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Гены рРНК играют важную роль в дифференцировке клеток и эпигенетической регуляции экспрес-
сии многих генов. Нами проведен анализ мест контактов кластеров генов рРНК человека с помощью
метода 4С (circular chromosome conformation capture). В области хромосомы 10 обнаружены частые
контакты кластеров генов рРНК в 5'-концевой области гена FANK1. Места контактов совпадают с
границей изменения состояний хроматина и фазирования нуклеосом. Соседние гены DHX32,
BCCIP и UROS не имеют контактов с генами рРНК, расположены в активном хроматине и по дан-
ным РНК-секвенирования активно транскрибируются, тогда как ген FANK1 практически не транс-
крибируется и находится в неактивном хроматине. Тепловой шок приводит к нарушению большей
части контактов с генами рРНК и активации транскрипции гена FANK1 почти в 4 раза. Предпола-
гается, что контакты генов рРНК могут вызывать сайленсинг гена FANK1 в клетках HEK293T.
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Пространственные структуры хромосом важ-
ны для эпигенетической регуляции экспрессии
генов [1‒4]. Известно, что кластеры генов рРНК
(рДНК), расположенные в пяти акроцентрических
хромосомах человека, образуют многочисленные
контакты с разными районами хромосом [5]. На
эмбриональных стволовых клетках мыши показа-
но, что гетерохроматиновые области кластеров
рДНК инициируют гетерохроматинизацию в раз-
ных районах хромосом, а ингибирование такой
репрессии рДНК останавливает дифференциров-
ку этих клеток [6]. Механизмы подобного влия-
ния рДНК не установлены. Не известны и гены,
активность которых сопряжена с работой генов
рРНК. Для выявления генов, которые эпигенети-
чески регулируются с помощью контактов с кла-
стерами генов рРНК, мы использовали метод 4С,
предназначенный для обнаружения и количе-
ственной оценки межхромосомных и внутрихро-
мосомных контактов выбранной области генома
(якорь). В настоящей работе представлены дан-
ные анализа области 260 т.п.н. хромосомы 10 че-

ловека, в которой нами обнаружены частые кон-
такты генов рРНК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Эксперименты 4С (circular chromosome confor-

mation capture). Препараты ДНК выделяли из кле-
ток линии HEK293T, происходящей из почки эм-
бриона человека [7]. Исходные чтения глубокого
секвенирования двух реплик депонированы в ба-
зу данных NCBI (accession number GSE49193).
Картирование чтений 4C на геном человека вер-
сии hg19 проводили согласно [7].

Эксперименты РНК-сек. Препараты РНК по-
лучали после лизирования клеток смесью Trisol
(“Invitrogen”, США). Качество РНК тестировали
с помощью биоанализатора Agilent, затем прово-
дили очистку поли(А)-содержащей РНК. Биб-
лиотеки готовили с помощью наборов реактивов
TruSeq Stranded RNA (“Illumina”, США). Данные
глубокого секвенирования, проведенного с ис-
пользованием прибора HiSeq1500 (“Illumina”,

Сокращения: FANK1 – ген ДНК-связывающего фактора транскрипции (по данным Gene Onthology); DHX32 – ген хелика-
зы 32 c DEAH-Box; BCCIP – ген консервативного белка, контактирующего с белками BRCA2 и p21; UROS – ген, контроли-
рующий синтез гема; H3K27ac – метка активного хроматина; РНК-сек – глубокое секвенирование РНК.
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США), поместили в базу данных NCBI (accession
number GSM2587583).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Контакты генов рРНК в области, содержащей ген 

FANK1 в хромосоме 10

На рис. 1 представлена область длиной 260 т.п.н.
хромосомы 10. Она содержит несколько генов,
расположенных на плюс- и минус-цепях. Видно,
что в области первого интрона гена FANK1 и пе-
ред ним расположены сайты контактов кластеров
генов рРНК. Эта группа контактов большей ча-
стью находится в районе длиной около 40 т.п.н.
(показана красной рамкой на рис. 1).

