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РЕФЕРАТ Ранее было продемонстрировано, что активация транскрипции тканеспецифичных генов при клеточной дифференцировке коррелирует с про-
странственной реорганизацией геномных доменов, в границах которых расположены эти гены. Эта реорганизация заключается в перемещении всего до-
мена, содержащего один или несколько активно транскрибирующихся генов, к ядерному матриксу. Однако оставалось неясным, действительно ли в такой 
ситуации протяженные геномные области равномерно прикрепляются к ядерному матриксу. Мы исследовали характер прикрепления к ядерному матриксу 
в эритроидных и лимфоидных клетках 220 т.п.н. геномного фрагмента, содержащего кластер α-глобиновых генов и окружающие его гены «домашнего хозяй-
ства». Полученные результаты позволяют утверждать, что в эритроидных клетках часть этого фрагмента, включающая в себя домен α-глобиновых генов, 
организована в микропетли, которые при картировании участков прикрепления ДНК к ядерному матриксу с низким разрешением не детектируются. 

в эритроидных и неэритроидных клетках. В качестве объ-
екта были выбраны куриные эритробласты линии HD3 
(клон A6 линии LScc) [7] и куриные лимфоидные клетки 
линии Dt40 (crL-2111, Atcc). Ранее методом гибридиза-
ции in situ с флуоресцентными BAc-пробами к исследуе-
мой области генома нами было продемонстрировано, 
что в лимфоидных клетках эта область генома организова-
на в несколько петель, закрепленных на ядерном матриксе 
[8]. В эритроидных клетках пространственная организация 
той же геномной области оказалась принципиально иной. 
Большая часть локуса была коллапсирована на структурах 
ядерного матрикса и выявлялась в виде точечного сигнала 
при гибридизации протяженной пробы с препаратом экс-
трагированных 2М nacl ядер (т.е. с ядерными «гало») [8]. 
Результаты, полученные рядом авторов, позволяют пола-
гать, что активно транскрибирующиеся тканеспецифичные 

В хромосомах эукариот ДНК организована в петли, 
основания которых фиксированы на ядерном ма-
триксе [1, 2]. Участки прикрепления ДНК к ядерно-

му матриксу неоднородны по своей природе. Выделяют 
конститутивные (стабильные, структурные) участки при-
крепления, которые существуют во всех тканях организма, 
и факультативные (динамические, функциональные, тка-
неспецифичные) участки прикрепления, характерные 
для клеток определенного типа, либо стадии дифференци-
ровки [2-5]. Целью настоящей работы было изучение про-
странственной организации 220 т.п.н. района куриной хро-
мосомы 14, который включает кластер тканеспецифичных 
α-глобиновых генов и ряд «генов домашнего хозяйства» 
(рис. 1) [6]. С целью дискриминации различных типов взаи-
модействий ДНК с ядерным матриксом проводилось парал-
лельное изучение пространственной организации домена 
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гены ассоциированы с ядерным матриксом [9-11]. В связи с этим логично было 
предположить, что наблюдаемый нами коллапс петли хроматина в куриных 
эритробластах является следствием активации тканеспецифичных генов 
в ходе эритроидной дифференцировки. Для уточнения топографии взаимо-
действий ДНК с ядерным матриксом в изучаемой геномной области нами ис-
пользовался следующий подход: в исследуемой области были выбраны корот-
кие тест-фрагменты, отстоящие друг от друга на 5 т.п.н., и методом 
полуколичественного ПЦР-анализа оценивалась представленность этих фраг-
ментов в препаратах прикрепленной к матриксу ДНК (рис. 1). Последователь-
ности праймеров, использованных для ПЦР-анализа, представлены в табл. 1. 
Препараты ДНК ядерного матрикса получали, как описано в [11-12]. Количе-
ство эндонуклеазы подбирали таким образом, чтобы средний размер фрагмен-
тов прикрепленной к ядерному матриксу ДНК составлял 5 т.п.н. В качестве 

