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Список сокращений 

БСА​ ​ Бычий сывороточный альбумин 
дНТФ​​ Дезоксинуклеозидтрифосфат 
Кб​ ​ 1 тысяча пар нуклеотидов или килобаза 
мкм​ ​ микрометры 
Мб​ ​ 1 миллион пар нуклеотидов или мегабаза 
мЭСК​​ Мышиные эмбриональные стволовые клетки 
п.н.​ ​ пар нуклеотидов 
ТАД​ ​ Топологически ассоциированный домен 
ТФ​ ​ Транскрипционный фактор 
ПЦР​ ​ Полимеразная цепная реакция 
ЭДТА​ ​ Этилендиаминтетрауксусная кислота 
ЭФМ​ ​ Эмбриональные фибробласты мыши 
CBS​ ​ CTCF binding site / сайт связывания белка CTCF 
ChIP-seq​ Chromatin immunoprecipitation sequencing / секвенирование после  

иммунопреципитации хроматина 
CTCF​​ CCCTC-binding factor / CCCTC-связывающий фактор 
DAPI​ ​ 4′,6-diamidino-2-phenylindole / 4,6-диамидино-2-фенилиндол дигидрохлорид 
DMEM​ Dulbecco’s Modified Eagle Medium / модифицированная по способу Дульбекко  

среда Игла  
DPBS​ ​ Dulbecco's phosphate-buffered saline / фосфатно-солевой буферный раствор  

Дульбекко 
eRNA​ ​ Enhancer RNA / энхансерная РНК 
FBS​ ​ Fetal bovine serum / сыворотка эмбриональная бычья  
FC​ ​ Flow cytometry / проточная цитометрия  
FITC​ ​ Fluorescein isothiocyanate / флуоресцеин изотиоцианат 
FISH​ ​ Fluorescence in situ hybridization / флуоресцентная гибридизация in situ 
Hi-C​ ​ High-throughput chromosome conformation capture / высоко эффективный захват  

конформации хромосом 
IHC​ ​ Immunohistochemistry / иммуногистохимия 
IMDM​​ Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium / среда Дульбекко, модифицированная по  

способу Исков 
PBS​ ​ Phosphate buffered saline / фосфатно-солевой буфер 
Pdgfra​​ Platelet-derived growth factor receptor alpha / рецептор тромбоцитарного фактора  

роста А 
SDS​ ​ Sodium dodecyl sulfate / додецилсульфат натрия 
SD​ ​ Standard deviation / стандартное отклонение 
Shh​ ​ Sonic Hedgehog 
SMC​ ​ Structural Maintenance of Chromosomes / белки структурной поддержки хромосом 
SNP​ ​ Single nucleotide polymorphism / однонуклеотидный полиморфизм 
Wt​ ​ Wild-type / дикий тип  
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Введение 

Актуальность проблемы 

В развитии организма важна точная регуляция генов, при этом специфичная для ткани и 

конкретной стадии развития. Экспрессия гена регулируется взаимодействием промотора с 

энхансерами, которое требует их пространственного сближения. Такое сближение обеспечивает 

уровень организации хроматина — топологически ассоциированные домены (ТАДы). 

Структура ТАДов представляет собой петли хроматина, которые формирует белковый комплекс 

когезин до столкновения с CCCTC-связывающим белковым фактором (CTCF) — это 

столкновение формирует границы ТАДов. Считается, что ТАДы выполняют инсуляторную 

функцию, ограничивая действие энхансера его целевым геном, таким образом выступая 

регуляторами экспрессии. Но несмотря на бурное развитие области 3D геномики, эта функция 

ТАДов остаётся предметом дискуссий.  

Функциональная важность ТАДов для регуляции генов подтверждается тем, что мутации, 

которые нарушают границы ТАДов, могут быть связаны с заболеваниями. Такие мутации могут 

спровоцировать неправильную экспрессию генов из-за изменения репертуара доступных 

энхансеров [1, 2]. Делеции сайтов CTCF на границе могут вызывать слияние ТАДов, и 

приводить к установлению эктопических пространственных контактов. При остром 

лимфобластном лейкозе Т-клеток нарушение границы приводит к активации протоонкогена [3]. 

Другим примером является нарушение развития конечностей, вызванное делецией границы 

ТАДов в Ihh/Epha4/Pax3 локусе [4]. Дупликации, инверсии, транслокации вызывают 

перемешивание ТАДов [4–7]. В некоторых случаях это перемешивание запускает захват 

энхансера с последующей эктопической активацией гена [4]. В других исследованиях 

патогенный эффект инверсии возникает из-за потери экспрессии одного из генов без захвата 

энхансера [8]. В целом, восприимчивость гена к эктопической активации энхансером различна 

и частично зависит от статуса хроматина в окружении гена [6]. Хотя измененная структура 

ТАДов действительно связана с некоторыми патогенными фенотипами [9, 10], исчезновение 

инсуляции ТАДов по всему геному при деплеции CTCF или когезина не вызывает глобальных 

транскрипционных эффектов [11, 12]. Кроме того, в ряде исследований слияние ТАДов 

оказывало лишь умеренное влияние на паттерн экспрессии, поскольку энхансеры внутри вновь 

образованного ТАДа сохраняли свою специфичность, например, в Kcnj2–Sox9 локусе [13] и Shh 

локусе [14]. В отличие от удаления сайтов CTCF, изменение положения границы ТАДа путем 

инверсии перенаправляло активность энхансера и вызывало эктопическую активацию генов — 

это подчеркивает роль всей субструктуры ТАДа с ее эпигенетическим ландшафтом в изменении 

регуляции генов [13]. Однако то, как регуляторный контекст внутри ТАДа влияет на результат 

нарушения границы, остается открытым вопросом. 

https://www.zotero.org/google-docs/?6qP8AN
https://www.zotero.org/google-docs/?ryQdns
https://www.zotero.org/google-docs/?Iiph0J
https://www.zotero.org/google-docs/?1DnWeC
https://www.zotero.org/google-docs/?PUMKgu
https://www.zotero.org/google-docs/?Zj6fLt
https://www.zotero.org/google-docs/?aojk9q
https://www.zotero.org/google-docs/?T2TFjU
https://www.zotero.org/google-docs/?L8vezo
https://www.zotero.org/google-docs/?pUqcnv
https://www.zotero.org/google-docs/?OGbbTi
https://www.zotero.org/google-docs/?LZEgrG
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Мы обратили внимание на локус Kit мыши, как потенциально удобную модель для 

изучения последствий потери границ ТАДов в различных регуляторных контекстах. Локус 

включает гены развития Pdgfra, Kit и Kdr, каждый из которых расположен в отдельном ТАДе. 

Мутации в этом локусе часто связаны с патологическими процессами. Амплификация Pdgfra, 

Kit или Kdr распространена среди глиобластом [15, 16]. Развитие одной из подгрупп глиом 

связано с эктопической активацией Pdgfra в результате уменьшения связывания CTCF на 

границе его ТАДа [10]. Мутации Kit и Pdgfra, приводящие к постоянной активации этих генов, 

часто встречаются в опухолях желудочно-кишечного тракта [17]. Эктопическая активация Kit и 

Pdgfra суперэнхансерами, индуцированными онкогенами, необходима для роста и выживания 

лейкозных клеток [18]. В свою очередь, Kdr считается одним из ключевых проангиогенных 

факторов в ангиогенезе опухолей: его экспрессия повышается в раковых клетках через 

аутокринную петлю с его лигандом [19]. Таким образом, поскольку неправильное 

взаимодействие энхансеров с генами локуса Kit может активировать онкогенные сигналы, 

установления механизмов поддержания нормальной регуляции генов в локусе представляется 

важной задачей. Кроме того, насколько нам известно, ранее не проводили исследования 

пространственной организации хроматина на локусе Kit, хотя он является удобной моделью для 

экспериментов по изучению регуляции экспрессии. Удобство локуса Kit состоит в том, что он 

представлен тремя смежными ТАДами, в каждом из которых локализован ген развития с 

контрастной экспрессией по отношению к двум другим генам. Это создает хорошие условия для 

изучения регуляции генов в локусе с помощью методов генной инженерии, поскольку 

проявление эффекта нарушений легко детектировать благодаря сильной разнице эффекта: ген 

активируется в новом типе клеток. 

Цель и задачи работы 

Целью диссертационной работы является характеристика роли ТАДов в регуляции 

тканеспецифичности экспрессии генов на примере локуса Kit.  

Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие задачи: 

1.​ Сравнить особенности пространственной организации локуса Kit методом cHi-C в 

эмбриональных фибробластах, тучных клетках, и меланоцитах мышей дикого типа и 

мышей с делециями сайтов связывания CTCF на границе ТАДов; 

2.​ Описать распределение белка CTCF и эпигенетической метки активных энхансеров 

H3K27aс в локусе Kit с использованием метода ChIP-seq; 

3.​ Оценить влияние делеций сайтов связывания CTCF на границе ТАДов локуса Kit на 

экспрессию генов с помощью анализа транскриптома методом RNA-seq для выбранных 

клеточных типов. 

https://www.zotero.org/google-docs/?FykdUE
https://www.zotero.org/google-docs/?pD2FIr
https://www.zotero.org/google-docs/?59sjZC
https://www.zotero.org/google-docs/?BktlUM
https://www.zotero.org/google-docs/?ETCl89
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Научная новизна работы 

Впервые эффект того, как нарушение границы ТАДа влияет на экспрессию генов, был 

изучен на примере одного локуса в разных регуляторных контекстах (разных клеточных типах). 

В качестве модели исследования был выбран локус Kit мыши, для которого впервые была 

описана пространственная организация хроматина в клеточных типах с контрастной 

экспрессией гена Kit: фибробластах (Kit неакитвен), тучных клетках и меланоцитах (Kit 

активен). Впервые показано, что ТАД, содержащий ген Kit, имеет гетерогенную внутреннюю 

структуру, которая соответствует транскрипции гена Kit. 

Хотя ранее уже были проведены другие исследования по нарушению границ ТАДов, все 

они были направлены на изучение разных локусов преимущественно в одном типе клеток (чаще 

всего в стволовых клетках и их производных). Наш подход позволил сравнить влияние 

нарушений CTCF-сайтов на границах ТАДов в зависимости от конкретного контекста 

регуляции. Впервые обнаружено, что тканеспецифичная активность гена Kit определила эффект 

нарушения границы между ТАДами Kit и Kdr. Нарушение границы ТАДов привело к потере 

инсуляции и установлению новых пространственных контактов между ТАДами, но в тучных 

клетках активные энхансеры выше гена Kit остались инсулированы, а в меланоцитах энхансеры 

располагались по обе стороны от гена Kit и эктопически активировали ген Kdr. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Развитие генетических технологий открывает новые перспективы для решения многих 

практических и фундаментальных задач биологии. Однако рациональное использование 

генетических технологий невозможно без глубокого понимания природных механизмов 

регуляции активности генов. До сих пор механизмы регуляции экспрессии генов остаются не до 

конца изучены. Потенциальным элементом регуляции может быть пространственная 

организация хроматина, в частности ТАДы. Результаты работы способствуют лучшему 

пониманию принципов регуляции генов, что важно для совершенствования технологий 

генетического редактирования. Кроме того, они открывают новые возможности для 

предсказания последствий мутаций, связанных с нарушением трехмерной организации генома, 

что может положить начало разработке новых стратегий диагностики и терапии генетически 

обусловленных заболеваний. 

Методы диссертационной работы 

В ходе исследования были использованы различные молекулярно-генетические методы, 

включая полимеразную цепную реакцию (ПЦР), гель-электрофорез в агарозном геле, а также 

выделение ДНК и РНК из тканей и клеточных культур. Освоены и оптимизированы протоколы 

подготовки Hi-C-библиотек и библиотек после иммунопреципитации хроматина, ChIP-seq 
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библиотек. Выполнена подготовка ДНК и РНК образцов для секвенирования нового поколения 

(NGS). Получены навыки очистки фрагментов ДНК с использованием магнитных шариков и 

работы со стрептавидиновыми шариками. Получен навык препарирования мышей, выделения и 

создания первичных культур фибробластов из E13,5 эмбрионов мышей и меланоцитов из 

4-дневных мышат. Освоена стерильная работа в культуральном боксе. Кроме того, получены 

навыки работы с компьютерными программами: Juicebox, геномным браузером IGV, BLAST, 

Oligocalculator, PrimerPlus, Benchling, BD FACSDiva Software, Inkscape; а также с базами 

данных: Ensembl, ENCODE, NCBI Geo. При выполнении и оформлении исследования 

применялся теоретический и методологический анализ источников литературы. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1.​ Активная транскрипция гена Kit выступает дополнительным элементом инсуляции 

внутри топологически ассоциированного домена (ТАДа) в процессе формирования 

пространственной структуры хроматина в ядрах различных типов клеток мыши (тучные 

клетки, меланоциты). 

2.​ Регуляторная роль ТАДов, формируемых с участием инсуляторного белка CTCF, зависит 

от тканеспецифических особенностей эпигенетического состояния хроматина клеток 

мыши, включая положение активно транскрибируемого гена относительно энхансеров. 

Личный вклад автора 

Автор диссертационной работы участвовала в разработке всех этапов диссертационной 

работы, в формулировании целей и задач, анализе и обсуждении экспериментальных данных. 

Автор самостоятельно проводила молекулярные и клеточные эксперименты (генотипировала 

мышей для получения линий, получала и культивировала первичные культуры эмбриональных 

фибробластов и меланоцитов мышей, проводила подготовку образцов и сборку библиотек для 

секвенирования: RNA-seq, ChIP-seq, cHi-C). Проводила интерпретацию и визуализацию данных 

пространственных контактов хроматина, распределения гистоновой метки H3K27ac и 

архитектурного белка CTCF.  

А.С. Рыжкова и А.А. Хабарова выполнили работу на тучных клетках. А.С. Рыжкова и В.А. 

Лукьянчикова участвовали в части работы, относящейся к культурам меланоцитов. 

Иммуногистохимическое окрашивание эмбрионов проводила Т.А. Шнайдер. 

Биоинформатический анализ данных провели: М.А. Нуриддинов (построение карт 

пространственных контактов), П.С. Белокопытова (анализ данных ChIP-seq), Н.Р. Баттулин 

(анализ транскриптома).  
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1 Регуляция генов 

Во время развития организма требуется точная регуляция экспрессии генов в 

пространстве (в каждом клеточном типе разная регуляция) и во времени (на разной стадии 

развития каждая группа клеток занимается построением разных структур). В ходе развития 

возникают сотни функционально различных типов клеток. Хотя все клетки организма содержат 

одинаковую последовательность ДНК, каждый отдельный клеточный тип требует транскрипции 

различных регионов ДНК, соответственно своей функции. Установление и поддержание такого 

разнообразия обеспечивают цис-регуляторные элементы. 

1.1.1 Цис-регуляторные элементы 

Цис-регуляторные элементы представлены некодирующей ДНК, содержащей сайты 

связывания транскрипционных факторов (ТФ) и других регуляторных молекул, которые 

обеспечивают необходимый уровень транскрипции и расположены вблизи целевого гена. Они 

названы по противоположности к транс-регуляторным элементам, которые кодируют ТФ и 

расположены по всему геному независимо от расположения целевого гена. Цис-регуляторные 

элементы можно разделить на определенные классы. Ранее выделяли два класса 

цис-регуляторных элементов, промоторы и энхансеры, которые обеспечивают экспрессию 

целевого гена. Но цис-регуляторами также могут быть репрессивные элементы: сайленсеры и 

инсуляторы.  

Сайленсеры представляют собой участки ДНК, связывающие репрессивные факторы 

транскрипции. В противоположность энхансерам, сайленсеры подавляют экспрессию генов [20, 

21]. При этом сайленсеры и энхансеры могут содержать сайты связывания похожего набора ТФ. 

Некоторые ТФ (Sp1/KLF, NRF1, NFY, MYC) могут выступать как активаторами, так и 

инсуляторами транскрипции, а выбор их функции зависит от расположения их сайта 

связывания относительно сайта инициации транскрипции: выше сайта — активатор, ниже сайта 

— сайленсер [22]. Вероятно, они выступают сайленсерами за счёт создания физического 

барьера для РНК полимеразы II. Но существуют ТФ, которые имеют постоянное предпочтение 

к расположению их сайта связывания относительно гена и постоянную функцию, выступая 

активаторами (например, PU.1, p53) или репрессорами (например, ZEB2, LRF) транскрипции. 

Инсуляторы это участки ДНК, которые связывают инсуляторные белки и, будучи 

расположенными между энхансером и его целевым промотором, блокируют эффект энхансера 

[23]. Основным инсулятором является белок с 11 цинковыми пальцами, CCCTC-связывающий 

фактор (CTCF) [24, 25]. Он экспрессируется во всех тканях и высоко консервативен среди 

https://www.zotero.org/google-docs/?PJ5BsS
https://www.zotero.org/google-docs/?PJ5BsS
https://www.zotero.org/google-docs/?AGgsFG
https://www.zotero.org/google-docs/?FKvMLs
https://www.zotero.org/google-docs/?loHUWP
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билатерий [26, 27]. Кроме того, CTCF обеспечивает формирование топологических 

ассоциированных доменов, о которых будет подробнее рассказано далее. 

В данной работе мы фокусируемся на наиболее изученных классах цис-регуляторных 

элементов: промоторах и энхансерах. 

1.1.2 Промоторы и энхансеры 

Промоторы и энхансеры являются цис-регуляторными элементами, которые активируют 

транскрипцию генов. Они могут быть обнаружены по всему геному, как участки ДНК размером 

от нескольких пар нуклеотидов (п.н.) до тысяч п.н., и являются высоко консервативными в 

пределах вида. Хотя промоторы и энхансеры выполняют разную роль в экспрессии генов, они 

имеют некоторые общие характеристики [28]. Оба содержат сайты связывания ТФ, репертуар 

которых может пересекаться. Области открытого хроматина соответствуют большему 

регуляторному потенциалу, поэтому расположение в них характерно как для промоторов, так и 

для энхансеров [29, 30]. В некоторых случаях оба могут перенимать на себя функцию другого: 

известны примеры промоторов с энхансерной активностью [31–33]; а также энхансеры, которые 

выступают промоторами, инициируя локальную транскрипцию [34–36]. Хотя общие 

характеристики промотора и энхансера могут затруднять их определение в конкретной 

регуляторной последовательности, они всё же отличаются расположением относительно 

кодирующей части гена и функцией. 

Основной функцией промотора является инициация транскрипции. Промоторы 

привлекают РНК полимеразу II и общие ТФ к сайту начала транскрипции, обеспечивая точную 

инициацию и направление транскрипции [37]. Промоторы млекопитающих состоят из корового 

и проксимального компонента. Коровый промотор содержит мотив TATA-бокс и сайты 

связывания общих ТФ, с помощью которых обеспечивает сборку преинициаторного комплекса 

РНК полимеразы II на расстоянии 50-100 п.н. от сайта инициации транскрипции [38]. Кроме 

того, большинство коровых промоторов содержит CpG-островки (~70%) [39, 40]. 

Проксимальные промоторы расположены до сайта инициации транскрипции и служат 

платформой для связывания тканеспецифических ТФ. Большинство эукариотических генов 

содержат один промотор, расположенный сразу выше сайта инициации транскрипции, хотя 

некоторые гены содержат альтернативные промоторы, которые активируют транскрипцию в 

разных положениях генома в зависимости от контекста. Поскольку промоторы необходимы для 

инициации транскрипции, они более эволюционно консервативны, их активность более 

предсказуема и в целом постоянна для разных типов клеток, по сравнению с энхансерами [28]. 

При этом промоторы способны обеспечить лишь слабый уровень транскрипции.  

Основной функцией энхансера является усиление транскрипции за счёт взаимодействия с 

промоторами. Возможны несколько механизмов, посредством которых энхансеры активируют 

https://www.zotero.org/google-docs/?8uHNa3
https://www.zotero.org/google-docs/?Gi3kh3
https://www.zotero.org/google-docs/?elNFHn
https://www.zotero.org/google-docs/?DOBj6X
https://www.zotero.org/google-docs/?JHmcoo
https://www.zotero.org/google-docs/?EHU6zy
https://www.zotero.org/google-docs/?m3fxFH
https://www.zotero.org/google-docs/?xrM1bl
https://www.zotero.org/google-docs/?mzVMNG
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промоторы: они могут привлекать белковые комплексы, участвующие в транскрипции, и затем 

переносить их на промотор; обеспечивать привлечение белковых комплексов к промотору; 

создавать рядом с промотором зону, обогащённую белковыми комплексами; стимулировать 

активацию транскрипции через пост-трансляционные модификации белков в комплексе [41]. 

Энхансеры повышают транскрипционную активность промоторов, но сами не инициируют 

транскрипцию генов. Хотя привлечение транскрипционной машины к энхансеру может 

запускать транскрипцию его последовательности с образованием энхансерной РНК (eRNA), 

которая может иметь функциональное значение и участвовать в стабилизации 

энхансер-промоторного взаимодействия, высвобождении РНК-полимеразы II из паузы на 

стадии элонгации, стабилизации ТФ и коактиваторов [42]. 

Последовательность энхансеров представляет собой сайты связывания различных ТФ, но 

является более вариабельной, чем последовательность промоторов. Энхансеры демонстрируют 

более высокую эволюционную изменчивость. Например, ~30% зон ускоренного развития у 

человека (human accelerated regions, HARs), изменчивость которых во много раз превышает 

скорость мутации генома в целом, выполняют функцию энхансеров и обогащены в 

регуляторных участках генов развития нервной системы [43, 44]. Несмотря на это, 

функциональность энхансеров консервативна. С помощью трансгенной репортерной системы 

было показано, что энхансерная последовательность губок Amphimedon queenslandica, которая 

соответствует консервативному гену (при этом последовательность самого энхансера не 

консервативна), запускает активацию транскрипции в данио-рерио и мышах в похожих тканях, 

а случайная энхансерная последовательность также запускает активацию, но неспецифичную 

[45]. Это свидетельствует о том, что хотя конкретная последовательность энхансеров может 

быть сильно вариабельной, консервативность синтаксиса энхансеров и ТФ обеспечивает 

нормальную функцию энхансера [45]. 

Изменчивость последовательности энхансеров и зависимость их активности от 

клеточного типа затрудняют обнаружение энхансеров. Наиболее распространённые методы 

основаны на двух признаках энхансеров: расположении в открытом хроматине и присутствии 

характерных модификаций гистонов [46]. Доступность хроматина оценивают с помощью 

картирования участков ДНК, свободных от нуклеосом (DNase-seq, MNase-seq, FAIRE-seq, 

ATAC-seq). Однако открытый хроматин указывает на присутствие регуляторных элементов в 

целом, не различая энхансеры и промоторы. Профилирование гистоновых меток с помощью 

ChIP-seq позволяет выделить промоторы (обогащение H3K4me3 и H3K27ac) и энхансеры 

(обогащение H3K4me1 и, при активации, H3K27ac). Но анализ доступности хроматина и 

гистоновых меток позволяет лишь выделить кандидатные энхансеры и не доказывают их 

активность. Подходы, основанные на репортерных системах, позволяют приблизиться к оценке 

https://www.zotero.org/google-docs/?VbIpVg
https://www.zotero.org/google-docs/?JsPwUh
https://www.zotero.org/google-docs/?lN70H2
https://www.zotero.org/google-docs/?2mBecv
https://www.zotero.org/google-docs/?rUnBZY
https://www.zotero.org/google-docs/?56V1EW
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функциональной активности энхансеров. Репортерные системы позволяют через активацию 

минимального промотора оценить активность отдельного (например, окрашивание эмбрионов 

по LacZ) или множества кандидатных энхансеров (MPRA, STARR-seq) [47]. Однако активность 

энхансера в экзогенном векторе необязательно соответствует его нормальной работе. Более 

строгими считаются методы, оценивающие активность энхансеров в естественном геномном 

контексте. К ним относятся анализ РНК, транскрибируемых с энхансера, (eRNA) (CAGE-seq, 

GRO-seq, или тотальный RNA-seq) и функциональные скрининги на основе CRISPR/Cas9. 

Экспрессия eRNA коррелирует с активностью энхансеров и соответствует высокой вероятности 

их активности в репортерных анализах [28]. CRISPR-скрининги позволяют напрямую оценить 

эффект удаления или подавления предполагаемых энхансеров на экспрессию целевых генов 

[48]. Таким образом, для определения энхансеров используют как описательные (доступность 

хроматина, гистоновые модификации), так и функциональные методы. Хотя наиболее строгие 

данные об активности энхансеров дают анализы eRNA и CRISPR-скрининги, до сих пор 

продолжают использовать описательные методы определения энхансеров, в том числе из-за 

большей представленности таких данных для разных клеточных типов в базах данных. В нашей 

работе под «энхансерами» мы понимаем участки хроматина, обогащенные эпигенетической 

меткой активных энхансеров, H3K27ac. 

Активация экспрессии гена может регулироваться несколькими энхансерами. Гены 

развития могут требовать одновременной активации несколькими энхансерами, пятью и более 

энхансерами, объединяемых в структуру «супер-энхансер». Это позволяет обеспечить высокий 

уровень транскрипции, а также большую устойчивость к нарушениям экспрессии [49]. 

Эксперименты со стволовыми клетками мыши показали, что контакты энхансеров с 

промоторами не только совпадают с активацией генов при дифференцировке, но и разрушаются 

при репрессии генов. Эти результаты подтверждают, что сближение промотора с энхансером 

является ключевым регуляторным механизмом в ходе формирования клеточного типа [50]. Во 

время эмбрионального развития структурная организация генома претерпевает серьезные 

изменения, в результате чего формируются различные паттерны экспрессии и происходит 

дифференцировка клеток. Такие изменения могут варьировать от смены укладки всех хромосом 

или небольших геномных регионов до реорганизации локальных взаимодействий между 

регуляторными последовательностями [51]. 

Другая группа энхансеров, которые направлены на регуляцию одного целевого гена, — 

«теневые энхансеры» (shadow enhancers). Они представляют собой группу нескольких 

энхансеров, не обязательно расположенных близко друг к другу, но обеспечивающих 

активность одного гена, причём независимо друг от друга [52]. Это позволяет установить 

тканеспецифичную активность гена, различную активацию в зависимости от клеточного 
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состояния и влияния сигналов, а также увеличить устойчивость к нарушениям регуляции гена в 

результате мутаций. В рамках таких кластеров энхансеры могут по-разному взаимодействовать 

между собой, например, аддитивно (эффект активации это сумма эффектов от каждого 

энхансера по отдельности), синергично (совместный эффект гораздо сильнее, чем каждого по 

отдельности), или иерархично (один энхансер необходим для активации всех остальных) [53]. 

1.1.3 Расположение энхансеров относительно генов 

Энхансеры могут находиться в разном положении относительно целевого гена. Выше или 

ниже гена; энхансер может располагаться внутри интронов, при этом между ним и целевым 

геном могут располагаться другие гены, не подверженные его регуляции [54, 55]. Большинство 

энхансеров находятся в пределах десятков-сотен кб относительно промотора. Некоторые 

отдалённые энхансеры работают совместно с промежуточным энхансером, который 

располагается между ним и целевым геном и усиливает действие основного до достаточного 

уровня для активации экспрессии [56]. Другие отдалённые энхансеры взаимодействуют со 

своими целевыми генами благодаря связыванию белка CTCF с промотором гена [57]. 

Но некоторые энхансеры могут активировать ген, находясь на расстоянии ~1 Мб от него, 

как энхансер ZRS, который активирует ген Sonic Hedgehog (Shh) [55]. Энхансер ZRS 

обязательно необходим для нормального развития конечности, без него ген Shh становится 

неактивен и кисть не развивается. Хотя известны энхансеры других генов, активных в той же 

области организма, что и ZRS, если заменить ZRS их последовательностью, то Shh не 

активируется; хотя те же самые энхансерные последовательности в близком положении к Shh 

активируют его экспрессию [58]. Оказалось, что для активности энхансера на далёком 

расстоянии от гена (>400 кб) необходимо наличие эволюционно консервативного элемента 

Range EXtender (REX) — REX может расширить диапазон действия любого энхансера более 

чем в 10 раз. Хотя REX сам по себе не обладает энхансерной активностью. Его 

последовательность содержит два консервативных мотива ТФ LHX2/9. Этими же мотивы 

обогащены дальнодействующие энхансеры конечностей, в том числе ZRS. Если удалить этим 

мотивы, то ZRS сможет активировать промотор только на коротком расстоянии. Открытие REX 

элемента, удлиняющего активность энхансера, объяснило, почему энхансеры некоторых генов 

сильно зависят от расстояния (например, Sox2), а другие не зависят (например, Sox9, Shh).  

В некоторых случаях энхансеры и промоторы могут находиться на разных хромосомах — 

действовать в транс-положении. Это характерно для генов млекопитающих, отвечающих за 

определение запахов [59]. Чтобы гарантировать специфичность реакции на отдельные запахи, 

каждый обонятельный сенсорный нейрон экспрессирует один случайно выбранный ген 

обонятельного рецептора. Группа генов обонятельных рецепторов содержит много генов, у 

мыши это больше 1000 генов на разных хромосомах. Но в одном нейроне активен только один 
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из этих генов. Это достигается за счёт сложной регуляции, при которой 63 энхансера должны 

сблизиться для одновременной активации всего лишь одного гена. Такие энхансеры называют 

«‎Греческими островами» из-за их большого количества и разбросанности по геному. В зрелых 

обонятельных нейронах происходит связывание ТФ LHX2-LDB1 с «‎Греческими островами», 

что приводит к образованию отдельного межхромосомного узла, где энхансеры совместно 

активируют и поддерживают экспрессию одного обонятельного гена на нейрон.  

Таким образом, цис-регуляторные элементы обеспечивают транскрипцию генов, при этом 

энхансеры активируют промоторы, которые в свою очередь запускают инициацию 

транскрипции. Активация промотора энхансерами требует их физического сближения в 

пространстве ядра. Некоторые энхансеры находятся в близком положении по геному к целевому 

промотору, но другие располагаются на расстоянии сотен кб или даже порядка Мб. Такое 

отдалённое взаимодействие требует дополнительных механизмов сближения, например, 

активации с помощью промежуточного энхансера, связывания ТФ LHX2 или инсуляторного 

белка CTCF. Далее мы подробнее рассмотрим роль CTCF и связанного с ним механизма 

выпетливания хроматина, который обеспечивает физическое сближение энхансер-промоторных 

взаимодействий и инсуляцию энхансеров. 

1.2 Пространственная организация хроматина 

Ядро каждой клетки человека содержит молекулы ДНК, которые будучи вытянутыми друг 

за другом формируют последовательность длиной 2 метра. Но в клетке ДНК должна быть 

размещена внутри сферы диаметром около 10 мкм — в пространстве в 100 000 раз меньшем, 

чем совокупная длина вытянутых хромосом. Каковы принципы этой укладки, её случайность и 

закономерность? 

1.2.1 Ранние исследования конформации хромосом 

Первые представления о высокой организации ядра были сформированы около ста 

пятидесяти лет назад. В то время внешнее наблюдение через световую микроскопию было 

основным подходом, доступным исследователям. Поэтому в первую очередь были описаны 

структуры, хорошо различимые микроскопом — конденсированные хромосомы в митозе [60]. В 

1885 Рабль из наблюдений за делением эпителиальных клеток земноводных Salamandra 

maculata и Proteus anguinis развивает идею о том, что хромосомы сохраняют свою 

идентичность на протяжении всего цикла, хотя и становятся неразличимы для микроскопа 

между делениями. Он предположил, что в интерфазном ядре хромосомы занимают положение, 

определённое предшествующим делением; при этом все центромеры закреплены за ядерную 

оболочку с одного из полюсов ядра, а все теломеры — с другого [61]. Такое расположение 

хромосом сейчас называют «конфигурацией Рабля». Другая концепция, важная для 
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современного представления об укладке ДНК в ядре — «хромосомная территория» — стала 

продолжением этой идеи. В 1909 Бовери из наблюдений за хромосомами в бластомерах Ascaris 

megacephala предполагает, что хромосомы не просто присутствуют в интерфазе, но меняют 

свою структуру на менее уплотнённую и занимают своё, отдельное для каждой, пространство 

— хромосомную территорию [62]. В 1928 Хейтц полагает, что плотность упаковки хромосом 

неоднородна и связана с транскрипционной активностью. Разработанный им метод 

окрашивания показал, что хромосомы разделены на два региона: хорошо окрашиваемый 

благодаря конденсированному состоянию на протяжении цикла и лишенный генов — 

«гетерохроматин»; и переходящий из конденсированного в деконденсированное состояние 

богатый генами — «эухроматин» [63]. Таким образом, идеи об эухроматине, гетерохроматине, и 

хромосомных территориях — актуальных сейчас понятиях для описания укладки хроматина — 

были сформированы уже в конце девятнадцатого и начале двадцатого века. Но из-за 

методологических ограничений они оставались косвенными выводами, основанными на 

наблюдениях, и требовали экспериментального подтверждения. Но к середине двадцатого века 

гипотеза хромосомных территорий была в значительной степени отвергнута, поскольку 

обычная электронная микроскопия не смогла ее подтвердить. 

Только развитие в 1980-х новой технологии визуализации хромосом в интерфазе, 

гибридизации in situ (ISH) с использованием меченых биотином или радиоактивным тимидином 

зондов ДНК, позволило окончательно подтвердить гипотезу хромосомных территорий [64–66]. 

Наибольшее распространение получило применение флуоресцентных зондов для гибридизации 

in situ (FISH). За счёт комбинации флуорофоров FISH может детектировать взаимное 

расположение и форму нескольких зондов одновременно. Это позволило установить 

расположение отдельных активных и неактивных генов [67, 68], и совместную кластеризацию 

репрессированных генов в гетерохроматине, например, центромерного региона [69]. 

Примерно два десятилетия спустя завершение секвенирования генома человека и 

последующая общегеномная характеристика генетических вариаций и регуляции 

эпигенетической транскрипции вывели изучение ядерной архитектуры на новый уровень. 

1.2.2 Современные методы определения конформации хромосом 

Крупный прорыв биологии хроматина произошёл с появлением технологий захвата 

конформации хромосом. Методы этой группы позволяют сохранить естественную укладку 

хроматина в ядре за счёт фиксации клеток формальдегидом, который формирует ковалентные 

сшивки между белками и ДНК. Фиксированный хроматин расщепляют рестриктазами, и 

отдельные связанные фрагменты лигируют — такие химерные молекулы несут информацию о 

вероятности контакта участков хроматина в пространстве ядра (Рисунок 1А). 
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В 2002 был описан первый метод из этой группы — 3C (chromosome conformation capture) 

[70]. В 3C химерные молекулы детектируют с помощью полимеразной цепной реакции к 

участку лигирования, то есть контакт между одной парой выбранных локусов. С помощью 3C 

впервые было показано, что регион регуляции локуса β-глобина образует петли хроматина с 

промотором и, таким образом, активирует его, а также формирует активный хроматиновый 

узел, который динамически следует за транскрипцией во время дифференцировки и 

стабилизируется факторами транскрипции [71–73]. Но 3C имеет низкую эффективность и 

позволяет проверить лишь ожидание о контакте двух участков. Кольцевой 3C (circular, 4C) 

преодолел эти ограничения и позволил детектировать полногеномные контакты с одним 

выбранным участком. Для этого праймеры подбирают так, чтобы ПЦР-продут начинался и 

заканчивался последовательностью выбранного участка, что позволяет захватить любой 

лигированный с ним участок [74, 75]. Впоследствии 4C объединили с секвенированием 

следующего поколения и использовали, например, для описания динамики хроматиновых 

контактов во время раннего развития [76–78]. Выйти за рамки анализа контактов с одним 

участком позволил 5C (3C-Carbon Copy), который использует универсальные праймеры и 

детектирует контакты между всеми рестрикционными фрагментами внутри выбранного 

региона [79]. Отдельная подгруппа методов использует технологию длинных прочтений 

Nanopore для секвенирования протяжённых химерных молекул целиком с целью захвата 

пространственных контактов между несколькими локусами [80, 81].  

 

Рисунок 1. (А) Схема основных стадий технологий захвата конформации хромосом. (Б) 
Схематичное изображение карты Hi-C. Цветовая шкала отражает вероятность 
пространственного контакта. 
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Но ведущей технологией в исследованиях трёхмерной организации хроматина с 2009 

стала Hi-C, которая детектирует все парные контакты хроматина в пространстве ядра [82]. 

