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Сигнальные пути, ассоциированные с формирование фенотипа жировых клеток, сходятся на регуляции
экспрессии тканеспецифического гена PPARγ2. В настоящей работе изучали взаимодействие белков Ezh2,
Bmi1, и Utx, которые регулируют уровень метилирования сайта Н3К27, и p130 (члена семейства pRb) с
промотором гена PPARγ2, регулятора жировой дифференцировки (ЖД), в ходе ЖД мышиных мезенхим-
ных стволовых клеток (МСК) с помощью метода иммунопреципитации хроматина. В недифференциро-
ванных клетках промоторы PPARγ2 и контрольного гена RUNX2, регулятора костной дифференцировки,
накапливали высокий уровень Bmi1, Ezh2, и низкий уровень Utx. Белок р130 выявлялся в недифференци-
рованных клетках на высоком уровне на промоторе PPARγ2, но не RUNX2. Такие взаимодействия белков
с ДНК изменялись при ЖД противоположным образом на промоторе PPARγ2, но не изменялись на про-
моторе RUNX2. В клетках с инактивированным BMI1 на промоторе PPARγ2 в условиях ЖД отмечали не-
значительное снижение уровня Н3К27me3, и повышение уровня деметилазы Utx. Наши результаты пред-
полагают, что экспрессия PPARγ2 в терминальной фазе ЖД в мышиных МСК активируется Utx, но су-
прессируется Bmi1, Ezh2, и p130. Эти данные поддерживают гипотезу о том, что в ходе дифференцировки
происходит потеря супрессивной метки Н3К27me3 в бивалентных доменах регуляторных генов, включая
PPARγ2, что способствует формированию тканеспецифического фенотипа.
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Тканеспецифическая дифференцировка пред-
ставляет собой процесс динамического репрограм-
мирования экспрессии ряда регуляторных и эффек-
торных генов. Дифференцировка включает два этапа:
начальный, коммитирование, в котором стволовая по-
липотентная клетка выбирает клеточную судьбу и те-
ряет полипотентность, и терминальный, в котором
экспрессируются индукторы и эффекторы диффе-
ренцировки, формирующие тканеспецифический
фенотип (Rosen, MacDonald, 2006). Жировые клетки
возникают из мезенхимных стволовых клеток (МСК),
которые образуют при коммитировании три- и двупо-

тентные клетки-предшественники жировой, костной,
мышечной, хрящевой и других тканей (Tang, Lane,
2012).

Существуют белая и бурая жировые ткани, кото-
рые возникают из разных клеток-предшественников.
Белая жировая ткань (БЖТ) возникает из единых пред-
шественников с быстро сокращающимися мышечны-
ми клетками, а бурая жировая ткань (БРЖТ) – из пред-
шественников, общих для клеток БРЖТ и медленно
сокращающихся мышечных клеток (Hallenborg et al.,
2009). Семейство белков продукта гена ретинобла-
стомы (pRb) регулирует ЖД на обоих этапах. Клет-
ки, в которых отсутствует pRb, экспрессируют мы-
шечные маркеры миогенин и тяжелую цепь мышеч-
ного миозина на более высоком уровне по сравнению
с клетками дикого типа (Schneider et al., 1994). Введе-
ние в мезенхимные стволовые клетки (МСК) функ-
ционально активных форм экзогенного pRb активи-
рует их дифференцировку в БЖТ (Попов и др., 2015),
а функционально неактивной формы – в клетки,
продуцирующие мышечные маркеры (Попов и др.,
2010). Эти данные свидетельствуют о регуляторной

Принятые сокращения: БЖТ – белая жировая ткань; БРЖТ –
бурая жировая ткань; БСА – бычий сывороточный альбумин;
ЖД – жировая дифференцировка; КТ – комнатная темпера-
тура; МСК – мезенхимные стволовые клетки, ОТ-ПЦР – по-
лимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией; ПРЦ-
РВ – полимеразная цепная реакция в реальном времени; СК –
стволовые клетки; ФБС – фетальная бычья сыворотка; Chip –
иммунопреципитация хроматина; Gfp – зеленый флуоресци-
рующий белок; PcG – белки семейства Polycomb; pRb – про-
дукт гена ретинобластомы, основатель семейства pRb.
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роли pRb в коммитировании ЖД. В случае потери
гена RB эмбриональные полипотентные фибробла-
сты теряют способность дифференцироваться в жи-
ровом направлении, в основе чего лежит отсутствие
активации pRb белков семейства CBP, инициирую-
щих экспрессию гена PPARγ2, который определяет
ход терминальной фазы ЖД (Chen et al.,1996; Rosen
et al., 2002). pRb и член его семейства р107 способ-
ствуют образованию БЖТ путем транскрипционной
супрессии синтеза индукторов БРЖТ UСP1 и PGC-
1α в преадипоцитах (Hansen et al., 2004; Scimè et al.,
2007). С другой стороны, pRb и белок р130, входя-
щий в состав семейства pRb, ингибируют развитие
терминальной фазы ЖД путем транскрипционной
супрессии продукции Pparγ2 при формировании
комплекcа с белком E2f4 в его промоторе (Fajas et al.,
2002).

К другим факторам стволовых клеток (СК), игра-
ющих важную роль в коммитировании и терминаль-
ной дифференцировке клеток различных линий, от-
носятся белки семейства Polycomb (PcG). Изучение
генома эмбриональных СК с помощью метода им-
мунопреципитации хроматина (ChiP) с последую-
щим секвенированием показало, что 20% генов эм-
бриональных СК взаимодействуют с комплексами, в
состав которых входят белки семейства PcG. Эти ге-
ны вовлечены в регуляцию клеточной судьбы и диф-
ференцировки клеток, к ним относятся гены се-
мейств генеральных транскрипционных факторов
HOX, SOX, FOX, а также гены семейств Wnt, BMP,
Notch, продукты которых регулируют клеточную
дифференцировку (Boyer et al., 2006).

PcG формирует два основных репрессивных ком-
плекса: polycomb-репрессивный комплекс 1 (PRC1),
который опосредует моноубиквитинирование лизи-
на 119 гистона H2A (H2AK119ub) (Wang et al., 2010;
Gutièrrez et al., 2012), и рolycomb-репрессивный ком-
плекс 2 (PRC2), который триметилирует 27-ой ли-
зин гистона Н3 (H3K27me3) (Cao et al., 2002; Müller
et al., 2002). Стабильная репрессия генов-мишеней
основана на взаимодействии PRC1 и PRC2. Суще-
ствует две точки зрения на механизм взаимодей-
ствия таких комплексов. В соответствии с канониче-
ской точкой зрения, сначала PRC2 триметилирует
H3K27 в промоторах генов-мишеней, создавая сай-
ты связывания для PRC1, затем PRC1 моноубикви-
тинирует гистон H2A, способствуя стабильному свя-
зыванию комплексов с хроматином (рис. 1а). Более
современная точка зрения утверждает, что первым
шагом в механизме репрессии, опосредованной
PcG, является связывание с хроматином PRC1
(Blackledge et al., 2014; Cooper et al., 2014; Kalb et al.,
2014), который формирует сайт связывания для
PRC2 (Merini, Calonje, 2015).

