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Упаковка хроматина в хромосомах эукариотической клетки традиционно рассматривалась как
иерархический процесс, в котором цепи нуклеосом складываются в спиральные фибриллы, образу-
ющие, в свою очередь, последовательно усложняющиеся регулярные структуры. Однако результаты
микроскопического анализа хроматина и изучения контактов ДНК хромосом в трехмерном про-
странстве клеточного ядра заставили кардинально пересмотреть иерархическую модель укладки
хроматина. Согласно новым данным цепь нуклеосом обладает свободной пространственной кон-
фигурацией при отсутствии в большинстве типов клеток регулярных спиральных фибрилл. Общая
пространственная организация ДНК в ядре включает петли хроматина и контактные домены раз-
мером до нескольких миллионов пар нуклеотидов. Внутри клеточного ядра отдельные структурно-
функциональные участки хроматина, обладающие сходными типами модификации гистонов и
функциональными состояниями, могут сливаться вместе и образовывать хромосомные субком-
партменты, приспособленные к локальной активации или репрессии генов. Это “сродство подо-
бий” может происходить за счет непосредственной самоассоциации цепей нуклеосом, а также при
посредстве архитектурных белков, образующих олигомерные белковые “мостики” между участка-
ми хроматина и способствующих разделению жидких фаз, включающих определенные структурно-
функциональные домены хроматина. Дальнейшее изучение механизмов самоассоциации и ком-
партментализации структурно-функциональных доменов хроматина потребует объединения моле-
кулярных, микроскопических и компьютерных подходов, способных описать трехмерную органи-
зацию генома эукариотической клетки с нуклеосомным разрешением.
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ВВЕДЕНИЕ
Молекулы ДНК в эукариотических хромосо-

мах связаны с белками, образуя цепи из повторя-
ющихся ДНК-белковых частиц – нуклеосом.
Внутри каждой нуклеосомы участок ДНК разме-
ром 145‒147 п.н. делает около 1.7 левого супер-
спирального оборота вокруг октамера из четырех
пар гистонов: H2A, H2B, H3 и H4 [1]. Эти струк-
туры, также называемые нуклеосомными кор-ча-
стицами, соединяются линейными участками
ДНК переменного размера (от 10 до 100 п.н.), об-
разуя цепи нуклеосом с характерной структурой

типа “бусы-на-нитке”. Структура открытой нук-
леосомной цепи, изученная с помощью элек-
тронной микроскопии [2, 3], хорошо известна
как зигзагообразная цепь кор-частиц, соединен-
ных относительно прямой линкерной ДНК. В ме-
тафазных хромосомах делящихся клеток нукле-
осомные цепи уложены в структуры высшего по-
рядка, обеспечивающие 10000-кратную упаковку
ДНК [4]. В хроматине интерфазных ядер упаков-
ка также достигает весьма значительного уровня,
в 400‒1000 раз большей, чем в ее полностью вы-
тянутой конфигурации [5].

Сокращения: ЭМ ‒ электронная микроскопия; крио-ЭМ ‒ крио-электронная микроскопия; ТАД ‒ топологически-ассоции-
рованный домен; EMANIC ‒ electron microscopy-assisted nucleosome interaction capture; RICC ‒ radiation-induced spatially correlat-
ed cleavage of DNA with sequencing; Hi-C – high-throughput chromosome conformation capture; Micro-C ‒ micrococcal nuclease-based
analysis of chromosome folding; CTCF ‒ CCCTC-binding factor; HP1 ‒ heterochromatin protein 1; MENT ‒ myeloid and erythroid nu-
clear termination stage-specific protein; RСL ‒ reactive center loop; SMC ‒ structural maintenance of chromosomes, ENCODE ‒ ency-
clopedia of DNA elements; ChIP-seq ‒ chromatin immunoprecipitation and sequencing; LLPS ‒ liquid–liquid phase separation.
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Вплоть до последнего времени упаковку хро-
матина рассматривали как иерархический про-
цесс, в котором нуклеосомы (структуры первич-
ного уровня), взаимодействуя со своими ближай-
шими соседями в цепи (от одной до шести
соседних нуклеосом), компактизуются продоль-
но в регулярные спиральные фибриллы диамет-
ром 30 нм (вторичные структуры), и эти фибрил-
лы, взаимодействуя между собой латерально,
образуют структуры третичного и более высоких
уровней, обеспечивая в конечном итоге пример-
но 10000-кратное сокращение длины ДНК в хро-
мосомах. Латеральные взаимодействия не зави-
сят от расстояния между нуклеосомами вдоль од-
ной цепи. Молекулярный процесс, лежащий в
основе латеральных взаимодействий между цепя-
ми нуклеосом, мы будем называть самоассоциа-
цией хроматина.

In vitro рентгеноструктурные исследования и
крио-ЭМ выявили укладку зигзагообразных нук-
леосомных цепей в спиральные 30 нм фибриллы,
образуемые двумя стопками нуклеосом [6‒9].
Однако существование каких-либо регулярных
структур высоких порядков (больших, чем пер-
вичный) в клеточном хроматине in vivo вызывает
большие сомнения. С одной стороны, ни 30 нм
фибриллы, ни вообще какие-либо регулярные
структуры не обнаружены в ядрах большинства
эукариотических клеток при исследовании с по-
мощью электронной микроскопии [10‒13], а так-
же флуоресцентной микроскопии сверхвысокого
разрешения [14, 15]. Эти данные согласуются с
представлениями о полностью неорганизован-
ной структуре хроматина, находящегося в состоя-
нии так называемого жидкого полимера [16, 17].
С другой стороны, изучение контактов между со-
седними нуклеосомами в клетках методами Mi-
cro-C [18, 19], EMANIC [20] и RICC [21] показало
наличие зигзагообразной укладки нуклеосом.
Небольшие кластеры, образованные контактами
нескольких соседних нуклеосом, наблюдали с по-
мощью флуоресцентной микроскопии сверхвысо-
кого разрешения [14, 22, 23]. Складки или петли,
свидетельствующие о латеральной самоассоциа-
ции цепей нуклеосом, обнаружены в интерфазном
хроматине с помощью электронно-микроскопиче-
ской томографии [12], в метафазных хромосомах
методом EMANIC [20] и крио-ЭМ [24]. Эти дан-
ные показывают, что отдельные участки хромати-
на, несмотря на отсутствие регулярной организа-
ции, могут включать в себя элементы первичной,
вторичной и третичной структуры.

Существенные отличия в механизмах укладки
нуклеосомной цепи in vitro и in vivo обусловлены в
том числе тем, что в ядрах различных интерфаз-
ных клеток цепи нуклеосом связаны с различны-
ми внутриядерными структурами, участвующими
в укладке и компартментализации хромосом. На
макроуровне трехмерная организация интерфаз-

ного хроматина определяется ДНК-связывающим
белком CTCF и белком когезином, образующим
кольцевые структуры, соединяющие основания
петель ДНК [25]. Контакты и петли хроматина сов-
местно приводят к образованию топологически-
ассоциированных доменов (ТАДов) размером до
нескольких миллионов пар нуклеотидов. Другие
ядерные структуры, обеспечивающие компакт-
ность хроматина в клеточном ядре, ‒ полимерные
рибонуклеопротеиновые фибриллы [26] и ядерная
ламина [27]. Наконец, существенными факторами
считаются архитектурные белки хроматина, кото-
рые за счет способности к самоассоциации при
связывании с определенными доменами хромати-
на вызывают динамическую конденсацию и спо-
собствуют фазовому разделению хромосомных до-
менов внутри клеточного ядра [28, 29].

В этом обзоре мы рассмотрим механизмы са-
моассоциации хроматина, определяемые как не-
посредственным взаимодействием между цепями
нуклеосом, так и архитектурными белками. Наша
исследовательская группа, созданная И.А. Кра-
шенинниковым на кафедре молекулярной био-
логии Биологического факультета МГУ, была од-
ним из пионеров исследований в этой области
[30‒33]. За последнее время развитие новых ме-
тодов определения конформации хромосом,
микроскопии, и биохимического анализа белко-
вых комплексов привело к значительному про-
грессу в изучении компартментализации и фазо-
вого состояния хроматина. Понимание механиз-
мов самоассоциации хроматина, определяющего
ключевые биологические процессы, необходимо
для обнаружения новых классов генетических ре-
гуляторов и синтеза фармакологически активных
соединений, способных изменять или исправлять
генетические или эпигенетические дефекты раз-
вития и функционирования клеток и тканей эу-
кариотического организма.