Ключевая модификация протокола состоит в том, что все химерные молекулы маркируют с 

помощью биотина на этапе лигирования. Далее библиотеку обогащают биотинилированными 

химернысм фрагментами. На основании данных секвенирования библиотеки строят тепловую 

карту пространственных контактов (карту Hi-C), по обеим осям которой отложены геномные 

координаты, то есть карта является симметричной матрицей (Рисунок 1Б). Вероятность 

пространственного контакта на карте Hi-C отражена цветом: чем насыщеннее цвет, тем 

вероятнее контакт. Чтобы оценить вероятность контакта двух участков, нужно найти точку 

пересечения их геномных координат на карте Hi-C и свериться с цветовой шкалой карты. 

С использованием Hi-C были обнаружены новые элементы архитектуры хроматина. В 

первую очередь на картах заметно, как чередуются множество крупных блоков, обогащённых и 

обеднённых взаимодействиями, вызывая ассоциацию с клетчатым узором шотландского пледа. 

Такой узор предполагает, что каждая хромосома разделена на два набора локусов таким 

образом, что контакты внутри каждого набора обогащены, а между наборами обеднены. 

Оказалось, что это разделение возможно благодаря пространственной сегрегации открытого и 

закрытого хроматина на два компартмента, А и B, которые встречаются по всему геному [82]. В 

свою очередь компартменты разделены на хроматиновые домены размером порядка мегабазы, 

которые названы топологически ассоциированными доменами (ТАДами). Описание ТАДов в 

2012 одновременно представили две группы, одна группа с использованием 5C в исследовании 

регуляции центра инактивации X-хромосомы [83], другая группа с использованием Hi-C в 

ислледовании полногеномной пространственной организации хроматина в клетках 

млекопитающих [84]. Подход 5C для исследования ТАДов слишком трудоёмкий, поскольку 

требует покрытия праймерами всей анализируемой последовательности — детекция около 

250000 возможных контактов требует подбора сложной комбинации праймеров. Все эти 

контакты, а также остальные по геному детектирует Hi-C благодаря универсальной маркировке 

химерных молекул, поэтому он стал базовым методом 3D геномики.  

Хотя Hi-C подходит для большинства полногеномных анализов архитектуры хроматина и 

детектирует крупные пространственные структуры (компартменты и ТАДы), его разрешения 

может быть недостаточным для точного определения локальных взаимодействий (контакты 

энхансера и промотора). Разрешение Hi-C зависит от используемых ферментов рестрикции и 

глубины секвенирования. Но даже при глубоком секвенировании сайты рестрикции зависят от 

состава последовательности ДНК и распределены по геному неравномерно. Преодолеть этот 

недостаток и добиться более равномерного покрытия позволяют эндонуклеазы, неспецифичные 

к последовательности ДНК: ДНКаза I расщепляет участки открытого хроматина (DNase Hi-C) 
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[85–87], микрококковая нуклеаза преимущественно расщепляет участки, свободные от 

нуклеосом (Micro-C) [88, 89]; S1 нуклеаза расщепляет ДНК независимо от статуса хроматина 

[90]. В свою очередь, эти модификации Hi-C могут иметь свои ограничения. Например, Micro-C 

эффективно обнаруживает энхансер-промоторные петли, но менее эффективно детектирует 

дальние контакты и компартменты, чем обычное Hi–C [91].  

Описанные выше методы детектируют контакты хроматина независимо от геномного 

расположения или связанных белков. Но установление локальной упаковки хроматина и 

понимание некоторых её функциональных аспектов требует использования подходов 

обогащения — усиление представленности в библиотеке контактов хроматина определённого 

типа. Кроме того, обогащение позволяет обойти проблему того, что большое количество 

возможных парных взаимодействий в образцах Hi-C накладывает ограничения на достижимую 

глубину секвенирования при отдельных взаимодействиях, что приводит к снижению 

чувствительности. Чтобы исследовать контакты хроматина на основании присутствия 

специфических белков, применяют подходы, объединяющие Hi-C и ChIP, например: ChIA-PET 

[92], HiChIP [93], PLAC–seq [94]. Помимо этого, контакты хроматина могут быть обогащены на 

основании последовательности ДНК в выбранной геномной области с помощью таких 

подходов, как Capture Hi-C [95, 54, 96–98] и Micro Capture-C [99–102]. Вариантом такого 

подхода является метод Exo-C, который основан на полноэкзомном обогащении библиотеки 

Hi-C, что облегчает диагностику хромосомных перестроек у гетерозиготных и мозаичных 

пациентов с редкими заболеваниями [103].  

Одновременно с 3С технологиями были разработаны методы, которые не зависят от 

лигирования химерных молекул и детектируют не только общую конформацию хромосом. 

TSA-seq и DamID также детектируют ядерное положение хроматиновых контактов. Технология 

усиления сигнала тирамидом (TSA-seq) выступает «цитологической линейкой» для оценки 

средних расстояний от геномных участков до определённых ядерных структур, например, 

ламины, спеклов, транскрипционных фабрик, ядрышка [104, 105]. DamID основан на привязке 

ДНК-аденинметилтрансферазы Escherichia coli (Dam), которая метилирует аденины на 

консенсусных участках GATC, к белку с отчетливой ядерной локализацией, например, ламину 

— это позволило определить хроматиновые домены, связанные с ядерной ламиной [106, 107]. 

SPRITE и GAM помимо парных пространственных контактов хроматина также детектируют 

множественные контакты. SPRITE достигает этого за счёт уникального баркодирования 

зафиксированных фрагментов сближенных участков хроматина [108], причём он также 

позволяет маркировать РНК, что позволило установить участие некодирующих РНК в 

формировании дальних контакты хроматина, гетерохроматина и экспрессии генов [109]. В 

методе картирования архитектуры генома (GAM) фиксированные клетки помещают в сахарозу, 
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замораживают и делают криосрезы в случайной ориентации, а затем из каждого среза 

извлекают и секвенируют ДНК [110]. При этом локусы, расположенные ближе друг к другу в 

ядерном пространстве, чаще секвенируются совместно, чем отдаленные локусы. 

Ограничение технологий захвата конформации хромосом связано с тем, что 

картированные контакты являются вероятностными, а не детерминированными 

характеристиками, и невозможно предсказать, как эти контакты будут преобразованы в 

функцию и будут ли преобразованы вообще. Несмотря на это ограничение, сейчас подходы 

захвата конформации хромосом используют не только для изучения принципов 

пространственной организации хроматина в различных тканях и единичных клетках [111–113], 

но также для сборки геномов [114, 115], поиска структурных вариантов [116–118]. 

1.2.3 Иерархия пространственной организации хроматина 

ДНК упакована неслучайно в пространстве интерфазного ядра. Современные методы 

определения конформации хромосом раскрыли несколько уровней пространственных структур 

ДНК, которые выстроены в иерархическую архитектуру (Рисунок 2) [119–125]. 

Наименьший уровень упаковки представлен нитью хроматина — комплексом ДНК с 

гистонами. Такую структуру сравнивают с бусинами на нитке, ~146 п.н. ДНК оборачиваются 

вокруг гистонового октамера для формирования нуклеосомы, которые последовательно 

расположены друг за другом на расстоянии ~20-60 п.н. линкерной ДНК. Между нуклеосомами 

обнаруживают гибкие взаимодействия, которые нерегулярным образом складывается в 

структуры более высокого порядка [126]. 

Нить хроматина затем изгибается так, чтобы обеспечить функциональное взаимодействие 

между цис-регуляторными элементами. По линейному расположению в геноме энхансеры 

располагаются на расстоянии от целевых промоторов. Но для того, чтобы вызвать активацию 

гена энхансеры сближаются с промотором посредством образования хроматиновой петли. 

Хроматиновые петли — универсальная структура генома для многих организмов. Одним из 

хорошо известных примеров является область контроля локуса (LCR) кластера β-глобина, 

который сильно взаимодействует посредством дальних хроматиновых петель со своими 

целевыми генами в эритроидных клетках (где активен ген β-глобина), но слабо или совсем не 

взаимодействуют в других клеточных типах, например, стволовых или нервных клетках [72]. В 

поддержании энхансер-промоторных петель также могут участвовать медиаторы и ТФ, 

например, Yin Yang 1 (YY1) [127]. Хроматиновая петля может объединять несколько 

энхансеров, образуя кластеры суперэнхансеров, которые совместно обеспечивают 

значительную активацию гена [128]. 
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Рисунок 2. Иерархия пространственной организации хроматина. 

Следующий уровень упаковки хроматина представлен ТАДами — крупными петлями 

хроматина (порядка 1 Мб), которые формируются в результате выпетливания хроматина 

когезином и ограничены инсуляторными белками CTCF [129]. Внутри ТАДа участки хроматина 

контактируют друг с другом часто, а от остального генома они инсулированы. Поэтому 

считается, что именно ТАДы играют ключевую роль в физическом сближении отдалённых 

энхансеров с промоторами, поддержании их взаимодействия, и главное — ограничении 

неспецифических цис-регуляторных взаимодействий. Кроме того, пространственное разделение 

генома на ТАДы коррелирует со многими линейными характеристиками, например, 

модификациями гистонов, координированной экспрессией генов, временем репликации [84]. 

Уровень выше обусловлен взаимодействиями геномных регионов со схожей 

характеристикой хроматина, похожими типами модификаций гистонов и связывающих 

хроматин белков. Регионы эухроматина кластеризуются вместе и отдельно от них 

кластеризуются регионы гетерохроматина. По этим взаимодействиям их называют 
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компартментами A (активный) и B (неактивный); хотя в А компартментах встречаются 

неактивные районы, а в B — транскрибируемые [119]. Для А компартмента характерны 

модификации гистонов активного хроматина, большая плотность активных генов и доступность 

хроматина. B компартмент обеднён генами, жёсткий и компактный. Было показано, что этот 

уровень организации участвует в поддержании механической жёсткости ядра и хромосом, 

поскольку разрушение гетерохроматина с помощью деградации HP1 белка размягчает ядро 

[130]. При этом в одном компартменте могут объединяться как внутри-, так и межхромосомные 

области [131]. Компартменты связаны с различными ядерными структурами, например, 

компартменты А находятся во внутренней части ядра, а компартменты B — на периферии ядра, 

связываясь либо с ядерной ламиной, формируя ламина-ассоциированные домены, либо с 

ядрышком, формируя ядрышко-ассоциированные домены [132]. Разделение компартментов 

происходит по механизму фазовой сепарации — процесс разделения фаз, который напоминает 

несмешивающуюся смесь масла и воды. Некоторые связывающие хроматин белки, имеющие 

внутреннюю неупорядоченную структуру (IDR), могут образовывать подобные жидкости 

конденсаты, которые помогают разделять области активного (эухроматин, А компартмент) и 

неактивного (гетерохроматина, B компартмент) хроматина. Когда локальная концентрация белка 

с IDR превышает некоторый порог, например, при связывании с определенной эпигенетической 

меткой, это может привести к спонтанной агрегации как IDR, так и связанных с ними областей. 

Сформированные конденсаты могут иметь различные физические свойства в зависимости от 

компонентов [133]. Фазовую сепарацию B компартмента направляет белок гетерохроматина 

HP1, который связывает H3K9me3-маркированный хроматин, а также белки группы Polycomb 

опосредуют фазовую сепарацию H3K27me3-маркированного хроматина. Фазовую сепарацию A 

компартмента направляют ТФ BRD4, TAF15, FUS; модификация активного хроматина H3K27ac; 

РНК и РНК-связывающие белки; а также РНК полимераза II может способствовать разделению 

фаз в активных областях, таких как суперэнхансеры, через внутренне неупорядоченный 

C-концевой домен. Таким образом, области эухроматина и гетерохроматина разделены в 

пространстве ядра, и гетерохроматин, располагаясь на периферии ядра, формирует домены 

хроматина, ассоциированные с ламиной или ядрышком.  

Наиболее высокий уровень организации представлен хромосомными территориями — 

обособленными областями ядра, занятыми отдельными хромосомами, которые редко 

смешиваются. При этом гомологи необязательно располагаются рядом в интерфазе. Данные 

Hi-C подтвердили, что взаимодействия между локусами одной хромосомы происходят гораздо 

чаще, чем взаимодействия в транс-положении, между разными хромосомами [82]. Внутри 

каждой хромосомной территории расположение геномных регионов коррелирует с 
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транскрипционной активностью: в основном, регионы, обогащенные транскрибируемыми 

генами, располагаются на краю хромосомной территории [134].  

Таким образом, выделяют пять основных уровней упаковки хроматина в интерфазном 

ядре. Хотя каждый уровень связан с определённым клеточным процессом, приписывание 

функциональной роли в нём упаковке хроматина требует осторожности. Пространственные 

структуры возникают в результате определенных клеточных механизмов, таких как 

компартментализация, экструзия петель, транскрипция, и их взаимодействие, и могут являться 

следствием этих механизмов, не имея собственного функционального значения. Хромосомные 

территории — это побочный продукт последнего митоза и снижения подвижности хромосом; 

ТАДы это результат работы механизма выпетливания хроматина. Тем не менее, изучение 

пространственной структуры хроматина представляет ценность. Леонид Мирный и Ирина 

Соловей предложили элегантное сравнение: особенности, наблюдаемые в данных Hi-C или 

микроскопии, являются ценными, поскольку позволяют делать выводы о глубинных процессах, 

подобно тому, как колебания света от далеких звезд помогают обнаруживать и характеризовать 

свойства и динамику экзопланет, не видимых по отдельности [135]. 

1.2.4 Молекулярный механизм формирования ТАДов 

Белковый комплекс когезин обеспечивает формирование ТАДов, а деградация его 

субъединиц приводит к исчезновению ТАДов по всему геному [136, 137]. Механизм этого 

процесса впервые доказали с помощью флуоресцентной визуализации отдельных молекул в 

реальном времени: когезин находится в основании петли хроматина и увеличивает петлю путем 

экструзии [138, 139].  

Когезин имеет трехкомпонентную кольцевую структуру диаметром ~40 нм, состоящую из 

димера белков SMC1/SMC3, содержащих структурный мотив спиральная катушка (coiled coil), 

и внутренне-неупорядоченного белка клейзина RAD21, к которому присоединяются 

дополнительные субъединицы (Рисунок 3А). Уплотнение ДНК когезином требует гидролиза 

аденозинтрифосфата (АТФ). Связывание АТФ побуждает когезин сделать шаг в сотни пар 

нуклеотидов — разительное отличие от ранее описанных моторных белков, которые обычно за 

раз перемещаются на одну пару нуклеотидов [140]. Согласно текущим представлениям о 

процессе выпетливания хроматина, кольцо когезина обхватывает ДНК, не размыкаясь и 

находясь в состоянии покоя, в котором димер SMC согнут и сомкнут. После связывания АТФ с 

когезином активированные АТФазные головки SMC заякоревают ДНК, что вызывает 

выпрямление SMC и в промежуток между расцепленными витками димера SMC попадает 

новой участок ДНК — когезин делает шаг. После гидролиза АТФ SMC переходит в сложенное 

состояние, подтягивая захваченный участок ДНК в выдавленную петлю — так петля хроматина 

увеличивается [141]. Этот процесс останавливается столкновением когезина с белком CTCF, 
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который с помощью доменов цинковые пальцы узнает и связывает специфичные сайты ДНК 

[142]. Сайты связывания CTCF являются несимметричными. Для стабилизации петли сайты 

связывания CTCF должны находиться в конвергентном положении (направлены друг к другу), 

чтобы обеспечить связывание N-конца CTCF с комплексом STAG1/2-RAD21 [143–145]. При 

этом действие CTCF может зависеть от напряжения ДНК: при низком напряжении CTCF может 

проходить через когезин внутрь петли, а при более высоком опосредовать смену направления 

выпетливания, останавливать выпетливание или, при высоком напряжении, вызывать 

уменьшение петли [146]. 

In vivo хроматин связан с большим количеством различных элементов такими, как 

нуклеосомы, РНК полимеразы, сплайсосомы, и другие. Можно было бы ожидать, что их связь с 

хроматином может ограничить процесс выпетливания, опосредованный когезином, физически 

препятствую продвижению кольу когезина по ДНК. Но на самом деле даже связанные с ДНК 

наночастицы размером до 200 нм, которые гораздо больше кольца когезина (в 5 раз больше), не 

препятствует движению когезина по ДНК in vitro [147]. Кроме того, эти элементы могут быть 

частью механизма выпетливания. Например, транскрибирующие РНК-полимеразы могут 

действовать как «движущиеся барьеры», препятствуя, замедляя или толкая выпетливающие 

когезины [148]. Также белковые комплексы репликации MCM (поддержание минихромосом) 

могут выступать барьером экструзии петель [149]. 

Выпетливание хроматина когезином является динамическим процессом, с высокой 

скоростью перемещения когезина по ДНК и относительно коротким временем жизни 

стабилизированной петли. По оценкам исследований in vitro, когезин продвигается по ДНК со 

скоростью ~0,5-1 кб/сек [138, 139]. Недавнее исследование in vivo предлагает более низкую 

оценку скорости ~0,1 кб/сек, при этом границы ТАДов сближаются примерно раз в час на ~6-19 

мин (16% времени) [150, 151]. После связывания с ДНК среднее время пребывания CTCF 

составляет ~30 мин [146]. Поскольку когезин-опосредованное выпетливание хроматина 

является динамическим процессом, структура ТАДов может различаться в отдельных клетках 

одной ткани [111, 137, 152]. Это связано с тем, что на момент фиксации хроматина при 

подготовке образцов в некоторых клетках когезин выпетливает большую часть хроматина, чем в 

других. Но усреднение пространственных контактов во многих клетках одного типа является 

консервативным. Кроме того, пространственная структура хроматина может различаться между 

клеточными типами, например, для нервных клеток человека характерны более длинные петли 

хроматина и меньшее разделение генома на активные и неактивные компартменты, что 

потенциально может быть связано с большей активность когезина в них [153]. Некоторые 

трехмерные паттерны консервативны среди разных видов, например, вторая диагональ на 

картах Hi-C эритроидных клеток является консервативной особенностью позвоночных [154]. 
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Рисунок 3. (А) Состав белкового комплекса когезин. (Б) Взаимосвязь экструзии петель 
когезином и компартментализации. 

Количество молекул когезина, связанных с хроматином, контролируется балансом 

специфических факторов загрузки и снятия когезина через их взаимодействией с субъединицей 

RAD21. Nipped-B-подобный белок (NIPBL), стабилизированный MAU2, отвечает за загрузку 

когезина на хроматин и активирует транслокацию когезина вдоль ДНК [11]. Деградация NIBPL 

приводит к потере ТАДов и дальних энхансер-промоторных контактов, хотя в целом 

регуляторный контекст не изменяется и большинство энхансер-промоторных контактов 

сохраняются. В свою очередь, WAPL, связанный с PDS5, противодействует NIPBL/MAU2 и 

опосредует высвобождение когезина с хроматина [155, 156]. Деградация WAPL приводит к 

увеличению времени связывания когезина с ДНК и удлинению петель. При этом нормальная 

регуляция динамики когезина и образования петель требует баланса между NIPBL и WAPL, а не 

конкретное абсолютное количество каждого из факторов: деплеция любого из них приводит к 

нарушению экспрессии ~2000 генов, которую можно восстановить ко-деплецией второго 

фактора [157]. 

Ацетилирование когезина дополнительно регулирует его связывание с хроматином и 

удлинение петли [158]. Ацетилтрансфераза ESCO1 ацетилирует SMC3, что облегчает 

связывание PDS5A с когезином и, как следствие, ограничивает длину хроматиновых петель — 

когезин высвобождается с хроматина. Наоборот, деацетилаза HDAC8 способствует удлинению 

петли — когезин связан с хроматином. Ацетилирование когезина, по-видимому, контролирует 

удлинение петли независимо от канонической роли в защите когезина от WAPL. Во время 

S-фазы клеточного цикла когезеин-STAG1 формирует более стабильные петли (могут 
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существовать до 1 ч), благодаря защите от разгрузчика WAPL с помощью опосредованного 

ESCO1 ацетилирования субъединицы SMC3 [159]. 

Когезин замедляет подвижность хроматина и ограничивает компартментализацию 

(Рисунок 3Б) [150]. Деплеции субъединицы когезина RAD21 или NIPBL приводят к укорочению 

петель и разделению на компартменты участков, которые в норме ограничены ТАДом, 

предполагая, что экструзия петель предотвращает образование компартментов [11, 136, 155, 

156]. Напротив, в клеточных линиях, лишённых разгрузчика когезина WAPL, размер петель 

увеличивается, а степень компартментализации падает [155]. Вероятно, экструзия петель 

когезином может вытягивать участки хроматина в компартмент, который не соответствует его 

состоянию хроматина. Поэтому, когда экструзия петель достаточно сильная, каждый ТАД 

становится единицей фазовой сепарации. А когда экструзия петель неактивна, то 

компартментализация управляется только локальным состоянием хроматина.  

Таким образом, выпетливание хроматина когезином формирует ТАДы и может принимать 

участие в ключевых ядерных процессах, таких как регуляция экспрессии генов, репарация ДНК 

[160, 161] и V(D)J рекомбинация [162]. 

1.2.5 Обнаружение сайтов связывания CTCF в геноме 

Границу ТАДа определяют конвергентно направленные сайты связывания CTCF (CTCF 

binding sites, CBS). Основной мотив CBS имеет длину около 15 пар нуклеотидов и представляет 

собой последовательность CCGCGNGGNGGCAG, в базе данных JASPAR MA0139.1, которая 

является консервативной среди позвоночных [142]. CTCF связывает эту последовательность с 

помощью цинковых пальцев 3–7, а остальные цинковые пальцы (всего их 11) могут связывать 

дополнительные последовательности выше или ниже основного мотива для стабилизации [163]. 

Модульная природа цинковых пальцев позволяет CTCF связываться с CBS, несмотря на 

возможные замены в консенсусной последовательности [164]. Для прогнозирования 

потенциальных CBS применяют сканирование генома на основе последовательностей 

известных мотивов связывания CTCF. 

Но наличие последовательности CBS не гарантирует функциональное связывание CTCF. 

Доступность хроматина и тканеспецифичные факторы определяют связывание CTCF с 

конкретным сайтом. Хотя CTCF может связывать как открытый, так и закрытый хроматин, но 

CBS в закрытом хроматине преимущественно имеют более слабый сигнал связывания CTCF и с 

меньшей вероятностью обеспечивают инсуляцию [165, 166]. Кроме того, метилирование CpG 

препятствует связыванию CTCF [25]. Эта особенность может обеспечивать переключение 

доступности CBS в зависимости от типа клеток, поскольку метилирование CpG в них 

различается между клеточными типами [167, 168]. В связи с этим, широкое распространение 

получили подходы к определению CBS, основанные на детекции антителами взаимодействия 
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CTCF с хроматином и последующим секвенированием — прямое обнаружение участков ДНК, с 

которыми связан CTCF. Среди них метод иммунопреципитации хроматина (ChIP-seq), а также 

методы, в которых иммунопреципитация не требуется, поскольку связывание антител 

сопровождается фрагментацией хроматина с помощью микрококковой нуклеазы (CUT&RUN) 

[169] или Tn5 транспозазы (CUT&Tag) [170]. Хотя CUT&RUN и CUT&Tag позволяют получить 

большее разрешение, ChIP-seq остается распространенным и надежным подходом. 

Количество CBS в геноме зависит от типа клеток и статуса хроматина, но у 

млекопитающих в среднем определяют 60 000 CBS в каждом типе клеток (примерно от 30 000 

до 80 000) и около 105 000 CBS между разными клеточными типами [167, 168, 171] . При этом 

большинство CBS специфичные для клеточного типа, а конститутивных сайтов около 20 000. 

~50% CBS внутригенные, тогда как 35% внутригенные и остальные близки к промоторам [167]. 

Таким образом, для обнаружения CBS в геноме применяют два подхода, которые 

дополняют друг друга. Методы анализа ДНК-белковых взаимодействий (ChIP-seq, CUT&RUN, 

CUT&Tag) позволяют выявить, какие сайты связывания действительно заняты CTCF. Анализ 

последовательности говорит о направлении CBS, по которому можно предположить его вклад в 

установление границы ТАДа. Эти подходы широко используют в работах, изучающих 

последствия нарушения ТАДов. Поскольку CTCF образует границы ТАДов, то удаление его 

сайтов связывания является распространённым способом для нарушения структуры ТАДов. 

1.2.6 Последствия нарушения ТАДов 

Понять функциональное значение ТАДов можно из наблюдений за их нарушениями в 

эволюционных событиях, клинических случаях, экспериментальном моделировании. 

Изменение структуры ТАДа может привести к установлению нового паттерна активности 

генов, потенциально представляющего эволюционное преимущество. Примером такой 

перестройки ТАДов является одна из адаптаций кротов к подземному образу жизни — 

повышение концентрации тестостерона у самок [172]. У млекопитающих пол определяется 

генетически, но некоторые виды кротов вносят исключение: самки с хромосомами XX имеют 

одновременно женские и мужские признаки в фенотипе. Хотя самцы этих видов имеют 

нормальные тестикулы; самки имеют овотестис, состоящий из яичника и семенников, при этом 

последние не содержат в себе фертильных половых клеток, но содержат прочие мужские 

клетки, например, продуцирующие андрогены клетки Лейдига. Вероятно, это обеспечивает 

развитие мужских признаков в фенотипе (маскулинизированные гениталии, развитая 

мускулатура, агрессивное поведение) и имеет адаптивный смысл в роющей подземной жизни. 

Генетически эта особенность обусловлена аберрантной активностью гена FGF9, который 

определяет развитие семенников и у кротов обеспечивает толерантность женского оогенеза к 

мужскому гормону. Это изменение обусловлено крупной инверсией у кротов (у других 
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млекопитающих её нет), которая затронула ТАД FGF9 и привела к установлению нового 

паттерна регуляции. Таким образом, инверсия ТАДов привела к восприимчивости самок к 

тестостерону. Другое генетическое изменение привело к увеличению уровня андрогенов у 

самок кротов до уровня схожего с самцами, хотя обычно у самцов млекопитающих андрогенов 

больше. Это произошло в результате специфичной для кротов интра-ТАДовой трипликации 

энхансеров фермента CYP17A1, который контролирует синтез андрогенов. Таким образом, 

ТАДы могут изолировать локус для перенастройки регуляторного контекста без последствий 

для регуляции вокруг локуса. Эта особенность ТАДов находит применение для интеграции 

новых генов в уже существующие регуляторные ландшафты и установления собственной 

независимой регуляции. Примером этого служит возникновение гена Zfp42, который кодируют 

специфичный для плацентарных млекопитающих маркёр плюрипотентности, в ТАДе без 

адаптации или нарушения консервативной экспрессии гена Fat1, кодирующего белок семейства 

кадгеринов [173]. В этом ТАДе неперекрывающаяся экспрессия двух генов в различных 

клеточных типах была настроена с помощью эпигенетических характеристик, меток активного 

хроматина H3K27ac и метилирования ДНК. Таким образом, изолированность внутри ТАДа 

регуляторного контекста может выступать объектом для эволюции организмов.  

Но возникновение новых характеристик, дающих эволюционное преимущество, в 

результате перестройки ТАДов, вероятно, является редким событием. Мутации, приводящие к 

слиянию ТАДов, находятся под отрицательным отбором [174]. Чаще нарушения границ ТАДов 

приводят к перенаправлению регуляции генов, вызывая развитие заболеваний. Например, 

острый миелоидный лейкоз связан с накоплением аномальных клеток крови и имеет крайне 

неоднородное клиническое течение, обусловленное аберрантной экспрессией различных 

протоонкогенов. При этом 63% таких протоонкогенов находятся в изменённых ТАДах [175]. 

Нарушение границ ТАДов может снижать инсуляцию энхансеров и приводить к эктопической 

активации генов — захвату энхансера (enhancer hijacking). В таких случаях протоонкогены 

могут активироваться одними и теми же энхансерами у разных пациентов, а также возможны 

другие случаи, при которых один ген может взаимодействовать с несколькими энхансерами или 

один энхансер — с разными генами. Аналогичным образом происходят более редкие события 

захвата сайленсера (silencer hijacking), которые приводят к снижению экспрессии гена в 

результате установления нового пространственного взаимодействия с сайленсером. Явления 

захвата энхансеров и сайленсеров хорошо известны для онкологических заболеваний, но не 

ограничиваются ими.  

Пространственная организация хроматина может стать важным инструментом для 

понимания редких генетических заболеваний. Один из таких примеров — клинический случай 

прогрессирующей эктопической кальцификации, при которой у пациента наблюдалась 
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сниженная подвижность вследствие эктопического отложения кальция в суставах, которое 

позже распространилось на мышцы, превращая соединительную ткань в костную [176]. 

Причиной патологии оказалось встраивание дуплицированного фрагмента активного участка 

хроматина в участок неактивного хроматина. Это привело к распространению активности и 

эктопической активации гена ARHGSP36, который участвует в сигнальных путях, связанных с 

формированием костной ткани. Помимо этого, дуплицированный фрагмент частично оказался 

заглушен под влиянием нового окружения, а частично сохранил свою независимую активность 

в отдельном ТАДе. Таким образом, хотя целостность ТАДов и регуляторных паттернов тесно 

переплетены, сложно предсказать последствия их нарушения на конкретные гены. 

Для решения этой проблемы широкое распространение получил подход по нарушению 

целостности ТАДов с помощью удаления CBS на границе ТАДа в клеточных линиях или 

животных. Одним из первых исследований, применивших этот подход, было моделирование на 

мышах нарушения ТАДа, содержащего ген EPHA4, при пороках развития конечностей 

человека: брахидактилии, полидактилии, акропекторно-позвоночной дисплазии [4]. Для 

моделирования этих пороков были созданы мыши, у которых с помощью CRISPR/Cas9 системы 

были вызваны те же нарушения границ ТАДов, что и у пациентов (делеции, инверсии, и 

дупликации). Оказалось, что развитие этих заболеваний было связано с тем, что энхансеры 

конечностей, обычно связанные с геном Epha4, эктопически активировали гены в соседних 

ТАДах: Wnt6, Pax3, Ihh. Таким образом, в результате нарушений границ ТАДов смогли 

получить мышиную модель пороков развития конечностей человека. Другое исследование 

показало, что дупликация границы между ТАДами Kcnj2 и Sox9 у мышей привела к 

образованию нового ТАДа, эктопической активации Kcnj2 и установлению синдрома Кука — 

ещё одного нарушения развития конечностей [177]. Хотя дупликация более мелкого сегмента 

того же локуса в пределах ТАДа SOX9 вызывает другой фенотип у людей, фенотип реверсии 

пола [178]. Исследование врождённого порока расщепления кисти/ступни у человека показало, 

что гены Lbx1 и Fgf8 располагаются в соседних ТАДах и имеют различную экспрессию в 

тканях, а дупликация или инверсия в локусе нарушает границу ТАДов между ними и вызывает 

эктопическое взаимодействие энхансеров Fgf8 с геном Lbx1, приводя к неправильной 

экспрессии Lbx1 [7]. Таким образом, нарушения границ ТАДов, содержащих гены раннего 

развития конечностей, может иметь патологические последствия для организма. 

Но нарушения ТАДов, влияющие на экспрессию генов, были обнаружены и в других 

системах организма, а также при онкологических заболеваниях. При Т-клеточном остром 

лимфобластном лейкозе делеции границ ТАДов приводят к активации протоонкогенов. 

Повторение делеций в клеточной линии человека HEK-293T привело к изменениям 

пространственной организации хроматина и активации протоонкогенов [3]. Исследование семей 
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с сердечной патологией, включающей дисфункцию синоатриального узла, мерцательную 

аритмию и дефекты развития, выявило, что делеция двух CBS приводила к слиянию ТАДов и 

установлению новых контактов хроматина, что нарушало экспрессию гена PITX2 [179]. Причём 

в синоатриальном узле наблюдалась эктопическая активация гена, а в желудочке — снижение 

его активности. PITX2 является ТФ, участвующим в регуляции лево-правой асимметрии 

органов, развития сердца и электрофизиологических свойствах левого предсердия. 

Эксперименты на мышах и индуцированных плюрипотентных стволовых клетках (ИПСК) 

подтвердили, что эта делеция приводила к клиническому фенотипу пациентов. Нарушения 

границы ТАДа, который содержит ген Epb41l4a, приводит к аберрантной регуляции соседнего 

гена Nrep, который играет решающую роль в развитии нервной системы, что потенциально 

может быть связано с неврологическими отклонениями [180]. Центр инактивации X-хромосомы 

содержит гены некодирующих РНК Xist и Tsix, и представлен двумя ТАДами, каждый из 

которых содержит один из этих генов. Инверсия, которая переносит промотор одного из генов в 

ТАД другого привела к перенастройке их экспрессии и нарушила процесс инактивации 

X-хромосомы: Xist активировался преждевременно в мужских и в женских плюрипотентных 

клетках, а Tsix сохранял аберрантную экспрессию во время дифференцировки [181]. Таким 

образом, разделение регуляторных паттернов с помощью ТАДов обеспечивает нормальное 

развитие различных частей организма. 

CBS вносят разный вклад в формировании границ ТАДа. Гены Fgf3, Fgf4, и Fgf15, 

участвующие в раннем развитии, расположены в одном ТАДе, центромерная граница которого 

сформирована четырьмя сайтами CTCF. Удаление этого CTCF кластера привело к 

эктопическому взаимодействию генов с энхансерами, активными в развивающемся мозге [182]. 

Эктопическая активация генов FGF привела к перинатальной летальности у мышей с развитием 

фенотипа энцефалоцеле и орофациальной расщелины. Достаточным для появления этих 

эффектов оказалось удаление всего одного мотива CTCF из кластера — это также приводило к 

эктопической активации Fgf3, Fgf4 и формированию энцефалоцеле. Таким образом, один сайт 

CTCF может играть ключевую роль в инсуляции. Поскольку гены этого локуса разделены 

сайтами CTCF, это позволило дополнительно оценить их роль в инсуляции. Но результат их 

делеций был разным: делеция CTCF сайтов между генами Fgf3 и Fgf4 не привела к серьёзным 

изменениям экспрессии, а делеция CTCF сайтов между генами Fgf4 и Fgf15 оказалась 

летальной и привела к формированию аномалий мозга и сердца. Это согласуется с другой 

работой, которая показала, что инсулирующая способность конкретного CBS на границе ТАДа 

не коррелирует с его занятостью CTCF [183].  

Нарушения границы ТАДов может приводить не только к захвату энхансера другим геном, 

но и к потере активации энхансером целевого гена, как показано для SOX17 [184]. Таким 
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образом, ТАДы могут выполнять двойную функцию: ограничивать неспецифическое влияние 

энхансеров и способствовать взаимодействию энхансера с промотором за счёт их 

пространственного сближения в ядре. Возможно, ТАДы, содержащие только один ген (как в 

случае SOX17), требуют более надежной инсуляции CTCF на границе ТАДов, поскольку в той 

же работе нарушение CTCF в ТАДе, содержащем несколько генов (в числе которых NANOG), не 

вызывало фенотипических или экспрессионных изменений. Кроме того, на основании 

недавнего исследования локуса Gbx2 был предложен механизм совместной роли генов раннего 

развития и сайтов CTCF в обеспечении надежной инсуляции регуляторных элементов [185]. 

При этом гены развития могут способствовать инсуляции через неструктурные механизмы, 

например, конкуренцию промоторов за взаимодействие с энхансером, за 

скорость-лимитирующие факторы (транскрипционные факторы, РНК полимеразу II), 

необходимые для транскрипции. Таким образом, после установления новых пространственных 

контактов в локусе в результате нарушения структуры ТАДов гены могут одновременно 

активироваться одним энхансером или конкурировать за взаимодействие с ним.  

Помимо структурных вариантов генома, к нарушениям границ ТАДов приводит 

изменение метилирования ДНК. Гиперметилирование замещает связывание CTCF в сайтах 

посадки на границах ТАДов, что нарушает структуру ТАДов [10, 175]. Аналогичный эффект 

наблюдали в исследовании глиом с мутациями, активирующими изоцитратдегидрогеназу (IDH). 