Небольшие пики меток активного хроматина
H3K27ac видны в нескольких районах указанного
фрагмента хромосомы 10. Эти отчасти перекрыва-
ющиеся между собой пики ацетилированного ги-

стона H3 выявлены в семи линиях клеток человека
разного происхождения, отобранных для такого
анализа в проекте ENCODE. В 5'-концевой области
гена FANK1 имеются узкие пики H3K27ac синего и
фиолетового цвета, что соответствует линиям
K562 и NHEK. В остальных пяти линиях клеток
(GM12872, H1-hESC, HSMM, HUVEC, NHLF)
данная гистоновая метка в гене FANK1 отсутствует.
Эти данные свидетельствуют о том, что в пере-
численных пяти клеточных линиях ген FANK1
либо не активен, либо слабо активен.

Интересно, что область контактов генов рРНК
точно совпадает с границей изменения состояний
хроматина (дорожки ChromHMM, рис. 1). Белый
цвет на этих дорожках указывает на репрессиро-
ванный хроматин, а зеленый – на области тран-
скрипции. Кроме того, здесь же расположены и
границы как фазирования нуклеосом, так и пат-
терна распределения сайтов, гиперчувствитель-

Рис. 1. Физическая карта района 260 т.п.н. субтеломерной области хромосомы 10 человека в браузере IGB (координа-
ты по версии hg19). Вверху указаны места контактов данной области с генами рРНК. По оси Y приведены значения lg
числа картированных чтений глубокого секвенирования – 4C-рДНК, полученные для исходных клеток HEK293T (HS-), и
клеток, подвергнутых тепловому шоку (HS+). Пики контактов рДНК показаны синим или красным соответственно. Ниже
указаны гены, расположенные в этом сегменте хромосомы 10 (на плюс- и минус-цепях), а также приведены эпигенетиче-
ские метки (браузер UCSC), включающие метку активного хроматина H3K27ac, гиперчувствительные к ДНКазе I сайты,
сайты связывания факторов транскрипции, данные ChIA-PET для CTCF и РНК-полимеразы II. Кроме того, указаны
сайты картированных малых некодирующих РНК и позиции нуклеосом в этом районе. На треках ChromHMM зеле-
ным показаны области транскрипции; красным – промоторы; серым и белым – репрессированный хроматин.
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ных к ДНКазе I. На вовлечение этой области гена
FANK1 в межхромосомные взаимодействия неза-
висимо указывают данные ChIA-PET для CTCF и
РНК-полимеразы II (рис. 1). Метод ChIA-PET
(Chromatin Interaction Analysis by Paired-End Tag
Sequencing) включает иммунопреципитацию пре-
паратов хроматина после лигирования контакти-
рующих областей хроматина [8]. Эти сигналы на-
много сильнее выражены в клетках HeLa.

Красные сигналы на дорожках ChromHMM
указывают на промоторные области. Согласно
ChromHMM (рис. 1), промотор в гене FANK1 не
активен, поскольку в семи использованных ли-
ниях клеток не обнаружена его активная тран-
скрипция (на дорожках ChromHMM показано зе-
леным цветом). Напротив, промотор гена DHX32,
который транскрибируется с другой цепи ДНК, в
этих клетках активен. Можно предположить, что
ген FANK1 активно транскрибируется и в клетках
HeLa, поскольку имеется сильный сигнал ChIA-
PET для РНК-полимеразы II, соответствующий
данному промотору. Интересно, что в области кон-
тактов картированы малые некодирующие РНК.
Они соответствуют области репрессированного
промотора гена FANK1.

Эти данные позволяют предположить, что
контакты генов рРНК в области гена FANK1 мо-
гут приводить к эпигенетическому сайленсингу,
имеющему четкую границу распространения у
5'-концевой части гена. Для проверки этого пред-
положения необходимо выяснить, активен ли ген
FANK1 в клетках HEK293T, в которых мы обнару-
жили контакты генов рРНК.

