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Для изучения влияния теплового шока на образование контактов генов рРНК с генами DUX в хро-
мосоме 4 человека использовали метод 4С. Наши данные свидетельствуют о том, что эти контакты
пропадают после теплового шока. Ранее было показано, что кластеры генов рРНК наиболее часто
контактируют с областями супер-энхансеров, имеющих протяженные метки H3K27ac. Недавно бы-
ло обнаружено, что супер-энхансеры вовлечены в образование разделения фаз в ядре. Вместе взя-
тые эти данные свидетельствуют о том, что обратимые контакты кластеров генов рРНК вовлечены
в механизмы регуляции с помощью разделения фаз в ядре.
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Укладка хромосом в ядре важна как для ком-
пактизации ДНК, так и для регуляции экспрес-
сии генов. Появление новых молекулярных мето-
дов для полногеномного анализа трехмерных
структур хромосом позволяет выявлять не только
сближенные внутрихромосомные области, кото-
рые, прежде всего, связаны с компактной уклад-
кой хромосом, но и более редкие межхросомос-
ные контакты, которые вовлечены в эпигенети-
ческую регуляцию экспрессии генов [1–4].
Ядрышки являются самыми крупными органел-
лами в ядрах. Они не отделены от хромосом мем-
бранами и потенциально могут влиять на экс-
прессию генов в областях разных хромосом, кон-
тактирующих с ядрышками. Имеется пять
кластеров генов рРНК, которые формируют яд-
рышки. Они расположены на коротких плечах
пяти акроцентрических хромосом 13, 14, 15, 21 и
22 человека. Давно было обнаружено, что в поли-
тенных хромосомах дрозофилы ядрышки образу-
ют устойчивые контакты с определенными обла-
стями в разных хромосомах [5]. Это позволяет
предполагать как постоянство трехмерной орга-

низации хромосом, так и влияние ядрышек на
конкретные области в разных хромосомах. С по-
мощью метода 4С (circular chromosome conforma-
tion capture) было обнаружено, что ядрышки в
клетках человека образуют наиболее частые кон-
такты с областями хромосом, имеющими протя-
женные области (15–50 kb) меток активного хро-
матина H3K27ac, которые характерны для супер-
энхансеров [6, 7]. Известно, что в раннем разви-
тии гетерохроматизация генов рРНК, которые и
формируют ядрышки, сопровождается репресси-
ей или активацией разных генов мыши [8]. Не-
давно было обнаружено, что ядрышки в клетках
человека линии HEK293T, происходящей из поч-
ки эмбриона, образуют частые контакты с гена-
ми, вовлеченными в дифференцировку и канце-
рогенез [9]. Поэтому было интересно выяснить, с
какими генами ядрышки контактируют в клет-
ках, имеющих разное происхождение.

В настоящей работе мы выявили гены, кото-
рые наиболее часто контактируют с ядрышками в
двух новых линиях клеток человека – K562, кото-
рая происходит из клеток миелоидной лейкемии,
и hESM01, содержащей эмбриональные стволо-
вые клетки [10]. В результате нами впервые обна-
ружено, что в клетках человека, имеющих разное
происхождение, ядрышки образуют наиболее
устойчивые контакты с определенной группой
генов. Она включает несколько сотен генов, кон-
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тролирующих развитие. Среди них имеется бо-
лее сотни генов, которые в ходе дифференци-
ровки подвергаются концертному сайленсингу,
приобретая метку репрессированного хромати-
на H3K27me3. Эти результаты позволяют пред-
полагать, что при дифференцировке экспрессия
этой группы генов в разных типах клеток выклю-
чается с помощью контактов с неактивными кла-
стерами генов рРНК.

