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ФУНКЦИИ ХЕЛИКАЗЫ MLE Drosophila melanogaster ВНЕ ДОЗОВОЙ 
КОМПЕНСАЦИИ: МОЛЕКУЛЯРНАЯ ПРИРОДА И ПЛЕЙОТРОПНЫЙ 

ЭФФЕКТ МУТАЦИИ mle[9]
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Хеликаза Drosophila melanogaster MLE – консервативный у высших эукариот белок, ортолог хеликазы 
DHX9 человека. У млекопитающих показано участие этой хеликазы на разных стадиях экспрессии генов. 
У D.  melanogaster активно изучалась роль MLE как одного из компонентов видоспецифичного комплекса 
дозовой компенсации. Однако роль MLE в других процессах оставалась мало изученной. В данной работе 
впервые картирована на молекулярном уровне мутация mle[9] и показано, что она вызвана делецией, приво-
дящей к утрате высококонсервативного мотива III в каталитическом “ядре” молекулы. Таким образом, му-
тация mle[9] специфически нарушает хеликазную активность белка, не затрагивая функции других доменов. 
Изучение фенотипических проявлений мутации у самок показало, что в гомозиготном состоянии она имеет 
плейотропный эффект. Не оказывая влияния на выживаемость, она существенно снижает фертильность и 
продолжительность жизни. Кроме того, с высокой частотой наблюдается удвоение скутеллярных макрохет. 
Полученные результаты подтверждают, что у D. melanogaster хеликаза MLE вне дозовой компенсации вовле-
чена в широкий спектр процессов регуляции экспрессии генов.
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MLE (Maleless) – консервативный в эволю-
ции белок семейcтва DExH-хеликаз [1, 2]. Ген, 
кодирующий ортолог MLE, был обнаружен в 
геномах многих высших эукариот, включая мле-
копитающих и человека [3–5]. У разных орга-
низмов этот белок был известен под названи-
ями NDHII (nuclear DNA helicase II) или RHA 
(RNA helicase A). В настоящее время эти белки, 
включая MLE, объединяют под общим названи-
ем DHX9. В клетках млекопитающих хеликазы 
DHX9 вовлечены в широкий спектр процессов, 
от поддержания стабильности генома до регуля-
ции трансляции [6, 7]. 

MLE D. melanogaster и все DHX9 имеют сход-
ный размер и мультидоменное строение. Наибо-
лее консервативна центральная часть молекулы, 
так называемое каталитическое “ядро”, опре-
деляющее способность белка АТФ-зависимо 
расплетать разнообразные формы ДНК, РНК и 
ДНК-РНК-гибридов [1, 8]. Специфичность же 
функций, выполняемых MLE в клетках in vivo, 
определяется доменами, расположенными на N- 
и С-концах молекулы [9, 10]. Многие функции 

DHX9 консервативны в эволюции, поэтому их 
детальное изучение в модельном организме мо-
жет иметь большое практическое значение.

Изучение функций DHX9 у млекопитающих 
ограничено тем, что мутации, приводящие к по-
тере функции этого белка, в гомозиготном со-
стоянии приводят к эмбриональной летальности. 
Поэтому исследования проводятся в основном на 
линиях клеток. У D. melanogaster такие мутации 
не дают летального эффекта на эмбриональной 
стадии, что позволяет изучать функции MLE in 
vivo на протяжении всего онтогенеза у самок и до 
стадии куколки у самцов [11, 12]. На протяжении 
многих лет MLE у D. melanogaster рассматривалась 
почти исключительно как компонент видоспец-
ифичного комплекса дозовой компенсации [13, 
14]. Однако тот факт, что мутации MLE у самок 
D. melanogaster не дают летального эффекта, не оз-
начает, что MLE не выполняет важных функций 
вне дозовой компенсации. В последние годы поя-
вились данные о том, что в клетках D. melanogaster 
и в клетках млекопитающих хеликазы MLE и 
DHX9 вовлечены в одни и те же процессы. Также 
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ранее в наших работах и работах других исследо-
вательских групп были обнаружены такие новые 
важные функции MLE как участие в гормон-за-
висимой регуляции транскрипции, взаимодей-
ствие с транскрипционным комплексом SAGA и 
другими кофакторами транскрипции и комплек-
сами ремоделирования хроматина [15–17].

В качестве модели для изучения функции 
MLE in vivo мы выбрали самок D. melanogaster, 
гомозиготных по мутации mle[9] (mle[γ38]). Эта 
мутация, нарушающая дозовую компенсацию 
и вызывающая летальный фенотип у самцов, 
была получена под воздействием γ-лучей более 
30 лет назад и определена как loss-of-function. 
Было установлено, что она представляет собой 
небольшую делецию в теле гена, однако точное 
картирование не проводилось [18]. В недавних 
исследованиях было показано, что эта мутация 
влияет на регуляцию экспрессии гена экдизоно-
вого каскада ftz-f1 [17, 19–21]. Также эта мутация 
усугубляет фенотип слабой мутации e(y)2[u1] в 
гене, кодирующем белок ENY2, который входит 
в состав ряда транскрипционных белковых ком-
плексов [16, 22–27]. В настоящей работе, мута-
ция mle[9] была картирована на молекулярном 
уровне, были изучены и описаны фенотипиче-
ские проявления мутации у гомозиготных самок 
на стадии имаго. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Программное обеспечение, базы данных

В работе использовалась база данных FlyBase 
(www.flybase.org). Для поиска белковых и ну-
клеотидных последовательностей использовали 
сервер NCBI (National Center for Biotechnology 
Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Для 
анализа последовательностей и подбора прай-
меров использовали программу Vector NTI 
(Invitrogen). 