Табл. 1. Праймеры для картирования участков при-
крепления ДНК к ядерному матриксу с использова-
нием техники полуколичественной ПЦР

название 
праймера

последовательность ДНК

01 dir 5' ctcAtttGccAGcGAGAtAt 3'

01 rev 5' GcctcGAtGGtGcAGtAAGc 3'

02 dir 5'  cccttGtAGGctGcAAcccG  3'

02 rev 5'  AcAGtcccttttccAtcAcc  3'

03 dir 5'  cAtctGtGcAtccGttctAc  3'

03 rev 5'  tcttctAAAGtGccAccAtc  3'

04 dir 5'  ccctAttttcAGGGttAttA  3'    

04 rev 5'  AAAtGtAAAGcGAttGGtAG  3'

05 dir 5'  GcGtGGAGtAGttcAGGtAA  3'

05 rev 5'  GAcActGAGtcccAccAAAG  3'

06 dir 5'  cActtGtGAAtGcAGGttAA  3'

06 rev 5'  tcttctAAGAttGccGtGtt  3'

07 dir 5'  GGctGcAtAGcAttActttc  3'

07 rev 5'  GtAGGActtAAcAccAAcGt  3'

08 dir 5'  tccAtGtAAGGAGcAGAttt  3'

08 rev 5'  GtGttttGGGAGcAGtGAGt  3'

09 dir 5'  tcAttctGcctGAccActtt  3'

09 rev 5'  cctcctcAGAGccAAccAAA  3'

10 dir 5'  GGAAActcAGGGctcAcAAt  3'

10 rev 5'  GcAAGGccAAGAAGcAAtAt  3'

11 dir 5'  AAGcActcAGAAGcAcAAcA  3'

11 rev 5'  GccAGActtAcGAAAtcAAA  3'

12 dir 5'  cAcAGGActAtccAGGtAtG  3'

12 rev 5'  AGGGctGtcAGtcttcAGtA  3'

13 dir 5' GctGctctAccttGttctcA 3'

13 rev 5' GccttGttctcttccctAcc 3'

14 dir 5' ctGcctcAtGtttGttAAGA 3'

14 rev 5' cAAAGtcccAAAAGctAtAA 3'

15 dir 5' AttAccAAGcctActtcAtt 3'

15 rev 5' GttGAGActttGAtctGtGG 3'

16 dir 5' cAGAGctcAAttccAtAGG 3'

16 rev 5' ttAtctGGGGtAcctGcAt 3'

17 dir 5'  tGttccctGGtActcGtcAG  3'

17 rev 5'  tcAccGcAtAtcGActccGt  3'

18 dir  5' GcAGActcttAGAttGGcAt 3'

18 rev 5' ctcAGtcAGAAcAGAGGAAA 3'

19 dir 5' GtGAAAAAAAtccActGtAAA 3'

19 rev 5' AtctAAAGccAAtGAAGAAAA 3'

20 dir 5' tAtccctccctGccttAccc 3'

20 rev 5' AGGcAGccActAccttcttG 3'

21 dir 5' GcccttcGtGtccttGAttt 3'

21 rev 5' AttccAGcAGcctttcttcc 3'

22 dir 5' AcctcAtcAcccttccAcAt 3'

22 rev 5' tGccAcAAAccAtcGtctcA 3'

23 dir 5' tcAGGAGcAccAcctttAGA 3'

23 rev 5' ttGtGGcAGcActtcGGtAA3'

24 dir 5' GGAGtGctActtcctttGAt 3'

24 rev 5' tGGtAAtGttcctActGGGt 3'

25 dir 5' AAGcGtGGtGcAtGtGGAAA 3'

25 rev 5' tGAGtctGctGAtGGGtctG 3'

26 dir 5'  tccctAAcAAtGtGAGttcc  3'

26 rev 5'  ctGctGcAtAcAGtcttGGA  3'

27 dir 5'  GtGcttAtctGAGcccttcc  3'

27 rev 5'  cAGtAtcAcccAGctccAcA  3'

28 dir 5'  ttcAAAtcActtAcGctAcA  3'

