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ВВЕДЕНИЕ

Молекулярная доместикация последователь‑
ностей мобильных элементов может играть зна‑
чительную роль в образовании новых генов. Слу‑
чаи молекулярной доместикации ретроэлемен‑
тов и их последовательностей у беспозвоночных 
изучены значительно слабее, чем у позвоночных. 
У  Drosophila melanogaster на текущий момент из‑
вестны лишь два доместицированных гена ретро‑
элементов – Gagr (гомолог гена gag ретроэлемента 
группы gypsy) и Iris (гомолог гена env ретроэлемен‑
та группы Sushi-ichi) [1, 2].

У  белка Gagr обнаружены следующие белко‑
вые партнеры: продукты генов 14‑3‑3epsilon, Pdi, 
eIF3j, CG6013, CG3687 [3], четыре из которых 
(14‑3‑3epsilon, Pdi, eIF3j, CG6013) имеют высо‑
коконсервативные функции у  эукариот. Белок 
14‑3‑3epsilon является многофункциональным ре‑
гуляторным белком семейства 14‑3‑3, представите‑
ли которого обнаружены у всех эукариот. Этот бе‑
лок, как правило, служит адаптером для белок-бел‑
ковых взаимодействий, обеспечивающим тесный 
контакт между взаимодействующими молекулами 
или ингибитором, подавляющим активность свя‑
занного белка [4]. Pdi (дисульфидизомераза)  – 
консервативный редокс-чувствительный шаперон, 

имеющийся, по-видимому, у большинства эукари‑
от, чаще всего локализуется в эндоплазматическом 
ретикулуме (ЭПР). Pdi может быть задействован 
в стресс-зависимых каскадах, воспринимая изме‑
нение редокс-потенциала [5]. eIF3j является одной 
из субъединиц эукариотического фактора иници‑
ации трансляции 3, главная функция которого – 
обеспечение посадки малой субъединицы рибосо‑
мы на мРНК и привлечение других компонентов 
eIF3 к малой субъединице рибосомы в нормаль‑
ных условиях [6] и при IRES-зависимой трансля‑
ции (трансляция через сайт внутренней посадки 
рибосомы, Internal Ribosome Entry Site), которая 
происходит в условиях острого клеточного стрес‑
са [7]. Ген CG6013 аннотирован в базах данных как 
ген с неизвестной функцией, имеющий гомологию 
с геном человека CCDC124. Таким образом, про‑
дукт гена Gagr в составе комплекса с его белковы‑
ми партнерами может быть вовлечен в стрессовый 
ответ [8].

Промотор Gagr у D. melanogaster содержит сайт 
связывания транскрипционного фактора kayak 
пути N-концевых киназ c-Jun, JNK, и два сайта 
связывания транскрипционного фактора STAT92Е 
сигнального пути Janus-киназы (JAK) и  транс‑
крипционного фактора STAT (Signal Transducer 
and Activator of Transcription) пути JAK/STAT [9]. 
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В результате молекулярной доместикации гена gag эррантивирусов в геноме Drosophila melanogaster 
сформировался ген Gagr. Ранее самый высокий уровень транскрипции гена Gagr был выявлен в ки‑
шечнике, причем транскрипция наиболее эффективно индуцировалась у самок в ответ на добавле‑
ние в корм персульфата аммония. В представленной работе изучен транскриптом кишечника самок 
с нокдауном гена Gagr во всех тканях в стандартных условиях и в условиях стресса, вызванного пер‑
сульфатом аммония. Показано, что в кишечнике самок с нокдауном гена Gagr активированы гены 
антимикробных пептидов, контролируемых сигнальными путями Toll и Imd. Индукция стрессового 
ответа персульфатом аммония выявила нарушение работы сигнальных путей JAK/STAT и Jnk/MAPK 
и практически полное отсутствие активации работы путей ответа на стресс эндоплазматического ре‑
тикулума и несвернутых белков у особей с нокдауном гена Gagr. Полученные данные подтверждают 
важную роль гена Gagr в поддержании гомеостаза и в иммунном ответе.
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Экспрессия гена Gagr у D. melanogaster индуциру‑
ется у самок, но не у самцов, индуктором окисли‑
тельного стресса – персульфатом аммония (APS). 
При этом также индуцируется экспрессия ряда 
других стресс-активируемых генов, в  том числе 
upd3 [9]. Ген upd3 – один из трех генов цитокинов 
семейства Unpaired, запускающих путь JAK/STAT 
через рецептор Domeless [10]; экспрессия upd3 
у D. melanogaster индуцируется в ответ на стресс 
через каскад JNK [11, 12]. Таким образом, ген Gagr, 
по-видимому, интегрирован в регуляторную сеть 
стрессовых каскадов JAK/STAT и JNK.

