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Ì. Þ. Ìàçèíà è äð.
Ñïîñîáíîñòü Su(Hw) ñîçäàâàòü ïëàòôîðìó äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè

Èíèöèàöèÿ ðåïëèêàöèè ïðîèñõîäèò íà ìíîæåñòâå ñàéòîâ â ãåíîìå, êîòîðûå íàçûâàþòñÿ îðèäæèíà-
ìè ðåïëèêàöèè. Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷åñòâî äàííûõ î ñâîéñòâàõ ðåïëèêàöèîííûõ îðèäæèíîâ, äî
ñèõ ïîð íåèçâåñòíî, êàêèå ôàêòîðû îïðåäåëÿþò ïîçèöèîíèðîâàíèå ORC-êîìïëåêñîâ â ãåíîìå. Áåëîê
Su(Hw) ñîäåðæèò äîìåí öèíêîâûõ ïàëüöåâ è íåîáõîäèì äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ èíñóëÿòîðîâ Drosophila
melanogaster. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíñóëÿòîðíûé áåëîê Su(Hw) ðåêðóòèðóåò ãèñòîíàöåòèëòðàíñôåðàç-
íûé êîìïëåêñ SAGA è ðåìîäåëåð õðîìàòèíà dSWI/SNF íà Su(Hw)-çàâèñèìûå èíñóëÿòîðû è ñîçäàåò
óñëîâèÿ äëÿ ïîñàäêè ðåïëèêàöèîííîãî êîìïëåêñà ORC. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê Su(Hw) íåîáõîäèì
äëÿ ñîçäàíèÿ îáëàñòåé ñ íèçêîé ïëîòíîñòüþ íóêëåîñîì è ïîçèöèîíèðîâàíèÿ îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè íå
çàâèñèìî îò òèïà îêðóæàþùåãî õðîìàòèíà, ò. å. ãëîáàëüíîå ñîñòîÿíèå õðîìàòèíà íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ
íà ìåõàíèçì ïîçèöèîíèðîâàíèÿ ORC; ñêîðåå, èìåííî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûìè
äåòåðìèíàíòàìè, ôîðìèðóþùèìè ïîäõîäÿùóþ ñòðóêòóðó õðîìàòèíà äëÿ ïîñàäêè ORC-êîìïëåêñà.
Su(Hw) — ýòî ïåðâûé ïðèìåð òàêîãî áåëêà.
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Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ï. î. — ïàðû îñíîâàíèé, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ,
ChIP — chromatin immunoprecipitation (èììóíîïðåöèïèòàöèè õðîìàòèíà), ORC — origin recognition
complex (êîìïëåêñ óçíàâàíèÿ îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè), Su(Hw) — suppressor of hairy wings (áåëîê-ñó-
ïðåññîð âîðñèñòûõ êðûëüåâ) ó Drosophila melanogaster.

Áåëîê Su(Hw) ñîäåðæèò äîìåí «öèíêîâûå ïàëüöû» è
íåîáõîäèì äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ èíñóëÿòîðîâ D. mela-
nogaster. Äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ Su(Hw)-çàâèñèìûõ èí-
ñóëÿòîðîâ íåîáõîäèìû òàêæå áåëêè Mod(mdg4) è CP190
(Gerasimova et al., 1995; Georgiev, Kozycina, 1996; Pai et
al., 2004). Êðîìå òîãî, áåëîê ENY2 ïðèâëåêàåòñÿ áåëêîì
Su(Hw) â ñîñòàâ èíñóëÿòîðíîãî êîìïëåêñà è ÿâëÿåòñÿ íå-
îáõîäèìûì äëÿ áàðüåðíîé àêòèâíîñòè Su(Hw)-çàâèñè-
ìûõ èíñóëÿòîðîâ (Kurshakova et al., 2007b). ENY2 — ýòî
íåáîëüøîé áåëîê, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ñóáúåäèíèöåé êîìï-
ëåêñà SAGA è èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè òðàíñ-
êðèïöèè (Kurshakova et al., 2007a).

Êîìïëåêñ SAGA ÿâëÿåòñÿ âûñîêîêîíñåðâàòèâíûì êî-
àêòèâàòîðíûì êîìïëåêñîì, êîòîðûé ñîäåðæèò áîëåå 20 áåë-
êîâûõ ñóáúåäèíèö (Koutelou et al., 2010). Äëÿ D. melano-
gaster ãèñòîíàöåòèëòðàíñôåðàçà GCN5 ÿâëÿåòñÿ êàòàëèòè-
÷åñêîé ñóáúåäèíèöåé äàííîãî êîìïëåêñà. Îñíîâíîé ôóí-
êöèåé äàííîãî êîìïëåêñà ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèêàöèÿ (àöåòè-
ëèðîâàíèå è äåóáèêâèòèíèëèðîâàíèå) ãèñòîíîâ õðîìàòè-
íà. Ñóáúåäèíèöû êîìïëåêñà SAGA âçàèìîäåéñòâóþò ñ
ðàçëè÷íûìè òðàíñêðèïöèîííûìè àêòèâàòîðàìè, ïðèâëå-
êàÿ, òàêèì îáðàçîì, êîìïëåêñ íà îïðåäåëåííûå ïðîìîòî-
ðû ãåíîâ (Brown et al., 2001; Baker, Grant, 2007). Ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ, ÷òî ìåæäó êîìïëåêñàìè, ðåìîäåëèðóþùèìè è
ìîäèôèöèðóþùèìè õðîìàòèí, ñóùåñòâóåò îïðåäåëåííûé
ñèíåðãèçì äåéñòâèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî êîìïëåêñ SAGA àöå-
òèëèðóåò íóêëåîñîìû íà ïðîìîòîðàõ ãåíîâ â ïðîöåññå àê-

òèâàöèè òðàíñêðèïöèè. Ýòî ïðèâîäèò ê ïðèâëå÷åíèþ
êîìïëåêñà ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà dSWI/SNF è ñòè-
ìóëèðîâàíèþ åãî ðåìîäåëèðóþùåé àêòèâíîñòè (Li et al.,
2007; Chatterjee et al., 2011).