Ген FANK1 не активен в клетках HEK293T
Для изучения активности транскрипции гена

FANK1 и трех генов, расположенных перед ним –
DHX32, BCCIP и UROS, использовали данные
РНК-сек, полученные нами как для исходных
клеток HEK293T, так и для клеток, подвергнутых
тепловому шоку. Результаты 4С-рДНК, приве-
денные на рис. 1, указывают на то, что после теп-
лового шока пропадает большая часть контактов
генов рРНК в области гена FANK1. Остается лишь
один пик в области 127582 т.п.н. Известно, что
тепловой шок приводит к репрессии генов рРНК
[9]. Поэтому было интересно выяснить, как ре-
прессия генов рРНК и резкое уменьшение их
контактов в области гена FANK1 скажется на его
транскрипции. Оказалось, что исходные клетки
содержат лишь единичные транскрипты гена
(рис. 2). После теплового шока, который приво-
дит к утрате большей части контактов генов
рРНК, транскрипция существенно возрастает
(почти в 4 раза). Транскрипты гена FANK1-AS1 в
этих экспериментах не обнаружены. Ген DHX32,
расположенный на расстоянии 5 т.п.н. от бли-
жайшего к нему контакта генов рРНК, в исход-

ных клетках транскрибируется значительно ак-
тивнее (примерно в 140 раз), а более удаленный от
района контактов ген BCCIP – более чем в 500 раз
активнее гена FANK1. Эти данные позволяют сде-
лать вывод о том, что контакты генов рРНК в ис-
ходных клетках могут вызывать сайленсиг гена
FANK1. Контакты кластеров генов рРНК приво-
дят к изменению состояния хроматина, которое
имеет четкую границу у 5'-конца гена. Репресси-
рующее влияние этих контактов в указанной об-
ласти хромосомы 10 не распространяется выше
(upstream).

Гены BCCIP и UROS, указанные на рис. 1 и
рис. 2, расположены на разных цепях в данной
области хромосомы 10. Они имеют сближенные
старты транскрипции (transcription start sites, TSS)
и расположены в области активного хроматина.
TSS этих генов отстоят только на 290 п.н., т.е.
имеют небольшую область общего промотора.
Однако в исходных клетках линии HEK293T они
обнаруживают разную активность. Ген BCCIP
транскрибируется примерно в 2.8 раза активнее,
чем ген UROS. После теплового шока эти гены
также ведут себя по-разному: BCCIP транскриби-
руется слабее (примерно в 1.6 раза), а ген UROS
сильнее (примерно в 1.56 раза). Эти данные ука-
зывают на важную роль не только общей промо-
торной области в регуляции этих генов, но и ка-
ких-то других факторов. Кластеры генов рРНК
являются только одним из эпигенетических регу-
ляторов, которые могут избирательно вызывать
репрессию в области гена FANK1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ген FANK1 экспрессируется в основном в яичках

и фаллопиевых трубах (https://www.genecards.org/
cgi-bin/carddisp.pl?gene=FANK1). Клетки HEK-
293T происходят из нейронов эмбриональной
почки человека [10, 11]. Наши данные о сайлен-
синге гена FANK1 соответствуют результатам, со-
гласно которым экспрессия данного гена мини-
мальна в почках. По данным Gene Onthology
FANK1 кодирует фактор транскрипции и регулятор
апоптоза (https://www.uniprot.org/uniprot/Q8TC84).
Белок FANK1 содержит анкириновые повторы
(ankyrin repeats), которые участвуют в белок-бел-
ковых взаимодействиях [12].

