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Белок Su(Hw) (Suppressor of Hairy-wing) принадлежит к классу белков, которые организуют архи-
тектуру хромосом, определяют активность промоторов и участвуют в формировании границ/ин-
суляторов между регуляторными доменами. Этот белок содержит кластер из 12 цинковых паль-
цев типа С2Н2, часть из которых отвечает за связывание с консенсусным сайтом. Su(Hw) образует 
комплекс с белком Mod(mdg4)-67.2 и белком CP190 (Centrosomal protein 190kD), связывающимся 
со всеми известными инсуляторами дрозофилы. Для дальнейшего изучения функционирования 
Su(Hw)-зависимых комплексов мы использовали ранее описанную мутацию su(Hw)E8, которая 
инактивирует седьмой цинковый палец, в результате чего мутантный белок теряет способность 
связываться с консенсусным сайтом. В представленной работе показано, что белок Su(Hw)E8 про-
должает напрямую взаимодействовать с белками CP190 и Mod(mdg4)-67.2. Через взаимодействие 
с Mod(mdg4)-67.2 белок Su(Hw)E8 может привлекаться в состав формирующихся на хроматине 
Su(Hw)-зависимых комплексов и усиливать их инсуляторную активность. Результаты работы 
демонстрируют, что не связанные с ДНК Su(Hw)-зависимые комплексы могут рекрутироваться 
на Su(Hw)-связывающие сайты через специфичные белок-белковые взаимодействия, которые 
стабилизируются Mod(mdg4)-67.2.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: регуляция транскрипции, Su(Hw), Mod(mdg4), белок-белковые взаимодействия, 
хроматиновые инсуляторы.
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Принятые сокращения: ДДС  – дрожжевая двуги-
бридная система; CP190 – Centrosomal protein 190kD; 
Mod(mdg4)  – Modifier of mdg4; SBS  – Su(Hw) binding 
sites, сайты связывания белка Su(Hw); Su(Hw) – Suppres
sor of Hairy-wing; ZF – zinc fingers, цинковые пальцы.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

У высших эукариот регуляция экспрессии 
генов усложняется вследствие дифференцировки 
клеток в процессе эмбрионального развития. Спе-
циализация клеток определяется экспрессией раз-
личных комбинаций транскрипционных факто-
ров, которые кодируются обширной группой генов 
развития, контролирующих дифференцировку [1]. 
Другая большая группа генов кодирует белки 
«домашнего хозяйства», которые необходимы для 
функционирования всех клеток. У Drosophila гены 
домашнего хозяйства группируются в кластерах, и 

все их регуляторные элементы обычно находятся 
в непосредственной близости от регулируемых 
ими промоторов. В отличие от генов домашнего 
хозяйства гены развития обычно имеют сложные 
протяжённые регуляторные системы, состоящие 
из большого количества энхансеров, каждый из 
которых определяет экспрессию гена в конкрет-
ной группе клеток и на протяжении определён-
ного временного промежутка  [2–4]. Энхансеры 
могут стимулировать работу промотора, находясь 
от него на дистанциях, достигающих в некото-
рых случаях сотен тысяч пар нуклеотидов (т.п.н.). 
Регуляция взаимодействий между энхансерами 
и промоторами осуществляется особой группой 
регуляторных элементов, названных инсулятора-
ми [5–7]. Определённые комбинации инсуляторов 
могут взаимодействовать между собой, формируя 
хроматиновые домены, которые усиливают/бло-
кируют дистанционные взаимодействия между 
энхансерами и промоторами [5, 8, 9].
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У Drosophila с промоторами генов и инсулято-
рами связываются архитектурные белки, харак-
терной особенностью которых являются класте-
ры, состоящие из пяти и более цинковых пальцев 
(zinc fingers, ZF) типа С2Н2 [10, 11]. Показано, что с 
помощью 4–5 С2Н2-доменов архитектурные белки 
специфично связываются с протяжёнными моти-
вами 12–15 п.н. У дрозофилы наиболее хорошо 
описан архитектурный белок Su(Hw) (Suppressor of 
Hairy-wing), который имеет около 2000 геномных 
сайтов связывания  [12–15]. Исходно Su(Hw) был 
открыт как инсуляторный белок, который блоки-
рует взаимодействия между энхансерами и про-
моторами генов, связываясь с 12 сайтами в соста-
ве ретротранспозона gypsy [12–14]. В дальнейшем 
было показано, что Su(Hw) участвует в формиро-
вании промоторов и способен репрессировать 
транскрипцию с некоторых из них [15, 16]. В цен-
тре белка Su(Hw) локализован кластер, состоящий  
из 12 ZF С2Н2, которые связываются с консенсус-
ной последовательностью [17]. На N-конце белка 
Su(Hw) находятся два консервативных участка, 
взаимодействующих с ВТВ-доменом (ВТВ – bric-a- 
brac, tramtrack, and broad complex) белка СР190, 
который участвует в формировании активных ин-
суляторов и промоторов генов домашнего хозяй-
ства [18, 19]. На С-конце белка картирован домен, 
взаимодействующий с одной из 30 изоформ белка 
Mod(mdg4) (Modifier of mdg4) [20–22]. Все изоформы 
Mod(mdg4) имеют на N-конце ВТВ-домен типа TTK 
(Tramtrack group), способный формировать гекса-
меры [23, 24]. Изоформа Mod(mdg4)-67.2 имеет уни-
кальный С-конец, взаимодействующий исключи-
тельно с С-концевым доменом белка Su(Hw). Кроме 
того, обнаружено, что в состав Su(Hw)-зависимых 
комплексов могут входить и другие белки: HIPP1 
(HP1 and insulator partner protein 1), который взаи-
модействует с тем же С-концевым районом Su(Hw),  
что и Mod(mdg4)-67.2 [25–27], ENY2 (Enhancer of yel­
low 2), взаимодействующий с 11-м и 12-м ZF белка 
Su(Hw) [28], и РНК-связывающие белки [29, 30]. Все 
изоформы белка Mod(mdg4), как и белок СР190, су-
молируются и в результате множественных белок-
белковых взаимодействий формируют в ядре спек-
лы [31–33]. Предполагается, что мультимеризация 
ВТВ-доменов и взаимодействие между белками 
SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) формируют 
ядро спеклов, к которым присоединяются белки-
«пассажиры», такие как Su(Hw) и другие архитек-
турные белки. Согласно предложенной модели, 
спеклы функционируют как резервуары архитек-
турных белков, которые связываются с новой ДНК 
в процессе её репликации [32, 33].

