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I. ВВЕДЕНИЕ
Помимо матричных РНК (мРНК), содержащих воспроизводимую в 
ходе трансляции информацию о первичной структуре белка, в клетках 
эукариот также синтезируется ряд молекул РНК, не кодирующих 
белки. Подобные РНК могут быть структурными компонентами 
органелл (к примеру, рибосомальные РНК), участвовать в синтезе 
белка (транспортные РНК), обладать ферментативной активностью 
или выполнять регуляторные функции. 
	 Участие некодирующих РНК в регуляции транскрипции было 
обнаружено сравнительно недавно [1]. Наиболее известные и изу
ченные системы – инактивация Х-хромосомы млекопитающих и 
гиперактивация Х-хромосомы дрозофилы при дозовой компенсации. 
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Кроме того, в последние годы получены данные о роли коротких 
некодирующих РНК (siRNA, компонента системы РНК‑интер
ференции) в регуляции транскрипции генов на уровне структуры хро
матина. Имеются указания на существование подобных схем регуля
ции у дрожжей, инфузории Tetrahymena thermophila (в последнем 
случае транскрипционная репрессия оказывается предварительным 
этапом перед физической элиминацией гетерохроматина [2, 3]), выс
ших растений, млекопитающих [4–6], насекомых [7].
	В  обзоре основное внимание будет уделено механизмам достиже
ния дозовой компенсации у дрозофилы и млекопитающих, а также 
двум связанным с РНК-интерференцией явлениям – РНК-зависимому 
метилированию ДНК (RdDM) у растений и зависимому от РНК фор
мированию гетерохроматина у дрожжей. Причина в том, что эти 
процессы к настоящему времени наиболее подробно исследованы на 
молекулярном уровне – хотя многие детали остаются непонятными 
и даже труднообъяснимыми.

II. СТРУКТУРА ХРОМАТИНА. КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ
Хроматин можно определить как комплекс ДНК и связанных с ней 
белков. У всех эукариот структурной единицей хроматина является 
нуклеосома – образование из 8 молекул гистонов, формирующих 
ядро, вокруг которого обвит участок ДНК длиной примерно 145 
п.н. ДНК делает около 1,7 оборота вокруг ядра. Соседние нуклео
сомы могут находиться на разных расстояниях друг от друга, а 
плотность и регулярность укладки зависит от функционального сос
тояния участка хроматина. В транскрипционно-активных районах 
плотность укладки низка – хроматин декомпактизован. Напротив, в 
гетерохроматинизированных районах (о них будет рассказано ниже) 
нуклеосомы разделены участками ДНК более-менее постоянной 
длины (около 40 п.н.) и расположены регулярно.
	 Регуляторные области генов обычно либо свободны от нуклео
сом, либо содержат так называемые «позиционированные» нук
леосомы – то есть нуклеосомы с фиксированным положением 
относительно последовательности гена [8]. Это необходимо для 
обеспечения доступа транскрипционных факторов и компонентов 
транскрипционного комплекса к регуляторным участкам и промотору. 
Существует группа белков, способных с затратами энергии АТФ 
перемещать нуклеосомы на нити ДНК. Это так называемые факторы, 
моделирующие структуру хроматина (chromatin remodeling factors) 
[9]. В ряде случаев они необходимы для инициации транскрипции 
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либо, напротив, транскрипционной репрессии. В качестве примера 
можно привести белки семейства swi/snf, названные так по первому 
представителю, дрожжевому SWI2/SNF2. SWI2/SNF2 у дрожжей 
функционирует как активатор транскрипции, аналогичную роль 
играет ортолог у дрозофилы – BRAHMA. BRAHMA входит в состав 
комплекса из примерно 10 белков, обладающего моделирующей 
активностью [10]. Функционально близкие белки обнаруживаются 
у большинства эукариот [11–13]. 
	 Ядро нуклеосомы состоит из гистонов четырех типов (по два 
каждого) H2A, H2B, H3 и H4. Гистон H1 участвует во взаимодействии 
нуклеосом между собой и нужен для их укладки в компактную струк
туру более высокого порядка – так называемую 30-нм нить. Гистоны 
представляют собой небольшие основные белки, высоко консерва
тивные у всех эукариот. Молекула гистона содержит глобулярную 
С-концевую часть и аморфный (не имеющий четко выраженной вто
ричной структуры) N-конец. N-концы гистонов выступают за пределы 
ядра и могут взаимодействовать с другими белками хроматина. 
Помимо гистонов основных типов, в геноме могут присутствовать 
минорные варианты, выполняющие специфические функции. В сос
тав хроматина входят также негистоновые структурные белки – HMG, 
компоненты кинетохора, белки ядерной оболочки, топоизомераза II, 
и многие другие.
	 Гистоны не только обеспечивают укладку нити ДНК в ядре, но и 
активно участвуют в регуляции транскрипции. Это свойство связано 
с упомянутыми выше N-концами, основания в которых подвергаются 
ковалентным модификациям. Гистоны могут быть ацетилированы 
по различным основаниям, метилированы, фосфорилированы, 
АДФ-рибозилированы и убиквитинилированы. Разнообразие вариан
тов ковалентных модификации позволяет предполагать наличие 
уникального гистонового кода, определяющего возможность и 
уровень экспрессии генов [14–16]. На рис. 1 представлена структура 
нуклеосомы и варианты ковалентных модификаций гистонов. Число 
возможных сочетаний модификаций очень велико – достаточно, 
чтобы все нуклеосомы в геноме оказались уникальными.
	 Рассмотрение всех модификаций гистонов и их сочетаний вы
ходит за рамки обзора, однако на некоторых вариантах следует 
остановиться – из-за высокой консервативности и универсальной 
роли таких модификаций.
	 Ацетилирование. Наиболее исследовано ацетилирование ос
татков лизина N-концов гистонов H3 и H4. Осуществляется фер
ментами ацетилтрансферазами гистонов (HAT). Ацетилирование 
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Рис. 1. Структура нуклеосомы и варианты ковалентных модификаций гистонов.
	 А. Модель нуклеосомы по данным рентгеноструктурного анализа в двух 
проекциях. Гистоны H2A, H2B, H3 и H4 в составе ядра нуклеосомы обозначены 
разными цветами.
	Б . Варианты ковалентных модификаций гистонов. Подвергающиеся 
модификациям аминокислоты в концевых районах гистонов обозначены 
однобуквенным кодом и номером, соответствующим положению начиная с 
N-конца молекулы. Ac – ацетилирование, Met – метилирование, P – фосфо
рилирование, Ub – убиквитинилирование, АДФ – АДФ-рибозилирование. 
Метилированы могут быть лизин и аргинин, ацетилируется лизин, фосфорили
руется серин, АДФ-рибозилируется глутаминовая кислота. Синим цветом 
обозначены модификации, характерные для репрессированного хроматина, 
красным – для активного. Серым цветом отмечены модификации, связанные с 
конденсацией хромосом при митозе либо гаметогенезе.
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ассоциируется с активацией транскрипции, хотя, возможно, не для 
всех вариантов модификации [17]. Ацетилирование по лизину в 16 
положении гистона H4 специфически связано с гиперактивацией 
транскрипции при дозовой компенсации (далее). Деацетилирование 
гистонов осуществляется ферментами деацетилазами (HDAC) и свя
зано с транскрипционной репрессией .
	 Метилирование. Метилируются остатки лизина, причем каждый 
остаток может быть моно-, ди- и триметилирован. Метилирование 
лизина в 9 и 27 положениях гистона H3 связано с транскрипционной 
репрессией, а метилирование лизина в положении 4 – с активацией 
транскрипции. Метилирование осуществляют метилтрансферазы 
гистонов (HMT), деметилирование исследовано слабо [18].
	 Гистон H3, метилированный по лизину в положении 9 у всех 
эукариот является маркером гетерохроматина. 
	 Гетерохроматин определялся изначально как часть хроматина, 
остающаяся конденсированной на протяжении всего клеточного 
цикла (в противоположность эухроматину). В основном это прицент
ромерные и теломерные области хромосом. Структурно гетерохро
матин состоит в основном из повторов различных типов и имеет 
характерный набор белков и модифицированных гистонов, из которых 
типичен упомянутый выше гистон H3, метилированный по лизину-9. 
Обычные эухроматиновые гены при переносе в гетерохроматиновое 
окружение репрессируются на уровне транскрипции. Процесс приоб
ретения участком эухроматина в силу тех или иных причин свойств 
гетерохроматина называется гетерохроматинизация.
	 С гетерохроматином ассоциирован ряд белков, взаимодействую
щих между собой и обеспечивающих поддержание характерного 
компактного состояния. Наиболее подробно структурные компоненты 
гетерохроматина исследованы у дрозофилы [19–21], однако и у других 
эукариот имеются сходные компоненты.
	 Характерными белками гетерохроматина являются:
	 HDAC1 – деацетилаза гистонов. Деацетилазы имеются у всех 
эукариот (например, у дрожжей CLR3, у растений HDA6)[15, 22].
	 SUV39 – метилтрансфераза гистонов, специфично метилирующая 
лизин-9 гистона H3. Ортологи имеются у дрожжей (CLR4), растений 
(KYP), млекопитающих – и, видимо, у всех эукариот [20, 23].
	 HP1 – гетерохроматиновый белок 1. У дрожжей функциональный 
эквивалент SWI6, имеются ортологи у растений и млекопитающих. 
Характерной особенностью HP1 является наличие хромодомена. 
Хромодомен – белковый домен, характерный для многих белков 
хроматина. Хромодомены различаются по структуре, способны 
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связываться с метилированными гистонами и, возможно, с РНК 
[24–27]. Хромодомен HP1 и аналогов специфически узнает гистон 
H3, метилированный по лизину-9 [28].
	В  формировании гетерохроматина участвует большое количество 
других белков – компоненты аппарата репликации ДНК [29], ДНК‑свя
зывающие белки (SUVAR 3–7, [30]), в геноме имеется несколько 
потенциальных ацетилаз, деацетилаз и метилтрансфераз гистонов. 
	 Помимо гетерохроматиновых белков, у дрозофилы найдена еще 
одна система репрессии генов – группа Polycomb (PcG). Группа 
названа по одному из членов – содержащему хромодомен белку 
POLYCOMB (PC) и включает более 10 участников [31, 32]. В отли
чие от гетерохроматиновых белков, покрывающих районы генома 
размером в миллионы п.н., белки Polycomb осуществляют «точеч
ную» репрессию эухроматиновых генов. Мишени группы – ряд 
генов, отвечающих за развитие мухи, к примеру гены из кластеров 
Bithorax и Antennapedia [33, 34], общее число мишеней несколько 
сотен [35, 36]. Аналогичные системы обнаружены у растений, 
млекопитающих, нематоды и, видимо, имеются у всех высших эука
риот [37–40]. Хромодомен PC и родственных белков отличается по 
специфичности от HP1 и узнает гистон H3, метилированный по ли
зину в 27-м положении [24]. 
	В озможны ковалентные модификации не только гистонов, но и 
ДНК. Это метилирование остатков цитозина с образованием метил
цитозина. Подобная модификация ДНК обнаружена и играет боль
шую роль в регуляции транскрипции у млекопитающих, растений, 
тогда как у дрожжей, нематоды Caenorabditis elegans не обнаружена. 
У дрозофилы метилирование ДНК незначительно и функции его не 
вполне ясны [41].
	 Метилируются обычно основания цитозина в последовательностях 
вида CpG (симметричное метилирование), CpNpG и СpHpH (несим
метричное метилирование, H – A, T или С). В регуляторных областях 
генов имеются участки, обогащенные сайтами метилирования – 
так называемы «CpG-островки». Метилирование осуществляют 
ферменты ДНК-метилтрансферазы (DMT), представленные у рас
тений и млекопитающих в большом разнообразии [42, 43]. Обычно 
метилирование последовательности гена ассоциировано с транс
крипционной репрессией, а сама метилированная ДНК узнается 
белками, содержащими метилцитозин-связывающий домен (MBD) 
и входящими в состав репрессирующих комплексов [44–46].
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III. СИСТЕМЫ ДОЗОВОЙ КОМПЕНСАЦИИ
У многих организмов половые хромосомы (X и Y) отличаются по 
набору генов. К примеру, и у млекопитающих, и у плодовой мушки 
Drosophila melanogaster X-хромосома самок полноценная, содержит 
большое число генов и в целом не отличается от неполовых хромо
сом (аутосом), тогда как мужская Y-хромосома содержит мало генов 
и гетерохроматинизирована. У млекопитающих и Drosophila melano
gaster набор половых хромосом самцов – XY, самок XX.
	 Организмы с разными половыми хромосомами сталкиваются с 
проблемой двукратного избытка генов в случае гомогаметного пола 
(XX) по сравнению с гетерогаметным (XY). Это несоответствие в 
количестве генов должно быть скомпенсировано для того, чтобы 
обеспечить одинаковый уровень экспрессии генов Х-хромосомы в 
клетках обоих полов. Процесс выравнивания уровня транскрипции 
генов с двух X-хромосом самок и одной Х-хромосомы самцов назы
вается «дозовая компенсация».