Линии Drosophila melanogaster

Дрозофил содержали при температуре 24°С в 
пробирках объемом 50 мл, содержащих 5 мл стан-
дартной среды. В работе была использована ли-
ния из коллекции центра Bloomington Drosophila 
Stock Center (http://flystocks.bio.indiana.edu/) 
#5873 с генотипом mle[9]cn[1]bw[1]/CyO. 

Для изучения влияния мутации mle[9] на экс-
прессию белка MLE на стадиях личинки и ку-
колки была использована линия BDSC #56552 
с генотипом w[1118];PBac{vas-Cas9}VK00037/
CyO,P{Tb[1]}Cpr[CyO-A]. В результате скрещива-

ния самок линии #5873 c самцами линии #56552 
была получена линия дрозофил, несущих хро-
мосому с мутацией mle[9], уравновешенную ба-
лансерной хромосомой, несущей мутацию Tb[1]. 
Это позволило нам визуально отличать самок, 
гомозиготных по мутации mle[9], от гетерозигот-
ных самок не только по форме крыльев и цве-
ту глаз, т.е. на стадии поздней куколки и имаго 
(как было в исходной линии #5873), но намного 
раньше, начиная со стадии личинки. 

Для изучения влияния мутации mle[9] на про-
должительность жизни как гетерозиготный кон-
троль с прямыми крыльями использовали самок, 
полученных от скрещивания самок линии #5873 
с самцами линии Oregon R. В качестве контроля 
дикого типа была использована линия Oregon R.

Праймеры, использованные для картирования  
мутации mle[9]

“1” AATCAACAATTGTCGAAGAGT,  
“2” AATCTTGGTTACGCCTTCTGGAAC,  
“3” ACGAGAGAGACGTGAACAGCG.

Праймеры, использованные для измерения уровня 
экспрессии генов

mle: CCAATGATGTTCCAGCGGATGC и 
CGTGGTTTAGAGGGCGATAGGC (5ʹ-область 
гена); CGACAACCCTTCCGACATACTTC и 
TCCTCCGCCGTCACTGAAC (3ʹ-область гена);

β-Tubulin56D: 
CGAGAACACGGACGAGACCTACTG и 
GGAATCGGAGGCAGGTGGTTACG.

В эксперименте были использованы виргиль-
ные самки в возрасте от 5 до 10 сут. Все экспери-
менты проведены в трех биологических повтор-
ностях.

Антитела

В работе были использованы поликлональ-
ные антитела к белку MLE D. melanogaster, полу-
ченные ранее в нашей лаборатории [16].

Приготовления проб для Вестерн-блоттинга

Для выделения ядер по 20 одновозрастных 
личинок или куколок женского пола каждого из 
анализированных генотипов гомогенизирова-
ли в растворе, содержащем 0.15 М NaCl, 0.01 М 
Трис-HCI (pH 8.0), 0.005 М ЭДТА и 0.2% Nonidet 
P-40. Полученный гомогенат фильтровали через 
ткань Miracloth (Millipore), ядра осаждали цен-
трифугированием и ресуспендировали осадок в 
буфере Лэммли [11]. Наносили на полиакрила-
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мидный гель в равных количествах (1/2 объема 
полученной пробы, что соответствует экстракту 
из 10 особей, на одну лунку геля). 

Анализ выживаемости самок

Параллельно было поставлено две серии скре-
щиваний: гомозиготных самок и гетерозиготных 
самок линии #5873 скрещивали с гетерозигот-
ными самцами той же линии. Свежевылетевшие 
имаго были рассажены в пять пробирок с пита-
тельной средой (по пять самцов и пять самок в 
одну пробирку), пересадка на свежую среду про-
водилась ежедневно в течение пяти дней. Были 
подсчитаны потомки, произведенные самками 
за первые пять суток жизни. Эксперимент был 
проведен в двух биологических повторностях. 
Суммарно в каждой из двух серий скрещиваний 
было проанализировано не менее 200 самок каж-
дого исследованного генотипа.

Анализ продолжительности жизни

Для получения одновозрастных самок в до-
статочном количестве, помещали в одну про-
бирку по пять самок и пять самцов линий #5873 
(десять пробирок) и Oregon R (десять проби-
рок), отсаживали родителей через три дня. Cве-
жевылетевших одновозрастных виргильных 
самок F1 каждого исследованного генотипа 
рассаживали по 20 штук в одну пробирку и пе-
ресаживали на свежую среду каждые два дня до 
конца жизни, одновременно ведя подсчет умер-
ших особей. Эксперимент был проведен в двух 
биологических повторностях. Суммарно было 
проанализировано не менее 100 самок каждо-
го исследованного генотипа. Особей, случайно 
потерянных при пересадке, исключали из фи-
нального расчета. 

