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Ýêòîïè÷åñêîå ïðèâëå÷åíèå áåëêà Chromator êàê ìåòîä èçó÷åíèÿ èíñóëÿòîðíûõ áåëêîâ

Õðîìàòèíîâûå áåëêè-èíñóëÿòîðû ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç âàæíåéøèõ êîìïîíåíòîâ, îïðåäåëÿþùèõ äî-
ìåííóþ îðãàíèçàöèþ ãåíîìà. Ñîãëàñíî ïîñëåäíèì äàííûì, îíè ìîãóò ìàðêèðîâàòü ãðàíèöû òîïîëîãè-
÷åñêèõ äîìåíîâ è ïðåïÿòñòâîâàòü ðàñïðîñòðàíåíèþ ìîë÷àùåãî õðîìàòèíà íà ñîñåäíèå ó÷àñòêè. Îäíèì
èç ïîäõîäîâ ê àíàëèçó äåéñòâèÿ ýòèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà ýêòîïè÷åñêîãî ïðèâëå÷åíèÿ
â ñèñòåìå UAS>DBD(GAL4). Ìåòîä ïîçâîëÿåò îöåíèòü äåéñòâèå âûáðàííîãî áåëêà íà õðîìàòèíîâóþ
îðãàíèçàöèþ, óñòàíîâèòü åãî ñâÿçü ñ äðóãèìè èíñóëÿòîðíûìè áåëêàìè è âëèÿíèå íà ïðîöåññû òðàíñ-
êðèïöèè è ðåïëèêàöèè. Â äàííîé ðàáîòå íàìè áûëè ñîçäàíû è ïðîâåðåíû íà ôóíêöèîíàëüíîñòü êîìïî-
íåíòû ñèñòåìû ýêòîïè÷åñêîãî ïðèâëå÷åíèÿ èíñóëÿòîðíîãî áåëêà Chromator (Chriz) â ðàéîí èíòåðêàëÿð-
íîãî ãåòåðîõðîìàòèíà 10A1-2. Áûëè ïîëó÷åíû ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå, ïîêàçûâàþùèå, ÷òî ýêòîïè÷å-
ñêè ïðèâëå÷åííûé â äèñê 10À1-2 áåëîê Ñhromator ìîæåò âûçûâàòü ÷àñòè÷íóþ äåêîìïàêòèçàöèþ
õðîìàòèíà. Äàëüíåéøåå èñïîëüçîâàíèå òàêîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè äàåò âîçìîæíîñòü äåòàëüíî
èññëåäîâàòü âëèÿíèå èíñóëÿòîðíûõ áåëêîâ íà ñòðóêòóðó õðîìàòèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èíñóëÿòîðíûå áåëêè, ýêòîïè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå, ïîëèòåííàÿ õðîìîñîìà, èí-
òåðêàëÿðíûé ãåòåðîõðîìàòèí, äðîçîôèëà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈÃ — èíòåðêàëÿðíûé ãåòåðîõðîìàòèí, attP — ñàéò ñâÿçûâàíèÿ â ãå-
íîìå ôàãà ÔÑ31 (attachment site in the phage ÔÑ31 genome), attB — ñàéò ñâÿçûâàíèÿ â áàêòåðèàëüíîì ãå-
íîìå (attachment site in the bacterial genome), DBD — ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèéñÿ äîìåí (DNA binding domain),
Gal4 -òðàíñêðèïöèîííûé àêòèâàòîð ãàëàêòîçû 4 äðîææåé (Galactose 4), UAS — àêòèâèðóþùàÿ íóêëåî-
òèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ðàñïîëîæåííàÿ ïåðåä ïðîìîòîðîì (upstream activating sequence).

