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ВВЕДЕНИЕ

Гетерохроматиновый эффект положения (ЭП) 
приводит к изменениям структуры хроматина (ге-
терохроматинизации) и нарушениям экспрессии 
эухроматиновых генов при переносе к гетерохрома-
тину. Хромосомная инверсия In(2)A4 (далее  –  A4) 
вызывает ЭП генов, расположенных рядом с но-
выми эу-гетерохроматиновыми границам (цис-и-
нактивация), а также репортерных трансгенов, 
расположенных на гомологичной неперестроенной 
хромосоме (транс-инактивация) [1]. 

При цис-инактивации репрессия вызывается 
изменениями структуры хроматина, распростра-
няющимися от гетерохроматина путем линейной 
самосборки комплекса белков и модификаций ги-
стонов, включающего белок HP1a, узнающий вно-
симую метилтрансферазой Su(var)3-9 модифика-
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цию гистона H3K9me2/3 [2]. Транс-действующий 
эффект положения приводит к изменениям струк-
туры хроматина и инактивации генов нормальной 
хромосомы в гетерозиготе с перестройкой. Пред-
полагается, что транс-инактивация возникает в 
результате затягивания района нормальной хро-
мосомы в гетерохроматиновый компартмент (об-
ласть конденсированного хроматина внутри ядра 
с высокой концентрацией белков гетерохромати-
на) за счет соматической конъюгации гомологов  
[1, 3–5]). Транс-инактивация предполагает об-
разование гетерохроматина de novo, ее молеку-
лярные механизмы должны отличаться от цис-и-
нактивации [1, 6], обзоры см. [2, 7, 8]. Различие 
механизмов цис- и транс-инактивации пред-
полагает наличие факторов, влияющих толь-
ко на транс-инактивацию. Такие факторы были 
обнаружены в ходе анализа эффектов мутаций 
генов-модификаторов ЭП на вызываемую A4 
транс-инактивацию репортерного гена mini-
white [1]. Мутации модификаторов ЭП Su(var)2-5 
(HP1a), Eggless (SETDB1), Su(var)3-1 (JIL-1), 
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Su(var)3-6 (Pp1-87B), Su(var)3-7 подавляли цис- 
и транс-инактивацию, тогда как мутации в гене 
SAYP, кодирующем субъединицу комплекса ремо-
делирования хроматина SWI/SNF, и в гене Ago2, 
компоненте системы РНК-интерференции и бел-
ке хроматина, специфически влияли на транс- но 
не на цис-инактивацию [1]. Метилтрансфераза 
гистонов Su(var)3-9, один из основных компонен-
тов гетерохроматина, не влияла заметно на вызы-
ваемые A4 цис- и транс-инактивацию [1].

Ранее было показано [9, 10], что ген eGFP под 
контролем элемента UAS (UAS-eGFP), располо-
женный на нормальной хромосоме в области, го-
мологичной району эу-гетерохроматиновой гра-
ницы A4, транс-инактивируется в гетерозиготе с 
A4. Tранс-инактивация UAS-eGFP в мальпигиевых 
сосудах имеет характерный для ЭП мозаичный ха-
рактер (происходит только в части клеток, в дру-

гих сохраняется активность гена). Влияние уровня 
экспрессии UAS-eGFP на разных стадиях развития 
на степень его транс-инактивации было исследо-
вано при помощи комбинации активатора GAL4 и 
его термочувствительного репрессора GAL80ts [11]. 
Обнаружено, что высокий уровень транскрипции 
репортера на стадии эмбриона препятствует транс- 
инактивации на более поздних стадиях развития [9]. 