Анализ фертильности самок

Для получения одновозрастных самок в до-
статочном количестве помещали в одну про-
бирку по пять самок и пять самцов линий #5873 
(десять пробирок) и Oregon R (десять пробирок), 
отсаживали родителей через три дня. Отбирали 
свежевылетевших одновозрастных виргильных 
самок F1. Рассаживали по пять самок каждого 
исследованного генотипа в пробирки с пятью 
самцами дикого типа, пересаживали на свежую 
среду ежедневно. Затем подсчитывали количе-
ство куколок, развившихся из яиц, отложен-
ных самками за одни сутки, на 10–14 сут после 
кладки. Эксперимент был проведен в двух био-
логических повторностях. Суммарно было про-
анализировано потомство 50 самок каждого ис-
следованного генотипа.

Анализ частоты удвоения скутеллярных макрохет

Эксперимент был проведен в двух биологиче-
ских повторностях параллельно с анализом вы-
живаемости самок. Одновременно с подсчетом 
количества гомо- и гетерозиготных самок про-
водили подсчет количества скутеллярных макро-
хет. Суммарно было проанализировано не менее 
300 самок каждого исследованного генотипа.

Статистический анализ

Статистический анализ проводился в програм-
ме RStudio https://posit.co/products/open-source/
rstudio/ (язык программирования R). Проверку 
полученных данных на нормальность проводи-
ли при помощи теста Шапиро-Уилка. Для ана-
лиза продолжительности жизни и фертильности 
сравнение экспериментальных групп с ненор-
мальным распределением проводили с помощью 
теста Манна-Уитни. Отсутствие статистически 
значимых различий между биологическими по-
вторностями в экспериментах было установлено 
с помощью теста Манна-Уитни. Для повышения 
статистической мощности метода далее проводи-
лись сравнения суммарных количеств мух из двух 
повторностей. Для анализа представленности фе-
нотипа удвоения макрохет использовали крите-
рий Хи-квадрат и точный критерий Фишера. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ последовательности ДНК гена mle  
в мутантах mle[9]

Схематическое изображение гена mle и его 
транскриптов представлено на рис.1,а. Cоглас-
но литературным данным [18] делеция mle[9] 
расположена в районе протяженностью пример-
но 1000  пн между двумя сайтами ресктриктазы 
HincII. Для точного картирования делеции в на-
стоящей работе были подобраны олигонуклео-
тидные зонды 1 и 2 (рис. 1,а) и соответствующая 
область генома была субклонирована для после-
дующего секвенирования. Мы использовали ге-
номную ДНК, выделенную из самок дикого типа 
(линия Oregon R) и из самок линии #5873, гомо-
зиготных по мутации mle[9]. Чтобы исключить 
любую возможную примесь ДНК гена mle дикого 
типа, в эксперименте использовали только вир-
гильных самок. Сравнение последовательности 
ДНК, полученной от мутантных самок, с рефе-
ренсным геномом и с последовательностью ДНК 
самок дикого типа, позволило нам точно карти-
ровать мутацию. Оказалось, что она представля-
ет собой делецию 49 нуклеотидов и захватывает 
8 нуклеотидов последнего интрона и 41 нуклео-
тид начала последнего экзона гена (рис. 1,б).
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Анализ последовательности мРНК гена mle  
в мутантах mle[9]

Поскольку делеция mle[9] затрагивает грани-
цу интрона и экзона гена mle, анализ последо-
вательности был продолжен на уровне мРНК. 
Помимо полноразмерного транскрипта А, воз-
можно существование и более короткого транс-
крипта С, однако затронутые мутацией mle[9] 
интрон и экзон входят в состав обоих транс-
криптов. Методом обратной транскрипции мы 
получили кДНК тотальной полиаденилирован-
ной РНК виргильных самок, гомозиготных по 
мутации mle[9] и самок дикого типа. Субклони-
ровали и секвенировали последовательность mle 
при помощи зондов 2 и 3 (рис. 1,а). Сравнение 
последовательности кДНК мутантов с кДНК 
дикого типа и с референсными транскриптами, 
показало, что в мРНК делеция была более протя-
женной и захватывала 72 нуклеотида последнего 
экзона. Различие в длине делеции mle[9] в ДНК 
и мРНК легко объяснимо: поскольку делеция в 
ДНК вырезает 3ʹ-сайт сплайсинга (AG) сплай-
синг в мутантах идет по первому альтернативно-
му сайту AG, и, таким образом, начало послед-
него экзона сдвигается (рис. 1,б).

Анализ последовательности белка MLE  
в мутантах mle[9]

Согласно полученным данным, в результате 
мутации mle[9] на уровне белка должно происхо-

дить вырезание 24 а.о. (а.о. 536–559) без сдвига 
открытой рамки считывания (рис. 2,а). Анализ 
на уровне доменной структуры белка показывает, 
что мутация затрагивает самую консервативную 
область молекулы – первый RecA-подобный до-
мен каталитического “ядра”, полностью делети-
руется консервативный мотив III (рис. 2,б). Вы-
равнивание этой части последовательности белка 
у представителей разных таксонов высших эука-
риот представлено на рис. 2,в. Видно, что 9 из 24 
делетированных в мутации а.о. идентичны (и еще 
шесть подобны) у всех представленных организ-
мов. Ранее было показано, что мотив III отвечает 
за хеликазную активность белка [28, 29]. Таким об-
разом, на основании анализа последовательности 
следовало ожидать, что в мутантных особях будет 
экспрессирован белок, практически не отличимый 
по размеру и доменной структуре от белка дикого 
типа, но лишенный хеликазной активности. 

