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Еще в начале 60-х годов прошлого века заметили, что с хроматином ассоциировано большое коли-
чество различных РНК. Что это за РНК и где на хроматине они локализованы? Когда и в каких про-
цессах эти РНК выполняют свою нормальную или патогенную функцию? В данном обзоре мы опи-
сываем современные подходы, позволяющие в какой-то мере ответить на эти вопросы. Мы разби-
раем экспериментальные методы, позволяющие получить полный РНК-хроматиновый интерактом
клетки или полногеномные карты взаимодействий отдельных РНК с хроматином, а также методы
обработки экспериментальных данных. Мы акцентируем внимание на некодирующих РНК, кото-
рые функционируют в тесном контакте с хроматином и ассоциированными с хроматином белковы-
ми комплексами. Разнообразие биологических примеров, полученных с помощью этих методов, не
оставляет сомнений в том, что за счет тонкой настройки архитектуры хроматина, приводящей к из-
менению уровня экспрессии генов, взаимодействующие с хроматином РНК играют важную роль в
работе клеточных систем.
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что значительная часть генома эу-

кариот транскрибируется с образованием боль-
шого количества разнообразных РНК, включая
мРНК и такие некодирующие РНК (нкРНК),
как микроРНК, малые ядерные и малые ядрыш-
ковые РНК, энхансерные РНК, длинные нкРНК и
другие [1]. Кодирующие и некодирующие тран-
скрипты могут выполнять свои функции не только
в цитоплазме, но и в ядре клетки, где активно участ-
вуют в процессах регуляции транскрипции, а также
в ремоделировании и поддержании пространствен-
ной структуры хроматина [2]. Классическими при-

мерами таких РНК могут служить MALAT1,
NEAT1, XIST, TERC, HOTAIR и другие [2].

Механизмы взаимодействия нкРНК с хрома-
тином, модификаторами хроматина или с други-
ми белками изучают с помощью многочисленных
разработанных за последнее время эксперимен-
тальных подходов (см. обзор [3]). Среди них мож-
но выделить два класса методов: первый опреде-
ляет взаимодействия конкретной РНК со всеми
локусами хроматина (далее “один-против-всех”)
и позволяет установить сайты связывания одной
конкретной РНК во всем геноме – карту контак-
тов (RAP [4], CHART-seq [5], ChIRP-seq [6],

Сокращения: “все-против-всех” – класс методов (MARGI, GRID-seq, ChAR-seq, iMARGI, RADICL-seq, Red-C), которые
позволяют получить данные обо всех потенциальных РНК-хроматиновых взаимодействиях в клетке; нкРНК – некодиру-
ющие РНК; “один-против-всех” – класс методов (RAP, CHART-seq, ChIRP-seq, dChIRP-seq, ChOP-seq, CHIRT-seq), ко-
торые позволяют определить сайты связывания одной конкретной РНК со всем геномом; пики – участки генома, обога-
щенные контактами данной РНК с хроматином; ТАД – топологически ассоциированный домен; хаРНК – хроматин-ассо-
циированные РНК; хрДНК – хроматиновая ДНК; ESC – эмбриональные стволовые клетки; input – данные с фоновыми
неспецифическими контактами; GO-анализ – анализ онтологий генов; Х-РНК – ранее неизвестные хроматин-ассоцииро-
ванные РНК.
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dChIRP-seq [7], ChOP-seq [8] и CHIRT-seq [9]), в
то время как методы второго класса определяют
взаимодействия всех РНК со всеми локусами
ДНК (далее “все-против-всех”) и позволяют полу-
чить данные обо всех потенциальных РНК-хрома-
тиновых взаимодействиях в клетке (MARGI [10],
GRID-seq [11], ChAR-seq [12], iMARGI [13, 14],
RADICL-seq [15], Red-C [16]). Обзору работ по
РНК-хроматиновым взаимодействиям и посвя-
щена настоящая статья.

ЭКСПЕРИМЕНТЫ “ОДИН-ПРОТИВ-ВСЕХ”
В этой части обзора мы рассмотрим работы,

посвященные изучению полногеномных взаимо-
действий 42 нкРНК с хроматином (см. табл. 1) в
парадигме “один-против-всех”.

Объектом анализа часто служат РНК, факт
взаимодействия которых с хроматином установ-
лен в более ранних работах: XIST [4, 53–58],
NEAT1 [39], U1 [40], HOTAIR [6] и другие. Еще
один способ выбора объекта исследования осно-
ван на дифференциальном анализе транскрипто-
ма. Например, поиск нкРНК, специфичных для
клеток рака толстой кишки, с помощью диффе-
ренциального анализа транскриптома, позволил
отобрать потенциальную хроматин-ассоцииро-
ванную РНК (хаРНК), функционально связан-
ную с этим типом рака – lincDUSP [36].

Экспериментальные подходы к анализу 
взаимодействий конкретных РНК с хроматином

Группа методов “один-против-всех” (RAP,
CHART-seq, ChIRP-seq, dChIRP-seq, ChOP-seq,
CHIRT-seq) во многом однородна. Взаимодей-
ствия РНК–ДНК фиксируются комбинацией или
единственным сшивающим агентом, например,

формальдегидом, дисукцинимидилглутаратом, глу-
таральдегидом или ультрафиолетовым излучением.
Хроматин фрагментируется ДНКазой и/или уль-
тразвуком. Сшитые комплексы (РНК-геномная
ДНК) захватываются биотинилированными ДНК-
олигонуклеотидами, антисмысловыми по отноше-
нию к целевой РНК, и отбираются с помощью
стрептавидиновых шариков. Далее геномную ДНК
обычно элюируют в присутствии РНКазы H и очи-
щают от белков с помощью протеазы K. В конце
секвенируют фрагменты геномной ДНК, ранее
сшитые с целевой РНК, и анализируют получен-
ные данные (рис. 1).

Доступные участки целевой РНК, как правило,
заранее неизвестны, поэтому подбор антисмысло-
вых зондов является одной из главных проблем ме-
тодов “один-против-всех”. Например, для реше-
ния этой проблемы в методе CHART-seq предлага-
ется использовать малое количество коротких
зондов, которые в комплексе с РНК обладают вы-
сокой чувствительностью к РНКазе Н [5]. Этот
отбор позволяет выявить наиболее доступные для
гибридизации зондов области РНК. Напротив, в
методе ChIRP-seq предлагается использовать вы-
стилающие наборы зондов, покрывающие РНК
без пересечений (в случае HOTAIR зонды покры-
ли около 50% ее последовательности) [6]. Ис-
ключением стала многокопийная РНК TERRA,
содержащая повторяющиеся субтеломерные по-
следовательности, что делало затруднительным
использование выстилающих зондов. Метод
CHIRT-seq, объединивший и оптимизировав-
ший методы ChIRP-seq и CHART-seq [9], решил
данную проблему, использовав для специфиче-
ского захвата TERRA один олигонуклеотид, ком-
плементарный теломерному повтору. Отметим,
что все методы, борясь с неспецифическими вза-
имодействиями зондов, отбраковывают зонды,

Рис. 1. Общая схема протоколов “один-против-всех”.
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Таблица 1. РНК, контакты которых с хроматином установлены с помощью методов группы “один-против-всех”

РНК Организм Метод Поиск ДНК-
мотивов Поиск триплексов Год, ссылка

ANRIL Homo sapiens ChIRP MEME SUITE Triplex Domain Finder 2021, [17]

B2 Mus musculus CHART – – 2016, [18]

Bloodlinc M. musculus ChIRP MEME – 2017, [19]

Charme M. musculus ChIRP – – 2018, [20]

DACOR1 H. sapiens ChIRP – – 2015, [21]

Dali M. musculus CHART – Triplexator 2014, [22]

DINO H. sapiens ChIRP – – 2016, [23]

EPR M. musculus ChIRP HOMER Triplex Domain Finder 2020, [24]

Eprn M. musculus ChIRP – – 2017, [25]

ERV-9 H. sapiens, M. musculus ChIRP – – 2017, [26]

Evx1as M. musculus ChIRP – – 2016, [27]

Firre H. sapiens RAP – – 2014, [28]

HAND2-AS1 H. sapiens ChIRP – – 2019, [29]

Haunt M. musculus ChIRP – – 2015, [30]

HOTAIR H. sapiens ChIRP MEME – 2011, [6]

Hotchon M. musculus ChIRP – – 2015, [31]

HOTTIP H. sapiens ChIRP HOMER – 2019, [32]

IAP M. musculus ChIRP – – 2021, [33]

LED H. sapiens ChIRP – – 2015, [34]

Linc-ASEN H. sapiens ChIRP MEME – 2020, [35]

lincDUSP H. sapiens ChIRP – – 2018, [36]

LINE1 M. musculus ChIRP – – 2021, [33]

lnc-NR2F1 H. sapiens, M. musculus ChIRP MEME – 2019, [37]

LncHSC-2 M. musculus ChIRP DREME – 2015, [38]

MALAT1 H. sapiens, M. musculus CHART, RAP, 
ChIRP

MEME-ChIP – 2014, [39, 40], 
2020, [41]

MEG3 H. sapiens, M. musculus ChOP, ChIRP MEME-ChIP Triplexator 2015, [8]
2017, [42]

NEAT1 H. sapiens CHART MEME-ChIP – 2014, [39]

Panct1 M. musculus ChIRP – – 2017, [43]

PAR-TERRA M. musculus CHIRT – – 2017, [44]

Paupar M. musculus CHART MEME-ChIP – 2014, [45]

PCGEM1 H. sapiens ChIRP – – 2013, [46]

roX1 Drosophila. melanogas-
ter, D. virilis, D. willis-
toni, D. busckii

dchIRP, ChIRP – – 2014, [7]
2016, [47]

roX2 D. melanogaster,
D. virilis, D. willistoni, 
D. busckii

CHART, ChIRP MEME – 2011, [5, 6] 
2014, [7]
2016, [47]

SLEAR H. sapiens ChIRP MEME – 2020, [48]
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которые оказались комплементарными другим
РНК или участкам геномной ДНК.