PRC1 формируется при взаимодействии субсе-
мейств пяти различных белков: Cbx (белки семей-
ство chromobox), Ring1B/Ring1A, Pcgf (PcG Ring
Finger), Phc (семейство белков polyhomeotic), и Rybp

(белок связывающий Ring1/Yy1), который соединя-
ет PRC1 с Yy1 (Tavares et al., 2012). Ring1 обладает
слабой Е3-лигазной активностью, тогда как гетеро-
димер Ring1/Pcgf убиквитинирует лизин 119 гистона
H2A (H2AK119ub) со значительно более высокой ак-
тивностью и формирует минимальный комплекс
PRC1, в котором компонент Pcgf определяет струк-
туру и биохимические свойства полного комплекса
(Buchwald et al., 2006; Bentley et al., 2011). Гетероди-
меры, формирующиеся из Bmi1/Pcgf4, образуют ка-
нонический PRC1, включающий дополнительно
субъединицы Phc и Cbx. Последний содержит хро-
модомен и распознает триметилированный по лизи-
ну 27 гистон Н3 (H3K27me3) (рис. 1б). Ring1/Pcgf1,
3, 5, 6 формируют неканонический PRC1, который
включает Rybp вместо Cbx и Phc. Неканонический
PRC1 не способен связывать H3K27me3, однако
превосходит канонический PRC1 в способности
убиквитинировать H2AK119, т. к. Rybp является ак-
тивной убиквитиновой трансферазой. Убиквитини-
рованный H2AK119 служит специфической меткой
для распознавания PRC2 (Schwartz, Pirotta, 2013).
После связывания H2AK119ub, PRC2 триметилирует
H3K27, создавая специфический сайт для канониче-
ского PRC1, который распознается хромодоменом
Cbx (рис. 1б).

Коровый комплекс PRC2 формируется тремя ос-
новными белками: Ezh2/Ezh1, Eed и Suz12. Этот ком-
плекс функционирует как гистоновая метилтрансфе-
раза, способствуя триметилированию H3K27, кото-
рый служит сайтом связывания для канонического
PRC1. Взаимодействие комплексов PcG необходимо
для эпигенетического сайленсинга генов дифферен-
цировки и самоподдержания СК в клетках тканей
зрелых животных (Simon, Kingston, 2009; Sauvageau,
Sauvageau, 2010; Surface et al., 2010). Регуляция экс-
прессии таких генов осуществляется при взаимодей-
ствии супрессивных доменов, формирующихся белка-
ми PcG, и активирующих доменов, формирующихся
белками семейства Trithorax (TrxG). Белки TrxG три-
метилируют лизин 4 гистона Н3 (Н3К4ме3), который
активирует промотор. Таким образом, в промоторах
генов, ответственных за самоподдержание и диффе-
ренцировку СК, создаются бивалентные домены, ко-
торые тормозят экспрессию гена-хозяина (рис. 1в).
При клеточной дифференцировке происходит осво-
бождение дифференцировочных генов от репрес-
сии, опосредованной PRC2, в основе чего лежит
инактивация H3K27me3 в бивалентных доменах
(рис. 1в) (Bernstein et al., 2006; Mikkelsen et al., 2007).
Продукция Ezh2 и H3K27me3 в дифференцировоч-
ных генах снижается при мышечной и эпидермальной
дифференцировке (Caretti et al., 2004; Ezhkova et al.,
2009).

Существует гипотеза, что метилтрансфераза
Ezh2, метилирующая сайт Н3К27, и деметилаза Utx,
удаляющая метильные остатки с этого сайта, фор-
мируют эпигенетический переключатель с костной
дифференцировки на ЖД в общих клетках-предше-
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ственниках путем регуляции уровня H3K27me3 в
промоторах тканеспецифических регуляторных ге-
нов, соответственно RUNX2 и PPARγ2 (Hemming
et al., 2014). Усиленная экспрессия EZH2 в МСК по-
вышает уровень транскриптов EZH2, белка Ezh2 и
H3K27me3, но снижает транскрипцию тканеспеци-
фического регулятора костной дифференцировки
RUNX2 и поздних маркеров костной дифференци-
ровки остеопонтина и остеокальцина (Hemming
et al., 2014). Активность Ezh2/Utx регулируется пу-
тем взаимодействия PRC1/PRC2 и включает Ezh2 и
Bmi1 в качестве ключевых регуляторных белков этих
комплексов. С другой стороны, Ezh2 и Utx находят-
ся под контролем белков семейства pRb (рис. 1а)
(Bracken et al., 2003; Herz et al., 2010). Инактивирую-
щие мутации RB связаны с увеличением активности

Ezh2 и Eed. Продукция этих белков так же, как и
продукция Bmi1, значительно возрастает в опухолях
различной тканевой специфичности (Bracken et al.,
2003; Bracken, Helin, 2009; Cao et al., 2011). К тому же
Ezh2 и Bmi1 способны метилировать H3K27 только в
клетках с активным pRb (Kotake et al., 2007).

Клетки линии C3H10T1/2 (10T1/2) представляют
собой широко используемую модель ЖД мышиных
МСК (Tang, Lane, 2012), которая позволяет изучить
роль регуляторных белков семейств Polycomb (PcG)
и белков семейства продукта гена ретинобластомы
(pRb) в ЖД путем анализа их взаимодействия с тка-
неспецифическим регуляторным геном PPARγ2.
Экспрессия PPARγ2 необходима для дифференци-
ровки преадипоцитов в адипоциты, и его уровень
значительно повышается в ходе конечной стадии