С целью выявления сигнальных путей, в кото‑
рых может быть задействован ген Gagr, в настоя‑
щей работе сравнили транскриптомы кишечни‑
ка самок с  нокдауном гена Gagr во всех тканях 
и в контрольной линии в стандартных условиях 
и при воздействии APS.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Линии Drosophila melanogaster и  условия куль-
тивирования. В  работе использовали следу‑
ющие линии D. melanogaster, полученные из 
Венского ресурсного центра (VDRC): кон‑
трольную линию w1118, линию-драйвер Tub-
GAL4 (y[1]w[1118]; P{w[+mC]=tubP-GAL4}LL7 
P{ry[+t7.2]=neoFRT}82B/TM6B, Tb[1]), экспрес‑
сия GAL4 у которого контролируется промотором 
гена тубулина; линию v107457, несущую конструк‑
цию P{KK109908} для экспрессии под контролем 
UAS дцРНК, интерферирующей мРНК гена Gagr 
(далее UAS-Gagr). Мух культивировали при темпе‑
ратуре 25°C на стандартной питательной агаризо‑
ванной среде. Для индукции интерференции самок 
линии UAS-Gagr скрещивали с самцами драйвер‑
ной линии Tub-GAL4. Параллельно ставили кон‑
троль – самок линии w1118 скрещивали с самцами 
Tub-GAL4. Виргинных самок помещали в пробир‑
ки с самцами и оставляли при температуре 27°C 
на 3 дня. Отбор виргинных самок от скрещиваний 
Tub-GAL4×UAS-Gagr и Tub-GAL4хw1118 проводи‑
ли в возрасте 1 день. Стресс индуцировали путем 
24-часовой инкубации мух на среде с 0.1 М APS. 
В  качестве контроля использовали самок, выра‑
щенных в стандартных условиях без добавления 
APS. РНК выделяли из кишечников, собранных 
после вскрытия самок в фосфатном буфере.

Секвенирование РНК и обработка данных. Вы‑
деление тотальной РНК проводили с  помощью 
реактива ExtractRNA (“Евроген”, Россия). Все 
образцы получали в  одном эксперименте в  трех 
повторах; библиотеки готовили параллельно для 
каждого образца. Концентрацию и  целостность 
РНК оценивали с  помощью флуориметрическо‑
го анализа на приборе Qubit 4 (“ThermoScientific”, 
США) и капиллярного электрофореза на приборе 
TapeStation (“Agilent”, Германия) соответственно. 

Библиотеки, специфичные для цепей, были при‑
готовлены с помощью набора для подготовки би‑
блиотеки направленных РНК NEBNext Ultra II 
(“NEB”, США) и секвенированы (100 нуклеотидов, 
один конец) со средней глубиной 25 млн чтений 
на образец с помощью NovaSeq 6000 (“Illumina”, 
США). Считывания низкого качества и адаптер‑
ные последовательности удаляли (инструмент 
Timmomatic, v0.36), затем считывания приводи‑
ли в соответствие со сборкой первичного генома 
BDGP6. Подсчитывали уникально выровненные 
чтения известных экзонов каждого гена с исполь‑
зованием пакета R (среда R). Оценивали откло‑
нение экспрессии каждого из референсных генов 
(ppl, Tbp, Gapdh1, tub, RPL40, SdhA) в образце, нор‑
мированной на значение экспрессии соответству‑
ющего гена в контрольной линии без воздействия 
APS. Отклонения для разных генов в среднем со‑
ставили ±  0.3. Анализ дифференциальной экс‑
прессии выполнен с помощью пакета программ 
DESeq2 (https://bioconductor.org/packages/release/
bioc/html/DESeq2.html). Дифференциально экс‑
прессирующиеся гены, кодирующие белки, выяв‑
лены с порогом значимости |Log2 Fold Change| (да‑
лее LFC) не менее 0.6, Padj < 0.05. Тепловую карту 
и кластерный анализ транскриптомов проводили 
в сервисе SRPLOT (https://www.bioinformatics.com.
cn/srplot). Сервис Metascape использовали для вы‑
явления категорий функционального обогащения 
дифференциально экспрессирующихся генов и по‑
строения кластеров функциональных категорий 
генов (http://metascape.org) [13]. Для анализа пе‑
ресекающихся выборок генов строили диаграммы 
Венна (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/
Venn/). Поиск обогащения по молекулярной функ‑
ции, по внутриклеточной локализации и по биоло‑
гическому процессу проводили с использованием 
GeneOntology Resource (https://geneontology.org/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ транскриптомов 
кишечника самок с  нокдауном гена Gagr 

и  контрольных самок
По данным базы FlyBase (https://flybase.org/), 

ген Gagr транскрибируется на самом высоком уров‑
не в тканях кишечника относительно других тканей 
(https://flybase.org/reports/FBgn0036627#expression), 
а по нашим данным, его транскрипция наиболее 
эффективно индуцируется в ответ на APS, но толь‑
ко у самок [9]. В наших экспериментах мы добав‑
ляли APS в корм, следовательно, пищеварительная 
система первая контактировала с APS и следовало 
ожидать ее наиболее сильный стрессовый ответ, 
поэтому для анализа транскриптома была выбрана 
ткань кишечника самок.
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Рис. 1. Сравнительный анализ транскриптомов кишечника самок с нокдауном гена Gagr и контрольных самок. а – 
Тепловая карта и кластерный анализ транскриптомов кишечника самок с нокдауном гена Gagr и контрольных самок, 
культивированных в стандартных условиях и на среде с APS. б – Обогащение функциональными категориями генов 
с дифференциальной экспрессией (|LFC| > 2) в кишечнике самок с нокдауном гена Gagr относительно контрольной 
линии. На шкале абсцисс приведено отрицательное значение десятичного логарифма P-value для данной категории. 
в – Обогащение функциональными категориями генов с повышенной и пониженной транскрипцией при стрессовом 
ответе (|LFC| > 2) у контрольных самок и самок с нокдауном гена Gagr. г – Диаграммы Венна, показывающие ко‑
личество общих генов, транскрипция которых изменилась при стрессовом ответе у контрольных самок (К) и самок 
с нокдауном Gagr (Gagr-RNAi), и их обогащение функциональными категориями.
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На рис.  1а представлена тепловая карта и  ре‑
зультаты кластерного анализа транскриптомов ки‑
шечника самок с нокдауном гена Gagr и контроль‑
ных самок, культивируемых в стандартных услови‑
ях и на среде с APS, полученные с использованием 
сервиса SRPLOT. Кластерный анализ показал, что 
по характеру транскрипции генов самки с нокдау‑
ном Gagr и контрольные самки ближе к друг другу 
в стандартных условиях, чем в стрессовых.

