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1) СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

п.н. – пара нуклеотидов 

СpG – цитозин (С) и гуанин (G), где р – остаток фосфорной кислоты 

LB – среда Лурия-Бертани 

ИПСК – индуцированные плюрипотентные клетки 

DAPI – диамидино-2-фенилиндол  

DMEM – среда Дульбекко, модифицированная Иглом 

DMR – дифференциально метилированный участок ДНК (differentially methylated 

DNA region)  

DNMT – ДНК-метилтрансфераза 

MBD – метил-ДНК-связывающий домен 

MeCP2 – метил-CpG-связывающий белок 

PBS – фосфатно-солевой буфер 

TRD – домен репрессирующий транскрипцию 

МЭФ – мышиные эмбриональные фибробласты 

NCoR – ядерный ко-репрессорный белковый комплекс 

NEM – ингибитор протеаз, N-этилмалеимид 

BTB/POZ – семейство белков содержащих на N-конце BTB домен и на С-конце 

домен «цинковые пальцы» 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

кДа – килоДальтон 

ДМСО – диметилсульфоксид 

ТАД – топологически ассоциированные домены 

HDAC – гистондеацетилаза  

5 mC – 5-метилцитозин 

5 hmC – 5-гидроксиметилцитозин 

5 fC – 5-формилцитозин 

5 caC – 5-карбоксицитозин 

WT – дикий тип 

Kaiso KO – нокаут по гену Kaiso 

K42R – замена аминокислоты лизина в 42 положении на аргинин 

qPCR-RT – ПЦР в реальном времени 
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RING – домен цинкового пальца, тип C3HC4 

TET – семейство метилцитозиндиоксигеназ 

PWWP – домен состоящий из около 70 аминокислот, который содержит 

аминокислотную последовательность «Pro-Trp-Trp-Pro». 

siRNA – короткая интерферирующая РНК (short interfering RNA) 

PHD – растительный гомеодомен (Plant homeodomain) 

PBD –PCNA-связывающий домен 

PCNA – ядерный антиген пролиферирующих клеток (proliferating cell nuclear 

antigen) 

mQ – деионизированная вода 

MTT – 98% тиазолиловый синий тетразолийбромид 

ЩФ – щелочная фосфатаза 

ЭСК – эмбриональные стволовые клетки 

NGS – секвенирование нового поколения 

Ме – метилирование 

Р – фосфорилирование 
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2) ВВЕДЕНИЕ 

2.1 Актуальность 

Регуляция экспрессии генов - область пристального исследовательского интереса. 

На сегодняшний день много внимания уделено эпигенетическому феномену, когда 

наследственные изменения экспрессии генов происходят без изменения 

последовательности ДНК [1]. Эпигенетика – молодая и бурно развивающаяся наука. Этот 

термин появился в начале 1940 годов, когда эмбриолог Конрад Уоддингтон высказал 

радикально новую идею, что гены под влиянием эпигенетической регуляции 

контролируют развитие и дифференцировку клеток [2]. Дисциплина эпигенетики 

определяется как изучение молекулярных процессов, которые влияют на 

информационный поток между одной и той же последовательностью ДНК и различными 

паттернами экспрессии генов. Хорошо изучены основные эпигенетические механизмы: 

действие малых некодирующих РНК, метилирования ДНК, ремоделирования структуры 

хроматина и модификации гистонов. Нарушение этих механизмов приводит к целому 

ряду заболеваний. Дисбаланс в метилировании ДНК широко наблюдался при многих 

типах рака, таких как рак толстой кишки, молочной железы, печени, мочевого пузыря, 

Вильмса, яичников, пищевода, простаты и кости, а также при ревматоидном артрите, 

системной красной волчанке, сахарном диабете 2 типа, синдроме Ретта, старении и др. [3]. 

Растет число исследований, обнаруживших связь между аберрантной экспрессией 

некодирующей РНК в патофизиологии таких заболеваний как онкология, сердечно-

сосудистые и неврологические расстройств [4,5]. Показана роль гистоновых модификаций 

в развитии аллергических заболеваний, нейродегенеративных расстройств [6,7]. 

Значительные изменения в эпигенетических модификациях и структуре хроматина 

связаны с дифференцировкой стволовых клеток и репрограммированием соматических 

клеток. Репрограммирование соматических клеток связано с ремоделированием 

хроматина и деметилированием генов, связанных с плюрипотентностью [8]. Сегодня 

исследователи выявили сотни модификаций гистонов, которые считаются 

эпигенетическими метками, и было изучено большое количество ферментов, которые 

регулируют как метилирование ДНК, так и модификации гистонов. На сегодняшний день 

является актуальным изучение механизмов метилирования и деметилирования ДНК, 

влияющие на экспрессию, что позволяет получать информацию и предсказывать 

процессы, протекающие в клетке. Уровень метилирование ДНК напрямую регулирует 

способность многих транскипционных факторов связываться с ДНК. Причем 

транскрипционные факторы могут не только влиять на транскрипцию, но и участвовать в 

https://paperpile.com/c/t9By6a/jJ8AZ
https://paperpile.com/c/t9By6a/7UUG1
https://paperpile.com/c/t9By6a/lApwi
https://paperpile.com/c/t9By6a/pOUlo+zwNOW
https://paperpile.com/c/t9By6a/c6a6E+NKUDh
https://paperpile.com/c/t9By6a/IcGpG
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регуляции метилирования ДНК. Поэтому такие факторы являются потенциальными 

мишенями для лечения заболеваний, причиной которых является изменение 

метилирования ДНК.  

Белки, имеющие цинковые пальцы, часто выступают не только в роли 

транскрипционных регуляторов, но и как факторы, влияющие на профиль метилирования 

ДНК [9,10]. Kaiso является транскрипционным фактором, который может связываться 

цинковыми пальцами как с метилированными, так и с неметилилированными 

последовательностями [11–13]. Он участвует в прогрессировании рака, контроле 

клеточного цикла, воспалительных процессах, апоптозе и WNT сигнальном пути, 

регулирует метилирование локуса в импринтированном районе IGF2/H19 [14–16]. В 

данной работе исследуется влияние белка Kaiso на профиль метилирования ДНК, как в 

соматических клетках, так и в раковых клетках Caki-1, предложены механизмы влияния 

Kaiso на метилирование ДНК. Определение роли метил-ДНК связывающего белка Kaiso в 

регуляции гомеостаза метилирования ДНК позволит не только выявить его новые 

функциональные особенности, но и в дальнейшем рассматривать в качестве 

терапевтической мишени. Это определяет актуальность данной работы.  

 

2.2 Степень разработанности темы 

Метил-ДНК связывающий белок Kaiso играет роль, как репрессора, так и 

активатора транскрипции. Его активационные способности связаны с пострансляционной 

модификацией по 42 лизину в BTB/POZ домене убиквитин подобным белком SUMO. 

Репрессионная активность Kaiso регулируется привлечением корепрессионных 

комплексов NCoR, SMRT, в состав которых входят гистодеацетилазы. Обычно Kaiso 

рассматривался как транскрипционный регулятор, однако в работе 2016 года Флорана 

Боне было показано, что в фибробластах человека Kaiso важен для поддержания 

метилирования одного из регуляторных элементов импринитинга локуса IGF2/H19 [17]. 

То есть Kaiso может выступать в качестве регулятора метилирования ДНК. Это 

подтверждается наблюдением, что Kaiso связывается с теми же метилированными 

последовательностями, что и один из факторов Яманаки KLF4 in vitro. KLF4 участвует в  

деметилировании ДНК за счет привлечения  метилцитозиндиоксигеназ (ТЕТ), его 

активность важна при репрограммировании клеток [18, 19]. А значит, Kaiso потенциально 

может конкурировать с KLF4 за участки связывания с ДНК и препятствовать её 

деметилированию. Репрограммирование соматических клеток является одной из 

уникальных модельных систем, которая позволяет определить важность того или иного 

https://paperpile.com/c/t9By6a/URcVg+Rss9s
https://paperpile.com/c/t9By6a/u2Arx+Rz98R+xYiHX
https://paperpile.com/c/t9By6a/dbrkU+maQmL+ag2sW
https://paperpile.com/c/t9By6a/eTJs9
https://paperpile.com/c/t9By6a/yS28a
https://paperpile.com/c/t9By6a/EBLRz
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фактора в установлении, поддержании, интерпретации эпигенетических модификаций. 

Это связано с тем, что при репрограммировании клеткам приходится преодолевать, так 

называемый, эпигенетический барьер, меняя профиль как метилирования ДНК, так и 

распределения модификаций гистонов. Так, удаление метил-ДНК связывающих белков 

MeCP2, MBD2 способствует более эффективному репрограммамированию [20,21].  

 Остается неизвестным есть ли в геноме еще участки, метилирование которых 

зависит от экспрессии Kaiso, может ли Kaiso взаимодействовать с ДНК-

метилтрансферазами или же конкурировать с KLF4, может ли Kaiso как эпигенетический 

регулятор влиять на процесс репрограммирования соматических клеток. 

 

2.3 Цели и задачи исследования 

Целью диссертационной работы является поиск  молекулярных механизмов 

влияния метил-ДНК связывающего белка Kaiso на регуляцию метилирования ДНК, и 

характеристику участков, метилирование которых зависит от экспрессии Kaiso. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи:  

1) Определить участки геномной ДНК, изменяющие уровень метилирования при 

удалении Kaiso; 

2) Оценить влияние Kaiso на эффективность репрограммирования соматических 

клеток мышей; 

3) Определить обратимость метилирования ДНК при удалении Kaiso и при 

экспрессии несумоилированной формы белка  Kaiso (K42R); 

4) Исследовать взаимодействие Kaiso с ДНК-метилтрансферазами; 

5) Определить взаимное влияние Kaiso и KLF4 на метилирование промотора гена-

мишени Kaiso. 

 

2.4 Основные положения, выносимые на защиту 

1.   Нокаут по гену Kaiso приводит как к гипер- так и к гипометилированию 

участков ДНК в мышиных эмбриональных фибробластах и в клеточной линии 

светлоклеточного рака почки Caki-1 . 

2. Нокаут по гену Kaiso повышает эффективность репрограммирования мышиных 

эмбриональных фибробластов в индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, что 

сопряженно с увеличением пролиферативной активности клеток.  

https://paperpile.com/c/t9By6a/TzebY+NOjYw
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3.   В клеточной линии HEK293 удаление Kaiso  обратимо снижает 

метилирования промотора TRIM25, повышая транскрипционную активность. 

4.   Экспрессия несумоилированной формы белка Kaiso приводит к увеличению 

метилирования и установлению гистоновой модификации H3K9me3 в промоторе TRIM25, 

а также к необратимому снижению экспрессии TRIM25. 

5.   В клеточной линии HEK293 Kaiso входит в один комплекс  с de novo ДНК-

метилтрансферазами 3A/3B, для формирования такого комплекса достаточно BTB/POZ 

домена Kaiso. 

6.   Удаление KLF4 препятствует деметилированию промотора TRIM25 при 

удалении Kaiso. 

 

2.5 Научная новизна 

 В работе впервые показано, что в МЭФ нокаутных по гену Kaiso наблюдается 

изменение профиля метилирования ДНК, детектируются как гипо-, так и 

гиперметилированные участки. Среди гипометилированных участков были найдены 

промоторы генов, вовлеченных в регуляцию и поддержание статуса плюрипотентности, в 

том числе промотор Oct4.  

Показано, что нокаут Kaiso повышает эффективность репрограммирования МЭФ в 

индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК), что сопряжено с 

увеличением пролиферативной активности клеток.  

Способность Kaiso регулировать метилирование ДНК, подтверждена на 

светлоклеточной линии рака почки человека Caki-1. Удаление Kaiso с помощью 

CRISPR/Cas9 редактирования генома приводит к слабому статистически значимому 

гиперметилированию всего генома клеточной линии Caki-1. Найдены участки как гипо- 

(обогащены в энхансерах, интронах, 3'UTR, промоторах генов плюрипотентности), так и 

гиперметилированные (обогащены в промоторах и 5'UTR) при удалении Kaiso.   

Использование модельной системы с мутацией сайта сумоилирования с заменой 

аминокислоты лизина на аргинин в 42 положении (K42R) позволило найти TRIM25 как 

новый ген-мишень Kaiso. Нокаут по гену Kaiso обратимо снижает уровень метилирования 

промотора TRIM25, влияя на его транскрипционную активность.  При этом экспрессия 

несумоилированной формы белка Kaiso K42R приводит к гиперметилированию и 

появлению модификации H3K9me3 в промоторе TRIM25. 

 Впервые было показано, что Kaiso может входить в один комплекс с de novo ДНК 

метилтрансферазами DNMT3A/B. Для формирования такого комплекса достаточно 
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BTB/POZ домена Kaiso. Впервые показано, что KLF4 играет ключевую роль в 

деметилирования гена-мишени Kaiso TRIM25. Сдвиг рамки в гене KLF4 одновременно с 

Kaiso не приводит к снижению метилированию промотора TRIM25, как это наблюдалось в 

Kaiso дефицитных клетках. 

 

2.6 Методология и методы исследования 

Работа выполнена на современном оборудовании с использованием современных 

методов молекулярной и клеточной биологии, в том числе геномного редактирования с 

помощью CRISPR/Cas9 клеточных линий человека, методов молекулярного 

клонирования, вестерн-блот анализа, полногеномного бисульфитного секвенирования и 

бисульфитного секвенирования CpG богатых районов, иммунопреципитации хроматина, 

коиммунопреципитации, ПЦР в реальном времени, получение мышиных эмбриональных 

фибробластов и их репрограммирование, получение лентивирусов и др. Для решения 

поставленных задач использовались современные методы биоинформатического и 

статистического анализа.  

 

2.7 Личный вклад автора  

Диссертационная работа основана на собственных данных полученных автором в 

период с 2016-2022 гг. Все клеточные линии, полученные методом CRISPR/Cas9  были 

получены лично автором. Все этапы получения мышиных эмбриональных фибробластов и 

их репрограммирование было проведено лично автором. В ходе работы автором 

проведены эксперименты, в результате которых были выявлены участки, изменяющие 

метилирование при удалении или мутации Kaiso  и/или KLF4, охарактеризовано 

взаимодействие Kaiso с ДНК-метилтрансферазами 

По материалам данной работы опубликовано 4 статьи в рецензируемых научных 

изданиях, рекомендованных для защиты в диссертационном совете МГУ по 

специальности молекулярная биология и сделано 5 докладов на всероссийских и 

международных конференциях. Полученные результаты были представлены и обсуждены 

на конференциях: FEBS Congress — 2017 в Иерусалиме, Израиль; Международная 

научная конференция по биоорганической химии «XII чтения памяти академика Ю. А. 

Овчинникова» и VIII Российский симпозиум «Белки и пептиды» — 2017 в Москве, 

Россия; FEBS Congress — 2018 в Праге, Чехия; FEBS Congress — 2019 в Кракове, Польша; 

FEBS Congress — 2022 в Лиссабоне, Португалия.  
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2.8 Степень достоверности и апробация результатов 

Диссертационная работа основана на собственных данных полученных автором в 

период с 2016-2022 гг. Все клеточные линии полученные методом CRISPR/Cas9 были 

получены лично автором. Все этапы получения мышиных эмбриональных фибробластов и 

их репрограммирование было проведено лично автором. В ходе работы автором 

проведены эксперименты, в результате которых были выявлены участки, изменяющие 

метилирование при удалении или мутации Kaiso и/или KLF4, охарактеризовано 

взаимодействие Kaiso с ДНК-метилтрансферазами.  

Публикации 

Статьи 

1. Zhenilo S., Deyev I., Litvinova E., Zhigalova N., Kaplun D., Sokolov A., Mazur A., 

Prokhortchouk E. DeSUMOylation switches Kaiso from activator to repressor upon 

hyperosmotic stress // Cell Death Differ. – 2018. –Vol. 25, no. 11. – Р.1938-1951 (Web of 

science IF=12.067). 

2. Kaplun D. S. , Fok R.E., Korostina V.S., Prokhortchouk E.B., Zhenilo S.V. Kaiso 

Gene Knockout Promotes Somatic Cell Reprogramming // Biochemistry (Moscow). 

2019. – Vol. 84, no. 3. – P. 283-290 (Web of science IF=2.824). 

3. Kaplun D., Starshin A., Sharko F., Ganova K., Filonova G., Zhigalova N.,. 

Mazur A, Prokhortchouk E. and Zhenilo S.  Kaiso Regulates DNA Methylation Homeostasis 

International Journal of Molecular Sciences. 2021. – Vol. 22, article 7587 (Web of science 

IF=6.208). 

4. Kaplun D.S., Kaluzhny D.N., Prokhortchouk E.B., Zhenilo S.V. DNA 

Methylation: Genomewide Distribution, Regulatory Mechanism and Therapy Target//Acta 

Naturae. 2022. - Vol. 14 №4 P. 4-19 (Web of science IF=2.204). 

Материалы конференций  

1. Kaplun D., Litvinova E., Zhigalova N., Prokhortchouk E., Zhenilo S. 

Involvement of methyl-DNA binding protein Kaiso in environmental stress response // The 

FEBS Journal. 2017 –Vol. 284, no S1 –P. 175-176. 
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Мазур А., Прохорчук Е. Сумоилирование изменяет транскрипционные свойства белка 

Kaiso// Acta Naturae (англоязычная версия). – 2017. – Т. 9. no. S. – P. 41–42.  

3. Zhenilo S., Kaplun D., Prokhortchouk E. Role of Kaiso in homeostasis 

regulation.  // FEBS Open Bio. – 2018. – Vol. 8, no. S1. – P. 134. 
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3) ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

3.1 Эпигенетика 

Эпигенетика занимается исследованием изменений экспрессии генов, не связанных 

с мутациями в последовательности ДНК. Эпигенетические изменения сохраняются по 

мере деления клеток и могут передаваться из поколения в поколение. Существует 

несколько эпигенетических механизмов, влияющих на экспрессию генов, не 

затрагивающих нуклеотидную последовательность ДНК: метилирование ДНК, 

посттрансляционные модификации гистонов, регуляторные некодирующие РНК, 

варианты упаковки нуклеосом [22]. 

Эмбриональное развитие организма начинается с образования одноклеточной 

зиготы и заканчивается созданием 220 специализированных типов клеток организма 

млекопитающего. Каждая клетка имеет характерный профиль метилирования, который 

коррелирует с ее потенциалом дифференцировки (Рисунок 1). Уоддингтоном была 

предложена модель «эпигенетического ландшафта»: в каждой точке бифуркации 

потенциал клетки выбирать разную судьбу уменьшается. Вверху модели располагаются 

тотипотентные, способные образовывать все 220 типов клеток, включая плаценту, и 

плюрипотентные стволовые клетки. Плюрипотентные клетки в отличие от тотипотентных 

не могут дифференцироваться в клетки плаценты. Далее идут мультипотентные 

стволовые клетки. Спектр клеток, в которые могут дифференцироваться мультипотентные 

клетки, еще более сильно ограничен. Молекулярные исследования показали, что 

различные популяции стволовых клеток поддерживаются их эпигенетическим профилем 

(Рисунок 1) [23].  

 

Рисунок 1. Потенциал развития и эпигенетические состояния клеток на разных стадиях 

развития [23]. 

https://paperpile.com/c/t9By6a/64RRH
https://paperpile.com/c/t9By6a/oAYRb
https://paperpile.com/c/t9By6a/oAYRb
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 Эпигенетические механизмы регулируют транскрипцию, влияя на структуру 

хроматина, на привлечение различных белковых комплексов. Эти механизмы могут 

действовать кооперативно, или последовательно [22]. 

 

3.2 Хроматин 

Суммарная длина ДНК в одной клетке равна приблизительно 2 м, тогда как размер 

ядра 6 мкм. Эукариотическая ДНК в клетке компактно упакована в хроматин с помощью 

гистонов. Такая упаковка способствует правильной транскрипции, репликации. 

Структурной составляющей хроматина являются нуклеосомы. Нуклеосома представляет 

собой октамер из четырех коровых гистонов (H2A, H2B, H3 и H4). Вокруг одной 

нуклеосомы оборачивается 147 п.н. ДНК. Нуклеосомы обернуты в спиральную структуру, 

называемую соленоидом, и дополнительные линкерные гистоны H1 связаны с каждой 

нуклеосомой в качестве линкеров для поддержания общей структуры хроматина. 

Хромосомы организованы в большие топологически ассоциированные домены (ТАД) 

[24,25]. Внутри таких доменов могут происходить дистанционные взаимодействия между 

промоторами, энхансерами и сайленсерами, что определяет регуляцию экспрессии генов. 

Остается открытым вопрос о том, какие транскрипционные факторы обеспечивают 

установление дистанционных взаимодействий между энхансерами и промоторами и 

поддерживают структуру ТАДов [26]. 

 Существует два состояния хроматина: эухроматин и гетерохроматин. Эухроматин 

– это транскрипционно активный открытый хроматин. Для него характерно наличие 

гиперацетилированных гистонов, ди- и три- метилированных гистонов Н3 по 4 лизину 

(Н3K4me2, H3K4me3). Хроматин сохраняет деспирализованное состояние, что позволяет 

регуляторным фактором взаимодействовать с ДНК [27,28]. Гетерохроматин – это 

закрытый, транскрипционно неактивный хроматин, который делят на конститутивный и 

факультативный. Факультативный гетерохроматин характерен для регионов, которые 

меняют свой статус по мере развития организма, поэтому неактивный он временно, 

например, в ходе развития или дифференцировки. Конститутивный гетерохроматин 

конденсирован всегда. Для него характерно гиперметилирование ДНК и 

триметилированние гистона Н3 по лизину 9 (H3K9me3). Последовательности ДНК, из 

которых состоит конститутивный гетерохроматин, практически не содержат генов. 

Конститутивный гетерохроматин характерен для высоко повторяющихся (сателлитных) 

https://paperpile.com/c/t9By6a/64RRH
https://paperpile.com/c/t9By6a/P59uc+hxHHm
https://paperpile.com/c/t9By6a/Xvbk9
https://paperpile.com/c/t9By6a/sYf5u+jhFoj
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последовательностей ДНК, расположенных в области центромер, для теломерных 

участков, а также в некоторых других ее участках [29].  

 

3.3 Модификации гистонов 

Гистоны – высококонсервативные белки, которые формируют нуклеосомы и 

богатые лизинами. Гистоновые белки имеют коровую часть и выступающие из нуклеосом 

N-концевые участки (Рисунок 2). 