Мутация mle[9] не нарушает экспрессию гена

Поскольку мутация в теле гена, затрагиваю-
щая границу экзона и интрона, потенциально 
может привести к нарушениям транскрипции, 
далее было исследовано влияние мутации mle[9] 
на транскрипцию гена mle у гомозиготных са-
мок. В качестве контроля использовали гетеро-
зиготных самок из той же линии #5873. Были 
использованы зонды как на 3ʹ-концевую об-
ласть мРНК (общую для обоих транскриптов), 
так и на 5ʹ-концевую область мРНК (специфи-

mle

4 3 1 2 5

mle-RA

mle-RA

ДНК ...ttctattgcagTTATTCTTATGTCGGCCACTATTGATACAACGAAATTTTCCAAATATTTTGGCATCTGTCCCGTATTGGAAGTA

C... кДНК ...TTATTCTTATGTCGGCCACTATTGATACAACGAAATTTTCCAAATATTTTGGCATCTGTCCCGTATTGGAAGTAC...

а

б

Рис. 1. Молекулярное картирование мутации mle[9] на уровне ДНК и мРНК. 
а – схематическое изображение гена mle и его транскриптов. mle-RA – транскрипт, кодирующий полноразмерный 
белок; mle-RC – гипотетический транскрипт. Звездочками обозначены сайты эндонуклеазы рестрикции HincII; 
стрелками обозначено положение зондов 1, 2 и 3, использованных для картирования делеции; черным треуголь-
ником – установленное нами точное положение делеции. Черные отрезки указывают положение зондов для изме-
рения уровня транскрипции mle “выше” (4) и “ниже” (5) делеции; б – фрагмент нуклеотидной последовательно-
сти в районе делеции mle[9] в ДНК и кДНК. В ДНК строчными буквами обозначена последовательность интрона, 
прописными буквами – экзона; последовательность, делетированная в мутации mle[9], выделена серым цветом, 
подчеркнуты динуклеотиды AG – акцепторные сайты сплайсинга в гене дикого типа и в мутации.
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ческую для полноразмерного транскрипта А). 
По данным проекта modENCODE на стадии 
имаго в самках на самом высоком уровне ген 
mle транскрибируется в головах и также на за-
метном уровне – в яичниках. Методом ОТ-ПЦР 
в реальном времени мы проанализировали экс-
прессию гена mle и установили, что в тканях го-
мозиготных мутантных самок делеция mle[9] не 
приводит к существенному нарушению транс-
крипции (рис. 3,а).

Белок MLE экспрессируется на протяжении 
всего онтогенеза у D. melanogaster обоего пола, од-
нако уровень экспрессии на стадии имаго в самках 
очень невелик по сравнению с высоким уровнем 
экспрессии в самцах. Поэтому для исследования 
белка MLE в самках мы, ориентируясь на данные 
проекта modENCODE, выбрали стадии развития 
с самым высоким уровнем экспрессии, на кото-

рых мы могли при этом достоверно определить 
пол особей. Это стадии поздней (блуждающей) 
личинки L3 и ранней куколки. Для того чтобы 
получить возможность отличать гомозиготных по 
мутации mle[9] самок от гетерозиготных, было по-
ставлено скрещивание, в результате которого не-
сущая ген mle дикого типа балансерная хромосо-
ма CyO была заменена балансерной хромосомой 
CyO,Tb[1]. В результате гетерозиготные по мута-
ции mle[9] особи имели укороченное тело и были 
легко отличимы от гомозиготных. 

Антитела к MLE, полученные ранее в нашей 
лаборатории [16], специфичны для N-концевого 
домена, поэтому способны распознавать полно-
размерный белок (~140 кДа) как дикого типа, так 
и с делецией. Ядерные экстракты [11], получен-
ные из личинок и куколок, были проанализиро-
ваны методом Вестерн-блот. Как мы и ожидали, 
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Рис. 2. Строение белка MLE в мутантах mle[9]. а – аминокислотная последовательность белка MLE. Делеция выде-
лена серым цветом; б – доменное строение MLE (цит. по [7] с изменениями). Районы, соответствующие определен-
ным доменам, обозначены серым цветом, линкерные участки – белым цветом. Представлены два домена связыва-
ния дцРНК – dsRBD1 и dsRBD2, минимальный домен трансактивации MTAD, каталитическое “ядро”, состоящее 
из доменов RecA1 и RecA2 и хеликаза-ассоциированного домена HA2, область связывания олигосахарида/олиго-
нуклеотида OB-fold, сигнал ядерной локализации NLS, глицин-богатый С-концевой домен Gly. Консервативные 
мотивы обозначены римскими цифрами, положение делеции обозначено черной стрелкой; в – выравнивание по-
следовательности, содержащей мотив III, у представителей разных видов. Подобные у разных видов а.о. выделены 
жирным шрифтом, идентичные а.о. выделены жирным шрифтом и подчеркнуты. Делеция mle[9] выделена серым 
цветом. 

АШНИЕВ и др.
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мутантный белок был по размеру практически не 
отличим от белка дикого типа (рис. 3,б). 

