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В последней четверти XX века в результате исследования ряда модельных систем была сформулирована
гипотеза, согласно которой геном высших эукариот построен из функционально обособленных участ�
ков, названных геномными доменами. Каждый домен включает один или несколько генов и регулятор�
ную систему, в норме активную только по отношению к данному домену, что позволяет ему быть регуля�
торно автономным. Домен характеризуется различными спектрами ковалентных модификаций гисто�
нов, которые определяют границы данного домена и степень конденсации хроматина в его пределах, а
также, следовательно, и возможность активации транскрипции генов, входящих в его состав. Разработ�
ка доменной гипотезы организации генома стала возможной, во многом, благодаря изучению механиз�
мов регуляции транскрипции глобиновых генов позвоночных. Одной из самых популярных моделей в
этой области молекулярной биологии вот уже на протяжении полувека остается домен β�глобиновых ге�
нов кур. В ходе его изучения описаны фундаментальные принципы работы комплексных энхансеров
высших эукариот, подробно изучены свойства инсуляторов и отдельных функциональных блоков эука�
риотических энхансеров и промоторов, исследовано влияние ковалентных модификаций гистонов на
степень конденсации хроматина и их роль в регуляции транскрипции внутри домена. В настоящем обзо�
ре мы суммируем данные по исследованию домена β�глобиновых генов кур, а также обсуждаем домен�
ную гипотезу организации эукариотического генома.

Ключевые слова: домен β�глобиновых генов кур, транскрипция, хроматин, зона контроля локуса.

THE CHICKEN β�GLOBIN GENES: A MODEL SYSTEM FOR STUDYING TRANSCRIPTION REG�
ULATION AT THE LEVEL OF GENOMIC DOMAINS, by S. V. Ulyanov1,2, A. A. Gavrilov1,3* (1Institute of
Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia; 2Department of Biology, Moscow
State University, Moscow, 119234 Russia; 3University of Oslo, Center for Medical Studies, Moscow, 119334
Russia; *e�mail: aleksey.gavrilov@mail.ru). In the last quarter of the XX century, as a result of studies per�
formed on a number of model systems, a hypothesis was formulated according to which the genome of higher
eukaryotes consists of functionally isolated areas named genomic domains. Each domain includes one or more
genes and a regulatory system that is normally active only in respect of this domain and allows it to achieve the
regulatory autonomy of the neighboring chromosome regions. A genomic domain is characterized by the spectra
of covalent histone modifications which define the boundaries of the domain and the degree of chromatin con�
densation within it, and so, the probability of transcription activation of genes within the domain. Development
of the domain hypothesis of genome organization became possible to a large extent through the study of mech�
anisms of transcriptional regulation of the globin genes in vertebrates. One of the most popular models in this
field of molecular biology is the chicken β�globin gene domain. Based on this model system, the fundamental
principles of complex enhancer action in higher eukaryotes have been described, the properties of insulators and
functional units of enhancers and promoters have been studied, the influence of covalent histone modifications
on the level of chromatin condensation and their role in the regulation of transcription within the domain have
been investigated. In this review we summarize the data on the study of the chicken β�globin gene domain, as
well as consider the domain hypothesis of eukaryotic genome organization.
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ВВЕДЕНИЕ

Отличительной чертой эукариотического ге�
нома, по сравнению с прокариотическим, являет�
ся его упаковка в хроматин – сложный комплекс
ДНК и множества белков. В структурном аспекте
это связано с необходимостью компактизации
ДНК, средняя суммарная длина которой, напри�
мер у человека, составляет порядка 2 м при диа�
метре ядра около 10 мкм, что требует сокращения
линейных размеров генома почти в 200000 раз.
При этом должно быть соблюдено условие до�
ступности ДНК для реализации заключенной в
ней наследственной информации. Компактиза�
ция ДНК осуществляется на нескольких уровнях:
наматывание ДНК на гистоновый октамер с об�
разованием нуклеосом, формирование из них
30�нм фибриллы, ее укладка в крупные петлевые
домены разного размера (50–200 т.п.н.), прикреп�
ленные к белковому ядерному остову [1, 2]. Кроме
сокращения линейных размеров, упаковка эука�
риотического генома в хроматин обусловливает
возникновение в эволюции принципиально ново�
го способа регуляции транскрипции генов, ре�
пликации ДНК, процессов рекомбинации и ре�
парации. Этот способ и заключается в возможно�
сти изменения взаимного пространственного
расположения элементов генома и степени его
компактизации, что отражается на доступности
разных участков ДНК для тех или иных белковых
факторов.

Домены глобиновых генов позвоночных жи�
вотных – одни из самых популярных объектов в
изучении регуляции транскрипции эукариотиче�
ских генов. β�глобиновый ген кролика был пер�
вым, который удалось успешно трансфицировать
в эукариотические клетки, где была изучена его
экспрессия под влиянием его собственных регу�
ляторных элементов. Исследования на мышах с
использованием генетических конструкций на ос�
нове β�глобинового домена человека в 1980�х гг.
привели к открытию зоны контроля локуса, или
LCR (англ. Locus Control Region), – позитивного
регуляторного элемента, обеспечивающего экс�
прессию трансгена в эндогенной позиции неза�
висимо от места интеграции в геном. На примере
глобиновых доменов изучены также свойства ин�
суляторов – особых генетических элементов,
препятствующих распространению гетерохрома�
тина по ДНК, а также блокирующих действие эн�
хансера на промотор [3]. В частности, 5'�инсуля�
тор домена β�глобинового домена кур стал пер�
вым инсулятором, открытым у позвоночных
животных. 

Полномасштабное исследование домена
β�глобиновых генов кур начато еще в середине
XX века, и за прошедшие десятилетия этот домен
стал классическим модельным объектом в изуче�
нии регуляции транскрипции на уровне хромати�

на. В многочисленных работах получены обшир�
ные сведения о роли зоны контроля локуса в ме�
ханизмах активации транскрипции глобиновых
генов в ходе онтогенеза, о функциональном взаи�
модействии управляющих элементов домена и
роли эпигенетических модификаций в регуляции
транскрипции. При изучении домена β�глоби�
новых генов кур и других теплокровных живот�
ных открыт феномен переключения программы
экспрессии, который заключается в том, что в хо�
де онтогенеза происходит поочередная активация
транскрипции генов β�глобинов – сначала эм�
брионального, затем взрослого типа. Механизмы
этого переключения на сегодняшний день, во
многом, остаются не ясными. 

В первой части настоящего обзора мы опреде�
лим, что подразумевается под термином “геном�
ный домен”, и рассмотрим принципы регуляции
транскрипции на доменном уровне. Во второй
части мы проследим историю исследований до�
мена β�глобиновых генов кур и покажем, как
концентрация усилий многих исследовательских
коллективов на характеристике одной и той же
модельной системы позволила раскрыть фунда�
ментальные принципы, лежащие в основе регу�
ляции транскрипции у эукариот.

ДОМЕННАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ ГЕНОМА

Хроматиновые домены

Еще в начале XX века цитологи обратили вни�
мание на то, что ядро интерфазной клетки нерав�
номерно окрашивается оснóвными красителями.
Были описаны области с высокой и низкой плот�
ностью ядерного вещества, впоследствии назван�
ные гетерохроматином и эухроматином соответ�
ственно [4, 5]. С развитием представлений об ор�
ганизации генома эукариотической клетки и о
механизмах реализации наследственной инфор�
мации встал вопрос о том, может ли осуществ�
ляться регуляция транскрипции на уровне ком�
пактизации молекул ДНК в ядерном простран�
стве. Иными словами, имеется ли корреляция
между уровнем транскрипции данного гена и сте�
пенью конденсации хроматина на этом участке
генома.