Если локус контактов целевой РНК известен
заранее, то поиск ее контактов можно ограничить
этим локусом, амплифицировав ДНК только это-
го локуса (метод ChOP-qPCR), как в случае
управляющей импринтингом нкРНК Kcnq1ot1
[63]. Аналогичным образом с помощью CHART-
qPCR проанализированы РНК STEEL [64], а с
помощью ChIRP-qPCR – FMR1 [65].

Домены РНК, ответственные за взаимодей-
ствие с хроматином, можно выявлять с использо-
ванием делеционного анализа (в ряде работ из
XIST удаляли повторы B [56], E [58] и A [4, 54], а
из ANRIL – экзон 8 [17]) или домен-специфично-
го метода dChIRP-seq, как в случае roX1 [7].

Популярность экспериментальных протоко-
лов менялась со временем. В настоящее время в
большинстве работ используют протокол ChIRP-
seq (рис. 2).

Основными задачами обработки данных “один-
против-всех” являются: во-первых, выделение
участков генома, обогащенных контактами данной
РНК с хроматином (далее “пики”), во-вторых,
фильтрация специфичных пиков от артефакт-
ных.

Типичный конвейер обработки данных “один-
против-всех” состоит из следующих шагов: удале-
ние ПЦР-дубликатов и картирование прочтений
на геном; выделение участков со статистически
значимым превышением покрытия над покрытием
фона (определение пиков) и/или нормализация на
фон; поиск и фильтрация пиков.

В связи с особенностью решаемой биологиче-
ской задачи в некоторых работах выполняли ал-
лель-специфичное картирование [53, 56]. Чаще
всего при не аллель-специфичном выравнивании
оставляли уникально картированные на геном
прочтения.

Для учета артефактных сигналов используют
сравнение с фоновыми данными (“input”), а так-
же фильтрацию с помощью данных, полученных
в контрольных экспериментах: геномную ДНК
элюируют без добавления РНКазы Н [9] или об-
разец перед выделением обрабатывают РНКазой
[37]; используют зонды, не имеющие отношения к
целевой РНК, например, комплементарные зон-
дам основного эксперимента [8] или антисмысло-
вые зонды к РНК, которые не транскрибируются в
данной клеточной культуре, например, к РНК из
другого организма – мРНК гена LacZ [38]. В каче-
стве контроля используют также клеточные линии,
в которых изучаемая РНК либо не экспрессирова-
лась [31], либо ее ген был “нокаутирован” [30].

В большинстве работ пики определяли с ис-
пользованием программы MACS [66], первона-
чально разработанной для поиска пиков в данных
ChIP-seq. Однако использовали также такие про-
граммы, как SICER [67], HOMER [68] и SPP [69].
В зависимости от целевой РНК количество обна-
руженных пиков варьировало от сотен до десят-
ков тысяч. Любопытно, что при использовании в
качестве фона контрольных данных в некоторых
работах [5, 22] получены пики, отличные от пи-
ков, полученных при нормировании на “input”, в
то время как в [44] показана слабая зависимость

SRA H. sapiens ChIRP – – 2015 [49]
2020, [50]

TERC H. sapiens ChIRP MEME – 2011, [6]

TERRA M. musculus CHIRT MEME – 2017, [9, 44], 
2019, [51]

Tug1 M. musculus ChIRP MEME-ChIP – 2016, [52]

U1 M. musculus RAP – – 2014, [40]

XIST M. musculus RAP, CHART – – 2013, [4, 53]
2016, [55]
2019, [56, 57]
2020, [58]

116HG M. musculus ChIRP – – 2013, [59]

7SK H. sapiens, M. musculus ChIRP – – 2013, [60]
2016, [61]
2021, [62]

РНК Организм Метод Поиск ДНК-
мотивов Поиск триплексов Год, ссылка

Таблица 1. Окончание
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между полученными пиками и примененной фо-
новой моделью.

Для фильтрации случайного шума также при-
меняют биологические реплики с четными и не-
четными зондами. Основной конвейер обработки
таких данных состоит из генерации консенсусно-
го трека для четных и нечетных зондов и фильтра-
ции пиков по порогам обогащения, покрытия и
корреляции между четными и нечетными данны-
ми (подробнее этот подход описан в [6]).

 Другой подход к использованию контрольных
данных для исключения неспецифических пиков
состоит в том, чтобы отфильтровать те пики, ко-
торые попадают в области, обогащенные пиками
из контрольных экспериментов (со смысловыми
зондами, зондами против LacZ, с предобработ-
кой РНКзой) [19, 29].

Определение пиков проводят не всегда – в не-
которых случаях треки покрытия сглаживают с
помощью SPP, после чего нормируют на фон
и/или треки, полученные из других эксперимен-
тов или с другого аллеля [55, 56].

Отметим, что РНК может взаимодействовать с
геномной ДНК несколькими способами. Напря-
мую – формируя такие структуры, как РНК–
ДНК-триплексы (при этом образуются хугстинов-
ские связи между РНК и ДНК) и R-петли (уотсон–
криковское спаривание РНК–ДНК), или через
белкового посредника [3].

Поиск прямого взаимодействия некодирую-
щих РНК с ДНК можно проводить с использова-
нием нескольких подходов как независимо, так и
в комбинации. Простейший подход ищет потен-
циальные комплементарные взаимодействия с

ДНК в местах, ассоциированных с пиками РНК-
хроматиновых контактов. Однако применение,
например, алгоритма EMBOSS Water [70] не вы-
явило значительной комплементарности между
транскриптами Paupar и Dali и их соответствую-
щими контактами [22, 45]. С помощью програм-
мы Triplexator [71] показано, что РНК Dali не об-
разует триплексные структуры РНК-ДНК [22].
Таким образом, РНК Paupar и Dali, вероятно, не
связываются с ДНК напрямую. С другой сторо-
ны, с помощью программы Triplexator обнаруже-
ны потенциальные триплексы у MEG3 и HOTAIR
[8], а “Triplex Domain Finder” [72] – у EPR [24] и
ANRIL [17]. Здесь следует отметить, что програм-
мы поиска потенциальных триплексов имеют не-
высокое качество предсказания [73].

Для обнаружения потенциального белкового
партнера проводят de novo анализ ДНК-мотивов
по данным связывания изучаемой РНК с хрома-
тином методами MEME, DREME, MEME-ChIP,
MEME SUITE [74] и HOMER [68] (см. табл. 1).
Далее обогащенные мотивы можно сравнивать с
известными мотивами ДНК-связывающих бел-
ков, например, с помощью TOMTOM [75]. В
нкРНК LncHSC-2 [38] обнаружен мотив связы-
вания изоформы гемопоэтического фактора
транскрипции E2A. Показано пересечение пиков
связывания в данных ChIP-seq E2A и ChIRP-seq
LncHSC-2. Сделанные наблюдения, а также ре-
зультаты нокдауна гена E2A, показали, что LncH-
SC-2 отвечает за связывание E2A на некоторых
сайтах-мишенях.

Поиск ДНК-мотивов может дать неожидан-
ный результат. Например, в нкРНК MEG3 [8],

Рис. 2. Использование методов “один-против-всех” в разные годы.

2011 2012 2013 2014 2015 2016
Год

2017 2018 2019 2020 2021

1

1 1

1

1

1

111

111

2

2

2

2

2
3

3

3

3 3

3

5

5 5 5

7 7 7 7

6

6 6

ChlRP-seq
CHART-seq
RAP
dChlRP-seq
ChOP-seq
CHIRT-seq

К
ол

ич
ес

тв
о 

пу
бл

ик
ац

ий



280

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 2  2022

РЯБЫХ и др.

HOTAIR, roX2 [6], TERRA [9], ANRIL [17], linc-
ASEN [35] и Tug1 [52] идентифицированы GA-
богатые ДНК-мотивы, которые, как известно,
могут образовывать триплексные структуры [76–
78]. Это указывает на потенциально важную роль
GA-богатых мотивов в полногеномном таргетин-
ге длинных нкРНК. И если взглянуть на MEG3,
то выстраивается цельная картина: за нацеливание
на хроматин отвечает одна часть РНК, а за привле-
чение EZH2 (часть комплекса PRC2), с помощью
которой происходит модификация хроматина, от-
вечает совсем другая часть РНК MEG3 [8].