ДОЗОВАЯ КОМПЕНСАЦИЯ МЛЕКОПИТАЮЩИХ

У млекопитающих был выработан механизм дозовой компенсации, 
заключающийся в инактивации одной из двух Х-хромосом в клетках 
самок на раннем этапе эмбрионального развития. Согласно имею
щимся данным, инактивация происходит на стадии четырехклеточ
ного зародыша [47, 48]. Этот процесс регулируется участком Х‑хро
мосомы, называемым «центр инактивации Х-хромосомы» (Xic) 
[49]. Локус Xic необходим для процесса инактивации: он участвует 
в выборе Х-хромосомы, которой предстоит быть выключенной, а 
также в инициации этого процесса. Именно от локуса Xic репрессия 
транскрипции распространяется далее в обе стороны вдоль Х‑хромо
сомы. Если удалить локус, то мутантная Х-хромосома не инактиви
руется, а вставка дополнительной копии в одну из аутосом приводит 
к выключению соседних с местом инсерции генов [50–52].
С локуса Xic транскрибируются некодирующие РНК – Xist, длиной 
около 17 т.н., и Tsix, антисмысловая по отношению к Xist (отсюда 
произошло название Xist<->tsiX). С процессом дозовой компенсации 
у млекопитающих на самом деле связано два РНК-зависимых эф
фекта – инактивация одной Х-хромосомы при участии РНК Xist и 
репрессия транскрипции самой Xist при участии РНК Tsix на второй 
(остающейся активной) Х-хромосоме [1, 50, 53–56]. Оба процесса 
тесно увязаны друг с другом, сбой приводит к нежизнеспособности 
эмбриона в случае, если обе Х-хромосомы будут выключены либо 
останутся включенными. Рассмотрим их подробнее.
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Xist. инактивация Х-хромосомы
Процесс инактивации начинается со значительного усиления транс
крипции гена Xist. В результате, число копий РНК-продукта на клетку 
резко возрастает [57]. Образующиеся транскрипты накапливаются 
вблизи локуса Xic и распространяются в обе стороны от него вдоль 
Х-хромосомы. В тех случаях, когда ген Xist не работает, Х-хромосома 
не инактивируется [58].
	 Инактивация Х-хромосомы с участием Xist сопровождает кова
лентными модификациями гистонов. Имеет место деацетилирование 
гистонов H3 и H4, деметилирование по лизину в 4-м положении гис
тона H3 и метилирование 9-го и 27-го остатков лизина гистона Н3 
[59–61]. В дальнейшем происходит замена гистона Н2А на его гетеро
хроматиновый вариант – macroH2A1, ДНК активно метилируется и 
инактивированная Х-хромосома начинает реплицироваться в ходе 
клеточного цикла с задержкой [62, 63]. Х-хромосома приобретает 
все основные черты гетерохроматина.
	 Механизм, с помощью которого Xist-РНК приводят к выключению 
соответствующей Х хромосомы, до сих пор остается неясным. Факт 
накопления транскриптов в большом количестве на инактивируемой 
Х-хромосоме позволяет предполагать, что, возможно, это способст
вует привлечению белков, участвующих в гетерохроматинизации 
Х-хромосомы. В частности, было обнаружено что белки группы 
Polycomb (PcG) – EED и ENX1 (так же известный, как EZH2) – лока
лизуются на Х-хромосоме в зависимости от присутствия Xist-РНК, но 
только на самом начальном этапе инактивации [60, 64, 65]. Появление 
комплекса EED-ENX1 сопровождается метилированием лизина в 
положении 27 гистона Н3. Как полагают, вносимые этими белками 
и ассоциированными с ними ферментными комплексами изменения 
в структуру хроматина способствуют поддержанию выключенного 
состояния Х-хромосомы. На более позднем этапе инактивации, уже 
после формирования «закрытого» хроматина, происходит замена 
гистона Н2А на его минорный вариант – macroH2A1, обычно 
встречающийся в гетерохроматине. Этот процесс также зависит от 
присутствия Xist-РНК [66, 67]. Интересно, что экспрессия гена Xist 
приводит к инактивации Х-хромосомы только в клетках, находящихся 
в процессе дифференцировки, тогда как в дифференцированных клет
ках механизм дозовой компенсации не работает. Другими словами, 
существует определенный временной интервал в развитии, когда 
происходит инактивация одной из Х хромосом, вне этих рамок дозо
вая компенсация невозможна [68]. Возможно, что временное «окно» 
связано с активностью комплекса EED–ENX1.
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C помощью делеционного анализа было продемонстрировано, что 
за локализацию на Х-хромосоме и за выключение генов отвечают 
разные участки Xist-РНК [67] (рис. 2). Первые разбросаны по всей 
длине молекулы, они не имеют общих мотивов и, скорее всего, 
представляют собой низкоаффинные сайты, с которыми коопера
тивно связываются пока не известные факторы. В то же время 
на 5'-конце Xist-РНК был локализован консервативный участок, 
отвечающий за установление репрессии (А-участок). Делеция этого 
района не сказывается на накоплении Xist-РНК на Х хромосоме, 
однако инактивации транскрипции при этом также не происходит. 
Участок содержит инвертированные повторы, которые, согласно 
результатам компьютерного моделирования, способны образовывать 
шпилечные структуры, возможно, являющиеся сайтами связывания 
для белков-компонентов репрессорных комплексов. Делеции осталь
ных консервативных районов не оказывали никакого влияния на 
процесс дозовой компенсации [69, 70]. В настоящее время одной из 
задач исследователей является поиск белков, взаимодействующих с 
функциональными доменами Xist-РНК.