 

Рисунок 2. Структура и модификация гистонов. Гистоны подвергаются посттрансляционным 

модификациям: фосфорилированию (Р),метилированию (Ме), биотинилированию, сумоилированию, 

гликозилированию, ацетилированию, убиквитинированию, цитруллинированию,рибозилированию. 

 

N-концевые участки гистонов чаще всего посттрансляционно модифицируются: 

ацетилируются, метилируются, фосфорилируются, убиквитинируются, сумоилируются, 

рибозилируются. 

 

Таблица 1. Гистоновые модификации 

Амино- 

кислота 

Модификации Расположение Эффект Ссылка 

Лизин Метилирова-ние Н3К4me1 Энхансер +  [30] 

https://paperpile.com/c/t9By6a/cFT90
https://paperpile.com/c/t9By6a/aDeeF
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(Ме) Н3К4me2 Промотор + [31] 

  
Н3К4me3 Промотор + 

Н3К9me1 Промотор + 

Н3К9me2 Промотор - 

Н3К9me3 Промотор - 

Н3К27me2 Промотор - 

Н3К27me3 Промотор - 

Н3К36me3 Тело гена 

(Транскрибиру

емый регион) 

+ 

Н3К79me1 Тело гена + 

Н3К79me2 Промотор + 

Н3К79me3 Промотор + 

Н4К20me3 Межгенных 

областях и 

вблизи мест 

начала 

транскрипции 

- [32]  

Ацетилирование 

(Ас) 

  

  

  

  

Н3К9 Промотор + [31] 

  

Н3К14 Промотор + 

Н3К18 Промотор + 

Репарац

ия ДНК 

[33] 

https://paperpile.com/c/t9By6a/xrsOv
https://paperpile.com/c/t9By6a/lpcMg
https://paperpile.com/c/t9By6a/xrsOv
https://paperpile.com/c/t9By6a/7Xjtt
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Н3К23 Промотор + [34] 

Н3К27 Энхансер + [31] 

Н3К56 Промотор + [35] 

Н4К5 Промотор + [36,37] 

Н4К8 Промотор + 

Н4К12 Промотор + 

H4K16 Промотор + 

Н4К20 Тело гена - 

Аргинин 

  

  

  

Метилирование 

(Ме) 

  

  

  

  

  

  

H3R2me2а Промотор - [31] 

H3R2me2s Промотор + 

H3R17  Промотор + [38] 

H4R3me2a  Промотор + [31] 

 Серин 

  

  

H3S10 Промотор, 

перицентромер

ная область 

+ [39] 

H3S28  Промотор + [40] 

H4S1  Промотор - [41] 

Эти модификации влияют на общую структуру хроматина, на взаимодействие 

гистонов с негистоновыми белками, которые в свою очередь модулируют структуру 

хроматина [42,43]. Функциональные последствия любой модификации зависят от ее типа 

и места, в котором происходят изменения.  

Ацетилирование гистонов коррелирует с активацией транскрипции [44–46]. N-

концевые участки гистонов заряжены положительно. Ацетилирование нейтрализует 

https://paperpile.com/c/t9By6a/uMX4u
https://paperpile.com/c/t9By6a/xrsOv
https://paperpile.com/c/t9By6a/y0EIj
https://paperpile.com/c/t9By6a/Xbs24+YSebZ
https://paperpile.com/c/t9By6a/xrsOv
https://paperpile.com/c/t9By6a/5XM3K
https://paperpile.com/c/t9By6a/xrsOv
https://paperpile.com/c/t9By6a/SFDDD
https://paperpile.com/c/t9By6a/g09Dm
https://paperpile.com/c/t9By6a/K9WDL
https://paperpile.com/c/t9By6a/4lBRl+5p6a6
https://paperpile.com/c/t9By6a/M8uP6+Ob4eO+GhufS


 
 

19 

 

положительные заряды гистонов. Это приводит к  снижению сродства между гистонами и 

ДНК, открывая конденсированную структуру хроматина, облегчая доступ 

транскрипционным факторам и ферментам к промоторным регионам. Ацетилированные 

гистоны привлекают целый класс белков активаторов [47]. Таким образом, 

ацетилирование гистонов делает структуру хроматина доступной для транскрипции, в то 

время как деацетилирование делает структуру более компактной и конденсированной.  

Метилирование гистонов в отличие от ацетилирования не меняет их заряд. 

Поэтому метилирование гистонов в первую очередь оказывает влияние на спектр белков, 

взаимодействующих с данной модификацией. Метилирование происходит по аргинину и 

лизину (моно-, ди- и триметилирование). Вариации уровня метилирования остатков 

лизина связаны с транскрипционной активностью. Триметилирование H3K27, H3K9 и 

H4K20 характерно для неактивных генов, в то время как триметилирование H3K4, H3K36 

или H3K79 приводит к увеличению транскрипционной активности. [48,49]. Репрессионная 

H3K27me3 и активная H3K4me2/3 модификации вместе образуют так называемое 

бивалентное состояние. Присутствие H3K4me3 и H3K27me3 на нуклеосомах остается 

неизменным в течение переходных процессов развития, независимо от проявлений 

транскрипционной активности. В мужской зародышевой линии эти метки, как полагают, 

сохраняются в сперме, чтобы установить тотипотентность в следующем поколении. 

Показано, что геном сперматозоидов поддерживает на нуклеосомах двухвалентные метки 

H3K4me3/H3K27me3 на генах регуляторах развития. 

Комбинация модификаций гистонов, образовавшаяся на определенных участках 

генома, называется гистоновым кодом. Этот код позволяет другим белкам распознавать к 

какой категории регионов, относится данный участок, это эухроматин или 

гетерохроматин, активный промотор или он находится в бивалентном состоянии. 

Например, метилирование H3K4 и H3K79 требует предварительного убиквитинирования 

гистона H2B у дрожжей. Одновременное метилирование H3K4 и H3K27 играет важную 

роль в сдвиге экспрессии гена, из сбалансированного состояния в активное или 

неактивное состояние в эмбриональных стволовых клетках (ЭСК) [50, 51].  

 

3.4 Метилирование ДНК 

Метилирование ДНК млекопитающих является эпигенетической меткой, которая 

чаще всего встречается в составе CpG динуклеотидов [3]. Цитозин метилируется по 

пятому положению пиримидинового кольца. В эмбриональных стволовых клетках, 

https://paperpile.com/c/t9By6a/LOJW7
https://paperpile.com/c/t9By6a/NHMV8+8Kf9p
https://paperpile.com/c/t9By6a/LoJUi+9wbi8
https://paperpile.com/c/t9By6a/lApwi


 
 

20 

 

ооцитах и тканях головного мозга метилированный цитозин может встречаться в 

контексте CNG и CNN (где N=A,T или G) (Рисунок 3) [46,47]. Метилирование ДНК 

жизненно важно. Оно может вызывать изменения в экспрессии генов, но не изменять 

последовательность ДНК или продукта гена [1]. Импринтинг - это процесс, при котором 

отцовский или материнский аллель не экспрессируется или экспрессируется по-разному в 

разных тканях. Этот феномен управляется импринтирующим боксом родительско-

специфической полинуклеотидной последовательностью, которая дает команду 

импринтирующему фактору, который может действовать путем метилирования 

дифференциально метилированных областей (DMR) и который обратимо активирует или 

инактивирует ген, унаследованный только от одного родителя. Импринтинг проходит 

через стирание метилирования как родительских, так и материнских хромосом во время 

развития половых клеток, установление метилирования в зависимости от пола гамет и 

после оплодотворения поддержание статуса метилирования генома во время митозов 

эмбрионального гена [52]. В свою очередь метилирование, влияет на стабильность 

хромосом, развитие эмбриона и дифференцировку клеток [1]. Ключевая роль 

метилирования CpG динуклеотидов заключается в подавлении транскрипции, 

поддержании неактивного статуса хроматина. Чаще всего увеличение уровня 

метилирования CpG островков (CpGIs) в промоторной области коррелирует с отсутствием 

транскрипции [53]. CpGIs - это регионы длиной не менее 200 п.н., в которых процентное 

содержание CG более 50% и наблюдаемое отношение CpG пар к ожидаемому более 60%. 

 

Рисунок 3. Схема метилирования цитозина. Метилирование регулирует стабильность хромосом, 

эмбриональное развитие, клеточную дифференцировку, опухолеобразование. 

https://paperpile.com/c/t9By6a/GhufS+LOJW7
https://paperpile.com/c/t9By6a/jJ8AZ
https://www.genscript.com/biology-glossary/89/allele
https://www.genscript.com/biology-glossary/1478/imprinting
https://www.genscript.com/biology-glossary/1478/imprinting
https://www.genscript.com/biology-glossary/1185/gene
https://www.genscript.com/biology-glossary/1478/imprinting
https://www.genscript.com/biology-glossary/981/erasure
https://www.genscript.com/biology-glossary/1217/germ-cell
https://www.genscript.com/biology-glossary/986/establishment
https://www.genscript.com/biology-glossary/1170/gamete
https://www.genscript.com/biology-glossary/1205/genome
https://www.genscript.com/biology-glossary/1185/gene
https://paperpile.com/c/t9By6a/hKMaV
https://paperpile.com/c/t9By6a/jJ8AZ
https://paperpile.com/c/t9By6a/QTaOQ


 
 

21 

 

80% CpG пар в геноме метилированы. Однако, в геноме есть участки, избегающие 

метилирования, это CpGIs. В геноме человека имеется около 30000 CpGIs. CpGIs 

составляют 1–2% генома млекопитающих [54]. Чаще всего CpGIs расположены либо в 

промоторах, либо в регуляторных элементах [55]. CpGIs находятся в промоторах 

большинства генов домашнего хозяйства и генов, участвующих в развитии организма. 

Метилирование цитозинов приводит к повышению уровня их мутаций за счет 

дезаминирования.  

Метилирование ДНК в телах генов коррелирует с их транскрипционной 

активностью. Внутригенные CpGIs не являются исключением: они часто заметилированы 

и остаются неактивными в качестве внутренних (альтернативных) промоторов (Jeziorska 

et al. 2017). Также CpGIs метилируются, если расположены на неактивной Х-хромосоме, и 

в DMR при онкотрансформации клеток (E. Li and Zhang 2014).  

 

3.5 ДНК-метилтрансферазы  

ДНК-метилтрансферазы (DNMTs) - важный класс модификаторов ДНК. 

Количество генов DNMT сильно варьирует между геномами, разные организмы кодируют 

разные наборы ферментов DNMTs и их изоформ [56]. Метилирование ДНК 

катализируется каноническими ДНК-метилтрансферазами, которые включают DNMT1 

(поддерживающую метилтрансферазу) и DNMT3A, DNMT3B (de novo 

метилтрансферазы). Неканонические ДНК-метилтрансферазы: DNMT2, DNMT3C, 

DNMT3L не обладают каталитической активностью метилировать ДНК (Рисунок 4) [57]. 

Однако, DNMT2 катализирует метилирование тРНК. А DNMT3L может стимулировать 

или ингибировать метилирование ДНК активируя DNMT3A и DNMT3B путем связывания 

с их каталитическим доменом [58]. 
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Рисунок 4. Доменная структура ДНК-метилтрансфераз. DNMT1 преимущественно метилирует 

гемиметилированную ДНК. В DNMT2 отсутствует N-концевой домен, в то время как С-концевой домен 

содержит полный набор мотивов последовательности, но не обладает трансметилазной активностью. 

DNMT3A и DNMT3B имеют сходное расположение доменов и одинаковое предпочтение 

полуметилированной и неметилированной ДНК. DNMT3L, взаимодействует с каталитическим доменом 

DNMT3A/3B, лишена канонических мотивов ДНК-метилтрансферазы [59]. 

 

У млекопитающих DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, DNMT3C и DNMT3L участвуют 

в метилировании ДНК для регулирования нормальных биологических функций, таких как 

развитие эмбриона, дифференцировка клеток и транскрипция генов. Нарушения в работе 

DNMTs часто связаны с онкогенезом. Изменение активности DNMTs обычно влияет на 

факторы, связанные с опухолью, такие как гиперметилирование генов-супрессоров и 

геномной нестабильностью, которые увеличивают злокачественность опухолей, 

ухудшают прогноз для пациентов и значительно усложняют лечение рака. Однако, 

влияние DNMTs на опухоли все еще остается спорным, и терапевтические подходы, 

нацеленные на DNMTs, все еще находятся на стадии изучения.  
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3.5.1 Поддерживающая ДНК метилтрансфераза 

Репликация ДНК приводит к появлению полуметилированной ДНК, в которой 

материнская цепь метилирована, а дочерняя нет (Рисунок 5). DNMT1, поддерживающая 

ДНК метилтрансфераза, связывается с полуметилированной ДНК и копирует 

распределение метилированных цитозинов [60].  

 

Рисунок 5. Схема метилирования ДНК DNMT1. DNMT1 метилирует только 

полуметилированную ДНК. 

 

DNMT1 состоит из С-концевого каталитического домена, переносящего метильную 

группу с Adomet на цитозин, и регуляторного N-концевого домена, направляющего 

DNMT1 на полуметилированную ДНК. Его N-концевая регуляторная область включает в 

себя участки, связывающиеся с различными факторами (PCNA, DMAP, Rb, E2F1, 

SuVar39, гистондеацетилазы и др.).  

PCNA-связывающий домен (PBD) взаимодействует с PCNA во время S-фазы в 

репликационных вилках [61]. ДНК связывающий домен CXXC взаимодействует с 

неметилированными CpG [62]. Домен связывания DMAP1 участвует во взаимодействиях с 

репрессором транскрипции и гистондеацетилазой 2 (HDAC2) [63]. RFTS способствует 

ингибирующему эффекту DNMT1, занимая активный центр каталитического домена [64]. 

Домены BAH вовлечены в локализацию DNMT1 в локусах репликацию [65–67]. Таким 

образом, DNMT1 может не только копировать метилирование с материнской цепи на 

дочернюю, но и привлекать гистондеацетилазы и влиять на хроматин. DNMT1 в клетках 

может взаимодействовать примерно с 40 различными белками и с некоторыми 

молекулами РНК [68–70].  

Потеря DNMT1 летальна для эмбрионов мышей в начале гаструляции на E9.5 

[71,72]. DNMT1 нокаутные эмбриональные стволовые клетки остаются жизнеспособными 

и обладают пролиферативной активностью, но погибают при дифференцировке из-за 

апоптоза по р53 зависимому пути. Уровень метилирования в них снижен на 95% [73]. 

Удаление DNMT1 у лягушки также приводит к гибели эмбриона из-за апоптоза [74]. 
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3.5.2 De novo ДНК-метилтрансферазы 

DNMT3A и DNMT3B - de novo ДНК-метилтрансферазы определяют установление 

метилирования ДНК на ранних стадиях развития организма (Рисунок 6), их экспрессия на 

этом этапе развития максимальна [69,75]. 

 

Рисунок 6. Схема метилирования ДНК de novo DNMT3A/B. De novo DNMT3A/B метилируют обе 

цепи ДНК. 

 

У млекопитающих DNMT3A и DNMT3B гомологичны. Они содержат PWWP 

домен, отвечающий за привлечение к ДНК, ADD домен и C-концевой каталитический 

домен [76]. Домен ADD аутоингибирует ферментативную активность DNMT3A, 

уменьшая аффинность связывания ДНК с каталитическим доменом. Появление 

неметилированного H3K4 нарушает взаимодействие между ADD и каталитическим 

доменами, освобождая каталитический домен [77]. Домен PWWP также распознает 

H3K36me3. Эта модификация гистона характерна для активно транскрибируемых генов 

[78]. DNMT3B участвует в метилировании ДНК тела гена, а истощение H3K36 

метилтрансферазы SETD2 в ЭСК мыши приводит к снижению уровня обогащения 

DNMT3B и уровня метилирования ДНК в генных областях [79].  

Две изоформы DNMT3A транскрибируются с двух альтернативных промоторов, 

что приводит к появлению длинной и короткой изоформ. Более длинная изоформа 

DNMT3A1 преимущественно детектируется на концах CpGIs поликомб-регулируемых 

ЭСК мыши, что совпадает с промоторами многих факторов транскрипции. Изоформа 

DNMT3A2 в основном экспрессируется во время раннего развития, в то время как 

DNMT3A1 экспрессируется на разных этапах. Привлечение DNMT3A наблюдается в 

местах старта транскрипции (TSS) и сайте завершения транскрипции (TTS) [80]. Для 

DNMT3B известно около 30 изоформ, которые включают каноническую полноразмерную 

DNMT3B1, усеченные на N-конце изоформы и каталитически неактивные изоформы [68]. 

Несмотря на то, что DNMT3А и DNMT3В гомологичны, они делают различный вклад: 

https://paperpile.com/c/t9By6a/942NG+3EXu9
https://paperpile.com/c/t9By6a/op5On
https://paperpile.com/c/t9By6a/Oltzi
https://paperpile.com/c/t9By6a/DBa1e
https://paperpile.com/c/t9By6a/ORq8L
https://paperpile.com/c/t9By6a/meU4G


 
 

25 

 

DNMT3B экспрессируется в тотипотентных клетках и ранних эмбриональных клетках, а 

DNMT3A экспрессируется повсеместно начиная с Е10.5 [81].  

Удаление DNMT3А приводит к летальности вскоре после рождения. Потеря 

DNMT3B является эмбрионально летальной на E11.5-15.5. Вклад DNMT3B в 

метилирование генома больше, чем вклад DNMT3A, и состоит из метилирования 

последовательностей, ассоциированных с онкогенетическими и импринтированными 

генами и инактивацией Х хромосомы [72]. Конститутивная или условная делеция 

DNMT3B, но не DNMT3A, приводит к снижению метилирования ДНК по всему геному. 

То есть DNMT3B, в дополнение к основной поддерживающей метилтрансферазе DNMT1, 

необходима для поддержания метилирования ДНК в клетках МЭФ. DNMT3B-дефицитные 

клетки МЭФ показали анеуплоидию и полиплоидию, хромосомные разрывы и слияния. 

Инактивация DNMT3B приводила либо к преждевременному старению, либо к 

спонтанной иммортализации клеток МЭФ. G1 контрольная точка S-фазы не изменялась в 

первичных и спонтанно иммортализованных DNMT3B-дефицитных МЭФ, потому что 

белок p53 индуцировался повреждением ДНК [82].  

 

3.5.3 Неканонические ДНК-метилтрансферазы 

К неканоническим ДНК-метилтрансферазам относятся DNMT2 и DNMT3C, 

DNMT3L, которые не обладают каталитической активностью метилирования ДНК 

(Рисунок 4).  

 

3.5.3.1 DNMT2 

DNMT2, также известна как метилтрансфераза тРНК аспарагиновой кислоты 1 

(Trdmt1). Она структурно состоит только из каталитического домена, демонстрирует 

сильную консервативность последовательности каталитического мотива установленных 

ДНК-метилтрансфераз. Однако, ДНК-метилтрансферазная активность DNMT2 оказалась 

существенно слабее, чем у других ДНК-метилтрансфераз [83]. DNMT2 обладает 

устойчивой метилтрансферазной активностью по отношению к 38-ому остатку цитозина в 

петле антикодона тРНК Асп(GTC), Глу(GCC) и Вал(AAC) [84-86]. Метилирование тРНК 

повышает ее стабильность, филогенетический анализ показал, что DNMT2 является 

древней ДНК-метилтрансферазой, которая переключила свою субстратную 

специфичность с ДНК на тРНК [56]. DNMT2 является самой консервативной цитозиновой 

ДНК-метилтрансферазой у эукариот [84]. Вероятно, что любая из двух активностей 
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DNMT2 может стать преобладающей во время эволюции разных видов. Высокий уровень 

эволюционной сохранности DNMT2 доказывает, что её активность имеет важное 

адаптивное значение в естественной среде [84]. Молекула DNMT2 содержит все 

консервативные мотивы цитозиновых ДНК-метилтрансфераз. Она не участвует в 

метилировании генома у млекопитающих [86]. Активность DNMT2, как было показано на 

мышах, необходима для установления парамутации, хотя точные механизмы ее участия в 

этой форме эпигенетической наследственности неизвестны. ЭСК дефицитные по DNMT2 

жизнеспособны. В них отсутствуют аномалии в метилировании ДНК [84]. Мыши 

нокаутные по DNMT2 жизнеспособны и обладают нормальной фертильностью [85]. 

Дефицит DNMT2 у мышей приводит к гипертрофии сердца, за счет активации комплекса 

P-TEFb, критически важного для роста сердца [87]. Протеомный анализ нокаутных по 

DNMT2 первичных клеток костного мозга выявил систематические различия в экспрессии 

белков, которые обусловлены неправильной трансляцией специфических кодонов тРНК, 

лишенными DNMT2-зависимого метилирования. Вместе эти результаты иллюстрируют 

регуляторную способность DNMT2-опосредованного метилирования тРНК при 

перекодировании генома [85]. 

 

3.5.3.2 DNMT3C 

DNMT3C образовалась в результате тандемной дупликации гена DNMT3B и на 77% 

гомологична DNMT3B. Филогенетический анализ показывает, что DNMT3C возникла во 

время эволюции грызунов и содержит все домены характерные для DNMT3, кроме PWWP 

домена.  

DNMT3C экспрессируется исключительно в мужских половых железах, участвует в 

метилировании и последующей репрессии эволюционно молодых ретротранспозонов в 

мужской зародышевой линии. Нокаут по DNMT3C приводит к небольшим изменениям 

уровня метилирования ДНК и стерильности самцов мыши из-за остановки развития 

сперматоцитов, по-видимому, происходящей на IV эпителиальной стадии, в то время у 

самок изменений не наблюдается [90,91]. Экспрессия DNMT3C в DNMT1, DNMT3A и 

DNMT3B эмбриональных стволовых клетках с тройным нокаутом приводит к усилению 

метилирования ДНК [90]. 

 

3.5.3.3 DNMT3C 

DNMT3L - каталитически неактивная ДНК-метилтрансфераза, присутствующая 

только у млекопитающих. Он экспрессируется на ранних стадиях развития, в 
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герминальных клетках. По сравнению с DNMT3A/3B метилтрансферазами DNMT3L не 

содержит домена PWWP. На С-конце наблюдается делеция, затрагивающая 

каталитический домен. DNMT3L служит кофактором для DNMT3A/3B. Она на порядок 

усиливает активность de novo ДНК-метилтрансфераз [88]. 