Полученные пики можно связать с регулятор-
ными областями генов и другими геномными об-
ластями с помощью программ GREAT [79], CEAS
[80] (lincDUSP [36], TERRA [9, 44]). Гены, ассо-
циированные с контактами, можно охарактери-
зовать по их принадлежности к тому или иному
процессу, выполнив анализ онтологий генов
(GO-анализ, программы Panther [81], DAVID [82],
QuickGO [83], Enrichr [84]). В дальнейшем анали-
зе данные “один-против-всех” можно сравнивать с
другими экспериментальными данными (напри-
мер, с GRID-seq, ChIP-seq, RNA-seq, Hi-C и др.) и
геномными аннотациями (SINE, LINE, CpG-
острова, цвета хроматина, энхансеры и т.д.). На-
пример, сравнение с данными RNA-seq после
нокдауна или сверхэкспрессии изучаемой РНК
(ANRIL [17], lnc-NR2F1 [37], Bloodlinc [19], EPR
[24], LED [34]) позволяет определить первичные
мишени среди генов, чья экспрессия значитель-
но изменялась при манипулировании изучаемой
РНК. Другой вариант последующего анализа:
определение колокализации сайтов связывания
нкРНК с сайтами связывания белков или белко-
вых комплексов, способствующих активации тран-
скрипции (например, MSL, Mediator, PGC-1α,
факторы транскрипции bHLH, INO80 и др.), мет-
ками активного хроматина (H3K4me3, H3K4me1,
H3K27ac, H3K9ac, РНК-полимераза II и др.), а
также ассоциация сайтов связывания нкРНК с
репрессирующими гистоновыми метками. Такие
стратегии позволили показать, что нкРНК roX [5,
6], Dali [22], Hotchon [31], Evx1as [27], Tug1 [52],
lnc-NR2F1 [37], HAND2-AS1 [29], ERV-9 [26],
Charme [20] и LED [34] являются активирующи-
ми. С другой стороны, обогащение репрессирую-
щими гистоновыми метками, колокализация с
сайтами связывания PRC1/PRC2 (или их субъ-
единицами), BAF, P-TEFb и другими белковыми
партнерами свидетельствуют о том, что XIST [4,
53–58] HOTAIR [6], MEG3 [8], Linc-ASEN [35],
7SK [61] относятся к репрессирующим РНК. Од-
нако это вовсе не значит, что РНК может быть
только активирующей или только репрессирую-
щей. Например, в зависимости от образования
комплекса с TrxG или с PRC2 нкРНК SRA будет
способствовать установлению либо активирующих
(H3K4me3), либо репрессирующих (H3K27me3)

гистоновых меток в соответствующем геномном
локусе и в зависимости от этого будет выполнять
либо активирующую, либо репрессирующую
функцию [49]. Paupar [45], ANRIL [17], TERRA
[9, 51] также ведут себя двойственно.

Данные “один-против-всех” часто использу-
ются для поиска различий между состояниями:
между ортологами roX1 и roX2 нескольких видов
Drosophila [47], до и после теплового шока
(нкРНК B2 мыши) [18], нокдауна белкового парт-
нера РНК HOTAIR, EZH2 [6], между разными
временными точками дифференциации клеток
(XIST [4], Evx1as [27], PAR-TERRA [44], ERV-9
[26]), до и после дополнительной обработки кле-
ток ингибитором элонгации транскрипции фла-
вопиридолом (MALAT1, U1 [40]) или ингибито-
ром бромодомена JQ1 (7SK [61]).

В отличие от белоккодирующих генов, гены
длинных нкРНК часто менее консервативны на
уровне последовательности [85, 86], однако дру-
гие характеристики нкРНК: синтеничные отно-
шения с соседними генами, сходство коротких
фрагментов последовательностей и вторичная
структура – часто остаются консервативными
(roX1/2 [47]). Важно отметить, что среди разбира-
емых в данном обзоре нкРНК встречаются как
неконсервативные (DACOR1 [21]), так и консер-
вативные РНК (Dali [22], Paupar [45], Firre [28],
Bloodlinc [19], DINO [23], Charme [20], HAND2-
AS1 [29], lnc-NR2F1 [37], EPR [24], Eprn [25], 7SK
[61], MALAT1, NEAT1 [39]).

Биологические примеры

Дозовая компенсация X-хромосомы у Drosophi-
la, roX1/2. Рибонуклеопротеин MSL (male-specif-
ic lethal), в состав которого входят нкРНК roX2 и
roX1, обеспечивает эквивалентную экспрессию
генов, расположенных на Х-хромосоме, между
мужскими (XY) и женскими (XX) особями Dro-
sophila за счет увеличения транскрипции с един-
ственной мужской Х-хромосомы примерно в 2 раза
[87]. Полученные с помощью методов CHART-
seq и ChIRP-seq в 2011 году полногеномные карты
контактов roX2 с хроматином подтвердили, что
roX2 в основном локализуется на Х-хромосоме и
связывается в тех же участках хроматина, как и
белок MSL3 (субъединица MSL-комплекса) [5,
6]. Анализ ДНК-мотивов roX2 в данных ChIRP-seq
выявил мотив, почти идентичный мотиву MSL
[6]. Плотность контактов roX2 увеличивается с 5′-
до 3′-конца каждого гена на Х-хромосоме, что со-
ответствует представлению о том, что комплекс
roX-MSL усиливает элонгацию, а не инициацию
транскрипции [88].

Модификация метода ChIRP-seq (dChIRP-seq –
“domain-specific chromatin isolation by RNA purifi-
cation” [7]) позволила уточнить, какие именно
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домены РНК roX1 участвуют в MSL- и CLAMP-
опосредованном взаимодействии с хроматином.
Карты связывания другой нкРНК, roX1 [89], по-
казали схожие сайты связывания с хроматином,
что подтверждает ранее известные данные о
функциональной избыточности и взаимозаменя-
емости roX1 и roX2. Сравнение dChIRP-seq roX1 и
ChIRP-seq roX2 с данными Hi-C позволили пред-
ложить модель конформации Х-хромосомы, в
которой локус roX2 и некоторые CES-сайты
(специфические сайты на Х-хромосоме, с кото-
рыми взаимодействуют обе РНК и MSL-белки)
кластеризуются в территорию дозовой компен-
сации, в то время как roX1-локус находится вне
этой территории [7].

Поиск ортологов roX1 и roX2 выявил 19 и
28 новых ортологов соответственно, у 35 видов
рода Drosophila, эволюционно разошедшихся около
40 млн лет назад [47]. Сравнительный анализ дан-
ных ChIRP-seq по взаимодействию ортологов
roX1 и roX2 с хроматином у D. melanogaster, D. wil-
listoni, D. virilis и D. busckii показал, что сайты свя-
зывания roX1/2 ассоциированы с Х-хромосомой
и в большинстве своем эволюционно динамич-
ны. Обнаружено, что новые сайты могут возни-
кать из интронных полипиримидиновых трактов.
Более детальный анализ показал, что для сайтов
связывания roX1/2 важна близость, а не точное
расположение относительно генов. В случае сли-
яния аутосомы с Х-хромосомой и образования
нео-Х-хромосомы (как у D. willistoni) новые
Х-сцепленные гены также могут подвергаться до-
зовой компенсации.

Дозовая компенсация X-хромосомы у млекопи-
тающих, XIST. Инактивация Х-хромосомы (“X-
chromosome inactivation”, или XCI) – это меха-
низм регулирования экспрессии Х-сцепленных
генов у женских особей млекопитающих, позво-
ляющий им компенсировать удвоенное количе-
ство половых хромосом [90–92]. В процессе XCI
неактивная Х-хромосома (Xi) подвергается ре-
конфигурации в уникальную структуру – тельце
Барра. Центральный игрок этого процесса –
длинная нкРНК XIST, которая распространяется
вдоль Xi, привлекая факторы сайленсинга и ин-
дуцируя глобальное подавление топологически
ассоциированных доменов (ТАД) [56, 93–95].
Она может выполнять функцию каркаса в сборке
репрессивных комплексов, таких как Polycomb
(PRC1/PRC2), которые моноубиквитинируют
гистон H2A по лизину 119 (H2AK119ub) и триме-
тилируют гистон H3 по лизину 27 (H3K27me3)
[95–98], или формировать репрессивный ком-
партмент, например, взаимодействуя непосред-
ственно с рецептором ламина B (LBR) и привле-
кая Xi в ядерную ламину [54].