Сравнительный анализ транскриптомов кишеч‑
ников самок с нокдауном гена Gagr и контрольных 
самок выявил более 6000 дифференциально экс‑
прессирующихся генов, экспрессия которых разли‑
чается более чем в 1.5 раза (|LFC| > 0.6, Padj < 0.05). 
Поэтому далее мы анализировали обогащение 
функциональными категориями только тех генов, 
чья экспрессия различается с порогом |LFC| > 2. 
В стандартных условиях таких генов оказалось 423; 
уровень экспрессии 309 из них в кишечнике самок 
с нокдауном Gagr был как минимум в 4 раза выше, 
чем в кишечнике контрольных самок, а уровень 
экспрессии 114 из них в кишечнике самок с нок‑
дауном Gagr был как минимум в 4 раза ниже, чем 
в кишечнике контрольных самок.

Обогащение функциональными категориями 
анализировали с помощью сервиса Metascape, ис‑
пользующего для обогащения ресурс Gene Ontology 
(GO) и  базу биологических путей Reactome 
(https://reactome.org) для дрозофилы (R-DME) 
(рис.  1б). Обогащение GO показало, что гены 
с  повышенным уровнем экспрессии в  кишечни‑
ке самок с нокдауном Gagr относятся, в основном, 
к  генам защитного ответа, но есть также катего‑
рии генов метаболических процессов и  сигналь‑
ных путей. Наиболее значимой, согласно значению 
P-value, является категория генов антибактериаль‑
ного гуморального ответа GO:0019731. К этой ка‑
тегории относятся 33 из 309 генов с повышенной 
экспрессией. Среди них обнаружены гены анти‑
микробных пептидов DptA, Dro, Drsl2, Drsl3, Drsl4, 
Listericin, CecC, Def, Mtk (табл. S1, см. Дополнитель‑
ные материалы на сайте  http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/3/supp_Nikitina_rus.zip). Анализ 
обогащения функциональными категориями ге‑
нов в базе Reactome выявил две категории генов: 
R-DME‑3371571 и R-DME65653890 – это гены, на‑
ходящиеся под контролем транскрипционного фак‑
тора HSF1, отвечающего на тепловой шок (Hsp23, 
Hsp68, Hsp70Ab, Hsp70Aa, Hsp70Bb, para, AttA, DptA), 
и гены лизоцимов (LysB, LysD, LysE). Примечатель‑
но, что гены антимикробных пептидов находятся 
под контролем сигнальных путей Toll и Imd [14]. 
Это свидетельствует об активации путей Toll и Imd 
у мух с подавлением функции гена Gagr.

В число генов со сниженным уровнем экспрессии 
в кишечнике самок с нокдауном Gagr входят гены 
ответа на внешние стимулы (GNBP-like3, Tsf1, Npc2e, 
BomS6), гены профенолоксидаз (PPO1 и  PPO2), 

участвующих в процессе меланизации, а также гены 
семейства Turandot (TotA и  TotX), чья экспрессия 
контролируется сигнальным путем JAK/STAT [15] 
(табл. S2, см. Дополнительные материалы).

Таким образом, нокдаун гена Gagr приводит 
к  изменению характера экспрессии генов, свя‑
занных со стрессовым ответом и находящихся под 
контролем разных сигнальных путей, что свиде‑
тельствует о том, что функция гена Gagr влияет на 
функционирование сигнальных каскадов.

Далее мы проанализировали транскриптом‑
ный ответ тканей кишечника контрольных самок 
на стресс. С этой целью сравнили уровни транс‑
крипции генов в кишечнике самок при стрессовом 
ответе и тех же генов вне стресса. Всего выявле‑
но 946 генов, транскрипция которых изменилась 
в 4 раза и более. Экспрессия 696 из них повысилась. 
Эти гены обогащены функциональными категори‑
ями, связанными с импортом в клетку, с HSF1-за‑
висимой трансактивацией, метаболизмом липидов, 
развитием нервной системы и др. (рис. 1в, табл. S3, 
см. Дополнительные материалы). При этом экс‑
прессия 250 генов в кишечнике контрольных са‑
мок снизилась в условиях стресса. Среди основ‑
ных категорий – гены иммунного ответа и метабо‑
лических процессов (табл. S4, см. Дополнительные 
материалы).

В кишечнике самок с нокдауном Gagr выявлено 
605 генов, транскрипция которых в ответ на стресс 
изменилась в 4 раза и более. Из них повысилась 
экспрессия 347 генов, что примерно в 2 раза мень‑
ше, чем у контрольных самок. Примечательно, что 
эти гены обогащены некоторыми другими функци‑
ональными категориями, в том числе связанными 
с контролем клеточного цикла (рис. 1в, табл. S5, 
см. Дополнительные материалы). Выявлено сни‑
жение экспрессии 258 генов. Их функция связана, 
главным образом, с метаболическими процессами 
(табл. S6, см. Дополнительные материалы).

Среди генов с повышенной экспрессией в ки‑
шечнике контрольных самок и самок с нокдауном 
Gagr выявлено всего 84 общих гена; это по боль‑
шей части гены защитного ответа и метаболизма 
(рис. 1г). Общие гены (40) с пониженной экспрес‑
сией, выявленные в кишечнике контрольных са‑
мок и самок с нокдауном Gagr, обогащены функ‑
циональными категориями, имеющими отношение 
к репродуктивным процессам, развитию и метабо‑
лическим процессам (рис. 1г).

