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ВВЕДЕНИЕ
Высококонсервативный коактиваторный ком-

плекс SAGA, основной функцией которого явля-
ется модификация (ацетилирование и деубиквити-
нирование) гистонов хроматина, содержит более 20 
белковых субъединиц [1]. Субъединицы комплек-
са SAGA взаимодействуют с различными актива-
торами транскрипции, привлекая таким образом 
комплекс на промоторы определенных генов [2, 3]. 
В действии комплексов, ремоделирующих и моди-
фицирующих хроматин, существует определенный 
синергизм. Показано, что комплекс SAGA ацети-
лирует нуклеосомы на промоторах генов в процес-
се активации транскрипции. Это приводит к при-
влечению комплекса ремоделирования хроматина 
dSWI/SNF и стимулированию его ремоделирую-
щей активности [4, 5].

Комплексы SAGA и SWI/SNF дрозофилы лока-
лизованы на различных регуляторных элементах 
генома, включая промоторы, где зачастую колока-
лизуются с репликационным комплексом ORC [6]. 
Инициация репликации происходит на множестве 
сайтов в геноме, которые называются участками 
начала (ориджинами) репликации. На ориджины 

репликации привлекается комплекс ORC, кото-
рый состоит из шести субъединиц (ORC1–6). Этот 
комплекс участвует в  создании платформы для 
связывания белков пререпликативного комплек-
са и в инициации репликации. Чтобы обеспечить 
правильный временной паттерн репликации гено-
ма в S-фазе, в клетках эукариот создается множе-
ство ориджинов репликации, определенная часть 
которых запускается в зависимости от стадии раз-
вития организма и условий роста. Комплекс ORC 
связывает определенные участки генома [7], однако 
субъединицы данного комплекса не проявляют яв-
ной специфичности к последовательностям ДНК. 
Поэтому встает вопрос, какие факторы определяют 
позиционирование ORC-комплексов в геноме.

В  ходе предыдущих исследований нами об-
наружено, что инсуляторный белок Su(Hw), со-
держащий домен цинковых пальцев, взаимодей-
ствует с белком ENY2 (субъединица DUB-модуля 
комплекса SAGA) и привлекает комплексы SAGA, 
SWI/SNF и ORC на Su(Hw)-зависимые инсулято-
ры дрозофилы, участвуя одновременно в регуля-
ции транскрипции и в позиционировании орид-
жинов репликации [8–11]. Белок ENY2 являет-
ся субъединицей деубиквитинирующего (DUB) 
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модуля комплекса SAGA, связанной с различны-
ми стадиями экспрессии генов [8–15]. Высказано 
предположение, что существуют и другие “цинко-
вые белки”, которые взаимодействуют с комплек-
сом SAGA дрозофилы и функционируют сходным 
образом на других регуляторных элементах генома, 
включая промоторы. В ходе дальнейших экспери-
ментов был идентифицирован еще один подоб-
ный цинковый белок – CG9890 [16–18]. С целью 
поиска новых цинковых белков, взаимодействую-
щих с комплексом SAGA дрозофилы, был очищен 
DUB-модуль комплекса SAGA [19]. С использова-
нием масс-спектрометрического анализа показа-
но, что в состав фракций, содержащих DUB-мо-
дуль комплекса SAGA, входят несколько десятков 
белков с доменами цинковых пальцев, из которых 
отобрали белки с  кластером близкорасположен-
ных цинковых пальцев и каноническим линкером 
(TGE[K/R]P) между ними, так как именно такая 
структура с  максимальной вероятностью пред-
сказывает ДНК-связывающие свойства белка со 
специфичным сайтом связывания [20, 21]. В  ре-
зультате дальнейшего отбора осталось 12 белков, 
взаимодействие которых было проверено с помо-
щью реакции коиммунопреципитации. Подтверж-
дено взаимодействие белка CG9609, а также обна-
ружено его слабое взаимодействие с белками Aef1 
(Adult enhancer factor 1) и CG10543. Чтобы допол-
нительно подтвердить взаимодействие белков Aef1 
и CG10543 с комплексом SAGA дрозофилы было 
решено провести ChIP-Seq-анализ этих белков 
и определить колокализацию данных факторов на 
полногеномном уровне.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток линии Schneider 2 (S2). 
РНК-интерференция. Клетки культивировали при 
25°C в  среде Schneider′s insect medium (“Sigma”, 
США), содержащей 10% фетальной сыворотки 
крупного рогатого скота (“HyClone”, США). Клет-
ки трансфицировали с использованием Effectene 
Transfection Reagent (“Qiagen”, Германия) по про-
токолу производителя. Нокдаун генов проводили 
с помощью РНК-интерференции согласно опубли-
кованному протоколу [22]. дцРНК для нокдауна 
генов Aef1 и CG10543 синтезировали с использова-
нием следующих праймеров:
Aef1 – GAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAA
TGATGCATATCAAAAGCCT и GAATTAATACGA
CTCACTATAGGGAGATCCGGGATGCTCGCTA
TGT;  
CG10543 – GAATTAATACGACTCACTATAGGGA
GATTGATGAGCTTCCAGCATAT и GAATTAATA
CGACTCACTATAGGGAGAATCGTTCTTCACTG
GGTAGTA.

