
515

20-гидрокси-экдизон является основным гормо-
ном-регулятором таких стадий развития дрозофилы, 
как формирование личинки, процессы её линьки 
и переход в стадию метаморфоза. Механизм влияния 
20-гидрокси-экдизона на гены до сих пор остаётся 
недостаточно исследованным. Паттерны экспрессии 
генов в процессе клеточного ответа на действие 
этого гормона различаются для разных тканей ор-
ганизма и для разных стадий онтогенеза. Соответ-
ственно, и вовлечённые в процесс экдизонового 
ответа регуляторы транскрипции являются специ-
фичными для клеток разного типа [1].

Основное направление исследований нашей на-
учной группы —  выявление новых участников эк-
дизонового ответа Drosophila melanogaster, а также 
установление их точной молекулярной роли в дан-
ном процессе [2]. Самым распространённым в на-
стоящее время методом исследования регуляторов 
транскрипции является иммунопреципитация хро-
матина (ChIP) антителами, специфичными к раз-
личным транскрипционным белкам. Недавно [3] 
данный метод был применён нами для исследования 
участия 20 регуляторов транскрипции дрозофилы 
в процессе активации экдизонзависимых генов 
в клетках дрозофилы S2 эмбрионального происхож-
дения. К сожалению, прямых методов, которые 
могли бы подтвердить или дополнить данные, по-

лученные нами в ходе ChIP-экспериментов, в на-
стоящее время не существует. Для подтверждения 
участия транскрипционных регуляторов в активации 
транскрипции методами in situ (например, выявле-
ния факта рекрутирования исследуемого белка в ло-
кус трансгена) необходимо использование искус-
ственных генетических конструкций. Для создания 
генетической конструкции, которая бы отвечала 
требованиям наших исследований (изучение роли 
регуляторов в экдизонзависимой транскрипции), 
нам потребовалось выявить и охарактеризовать на-
бор геномных регуляторных элементов, управля-
ющих экдизонзависимым ответом. Основным экс-
периментальным подходом, используемым иссле-
дователями для изучения экдизонзависимой регу-
ляции транскрипции в искусственных конструкциях, 
является введение в них искусственно синтезиро-
ванных сайтов связывания экдизонового рецептора. 
Такой подход позволяет достичь экдизонзависимой 
активации транскрипции трансгена не только в клет-
ках дрозофилы, но и в клетках млекопитающих [4]. 
Однако этот экспериментальный подход неприме-
ним для наших целей —  исследования механизма 
активации генов экдизонового каскада. Действи-
тельно, активация транскрипции 20-Н-экдизоном 
в эндогенной системе нуждается в участии допол-
нительных, зачастую тканеспецифических регуля-
торных белков [5]. Поэтому для создания экдизонза-
висимой репортёрной системы мы решили исполь-
зовать эндогенный участок ранне-позднего гена 
экдизонового каскада hr4, включающий в себя про-
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мотор данного гена, а также экдизонзависимые эн-
хансеры, что и составило предмет настоящего сооб-
щения.

Ранне-поздний ген hr4 экдизонового каскада 
занимает сравнительно протяжённый для генов дро-
зофилы участок генома —  около 60 т. п. н. Однако 
подавляющая часть экдизонзависимых регуляторных 
элементов данного гена сосредоточена в районе пер-
вого длинного интрона. Такой вывод мы сделали 
на основании экспериментальных данных (рис. 1), 
картирующих распределение экдизонзависимых 
энхансеров в геноме дрозофилы методом STARR-Seq 
в клетках S2 эмбрионального происхождения, 
а также в клетках яичников OSC (ovarian somatic 
cells) [5]. На рисунке видно, что в первом интроне 
сосредоточены 4 сильных экдизонзависимых энхан-
сера, функционирующих независимо от типа клеток 
(отмечены знаком “#”), а также экдизонзависимый 
энхансер, специфичный для клеток эмбрионального 

происхождения (отмечен звёздочкой “*”). Ранее 
нашей группой был выполнен полногеномный ана-
лиз связывания основного функционального мар-
кёра энхансеров, белка CBP/p300, до и через 1 ч 
после обработки клеток S2 20-гидрокси-экдизоном. 
Результаты данного анализа ChIP-Seq для локуса 
гена hr4 представлены на рис. 1. Они наглядно де-
монстрируют, что взаимодействие белка CBP/p300 
со всеми энхансерами, расположенными в первом 
длинном интроне гена hr4, значительно усиливается. 
Этот экспериментальный факт подтверждает экди-
зонзависимое функционирование данных регуля-
торных элементов. Проведённый нами полногеном-
ный анализ связывания субъединицы Rpb3 РНК-по-
лимеразы II до и после обработки клеток 20-ги-
дрокси-экдизоном выявил наличие у гена hr4 од-
ного, преимущественного, старта транскрипции, 
соответствующего старту, имеющемуся в базах дан-
ных. Таким образом, на основании имеющихся ли-

Рис. 1. Схематическое изображение участка генома Drosophila melanogaster, включающего в себя область, окружающую 
промотор гена hr4 (участок, маркированный прямоугольником, был использован для создания репортёрной кон-
струкции). Над схемой гена приведены координаты Х-хромосомы генома дрозофилы по версии dm3. В нижней 
панели приведены данные экспериментов STARR-Seq для S2 и OSC клеток до и после обработки их 20-Н-экдизоном 
в течение 24 ч [5], а также данные ChIP-Seq о связывании белков CBP/p300 и Rpb3 (до и после индукции S2 клеток 
20-гидрокси-экдизоном в течение 1 ч). Вертикальная ось для данных экспериментов ChIP-Seq и STARR-Seq отражает 
количество ридов.
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тературных данных и результатов наших экспери-
ментов мы выделили участок локуса hr4, потенци-
ально перспективный для использования его в ка-
честве экдизонзависимого регулятора в репортёрных 
конструкциях. Данный участок указан нами на рис. 1 
в виде прямоугольника, который берёт начало 
на 500 п. н. выше сайта старта транскрипции hr4 гена, 
включает в себя весь первый длинный интрон и за-
канчивается в коротком 2(3) экзоне.

