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ВВЕДЕНИЕ
В клетках высших эукариот один из основных эта-
пов генной экспрессии – транскрипция, осуществля-
ется в результате взаимодействия между промото-
рами, определяющими начало транскрипции и ее 
базовый уровень, и различными цис-регуляторными 
элементами, которые либо усиливают (энхансеры), 
либо ослабляют (сайленсеры) транскрипцию [1–3]. 
Энхансеры и сайленсеры могут находиться на зна-
чительном расстоянии от  генов, транскрипцию 
которых регулируют, и отделяться от них много-
численными «чужими» генами с собственными ре-
гуляторными системами [4, 5]. Для  объяснения 
механизма специфичных энхансер/сайленсер-про-
моторных взаимодействий предлагалась модель, 
постулирующая разделение хромосом на  транс-
крипционные (хроматиновые) домены, жестко огра-
ничивающие контакты между регуляторными по-
следовательностями генома [6].

В исследованиях на плодовой мушке Drosophila 
melanogaster впервые был найден новый класс регу-
ляторных элементов, названных инсуляторами [7–9]. 
Изначально были описаны два свойства инсулято-
ров. Во-первых, инсуляторы препятствуют взаимо-
действию энхансера с промотором, если находятся 
между ними (энхансерблокирующая активность). Во-
вторых, окружающие трансген инсуляторы нейтра-
лизуют негативное или позитивное влияние сосед-
ствующего хроматина на его экспрессию (барьерная 
активность). В настоящее время инсуляторы обнару-
жены в геномах всех хорошо исследованных высших 
эукариот [10, 11]. Исходно предполагалось, что имен-
но взаимодействующие между собой инсуляторы от-
вечают за формирование изолированных транскрип-
ционных доменов. Однако дальнейшие исследования 
показали, что инсуляторы – это многофункциональ-
ные элементы, включенные в регуляторные системы 
многих генов [12–18]. 
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РЕФЕРАТ Механизмы дистанционных взаимодействий между участками хроматина и принципы форми-
рования хромосомной архитектуры в настоящее время активно исследуются. В регуляции специфичных 
дистанционных взаимодействий между энхансерами и промоторами участвует особый класс регуляторных 
элементов, названных инсуляторами. В обзоре описаны инсуляторы дрозофилы и млекопитающих, кратко 
охарактеризованы белки, обеспечивающие их функциональную активность. Изначально считалось, что ос-
новными свойствами инсуляторов являются блокирование энхансеров и образование независимых доменов 
транскрипции. Мы приводим экспериментальные факты, доказывающие, что хроматиновые петли, фор-
мируемые инсуляторами, играют лишь вспомогательную роль в блокировании энхансеров. Обсуждаются 
механизмы формирования топологически ассоциированных доменов, их роль в создании хромосомной 
архитектуры и в регуляции транскрипции генов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА инсуляторные белки, энхансер-промоторные взаимодействия, хроматиновые петли, 
регуляция транскрипции, Su(Hw), ТАД. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ PRE – polycomb response element; LCR – locus control region; ANT-C – Antennapedia 
complex; ТФ – транскрипционный фактор; ZF (zinc finger) – домен цинковый палец; BX-C – Bithorax 
complex; ЦНС – центральная нервная система; BTB – bric-a-brac, tramtrack and broad complex; POZ – 
poxvirus and zinc finger; ZAD – zinс finger-associated domain (домен, ассоциированный с цинковыми паль-
цами); ICR – imprinting control region; PRC2 – polycomb repressive complex 2; ТАД – топологически ассоци-
ированный домен. 
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ИНСУЛЯТОРЫ В ГЕНОМАХ ВЫСШИХ ЭУКАРИОТ
В первых работах по изучению инсуляторов в ка-
честве модельного организма часто использовали 
дрозофилу. В то время на основе Р-транспозона уже 
была разработана система, позволяющая эффек-
тивно модифицировать геном дрозофилы с  помо-
щью трансгенов [19]. Методы in vivo модификации 
генома позвоночных животных были созданы зна-
чительно позже [20, 21]. Р-зависимая интеграция 
носит случайный характер, что позволяет изучать 
влияние различного хромосомного окружения на экс-
прессию трансгена. В качестве репортерного гена 
часто использовали ген white, отвечающий у дро-
зофилы за пигментацию глаз [22]. В разных транс-
генных линиях, несущих ген white без энхансеров 
(mini-white), цвет глаз у мух варьировал от бледно-
жёлтого до красного, что обуславливалось сайтами 
встраивания трансгенов. Это явление получило на-
звание эффекта хромосомного положения [22, 23]. 
Предполагалось, что зависимость экспрессии гена 
mini-white от хромосомного положения обусловлена 
активностью геномных энхансеров, расположенных 
рядом с местом интеграции трансгена. Однако позже 
доказали, что в более чем 70% случаев за активирую-
щий эффект хромосомного окружения ответственна 
проходящая через mini-white транскрипция, ини-
циированная в окружающих геномных районах [24]. 

Первыми инсуляторами, описанными в  гено-
ме дрозофилы, были последовательности scs и scs’ 
(specialized chromatin structure), картированные 
в цитогенетическом локусе 87A7 как гиперчувстви-
тельные к нуклеазам участки ДНК, окружающие 
кластер из пяти генов, в том числе двух генов белков 
теплового шока 70 (hsp70) [8, 9, 25]. При активации 
генов hsp70 хромомер 87A7 деконденсируется, обра-
зуя пуф на политенных хромосомах слюнных желез. 
Цитологические исследования показали, что элемен-
ты scs и scs’ локализованы в местах, где деконденси-
рованный локус 87А7 фланкируется конденсирован-
ным хроматином. Однако позже установили, что scs 
и  scs’ находятся внутри, а  не  на  границах пуфа 
и не ограничивают деконденсацию 87A7 [26]. Было 
высказано предположение, что scs и scs’ являются 
границами транскрипционного домена, включающего 
гены hsp70. В составе трансгенов элементы scs и scs’ 
проявляли энхансерблокирующие и барьерные свой-
ства инсуляторов [8, 9]. Затем было показано, что ин-
суляторы scs (993 п.н.) и scs’ (500 п.н.) имеют сложную 
структуру, которая включает промоторы генов и сиг-
налы терминации транскрипции [27–30]. 

Наиболее изученный инсулятор дрозофилы об-
наружен в регуляторной области ретротранспозо-
на gypsy (МДГ4) [31]. Ретротранспозон gypsy влияет 
на экспрессию соседних генов, вызывая мутантные 

фенотипы. При этом влияние gypsy на транскрипцию 
обусловлено последовательностью из 460 п.н., распо-
ложенной в его 5’-транскрибируемой нетранслируе-
мой области [7, 32]. В трансгенных линиях инсулятор 
gypsy блокирует активность разнообразных энхан-
серов на всех стадиях развития дрозофилы [33–36]. 
Установлено, что инсулятор состоит из 12 вырожден-
ных октамерных сайтов связывания белка Su(Hw) 
[32, 37, 38]. Изначально свойства инсулятора gypsy 
тестировали на регуляторной системе локуса yellow, 
отвечающего за пигментацию кутикулярных струк-
тур у эмбрионов, личинок и имаго [39]. Энхансеры, 
контролирующие транскрипцию yellow в пластинах 
крыла и кутикуле тела, расположены в 5’-области 
гена, тогда как энхансеры, контролирующие экспрес-
сию в щетинках, находятся в интроне [7]. В аллеле 
y2 ретротранспозон gypsy встроен в 5’-область гена 
yellow между промотором и энхансерами, активиру-
ющими транскрипцию в крыльях и теле. В результа-
те инсулятор блокирует энхансеры тела и крыльев, 
но не влияет на активность энхансера щетинок, лока-
лизованного в интроне гена (рис. 1). На фоне мутации, 
инактивирующей ген su(Hw), инсуляция в аллеле y2 

Рис. 1. Схематичное изображение аллеля y2. Экзоны 
гена yellow обозначены прямоугольниками со стрел-
кой, указывающей направление транскрипции; ЭнК – 
энхансер крыльев; ЭнТ – энхансер тела; ЭнЩ – энхан-
сер щетинок; Пр – промотор гена. Ретротранспозон 
gypsy изображен в виде треугольника, прямоуголь-
ники на его концах – длинные концевые повторы, их 
направление указано стрелками. Инсулятор Su(Hw) 
изображен как шестиугольник внутри gypsy. На фото-
графиях представлены фенотипы мух: y+ – дикий тип, 
ген yellow экспрессируется во всех кутикулярных 
структурах; y2 – энхансеры тела и крыльев блокиро-
ваны инсулятором Su(Hw) (изображено как зачерки-
вание), ген yellow не экспрессируется в кутикуле тела 
и крыльях, но продолжает экспрессироваться в щетин-
ках 
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исчезает, и экспрессия гена yellow полностью вос-
станавливается [40]. В нескольких исследованиях 
показано, что при интеграции трансгена в гетеро
хроматиновые области генома или в присутствии 
PRE (Polycomb Response Element)-зависимого сай-
ленсера gypsy инсулятор эффективно защищает 
от репрессии репортерный ген white [41, 42].