Дефицит DNMT3L приводит к потере метилирования в основных сателлитных 

повторах, но не во второстепенных сателлитных повторах. Предполагается, что DNMT3L 

участвует в регулировании метилирования целевых областей DNMT3A. Клетки 

нокаутных мышей по DNMT3L имеют небольшое количество гипометилированных 

участков, причем большинство, находится в ICR. Анализ геномного распределения 

гипометилированных участков показал, что в мышиных ЭСК нокаутных по материнской 

линии DNMT3L, почти половина из них находилась в промоторах, что согласуется с их 

обогащением в ICR. DNMT3L предпочтительно стабилизирует DNMT3A, особенно 

изоформу DNMT3A2, в мышиных ЭСК это объясняет функциональную специфичность 

DNMT3L in vivo. В частности, мыши нокаутные по DNMT3L и DNMT3A обладают почти 

идентичными фенотипами зародышевой линии. DNMT3A2 и DNMT3L высоко 

экспрессируются в просперматогониях и растущих ооцитах, стадии, когда происходит 

активное de novo метилирование ДНК во время гаметогенеза. [89]. DNMT3L-дефицитные 

самцы мышей жизнеспособны, но стерильны [90]. 

 

3.6 ТЕТ деметилазы 

Деметилирование ДНК может быть активным и пассивным при делении клеток. 

Активное деметилирование ДНК происходит путем окисления метильных групп белками 

ТЕТ семейства. Ферменты ТЕТ (ТЕТ1, ТЕТ2, ТЕТ3) окисляют 5-метилцитозин (5mC) 

последовательно до 5-гидроксиметилцитозина (5hmC), далее до 5-формилцитозина (5fC) и 

в конечном итоге до 5-карбоксилцитозина (5caC). Тимин-ДНК-гликозилаза (TDG) 

использует 5fC и 5caC для получения немодифицированного цитозина (Рисунок 7) [92]. 
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Рисунок 7. Схема метилирования/деметилирования ДНК взаимного превращения цитозина и 

5-метилцитозина 

 

ТЕТ белки содержат на N-конце ДНК-связывающий цинковый палец СХХС, а на 

С-конце каталитический домен (Рисунок 8). В каталитический домен входят сайты 

связывания для кофакторов Fe (II) и 2-оксоглутарата [93].  

 

Рисунок 8. Структура ТЕТ-диоксгеназ.  Все ТЕТ белки в своей структуре содержат 

каталитический домен, а ТЕТ1,3 содержат еще и СХХС домен, который связывается с CpGIs. 

 

TET1, TET2 и TET3 имеют разные паттерны экспрессии во время развития и во 

взрослых тканях. TET1 экспрессируется как в наивных, так и в плюрипотентных клетках, 

экспрессия TET2 ограничивается наивным состоянием. Кроме того, TET2 экспрессируется 

https://paperpile.com/c/t9By6a/faCYh


 
 

29 

 

в ЭСК [94]. Уровни экспрессии TET1 и TET2 очень низки в ооцитах или оплодотворенных 

зиготах. Нокаут TET1 у мыши приводит к уменьшению размера тела, однако, они 

остаются жизнеспособными и фертильными [95]. Удаление TET2 также не влияет на 

жизнеспособность и фертильность мышей [96], но способствует развитию хронического 

миеломоноцитарного лейкоза у мышей и людей [97]. В отличие от TET1 и TET2, TET3 

экспрессируется в ооцитах и зиготе, где он участвует в гидроксилировании отцовского 

пронуклеуса и способствует деметилированию ДНК. Удаление TET3 в ооците приводит к 

отсроченному деметилированию отцовского генома и нарушению развития. 

Гомозиготные мутантные мыши по TET3 умирают при рождении, потеря TET3 не 

блокирует дифференцировку и эмбриональное развитие [98]. 

 

3.7 Репрограммирование 

Модель Уоддингтона (Рисунок 1) является актуальной на сегодняшний день. 

Эксперименты со стволовыми клетками заставили под другим углом посмотреть на этот 

ландшафт. В 2006 году японским ученым Яманаке и другим удалось «забросить камень 

обратно на гору» — вернуть МЭФ в ИПСК, которые можно дифференцировать в разные 

типы клеток. Для этого в фибробласты мыши лентивирусной трансдукцией вводили 4 

транскрипционных факутора: Oct3/4, Sox2, KLF4, c-Myc (OSKM), обеспечивающих 

плюрипотентное состояние. Репрограммирование соматических клеток имеет невысокую 

эффективность: в первых экспериментах репрограммированию подвергалось лишь 0,05% 

клеток, в некоторых случаях даже до 10%, но большинство клеток всё равно не поддаются 

репрограммированию. Яманака попытался объяснить это через ландшафт Уоддингтона 

(Рисунок 1). Предположим, что мы пытаемся забросить шарик обратно на гору. На его 

пути может возникнуть некоторые препятствия и он может не долететь до верха и 

скатиться вниз, может долететь до верха, но не удержаться там или может спуститься в 

неправильном направлении или по соседней колее. Только в редких случаях, когда шарик 

долетает до верха и остается там, клетка репрограммируется и становится 

плюрипатентной стволовой клеткой. В качестве препятствий могут выступать: 

метилирование ДНК, наличие тех или иных гистоновых модификаций, сверхэкспрессия 

или отсутствие экспрессии белков влияющих на процесс репрограммирования 

соматических клеток [99–102]. Факторы репрограммирования легче всего связываются в 

открытом хроматине, характеризующимся активными гистоновыми модификациями, 

например, метилированием Н3К4. OSK способны узнавать не просто последовательность 
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ДНК, а участок ДНК в контексте нуклеосом. А с-Мус рекрутируется только к хроматину с 

активными гистоновыми модификациями (H3K4me). По аналогии с факторами инициации 

в прогениторных ЭСК, связывание OSK с участками закрытого хроматина в начале 

репрограммирования может стать решающим этапом для событий, которые происходят 

позже. Учитывая, что некоторые из этих дистальных взаимодействий перекрываются с 

энхансерами, можно предположить, что OSK взаимодействуют с некоторыми 

специфическими энхансерами эмбриональных стволовых клеток в начале 

репрограммирования, даже если они расположены в закрытом хроматине в исходных 

клетках, таким образом, повышая способность связывать промотор и активировать 

транскрипцию позже в процессе репрограммирования [103]. На ранних этапах 

транскрибируютя только гены, содержащие активные хроматиновые модификации в 

исходных фибробластах. При этом происходит полногеномное ремоделирование 

хроматина как ответ на экспрессию OSKM. Гистоновая метка Н3К4me2, связанная с 

активным хроматином, возникает de novo во многих промоторных областях при 

отсутствии транскрипционных изменений и даже до деления клеток. Многие из этих 

промоторов принадлежат генам, которые транскрипционно активируются позже при 

репрограммировании, включая различные регуляторы плюрипотентности, такие как Sall4, 

Pecam1, FoxD3 и Lin28 [104]. Репрограммирование соматических клеток завершается 

экспрессией генов плюрипотентности, таких как Nanog [105]. Изменения экспрессии в 

ответ на факторы репрограммирования начинаются немедленно; однако плюрипотентное 

состояние достигается только через определенное время [100,106,107]. Промоторы генов 

первичного ответа содержащие модификацию Н3К4me2 на ранних стадиях 

репрограммирования, часто демонстрируют высокую плотность CpG-динуклеотидов и 

при этом низкую плотность нуклеосом. В свою очередь это может исключать 

необходимость АТФ-зависимого ремоделирования хроматина и облегчать быстрые 

изменения структуры хроматина. Промоторные области многих генов с наибольшим 

увеличением экспрессии при переходе от МЭФ к ИПСК теряют гистоновую 

модификацию H3K27me3 и приобретают H3K4me3 [108,109]. Смена хроматиновых 

модификаций, не происходит сразу, потому что пре-ИПСК демонстрируют 

промежуточный паттерн подмножества модификаций хроматина, который находится 

между состояниями МЭФ и ИПСК [109,110]. Энхансеры характеризуются наличием 

гистоновых модификаций H3K4me1 и H3K4me2 в сайтах, а сайты старта транскрипции 

характеризуются наличием H3K4me3 [107,111,112]. Переключение состояний энхансеров 

происходят очень стремительно, иногда даже до первого деления клетки. При этом 
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изменения идут в обоих направлениях: более 60% энхансеров специфичных для 

фибробластов деактивируются, и более 1000 специфичных для ЭСК устанавливаются в 

течение первых 24 часов после добавления OSKM [104]. Хроматин в этих дистальных 

участках приближается к состоянию подобному ЭСК, в ходе репрограммирования [107]. В 

период репрограммирования в клетках происходит резкое увеличение множества 

активных модификаций ацетилирования и метилирования гистонов, в то время как уровни 

H3K27me3 остаются неизменными [110]. Важно отметить, что не все гены 

плюрипотентности изменяют свой эпигенетический статус на ранних стадиях 

репрограммирования - для многих генов этот процесс наблюдается на более поздних 

стадиях [104]. 

Метилирование ДНК является важным фактором сдерживания на ранних стадиях 

репрограммирования. Примерно равный уровень гиперметилированных и 

гипометилированных островков CpG обнаружен как в ЭСК так и в ИПСК. Однако 

дифференциальное обогащение гипер - и гипометилированными CpGIs отличает ИПСК от 

их родительских фибробластов [113]. В ИПСК большинство дифференциально 

метилированных районов гипометилированы, а не гиперметилированы, по сравнению с 

фибробластами, и характеризуются бивалентными модификациями хроматина, которые 

идентифицируют регуляторы развития. Кроме того, гипометилированные участки CpGIs 

перекрываются с сайтами связывания для Oct4, Nanog и Sox2. Это говорит о том, что для 

приобретения плюрипотентности требуется глобальное ремоделирование метилирования 

ДНК. Сравнение паттернов метилирования примерно на 66 000 участках CpG в 

фибробластах, ЭСК и ИПСК показало, что в глобальном масштабе ИПСК и ЭСК более 

метилированы, чем фибробласты, и что клетки ИПСК более метилированы, чем 

клеточные линии ЭСК. Однако небольшая часть CpGIs, расположенных в генах, 

ассоциированных с плюрипотентностью, гипометилирована в плюрипотентных клетках 

[114]. Баланс между метилированием ДНК и деметилированием строго регулируется во 

время репрограммирования. Гиперметилирование промоторов ключевых генов 

плюрипотентности, таких как Nanog и Oct4, наблюдается до поздних стадий 

репрограммирования, свидетельствуя о том, что деметилирование этих промоторов 

является скорость-лимитирующей стадией процесса репрограммирования. Промоторы и 

энхансеры, которые имеют активные модификации хроматина (H3K4me2) в начале 

репрограммирования, напротив, гипометилированы на протяжении всего процесса 

репрограммирования. Метилирование ДНК, по-видимому, ограничивает участки 

возможных изменений модификаций гистонов [115]. Таким образом, ДНК должна быть 
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деметилирована для сброса эпигенетической памяти, реактивации плюрипотентной 

транскрипционной программы.  

 По сравнению с развернутой линейной ДНК нуклеосомная ДНК менее доступна 

для ДНК-связывающих факторов и большинство транскрипционных факторов нуждаются 

в структурном изменении связанной нуклеосомой ДНК или нуклеосом-свободной области 

для связывания своих комплементарных последовательностей для регуляции 

транскрипции.  

 

3.8 Влияние транскрипционных факторов на метилирование ДНК 

В зависимости от типа клетки в ней поддерживается и устанавливается характерное 

для нее состояние транскрипции генов. На регуляцию транскрипции влияют 

транскрипционные факторы, которые обладают свойством связываться с определенной 

последовательностью ДНК и влиять на экспрессию генов. Транскрипционный фактор 

связывается с ДНК путем узнавания небольшого специфического мотива нуклеотидной 

последовательности. Доступность ДНК для транскрипционного фактора может также 

регулироваться посредством эпигенетических меток. Например, за счет метилирования 

CpG, появления определенных гистоновых модификаций или позиционирования 

нуклеосом. Около 70% промоторов содержат CpGIs в геноме человека. Несмотря на это 

значительная часть их защищена от метилирования в промоторных участках. Вероятно, 

CpG в промоторах имеют механизм защиты от метилирования. В качестве такого 

механизма могут выступать транскрипционные факторы, которые препятствуют 

метилированию. Например, одним из таких транскрипционных факторов является Sр1. Он 

связывает мотив CCGCCC, который часто локализуется в цис-элементах в промоторных 

областях CpGIs различных генов. Sр1 является часто встречаемым активатором 

транскрипции, он принимает участие в различных биологических процессах, одним из 

которых является пролиферация клеток. Регуляция транскрипции с помощью белков Sp 

основана на взаимодействиях между GC-богатым сайтом связывания (GGGCGG) в ДНК и 

С-концевыми мотивами цинковых пальцев в белках [116]. Одним из способов регуляции 

его активности является прямое взаимодействие с p53, приводящие к репрессии 

транскрипции генов мишеней (Рисунок 9). Например, было показано, что р53 путем 

прямого взаимодействия с Sp1 ингибирует активацию транскрипции VEGF и PKCα [117]. 

https://paperpile.com/c/t9By6a/dQwj5
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Рисунок 9. Механизмы регуляции активности генов.  A) регуляции активности гена под 

действием Sp1; Б) влияния CTCF на статус метилирования ДНК и активность гена; В) влияния REST на 

статус метилирования ДНК и активность гена; Г) влияния KLF4 на статус метилирования ДНК и активность 

гена; Д) влияния c-Myc на статус метилирования ДНК и активность гена; Е) влияния NR6A1 на статус 

метилирования ДНК и активность гена [117]. 

 

Взаимодействуя с промоторной областью Sp1 препятствует связыванию с ДНК 

DNMT1, тем самым защищая CpGI от метилирования [118,119]. С другой стороны, Sp1 

может привлекать гистонацетилтрансферазу р300, которая ацетилирует гистоны в области 

промотора, способствуя деметилированию ДНК [120,121]. Мутация в сайте 

взаимодействия Sp1 с ДНК приводит к метилированию этой области и подавлению 

транскрипции гена мишени [122].  

Одним из транскрипционных факторов связывающих не метилированную ДНК 

является CTCF, выступая в качестве репрессора транскрипции. Он регулирует 

импринтинг генов, взаимодействуя с неметилированными ICR на материнском аллели, 

препятствуя активации генов.  

Снижение уровня CTCF в ооците с помощью RNAi приводит к увеличению 

метилирования материнского аллеля в то время как мутация сайтов связывания CTCF в 

IGF2/H19 приводит к увеличению метилирования после оплодотворения, но не в 

терминальных клетках. CTCF связывая область контроля импринтинга IGF2/H19, 

действует как пограничный элемент для контроля импринтированной экспрессии 

материнских и отцовских копий генов IGF2 и H19. Таким образом, связывание таких 

факторов, как SP1 и CTCF, может защищать регуляторные области от метилирования. 
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Связывание транскрипционных фактроров с промоторными областями также может 

влиять на поддержание неметилированого уровня ДНК, вызывая активную транскрипцию. 

Активная транскрипция GC-богатых промоторных областей приводит к образованию 

гибридов ДНК-РНК (R-петель), которые защищают промотор-проксимальную 

транскрибируемую область от действия DNMT. 

Транскрипционные факторы могут связываться с метилированной областью и 

приводить к деметилированию ДНК. Было показано, что взаимодействие CTCF с 

метилированным сайтом связывания приводит к его деметилированию (Рисунок 9). Это 

кажется противоречащим исследованиям in vitro, показывающим, что метилирование 

мотива CTCF препятствует связыванию [123]. Однако этот участок ДНК, имеет низкую 

плотность CpG, возможно, связывание CTCF происходит между метилированными CpG 

или же CTCF имеет сродство к определенным метилированным последовательностям. 

Аналогичный эксперимент проводили с транскрипционным фактором REST. 

Анализировали участки связывания REST в ЭСК дикого типа и REST нокаутных. Области, 

окружающие сайты связывания транскрипционного фактора REST неметилированы в 

клетках дикого типа, но те же самые участки метилированы в нокаутных клетках. 

Восстановление экспрессии REST в нокаутных клетках приводило к потере 

метилирования в сайтах связывания, что свидетельствует о том, что REST связывается с 

метилированной областью и опосредует потерю метилирования (Рисунок 9).   

Мотив связывания консенсуса REST не содержит CpG, что указывает на то, что 

метилирование ДНК, вероятно, не играет роли в его физическом взаимодействии с ДНК, 

позволяя белку связываться в областях, содержащих метилированные CpG. Механизм, с 

помощью которого связывание таких факторов, как CTCF и REST, может привести к 

деметилированию когда-то метилированных областей, еще не ясен. Возможным 

механизмом может быть взаимодействие с ТЕТ белками. Однако прямое взаимодействие 

CTCF с белками TET семейства еще не продемонстрировано.  

Существует целый ряд транскрипционных факторов, которые могут привлекать 

ТЕТ белки для деметилирования ДНК. TET2 может взаимодействовать с SPI1. Оба 

фактора связывают промоторы, которые теряют метилирование ДНК во время 

остеокластогенеза. Связь между SPI1 и низкими уровнями метилирования ДНК 

согласуется с данными, показывающими, что сайты связывания SPI1 не метилированы в 

клетках острого миелоидного лейкоза, которые высоко экспрессируют SPI1. С другой 

стороны, он также может взаимодействовать с DNMT3B. Таким образом, SPI1 может 

играть противоположные роли в регуляции метилирования ДНК. Еще для двух белков AP-
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1 и NFKB1 показано, что их ДНК-связывающие мотивы обогащены в областях, которые 

деметилируются во время процесса развития и дифференциации гемопоэтической клетки 

предшественника в зрелые остеокласты, что позволяет предположить, что эти белки могут 

также играть роль в рекрутировании TET белков. PPARG может опосредованно 

рекрутировать TET белки в область метилированного энхансера. PPARG представляет 

собой ядерный гормональный рецептор, который взаимодействует с коактиваторами, 

чтобы регулировать экспрессию генов, специфичных для адипоцитов. Комплекс 

коактиватора PPARG поли-(АДФрибозил)ируется при рекрутировании на ДНК. Белки 

ТЕТ семейства связываются с поли-(АДФ-рибозил)ированным комплексом и 

катализируют превращение 5mC в 5hmC, индуцируя, таким образом, регион-

специфическое деметилирование ДНК [124]. C/EBPα, KLF4 и Tfcp2l1 также 

взаимодействуют с TET2 и рекрутируют фермент на специфические сайты ДНК, что 

приводит к их деметилированию (Рисунок 9) [125]. 

Существуют транскрипционные факторы, которые связываются с 

неметелированной ДНК и привлекают ДНК-метилтрансферазы, тем самым увеличивая её 

метилирование. Одним из таких факторов является c-Mус. Он взаимодействует с de novo 

метилтрансферазой DNMT3B, формируя комплекс из трех белков (c-Мус, DNMT3B, 

MIZ1) (Рисунок 9).  

Ко-трансфекция факторов транскрипции, c-Мус и DNMT3A, усиливает 

специфическое метилирование ДНК, катализируемое DNMT3A [126]. E2F6 может 

рекрутировать DNMT3B на целый спектр промоторов, что приводит к их метилированию 

и последующей репрессии. NR6A1 (ядерный фактор зародышевых клеток (GCNF)) 

взаимодействует с DNMT3A и DNMT3B. Совместной экспрессии NR6A1 и DNMT3A 

достаточно для запуска метилирования ДНК промотора, содержащего сайт связывания 

NR6A1.  

Существует несколько примеров непрямого рекрутирования DNMT к ДНК с 

помощью транскрипционных факторов. Недавние исследования продемонстрировали 

пространственную связь между метилированием ДНК и H3K9me3, H3K27me3 [127,128]. 

Метилтрансфераза H3K9 (SETDB1) является частью механизма поддержания 

гетерохроматина и работает совместно с белками MBD1, HP1 и гистондеацетилазой, 

подавляя экспрессию генов [129–131]. 

Известно, что N-концевой домен белка SETDB1 может напрямую 

взаимодействовать как с DNMT3A, так и с DNMT3B, и что SETDB1 и DNMT3A 

совместно локализуются на промоторе гена RASSF1. Хотя SETDB1 не является ДНК-
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связывающим белком, он связывается с репрессионным белком TRIM28 (широко 

известным как KAP1) и рекрутируется вместе с TRIM28 в определенные геномные сайты 

с помощью цинковых пальцев белков, содержащих KRAB домен (KRAB-ZNF), таких как 

ZNF274, ZNF57 [132–135]. Существует более 300 KRAB-ZNF белков, представляющих 

самый большой класс TФ, кодируемых в геноме человека. Специфическая для клеточного 

типа экспрессия KRAB-ZNFs может обеспечивать механизм, с помощью которого DNMT 

нацелены на промоторы тканеспецифическим образом. Однако очень немногие KRAB-

ZNF функционально охарактеризованы из-за их относительно низкой экспрессии в 

большинстве типов тканей. Также как и SETDB1 H3K27 метилтрансфераза (EZH2), 

компонент репрессионого комплекса PRC2, может взаимодействовать с ДНК-

метилтрансферазами [136]. EZH2 не взаимодействует напрямую с ДНК, а скорее 

рекрутируется в ее сайты связывания такими факторами как JARID2 и длинными 

некодирующими РНК [137,138]. Связывание EZH2 с промотором MYT1 необходимо для 

рекрутирования DNMT, что позволяет предположить, что EZH2 может участвовать в 

установлении метилирования ДНК в промоторных областях [136]. Однако другие 

исследования показали, что метилирование ДНК сохраняется на промоторах после 

истощения EZH2 [139]. Возможно, что EZH2 играет роль в рекрутировании DNMTs в 

некоторых локусах генома, необходимы дальнейшие исследования для выяснения его 

роли в регуляции метилирования ДНК.  

