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Áåëêîâûé êîìïëåêñ SWI/SNF ÿâëÿåòñÿ óíèêàëüíûì êîàêòèâàòîðîì òðàíñêðèïöèè, êîòîðûé ó÷àñò-
âóåò ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ âîçìîæíûõ ïðîöåññàõ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, âêëþ÷àÿ ôîðìèðîâàíèå
ïðåèíèöèàòîðíîãî êîìïëåêñà, ïåðåõîä òðàíñêðèïöèè â ñòàäèþ ýëîíãàöèè, äåéñòâèå ýíõàíñåðîâ è èíñó-
ëÿòîðîâ. Íåäàâíî áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îòäåëüíûå ñóáúåäèíèöû êîìïëåêñà SWI/SNF âîâëåêàþòñÿ â
ïðîöåññ òðàíñêðèïöèè ãåíîâ íà ðàçíûõ ýòàïàõ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäóåòñÿ ñóáúåäèíè÷íûé ñîñòàâ
êîìïëåêñîâ, ôîðìèðóåìûõ áåëêîì Brahma (ÀÒÔàçîé êîìïëåêñà SWI/SNF), íà ñòàäèÿõ èíèöèàöèè è
ýëîíãàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ðàáîòû áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ñòàáèëü-
íîñòü ñîñòàâà êîìïëåêñà SWI/SNF â ïðîöåññå òðàíñêðèïöèè ãåíîâ. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî îáíàðóæåííûé ðà-
íåå ðàçëè÷íûé õàðàêòåð ïðèâëå÷åíèÿ åãî îòäåëüíûõ ñóáúåäèíèö ê ëîêóñàì òðàíñêðèáèðóþùèõñÿ ãåíîâ
îáóñëîâëåí ôîðìèðîâàíèåì äàííûìè ñóáúåäèíèöàìè êîìïëåêñîâ, îòëè÷íûõ îò SWI/SNF, íå èìåþùèõ
â ñâîåì ñîñòàâå ÀÒÔàçû Brahma. Ôóíêöèîíèðîâàíèå íåôåðìåíòàòèâíûõ ñóáúåäèíèö SWI/SNF îòäåëü-
íî îò îñíîâíîãî êîìïëåêñà ðàíåå íå áûëî ïîêàçàíî. Ïîëó÷åííûå äàííûå ðàñøèðÿþò íàøè çíàíèÿ î
ôóíêöèîíàëüíûõ âîçìîæíîñòÿõ áåëêîâ, âîâëå÷åííûõ â ïðîöåññ ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: SWI/SNF, õðîìàòèí, àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: SWI/SNF — SWItch/Sucrose Non-Fermentable êîìïëåêñ ðåìîäåëèðî-
âàíèÿ õðîìàòèíà, H3K4me3 — ãèñòîí Í3, òðèìåòèëèðîâàííûé ïî ëèçèíó â ïîëîæåíèè 4, H3K36me3 —
ãèñòîí Í3, òðèìåòèëèðîâàííûé ïî ëèçèíó â ïîëîæåíèè 36.

Îêîëî 20 ëåò íàçàä âïåðâûå áûë îáíàðóæåí è îïèñàí
ôåíîìåí ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà ïî ìåõàíèçìó
òîðìîæåíèÿ êîìïëåêñà ÐÍÊ ïîëèìåðàçû II. Ñïåöèôè÷å-
ñêîé îñîáåííîñòüþ äàííîãî ìåõàíèçìà ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿ-
öèÿ ïðîöåññà òðàíñêðèïöèè íå íà óðîâíå èíèöèàöèè, ò. å.
ïðèâëå÷åíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II ê ïðîìîòîðó, à íà óðîâ-
íå ýëîíãàöèè, ò. å. ôîðìèðîâàíèÿ ýëîíãàöèîííîãî êîìï-
ëåêñà ÐÍÊ ïîëèìåðàçû II (Âîðîáüåâà, 2013). Áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî òàêîé ñïîñîá ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè õàðàêòåðåí
äëÿ ãåíîâ òåïëîâîãî øîêà Drosophila melanogaster (Roug-
vie, Lis, 1988). Äîëãîå âðåìÿ òàêîé ìåõàíèçì ñ÷èòàëñÿ
óíèêàëüíûì è ðåàëèçóåìûì òîëüêî â ñëó÷àå íåñêîëüêèõ
èñêëþ÷èòåëüíûõ ãåíîâ, îáëàäàþùèõ îñîáûìè ñâîéñòâàìè
òðàíñêðèïöèîííîãî ïðîöåññà, òàêèìè êàê áûñòðàÿ è ÷ðåç-
âû÷àéíî ñèëüíàÿ àêòèâàöèÿ. Ñî âðåìåíåì ñòàíîâèëîñü ïî-
íÿòíûì, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ïî ìåõàíèçìó òîðìîæåíèÿ ÐÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû II ãîðàçäî áîëüøå ðàñïðîñòðàíåíà â ïðèðîäå, ÷åì
ñ÷èòàëîñü èçíà÷àëüíî. Ñîâñåì íåäàâíî áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî ïîäàâëÿþùàÿ ÷àñòü ãåíîâ äðîçîôèëû ðåãóëèðóåòñÿ
èìåííî ïî ýòîìó ìåõàíèçìó (Core et al., 2012). Òàêèì îá-
ðàçîì, ëèìèòèðóþùåé ñòàäèåé ïðîöåññà òðàíñêðèïöèè
áîëüøèíñòâà ãåíîâ äðîçîôèëû ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå
ýëîíãàöèîííîãî êîìïëåêñà, à íå ïðèâëå÷åíèå ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû II íà ïðîìîòîð ãåíà. Äàííàÿ ñòàäèÿ ÿâëÿåòñÿ ìè-
øåíüþ äëÿ äåéñòâèÿ ðåãóëÿòîðîâ òðàíñêðèïöèè ó ïîäîá-
íûõ ãåíîâ (Vorobyeva et al., 2012). Íåäàâíî áûëî ïðîäå-

ìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ðåãóëÿöèÿ òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ïî
ìåõàíèçìó òîðìîæåíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II õàðàêòåðíà è
ðàñïðîñòðàíåíà íå òîëüêî ó äðîçîôèëû, íî è ó äðóãèõ îð-
ãàíèçìîâ, â ÷àñòíîñòè ÷åëîâåêà (Core et al., 2008). Âîçðàñ-
òàþùèé èíòåðåñ ê äàííîé îáëàñòè â íàñòîÿùåå âðåìÿ (â
ñâÿçè ñ âûÿâëåíèåì øèðîòû ðàñïðîñòðàíåíèÿ äàííîãî
ìåõàíèçìà) äåëàåò ïåðñïåêòèâíûìè èññëåäîâàíèÿ ïî ïî-
èñêó íîâûõ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, âîâëå÷åííûõ â
ïðîöåññû òîðìîæåíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II è îáðàçîâàíèÿ
ýëîíãàöèîííîãî êîìïëåêñà ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II.

Äàííàÿ ðàáîòà íàïðàâëåíà íà îïèñàíèå è õàðàêòåðè-
ñòèêó áåëêîâîãî ñîñòàâà êîìïëåêñîâ SWI/SNF, âîâëå÷åí-
íûõ â ïðîöåññû èíèöèàöèè è ýëîíãàöèè òðàíñêðèïöèè.
Äëÿ ðàçíûõ îðãàíèçìîâ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî SWI/SNF ÿâ-
ëÿåòñÿ ïëàñòè÷íûì áåëêîâûì êîìïëåêñîì, ìåíÿþùèì
ñâîé ñîñòàâ â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè æèçíåííîãî öèêëà
êëåòîê è â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà (Lessard et al.,
2007; Moshkin et al., 2007; Brechalov et al., 2014). Ìû
ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ðàçëè÷èÿ â áåëêîâîì ñîñòàâå êîìïëåê-
ñà SWI/SNF ìîãóò íàáëþäàòüñÿ è â îäíîé èññëåäóåìîé
êëåòî÷íîé ñèñòåìå â çàâèñèìîñòè îò çàäà÷, âûïîëíÿåìûõ
äàííûì êîìïëåêñîì. Â ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî SWI/SNF ÿâëÿåòñÿ ìíîãîôóíêöèîíàëüíûì
êîìïëåêñîì, âîâëå÷åííûì â ðàçíûå ñòàäèè òðàíñêðèïöè-
îííîãî ïðîöåññà (Vorobyeva et al., 2009, 2011, 2012). Êàê
èíèöèàöèÿ, òàê è ýëîíãàöèÿ òðàíñêðèïöèè ðåãóëèðóþòñÿ
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ïðè ó÷àñòèè ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà SWI/SNF. Ó÷àñòèå
äàííîãî êîìïëåêñà â ìåõàíèçìå òîðìîæåíèÿ ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû II áûëî ïîêàçàíî êàê äëÿ ãåíà â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ,
òàê è äëÿ àêòèâíî ôóíêöèîíèðóþùåãî ãåíà (Vorobyeva
et al., 2012). Íåäàâíî â ìîäåëüíîé ñèñòåìå èíäóöèáåëü-
íîé òðàíñêðèïöèè ãåíà hsp70 íàìè áûëî îáíàðóæåíî íî-
âîå, ðàíåå íå îõàðàêòåðèçîâàííîå ñâîéñòâî ñóáúåäèíèö
êîìïëåêñà SWI/SNF. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ðàçíûå ñóáúåäè-
íèöû äàííîãî êîìïëåêñà âîâëåêàþòñÿ â ïðîöåññ àêòèâà-
öèè òðàíñêðèïöèè hsp70 íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ (Ìàçèíà
è äð., 2016). Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ ìû âûäâèíóëè
ãèïîòåçó î âîçìîæíîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîãî ôîðìèðîâà-
íèÿ êîìïëåêñà SWI/SNF â ïðîöåññå òðàíñêðèïöèè ãåíîâ.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå
áåëêîâîãî ñîñòàâà êîìïëåêñîâ SWI/SNF (îáðàçóåìûõ ÀÒ-
Ôàçîé Brahma), àññîöèèðîâàííûõ ñ èíèöèàòîðíûì èëè
ýëîíãàöèîííûì êîìïëåêñîì ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû II. Äëÿ âû-
äåëåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ êîìïëåêñîâ áûëî èñïîëüçîâàíî
îñíîâíîå ñâîéñòâî êîìïëåêñà ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà
SWI/SNF — åãî ñïîñîáíîñòü âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ íóêëå-
îñîìàìè. Ïðîìîòîðíàÿ è ýëîíãàöèîííàÿ ôðàêöèè êîìï-
ëåêñà SWI/SNF áûëè î÷èùåíû íàìè ïðè ïîìîùè àíòèòåë ê
ñïåöèôè÷åñêèì ãèñòîíîâûì ìîäèôèêàöèÿì H3K4me3 è
H3K36me3. Ðàíåå ìíîãèìè èññëåäîâàòåëÿìè áûëà ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíà àññîöèàöèÿ äàííûõ ìîäèôèêàöèé ñ ïðîìî-
òîðíûìè è êîäèðóþùèìè îáëàñòÿìè ãåíîâ ñîîòâåòñòâåí-
íî (Zhang et al., 2015). ×òî åùå áîëåå âàæíî äëÿ öåëè íà-
øåé ðàáîòû, äàííûå êîâàëåíòíûå ìîäèôèêàöèè ãèñòîíîâ
ïðèñóòñòâóþò òîëüêî â õðîìàòèíå àêòèâíî òðàíñêðèáèðó-
åìûõ ãåíîâ. Ïðè ïîìîùè àíòèòåë ê äàííûì ìîäèôèêàöè-
ÿì ìû ïðåöèïèòèðîâàëè êîìïëåêñû SWI/SNF, ñâÿçàííûå
ñ ïðîìîòîðàìè (âîâëå÷åííûå â èíèöèàöèþ òðàíñêðèï-
öèè), à òàêæå ñ êîäèðóþùèìè îáëàñòÿìè ãåíîâ (âîâëå-
÷åííûå â ïðîöåññ ýëîíãàöèè òðàíñêðèïöèè).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ õ ð î ì à ò è í à. Áûëà èñ-
ïîëüçîâàíà ìåòîäèêà, ïîäðîáíî îïèñàííàÿ íàìè ðàíåå
(Ìàçèíà è äð., 2013), ñ ìîäèôèêàöèÿìè äëÿ ïðèìåíåíèÿ â
ñëó÷àå êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Äëÿ ïîñòàíîâêè êàæäîãî ýêñ-
ïåðèìåíòà ïî èììóíîïðåöèïèòàöèè õðîìàòèíà áûëî èñ-
ïîëüçîâàíî 5 ìëí êëåòîê. Äîïîëíèòåëüíîãî ýòàïà ãîìîãå-
íèçàöèè ìàòåðèàëà â áóôåðå À1, îïèñàííîãî â èñõîäíîé
ìåòîäèêå, â íàñòîÿùåé ðàáîòå íå ïðèìåíÿëè.