Контакты генов рРНК в клетках K562 и
hESM01 выявляли с помощью метода 4С, как
описано ранее [6, 9]. Препараты ДНК после
процедуры 4C использовали для амплификации с
помощью рРНК-специфических праймеров
5' TCTTTGAAAAAAATCCCAGAAGTGGT 3' и
5' AAGTCCAGAAATCAACTCGCCAGT 3'. Биб-
лиотеки для глубокого секвенирования получали,
используя наборы реактивов Illumina. Чтение
библиотек длиной по 150 нуклеотидов проводили
на приборе Illumina HiSeq 1500. Полученные чте-
ния (по две биологических реплики, каждая по
10 млн. чтений) картировали на геном человека
версии hg19 с помощью пакета программ BWA.
Данные реплик хорошо коррелировали – Pear-
son = 0.99. Результаты глубокого секвенирования
4C-рРНК помещены в базу данных GEO (acces-
sion number GSE49193).

Частоту контактов ядрышек с разными райо-
нами хромосом оценивали по числу картирован-
ных чтений 4С. В результате были получены
списки генов, наиболее часто контактирующих с
ядрышками. На рис. 1 представлена диаграмма
Венна, показывающая перекрывание между гена-

ми, которые наиболее часто контактируют с яд-
рышками в трех линиях клеток. Видно, что 523 ге-
на во всех трех линиях – общие. Анализ этих ге-
нов в базах Gene Ontology (GO) выявил, что они
высоко ассоциированы с контактами между клет-
ками, развитием и морфогенезом. Вместе с тем
видно, что имеются значительные различия в ме-
стах контактов ядрышек в клетках разного проис-
хождения. Так, в линии hESM01 имеется 2611 ге-
нов (около 53%), которые имеют контакты с яд-
рышками только в этой линии клеток. Этот
результат свидетельствует о том, что около поло-
вины контактов ядрышек являются специфич-
ными для данного типа клеток. Таким образом,
имеются общие и специфические для каждого
вида клеток контакты ядрышек с генами. Этот
факт подтверждает наше предположение, соглас-
но которому ядрышки участвуют в эпигенетиче-
ской регуляции больших групп генов [9].

Для дальнейшего анализа генов, общих для
трех линий клеток, мы использовали ресурс En-
richr (http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/). В ре-
зультате были получены новые интересные дан-
ные об этих 523 генах, регулирующих развитие.
Например, в базе ENCODE Histone Modifications
2015 этого ресурса найдена высокая ассоциация
(padj < 3.5 · 10–14) 90–140 генов с сайленсингом с
помощью гистоновой метки H3K27me3. Кон-
цертный сайленсинг этих генов обнаружен в раз-
ных типах клеток: в клетках эпителия бронхов и
почек, в моноцитах, в клетках эндотелия, керати-
ноцитах, миобластах и в ряде других. Эти данные
свидетельствуют о том, что в процессе дифферен-

Рис. 1. Анализ генов, контактирующих с ядрышками. (а) Диаграмма Венна, иллюстрирующая перекрывание между
генами, контактирующими с ядрышками в трех линиях клеток человека. Для анализа были взяты гены, обнаружива-
ющие 100 и более контактов с ядрышками (100 или более чтений 4С). (б) Анализ 523 генов, общих для трех линий кле-
ток, в базе данных GO (https://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder). Показаны пять наиболее частых ассоциаций
этих генов с биологическими процессами. Числа у черных прямоугольников указывают число генов, ассоциирован-
ных с конкретным процессом.
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цировки разных типов клеток человека большие
группы генов, контактирующих с ядрышками,
подвергаются сайленсингу с помощью метки
H3K27me3. В табл. 1 приведены ассоциации с
биологическими процессами 119 генов, контак-
тирующих с генами рРНК, которые подвергаются
сайленсингу с помощью метки H3K27me3 в клет-
ках бронхиального эпителия. Результаты получе-
ны с помощью ресурса https://go.prince-
ton.edu/cgi-bin/GOTermFinder. Видно, что ре-
прессируются гены, которые необходимы для
дифференцировки нейронов. Видимо, экспрес-
сия этой группы генов не нужна, например, для
дифференцировки бронхиального эпителия. Эти
данные также свидетельствуют в пользу роли яд-
рышек в процессах эпигенетической регуляции
экспрессии больших групп генов. В разных типах
клеток эта группа генов, контролирующих разви-
тие, подвергается концертному сайленсингу. Та-
ким образом, в процессе дифференцировки мо-
жет происходить выключение экспрессии одной
и той же группы генов в разных типах клеток.