В 2013 году были опубликованы две работы, в
которых методы “один-против-всех” (RAP [4] и

CHART-seq [53]) впервые применили для изуче-
ния распространения РНК XIST по Х-хромосоме.
Экспериментальные данные получены для не-
скольких временных точек: перед XCI (эмбрио-
нальные стволовые клетки мыши, ESC), после за-
вершения XCI (терминально дифференцирован-
ные фибробласты) и три и две промежуточные
стадии соответственно. Как и ожидалось, чем бли-
же клеточная линия приближалась к терминально
дифференциированной стадии, тем больше стано-
вилось XIST-обогащенных сегментов на Х-хромо-
соме, тем больше была плотность контактов на
этих сегментах по сравнению с плотностью на
аутосомах. Проанализировав корреляции между
профилями распространения XIST вдоль Xi (по
стадиям развития) и геномными и хроматиновы-
ми аннотациями, пришли к выводу, что во время
de novo XCI XIST сначала распространяется по бо-
гатым генами регионам (“ранние” домены). Лю-
бопытно, что XIST с большей вероятностью наце-
лена на гены в областях активного хроматина, а
затем распространяется в области, более бедные
генами (“поздние” домены), причем XIST и
PRC2 совместно мигрируют в новые регионы внут-
ри “ранних” доменов Xi. Показано, что именно
конформация хромосомы, а не аффинность “ран-
них” доменов играет важную роль в определении
ранних сайтов локализации XIST на Хi при de novo
XCI [4]. Чтобы выяснить, как распространяется
XIST по Xi после завершения XCI, проанализиро-
вали распространение XIST по Xi в клеточной ли-
нии MEF (эмбриональные фибробласты мыши)
через 1, 3 и 8 ч после удаления XIST с помощью
заблокированных нуклеиновых кислот LNA-C1 и
LNA-4978. Оказалось, что во время поддержания
Xi в соматических клетках XIST распространяется
как на “ранние”, так и на “поздние” домены од-
новременно [53]. Таким образом, РНК XIST рас-
пространяется по Х-хромосоме по двум разным
механизмам в зависимости от стадии: de novo XCI
или поддержания XCI.

РНК XIST имеет доменную структуру из кон-
сервативных повторяющихся мотивов (повторы
A–F) [99], роль которых в распространении XIST
известна не до конца. Для выяснения роли этих
доменов применили делеционный анализ. После
удаления повтора E паттерны распространения
данной РНК по Xi на 3-й день дифференцировки
ESC сильно коррелировали с паттернами XIST
дикого типа, однако на 7-й день микроскопиче-
скими методами (FISH и 3D-SIM) выявили зна-
чительную дисперсию XIST-ΔE внутри ядра по
сравнению с диким типом. Это показывает, что
повтор E не влияет на начальное распростране-
ние XIST по Хi, но необходим на более поздних
стадиях XCI [58].

С помощью методов ChIP-seq и CHART-seq по-
казано [56], что удаление повтора B в клеточной ли-
нии MEF (процесс XCI завершен), необходимого
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XIST для взаимодействия с белком HNRNPK и
привлечения через него PRC1 и PRC2, вызывает
истощение покрытия XIST и почти полную поте-
рю меток H2AK119ub и H3K27me3 на Xi. Причем
дефект распространения XIST связан с потерей
PRC1 и PRC2, что подтверждают данные незави-
симых двойных нокаутов по компонентам PRC1
и PRC2. Также показано, что повтор A, с которым
взаимодействует PRC2 [97], необходим XIST на
начальных этапах XCI для подавления экспрес-
сии генов в “ранних” доменах и изменения струк-
туры хромосомы [4]. Так, с повтором A напрямую
взаимодействует LBR [95, 100] при de novo XCI,
что способствует привлечению покрытой XIST
ДНК в ядерную ламину и распространению XIST
на другие участки Х-хромосомы, которые физиче-
ски стали ближе к локусу транскрипции XIST [54].

В дальнейшем была опубликована модель по-
шагового сворачивания Xi. При de novo XCI XIST
сначала распространяется по богатым генами
“ранним” доменам (которые сильно коррелиру-
ют с A-компартментами укладки хроматина), а
далее по “поздним” доменам (B-компартменты).
В этот момент A/B-компартменты XIST-зависи-
мо ремоделируются в S1/S2-компартменты (спе-
цифичные только для Xi). Далее архитектурный
белок SMCHD1 ослабляет (но не удаляет полно-
стью) структуру ТАДов Xi, объединяет S1/S2 и
формирует два мегадомена, разделенных Dxz4-
локусом. Удаление SMCHD1 в клетках с завер-
шенной XCI вызывает повторное появление
S1/S2-компартментов и обогащение XIST в S1
(но не в S2), что приводит к аберрантному обога-
щению H3K27me3 на Xi, сегментарной эрозии ге-
терохроматина и неудачному подавлению экспрес-
сии генов. Более того, истощение XIST, HNRNPK
или PRC1 препятствует S1/S2-компартментализа-
ции хроматина [55, 57].

TERRA. На теломерах активно синтезируется
гетерогенная популяция длинных нкРНК, полу-
чивших название TERRA. Известно, что TERRA
является неотъемлемой частью архитектуры те-
ломер. Однако цитологические исследования по-
казали, что только около половины обнаружива-
емых транскриптов TERRA локализованы в тело-
мерах. С помощью CHIRT-seq удалось показать,
что TERRA связывает хроматиновые мишени по
всему геному: как в цис- (на теломерах), так и в
транс-положениях [9, 51].

С помощью CHIRT-seq на женских клетках
ESC, MEF и двух промежуточных стадиях обна-
ружена субпопуляция TERRA, транскрибируе-
мая из псевдоаутосомных регионов (PAR) Х-хро-
мосом – PAR-TERRA [44]. Оказалось, что РНК
PAR-TERRA необходима для гомологичного спа-
ривания Х-хромосом (X–X) и собственно для
процесса XCI, который управляется Xic (X-inacti-
vation center) через нкРНК XITE, TSIX и XIST. Во

время раннего развития счетный механизм опре-
деляет количество Х-хромосом и инициирует XCI
в клетках с двумя или более Х-хромосомами. XIST
инициирует сайленсинг всей случайно выбран-
ной хромосомы Xi, тогда как TSIX противодей-
ствует XCI на оставшейся активной Xa. Переход
от двухаллельной к моноаллельной экспрессии
гена TSIX фиксирует выбор аллеля. Переход TSIX
в моноаллельное состояние происходит во время
гомологичного спаривания между двумя аллеля-
ми Xic. Показано, что PAR-TERRA взаимодей-
ствует с Xic в течение всего периода спаривания
Xic-Xic, а взаимодействия Xic-Xic, PAR-PAR и
Xic-PAR регулируются PAR-TERRA.

Уточнение молекулярно-биологического меха-
низма действия NEAT1 и MALAT1. Известно, что
высококонсервативная нкРНК MALAT1 локали-
зуется в ядерных спеклах [101], взаимодействует с
серин/аргинин-богатыми белками, участвующи-
ми в сплайсинге, и может регулировать экспрес-
сию генов и альтернативный сплайсинг [102]. Для
более детального изучения молекулярной функ-
ции MALAT1 в 2014 году с помощью методов
RAP–RNA и RAP–DNA получены полногеном-
ные карты контактов MALAT1 с другими РНК и с
хроматином соответственно [40]. Локализация
MALAT1 на хроматине оказалась сильно связан-
ной с активно транскрибируемыми генами, при-
чем наибольшее обогащение MALAT1 наблюда-
лось примерно на 500 н. ниже аннотированного
сигнала полиаденилирования. Эксперимент RAP–
DNA при подавленной элонгации транскрипции
показал, что обогащение MALAT1 в ранее актив-
ных генах значительно снижено, т.е. локализация
MALAT1 на хроматине зависит от транскрипции
его ДНК-мишеней. Кроме того, локализация
MALAT1 на хроматине зависит от экзон-интрон-
ной структуры генов: мультиэкзонные и альтер-
нативно сплайсируемые гены наиболее обогаще-
ны контактами MALAT1. Одноэкзонные гены не-
гистоновых белков менее обогащены, а гены
гистонов редко контактируют с MALAT1.

Длинная нкРНК NEAT1 входит в состав ядер-
ных параспеклей [103] и участвует в регуляции
транскрипции [104, 105]. Она, как и MALAT1,
взаимодействует с сотнями активных генов, при-
чем со многими эти РНК взаимодействуют сов-
местно [39], однако их паттерны связывания раз-
личаются: NEAT1 связывает TSS и TTS (сайты
инициации и терминации транскрипции) генов,
а MALAT1 – тела генов и TTS. Дополнительные
эксперименты CHART-seq с подавлением элон-
гации транскрипции показали, что NEAT1 более
заметно реагирует на изменение уровня тран-
скрипции его ДНК-мишеней, чем MALAT1 – ин-
гибирование элонгации транскрипции ведет к от-
четливому смещению локализации NEAT1 в на-
правлении сайтов инициации транскрипции [39].
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U1. В 2010 году заметили, что сплайсосомная
РНК U1 связана с другим процессом – защитой
транскриптома клетки. U1 предотвращает преж-
девременное расщепление и полиаденилирова-
ние (PCPA) зарождающихся транскриптов [106].
В 2014 году с помощью методов RAP–RNA и
RAP–DNA получены полногеномные карты кон-
тактов U1 с другими РНК и с хроматином соот-
ветственно [40]. Оказалось, что локализация U1
на хроматине ассоциирована с транскрипцией
ДНК-мишеней, при этом 5′- и 3′-концы активных
генов обогащены контактами U1 больше, чем их
тела. После подавления элонгации транскрипции
локализация U1 изменилась: контакты U1 на
3′-концах генов в значительной степени исчезли,
но на 5′-концах генов обогащение U1 сохраня-
лось. Предполагается, что U1 локализуется на
хроматине двумя способами: 1) U1 связывается с
зарождающимися РНК, защищая транскриптом
от PCPA, что отражается в обогащении 3′-концов
генов контактами U1; 2) U1 связывается с 5′-кон-
цами генов по механизму, который не зависит от
элонгации транскрипции, и поэтому может участ-
вовать в регуляции инициации транскрипции [40].