Õðîìàòèíîâàÿ îðãàíèçàöèÿ õðîìîñîì ýóêàðèîò ÿâëÿ-
åòñÿ êëþ÷åâûì ôàêòîðîì äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ìíîæåñòâà
âàæíûõ äëÿ êëåòêè áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Ïîëèòåí-
íûå õðîìîñîìû ñëþííûõ æåëåç Drosophila melanogaster
ïðèçíàíû ëó÷øåé ìîäåëüþ èíòåðôàçíûõ õðîìîñîì (Zhi-
mulev, 1999). Èõ ãèãàíòñêèå ðàçìåðû è õàðàêòåðíûé ðè-
ñóíîê ÷åðåäîâàíèÿ ïëîòíûõ è äåêîìïàêòèçèðîâàííûõ
ó÷àñòêîâ (äèñêîâ è ìåæäèñêîâ) ïîçâîëÿþò âèçóàëüíî àíà-
ëèçèðîâàòü ìíîãèå êëåòî÷íûå ïðîöåññû. Ðàíåå íàìè
áûëè ñîïîñòàâëåíû äàííûå ïîëíîãåíîìíîãî àíàëèçà
ñòðóêòóðû õðîìàòèíà â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ (Filion et al.,
2010; Kharchenko et al., 2011; Milon et al., 2014) ñ äàííû-
ìè î ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ïîëèòåííûõ õðîìîñîì
ñëþííûõ æåëåç (Zhimulev et al., 2014). Â ðåçóëüòàòå áûëî
îáíàðóæåíî ïðèíöèïèàëüíîå ñõîäñòâî îðãàíèçàöèè õðî-
ìàòèíà ïîëèòåííûõ õðîìîñîì è èíòåðôàçíûõ õðîìîñîì
äåëÿùèõñÿ êëåòîê ðàçíîãî òèïà. Òàê, ðàéîíû ìåæäèñêîâ
ïîëèòåííûõ õðîìîñîì õîðîøî ñîîòâåòñòâîâàëè ó÷àñòêàì
îòêðûòîãî õðîìàòèíà êóëüòóðû êëåòîê (Demakov et al.,
2011; Vatolinà et al., 2011). Â îáîèõ òèïàõ õðîìîñîì â
ìåæäèñêîâûõ ðàéîíàõ áûëè îáíàðóæåíû áåëêè èíñóëÿ-
òîðíûõ êîìïëåêñîâ (BEAF32, CTCF, CP190, CHROMA-
TOR è äð.).

Èíñóëÿòîðíûå áåëêè ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ
êîìïîíåíòîâ, îïðåäåëÿþùèõ äîìåííóþ îðãàíèçàöèþ ãå-
íîìà. Îíè ó÷àñòâóþò â îáåñïå÷åíèè êîíòàêòîâ ìåæäó
óäàëåííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ÄÍÊ (ýíõàíñåðàìè è
ïðîìîòîðàìè), ñîçäàâàÿ ïðàâèëüíóþ òðåõìåðíóþ îðãàíè-
çàöèþ èíòåðôàçíîãî ÿäðà (Vogelmann et al., 2014). Êðîìå
òîãî, îíè ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâàíèè áàðüåðîâ ìåæäó
õðîìàòèíîâûìè äîìåíàìè, ïðåïÿòñòâóÿ ðàñïðîñòðàíå-
íèþ ðåïðåññèðîâàííîãî õðîìàòèíà íà áëèçëåæàùèå ðàé-
îíû õðîìîñîìû (Sexton et al., 2012).

