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У Drosophila melanogaster ген mod(mdg4), также 
известный как E(var)3–93D, кодирует большое се-
мейство белковых изоформ, влияющих на разные 
биологические процессы [1–3]. Изоформы 
mod(mdg4) содержат общую N-концевую последо-
вательность размером 402 ак, которая кодируется 
четырьмя 5′-экзонами. Однако С-концевые после-
довательности изоформ, кодируемые альтернатив-
ными 3′-экзонами, различны. Большинство С-кон-
цов содержит консервативный белковый мотив 
Cys2His2, названный FLYWCH [4, 5]. Все мРНК для 
альтернативных изоформ Mod(mdg4) в основном 
образуются путём транс-сплайсинга [6]. Общая 
N-концевая последовательность изоформ включает 
[1, 7] домен BTB/POZ, димеризующий домен и обо-
гащённый глутамином район (рис. 1).

В представленной работе мы изучили механизм 
взаимодействия между белком Моd(mdg4)-67.2 
(изоформа Т) и 11 другими изоформами белка 
Моd(mdg4). Мы показали, что в эмбриональных 
клетках дрозофилы различные изоформы Моd(mdg4) 
могут взаимодействовать между собой через ВТВ-
домены, однако такое неспецифичное взаимодей-
ствие гораздо слабее, чем взаимодействие С-конца 
белка Моd(mdg4)-67.2 с белком Su(Hw). Взаимодей-
ствие между ВТВ-доменами разрушается при рек-
рутировании белковых комплексов на хроматин.

До сих пор детально изучены функциональные 

роли только двух изоформ Mod(mdg4). Изоформа 

Mod(mdg4)-56.3/MNM (Modifier of Mdg4 in Meiosis) 

необходима для нормального мейоза у самцов [3], 

тогда как изоформа Mod(mdg4)-67.2 является одним 

из основных компонентов инсулятора Su(Hw) и не-

обходима для его энхансерблокирующей актив-
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Рис. 1. Схематическое изображение доменов белка 
Mod(mdg4)-67.2 и его производных форм. BTB —  до-
мен BTB/POZ, отвечающий за гомо- и гетеродиме-
ризацию; Q —  обогащённый глутамином район; 
NLS —  сигнал ядерной локализации; DD —  домен, 
отвечающий за димеризацию белков локуса 
mod(mdg4); FLYWCH —  домен “цинковый палец” 
типа FLYWCH; SID —  домен, взаимодействующий 
с белком Su(Hw). Линии под схемой показывают, 
какие домены белка входили в состав использован-
ных в работе производных. Цифрами обозначены 
аминокислотные остатки, ограничивающие домены 
и производные формы.
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ности [2]. Инсуляторы дрозофилы и позвоночных 
были идентифицированы как регуляторные эле-
менты, которые препятствуют взаимодействию эн-
хансера с промотором, если расположены между 
ними [8]. Ещё одним основным компонентом ин-
сулятора Su(Hw) является белок CP190 [9]. Взаимо-
действие Mod(mdg4)-67.2 с белками Su(Hw) и СР190 
способствует стабильному связыванию инсулятор-
ного комплекса со специфичными сайтами хрома-
тина [10, 11]. Значительную роль в таких взаимо-
действиях и рекрутировании самого белка на 
Su(Hw)-зависимые сайты играют BTB- и Q-домены 
Mod(mdg4)-67.2 [11].

Транскрипционные комплексы, с которыми вза-
имодействуют иные изоформы белка Mod(mdg4), 
ещё не описаны. Изучение мутантных производных 
различных изоформ и локализация их сайтов свя-
зывания на политенных хромосомах показывают, 
что функциональная специфичность изоформ 
Mod(mdg4) определяется (рис. 1) их вариабельными 
C-концевыми последовательностями [1, 3]. Эти уни-
кальные для каждой изоформы последовательности, 
вероятно, могут специфично взаимодействовать 
с различными белками [2, 12, 13].