Ингибирование транскрипции и истощение
SNRNP70 (компонента малого ядерного рибону-
клеопротеина U1) на 90% приводит к снижению
связывания MALAT1 с активными генами (дан-
ные ChIRP-seq [38]), что подтверждает гипотезу о
том, что связанный с активной РНК-полимера-
зой II малый ядерный рибонуклеопротеин U1
прямо влияет на локализацию некоторых длин-
ных нкРНК на хроматине [41].

HOTAIR. Длинная межгенная нкРНК HO-
TAIR транскрибируется из HOXC-локуса, может
связывать комплекс PRC2 и влиять на степень его
обогащения на генах-мишенях по всему геному
[107–109]. Как HOTAIR направляет PRC2 к ге-
нам-мишеням? Чтобы понять это, в 2011 году с
помощью ChIRP-seq получены карты контактов
HOTAIR с хроматином на клетках рака молочной
железы [6]. Обнаружены 832 сайта связывания
HOTAIR с хроматином, которые располагались в
основном в энхансерах и интронах, а также ассо-
циировались с сайтами связывания субъединиц
PRC2 (EZH2 и SUZ12). Далее провели ChIRP-seq
HOTAIR на клетках MDA-231, истощенных по
EZH2-субъединице, которая непосредственно
связывается с HOTAIR. Оказалось, что паттерн
локализации HOTAIR на хроматине в значитель-
ной степени сохранился, что указывает на спо-
собность HOTAIR связываться с хроматином без
PRC2. В совокупности эти результаты подтвер-
ждают, что HOTAIR может активно привлекать
комплексы, модифицирующие хроматин.

lnc-NR2F1. Ген длинной нкРНК lnc-NR2F1
(или NR2F1-AS1) располагается в геноме рядом с
белоккодирующим геном NR2F1, который коди-

рует фактор транскрипции, участвующий в ней-
рогенезе. Последовательность lnc-NR2F1 удиви-
тельно консервативна у мыши и человека, что не
характерно для длинных нкРНК. Данные ChIRP-
seq для lnc-NR2F1 мыши анализировали по стан-
дартной схеме [37]: GREAT-анализ выявил ассо-
циации пиков с конкретными генами, а GO-ана-
лиз отобранных генов показал обогащение этого
набора генами, вовлеченными в нейронные про-
цессы. Сравнение карт контактов lnc-NR2F1 с об-
щедоступными данными ChIP-seq показало, что
пики lnc-NR2F1 колокализуются с энхансерными
хроматиновыми метками H3K27ac и H3K4me3.
Согласно анализу ДНК-мотивов сайтов связыва-
ния lnc-NR2F1, подобные мотивы найдены у не-
которых факторов транскрипции, связанных с
нейрогенезом (Ngn2 и Ascl1).

Так как lnc-NR2F1 человека имеет несколько
изоформ, предположили, что разные домены lnc-
NR2F1 могут иметь различную локализацию на
хроматине. С помощью ChIRP-seq картированы
контакты двух изоформ lnc-NR2F1: короткой и
длинной [37]. Число сайтов связывания длинной
изоформы оказалось примерно в 10 раз больше,
чем короткой: 4404 против 415, причем эти мно-
жества сайтов слабо перекрывались. Это, а также
GO-анализ генов-мишеней, согласуется с гипо-
тезой о том, что длинная изоформа участвует в
нейрогенезе [37].

Консервативность lnc-NR2F1, сходство мно-
жеств генов человека и мыши, ассоциированных
с контактами этой РНК, а также соответствую-
щих мотивов ДНК указывают на возможные кон-
сервативные функции lnc-NR2F1 у мыши и чело-
века [37].

Firre. Длинная межгенная нкРНК Firre лока-
лизуется на Х-хромосоме и взаимодействует с
ядерным матричным фактором hnRNPU через
повторяющиеся последовательности. Заметное
обогащение локуса Firre сайтами связывания
CTCF и меткой H3K4me3, а также сниженное
число сайтов связывания XIST, LaminB1 и метки
H3K27me3 в этом локусе свидетельствуют о том,
что этот ген избегает инактивации Х-хромосомы
[28]. Используя метод RAP, определили сайты
связывания Firre с хроматином и обнаружили
значительно обогащенные пики на некоторых
хромосомах, однако преобладал сигнал в области
~5 млн п.н. вокруг сайта транскрипции. Дополни-
тельные FISH-эксперименты подтвердили фокус-
ную локализацию Firre в ее собственном локусе.
По-видимому, Firre может служить локальным ор-
ганизующим фактором для топологического сбли-
жения транс-сайтов и геномного локуса.

SRA. Колокализация активной гистоновой
метки H3K4me3 и репрессирующей метки
H3K27me3 определяет бивалентные сайты, кото-
рые маркируют гены, готовые к индукции экспрес-
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сии, в том числе гены, участвующие в дифферен-
цировке плюрипотентных стволовых клеток. За
метилирование H3K4 и H3K27 ответственны белки
группы Trithorax (TrxG) и PRC2 соответственно.
Длинная нкРНК SRA (Steroid Receptor RNA Activa-
tor) может связываться как с TrxG, так и с PRC2.
Используя метод ChIRP-seq, в геноме плюрипо-
тентных стволовых клеток человека [49] иденти-
фицировали 7899 сайтов связывания SRA, из ко-
торых 1570 несли метку H3K4me3, 735 –
H3K27me3 и 894 сайта имели сигнатуру бивалент-
ного домена (8% от всех картированных бива-
лентных доменов). Отсюда следует, что в зависи-
мости от сайта SRA может доставлять одну или
обе эти модификации. Пересекая сайты связыва-
ния SRA с сайтами p68 (SRA-ассоциированная
РНК-хеликаза), CTCF, NANOG, предположили,
что CTCF способствует установлению бивалент-
ных состояний в местах, где также присутствует
SRA: NANOG привлекает на хроматин SRA и
связанные с ним комплексы TrxG и PRC2, а p68
облегчает SRA-опосредованное метилирование
H3K4.

Выполнив ChIRP-seq на клеточной линии
K562 эритробластов человека [50], обнаружили
2790 сайтов связывания SRA по всему геному,
большинство из которых располагались на рас-
стоянии до 50 т.п.н. от сайта инициации тран-
скрипции (TSS). Анализ транскриптома показы-
вает, что SRA способствует экспрессии эритроид-
ассоциированных генов и при этом действует как
репрессор генов, ассоциированных с лейкоцита-
ми. Кроме того, подавление SRA с помощью малых
шпилечных РНК снижает экспрессию эритроид-
специфических маркеров TFRC и GYPA и подав-
ляет экспрессию глобиновых генов. Таким обра-
зом показано, что нкРНК SRA способствует
транскрипции эритроидных генов.

DACOR1. Для эпигенома опухолевых клеток
характерна глобальная потеря метилирования
ДНК, которое вносит вклад в геномную неста-
бильность и аберрантную экспрессию генов.
Длинная нкРНК DACOR1 взаимодействует с под-
держивающей ДНК-метилтрансферазой DNMT1
в клеточной линии HCT116 (рак толстой кишки),
экспрессируется на высоком уровне в нормаль-
ных клетках здоровой толстой кишки и на сни-
женном – в клонах раковых клеток толстой киш-
ки. С помощью ChIRP-seq найдено 338 сайтов
связывания DACOR1 с хроматином: 161 сайт рас-
полагается около 150 аннотированных генов и
177 в межгенных областях. При сравнении сайтов
связывания DACOR1, расположенных рядом с
аннотированными генами, с дифференциально
метилированными областями (DMR), опреде-
ленными в когорте опухолей толстой кишки и в
соответствующих нормальных тканях, выявили
перекрывание 31 сайта с DMR. Эти результаты
показывают, что, взаимодействуя как с DNMT1,

так и с хроматином, DACOR1 потенциально при-
влекает и/или собирает DNMT1-комплекс в
определенных геномных локусах для регуляции
эпигенетических модификаций и, следовательно,
экспрессии конкретных генов и путей [21].

p53-связанные РНК: LED, DINO, SLEAR. Бе-
лок p53 связывается с энхансерами, чтобы регу-
лировать ключевые гены-мишени. Картирование
6270 р53-регулируемых энхансеров показало, что
большинство из них не содержит сайтов связыва-
ния р53. Поскольку длинные нкРНК являются
важными регуляторами динамики хроматина,
предположили, что p53-индуцированные длин-
ные нкРНК вносят вклад в активацию энхансе-
ров с помощью p53 [34]. Из индуцированных р53
нкРНК были выбраны три – RP3-510D11.2,
loc643401 и LED, но только подавление LED
ослабляло функцию р53. Выполнив ChIRP-seq,
получили 1698 сайтов связывания LED с хрома-
тином, которые затем сопоставили с аннотацией
состояний хроматина [110]. Сайты связывания
LED присутствуют во всех состояниях хромати-
на, однако значительное обогащение наблюдает-
ся в сильных энхансерах. Дальнейшее сопостав-
ление LED-ассоциированных энхансеров с дан-
ными GRO-seq, гистоновыми метками, а также с
изменением уровней гистоновых меток после
нокдауна LED позволило сделать вывод, что LED
регулирует энхансеры, влияя на установку актив-
ной энхансерной гистоновой метки H3K9ac. По-
казано также, что длинные нкРНК DINO [23] и
SLEAR [48] ассоциированы с p53 и непосред-
ственно участвуют в связывании p53 с некоторы-
ми из его генов-мишеней.