Î ÷ è ñ ò ê à á å ë ê î â û õ ê î ì ï ë å ê ñ î â , î á ð à ç ó å -
ì û õ À Ò Ô à ç î é B r a h m a. Äëÿ î÷èñòêè áåëêîâûõ êîìï-
ëåêñîâ, îáðàçóåìûõ ÀÒÔàçîé Brahma, áûëà èñïîëüçîâàíà
ëèíèÿ S2 Øíåéäåðîâñêèõ êëåòîê äðîçîôèëû, ñòàáèëüíî
ýêñïðåññèðóþùàÿ ïîëíîðàçìåðíûé áåëîê Brahma, ìàðêè-
ðîâàííûé òðîéíûì FLAG-ýïèòîïîì. Äëÿ ýêñïðåññèè
â êëåòêàõ äðîçîôèëû ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñîîòâåòñòâóþ-
ùàÿ êÄÍÊ òðàíñêðèïòà À ãåíà Brahma, âìåñòå ñ
3õFLAG-ýïèòîïîì áûëà ïîìåùåíà ïîä êîíòðîëü àêòèíî-
âîãî ïðîìîòîðà â ïëàçìèäó pAc5.1/V5-His B (Thermo Fi-
sher Scientific). Î÷èñòêó áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ ïðîâîäèëè
â ìÿãêèõ óñëîâèÿõ. Äëÿ êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà áûëî èñ-
ïîëüçîâàíî 20 ìëí êëåòîê ñòàáèëüíîé ëèíèè. Âíà÷àëå
ïðè ïîìîùè ãèïîòîíè÷åñêîãî áóôåðà (20 ìÌ HE-
PES-KOH pH 7.9, 5 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ áóòèðàò Na è èíãè-
áèòîð ïðîòåàç (Roche)) áûëà âûäåëåíà ôðàêöèÿ ÿäåð. Äëÿ
ýòîãî êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå è èíêóáèðîâàëè
íà ëüäó â òå÷åíèå 15 ìèí, çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
700 g â òå÷åíèå 7 ìèí ïðè 4 °Ñ.

Äëÿ ïîñëåäóþùåãî ïðèãîòîâëåíèÿ áåëêîâîãî ëèçàòà
ÿäðà ëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè óëüòðàçâóêà (îáðàáîòêà
2 ðàçà ïî 10 ñ) â ëèçèðóþùåì áóôåðå (20 ìÌ HE-
PES-KOH pH 7.9, 5 ìÌ MgCl2, 100 ìÌ KCl, 0.1 % NP40 è
èíãèáèòîð ïðîòåàç (Roche)), ñîäåðæàùåì òàêæå 2 åä.
ÄÍÊàçû I, çàòåì èíêóáèðîâàëè 20 ìèí íà ëüäó è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè ïðè 4 °Ñ. Êîìïëåêñû, îáðàçóåìûå ÀÒÔàçîé
Brahma, áûëè ïðåöèïèòèðîâàíû èç ïîëó÷åííîãî áåëêîâîãî
ýêñòðàêòà ïðè ïîìîùè àãàðîçû àíòè-FLAG (Sigma) â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè +4 °Ñ. Ïîñëå òðåõêðàòíîé îòìûâêè àãàðîçû
ëèçèðóþùèì áóôåðîì êîìïëåêñû ýëþèðîâàëè äâîéíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîé èíêóáàöèåé â ëèçèðóþùåì áóôåðå, ñîäåð-
æàùåì ïåïòèä 3õFLAG (Sigma) â êîíöåíòðàöèè 500 ìêã/ìë,
â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 4 °Ñ. Ýëþàòû îáúåäèíÿëè è èñïîëü-
çîâàëè äëÿ ñëåäóþùåãî ðàóíäà ïðåöèïèòàöèè.

Ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ á å ë ê î â û õ ê î ì ï ë å ê ñ î â , î á -
ð à ç ó å ì û õ À Ò Ô à ç î é B r a h m a. Î÷èùåííûå áåëêî-
âûå êîìïëåêñû, îáðàçîâàííûå ÀÒÔàçîé Brahma, áûëè
ïðåöèïèòèðîâàíû ïðè ïîìîùè àíòèòåë ê ñïåöèôè÷åñêèì
êîâàëåíòíûì ìîäèôèêàöèÿì ãèñòîíîâ. Äëÿ êîíòðîëüíîé
ïðåöèïèòàöèè áûëè èñïîëüçîâàíû ñóììàðíûå àíòèòåëà
IgG íåèììóíèçèðîâàííîãî êðîëèêà. Äëÿ êàæäîãî ýêñïå-
ðèìåíòà ïî èììóíîïðåöèïèòàöèè áûëî èñïîëüçîâàíî
îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî êîìïëåêñà ÀÒÔàçû Brahma (î÷è-
ùåííîãî èç 5 ìëí êëåòîê ñòàáèëüíîé ëèíèè). Ïðåöèïèòà-
öèþ ïðîâîäèëè â îïèñàííîì âûøå ëèçèðóþùåì áóôåðå
ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 2 ÷. Ïðåöèïèòèðîâàííûå êîìïëåêñû
îòìûâàëè òðèæäû ëèçèðóþùèì áóôåðîì è ýëþèðîâàëè
áóôåðîì äëÿ íàíåñåíèÿ íà áåëêîâûé ýëåêòðîôîðåç
(50 ìÌ Òðèñ-HCl pH 6.8, 2 % SDS, 100 ìÌ ÄÒÒ è 10 %
ãëèöåðèíà) íàãðåâàíèåì äî 99 °Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí. Àíàëèç
ñîñòàâà ïðåöèïèòèðîâàííûõ êîìïëåêñîâ ïðîâîäèëè ïðè
ïîìîùè ìåòîäà Âåñòåðí-áëîò.

À í ò è ò å ë à. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû
ñëåäóþùèå àíòèòåëà: anti-H3K4me3 Ab8580 (Abcam), an-
ti-H3K36me3 Ab9050 (Abcam) è anti-FLAG Ab8592 (Sig-
ma). Àíòèòåëà ê ñóáúåäèíèöàì Polybromo, Moira, Bap60,
Bap111, Snr1 è SAYP áûëè ïîëó÷åíû â íàøåé ëàáîðàòî-
ðèè. Êîíñòðóêöèè äëÿ ýêñïðåññèè àíòèãåíîâ, èñïîëüçî-
âàííûõ äëÿ ïîëó÷åíèÿ àíòèòåë Polybromo, Moira, Bap60,
Bap111 è Snr1, áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû Ï. Âåððàé-
çåðîì è Þ. Ìîøêèíûì. Àíòèòåëà ê ñóáúåäèíèöå SAYP
êîìïëåêñà SWI/SNF áûëè ïîëó÷åíû è îõàðàêòåðèçîâàíû
â íàøåé ëàáîðàòîðèè (Shidlovskii et al., 2005).

Ï ð à é ì å ð û. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâà-
íû ñëåäóþùèå ïðàéìåðû: ïðàéìåðû äëÿ êëîíèðîâàíèÿ
ÀÒÔàçû Brahma (AAGCTTAATATGGCCTCGCCCTCT-
CC è TCTAGACTAGTCCATGTCATCGTCGTC); ïðîìî-
òîð dhr3 (CACGACGACAACGAACAGTC è CTCAATA-
CGAGGTGTAGCTGAAG); ïðîìîòîð hr4 (AGAGAACC-
CTCTCTTGAGCGC è AACAATCCACCACCGACTGG).

