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РЕФЕРАТ В клетках млекопитающих большая часть границ топологически ассоциированных доменов и всех 
хорошо изученных инсуляторов обогащена сайтами связывания белка CTCF. Согласно эксперименталь-
ным данным, CTCF является ключевым фактором в организации архитектуры хромосом млекопитающих. 
Присутствие в центральной части CTCF кластера из 11 доменов цинковых пальцев С2Н2-типа, пять из ко-
торых специфически связываются с протяженной, консервативной у большей части животных последова-
тельностью ДНК, определяет основную часть функциональных свойств CTCF как архитектурного белка. 
Класс транскрипционных факторов, содержащих кластер цинковых пальцев С2Н2-типа из пяти и более 
доменов (С2Н2-белки), широко представлен во всех группах животных. В настоящее время функции по-
давляющей части С2Н2-белков остаются неизвестными. На примере CTCF позвоночных и нескольких 
С2Н2-белков дрозофилы в обзоре рассмотрено строение и вероятные архитектурные функции этих белков.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА цинковые пальцы С2Н2-типа, архитектурные белки, регуляция транскрипции, инсуля-
торы, ТАД, энхансеры, промоторы, СTCF. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ТАД – топологически ассоциированный домен; CTCF – CCCTC-связывающий фак-
тор; C2H2 – домен, состоящий из двух остатков цистеина и двух остатков гистидина, координированных 
ионом цинка. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Значительное усложнение процессов регуляции экс-
прессии генов у высших эукариот стало следстви-
ем дифференцировки клеток в сложно устроенных 
организмах. Известно, что специализация клеток 
определяется репертуарами транскрипционных 
факторов, собирающихся на геномных регулятор-
ных элементах. Гены, ответственные за дифферен-
цировку клеток, обычно регулируются энхансерами, 
каждый из которых активирует промотор в течение 
заданного временного промежутка в определенной 
группе клеток [1–3]. В ряде случаев транскрипция 
генов развития регулируется десятками энхансеров, 
часть из которых может быть удалена от регулиру-
емого промотора на расстояния, достигающие сотен 
тысяч пар нуклеотидов. 

Способность энхансеров стимулировать промо-
торы на больших расстояниях привела к предпо-
ложению о том, что должны существовать особые 

транскрипционные домены, или компартменты, 
внутри которых устанавливаются взаимодействия 
между энхансерами и промоторами [4]. Считалось, 
что на границе таких транскрипционных доменов 
должны находиться специальные регуляторные 
элементы, способные блокировать взаимодействия 
между энхансерами и промоторами, расположен-
ными в соседних доменах [5, 6]. Согласно наиболее 
распространенному мнению, границы доменов вза-
имодействуют либо между собой, либо с ядерными 
структурами, прикрепленными к ядерной оболочке. 
Действительно, регуляторные элементы, имеющие 
предсказанные свойства, нашли сначала у дрозо-
филы, а потом у млекопитающих, и назвали инсу-
ляторами [7]. С использованием модельных систем 
в трансгенных линиях дрозофилы описаны два ос-
новных свойства инсуляторов: способность блокиро-
вать взаимодействие между энхансерами и промото-
рами и защищать экспрессию трансгена от репрессии 
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при его интеграции в гетерохроматиновые области 
генома [5, 6].

Появление полногеномных методов анализа, по-
зволяющих идентифицировать всю совокупность 
взаимодействий между участками хроматина in 
vivo, и микроскопии высокого разрешения [8–11] 
вывело изучение пространственной организации ге-
нома на новый уровень. Оказалось, что хромосомы 
всех эукариот организованы в топологически ассо-
циированные домены (ТАДы), которые часто форми-
руются за счет предпочтительного взаимодействия 
друг с другом концов, или границ, домена [12–15]. 
Контакты внутри ТАДа устанавливаются с более 
высокой частотой по сравнению с контактами между 
ТАДами.

Открытие ТАДов дало основание предполагать, 
что их границы соответствуют инсуляторам, огра-
ничивающим независимые регуляторные домены 
[16–18]. Однако исследования, проведенные прежде 
всего на единичных клетках, показали, что границы 
ТАДов формируются как совокупность предпочти-
тельных контактов и не представляют собой строгих 
физических барьеров, блокирующих любые транс-
взаимодействия между регуляторными элемента-
ми, расположенными в разных ТАДах [12, 14, 19, 20]. 
Большая часть охарактеризованных инсуляторов, 
взаимодействующих энхансеров и промоторов со-
держится внутри одного ТАДа, что, вероятно, спо-
собствует формированию его пространственной 
структуры. Увеличение разрешения карт простран-
ственных взаимодействий внутри ТАДов привело 
к обнаружению субдоменов, которые обычно соответ-
ствуют локальным контактам между регуляторными 
элементами [19].

СTCF КАК НАИБОЛЕЕ ИЗУЧЕННЫЙ БЕЛОК 
С КЛАСТЕРОМ ЦИНКОВЫХ ПАЛЬЦЕВ C2H2-ТИПА 
У МЛЕКОПИТАЮЩИХ
Белок CTCF (CCCTC binding factor) позвоночных, 
хорошо изученный у человека и мыши [21, 22], экс-
прессируется на всех стадиях развития во всех ти-
пах клеток и необходим в процессе эмбрионального 
развития. В зависимости от контекста СTCF может 
выступать в роли активатора или репрессора транс-
крипции, он принимает участие в инактивации одной 
из X-хромосом у млекопитающих, регулирует аль-
тернативный сплайсинг пре-мРНК некоторых генов, 
контролирует импринтинг, участвует в рекомбина-
ции и репарации, определяет активность энхансеров, 
промоторов и инсуляторов. Однако наиболее деталь-
но описана ключевая роль белка CTCF позвоночных 
в организации архитектуры хромосом [23–25]. В ге-
номе млекопитающих присутствует от 40000 до 80000 
сайтов связывания CTCF, из которых более 5000 

сайтов консервативны между различными видами 
и клеточными линиями [21, 26]. Приблизительно 50% 
сайтов связывания CTCF находятся в межгенных 
областях, ~ 15% расположены вблизи промоторов, 
а ~ 35% внутригенные (30% в интронах и 5% в экзо-
нах) [27].

СTCF млекопитающих состоит из неструкту-
рированных концевых областей и расположенного 
в центральной части кластера 11 цинковых пальцев, 
из которых первые 10 относятся к типу С2Н2, а по-
следний – С2НC. Стоит отметить, что белки, содер-
жащие один и, реже, несколько кластеров доменов 
C2H2, составляют значительную часть от общего ко-
личества С2Н2-белков [28].

Классический C2H2-домен имеет консенсусную 
последовательность CX

2-4
CX

12
HX

2-8
H. В присутствии 

иона цинка эта последовательность складывается 
в ββα-структуру, в которой цинк тетраэдрически 
координируется двумя цистеинами на одном конце 
β-листа и двумя гистидинами в С-концевой части 
α-спирали. Структура стабилизируется гидрофоб-
ными связями. В каноническом комплексе тандем-
ные цинковые пальцы С2H2 погружены в боль-
шую бороздку ДНК α-спиральными участками. 
Высокоаффинное и специфичное связывание опос-
редовано специфическими взаимодействиями с азо-
тистыми основаниями и неспецифическими контак-
тами с фосфатным остовом ДНК. К любому триплету 
ДНК можно подобрать специфически узнающий его 
С2Н2-домен, который будет содержать подходя-
щие аминокислоты в ключевых позициях α-спирали 
[29–31]. Поэтому уже через несколько лет после опи-
сания первой структуры С2Н2-доменов с ДНК хи-
мерные белки, состоящие из кластера С2Н2-доменов 
и домена FokI, вносящего двухцепочечные разрывы 
в последовательность ДНК, стали активно использо-
ваться в качестве сайт-специфичных эндонуклеаз 
для внесения целевых изменений в геном [32, 33].