Рис. 2. Структура некодирующей РНК Xist.
	 Обозначены консервативные участки (А–Е), встречающиеся у различных 
млекопитающих. Участок А на 5'-конце РНК необходим для инактивации 
Х-хромосомы. Последовательность участка повторяется 7,5 раз и состоит из 
инвертированных повторов, способных образовывать две шпилечные структуры 
(подстрочным шрифтом указаны наиболее редко встречающиеся основания). 
Остальные районы Xist отвечают за ее ассоциацию с Х-хромосомой (чем сильнее 
закрашивание, тем больше влияние на взаимодействие).
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	 РНК Xist не обнаруживается в свободном виде в нуклеоплазме [67]. 
Следовательно, молекулы Xist либо быстро разрушаются вне комп
лекса с инактивируемой Х-хромосомой, либо связываются с Х‑хромо
сомой котранскрипционно и в нуклеоплазме не диффундируют. 
Возможно, данный факт является важным для ограничения «поля 
деятельности» Xist-РНК Х-хромосомой и предупреждения ошибоч
ной инактивации аутосом и (или) второй Х-хромосомы.

Tsix. инактивация Xist
Инактивация Х-хромосомы происходит в два этапа. Первичная 
инактивация может произойти уже на стадии четырехклеточного 
зародыша [47, 48], при этом выключается Х-хромосома отцовского 
происхождения. Если на этом этапе дозовая компенсация в силу тех 
или иных причин окажется нарушенной, эмбрион будет нежизне
способен. Далее следует предимплантационный период развития и 
имплантация. После имплантации Х-хромосома от отца может быть 
реактивирована а затем одна из Х-хромосом снова репрессируется 
случайным образом [48, 71]. Инактивация Х-хромосомы отцовского 
происхождения – пример геномного импринтинга, одного из вариан
тов эпигенетического наследования. Под эпигенетическим наследова
нием подразумевается наследование признаков, не связанное с изме
нениями первичной структуры ДНК.
	 На хромосоме, остающейся активной, экспрессия гена Xist подав
ляется. Происходит это, судя по всему, при участии антисмыслового 
транскрипта, так как в тех случаях, когда ген Tsix не экспресси
руется, например, в результате нарушения промоторной области, 
наблюдается накопление Xist-РНК на хромосоме и ее последующая 
инактивация, тогда как продолжающаяся транскрипция гена Tsix 
предотвращает образование Xist-РНК [54, 55, 72, 73]. Если Х-хромо
сома с поврежденным промотором гена Tsix наследуется от отца, 
то развитие протекает нормально, при этом в организме самок 
выключается исключительно «отцовская» хромосома. Напротив, 
большинство эмбрионов обоих полов гибнут, если наследуют пов
режденную Х хромосому от матери, так как в этом случае выклю
чается единственная Х-хромосома у самцов и обе Х-хромосомы у 
самок. Таким образом, хромосома с поврежденным локусом Tsix инак
тивируется независимо от своего происхождения, то есть родителя, 
от которого она наследуется. Исходя из приведенных данных, было 
высказано предположение, что транскрипция гена Tsix, скорее 
всего, и является тем фактором импринтинга, который обеспечивает 
инактивацию «отцовских» Х-хромосом и оставляет активными 
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Х‑хромосомы, наследуемые от матери. Однако экспрессия гена Tsix 
в норме в начале эмбриогенеза не детектируется. Следовательно, 
несмотря на то, что ген Tsix необходим для поддержания активного 
состояния Х хромосомы, он вряд ли отвечает за репрессию гена Xist 
на «материнской» Х хромосоме в самом начале развития, и должен 
существовать какой-то другой механизм. Были предложены две мо
дели, объясняющие механизм импринтинга. Согласно одной из них, 
Х-хромосома, наследуемая от отца, находится уже в «выключенном» 
состоянии [47], согласно другой, более вероятной, она быстро 
инактивируется после активации зиготы [48], при этом Х-хромосома 
материнского происхождения не инактивируется, так как её ген Xist 
репрессирован эпигенетически. Данный механизм не зависит от гена 
Tsix или его продукта, по крайней мере, на ранних стадиях развития, 
однако, судя по всему, ген Tsix играет определенную роль в его под
держании, так как мутация в локусе Tsix в конечном итоге приводит 
к активации транскрипции гена Xist и инактивации «материнской» 
Х‑хромосомы. Природа импринтинга в этом случае до сих пор 
остается не выясненной, однако известно, что устанавливается он в 
процессе созревания ооцитов в профазе I мейоза [74]. Ранее сообща
лось о том, что, возможно, метилирование промотора гена Xist явля
ется основой импринтинга [75–77], однако дальнейшие исследования 
не подтвердили эту точку зрения [78, 79].
	 Из приведенных данных следует, что процесс инактивации Х 
хромосомы находится под контролем генов Xist и Tsix и кодируемых 
ими РНК, в то же время сам ген Xist негативно регулируется экспрес
сией антисмыслового транскрипта. Молекулярные механизмы 
активности Tsix, по имеющимся данным, схожи с механизмами 
работы Xist, за исключением того, что мишень Xist – хроматин Х‑хро
мосомы, а мишень Tsix – сам Xist. Например, на эмбриональных 
стволовых клетках было показано, что транскрипция гена Tsix 
приводит к формированию «закрытой» структуры хроматина вок
руг промотора гена Xist, как полагают, в результате привлечения 
белковых комплексов, которые устанавливают соответствующие 
модификации N-концов гистонов и метилируют ДНК. В частности, 
в экспериментах по иммунопреципитации хроматина Tsix-РНК 
была обнаружена в комплексе с ДНК-метилтрансферазой DNMT3a, 
которая обладает способностью метилировать ДНК de novo [80]. 
Из более ранних работ известно, что промотор гена Xist по-раз
ному метилирован в дифференцированных ХХ клетках, причем 
уровень метилирования коррелирует с транскрипционным статусом 
аллелей: неактивный промотор метилирован значительно сильнее 
по сравнению с активным промотором [81]. В то же время, в недиф
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ференцированных ХХ клетках оба промотора частично модифици
рованы в равной степени [50, 82]. Это свидетельствует о появлении 
функционально значимого метилирования лишь в процессе инак
тивации Х-хромосомы. Исчезновение транскрипта Tsix приводит к 
нарушению метилирования и дерепрессии обоих локусов Xist, что 
приводит к массовой гибели клеток [57, 83]. На основании этих 
данных было высказано предположение, что Tsix-РНК активирует 
DNMT3a, которая в результате метилирует локус Xist активной X‑хро
мосомы. В свою очередь, метилирование обеспечивает репрессию 
Xist. Роль Tsix как индуктора метилтрансферазной активности 
DNMT3a подтверждается наблюдениями, согласно которым фермент 
присутствует на промоторе гена Xist до начала процесса инактивации 
и даже в клетках, лишенных транскрипта Tsix [57].
	 Альтернативой индуцируемому Tsix изменению структуры 
хроматина промотора Xist мог бы быть механизм, связанный с 
формированием дуплекса Xist-Tsix за счет комплементарных участ
ков и затем деградации РНК Xist по механизму, аналогичному 
РНК-интерференции. Однако, образование дуплекса кажется мало
вероятным в связи с особенностями сплайсинга РНК Tsix [55, 
84]. В результате сплайсинга во всех случаях происходит выреза
ние бульшей части комплементарного района, сохраняется лишь 
небольшой фрагмент длиной 1.9 т. н., перекрывающийся с 5'‑кон
цом Xist, включающим консервативный А-участок. Как было пока
зано, повторы А-участка важны для инактивирующей роли Xist, 
поэтому было высказано предположение, что Tsix работает через 
сплайсированные формы РНК, которые блокируют А-участок Xist. 
Однако подобный механизм также кажется маловероятным, так как 
было установлено, что присутствие сплайсированных форм РНК Tsix 
само по себе не достаточно для выключения гена Xist [84], и, кроме 
того, большинство молекул РНК Tsix являются укороченными в 
результате преждевременной остановки транскрипции. Так, в случае 
Tsix-РНК человека было показано, что транскрипция останавливается 
вскоре после пересечения 3'-границы гена Xist [85, 86].
	 Наряду с генами Xist и Tsix в районе локуса Xic относительно 
недавно был картирован еще один ген, названный Xite, в результате 
транскрипции которого также образуется некодирующая РНК. 
Направление транскрипции гена Xite совпадает с таковым для гена 
Tsix, а множественные сайты начала транскрипции сосредоточены 
в двух участках, один из которых расположен на 10 т.п.н., а другой 
на 15 т.п.н. выше старта транскрипции гена Tsix, то есть его 5'-конца 
[55, 87]. Ген экспрессируется на невысоком уровне: количество Xite-
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РНК в эмбриональных стволовых клетках мышей в 10–60 раз ниже 
по сравнению с содержанием Tsix-РНК. Делеция или искусственное 
выключение гена Xite приводят к нарушению стабильной экспрессии 
гена Tsix в течение процесса дифференцировки и инактивации 
мутантной Х-хромосомы [87]. В то же время, судя по всему, работа 
Xite не зависти от РНК-продукта. Как полагают, ближайший к Tsix 
промоторный участок гена Xite содержит энхансер гена Tsix [87, 88]. 
Таким образом, согласно современным данным, Xite вместе с Tsix 
отвечает за активное состояние одной их Х-хромосом. Благодаря 
присутствию энхансера Xite обеспечивает стабильную экспрессию 
гена Tsix в процессе дифференцировки, а Tsix, в свою очередь, инак
тивирует ген Xist.