Еще один инсулятор найден в длинном концевом 
повторе ретротранспозона Idefix [43]. С помощью 
трансгенных линий выявлена барьерная активность 
инсулятора Idefix и его способность блокировать раз-
личные энхансеры [44].

Первый функциональный геномный инсуля-
тор 1A2, содержащий два сайта связывания белка 
Su(Hw), был найден в 3’-области гена yellow [45, 46]. 
Оказалось, что многие геномные последовательности 
ДНК, включающие 1–3 сайта связывания Su(Hw), 
в составе трансгенов проявляют свойства инсуля-
торов [47–49]. Однако при использовании синтези-
рованных повторяющихся Su(Hw)-связывающих 
сайтов установлено, что эффективную инсуляцию 
обеспечивают минимум четыре сайта [50]. Это про-
тиворечие можно объяснить существованием пока 
не идентифицированных белков, которые совместно 
с Su(Hw) участвуют в формировании функциональ-
ных эндогенных инсуляторов [51]. 

В геноме дрозофилы обнаружено множество инсу-
ляторных последовательностей, не содержащих сай-
ты связывания белка Su(Hw). Среди них инсуляторы 
SF1 и SF2 из комплекса Antennapedia (ANT-C) [52, 
53]; последовательности facet-strawberry, защищаю-
щие ген Notch от влияния окружающего хроматина 
[54]; инсулятор Wari [55], расположенный на 3’-кон-
це гена white; граничный элемент ME, блокирующий 
действие энхансера из гена eyeless на промотор со-
седнего гена myoglianin [56]. В регуляторной обла-
сти комплекса Bithorax (BX-C) локализованы грани-
цы независимых транскрипционных доменов, Mcp, 
Fab-6, Fab-7 и Fab-8, демонстрирующие в трансген-
ных линиях свойства инсуляторов [57–71]. 

Первые инсуляторы позвоночных были найдены 
на границах кластеров транскрипционно активных 
генов и гетерохроматиновых районов. На 5’‑конце 
β‑глобинового локуса курицы был обнаружен ин-
сулятор HS4 [72]. Коровая последовательность HS4 
содержит сайт связывания белка CTCF [73]. В даль-
нейшем поиск новых инсуляторов позвоночных ча-
сто основывался на тестировании фрагментов ДНК, 
содержащих CTCF-связывающие сайты [74, 75]. 
Так у мыши и человека был найден инсулятор, со-
держащий четыре сайта связывания CTCF, который 
играет ключевую роль в импринтированной экспрес-
сии локуса Igf2/H19 [76–78]. В настоящее время 
описано множество СTCF-зависимых инсуляторов 

позвоночных, что cогласуется с представлениями 
о ключевой роли белка СТСF в организации архи-
тектуры хроматина [74, 75]. 

МОДЕЛИ МЕХАНИЗМА ДЕЙСТВИЯ ИНСУЛЯТОРОВ 
На основании данных о свойствах инсуляторов были 
предложены две группы альтернативных моделей, 
объясняющих механизм их функционирования. 

Транскрипционные модели предполагали, что ин-
сулятор активно прерывает специфичные дистан-
ционные взаимодействия между энхансером и про-
мотором [73, 79, 80]. В зависимости от возможного 
механизма энхансер-промоторных взаимодействий 
рассматривали различные варианты действия ин-
суляторов. Согласно одной из  моделей, энхансер 
«ищет» промотор, двигаясь вдоль хроматиновой 
фибриллы. В этом случае инсулятор является фи-
зическим барьером, препятствующим продвижению 
энхансера. Также предполагалось, что инсуляторы 
представляют собой псевдопромоторы. Они не ини-
циируют транскрипцию, но  способны взаимодей-
ствовать с энхансерами и тем самым блокировать их 
активность (рис. 2А). Согласно другой популярной 
модели, дистанционные энхансер-промоторные кон-
такты обеспечиваются специальными вспомогатель-
ными белками. Например, гомодимеризующийся бе-
лок LDB1 млекопитающих формирует специфичные 
контакты между энхансерами и промоторами многих 
генов [81]. Белок Chip дрозофилы облегчает энхан-
сер-промоторное взаимодействие в локусе cut [82]. 
Показано, что белок Chip взаимодействует с компо-
нентами инсулятора gypsy [83, 84]. Когда энхансер-
промоторное взаимодействие ослаблено мутацией 
в белке Chip, Su(Hw)-зависимая инсуляция стано-
вится более эффективной. Таким образом, инсулятор 
может блокировать действие вспомогательных бел-
ков, обеспечивающих энхансер-промоторную комму-
никацию (рис. 2Б). 

Широкую популярность приобрели структурные 
модели действия инсуляторов [85]. Исходно они бази-
ровались на представлениях, что хромосомы форми-
руют большие независимые хроматиновые петли [6]. 
Предполагалось, что хроматиновые петли являются 
независимыми доменами транскрипции и блокируют 
взаимодействия между регуляторными элементами 
из соседних доменов. 

В дальнейшем большое значение приобрели ра-
боты по локализации белка Su(Hw) на хромосомах 
и в ядре. Считалось, что диски политенных хромо-
сом соответствуют транскрипционным доменам, 
а междиски – их границам. Было показано, что сай-
ты связывания Su(Hw) находятся в  некоторых 
междисках, т.е. ограничивают транскрипционные 
домены [86]. В культурах клеток дрозофилы, эм-
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брионах и имагинальных дисках белок Su(Hw) был 
локализован в составе компактных ядерных обра-
зований, названных инсуляторными тельцами [86]. 
Предполагалось, что каждое инсуляторное тельце 
состоит из множества отдельных взаимодействую-
щих между собой инсуляторов, которые делят хро-
матиновую фибриллу на доменные петли и образуют 
структуры, подобные розетке (рис. 2В). При этом на-
ходящиеся в основании розетки инсуляторы могут 
взаимодействовать с ядерной ламиной (оболочкой) 
или с компонентами ядерной поры, что создает ос-
нову для пространственной организации хромати-
на. Структурные модели постулируют, что основная 
роль инсуляторов заключается в  формировании 
хроматиновых петель, а инсуляторная активность 
рассматривается как следствие этой организации. 

Образование хроматиновых петель может тополо-
гически или физически препятствовать взаимодей-
ствию между находящимися в соседних доменах эн-
хансерами и промоторами [87]. 

В настоящее время структурные модели опира-
ются на данные об организации хромосом высших 
эукариот в топологически ассоциированные домены 
(ТАД) [88–91]. Выдвинута гипотеза, что инсуляторы 
являются границами ТАДов. Взаимодействие между 
инсуляторами приводит к формированию хромати-
новых петель, ограничивающих активность энхан-
серов. 

Su(Hw)-ЗАВИСИМЫЙ КОМПЛЕКС КАК МОДЕЛЬ 
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ИНСУЛЯТОРОВ
Активность инсулятора обеспечивается комплек-
сом взаимодействующих белков, которые связы-
ваются с инсуляторной последовательностью ДНК. 
Во многих работах механизмы функционирования 
и формирования инсуляторов дрозофилы изучали 
на Su(Hw)-зависимом комплексе. 