Впервые экспериментальные данные, косвен�
но указывавшие на то, что транскрипция и ком�
пактизация хроматина взаимосвязаны, были полу�
чены в опытах по мечению вновь синтезируемых
(насцентных) цепей РНК с помощью радиоактив�
ного уридина [6]. На радиоавтографах изолиро�
ванных ядер было отчетливо видно, что цепи
РНК локализуются преимущественно в областях
эухроматина и лишь иногда оказываются в преде�
лах “глыбок” гетерохроматина (рис. 1). Последу�
ющие опыты по транскрипции хроматина бакте�
риальной РНК�полимеразой [7] показали, что
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транскрипция глобиновых генов in vitro идет го�
раздо более активно при использовании в каче�
стве матриц препаратов хроматина из ретикуло�
цитов, нежели из клеток мозга или печени. Этот
экспериментальный факт авторы работы объяс�
нили тем, что “белки хроматина” связываются с
ДНК неравномерно, и паттерны связывания за�
висят от типа клеток. Другими словами, фактиче�
ски, была выдвинута гипотеза, что один и тот же
район генома в клетках из разных тканей на уров�
не хроматина организован по�разному. Позднее
было показано, что активно транскрибируемые
гены в составе хроматина сильнее подвержены
перевариванию ДНКазой I, нежели гены, не
транскрибируемые в данном клеточном типе [2, 8, 9].
Предшествующее этому открытие нуклеосом и
30�нанометровой хроматиновой фибриллы – в
комплексе с новыми данными по дифференциаль�
ной чувствительности хроматина к ДНКазе I – по�
служили основой для построения структурной мо�
дели транскрипционно�активного хроматина [10].
Согласно этой модели, активно транскрибируе�
мые гены находятся в состоянии расправленной
цепи ДНК с нуклеосомами. Такая конформация
хроматина отвечает активным и потенциально
активным генам и является ДНКазочувствитель�
ной. В пределах генов, не транскрибируемых в
данном типе клеток, ДНК с нуклеосомами орга�
низована в 30�нанометровую хроматиновую фиб�
риллу и структуры более высокого порядка ком�
пактизации, в составе которых ДНК гораздо бо�
лее устойчива к перевариванию нуклеазами. 

Изучение чувствительности хроматина к
ДНКазе I, помимо прочего, способствовало раз�
работке методик выделения транскрипционно�
активной фракции хроматина [11, 12]. Примене�
ние этих экспериментальных подходов позволи�
ло выявить самые характерные черты такого хро�
матина: гистоны в составе нуклеосом гипераце�
тилированы, в нем присутствуют белки группы
HMG и множество гистонацетилтрансфераз,
нуклеосома частично развернута [2, 13, 14]. В
транскрипционно�неактивном хроматине, на�
против, ацетилированных форм гистонов суще�
ственно меньше. В его пределах уровень метили�
рования гистона Н3 по лизину в позициях 9 и 27
повышен, присутствует белок НР1, необходимый
для конденсации хроматиновой нити, и белки,
участвующие в репрессии генов (группа Polycomb
и целый ряд других факторов) [15, 16]. Поддержа�
ние эпигенетического статуса как в эухроматине,
так и в гетерохроматине – активный энергозави�
симый процесс, и протекает он при участии боль�
шого числа факторов ремоделирования, обеспе�
чивающих динамичность структуры хроматина
[17]. Важно, что ферменты, модифицирующие
гистоны в составе нуклеосом, в комплексе с фак�
торами ремоделирования могут передвигаться по
ДНК – теоретически – на неограниченные рас�

стояния, обеспечивая процессивное распростра�
нение ацетилирования, метилирования и других
ковалентных модификаций гистонов. Естествен�
ные границы распространения эпигенетических
модификаций создают особые последовательно�
сти ДНК, названные инсуляторами [18, 19]. 

Обширный массив экспериментальных дан�
ных, касающихся структуры хроматина и свойств,
характерных для его транскрипционно�активной
и транскрипционно�неактивной фракций, стал
основой для появления концепции геномного
(или хроматинового) домена, в структурном от�
ношении представляющего собой участок ДНК,
внутри которого могут происходить те или иные
изменения в структуре хроматина, не распростра�
няющиеся на прилегающие области [20]. В функ�
циональном смысле геномный домен представ�
ляет собой экспрессионный модуль, включаю�
щий один или более генов (генный кластер),
подконтрольный собственной регуляторной си�
стеме, активной только в отношении данного до�
мена и позволяющей ему достичь регуляторной
автономии [21]. 

Итак, гены поодиночке или в составе генных
кластеров расположены внутри хроматиновых до�
менов, характеризующихся теми или иными эпи�
генетическими модификациями, которые опреде�
ляют степень конденсации хроматина внутри до�
мена. Активные и потенциально активные гены
расположены в доменах с “открытой”, ДНКазо�
чувствительной конфигурацией, нетранскриби�
рующиеся гены располагаются в доменах конден�
сированного, “закрытого” ДНКазорезистентного
хроматина. Каждый домен управляется собствен�

Рис. 1. Радиоавтограф изолированного ядра тимоци�
та (×21000). Клетки инкубировали с радиоактивно�
меченным уридином, визуализированы новосинте�
зированные (насцентные) цепи РНК, располагающи�
еся преимущественно в пределах эухроматиновых
районов ядра (из [6], модифицировано).
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ной регуляторной системой, сфера влияния кото�
рой не распространяется за пределы данного до�
мена. Границы доменов часто (но не всегда) мар�
кированы инсуляторами, которые в отдельных
случаях могут располагаться и внутри домена.
Описанная картина устройства эукариотического
генома, несомненно, довольна упрощена. Кроме
классических хроматиновых доменов, которые
имеют четкие границы, определяемые по измене�
нию чувствительности хроматина к ДНКазе I,
имеются домены, не имеющие выраженных гра�
ниц, – так называемые домены открытого типа.
Зачастую они включают в себя филогенетически
и функционально не связанные гены и кластеры
генов, регуляторные системы которых перекры�
ваются. Классический пример – домены β�гло�
биновых генов позвоночных животных [22]. Во
всех изученных системах они перекрываются с
каким�либо неглобиновым геном, транскрибиру�
ющимся независимо от типа клеток и являющим�
ся геном домашнего хозяйства. Домены открыто�
го типа находятся в ДНКазочувствительной, т.е. в
потенциально активной, конформации во всех
типах клеток. Учитывая, что в их состав входят ге�
ны, подконтрольные разным регуляторным си�
стемам, можно полагать, что возникает задача рас�
познавания мишеней, одним из возможных путей
решения которой является повышение специфич�
ности взаимодействия между промоторами генов
и cis�регуляторными элементами. Кроме того, ра�
бота таких систем может модулироваться инсуля�
торами, расположенными внутри домена и под�
разделяющими его на субдомены, в пределах ко�
торых активность позитивных или негативных
регуляторных элементов будет направлена на
промотор одного отдельно взятого гена. Другой
отличительной чертой доменов открытого типа
является то, что для выявления их границ не все�
гда может быть применен тест на чувствитель�
ность к ДНКазе I, поскольку часто транскрипци�
онный статус домена не коррелирует с изменени�
ем степени чувствительности области к ДНКазе.
Для установления протяженности доменов от�
крытого типа может быть использовано картиро�
вание сайтов гиперчувствительности к ДНКазе I
(DNAse I Hypersensitive Site, DHS), маркирую�
щих сайты связывания регуляторных факторов,
а также определение профилей модификаций
гистонов.

