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РЕФЕРАТ Проведено полногеномное исследование белка CG9890, содержащего домены цинковых паль-
цев. Показано, что белок CG9890 локализован преимущественно на промоторах активных генов. Сайты 
связывания CG9890 характеризуются низкой плотностью нуклеосом и колокализуются с комплексами 
модификации и ремоделирования хроматина SAGA и dSWI/SNF, а также с репликационным комплексом 
ORC. Показано, что белок CG9890 участвует в регуляции экспрессии части генов, на промоторах которых 
он находится, причем заметную долю этих генов составляют гены экдизонового каскада. Таким образом, 
белок CG9890 является новым участником транскрипционной сети клетки, локализуется на активных про-
моторах, взаимодействует с основными транскрипционными и репликационными комплексами и участвует 
в регуляции как базальной, так и индуцибельной транскрипции. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ENY2, CG9890, дрозофила, цинковые пальцы, ChIP-Seq.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ENY2 – мультифункциональный транскрипционный фактор; C2H2 – цинковые 
пальцы типа C2H2; SAGA – гистон-ацетилтрансферазный комплекс; SWI/SNF – комплекс ремоделирова-
ния хроматина; AMEX – комплекс экспорта мРНК из ядра в цитоплазму; THO – комплекс элонгации транс-
крипции; ORC – комплекс позиционирования точек начала репликации в геноме.

ВВЕДЕНИЕ
Ранее в нашей лаборатории был выделен и охаракте-
ризован белок ENY2, который впоследствии оказался 
компонентом множества белковых комплексов, во-
влеченных в регуляцию транскрипции и репликации. 
ENY2 входит в состав транскрипционных комплексов 
SAGA, AMEX, THO и связывает различные этапы 
экспрессии генов – организацию транскрипцион-
ных доменов и модификацию хроматина, активацию 
и элонгацию транскрипции, экспорт мРНК и регуля-
цию пространственного расположения генов в ядре 
[1–7]. Кроме того, обнаружено, что ENY2 также вхо-
дит в состав репликационного комплекса ORC, от-
ветственного за позиционирование точек начала ре-
пликации [8–11]. 

Анализ двухгибридного взаимодействия ENY2-
Su(Hw) привел к пониманию того, что Su(Hw) при-
влекает белок ENY2 на Su(Hw)-зависимые инсуля-
торы дрозофилы, что необходимо для осуществления 
барьерной функции [5]. Далее показали, что Su(Hw) 
рекрутирует гистон-ацетилтрансферазный ком-
плекс SAGA [12] (содержащий ENY2) и комплекс 
ремоделирования хроматина dSWI/SNF [13–15] 
на Su(Hw)-зависимые инсуляторы, вызывая фор-
мирование области с низкой плотностью нуклеосом 
и условий для посадки репликационного комплекса 
ORC. Нокдаун Su(Hw) практически полностью на-
рушает привлечение комплексов SAGA, dSWI/SNF 
и ORC на Su(Hw)-зависимые инсуляторы и приво-
дит к значительному увеличению плотности нуклео-
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сом на этих регуляторных элементах [1, 2]. Показано, 
что Su(Hw) – это первый пример белка, ответствен-
ного за позиционирование точек начала репликации. 
Su(Hw) необходим для формирования 6% точек нача-
ла репликации в геноме дрозофилы, т.е. за формиро-
вание остальных 94% отвечают какие-то другие, еще 
не идентифицированные белки.

Ранее мы обнаружили взаимодействие ENY2 
с еще одним белком, CG9890, который содержит до-
мен цинковых пальцев C2H2-типа, как и Su(Hw) [16]. 
Мы предполагаем, что, как и Su(Hw), CG9890 являет-
ся ДНК-связывающим белком, который привлекает 
ENY2-содержащие комплексы на свои сайты свя-
зывания, организуя, таким образом, регуляторные 
элементы генома, необходимые для функционирова-
ния клетки. Показано, что белок CG9890 локализован 
в ядре клетки. Биохимическими методами выявлено 
взаимодействие белка CG9890 с ENY2-содержащими 
комплексами SAGA, ORC, dSWI/SNF, TFIID и THOC 
[16]. CG9890 взаимодействует с транскрипционными 
комплексами, вовлеченными в инициацию и элон-
гацию транскрипции, но не взаимодействует с ком-
плексом AMEX, участвующим в экспорте мРНК 
из ядра в цитоплазму, что указывает на работу 
CG9890 в первых стадиях транскрипционного цикла. 