Ключевой белок комплекса, Su(Hw), экспрес-
сируется в течение всего развития и присутствует 
в большинстве тканей дрозофилы. Инактивация гена 
su(Hw) приводит к стерильности самок [35, 92]. Белок 
Su(Hw) состоит из N-концевого участка, обогащен-
ного кислыми аминокислотами, ДНК-связывающего 
домена, содержащего 12 цинковых пальцев (ZF) типа 
C2H2, и С-концевого района, также богатого кислы-
ми аминокислотными остатками [92]. Su(Hw) связы-
вается с консенсусной последовательностью (около 
26 п.н.), состоящей из трех модулей [93]. Кластер 
ZF6–9 связывается с основным, центральным моду-
лем; кластер ZF2–4 – с «нижним» CG-богатым моду-
лем; кластер ZF10–12 – с «верхним» AT-богатым мо-
дулем (рис. 3). Десятый ZF влияет на эффективность 
связывания белка с частью сайтов [93, 94]. Например, 
мутация в ZF10 не позволяет белку Su(Hw) эффек-
тивно связываться с последовательностью инсулято-
ра gypsy [51]. В С-концевой части Su(Hw) находится 
домен (716–892 а.о.), который отвечает за инсуляцию 
[32, 92, 95] и за способность белка Su(Hw) репресси-
ровать транскрипцию генов центральной нервной 
системы (ЦНС) в яичниках [96–98]. Через прямое 
взаимодействие с Su(Hw) в состав комплекса при-
влекаются еще два белка Mod(mdg4)-67.2 и CP190 
(рис. 3). 

Белок Mod(mdg4)-67.2 продуцируется слож-
ным локусом mod(mdg4) [99, 100]. На N-конце бел-
ка Mod(mdg4)-67.2 находится домен ВТВ/POZ 
(bric-a-brac, tramtrack and broad complex/poxvirus 
and zinc finger), который широко распространен 
у  высших эукариот и  обычно гомодимеризуется. 
Однако ВТВ-домен Mod(mdg4)-67.2 относится к осо-
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А – модель «ловушки энхансера». Б – блокирование 
вспомогательных белков. В – структурная модель. 
Формирование независимых транскрипционных доме-
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промотор. Красными стрелками обозначена активация 
транскрипции специфичным энхансером, синими – 
базовая активность промотора. Зачеркнутые стрелки 
обозначают блокирование взаимодействий между 
энхансерами и промоторами из соседних доменов 
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бой специфичной для насекомых группе [101]. ВТВ-
домены этой группы могут образовывать и гомо-, 
и гетеромультимерные комплексы [102]. На С-конце 
белка Mod(mdg4)-67.2 находится специфичный до-
мен, взаимодействующий с С-концевым (716–892 а.о.) 
доменом Su(Hw) [83, 103]. Кроме того, N-концевая 
часть белка Su(Hw) взаимодействует с глутамин-бо-
гатым районом белка Mod(mdg4)-67.2 [104] (рис. 3). 
Mod(mdg4)-67.2 участвует в энхансерблокирующей 
активности инсулятора Su(Hw). 

Белок CP190 одновременно взаимодействует 
с Su(Hw) и Mod(mdg4)-67.2, что стабилизирует фор-
мирование инсуляторного комплекса. На N-конце 
CP190 находится BTB-домен, формирующий ста-
бильные гомодимеры [102, 105–107]. На  C-конце 
CP190 располагаются глутамин- и аспарагин-бога-
тые районы, а между ними – ответственный за взаи-
модействие с микротрубочками М-домен и четыре ZF 
[108]. BTB-домен CP190 взаимодействует с двумя не-
структурированными N-концевыми районами белка 
Su(Hw), локализованными между 88 и 202 а.о. [109]. 
Одновременно домен M белка CP190 взаимодейству-
ет с BTB-доменом белка Mod(mdg4)-67.2 [104, 110] 
(рис. 3). 

Делеции отдельных доменов в  белках Su(Hw), 
Mod(mdg4)-67.2 и CP190 не влияют на сборку функ-
ционального комплекса in vivo. Таким образом, 
формирование Su(Hw) инсулятора обеспечивается 
многочисленными взаимодействиями между его бел-
ковыми компонентами, которые частично компенси-
руют и стабилизируют друг друга. В полногеномных 
исследованиях показано, что комплекс, включающий 
все три белка СР190/Mod(mdg4)-67.2/Su(Hw), соби-
рается только на части Su(Hw)-связывающих сай-
тов [48, 94, 111]. Посадка инсуляторного комплекса 
на такие сайты в значительной мере опосредуется 
белками CP190 и Mod(mdg4)-67.2 [104, 109]. 

Недавно был идентифицирован новый пар-
тнер Su(Hw) – белок HIPP1 (HP1 and insulator 
partner protein 1) [112]. На  концах белка HIPP1 
локализованы высокоструктурированные обла-
сти (1–212 и 675–778 а.о. соответственно), причем 
C-концевая область соответствует домену кротона-
зы [113, 114]. Кротоназный домен HIPP1 связывается 
с C-концевым районом Su(Hw) (637–892 а.о.), который 
одновременно отвечает за энхансерблокирующую 
и репрессорную активность инсулятора. N-Концевой 
домен HIPP1 взаимодействует с доменом М и ZF бел-
ка CP190 [115] (рис. 3). Показано, что инактивация 
гена Hipp1 не влияет на фертильность мух и зависи-
мую от Su(Hw) инсуляцию [115, 116]. Однако одновре-
менная инактивация генов Hipp1 и mod(mdg4)-67.2 
значительно меняет активность инсулятора gypsy 
и  сильно ослабляет связывание CP190 c Su(Hw)-

зависимыми сайтами [115]. Таким образом, рекрути-
рование HIPP1 и CP190 в состав инсулятора Su(Hw) 
является взаимозависимым. 

Также установлено, что с ZF10–12 белка Su(Hw) 
напрямую взаимодействует белок ENY2 [117]. 
На  трансгенных линиях продемонстрировано, 
что  белок ENY2 участвует в  барьерной активно-
сти инсулятора Su(Hw) и  защищает экспрессию 
репортерного гена от  PRE-зависимой репрессии. 
Интересно, что ENY2 связывается также с ZF бел-
ка dCTCF (ортолог CTCF у дрозофилы) и участвует 
в барьерной функции dCTCF-зависимых инсуля-
торов [118]. Вероятно, рекрутирование неизвестно-
го ENY2-зависимого комплекса на ZF различных 
транскрипционных факторов (ТФ) можно рассма-
тривать как общий механизм защиты генов от PRE-
зависимой репрессии.

В  работе Su(Hw)-зависимого комплекса могут 
принимать участие РНК-связывающие белки Shep 
и Rump, которые функционируют как негативные 

Рис. 3. Модель формирования Su(Hw)-зависимого 
инсуляторного комплекса. Домены белка Su(Hw) 
обозначены сиреневым цветом; домены белка 
Mod(mdg4)-67.2 – зеленым; домены белка CP190 – 
оранжевым; домены белка HIPP1 – голубым. Обо-
значения доменов: CID – взаимодействующий с CP190 
домен; Ac – C-концевой кислый домен; ZF – до-
мен цинковых пальцев; LZ – лейциновая молния; 
BTB – BTB/POZ-домен; Q – обогащенный глутамином 
район; DD – димеризующий домен; FLYWCH – цин-
ковый палец типа FLYWCH; SID – взаимодействующий 
с Su(Hw) домен; D – обогащенный аспарагином район; 
M – взаимодействующий с центросомой домен; E – 
С-концевой домен, обогащенный глутамином. Внизу 
приведена консенсусная последовательность связыва-
ния белка Su(Hw) из инсулятора gypsy. ZF, связываю-
щие каждый из мотивов, указаны стрелками
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регуляторы энхансерблокирующей активности [119, 
120]. Кроме того, активность инсулятора Su(Hw) мо-
жет регулироваться компонентами системы РНК-
интерференции – Ago, aub, piwi и Rm62 [121]. Однако 
механизм работы этих белков не был раскрыт.

В  ядре белки Su(Hw), CP190 и  Mod(mdg4)-67.2 
локализуются в инсуляторных тельцах [122, 123]. 
Для  включения белков Su(Hw)-зависимого ком-
плекса в  инсуляторные тельца необходима пост-
трансляционная модификация белков СР190 
и Mod(mdg4)-67.2 убиквитин-подобным модификато-
ром (SUMO) [122–124]. В составе инсуляторных телец 
также обнаружен белок dСTCF [125]. В модельных 
системах in vivo было показано, что образование ин-
суляторных телец никак не связано с инсуляцией 
[122], а сумолирование не является необходимым ус-
ловием проявления энхансерблокирующей актив-
ности [123]. Можно предположить, что инсуляторные 
тельца служат своеобразными «депо» хроматиновых 
белков. В них происходит предварительная сборка 
белковых комплексов, которые эффективно связы-
ваются с синтезируемой в процессе репликации ДНК 
(рис. 4).

