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Многие гены, контролирующие развитие эмбриона и дифференцировку клеток человека, образуют
хромосомные контакты с кластерами генов рРНК, вовлеченные в эпигенетическую регуляцию
многих генов. Места контактов генов рРНК часто приходятся на протяженные (до 50 т.п.н.) участ-
ки, содержащие метку хроматина ‒ гистон H3K27ac, характерный для суперэнхансеров, а также на
перицентромерные и субтеломерные области хромосом. Нами обнаружено, что гены DUX4, распо-
ложенные в субтеломерной области хромосомы 4 человека, окружены областями, которые особен-
но часто контактируют с генами рРНК. Показано, что область размером 25 т.п.н. этой хромосомы,
представленная в версии hg19 секвенированной части генома человека, содержит несколько копий
гена DUX4. Места контактов генов рРНК, расположенные вокруг этой области, содержат сайты ме-
тилирования, а также сайты связывания CTCF. Предполагается, что контакты генов рРНК важны
для сайленсинга данных копий генов DUX4.
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Трехмерные структуры хромосом играют важ-
ную роль в эпигенетической регуляции экспрес-
сии генов. В последние годы обнаружено, что
кластеры генов рРНК (рДНК) образуют много-
численные контакты с разными районами хромо-
сом [1]. В различных линиях клеток человека эти
контакты чаще всего обнаруживаются в участках
5‒50 т.п.н. суперэнхансеров, для которых харак-
терно присутствие гистона H3K27ac ‒ метки ак-
тивного хроматина [2], а также в перицентромер-
ных, субтеломерных областях хромосом и в обла-
стях, содержащих горячие точки двухцепочечных
разрывов ДНК [1]. Кроме того, гетерохроматино-
вые области кластеров рДНК инициируют гетеро-
хроматинизацию в хромосомах эмбриональных
стволовых клеток, а ингибирование гетерохрома-
тинизации останавливает дифференцировку этих
клеток [3]. Важную роль в этом процессе играет
некодирующая, так называемая промоторная

РНК (promoter associated RNA), необходимая для
запуска гетерохроматинизации рДНК. Затем кла-
стеры рДНК инициируют репрессию или актива-
цию транскрипции во многих хромосомах, что
приводит к потере плюрипотентности эмбрио-
нальных стволовых клеток [4]. Таким образом,
есть все основания полагать, что обнаруженные
контакты кластеров рДНК ‒ это причина, а не
следствие появления активных и репрессивных
меток в хромосомах человека в процессе диффе-
ренцировки клеток.

В эмбрионах животных транскрипция сначала
неактивна, а затем она запускается с помощью
так называемой зиготической активации генома
(zygotic genome activation, ZGA). Недавно обнару-
жили, что к жизненно важным генам, определяю-
щим развитие зиготы человека, относятся еще
недостаточно изученные гены семейства DUX,
ключевые для индукции активной транскрипции

Сокращения: DUX4 (Double Homeobox 4) – ген, содержащий двойной гомеобокс, расположенный в субтеломерном районе
хромосомы 4 человека; гистон H3K27ac – метка активного хроматина; гены рРНК, или рДНК – гены, кодирующие 18S,
28S и 5.8S рРНК человека.
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у плацентарных организмов [5]. Известно, что эти
гены кодируют факторы транскрипции, содержа-
щие по два гомеобокса, т.е. по две последователь-
ности, кодирующие гомеодомены. Эти домены
узнают специфические нуклеотидные последова-
тельности и запускают транскрипцию определен-
ных генов. Кроме того, с этих генов, многие из
которых рассматриваются как ретрогены (гены
DUX4-like, или DUX4L), т.е. как гены, возникшие в
результате ретропозиций предкового гена DUX4,
транскрибируются некодирующие РНК, также ре-
гулирующие многие гены человека [6]. Недавно об-
наружили, что гены DUX4, расположенные на са-

мом кончике хромосомы 4 человека, необходимы
для транскрипции на стадии двухклеточного эм-
бриона [7].