В таких глиомах по всему геному оказываются гиперметилированы сайты посадки CTCF, из-за 

чего нарушено связывание белка CTCF на границах ТАДов, а это приводит к активации 

протоонкогена Pdgfra и дальнейшему глиомагенезу. Важность ТАДов доказана на глиомосферах 

без мутаций IDH: если нарушить границы ТАДов, то Pdgfra активируется [10]. 

Хотя многие нарушения регуляции, ассоциированные с заболеваниями, связаны с 

изменениями структуры ТАДов, большинство изменений ТАДов не влияет на экспрессию генов 

[175, 186]. Анализ нескольких типов онкологических заболеваний даёт оценку, что только 14% 

делеций границ ТАДов приводили к изменению экспрессии близлежащих генов более чем в два 

раза. А исчезновение инсуляции ТАДов по всему геному при деплеции CTCF или когезина не 

вызывает глобальных транскрипционных эффектов [11, 12]. 

Эта проблема находит отражение и во многих исследованиях, которые используя тот же 

подход удаления CTCF сайтов на границах ТАДов, не обнаруживают изменения экспрессии. В 

зачатках конечностей разные подгруппы кластера генов HoxD последовательно отвечают на 

регуляторные сигналы: сначала на проксимальный, затем на дистальный. Эти две регуляции 

исключают друг друга и исходят от двух различных ТАДов, фланкирующих HoxD. 

Проксимальный регулятор представлен ТАДом, разделённым на два суб-ТАДа. Нарушения 

структуры этого субТАДа (делеции или инверсии границы, инверсия всего суб-ТАДа) 
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приводили к неточной регуляции транскрипции HoxD во времени: HoxD экспрессировался 

нормально, но несвоевременно [187]. Это может означать, что присутствие энхансеров, а не их 

точное расположение или конкретная пространственная организация хроматина, является 

ключевым фактором для регуляции экспрессии генов 

Даже объединение двух соседних ТАДов может не оказывать серьёзного влияния на 

экспрессию генов. В исследовании на важном гене развития Shh также не обнаружили 

изменений экспрессии в результате нарушения границ ТАДов. Хотя делеции сайтов посадки 

CTCF действительно приводили к нарушению пространственной организации ТАДов, но 

экспрессия Shh устойчива к этим изменениям. Авторы предполагают, что ТАДы обеспечивают 

необходимое для нормальной экспрессии стабильное окружение для накопления регулирующих 

элементов при эволюции, но целостность ТАДов не существенна для активации гена [14]. В 

работе на зачатках конечностей мыши в локусе Sox9/Kcnj2 удалили основные сайты посадки 

CTCF, что привело к слиянию ТАДов, но не повлияло на экспрессию генов. Изменения были 

достигнуты лишь инверсией или изменением положения границ ТАДов. Из этой работы можно 

заключить, что либо ТАДы обеспечивают точность регуляции, но не являются её неотъемлемым 

компонентом, либо имеют разную роль в зависимости от локуса [13]. 

В некоторых случаях энхансер может взаимодействовать с промотором даже через CBS. 

Например, встройка дополнительных сайтов CTCF между геном Sox2 и его энхансером хотя 

приводит к формированию границ с различной степенью инсуляции и коррелирующим с ней 

понижением уровня транскрипции Sox2, но не вызывает полную потерю экспрессии в 

эпибласте и в нервной ткани, поэтому вставки сайтов CTCF не смогли нарушить имплантацию 

и нейрогенез [188]. Но этот эффект был тканеспецифичным, в передней кишке эмбриона Sox2 

стал неактивным под влиянием инсуляции наиболее сильного встроенного барьера CTCF, в 

результате чего передней кишке не удалось разделиться на отделы и развился 

трахеопищеводный свищ, при котором одна трубка соединяет глотку с легкими и желудком. 

Основные исследования, которые изучают, как делеции сайтов CTCF на границах ТАДов, 

влияют на экспрессию генов, собраны в таблице 1. Многие из них направлены на изучение 

генов раннего развития, поэтому в качестве моделей используют мышей или стволовые клетки. 

Некоторые исследования, демонстрирующие зависимость экспрессии генов от структуры 

ТАДов, были основаны на описанных заболеваниях, связанных с перестройкой активации в 

конкретном локусе. Тогда удаление границ CTCF позволяло воспроизвести этот патологический 

фенотип и чаще приводило к положительному результату. Кроме того, в работах могли быть 

затронуты регуляторные элементы, а не только сайты CTCF.  
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Таблица 1. Список ключевых исследований влияния делеций CTCF сайтов на границе ТАДов 

на экспрессию генов. 

Локус Модель Размер делеции Источник 

Удаление сайтов CTCF на границе ТАДа привело к изменению экспрессии генов 

HoxA ЭСК, мотонейроны 9 п.н. [189] 

PDGFRA IDH глиома-сферы 10 п.н. [10] 

HoxD In vivo (мышь) 1,5 кб, 20 кб [187] 

TAL1/CMPK1, 
LMO2/CAPRIN1 

HEK-293T 400 п.н., 25 кб [3] 

SOX17, NANOG ИПСК 5 кб, 2 кб [184] 

Tbx5/Lhx5, Twist1/Ahr In vivo (мышь) 21, 13 кб [190] 

Pitx2 In vivo (мышь), ИПСК 15 кб [179] 

Fgf3, Fgf4 In vivo (мышь), мЭСК ~24 кб, 8,5 кб, ~150 п.н. [182] 

Shh/Mnx1 мЭСК 35 кб [14] 

Tsix/Xist мЭСК 58 кб [83] 

HoxD In vivo (мышь) ~40–90 кб, 350 кб [191] 

Epha4/Pax3 In vivo (мышь) 1,7 Мб [4] 

Удаление сайтов CTCF на границе ТАДа не привело к изменению экспрессии генов 

Shh/Mnx1 мЭСК 1 кб [14] 

Sox9/Kcnj2 In vivo (мышь) 6 кб [13] 

Fgf3/Fgf4 In vivo (мышь), мЭСК 6 кб [182] 

Smad7/Smad2,  
Sim1/Rfx6, 
Tbx3/Tbx5, 
Neurog2/Pitx2, 
Dmrt1,3/Dmrt2 

In vivo (мышь) 11–72 кб [190] 

HoxD In vivo (мышь) ~20–30 кб [191] 

Модель выпетливания хроматина когезином предполагает, что нарушение этого 

механизма, например, за счёт нарушения связывания CTCF на границах ТАДов, может привести 

к потере инсуляции и эктопическим взаимодействиям энхансера с промотором, вызывая 

аберрантную активацию гена. Действительно, такие эффекты наблюдались во многих 

исследованиях. Однако нарушение доменов хроматина не всегда влияет на регуляцию генов или 
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влияет на физиологические процессы. Например, in vitro быстрая деградация когезина или 

CTCF приводит к исчезновению ТАДов, но влияние на транскрипцию минимально. Нарушение 

некоторых доменов хроматина оказывает незначительное влияние на регуляцию генов и 

развитие животных. Таким образом, на данный момент накоплено много данных о роли ТАДов 

в регуляции генов, однако многие исследования представляют противоположные результаты. А 

главный вывод, который можно сделать на основании обобщения этих результатов, это 

зависимость эффекта от локуса. Исследования большего количества различных локусов скорее 

добавляют примеры в пользу одного из вариантов: ТАДы важны или неважны для регуляции 

экспрессии. Мы решили подойти к этой проблеме, задав вопрос: что разного может быть в 

локусах, что могло бы влиять на последствие нарушения ТАДов для регуляции. 

1.3 Обоснование модели исследования 

Регуляция генов, контролирующих раннее развитие, требует точной координации, 

поскольку паттерны их экспрессии быстро сменяются между стадиями развития, и нарушения 

этого процесса могут иметь серьёзные последствия для организма. В связи с предполагаемой 

регуляторной ролью ТАДов, интересно, обеспечивают ли они пространственно-временную 

координацию экспрессии генов развития. В локусе Kit несколько генов развития расположены 

рядом в геноме, но регулируются независимо. Другим потенциальным преимуществом является 

то, что эти гены не кодируют транскрипционные факторы, нарушение которых может иметь 

сильный эффект в разных системах, из-за чего общая роль ТАДов может быть преувеличена; 

поэтому изучение локуса Kit может позволить сформулировать более универсальную роль 

ТАДов. Таким образом, локус Kit является удобной моделью для исследования механизмов 

взаимодействия ТАДов и регуляции генов в пределах одного локуса. 

1.4.1 Характеристика локуса Kit 

Локус Kit расположен на 5 хромосоме мыши или 4 хромосоме человека и представлен 

тремя генами-регуляторами развития, которые имеют монофилетическое происхождение у 

многоклеточных животных [192]. Ген Kit, а также фланкирующие его гены Pdgfra и Kdr, 

кодируют рецепторные тирозинкиназы, которые участвуют в ключевых клеточных процессах 

таких, как передача сигнала от факторов роста и цитокинов, пролиферация и дифференцировка. 

В соответствии со своей функцией каждый из генов подвержен независимой регуляции и 

отвечает за развитие отдельных клеточных типов. 

Pdgfra, рецептор тромбоцитарного фактора роста альфа (platelet-derived growth factor 

receptor alpha), экспрессируется в клетках мезенхимального происхождения, например, 

фибробластах и гладкомышечных клетках, а также в предшественниках олигодендроцитов. Его 

лиганд — тромбоцитарный фактор роста — изначально был обнаружен, как компонент цельной 

https://www.zotero.org/google-docs/?RO065Y
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сыворотки крови, который стимулирует активный рост фибробластов [193], и впервые был 

выделен из тромбоцитов человека [194, 195]. Сейчас известны пять изоформ тромбоцитарного 

фактора роста, которые активируют α- или β-рецептор в зависимости от своей специфичности 

[196]. Ответ клетки-мишени на стимуляцию зависит от того, какой из двух типов рецепторов 

клетка экспрессирует. Сократительные мезенхимальные клетки (сосудистые гладкомышечные 

клетки и перициты) экспрессируют Pdgfrb, сигналинг через который обеспечивает нормальное 

формирование сосудов при ангиогенезе — мыши с нокаутом Pdgfrb погибают перед или вскоре 

после рождения, поскольку у них развиваются сильное кровоизлияние, при этом многие сосуды 

отсутствуют или истончены, а слабое кровоснабжение вызывает дефекты формирования 

почечных клубочков [197, 198]. Фибробласты и гладкомышечные клетки экспрессируют как 

Pdgfra, так и Pdgfrb. Некоторые клетки экспрессируют только Pdgfra, например, тромбоциты 

[194, 195] и предшественники олигодендроцитов [199–203]. Pdgfra, обеспечивая 

своевременную дифференцировку олигодендроцитов, играет ключевую роль в формировании 

миелиновой оболочки нейронов переднего мозга и спинного мозга мыши, необходимую для 

быстрого сальтаторного проведения нервного импульса и трофической поддержки аксонов 

[204–207]. Кроме того, экспрессия Pdgfra необходима для нормального развития производных 

нервного гребня и формирования сомитов [208, 209]. У гомозиготных по нуль-мутации Pdgfra 

мышей не развиваются производные нервного гребня, что приводит к деформации костей и 

неполному закрытию черепа, а также серьёзным аномалиям скелета, включая расщепление 

позвоночника и сращение ребер и шейных позвонков [210–212]. Такие мыши погибают 

внутриутробно, большинство к 9,5 дню эмбрионального развития (E9.5), а у перешедших этот 

порог эмбрионов хотя начинают развиваться органы мезодермального происхождения, но к E12 

накапливаются их нарушения, например сниженное содержание соединительной ткани, и все 

эмбрионы погибают к E15 [209]. 

Kit экспрессируется в меланоцитах, клетках Кахаля желудочно-кишечного тракта, 

половых клетках, гемопоэтических предшественниках и некоторых их производных, например, 

эозинофилах и тучных клетках [213–217]. Название гена было вдохновлено кошками (Kit от 

слова kitten — котенок): первоначально Kit был обнаружен, как онкоген ретровируса 

фибросаркомы кошек v-kit, а после был описан его клеточный гомолог в ДНК кошки c-kit [218, 

219]. Сейчас равнозначно используют названия Kit, c-Kit, а также SCFR по названию фактора 

стволовых клеток (stem cell factor, SCF), который выступает лигандом рецептора Kit. До того, 

как был идентифицирован Kit, кодирующий его регион был хорошо известен, как white-spotting 

(W) локус, поскольку мутации в нём приводят к ярко выраженным изменениям в раннем 

развитии, среди которых депигментации кожи, анемия, нарушение моторики кишечника, 

недостаточность тучных клеток, стерильность; а гомозиготные мутации летальны [220–224]. 
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Эти нарушения обусловлены тем, что сигналинг через Kit необходим для миграции и 

дифференцировки клеток, которые участвуют в кроветворении и работе кишечника, 

обеспечивают пигментацию, и поддерживают фертильность. В раннем развитии Kit и его 

лиганд SCF экспрессируются вдоль путей миграции клеток и в конечных точках накопления 

первичных половых клеток и меланоцитов, в кроветворных тканях (включая желточный мешок, 

печень плода и костный мозг), кишечнике и центральной нервной системе [225–227]. Многие 

клетки экспрессируют Kit временно в период созревания, например, производные 

гемопоэтических предшественников теряют экспрессию Kit по мере дифференцировки [228, 

219]. Некоторые клетки экспрессируют Kit и в зрелых клетках для выполнения своих функций, 

например, Kit участвует в запуске дегрануляции тучных клеток в ответ на антиген [229, 230].  

Экспрессия Kdr ограничена капиллярами и эндотелием кровеносных сосудов, а также 

гемопоэтическими стволовыми клетками [231–233]. Впервые его выделили из клеток печени 

плода [234]. Связывание рецептора Kdr со своим лигандом, фактором роста эндотелия сосудов 2 

(VEGFR-2), запускает процесс ангиогенеза [235]. В этом процессе также участвует другой 

тирозинкиназный рецептор, Flt-1, лигандом которого выступает VEGFR-1. Flt-1 стимулирует 

подвижность эндотелиальных клеток при миграции за счёт реорганизации актина. Kdr же 

обладает более высокой тирозинкиназной активностью и играет ключевую роль в передаче 

сигнала к ангиогенезу; он выступает митогеном, запускает синтез ДНК, а также изменения 

морфологии клеток, и стимулирует миграцию, регулируя клеточную адгезию [236, 237]. 

Мутации в локусе Kit часто связаны со злокачественными процессами. Амплификация 

Pdgfra, Kit или Kdr распространена среди глиобластом [15, 16]. В подгруппе глиом Pdgfra 

аберрантно активируется эктопическим энхансером, что связано с уменьшением связывания 

CTCF [10]. Мутации Kit и Pdgfra, приводящие к конститутивной активации этих генов, часто 

встречаются в опухолях желудочно-кишечного тракта [17]. Аберрантная активация Kit и Pdgfra 

суперэнхансерами, индуцированными онкогенами, необходима для роста и выживания 

лейкозных клеток [18]. Наконец, Kdr считается одним из важнейших проангиогенных факторов 

в ангиогенезе опухолей. Экспрессия Kdr повышается в раковых клетках через аутокринную 

петлю с его лигандом [19]. Таким образом, неправильное взаимодействие энхансеров с 

протоонкогенами может активировать онкогенные сигналы в локусе Kit, что может 

предполагать необходимость поддержания целостности структуры хроматина. 

1.4.2 Гипопигментация у животных от нарушений локуса Kit 

Ген Kit давно привлекает внимание исследователей, поскольку его мутации вызывают 

хорошо различимый доминантный фенотип белых пятен у различных животных, включая 

мышей [220–223], кроликов [238, 239], кошек [240, 241], собак [242], лошадей [243]. У людей 

аналогичный фенотип известен как пьебалдизм — аутосомно-доминантное генетическое 
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заболевание, характеризующееся белыми пятнами на коже и волосах [244]. Этот фенотип 

обусловлен нарушениями меланоцитов, которые вырабатывают тёмный пигмент, меланин. 

Проследить эти нарушения можно в происхождении меланоцитов во время раннего развития.  

Клетки нервного гребня возникают на границе нейроэктодермы во время закрытия 

нервной трубки и генерируют широкий спектр различных типов клеток, в том числе 

меланоциты [245, 246]. Активация Kit в субпопуляции клеток нервного гребня, меланобластах, 

запускает их миграцию по дорсолатеральному пути, ограниченному сомитом и эпидермисом 

(Рисунок 4А). При этом SCF направляет процесс миграции, запуская активацию Kit постепенно 

в разных отделах тела эмбриона. В отсутствии SCF или Kit меланобласты подвергаются 

апоптозу [247]. Мигрирующие меланобласты пролиферируют, увеличивая свою популяцию 

перед дифференцировкой. К стадии E12.5 меланобласты завершают миграцию и 

распределяются в эпидермисе, распространяясь по всей поверхности эмбриона. К стадии E15.5 

начинают формироваться волосяные фолликулы, которые заключают меланобласты. Во 

взрослом организме дифференцированные меланоциты ограничены областью луковицы 

волосяных фолликулов, а в безволосых участках кожи, таких как хвост, уши и лапы, 

меланоциты расположены в межфолликулярном эпидермисе и тесно связаны с базальной 

мембраной. После рождения сигналинг SCF-Kit продолжает участвовать в развитии 

меланоцитов, поддерживая способность стволовых клеток меланоцитов к самообновлению в 

луковице волосяных фолликул и запуская их дифференцировку [248]. Вторым источником 

меланоцитов могут выступать предшественники клеток Шванна, которые мигрируют из клеток 

нервного гребня по вентральному пути (клетки Шванна формируют миелиновую оболочку 

нейронов) [249, 250]. Вероятно, они дают начало меланоцитам, которые локализуются не в 

коже, а во внутреннем ухе, где они способствуют функции слуха, и в сердце, где они участвуют 

в электропроводности и поддержании жесткости сердечных клапанов [251]. Таким образом, 

рецептор Kit, отвечая на внешний сигнал SCF, обеспечивает выживание, пролиферацию и 

миграцию меланобластов.  

Другая роль Kit состоит в запуске синтеза меланина в дифференцированных меланоцитах 

с циклом роста волос, который продолжается в течение всей жизни. Это было подтверждено с 

помощью внутрикожного введения антагониста Kit, которое приводило к градиенту 

депигментированных участков [252]. Передача сигнала через Kit является одним из путей 

активации внутреннего мастер-регулятора меланоцитов — транскрипционного фактора Mitf 

[253]. Mitf начинает экспрессироваться ещё на ранних стадиях развития, одновременно с Kit, и 

регулирует выживаемость меланобластов через антиапоптотический белок Bcl-2, способствуя 

пролиферации [254]. В зрелых меланоцитах Mitf запускает экспрессию генов, обеспечивающих 

синтез меланина и образование меланосом [255, 256], а также участвует в подавлении системы 
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врождённого иммунитета [257, 258]. Тирозиназа — ключевой фермент меланогенеза, 

активируемый Mitf, — окисляет аминокислоту тирозин с образованием продуктов, 

полимеризация которых приводит к формированию меланина [259]. У человека меланин не 

только обеспечивает пигментацию кожи, но и защищает кожу от повреждающего воздействия 

УФ-излучения и, таким образом, предотвращает солнечные ожоги и рак кожи [260, 261]. 

Меланоциты концентрируют меланосомы на кончиках дендритов и передают их в клетки 

внешнего слоя кожи, кератиноциты, в ответ на УФ-излучение [262, 263]. 

Соответственно роли Kit в формировании меланоцитов и меланогенезе, его мутации 

приводят к фенотипам гипопигментации у животных: от отдельных белых пятен до белого 

пояска или полностью белой шкуры (Рисунок 4Б). Выделяют три группы мутаций в локусе Kit: 

white-spotting (Ws, Wv, Wsh, и др.), patch (Ph), rump white (Rw). Кроме того, к фенотипу потери 

пигментации могут приводить мутации некоторых других генов, участвующих в сигнальных 

путях миграции меланоцитов или меланогенеза: Mitf, Pax3, Edn3, Sox10, Snai2 [264]. В 

частности, гипоморфная мутация Mitf может приводить к поседению волос [257]. 

 

Рисунок 4. (А) Классическая модель миграции меланобластов мыши. MSA (migration staging 
area) — зона миграции; Адаптировано из [245]. (Б) Схематическое изображение изменения 
окраса мышей при мутациях в локусе Kit. 
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Группа white-spotting включает разные структурные варианты гена Kit или его 

регуляторных элементов, которые приводят к нарушению функции Kit. Ws мутация 

(классический white-spotting) приводит к сборке усечённой формы белка в результате делеции 

~70 п.н. в трансмембранном домене Kit или точечной делеции, связанной с пропуском экзона и 

нарушением сплайсинга [221, 265, 266]. Гомозиготность Ws/Ws вызывает нарушение 

гаметогенеза и летальна из-за кроветворной недостаточности. Гетерозиготные особи 

жизнеспособны, фертильны, и имеют отдельные небольшие белые пятна на шерсти. Этот 

фенотип вызван снижением выживаемости меланоцитов и их дефицитом в тканях, несмотря на 

нормальную миграцию и дифференцировку меланобластов. Wv (viable) является результатом 

миссенс-мутации в киназном домене Kit, которая влияет на тирозинкиназную активность 

рецептора [265]. Гомозиготы Wv/Wv жизнеспособны, стерильны, а количество меланоцитов в их 

коже снижено. При этом пигментация во внутреннем ухе и слух не изменены, вероятно, 

благодаря независимому пути формирования меланоцитов из предшественников клеток Шванна 

[267]. Таким образом, нарушение кодирующей последовательности Kit в гетерозиготе приводит 

к нарушению дефициту меланоцитов в коже. 

Другой механизм нарушения фенотипа связан с мутацией Wsh (sash, пояс) — инверсией 

регуляторной области, ~72 кб выше гена Kit. Wsh отличается от большинства мутаций в локусе 

Kit тем, что затрагивает тучные клетки и меланоциты, но не другие клеточные мишени Kit [220, 

268]. Поэтому она вызывает менее серьезные нарушения, а мыши Wsh/Wsh жизнеспособны, 

фертильны, имеют лишь легкие нарушения кроветворения и дефицит тучных клеток в коже и 

кишечнике. Мыши Wsh/Wsh целиком лишены пигментации, поскольку не имеют 

Kit-положительных клеток в коже. А мыши Wsh/+ имеют фенотип белого пояса из-за 

уменьшенного количества или дефицита меланобластов в поясничной области. Механизм 

формирования такого фенотипа связан с эктопической активацией Kit в мезенхиме, при этом 

нормальная экспрессия Kit не нарушается. Это приводит к повышенной конкуренции за 

связывание лиганда SCF, а следовательно, и нарушению миграции и дифференцировки 

меланобластов [268]. Аналогичный фенотип и механизм его формирования демонстрируют 

мутации Ph и Rw [269]. 

Patch (Ph) — рецессивная летальная мутация, при которой у гомозигот не развиваются 

производные нервного гребня [210–212]. Ph является крупной делецией ~200 кб, которая 

затрагивает ген Pdgfra целиком, с чем и связана летальность гомозигот. Хотя ген Kit остаётся 

целым, Ph может затрагивать его регуляторные элементы. Гетерозиготность Ph/+ приводит к 

формированию крупного белого пятна на поясе животных. Такой фенотип связан с 

эктопической активацией Kit в клетках, где в норме активен Pdgfra (мезенхиме, зачатках 

конечностей), что приводит к их связыванию SCF. Меланобласты начинают мигрировать 

https://www.zotero.org/google-docs/?5RpzSW
https://www.zotero.org/google-docs/?HptXdn
https://www.zotero.org/google-docs/?PUNWGD
https://www.zotero.org/google-docs/?NnlyxC
https://www.zotero.org/google-docs/?NnlyxC
https://www.zotero.org/google-docs/?8OHjli
https://www.zotero.org/google-docs/?BTYqro
https://www.zotero.org/google-docs/?Sb7rsx
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нормально, но из-за повышенной конкуренции за связывание SCF не могут рассредоточиться в 

дермисе и погибают [270]. При этом Ph/Ph клетки могут дифференцироваться в меланоциты in 

vitro при наличии SCF, а нуль-мутация Pdgfra не приводит к нарушению пигментации — значит 

ген Pdgfra не влияет на формирование и дифференцировку меланоцитов [212]. 

Rump white (Rw) — рецессивная летальная мутация, при которой гомозиготы 

задерживаются в росте на E7.5, не завершают нейруляцию и погибают примерно на E9.5 [271]. 

Она представляет собой крупную хромосомную инверсию (~50 Мб), дистальная точка разрыва 

которой расположена ~200 кб выше Kit, а проксимальная точка разрыва нарушает ген Dpp6 

[272]. Но применение подхода сбалансированных леталей показало, что делеции Dpp6 

дополняют Rw и не связаны с жизнеспособностью мышей, а потенциальным летальным 

фактором могут выступать делеции гена Qdpr внутри инверсии [273]. Мыши Rw/+ имеют 

крупные белые пятна на шерсти с крестцовой и поясничной областей до задних лап. Хотя 

инверсия не затрагивает последовательности генов Pdgfra и Kit и оба гена нормально 

экспрессируются с такой хромосомы, Rw приводит к эктопической экспрессии Kit в дерматоме, 

нервной трубке и сердце на E10.5, что снижает доступность SCF для меланобластов. 

Таким образом, мутации Kit приводят к серьёзным нарушениям организма, гомозиготы 

этих мутаций летальны (Ws, Wsh, Ph, Rw) или стерильны и имеют анемию (Wv). 

Жизнеспособные мутации приводят к дефектам пигментации кожи, которые могут развиваться 

по двум механизмам: дефицит меланоцитов в коже при нормальной миграции (Ws, Wv); 

нарушение миграции меланобластов из-за снижения доступности SCF в результате 

эктопической активации Kit (Wsh, Ph, Rw). Привлекает внимание преимущественное 

расположение этих мутаций выше гена Kit. Это может указывать на расположение ключевых 

регуляторных элементов гена Kit, нарушение которых вызывают описанные мутации, в 

дополнение к эктопическим взаимодействиям с новыми энхансерами. 

1.4 Заключение к обзору литературы 

На данный момент хорошо описаны уровни пространственной организации хроматина и 

механизмы их формирования, но их функциональное значение требует дальнейшего 

исследования. Особое внимание привлекают ТАДы благодаря их потенциальной роли в 

регуляции генов. Некоторые исследования показывают, что нарушение ТАДов приводит к 

изменениям экспрессии генов — такие эффекты наблюдаются в ходе эволюции [172], при 

заболеваниях [175, 176] и в экспериментальных моделях [3, 4, 7, 10]. Но другие работы 

сообщают о минимальных эффектах [13, 14, 187], что указывает на то, что механизмы 

регуляции генов остаются недостаточно понятными. Известно, что регуляторные механизмы, 

такие как доступность хроматина, могут различаться в разных тканях одного организма. Но, 

https://www.zotero.org/google-docs/?FxA8dn
https://www.zotero.org/google-docs/?rMaxIQ
https://www.zotero.org/google-docs/?hAwRyP
https://www.zotero.org/google-docs/?I2SWs1
https://www.zotero.org/google-docs/?NWenvC
https://www.zotero.org/google-docs/?pJvpNY
https://www.zotero.org/google-docs/?XaXGR0
https://www.zotero.org/google-docs/?UCJB3h
https://www.zotero.org/google-docs/?kftvlU
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насколько нам известно, ранее не изучалось влияние одного и того же нарушения 

пространственной организации хроматина в различных типах клеток.  

Локус Kit представляет собой перспективную модель для такого рода исследований. Он 

включает три гена развития, которые расположены рядом в геноме, но регулируются 

независимо. Это делает Kit удобным объектом для изучения того, как пространственная 

организация хроматина может обеспечивать специфичность регуляции. Хотя мутации в этом 

локусе и его регуляторные элементы были частично охарактеризованы, его пространственная 

организация хроматина и её роль в регуляции остаются неизученными. Сравнение 

пространственной структуры хроматина в локусе Kit в разных типах клеток мыши, особенно 

при нарушении границ ТАДов, может расширить понимание механизмов регуляции генов.
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 Глава 2. Материалы и методы 

2.1 Буферы 

Таблица 2. Список буферных растворов, использованных в работе. 

Буфер Состав 

PBS Медиген, PBS500 

FC буфер 10% FBS в PBS 

TE 1× 10 мМ Трис-HCl pH 8,0, 0,1 мМ ЭДТА 

TAE 1× 40 мМ Трис-HCl, рН 7,6, 20 мМ уксусная кислота, 1 мМ ЭДТА 

Буфер для 
Taq-полимеразы 10× 

650 мМ Трис-HCl, pH 8,9, 160 мМ сульфат аммония, 15 мМ MgCl2 

Буфер для внесения  
в агарозный гель 6× 

60% глицерол, 20 мМ Трис-HCl pH 8,0, 60 мМ ЭДТА, pH 8,0, 0,5% 
SDS, 0,3 мг/мл ксиленцианола 

Лизирующий буфер 
cHi-C 

150 мМ Tris-HCl pH 7,5, 140 мМ NaCl, 0,5% NP-40, 1% Triton X-100, 
1x Complete Mini EDTA-free ингибиторы протеаз 1× (Roche, 
#11836170001) 

Лизирующий буфер 
ChIP-seq 

10 мМ Трис pH 7,5, 1 мМ ЭДТА, 0,4–1% SDS, 0,1% дезоксихолат 
натрия, 1% Triton X-100, Complete Mini EDTA-free ингибиторы 
протеаз 1× (Roche, #11836170001) 

ChIP-seq буферы для 
отмывки 

лизирующий буфер (0,1% SDS); лизирующий буфер с 0,5 M NaCl; 
LiCl буфер (0,25 M LiCl, 0,5% IGEPAL-630, 0,5% дезоксихолат 
натрия); TE (pH 8,0) с 0,2% Triton X-100; TE (pH 8,0) 

2.3 Коммерческие наборы 

Таблица 3. Список коммерческих наборов, использованных в работе. 

Набор Задача Производитель 

Aurum Total RNA mini kit Выделение РНК Bio-Rad, 7326820 

KAPA Hyper Prep kit Подготовка библиотек к секвенированию Roche 

ChIP DNA Clean & 
Concentrator kit 

Выделение ДНК для ChIP-seq Zymo Research, D5205 
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2.2 Антитела и белки 

Таблица 4. Список антител и белков, использованных в работе. 

Белок Задача Рабочая концентрация Производитель 

Taq-полимераза Синтез ДНК 1 е.а. / мл Биоспецифика, 
TAQ-01 

Протеиназа K Деградация белков 50 мкг New England Biolabs, 
P8107S 

DpnII cHi-C 400 е.а. New England Biolabs, 
R0543M 

Т4 ДНК лигаза cHi-C 50 е.а. Invitrogen, 15224090 

Антитела 

Anti-Histone H3 
(acetyl K27) 

ChIP-seq 1,5–5 мкг — ChIP, 
1:3000 — вестерн-блот 

Abcam, ab4729 
(поликлональные) 

Anti-CTCF ChIP-seq 1,5–5 мкг — ChIP,  
1:3000 — вестерн-блот 

Abcam, ab70303 
(поликлональные) 

Kdr, Goat IHC разведение 1:100 R&D Systems, AF644 
(поликлональные) 

c-Kit, Rabbit IHC разведение 1:100 CellSignaling, 3074 
(моноклональные, 
клон: D13A2) 

Cy3 AffiniPure, 
Donkey Anti-Goat 

IHC разведение 1:500 Jackson 
ImmunоResearch, 
705-165-147 

Alexa Fluor 488 
AffiniPure, ​
Donkey Anti-Rabbit 

IHC разведение 1:500 Jackson 
ImmunоResearch, 
711-545-152 

APC/Cyanine7 
anti-mouse c-Kit 

FC разведение 1:300 BioLegend, 135136 
(моноклональные, 
клон: ACK2) 

APC  
anti-mouse c-Kit 

FC разведение 1:300 BioLegend, 105812 
(моноклональные, 
клон: 2B8) 

PE  
anti-mouse Pdgfra 

FC разведение 1:300 BioLegend, 135905 
(моноклональные, 
клон: APA5) 

FITC  
anti-mouse FcεRIα 

FC разведение 1:300 BioLegend, 134306 
(моноклональные, 
клон: MAR-1) 
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2.4 Реактивы для культуральных работ 

Таблица 5. Список реактивов для работ с культурами клеток. 

Реактив Производитель 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Thermo Fisher Scientific, 12800082 

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) Thermo Fisher Scientific, 12200069 

Ростовая среда для меланоцитов PromoCell, C-39410 

Сыворотка эмбриональная бычья (FBS) Capricorn Scientific, FBS-11A 
Thermo Fisher Scientific, 16141002 

Пенициллин/стрептомицин 10× Capricorn Scientific, PS-B 

Генетицин (G418) Thermo Fisher Scientific, 11811023 

GlutaMax-I 100× Thermo Fisher Scientific, 35050061 

Трипсин 2,5% в DPBS 10× Capricorn Scientific 

Желатин типа Б (из бычьей кожи) Sigma, G9391 

Рекомбинантный фактор стволовых клеток мыши Biolegend, 579702 

Рекомбинантный интерлейкин 3 мыши Biolegend, 575502 

Толуидиновый синий Biovitrum, 07-002 

7-амино-актиномицин D (7-AAD) Thermo Fisher Scientific, A1310 

2.5 Линии мышей 

Эксперименты проводили на лабораторных мышах инбредной линии C57BL/6 J и мышах 

подвида Castaneus CAST/Ei, а также созданных нами мутантных линиях мышей. Мы получили 

четыре линии мышей: Kit Δ30k, Kit Δ30k+, Pdgfra Δ2k, Pdgfra Δ60k. Таблица 6 демонстрирует 

геномные координаты всех внесённых нами делеций.  

Мы получили линию Kit Δ30k из химерного животного, полученного в результате 

инъекции эмбриональных стволовых клеток мыши (мЭСК), согласно Smirnov et al., 2022 [274]. 

мЭСК, полученные от 129S2/SvPasCrl линии мышей, трансфецировали CRISPR/Cas9 

плазмидами, направленные на CTCF сайты, образующие Kit/Kdr границу ТАД (см. 

последовательность гидовых РНК в таблице S1 приложения). С помощью генотипирования 

методом ПЦР мы отобрали гомозиготный клон с делецией Kit Δ30k (см. праймеры в таблице S2 

приложения). Модифицированные мЭСК вводили в бластоцисту реципиента. Химерные 

фаундеры (F0) были скрещены с C57BL/6 J мышами дикого типа (wild-type, Wt) для того, чтобы 

https://www.zotero.org/google-docs/?4B3z1V
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получить гетерозиготных животных (F1). После 8 раундов обратных скрещиваний на C57BL/6 J 

животных была установлена гомозиготная линия Kit Δ30k. 

Все остальные линии мышей получали путем цитоплазматического введения мРНК Cas9 и 

гидовых РНК (гРНК) (см. гРНК в таблице S1 приложения), как описано в Korablev et al., 2020 

[275]. Для получения Pdgfra Δ2k и Pdgfra Δ60k линий компоненты системы CRISPR вводили в 

C57BL/6 J зиготы. Для получения Kit Δ30k+ линии компоненты системы CRISPR вводили в Kit 

Δ30k зиготы. Для каждой линии мышей в приложении указаны праймеры (таблица S2) и 

схематичное расположение их соответствия гРНК (Рисунок S1 приложения).  

Все линии мышей имеют SPF (specific pathogen free) статус и поддерживаются в ЦКП 

SPF-виварий ФИЦ ИЦиГ СО РАН (№ FWNR-2022-0023 и № RFMEFI62119X0023). Мышей 

содержали в стандартных условиях: 24°С, относительная влажность воздуха 40–50% и цикл 

темноты-света 14 ч/10 ч. Еда и вода находились в свободном доступе. По окончании 

экспериментов оставшиеся животные подвергались эвтаназии CO2. Все процедуры и 

технические манипуляции с животными соответствовали Директиве Совета Европейских 

сообществ от 24 ноября 1986 г. (86/609/EEC) и одобрены Биоэтическим комитетом Института 

цитологии и генетики (разрешение N45 от 16 ноября 2018 г.). 

Таблица 6. Список линий мышей, полученных с помощью CRISPR/Cas9. 