В представленной работе мы исследовали спо-
собность мутантного белка Su(Hw)E8, который само-
стоятельно не связывается с ДНК, рекрутироваться 
на Su(Hw)-зависимые сайты хроматина. Точечная 

замена гистидина в положении  459 на тирозин 
в мутанте Su(Hw)E8  [34] приводит к разрушению 
седьмого домена С2Н2, необходимого для связыва-
ния белка с хроматином [17]. В результате Su(Hw)E8 
не может связаться с Su(Hw)-связывающими сай-
тами in vitro и не обнаруживается на политенных 
хромосомах [17]. Однако мы продемонстрировали, 
что в присутствии связывающегося с хроматином 
мутантного варианта Su(Hw) c делетированным 
N-концом (Su(Hw)ΔN) белок Su(Hw)E8 рекрутируется 
на Su(Hw)-зависимые инсуляторные сайты. Эффек-
тивное связывание Su(Hw)E8 опосредовано белком 
Mod(mdg4)-67.2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание рекомбинантных генетических 
конструкций. Все конструкции для работы в дрож-
жевой двугибридной системе (ДДС) были созданы 
на основе вектора pGBT9, содержащего ДНК-связы-
вающий домен дрожжевого белка GAL4 («Clontech», 
Пало-Альто, Калифорния, США).

Для создания конструкции pGBTSu(Hw)E8 про- 
дукт ПЦР 5′-ggaacagcacaagtcacgtg-3′/5′-caccaatgcagaa- 
aacttcttgtc-3′ обрабатывали эндонуклеазой BglII, а 
продукт ПЦР 5′-gcccttaaaaagTatcgacgct-3′/5′-aatccgt- 
gcgttccataat-3′ – эндонуклеазой EagI. В качестве ма-
трицы для ПЦР использовали кДНК Su(Hw). Полу-
ченные фрагменты ДНК совместно клонировали в 
плазмиду pGBTSu(Hw), обработанную BglII и EagI.

Для создания конструкции pGBTSu(Hw)E8Δ114 
фрагмент XhoI-Afl II, содержащий делецию 114 а.о., 
из pGBTSu(Hw)Δ114 клонировали в плазмиду 
pGBTSu(Hw)E8, обработанную XhoI и Afl II.

Для создания конструкции pGBTSu(Hw)E8Δ283 
фрагмент EagI-SalI, содержащий делецию 17 а.о., 
из pGBTSu(Hw)Δ283 клонировали в плазмиду 
pGBTSu(Hw)E8, обработанную EagI и SalI.

Плазмиды pGBTSu(Hw), pGBTSu(Hw)Δ283, 
pGADMod(mdg4)-67.2 и pGADCP190 были получены 
и описаны ранее [18, 20].

