицеллы детергента и на-
нодиски  [39]. Мягкие детергенты обеспечивают 
солюбилизацию GPCR без его денатурации. Чаще 
всего применяют n-додецил-β-D-мальтопирано-
зид (DDM) или неопентилгликоль лаурилмальто-
зы (LMNG), в качестве добавки к которым исполь-
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зуют холестерил гемисукцинат (CHS) [39]. При этом 
подбирают не только оптимальный для данного 
рецептора и метода исследования детергент, но и 
соотношение количества добавляемого детергента 
(в процентах) к массе клеточных мембран, из кото-
рых выделяют белок. Среди альтернативных ММС 
стоит отметить нативные нанодиски и липодис-
ки, для формирования которых и солюбилизации 
рецептора из мембран применяют химически 
синтезируемые сополимеры малеиновой кислоты 
или фрагмент белка сапозин А (Salipro) [40]. Такие 
мембраномоделирующие системы призваны в 
большей степени, чем мицеллы, стабилизировать 
изучаемый рецептор, а также сохранить его на-
тивное липидное окружение.

Помимо выбора подходящих условий выделе-
ния, варьируют условия очистки. GPCR очищают 
с помощью хелат-аффинной хроматографии, для 
чего предварительно в ген белка вводят последова-
тельность из десяти остатков His на C- или N-конец 
(положение индивидуально проверяют для каждо-
го рецептора), также для аффинной хроматографии 
можно использовать FLAG-метку, которую обычно 
вводят на N-конец гена белка для детекции его 
экспрессии. В процессе очистки меняют объем и 
состав используемых буферных растворов, в част-
ности подбирают оптимальную концентрацию 
солей (например, NaCl) и глицерина.

На каждом из вышеперечисленных этапов 
подготовки GPCR к кристаллизации проводят: 
оценку уровня полной и поверхностной экспрес-

сии белка методом проточной цитофлуориметрии 
с использованием флуоресцентно меченных анти-
тел; оценку гомогенности полученных препаратов 
белка методами аналитической эксклюзионной 
хроматографии и денатурирующего электрофореза 
в ПААГ; оценку термостабильности методами ДСФ 
(дифференциальной сканирующей флуориметрии) 
и анализа кривой плавления в присутствии тиол-
специфических красителей (Thermal Shift Assay, 
TSA). На основе результатов анализа белка этими 
методами выбирают ряд потенциальных кандида-
тов для кристаллизации [41].

Кристаллизация GPCR. Для исследования 
GPCR методом  MX рецепторы кристаллизуют в 
липидной кубической фазе (Lipidic Cubic Phase, 
LCP). Данный подход позволил получить первые 
детали высокого разрешения человеческих GPCR, 
связанных с лигандами (панель (в) на рисунке 
в Приложении), а 97% рентгеновских структур су-
персемейства, полученных при помощи кристал-
лизации в LCP (in meso), имеют разрешение в сред-
нем 2,8 Å [24].

LCP является одной из многих жидкокристал-
лических фаз, которые спонтанно образуются при 
смешивании определенных липидов с водой в 
соответствующих условиях. Данная фаза является 
биконтинуальной – состоит из одного липидного 
бислоя, который следует из бесконечной периоди-
ческой минимальной поверхности, разделяющей 
пространство на две непересекающиеся сети вод-
ных каналов [42] (рис. 2, а).

а б

Рис. 2. Схематическое изображение получения кристаллов GPCR при использовании стеклянных плашек (а) 
с гидрофобным покрытием (1) и «спейсером» для разделения кристаллизационных условий (2). Кристаллиза-
ционная капля (обозначена голубым цветом) представляет собой буферный раствор преципитанта разного со-
става, в который с помощью робота вводится смесь белка с липидами – LCP (обозначена желтым цветом). Фото 
кристаллизационной капли (3 и 4). Проекция объемной LCP на плоскости представлена в момент начала кри-
сталлизации (5) и в момент роста кристалла (6). Розовым цветом обозначены молекулы холестерина. б – Схе-
матическое изображение получения кристаллов GPCR при использовании стеклянных шприцов: 1 – «каплер», 
2 – фото шприца в кросс-поляризованном свете
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При кристаллизации GPCR чаще всего исполь-
зуют смесь липидов моноолеин/холестерин, но ис-
пользование других липидов тоже возможно [39]. 
Рецептор, встроенный в бислой кубической фазы, 
может диффундировать в трехмерном простран-
стве, оставаясь в липидном бислое, что обеспечи-
вает приток белковых молекул из объема LCP к 
растущему кристаллу (рис. 2).

Успех использования липидной кубической 
фазы для выращивания высокоупорядоченных 
кристаллов мембранных белков человека можно 
объяснить несколькими факторами. Во-первых, 
LCP обеспечивает более нативную мембранную 
среду для белков в отличие от мицелл детергентов. 
Во-вторых, образуется кристаллическая упаковка 
I  типа, где контакты образуются между поляр-
ными и неполярными частями белка, способствуя 
лучшему порядку в кристалле и дифракции, в 
отличие от кристаллизации белка из мицелл, где 
контактируют только водорастворимые участки 
белка (упаковка II типа) [43]. Кроме того, LCP мо-
жет действовать как фильтр, эффективно удаляя 
из процесса кристаллизации крупноразмерные 
частицы и белковые агрегаты, мешающие росту 
кристаллов [44, 45].

Особенностью матриц LCP является изо-
гнутость липидного бислоя, которая определяет 
скорость диффузии и в то же время делает энер-
гетически выгодным образование кристаллов: гид-
рофобное несоответствие (hydrophobic mismatch), 
вызванное экспонированием трансмембранных 
участков в раствор, снижается при локальном 
спрямлении фазы (переход из кубической в ла-
меллярную), вызванном сближением белковых 
молекул  (рис. 2) [46]. Использование специфиче-
ских преципитантов (precipitant), таких как соли 
и полимеры полиэтиленгликоля, модулирует гео-
метрические параметры фазы и гидрофильное 
окружение белка, способствующее образованию 
полярных внемембранных взаимодействий  [47]. 
Кроме того, часто применяющийся полиэтилен-
гликоль выступает в качестве криопротектора во 
время извлечения и заморозки кристаллов для 
получения дифракционных данных.

При проведении кристаллизации выделен-
ный белок смешивают с липидами в соотноше-
нии, необходимом для образования кубической 
фазы (обычно – 1/1,5). Перемешивание проводят с 
помощью воздухонепроницаемых шприцов, соеди-
ненных «каплером» (соединительный элемент), до 
образования прозрачной смеси, а затем к смеси в 
~10-кратном избытке добавляют преципитант, за-
полняющий водные каналы фазы. Белок в LCP ин-
кубируют при температуре 20–22 °C до окончания 
формирования кристаллов. Для исследований на 
синхротронах кристаллы выращивают с использо-
ванием специализированных стеклянных планше-

тов и кристаллизационных роботов, обеспечиваю-
щих возможность воспроизводимого нанесения 
капель LCP объемом от 25 нл, рост кристаллов де-
тектируют при помощи микроскопии в видимом 
и кросс-поляризованном свете (рис. 2) [48]. Для ис-
следований на XFEL фазу с белком при помощи 
каплера переносят в шприц с преципитантом, 
рост кристаллов при этом происходит вдоль дли-
ны шприца  (рис.  2,  б)  [49]. Оптимальный состав 
преципитанта определяют итерационно пере-
бором. Подспорьем служит метод восстановле-
ния флуоресценции после фотообесцвечивания 
(Fluorescence recovery after photobleaching, FRAP), 
где анализируют скорость диффузии GPCR в ли-
пидной фазе с использованием флуоресцентно 
меченного рецептора [47].