 Формирование инсуляторных телец регулируется 
количеством матриксного белка EAST [124]. В физи-
ологических условиях белок EAST не связывается 
с хроматином [126], но взаимодействует с белками 
CP190 и Mod(mdg4)-67.2 [124]. Уровень экспрессии 
EAST влияет на  связывание Su(Hw)-зависимого 
комплекса с хроматином и на активность Su(Hw)-
зависимых инсуляторов [124, 127]. Такие эффекты 
EAST можно объяснить, основываясь на вышеопи-
санной модели, согласно которой предварительная 
сборка инсуляторных комплексов происходит в ин-
суляторных тельцах. 

КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ИНСУЛЯТОРНЫХ 
БЕЛКОВ 
Большинство инсуляторных комплексов форми-
руется вокруг одного или  нескольких ключевых 
ДНК-связывающих белков. Необходимо отметить, 
что не существует четких параметров, в соответ-
ствии с которыми белок можно отнести к классу ин-
суляторных. Поэтому любой белок, обнаруженный 
в составе одного или нескольких инсуляторов, ав-
томатически зачисляется в группу инсуляторных 
белков. У D. melanogaster описано 11 белков с эн-
хансерблокирующими свойствами, содержащих 
ДНК-связывающие домены. Многие из них, dCTCF, 
Su(Hw), Pita, ZIPIC, GAF, содержат ZF типа С2Н2 
[128–130]. У позвоночных пока описан единственный 
консервативный инсуляторный белок CTCF [131].

Белок CTCF экспрессируется в большинстве тка-
ней млекопитающих [132]. Он необходим на ранних 

стадиях развития мышей, участвует в клеточном 
цикле, апоптозе и дифференцировке клеток [133–
135]. У дрозофилы обнаружен ортолог CTCF с ана-
логичной доменной структурой (dCTCF) [136]. Белок 
dCTCF связывается с большинством границ в BX-C 
и определяет их инсуляторную активность. В цен-
тральной части CTCF у позвоночных и дрозофилы 
находится кластер, содержащий 11 ZF. Изучение 
комплекса СTCF–ДНК человека показало, что ZF3–7 
связываются с консенсусным мотивом из 15 п.н. [137]. 
С помощью мутаций отдельных ZF было продемон-
стрировано, что в первичных лимфоцитах мышей 
ZF9–11 и ZF1–2 связываются с фланкирующими 
консенсусный мотив последовательностями и ста-
билизируют специфичное связывание CTCF [138]. 
На N-конце CTCF разных организмов локализован 
неструктурированный домен, формирующий гомо-
димеры [139]. В N-концевой части CTCF человека 
также найден мотив, взаимодействующий с когези-
новым комплексом [140]. Взаимодействуя с когези-
новым комплексом, CTCF формирует хроматиновые 
петли и большую часть границ ТАДов, а также опос-
редует локальные взаимодействия между регуля-
торными элементами [90, 132, 141]. 

Белки ZIPIC, Pita и Zw5 содержат на N-конце до-
мен ZAD (zinc finger-associated domain), а на С-конце 
кластеры ZF [27, 68, 142, 143]. Эти белки интенсивно 
экспрессируются на всех стадиях развития дрозо-
филы, особенно на эмбриональной. Мутации, инак-

Рис. 4. Модель формирования и функционирова-
ния инсуляторных телец. Белки CP190/Su(Hw)/
Mod(mdg4)-67.2 рекрутируются в инсуляторные 
тельца за счет сумолирования. В инсуляторных тель-
цах осуществляется предварительная сборка Su(Hw)-
зависимых комплексов и их ассоциация с другими ТФ. 
«Созревший» инсуляторный комплекс транзиентно 
взаимодействует с хроматиновой фибриллой, поки-
дает инсуляторные тельца за счет десумолирования 
и связывается с сайтами на хроматине
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тивирующие гены pita и  zw5, вызывают раннюю 
эмбриональную летальность, что свидетельствует 
о важной роли белков Pita и Zw5 в регуляции генной 
экспрессии [27, 144]. Впервые белок Zw5 обнаружи-
ли на промоторе гена CG31211, входящего в состав 
инсулятора scs [27]. Анализ полногеномного распре-
деления белков ZIPIC, Pita и Zw5 показал, что они 
связываются преимущественно с промоторами генов 
вблизи сайтов инициации транскрипции и, подобно 
белку CTCF, часто колокализуются с компонентами 
когезинового и конденсинового комплексов [48, 145]. 
Благодаря ZAD-доменам белки ZIPIC, Pita и Zw5 
способны формировать гомодимеры [145]. В транс-
генных линиях мультиплицированные сайты связы-
вания этих белков формируют инсуляторы, блоки-
рующие активность энхансеров и PRE-зависимую 
репрессию [146].

Белок GAF участвует в функционировании ин-
суляторов Fab-7 из BX-C [70], SF1 из ANT-C [52], 
а также инсулятора, расположенного между генами 
myoglianin и eyeless [56]. В центральной части бел-
ка находится один ZF, связывающийся с мотивом 
GAGAG [147, 148]. Как и у белка Mod(mdg4)-67.2, 
на N-конце GAF расположен специфичный для на-
секомых BTB-домен, формирующий гомо- и  ге-
теромультимеры [101, 102]. BTB-домены GAF 
и Mod(mdg4)-67.2 могут взаимодействовать с белка-
ми из разных транскрипционных комплексов [102, 
149–151]. 

Изначально белок BEAF-32 идентифицирован 
как фактор, взаимодействующий с инсулятором scs’ 
[30, 152]. Для связывания с ДНК BEAF-32 использует 
расположенный на N-конце C2H2-подобный домен, 
называемый BED. На С-конце белка находится домен 
BESS, необходимый для тримеризации BEAF [152, 
153]. Каждая субъединица комплекса BEAF связыва-
ет один мотив CGATA, в то время как тримеры BEAF 
с высокой аффинностью связываются с кластерами 
мотивов CGATA [152]. Результаты полногеномного 
анализа показывают, что BEAF преимущественно ас-
социирован с промоторными областями активных ге-
нов и участвует в стимуляции транскрипции [154, 155]. 

Белки Ibf1 и Ibf2 (Insulator binding factors 1 и 2), 
как и BEAF-32, связываются с ДНК через домен BED 
и образуют гетероолигомеры [156]. Полногеномный 
анализ показал, что Ibf1/Ibf2 часто колокализуют-
ся с другими инсуляторными белками, прежде всего 
с СР190 и dCTCF.

Компоненты нового, недавно описанного инсуля-
торного комплекса Elba (Early boundary activity) – 
Elba1 и Elba2, используют для связывания с ДНК 
С-концевые консервативные домены BEN [57]. 
Третий белок, Elba3, отвечает за образование димера 
Elba1/Elba2, который взаимодействует со специфич-

ными инсуляторными сайтами. Белок Elba2 экспрес-
сируется на большинстве стадий развития, но два 
других компонента комплекса присутствуют только 
на ранней эмбриональной стадии. Elba распознает 
асимметричную последовательность CCAATAAG 
(8 п.н.), входящую в состав инсулятора Fab-7 из BX-
C. С инсулятором Fab-7 связывается еще один белок, 
Insv (Insensitive) [157, 158]. Этот белок, как и белки 
Elba, содержит C-концевой домен BEN и экспресси-
руется преимущественно в ранних эмбрионах [158]. 
Комплекс Elba и белок Insv необходимы для функци-
онирования инсулятора Fab-7 in vivo [57, 157].

Все перечисленные инсуляторные белки дрозо-
филы (за исключением Zw5 и комплекса Elba) вза-
имодействуют с белком CP190 [68, 105, 108, 125, 156, 
158–162]. ДНК-связывающие инсуляторные белки 
рекрутируют CP190 на хроматин [68, 105, 108, 161]. 
В то же время белок CР190 связывается со значи-
тельной частью промоторов генов домашнего хозяй-
ства [108, 159, 161] и участвует в создании открытого 
хроматина [163]. Присутствие белка СР190 на инсу-
ляторах и промоторах говорит о возможности функ-
циональной связи между ними. 