В белках с кластером цинковых пальцев C2H2-
типа короткие пятиаминокислотные линкеры, распо-
лагающиеся между доменами, имеют консенсусную 
последовательность TGEKP и являются характерной 
особенностью ДНК-связывающих C2H2-белков [34]. 
Линкеры оказывают критическое влияние на аф-
финность и специфичность связывания с ДНК, а му-
тации в них могут приводить к потере функции белка 
in vivo [35, 36]. Считается, что каждый аминокислот-
ный остаток линкера играет свою роль при взаимо-
действии с ДНК. Белковая структура из нескольких 
С2Н2-доменов, гибкая в свободном состоянии, «за-
щелкивается», как только встречает правильную по-
следовательность ДНК. При этом OH-группа перво-
го треонина T1 (или серина) образует водородную 
связь с амидной группой глутаминовой кислоты E3, 
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а глицин G2 обеспечивает необходимую для защел-
кивания гибкость основной цепи. Глутаминовая кис-
лота E3 может играть роль в стабилизации контактов 
между цинковыми пальцами. Лизин K4 (или аргинин) 
образует контакт с фосфатным остовом ДНК. Пролин 
P5, вероятно, укрепляет связь между линкером и по-
следующим цинковым пальцем, при этом он фикси-
рует следующий за ним консервативный остаток 
фенилаланина или тирозина, ароматическое кольцо 
которых укладывается на N-конец α-спирали [37]. 
В белке CTCF человека ДНК-связывающие С2Н2-
домены также соединены TGEKP-подобными лин-
керами (рис. 1). 

Конформационные изменения в структуре ДНК, 
вносимые С2Н2-доменами при образовании комплек-
са, ограничивают число взаимодействующих с ДНК 
С2Н2-доменов, соединенных короткими линкерами, 
и, соответственно, длину канонического сайта связы-
вания [37]. Вероятно, поэтому в большой части белков 
только 4–5 С2Н2-доменов участвуют во взаимодей-
ствии и специфичном узнавании сайта ДНК длиной 
12–15 п.н. В исследованиях с искусственно созданны-
ми С2Н2-кластерами показано, что спе цифичность 
связывания белка с ДНК повышается, когда не-
сколько коротких ДНК-узнающих кластеров С2Н2-
доменов соединены более длинными неканонически-
ми линкерами [28]. Поэтому можно предположить, 
что белки, содержащие большое число С2Н2-доменов 
в кластере, могут специфично узнавать сайты ДНК 
с разной последовательностью.

В составе CTCF человека 3–7 С2Н2-домены от-
вечают за специфичное связывание с консенсус-
ной последовательностью длиной 15 п.н. (рис. 1) 
[38]. С2Н2-домен 8, находясь вне большой бороздки, 
не участвует в узнавании азотистых оснований ДНК 
и поэтому может служить мостиком, соединяющим 
3–7 С2Н2-домены, узнающие основной мотив, с 9–11 
С2Н2-доменами, которые могут специфично связы-
ваться с дополнительным ДНК-мотивом, присут-
ствующим примерно в 15% сайтов связывания CTCF 
[39, 40]. 1–2 С2Н2-домены также могут связываться 
с неконсервативной последовательностью ДНК [39]. 
Таким образом, разные комбинации С2Н2-доменов 
белка CTCF могут с разной эффективностью связы-
ваться с широким спектром мотивов [41, 42].

В экспериментах in vitro показано, что связы-
вание CTCF с ДНК ингибируется при метилирова-
нии цитозина в положении 2 в консенсусном сайте, 
в то время как метилирование цитозина в положе-
нии 12 практически не имеет эффекта. В положении 
2 цитозин узнается остатком аспарагиновой кислоты, 
предпочитающим немодифицированное основание, 
а в положении 12 – остатком глутаминовой кисло-
ты, демонстрирующим незначительное увеличение 

аффинности связывания с метилированным основа-
нием [38]. Кроме того, важную роль в распознавании 
метильной группы играет остаток аргинина, образу-
ющий в комплексе с ДНК триаду 5-метилцитозин–
аргинин–гуанин, характерную для всех комплексов 
C2H2-белков с метилированной ДНК [43, 44]. 

Метилирование цитозина в сайтах связывания мо-
жет усилить, ослабить или полностью заблокировать 
связывание С2Н2-белков с ДНК, т.е. является гло-
бальным механизмом регуляции активности промо-
торов, энхансеров и инсуляторов [45]. Наиболее яр-
кий пример роли метилирования сайтов связывания 
С2Н2-белков – участие CTCF в геномном импринтин-
ге, эпигенетическом механизме регуляции экспрес-
сии аллелей одного гена, в зависимости от их проис-
хождения – мужского или женского [46]. Импринтинг 
осуществляется с помощью специальных регулятор-

Рис. 1. С2Н2-белки позвоночных с архитектурными 
функциями. Показаны доменная организация описан-
ных белков и известные мотивы связывания
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ных элементов, получивших название дифферен-
циально метилированных областей (ДМО), которые 
часто содержат сайты связывания СTCF. Наиболее 
хорошо описан импринтинг на генах Igf2 и H19, ко-
торые активируются группой расположенных рядом 
энхансеров. ДMO, выполняющий функцию инсулято-
ра, находится между геном Igf2 и энхансерами и со-
стоит из четырех сайтов связывания CTCF, имеющих 
цитозин во втором положении. Метилирование ДМО 
поддерживается только в локусе Igf2/H19 отцовского 
происхождения, что приводит к потере связывания 
СTCF и к активации гена Igf2. При этом в материн-
ском локусе СTCF связывается со своими сайтами 
в ДМО, что приводит к блокированию взаимодей-
ствия между энхансерами и геном Igf2. 

Метилирование сайтов связывания транскрипци-
онных факторов и, в частности С2Н2-белков, также 
может участвовать в процессе инактивации транс-
крипции в одной из двух Х-хромосом млекопитаю-
щих [47].

Кластеры С2Н2-доменов могут участвовать 
в специфичном и неспецифичном взаимодействии 
с РНК [48, 49]. Наиболее хорошо исследовано специ-
фичное взаимодействие белка TFIIIA с 5S РНК. 
Показано, что 1–3, 5 и 7–9 С2Н2-домены связывают-
ся с ДНК-мотивами в промоторной области гена 5S 
РНК, а 4, 5 и 6 С2Н2-домены взаимодействуют с 5S 
РНК. Таким образом, с одной стороны, С2Н2-домены 
4 и 6 являются линкерами, расширяющими возмож-
ности связывания белка TFIIIA с ДНК, а с другой 
стороны, они, взаимодействуя с синтезируемой 5S 
РНК, стабилизируют ее при экспорте из ядра в ци-
топлазму до сборки рибосомы.