САМОАССОЦИАЦИЯ
МОНОНУКЛЕОСОМ В РАСТВОРЕ

Нуклеосомные кор-частицы, содержащие около
147 п.н. ДНК, могут быть выделены из природного
хроматина или реконструированы из ДНК и окта-
меров гистонов. В отличие от свободной ДНК, кор-
частицы легко ассоциируют в растворах с физиоло-
гической ионной силой, образуя кристаллические
или псевдокристаллические комплексы различного
типа. Впервые такие комплексы детально описали
J. Dubochet и M. Noll [34], которым с помощью
ЭМ удалось показать укладку нуклеосомных дис-
ков в стопки, образующие арки и спирали, с преоб-
ладанием взаимодействий между плоскими по-
верхностями нуклеосомных дисков. Впоследствии
изучение самоассоциированных структур, образу-
емых стопками кор-нуклеосом, с помощью крио-
ЭМ и дифракции рентгеновских лучей выявило
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многообразие типов их укладки [35, 36], свидетель-
ствующее о множественности механизмов элек-
тростатического взаимодействия между нукле-
осомами в растворе. В последнее время развитие
методов крио-ЭМ позволило изучать взаимодей-
ствие индивидуальных пар кор-нуклеосом в рас-
творе. Обнаружено, что пары нуклеосом образуют
множественные структуры, связанные как с разны-
ми типами относительно устойчивых взаимодей-
ствий, так и с динамическими конформационны-
ми переходами отдельных нуклеосом [37].

Важная информация о разнообразии возмож-
ных контактов между нуклеосомами получена
также в ходе рентгеноструктурных исследований
кристаллов кор-нуклеосом. Кристаллография, в
отличие от ЭМ, требует минимальной гетероген-
ности при укладке молекул в кристалле. Однако
сравнение разных кристаллов может выявить су-
щественные различия между положением моле-
кул в кристаллической решетке. Так, в первой
рентгеновской структуре нуклеосом высокого
разрешения [38] была обнаружена кристалличе-
ская упаковка кор-нуклеосом с параллельной
ориентацией диадных осей, которая соответство-
вала вероятной упаковке нуклеосом в фибриллах
хроматина. Напротив, в более поздней структуре
такого же разрешения (но отличающейся исполь-
зованием природных, а не рекомбинантных ги-
стонов) выявлена антипараллельная упаковка
нуклеосом, которая не вписывается ни в одну из
возможных моделей фибрилл хроматина [39].
Последующие определение рентгеновских струк-
тур нуклеосом, содержащих различные гистоны,
а также негистоновые белки, подтвердило мно-
жественные формы упаковки нуклеосом при со-
хранении консервативной структуры ДНК и ги-
стонов внутри каждой нуклеосомы [40‒42]. Хотя
отдельные мононуклеосомы не являются полно-
стью адекватной моделью хроматина, например в
силу отсутствия линкерной ДНК, их способность
к образованию ряда различных форм упаковки
может отражать структурное многообразие при-
родного хроматина, важное для понимания меж-
нуклеосомных взаимодействий в более сложных,
в том числе живых, системах.

САМОАССОЦИАЦИЯ
ПРИРОДНОГО ХРОМАТИНА

Более адекватными моделями для изучения
строения хроматина являются природные цепи
нуклеосом, сохраняющие природные гистоны и
их модификации, а также цепи нуклеосом, ре-
конструированные из ДНК и гистонов. Как при-
родные, так и реконструированные цепи нукле-
осом способны к кооперативной самоассоциации
при повышении концентрации одно- и двухва-
лентных катионов в растворе до значений, близ-
ких к физиологическим. В ходе изучения конден-

сации хроматина с помощью ЭМ J. Widom пока-
зал, что при увеличении концентрации катионов
цепи нуклеосом сначала складываются в фибрил-
лы диаметром 30 нм, затем ассоциируют в струк-
туры большего диаметра (45‒50 нм) и в итоге об-
разуют агрегаты, выпадая из раствора [43]. Впо-
следствии D. Сlark и Т. Kimura теоретически
проанализировали механизм компактизации и
самоассоциации цепей хроматина в растворе,
представив фазовую диаграмму структурных пере-
ходов хроматина в зависимости от присутствия од-
но- и двухвалентных катионов и гистона Н1 [44].
Результаты этого анализа указывали на преимуще-
ственно электростатический механизм конденса-
ции и самоассоциации хроматина, согласующийся
с теорией конденсации полиэлектролитов [45].
Проведенное в нашей лаборатории сравнение хро-
матина, выделенного из активно пролиферирую-
щих и зрелых дифференцированных клеток, вы-
явило существенные отличия в степени его само-
ассоциации. При одинаковой концентрации соли
хроматин из делящихся клеток представлял собой
открытые зигзагообразные цепи нуклеосом, в то
время как хроматин из зрелых дифференциро-
ванных клеток обладал сильно конденсирован-
ной структурой [46]. Анализ такого хроматина
методом крио-ЭМ позволил впервые увидеть
конденсированные структуры, в которых отсут-
ствовали регулярные фибриллы диаметром 30 нм,
но были заметны открытые поверхности нукле-
осом на периферии конденсированного хроматина
(рис. 1). На основании этих данных впоследствии
мы предложили механизм конденсации хроматина
за счет латеральной самоассоциации и интердиги-
тации (сцепления пальцев) между дисками нукле-
осом [47, 48], принципиально отличный от иерар-
хической структуры, в которой 30 нм фибриллы
укладываются в третичные структуры, которые, в
свою очередь, дают более высокие уровни органи-
зации.

Дальнейшие ЭМ исследования нуклеосом-
ных контактов, образуемых в метафазных хро-
мосомах при частичной фиксации формальдеги-
дом (EMANIC) [20], выявили структуры, обра-
зованные ассоциированными зигзагообразными
цепями нуклеосом и принципиально отличаю-
щиеся от компактных 30 нм фибрилл в растворе, а
также в некоторых типах дифференцированных
клеток. На основании этих экспериментов и ком-
пьютерного моделирования нами была предложена
модель трех основных типов укладки нуклеосомной
цепи. В этой модели цепи нуклеосом имеют зигза-
гообразную конформацию во всех состояниях хро-
матина, но подвергаются продольной укладке в
30 нм фибриллы только в некоторых типах диффе-
ренцированных клеток. В конденсированных мета-
фазных хромосомах преобладает латеральная само-
ассоциация относительно открытых нуклеосомных
цепей (рис. 2). Проведенное совсем недавно наблю-
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дение внутренней структуры хромосом с помощью
крио-ЭМ подтвердило возможность латеральной
интердигитации нуклеосомных цепей в конден-
сированных метафазных хромосомах [24].

Таким образом, анализ как нативного хрома-
тина, так и метафазных хромосом позволяет
предположить, что латеральная самоассоциация
нуклеосомных цепей, а не продольное и иерархи-
ческое укладывание спиральных фибрилл, явля-
ется наиболее общим механизмом конденсации
эукариотического хроматина. В дальнейшем нам
предстоит установить, присутствуют ли анало-
гичные третичные структуры в ядрах интерфаз-

ных клеток и каков молекулярный механизм вза-
имодействия нуклеосом в этих структурах.

МЕХАНИЗМЫ САМОАССОЦИАЦИИ 
РЕКОНСТРУИРОВАННОГО ХРОМАТИНА

Поскольку значительный вклад в укладку це-
пей природных нуклеосом вносят разнообразные
одно-, двух- и поливалентные катионы, а также
архитектурные белки хроматина, существенно
варьирующие в клетках различных тканей и орга-
низмов, основной моделью хроматина для изуче-
ния общего механизма упаковки и самоассоциа-
ции стали реконструированные системы, в кото-
рых нуклеосомы собираются из природных или
рекомбинантных гистонов и ДНК, обладающей
повышенным сродством к октамерам гистонов,
например ДНК гена 5S рРНК морского ежа [49]
или искусственно синтезированной ДНК клона
601 [50]. Реконструированные цепи нуклеосом
сделали возможным изучение хроматина в биохи-
мически определенной системе с охарактеризо-
ванными размерами ДНК, источником гистонов
(нативных или рекомбинантных), установлен-
ным числом нуклеосом и точным расстоянием
между соседними нуклеосомами.