МХ-Методы исследования GPCR. Макромоле-
кулярная или белковая рентгеновская кристалло-
графия является методом получения трехмерных 
структур закристаллизованных макромолекул с 
использованием рентгеновского излучения. Бла-
годаря упорядоченному строению кристалла, па-
дающее на него рентгеновское излучение рассеи-
вается и интерферирует, образуя дифракционные 
картины на детекторе, из которых затем удается 
восстановить атомарное строение изучаемого бел-
ка. Чтобы получить больше дифракционных дан-
ных, кристалл во время эксперимента вращают, 
собирая информацию под разными углами. От ка-
чества кристалла и параметров сбора дифракцион-
ных данных зависит разрешение конечной струк-
туры. Чем лучше будет определено разрешение, 
тем больше деталей строения удастся установить, 
что позволит лучше понять функционирование 
белка на молекулярном уровне и создать надеж-
ную основу для разработки лекарств.

Основным толчком к развитию белковой кри-
сталлографии послужило введение ультраярких 
источников синхротронного излучения  (СИ) по-
следних поколений. К  ним относят установки 
класса «мегасайенс», называемые синхротронами, 
представляющие собой циклические ускорители 
заряженных частиц и являющиеся источниками 
рентгеновского излучения в большом энергети-
ческом диапазоне. Непрерывный спектр  СИ по-
зволяет выбирать длину волны используемого 
излучения и получать дополнительную информа-
цию об объектах методами аномальной дифрак-
ции  [50]. Одним из параметров эффективности 
источника рентгеновского излучения является 
плотность генерируемого им потока. По  своим 
характеристикам новейшие синхротроны 4-го 
поколения на сегодняшний день достигли пото-
ка 1035 фотонов/мм2 в cекунду, что на 15 порядков 
больше, чем в лабораторных рентгеновских источ-
никах с вращающимся анодом  [51]. Дальнейшие 
улучшения источников по этому параметру в силу 
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технических возможностей требуют строитель-
ства накопительных колец большего диаметра с 
еще более мощными сверхпроводящими магни-
тами. В качестве альтернативы в начале 2000-х гг. 
стали появляться источники рентгеновского излу-
чения нового типа – рентгеновские лазеры на сво-
бодных электронах [52]. XFEL представляет собой 
линейный ускоритель, большую часть которого за-
нимает длинный магнитный ондулятор [53]. Гене-
рируемая им плотность потока составляет 1040 фо-
тонов/мм2 в секунду, что на 5 порядков выше, чем 
у мощнейших синхротронов [51]. На сегодняшний 
день в мире насчитывается более 70 синхротронов 
(https://www.diamond.ac.uk/Home/About/FAQs/About-
Synchrotrons) и 5 XFEL (https://www.xfel.eu/facility/
comparison/index_eng.html, https://lightsources.org/
lightsources-of-the-world/).

Вместе с развитием установок  СИ развитие 
получили станции  MX  – комплексы приборов, 
предназначенные для проведения дифракцион-
ных экспериментов. Одним из наиболее важных и 
технически сложных элементов станции является 
рентгеновский детектор. Благодаря высокой про-
странственной разрешающей способности и широ-
кому динамическому диапазону работы в 2000-х гг. 
популярными были приборы с зарядовой свя-
зью – CCD-детекторы (coupled charge device) [54, 55]. 
Однако их существенными недостатками при 
проведении МХ-экспериментов являются долгое 
время считывания и необходимость постоянного 
охлаждения для понижения темнового шума [51]. 
Поэтому на данный момент наиболее подходя-
щими являются гибридные пиксельные детекто-
ры (Hybrid Pixel Array Detector, HPAD) [56, 57]. Они 
состоят из двух независимо разрабатываемых 
частей: полупроводниковых матриц-сенсоров и 
считывающих схем (Application-Specific Integrated 
Circuit, ASIC). Независимость этих двух частей ста-
ла одним из ключевых нововведений в области 
создания детекторов. Работая совместно, эти части 
позволяют снизить количество шумов, по сравне-
нию с CDD-детекторами, за счет того, что полупро-
водниковые сенсоры, улавливая рентгеновское 
излучение, при комнатной температуре работают 
стабильно, а ASIC  оцифровывают считываемое 
сенсорами изображение напрямую. Помимо от-
сутствия шума считывания [51], такие детекторы 
имеют практически стопроцентную квантовую 
эффективность детектирования (Detective Quantum 
Efficiency, DQE) в нужном для белков диапазоне 
энергий, устойчивость и высокую скорость счи-
тывания, позволяющие наблюдать дифракцию в 
реальном времени. В  настоящее время в связи с 
ростом числа источников СИ производство гибрид-
ных детекторов для синхротронов стало серий-
ным: их созданием на коммерческой основе за-
нимается несколько компаний, что существенно 

упрощает проектировку экспериментальных стан-
ций. Тем не менее для XFEL гибридные детекторы 
разрабатываются индивидуально [13, 58].

Проведение экспериментов на описанных 
выше установках и развитие инструментария 
станций, к которому, помимо совершенствования 
детекторов, относится разработка микрофокусно-
го оборудования, позволило снизить минималь-
ный требуемый размер белковых кристаллов до 
микрон ного масштаба  [59, 60], сократить время 
проведения эксперимента от суток до часов, суще-
ственно повысить качество получаемых дифрак-
ционных данных, что в совокупности позволяет 
решать более сложные и важные с научной точки 
зрения задачи  [61]. Однако стоит отметить по-
явившиеся вместе с тем особенности проведения 
дифракционного эксперимента  – преждевремен-
ное радиационное повреждение образцов  [62] и 
проблема доставки образца к источнику. Частич-
но или полностью эти особенности учитываются 
в методах малосекторальной синхротронной и 
серийной белковой кристаллографии.

Малосекторальная синхротронная кри-
сталлография. Кристалл во время эксперимента 
облучается и неизбежно получает радиационные 
повреждения, срок его жизни зависит от его раз-
мера и обратно пропорционален плотности пада-
ющего потока фотонов. Для эффективного сбора 
данных следует учитывать, что радиационные 
повреждения увеличивают кристаллическую мо-
заичность, изменяют объем элементарной ячейки 
и снижают получаемое количество пиков дифрак-
ции, помимо этого, изменения происходят в хими-
ческих связях внутри белковой молекулы [63, 64]. 
Основным способом уменьшить вклад радиаци-
онных эффектов на сегодняшний день является 
последовательный сбор дифракционных данных 
с нескольких кристаллов микронного размера  – 
микрокристаллов. Одну из первых работ с исполь-
зованием такой стратегии для GPCR выполнила 
группа Вадима Черезова в 2007 г. [24]. Для получе-
ния структуры человеческого адренергического 
рецептора  β2 собрали дифракционные данные 
40 кристаллов, средний размер которых составил 
30 × 15 × 5 микрон. При этом каждый кристалл сни-
мали в диапазоне 5–10  градусов поворота петли, 
пока облучаемая доза не достигала предельного 
значения или кристалл не выходил из зоны облу-
чения (рис. 3, а).

