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Пространственная трехмерная организация генома эукариот играет важную роль в функционировании 
ядерного материала. До недавнего времени единственной возможностью исследования пространст-
венной организации генома в ядре клеток было использование методов световой и электронной мик-
роскопии. Появление метода захвата конформации хромосом (chromosome conformation capture, 3С) 
позволило изучать хромосомные контакты, используя только молекулярно-биологические подходы. 
На сегодняшний день на основе 3С разработано целое семейство методов реконструкции пространст-
венной организации генома.
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НЕДОСТАТКИ 
МИКРОСКОПИЧЕСКИХ МЕТОДОВ 

АНАЛИЗА ТРЕХМЕРНОЙ 
ОРГАНИЗАЦИИ ГЕНОМА

Интенсивное развитие флюоресцентной 
микроскопии и флюоресцентной in situ гибри-
дизации (FISH) в последние десятилетия сде-
лало возможным визуализировать трехмерную 
организацию хромосом в интерфазном ядре. 
Было показано, что хромосомы на любой стадии 
клеточного цикла представляют собой более 
или менее компактные структуры, занимающие 
отдельные, неперекрывающиеся друг с другом, 
области ядерного пространства, получившие на-
звание «хромосомные территории» (Cremer et al., 
1982). Хромосомные территории распределены 
в ядре неслучайным образом, т. е. хромосомных 
территории отдельных хромосом предпочтитель-
но локализуются в определенном районе ядра, 
например либо у периферии, либо в центре ядра. 
Зачастую обогащенные генами хромосомы рас-
полагаются ближе к центру ядра (Shopland et al., 

2006; Simonis et al., 2006). Однако было показано, 
что в некоторых клеточных типах организация 
хромосомных территорий в интерфазном ядре 
претерпевает значительные изменения. Так, у 
ночных млекопитающих в фоторецепторных 
клетках неактивные гетерохроматизированные 
районы хромосом перемещаются в центральную 
область ядра (Solovei et al., 2009).

Таким образом, исследования с использова-
нием FISH проб к специфическим хромосом-
ным локусам представляют убедительные до-
казательства организации ядерного материала 
по модели хромосомных территорий. Однако 
исследование пространственной структуры 
ядра методом FISH имеет ряд серьезных огра-
ничений: 1) в эксперименте можно визуализи-
ровать лишь небольшое количество конкретных 
хромосомных локусов; 2) исследование можно 
провести на небольшом (порядка нескольких 
сотен) количестве клеток; 3) пространствен-
ное разрешение метода ограниченно. Так, для 
того чтобы два локуса были разрешены в ядре 
клетки, в геноме они должны быть разделены 
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не менее чем 100 тысячами пар нуклеотидов 
(т.п.н.) (Gilbert et al., 2004; Morey et al., 2007), 
и даже применение высокоразрешающей мик-
роскопии, скорее всего, не позволит улучшить 
информативность данного метода, поскольку 
необходимость стадии денатурации ДНК ставит 
вопрос о сохранности наноразмерных хромати-
новых структур при приготовлении препаратов 
для FISH. Поэтому сейчас большое значение 
приобретают исследования тонкой организации 
структуры хроматина с помощью молекулярно-
биологических подходов.

3C-МЕТОДЫ АНАЛИЗА ТРЕХМЕРНОЙ 
ОРГАНИЗАЦИИ ГЕНОМА

Первым методом, позволяющим исследо-
вать пространственное взаимодействие двух 
специфических районов генома без привлече-
ния микроскопии, был метод 3C (chromosome 
conformation capture – захват конформации 
хромосом) (Dekker et al., 2002). В отличие  от 
микроскопических методик метод 3С и другие 
методы, разработанные на его основе, не фик-
сируют конкретное событие взаимодействия 
в пределах одной клетки, а измеряют вероят-

ность взаимодействия двух районов генома в 
большой (105–106) популяции клеток. Метод 
основан на принципе лигирования сближенных 
в пространстве молекул ДНК и может быть 
разбит на 4 этапа. Первый этап – фиксация 
клеток формальдегидом для сохранения на-
тивной трехмерной структуры ядра (рис., а). 
Формальдегид фиксирует белок-белковые, 
белок-ДНК и белок-РНК-взаимодействия за 
счет образования ковалентных связей между 
первичной аминогруппой белка и нуклеиновой 
кислотой. В 3С экспериментах чаще всего при-
меняется именно формальдегид, поскольку по-
перечные сшивки, которые он образует, имеют 
наименьший размер (2 ангстрема) среди других 
фиксирующих агентов, таких, как глутаровый 
альдегид. Эта особенность позволяет повысить 
пространственное разрешение метода, кроме 
того, фиксация формальдегидом обратима 
(Orlando et al., 1997; Jackson, 1999; Dekker et 
al., 2002; Fujita, Wade, 2004).