В данной работе проведен полногеномный 
анализ белка CG9890 с целью идентификации 
и характериcтики регуляторных элементов, за кото-
рые он может быть ответствен.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Антитела и клеточные линии
В работе использовали линию клеток S2 Drosophila 
melanogaster. Поликлональные антитела α-CG9890 
получены из сыворотки крови кролика, иммунизиро-
ванного полноразмерным белком CG9890, экспресси-
рованным в клетках Escherichia coli [16]. 

Иммунопреципитация хроматина и полногеномное 
секвенирование
Иммунопреципитацию хроматина проводили со-
гласно [1]. Для этого использовали поликлональ-
ные антитела к CG9890, полученные нами ранее 
[16]. ChIP-Seq-библиотеки получали с использо-
ванием набора NEBNext DNA library preparation 
kit (New England Biolabs). Качество библиотек про-
веряли с помощью Bioanalyzer. Для высокопроиз-
водительного секвенирования брали фрагменты 
размером 200–500 п.н. Библиотеки были отсекве-
нированы на геномном секвенаторе Illumina HiSeq 
2000. Полученные последовательности картировали 
на референсный геном дрозофилы с использовани-
ем программы Bowtie2. Для последующего анали-

за использовали только уникально картированные 
риды. Идентификацию координат пиков и построе-
ние полногеномного профиля (WIG-файл) для белка 
CG9890 проводили с использованием программы SPP 
(FDR < 5%) [17]. Областью пика считали геномный 
интервал +/- 100 п.н. от позиции вершины пика.

Биоинформатический анализ
Аннотации генов D. melanogaster были взяты с офи-
циального сайта FlyBase. Геном разбивали на следу-
ющие области: точки начала транскрипции (TSS), 
точки терминации транскрипции (TES), транскриби-
руемые области (участки генов за исключением TSS 
и TES) и межгенные области (все остальное). ChIP-
Seq-пик идентифицировали как принадлежащий 
к одной из этих категорий при условии пересечения 
геномных интервалов как минимум в 10 п.н. При ан-
нотации пиков использовали следующий приоритет 
геномных категорий – TSS, TES, транскрибируемые 
и межгенные области.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Белок CG9890 локализован преимущественно 
на промоторах генов
С целью определения локализации изучаемого бел-
ка в геноме мы провели иммунопреципитацию хро-
матина из клеток S2 с помощью поликлональных 
антител к белку CG9890 с последующим высоко-
производительным секвенированием (ChIP-Seq). 
Характерный ChIP-Seq-профиль белка CG9890 
на одном из сайтов его связывания представлен 
на рис. 1. Идентифицировано 4709 сайтов посадки 
белка CG9890 в геноме дрозофилы (FDR < 5%).

Мы аннотировали полученные сайты по признаку 
их локализации в одном из следующих элементов ге-
нома дрозофилы: промоторы, концы генов, тела генов 
и межгенные области. Согласно полученным данным 
(рис. 2), наибольшее количество ChIP-Seq-пиков 
белка CG9890 (73.2%) локализуется в промоторных 
областях генов дрозофилы. Мы предполагаем, что, 
локализуясь преимущественно на промоторах генов, 
белок CG9890 может участвовать в функциониро-
вании регуляторных генетических элементов этого 
типа.

Белок CG9890 колокализуется с комплексами 
модификации и ремоделирования хроматина 
в областях с низкой плотностью нуклеосом
Ранее мы подтвердили взаимодействие CG9890 
с белком ENY2 и выявили взаимодействие CG9890 
c ENY2-содержащими белковыми комплекса-
ми SAGA, ORC, dSWI/SNF, TFIID, THO. Поэтому 
мы изучили геномную колокализацию белка CG9890 
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c комплексами SAGA и ORC, а также с комплексом 
ремоделирования dSWI/SNF, который вместе с ком-
плексом SAGA участвует в формировании нужной 
структуры хроматина для правильного функциони-
рования регуляторных элементов, включая промо-
торы. С этой целью мы использовали программное 
обеспечение собственной разработки по построению 
усредненного профиля исследуемого фактора на за-
данных сайтах генома [1]. Геномные профили белков 
ORC2, GCN5, OSA и гистона H3 были получены ра-
нее в нашей лаборатории. Рассчитаны усредненные 
профили данных белков на всех 4709 сайтах посадки 
белка CG9890, а также на 4709 случайных промото-
рах и на 4709 случайных геномных сайтах (рис. 3).