Два С2Н2-домена, 1 и 10, отвечают за неспе-
цифичное взаимодействие СTCF с большим спек-
тром РНК [50, 51]. При этом нарушение структуры 
С2Н2-доменов в результате мутации остатка гисти-
дина не влияет на связывание РНК. Этот результат 
предполагает важную роль отдельных аминокислот 
С2Н2-доменов в связывании РНК, а не структуры 
цинкового пальца в целом. Существуют экспери-
ментальные данные, показывающие, что взаимо-
действие CTCF с РНК может приводить к его муль-
тимеризации, однако механизм этого процесса 
остается неизвестным [50, 52]. Так как достаточно 
большая часть сайтов CTCF находится в интронах 
генов, можно ожидать, что СTCF, неспецифично 
связываясь с РНК, участвует в регуляции процес-
сов сплайсинга и терминации синтеза пре-мРНК, 
которые протекают сопряженно с этапами транс-
крипции. Например, СTCF способен замедлять дви-
жение РНК-полимеразы II, тем самым приводя к вы-
бору альтернативного экзона при сплайсинге [53, 54] 
или альтернативного сигнала полиаденилирования 

при терминации транскрипции [55]. В С-концевом 
домене белка CTCF картирован домен, способный 
взаимодействовать с РНК-полимеразой II, что мо-
жет объяснить эффект ее торможения при движении 
через сайты связывания CTCF [56].

Большое количество экспериментальных данных 
показывает, что отдельные C2Н2-домены или их кла-
стеры участвуют в белок-белковых взаимодействиях 
[34]. Однако детальные механизмы этих процессов 
и их специфичность почти неизучены. С2Н2-домены 
часто взаимодействуют с белковыми комплексами, 
ремоделирующими хроматин и вносящими моди-
фикации в гистоны. Согласно данным мутационного 
анализа, в таких взаимодействиях могут участвовать 
(в отличие от связывания с ДНК) любые аминокисло-
ты в составе С2Н2-доменов и соединяющих их линке-
ров, поэтому предполагается, что C2Н2-домены в не-
которых случаях могут, находясь в связанном с ДНК 
состоянии, привлекать на хроматин регуляторные 
комплексы. 

Кластер С2Н2-доменов – единственная консер-
вативная часть белка СTCF, имеющая высокий уро-
вень гомологии у большей части позвоночных, на-
секомых и некоторых нематод [57–59]. Белок CTCF 
не найден у растений, дрожжей и круглых червей. 
Распределение сайтов связывания CTCF в геноме 
также характеризуется некоторой степенью консер-
вативности, в частности, они найдены на границах 
регуляторных доменов гомеозисных генов млекопи-
тающих, рыб и дрозофилы [60, 61], где СTCF выпол-
няет инсуляторные функции, разграничивая зоны 
действия энхансеров, расположенных в соседних 
доменах [62–66]. Стоит отметить, что сайты связы-
вания CTCF найдены в повторяющихся элементах 
генома млекопитающих, что, возможно, в процессе 
эволюции стало отправной точкой экспансии сайтов 
связывания CTCF в межгенных областях, в которых 
располагаются границы ТАДов [26, 67]. 

Несмотря на отсутствие участков гомологии, 
N-концевые домены белка CTCF у девяти видов жи-
вотных разных классов представлены неструктури-
рованными гомодимеризующимися доменами [68]. 
Делеция димеризующегося домена в составе CTCF 
дрозофилы приводит к значительному снижению 
функциональной активности мутантного CTCF [69]. 
На эмбриональных стволовых клетках мыши вы-
явлено участие N-концевого домена в специфичном 
связывании CTCF со своими сайтами [70]. На N-конце 
CTCF человека между гомодимеризующимся до-
меном и С2Н2-кластером находится мотив YxF, 
необходимый для взаимодействия с когезиновым 
cубкомплексом SA2–SCC1 [71]. Аналогичный мотив 
найден и у CTCF других видов животных. Таким об-
разом, N-концевые домены белка CTCF разных ор-
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ганизмов обладают общими характерными чертами 
строения, несмотря на отсутствие выраженной го-
мологии. 

Ранее на С-конце белка CTCF in vitro картировали 
участок, который взаимодействует непосредствен-
но с cубъединицей SA2 когезинового комплекса [72], 
но в новом исследовании этот результат не был под-
твержден [71].

Функции С2Н2-белков во многом определя-
ются белками, с которыми они взаимодействуют. 
Достоверно выявлено более 90 белков-партнеров 
СTCF [73, 74], однако механизмы и специфичность та-
ких взаимодействий остаются под вопросом. Большая 
часть белок-белковых взаимодействий локализова-
на в кластере С2Н2-доменов и в неструктурирован-
ной С-концевой части белка CTCF. Вероятно, многие 
С2Н2-белки способны взаимодействовать с одинако-
выми белковыми комплексами за счет С2Н2-доменов. 
Показано, что CTCF взаимодействует непосредствен-
но с каталитической субъединицей BRG1 из ком-
плекса ремоделирования хроматина SWI/SNF [74] 
и общим фактором транскрипции II-I (TFII-I) [75]. 
Таким образом, наиболее вероятная функция СTCF 
в области промоторов активно транскрибирующихся 
генов состоит в участии в наведении зоны открытого 
хроматина путем привлечения комплекса SWI/SNF, 
увеличивающего подвижность нуклеосом. Также 
СTCF может участвовать в стабилизации на промо-
торах TFIID-комплекса, частью которого является 
TFII-I. При инактивации CTCF заметное падение 
уровня экспрессии детектируется только у тех ге-
нов, в промоторных областях которых расположены 
сайты связывания CTCF [76]. Таким образом, одна 
из основных функций СTCF – организация актив-
ных промоторов. Интересно, что CTCF, как и многие 
другие C2H2-белки, содержит участки, обогащенные 
пролином и кислыми аминокислотами, что характер-
но для активаторов транскрипции, привлекающих 
на хроматин транскрипционные комплексы. 

В С-концевой части CTCF идентифицирован до-
мен, который взаимодействует с РНК-хеликазами 
DEAD [74, 77], что может быть связано с потенциаль-
ным участием CTCF в регуляции сплайсинга и тер-
минации транскрипции. Для реализации функций 
CTCF важно его прямое взаимодействие c топоизо-
меразой II (Тор2) [78], которая регулирует топологию 
хроматина, внося АТР-зависимые двойные разрывы 
в ДНК. Белок Тор2 обнаружен примерно на половине 
сайтов связывания CTCF [78]. Активность Тор2 наи-
более часто реализуется в непосредственной близо-
сти от сайтов связывания CTCF [79]. Предполагается, 
что Тор2 рекрутируется на открытые участки хро-
матина, формируемые на сайтах СTCF, что усилива-
ется прямыми белок-белковыми контактами. Можно 

предположить, что СTCF помогает рекрутировать 
Тор2 в интроны и 3’-области генов, что может быть 
необходимым при прохождении этапов транскрип-
ции генов. 