После того как взаимодействующие молеку-
лы ДНК оказываются сшитыми с белками, опо-
средующими это взаимодействие, ДНК фраг-
ментируется с помощью рестриктаз (рис., а). 
После этого проводят лигирование в условиях 

Рис. Методы, основанные на технологии 3С.

а – общая для всех методов 3С стадия фиксации клеток формальдегидом и обработки рестриктазой; б – лигирование 
сближенных в пространстве молекул ДНК; в – выделение ДНК и последующий анализ библиотеки методами ПЦР; 
г – заполнение липких концов ДНК биотинилированными нуклеотидами; д – лигирование сближенных в пространстве 
молекул ДНК; е – обогащение библиотеки продуктами лигирования и массовое параллельное секвенирование библиоте-
ки; ж – иммунопреципитация хроматиновых комплексов и массовое параллельное секвенирование, метод ChiA-PET.
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сильного разбавления (рис., б). В таких усло-
виях лигируются только концы молекул ДНК, 
сближенных в пространстве. Далее химерные 
молекулы ДНК выделяются и очищаются. Та-
ким образом, создается библиотека попарно 
взаимодействующих молекул ДНК. Причем 
относительное обогащение в библиотеке специ-
фических районов генома, лигированных друг с 
другом, отражает вероятность взаимодействия 
этих районов в трехмерном пространстве ядра 
в популяции клеток. Стоит подчеркнуть, что 
типичная 3С библиотека содержит огромное 
(до 1011) количество уникальных пар взаимо-
действующих районов, и выбор дальнейшего 
метода анализа библиотеки зависит от задач 
исследования (Belton et al., 2012). 

Так, если необходимо оценить взаимодей-
ствие двух конкретных районов генома, доста-
точно воспользоваться методом количественной 
ПЦР, подобрав один из праймеров, гомологич-
ный одному району, а второй – другому (Splinter 
et al., 2006; Würtele, Chartrand, 2006). Полу-
чение продуктов амплификации такой пары 
праймеров при анализе 3С-библиотеки будет 
свидетельствовать о близком пространственном 
расположении выбранных районов генома в 
ядре клетки (рис., в).

Для поиска последовательностей ДНК, кон-
тактирующих с выбранным участком генома, 
можно воспользоваться методами 4С и 5С (рис., в). 
4С (circularized chromosome conformation 
capture – замкнутый захват конформации хро-
мосом) представляет собой объединение метода 
3С и метода инвертированной ПЦР (Zhao et 
al., 2006; Fullwood et al., 2009). 5С (carbon-
copy сhromosome сonformation сapture – захват 
конформации хромосом «под копирку») – объ-
единение методов 3С и мультиплексной ПЦР 
с предварительным лигированием адаптерных 
последовательностей (Dostie et al., 2006; Wang 
et al., 2011). 5С позволяет проводить одновре-
менный поиск районов, контактирующих с 
несколькими выбранными участками генома.

Также стоит упомянуть о методах ChIP-loop 
(Horike et al., 2005) и ChIA-PET, которые позво-
ляют выявить участки генома, контактирующие 
с помощью специфических белков, например, 
транскрипционных факторов или белков инсуля-
торов. Эти методы основаны на принципах им-
мунопреципитации и лигирования сближенных 

в пространстве молекул ДНК (Fullwood et al., 
2009) (рис., ж). Подробное описание 3С методов 
приведено в обзоре De Wit и De Laat (2012).