Так как белок CG9890 локализован преимуще-
ственно на промоторах генов, то на сайтах связыва-
ния CG9890 можно будет найти обогащение любых 
промоторных факторов, включая комплексы SAGA, 
dSWI/SNF и ORC, относительно среднегеномного 
уровня. Однако, как можно видеть из рис. 3, белки 
GCN5 (комплекс SAGA), OSA (комплекс dSWI/SNF) 
и ORC2 (комплекс ORC) обогащены на сайтах свя-
зывания белка CG9890 не только по сравнению со 
среднегеномным уровнем, но и по сравнению со 
случайными промоторами. Полученный результат 
свидетельствует, что данная колокализация обу-
словлена не просто случайным совпадением на про-
моторах генов, а тем, что именно сайт связывания 
белка CG9890 способствует локализации комплексов 
SAGA, dSWI/SNF и ORC. Кроме того, как следует 
из рис. 3, сайты связывания белка CG9890 характе-
ризуются более низкой нуклеосомной плотностью 
(представленностью гистона H3), чем в среднем по ге-

ному и на промоторах, что указывает на активное со-
стояние данных регуляторных элементов.

С помощью второго подхода мы рассчитали ко-
личество сайтов белка CG9890, перекрывающихся 
с сайтами белков GCN5, OSA и ORC2. В качестве кон-
трольного фактора был выбран хорошо известный 
промоторный белок BEAF-32 [18]. Координаты ChIP-
Seq-пиков для белка BEAF-32 получены из NCBI 
GEO (GSE35648). Пики двух белков считали пересе-
кающимися при условии пересечения их геномных 
интервалов как минимум в 10 п.н. Полученные дан-
ные представлены на рис. 4.

Рис. 1. Харак-
терный ChIP-
Seq-профиль 
белка CG9890. 
Представлен 
геномный 
регион, соот-
ветствующий 
промоторной 
области гена 
Inv. Верхняя 
часть рисун-
ка содержит 
информацию 
об этом регио-
не из геномного 
браузера, ниж-
няя сам про-
филь ChIP-Seq 

Рис. 2. Распределение сайтов связывания белка 
CG9890 относительно аннотированных элементов 
генома дрозофилы (левая картинка). Для сравнения 
показана относительная представленность всех анноти-
рованных элементов в геноме (правая картинка). TSS – 
промоторная область, TES – конец гена, Gene bodies – 
область гена между TSS и TES, Intergenic – межгенные 
области
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GCN5 OSA

ORC2 H3

Сайты CG9890
промоторы
случайные сайты

Рис. 3. Усредненный геномный 
профиль (log

2
 обогащения) 

белков GCN5 (комплекс SAGA), 
OSA (комплекс dSWI/SNF), 
ORC2 (комплекс ORC), а также 
гистона H3 в области от -5 до +5 
т.п.н относительно указанных 
ниже сайтов. Синим цветом 
отмечен усредненный профиль 
указанного белка на 4709 сайтах 
CG9890 в геноме, красным 
на таком же количестве случай-
но выбранных промоторов, зе-
леным на таком же количестве 
случайных участков генома

Рис. 4. Диаграммы 
Эйлера–Венна, 
показывающие 
перекрывание 
сайтов связывания 
белков CG9890 
и BEAF-32 с сайтами 
связывания GCN5 
(комплекс SAGA), 
OSA (комплекс 
dSWI/SNF) и ORC2 
(комплекс ORC).  
A – CG9890, GCN5, 
OSA;  
Б – BEAF-32, GCN5, 
OSA;  
В – CG9890 и ORC2;  
Г – BEAF-32 и ORC2

А БCG9890 GCN5

OSA

BEAF-32 GCN5

OSA

В Г

CG9890 ORC2 BEAF-32 ORC2
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Как можно видеть из рис. 4, около 60% сайтов бел-
ка CG9890 перекрываются с сайтами белка ORC2, 
субъединицы комплекса ORC, что, в свою очередь, 
составляет около 60% сайтов белка ORC2. Уровень 
перекрывания сайтов ORC2 с сайтами BEAF-32, дру-
гого фактора, локализующегося на промоторах, су-
щественно ниже, несмотря на то, что сайтов посадки 
белка BEAF-32 в геноме гораздо больше. Из рис. 4 
видно, что белок CG9890 колокализуется с белками 
GCN5 и OSA на половине своих сайтов посадки в ге-
номе, что существенно выше аналогичного значения 
для контрольного белка BEAF-32.