Используя ДНК гена 5S рРНК морского ежа,
J.C. Hansen и его группа разработали простую и
надежную систему анализа самоассоциации в
растворе [51]. В этой системе цепи нуклеосом
(наиболее часто из 12 тандемно расположенных
нуклеосом) при добавлении катионов Mg2+ пре-
терпевают как линейную компактизацию, так и
обратимую самоассоциацию. В самоассоцииро-
ванном состоянии нуклеосомы осаждают с помо-
щью низкоскоростного центрифугирования (на-
пример, в течение 10 мин при 14000 g), а количе-

Рис. 1. Степень конденсации нуклеосомных цепей
различается в хроматине из делящихся и дифферен-
цированных клеток. Крио-ЭМ хроматина из проли-
ферирующих клеток COS-7 (слева) выявляет нукле-
осомы типа “бусы на нитке” с открытой линкерной
ДНК. Хроматин, выделенный из терминально диф-
ференцированных гранулоцитов, содержит плотно
упакованные нуклеосомы в центре фибриллы и от-
дельные диски нуклеосом на поверхности фибриллы
(справа). Рисунок воспроизведен и модифицирован
из статьи С.А. Григорьева и соавт. [46], опубликован-
ной в The Journal of Biological Chemistry © American
Society for Biochemistry and Molecular Biology.

30 нм 30 нм

COS-7 Гранулоциты

Рис. 2. Три основных структурных состояния хроматина. Схематическое изображение (вверху) и компьютерное моде-
лирование (внизу), иллюстрирующие три основных типа укладки нуклеосомной цепи: 30 нм фибрилла, наблюдаемая
в определенных дифференцированных клетках, открытые нуклеосомные цепи и петли в интерфазных ядрах пролифе-
рирующих клеток, конденсированные нуклеосомные петли, образующиеся в метафазной хромосоме. Рисунок вос-
произведен из статьи С.А. Григорьева и соавт. [20], опубликованной в Proc. Natl. Acad. Sci. USA © United States Na-
tional Academy of Sciences.

Терминальная
дифференцировка Интерфаза Метафаза
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ственный анализ ДНК в осадке и в растворе
позволяет определить точку полуосаждения, т.е.
такую концентрацию Mg2+ (~3 мM), при которой
50% ДНК переходит в осадок. Следует отметить,
что величина полуосаждения Mg2+ является устой-
чивой характеристикой базового хроматина, состо-
ящего из ДНК и гистонов. Используя ДНК клона
601, которая задает межнуклеосомные расстояния с
точностью до одного нуклеотида, наша группа вы-
явила существенную зависимость вторичной, но не
третичной структуры хроматина от расстояния
между нуклеосомами [52]. Величина полуосажде-
ния цепей из линейных и кольцевых нуклеосом
также оказалась практически одинаковой, показы-
вая, что свободные концевые нуклеосомы, отсут-
ствующие в хромосомах живой клетки, не опреде-
ляют самоассоциацию нуклеосомных цепей [53].

Использование реконструированных нукле-
осомных цепей с различными делециями или мо-
дификациями аминокислот в гистонах сделало
возможным изучение специфических факторов,
изменяющих конформационную динамику хро-
матина (см. обзоры [54, 55]). Так установлено, что
положительно заряженные N-концевые домены
всех четырех коровых гистонов, а также С-конце-
вые домены гистонов Н2А и Н2В, которые не
участвуют в структуре нуклеосомного кора [1] и
являются высокомобильными и деструктуриро-
ванными в сильно концентрированном хромати-
не [56], вносят существенный вклад как во вторич-
ную укладку хроматина [54, 57], так и в самоассоци-
ацию нуклеосомных цепей [58, 59], образуя внутри-
и межнуклеосомные контакты [55] (см. рис. 3).
При этом удаление N-концевых доменов двух из
четырех кор-гистонов влияет на компактизацию
нуклеосомных цепей (вторичный уровень упаков-
ки) сильнее, чем на самоассоциацию (третичный
уровень), свидетельствуя о том, что самоассоциа-
ция хроматина не зависит от его компактизации
[60]. Этот вывод подтвержден в более поздних ис-
следованиях с использованием ДНК клона 601 [61].

Первый молекулярный механизм межнуклео-
сомных контактов с участием N-концевого доме-
на гистона Н4 и отрицательно заряженной по-
верхности нуклеосомного диска, образованной
так называемыми “кислотными” участками ги-
стонов Н2А и Н2В, обнаружили в ходе рентгено-
структурных исследований [38] и эксперимен-
тально подтвердили с помощью химической
сшивки и ЭМ, показавших роль этих взаимодей-
ствий в поддержании структуры 30 нм фибриллы
(вторичный уровень компактизации) [6]. Однако
последующие эксперименты с химическими
сшивками показали, что N-концевые домены ги-
стонов Н3 и Н4 способны взаимодействовать как
внутри одной цепи нуклеосом, так и между цепя-
ми, участвуя и во вторичной укладке, и в третич-
ной самоассоциации [62‒64]. В то же время, экс-

перименты с изменением молекулярной поверх-
ности нуклеосомного диска с помощью замены
природных вариантов гистона Н2А в нуклеосоме
[65] или мутациями в кислотном участке гистона
Н2А [66] показали, что поверхность нуклеосом-
ного диска также важна для межнуклеосомных
взаимодействий, в частности как акцептора
N-концевых доменов, и ее изменение может уси-
ливать транс-взаимодействия, приводящие к са-
моассоциации цепей нуклеосом. Множественный
характер взаимодействия N-концевых доменов
гистонов внутри цепей нуклеосом подтверждается
также данными компьютерного моделирования
[67‒69]. На схеме, составленной на основе ком-
пьютерных моделей (рис. 3), типы взаимодей-
ствия 2, 3 и 4 вызывают продольную конденсацию
внутри данной цепи нуклеосом, а взаимодействия 6
и 7 способствуют латеральной самоассоциации
между различными нуклеосомными цепями.

Аминокислоты N-концевых доменов гистонов
подвергаются множественным посттрансляцион-
ным модификациям. Эти модификации влияют
на структуру хроматина как непосредственно, из-
меняя заряд гистонов, так и путем рекрутирова-
ния негистоновых архитектурных белков, участ-
вующих в конденсации хроматина [70, 71]. В ре-
конструированной системе наиболее изученным
оказалось влияние ацетилирования гистонов. Так
J.C. Hansen и его группа показали, что ацетилиро-
вания 12 аминокислотных остатков в гистоновом
октамере достаточно для полного предотвраще-

Рис. 3. Множественные взаимодействия N-концевых
доменов гистонов с нуклеосомами могут участвовать
в конденсации и самоассоциации нуклеосомных це-
пей. Схематическое изображение, составленное по
результатам компьютерного моделирования [20, 67,
68], показывает возможные взаимодействия между
N-доменом и ДНК внутри той же нуклеосомы (1),
между двумя N-доменами из двух разных нуклеосом в
той же цепи (2), между N-доменом и поверхностью
другой нуклеосомы в той же цепи (3), между N-доме-
ном и линкерной ДНК другой нуклеосомы в той же
цепи (4), между N-доменом и линкерной ДНК в той
же нуклеосоме (5), между N-доменом и поверхно-
стью нуклеосомы в другой цепи (6), между N-доме-
ном и линкерной ДНК нуклеосомы в другой цепи (7).

1
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ния самоассоциации в присутствии Mg2+ [72].
Ацетилирование даже одного, но ключевого, ли-
зина-16 в N-концевом домене гистона Н4 способ-
но ослаблять как линейную компактизацию, так
и самоассоциацию цепей нуклеосом [73]. Ацети-
лирование гистона Н4 также негативно влияло на
самоассоциацию, индуцированную линкерным
гистоном Н1 [63]. Путем систематического изме-
нения заряда аминокислот в N-концевом домене
гистона Н4 и в отрицательно заряженном участке
гистона Н2А показано, что механизм самоассоци-
ации нуклеосомных цепей в основном согласуется
с неспецифическим электростатическим механиз-
мом, который, в отличие от вторичной компакти-
зации, не требует непосредственных контактов
между N-концевым доменом гистона Н4 и кислот-
ным участком гистонов Н2А/Н2В [74].

