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За последние десятилетия распространенность воспалительных заболеваний кишеч-
ника (ВЗК) возросла во всем мире. Вслед за индустриализацией рост заболеваемости 
ВЗК наблюдается не только в странах Европы и Северной Америки, но и в странах 
Азии, включая Китай и Индию. Несмотря на широкую распространенность и большое 
количество исследований, причины ВЗК остаются не до конца изученными. Важную 
роль в их патогенезе играют эпигенетические механизмы, такие как метилирование 
ДНК и посттрансляционные модификации гистонов. Эти модификации определяют 
структуру хроматина и могут служить метками как транскрипционно активных, так 
и неактивных районов. Учитывая глобальные изменения профиля экспрессии генов 
в кишечнике пациентов с ВЗК, можно предполагать всеобъемлющие структурные из-
менения активности и доступности хроматина в ходе развития воспалительных про-
цессов в кишечнике как на уровне клеток мукозального иммунитета, так и в эпите-
лиальных клетках. В частности, в исследованиях с использованием образцов ткани 
кишки от пациентов с  энтероколитом было показано снижение общего количества 
триметилирования гистона Н3 по лизину 27 (H3K27me3) в эпителиальных клетках. 
Одновременно с этим ингибирование нанесения метки H3K27me3 является перспек-
тивным направлением в лечении ВЗК за счет регуляции транскрипции в иммунных 
клетках. В  данной работе была исследована представленность этой модификации 
в ядрах эпителиальных клеток и в ткани кишки в целом на двух моделях хронического 
колита на мышах. Было показано, что общий уровень H3K27me3 повышается в ядрах 
энтероцитов в  модели хронического колита с  нокаутом гена Muc2. Этот результат 
указывает на значимое влияние модификации H3K27me3 на патогенез ВЗК не только 
в иммунных, но и в эпителиальных клетках толстой кишки.
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ВВЕДЕНИЕ

Воспалительные заболевания кишечника (ВЗК)  – хронические рецидивирующие 
воспалительные заболевания желудочно-кишечного тракта, включающие в  себя яз-
венный колит и  болезнь Крона. Язвенный колит характеризуется непрерывными 
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поражениями слизистой оболочки толстой кишки, воспаление распространяется от 
прямой кишки в проксимальном направлении, охватывая всю толстую кишку [1]. Для 
болезни Крона характерно трансмуральное воспаление, которое может возникать оча-
гами по всему желудочно-кишечному тракту, но в основном поражение локализуется 
в толстой и подвздошной кишках [2].

Клинические проявления, наблюдаемые у пациентов с ВЗК, включают в себя реци-
дивирующие боли в животе, снижение массы тела, наличие крови в стуле, диарею. На 
гистологическом уровне язвенный колит характеризуется инфильтрацией нейтрофи-
лов в собственную пластинку и эпителиальный слой кишки, образуя микроабсцессы 
крипт, а также истончением слизистого барьера кишечника в связи со снижением вы-
работки муцина бокаловидными клетками. При болезни Крона воспалением охвачены 
все слои кишечной стенки, также происходит инфильтрация нейтрофилов, часто – аг-
регация макрофагов, образующих эпителиоидные гранулемы [3].

Регуляция экспрессии генов при ВЗК является многоступенчатым и  сложным 
процессом, играющим значительную роль в патогенезе и клиническом течении этой 
группы заболеваний. Одним из основных механизмов, регулирующих экспрессию 
генов при ВЗК, являются сигнальные пути, ассоциированные с иммунным ответом. 
Известно, что воспалительные цитокины, такие как интерлейкины и фактор некроза 
опухолей, играют центральную роль в развитии ВЗК. Эти молекулы активируют ряд 
транскрипционных факторов, которые, в свою очередь, увеличивают экспрессию ге-
нов, способствующих воспалению и разрушению тканей. Таким образом формируется 
положительная обратная связь, усиливающая воспалительный процесс [4, 5].

Ключевыми сигнальными каскадами при развитии ВЗК являются несколько путей, 
которые приводят к транскрипционным изменениям в клетках кишечника. Например, 
NF-kB является одним из главных транскрипционных факторов регуляции воспали-
тельных процессов. Активация NF-kB приводит к увеличению экспрессии генов, коди-
рующих провоспалительные цитокины и хемокины [6–8].