Êîìïëåêñû ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà ñåìåéñòâà
SWI/SNF èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè
ãåíîâ ýóêàðèîò. Âñå ãîìîëîãè äàííîãî ñåìåéñòâà ñîäåð-
æàò â ñâîåé ñòðóêòóðå áðîìîäîìåí, ðàñïîçíàþùèé àöåòè-
ëèðîâàííûå îñòàòêè ëèçèíà. Íàëè÷èå áðîìîäîìåíà â
êîìïëåêñàõ ñåìåéñòâà SWI/SNF ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü
ôóíêöèîíàëüíóþ âçàèìîñâÿçü ìåæäó àöåòèëèðîâàíèåì
ãèñòîíîâ è ðåìîäåëèðîâàíèåì õðîìàòèíà.

Èíèöèàöèÿ ðåïëèêàöèè ïðîèñõîäèò íà ìíîæåñòâå
ñàéòîâ â ãåíîìå, êîòîðûå íàçûâàþòñÿ îðèäæèíàìè ðåï-
ëèêàöèè. Êîìïëåêñ óçíàâàíèÿ îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè
(ORC) ñîñòîèò èç 6 ñóáúåäèíèö (ORC1-6) è ñâÿçûâàåòñÿ ñ
îðèäæèíàìè ðåïëèêàöèè. Ýòîò êîìïëåêñ ó÷àñòâóåò â ñî-
çäàíèè ïëàòôîðìû äëÿ ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ ïðåðåïëèêà-
òèâíîãî êîìïëåêñà è â èíèöèàöèè ðåïëèêàöèè îðèäæèíà.
×òîáû îáåñïå÷èòü ïðàâèëüíûé âðåìåííîé ïàòòåðí ðåïëè-
êàöèè ãåíîìà â òå÷åíèå S-ôàçû, â êëåòêàõ ýóêàðèîò ñîçäà-
åòñÿ ìíîæåñòâî îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè, îïðåäåëåííàÿ
÷àñòü èç êîòîðûõ çàïóñêàåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè
ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà è óñëîâèé ðîñòà. Ïîëíîãåíîìíûé
àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî íå ñóùåñòâóåò îïðåäåëåííîãî íóêëå-
îòèäíîãî êîíñåíñóñà äëÿ ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ ORC (Ma-
cAlpine et al., 2010). Íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå ÿâíîé ñïåöè-
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ôè÷íîñòè ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ÄÍÊ, ORC ñâÿçûâàþò
îïðåäåëåííûå ó÷àñòêè ãåíîìà â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ è òêàíÿõ
(Eaton et al., 2011; Kim et al., 2011). Ïðè÷åì äëÿ ìíîãèõ
òèïîâ êëåòîê è òêàíåé äàííûå ó÷àñòêè ñîâïàäàþò, ò. å.
ïîçèöèîíèðîâàíèå ORC íå ïðîèñõîäèò ñëó÷àéíûì îáðà-
çîì. ORC-êîìïëåêñ ÷àñòî ëîêàëèçóåòñÿ â îáëàñòè íà÷àëà
òðàíñêðèïöèè àêòèâíî òðàíñêðèáèðóåìûõ ãåíîâ è ñâÿçû-
âàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî ñ ÀÒ-áîãàòûìè ó÷àñòêàìè ÄÍÊ
(MacAlpine et al., 2004; Balasov et al., 2007). Ñàéòû îáîãà-
ùåíèÿ áåëêàìè êîìïëåêñà ORC â ãåíîìå õàðàêòåðèçóþòñÿ
íèçêîé ïëîòíîñòüþ íóêëåîñîì è àêòèâíûì îáìåíîì ãèñòî-
íîâ (Deal et al., 2010; MacAlpine et al., 2010). Êðîìå òîãî, áû-
ëî ïîêàçàíî, ÷òî îðèäæèíû ðåïëèêàöèè îáîãàùåíû êîìï-
ëåêñàìè ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà, âêëþ÷àÿ NURF è
SWI/SNF (Eaton et al., 2011; Euskirchen et al., 2011).

Â íåäàâíèõ èññëåäîâàíèÿõ âåñü õðîìàòèí ãåíîìà
äðîçîôèëû áûë ðàçäåëåí íà íåñêîëüêî òèïîâ â çàâèñèìî-
ñòè îò àññîöèèðîâàííûõ ñ õðîìàòèíîì áåëêîâ è êîâàëåí-
òíûõ ìîäèôèêàöèé ãèñòîíîâ (Filion et al., 2010). Îêàçà-
ëîñü, ÷òî áåëêè êîìïëåêñà ORC àññîöèèðîâàíû â îñíîâ-
íîì ñ àêòèâíûìè òèïàìè õðîìàòèíà, â òî âðåìÿ êàê
Su(Hw) ïðåèìóùåñòâåííî ðàñïîëàãàåòñÿ â ñèíåì è ÷åð-
íîì òèïàõ (Filion et al., 2010). Îäíàêî íåñìîòðÿ íà ðàçíè-
öó â ðàñïðåäåëåíèè, Su(Hw) îêàçàëñÿ îòâåòñòâåííûì çà
ïîçèöèîíèðîâàíèå ÷àñòè îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî
Su(Hw) ïðèâëåêàåò êîìïëåêñû àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ
SAGA è ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà dSWI/SNF íà
Su(Hw)-çàâèñèìûå èíñóëÿòîðû, ÷òî ïðèâîäèò ê ñîçäàíèþ
îáëàñòåé ñ íèçêîé ïëîòíîñòüþ íóêëåîñîì è ñîçäàåò óñëî-
âèÿ äëÿ ñâÿçûâàíèÿ êîìïëåêñà áåëêîâ, óçíàþùèõ ó÷àñòêè
íà÷àëà ðåïëèêàöèè (ORC). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî äàííûå ñî-
áûòèÿ ïðîèñõîäÿò íà ñàéòàõ ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw), ðàñïî-
ëîæåííûõ âî âñåõ îñíîâíûõ òèïàõ õðîìàòèíà. Òàêèì îá-
ðàçîì, ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw) ôîðìèðóþò óñëîâèÿ äëÿ
ïîñàäêè ORC-êîìïëåêñà íåçàâèñèìî îò òèïà îêðóæàþùå-
ãî õðîìàòèíà. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî êëþ÷åâûìè äåòåð-
ìèíàíòàìè ïîçèöèîíèðîâàíèÿ ORC-êîìïëåêñîâ â ãåíîìå
ÿâëÿþòñÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè, êîòîðûå ïðèâëåêàþò
êîìïëåêñû ìîäèôèêàöèè è ðåìîäåëèíãà õðîìàòèíà íà
ïðîìîòîðû, èíñóëÿòîðû è ýíõàíñåðû, ÷òî ñîçäàåò ïëàò-
ôîðìó äëÿ ïîñàäêè ORC-êîìïëåêñà è ñâÿçûâàåò òðàíñ-
êðèïöèþ è ðåïëèêàöèþ. Su(Hw) — ýòî ïåðâûé ïðèìåð
áåëêà, êîòîðûé èñïîëüçóåò ýòîò ìåõàíèçì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èììóíîïðåöèïèòàöèÿ õðîìàòèíà (ChIP). Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ õðîìàòèíà èç êóêîëîê ìóõ D. melanogaster (200 ìã)
ãîìîãåíèçèðîâàëè ìàòåðèàë ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
â ãîìîãåíèçàòîðå Äîóñîíà â 5 ìë áóôåðà À1 ñ äîáàâëåíè-
åì ôîðìàëüäåãèäà äî êîíöåíòðàöèè 1.8 %. Èíêóáèðîâàëè
â òå÷åíèå 15 ìèí. Çàòåì äîáàâëÿëè 1/20 îáúåìà 2.5 Ì ðàñ-
òâîðà ãëèöèíà è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí. Ãîìîãåíàò
ôèëüòðîâàëè è öåíòðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè 4000 g ïðè
4 °C. Ñóïåðíàòàíò îòáðàñûâàëè, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè
â 1 ìë áóôåðà äëÿ ëèçèñà è öåíòðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè
4000 g ïðè 4 °C. Ïðîöåäóðó îòìûâêè ïîâòîðÿëè 3 ðàçà.
Çàòåì äîáàâëÿëè 0.5 ìë áóôåðà äëÿ ëèçèñà è îáðàáàòûâà-
ëè ìàòåðèàë óëüòðàçâóêîì. Ôðàãìåíòû ÄÍÊ ïîñëå îáðà-
áîòêè ñîñòàâëÿëè ïðèìåðíî 300 ï. î. Ïîëó÷åííóþ ôðàê-
öèþ õðîìàòèíà öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 14 000 g ïðè 4 °C
15 ìèí, ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè, ê îñàäêó âíîâü äîáàâëÿëè
0.5 ìë áóôåðà äëÿ ëèçèñà è ïîâòîðÿëè ïðîöåäóðó ýêñòðàê-