Линия мышей Геномные координаты делеции (mm10) 

Kit Δ30k chr5:75 852 777–75 881 221 

Kit Δ30k+ chr5:75 736 367–75 736 682 

Pdgfra Δ2k chr5:75 155,567–75 157 766 

Pdgfra Δ60k chr5:75 155 567–75 216 614 

2.6 Фенол-хлороформный метод выделения геномной ДНК 

Ткань или клетки лизировали в буфере для выделения ДНК, содержащем 50 мкг 

протеиназы K, на термошейкере с постоянным перемешиванием при 55°C в течение 3-4 ч. 

Супернатант переносили в пробирку, содержащую небольшое количество вакуумной смазки 

(Dow Corning Corporation) для лучшего разделения фаз, и смешивали с фенолом и хлороформом 

в соотношении 1:1:1 к объёму супернатанта. Эмульсию центрифугировали при 14000×g 10 

минут. Верхнюю фазу отбирали в новую пробирку и добавляли хлороформ в соотношении 1:1 к 

объёму отобранной фазы, смесь центрифугировали при 14000×g 10 минут. Верхнюю фазу 

отбирали, к 1 объёму верхней фазе добавляли 2,5 объёма 96% этанола и 0,1 объёма 3 M ацетата 

натрия. ДНК выпадает в осадок после перемешивания суспензии. При малом количестве 

стартового материала в смесь также добавляли 20 мкг гликогена, который облегчает осаждение 

https://www.zotero.org/google-docs/?dcz0dr
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ДНК поскольку нерастворим в этаноле. ДНК осаждали центрифугированием при 14000×g 10 

мин. Осадок отмывали в 1 объёме 70% этанола и центрифугировали при 14000×g 5 мин, после 

чего осадок ДНК высушивали и растворяли в деионизированной воде. 

Концентрацию ДНК в образцах измеряли с помощью спектрофотометра NanoDrop 2000 

(Thermo Fisher Scientific). Образцы хранили при 4°C. 

2.7 Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

На одну реакцию готовили ПЦР-смесь объёмом 25 мкл, содержащую 1× буфер для 

Taq-полимеразы, 0,2 мМ смеси дНТФ, по 0,4 мкМ каждого праймера, 0,5 е.а. Taq-полимеразы и 

40 нг ДНК. Реакцию проводили в амплификаторе T100 (Bio-Rad) с нагретой до 105°C крышкой 

согласно следующей программе: 

1.​ Денатурация при 96°C 3 мин; 

2.​ 34 цикла со стадиями: 

a.​ Денатурация при 95°C 30 сек, 

b.​ Отжиг праймеров при 63°C 30 сек, 

c.​ Элонгация при 72°C 30 сек; 

3.​ Последняя элонгация при 72°C 5 мин. 

Наработанные в результате ПЦР ампликоны анализировали с помощью 

гель-электрофореза в 1 % агарозном геле. 

2.8 Гель-электрофорез в 1 % агарозном геле 

1% раствор агарозы готовили на буфере TAE 1× и добавляли 50 мкг бромистого этидия. 

Раствор использовали для формирования геля с карманами. Полученный гель помещали в 

камеру для фореза, наполненную буфером TAE 1×, и наносили в карманы по 100-200 нг образца 

ДНК, смешанного с 1× буфером для внесения в агарозный гель. В отдельный карман наносили 

1 мкг ДНК-маркёра (SibEnzyme). Разделение фрагментов проводили при напряженности 

электрического поля 4-10 В/см (100 В, 100 мА) в течение 40 мин. Результат фиксировали с 

помощью трансиллюминатора ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad) и программного обеспечения 

Quantity One 4.6.9 1-D (Bio-Rad). 

2.9 Получение культур клеток 

Все культуры клеток содержались при стандартных условиях: 37°C, 5% CO2. 

Гомогенность полученных первичных культур была подтверждена с помощью проточной 

цитометрии и RNA-seq (Рисунок 5А, Б). 
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2.9.1 Эмбриональные фибробласты мыши (ЭФМ) 

ЭФМ получали из эмбрионов возраста E13.5, как описано в Kruglova et al., 2008 [276]. 

ЭФМ культивировали в DMEM, содержащей 10% FBS, пенициллин/стрептомицин 1×, 

GlutaMax-I 1×. Для субкультивирования клетки промывали PBS 1× и снимали с помощью 0,25% 

трипсина, содержащего 0,5 мМ ЭДТА, при 37°C в течение 3 мин. Обычно клетки пассировали 

каждые 2-3 дня в отношении 1:2. Проточная цитометрия показала, что более 80% ЭФМ были 

позитивны по Pdgfra (Рисунок 5А). 

2.9.2 Меланоциты 

Меланоциты Wt и Kit Δ30k мышей были получены согласно протоколу Murphy et al., 2019 

[277], с модификациями. 4-дневных мышат обезглавливали; отделяли кожу, промывали её в 

пенициллине/стрептомицине 10×, и инкубировали ночь в 0,25% растворе трипсин/DMEM. На 

следующий день удаляли кровь, жировую и мышечную ткани, отделяли эпидермальный и 

дермальный слои кожи. Эпидермис разрезали ножницами в 0,25% растворе трипсин/PBS и 

дополнительно инкубировали 0,25% трипсине в течение 10-15 мин при 37°C. Затем клеточную 

суспензию фильтровали через нейлоновую сетку для удаления крупных фрагментов ткани; 

клетки осаждали центрифугированием и предварительно высевали на 25-30 мин. Наконец, 

неприкрепившиеся клетки переносили на пластиковую поверхность 6-луночного планшета, 

покрытую 0,1% желатином, и культивировали в ростовой среде для меланоцитов, содержащей 

генетицин 100 нг/мл в течение 48 ч. На 3 день среду заменяли на новую, не содержащую 

генетицин — на этом этапе были хорошо различимы отдельные меланоциты. Спустя 10–14 

дней большая часть популяции клеток представляла собой гранулированные меланоциты. 

Меланоциты культивировали в течение 4-7 недель до достижения необходимого количества 

клеток, при этом более 80% были Kit-положительными (Рисунок 5А). 

2.9.3 Тучные клетки 

Тучные клетки дифференцировали из гемопоэтических стволовых клеток, полученных из 

костного мозга, согласно протоколу [278]. Клетки культивировали в течение 8–10 пассажей в 

IMDM, содержащей 10% FBS, 10 нг/мл рекомбинантного фактора стволовых клеток мыши и 

10 нг/мл рекомбинантного интерлейкина 3 мыши. Тучные клетки окрашивали толуидиновым 

синим, согласно протоколу производителя — основным тиазиновым метахроматическим 

красителем, который окрашивает ядра в синий цвет и обладает высоким сродством к кислым 

гранулам. Согласно анализу Kit и FcεR1 с помощью проточной цитометрии, тучные клетки 

составляли ~90% общей популяции клеток (Рисунок 5А). Для проведения экспериментов 

тучные клетки были изолированы из культуры с использованием магнитного стенда и 

магнитных шариков MicroBeads, специфичных к Kit белку (Miltenyi Biotec, 130-097-146). 

https://www.zotero.org/google-docs/?c9ByV0
https://www.zotero.org/google-docs/?GxBF7r
https://www.zotero.org/google-docs/?9o7LcZ
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Рисунок 5. Анализ данных проточной цитометрии и RNA-seq подтвердил чистоту 
полученных первичных культур клеток. (А) Графики проточной цитометрии показывают 
средний процент клеток в популяции, положительных по соответствующему клеточному 
маркеру: Pdgfra (ЭФМ), Kit (меланоциты), Kit и FcεRIα (тучные клетки). (Б) График анализа 
главных компонент указывает на четко различимые профили транскрипции и низкую 
вариабельность между образцами одного клеточного типа. Цветные точки представляют 
отдельные повторы.  

2.10 Проточная цитометрия (FC) 

Для анализа с помощью проточной цитометрии образцы готовили согласно протоколу 

[279]. В эксперимент брали ~0,5×106 клеток/мл. Антитела и клеточную суспензию смешивали в 

ледяном FC буфере (PBS, 10% FBS) в соотношении 1:300 и инкубировали на льду 1 ч. Затем 

клетки осаждали центрифугированием при 300×g 10 мин. Осадок дважды промывали буфером 

FC для удаления несвязанных антител, после чего ресуспендировали в 500 мкл FC буфера и 

фильтровали через нейлоновую сетку для удаления конгломератов клеток. Отрицательный 

https://www.zotero.org/google-docs/?IghuU6
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контроль готовили из клеточной суспензии в PBS без иммуноокрашивания. Для исключения 

клеток с поврежденной мембраной суспензию клеток инкубировали с 7-AAD в соотношении 

1000:1 в течение 20 минут, после чего клеточный осадок промывали FC буфером. Готовые 

суспензии клеток анализировали с помощью BD FC Aria III (BD Biosciences) и программного 

обеспечения FACSDiva. 

2.11 Фиксация хроматина с помощью формальдегида 

Хроматин фиксировали с помощью 1–2% формальдегида при комнатной температуре, 

инкубация 10 мин. Для инактивации формальдегида добавляли глицин до конечной 

концентрации 0,2 М и инкубировали при комнатной температуре 5 мин, а затем на льду 15 мин. 

Клетки осаждали центрифугированием в течение 10 мин при 500×g в охлаждённой до 4°C 

центрифуге. Осадок клеток промывали в PBS. Для моментального охлаждения пробирку с 

осадком погружали в жидкий азот. Образцы хранили на -80°C до проведения эксперимента. 

2.12 Иммунопреципитация хроматина (ChIP-seq) 

Библиотеки ChIP-seq готовили согласно протоколу Pekowska et al., 2018 [280], с 

небольшими модификациями. В эксперимент брали ~5×106 клеток, в которых фиксировали 

хроматин формальдегидом, как описано в пункте 2.11. 

Клеточный осадок ресуспендировали в лизирующем буфере (10 мМ Трис pH 7,5, 1 мМ 

ЭДТА, 0,4–1% SDS, 0,1% дезоксихолат натрия, 1% Тритон X-100, 1× Complete Mini EDTA-free 

ингибиторы протеаз (Roche, 11836170001)) и инкубировали 20 мин на льду. Хроматин 

фрагментировали с помощью ультразвукового гомогенизатора BANDELIN SONOPULS до 

достижения фрагментов размером 150–500 п.н. (5–10 циклов, 30 сек включён / 60 сек выключен, 

60% амплитуда, 4°C). Концентрацию SDS и циклы обработки ультразвуком оптимизировали в 

соответствии с типом клеток и эффективностью фрагментации. Образцы очищали от дебриса с 

помощью центрифугирования 16000×g 10–15 мин при 4°C и разбавляли в 1–1,5 мл 

лизирующего буфера без SDS для снижения концентрации SDS до этапа иммунопреципитации 

(конечная концентрация SDS ~0,17%).  

Для снижения неспецифического связывания хроматин предварительно очищали с 

помощью 20 мкл магнитных шариков, связанных с белком А (New England Biolabs, S1425S), 

инкубация при 4°C в течение 2 ч. После этого 100 мкл образца сохраняли в качестве контроля 

библиотеки на входе (input). Параллельно с этим инкубировали целевые антитела (1,5–5 мкг 

антител) с 40 мкл магнитных шариков, связанных с белком А, на медленной скорости на 

ротационном смесителе при 4°C в течение 2 ч. Через 2 ч отмывали белковые комплексы в PBS. 

Подготовленный хроматин объединяли с белковыми комплексами. Комплексы белок-ДНК 

иммунопреципитировали ночь при 4°C с постоянным вращением на ротационном смесителе. 

https://www.zotero.org/google-docs/?FxVqGw


51 

На следующий день проводили последовательные отмывки по 10 мин при постоянном 

перемешивании и 4°C в следующих буферах: 1) лизирующий буфер с 0,1% SDS — дважды; 2) 

лизирующий буфер с 0,5 M NaCl — дважды; 3) LiCl буфер (0,25 M LiCl, 0,5% IGEPAL-630, 0,5% 

дезоксихолат натрия) — дважды; 4) TE pH 8,0 с 0,2% Triton X-100 — один раз; 5) TE pH 8,0 — 

один раз. После чего элюировали целевые молекулы и снимали ДНК-белковые сшивки в буфере 

TE с 1%-м содержанием SDS при 65°C в течение ночи (с данного этапа в протоколе два образца 

— иммунопреципитированный хроматин и input).  

На следующий день образцы последовательно инкубировали с РНКазой A (1 ч при 37°C с 

постоянным перемешиванием), протеиназой K (2 ч при 55°C с постоянным перемешиванием). 

Отбирали шарики на магнитном стенде и выделяли ДНК с помощью набора ChIP DNA Clean & 

Concentrator (Zymo Research, D5205). Библиотеки для секвенирования готовили с помощью 

набора KAPA Hyper Prep. Финальную концентрацию ДНК в образцах оценивали на 

спектрофотометре Qubit.  

Библиотека ChIP-seq CTCF была подготовлена для ЭФМ и тучных клеток; а ChIP-seq 

H3K27ac для ЭФМ, тучных клеток и меланоцитов. Для каждого клеточного типа эксперимент 

проводили в двух биологических репликах.  

2.13 Capture Hi-C (cHi-C) 

Hi-C библиотеки готовили, как описано в Belaghzal et al., 2017 [281], с некоторыми 

модификациями из Ulianov et al., 2016 [282]. В эксперимент брали ~5×106 клеток, в которых 

фиксировали хроматин формальдегидом, как описано в пункте 2.11. 

Клеточный осадок ресуспендировали в лизирующем буфере (150 мМ Tris-HCl pH 7,5, 

140 мМ NaCl, 0,5% NP-40, 1% Triton X-100, 1× Complete Mini EDTA-free ингибиторы протеаз) и 

инкубировали 15 мин при 4°C, а затем 15 мин при комнатной температуре. Разрушенные ядра 

осаждали центрифугированием при 800×g и отмывали один раз в лизирующем буфере и один 

раз в NEBuffer3.1 (New England Biolabs, B703S). После центрифугирования образцы 

ресуспендировали в NEBuffer3.1. Отбирали 30 мкл для контроля целостности хроматина (К1), а 

к остальному объёму добавляли SDS до конечной концентрации 0,3% и инкубировали при 37°C 

1 ч, а затем 10 мин при 65°C для открытия хроматина. Данный этап позволяет очистить образец 

от белков, не связанных с ДНК формальдегидом, тем самым сделать хроматин более доступным 

для ферментов (эндонуклеаза рестрикции, лигаза). Добавляли Triton X-100 до конечной 

концентрации 1,8% для подавления SDS и инкубировали при 37°C 30 мин. Для фрагментации 

хроматина образцы инкубировали с 400 е.а. DpnII при 37°C ночь (New England Biolabs, 

R0543M). Инактивировали фермент нагреванием до 65°C на 20 мин. Отбирали 10% объёма для 

контроля эффективности расщепления хроматина (К2). Образцы центрифугировали при 2500×g 

и ресуспендировали в NEBuffer2.1. Свободные 5’-концы, которые сформировались в результате 

https://www.zotero.org/google-docs/?YnVqAT
https://www.zotero.org/google-docs/?x45POe
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рестрикции, маркировали с помощью введения меченного биотином нуклеотида. Для этого 

готовили смесь обычных нуклеотидов дЦТФ, дГТФ, дТТФ с конечной концентрацией каждого 

0,25 мМ, добавляли 0,25 мМ биотин-14-дАТФ (Invitrogen, 19524016) и 50 е.а. фрагмента 

Кленова ДНК-полимеразы I (SibEnzyme, E325). Реакцию инкубировали при 22°C в течение 4 ч. 

Образцы центрифугировали и осадок ресуспендировали в смеси для лигирования: 1×T4 буфер 

для лигирования (New England Biolabs, B0202S), 5% PEG, 1% Triton X-100, 0,1 мг/мл БСА, 1 мМ 

АТФ, и 50 е.а. T4 лигазы (Invitrogen, 15224090). Лигирование проводили ночь при 16°С и 

постоянном перемешивании. Отбирали 10% объёма для контроля эффективности лигирования 

хроматина (К3). Для очистки от белков (снятия формальдегидных сшивок) инкубировали 

образцы и контроли с протеиназой К (New England Biolabs, P8107S) при 65°С ночь. Выделяли 

ДНК фенол-хлороформным методом. После чего инкубировали образцы с РНКазой А в течение 

1 ч при 37°C. С помощью гель-электрофореза оценивали целостность хроматина в начале 

эксперимента (К1), эффективность расщепления DpnII (К2) и лигирования (К3) ДНК (Рисунок 6).  

 

Рисунок 6. Контроли основных этапов cHi-C на примере двух образцов. 1% агарозный 
гель-электрофорез, окраска бромистым этидием. ДНК-маркер молекулярного веса 100 п.н. 
(SibEnzyme). 

Для получения фрагментов ДНК размером 200–500 п.н. образцы обрабатывали 

ультразвуком с помощью системы Covaris M220. Образцы очищали от фрагментов ДНК другой 

длины с помощью двухэтапной обработки шариками AMPure XP (Beckman Coulter, A63880).  

Биотин имеет высокое сродство к стрептавидину. Поэтому для обогащения библиотеки 

биотинилированные фрагменты преципитировали на магнитных стрептавидиновых шариках 
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Dynabeads MyOne Streptavidin C1 (Invitrogen, 65001). Библиотеки готовили к секвенированию с 

использованием набора KAPA Hyper Prep, согласно рекомендациям производителя. 

Использовали минимальное количество циклов (6-10 циклов) амплификации для получения 

достаточного количества материала для секвенирования (~500 нг).  

Для обогащения Hi-C библиотеки регионом интереса проводили гибридизацию с 

РНК-зондами согласно myBaits Manual v4.01 (Arbor Biosciences) — получаемую библиотеку 

называют Capture Hi-C (cHi-C). Зонды для обогащения были подобраны к области chr5: 74 135 

000–76 410 000. Финальную концентрацию ДНК образцов оценивали на спектрофотометре 

Qubit. Готовые Hi-C-библиотеки отправляли на NGS-секвенирование в режиме парных 

прочтений на платформе DNBSEQ. 

Основные этапы протокола изображены на рисунке 7. Для каждого клеточного типа были 

подготовлены библиотеки в двух биологических репликах. 

 

Рисунок 7. Схема приготовления библиотеки Hi-C с обогащением региона интереса (capture 
Hi-C, cHi-C). 

2.14 Выделение РНК для секвенирования (RNA-seq) 

~0,2×106–2×106 клеток собирали и дважды промывали в PBS. Тотальную РНК выделяли с 

использованием мини-набора Aurum Total RNA (Bio-Rad, 7326820). Концентрацию РНК в 

образцах оценивали на спектрофотометре Qubit с помощью набора Qubit RNA HS (Q32852, 

Invitrogen). Целостность выделенной РНК оценивали в агарозном гель-электрофорезе с 

добавлением 1% гипохлорит натрия (бытовой отбеливатель), который денатурирует вторичную 

структуру РНК и разрушает потенциальную контаминацию РНКазами — на электрофореграмме 
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образцов РНК высокого качества видны две полосы, соответствующие 28S и 18S 

рибосомальным РНК (Рисунок 8) [283]. Для каждого клеточного типа и генотипа были 

подготовлены библиотеки для секвенирования РНК в трёх независимых повторах. Образцы 

секвенировали в режиме парных прочтений на платформе DNBSEQ с предварительным 

обогащением образцов молекулами мРНК на основе наличия поли(А)-хвоста на их 3'-конце. 

 

Рисунок 8. Пример электрофореграммы образцов РНК в 1% агарозном геле с добавлением 
1% гипохлорит натрия, которая позволяет различить РНК после деградации (А) от целой (Б). 

2.15 Иммуногистохимия (IHC) 

Мышей возраста E13.5-15.5 фиксировали 4% раствором PFA в 1× PBS. Срезы кожи 

4-дневных мышат собирали с головы и спины в 1× PBS и фиксировали в 4% растворе PFA ночь 

на роликовом шейкере при 4°C. На следующий день образцы промывали 1× PBS три раза по 30 

мин. Для обезвоживания тканей органы последовательно инкубировали не менее 24 ч с 15% и 

30% раствором сахарозы в 1× PBS при 4°C. Затем органы встраивали в Tissue-Tek O.C.T. 

Compound (Sakura Finetek, 4583) и замораживали. Срезы органов толщиной 50 мкм готовили на 

криостате MICROM HM 505 N (Microm) и сразу собирали на предметных стеклах SuperFrost™ 

(Thermo Fisher Scientific). Срезы промывали 1× PBS и инкубировали в блокирующем растворе: 

2% БСА (Sigma Aldrich, A2153), 0,2% Triton X-100 (Amresco, X100), 5% FBS (Capricorn 

Scientific, FBS-11A). Первичные антитела к Kdr и Kit разводили в блокирующем растворе 

(1:100) и инкубировали ночь на медленной скорости на орбитальном шейкере при комнатной 

температуре. Затем срезы промывали 1× PBS три раза по 20 мин. Срезы окрашивали 

вторичными антителами в разведении 1:500 и DAPI, разведенным в 1× PBS, в течение 2 ч при 

комнатной температуре. Срезы трижды промывали 1× PBS по 20 мин, полностью высушивали 

и, наконец, закрепляли с помощью ProLong™ Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher 

Scientific, P36965). Иммунофлуоресценцию визуализировали под конфокальным 

флуоресцентным микроскопом LSM 780 NLO (Zeiss) с программным обеспечением ZEN (Zeiss). 

https://www.zotero.org/google-docs/?RAoOBm
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Микроскопический анализ проводили в Многопрофильном Центре микроскопии 

биологических объектов Института цитологии и генетики СО РАН. 

2.17 Компьютерная обработка данных 

Биоинформатический анализ данных cHi-C проводил М.А. Нуриддинов с использованием 

программного обеспечения Juicer версии 1.1188 [284]. Обогащение пространственными 

контактами хроматина сравнивали между Wt и мутантными cHi-C с помощью программного 

обеспечения C-InterSecture, которое позволяет перекартировать Hi-C контакты Wt на мутантный 

геном, чтобы создать модель, в которой делеция влияет на архитектуру хроматина только за счет 

изменения геномного расстояния [285]. М.А. Нуриддинов обрабатывал данные cHi-C для 

оценки консервативности локуса Kit с помощью программы C-InterSecture [285]. Карты Hi-C 

для человека (hg38), мыши (mm10), кролика (oryCun2), собаки (canFam3), курицы (galGal5) 

были получены из GSE167579 [286]. Карта Hi-C гладкой шпорцевой лягушки (xenLae2) была 

получена из [287].  

Hi-C Карты с разрешением 5 кб визуализировали с помощью браузера Epigenome [288]. 

Данные ChIP-seq анализировала П.С. Белокопытова при помощи набора алгоритмов 

AQUAS ChIP-Seq pipeline1 с параметрами транскрипционных факторов или гистона 

https://github.com/kundajelab/chipseq_pipeline. Дифференциальный анализ ChIP-seq П.С. 

Белокопытова проводила с использованием инструмента getDifferentialPeaksReplications.pl из 

коллекции программ HOMER [43] версии 4.1, используя геном мыши mm10 и каталог Tag.  

Для определения ориентации CTCF мотивов использовали программу FIMO версии 5.5.0 

из MEME [289] с матрицами MA0139.1 и MA1929.1 из JASPAR [290]. 

Данные секвенирования РНК Н.Р. Баттулин анализировал на веб-платформе Galaxy 

usegalaxy.org. Для подсчёта выровненных прочтений использовался FeatureCounts Galaxy [291] 

версии 2.0.1, а для расчёта дифференциальной экспрессии генов и нормализованного числа 

прочтений использовался DESeq2 Galaxy [292] версии 2.11.40.7. Для оценки активности 

аллелей в гибридных меланоцитах были использованы SNP Mus castaneus, 

идентифицированные консорциумом «Mouse Genomes Project» [293, 294]. Идентифицированное 

количество SNP внутри анализируемых генов составило: Pdgfra — 19, Kit — 12, Kdr — 21. Для 

каждого SNP рассчитывали нормализованную активность аллелей Wt или Kit Δ30k 

относительно аллеля Mus musculus. 

Для всех методов биоинформатической обработки прочтения были картированы на геном 

мыши версии mm10, который был получен из базы данных UCSC (https://genome.ucsc.edu/). Все 

расчеты, за исключением анализа данных РНК-секвенирования, проводились с использованием 

узлов информационно-вычислительного центра Новосибирского государственного 

университета.  

https://www.zotero.org/google-docs/?SFvOc5
https://www.zotero.org/google-docs/?mDyBHq
https://www.zotero.org/google-docs/?X4AHaR
https://www.zotero.org/google-docs/?8MNie4
https://www.zotero.org/google-docs/?CcLp7M
https://www.zotero.org/google-docs/?yI747c
https://www.zotero.org/google-docs/?w1AeSX
https://www.zotero.org/google-docs/?szvi90
https://www.zotero.org/google-docs/?m5u1U7
https://www.zotero.org/google-docs/?uiYt60
https://www.zotero.org/google-docs/?Eo85PC
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Глава 3. Результаты 

3.1 Регуляция генов Pdgfra, Kit, Kdr является тканеспецифичной 

Kit, а также фланкирующие его гены Pdgfra и Kdr кодируют рецепторные тирозинкиназы, 

которые участвуют в ключевых клеточных процессах таких, как передача сигнала от факторов 

роста и цитокинов, пролиферация и дифференцировка клеток. В соответствии со своей 

функцией, каждый из генов имеет характерную тканеспецифичную экспрессию. Наши данные 

(Рисунок 9) согласуются с ожидаемыми паттернами экспрессии: Kit экспрессируется в тучных 

клетках и меланоцитах, Pdgfra экспрессируется в эмбриональных фибробластах мыши (ЭФМ). 

При этом транскриптомный анализ показал, что Kit является одним из наиболее 

экспрессируемых генов в тучных клетках (Рисунок 9). Таким образом, гены Pdgfra, Kit, Kdr 

демонстрируют контрастную экспрессию в выбранных клеточных типах. 

 

Рисунок 9. Уровень экспрессии генов локуса Kit мыши. Экспрессия генов в тучных 
клетках, меланоцитах, и ЭФМ, обнаруженная с помощью RNA-seq. Высота столбца: уровень 
экспрессии в транскриптах на миллион (TPM), ширина столбца: количество генов с 
конкретным уровнем экспрессии. Центральная отметка в столбце отражает медиану, 
ограниченную 25-м и 75-м процентилями, а усы — самые крайние точки данных, которые не 
превышают межквартильный размах более чем в 1,5 раза. 

Контрастная экспрессия генов делает локус Kit хорошей моделью для изучения явления 

захвата энхансеров. Мы сосредоточились на трех типах клеток: фибробласты (Pdgfra 

экспрессируется, Kit неактивен), тучные клетки (Kit входит в 0,3% наиболее экспрессируемых 

генов, Kdr неактивен) и меланоциты (Kit входит в 3% наиболее экспрессируемых генов, Kdr 

слабо экспрессируется).  

3.2 Три смежных ТАДа определяют пространственную организацию локуса Kit 

Мы охарактеризовали пространственную организацию хроматина локуса Kit в ЭФМ, 

тучных клетках и меланоцитах с помощью cHi-C. Карты cHi-C показали, что локус представлен 
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тремя смежными ТАДами, причём каждый из генов — Pdgfra, Kit и Kdr — расположен в 

отдельном ТАДе (Рисунок 10А). Далее ТАД, содержащий один из этих генов, будет обозначен 

по названию соответствующего гена без выделения курсивом. 

 

Рисунок 10. Характеристика пространственной организации и регуляторного 
ландшафта локуса Kit мыши. (А) Карты cHi-C (разрешение 5 кб) показывают, что каждый 
из генов Pdgfra, Kit, Kdr находится в отдельном ТАДе. Шкалы цвета отражают вероятность 
контактов. (Б) Экспрессия и регуляторный ландшафт локуса в каждом клеточном типе. 
Регионы энхансеров выделены желтым на треке H3K27ac. (В) Схематичное изображение 
тканеспецифичных особенностей в локусе Kit. 

Примечательно, что большая часть кодирующей последовательности гена Pdgfra 

совпадает с расширенной областью границы между ТАДами Pdgfra и Kit, и только его промотор 

вместе с первым экзоном расположены непосредственно выше границы ТАДа Pdgfra. Что 

касается Kit и Kdr, их кодирующие области расположены внутри соответствующих ТАДов. 

Пространственные контакты внутри ТАДа Kit неоднородны. Можно выделить две 

области, разбивающие ТАД — они имеют более частые пространственные контакты 

изолированно друг от друга. При этом в тучных клетках и меланоцитах точка инсуляции этих 

двух областей различна. Мы отметили, что в тучных клетках точка инсуляции, по-видимому, 
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совпадает с терминатором Kit, тогда как в меланоцитах она соответствует промотору Kit. 

Наблюдаемая инсуляция может быть связана с транскрипцией, поскольку было показано, что 

она препятствует экструзии петель, направленной когезином [148]. 

Мы задались вопросом, сохраняется ли наблюдаемая 3D организация хроматина в локусе 

— с тремя смежными ТАДами, по одному для каждого гена — у позвоночных. Стоит отметить, 

что хотя механизм использования белков SMC для упаковки хроматина является 

консервативным, как и усредненные пространственные контакты в разных типах клеток [295] 

или определенные 3D паттерны, такие как вторая диагональ на картах Hi-C эритроидных клеток 

позвоночных [154], но детали механизма могут различаться между видами, а точные геномные 

координаты ТАДов различаются не только между видами, но и в отдельных клетках организма. 

Учитывая это ограничение, под консервативностью мы понимаем, что Pdgfra, Kit и Kdr (1) 

находятся в тесной геномной близости, (2) каждый из них расположен в отдельном ТАДе. 

Для того, чтобы оценить эволюционную консервативность ТАДов в локусе Kit, мы 

перенесли контакты Hi-C с нескольких видов позвоночных на геном мыши с помощью 

программного обеспечения C-InterSecture [285], поскольку прямое сравнение карт Hi-C разных 

видов ошибочно из-за разных размеров генома (Рисунок 11А). Полученные карты 

взаимодействий демонстрируют высокое сходство архитектуры хроматина в локусе Kit у 

человека, мыши, собаки, курицы, кролика [286] и лягушки [287] (Рисунок 11Б). Точное 

геномное положение ТАДов различается у разных видов. Но постоянство пространственной 

организации, наблюдаемое в локусе Kit, подразумевает его эволюционную важность, что 

соответствует ключевой роли, которую эти гены играют в раннем развитии. 

Тот факт, что гены Pdgfra, Kit и Kdr были установлены от общего предка через серию 

дупликаций [192], объясняет, почему гены со схожей функцией расположены в одном и том же 

локусе. Но их тканеспецифичная активность требует независимой регуляции. Данные H3K27ac 

показывают, как регуляторный контекст различается между тучными клетками, меланоцитами и 

ЭФМ (Рисунок 10Б). Под «энхансерами» мы понимаем участки хроматина, обогащенные 

эпигенетической меткой активных энхансеров, H3K27ac. В тучных клетках активные энхансеры 

находятся в пределах ТАДа Kit, выше гена Kit. В меланоцитах активные энхансеры в пределах 

ТАДа Kit окружают ген Kit. В ЭФМ энхансеры активны только выше гена Pdgfra. ТАД Kdr не 

имеет обогащения H3K27ac во всех трех типах клеток. Мы предполагаем, что ТАДы играют 

решающую роль для инсуляции независимой регуляции в локусе. 

https://www.zotero.org/google-docs/?6Iy2PI
https://www.zotero.org/google-docs/?IZ3iWl
https://www.zotero.org/google-docs/?ZU4EYV
https://www.zotero.org/google-docs/?f1gzzZ
https://www.zotero.org/google-docs/?Psb4N4
https://www.zotero.org/google-docs/?eL6mwT
https://www.zotero.org/google-docs/?sVKeQo
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Рисунок 11. Тепловые карты Hi-C по шести видам позвоночных демонстрируют 
консервативность ТАДов в локусе Kit. (А) Контакты Hi-C от человека, собаки, кролика, 
курицы и лягушки. Профиль Hi-C предполагает, что разрыв синтении между генами Pdgfra и 
Kit в данных кролика может быть вызван ошибкой сборки генома. (Б) Контакты Hi-C, 
перенесенные на геном мыши с помощью алгоритма C-InterSecture. 

Поскольку обогащение H3K27ac является недостаточным определением энхансера, для 

дополнительной характеристики регуляторного контекста мы обратились к данным других 

работ по доступности хроматина: дополнительным эпигенетическим меткам, связанным с 

энхансерами (H3K4me1) и гетерохроматином (H3K27me3); а также связыванию факторов 

транскрипции (Рисунок 20). Расширение характеристики регуляции в локусе подтвердило, что 

выделенные нами энхансеры, связанные с обогащением H3K27ac, располагаются в открытом 

хроматине во всех типах клеток, а для тучных клеток было продемонстрировано, что H3K27me3 
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охватывает все локусы ниже гена Kit. Мы считаем, что, расширяя характеристику регуляции 

локуса другими исследованиями, мы обеспечиваем большую надежность определения 

энхансеров, хотя и с ограничением, что мы называем энхансером область выше или ниже гена, а 

не точное взаимодействие энхансер-промотор. 

Важно отметить, что энхансеры гена Kit ранее были подтверждены функционально в 

другом исследовании посредством серии делеций [296]. Два энхансерных региона были 

определены выше Kit в тучных клетках и меланоцитах (расположены от промотора на 

расстоянии 147–154 кб и 21–28 кб соответственно). В то время как для экспрессии Kit в тучных 

клетках требовались отдаленные регионы (после их делеции Kit не транскрибировался), более 

проксимальный регион был необходим в меланоцитах. 

Мы ожидали, что удаление границ приведет к слиянию ТАДов, в результате чего станет 

возможен захват энхансеров. Для того, чтобы оценить, ограничивают ли ТАДы влияние 

энхансера его целевым промотором, мы создали серию линий мышей, несущих различные 

делеции ключевых CBS (Рисунок 12). Ткани мышей использовали для получения первичных 

культур клеток для дальнейшего анализа 3D организации хроматина и экспрессии генов.1 

Использование гомогенных популяций клеток (Рисунок 5) обеспечивает преимущество 

получения более точных функциональных геномных данных по сравнению с получением 

усредненной картины при анализе тканей животных. 

 

Рисунок 12. Схема исследования. Используя CRISPR/Cas9 систему, мы создали мутантные 
линии мышей с делециями CBS на границе ТАДов. Ткани мутантных мышей и мышей дикого 
типа были использованы для получения первичных клеточных культур: костный мозг 
взрослых мышей для получения тучных клеток, кожа 4-дневных мышат для получения 
меланоцитов, эмбрионы для получения фибробластов. Полученные культуры клеток 
использовали для дальнейшего анализа трехмерной организации генома и экспрессии генов. 

Сравнение эффектов делеций CBS в разных типах клеток позволило нам оценить влияние 

разных регуляторных контекстов на локус Kit (Рисунок 10В схематически демонстрирует 

тканеспецифичные различия локуса Kit). 

https://www.zotero.org/google-docs/?ItcgjB
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3.3 Расположение гена Pdgfra на границе ТАДа затрудняет нарушение границы 

Pdgfra и Kit демонстрируют контрастную экспрессию в ЭФМ, т. е. Pdgfra активно 

транскрибируется, в то время как Kit не транскрибируется (Рисунок 9). Согласно нашей 

гипотезе, мы ожидали, что слияние ТАДов в отсутствие CBS на границе приведёт к 

эктопической активации Kit под действием энхансеров Pdgfra. 

Область границы Pdgfra/Kit включает границы двух смежных ТАДов, разделенных 

областью в 50 кб, в которой расположена кодирующая последовательность Pdgfra. Мы 

охарактеризовали архитектуру границы на основе наших данных ChIP-seq и дальнейшей 

идентификации консенсусных мотивов CTCF. Граница ТАДа Pdgfra состоит из трёх CBS, 

одного прямого и двух обратных, которые перекрывают тело гена Pdgfra (Рисунок 13А, Б). 

Граница ТАДа Kit состоит из одного прямого CBS. 