Рис. 1. Структурная организация белков семейства Polycomb (PcG). а – Канонический механизм взаимодействия комплексов
PRC1 и PRC2 семейства PcG. Метилтрансфераза, входящая в состав комплекса PRC2, включающего также Eed и Suz12, три-
метилирует лизин 27 гистона Н3 (Н3К27), который распознается белком Cbx комплекса PRC1. Убиквитиновая лигаза Ring1
в составе коровой субъединицы Ring1/Bmi1 моноубиквитинирует лизин 119 гистона Н2А (H2AK119ub), создавая стабильную
связь PcG с хроматином. б – Неканонический механизм рекрутирования к ДНК и взаимодействия комплексов PRC1 и PRC2.
Неканонический PRC1 (ncPRC1), содержащий связывающий ДНК белок Yy1 и вспомогательный белок Rybp, рекрутируется
к хроматину и убиквитинирует Н2АК119, формируя сайт связывания на хроматине для PRC2. PRC2 распознает H2AK119ub c
помощью вспомогательного белка Jarid2 и, в свою очередь, триметилирует Н3К27, создавая сайт связывания для канониче-
ского PRC1 (cPRC1). в – Структура бивалентных доменов в промоторах генов, регулирующих клеточную дифференцировку.
Промоторы генов, поддерживающих тканеспецифическую дифференцировку, содержат “бивалентные” домены, включаю-
щие активную (Н3К4me3) и репрессивную метку (Н3К27me3) хроматина. Эти модификации катализируются, соответствен-
но, белками семейств Trithorax (TrxG) и PcG. В состоянии активной пролиферации СК гены тканеспецифической диффе-
ренцировки не транслируются, что связано с присутствием в их промоторах супрессивной метки Н3К27me3, утрата которой
при индукции дифференцировки сопровождается активацией их экспрессии.
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ЖД (Rosen et al., 2002). Белки семейства PcG тормо-
зят экспрессию тканеспецифических регуляторных
генов в делящихся эмбриональных и соматических
СК и, наоборот, угнетают активность генов плюрипо-
тентности в ходе дифференцировки СК (Surface et al.,
2010; Morey et al., 2012).

Цель настоящей работы заключалась в изучении
взаимодействия Ezh2, Bmi1, Utx, и p130 – члена се-
мейства pRb, с промотором гена PPARγ2 в ходе ЖД
мышиных МСК. Первая задача заключалась в ин-
дукции ЖД в клетках 10T1/2 и количественной
оценке ее уровня через 10 сут после индукции. Вто-
рая задача – инактивировать ген BMI1, используя
специфическую шпилечную РНК (siRNA), и оце-
нить уровень и динамику ЖД в условиях инактива-
ции BMI1. Третья задача заключалась в оценке уров-
ня РНК и регуляторных белков Pparγ2, Bmi1, Ezh2,
Utx, p130 в клетках, индуцированных к ЖД, в усло-
виях инактивации BMI1. Наконец, наш план вклю-
чал изучение взаимодействия перечисленных выше
белков, с промоторами PPARγ2 и RUNX2 с помощью
метода иммунопреципитации хроматина (ChiP) в
ходе ЖД.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. Мышиные эмбриональные фибробласты
линии C3H10T1/2 (10Т1/2), полученные из Амери-
канской коллекции клеточных культур (АТСС),
культивировали в среде DMEM, содержащей 10%
фетальной бычьей сыворотки (ФБС) и 50 мкг/мл
гентамицина в СО2-инкубаторе (5% CO2 и влаж-
ность 100%).

Индукция и количественная оценка ЖТ. Клетки
10Т1/2 в количестве 104 кл./чашка в логарифмиче-
ской фазе роста культивировали на покровных стeк-
лах для микроскопии в культуральных чашках 35 мм
в 1.5 мл ростовой среды. На следующие сутки росто-
вую среду заменяли специальной дифференциро-
вочной (ЖД), содержащей 50 мкг/мл гентамицина,
10% ФБС, 5 мкг/мл инсулина, 50 мкМ индометаци-
на, 1 × 10−6 М дексаметазона, 0.5 мкМ 3-изобутил-1-
метилксантина (Sigma, США). Жировые включения
выявляли на 7-, 10- и 14-е сут после индукции ЖД.
Клетки фиксировали в 4%-ном параформальдегиде
в PBS в течение 1 ч. Фиксированные клетки промы-
вали дважды дистиллированной водой, один раз
60%-ным изопропанолом (Вектон, Россия), высу-
шивали, окрашивали 10 мин красителем масляным
красным (Sigma, США) и промывали 4 раза дистил-
лированной водой. Раствор красителя готовили,
смешивая 6 частей раствора, содержащего 35 мкг/мл
красителя в 100%-ном изопропаноле, с 4 частями
дистиллированной воды. Перед нанесением на клет-
ки краситель фильтровали через фильтр с диаметром
пор 0.45 мкм. ЖД оценивали в проходящем свете на
микроскопе Pascal (Carl Zeiss, Германия) при увели-
чении объектива 10×. Для количественной оценки

ЖД краситель экстрагировали в 1 мл 100%-ного изо-
пропанола и его содержание в растворе определяли
по оптической плотности на спектрофотометре
Nanodrop (США) при длине волны 520 нм. Для полу-
чения РНК 1.5 × 105 клеток культивировали в тече-
ние 10 сут на чашках 100 мм и индуцировали ЖД по
вышеописанной методике. Каждый эксперимент
повторяли трижды.

Нокдаун гена BMI1. Лентивирусный вектор
FUGW-H1, содержащий малую интерферирующая
РНК против BMI1 (siBMI1) был получен от д-ра Sally
Temple (компания Addgene, плазмида № 21576, США)
(Fasano et al., 2007). Вектор экспрессирует зеленый
флюоресцирующий белок (Gfp) и малую интерфе-
рирующую РНК против BMI1 (siBMI1), содержа-
щую 19-мерную последовательность GAGATAATA-
AGCTTGTCTA, направленную против открытой
рамки считывания гена BMI1. Для упаковки лентиви-
русных частиц клетки линии 293T были котрансфеци-
рованы при помощи кальций-фосфатного метода
плазмидами FUGW-H1 siBMI1, psPAX2 и pMD2.G
(Tronolab, США) в количестве 11, 8 и 4 мкг на одну
100-миллиметровую культуральную чашку соответ-
ственно. На следующий день после трансфекции
среду заменяли на свежую. Среду, содержащую ви-
русные частицы, собирали на 2 и 3-и сут после
трансфекции и фильтровали через фильтр с разме-
ром пор 45 нм. Титр вируса определяли на клетках
293Т, инфицируя их средой с вирусом в 10-кратных
разведениях и определяя долю клеток, экспрессиру-
ющих Gfp, цитофлюориметрически на цитометре
Beckman Coulter (США). Используемая нами среда
содержала 2 × 106 вирусных единиц в 1 мл среды.
Клетки линии 10T1/2 высевали в количестве 2 × 105

на чашки 60 мм. На следующий день ростовую среду
заменяли 2 мл среды, содержащей вирусные части-
цы, и инкубировали в ней клетки в течение 18 ч, по-
сле чего среду заменяли на свежую. Цитофлюори-
метрический анализ экспрессии GFP проводили че-
рез 2 сут после инфицирования.