В совокупности полученные данные показы-
вают, что в мутантах mle[9] действительно син-
тезируется белок MLE с делецией мотива III в 
первом RecA-подобном домене, почти не от-
личимый по размеру и доменному строению от 
белка дикого типа. Предположение, что мутант-

ный белок должен быть лишен хеликазной ак-
тивности, согласуется с тем фактом, что мутация 
mle[9] у самцов летальна, т.е. нарушает дозовую 
компенсацию, для которой необходима хеликаз-
ная активность MLE [28]. 

Анализ фенотипических проявлений мутации mle[9] 
у самок на стадии имаго

1. Мутация mle[9] не снижает выживаемости 
самок. В первую очередь для того, чтобы удосто-
вериться, что мутация mle[9] не снижает выжи-
ваемости самок, были поставлены параллельно 
два скрещивания: гомозиготных самок и гетеро-
зиготных самок линии #5873 отдельно скрещи-
вали с гетерозиготными самцами той же линии. 
Количество выживших до стадии имаго гомо-
зиготных самок F1 сравнивали с количеством 
гетерозиготных самок, полученных в этом же 
скрещивании. Ожидаемое распределение гомо- 
и гетерозиготных самок в первом скрещивании 
составляло 1 : 1, во втором скрещивании – 1 : 2. 
Согласно данным, представленным в табл. 1, рас-
пределение самок, полученных в эксперименте, 
соответствовало ожидаемому, т.е. выживаемость 
гомозиготных по мутации mle[9] самок не сни-
жается, вне зависимости от того, гомо- или ге-
терозиготными были их матери. Этот результат 
был ожидаем и согласуется с полученными ранее 
данными, характеризующими мутацию mle[9] 
как летальную только у самцов [18]. 

2. Мутация mle[9] снижает продолжитель-
ность жизни. Мы исследовали продолжитель-
ность жизни гомозиготных по мутации mle[9] 
виргильных самок при физиологической темпе-
ратуре 24°С. Положительным контролем служи-
ли самки дикого типа и самки, гетерозиготные 
по мутации mle[9]. По ходу проведения экспери-
мента было замечено, что гетерозиготные самки 
линии #5873, несущие хромосому CyO, а значит 
загнутые крылья, чаще при пересаживании гиб-
ли случайно или оказывались утраченными, чем 
самки других генотипов. Поэтому как дополни-
тельный контроль были использованы самки, ге-
терозиготные по мутации mle[9] с прямыми кры-
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Рис. 3. Мутация mle[9] не нарушает экспрессию гена 
in vivo в гомозиготных самках. а – транскрипция mle 
в самках с мутацией mle[9]. Уровень транскрипция 
mle в имаго измерен относительно уровня транс-
крипции контрольного гена β-Tubulin56D. Исполь-
зованы зонды, расположенные “выше” (5ʹ) и “ниже” 
(3ʹ) делеции mle[9]. Гетерозиготные самки той же 
линии (+/–) использованы в качестве положитель-
ного контроля. Планки погрешностей обозначают 
стандартную ошибку измерений; б – Вестерн-ана-
лиз экспрессии белка MLE в личинках и куколках. 
L – блуждающие личики L3, P – куколки, возраст 
одни сутки; “–/–” – гомозиготные, “+/–”  – гете-
розиготные, “+/+” – Oregon R. На каждую дорожку 
геля нанесен ядерный экстракт из 10 особей.

Таблица 1. Гомозиготное состояние мутации mle[9] не снижает выживаемость самок до стадии имаго

P
♀F1

Ожидаемое распределение mle[9]/mle[9] : mle[9]/СyO mle[9]/mle[9] mle[9]/СyO
♀ mle[9]/mle[9] 
♂ mle[9]/СyO 1 : 1 208 225

♀ mle[9]/СyO 
♂ mle[9]/СyO 1 : 2 250 453

Примечание. Ожидаемое и полученное в эксперименте распределение самок, гомо- и гетерозиготных по мутации mle[9].

ФУНКЦИИ ХЕЛИКАЗЫ MLE Drosophila melanogaster
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льями (mle[9]/+). Результаты представлены на 
рис. 4.: мутация mle[9] в гомозиготном состоянии 
значительно снижала продолжительность жизни 
самок. Средняя продолжительность жизни гомо-
зиготных самок составила 53 ± 0.9 сут, гетерози-
готных самок mle[9]/CyO – 63 ± 1.4 сут, гетеро-
зиготных самок с прямыми крыльями 77 ± 1.5 и 
самок дикого типа – 77 ± 1.2 сут (рис. 4,б). Ги-
бель 50% популяции гомозиготных самок (меди-
анная продолжительность жизни) наблюдалась в 
возрасте между 55 и 56 сут, самок mle[9]/CyO – 
между 65 и 66 сут, самок mle[9]/+ и самок дикого 
типа – между 81 и 82 сут (рис. 4,а). 

3. Мутация mle[9] снижает фертильность 
самок. Для анализа влияния мутации mle[9] на 
раннюю фертильность самок, было подсчита-
но потомство, произведенное самками, гомо-
зиготными и  гетерозиготными по мутации, 
на протяжении первых трех недель жизни при 
скрещивании с самцами дикого типа. В каче-
стве дополнительного положительного контроля 
использовали скрещивание самок дикого типа с 
самцами дикого типа. Родителей пересаживали 
на свежую среду ежедневно на всем протяжении 
эксперимента. Подсчет количества потомков F1 
проводили по достижении стадии куколки. Бо-
лее 95% куколок, полученных во всех скрещива-
ниях, развивались до стадии имаго (данные не 
представлены). Гомозиготное состояние мута-
ции mle[9] значительно снижало фертильность 
самок (рис. 5). Начиная с третьего дня после 
вылупления и до конца эксперимента фертиль-

ность гомозиготных самок была снижена вдвое и 
более по сравнению с самками обеих контроль-
ных линий (рис. 5,а). Среднее количество по-
томков F1 в пересчете на одну самку за первые 
22 дня жизни имаго у гомозиготных самок также 
было вдвое меньше (104), чем у самок контроль-
ных линий (228 у гетерозиготных самок и 254 у 
самок дикого типа) (рис. 5,б).

