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Гомеодоменсодержащие транскрипционные факторы играют важную роль в мезенхимальных стро-
мальных клетках (МСК). Ранее была установлена роль Meis1, Pbx1 и Prep1, белков из семейства
TALE (Three Amino acid Loop Extension), в адипоцитарной и остеогенной дифференцировке МСК
мыши. Используя метод иммунопреципитации хроматина с последующим секвенированием
(ChIP-seq) и биоинформатический анализ, мы исследовали паттерн связывания PREP1 с геномной
ДНК МСК сердца человека, идентифицировали близлежащие гены и проанализировали их онтоло-
гию. На основании полученных результатов обсуждается возможное участие фактора транскрип-
ции PREP1 в прямом репрограммировании фибробластов в кардиомиоциты.
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Большинство заболеваний сердца связано с
гибелью клеток миокарда и образованием в нем
очагов фиброза [1]. Одна из проблем лечения па-
циентов, перенесших острый инфаркт миокарда,
связана с замещением кардиомиоцитов фиброб-
ластами в месте инфаркта сердечной мышцы
(фиброза миокарда), что ведет к нарушению ее
функции и развитию сердечной недостаточности.
В решении этой проблемы может помочь пер-
спективное направление медицины, основанное
на терапии с использованием клеток, получен-
ных с помощью кардиомиоцитарной дифферен-
цировки индуцированных плюрипотентных кле-
ток [2‒4], а также прямого репрограммирования
фибробластов в кардиомиоциты [5‒8]. Вместе с
тем эффективность прямого репрограммирова-
ния в настоящее время остается слишком низкой,
а образующиеся клетки в большинстве своем гете-
рогенны. В качестве исходных клеток в этих мето-
дах можно использовать фибробласты непосред-
ственно из очагов фиброза, а также мезенхималь-
ные стромальные клетки (МСК), содержащиеся в
сердце. В ряде работ была исследована роль раз-
личных кардиомицитспецифических транскрип-
ционных факторов в этом процессе ‒ на уровне
как клеточных популяций, так и единичных кле-

ток [5, 9]. В результате проведенных исследова-
ний показано, что те факторы транскрипции, ко-
торые играют центральную роль в процессе диф-
ференцировки эмбриональных стволовых клеток
в кардиомиоциты, необходимы также для прямо-
го репрограммирования.

Белок PREP1 относится к гомеодоменсодержа-
щим факторам, играющим ключевую роль в диф-
ференцировке различных клеток посредством ре-
гуляции ряда генов [10, 11]. Его участие в процессах
развития сердца обсуждают в связи с тем, что мы-
ши с нокаутом гена Prep1 в предшественниках кле-
ток сердца летальны в эмбриональном развитии
[12]. Белок PREP1 высокоэкспрессирован в кар-
диомиоцитах, однако его связывание с хромати-
ном на уровне полного генома ранее не изучалось.

В представленной работе исследована возмож-
ная роль транскрипционного фактора PREP1 в
процессе репрограммирования клеток. Мы опре-
делили полногеномный профиль связывания фак-
тора PREP1 в сердечных МСК и описали распреде-
ление связывания PREP1 с ДНК в зависимости от
расположения регуляторных элементов (промото-
ров, энхансеров) в геноме. Биоинформатический
анализ использован для выяснения возможной ро-
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ли фактора PREP1 в репрограммировании мезен-
химальных клеток в кардиомиоциты.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток. Биоптаты клеток по-
лучены из биобанка здоровых доноров после
смерти в течение не более 24 ч (любезно предо-
ставлены Dr. Elena Sommariva из Centro Cardio-
logico Monzino IRCCS, Milan, Италия). Во всех
экспериментах использована ткань из стенки
правого желудочка. Во время транспортировки
биоптаты хранили в среде TMES при 4°C. TMES
представляет собой среду Дульбекко в модифика-
ции Искова (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium,
IMDM; “Hyclone”, США) с добавлением 20% фе-
тальной телячьей сыворотки (FBS; “Hyclone”,
США) и 10 нг/мл фактора роста фибробластов
(basic FGF; “R&D Systems”, США).