Таким образом, и категории генов, и сами гены, 
дифференциально экспрессирующиеся при стрес‑
совом ответе в кишечнике самок с нокдауном гена 
Gagr и в кишечнике самок контрольной линии, до‑
вольно сильно отличаются, свидетельствуя о том, 
что нарушение функции гена Gagr кардинально 
меняет транскриптомный ответ на стресс. В стан‑
дартных условиях выключение гена Gagr приводит 
к повышению экспрессии генов стрессового ответа. 
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Однако в  стрессовых условиях активация генов 
происходит в гораздо меньшей степени в линии 
с нокдауном, чем в контрольной линии.

Далее мы решили выяснить, какие гены активи‑
руются при стрессовом ответе в кишечнике самок 
контрольной линии и не активируются в кишечни‑
ке самок с нокдауном Gagr. Для этого мы сначала 
определили число генов, транскрипция которых 
повысилась более чем в 4 раза в кишечнике кон‑
трольных самок, и генов, не отреагировавших ин‑
дукцией транскрипции или снижением экспрессии 

в кишечнике самок с нокдауном Gagr (LFC < 0.5) 
(рис. 2а). Таких генов оказалось всего 208. Из них 
41 ген относится к категории генов, чьи функции 
связаны с  везикулярным транспортом, 43  гена  – 
с метаморфозом, 45 генов – с локализацией белков, 
21 ген – с регуляцией созревания нейронов, 27 ге‑
нов – с мембранным транспортом, 30 генов – с по‑
зитивной регуляцией ответа на стимулы (рис. 2a, 
табл. S7, см. Дополнительные материалы).

Сервис Metascape предлагает визуализацию функ‑
ционального обогащения генов, позволяющую 

Гены с повышенной экспрессией у контрольных самок,
но не у самок с нокдауном Gagr 

0 21 3 4 5
−lg(P)

6 7

Рис. 2. Обогащение функциональными категориями генов с повышенной транскрипцией (LFC > 2) в кишечнике 
контрольных самок и не изменившими или понизившими транскрипцию в кишечнике самок с нокдауном Gagr 
(LFC < 0.5). Под диаграммой показана кластерная сеть функциональных категорий генов, построенная в программе 
Metascape (пояснения в тексте).
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Таблица 1. Обогащение генов, транскрипция которых повысилась более чем в 2 раза (LFC > 2) в кишечнике 
контрольных самок и не изменилась или понизилась в кишечнике самок с нокдауном Gagr (LFC < 0.5), 
биологическими процессами, молекулярными функциями и  клеточной локализацией (согласно Gene 
Ontology)

Биологический процесс (категория GO) Обогащение (FE) P-значение FDR
Везикулярный транспорт вдоль актиновых филаментов 20.33 7.78E‑04 4.73E‑02
Негативная регуляция полимеризации микротрубочек 19.36 1.13E‑04 1.18E‑02
Позитивная регуляция ремоделирования нейронов 19.36 1.13E‑04 1.15E‑02
Позитивная регуляция ответа на ранение 13.55 6.57E‑05 8.45E‑03
Позитивная регуляция эндоцитоза 8.95 2.50E‑05 4.03E‑03
Позитивная регуляция GTPазной активности 8.09 1.28E‑05 2.62E‑03
Морфогенез конечностей 5.89 7.69E‑04 4.78E‑02
Миграция пограничных клеток фолликула 5.77 1.19E‑04 1.19E‑02
Регуляция сигнального пути Wnt 5.59 1.46E‑04 1.32E‑02
Стрессовый ответ эндоплазматического ретикулума 5.52 4.09E‑04 2.98E‑02
Регуляция сигнальной трансдукции малыми GTPазами 5.45 4.36E‑04 3.10E‑02
Эндоцитоз 5.15 7.10E‑06 1.68E‑03
Регуляция репродуктивных процессов 5.12 1.05E‑04 1.17E‑02
Регуляция размера клеток 5.07 2.73E‑04 2.11E‑02
Регуляция развития нервно-мышечных контактов 4.56 5.33E‑04 3.58E‑02
Транспорт везикул аппарата Гольджи 4.18 4.40E‑04 3.09E‑02
Митотический цикл 3.85 1.43E‑05 2.41E‑03
Регуляция катаболических процессов 3.03 5.14E‑04 3.48E‑02
Липидные метаболические процессы 2.79 2.88E‑04 2.19E‑02
Позитивная регуляция сигнальной трансдукции 2.67 4.54E‑04 3.13E‑02
Транспорт белков 2.61 5.71E‑04 3.80E‑02
Развитие нейронов 2.59 8.73E‑05 1.02E‑02
Регуляция процессов в многоклеточном организме 2.34 5.95E‑04 3.93E‑02
Сигнальная трансдукция 2.11 1.05E‑04 1.14E‑02
Ответ на внешние стимулы 2.11 2.02E‑04 1.70E‑02
Молекулярная функция (категория GO) Обогащение (FE) P-значение FDR
Двигательная активность цитоскелета 7.82 1.90E‑04 2.09E‑02
Связывание малых GTPаз 6.84 1.37E‑06 8.15E‑04
Активация GTPаз 5.65 3.58E‑04 3.55E‑02
Гидролиз АТP 4.21 4.62E‑05 7.24E‑03
Связывание липидов 3.37 5.92E‑04 5.04E‑02
Связывание АТP 2.98 3.80E‑07 1.13E‑03
Киназная активность 2.78 4.50E‑04 4.33E‑02
Клеточная локализация (категория GO) Обогащение (FE) P-значение FDR
Аппарат Гольджи 8.47 1.27E‑04 1.62E‑02
Апикальная часть клетки 4.42 2.97E‑05 5.43E‑03
Цитоплазматические везикулы 2.61 3.85E‑04 2.90E‑02
Клеточные контакты 2.57 3.09E‑04 2.63E‑02
Цитозоль 2.21 2.78E‑05 5.93E‑03
Плазматическая мембрана 1.83 6.36E‑04 4.28E‑02