Ðàéîíû èíòåðêàëÿðíîãî õðîìàòèíà (ÈÃ) â îòëè÷èå îò
ìåæäèñêîâ õàðàêòåðèçóþòñÿ áîëüøèìè ðàçìåðàìè è
ïëîòíîé óïàêîâêîé ÄÍÊ â ðàçíûõ òèïàõ êëåòîê. Ýòè ðàé-
îíû ïðåäñòàâëåíû íåäîðåïëèöèðîâàííûì ðåïðåññèðî-
âàííûì õðîìàòèíîì è îáåäíåíû èíñóëÿòîðíûìè áåëêàìè
(Filion et al., 2010; Belyaeva et al., 2012). Âîïðîñ î òîì, ìî-
ãóò ëè èíñóëÿòîðíûå áåëêè â îäèíî÷êó èëè â êîìïëåêñå ñ
äðóãèìè èíñóëÿòîðíûìè áåëêàìè ôîðìèðîâàòü îòêðû-
òûé õðîìàòèí òèïà ìåæäèñêà â èíàêòèâèðîâàííîì õðîìà-
òèíå, îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Â íîðìå â èíòåðôàçíîì ÿäðå
áåëîê Chromator (Chriz) âûÿâëÿåòñÿ â ìåæäèñêîâûõ äå-
êîìïàêòèçèðîâàííûõ ðàéîíàõ ïîëèòåííûõ õðîìîñîì
(Gortchakov et al., 2005; Rath et al., 2006), ïðåèìóùåñòâåí-
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íî êîëîêàëèçóåòñÿ ñ èíñóëÿòîðíûì áåëêîì BEAF32 è
CP190 (Vogelmann et al., 2014), à òàêæå ñ êèíàçîé JIL-1,
îïðåäåëÿþùåé ñèíòåç îäíîãî èç âàðèàíòîâ ãèñòîíà Í3,
õàðàêòåðíîãî äëÿ àêòèâíîãî õðîìàòèíà (Rath et al., 2006).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â êîìïëåêñå ñ ýòèìè è äðóãèìè áåë-
êàìè Chromator ó÷àñòâóåò â ñîçäàíèè ãðàíèö òîïîëîãè÷å-
ñêèõ äîìåíîâ (Sexton et al., 2012) è, ñëåäîâàòåëüíî, ìîæåò
ó÷àñòâîâàòü â ôîðìèðîâàíèè îòêðûòîãî õðîìàòèíà â äèñ-
êå ÈÃ. Ìû âûáðàëè ñèñòåìó UAS>DBD(GAL4) äëÿ ýêòî-
ïè÷åñêîãî ïðèâëå÷åíèÿ õèìåðíîãî áåëêà, ñîäåðæàùåãî
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé ðàéîí äðîææåâîãî òðàíñêðèïöèîííî-
ãî ôàêòîðà GAL4 (DBD(GAL4)) è èíñóëÿòîðíûé áåëîê
Chriz, â ðàéîí èíòåðêàëÿðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà 10À1-2, â
êîòîðûé áûëà âñòðîåíà êîíñòðóêöèÿ ñ UAS-ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòÿìè, ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþùèìè ñ äî-
ìåíîì DBD.

Â äàííîé ðàáîòå ìû ïðèâîäèì ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíèÿ
è ïðîâåðêè ôóíêöèîíàëüíîñòè òðàíñãåííûõ êîíñòðóê-
öèé, à òàêæå ïåðâè÷íûå ðåçóëüòàòû ýêòîïè÷åñêîãî ïðè-
âëå÷åíèÿ áåëêà Chromator â äèñê 10A1-2.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È í ò å ã ð à ö è ÿ â ã å í î ì a t t P ñ à é ò à. Äëÿ âíåäðå-
íèÿ ñàéòà attP â ðàéîí 10A1-2 Õ-õðîìîñîìû D. melano-
gaster ìåòîäîì ãîìîëîãè÷íîé íàïðàâëåííîé ðåêîìáèíà-
öèè áûëà ñîçäàíà òðàíñãåííàÿ êîíñòðóêöèÿ P(Jester)
(ðèñ. 1, à). Â Ð-òðàíñïîçîí pW25 (#1166, Drosophila Geno-
mics Resource Center (DGRC)) ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè Sa-
cII-SphI è AscI áûëè âñòðîåíû ôðàãìåíòû ÄÍÊ Hin-
dIII-SphI (1459 ï. í.) è SphI-HindIII (3711 ï. í.) ñîîòâåòñò-
âåííî èç ðàéîíà 10À1-2 (êîîðäèíàòû íà ôèçè÷åñêîé êàð-
òå X: 10920735-10922194 è 10922189-10925900; âåðñèÿ
r6.06 áàçû äàííûõ FlyBase). Ôðàãìåíò attP áûë ïîëó÷åí
ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) èç òðàíñ-
ïîçîíà P{CaryP}attP40 ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ
attP(KpnI)dir: 5R-gcggtacctcgcgctcgcgcgact-3R è attP(KpnI)rev:
5R-ccggtaccactgacggacacaccgaag-3R (çäåñü è äàëåå îðèåíòà-
öèÿ ïðàéìåðîâ 5R-3R) è ïîñëå ãèäðîëèçà KpnI êëîíèðîâàí â
ïðîìåæóòî÷íóþ êîíñòðóêöèþ pW25(1,5_3,7) ñ ïîëó÷åíè-
åì ôèíàëüíîãî òðàíñïîçîíà P(Jester). Ïîñëå òðàíñôîðìà-
öèè â ãåíîì ëèíèè ìóõ (#4368, BDSC) áûëà ïîëó÷åíà ëè-
íèÿ ìóõ ñî âñòðîéêîé Ð(Jester) â õðîìîñîìó 2.