Суспензионную культуру клеток получали об-
работкой ткани раствором коллагеназы (NB4;
“Thermo Fisher Scientific”, США) в TMES по ни-
жеприведенной методике. Биоптаты дважды про-
мывали 3 мл стерильного PBS. Образцы помеща-
ли в двухмиллилитровые пробирки с 1 мл раство-
ра 3 мг/мл коллагеназы в TMES и разрезали
стерильными ножницами на кусочки размером
0.5‒1 мм3, которые инкубировали в том же буфе-
ре в течение 1.5 ч при 37°С при постоянном переме-
шивании и затем центрифугировали при 400 × g в
течение 10 мин при комнатной температуре. По-
лученный осадок после промывки ресуспендиро-
вали в TMES, переносили в стерильную 60-мил-
лиметровую чашку и добавляли TMES до объема
3 мл. Планшет инкубировали при 37°С в течение
24 ч, после чего клетки промывали стерильным
PBS и среду заменяли на новую [13].

Иммунопреципитация хроматина и секвенирова-
ние (ChIP-seq). Иммунопреципитацию хромати-
на проводили с использованием стандартного ме-
тода с антителом к PREP1 (N-15; “Santa Cruz Bio-
technology”, США). Клетки фиксировали в течение
10 мин в среде DMEM c 10% FBS и 1% формальде-
гида. Реакцию останавливали добавлением глици-
на (конечная концентрация 125 мМ). Фиксирован-
ные клетки промывали трижды по 5 мин холодным
PBS и лизировали в буфере LB1, содержащем
0.5% NP-40 и 0.25% Triton X-100. Полученные яд-
ра промывали в буфере LB2 (10 мМ Трис-HCl,
рН 8.0, 200 мМ NaCl) для удаления детергентов и
ресуспендировали в буфере LB3, содержащем
0.1% дезоксихолата натрия и 0.5% натриевой соли
N-лаурилсаркозина. Полученный хроматин дроби-
ли ультразвуком в аппарате Covaris (“COVARIS”,
США) до фрагментов размером 150‒250 п.о. и ин-
кубировали с магнитными частицами Dynabeads
(“Invitrogen”, США), предварительно конъюгиро-

ванными с антителами к PREP1 (“Invitrogen”).
Для каждой иммунопреципитации использова-
ли 20 мкг антитела. Иммунопреципитацию с IgG
кролика использовали в качестве отрицательного
контроля. После инкубации в течение ночи при
4°C частицы со связанными комплексами два-
жды промывали в растворах WB1 (50 мМ HEPES-
KOH, pH 7.5, 140 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 1% Triton
X-100, 0.1% дезоксихолат натрия), дважды в WB2
(50 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 500 мМ NaCl, 1 мМ
EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% дезоксихолат на-
трия) и дважды в LiCl-WB (10 мМ Tris-HCl, pH 8.0,
250 мМ LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% дезоксихолат на-
трия, 1 мМ EDTA). Иммунопреципитированные
комплексы элюировали с частиц буфером для
элюции: Трис-HCl, рН 8.0, 1 мМ EDTA, 2% SDS ‒
в течение 30 мин при 65°C, после чего элюат ин-
кубировали еще 12 ч при 65°С. ДНК очищали с
помощью набора для очистки фрагментов ПЦР
(“QIAGEN”, Нидерланды).

Около 10 нг иммунопреципитированной ДНК
использовали для секвенирования. После подго-
товки библиотеки по стандартной методике ДНК
секвенировали с использованием системы Ion-
Torrent (“Thermo Fisher Scientific”). Артефакты
устраняли с помощью программы FASTX-Toolkit
v.0.0.13.2 (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/),
фрагменты собирали с использованием генома
человека hg19 с использованием Bowtie v.0.12.8
(http://bowtie-bio.sourceforge.net). Повторяющи-
еся фрагменты ДНК удаляли с помощью Sam-
toolrmdup v 0.1.18.