Для проверки роли ряда компонентов хрома-
тина в транс-активации мы измерили степень ре-
прессии гена-репортера UAS-eGFP под влиянием 
A4 на фоне нокдауна генов потенциальных мо-
дификаторов ЭП: SAYP, eggless, Polybromo, XNP, 
CG2116, E(var)3-9 и Su(var)2-HP2. Гены SAYP и 
eggless были выбраны для исследования, так как уже 
имелись данные об участии продуктов этих генов в 
транс-инактивации гена-репортера mini-white [1]. 
Polybromo и SAYP входят в ремоделирующий хро-

Рис. 1. Система для исследования влияния нокдауна генов  –  модификаторов эффекта положения на транс-
инактивацию репортера UAS-eGFP, вызываемую инверсией In(2)A4: инверсия In(2)A4 вызывает мозаичную 
инактивацию репортера UAS-eGFP на нормальной хромосоме в мальпигиевых сосудах. Показано положение 
репортера UAS-eGFP на нормальной хромосоме относительно места разрыва A4 (пунктирная вертикальная 
линия). Ниже представлена структура инверсии A4, Гх – блоки гетерохроматина, в А4 блок разделен на большой 
и отделенный малый фрагменты ц  –  центромера. Цис-действующий эффект положения распространяется на 
эухроматин от основного и отделенного блоков гетерохроматина (синие стрелки), транс-инактивация влияет 
на репортер в гомологичной нормальной хромосоме. На фотографиях показана мозаичная экспрессия eGFP 
(отсутствие флуоресценции в отдельных клетках) при вызываемой In(2)A4 транс-инактивации (eGFP/A4), по 
сравнению с экспрессией eGFP при той же температуре, но на фоне хромосомы дикого типа (eGFP/+) (а); система 
для исследования нокдауна генов – модификаторов ЭП на транс-инактивацию (б). Генотип содержит: хромосомы 
2  –  инверсия A4 в гетерозиготе с нормальной хромосомой с транс-инактивируемым репортером UAS-eGFP; 
хромосомы 3 – хромосома с генами GAL4 и GAL80ts под тубулиновыми промоторами в гетерозиготе с хромосомой, 
содержащей трансген UAS-RNAi  –  источник дцРНК к одному из исследуемых генов-модификаторов (egg, SAYP, 
Su(var)2-HP2, XNP, CG2116, E(var)3-9 и Polybromo). GAL4 активирует транскрипцию UAS-eGFP, а также UAS-RNAi, 
вызывая нокдаун модификатора ЭП. GAL80ts инактивирует GAL4, подавляя транскрипцию с UAS-зависимых 
промоторов, при этом степень подавления снижается при повышении температуры. Нокдаун модификатора ЭП 
может выражаться в усилении или подавлении транс-инактивации (иллюстрации эффектов приведены на фото 
справа). 
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матин комплекс семейства SWI/SNF, белок Xnp/
(dATRX) является АТФ-хеликазой, компонентом 
другого комплекса ремоделирования хроматина 
и взаимодействует с HP1a [12], CG2116 является 
транскрипционным фактором, компонентом меж-
дисков, а гены E(var)3-9 и Su(var)2-HP2 известны 
как модификаторы ЭП. E(var)3-9 – энхансер (не-
обходим для противодействия гетерохроматиновой 
репрессии), Su(var)2-HP2  –  супрессор, структур-
ный компонент гетерохроматина. 

Нокдаун исследуемых генов осуществляли 
при помощи GAL4-зависимых трансгенных кон-
струкций UAS-RNAi, производящих двуцепочеч-
ную РНК к гену-мишени, и комбинации GAL4 и 
GAL80ts. Результаты нокдаунов показали участие в 
установлении транс-инактивации продуктов генов 
SAYP, Su(var)2-HP2 и метилтрансферазы гистонов 
eggless. Polybromo и E(var)3-9 участвуют в нормаль-
ной транскрипции UAS-eGFP.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Методы классической генетики. Культивирова-
ние, отбор и скрещивания мух проводили по стан-
дартным протоколам. 

Линии мух. Следующие линии мух были исполь-
зованы для скрещиваний:

w67c23; In(2)A4/CyO содержит вызывающую 
транс-инактивацию хромосомную инверсию In(2)
A4 (далее – A4), получена в ОМГК ИМГ РАН [1].

w*; UAS-eGFP/CyO; P{tub-GAL4}LL7; P{tubP-
GAL80ts}7/TM3 Sb1 Ser1; содержит ген-репортер 
eGFP под контролем регуляторного элемента UAS 
(UAS-eGFP) в положении chr2L:21195077 (релиз ге-
нома дрозофилы R6) на хромосоме 2, а также гены 
GAL4 и GAL80ts под контролем промоторов тубу-
лина на хромосоме 3. Создание линии, равно как 
и исследование транс-инактивации UAS-eGFP в 
мальпигиевых сосудах под влиянием In(2)A4, опи-
сано ранее [9, 10]. 