öèè õðîìàòèíà. Ñóïåðíàòàíò èç äâóõ ýêñòðàêöèé îáúåäè-
íÿëè, öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 14 000 g ïðè 4 °C 15 ìèí è
èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîïðåöèïèòàöèè.

Äàëåå 10 % îò êîëè÷åñòâà ýêñòðàêòà, èñïîëüçîâàííî-
ãî íà îäíó èììóíîïðåöèïèòàöèþ, çàìîðàæèâàëè è õðàíè-
ëè ïðè –20 °C äî ýòàïà ðàñøèâêè õðîìàòèíà. Èñïîëüçîâà-
ëè àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêîâ OSA, GCN5, ORC3, Su(Hw) è
ãèñòîíà Í3 ïî 4 ìêã íà èììóíîïðåöèïèòàöèþ. Ê õðîìà-
òèíîâîìó ýêñòðàêòó äîáàâëÿëè ñîîòâåòñòâóþùèå àíòèòåëà,
à òàêæå áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (BSA) è î÷èùåííóþ
ÄÍÊ èç ñåìåííèêîâ ñåëüäè äî êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë,
÷òîáû çàáëîêèðîâàòü íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå àíòè-
òåë, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 4 °C. Îäíîâðå-
ìåííî ðàñòâîðÿëè ïðîòåèí À-ñåôàðîçó â ðàñòâîðå äëÿ
îçâó÷èâàíèÿ, äîáàâëÿëè BSA è î÷èùåííóþ ÄÍÊ èç ñå-
ìåííèêîâ ñåëüäè äî êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë è òîæå èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 4 °C. Ïîñëå ýòîãî ê õðîìàòè-
íó äîáàâëÿëè 20 ìêã ïðîòåèí À-ñåôàðîçû è èíêóáèðîâàëè
åùå 3 ÷ ïðè 4 °C. Çàòåì ïðîâîäèëè îòìûâêó ñåôàðîçû îò
íåñïåöèôè÷åñêè ñâÿçàâøèõñÿ êîìïîíåíòîâ ïîñëåäîâàòåëüíî
ñëåäóþùèìè ðàñòâîðàìè: ðàñòâîðîì äëÿ îçâó÷èâàíèÿ, áóôå-
ðîì À, áóôåðîì Á è ÒÅ. Îòìûâêó ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 5 ìèí
ïðè 4 °C, îñàæäàëè ñåôàðîçó öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷å-
íèå 5 ìèí ïðè 1000 g ïðè 4 °C. Ïîñëå äîáàâëÿëè 250 ìêë
áóôåðà äëÿ ýëþöèè è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ñåôàðîçó îñàæäàëè öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì è îòáèðàëè ñóïåðíàòàíò. Ýëþöèþ õðîìàòèíà ñ
ñåôàðîçû ïîâòîðÿëè åùå ðàç â òåõ æå óñëîâèÿõ. Îáúåì
îòîáðàííîé è çàìîðîæåííîé ðàíåå ôðàêöèè õðîìàòèíà
òàêæå äîâîäèëè äî 500 ìêë áóôåðîì äëÿ ýëþöèè. Ñóïåð-
íàòàíòû ñ ïåðâîé è âòîðîé ýëþöèé îáúåäèíÿëè, äîáàâëÿ-
ëè NaCl äî êîíöåíòðàöèè 160 ìM è èíêóáèðîâàëè ýëþàò
â òå÷åíèå 12 ÷ â òåðìîñòàòå ïðè 65 °C äëÿ ðàñøèâêè õðî-
ìàòèíà. Çàòåì ê ýëþàòó äîáàâëÿëè 50 ìêã ïðîòåèíàçû K è
ÝÄÒÀ äî êîíöåíòðàöèè 5 ìM è èíêóáèðîâàëè â òåðìî-
ñòàòå ïðè 55 °C â òå÷åíèå 4 ÷. Äëÿ äåïðîòåèíèçàöèè ýëþ-
àò ïîñëå îáðàáîòêè ïðîòåèíàçîé K ñóñïåíäèðîâàëè â ðàâ-
íîì îáúåìå ôåíîëüíîé ñìåñè (ôåíîë : õëîðîôîðì : èçîà-
ìèëîâûé ñïèðò — 25 : 24 : 1), çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè
5 ìèí ïðè 14 000 g, ïîñëå ÷åãî âåðõíþþ ôàçó ïåðåíîñèëè
â ÷èñòóþ ïðîáèðêó, äîáàâëÿëè 3 îáúåìà 95%-íîãî ýòàíî-
ëà è âûäåðæèâàëè 20 ìèí ïðè −20 ºÑ. Çàòåì ðàñòâîð öåíò-
ðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè 14 000 g ïðè +4 °Ñ; ïðîìûâàëè
îñàäîê ÄÍÊ 70%-íûì ñïèðòîì, öåíòðèôóãèðîâàëè â òåõ
æå óñëîâèÿõ. Îñàäîê ÄÍÊ ñóøèëè è ïðåðåðàñòâîðÿëè â
80 ìêë ðàñòâîðà ÒÅ. Äëÿ îöåíêè êîëè÷åñòâà ôðàãìåíòîâ
îïðåäåëåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, îñàæäåííûõ
äàííûìè àíòèòåëàìè, ïðîâîäèëè ðåàêöèþ ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè ñ ïðàéìåðàìè ê äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð à ñ ò â î ð û: äëÿ
îçâó÷èâàíèÿ õðîìàòèíà (50 ìM HEPES-KOH, pH 7.9,
140 ìM NaCl, 1 ìM ÝÄÒÀ, 1 % Òðèòîíà X-100, 0.1 % äåç-
îêñèõîëàòà Na, 0.1 % SDS); áóôåð À1 (60 ìM KCl, 15 ìM
NaCl, 15 ìM HEPES, pH 7.9, 0.5 % Òðèòîíà X-100); áóôåð
äëÿ ëèçèñà (140 ìM NaCl, 15 ìM HEPES, pH 7.9, 1 ìM
ÝÄÒÀ, 0.5 ìM ÝÃÒÀ, 1 % Òðèòîíà X-100, 0.5 ìM DTT,
0.1 % äåçîêñèõîëàòà Na, 0.05 % SDS, îäíîêðàòíûé èíãè-
áèòîð ïðîòåèíàç îò ôèðìû Roche); áóôåð À (50 ìM HE-
PES-KOH, pH 7.9, 500 ìM NaCl, 1 ìM ÝÄÒÀ, 1 % Òðèòîíà
X-100, 0.1 % äåçîêñèõîëàòà Na, 0.1 % SDS); áóôåð Á (20 ìM
Òðèñ-HCl, pH 8.0, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 250 ìM LiCl, 0.5 % NP-40,
0.5 % äåçîêñèõîëàòà Na); áóôåð ÒÅ (10 ìM Òðèñ-HCl, pH 8.0,
1 ìM ÝÄÒÀ); áóôåð äëÿ ýëþöèè (50 ìM Òðèñ-HCl, pH 8.0,
1 ìM ÝÄÒÀ, 1 % SDS). Èñïîëüçîâàëè à í ò è ò å ë à, ïîëó-
÷åííûå ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè ïðîòèâ OSA, GCN5
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(Kurshakova et al., 2007a), ORC3, Su(Hw) (Kurshakova et
al., 2007b), à òàêæå àíòèòåëà ïðîòèâ ãèñòîíà H3 (áH3, Ab-
cam, ab1791).