Дрожжевая двугибридная система. Анализ 
взаимодействий между белками в ДДС проводи-
ли с использованием плазмид и протоколов от 
«Clontech». Плазмиды трансформировали в штамм 
дрожжей pJ69-4A литий-ацетатным методом, как 
описано производителем, и высевали на среду 
без триптофана и лейцина. Через 3 дня роста при 
30 °С клетки пересевали на селективные среды 
без триптофана, лейцина, гистидина и аденина 
и сравнивали рост дрожжевых колоний ещё че-
рез 2–3 дня. В качестве отрицательного контроля 
тестировали взаимодействие производных белка 
Su(Hw), экспрессировавшихся в векторе pGBT9, 
с вектором pGAD24. Положительным контролем 
служили взаимодействия полноразмерного белка 
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Su(Hw) с белками Mod(mdg4)-67.2 или СР190, опи-
санные ранее [18, 20]. Каждый эксперимент повто-
ряли трижды.

Фенотипический анализ в трансгенных 
линиях дрозофил. Всех мух содержали при тем-
пературе 25 °С на стандартной дрожжевой среде 
(Bloomington Drosophila Stock Center). Эффекты раз-
личных комбинаций мутаций оценивались двумя 
исследователями независимо. Уровень выражен-
ности фенотипов yellow и cut оценивали в возрасте 
3–5 дней у самцов, развивающихся при 25 °С. Изме-
нения в экспрессии гена yellow (в теле и в крыль-
ях) оценивали по пятибалльной шкале, где 5 соот-
ветствует пигментации дикого типа; 2  – уровню 
пигментации, ассоциированному с мутацией у2; 
3 и 4 – частичной активации базовой транскрип-
ции; 1 – отсутствию экспрессии. В качестве этало-
на использовали мух, у которых экспрессия аллеля 
yellow была охарактеризована ранее. Изменения в 
экспрессии гена cut оценивали, подсчитывая коли-
чество вырезок, возникающих по краю крыловой 
пластины. В качестве эталона использовали мух 
дикого типа и мух, несущих аллель ct6. Репрезен-
тативные формы крыльев, представленные на 
рис. 2,  б, были выбраны как «средние» из серии 
крыльев, расположенных в порядке возрастания 
выраженности их мутантного фенотипа. В каждой 
трансгенной линии оценивали фенотип не менее 
чем 50 мух.

Трансгенные линии Su(Hw)+, Su(Hw)Δ62, 
Su(Hw)Δ52, Su(Hw)Δ114 и Su(Hw)J, тагетированные 
эпитопом 3хFLAG, были получены и описаны ра-
нее [18, 35]. Введение в трансгенные линии мута-
ции mod(mdg4)u1 или комбинаций мутаций su(Hw)v/
su(Hw)2 и su(Hw)v/su(Hw)E8 проводили в соответствии 
со схемой, описанной ранее [36]. Все детали гене-
тических скрещиваний могут быть предоставлены 
по запросу.

Иммуноокрашивание политенных хромо-
сом. Личинок дрозофилы 3-го возраста выращи-
вали при 18 °С в стандартных условиях. Окра-
шивание политенных хромосом проводили в 
соответствии с ранее описанной методикой  [37]. 
Использовали следующие первичные антитела: 
анти-Su(Hw) (кролик) 1 : 300 и анти-FLAG (мышь) 
1 : 50. Применяемыми вторичными антителами 
были FITC-AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 1 : 200 и 
Cy5-AffiniPure Donkey Anti-Mouse 1 : 200 («Jackson 
ImmunoResearch», США). Анализ проводился с по-
мощью флуоресцентного микроскопа Zeiss Axio 
Observer.Z1 («Zeiss», Германия), в который встрое-
на система микроскопии со структурированным 
освещением OptiGrid («Qioptiq», Великобритания). 
Для обработки изображений использовали про-
грамму Fiji.

Иммунопреципитация хроматина. Выделе-
ние хроматина из дрозофил на куколочной стадии 

развития и последующую иммунопреципитацию 
хроматина проводили в соответствии с методикой, 
описанной ранее [35]. Для иммунопреципитации 
использовали следующие антитела: анти-Su(Hw) 
(кролик) 1 : 200 и анти-FLAG (мышь) 1 : 300. Коли-
чество иммунопреципитированной ДНК опреде-
ляли с помощью количественной ПЦР с исполь-
зованием красителя SYBR green («Bio-Rad», США,  
Cat# 170-8882). Последовательности праймеров, ис-
пользованных в ПЦР:

62D fw – 5′-TTTGGGCTTGGTGAGAACAG-3′
62D rev – 5′-TGATACCAGGCGAACAGAAATC-3′
50A fw – 5′-ATACAAAGTGGTTTCAGCCAAGAAG-3′
50A rev – 5′-TTGATAAATAGTCCAGCACGCATAC-3′
87E fw – 5′-GGATGTTACA TTGAGAGTGCTTAGG-3′
87E rev – 5′-TTTGCGTTTCGGCTGCTGTC-3′
1A2 fw – 5′-ACCACACATCAGTCATCGTGT-3′
1A2 rev – 5′-CTTCGTCTACCGTTGTGC-3′
gypsy fw – 5′-TTCTCTAAAAAGTATGCAGCACTT-3′
gypsy rev – 5′-CACGTAATAAGTGTGCGTTGA-3′
ras fw – 5′-GAGGGATTCCTGCTCGTCTTCG-3′
ras rev – 5′-GTCGCACTTGTTACCCACCATC-3′
Каждый эксперимент выполняли в трёх био-

