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Транскрипционный фактор Z4 (putzig) дрозофилы является одним из ключевых белков, определяю-
щих структуру хроматина у дрозофилы. Он локализуется на границах «дисков» политенных хромосом, 
которые, согласно современным представлениям, соотносятся с хроматиновыми доменами. Белок Z4 
является компонентом белкового комплекса, в который также входят белки Chromator и BEAF-32, для 
взаимодействия с которыми необходим консервативный домен на N-конце Z4. В данном исследовании 
мы показали, что этот домен является ZAD (Zinc-finger associated). При помощи биохимических методов 
подтверждена способность данного домена к димеризации. При помощи AlphaFold2 получена модель 
димера данного домена, структура которой подтверждена при помощи малоуглового рассеяния рентге-
новских лучей (МУРР/SAXS). Структура димера демонстрирует укладку, типичную для ZAD-доменов.
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11Хромосомы высших эукариот организованы 
в топологически связанные домены (ТАД). У дро-
зофилы участки хроматина, разделяющие ТАД, ак-
тивно взаимодействуют друг с другом, образуя пет-
ли хроматина [1]. Было показано, что границы ТАД 
часто совпадают с междисками политенных хромо-
сом, в которых находятся промоторы генов домаш-
него хозяйства [2]. Согласно последним данным, 
в  «дисках» политенных хромосом локализован 
транскрипционно активный хроматин; а в «межди-
сках» расположен хроматин, в котором активность 
генов подавлена [3]. Формирование границ ТАД 
у дрозофилы, вероятно, обусловлено связыванием 
определенных белков, которые в свою очередь при-
влекают белковые комплексы, изменяющие свойства 
окружающего хроматина (в частности, сниженный 
уровень Н3К27ме3 [4]). Белки Z4/putzig, а также 
его партнеры Chriz/Chromator и BEAF-32 локали-
зуются в междисках политенных хромосом по дан-
ным иммунофлуоресцентного окрашивания [5–7], 
а также на границах ТАД по данным Hi-C и ChIP-
seq анализов [4]. Искусственное привлечение бел-
ка Chromator приводит к декомпактизации участ-
ков хроматина, но не влияет на их транскрипци-
онный статус [8]. Данные белки экспрессируются 
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на всех стадиях онтогенеза, иммунопреципитируют 
в общем комплексе, непосредственно взаимодей-
ствуют друг с другом, необходимы для поддержа-
ния структуры интерфазных хромосом [4–6, 9, 10]. 
Было показано, что белок Z4 участвует в регуляции 
транскрипции ряда генов [11]. Например, Z4 яв-
ляется компонентом TRF2-зависимого комплекса 
[12] и ассоциирован с хроматин-ремоделирующим 
комплексом NURF [13]. Белок Z4 также участвует 
в привлечении на хроматин конденсиновых ком-
плексов [14].

Белок Z4 можно отнести к классу С2Н2 белков, 
которые имеют кластеры ДНК-связывающих цин-
ковых пальцев С2Н2 типа (рис. 1а). На N-конце 
белка Z4 был выявлен консервативный среди на-
секомых домен, необходимый для взаимодействия 
с  белками Chromator и  BEAF-32 [6, 9]. В  ами-
нокислотной последовательности этого доме-
на (рис. 1б) присутствуют два мотива, состоящие 
из  пары консервативных цистеинов разделен-
ных двумя аминокислотными остатками (СххС), 
что, в частности, характерно для ZAD (Zinc-finger 
associated)-доменов. Выравнивание аминокислот-
ной последовательности N-концевого домена Z4 
и известных ZAD-доменов показало присутствие 
и других консервативных аминокислотных остат-
ков (рис. 1в). ZAD-домены имеют схожую про-
странственную укладку при крайне низкой гомо-
логии первичной аминокислотной последователь-
ности [15, 16], чем и объясняется то, что данный 
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домен не был аннотирован ни в одной существу-
ющей базе данных белковых доменов. Для ZAD-
доменов характерна укладка из двух альфа-спиралей 
типа «скрипичный ключ», стабилизированная ато-
мом цинка, скоординированным четырьмя консер-
вативными цистеинами [15].