Инсуляторы

Важную роль в функционировании как клас�
сических доменов, так и доменов открытого типа
играют инсуляторы. Впервые эти элементы гено�
ма обнаружены на границе локуса генов теплово�
го шока hsp70 у Drosophila melanogaster как участ�
ки, гиперчувствительные к ДНКазе I [18]. Впо�
следствии они были найдены во всех изученных

группах эукариот, от дрожжей до человека [23],
при этом никаких консенсусных мотивов в после�
довательностях инсуляторов из разных таксоно�
мических групп обнаружено не было [24]. Клас�
сический инсулятор обладает двумя активностя�
ми: барьерной и энхансер�блокирующей. Первая
ограничивает распространение по геному сигна�
лов (ковалентных модификаций гистонов и
ДНК), влияющих на структуру хроматина. Так
ограничивается распространение гетерохромати�
на по ДНК, а также распространение волн гипе�
рацетилирования гистонов, приводящих, наобо�
рот, к “открыванию” хроматина. Согласно одной
из моделей, инсулятор связывает белковые фак�
торы, взаимодействующие с гистонами на сосед�
них нуклеосомах и, тем самым, ограничивающие
активность гистон�ацетилтрансфераз и гистон�
дезацетилаз (HDAC) в этом районе. Кроме того, на
основе изучения инсулятора, расположенного на
5'�конце домена β�глобиновых генов кур, показа�
но, что возникновение на инсуляторе участка, сво�
бодного от нуклеосом, может значительно сни�
жать процессивность комплексов, осуществляю�
щих ковалентные модификации гистонов [25]. 

Функция блокировки влияния энхансера на
промотор связана с активностью белка СTCF (у
млекопитающих и дрозофилы взаимодействую�
щего с инсуляторами). Молекула CTCF включает
одиннадцать цинковых пальцев, разные комби�
нации которых позволяют этому белку узнавать
разные последовательности ДНК. Считается, что
помимо этой активности, CTCF может влиять на
пространственную структуру хроматина, органи�
зуя его в петли, поскольку его молекулы могут об�
разовывать гетероолигомеры с другими белками
[26]. Эта способность играет важную роль в ком�
партментализации ядерного пространства и в
привлечении активных генов к транскрипцион�
ным фабрикам или, напротив, в локализации не�
активных генов вблизи ядерной ламины и вблизи
конститутивного гетерохроматина [23]. Исследо�
вания последних лет показывают, что в функцио�
нировании инсуляторов как элементов, органи�
зующих пространственную структуру хроматина,
участвует также когезин, связывающийся в ин�
терфазных хромосомах с инсуляторами посред�
ством CTCF и обусловливающий физическое вза�
имодействие удаленных регуляторных элементов
генома в ядерном пространстве [27, 28].

Регуляция транскрипции зонами контроля локуса.
Хроматиновый хаб

Транскрипция генов внутри домена нередко
регулируется LCR – комплексными энхансерны�
ми элементами, включающими сайты связыва�
ния транскрипционных факторов. Впервые LCR
была определена в β�глобиновом домене челове�
ка как протяженный участок ДНК, содержащий
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несколько DHS, при делециях внутри которого
наблюдаются нарушения в регуляции транскрип�
ции домена [29]. В ходе последующего изучения
LCR домена β�глобиновых генов и ряда других ге�
номных доменов выяснили главную особенность,
которая в опыте отличает LCR от обычных энхан�
серов: LCR направляет транскрипцию сцеплен�
ного с ней трансгена в эндогенной позиции неза�
висимо от сайта интеграции в геном (в прямой за�
висимости от количества копий трансгена) [30].
Таким образом, кроме осуществления непосред�
ственной регуляции активности промоторов под�
контрольных генов, LCR влияет на локальную
структуру хроматина, являясь платформой для
сборки ферментных комплексов, осуществляю�
щих ковалентные модификации гистонов в соста�
ве нуклеосом, что приводит к локальной декон�
денсации хроматина в месте интеграции трансгена
[31]. Функции LCR реализуются посредством фак�
торов транскрипции, связывающихся с DHS. Эти
белки участвуют как в построении полноценного
инициаторного комплекса на подконтрольном
промоторе [32], так и могут влиять на структуру
хроматина в этом районе, привлекая факторы ре�
моделирования хроматина и участвуя в инициации
ацетилирования и деацетилирования гистонов.

Предложено несколько моделей действия LCR
[33, 34]. Согласно модели “трэкинга” (tracking)
(рис. 2) активаторный комплекс собирается на
LCR, затем движется по ДНК и достигает промо�
тора, на котором и формируется полноценный
инициаторный транскрипционный комплекс.
По�видимому, трэкинг обычно происходит по
хроматиновой нити, обогащенной ацетилирован�
ными гистонами; волна ацетилирования гисто�
нов начинается также на LCR и распространяется
от нее в обе стороны до тех пор, пока она не встре�
тится с барьерным элементом. Кроме того, во
второй модели – “облегченного трэкинга” (facili�
tated tracking) – предполагается, что участок ДНК
между LCR и промотором организован в микро�
петли или что происходит связывание активатор�
ного комплекса, расположенного на LCR, с по�
следовательностью ДНК выше подконтрольного
промотора, что сокращает дистанцию последую�
щего трэкинга. Согласно третьей модели (“петле�
вая модель”, looping), участок между LCR и про�
мотором полностью выпетливается, и транскрип�
ционные факторы, связанные с зоной контроля
локуса, оказываются в непосредственном кон�
такте с промотором. В рамках этой модели пред�
ложен так называемый “флип�флоп�механизм”

Промотор: сборка
преинициаторного
комплекса

LCR: сборка активаторного
комплекса

Трэкинг

Транскрипция

LCR

Облегченный
трэкинг

Выпетливание

Связывание

Транскрипция

Транскрипция

Транскрипция

LCR

LCR LCR

LCR

LCR

LCR

Рис. 2. Модели действия LCR. Пояснения в тексте.
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переключения транскрипции внутри домена:
LCR поочередно взаимодействует с каждым из
промоторов, т.е. в каждый момент времени кон�
тактирует только с одним из них [35]. Еще в одной
модели (модель “связывания”, linking) предпола�
гается существование специальных белков, от�
ветственных за конденсацию хроматина между
энхансером и промотором, в результате чего эн�
хансер подтягивается к промотору; это обеспечи�
вает более эффективный перенос факторов тран�
скрипции к промоторной области.

Кроме регуляции активности промоторов,
LCR вовлечены и в ряд других процессов [29].
Они позиционируют активные гены в определен�
ных компартментах ядра вблизи от транскрипци�
онных фабрик, могут быть ответственны за уста�
новление времени репликации подконтрольного
домена, а также за репрессию тканеспецифичных
генов. Так, Фенг (Feng) и соавт. (цит. по [31]) по�
казали, что репрессия β�глобиновых генов в не�
эритроидных клетках человека зависит от DHS2 и
DHS3 внутри LCR, контролирующего β�глоби�
новый домен.

Сайты связывания транскрипционных факто�
ров локализованы не только в пределах зоны кон�
троля локуса. Они располагаются в пределах ме�
нее крупных энхансеров, а также сайленсеров и
инсуляторов, и маркируются DHS, которые или
конститутивны, или присутствуют только в опре�
деленных типах клеток, если содержат сайты свя�
зывания тканеспецифичных факторов [36]. В ге�
номе все эти регуляторные элементы оказываются
пространственно сближенными с промоторами,
которые они контролируют, с выпетливанием про�
межуточного участка ДНК, протяженность кото�
рого может составлять тысячи и даже сотни тысяч
пар нуклеотидов. При этом транскрипционные
факторы участвуют в образовании полноценных
транскрипционных комплексов на активных про�
моторах, а не транскрибирующиеся гены оказы�
ваются в пределах выпетленных участков ДНК.
Формируются структуры, в которых удаленные
регуляторные элементы и промоторы подкон�
трольных генов находятся в непосредственном
физическом контакте, будучи связанными посред�
ством белок�белковых взаимодействий тран�
скрипционных факторов, одни из которых узнают
промоторы генов, а другие располагаются на регу�
ляторных элементах.

Такие сложные ДНК�белковые комплексы
описаны в рамках модели “активного хроматино�
вого хаба” (hub – узловая станция). Хроматино�
вые хабы – динамичные структуры, стабильность
которых зависит от спектра транскрипционных
факторов, участвующих в их формировании
[21, 26]. Сборка хроматинового хаба не происхо�
дит единовременно. Так, в эритроидных клетках
кур на стадии преэритробластов, когда глобино�

вые гены еще не активны, домен α�глобиновых
генов находится в практически линейной конфи�
гурации, пространственно сближенными оказы�
ваются только два регуляторных элемента домена
[37]. И только после перехода к дифференцировке
на стадии эритробластов в полноценный актив�
ный хаб привлекаются дополнительный энхансер�
ный элемент и промотор одного из α�глобиновых
генов. 