Примечание. GO – категория генов, согласно базе Gene Ontology. FE, Fold Enrichment – соотношение частоты категории 
генов в исследуемой выборке и в референсном наборе. FDR, False Discovery Rate – средняя доля ложных отклонений ги‑
потез среди всех отклонений.
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показать, что эти гены соответствуют кластерной сети 
категорий (рис. 2), каждая из которых представлена 
кругами одного цвета, а отдельный круг соответствует 
подкатегории. Размер круга пропорционален количе‑
ству генов, подпадающих в эту подкатегорию. Круги 
соединяются связями, если гены, попадающие в круг, 
обнаруживаются не в одной, а в нескольких категори‑
ях или подкатегориях. На рис. 2 видно, что практиче‑
ски все категории (19 из 20) объединены между собой 
функционально.

Мы предположили, что гены, транскрипция 
которых в кишечнике контрольных самок повыси‑
лась более чем в 4 раза, гены, транскрипция кото‑
рых не индуцировалась или снизилась в кишечни‑
ке самок с нокдауном Gagr, могут не только уча‑
ствовать в определенных биологических процессах, 
но также иметь общие молекулярные функции 
и клеточную локализацию. Поэтому далее с помо‑
щью сервиса Gene Ontology мы провели обогаще‑
ние этой группы генов (табл. 1). Полученные дан‑
ные подтверждают, что функция гена Gagr связана 
с процессами, лежащими в основе регуляции осно‑
вополагающих внутриклеточных гомеостатических 
процессов.

Анализ транскрипционного ответа генов 
сигнальных путей на стресс, вызванный 

персульфатом аммония
Далее мы сравнили транскрипцию генов, вхо‑

дящих в  основные сигнальные каскады, актива‑
ция которых сопряжена со стрессовым ответом. 
Прежде всего нас интересовали пути JNK/MAPK 
и JAK/STAT, так как в промоторе гена Gagr содер‑
жатся сайты связывания транскрипционных фак‑
торов kayak и STAT92E, вовлеченных в эти пути, 
и Gagr, вероятно, является эффектором этих пу‑
тей [9]. Кроме того, нас интересовали гены, акти‑
вируемые при ЭПР-стрессе и  сопровождающем 
его стрессе несвернутых белков  – UPR-стрессе, 
поскольку среди партнеров белка Gagr есть белки, 
локализованные в ЭПР и, возможно, задейство‑
ванные в стрессовом ответе [8].

Путь JNK представляет собой каскад киназ, ак‑
тивирующийся под влиянием самых различных 
стимулов (радиация, повреждения ДНК, высокие 
температуры, присутствие окислителей, бактери‑
альных или вирусных макромолекул, некоторых 
цитокинов) [16, 17]. Элементы каскада представ‑
лены первичными, вторичными и  третичными 
киназами. Первичные киназы (JNKKK) воспри‑
нимают специфические сигналы, вызванные огра‑
ниченным спектром факторов стресса, и локализу‑
ются в определенном компартменте клетки (ядро, 
митохондрии, цитозоль и др.), где подвергаются 
фосфорилированию. Активированные JNKKK, 
в  свою очередь, фосфорилируют вторичные ки‑
назы (JNKK), являющиеся первым интегрирую‑
щим звеном пути JNK. Третичные киназы (JNK) 

принимают сигнал от JNKK и  фосфорилируют 
белки-мишени, в  частности транскрипционные 
факторы. Таким образом, JNK-путь объединяет от‑
дельные стресс-сигналы в единый поток, направ‑
ленный на изменение транскрипционного про‑
филя клетки, определяющий целостный ответ на 
стрессовую ситуацию. У D. melanogaster JNK‑каскад 
включает относительно небольшое число компо‑
нентов (по сравнению с позвоночными): несколько 
первичных киназ (Ask1, Tak1 и др.), пару вторич‑
ных (Hep и Mkk4) и единственную третичную (Bsk). 
Основными мишенями Bsk являются транскрип‑
ционные факторы семейства AP‑1 (Jre и Kay) [16].

Сигнальный путь митоген-активированной про‑
теинкиназы p38 – еще один важный механизм ге‑
нерализованного клеточного ответа на стресс. Как 
и JNK-каскад, путь MAPK составляют первичные, 
вторичные и третичные киназы, осуществляющие 
передачу стресс-сигналов разной природы из раз‑
ных компартментов клетки или извне. Мишенями 
пути MAPK являются транскрипционные факторы, 
циклинзависимые киназы, факторы роста, а также 
белки, способствующие или противодействующие 
апоптозу [18]. У D. melanogaster путь MAPK (p38) 
представлен тремя киназами (p38a, p38b и p38c), 
он активируется в ответ на экзогенные (патогены, 
окислители) и эндогенные (метаболиты) стимулы. 
Функционирование киназ MAPK и JNK частично 
сопряжено (за счет регуляции одними и теми же 
фосфатазами), но спектр их мишеней различается.