Сегодня данный метод называется малосекто-
ральная синхротронная кристаллография (Small-
wedge Synchrotron Crystallography, SWSX)  [65]. Его 
главное преимущество заключается в возможно-
сти подобрать оптимальный режим накопления 
интегральной интенсивности падающего пото-
ка фотонов для каждого кристалла из выборки, 
чего нельзя сделать при монокристальном сборе 

https://www.diamond.ac.uk/Home/About/FAQs/About-Synchrotrons
https://www.diamond.ac.uk/Home/About/FAQs/About-Synchrotrons
https://www.xfel.eu/facility/comparison/index_eng.html
https://www.xfel.eu/facility/comparison/index_eng.html
https://lightsources.org/lightsources-of-the-world/
https://lightsources.org/lightsources-of-the-world/
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а б

Рис. 3. Процесс сбора данных. а – В малосекторальной синхротронной кристаллографии (SWSX) данные после-
довательно собирают с нескольких кристаллов. При этом диапазон сбора для каждого кристалла определяется 
небольшим углом ω. б – Сбор данных в серийной кристаллографии нагляднее описывается с использованием 
инжектора в качестве системы доставки. С каждого кристалла, падающего под произвольным углом, собира-
ется лишь одна картина дифракции, потом картины образуют единый набор

данных. Это позволяет увеличить дифрагирующий 
объем при накоплении данных во время съемки 
и обеспечивает дополнительный выигрыш в отно-
шении сигнал/шум.

При проведении кристаллографического экспе-
римента одного кристалла в петлю вылавливают 
кристалл с линейными размерами порядка сотни 
микрон. Но микрокристаллы слишком малы, чтобы 
было возможным отделить их друг от друга при из-
влечении из липидной фазы. Поэтому в одной пет-
ле часто содержится несколько кристаллов. Другая 
особенность микрокристаллов мембранных белков 
и, в частности, GPCR, закристаллизованных в LCP, 
заключается в том, что они прозрачны  – белки 
скрыты в липидном растворе, и их трудно распо-
знать оптическим микроскопом – необходим дру-
гой способ их детектирования. В ранее упомянутой 
нами работе [24] исследователи впервые примени-
ли предварительное сканирование рентгеновским 
микропучком для поиска крошечных кристаллов 
в среде LCP. В наши дни данная процедура выпол-
няется в автоматическом режиме [66, 67]. Благо-
даря автоматизации сегодня возможно провести 
сбор данных методом  SWSX (малосекторальная 
синхротронная кристаллография) полностью уда-
ленно, поскольку созданы программы, способные 
эффективно отцентрировать образцы, настроить 
яркость и размер пучка относительно измеряемых 
кристаллов, гарантируя определение оптималь-
ной стратегии сбора данных [68]. Недавно одна из 
таких программ была использована для изучения 
структур CysLT1R и CysLT2R в комплексе с различ-
ными антагонистами [36, 37, 69].

Cинергетическое развитие методов стабили-
зации GPCR, кристаллизации LCP in meso и мик-
рокристаллографии в недавнем прошлом совер-
шили революцию в структурной биологии GPCR. 
В 2007 г. при помощи SWSX была получена первая 

структура гетерологически экспрессированного 
GPCR высокого разрешения  [24], в том числе по-
лучилось достичь наивысшего для структурных 
исследований этой группы белков разрешения 
в 1,7 Å [70]. Для более сотни рецепторов были опре-
делены карманы связывания лиганда. Благодаря 
структурным исследованиям стабилизированного 
антагонистом неактивного состояния рецепторов, 
а также комплексов рецептора с G-белком  [71] 
для GPCR класса А изучены примерный механизм 
активации рецептора с перемещением спиралей 
в его внутриклеточной части и перестроением 
консервативных мотивов-переключателей, а так-
же роль аллостерического натрия в функциони-
ровании рецептора  [72]. Кроме того, постоянное 
совершенствование приборной базы для  SWSX и 
дальнейшая разработка кристаллографических 
подходов, таких как «вымачивание» кристаллов в 
буферах, содержащих различные лиганды (crystal 
soaking), делают методологию перспективным ин-
струментом для SBDD [73].

Серийная белковая кристаллография. Од-
ним из наиболее трудных этапов белковой кри-
сталлографии все еще является получение хоро-
шо дифрагирующих белковых кристаллов. Метод 
SWSX оказывается неэффективен, если максималь-
ный размер кристаллов не превышает примерно 
5 микрон, поскольку с них не удается собрать дан-
ные подходящего качества и даже использовать 
процедуру предварительного сканирования [74] – 
максимальная доза облучения у них слишком 
мала. С появлением XFEL стало возможным успеш-
но проводить эксперименты даже для таких образ-
цов. Его ультраяркое излучение позволяет соби-
рать данные благодаря эффекту «дифракция до 
разрушения» (diffraction-before-destruction): несмо-
тря на то что кристалл разрушается вплоть до пе-
рехода в плазму под ультраярким рентгеновским  
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излучением, дифракционные картины удается 
детектировать быстрее, чем это произойдет  [75]. 
Данный подход привел к созданию нового семей-
ства методов  – серийная фемтосекундная (Serial 
Femtosecond X-ray Crystallography, SFX)  [76] и син-
хротронная (Serial Synchrotron X-ray Crystallography, 
SSX)  [77] кристаллографии. Их  существенное от-
личие от предыдущих методов в том, что набор 
данных собирают с тысяч изоморфных малых 
кристаллов, причем с каждого собирают только 
одну дифракционную картину [76], таким образом 
получают набор произвольно ориентированных 
картин дифракции (рис. 3, б). Друг от друга методы 
отличаются типом источника излучения.

Изучение кристаллов малого размера под ин-
тенсивным излучением требует разработки новых 
способов доставки образца к потоку фотонов. Си-
стема доставки образца является важным техниче-
ским аспектом серийной кристаллографии. На се-
годняшний день в мире в основном применяют 
2 типа систем: системы fixed-target и инжекторы. 
К первой группе также относятся и кристаллогра-
фические петли, используемые в классических 
подходах. За последние 15 лет были разработаны 
новые устройства, снижающие расход образца и 
фоновое рассеяние от растворителя, например,  
тонкие пленки из силикона  [78] или синтетиче-
ского полимера  [79]. Созданы пленки, в которых 
можно вырастить кристаллы и провести сбор дан-
ных in  situ, с заранее известными положениями 
кристаллов  [80], что очень удобно для серийной 
кристаллографии. Второй тип систем доставки  –  
инжекторы, которые выпускают поток кристаллов, 
ресуспендированных в подходящей среде-носите-
ле, перпендикулярно траектории рентгеновского 
луча (рис. 3, б). Главный их недостаток – высокий 
расход образца, но инжекторы активно моди-
фицируют. На  данный момент для мембранных 
белков широко популярен инжектор вязкой сре-
ды  – он обеспечивает широкий диапазон скоро-
стей потока с расходом до 1 нл/мин и совместим 
с  LCP [81]. Помимо указанных систем доставки, 
существует совершенно иная, называемая drop-
on-demand [82]. Она сочетает акустический выброс 
капель с приводом конвейерной ленты, что облег-
чает одновременный сбор дифракционных и спек-
троскопических данных при наблюдении за кон-
формационными перестройками в исследуемых 
белках [83].

Помимо систем доставки образцов, существу-
ют другие особенности серийных методов, кото-
рые приходится учитывать при проектировании 
экспериментальных станций и разработке специа-
лизированного программного обеспечения  (ПО). 
Ультраяркий поток рентгеновского излучения 
создает огромное количество дифракционных 
картин (порядка сотен тысяч) за предельно малое 

время, что требует создания детекторов с очень 
низким временем считывания и ПО для быстрой 
и автоматической их первичной обработки  [13]. 
Другая особенность состоит в том, что дифракци-
онные картины, считанные с каждого кристалла в 
случайной ориентации, отличаются от классиче-
ских характером интерференции – интенсивности 
рефлексов не имеют интегральной информации. 
Минимизировать влияние этой особенности при 
обработке полученных данных можно за счет 
незначительного вращения кристаллов во время 
съемки  – это позволяет проводить SSX при усло-
вии использования fixed-target-системы доставки 
образцов, что является преимуществом метода 
над SFX [74].