Изучение нуклеосомных цепей, реконструи-
рованных с ДНК клона 601, показало, что самоас-
социация нуклеосомных комплексов в присут-
ствии ионов Mg2+ приводит к образованию поли-
мерных глобул диаметром 50–1000 нм, внутри
которых в качестве структурных интермедиатов
не выявляются элементы вторичной структуры, в
частности 30 нм фибриллы. При этом связывание
линкерного гистона Н1 помогает образованию
самоассоциированных глобул [61]. Предполага-
ется, что внутри самоассоциированных частиц
нуклеосомы имеют полностью дезорганизован-
ную упаковку, как и цепи нуклеосом в метафазных
хромосомах. Сравнительно недавно показано, что
С-концевой домен гистона Н1 в комплексе с ДНК
способен образовывать жидкие коацерватные ка-
пельки, весьма похожие на глобулы самоассоции-
рованного хроматина [75]. Аналогичные Mg2+-за-
висимые глобулы изучали в одной из самых по-
следних работ, где динамику хроматина внутри
глобул наблюдали с помощью флуоресцентно ме-
ченных гистонов и подтвердили частичное инги-
бирование самоассоциации хроматина при ацети-
лировании гистонов [76]. Сделан вывод о сходстве
самоассоциированных глобул и так называемых
“жидких капелек”, формирующихся в процессе
разделения жидких фаз хроматина внутри клеточ-
ного ядра [28, 29], которое мы обсудим ниже. Сле-
дует отметить, что электростатический механизм
образования глобул самоассоциированного хрома-
тина в растворе скорее напоминает процесс ко-
ацервации заряженных биологических полимеров,
в свое время интенсивно изучавшийся в лаборато-
рии А.И. Опарина и Т.Н. Евреиновой на кафедре
биохимии растений МГУ [77], чем гидрофобные
взаимодействия, образующие жидкие фазы в клет-
ке. В настоящее время открытым остается вопрос о
соответствии механизма самоассоциации хромати-
на в растворе фазовому разделению и образованию
“жидких капелек” в клеточном ядре.

САМОАССОЦИАЦИЯ ТРАНСКРИПЦИОННО-
РЕПРЕССИРОВАННОГО ХРОМАТИНА

Отдельные участки эукариотического генома
могут резко отличаться как по уровню тран-
скрипционной активности, так и по наличию
определенных маркеров, в первую очередь, пост-
трансляционных модификаций гистонов, опре-
деляющих структурно-функциональные состоя-
ния доменов хроматина [78]. Впервые существен-
ные структурные отличия между двумя классами
хроматина, которые различаются уровнем тран-
скрипции генов, обнаружили H. Weintraub и
M. Groudine в ходе изучения доступности ДНК в
ядрах для ДНКазы I. Оказалось, что протяженные
домены транскрибируемого хроматина отлича-
ются большей скоростью деградации под дей-
ствием ДНКазы I [79]. Участки хроматина, чув-
ствительного к ДНКазе I, могут иметь протяжен-
ность более 100000 п.н. и включать как активно
транскрибируемые гены, так и нетранскрибируе-
мые участки генома. Эти эксперименты позволи-
ли предположить, что структура активного хро-
матина имеет более открытую конформацию, и
поставили вопрос о свойствах нуклеосом и/или
архитектурных белков хроматина, которые отве-
чают за поддержание этих структурных различий.
В последующих биохимических исследованиях
H. Weintraub показал, что транскрипционно-ак-
тивный и репрессированный хроматин сохраняют
структурные различия в растворе; при этом репрес-
сированный хроматин образует так называемые
А-частицы (рис. 4), обладающие повышенной спо-
собностью к самоассоциации, наблюдаемой при
электрофорезе [80]. На основании этих данных вы-
двинута гипотеза о том, что молекулярные мостики
между цепями нуклеосом, вызывающие самоассо-
циацию, могут приводить к конденсации хромати-
на и ингибировать его доступность для факторов
транскрипции [81].

С помощью гибридизационного картирования
J.O. Thomas и ее коллеги изучили соответствие
между чувствительными к ДНКазе I доменами и
способностью к самоассоциации. Показано, что
как активно транскрибируемые “взрослые” бета-
глобиновые гены, так и молчащие, но чувстви-
тельные к ДНКазе I “эмбриональные” гены устой-
чивы к самоассоциации. Участки генома с повы-
шенной способностью к самоассоциации на краях
бета-глобинового кластера обладают повышенной
устойчивостью к ДНКазе I [82, 83]. Хроматин этих
двух различных типов отделен друг от друга погра-
ничными элементами ДНК, или инсуляторами,
способными как препятствовать распространению
активного хроматина, так и ингибировать взаимо-
действие между энхансерами и промоторами
транскрибируемых генов [84].

Сохранение структурных отличий разных фрак-
ций нативного хроматина в растворе позволило
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впервые изучить специфические модификации ги-
стонов, негистоновые белки и другие компоненты
хроматина, связанные с активным и репрессиро-
ванным состоянием. Так, активный хроматин,
устойчивый к самоассоциации и осаждению [85],
обогащен гиперацетилированными гистонами H4,
H2A.Z и H2B, а также убиквитинированными ги-
стонами H2A и H2B. В нашей группе на кафедре
молекулярной биологии МГУ показано, что ре-
прессированный хроматин А-частиц отличается
повышенной устойчивостью линкерной ДНК к
нуклеазам и может сохранять линкерные гисто-
ны, обуславливающие избирательную самоассо-
циацию [30, 32]. Впоследствии из А-частиц нами
был выделен негистоновый белок MENT ‒ пер-
вый тканеспецифический негистоновый белок,
способный индуцировать конденсацию хромати-
на [31, 33], механизм работы которого мы рас-
смотрим ниже.

САМОАССОЦИАЦИЯ И СЕГРЕГАЦИЯ 
ЭУХРОМАТИНА И ГЕТЕРОХРОМАТИНА

В ХОДЕ КЛЕТОЧНОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ
На клеточном уровне основные работы по взаи-

мосвязи между конденсацией и компартментали-
зацией хроматина проведены в рамках изучения
двух морфологически и функционально различных
типов хроматина: эухроматина и гетерохроматина.
E. Heitz, первым описавший морфологию относи-
тельно развернутого эухроматина (настоящий хро-
матин) и конденсированного гетерохроматина
(другой хроматин) в 1928 году [86], предполагал,
что гетерохроматин соответствует участкам хромо-
сом, которые не полностью разворачиваются при
переходе от метафазы к интерфазе. Участки хро-
мосом, располагающиеся вблизи центромер и те-
ломер, находятся в состоянии гетерохроматина
независимо от типов тканей и степени клеточной
дифференцировки и называются конститутив-
ным гетерохроматином [87, 88]. Для микроскопи-
ческого изучения пространственного расположе-
ния конститутивного гетерохроматина удобными
ориентирами служат так называемые хромоцен-
тры ‒ крупные кластеры хроматина, содержащие
слившиеся вместе перицентромерные участки
нескольких хромосом [89]. Хромоцентры выявля-
ются в большинстве клеток высших эукариот с
помощью иммунофлуоресценции с антителами
против гистона Н3, триметилированного по ли-
зину-9 (Н3К9ме3) [90]. Кроме того, в клетках мы-
ши конститутивный гетерохроматин содержит
АТ-богатые сателлитные ДНК и легко выявляет-
ся с помощью АТ-специфичных флуоресцентных
ДНК-интеркаляторов, таких как Hoechst 33258
(см. рис. 5д, е).

Другой вид гетерохроматина, факультатив-
ный, образуется только в определенных типах
клеток [88]. Примером факультативного гетеро-

хроматина служит хроматин неактивной Х-хро-
мосомы в соматических клетках млекопитающих
женского пола [91]. Факультативный гетерохрома-
тин наиболее представлен в ядрах терминально
дифференцированных клеток, таких как клетки
крови, печени, тимуса, сетчатки глаза (рис. 5а‒в) и
в других тканях, где он занимает большую часть
пространства клеточного ядра [48, 92]. Распро-
странение факультативного гетерохроматина со-
провождается (в разной степени в разных клетках)
глобальным изменением уровня и расположения
посттрансляционных модификаций гистонов [48,
93‒95], а также структуры хроматина – увеличени-
ем длины межнуклеосомных линкеров и уровня
линкерного гистона [94, 96, 97], а также появлени-
ем 30 нм фибрилл хроматина, наблюдаемых in situ
[98, 99].