логических повторах.
Антитела. В работе использовали поликло-

нальные антитела к N-концевому домену белка 
Su(Hw), полученные и описанные ранее  [32, 33], 
и моноклональные антитела к эпитопу FLAG 
(«Sigma-Aldrich», Cat# F 1804).

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Белок Su(Hw)E8 способен напрямую взаимо-
действовать с белками Mod(mdg4)-67.2 и CP190. 
Ранее мы показали, что мутантный белок Su(Hw)f, 
в котором инактивирован десятый ZF, утрачивает 
способность взаимодействовать с белком СР190 
(Centrosomal protein 190kD) in vitro [35]. Чтобы про-
верить, как мутация в седьмом ZF белка Su(Hw)E8 
влияет на взаимодействие с двумя другими ком-
понентами Su(Hw)-зависимого комплекса, белка-
ми CP190 и Mod(mdg4)-67.2, мы использовали ДДС. 
На основе вектора pGBT9 были созданы 3 конструк-
ции. Первая экспрессировала в дрожжах полнораз-
мерный белок Su(Hw)E8, вторая – его производную 
Su(Hw)E8Δ114 с делецией района 88–202 а.о., взаи-
модействующего с белком СP190, и третья  – про-
изводную Su(Hw)E8Δ283, в которой делетирован 
район взаимодействия с белком Mod(mdg4)-67.2 от 
760 до 778 а.о. (рис. 1, а). Затем мы протестировали 
прямые взаимодействия вариантов Su(Hw)E8 с пол-
норазмерными белками CP190 и Mod(mdg4)-67.2, 
которые экспрессировались в векторе pGAD24.  
Белок Su(Hw)E8 взаимодействовал со всеми инсу-
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ляторными белками так же, как белок дикого 
типа. Белок Su(Hw)E8Δ114 утрачивал способность 
взаимодействовать с СP190, а белок Su(Hw)E8Δ283 –  
с Mod(mdg4)-67.2 (рис. 1, а). Следовательно, мутация 
в седьмом ZF не влияет на взаимодействие белка 
Su(Hw)E8 с остальными компонентами инсулятор-
ного комплекса. Поэтому через взаимодействие 
с белками CP190 и Mod(mdg4)-67.2 белок Su(Hw)E8 
может рекрутироваться на хроматин.

Белок Su(Hw)E8 восстанавливает инсулятор-
ную функцию мутантных белков Su(Hw), взаи-
модействие которых c СР190 нарушено. Для ис-
следования Su(Hw)-зависимой инсуляции обычно 
используют две модельные системы, которые по-
лучены в результате интеграции мобильного эле-
мента gypsy в локусы yellow (y2) и cut (ct6).

Ген yellow отвечает за пигментацию кутику-
лярных структур дрозофилы  [38]. В диком типе 
тело, крылья и щетинки мух окрашены в тёмный 
цвет. В аллеле y2 ретротранспозон gypsy встроился 
между энхансерами тела и крыльев и промото-
ром гена yellow (рис. 2, а). В этом случае инсулятор 
Su(Hw) полностью блокирует активацию экспрес-
сии yellow в теле и крыльях, в результате чего тело 
и крылья мутантных мух приобретают жёлтую 
окраску (рис. 2, б). Однако щетинки мух остаются 

пигментированными, т.к. энхансер щетинок рас-
положен в интроне гена [39].

В аллеле ct6 (рис. 2, а) gypsy находится между 
энхансером крыловой пластины и промотором 
гена cut, отвечающим за развитие края крыла, ко-
торые дистанцированы друг от друга на расстоя-
ние более 70 т.п.н. В этом случае инсулятор пол-
ностью блокирует крыловой энхансер, вследствие 
чего край крыла практически целиком обрезан и 
крыловые щетинки отсутствуют (рис. 2, б) [22, 40].

Белок CР190 связывается с двумя районами, 
88–150 а.о. и 150–202 а.о., на N-конце белка Su(Hw) 
(рис. 1, а)  [18]. C помощью генетических скрещи-
ваний во вторую хромосому линии y2ct6;su(Hw)v/
su(Hw)2 были интегрированы трансгены, экспрес-
сирующие полноразмерный белок Su(Hw)+ и его 
производные: Su(Hw)Δ62 (делеция района 88–
150 а.о.), Su(Hw)Δ52 (делеция района 150–202 а.о.) 
и Su(Hw)Δ114 (делеция обоих районов, взаимо-
действующих с CP190) (рис. 1, б). Сочетание му-
таций su(Hw)v/su(Hw)2 инактивирует нативный 
белок Su(Hw), поэтому мы смогли проанализиро-
вать влияние мутантных белков на фенотип y2ct6 
(рис. 2, б) [18].