С помощью метода 4С в данной работе выяв-
лены контакты рДНК, локализованные вокруг
субтеломерной области хромосомы 4 человека, в
которой находятся гены DUX4.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Эксперименты 4С (circular chromosome confor-

mation capture). Препараты ДНК выделяли, как
описано ранее [1]. С этой целью линию HEK293T
эмбриональных клеток человека фиксировали в
1.5%-ном формальдегиде, затем выделяли пре-
параты ядер. ДНК в фиксированном хроматине
обрабатывали избытком рестриктазы EcoRI, по-
сле чего разводили препараты ДНК и проводили
лигирование соседствующих фрагментов хрома-
тина (рис. 1). Для укорачивания лигированных
фрагментов ДНК использовали рестрикцию
ферментом FaeI. После кольцевания разбавлен-
ных препаратов ДНК по сайтам FaeI проводили
гнездовую ПЦР-амплификацию, используя рДНК-
специфичные праймеры, расположенные в не-
кодирующей области генов рДНК, как описано
ранее: 5'-GCCTAAGCCTGCTGAGAACTTTC-3',
5'-CAGCATTCTGTAGGGAGATCAAATC-3' (для
ПЦР-2) и 5'-TCTTTGAAAAAAATCCCAGAAGT-
GGT-3', 5'-AAGTCCAGAAATCAACTCGCCAGT-3'
(для ПЦР-1) [1]. Амплифицированную ДНК ис-
пользовали для приготовления библиотек и глубо-
кого секвенирования. “Сырые” данные секвени-
рования двух биологических реплик помещены в
базу данных NCBI (accession number GSE49193).

Картирование чтений 4C-рДНК. Нуклеотидные
последовательности, полученные после глубоко-
го секвенирования, фильтровали и обрабатывали
с использованием нескольких программ. На пер-
вом этапе длину и качество чтений глубокого се-
квенирования оценивали с помощью программы
FastQC [8], после чего данные фильтровали с по-
мощью программы Cutadapt [9]. Места контактов
генов рДНК в хромосомах человека, определен-
ные методом 4С-рДНК, просматривали, исполь-
зуя браузеры IGB и UCSC.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эпигенетические метки области,

содержащей гены DUX4 в хромосоме 4

В подробно аннотированных текущих версиях
генома человека (hg19 и hg38) субтеломерная об-
ласть хромосомы 4 человека содержит восемь ге-
нов DUX, хотя в аннотациях разных версий гено-
ма имеются и заметные разночтения (не указано).
На рис. 2 представлена область 100 т.п.н., находя-
щаяся на самом кончике хромосомы 4.

Рис. 1. Схема экспериментов 4С. Вверху показан ри-
босомный повтор длиной 42999 п.н., содержащий че-
тыре сайта EcoRI (черточки вверху). EcoRI-сайт, рас-
положенный у координаты 30 487, был выбран для
экспериментов 4С. Ниже показан ближайший к нему
сайт FaeI (координата 30 901). R – EcoRI-сайты. F –
FaeI-сайты. На схеме жирной линией выделена по-
следовательность рДНК, а тонкой – любая область
генома, которая контактирует с генами рДНК. Схе-
матически показаны праймеры, которые использова-
ли при ПЦР-2.

EcoRI FaeI

30 487

30901
43 т.п.н. рДНК

28S18S

5.8S

R

R

R

R

R

R

F

F

F

F

F

F

рДНК

Фиксация хроматина.
Переваривание EcoRI

Лигирование
по сайтам EcoRI

Переваривание FaeI

Кольцевание
по сайтам FaeI

Амплификация
MiSeq



270

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 2  2019

КРЕТОВА и др.