Активность С2Н2-белков регулируется путем вне-
сения различных посттрансляционных модификаций. 
Наиболее хорошо исследовано фосфорилирование 
С2Н2-белков по линкерам между С2Н2-доменами, 
происходящее в процессе митоза и приводящее к сни-
жению эффективности связывания белков с хромати-
ном [80–83]. С2Н2-белки могут подвергаться и другим 
модификациям, таким, как присоединение убикви-
тина, сумо, поли-АDP-рибозилирование [84]. Сайт 
рибозилирования находится на N-конце CTCF [85], 
и эта модификация может влиять на димеризацию 
белка и его связывание с когезиновым комплексом. 
Поли-АDP-рибозилирование влияет на локали-
зацию белка CTCF в ядерных компартментах, свя-
зывание с хроматином и регуляцию транскрипции 
[85–87]. Интересно, что N-конец CTCF человека вза-
имодействует с С-концевым доменом нуклеофосми-
на 1 (NPM1), который может определять локализа-
цию СTCF в клетке [88]. В концевых доменах белка 
СTCF найдены сайты ковалентного присоединения 
белка SUMO через лизин СTCF [89]. Белок Рс2, при-
надлежащий к группе репрессоров транскрипции 
Поликомб, идентифицирован в качестве SUMO 
E3-лигазы для СTCF. В ядрах клеток СTCF и Pc2 
найдены в тельцах, обогащенных белками группы 
Поликомб. Предполагается, что SUMO, взаимодей-
ствуя с различными белками и формируя гомополи-
меры, служит катализатором формирования плот-
ных белковых гранул, которые могут иметь много 
функций и, в том числе, быть источником запасных 
белков при формировании хроматина на вновь син-
тезируемой ДНК в процессе репликации [90, 91]. 
Сумоилирование CTCF на хроматине также может 
выступать регулятором привлечения транскрипци-
онных комплексов на хроматин, меняя тем самым 
свойства CTCF при активации или репрессии транс-
крипции генов. 

CTCF как типичный представитель C2H2-белков 
обладает типичными для них структурными особен-
ностями, такими, как кластер цинковых пальцев, 
обеспечивающий специфичное связывание с геном-
ными мишенями и взаимодействие с РНК и белками, 
концевые домены, необходимые для установления 
дистанционных контактов и взаимодействия с раз-
личными регуляторными комплексами. 

CTCF В ОРГАНИЗАЦИИ АРХИТЕКТУРЫ ХРОМОСОМ 
И ИНСУЛЯЦИИ У ПОЗВОНОЧНЫХ
Белок CTCF первоначально рассматривали как ос-
новной инсуляторный белок позвоночных [92]. 
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Первый инсулятор позвоночных был описан на гра-
нице гетерохроматинового района и кластера 
β-глобиновых генов курицы [93, 94]. Инсулятор, ко-
ровая часть которого состоит из 275 п.н., был кар-
тирован в гиперчувствительном к ДНКазе I районе 
и поэтому назван HS4 [95]. В модельных клеточных 
трансгенных системах инсулятор HS4 способен в од-
ной или нескольких копиях блокировать активность 
энхансеров и защищать экспрессию трансгена от ре-
прессии окружающим хроматином. Кроме сайта 
связывания белка CTCF, в HS4-инсуляторе найде-
ны сайты связывания белков USF1/USF2 [96] и три 
сайта связывания белка VEZF1 (Vascular endothelial 
zinc finger 1) [97]. Показано, что CTCF нужен для бло-
кирования энхансеров и рекрутирования белков 
USF1/USF2, которые, в свою очередь, привлекают 
комплексы, ремоделирующие и модифицирующие 
нуклеосомы. В результате нуклеосомы в районе HS4-
инсулятора, как и на активных промоторах, оказы-
ваются обогащены гистоном Н3, метилированным 
по лизину 4, и ацетилированными гистонами H3 и H4. 

Белок VEZF1 содержит кластер, состоящий из ше-
сти С2Н2-доменов, и преимущественно связывается 
с активными промоторами [98]. Инактивация сайтов 
связывания белка VEZF1 в трансгенных клеточных 
линиях усиливает метилирование ДНК на HS4-
инсуляторе и промоторе репортерного гена [97]. 
Предполагается, что VEZF1 рекрутирует комплекс, 
который деметилирует ДНК и тем самым поддержи-
вает рекрутирование на HS4-инсулятор и соседние 
регуляторные элементы транскрипционных фак-
торов, которые не могут эффективно связываться 
с метилированными сайтами. Таким образом, HS4-
инсулятор представляет собой комбинацию сайтов 
связывания нескольких белков, которые связывают-
ся с хроматином и функционируют в тесной коопера-
ции друг с другом. 

Несмотря на многочисленные примеры ключе-
вой роли сайтов СTCF в организации границ регу-
ляторных доменов и инсуляции энхансеров [23], от-
крытым остается вопрос о роли других неизвестных 
белков, связывание которых с конкретным регуля-
торным элементом зависит от присутствия СTCF, 
как это показано для белков USF1/USF2 и HS4-
инсулятора. Например, у млекопитающих иденти-
фицировано большое количество CTCF-зависимых 
инсуляторов, которые блокируют распространение 
Поликомб-зависимого гетерохроматина, связанно-
го с обогащением протяженных участков хромати-
на модификацией H3K27me3. Однако инактивация 
CTCF не приводит к распространению модификации 
H3K27me3 в этих районах, что предполагает при-
сутствие на границах других белков, блокирующих 
распространение репрессионного хроматина и тем 

самым маскирующих отсутствие CTCF [76]. Таким 
образом, CTCF-зависимые инсуляторы, границы ре-
гуляторных доменов и ТАДов состоят, скорее всего, 
из СTCF-сайтов в комбинации с сайтами связывания 
других транскрипционных факторов, включая еще 
неописанные С2Н2-белки. 

Согласно современным представлениям, подкре-
пленным многочисленными экспериментальными 
результатами, CTCF млекопитающих в кооперации 
с когезиновым комплексом формирует границы хро-
матиновых петель и определяет границы большей 
части ТАДов [19, 99]. Когезиновый комплекс участву-
ет в процессах митоза, мейоза и регуляции экспрес-
сии генов [100, 101]. Этот комплекс состоит из белков 
SMC1, SMC3 и SCC1 (Rad21), образующих кольцевую 
структуру и связывающихся через SCC1 с четвертой 
субъединицей, которая существует в виде двух изо-
форм, STAG1 (SA1) и STAG2 (SA2). Предполагается, 
что SA1 и SA2 могут определять локализацию коге-
зинового комплекса на разных хроматиновых сай-
тах. Комплекс NIPBL/MAU2 и WAPL катализируют 
АТР-зависимое связывание когезинового комплекса 
с хроматином и его последующую диссоциацию соот-
ветственно [100]. 

В зависимости от исследуемых компонентов коге-
зинового комплекса, используемых антител к CTCF 
и клеточных линий наблюдается 40–95% колокали-
зация сайтов CTCF и когезина [102–104]. При инак-
тивации CTCF наблюдается перераспределение ко-
гезиновых комплексов с сайтов связывания CTCF 
на промоторы активных генов, что сопровождается 
частичным нарушением конфигурации ТАДов [76]. 
Инактивация субъединиц когезинового комплекса 
или белка NIPBL [105, 106], обеспечивающего ре-
крутирование когезинового комплекса на хроматин, 
приводит к почти полному исчезновению ТАДов. 
Наоборот, при инактивации факторов, негативно 
влияющих на связывание когезина с хроматином, 
происходит стабилизация ТАДов и дистанционных 
взаимодействий в хроматине [106]. Наконец, мутации 
и делеции в CTCF, которые нарушают его взаимо-
действие с когезиновым комплексом, также приводят 
к значительным нарушениям процессов формиро-
вания дистанционных взаимодействий и ТАДов [71, 
104]. Cубъединицы Smc1 и Smc3 содержат АТРазные 
домены, и энергия расщепления АТР нужна при по-
садке и диссоциации когезинового комплекса [107, 
108]. При этом мутации в субъединицах когезиново-
го комплекса, нарушающие гидролиз ATР, влияют 
на дистанционные взаимодействия и организацию 
хромосом в ТАДы [109]. 