 

Рисунок 13. Схема делеций CBS на границах ТАДов в локусе Kit. (А) Границы ТАДов на 
cHi-C ЭФМ выделены серыми прямоугольниками. CBS показаны на CTCF ChIP-seq из ЭФМ 
и тучных клеток. Стрелки указывают прямую (зелёный) или обратную (красный) ориентацию 
CBS. Делеции отмечены фиолетовыми прямоугольниками: на Pdgfra/Kit границе (Pdgfra Δ2k, 
Pdgfra Δ60k) или Kit/Kdr границе (Kit Δ30k, Kit Δ30k +, Kit Δ300k). Увеличение масштаба 
CTCF ChIP-seq предоставляет более детальный вид на границы Pdgfra/Kit (Б) и Kit/Kdr (В). 
Шкала цвета отражает вероятность контактов. 
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Для разрушения границы Pdgfra/Kit мы создали две линии мышей: Pdgfra Δ2k и Pdgfra 

Δ60k. Используя CRISPR/Cas9, мы удалили CBS на границе Pdgfra (Pdgfra Δ2k) и область 

между ТАДами до CBS на границе Kit (Pdgfra Δ60k). Обе делеции не затронули промотор и 

первый экзон гена Pdgfra. Мы сравнили влияние делеций на пространственную организацию 

хроматина с картами cHi-C дикого типа (Wt) (Рисунок 14А). 

Линия мышей Pdgfra Δ2k несет делецию 2 кб, которая затрагивает три пика CTCF на 

границе ТАД Pdgfra и перекрывает интрон гена Pdgfra. Карта cHi-C показала, что в результате 

мутации Pdgfra Δ2k новые пространственные контакты между ТАДами Pdgfra и Kit не были 

установлены в ЭФМ (Рисунок 14Б), что дополнительно подтверждается картой вычитания 

(Рисунок 14В). Надежная инсуляция может быть объяснена оставшимися CBS на стороне Kit 

границы. Таким образом, линия Pdgfra Δ2k представляет собой случай частичного нарушения 

границы между двумя ТАДами. 

Линия мышей Pdgfra Δ60k несет делецию 60 кб всей границы ТАДов Pdgfra/Kit, которая 

удаляет всю кодирующую последовательность Pdgfra, но не промотор и первый экзон. Хотя 

изначально мы планировали одновременно создать две отдельные делеции на сторонах Pdgfra и 

Kit границы ТАДа, мы посчитали линию Pdgfra Δ60k подходящей для целей исследования, 

несмотря на нокаут Pdgfra. Поскольку промотор и энхансеры гена Pdgfra остались 

нетронутыми, мы ожидали, что их активности будет достаточно для захвата энхансера. 

Pdgfra играет ключевую роль в раннем развитии, и его гомозиготная делеция летальна для 

эмбрионов мышей к 15 эмбриональному дню (E15) [209]. Следовательно, мы поддерживали 

линию Pdgfra Δ60k в гетерозиготном состоянии. Тем не менее, нам удалось получить культуры 

фибробластов из гомозиготных эмбрионов E13.5. 

Эффект делеции Pdgfra Δ60k был более выраженным по сравнению с Pdgfra Δ2k. 

Появились контакты между самыми отдаленными областями — линия над ТАДами (Рисунок 

14Г, стрелки). В целом, делеция вызвала обогащение пространственными контактами между 

ТАДами Pdgfra и Kit (Рисунок 14Д). Однако изменения были слабыми. Хотя визуально карты 

дикого типа и Pdgfra Δ60k отличаются внутри ТАДа Pdgfra, это систематическая ошибка 

отображения, не связанная с внесённой делецией. Поскольку наш набор для обогащения 

библиотеки Hi-C содержал зонды не только к региону нашего интереса, но и зонды к региону на 

10 хромосоме (которому посвящена другая работа нашей лаборатории), то мы могли 

использовать её для независимого сравнения качества карт Hi-C. Мы убедились, что в регионе, 

не задетом делецией, карта Hi-C Pdgfra Δ60k также менее яркая, чем дикого типа. Таким 

образом, ТАДы Pdgfra и Kit остались в значительной степени изолированными. Это может быть 

связано с компенсаторной ролью соседнего пика CTCF, поскольку после делеции CBS граница 

ТАДа может смещаться в сторону положения ближайшего сайта CTCF внутри ТАДа [189, 297]. 

https://www.zotero.org/google-docs/?ZUm36v
https://www.zotero.org/google-docs/?JtXYLo
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Рисунок 14. Пространственная структура хроматина в локусе Kit ЭФМ. Делеции CBSs 
Pdgfra Δ2k и Pdgfra Δ60k оказались недостаточны для того, чтобы нарушить инсуляцию 
ТАДов между Pdgfra и Kit в ЭФМ, как показывает сравнение карт cHi-C (разрешение 5 кб) Wt 
(А), Pdgfra Δ2k (Б), и Pdgfra Δ60k (Г). Шкалы цвета отражают вероятность контактов. 
Эктопические пространственные контакты в Pdgfra Δ60k указаны стрелками. Обогащение 
пространственными контактами между ТАДами дополнительно визуализировано картами 
вычитания (разрешение 10 кб) для Pdgfra Δ2k (В) и Pdgfra Δ60k (Д) относительно Wt. 
Обогащение контактами в мутантах отражено красным цветом, потеря контактов отражена 
синим цветом. Треки под картами вычитания отражают оценку обогащения контактами. (Е) 
Сигналы RNA-seq, CTCF и H3K27ac ChIP-seq в локусе Kit. 
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Данные CTCF ChIP-seq Pdgfra Δ60k (Рисунок 14Е) показали повышенное связывание 

CTCF в мотиве, расположенном на расстоянии 4 кб от границы ТАДа и совпадающем с 

промотором Pdgfra, оставшимся не задетым делецией. Мы провели дифференциальный анализ 

пиков, чтобы дать численную оценку значимости наших наблюдений (Рисунок 15). Для этого 

мы использовали программу HOMER, которая рассчитывает дифференциальное обогащение 

между наборами данных Wt и делецией для всех пиков связывания CTCF. Пик CTCF в 

промоторе Pdgfra оказался дифференциально обогащенным, p < 0,05. CBS устанавливают 

границу ТАДа, если расположены конвергентно (друг к другу). Поскольку этот пик 

ориентирован внутрь ТАДа то его обогащение CTCF может объяснять установление новой 

границы ТАДа и надежность инсуляции между ТАДами Pdgfra и Kit.  

 

Рисунок 15. Анализ пиков дифференциального связывания CTCF на границе ТАДа 
Pdgfra. Сравнение мотива CTCF в первом экзоне Pdgfra в Wt и Pdgfra Δ60k ЭФМ показывает 
увеличение связывания CTCF в Pdgfra Δ60k, которое оказалось дифференциально 
обогащённым, согласно программе HOMER (p-значение < 0,05). 

Далее мы проверили влияние мутаций на паттерн экспрессии с использованием анализа 

данных RNA-seq. Хотя такую оценку можно было провести с использованием ПЦР с обратной 

транскрипцией, фокусируясь только на трёх генах нашего интереса, но поскольку нарушения 

структуры ТАДов потенциально могут приводить к глобальным изменениям регуляторного 

ландшафта, важным преимуществом RNA-seq для нас стал одновременный анализ всех генов 

локуса, а не только Pdgfra, Kit, Kdr. Анализ RNA-seq мутантных и Wt ЭФМ показал, что в 

пределах диапазона ± 1 Мб вокруг места делеции не было значительных изменений в 

экспрессии каких-либо генов, за исключением Pdgfra (Рисунок 14Е). Это исключение связано с 

тем, что делеция затронула большую часть Pdgfra и привела к его нокауту.  

Мы обнаружили, что межгенная область между Pdgfra и Kit транскрибируется при 

делеции Pdgfra Δ60k. Транскрипция начиналась с неповрежденного промотора Pdgfra и 

продолжалась в межгенную область (Рисунок 16). Но активные энхансеры, которые могли бы 

быть использованы для захвата нецелевым геном, оставались изолированы (Рисунок 14Е). 
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Соответственно с этим, мы не обнаружили увеличения транскрипционной активности Kit ни в 

одном из мутантных генотипов ЭФМ. 

 

Рисунок 16. Транскрипция межгенной области в ЭФМ при делеции Pdgfra Δ60k. Анализ 
транскриптома с помощью RNA-seq показал появление нового транскрипта с промотора 
Pdgfra. Pdgfra Δ60k делеция не повлияла на промотор гена Pdgfra, но удалила его нормальный 
сайт терминации. Таким образом, новый транскрипт появился из-за транскрипции с 
промотора Pdgfra, продолжевшейся в межгенную область. 

Полученные данные показывают, что делеция Pdgfra Δ60k нарушила границу ТАДов 

Pdgfra/Kit с небольшим обогащением пространственных контактов между двумя ТАДами, 

которого было недостаточно для эктопической активации Kit. Мы полагаем, что устойчивость 

границы объяснима сайтом CTCF внутри ТАДа Pdgfra, который сыграл компенсаторную роль. 

Учитывая ключевую роль Pdgfra в развитии, его расположение на границе ТАДа может давать 

регуляторные преимущества для сохранения нормальной регуляции. 

3.4 Удаление сайтов CTCF на границе Kit/Kdr привело к слиянию ТАДов 

Граница Kit/Kdr представляет собой соединение между двумя ТАДами, которое содержит 

три кластеризованных CBS, с двумя сайтами в прямой и одним в обратной ориентации 

(Рисунок 13А, В). Мы создали линию мышей Kit Δ30k, которая несет делецию 30 кб трех CBS 

на границе ТАДов Kit/Kdr. Делеция Kit Δ30k привела к изменению фенотипа — цвет шерсти 

мышей стал светлее, изменился на коричневый по сравнению с черным Wt. Анализ данных 

ChIP-seq тучных клеток Kit Δ30k показал наличие относительно сильного сигнала обогащения 

CTCF внутри ТАДа Kit, на расстоянии ~116 кб от границы. Чтобы минимизировать любое 

потенциальное влияние этого участка на поддержание структуры ТАДа, мы создали линию Kit 

Δ30k+, несущую дополнительную делецию 300 п.н. этого сайта CTCF. Однако оказалось, что 

обе делеции, Kit Δ30k+ (Рисунок 17) и Kit Δ30k (Рисунок 18В), показали схожее влияние на 3D 

организацию хроматина в тучных клетках. Поэтому далее мы сосредоточились на Kit Δ30k. 
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Рисунок 17. Удаление CBS внутри ТАДа Kit, в дополнение к Kit Δ30k делеции, не 
привело к активации Kdr в тучных клетках. (А) Удаление границы привело к потере 
инсуляции между ТАДами и установлению новых пространственных контактов через 
границу ТАДов; но гены Kit и Kdr остались изолированы, как показал анализ тепловых карт 
cHi-C, сигналов RNA-seq и ChIP-seq в локусе Kit в тучных клетках дикого типа (Wt) и Kit 
Δ30k+. Цветные полосы отражают количество взаимодействий. (Б) Карта вычитания 
(разрешение 10 кб) области между ТАДами показывает повышение пространственных 
контактов в KitΔ30k+. Трек под картой вычитания показывает предполагаемое обогащение 
контактами, что указывает на потерю инсуляции границ. 

Мы отслеживали эффекты делеции на типах клеток, где Kit активно транскрибируется: 

тучных клетках и меланоцитах. Kdr обычно неактивен в тучных клетках и незначительно 

экспрессируется в меланоцитах (Рисунок 9). Полученные популяции клеток были высоко 

гомогенными (Рисунок 5) и демонстрировали типичные морфологические особенности. Тучные 

клетки продуцировали гранулы, содержащие гепарин и гистамин, которые можно обнаружить с 

помощью окрашивания толуидиновым синим (Рисунок 18А). Меланоциты демонстрировали 

типичную морфологию с темными гранулами меланина в цитоплазме (Рисунок 18Б). 

Карты Hi-C тучных клеток и меланоцитов Wt демонстрировали внутреннюю инсуляцию в 

ТАДе Kit, с двумя вложенными областями. При этом Kit с его вышележащими энхансерами 
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расположены в пределах центромерной половины ТАДа и, таким образом, изолированы от 

теломерной половины (Рисунок 18В). В меланоцитах внутренняя структура ТАДа Kit также 

была разделена, но энхансеры Kit располагались в центромерной части ТАДа (Рисунок 18Г).  

 

Рисунок 18. Сравнение нарушений границы между ТАДами Kit/Kdr в тучных клетках и 
меланоцитах. (А) Препараты Wt (слева) и Kit Δ30k (справа) тучных клеток после 4 недель 
культивирования, приготовленные с помощью цитоцентрифугирования. Окрашивание 
толуидиновым синим. Масштаб: 100 мкм. (Б) Меланоциты Wt (слева) и Kit Δ30k (справа) 
после 2,5 недель культивирования (без окрашивания). Масштаб: 100 мкм. Трехмерная 
организация хроматина (cHi-C, разрешение 5 кб; CTCF ChIP-seq) и регуляторный ландшафт 
(H3K27ac ChIP-seq, RNA-seq) в Wt и Kit Δ30k тучных клетках (В) и меланоцитах (Г). Шкалы 
цвета отражают вероятность контактов. Новые пространственные контакты обозначены 
стрелками. Карты вычитания демонстрируют изменения частот пространственных контактов 
в мутантных тучных клетках (Д) и меланоцитах (Е) по сравнению с Wt. Треки под картами 
вычитания отражают обогащение контактами и указывают на потерю инсуляции в Kit Δ30k. 

Делеция Kit Δ30k нарушила инсуляцию границы ТАДов Kit/Kdr в тучных клетках и 

привела к заметному обогащению контактами между ТАДами. Также были установлены 

контакты хроматина между внешними границами ТАДов Kit и Kdr. Однако мы отметили, что 
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перераспределение контактов в основном затрагивало теломерную половину ТАДа Kit, которая 

слилась с ТАДом Kdr. Инсуляция внутри ТАДа Kit не была затронута делецией — вложенная 

область, расположенная на центромерной стороне, осталась изолированной. Таким образом, 

несмотря на нарушение границы ТАДа в тучных клетках, активные энхансеры Kit остались 

изолированными от Kdr. 

Наши данные CTCF ChIP-seq подтвердили успешное удаление CBS. Не было выявлено ни 

пиков CTCF между двумя вложенными областями внутри ТАДа Kit (Рисунок 18В), ни 

появления нового пика CTCF в мутантных клетках, как было показано для Pdgfra Δ60k. Значит, 

энхансеры Kit могут быть ограничены от нижестоящих генов другими механизмами, помимо 

ограниченной CTCF экструзией петель, например, транскрипционной активностью Kit. 

Затем мы сравнили эффекты делеции CBS на границе ТАДов в тучных клетках и 

меланоцитах. Делеция Kit Δ30k привела к обширному перераспределению хроматиновых 

контактов в меланоцитах. Карты cHi-C выявили потерю инсуляции на границе Kit/Kdr и 

слияние ТАДов. В частности, были установлены пространственные контакты между ТАДом 

Kdr и теломерной частью ТАДа Kit, что позволило энхансерам Kit взаимодействовать с 

промотором Kdr. Установление меж-ТАДовых взаимодействий в тучных клетках и меланоцитах 

было дополнительно подтверждено картами вычитания мутантных и Wt клеток с 

смоделированными делециями (Рисунок 18Д, Е). Мы использовали этот метод для оценки 

вклада уменьшения расстояния в перераспределение хроматиновых контактов (Рисунок S2 в 

Приложении 3). Также мы подтвердили, что обогащение пространственными контактами 

хроматина между ТАДом Kit и ТАДом Kdr являются статистически значимыми (Рисунок 19). 

 

Рисунок 19. Статистический анализ обогащения пространственными контактами 
хроматина на границе ТАДов Kit/Kdr после делеции Kit Δ30k. Анализ основан на 
значениях наблюдаемого числа контактов по сравнению со средним для данного геномного 
расстояния (observed/expected). Одна точка соответствует одному бину (5 кб) в области между 
ТАДами на карте Hi-C Wt или Kit Δ30k для тучных клеток и меланоцитов. p-значение 
оценивали с помощью двустороннего критерия Манна – Уитни. 
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Таким образом, в обоих типах клеток удаление CTCF на границе привело к потере 

инсуляции между ТАДами и обширным взаимодействиям через границу ТАД. В то же время 

инсуляция между двумя вложенными структурами внутри ТАДа Kit сохранилась. Наши 

результаты могут указывать на то, что эта инсуляция обеспечивается эпигенетическим 

контекстом, в частности, относительным положением энхансеров и уровнем экспрессии Kit. 

3.5 Слияние ТАДов Kit и Kdr вызвало тканеспецифичную активацию гена Kdr 

Далее мы задались вопросом, была ли реорганизация контактов при Kit Δ30k 

функциональной и могла ли она повлиять на экспрессию гена Kdr. Мы отметили, что делеция 

Kit Δ30k была связана с определенным фенотипом у взрослых мышей. Мутантные мыши имели 

коричневый цвет шерсти по сравнению с черными животными Wt (Рисунок 20А). 

 

Рисунок 20. Слияние ТАДов Kit и Kdr вызывает активацию Kdr в меланоцитах. (А) 
Разница в цвете шерсти между мышами Kit Δ30k (слева) и Wt (справа). (Б) График 
нормированного числа прочтений RNA-seq в меланоцитах Wt и Kit Δ30k. Точки представляют 
собой отдельные повторы. p-значение оценивали с помощью DESeq2. 

Анализ RNA-seq мутантных тучных клеток не выявил никаких изменений транскрипции в 

локусе или среди соседних генов (± 1 Мб). Примечательно, что для тучных клеток данные из 

другого исследования [298] показывают, что вся область от сайта терминации Kit до 

ближайшего активного гена Srd5a3, по-видимому, обогащена H3K27me3, что предполагает 

репрессивное состояние Kdr (Рисунок 21). 

Но в меланоцитах ситуация была иной. В клетках Kit Δ30k мы обнаружили 6,7-кратное 

увеличение уровня экспрессии Kdr по сравнению с данными Wt (Рисунок 20Б). Примечательно, 

что Kdr обычно экспрессируется в меланоцитах, хотя и на низком уровне, что предполагает 

отсутствие репрессивного эпигенетического состояния. Эктопическая активация транскрипции, 

наблюдаемая в мутантных меланоцитах, согласуется с перенаправлением контактов 

промотор-энхансер, выявленным cHi-C. Мы подчеркиваем, что Kdr является единственным 

геном в диапазоне ± 1 Мб от делеции, который показал значительное изменение экспрессии. 

https://www.zotero.org/google-docs/?MXxKYC
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Рисунок 21. Регуляторный контекст локуса Kit в тучных клетках (А) и ЭФМ (Б). 
Обогащение эпигенетическими метками, связанными с энхансерами (H3K27ac, H3K4me1) и 
гетерохроматином (H3K27me3), связывание факторов транскрипции (Gata2, Fos, JunD, p300, 
CEBP) и доступность хроматина (ATAC-seq). Энхансеры выделены оранжевым цветом. 
Данные H3K27ac получены нами. Остальные данные взяты из [298–304]. 

Большой вклад в формирование пространственных контактов вносит геномное 

расстояние: чем ближе по геному области, тем выше вероятность их контакта. Но уменьшение 

геномного расстояния между генами Kit и Kdr также было недостаточным для активации Kdr в 

тучных клетках. Мы проанализировали транскриптом тучных клеток линии мышей, несущей 

делецию 300 кб на границе ТАДов Kit/Kdr, ранее полученную в нашей лаборатории [275] (Kit 

Δ300k, Рисунок 13А). Мы обнаружили аберрантную транскрипцию в Kit Δ300k, которую можно 

было бы объяснить транскрипцией, начатой ​​с промотора Kit, который оставался нетронутым 

после делеции, и продолжавшейся до ближайшего сайта терминации в пределах Kdr (Рисунок 

22). Следует отметить, что поскольку Kdr располагается на противоположной цепи ДНК по 

отношению к Kit, его транскрипт был антисмысловым. Линия мышей Kit Δ300k гетерозиготна, 

поэтому Kit экспрессировался с нормального аллеля. Было бы интересно сравнить влияние 

делеций Kit Δ300k и Kit Δ30k на трехмерную организацию хроматина, но, к сожалению, Kit 

Δ300k является рецессивной леталью, поэтому нам не удалось получить гомозиготные клетки, 

необходимые для анализа. 

https://www.zotero.org/google-docs/?fC6dH1
https://www.zotero.org/google-docs/?3GiQzH
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Рисунок 22. В тучных клетках делеция Kit Δ300k вызвала антисмысловую транскрипцию Kdr. 

В Kit Δ300k мы не обнаружили смысловой транскрипт Kdr, что потенциально можно 

объяснить тем фактом, что антисмысловой транскрипт может инактивировать смысловую 

транскрипцию посредством интерференции [305]. Но мы также не обнаружили повышенной 

активности генов ниже Kdr, которые не были затронуты антисмысловой транскрипцией. Таким 

образом, мы считаем, что захват энхансера в тучных клетках ограничен высоким уровнем 

транскрипции Kit, а не геномным расстоянием. 

Поскольку в норме Kdr экспрессируется в основном в сердечных и эндотелиальных 

клетках, в то время как Kit экспрессируется в различных типах клеток [306, 307], то мы решили 

выяснить, произошла ли активация Kdr в другой ткани. Для этого мы провели 

иммуноокрашивание эмбрионов E15.5. Мы надеялись найти двойные положительные клетки, 

экспрессирующие как Kit, так и Kdr. Мы сосредоточились на сомитах, коже, глазах, волосяном 

выступе вибрисс, печени и желточном мешке, пытаясь найти аберрантный сигнал Kdr в 

Kit-положительных клетках. Многочисленные двойные положительные клетки были 

обнаружены в коже эмбрионов Kit Δ30k (Рисунок 23). Они располагались в эпидермальном слое 

и демонстрировали разветвленную, дендритную морфологию. Kit-положительные клетки с 

идентичной формой в коже эмбрионов Wt были отрицательными по сигналу Kdr. Типы клеток, 

экспрессирующих Kit, находящиеся в коже плода мыши, представляют собой меланоциты и 

тучные клетки, хотя последние локализуются исключительно в дерме [308]. Таким образом, 

расположение двойных положительных клеток Kit-Kdr в эпидермальном слое и их дендритная 

морфология свидетельствуют в пользу того, что это меланоциты [306, 309]. 

Хотя удаление Kit Δ30k могло привести к активации Kit в эндотелиальных клетках, 

экспрессирующих Kdr, но мы не обнаружили такой активации, по крайней мере 

иммуногистохимически. Можно предположить, что в эндотелиоцитах удаление Kit Δ30k не 

вызвало захвата геном Kit энхансеров, принадлежащих Kdr. 

https://www.zotero.org/google-docs/?FliB7D
https://www.zotero.org/google-docs/?d7jkMI
https://www.zotero.org/google-docs/?W0FqMd
https://www.zotero.org/google-docs/?3zEmSh
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Рисунок 23. Обнаружение двойных положительных клеток Kit-Kdr в эмбриональной 
коже мыши. Срезы кожной ткани эмбрионов E15.5 Wt (А-Б) и Kit Δ30k (В-Г). Стрелки: 
двойные положительные клетки (Kit+Kdr+) в эмбрионах Kit Δ30k. Шкала масштаба: 20 мкм. 
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3.6 Скрещивание Mus musculus x Mus castaneus дополнительно подтвердило, что 

эктопическая активация Kdr произошла из-за делеции CBS на границе ТАД 

Поскольку дифференцировка меланоцитов in vitro занимает 4,5–7 недель, можно 

предположить, что клетки, полученные от мышей Wt и Kit Δ30k, могли подвергаться влиянию 

вторичных эффектов (условий культивирования, транс-действующих факторов, состояния 

дифференцировки и т. д.). Поэтому возможно, что повышенная экспрессия Kdr не отражает 

разницу в активности генов на хромосоме с делецией и без нее, а является лишь следствием 

разного транскрипционного статуса клеток. Для проверки этой гипотезы мы скрестили Kit Δ30k 

и Wt мышей Mus musculus с Mus castaneus (Рисунок 24А). Поскольку почти все гены несут 

однонуклеотидные полиморфизмы, отличающие M. musculus от M. castaneus (включая гены 

Pdgfra, Kit и Kdr), мы смогли оценить активность генов, используя референсный аллель M. 

castaneus в качестве нормировочного фактора. Поскольку оба аллеля находятся в одной клетке, 

эта оценка не зависит от транскрипционного статуса клеток.  

 

Рисунок 24. (А) Схема скрещивания, использованная для получения гибридов Mus musculus 
(черный) x Mus castaneus (оранжевый), и дальнейшего анализа RNA-seq; (Б) Экспрессия 
относительно M. castaneus (Cast) аллеля. Аллельную активность оценивали по прочтениям с 
M. castaneus-специфичными SNPs для Pdgfra (n = 19 SNPs), Kit (n = 12 SNPs) и Kdr (n = 21 
SNPs). Данные представлены в виде средних значений ± SD. p-значение оценивали с 
помощью двустороннего критерия Манна – Уитни. 

Мы выделили первичные клетки из эпидермиса гибридов, дифференцировали их в 

меланоциты, провели RNA-seq и ​​рассчитали количество прочтений для одного из двух видов на 
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основе анализа SNP. Затем мы использовали количество прочтений аллеля M. castaneus в 

качестве нормировочного фактора и сравнили уровень экспрессии Pdgfra, Kit и Kdr между 

аллелями Wt и Kit Δ30k. Уровень экспрессии Kdr был значительно ниже в контрольном 

эксперименте с гибридами M. castaneus x M. musculus Wt, причем оба аллеля были одинаково 

активны (Рисунок 24Б). Таким образом, эктопическая активация Kdr в меланоцитах 

действительно вызвана делецией границы ТАДа между генами Kit и Kdr, а не вторичными 

эффектами. При этом анализ также выявил снижение регуляции Kit в аллеле KitΔ30k, которое 

было слабым, но все же значимым. Это снижение активности Kit может быть результатом 

частичного перенаправления энхансера Kit [310, 311].  

Таким образом, нарушение CBS на границе между ТАДами Kit и Kdr привело к активации 

Kdr в меланоцитах, но не тучных клетках (Рисунок 25). В тучных клетках, несмотря на 

ослабленную инсуляцию между двумя ТАДами, область энхансеров Kit не образовала новые 

контакты с нижестоящими промоторами, и Kdr остался неактивным. В меланоцитах делеция 

границы ТАДов вызвала перенаправление энхансеров Kit, и, следовательно, эктопическую 

экспрессию Kdr и изменение фенотипа. Мы предполагаем, что тканеспецифические 

особенности регуляторного контекста в локусе, например, уровень активности гена и взаимное 

расположение гена и энхансера в пределах ТАДа, определяют тканеспецифичный ответ на 

делецию границы. 

 

Рисунок 25. Графическая интерпретация основного результата исследования. Нарушение 
CBS на границе между ТАДом Kit и ТАДом Kdr приводит к эктопической активации Kdr в 
меланоцитах. Рисунок представляет интерпретацию карт Hi-C (слева) в виде петель 
хроматина в ядре (справа). 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?LRaEHC
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Глава 4. Обсуждение 

Мы обнаружили, что влияние ТАДов на регуляцию генов зависит от тканеспецифичных 

особенностей в локусе Kit. Удаление CTCF сайтов на границе ТАДов Kit и Kdr привело к их 

слиянию в тучных клетках и меланоцитах, но эктопическая активация Kdr произошла только в 

меланоцитах. Ранее работы с похожим дизайном демонстрировали противоречивые результаты, 

предполагая, что регуляторная роль ТАДов во многом зависит от конкретного локуса (таблица 

1). Наши данные показывают, что даже один и тот же локус может по-разному реагировать на 

изменения структуры ТАДов, что указывает на зависимость от особенностей регуляторного 

контекста внутри ТАДов в конкретной ткани: уровня транскрипции генов, взаимного 

расположения энхансеров и инсуляторных элементов, эпигенетического статуса хроматина. 

Наша работа предлагает разрешение ранее наблюдавшихся противоречий, показывая, что 

эффекты нарушения ТАДов зависят от тканевого контекста. 

4.1 Транскрипция гена Kit определяет тканеспецифичные особенности ТАДа 

В работе впервые представлены данные пространственных контактов хроматина, 

полученные методом Hi-C, для первичных культур тучных клеток и меланоцитов мыши. Ранее 

пространственная организация генома была описана в других первичных культурах, включая 

эмбриональные фибробласты мыши [295], иммунные клетки (В-лимфоциты, тимоциты) [312, 

313], кератиноциты [313, 314], нервные клетки [50, 315], клетки поджелудочной железы [316]; а 

также в эмбриональных тканях мыши [55]. Однако пространственная организация в тучных 

клетках и меланоцитах до настоящего времени оставалась неизученной. Хотя методы 

получения этих клеток аналогичны тем, что используются для B-лимфоцитов и кератиноцитов, 

работа с меланоцитами связана с техническими сложностями. Культивирование меланоцитов 

является длительным процессом и занимает до 7 недель, при этом количество получаемых 

клеток небольшое (в среднем около 200 тыс). Поскольку метод Hi-C является многоэтапным и 

требует оптимизации условий для конкретного клеточного типа, то рекомендуемое начальное 

количество клеток составляет 5 млн, а минимально допустимое — 500 тыс [281]. Тем не менее, 

нам удалось получить качественные Hi-C карты меланоцитов, используя наконечники для 

пипеток с низкой адсорбцией (low-retention) для снижения потери материала и обогащение 

библиотек регионом интереса. Будущие работы могут быть основаны на недавно предложенных 

подходах, которые за счёт уменьшения количества этапов и оптимизации работы с ПЦР 

дубликатами позволяют работать с небольшим количеством клеток — от 50 тыс клеток [98] или 

отдельными клетками (single-cell) [317, 318]. Альтернативой работе с первичными культурами 

является прямой анализ тканей животных, однако этот подход осложнён потенциальной 

гетерогенностью популяции клеток. Использование первичных культур обеспечивает 

https://www.zotero.org/google-docs/?k7qR7J
https://www.zotero.org/google-docs/?asnl3s
https://www.zotero.org/google-docs/?asnl3s
https://www.zotero.org/google-docs/?qNrLYe
https://www.zotero.org/google-docs/?8WUgnV
https://www.zotero.org/google-docs/?3F8cpr
https://www.zotero.org/google-docs/?XTcbSH
https://www.zotero.org/google-docs/?nF2das
https://www.zotero.org/google-docs/?bCpkQ6
https://www.zotero.org/google-docs/?8k7Y8D
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преимущество анализа гомогенного материала, что важно для получения более точных 

функциональных геномных данных. Таким образом, несмотря на методические сложности, 

наша работа демонстрирует возможность получения качественных Hi-C данных для ранее не 

охарактеризованных типов клеток. 

Полученные в работе Hi-C карты тучных клеток и меланоцитов позволили описать 

уникальные особенности пространственной организации хроматина в локусе Kit. Наши данные 

показывают, что три смежных ТАДа охватывают локус Kit — Pdgfra, Kit и Kdr ТАДы, — что 

согласуется с данными других работ. Но анализ в различных регуляторных ландшафтах открыл 

особенности пространственных контактов хроматина в ТАДе Kit, которые совпадали с 

транскрипционной активностью гена Kit — единственного гена внутри своего ТАДа. 

Пространственная организация ТАДа Kit различается между исследованными типами 

клеток. Карты Hi-C продемонстрировали, что в ЭФМ ТАД Kit представляет собой однородную 

структуру, пространственные контакты хроматина установлены с одинаковой вероятностью. Но 

в тучных клетках и меланоцитах ТАД Kit разделен на две отдельные структуры, вложенные в 

общий ТАД. Заметно, что разделение ТАДа локализуется с геном Kit, при этом расположение 

точки инсуляции отличается: на промоторе Kit в меланоцитах и ​​терминаторе Kit в тучных 

клетках. Мы предполагаем, что это отличие связано с транскрипцией гена Kit. В ЭФМ Kit 

неактивен и, соответственно этому, инсуляции внутри ТАДа нет. В меланоцитах и тучных 

клетках Kit активен — наблюдается дополнительная инсуляция внутри ТАДа. Это согласуется с 

исследованием, показывающим, что транскрипция направляет упаковку хромосом во время 

созревания тимоцитов мыши, при этом отдельные активные гены образуют изолированную 

область в ТАДе [319]. Модели загрузки когезина и транскрипции в разных состояниях 

предполагают, что РНК-полимераза II выступает барьером для экструзии петли когезином [148]. 

Возможно, внутренняя инсуляции в ТАДе Kit основана на похожем механизме. 

Интересно, что хотя Kit экспрессируется как в тучных клетках, так и меланоцитах, 

расположение точки инсуляция внутри ТАДа Kit на промоторе или терминаторе Kit зависит от 

клеточного типа. Было показано, что транскрипция может участвовать в формировании 

вложенных структур внутри ТАДа независимо от механизма экструзии петель когезином [320]. 

Но данные для ЭФМ и тучных клеток дикого типа выявили CBS внутри промотора Kit, что 

может указывать на инсуляцию, опосредованную CTCF. Хотя Kit экспрессируется в обоих типах 

клеток, уровень экспрессии в тучных клетках в десять раз выше, чем в меланоцитах. 

Предположительно, высокий уровень транскрипции противодействует экструзии петель 

когезином [321]. Когезин накапливается на 3'-конце высокоактивных генов в отсутствие CBS 

или эффективного высвобождения когезина под действием WAPL [322, 323]. Учитывая, что 

транскрибирующая РНК-полимераза II может нарушать взаимодействия хроматина, вытесняя 

https://www.zotero.org/google-docs/?yjBWLC
https://www.zotero.org/google-docs/?SuestY
https://www.zotero.org/google-docs/?4UfEZa
https://www.zotero.org/google-docs/?tkg7Ad
https://www.zotero.org/google-docs/?KVsylS
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когезин из сайтов CTCF [324, 325] и перемещая его на большие расстояния вдоль ДНК [322], 

можно предположить, что в тучных клетках высокая экспрессия Kit привела к смещению 

когезина и, соответственно, точки инсуляции к терминатору гена. Это согласуется с тем, что при 

деплеции РНК-полимеразы II многие петли энхансер-промотор теряются, а новые петли 

устанавливаются на участках CTCF, которые были ограничены РНК-полимеразой II [326]. 

Вероятно, когезин может быть смещен из CBS в промоторе Kit к его терминатору, что приводит 

к трехмерной организации хроматина, выявленной нашими картами Hi-C в тучных клетках, 

тогда как этот эффект отсутствовал в меланоцитах и инсуляция совпадала с CBS.  

Таким образом, уровень экспрессии Kit может влиять на тканеспецифичные особенности 

организации хроматина внутри ТАДа.  

4.2 Делеция границы между двумя ТАДами приводит к их слиянию 

Мы изучили, как нарушения границы ТАДов влияют на экспрессию генов в первичных 

культурах клеток: ЭФМ, тучных клеток, меланоцитов. Хотя ранее были проведены работы с 

похожим дизайном, в которых также получали делеции CBS на мышах, из тканей которых затем 

получали ЭФМ и оценивали их влияние на структуру ТАДов [327], но не оценивали влияние на 

экспрессию генов. Похожих работ на тучных клетках и меланоцитах ранее не проводили. 

Насколько нам известно, на данный момент наша работа является единственной, в которой 

изучен эффект удаления границ ТАДов на экспрессию генов на первичных культурах клеток. 

Этот подход позволил нам получить функциональные геномные данные высокого качества, по 

сравнению с данными из тканей, которые широко использовались ранее [4, 13, 187, 190, 191]. 

Мы обнаружили, что удаление CBS на границе привело к слиянию ТАДов, хотя 

архитектурные изменения варьировали от незначительного увеличения контактов между 

ТАДами на границе Pdgfra/Kit до полного обогащения контактами на границе Kit/Kdr. 