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). Общеклеточ-
ную РНК выделяли из 2 × 106 клеток с помощью на-
бора реагентов GeneJET RNA (Thermo Scientific,
США). Очищенную РНК обрабатывали ДНКазой I
(Thermo Scientific, США): 3 ед. в реакционном объе-
ме 35 мкл в течение 1 ч при 37°С, после чего реакцию
останавливали путем добавления на 10 мин 3.5 мкл
раствора 50 мМ ЭДТА при 65°С. Количество РНК
определяли спектрометрически при длине волны
260 нм, а ее целостность – при помощи электрофо-
реза в денатурируюшем агарозном геле с формальде-
гидом по наличию полос РНК 28S и 18S. Для синтеза
кДНК 2 мкг РНК смешивали с 0.5 мкг праймера оли-
го-дТ18, объем смеси доводили до 12.5 мкл и инку-
бировали при 65°С 5 мин, реакционную смесь охла-
ждали, добавляли к ней 4 мкл 5-кратного буфера,
1 мкл (200 ед.) обратной транскриптазы RevertAid
(Thermo Scientific, США), 2 мкл 10 мМ смеси dNTP



ЦИТОЛОГИЯ  том 62  № 12  2020

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА PPARgamma2 БЕЛКАМИ СЕМЕЙСТВ PcG и pRb 871

и 0.5 мкл ингибитора РНКаз RiboLock (Thermo Sci-
entific, США), инкубировали 1 ч при 42°С. Реакцию
останавливали нагреванием до 70°С в течение
10 мин. ПЦР-РВ проводили на амплификаторе Ap-
plied Biosystems 7300 со следующими параметрами
реакции: инициирующее плавление – 5 мин 95°С,
плавление – 15 с 95°С, отжиг – 30 с 58°С, синтез – 20
с 72°С, 40 циклов. Реакционная смесь состояла из
8 мкл 2.5-кратного раствора, содержащего дезокси-
нуклеозидтрифосфаты (dNTP), ПЦР-буфер, MgCl2,
Taq ДНК-полимеразу, SYBR Green I и ROX (Синтол,
Россия), 0.2 мкМ прямого и обратного праймеров
(табл. 1), синтезированных в компании Beagle (Рос-
сия), 0.2 мкл кДНК и воду до объема 20 мкл. В каче-
стве контрольного гена использовали β-актин; от-
носительную экспрессию генов рассчитывали по
формуле R = 2–ΔΔC(T). Для всех генов РВ-ПЦР прово-
дили 3 раза.

ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Для
синтеза кДНК 2 мкг РНК смешивали с 1 мкл прай-
мера олиго-дТ18, объем смеси доводили до 12.5 мкл
и инкубировали 5 мин при 65°С, затем охлаждали и
добавляли 4 мкл 5-кратного буфера для обратной
транскриптазы (Thermo Scientific, США), 0.5 мкл
обратной транскриптазы RevertAid (Thermo Scientif-
ic, США), 2 мкл 10 мМ смеси дНТФ и 0.25 мкл инги-
битора РНКаз RiboLock (Thermo Scientific, США),
инкубировали 1 ч при 42°С. Реакцию останавливали
нагреванием до 70°С в течение 10 мин. Полученную
кДНК хранили при –20°С. Для амплификации с по-
мощью ПЦР на 1 реакцию использовали 0.5 мкл 10
мМ смеси дНТФ, 2.5 мкл 10-кратного буфера для
Taq-полимеразы, по 0.1 мкл прямого и обратного
праймеров (табл. 1), 0.125 мкл Taq-полимеразы и во-
ду до 25 мкл общего объeма реакционной смеси.
кДНК брали в количестве 0.5 мкл. Ген GAPDH ам-
плифицировали в ходе 25 циклов, а все эксперимен-
тальные гены – в ходе 35 циклов. Продукты ампли-

фикации подвергали электрофорезу в 2%-ном ага-
розном геле.

Иммунофлюоресцентное окрашивание. Покров-
ные стекла с клетками, распластанными при росте в
культуре, переносили в чашки 35 мм, однократно от-
мывали PBS 5 мин, фиксировали 4%-ным парафор-
мальдегидом 15 мин, затем 70%-ным этиловым
спиртом в течение ночи при 4°С; обрабатывали
0.2%-ным Тритоном X-100 10 мин, промывали PBS 2
раза по 5 мин, сайты неспецифического связывания
антител блокировали 1 ч раствором, содержащим 3%
бычьего сывороточного альбумина и 0.1% Твина 20.
Затем на клетки наносили специфические антитела
(разведение 50–200 раз) в блокирующем растворе на
1 ч при комнатной температуре, промывали 3 раза по
5 мин PBS, обрабатывали 1 ч при комнатной темпе-
ратуре вторыми антителами, конъюгированными с
флюоресцентной меткой, отмывали 3 раза по 5 мин
PBS и заключали в среду Аnti-Fade (BioRad, США),
уменьшающую неспецифическую флюоресценцию
и содержащую краситель DAPI для окраски ДНК.
Иммунофлюоресцентные изображения получали на
электронном сканирующем микроскопе Leica (Carl
Zeiss, Германия), используя лазеры с длиной волны
405, 488, 543 и 633 нм, а также объектив 40×.

Электрофорез белков и иммуноблотинг. Электро-
форез проводили в 10%-ном полиакриламидном ге-
ле в присутствии додецилсульфата натрия (SDS).
Объем пробы брали из расчета 50 мкг общеклеточного
белка на дорожку. Пробы переносили в пробирки, со-
держащие равный объем буфера для нанесения проб
на гель (4% SDS, 20% глицерина, 1% β-меркаптоэтано-
ла, 120 мМ Трис-Cl (рН 6.8), 0.002% бромфеноловый
синий), инкубировали в термостате 5 мин при 95°С
и наносили на гель. Электрофоретическое разделе-
ние белков проводили при постоянном токе 12 мА.
Белки, разделенные электрофоретически, переносили
с геля на мембрану PVDF (Millipore, США) с помощью

Таблица 1. Последовательности праймеров для ОТ-ПЦР и ПЦР в реальном времени, а также для иммунопреципита-
ции хроматина

Ген Прямой праймер (5′–3′) Обратный праймер (5′–3′)

Для ПЦР
β-актин CATCCGTAAAGACCTCTATGCC GACTCATCGTACTCCTGCTTG
BMI1 GGAGACCAGCAAGTATTGTCC TTCTCCTCGGTCTTCATTGG
EZH2 GCAATTTAGAAAACGGAAATGC GTACAAAACACTTTGCAGCTGG
UTX CGGGCGACAAAAGAAGAAC AGATGAGGCGGATGGTAATG
RB CATCTAATGGACTTCCAGAG CATAACAGTCCTAACTGGAG
p130 TTGGACTCTGTCTCGGTGTGTCTAAG AATGCGTCATGCTCCAGAACACCAG
PPARγ2 TGACCCAGAGCATGGTGCCTTC TGTGGCATCCGCCCAAACC
ADIPOQ GGAGAGAAAGGAGATGCAGGTCT GGTAGTTGCAGTCAGTTGGTATCAT