Сайты CTCF на границе ТАДов обычно находят-
ся в конвергентной ориентации [8, 110]. Показано, 
что взаимная ориентация мотивов CTCF определяет 
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пары сайтов CTCF, которые преимущественно ста-
билизируют петли ДНК [8, 110–112]. Для объясне-
ния предпочтительного формирования хроматино-
вых петель между CTCF-сайтами, расположенными 
в конвергентной ориентации, предложена модель 
экструзии петель, согласно которой когезиновый 
комплекс после загрузки на хроматин запускает экс-
трузию ДНК с формированием хроматиновой петли. 
СTCF может блокировать продвижение когезинового 
комплекса только в том случае, если его N-концевой 
домен, взаимодействующий с cубкомплексом SA2–
SCC1 [71], правильно экспонирован по отношению 
к двигающемуся когезиновому комплексу. 

Модель постулирует, что когезиновый комплекс 
может активно (с использованием энергии АТР) 
или пассивно индуцировать экструзию хроматина 
с образованием петель. Действительно, in vitro по-
казано, что в присутствии NIPBL и молекул АТР 
когезиновый комплекс связывается с молекулой 
ДНК и перемещается по ней с образованием петли 
[113], даже если ДНК связана с нуклеосомами [114]. 
Когезин также может преодолевать небольшие бел-
ковые комплексы нуклеосомного размера, однако не-
одолимой преградой являются комплексы диаметром 
более 13 нм, которые при наличии моторной функции 
могут сами перемещать когезин [115]. Таким образом, 
конвергентные сайты CTCF ограничивают участки 
выпетливания хроматиновых петель, а само форми-
рование петель обеспечивается молекулярными мо-
торами. 

Согласно полимерной модели процесс формирова-
ния ТАДов во многом зависит от физических свойств 
хроматина, у которого ярко выражено стремление 
к формированию доменов одного типа. Такая тен-
денция особенно заметна на модели дрозофилы, 
в которой показан механизм формирования ТАДов 
с помощью электростатических межнуклеосомных 
взаимодействий. В результате границы таких доме-
нов представлены протяженными участками откры-
того хроматина, а ТАД оказывается более плотной 
структурой [13, 19, 116, 117]. При этом в рамках такой 
модели роль СTCF заключается в рекрутировании 
когезиновых комплексов, которые стабилизируют 
взаимодействия между уже сближенными участка-
ми хроматина. Однако такая модель не объясняет, 
почему хроматиновые петли у млекопитающих фор-
мируют преимущественно только конвергентно рас-
положенные сайты связывания CTCF. 

Согласно экспериментальным данным [107, 113, 
118], размер хроматиновой петли зависит не от вре-
мени связывания когезина с ДНК, а от преград, 
ограничивающих его продвижение (подобных 
CTCF). CTCF динамически связывается с хрома-
тином, что согласуется с гетерогенностью границ 

ТАДов, наблюдаемой при исследовании единичных 
клеток [20]. На границах ТАДов сайты связывания 
CTCF обычно представлены кластерами, что, воз-
можно, и обеспечивает связывание CTCF с геном-
ными мишенями на протяжении более длительного 
времени [119]. 

Согласно экструзионной модели, когезиновые ком-
плексы только временно блокируются на конкретном 
CTCF-сайте и могут продолжить протягивание хро-
матина либо в результате преодоления блока, соз-
данного CTCF, либо в результате ухода СTCF с хро-
матина [20]. Инактивация белка WAPL приводит 
к стабилизации связывания когезиновых комплек-
сов с хроматином, при этом наблюдается увеличение 
размера хроматиновых петель, что объясняется уве-
личением времени, которое когезиновый комплекс 
проводит на хроматине [106, 120, 121]. 

В процессе митоза происходит конденсация хро-
мосом, сопряженная с масштабными изменениями 
в хроматине и потерей связывания с ДНК части 
транскрипционных факторов. Во время профазы 
митоза большая часть когезина уходит с хромосом 
за исключением когезина, ассоциированного с цен-
тромерами. Во время анафазы происходит диссо-
циация когезина под действием сепаразы, что спо-
собствует расхождению сестринских хроматид [101]. 
На компактных митотических хромосомах струк-
тура ТАДов практически теряется, но быстро вос-
станавливается к середине стадии G1 [122]. Данные 
о связывании СTCF со своими сайтами на мито-
тических хромосомах противоречивы. По некото-
рым оценкам, 18.6% сайтов находятся в связанном 
с CTCF состоянии [122], но показано также, что свя-
зывание СTCF со своими сайтами в основном те-
ряется при фосфорилировании линкеров между 
С2Н2-доменами [123]. Вероятно, уход СTCF со своих 
сайтов помогает более эффективно удалить когези-
новые комплексы с митотических хромосом. Однако 
после митоза происходит быстрое восстановление 
мест связывания СTCF, что может быть следствием 
ассоциации свободного СTCF c конденсированны-
ми хромосомами в процессе митоза [123]. Остается 
открытым вопрос, каким образом осуществляется 
эффективное восстановление связывания CTCF со 
своими сайтами после митоза. Наиболее вероятно, 
что другие транскрипционные факторы остаются 
на митотических хромосомах и поддерживают ча-
стично открытое состояние хроматина (выполня-
ют роль меток), что облегчает связывание CTCF со 
своими сайтами после митоза. В результате после 
репликации ДНК наблюдается быстрое восстанов-
ление как профиля связывания CTCF, так и струк-
туры ТАДов на дуплицированных хромосомах. 
Можно предположить, что избыточная часть СTCF 
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находится в специализированных ядерных ком-
партментах, которые стабилизируются SUMO [89]. 
При репликации избыточное количество CTCF ис-
пользуется для взаимодействия с увеличивающим-
ся числом сайтов связывания. 

ДРУГИЕ С2Н2-БЕЛКИ ПОЗВОНОЧНЫХ 
С АРХИТЕКТУРНЫМИ ФУНКЦИЯМИ
В работах по созданию искусственных цинковых 
пальцев C2H2-типа для обеспечения специфичного 
взаимодействия с определенной мишенью в геноме 
показано резкое повышение специфичности связы-
вания с ДНК кластера из пяти правильно организо-
ванных цинковых пальцев. Поэтому в данной главе 
мы рассмотрим белки с такой структурной органи-
зацией (имеющие не менее пяти доменов C2H2-типа, 
разделенных типичным линкерным участком из 6 
п.н.) как наиболее перспективные в качестве архи-
тектурных белков. 

Другие С2Н2-белки пока сравнительно менее из-
учены, чем СTCF [124, 125]. Основные проблемы 
при исследовании белков этого класса обусловлены 
высокой степенью дублирования функций у разных 
С2Н2-белков и отсутствием качественных специ-
фичных антител к этим белкам, которые сделают 
возможным проведение полногеномных исследова-
ний для идентификации сайтов связывания С2Н2-
белков и их роли в поддержании дистанционных 
взаимодействий между регуляторными элементами 
и формировании архитектуры хромосом. В двух ра-
ботах [126, 127] изучены сайты связывания 60 и 221 
С2Н2-белков, тагированных эпитопами GFP или HA, 
в клетках HEK293T. Оказалось, что сайты связыва-
ния одних и тех же С2Н2-белков, изученных в обеих 
работах, перекрываются друг с другом совсем незна-
чительно [128]. Нужно отметить, что в этих работах 
экспрессия тагированных С2Н2-белков происходила 
на фоне эндогенного С2Н2-белка, так что большая 
часть реальных сайтов связывания была закрыта 
нативным белком, в то время как тагированный бе-
лок связывался в основном неспецифично с районами 
в зонах открытого хроматина. Вероятно, использова-
ние CRISPR/Cas9-редактирования позволит в бли-
жайшем будущем заменять эндогенные гены моди-
фицированными, экспрессирующими тагированные 
варианты С2Н2-белков, что упростит их детальное 
исследование. 