Рис. 4. Разделение активного и репрессированного
хроматина методом двумерного электрофореза. Ввер-
ху: четыре агарозных геля, окрашенных бромистым
этидием, показывают отсутствие А-частиц в хромати-
не эритробластов (HD3) и эритроцитов 10-дневных
эмбрионов курицы (ЕЕ-10), но образование А-частиц
в хроматине эритроцитов 15-дневных эмбрионов
(ЕЕ-15) и взрослой курицы (АЕ). Две нижние панели ‒
радиоавтографы геля АЕ после блотинга по Саузерну,
гибридизации с репрессированным геном овальбумина
(Ov) и транскрипционно активным геном β-глобина
(β). Рисунок воспроизведен из статьи С.А. Григорье-
ва и соавт. [33], опубликованной в Experimental Cell
Research © Elsevier.
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Многие гены, инактивированные в процессе
терминальной дифференцировки, перемещаются
внутри ядра к перицентромерному гетерохрома-
тину или ядерной периферии [101‒103]. Ассоци-
ация репрессированного гена с гетерохроматином
сопровождается уменьшением общего уровня аце-
тилирования гистонов и глобальной конденсации

хроматина [102]. Анализ хромосомного локуса, со-
держащего ген Dntt, репрессируемый в ходе терми-
нальной дифференцировки Т-лимфоцитов мыши,
выявил связь между общим падением уровня аце-
тилирования на протяжении всего домена, увели-
чением уровня диметилирования гистона Н3 по
лизину-9 (Н3К9mе2) и перицентромерной транс-

Рис. 5. Компартментализация гетерохроматина в пролиферирующих и терминально дифференцированных клетках
мыши. а–в ‒ Электронная микроскопия срезов палочек сетчатки, выделенных на первом (а), 15-м (б) и 56-м (в) днях
постэмбрионального развития мыши. Е – эухроматин; Н – гетерохроматин. г ‒ Флуоресцентная микроскопия срезов
палочек сетчатки взрослой мыши с тройным нокаутом генов гистона Н1с, Н1е и Н1о, окрашенных антителами, спе-
цифическими к факультативному гетерохроматину (Н3К9mе2, красный), активному хроматину (H3K4me2, зеленый),
и интеркалятором Hoechst 33258, связывающимся с ДНК перицентромерного гетерохроматина (синий). Панели а‒г
воспроизведены и модифицированы из статьи Е.Ю. Поповой, С.А. Григорьева и соавт. [94], опубликованной в The
Journal of Biological Chemistry © American Society for Biochemistry and Molecular Biology. д‒з ‒ Флуоресцентная микро-
скопия клеток культуры NIH/3T3, окрашенных антителами к гистону Н3К9mе3, специфичными к конститутивному
гетерохроматину (д ‒ красный), интеркалятором Hoechst 33258 (е, ж, з ‒ синий), а также антителами к гистону
H4K12ас, специфичными к активному хроматину (ж ‒ зеленый), и антителами к гистону Н3К9mе2, специфичными
к факультативному гетерохроматину (з ‒ красный). и, к ‒ Флуоресцентная микроскопия лимфоцитов селезенки мы-
ши, окрашенных антителами к гистону H4K12ас, специфичными к активному хроматину (и ‒ зеленый), антителами
к гистону Н3К9mе2, специфичными к факультативному гетерохроматину (к ‒ красный), и интеркалятором Hoechst
33258 (и, к ‒ синий). Панели д ‒ к воспроизведены и модифицированы из статьи С.А. Григорьева и соавт. [100], опуб-
ликованной в Journal of Cell Science © The Company of Biologists.
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локации всего протяженного хроматинового до-
мена [104]. A.S. Belmont и его группа наглядно по-
казали самоассоциацию и разделение функцио-
нально различных участков хроматина на генном
уровне [105]. Они сконструировали искусствен-
ные хромосомные локусы, содержащие повторя-
ющиеся сегменты генов человека или мыши,
разделенные участками ДНК бактериального
вектора, и поместили их в эмбриональные ство-
ловые клетки мыши. В этой системе эукариоти-
ческие сегменты приобрели маркеры эухромати-
на и сформировали отдельные территории на
поверхности компактного локуса. Напротив,
бактериальные сегменты приобрели маркеры
гетерохроматина и сформировали компактные
зоны внутри общего локуса.

При изучении конденсации хроматина в зре-
лых клетках крови мы показали, что эта конден-
сация связана с массовым изменением компарт-
ментализации и сегрегацией основных функцио-
нальных состояний хроматина [48]. Например, в
ядре дифференцированных лимфоцитов хрома-
тин, связанный с модификацией Н3К9mе2 гисто-
на Н3, характерной для факультативного гетеро-
хроматина, образует так называемые апоцентро-
мерные зоны (рис. 5к, стрелка) на поверхности
перицентромерного гетерохроматина, в то время
как хроматин, связанный с активаторной модифи-
кацией (ацетилированием гистона Н4), образует
отдельные кластеры, находящиеся на удалении от
хромоцентров (рис. 5и, к). Такая внутриядерная ло-
кализация различных структурно-функциональ-
ных состояний хроматина резко контрастирует с
равномерным распределением этих же модифика-
ций в ядре активно пролиферирующих клеток
NIH/3T3 (рис. 5ж, з) [100]. В дальнейшем мы вы-
явили сходные глобальные переходы структуры
хроматина, маркированного Н3К9mе2, при терми-
нальной дифференцировке других типов клеток
крови – эритроидных [93] и миелоидных [106, 107].

Наиболее выраженное образование сегрегиро-
ванных зон хроматина проявляется в ядрах кле-
ток палочек сетчатки взрослой мыши, в которых
конденсированный гетерохроматин сливается в
один общий кластер в середине клеточного ядра
(рис. 5г), что, согласно гипотезе И. Соловей и ее
сотрудников, может быть связано с адаптацией к
ночному видению [108]. В этих клетках зоны фа-
культативного гетерохроматина (Н3К9mе2) и ре-
прессированного хроматина (Н3К27mе3) распо-
лагаются на поверхности перицентромерного
кластера, а на самой периферии клеточного ядра
находится транскрипционно-активный хрома-
тин, маркированный гистоном Н3 метилирован-
ным по лизину-4 (рис. 5г) При этом линкерный
гистон Н1 увеличивает степень конденсации хро-
матина, а частичный нокаут генов Н1 позволяет
выявить концентрическое расположение зон ге-
терохроматина [94]. Таким образом, в ядрах диф-

ференцированных клеток наблюдается ярко вы-
раженная компартментализация хроматина по
принципу сродства подобий, где одинаково мо-
дифицированные участки хроматина соединяют-
ся, образуя функционально и пространственно
разделeнные компартменты.

БЕЛКОВЫЕ “МОСТИКИ”
И ДРУГИЕ ФАКТОРЫ, ИНДУЦИРУЮЩИЕ 

САМОАССОЦИАЦИЮ
И КОМПАРТМЕНТАЛИЗАЦИЮ ХРОМАТИНА

Какие же архитектурные факторы вызывают
слияние доменов репрессированного гетерохро-
матина и их компартментализацию в ядре эука-
риотической клетки? В составе гетерохроматина
наиболее изучены белки группы НР1 (heterochro-
matin protein 1) [89], в структуре которых присут-
ствует хромодомен, способный связываться с
N-концевым доменом гистона Н3, содержащим
ди- и триметилированный лизин-9. НР1 также
обладает ДНК-связывающей активностью, неза-
висимой от метилирования гистонов. Вариант
НР1 из клеток позвоночных, HP1α, обладает наи-
большим сродством к ДНК и хроматину [109],
конкурируя при этом с гистоном Н1 за линкер-
ную ДНК [110]. В дополнение к связыванию с
нуклеосомами белки НР1 способны олигомери-
зоваться, что опосредовано их так называемым
хромотеневым доменом [111, 112], и образовывать
белковые мостики, усиливающие ассоциацию
нуклеосомных цепей in vitro [113, 114]. Недавно с
помощью крио-ЭМ показано, что димеры НР1
способны образовывать белковые мостики между
открытыми поверхностями нуклеосомных дис-
ков [115]. In vivo роль НР1 как фактора, вызываю-
щего образование гетерохроматина, показана в
экспериментах, в которых искусственная ассоци-
ация белка НР1 с хромосомным локусом индуци-
ровала конденсацию хроматина и появление мар-
керов гетерохроматина [116], а также приводила к
установлению контактов между удаленными участ-
ками хромосом [113].