Линии, несущие UAS-RNAi для нокдаунов по-
тенциальных генов – модификаторов транс-инак-
тивации (egg, SAYP, Su(var)2-HP2, XNP, CG2116, 
E(var)3-9 и Polybromo) были получены из коллек-
ции Transgenic RNAi Project (TRiP, https://fgr.hms.
harvard.edu/fly-in-vivo-rnai). UAS-RNAi в составе 
трансгенов VALIUM10 или VALIUM2 расположен 
на хромосоме 3 (сайт встраивания attP2). Инфор-
мация о линиях представлена на рис. 1 и 2.

Регулируемый нокдаун генов-модификаторов 
эффекта положения. Были получены мухи, со-
держащие: репортер UAS-eGFP на хромосоме 2 
в гетерозиготе с In(2)A4 (опыт) или с нормаль-
ной хромосомой (контроль); хромосому 3 с ге-
нами GAL4 и GAL80ts в гетерозиготе с хромосо-

мой, несущей трансген UAS-RNAi (Рис. 1б, 2а). 
Комбинация в одном геноме GAL4 и его термо-
чувствительного репрессора GAL80ts позволяет 
менять экспрессию генов под контролем UAS 
путем изменения температуры. GAL80ts полно-
стью активен при 18 °C, денатурирует при 30 °C, 
в интервале 18–30  °C проявляет промежуточ-
ную активность [9, 10]. Сила нокдауна исследу-
емого гена пропорциональна уровню экспрессии  
UAS-RNAi, максимальна при 30  °C и минималь-
на при 18 °C. Так как сильный нокдаун имел ле-
тальный эффект, была подобрана температура, 
при которой нокдаун максимален, но мухи со-
храняли жизнеспособность до взрослой стадии. 
При температуре 24 °C количество мРНК генов- 
модификаторов снижалось примерно в 2 раза, 
и наблюдалась выраженная транс-инактивация 
[9]. Схемы скрещиваний для получения нужных 
генотипов приведены на рис. 2а, информация 
о генах-модификаторах и эффектах нокдауна 
при разных температурах на жизнеспособность 
мух – на рис. 2б.

Измерение уровня экспрессии eGFP в мальпигиевых 
сосудах. В мальпигиевых сосудах мозаичный ЭП 
хорошо выражен, а морфология ткани (крупные 
изолированные клетки, формирующие однослой-
ные трубки) облегчает количественные измерения. 
Флуоресценцию eGFP измеряли в отдельных клет-
ках мальпигиевых сосудов двухдневных мух, раз-
вивавшихся при 24 °C. Измерения проводили, как 
описано в [9]. Для каждого изображения мальпи-
гиевого сосуда было получено 50–200 записей из-
мерений флуоресценции eGFP, соответствующих 
отдельным клеткам. Данные были использованы 
для построения графиков распределений интен-
сивности флуоресценции eGFP и подсчета стати-
стики в программах MS Excel и Knime (https://www.
knime.com). В приложении Knime была создана 
последовательность обработки данных, состоящая 
из загрузки исходных измерений, удаления выбро-
сов, построения скрипичных диаграмм и получе-
ния базовой статистики. Результаты получены для  
2–4 экспериментов. 