Сигнальный каскад JAK/STAT играет важную 
роль в  онтогенезе (регулирует рост, пролифера‑
цию и  морфогенез), а  также активируется в  от‑
вет на бактериальные или вирусные инфекции 
[19, 20]. Предполагается, что в стрессовых реакци‑
ях путь JAK/STAT преимущественно способствует 
регенеративной пролиферации (в отличие от не‑
однозначных эффектов путей JNK и MAPK) [21]. 
У D. melanogaster путь JAK/STAT представлен рецеп‑
тором (Domeless), активирующими его лигандами 
(цитокинами Upd1–3), Janus-киназой (Hopscotch) 
и  транскрипционным фактором (STAT92E). Ре‑
цептор, связывая лиганд Upd, димеризуется и пе‑
рефосфорилирует киназу, которая затем переносит 
фосфат на STAT. Фосфорилированный STAT также 
димеризуется и транспортируется в ядро, где регу‑
лирует транскрипцию генов-мишеней [20].

UPR-ответ – это реакция клетки на накопле‑
ние чужеродных (например, вирусных) или не‑
правильно уложенных собственных белков в ЭПР 
(ЭПР-стресс). У D. melanogaster и других животных 
известны три сенсора ЭПР-стресса (Ire1, PERK 
и  Atf6) и  три каскада, через которые реализует‑
ся UPR [22, 23]. Ire1 представляет собой фермент, 
встроенный в мембрану ЭПР и обладающий двумя 
видами активности – киназной и эндонуклеазной. 
Благодаря последней Ire1 может выступать в роли 
нестандартного фактора сплайсинга ряда мРНК, 



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 3      2024

432	 Никитина и др.

a  Контрольные самки
JNK/MAPK-путь

JNK/MAPK-путь

Jak-STAT-путь

Jak-STAT-путь

ЭР-стресс

ЭР-стресс

UPR-стресс

UPR-стресс

Pvf2

Pvf2

Pvf1

Pvf1

Pvf3

Pvf3

Upd2

Upd2

Upd1

Dome

Upd3

Upd3

Upd1

Et
Dome

hop

Msn

Tak1
Ire1PERK

Ire1

P38c

P38c

Hep, MKK4

Bsk

Bsk

hid**

upd1

upd1

Jra

Jra

Kay

Kay

Xrp1

Xrp1

Atf6Hsf

Hsf

Активация экспрессии
генов-мишеней?

Atf4

hid

STAT92E

STAT92E

TotA
TotC

Socs36E

Socs36E

Socs36E

TotA*
TotC

upd2
upd3

xbp1s

xbp1s

xbp1

xbp1

GstD

GstD
Atf6, Atf4

Hsp70

Hsp70

CG6013

upd2
upd3

Gagr

Pvr
Wgn

Egr

Egr
Wgn

Grnd
msn

Tak1
hop

Hep, MKK4

Pvr
Et

Grnd

(1.54)

(0.89)

(2.48) (0.95)

(0.91)

(1.06)

(4.60)

(0.64)

(0.70)

(2.19)

(2.23)
(0.67)

(0.74)

(0.72)

(1.61)

(2.76) (2.60)

(1.36)

(1.19)
(1.00)

(> 1.50)(> 5.00)

(1.46)

(1.35)

(3.33)
AP-1

AP-1

? ?
(2.51)

(1.07)

(4.35)

(4.28)

(0.74)

(2.05)

(1.25)

(1.10)

(1.32) (1.90)

(0.79)

(4.28)

(2.51)

(4.35)

б  Самки с нокдауном Gagr

Jak-STAT-путь,
Регенерация

PERK

Jak-STAT-путь,
Регенерация

Socs36E
(1.15)

(1.15)

(1.15)

(1.61)

(1.06)
(4.60)

Апоптоз

(3.43)

(3.90)

Рис. 3. Транскрипционный ответ генов сигнальных путей JNK/MAPK, JAK/STAT и ЭПР-стресса в ответ на воз‑
действие персульфата аммония в кишечнике контрольных самок (а) и самок с нокдауном Gagr (б). Для построения 
схем сигнальных путей использованы данные из работ [20] и [23]. Красным показаны гены, транскрипция которых 
повысилась более чем в 2 раза. Розовым выделены гены, чья экспрессия повысилась в 1.5–2 раза. В скобках около 
генов приведено значение LFC, жирным выделены киназы; xbp1s – сплайсированная форма xbp1. *TotA – экспрессия 
этого гена у особей с нокдауном ниже, чем в контроле, но индуцируется при стрессовом ответе; **hid – экспрессия 
этого гена у особей с нокдауном Gagr выше, чем в контроле, и не индуцируется при стрессовом ответе.
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в  число которых входит транскрипт гена xbp1, 
не транслирующийся в  функциональный белок. 
При  ЭПР-стрессе Ire1 осуществляет сплайсинг 
этого транскрипта; процессированная таким обра‑
зом мРНК транслируется в функциональный белок 
Xbp1, являющийся транскрипционным фактором, 
контролирующим транскрипцию стресс-специфи‑
ческих генов [24]. Сигнальный путь Ire1 не только 
важен при стрессовых состояниях, но и необходим 
для правильного развития и функционирования 
тканей, постоянно контактирующих с  потенци‑
альными факторами стресса (например, кишечник, 
жировое тело у личинок и фоторецепторы) [23]. 
Другая киназа, PERK, при ЭПР-стрессе фосфори‑
лирует фактор инициации трансляции eIF2alpha 
(доставляющий инициаторные тРНК к малой субъ‑
единице рибосомы), ингибируя его и тем самым 
подавляя трансляцию в целом. С другой стороны, 
это событие позволяет осуществить трансляцию 
ряда стресс-специфических регуляторов в отсут‑
ствие конкуренции [25]. Atf6 – это транскрипци‑
онный фактор, встроенный в мембрану ЭПР. При 
возникновении стрессовой ситуации Atf6 покида‑
ет ЭПР и транспортируется в аппарат Гольджи, где 
частично расщепляется. После этого “усеченный” 
Atf6 переносится в ядро, где активирует транскрип‑
цию стресс-специфических генов.