Вызывает удивление, что резкое увеличение
степени конденсации хроматина в ходе терми-
нальной дифференцировки может сопровождает-
ся столь же резким падением уровня НР1 [93, 94,
117, 118]. При этом оставшийся НР1 взаимодей-
ствует с транскрипционно-активными генами, а не
с гетерохроматином [119]. Таким образом, сниже-
ние экспрессии и уровня белка НР1 противоречит
его возможной роли в структурной организации
хроматина в дифференцированных клетках, указы-
вая на участие каких-то других факторов в процессе
конденсации факультативного гетерохроматина.

Один из важных факторов, вызывающих кон-
денсацию хроматина, ‒ линкерный гистон Н1.
Несколько вариантов этого гистона, включая Н5,
характерный для ядерных эритроцитов птиц и
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других позвоночных (за исключением млекопи-
тающих, эритроциты которых теряют ядро при
созревании), связаны с терминальной дифферен-
цировкой. Линкерные гистоны могут связывать-
ся с линкерной ДНК и при связывании (одна мо-
лекула Н1 на нуклеосому) стабилизировать 30 нм
фибриллу хроматина [120, 121]. Уровень гистона
Н1 сильно варьирует в клетках разного типа [122],
при этом гистон Н1 в соотношении менее одной
молекулы на нуклеосому дестабилизирует 30 нм
фибриллу, но усиливает образование нерегуляр-
ных петлевых структур [20]. В ядрах некоторых
дифференцированных клеток, таких как эритро-
циты птиц [97] и палочки сетчатки мыши [94],
уровень гистона Н1 больше, чем одна молекула на
нуклеосому; именно для этих двух типов клеток
характерна глобальная конденсация хроматина и
образование 30 нм фибрилл, наблюдаемых in situ
[98, 99]. Интересно, что при делеции двух из ше-
сти вариантов гистона Н1 происходит частичная
деконденсация хроматина и увеличение связыва-
ния специфичных для факультативного хромати-
на антител к гистону Н3К9mе2 [94]. Однако в ряде
других дифференцированных клеток с высоким
уровнем конденсации хроматина не обнаружено
увеличения уровня линкерного гистона [93, 100,
106, 107], что свидетельствует о том, что такое уве-
личение не является универсальным фактором,
вызывающим конденсацию факультативного гете-
рохроматина.

При анализе белков А-частиц, соответствую-
щих репрессированному хроматину из эритроци-
тов курицы (рис. 4), нашей группой обнаружен
негистоновый белок MENT (Myeloid and Eryth-
roid Nuclear Termination stage-specific protein),
экспрессия которого совпадает с терминальной
дифференцировкой и образованием конденсиро-
ванного хроматина [31, 33]. Впоследствии этот
белок нашли также в хроматине других клеток
крови курицы – лимфоцитах и гранулоцитах
[123]. Клонирование и анализ последовательно-
сти гена, кодирующего MENT, выявили его при-
надлежность к семейству серпинов (SERPIN, ser-
ine protease inhibitor). MENT, в отличие от других
серпинов, обладает уникальным ДНК-связываю-
щим доменом [46]. Биохимическое и рентгено-
структурное изучение MENT позволило в даль-
нейшем открыть новый механизм конденсации
хроматина, при котором связывание белка с нук-
леосомами индуцировало переход так называе-
мого RСL-домена из α-спиральной конформа-
ции в β-структуру, что приводило к олигомериза-
ции белка MENT и образованию белковых
мостиков, вызывающих самоассоциацию нукле-
осомных цепей [124, 125] (рис. 6). Параллельные
исследования показали, что MENT предпочти-
тельно связан с гетерохроматином, маркирован-
ным модификацией гистона Н3К9mе2. Тран-
скрипционно-активные гены β-глобина курицы

защищены при этом от распространения белка
MENT инсуляторными элементами на границе
β-глобинового кластера [117]. Интересно, что геном
курицы содержит наиболее сильные инсуляторы,
широко используемые в векторах, предназначен-
ных для генной терапии человека [126]. Возможно,
что высокая эффективность этих инсуляторов воз-
никла в ходе эволюции генома птиц как адаптация
к высокому уровню конденсации хроматина, вы-
званному белком MENT. В геноме млекопитаю-
щих серпин, полностью гомологичный белку
MENT и обладающий подобным сродством к
ДНК, не обнаружен, несмотря на то что в составе
конденсированного хроматина млекопитающих
присутствуют другие близкородственные серпины
[106, 107, 127]. Известен также ряд других, более
широко распространенных архитектурных белков,
таких как PRC1, MeCP2 и L3MBTL1, способных
образовывать белковые мостики и стабилизиро-
вать хроматин в конденсированном состоянии
(см. обзор [71]). В частности, показано накопление
белка MeCP2 и его непосредственное участие в
процессе конденсации гетерохроматина при диф-
ференцировке мышечных клеток [128, 129].

Белок конденсин, играющий основную роль в
образовании и поддержании структуры конден-
сированных метафазных хромосом, также участ-
вует в образовании факультативного хроматина.
Так, в процессе конденсации хроматина в ядрах
Т-лимфоцитов ДНК становится недоступной для
активаторов транскрипции. Однако мутация в
конденсине II ослабляет конденсацию хроматина
и делает ДНК более доступной для транскрипции
[130], указывая на возможную роль конденсина
как фактора, промотирующего конденсацию хро-
матина в интерфазной клетке, что подтверждает
раннюю гипотезу E. Heitz о сходном механизме
конденсации метафазных хромосом и интерфаз-
ного гетерохроматина [86].

Зрелые лимфоциты, обладающие высокой сте-
пенью конденсации хроматина, могут проводить
длительное время в неделящемся состоянии (фаза
G0 клеточного цикла), после чего реактивировать-
ся в процессе иммунного ответа и претерпевать не-
сколько клеточных делений. В ходе реактивации
происходит резкое увеличение клеточного ядра и
деконденсация хроматина [130]. Недавно с приме-
нением геномного анализа и микроскопии сверх-
высокого разрешения показано, что в ходе реак-
тивации В-лимфоцитов происходит как общая
деконденсация хроматина на уровне ядерных
компартментов, так и разворачивание отдель-
ных кластеров (нанодоменов) из нескольких
нуклеосом. При этом общая деконденсация хро-
матина зависела от уровня ацетилирования ги-
стонов, в то время как факторы разворачивания
нуклеосомных нанодоменов включали в себя
АТР (источник энергии) и белок Myc, известный
регулятор клеточной пролиферации, который
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ранее не числился среди архитектурных белков
хроматина [23].

Таким образом, в клетках разного типа кон-
денсированный хроматин содержит различные
архитектурные белки, что свидетельствует о неза-
висимой и поздней эволюции этого механизма в
клетках позвоночных. При этом наиболее общее
свойство ядер терминально дифференцирован-
ных клеток ‒ контраст между очень низким уров-
нем ацетилирования гистонов в конденсирован-
ном хроматине и повышенным уровнем метили-
рования гистона Н3К9 [23, 93, 106], а также
Н4К20 [95]. Это указывает на то, что потеря аце-
тилирования гистонов может приводить к кон-
денсации и самоассоциации факультативного
хроматина за счет повышения электростатиче-
ских взаимодействий, в соответствии со способ-
ностью ацетилирования гистонов ингибировать
самоассоциацию хроматина in vitro [72, 73]. При
этом конденсация хроматина в ходе терминаль-
ной дифференцировки может быть обусловлена
как активностью гистоновых деацетилаз, пока-

занной, например, при мышечной [131] и эритро-
идной дифференцировке [93], так и активностью
ферментов, вызывающих метилирование гисто-
нов Н3 [132] и Н4 [95], которое может блокиро-
вать ацетилирование по тому же или соседнему
аминокислотному остатку.