Белки, связываются с метилированными CpG с различной степенью 

специфичности. Маловероятно, что факторы, которые связываются с метилированными 

CpG в отсутствие расширенного мотива, участвуют в сайт-специфической регуляции 

метилирования ДНК, они могут быть важны для поддержания глобальных паттернов 

метилированных и неметилированных доменов. Члены семейства MBD белков, включая 

MBD1, MBD2, MBD4 и MECP2, содержат специфические домены, ответственные за 

распознавание метилированных последовательностей [140–142]. Белки MBD семейства 

связывают метилированную ДНК in vivo с наивысшим сродством в областях с высокими 

концентрациями метилированных CpG, тогда как метилированные области с низким 

содержанием CpG диктуют более низкие уровни связывания MBD [143]. Это сродство к 

связыванию с регионами, густо расположенными метилированными CpG, наряду с тем 

фактом, что MBD могут рекрутировать репрессионные модифицирующие гистоновые 

комплексы в свои сайты связывания, приводит к более сильному подавлению 

транскрипции в генах с метилированными промоторами в CpGIs [144–146].  
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Некоторые сайт-специфичные TФ распознают последовательность, которая 

содержит CpG в расширенном мотиве распознавания ДНК. Поскольку метилирование 

цитозина вызывает серьезные структурные изменения нуклеотида, вполне вероятно, что 

оно будет влиять на взаимодействие ДНК-белок. 25% всех охарактеризованных мотивов 

содержат CpG в последовательности узнавания [147,148]. Не все CpG-содержащие мотивы 

имеют динуклеотидную последовательность CpG в положении, которое могло бы влиять 

на взаимодействия ДНК-белок. Однако есть несколько мотивов, для которых наличие CpG 

играет важную роль. Можно было бы предсказать, что изменения в состоянии 

метилирования этих мотивов будут влиять на связывание с белками. На сегодняшний день 

влияние метилирования ДНК на взаимодействия белок-ДНК в основном исследовалось in 

vitro с использованием методов связывания, таких как анализ сдвига подвижности геля, и 

структурных методов, таких как рентгеновская кристаллография. Используя такие 

методы, белки были охарактеризованы как принадлежащие к трем классам: те, которые 

предпочитают связываться с неметилированной ДНК [149,150], те, которые предпочитают 

связываться с метилированной ДНК [151,152], и те, связывание которых не зависит от 

присутствия метилирования ДНК [153,154]. Например, в работе Камперо и др. показано, 

что метилирование CpG по-разному регулирует ответ определенных элементов E2F на 

разных членов семейства E2F. Консенсусный мотив E2F может содержать два CpG 

(TTTCGCGC может быть TTTSSCGC); в неметилированном состоянии это самые сильные 

мотивы узнавания E2F. Однако мотивы, содержащие два CpG, не могут связываться с 

E2F1–5, когда сайты метилированы. Напротив, метилирование E2F-связывающего сайта, 

который содержит только один CpG, не влияет на связывание E2F2-5, но отменяет 

связывание E2F1 [155]. ДНК-связывающие белки с-Mус, USF1 и TFE3 спираль-петля-

спираль могут связываться с мотивом CACGTG. Метилирование центрального CpG 

сильно влияет на Myc, но не на USF1 или TFE3, в эксперименте in vitro [153]. Белки bZIP 

связываются с палиндромными мотивами CRE, которые имеют центральный динуклеотид 

CG. Исследования in vitro показывают, что метилирование усиливает связывание CEBPA 

и CEBPB, но ингибирует связывание CREB1, ATF4, JUN, JUND, CEBPD и CEBPG [156–

158].  

Белки семейства Kaiso подобных белков: ZBTB33 (широко известный как Kaiso), 

ZBTB4 и ZBTB38 - связываются с метилированными последовательностями in vivo и in 

vitro. Причем, Kaiso может связывать как участки с одиночно метилированными 

цитозинами, так и участки с высокой плотностью метилированных CpG. Для ZBTB38  
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было найдено два консенсусных метилированных мотива, с которыми он связывается in 

vivo, которые чаще всего располагались рядом с CpG  островками [159]. 

Некоторые белки, такие как KLF4, ZFP57 и CEBPB, также участвуют в связывании 

с метилированной ДНК in vivo. Около 18% геномных областей, с которыми связывается 

KLF4, сильно метиливрованы в мышиных эмбриональных стволовых клетках. Интересно, 

что метилированная последовательность, связанная с KLF4, отличалась от 

предпочтительного неметилированного мотива. Однако функциональное значение этих 

сайтов связывания еще не ясно. ZFP57 может связываться с метилированным мотивом 

TGCCGC in vitro, а именно с метилированным аллелем трех импринтированных генов 

мыши [151]. CEBPB может связываться с последовательностью TTGCGCAA, показано, 

что метилирование усиливает связывание с этим мотивом in vitro [156]. Было найдено 

около 200 мест в геноме, где CEBPB связывался с участками метилироваными более чем 

на 50%. Вероятно, что плотность CpG, процент метилирования и плотность нуклеосом в 

геномной области сильно влияют на способность таких факторов, как KLF4, ZFP57 или 

CEBPB, получать доступ к метилированной последовательности [160–162]. 

Данные исследования подтверждают идею о том, что факторы транскрипции 

являются неотъемлемыми участниками гомеостаза метилирования ДНК. Большое 

количество взаимодействий DNMT3A/TФ ограничено в клетках тем фактом, что 

экспрессия некоторых транскрипционных факторов является тканеспецифичной; 

нарушение структуры белка, участвующего в формировании мультибелковых комплексов 

DNMT-транскрипционный фактор; и потенциальными посттрансляционными 

модификациями, влияющими на DNMT и/или факторы транскрипции [126]. Также 

известно, что такая посттрансляционная модификация белка как сумоилирование 

DNMT3A нарушает его способность взаимодействовать с деацетилазами гистонов. На 

сегодняшний день существует очень мало доказанных случаев, когда сайт-специфический 

фактор надежно связывается с высокометилированным мотивом.  

 

3.9 Белки интерпретаторы метилирования ДНК 

Метил-ДНК связывающие белки (MBP) - это белки, которые связываются с 

метилированной ДНК, могут привлекать к участкам связывания гистоновые деацетилазы 

и корепрессорные белковые комплексы, связывая между собой метилирование ДНК и 

модификации гистонов. Метил-ДНК связывающие белки делят на три структурных 

семейства [163]. Первое семейство содержит белки с MBD доменом (метил-ДНК-
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связывающий домен): MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 и MBD4. Второе семейство включает 

UHRF1 и UHRF2, которые связывают ДНК с помощью домена SRA. Третье семейство 

белки цинковых пальцев, связывающие метил-CpG, представляют собой большое 

семейство MBP, и все члены содержат мотивы цинковых пальцев на С-конце, хотя они 

также могут связываться с метилированными и неметилированными 

последовательностями ДНК. Это семейство состоит из 8 членов: Kaiso (также известный 

как ZBTB33), ZBTB4, ZBTB38, ZFP57, KLF4, EGR1, WT1 и CTCF содержащих в своей 

структуре цинковые пальцы (Рисунок 10) [164]. 

 

Рисунок 10. Структура метил-ДНК-связывающих белков. Три типа доменов наделяют белки 

способностью распознавать метилированную ДНК: домен MBD, домен цинковых пальцев и домен SRA.  
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3.9.1 MeCP2 

MeCP2 содержит MBD и TRD репрессионный домены [165,166]. MeCP2 сильнее 

репрессирует метилированные внутригенные энхансеры, он оказывает наибольшее 

влияние на гены в топологически ассоциированный домен (TAD) с высоким содержанием 

mCA, которые содержат множественные энхансеры. MeCP2 репрессирует внутригенные 

энхансеры больше, чем внегенные энхансеры, а дисрегуляция внутригенных энхансеров 

тесно связана с генными изменениями у мутантов MeCP2. Внутригенные энхансеры более 

легко контактируют со своими таргетными промоторами [167].  Ген, кодирующий MeCP2, 

расположен на Х хромосоме. Мутации в гене MeCP2 вызывают синдром Ретта, который 

характеризуется прогрессирующим неврологическим расстройством [168]. Мальчики с 

мутацией в этом гене имеют более тяжелые проявления заболевания, и умирают в раннем 

возрасте. Девочки, за счет случайной Х инактивации имеют мозаичную картину 

экспрессии мутантного MeCP2 в случае гетерозиготной мутации. Связываясь с 

метилированной ДНК, MeCP2 является репрессором транскрипции, привлекая к генам-

мишеням гистондеацетилазы и корепрессор Sin3a [169]. MeCP2 важен для 

ремоделирования и сайленсинга хроматина [170]. У мышей, у которых MeCP2 был удален 

в мозге, наблюдаются тяжелые неврологические симптомы в возрасте приблизительно 

шести недель. В других тканях компенсация отсутствия MeCP2 происходит за счет 

MeCP1. Через несколько месяцев после рождения у гетерозиготных самок мышей по 

MeCP2 также проявились поведенческие симптомы. Отсутствие MeCP2 влияет на 

стабильность функции мозга, а не на развитие мозга как такового [171]. Дефицит MeCP2 

способствует репрограммированию клеток за счет стимуляции передачи сигналов IGF1 / 

AKT / mTOR на ранней стадии репрограммирования [21]. Механизмом может быть то, что 

MECP2 использует REST в качестве корепрессора, который, взаимодействует с 

промотором LIN28 [172]. При репрограммировании LIN28 усиливает экспрессию LIN41, 

прямой мишени микроРНК Let-7. МикроРНК Let-7 способствует дифференцировке, 

ингибируя гены, на которые нацелены основные факторы репрограммирования Oct4, Sox2 

и Nanog, а ингибирование Let-7 повышает эффективность перепрограммирования у 

мышей [173] и человека [174].  

 

3.9.2 MBD1 

MBD1 содержит N-концевой домен MBD и C-концевой репрессионный домен 

TRD, а также два или три внутренних домена цинковые пальцы типа CXXC, число 
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которых зависит от сплайсинга. Изоформы MBD1, которые содержат только первые два 

цинковых пальца CXXC, связывают метилированную ДНК. Это связывание позволяет ему 

запускать метилирование H3K9 и приводит к репрессии транскрипции [175]. Присутствие 

третьего цинкового пальца CXXC обеспечивает MBD1 способность связывать 

неметилированную ДНК [175]. Использование доменов MBD и CXXC определяет 

специфичность связывания MBD1 и мишени MBD1 как для метилированных, так и 

неметилированных областей ДНК, в зависимости от ситуации. Основная роль MBD1 

заключается в подавлении транскрипции путем метилирования гистонов и поддержания 

статуса гетерохроматина [176]. Нокаут по MBD1 проявляется отклонением в поведении, у 

мышей наблюдается снижение способностей к обучению и нарушение памяти, изменения 

связанные с проявлением тревожного фенотипа [177]. 

 

3.9.3 MBD2 и MBD3 

Из всех членов семейства MBD2 и MBD3 наиболее гомологичны. Гомология по 

аминокислотной последовательности составляет 71,1% [140]. MBD2 имеет несколько 

изоформ белка: MBD2, MBD2b и MBD2t. В MBD2b используется альтернативный сайт 

старта транскрипции затрагивающий MBD домен, в то время как в MBD2t изоформе 

теряетcя C-концевой репрессионный домен TRD, что приводит к раннему стоп-кодону. 

MBD2 не только связывается с гистондеацетилазой 1 (HDAC1), но также связывается с 

поддерживающей метилтрансферазой (DNMT1) и de novo метилтрансферазой (DNMT3A). 

DNMTs ассоциированы с комплексом белков ремоделинга хроматина (NuRD), и 

поскольку MBD2 рекрутирует NuRD к метилированной ДНК, это позволяет 

предположить, что метилирование ДНК работает в сочетании с ремоделированием 

хроматина [178]. MBD2 является репрессором транскрипции, привлекая 

гистондеацетилазу, репрессионные комплексы NuRD/Mi-2 и корепрессионные комплексы 

Sin3A [179]. Мыши нокаутные по MBD2 жизнеспособны, фертильны [180]. В 

соматических и частично репрограммированных клетках MBD2 связывается с 

метилированными промоторными областями Nanog и ингибирует транскрипцию. MBD2 

напрямую регулирует экспрессию Nanog, что важно для достижения полного 

репрограммирования ИПСК. Подавление экспрессии MBD2 в клетках CB-CD34+ 

(лимфоидная линия клеток) и MRC-5 (линия культуры диплоидных клеток, состоящуая из 

фибробластов, первоначально полученных из ткани легких 14-недельного 

абортированного плода мужского пола европеоидной расы) значительно увеличивает 
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эффективность репрограммирования с использованием факторов Яманаки. Это 

предполагает, что экспрессия MBD2 накладывает определенный барьер для 

репрограммирования в клетках разных типов, и устранение опосредованного MBD2 

подавления Nanog с использованием экспрессии кластера miR-302 имеет решающее 

значение не только для повышения эффективности репрограммирования, но и для 

обеспечения полного репрограммирования в клетках [20]. 

MBD3 является единственным членом семейства у млекопитающих, который не 

связывается напрямую с метилированной ДНК. Он привлекается к метилированной ДНК в 

комплексе белков корперессоров. У лягушки в отличие от млекопитающих MBD3 

взаимодействует с метилированной ДНК напрямую [181]. MBD3 является необходимым 

компонентом комплекса NuRD и участвует во многих путях регуляции генов 

эмбриогенеза. Роль MBD3 в репрессии транскрипции связана с его взаимодействием с 

комплексом NuRD/Mi-2, MBD3 считается необходимым для образования и стабильности 

NuRD/Mi-2. MBD3-NuRD/Mi-2 играет ключевую роль в плюрипотентности и 

дифференцировке ЭСК [182]. Нокаут по MBD3 у мыши летален в отличие от других 

метил-ДНК связывающих белков [183]. ИПСК, возникшие после нокдауна MBD3, не 

способны к дифференцировке, хотя они экспрессировали все маркеры плюрипотентности. 

Напротив, чрезмерная экспрессия изоформы MBD3b вместе с факторами Яманаки 

увеличивала количество колоний ИПСК, образовавшихся из фибробластов как минимум в 

два раза [184]. 

 

3.9.4 MBD4 

MBD4 впервые найден по его метил-ДНК-связывающему домену, который 

гомологичен последовательности MBD доменам других белков [185]. На N-конце 

расположен МВD домен отвечающий за связывание с метилированной ДНК. На C-конце 

расположен каталитический домен, участвующий в вырезания, репарации ДНК.  MBD4 

специфически катализирует удаление T и U в паре с гуанином (G) внутри сайтов CpG 

[186]. MBD4 способен удалять 5-mC из полуметилированной ДНК в системе in vitro, а 

фосфорилирование MBD4 усиливает его активность 5mC гликозилазы [187,188]. Мыши 

дефицитные по MBD4 жизнеспособные, однако, частота C -> T замен в сайтах CpG 

увеличивается в три раза. На предрасположенных к раку Apc (Min / +) мышах с 

дефицитом MBD4 показали ускоренное образование опухоли с мутациями CpG → TpG в 

гене Apc (adenomatous polyposis coli). Таким образом, MBD4 подавляет мутабельность 
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CpG и онкогенез in vivo [189]. MBD4 связан с деметилированием ДНК. Рай и др. ранее 

показали, что MBD4 опосредует деметилирование ДНК у эмбрионов рыбок Данио-рерио, 

инициируя эксцизионную репарацию ошибочных пар GT, а также направляя действия 

индуцированной активацией дезаминазы (AID) и остановку роста и индуцируемый 

повреждением ДНК белок 45 альфа (Gadd45a). Однако некоторые исследователи 

придерживаются противоположного мнения. Как сообщают Детич и др., нет 

доказательств опосредованного AID-MBD4 деметилирования ДНК у эмбрионов рыбок 

Данио-рерио, что согласуется с результатами у человека. В некоторых статьях не 

обнаружено дефекта метилирования ДНК у мышей с нокаутом MBD4. MBD4 участвует в 

репрессии транскрипции посредством метил-CpG связывающей активности, что 

подтверждается исследованием, проведенным Кондо и др., предполагающим, что MBD4 

является важным компонентом эпигенетического молчания [190]. 

 

3.9.5 UHRF1 

Одна из основных функций UHRF1 - это воспроизведение профиля метилирования 

ДНК во время репликации. UHRF1 связывается с полуметилированной ДНК, чем 

облегчает связывание DNMT1 на вновь синтезированную цепь ДНК во время деления 

клеток [191]. На N-конце UHRF1 расположен убиквитин-подобный домен (UBL)  

обладающий убиквитинирующей активностью, тандемный тюдоровский домен (TTD) 

позволяет UHRF1 связываться с ди-/три-метилированным H3K9, гомеодомен растений 

(PHD) определяет специфичность связывания UHRF1 с H3R2 и H3K9me2/3, домен SRA 

связывается с полуметилированной ДНК и способствует поддержанию метилирования 

ДНК и модификаций гистонов путем привлечения DNMT1 и HDAC1 соответственно. Это 

необходимо для точного воспроизведения профиля метилирования ДНК при репликации. 

RING домен на С-конце обладает активностью E3-лигазы по отношению к гистоновым и 

негистоновым белкам [192,193]. UHRF1 является ключевым регулятором в поддержании 

метилирования ДНК. Он связывает гистон H3K9me2/3 и полуметилированную ДНК и 

рекрутирует DNMT1 к вилкам репликации ДНК во время S-фазы. Однако регуляторный 

механизм полуметилированной ДНК-связывающей активности UHRF1 остается 

неизвестным [194]. Потеря UHRF1 приводит к гипометилированию и эмбриональной 

летальности у мышей [195]. UHRF1 важен на ранних стадиях  эмбриогенеза [196–198]. 

Хотя ЭСК мыши с нокаутом UHRF1 жизнеспособны, но демонстрируют замедление 

клеточного цикла, потерю метилирования ДНК, изменение структуры хроматина и 
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усиление транскрипции повторяющихся элементов [196,198]. UHRF1 также высоко 

экспрессируется в нервных стволовых клетках. Интересно, что потеря UHRF1 в нервных 

стволовых клетках ведет к активации ретровирусных элементов, подобно тому, что 

наблюдается в нокаутных по UHRF1 ЭСК [199]. Добавление UHRF1 к трехфакторному 

коктейлю из Oct4, Sox2 и KLF4 приводит к увеличению эффективности 

репрограммирования МЭФ [191].   

 

3.9.6 UHRF2 

UHRF2 является паралогом UHRF1, который имеет сходную последовательность и 

архитектуру домена, но его биологическая функция не ясна [195]. UHRF2 был 

первоначально идентифицирован как регулятор клеточного цикла [200].  Он обладает 

более сильной аффинностью связывания с 5hmC, чем с C или 5mC [164,187,188]. UHRF2 

содержит несколько доменов, в том числе SRA домен, который связывает 5hmC, на C-

конце расположен RING домен с E3 убиквитин лигазной активностью [192,201].  

UHRF2 является потенциальным онкосупрессором. UHRF2 также контролирует 

экспрессию генов, связанных с эпителиально-мезенхимальным переходом, и способствует 

клеточной инвазии [202]. Несмотря на отсутствие глобальных изменений метилирования 

ДНК, уровни 5mC снижены в определенных геномных локусах в мозге мышей с нокаутом 

UHRF2. UHRF1 и UHRF2 сходным образом обогащены H3K9me3-богатым 

перицентрическим гетерохроматином, что указывает на то, что они имеют общие сайты 

связывания. Поскольку UHRF1 и UHRF2 имеют различную структуру своих доменов SRA 

и, вероятно, также в других доменов, возможно, что UHRF2 имеет уникальные позиции 

связывания, которые не заняты UHRF1 [195]. Мыши нокаутные по UHRF2 

жизнеспособны, но у них развиваются спонтанные судороги и наблюдается аномальная 

электрическая активность в мозге [195]. UHRF2 поддерживает уровни 5mС только в 

определенных геномных локусах. Это согласуется с фенотипами, наблюдаемыми у 

мышей: глобальное снижение уровня 5mC у мышей с нокаутом UHRF1, вызывающее 

раннюю эмбриональную летальность, и умеренный дефект 5mC у мышей с нокаутом по 

UHRF2, совместимый с эмбриональным развитием и вызывающий тонкие дефекты в 

головном мозге. Это также согласуется с предыдущими исследованиями экспрессии 

генов, которые показывают, что UHRF2 сильно экспрессируется в соматических клетках, 

предполагая, что функция UHRF2 вряд ли требуется для глобальных уровней 5mC, 

которые важны для всех клеток, включая стволовые клетки. Вместо этого наиболее яркий 
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фенотип у мышей с нокаутом UHRF2 встречается в головном мозге, который в основном 

состоит из дифференцированных клеток. Пока неясно, почему нокаут UHRF2 у мышей 

специфически влияет на функцию мозга. Одна возможность состоит в том, что UHRF2 

сильно экспрессируется в головном мозге, как сообщают другие, и играет более важную 

роль в регулировании уровней 5mC в головном мозге [195]. 

 

3.9.7 ZNF57 

ZFP57 является членом семейства KRAB-белков цинковых пальцев. ZFP57 высоко 

экспрессируется в недифференцированных ЭСК, но его экспрессия подавляется при 

дифференцировке. ZFP57 у мышей и его ортолог ZNF57 у человека нацеливает DNMTs на 

ICR для метилирования ДНК в областях контролирующих импринтинг путем связывания 

с метилированной гексонуклеотидной последовательностью TGCCGC в ICR и 

впоследствии взаимодействует с TRIM28.  TRIM28 выполняет функцию кофактора для 

KRAB-белков. Взаимодействовать ZFP57 с DNMTs напрямую не может. Он осуществляет 

свое взаимодействие через TRIM28, который связывается как с de novo, так и с 

поддерживающей DNMTs, тем самым опосредует взаимодействие между ZPF57 и 

DNMTs. В большом количестве импринтированных областей ZPF57 поддерживает 

уровень метилирования ДНК в ЭСК. Эту функцию ZPF57 осуществляет за счет KRAB 

домена. Потеря только зиготической функции ZFP57 вызывает частичную неонатальную 

летальность у мышей, в то время как устранение как материнской, так и зиготической 

функций ZFP57 приводит к эмбриональной летальности с высокой пенетрантностью.  