В контексте ВЗК эпигенетическая регуляция играет важную роль, обеспечивая связь 
между генетическими и средовыми факторами, что имеет ключевое значение для пато-
генеза ВЗК. При исследовании некротического энтероколита – ВЗК у новорожденных 
детей – методами вестерн-блоттинга и иммуногистохимического анализа было показа-
но увеличение количества деметилазы гистонов JMJD3 в кишечнике пациентов. Ана-
логичные результаты были получены и на мышиной модели некротического колита, 
при этом количество модифицированных гистонов H3K27me3 уменьшалось [9]. Также 
было показано, что уровень JMJD3 увеличивался и в мышиной модели DSS-индуци-
рованного колита [10]. Иммуногистохимическое исследование показало уменьшение 
количества метилтрансферазы гистонов EZH2 в образцах кишечника у пациентов с яз-
венным колитом и болезнью Крона [11]. На фоне воспаления кишечника изучалось не 
только уменьшение количества репрессивных меток гистонов, но и увеличение моди-
фикаций, ассоциированных с повышением транскрипционной активности хроматина, 
в частности ацетилирование гистонов. Так, с помощью гистологических методов было 
показано повышение уровня H3K27ac в эпителиальном слое толстой кишки у мышей 
с DSS-индуцированным колитом и у пациентов с ВЗК [12]. Было доказано увеличе-
ние уровня ацетилирования гистона H4 в кишке крыс с язвенным колитом, вызванным 
TNBS (Trinitrobenzenesulfonic acid) [13]. В совокупности эти данные показывают, что 
в целом при воспалительных заболеваниях кишечника хроматин становится более от-
крытым и доступным для связывания транскрипционных комплексов.

Для изучения патогенеза ВЗК разработана широкая панель моделей in vivo, ряд 
которых успешно воспроизводит различные аспекты ВЗК. Широко представленной 
группой являются генетические модели ВЗК [14]. Среди этой большой группы следует 
выделить мышей линии Muc2, моделирующей хронический язвенный колит и в по-
следствии рак толстой кишки. Модель была получена с помощью нацеленного нокаута 
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гена Muc2. Гликопротеин Muc2 является основным компонентом кишечной слизи, он 
формирует защитный барьер, предотвращающий проникновение бактерий к  эпите-
лиальным клеткам, так что заселение микроорганизмов происходит только в верхнем 
слое слизи, а внутренний слой остается свободным от микробиоты [15]. Муциновая 
выстилка также способствует аккумулированию микробиоты во внешнем слое, пре-
дотвращая ее удаление за счет перистальтики кишечника. Нокаут гена Muc2 приводит 
к дисфункции муцинового и эпителиального барьеров, в связи с чем бактерии, нахо-
дящиеся в просвете кишечника и в верхнем слое слизи, получают доступ к эпители-
альным клеткам кишечника, что вызывает ответную реакцию в виде процесса воспа-
ления [15–18].

Большой популярностью пользуются модели химически индуцированного коли-
та в  связи с относительной простотой их получения, высокой воспроизводимостью, 
возможностью отслеживать стадию воспаления в  зависимости от длительности воз-
действия химических агентов. В качестве индукторов воспаления выступают декстран 
сульфат натрия (DSS), 2,4,6-тринитробензолсульфоновая кислота (TNBS), оксазолон, 
уксусная кислота, пептидогликан, каррагинан. Среди индуцирующих химических 
агентов следует выделить DSS. Декстран сульфат натрия – отрицательно заряженный 
полисахарид. Он состоит из единиц глюкозы, сульфатированной по положению 2, 4. 
Мономеры объединены в  полимер связью α-1,6. DSS способен взаимодействовать 
с мембранами клеток, экстрагируя фосфолипидные молекулы из мембраны в мицеллу, 
что приводит к прямому повреждению мембраны эпителиальных клеток и возникно-
вению эрозии. Также DSS связывается с жирными кислотами средней длины, приводя 
к повреждению эпителиального барьера и воспалению [19].

В данной работе изучены особенности распределения гистоновой модификации 
H3K27me3 в тканях толстой кишки при хроническом воспалении на двух эксперимен-
тальных моделях: у мышей с нокаутом гена Muc2 и на модели DSS-индуцированного 
колита. Проведенный сравнительный анализ позволил оценить степень универсально-
сти изменений данного эпигенетического маркера при развитии хронического воспа-
лительного процесса в толстом кишечнике.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Лабораторные животные и условия содержания
Эксперименты на животных были проведены на базе Новосибирского государст-