ПРЯМОЕ УЧАСТИЕ ИНСУЛЯТОРОВ В ЭНХАНСЕР-
ПРОМОТОРНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯХ
Большая часть сайтов связывания инсуляторных 
белков обнаружена в промоторных областях разных 
генов [47, 48]. Известно, что одной из основных функ-
ций белка CTCF млекопитающих является создание 
активных промоторов [164]. Участие одних и тех же 
белков в формировании промоторных и инсулятор-
ных комплексов согласуется с транскрипционными 
моделями действия инсуляторов. 

В трансгенных линиях дрозофилы инсулятор gypsy 
полностью блокирует энхансеры гена yellow, которые 
изолированы им от промотора, но никак не влияет 
на базовую активность промотора [7]. Однако если 
промотор гена yellow ослаблен мутацией, то инсуля-
торы gypsy и 1А2 восстанавливают его активность 
независимо от своего положения в трансгене [165]. 
Как и активные промоторы, Su(Hw)-зависимые ин-
суляторы рекрутируют комплексы SAGA и Brahma, 
формирующие на регуляторных элементах области 
открытого хроматина [166]. Вероятно, инсуляторы 
Su(Hw) компенсируют частичную инактивацию про-
мотора yellow, рекрутируя на него ремодулирующие 
комплексы. Следовательно, связанные с инсулятором 
комплексы должны находиться в непосредственной 
близости от  промотора. Действительно, показано, 
что в трансгенных линиях инсуляторы способствуют 
дистанционным взаимодействиям между промотора-
ми и расположенными на 3’-конце репортерных ге-
нов активаторами GAL4 [165, 167]. С помощью ChIP 
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и 3С-анализов продемонстрировано взаимодействие 
между энхансером, находящимся перед промотором 
гена white, и  инсулятором gypsy, расположенным 
на 3’-конце гена [168]. Вероятно, локальные взаимо-
действия между регуляторными элементами обеспе-
чиваются белками, которые одновременно связыва-
ются с инсуляторами и промоторами [47, 48, 160, 169]. 
Показано, что белки СР190, Chromator и BEAF-32 
могут обеспечивать дистанционные взаимодействия 
между участками хроматина [107]. Можно предполо-
жить, что основная функция эндогенных инсуляторов, 
найденных с 3’-стороны генов yellow и white [45, 46, 
55], – повышение активности промоторов этих генов.

Все остальные инсуляторы гораздо слабее блоки-
руют энхансеры гена yellow, чем инсулятор gypsy 
[55, 64, 68, 170]. С другой стороны, инсулятор gypsy, 
встроенный в трансгенах между энхансером и про-
мотором гена white, только незначительно ослабля-
ет экспрессию white в глазах мух [168]. Интересно, 
что С-концевой домен белка Su(Hw) отвечает одно-
временно за блокирование энхансеров гена yellow 
и  за  репрессию промоторов генов ЦНС в гонадах 
самок [171]. При этом сайты связывания Su(Hw) на-
ходятся непосредственно в промоторах генов ЦНС 
[98]. Скорее всего, репрессия обусловлена рекрути-
рованием специфичного для герминальной ткани ре-
прессорного комплекса, так как в глазах репрессия 
не наблюдается [28]. 

В  отсутствие белка Mod(mdg4)-67.2 инсуля-
тор gypsy превращается в  репрессор промотора 
гена yellow [83, 95, 110]. Стоит отметить, что белок 
Mod(mdg4)-67.2 рекрутируется в инсуляторный ком-
плекс через C-концевой домен Su(Hw), отвечающий 
за инсуляцию/репрессию. Репрессию в локусе yellow 
можно объяснить увеличением эффективности свя-
зывания репрессорного комплекса с C-концевым до-
меном Su(Hw) в отсутствие белка Mod(mdg4)-67.2. 
Показано, что gypsy-зависимая репрессия осущест-
вляется через ту же предпромоторную последова-
тельность гена yellow, которая необходима для дис-
танционных энхансер-промоторных взаимодействий 
[172]. Возможно, репрессорный Su(Hw)-зависимый 
комплекс взаимодействует с ТФ промотора, обеспе-
чивающими коммуникацию с энхансерами.

Приведенные нами экспериментальные данные 
подтверждают модель, согласно которой инсуляторы 
динамично взаимодействуют с энхансерами и про-
моторами. Когда инсулятор встраивается между 
энхансером и промотором, взаимодействие инсуля-
торного комплекса с ТФ промотора или энхансера 
препятствует эффективному взаимодействию между 
ними. Например, показано, что белок Mod(mdg4)-67.2 
взаимодействует с белком Zeste. Белок Zeste связы-
вается с энхансером и промотором гена white и обе-

спечивает коммуникацию между ними [173, 174]. 
Взаимодействие между Mod(mdg4)-67 и Zeste может 
мешать формированию правильных энхансер-про-
моторных контактов и приводить к снижению транс-
крипции. Если же инсулятор привлекает в область 
промотора репрессорные комплексы, то активность 
энхансеров блокируется полностью. 

Белок CTCF позвоночных часто формирует хро-
матиновые петли, взаимодействуя с  активными 
промоторами [175, 176]. CTCF непосредственно вза-
имодействует с TAF3 и TFII-I, компонентами промо-
торного комплекса TFIID [177, 178]. Следовательно, 
CTCF-промоторные взаимодействия могут препят-
ствовать формированию энхансер-промоторных 
контактов. В локусе Igf2/H19 млекопитающих гены 
расположены так, что ген H19 в материнском аллеле 
и ген Igf2 в отцовском аллеле активируются общими 
дистальными энхансерами [75]. В материнском ал-
леле активируется ген H19, а в отцовском – ген Igf2. 
Взаимодействие между общими энхансерами и про-
моторами генов регулируется локализованным в ICR 
(imprinting control region) СTCF-зависимым инсу-
лятором. С помощью метода 3С показано, что в ма-
теринском аллеле белок CTCF обеспечивает прямое 
взаимодействие между инсулятором и промотором 
Igf2, которое блокирует активацию Igf2 дисталь-
ными энхансерами [179–181]. Интересно, что белок 
CTCF привлекает на промотор Igf2 репрессирующий 
транскрипцию комплекс PRC2 (Polycomb repressive 
complex 2) [181].

РОЛЬ ХРОМАТИНОВЫХ ПЕТЕЛЬ В БЛОКИРОВАНИИ 
ЭНХАНСЕРОВ 
Структурные модели действия инсуляторов посту-
лируют, что хроматиновые петли и ТАДы блокируют 
взаимодействия между регуляторными элементами 
из соседних доменов [85, 182, 183]. Однако способ-
ность хроматиновых петель полностью блокировать 
энхансер-промоторные взаимодействия не  под-
тверждена экспериментально. 

Функциональную роль сформированных инсу-
ляторами хроматиновых петель подробно изучали 
на  трансгенных линиях дрозофил. Было обнару-
жено, что два идентичных инсулятора, встроенные 
между энхансером и промотором, нейтрализуют ак-
тивность друг друга [55, 170, 184–186]. Для объясне-
ния этого феномена было выдвинуто предположе-
ние, что одинаковые инсуляторы более эффективно 
взаимодействуют между собой, чем с энхансером 
или промотором. Поэтому они не препятствуют эн-
хансер-промоторному взаимодействию и даже спо-
собствуют коммуникации между регуляторными 
элементами на  больших дистанциях. Эта модель 
подтверждалась экспериментами, в которых между 
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энхансером и промотором репортерного гена рас-
полагался другой ген, окруженный инсуляторами 
[59, 186–188]. Эффективная энхансер-зависимая 
активация репортерного гена наблюдалась только 
в присутствии инсуляторов. Следовательно, образо-
ванная парой идентичных инсуляторов хроматино-
вая петля сближала энхансер и промотор (рис. 5А). 
Аналогичные результаты были получены на лини-
ях, в которых энхансер замещали репрессирующим 
транскрипцию PRE [189]. Ген, расположенный между 
двумя инсуляторами gypsy, был защищен от PRE-
зависимой репрессии. В то же время взаимодействие 
между инсуляторами приближало PRE ко второму 
гену, что приводило к его репрессии. Физическое вза-
имодействие между инсуляторами и сближение PRE 
со вторым репортерным геном были подтверждены 
методом 3С [190]. 