Мы предполагаем, что сайт CTCF в промоторе Pdgfra, который остался неповрежденным 

после делеции Pdgfra Δ60k, объясняет неполную потерю инсуляции между ТАДами Pdgfra и 

Kit. Хотя инсулирующая способность конкретного CBS не коррелирует с его занятостью CTCF 

[183], мы обнаружили, что связывание CTCF на неповрежденном сайте увеличилось при Pdgfra 

Δ60k. Поскольку этот сайт CTCF направлен внутрь ТАДа, а установление границы требует 

сонаправленного положения сайтов CTCF, то новая граница ТАДа Pdgfra могла сместиться на 

него. Это согласуется с тем фактом, что CBS могут быть взаимозаменяемы для поддержания 

границы ТАДа, и соседние CTCF могут компенсировать делецию пограничных CBS [14, 297, 

327]. Было бы интересно проанализировать, как делеция CBS в промоторе Pdgfra влияет на 

пространственную организацию хроматина и регуляцию генов. Но такая делеция требует 

удаления всего промотора Pdgfra. Было показано, что потеря целевого промотора способна 

перенаправить активность энхансеров на нецелевые гены, расположенные в том же ТАДе [328]. 
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Поэтому было бы трудно отличить, произошёл ли захват энхансеров из-за удаления границы 

ТАДа или потери промотора. В связи с этим, мы считаем, что удаление CBS в промоторе Pdgfra 

вызвало бы более серьезные последствия, чем только делеция границы. 

Другим возможным объяснением устойчивости ТАДа Pdgfra к нашим делециям является 

локализация гена Pdgfra на границе. Транскрипция с промотора Pdgfra, расположенного вблизи 

границы ТАДа — транскрипты, соответствующие гену Pdgfra в Pdgfra Δ2k или межгенной 

области в Pdgfra Δ60k — могли усилить инсуляцию. Предположительно, транскрибируемые 

границы ТАДов (как генов, так и некодирующих участков) могут быть связаны с более сильной 

инсуляцией, посольку РНК на границе может облегчать связывание CTCF; причем высоко 

транскрибируемые границы являются наиболее обогащенными CTCF [329]. Но в случае Pdgfra 

Δ60k, поскольку уровень межгенной мРНК в мутанте Pdgfra Δ60k низок, мы могли бы 

предположить, что влияние этого транскрипта на связывание CTCF довольно слабое. Таким 

образом, граница ТАДа Pdgfra была усилена компенсаторной ролью соседних CBS или 

транскрипцией на границе, в результате чего ТАДы Pdgfra и Kit остались в значительной 

степени разделенными. Поскольку влияние энхансера на промотор ограничено границами 

ТАДов [330], небольшое количество новых пространственных контактов оказались 

недостаточными для активации Kit в ЭФМ. 

Распределение пространственных контактов хроматина зависит в том числе от геномного 

расстояния между регионами, поэтому мы подчеркиваем, что изучение трехмерной организации 

хроматина при делециях, особенно крупных, требует устранения эффекта уменьшения 

геномного расстояния из-за удаления региона. Для решения этой проблемы мы использовали 

алгоритм C-InterSecture [285]. 

Ограничением нашего исследования является анализ эффектов нарушения границы 

Pdgfra/Kit только в одном типе клеток. Хотя сравнение эффекта в ЭФМ с другими типами 

клеток было бы интересным (например, в глии, которая имеет тот же профиль экспрессии 

Pdgfra и Kit), мы считаем, что столкнемся с той же проблемой устойчивости границы из-за 

механизмов, описанных выше. Дополнительным ограничением, с которым мы столкнулись, 

является сохранение целостности гена Pdgfra при нарушении границы ТАДа. Из-за близости 

гена к границе, нарушение ТАДа требует нокаутирования по Pdgfra, что является летальным в 

гомозиготном состоянии [210–212]. Поэтому локальное нарушение границ при сохранении 

целостности Pdgfra представляет собой сложную задачу. 

Следует отметить, что существует еще одна линия мышей, несущая делецию гена Pdgfra 

— мутация Patch. Интересно, что она вызывает эктопическую активацию Kit в сомитах и 

​​латеральной мезенхиме и демонстрирует отчетливый пигментный фенотип — белое брюшко 

[270, 212, 210]. Анализ изменений в пространственной организации хроматина у мышей Patch 
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еще предстоит провести. Мы полагаем, что мутация охватывает большую часть генома, делая 

возможным слияние ТАДов и, следовательно, захват энхансера. Учитывая существенное 

влияние делеций на границе ТАДов Pdgfra/Kit на раннее развитие мышей, предложенные нами 

механизмы, которые придают устойчивость границе, могут иметь большое значение для 

поддержания нормальной экспрессии Pdgfra. 

Что касается границы Kit/Kdr, удаление CBS на границе ТАДов привело к потере 

инсуляции, в результате чего произошло слияние ТАДов. При этом слияние ТАДов было 

различным в зависимости от характера инсуляции в пределах ТАДа Kit в тучных клетках или 

меланоцитах дикого типа.  

4.3 Нарушение ТАДов вызвало активацию Kdr в меланоцитах, но не тучных клетках 

Поскольку считается, что ТАДы устанавливают физические взаимодействия между 

энхансерами и промоторами, то представляет большой интерес, как целостность ТАДов влияет 

на регуляцию генов. Наш анализ транскриптома клеток Kit Δ30k выявил эктопическую 

активацию Kdr в меланоцитах, тогда как Kdr оставался молчащим в тучных клетках. 

Вероятными объяснениями тканеспецифичного захвата энхансеров являются различия между 

тучными клетками и меланоцитами в уровни транскрипции Kit (хотя активен в обоих, но в 

меланоцитах уровень в 10 раз выше) и эпигенетическом статусе Kdr (покрыт метками 

гетерохроматина в тучных клетках, но не меланоцитах). 

Геномное расстояние — ещё один фактор, который потенциально может влиять на захват 

энхансеров. Хотя ТАДы вносят серьёзный вклад в установление пространственных контактов 

между отдалёнными регионами, наибольший вклад вносит геномное расстояние: вероятность 

контакта падает с увеличением геномного расстояния [154]. Наибольшее количество 

энхансер-промоторных взаимодействий происходят на расстоянии около ~250 кб друг от друга 

[55]. Исходя из этого, можно предположить, что эктопическая активация гена Kdr в результате 

делеции произошла только лишь из-за его сближения по геному с активными энхансерами. Мы 

смогли оценить вклад геномного расстояния в активацию Kdr в тучных клетках при более 

крупной делеции на границе ТАДов Kit/Kdr: 300 кб против 30 кб. Анализ транскриптома 

тучных клеток с такой делецией показал отсутствие транскрипции Kdr. Хотя мы обнаружили 

антисмысловой транскрипт, включающий ген Kdr, который потенциально мог бы 

инактивировать смысловую транскрипцию посредством интерференции [305]. Но при этом мы 

не обнаружили повышенной активности генов ниже Kdr, которые не были затронуты 

антисмысловой транскрипцией. Таким образом, можно заключить, что другие факторы, а не 

геномное расстояние, ограничивали захват энхансера в тучных клетках. 

Во-первых, в тучных клетках ген Kit экспрессируется на более высоком уровне (в десять 

раз выше), чем в меланоцитах. Вероятно, эта особенность послужила фактором поддержания 
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инсуляции между активными энхансерами гена Kit и геном Kdr в тучных клетках, аналогично 

тому, как транскрипция обеспечивала внутреннюю инсуляцию в ТАДе Kit клеток дикого типа, 

как описано в пункте 4.1. 

Во-вторых, мы обнаружили, что Kdr экспрессируется на низком уровне в меланоцитах 

дикого типа и неактивен в тучных клетках дикого типа. Принимая во внимание обогащение Kdr 

репрессивной эпигенетической меткой H3K27me3 в тучных клетках, возможно, репрессивное 

состояние Kdr делает его недоступным для захвата энхансером. Наши карты Hi-C показали, что 

пространственные взаимодействия между Kit и Kdr не были установлены в тучных клетках, и 

активные энхансеры остались инсулированными от Kdr. Однако неясно, может ли репрессивное 

состояние Kdr влиять на инсуляцию пространственных контактов, как непонятна и 

причинно-следственная связь между активностью гена и эпигенетическим состоянием. Мы 

считаем, что высокий уровень транскрипции Kit в тучных клетках является более вероятным 

объяснением инсуляции, поскольку было обнаружено, что РНК-полимераза II действует как 

барьер для экструзии петель, опосредованной когезином [148]. Однако причинно-следственная 

связь между эпигенетическим статусом региона и его пространственной организации 

хроматина требует дальнейшего изучения. 

Мы анализировали транскриптом с помощью RNA-seq, что позволило нам оценить 

экспрессию не только генов интереса, но и соседних генов в локусе. Кроме того, использование 

RNA-seq позволило нам провести эффективный анализ в условиях ограниченности материала в 

случае меланоцитов. Таким образом, мы смогли подтвердить, что Kdr единственный ген, 

изменивший активность, в тучных клетках. 

Мы дополнительно подтвердили, что активация Kdr в меланоцитах является результатом 

делеции Kit Δ30k с помощью скрещивания Kit Δ30k M. musculus с диким M. castaneus. 

Поскольку почти все гены несут однонуклеотидные полиморфизмы, отличающие M. musculus 

от M. castaneus (включая гены Pdgfra, Kit и Kdr), мы смогли оценить активность генов, 

используя референсный аллель M. castaneus в качестве нормировочного фактора. При анализе 

транскриптома гибридов мы обнаружили, что подавляющее большинство транскриптов Kdr 

(98%) произошли от аллеля M. musculus, который и содержал делецию Kit Δ30k. Наблюдаемое 

различие соответствует пространственной организации локуса при делеции Kit Δ30k.  

Следует отметить, что мы не обнаружили обратной ситуации: активации Kit активными 

энхансерами Kdr в эндотелиальных клетках. Таким образом, специфичные для типа клеток 

особенности локуса, такие как локализация маркированных H3K27ac активных энхансеров, 

лежат в основе функции ТАДов, по крайней мере, в случае локуса Kit. 

Наш эксперимент по скрещиванию M. musculus x M. castaneus выявил подавление 

экспрессии Kit в меланоцитах Kit Δ30k. Хотя разница в относительном уровне экспрессии Kit 
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была значительной, она была слабой (Wt/castaneus 0,88 → Kit Δ30k/castaneus 0,75) по 

сравнению с серьёзным повышением экспрессии Kdr (Wt/castaneus 0,99 → Kit Δ30k/castaneus 

49,71). Понижение активности гена из-за перенаправления энхансера может отражать феномен 

конкуренции промоторов. Существуют некоторые свидетельства разделения активности 

энхансера по нескольким генам в результате нарушения границы ТАДа, что приводит к 

подавлению целевых генов [53]. Возможно, здесь мы увидели похожий механизм. 

Ограничением нашей работы является описание энхансеров по обогащению 

эпигенетической меткой активных энхансеров, H3K27ac. Хотя данные H3K27ac широко 

используют для определения энхансеров и в нашей работе эти данные показывают, как 

регуляторный контекст различается между тучными клетками, меланоцитами и ЭФМ, но такой 

способ определения энхансеров не является строгим и скорее описывает кандидатные 

энхансеры. В тучных клетках активные энхансеры находятся в пределах ТАДа Kit, выше гена 

Kit. В меланоцитах активные энхансеры в пределах ТАДа Kit окружают ген Kit. В ЭФМ 

энхансеры активны только выше гена Pdgfra. ТАД Kdr не имеет обогащения H3K27ac во всех 

трех типах клеток. Для того, чтобы обойти это ограничение и дать более полную 

характеристику эпигенетического ландшафта локуса, мы обратились к данным других работ по 

дополнительным эпигенетическим меткам, ассоциированным с активными энхансерами 

(H3K4me1) и гетерохроматином (H3K27me3); а также связыванию факторов транскрипции. 

Расширение характеристики регуляции в локусе позволило подтвердить, что выделенные нами 

энхансеры, связанные с обогащением H3K27ac. А также мы отметили, что в тучных клетках 

H3K27me3 охватывает весь локус ниже гена Kit. Мы полагаем, что расширение характеристики 

локуса данными других исследований придало большую надежность определению энхансеров, 

хотя и с ограничением, что мы называем энхансером область выше или ниже гена, а не точное 

взаимодействие энхансер-промотор.  

Более строгим было бы определение активных энхансеров по наличию eRNA в анализе 

транскриптома. Это связано с тем, что привлечение транскрипционной машины к энхансеру 

запускает транскрипцию его последовательности с образованием eRNA, присутствие которой 

коррелирует с функциональной активностью энхансеров [28]. Однако для обнаружения eRNA 

требуется секвенирование тотальных образцов РНК, а наши образцы были обогащены 

молекулами мРНК на основе наличия поли(А)-хвоста на их 3'-конце, поэтому наш анализ не 

позволяет оценить количество eRNA в образцах. Но мы можем обратиться к другому варианту 

функциональной оценки энхансеров, который основан на оценке экспрессии на фоне удаления 

регуляторных участков — так можно оценить функциональную активность энхансера и его 

влияние на конкретный ген. Такой анализ для гена Kit был выполнен в рамках другой работы, 

которая определила два энхансерных региона выше Kit в тучных клетках и меланоцитах 
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(расположены от промотора на расстоянии 147–154 кб и 21–28 кб соответственно) [296]. Хотя 

для экспрессии Kit в тучных клетках требовались отдаленные регионы (после их делеции Kit не 

транскрибировался), более проксимальный регион был необходим в меланоцитах. Таким 

образом, хотя наша работа не представляет функционального определения энхансеров, 

привлечение других источников позволяет составить представление о функциональной 

важности энхансеров, расположенных выше гена Kit, для активации Kit в тучных клетках. 

Специфичная для типа клеток роль ТАДов в регуляции экспрессии генов была также 

продемонстрирована в экспериментах на стволовых клетках и их производных: 

плюрипотентных стволовых клеток (иПСК) и полученных из иПСК кардиомиоцитов [331], 

эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) и двигательных нейронов [189]. Прочность границы 

ТАДов может варьировать между типами клеток, как было показано для мЭСК и ЭФМ [327]. 

Хотя, учитывая в целом более открытое состояние хроматина стволовых клеток по сравнению с 

дифференцированными клетками [332], преимуществом нашего исследования является 

доказательство эффектов в первичных культурах клеток от мышей с делециями. 

Исследования, касающиеся влияния нарушений ТАДов на экспрессию, показывают, что 

регуляция в пределах ТАДа может в значительной степени зависеть не только от целостности 

границы ТАДа, а также от других факторов. Мы приводим доказательства специфичных для 

типа клеток особенностей локуса Kit, влияющих на роль ТАДа в инсуляции влияния энхансера 

на нецелевой промотор. 

4.4 Фенотипические последствия нарушения ТАДа Kit  

В нашем исследовании мы наблюдали изменение фенотипа мышей в результате делеции 

CBS на границе между ТАДами Kit и Kdr: шерсть мышей Kit Δ30k была светлее по сравнению с 

мышами дикого типа. Хорошо известно, что мутации в Kit связаны с фенотипом белых пятен у 

мышей [222, 221, 223], кроликов [238, 239], кошек [240], собак [242], лошадей [243] и других 

животных. Механизм формирования этого фенотипа заключается в нарушении развития и 

миграции меланоцитов из-за дефектного сигналинга через рецептор Kit. Можно предположить, 

что снижение активности Kit, обнаруженное в меланоцитах, могло объяснить более бледный 

фенотип у мышей Kit Δ30k. Однако оно сталкивается с противоречием: мутации Kit, описанные 

в других исследованиях, приводят к полному отсутствию пигментации, либо локально, либо по 

всему телу, в то время как мыши Kit Δ30k имеют более светлую окраску, что является 

нехарактерным проявлением мутаций Kit. Тем не менее, окраска является существенным 

объектом естественного отбора, поэтому даже такое почти незаметное в лаборатории изменение 

может подвергаться устранению в естественных условиях. 

Мутации, приводящие к слиянию ТАДов, находятся под отрицательным отбором [174], 

поэтому эволюционный консерватизм ТАДов может быть следствием их роли в поддержания 

https://www.zotero.org/google-docs/?6Q34gL
https://www.zotero.org/google-docs/?5DOSvY
https://www.zotero.org/google-docs/?c9eoUZ
https://www.zotero.org/google-docs/?Cv7wjf
https://www.zotero.org/google-docs/?A6kotI
https://www.zotero.org/google-docs/?e60VeM
https://www.zotero.org/google-docs/?RRTACy
https://www.zotero.org/google-docs/?wfgXz5
https://www.zotero.org/google-docs/?CD8kmX
https://www.zotero.org/google-docs/?3Tisse
https://www.zotero.org/google-docs/?Uf2yCs
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определенного паттерна активности генов. А изменение структуры ТАДов может привести к 

появлению нового паттерна активности генов, что может стать эволюционным преимуществом, 

как было продемонстрировано на примере кротов [172]. Одной из адаптаций кротов к 

подземному образу жизни является повышение концентрации тестостерона у самок. 

Аберрантный паттерн активности гена Fgf9 обеспечивает толерантность женского оогенеза к 

мужскому гормону. Для изменения активности Fgf9 у кротов произошла хромосомная 

перестройка, затрагивающая дистальную часть ТАДа Fgf9. Учитывая роль ТАДов в инсуляции 

регуляторного паттерна, ТАДы обеспечивают интеграцию нового гена или изменение регуляции 

без серьезных последствий для геномного окружения [173]. Таким образом, регуляторный 

контекст, предоставляемый ТАДом, является важным объектом для эволюции организмов. 

 

На основе наших данных можно выделить перспективные направления дальнейших 

исследований. Наша работа показывает, что хотя ТАДы участвуют в регуляции экспрессии 

генов, они, вероятно, не являются главными регуляторами. Эпигенетический ландшафт может 

ограничивать эктопическую активацию гена, несмотря на нарушения границы ТАДов. В 

соответствии с этим, остаётся интересным сравнить вклад разных факторов в регуляцию 

экспрессии. Какую роль в этой системе играют ТАДы — инициируют ли они транскрипцию, 

или сами формируются в ответ на активность генов? Похожие вопросы часто возникают в 

дискуссиях о пространственной организации хроматина, поскольку до сих пор не установлена 

причинно-следственная связь между эпигенетическим статусом региона и его 

пространственной структурой.  

Для дальнейшего изучения данной проблемы можно было бы использовать модель локуса 

Kit с делециями ТАДов, но повторить эксперименты в других клетках, например, в клетках 

мастоцитомы мыши. Это позволило бы систематически исследовать вклад различных факторов 

— ТАДов, репрессивных меток хроматина, уровня транскрипции и геномного расстояния — без 

необходимости создавать отдельные линии мышей для каждой комбинации. Также интересно 

было бы воспроизвести регуляторный паттерн меланоцитов в тучных клетках и проверить, 

какой фактор окажется ключевым для активации Kdr в тучных клетках? Задавшись этой 

проблемой, мы подтвердили, что паттерн энхансеров и транскрипции в клетках мастоцитомы 

мыши P815 совпадает с первичными тучными клетками, но столкнулись с техническими 

ограничениями и пока не получили результатов. Тем не менее ясно, что роль ТАДов в 

регуляции является частью сложной системы. Глубокое понимание этого механизма важно для 

точного предсказания последствий мутаций (особенно тех, что нарушают структуру ТАДов) и 

остаётся актуальной проблемой, стимулирующей интерес к дальнейшим исследованиям в 

области пространственной организации хроматина.  

https://www.zotero.org/google-docs/?EMi1eZ
https://www.zotero.org/google-docs/?3hHixM
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Выводы 

1.​ Внутренняя организация топологически ассоциированного домена (ТАДа) Kit отражает 

состояние активности гена Kit: в эмбриональных фибробластах, где ген неактивен, ТАД 

имеет однородную структуру, тогда как в клетках с активной транскрипцией гена 

(тучных клетках, меланоцитах) внутри ТАДа наблюдается инсуляция хроматиновых 

контактов, совпадающая с областью гена Kit.  

2.​ Устойчивость границы ТАДа Pdgfra к нарушению в результате удаления сайтов 

связывания CTCF свидетельствует о том, что граница ТАДа может быть поддержана 

дополнительными сайтами связывания CTCF внутри ТАДа, которые компенсируют 

нарушение, формируя новую границу.  

3.​ Показано, что особенности эпигенетического состояния хроматина внутри ТАДа влияют 

на инсуляцию хроматиновых контактов, формируемых с участием белка CTCF — одна и 

та же делеция сайтов связывания CTCF в границе ТАДов Kit/Kdr в меланоцитах, но не в 

тучных клетках, приводит к эктопической активации Kdr, которая сопровождается 

потерей инсуляции между геном Kdr и энхансерами Kit. 

 



85 

Благодарности 

Я выражаю глубокую благодарность всем, кто принимал участие в выполнении данной 

работы. В её завершение внесли вклад сотрудники отдела молекулярных механизмов онтогенеза 

напрямую — участвуя на разных этапах работы, или косвенно — своим отношением к науке и 

знаниями формируя во мне учёного. Я безмерно благодарна, что являюсь членом такой дружной 

и плодотворной команды во главе с д.б.н., профессором О.Л. Серовым. 

Особую признательность я выражаю научному руководителю к.б.н. Н.Р. Баттулину за 

идейное вдохновение работы и проницательные научные вопросы, а также за чуткое 

наставничество, основанное на личном примере научного любопытства и уважения к свободе, 

что позволило мне раскрыть собственный потенциал. 

Я признательна к.б.н. В.А. Лукьянчиковой за проведение экспериментов на 

эмбриональных стволовых клетках мыши, которые задали толчок к созданию данной работы, а 

также за ценные советы и дружескую поддержку. Благодарю к.б.н. А.А. Хабарову за обучение 

практическим навыкам, в частности культивированию клеток, а также за культивирование меня 

без контаминации внутренними сомнениями. Спасибо к.б.н. А.С. Рыжковой за командную 

работу и напоминания о балансе между наукой и личной жизнью. Данная работа не могла бы 

быть выполнена без линий мышей, полученных при участии к.б.н. А.Н. Кораблева, к.б.н. И.А. 

Серовой и к.б.н. Г.В. Концевой. 

Весомый вклад в выполнение данной работы внесли мои родные и друзья. Спасибо моему 

мужу за неустанную поддержку, а родителям и сестре за то, что в нашей семье умеют мечтать.  

 

 



86 

Приложение 1 

Таблица S1. Последовательность гидовых РНК, использованных для получения линий мышей, 
и геномные координаты целевых сайтов модификации. 

Делеция Protospacer sequence+PAM Геномные координаты (mm10) 

Kit Δ30k GCGCCGTAAGTGCTGAAAAGAGG 
GAGGTAAGAGCAATCCGGTAAGG 

chr5:75,852,777-75,852,799 
chr5:75,881,199-75,881,221 

Kit Δ30k+ ACAATACAAAATAATCTGGGGGG 
AAAGCACTATGCCCAGTGAAAGG 

chr5:75,736,367-75,736,389 
chr5:75,736,660-75,736,682 

Pdgfra Δ2k GTGGACCACCAATACTAGCTGGG 
CAGTGGTTAAGGTCACCGAATGG 

chr5:75,155,567-75,155,589 
chr5:75,157,744-75,157,766 

Pdgfra Δ60k GTGGACCACCAATACTAGCTGGG 
GTCACCAAGTATGCGGTCATTGG 

chr5:75,155,567-75,155,589 
chr5:75,216,592-75,216,614 

 

 

 

 

 

Рисунок S1. Схематичное изображение расположения гидовых РНК для получения линий 
мышей и праймеров для генотипирования каждой линии с помощью ПЦР. 
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Приложение 2 

Таблица S2. Праймеры, использованные для генотипирования линий мышей. 

Название Последовательность 5’-3’ 

Граница ТАДов Pdgfra/Kit 

Pdgfra TAD fwd CTGATTCCCGACCTCATCGG 

Pdgfra TAD rev GCTCTATGCTCAGCGTTTGC 

Pdgfra Δ2k fwd CCTTCCCCTCTCCCTCTCAA 

Pdgfra Δ2k rev CCTGCTCCCTTCCTTTCAGG 

Kit TAD fwd ATGGAGGGTGCTGCTTACTG 

Kit TAD rev AACCGTGTTTGGTTGGGTGT 

Pdgfra Δ60k fwd CCAGTGGTGCAGTGAAGGAT 

Pdgfra Δ60k rev GCTCAGCTCTCCGGGTATTC 

Граница ТАДов Kit/Kdr 

Kit Δ30k start fwd AAGGCTGTTGTACTGCGTGA 

Kit Δ30k start rev ATGATCTCGTGGCGTCATCC 

intra Kit Δ30k fwd CCTACGAGCCTTCACGTTGT 

intra Kit Δ30k rev TGAGGACCGCTGATAGGGAA 

Kit Δ30k end fwd CATAGCCTCTTGCCTTCCGT 

Kit Δ30k end rev GTGCTATGGGAGCCGAAAGA 
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Приложение 3 

 

Рисунок S2. Схематическое изображение анализа обогащения контактами в данных 
мутантных cHi-C относительно Wt. Прочтения Wt cHi-C были картированы на 
модифицированный геном, содержащий соответствующую делецию. Матрицы были 
нормализованы с помощью VC_SQRT. Затем было выполнено преобразование log2 каждого 
отношения: контакты Del / контакты Wt. Затем рассчитывали среднее отношение контактов в 
окне, скользящем вдоль диагонали Hi-C. Полученные значения были нормализованы по 
Z-оценкам. Были протестированы серии окон различных размеров (5–40 бинов, где 1 бин = 5 
кб). Для анализа использовался размер окна в 20 бинов. 

Помимо эпигенетических факторов, распределение геномных контактов определяется 

расстоянием между локусами. Поскольку наши делеции охватывали большие геномные 

регионы, мы оценили вклад уменьшения расстояния в перестройку хроматиновых контактов в 

мутантных клетках. Для этого мы сгенерировали геном mm10, содержащий делецию. Затем мы 

перекартировали контакты Hi-C Wt на модифицированный геном с помощью алгоритма 

C-InterSecture. Оставшиеся контакты были пересчитаны в соответствии с уменьшением 

количества контактов при увеличении геномного расстояния (уменьшение согласно P(s)), и 

были сгенерированы карты Hi-C Wt с смоделированными делециями. Для оценки обогащения 

контактами использовались смоделированные матрицы Wt.  

На картах вычитания для Pdgfra Δ2k/Wt (Рисунок 14В), Pdgfra Δ60k/Wt (Рисунок 14Д), 

KitΔ30k+/Wt (Рисунок 17Б), и Kit Δ30k/Wt (Рисунок 18Д, Е) мы обнаружили повышения 

взаимодействия между ТАДами. Это подтверждает, что перераспределение пространственных 

контактов хроматина было вызвано удалением границ ТАДов, а не сокращением геномного 

расстояния.  



89 

Список литературы 

1. Spielmann, M., Lupiáñez, D. G., Mundlos, S. Structural variation in the 3D genome // Nature 
Reviews Genetics. 2018. Vol. 19. № 7. – P. 453-467. 

2. Ibrahim, D. M., Mundlos, S. Three-dimensional chromatin in disease: What holds us together and 
what drives us apart? : Cell Nucleus // Current Opinion in Cell Biology. 2020. Vol. 64. – P. 1-9. 

3. Hnisz, D., Weintraub, A. S., Day, D. S., et al. Activation of proto-oncogenes by disruption of 
chromosome neighborhoods // Science. 2016. Vol. 351. № 6280. – P. 1454-1458. 

4. Lupiáñez, D. G., Kraft, K., Heinrich, V., et al. Disruptions of Topological Chromatin Domains 
Cause Pathogenic Rewiring of Gene-Enhancer Interactions // Cell. 2015. Vol. 161. № 5. – 
P. 1012-1025. 

5. Redin, C., Brand, H., Collins, R. L., et al. The genomic landscape of balanced cytogenetic 
abnormalities associated with human congenital anomalies // Nature Genetics. 2017. Vol. 49. № 1. – 
P. 36-45. 

6. Kraft, K., Magg, A., Heinrich, V., et al. Serial genomic inversions induce tissue-specific 
architectural stripes, gene misexpression and congenital malformations // Nature Cell Biology. 2019. 
Vol. 21. № 3. – P. 305-310. 

7. Cova, G., Glaser, J., Schöpflin, R., et al. Combinatorial effects on gene expression at the Lbx1/Fgf8 
locus resolve split-hand/foot malformation type 3 // Nature Communications. 2023. Vol. 14. № 1. – 
P. 1475. 

8. Laugsch, M., Bartusel, M., Rehimi, R., et al. Modeling the Pathological Long-Range Regulatory 
Effects of Human Structural Variation with Patient-Specific hiPSCs // Cell Stem Cell. 2019. Vol. 24. 
№ 5. – P. 736-752. 

9. Guo, Y. A., Chang, M. M., Huang, W., et al. Mutation hotspots at CTCF binding sites coupled to 
chromosomal instability in gastrointestinal cancers // Nature Communications. 2018. Vol. 9. № 1. – 
P. 1520. 

10. Flavahan, W. A., Drier, Y., Liau, B. B., et al. Insulator dysfunction and oncogene activation in IDH 
mutant gliomas // Nature. 2016. Vol. 529. № 7584. – P. 110-114. 

11. Schwarzer, W., Abdennur, N., Goloborodko, A., et al. Two independent modes of chromatin 
organization revealed by cohesin removal // Nature. 2017. Vol. 551. № 7678. – P. 51-56. 

12. Nora, E. P., Goloborodko, A., Valton, A.-L., et al. Targeted Degradation of CTCF Decouples Local 
Insulation of Chromosome Domains from Genomic Compartmentalization // Cell. 2017. Vol. 169. 
№ 5. – P. 930-944. 

13. Despang, A., Schöpflin, R., Franke, M., et al. Functional dissection of the Sox9–Kcnj2 locus 
identifies nonessential and instructive roles of TAD architecture // Nature Genetics. 2019. Vol. 51. 
№ 8. – P. 1263-1271. 

14. Williamson, I., Kane, L., Devenney, P. S., et al. Developmentally regulated Shh expression is 
robust to TAD perturbations // Development. 2019. Vol. 146. № 19. – P. dev179523. 

15. Puputti, M., Tynninen, O., Sihto, H., et al. Amplification of KIT, PDGFRA, VEGFR2, and EGFR 
in Gliomas // Molecular Cancer Research. 2006. Vol. 4. № 12. – P. 927-934. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


90 

16. Szerlip, N. J., Pedraza, A., Chakravarty, D., et al. Intratumoral heterogeneity of receptor tyrosine 
kinases EGFR and PDGFRA amplification in glioblastoma defines subpopulations with distinct 
growth factor response // Proceedings of the National Academy of Sciences. 2012. Vol. 109. № 8. – 
P. 3041-3046. 

17. Battochio, A., Mohammed, S., Winthrop, D., et al. Detection of c-KIT and PDGFRA Gene 
Mutations in Gastrointestinal Stromal Tumors: Comparison of DHPLC and DNA Sequencing Methods 
Using a Single Population-Based Cohort // American Journal of Clinical Pathology. 2010. Vol. 133. 
№ 1. – P. 149-155. 

18. Benbarche, S., Lopez, C. K., Salataj, E., et al. Screening of ETO2-GLIS2–induced Super 
Enhancers identifies targetable cooperative dependencies in acute megakaryoblastic leukemia // 
Science Advances. 2022. – P. eabg9455. 

19. Perrot-Applanat, M., Di Benedetto, M. Autocrine functions of VEGF in breast tumor cells: 
Adhesion, survival, migration and invasion // Cell Adhesion & Migration. 2012. Vol. 6. № 6. – 
P. 547-553. 

20. Laimins, L., Holmgren-König, M., Khoury, G. Transcriptional “silencer” element in rat repetitive 
sequences associated with the rat insulin 1 gene locus // Proceedings of the National Academy of 
Sciences. 1986. Vol. 83. № 10. – P. 3151-3155. 

21. Doni Jayavelu, N., Jajodia, A., Mishra, A., et al. Candidate silencer elements for the human and 
mouse genomes // Nature Communications. 2020. Vol. 11. № 1. – P. 1061. 

22. Duttke, S. H., Guzman, C., Chang, M., et al. Position-dependent function of human 
sequence-specific transcription factors // Nature. 2024. Vol. 631. № 8022. – P. 891-898. 

23. Gaszner, M., Felsenfeld, G. Insulators: exploiting transcriptional and epigenetic mechanisms // 
Nature Reviews Genetics. 2006. Vol. 7. Insulators. № 9. – P. 703-713. 

24. Bell, A. C., West, A. G., Felsenfeld, G. The Protein CTCF Is Required for the Enhancer Blocking 
Activity of Vertebrate Insulators // Cell. 1999. Т. 98. № 3. – С. 387-396. 

25. Bell, A. C., Felsenfeld, G. Methylation of a CTCF-dependent boundary controls imprinted 
expression of the Igf2 gene // Nature. 2000. Vol. 405. № 6785. – P. 482-485. 

26. Heger, P., Marin, B., Bartkuhn, M., et al. The chromatin insulator CTCF and the emergence of 
metazoan diversity // Proceedings of the National Academy of Sciences. 2012. Vol. 109. № 43. – 
P. 17507-17512. 

27. Ohlsson, R., Renkawitz, R., Lobanenkov, V. CTCF is a uniquely versatile transcription regulator 
linked to epigenetics and disease // Trends in Genetics. 2001. Т. 17. № 9. – С. 520-527. 

28. Andersson, R., Sandelin, A. Determinants of enhancer and promoter activities of regulatory 
elements // Nature Reviews Genetics. 2020. Vol. 21. № 2. – P. 71-87. 

29. Core, L. J., Martins, A. L., Danko, C. G., et al. Analysis of nascent RNA identifies a unified 
architecture of initiation regions at mammalian promoters and enhancers // Nature Genetics. 2014. 
Vol. 46. № 12. – P. 1311-1320. 

30. Scruggs, B. S., Gilchrist, D. A., Nechaev, S., et al. Bidirectional Transcription Arises from Two 
Distinct Hubs of Transcription Factor Binding and Active Chromatin // Molecular Cell. 2015. Vol. 58. 
№ 6. – P. 1101-1112. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


91 

31. Engreitz, J. M., Haines, J. E., Perez, E. M., et al. Local regulation of gene expression by lncRNA 
promoters, transcription and splicing // Nature. 2016. Vol. 539. № 7629. – P. 452-455. 

32. Diao, Y., Fang, R., Li, B., et al. A tiling-deletion-based genetic screen for cis-regulatory element 
identification in mammalian cells // Nature Methods. 2017. Vol. 14. № 6. – P. 629-635. 

33. Dao, L. T. M., Galindo-Albarrán, A. O., Castro-Mondragon, J. A., et al. Genome-wide 
characterization of mammalian promoters with distal enhancer functions // Nature Genetics. 2017. 
Vol. 49. № 7. – P. 1073-1081. 

34. Kim, T.-K., Hemberg, M., Gray, J. M., et al. Widespread transcription at neuronal 
activity-regulated enhancers // Nature. 2010. Vol. 465. № 7295. – P. 182-187. 

35. Santa, F. D., Barozzi, I., Mietton, F., et al. A Large Fraction of Extragenic RNA Pol II 
Transcription Sites Overlap Enhancers // PLOS Biology. 2010. Vol. 8. № 5. – P. e1000384. 

36. Andersson, R., Gebhard, C., Miguel-Escalada, I., et al. An atlas of active enhancers across human 
cell types and tissues // Nature. 2014. Vol. 507. № 7493. – P. 455-461. 

37. Murakami, K., Elmlund, H., Kalisman, N., et al. Architecture of an RNA Polymerase II 
Transcription Pre-Initiation Complex // Science. 2013. Vol. 342. № 6159. – P. 1238724. 

38. Haberle, V., Stark, A. Eukaryotic core promoters and the functional basis of transcription initiation 
// Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2018. Vol. 19. № 10. – P. 621-637. 

39. Saxonov, S., Berg, P., Brutlag, D. L. A genome-wide analysis of CpG dinucleotides in the human 
genome distinguishes two distinct classes of promoters // Proceedings of the National Academy of 
Sciences. 2006. Vol. 103. № 5. – P. 1412-1417. 

40. Deaton, A. M., Bird, A. CpG islands and the regulation of transcription // Genes & Development. 
2011. Vol. 25. № 10. – P. 1010-1022. 

41. Yang, J. H., Hansen, A. S. Enhancer selectivity in space and time: from enhancer–promoter 
interactions to promoter activation // Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2024. Vol. 25. Enhancer 
selectivity in space and time. № 7. – P. 574-591. 

42. Chen, Q., Zeng, Y., Kang, J., et al. Enhancer RNAs in transcriptional regulation: recent insights // 
Frontiers in Cell and Developmental Biology. 2023. Vol. 11. Enhancer RNAs in transcriptional 
regulation. 