венного аграрного университета и  Института молекулярной и  клеточной биологии 
СО  РАН. Исследование проводилось на  26  самцах мышей линии C57BL/6 в  возра-
сте 12 недель и самцах линии Muc2 на генетическом фоне C57BL/6 в возрасте 8 не-
дель. В качестве контроля использовали однопометников дикого типа (Muc2+/+, n = 5), 
а в качестве опыта – самцов, гомозиготных по мутации в гене Muc2 (Muc2–/–, n = 5). 
Гомозиготное состояние мутации в гене Muc2 было подтверждено с помощью гено-
типирования с праймерами Muc2_gt_WT-F1 (5’ CTT GCC CTG CCC TAT TGT T 3’), 
Muc2_gt_WT-R1 (5’ AGA AAG CCC TGA AGC AGG A 3’), Muc2_gt_Neo-F2 (5’ GAT 
CTG GAC GAA GAG CAT CA 3’), Muc2_gt_Neo-R2 (5’ GAT ATT CGG CAA GCA 
GGC AT 3’). Животных содержали в испытательном центре Новосибирского государ-
ственного аграрного университета однополыми группами по 5–8 животных в откры-
тых клетках. Клетки были снабжены подстилом из обеспыленной березовой стружки 
(Фракция № 3, ИП Филонич, Новосибирск) и картонными укрытиями (картонные втул-
ки). Животным был предоставлен доступ к пище (корм С-19 “Дельта фидс” “БиоПро”, 
Новосибирск, Россия) и фильтрованной воде в неограниченном количестве. В помеще-
нии для содержания животных соблюдался световой режим 12 : 12 (включение света 
в 24:00, выключение в 12:00), температура 22–24 °С, влажность 30–60%.



1604 НИКЕЛЬВАРТ и др. 

Схема эксперимента
В исследовании применялось две модели хронического колита на мышах: 
1)	химически индуцированный колит с помощью декстран сульфата натрия (dextran 

sulfate sodium, DSS);
2)	генетическая модель колита – мыши с нокаутом гена Muc2. 
Mодель DSS-индуцированного колита позволяет получить как острое, так и хро-

ническое течение колита. Для моделирования острого воспаления мыши были раз-
делены на  4  группы: 6 контрольных и  6 опытных самцов были использованы для 
оценки острого колита, 6 контрольных и 8 опытных самцов были взяты в эксперимент 
для индукции хронического колита. Для получения острого колита мыши принима-
ли 1.8%-ный раствор декстран сульфата натрия (DSS) (#9011-18-1, BioFroxx) 7 дней, 
после чего животных выводили из эксперимента. Для моделирования хронического 
воспаления 6 контрольных животных также получали воду, а 8 опытных – 1.8%-ный 
раствор DSS. Эксперимент по индукции хронического воспаления продолжался 42 дня 
по схеме, показанной на рис. 1. В ходе выполнения экспериментов проводили взве-
шивания животных: в случае острого эксперимента – ежедневно, в случае хрониче-
ского – 3 раза в неделю. В последний день экспериментов проводилась клиническая 
оценка состояния животных. 

У мышей с генетической моделью колита и мышей с химически индуцированным 
колитом в последний день эксперимента извлекали толстую кишку. Часть дистально-
го отдела кишки была зафиксирована в 10%-ном растворе формальдегида в PBS для 
дальнейшего иммуногистохимического анализа на модификации гистонов H3K27me3, 
большую долю толстой кишки (проксимальный и  медиальный отделы) брали для 
оценки общей представленности H3K27me3 с помощью вестерн-блоттинга.

DSS             H  O            DSS             H  O             DSS             H  O

Day   0                   7                 14                 21                28                35                 42

Clinical scoring Microscopy,
Western blotting

Microscopy,
Western blotting

Muc2 knockout model

Muc2      – control group (n = 5)
Muc2      – colitis group (n = 5)

+/+

−/−

DSS-induced colitis

Control group (n = 6)
DSS-treated group (n = 8)

2 2 2

(a)

(b)

Рис 1. Схема эксперимента: (a) – схема получения модели хронического колита через три цикла предостав-
ления DSS в питьевой воде; (b) – вторая экспериментальная модель, линия мышей с нокаутом гена Muc2, 
которая характеризуется врожденным колитом.
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В ходе эксперимента у животных отмечали изменение массы тела, а также другие 
клинические признаки развития кишечного воспаления согласно шкале оценок, пред-
ставленных в табл. 1. В конце эксперимента, через 6 недель после последнего предо-
ставления DSS, мыши были подвергнуты эвтаназии с помощью краниоцервикальной 
дислокации. После вскрытия было оценено состояние толстой и прямой кишок.