РАЗДЕЛЕНИЕ ЖИДКИХ ФАЗ
КАК МЕХАНИЗМ 

КОМПАРТМЕНТАЛИЗАЦИИ ХРОМАТИНА

Ядро клетки не содержит мембранных компарт-
ментов, но имеет характерные внутриядерные
тельца, такие как ядрышко, спеклы, параспеклы и
др., которые образуют отдельные структуры с опре-
деленными биохимическими и биофизическими
свойствами. Такие структуры формируются при
локальном концентрировании белков и нуклеино-
вых кислот, что приводит к разделению жидких фаз
(англ. liquid-liquid phase separation, LLPS) и образо-
ванию так называемых “жидких капелек”, избира-
тельно включающих в себя определенные типы

Рис. 6. Негистоновый белок MENT вызывает самоассоциацию нуклеосомных цепей. Вверху: электронная микроско-
пия реконструированных цепей нуклеосом до (– MENT) и после (+ MENT) восстановления с белком MENT. Внизу ‒
модель механизма конденсации хроматина, опосредованной белком: MENT кооперативно связывается с нуклеосома-
ми за счет М-петли, что влечет за собой конформационный переход его RCL-домена из α-спирали в β-структуру, вы-
зывая олигомеризацию MENT и способствуя самоассоциации цепей нуклеосом. Рисунок воспроизведен из статьи
Springhetti E.M. и соавт. [124], опубликованной в The Journal of Biological Chemistry © American Society for Biochemistry
and Molecular Biology.
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белков и нуклеиновых кислот [133, 134]. Основ-
ным механизмом, приводящим к образованию
жидких капелек, является самоассоциация и оли-
гомеризация белков, содержащих неструктури-
рованные полипептидные домены [135]. К общим
свойствам разделенных жидких фаз относятся
подвижное (“жидкое”) состояние белковых мо-
лекул, повышенная чувствительность к темпера-
туре, а также к определенным реагентам, разру-
шающим слабые гидрофобные взаимодействия,
таким как 1,6-гександиол [134, 136]. Большинство
ядерных структур, опосредованных LLPS, вклю-
чает белки и РНК и образуется во внутриядерном
пространстве с низкой концентрацией ДНК и
хроматина [137]. Однако изучение механизмов
образования крупных кластеров гетерохроматина
и суперэнхансеров показало, что процесс разде-
ления жидких фаз может быть движущей силой
динамической конденсации и компартментали-
зации хроматина в клеточном ядре [28, 29, 138].

В ядрах делящихся клеток кластеры конститу-
тивного гетерохроматина (рис. 5д, е), наряду с ги-
стоном Н3, триметилированным по лизину-9
(Н3К9mе3), обогащены белком НР1 [87]. Как уже
отмечено, белки НР1 способны олигомеризоваться
в растворе и образовывать межнуклеосомные бел-
ковые мостики [111, 112]. Недавно была выявлена
способность белка НР1 образовывать при опреде-
ленной концентрации гидрогели, или жидкие ка-
пельки. Сливаясь вместе, эти капельки не только
способствуют объединению и компартментали-
зации гетерохроматина, но также могут вызывать
фазовый переход, который делает этот компарт-
мент доступным для одних белков и недоступным
для других [143]. Исследования in vitro показали,
что фосфорилирование неструктурированного
белкового домена НР1, которое приводит к оли-
гомеризации НР1, а также добавление насыщаю-
щей концентрации ДНК достаточны для разделе-
ния жидких фаз [143]. Совсем недавно установи-
ли, что разделение жидких фаз сопровождает
образование динамических конденсатов другого
фактора репрессии хроматина ‒ белка PRC1
[139]. Весьма вероятно, что будет показано непо-
средственное участие в процессе LLPS и других
архитектурных белков хроматина, образующих
межнуклеосомные мостики и упомянутых в
предыдущем разделе.

Компартментализация и самоассоциация хро-
матина в клеточном ядре не является прерогати-
вой репрессированных генов. Транскрипцион-
ные факторы и коактиваторы транскрипции так-
же способны собираться в жидкие капельки при
помощи неструктурированных белковых доме-
нов [29]. Эти ядерные субкомпартменты могут
включать в себя РНК-полимеразу и активировать
транскрипцию. Так, транскрипционные факторы
FUS, EWS, TAF15 и SP1 самоассоциируют и обра-
зуют жидкие капельки, видимые в живой клетке

[140]. Белок BRD4, содержащий бромодомен, свя-
зывающийся с ацетилированными гистонами, вно-
сит существенный вклад в поддержание структуры
активного хроматина [141]. Связывание BRD4, а
также белка медиаторного комплекса MED1 с ДНК
транскрипционных энхансеров вызывает их само-
ассоциацию и образование суперэнхансерных кла-
стеров в составе динамических конденсатов или
гидрогелей [29, 142], подобных гидрогелям, образу-
емым белком НР1 [28], и другим структурам, обра-
зующимся за счет раздела жидких фаз.

В настоящее время не установлено оконча-
тельно, необходимо ли разделение жидких фаз
для нормального функционирования хроматина,
или же образование динамических конденсатов
обусловлено избыточным накоплением неструк-
турированных белков и нуклеиновых кислот при
определенных условиях. Белки гетерохроматина
[116] и активного хроматина [140] могут выпол-
нять свои регуляторные функции в концентраци-
ях, существенно меньших, чем необходимо для
разделения жидких фаз. Предстоит выяснить, ка-
кие пороговые концентрации белков требуются
как для фазового перехода, так и для соответству-
ющих функций, а также есть ли общий механизм
для процесса LLPS в клеточном ядре и самоассо-
циации хроматина в растворе, индуцированной
добавлением катионов [61, 76] или олигомерны-
ми белковыми мостиками (рис. 6). В этой связи
удачной концепцией представляется выделение в
механизме фазового разделения трех взаимосвя-
занных, но отдельных процессов: а) кооператив-
ное связывание архитектурных белков; б) образо-
вание белковых мостиков и конденсированных
полимерных фаз (PPPS); в) образование настоя-
щих изолированных жидких фаз (LLPS) [138].

ХРОМОСОМНЫЕ КОНТАКТНЫЕ ДОМЕНЫ 
РЕГУЛИРУЮТ САМОАССОЦИАЦИЮ 

ХРОМАТИНА В ИНТЕРФАЗНОМ ЯДРЕ

Важно и то, какие механизмы или ядерные
структуры ограничивают и локализуют самоассо-
циацию хроматина и распространение жидких
фаз на все участки генома [143]. Ведущую роль в
пространственной организации хроматина в ме-
тафазных хромосомах и интерфазных клеточных
ядрах играют белки группы SMC (structural main-
tenance of chromosomes), в первую очередь кон-
денсин и когезин [144]. Основные свойства этих
белков ‒ образование колец, замыкающихся во-
круг молекул ДНК [145, 146], а также способность
к направленному перемещению вдоль ДНК за
счет энергии АТР [147], что приводит к выпетли-
ванию молекул ДНК [148] и, вероятно, к образо-
ванию протяженных и устойчивых петлевых до-
менов хроматина в результате так называемой
экструзии петель [149, 150].
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В последнее десятилетие технологический про-
рыв в области высокоэффективного секвенирова-
ния геномной ДНК привел к революционному
скачку в понимании пространственно-временной
организации хроматина в ядре интерфазной клет-
ки. Геномное картирование модификаций гисто-
нов, а также транскрипционно-регуляторных бел-
ков методом иммунопреципитации хроматина и
секвенирования (ChIP-seq) в рамках проекта Эн-
циклопедии элементов ДНК (ENCODE) привело к
созданию детальных карт различных эпигенетиче-
ских состояний хроматина в геномах человека и
мыши. Эти карты широко используются как стан-
дартные базы данных для сравнения транскрипци-
онной активности и эпигенетической маркировки
индивидуальных генов и хромосомных доменов
[151]. Другая революционная технология ‒ метод
пан-геномного анализа хромосомных контактов
(Hi-C), выявила геномные домены с резко обозна-
ченными границами, внутри которых участки хро-
матина обладают повышенной частотой контактов
между собой. При этом границы контактных до-
менов совпадают с границами эпигенетических
состояний хроматина, что позволило условно
разделить контактные домены на типы А (актив-
ный хроматин) и В (репрессированный хрома-
тин) [152]. Наиболее крупные контактные доме-
ны, так называемые ТАДы, размером до несколь-
ких миллионов пар нуклеотидов, образуют
микроскопически различимые хромосомные суб-
компартменты в трехмерном пространстве кле-
точного ядра [153, 154]. Анализ генома Drosophila
melanogaster методом Hi-C, проведенный группой
С. Разина, также показал, что границы контакт-
ных доменов соответствуют границам между ак-
тивным и репрессированным хроматином, при-
чем ТАДы соответствуют хорошо известным кон-
денсированным дискам политенных хромосом,
указывая на ведущую роль структурно-функцио-
нальной сегрегации активного и репрессирован-
ного хроматина в пространственной организации
генома Drosophila [155, 156].