Приблизительно половина генома млекопитающих 
насыщена разными вариантами повторяющихся по-
следовательностей различной природы, включая 
мобильные элементы и ретровирусы [129]. Большая 
часть изученных С2Н2-белков, и в том числе СTCF, 
имеют сайты связывания в мобильных элементах 
[130–133]. При этом такие повторяющиеся последо-

вательности становятся частью регуляторных систем 
генов и границ ТАДов [134], что значительно расши-
ряет возможности тонкой адаптации экспрессии ге-
нов в процессе эволюции.

Примерно половина всех белков с C2H2-доменом 
содержит на N-конце еще один домен. Два эволюци-
онно наиболее древних домена, которые встречают-
ся у всех эукариот, это PR/SET-домен (например, 
белок PRDM5 (рис. 1)), обладающий, как правило, 
метилтрансферазной активностью [135], и BTB-
домен, формирующий димеры или мультимеры 
и привлекающий регуляторы транскрипции к ге-
номным мишеням [136]. Одна из самых многочис-
ленных групп C2H2-белков млекопитающих имеет 
на N-конце KRAB-домен (например, белки ZNF658 
и ZNF764 (рис. 1)). Полагают, что этот домен полу-
чил широкое распространение у млекопитающих 
благодаря своей репрессорной функции по от-
ношению к мобильным элементам. Однако парал-
лельно с эволюцией регуляторных систем генов, 
в которые интегрируются мобильные элементы, 
KRAB-C2H2-белки приобретают новые функции 
в регуляции экспрессии хозяйских генов [130, 131]. 
Часть таких C2H2-белков с KRAB-доменом содер-
жит на N-конце дополнительный домен – SCAN 
(например, белки ZNF202 и ZNF263) или DUF3669 
(например, белки ZNF282 и ZNF398) [137–139]. 
Некоторые C2H2-белки содержат только SCAN-
домен (например, MZF1) и происходят из белков, 
потерявших KRAB-домен. Можно предположить, 
что часть функций этих белков связана со способно-
стью SCAN и DUF3669 к формированию гомо- и ге-
теродимеров между SCAN-С2Н2 и DUF3669-С2Н2 
соответственно [131, 137]. 

Наиболее хорошо описано участие С2Н2-белков 
в создании зоны открытого хроматина на промото-
рах генов и привлечении транскрипционных ком-
плексов, вовлеченных в активацию или репрессию 
транскрипции. Белок ZNF658 участвует в активации 
экспрессии генов рРНК, которые транскрибируются 
РНК-полимеразой I, и связывается с регуляторным 
элементом, расположенным рядом с 3525 промотора-
ми [140, 141]. Белок ZNF764 экспрессируется повсе-
местно, он вовлечен в регуляцию активности глюко-
кортикоидных, андрогенных и тиреоидных гормонов 
[142]. Интересно, что сайты связывания преимуще-
ственно находятся в межгенных участках (60%) и ин-
тронах (31%), при этом в значительной степени они 
(37%) колокализуются с сайтами глюкокортикоид-
ных рецепторов (GR) [143]. Экспериментально дока-
зано прямое взаимодействие между KRAB-доменом 
ZNF764 и LBD-доменом GR, что предполагает коопе-
ративное связывание этих белков с регуляторными 
районами. 
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Сайты связывания белков ZNF202 [126, 144], 
ZNF263 [145], MZF1 [146], ZNF768 [133], PRDM5 [147] 
преимущественно найдены в промоторных областях 
генов, что свидетельствует о возможной роли данных 
факторов в активации и репрессии транскрипции. 

На N-конце белка ZNF768 (рис. 1) находят-
ся 15 гептадных повторов, имеющих сходство 
с C-концевым доменом РНК-полимеразы II [133] и, 
предположительно, участвующих в рекрутировании 
на промотор комплекса элонгации транскрипции. 

Показано, что, используя SCAN-домен, MZF1 
может гетеродимеризоваться с другими SCAN-
содержащими белками – ZNF24, ZNF174 и ZNF202 
[148, 149]. Белки ZNF282 и ZNF398 гомо- и гетероди-
меризуются через DUF3669-домен [150] и могут свя-
зываться с промоторами комбинаторным способом 
[126]. Белок PRDM5 содержит N-концевой PR/SET-
домен, который утратил метилирующую активность 
и, вероятно, участвует в белок-белковых взаимодей-
ствиях [151, 152]. 

Наиболее хорошо охарактеризован белок ZNF143 
(рис. 1), необходимый для эмбрионального раз-
вития млекопитающих [153]. В центральной части 
белка расположен кластер из семи С2Н2-доменов. 
N-Концевой домен содержит три повтора из 15 ами-
нокислот, между которыми находятся спейсеры 
длиной 10–12 аминокислот [154]. С-Концевой домен 
обогащен кислыми аминокислотами, что характерно 
для активаторов транскрипции. Сайты связывания 
ZNF143 локализованы в области примерно 2000 про-
моторов, которые регулируются РНК-полимеразами 
II и III [155–158]. Функциональная активность 
ZNF143 в области промоторов связана с формиро-
ванием зон открытого хроматина и участия в при-
влечении комплексов, активирующих транскрипцию 
[159–161]. Белок ZNF143 имеет два частично пере-
крывающихся консенсусных сайта связывания с оди-
наковой коровой последовательностью CCCAGA 
[155], что можно объяснить разным вкладом отдель-
ных С2Н2-доменов в узнавание двух вариантов сай-
тов. Полногеномные исследования показали, что бе-
лок ZNF143 может участвовать в формировании 
хроматиновых петель между энхансерами и промо-
торами [155, 156, 162–164]. 

Достаточно большой процент сайтов связывания 
белков PRDM5 и ZNF143 колокализуются с CTCF 
[143, 152, 163]. Белок PRDM5 обнаружен в комплексе 
с когезином и CTCF [152]. На клетках HEK293T по-
казано, что инактивация ZNF143 приводит к наруше-
нию некоторых СТСF-зависимых хроматиновых пе-
тель [163]. Однако отсутствуют экспериментальные 
данные о том, что ZNF143 (в отличие от СTCF) может 
участвовать в локализации когезинового комплекса 
на хроматине. 

Другой пример структурной функции С2Н2-
белков можно наблюдать при исследовании архи-
тектуры хроматина, которая организуется TFIIIC-
комплексом. Установлено, что сайты связывания 
TFIIIC-комплекса колокализуются с конденсинами 
и могут служить границами между активным хро-
матином и гетерохроматином, а также поддержи-
вать дистанционные взаимодействия, т.е. активно 
участвовать в формировании архитектуры хромо-
сом [165]. Интересно, что сайты связывания белков 
PRDM5, CTCF/когезина, ZNF143 находятся рядом 
или колокализуются с районами связывания TFIIIC 
[152, 155, 166], что предполагает кооперативное уча-
стие этих белков в организации TFIIIC-зависимых 
регуляторных элементов. Более того, PRDM5 выде-
лен в комплексе с TFIIIC, что предполагает участие 
PRDM5 в рекрутировании TFIIIC-комплекса на хро-
матин [152]. 