4. Мутация mle[9] влияет на формирование ма-
крохет. В настоящей работе было обнаружено 
еще одно фенотипическое проявление мутации 
mle[9] у самок D. melanogaster. Было замечено, что 
у гомозиготных по мутации самок с повышенной 
частотой встречается фенотип удвоение перед-
них скутеллярных макрохет, asc (anterior scutellar 
bristle) (рис. 6,а). Этот фенотип встречается ме-
нее чем у 1% дрозофил дикого типа (результа-
ты не представлены). Была подсчитана частота 
встречаемости этого фенотипа у гомо- и гете-
розиготных по мутации mle[9] самок, результат 
представлен на рис. 6,б. У 38.4% гомозиготных 
самок наблюдалось удвоение передних скутел-
лярных макрохет, у гетерозиготных  самок этот 
фенотип встречался у 3.5% особей, т.е. в 10 раз 
реже. У 6.7% гомозиготных самок наблюдалось 
удвоение обеих передних скутеллярных макро-
хет, этот фенотип никогда не встречался у гете-
розиготных самок. 

В итоге было показано, что мутация mle[9] 
у самок D. melanogaster имеет плейотропный 
эффект, снижает продолжительность жизни и 
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Рис. 4. Мутация mle[9] в гомозиготном состоянии снижает продолжительность жизни самок. а – кривые выживания 
при температуре 24°С. mle[9] – гомозиготные самки, mle[9]/CyO и mle[9]/+ – гетерозиготные самки с загнутыми и c 
прямыми крыльями соответственно, +/+ – самки линии Oregon R; б – средняя продолжительность жизни. Планки 
погрешностей обозначают стандартную ошибку среднего, * – р < 0.001.
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фертильность и влияет на формирование ма-
крохет.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе была впервые картирова-
на и описана на молекулярном уровне мутация 
mle[9] и исследованы ее фенотипические прояв-
ления у самок D. melanogaster. Из литературных 
данных было известно лишь примерное положе-
ние мутации. В настоящей работе было опреде-
лено, что в ДНК делеция имеет протяженность 
49 нуклеотидов и захватывает 8 нуклеотидов по-
следнего интрона и 41 нуклеотид начала послед-
него экзона гена. Вследствие того, что делеция 
в ДНК вырезает акцепторный сайт сплайсинга, 
интрон в мутантом гене продолжается до первого 
альтернативного динуклеотида AG. Протяжен-
ность делеции в мРНК при этом увеличивается 
до 72 нуклеотидов (рис. 1,б). На уровне белка это 
приводит к вырезанию 24 а.о. (а.о. 536–559) без 
сдвига открытой рамки считывания. В результате 
в мутантном белке полностью отсутствует мотив 
III первого RecA-подобного домена (рис. 2). При 
этом остаются интактными последовательности 
остальных мотивов каталитического “ядра” и 
доменов на N- и C-концах белка, отвечающих за 
взаимодействия MLE с белками и нуклеиновы-
ми кислотами [9, 10]. 

Методом сайт-направленного мутагенеза 
ранее было показано, что мутации, нарушаю-
щие связывание и гидролиз АТФ, например 
точечные замены в мотиве I, нарушают также 
и хеликазную функцию MLE, поскольку рас-

плетание происходит АТФ-зависимо. Но при 
этом есть мутации, избирательно нарушающие 
только хеликазную функцию и не затрагиваю-
щие АТФазную. К таким мутациям относится 
замена двух консервативных а.о. S539A и T541A 
в мотиве III [28, 29]. Также было сделано на-
блюдение, что в мутантах mle[9] комплексы 
дозовой компенсации, содержащие мутантный 
белок, остаются связанными с высокоафинны-
ми сайтами и не распространяются по всей про-
тяженности X-хромосомы [30]. Опираясь на эти 
исследования, мы ожидали, что белок в мутан-
тах mle[9] почти не будет отличаться по размеру 
и конформации от белка дикого типа, но будет 
лишен мотива III, отвечающего за хеликазную 
активность. Вестерн-анализ показал, что белок 
в мутантах, как и в самках дикого типа, действи-
тельно имел размер ~140 кДа (рис. 3,б). 