В качестве контроля использовали дцРНК, со-
ответствующую фрагменту плазмиды pBluescipt II 

SK(−) (“Stratagene”, США) длиной 500 п. н. 
pBluesciptIISK(−), GAATTAATACGACTCACTATA
GGGAGAGTTACATGATCCCCCATG и GAATTA
ATACGACTCACTATAGGGAGATTTCGCCCCGA
AGAACG.

В  каждый эксперимент по РНК-интерферен-
ции дцРНК брали из расчета 30 мкг на 1 млн кле-
ток. По прошествии 5 дней инкубации выделяли 
РНК и измеряли уровни мРНК исследуемых генов 
методом обратной транскрипции с последующей 
ПЦР в реальном времени. Использовали следую-
щие праймеры:
sgl – CGTGATAACTCTGGTGGACAAG 
и GTCTCGATGTCCGTTGAGAAG; 
D19B – TTGCCGAAAAGGCTTTACCAC 
и CACTCCGTGCAGGGGAAGTC; 
Kek1 – ACCCTGCTGCCTGGAATGAT 
и GCATGTAGCCATCCTCAGTCATC; 
wg – ACTGCTCGACGAGAAACTTCTC 
и TGTAGTCGCAGGTGCAGGAC;  
Psc – CGCTGACTCAAAACTCAAGTGTG 
и TCGATTCTGGCGTCATCATAGTA; 
CG1907 – CCGCTAGACTTGGTCAAGACC 
и TGTCTCAGCAGAGCAGCTCC; 
CG34136 – TGCCTTGCATTCTTCGCTTG 
и GTCGTGGCGCTGTAGGGACT; 
Ras64B – GAGGGATTCCTGCTCGTCTTCG 
и GTCGCACTTGTTACCCACCATC.

Получение поликлональных антител к  белкам 
Aef1 и CG10543. Поликлональные антитела α-Aef1 
и α-CG10543 получали из сыворотки крови крыс, 
иммунизированных фрагментами соответству-
ющих белков. Фрагменты белков нарабатывали 
в клетках Escherichia coli: белок Aef1 с использова-
нием N-концевого фрагмента длиной 162 амино-
кислотных остатка, а белок CG10543 – С-конце-
вого фрагмента из 136 аминокислотных остатков. 
Эти участки были выбраны, чтобы исключить до-
мены цинковых пальцев из фрагментов, которые 
будут использоваться для иммунизации животных. 
Домены цинковых пальцев при получении анти-
тел к цинковым белкам не использовали, так как 
это может дать перекрестную реакцию с другими 
цинковыми белками. Антитела очищали на колон-
ках, которые содержали соответствующие реком-
бинантные белки.