Общий для всех изоформ домен BTB/POZ, участ-
вующий в белок-белковых взаимодействиях, консер-
вативен. Он обнаружен в составе множества транс-
крипционных факторов, участвующих в развитии, 
ремоделировании хроматина, функционировании 
инсуляторов и канцерогенезе [14]. Все известные 
домены BTB млекопитающих формируют облигатные 
димеры и реже тетрамеры [14]. Домен BTB Mod(mdg4) 
относится к группе “ttk”, которая содержит несколько 
высококонсервативных последовательностей, не най-
денных в других BTB-доменах [15]. Домены BTB из 
группы “ttk” способны мультимеризоваться [15]. Это 
позволяет предположить, что изоформы Mod(mdg4) 
могут участвовать в поддержании взаимодействий 
между дистанцированными сайтами отдельных ло-
кусов или хромосомами [15]. Однако вопрос о взаи-
модействии различных изоформ белка Mod(mdg4) 
между собой до сих пор оставался открытым.

Целью представленной работы явилось изучение 
механизма взаимодействия белка Mod(mdg4)-67.2 c 
другими изоформами, кодируемыми локусом 
mod(mdg4).

В первую очередь мы протестировали прямые 
взаимодействия между белком Mod(mdg4)-67.2 и ря-
дом изоформ Mod(mdg4) с помощью дрожжевой 
дигибридной системы (ДДС, табл. 1). Для этого на 
основе вектора pGBT9, содержащего промотор гена 
Adh и ДНК-связывающий домен дрожжевого белка 

GAL4, создали рекомбинантные конструкции, экс-
прессирующие в дрожжах разные изоформы белка 
Mod(mdg4) —  pGBT9–Mod*. Кодирующую полно-
размерный белок Mod(mdg4)-67.2 кДНК (рис. 1) 
клонировали в вектор pGDA, в составе которого 
присутствовал активационный домен GAL4 (pGDA–
Mod-67.2). Эффективность экспрессии тестируемых 
белков в составе конструкций подтвердили с по-
мощью Вестерн-блоттинга. Для детекции использо-
вали антитела против ДНК-связывающего домена 
GAL4 (в конструкциях pGBT9–Mod*) или антитела 
против уникального C-концевого домена белка 
Mod(mdg4)-67.2 (в конструкции pGDA-Mod-67.2). 
Затем дрожжи штамма pJ69-4A котрансформировали 
конструкциями pGBT9–Mod* и pGDA–Mod-67.2. 
Трансформированные клетки высевали на три вида 
селективной среды. Две из них не содержали трип-
тофан (продуцируется pGBT9), лейцин (продуциру-
ется pGDA) и гистидин (продуцируется в результате 
белок-белковых взаимодействий), но в них добав-
ляли 3-аминотриазол, конкурент гистидина в путях 
дрожжевого метаболизма, в концентрации 5 
и 10 мМ/л (среды –35 и –310). Третья не содержала 
3-аминотриазол, но была дополнительно лишена 
аденина (среда –4). В результате мы наблюдали рост 
клонов на всех видах селективной среды при всех 
тестируемых взаимодействиях (табл. 1). Для под-
тверждения выявленных взаимодействий мы провели 
реципрокные эксперименты: кДНК выбранных изо-
форм Mod(mdg4) клонировали в вектор pGDA, 
а кДНК белка Mod(mdg4)-64.2 переклонировали 
в вектор pGBT9. Затем взаимодействия между бел-
ками тестировали в соответствии с описанной выше 
схемой экспериментов. Полученные результаты пол-
ностью подтвердили наличие межбелковых взаимо-
действий. Следовательно, в ДДС все взятые нами 
изоформы Mod(mdg4) были способны напрямую 
взаимодействовать с белком Mod(mdg4)-67.2.

Чтобы подтвердить полученные методом ДДС 
данные, мы протестировали взаимодействие между 
белком Mod(mdg4)-67.2 и выбранными изоформами 
в экспериментах по иммунопреципитации белков 
(IP) из лизата культуры эмбриональных клеток дро-
зофилы S2. Для использования в IP кДНК изучаемых 
белков клонировали в экспрессионный вектор 
pAc5.1. Белок Mod(mdg4)-67.2 экспрессировался 
в общей рамке считывания с эпитопом FLAG, а про-
чие изоформы белка Mod(mdg4) —  в общей рамке 
с эпитопом V5. Далее культуру S2-клеток котранс-
фицировали полученными конструкциями. Для им-
мунопреципитации использовали антитела к эпитопу 
FLAG, а для детекции в процессе Вестерн-блот-
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тинга —  антитела к эпитопу V5. Полученные резуль-
таты подтвердили присутствие изучаемых белков 
в составе общего комплекса (рис. 2). Таким образом, 
в клетках S2 дрозофилы может формироваться муль-
тибелковый комплекс, включающий разные изо-
формы белка Mod(mdg4).