 

3.9.8 KLF4 

Впервые KLF4 идентифицирован, как фактор связанный с задержкой роста. KLF4 

принадлежит к семейству SP/KLF, которое характеризуется наличием на С-конце трех 

цинковых пальцев [203]. На N-конце содержится домен трансактивации (TAD), и 

прилегающие к нему репрессионный домен, которые совместно определяют 

специфичность транскрипционной регулирующей активности KLF4, взаимодействуя с 

другими факторами и влияют на эффективность взаимодействия с ДНК. KLF4 в своей 

структуре содержит сигнал ядерной локализации (NLS) [204,205]. Мышиный KLF4 на 

91% идентичен человеческому, состоит из 483 аминокислот [205]. У человека есть 

несколько вариантов сплайсинга, которые идентифицированы в нормальных и раковых 

клетках [206–208]. Экспрессия KLF4 регулируется на транскрипционном и 
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посттранскрипционном уровнях. На посттрансляционном уровне активность регулируется 

фосфорилированием по 132 серину, что приводит к индукции дифференцировки 

эмбриональных стволовых клеток [209]. Ацетилирование по 225 и 229 остаткам лизина 

комплексом р300/СВР, ингибирует способность активировать ниже стоящие мишени 

метаболических путей [210]. Увеличение экспрессии р300/СВР приводит к 

ацетилированию KLF4. В структуре KLF4 содержится SUMO-взаимодействующий домен 

(SIM). В ЭСК сумоилирование KLF4 по лизину 275 снижает его влияние на транскрипцию 

генов мишений [211]. В 2006 году было показано, что KLF4 при определенных условиях 

культивирования эмбриональных клеток и фибробластов мыши индуцируются в 

плюрипотентные стволовые клетки с помощью сверхэкспрессии четырех специфических 

факторов: Oct3/4, Sox2, C-Myc и KLF4. Первоначально при индукции плюрипотентности 

KLF4 репрессирует маркеры дифференцировки и облегчает экспрессию генов 

плюрипотентности на более поздней стадии [212]. Например, сумоилирование KLF4 по 

лизину 275 приводит к ингибированию транскрипции Nanog и тем самым ингибирует 

индукцию ИПСК [213]. Сумоилирование KLF4 в клетках человека способствует его 

деградации [214]. Большое количество лизинов облегчает убиквитинирование и 

дальнейшую деградацию [215]. Гиперметилирование CpGI в промоторе KLF4 и 

метилирование гистонов влияют на его активность в раковых и стволовых клетках [216–

219]. Одна из основных функций KLF4 способствовать выживанию путем подавления 

апоптоза. KLF4 подавляет р-53-зависимый путь апоптоза путем прямого ингибирования 

ТР53 и подавления экспрессии ВАХ [220–223]. Мыши нокаутные по KLF4 демонстрируют 

минимальные фенотипические изменения, а именно утолщенную интиму артерий после 

повреждения сосудов [224,225]. 

 

3.9.9 ZBTB4 

ZBTB4 содержит на C-конце цинковые пальцы и N-конце BTB/POZ домен. ZBTB4 

обладает двойной специфичностью. Он распознает специфическую олигонуклеотидную 

последовательность CT/CGCCATC, а также метилированные CpG-динуклеотиды. ZBTB4 

также связывается с очень похожим консенсусным сайтом связывания Kaiso (KBS) in vitro 

[226]. ZBTB4 высоко экспрессирован в гиппокампе, стволе мозга, обонятельной луковице, 

грушевидной коре и мозжечке [152]. Он функционирует как белок-репрессор 

транскрипции, рекрутирует Sin3/HDACs и способствует подавлению экспрессии гена 

мишени [227]. Снижение экспрессии ZBTB4 коррелирует с высокой нестабильностью 
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генома при многих распространенных раковых заболеваниях человека. Низкие уровни 

экспрессии ZBTB4 обнаруживаются на поздних стадиях, тогда как высокая на ранних 

стадиях прогрессирования заболевания. В линиях клеток человека дефита ZBTB4 

достаточно для увеличения распространенности микроядер и двуядерных клеток 

параллельно с нарушением экспрессии гена контрольной точки митоза, ослабленной 

контрольной точкой митоза и повышенной частотой отставания хромосом во время 

митоза. Мыши с дефицитом ZBTB4 имели меньший размер тела, чем у их однопометников 

дикого типа. Первичные клетки, выделенные из ZBTB4 нокаутных мышей, проявляли 

пониженную активность митотических контрольных точек, повышенные митотические 

дефекты, анеуплоидные клетки и повышенную геномную нестабильность. Мыши 

нокаутные по ZBTB4 более восприимчивы к канцерогенезу  кожи,  вызванному 7,12-

диметилбенз (а) антраценом/12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетатом [226].  

 

3.9.10 ZBTB38 

ZBTB38 имеет несколько цинковых пальцев на С-конце и на N-конце POZ/BTB 

домен. ZBTB38 может связывается с более высоким сродством с метилированными 

динуклеотидами CpG в консенсусной последовательности 5'-CGCG-3', но также может 

связываться с элементами E-box (5'-CACGTG-3'). Также может специфически связываться 

с одной парой метил-CpG. Активирует или подавляет транскрипцию метил-CpG-

зависимым образом [152]. ZBTB38 регулирует экспрессию генов, репликацию ДНК и 

стабильность генома [228]. ZBTB38 обнаружен в мозге и нейроэндокринных органах, 

высоко экспрессируются в головном мозге [152,229]. Может участвовать в 

дифференцировке и / или выживании нейронов позднего постмитоза. ZBTB38 играет роль 

в подавлении активности IL1R2 при аутоиммунном артрите [230]. ZBTB38 способствует 

пролиферации ЭСК, ингибирует дифференцировку ЭСК по направлению к 

мезодермальному профилю и подавляет апоптоз в клетках мышей. У людей уровень 

экспрессии ZBTB38 важен для его нормальных физиологических функций, а его 

неправильная регуляция приводит к развитию онкологии и нейродегенеративных 

заболеваний. Потеря одиночного аллеля ZBTB38 ведет к нарушению эмбрионального 

развития. Потеря ZBTB38 снижает экспрессию Nanog и Sox2, оба из которых имеют 

решающее значение для пролиферации и дифференцировки эпибласта [231]. 
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3.9.11 Kaiso 

Kaiso (кодируемый геном ZBTB33) содержит на N-конце BTB/POZ домен, а на C-

конце три цинковых пальца, а также сигнал ядерной локализации (NLS). Используя 

цинковые пальцы С2Н2 типа, Kaiso распознает метилированную ДНК и 

последовательности, содержащие CTGCNА (KBS)  [232,233]. Гидроксиметилирование 

ингибирует связывание Kaiso с ДНК [234,235]. Kaiso наряду с ZNF57 имеет наибольшее 

сродство к метилированной ДНК по сравнению с остальными факторами. Cвязывание 

Kaiso с метилированными участками более чем в 20 раз лучше по сравнению с 

неметилированными последовательностями, в отличие от остальных белков с цинковыми 

пальцами, для которых эффективность связывания с метилированным 

последовательностям выше до трех раз или не отличается от неметилированной 

последовательности. Kaiso обладает способностью функционировать как 

транскрипционный репрессор и активатор, в зависимости от участков связывания и 

посттрансляционной модификации сумоилирования [236]. Сумоилирование Kaiso 

происходит по 42 лизину, расположенному в BTB/POZ домене. Десумоилированный 

Kaiso является сильным репрессором по сравнению с сумоилированной формой белка. 

Было предпринято несколько попыток определить профиль связывания Kaiso в геноме 

мыши и человека. Основная сложность в идентификации таких участков заключается в 

подборе антител для специфичной хроматин иммунопреципитации. Первая попытка 

определить сайты показала, что Kaiso преимущественно связывается с 

неметилированными послевательностями, но не с KBS, содержащими участками, что 

противоречило данным in vitro. Вторая работа показала диаметрально противоположную 

картину, большинство участков связывание Kaiso было метилировано, и опять не быо 

найдено обогащение KBS последовательностями [159,237]. Таким образом, на данный 

момент времени имеется несколько различных результатов с полногеномным 

распределением Kaiso, ни один из которых не показал обогащения сайтами KBS, хотя in 

vitro ситуация обратная. Основной недостаток применяемых антител в данных работах - 

это неспецифичное узнавание других факторов, что было подтверждено 

иммунофлуоресцентным окрашиванием Kaiso нокаутных клеток [238]. 

Kaiso также известен как модулятор WNT-сигнального пути. Он связывается с 

целым рядом регуляторных элементов WNT-зависимых мишеней: PPARδ, c-Myc, Cyclin 

D1 и Matrilysin [239,240]. Он вовлечен в развитие воспаления кишечника. Так, увеличение 

экспрессии Kaiso в тонком кишечнике мышей вызывало сильный воспалительный ответ 
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[241]. Подтверждение важности Kaiso в развитии воспаления и онкообразования было 

показано на модели рака кишечника APCmin. Удаление Kaiso в этой модельной системе 

приводило к увеличению времени жизни мыши, снижению объема и количества опухолей 

[242]. Kaiso связывает метилированные CpG и участвует в подавлении транскрипции 

нескольких генов-супрессоров опухолей, таких как CDKN2A, HIC1 и MGMT. С другой 

стороны, Kaiso подавляет протуморогенный сигнальный путь WNT с помощью множества 

механизмов, включая прямую регуляцию канонических мишеней WNT, таких как MYC, 

FOS, Siamois и CCND1, а также посредством белок-белковых взаимодействий с 

TCF3/TCF4, которые нарушает связывание с β-катенином и промоторами мишеней [233]. 

Белковое взаимодействие с цинковыми пальцами Kaiso может нарушать их способность 

связываться с ДНК, как было показано при образования комплекса p120-Kaiso, или может 

не влиять на связывание ДНК, как в случае с  геном миелоидной транслокацийи MTG16 

[243]. Взаимодействие белков с цинковыми пальцами Kaiso может регулировать наличие 

NLS, расположенного вблизи цинковых пальцев. Например, p120 катенин может 

маскировать NLS Kaiso, что приводит к его транслокации в цитоплазму [244,245].  

Нокаут гена Kaiso не влияет на равзитие мышей, их фертильность, однако, как и 

для многих метил-ДНК связывающих белков он важен при формировании памяти и при 

обучении.  Дефицит Kaiso увеличивает двигательную и исследовательскую активность 

мышей, а также подавлял препульс акустического рефлекса испуга без какого-либо 

неблагоприятного воздействия на поведение, связанное с тревогой, обучением и памятью. 

В то же время дефицит Kaiso вызывает выраженный антидепрессантный эффект. Таким 

образом, удаление Kaiso влияет на локомоцию и развитие депрессивно-подобного 

поведения. Также у Kaiso нокаутных мышей наблюдается снижение объема боковых 

желудочков мозка в три раза по сравнению с животными дикого типа [246]. Клетки 

нервной системы подтвержены наиболее частому изменению метилирования ДНК при 

обучении и формировании памяти, поэтому исследвание функциональной значимости 

метил-ДНК связывающих белков является необходимым для раскрытия этих механизмов. 

Участие Kaiso в интерпретации метилирования ДНК,  влиянии на эпигенетический 

паттерн в первую очередь связано с привлечением корепрессоров NCoR и SMRT, в 

комплекс с которыми входят гистондеацитилазы [16,247]. Однако, недавно было 

показано, что Kaiso участвует в регуляции метилирования импринтированного локуса 

H19/IGF2. Kaiso детектируется на метилированном аллелем. Удаление Kaiso приводит к 

снижению метилирования в контролирующим импринтинг локусе в данном участке, но не 
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https://paperpile.com/c/t9By6a/tsmMQ
https://paperpile.com/c/t9By6a/Q5uFd
https://paperpile.com/c/t9By6a/PP2Ny+z3ZC9
https://paperpile.com/c/t9By6a/jh84w
https://paperpile.com/c/t9By6a/YAW08+ag2sW
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приводит к изменению транскрипционной активности данного локуса [17]. Однако, 

данных о том, может ли влиять Kaiso на метилирование в полногеномном масштабе нет. 

 

3.10 Заключение 

Изучение влияния белка Kaiso на динамический процесс метилирования ДНК в 

клетках представляет собой важный аспект в понимании механизма регулирования 

метилирования ДНК. Метилирование ДНК является эпигенетическим механизмом, 

участвующим во многих важных клеточных процессах, таких как пролиферация и 

дифференцировка клеток, репрессия транскрипции, геномный импринтинг, организация 

хроматина и инактивация Х-хромосомы [248]. Большое количество факторов участвует в 

поддержании баланса между метилированием и деметилированием ДНК. Известно, что 

метил-ДНК-связывающий белок Kaiso влияет на деацетилирование гистонов, привлекая 

репрессионные комплексы NCoR, SMRT. Однако, появляются данные, что Kaiso может 

участвовать в установлении и поддержании метилирования определенных локусов. Так, 

дефицит Kaiso приводит к снижению метилирования ICR в локусе H19/IGF2. Однако на 

сегодняшний день не известно, может ли Kaiso влиять на метилирование ДНК на уровне 

генома, может ли Kaiso взаимодействовать с ДНК-метилтрансферазами или же 

конкурировать с KLF4, может ли Kaiso как эпигенетический регулятор влиять на процесс 

репрограммирования соматических клеток. 

https://paperpile.com/c/t9By6a/eTJs9
https://paperpile.com/c/t9By6a/uIeH3
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4) МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

4.1 Экспериментальные животные 

В эксперименте использовали мышей линии C57BL/6 (WT) и нокаутных по гену 

Kaiso C57BL/6/Kaiso-/- (Kaiso KO), которые получены из «SPF-вивария» ИЦиГ СО РАН, а 

также трансгенных мышей линии 4F2A/C57BL/6, несущих доксициклининдуцибельную 

кассету с факторами Яманаки (Sox2, cMyc, Klf4, Oct4) и трансгенных мышей линии 

4F2A/C57BL/6 с нокаутом гена Kaiso (предоставлены д.б.н. Томилиным А.С., Институт 

цитологии РАН). Для работы использовали эмбрионы в возрасте 13,5 дней WT и Kaiso 

KO. Содержание мышей и все экспериментальные манипуляции выполнялись в 

соответствии с международными правилами обращения с животными (Директива 86/309 

Европейского сообщества от 24 декабря 1986 г.).  

 

4.2 Клеточные линии 

МЭФ были получены из эмбрионов мышей, согласно протоколу Nefzger et al. [249]. 

МЭФ и клетки эмбриональной почки человека линии HEK293, HEK293T, клетки опухоли 

светлоклеточного рака почки линии Caki-1 культивировали в среде DMEM с добавлением 

10% фетальной бычьей сыворотки (FBS, «Hyclone», США) и 1× 

пенициллина/стрептомицина. ИПСК культивировали в среде KnockOut DMEM 

(Thermoficher, США) с добавлением 5% FBS, предназначенной для работы со стволовыми 

клетками, 10% SR (Serum Replacement; «Gibco», США), 1% MEM NEAA (100×, non 

essential amino acids, «ThermoFisher», США), 1% глутамакса, 

1×пенициллина/стрептомицина, 1×доксициклина, 1000 ед/мл LIF (leukemia inhibitory 

factor, «ThermoFisher», США), 50 мМ β меркаптоэтанола. 

 

4.3 Генотипирование мышей 

Геномную ДНК выделяли из головы эмбриона. Голову лизировали в буфере: 100 

мМ NaCl, 10 мМ Трис-HCl рН 8.0, 25 мМ ЭДТА, 0.5% SDS, 0.1 мг/мл протеиназа К. 

Лизирующий буфер брали из расчета 1 мл на 100 мг ткани и инкубировали ткань в буфере 

ночь при температуре 37°С. Далее проводили очистку ДНК смесью фенол/хлороформ 

(1:1). К лизату добавляли 1 объем смеси фенол/хлороформ, перемешивали, 

центрифугировали 5 минут на максимальных оборотах. Затем отбирали верхнюю фазу и к 

ней добавляли 1 объем хлороформа. Центрифугировали 5 минут при максимальных 

оборотах, отбирали водную фазу. Далее добавляли два объема 96% этанола и 1/10 объёма 

https://paperpile.com/c/t9By6a/8kMXb
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5M NaCl. Инкубировали 10 минут на льду, после чего центрифугировали при 

максимальных оборотах в течение 10 минут. Отбирали супернатант и осадок промывали 

70% этанолом. Центрифугировали в течение 5 минут на максимальных оборотах и 

отбирали супернатант. Образовавшийся осадок содержащий ДНК сушили в термостате 

при +37°С и растворяли в деионизованной воде (mQ). Генотипирование осуществлялось 

методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Условия ПЦР: 95°C 3 мин; 30 циклов: 

95°C - 30 сек, 59°C - 30 сек и 72°C - 1 мин; 72°С - 10 мин) с использованием следующих 

последовательностей праймеров (Таблица 2). 

 

Таблица 2. Последовательность праймеров для генотипирования.  

Ген Праймер Последовательность 

Kaiso Kaiso LS3 5’GACACACAGTCAAAAGCTAGTG 3’ 

 Kaiso BTBrev 5’ AGGCTGAAAGGATGTTCCTATG 3’ 

 KaisoRev 5’ AGAAGGCTGATCTCCATTTGGA 3’ 

SRY SRY2 5’ TCTTAAACTCTGAAGAAGAGAC 3’ 

 SRY4 5’ GTCTTGCCTGTATGTGATGG 3’ 

Col/4F2A Col frtA For 5’ GCACAGCATTGCGGACATGC 3’  

 Col frtB Rev 5’ CCCTCCATGTGTGACCAAGG 3’ 

 Col 4F2A Rev 5’ TTGCTCAGCGGTGCTGTCCA 3’ 

ПЦР продукты разделяли в 1.5% агарозном геле, с использованием 1xTАE буфера с 

добавлением бромистого этидия (10мг/мл). Перед нанесением к образцу добавляли 

6×краску (0.25% бромфенола, 0.25% ксиленцианола и 30% глицерина). Электрофорез 

проводили при условиях: сила тока в 40А; 1×TАE буфер. Результаты электрофореза 

фиксировались с помощью цифровой камеры УФ трансиллюминатора, при длине волны 

УФ — 280 нм. Результаты фиксировали на приборе для документирования гелей (Typhoon 

trio Amersham, Англия). 

Размеры продуктов амплификации соответствовали 338 п.о. (WT, Kaiso LS3 – Kaiso 

BTBRev) и 403 п.о. (KO, Kaiso LS3 – KaisoRev); 382 п.о. (самец, SRY2 – SRY4). Эмбрионы 

генотипировали по половому признаку, а также по Kaiso -/y. (Рисунок 11). 
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Рисунок 11. Генотипирование. А - WT 350 п.н., Kaiso KO 400 п.н. Б - Генотипирование по 

половому признаку. Самцы 380 п.н. 

 

4.4 Получение эмбриональных мышиных фибробластов 

МЭФ были получены на 13-й день развития эмбрионов мыши. Рог матки клали на 

чашку Петри содержащую 10 мл 1×PBS. Переносили в клеточный бокс. Разрезали рог 

матки на куски содержащие один эмбрион. Помещали каждый эмбрион в отдельную 10 см 

чашку с 10 мл 1×PBS. Удаляли голову, конечности и внутренние органы с помощью 

скальпеля. Голову помещали в 1,5 мл пробирку для генотипирования, которое позволяло 

отбирать эмбрионы мужского пола. Переносили туловище в новую 10 см чашку Петри. 

Используя хирургические лезвия, измельчали эмбрион в течение 2 минут. Добавляли 200 

мкл триплекса к измельченному эмбриону и инкубировали 3-5 минут при комнатной 

температуре. Затем продолжали измельчать в течение 2 минут, после добавляли 1 мл 

среды DMEM+/+ для инактивации триплекса. Пипеткой на 1000 мкл дополнительно 

осторожно механически диссоциировали ткани. Добавляли 9 мл среды DMEM+/+. После 

24-48 часов чашка была полностью покрыта МЭФ.  

 

4.5 Анализ клеточной пролиферации 

МЭФ высевали в 96-луночные планшеты (в расчете 1000-7000 клеток на лунку). 

Через 24 часа оценивали пролиферативную активность клеток при помощи 

колорометрического теста (МТТ). МТТ (98% тиазолиловый синий тетразолий бромид; 

SigmaAldrich, США) добавляли в каждую лунку до конечной концентрации 0,5 мг/мл. 

Клетки инкубировали в течение трех часов и затем ресуспендировали в 50 мкл 

диметилсульфоксида (ДМСО). Оптическую плотность образовавшегося МТТ-формазана, 

растворенного в ДМСО, измеряли при 540 и 595 нм при помощи устройства для 

считывания микропланшетов iMarkTM (Bio Rad, США). 
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4.6 Получение лентивируса и трансдукция МЭФ 

Лентивирус был получен путем кальций-фосфатной трансфекции клеток HEK293T 

вектором pHAGE-STEMCCA (Profection Mammalian Transfection System; Promega, США). 

Вектор содержал индуцируемую доксициклином кассету, которая обеспечивала 

эквимолярную экспрессию факторов Yamanaka (Oct4, Sox2, cMyc, Klf4) в присутствии 

доксициклина в среде. Вирус осаждали 40% ПЭГ в конечной концентрации 12,5%, 

ресуспендировали в среде OptiMEM (ThermoFisher), хранили при -70°C. При трансдукции 

МЭФ лентивирусом к среде добавляли полибрен до концентрации 8 мкг/мл. Начиная со 

следующего дня после трансдукции клетки культивировали в среде ИПСК, содержащей 2 

мкг/мл доксициклина. Эффективность МЭФ-трансдукции определяли 

иммунофлюоресцентным окрашиванием на Oct4 на следующий день после добавления 

доксициклина. 

 

4.7 Окрашевание на щелочную фосфатазу (ЩФ) 

Клетки фиксировали в 4% формалине в 1×PBS в течение 10 минут. Затем 

промывали 2 раза 1×PBS. Предворительно в день окраски готовили 3 раствора.  

Раствор 1. Триса 0,103г, трис гидрохлорида 0,032г, натрия хлорида 0,183г 

растворяли в 30 мл mQ. 

Раствор 2. 180 мкл и 0,015г нафтол AS-BI фосфата. 

Раствор 3. 0,06 г нитрита натрия, 60 мкл фуксина и 150 мкл mQ. 

Добавляли раствор 3 в раствор 1 и затем добавляли раствор 2. Тщательно 

перемешивали и добавляли к клеткам. Инкубировали 15 минут, затем промывали 1×PBS. 

 

4.8 Иммунофлуоресцентное окрашивание 

 Клетки культивировали на покровном стекле, промывали 1×PBS и фиксировали в 

течение 10 минут при комнатной температуре в 4% параформальдегиде. Затем клетки 

промывали 3 раза PBS/глицином, инкубировали в течение 5 минут в 0,2% Tween20/PBS, 3 

раза промывали PBS/глицином и блокировали в 0,3% молоко/PBS в течение 1 часа при 

комнатной температуре. Далее клетки инкубировали в блокирующем буфере, содержащем 

первичные антитела против Oct4 (ab19857; Abcam, США), Sox2 (ab97959; Abcam, США), 

Nanog (ab80892;Abcam, США) и SSEA1 (ab16285; Abcam, США) в течение ночи при 4°C. 