Для иммунопреципитации хроматина
PPARγ2 CTGGCGAGACAATGTAGCAA TTTGGGAGAGGTGGGAATAAA
RUNX2 CTCCAGAGGCTTAACCTTACAG CTCTCCCTTTCTCCCTCTGAC
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полусухого электропереноса в камере Hoefer Semiphor
TE 77 (Швеция) при постоянной силе тока 70 мА. Бу-
фер для переноса содержал 47.9 мМ Трис-HCl,
38.6 мМ глицина, 10% метанола. Для блокировки
сайтов неспецифического связывания мембрану ин-
кубировали 1 ч в блокирующем растворе (5% обез-
жиренного молока в TBST (150 мМ NaCl, 10 мМ
Трис-HCl (pH 8.0), 0.05% Tween 20). Антитела для
гибридизации разводили в блокирующем растворе.
В качестве вторых антител использовали видоспеци-
фичные антитела, конъюгированные с пероксида-
зой хрена, которую визуализировали на мембране с
помощь реактива Clarity™ Western ECL Substrate
(BioRad, США). Для этого компоненты набора сме-
шивали в соотношении 1 : 1 из расчета 0.1 мл раство-
ра на 1 см2 мембраны, наносили на мембрану и ин-
кубировали 5 мин. Изображения препаратов, акти-
вированных с помощью хемилюминесценции,
получали на приборе ChemiDoc Touch Imaging Sys-
tem (BioRad, США).

Иммунопреципитация хроматина (СhiP). Клетки
линии 10T1/2, растущие на 100 мм чашках с плотно-
стью насыщения 70–80%, дважды отмывали PBS,
добавляли на чашку 7.5 мл PBS и 2.5 мл 4%-ного па-
раформальдегида (ПФА; Sigma, США) до конечной
концентрации 1%. Клетки инкубировали 10 мин при
комнатной температуре (КТ) и постоянном вращении.
Для инактивации ПФА в чашку добавляли 560 мкл
2.5 М глицина до конечной концентрации 0.125 мM,
клетки инкубировали 15 мин при КТ и постоянной
ротации. Затем глицин удаляли, клетки дважды от-
мывали PBS, отделяли от пластика лифтером, ресус-
пендировали в 3 мл PBS и переносили в пробирку
15 мл, центрифугировали 5 мин при 1000 об./мин и
4°C. Клеточный осадок лизировали в 10 мл буфера
№ 1 (0.25% Тритона X-100, 10 мM EDTA, 10 мM Tris-
Cl (pH 8.0), 1 мM PMSF) при перемешивании в тече-
ние 15 мин на ротаторе при 4°С и затем центрифуги-
ровали 10 мин при 2500 об./мин и 4°С, супернатант
удаляли, а осадок ресуспендировали в 10 мл лизиру-
ющего буфера № 2 (200 мM NaCl, 10 мM ЭДТА,
10 мM Трис-Cl (pH 8.0), 1 мM PMSF) в течение
15 мин при 4°С и постоянном вращении. Клеточный
лизат центрифугировали 10 мин при 2500 об./мин,
супернатант удаляли. Осадок ресуспендировали в
500 мкл буфера для иммунопреципитации (200 мM
NaCl, 0.5% Тритона X-100, 0.5% NP40, 0.05% дезок-
сихолата натрия, 20 мM Трис-Cl (pH 8.0), 1 мM
PMSF), и обрабатывали 20 мин на соникаторе Q
Sonica (США), используя 70%-ную амплитуду в
формате 10 с включено/выключено. Пробы центри-
фугировали 15 мин при 16000 g и 4°C.

Для оценки качества и количества ДНК 50 мкл
каждой пробы переносили в отдельные микропро-
бирки и смешивали с равным объемом буфера для
элюции (1% SDS, 100 мM NaHCO3). Добавляли
РНКазу A и протеиназу K до конечной концентра-
ции 0.1 мг/мл и инкубировали пробы 1 ч при 45°C.

Разделение ДНК и белков происходило при добав-
лении NaCl до конечной концентрации 200 мM с по-
следующей инкубацией 15 мин при 100°С. ДНК очи-
щали путем обработки фенолом. К пробе добавляли
0.5 мл фенола, смешивали и центрифугировали 2
мин при 16000 g. Этот шаг повторяли дважды, ис-
пользуя равные объемы смеси фенола с хлорофор-
мом и хлороформа. Для преципитации ДНК смеши-
вали с двумя объемами 98%-ного этанола и ацетата
натрия до конечной концентрации 300 мМ. Пробы
инкубировали 30 мин при КТ и центрифугировали
15 мин при 4°C и 16000 g. Супернатант удаляли, оса-
док отмывали этанолом 70%, высушивали при КТ и
растворяли в 20 мкл TE (10 мМ Трис-Cl, 0.1 мМ ED-
TA). Концентрацию ДНК в пробах определяли на
спектрофотомотре NanoDrop, а еe качество – при
электрофорезе в 0.8%-ном агарозном геле.