Идентификация сайтов связывания белков Aef1 
и CG10543 в геноме дрозофилы. Сайты связыва-
ния белков Aef1 и  CG10543 идентифицировали, 
как описано ранее. Идентифицировано примерно 
по 3500 сайтов связывания каждого из белков.

Анализ распределения сайтов связывания белков 
Aef1 и CG10543 в геноме. Геном разбивали на точ-
ки начала транскрипции (TSS), точки терминации 
транскрипции (TES), транскрибируемые области 
(участки генов за исключением TSS и TES) и ме-
жгенные области (все остальное). Областью TSS 
считали интервал ±500 п. н. от старта транскрипции. 
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Областью TES считали интервал ±500 п. н. от точки 
терминации транскрипции. Данные области опре-
деляли из аннотации транскриптов генома дрозо-
филы dmel_r6.40. Считали, что сайт связывания 
находится в данной области, если пик сайта свя-
зывания попадает в заданный интервал.

Анализ привлечения комплексов SAGA, SWI/SNF, 
ORC на сайты связывания белков Aef1 и CG10543. 
В анализе использовали ChIP-Seq профили бел-
ков GCN5 (комплекс SAGA), OSA (комплекс 
SWI/SNF), ORC2 (комплекс ORC), полученные 
нами в предыдущих работах. Был посчитан усред-
ненный профиль каждого из этих белков на четы-
рех группах сайтов: на сайтах связывания белков 
Aef1 и  CG10543, на случайных промоторах и  на 
случайных местах генома. Так как для каждого из 
белков Aef1 и CG10543 было идентифицировано 
около 3500 сайтов, мы отобрали такое же число 
случайных промоторов и  случайных мест гено-
ма с  помощью генератора псевдослучайных чи-
сел. Для получения усредненного ChIP-Seq про-
филя белков GCN5, OSA и ORC2 на какой-либо 
группе сайтов сначала были получены локальные 
профили каждого из 3500 сайтов в группе в преде-
лах ±5000 п. н. от сайта. Затем эти 3500 локальных 
профилей усредняли по каждой нуклеотидной по-
зиции для получения среднего профиля. Таким об-
разом получено 12 усредненных профилей для трех 
белков – GCN5, OSA и ORC2 – на четырех группах 
сайтов.

Результаты ChIP-Seq-анализа размещены в базе 
данных Gene Expression Omnibus (идентификатор 
эксперимента GSE250183). Кроме самих данных, 
в  этой базе приведены также протоколы имму-
нопреципитации хроматина, создания библиотек 
и обработки данных.

ChIP-Seq профили получали с помощью про-
граммы bamCoverage 3.5.4. Значения в  про-
филе представляют собой нормированное 

(CPM – Counts Per Million mapped reads) значение 
ДНК-фрагментов в каждой геномной позиции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Белки Aef1 и  CG10543 локализованы 
преимущественно на промоторах генов

С  целью идентификации сайтов локализа-
ции белков Aef1 и  CG10543 в  геноме проведен 
CHIP-Seq-анализ. Поликлональные антитела 
к  белкам Aef1 и  CG10543 получены и  аффинно 
очищены на колонках, содержащих соответству-
ющие рекомбинантные белки. Специфичность 
антител проверена с помощью Вестерн-блотинга. 
На полиакриламидный гель наносили белковые 
экстракты, выделенные как из нормальных клеток, 
так и подвергнутых РНК-интерференции (рис. 1). 
Вестерн-блот инкубировали с проверяемыми ан-
тителами и антителами к α-тубулину для контроля 
белковой нагрузки. На рис. 1 видно, что антитела 
узнают полосы, интенсивность которых значитель-
но уменьшилась после РНК-интерференции соот-
ветствующих белков. При этом полосы α-тубулина 
не изменились.

