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Пространственная организация хроматина, в частности, промотор-энхансерная комму-
никация, играет важную роль в реализации программ экспрессии. Промотор-энхансерные
контакты могут быть опосредованы разными механизмами, включая жидко-жидкостное
разделение фаз и петлевую экструзию. В данной работе мы исследовали вклад процесса
разделения фаз в формирование хроматиновых петель, используя в качестве модельной
системы локуса кератиновых генов человека (12q13.13).

Как мы показали ранее, локус кератиновых генов обладает сложной пространственной
организацией, регулирующей экспрессию кератинов. Гены кератинов экспрессируются в
определенных сочетаниях, специфичных для разных типов и стадий дифференцировки
кератиноцитов [1; 2]. Локус окружен двумя потенциальными суперэнхансерами, или зо-
нами контроля локуса (Locus Control Region, LCR): LCR1 и LCR2. В клетках HaCaT
(иммортализованные кератиноциты), которые мы использовали в ходе работы, активно
транскрибируется KRT5, и его промотор пространственно взаимодействует с обеими об-
ластями LCR1-LCR2. KRT1, напротив, неактивен и не контактирует с LCR.

В данном проекте мы привлекли dCas9, слитый с KLF4 – транскрипционным фак-
тором, формирующим фазовые конденсаты [3], – на промотор неактивного гена KRT1
с помощью специфических гидовых РНК, и подтвердили привлечение методом иммуно-
преципитации хроматина и количественной ПЦР (ChIP-qPCR). Используя метод захвата
конформации хромосом C-TALE (Chromatin TArget Ligation Enrichment) [4], мы обнару-
жили, что после привлечения dCas9-KLF4 возникает контакт KRT1 с LCR2, а также уве-
личивается интенсивность контакта KRT1 с предполагаемым энхансером в 5’-концевой
области от KRT1. В то же время, как было показано с помощью количественной ПЦР
с обратной транскрипцией (RT-qPCR), привлечение KLF4 не активирует транскрипцию
KRT1. Результаты позволяют предположить, что сборка фазового конденсата на промото-
ре неактивного KRT1 инициирует замыкание контакта между промотором и энхансером,
но этого контакта как такового недостаточно для активации гена.
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