43. Capra, J. A., Erwin, G. D., McKinsey, G., et al. Many human accelerated regions are 
developmental enhancers // Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences. 
2013. Vol. 368. № 1632. – P. 20130025. 

44. Cui, X., Yang, H., Cai, C., et al. Comparative characterization of human accelerated regions in 
neurons // Nature. 2025. – P. 1-9. 

45. Wong, E. S., Zheng, D., Tan, S. Z., et al. Deep conservation of the enhancer regulatory code in 
animals // Science. 2020. Vol. 370. № 6517. – P. eaax8137. 

46. Minnoye, L., Marinov, G. K., Krausgruber, T., et al. Chromatin accessibility profiling methods // 
Nature Reviews Methods Primers. 2021. Vol. 1. № 1. – P. 1-24. 

47. Inoue, F., Ahituv, N. Decoding enhancers using massively parallel reporter assays : Recent 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


92 

advances in functional assays of transcriptional enhancers // Genomics. 2015. Vol. 106. № 3. – 
P. 159-164. 

48. Gasperini, M., Tome, J. M., Shendure, J. Towards a comprehensive catalogue of validated and 
target-linked human enhancers // Nature Reviews Genetics. 2020. Vol. 21. № 5. – P. 292-310. 

49. Osterwalder, M., Barozzi, I., Tissières, V., et al. Enhancer redundancy provides phenotypic 
robustness in mammalian development // Nature. 2018. Vol. 554. № 7691. – P. 239-243. 

50. Bonev, B., Mendelson Cohen, N., Szabo, Q., et al. Multiscale 3D Genome Rewiring during Mouse 
Neural Development // Cell. 2017. Vol. 171. № 3. – P. 557-572. 

51. Dixon, J. R., Jung, I., Selvaraj, S., et al. Chromatin architecture reorganization during stem cell 
differentiation // Nature. 2015. Vol. 518. № 7539. – P. 331-336. 

52. Kvon, E. Z., Waymack, R., Gad, M., et al. Enhancer redundancy in development and disease // 
Nature Reviews Genetics. 2021. Vol. 22. № 5. – P. 324-336. 

53. Uyehara, C. M., Apostolou, E. 3D enhancer-promoter interactions and multi-connected hubs: 
Organizational principles and functional roles // Cell Reports. 2023. Vol. 42. № 4. – P. 112068. 

54. Schoenfelder, S., Furlan-Magaril, M., Mifsud, B., et al. The pluripotent regulatory circuitry 
connecting promoters to their long-range interacting elements // Genome Research. 2015. Vol. 25. 
№ 4. – P. 582-597. 

55. Chen, Z., Snetkova, V., Bower, G., et al. Increased enhancer–promoter interactions during 
developmental enhancer activation in mammals // Nature Genetics. 2024. Vol. 56. № 4. – P. 675-685. 

56. Thomas, H. F., Feng, S., Haslhofer, F., et al. Enhancer cooperativity can compensate for loss of 
activity over large genomic distances // Molecular Cell. 2025. Vol. 85. № 2. – P. 362-375.e9. 

57. Kubo, N., Ishii, H., Xiong, X., et al. Promoter-proximal CTCF binding promotes distal 
enhancer-dependent gene activation // Nature Structural & Molecular Biology. 2021. Vol. 28. № 2. – 
P. 152-161. 

58. Bower, G., Hollingsworth, E. W., Jacinto, S., et al. Conserved Cis-Acting Range Extender Element 
Mediates Extreme Long-Range Enhancer Activity in Mammals. 2024. – P. 2024.05.26.595809. 

59. Monahan, K., Horta, A., Lomvardas, S. LHX2- and LDB1-mediated trans interactions regulate 
olfactory receptor choice // Nature. 2019. Vol. 565. № 7740. – P. 448-453. 

60. Flemming, W. Zellsubstanz, Kern und Zelltheilung Vogel, 1882. – 534 p. 

61. Rabl, C. Uber zellthilung // Morphol Jahrb. 1885. Vol. 10. – P. 214-330. 

62. Boveri, T. Die Blastomerenkerne von Ascaris megalocephala und die Theorie der 
Chromosomenindividualitat // Archiv fur Zellforschung. 1909. Vol. 3. – P. 181-268. 

63. Heitz, E. Das heterochromatin der moose // Jahrb wiss Bot. 1928. Vol. 69. – P. 762-818. 

64. Cremer, T., Cremer, C., Schneider, T., et al. Analysis of chromosome positions in the interphase 
nucleus of Chinese hamster cells by laser-UV-microirradiation experiments // Human Genetics. 1982. 
Vol. 62. № 3. – P. 201-209. 

65. Manuelidis, L. Individual interphase chromosome domains revealed by in situ hybridization // 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


93 

Human Genetics. 1985. Vol. 71. № 4. – P. 288-293. 

66. Schardin, M., Cremer, T., Hager, H. D., et al. Specific staining of human chromosomes in Chinese 
hamster x man hybrid cell lines demonstrates interphase chromosome territories // Human Genetics. 
1985. Vol. 71. № 4. – P. 281-287. 

67. Dietzel, S., Schiebel, K., Little, G., et al. The 3D Positioning of ANT2 and ANT3 Genes within 
Female X Chromosome Territories Correlates with Gene Activity // Experimental Cell Research. 1999. 
Vol. 252. № 2. – P. 363-375. 

68. Volpi, E. V., Chevret, E., Jones, T., et al. Large-scale chromatin organization of the major 
histocompatibility complex and other regions of human chromosome 6 and its response to interferon 
in interphase nuclei // Journal of Cell Science. 2000. Vol. 113. № 9. – P. 1565-1576. 

69. Brown, K. E., Guest, S. S., Smale, S. T., et al. Association of Transcriptionally Silent Genes with 
Ikaros Complexes at Centromeric Heterochromatin // Cell. 1997. Vol. 91. № 6. – P. 845-854. 

70. Dekker, J., Rippe, K., Dekker, M., et al. Capturing Chromosome Conformation // Science. 2002. 
Vol. 295. № 5558. – P. 1306-1311. 

71. Tolhuis, B., Palstra, R.-J., Splinter, E., et al. Looping and Interaction between Hypersensitive Sites 
in the Active β-globin Locus // Molecular Cell. 2002. Vol. 10. № 6. – P. 1453-1465. 

72. Palstra, R.-J., Tolhuis, B., Splinter, E., et al. The β-globin nuclear compartment in development and 
erythroid differentiation // Nature Genetics. 2003. Vol. 35. № 2. – P. 190-194. 

73. Vakoc, C. R., Letting, D. L., Gheldof, N., et al. Proximity among Distant Regulatory Elements at 
the β-Globin Locus Requires GATA-1 and FOG-1 // Molecular Cell. 2005. Vol. 17. № 3. – P. 453-462. 

74. Simonis, M., Klous, P., Splinter, E., et al. Nuclear organization of active and inactive chromatin 
domains uncovered by chromosome conformation capture–on-chip (4C) // Nature Genetics. 2006. 
Vol. 38. № 11. – P. 1348-1354. 

75. Zhao, Z., Tavoosidana, G., Sjölinder, M., et al. Circular chromosome conformation capture (4C) 
uncovers extensive networks of epigenetically regulated intra- and interchromosomal interactions // 
Nature Genetics. 2006. Vol. 38. № 11. – P. 1341-1347. 

76. Andrey, G., Montavon, T., Mascrez, B., et al. A Switch Between Topological Domains Underlies 
HoxD Genes Collinearity in Mouse Limbs // Science. 2013. Vol. 340. № 6137. – P. 1234167. 

77. Apostolou, E., Ferrari, F., Walsh, R. M., et al. Genome-wide Chromatin Interactions of the Nanog 
Locus in Pluripotency, Differentiation, and Reprogramming // Cell Stem Cell. 2013. Vol. 12. № 6. – 
P. 699-712. 

78. Ghavi-Helm, Y., Klein, F. A., Pakozdi, T., et al. Enhancer loops appear stable during development 
and are associated with paused polymerase // Nature. 2014. Vol. 512. № 7512. – P. 96-100. 

79. Dostie, J., Richmond, T. A., Arnaout, R. A., et al. Chromosome Conformation Capture Carbon 
Copy (5C): A massively parallel solution for mapping interactions between genomic elements // 
Genome Research. 2006. Vol. 16. № 10. – P. 1299-1309. 

80. Deshpande, A. S., Ulahannan, N., Pendleton, M., et al. Identifying synergistic high-order 3D 
chromatin conformations from genome-scale nanopore concatemer sequencing // Nature 
Biotechnology. 2022. Vol. 40. № 10. – P. 1488-1499. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


94 

81. Zhong, J.-Y., Niu, L., Lin, Z.-B., et al. High-throughput Pore-C reveals the single-allele topology 
and cell type-specificity of 3D genome folding // Nature Communications. 2023. Vol. 14. № 1. – 
P. 1250. 

82. Lieberman-Aiden, E., Berkum, N. L. van, Williams, L., et al. Comprehensive Mapping of 
Long-Range Interactions Reveals Folding Principles of the Human Genome // Science. 2009. Vol. 326. 
№ 5950. – P. 289-293. 

83. Nora, E. P., Lajoie, B. R., Schulz, E. G., et al. Spatial partitioning of the regulatory landscape of 
the X-inactivation centre // Nature. 2012. Vol. 485. № 7398. – P. 381-385. 

84. Dixon, J. R., Selvaraj, S., Yue, F., et al. Topological domains in mammalian genomes identified by 
analysis of chromatin interactions // Nature. 2012. Vol. 485. № 7398. – P. 376-380. 

85. Ma, W., Ay, F., Lee, C., et al. Fine-scale chromatin interaction maps reveal the cis-regulatory 
landscape of human lincRNA genes // Nature Methods. 2015. Vol. 12. № 1. – P. 71-78. 

86. Ramani, V., Cusanovich, D. A., Hause, R. J., et al. Mapping 3D genome architecture through in 
situ DNase Hi-C // Nature Protocols. 2016. Vol. 11. № 11. – P. 2104-2121. 

87. Gridina, M., Mozheiko, E., Valeev, E., et al. A cookbook for DNase Hi-C // Epigenetics & 
Chromatin. 2021. Vol. 14. № 1. – P. 15. 

88. Hsieh, T.-H. S., Weiner, A., Lajoie, B., et al. Mapping Nucleosome Resolution Chromosome 
Folding in Yeast by Micro-C // Cell. 2015. Vol. 162. № 1. – P. 108-119. 

89. Krietenstein, N., Abraham, S., Venev, S. V., et al. Ultrastructural Details of Mammalian 
Chromosome Architecture // Molecular Cell. 2020. Vol. 78. № 3. – P. 554-565.e7. 

90. Gridina, M., Popov, A., Shadskiy, A., et al. Expanding the list of sequence-agnostic enzymes for 
chromatin conformation capture assays with S1 nuclease // Epigenetics & Chromatin. 2023. Vol. 16. 
№ 1. – P. 48. 

91. Akgol Oksuz, B., Yang, L., Abraham, S., et al. Systematic evaluation of chromosome 
conformation capture assays // Nature Methods. 2021. Vol. 18. № 9. – P. 1046-1055. 

92. Fullwood, M. J., Liu, M. H., Pan, Y. F., et al. An oestrogen-receptor-α-bound human chromatin 
interactome // Nature. 2009. Vol. 462. № 7269. – P. 58-64. 

93. Mumbach, M. R., Rubin, A. J., Flynn, R. A., et al. HiChIP: efficient and sensitive analysis of 
protein-directed genome architecture // Nature Methods. 2016. Vol. 13. HiChIP. № 11. – P. 919-922. 

94. Fang, R., Yu, M., Li, G., et al. Mapping of long-range chromatin interactions by proximity 
ligation-assisted ChIP-seq // Cell Research. 2016. Vol. 26. № 12. – P. 1345-1348. 

95. Mifsud, B., Tavares-Cadete, F., Young, A. N., et al. Mapping long-range promoter contacts in 
human cells with high-resolution capture Hi-C // Nature Genetics. 2015. Vol. 47. № 6. – P. 598-606. 

96. Dryden, N. H., Broome, L. R., Dudbridge, F., et al. Unbiased analysis of potential targets of breast 
cancer susceptibility loci by Capture Hi-C // Genome Research. 2014. Vol. 24. № 11. – P. 1854-1868. 

97. Jäger, R., Migliorini, G., Henrion, M., et al. Capture Hi-C identifies the chromatin interactome of 
colorectal cancer risk loci // Nature Communications. 2015. Vol. 6. № 1. – P. 6178. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


95 

98. Tomás-Daza, L., Rovirosa, L., López-Martí, P., et al. Low input capture Hi-C (liCHi-C) identifies 
promoter-enhancer interactions at high-resolution // Nature Communications. 2023. Vol. 14. № 1. – 
P. 268. 

99. Hua, P., Badat, M., Hanssen, L. L. P., et al. Defining genome architecture at base-pair resolution // 
Nature. 2021. Vol. 595. № 7865. – P. 125-129. 

100. Aljahani, A., Hua, P., Karpinska, M. A., et al. Analysis of sub-kilobase chromatin topology 
reveals nano-scale regulatory interactions with variable dependence on cohesin and CTCF // Nature 
Communications. 2022. Vol. 13. № 1. – P. 2139. 

101. Hamley, J. C., Li, H., Denny, N., et al. Determining chromatin architecture with Micro Capture-C 
// Nature Protocols. 2023. Vol. 18. № 6. – P. 1687-1711. 

102. Goel, V. Y., Huseyin, M. K., Hansen, A. S. Region Capture Micro-C reveals coalescence of 
enhancers and promoters into nested microcompartments // Nature Genetics. 2023. Vol. 55. № 6. – 
P. 1048-1056. 

103. Gridina, M., Lagunov, T., Belokopytova, P., et al. A novel approach for simultaneous detection of 
structural and single-nucleotide variants based on a combination of chromosome conformation capture 
and exome sequencing // bioRxiv. 2024. – P. 2024.01.26.577292. 

104. Chen, Y., Zhang, Y., Wang, Y., et al. Mapping 3D genome organization relative to nuclear 
compartments using TSA-Seq as a cytological ruler // Journal of Cell Biology. 2018. Vol. 217. № 11. – 
P. 4025-4048. 

105. Kumar, P., Gholamalamdari, O., Zhang, Y., et al. Nucleolus and centromere Tyramide Signal 
Amplification-Seq reveals variable localization of heterochromatin in different cell types // 
Communications Biology. 2024. Vol. 7. № 1. – P. 1-18. 

106. Steensel, B. van, Henikoff, S. Identification of in vivo DNA targets of chromatin proteins using 
tethered Dam methyltransferase // Nature Biotechnology. 2000. Vol. 18. № 4. – P. 424-428. 

107. Guelen, L., Pagie, L., Brasset, E., et al. Domain organization of human chromosomes revealed by 
mapping of nuclear lamina interactions // Nature. 2008. Vol. 453. № 7197. – P. 948-951. 

108. Quinodoz, S. A., Ollikainen, N., Tabak, B., et al. Higher-Order Inter-chromosomal Hubs Shape 
3D Genome Organization in the Nucleus // Cell. 2018. Vol. 174. № 3. – P. 744-757.e24. 

109. Quinodoz, S. A., Jachowicz, J. W., Bhat, P., et al. RNA promotes the formation of spatial 
compartments in the nucleus // Cell. 2021. Vol. 184. № 23. – P. 5775-5790.e30. 

110. Beagrie, R. A., Scialdone, A., Schueler, M., et al. Complex multi-enhancer contacts captured by 
genome architecture mapping // Nature. 2017. Vol. 543. № 7646. – P. 519-524. 

111. Nagano, T., Lubling, Y., Várnai, C., et al. Cell-cycle dynamics of chromosomal organization at 
single-cell resolution // Nature. 2017. Vol. 547. № 7661. – P. 61-67. 

112. Ramani, V., Deng, X., Qiu, R., et al. Massively multiplex single-cell Hi-C // Nature Methods. 
2017. Vol. 14. № 3. – P. 263-266. 

113. Liu, Z., Chen, Y., Xia, Q., et al. Linking genome structures to functions by simultaneous 
single-cell Hi-C and RNA-seq // Science. 2023. Vol. 380. № 6649. – P. 1070-1076. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


96 

114. Lukyanchikova, V., Nuriddinov, M., Belokopytova, P., et al. Anopheles mosquitoes reveal new 
principles of 3D genome organization in insects // Nature Communications. 2022. Vol. 13. № 1. – 
P. 1960. 

115. Rhie, A., McCarthy, S. A., Fedrigo, O., et al. Towards complete and error-free genome assemblies 
of all vertebrate species // Nature. 2021. Vol. 592. № 7856. – P. 737-746. 

116. Dixon, J. R., Xu, J., Dileep, V., et al. Integrative detection and analysis of structural variation in 
cancer genomes // Nature Genetics. 2018. Vol. 50. № 10. – P. 1388-1398. 

117. Wang, X., Luan, Y., Yue, F. EagleC: A deep-learning framework for detecting a full range of 
structural variations from bulk and single-cell contact maps // Science Advances. 2022. Vol. 8. EagleC. 
№ 24. – P. eabn9215. 

118. Okonechnikov, K., Camgöz, A., Chapman, O., et al. 3D genome mapping identifies 
subgroup-specific chromosome conformations and tumor-dependency genes in ependymoma // Nature 
Communications. 2023. Vol. 14. № 1. – P. 2300. 

119. Rowley, M. J., Corces, V. G. Organizational principles of 3D genome architecture // Nature 
Reviews Genetics. 2018. Vol. 19. № 12. – P. 789-800. 

120. Razin, S. V., Ulianov, S. V. Gene functioning and storage within a folded genome // Cellular & 
Molecular Biology Letters. 2017. Vol. 22. № 1. – P. 18. 

121. Razin, S. V., Ulianov, S. V., Gavrilov, A. A. 3D Genomics // Molecular Biology. 2019. Vol. 53. 
№ 6. – P. 802-812. 

122. Gibcus, J. H., Dekker, J. The Hierarchy of the 3D Genome // Molecular Cell. 2013. Vol. 49. № 5. 
– P. 773-782. 

123. Bonev, B., Cavalli, G. Organization and function of the 3D genome // Nature Reviews Genetics. 
2016. Vol. 17. № 11. – P. 661-678. 

124. Misteli, T. The Self-Organizing Genome: Principles of Genome Architecture and Function // Cell. 
2020. Vol. 183. The Self-Organizing Genome. № 1. – P. 28-45. 

125. Dekker, J., Mirny, L. A. The chromosome folding problem and how cells solve it // Cell. 2024. 
Vol. 187. № 23. – P. 6424-6450. 

126. Fussner, E., Strauss, M., Djuric, U., et al. Open and closed domains in the mouse genome are 
configured as 10-nm chromatin fibres // EMBO Reports. 2012. Vol. 13. № 11. – P. 992-996. 

127. Weintraub, A. S., Li, C. H., Zamudio, A. V., et al. YY1 Is a Structural Regulator of 
Enhancer-Promoter Loops // Cell. 2017. Vol. 171. № 7. – P. 1573-1588. 

128. Hnisz, D., Shrinivas, K., Young, R. A., et al. A Phase Separation Model for Transcriptional 
Control // Cell. 2017. Vol. 169. № 1. – P. 13-23. 

129. Szabo, Q., Bantignies, F., Cavalli, G. Principles of genome folding into topologically associating 
domains // Science Advances. 2019. Vol. 5. № 4. – P. eaaw1668. 

130. Strom, A. R., Biggs, R. J., Banigan, E. J., et al. HP1α is a chromatin crosslinker that controls 
nuclear and mitotic chromosome mechanics // eLife. 2021. Vol. 10. – P. e63972. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


97 

131. Marchal, C., Sima, J., Gilbert, D. M. Control of DNA replication timing in the 3D genome // 
Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2019. Vol. 20. № 12. – P. 721-737. 

132. Belaghzal, H., Borrman, T., Stephens, A. D., et al. Liquid chromatin Hi-C characterizes 
compartment-dependent chromatin interaction dynamics // Nature Genetics. 2021. Vol. 53. № 3. – 
P. 367-378. 

133. Hildebrand, E. M., Dekker, J. Mechanisms and Functions of Chromosome Compartmentalization 
// Trends in Biochemical Sciences. 2020. Т. 45. № 5. – С. 385-396. 

134. Cremer, T., Cremer, M. Chromosome Territories // Cold Spring Harbor Perspectives in Biology. 
2010. Vol. 2. № 3. – P. a003889. 

135. Solovei, I., Mirny, L. Spandrels of the cell nucleus // Current Opinion in Cell Biology. 2024. 
Vol. 90. – P. 102421. 

136. Rao, S. S. P., Huang, S.-C., Hilaire, B. G. S., et al. Cohesin Loss Eliminates All Loop Domains // 
Cell. 2017. Vol. 171. № 2. – P. 305-320.e24. 

137. Bintu, B., Mateo, L. J., Su, J.-H., et al. Super-resolution chromatin tracing reveals domains and 
cooperative interactions in single cells // Science. 2018. Vol. 362. № 6413. – P. eaau1783. 

138. Kim, Y., Shi, Z., Zhang, H., et al. Human cohesin compacts DNA by loop extrusion // Science. 
2019. Vol. 366. № 6471. – P. 1345-1349. 

139. Davidson, I. F., Bauer, B., Goetz, D., et al. DNA loop extrusion by human cohesin // Science. 
2019. Vol. 366. № 6471. – P. 1338-1345. 

140. Bauer, B. W., Davidson, I. F., Canena, D., et al. Cohesin mediates DNA loop extrusion by a 
“swing and clamp” mechanism // Cell. 2021. Vol. 184. № 21. – P. 5448-5464.e22. 

141. Dekker, C., Haering, C. H., Peters, J.-M., et al. How do molecular motors fold the genome? // 
Science. 2023. Vol. 382. № 6671. – P. 646-648. 

142. Kim, T. H., Abdullaev, Z. K., Smith, A. D., et al. Analysis of the Vertebrate Insulator Protein 
CTCF-Binding Sites in the Human Genome // Cell. 2007. Vol. 128. № 6. – P. 1231-1245. 

143. Wit, E. de, Vos, E. S. M., Holwerda, S. J. B., et al. CTCF Binding Polarity Determines Chromatin 
Looping // Molecular Cell. 2015. Vol. 60. № 4. – P. 676-684. 

144. Nora, E. P., Caccianini, L., Fudenberg, G., et al. Molecular basis of CTCF binding polarity in 
genome folding // Nature Communications. 2020. Vol. 11. № 1. – P. 5612. 

145. Li, Y., Haarhuis, J. H. I., Sedeño Cacciatore, Á., et al. The structural basis for 
cohesin–CTCF-anchored loops // Nature. 2020. Vol. 578. № 7795. – P. 472-476. 

146. Davidson, I. F., Barth, R., Zaczek, M., et al. CTCF is a DNA-tension-dependent barrier to 
cohesin-mediated loop extrusion // Nature. 2023. Vol. 616. № 7958. – P. 822-827. 

147. Pradhan, B., Barth, R., Kim, E., et al. SMC complexes can traverse physical roadblocks bigger 
than their ring size // Cell Reports. 2022. Vol. 41. № 3. 

148. Banigan, E. J., Tang, W., Berg, A. A. van den, et al. Transcription shapes 3D chromatin 
organization by interacting with loop extrusion // Proceedings of the National Academy of Sciences. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


98 

2023. Vol. 120. № 11. – P. e2210480120. 

149. Dequeker, B. J. H., Scherr, M. J., Brandão, H. B., et al. MCM complexes are barriers that restrict 
cohesin-mediated loop extrusion // Nature. 2022. Vol. 606. № 7912. – P. 197-203. 

150. Mach, P., Kos, P. I., Zhan, Y., et al. Cohesin and CTCF control the dynamics of chromosome 
folding // Nature Genetics. 2022. Vol. 54. № 12. – P. 1907-1918. 

151. Sabaté, T., Lelandais, B., Robert, M.-C., et al. Universal dynamics of cohesin-mediated loop 
extrusion. 2024. – P. 2024.08.09.605990. 

152. Stevens, T. J., Lando, D., Basu, S., et al. 3D structures of individual mammalian genomes studied 
by single-cell Hi-C // Nature. 2017. Vol. 544. № 7648. – P. 59-64. 

153. Pletenev, I. A., Bazarevich, M., Zagirova, D. R., et al. Extensive long-range polycomb 
interactions and weak compartmentalization are hallmarks of human neuronal 3D genome // Nucleic 
Acids Research. 2024. Vol. 52. № 11. – P. 6234-6252. 

154. Ryzhkova, A., Taskina, A., Khabarova, A., et al. Erythrocytes 3D genome organization in 
vertebrates // Scientific Reports. 2021. Vol. 11. № 1. – P. 4414. 

155. Haarhuis, J. H. I., Weide, R. H. van der, Blomen, V. A., et al. The Cohesin Release Factor WAPL 
Restricts Chromatin Loop Extension // Cell. 2017. Vol. 169. № 4. – P. 693-707. 

156. Wutz, G., Várnai, C., Nagasaka, K., et al. Topologically associating domains and chromatin loops 
depend on cohesin and are regulated by CTCF, WAPL, and PDS5 proteins // The EMBO Journal. 
2017. Vol. 36. № 24. – P. 3573-3599. 

157. Luppino, J. M., Field, A., Nguyen, S. C., et al. Co-depletion of NIPBL and WAPL balance 
cohesin activity to correct gene misexpression // PLOS Genetics. 2022. Vol. 18. № 11. – P. e1010528. 

158. Ruiten, M. S. van, Gent, D. van, Sedeño Cacciatore, Á., et al. The cohesin acetylation cycle 
controls chromatin loop length through a PDS5A brake mechanism // Nature Structural & Molecular 
Biology. 2022. Vol. 29. № 6. – P. 586-591. 

159. Wutz, G., Ladurner, R., St Hilaire, B. G., et al. ESCO1 and CTCF enable formation of long 
chromatin loops by protecting cohesinSTAG1 from WAPL // eLife. 2020. Vol. 9. – P. e52091. 

160. Arnould, C., Rocher, V., Finoux, A.-L., et al. Loop extrusion as a mechanism for formation of 
DNA damage repair foci // Nature. 2021. Vol. 590. № 7847. – P. 660-665. 

161. Yang, J. H., Brandão, H. B., Hansen, A. S. DNA double-strand break end synapsis by DNA loop 
extrusion // Nature Communications. 2023. Vol. 14. № 1. – P. 1913. 

162. Zhang, Y., Zhang, X., Ba, Z., et al. The fundamental role of chromatin loop extrusion in 
physiological V(D)J recombination // Nature. 2019. Vol. 573. № 7775. – P. 600-604. 

163. Yang, J., Horton, J. R., Liu, B., et al. Structures of CTCF–DNA complexes including all 11 zinc 
fingers // Nucleic Acids Research. 2023. Vol. 51. № 16. – P. 8447-8462. 

164. Hashimoto, H., Wang, D., Horton, J. R., et al. Structural Basis for the Versatile and 
Methylation-Dependent Binding of CTCF to DNA // Molecular Cell. 2017. Vol. 66. № 5. – 
P. 711-720.e3. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


99 

165. Chai, L., Gao, J., Li, Z., et al. Predicting CTCF cell type active binding sites in human genome // 
Scientific Reports. 2024. Vol. 14. № 1. – P. 31744. 

166. Do, C., Jiang, G., Cova, G., et al. Binding domain mutations provide insight into CTCF’s 
relationship with chromatin and its contribution to gene regulation // Cell Genomics. 2025. Vol. 5. 
№ 4. 

167. Chen, H., Tian, Y., Shu, W., et al. Comprehensive Identification and Annotation of Cell 
Type-Specific and Ubiquitous CTCF-Binding Sites in the Human Genome // PLOS ONE. 2012. Vol. 7. 
№ 7. – P. e41374. 

168. Maurano, M. T., Wang, H., John, S., et al. Role of DNA Methylation in Modulating Transcription 
Factor Occupancy // Cell Reports. 2015. Vol. 12. № 7. – P. 1184-1195. 

169. Skene, P. J., Henikoff, S. An efficient targeted nuclease strategy for high-resolution mapping of 
DNA binding sites // eLife. 2017. Vol. 6. – P. e21856. 

170. Kaya-Okur, H. S., Wu, S. J., Codomo, C. A., et al. CUT&Tag for efficient epigenomic profiling 
of small samples and single cells // Nature Communications. 2019. Vol. 10. – P. 1930. 

171. Dunham, I., Kundaje, A., Aldred, S. F., et al. An integrated encyclopedia of DNA elements in the 
human genome // Nature. 2012. Vol. 489. № 7414. – P. 57-74. 

172. Real, F. M., Haas, S. A., Franchini, P., et al. The mole genome reveals regulatory rearrangements 
associated with adaptive intersexuality // Science. 2020. Vol. 370. № 6513. – P. 208-214. 

173. Ringel, A. R., Szabo, Q., Chiariello, A. M., et al. Repression and 3D-restructuring resolves 
regulatory conflicts in evolutionarily rearranged genomes // Cell. 2022. Vol. 185. № 20. – 
P. 3689-3704. 

174. Huynh, L., Hormozdiari, F. TAD fusion score: discovery and ranking the contribution of deletions 
to genome structure // Genome Biology. 2019. Vol. 20. № 1. – P. 1-13. 

175. Xu, J., Song, F., Lyu, H., et al. Subtype-specific 3D genome alteration in acute myeloid 
leukaemia // Nature. 2022. Vol. 611. № 7935. – P. 387-398. 

176. Melo, U. S., Jatzlau, J., Prada-Medina, C. A., et al. Enhancer hijacking at the ARHGAP36 locus 
is associated with connective tissue to bone transformation // Nature Communications. 2023. Vol. 14. 
№ 1. – P. 2034. 

177. Franke, M., Ibrahim, D. M., Andrey, G., et al. Formation of new chromatin domains determines 
pathogenicity of genomic duplications // Nature. 2016. Vol. 538. № 7624. – P. 265-269. 

178. Benko, S., Gordon, C. T., Mallet, D., et al. Disruption of a long distance regulatory region 
upstream of SOX9 in isolated disorders of sex development // Journal of Medical Genetics. 2011. 
Vol. 48. № 12. – P. 825-830. 

179. Baudic, M., Murata, H., Bosada, F. M., et al. TAD boundary deletion causes PITX2-related 
cardiac electrical and structural defects // Nature Communications. 2024. Vol. 15. № 1. – P. 3380. 

180. Salnikov, P., Korablev, A., Serova, I., et al. Structural variants in the Epb41l4a locus: TAD 
disruption and Nrep gene misregulation as hypothetical drivers of neurodevelopmental outcomes // 
Scientific Reports. 2024. Vol. 14. Structural variants in the Epb41l4a locus. № 1. – P. 5288. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


100 

181. Bemmel, J. G. van, Galupa, R., Gard, C., et al. The bipartite TAD organization of the 
X-inactivation center ensures opposing developmental regulation of Tsix and Xist // Nature Genetics. 
2019. Vol. 51. № 6. – P. 1024-1034. 

182. Chakraborty, S., Wenzlitschke, N., Anderson, M. J., et al. Structural perturbation of chromatin 
domains with multiple developmental regulators can severely impact gene regulation and 
development. 2024. – P. 2024.08.03.606480. 

183. Anania, C., Acemel, R. D., Jedamzick, J., et al. In vivo dissection of a clustered-CTCF domain 
boundary reveals developmental principles of regulatory insulation // Nature Genetics. 2022. Vol. 54. 
№ 7. – P. 1026-1036. 

184. Wu, H.-J., Landshammer, A., Stamenova, E. K., et al. Topological isolation of developmental 
regulators in mammalian genomes // Nature Communications. 2021. Vol. 12. № 1. – P. 4897. 

185. Ealo, T., Sanchez-Gaya, V., Respuela, P., et al. Cooperative insulation of regulatory domains by 
CTCF-dependent physical insulation and promoter competition // Nature Communications. 2024. 
Vol. 15. № 1. – P. 7258. 

186. Akdemir, K. C., Le, V. T., Chandran, S., et al. Disruption of chromatin folding domains by 
somatic genomic rearrangements in human cancer // Nature Genetics. 2020. Vol. 52. № 3. – 
P. 294-305. 

187. Rodríguez-Carballo, E., Lopez-Delisle, L., Willemin, A., et al. Chromatin topology and the 
timing of enhancer function at the HoxD locus // Proceedings of the National Academy of Sciences. 
2020. Vol. 117. № 49. – P. 31231-31241. 

188. Chakraborty, S., Kopitchinski, N., Zuo, Z., et al. Enhancer–promoter interactions can bypass 
CTCF-mediated boundaries and contribute to phenotypic robustness // Nature Genetics. 2023. Vol. 55. 
№ 2. – P. 280-290. 

189. Narendra, V., Rocha, P. P., An, D., et al. CTCF establishes discrete functional chromatin domains 
at the Hox clusters during differentiation // Science. 2015. Vol. 347. № 6225. – P. 1017-1021. 

190. Rajderkar, S., Barozzi, I., Zhu, Y., et al. Topologically associating domain boundaries are required 
for normal genome function // Communications Biology. 2023. Vol. 6. № 1. – P. 1-10. 

191. Rodríguez-Carballo, E., Lopez-Delisle, L., Zhan, Y., et al. The HoxD cluster is a dynamic and 
resilient TAD boundary controlling the segregation of antagonistic regulatory landscapes // Genes & 
Development. 2017. Vol. 31. № 22. – P. 2264-2281. 

192. Grassot, J., Gouy, M., Perrière, G., et al. Origin and Molecular Evolution of Receptor Tyrosine 
Kinases with Immunoglobulin-Like Domains // Molecular Biology and Evolution. 2006. Vol. 23. № 6. 
– P. 1232-1241. 

193. Kohler, N., Lipton, A. Platelets as a source of fibroblast growth-promoting activity // 
Experimental Cell Research. 1974. Vol. 87. № 2. – P. 297-301. 

194. Heldin, C. H., Westermark, B., Wasteson, A. Platelet-derived growth factor: purification and 
partial characterization // Proceedings of the National Academy of Sciences. 1979. Vol. 76. 
Platelet-derived growth factor. № 8. – P. 3722-3726. 

195. Antoniades, H. N., Scher, C. D., Stiles, C. D. Purification of human platelet-derived growth factor 
// Proceedings of the National Academy of Sciences. 1979. Vol. 76. № 4. – P. 1809-1813. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


101 

196. Fredriksson, L., Li, H., Eriksson, U. The PDGF family: four gene products form five dimeric 
isoforms : Platelet-derived Growth Factor // Cytokine & Growth Factor Reviews. 2004. Vol. 15. The 
PDGF family. № 4. – P. 197-204. 

197. Soriano, P. Abnormal kidney development and hematological disorders in PDGF beta-receptor 
mutant mice. // Genes & Development. 1994. Vol. 8. № 16. – P. 1888-1896. 

198. Hellström, M., Kalén, M., Lindahl, P., et al. Role of PDGF-B and PDGFR-β in recruitment of 
vascular smooth muscle cells and pericytes during embryonic blood vessel formation in the mouse // 
Development. 1999. Vol. 126. № 14. – P. 3047-3055. 

199. Ross, R., Glomset, J., Kariya, B., et al. A Platelet-Dependent Serum Factor That Stimulates the 
Proliferation of Arterial Smooth Muscle Cells In Vitro // Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America. 1974. Vol. 71. № 4. – P. 1207-1210. 

200. Nishiyama, A., Lin, X.-H., Giese, N., et al. Co-localization of NG2 proteoglycan and PDGF 
α-receptor on O2A progenitor cells in the developing rat brain // Journal of Neuroscience Research. 
1996. Vol. 43. № 3. – P. 299-314. 

201. Seifert, R. A., Alpers, C. E., Bowen-Pope, D. F. Expression of platelet-derived growth factor and 
its receptors in the developing and adult mouse kidney // Kidney International. 1998. Vol. 54. № 3. – 
P. 731-746. 

202. Gouveia, L., Betsholtz, C., Andrae, J. Expression analysis of platelet-derived growth factor 
receptor alpha and its ligands in the developing mouse lung // Physiological Reports. 2017. Vol. 5. 
№ 6. – P. e13092. 