Взаимная нейтрализация двух идентичных инсу-
ляторов позволяет изучить непосредственную роль 
формируемой ими хроматиновой петли в блокиро-
вании энхансер-промоторных контактов. Как упоми-
налось выше, встраивание одной копии инсулятора 
gypsy между энхансером и промотором гена white 
лишь незначительно ослабляет акивность энхансера 
[168]. Однако окружение энхансера парой инсуля-
торов gypsy полностью инактивирует его. Этот ре-
зультат предполагает, что формирование небольшой 
хроматиновой петли, содержащей энхансер, тополо-
гически или стерически препятствует продуктивно-
му взаимодействию между энхансером и промото-
ром гена white (рис. 5Б). В то же время в трансгенных 
линиях одна копия инсулятора gypsy полностью 
блокирует энхансеры, активирующие экспрессию 
гена yellow в теле и крыльях [170, 191]. Оказалось, 
что интеграция второй копии инсулятора gypsy пе-
ред энхансерами на расстоянии около 8 т.п.н. от пер-
вого приводит к восстановлению экспрессии yellow. 
Таким образом, формирование хроматиновой петли 
размером 8 т.п.н. нейтрализует инсуляцию (рис. 5В). 
Когда расстояние между окружающими энхансеры 
yellow инсуляторами уменьшалось до 2 т.п.н., инсу-
ляция полностью восстанавливалась. Следовательно, 
только небольшие петли хроматина, включающие эн-
хансер, способны полностью блокировать его актив-
ность. В ситуациях in vivo размеры хроматиновых 
петель намного больше 2–3 т.п.н., что предполагает 
возможность взаимодействия между регуляторными 
элементами, расположенными в соседних или уда-
ленных друг от друга петлях. 

 Тестирование линий с тремя копиями инсулято-
ров Su(Hw), встроенных в различных комбинациях 
между энхансерами и двумя репортерными генами, 
показало, что все три копии взаимодействовали меж-
ду собой [170, 191]. При этом формирование хромати-

новой петли вокруг энхансера или репортерного гена 
не приводило к инсуляции. Этот результат еще раз 
подтверждает, что хроматиновые петли не играют 
ключевой роли в блокировании энхансер-промотор-
ных взаимодействий (рис. 5Г). 

В трансгенных линиях пары некоторых инсуля-
торов, например gypsy, Mcp и Fab-7, способны вза-
имодействовать на сверхдальних расстояниях, до-
стигающих сотен тысяч пар нуклеотидов [192, 193]. 
На границах локуса eve, экпрессирующего ТФ pair-
rule, вовлеченный в эмбриональное развитие, обна-
ружены инсуляторы Homie и Nhomie [194]. Эти инсу-
ляторы эффективно взаимодействуют между собой 
в трансгенных линиях и могут поддерживать сверх-
дальние взаимодействия между энхансерами и про-
мотором локуса еvе в геноме [194, 195].

Для объяснения механизма взаимодействия меж-
ду инсуляторами на сверхдальних расстояниях пред-
ложена модель, согласно которой инсуляторы состо-
ят из сайтов связывания нескольких белков, каждый 
из  которых способен эффективно гомодимеризо-
ваться [16]. Действительно, граница Mcp из BX-C со-

Рис. 5. Моделирование хроматиновых петель в транс-
генных линиях дрозофил. А – образованная идентичны-
ми инсуляторами петля приближает энхансер к про-
мотору. Б – тесная петля между двумя инсуляторами 
блокирует заключенный в ней энхансер. В – увеличе-
ние дистанции между инсуляторами, окружающими 
энхансер, нейтрализует инсуляцию. Г – формируемые 
тремя инсуляторами петли не препятствуют активации 
транскрипции репортерного гена. Д – взаимная ори-
ентация инсуляторов (указана стрелками) определяет 
конфигурацию хроматиновой петли и, как следствие, 
возможность активации транскрипции. Обозначения: 
G4 – дрожжевой активатор GAL4; остальные обозна-
чения, как на рис. 2
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держит сайты связывания белков Pita, dCTCF и еще 
двух неизвестных инсуляторных белков [143, 196]. 
Граница Fab-7 включает сайты связывания GAF, 
Pita, Insv, Elba, комплекса LBC и нескольких неиз-
вестных белков [57, 143, 157, 197, 198]. В трансгенных 
линиях парные сайты связывания белков Pita, ZIPIC, 
Zw5, dCTCF и Su(Hw) обеспечивают дистанционные 
взаимодействия между репортерным геном и дрож-
жевым активатором GAL4 [145, 146, 193]. Однако лю-
бые комбинации сайтов связывания разных белков 
приводят к потере взаимодействий между инсулято-
рами, что подтверждает роль гомодимеризации бел-
ков в организации дистанционных взаимодействий. 

Кроме того, топология хроматиновых петель 
определяется взаимной ориентацией двух идентич-
ных инсуляторов. Это было продемонстрировано 
на трансгенных линиях, где GAL4 не мог активиро-
вать транскрипцию находящегося на большом рас-
стоянии гена white [146]. Идентичные инсуляторы, 
помещенные в непосредственной близости от GAL4 
и промотора white, формировали петли двух различ-
ных конфигураций (рис. 5Д). Если инсуляторы на-
ходились в противоположной ориентации, то GAL4 
активировал промотор гена white. Если же инсуля-
торы были сонаправленными, то формирующаяся 
петля полностью изолировала GAL4 от промотора. 
Аналогичные результаты были получены при за-
мене активатора GAL4 на энхансер [28, 187]. Также 
взаимная ориентация двух инсуляторов gypsy влия-
ла на Flp-зависимую рекомбинацию между сайтами 
FRT [199]. Противоположно ориентированные инсу-
ляторы, расположенные между сайтами FRT, спо-
собствовали рекомбинации, а сонаправленные, на-
оборот, подавляли ее. Скорее всего, гомодимеризация 
нескольких белков, связанных с идентичными инсу-
ляторами, определяет направление взаимодействия 
между ними. Топология получившейся в результате 
петли хроматина регулирует взаимодействия между 
элементами, расположенными в непосредственной 
близости от инсуляторов.

СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ ОБ ОРГАНИЗАЦИИ 
ХРОМОСОМ В ТОПОЛОГИЧЕСКИ 
АССОЦИИРОВАННЫЕ ДОМЕНЫ
Хромосомы всех высших эукариот организованы 
в ТАДы. Размеры и способы формирования этих до-
менов значительно отличаются у разных животных 
[91, 200, 201]. Формирование ТАДов определяется 
частотой взаимодействия различных участков хро-
матина: внутри доменов частота взаимодействий 
выше, чем между ними. Находящиеся внутри ТАДов 
инсуляторы могут формировать локальные хрома-
тиновые петли, регулируя энхансер-промоторные 
взаимодействия (рис. 6).

Рис. 6. Уровни организации хроматина в ядре. А – хро-
мосомы внутри ядра занимают определенные тер-
ритории (красный, зеленый и синий фон). Б – каждая 
хромосома формирует ТАДы, которые, в зависимо-
сти от активного/неактивного состояния хроматина, 
входят в определенный компартмент ядра. В – ТАДы 
способствуют сближению регуляторных элементов, 
находящихся внутри них, и обеспечивают синхронную 
экспрессию генов. Архитектурные белки способны ди-
намично ограничивать формирующиеся ТАДы. Г – ин-
суляторы внутри ТАДа могут формировать локальные 
хроматиновые петли, способствующие специфичным 
энхансер-промоторным взаимодействиям. Обозна-
чения: ТФ – транскрипционные факторы, остальные 
обозначения, как на рис. 2 
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Центральную роль в организации ТАДов у мле-
копитающих играют белок CTCF и взаимодейству-
ющий с ним когезиновый комплекс. Белок СTCF со-
вместно с когезиновым комплексом локализуется 
примерно на 90% границ ТАДов [89, 90]. Когезиновый 
комплекс, состоящий из  четырех субъединиц 
(SMC1, SMC3 и RAD21, SCC1), формирует кольце-
подобную структуру вокруг двух молекул ДНК [202]. 
Считается, что когезиновый комплекс способен вы-
петливать хроматин, пропуская его через свою коль-
цеподобную структуру (рис. 7А). Скользя по хро-
матину, когезиновый комплекс образует петли, 
ограничителями которых являются инвертирован-
ные относительно друг друга сайты связывания бел-
ка CTCF [203–205]. Инактивация CTCF или компо-
нентов когезинового комплекса разрушает большую 
часть ТАДов, что согласуется с описанной моделью 
[164, 206, 207]. Слабым местом этой модели является 
отсутствие экспериментальных данных, подтверж-
дающих способность когезинового комплекса выпет-
ливать хроматин in vivo [208]. 