Сайты связывания фактора PREP1 с геномом
идентифицировали с использованием програм-
мы MACS 2.0 (https://github.com/macs3-project/
MACS) с p < 10‒5. Для анализа использовались
BAM-файлы после иммунопреципитации (IP) и
до иммунопреципитации (input). Обнаружение
новых мотивов связывания для идентификации
последовательностей ДНК, обогащенных в вы-
бранных областях, по сравнению со всем гено-
мом проводили с использованием MEME-SUITE
(https://meme-suite.org) в качестве алгоритма по-
иска мотива de novo.

Анализ онтологии генов. Для анализа генной
онтологии использовали программу GREAT
(http://great.stanford.edu/public/html) [14] и ин-
струмент PANTHER overrepresentation test (http://
www.pantherdb.org) [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Связывание фактора PREP1 с хроматином

в мезенхимальных стромальных клетках сердца
МСК получали из биоптатов эндомиокарда

двух доноров (Био1, Био2), не имевших сердечно-
сосудистых заболеваний, по методу, описанному
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ранее [13]. Суспензионную клеточную культуру
получали обработкой биоптата раствором колла-
геназы. Клетки высевали на культуральные чаш-
ки, адгезивные клетки собирали для последую-
щих пассажей и, получив необходимое количе-
ство, использовали в экспериментах ChIP-seq.
Для анализа профиля связывания фактора PREP1
c хроматином использовали поликлональные ан-
титела против PREP1 [16]. Результаты секвениро-
вания выложены в базу данных GEO под номером
GSE160286.

Установлено, что PREP1 связывается с боль-
шим числом локусов в геноме человека: 27329 и
40 119 мест для Био1 и Био2 соответственно, что
значительно больше их числа в клетках HeLa, как
показано нами ранее [17]. Эти различия могут
быть обусловлены особенностями трансформи-
рованных клеток HeLa, а также “глубиной” се-
квенирования. Важно, что полученные результа-
ты согласуются с данными других авторов [18] по
связыванию фактора PBX1 ‒ основного кофакто-
ра PREP1 ‒ с ДНК. Расположение локусов связы-
вания PREP1 в клетках двух биоптатов совпадало
с точностью до 60% (рис. 1а), что свидетельствует
о статистической значимости полученных данных.
Дальнейшие исследования проведены на общих
для двух биоптатов локусах связывания PREP1. В
результате проведенного биоинформатического
анализа их распределения в геноме выявлена низ-
кая локализацию в промоторах генов ‒ 18% на рас-
стоянии менее 1 тыс.п.о. от старта транскрипции.
Большинство участков связывания PREP1 распо-
лагается далеко от старта транскрипции: около
65% на расстоянии от 1 до 50 тыс.п.о. и около 18%
на расстоянии больше 50 тыс.п.о. (рис. 1б). Такой
паттерн связывания PREP1 в геноме МСК сердца
отличается от других исследованных типов клеток,
для которых около половины локусов связывания

PREP1 расположено в промоторах [16, 17]. Среди
генов, с которыми связывается PREP1, имеется
значительное число генов-мишеней, идентифици-
рованных нами ранее в других типах клеток [16].

Для определения расположения энхансеров в
МСК сердца мы провели анализ ChIP-seq этих же
клеток с использованием антител к модификации
гистона H3 ‒ H3K4me1, ‒ которая считается мар-
кером энхансеров [19]. В результате идентифици-
ровано 135886 энхансерных элементов. Как вид-
но из диаграммы, представленной на рис. 2а,
большинство сайтов связывания PREP1 в геноме
МСК сердца расположено в энхансерных эле-
ментах. Это косвенное свидетельство важной ро-
ли PREP1 в этих клетках.