Сходная ситуация наблюдается и в β�глобино�
вом локусе мыши [38]. Он включает в себя четыре
гена, активность которых зависит от стадии раз�
вития. Гены βmaj и βmin экспрессируются во взрос�
лом организме, гены εy и βh1 активны на эмбрио�
нальных стадиях. До того, как в клетках эритроид�
ной линии начнется активный синтез глобинов, в
их ядрах β�глобиновый локус собирается в незре�
лый хроматиновый хаб, включающий в себя LCR
и ряд DHS. После перехода клеток к терминаль�
ной дифференцировке в него привлекаются так�
же промоторы активных β�глобиновых генов.
Строго говоря, неким “минимальным” хабом
можно считать комплекс энхансера с промото�
ром, однако во всех изученных системах зрелый
хроматиновый хаб, формирующийся с участием
зоны контроля локуса, всегда содержит дополни�
тельные элементы (участки последовательности
ДНК), которые влияют, по всей видимости, на
динамичность структуры хаба и, возможно, моду�
лируют его работу.

Согласно современной модели, именно фор�
мирование активного хроматинового хаба вызы�
вает супрессию эффекта положения в трансгенах
за счет того, что сформировавшийся хаб пред�
ставляет собой область с высокой концентрацией
сайтов связывания транскрипционных факторов,
которые часто служат “затравками” при сборке
комплексов гистон�ацетилтрансфераз [21]. За
счет этого в районе хаба формируется локальный
участок “открытого” хроматина, даже если транс�
ген вставлен в гетерохроматиновую область хро�
мосомы. В нормальных условиях внутри геном�
ных доменов формирование активного хромати�
нового хаба также, несомненно, вносит вклад в
поддержание “открытой” конформации хрома�
тина, дополняя, тем самым, барьерную функ�
цию инсуляторов, расположенных на границах
домена.

ДОМЕН β�ГЛОБИНОВЫХ ГЕНОВ КУР

Общая характеристика

Домен β�глобиновых генов кур расположен на
первой хромосоме, его протяженность – порядка
33 т.п.н. Он включает кластер из четырех β�глоби�
новых генов: ρ (HBG1), βН (HBE1), βА (HBG2) и ε
(HBE), а также ряд управляющих элементов, мар�
кированных DHS и необходимых для регуляции
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транскрипции, репликации и хроматинового ста�
туса домена [39] (рис. 3а). Первые молекулы ге�
моглобина появляются в эритробластах эмбриона
через 32 ч после оплодотворения [40]. β�цепи в
них представлены продуктами генов ρ и ε, кото�
рые транскрибируются со второго по пятый день
развития эмбриона. После пятого дня происходит
переключение программы экспрессии, и в попу�
ляции эритроидных клеток начинается экспрес�
сия генов взрослых глобинов βН и βА, а тран�
скрипция ρ и ε прекращается. Фетальный ген βН

транскрибируется с десятого дня развития эмбри�
она до момента вылупления птенца, после чего
активно транскрибируется только ген βА [41].

β�глобиновые гены кур произошли путем се�
рии дупликаций и генных конверсий от общего
гена�предшественника, что привело к возникно�
вению генного кластера, внутри которого все ге�
ны транскрибируются в одном направлении [42].
Гены ρ и ε имеют два района гомологии: первый
включает 5'�нетранслируемую область и экзон 1,
второй расположен внутри экзона 2. Вне этих
районов гены ρ и ε имеют больше сходства с гена�
ми взрослых глобинов, нежели друг с другом [43].
Первым в β�глобиновом кластере обособился ген
ε, затем ρ, после чего произошло обособление ге�
нов фетального и взрослого глобинов βН и βА. Та�
кой способ эволюции, вероятно, связан с тем, что
домен обогащен ретротранспозонами типа CR1
(рис. 3б) и является, по�видимому, “горячей точ�
кой” инсерционного мутагенеза [44]. В регионах
генома, обогащенных подобными мобильными
элементами, генные дупликации должны проис�
ходить с повышенной частотой за счет рекомби�
нации между CR1�содержащими участками [45].
Эволюция посредством последовательных дупли�
каций потомков одного гена�предшественника –
общая черта β�глобиновых доменов кур и млеко�
питающих. Сходен также и способ регуляции

транскрипции внутри домена, при котором на
разных стадиях онтогенеза транскрибируются
только строго определенные гены [44]. Отличи�
тельной чертой организации β�глобинового до�
мена кур является то, что гены расположены не в
порядке активации транскрипции в онтогенезе,
как это имеет место у млекопитающих [46], а так�
же то, что домен расположен в GC�богатой обла�
сти. При этом, CpG�динуклеотиды распределены
неравномерно и сосредоточены, главным обра�
зом, в промоторах генов и в пределах сайтов ги�
перчувствительности, расположенных выше гена
ρ (DHS1*3).

Домен β�глобиновых генов кур принадлежит к
классическим доменам закрытого типа. В ранних
исследованиях показано, что область длиной
6.2 т.п.н., включающая в себя ген βA, ген ε и меж�
генный участок, обладает высокой чувствитель�
ностью к ДНКазе I в эритроцитах 14�дневных ку�
риных эмбрионов и практически нечувствителен
к действию этого фермента в клетках мозга [47].
Далее показано, что весь домен целиком находит�
ся в чувствительной к ДНКазе I хроматиновой
конформации только в эритроидных клетках, ко�
торые транскрибируют β�глобиновые гены [48].
DHS на промоторах детектируются также только
на тех стадиях онтогенеза, когда соответствую�
щий ген активен [49]. Репликация β�глобинового
домена и расположенной слева от него области
конденсированного хроматина в эритроидных
клетках происходит в начале S�фазы клеточного
цикла, что типично для доменов закрытого типа,
которые содержат тканеспецифичные гены, экс�
прессирующиеся в данном типе клеток. В эритро�
идных предшественниках (стадия CFU�E), когда
β�глобиновые гены еще не транскрибируются, в
домене картировано четыре главных точки начала
репликации [50]: одна расположена в пределах
инсулятора на 5'�конце домена, три остальных –
внутри генов ρ и βА. Кроме того, обнаруживается

Рис. 3. Домен β�глобиновых генов кур. а – Общая схема домена. FOLR1 – ген фолатного рецептора, активный в пре�
эритробластах; OR51M1 – ген обонятельного рецептора; HSA, DHS1�4, 3'HS – сайты гиперчувствительности к
ДНКазе I (HSA присутствует в эритробластах; DHS1�3 – эритроидспецифичные; DHS4, 3'HS – конститутивные).
Карта построена по последовательности нуклеотидов GenBank NW_001471556 и [83]. б – Позиции ретротранспозонов
типа CR1, рекомбинация между которыми играет важную роль в эволюции домена (по данным UCSC Genome Bioin�
formatics и Рейтман (Reitman) и соавт. [44]).

а

б

Конденсированный
хроматин

FOLR1 5'�инсулятор ρ βH βA ε 3'�инсулятор OR51M1

HSA DHS4 DHS3DHS2 DHS1 β/ε�энхансер 3'HS
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ряд минорных ориджинов репликации в районе
5'�инсулятора и внутри области конденсирован�
ного хроматина, примыкающей с 5'�конца к
β�глобиновому домену [51]. 

Интересно, что в пределах β�глобинового до�
мена кур наблюдается укороченный спейсинг –
нуклеосомы расположены через каждые 180 п.н.
В опытах по сборке хроматина in vitro показано,
что укороченный спейсинг является структурным
свойством последовательности ДНК β�глобино�
вого домена и каким�то образом поддерживается
β/ε�энхансером [52].