Ðåçóëüòàòû

Ñ ó á ú å ä è í è ö û B a p 1 1 1, S n r 1 è B a p 6 0 ê î ì ï -
ë å ê ñ à S W I / S N F ä î ï î ë í è ò å ë ü í î ï ð è â ë å ê à þ ò -
ñ ÿ í à ï ð î ì î ò î ð ã å í à ï î ñ ë å à ê ò è â à ö è è å ã î
ò ð à í ñ ê ð è ï ö è è. Äëÿ èçó÷åíèÿ õàðàêòåðà ïðèâëå÷åíèÿ
ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà SWI/SNF íà ïðîìîòîð ãåíà áûëà
èñïîëüçîâàíà íîâàÿ ñèñòåìà èíäóöèáåëüíîé òðàíñêðèï-
öèè äëÿ àêòèâàöèè ãåíîâ ýêäèçîíîâîãî êàñêàäà â S2
Øíåéäåðîâñêèõ êëåòêàõ Drosophila melanogaster (Mazina
et al., 2015). Òðàíñêðèïöèÿ dhr3 è hr4 ðàííèõ ãåíîâ ýêäè-
çîíîâîãî êàñêàäà áûëà àêòèâèðîâàíà â Øíåéäåðîâñêèõ
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êëåòêàõ â ëèíèè S2 ïóòåì äîáàâëåíèÿ 20-ãèäðîêñèýêäèçî-
íà â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó íà 1 ÷. Ñòåïåíü àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèè äàííûõ ãåíîâ ñîñòàâèëà 53 è 56 (äëÿ ãåíîâ
dhr3 è hr4 ñîîòâåòñòâåííî). Ïðè ïîìîùè ìåòîäà èììó-
íîïðåöèïèòàöèè õðîìàòèíà áûë èññëåäîâàí óðîâåíü ñâÿ-
çûâàíèÿ ñóáúåäèíèö Brahma, Bap111, Snr1 è Bap60 ñ ïðî-
ìîòîðàìè ãåíîâ dhr3 è hr4 äî è ïîñëå àêòèâàöèè òðàíñ-
êðèïöèè (ðèñ. 1). Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ôåðìåíòàòèâíàÿ
ñóáúåäèíèöà Brahma ñâÿçûâàåò ïðîìîòîðû èññëåäóåìûõ
ãåíîâ êàê äî, òàê è ïîñëå àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè. Óðî-
âåíü åå ñâÿçûâàíèÿ âñëåäñòâèå àêòèâàöèè ãåíîâ âîçðàñòà-
åò íåçíà÷èòåëüíî. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî çíà÷èòåëüíîå ñâÿ-
çûâàíèå ñóáúåäèíèö Bap111, Snr1 è Bap60 ñ ïðîìîòîðàìè
ãåíîâ dhr3 è hr4 íàáëþäàåòñÿ â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ,
óðîâåíü ñâÿçûâàíèÿ äàííûõ ñóáúåäèíèö ñóùåñòâåííî
âîçðàñòàåò ïîñëå àêòèâàöèè ãåíîâ (äåìîíñòðèðóÿ â ñëó÷àå
ñóáúåäèíèöû Snr1 äâóêðàòíîå óâåëè÷åíèå). Òàêèì îáðà-
çîì, ïðèâëå÷åíèå ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà SWI/SNF íà
ïðîìîòîðû ãåíîâ dhr3 è hr4 ïðîèñõîäèò ïî ìåõàíèçìó,
ñõîäíîìó ñ îïèñàííûì íàìè ðàíåå äëÿ ãåíà òåïëîâîãî
øîêà hsp70 (Ìàçèíà è äð., 2016).

Ê î ì ï ë å ê ñ S W I / S N F, î á ð à ç ó å ì û é À Ò Ô à -
ç î é B r a h m a, í å è ç ì å í ÿ å ò ñ â î å ã î ñ î ñ ò à â à â
ï ð î ö å ñ ñ å ò ð à í ñ ê ð è ï ö è è ã å í à. Ðàçëè÷íûé õàðàê-
òåð ïðèâëå÷åíèÿ íà ãåí îñíîâíîé ôåðìåíòàòèâíîé ñóáúå-
äèíèöû SWI/SNF è ñóáúåäèíèö Bap111, Snr1 è Bap60, îá-
íàðóæåííûé íàìè ðàíåå äëÿ ãåíà hsp70 è ïîäòâåðæäåí-
íûé â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ ãåíîâ dhr3 è hr4, ïîñëóæèë
îñíîâîé äëÿ ãèïîòåçû ïîñëåäîâàòåëüíîãî ôîðìèðîâàíèÿ
êîìïëåêñà â ïðîöåññå òðàíñêðèïöèè. Ìû ïðåäïîëîæèëè,
÷òî ñîñòàâû êîìïëåêñîâ SWI/SNF, âîâëå÷åííûõ â ïðî-
öåññû èíèöèàöèè è ýëîíãàöèè òðàíñêðèïöèè, ðàçëè÷àþò-
ñÿ. Äëÿ ïðîâåðêè âûäâèíóòîé ãèïîòåçû áûëà ïðîâåäåíà

áèîõèìè÷åñêàÿ î÷èñòêà êîìïëåêñîâ SWI/SNF, àññîöèè-
ðîâàííûõ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ñòàäèÿìè òðàíñêðèïöèè.
Äëÿ î÷èñòêè êîìïëåêñîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ôàêòîðû
èíèöèàöèè è ýëîíãàöèè, áûëè èñïîëüçîâàíû àíòèòåëà ê
êîâàëåíòíûì ìîäèôèêàöèÿì õðîìàòèíà (H3K4me3 è
H3K36me3 äëÿ î÷èñòêè êîìïëåêñîâ, âîâëå÷åííûõ â èíè-
öèàöèþ è ýëîíãàöèþ ñîîòâåòñòâåííî).