Для ChiP каждую пробу разделяли на несколько
пробирок, содержащих 20 мкг ДНК. Одну пробирку
из каждой пробы использовали в качестве контроля
(Input). В каждую пробирку добавляли 500 мкл буфе-
ра для ИП и 1 мкг специфических антител, пробир-
ки инкубировали в течение ночи при 4°C и постоян-
ной ротации. В каждую пробу вносили по 20 мкл
протеин-А сефарозы, в которой предварительно
блокировали неспецифические сайты связывания,
добавляя 20 мкл ДНК спермы лосося (Millipore,
США) и 40 мкл 5%-ного БСА (Sigma, США) на 2 ч.
Если специфические антитела были мышиные, то к
протеин-А сефарозе добавляли по 30 мкг кроличьих
антимышиных Ig (Sigma, США) на 2 ч при 4°С и по-
стоянной ротации. Несвязавшиеся с протеин-А се-
фарозой антитела отмывали путем стандартного
центрифугирования в буфере для ИП. Затем по
20 мкл подготовленной протеин-A сефарозы (BioRad,
США) добавляли к пробам с хроматином на 3 ч при
4°C и постоянном вращении. После ИП пробы цен-
трифугировали 1 мин при 2000 g, осадки переносили
в новые микропробирки и отмывали по следующей
схеме: один раз в 700 мкл буфера, содержащего 0.1%
SDS, 1% Тритона X-100, 2 мМ EDTA, 20 мМ Тris-Cl
(pH 8.0), 150 мМ NaCl; один раз в 700 мкл буфера, со-
держащего 0.1% SDS, 1% Tритона X-100, 2 мM EDTA,
20 мM Tris-Cl (pH 8.0), 500 мM NaCl; один раз в
700 мкл буфера, содержащего 250 мM LiCl, 1% NP-40,
1% дезоксихолата натрия, 1 мM EDTA, 10 мM Tris-Cl
(pH 8.0); один раз в 700 мкл буфера, содержащего
10 мM Tris-Cl и 1 мM EDTA. После последней от-
мывки к осадкам добавляли 100 мкл (к Input –
150 мкл) буфера для элюции (1% SDS, 100 мM
NaHCO3), пробы инкубировали 30 мин при 65°С.
Комплексы ДНК−белки осаждали 5 мин при 16000 g,
добавляли NaCl до конечной концентрации 200 мM
и инкубировали ночь при 65°С в водяной бане для
разделения белков и ДНК. Затем к пробам добавля-
ли РНКазу и протеиназу К на 1 ч при 45°С. ДНК
очищали, используя смесь фенола с хлороформом
как описано выше.
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Антитела. В качестве первых антител использова-
ли кроличьи поликлональные антитела против
Pparγ2 (Abcam, Великобритания), Н3К27me3 (Milli-
pore, США), Bmi1, Utx (Cell Signaling, Inc., США),
p130 (Santa Cruz Inc., США) и моноклональные мы-
шиные антитела против Ezh2 (Cell Signaling, Inc.,
США) и актина (Sigma, США). В качестве вторых
антител – Alexa Fluor® 633 Fab-фрагмент козлиных
антител против лeгких и тяжeлых цепей иммуногло-
булинов кролика (Invitrogen, США) и Alexa Fluor®
543 Fab-фрагмент кроличьих антител против лeгких
и тяжелых цепей иммуноглобулинов мыши (Invitro-
gen, США).

Статистическая обработка результатов. Среднюю
арифметическую величину и стандартное отклоне-
ние определяли с помощью программы Microsoft Of-
fice Excel, 2010. Для оценки достоверности различий
использовали t-критерий Стьюдента. Каждый экс-
перимент повторяли трижды. Интенсивность флюо-
ресценции на изображениях препаратов в сканиру-
ющем лазерном микроскопе (Leica, Germany) опре-
деляли с помощью программы Zeiss LSM.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Инактивация BMI1 лентивирусным вектором

siBMI1 тормозит, но не предотвращает ЖД мышиных
МСК линии 10Т1/2. Материнские клетки линии
10T1/2 чувствительны к индукции ЖД при добавле-
нии к ростовой среде специфических факторов. К
14-м сут после начала индукции большинство кле-
ток накапливают жировые вакуоли, видимые при
окраске красителем масляным красным О (рис. 2а).
Количественная оценка накопления жировых вклю-
чений (с помощью экстракции красителя из клеток)
показала, что клетки начинают прогрессивно диф-
ференцироваться в адипоциты через 7 сут после ин-
дукции, однако аккумуляция жира в начале диффе-
ренцировки происходит очень медленно, но про-
грессивно возрастает в течение 7 сут после индукции
(рис. 2б).

Инактивация BMI1 замедляет накопление жиро-
вых вакуолей в адипоцитах до 10 сут после начала
индукции. После этой точки скорость накопления
жировых включений в клетках с инактивированным
BMI1 и контроле была сходной (рис. 2б). Цитомет-
рический анализ, проведенный ранее (Петров и др.,
2016), показал, что 80% клеток, инфицированных
лентивирусным вектором, содержащим малую ин-
терферирующую РНК для инактивирования BMI1
(siBMI1), продуцировали Gfp, ген которого включен
в структуру вектора. Эти результаты соответствуют
данным иммунофлюоресцентной оценки продук-
ции Gfp. Клетки 10T1/2, инфицированные ретрови-
русом siBMI1, содержащим ген GFP, флюоресциру-
ют при облучении лазером с длиной волны 488 нм,
вызывающим флюоресценцию клеток, продуциру-
ющих Gfp. Такие клетки также позитивны в имму-
нофлюоресценции после обработки антителами к

Gfp и вторыми антителами, конъюгированными с
Alexa Fluor 633 нм (рис. 2с). Эндогенный Bmi1 опре-
деляется в ядре и цитоплазме материнских клеток
10T1/2, но его продукция значительно снижается в
инфицированных клетках, которые показывают
только флюоресценцию Gfp, связанную с экспрес-
сией экзогенного гена GFP (рис. 2с).

Жировая дифференцировка клеток 10T1/2 связана
с повышенной продукцией Pparγ2 и других белков, ре-
гулирующих ЖД. Белок Pparγ2, тканеспецифиче-
ский регулятор ЖД, не продуцировался в недиффе-
ренцированных клетках 10T1/2, но уровень экспрес-
сии материнского гена PPARγ2, выявляемый с
помощью ОТ-ПЦР и ПЦР-РВ, значительно возрас-
тал поле индукции ЖД. Инактивация BMI1 полно-
стью отменяла повышение экспрессии PPARγ2 в
клетках 10T1/2, индуцированных к ЖД (рис. 3а). ЖД
клеток 10T1/2 была также связана с повышением
уровня экспрессии BMI1, UTX, p130, но не EZH2
(рис. 3б). Инактивация BMI1 тормозила повышение
экспрессии BMI1, UTX, p130, но в противополож-
ность PPARγ2, уровень экспрессии этих генов, сни-
жался не так значительно в клетках 10T1/2 с инакти-
вированным BMI1 при индукции их к ЖД (рис. 3б).
Pparγ2 не определялся при иммунофлюоресцентном
исследовании в недифференцированных клетках
10T1/2, но ясно выявлялся в ядрах дифференциро-
ванных клеток (рис. 3г). Уровень Bmi1 также возрас-
тал после индукции ЖД (рис. 3г). Utx ясно продуци-
ровался в ядрах недифференцированных клеток, од-
нако индукция ЖД вызывала снижение уровня
ядерной локализации Utx и его транслокацию в ци-
топлазму (рис. 3г). В противоположность деметилазе
Utx, белок р130 имел ядерно-цитоплазматическую
локализацию в недифференцированных клетках, но
транслоцировался в ядро после индукции диффе-
ренцировки (рис. 3г). Единственным из исследован-
ных белков, уровень которого снижался в ходе диф-
ференцировки, был Ezh2 (рис. 3г). Результаты имму-
ноблотинга полностью соответствовали данным
иммунофлюоресценции. Pparγ2 не определялся в не-
дифференцированных клетках, но его уровень значи-
тельно повышался после индукции ЖД (рис. 3в). Про-
дукция Bmi1, Utx и p130 также повышалась в условиях
дифференцировки, при этом существенно возрастала
электрофоретическая подвижность Bmi1, что свиде-
тельствует о появлении низкофосфорилированных
форм этого белка при дифференцировке (рис. 3в).
Продукция Ezh2, выявляемая в иммуноблотинге
(рис. 3в), уменьшалась в дифференцированных
клетках подобно тому, как это было найдено при им-
мунофлюоресценции (рис. 3г).