Была замечена тенденция к усилению экс-
прессии гена mle в  гомозиготных самках, их 
головах и яичниках, по сравнению с гетерози-
готными самками (рис. 3,а). Однако временной 
профиль экспрессии mle, как дикого типа, так и 
мутантного, в тканях самок имаго ранее не был 
изучен детально. Поэтому для точного количе-
ственного сравнения уровней экспрессии в тка-
нях и органах гомо- и гетерозиготных самок не-
обходимы дальнейшие исследования, в которых 
будут проанализированы выборки самок строго 
одинакового возраста. В нашей предыдущей ра-
боте было показано, что MLE участвует в регу-
ляции транскрипции гена ftz-f1 [17]. ftz-f1 коди-
рует ядерный рецептор, играющий важную роль 
в процессе онтогенеза D. melanogaster, является 
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поздним геном экдизонового каскада. Активация 
его транскрипции в начале метаморфоза ограни-
чена узким промежутком времени, подвержена 
сложной регуляции и включает промежуточную 
стадию “задержки” РНК-полимеразы II [21]. 
Методом иммунопреципитации хроматина было 
показано, что в модельной системе в культуре 
клеток Schneider 2 (S2) MLE связывается с про-
мотором и интронным энхансером этого гена, и 
связывание усиливается в процессе активации 
транскрипции. Исследования в модельной си-
стеме в клетках S2 и в гомозиготных самках на 
стадии формирования предкуколки показали, 
что нокдаун MLE и мутация mle[9] нарушают 
регуляцию транскрипции гена ftz-f1 [17]. Воз-
можно, изменение уровня транскрипции гена 
mle на фоне мутации mle[9] указывает на то, что 
MLE также задействован в прямой или косвен-
ной регуляции транскрипции собственного гена. 
Можно предположить, что в обоих этих случаях 
(ftz-f1 и mle) MLE выполняет сходную функцию, 
которая нарушается при мутации. Предположе-
ние о возможности влияния MLE на экспрессию 
собственного гена требует дальнейшей экспери-
ментальной проверки.

В ходе изучения фенотипических проявле-
ний мутации mle[9] в гомозиготном состоянии 
у самок на стадии имаго было обнаружено, что 
мутация имеет плейотропный эффект: снижает 
продолжительность жизни и фертильность и вы-
зывает удвоение скутеллярных макрохет. 

Средняя продолжительность жизни гомози-
готных самок (53 сут) при нормальной темпера-
туре снижалась на 31% по сравнению с самка-
ми дикого типа и с гетерозиготными самками с 
прямыми крыльями (77 сут) (рис. 4,б). Отличие 
от гетерозиготных самок, несущих балансер 
CyO (средняя продолжительность жизни 63 сут), 
было не таким большим, но статистически зна-
чимым, и составляло 16%. Также значительно 
отличалась медианная продолжительность жиз-
ни, т.е. возраст, когда в живых оставалось ровно 
50% особей (рис. 4,а). У гомозиготных самок этот 
возраст составлял 55–56 суток и был на 15–32% 
меньше, чем у самок трех контрольных линий 
(65–66 и 81–82 сут соответственно). 

Полученные нами данные о влиянии мута-
ции mle[9] на продолжительность жизни согла-
суются с данными, полученными ранее при из-
учении температурно-чувствительной мутации 
mle[napts] [31]. В этом исследовании было по-
казано, что при повышенной температуре про-

должительность жизни имаго, гомозиготных 
по мутации mle[napts], значительно снижается. 
Мутация представляет собой замену одного а.о. 
T415S в мотиве I, что при повышении темпера-
туры вызывает конформационные изменения, 
приводящие к снижению АТФазной активности 
MLE. Это приводит к нарушению редактирова-
ния и сплайсинга гена para, кодирующего белок 
Na+-каналов, и как следствие к резкому сниже-
нию его экспрессии [18, 32, 33]. В то же время у 
гомозигот по мутациям самого гена para продол-
жительность жизни не снижается. Это позволи-
ло исследователям предположить, что снижение 
продолжительности жизни у мутантов mle[napts] 
обусловлено не столько нарушением экспрессии 
гена para, сколько влиянием на экспрессию дру-
гих, еще не известных, генов-мишеней [31]. Мы 
предполагаем, что влияние обеих мутаций в гене 
mle на продолжительность жизни обусловлено 
общим механизмом. Интересно, что функция 
MLE в поддержании нормальной продолжитель-
ности жизни может быть консервативна: потеря 
функции DHX9 в первичных фибробластах чело-
века приводит к их преждевременному старению 
через активацию p53 и подавление репликации 
ДНК [34].  

Поскольку согласно данным проекта 
modENCODE высокий уровень экспрессии mle 
наблюдается в головах имаго, а также в цен-
тральной нервной системе личинок, возникает 
предположение, что влияние MLE на продол-
жительность жизни обусловлено функциями 
этой хеликазы в ЦНС. Эти функции MLE на 
данный момент не изучены, однако на основа-
нии анализа данных высокопроизводительного 
секвенирования ген mle включен в каталог пред-
полагаемых “синаптических генов”, т.е. генов, 
определяющих формирование и функциониро-
вание синапсов [35]. Надо отметить, что в самках 
имаго ген ftz-f1 так же, как и mle, экспрессирует-
ся в головах на высоком уровне. Было показано, 
что ftz-f1 имеет важные функции в формирова-
нии ЦНС и вовлечен в созревание и ремодели-
рование нейронов грибовидных тел головного 
мозга [36–38]. Эти данные позволяют предполо-
жить, что снижение продолжительности жизни 
у самок, гомозиготных по mle[9], обусловлено 
влиянием мутации на экспрессию гена ftz-f1 в 
нервной системе имаго. Поскольку на данный 
момент влияние MLE на экспрессию ftz-f1 было 
показано только в культуре клеток и на уровне 
целого организма на стадии предкуколки, это 
предположение требует экспериментальной 
проверки. 