РНК, регулирующие гены HOX: Haunt, HOTTIP.
Идентифицировав длинные нкРНК, участвую-
щие в плюрипотентности и дифференцировке
эмбриональных стволовых клеток (ESC), на при-
мере РНК Haunt постарались определить функ-
ции ESC-специфичных нкРНК [30]. Ген Haunt
расположен на ~40 т.п.н. выше кластера HOXA.
Помимо нокаута, нокдауна и сверхэкспрессии
Haunt с последующим анализом дифференциаль-
ной экспрессии генов и других экспериментов
выполнен ChIRP-seq для РНК Haunt. В недиффе-
ренцированных ESC контакты Haunt непре-
рывно покрывали геномную область размером
1 млн п.н. с сигналами, сосредоточенными меж-
ду ближайшими к гену Haunt HOXA-кластером и
геном Skap2. Сигналы ChIRP-seq резко снижа-
лись ниже локуса Haunt в непосредственной бли-
зости от гена Hoxa1 и уменьшались дальше от 5'-
к 3'-концу кластера HOXA, что сопровождалось
появлением длинного участка репрессивных ме-
ток H3K27me3, покрывающих всю область HOXA
(105 т.п.н.). Не обнаружено никаких значитель-
ных пиков Haunt за пределами ее гена и близле-
жащих локусов, что подтверждает цис-функцию
Haunt на хроматине. После добавления ретиное-
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вой кислоты (морфоген, регулирующий актива-
цию генов HOX in vivo и in vitro) РНК Haunt стала
чаще контактировать с 5'-стороной области HOXA
с пиком в локусах Hoxa5 и Hoxa6, показывая 6–7-
кратное увеличение плотности контактов Для
сравнения, уровень ассоциации Haunt с хромати-
ном не изменился в дистальном Hoxa13 и увели-
чился только в 2 раза в локусах Haunt и Skap2. Та-
ким образом, вместо неспецифического связыва-
ния хроматина из-за повышенной экспрессии
после обработки ESC ретиноевой кислотой, уси-
ленная ассоциация Haunt с локусами HOXA мо-
жет быть специфически связана с функцией РНК
Haunt. Сильное и прямое взаимодействие Haunt с
5'-стороной кластера HOXA указывает на то, что
Haunt прямо участвует в модуляции индукции
HOXA.

Данные ChIRP-seq позволили показать, что
РНК HOTTIP является цис-регулятором поздних
генов HOXA (HOXA9–HOXA13). Однако анализ
3767 сайтов связывания показал, что помимо ре-
гуляции генов HOXA, HOTTIP регулирует гемо-
поэтический ландшафт хроматина и транскрип-
ционную программу путем взаимодействия со
специфическими для гемопоэза факторами тран-
скрипции и эпигенетическими регуляторами [32].

ЭКСПЕРИМЕНТЫ “ВСЕ-ПРОТИВ-ВСЕХ”
Начиная с 2017 года, опубликовано шесть работ,

в которых предложено несколько эксперименталь-
ных протоколов и биоинформатических подходов,
позволяющих определять полный РНК-хромати-
новый интерактом (протоколы “все-против-всех”):
MARGI [10], GRID-seq [11], ChAR-seq [12], iMARGI
[13, 14], RADICL-seq [15], Red-C [16].

Экспериментальные подходы к анализу 
взаимодействий всех РНК с хроматином

Все методы идеологически используют один и
тот же основной подход – сначала клетки фикси-
руют, фрагментируют ДНК с помощью эндо-
нуклеаз или ультразвука, а затем проводят лиги-
рование пространственно сближенных молекул
РНК и локусов ДНК при участии специфически
сконструированного линкера, несущего биоти-
новую метку, необходимую для последующего
выделения целевых конструкций. При этом сна-
чала лигируют линкер к РНК, а потом к хромати-
новой ДНК (хрДНК). Далее проводят обратную
транскрипцию и получают химеры кДНК–лин-
кер–хрДНК (рис. 3). В первой работе [10] все
процедуры проводили в ядерном лизате, что тре-
бовало много клеток (порядка 400 млн). В других
методах процедуры проводили in situ, поэтому
клеток требовалось на два порядка меньше.

В ряде работ (рис. 3, верхняя панель) линкер
содержит сайт узнавания MmeI (GRID [11], Red-

C [16]) или EcoP15I (RADICL [15]). Эти рестрик-
тазы замечательны тем, что точка расщепления
удалена на 20 или 27 н. от сайта узнавания. В ме-
тодах GRID и RADICL линкер несет два сайта ре-
стрикции, направленные как в сторону кДНК, так
и в сторону хрДНК, в то время как в Red-C линкер
содержит только один сайт, направленный в сторо-
ну хрДНК (рис. 3, верхняя панель). Фрагменты, по-
лученные после обработки рестриктазами, выделя-
ют на стрептавидине и секвенируют либо с одного
конца (GRID и RADICL), либо с двух (Red-C).

В методах MARGI и iMARGI [10, 13, 14] кон-
струкцию кДНК–линкер–хрДНК закольцовыва-
ют, после чего кольцо линеаризуют рестриктазой
BamHI, сайт которой присутствует в линкере,
так, что один конец содержит фрагмент линкера и
кДНК, а второй – хрДНК и другой фрагмент лин-
кера (рис. 3, нижняя панель). Далее конструкцию
отбирают на стрептавидиновых шариках и секве-
нируют с двух концов.

В работах использовали разнообразные кон-
троли. В частности, оценивали фоновые взаимо-
действия, добавляя к клеткам, выбранным для ис-
следования, клетки другого организма (например,
дрозофилы), после чего определяли долю обнару-
женных межвидовых контактов (MARGI, GRID
[10, 11]). Эти контрольные эксперименты показа-
ли, что лишь небольшая доля (около 2%) контак-
тов являются межвидовыми. В методах “все-про-
тив-всех” корректность протокола проверяют по
соответствию полногеномных данных результатам
некоторых экспериментов “один-против-всех”.

Отметим, что в используемых методах фикса-
ции предпочтительно сшивают нуклеиновые кис-
лоты с белками, а нуклеиновые кислоты сшивают-
ся между собой менее эффективно. Есть РНК–
ДНК-контакты, обусловленные просто процессом
транскрипции, которые должны породить боль-
шое количество тривиальных контактов (полиме-
разный след). Поэтому в ряде работ применяют
дополнительные процедуры подготовки библио-
тек. В частности, в методе MARGI [10] использу-
ют два варианта фиксации – жесткую с 1%-ным
формальдегидом (pxMARGI), и фиксацию сме-
сью формальдегида и дисукцинимидилглутарата
(diMARGI), где ожидается меньший уровень по-
лимеразного следа. Для уменьшения шума в ра-
боте [15] (RADICL) использовали два дополни-
тельных варианта подготовки биологического
материала. В первом для подавления полимераз-
ного следа клетки инкубировали с ингибитором
инициации транскрипции актиномицином D. Во
втором хроматин после сшивки сразу же расши-
вали и обрабатывали протеиназой K в денатури-
рующих условиях, чтобы оставить только прямые
РНК–ДНК-взаимодействия. В табл. 2 представ-
лены клеточные линии, использованные в экспе-
риментах “все-против-всех”.
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Обработка данных экспериментов
“все-против-всех”

В ходе биоинформатического анализа секвени-
рованные фрагменты проходят проверку качества,
удаляются ПЦР-дубликаты, затем из последова-
тельностей одноконцевых или парноконцевых чте-
ний удаляют технические последовательности,
определяя фрагменты, соответствующие РНК- и
ДНК-частям, которые картируют на последова-
тельность соответствующего генома или тран-
скриптома. Таким образом получают координаты

фрагмента РНК и локуса ДНК, которые, согласно
результатам протокола и секвенирования, опреде-
лены как контактирующие друг с другом. Все мето-
ды анализа подразумевают исключительно уни-
кальное картирование и РНК-, и ДНК-частей,
что приводит к исключению из рассмотрения
хаРНК, пришедших из повторов, и контактов
хаРНК с повторами. Отметим, что использование
рестриктазы EcoP15I с более далекой точкой рас-
щепления (27 вместо 20 у MmeI) позволило в экс-
перименте RADICL-seq получить больше уни-
кально картированных фрагментов [15].