В заключение следует упомянуть второй (по-
сле СTCF) хорошо описанный С2Н2-белок, TFIIIA, 
который у всех эукариот связывается с Pol III-
зависимыми промоторами генов, кодирующих 
5S рРНК [167]. В отличие от CTCF у TFIIIA, ко-
торый обычно состоит из девяти С2Н2-доменов 
и С-концевого активационного домена, названного 
TAS (Transcription Activating Signal, сигнал актива-
ции транскрипции), консервативной является только 
общая организация. Белок связывается с регулятор-
ным элементом, названным ICR, который находит-
ся в транскрибируемой части гена. Структурный 
анализ показал, что С2Н2-домены 1–3 и 7–9 свя-
зываются с двумя участками (С- и А-боксы) в ICR-
элементе, при этом центральные С2Н2-домены 
участвуют в специфичном связывании с 5S РНК 
[167]. Отсутствие гомологии в аминокислотной по-
следовательности TFIIIA-белков из разных видов 
предполагает параллельную эволюцию последова-
тельностей промотора, 5S РНК и C2Н2-доменов, ко-
торые участвуют в специфичном связывании ДНК 
и РНК. Белок TFIIIA определяет открытый хрома-
тин на промоторе, а TAS-домен участвует в рекру-
тировании и стабильном связывании с промотором 
TFIIIB-комплекса [168]. 

Таким образом, в число C2H2-белков входят, поми-
мо CTCF, и другие белки, которые могут выполнять 
архитектурную функцию, но они мало изучаются. 
Многие белки участвуют в активации или репрес-
сии транскрипции, определены сайты связывания 
в открытом хроматине, получены примеры органи-
зации локальных петель на уровне отдельных генов. 
Однако не хватает структурированных полногеном-
ных исследований, направленных на детальное опи-
сание роли этих белков в организации архитектуры 
хромосом. 
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C2Н2-БЕЛКИ ДРОЗОФИЛЫ: РАЗНЫЕ СТРУКТУРЫ, 
СХОДНЫЕ СВОЙСТВА
В геноме дрозофилы найдено порядка 170 белков 
с кластерами, состоящими из пяти и более С2Н2-
доменов. Однако к настоящему времени только 
для небольшой части этих белков получены данные 
по распределению сайтов их связывания в геноме 
и их функциональной роли в регуляции транскрип-
ции генов и организации архитектуры хромосом 
(рис. 2). К наиболее хорошо изученным C2H2-белкам 
относятся первый описанный у высших эукари-
от белок, обладающий инсуляторными свойствами, 
Su(Hw), и гомолог СTCF млекопитающих [22, 24, 169, 
170]. Оба инсуляторных белка обладают сходным 
строением – содержат концевые неструктурирован-
ные домены и расположенный в центре кластер из 11 
(dСTCF) или 12 (Su(Hw)) C2H2-доменов. На N-конце 
белка dCTCF картирован неструктурированный 
глобулярный домен, способный формировать тетра-
мерные комплексы [68, 69], и потенциальный уча-
сток взаимодействия с когезиновым комплексом, 
имеющий гомологию с YxF-мотивом CTCF челове-
ка, взаимодействующим с комплексом SA2–SCC1 
[71]. Интересная структурная особенность другого 
исследованного С2Н2-белка, Opbp [171], – наличие 
на N-конце атипичного цинкового пальца, способного 
к гомодимеризации (pис. 2). Opbp содержит кластер 
из пяти С2Н2-доменов, ответcтвенных за специфич-
ное связывание с ДНК, и дополнительных четырех 
С2Н2-доменов, которые могут участвовать во взаи-
модействиях с РНК и белками. 

Остальные пять С2Н2-белков (M1BP, ZAF1, Pita, 
Zw5 и ZIPIC) относятся к большой группе ZAD-
содержащих белков. ZAD (zinc-finger-associated 
domain)-домен найден у 98 белков дрозофилы, 
при этом около 70 из них содержат пять или более 
С2Н2-доменов [172, 173]. Обычно гены, кодирующие 
белки ZAD-С2Н2, расположены кластерами и, подоб-
но белкам KRAB-C2H2 млекопитающих [174, 175], 
активно эволюционируют в результате множествен-
ных дупликаций исходных копий генов. Структура 
ZAD-доменов формируется двумя парами цистеи-
нов, координируемых ионом цинка [176]. N-Концевая 
часть домена представляет собой глобулярную 
структуру, а C-концевой стебель сформирован длин-
ной α-спиралью. Интересно, что ZAD-домены способ-
ны к гомодимеризации с формированием антипарал-
лельного димера [176, 177]. 

Мутации в генах, кодирующих белки Pita и Zw5, 
вызывают эмбриональную летальность, что предпо-
лагает важную роль белков данного класса на ранних 
этапах развития дрозофилы [178, 179]. Инактивация 
белка Su(Hw) нарушает развитие гонад, что при-
водит к стерильности самок [180]. Как и у млекопи-

тающих, белок CTCF дрозофилы участвует в ре-
гуляции экспрессии hox-генов [181, 182]. Несмотря 
на то что в геноме дрозофилы найдено только около 
40 сайтов связывания белка Opbp, его инактивация 
приводит к летальности на стадии куколки [171]. 

Все исследованные С2Н2-белки использу-
ют для связывания с длинными (12–15 п.н.) ДНК-
мотивами (рис. 2) четыре-пять С2Н2-доменов, об-
разующих кластер [171, 183–186]. За исключением 
Su(Hw) сайты связывания С2Н2-белков локализо-
ваны преимущественно в области промоторов актив-
ных генов и интронов [177, 184–190]. Наиболее пока-
зательным примером белка данного класса является 
М1ВР, который связывается с промоторами более 
2000 генов [185] и, согласно экспериментальным 
данным [191], участвует в наведении зон открытого 
хроматина и привлечении основного промоторного 
комплекса. Белок Opbp также связывается исклю-
чительно с промоторами генов и примерно в полови-
не из них колокализуется с М1ВР [171]. В отличие 
от других С2Н2-белков, вероятно, участвующих в ак-
тивации экспрессии, Su(Hw), связываясь с промото-
рами большой группы нейрональных генов, репрес-
сирует их транскрипцию в гонадах самок и на ранних 
стадиях развития дрозофилы [192, 193]. 

Роль С2Н2-белков в установлении дистанцион-
ных взаимодействий и блокировании активности 
энхансера проанализирована в трансгенных линиях 
дрозофилы. In vivo C2H2-белки эффективно взаимо-
действуют с искусственно синтезированными ДНК-

Рис. 2. С2Н2-белки дрозофилы с архитектурными 
функциями. Показаны доменная организация извест-
ных архитектурных белков дрозофилы и их мотивы 
связывания
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фрагментами, содержащими по четыре-пять сайтов 
связывания [177, 184, 188, 194]. В том случае, когда 
сайтами связывания С2Н2-белков окружен энхансер, 
происходит сильное блокирование его активности. 
Однако удаление любого из двух участков связыва-
ния С2Н2-белка восстанавливает активность энхан-
сера, что доказывает важную роль взаимодействия 
между С2Н2-белками в процессе формирования пет-
ли хроматина, которая приводит к стерической изо-
ляции энхансера. В трансгенной модельной системе 
сайты связывания С2Н2-белков способны сближать 
дрожжевой GAL4-активатор и промотор репортер-
ного гена, что приводит к активации транскрипции 
[177, 184, 195]. При этом комбинации сайтов связы-
вания разных С2Н2-белков не способны сближать 
GAL4-активатор с промотором [177, 195], что может 
объяснить значение предпочтительной гомодиме-
ризации С2Н2-белков в обеспечении специ фичных 
дистанционных взаимодействий между геномными 
элементами. Например, способность белков ZAF1 
и ZIPIC поддерживать дистанционные взаимодей-
ствия определяется гомодимеризующимся ZAD-
доменом [177, 184]. Таким образом, домены, обла-
дающие способностью формировать гомодимеры, 
по всей видимости, играют важную роль в организа-
ции специ фичных дистанционных взаимодействий 
между регуляторными элементами в хроматине. 