Чтобы выяснить, может ли мультимеризация до-
менов BTB служить механизмом, обеспечивающим 

образование такого комплекса, с помощью ДДС мы 
протестировали (рис. 1) возможность гомодимери-
зации общей для всех изоформ части белка (произ-
водная Mod(mdg4)1–389) и взаимодействие 
Mod(mdg4)1–389 с полноразмерными изоформами 
Mod(mdg4) (табл. 1). Общая часть белка взаимо-
дейст вовала сама с собой именно через BTB-домены, 
поскольку при делеции одного из доменов BTB 

Таблица 1. Результаты прямых экспериментов по тестированию взаимодействий между белком Mod(mdg4)-67.2 
и другими изоформами белка Mod(mdg4) в ДДС

pGBT9-Mod* pGDA–
Mod-67.21–610(T)

pGDA–
Mod(mdg4)1–389

pGDA–
Mod-67.2C389–610

Mod-67.21–610 (T) + + +
Mod(mdg4)1–389 + + –

Mod-67.2C389–610 + – +/–
Mod-67.2DBTB + – +/–

Mod-67.2DQ + + –
Mod-54.6 (B) + + –
Mod-56.3 (H) + + –
Mod-51.3 (J) + + –
Mod-52.1 (R) + + –
Mod-62.3 (V) + + –
Mod-54.8 (Y) + + –
Mod-64.9 (E) + + –
Mod-52.2 (L) + + –
Mod-55.3(M) + + –
Mod-53.3 (A) + + –
Mod-58.0 (C) + + –
Mod-B C end +/– – –
Mod-H C end – – –
Mod-I C end – – –
Mod-J C end – – –
Mod-R C end – – –
Mod-V C end – – –
Mod-Y C end – – –
Mod-E C end – – –
Mod-L C end – – –
Mod-M C end – – –
Mod-A C end – – –
Mod-C C end – – –

Примечание. Mod* обозначает варианты белка Mod(mdg4)-67.2 и других изоформ Mod(mdg4), указанные в левой колонке. 
“С end” —  производная включала только уникальный C-концевой район изоформы Mod(mdg4). Обозначения белковых 
доменов и последовательностей белка Mod(mdg4)-67.2, как и на рис. 1. Сила взаимодействия: “+” сильное взаимодействие, 
“+/–” слабое взаимодействие, “–”  отсутствие взаимодействия. В реципрокных экспериментах были получены аналогичные 
результаты.
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(производная Mod-67.2DBTB) такое взаимодействие 
исчезло. Однако при делеции Q-домена (производ-
ная Mod-67.2DQ), общие части Mod(mdg4) по-преж-
нему взаимодействовали. Также мы наблюдали пря-
мое взаимодействие между производной 
Mod(mdg4)1–389 и всеми полноразмерными изофор-
мами. Значит, специфичные С-концевые последо-
вательности изоформ не влияли на димеризацию 
доменов ВТВ. Полученные в ДДС результаты пол-
ностью подтвердились в IP (рис. 2).

Далее мы решили выяснить, может ли C-конце-
вая последовательность белка Mod(mdg4)-67.2 обес-
печивать не только его связывание с Su(Hw)-зави-
симым комплексом, но также избирательно взаимо-
действовать с какими-либо изоформами Mod(mdg4). 
В первую очередь с помощью ДДС мы протестиро-
вали взаимодействие между доменами SID 
и FLYWCH белка Mod(mdg4)-67.2 (вариант 
Mod-67.2С389–610) и уникальными C-концевыми 
последовательностями прочих изоформ (см. табл. 1). 
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Рис. 2. Проверка взаимодействия между белками методом IP из лизата S2-клеток. Иммунопреципитацию прово-
дили с помощью антител против эпитопа FLAG, детекцию —  с помощью антител против эпитопа V5 (aV5). Input —  
10% от лизата клеток, использованного в IP; Output —  супернатант после IP. Наличие полосы в колонке IP озна-
чает, что тестируемые белки входят в состав общего комплекса. Перед загрузкой в SDS-PAGE для Вестерн-блот-
тинга IP-комплексы промывали 300 мМ KCl-содержащими буферами. Мембрану PVDF последовательно 
гибридизовали с антителами против эпитопа V5 для тестирования присутствия белка в общем комплексе с произ-
водными Mod(mdg4)-67.2; против эпитопа FLAG (aFLAG) для контроля загрузки белка; против белка Su(Hw) 
(aSu(Hw)) в качестве положительного контроля; против белка GAF (aGAF) в качестве отрицательного контроля. 
Результаты контролей для всех тестируемых взаимодействий в каждом столбце были аналогичными.
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Мы обнаружили, что уникальный C-концевой район 
белка Mod(mdg4)-67.2 был способен лишь к слабой 
гомодимеризации и не взаимодействовал с C-кон-
цевыми районами ни одной из 11 тестируемых изо-
форм. Далее мы проверили способность производ-
ного варианта Mod-67.2С389–610 связываться с общей 