28 rev 5'  ctGGttAtctGcctActctG  3'

29 dir 5'  tGGAtGctGAcAGtGcttGA  3'

29 rev 5'  tGcGGtGAAAGAGttGGAGt  3'

30 dir 5'  cAGtctAtctcccGttGctA  3'

30 rev 5'  AAAccttAcGGctGGtctcA  3'

Рис. 2. Анализ представленности в ядерном матриксе из клеток HD3 фрагментов ДНК, картирующихся 
в границах тканеспецифичных генов и различных регуляторных элементов. Позиции тест-фрагментов 
показаны черными линиями под картой изучаемой области. Участки расщепления ДНК рестриктазами 
Bam HI и Bgl II показаны соответственно длинными и короткими вертикальными черточками над шкалой 
расстояний. Столбцы на диаграмме в нижней части рисунка отражают относительную представленность 
тест-фрагментов в препаратах прилежащей к ядерному матриксу ДНК

Рис. 1. Картирование участков прикрепления ДНК к ядерному матриксу в границах 220 т.п.н. локуса 
хромосомы 14 кур, включающего кластер альфа-глобиновых генов.  В верхней части рисунка показа-
на схема изучаемой геномной области. На схеме: RHBDF – ген, кодирующий эпидермальный фактор 
роста; MPG – 3- ген, кодирующий метиладенини-ДНК-гликозилазу; СGTHBA - ген домашнего хозяйства с 
неизвестной функцией; СpG – CpG островок, содержащий участок начала репликации ДНК; π – эмбрио-
нальный α-глобиновый ген; αA и αD «взрослые» α-глобиновые гены; TMEM8 – ген, кодирующий  транс-
мембранный белок 8; P15 – ген, кодирующий белок L 28 митохондриальных хромосом; Axin1 – ген, 
кодирующий аксин. Т.п.н. – тысячи пар нуклеотидов. В нижней части рисунка показаны результаты карти-
рования участков прикрепления ДНК к ядерному матриксу. Черный прямоугольник показывает протяжен-
ную область, которая представляется целиком прикрепленной к ядерному матриксу в клетках HD3
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контроля использовали геномную ДНК, где все исследуе-
мые фрагменты представлены в одинаковой степени. По-
лученные результаты представлены на рис. 1 в виде отно-
шения содержания исследуемых фрагментов в препаратах 
геномной ДНК к содержанию этих фрагментов в препара-
тах прилежащей к ядерному матриксу ДНК. При таком 
способе представления результатов прикрепленные 
к ядерному матриксу фрагменты ДНК располагаются близ-
ко к оси абсцисс, тогда как петли ДНК имеют вид пиков. 
В качестве положительного контроля был использован 
фрагмент кластера α-глобиновых генов, содержащий СpG 
островок, который, как было продемонстрировано ранее, 
перманентно прикреплен к ядерному матриксу [5]. Резуль-
таты показали, что в лимфоидных клетках Dt40 участки 
прикрепления ДНК к ядерному матриксу распределены 
относительно регулярно в пределах всей исследуемой об-
ласти и разделяются не связанными с ядерным матриксом 
фрагментами ДНК (рис. 1). Среднее расстояние между 
участками прикрепления или, иными словами, размер пе-
тель ДНК, составляет 20-30 т.п.н. Это хорошо согласуется 
с предшествующими наблюдениями, где с использованием 
принципиально иного методического подхода было показа-
но, что в клетках Dt40 данная геномная область организо-
вана в короткие петли [8]. В эритроидных клетках большая 
часть исследуемой геномной области оказалась предпочти-
тельно представлена в препаратах прилежащей к ядерно-
му матриксу ДНК. Анализ полученных результатов (рис. 1) 
позволяет заключить, что протяженный фрагмент генома 
с координатами от 100 до 170 т.п.н. на карте, показанной 
на рис. 1, целиком прикреплен к ядерному матриксу. Дей-
ствительно, в границах этого фрагмента отсутствует чере-
дование прикрепленных и не прикрепленных к ядерному 
матриксу фрагментов ДНК, которое хорошо просматрива-
ется во фланкирующих областях. В пределах прикреплен-
ного к ядерному матриксу протяженного геномного фраг-
мента локализуются домен α-глобиновых генов, а также 
гены P15, tMeM8 и часть гена cGtHBA. Участок с коорди-
натами 35-100 т.п.н. (рис. 1) организован сходным образом 
в клетках HD3 и Dt40. Эта область содержит гены домаш-
него хозяйства, которые экспрессируются на относительно 
низком уровне как в эритроидных, так и в лимфоидных 
клетках [13]. Обсуждавшиеся выше результаты коррели-
руют с результатами предшествующей работы, в которой 
пространственная организация домена α-глобиновых генов 
кур и фланкирующих его геномных областей изучалась 
с использованием гало-FISH [8]. Неясным, однако, остается 
вопрос, действительно ли область с координатами 100-170 
т.п.н. (рис. 1) прикреплена к ядерному матриксу на всем 
своем протяжении. Альтернативная модель заключается 
в том, что эта область организована в микропетли, которые 
не могли быть обнаружены при нашем анализе в силу того, 
что тест-фрагменты располагались на расстояниях 5 т.п.н. 
друг от друга. Для проверки данной модели было проведено 
подробное картирование участков прикрепления ДНК 
к ядерному матриксу в ряде функционально значимых сег-
ментов изучаемой геномной области. Эксперименты прово-
дили на клетках HD3. Препараты прилежащей к ядерному 
матриксу ДНК получали посредством отщепления дис-
тальных частей петель ДНК рестриктазами Bam HI и Bgl 
II. Далее методом ПЦР в реальном времени проводили ана-