Роль С2Н2-белков в организации границ регу-
ляторных доменов наиболее наглядно можно про-
демонстрировать на примере bithorax-комплекса 
(BX-C), в состав которого входят три гомеозисных 
гена Ubx, abd-A и Abd-B [196, 197]. Регуляторная об-
ласть ВХ-С делится на девять независимых доменов, 
каждый из которых активирует транскрипцию од-
ного из трех гомеозисных генов в процессе развития. 
Несколько границ доменов детально охарактеризо-
ваны и картированы в виде минимальных фрагмен-
тов, способных функционировать как эффективные 
инсуляторы в трансгенных модельных системах 
[198–202]. Каждая охарактеризованная граница со-
держит в своем составе разные комбинации сайтов 
связывания белков Pita, dCTCF и Su(Hw), необхо-
димых для ее функциональной активности [65, 66]. 
Границы могут быть заменены на мультиплициро-
ванные четыре-пять сайтов каждого из С2Н2-белков. 
Таким образом, несмотря на различия в структурной 
организации, белки Su(Hw), Pita или dCTCF имеют 
сходные функции и в процессе организации границ 
регуляторных доменов работают в кооперации друг 
с другом [66, 203, 204]. 

В отличие от млекопитающих, границы большин-
ства ТАДов дрозофилы совпадают с кластерами ге-
нов «домашнего хозяйства» [205, 206]. Например, бе-
лок М1BP, сайты связывания которого локализованы 

во многих промоторах генов «домашнего хозяйства», 
наиболее часто находят на границах ТАДов, тогда 
как сайты связывания других охарактеризованных 
С2Н2-белков обычно располагаются внутри ТАДов. 
В эмбрионах и эмбриональных клеточных линиях 
белок dCTCF, несмотря на когезинсвязывающий мо-
тив, достаточно редко обнаруживается на границах 
ТАДов, при этом от 40 до 60% сайтов dCTCF колока-
лизуются с когезиновыми комплексами на хроматине 
[205–207]. Связывание основной части когезина об-
наруживается в зонах открытого хроматина активно 
транскрибируемых промоторов [208], поэтому нельзя 
исключить прямую или косвенную (наведение зон от-
крытого хроматина) роль С2Н2-белков в привлече-
нии когезиновых комплексов. Интересно, что в куль-
туре клеток BG3, полученной из нервных тканей 
дрозофилы, большая часть границ ТАДов совпадает 
с сайтами связывания dCTCF [207]. Таким образом, 
границы ТАДов дрозофилы могут изменяться в про-
цессе клеточной дифференцировки. 

Наиболее вероятно, что границы ТАДов фиксиру-
ются благодаря взаимодействиям между белковы-
ми комплексами, фланкирующими ТАД. Кроме того, 
на модели дрозофилы показано существование меха-
низма формирования ТАДов за счет электростатиче-
ских межнуклеосомных взимодействий, в результате 
чего транскрипционно активные участки становятся 
своеобразными границами между ТАДами [116].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В настоящее время С2Н2-белки высших эукариот 
остаются наименее изученным классом транскрип-
ционных факторов. Хорошо исследованный белок 
СTCF млекопитающих дает общие представления 
о свойствах, партнерах и функциях транскрипци-
онных факторов этого класса. СTCF, вероятно, яв-
ляется родоначальником всего класса С2Н2-белков, 
которые в процессе эволюции могли приобре-
тать новые домены и связываться с новыми ДНК-
последовательностями. В этом плане интересно то, 
что СTCF и у дрозофилы, и у млекопитающих уча-
ствует в организации границ транскрипционных до-
менов гомеозисных генов. На основании существую-
щих результатов можно заключить, что С2Н2-белки 
у млекопитающих и дрозофилы часто участвуют 
в организации активных промоторов. Белки С2Н2, 
взаимодействуя с комплексами ремоделирования 
нуклеосом, могут формировать открытый хроматин 
и одновременно участвовать в привлечении основных 
транскрипционных факторов на промоторы. Многие 
хорошо исследованные регуляторные элементы, 
прежде всего промоторы и инсуляторы, содержат 
комбинации сайтов связывания С2Н2-белков, кото-
рые, взаимодействуя с хроматином, функциониру-
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ют кооперативно. У части С2Н2-белков, в том числе 
CTCF, идентифицированы N-концевые гомодимери-
зующиеся домены, которые могут быть вовлечены 
в организацию специфичных дистанционных взаи-
модействий. В настоящее время только в белке СTCF 
найден мотив, с которым взаимодействует когезино-
вый комплекс. Однако С2Н2-белки, вероятно, спо-
собны взаимодействовать с другими поверхностями 
в когезиновых и конденсиновых комплексах, что со-
гласуется с локализацией этих комплексов на актив-
ных промоторах. 

Считается, что границы ТАДов и дистанцион-
ные взаимодействия у млекопитающих и дрозофи-
лы формируются с помощью разных механизмов. 
Однако способен ли когезиновый комплекс млеко-
питающих активно выпетливать хроматин при фор-
мировании ТАДов и дистанционных взаимодействий 
между регуляторными элементами остается откры-
тым вопросом. Также непонятно, почему аналогич-
ный механизм не работает у других высших эукари-
от, несмотря на высокую степень консервативности 
когезинового комплекса. Интересно, что у рыбок 
данио на большей части границ ТАДов отсутству-
ют СTCF и когезиновый комплекс [209], несмотря 
на то что СTCF у данио и человека гомологичны 
на 86%. С другой стороны, СTCF обнаружен на гра-
ницах ТАДов в нервных клетках дрозофилы [207]. 
Можно предположить, что механизмы формирова-
ния ТАДов на самом деле намного более универсаль-

ны, чем кажется в настоящее время. Такие С2Н2-
белки, как PRDM5 и ZNF143, могут стабилизировать 
связывание CTCF с границами ТАДов млекопита-
ющих и участвовать в дистанционных взаимодей-
ствиях. С2Н2-белки дрозофилы, связываясь в раз-
личных комбинациях с инсуляторами (например, 
в составе BX-C), позволяют двум идентичным копи-
ям инсулятора поддерживать сверхдальние взаимо-
действия, т.е. по сути, формировать границы нового 
ТАДа. На границах ТАДов млекопитающих обычно 
находятся наиболее эволюционно консервативные 
кластеры CTCF-сайтов [119]. Можно предположить, 
что на ранних этапах эволюции позвоночных раз-
множенные копии одного или нескольких типов мо-
бильных элементов, содержащих сайты связывания 
СTCF в комбинации с сайтами других С2Н2-белков, 
организовывали дистанционные взаимодействия, 
часть из которых и привела к формированию ТАДов. 
Таким образом, несмотря на большой прогресс, до-
стигнутый за последние годы в изучении простран-
ственной организации генома и, в частности, архи-
тектурной роли CTCF, очень много вопросов остается 
без ответа из-за отсутствия данных о других участ-
никах, необходимых для формирования архитекту-
ры ядра. 

Работа выполнена при поддержке гранта 
Российского научного фонда (проект 19-74-30026).
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