Оценку количества мРНК репортера UAS-eGFP 
проводили также при помощи количественной 
ПЦР. Данные количественной ПЦР коррелиро-
вали с данными по флуоресценции, хотя разницы 
по мРНК между генотипами оказалась ниже (не 
представлено). Прямое сравнение уровня флуорес-
ценции eGFP и количества его мРНК затруднено, 
так как: 1) флуоресценцию измеряли в мальпи-
гиевых сосудах, а мРНК выделяли из целых мух;  
2) использованный способ определения относи-
тельных количеств мРНК eGFP (относительно 
мРНК Rpl32) не позволяет учесть возможные изме-
нения экспрессии Rpl32 на фоне нокдауна.
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Измерение содержания мРНК методом количе-
ственной ПЦР. РНК выделяли из взрослых мух 
возрастом 2 дня с использованием реактива Trizol, 
проводили обратную транскрипцию и количе-
ственную ПЦР. Относительные количества мРНК 

репортерного гена eGFP и генов-модификаторов 
определяли на ПЦР-амплификаторе с детекцией в 
реальном времени ДТ-96 (ДНК-технология) мето-
дом ΔCq относительно количества мРНК гена ри-
босомального белка Rpl32. Рассчет относительных 

Рис. 2. Схема скрещиваний для получения генотипов, использованных для исследования эффектов нокдаунов 
компонентов хроматина на транс-инактивацию, таблица исследуемых генов и влияние нокдауна разной степени 
на жизнеспособность мух: ход скрещиваний и использованные в работе генотипы. Получены четыре генотипа, 
представляющие все возможные комбинации “наличие – отсутствие транс-инактивации” и “наличие – отсутствие 
нокдауна”. Во всех генотипах присутствуют гены GAL4 и GAL80ts. Отношение флуоресценции репортера в eGFP/
A4 к eGFP/+ без UAS-RNAi (UAS-eGFP/A4; tubGAL4 tubGAL80ts/TM6 к UAS-eGFP/CyO; tubGAL4 tubGAL80ts/
TM6) показывает уровень транс-инактивации без нокдауна гена-модификатора. Отношение флуоресценции 
репортера в eGFP/A4; UAS-RNAi к eGFP/+; UAS-RNAi (UAS-eGFP/A4; tubGAL4 tubGAL80ts/UAS-RNAi к UAS-eGFP/
CyO; tubGAL4 tubGAL80ts/UAS-RNAi) показывает уровень транс-инактивации при нокдауне исследуемого гена. 
Отношение уровней транс-инактивации “нокдаун/без нокдауна” определяет степень влияния гена-модификатора 
на транс-инактивацию (а); влияние нокдауна исследуемых генов на жизнеспособность особей. Степень нокдауна 
увеличивается при повышении температуры, когда инактивация репрессора GAL80ts повышает концентрацию 
активного GAL4). Стадии развития обозначены как Л (личинка), К (куколка), В (взрослые). Соответственно, ЛКВ 
обозначает выживаемость на всех стадиях при данной температуре, ЛК – выживают личинки и куколки, Л – только 
личинки. В случае нокдауна XNP выживали самцы (б).
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количеств мРНК проводили в программе RealTime 
PCR от производителя прибора и Excel. Протокол 
выделения подробно описан в [10].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Данные измерений транс-инактивации на фоне 
нокдаунов белков хроматина представлены на 
рис. 3. 

Пары слева направо (подписи внизу рисунка): 
отсутствие нокдауна (–RNAi), нокдаун одного из 
хроматиновых белков (остальные столбцы, указан 
выключаемый ген). В каждой паре (+) – норма (нет 
транс-инактивации), (A4)  –  транс-инактивация. 
Гистограмма, показывающая степень транс-инак-
тивации репортера (a). Степень транс-инактива-
ции рассчитана как Log2 отношения медианной ин-
тенсивности флуоресценции в UAS-eGFP/A4 (A4) к 
UAS-eGFP/+ (+), для контроля без нокдауна (-RNAi) 
флуоресценция снижена в ~ 6 раз. Гистограмма, 
показывающая влияние нокдауна на транс-инак-
тивацию (б). Влияние нокдауна рассчитывается 
как Log2 отношения степени транс-инактивации 
при нокдауне к степени транс-инактивации в кон-