Белок CG9890 участвует в регуляции экспрессии 
генов
Ранее нами было показано, что белок CG9890 взаи-
модействует с белком ENY2, который координиру-
ет множество этапов регуляции экспрессии генов. 
Выявлено взаимодействие белка CG9890 с ENY2-
содержащими комплексами SAGA, ORC, dSWI/SNF, 
TFIID и THOC [16], т.е. комплексами, вовлеченными 
в инициацию и элонгацию транскрипции. Учитывая, 
что CG9890 найден преимущественно на промото-
рах генов, мы решили исследовать, к каким измене-
ниям в экспрессии CG9890-ассоциированных генов 
приведет снижение внутриклеточного уровня белка 
CG9890 методом РНК-интерференции. В результате 
оптимизации условий РНК-интерференции удалось 
добиться эффективного уменьшения экспрессии из-

Рис. 5. Изменение 
уровней экспрессии 
CG9890-ассоциированных 
генов после РНК-
интерференции белка 
CG9890. По оси ординат 
показано изменение 
уровня мРНК генов по-
сле РНК-интерференции 
относительно исходного 
уровня. За единицу при-
нят исходный уровень. 
Для нормирования ис-
пользовали содержание 
мРНК гена Ras в соот-
ветствующих образцах. 
Линии погрешностей 
соответствуют стандарт-
ной ошибке среднего. 
Оранжевые столбики 
соответствуют генам 
экдизонового каскада
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учаемого белка в клетках более чем в 5 раз по коли-
честву мРНК и фактически полное истощение ко-
личества белка (ниже предела детекции методом 
вестерн-блотинга).

Используя метод ОТ-кПЦР, мы проанали-
зировали изменение уровня мРНК 21 CG9890-
ассоциированного гена в клетках после РНК-
интерференции по сравнению с контрольными 
образцами. Результаты этого эксперимента пред-
ставлены на рис. 5. После нокдауна белка CG9890 ко-
личество мРНК семи из этих генов снизилось как ми-
нимум на 20%, а количество РНК трех генов возросло 
как минимум на 20%. Таким образом, белок CG9890 
действительно участвует в регуляции экспрессии 
по крайней мере части генов, на промоторах которых 
он локализуется.

Среди 10 генов, экспрессия которых изменилась 
статистически значимо при РНК-интерференции 
белка CG9890, пять являются генами экдизонового 
каскада. Их транскрипция значительно активиру-
ется в процессе ответа на экдизон. Это дает возмож-
ность воспользоваться удобной модельной системой 
индукции клеток экдизоном для более детального 
изучения функционирования белка CG9890 в регу-
ляции экспрессии этих генов. Преимущество этой 
системы состоит в том, что с ее помощью можно из-
учать динамические процессы индуцибельной регу-
ляции экспрессии генов, а не только поддержание 
базальной транскрипции [19].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе предыдущих исследований мы обнаружили, 
что инсуляторный белок Su(Hw), содержащий домен 
цинковых пальцев, взаимодействует с ENY2 и при-
влекает ENY2-содержащие комплексы на Su(Hw)-
зависимые инсуляторы дрозофилы, участвуя 
одновременно в регуляции транскрипции и в по-
зиционировании точек начала репликации. Также 
мы обнаружили взаимодействие ENY2 с еще одним 
белком CG9890, который содержит домен цинковых 
пальцев, как и Su(Hw). Биохимическими методами 
показано взаимодействие белка CG9890 с ENY2-
содержащими комплексами SAGA, ORC, dSWI/SNF, 
TFIID и THOC. Мы предполагаем, что, как и Su(Hw), 
белок CG9890 является ДНК-связывающим белком, 
который привлекает ENY2-содержащие комплек-
сы на свои сайты связывания, организуя таким об-
разом регуляторные элементы генома, необходимые 
для функционирования клетки. В данной работе 
мы идентифицировали сайты связывания CG9890 
в геноме и показали, что они локализованы преиму-

щественно на промоторах генов. Установлена пол-
ногеномная корреляция сайтов связывания CG9890 
и ENY2-содержащих комплексов SAGA, ORC 
и dSWI/SNF. Сайты связывания белка CG9890 ха-
рактеризуются более низкой нуклеосомной плотно-
стью (представленностью гистона H3), чем в среднем 
по геному и в среднем на промоторах, что указывает 
на активное состояние данных регуляторных элемен-
тов. Белок CG9890 участвует в регуляции экспрес-
сии части генов, на промоторах которых он находит-
ся, причем заметную долю этих генов составляют 
гены экдизонового каскада. Таким образом, белок 
CG9890 – это новый участник транскрипционной 
сети клетки, который локализуется на активных 
промоторах, взаимодействует с основными транс-
крипционными и репликационными комплексами 
и участвует в регуляции как базальной, так и инду-
цибельной транскрипции. 

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда, грант № 20-14-00269. 
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