ГИПЕРАКТИВАЦИЯ Х-ХРОМОСОМЫ ДРОЗОФИЛЫ. ROX

Компенсация количества генов, связанных с Х-хромосомой, проис
ходит также у плодовой мушки Drosophila melanogaster, однако 
механизм этого процесса является прямо противоположным тако
вому млекопитающих. Обе Х-хромосомы самок дрозофилы транс
крибируются с одинаковым базовым уровнем, тогда как у самцов, 
напротив, скорость транскрипции большинства генов Х-хромо
сомы удваивается, чтобы обеспечить эквивалентное образование 
продукта. Гиперэкспрессия генов зависит от присутствия рибонук
леопротеинового комплекса DCC, состоящего из шести различных 
белков (рис. 3). DCC связывается с многочисленными сайтами вдоль 
Х-хромосомы самцов, так называемыми «точками входа» [89]. Пять 
белков комплекса известны как MSL‑белки (male-specific lethal): 
MSL‑1, -2 и -3, MLE (maleless) и MOF (males absent on the first). Мута
ции по этим белкам предотвращают компенсаторную активацию 
Х-хромосомы и приводят к гибели самцов. Шестой компонент 
DCC – белок JIL-1 – также обнаруживается на Х-хромосоме и взаимо
действует с MSL-белками [90, 91].
	 MOF является ацетилтрансферазой гистонов, ацетилирующей 
остаток лизина в 16-м положении гистона Н4 [92, 93]. JIL-1 обладает 
киназной активностью, способен фосфорилировать гистон Н3 по 
серину в положении 10 in vitro [94 – 96]. Функции MOF и JIL‑1 ука
зывают на то, что в основе активации транскрипции лежат изменения 
структуры хроматина Х-хромосомы самцов, в частности гистонового 
кода. Ацетилированный по лизину в 16 положении гистон H4 специ
фичен для гиперактивированной Х-хромосомы.
	В месте с белковыми факторами в компенсаторной регуляции 
транскрипции генов Х-хромосомы Drosophila также принимают учас
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тие молекулы РНК. Было обнаружено, что DCC содержит, по крайней 
мере, две некодирующие РНК: roX1 длиной 3.7 т. н. и roX2 длиной 
около 0.6 т.н. [97]. Как и в случае с Xist, гены roX (RNA on the X) кар
тированы на Х-хромосоме, а активация транскрипции происходит 
в результате накопления и распространения РНК-продуктов генов 
roX от места их образования вдоль Х-хромосомы вместе с белками 
DCC. Это было подтверждено в экспериментах, в которых трансген с 

Рис. 3. Дозовая компенсация у Drosophila melanogaster
	 Дозовая компенсация осуществляется нуклеопротеидным комплексом – 
компенсасомой (А). Образование комплекса происходит ступенчато и 
инициируется белками MSL-1 и MSL-2, которые связываются с 30–35 
высокоаффинными сайтами на Х-хромосоме – «точками входа» (Б). Для 
включения в комплекс РНК roX необходим белок MLE, который обладает 
РНК-хеликазной активностью. Белки MSL-3 и MOF также способны 
взаимодействовать с РНК за счет хромодоменов. JIL-1 – киназа гистонов. От 
высокоаффинных сайтов компенсаторные комплексы распространяются далее 
вдоль Х-хромосомы, покрывая всю ее длину и вызывая увеличение уровня 
транскрипции в два раза.
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локусом roX встраивался в одну из аутосом: на расстоянии в несколько 
тысяч п. н. в обе стороны от места инсерции происходило накопление 
РНК-продукта и DCC-белков, а также наблюдался повышенный 
уровень ацетилирования гистона Н4 [98, 99]. Данные результаты 
свидетельствуют также о том, что roX-РНК работают независимо от 
нуклеотидной последовательности мишени и могут вызывать гипер
активацию участков аутосом.
	 Компенсаторный комплекс собирается исключительно в клетках 
самцов Drosophila, несмотря на то, что белки MSL-1 и -3, MLE и 
MOF присутствуют также в организме самок и наследуются в составе 
цитоплазмы ооцитов [100]. Подобная специфичность связана с 
экспрессией в организме самок, но не самцов, белка SXL – продукта 
гена Sex-lethal (Sxl), – который препятствует трансляции мРНК MSL‑2 
[101, 102]. В отсутствие белка MSL-2 DCC не собирается, так как 
длительная экспрессия и стабильность других MSL белков – MSL-1 
и -3 – зависит от его наличия в клетках [103]. Кроме того, показано, 
что MSL-2 участвует в инициации образования компенсаторного комп
лекса на Х-хромосоме [102]. Так, экспрессия белка MSL-2 с трансгена, 
мРНК которого лишена сайта связывания белка SXL, в клетках самок 
приводит к гиперактивации обеих Х хромосом и, вследствие этого, к 
резкому снижению жизнеспособности особей [95, 104, 105]. Белки 
MSL также требуются для нормальной транскрипции и поддержания 
стабильности образующихся roX-РНК [101, 103].
	 До сих пор не решён до конца вопрос о роли roX-РНК в гиперак
тивации Х-хромосомы. Согласно существующим данным, roX-РНК, 
скорее всего, необходимы для связывания компенсаторных комплексов 
с Х-хромосомой и дальнейшего распространения MSL-белков вдоль 
хромосомы, чем для формирования собственно DCC. Обнаружено, 
по крайней мере, 30–35 «точек входа» – высокоафинных участков на 
Х-хромосоме, с которыми происходит связывание компенсаторных 
комплексов [97]. Установлено, что два из этих сайтов совпадают 
с локусами генов roX [96]. Таким образом, roX-РНК, связываясь с 
MSL-белками вблизи места своего образования, могут направлять 
DCC к Х-хромосоме. Было показано, что в отсутствии roX-РНК жиз
неспособность самцов резко снижается, и DCC начинают связываться 
с аутосомами и гетерохроматином [96]. В то же время из эксперимен
тов, в которых мутантов по обоим генам roX удавалось спасти с 
помощью введения дополнительных копий генов roX в аутосомы 
[96], следует, что roX-РНК могут также функционировать, находясь 
в транс-положении по отношению к Х-хромосоме, что предполагает 
участие этих РНК в узнавании Х-хромосомы комплексом DCC. Роль 
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roX-РНК в наведении компенсаторных комплексов на Х-хромосому 
подтвердилась также и в случае самок Drosophila, экспрессирующих 
белок MSL-2: при отсутствии транскриптов обоих генов происходило 
нормальное развитие особей [95, 106]. Обе roX-РНК являются взаимо
заменяемыми, и функциональные компенсаторные комплексы соби
раются в отсутствие одного или другого транскрипта [105], однако, 
согласно некоторым данным roX2-РНК имеет большее значение [107]. 
Тем не менее функциональные элементы roX-РНК, которые могли бы 
служить сайтами связывания MSL-белков или использовались бы для 
узнавания Х-хромосомы, до сих пор остаются неизвестными. 
	 Относительно недавно с помощью делеционного анализа была 
предпринята попытка определить назначение отдельных участков 
roX1-РНК [106]. Был сконструирован набор делеций, перекрываю
щих всю длину молекулы РНК, и проверена способность делеций 
осуществлять дозовую компенсацию in vivo. Размер делеции в 
каждом случае составлял 260 – 400 нуклеотидов. Анализ показал, 
что за исключением 3'-конца roX1-РНК делеции не приводят к 
нарушению дозовой компенсации. Подобные результаты согла
суются с тем, что между самими roX-РНК гомология по после
довательности нуклеотидов практически отсутствует, и, судя по 
всему, функционально важной является третичная структура молекул 
РНК, их пространственная организация. Единственный короткий 
участок гомологии между roX-РНК размером около 30 н. [67] может 
быть удален без очевидных последствий. Интересно, что в случае 
Xist млекопитающих консервативные последовательности РНК 
также не имеют функционального значения [96]. В то же время воз
можно, что функциональные элементы рассеяны вдоль молекулы 
roX1-РНК и находятся в большом избытке, поэтому делеция одного 
или нескольких таких элементов никак не влияет на дозовую ком
пенсацию. Наряду с тем, что большинство удаленных участков не 
оказывали никакого эффекта, делеция области на 3'-конце roX1‑РНК, 
напротив, приводила к резкому снижению жизнеспособности самцов. 
В результате анализа нуклеотидной последовательности этого района 
были обнаружены инвертированные повторы, которые, как было 
предсказано с помощью компьютерного моделирования, способны 
образовывать шпилечную структуру. Как известно, шпильки являются 
довольно частыми и важными структурными элементами молекул 
РНК и нередко служат сайтами связывания белков. Тщательный деле
ционный анализ района повторов показал что шпилечная структура, по 
крайней мере частично, ответственна за снижение жизнеспособности 
самцов. Предполагается, что в 3'‑концевом участке roX1-РНК также 
присутствуют дополнительные регуляторные элементы.
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	 С другой стороны, судя по всему, MSL-белки сами по себе, даже в 
отсутствие roX-РНК, способны связываться с сайтами на Х-хромосоме 
и гиперактивировать транскрипцию генов. Так в мутантах, полностью 
лишенных roX [108], DСC хотя и в меньшей степени, но по-прежнему 
детектируются на Х-хромосоме, причем характер их распределения 
совпадает с таковым в случае особей дикого типа. Кроме того, было 
показано, что функция локусов roX как центров сборки DDC не зависит 
от транскрипции генов [96]. Наконец, из 30–35 «точек входа» только 
два совпадают с локусами генов с известными транскриптами. Можно 
было бы предполагать существование подобных некодирующих РНК 
и для других сайтов, однако резкое снижение жизнеспособности сам
цов в случае двойных мутантов по генам roX исключает подобную 
возможность. Таким образом, гены roX играют двоякую роль в 
процессе дозовой компенсации Drosophila: с одной стороны, они 
являются источником некодирующих РНК, которые обеспечивают 
привлечение MSL-белков преимущественно к Х хромосоме, а с 
другой – сами по себе, наряду с другими 30–35 сайтами, являются 
участками сборки компенсаторных комплексов, даже в отсутствии 
транскрипции соответствующих генов. Способность связывать 
MSL-белки является, скорее всего, свойством последовательностей 
ДНК сайтов образования компенсаторных комплексов, а roX-РНК 
в этом случае выступают в качестве кофакторов, обеспечивающих 
предпочтительное связывание DCC с Х-хромосомой. В свете этого 
можно предполагать существование других roX-подобных РНК, 
специфичных для ограниченного набора генов [105]. Пока же 
roX‑РНК представляют собой пока единственный известный пример 
регуляторной системы, опирающейся на некодирующие РНК для 
привлечения белков-активаторов транскрипции.

