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БЕЛОК CHRIZ СПОСОБСТВУЕТ РЕКРУТИРОВАНИЮ БЕЛКА Z4 
НА ПРОМОТОРЫ STAT-ЗАВИСИМЫХ ГЕНОВ
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Белки Z4/putzig и Chriz/Chromator участвуют в организации хроматина на промоторах большей ча-
сти генов Drosophila. Установлено, что для взаимодействия с белком Z4 необходима последователь-
ность белка Chriz от 273 до 503 а.к. Делеция этой последовательности приводит к дерепрессии ряда
STAT-зависимых генов и развитию у мух меланотических опухолей. Результаты работы свидетель-
ствуют, что белок Chriz способствует рекрутированию белка Z4 на хроматин.
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Детальный анализ пространственной органи-
зации эукариотических геномов, в частности ге-
нома Drosophila, позволил предложить модель,
согласно которой хромосомы разделены на дис-
кретные топологически ассоциированные доме-
ны (ТАД), чередующиеся с деконденсированны-
ми интер-ТАД [1]. Политенные хромосомы дро-
зофилы являются удобной моделью для изучения
структуры и свойств интерфазного хроматина,
поскольку воспроизводимая ими структура
диск–междиск, как полагают, отражает домен-
ную структуру организации хромосом [2]. Было
продемонстрировано, что диски политенных
хромосом представляют собой плотно упакован-
ный хроматин, где активность генов сильно подав-
лена, а междиски – открытый хроматин, где свя-
зывание факторов транскрипции облегчено, что
позволяет генам активно транскрибироваться.

Белки Z4/putzig и Chriz/Chromator экспресси-
руются во многих тканях на всех стадиях онтоге-
неза и колокализуются во всех междисках поли-
тенных хромосом дрозофилы [3, 4]. Гипоморф-
ные мутации в генах, кодирующих Z4 и Chriz,
приводят к потере структуры диск–междиск, что
подтверждает значительную роль этих белков в
организации структуры хроматина интерфазных
хромосом [5]. Белок Z4 содержит семь доменов
типа “цинковый палец”, однако самостоятельно-
го связывания Z4 с ДНК в междиске обнаружено

не было [6]. Интересно, что белок Z4 может
участвовать как в активации, так и в репрессии
транскрипции ряда генов. Например, показано,
что Z4 является компонентом большого TRF2-за-
висимого комплекса, определяющего активность
промоторов части генов домашнего хозяйства [7].
Кроме того, Z4 присутствует в составе ремодели-
рующего нуклеосомы комплекса NURF, который
участвует в активации TRF2-зависимых промо-
торов и некоторых Notch-зависимых генов [8]. В
то же время установлено, что Z4 взаимодействует
с транскрипционным фактором Ken, который на-
ряду с NURF-комплексом участвует в репрессии
JAK/STAT зависимых промоторов [9]. Также Z4
принимает участие в регуляции экспрессии части
MSL- и NSL-зависимых генов [10].

Прямое взаимодействие между белками Z4 и
Chriz было выявлено с помощью дрожжевой дву-
гибридной системы (ДДС), а затем эти белки бы-
ли иммунопреципитированы в общем комплексе
из лизата клеток дрозофилы Kc [3, 4]. Интересно,
что при анализе взаимодействия белков Z4 и
Chriz in vivo на политенных хромосомах были по-
лучены противоречивые данные. Одна группа ис-
следователей пришла к выводу о независимом
привлечении белков на хроматин [4], в то время
как другая выяснила, что привлечение белка Z4
на хроматин осуществляется через белок Chriz
[3]. Белок Chriz связывается с большей частью
промоторов генов домашнего хозяйства и нужен
для их экспрессии. Однако роль этого белка в ре-
гуляции транскрипции остается неизвестной. Ра-
нее было показано [5], что N-конец белка Chriz,
включающий хромодомен, необходим для лока-
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лизации белка в междисках и для поддержания
нормальной структуры политенных хромосом.
Было показано, что в модельных системах Chriz
совместно с инсуляторным белком BEAF может
участвовать в организации дистанционных взаи-
модействий [11]. Искусственное привлечение
Chriz в интеркаллярный гетерохроматин приво-
дит к локальной деконденсации хроматина и ре-
крутирует на искусственно созданные сайты бе-
лок Z4 [12], что предполагает кооперативное ре-
крутирование белков Chriz и Z4 на хроматин и их
совместное участие в формировании открытого
хроматина на промоторах. Таким образом, не-
смотря на значительное количество публикаций,
функциональная роль обоих белков, Z4/putzig и
Chriz/Chromator, всё ещё окончательно не опре-
делена.