Рис. 3. Общая схема протоколов “все-против-всех”. Верхняя панель: GRID, RED-C, RADICL (в RADICL вместо
MmeI использована рестриктаза EcoP15I). Нижняя панель: MARGI, iMARGI (показаны этапы после обратной тран-
скрипции, этапы до обратной транскрипции совпадают с GRID, RED-C, RADICL).
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Хроматин имеет разную степень доступности,
поэтому можно ожидать, что число контактов с ге-
терохроматином будет ниже просто из-за того, что
эндонуклеазы будут реже расщеплять эти участки,
внося тем самым систематическую ошибку в дан-
ные. Поэтому в ряде работ применяли нормирова-
ние на фон. Так, в [11, 16] в качестве фона (внутрен-
него контроля) использовали профиль транс-
контактов мРНК, поскольку предполагается,
что мРНК белоккодирующих генов в основной
своей массе не должны специфически контактиро-
вать с хроматином. Для выделения наиболее лип-
ких участков хроматина применяли также поиск
пиков с помощью программы MACS [10]. Во всех
работах проводили аннотацию РНК-частей с ис-
пользованием разметок (ENSEMBL hg38 release
84 [10], ENSEMBL GRCh38.83 [11], NCBIM37
mm9 [11], BDGP5.78 dm3 [11], FlyBase r5.57 dm3 [12],
GENCODE release M14 mm10 [15], GENCODE re-
lease 19 hg19 [16]). Аннотации генов часто пере-
крываются, например, в интроне мРНК может
быть закодирована малая ядрышковая РНК или
микроРНК. Предложена процедура, с помощью
которой при проведении аннотации РНК-частей
контактов разрешались конфликтные ситуации,
возникающие при пересечении генов в разметке:
РНК-часть контакта приписывали гену с боль-
шей плотностью покрытия [16]. Отмечено также
довольно большое число контактов неаннотиро-
ванных РНК [11, 16]. Предложен способ сборки по-
тенциальных транскриптов из этих фрагментов
[16]. С использованием достаточно жестких филь-
тров обнаружено около 2000 новых хаРНК, кото-
рые назвали Х-РНК.

Общие характеристики карт контактов
Установлено, что наибольшее количество кон-

тактов образуют мРНК, причем в контактах
участвуют как экзоны, так и интроны. Контакты
обнаружены также у антисмысловых РНК, малых
ядерных и малых ядрышковых РНК, микроРНК,
piРНК и других биотипов РНК. Протокол
RADICL-seq порождает более длинные фрагмен-

ты, чем протоколы GRID-seq и Red-C, поэтому с
его использованием удалось уникально картиро-
вать порядка 10% РНК-частей. В mESC среди по-
второв найдено больше всего малых ядерных
РНК и SINE (по 1/3), а в mOPC повышена пред-
ставленность LINE и LTR. Отмечена весьма вы-
сокая корреляция между уровнем транскрипции
отдельных РНК и числом их контактов [11, 16].

Анализ распределения расстояний между ис-
точником РНК и ее контактом на хроматине по-
казал, что средняя плотность контактов убывает с
расстоянием между геном РНК и ее ДНК-кон-
тактом. Кроме того, большинство РНК чаще кон-
тактирует с хроматином той же хромосомы, где
расположен ген, чем с другими хромосомами. Од-
нако ряд РНК этими свойствами не обладает. В
частности, MALAT1, NEAT1 и малые ядерные
РНК имеют контакты на всем геноме, а XIST кон-
тактирует только со своей хромосомой. Так, в
частности, показано, что чем выше экспрессия
РНК (по данным CAGE), тем медленнее убывает
плотность контактов с расстоянием [15]. Отмече-
но также, что РНК, транскрибируемые с SINE,
предпочтительно контактируют с ДНК на рассто-
янии 10 т.п.н.–1 млн п.н. от своего гена, а LINE и
LTR – на расстоянии более 100 т.п.н. [15]. Там же
отмечено, что подавление транскрипции актино-
мицином D сохраняет часть цис-контактов.

Контакты известных РНК

В работах “все-против-всех” сравнили карты
контактов отдельных РНК и результаты экспери-
ментов “один-против-всех”. Обнаружено доста-
точно хорошее соответствие данным по MALAT1
[11, 15, 16]. Однако согласно [15], контакты
MALAT1 и 7SK, определенные RADICL-seq, луч-
ше соответствуют контактам этих РНК, опреде-
ленным RAP и ChIRP-seq соответственно, чем
контакты, установленные GRID-seq. Здесь труд-
но сравнивать результаты разных экспериментов,
поскольку они проводились на разных клеточных
линиях и в разных условиях. Поэтому трудно ска-

Таблица 2. Клеточные линии, использованные в экспериментах “все-против-всех”

Метод Организм, клеточная линия Ссылки

MARGI H. sapiens: H9 ESC, HEK293T [10]

GRID-seq
H. sapiens: MDA-MB-231, MM.1S
M. musculus: ES
D. melanogaster: S2

[11]

iMARGI H. sapiens: HEK293T и HFF [13]

iMARGI H. sapiens: клетки эндотелия [14]

RADICL-seq M. musculus: mESC и прогениторные клетки олигодендроцитов (mOPC) [15]

Red-C H. sapiens: K562, фибробласты [16]



288

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 2  2022

РЯБЫХ и др.

зать, обусловлены эти расхождения эксперимен-
тальными протоколами или различиями в обработ-
ке данных. Также GRID-seq находил меньше спе-
цифических далеких цис- и транс-взаимодействий,
особенно в случае некодирующих РНК. Показана
также клеточная специфичность профилей кон-
тактов РНК, особенно РНК-маркеров клеточных
линий.

Контакты с промоторами и хроматином
в разных состояниях

Значительная часть РНК-ДНК-контактов при-
ходится на активный хроматин. В частности, уро-
вень покрытия ДНК контактами положительно
коррелирует с гистоновыми метками транскрипци-
онно активного хроматина (H3K27ac и H3K4me3)
[10]. Большая часть контактов приходится на эух-
роматин (при сравнении с DHS-seq и ATAC-seq
[15]), ДНК-части обогащены в промоторах и
межгенных участках [11]. Отметим, что это обога-
щение может быть артефактом экспериментов,
поскольку открытый хроматин более доступен
для нуклеаз и поэтому он дает больше контактов.

Рассмотрение контактов различных РНК с
хроматином [16] показало, что некоторые РНК
предпочитают гетерохроматин, Kcnq1ot1 взаимо-
действует с хроматином, подавленным Polycomb,
и с сайтами связывания CTCF, а энхансерные
РНК – преимущественно с промоторами активно
транскрибируемых генов и другими энхансерами.
Малые ядерные РНК предпочитали активный
хроматин, а vlincRNA (очень длинные нкРНК
[111]) и Х-РНК – гетерохроматин на расстоянии
более 10 млн п.н. от своего гена. Показано также,
что некоторые микроРНК чаще контактируют с
гетерохроматином и B-компартментами, что ука-
зывает на организацию гетерохроматина вокруг
ядрышка.

Показано, что РНК с высоким уровнем кон-
тактов с хроматином ассоциированы с белками
(по данным fRIP для K562), в частности, с белка-
ми комплекса Polycomb, HDAC и DNMT1 [16].
Значительная часть хаРНК взаимодействовала
также с ADAR.

Сравнение карт контактов с данными Hi-C
Изучение связи РНК-хроматиновых контак-

тов с архитектурой хроматина [11, 15] показало,
что РНК–ДНК- и ДНК–ДНК-взаимодействия
генов мыши и дрозофилы хорошо коррелировали
между собой в радиусах 1 млн п.н. и 200 т.п.н. со-
ответственно [11]. Большая часть РНК из генов
внутри ТАДов контактировала с ДНК преимуще-
ственно внутри своих же ТАДов. Отмечено, что
границы ТАДов обогащены ДНК-частями во всех
линиях и во всех экспериментальных условиях
[15]. Там же показано, что ассоциированные с

хроматином РНК предпочитают взаимодейство-
вать с тем же типом хроматинового компартмен-
та, из которого они происходят. Отмечено, что до
30% близких взаимодействий можно объяснить
пространственной укладкой хроматина.

Протоколы полногеномного изучения архи-
тектуры хроматина и РНК-ДНК-интерактома ис-
пользуют одни и те же подходы: фиксацию клеток
и лигирование близко расположенных друг к дру-
гу молекул. В результате биоинформатической
обработки данных в протоколах Hi-C остается
~75% от исходных чтений, в то время как в случае
РНК–ДНК-взаимодействий пригодной для ана-
лиза остается только четверть данных, что гово-
рит о несовершенстве экспериментальных подхо-
дов при массовом изучении хаРНК.

Другие наблюдения
Согласно [13], 5 из 10 наиболее часто взаимо-

действующих пар генов определены в iMARGI
как гибридные транскрипты в TCGA (The Cancer
Genome Atlas). Помимо этого, проанализирова-
ны 96 новых опухолевых образцов, в которых на-
шли 42 гибридных транскрипта, 37 из которых
совпадали с РНК–ДНК-контактами в нормаль-
ных клетках. Исходя из этих результатов, предло-
жена новая модель образования гибридных тран-
скриптов: два транскрипта сближаются в про-
странстве (либо из-за сближения их генов, либо
из-за того, что РНК оказалась в пространствен-
ной близости другого гена), а затем происходит
транс-сплайсинг или геномная перестройка.

Применение протокола iMARGI позволило по-
казать, что при искусственно вызванном стрессе,
имитирующем сахарный диабет, дисфункция кле-
ток эндотелия обусловлена нарушением экспрес-
сии генов, опосредованным хаРНК [14]. Данные
iMARGI указывают на индуцированное стрессом
возникновение ряда контактов РНК–хроматин, в
том числе, с участием ингибитора активатора плаз-
миногена SERPINE1 и нкРНК LINC00607. Эти ге-
ны известны как коэкспрессируемые в дисфунк-
циональных клетках эндотелия, включая клет-
ки, полученные от больных диабетом. Нокдаун
LINC00607 привел к подавлению SERPINE1 и
других генов, вносящих вклад в эндотелиальную
дисфункцию, подтверждая тем самым предполо-
жение о том, что взаимодействия РНК с хромати-
ном вносят вклад в регуляцию транскрипции во
время дисфункции эндотелия.