троле (–RNAi). Положительные значения (оран-
жевые столбики) означают подавление транс-и-
нактивации (уменьшение репрессии репортера), 
отрицательные (синие столбики)  –  усиление. В 
случае нокдауна Su(var)2-HP2 транс-инактивация 
ослабевает в ~3.5 раза. Скрипичные диаграммы, 
показывающие распределение интенсивностей 
флуоресценции в мальпигиевых сосудах (в). Гра-
фики показывают симметрично отраженную кри-
вую распределения результатов измерений, внутри 
кривой – “ящик с усами”, диаграмма с квартилями 
и выбросами, для тех же измерений. Ось y  –  ин-
тенсивность флуоресценции в условных единицах. 
Зелeная линия  –  медианное значение интенсив-
ности флуоресценции для контроля (UAS-eGFP/+; 
без нокдауна и транс-инактивации), черная ли-
ния  –  медианное значение интенсивности флуо-
ресценции при транс-инактивации без нокдауна. 
На графиках видно: транс-инактивацию (столбик  
–RNAi, разница между + и A4), влияние нокдауна 
на нормальную транскрипцию репортера (увели-
чение экспрессии в образцах без транс-инактива-
ции (+) в –SAYP, –egg и снижение в –Polybromo и 
–E(var)3-9) и влияние нокдауна на степень транс- 

Рис 3. Попарное сравнение интенсивности флуоресценции клеток мальпигиевых сосудов у мух с UAS-eGFP в норме 
и при транс-инактивации без нокдауна (–RNAi) и при нокдауне одного из белков (–Xnp, –SAYP, –CG2116, –olybro-
mo, –eggless, –E(var)3-9, –HP2).
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инактивации (изменения отношения A4 к + внутри 
столбца). Нокдауны SAYP, Eggless и HP2 заметно 
снижают транс-инактивацию, тогда как нокдауны 
Xnp, CG2116 и Polybromo ее слабо усиливают. Нокда-
ун E(var)3-9 на транс-инактивацию не влиял

Обнаружено, что нокдауны генов СG2116 (ко-
дирует белок междисков политенных хромосом) и 
XNP (последний отвечает за поддержание стабиль-
ности центромер и теломер, правильную локализа-
цию HP1a и встраивание в хроматин вариантного 
гистона H3.3) не оказывают заметного влияния на 
степень транс-инактивации репортера или на уро-
вень его экспрессии в целом.

Нокдаун метилтрансферазы Eggless/SETDB1 приво-
дит к подавлению транс-инактивации UAS-eGFP, ана-
логично ранее описанному подавлению транс-и-
нактивации mini-white под влиянием A4 при мутации 
в eggless [1]. Интересно, что метилтрансфераза 
Su(var)3-9 не влияла на репрессию репортера mini-
white в той же системе [1]. Eggless, как и Su(var)3-9, 
вносит репрессорную модификацию H3K9me3 и, 
возможно, в случае A4 Eggless функционально заме-
няет Su(var)3-9. Нокдаун Eggless также приводит к 
повышению уровня экспрессии UAS-eGFP в норме 
(без влияния A4), это указывает на роль Eggless в 
контроле нормальной транскрипции UAS-eGFP.

Любопытным представляется результат нокдау-
на Polybromo и SAYP: оба белка являются субъеди-
ницами комплекса ремоделирования хроматина 
PBAP (один из SWI/SNF комплексов) и физически 
взаимодействуют между собой [13-15]. Комплексы 
ремоделирования (ремоделеры), при их склонно-
сти к сохранению консервативной архитектуры из 
нескольких субъединиц, также описываемых как 
консервативные, в действительности достаточно 
разнообразны функционально. Некоторые из них 
формируют хроматин промоторов генов [14], но 
все они объединяются в одно большое семейство 
ремоделеров SWI/SNF. На примере элегантного и 
детального исследования ремоделера млекопита-
ющих cBAF семейства SWI/SNF было обнаружено, 
что его субъединицы представляют собой белки, 
несущие районы протяженных IDR [16], склонных 
к формированию белок-белковых взаимодействий. 
Работа продемонстрировала роль IDRs в ремодели-
ровании хроматина. При этом онкогенные факто-
ры часто представляют собой мутантные варианты 
субъединиц сВАF. Нокдаун Polybromo не оказывает 
достоверного влияния на транс-инактивацию (но 
вызывает снижение экспрессии репортера в опыте 
и контроле, что указывает на участие белка в акти-
вации транскрипции UAS-eGFP в норме), а нокдаун 
SAYP вызывает сильное подавление транс-инакти-
вации. Видимо, SAYP имеет отдельную функцию в 
установлении гетерохроматиновой репрессии, реа-
лизуемую независимо от Polybromo. Нокдаун SAYP 

также вызывал дерепрессию UAS-eGFP в норме, это 
указывает на роль SAYP в формировании репресси-
рованного эухроматина.