частью белка и с полноразмерным белком 
Mod(mdg4)-67.2. Оказалось, что C-концевой район 
Mod(mdg4)-67.2 хорошо взаимодействует с полно-
размерным белком, но не с его общей частью. Ин-
тересно, что при делеции BTB-домена такое взаи-
модействие ослабевало, а при делеции домена Q 
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Рис. 3. Тестирование связывания белков с сайтами хроматина методом ChIP. В экспериментах использовали ан-
титела против белков Su(Hw), BEAF-32, dCTCF, C-концевой области белка Mod(mdg4)-67.2 (Mod-67.2) и общей 
для всех изоформ Mod(mdg4) области белка (Mod(mdg4)). Кодирующая область гена ras64B (Ras) использовалась 
как контроль, не содержаший сайты связывания тестируемых белков. Процент обогащения иммунопреципитиро-
ванной ДНК (ось ординат) рассчитывали относительно количества загруженной ДНК. Внизу (ось абсцисс) указаны 
названия генов, возле которых расположены сайты связывания соответствующих белков, определённые в проекте 
modENCODE. Показано стандартное отклонение для трёх независимых биологических повторностей.
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полностью исчезало. Вероятно, конформация белка 
Mod(mdg4)-67.2 влияет на взаимодействие C-кон-
цевой части с полноразмерным белком. Поскольку 
производная Mod-67.2С389–610 взаимодействовала 
с полноразмерным белком Mod(mdg4)-67.2, мы про-
тестировали её связывание с остальными 11 полно-
размерными изоформами, но не обнаружили пря-
мого взаимодействия между этими белками (табл. 1).

Однако в клетках S2 не связывающиеся напрямую 
белки могут взаимодействовать с общими для них 
белками-посредниками и входить в состав одного 
и того же мультибелкового комплекса. Поэтому мы 
протестировали взаимодействие C-концевой после-
довательности белка Mod(mdg4)-67.2 с полнораз-
мерными изоформами T, B, H, J и Y в IP. Неожи-
данно оказалось, что все эти изоформы могут при-
сутствовать в общем комплексе с производной 
Mod-67.2С389–610. Таким образом, результаты 

IP-экспериментов позволяют предположить, что 
взаимодействие белка Mod(mdg4)-67.2 с разными 
изоформами белка Mod(mdg4) будет обеспечивать 
его рекрутирование не только на Su(Hw)-зависимые 
сайты, но и на другие регуляторные последователь-
ности генома.

Чтобы проверить такую возможность, с помощью 
иммунопреципитации хроматина (ChIP) мы протес-
тировали связывание белка Mod(mdg4)-67.2 и других 
изоформ Mod(mdg4) с различными регуляторными 
последовательностями генома в клетках S2. Мы ис-
пользовали сайты связывания BEAF-, CTCF- 
и Su(Hw)-зависимых белковых комплексов 
(рис. 3). Сначала мы показали, что белок Su(Hw), 
с которым через домен SID взаимодействует 
Mod(mdg4)-67.2, присутствовал только на Su(Hw)-
зависимых сайтах. Затем мы выяснили, как с вы-
бранными последовательностями ДНК связывается 

Su(Hw)/Mod(mdg4)-67.2/CP190

Su(Hw)