Èíòåãðàöèþ ñàéòà attP â ðàéîí 10À1-2 ïðîâîäèëè
ïî ïðîòîêîëó (Rong, Golic, 2000) ñ íåêîòîðûìè ìîäèôè-
êàöèÿìè. Ñîáûòèå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè attP â
ðàéîí 10À1-2 ïðîâåðÿëè ïî ñìåíå ãðóïïû ñöåïëåíèÿ è
ïîäòâåðæäàëè ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè èç ðàéîíà 10À1-2,

ôëàíêèðóþùèìè ñàéò èíòåãðàöèè attP èç êîíñòðóêöèè
P(Jester). Â îäíîé èç ëèíèé ïîñëå óäàëåíèÿ âñïîìîãàòåëü-
íûõ ýëåìåíòîâ êîíñòðóêöèè P(Jester) ïî ñàéòàì loxP
(ðèñ. 1, à) â ðàéîíå 10À1-2 îñòàëèñü òîëüêî ñàéò attP è ïî-
âòîð loxP.

Ñ à é ò - ñ ï å ö è ô è ÷ í à ÿ è í ò å ã ð à ö è ÿ U A S - ï î -
â ò î ð î â. Ôðàãìåíò 14xUAS áûë ïîëó÷åí ñ ïîìîùüþ
ÏÖÐ íà ìàòðèöå ãåíîìíîé ÄÍÊ ëèíèè ìóõ EP1321, ñî-
äåðæàùåé ýòîò ïîâòîð â ñîñòàâå òðàíñïîçîíà EP (Rørth,
1996), ñ ïðàéìåðàìè tctcgaggtcatcaagcttag è cgctctggtaccct-
cgac è êëîíèðîâàí â ïëàçìèäíûé âåêòîð pGEM-T Easy
(#A1360, Promega). Âåêòîð pUni áûë ïîëó÷åí íà îñíîâå
òðàíñïîçîíà pP{CaSpeR-5} (#EF09040, DGRC), â êîòî-
ðûé ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè PstI è XbaI áûë âñòðîåí ôðàã-
ìåíò ÄÍÊ ñ ñàéòîì attB èç âåêòîðà pFly (Wang et al.,
2013), à çàòåì ïî ñàéòàì PstI è KpnI ïîñëåäîâàòåëüíî
âñòðîåíû FRT-ôðàãìåíòû, ñèíòåçèðîâàííûå îòæèãîì
îëèãîíóêëåîòèäîâ — FRT(PstI)f: tgaagttcctattctctagaaagta-
taggaacttcggcgcgcctgca, FRT(PstI)r: ggcgcgccgaagttccta-
tactttctagagaataggaacttcatgca è FRT(KpnI)f: gaagttcctattct-
ctagaaagtataggaacttcggtac, FRT(KpnI)r: cgaagttcctatactttc-
tagagaataggaacttcgtac.