После отмывания первичных антител клетки окрашивали вторичными антителами 

кролика Alexa Fluor 488 в течение одного часа в блокирующем буфере. После отмывания 
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от вторичных антител клеточные ядра окрашивали 4',6-диамидино-2-фенилиндолом 

(DAPI; ThermoFisher, США). Заключали в среду ProLong Dimond Antifade Mountant 

(Invitrogen, США) и анализировали клетки под микроскопом Eclipse TiS (Nikon, Япония) 

[242].  

 

4.9 Таргетный бисульфитный анализ 

Бисульфитную конвертацию проводили с использованием набора EZ DNA 

Methylation Kit (ZymoResearch, США) в соответствии с инструкциями производителя. 

Конвертированную ДНК амплифицировали с помощью ПЦР на приборе T100 Thermal 

Cycler (BioRad, США) с использованием праймеров (Таблица 3). Условия ПЦР: 95°С - 3 

мин; 35 циклов: 95°С - 30 с, 59°С - 1 мин и 72°С - 1 мин; 72°С - 10 мин. ПЦР продукты 

очищали с помощью набора для экстракции из геля QIAquick (Qiagen, США) и затем 

клонировали в векторе pTZ57R/T (Thermo Scientific, США) с использованием набора для 

клонирования Ins TAclone PCR (Thermo Scientific). Полученные клоны анализировали 

секвенированием по Сэнгеру с помощью праймера M13 с использованием анализатора 

ДНК 3730.(Applied Biosystems, США) [242]. 

 

Таблица 3. Последовательность праймеров 

Мишень Название 

праймера 

Последовательность праймера 

Nanog Nanog For 5' ATTTATAGGGTTGGTGGGGCG 3' 

 Nanog Rev 5' TTTTTGGGTGTGAGTATAGTTAT 3' 

Оct4 Oct4 For 5' TGGATATGGGTTGAAATATTGGG 3' 

 Oct4 Rev 5' TCCTCTCACCCCTACCTTAAAT 3' 

TRIM 25 TRIM 25 For 5' TTGAATTCTTAGATGAGTGTTGGGAAGG 3' 

 TRIM 25 Rev 5' TTGGATCCAATCGAAACACAACTACTACACC 3' 

 

4.10 Анализ метилирования ДНК методом ограниченного 

бисульфитного секвенирования CpG-богатых областей (RRBS) 

Три отдельных биологических повтора из клеточной линии МЭФ дикого типа и 

Kaiso КО МЭФ были взяты для бисульфитного секвенирования. Два микрограмма 

геномной ДНК образца рестрицировали с использованием 60U MspI (Fermentas, США) в 

50 мкл при 37°С в течение 18–24 ч с последующей очисткой набором QIAquick (Qiagen, 

https://paperpile.com/c/t9By6a/uehDa
https://paperpile.com/c/t9By6a/uehDa
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Германия). Рестрицированную ДНК восстанавливали, и к 3'-концу фрагментов ДНК 

добавляли аденин в соответствии со стандартном Illumina и протоколом add_A (Illumina, 

США). Предварительно отжигали адаптеры Illumina, содержащие 5'-метилцитозин вместо 

цитозина, лигировали с обоих концов фрагментов ДНК с использованием стандартного 

протокола лигирования адаптера Illumina (Illumina, США). Лигированные фрагменты 

затем разделяли в 2% агарозном геле (Sigma-Aldrich, США). Фрагменты от 170 до 350 п.н. 

(включая длину адаптера) были отобраны и вырезаны из геля. ДНК выделяли из геля с 

использованием набора для экстракции геля Qiagen (Qiagen, Германия). Обработку 

бисульфитом натрия и последующую очистку выделенной ДНК нужного размера 

проводили с помощью набора EZ DNA MethylationTM (ZymoResearch, США) в 

соответствии с инструкциями производителя. Обработанные бисульфитом фрагменты 

ДНК амплифицировали с помощью ПЦР и следующей реакции: 5 мкл элюированной 

ДНК, 1 мкл NEB PE ПЦР, два праймера (1,0 и 2,0) и 45 мкл Platinum PCR Supermix 

(Invitrogen, США). Условия амплификации были следующими: 5 мин при 95°С, 30 с при 

98°С, затем 15 (10 с при 98°С, 30 с при 65°С, 30 с при 72°С), затем 5 мин при 72 ° С. ПЦР-

продукт очищали с помощью набора для очистки MinElute PCR (Qiagen, США), и 

бисульфитную библиотеку элюировали в 15 мкл буфера EB. Концентрацию библиотеки 

измеряли, используя биоанализатор Agilent 2100 (Agilent Technologies, США). Библиотека 

была секвенирована на платформе Illumina 2500 в соответствии со стандартными 

протоколами генерации и секвенирования Illumina. Генерировали одноцепочечные 

прочтения по 100 п.н. Далее работа выполнялась сотрудниками лаборатории Геномики и 

Эпигеномики Позвоночных ФИЦ Биотехнологии РАН. Прочтения были выравнены на 

геном hg19 с помощью программного обеспечения Bismark15. Дифференциальный анализ 

метилирования проводили с помощью программного пакета MethPipe/RADmeth [250]. 

Подсчеты метилирования ДНК были объединены между прямой и обратной цепями для 

каждого CpG, таким образом исключая потенциально мутированные сайты CpG. Сначала 

нашли дифференциально метилированные отдельные позиции CpG. Затем позиции были 

агрегированы в DMR с параметрами по умолчанию.  

 

4.11 Клонирование ПЦР продукта 

ПЦР-продукт разгоняли в 1% агарозном геле и проводили очистку с 

использованием набора для элюции ДНК из геля QAIquick Gel-extraction kit («Qiagen», 

https://paperpile.com/c/t9By6a/P4EfY
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США) в соответствии с протоколом производителя. Полученный фрагмент клонировали в 

Т-вектор согласно протоколу набора TA Cloning Kits (Thermo Fisher Scientific, США). 

 

4.12 Редактирование генома 

Редактирование с помощью CRISPR/Cas9 было проведено как описано в статье 

[26]. Клетки Caki-1 трансфецировали только плазмидой pX459-Kaiso для получения 

клеток KO (сдвиг рамки) или с помощью ssODN 5'-

CGTGGCCATGGACTCTTCTGTGATGTTACCGTTATTGTGGAAGACCGACGCTTCCGC

GCTCACAAGAATATTCTTTCAGCTTCTAGTACC для получения клеток K42R (замена 

одного нуклеотида), pX459-KLF4 или pX459-Kaiso или обеими плазмидами для генерации 

сдвига рамки считывания. Клетки трансфицировали Добавляли пуромицин через 24 часа в 

концентрации 1 мкг/мл для клеток HEK293 и 2 мкг/мл для клеток Caki-1. Инкубировали в 

течение 72 ч, пассировали в 96-луночный планшет в рассчете 1 клетка на 2 лунки на среде 

без пуромицина. Далее анализировали клоны с помощью вестерн блот анализа. 

 

4.13 Получение конструкции  

Для получения плазмидных конструкций использовали вектор для геномного 

редактирования с использованием CRISPR\Cas9 системы и вектора pSPCas9(BB)-2A-Puro 

(PX459) (Addgene #48139), в который была добавлена последовательность, направляющая 

конструкцию к месту внесения мутации:  

Crisp_ZBTB33_for 5′-CACCGTGTGGAAGACCGAAAATTCC,  

Crisp_ZBTB33_rev 5′-AAACGGAATTTTCGGTCTTCCACAC, 

Crisp_KLF4_for 5′-CACCGGAGCCGGTGCGGCTTGCGG, 

Crisp_KLF4_rev 5′-AAACCCGCAAGCCGCACCGGCTCC. 

Для формирования вставки для каждой конструкции было взято по 100 мкмоль 

каждого из пары олигонуклеотидов, 1 мкл Т4-лигазы, 10xбуфер для Т4-лигазы, общий 

объем смеси доводился до 10 мкл. Смесь инкубировали 30 минут при 37°С, 5 минут при 

95°С, после чего температура смеси опускалась до 25°С. Плазмида была обработана 

рестриктазой Bbs1. Лигирование в вектор осуществлялось с помощью Т4 лигазы на +4°С в 

течение ночи. 

 Сдвиг рамки в генах KLF4 и Kaiso были подтвержден секвенированием по Сэнгеру 

соответствующих ампликонов, полученных в результате ПЦР с геномной ДНК (KLF4_for 

5′-TCCCACATGAAGCGACTTCC, KLF4_rev 5′-GGATGGGTCAGCGAATTGGA; 

https://paperpile.com/c/t9By6a/Xvbk9
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Kaiso_for 5′-CATGGAGAGTAGAAAACTGATTT, Kaiso_rev 5′-

CACTCCTAATAACTGCCCTGA). 

 

4.14 Иммунопреципитация хроматина и секвенирование 

Иммунопреципитацию хроматина проводили с помощью магнитного набора 

ab156907 (Abcam, США) в соответствии с инструкциями производителя. 

Иммунопреципитацию проводили антителами H3K27ac (ab4729; Abcam, США) H3K9me3 

(ab8898 Abcam, США) в двух повторах. Библиотеки были сконструированы с помощью 

набора для подготовки библиотек ДНК NEBNext® Ultra ™ II для Illumina® (NEB, США) и 

секвенированы в режиме однократного прочтения с длиной чтений 50 п.н. Количество 

считываемых данных было скорректировано для достижения максимального насыщения. 

Далее работа выполнялась сотрудниками лаборатории Геномики и Эпигеномики 

Позвоночных ФИЦ Биотехнологии РАН. Для контроля качества данных секвенирования 

ДНК использовали программу FastQC [251]. Прочтения с качеством ниже 20 были 

отфильтрованы с помощью cutadapt, а также были усечены до 50 нуклеотидов. Прочтения 

были выравнены на геном человека (GRCh37/hg19) с использованием базы Bowtie2. 

MACS2 [252], использовали для поиска пиков, а пики были аннотированны с помощью 

Bedtools. 

 

4.15 ChromHMM анализ 

Треки были загружены из базы данных ENCODE: 

wgEncodeAwgSegmentationChromhmm, wgEncodeRegTfbsClusteredV3. Для всех состояний 

ChromHMM оценили соотношение гипер- или гипометилированных CpG к общему числу 

CpG. Консервативные сайты связывания транскрипционных факторов были взяты из 

трека транскрипционных факторов. Пропорцию #Гипер / (# Гипер + # Гипо) рассчитывали 

для каждого фактора транскрипции. Данные об энхансерах взяты из базы данных Fantom 

[176], их активность подтверждалась наличием гистоновой модификации H3K27аc.  

 

4.16 Анализы полногенномного метилирования ДНК 

Далее работа выполнялась сотрудниками лаборатории Геномики и Эпигеномики 

Позвоночных ФИЦ Биотехнологии РАН. Прочтения выравнивали на геном GRCh37/hg19 

с помощью программы Bismark [253]. Эффективность бисульфитной конвертации (> 99%) 

оценивали с использованием как лямбда-фага, так и метилирования вне-CpG-контекста. 

https://paperpile.com/c/t9By6a/kIujB
https://paperpile.com/c/t9By6a/FULwH
https://paperpile.com/c/t9By6a/I0iKG
https://paperpile.com/c/t9By6a/OEA8w
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Индивидуальные дифференциальные CpG были идентифицированы с использованием 

подхода бета-биномиальной регрессии, реализованного в MethPipe [254]. Чтобы получить 

DMR, сначала выполнили тест хи-квадрат для отдельных CpG, которые были покрыты по 

крайней мере четырьмя прочтениями в каждой повторности, затем выполнили 

корректировку Бенджамини-Хохберга. Последовательные CpG, попадающие под 

критерии (FDR <0,2, разница в метилировании> 0,1), были определены как DMR. Таблица 

сопряженности для теста хи-квадрат состояла из метилированных и неметилированных 

чисел прочтений, как описано в [255]. 

 

4.17 Секвенирование РНК 

Суммарную РНК выделяли из клеток с использованием реагента TRIzol в 

соответствии с инструкциями производителя (Thermo Fisher Scientific) в трех повторах. 

Качество полученной РНК проверяли с помощью BioAnalyser и RNA 6000 Nano Kit 

(Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, США). ПолиА-РНК очищали используя 

набор для очистки мРНК Dynabeads® (Ambion, Inc., Остин, Техас, США). Набора для 

подготовки библиотеки РНК NEBNext® Ultra ™ II для Illumina® (NEB) в соответствии с 

руководством использовали для получения библиотек Illumina из полиА РНК. 

Секвенирование проводили на HiSeq1500 длина прочтений составила 50 п.н. (BioProject 

ID PRJNA386575). Для каждого образца получили не менее 10 миллионов прочтений. 

Прочтения РНК отфильтровывали по качеству (phred> 20), а адаптеры библиотек обрезали 

с использованием программного обеспечения Cutadapt (версия 1.12) [256]. Далее работа 

выполнялась сотрудниками лаборатории Геномики и Эпигеномики Позвоночных ФИЦ 

Биотехнологии РАН. Прочтения были картированы на геном человека (GRCh37 / hg19) с 

помощью STAR [257]. Экзонные фрагменты были взяты из базы данных RefSeq. Для 

каждого гена посчитали покрытие с помощью программы Bedtools (версия 2.26.0). 

Экспрессию генов количественно определяли с помощью HTSEQ v0.11.1 [258]. Анализ 

дифференциальной экспрессии был выполнен с применением нормализации чисел 

прочтений по умолчанию (estimateSizeFactors) и выполнения отрицательных 

биномиальных тестов для каждого гена (nbinomTest), реализованных в пакете DESeq R 

(версия 1.22.0), с параметрами по умолчанию 15. Анализ функциональных категорий был 

проведен с использованием биоинформатической программы DAVID, с предварительно 

ранжированными генами в соответствии с их кратностью изменения [25]. 

https://paperpile.com/c/t9By6a/D0DkZ
https://paperpile.com/c/t9By6a/E4Sca
https://paperpile.com/c/t9By6a/Rj9f
https://paperpile.com/c/t9By6a/3PFYm
https://paperpile.com/c/t9By6a/NewoL
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Все необработанные данные по севкенированию РНК и WGBS были отправлены в 

архив чтений последовательностей под номером доступа PRJNA734133. 

 

4.18 Иммуноблоттинг 

К лизатам клеток добавляли буфер для нанесения на гель (денатурирующий 

полиакриламидный гель: 50 мМ трис-HCl, pH 6.8, 100 мМ β-меркаптоэтанол, 1% SDS, 

0.01% бромфенолового синего и 10% глицерина), прогревали 5 мин при 95ºС и наносили 

на денатурирующий SDS- ПААГ (6%, 8% или 12% в зависимости от размера белка). Затем 

белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану, для этого использовали камеру для 

переноса («GE Helthcare», Швеция). Мембрану блокировали в 5% растворе сухого 

обезжиренного молока («Bethyl laboratories», США) растворенного в TBS-Т буфере (10мМ 

Трис-HCl, рН-7.4, 150мМ NaCl, 0.1% Tween-20) с постоянным покачиванием при 

комнатной температуре в течение 1 часа. Далее мембрану инкубировали с первичными 

антителами в разведении согласно рекомендации производителя в 5% растворе сухого 

обезжиренного молока в TBS-Т буфере при +4ºС 12 ч («Bethyl laboratories», США). После 

промывали 3 раза TBS-Т буфером, мембрану инкубировали со вторичными антителами в 

разведении 1:10000 («Sigma», США) при комнатной температуре в течение 1 часа. 

Результат детектировали, используя хемилюминесцентную систему ECL+ («Amersham», 

США). Далее экспонировали на рентгеновскую пленку Kodak- BioMAX или сканировали 

мембраны на приборе Fusion Solo.6X PRO F0.70 (Vilber, Южная Корея). 

 

4.19  Получение компетентных клеток 

Клетки TOP10 высаживали на чашку со стрептомицином. Затем с чашки несколько 

колоний высаживали в 2 мл LB со стрептомицином на +37ºС на ночь с постоянным 

покачиванием. Затем 1 мл ночной культуры переносили в 100 мл LB со стрептомицином и 

растили при +37ºС до OD600=0.4-0.5. Культуру переносили в охлажденные пробирки и 

центрифугировали 10 минут на +4ºС и 4000 об/мин. Осадок растворяли в 40 мл буфера 

(100 мМ CaCl2), инкубировали на льду 20-30 минут. Затем центрифугировали 10 минут 

при 4000 об/мин. Эту процедуру повторяли ещё раз. Осадок растворяли в 2 мл 100мМ 

CaCl2, добавляли глицерин до 10%, аликвотировали по 100 мкл в охлажденные пробирки 

и замораживали в жидком азоте. Хранили при температе -70ºС. 
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4.20 Трансформация 

Компетентные клетки (100 мкл) размораживали на льду. Добавляли к клеткам от 10 

до 50 нг ДНК в объеме не более 10 мкл (лигирующая смесь). Инкубировали во льду 15-20 

минут. Клетки помещали на 1,5 минуты на +42ºС. Затем быстро переносили в лед на 2-5 

минут. Добавляли 1 мл питательной среды, предварительно подогретой до комнатной 

темпера, перемешивали. Культивировали 1 час на +37ºС в термостате. После 

центрифугировали на микроцентрифуге при 3000об/мин 2-5 минут. Удаляли супернатант 

и в малом объеме ресуспендировали и высеивали на селективную среду. 

 

4.21 Антитела 

В работе были использованы следующие антитела: anti-Kaiso поликлональные 

кроличьи антитела (ab) (предоставленные доктором А. Рейнольдсом), anti-SUMO1 

(sc5308, Санта-Крус, sc-32058 Abcam, США), anti-HA (A190-108A, Bethyl), anti-HA 

(H6908, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, США), anti-HA agarose (A2095, Sigma-Aldrich, США), 

anti-H3K4me3 (ab1012, Abcam, США), anti-H3K27ac (ab4729, Abcam, США), anti-H3K9me3 

(ab8898 Abcam, США), anti-actin (ab8227, Abcam, Cambridge, Великобритания), anti-Kaiso 

6F (ab12723, Sigma-Aldrich, США), anti-myc (ab9106, Abcam, США), anti-myc mouse 

(предоставленные доктором И. Деевым), anti-KLF4 (ab215036, Abcam, США), anti-TRIM25 

(ab86365, Abcam, США).  

 

4.22 Получение клеточных лизатов 

Трансфицированные эукариотические клетки линии HEK293, Caki-1 промывали 

1×PBS буфером и лизировали в RIPA буфере (50мМ Трис рН 7,4, 0,5% NP-40, 20mM NEM 

(N-ethylmaleimide, 10% SDS, 150мМ NaCl, ингибитор протеаз (Roche, Швейцария)). 

Инкубировали 10 минут на льду. Центрифугировали 10 минут на максимальных оборотах. 

Отбирали супернатант, хранили при -70ºС. Лизаты использовали в дальнейшем для 

иммунопреципитации и ко-преципитации. 

 

4.23 Иммунопреципитация 

Иммунопреципитация была проведена с использованием мышиных антител против 

Kaiso (предоставленные доктором А. Рейнольдсом), против myc (предоставленных 

доктором И. Деевым), контрольных IgG (ab6708; Abcam, США) и НА-агарозы (Sigma, 

США). Использовали лизаты клеток HEK293 или трансфицированных клеток. Клетки 
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HEK293 высевали в 6-луночный планшет и трансфицировали реагентом Lipofectamine 

2000 (Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с инструкциями производителя. 

Через 2 дня клетки промывали 1×PBS и лизировали в 300 мкл холодного буфера RIPA с 

ингибитором протеазы (Roche, Швейцария) и 10 мМ NEM в течение 10 мин на льду. 

Лизаты центрифугировали при 16000 об/мин и +4°С в течение 10 мин. Супернатанты 

хранили при -70°С. К супернатантам добавляли 1 мкг антител против Kaiso, HA, myc или 

контрольного IgG и инкубировали при 4 °C с вращением в течение ночи. После этого 

добавляли 20 мкл белка G-Sepharose (Amersham, Великобритания) и инкубировали при 

вращении. Затем трижды промывали промывочным буфером (10 мМ Трис-HCl рН 7,4, 1 

мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 150 мМ NaCl, 1% Тритон x100) и добавляли к смеси супернатанта 

и антител. Белки элюировали, добавляя 60 мкл буфера SDS для электрофореза и нагревая 

затем до 95°C в течение 5 минут. Супернатант использовали для электрофореза с 

последующим вестерн-блоттингом. 

 

4.24 Экспрессия рекомбинантных белков 

Конструкции pGEX2T-GST, pGEX2T-DNMT3A, pGEX2T-DNMT3B1 

перетрансформировали в компитентные клетки E.coli BL высаживали в 2 мл LB с 

ампициллином на ночь +37ºС с постоянным покачиванием. Затем полученную ночную 

культуру разводили 1:100 (1 мл ночной культуры + 100 мл среды LB + 1:1000 

ампициллин) и инкубировали с постоянных перемешиванием при +37ºС 2 часа. Отбирали 

аликвоту для контроля. При достижении необходимой плотности добавляли к культуре 

IPTG (изопропил-тио-β-галактозид, «Хеликон» Россия) в конечной концентрации 0,1 мМ. 

Продолжали инкубировать с постоянным перемешиванием при +37ºС до OD=0.6. 

Культуру центрифугировали 10 минут при 4200 об/мин +4ºС. Затем удаляли супернатант. 

Осадок хранили на -70ºС.  

Осадок ресуспендировали в 1×PBS + 2мМ PMSF (фенилметансульфонил флюорид-

ингибитор сериновых протеаз). Обрабатывали ресуспендированные клетки ультразвуком. 

Затем добавляли 20% Triton X-100 до конечной концентрации 1%. Медленно 

перемешивали 30 минут. Центрифугировали при 10000 об/мин при +4ºС. Отбирали 

супернатант в чистую пробирку. Добавляли смолу в соответствии с таблицей (Таблица 4), 

предварительно отмыв ее 1×PBS c PMSF в соотношении 1:5. Откручивали на min 

оборотах 5 минут.  
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Таблица 4. Соотношение компонентов 

Компонент Объем 

Объем культуры 20 мл 

Объем культуры, для обработки ультразвуком 1 мл 

Смола Glutation Sepharose 4B 20 мкл 

1×PBS (на одну промывку) 100 мкл 

 Glutation Elution Buffer 10 мкл 

К супернатанту добавляли Glutation Sepharose 4B в объеме указанном в таблице 

(Таблица 4). Медленно перемешивали 30 минут при комнатной температуре. 