Анализируя транскриптомный ответ на стресс, 
вызванный APS в кишечнике контрольных самок, 
мы обнаружили, что гены сигнальных путей, регу‑
ляция активности продуктов которых осуществля‑
ется путем модификаций киназами, может также 
регулироваться при стрессовом ответе на уровне 
транскрипции (рис. 3a). Транскрипция очень мно‑
гих генов проанализированных нами сигнальных 
путей активировалась при стрессовом ответе на 
APS. Среди активированных генов JNK/MAPK-пу‑
ти были гены гуморальных факторов Pvf1 и Pvf2 
и их мембранных рецепторов Grindewald (Grnd) 
и Pvr, киназ Msn, Tak1, MKK4, Bsk и MAP-кина‑
зы p38c; гены конечных мишеней JNK-сигналинга, 
транскрипционных факторов семейства AP‑1 – jra 
и kay; генов мишеней JNK-каскада – цитокинов 
Upd2 и Upd3. Таким образом, JNK-каскад регули‑
руется на уровне экспрессии его компонентов в от‑
вет на APS.

Воздействие APS приводит также к активации 
экспрессии целого ряда генов компонентов сиг‑
нального каскада JAK/STAT в контрольной линии: 
гуморальных факторов Upd2 и Upd3 и их мембран‑
ного рецептора Dome; негативного регулятора ре‑
цептора Et (eye transformer); транскрипционно‑
го фактора пути JAK/STAT – STAT92E; мишеней 
JAK/STAT каскада – генов антимикробных пепти‑
дов TotA и TotC и негативного регулятора каскада 
Socs36E. Таким образом, JAK/STAT-каскад регули‑
руется также на уровне транскрипции его отдель‑
ных компонентов в ответ на APS.

Нами показано, что воздействие APS приводит 
к ЭПР- и UPR-стрессу у мух контрольной линии. 
При этом наблюдается активация транскрипции 
гена киназы PERK, гена xbp1, генов транскрипци‑
онных факторов Atf4 и Atf6, Hsf1. Мы не обнару‑
жили изменения экспрессии гена транскрипцион‑
ного фактора Xrp1, однако наблюдали активацию 
транскрипции мишеней путей ЭПР- и UPR-стрес‑
са: генов семейства Hsp70 и семейства GstD. Сле‑
дует отметить, что, как недавно показано, гены 
глутатион-S-трансфераз семейства GstD – одни из 
наиболее значительно индуцируемых генов-мише‑
ней UPR-стресса у дрозофилы. Среди генов этой 
группы наиболее значительно повышается актив‑
ность гена GstD1, и эта индукция зависит от PERK 
и Xrp1 [26].

Изучение стрессового ответа транскриптома 
у особей с нокдауном Gagr не выявило активации 
транскрипции генов, характерной для контроль‑
ной линии (рис.  3б). Отметим, что в  отсутствие 
стресса у особей с нокдауном активирован иммун‑
ный ответ, опосредованный активацией сигналь‑
ных путей Toll и Imd (рис. 1). Однако в условиях 
реального стресса дальнейшей активации транс‑
крипции большинства генов иммунного ответа не 
происходит.

Поскольку активация белков, участвующих 
в сигнальных путях, происходит в результате их 
фосфорилирования и чаще всего не связана с ак‑
тивацией транскрипции, об активности сигналь‑
ных путей лучше всего судить по уровню транс‑
крипции генов-мишеней. Анализируя транс‑
крипцию генов-мишеней, мы сделали вывод, 
что у особей с нокдауном Gagr активирован путь 
JAK/STAT и  не работают пути ответа на ЭПР-
стресс и UPR-стресс. Про путь JNK однозначного 
вывода сделать нельзя, так как у мух с нокдауном 
Gagr активирована транскрипция отдельных ге‑
нов-мишеней (upd2, upd3).

Проанализировав уровни транскрипции генов 
белков-партнеров Gagr при стрессовом ответе, мы 
обратили внимание на повышение транскрипции 
только одного из генов белков-партнеров с  не‑
известной функцией, CG6013, в кишечнике кон‑
трольных самок, но не особей с нокдауном Gagr. 
Это означает, что активация этого гена может за‑
висеть от уровня транскрипции гена Gagr.

Согласно данным базы Flybase, ген CG6013 (го‑
молог гена человека CCDC124) предположитель‑
но является коактиватором транскрипции, ак‑
тивным в  ядре. Белок CG6013 имеет все типич‑
ные особенности белка CCDC124 (N-концевой 
ДНК/РНК-связывающий домен, C-концевой 
HMG-бокс, потенциально функциональные NLS 
и NES). У дрожжей Schizosaccharomyces pombe про‑
дукт ортологичного CG6013 гена, известный как 
Oxs1, действует как кофактор транскрипционного 
фактора Pap1 семейства bZIP в сигнальном пути 
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Pap1/Oxs1 [27]. Этот путь активируется в  ответ 
на стресс дисульфидных связей. Функционально 
Oxs1 предположительно ведет себя как кофактор 
Pap1, усиливающий его активность и изменяющий 
его специфичность (позволяя активировать новые 
гены-мишени) [27, 28].