АШНИЕВ и др.
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Недавние исследования указывают на то, что 
функции MLE в нервной системе могут быть 
консервативными у разных организмов. У чело-
века были обнаружены ультра редкие de novo му-
тации DHX9, гетерозиготное состояние которых 
лежит в основе некоторых случаев наследствен-
ной моторно-сенсорной нейропатии (болезни 
Шарко-Мари-Тута) и нейродегенеративных за-
болеваний разной степени тяжести [39]. Также 
обнаружена роль DHX9 в развитии нейродегене-
ративных заболеваний, вызванных экспансией 
микросателлитных повторов [40]. 

В настоящей работе было обнаружено, что 
мутация mle[9] значительно, более чем в 2 раза, 
снижает фертильность гомозиготных самок 
(рис. 5). Эти данные хорошо согласуются с дан-
ными modENCODE Tissue Expression Data о вы-
соком уровне экспрессии mle в яичниках самок 
на стадии имаго. Функции, которые MLE вы-
полняет в клетках яичников, на данные момент 
не изучены, но они могут быть консервативны-
ми в эволюции. Так, было показано, что потеря 
функции ортолога MLE у C. elegans нарушает ре-
гуляцию транскрипции в герминальных клетках, 
что приводит к нарушениям митоза и мейоза и 
как следствие к стерильности [41].

В заключительной части работы мы показали, 
что у почти 40% гомозиготных по мутации mle[9] 
самок наблюдается удвоение скутеллярных ма-
крохет с одной или даже (у 6%) с двух сторон 
(рис. 6). Макрохеты выполняют функции меха-
норецептов, являются частью периферической 
нервной системы D. melanogaster и образуются 
из единственной родительской клетки (РКСО – 

родительская клетка сенсорного органа) [42, 43]. 
Ключевым событием, определяющим саму воз-
можность формирования макрохеты, является 
обособление РКСО из массы эктодермальных 
клеток крылового имагинального диска. Де-
леции, удвоения или появление эктопических 
макрохет являются результатом нарушения пра-
вильного позиционирования РКСО. Особен-
ность РКСО, определяющая ее нейральную де-
терминацию, состоит в повышенной экспрессии 
генов комплекса achaete-scute [44, 45]. Экспрес-
сия этих генов подвержена сложной многоста-
дийной регуляции, в которую вовлечены про-
дукты генов stripe (sr), hairy (h), extramacrochaetae 
(emc) и др. [46]. Полученные в настоящей работе 
данные дают нам основание предполагать, что 
MLE также вовлечен в сложную регуляцию экс-
прессии генов, определяющую позиционирова-
ние РКСО. 

В совокупности полученные в настоящей ра-
боте данные расширяют наши представления о 
функциях MLE в регуляции экспрессии генов и 
указывают направления дальнейших исследо-
ваний. Изучение потенциально консерватив-
ных в эволюции функций MLE может иметь 
большое значение, поскольку DHX9 у человека 
необходим в эмбриональном развитии и вовле-
чен в канцерогенез и патогенез многих заболе-
ваний [6]. 

Работа поддержана грантом Российского на-
учного фонда № 23-24-00357.

Все применимые международные, нацио-
нальные и/или институциональные принципы 
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Рис. 6. Мутация mle[9] влияет на формирование скутеллярных макрохет (asc). а – удвоение передней скутеллярной 
макрохеты с одной (слева) или с обеих (справа) сторон груди у гомозиготных самок. Белой стрелкой обозначено 
нормальное расположение макрохет, черными стрелками – мутантный фенотип; б – частота встречаемости мутант-
ного фенотипа у гомо- (mle[9]) и гетерозиготных (mle[9]/CyO) самок; 4*asc – самки с удвоением макрохет с обеих 
сторон, * p < 0.001.
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ухода и использования животных были соблю-
дены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Drosophila melanogaster MLE Helicase Functions Beyond Dosage Compensation: 
Molecular Nature and Pleiotropic Effect of mle[9] Mutation

G. A. Ashniev1, S. G. Georgieva1, J. V. Nikolenko1, * 
1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: julia.v.nikolenko@gmail.com

MLE of D. melanogaster is a conserved protein in higher eukaryotes, an ortholog of human DHX9 helicase. In 
mammals, this helicase has been shown to participate in different stages of gene expression. In D. melanogaster, the 
role of MLE as one of the components of the species-specific Dosage Compensation Complex has been extensively 
studied. However, the role of MLE in other processes has remained poorly understood. In this work, for the first time, 
the mle[9] mutation is mapped at the molecular level and shown to be caused by a deletion resulting in the loss of a 
highly conserved motif III in the catalytic core of the molecule. Thus, mle[9] specifically disrupts the helicase activity 
of the protein without affecting the function of other domains. The study of phenotypic manifestations of the mutation 
in females showed that in the homozygous state it has a pleiotropic effect. Without affecting survival, it significantly 
reduces fertility and lifespan. In addition, the duplication of scutellar macrochaetae was observed with high frequency. 
These results confirm that in D. melanogaster MLE helicase is involved in a wide range of gene expression regulation 
processes distinct from its role in dosage compensation.

Keywords: MLE, helicase, lifespan, fertility, pleiotropic phenotype, Drosophila melanogaster.
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