Äëÿ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè â ýêñïåðèìåíòàõ ChIP
èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ï ð à é ì å ð û:

RED1 (CCGACTTGGTGGTGAAGCC,
TCGATTGAACATGGAACTGAATGC);

RED2 (GACGCAATTATCTGACAGCACTTG,
GCCGTTGTTTTGGTTGTTGTTATTG);

RED3 (ACCCAATAATCCCTAGAATCTTTGC,
TTGCGATGGAATTGCTGTGG);

YELLOW1 (ACATGGGCACTGCGATTTGAC,
TCCACCTGCTGTTATTTCTGTTCG);

YELLOW2 (CGTCATTGATGGAACGGATAGAAC,
TTGAGAGAGCCAAGTATGAAAACC);

YELLOW3 (CAGATCAGCTTCTGACTTGTTG,
TCGATAGTTACCACTCTACATTAATC);

BLACK1 (AGCACGAACTAATGCCACTCAATC,
AGAAGGATGTTCCACAGCGATATG);

BLACK2 (GGTGTAAATGCTGCGAGTGGATAG,
GGCTGCGGCGAATGTGAATC);

BLACK3 (TCAGCTCATAACAGAGTGTCTTCC,
CCAAATCACAACTAAGCACATCAAAG);
BLUE1 (GCCGCTCCCTAAAAGTATGC,

CCGAGATTGTGAAATATAACAAGTTG);
BLUE2 (GCTTTTAGTCGTGCTTAATGTGG,

AGTAATGTTGACTTGTATGTTGGG);
BLUE3 (GTAGGTCATTGGCAAATTAAGCG,

AATAGCCGAGACACAGTAACTTC);
1À1 (CTATTAAATGATTATCGCCCGATTACC,

GCTTAGTGGATATACTCGTACATATAC);
1À6 (GGCGACATACGAACGACACAATG,

CGGGACGATCTGGAGCAATCTG);
Ìñð (AACGCATTACGCACACTTACAAC,

TCACTTACTCTCACGCACTAACAC).