Ïåðâàÿ ñòàäèÿ ïðîâåäåííîãî ýêñïåðèìåíòà âêëþ÷àëà
â ñåáÿ áèîõèìè÷åñêóþ î÷èñòêó êîìïëåêñà SWI/SNF èç
Øíåéäåðîâñêèõ êëåòîê ëèíèè S2 D. melanogaster. Äëÿ
ýòîãî áûëà âûâåäåíà ëèíèÿ S2 Øíåéäåðîâñêèõ êëåòîê,
êîòîðàÿ ñòàáèëüíî ýêñïðåññèðîâàëà îñíîâíóþ ôåðìåí-
òàòèâíóþ ñóáúåäèíèöó êîìïëåêñà SWI/SNF (ÀÒÔàçó
Brahma), ìàðêèðîâàííóþ òðîéíûì FLAG-ýïèòîïîì
(3xFLAG). Èç ÿäåðíîãî ýêñòðàêòà ïîëó÷åííîé ëèíèè êëå-
òîê ïðè ïîìîùè àíòèòåë ê 3xFLAG-ýïèòîïó áûëè î÷èùå-
íû áåëêîâûå êîìïëåêñû, îáðàçóåìûå ÀÒÔàçîé Brahma.
Äàííûå êîìïëåêñû áûëè ýëþèðîâàíû â ìÿãêèõ óñëîâèÿõ
ïðè ïîìîùè 3xFLAG-ïåïòèäà è èñïîëüçîâàíû äëÿ ñëå-
äóþùåãî ðàóíäà ïðåöèïèòàöèè. Âòîðîé ýòàï áèîõèìè-
÷åñêîé î÷èñòêè âêëþ÷àë â ñåáÿ ïðåöèïèòàöèþ ïîëó÷åí-
íûõ íàòèâíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ SWI/SNF ïðè ïîìî-
ùè àíòèòåë ê ìîäèôèêàöèÿì ãèñòîíîâ H3K4me3 è
H3K36me3. Ïîñëå âòîðîãî ðàóíäà ïðåöèïèòàöèè î÷èùåí-
íûå êîìïëåêñû SWI/SNF áûëè ýëþèðîâàíû SDS-ñîäåð-
æàùèì áóôåðîì, èõ ñîñòàâ áûë ïðîàíàëèçèðîâàí ïðè ïî-
ìîùè Âåñòåðí-áëîòà (ðèñ. 2). Îêàçàëîñü, ÷òî ñîñòàâ êîìï-
ëåêñîâ SWI/SNF, àññîöèèðîâàííûõ ñ õðîìàòèíîì
ïðîìîòîðíûõ è êîäèðóþùèõ îáëàñòåé ðàáîòàþùèõ ãå-
íîâ, íå ðàçëè÷àåòñÿ íè êà÷åñòâåííî, íè êîëè÷åñòâåííî.
Êîìïëåêñû SWI/SNF, ïðåöèïèòèðîâàííûå àíòèòåëàìè ê
ìîäèôèêàöèÿì õðîìàòèíà H3K4me3 è H3K36me3, ñîäåð-
æàëè îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî âñåõ èññëåäîâàííûõ ñóáúå-
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Ðèñ. 1. Óðîâåíü ñâÿçûâàíèÿ ñóáúåäèíèö Bap111, Bap60 è Snr1 êîìïëåêñà SWI/SNF ñ ïðîìîòîðàìè ãåíîâ dhr3 è hr4 çíà÷èòåëüíî
âîçðàñòàåò ïîñëå àêòèâàöèè èõ òðàíñêðèïöèè.

Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èììóíîïðåöèïèòàöèè õðîìàòèíà ïðè ïîìîùè àíòèòåë ê ñóáúåäèíèöàì Brahma, Bap111, Bap60 è Snr1 êîìïëåêñà SWI/SNF
èç Øíåéäåðîâñêèõ êëåòîê ëèíèè S2 äî (êîíòðîëü) è ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå (1 ÷ ýêäèçîí) îáðàáîòêè ýêäèçîíîì. Ïîêàçàíû ñðåäíåå çíà÷åíèå è åãî ñòàíäàðòíàÿ

îøèáêà ïî ðåçóëüòàòàì òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ; ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â % îò èñõîäíîãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ.



äèíèö. Íà îñíîâå äàííîãî íàáëþäåíèÿ ìû ñäåëàëè âûâîä
î ñòàáèëüíîñòè ñîñòàâà êîìïëåêñîâ SWI/SNF, âîâëå÷åí-
íûõ â ïðîöåññ òðàíñêðèïöèè ãåíîâ.

Îáñóæäåíèå

Îñíîâíàÿ öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — î÷èñòêà è õàðàê-
òåðèñòèêà ñîñòàâà êîìïëåêñîâ SWI/SNF, âîâëå÷åííûõ â
ðàçëè÷íûå ñòàäèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ. Ðàíåå â ìîäåëü-
íîé ñèñòåìå ãåíà hsp70 áûë îáíàðóæåí ðàçëè÷íûé õàðàê-
òåð ïðèâëå÷åíèÿ îòäåëüíûõ ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà
SWI/SNF â ïðîöåññå àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà (Ìà-
çèíà è äð., 2016). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîäòâåðäèëè
îáíàðóæåííîå ðàíåå ÿâëåíèå äëÿ ðàííèõ ãåíîâ ýêäèçîíî-
âîãî êàñêàäà dhr3 è hr4, òðàíñêðèïöèÿ êîòîðûõ ìîæåò
áûòü èíäóöèðîâàíà â ýìáðèîíàëüíûõ êëåòêàõ äðîçîôèëû
ïðè ïîìîùè 20-ãèäðîêñèýêäèçîíà. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ôåðìåíòàòèâíàÿ ñóáúåäèíèöà êîìïëåêñà SWI/SNF àññî-
öèèðîâàíà ñ ïðîìîòîðàìè èññëåäóåìûõ ãåíîâ êàê äî, òàê
è ïîñëå àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè, ïðè÷åì åå óðîâåíü ïî-
ñëå àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè èçìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî.
Íàïðîòèâ, íåôåðìåíòàòèâíûå ñóáúåäèíèöû êîìïëåêñà
SWI/SNF Bap111, Snr1 è Bap60 äîïîëíèòåëüíî ïðèâëåêà-
þòñÿ íà ïðîìîòîðû ãåíîâ ïîñëå àêòèâàöèè èõ òðàíñêðèï-
öèè. Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ íàìè áûëà âûäâèíóòà ãè-
ïîòåçà î ðàçëè÷èè ñîñòàâà êîìïëåêñîâ SWI/SNF, âîâ-