Триметильная метка H3K27me3 в гистоне H3
вносится белковым комплексом PRC2 (Polycomb
repressive complex) в нуклеосомах целевых генов
для их репрессии и обеспечения клеточной иден-
тичности [13]. Ранее мы обнаружили, что места
контактов ядрышек часто содержат метку актив-
ного хроматина – H3K27ac, которая содержит
ацетилированный тот же 27-й лизин гистона H3
[9]. Следовательно, ядрышки могут контактиро-
вать с генами, вызывая либо их активацию, либо
сайленсинг. Известно, что эти контакты дина-
мичны и могут изменяться при физиологических
воздействиях, что свидетельствует в пользу регу-
ляторной роли ядрышек [12, 14].

Пока неясно, как гены рРНК, контактируя с
разными генами, могут вызывать активацию или
репрессию соответствующих генов. Имеющиеся
данные позволяют предполагать, что это проис-
ходит с помощью механизма разделения жидких
фаз в ядре (liquid-liquid phase separation) [12]. Та-
кое разделение фаз и образование транскрипци-
онных микрокапель (transcriptional condensates)
может происходить с участием ядрышек, которые
являются самыми большими органеллами в ядре.
Тот факт, что супер-энхансеры вовлечены в меха-
низмы образования разделения фаз в ядре [15], и
что гены рРНК часто контактируют с областями
супер-энхансеров, имеющих протяженные метки
H3K27ac [6, 9, 12], дает основание считать, что яд-
рышки, являясь крупными органеллами, регули-
руют большие группы генов с помощью механиз-
ма разделения фаз. Известно, что активные кла-
стеры генов рРНК находятся во внутренней
области ядрышка, в фибриллярных центрах. Тем
не менее образование фаз может приводить к об-
разованию компартментов, содержащих актива-
торы транскрипции или репрессоры транскрип-

ции [15, 16]. Мы предполагаем, что активные кла-
стеры генов рРНК образуют транскрипционно
активные микрокапли, а репрессированные кла-
стеры – неактивные конденсаты. Разные области
хромосом попадают в эти микрокапли, что обес-
печивает активацию или репрессию больших
групп генов при дифференцировке. При этом со-
ответствующие гены сближаются с ядрышками. В
настоящее время мы изучаем колокализацию раз-
ных генов с ядрышками с помощью FISH.
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INTER-CHROMOSOMAL CONTACTS OF rDNA CLUSTERS 
IN THREE HUMAN CELL LINES ARE ASSOCIATED WITH SILENCING 

OF GENES CONTROLLING MORPHOGENESIS

N. A. Tchurikova,#, E. S. Klushevskayaa, Y. V. Kravatskya, G. I. Kravatskayaa, and D. M. Fedoseevaa

a Engelhardt Institute of Molecular Biology Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
#e-mail: tchurikov@eimb.ru

Presented by academician of the RAS G.P. Georgiev

In order to study the rDNA contacts with genes in three human cell lines of different origin we used 4C ap-
proach. Our data indicate that the same set of about five hundred genes frequently shape contacts with rDNA
clusters in HEK293T, K652, and hESM01 cells. Gene ontology search suggests that the genes are involved in
development and morphogenesis. About one hundred of these genes are highly associated with silencing by
H3K27me3 mark in different normal cells including bronchial epithelial cells, keratinocytes, myoblasts,
monocytes, endothelial cells, kidney epithelial cells, and some others. We conclude that the concerted silenc-
ing of specific group of rDNA-contacting genes controlling development occurs during differentiation. We
suppose that the phase separation mechanisms could be involved in the rDNA-mediated silencing of a set of
genes via the contacts with inactive rDNA clusters.

Keywords: rDNA, inter-chromosomal contacts, 4C, gene silencing, morphogenesis, epigenetics
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