Ðåçóëüòàòû

S u (Hw) ï ð è â ë å ê à å ò ê î ì ï ë å ê ñ S A G A í à
ñ à é ò û ñ â ÿ ç û â à í è ÿ S u (H w). Ðàíåå â íàøåé ëàáîðà-
òîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê Su(Hw) âçàèìîäåéñòâóåò
ñ áåëêîì ENY2 (Kurshakova et al., 2007b), êîòîðûé ÿâëÿåò-
ñÿ êîìïîíåíòîì êîìïëåêñà SAGA (Kurshakova et al., 2007a).
Ðåøåíî áûëî ïðîâåðèòü, ïðèñóòñòâóåò ëè êîìïëåêñ SAGA
íà ñàéòàõ áåëêà Su(Hw). Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâà-
íèé âûáðàëè ëèíèþ D. melanogaster su(Hw)V/su(Hw)E8,
ìóòàíòíóþ ïî ãåíó su(Hw). Ìóõè äàííîé ìóòàíòíîé ëè-
íèè ïðîäóöèðóþò áåëîê Su(Hw), êîòîðûé íå ñïîñîáåí
ñâÿçûâàòüñÿ ñ ÄÍÊ. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîé ëèíèè èñïîëü-
çîâàëè ëèíèþ, ýêñïðåññèðóþùóþ áåëîê Su(Hw) äèêîãî
òèïà. Äëÿ ïðîâåðêè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ëèíèé ïðîâîäèëè
ðåàêöèþ ChIP ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê áåëêó Su(Hw).

Èññëåäîâàëè ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ áåëêà Su(Hw), ðàñïî-
ëîæåííûå â «÷åðíîì» (BLACK1, BLACK2 è BLACK3), «ñè-
íåì» (BLUE1, BLUE2 è BLUE3), «êðàñíîì» (RED1, RED2,
RED3) è «æåëòîì» (YELLOW1, YELLOW2 è YELLOW3)
òèïàõ õðîìàòèíà. Ýòè ñàéòû áûëè îòîáðàíû íà îñíîâå
àíàëèçà ïðîôèëÿ áåëêà Su(Hw) èç áàçû äàííûõ modEN-
CODE. Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíûõ êîíòðîëåé èñïîëüçîâà-
ëè ñàéòû 1A1 è 1A6, â êîòîðûõ, êàê ðàíåå áûëî ïîêàçàíî,
îòñóòñòâóåò Su(Hw), à òàêæå CTCF-çàâèñèìûé èíñóëÿòîð
Mcp, êîòîðûé òîæå íå ñâÿçûâàåò áåëîê Su(Hw). Ðåçóëüòàò
ýêñïåðèìåíòà ïîêàçàë, ÷òî áåëîê Su(Hw) ïðèñóòñòâóåò íà
âñåõ ïðîòåñòèðîâàííûõ ñàéòàõ â ëèíèè äèêîãî òèïà è
ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò â ìóòàíòíîé ëèíèè (ðèñ. 1). Äëÿ
ïðîâåðêè íàëè÷èÿ êîìïëåêñà SAGA íà ñàéòàõ ñâÿçûâàíèÿ
Su(Hw) ïðîâîäèëè èììóíîïðåöèïèòàöèþ õðîìàòèíà ñ
èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê áåëêó GCN5, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ
êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöåé êîìïëåêñà SAGA. Â ýêñïå-
ðèìåíòàõ ïî ChIP èç êóêîëîê ëèíèè äèêîãî òèïà âñå îòî-
áðàííûå ñàéòû Su(Hw) è èíñóëÿòîð Mcp ïðîäåìîíñòðè-
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Ðèñ. 1. Ïðèâëå÷åíèå áåëêà Su(Hw) íà ñîáñòâåííûå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ â ëèíèÿõ äèêîãî òèïà è ìóòàíòíîé ëèíèè su(Hw)V/su(Hw)E8.

Çàøòðèõîâàííûå è òåìíûå ñòîëáèêè — Su(Hw) íà ñàéòàõ ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw) â ëèíèÿõ äèêîãî òèïà (wt) è â ìóòàíòíîé ëèíèè (v/e8) ñîîòâåòñòâåííî.
Çäåñü è íà ðèñ. 2, 3 ïðèâåäåíû äàííûå äëÿ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw) èç ðàçíûõ òèïîâ õðîìàòèíà: ñàéòû RED1-3, YELLOW1-3, BLACK 1-3 è BLUE
1—3 ðàñïîëîæåíû â «êðàñíîì», «æåëòîì», «÷åðíîì» è «ñèíåì» òèïàõ õðîìàòèíà ñîîòâåòñòâåííî; ïîêàçàíû ñðåäíåå çíà÷åíèå è åãî ñòàíäàðòíàÿ

îøèáêà èç òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ; ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â % îò èñõîäíîãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ (% Input).



ðîâàëè çíà÷èòåëüíîå îáîãàùåíèå ñóáúåäèíèöåé GCN5 ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè 1À1 è
1À6 (ðèñ. 2, à).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî,
÷òî êîìïëåêñ SAGA ïðèñóòñòâóåò íà ñàéòàõ Su(Hw). Ñâÿ-
çûâàíèå êîìïëåêñà SAGA ñ èíñóëÿòîðîì Mcp ñîãëàñóåò-
ñÿ ñ ðàíåå ïîëó÷åííûìè äàííûìè î òîì, ÷òî CTCF-çàâè-
ñèìûå èíñóëÿòîðû îáîãàùåíû êîìïëåêñàìè àöåòèëèðî-
âàíèÿ ãèñòîíîâ (Huang et al., 2007). ×òîáû îöåíèòü ðîëü
áåëêà Su(Hw) â ïðèâëå÷åíèè êîìïëåêñà SAGA, ïðîâåëè
ChIP èç êóêîëîê ëèíèè su(Hw )V/su(Hw)E8. Óðîâåíü ñâÿçû-
âàíèÿ áåëêà GCN5 ñ ñàéòàìè Su(Hw) âíå çàâèñèìîñòè îò
òèïà õðîìàòèíà, â êîòîðîì îíè ðàñïîëîæåíû, áûë çíà÷è-
òåëüíî ñíèæåí â ìóòàíòíîé ëèíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ ëè-
íèåé äèêîãî òèïà. Â òî æå âðåìÿ ìóòàöèÿ Su(Hw) íå âû-
çâàëà èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ñâÿçûâàíèÿ áåëêà GCN5 ñ CTCF-
çàâèñèìûì èíñóëÿòîðîì Mcp (ðèñ. 2, à).