Для первичной обработки поступающих ди-
фракционных картин на сегодняшний день раз-
работаны и внедрены в системы станций на XFEL 
следующие  ПО: Cheetah [67], NanoPeakCell [84], 
neural network [85], Zaef [86], Dials [87], nXDS [88], 
cctbx.spotfinder [89]. Принцип их работы следую-
щий: они быстро сканируют получаемые изобра-
жения с целью идентификации дифракционных 
картин и отбрасывают пустые изображения, а 
также выполняют подготовку данных к последую-
щей ручной обработке [74]. Для интегрирования, 
шкалирования дифракционных картин, имеющих 
случайную ориентацию, также существует не-
сколько ПО: CrystFEL [90], ccpxfel [91], Dials, nXDS, 
cctbx.spotfinder. Проблема учета отсутствия инте-
гральной интенсивности решается в них по-разно-
му, преимущественно с использованием методов 
Монте-Карло [13].

Итак, серийная белковая кристаллография, в 
частности SFX, является важным инструментом 
для структурных исследований GPCR. Первая проба 
метода была проведена на серотониновом рецеп-
торе 5-HT2B [92], для которого проводили сравнение 
с ранее решенной структурой: при общей схоже-
сти моделей было обнаружено несколько отли-
чий в положениях аминокислотных остатков, что 
объясняли сбором данных при отсутствии замо-
розки. Стоит также отметить, что метод SFX по-
зволил получить структуру высокого разрешения 
комплекса родопсина с аррестином, что до этого 
было невозможно ввиду малого размера кристал-
лов [93]. Но, несмотря на очевидные перспективы 
использования  SFX, существуют несколько фак-
торов, ограничивающих данный метод. Один из 
них – малое количество XFEL-установок: на сего-
дняшний день существует только пять доступных 
для МХ-исследований. При этом на одну установку 
приходится меньше станций, чем на один синхро-
трон. Это создает высокий спрос и существенно 
ограничивает число структурных эксперимен-
тов с их использованием. Первый доступный для 
МХ-экспериментов XFEL появился в  2011  г. [76].  
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А с 2017 г. крио-ЭМ стала конкурентоспособной аль-
тернативой для получения структур GPCR – более 
широкая доступность электронных микроскопов и 
качество получаемых с них данных еще сильнее 
ударила по популярности SFX в области. В резуль-
тате, несмотря на свои преимущества, метод SFX 
так и не стал популярным.

КРИОЭЛЕКТРОННАЯ МИКРОСКОПИЯ

Описание метода и особенности современ-
ных микроскопов. Крио-ЭМ – совокупность про-
цедур и инструментов, в основе которых лежит 

детекция электронного пучка, проходящего через 
тонкослойный замороженный образец белка в рас-
творе [94]. Данный подход применяется для GPCR 
с 2017 г. и к 2020 г. обогнал по популярности рент-
геновскую кристаллографию, став важным под-
спорьем для рациональной разработки лекарств 
на основе структурных данных. Ряд технологиче-
ских усовершенствований метода, таких как раз-
работка детекторов, напрямую регистрирующих 
электроны [95], энергетические фильтры, отсеива-
ющие неупруго рассеянные электроны [96], золо-
тые сетки, обеспечивающие правильный режим 
абсорбции, снижение деформации при витрифи-
кации и меньшую подвижность образца во время  

а б

в

г

Рис. 4. Крио-ЭМ в исследовании GPCR. а  –  Схема электронного микроскопа. б  –  GPCR-комплексы в активном 
состоянии: комплекс GPCR–G-белок (более 80% структур, полученных методом крио-ЭМ), стабилизированный 
одним или двумя фрагментами антитела (наиболее популярные – scFv16, Nb-35, а также различные типы Fab); 
комплекс GPCR–β-аррестин-1, стабилизированный фрагментом антитела (наиболее популярные  – scFv30 
и Fab30 (gpcrdb.org)); комплексы GPCR–GRK, стабилизированные Fab в случае GRK1, и комплекс GPCR–GRK2–Gα. 
в – GPCR-комплексы в неактивном состоянии: с использованием белка-партнера в ICL3 (чаще всего BRIL), ста-
билизированные специфичным к партнеру антителом и, в некоторых случаях, вторичным нанотелом; с за-
меной ICL3 на ICL3 κ-опиоидного рецептора, стабилизированные специфичным нанотелом и, в некоторых 
случаях, вторичным Fab или вторичным Fab + анти-Fab Nb («сандвич из антител»); комплекс с заменой ICL3 
на CN-B-, а С-конца – на CN-A-субъединицы кальцинейрина, стабилизированного белком FKBP12. г – Мегаком-
плексы GPCR: гомо- и гетеродимеры в активном и неактивном состояниях, в комплексе с G-белком (для неко-
торых активных структур) и с регулятором G-белок-сигнализации, связанным с белком Gβ5 (для некоторых 
неактивных структур) [99]; мегакомплекс GPCR с G-белком и β-аррестином, стабилизированный антителами
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облучения [97], а также разработка и оптимизация 
ПО для обработки данных [98] привели к созданию 
эффективного подхода для массового получения 
пространственных структур высокого разреше-
ния, в том числе и для таких сложных объектов, 
как GPCR.

Современные электронные микроскопы состо-
ят из источника электронов, генерирующих пучок, 
серии электронных линз и корректирующей оп-
тики, размещенных перед образцом и фокусирую-
щих на нем луч, а также детектора, улавливающе-
го прошедший луч (рис. 4, а).

В большинстве коммерческих микроскопов 
используются два вида источников электронов: 
полевые эмиссионные термоэмиссионные пушки 
(High-brightness Field Emission Gun, XFEG) и охла-
жденные полевые эмиссионные пушки (Cold Field 
Emission Gun, CFEG). Меньший разброс энергии 
испускаемых электронов улучшает временную 
когерентность электронного пучка, что приводит 
к лучшему соотношению сигнал/шум в формируе-
мых изображениях, поэтому CFEG, которые гене-
рируют электронный пучок с разбросом энергии 
около 0,3 эВ без потери яркости луча, по сравне-
нию с XFEG, у которых разброс составляет 0,7 эВ, 
представляют собой предпочтительную альтерна-
тиву  [100]. Но XFEG отличаются высокой надеж-
ностью и имеют более скромные требования к 
качеству вакуума, поэтому продолжают состав-
лять конкуренцию CFEG. Большинство структур с 
высоким разрешением получают на микроскопах 
с напряжением в 300 кэВ, однако для уменьшения 
радиационного повреждения и стоимости экспе-
риментов разрабатывают приборы и техники для 
съемки при 200 и даже 100 кэВ [101, 102] без поте-
ри в разрешении.

Полученный поток электронов фокусирует-
ся системой линз, которые представляют собой 
электромагниты (рис. 4, а). Траектории движения 
электронов могут изменяться в зависимости от 
величины тока, подаваемого на электромагниты. 
В микроскопе используются конденсорные линзы 
и линзы объектива. С  помощью конденсорной 
линзы электронный пучок, выходящий из катода, 
сходится и коллимируется в относительно парал-
лельный поток. Линзы объектива используются 
для фокусировки электронного луча в точку зон-
дирования на поверхности образца и для дальней-
шего направления луча [103].