Затем была проведена иммунопреципитация 
хроматина из культуры клеток дрозофилы S2 с ис-
пользованием антител к CG10543 и Aef1 в двух по-
вторах и получены библиотеки для высокопроизво-
дительного секвенирования, которое проводили на 
геномном секвенаторе Illumina Novaseq 6000. По-
лученные последовательности выравнивали на ге-
ном с помощью программы Hisat2. В дальнейший 
анализ брали только уникально картированные 
риды. Потенциальные места связывания иденти-
фицировали с помощью программы Macs2. Харак-
терный ChIP-seq профиль белков Aef1 и CG10543 
представлен на рис. 2. В качестве примера приве-
ден ген wg, на промоторе которого находятся оба 

Aef1

Aef1i
1 1:5

а

Тубулин

K
1 1:5

CG10543

CG10543i
1 1:3 1:10 1 1:3 1:10

б

Тубулин

K

Рис. 1. Проверка специфичности антител к белку Aef1 (а) и CG10543 (б) с помощью Вестерн-блот-анализа. На 
панели а нанесен белковый экстракт из контрольных клеток (К) в двух разведениях (1 и 1:5), а также белковый экс-
тракт из клеток после РНК-интерференции Aef1 (Aef1i), также взятый в двух разведениях. Вестерн-блот (панель а) 
инкубировали с проверяемыми антителами к белку Aef1, а также с антителами к α-тубулину для контроля нанесе-
ния. На панели б каждый из образцов нанесен в трех разведениях (1, 1:3, 1:10). К – экстракт из контрольных клеток, 
CG10543i – экстракт из клеток после РНК-интерференции CG10543. Вестерн-блот (панель б) инкубировали с анти-
телами к белку СG10543, а также с антителами к α-тубулину для контроля нанесения.
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белка. Идентифицировано примерно по 3500 сай-
тов связывания каждого белка (FDR <5%).

Мы аннотировали полученные сайты по при-
знаку их локализации в  одном из следующих 
элементов генома дрозофилы: промоторы генов, 
3’-концы генов, тела генов и межгенные области. 

Согласно полученным данным (рис. 3), наибольшее 
количество ChIP-Seq-пиков белков Aef1 и CG10543 
представлено в промоторных областях генов дро-
зофилы, 55 и 76% соответственно. Мы предпола-
гаем, что, локализуясь преимущественно на про-
моторах генов, данные белки могут участвовать 

70

140
CPM

7305K 7306K 7307K 7308K 7309K 7310K 7311K 7312K 7313K 7314K 7315K 7316K 7317K 7318K 7319K

Рис. 2. ChIP-Seq профили белков CG10543 (черный) и Aef1 (серый) в области генa wg. На верхней панели представ-
лена структура гена из геномного браузера. На нижней панели представлены ChIP-Seq профили в единицах CPM.
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Рис. 3. Распределение сайтов связывания белков Aef1 (верхнее левое изображение) и CG10543 (верхнее правое изо-
бражение) относительно аннотированных элементов генома дрозофилы. Для сравнения показана относительная 
представленность всех аннотированных элементов в геноме (Genome) (нижнее изображение). TSS-промоторная 
область, TES-конец гена, Gene bodies – область гена между TSS и TES, Intergenic – межгенные области.
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Рис. 4. Консенсусная последовательность потенциального сайта связывания белков CG10543 (a) и Aef1 (б).
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Рис. 5. Усредненные ChIP-Seq-профили белков ORC2 (комплекс ORC), OSA (комплекс SWI/SNF) и GCN5 (ком-
плекс SAGA) на сайтах связывания белков Aef1, CG10543 и на случайных промоторах. Слева указаны субъединицы 
данных комплексов: ORC2 (ORC), OSA (SWI/SNF), GCN5 (SAGA). Представлен средний ChIP-Seq-профиль белков 
(указаны слева) на трех группах сайтов (указаны вверху). По оси ординат профили представлены в единицах CPM, 
по оси абсцисс указано расстояние в т. п. н. относительно центра пика. В каждой из групп анализировали примерно 
по 3500 сайтов. Горизонтальными отрезками отмечен уровень сигнала на случайных промоторах. Видно, что субъе-
диницы комплексов SAGA, SWI/SNF и ORC привлекаются на сайты Aef1 и CG10543 в большем количестве, чем на 
случайные промоторы.
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в функционировании регуляторных генетических 
элементов этого типа.