S u (H w) ï ð è â ë å ê à å ò ê î ì ï ë å ê ñ d S W I / S N F
í à ñ à é ò û ñ â ÿ ç û â à í è ÿ S u(H w). Èçâåñòíî, ÷òî êîìï-
ëåêñ SAGA ó÷àñòâóåò â ìîäèôèêàöèè ãèñòîíîâ è ñîâìå-
ñòíî ñ êîìïëåêñàìè ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà dSWI/
SNF ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ôîðìèðîâàíèè îòêðûòîé ñòðóê-
òóðû õðîìàòèíà íà ïðîìîòîðàõ àêòèâíî òðàíñêðèáèðóþ-
ùèõñÿ ãåíîâ (Hassan et al., 2001; Mitra et al., 2006). Ïîñëå
òîãî êàê ìû îáíàðóæèëè êîìïëåêñ SAGA íà ñàéòàõ ñâÿ-
çûâàíèÿ Su(Hw), èíòåðåñíî áûëî ïðîâåðèòü, ïðèâëåêàåòñÿ
ëè íà äàííûå ñàéòû êîìïëåêñ dSWI/SNF. ×òîáû âûÿñíèòü
ýòî, ìû ïðîâåëè ChIP àíòèòåëàìè ê ñóáúåäèíèöå OSA.
Îêàçàëîñü, ÷òî, êàê è â ñëó÷àå ñ ñóáúåäèíèöåé GCN5 êîì-
ïëåêñà SAGA, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñàéòîâ Su(Hw) ñâÿçû-
âàþò çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî áåëêà OSA ïî îòíîøåíèþ
ê êîíòðîëüíûì ñàéòàì (ðèñ. 2, á). Ñâÿçûâàíèå ñóáúåäèíè-
öû OSA ñ èíñóëÿòîðîì Mcp òàêæå ñîãëàñóåòñÿ ñ ðàíåå
ïîëó÷åííûìè äàííûìè î òîì, ÷òî CTCF-çàâèñèìûå èíñó-
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Ðèñ. 2. Áåëîê Su(Hw) ïðèâëåêàåò êîìïëåêñ àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ SAGA è êîìïëåêñ ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà dSWI/SNF
íà ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw).

Ñâÿçûâàíèå ñóáúåäèíèöû GCN5 êîìïëåêñà SAGA (à) è ñóáúåäèíèöû OSA êîìïëåêñà dSWI/SNF (á) ñ ñàéòàìè Su(Hw) â ëèíèè äèêîãî òèïà (wt) è ìó-
òàíòíîé ëèíèè su(Hw)V/su(Hw)E8 (v/e8); çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè — GCN5 (à) è OSA (á) íà ñàéòàõ Su(Hw) â ëèíèè wt, òåìíûå ñòîëáèêè — GCN5

(à) è OSA (á) íà ñàéòàõ Su(Hw) â ëèíèè (v/e8).



ëÿòîðû îáîãàùåíû êîìïëåêñàìè ðåìîäåëèðîâàíèÿ õðî-
ìàòèíà ñåìåéñòâà dSWI/SNF (Euskirchen et al., 2011). Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ðîëè áåëêà Su(Hw) â ïðèâëå÷åíèè êîìïëåêñà
dSWI/SNF ïðîâåëè ChIP èç êóêîëîê ëèíèè su(Hw)V/su
(Hw)E8. Óðîâåíü ñâÿçûâàíèÿ áåëêà OSA ñî âñåìè ñàéòàìè
Su(Hw) áûë çíà÷èòåëüíî ñíèæåí â ìóòàíòíîé ëèíèè ïî
ñðàâíåíèþ ñ ëèíèåé äèêîãî òèïà. Â òî æå âðåìÿ ìóòàöèÿ
Su(Hw) íå îêàçàëà âëèÿíèÿ íà ñâÿçûâàíèå áåëêà OSA ñ
CTCF-çàâèñèìûì èíñóëÿòîðîì Mcp (ðèñ. 2, á).

S u (H w) í å î á õ î ä è ì ä ë ÿ ô î ð ì è ð î â à í è ÿ î á -
ë à ñ ò å é ñ í è ç ê î é ï ë î ò í î ñ ò ü þ í ó ê ë å î ñ î ì. Ïî-
ñëå òîãî êàê ìû îáíàðóæèëè êîìïëåêñû SAGA è dSWI/
SNF íà ñàéòàõ ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw), îêàçàëñÿ ñóùåñòâåí-
íûì âîïðîñ î òîì, ïðîèñõîäèò ëè íà äàííûõ ñàéòàõ ðåìî-
äåëèðîâàíèå õðîìàòèíà. ×òîáû îöåíèòü ñòðóêòóðó õðî-
ìàòèíà è ïëîòíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ íóêëåîñîì íà ñàéòàõ
Su(Hw), ìû ïðîâåëè ýêñïåðèìåíòû ïî îñàæäåíèþ õðîìà-
òèíà èç êóêîëîê äèêîãî òèïà àíòèòåëàìè ïðîòèâ ãèñòîíà

Í3 è îáíàðóæèëè, ÷òî óðîâåíü ãèñòîíà Í3 íà ñàéòàõ
Su(Hw) çàìåòíî íèæå, ÷åì íà êîíòðîëüíûõ ñàéòàõ 1À1 è
1À6 (ðèñ. 3, à). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ ðà-
íåå îïóáëèêîâàííûìè äàííûìè î òîì, ÷òî ñàéòû ñâÿçû-
âàíèÿ áåëêîâ, àññîöèèðîâàííûå ñ èíñóëÿòîðàìè, ÿâëÿþòñÿ
îáëàñòÿìè ñ ïîíèæåííîé ïëîòíîñòüþ íóêëåîñîì (Negre
et al., 2010). ×òîáû îïðåäåëèòü ðîëü Su(Hw) â ôîðìèðîâà-
íèè îáëàñòåé ñ ïîíèæåííîé ïëîòíîñòüþ íóêëåîñîì, áûëà
ïðîâåäåíà èììóíîïðåöèïèòàöèÿ õðîìàòèíà èç êóêîëîê
ëèíèè su(Hw)V/su(Hw)E8. Óðîâåíü ñâÿçûâàíèÿ áåëêà Í3 ñ
ñàéòàìè Su(Hw), ðàñïîëîæåííûìè â ðàçíûõ òèïàõ õðîìà-
òèíà, çàìåòíî âîçðîñ â ìóòàíòíîé ëèíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ
ëèíèåé äèêîãî òèïà. Â òî æå âðåìÿ ìû íå íàáëþäàëè çíà-
÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé êîëè÷åñòâà ãèñòîíà Í3, ñâÿçàííîãî
ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè êîíòðîëüíûõ ñàéòîâ è CTCF-çà-
âèñèìîãî èíñóëÿòîðà Ìñð (ðèñ. 3, à).