Ассоциация полученных PREP1-содержащих
энхансеров с генами проведена методом “бли-
жайшего гена”. Для определения возможной ро-
ли PREP1 в МСК сердца мы проанализировали
онтологию тех генов, с регуляторными элемента-
ми которых связывается фактор PREP1. Для ана-
лиза регуляторные элементы разделили на 2 груп-
пы: промоторы (расположенные на расстоянии
менее 1 тыс.п.о. от старта транскрипции) и иден-
тифицированные нами энхансеры (табл. 1S, см.
Дополнительные материалы). Результаты анали-
за генной онтологии представлены в табл. 1.

Число расположенных в энхансерах локусов
ДНК, с которыми связывается PREP1, в 5 раз пре-
вышает связывание PREP1 с промоторами. Из
данных, приведенных в табл. 1, видно, что промо-
торные элементы в МСК сердца, с которыми свя-
зывается PREP1, регулируют базовые биохимиче-
ские функции клеток, что согласуется с получен-
ными нами ранее результатами [16]. В отличие от
этого, энхансерные элементы регулируют про-
цессы, необходимые для дифференцировки МСК
в кардиомиоциты (сигнальный путь Wnt, диффе-

Рис. 1. Распределение локусов связывания PREP1 с ДНК в геноме мезенхимальных стромальных клеток сердца. а –
Диаграммы Венна, показывающие распределения локусов связывания PREP1 в геноме МСК сердца, выделенных из биоп-
татов 1 (Био1) и 2 (Био2); цифрами показано число локусов; б – распределение локусов связывания PREP1 по расстоянию
от старта транскрипции: менее 1 тыс.п.о. (ПРОМ), в интервале 1–50 тыс.п.о. (< 50) и более 50 тыс.п.о. (>50).
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Рис. 2. Распределение энхансерных элементов, с которыми связывается PREP1 в геноме мезенхимальных стромаль-
ных клеток сердца. а ‒ Диаграммы Венна, показывающие число локусов связывания PREP1, располагающихся в эн-
хансерах генома МСК сердца (H3K4Me1+); цифрами показано число локусов; б ‒ распределение локусов связывания
PREP1 с энхансерными элементами по расстоянию от старта транскрипции: менее 1 тыс.п.о. (ПРОМ), в интервале 1–
50 тыс.п.о. (< 50) и более 50 тыс.п.о. (>50).
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ренцировка энтодермальных клеток, сигнальный
путь рецептора фактора роста эндотелия сосудов,
сигнальный путь рецептора трансформирующего
фактора роста-бета, регуляция пролиферации
гладкомышечных клеток), а также определяют
морфологию кардиомиоцитов (регуляция формы
клеток, положительная регуляция сборки стрес-
совых волокон, адгезия клеточного матрикса).
Некоторые из них напрямую участвуют в разви-
тии сердца и сосудов (развитие сердечного клапа-
на, васкулогенез). Полный список категорий ген-
ной онтологии идентифицированных нами генов
представлен в табл. 2S (см. Дополнительные ма-
териалы). Таким образом, связывание фактора
PREP1 с ДНК в МСК сердца может быть одним
из механизмов кардиомиоцитарной регуляции.

Исследование ДНК-фрагментов, связанных
с PREP1, в хроматине МСК сердца

С целью определения мотивов связывания
PREP1 c ДНК мы провели анализ коротких сай-
тов связывания PREP1 в промоторных областях,
вне промоторных областей, а также в энхансерах
МСК сердца. Как показано на рис. 3, в большин-
стве случаев (во всех трех группах элементов)
PREP1 связывается с DECA-мотивами, что со-
гласуется с ранее опубликованными данными
[16]. Кроме того, наблюдается ассоциация с NFY-
мотивом, что дополнительно подтверждает пока-
занное ранее свойство PREP1 образовывать ком-
плексы с факторами NFY. В промоторных обла-
стях обнаружены сайты связывания SP-факторов
транскрипции, для которых ранее выявлено свя-
зывание с промоторами TALE-факторов [20].