Белок CCDC124 обладает мРНК-связывающей 
активностью [29]. Более того, экспериментально 
показано связывание CCDC124 с комплексом бел‑
ков ADARB1, PRKRA, EFTUD2 и U1 (ADARB1 – 
фермент, редактирующий мРНК, PRKRA – киназа, 
активируемая дцРНК, а EFTUD2 и U1 являются 
компонентами сплайсосомы) [30], а  также взаи‑
модействие этого белка с большой субъединицей 
рибосомы, экспортином‑1 и рибосомоспецифиче‑
ской киназой (как у S. cerevisiae) [31]. Эти данные 
могут указывать на тесную связь CCDC124 с ап‑
паратом трансляции. Учитывая гомологию с Oxs1, 
можно предположить, что функции CCDC124 свя‑
заны со стрессзависимой (ре)активацией аппарата 
трансляции. Известно, что CCDC124 локализован 
на элементах цитоскелета (актиновые филаменты), 
на центриолях и в цитоплазме [32, 33]. Изучение 
механизма, посредством которого белок CCDC124 
участвует в  восстановлении трансляции после 
стресса, показало, что CCDC124 соединяет сайты 
декодирования малой субъединицы с центром ак‑
тивации GTPазы большой субъединицы [34]. Та‑
ким образом, CCDC124 способствует быстрой ре‑
активации трансляции стабилизируя компетентное 
к рециркуляции состояние неактивных рибосом.

Учитывая сходство белка CG6013 D. melanogaster 
как с  Oxs1 дрожжей, так и  с  CCDC124 челове‑
ка, можно предположить, что CG6013 участвует 
в сигнальном пути, аналогичном Pap1/Oxs1. У D. 
melanogaster этот путь, вероятно, включает рибо‑
сомы и  аппарат, ответственный за синтез белка 
в ЭПР. Можно предположить, что белок CG6013 
является важной сигнальной молекулой, цирку‑
лирующей между аппаратом трансляции и ядром. 
В ядре его функциями могут быть активация или 
подавление экспрессии некоторых генов путем мо‑
дуляции активности транскрипционных факторов 
(возможно, Jra или Kay), связывание транскриптов 
этих генов, их процессинг и экспорт. Возможные 
функции, связанные с трансляцией, включают на‑
правление транскриптов в ЭПР, инициацию (вме‑
сте с Gagr и eIF3j) неканонического IRES-зависи‑
мого пути трансляции и реактивацию покоящихся 
рибосом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе филогенеза рода Drosophila ген Gagr, воз‑
никший в результате доместикации гена gag, пре‑
терпел существенные изменения: регуляция про‑
моторной области гена усложнилась, а его белко‑
вый продукт приобрел трансмембранный домен. 

Итогом этих преобразований стало включение 
гена Gagr в  сигнальные пути. По-видимому, бе‑
лок Gagr D. melanogaster заякорен в мембране ЭПР 
и может служить белком-адаптером, координиру‑
ющим взаимодействие своих партнеров. Анализ 
транскриптома кишечника самок с  нокдауном 
гена Gagr выявил плейотропность функции Gagr. 
Выключение гена Gagr приводит к значительному 
изменению архитектуры транскриптома. В стрес‑
совых условиях в отсутствие этого гена не проис‑
ходит активация путей ЭПР- и UPR-стресса, а так‑
же снижается эффективность работы сигнальных 
путей JNK/MAPK и JAK/STAT. Белок Gagr может 
относиться к белкам домашнего хозяйства, моду‑
лирующим активность коактиваторов транскрип‑
ции, таких как CG6013 с неизвестной функцией, 
гомолог CCDC124 человека. По-видимому, Gagr 
играет важную роль в процессах индивидуального 
развития, в том числе нервной системы, регулируя 
процессы пролиферации. В условиях стресса он 
может опосредовать IRES-зависимую трансляцию 
и способствовать активации процессов регенера‑
ции. Эти гипотезы требуют дальнейшей экспери‑
ментальной проверки.
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ного фонда (№ 22‑24‑00305).
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STUDY OF THE GUT TRANSCRIPTOMIC RESPONSE  
IN Drosophila melanogaster WITH KNOCKDOWN OF THE Gagr, 

DOMESTICATED gag GENE OF ERRANTIVIRUSES
M. L. Nikitina1, P. A. Milyaeva1, I. V. Kuzmin1, L. N. Nefedova1, *
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As a result of molecular domestication of the gag gene of errantiviruses, the Gagr gene was formed in the 
genome of Drosophila melanogaster. It has previously been shown that the Gagr gene is transcribed at 
the highest level in gut tissues relative to other tissues, and its transcription is most effectively induced in 
females in response to ammonium persulfate added to the diet. In the present work, the gut transcriptome 
of females with knockdown of the Gagr gene was studied in all tissues under standard conditions and 
under stress conditions caused by ammonium persulfate. It was revealed that in females with knockdown 
of the Gagr gene, the genes of animicrobial peptides controlled by the Toll and Imd signaling pathways 
are activated in the gut. Induction of a stress response by ammonium persulfate revealed disruption of 
the JAK/STAT and JNK/MAPK signaling pathways and an almost complete absence of activation of the 
ER-stress and UPR-stress pathways in the Gagr gene mutant. The data obtained confirm the important 
role of the Gagr gene in maintaining the homeostasis and the immune response.
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