Ê î ì ï ë å ê ñ O R C ï ð è â ë å ê à å ò ñ ÿ í à ñ à é ò û
ñ â ÿ ç û â à í è ÿ S u(H w). Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïî-
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Ðèñ. 3. Áåëîê Su(Hw) íåîáõîäèì äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ îáëàñòåé ñ íèçêîé ïëîòíîñòüþ íóêëåîñîì è ïðèâëå÷åíèÿ êîìïëåêñà ORC.

Ñâÿçûâàíèå ãèñòîíà H3 (à) è ñóáúåäèíèöû ORC3 êîìïëåêñà ORC (á) ñ ñàéòàìè Su(Hw) â ëèíèè äèêîãî òèïà (wt) è â ìóòàíòíîé ëèíèè
su(Hw)V/su(Hw)E8 (v/e8). Çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè — ãèñòîí H3 (à) è ORC3 (á) íà ñàéòàõ Su(Hw) â ëèíèè wt, òåìíûå ñòîëáèêè — ãèñòîí H3 (à) è

ORC3 (á) íà ñàéòàõ Su(Hw) â ìóòàíòíîé ëèíèè (v/e8).



çâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî ñóùåñòâóþò íåêîòîðûå îáùèå
ñâîéñòâà ìåæäó ïðîìîòîðàìè àêòèâíî òðàíñêðèáèðóå-
ìûõ ãåíîâ è ñàéòàìè ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw). Òàê, ñàéòû
Su(Hw), êàê è ïðîìîòîðû, ñâÿçûâàþò êîìïëåêñ àöåòèëè-
ðîâàíèÿ ãèñòîíîâ SAGA è êîìïëåêñ ðåìîäåëèðîâàíèÿ
õðîìàòèíà dSWI/SNF è ÿâëÿþòñÿ îáëàñòÿìè ñ íèçêîé
ïëîòíîñòüþ íóêëåîñîì. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ñàéòû
ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw) ìîãóò èìåòü è äðóãèå îáùèå ñâîéñòâà
ñ ïðîìîòîðàìè àêòèâíûõ ãåíîâ. Èçâåñòíî, ÷òî êîìïëåêñ
ORC ÷àñòî ëîêàëèçóåòñÿ ïîáëèçîñòè îò ïðîìîòîðîâ àê-
òèâíûõ ãåíîâ (MacAlpine et al., 2004). Ìû ïðîâåëè ýêñïå-
ðèìåíòû ïî îñàæäåíèþ õðîìàòèíà èç êóêîëîê äèêîãî
òèïà àíòèòåëàìè ïðîòèâ ñóáúåäèíèöû ORC3 êîìïëåêñà
óçíàâàíèÿ îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè è îáíàðóæèëè, ÷òî
ORC3 òàêæå ïðèñóòñòâóåò è íà ñàéòàõ ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw)
(ðèñ. 3, á). ×òîáû îöåíèòü ðîëü Su(Hw) â ïðèâëå÷åíèè
êîìïëåêñà ORC áûëà ïðîâåäåíà èììóíîïðåöèïèòàöèÿ
õðîìàòèíà èç êóêîëîê ëèíèè su(Hw)V/su(Hw)E8. Íà îñíî-
âàíèè ðåçóëüòàòîâ äàííîãî ýêñïåðèìåíòà ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî íàðóøåíèå ñâÿçûâàíèÿ áåëêà Su(Hw) ñî ñâîèìè
ñàéòàìè â ìóòàíòíîé ëèíèè su(Hw)V/su(Hw)E8 ïðèâîäèò ê
ïàäåíèþ óðîâíÿ ñâÿçûâàíèÿ ôàêòîðîâ êîìïëåêñà ORC íà
äàííûõ ñàéòàõ äî ôîíîâîãî óðîâíÿ (ðèñ. 3, á).

Îáñóæäåíèå

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü
ñëåäóþùèå âûâîäû. Su(Hw) ïðèâëåêàåò êîìïëåêñ àöåòè-
ëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ SAGA è êîìïëåêñ ðåìîäåëèðîâàíèÿ
õðîìàòèíà dSWI/SNF íà ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw). Ýòî
ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ îáëàñòåé ñ íèçêîé ïëîòíî-
ñòüþ íóêëåîñîì è ñîçäàåò óñëîâèÿ äëÿ ñâÿçûâàíèÿ êîìï-
ëåêñà áåëêîâ, óçíàþùèõ ó÷àñòêè íà÷àëà ðåïëèêàöèè
(ORC). Îòñóòñòâèå Su(Hw), ñïîñîáíîãî ñâÿçûâàòü ñàéòû
íà ÄÍÊ â ìóòàíòíîé ëèíèè su(Hw)V/su(Hw)E8, ïðèâîäèò ê
çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà áåëêîâûõ êîìïëåê-
ñîâ SAGA, dSWI/SNF è ORC è â òî æå âðåìÿ ê óâåëè÷å-
íèþ ïëîòíîñòè íóêëåîñîì íà ñàéòàõ ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw).
Òàêèì îáðàçîì, Su(Hw) ñîçäàåò óñëîâèÿ äëÿ ñâÿçûâàíèÿ
êîìïëåêñà ORC è ôîðìèðîâàíèÿ ïðåðåïëèêàòèâíûõ êîì-
ïëåêñîâ.

Ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ áåëêà Su(Hw) ðàñïîëîæåíû ïðåè-
ìóùåñòâåííî â ÷åðíîì è ñèíåì õðîìàòèíàõ, â òî âðåìÿ
êàê â êðàñíîì è æåëòîì õðîìàòèíàõ ðàñïîëîæåíà ëèøü
ìàëàÿ ÷àñòü Su(Hw)-ñàéòîâ. Íåñìîòðÿ íà ýòî, ìû ïîêàçà-
ëè îáùèå ñâîéñòâà ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw) íåçàâèñè-
ìî îò ãëîáàëüíîé ñòðóêòóðû õðîìàòèíà. Âî âñåõ òèïàõ
õðîìàòèíà (â êðàñíîì, æåëòîì, ñèíåì è ÷åðíîì) áåëîê
Su(Hw) íåîáõîäèì äëÿ ðåìîäåëèíãà õðîìàòèíà è ïîçèöè-
îíèðîâàíèÿ îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè. Òàêèì îáðàçîì,
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî íåçàâèñèìî îò òèïà õðîìàòèíà
èìåííî áåëîê Su(Hw) ÿâëÿåòñÿ ïåðâè÷íûì äåòåðìèíàí-
òîì â ïîçèöèîíèðîâàíèè êîìïëåêñîâ ORC, ò. å. ãëîáàëü-
íîå ñîñòîÿíèå õðîìàòèíà íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà ýòîò
ïðîöåññ, êëþ÷åâûìè äåòåðìèíàíòàìè ÿâëÿþòñÿ ÄÍÊ-ñâÿ-
çûâàþùèå áåëêè, ôîðìèðóþùèå ïîäõîäÿùóþ ñòðóêòóðó
õðîìàòèíà äëÿ ïîñàäêè êîìïëåêñà ORC.