В энхансерных регуляторных элементах, а так-
же в элементах, расположенных далеко от старта
транскрипции, найдены мотивы ДНК, с которы-
ми связывается AP1-комплекс, а значит можно
предполагать и связывание с ними таких белков
как Jun/Fos, что показано нами ранее [21].

В результате углубленного анализа мотивов
энхансерных элементов, с которыми связывается
PREP1, обнаружены сайты связывания SMAD, из
чего можно предположить формирование здесь
мультимерных комплексов факторов транскрип-
ции, в которые вовлечен и PREP1.

Проведенное нами полногеномное исследова-
ние профиля связывания транскрипционного фак-
тора PREP1 с хроматином МСК сердца выявило
его возможную роль как в функционировании
МСК сердца, так и кардиомиоцитов. Это позволяет
предположить возможность использования этого
фактора в методе прямого репрограммирования
фибробластов в кардиомиоциты.

Таким образом, на МСК сердца человека нами
проведен полногеномный анализ сайтов связыва-
ния ДНК с фактором PREP1, идентифицированы
гены и биологические процессы, в регуляцию ко-
торых этот фактор может быть вовлечен, а также
структурные мотивы ДНК, с которыми преимуще-
ственно связывается PREP1. На основании полу-
ченных результатов можно строить гипотезы о воз-
можном составе комплексов, образуемых факто-
ром транскрипции PREP1 на геномной ДНК.
Нами обнаружено связывание PREP1 с генами,
вовлеченными в вышеперечисленные процессы,
из чего можно предполагать участии в них этого
фактора.
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Таблица 1. Анализ онтологии генов (GO), с которыми фактор PREP1 связывается в промоторах и энхансерах

a Cтепень представленности (Degree of Representativeness). b ЭПР ‒ эндоплазматический ретикулум.

GO ‒ Биологический процесс (номер категории генной онтологии) DRa p-value FDR

Промоторы
Негативная регуляция ответа несвернутых белков ЭПР (GO:1900102) 4.14 6.94 × 10‒4 3.01 × 10‒2

Сигнальный путь ядер ЭПРb (GO:0006984) 2.93 4.16 × 10‒4 1.93 × 10‒2

Убиквитинзависимый путь ERAD (GO:0030433) 2.65 1.19 × 10‒5 8.24 × 10‒4

Трансмембранный транспорт белков (GO:0071806) 2.41 7.66 × 10‒4 3.24 × 10‒2

Ответ несвернутых белков ЭПР (GO:0030968) 2.35 1.30 × 10‒5 8.90 × 10‒4

Сигнальный путь Smoothened (GO:0007224) 2.23 1.03 × 10‒3 4.10 × 10‒2

Положительная регуляция протеасомного катаболизма убиквитинза-
висимых белков (GO:0032436)

2.21 2.36 × 10‒4 1.17 × 10‒2

Регуляция инициации трансляции (GO:0006446) 2.20 5.60 × 10‒4 2.49 × 10‒2

Регуляция мРНК-сплайсинга через сплайсосому (GO:0048024) 2.18 1.26 × 10‒4 6.79 × 10‒3

Положительная регуляция модификации гистонов (GO:0031058) 2.12 6.33 × 10‒4 2.77 × 10‒2

G2/M-переход митотического клеточного цикла (GO:0000086) 1.93 2.82 × 10‒4 1.36 × 10‒2

Энхансеры
Негативная регуляция миграции гладкомышечных клеток 
(GO:0014912)