ВЫВОДЫ
Данные экспериментов “один-против-всех”

(как и “все-против-всех”) отражают физическую
близость РНК и конкретных хроматиновых локу-
сов, что делает их центральными для понимания
механизма действия нкРНК. Однако, чтобы опре-
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делить функциональную роль РНК в соответству-
ющем ДНК-локусе, необходимы дополнительные
полногеномные данные, например, о структуре
хроматина, экспрессии генов или о локализации
ДНК-связывающих и хроматин-модифицирую-
щих белков. В частности, более детально партнеров
изучаемой РНК выявляют, используя модифика-
ции основных методов “один-против-всех”, такие
как RAP-RNA [40], CHART-MS [39], CHART-RNA
[112], ChIRP-RNA [113] и другие. Помимо мето-
дов “один-против-всех”, “всех-против-всех” и их
производных существует множество других под-
ходов, позволяющих исследовать РНК-ДНК-вза-
имодействия не только прямо (поиск R-петель
[114], триплексных структур [115]), но и косвенно
(определение предположительно хаРНК с помо-
щью комбинации методов изучения РНК-белко-
вых взаимодействий с СhIP-seq) [116].

К преимуществам методов “все-против-всех”
перед методами “один-против-всех” относится то,
что они не требуют первичного знания о последо-
вательности изучаемых РНК, что позволяет полу-
чать данные о контактах с хроматином всех РНК в
клетке. Однако у всех описанных выше методов
“все-против-всех” есть характерные проблемы,
обусловленные общей схемой методов. Во-первых,
лишь небольшая доля секвенированных фрагмен-
тов (10–30%) РНК–ДНК-контактов сохраняется
при картировании из-за требования уникальности.
Во-вторых, в итоговых данных присутствует много
фоновых неспецифических контактов (транс-кон-
тактов мРНК) и много проксимальных контактов
(когда РНК контактирует со своим геном), что зна-
чительно снижает количество осмысленных кон-
тактов и разрешение методов в целом. В-третьих,
из-за относительно низкой глубины секвенирова-
ния в результирующих данных “все-против-всех”
мы видим в основном высокоэкспрессирующиеся
РНК. При слиянии контактов из нескольких ре-
плик можно получить набор из 100 млн контактов
для млекопитающих, однако этого все равно недо-
статочно для получения достаточно высокого
разрешения. Несмотря на это, паттерны контак-
тов единичных РНК в методах “все-против-всех”
хорошо согласуются с паттернами контактов этих
же РНК в методах “один-против-всех”, а также с
паттернами специфических белок-хроматиновых
взаимодействий, что указывает на биологическую
достоверность результатов. Таким образом, можно
сказать, что “КПД” этих методов невелик, однако
они показали свою релевантность и нашли значи-
тельное количество нкРНК, которые активно вза-
имодействуют с хроматином.

Важный этап анализа данных изучения взаи-
модействий РНК–хроматин – определение ис-
тинных взаимодействий между РНК и хромати-
ном. В данном обзоре мы показали многообразие
подходов, однако две работы [25, 62] подчеркива-
ют важность использования в качестве отрица-

тельного контроля клеточную линию с нокаутом
изучаемой РНК. В этих работах не обнаружено
значительного обогащения контактов РНК 7SK и
Eprn в клетках дикого типа по сравнению с клет-
ками с нокаутом. Это позволяет сделать вывод о
том, что эти РНК не взаимодействуют с хромати-
ном, хотя имеют значительное обогащение кон-
тактов относительно “input”.

В подходах “все-против-всех” для определе-
ния релевантности данных используют контроли,
однако они не генерируют данные для определе-
ния фоновых взаимодействий (так называемый
“input”), а фон определяют лишь из контактов
мРНК, которые считают неспецифическими. Ос-
новным источником фоновых неспецифических
контактов, по-видимому, является фиксация слу-
чайных взаимодействий отрицательно заряжен-
ных РНК с положительно заряженными белками
хроматина. Уровень неспецифичности, в работах
класса “все-против-всех”, по-видимому, наблюда-
ется также и в экспериментах класса “один-против-
всех”. Однако существенно большее количество
контактов конкретной РНК, которое можно полу-
чить в эксперименте “один-против-всех”, спасает
ситуацию. Необходимым представляется дальней-
шее развитие методов обработки данных с тем, что-
бы более четко отделить неспецифические контак-
ты от специфических. Еще одна важная и пока
нерешенная проблема – множественное карти-
рование прочтений. Здесь тоже необходимы но-
вые методы анализа данных.

Для лучшего понимания РНК-хроматиновых
взаимодействий необходим комплексный подход к
анализу данных. Уже предпринята попытка срав-
нительного анализа всех доступных данных “один-
против-всех” [117], однако, в том числе из-за опи-
санных выше проблем, не удается интегрировать
данные, полученные методами “один-против-всех”
и “все-против-всех”.

Помимо дополнительных экспериментов, на-
правленных на сравнение карт контактов нкРНК
в клетках дикого типа и, например, в культуре
опухолевых клеток или в клетках, обработанных
специальными агентами, вызывающими опреде-
ленный клеточный ответ, несомненный интерес
представляет сравнение карт контактов у разных
видов. Эволюционный анализ контактов ортоло-
гичных РНК может помочь понять причины свя-
зывания тех или иных целевых локусов и их изме-
нения, как в случае нкРНК roX1/2 [47]. Еще одно
интересное направление изучения РНК-хрома-
тиновых взаимодействий – получение карт кон-
тактов до и после индукции стволовых клеток к
дифференцировке, а также сравнение карт контак-
тов на разных этапах клеточного цикла. Эти экспе-
рименты интересны как в технологиях “один-про-
тив-всех”, так и “все-против-всех”.



290

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 2  2022

РЯБЫХ и др.

Интерпретацию полученных результатов за-
трудняют альтернативные изоформы нкРНК. Кар-
та контактов конкретной нкРНК отражает суммар-
ную картину, поэтому определение вклада той или
иной изоформы считается перспективной задачей
биоинформатики.

Одно из важных направлений – получение ме-
тодами “один-против-всех” полногеномных карт
контактов белоккодирующих РНК, так как в дан-
ных “все-против-всех” РНК этого класса имеют
большое количество контактов в геноме, даже
при добавлении ингибитора транскрипции – ак-
тиномицина D. Интерес вызывают также некоди-
рующие функции мРНК или подтверждение пра-
вильности использования контактов мРНК в ка-
честве неспецифических при анализе данных
“все-против-всех”.

Сейчас видны несколько путей развития мето-
дов “все-против-всех”. Можно ставить новые за-
дачи, например, сравнивать карты контактов до
и после индукции дифференцировки стволовых
клеток, а также на разных стадиях клеточного
цикла. Можно применять другие методы фикса-
ции, например, ультрафиолетовое излучение.
Методы фиксации показывают преимуществен-
но связи нуклеиновых кислот с белками, поэто-
му в этих экспериментах видны в основном контак-
ты, опосредованные белками – РНК–белок–ДНК.
Поэтому после образования химер РНК–ДНК
можно с помощью антител выделить специфиче-
ские тройные комплексы РНК–белок–ДНК, со-
держащие интересующий белок. Это позволит су-
щественно повысить мощность метода. При этом
наибольший интерес вызывают белки, определя-
ющие архитектуру хроматина (CTCF) и модифи-
каторы хроматина (метилтрансферазы).

Основные выводы, к которым нам хотелось
привести читателя, состоят в следующем. Во-пер-
вых, взаимодействия РНК–хроматин играют
важную роль в работе клеточных систем. Во-вто-
рых, существует ряд методов, позволяющих нахо-
дить эти контакты. В-третьих, мы находимся в
начале пути. Еще предстоит разработать методы
анализа РНК-хроматиновых взаимодействий в
одной клетке, а также методы, основанные на
in situ секвенировании.

Работа поддержана грантом Российского фон-
да фундаментальных исследований (№ 20-04-
00459 А).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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RNA-CHROMATIN INTERACTOME. WHAT? WHERE? WHEN?
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T. Y. Ponomareva 1, A. A. Zharikova1, 2, 4, and A. A. Mironov1, 2
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Back in the early 60s of the last century, it was noticed that a large amount of RNAs is associated with chro-
matin. What kind of RNAs are they? Where are they located on chromatin? When and in what processes do
these RNAs perform their physiologically normal or pathogenic functions? In this review, we describe mod-
ern approaches that allow, to some extent, to answer these questions. We analyze experimental methods that
make it possible to obtain a complete RNA–chromatin interactome of a cell or genome-wide interactions
maps of individual RNAs with chromatin, as well as processing methods of the obtained experimental data.
We focus on noncoding RNAs that function in close contact with chromatin and chromatin-associated pro-
tein complexes. The variety of biological examples resulting from the application of these methods make it
clear that, due to the fine tuning chromatin architecture, leading to a change in the level of gene expression,
RNAs interacting with chromatin play an important role in the functioning of cellular systems.

Keywords: noncoding RNAs, RNA–chromatin interactome, chromatin, epigenetics, transcription
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