Иммунопреципитация хроматина (ChiP) выявляет
взаимодействие Ezh2, Bmi1 и p130 с промотором гена
PPARγ2 при ЖД. ChiP с антителами к белкам, регу-
лирующим ЖД, показала, что в недифференциро-
ванных клетках на промоторе PPARγ2 аккумулирова-
лось большое количество p130, Ezh2 и Bmi1 в противо-
положность деметилазе Utx, которая определялась в
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следовых количествах (рис. 4а, 4а1). В ходе ЖД связы-
вание этих белков с промотором PPARγ2 изменялось
противоположным образом: связывание p130, Ezh2 и
Bmi1 уменьшалось, а Utx – увеличивалось (рис. 4а, а1).
Контрольный промотор гена RUNX2 в недифференци-
рованных клетках накапливал подобно промотору
PPARγ2 высокий уровень Ezh2 и Bmi1, но низкий
уровень Utx и p130 (рис. 4б, б1). Связывание регуля-
торных белков с промотором RUNX2 в ходе ЖД не
изменялось (рис. 4б, б1).

В клетках с инактивированным BMI1 мы опреде-
ляли вместо Ezh2 его мишень – уровень триметили-
рованного Н3К27 (Н3К27me3). Мы нашли, что в не-
дифференцированных клетках уровень Н3К27me3
был высоким, что соответствует большому количе-
ству Ezh2 и Bmi1, связанным с этим промотором. В
условиях дифференцировки уровень Н3К27me3 на
промоторе PPARγ2 снижался, а уровень Utx повы-
шался не так значительно, как в клетках с активным
Bmi1 (рис. 4в). Уровни H3K27me3 и Utx не изменя-

Рис. 2. Гистохимическая и иммунофлюоресцентная оценка жировой дифференцировки в мезенхимных стволовых клетках
(МСК) 10T1/2 до и после инактивации BMI1. а – Клетки 10T1/2, окрашенные красителем масляным красным О на 0, 7 и
10 сут после индукции ЖД. б – Спектрофотометрическая оценка аккумуляции красителя масляного красного О в клетках
10T1/2, индуцированных к ЖД. (OD – оптическая плотность); данные представляют собой среднюю арифметическую вели-
чину и ее ошибку, n = 3, *p < 0.05 при сравнении накопления красителя в той же группе в предшествующей точке наблюдения,
**p < 0.05 при сравнении с накоплением красителя в клетках, трансфицированных siBMI1, в той же точке наблюдения. с –
Окраска клеток 10T1/2 дикого типа (WT) и трансфицированных siBMI1, красителем DAPI (голубой цвет), антитела к Gfp (зе-
леный цвет), или Bmi1 (красный цвет). Имиджи получены на конфокальном микроскопе Leica (Германия), об. 40×.
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лись при дифференцировке клеток с инактивиро-
ванным BMI1 на промоторе RUNX2 (рис. 4в).

ОБСУЖДЕНИЕ
Основная задача настоящей работы заключалась

в изучении взаимодействия четырех белков: Ezh2,
Bmi1, Utx и p130, регулирующих терминальную фазу
ЖД, на одной платформе – промоторе гена PPARγ2,
тканеспецифического индуктора терминальной фа-
зы ЖД. Ezh2 и Bmi1 – ключевые белки комплексов
PRC1 и PRC2 семейства PcG, которое поддерживает
клеточный фенотип путем регуляции дифференци-
ровки СК. Механизм такой регуляции связан с бива-
лентными доменами, формирующимися на промо-
торах регуляторных генов дифференцировки в само-
обновляющихся СК (рис. 1в). Бивалентные домены
включают активирующий H3K4me3 и супрессирую-
щий H3K27me3 домены и в самообновляющихся CК

супрессируют гены дифференцировки, например
PPARγ2, в МСК. В ходе терминальной стадии ЖД су-
прессивный домен H3K27me3 инактивируется на про-
моторе PPARγ2, что разрешает экспрессию этого гена.

Деметилирование H3K27me3 вызывается демети-
лазой Utx, которая в соответствии с современной ги-
потезой (Hemming et al., 2014) формирует вместе с
Ezh2 эпигенетический переключатель, регулирую-
щий приобретение потомками МСК того или иного
типа дифференцировки, т.е. регулирующий насле-
дование судьбы клетками-потоками СК. Результаты
работы (Hemming et al., 2014) свидетельствуют, что
активация Ezh2 сопровождается супрессией Utx и
вызывает ЖД, тогда как повышение уровня Utx со-
пряжено с супрессией Ezh2 и активацией костной
дифференцировки. Нетрудно заметить, что эта эле-
гантная гипотеза противоречит предшествующей
точке зрения о том, что терминальная дифференци-

Рис. 3. Экспрессия генов PPARγ2, BMI1, EZH2, UTX, p130 и уровень их продуктов в МСК 10T1/2 дикого типа (WT) и МСК с
инактивированным геном BMI1 (siBMI1). a – Оценка с помощью ОТ-ПЦР экспрессии PPARγ2 в недифференцированных
(НД), дифференцированных (ЖД), и дифференцированных клетках 10T1/2 с инактивированным геном BMI1 (siBMI1, ЖД).
б – Графическое представление экспрессии BMI1, EZH2, UTX и p130 в клетках НД, дифференцированных (ЖД), и дифферен-
цировaнных клетках 10T1/2 с инактивированным геном BMI1 (siBMI1, ЖД) по данным ПЦР в реальном времени. Данные
представляют собой среднюю арифметическую величину и ее ошибку, * – p < 0.05. в – Иммуноблоты продукции Ppary2,
Bmi1, Ezh2, Utx, p130 в недифференцированных (НД) и дифференцированных (ЖД) клетках 10T1/2 через 10 сут после индук-
ции ЖД. г – Иммунофлюоресцентные имиджи клеток 10T1/2, окрашенных до и через 10 сут после–индукции ЖД; окраска
антителами против Ppary2, Bmi1, Ezh2, Utx и p130; имиджи получены на сканирующем электронном микроскопе Leica (Carl
Zeiss, Germany), лазеры 543 и 633 нм, об. 40×.
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ровка связана с удалением супрессивной метки
Н3К27me3 с промоторов дифференцировочных ге-
нов (Bernstein et al., 2006; Boyer et al., 2006; Mikkelsen
et al., 2007), в основе чего лежит уменьшение уровня
Ezh2 при любом типе дифференцировки.