Ôèíàëüíàÿ êîíñòðóêöèÿ pUni-UAS (ðèñ. 1, á) áûëà
ïîëó÷åíà âñòðàèâàíèåì 14õUAS-ôðàãìåíòà ïî óíèêàëü-
íûì ñàéòàì ðåñòðèêöèè KpnI è NotI â âåêòîð pUni. ÄÍÊ
ýòîãî âåêòîðà áûëà èíúåöèðîâàíà â ýìáðèîíû ëèíèè, ñî-
äåðæàùåé ñàéò attP â ðàéîíå 10À1-2 è èñòî÷íèê èíòåãðà-
çû ÔÑ31. Â ðåçóëüòàòå áûëà ïîëó÷åíà ëèíèÿ ìóõ, â êîòî-
ðîé 14õUAS-ôðàãìåíò áûë âñòðîåí ïî ñàéòó attP â ðàéîí
10À1-2. Ïîñëå óäàëåíèÿ ðåêîìáèíàçîé FLP âñïîìîãà-
òåëüíûõ ýëåìåíòîâ êîíñòðóêöèè pUni-UAS â ðàéîíå
10À1-2 îñòàëñÿ òîëüêî 14õUAS-ôðàãìåíò. Ïîëîæåíèå
ñàéòà íà ìîëåêóëÿðíîé êàðòå ðàéîíà X: 10922194
(http://flybase.org/cgi-bin/gbrowse2/dmel/; Release 6.06), îí
ðàñïîëàãàåòñÿ â 23 ò. ï. í. îò äèñòàëüíîãî êðàÿ äèñêà
10À1-2 (ïî äàííûì: Vatolina et al., 2011).

Ñ î ç ä à í è å ê î í ñ ò ð ó ê ö è è ä ë ÿ ý ê ò î ï è ÷ å ñ ê î -
ã î ñ â ÿ ç û â à í è ÿ á å ë ê à C h r o m a t o r. Íà îñíîâå âåê-
òîðà p-attB-FRT-STOP#1-FRT-DamMyc[open] (ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåí À. Ïèíäþðèíûì (ÈÌÊÁ ÑÎ ÐÀÍ) è Bas
van Steensel (Ãîëëàíäñêèé èíñòèòóò ðàêà, Àìñòåðäàì))
íàìè ïîëó÷åíà êîíñòðóêöèÿ, â êîòîðîé ÄÍÊ-ñâÿçûâàþ-
ùèé äîìåí (DBD) Gal4 ñ ñèãíàëîì ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè
(NLS) è myc-ýïèòîïîì áûë ñîåäèíåí â îäíó ðàìêó ñ÷èòû-
âàíèÿ ñ ïîëíîðàçìåðíîé êÄÍÊ, êîäèðóþùåé Chromator
(ðèñ. 1, â). Âíà÷àëå ñ ìàòðèöû ãåíîìíîé ÄÍÊ ëèíèè
y1 w*; P{w[+mW.hs]=GawB}AB1 (#1824, BDSC), ñîäåð-
æàùåé ÄÍÊ Gal4, ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðîâ DBD-nls1f:
gtggaggacggaatgaagctactgtcttctatcg è DBD-myc1r: gagtttct-

494 Î. Â. Àíäðååíêîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêàÿ îðãàíèçàöèÿ òðàíñãåííûõ êîíñòðóêöèé.

à — pJester; á — pUni-UAS; â — p-attB-DBD-myc-Chriz. Îáúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.



gttccgatacagtcaactgtctttga áûë àìïëèôèöèðîâàí ôðàãìåíò
ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü DBD è ÷àñòè
NLS (ñ îäíîé ñòîðîíû) è myc-ýïèòîïà (ñ äðóãîé ñòîðî-
íû). Ýòîò ôðàãìåíò áûë èñïîëüçîâàí â ÏÖÐ ñî âòîðîé
ïàðîé ïðàéìåðîâ — DBD-nls2f: catgaccccccccaagaagaag-
cgcaaggtggaggacggaatgaagct è DBD-myc2r: ggcgcgcccag-
atcctcttcagagatgagtttctgttccgatacagtc. Ïîäáîð ïðàéìåðîâ ê
DBD è NLS áûë îñíîâàí íà äàííûõ By è ñîàâòîðîâ (Wu
et al., 2008). Ôèíàëüíûé ôðàãìåíò ÄÍÊ êëîíèðîâàëè â
âåêòîð pGEM-T Easy, à çàòåì ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè Eco-
RI è AscI âñòðîèëè â p-attB-FRT-STOP#1-FRT-Dam-
Myc[open] âìåñòî áëîêà ôóíêöèîíàëüíûõ ýëåìåíòîâ
FRT-STOP#1-FRT-DamMyc ñ ïîëó÷åíèåì âåêòîðà
p-attB-DBD-myc (êîíòðîëüíàÿ êîíñòðóêöèÿ). Èç âåêòîðà
ñ ïîëíîðàçìåðíîé êîïèåé êÄÍÊ ãåíà Chriz (Chromator),
Chro-RB, ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè ê ôëàíãàì ýòîé
êÄÍÊ è ñàéòàìè ðåñòðèêöèè AscI è NotI: Chrom-AscI:
ggcgcgccaatgttggcacaggagatttc, Chrom-NotI: gcggccgcgat-
tttacgttgggatgttgag áûë ïîëó÷åí ôðàãìåíò ÄÍÊ è âñòðîåí
â âåêòîð pGEM-T Easy. Ïîñëå ãèäðîëèçà ïî ýòèì ñàéòàì
ðåñòðèêöèè ôðàãìåíò áûë êëîíèðîâàí â p-attB-
DBD-myc. Â ðåçóëüòàòå èíúåêöèè ÄÍÊ ýòèõ âåêòîðîâ â
ýìáðèîíû ëèíèè ìóõ ñ ñàéòîì attP â ðàéîíå 51Ñ (ëèíèÿ
#24482, BDSC) áûëè ïîëó÷åíû ëèíèè ñ ãèáðèäíûìè ãå-
íàìè DBD(Gal4)-myc-CHRIZ è DBD(Gal4)-myc.