Инактивация белка Su(Hw) в линии y2ct6; 
su(Hw)v/su(Hw)2 восстанавливала экспрессию yellow 

Рис. 1. Производные белка Su(Hw), использованные в работе. a  –  Схематичное изображение полноразмер-
ного белка Su(Hw). Обозначения доменов: CID – домен, взаимодействующий с СР190; ZF – цинковые пальцы;  
LZ  – лейциновая молния. На схеме показаны районы взаимодействия с белками Mod(mdg4)-67.2 (Mod-67.2) 
и СР190, которые изображены в виде овалов. Вертикальная стрелка указывает на мутацию su(Hw)E8. Скобкой 
под схемой указан район белка, к которому были получены антитела. Цифрами обозначены аминокислотные 
остатки, ограничивающие домены и производные формы. Слева указаны названия производных, размер про-
изводных обозначен отрезками, пунктирные линии обозначают внутренние делеции, звёздочкой обозначена 
мутация su(Hw)E8. Справа от схем приведены результаты, полученные в ДДС. «+» – наличие взаимодействия, 
«–»  – отсутствие взаимодействия. б  –  Делеционные производные, использованные в генетических экспери-
ментах и в иммуноокрашивании политенных хромосом

а

б
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в аллеле y2 и экспрессию cut в аллеле ct6, демон-
стрируя, что связывание белка Su(Hw) имеет ре-
шающее значение для инсуляции. Введение транс-

гена Su(Hw)+ приводит к полному восстановлению 
инсуляции (рис. 2, б). Ранее мы показали, что бе-
лок СР190 также необходим для Su(Hw)-зависимой 
инсуляции  [18]. В линиях с экспрессией белков 
Su(Hw)Δ62 и Su(Hw)Δ52, где связывание белка СР190 
с Su(Hw)-зависимым комплексом было ослаблено, 
инсулятор полностью блокировал энхансеры тела 
и крыльев гена yellow (фенотип y2). Однако фено-
тип cut гораздо сильнее реагировал на недостаток  
СР190. В случае экспрессии белка Su(Hw)Δ52 инсу-
ляция в аллеле ct6 ослабевала: по краю крыла при-
сутствовали многочисленные, но отдельные вырез-
ки, и часть щетинок развивалась. Белок Su(Hw)Δ62 
демонстрировал лишь слабую инсуляторную ак-
тивность: по краю крыла возникали 1–2 вырезки. 
В линии Su(Hw)Δ114 белок СР190 не связывался с 
инсуляторным комплексом. В результате инсуля-
торная активность не проявлялась: мухи имели 
крылья дикого типа, окраска кутикулярных струк-
тур также была близка к норме (рис. 2, б).

Затем мы изучили инсуляцию в линии 
y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)E8 (рис. 2, б). В этом случае экс-
прессия белка Su(Hw)E8 не восстанавливала инсу-
ляцию. Неожиданно оказалось, что инсуляция ча-
стично восстанавливается при введении в линию  
y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)E8 трансгенов, экспрессирую-
щих производные Su(Hw). В линии Su(Hw)Δ62 ко-
личество крыловых вырезок существенно возра-
стало, а в линии Su(Hw)Δ52 мухи имели крыловой 
фенотип, близкий к ct6. Даже в линии Su(Hw)Δ114 
в аллеле ct6 проявлялась слабая инсуляция: появ-
лялись отдельные крыловые вырезки. При этом 
инсуляция в аллеле y2 восстанавливалась практи-
чески полностью (рис. 2, б). Анализ полученных 
результатов позволяет предположить, что делеци-
онные производные Su(Hw) рекрутируют на сайты 
инсулятора gypsy белок Su(Hw)E8, способный связы-
вать белок СР190, что приводит к восстановлению 
инсуляции.