лиз прикрепления к ядерному матриксу фрагментов ДНК, 
включающих эритроид-специфичные гены и регуляторные 
элементы (рис. 2, схема в верхней части рисунка). Последо-
вательности праймеров и taqMan проб приведены 
в табл. 2. Полученные данные (диаграмма на рис. 2) про-
демонстрировали, что в прилежащей к ядерному матриксу 
ДНК представленность исследуемых фрагментов ДНК раз-
лична. Лучше всех представлены фрагменты ДНК, содер-
жащие расположенный перед кластером альфа-глобиновых 
генов cpG островок, OrF tMeM8, эмбриональный 

Табл. 2. Праймеры и TaqMan пробы для картирования участков прикрепления 
ДНК к ядерному матриксу с использованием техники ПЦР в реальном времени 

название праймера последовательность

tMeM8 2-8 экзон probe 5' FAM cActGtAAct(tBHQ1)ttGtGttttGtGcctGtAGc 3'

tMeM8 2-8 экзон dir 5' AGGctccAGcAGtGAGAtcc  3'

tMeM8 2-8 экзон rev 5' GAcctGGGcAtAcAAGAtAAGc  3'

tMeM 1-й экзон probe 5'  FAM  ctAcAAcAGcctcAct(BHQ1)GtGAAGctctctc  3'

tMeM 1-й экзон dir  5'  AGGAGctAtcAAAtGcAGtGtct  3'

tMeM 1-й экзон rev 5'  AGGtAcAGAAAGGtccAGAAAcA  3'

DHS -9 probe 5'  FAM AtttGAtcctAGAtt(BHQ1)GccAGtGAAttGAA  3'

DHS -9 dir 5'  GcGAtAttGAAtGttctctAGGA  3'

DHS -9 rev 5'  GctttGtActGGAtGActGcc  3'

Mre probe 5'  FAM AAGtGttGAct(BHQ1)cAtGGtttGctAGtttGc  3'

Mre dir 5'  GctGcctcAtGtttGttAAGAtA  3'