ëå÷åííûõ â ðàçíûå ýòàïû òðàíñêðèïöèè ãåíîâ. Äëÿ åå
ïðîâåðêè áûëè ïðîâåäåíû áèîõèìè÷åñêàÿ î÷èñòêà êîìï-
ëåêñîâ, îáðàçóåìûõ ôåðìåíòàòèâíîé ñóáúåäèíèöåé
SWI/SNF, è ðàçäåëåíèå èõ íà ôðàêöèè, àññîöèèðîâàííûå
ñ ïðîìîòîðíûìè (âîâëå÷åííûå â èíèöèàöèþ òðàíñêðèï-
öèè) è êîäèðóþùèìè îáëàñòÿìè ãåíîâ (âîâëå÷åííûå â
ýëîíãàöèþ òðàíñêðèïöèè). Ðåçóëüòàòû äàííîãî ýêñïåðè-
ìåíòà ïîçâîëèëè ñäåëàòü íàì âûâîä î íåèçìåííîñòè
ñóáúåäèíè÷íîãî ñîñòàâà áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, îáðàçóå-
ìûõ ôåðìåíòàòèâíîé ñóáúåäèíèöåé SWI/SNF, íà ðàçíûõ
ýòàïàõ òðàíñêðèïöèè ãåíîâ. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî íàáëþäàå-
ìîå íàìè ðàíåå äîïîëíèòåëüíîå ïðèâëå÷åíèå ñóáúåäèíèö
Bap111, Snr1 è Bap60 íà ïðîìîòîðû ãåíîâ ïîñëå àêòèâà-
öèè èõ òðàíñêðèïöèè îáúÿñíÿåòñÿ âñòðàèâàíèåì óêàçàí-
íûõ áåëêîâ òàêæå â äðóãèå êîìïëåêñû, îòëè÷íûå îò
SWI/SNF. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðåäëàãàåì ìîäåëü,
îïèñûâàþùóþ íàáëþäàåìîå íàìè ÿâëåíèå (ðèñ. 3).
Â äàííîé ìîäåëè êîìïëåêñ ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà
SWI/SNF àññîöèèðîâàí ñ ïðîìîòîðàìè êàê ìîë÷àùèõ,
òàê è àêòèâíûõ ãåíîâ. Ïîñëå àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè
äàííûé êîìïëåêñ ïåðåìåùàåòñÿ âìåñòå ñ ýëîíãèðóþùåé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II â êîäèðóþùóþ îáëàñòü ãåíîâ. Ñóáú-
åäèíè÷íûé ñîñòàâ èññëåäóåìîãî íàìè êîìïëåêñà íå èçìå-
íÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèé òðàíñêðèïöèè. Îäíàêî
ïîñëå àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ê èõ ïðîìîòîðíîé
îáëàñòè ïðèâëåêàåòñÿ äîïîëíèòåëüíîå êîëè÷åñòâî íåôåð-
ìåíòàòèâíûõ ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà Bap111, Snr1 è
Bap60. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî óêàçàííûå íåôåðìåíòàòèâíûå
ñóáúåäèíèöû íå âñòðàèâàþòñÿ â ïðèñóòñòâóþùèé íà ãåíå
êîìïëåêñ SWI/SNF, à îáðàçóþò îòäåëüíûå áåëêîâûå êîì-
ïëåêñû èëè âñòðàèâàþòñÿ â äðóãèå òðàíñêðèïöèîííûå
êîìïëåêñû, ïðèñóòñòâóþùèå íà ãåíå. Äàííûé ôåíîìåí
ïîâåäåíèÿ íåôåðìåíòàòèâíûõ ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà
SWI/SNF íå áûë îïèñàí ðàíåå. Áîëåå òîãî, äîëãîå âðåìÿ
äàííûé êîìïëåêñ ñ÷èòàëñÿ äîñòàòî÷íî óñòîé÷èâûì áåë-
êîâûì îáðàçîâàíèåì. Òàê, áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî,
÷òî ñóáúåäèíèöû êîðîâîé ÷àñòè êîìïëåêñà (â ÷àñòíîñòè,
ôåðìåíòàòèâíàÿ ñóáúåäèíèöà Brahma) íå ñïîñîáíû ðåê-
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Ðèñ. 2. Êîìïëåêñ SWI/SNF, îáðàçóåìûé ÀÒÔàçîé Brahma, íå
èçìåíÿåò ñâîåãî ñîñòàâà â çàâèñèìîñòè îò ëîêàëèçàöèè íà ïðî-
ìîòîðàõ èëè â êîäèðóþùèõ îáëàñòÿõ àêòèâíî ðàáîòàþùèõ ãå-

íîâ.

Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ïðåöèïèòàöèè ïðåäâàðèòåëüíî î÷èùåííûõ
êîìïëåêñîâ SWI/SNF (îáðàçóåìûõ ÀÒÔàçîé Brahma) àíòèòåëàìè ê ìî-
äèôèêàöèÿì õðîìàòèíà H3K4me3 (K4me3) è H3K36me3 (K36me3) (äî-
ðîæêè 2 è 3 Âåñòåðí-áëîòà), à òàêæå àíòèòåëàìè íåèììóíèçèðîâàííîãî
êðîëèêà (IgG — ïðåäñòàâëåíû íà äîðîæêå 4 âåñòåðí-áëîòà). Íà äîðîæ-
êå 1 Âåñòåðí-áëîòà íàíåñåíà èñõîäíàÿ ôðàêöèÿ, ïðåäñòàâëÿþùàÿ ñîáîé
êîìïëåêñ SWI/SNF, î÷èùåííûé èç Øíåéäåðîâñêèõ êëåòîê ëèíèè S2.
Ïðåöèïèòèðîâàííàÿ ôðàêöèÿ áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà ïðè ïîìîùè ñïå-
öèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê ñóáúåäèíèöàì SWI/SNF êîìïëåêñà (íàçâàíèÿ ñî-
îòâåòñòâóþùèõ âûÿâëåííûõ áåëêîâ ïðåäñòàâëåíû ñëåâà îò ïàíåëè Âåñ-
òåðí-áëîòà). ÈÔ — èñõîäíàÿ ôðàêöèÿ, ÈÏ — èììóíîïðåöèïèòàöèÿ,
çâåçäî÷êîé îáîçíà÷åíû ôðàãìåíòû àíòèòåë, âûÿâëåííûå â ðåçóëüòàòå

ïðîÿâêè Âåñòåðí-áëîòà.

Ðèñ. 3. Ìîäåëü, îïèñûâàþùàÿ ìåõàíèçì ïðèâëå÷åíèÿ ðàçëè÷-
íûõ ñóáúåäèíèö êîìïëåêñà SWI/SNF â ïðîöåññå àêòèâàöèè

òðàíñêðèïöèè ãåíîâ Drosophila melanogaster.

Êîìïëåêñ ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà SWI/SNF àññîöèèðîâàí ñ ïðîìî-
òîðàìè êàê ìîë÷àùèõ, òàê è àêòèâíûõ ãåíîâ. Ïîñëå àêòèâàöèè òðàíñ-
êðèïöèè äàííûé êîìïëåêñ ïåðåìåùàåòñÿ âìåñòå ñ ýëîíãèðóþùåé
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçîé II â êîäèðóþùóþ îáëàñòü ãåíîâ. Ñóáúåäèíè÷íûé ñî-
ñòàâ èññëåäóåìîãî íàìè êîìïëåêñà íå èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò åãî
àññîöèàöèè ñ õðîìàòèíîì ïðîìîòîðíûõ èëè êîäèðóþùèõ îáëàñòåé ãå-
íîâ. Ïîñëå àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ê èõ ïðîìîòîðíîé îáëàñòè
ïðèâëåêàåòñÿ äîïîëíèòåëüíîå êîëè÷åñòâî íåôåðìåíòàòèâíûõ ñóáúåäè-
íèö Bap111, Snr1 è Bap60 êîìïëåêñà (âåðîÿòíî, â ñîñòàâå äðóãèõ òðàíñ-

êðèïöèîííûõ êîìïëåêñîâ).



ðóòèðîâàòüñÿ íà õðîìàòèí è ôóíêöèîíèðîâàòü â îòñóòñò-
âèå íåêîòîðûõ ñïåöèôè÷åñêèõ ñóáúåäèíèö (Moshkin
et al., 2007). Îäíàêî âîçìîæíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ íåôåð-
ìåíòàòèâíûìè ñóáúåäèíèöàìè îòäåëüíûõ êîìïëåêñîâ
ðàíåå íå ðàññìàòðèâàëàñü. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå
íàìè ðåçóëüòàòû îòêðûâàþò íîâîå íàïðàâëåíèå äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèé â äàííîé îáëàñòè. Ïëàñòè÷íîñòü ïîâåäåíèÿ
îòäåëüíûõ ñóáúåäèíèö SWI/SNF â ïðîöåññå òðàíñêðèï-
öèè (êîòîðîå çàêëþ÷àåòñÿ âî âêëþ÷åíèè èõ â ðàçëè÷íûå
áåëêîâûå êîìïëåêñû) ïîòåíöèàëüíî ìîæåò áûòü èñïîëü-
çîâàíà äëÿ ðàçðàáîòêè ìåòîäîâ ðåãóëÿöèè îòäåëüíûõ ýòà-
ïîâ òðàíñêðèïöèè ãåíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàí-
òà ïðåçèäåíòà ÐÔ äëÿ ãîñóäàðñòâåííîé ïîääåðæêè ìîëî-
äûõ ðîññèéñêèõ ó÷åíûõ (ÌÊ-5394.2014.4), à òàêæå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 14-04-01297 è 15-34-20679).
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THE COMPOSITION OF SWI/SNF CHROMATIN REMODELING COMPLEX IS STABLE

DURING GENE TRANSCRIPTION

M. Yu. Mazina, E. V. Kocheryzhkina, P. K. Derevyanko, N. E. Vorobyeva1
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SWI/SNF protein complex is a unique transcription activator, which takes part in almost all stages of trans-
cription regulation including preinitiation complex formation, transition of RNA polymerase II to transcription
elongation, enhancer and insulator action. Recently it was found that particular subunits of SWI/SNF become
involved in gene transcription on distinct stages. In the current work we investigate subunit composition of
complexes formed with Brahma protein (ATPase of SWI/SNF complex) on the sages of initiation and elongati-
on of gene transcription. As the result we have demonstrated the composition stability of SWI/SNF complex
during gene transcription. We suppose that differences in recruitment of particular SWI/SNF subunits, that we-
re distinguished earlier, are due to formation of complexes distinct from SWI/SNF and not including Brahma
ATPase. Functioning of non-enzymatic subunits independently of the main complex had not been shown earli-
er. This finding extend our knowledge concerning functional properties of the proteins, involved in chromatin
remodeling process.

K e y w o r d s: SWI/SNF, chromatin, transcription activation.
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