Таблица 1. Шкала для оценки клинических проявлений воспаления в кишечнике

Клиническое проявление Шкала и критерии для оценки

Кровотечение в кишечнике

0 – нет видимых признаков кровотечения,
1 – кровь в фекалиях,

2 – кровотечение в анальном отверстии,
3 – кровь на шерсти вокруг анального отверстия

Диарея
0 – сформированные фекалии,

1 – мягкий стул,
2 – диарея

Поведение

0 – нормальное, активное,
1 – сгорбленное тело,

2 – вялость, низкая подвижность,
3 – неподвижность

Иммуногистохимический анализ срезов толстой кишки
Фрагменты нисходящей толстой кишки фиксировали в  10%-ном растворе фор-

мальдегида в  PBS для иммуногистохимического анализа модификации гистонов 
H3K27me3, затем производили криопротекцию в растворах сахарозы 15% и 30% в те-
чение 24 ч (4 °С). Затем кишку переносили в матричную среду для криотомии (O.C.T 
Compound containing, Tissue-Tek) и  замораживали в  жидком азоте. Срезы толщиной 
20 мкм были изготовлены с использованием криостата CM1850 UV (Leica Biosystems). 
Препараты кишки инкубировали 2  ч при 4  °С в  блокирующем буфере следующего 
состава: 0.5%  BSA, 0.3% Triton в  PBS. Затем срезы промывали раствором PBS, ин-
кубировали в  течение ночи с первичными антителами к H3K27me3 в концентрации 
1 : 100 (#39155, Active Motif). В качестве вторичных антител использовали антитела 
козы против антител кролика, конъюгированные с  красителем Alexa 488 (#A-11034, 
ThermoFisher) в концентрации 1  : 500. Для визуализации ядер клеток использовался 
краситель DAPI (#TC229-10MG, HiMedia) в разведении 1 : 1000.

Окрашенные образцы визуализировали с  помощью конфокального микроскопа 
Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss, Германия) и программного обеспечения ZEN 2009 в центре 
коллективного пользования анализа микроскопических объектов Института цитологии 
и генетики СО РАН. Все препараты, относящиеся к одному эксперименту, были сняты 
с использованием одинаковых настроек программного обеспечения микроскопа и со-
хранены в формате Lsm. Полученные 16-битные изображения анализировали в прило-
жении Fiji, используя автоматическую сегментацию ядер с помощью плагина StarDist 
(рис. 2). Область ядер выделяли на канале DAPI, интенсивность флуоресценции полу-
ченных областей измеряли на канале с целевыми белками (Alexa 488). 

Полученный массив данных интенсивностей флуоресценции фильтровали по пло-
щади, исключая из анализа ядра собственной пластинки и  мышц, имеющих мень-
шую площадь, а также скопления ядер большей площади, которые не были разделе-
ны программными средствами. Порог фильтрации ядер подбирали в  соответствии 
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с установленным вручную диапазоном значений площади, характерных для эпители-
альных ядер, и сохраняли неизменным для животных одного генотипа. Области, со-
держащие неспецифические объекты (пыль, содержимое кишки), удаляли вручную. 
Таким образом, на каждой микрофотографии было оценено в среднем около ста ядер 
эпителиальных клеток. Для каждой группы было использовано по три среза от трех 
животных, для каждого из которых было сделано пять микрофотографий. Таким обра-
зом, для одной экспериментальной группы было проанализировано около 4500 ядер. 
Данные представлены на рисунках как среднее значение для каждой микрофотогра-
фии. Интенсивность флуоресценции нормировали на значения фона, измеренные в об-
ласти отсутствия специфического сигнала (вне области среза или в просвете крипт).

Приготовление белковых экстрактов и вестерн-блоттинг
Для приготовления белковых экстрактов толстую кишку лизировали в буфере RIPA 

((1  М Tris-HCl (pH 7.6), 5 M NaCl, 0.5 M EDTA, 10% NP-40, 10% Na-deoxycholate, 
10% SDS)) с добавлением 1 мM NAMBS и 1 мM DTT и гомогенизировали. Лизат цент-
рифугировали (30 мин, 12 000 g, 4 °С), после чего отбирали супернатант (экстракт рас-
творимой фракции белков) и измеряли концентрацию белка с помощью набора AbiProt 
BCA Protein Assay Kit (#PRT-011-3-100ML, Abisense) в соответствии с рекомендациями 
производителя.