Поскольку все известные ZAD-домены фор-
мируют димеры (в некоторых случаях тетрамеры 
из двух димеров [15]), мы исследовали способность 
ZAD-домена белка Z4 (Z471–184) к  димеризации. 
Химическая сшивка при помощи глутаральдегида 
выявила присутствие димеров, а также более вы-
сокомолекулярные продукты сшивки (рис. 1г), 

которые могут быть как следствием образования 
мультимеров более высокого порядка, так и след-
ствием агрегации. Гель-фильтрация на  носителе 
Superdex 75 показала, что кажущаяся молекуляр-
ная масса Z471–184 в растворе составляет порядка 
55 кДа (рис. 1д), что также в большей степени согла-
суется с формированием тетрамера подобно извест-
ной тетрамеризации ZAD-домена белка Pita [15]. 
Однако профиль гель-фильтрации сильно зависит 
от  формы молекулы и  присутствия развернутых 
участков. Чтобы точнее определить олигомерный 
статус ZAD-домена белка Z4, мы применили ме-
тод малоуглового рассеяния рентгеновских лучей 

Рис. 1. Белок Z4 имеет в своем составе димеризующийся ZAD-домен. (а) Доменная структура белка Z4. (б) Множе-
ственное выравнивание аминокислотных последовательностей N-концевого консервативного домена из ортологов 
Z4 из различных видов Drosophila. Красными звездочками отмечены консервативные цинк-координирующие ци-
стеины. (в) Выравнивание последовательностей N-концевого консервативного домена Z4 и ZAD-доменов белков 
Serendipity дрозофилы. (г) Сшивка Z471–184 с использованием возрастающих концентраций глутарового альдегида 
(GA). (д) Гель-фильтрация Z471–184 на носителе Superdex S75. Под хроматограммой показаны объемы элюции мар-
керных белков с указанной молекулярной массой.
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(МУРР/SAXS). Были изучены ZAD-домены бел-
ков Z4 Drosophila melanogaster и D. virilis. Параметры 
рассеяния приведены в таблице 1.

Молекулярный вес, определенный на  основе 
экстраполяции интенсивности рассеяния при ну-
левом значении угла рассеяния [17], однозначно 
подтверждает димеризацию ZAD-доменов белков 
Z4 обоих видов дрозофил.

Взаимодействия ZAD-доменов с другими бел-
ковыми доменами до сих пор не изучены, поэтому, 
вероятно, ZAD-домен белка Z4 может иметь не-
обычные структурные особенности. С  целью 

установления структуры нами были предприня-
ты попытки кристаллизации, однако оказалось, 
что ZAD-домен белка Z4 в значительной степени 
подвержен агрегации при высокой концентрации 
во всех протестированных нами буферах. Поэтому 
мы получили структуру димера этого домена при 
помощи моделирования в AlphaFold2 [18] с по-
следующим подтверждением структуры при по-
мощи SAXS.

Моделирование в  AlphaFold2 с  высокой до-
стоверностью предсказывает каноническую 
структуру димера ZAD (рис. 2а, б), наиболее 

Таблица 1. Параметры малоуглового рентгеновского рассеяния для ZAD-доменов белков Z4 Drosophila melanogaster (dm) 
и D. virilis (dv). Rg – радиус гирации, Dmax – максимальный размер частиц, Vp – Porod volume – объем частиц.