Р
ис

. 2
. Ф

из
ич

ес
ка

я 
ка

рт
а 

ра
йо

на
 1

00
 т

.п
.н

. с
уб

те
ло

м
ер

но
й 

об
ла

ст
и 

хр
ом

ос
ом

ы
 4

 ч
ел

ов
ек

а 
(к

оо
рд

ин
ат

ы
 п

о 
ве

рс
ии

 h
g1

9)
. В

ве
рх

у 
ук

аз
ан

ы
 м

ес
та

 к
он

та
кт

ов
 д

ан
но

й
об

ла
ст

и 
с 

ге
на

м
и 

рД
Н

К
. П

о 
ос

и 
Y

 у
ка

за
но

 ч
ис

ло
 к

ар
ти

ро
ва

нн
ы

х 
чт

ен
ий

 г
лу

бо
ко

го
 с

ек
ве

ни
ро

ва
ни

я 
–

 4
C

-р
Д

Н
К

. 1
K

 –
 о

дн
а 

ты
ся

ча
 ч

те
ни

й.
 Г

ен
ы

 D
U

X 
ра

сп
ол

о-
ж

ен
ы

 в
 р

ай
он

е 
25

 т
.п

.н
., 

ок
ру

ж
ен

но
м

 м
ес

та
м

и 
эт

их
 к

он
та

кт
ов

. Н
аз

ва
ни

я 
ге

но
в 

D
U

X 
пр

ив
ед

ен
ы

, к
ак

 у
ка

за
но

 в
 б

ра
уз

ер
е 

U
C

SC
. Н

иж
е 

пр
ив

ед
ен

ы
 э

пи
ге

не
ти

че
ск

ие
м

ет
ки

 д
ан

но
й 

об
ла

ст
и,

 в
кл

ю
ча

ю
щ

ие
 H

3K
27

ac
, с

ай
ты

 с
вя

зы
ва

ни
я 

C
T

C
F,

 а
 т

ак
ж

е 
об

ла
ст

и 
м

ет
ил

ир
ов

ан
ия

 Д
Н

К
.

1k 0

4C-рДНК

ch
r4

: 1
90

 94
0 0

00
..1

91
 0

40
 00

0



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 2  2019

ГОМЕОТИЧЕСКИЕ ГЕНЫ DUX4 271

Видно, что генам DUX соответствуют неболь-
шие пики меток активного хроматина H3K27ac
на его коротких отрезках. Эти перекрывающиеся
пики ацетилированного гистона H3 обнаружены
в семи линиях клеток человека разного проис-
хождения: в линии лимфобластомы (GM12878), в
эмбриональных стволовых клетках (H1-hESC),
клетках скелетных мышц (HSMM), эндотелия
пупочной вены (HUVEC), клетках миелогенного
лейкоза (K562), кератиноцитах (NHEK) и фиб-
робластах легкого (NHLF). Слабые пики обнару-
жены в основном в лимфобластах (красный цвет).
Они приходятся на 5'-концевые области генов
DUX. В остальных линиях пики H3K27ac практи-
чески отсутствуют. Такое распределение метки
H3K27ac не характерно для активных суперэн-
хансеров [1]. Кроме того, 5'-концевой ген DUX со-
держит сайт связывания CTCF и H3K27me3 ‒
метку репрессированного хроматина.

Область, содержащая гены DUX4, окружена 
местами контактов с генами рДНК

На расстоянии нескольких тысяч пар нуклео-
тидов вокруг генов DUX находятся участки, кон-
тактирующие с генами рДНК. Всего на хромосо-
ме 4 найдены две области наиболее частых контак-
тов с генами рДНК: в перицентрометром районе
(около координаты 49 млн.п.н.) и в субтеломерной
области [1]. Это хорошо видно на рис. 3, на кото-
ром показана вся хромосома 4 и места контактов
генов рДНК в ней. На нижней части рис. 3 видны
редкие места контактов в области самих генов
DUX и несколько сайтов довольно частых контак-
тов вокруг генов. Такой паттерн контактов убеди-
тельно свидетельствует о том, что методом 4С кар-
тированы именно сближенные петли хроматина, а
не произошло случайное лигирование удаленных
фрагментов хроматина после переваривания ре-
стриктазой EcoRI. Кластеризация сайтов контак-
тов генов рДНК характерна и для других районов
хромосом человека [1].