Для вестерн-блоттинга белковые экстракты (20  мкг) денатурировали в  буфере 
Laemmli (62.5  мM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 25% глицерола, 0.01% бромфеноло-
вого синего, 5% 1 β-меркаптоэтанола) и электрофоретически разделяли в 15%-ном 
полиакриламидном геле с  помощью системы для вертикального электрофореза 
WIX-easyPRO4 Mini Easy (WIX). Использовали маркер молекулярного веса белков 
RAV-10 (#PS-1050, Biolabmix). Перенос белков на  нитроцеллюлозную мембрану 
(#RPN303D, Amersham) осуществляли, используя систему для полусухого переноса 
белков Trans-Blot Turbo (BIORAD). Мембрану блокировали (5% BSA, 5% обезжирен-
ного сухого молока, 0.1% Tween 20 в PBS) в течение 1 ч при комнатной температуре. 

DAPI                                Mask                           Alexa Fluor 488

20 μm

Рис. 2. Схема программного выделения ядер для оценки локализации эпигенетической модификации 
H3K27me3. Плагин StarDist запускали на изображении препарата, полученном с помощью красителя DAPI, 
что позволило получить очертания (маску) сегментированных областей ядер. Маску накладывали на канал 
Alexa Fluor 488 и проводили измерения каждой области по отдельности. С помощью фильтрации по площа-
ди из анализа исключались области с площадью, значительно меньшей или большей таковой ядер (обведены 
желтыми овалами). Ожидаемая площадь ядер определялась с помощью измерений, проведенных вручную 
на 800 ядрах эпителия толстой кишки. Нормировка сигнала проводилась по области, не включающей сигна-
лы в ядрах клеток (голубой овал).
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После промывки инкубировали с  первичными антителами к  H3K27me3 (#39155, 
Active Motif) в  концентрации 1  :  1000 в  течение ночи при 4  °С. Затем инкубиро-
вали со вторичными антителами к антителам кролика, конъюгированными с перок-
сидазой хрена (#CSB-PA564648-500, Cusabio) в разведении 1  : 5000, в  течение 2 ч 
при комнатной температуре. Для нормировки были использованы антитела к белку 
GAPDH (#GB15004, Servicebio) в  разведении 1  :  1000. Детекцию белков проводи-
ли с помощью набора для хемилюминесценции (#G2020-25ML, Servicebio) согласно 
указаниям производителя. Изображения были получены с использованием системы 
Amersham Imager 600 (GE Healthcare). Интенсивность сигналов целевых белков оце-
нивали с помощью программы ImageJ, нормируя на сигнал GAPDH. 

Статистический анализ
Статистическую обработку данных проводили с помощью различных статисти-

ческих пакетов языка программирования R (4.4.1), для графического отображения 
результатов использовали библиотеку ggplot.2. Нормальность распределения оце-
нивали с  помощью критерия Шапиро–Уилка. Нормально распределенные данные 
анализировали с помощью t-критерия Стьюдента, для данных, распределение кото-
рых не соответствует нормальному, использовали критерий Уилкоксона. Для анализа 
динамики массы тела применяли двухфакторный дисперсионный анализ повторных 
измерений ANOVA с  апостериорным тестом Тьюки, данные представлены в  виде 
среднего значения со стандартным отклонением. В остальных случаях данные пред-
ставлены диаграммами размаха.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка эффективности химической индукции колита с помощью DSS
В ходе эксперимента животных взвешивали ежедневно в остром и 2–3 раза в не-

делю в хроническом эксперименте. Острый эксперимент проводился для валидации 
эффективности развития колита на  ранних этапах, поскольку выраженность колита 
на первоначальных стадиях эксперимента определяет клиническую картину в хрони-
ческой стадии. Дисперсионный анализ показал достоверное взаимодействие факторов 
группы и повтора как в остром, так и в хроническом эксперименте (n = 6−8, острый 
DSS: F(7, 80) = 17.49, p < 0.001; хронический DSS: F(17, 180) = 14.85 двухфакторный 
ANOVA повторных измерений). Начиная с 6-го дня после начала эксперимента было 
выявлено достоверное снижение массы тела у мышей с острым DSS-индуцированным 
колитом в  сравнении с  мышами контрольной группы (n  =  6 в  каждой группе, день 
6-й: p < 0.001, post hoc тест Тьюки, рис. 3a). В хроническом эксперименте статистиче-
ски значимые различия наблюдались на 9-й, 14-й и 21-й дни (n = 6–8, p < 0.001, post 
hoc тест Тьюки, рис. 3a). Кроме того, в остром эксперименте наблюдались клиниче-
ские признаки воспаления, включая диарею, наличие крови в стуле, сгорбленную позу 
(n = 6 в обеих группах, p < 0.01, критерий Уилкоксона, рис. 3b). Также были проведены 
измерения длины толстой и слепой кишок мышей как в остром, так и в хроническом 
эксперименте (рис. 3c). Можно видеть, что происходит достоверное укорочение дли-
ны толстой и слепой кишок при остром воспалении (n = 6 в обеих группах, W = 36, 
p  <  0.01, критерий Уилкоксона). Все перечисленные изменения соответствуют ожи-
даемому течению острого и хронического колита, как следует из литературных дан-
ных [18]. Таким образом, полученные данные свидетельствуют об успешном развитии 
колита у мышей в наших экспериментальных условиях.
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Представленность H3K27me3 в толстой кишке мышей после химической индукции 
хронического колита