В результате фокусировки при помощи линз 
в луче возникают сферические и хроматические 
аберрации. Проблему сферических аберраций и 
аберраций более высокого порядка в настоящее 
время решают при помощи корректоров абер-
раций  [104], однако хроматические аберрации в 
сочетании с разбросом энергии источника элек-
тронов продолжают накладывать ограничения на 

пространственное разрешение. Отчасти хромати-
ческие аберрации могут быть скомпенсированы 
корректором хроматических аберраций  [105].  
Другим подходом к улучшению распределения 
энергии электронов является энергетическая 
фильтрация падающего луча с помощью монохро-
матора. Монохроматоры могут улучшать энерге-
тический разброс, но делают это за счет уменьше-
ния потока, однако их использование значительно 
повышает разрешение финальной структуры [96].

После прохождения сквозь образец и коррек-
тировки при помощи оптики луч попадает на де-
тектор. Ранее в качестве детекторов использовали 
устройства с зарядовой связью. Как уже указыва-
лось, CCD-детекторы обладают длительным вре-
менем считывания, и решением проблемы могло 
бы стать использование CCD-детектора в режиме 
прямого обнаружения, однако при этом высок 
уровень радиационных повреждений, что делает 
срок службы детекторов слишком коротким для 
регулярного использования. Поэтому в настоящее 
время данный вид детекторов практически не ис-
пользуют. Альтернативой CCD-детекторам стали 
прямые детекторы электронов (Direct Electron De-
tector, DED), которые представлены HPAD, эксплуа-
тирующими идею разделения датчика и считы-
вающей электроники, и пиксельными датчиками 
(Active Pixel Sensor, APS) с технологией компле-
ментарных металлооксидных полупроводников 
(Complementary Metal Oxide Semiconductor, CMOS). 
С внедрением DED произошло значительное уве-
личение количества структур высокого разреше-
ния, а также случился качественный скачок преде-
ла разрешения до ~1,2 Å [96]. Одним из последних 
достижений в усовершенствовании технологии 
детекции стала запись данных в формате пред-
ставления электронных событий (Electron Event 
Representation, EER) [106]. В этом формате записы-
вают единичные события детекции электронов с 
указанием места и времени события. Такой фор-
мат уменьшает необходимый объем памяти для 
записи, а также облегчает дальнейшую коррекцию 
движения, применяемую при обработке.

Получение образцов для крио-ЭМ. Особен-
ностью крио-ЭМ является наличие нижнего пре-
дела по массе исследуемого объекта, поэтому в 
настоящее время при помощи этого метода пре-
имущественно исследуют GPCR, находящиеся в 
активном состоянии в комплексе с G-белками (па-
нель (г) на рисунке в Приложении) [107]. Для полу-
чения комплекса чаще всего проводят коэкспрес-
сию GPCR с субъединицами G-белка в клеточной 
культуре [108]. После получения биомассы клетки 
разрушают, процесс образования комплекса сти-
мулируют за счет инкубации лизата с агонистом  
и стабилизирующими комплекс антителами, на-
пример, Nb53, а также апиразой для стабилизации 
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комплекса GDP–Gα [109]. Получившийся комплекс 
встраивают в мицеллы детергента в процессе со-
любилизации и иммобилизируют на аффинном 
сорбенте при помощи введенного в аминокислот-
ную последовательность тага, часто – polyHis или 
FLAG  [110]. После промывок на смоле и элюции 
белковый образец концентрируют, и проводят пре-
паративную эксклюзионную хроматографию для 
отделения фракции, содержащей комплекс  [111]. 
Образец затем наносят на углеродную  [112] или  
золотую сетку [108], которую предварительно под-
вергают воздействию тлеющего разряда для обес-
печения лучших условий адсорбции образца. 
После удаления избыточного количества образца 
(blotting) в рамках процедуры подготовки сетки, 
сетку замораживают в жидком этане: происходит 
витрификация, это обеспечивает аморфность льду 
и делает возможными крио-измерения. Для витри-
фикации используют автоматические установ-
ки [113]. Съемку изображений проводят на крио-
электронных микроскопах с энергией электронов 
300 кэВ, в некоторых случаях − 200 кэВ [114]. Дли-
тельность съемки ограничена из-за радиационных 
повреждений, возникающих в образце, поэтому за 
секунды записывают порядка 10 000 видеороликов 
с изображениями сетки [115].

В сравнении с MX, для подготовки образца к 
которому требуется провести колоссальную ра-
боту по подбору условий экспрессии, выделению, 
очистке и стабилизации белка [39], подготовка 
образца к проведению крио-ЭМ требует гораздо 
меньших усилий. В частности, отсутствует необ-
ходимость введения в белок термостабилизирую-
щих мутаций, а также белков-драйверов кристал-
лизации; количество рецептора, необходимое для 
крио-ЭМ-исследований, существенно меньше, 
чем требуется для подбора кристаллизационных 
условий и проведения кристаллизации в шпри-
цах, используемой в серийной фемтосекундной 
кристаллографии [116], а значит снимается огра-
ничение по уровню поверхностной экспрессии ре-
цептора. Зачастую для крио-ЭМ GPCR используют 
белок дикого типа [117, 118]. Несмотря на это, для 
подготовки белкового препарата для крио-ЭМ-ис-
следований необходимо проводить оптимизацию 
условий коэкспрессии GPCR и белков-компонентов 
комплекса, на этапе очистки препарата вводят 
дополнительные стадии очистки, для контроля 
чистоты препарата и подтверждения успешной 
сборки комплекса проводят ряд дополнительных 
экспериментов, также варьируют условия нане-
сения образца на сетки и дальнейшей замороз-
ки [119, 120].

Важную роль в подготовке образцов для 
крио-ЭМ играют мембраномоделирующие систе-
мы. В отличие от MX, где солюбилизированный в 
мицеллы GPCR кристаллизуют в LCP, для крио-ЭМ 

рецептор замораживают из раствора мицелл 
или нанодисков, поэтому к белковому препарату 
предъявляют дополнительные требования по мо-
нодисперсности и функциональности. Наиболее 
популярными ММС для крио-ЭМ-исследований 
являются мицеллы на основе LMNG благодаря его 
низкой ККМ (критическая концентрация мицелло-
образования) – это уменьшает количество свобод-
ных молекул детергента и пустых мицелл в рас-
творе и, как следствие, улучшает качество образца 
и получаемых с него данных. Кроме того, исполь-
зуют добавки CHS и дигитонина или глико-диосге-
нина (GDN) для формирования более стабильных 
мицелл и создания близкого к нативному окруже-
ния рецептора [121, 122]. Использование нанодис-
ков на основе мембранных каркасных белков (MSP) 
и сапозин-липопротеинов (Salipro), а также поли-
меров на основе малеиновой кислоты  (SMA) и 
амфиполей позволяет повысить контраст данных 
крио-ЭМ, а также обеспечивает более нативное, 
чем в мицеллах, и стабилизирующее окружение 
мембранных белков  [121]. Так, комплекс нейро-
тензинового рецептора NTSR1, встроенного в цир-
куляризованные нанодиски (cNW), был разрешен 
без использования дополнительных стабилизиру-
ющих антител и нанотел, что привело к открытию 
новых механизмов взаимодействия рецептора с 
G-белком  [123]; для комплекса D2-дофаминового 
рецептора D2R с G-белком, встроенного в нанодис-
ки на основе MSP1D1, были исследованы взаимо-
действия восьмой спирали рецептора с липидным 
бислоем [124]. Для адренергического рецептора β1 
(β1AR), встроенного в нанодиски на основе бел-
ка zap1, и мускаринового ацетилхолинового рецеп-
тора M2 (M2), встроенного в нанодиски на основе 
MSP1D1H5 и MSP1D1E3, было исследовано взаимо-
действие рецептора с β-аррестином [125, 126].