Особенно перспективным на сегодняшний 
день является метод Hi-C, который позволя-
ет определять пространственную структуру 
хроматина в масштабе всего генома с очень 
высоким разрешением в большом количестве 
клеток (Lieberman-Aiden et al., 2009). Метод 
Hi-C представляет собой объединение техноло-
гии 3С и технологий массового параллельного 
секвенирования. Полное секвенирование 3С-
библиотеки теоретически позволяет установить 
все хроматиновые контакты, существующие в 
геноме. На практике количество установленных 
контактов сильно зависит от глубины секвени-
рования библиотеки (Shaw, 2010). Основной 
технической особенностью создания Hi-C биб-
лиотеки является этап обогащения библиотеки 
продуктами межмолекулярного лигирования. 
Такое обогащение достигается за счет заполне-
ния липких концов, возникших при обработке 
рестриктазой фиксированного хроматина, био-
тинилированными нуклеотидами (рис., г). На 
следующем этапе проводится лигирование по 
тупым концам (рис., д). Таким образом, продук-
ты межмолекулярного лигирования, собственно 
молекулы, несущие информацию о контактах 
ДНК, оказываются меченными биотинили-
рованными нуклеотидами. Использование на 
следующем этапе магнитных частиц, покрытых 
стрептавидином, позволяет сконцентрировать 
продукты лигирования (рис., е) и подготовить 
их для массового параллельного секвенирова-
ния (Lieberman-Aiden et al., 2009).

МОДЕЛИ КОМПАКТИЗАЦИИ 
ДНК В ЯДРЕ

Одним из наиболее интересных результатов 
применения метода Hi-C является разрешение 
вопроса о модели компактизации молекул ДНК 
в ядре. Известно, что линейный размер молекул 
ДНК многократно превышает размеры интер-
фазного ядра, поэтому ДНК должна эффективно 
компактизоваться, для того чтобы поместиться в 
малом объеме ядра. Однако принцип подобной 
укладки не был известен, были предложены 
две основные модели укладки: стохастическая 
(Munkel, Langowski, 1998; Mateos-Langerak et 
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al., 2009) и фрактальной глобулы (Grosberg et al., 
1988, 1993). Hi-C исследование, проведенное 
на лимфоидных клетках, показало, что укладка 
молекул ДНК в ядре достигается за счет упа-
ковки по модели «фрактальной глобулы». При 
таком способе упаковки близко расположенные 
участки молекулы ДНК предпочтительно взаи-
модействуют друг с другом, формируя глобулу 
первого порядка. В свою очередь, близко рас-
положенные глобулы первого порядка также с 
большей вероятностью взаимодействуют друг с 
другом, формируя глобулу второго порядка и т. д. 
Модель «фрактальной глобулы» позволяет ком-
пактизовать длинную молекулу ДНК и при этом 
избежать образования большого количества 
нераспутываемых узлов, которые неизбежно 
возникают при случайной, стохастической 
компактизации длинного полимера. Кроме того, 
фрактальная модель организации хроматина 
позволяет быстро компактизовывать и деком-
пактизовывать отдельные участки молекулы 
ДНК, без изменения укладки соседних районов, 
тем самым обеспечивается выполнение ее функ-
ции (Lieberman-Aiden et al., 2009).

ОРГАНИЗАЦИЯ 
ВНУТРИХРОМОСОМНЫХ 

КОНТАКТОВ

Использование метода Hi-C позволило 
выявить ряд важных особенностей пространст-
венной организации хромосом соматических 
клеток. Так, было показано что близлежащие 
районы хромосом лимфоидных клеток орга-
низованы в домены характерного размера в 1 
млн пар нуклеотидов (м.п.н.), причем актив-
ные и неактивные районы генома оказываются 
функционально разделены (Lieberman-Aiden 
et al., 2009). Карта распределения открытых 
доменов очень напоминает карту рано- и позд-
нореплицирующихся районов генома. Причем 
репликативные домены имеют схожий размер 
с Hi-C доменами (Ryba et al., 2010).

Помимо Hi-C существует ряд других мето-
дов для анализа пространственной организации 
хроматина и структуры ядра. Одними из наибо-
лее давно известных пространственных струк-
тур ядра являются ламин-ассоциированные 
домены (ЛАД) – определенные участки хромо-