Далее были проведены эксперименты по окрашиванию срезов толстой кишки ан-
тителами к модифицированному гистону H3K27me3 с целью оценить интенсивность 
флуоресценции у животных двух экспериментальных групп: контрольной и с хрониче-
ским DSS-индуцированным колитом. Антитела показали специфичный сигнал в ядрах 
клеток, общая интенсивность сигнала была сравнимой в обеих группах (рис. 4a). Ко-
личественный обсчет интенсивности окрашивания ядер подтвердил отсутствие стати-
стически значимых различий (рис. 4b). В то же время результаты вестерн-блоттинга 
полностью согласуются с результатами иммуногистохимического исследования и по-
казывают отсутствие различий уровня H3K27me3 в ткани толстой кишки мышей с хро-
ническим DSS-индуцированным колитом от контрольных животных (риc. 4с). Таким 
образом, данные иммуногистохимического анализа и результаты оценки общего белка 
с помощью вестерн-блоттинга согласуются друг с другом.
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Рис. 3. Оценка проявлений язвенного колита у мышей в группе с DSS-индуцированным колитом. (a) – Ди-
намика изменения массы тела мышей в трех группах: контрольная группа (n = 6, зеленый), острый колит 
(n = 6, оранжевый), хронический колит (n = 8, фиолетовый). *** – p < 0.001 “Острый DSS” по сравнению 
с “Контролем”, тест Тьюки HSD. ### – p < 0.001 “хронический DSS” по сравнению с “Контролем”, тест Тью-
ки HSD. Точки на графике показывают процент от начальной массы тела животных, усредненный по группе 
в конкретный день эксперимента. (b) – Оценка клинических проявлений колита. На диаграмме представлен 
общий балл, отражающий сумму баллов по критериям, включающим в себя состояние стула, внешний вид, 
кровотечение (n = 6 в обеих группах, ** – p < 0.01 “острый DSS” по сравнению с “Контролем”, критерий 
Уилкоксона). (c) – Длина толстой кишки при остром и хроническом колите (** – p < 0.01, “Острый DSS” по 
сравнению с “Контролем”, критерий Уилкоксона), длина слепой кишки при остром и хроническом колите 
(** – p < 0.01, “Острый DSS” по сравнению с “Контролем”, критерий Уилкоксона). Каждая точка на графике 
отражает значение длины кишки одной мыши. 
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Представленность H3K27me3 в толстой кишке мышей в генетической модели 
хронического колита