Обработка данных крио-ЭМ. Процесс обра-
ботки крио-ЭМ-изображений за последнее десяти-
летие становится все более стандартизированным. 
Обработка данных начинается с вычислений, 
предназначенных для коррекции движения об-
разца. Для учета радиационных повреждений 
снимки фильтруют  [127]. Частицы на снимках 
идентифицируют на исправленных микрофото-
графиях, после чего проводят двумерное (2D) вы-
равнивание, классификацию и усреднение изо-
бражений частиц. Обработанное подмножество 
частиц подвергают циклам трехмерной (3D) клас-
сификации, выполняемой при помощи сопостав-
ления проекций. 3D-Классификация служит для 
определения угловых распределений частиц [128]. 
Затем для улучшения разрешения трехмерной ре-
конструкции угловые распределения для каждого 
класса уточняют отдельно  [129]. По  полученным 
3D-классам строят модели белков и происходит 
их валидация при помощи различных метрик.  
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Основной метрикой качества для данных крио-ЭМ 
является кривая корреляции оболочек Фурье (FSC 
или номинальное разрешение)  [115], которая 
измеряет согласованность между двумя незави-
симо уточненными «полукартами», каждая из 
которых содержит случайный полунабор дан-
ных, в зависимости от пространственного раз-
решения. Значение, полученное при FSC = 0,143, 
обычно принимают как номинальное разрешение  
карты [130].

Исследования GPCR методом крио-ЭМ. 
С помощью крио-ЭМ удалось исследовать взаимо-
действие GPCR со всеми основными группами 
G-белков (рис. 4, б). Были исследованы особенно-
сти механизмов передачи сигнала GPCR в случае 
смещенной активности, что важно для совре-
менной фармакологии  [131]. Кроме того, при по-
мощи крио-ЭМ были изучены взаимодействия 
GPCR с β-аррестином-1 и GRK-киназами типа 1 и 2 
[132–134], а также получена структура мега-ком-
плекса вазопрессинового рецептора 2-типа AVPR2, 
связанного одновременно с G-белком и β-аррести-
ном (рис. 4, г) [135].

При помощи крио-ЭМ возможно получе-
ние неактивного состояния GPCR  (рис.  4,  в). Для 
этого существует несколько подходов. Один из 
них  – создание комплекса гетеродимера каль-
цинейрина с GPCR, стабилизированного связью 
между кальцинейрином и спиралями 5, 6 и 7 ре-
цептора  [131]. Другой заключается в том, чтобы 
вместо ICL3 GPCR вставить  BRIL и использовать 
комплекс антител Fab/Nb против BRIL. Альтерна-
тивно вместо ICL3 вставляют домен гликогенсин-
тазы из Pyrococcus abyssi (PGS) без использования 
дополнительных антител [136] или аналогичный 
участок из κ-опиоидного рецептора, к которому 
было разработано нанотело Nb6  [137], в послед-
нем случае масса исследованного комплекса 
составила 60  кДа, что почти в 3  раза меньше по 
сравнению с гетеропентамерными комплек-
сами первых крио-ЭМ GPCR-структур массой 
160  кДа  [109, 138, 139]. Это соответствует общему 
тренду уменьшения массы белковых препаратов, 
исследуемых методом крио-ЭМ [140]. Помимо пе-
речисленных подходов, для исследования неак-
тивных состояний рецепторов применяют «санд-
вичи» из нескольких фрагментов антител, так, 
например, получили структуру комплекса гиста-
минового рецептора H2R с фрагментом κ-опиоид-
ного рецептора + Nb6 + NabFab + анти-Fab Nb [137]. 
К числу частных примеров неактивных структур 
GPCR можно отнести структуры: рецептора тирео-
тропного гормона с ингибирующим аутоантите-
лом [141], комплекса кальцитонинового рецептора 
с белком, модифицирующим активность рецепто-
ра (RAMP1) [142], а также комплекса хемокинового 
рецептора с оболочечным белком gp160  ВИЧ и 

водорастворимого домена рецептора CD4 Т-лимфо-
цита [143].

Интересным примером изучения GPCR при 
помощи крио-ЭМ является исследование димери-
зации рецепторов  – важного модулятора функ-
циональной активности белков. Так, получено 
несколько десятков структур представителей GPCR 
класса С: гомо- и гетеродимеров ГАМК-В GPCR, а 
также метаботропных глутаматных рецепторов 
как в активной, так и в неактивной формах. Стоит 
отметить пример структуры гомодимера апелино-
вого рецептора, принадлежащего к GPCR класса А, 
а также несколько структур STE2 – грибного рецеп-
тора класса D [131, 144, 145].

Несмотря на то что крио-ЭМ все еще уступа-
ет в разрешении рентгеноструктурному анализу, 
метод активно развивается: с момента первых 
GPCR-структур в  2017 г. с разрешением более 4 Å 
к 2021 г. в качестве крио-ЭМ-данных произошел су-
щественный скачок – удалось достичь разрешения 
в 2 Å для структуры холецистокинового рецепто - 
ра CCK1 [146]. Стоит отметить, что разрешение 
структур крио-ЭМ неоднородно, оно, как пра-
вило, лучше в области образования комплекса и 
ухудшается в области внеклеточных петель, а в 
публикациях часто указывают номинальное раз-
решение. Однако отсутствие фазовой проблемы, 
характерной для MX, быстрое развитие приборной  
и программной баз для крио-ЭМ позволяет еже-
годно получать все большее число структур, при-
годных для использования в SBDD [147] (панель (б) 
на рисунке в Приложении).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Благодаря развитию белковой кристаллогра-
фии и крио-ЭМ область структурной биологии 
стремительно развивается: в последние годы чис-
ло полученных структур рецепторов класса GPCR 
растет экспоненциально. До 2010 г. было решено 
всего 6 уникальных структур «рецептор–лиганд», а 
после 2010 г. – 152, и 70 из них получены в период 
с 2021 по 2022 г. (панель (в) на рисунке в Приложе-
нии). В данном обзоре мы показали, какое суще-
ственное влияние на разработку лекарств оказали 
последние достижения методов структурной био-
логии. Возможность использования информации 
о структуре GPCR сделало многоэтапный процесс 
создания фармокологических агентов рациональ-
ным, а значит более эффективным.
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G protein-coupled Receptors (G protein-coupled Receptors, GPCRs) play a key role in the transmission 
of extracellular signals and regulation of many biological processes, which makes these membrane pro-
teins one of the most important classes of targets for pharmacological agents. The significant increase in 
the number of atomic structures of GPCRs recently has paved the way for Structure Based Drug Design 
(SBDD). SBDD uses information on the structure of the receptor-ligand complex to search for affinity 
and selective ligands without the need for high-throughput experimental ligand screening and allows a 
significant expansion of the chemical ligand search space. In our review we describe the process of GPCR 
structure obtaining by X-ray diffraction analysis and cryo-electron microscopy (cryo-EM) – an important 
step in rational drug design targeting GPCRs. Our main goal is to highlight to a wide range of specialists 
the current aspects and key features of experimental structural biology methods necessary for a detailed 
understanding of SBDD GPCRs.
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225 лет  –  открытие гремучей ртути – ртутной соли 
гремучей кислоты (E. Howward, 1799).