Далее были определены потенциальные кон-
сенсусные последовательности связывания белков 
Aef1 и CG10543. Для этого получили нуклеотидные 
последовательности длиной 500 п. н. вокруг каждо-
го ChIP-Seq-пика с помощью программы bedtools, 
а затем проанализировали их в программе MEME-
ChIP. Были определены консенсусные последо-
вательности, которыми обогащены фрагменты 
ChIP-Seq, представленные на рис. 4. Эти консен-
сусы имеют высокую статистическую значимость, 
центральное обогащение во фрагментах ChIP-Seq 
и не являются сайтами связывания какого-либо 
известного белка. Таким образом, их можно рас-
сматривать как потенциальные сайты связывания 
белков Aef1 и CG10543.

Белки CG10543 и  Aef1 колокализуются 
с  комплексами SAGA, SWI/SNF и  ORC  

на своих сайтах связывания
Геномная колокализация белков Aef1 и CG10543 

c комплексами SAGA, SWI/SNF и ORC изучена 
нами с  использованием программного обеспе-
чения собственной разработки для построения 
усредненного профиля исследуемого фактора 
на заданных сайтах генома (см. раздел Экспери-
ментальная часть) [8]. ChIP-Seq-профили белков 
ORC2, GCN5, OSA получены в нашей лаборатории 
ранее. Рассчитаны усредненные профили данных 

белков на четырех группах сайтов: на сайтах свя-
зывания белка Aef1, на сайтах связывания белка 
CG10543, на случайных промоторах и на случай-
ных участках генома (рис. 5). Изображение усред-
ненных профилей на случайных сайтах генома не 
приведено. Эти профили представляют собой пря-
мые линии на уровне фона (примерно 2).

Поскольку белки Aef1 и CG10543 локализова-
ны преимущественно на промоторах генов, на их 
сайтах связывания можно будет найти обогащение 
любых промоторных факторов, включая комплек-
сы SAGA, dSWI/SNF и ORC, относительно сред-
негеномного уровня. Однако, как можно видеть из 
рис. 5, белки GCN5 (комплекс SAGA), OSA (ком-
плекс dSWI/SNF) и ORC2 (комплекс ORC) обога-
щены на сайтах связывания белков Aef1 и CG10543 
не только по сравнению со среднегеномным уров-
нем (примерно 2), но и по сравнению со случай-
ными промоторами. Полученный результат свиде-
тельствует, что причиной данной колокализации 
является не просто случайное совпадение на про-
моторах генов, а то, что именно сайт связывания 
цинковых белков Aef1 и CG10543 способствует ло-
кализации комплексов SAGA, dSWI/SNF и ORC.

Белки CG10543 и  Aef1 принимают участие 
в  регуляции экспрессии генов

Учитывая, что исследуемые белки найдены пре-
имущественно на промоторах генов, мы решили 
с  помощью метода РНК-интерференции опре-
делить, к каким изменениям в экспрессии генов 
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Рис. 6. Транскрипция некоторых генов, содержащих оба белка, CG10543 и Aef1, на своих промоторах, при нокда-
уне CG10543 и Aef1 в индивидуальных экспериментах. Названия генов указаны внизу. Светло-серые столбцы соот-
ветствуют транскрипции генов при РНК-интерференции Aef1, темно-серые столбцы – при РНК-интерференции 
CG10543. Белые столбцы соответствуют транскрипции гена в норме (контроль), принято за единицу. По оси ординат 
указано соотношение транскрипции в опыте и в контроле. В качестве нормировочного гена использовали ген ras64B. 
Эксперименты проводили в трех повторах. Планки погрешностей отмечают стандартную ошибку среднего. Звездоч-
кой указаны статистически значимые изменения с p < 0.05 (использован t-критерий Стьюдента).