Рис. 3. Физическая карта целой хромосомы 4 (версия генома hg19) и места контактов генов рДНК (4C-рДНК). Ниже
детально показана субтеломерная область с 5'-концевыми генами на плюс-цепи хромосомы. Видны редкие места кон-
тактов в области генов DUX и частые места контактов вокруг них. “+” и “–” – гены, аннотированные на плюс- и ми-
нус-цепях хромосомы 4 соответственно.
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Интересно, что области контактов генов рДНК,
указанные на рис. 2, содержат характерные для них
метки, как и описанные ранее в других районах
хромосом человека [1] – пики H3K27ac, сигналы
ChIA-PET, указывающие на участие соответствую-
щих районов в межхромосомных контактах, а так-
же места связывания CTCF. Однако все эти мет-
ки, хотя и присутствуют в указанной субтеломер-
ной области хромосомы 4, но они значительно
ослаблены по сравнению с другими районами
контактов генов рДНК, в которых расположены
транскрипционно активные гены [1]. Кроме того,
проксимальная область контактов обогащена
сайтами метилирования ДНК. Видно также, что в
клетках H1-hESC эта область содержит протя-
женную метку репрессированного хроматина –
H3K27me3. Взятые вместе, эти результаты свиде-
тельствуют о том, что контакты рДНК могут вызы-
вать сайленсинг генов DUX. Это согласуется с дан-
ными, согласно которым гены DUX транскрипци-
онно активны лишь в герминальных клетках, тогда
как в соматических клетках они подвергаются эпи-
генетическому сайленсингу [6]. Известно, что гены
рДНК могут индуцировать как сайленсинг, так и
активацию транскрипции в генах-мишенях [4].
Данные, полученные нами на клетках HEK293T,
свидетельствуют о том, что контакты генов рДНК
в субтеломерном районе хромосомы 4, содержа-
щем гены DUX, могут быть вовлечены в индук-
цию сайленсинга.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Гены DUX довольно вариабельны. Число ко-

пий тандемных повторов 3.3 т.п.н. (D4Z4-повто-
ры), которые содержат эти гены на конце хромо-
сомы 4, варьирует у разных индивидов в широких
пределах ‒ от 11 до 150 [10]. Нарушение регуля-
ции генов DUX4 в мышцах вызывает так называе-
мую плече-лопаточно-лицевую миопатию (fa-
cioscapulohumeral dystrophy, FSHD), при которой
наблюдается слабость мышц плечевого пояса
[11]. Это заболевание обусловлено неполной ре-
прессией повторов D4Z4, содержащих гены DUX4
[12]. Нарушение репрессии связывают с измене-
ниями в экспрессии малых некодирующих РНК
[12]. Эти данные согласуются с нашими неопуб-
ликованными результатами, согласно которым
контакты генов рДНК с генами-мишенями осу-
ществляются с помощью малых РНК разной при-
роды. Становится понятным, почему мы обнару-
жили контакты рДНК преимущественно вокруг
генов DUX – сайленсингу подвергается вся об-
ласть повторов D4Z4.

Недавно показали, что в регуляции активности
генов DUX и генов рДНК в раннем развитии и в
определении идентичности эмбриональных ство-
ловых клеток человека участвуют элементы LINE1
[7]. Это свидетельствует о сложности механизмов

эпигенетического сайленсинга и активации боль-
ших групп генов. Необходимо дальнейшее изуче-
ние контактов генов рДНК и генов-мишеней, что
важно как для понимания механизмов эпигене-
тической регуляции, так и для разработки подхо-
дов к генотерапии.

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского научного фонда (грант № 18-14-00122).
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HOMEOTIC DUX4 GENES THAT ARE INVOLVED IN CONTROL 
OF HUMAN EMBRYONIC DEVELOPMENT AT THE TWO-CELL STAGE ARE 
SURROUNDED BY REGIONS CONTACTING WITH rDNA GENE CLUSTERS

O. V. Kretova1, D. M. Fedoseeva1, Y. V. Kravatsky1, I. R. Alembekov1,
I. Y. Slovohotov1, N. A. Tchurikov1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: tchurikov@eimb.ru

Many human genes that are involved in the development and differentiation form contacts with clusters of
rDNA genes. These contacts ensure epigenetic regulation of hundreds of genes. Often the contacts occur at
pericentromeric and telomeric regions of different chromosomes and at the broad regions (up to 50 kb) pos-
sessing H3K27ac marks and corresponding to super-enhancers [1]. In this work we detected that DUX4
genes, that are located inside 25 kb region at the subtelomeric region of chromosome 4, are surrounded by the
stable rDNA contacts. The rDNA contact sites are enriched by DNA methylations sites and possess CTCF
binding sites. We suppose that these rDNA contacts induce silencing of DUX4 genes.

Keywords: DUX4, 4C, RNAi, chromosomal contacts, rDNA, epigenetics, H3K27ac, deep sequencing
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