2.93 1.65 × 10‒3 4.29 × 10‒2

Сигнальный путь Wnt (GO:0007223) 2.84 9.51 × 10‒5 3.90E-03

Регуляция дифференцировки эндотелиальных клеток (GO:0045601) 2.47 1.41 × 10‒3 3.77 × 10‒2

Дифференцировка энтодермальных клеток (GO:0035987) 2.42 1.35 × 10‒3 3.65 × 10‒2

Формирование энтодермы (GO:0001706) 2.39 4.98 × 10‒4 1.58 × 10‒2

Регулирование проницаемости сосудов (GO:0043114) 2.35 1.15 × 10‒3 3.21 × 10‒2

Положительная регуляция сборки стресс-волокна (GO:0051496) 2.32 3.32 × 10‒4 1.12 × 10‒2

Клеточный ответ на стимулы фактора роста эндотелия сосудов 
(GO:0035924)

2.29 1.36 × 10‒3 3.67 × 10‒2

Положительная регуляция адгезии клеточного матрикса (GO:0001954) 2.23 6.23 × 10‒4 1.91 × 10‒2

Регулировка сборки фокальной адгезии (GO:0051893) 2.21 3.30 × 10‒4 1.12 × 10‒2

Сигнальный путь рецептора фактора роста эндотелия сосудов 
(GO:0048010)

2.16 2.50 × 10‒4 8.79 × 10‒3

Регуляция формы клеток (GO:0008360) 2.11 2.16 × 10‒7 1.69 × 10‒5

Сигнальный путь рецептора трансформирующего фактора роста-бета 
(GO:0007179)

2.06 4.36 × 10‒5 1.97 × 10‒3

Адгезия клеточного матрикса (GO:0007160) 2.05 6.39 × 10‒6 3.60 × 10‒4

Развитие сердечного клапана (GO:0003170) 2.05 1.73 × 10‒3 4.45 × 10‒2

Клеточный ответ на механическое воздействие (GO:0071260) 2.04 4.64 × 10‒4 1.50 × 10‒2

Васкулогенез (GO:0001570) 1.99 1.36 × 10‒3 3.67 × 10‒2

Регуляция пролиферации гладкомышечных клеток (GO:0048660) 1.94 3.06 × 10‒5 1.45 × 10‒3

Опосредованный интегрином сигнальный путь (GO:0007229) 1.94 3.41 × 10‒4 1.15 × 10‒2

Организация фибрилл коллагена (GO:0030199) 1.92 3.13 × 10‒4 1.07 × 10‒2

Регуляция миграции эндотелиальных клеток кровеносных сосудов 
(GO:0043535)

1.91 7.15 × 10‒4 2.16 × 10‒2

Регуляция эпителиально-мезенхимального перехода (GO:0010717) 1.89 1.05 × 10‒3 2.97 × 10‒2
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POSSIBLE ROLE OF PREP1 HOMEODOMAIN TRANSCRIPTION FACTOR
IN CARDIAC MESENCHYMAL STROMAL CELLS

Y. S. Stafeev1, E. K. Shevchenko1, M. A. Boldireva1, and D. N. Penkov1, *
1 National Medical Research Center of Cardiology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 121552 Russia

*e-mail: dpenkov@yahoo.com

Homeodomain transcription factors play a significant role in mesenchymal stromal cells (MSCs). Previously, the
role of Meis1, Pbx1 and Prep1 proteins from the TALE (Three Amino acid Loop Extension) family in adipocytic
and osteogenic differentiation of mouse mesenchymal stromal cells was established. In this work, using ChIP-seq
and bioinformatic analysis we investigated the binding pattern of PREP1 with the genomic DNA of human heart
MSCs, identified nearby genes, and analyzed their ontology. The target genes of the PREP1 factor in cardiac
MSCs have been established, and results obtained allow us to suppose involvement of the transcription factor
PREP1 in the direct reprogramming of fibroblasts into cardiomyocytes.

Keywords: cardiomyocyte, mesenchymal stromal cells, transcription factor, PREP1
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