	 БЕЛКИ AEF1 И CG10543 ДРОЗОФИЛЫ� 625

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

приведет снижение внутриклеточного уровня этих 
белков. В эксперимент взяли гены, на промоторах 
которых присутствуют оба белка. Используя метод 
ОТ-кПЦР, мы проанализировали количество РНК 
семи генов в  образцах, выделенных из контроль-
ных клеток и клеток после РНК-интерференции. 
Результаты этого эксперимента представлены на 
рис. 6. После нокдауна CG10543 и Aef1 количество 
мРНК части генов возросло. Таким образом, эти 
белки действительно могут участвовать в регуляции 
экспрессии тех генов, на промоторах которых они 
локализуются, выступая в роли репрессоров.

В ходе предыдущих исследований мы обнаружи-
ли, что инсуляторный белок Su(Hw) дрозофилы, со-
держащий домен цинковых пальцев, взаимодействует 
с белком ENY2 (субъединица DUB-модуля комплек-
са SAGA) и привлекает комплексы SAGA, SWI/SNF 
и ORC на Su(Hw)-зависимые инсуляторы, участвуя 
одновременно в регуляции транскрипции и в пози-
ционировании ориджинов репликации [8–10]. Пред-
полагалось, что существуют и другие цинковые белки, 
которые взаимодействуют с комплексом SAGA дрозо-
филы и функционируют сходным образом на других 
регуляторных элементах генома, включая промото-
ры. В дальнейшем были идентифицированы еще два 
цинковых белка CG9890 [16–18] и CG9609. В данной 
работе показана полногеномная колокализация еще 
двух белков – Aef1 и CG10543 – с комплексами SAGA, 
SWI/SNF и ORC. Все четыре белка, CG9890, CG9609, 
Aef1 и CG10543, содержат домены цинковых пальцев, 
локализованы на промоторах активных генов, коло-
кализуются с основными транскрипционными и ре-
пликационными комплексами и участвуют в регуля-
ции транскрипции. Мы предполагаем, что подобно 
Su(Hw) эти четыре белка могут участвовать в привле-
чении комплексов SAGA, SWI/SNF и ORC на свои 
сайты связывания, организуя, таким образом, регу-
ляторные элементы генома, необходимые для функ-
ционирования клетки. Нокдаун генов Aef1 и CG10543 
приводит к изменению транскрипции некоторых из 
проверенных генов (рис. 6). По всей видимости, на 
промоторах генов присутствует множество цинковых 
белков, которые стабилизируют транскрипционные 
комплексы, и нокдаун одного из них не всегда приво-
дит к заметному влиянию на транскрипцию.

Работа выполнена с использованием оборудова-
ния ЦКП ИБГ РАН и при поддержке Российского 
научного фонда (грант № 20-14-00269).
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The Drosophila Zinc Finger Proteins Aef1 and Cg10543 Are Co-Localized  
with SAGA, SWI/SNF and ORC Complexes on Gene Promoters and Involved  

in Transcription Regulation

J. V. Nikolenko1, M. M. Kurshakova1, D. V. Kopytova1,  
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In previous studies, we purified the DUB-module of the Drosophila SAGA complex and showed that 
a number of zinc proteins interact with it, including Aef1 and CG10543. In this work, we conducted a 
genome-wide study of the Aef1 and CG10543 proteins and showed that they are localized predominantly 
on the promoters of active genes. The binding sites of these proteins colocalize with the SAGA and dSWI/
SNF chromatin modification and remodeling complexes, as well as with the ORC replication complex. 
It has been shown that the Aef1 and CG10543 proteins are involved in the regulation of the expression 
of some genes on the promoters of which they are located. Thus, the Aef1 and CG10543 proteins are 
new participants in the cell transcriptional network and colocalize with the main transcription and 
replication complexes of Drosophila.

Keywords: Aef1, CG10543, zinc fingers domains, transcription regulation, DUB-module, complex SAGA, 
SWI/SNF, ORC