У  млекопитающих роль CТСF-связывающих 
сайтов в  формировании границы ТАДов изучали 

на Hox-генах мыши [209]. Гены HoxA и HoxC распо-
лагаются в соседних ТАДах и транскрибируются не-
зависимо. Делеция района связывания СTCF между 
этими ТАДами разрушала их границы, что приводило 
к изменению паттернов экспрессии генов и в резуль-
тате к гомеозисной трансформации скелета [210]. В от-
личие от HoxA и HoxC ген HoxD локализован между 
двух ТАДов, каждый из которых содержит энхансеры, 
отвечающие за работу HoxD в определенном типе тка-
ни. Однако в этом случае делеция CTCF-связывающих 
сайтов в  гене HoxD не разрушала границу ТАДов 
и минимально влияла на паттерн экспрессии гена. 
Граница ТАДов разрушалась и паттерн экспрессии 
HoxD менялся только при очень значительной деле-
ции, затрагивающей структуру регуляторных районов 
гена. Эти данные свидетельствуют о возможном уча-
стии дополнительных ТФ, кроме CTCF и когезинового 
комплекса, в формировании границ ТАДов.

У дрозофилы, в отличие от позвоночных, dCTCF 
и когезиновый комплекс не являются ключевыми 
факторами формирования ТАДов. Формирующиеся 
ТАДы хорошо соответствуют эпигенетическим 
маркерам и  подразделяются на  классы, соот-

Рис. 7. Механизм формирования 
ТАДов у позвоночных и дрозофилы. 
А – формирование петли когезино-
вым комплексом. Когезиновый ком-
плекс (красное кольцо) привлекается 
на хроматин белком NIPBL и, скользя 
по хроматину, выпетливает его. Вы-
петливание хроматина тормозится 
инвертированными сайтами связыва-
ния белка CTCF (обозначены стрел-
ками). Треугольники обозначают со-
седние ТАДы, разделенные сайтами 
CTCF. Оранжевый ромб на вершине 
ТАДа обозначает высокую частоту 
взаимодействия CTCF-связывающих 
районов. Б – у дрозофилы активный 
и неактивный хроматин локализова-
ны в разных компартментах ядра. 
Неактивный хроматин (зеленый 
прямоугольник) ограничен районами 
с активной транскрипцией (желтые 
прямоугольники). Взаимодействие 
активно транскрибирующихся рай-
онов (показано стрелками) форми-
рует ТАД. Желтый ромб на вершине 
ТАДа обозначает наибольшую часто-
ту взаимодействия участков активно-
го хроматина 
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ветствующие специфике хроматина: 1) актив-
ные – активно транскрибируются, обогащены мо-
дификациями гистонов H3K4me3 и H3K36me3; 2) 
Polycomb-зависимые обогащены гистоновой моди-
фикацией H3K27me3 и белками группы Polycomb; 3) 
«безмаркерные», или «нулевые», – не имеющие из-
вестных специфических гистоновых маркеров; 4) ге-
терохроматиновые – обогащены маркером H3K9me2 
и белками HP1 и Su(var)3-9 [91]. Районы хроматина, 
разделяющие ТАДы, насыщены генами с высоким 
уровнем транскрипции [211–213]. Они активно взаи-
модействуют между собой, формируя петли хрома-
тина. При этом отсутствуют четко выраженные точ-

ки образования ТАДов, такие, как инвертированные 
сайты CTCF у млекопитающих [211].

Таким образом, у  дрозофилы границы ТАДов 
определяются скорее активным состоянием и свой-
ствами хроматина, чем сайтами связывания кон-
кретного белка [213] (рис. 7Б). Инсуляторные белки 
dCTCF, CP190, Chromator, Z4 и BEAF-32, связыва-
ющиеся с промоторами генов домашнего хозяйства, 
часто присутствуют на границах ТАДов [201, 211, 
212, 214]. Однако роль этих белков в формировании 
границ ТАДов пока не ясна. 

Недавние исследования архитектуры хромати-
на в индивидуальных клетках млекопитающих вы-

Рис. 8. Схематичное изо-
бражение BX-C. Карта 
и координаты BX-C взяты 
из ресурса FlyBase (R6.04). 
Разноцветные прямоуголь-
ники обозначают эмбрио-
нальные парасигменты (PS), 
соответствующие сегмен-
там имаго. Регуляторные 
районы, контролирующие 
экспрессию генов Ubx, 
Abd-A и Abd-B (горизон-
тальные стрелки) в каждом 
PS обозначены верхними 
скобками. Регуляторные 
районы организованы в три 
транскрипционно ассоци-
ированных района, обо-
значенные нижними скоб-
ками. Паттерн экспрессии 
каждого гена и уровень его 
экспрессии представлены 
в виде цветной шкалы, при-
чем, чем темнее цвет, тем 
выше уровень экспрессии. 
Инсуляторы BX-C обозначе-
ны стрелками: красными – 
CTCF-зависимые, синими – 
не зависимые от CTCF [223]. 
Карта распределения ТАДов 
и некоторых инсулятор-
ных/архитектурных белков 
в BX-C построена с помо-
щью ресурса Chorogtnome 
Navigator dm3 [212] 
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явили высокую гетерогенность локализации границ 
ТАДов [215–218]. При  этом участки ДНК внутри 
ТАДов взаимодействуют в  среднем только в  2–3 
раза чаще, чем участки ДНК из соседних ТАДов [89]. 
Трансграничные взаимодействия были подтвержде-
ны с помощью FISH-анализа [219, 220]. Эти резуль-
таты согласуются с интенсивной динамикой связы-
вания/диссоциации белка CTCF, который находится 
на хроматине примерно 2 мин [221]. Таким образом, 
формирование ТАДов представляет собой динамич-
ный процесс, а границы ТАДов не являются жестким 
барьером, ограничивающим энхансер-промоторные 
взаимодействия.

РОЛЬ ИНСУЛЯТОРОВ И ТАДов В РЕГУЛЯЦИИ 
ТРАНСКРИПЦИИ 
Инсуляторы дрозофилы играют значительную роль 
в обеспечении специфичных дистанционных цис-
регуляторных взаимодействий, что хорошо проде-
монстрировано на примере BX-C [222]. Гомеозисные 
гены Ubx, Abd-A и Abd-B, входящие в BX-C, отвеча-
ют за формирование третьего грудного и всех абдо-
минальных сегментов мухи, определяя ось ее раз-
вития от головы к брюшку. BX-C разделен на девять 
регуляторных доменов (iab 1–9), каждый из которых 
активирует специфичную транскрипцию одного 
из трех гомеозисных генов в определенном сегменте 

(рис. 8). В составе BX-C выделяют два ТАДа, общая 
граница которых совпадает с инсулятором Fub, рас-
положенным между регуляторными областями генов 
Ubx и Abd-A [217] (рис. 8). Наиболее исследованы ин-
суляторы Мср, Fab-6, Fab-7 и Fab-8. Они определяют 
границы доменов iab-5, iab-6 и iab-7, контролирую-
щих уровень экспрессии Abd-B в брюшных сегмен-
тах A5, A6 и  A7 [222, 223]. Вся регуляторная об-
ласть гена Abd-B локализована внутри одного ТАДа. 
В сегменте А5 энхансеры iab-5 активны, в то время 
как энхансеры iab-6 и iab-7 находятся в неактивном 
состоянии. В следующем сегменте А6 функциони-
руют энхансеры iab-6, сильнее активирующие экс-
прессию Abd-B. В сегменте А7 работают еще более 
сильные энхансеры iab-7. Таким образом, в каждом 
последующем сегменте экспрессия Abd-B усилива-
ется, что определяет правильное развитие каждого 
брюшного сегмента. Взаимодействия между соседни-
ми регуляторными доменами блокируются инсулято-
рами. Например, при делеции инсулятора Fab-6 на-
блюдается преждевременная активность энхансеров 
iab-6 в сегменте А5. 