Как и в домене α�глобиновых генов кур, в пре�
делах β�глобинового домена в эритроидных клет�
ках на стадии активной экспрессии синтезируются
длинные транскрипты, первоначально описанные
как предшественники β�глобиновых мРНК [53].
Позже в ходе исследований тех же транскриптов в
β�глобиновых доменах человека и мыши выясни�
ли, что они представляют собой так называемые
“полнодоменные” транскрипты, покрывающие
весь домен целиком, включая LCR и короткие
фланкирующие области. Согласно гипотезе Тра�
верса (Travers) [54], полнодоменная транскрип�
ция необходима для поддержания эпигенетиче�
ского статуса данного участка генома: элонгиру�
ющая РНК�полимераза II служит своего рода
“транспортным средством” для комплексов ре�
моделирования хроматина и гистон�ацетилтранс�
фераз, взаимодействующих с С�концевым доме�
ном полимеразы. Таким образом, эти ферментные
комплексы получают возможность передвигаться
в пределах домена, поддерживая высокий уро�
вень ацетилирования гистонов и открытую кон�
формацию хроматина соответственно.

На протяжении всего β�глобинового домена
уровень ацетилирования гистонов Н3, Н4 (в осо�
бенности Н4асК12) и Н2В [55] повышен. Однако
он наиболее высок на DHS, расположенных в
промоторах активно транскрибируемых β�глоби�
новых генов. Абсолютный максимум ацетилиро�
вания в пределах домена наблюдается на DHS4;
видимо, этот элемент является точкой распро�
странения ацетилирования гистонов в домене
[56] и служит площадкой для сборки гистон�аце�
тилтрансферазных комплексов [57]. Профиль
ацетилирования гистонов в домене меняется в хо�
де дифференцировки эритроидных клеток. На
ранних этапах (стадия BFU�E), когда домен нахо�
дится в состоянии, подготовленном для тран�
скрипции β�глобинов, гиперацетилированными
оказываются только DHS4, DHS2 и промотор гена
βА. В дальнейшем ацетилирование распространя�
ется на другие регуляторные элементы и внутрен�
ние участки генов (стадия активной экспрессии
β�глобинов). Гиперацетилированными оказыва�
ются, в том числе, и ориджины репликации, ко�
торые маркированы гистоном Н3, ацетилирован�

ным по остаткам лизина в положениях 9 и 14. Гра�
ницы области распространения ацетилированных
гистонов на всех стадиях развития совпадают с
границами чувствительности к ДНКазе I, что яв�
ляется характерным свойством геномных доме�
нов закрытого типа [58].

Присутствуют и отдельные фокусы метилиро�
ванных гистонов (главным образом Н3metК9), в
частности, на промоторе гена βН в эритроцитах
9�дневных эмбрионов и в пределах CR�1�повто�
ров, возможно, находящихся в состоянии кон�
денсированного хроматина [56]. 

Пограничные элементы домена

При дифференциальном солевом фракциони�
ровании хроматина из ядер эритроцитов взрос�
лых кур показано, что в “низкосолевой” фракции,
обогащенной высокоацетилированными гистона�
ми, белками HMG14/17 и обедненной гистоном
Н1, содержатся фрагменты ДНК, включающие в
себя весь β�глобиновый кластер и участок длиной
10 т.п.н. левее гена ρ [59]. На основании этих дан�
ных выдвинуто предположение, что левая грани�
ца β�глобинового геномного домена совпадает с
левой границей домена высокоацетилированных
гистонов и расположена примерно на 10 т.п.н. вы�
ше промотора гена ρ. Спустя почти десятилетие
эта гипотеза получила прямое подтверждение: на
5'�конце домена высокоацетилированных гисто�
нов был обнаружен классический инсулятор, об�
ладающий барьерной, энхансер�блокирующей
активностью [60–62] и способный защищать
трансген от эффекта положения – независимо от
сайта интеграции в геноме, в том числе, и в непо�
средственной близости от теломеры [63]. Это пер�
вый инсулятор, найденный у позвоночных жи�
вотных. Его свойства всесторонне изучены в опы�
тах по трансгенезу и транзиентной трансфекции в
клетки позвоночных и беспозвоночных живот�
ных, изучена его способность работать внутри ви�
русной минихромосомы [64], сделаны попытки
использовать инсулятор в разработке методов
генной терапии злокачественных опухолей [65].
Коровый элемент (250 п.н.), содержащий DHS4,
представляет собой CpG�островок и имеет неко�
торое (небольшое) структурное сходство с промо�
торами генов домашнего хозяйства [66]. Инсуля�
тор содержит единственный сайт связывания
транскрипционного фактора CTCF в пределах
42�нуклеотидного участка (футпринт�сайт FII),
ответственного за барьерную и энхансер�блоки�
рующую активность [67, 68]. Имеются данные,
согласно которым CTCF может формировать
микропетлю ДНК на инсуляторе, однако неиз�
вестно, имеет ли это какое�либо значение для
функционирования инсулятора в ядерном про�
странстве [69]. Сайт связывания CTCF перекры�
вается с сайтом связывания когезина. При нок�
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даунах как по CTCF, так и по когезину инсулятор�
ная активность DHS4 исчезает [70].

Изначально считалось, что наличие корового
элемента – необходимое и достаточное условие
для проявления полной инсуляторной активно�
сти, однако позже было показано, что необходим
также 400�нуклеотидный участок, примыкающий
к 3'�концу корового элемента [71].

Барьерная и энхансер�блокирующая актив�
ность присуща разным структурным блокам ин�
сулятора. При делеции сайта связывания CTCF
теряется только способность инсулятора блоки�
ровать действие энхансера, в то время как способ�
ность поддерживать высокий уровень ацетилиро�
вания гистонов в подконтрольном районе (т.е. су�
прессия эффекта положения) остается. Таким
образом, барьерная функция инсулятора обеспе�
чивается белковыми факторами, отличными от
CTCF [72], в частности, белком USF1, связываю�
щимся с инсулятором и привлекающим к нему
комплексы гистон�метилтрансфераз (главным
образом H4R3�специфичную PRMT1) и гистон�
ацетилтрансфераз [73]. Механизм функциониро�
вания инсулятора как энхансер�блокирующего
элемента неким образом связан с созданием на
нем участка, свободного от нуклеосом, который
возникает в результате связывания CTCF. Точеч�
ные мутации по участкам связывания CTCF в пре�
делах инсулятора полностью ингибируют энхансер�
блокирующую активность и восстанавливают нор�
мальный спейсинг нуклеосом в его пределах [25].

Как было сказано выше, инсулятор – точка, от
которой распространяется ацетилирование ги�
стонов в пределах β�глобинового домена. В преде�
лах самого инсуляторного элемента на всех стади�
ях развития, в том числе и в ядрах эритроидных
предшественников (CFU�E), где транскрипция
глобиновых генов отсутствует, наблюдается гипе�
рацетилирование гистонов Н3 и Н4 [50] и мети�
лирование гистона Н3 по четвертому остатку ли�
зина. Кроме того, цитозиновые остатки в составе
CpG�динуклеотидов в пределах инсулятора неме�
тилированы. Для возникновения и поддержания
этих эпигенетических модификаций на инсуля�
торе необходимо связывание фактора USF1 внут�
ри DHS4 [74]. 

Инсулятор не только блокирует действие эн�
хансера и распространение ковалентных моди�
фикаций гистонов, но также предотвращает ме�
тилирование ДНК в сцепленном с ним промоторе
в искусственно созданных конструктах [75]. Это
снимает эффект сайленсинга, возникающий
вследствие метилирования ДНК и последующего
связывания репрессорного комплекса Mi2/NuRD
в трансгенах, лишенных инсулятора [76]. Такая
активность не связана ни с ацетилированием ги�
стонов, ни с транскрипцией, и обусловлена спо�
собностью инсулятора связывать белок VEZF�1,

сайты связывания которого не перекрываются с
сайтами связывания CTCF и USF1. 