CP190

Mod(mdg4)*/белок Х

белок Х

Mod(mdg4)*

Рекрутирование белковых
комплексов на хроматин

Внутриядерное белковое
скопление — спекл

Zf

Zf

Zf Zf

Zf

Mod-67.2C

Mod-67.2

Рис. 4. Модель взаимодействия между белком Mod(mdg4)-67.2 и другими изоформами Mod(mdg4) в клетках S2. 
NTAD —  N-концевой кислый домен; CTAD —  C-концевой кислый домен; Zf —  домены “цинковых пальцев”; 
LZ —  мотив с “лейциновой молнией”; BTB —  домен BTB/POZ; D —  домен, обогащённый аспарагином; М —  до-
мен, взаимодействующий с центросомой; Е —  C-концевой домен, обогащённый глутамином; Mod(mdg4)* —  раз-
ные изоформы белка Mod(mdg4); белок Х —  белки с “цинковыми пальцами”, взаимодействующие с изоформами 
Mod(mdg4). Остальные обозначения как на рис. 1.
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белок Mod(mdg4)-67.2 и все иные изоформы 
Mod(mdg4). Для детекции Mod(mdg4)-67.2 мы ис-
пользовали антитела против его уникальной C-кон-
цевой последовательности, а для детекции других 
изоформ Mod(mdg4) —  антитела к общей части 
белка. В результате мы обнаружили, что белок 
Mod(mdg4)-67.2, как и белок Su(Hw), присутствовал 
только на Su(Hw)-зависимых последовательностях. 
В то же время мы детектировали наличие разных 
изоформ Mod(mdg4) на всех тестируемых сайтах. 
Следовательно, наблюдаемое нами IP-взаимодейс-
твие между Mod(mdg4)-67.2 и другими изоформами 
Mod(mdg4) не способствует рекрутированию белка 
Mod(mdg4)-67.2 в какие-либо регуляторные комп-
лексы. Белок Mod(mdg4)-67.2 рекрутируется на хро-
матин исключительно за счёт взаимодействия его 
уникального SID-домена с белком Su(Hw).

Вероятно, в IP-экспериментах мы наблюдали 
взаимодействие между полноразмерным белком 
Mod(mdg4)-67.2 или его С-концом и другими изо-
формами Mod(mdg4), реализуемое во внутриядерных 
белковых скоплениях —  спеклах (рис. 4). Спеклы 
являются своеобразными “депо” различных, в том 
числе и инсуляторных, белков. В них происходит 
предварительная сборка Su(Hw)-зависимого и дру-
гих регуляторных белковых комплексов, которые 
затем, уже частично сформировавшись, связываются 
с хроматином. Находящиеся в спеклах изоформы 
Mod(mdg4) неспецифично взаимодействуют 
с Mod(mdg4)-67.2 через домены ВТВ. Однако такое 
взаимодействие гораздо слабее, чем специфичное 
взаимодействие между белками Mod(mdg4)-67.2 
и Su(Hw), оно распадается при связывании Su(Hw)-
зависимого комплекса с ДНК (рис. 4). Таким обра-
зом, реализуемые через домены ВТВ неспецифичные 
взаимодействия между разными изоформами белка 
Mod(mdg4) хотя и возникают в клетке, не играют 
роли в формировании функциональных белковых 
комплексов.

Кроме того, мы выяснили, что уникальный 
C-концевой район белка Mod(mdg4)-67.2 способен 
взаимодействовать только с самим белком 
Mod(mdg4)-67.2. Возможно, это имеет значение для 
организации дистанционных взаимодействий между 
Su(Hw)-зависимыми комплексами. В этом случае 
С-концы белка Mod(mdg4)-67.2 в составе дистанци-
рованных комплексов отвечают за специфичность 
контактов, а взаимодействие между ВТВ-доменами 
Mod(mdg4)-67.2 стабилизирует их.

Источник финансирования. Исследование выпол-
нено при финансовой поддержке гранта Российского 
научного фонда 18–14–00295.
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STUDYING INTERACTIONS BETWEEN THE MOD(MDG4)-67.2 PROTEIN 
AND OTHER ISOFORMS OF THE MOD(MDG4)  

IN THE EMBRYONIC CELLS OF Drosophila melanogaster 
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It was found that in the embryonic cells of D. melanogaster, the isoforms of the Mod(mdg4) protein is able to 
interact with each other through the BTB domains. However, this non-specific interaction is destroyed when 
protein complexes recruiting to chromatin sites.

Keywords: Mod(mdg4), ВТВ domains, protein interactions, yeast two-hybrid system, coimmunoprecipitation.