Образец Концентрация, 
мг/мл Rg, нм Dmax, нм Vp, нм3 Рассчитанная  

молекулярная масса, kДa
Молекулярная масса  

мономера, kДa
dmZ471–184 5.0 3.2 9.2 52.4 31–46.5 14.2
dmZ471–184 1.0 3.2 7.83 35.5 20.2–29.8 14.2
dvZ466–155 2.5 2.54 7.3 36.5 20.8–31.2 10.5
dvZ466–155 1.0 2.31 7.1 32.8 19.2–28.8 10.5
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Рис. 2. Изучение структуры ZAD-домена белка Z4 при помощи AlphaFold и SAXS. (а) Структура димера ZAD-домена 
белка Z4, полученная при помощи AlphaFold. (б) Достоверность полученной модели, окрашенная в соответствии 
со значением метрики pLDDT. (в) Сопоставление экспериментальных интенсивностей малоуглового рассеяния 
рентгеновских лучей в растворе с теоретическими кривыми (красная линия), рассчитанными на основе модели 
AlphaFold с помощью программы CRYSOL. LogI – логарифм интенсивности сигнала, s – вектор угла рассеяния.
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схожую с известной структурой ZAD-домена белка 
Serendipity-d, имеющего характерную бета-шпиль-
ку [15]. Сопоставление спектров малоуглового рас-
сеяния рентгеновских лучей ZAD-домена белка 
Z4 в растворе с теоретическими кривыми, рассчи-
танными на основе модели AlphaFold, с помощью 
программы CRYSOL [19] показывает достоверно 
высокое соответствие (χ2 = 1.5 (значение меньше 
3.84 для 5% доверительного интервала)) модели 
и экспериментальных данных, причем наиболь-
шее расхождение наблюдается в области профиля 
рассеяния c наибольшими значениями угла рассе-
яния, соответствующего мелким элементам струк-
туры, что говорит о том, что основные элементы 
предсказанной структуры соответствуют нативной 
структуре данного домена в растворе.

Таким образом, нами показано присутствие кон-
сервативного ZAD-домена, обладающего димеризу-
ющей активностью, в ключевом архитектурном бел-
ке дрозофилы Z4. Димеризация, очевидно, важна 
для функционирования данного белка, для других 
ZAD-C2H2 белков, например, было показано, что 
димеризация необходима для поддержания взаимо-
действий между удаленными сайтами связывания 
этих белков [20]. Также димеризация домена может 
создавать платформу для эффективного взаимодей-
ствия с другими факторами, например, партнерами 
Z4 – белками Chromator и BEAF-32.

кДНК, кодирующая фрагмент белка Z4 71-
184 а.о., была клонирована в модифицированный 
вектор pGEX, содержащий сайт разрезания TEV-
протеазы между GST и кДНК. Экспрессия, очистка 
белка, а также химическая сшивка и эксперименты 
по малоугловому рассеянию проводилась как опи-
сано ранее [15]. Модель димера была построена 
при помощи программы AlphaFold 2.3.0-Multimer 
на локальной рабочей станции. Соответствие мо-
дели и экспериментальных данных было оценено 
с помощью программы CRYSOL [19] как описано 
ранее [15] на основе метрики χ2.
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DROSOPHILA PROTEIN Z4 HAS N-TERMINAL  
ZAD DIMERIZATION DOMAIN

A. N. Bonchuk1, #, Academician of the RAS P. G. Georgiev1

1Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
#e-mail: bonchuk_a@genebiology.ru

Drosophila transcription factor Z4 (putzig) is one of the key proteins that determines chromatin structure 
in Drosophila. It is localized at the boundaries of the “bands” of polytene chromosomes, which, according 
to modern concepts, correlate with chromatin domains. The Z4 protein is a component of a protein 
complex that also includes the Chromator and BEAF-32 proteins, which require a conserved domain at the 
N-terminus of Z4 to interact with them. In this study, we showed that this domain is a ZAD (Zinc-finger 
associated). Using biochemical methods, the ability of this domain to dimerize was confirmed. A dimer 
model of this domain was obtained using AlphaFold2, the structure of which was confirmed using small-
angle X-ray scattering (SAXS). The dimer structure shows a fold typical of ZAD domains.

Keywords: architectural C2H2 proteins, zinc-finger proteins, transcription factor, ZAD, SAXS
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