Центрифугировали на 500 об/мин 5 минут. Далее удаляли супернатант, промывали 1×PBS 

c PMSF в соотношении 1:30. Центрифугировали 5 минут при 500 об/мин. Удаляли 

промывочный раствор и повторяли еще 2 раза. Хранили на +4ºC. 

 

4.25 Ко-преципитационный анализ (GST-pull down анализ) 

Glutation Sepharose 4B, связанную с GST белками, инкубировали с лизатами, 

трансфецированных клеток HEK293, в течение ночи на +4ºС с постоянным 

перемешиванием. Glutation Sepharose 4B промывали RIPA буфером ((50мМ Трис рН 7,4, 

0,5% NP-40, 20mM NEM (N-ethylmaleimide, 10% SDS, 150мМ NaCl, ингибитор протеаз 

(Roche)). К смоле добавляли буфер (125мМ Трис рН 6,8, 4% SDS, 20% глицерин, 10% β-

меркаптоэтанол, 0,025% бромфенол). Затем кипятили в термостате на +95ºС 5 минут. 

Далее наносили на ПААГ. 

 

4.26 Выделение суммарной РНК из клеток 

Суммарную РНК из эукариотических клеток выделяли с использованием реагента 

TRIzol Reagent (Invitrogen, США) из расчёта 1 мл на концентрацию 5 х 10
6
 клеток. 

Инкубировали при комнатной температуре в течении 5 минут и затем добавляли 0.2 мл 

хлороформа в расчете на 1 мл TRIzol Reagent. Тщательно перемешивали и далее 

инкубировали в течение 3 минут при комнатной температуре. Затем образцы 

центрифугировали при 12000 g в течение 15 минут. Отбирали водную фазу и переносили в 

пробирку; затем добавляли изопропиловый спирт из расчета 0.5 мл на 1 мл TRIzol 

Reagent, перемешивали и инкубировали в течение 10 минут при комнатной температуре. 

Раствор центрифугировали в течение 10 минут при 12000 g при температуре +4ºС. 
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Образовавшийся осадок промывали 75% этанолом, сушили при комнатной температуре на 

воздухе и растворяли в mQ. 

 

4.27 ПЦР в реальном времени (qRT-PCR) 

Тотальную РНК (2 мкг) обрабатывали 2 ед. ДНКазой I (ThermoFisherScientific) и 

подвергали обратной транскрипции из случайных гексамеров и набора для синтеза кДНК 

(ThermoFisherScientific, США). qRT-PCR выполняли с использованием зондов TaqMan на 

приборе CFX96 (BioRad, США). Амплификация транскрипта GAPDH служила контролем 

РНК для относительного количественного определения. Используемые праймеры: 

TRIM25 (для: 5'-GCCTGGTGGAGCATAAGACC-3 '; rev: 5'-

TCTGACTGTACATGACAGTTAGT-3'; зонд: FAM 5'-CCTGGAGGCCACCCTGAGGCAC-3 

'RTQ1), GAPDH (для: 5'CTAGG; rev: 5'-AGATGGTGATGGGATTTCCA; зонд: FAM 5'-

TCATTGACCTCAACTACATGGTTTACA-3 RTQ1). 

 

4.28 Статистическая обработка результатов 

Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего. 

Статистический анализ проводился с использованием однофакторного анализа Стьюдента 

и ANOVA (GraphPad). 
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5) РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

5.1 Kaiso регулирует метилирование генов плюрипотентности 

Для оценки изменения уровня метилирования ДНК при удалении Kaiso были 

получены мышиные эмбриональные фибробласты (МЭФ) из линиий С57BL6 (Kaiso
+/y

) и  

С57BL6 (Kaiso
-/y

). Анализ метилирования ДНК из этих клеток проводили методом RRBS, 

который позволяет определить метилирование CG богатых областей, но при этом его 

применение ограничено в отношении профилирования областей CG “бедных” районов 

[259]. При анализе данных были найдены дифференциально метилированные CpG-

динуклеотиды, которые были объединены в DMR. Затем был проведен анализ генов, в 

промоторных областях в которых наблюдалось изменение дифференциального 

метилирования. Было найдено 2819 дифференциально метилированных участков 

гипометилированных в нокаутных клетках по сравнению с диким типом, из них 12% 

расположены в промоторных областях генов. 2340 участков были гиперметилированны в 

нокаутных клетках по сравнению с диким типом, 7% которых расположены в 

промоторных областях (Рисунок 12).  

 

Рисунок 12. Сравнительный анализ данных RRBS в МЭФ.  Количество гипер- и 

гипометилированных DMR в МЭФ в нокаутных по гену Kaiso клетках по сравнению с диким типом. 

 

Анализ функциональных категорий промоторных участков показал, что 

гипометилированные промоторы генов представлены генами, вовлеченными в регуляцию 

и поддержание статуса плюрипотентности клетки (Рисунок 13).  

https://paperpile.com/c/t9By6a/m32cK
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Рисунок 13.  Анализ функциональных категорий генов, промоторы которых 

гипометилированны в Kaiso KO МЭФ. По оси абсцисс отложен -log(p-value) точного теста Фишера 

(логарифмическая шкала).  

 

Снижение уровня метилирования наблюдалось в промоторных и регуляторных 

областях 21-ого гена, участвующих в процессе репрограммирования соматических клеток 

в ИПСК в клетках с нокаутом по гену Kaiso (Таблица 5).  

 

Таблица 5. Гены, вовлеченные в процесс репрограммирования и снизившие 

уровень метилирования в промоторах 

Название гена 

Jak3 Dlx5 Fgfr4 

Pou5f1 (Oct4) Dusp9 Otx1 

Smad3 Esx1 WNT10b 

Smad9 Meis1 WNT11 

Apc2 Hand1 WNT3 

cMyc Lifr WNT5a 

Axin2 Myf5 Zic3 

В качестве иллюстрации данных приведено несколько графических изображений 

данных RRBS анализа (Рисунок 14).  
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Рисунок 14. Данные анализа ограниченного бисульфитного секвенирования. Графическое 

представление данных анализа  промоторной области гена А - Hand1. Б - Meis1. В - Otx1.  

 

Отдельно был проведен анализ метилирования промоторов генов Oct4 и Nanog, 

вовлеченных в установление и поддержание статуса плюрипотентности, которые не 

А)                                                                  

Б)                                                                  

В)                                                                  
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попали в анализ ограниченного бисульфитного секвенирования. Целевое бисульфитное 

секвенирование показало снижение уровня метилирования на 23% в нокаутных клетках по 

гену Kaiso по сравнению с диким типом в промоторе гена, вовлеченного в раннюю стадию 

репрограммирования, Oct4. Для фактора Nanog, играющего роль на поздних стадиях 

репрограммирования, уровень метилирования статистически значимо не изменился, 

однако наблюдались изменения метилирования по отдельным позициям СpG (Рисунок 

15). 

         

 Рисунок 15. Анализ метилирования промоторных областей генов Oct4 и Nanog. А - 

Метилирование промоторной области гена Oct4 снижается в МЭФ нокаутных по гену Kaiso. Б - 

Схематически представлены результаты таргетного бисульфитного анализа промоторной области Oct4 и 

Nanog. 

 

Таким образом, Kaiso нокаутные клетки изначально содержат сниженный уровень 

метилирования промоторов генов, вовлеченных в поддержание статуса 

плюрипотентности. 

Учитывая, что метилирование ДНК является одним из препятствий, 

ограничивающим скорость во время репрограммирования клеток [260], было 

предположено, что эффективность репрограммирования МЭФ в ИПСК будет изменена в 

клетках нокаутных по гену Kaiso, которые исходно имеют модифицированный “ландшафт 

метилирования” ДНК. 

Для проверки этой гипотезы было проведено репрограммирование МЭФ в ИПСК с 

помощью лентивирусной трансдукции с использованием доксициклин-индуцируемой 

кассеты, кодирующей факторы Яманаки (Oct4, Sox2, KLF4, cMyc). 

Для визуализации результатов проводили окрашивание репрограммированных 

клеток на ЩФ на 14-й день после добавления доксициклина. Подсчет показал 2-кратное 

увеличение числа ЩФ-позитивных колоний в нокаутных по гену Kaiso клетках по 

сравнению с клетками дикого типа (Рисунок 16). Этот результат был подтвержден на 

https://paperpile.com/c/t9By6a/V3kMF
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МЭФ, полученных из трансгенных мышей, несущих доксициклин-индуцируемую кассету 

(4F2A), кодирующую факторы Яманаки (Oct4, Sox2, Klf4 и cMyc) (Pисунок 17). 

Таким образом, отсутствие Kaiso способствует увеличению эффективности 

репрограммирования по сравнению с клетками дикого типа. 

 

Рисунок 16. Нокаут по гену Kaiso способствует репрограммированию МЭФ в ИПСК. А - 

Подсчет колоний ИПСК окрашеных на ЩФ в контроле и нокаутных по гену Kaiso. Б - Генотипирование 

эмбрионов дикого типа и нокаутных по гену Kaiso мышей (в 3-х повторах). WT -клетки дикого типа, KO - 

Kaiso нокаутные клетки. 

 

 

Рисунок 17. Нокаут по гену Kaiso приводит к увеличению эффективности 

репрограммирования МЭФ, полученных из трансгенных мышей. А) Колонии ИПСК окрашены на ЩФ 

в контроле и клетках со встроенной доксициклин-индуцируемую кассету Kaiso KO 4F2A на 14-й день 

репрограммирования. Б) Генотипирование на наличие доксициклин-индуцируемой кассеты у эмбрионов 

мышей WT и Kaiso KO мышей 4F2A; col1a1, локус со вставленной кассетой 4F2A. 

 

Иммунофлуоресцентное окрашивание на четыре фактора плюрипотентности Oct4, 

SSEA1, Sox2 и Nanog на 21-й день репрограммирования подтвердило статус 

плюрипотентности полученных клонов (Рисунок 18). 

А)                                                                  Б) 
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Рисунок 18. Окрашивание колоний ИПСК на основные факторы плюрипотентности. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание на Oct4, Sox2, SSEA1 и Nanog. Ядра окрашены на 4',6-диамидино-2-

фенилиндол (DAPI) на 21 день. 

 

Нокаут по гену Kaiso не повлиял на способность клеток образовывать зрелые 

ИПСК. Таким образом, Kaiso участвует в молекулярном механизме репрограммирования 

клеток и его отсутствие способствует более эффективному репрограммированию МЭФ в 

ИПСК. 

 

5.1.1 Влияние Kaiso на скорость формирования колоний 

Далее было определено, как Kaiso влияет на скорость образования ИПСК-

подобных колоний. На рисунке 19 представлено иммунофлуоресцентное окрашивание 

колоний на маркер плюрипотентности Oct4 на 1-й, 3-й и 8-й дни репрограммирования. 

Уже на 3-й день большее количество Oct4-положительных клеток было обнаружено в 

пределах одной колонии в клетках МЭФ нокаутных по гену Kaiso по сравнению с 

клетками дикого типа (Рисунок 19). Одна из причин более активного образования колоний 

ИПСК может заключаться в изменении пролиферативной активности клеток нокаутных 

по гену Kaiso. 
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Рисунок 19. Иммунофлуоресцентное окрашивание нокаутных по гену Kaiso дикого типа 

клеток на Oct4. Окрашивание на Oct4 1-й, 3-й и 8-й дни репрограммирования. Ядра окрашены на DAPI. 

 

Для определения пролиферативной активности был проведен колориметрический 

тест (МТТ) на клетках МЭФ дикого типа и нокаутных по гену Kaiso. Согласно MTT-

анализу при нокауте Kaiso наблюдалось значительное увеличение пролиферативной 

активности по сравнению с клетками дикого типа (Рисунок 20). 

 

Рисунок 20. МТТ-анализ пролиферативной активности МЭФ дикого типа и Kaiso нокаутных 

при различной плотности клеток (в 3-х повторах). 
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Таким образом, нокаут Kaiso приводит к увеличению количества Oct4-

положительных клеток на ранних стадиях репрограммирования, что сопряжено c 

увеличением пролиферативной активности нокаутных по гену Kaiso клетках. 

 

5.2 Получение и характеристика клеток рака почки человека Caki-

1 со сдвигом рамки считывания в гене Kaiso 

Для подтверждения влияния Kaiso на профиль метилирования ДНК  была получена 

модельная клеточная линия со сдвигом рамки считывания в гене Kaiso с помощью 

CRISPR/Cas9 геномного редактирования. Сдвиг рамки приводил к остановке 

транскрипции в области 42-ого лизина в BTB/POZ домене Kaiso (Рисунок 21). Было 

отобрано три клона, в которых Kaiso не детектировался методом вестерн блота (Рисунок 

21).  

  

Рисунок 21. Редактирование клеточной линии Caki-1. A - Схематическое представление 

редактирования гена Kaiso в клеточной линии Caki-1 с помощью CRISPR/Cas9. Б - Вестерн-блот анализ 

эффективности редактирования гена Kaiso в клеточной линии Caki-1 с помощью CRISPR/Cas9.  

 

Иммунопреципитация с антителами на Kaiso подтвердила, что редактирование с 

помощью CRISPR/Cas9 прошло эффективно (Рисунок 21). 

Отобранные клоны были проанализированы с помощью секвенирования по 

Сэнгеру, которое позволило детектировать делеции от 10 до 20 нуклеотидов в области, 

кодирующей BTB домен, приводящие к сдвигу рамки считывания и как результат к 

измененной аминокислотной последовательности и раннему формированию стоп-

кодонов.  

Анализ методом главных компонентов, показал, что наблюдается изменение 

транскриптомы в клетках нокауных по гену Kaiso по сравнению с диким типом (Рисунок 

22). Три полученных клона со сдвигом рамки в гене Kaiso кластеризовались вместе.  

 А)                                                                           Б) 



 
 

73 

 

 

Рисунок 22. Анализ транскриптомы методом главных компонентов при сдвиге рамки 

считывания в гене Kaiso в клетках Caki-1. 

 

Анализ секвенирования РНК показал, что 442 гена повысили свою экспрессию и 

260 снизили (padj <0,001) в нокаутных клетках по гену Kaiso по сравнению с диким типом 

(Рисунок 23). 

 

Рисунок 23. Количество генов, увеличивающих и уменьшающих свою экспрессию в линии 

клеток Caki-1 нокаутной по гену Kaiso по сравнению с диким типом. 

 

Анализ функциональных категорий (GO) выявил, что среди генов, увеличивающих 

свою транскрипцию при удалении Kaiso, есть факторы, связанные с процессингом РНК, 

метаболическими процессами, с формированием протеасом и сплайсосом (Рисунок 24).  



 
 

74 

 

 

Рисунок 24. Анализ функциональных категорий генов увеличивших свою экспрессию в при 

удалении Kaiso  в клетках Caki-1.  

 

Среди генов, снизивших транскрипцию при удалении Kaiso, были найдены 

факторы вовлеченные в нейрогенез, дифференциацию и развитие клеток, а также в 

формирование ионных каналов (Рисунок 25).  

 

Рисунок 25. Анализ функциональных категорий генов снизивших свою экспрессию в при 

удалении Kaiso  в клетках Caki-1.  
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Анализ сигнальных путей в которые вовлечены гены увеличившие свою 

экспрессию показал изменения в процессах биогенеза РНК, характерных для заболеваний 

с нарушением функционирования нервной ткани и головного мозга (Рисунок 26). 

 

 Рисунок 26. Сигнальные пути, которые увеличили свою активность в Kaiso KO клетках. 

 

Анализ сигнальных путей в которые вовлечены гены снизившие свою экспрессию 

показал изменения в процессах участвующих в изменении транскрипции при раке, 

сигнального пути р53, взаимодействия с рецептором ECM, MAPK сигнального пути, 

сплайсосомами и убиквитин-опосредовательного взаимодействия (Рисунок 27). 
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Рисунок 27. Сигнальные пути, которые снизили свою активность в Kaiso KO клетках. 

 

5.2.1 Инактивация Kaiso приводит к изменению профиля 

метилирования ДНК в клетках человека 

Далее было проведено полногеномное бисульфитное секвенирование генома 

клеток нокаутных по гену Kaiso, чтобы проверить, может ли дефицит Kaiso влиять на 

уровень метилирования генома. Данные по полногеномному метилированию для клеток 

дикого типа Caki-1 были получены ранее [261]. При анализе метилирования ДНК в этих 

клеточных линиях детектировали небольшое статистически значимое увеличение 

метилирования ДНК по всему геному при удалении гена Kaiso (Рисунок 28). 

https://paperpile.com/c/t9By6a/eC0mK
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Рисунок 28. Полногеномное метилирование в клетках дикого типа Caki-1 и в клонах 

нокаутных по гену Kaiso Caki-1 (**** p-value = 9,7*10
-13

). 

 

Далее было определено, связан ли этот эффект с нарушением регуляции 

ферментов, ответственных за деметилирование или метилирование ДНК. Транскрипция 

поддерживающей и de novo ДНК-метилтрансфераз (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B), TET2 

и TET3 диоксигеназ оставалась стабильной в нокаутных по гену Kaiso клетках, в то время 

как экспрессия диоксигеназы TET1 снижена в клетках нокаутных по гену Kaiso (Рисунок 

29). 

 

Рисунок 29. Анализ экспрессии генов ответственных за метилирование и деметилирование 

ДНК. Экспрессия генов диоксегеназ TET1, TET2, TET3 и DNMT1, DNMT3A и DNMT3B ДНК-

метилтрансфераз.  
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Исходя из этих данных, можно предположить, что изменение уровня 

метилирования определенных участков при нокауте Kaiso может происходить за счет 

снижения экспрессии диоксигеназы TET1.  

 

5.2.2 Kaiso защищает промоторы и CpG островки от 

гиперметилирования и энхансеры от гипометилирования. 

Анализ метиломы показал, что нокаут по гену Kaiso приводит  к появлению 3954 

дифференциально метилированных участков (DMR): 2107 - гипометилированых и 1847 - 

гиперметилированых (Рисунок 30).  

 

 

Рисунок 30. Анализ метилома. А - Количество гипер- и гипометилированных DMR в клетках 

нокаутных по гену Kaiso по сравнению с диким типом Caki-1. Б, B - Относительные количества гипо – и 

гиперметилированных DMR, которые перекрываются с различными геномными участками. 

 

 А)                                     Б) 

 В)                                               
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DMR были детектированы по всему геному (Рисунок 30). Сравнительный анализ 

гипер- и гипометилированных DMR показал, что в нокаутных по гену Kaiso клетках доля 

гиперметилированных DMR выше в промоторах и 5'UTR, в то время как обратное 

наблюдалось в энхансерах, 3'UTR и интронах. DMR пересекающиеся с CpGIs, чаще имели 

увеличенное метилирование в нокатуных клетках, по сравнению с DMR, расположенными 

вовне CpGIs (Рисунок 31). При этом большинство гиперметилированных CрGIs  в Kaiso 

дефицитных клетках расположены в межгенных регионах. 137 DMR пересекается с 

промоторами, 89 из которых увеличили метилирование в Kaiso нокаутных клетках и 48 

снизили (Рисунок 31). 

 

Рисунок 31. Метилирования в DMR,в зависимости от пересечения с CpGI. 

 

Задача данной части работы заключалась в анализе взаимосвязи между изменением 

метилирования промоторных областей и дифференциальной экспрессией 

соответствующих генов при удалении Kaiso. Установили, что изменения метилирования 

промоторных областей в нокаутных клетках зачастую не влияет на их транскрипционную 

активность (Рисунок 32). Во многих случаях гены, в промоторах которых найдено 

изменение метилирования, не экспрессируется, либо содержат альтернативные 

промоторы. 
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Рисунок 32. Анализ взаимосвязи изменения метилирования и транскрипции. А - 

Относительное количество гипер- и гипометилированных DMR, которые перекрываются с промоторами. Б -  

Связь между экспрессией гена и изменениями метилирования DMR в промоторных областях. 

 

Общий уровень метилирования CpG в промоторах имеет тенденцию к увеличению 

(Рисунок 33). Причем в промоторах генов, увеличивших экспрессию при удалении Kaiso, 

детектировалось больше гипометилированных CpG, чем гиперметилированных.  

 

Рисунок 33. Оценка общего уровня метилирования CpG в промоторах. Гексагональный график, 

показывающий уровень метилирования для CpG: во всех промоторах (n = 1 514 345), в клетках Kaiso KO с 

повышенной экспрессией (n = 505 656), со сниженной экспрессией в клетках Kaiso KO (n = 32 328).  

 

А)                                          Б) 
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DMR в энхансерах и супер-энхансерах в клетках нокаутных по гену Kaiso имеют 

тенденцию к гипометилированию, независимо от их транскрипционной активности 

(Рисунок 34, 35). 

 

Рисунок 34. Относительное количество гипер- и гипометилированные DMR, которые 

перекрываются с А - энхансерами и Б - суперэнхансерами. 

 

 

Рисунок 35. Анализ метилирования энхансеров. Гексагональный график, 

показывающий уровень метилирования для CpG: в энхансерах (n = 254 090) с (n = 10 551)  или без 

гистоновой модификации H3K27ac (n = 243 539). 

 

А)                                                    Б) 
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5.2.3 При удалении Kaiso CpG, расположенные в участках 

связывания факторов Kaiso, Nanog и Oct4, гипометилированы 

Далее было проведено исследование, как меняется профиль метилирования ДНК в 

различных геномных и эпигеномных структурах. Сегментация генома проводилась с 

помощью ChromHMM [262]. ChromHMM разделил геном в соответствии с данными 

множественных геномных характеристик на неперекрывающиеся участки, 

представляющие различные состояния хроматина. Хотя слабое гиперметилирование в 

нокаутных по гену Kaiso клетках наблюдается на уровне всего генома, анализ областей с 

различными состояниями хроматина показал наличие участков, для которых есть как 

увеличение, так и снижение метилирования, так и участков с преобладанием гипо- над 

гиперметилированными областями (Рисунок 36).  

 

Рисунок 36. Оценка метилирования областей с различным состоянием хроматина. 

Распределение гипо- и гиперметилированных CpG в пределах определенных эпигеномных признаков.  

Область деления генома ChromHMM (* p-значение <0,05, ** p-значение <0,01, *** p-значение <0,001, **** 

p-значение <0,0001, ns - не значимо, t Стьюдента -контрольная работа). 