Механизмы, обеспечивающие сайленсинг ге-
на FANK1, не описаны. Наши данные свидетель-
ствуют о том, что репрессия гена FANK1 может
быть связана с контактами генов рРНК. Можно
предположить, что репрессированные или актив-
ные кластеры генов рРНК могут образовывать в
ядре специфические компартменты, способные
репрессировать или активировать хромосомные
гены в их составе. Ранее обнаружили, что места
контактов генов рРНК часто приходятся на са-
мые мощные пики гистоновой метки H3K27ac,
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протяженностью до 50 т.п.н. [5]. Такие области
могут соответствовать суперэнхансерам [13]. Мы
полагаем, что с такими сайтами хромосом контак-
тируют работающие кластеры генов рРНК, кото-
рые и активируют эти суперэнхансеры, а также
прилежащие к ним гены. С областью гена FANK1
могут контактировать молчащие кластеры генов
рРНК, распространяя таким образом сайленсинг
на другие гены.

Гены FANK1, BCCIP, UROS и DHX32 не связа-
ны друг с другом функционально. Наши данные
свидетельствуют о том, что эти гены регулируют-
ся с помощью разных механизмов, несмотря на
локализацию в составе относительно небольшого
сегмента ДНК, размер которого меньше, чем у
типичного топологического домена. Даже гены
BCCIP и UROS, имеющие общий двунаправлен-
ный промотор, экспрессируются независимо и с
разной интенсивностью. Очевидно, что точные
механизмы эпигенетической регуляции весьма
разнообразны. Недавно было обнаружено, что
ген Tlk дрозофилы имеет множественные контак-
ты с генами рРНК, которые участвуют в его акти-
вации путем образования петель хроматина вокруг
мест контактов [14]. Предполагается, что такие
петли обеспечивают локальную регуляцию гена.

Механизмы эпигенетической регуляции экс-
прессии генов с помощью контактов с генами
рРНК должны быть детально исследованы. В
частности, необходимо выяснить, способны ли
эти контакты изменять гистоновые метки, а так-
же понять роль некодирующих РНК, обнаружи-
ваемых в местах контактов. Как именно скажется
удаление областей наиболее частых контактов ге-

нов рРНК в некодирующих областях генома на
экспрессии близко расположенных генов мы
планируем выяснить с использованием геномно-
го редактирования.

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского научного фонда (грант №18-14-00122).
Картирование истинных ДНКаза-I-гиперчув-
ствительных сайтов поддержано грантом Россий-
ского фонда фундаментальных исследований
(№17-04-02152).

Настоящая работа не содержит каких-либо ис-
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честве объектов исследований.
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Рис. 2. Транскрипция четырех генов в изучаемой области хромосомы 10 человека в клетках HEK293T. Представлена
активность гена FANK1 и генов, расположенных перед ним – DHX32, BCCIP и UROS. Приведены результаты РНК-сек
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отличаются. * – p < 0.05.
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CONTACT SITES OF rDNA CLUSTERS WITH FANK1 GENE CORRESPOND 
TO REPRESSED CHROMATIN

O. V. Kretova1, D. M. Fedoseeva1, Y. V. Kravatsky1, E. S. Klushevskaya1,
I. R. Alembekov1, I. Y. Slovohotov1, and N. A. Tchurikov1, *

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

rDNA genes play important role in epigenetic regulation and in differentiation of eukaryotic cells. Using 4C
(circular chromosome conformation capture) approach and model HEK293 cells, we analyzed rDNA-con-
tacting gene FANK1, using anchor located inside rDNA genes. At the 5' end of the gene we detected frequent
contacts with rDNA clusters. The contact sites coincide with the border of changes of chromatin states and
nucleosome positions. Adjacent genes DHX32, BCCIP and UROS are located in the active chromatin and are
transcribed, but do not contact rDNA genes, while FANK1 gene is silenced, and is located in repressed chro-
matin. Heat shock treatment dramatically changes the pattern of rDNA contacts in the region and induces
about 4-fold activation of the FANK1 gene. We conclude that rDNA contacts may be involved in repression
of FANK1 gene, possibly by the mechanism opposite to that of super-enhancers.

Keywords: FANK1, DHX32, BCCIP, UROS, chromosomal contacts, rDNA, epigenetics, H3K27ac, deep se-
quencing, RNA-Seq
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