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå
(Maksimov et al., 2014), ñ àíòèòåëàìè ê DBD-äîìåíó Gal4
(sc-577, Santa Cruz) è áåòà-òóáóëèíó (ïîëó÷åíû îò H. Sa-
umweber (Ãåðìàíèÿ)), ðàçâåäåíèå 1 : 1000.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ïîëèòåííûõ õðî-
ìîñîì âûïîëíÿëè ñîãëàñíî îïèñàííîìó ðàíåå ïðîòîêîëó
(Kolesnikova et al., 2011) àíòèòåëàìè ê myc-ýïèòîïó (sc-40,
Santa Cruz) è áåëêó Chriz (ïîëó÷åíû îò H. Saumweber
(Ãåðìàíèÿ)), ðàçâåäåíèÿ 1 : 100 è 1 : 600 ñîîòâåòñòâåííî.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îäíèì èç êîìïîíåíòîâ ñèñòåìû UAS>DBD(GAL4)
ÿâëÿåòñÿ ñàéò äëÿ ïðèâëå÷åíèÿ õèìåðíîãî áåëêà, ñîäåð-
æàùèé ïîâòîðåííûå UAS-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñïåöè-
ôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ DBD-äîìåíîì áåëêà
GAL4. Äëÿ òîãî ÷òîáû âíåäðèòü ýòîò ñàéò â ðàéîí èíòåð-
êàëÿðíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà 10À1-2, ìû âíà÷àëå ìåòîäîì
ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè âñòðîèëè â ýòîò ðàéîí ñàéò
attP. Çàòåì â ðåçóëüòàòå ñàéò-ñïåöèôè÷íîé ÔÑ31-îïîñðå-
äîâàííîé ðåêîìáèíàöèè attP/attB â ðàéîí áûëà âñòðîåíà
òðàíñãåííàÿ êîíñòðóêöèÿ ñ ïîâòîðåííûì 14 ðàç ôðàãìåí-
òîì UAS.

Äëÿ ýêòîïè÷åñêîãî ïðèâëå÷åíèÿ áåëêà Ñhriz â èçó÷àå-
ìûé ðàéîí áûëè ïîëó÷åíû ëèíèè ñ âíåäðåííûìè â ðàéîí
51Ñ õðîìîñîìû 2 ãèáðèäíûìè ãåíàìè DBD(Gal4)-myc-
Ñhriz è DBD(Gal4)-myc, êîòîðûå íàõîäèëèñü ïîä êîíòðî-
ëåì ïðîìîòîðà ãåíà òåïëîâîãî øîêà hsp70. Õèìåðíûé áå-
ëîê DBD-myc-Ñhriz áûë âûÿâëåí Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçîì
(ðèñ. 2, à), à èììóíîîêðàøèâàíèå ïîëèòåííûõ õðîìîñîì
ñëþííûõ æåëåç ëè÷èíîê àíòèòåëàìè ê myc-ýïèòîïó ïîêà-
çàëî, ÷òî â òðàíñãåííûõ ëèíèÿõ õèìåðíûé áåëîê DBD-
myc-Ñhriz ýêñïðåññèðóåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå è ñâÿçûâà-
åòñÿ ñ ìåæäèñêîâûìè ðàéîíàìè, êàê è ýíäîãåííûé áåëîê
(ðèñ. 2, á).