IV. РНК-ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ И СТРУКТУРА ХРОМАТИНА
В последние десять лет был обнаружен и сейчас активно исследуется 
процесс РНК-интерференции (RNAi) [109–112]. Явление имеет место 
у эукариот от дрожжей до млекопитающих и описано первоначально 
как система деградации матричной РНК, направляемая комплемен
тарными малыми РНК (siRNA). Молекулярные механизмы процесса 
сходны у эукариот. Исходный субстрат – длинная двухцепочечная 
РНК – возникает несколькими путями (рис. 4). В их числе транскрип
ция инвертированных повторов, транскрипция участка ДНК в 
смысловой и антисмысловой ориентации (с двух промоторов), 
активность РНК-зависимой РНК-полимеразы. Двухцепочечные 
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РНК расщепляются до фрагментов размером 22–26 п.н. (siRNA) 
рибонуклеазами семейства Dicer и затем связываются с белковыми 
комплексами (RISC), в составе которых вызывают деградацию или 
нарушение трансляции гомологичных мРНК. Белковые комплексы 
RISC включают в себя белки семейства Argonaute, функция siRNA 
в таких комплексах – распознавание мишени, молекулы мРНК, кото
рая должна подвергнуться расщеплению. Продукты деградации, в 
свою очередь, могут повторно участвовать в процессе, тем самым 
обеспечивая эффективную инактивацию генов. В последнее время 
получены данные о том что siRNA могут приводить к репрессии не 
только на посттранскрипционном уровне, но и на уровне структуры 
хроматина [111]. Наиболее изученные системы такого года – зависи
мое от РНК формирование гетерохроматина при участии комплекса 
RITS у дрожжей и опосредованное РНК метилирование ДНК (RdDM) 
у растений, однако есть указания на участие siRNA в регуляции 
структуры хроматина у других организмов. В таблице представлены 
гены, участвующие в процессах формирования гетерохроматина и 
метилирования ДНК у дрожжей и растений, соответственно.

RITS-КОМПЛЕКС ДРОЖЖЕЙ

Почкующиеся дрожжи Schizosaccharomyces pombe являются, по‑види
мому, наиболее простыми эукариотами, у которых имеется гете
рохроматин. Гетерохроматиновую структуру имеют прицентромер
ные области, теломеры и участок расположения локуса определения 
типа спаривания (MAT-локус).

Рис. 4. Схема РНК-интерференции и механизмы образования дцРНК
	 (А). Транскрипция гена предшественника miRNA (microRNA). В геноме 
ряда эукариот обнаружены последовательности, транскрибирующиеся в ко
роткие нетранслируемые РНК с развитой вторичной структурой (шпильками). 
Dicer (DCR) расщепляет такие молекулы до miRNA, связывающихся затем 
с процессорным комплексом аналогично siRNA. (Б). Транскрипция инвер
тированных повторов (палиндромов). В результате образуется молекула РНК с 
участками внутренней комплементарности, дающая шпильку. Двухцепочечный 
участок шпильки расщепляет Dicer (DCR), давая siRNA. (В). Транскрипция 
последовательности с последующей достройкой комплементарной цепи РНК 
ферментом РНК-зависимой РНК-полимеразой (RDR). (Г). Транскрипция 
одного участка в смысловой и антисмысловой ориентации с двух промоторов. 
В результате комплементарного спаривания транскриптов образуется дцРНК.
	 Эффекторный комплекс связывает siRNA. Затем возможны репрессия 
транскрипции (RITS), расщепление мРНК (RISC) или репрессия трансляции. 
В состав эффекторных комплексов обычно входят белки семейства Argonaute. 
На рисунке не указан еще один источник дцРНК – вирусы, так как это источник 
экзогенного происхождения.
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Таблица.
Белки, участвующие в процессах РНК-зависимого 
метилирования ДНК у растений и РНК-зависимой 

сборки гетерохроматина у дрожжей

Функция Дрожжи Арабидопсис

Семейство Dicer  DCR1 [120] DCL3 [147]

Ко
мп

он
ен

ты
 с

ис
те

мы
 R

N
A

i

Семейство Argonaute AGO1 [119] AGO4 [147, 148]
РНК-зависимая РНК-полимераза RDP1[120] RDR2 [147]
Компоненты РНК-полимеразы IV нет NRPD1a [147]

нет NRPD1b [149]
нет NRPD2a [147]

PolyA-полимераза CID12 [120] ?
РНК-хеликаза HRR1 [120] ?
Рибонуклеаза III  ERI1 [124] ?
Метилтрансфераза гистонов CLR4 [115] KYP [155]

Х
ро

ма
ти

но
вы

е 
бе

лк
и

ДНК-метилтрансферазы нет MET1 [42]
нет DRM2 [42]
нет CMT3 [42]

Деацетилаза гистонов CLR3 [115] HDA6 [156]
CLR6 [114] ?
SIR2 [113] ?

Моделирование хроматина  ? DRD1 [157]
? DDM1 [143]

Белки хроматина, содержащие 
хромодомен

SWI6 [158] ?
CHP1 [159] ?
нет CMT3 [42]

Деметилирование ДНК нет ROS1 [152]
нет DME [154]

Неизвестно TAS3 [123] ?