В настоящей работе при оценке связывания Ezh2,
Bmi1, Utx, и р130 с промотором PPARγ2 в ходе ЖД
мышиных МСК мы нашли, что в недифференциро-
ванных клетках Ezh2, Bmi1 и белок p130 семейства
pRb накапливаются, а Utx практически отсутствует
на промоторе PPARγ2. В дифференцированных
клетках связывание указанных белков с промотором
PPARγ2 инвертируется. В недифференцированных
мышиных МСК линии 10Т1/2 определяется высо-
кий уровень связывания Ezh2 и Bmi1 и низкий уро-
вень связывания Utx и р130 с промотором RUNX2, что
не изменяется при ЖД. В условиях инактивации BMI1
в недифференцированных клетках отмечали гиперме-

тилирование промотора PPARγ2 по Н3К27me3, кото-
рое незначительно уменьшалось при ЖД. Связыва-
ние Utx с промотором PPARγ2 после инактивации
BMI1 сохраняло ту же направленность, но было зна-
чительно менее выражено (рис. 4б).

Наши данные свидетельствуют о том, что гипоте-
за бивалентных доменов (Bernstein et al., 2006; Mik-
kelsen et al., 2007) эффективна при интерпретации
данных по регуляции ЖД мышиных МСК. Гипотеза
о роли эпигенетического переключателя, образован-
ного белками Ezh2 и Utx, в выборе клеточной судьбы
МСК, вероятно не учитывает того, что регуляция ак-
тивности PPARγ2 этими белками происходит в ком-
митированных преадипоцитах, уже избравших на-
правление дифференцировки. Роль эпигенетиче-
ских переключателей в выборе клеточной судьбы
МСК, по-видимому, нужно рассматривать в других
модельных системах.

Рис. 4. Иммунопреципитация хроматина (ChiP) в МСК 10T1/2 дикого типа (WT) и МСК с инактивированным геном BMI1
(siBMI1) выявляет взаимодействия регуляторных белков Pparγ2, Bmi1, Ezh2, Utx, p130 с промотором генов PPARγ2 и RUNX2
соответственно в ходе жировой дифференцировки. а1, б1 – Электрофоретические полосы последовательностей промоторов
PPARγ2 и RUNX2 соответственно, амплифицированные после ChiP антителами к указанным белкам; Input – контроль. а2,
б2 – Графическое изображение интенсивности полос соответствующих блотов. в – Уровни триметилированного по лизину
27 гистона Н3 (H3K27me3) и деметилазы Utx, связанных с промоторами PPARy2 и RUNX2 в МСК с инактивированным BMI1
через 10 сут после индукции ЖД. Для всех вариантов преципитацию проводили 3 раза. Условные обозначение такие же, как
и на рис. 2.
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Результаты нашей работы находятся в соответ-
ствии с данными из литературы о супрессорной роли
белков семейства pRb в терминальной фазе ЖД, от-
мена которой, в частности при уменьшении связы-
вания белка р130 с промотором PPARγ2, способству-
ет экспрессии этого гена и ЖД (Fajas et al., 2002; Calo
et al., 2010). Результаты нашей работы также показы-
вают, что при ЖД существует прямое соответствие
между изменениями общеклеточных уровней РНК и
продуктов генов EZH2 и UTX, с одной стороны, и
связыванием их продуктов с промотором PPARγ2, с
другой, хотя уровень EZH2 понижается, а UTX – воз-
растает. Повышение общеклеточных уровней РНК и
продуктов BMI1 и p130 сопряжено со снижением
связывания этих белков с промотором PPARγ2 при
ЖД. По-видимому, белки Bmi1 и p130 регулируют в
дифференцирующихся жировых клетках активность
и других генов, что сопряжено с увеличением об-
щеклеточного уровня этих белков. Известно, что ре-
гуляторный белок может вызывать противополож-
ные изменения уровней и активности своих мише-
ней, например, повышение уровня и активности Utx
белками семейства pRb связано с инактивированием
Ezh2 и Bmi1 в тех же клетках (Bracken et al., 2003;
Herz et al., 2010).

В целом, результаты нашей работы свидетель-
ствуют о регуляторной роли белков семейств PcG и
pRb при формировании фенотипа адипоцитов.
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REGULATION OF THE PPARgamma2 EXPRESSION BY PcG AND pRb FAMILIES 
PROTEINS IN THE COURSE OF ADIPOCYTE DIFFERENTIATION 

OF MESENCHYMAL STEM CELLS
V. M. Ryabova, N. A. Verechshaginaa, N. S. Petrova, M. V. Litvinovaa, and B. V. Popova, *

aInstitute of Cytology RAS, St.Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: borisvp478@gmail.com

The signal pathways associated with formation of the phenotype of adipocytes converge on the regulation of expres-
sion of the tissue specific gene PPARγ2. Here we studied the interaction of key proteins of the PcG familу – Ezh2,
Bmi1, as well as Н3К27ме3 demethylase Utx, and p130 – a member of the pRb family, with the PPARγ2 gene pro-
moter in the course of adipocyte differentiation (AD) of mouse MSCs of the 10T1/2 cell line using the chromatin
immunoprecipitation assay (ChiP). We found that in undifferentiated MSCs the PPARγ2 and control RUNX2 genes
promoters accumulated high levels of Bmi1, Ezh2 and low level of Utx. The р130 in undifferentiated cells showed
low level binding to the RUNX2 promoter. Under differentiation conditions the above described interactions of pro-
teins inversed on the PPARγ2 promoter but did not change on the RUNX2 promoter. In the differentiated cells with
inactivated BMI1 we detected on the PPARγ2 promoter unsubstantial decrease in the levels of Н3К27ме3 which is
the target of Ezh2 and Utx. Our results suggest that the PPARγ2 expression in the terminal phase of AD in mouse
MSCs is activated by Utx, but inactivated by Bmi1, Ezh2, and 130 proteins. These data support the hypothesis that
the loss of suppressive mark Н3К27ме3 in the bivalent domains of regulatory genes including the PPARγ2 in the
course of adipocyte differentiation regulates formation of the tissue specific phenotypes.

Keywords: mesenchymal stem cells, adipocyte differentiation, regulation of PPARγ2 expression, Bmi1, Ezh2, Utx,
and p130 proteins
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