Для получения экдизонзависимой репортёрной 
системы мы клонировали (рис. 2а) регуляторный 
участок гена hr4 в единой рамке считывания с флуо-
ресцентным белком TurboGFP, несущим на своём 
С-конце сигнал быстрой деградации [6]. Созданная 
нами репортёрная система обладала геном устойчи-
вости к бластицидину, регулируемым сильным про-
мотором copia. Устойчивость к эукариотическому 
антибиотику бластицидину даёт возможность полу-
чения линий клеток дрозофилы, несущих репортёр-
ную систему в состоянии интеграции в геном.

Для проверки эффективности функциониро-
вания созданной репортёрной системы мы получили 
стабильные линии клеток, несущие в своём геноме 
репортерную конструкцию hr4. Клетки этих линий 
мы обработали 20-гидрокси-экдизоном в концен-
трации 0,3 мкМ в течение 1 и 14 ч. До и после ин-
дукции транскрипции 20-гидрокси-экдизоном 
в клетках стабильной линии мы измерили уровень 
транскрипции репортёра GFP (рис. 2б). Мы обна-
ружили, что используемый нами регуляторный 
участок гена hr4 действительно оказался способным 
поддерживать экдизонзависимую экспрессию транс-
гена. Активация транскрипции происходила доста-
точно быстро —  уже через 1 ч после обработки кле-

ток экдизоном мы наблюдали существенную степень 
активации транскрипции.

Основной целью создания нами экдизонзависи-
мого репортёра было его использование для иссле-
дования in situ молекулярных механизмов активации 
гена hr4 путём наблюдения за рекрутированием ре-
гуляторных белков в трансгенный локус, несущий 
репортёрную систему. Поэтому было важно устано-
вить соответствие молекулярного механизма акти-
вации транскрипции репортёрной системы её эн-
догенному аналогу (локусу гена hr4). Для проверки 
этого мы провели эксперименты по иммунопреци-
питации хроматина антителами против транскрип-
ционных регуляторов, для которых мы ранее уста-
новили факт привлечения в локус гена hr4 в процессе 
его активации [3]. Мы обнаружили, что в полном 
соответствии с данными, полученными нами ранее 
на модели эндогенного локуса hr4, РНК-полимераза 
II, а также регуляторы CBP/p300, NELF и DART1 
привлекалась в область промотора hr4, в то время 
как уровень связывания регулятора Spt5 остался 
неизменным (рис. 2в). Данный эксперимент дал 
основания полагать, что созданная нами репортёр-
ная система действительно воспроизводит экди-
зонзависимый механизм активации транскрипции, 
присущий гену hr4.

Таким образом, созданная нами репортёрная сис-
тема является удобной и перспективной моделью 
для дальнейшего исследования молекулярного ме-
ханизма экдизонзависимой активации транскрип-
ции.

Источник финансирования. Работа поддержана 
грантом Российского научного фонда 18–14–00219.
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Рис. 2. Создание и проверка эффективности работы репортёрной системы для изучения транскрипции экдизоновых 
генов. а —  схема репортёрной конструкции, несущей регуляторную область гена hr4 и маркёрный белок TurboGFP. 
На схеме стрелками маркированы участки, используемые для аналитической амплификации с целью оценки уровня 
экспрессии и уровня связывания регуляторных белков. б —  уровень транскрипции мРНК, кодирующей репортёр 
TurboGFP, до (0 ч) и после (1 и 14 ч) добавления 20-гид ро кси-экдизона в культуральную среду клеточной линии S2, 
несущей стабильно интегрированный репортёр hr4. Здесь и во фрагменте (в) M ± m, n = 5. в —  уровень связывания 
белков Rpb3, CBP/p300, NELF, DART1 и Spt5 с промоторной областью репортёрной системы hr4 до и через 1 ч после 
обработки клеток 20-гидрокси-экдизоном.
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To study the mechanisms of transcriptional regulation, a convenient experimental approach is to use the artificial 
chimeric constructs, carrying the regulatory elements of interest. In the present work, we describe the creation 
and characterization of a novel genetic construct, which makes possible to study the transcriptional regulation of 
the early-late gene of the ecdysone cascade. Using the data of genome-wide experiments, we have isolated the 
main regulatory region of the hr4 gene, which was successfully used to create a chimeric reporter construct ex-
pressing a fluorescent protein upon the treatment with the ecdysone hormone. This reporter system can be used 
to study the mechanisms of the ecdysone response, both in cell culture and in tissues, at various stages of the 
Drosophila development.

Keywords: ecdysone, drosophila, hormone, transcription.
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