Mre rev 5'  GtGActcAGcAAGAAcAGcAGA  3'

cGtHBA probe 5'  FAM tGAAcAcAGcAGAAct(BHQ1)GGAAGGcAA  3'

cGtHBA dir 5'  cAccAGcAtGActAGGtctttG  3'

cGtHBA rev 5'  AtcAGGAcAcAtGGttGGAcA  3'

cpG probe 5' FAM ccAcAAAt(BHQ1)cAAAGcGAtGcGGtAt  3'

cpG dir 5'  ttcAcAGcAcAAGGGAtAAct  3' 

cpG rev 5'  GAtctGAGctGcAtcActAAAtG  3'

alphaD probe 5'  FAM AAcGccGt(BHQ1)GAAGAAcGtGGAcAAc  3'

alphaD dir 5'  tGttcAccAcctAtccccA  3'

alphaD rev 5' GttGctcAGctcAGccAtG  3'

alphaA probe 5'  FAM AGGtAGGtGt(BHQ1)ccttctctGtcctccG  3'

alphaA dir 5'  AGGGcAtcttcAccAAAAtc  3'

alphaA rev 5'  GtGGAGcAcAGtGAGtcAGG  3'

enh probe 5'  FAM AAGtGctGAtGGttcct(BHQ1)GttGGAGtGt  3' 

enh dir 5'  GcAGAcAGGctGGAGAAGAc  3'

enh rev 5'  GGtcAtAGcccAAAGAGcAG  3' 

enh right probe 5' FAM ttcAGAGAGtAAGttcct(BHQ1)AtGcGttGcct  3'

enh right dir 5' ttAGGctGtGctcctccAAc  3'

enh right rev 5' AAcAGGtcGAtAAAcAGAtGct  3'

Pi probe 5' FAM AcGcAt(BHQ1)GAtccGcActtGAAAtAcA 3'

Pi dir 5' GctcAcAGcAGtttGAAGAcct 3'

Pi rev 5' cAAAAAGcctGGAGGAGAAc 3'
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α-глобиновый ген π, удаленный регуляторный элемент до-
мена альфа-глобиновых генов (Mre) и участок, располо-
женный после (в направлении центромеры) эритроид-
специфического энхансера. В то же время сам энхансер, 
а также глобиновые гены αD и αA, представлены в прилежа-
щей к ядерному матриксу ДНК на относительно низком 
уровне. Выявлен и ряд других участков, недопредставлен-
ных в прилежащей к ядерному матриксу ДНК: это первый 
экзон открытой рамки считывания tMeM8, эритроид-
специфичный регуляторный элемент, локализованный 
в участке гиперчувствительности к ДНКазе I на расстоя-
нии 9 т.п.н. перед геном π и часть гена домашнего хозяйства 
cGtHBA. Исходя из полученных данных, можно сделать 
вывод, что в эритроидных клетках в границах геномной об-
ласти с координатами 100-170 т.п.н. (рис. 1) существуют 
участки, которые не прикреплены к ядерному матриксу. 
Различный уровень представленности в прилежащей 
к ядерному матриксу ДНК отдельных фрагментов данной 
области позволяет полагать, что она организована в микро-
петли. В связи с малым размером этих петель они не могут 

быть выявлены при анализе результатов гибридизации 
протяженных клонированных фрагментов генома с пре-
паратами ядерных «гало». Ранее пространственная органи-
зация домена α-глобиновых генов кур была изучена с ис-
пользованием метода фиксации конформации хромосомы 
(3С) [14, 15]. В этих экспериментах было показано, 
что в пролиферирующих клетках HD3 (в которых глобино-
вые гены транскрибируются на очень низком уровне) про-
исходит сборка преинициаторного блока регуляторных 
элементов, который включает Mre, расположенный перед 
кластером альфа-глобиновых генов cpG островок и про-
мотор гена αD. Два из элементов этого регуляторного блока 
ассоциированы с ядерным матриксом, что может способ-
ствовать их взаимодействию. 

Данная работа была выполнена при поддержке 
Президиума РАН (Программа «Молекулярная 
и клеточная биология») и Российского фонда 

фундаментальных исследований (гранты 09-04-00059, 
08-04-91970-ННИОМ_а, 08-04-0048а).
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