Îïèñàííûé íàìè ìåõàíèçì ôîðìèðîâàíèÿ îòêðûòîãî
õðîìàòèíà íà ñàéòàõ ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw) èìååò ìíîãî îá-
ùåãî ñ ôîðìèðîâàíèåì îòêðûòîãî õðîìàòèíà íà ïðîìîòî-
ðàõ àêòèâíûõ ãåíîâ. Èçâåñòíî, ÷òî àêòèâàòîðû òðàíñ-
êðèïöèè ïðèâëåêàþò íà ïðîìîòîðû ýòèõ ãåíîâ êîìïëåê-
ñû ðåìîäåëèðîâàíèÿ è àöåòèëèðîâàíèÿ õðîìàòèíà.
Àíàëîãè÷íî êîìïëåêñ ORC ïðèâëåêàåòñÿ íà ïðîìîòîðû

àêòèâíûõ ãåíîâ è íà ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw). Ñõîäíûå
ñâîéñòâà òàêèõ ðàçëè÷íûõ ãåíîìíûõ ýëåìåíòîâ, êàê ñàé-
òû ñâÿçûâàíèÿ Su(Hw) è ïðîìîòîðû, ïîçâîëÿþò íàì
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â êëåòêå ðåàëèçóþòñÿ óíèâåðñàëüíûå
ìåõàíèçìû ïîçèöèîíèðîâàíèÿ îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè.
Ýòè ìåõàíèçìû ïîçâîëÿþò êëåòêå ñîçäàòü ìíîæåñòâî
îðèäæèíîâ ðåïëèêàöèè, ïîçèöèîíèðóåìûõ ÄÍÊ-ñâÿçûâà-
þùèìè áåëêàìè, êîòîðûå îðãàíèçóþò íåîáõîäèìóþ äëÿ
ñâÿçûâàíèÿ êîìïëåêñà ORC ñòðóêòóðó õðîìàòèíà. Â ðÿäå
èññëåäîâàíèé ïîêàçàíî, ÷òî îñíîâíûå èçâåñòíûå êëàññû
ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòîâ ÄÍÊ, âêëþ÷àÿ ïðîìîòîðû, ýí-
õàíñåðû, ñàéëåíñåðû, èíñóëÿòîðû, îáëàñòè êîíòðîëÿ ëî-
êóñîâ, ÿâëÿþòñÿ îáëàñòÿìè îòêðûòîãî õðîìàòèíà (Gross,
Garrard, 1988; Cockerill, 2011). Òàêèì îáðàçîì, óíèâåð-
ñàëüíûé ìåõàíèçì ïîçèöèîíèðîâàíèÿ îðèäæèíîâ ðåïëè-
êàöèè ìîã áû ïîçâîëèòü ñâÿçàòü ïðîöåññû òðàíñêðèïöèè
è ðåïëèêàöèè íà ðàçíîîáðàçíûõ ðåãóëÿòîðíûõ ýëåìåíòàõ
ãåíîìà.

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî êëþ÷åâûìè äåòåðìèíàíòàìè
ïîçèöèîíèðîâàíèÿ êîìïëåêñîâ ORC â ãåíîìå ÿâëÿþòñÿ
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè, êîòîðûå ïðèâëåêàþò êîìïëåê-
ñû ìîäèôèêàöèè è ðåìîäåëèíãà õðîìàòèíà íà ïðîìîòî-
ðû, èíñóëÿòîðû è ýíõàíñåðû, ÷òî ñîçäàåò ïëàòôîðìó äëÿ
ïîñàäêè êîìïëåêñà ORC è ñâÿçûâàåò òðàíñêðèïöèþ è
ðåïëèêàöèþ. Áåëîê Su(Hw) — ýòî ïåðâûé ïðèìåð áåëêà,
êîòîðûé èñïîëüçóåò ýòîò ìåõàíèçì.
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ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ», Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêòû 10-04-01820 è 12-04-33289), ïðîãðàìì ÍØ
2814.2012.4, à òàêæå ïðîãðàììàìè ïðåçèäåíòà Ðîññèé-
ñêîé Ôåäåðàöèè (ÌÊ-5961.2012.4 è ÌÄ-4874.2011.4).
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ABILITY OF Su(Hw) TO CREATE A PLATFORM FOR ORC BINDING DOES NOT DEPEND
ON THE TYPE OF SURROUNDING CHROMATIN

M. Yu. Mazina, N. E. Vorobyeva, A. N. Krasnov

Institute of Gene Biology RAS, Moscow; e-mail: krasnov@genebiology.ru

DNA replication begins from multiple sites distributed thoughout the genome and named replication ori-
gins. Despite the increasing amount of data on the properties of replication origins, it is still unknown what fac-
tors(s) is the primary determinant of ORC localization. Su(Hw) is a zinc-finger protein that is responsible for
the activity of the best-studied Drosophila insulators. Here, we show that insulator protein Su(Hw) recruits his-
tone acetyltransferase complex SAGA and chromatin remodeler dSWI/SNF to Su(Hw)-dependent insulators
and creates platform for ORC binding. We have found that Su(Hw) is necessary for chromatin remodeling and
ORC recruitment regardless of type of surrounding chromatin. Thus, global chromatin state does not influence
molecular mechanism underlying ORC positioning in the genome, rather DNA-binding proteins are key deter-
minants that create proper chromatin structure for ORC binding. Su(Hw) is the first example of such a protein.

K e y w o r d s: Su(Hw) protein, replication origins, ORC, dSWI/SNF, SAGA.
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