203. Andrae, J., Gouveia, L., He, L., et al. Characterization of Platelet-Derived Growth Factor-A 
Expression in Mouse Tissues Using a lacZ Knock-In Approach // PLOS ONE. 2014. Vol. 9. № 8. – 
P. e105477. 

204. Noble, M., Murray, K., Stroobant, P., et al. Platelet-derived growth factor promotes division and 
motility and inhibits premature differentiation of the oligodendrocyte/type-2 astrocyte progenitor ceil 
// Nature. 1988. Vol. 333. № 6173. – P. 560-562. 

205. Richardson, W. D., Pringle, N., Mosley, M. J., et al. A role for platelet-derived growth factor in 
normal gliogenesis in the central nervous system // Cell. 1988. Vol. 53. № 2. – P. 309-319. 

206. Redwine, J. M., Armstrong, R. C. In vivo proliferation of oligodendrocyte progenitors expressing 
PDGFαR during early remyelination // Journal of Neurobiology. 1998. Vol. 37. № 3. – P. 413-428. 

207. Hamashima, T., Ishii, Y., Nguyen, L. Q., et al. Oligodendrogenesis and Myelin Formation in the 
Forebrain Require Platelet-derived Growth Factor Receptor-alpha // Neuroscience. 2020. Vol. 436. – 
P. 11-26. 

208. Orr-Urtreger, A., Bedford, M. T., Do, M.-S., et al. Developmental expression of the α receptor for 
platelet-derived growth factor, which is deleted in the embryonic lethal Patch mutation // 
Development. 1992. Vol. 115. № 1. – P. 289-303. 

209. Schatteman, G. C., Morrison-Graham, K., Koppen, A. V., et al. Regulation and role of PDGF 
receptor a-subunit expression during embryogenesis // Development. 1992. Vol. 115. № 1. – 
P. 123-131. 

210. Stephenson, D. A., Mercola, M., Anderson, E., et al. Platelet-derived growth factor receptor 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


102 

alpha-subunit gene (Pdgfra) is deleted in the mouse patch (Ph) mutation. // Proceedings of the National 
Academy of Sciences. 1991. Vol. 88. № 1. – P. 6-10. 

211. Morrison-Graham, K., Schatteman, G. C., Bork, T., et al. A PDGF receptor mutation in the mouse 
(Patch) perturbs the development of a non-neuronal subset of neural crest-derived cells // 
Development. 1992. Vol. 115. № 1. – P. 133-142. 

212. Soriano, P. The PDGFα receptor is required for neural crest cell development and for normal 
patterning of the somites // Development. 1997. Vol. 124. № 14. – P. 2691-2700. 

213. Valent, P., Spanblochl, E., Sperr, W., et al. Induction of differentiation of human mast cells from 
bone marrow and peripheral blood mononuclear cells by recombinant human stem cell 
factor/kit-ligand in long-term culture // Blood. 1992. Vol. 80. № 9. – P. 2237-2245. 

214. Yuan, Q., Austen, K. F., Friend, D. S., et al. Human Peripheral Blood Eosinophils Express a 
Functional c-kit Receptor for Stem Cell Factor that Stimulates Very Late Antigen 4 (VLA-4)–mediated 
Cell Adhesion to Fibronectin and Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) // Journal of 
Experimental Medicine. 1997. Vol. 186. № 2. – P. 313-323. 

215. Escribano, L., Ocqueteaub, M., Almeida, J., et al. Expression of the c-kit (CD117) Molecule in 
Normal and Malignant Hematopoiesis // Leukemia & Lymphoma. 1998. 

216. Linnekin, D. Early signaling pathways activated by c-Kit in hematopoietic cells // The 
International Journal of Biochemistry & Cell Biology. 1999. Vol. 31. № 10. – P. 1053-1074. 

217. Miettinen, M., Lasota, J. KIT (CD117): A Review on Expression in Normal and Neoplastic 
Tissues, and Mutations and Their Clinicopathologic Correlation // Applied Immunohistochemistry & 
Molecular Morphology. 2005. Vol. 13. KIT (CD117). № 3. – P. 205. 

218. Besmer, P., Murphy, J. E., George, P. C., et al. A new acute transforming feline retrovirus and 
relationship of its oncogene v-kit with the protein kinase gene family // Nature. 1986. Vol. 320. 
№ 6061. – P. 415-421. 

219. Lennartsson, J., Rönnstrand, L. Stem Cell Factor Receptor/c-Kit: From Basic Science to Clinical 
Implications // Physiological Reviews. 2012. Vol. 92. Stem Cell Factor Receptor/c-Kit. № 4. – 
P. 1619-1649. 

220. Lyon, M. F., Glenister, P. H. A new allele sash (Wsh) at the W-locus and a spontaneous recessive 
lethal in mice // Genetics Research. 1982. Vol. 39. № 3. – P. 315-322. 

221. Chabot, B., Stephenson, D. A., Chapman, V. M., et al. The proto-oncogene c-kit encoding a 
transmembrane tyrosine kinase receptor maps to the mouse W locus // Nature. 1988. Vol. 335. 
№ 6185. – P. 88-89. 

222. Geissler, E. N., Ryan, M. A., Housman, D. E. The dominant-white spotting (W) locus of the 
mouse encodes the c-kit proto-oncogene // Cell. 1988. Vol. 55. № 1. – P. 185-192. 

223. Nocka, K., Majumder, S., Chabot, B., et al. Expression of c-kit gene products in known cellular 
targets of W mutations in normal and W mutant mice--evidence for an impaired c-kit kinase in mutant 
mice // Genes & Development. 1989. Vol. 3. № 6. – P. 816-826. 

224. Hulzinga, J. D., Thuneberg, L., Klüppel, M., et al. W/kit gene required for interstitial cells of 
Cajal and for intestinal pacemaker activity // Nature. 1995. Vol. 373. № 6512. – P. 347-349. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


103 

225. Orr-Urtreger, A., Avivi, A., Zimmer, Y., et al. Developmental expression of c-kit, a 
proto-oncogene encoded by the W locus // Development. 1990. Vol. 109. № 4. – P. 911-923. 

226. Matsui, Y., Zsebo, K. M., Hogan, B. L. M. Embryonic expression of a haematopoietic growth 
factor encoded by the SI locus and the ligand for c-kit // Nature. 1990. Vol. 347. № 6294. – P. 667-669. 

227. Keshet, E., Lyman, S. D., Williams, D. E., et al. Embryonic RNA expression patterns of the c‐kit 
receptor and its cognate ligand suggest multiple functional roles in mouse development // The EMBO 
Journal. 1991. Vol. 10. № 9. – P. 2425-2435. 

228. Broudy, V. C. Stem Cell Factor and Hematopoiesis // Blood. 1997. Vol. 90. № 4. – P. 1345-1364. 

229. Iwaki, S., Spicka, J., Tkaczyk, C., et al. Kit- and FcɛRI-induced differential phosphorylation of 
the transmembrane adaptor molecule NTAL/LAB/LAT2 allows flexibility in its scaffolding function in 
mast cells // Cellular Signalling. 2008. Vol. 20. № 1. – P. 195-205. 

230. Tsai, M., Valent, P., Galli, S. J. KIT as a master regulator of the mast cell lineage // Journal of 
Allergy and Clinical Immunology. 2022. Т. 149. № 6. – С. 1845-1854. 

231. Millauer, B., Wizigmann-Voos, S., Schnürch, H., et al. High affinity VEGF binding and 
developmental expression suggest Flk-1 as a major regulator of vasculogenesis and angiogenesis // 
Cell. 1993. Vol. 72. № 6. – P. 835-846. 

232. Quinn, T. P., Peters, K. G., De Vries, C., et al. Fetal liver kinase 1 is a receptor for vascular 
endothelial growth factor and is selectively expressed in vascular endothelium. // Proceedings of the 
National Academy of Sciences. 1993. Vol. 90. № 16. – P. 7533-7537. 

233. Ziegler, B. L., Valtieri, M., Porada, G. A., et al. KDR Receptor: A Key Marker Defining 
Hematopoietic Stem Cells // Science. 1999. KDR Receptor. 

234. Matthews, W., Jordan, C. T., Gavin, M., et al. A receptor tyrosine kinase cDNA isolated from a 
population of enriched primitive hematopoietic cells and exhibiting close genetic linkage to c-kit // 
Proceedings of the National Academy of Sciences. 1991. Vol. 88. № 20. – P. 9026-9030. 

235. Terman, B. I., Dougher-Vermazen, M., Carrion, M. E., et al. Identification of the KDR tyrosine 
kinase as a receptor for vascular endothelial cell growth factor // Biochemical and Biophysical 
Research Communications. 1992. Vol. 187. № 3. – P. 1579-1586. 

236. Waltenberger, J., Claesson-Welsh, L., Siegbahn, A., et al. Different signal transduction properties 
of KDR and Flt1, two receptors for vascular endothelial growth factor // Journal of Biological 
Chemistry. 1994. Vol. 269. № 43. – P. 26988-26995. 

237. Kanno, S., Oda, N., Abe, M., et al. Roles of two VEGF receptors, Flt-1 and KDR, in the signal 
transduction of VEGF effects in human vascular endothelial cells // Oncogene. 2000. Vol. 19. № 17. – 
P. 2138-2146. 

238. Fontanesi, L., Vargiolu, M., Scotti, E., et al. The KIT Gene Is Associated with the English 
Spotting Coat Color Locus and Congenital Megacolon in Checkered Giant Rabbits (Oryctolagus 
cuniculus) // PLOS ONE. 2014. Vol. 9. № 4. – P. e93750. 

239. Hu, S., Chen, Y., Zhao, B., et al. KIT is involved in melanocyte proliferation, apoptosis and 
melanogenesis in the Rex Rabbit // PeerJ. 2020. Vol. 8. – P. e9402. 

240. David, V. A., Menotti-Raymond, M., Wallace, A. C., et al. Endogenous Retrovirus Insertion in 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


104 

the KIT Oncogene Determines White and White spotting in Domestic Cats // G3: Genes, Genomes, 
Genetics. 2014. Vol. 4. № 10. – P. 1881-1891. 

241. Anderson, H., Salonen, M., Toivola, S., et al. A new Finnish flavor of feline coat coloration, 
“salmiak,” is associated with a 95-kb deletion downstream of the gene // Animal Genetics. 2024. 
Vol. 55. № 4. – P. 676-680. 

242. Wong, A. K., Ruhe, A. L., Robertson, K. R., et al. A de novo mutation in KIT causes white 
spotting in a subpopulation of German Shepherd dogs // Animal genetics. 2012. Vol. 44. № 3. – 
P. 305-310. 

243. Hauswirth, R., Jude, R., Haase, B., et al. Novel variants in the KIT and PAX3 genes in horses 
with white‐spotted coat colour phenotypes // Animal genetics. 2013. Vol. 44. № 6. – P. 763-765. 

244. Giebel, L. B., Spritz, R. A. Mutation of the KIT (mast/stem cell growth factor receptor) 
protooncogene in human piebaldism // Proceedings of the National Academy of Sciences. 1991. 
Vol. 88. № 19. – P. 8696-8699. 

245. Vandamme, N., Berx, G. From neural crest cells to melanocytes: cellular plasticity during 
development and beyond // Cellular and Molecular Life Sciences. 2019. Vol. 76. From neural crest 
cells to melanocytes. № 10. – P. 1919-1934. 

246. Brombin, A., Patton, E. E. Melanocyte lineage dynamics in development, growth and disease // 
Development. 2024. Vol. 151. № 15. – P. dev201266. 

247. Ito, M., Kawa, Y., Okura, M., et al. Removal of Stem Cell Factor or Addition of Monoclonal 
Anti-c-KIT Antibody Induces Apoptosis in Murine Melanocyte Precursors // Journal of Investigative 
Dermatology. 1999. Vol. 112. № 5. – P. 796-801. 

248. Aoki, H., Tomita, H., Hara, A., et al. Postnatal Expression of Kitl Affects Pigmentation of the 
Epidermis // Journal of Investigative Dermatology. 2024. Vol. 144. № 1. – P. 96-105.e2. 

249. Adameyko, I., Lallemend, F., Aquino, J. B., et al. Schwann Cell Precursors from Nerve 
Innervation Are a Cellular Origin of Melanocytes in Skin // Cell. 2009. Vol. 139. № 2. – P. 366-379. 

250. Bonnamour, G., Soret, R., Pilon, N. Dhh-expressing Schwann cell precursors contribute to skin 
and cochlear melanocytes, but not to vestibular melanocytes // Pigment Cell & Melanoma Research. 
2021. Vol. 34. № 3. – P. 648-654. 

251. Kaucka, M., Szarowska, B., Kavkova, M., et al. Nerve-associated Schwann cell precursors 
contribute extracutaneous melanocytes to the heart, inner ear, supraorbital locations and brain 
meninges // Cellular and Molecular Life Sciences. 2021. Vol. 78. № 16. – P. 6033-6049. 

252. Nishikawa, S., Kusakabe, M., Yoshinaga, K., et al. In utero manipulation of coat color formation 
by a monoclonal anti‐c‐kit antibody: two distinct waves of c‐kit‐dependency during melanocyte 
development // The EMBO Journal. 1991. Vol. 10. № 8. – P. 2111-2118. 

253. Centeno, P. P., Pavet, V., Marais, R. The journey from melanocytes to melanoma // Nature 
Reviews Cancer. 2023. Vol. 23. № 6. – P. 372-390. 

254. McGill, G. G., Horstmann, M., Widlund, H. R., et al. Bcl2 Regulation by the Melanocyte Master 
Regulator Mitf Modulates Lineage Survival and Melanoma Cell Viability // Cell. 2002. Vol. 109. № 6. 
– P. 707-718. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


105 

255. Hou, L., Panthier, J.-J., Arnheiter, H. Signaling and transcriptional regulation in the neural 
crest-derived melanocyte lineage: interactions between KIT and MITF // Development. 2000. 
Vol. 127. Signaling and transcriptional regulation in the neural crest-derived melanocyte lineage. 
№ 24. – P. 5379-5389. 

256. Wu, M., Hemesath, T. J., Takemoto, C. M., et al. c-Kit triggers dual phosphorylations, which 
couple activation and degradation of the essential melanocyte factor Mi // Genes & Development. 
2000. Vol. 14. № 3. – P. 301-312. 

257. Harris, M. L., Fufa, T. D., Palmer, J. W., et al. A direct link between MITF, innate immunity, and 
hair graying // PLOS Biology. 2018. Vol. 16. № 5. – P. e2003648. 

258. Sánchez-del-Campo, L., Martí-Díaz, R., Montenegro, M. F., et al. MITF induces escape from 
innate immunity in melanoma // Journal of Experimental & Clinical Cancer Research. 2021. Vol. 40. 
№ 1. – P. 117. 

259. D’Mello, S. A. N., Finlay, G. J., Baguley, B. C., et al. Signaling Pathways in Melanogenesis // 
International Journal of Molecular Sciences. 2016. Vol. 17. № 7. – P. 1144. 

260. Ziegler, A., Jonason, A. S., Leffellt, D. J., et al. Sunburn and p53 in the onset of skin cancer // 
Nature. 1994. Vol. 372. № 6508. – P. 773-776. 

261. Cui, R., Widlund, H. R., Feige, E., et al. Central Role of p53 in the Suntan Response and 
Pathologic Hyperpigmentation // Cell. 2007. Vol. 128. № 5. – P. 853-864. 

262. Hurbain, I., Romao, M., Sextius, P., et al. Melanosome Distribution in Keratinocytes in Different 
Skin Types: Melanosome Clusters Are Not Degradative Organelles // Journal of Investigative 
Dermatology. 2018. Vol. 138. Melanosome Distribution in Keratinocytes in Different Skin Types. № 3. 
– P. 647-656. 

263. Domingues, L., Hurbain, I., Gilles-Marsens, F., et al. Coupling of melanocyte signaling and 
mechanics by caveolae is required for human skin pigmentation // Nature Communications. 2020. 
Vol. 11. № 1. – P. 2988. 

264. Baxter, L. L., Hou, L., Loftus, S. K., et al. Spotlight on Spotted Mice: A Review of White 
Spotting Mouse Mutants and Associated Human Pigmentation Disorders // Pigment Cell Research. 
2004. Vol. 17. Spotlight on Spotted Mice. № 3. – P. 215-224. 

265. Nocka, K., Tan, J. C., Chiu, E., et al. Molecular bases of dominant negative and loss of function 
mutations at the murine c‐kit/white spotting locus: W37, Wv, W41 and W // The EMBO Journal. 
1990. Vol. 9. № 6. – P. 1805-1813. 

266. Hayashi, S.-I., Kunisada, T., Ogawa, M., et al. Exon skipping by mutation of an authentic splice 
site of c-kit gene in W/W mouse // Nucleic Acids Research. 1991. Vol. 19. № 6. – P. 1267-1271. 

267. Cable, J., Jackson, I. J., Steel, K. P. Mutations at the W locus affect survival of neural 
crest-derived melanocytes in the mouse // Mechanisms of Development. 1995. Vol. 50. № 2. – 
P. 139-150. 

268. Duttlinger, R., Manova, K., Chu, T. Y., et al. W-sash affects positive and negative elements 
controlling c-kit expression: ectopic c-kit expression at sites of kit-ligand expression affects 
melanogenesis // Development. 1993. Vol. 118. № 3. – P. 705-717. 

269. Duttlinger, R., Manova, K., Berrozpe, G., et al. The Wsh and Ph mutations affect the c-kit 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


106 

expression profile: c-kit misexpression in embryogenesis impairs melanogenesis in Wsh and Ph 
mutant mice // Proceedings of the National Academy of Sciences. 1995. Vol. 92. № 9. – P. 3754-3758. 

270. Wehrle-Haller, B., Morrison-Graham, K., Weston, J. A. Ectopic c-kit Expression Affects the Fate 
of Melanocyte Precursors in Patch Mutant Embryos // Developmental Biology. 1996. Vol. 177. № 2. – 
P. 463-474. 

271. Bućan, M., Nagle, D. L., Hough, R. B., et al. Lethality of Rw/Rw Mouse Embryos during Early 
Postimplantation Development // Developmental Biology. 1995. Vol. 168. № 2. – P. 307-318. 

272. Hough, R. B., Lengeling, A., Bedian, V., et al. Rump white inversion in the mouse disrupts 
dipeptidyl aminopeptidase-like protein 6 and causes dysregulation of Kit expression // Proceedings of 
the National Academy of Sciences. 1998. Vol. 95. № 23. – P. 13800-13805. 

273. Wilson, L., Ching, Y.-H., Farias, M., et al. Random mutagenesis of proximal mouse chromosome 
5 uncovers predominantly embryonic lethal mutations // Genome Research. 2005. Vol. 15. № 8. – 
P. 1095-1105. 

274. Smirnov, A. V., Kontsevaya, G. V., Shnaider, T. A., et al. Evaluation of the α-casein (CSN1S1) 
locus as a potential target for a site-specific transgene integration // Scientific Reports. 2022. Vol. 12. 
№ 1. – P. 7983. 

275. Korablev, A., Lukyanchikova, V., Serova, I., et al. On-Target CRISPR/Cas9 Activity Can Cause 
Undesigned Large Deletion in Mouse Zygotes // International Journal of Molecular Sciences. 2020. 
Vol. 21. № 10. – P. 3604. 

276. Kruglova, A. A., Kizilova, E. A., Zhelezova, A. I., et al. Embryonic stem cell/fibroblast hybrid 
cells with near-tetraploid karyotype provide high yield of chimeras // Cell and Tissue Research. 2008. 
Vol. 334. № 3. – P. 371-380. 

277. Murphy, B. M., Weiss, T. J., Burd, C. E. Rapid generation of primary murine melanocyte and 
fibroblast cultures // J. Vis. Exp.: JoVE. 2019. Vol. 148. – P. 10-3791. 

278. Vukman, K., Metz, M., Maurer, M., et al. Isolation and Culture of Bone Marrow-derived Mast 
Cells // Bio-protocol. 2014. Vol. 4. № 4. – P. e1053-e1053. 

279. Yale Flow Cytometry. Flow cytometry (FACS) staining protocol (Cell surface staining). – URL: 
https://medicine.yale.edu/immuno/flowcore/protocols/analysis/ (дата обращения: 17.09.2024)  – 
Текст: электронный. 

280. Pękowska, A., Klaus, B., Xiang, W., et al. Gain of CTCF-Anchored Chromatin Loops Marks the 
Exit from Naive Pluripotency // Cell Systems. 2018. Vol. 7. № 5. – P. 482-495. 

281. Belaghzal, H., Dekker, J., Gibcus, J. H. Hi-C 2.0: An optimized Hi-C procedure for 
high-resolution genome-wide mapping of chromosome conformation // Methods. 2017. Vol. 123. – 
P. 56-65. 

282. Ulianov, S. V., Khrameeva, E. E., Gavrilov, A. A., et al. Active chromatin and transcription play a 
key role in chromosome partitioning into topologically associating domains // Genome Research. 
2016. Vol. 26. № 1. – P. 70-84. 

283. Aranda, P. S., LaJoie, D. M., Jorcyk, C. L. Bleach gel: A simple agarose gel for analyzing RNA 
quality // Electrophoresis. 2012. Vol. 33. Bleach gel. № 2. – P. 366-369. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


107 

284. Durand, N. C., Shamim, M. S., Machol, I., et al. Juicer Provides a One-Click System for 
Analyzing Loop-Resolution Hi-C Experiments // Cell Systems. 2016. Vol. 3. № 1. – P. 95-98. 

285. Nuriddinov, M., Fishman, V. C-InterSecture—a computational tool for interspecies comparison of 
genome architecture // Bioinformatics. 2019. Vol. 35. № 23. – P. 4912-4921. 

286. Li, D., He, M., Tang, Q., et al. Comparative 3D genome architecture in vertebrates // BMC 
Biology. 2022. Vol. 20. № 1. – P. 99. 

287. Hoencamp, C., Dudchenko, O., Elbatsh, A. M. O., et al. 3D genomics across the tree of life 
reveals condensin II as a determinant of architecture type // Science. 2021. Vol. 372. № 6545. – 
P. 984-989. 

288. Li, D., Purushotham, D., Harrison, J. K., et al. WashU Epigenome Browser update 2022 // 
Nucleic Acids Research. 2022. Vol. 50. № W1. – P. W774-W781. 

289. Bailey, T. L., Johnson, J., Grant, C. E., et al. The MEME Suite // Nucleic Acids Research. 2015. 
Vol. 43. № W1. – P. W39-W49. 

290. Castro-Mondragon, J. A., Riudavets-Puig, R., Rauluseviciute, I., et al. JASPAR 2022: the 9th 
release of the open-access database of transcription factor binding profiles // Nucleic Acids Research. 
2022. Vol. 50. JASPAR 2022. № D1. – P. D165-D173. 

291. Liao, Y., Smyth, G. K., Shi, W. featureCounts: an efficient general purpose program for assigning 
sequence reads to genomic features // Bioinformatics. 2014. Vol. 30. № 7. – P. 923-930. 

292. Love, M. I., Huber, W., Anders, S. Moderated estimation of fold change and dispersion for 
RNA-seq data with DESeq2 // Genome Biology. 2014. Vol. 15. № 12. – P. 1-21. 

293. Keane, T. M., Goodstadt, L., Danecek, P., et al. Mouse genomic variation and its effect on 
phenotypes and gene regulation // Nature. 2011. Vol. 477. № 7364. – P. 289-294. 

294. Doran, A. G., Wong, K., Flint, J., et al. Deep genome sequencing and variation analysis of 13 
inbred mouse strains defines candidate phenotypic alleles, private variation and homozygous 
truncating mutations // Genome Biology. 2016. Vol. 17. № 1. – P. 1-16. 

295. Battulin, N., Fishman, V. S., Mazur, A. M., et al. Comparison of the three-dimensional 
organization of sperm and fibroblast genomes using the Hi-C approach // Genome Biology. 2015. 
Vol. 16. № 1. – P. 1-15. 

296. Berrozpe, G., Agosti, V., Tucker, C., et al. A Distant Upstream Locus Control Region Is Critical 
for Expression of the Kit Receptor Gene in Mast Cells // Molecular and Cellular Biology. 2006. 
Vol. 26. № 15. – P. 5850-5860. 

297. Paliou, C., Guckelberger, P., Schöpflin, R., et al. Preformed chromatin topology assists 
transcriptional robustness of Shh during limb development // Proceedings of the National Academy of 
Sciences. 2019. Vol. 116. № 25. – P. 12390-12399. 

298. Berrozpe, G., Bryant, G. O., Warpinski, K., et al. Polycomb Responds to Low Levels of 
Transcription // Cell Reports. 2017. Vol. 20. № 4. – P. 785-793. 

299. Li, Y., Gao, J., Kamran, M., et al. GATA2 regulates mast cell identity and responsiveness to 
antigenic stimulation by promoting chromatin remodeling at super-enhancers // Nature 
Communications. 2021. Vol. 12. № 1. – P. 494. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


108 

300. Calero-Nieto, F. J., Ng, F. S., Wilson, N. K., et al. Key regulators control distinct transcriptional 
programmes in blood progenitor and mast cells // The EMBO Journal. 2014. Vol. 33. № 11. – 
P. 1212-1226. 

301. Infarinato, N. R., Stewart, K. S., Yang, Y., et al. BMP signaling: at the gate between activated 
melanocyte stem cells and differentiation // Genes & Development. 2020. Vol. 34. BMP signaling. 
№ 23-24. – P. 1713-1734. 

302. Vierbuchen, T., Ling, E., Cowley, C. J., et al. AP-1 Transcription Factors and the BAF Complex 
Mediate Signal-Dependent Enhancer Selection // Molecular Cell. 2017. Vol. 68. № 6. – P. 1067-1082. 

303. Zhang, S., Postnikov, Y., Lobanov, A., et al. H3K27ac nucleosomes facilitate HMGN localization 
at regulatory sites to modulate chromatin binding of transcription factors // Communications Biology. 
2022. Vol. 5. № 1. – P. 1-14. 

304. Phan, Q. M., Salz, L., Kindl, S. S., et al. Lineage commitment of dermal fibroblast progenitors is 
controlled by Kdm6b-mediated chromatin demethylation // The EMBO Journal. 2023. Vol. 42. № 19. 
– P. e113880. 

305. Pelechano, V., Steinmetz, L. M. Gene regulation by antisense transcription // Nature Reviews 
Genetics. 2013. Vol. 14. № 12. – P. 880-893. 

306. Bernex, F., Sepulveda, P. D., Kress, C., et al. Spatial and temporal patterns of c-kit-expressing 
cells in WlacZ/+ and WlacZ/WlacZ mouse embryos // Development. 1996. Vol. 122. № 10. – 
P. 3023-3033. 

307. Iida, M., Heike, T., Yoshimoto, M., et al. Identification of cardiac stem cells with FLK1, CD31, 
and VE-cadherin expression during embryonic stem cell differentiation // The FASEB Journal. 2005. 
Vol. 19. № 3. – P. 371-378. 

308. Jacob, T., Annusver, K., Czarnewski, P., et al. Molecular and spatial landmarks of early mouse 
skin development // Developmental Cell. 2023. Vol. 58. № 20. – P. 2140-2162. 

309. Peters, E. M. J., Tobin, D. J., Botchkareva, N., et al. Migration of Melanoblasts into the 
Developing Murine Hair Follicle Is Accompanied by Transient c-Kit Expression // Journal of 
Histochemistry & Cytochemistry. 2002. Vol. 50. № 6. – P. 751-766. 

310. Cho, S. W., Xu, J., Sun, R., et al. Promoter of lncRNA Gene PVT1 Is a Tumor-Suppressor DNA 
Boundary Element // Cell. 2018. Vol. 173. № 6. – P. 1398-1412. 

311. Cao, Y., Liu, S., Cui, K., et al. Hi-TrAC detects active sub-TADs and reveals internal 
organizations of super-enhancers // Nucleic Acids Research. 2023. Vol. 51. № 12. – P. 6172-6189. 

312. Johanson, T. M., Lun, A. T. L., Coughlan, H. D., et al. Transcription-factor-mediated supervision 
of global genome architecture maintains B cell identity // Nature Immunology. 2018. Vol. 19. № 11. – 
P. 1257-1264. 

313. Poterlowicz, K., Yarker, J. L., Malashchuk, I., et al. 5C analysis of the Epidermal Differentiation 
Complex locus reveals distinct chromatin interaction networks between gene-rich and gene-poor 
TADs in skin epithelial cells // PLOS Genetics. 2017. Vol. 13. № 9. – P. e1006966. 

314. Rao, S. S. P., Huntley, M. H., Durand, N. C., et al. A 3D Map of the Human Genome at Kilobase 
Resolution Reveals Principles of Chromatin Looping // Cell. 2014. Vol. 159. № 7. – P. 1665-1680. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


109 

315. Littleton, S. H., Trang, K. B., Volpe, C. M., et al. Variant-to-function analysis of the childhood 
obesity chr12q13 locus implicates rs7132908 as a causal variant within the 3′ UTR of FAIM2 // Cell 
Genomics. 2024. Vol. 4. № 5. 

316. Su, C., Gao, L., May, C. L., et al. 3D chromatin maps of the human pancreas reveal 
lineage-specific regulatory architecture of T2D risk // Cell Metabolism. 2022. Vol. 34. № 9. – 
P. 1394-1409.e4. 

317. Rappoport, N., Chomsky, E., Nagano, T., et al. Single cell Hi-C identifies plastic chromosome 
conformations underlying the gastrulation enhancer landscape // Nature Communications. 2023. 
Vol. 14. № 1. – P. 3844. 

318. Chang, L., Xie, Y., Taylor, B., et al. Droplet Hi-C enables scalable, single-cell profiling of 
chromatin architecture in heterogeneous tissues // Nature Biotechnology. 2024. – P. 1-14. 

319. Chahar, S., Zouari, Y. B., Salari, H., et al. Transcription induces context-dependent remodeling of 
chromatin architecture during differentiation // PLOS Biology. 2023. Vol. 21. № 12. – P. e3002424. 

320. Hsieh, T.-H. S., Cattoglio, C., Slobodyanyuk, E., et al. Resolving the 3D Landscape of 
Transcription-Linked Mammalian Chromatin Folding // Molecular Cell. 2020. Vol. 78. № 3. – 
P. 539-553. 

321. Reed, K. S. M., Davis, E. S., Bond, M. L., et al. Temporal analysis suggests a reciprocal 
relationship between 3D chromatin structure and transcription // Cell Reports. 2022. Vol. 41. № 5. 

322. Busslinger, G. A., Stocsits, R. R., Lelij, P. van der, et al. Cohesin is positioned in mammalian 
genomes by transcription, CTCF and Wapl // Nature. 2017. Vol. 544. № 7651. – P. 503-507. 

323. Olan, I., Parry, A. J., Schoenfelder, S., et al. Transcription-dependent cohesin repositioning 
rewires chromatin loops in cellular senescence // Nature Communications. 2020. Vol. 11. № 1. – 
P. 6049. 

324. Zhang, S., Übelmesser, N., Josipovic, N., et al. RNA polymerase II is required for spatial 
chromatin reorganization following exit from mitosis // Science Advances. 2021. Vol. 7. № 43. – 
P. eabg8205. 

325. Heinz, S., Texari, L., Hayes, M. G. B., et al. Transcription Elongation Can Affect Genome 3D 
Structure // Cell. 2018. Vol. 174. № 6. – P. 1522-1536. 

326. Zhang, S., Übelmesser, N., Barbieri, M., et al. Enhancer–promoter contact formation requires 
RNAPII and antagonizes loop extrusion // Nature Genetics. 2023. Vol. 55. № 5. – P. 832-840. 

327. Barutcu, A. R., Maass, P. G., Lewandowski, J. P., et al. A TAD boundary is preserved upon 
deletion of the CTCF-rich Firre locus // Nature Communications. 2018. Vol. 9. № 1. – P. 1444. 

328. Oh, S., Shao, J., Mitra, J., et al. Enhancer release and retargeting activates disease-susceptibility 
genes // Nature. 2021. Vol. 595. № 7869. – P. 735-740. 

329. Islam, Z., Saravanan, B., Walavalkar, K., et al. Active enhancers strengthen insulation by 
RNA-mediated CTCF binding at chromatin domain boundaries // Genome Research. 2023. Vol. 33. 
№ 1. – P. 1-17. 

330. Zuin, J., Roth, G., Zhan, Y., et al. Nonlinear control of transcription through enhancer–promoter 
interactions // Nature. 2022. Vol. 604. № 7906. – P. 571-577. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc


110 

331. Greenwald, W. W., Li, H., Benaglio, P., et al. Subtle changes in chromatin loop contact propensity 
are associated with differential gene regulation and expression // Nature Communications. 2019. 
Vol. 10. № 1. – P. 1054. 

332. Gaspar-Maia, A., Alajem, A., Meshorer, E., et al. Open chromatin in pluripotency and 
reprogramming // Nature Reviews Molecular Cell Biology. 2011. Vol. 12. № 1. – P. 36-47. 

https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc
https://www.zotero.org/google-docs/?DDAbfc

	Список сокращений 
	Введение 
	Актуальность проблемы 
	Цель и задачи работы 
	Научная новизна работы 
	Теоретическая и практическая значимость работы 
	Методы диссертационной работы 
	Основные положения, выносимые на защиту 
	Личный вклад автора 
	Апробация результатов и публикации 
	Структура и объём работы 

	Глава 1. Обзор литературы 
	1.1 Регуляция генов 
	1.1.1 Цис-регуляторные элементы 
	1.1.2 Промоторы и энхансеры 
	1.1.3 Расположение энхансеров относительно генов 

	1.2 Пространственная организация хроматина 
	1.2.1 Ранние исследования конформации хромосом 
	1.2.2 Современные методы определения конформации хромосом 
	1.2.3 Иерархия пространственной организации хроматина 
	1.2.4 Молекулярный механизм формирования ТАДов 
	1.2.5 Обнаружение сайтов связывания CTCF в геноме 
	1.2.6 Последствия нарушения ТАДов 

	1.3 Обоснование модели исследования 
	1.4.1 Характеристика локуса Kit 
	1.4.2 Гипопигментация у животных от нарушений локуса Kit 

	1.4 Заключение к обзору литературы 

	 Глава 2. Материалы и методы 
	2.1 Буферы 
	2.3 Коммерческие наборы 
	 
	2.2 Антитела и белки 
	2.4 Реактивы для культуральных работ 
	2.5 Линии мышей 
	2.6 Фенол-хлороформный метод выделения геномной ДНК 
	2.7 Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
	2.8 Гель-электрофорез в 1 % агарозном геле 
	2.9 Получение культур клеток 
	2.9.1 Эмбриональные фибробласты мыши (ЭФМ) 
	2.9.2 Меланоциты 
	2.9.3 Тучные клетки 

	2.10 Проточная цитометрия (FC) 
	2.11 Фиксация хроматина с помощью формальдегида 
	2.12 Иммунопреципитация хроматина (ChIP-seq) 
	2.13 Capture Hi-C (cHi-C) 
	2.14 Выделение РНК для секвенирования (RNA-seq) 
	2.15 Иммуногистохимия (IHC) 
	2.17 Компьютерная обработка данных 

	Глава 3. Результаты 
	3.1 Регуляция генов Pdgfra, Kit, Kdr является тканеспецифичной 
	3.2 Три смежных ТАДа определяют пространственную организацию локуса Kit 
	3.3 Расположение гена Pdgfra на границе ТАДа затрудняет нарушение границы 
	3.4 Удаление сайтов CTCF на границе Kit/Kdr привело к слиянию ТАДов 
	3.5 Слияние ТАДов Kit и Kdr вызвало тканеспецифичную активацию гена Kdr 
	3.6 Скрещивание Mus musculus x Mus castaneus дополнительно подтвердило, что эктопическая активация Kdr произошла из-за делеции CBS на границе ТАД 

	 
	Глава 4. Обсуждение 
	4.1 Транскрипция гена Kit определяет тканеспецифичные особенности ТАДа 
	4.2 Делеция границы между двумя ТАДами приводит к их слиянию 
	4.3 Нарушение ТАДов вызвало активацию Kdr в меланоцитах, но не тучных клетках 
	4.4 Фенотипические последствия нарушения ТАДа Kit  

	Выводы 
	Благодарности 
	 
	Приложение 1 
	Приложение 2 
	Приложение 3 
	Список литературы 