Путем увеличения числа секвенированных
контактов ДНК до нескольких миллиардов и раз-
вития методов компьютерного анализа данных
Hi-C Е. Liеberman Aiden и его группа выявили
множественные контактные домены хроматина
существенно меньшего размера, чем ТАДы, в ос-
новании которых находятся ДНК-связывающий
белок CTCF и SMC белок когезин, формирую-
щий кольцевые структуры, соединяющие осно-
вания петель хроматина. При сопоставлении с
ранее картированными эпигенетическими со-
стояниями хроматина были обнаружены эпиге-
нетические домены шести типов: два типа ак-
тивного хроматина (А1 и А2) и четыре ‒ репрес-
сированного (В1‒В4), границы которых в
целом, совпадают с границами петлевых и кон-
тактных доменов, что указывает на ведущую роль

петель в структурно-функциональной организа-
ции интерфазного хроматина [25]. Впоследствии,
однако, было показано, что при инактивации
как CTCF [157], так и когезина [158, 159] ТАДы и
петлевые домены исчезают, в то время как эпиге-
нетические состояния хроматина сохраняются.
При некоторых из этих состояний хроматина
после потери когезина наблюдалось слияние от-
дельных доменов в более крупные комплексы.
Интересно, что с помощью компьютерного мо-
делирования удалось наблюдать сегрегацию хро-
мосомных доменов, опосредованную N-конце-
выми доменами гистонов и регулируемую их по-
сттрансляционными модификациями [159].
Таким образом, становится ясно, что петлевые
домены могут препятствовать спонтанной ассоци-
ации и пространственной сегрегации структурно-
функциональных доменов хроматина в клеточном
ядре. Этот вывод согласуется с результатами анали-
за структурных изменений хроматина в ходе акти-
вации лимфоцитов, когда число CTCF-зависимых
петель резко увеличивается, а конденсированный
хроматин разворачивается в открытые цепи нук-
леосом [23]. Напротив, способность к самоассо-
циации и сегрегации отдельных хромосомных до-
менов, по-видимому, не требует наличия ТАДов
и петель и определяется сродством сходных типов
хроматина, таких как гетерохроматин [156] или
кластеры суперэнхансеров [159].

Наряду с ТАДами и петлями, локализация кон-
денсированного гетерохроматина на периферии
клеточного ядра обеспечивается взаимодействием
между белками ядерной ламины и так называемы-
ми ламина-ассоциированными доменами хрома-
тина [27]. Потеря ассоциации хроматина с ядерной
ламиной приводит к “инверсии” хроматина [160],
когда зоны гетерохроматина перемещаются от пе-
риферии к центру клеточного ядра (рис. 5a–в). Са-
мое последнее исследование пространственной ор-
ганизации генома в ходе инверсии хроматина в
клетках сетчатки глаза, выполненное с помощью
метода Hi-C, показало, что и в этом случае спо-
собность гетерохроматина к самоассоциации яв-
ляется движущей силой пространственной орга-
низации и компартментализации хроматина в
клеточном ядре [161].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на существенные успехи в изучении

трехмерной упаковки интерфазного хроматина,
мы еще далеки от понимания всего комплекса
физиологических условий, влияющих на структу-
ру и укладку хроматина на нуклеосомном уровне.
В этом обзоре мы рассмотрели два разных процес-
са, приводящих к конденсации хроматина: само-
ассоциацию цепей нуклеосом in vitro и компарт-
ментализацию и сегрегацию хромосомных доме-
нов in vivo. Есть ли связь между этими двумя
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процессами? С одной стороны, хроматин in vitro
претерпевает кооперативный фазовый переход в
узких пределах концентрации двухвалентных ка-
тионов, и мы относительно хорошо представляем
физический (электростатический) механизм это-
го процесса, опосредованного транс-нуклеосом-
ными взаимодействиями N-концевых доменов
гистонов. С другой стороны, хромосомные доме-
ны in vivo подвергаются структурным переходам в
существенно разной степени в зависимости от
модификаций гистонов, физиологического со-
стояния и типа клетки. Поскольку недавние экс-
перименты показали, что внутреннее сродство
или самоассоциация подобных состояний хрома-
тина усиливается при ослаблении внутриядерных
структур, таких как петли, ТАДы, и ядерная ла-
мина, мы можем предположить, что структура и
компартментализация хроматина определяется
балансом между способностью нуклеосомных це-
пей к самоассоциации и их взаимодействиями с
внутриядерными структурами, поддерживающи-
ми нуклеосомные цепи в развернутом состоянии.

Чтобы лучше понять эти механизмы и вы-
явить роль свойств самой нуклеосомной цепи в
процессе внутриядерной компартментализации,
нам необходимо более точно знать ионные усло-
вия и степень нейтрализации ДНК внутри ядра
живой клетки, в частности, изменение концен-
трации двух- и многовалентных катионов в ходе
клеточной дифференцировки. Нам необходимо
также выяснить топологию и состав нуклеосом-
ных цепей, соответствующих отдельным эпиге-
нетическим состояниям хроматина, используя
методы биохимического фракционирования
хроматина в сочетании с ЭМ [20] или масс-спек-
трометрией [127].

Поскольку структура хроматина многообразна
и не может быть описана единой регулярной мо-
делью, такой как спиральная 30 нм фибрилла,
необходимо дальнейшее развитие методов ком-
пьютерного моделирования, включающих кон-
формационное многообразие и способность к
самоассоциации нуклеосомной цепи. Так, на-
пример, недавнее моделирование структуры
хроматина группой Т. Schlick, основанное на
электростатических взаимодействиях N-концевых
доменов гистонов, регулируемых ацетилировани-
ем, и гибкости хроматиновых фибрилл, регулируе-
мой линкерным гистоном, смогло воспроизвести
трехмерную сегрегацию и компартментализацию
активных и неактивных доменов хроматина [159,
162]. В обозримом будущем комбинирование мето-
дов молекулярного и структурного анализа нукле-
осомных контактов, ЭМ и микроскопии сверхвы-
сокого разрешения, а также компьютерного моде-
лирования должно привести к полномасштабному
картированию трехмерной организации интерфаз-
ного генома с нуклеосомным уровнем разрешения
и созданию ресурсов для успешного молекулярно-

го дизайна новых соединений, способных регули-
ровать эпигенетические состояния хроматина в
живой клетке.

Работа С. Григорьева была финансирована грантом
1516999 Национального Научного Фонда США.

Настоящая статья не содержит каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в качестве
объектов исследований.
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ATTRACTION OF LIKENESSES: MECHANISMS OF SELF-ASSOCIATION 
AND COMPARTMENTALIZATION OF EUKARYOTIC CHROMATIN

S. A. Grigoryev1, *, E. Y. Popova2

1Department of Biochemistry and Molecular Biology, Penn State University College of Medicine, Hershey, PA 17033 USA
2Department of Neural and Behavioral Sciences, Penn State University College of Medicine, Hershey, PA 17033 USA

*e-mail sag17@psu.edu

Chromatin packing in eukaryotic chromosomes has been traditionally viewed as a hierarchical process, in
which nucleosome chains fold into helical chromatin fibers. These fibers would then fold into more complex
regular structures. However, recent chromatin imaging studies and analyses of chromosomal DNA contacts
within the 3D space of the cell nucleus have necessitated a radical revision of the hierarchical chromatin pack-
ing model. According to the new studies, the nucleosome chain has a free spatial configuration without reg-
ular helical fibers in most cell types. The overall 3D organization of DNA in the cell nucleus includes chro-
matin loops and contact domains of up to several million base pairs in size. During cell differentiation, indi-
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vidual structure-functional chromatin domains marked by similar types of histone modifications and
functional states can merge together and form chromosomal subcompartments suited for local gene activa-
tion or repression. This “attraction of likenesses” may be mediated by direct self-association of nucleosome
chains as well as by architectural chromatin proteins making oligomeric protein “bridges” between nucleo-
somes as well as larger dynamic condensates leading to liquid-liquid phase separation inside the cell nucleus.
Future studies of mechanisms of chromatin self-association and compartmentalization will require a synthe-
sis of molecular, imaging, and computational approaches capable of revealing the 3D organization of the eu-
karyotic genome with nucleosomal resolution.

Keywords: cell nucleus, chromatin, chromosomes, heterochromatin, nucleosome, histone, 3D chromatin
structure
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