сом, взаимодействующие с ядерной мембраной 
(Misteli, 2007; Guelen et al., 2008; Peric-Hupkes 
et al., 2010). Впервые выделить такие домены 
позволили данные о структуре эукариотическо-
го ядра, полученные при помощи электронной 
микроскопии (Beams et al., 1957; Misteli, 2007). 
Считается, что взаимодействие хромосом и 
ядерной ламины представляет собой особый 
механизм регуляции экспрессии генов (Taddei 
et al., 2004; Akhtar, Gasser, 2007). Так, например, 
хорошо изучена связь подавления транскрипции 
в теломерном локусе дрожжей и его контактов с 
ядерной мембраной или отдаление от ядерной 
мембраны Ig-локуса B-лимфоцитов перед его 
активацией и реаранжировкой (Andrulis et al., 
1998; Kosak et al., 2002). Использование метода 
DamID для идентификации ЛАД позволило 
составить широкомасштабные карты этих до-
менов в клетках дрозофилы и млекопитающих 
(Pickersgill et al., 2006). Сопоставление ЛАД- и 
Hi-C-доменов в клетках человека выявило, что 
они связаны, хотя и не всегда совпадают друг с 
другом (Dixon et al., 2012). Так, средний размер 
ЛАД-домена составляет около 454 т.п.н., в то 
время как домены Hi-C приблизительно в два 
раза больше (около 880 т.п.н.). Важно, что неко-
торые из найденных Hi-C-доменов полностью 
совпадают с обнаруженными ранее ЛАД-доме-
нами. Это подчеркивает наличие определенных 
закономерностей в образовании таких доме-
нов. Еще одним косвенным доказательством 
сходства двух этих типов доменов является их 
высокая консервативность среди различных 
типов клеток. Так, ЛАД разных типов клеток 
перекрываются на 70–90 %, и при сравнении 
Hi-C-доменов эмбриональных стволовых кле-
ток и коры головного мозга мыши также было 
обнаружено высокое сходство. C другой сторо-
ны, наличие доменов Hi-C, не соответствующих 
ЛАД-доменам, позволяет предположить, что 
эти структуры формируются независимо друг 
от друга и выполняют различные функции в 
организации ядра (Kalhor et al., 2012).

В целом характер распределения внутрихро-
мосомных контактов, выявленных методом Hi-
C, подтверждает наличие в ядре хромосомных 
территорий, существование которых ранее 
было показано методом FISH (Lieberman-Aiden 
et al., 2009).
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ОРГАНИЗАЦИЯ 
МЕЖХРОМОСОМНЫХ 

КОНТАКТОВ

Стоит отметить, что изначально предложен-
ный метод Hi-C (Lieberman-Aiden et al., 2009) 
не был лишен недостатков. Наиболее сложной 
стадией является лигирование сближенных в 
пространстве концов ДНК. На этой стадии воз-
можно образование артефактов, т. е. лигирование 
молекул, которые не взаимодействуют in vivo, 
а случайно оказались сближенными во время 
приготовления библиотеки. Хотя проведение 
лигирования в условиях сильного разбавления 
отчасти решает данную проблему, наличие ар-
тефактных взаимодействий сильно осложняет 
анализ относительно редких межхромосомных 
контактов. Kalhor с соавт. предложили способ 
избежать появления артефактных последователь-
ностей в библиотеке Hi-C (Kalhor et al., 2012). 
Улучшение заключается в закреплении хрома-
тина перед стадией лигирования на поверхности 
магнитных частиц. Таким образом, вероятность 
артефактного взаимодействия фрагментов хро-
матина при лигировании резко уменьшается. 
С использованием улучшенной методики Hi-C 
удалось показать, что до половины всех межхро-
мосомных контактов, выявленных с использова-
нием традиционного протокола Hi-C, являются 
артефактами (Kalhor et al., 2012). Важно отме-
тить, что достоверность выявления внутрихро-
мосомных контактов традиционным протоколом 
не вызывает сомнения, поскольку вероятность 
артефактного контакта молекул с одной хромо-
сомы гораздо ниже вероятности артефактного 
контакта молекул с разных хромосом. Таким 
образом, улучшенная методика Hi-C, названная 
TCC (tethered conformation capture – связанный 
конформационный захват), позволила детально 
исследовать характер межхромосомных взаимо-
действий (Kalhor et al., 2012).

Принципиальным открытием стало то, что 
межхромосомные контакты очень динамичны, 
т. е. в различных клетках одной и той же клеточ-
ной популяции распределение контактов может 
значительно отличаться. Авторы показывают, 
что из всего пула межхромосомных контактов 
лишь 20 % являются общими для любых двух 
клеток, взятых из популяции (Kalhor et al., 2012). 
Кроме того, было показано, что районы актив-

но транскрибируемых генов чаще участвуют в 
межхромосомных контактах. По-видимому, этот 
факт объясняется выпетливанием таких районов 
из хромосомной территории в область концент-
рации белков транскрипционного аппарата (так 
называемые «фабрики транскрипции»), где ста-
новится возможным контакт с другим активным 
районом. Предсказанные на основе данных Hi-C 
частоты межхромосомных контактов хорошо 
согласовывались с данными, полученными на 
основе 3D-FISH-анализа. Таким образом под-
твердилась адекватность информации о простран-
ственной организации генома, полученной не в 
прямых экспериментах по микроскопированию, 
а с помощью молекулярно-биологических под-
ходов (Kalhor et al., 2012).