   Белки сгруппированы по биологической функции. У дрожжей нет РНК‑поли
меразы IV и белков, связанных с метилированием ДНК, поэтому в соответст
вующих строчках стоит пометка «нет». Если белок, выполняющий сходную 
функцию в другом организме, неизвестен – стоит знак «?». В квадратных 
скобках даны литературные ссылки.
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	 Прицентромерные области дрожжей имеют размер 35–110 т. п. н. 
и состоят из центральной части, окруженной районами повторов – imr 
(innermost) и otr (outermost). Район otr содержит тандемные повторы 
двух типов – dh и dg. MAT-локус содержит участок размером 3 т. 
п. н., на 97% гомологичный повторам dh/dg. Участок называется 
cenH и область размером примерно 10 т. п. н. вокруг него гетерохро
матинизирована. В области теломерных повторов также имеются 
фрагменты с высокой степенью гомологии с dh.
	В  молекулярной организации гетерохроматина у растений, живот
ных и дрожжей имеются общие черты. У дрожжей, в отличие от расте
ний и млекопитающих, нет метилирования ДНК. При формировании 
структуры гетерохроматина происходит деацетилирование гистонов 
деацетилазами CLR3, CLR6, SIR2. Затем гистон Н3 метилируется 
по лизину в девятом положении метилтрансферазой гистонов 
CLR4 [113–116]. Белок SWI6 (эквивалент HP1 у дрозофилы и 
млекопитающих) узнает метилированный гистон и связывается с 
хроматином. Комплекс, включающий SWI6, CHP1, CLR4 способен 
к олигомеризации и распространяется вдоль хроматина, начиная от 
точки сборки. Таким образом происходит гетерохроматинизация 
района размером несколько тысяч пар нуклеотидов [117]. Гены в этой 
области репрессируются. 
	Б ыло обнаружено, что формирование гетерохроматина в прицент
ромерных районах и MAT-локусе происходит с участием компонентов 
системы РНК-интерференции и siRNA, возникающих при процессинге 
более длинных транскриптов прицентромерных повторов [118].
	 У дрожжей имеется по одному гену семейства Dicer (Dcr1), Argo
naute (Ago1) и РНК-зависимой РНК-полимеразы (Rdp1). Делеция 
любого из этих генов вела к нарушению системы RNAi, а также к 
нарушению формирования прицентромерного гетерохроматина. В 
районе центромеры не происходило накопления метилированного по 
лизину‑9 гистона Н3, связывания SWI6, а также наблюдалась дерепрес
сия искусственно введенных трансгенных конструкций. Обнаружено 
было также накопление полноразмерных транскриптов тандемных 
повторов dh/dg (в норме расщепляемых до siRNA) [118]. Аналогичные 
наблюдения были сделаны в отношении MAT-локуса, содержащего 
участок cenH, гомологичный прицентромерным повторам.
	Б иохимическими методами был очищен белковый комплекс, наз
ванный RITS [119]. В состав комплекса входят CHP1 (белок, содер
жащий хромодомен), AGO1, TAS1 (функция неизвестна), а также 
собственно siRNA.
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	 Компоненты комплекса RITS связаны с прицентромерным хрома
тином дрожжей, причем это связывание зависит от DICER – а следо
вательно, от siRNA. Таким образом, простейшая модель предполагает, 
что siRNA, образующиеся при расщеплении рибонуклеазой DICER 
транскриптов прицентромерных повторов, входят в состав RITS и 
обеспечивают его связывание с гомологичными участками генома – 
такими как сами повторы или cenH в локусе типа спаривания. 
После этого за счет белок – белковых взаимодействий привлекаются 
SWI6 и метилтрансфераза гистонов CLR4 и инициируется сборка 
гетерохроматина.
	 Однако реальная ситуация гораздо сложнее. Помимо RITS, 
был идентифицирован комплекс RDRC, в состав которого входят 
RDP1 (РНК-зависимая РНК полимераза), HRR1 (РНК-хеликаза) 
и CID12, polyA-полимераза. Комплекс обладает РНК-зависимой 
РНК-полимеразной активностью и, как и RITS, ассоциирован с 
хроматином прицентромерных областей. При этом связывание с 
гетерохроматином зависит от DICER, от компонентов RITS и от 
CLR4/SWI6. И напротив, мутации по компонентам RDRC нарушают 
связывание RITS-комплекса и формирование гетерохроматина [120, 
121]. Таким образом, для обусловленного RNAi образования гетеро
хроматина необходим процесс синтеза РНК на РНК.
	 Далее было обнаружено, что связывание RITS-комплекса с хрома
тином зависит от метилтрансферазы гистонов CLR4. У мутантов по 
этому гену очищенный RITS – комплекс не содержал siRNA, и общее 
количество siRNA из прицентромерных районов уменьшалось [120]. 
Нарушалось также связывание RDP1 с хроматином. Таким образом, 
насколько верно что siRNA в комплексе c RITS инициирует сборку 
гетерохроматина, настолько верно и то, что структурные компоненты 
гетерохроматина необходимы для сохранения интактного комплекса 
RITS-RDRC и эффективного расщепления прицентромерных транс
криптов до siRNA.
	 Две работы содержат прямое указание на то, что комплекс 
RITS связывается не с ДНК, а с новосинтезированной РНК. Было 
показано, что вызванные RNAi изменения хроматина происходят 
только если последовательность-мишень, гомологичная siRNA, 
транскрибируется. При этом компонент RITS белок AGO1 связыва
ется с новосинтезированной РНК, а мутация в RPB2, одной из 
субъединиц РНК-полимеразы II, приводит к нарушению образования 
siRNA, метилирования гистона Н3 и формирования гетерохроматина. 
Нарушений собственно транскрипции мутация не вызывает. Это пря
мое указание на существование физической связи между системой 
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образованием siRNA и базовой транскрипционной машиной [122]. 
	 Кроме того, присоединение одного из компонентов комплекса 
RITS, белка TAS3, к новосинтезированному транскрипту гена ura4 при 
помощи введенного в последовательность TAS3 РНК‑связывающего 
домена, инициирует репрессию гена-мишени, формирование гетеро
хроматина и появление соответствующих гену-мишени siRNA [123]. 
Инициация транскрипции ura4 при этом не нарушается (количество 
связанной с геном РНК-полимеразы не изменяется).
	В  работе Бухлера и др. [123] было также продемонстрировано, что 
появление соответствующих ura4 siRNA при присоединении TAS3 не 
приводит к репрессии второй копии ura4 в геноме. Это подтверждает 
модель, согласно которой образование siRNA у дрожжей процесс 
локальный и происходит котранскрипционно. Был обнаружен ген, 
Eri1, мутация в котором приводила к репрессии второй копии ura4. 
Eri1 (enhancer of RNAi) это высококонсервативная рибонуклеаза, 
обнаруженная также у нематоды C. elegance. У дрожжей мутация по 
Eri1 усиливает вызванную RNAi репрессию [124], видимо, нарушая 
деградацию siRNA.
	 Таким образом, представляется что у дрожжей образование siRNA 
(по крайней мере в случае прицентромерных повторов) сопряжено 
с транскрипцией и осуществляется сложным комплексом белков, 
выполняющим несколько функций, а именно – расщепление РНК до 
siRNA, амплификацию РНК c помощью РНК-зависимой РНК-поли
меразы, сборку гетерохроматина, и, возможно, расщепление siRNA. 
Присутствие DICER в составе комплекса не показано, и, возможно, 
он требуется только для инициации процесса. В то же время, DICER в 
дрожжах локализован в ядре. Предполагаемая схема РНК-зависимого 
формирования гетерохроматина представлена на рис. 5.

RdDM У РАСТЕНИЙ. ОПОСРЕДОВАННОЕ РНК  
МЕТИЛИРОВАНИЕ ДНК

Метилирование ДНК – это обратимая ковалентная модификация 
некоторых оснований (обычно цитозина в симметричных последова
тельностях CpG, CpNpG или ассиметричных CpHpH, где H – A, C, 
T), широко распространенная у растений и млекопитающих. В то же 
время у насекомых, дрожжей и нематоды Caenorabditis elegans про
цесс метилирования ДНК либо вообще отсутствует, либо не играет 
особой роли в регуляции генов.
	 У растений и млекопитающих метилирование ДНК считается 
одним из основных механизмов эпигенетического наследования. 
Обычно метилирование ассоциируется с транскрипционно-неак
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тивным состоянием хроматина – метилированными оказываются 
прицентромерный гетерохроматин, инактивированная Х-хромосома 
млекопитающих, различные повторы и мобильные элементы. Мети
лируются также регуляторные области генов при их инактивации, 
причем в ряде случаев у растений активное/инактивированное состоя
ние стабильно наследуется в ряду поколений, давая так называемые 
эпиаллели. С метилированием связаны случаи геномного имприн
тинга – различий в уровнях экспрессии аллелей материнского и 
отцовского происхождения. 