Нокдаун Su(var)2-HP2 подавляет транс-инакти-
вацию репортера примерно в той же степени, что и 
SAYP. Белок Su(var)2-HP2 взаимодействует с клю-
чевым белком гетерохроматина НР1a, который рас-
сматривается как определяющий компактизацию 
гетерохроматина по механизму фазовой сепара-
ции с участием белков с районами функционально 
важных неупорядоченных аминокислотных после-
довательностей (IDRs) [17–19]. В настоящее время 
механизмы фазовой сепарации рассматриваются 
как регуляторные при образования разнообразных 
субклеточных компартментов, необходимых для 
обеспечения важнейших биологических процессов, 
перечисление которых можно найти в обзорах [18],  
осуществляемых с участием функционально важ-
ных IDRs [20].

Таким образом, среди исследованных ге-
нов Su(var)2-HP2, SAYP и eggless необходимы для 
транс-действующей гетерохроматиновой репрес-
сии. Полученные данные согласуются с ранее име-
ющейся информацией о роли SAYP в транс-инак-
тивации репортеров mini-white в паре с A4 [1], тем 
самым указывая на SAYP как универсальный ком-
понент транс-инактивации. Роль Su(var)2-HP2 в 
процессе ранее не была известна. Участие белков 
Su(var)2-HP2 и SAYP в процессе транс-инактива-
ции обнаруживает роль в этом явлении белков, со-
держащих IDRs, и механизмов фазовой сепарации.

Перспективы. Использованный в работе под-
ход может быть применен для исследования роли 
любых хроматиновых белков в эктопической гете-
рохроматинизации эухроматина, для этого требу-
ется наличие источника дцРНК к интересующему 
гену под контролем UAS на хромосоме 3. Комби-
нация GAL4-GAL80ts позволяет путем изменения 
температуры, осуществлять нокдаун интересую-
щего гена на любой стадии развития и тем самым 
исследовать, на каком этапе онтогенеза необходима 
функция продукта изучаемого гена.
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EFFECT OF CHROMATIN STRUCTURE MODIFIERS  
ON THE TRANS-ACTING HETEROCHROMATIN POSITION  

EFFECT IN DROSOPHILA MELANOGASTER
A. A. Solodovnikov, S. A. Lavrov#, A. S. Shatskikh, Academician of the RAS V. A. Gvozdev

National Research Centre “Kurchatov Institute”, Moscow, Russian Federation
#E-mail: slavrov.defy@gmail.com

The heterochromatin position effect is manifested in the inactivation of euchromatin genes transferred 
to heterochromatin. In chromosomal rearrangements, genes located near the new eu-heterochroma-
tin boundary in the rearrangement (cis-inactivation) and, in rare cases, genes of a region of the normal 
chromosome homologous to the region of the eu-heterochromatin boundary of the chromosome with the 
rearrangement (trans-inactivation) are subject to inactivation. The In(2)A4 inversion is able to trans-in-
activate the UAS-eGFP reporter gene located on the normal chromosome. We knockdown a number of 
chromatin proteins using temperature-controlled RNA interference and investigated the effect of knock-
down on trans-inactivation of the reporter. We found suppression of trans-inactivation by knockdowns of  
Su(var)2-HP2, a protein that binds to the key heterochromatin protein HP1a, SAYP, a subunit of the chro-
matin remodelling complex, and Eggless histone methyltransferase (SETDB1), which introduces a H3K9me3 
histone mark, recognized by the HP1a protein. The method of studying the effects of gene knockdown on 
heterochromatin position effects presented in this work is of independent methodological interest.

Keywords: position effect variegation, chromatin structure, trans-inactivation, reporter genes, RNA inter-
ference, phase separation.