Поскольку белок Su(Hw)Δ114 не взаимодей-
ствует с белком CР190, то привлечение Su(Hw)E8 на 
Su(Hw)-зависимые сайты хроматина может осу-
ществляться через белок Mod(mdg4)-67.2, который 
связывается с С-концевым районом Su(Hw) (716–
892 а.о.), необходимым для инсуляции и репрессии 
транскрипции [20, 21]. Чтобы протестировать роль 
Mod(mdg4)-67.2 в рекрутировании белка Su(Hw)E8, 
мы использовали трансген Su(Hw)J, экспрессирую-
щий мутантный белок с делецией 144 С-концевых 
а.о. [16]. В мутантном белке Su(Hw)J (1–801 а.о.) де-
летирован район взаимодействия с Mod(mdg4)-67.2, 
поэтому Su(Hw)J связывается только с СР190 
(рис. 1, б). На мутантном фоне y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)2 
фенотипы мух из линий, экспрессирующих белки 
Su(Hw)J и Su(Hw)Δ114, схожи: экспрессия yellow и 
cut восстанавливается (рис. 2, б). Однако в линии 
Su(Hw)J на фоне su(Hw)v/su(Hw)E8 восстановления  

а

б

Рис. 2. Влияние белка Su(Hw)E8 на gypsy-зависимую 
инсуляцию. а – Схематичное изображение аллелей y2 
и  ct6. Экзоны генов yellow и cut изображены в виде 
прямоугольников. Сайты инициации транскрипции 
генов указаны стрелками. Ретротранспозон gypsy 
изображён в виде треугольника. Прямоугольники на 
его концах обозначают длинные концевые повторы 
(ДКП), ориентация которых указана стрелками. Обо-
значения: Su(Hw) – инсулятор Su(Hw); Эн-К – энхансер 
крыльев, Эн-Т – энхансер тела; Эн-Щ – энхансер щети-
нок; Эн-Кп – энхансер крыловой пластины. б – Влия-
ние производных белка Su(Hw) на активность инсуля-
тора gypsy в аллелях y2 и ct6 на фоне мутаций su(Hw)v/
su(Hw)2 (v/2) и su(Hw)v/su(Hw)E8 (v/E8). Названия линий, 
использованных для фенотипического анализа, ука-
заны в правой колонке: wt – y2ct6, Su(Hw)+ – трансген 
экспрессировал полноразмерный белок. Схемы и на-
звания остальных производных приведены на рис. 1. 
Цифры в колонке y2 показывают уровень экспрессии 
гена yellow в кутикуле тела и крыльев. На фотографи-
ях показаны изменения крылового фенотипа гена cut 
на различных мутантных фонах
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инсуляции не происходило. Полученные дан-
ные согласуются с предполагаемой ролью белка 
Mod(mdg4)-67.2 в привлечении белка Su(Hw)E8 на 
Su(Hw)-зависимые сайты хроматина.

Белок Mod(mdg4)-67.2 опосредует рекрутиро-
вание белка Su(Hw)E8 на сайты связывания белка 
Su(Hw)ΔN с политенными хромосомами.

Чтобы подтвердить рекрутирование бел-
ка Su(Hw)E8 на сайты хроматина через белок 
Mod(mdg4)-67.2, мы использовали трансгенные ли-
нии, экспрессирующие производную Su(Hw)ΔN с де-
лецией N-концевого домена Su(Hw) от 1 до 238 а.о., 
тагетированную эпитопом 3хFLAG (рис. 1, б)  [20]. 

Производная Su(Hw)ΔN, как и Su(Hw)Δ114, взаимо-
действует только с белком Mod(mdg4)-67.2. На поли-
тенных хромосомах личинок дрозофилы из линии 
y2ct6;Su(Hw)ΔN-FLAG/Su(Hw)ΔN-FLAG;su(Hw)v/su(Hw)2 
белок Su(Hw)ΔN можно идентифицировать с помо-
щью антител к FLAG, но не с помощью антител 
к N-концевому домену (1–150 а.о.) белка Su(Hw) 
(рис. 1, рис. 3). В линии y2ct6 сайты инсерции ре-
тротранспозона gypsy находятся на дистальном по 
отношению к хромоцентру конце хромосомы  Х. 
Иммуноокрашивание антителами к FLAG пока-
зало, что, в сравнении с полноразмерным белком 
Su(Hw)+, белок Su(Hw)ΔN связывается с хрома-

Рис. 3. Связывание белка Su(Hw)E8 с политенными хромосомами. Иммуноокрашивание политенных хромо-
сом слюнных желёз личинок третьего возраста из линий y2ct6 (wt), y2ct6 su(Hw)v/su(Hw)2 (v/2), y2ct6;su(Hw)v/
su(Hw)E8 (v/E8), y2ct6;su(Hw)vmod(mdg4)u1/su(Hw)E8mod(mdg4)u1 (v-m/E8-m) и из тех же линий, экспрессирующих 
белок Su(Hw)ΔN-FLAG или Su(Hw)+-FLAG. В экспериментах использовали антитела к эпитопу FLAG (αFLAG) и к 
N-концевому домену белка Su(Hw) (αSu(Hw)-N). Стрелки указывают на инсерцию gypsy на конце хромосомы Х
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тином менее эффективно, так как стабильность 
связывания Su(Hw) опосредуется белком СP190 
(рис. 3) [18].