175 лет  – получен первый кристаллический белок 
(гемоглобин) (К.Б. Рейхерт, Тарту, 1849).

175 лет  –  выделение холина (A.F.L. Strecker, 1849).
150 лет  –  открытие дезоксирибонуклеиновой кис

лоты (ДНК) (F. Miescher, 1874).
150 лет  – получен героин (Wrighr, 1874).
150 лет  –  синтезирован ДДТ (O. Zeidler, 1874).
150 лет  –  «Лечебные воды, грязи и морские купа

нья в России и за границей: Классификация, 
химический состав, действие и показания к 
употреблению» (Л.Б. Бертенсон, 1874).

125 лет  –  «Новый способ определения на человеке 
количества выдыхаемого воздуха и содержа
щейся в оном углекислоты»: Дисс. (М.Н. Шатер
ников, 1899).

125 лет  – первое приготовление лейкотоксина 
(И.И. Мечников, 1899).

100 лет  – предложена реакция Фельгена – способ  
выявления ДНК в клетках и тканях (R.J.W. Feul
gen, H. Rossenbech, 1924). 

100 лет  –  «Исследования о бактериолизинах и бак
териофагах» (Н.Ф. Гамалея, 1924).

100 лет  –  «Учебник биологической химии» 
(А.В. Палладин, 1924).

75 лет  –  «Биохимия аминокислотного обмена» 
(А.Е. Браунштейн, 1949).

75 лет  – изучение и внедрение в клиническую 
практику парааминосалициловой кислоты 
(ПАСК) – химиотерапевтического препарата 
для лечения туберкулеза (Э.М. Буртнек и др., 
1949–1950).

75 лет  – получен антибиотик альбомицин (Г.Ф. Гау
зе и др., 1949–1950).

75 лет  –  открытие явления фотореактивации 
(И.Ф. Ковалев, 1949; A. Kelner, 1949).

75 лет  –  серологическая реакция для диагности
ки сифилиса – реакция Нельсона–Мейера 
(R.A. Nelson, M.M. Mayer, 1949).

75 лет  –  открытие молекулярных основ патологии 
серповидноклеточной анемии (L.C. Pauling,  
H.A. Itano, 1949).

75 лет  – проба Торна для диагностики заболеваний 
коры надпочечников (G.W. Thorn, 1949).

50 лет  –  тест на тромбопластический β1глобулин 
для диагностики беременности (1974).

1 мая  –  125 лет со дня рождения Евгения Михайло
вича Крепса (1899−1985, род. в С.Петербурге), 
российского физиолога и биохимика, академи
ка АН СССР, академикасекретаря Отделения фи
зиологии АН (1967−1975). Ученик И.П. Павлова 
и Л.А. Орбели. С 1935 г. работал в Институте фи
зиологии им. И.П. Павлова РАН. В 1960–1975 гг. − 
директор Института эволюционной физио
логии и биохимии им. И.М. Сеченова  РАН.  
Научные работы посвящены дыхательной функ
ции крови, эволюционной биохимии фермен
тов крови и центральной нервной системы, а 
также обмену веществ в центральной нервной 
системе в процессе онто и филогенеза при ее 
различных функциональных состояниях. Раз
работал метод ранней диагностики сепсиса 
по активности угольной ангидразы крови и 
предложил метод бескровного непрерывного 
наблюдения за насыщением кислорода в арте
риальной крови (оксигемометрия). Ряд иссле
дований посвящен круговороту химических  
веществ в океане, а также радиоактивности 
морских организмов и водной среды. Прини
мал участие в арктических экспедициях и пла
ваниях экспедиционных судов. За серию работ 
по эволюционной нейрохимии и нейрофизио
логии удостоен премии им. Л.А. Орбели (1971). 
Был первым председателем Ленинградского 
общества биохимиков, главным редактором 
«Журнала эволюционной биохимии и физио
логии».

Соч. и лит.: см. БМЭ и БСЭ. – 3е изд.; 
Крепс Е.М. О прожитом и пережитом. М., 1989; 
Е.М. Крепс (1899–1985) / Сост. И.Г. Бебих. М., 1989. 

12 июня  –  100 лет со дня рождения Фрица Альберта 
Липманна (F.A. Lipmann, 1825−1986), американ
ского биохимика (немца по происхождению), 
члена Национальной академии наук США (1950)  
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и Лондонского королевского общества (1962). 
В 1939–1941 гг. выдвинул концепцию о соеди
нениях с высокоэнергетическими связями (на
пример, АТФ), которые являются носителями 
свободной энергии, используемой в клетке для 
различных целей, в том числе для реакций био
синтеза. В 1947–1950 гг. с сотрудниками обнару
жил, что в ферментативных реакциях, связан
ных с переносом ацетильных групп, участвует 
кофермент ацетилирования (КоА): он выделил 
этот кофермент и частично охарактеризовал 
его. В 1953 г. был награжден Нобелевской пре
мией за «открытие кофермента А и его значе
ния для промежуточных стадий метаболизма» 
(вместе с Х.А. Кребсом, Н.А. Krebs). 

Соч. и лит:. см. БМЭ и БСЭ. – 3е изд.; Лау
реаты Нобелевской премии: Энциклопедия: 
АЛ. М.: Прогресс, 1992.

31 августа  –  70 лет со дня рождения Николая Ев
геньевича Кушлинского (1954 г. род в г. Пав
лограде, Украина), российского биохимика 
онколога, академика РАН (2019). Заведующий 
лабораторией клинической биохимии Нацио
нального медицинского исследовательского 
центра онкологии имени Н.Н. Блохина МЗ РФ 
и кафедрой клинической биохимии и лабора
торной диагностики Московского медикосто
матологического университета им. И.А. Евдо
кимова, созданной под его началом. Основные 
научные исследования посвящены роли био
логических опухолевых маркеров и молеку
лярногенетических факторов в диагностике, 
мониторинге и выборе эффективных методов 
лечения злокачественных новообразований. 
Лауреат Государственной премии РФ (1999). 

Соч.: Рецепторы половых стероидных гор
монов в опухолях костей. М., 1995 (совм. с др.); 
Клинические и эндокринологические иссле
дования при мастопатии и раке молочной же
лезы. М., 1998 (совм. с др.); Селен в организме 
человека (метаболизм, антиоксидантные свой
ства). М., 2002 (совм. с др.); Молекулярногене
тические маркеры опухолей. М., 2016 (совм. 
с др.); Биологические маркеры опухолей: фун
даментальные и клинические исследования. 
М., 2017 (совм. с др.).

Лит.: К 60летию Николая Евгеньевича Куш
линского. Лабораторная служба (2014) 3, 4243, 
https://www.mediasphera.ru/issues/laboratornaya 
sluzhba/2014/1/0323052198201417

8 октября  –  75 лет со дня смерти Леонора Миха
элиса (L. Michaelis, 1875–1949), немецкого био 
химика. Впервые описал азурофильную зер
нистость. Выяснил количественные законо
мерности ферментативных процессов. Обос
новал (совместно с M.L. Menten, 1913) теорию 
образования и распада ферментсубстратных 

комплексов. Михаэлис и Ментен рассчитали 
константу (константа Михаэлиса), которая в 
числовом выражении равна той концентра
ции субстрата (моль/л), при которой скорость 
реакции составляет половину максимальной, 
т. е. характеризует зависимость скорости фер
ментативности процесса от концентрации 
субстрата. Разработал теорию окислительно
восстановительных процессов. Впервые ука
зал на участие семихинонов в окислительно
восстановительных реакциях органических 
соединений, развил теорию изоэлектрическо
го состояния амфолитов, предложил методы 
определения изоэлектрических точек белков 
и метод прижизненного окрашивания мито
хондрий красителем якус зеленым.