 

Только один тип последовательности чаще был гиперметилирован. Ими оказались 

участки связывания CTCF. CTCF детектируется обычно на регуляторных 

последовательностях, включая инсуляторы. Преобладание CpG со сниженным уровнем 

метилирования было найдено в регионах, участвующих в удлинении транскрипции, теле 

гена, областях терминации транскрипции (Elon, ElonW, Pol2, H4K20me1), энхансерах и их 

окружении (Enh, EnhW, TSSF). Интересно, что среди гипометилированных областей в 

нокаутных по гену Kaiso клетках наблюдали области, лишенные гистоновых 

модификаций с или без транскрипционной активностью (Рисунок 37). Для промоторных 

https://paperpile.com/c/t9By6a/0mroU
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областей было детектировано как CpG гипо-, так и гиперметилированные в Kaiso 

дефицитных клетках. 

Далее было исследовано, что происходит с метилированием участков связывания 

различных факторов транскрипции в Kaiso нокаутных клетках. Для этого использовали 

информацию об участках связывания факторов транскрипции, содержащуюся в ENCODE. 

Были обнаружены как гипер-, так и гипометилированные участки связывания 

транскрипционных факторов (Рисунок 37). 

 

Рисунок 37. Для указанных факторов транскрипции оценили долю гипо- и 

гиперметилированных сайтов среди всех CpG со значительно измененным метилированием. 

 

Наибольшее увеличение метилирования при удалении Kaiso наблюдалось для 

участков связывания IRF3 и гистондеметилазы KDM5a. Метилирование препятствует 

связыванию IRF3 с ДНК, данных для KDM5a нет [263]. Фактор IRF3 принимает участие в 

контроле интерферон индуцируемых сигнальных путей, способствует воспалению в 

жировой ткани и резистентности к инсулину [264]. KDM5a является регулятором 

экспрессии генов в преадипоцитах. Ранее на мышиной модельной системе 3Т3, было 

показано, что Kaiso является адипогенным репрессором [15]. Возможно это связано с 

изменением метилирования участков связывания IRF3 и KDM5a при удалении Kaiso. 

Среди транскрипционных факторов с увеличенным метилированием в консенсусных 

https://paperpile.com/c/t9By6a/ovtSY
https://paperpile.com/c/t9By6a/gah1W
https://paperpile.com/c/t9By6a/maQmL
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последовательностях также был найден  CTCF, который участвует в формировании петель 

хроматина, является инсулятором и вовлечен в регуляцию импринтированных генов, 

который также был детектирован в ChromHMM (Рисунок 36, 37) .  

Среди факторов транскрипции со сниженным уровнем метилирования сайтов 

связывания был  обнаружен эстрогеновый рецептор ERa, Kaiso (ZBTB33),  а также 

плюрипотентные факторы Oct4 (POU5F1), Nanog, KLF4.  Если в МЭФ было 

детектировано снижение метилирования в промоторах генов факторов, участвующих в 

репрограммировании, то в клетках Caki-1 Kaiso важен для метилирования его генов-

мишеней. Снижение метилирования в участках связывания Kaiso позволяет выдвинуть 

гипотезу, что Kaiso может регулировать метилирование своих участков связывания 

напрямую, а не опосредованно через регуляцию транскрипционных факторов.  

Возможно, изменение метилирования участков связывания различных 

транскрипционных факторов связано не только с изменением экспрессии Kaiso, но и с их 

дифференциальной экспрессией. Был построен график зависимости изменения уровня 

экспрессии транскрипционных факторов от изменения метилирования их участков 

связывания (Рисунок 38).  

 

Рисунок 38. Изменение уровня метилирования ДНК в сайтах связывания факторов 

транскрипции. 
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Среди транскрипционных факторов, увеличивших транскрипцию в Kaiso 

дефицитных клетках, участки связывания которых были гиперметилированны, 

наблюдался спектр транскрипционных репрессоров (HDAC1, ZBTB7A, MAX, E2F4, SRF, 

ELK1, ZNF263, TRIM28). С другой стороны снижение экспрессии репрессоров ESR1, 

TFAP2A, BCL3 была сопряжена со снижением метилирования их мишеней. Данные 

репрессионные факторы транскрипции привлекают различные корепрессионные 

комплексы с ДНК-метилтрансферазами, влияя на профиль метилирования ДНК. Таким 

образом, наличие изменение профиля метилирования ДНК при удалении Kaiso может 

быть связано с изменением транскрипции вышеуказанных факторов. 

  

5.3 Создание модельных клеточных линий методом CRISPR/Cas9 

геномного редактирования клеточной линии HEK293, экспрессирующих 

несумоилированную форму белка Kaiso 

Для того чтобы исследовать как Kaiso может влиять на метилирование своих генов-

мишеней,  была получена модельная система клеток HEK293 с помощью геномного 

редактирования CRISPR/Cas9, в которой Kaiso либо не экспрессировался, либо 

нарабатывалась мутантная форма  K42R Kaiso, которая выступает в роли сильного 

репрессора. 

Экспрессию Kaiso останавливали с помощью сдвига рамки считывания в области 

42 лизина (Рисунок 21). Точечную замену K42R получали с той же гидовой РНК, что и 

для сдвига рамки. В последовательность донорной одноцепочечной ДНК вводили 

мутацию, соответствующую замене лизина на аргинин (K42R) и вносили мутацию в PAM 

последовательность, которая не влияла на аминокислотную последовательность, но 

предотвращала связывание Cas9 с вновь встроенной ДНК. Отбор клонов с мутацией 

проводили с помощью вестерн-блот анализа,  мутация приводит к потере более тяжелой, 

сумоилированной формы белка (Рисунок 39).  
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Рисунок 39. Вестерн-блоттинг анализ эффективности  редактирования с помощью 

CRISPR/Cas9. А - нокаутной по гену Kaiso клеточной линии. Б - клеточной линии с мутацией К42R в 

присутствии и отсутствии NEM. 

 

Было отобрано два клона с измененной подвижностью белка, для которых 

секвенирование по Сэнгеру подтвердило наличие мутации по 42 лизину. Отсутствие 

сумоилирования в полученных клонах было подтверждено иммунопреципитацией с 

антителами против Kaiso в присутствии ингибитора SUMO протеаз. Вестерн на SUMO 

показал, что клетки с K42R мутантной формой белка Kaiso не подвергаются 

сумоилированию  (Рискнок 39). 

 

5.3.1 Kaiso регулирует экспрессию TRIM25 

Задача данной части работы заключалась в нахождении потенциальных генов 

мишеней Kaiso, экспрессия которых прекращается или значительно снижается в 

присутствии мутантной формы белка K42R Kaiso, являющейся сильным репрессором, но 

при этом активно экспрессирующиеся при нокауте Kaiso. Было найдено 1052 

дифференциально экспрессированных гена в мутантных клетках, из которых снизили 

транскрипцию 558 (рadj <0,001) гена и  увеличили 494 гена (рadj <0,001) по сравнению с 

клетками HEK293.  GO анализ генов, снизивших транскрипцию в линии мутантных 

клеток K42R, идентифицировал факторы, связанные с воспалительным ответом, 

транспортом ионов и регуляцией артериального давления. GO анализ генов, увеличивших 

транскрипцию, выявил факторы, связанные с фолдингом белка, процессингом РНК и 

организацией митохондрий. Среди генов, экспрессия которых перестала детектироваться 

в линии мутантных клеток K42R, были найдены: TRIM25, FXYD5, S100A11, INA, 

некодирующая РНК LOC10050663  и др. (Таблица 6).  
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Таблица 6. Список генов экспрессия, которых перестала детектироваться в 

линии мутантных клеток K42R. 

 

TRIM25 вовлечен в пролиферацию многих типов раковых клеток [260]. Этот 

фактор является Е3-убиквитин лигазой, которая участвует в различных клеточных 

процессах, включая регуляцию врожденного иммунного ответа против вирусов [265].  

          

Рисунок 40. Kaiso регулирует экспрессию TRIM25.  А - Анализ qPCR-RT экспрессии TRIM 25 в 

HEK293 клонах K42R и  нокаутных по Kaiso с помощью Taqman пробы. Б - Вестерн-блот анализ изменение 

количества белка TRIM25 в полученных клеточных линиях. 

А)                                                                       Б) 

https://paperpile.com/c/t9By6a/V3kMF
https://paperpile.com/c/t9By6a/6ipVf
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Снижение экспрессии TRIM25 в обоих клонах K42R было подтверждено с 

помощью ПЦР в реальном времени и вестерн-блот анализом (Рисунок 40). 

Во втором клоне с мутацией K42R TRIM25 не детектировался ни на уровне мРНК, 

ни на белковом уровне, в то время как в первом клоне наблюдалось  снижение уровня 

мРНК TRIM25 в 5 раз по сравнению с клетками дикого типа  и значительное снижение 

белка TRIM25 (Рисунок 40).   

Удаление Kaiso привело к усилению экспрессии TRIM25 по сравнению с 

экспрессией в клеточной линии дикого типа HEK293 (Рисунок 40).  

 

5.3.2 Взаимодействие  Kaiso с промотором TRIM25 

Важно было понять влияет ли Kaiso напрямую или же опосредованно на 

экспрессию TRIM25, то есть может ли Kaiso связываться с промотором TRIM25. Была 

проведена хроматин иммунопреципитация с антителами против Kaiso в исследуемых 

линиях. ПЦР анализ преципитатов показал, что Kaiso связывается с промоторной 

областью гена TRIM25 как в клетках дикого типа, так и в клетках с мутацией K42R. В 

нокаутных клетках сигнал не детектировался (Рисунок 41). 

 

Рисунок 41. Десумоилированная форма и дикий тип белка Kaiso взаимодействуют с 

промоторной областью TRIM25 в клеточной линии HEK293. 

 

Таким образом, Kaiso детектируется на промоторе гена TRIM25 независимо от 

статуса сумоилирования и участует в его подавлении транскрипции, причем 

несумоилированный Kaiso приводит к практически полному подавлению транскрипции 

TRIM25.  
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5.3.3 Обратимый эффект воздействия Kaiso на регуляцию 

промотора гена TRIM25 

Далее было исследовано, будет ли изменение транскрипции, наблюдаемое при 

удалении Kaiso или экспрессии его мутантной формы обратимым. Для этого в клеточной 

линии нокаутной по гену Kaiso экспрессировали экзогенный Kaiso-GFP. Появление 

экспрессии Kaiso привело к снижению транскрипции TRIM25 и снижению количества 

наработанного в клетках белка (Рисунок 42). То есть транскрипция TRIM25 обратно 

коррелирует с транскрипцией Kaiso в клетках HEK293  (Рисунок 42).  

  

Рисунок 42. Влияние восстановления уровня Kaiso на экспрессию TRIM25. А - Экзогенное 

восстановление экспрессии Kaiso-GFP. Б - Вестерн-блот анализ изменения количества белка TRIM25 в ответ 

восстановление экспрессии Kaiso. 

 

Для анализа уровня метилирования промотора TRIM25 была проведена 

бисульфитная конвертация ДНК из клеток дикого типа и Kaiso нокаутных. Целевой 

участок был проанализирован с помощью секвенирования по Сэнгеру. При нокауте Kaiso 

наблюдалось снижение метилирования промотора TRIM25. Для определения обратимости 

метилирования данного промотора были получены клетки с восстановленным Kaiso за 

счет лентивирусной трансдукции (Рисунок 43). Восстановление экспрессии Kaiso привело 

к снижению количества TRIM25, аналогично экспрессии Kaiso-GFP и восстановлению 

уровня метилирования (Рисунок 43).  
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Рисунок 43. Kaiso регулирует метилирование промотора TRIM25. А - Вестерн-блот-анализ 

клеточных лизатов из клеток HEK293, Kaiso KO и мутантных клеток K42R на экспрессию TRIM25. Б - 

Анализ метилирования промотора TRIM25 NGS секвенированием. 

 

Таким образом, Kaiso не только поддерживает метилирование промотора TRIM25, 

но важен для его установления. 

 

5.3.4 Несумоилированная форма белка Kaiso приводит к 

гиперметилированию и появлению гистоновой модификации H3K9me3 

в промоторе TRIM25  

Далее исследовали, может ли восстанавливаться уровень экспрессии TRIM25 в 

K42R мутантных клетках при снижении уровня белка Kaiso. Для этого в K42R мутатные 

клетки вводили siRNA, специфичную для Kaiso, или контрольную siRNA. Несмотря на 

подавление экспрессии Kaiso в клетках, TRIM25  либо по-прежнему не экспрессировался 

(в первом клоне), либо уровень его экспрессиии оставался на неизменном низком уровне 

(во втором клоне ) (Рисунок 44). Таким образом, экспрессия мутантной формы белка 

Kaiso K42R приводит к практически полному подавлению транскрипции TRIM25.  
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Рисунок 44. Влияние дефицита Kaiso на экспрессию TRIM25 в клеточной линии 

K42R. А -   Анализ qPCR-RT экспрессии TRIM 25 в HEK293 клонах K42R при добавлении siRNA. 

Б - Вестерн-блот анализ изменение количества белка TRIM25 в полученных клеточных линиях. 

 

Вероятно, мутация K42R в Kaiso установила такое неблагоприятное состояние 

хроматина на промоторе TRIM25, что даже когда уровень K42R Kaiso был значительно 

снижен с помощью siRNA, промотор оставался в неактивном состоянии из-за 

эпигенетических факторов. Бисульфитный анализ показал, что в этих клетках 

наблюдается увеличение метилирования промоторной области TRIM25 по сравнению с 

клетками дикого типа (Рисунок 45). То есть несумоилированный Kaiso может 

способствовать увеличению уровня метилирования ДНК. 

Далее был проведен анализ на хроматиновые модификации промотора TRIM25. 

ПЦР после хроматин иммунопреципитации показал,  что при экспрессии формы K42R 

белка Kaiso на промоторе TRIM25 детектируется потеря H3K4me3, активной 

модификации, и появление H3K9me3. Чаще всего H3K9me3 детектируется в 

гетерохроматине и лишь 3% H3K9me3 локализовано на эухроматине [266]. В эухроматине 

H3K9me3 был найден на регуляторных элементах генов плюрипотентных факторов [267]. 

Возможно влияние Kaiso на репрграммирование МЭФ связано не только с изменением 

метилирования, но и с изменениями модификаций гистонов.  

Таким образом, K42R форма белка Kaiso может регулировать экспрессию TRIM25, 

увеличивая метилирование его промотора и приводя к появлению гистоновой 

модификации Н3K9me3.  

https://paperpile.com/c/t9By6a/aD39N
https://paperpile.com/c/t9By6a/QWVw4
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Рисунок 45. Анализ метилирования промотора TRIM25 и гистоновых модификаций. A - 

Анализ метилирования промотора TRIM25 NGS секвенированием. Б - ChIP анализ хроматиновых меток 

(H3K4me3, H3K27ac, H3K9me3) на промоторе TRIM25 в клетках с различным статусом Kaiso (дикий тип - 

HEK293, Kaiso KO клон1, несумоилированный Kaiso - K42R клон1, восстановление Kaiso в Kaiso KO). 

 

5.3.5 Kaiso взаимодействует с de novo ДНК-метилтрансферазами 

Поскольку Kaiso может влиять на уровень метилирования ДНК, причем удаление 

Kaiso снижает метилирование, а ре-экспрессия приводит к восстановлению профиля 

метилирования ДНК, то можно предположить, что Kaiso может взаимодейстовать с ДНК-

метилтрансферазами. Для проверки данной гипотезы, была проведена ко-трансфекция 

Kaiso-GFP и DNMT1, DNMT3A или DNMT3B с тагом myc на С-конце в клетки HEK293. 

Иммунопреципитация с антителами на myc продемонстрировала, что Kaiso образует 

комплекс с DNMT3A и DNMT3B, но не с DNMT1 (Рисунок 46).  

 

Рисунок. 46. Вестерн-блот ко-иммунопреципитации DNMTs с Kaiso. A - Kaiso-GFP 

котрансфицированого с DNMT1-myc, DNMT3A-myc или DNMT3B-myc; Б - BTB-HA котрансфицированого 

с DNMT3B-myc.  
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Для подтверждения образования этого комплекса выполнена иммунопреципитация 

с антителами против Kaiso. Вестерн-блот анализ показал, что Kaiso образует комплекс с 

de novo ДНК-метилтрансферазами. Kaiso состоит из BTB/POZ домена и на С-конце 

содержит три цинковых пальца С2Н2 типа. BTB/POZ домен отвечает за белок-белковое 

взаимодействие, а цинковые пальцы за взаимодействие с ДНК. Ко-трансфекция BTB с 

меткой HA вместе с DNMT3B-myc с дальнейшей иммунопреципитацией белков с myc 

антителами показала, что BTB/POZ домена  Kaiso достаточно для образования комплекса 

с de novo ДНК-метилтрансферазой DNMT3B (Рисунок 46). 

Затем исследовали, может ли Kaiso взаимодействовать напрямую c de novo ДНК-

метилтрансферазами, или они формируют многокомпонентный комплекс друг с другом. 

Копреципитацию проводили на глутатион-сефарозе, с которой связывали химерный белок 

Kaiso-GST, наработанный в E.coli. В качестве отрицательного контроля использовали 

сефарозу с GST. Сефарозу инкубировали с лизатами из клеток HEK29, 

трансфецированных DNMT3B-myc. Вестерн-блот преципитатов показал, что DNMT3B и 

Kaiso не могут взаимодействовать непосредственно друг с другом (Рисунок 47).  

 

Рисунок 47. Вестерн-блот анализ прямого взаимодействия Kaiso c DNMT3B. Kaiso не  

взаимодействует с DNMT3B напрямую. В качестве отрицательного контроля использовали сефарозу с GST. 

 

Следовательно, Kaiso и DNMT3B могут существовать в одном комплексе, но не 

взаимодействуют напрямую. 

 

5.3.6 Деметилирование промотора TRIM25 зависит от присутствия 

KLF4 

Последней задачей было выяснить может ли KLF4, который привлекает ферменты 

TET-диоксигеназы для деметилирования ДНК и связывается с теми же 

А)                                            Б) 
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последовательностями, что и Kaiso, влиять на метилирование промотора TRIM25 в 

отсутствии  Kaiso. Чтобы ответить на этот вопрос, в клетках HEK293 с помощью 

CRISPR/Cas9 редактирования была сдвинута рамка считывания в KLF4 и в Kaiso (Рисунок 

48).  

 

Рисунок 48. KLF4 важен для Kaiso-зависимой регуляции метилирования промотора TRIM25. 

A - Вестерн-блот анализ клеточных лизатов из клеток HEK293, Kaiso KO, мутантных клеточных линий с 

двойным нокаутом (KLF4 KO и Kaiso KO). Б - Анализ метилирования промотора TRIM25 путем 

бисульфитной конверсии с последующим NGS в HEK293, Kaiso нокаутных и с двойным нокаутом (Kaiso, 

KLF4).  

 

Отсутствие экспрессии Kaiso и KLF4 было подтверждено вестерн-блот анализом и 

секвенированием по Сэнгеру участков редактирования. Бисульфитный анализ 

метилирования промотора TRIM25 показал, что в отсутствие KLF4 нокаут Kaiso не 

изменил существенно уровень метилирования промотора TRIM25 (Рис. 18). Таким 

образом, в отсутствии KLF4 удаление Kaiso не приводит к снижению метилирования 

промотора TRIM25, то есть экспрессия KLF4 важна для деметилирования мишеней Kaiso  

при его удалении.  
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6) ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В работе автором было расширено понимание вклада белка Kaiso в регуляцию  

экспрессии генов, а также то, что посттрансляционная модификация влияет на его 

сродство к таргетным участкам генома.  Показано, что промотор TRIM25  является 

мишенью белка Kaiso. В ходе работы было установлено, что Kaiso влияет на экспрессию 

TRIM25 за счет регуляции уровня метилирования промоторной области. В частности, 

показано, что процесс изменения метилирования промоторной области имеет обратимый 

характер.  

В результате проведенной работы установлено, что нокаут гена Kaiso приводит к 

снижению уровня метилирования промотора одного из факторов плюрипотентности, а 

именно Oct4.  Автором показано, что нокаут по гену Kaiso  приводит к более быстрому и 

эффективному репрограммированию клеток. Также установлено, что скорость 

образования ЩФ-позитивных колоний связана с увеличением пролиферативной 

активности нокаутных клеток. Нельзя также исключать, что нокаут Kaiso может косвенно 

влиять на эффективность репрограммирования за счет конкуренции за сайты связывания 

ДНК с KLF4. В ходе работы показано, что Kaiso  может взаимодействовать de novo ДНК-

метилтрансферазами, а именно с DNMT3A DNMT3B. Эти данные позволяют сделать 

вывод, что изменения метилирования ДНК непосредственно связано с возможностью 

Kaiso привлекать de novo ДНК-метилтрансферазы. 

В совокупности, полученные результаты вносят важный вклад в раскрытие 

механизмов, поддерживающих гомеостаз метилирования ДНК у млекопитающих, 

определяя Kaiso как новый регулятор этого процесса. 
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ВЫВОДЫ 

ВЫВОДЫ  

1.  В мышиных эмбриональных фибробластах нокаутных по гену Kaiso 

детектируются как гипер-, так и гипометилированные участки, среди которых найдены 

промоторы генов вовлеченных в регуляцию и поддержание статуса плюрипотентности.  

2. Показано, что нокаут Kaiso повышает эффективность репрограммирования 

мышиных эмбриональных фибробластов в плюрипотентные стволовые клетки, что 

сопряженно с увеличением пролиферативной активности клеток.  

3.   При удалении Kaiso c помощью CRISPR/Cas9 редактирования генома линии 

светлоклеточного рака почки Caki-1 определены дифференциально метилированные 

участки генома как гипо-  (в энхансерах, интронах, 3'UTR), так и гиперметилированные   

(в промоторах и 5'UTR). 

3.   В клеточной линии HEK293 удаление Kaiso обратимо снижает уровень 

метилирования промотора TRIM25, повышая его транскрипционную активность. 

4.   Увеличение метилирования промотора TRIM25 в клеточной линии с 

мутацией сайта сумоилирования Kaiso сопровождается появлением гистоновой 

модификации H3K9me3 в клеточной линии HEK293. 

5.   В клеточной линии HEK293 Kaiso образует комплекс с de novo ДНК-

метилтрансферазами 3A/3B и для образования такого комплекса достаточно BTB/POZ 

домена. 

6.   Деметилирование промотора TRIM25 при удалении Kaiso зависит от 

экспрессии KLF4 в клеточной линии HEK293. 
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