Рис. 5. РНК-зависимое формирование гетерохроматина у дрожжей.
	 Предполагаемая схема взаимодействий при формировании гетерохроматина 
прицентромерных районов и репрессии локуса типа спаривания у дрожжей. 
Транскрипция с прицентромерных прямых тандемных повторов (ТП) приводит 
к синтезу РНК, которая непосредственно на месте образования конвертируется 
в дцРНК с участием комплекса RDRC (в составе HRR1, SID12 и РНК-зависимой 
РНК-полимеразы RDP1). дцРНК немедленно расщепляется рибонуклеазой 
DCR1(DICER) до siRNA. DICER у дрожжей имеет ядерную локализацию. 
siRNA входит в состав комплекса RITS (включает TAS1, CHP1 и AGO1, пред
ставитель семейства Argonaute). RITS, содержащий siRNA, связывается с транс
криптом тандемных повторов за счет гомологичного взаимодействия siRNA 
и запускает процесс формирования гетерохроматина (возможно, через CHP1, 
общий компонент для гетерохроматинового комплекса SWI6-CLR4 и RITS). 
Гетерохроматин затем распространяется от точки инициации за счет самосборки 
(CLR4 метилирует гистон H3 по лизину в 9-м положении, с модифицированным 
гистоном связывается SWI6, с которым, в свою очередь, связывается CLR4).
	 Представляется, что компоненты RITS, RDRC и гетерохроматиновые белки 
взаимодействуют между собой и формируют единый комплекс. siRNA образуется 
на месте и здесь же вступает в реакцию. Свободной диффузии (и выключению 
последовательностей, гомологичных тандемным повторам в других районах 
генома) препятствует рибонуклеаза Eri1. См. также пояснения в тексте.
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	 Эффективность метилирования как механизма эпигенеза связано 
с системой поддержания метилированных симметричных после
довательностей (CpG), аналогичной механизму полуконсервативной 
репликации ДНК. После репликации ДНК такие сайты оказываются 
в «полуметилированном» состоянии, метилазы подержания (MET1 у 
арабидопсиса, DMNT1 у млекопитающих) дометилирует их, при этом 
у растений в процессе участвуют белки, модифицирующие гистоны 
(HDA6 – деацетилаза гистонов) и модификатор структуры хроматина 
DDM1. Механизм поддержания несимметричных сайтов более сло
жен и включает для сайтов вида CpNpG хромометилазу CMT3 (белок 
одновременно обладает ДНК-метилазной активностью и содержит 
хромодомен), KYP (метилтрансферазу гистонов, метилирует гистон 
H3 по лизину-9), модификатор структуры хроматина DRD1 (семей
ство swi/snf) и ДНК-метилазу de novo DRM2 [125, 126].
	 Если за поддержание метилированного состояния отвечает 
комплекс ДНК-метилаз и хроматиновых белков, то установление 
репрессии, по современным представлениям, связано с siRNA – про
дуктами функционирования системы РНК-интерференции. Собст
венно, у растений впервые был описан случай вызванных siRNA 
эпигенетических модификаций генома. 
	В  геном табака вводились трансгенные конструкции, содержа
щие ДНК, соответствующую РНК вироида (PSTVd, potato spindle 
tuber viroid). Было обнаружено, что последовательности вироида 
в составе генома метилируются в том случае, когда растение зара
жается вироидом и вироид проходит цикл автономной репликации 
РНК ([127]. Таким образом, последовательность ДНК в составе 
генома метилировалась при наличии в клетке комплементарной двух
цепочечной РНК.
	 Транскрипция конструкции, содержащей участок промотора гена 
NOS (nopaline synthase) в составе инвертированного повтора при
водит к репрессии гена и его метилированию. РНК, получающаяся 
при транскрипции такой конструкции, содержит шпильку – двухце
почечный участок. Этот участок расщеплялся до siRNA длиной 
примерно 23 нуклеотида, что соответствует деградации дцРНК по 
механизму РНК-интерференции [128]. 
	В  ходе исследований были обнаружены многочисленные примеры 
РНК-зависимого метилирования регуляторных последовательностей 
генов, мобильных элементов, прямых и инвертированных повторов 
и прицентромерных сателлитных ДНК [42, 111, 128–140].
	 Система РНК-интерференции у растений оказалась очень слож
ной и избыточной. У арабидопсиса было обнаружено 4 гена – члена 
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семейства Dicer, 10 членов семейства Argonaute. Кроме того, в 
систему входят РНК-зависимые РНК-полимеразы (6 генов) и специ
фичная для растений ДНК-зависимая РНК‑полимераза IV[141]. У 
растений имеет место как связанная с системой РНК‑интерференции 
транскрипционная репрессия, так и классическая посттранскрип
ционная (PTGS – posttranscriptional gene silencing). Более того, разные 
типы генетических элементов (гены, прицентромерные сателлиты, 
прямые и инвертированные повторы) имеют разные механизмы 
транскрипционной репрессии с участием разных белков. 
	 Лучше всего в настоящее время охарактеризована система 
регуляции метилирования и транскрипционной репрессии гена 
FWA у Arabidopsis thaliana. Продукт гена представляет собой транс
крипционный фактор, отвечающий за время цветения арабидопсиса. 
Ген экспрессируется в эндосперме, в прочих тканях неактивен. С 
неактивным состоянием ассоциировано метилирование участка 
ДНК, соответствующего области в районе 5'-конца транскрипта 
гена [142]. Эта область образована ретротранспозоном SINE3 [143] и 
содержит две пары прямых повторов, наличие которых необходимо 
для репрессии. В случае FWA имеет место метилирование как симмет
ричных последовательностей CpG, так и несимметричных CpHpH. 
Деметилирование повторов в тканях взрослого растения приводит к 
экспрессии гена и, соответственно, «фенотипу позднего цветения», 
при этом состояние стабильно наследуется в ряду поколений (так 
называемая эпимутация fwa) [142]. 
	 Эпимутация fwa может возникнуть в силу случайных причин 
либо быть индуцирована мутациями в генах DDM1 и MET1 [142]. 
DDM1 представляет собой белок, относящийся к семейству swi/snf 
и осуществляющий АТФ-зависимое изменение структуры хроматина 
[144]. MET1 – это ДНК-метилаза, осуществляющая поддерживающее 
метилирование симметричных последовательностей вида CpG. В 
мутантах по DDM1 и MET1 происходит постепенное деметилирова
ние ряда элементов генома на протяжении нескольких поколений и 
это приводит к нарушениям регуляции генов и разнообразным фено
типическим эффектам [145]. 
	В  геном арабидопсиса при помощи бактериальной трансформации 
можно ввести конструкцию, содержащую дополнительную копию 
гена FWA. Трансген интегрируется в геном и в норме практически 
со 100% вероятностью оказывается метилирован и репрессирован. 
Таким образом, трансформация растений дикого типа геном FWA не 
приводит к «фенотипу позднего цветения» – и эндогенная и транс
генная копии неактивны.
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	 Очевидно, что попадающий в геном трансген для репрессии 
должен быть метилирован заново. Если продукты каких-либо генов 
арабидопсиса необходимы для метилирования и репрессии FWA, то 
при введении трансгенной конструкции в мутантов по этим генам 
инактивации не произойдет. В ходе основанных на таком подходе 
скринингов был обнаружен ряд необходимых для метилирования de 
novo генов. В их число входят:
	 DRM2 – ДНК – метилтрансфераза, необходимая для метилиро
вания de novo симметричных (CpG) и несимметричных последова
тельностей. 
	 DRD1 – Белок относится к семейству swi/snf белков, моделирую
щих структуру хроматина (chromatin remodeling protein). 
	 AGO4 – Один из представителей семейства Argonaute. Белки 
этого семейства представлены у всех эукариот, способны связывать 
короткие РНК (например, siRNA) и входят в состав эффекторных 
комплексов (RITS, RISC). 
	 DCL3 – Один из представителей семейства Dicer. Рибонуклеаза, 
осуществляющая разрезание длинных дцРНК до siRNA.
	 RDR2 – РНК-зависимая РНК-полимераза. Синтез второй цепи 
РНК по РНК-матрице приводит к образованию дцРНК, которая затем 
разрезается до siRNA.
	 NRPD1a, NRPD1b – субъединицы специфичной для растений 
ДНК‑зависимой РНК-полимеразы IV (RNApol IV). RNApol IV у 
растений транскрибирует повторы и необходима для репрессии 
мобильных элементов и прочих типов повторенных последова
тельностей. Существует в двух вариантах – комплекс NRPD1a–NRPD2 
(RNApol IVa) и комплекс NRPD1b–NRPD2 (RNApol IVb) , при этом 
NRPD2 – общая субъединица для обоих типов комплексов. Комплексы 
различаются по их функциям – RNApol IVa необходима для синтеза 
siRNA, а RNApol IVb – для метилирования и транскрипционной 
репрессии.
	 Помимо этого, было обнаружено что с прямых повторов 5'-облас
ти гена FWA образуется siRNA [143, 146]. 
	 Таким образом, для метилирования и инактивации трансгена 
FWA de novo, помимо модификатора структуры хроматина DRD1 и 
метилтрансферазы DRM2, также требуются компоненты системы 
РНК-интерференции растений. Это прямо указывает на связь между 
RNAi и транскрипционной репрессией [147]. Случай с FWA не един
ственный, AGO4 участвует в инактивации гена SUPERMAN [148].
	 Дальнейшие генетические и молекулярно-биологические иссле
дования FWA позволили понять последовательность событий, при
водящих к репрессии. В работе Чана и др. [149] было показано, 