Соч.: см. БМЭ и БСЭ. – 3е изд.
15 октября  –  50 лет со дня смерти Иштвана Русняка 

(I. Rusznyák, 1889–1974), венгерского терапевта, 
патофизиолога, биохимика, академика (1946), 
президента Венгерской академии наук (1949–
1970), иностранного члена АН СССР (1958). 
Предложил микрометод определения хлори
дов и методы определения натрия и мочевины 
в крови (1921). Разработал нефелометрический 
метод определения белковых фракций в сыво
ротке крови (1923). Открыл факт соединения 
части сахара крови с белками в виде гликопро
теидов. Открыл витамин Рцитрин совместно 
с А. СентДьёрдьи (A. SzentGyörgyi, 1936). Был 
председателем Общества венгеросоветской 
дружбы (1946–1949). В  1968 г. ему была при
суждена высшая награда АН СССР – золотая 
медаль им. М.В. Ломоносова.

Соч. и лит.: см. БМЭ – 3е изд.
19 октября  –  75 лет со дня рождения Темирболата 

Темболатовича Березова (1924–2014, род. в селе 
Гимара Грузии), российского биохимика, ака
демика РАМН. В 1962–1996 гг. – заведующий ка
федрой биохимии медицинского факультета 
Российского университета дружбы народов. 
Исследования посвящены изучению особенно
стей обмена аминокислот в злокачественных 
опухолях. Выдвинул гипотезу о существовании 
обратной зависимости между интенсивностью 
роста опухоли и активностью ферментов рас
пада аминокислот. Установил, что лейкоциты 
больных лимфолейкозом не способны синтези
ровать необходимый для их существования ас
парагин. Разработал методы дифференциаль
ной энзимодиагностики ракового поражения 
и ферментативные экспрессметоды ранней 
диагностики инфаркта миокарда. Разработал 
также методы выделения и очистки бактери
альных ферментов, их применения для лече
ния злокачественных опухолей животных.

Соч. и лит.: см. БМЭ. – 3е изд. 

https://www.mediasphera.ru/issues/laboratornaya-sluzhba/2014/1/032305-2198201417
https://www.mediasphera.ru/issues/laboratornaya-sluzhba/2014/1/032305-2198201417
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21 октября  –  85 лет с дня рождения Вячеслава 
Валентиновича Ляховича (1939, род. в г. Ново
сибирске) – российского биохимика, академи
ка РАН. С 1992 г. директор НИИ молекулярной 
биологии и биофизики Сибирского отделения 
РАМН, ныне его научный руководитель. На
учные исследования посвящены проблемам 
биологического окисления, ксенобиохимии, 
молекулярной биологии генов ферментов, 
биотрансформации ксенобиотиков. Лауреат 
Государственной премии РФ по науке и тех
нике (1998).

Соч.: Структурные аспекты биохимии 
моноксигеназ. Новосибирск, 1978; Индукция 
ферментов метаболизма ксенобиотиков. Ново
сибирск, 1981. (Совместно с др.); Множествен
ные формы цитохрома Р450. Новосибирск, 
1985.

Лит.: В.В. Ляхович: К 50летию со дня ро
ждения // Бюл. СО АМН. 1989. № 5. С. 102103; Ля
хович В.В. (к 80летию со дня рождения) // Си
бирский научный медицинский журнал. 2019; 
№ 5. С.158159; В.В. Ляхович // 60 лет Российской 
академии медицинских наук. М., 2004. С. 389.

10 ноября  –  150 лет со дня рождения Густава Эмб
дена (G. Embden, 1874–1933), немецкого био
химика. Внес вклад в химию мышечного со
кращения: выделил гексозомонофосфорную и 
аденозинфосфорную (адениловую) кислоты, 
установил роль молочной кислоты и фосфора 
в процессе мышечного сокращения. В 1933 г. 
предложил новую схему анаэробного фермен
тативного расщепления углеводов, согласно 
которой путь к конечным продуктам лежит 
через трехуглеродные фосфорилированные 
продукты – фосфотриозы, фосфоглицериновую 
и пировиноградную кислоты. Предложенная 
схема имела большое значение в развитии 
современных представлений о путях распада 
углеводов при гликолизе и брожении.

Соч. и лит.: см. БМЭ. – 3е изд.
150 лет со дня рождения Владимира Сергеевича 

Садикова (1874–1942, род. в Петербурге), рос
сийского биохимика, профессора. Работы 
посвящены главным образом химии белко
вых веществ. В течение ряда лет совместно 
с Н.Д. Зелинским занимался изучением про
цесса гидролиза белков, в ходе которого было 
высказано предположение о наличии цикло
пептидов в молекуле белка. Один из создате
лей дикетопиперазиновой теории строения 

белка. С 1921 по 1934  г. работал в биогеохи
мической лаборатории В.И. Вернадского. Ис
следовал влияние старения на химические 
процессы в организме. С 1935 г. по приглаше
нию И.П. Павлова руководил биохимическим 
отделом Физиологического института. Открыл 
фермент коллагеназу. Внес вклад в развитие 
бальнеохимии (химическое изучение серных 
источников и их влияние на организм), тех
нической биохимии и пищевой промышлен
ности. Во время блокады Ленинграда открыл 
сольвентный способ производства дрожжей, а 
также их использования в качестве дрожже
вого белка, что позволило спасти от смерти 
тысячи ленинградцев. Автор практического 
руководства по исследованию белков и учеб
ника по биологической химии.

Соч.: Химия жизни: В 2 вып. Пг., 1923–1928. 
Вып. 12; Курс биологической химии. Л., 1935. 
659 с.; Белковый практикум. Л., 1938. 

Лит.: Зубайдов У.З. Некоторые проблемы 
исследования белка и работы В.С. Садикова  // 
Историкобиол. исследования. М.: Наука, 1980.  
С. 188201; [В.С. Садиков] // Кретович В.Л. Очер
ки по истории биохимии в СССР. М., 1984.  
С. 2021.

150 лет со дня рождения и 75 лет со дня смерти 
Бориса Ивановича Словцова (1874–1924, род. 
в Омске), российского биохимика, профессора 
Женского медицинского института в Петер
бурге (1912–1920; ныне СанктПетербургский 
медицинский университет). С 1919 г. – заве
дующий биохимическим отделом Института 
экспериментальной медицины в Петрограде, 
с 1920 по 1922 г. – директор этого института. 
Научные труды посвящены различным про
блемам биохимии: обмену веществ в орга
низме животных и человека, бальнеологии и 
климатотерапии, гиповитаминозам, влиянию 
сычужного фермента на белки пищи. Иссле
довал медикобиохимические аспекты раз
личных форм недостаточности питания. Ряд 
работ посвящен биохимии головного мозга, 
в частности биохимии белков, липоидов и 
ферментов мозга в норме и при аутолизе. Был 
ответственным редактором «Русского физио
логического журнала им. И.М. Сеченова» и 
редактором журнала «Врачебное дело».

Соч. и лит.: см. БМЭ. – 3е изд.; Б.И. Слов
цов // Очерки истории отечественной гигиени
ческой науки о питании. М., 1975. С. 5456.
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