Как пограничный элемент, 5'�концевой инсу�
лятор β�глобинового домена кур необходим для
разделения областей влияния регуляторных си�
стем домена и гена фолатного рецептора FOLR1,
расположенного выше и транскрибирующегося в
направлении, противоположном транскрипции
β�глобинов. Этот ген обладает собственной регу�
ляторной системой (фрагмент длиной 3.3 т.п.н.
выше промотора FOLR1) и экспрессируется на
стадии ранних эритроидных предшественников
(CFU�E), когда транскрипция β�глобиновых ге�
нов еще не идет. Между FOLR1 и инсулятором
β�глобинового домена расположена область гете�
рохроматина, протяженностью порядка 16 т.п.н.
Распространение гетерохроматина из этой обла�
сти направо сдерживается β�глобиновым инсуля�
тором, а налево – элементом HAS, отсутствующим
в клетках мозга и терминально дифференцирован�
ных эритроцитах взрослых кур [77]. Возможно, ге�
терохроматин в этом районе также играет роль в
разделении регуляторных систем FOLR1 и β�гло�
бинового домена. Подавление активности гистон�
деацетилаз или нокдаун по белку Dicer сильней�
шим образом сказываются на состоянии гетеро�
хроматина: в пределах района начинает возрастать
уровень ацетилирования гистонов, и хроматин
становится более чувствителен к перевариванию
эндонуклеазами рестрикции. Кроме того, поддер�
жание гетерохроматинового статуса зависит от
белка Argonaute, связывающегося с этим районом
куриного генома посредством образования ком�
плекса с белком Dicer. Таким образом, поддержа�
ние гетерохроматинового статуса в этом районе
зависит от активности комплексов HDAC и си�
стемы РНК�интерференции [78].

Инсулятор прочно ассоциирован с ядерным
матриксом, несмотря на то, что ни он сам, ни
фланкирующие его последовательности не имеют
выраженной гомологии с классическими MAR
[79]. Такая связь, видимо, обусловлена взаимо�
действием входящего в инсуляторный комплекс
белка CTCF с нуклеофосмином, который являет�
ся одним из мажорных компонентов ядерного
белкового матрикса.

Правая граница β�глобинового домена кур
изучена гораздо хуже. Примерно на 5 т.п.н. ниже
гена ε расположен конститутивный DHS (3'HS).
Он имеет небольшое структурно�функциональ�
ное сходство с 5'�концевым инсулятором домена
(DHS4). Внутри 3'HS картирован ряд сайтов свя�
зывания транскрипционного фактора CTCF, бла�
годаря чему, видимо, 3'HS обладает энхансер�бло�
кирующей активностью [80]. Однако, в отличие от
DHS4, 3'HS не способен защитить трансген от эф�
фекта положения, т.е. он не обладает барьерной
функцией, присущей классическим инсулято�



692

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 5  2012

УЛЬЯНОВ, ГАВРИЛОВ

рам. По�видимому, 3'HS экранирует β�глобино�
вый домен от действия регуляторной системы ге�
на одорантного рецептора OR51M1, расположен�
ного на расстоянии 7.5 т.п.н. от 3'�конца гена ε
[81, 82]. 

Регуляция транскрипции внутри домена

Как сказано выше, в домене β�глобиновых ге�
нов, как и в α�глобиновом домене, “работает”
феномен переключения экспрессии, механизмы
которого ясны далеко не полностью. До пятого
дня развития эмбриона в эритроидных клетках
активно транскрибируются гены ρ и ε, затем меж�
ду пятым и седьмым днем наблюдается переход
ко взрослому типу экспрессии: транскрипция ге�
нов эмбриональных β�глобинов затухает, а в клет�
ках в большом количестве появляется мРНК фе�
тального β�глобина βН и взрослого β�глобина βА.
Однако необходимо отметить, что даже на деся�
том дне эмбрионального развития в крови есть
клетки (порядка 10% от общего их числа), кото�
рые экспрессируют гены эмбриональных β�гло�
бинов [83]. Транскрипция βН идет на небольшом
уровне вплоть до вылупления птенца (21�й день
развития), после чего затухает. Таким образом, в
эритроидных клетках взрослых кур транскриби�
руется только ген βА. Переключение на первых
этапах происходит посттранскрипционно, по�
скольку эритроидные клетки дефинитивной ли�
нии, в которых нет белкового продукта гена ρ, со�
храняют способность транскрибировать этот ген
[84]. Однако несомненно, что, в конечном итоге,
переключение экспрессии и необратимая в онто�
генезе репрессия генов эмбриональных глобинов
осуществляются на уровне транскрипции. Эффек�
торы регуляции транскрипции внутри домена –
это общие и эритроидспецифичные транскрипци�
онные факторы, связывающиеся с регуляторны�
ми элементами и промоторами генов в местах,
которые маркированы DHS.

На участке протяженностью 65 т.п.н., включа�
ющем β�глобиновый домен и фланкирующие об�
ласти, найдено 12 крупных DHS, которые можно
сгруппировать в несколько классов [83]. К классу I
относиться конститутивный DHS4, найденный
как в эритроидных, так и в неэритроидных клет�
ках; в его пределах находится инсулятор, марки�
рующий левую границу β�глобинового домена.
Класс II представлен тремя DHS (DHS1, DHS2,
DHS3), расположенными выше гена ρ и присут�
ствующими во всех эритроидных клетках на всех
стадиях развития. Класс III включает в себя четы�
ре сайта гиперчувствительности к ДНКазе I, рас�
положенные в промоторных областях всех четы�
рех β�глобиновых генов; эти DHS работают толь�
ко при наличии активной транскрипции того
гена, в промоторе которого сайт находится. В
класс IV сгруппированы DHS, расположенные в

3'�концевых областях генов ρ, βН и ε; их наличие
также коррелирует с транскрипцией этих генов.
Класс V представлен эритроидспецифичным DHS,
расположенным между генами βА и ε и маркиру�
ющем эритроидспецифичный строгий энхансер
(далее – β/ε�энхансер). Любопытно, что для су�
ществования DHS требуется торсионное напря�
жение ДНК: при обработке блеомицином и вне�
сении одноцепочечных разрывов все DHS в пре�
делах домена исчезают [85, 86]. 

В общем случае, активация транскрипции
внутри геномного домена происходит в две ста�
дии: активация самого домена как целого и по�
следующая активация конкретных промоторов.
Активация β�глобинового домена в эритроидных
клетках кур начинается с массированного ацети�
лирования гистонов на протяжении всего домена
и перевода хроматина в открытую конформацию,
после чего транскрипционные факторы получают
доступ к промоторам генов и главным регулятор�
ным элементам домена – β/ε�энхансеру и зоне
контроля локуса (DHS1�3) [87, 88]. 

В ранних исследованиях регуляторной систе�
мы β�глобинового домена кур [89] было обнару�
жено, что в трансгенных мышах, несущих фраг�
мент куриного генома, который содержит ген βА и
β/ε�энхансер, наблюдается подавление эффекта
положения, т.е. уровень экспрессии гена βА не за�
висит от места интеграции в геном и прямо зави�
сит от числа копий трансгена. Позднее выяснили,
что свойством “открывать” хроматин обладает не
сам энхансер, а его комплекс с промотором βА.
Свойство защиты трансгена от эффекта положе�
ния характерно для открытых к тому времени
LCR в β�глобиновых доменах мыши и человека
[30]. По аналогии с этими LCR был сделан вывод,
что LCR β�глобинового домена кур расположена
в районе гена βА и β/ε�энхансера и устроена про�
ще, чем в случае доменов β�глобиновых генов
млекопитающих (включает в себя только один эн�
хансерный элемент) [44]. Этот вывод впослед�
ствии был опровергнут исследованиями роли
DHS1�3 в регуляции транскрипции β�глобиновых
генов [90, 91].