Äàëåå ìû èññëåäîâàëè ýôôåêò ýêòîïè÷åñêîãî ïðèâëå-
÷åíèÿ áåëêà Ñhriz â ðàéîí äèñêà ÈÃ 10A1-2 Õ-õðîìîñî-
ìû. Òðàíñãåòåðîçèãîòíûå ìóõè ëèíèé UAS (10À1-2);
DBD-myc-Chriz è UAS(10A1-2); DBD(Gal4)-myc (êîíò-

ðîëü) áûëè ïîäâåðãíóòû òåïëîâîìó âîçäåéñòâèþ íà ðàç-
íûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ. Ïîñëå òàêîé àêòèâàöèè õèìåðíûå
áåëêè DBD-myc-Chriz è DBD-myc ïîìèìî ðàéîíîâ íà-
òèâíîé ëîêàëèçàöèè íà ïîëèòåííûõ õðîìîñîìàõ âûÿâëÿ-
ëèñü òàêæå â äèñêå 10À1-2 (ðèñ. 3, à). Â ðåçóëüòàòå ïðè-
âëå÷åíèÿ õèìåðíîãî áåëêà DBD-myc-Chriz â ðàéîíå áûëî
îáíàðóæåíî ïîÿâëåíèå íåáîëüøîé çîíû äåêîìïàêòèçà-
öèè äèñêîâîãî ìàòåðèàëà. Â êîíòðîëå òàêîãî ýôôåêòà íå
íàáëþäàëè (ðèñ. 3, á), ò. å. áåëîê Ñhriz, ïî-âèäèìîìó, ó÷à-
ñòâóåò â ôîðìèðîâàíèè îòêðûòîãî õðîìàòèíà — öèòîëî-
ãè÷åñêè ýòî ïðîÿâëÿåòñÿ êàê ðàçðûõëåíèå ìàòåðèàëà äèñ-
êà. Âîçìîæíî, ýòî ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò ïðèâëå÷åíèÿ äðó-
ãèõ èíñóëÿòîðíûõ áåëêîâ, íàïðèìåð áåëêà ÑÐ190, äëÿ
êîòîðîãî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îí ìîæåò âûçûâàòü ïðîòÿ-
æåííóþ äåêîìïàêòèçàöèþ õðîìàòèíà â ãåòåðîõðîìàòèíî-
âîì ðàéîíå âáëèçè öåíòðîìåðû (Ahanger et al., 2014).
Êðîìå òîãî, âîçìîæíî ïðèâëå÷åíèå òàêèõ áåëêîâ, êàê
JIL1 è ISWI (Bohla et al., 2014; Vogelmann et al., 2014), êî-
òîðûå çà ñ÷åò ìîäèôèêàöèè ãèñòîíîâ èçìåíÿþò ïëîò-
íîñòü íóêëåîñîìíîé óêëàäêè.

Â öåëîì èñïîëüçîâàíèå ïðåäëîæåííîé ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé ìîäåëè äàåò íàì âîçìîæíîñòü äåòàëüíî èññëåäî-
âàòü ýôôåêòû ïðèâëå÷åíèÿ èíñóëÿòîðíûõ áåëêîâ íà
ñòðóêòóðó õðîìàòèíà â ðàçëè÷íûõ ðàéîíàõ õðîìîñîì, à
òàêæå âûÿñíÿòü âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ðàçíûìè òèïàìè
èíñóëÿòîðîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-14-00934),
÷àñòü ýêñïåðèìåíòîâ ïî ñîçäàíèþ ãåííî-èíæåíåðíûõ
êîíñòðóêöèé — ïðè ïîääåðæêå áþäæåòíîãî ôèíàíñèðî-
âàíèÿ (0310-2014-0002).
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Ðèñ. 2. Ïðîâåðêà ôóíêöèîíàëüíîñòè ãèáðèäíîãî áåëêà
DBD-Myc-Chriz.