Затем была проведена оценка уровня H3K27me3 у контрольных животных и мы-
шей линии Muc2, чтобы выявить возможные изменения этой модификации у живот-
ных с врожденным воспалением кишечника. По результатам иммуногистохимического 
анализа было выявлено увеличение данной модификации в  ядрах эпителия толстой 
кишки мышей линии Muc2 (W = 499, *** – p < 0.001 “Muc2–/–” по сравнению с “Muc2+/+”, 
критерий Уилкоксона, рис. 5a, b). Этот результат говорит в пользу того, что врожден-
ный колит может приводить к  изменению структуры хроматина за счет увеличения 
общего уровня H3K27me3 не только в иммунных клетках, как было показано ранее, но 
и в эпителиальных клетках. Далее был проанализирован общий уровень этой модифи-
кации гистона Н3 во всей ткани кишки с помощью вестерн-блоттинга, но статистиче-
ски достоверных разниц выявлено не было (рис. 5с). Этот результат может указывать 
на то, что уровень модификации H3K27me3 меняется только в одном типе клеток, но 
не во всех клеточных типах толстой кишки.
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Рис. 4. Представленность модификации гистонов H3K27me3 в ткани толстой кишки на фоне хронического 
DSS-индуцированного колита. (а) – Репрезентативная микрофотография иммуногистохимического анализа 
срезов толстой кишки. Масштабная линейка − 10 мкм. (b) – Количественное измерение интенсивности сиг-
нала иммуногистохимических срезов толстой кишки (количество микрофотографий n = 45 в каждой группе, 
точки представляют собой усредненные значения интенсивности на микрофотографию). (с) – Вестерн-блот-
тинг и его количественный обсчет в ткани толстой кишки, n = 6−8 образцов в группе. Точками показаны 
нормированные на белок GAPDH значения интенсивности сигнала для каждого образца.
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Таким образом, было обнаружено достоверное увеличение модификации H3K27me3 
в  ядрах эпителия нисходящей толстой кишки мышей с  генетически обусловленным 
хроническим колитом. В то же время ни в контрольной группе, ни в модели химически 
индуцированного колита нам не удалось выявить изменений в общем уровне данной 
модификации в тканях кишки ни одним из методов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе были исследованы особенности перестройки хроматина, обуслов-
ленные модификацией гистонов H3K27me3 в ткани толстой кишки, на моделях хро-
нического колита у лабораторных мышей. Для оценки распределения данной модифи-
кации использовались методы иммуногистохимического анализа и вестерн-блоттинга. 
Полученные результаты свидетельствуют о  существенных изменениях эпигенетиче-
ского статуса клеток кишечного эпителия при хроническом воспалении, вызванном 
нокаутом гена Muc2.

Ранее было показано, что в тканях кишечника пациентов с воспалительными за-
болеваниями, такими как воспалительный энтероколит, отмечается снижение уровня 
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Рис. 5. Представленность модификации гистонов H3K27me3 в ткани толстой кишки на фоне хронического 
колита у мышей с нокаутом гена Muc2. (а) – Репрезентативная микрофотография иммуногистохимического 
анализа срезов толстой кишки. Масштабная линейка − 10 мкм. (b) – Количественное измерение интенсив-
ности иммуногистохимического сигнала срезов толстой кишки (n = 45 в каждой группе, точки представля-
ют собой усредненные значения интенсивности на микрофотографию). *** – p < 0.001 “Muc2” в сравнении 
с “Контролем”, критерий Уилкоксона. (с) – Вестерн-блоттинг и его количественный обсчет в ткани толстой 
кишки; n = 5 образцов в каждой группе. Точками показаны нормированные на белок GAPDH значения ин-
тенсивности сигнала для каждого образца.
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H3K27me3, что сопровождается повышением активности деметилазы JMJD3 [9]. В то 
же время исследования на моделях колита демонстрируют неоднозначные результаты. 
Например, нокаут гена Ezh2, кодирующего фермент, отвечает за метилирование H3K27 
и у мышей приводит к усиленной экспрессии воспалительных генов, а  также более 
выраженной симптоматике острого колита  [11]. Однако фармакологическое ингиби-
рование EZH2 у животных с DSS-индуцированным колитом зачастую ассоциируется 
с частичным сглаживанием воспалительных проявлений, что указывает на сложную 
роль этого фермента в регуляции воспаления [20]. Исследования также показывают, 
что стимуляция воспалительного ответа, например с помощью липополисахарида кле-
точной стенки бактерий, способствует увеличению уровней EZH2 и H3K27me3, что, 
возможно, отражает защитную или компенсаторную реакцию организма [21]. Таким 
образом, роль H3K27me3 в воспалении кишечника остается предметом активных дис-
куссий и требует дальнейшего изучения, особенно в контексте различий между острым 
и хроническим воспалением.

В данной работе не было выявлено значительных изменений в общем количестве 
и распределении H3K27me3 в ткани толстой кишки на модели хронического DSS-ин-
дуцированного колита, что может свидетельствовать о сложности регуляции этой мет-
ки в длительном воспалительном процессе или о локальных изменениях в регуляции 
эпигенетического статуса клеток. В  то же время отмечено достоверное увеличение 
интенсивности ядерных сигналов H3K27me3 в  эпителиальных клетках в  генетиче-
ской модели хронического колита, вызванной дефицитом гликопротеина Muc2. Эти 
результаты согласуются с  данными о  том, что в  условиях хронического воспаления 
происходит перераспределение эпигенетических маркеров – это может отражать адап-
тивные или патологические изменения в регуляции генов, отвечающих за воспаление 
и регенерацию тканей [22].