DHS1�3 не имеют структурной гомологии с
DHS β�глобинового домена млекопитающих [44,
91], содержат сайты связывания как для консти�
тутивных, так и для эритроидспецифичных тран�
скрипционных факторов. В опытах по влиянию
на экспрессию при транзиентной трансфекции в
куриные эритроидные предшественники показа�
но, что заметной энхансерной активностью обла�
дают лишь DHS2 и DHS3. В пределах DHS2 распо�
ложены четыре сайта связывания эритроидспеци�
фичного транскрипционного фактора GATA�1,
два сайта связывания Sp1�подобного фактора и
один сайт связывания EKLF, причем внесение то�
чечных мутаций практически не влияет на энхан�



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 5  2012

β�ГЛОБИНОВЫЕ ГЕНЫ КУР: МОДЕЛЬНАЯ СИСТЕМА ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ РЕГУЛЯЦИИ 693

серную активность, если не затронуты сайты свя�
зывания GATA�1 [88]. GATA�1 (а также подобный
ему GATA�2) относится к факторам, имеющим в
своей структуре мотив “цинковых пальцев”.
GATA�1 участвует в созревании эритроидных
предшественников, модулируя функции многих
регуляторных элементов их генома, а также
участвуя в установлении специфической структу�
ры хроматина [92]. В опытах по трансгенезу пока�
зано, что DHS1�3 способен супрессировать эф�
фект положения, причем трансгены, содержащие
только один DHS из трех, не защищены от эф�
фекта положения при интеграции в геном, неза�
висимо от того, обладает ли данный DHS энхан�
серной активностью, или нет в опытах по транзи�
ентной трансфекции [88]. 

В опытах c трансгенной линией мышей, несу�
щих β�глобиновый домен кур, изучали комплекс�
ную регуляцию транскрипции β�глобиновых ге�
нов, которая осуществляется DHS1�3 и β/ε�эн�
хансером [91]. При использовании конструкций,
содержащих ген βА, β/ε�энхансер и отдельно каж�
дый из DHS, показано, что регуляторная актив�
ность трех DHS распределена между ними равно�
мерно, и полноценно работать они могут только в
комплексе. Другими словами, обнаружена коопе�
ративность действия регуляторных элементов,
входящих в состав зоны контроля локуса [87].
При делеции энхансера снижается (но не пропа�
дает полностью) экспрессия генов ε, βН и βА на
соответствующих стадиях развития. При удале�
нии DHS1�3 уменьшаетмся экспрессия генов ρ,
βН и βА. То есть ни энхансер, ни DHS1�3 отдельно
друг от друга не обладают специфичностью по от�
ношению к стадии развития, и только в тандеме
они способны обеспечить полноценную регуля�
цию транскрипции в пределах домена. Имеются
данные, согласно которым элементы зоны кон�
троля локуса и β/ε�энхансер могут оказывать пря�
мое репрессорное воздействие на подконтрольный
промотор. В опытах по переносу первой хромосо�
мы курицы в культивируемые клетки эритролей�
коза человека (линия К562) показано участие β/ε�
энхансера, DHS1 и DHS2 в репрессии транскрип�
ции генов ρ и βН [93]. Транскрипция этих генов
наблюдается только при делеции хотя бы одного
из этих регуляторных элементов, что свидетель�
ствует об их роли в качестве транскрипционных
сайленсеров в хромосомном контексте.

Расположенный примерно эквидистантно
между промоторами генов βА и ε, энхансер β/ε –
первый регуляторный элемент, картированный в
пределах β�глобинового домена кур. В первых же
опытах показано, что он является не только эле�
ментом, увеличивающим активность промоторов
генов βА и ε, но и участвует также в обеспечении
тканеспецифичной экспрессии β�глобиновых ге�
нов и своевременного запуска их транскрипции в

ходе развития [94–96]. В клетках неэритроидного
происхождения, где синтез β�глобинов не идет,
энхансер неактивен и метилирован [44].

Основной мотив, ответственный за активацию
транскрипции, имеет длину 136 п.н. Внутри него
имеется ряд сайтов связывания регуляторных
белковых факторов, которые обнаруживаются
как в эмбриональных эритроцитах, так и в эрит�
роцитах взрослых кур, а также в тканях мозга. Это
универсальный эритроидный регулятор Eryf�1,
сайты связывания которого локализованы не
только в энхансере, но также в промоторах всех
членов глобинового семейства. Кроме того, с эн�
хансером могут связываться факторы АР�1 и АР�2
[49]. Это связывание имеет кооперативный ха�
рактер, а энхансерная активность сосредоточена
в пределах двух из четырех сайтов связывания
[97]. В клетках разных тканей и на разных стадиях
развития спектр регуляторных белков, связанных
с энхансером, сильно меняется [98]. В более позд�
них работах энхансер подразделили на два струк�
турно�функциональных блока: один содержит
GATA�мотивы, другой – NF�E2�подобный сайт.
С ним связывается транскрипционный фактор
ЕСН семейства CNC (специфические эритроид�
ные регуляторы). Этот белок экспрессируется в
культивируемых эритроидных клетках после тер�
минальной дифференцировки, в эритроцитах
периферической крови и в некоторых негемато�
поэтических клетках. Фактор ЕСН образует гете�
родимеры с некоторыми представителями Maf�
семейства белков и NF�E2 и является строгим
транскрипционным активатором [99]. Кроме
ЕСН, в семейство белков CNC входят факторы
группы Nrf. Белок Nrf3 может взаимодействовать
с белками семейства Maf; обнаружены, кроме то�
го, сайты связывания этого белка в β/ε�энхансе�
ре, что дает основание предположить его участие
в регуляции транскрипции, по крайней мере, ге�
нов ε и βА [100]. 

Как сказано выше, энхансер регулирует тран�
скрипцию как взрослого β�глобинового гена βА,
так и эмбрионального ε. Мутации в энхансере, в
результате которых увеличивается транскрипция
взрослого гена, приводят к пропорциональному
увеличению транскрипции и гена ε; сделан вывод,
что активность промоторов обоих генов регулиру�
ется одним и тем же участком энхансера. Таким об�
разом, в ядре должна существовать конкуренция
промоторов генов βА и ε за общий регуляторный
элемент, что, по�видимому, и является ключевым
моментом в регуляции экспрессии этих генов на
соответствующих стадиях развития [101]. Положи�
тельная регуляция транскрипции βA осуществля�
ется посредством взаимодействия энхансера и
элемента SSE (Stage Selector Element), располо�
женного внутри промотора гена βA. Видимо, эн�
хансер обеспечивает тканеспецифичность тран�
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скрипции βA, а элемент SSE отвечает за то, на какой
стадии развития ген будет транскрибироваться.
Кроме того, в промоторе βA локализована последо�
вательность, участвующая в репрессии гена ε в
эритроцитах взрослого животного. Позднее имен�
но SSE была отведена роль этой “репрессорной”
последовательности, “выигрывающей” конку�
ренцию за энхансер у промотора гена ε в ядрах
эритроидных клеток взрослых кур [102]. 

Итак, регуляторная система β�глобинового
домена кур, как и в случае α�глобинового домена,
имеет модульное строение – на 5'�конце имеется
классическая зона контроля локуса, а ближе к 3'�
концу располагается сильный эритроидспеци�
фичный энхансер. Сферы контроля этих регуля�
торных элементов перекрываются, и только в па�
ре они способны обеспечить эффективную и пра�
вильную регуляцию транскрипции внутри
домена на всех стадиях онтогенеза.

В завершение этого раздела стоит рассмотреть
особенности “эмбрионального” и “взрослого”
субкластеров генов внутри β�глобинового домена. 

Согласно данным, полученным в опытах по
FISH на целых куриных эмбрионах (стадия раз�
вития НН10 [103]), гены ρ и ε в пределах одного
локуса (на одной и той же хромосоме) экспресси�
руются согласованно. Другими словами, если
один из генов обладает активным транскрипци�
онным статусом, то это облегчает перевод в со�
стояние активной транскрипции и второго гена.
То есть в большинстве эритроидных клеток (око�
ло 60% от исследованной популяции) оба гена ак�
тивны в обоих β�глобиновых локусах, а в мень�
шем числе клеток (около 24%) экспрессируется
по одному гену в каждом β�глобиновом локусе
[104]. Эти наблюдения легли в основу модели, со�
гласно которой промоторы генов ρ и ε не конку�
рируют за регуляторные элементы, а управляются
параллельно, что подтверждается и опытами на
трансгенных линиях мышей, несущих делеции
отдельных регуляторных элементов домена [90]. 