à — Âåñòåðí-áëîò áåëêîâ ñëþííûõ æåëåç ïîñëå òåïëîâîãî øîêà, èíêóáè-
ðîâàííûõ ñ àíòèòåëàìè ê DBD(Gal4), âûÿâèë óíèêàëüíûé ãèáðèäíûé áå-
ëîê DBD-Myc-Chriz (îòìå÷åí êàê Chriz*); êîíòðîëü íàíåñåíèÿ — îêðàñ-
êà àíòèòåëàìè ê òóáóëèíó. á — ðåçóëüòàòû èììóíîìå÷åíèÿ ïîëèòåííûõ
õðîìîñîì ëèíèè ñ òðàíñãåíîì DBD-Myc-Chriz ïîñëå àêòèâàöèè òåïëî-
âûì øîêîì àíòèòåëàìè ê myc -ýïèòîïó è ê áåëêó Chriz. Ìàñøòàáíûé

îòðåçîê — 1 ìêì.
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Ðèñ. 3. UAS-çàâèñèìîå ïðèâëå÷åíèå õèìåðíîãî áåëêà DBD-Myc-Chriz â äèñê 10À1-2 âûçûâàåò èçìåíåíèÿ â îðãàíèçàöèè õðîìàòè-
íà.

à — èììóíîìå÷åíèå Õ-õðîìîñîìû ñ UAS-ñàéòîì â ðàéîíå 10À1-2 â ëèíèè ìóõ ñ ýêñïðåññèåé DBD(Gal4)-Myc-CHRIZ àíòèòåëàìè ê Myc-ýïèòîïó îá-
íàðóæèâàåò ýêòîïè÷åñêóþ ëîêàëèçàöèþ ãèáðèäíîãî áåëêà â äèñêå 10À1-2 (îòìå÷åíî òðåóãîëüíèêîì). á — öèòîëîãè÷åñêîå ïðîÿâëåíèå ýêòîïè÷åñêîé
ëîêàëèçàöèè DBD(Gal4)-Myc-CHRIZ — ðàñùåïëåíèå äèñêà 10À1-2 íà äâå íåðàâíûå ÷àñòè, ÷åãî íå íàáëþäàåòñÿ äëÿ áåëêà DBD(Gal4)-Myc. Ìàñø-

òàáíûé îòðåçîê — 1 ìêì.



Zhimulev I. F., Zykova T. Y., Goncharov F. P., Khorosh-
ko V. A., Demakova O. V., Semeshin V. F., Pokholkova G. V., Bol-
dyreva L. V., Demidova D. S., Babenko V. N., Demakov S. A., Be-
lyaeva E. S. 2014. Genetic organization of interphase chromosome

bands and interbands in Drosophila melanogaster. PLoS ONE. 9 :
e101631.

Ïîñòóïèëà 1 XII 2015

ECTOPIC TETHERING OF THE CHROMATOR PROTEIN IN UASDBD(GAL4)

SYSTEM AS APPROACH FOR STUDYING OF THE INSULATOR PROTEINS
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Chromatin insulator proteins are one of the major components that determine the domain organization of
the genome. According to the latest data, they can mark the boundaries of topological domains and prevent the
spread of silent chromatin to adjacent areas. One approach to the analysis of the actions of these proteins is to
use the ectopic involvement in the UAS>DBD(GAL4). The method allows to evaluate the effect of selected
protein in chromatin organization, to establish its association with other insulator proteins and influence on the
processes of transcription and replication. and influence the processes of transcription and replication. In this
study, we have developed and tested the functionality of the system components in ectopic tethering of the
Chromator (Chriz) to the region of intercalary heterochromatin 10A1-2. Preliminary data have been obtained
showing that ectopically tethered Chromator to the band 10A1-2 can induce a partial decompactization of the
band chromatin. Further use of this experimental model provides the opportunity to investigate the effect of in-
sulator proteins on the chromatin structure.

K e y w o r d s: insulator proteins, ectopic tethering, polytene chromosome, intercalary heterochromatin,
Drosophila.
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