Тем не менее Bian и Belmont считают, что 
необходимо с осторожностью интерпретиро-
вать результаты 3С-экспериментов, поскольку 
имеется ряд проблем, связанных с 3С-техноло-
гией, которые еще не до конца ясны. Поскольку 
формальдегид фиксирует существующую в дан-
ный момент пространственную конфигурацию 
ядер в большой популяции клеток, неизвестно, 
какая доля зафиксированных событий взаимо-
действия является временными флуктуациями 
структуры, а какая представляет собой редкие, 
но относительно стабильные варианты контак-
тов (Bian, Belmont, 2012). 

ТОПОЛОГИЧЕСКИЕ ДОМЕНЫ

Метод Hi-C позволяет реконструировать 
карту пространственных взаимодействий ДНК 
в ядре клетки, однако разрешение подобной кар-
ты в значительной степени зависит от глубины 
секвенирования ДНК библиотеки (Shaw, 2010). 
В работах Lieberman-Aiden с соавт. и Kalhor с 
соавт. глубина секвенирования была относи-
тельно небольшой, и карта взаимодействующих 
районов имела разрешение порядка 1 м.п.н. 
(Lieberman-Aiden et al., 2009; Kalhor et al., 2012). 
В проведенном недавно исследовании пространс-
твенной структуры генома эмбрио нальных ство-
ловых клеток, фибробластов и нейронов коры 
головного мозга у мыши и человека методом 
Hi-C удалось достичь разрешения карты порядка 
100 т.п.н. (Dixon et al., 2012). Десятикратное уве-
личение разрешения метода позволило авторам 
предложить модель фундаментальной органи-
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зации генома соматических клеток – модель 
«топологических доменов». Авторы показали, 
что «элементарной частицей» генома является 
топологический домен – протяженный учас-
ток хромосомы порядка 0,8–1 м.п.н., большая 
часть внутрихромосомных контактов которого 
происходит внутри участка. Таким образом, то-
пологический домен представляет собой плотно 
упакованный автономный участок хромосомы. 
По длине хромосомы топологические домены 
разделены районами «границ», для которых ха-
рактерно малое количество внутрихромосомных 
контактов. Также было показано, что в районах 
границ часто локализуются сайты посадки ин-
суляторных белков, таких, как CTCF, активно 
транскрибирующиеся гены домашнего хозяйства 
и SINE-элементы (Dixon et al., 2012). Важным 
открытием стало то, что организация с помощью 
топологических доменов является эволюционно 
консервативной, т. е. гомологичные последо-
вательности генома человека и мыши органи-
зованы в топологические домены одинаково. 
Кроме того, структура топологических доменов 
устойчиво сохраняется в таких разных типах 
клеток, как эмбриональные стволовые клетки, 
фибробласты и клетки коры головного мозга. 
На сегодняшний день остаются неизвестны ме-
ханизмы, поддерживающие и устанавливающие 
структуру топологических доменов.

Таким образом, 3С-методы, и в особенности 
метод Hi-C, являются уникальными инструмен-
тами изучения пространственной организации 
ядра и архитектуры хромосом, позволяющими 
получить глобальную карту взаимодейству-
ющих районов генома. Однако метод Hi-C 
имеет и свои ограничения. Hi-C не позволяет 
увидеть тонкие детали организации компарт-
ментов ядра, как это может делать электрон-
ная микроскопия, или фиксировать динамику 
взаимодействия специфических локусов, как 
флюоресцентная микроскопия. Поэтому Hi-C 
не заменяет, а скорее дополняет существующие 
подходы к исследованиям пространственной 
организации ядра. 
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3C-BASED METHODS FOR 3D GENOME ORGANIZATION ANALYSIS
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The 3D organization of an eukaryotic genome plays an important role in nuclear gene expression. Until 
recently, studies of this organization were limited by light microscopy and electron microscopy methods. 
The development of chromosome conformation capture (3С) methods allowed studying genome-wide 
chromosomal contacts by using only molecular methods. Nowadays, numerous 3C-based methods have 
been developed to reconstruct the 3D organization of eukaryotic genomes.
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