В линии y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)E8, как и в линии 
y2ct6;su(Hw)v/su(Hw)2, антитела к N-концевому до-
мену Su(Hw) не окрашивали Su(Hw)-связывающие 
сайты. Однако на мутантном фоне su(Hw)v/su(Hw)E8 
при экспрессии производной Su(Hw)ΔN эти анти-
тела эффективно окрашивали многочисленные 
сайты связывания Su(Hw), в том числе сайты gypsy 
на конце хромосомы Х (рис. 3). Следовательно, ан-
титела к N-концевому домену идентифицировали 
полноразмерный белок Su(Hw)E8, который рекру-
тировался на хроматин через взаимодействие с 
белком Su(Hw)ΔN.

Введение мутации mod(mdg4)u1, полностью 
инактивирующей белок Mod(mdg4)-67.2, не изме-
нило окрашивание антителами к FLAG в лини-
ях, экспрессирующих Su(Hw)ΔN. Тем не менее 
в линии y2ct6;Su(Hw)ΔN-FLAG/Su(Hw)ΔN-FLAG; 
su(Hw)vmod(mdg4)u1/su(Hw)E8mod(mdg4)u1 окраши-
вание антителами к N-концевому домену Su(Hw) 
полностью исчезло (рис. 3). Таким образом, в отсут-
ствии белка Mod(mdg4)-67.2 белок Su(Hw)ΔN утра-
чивал способность взаимодействовать с Su(Hw)E8 
и рекрутировать его на свои сайты связывания.

Белок Mod(mdg4)-67.2 опосредует ассоциа-
цию белка Su(Hw)E8 с сайтами связывания белка 
Su(Hw)ΔN. Для дальнейшего подтверждения по-
лученных результатов с помощью иммунопреци-
питации хроматина мы протестировали уровень 
связывания белка Su(Hw)E8 в линии y2ct6;su(Hw)v/ 
su(Hw)E8 с пятью наиболее исследованными Su(Hw)- 
зависимыми инсуляторами [41, 42]. Для детекции 
белка Su(Hw)E8 использовали антитела к N-конце-
вому домену Su(Hw). Как ожидалось, белок Su(Hw) 
не детектировался на тестируемых сайтах ни 
на мутантном фоне su(Hw)v/su(Hw)2, ни на фоне 
su(Hw)v/su(Hw)E8 (рис. 4, а).

Затем, используя антитела к FLAG, мы про-
демонстрировали, что в линиях, экспрессирую-
щих производную Su(Hw)ΔN-FLAG, белок Su(Hw)ΔN 
связывается со всеми SBS (Su(Hw) binding sites, 
сайты связывания белка Su(Hw)) как в присут-
ствии, так и в отсутствии белка Mod(mdg4)-67.2 
(рис. 4, б). Введение мутации mod(mdg4)u1 несколь-
ко снижало уровень связывания Su(Hw), поскольку 
Mod(mdg4)-67.2, так же как и СР190, стабилизирует 
ассоциацию инсуляторного комплекса с SBS [20].

Анализ уровня связывания Su(Hw) в линии 
y2ct6;Su(Hw)ΔN-FLAG/Su(Hw)ΔN-FLAG;su(Hw)v/su(Hw)2 
показал, что белок отсутствует на четырёх из пяти 
сайтов (рис. 4, в). Введение в эту линию мутации 
mod(mdg4)u1 не влияло на связывание Su(Hw). При-
сутствие некоторого количества Su(Hw) на наибо-
лее эффективно связывающем сайте 62D объясня-
ется остаточной экспрессией в аллеле su(Hw)2 [34]. 

Это ещё раз подтверждает, что антитела к N-конце-
вому домену Su(Hw) способны узнавать нативный 
белок, но не мутантную производную Su(Hw)ΔN.

В линии y2ct6;Su(Hw)ΔN-FLAG/Su(Hw)ΔN-FLAG; 
su(Hw)v/su(Hw)E8 уровень связывания белка Su(Hw) 
на всех тестируемых сайтах возрастал в сравнении 
с мутантным фоном su(Hw)v/su(Hw)2 в 1,5–3  раза 
(рис. 4, в). При введении мутации mod(mdg4)u1 
Su(Hw)E8 переставал связываться с четырьмя сай-
тами, а на сайте 62D его связывание снижалось до 
уровня мутантного фона su(Hw)v/su(Hw)2. Получен-
ные данные полностью подтверждают, что белок 
Mod(mdg4)-67.2 играет решающую роль во взаимо-
действиях между комплексом, формирующимся на 
Su(Hw)-зависимых сайтах, и белком Su(Hw)E8.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты демонстрируют, что 
через взаимодействие с белком Mod(mdg4)-67.2 
мутантный белок Su(Hw)E8, не способный связы-
ваться с консенсусной последовательностью ДНК, 
может не только рекрутироваться на SBS, но и 
усиливать инсуляторную активность Su(Hw)-зави-
симых комплексов. Согласно предложенной ранее 
модели  [33], спеклы являются местом формиро-
вания белковых комплексов, которые в дальней-
шем связываются с ДНК. Изоформы Mod(mdg4) и 
белок CP190 принимают участие в формировании 
спеклов и привлекают в их состав архитектурные 
белки, в том числе белок Su(Hw). Можно предполо-
жить, что в спеклах происходит образование ком-
плекса Su(Hw)ΔN-Su(Hw)E8/CP190, который стабили-
зируется мультимеризацией белка Mod(mdg4)-67.2, 
взаимодействующего со всеми компонентами это-
го комплекса. В результате последующего связыва-
ния комплекса с SBS белки Su(Hw)E8/СР190 также 
рекрутируются на них, что приводит к частично-
му восстановлению активности инсулятора gypsy, 
зависящей от белка СР190.

Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что белок Su(Hw) способен рекрутироваться 
на хроматиновые Su(Hw)-связывающие сайты без 
непосредственного взаимодействия с консенсус-
ной последовательностью ДНК. Необходимо отме-
тить, что почти во всех регуляторных элементах 
SBS представлены в единичном количестве  [41]. 
Рекрутирование на единичные SBS не связанного 
с хроматином белка Su(Hw) может увеличивать 
эффективность привлечения белков-партнёров, 
тем самым повышая функциональную актив-
ность Su(Hw)-зависимого инсулятора. Также бел-
ки Su(Hw), не ассоциированные с ДНК, в процессе 
репликации могут связываться со вновь синтези-
руемой ДНК, конкурируя с нуклеосомами, и таким 
образом эффективно воспроизводить инсуляторы  
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Рис. 4. Связывание белка Su(Hw)E8 с SBS. a – Тестирование связывания белка Su(Hw) в линиях y2ct6 с помощью 
антител к N-концевому домену Su(Hw). б – Тестирование связывания белка Su(Hw)ΔN в линиях y2ct6;Su(Hw)ΔN- 
FLAG/Su(Hw)ΔN-FLAG с помощью антител к эпитопу FLAG. в  – Тестирование связывания белка Su(Hw)E8 в ли-
ниях y2ct6;Su(Hw)ΔN-FLAG/Su(Hw)ΔN-FLAG с помощью антител к N-концевому домену Su(Hw). Кодирующую об-
ласть гена ras64B (ras) использовали как контроль, не содержащий сайты связывания белкa Su(Hw). Процент 
обогащения иммунопреципитированной ДНК (ось  Y) рассчитывали относительно количества загруженной 
ДНК. Внизу (ось  Х) указаны названия выбранных Su(Hw)-зависимых cайтов. Показано стандартное отклоне-
ние для трёх независимых биологических повторностей. Уровни значимости (критерий Стьюдента) p < 0,05. 
Обозначения: wt – дикий тип; v-m/2-m – сочетание мутаций su(Hw)vmod(mdg4)u1/su(Hw)2mod(mdg4)u1; IgG – им-
муноглобулины. Остальные обозначения – как на рис. 2 и 3

а

б

в
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в процессе деления клетки (рис. 5). Для экспери-
ментального подтверждения предложенной моде-
ли необходимы дальнейшие исследования меха-
низмов формирования инсуляторных комплексов 
в спеклах и на хроматине.
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ROLE OF Mod(mdg4)-67.2 PROTEIN IN INTERACTIONS  
BETWEEN Su(Hw)-DEPENDENT COMPLEXES  
AND THEIR RECRUITMENT TO CHROMATIN
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Su(Hw) belongs to a class of proteins that organize chromosome architecture, determine promoter ac-
tivity, and participate in the formation of boundaries/insulators between regulatory domains. This pro-
tein contains a cluster of 12 zinc fingers of the C2H2 type, some of which are responsible for binding 
to the consensus site. The Su(Hw) protein forms a complex with the Mod(mdg4)-67.2 and the CP190 
proteins, where the last one binds to all known Drosophila insulators. To further study the function-
ing of Su(Hw)-dependent complexes, we used the previously described su(Hw)E8 mutation, with in-
active seventh zinc finger, which produced the mutant protein losing the ability to bind to the con-
sensus site. The present work shows that the Su(Hw)E8 protein continues to directly interact with the 
CP190 and Mod(mdg4)-67.2 proteins. Through interaction with Mod(mdg4)-67.2, the Su(Hw)E8 protein 
can be recruited into Su(Hw)-dependent complexes formed on chromatin and enhance their insulator 
activity. Our results demonstrate that DNA-unbound Su(Hw)-dependent complexes can be recruited to 
Su(Hw)-binding sites through specific protein-protein interactions that are stabilized by Mod(mdg4)-67.2.
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