К 5'�концу гена ρ примыкает участок длиной
456 п.н., содержащий сайты связывания для уни�
версального транскрипционного фактора Sp1 и
эритроидспецифичного фактора GATA�1. Кон�
центрация их в ядрах эритроидных клеток эмбри�
она на ранних стадиях развития примерно в 10 раз
выше, чем в эритроцитах цыплят. По�видимому,
связывание их с указанным участком, примыка�
ющим к промотору гена ρ, играет важную роль в
запуске экспрессии этого гена в эритроидных
клетках эмбриона на начальных этапах развития
[105]. Интересно, что ген ρ принадлежит к не�
большой группе эукариотических генов, регуля�
ция которых в ходе онтогенеза достигается путем
обратимого метилирования ДНК. Репрессия гена
ρ после пятого дня эмбрионального развития до�
стигается за счет метилирования цитозиновых

остатков в составе CpG�динуклеотидов в районе
промотора, первого интрона и первого экзона.
Метильные группы служат метками для привле�
чения репрессорного комплекса MeCP1, включа�
ющего белки группы MBD, RBAP48, HDAC2 и
MTA1 [106]. MBD3 является также компонентом
репрессорного комплекса NuRD. Перечисленные
белки формируют стабильный комплекс на про�
моторе и на проксимальной части, кодирующей
области гена ρ, препятствуя связыванию общих
факторов транскрипции и РНК�полимеразы II.

Промоторная область гена ε включает ряд сай�
тов связывания универсальных и эритроидспеци�
фичных транскрипционных факторов – GATA�1,
Sp1, EKLF и EKLF�подобных белков. Эти белки
ответственны за функциональное взаимодей�
ствие ε�промотора с β/ε�энхансером и регуляцию
транскрипции гена ε в первые дни эмбриональ�
ного развития [91].

В промоторах генов взрослых β�глобинов най�
дены два типа регуляторных последовательно�
стей. Первый тип, Pal, представляет собой палин�
дром, содержащий консенсус TGAGCC и сайты
связывания белковых факторов группы Nf�1.
Второй тип представляет собой консенсус
САССС, найденный также в промоторах α�гло�
биновых генов αD и αA. С ним связывается тран�
скрипционный фактор Sp1 и некоторые другие
факторы, присутствующие, кроме эритроидных
клеток, и в клетках мозга. В опытах по транзиент�
ной трансфекции показано, что Pal ингибирует, а
САССС стимулирует транскрипцию репортерно�
го гена. С помощью ДНК�футпринтинга и метода
“bend�shift” показано, что на ранних эмбриональ�
ных стадиях развития САССС инактивируется
некими белковыми факторами, и Pal, в этой ситу�
ации, ингибирует транскрипцию взрослых β�гло�
биновых генов. К 15�му дню развития эмбриона,
в результате изменения профиля регуляторных
ядерных факторов, активируется САССС и инги�
бируется Pal, что “позволяет” транскрипцию ге�
нов βН и βА [107]. Для некоей “фоновой” тран�
скрипции САССС не нужен, требуется только
β/ε�энхансер и сайт промотора в позиции �58 п.н.
(относительно старта транскрипции). Возможно,
это связано с наличием и в промоторах взрослых
β�глобинов, и в β/ε�энхансере сайтов связывания
сильного эритроидного активатора NF�E4, бла�
годаря чему энхансер получает возможность вза�
имодействовать с промоторами этих генов [108].

Ген βА транскрибируется не только в эритро�
цитах эмбрионов на поздних стадиях развития, но
так же и в фибробластах, в культивируемых клет�
ках MSB, в клетках мозга и эмбриональных эрит�
роцитах, начиная со стадии развития НН8 [109].
При этом уровень транскрипции в мозге составля�
ет порядка 10% от уровня в эритроцитах 9�дневных
куриных эмбрионов. В фибробластах и клетках
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мозга транскрипция βА является абортивной,
транскрипты имеют небольшую длину, и, как
следствие, плотность РНК�полимеразы II высока
только в области промотора. Однако важно отме�
тить, что β�глобиновый домен в этих клетках ме�
тилирован (особенно внутренняя его часть) и на�
ходится в конформации, нечувствительной к
ДНКазе I. То есть, чувствительность к ДНКазе I в
данном случае коррелирует не с транскрипцией,
как таковой, а, скорее, со специфичным хромати�
новым статусом, связанным с образованием пол�
норазмерных мРНК и, возможно, с их процес�
сингом [110]. В тканях, где не экспрессируются
β�глобиновые гены, промотор βА полностью ме�
тилирован [44].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Важным шагом на пути к раскрытию механиз�
мов реализации наследственной информации у
высших эукариот стало появление доменной ги�
потезы организации генома, согласно которой ге�
ном построен из функционально, а в ряде случаев –
и топологически, изолированных единиц (геном�
ных доменов). Каждый из них включает в себя
один ген или генный кластер и регуляторные
участки (энхансеры, сайленсеры, инсуляторы),
управляющие транскрипцией внутри данного до�
мена. Часто регуляторные элементы оказываются
кластеризованы на определенном участке домена
и организованы в систему, называемую зоной
контроля локуса – LCR. LCR оказывается спо�
собна не только регулировать транскрипцию
внутри домена, на разных стадиях онтогенеза и в
разных линиях дифференцировки, включая одни
промоторы и выключая другие, но и определять
хроматиновый статус домена, устанавливать вре�
мя репликации, а также позиционировать домен
в определенных компартментах ядра. Таким обра�
зом, согласно доменной гипотезе, в общем случае
промоторы генов высших эукариот не являются
полностью независимыми друг от друга участни�
ками процессов, управляющих транскрипцией.
Домен с расположенными внутри него генами и
регуляторными элементами, в норме не активны�
ми в отношении соседних доменов, является, по
сути, экспрессионным модулем генома. Актива�
ция промоторов внутри этого модуля зависит, во�
первых, от того, активен или не активен модуль в
целом (т.е. находится ли он в состоянии “откры�
того” хроматина, или гетерохроматизирован), во�
вторых – от того, на какие именно промоторы на�
правлено действие регуляторной системы домена
на данной стадии онтогенеза (или в данном кле�
точном типе). Однако важно понимать, что до�
менная гипотеза была сформулирована по ре�
зультатам исследований, выполненных на весьма
ограниченном числе модельных систем (в част�
ности, на β�глобиновых генах позвоночных), по�

этому описанная картина устройства эукариоти�
ческого генома, несомненно, упрощена и не мо�
жет служить парадигмой организации генома в
целом.

Домен β�глобиновых генов кур в течение не�
скольких десятилетий и по сей день служит одной
из самых популярных моделей в исследованиях
механизмов регуляции транскрипции у эукариот.
На его примере показана кооперативность дей�
ствия отдельных элементов зоны контроля локу�
са, в нем расположен один из самых изученных
инсуляторов, а также подробно охарактеризова�
ны спектры ковалентных модификаций гистонов
в пределах домена до и после активации экспрес�
сии β�глобиновых генов. Несомненно, что ре�
зультаты этих исследований, проводимых множе�
ством научных коллективов на протяжении почти
пятидесяти лет, сыграли важную роль в становле�
нии концепции доменной организации генома.
Однако и сегодня многие вопросы, касающиеся
регуляции экспрессии β�глобиновых генов, оста�
ются без ответа. В частности, одна из ключевых
проблем – переключение экспрессии глобино�
вых генов с эмбрионального на взрослый тип.
Этот феномен не удается полностью объяснить на
основании установленных фактов, а значит, мож�
но полагать, что будущие исследования откроют,
возможно, некие, еще совершенно неизвестные,
аспекты регуляции транскрипции внутри β�гло�
бинового домена, что приведет к более полному
пониманию картины функционирования эукари�
отического генома. 
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