 Генное редактирование in vivo позволило де-
тально изучить структуру и функции инсуляторов 
на границах BX-C. Оказалось, что инсуляторы со-
стоят из двух модулей, один из которых блокирует 
коммуникацию между соседними регуляторными 
доменами (инсуляторный модуль), а второй обеспе-
чивает специфичное взаимодействие между инсуля-
тором и промотором гена Abd-B (коммуникаторный 
модуль) [224, 225]. В локальной инсуляции регуля-
торных элементов, находящихся в соседних доме-
нах, участвуют белки Su(Hw), Pita и dCTCF, а также 
взаимодействующий с ними белок CP190 [143, 196, 
226] (рис. 8). Инсуляторный модуль может состоять 
из любой комбинации сайтов связывания этих бел-
ков, но количество сайтов не должно быть меньше че-
тырех. Коммуникаторный модуль всех инсуляторов 
содержит сайты связывания малоизученного ком-
плекса LBC, включающего белки GAF и CLAMP [198, 
224]. Коммуникаторные модули взаимодействуют 
с предпромоторной областью гена Abd-B и формиру-
ют хроматиновые петли, обеспечивающие специфич-
ные контакты между энхансерами iab и промотором 
Abd-B. В  эмбриональных клеточных популяциях 
найдены субТАДы, которые соответствуют отдель-
ным iab-доменам [217]. Формирование субТАДов кор-
релирует с активацией iab-доменов, что, вероятно, 
отражает взаимодействия активных доменов с про-
мотором Abd-B. Этот факт подтверждает, что у дро-
зофилы формирование ТАДов происходит за счет 
взаимодействия участков активного хроматина, 
в то время как инсуляторные белки стабилизируют 
границы сформированных доменов.

Рис. 9. Влияние инсуляторов SF1 и SF2 на формирова-
ние ТАДа и транскрипцию в ANT-C. A – границы ТАДа, 
включающего ген ftz, определяются инсуляторами 
SF1 и SF2. Взаимодействующие инсуляторы формиру-
ют петлю, сближающую энхансер Т1 с промотором 
гена Scr. Энхансер Т1 активирует транскрипцию Scr. 
Б – делеция инсулятора SF1 (показана скобкой) раз-
рушает ТАД, что не влияет на экспрессию гена ftz. 
Однако энхансер Т1 не активирует транскрипцию Scr, 
так как петля между инсуляторами не формируется. 
Все обозначения, как на рис. 2
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Формирование/разрушение ТАДов может лишь 
минимально влиять на экспрессию генов [164, 206, 
227]. Например, в  комплексе гомеозисных генов 
ANT-C границы ТАДа определяют два инсулятора, 
SF1 и SF2 [53, 228] (рис. 9А). Делеция инсулятора SF1 
разрушает ТАД, что никак не влияет на экспрес-
сию расположенного внутри ТАДа гена fushi-tarazu 
(ftz). Интересно, что  при  этом снижается транс-
крипция соседнего с ТАДом гена Scr [229] (рис. 9Б). 
В ранних эмбрионах находящийся с одной стороны 
от ТАДа ген Scr активируется, непосредственно вза-
имодействуя с энхансером T1, находящимся с другой 
стороны ТАДа [230] (рис. 9А). Таким образом, взаи-
модействующие инсуляторы SF1 и SF2 на границах 
ТАДа сближают энхансер Т1 и ген Scr. Эта ситуация 

полностью реализует разработанную на трансген-
ных линиях модель, согласно которой выпетливание 
хроматина между дистанцированными инсулятора-
ми способствует энхансер-промоторному взаимодей-
ствию и активации транскрипции.

Также, влияние границ ТАДов на транскрипцию 
изучали точно делетируя различные сайты свя-
зывания CTCF в  локусе Sox9–Kcnj2 мыши [231]. 
В  этом локусе локализованы два ТАДа, разде-
ленные границей, содержащей инвертированные 
CTCF-связывающие сайты (рис. 10А). Также внутри 
каждого ТАДа присутствуют несколько дополни-
тельных сайтов CTCF. Гены Sox9 и Kcnj2 активиру-
ются специфичными энхансерами и имеют разные 
паттерны экспрессии. Делеция сайтов СTCF на гра-

Рис. 10. Влияние ТАДов на экс-
прессию локусов Kcnj2 и Sox9. 
А – нормальная экспрессия генов 
Kcnj2 и Sox9. Образуются два 
отдельных ТАДа, граница (Гр) 
между которыми колокализует-
ся с инвертированными сайтами 
связывания белка CTCF. Б – де-
леция CTCF-связывающих сайтов 
на границе ТАДов не разрушает 
их и не влияет на паттерны экс-
прессии генов. В – одновременная 
делеция граничных и внутренних 
сайтов CTCF приводит к слиянию 
ТАДов, но не влияет на экспрес-
сию генов. Г – перемещение 
границы ТАДов приводит к не-
правильной экспрессии генов. 
Обозначения: синие стрелки – 
сайты связывания CTCF; паттерны 
экспрессии генов Kcnj2 и Sox9 
в эмбрионе обозначены желтым 
и зеленым соответственно; на-
правление действия энхансеров 
указано стрелками; остальные 
обозначения, как на рис. 2 и 9
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нице между Sox9 и Kcnj2 не приводила к слиянию 
ТАДов (рис. 10Б). Образование единого ТАДа на-
блюдалось только при дополнительном вырезании 
внутренних сайтов CTCF (рис. 10В). Примечательно, 
что  при  слиянии ТАДов энхансеры не  активиро-
вали неспецифичный ген, и экспрессия генов Sox9 
и Kcnj2 практически не изменялась. Вероятно, вы-
сокая специфичность энхансер-промоторных взаи-
модействий не позволяла когезиновому комплексу 
формировать новые контакты между регуляторны-
ми элементами в общем локусе Sox9–Kcnj2. Таким 
образом, граница между ТАДами не  участвовала 
в организации специфичных энхансер-промотор-
ных взаимодействий. При  инверсии, перемещаю-
щей границу ТАДов в позицию между энхансерами 
Sox9 и его промотором, формировались два новых 
домена (рис.  10Г). В  этом случае граница ТАДов 
оказывала критичное влияние на  транскрипцию. 
Изолированные от  промотора энхансеры Sox9 
не могли активировать специфичный ген, но активи-
ровали Kcnj2, что приводило к летальному эффекту. 

Перечисленные примеры позволяют сделать вы-
вод, что  организация хромосом в  топологические 
структуры и специфичные энхансер-промоторные 
взаимодействия – два различных и часто независи-
мых уровня регуляции транскрипции. Только в не-
которых случаях границы ТАДов функционируют 
как  инсуляторы, регулирующие взаимодействия 
между энхансерами и промоторами. 

Корреляцию между экспрессией генов и нару-
шениями в архитектуре хроматина изучали также 
на линиях дрозофил, несущих хромосомы с множе-
ственными инверсиями и делециями [232]. Оказалось, 
что значительные изменения в организации ТАДов 
лишь слабо влияют на транскрипцию генов. Эти дан-

ные еще раз говорят о второстепенной роли ТАДов 
в регуляции экспрессии генов высших эукариот. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время становится очевидным, что ТАДы 
формируют архитектуру хромосом, но не являют-
ся транскрипционными доменами, регулирующи-
ми генную экспрессию. У дрозофилы большинство 
границ ТАДов сформировано промоторами актив-
но транскрибирующихся генов. В некоторых слу-
чаях границы ТАДов совпадают с инсуляторами. 
Интересно, что многие белки, связывающиеся с ин-
суляторами, также входят в состав комплексов, со-
бирающихся на промоторах. Инсуляторы являются 
многофункциональными регуляторными элемента-
ми. Они обеспечивают специфичность энхансер-про-
моторных взаимодействий, формируют границы 
между активным и неактивным хроматином, соз-
дают области открытого доступного для ТФ хрома-
тина. Экспериментальные данные демонстрируют, 
что инсуляторы блокируют активность энхансеров, 
непосредственно взаимодействуя с  энхансерами 
или  промоторами. Сформированные инсулятора-
ми хроматиновые петли играют в инсуляции лишь 
вспомогательную роль. Вопрос о том, как устанавли-
ваются и регулируются дистанционные взаимодей-
ствия между энхансерами, сайленсерами, промото-
рами и инсуляторами, пока еще остается открытым. 
Несомненно, что значительную роль в этом процессе 
играют инсуляторные белки. Однако механизм их 
действия нуждается в дальнейшем изучении. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта Российского научного фонда 

(проект № 18-14-00295).
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