С.А.Лавров, М.В.Кибанов80

что DCL3, NRPD1a и RDR2 необходимы для образования siRNA с 
повторов FWA. NRPD1b, AGO4, DRD1 и DRM2 действуют на следую
щей стадии и отвечают за метилирование и репрессию трансгена. 
	 Исследования методом иммуноокрашивания ядер позволили 
определить внутриядерную локализацию компонентов, отвечающих 
за RdDM. Оказалось, что DCL3, RDR2, NRPD1b и AGO4 локализуются 
в тельце Кохаля – расположенном недалеко от ядрышка образовании, 
отвечающем за процессинг ряда форм РНК. DRD1, DRM2, NRPD1a 
обнаруживаются на хроматине в районах расположения повторов. 
NRPD1b и AGO4, помимо тельца Кохаля, также обнаруживаются на 
хроматине. 
	 С учетом имеющихся данных возможна следующая схема RdDM 
для FWA (рис. 6). В норме FWA инактивирован и его ген метилирован 
в районе прямых повторов. Метилированы как симметричные (CpG), 
так и несимметричные (CpHpH) сайты. После цикла репликации 
ДНК симметричные сайты воспроизводятся по полуконсервативному 
механизму с участием комплекса MET1–DDM1–HDA6, где MET1 – 
метилаза поддержания, DDM1 – белок, моделирующий структуру 
хроматина, а HDA6 – деацетилаза гистонов. Этот механизм независим 
от RNAi. Несимметричные сайты необходимо метилировать после 
каждого цикла удвоения ДНК, и процесс схож с метилированием de 
novo введенной в геном трансгенной конструкции.
	 Для метилирования de novo требуется система, состоящая из мети
лазы (DRM2), siRNA к регулируемой области и компонентов системы 
RNAi. Представляется, что RNApol IVa транскрибирует прямые 
повторы в 5'-области FWA, после чего образующиеся молекулы 
РНК транспортируются в тельце Кохаля, где подвергаются обратной 
транскрипции с помощью RDR2 и нарезаются до siRNA посредством 
DCL3. siRNA связываются с комплексом, содержащим AGO4 и 
NRPD1b. Комплекс затем транспортируется к регулируемому гену 
и индуцирует метилирование и репрессию – с участием метилазы 
DRM2 и хроматинового белка DRD1. siRNA в составе комплекса 
нужна для правильной локализации репрессирующей активности. 
	 Предполагается, что siRNA нацеливает комплекс за счет узнава
ния комплементарных последовательностей, в случае FWA – прямых 
повторов в 5'-области гена. Процесс комплементарного спаривания 
требует присутствия мишени (РНК или ДНК) в одноцепочечной 
форме. Соответственно, роль RNApol IVb может быть связана либо 
с локальным расплетением ДНК, либо с синтезом транскрипта, с 
которым и связывается siRNA-содержащий комплекс. При введении 
трансгена в растения его ДНК присутствует в одноцепочечной форме, 
возможно, это упрощает связываение репрессирующего комплекса и 
обеспечивает полную инактивацию. 
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	 Репрессия FWA – наиболее детально исследованный пример RdDM 
у растений: идентифицированы белковые факторы, вовлеченные 
в процесс и имеется информация о их биохимических функциях. 
Вместе с тем, детали сборки репрессирующего комплекса на гене-
мишени неизвестны. Кроме того, исследования растений, несущих 
стабильную эпимутацию fwa, показали, что у таких растений 
производится siRNA к повторам из 5'-области гена. [149]. fwa, 
как указывалось выше, представляет собой неметилированный и 
активно транскрибирующийся ген FWA, такое состояние стабильно 

Рис. 6. РНК-зависимое метилирование ДНК у арабидопсиса на примере гена FWA.
	В  метилировании несимметричных сайтов (CpHpH) после цикла репликации 
ДНК или при введении трансгенной конструкции участвуют белки системы 
РНК-интерференции RDR2, DCL3 и AGO4, а также siRNA прямых повторов 
из 5'-области гена FWA. Подробное описание в тексте.
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наследуется в растениях дикого типа, содержащих все компоненты 
системы репрессии. Следовательно, только присутствия siRNA 
к повторам недостаточно для инактивации, ген должен обладать 
«компетентностью» к сигналам RNAi. В случае трансгенного FWA 
«компетентность» приобретается в ходе процесса трансформации 
и интеграции в геном, а поддерживающее метилирование несим
метричных сайтов по механизму RNAi зависит от метилирования 
симметричных сайтов [149]. 
	 Наконец, в эндосперме имеет место процесс активации FWA, 
связанный с деметилированием [150]. Деметилирование ДНК 
происходит в результате активности ДНК-гликозилаз, из которых 
у арабидопсиса охарактеризованы DEMETER и ROS1 (Repressor of 
silencing 1) [150–154]. После деметилирования FWA экспрессируется 
в эндосперме, но так как эндосперм не становится частью взрослого 
растения, активированное состояние не передается потомкам.

V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последние два десятилетия существенно изменились представле
ния о механизмах регуляции транскрипции у эукариот. Классическая 
модель предполагала, что уровень экспрессии определяется транс
крипционными факторами, связывающимися с регуляторными 
областями гена. Факторы напрямую взаимодействуют с компонен
тами аппарата транскрипции, инициируя синтез матричной РНК. 
Хроматину (совокупности связанных с ДНК гистонов и структурных 
негистоновых белков) отводилась пассивная роль – в основном обес
печения компактной укладки нити ДНК в ядре.
	В  дальнейшем была установлена активная роль хроматина в регу
ляции транскрипции. Был обнаружен так называемый гистоновый 
код – совокупность ковалентных модификаций гистонов, неодинако
вая в разных районах генома (к примеру, в гетерохроматине и активно 
работающих генах). Гистоновый код интерпретируется белковыми 
комплексами, способными менять структуру хроматина и делать 
участки генома доступными для транскрипционных факторов либо, 
напротив, переводить их в компактное неактивное состояние. В 
качестве примера можно привести комплекс гетерохроматиновых 
белков, сборка которого приводит к репрессии генов и компактизации 
хроматина затронутой области.
	В  последние годы было обнаружено, что в ряде случаев сборка и 
поддержание меняющих структуру хроматина белковых комплексов 
происходит с участием некодирующих РНК. Гетерохроматинизация 
Х-хромосомы млекопитающих для достижения дозовой компенсации 
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требует Xist, увеличение уровня транскрипции в два раза с Х-хромосомы 
самцов дрозофилы – roX. Формирование гетерохроматина дрожжей 
происходит при участии siRNA, возникающих при расщеплении 
транскриптов прицентромерных прямых повторов, репрессия неко
торых генов растений также запускается и поддерживается siRNA.
	В о всех случаях функция некодирующих РНК, по-видимому – 
целеуказание, определение районов генома, с которыми должен 
связаться комплекс модифицирующих структуру хроматина бел
ков. Специфичность узнавания достигается за счет гомологичных 
взаимодействий между РНК в составе комплекса и последова
тельностью мишени – ДНК или свежеобразованной РНК. Далее 
происходит модификация гистонов, метилирование ДНК, компакти
зация хроматина – изменения, определяемые свойствами белкового 
комплекса, ассоциированного с РНК. В случае инактивации Х‑хро
мосомы млекопитающих, RdDM и сборки гетерохроматина у дрож
жей имеет место репрессия; при гиперактивации Х-хромосомы 
дрозофилы – активация транскрипции.
	 Если РНК (например, siRNA у растений) участвует в репрессии 
последовательности, с которой она образовалась, то возникает 
противоречие – для эффективной репрессии оказывается необходима 
активная транскрипция. По-видимому, существует несколько путей 
разрешения ситуации. У растений имеется дополнительная (к трем 
у прочих эукариот) РНК-полимераза IV, которая транскрибирует 
повторы и, возможно, гетерохроматинизированное состояние не 
является препятствием для ее активности. Далее, опять же у расте
ний, репрессированное состояние гена может сохраняться за счет 
поддерживающего метилирования симметричных повторов. И, 
наконец, участие в siRNA-опосредованной репрессии РНК-зави
симой РНК-полимеразы и у растений, и у дрожжей указывает на 
возможность существования «контура амплификации» – системы, 
воспроизводящей siRNA без транскрипции с ДНК.
	В  обзоре подробно рассмотрены лишь четыре примера влияния 
РНК на структуру хроматина, однако, к примеру, дозовая компенсация 
затрагивает сотни и тысячи генов. Реальные масштабы связанных 
с некодирующими РНК модификаций структуры хроматина пока 
не поддаются оценке, но, несомненно, весьма велики. К примеру, у 
дрозофилы сотни мишеней действия белков группы Polycomb и ком
понентов гетерохроматина, а оба типа модифицирующих структуру 
хроматина комплексов, по-видимому, зависят от некодирующих РНК. 
Дальнейшие исследования позволят получить новую информацию 
о чрезвычайно сложных механизмах регуляции экспрессии генов 
эукариот.
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