Однако данные, полученные по результатам вестерн-блоттинга, не подтвердили 
значимых изменений уровня H3K27me3 в тканях. Это может быть связано с тем, что 
методы иммуногистохимии позволяют выявлять локальные изменения в распределе-
нии маркера в отдельных клетках или слоях ткани, тогда как вестерн-блоттинг отра-
жает общий уровень отдельного белка в образце. Также следует отметить ограничения 
метода, связанные с использованием цитозольного белка GAPDH в качестве нормира-
тора для ядерных белков. 

Такое различие подчеркивает необходимость применения множественных методов 
для комплексной оценки эпигенетических изменений. Для более точного изучения ди-
намики H3K27me3 целесообразно использовать такие методы, как ChIP-seq, что по-
зволит выявить изменения на уровне отдельных локусов генома и понять, какие гены 
подвергаются эпигенетической регуляции в условиях хронического воспаления [23].

Важно отметить особую роль фермента EZH2, который не только участвует в ме-
тилировании H3K27, но и взаимодействует с другими компонентами эпигенетических 
белковых комплексов, такими как комплекс PRC2, а также регулируется различными 
сигнальными путями, включая воспалительные. Было показано, что подавление ак-
тивности EZH2 смягчает воспаление кишечника в экспериментальных моделях и за-
держивает развитие колоректального рака, ассоциированного с воспалением. Счита-
ется, что терапевтический эффект ингибирования EZH2 и, как следствие, снижения 
H3K27me3 опосредован клетками миелоидного ряда, обладающими иммуносупрес-
сорными свойствами, например Т-регуляторными клетками  [20]. Аналогичный эф-
фект был показан и для ингибиторов деацетилаз гистонов, которые также вовлечены 
в формирование иммуносупрессорной функции Т-регуляторных клеток [24]. Данные 
исследования подчеркивают важную роль модификаций гистонов в регуляции иммун-
ных клеток в патогенезе ВЗК. В частности, было показано, что H3K27me3 участву-
ет в формировании воспаления за счет изменения структуры хроматина и профиля 
экспрессии генов прямо в  эпителиальных клетках. Такое влияние свидетельствует 
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о  новых механизмах развития воспаления, включая возможную трансформацию 
тканей слизистой оболочки кишечника. Таким образом, эпигенетическая регуляция 
воспаления в кишечнике – сложный и многогранный процесс, в котором H3K27me3 
занимает важное место, однако его роль в патогенезе хронического колита остается 
недостаточно изученной. Наши данные указывают на необходимость дальнейших ис-
следований, включающих более детальный анализ локальных изменений в различных 
типах клеток кишечника. Понимание механизмов эпигенетической регуляции может 
способствовать развитию новых терапевтических стратегий, направленных на  кор-
рекцию эпигенетического статуса клеток кишечника и потенциально на улучшение 
клинических исходов у пациентов с ВЗК.
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The Abundance of H3K27me3 Histone Modification in the Mouse Colon 
under Chronic Inflammation
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The prevalence of inflammatory bowel diseases (IBD) has increased globally over 
recent decades. Following industrialization, the incidence of IBD has been rising not 
only in European and North American countries but also in Asian nations, including 
China and India. Despite its widespread occurrence and extensive research efforts, the 
etiopathogenesis of IBD remains incompletely understood. Epigenetic mechanisms, such 
as DNA methylation and post-translational modifications of histones, play a crucial role 
in its pathogenesis. Histone modifications influence chromatin structure and can serve as 
markers for transcriptionally active or inactive regions. Given the global alterations in gene 
expression profiles observed in the intestines of IBD patients, it is plausible to hypothesize 
comprehensive structural changes in chromatin activity and accessibility during intestinal 
inflammatory processes, affecting both mucosal immune cells and epithelial cells. 
Particularly, studies utilizing colonic tissue samples from patients with enterocolitis have 
demonstrated a reduction in the overall levels of trimethylation of histone H3 at lysine 27 
(H3K27me3) within epithelial cells. Concurrently, targeting the H3K27me3 modification 
presents a promising therapeutic approach for IBD through the regulation of transcription 
in immune cells. This research investigated the presence of this histone modification in 
epithelial cell nuclei and in colonic tissue as a whole within two mouse models of chronic 
colitis. Our findings indicate that the overall level of H3K27me3 increases in the nuclei of 
enterocytes in a chronic colitis model with Muc2 gene knockout. This result suggests that 
the H3K27me3 modification significantly influences the pathogenesis of IBD, not only in 
immune cells but also in colonic epithelial cells.

Keywords: inflammatory bowel disease, mouse models of colitis, epigenetic regulation, 
chromatin, H3K27me3