В представленной работе было продолжено
исследование механизма взаимодействия между
белками Chriz и Z4 и тестирование возможности
их кооперативного связывания с целевыми регу-
ляторными элементами. С помощью ДДС мы
точно картировали домен белка Chriz, обеспечи-
вающий его взаимодействие с Z4. Мы показали,
что делеция этого домена, как и инактивация Z4,
приводит к дерепрессии транскрипции генов, ре-
гулируемых посредством сигнального пути
JAK/STAT. Интересно, что такая делеция ослаб-
ляет связывание самого белка Chriz с тестируе-
мыми сайтами.

Ранее было показано, что во взаимодействии с
белком Z4 задействована последовательность
белка Chriz от 279 до 590 а.к. [3]. С помошью ДДС
было проведено более точное картирование райо-
на Chriz, который необходим для взаимодействия
с Z4 (рис. 1). Мы протестировали взаимодействие
белка Z4 с короткой последовательностью Chriz
от 273 до 503 а.к. (Chriz М), не содержащей опи-
санных ранее структур, и с последовательностью
от 273 до 621 а.к. (Chriz М+), включающей район,
обогащённый положительно заряженными ами-
нокислотами. В качестве положительного кон-
троля использовалось взаимодействие между
полноразмерными белками Chriz и Z4. Конструк-
ции, экспрессирующие в дрожжах белок Chriz и
его делеционные производные, были созданы на
основе вектора pGBT9, а кДНК, кодирующая
полноразмерный белок Z4, была клонирована в
вектор pGDA. В экспериментах использовался
дрожжевой штамм pJ69-4A. Эффективность экс-
прессии Chriz и Z4 в составе конструкций под-
тверждалась с помощью Вестерн-блоттинга. Для
детекции использовались антитела к тестируе-
мым белкам. Эксперименты проводились в соот-
ветствии с методикой, описанной нами в преды-
дущей работе [13]. В результате было установле-
но, что делеционная производная Chriz М
способна взаимодействовать с Z4, однако это вза-
имодействие слабее, чем взаимодействие между

полноразмерными белками. Добавление района
положительно заряженных аминокислот в произ-
водной Chriz М+ усиливает взаимодействие с Z4
и делает его сравнимым с взаимодействием пол-
норазмерных белков. Для подтверждения решаю-
щей роли Chriz М во взаимодействии с Z4 мы де-
летировали эту последовательность и протести-
ровали взаимодействие производной pGBT9-
ChrizΔМ с pGDA-Z4 (рис. 1). Как и ожидалось,
белок Chriz с делетированной последовательно-
стью от 273 до 503 а.к. не взаимодействовал с пол-
норазмерным белком Z4. Полученные результаты
были подтверждены в реципрокных эксперимен-
тах. Таким образом, мы более точно картировали
район белка Chriz, критичный для взаимодей-
ствия с Z4, и показали, что обогащенный поло-
жительно заряженными аминокислотами участок
Chriz (от 503 до 621 а.к.) играет вспомогательную
роль и лишь стабилизирует взаимодействие
Chriz-Z4.

Ранее было показано, что инактивация белка
Z4 приводит к развитию у мух меланотических
опухолей и вызывает активацию транскрипции
STAT-зависимых генов [9]. Если белок Z4 рекру-
тируется на хроматин через взаимодействие с
белком Chriz, то при делеции последовательно-
сти Chriz М должны наблюдаться те же эффекты.
Для проверки этого предположения была создана
конструкция ChrizΔМ, экспрессирующая в мухах
мутантный белок, не способный взаимодейство-
вать с Z4. Мы клонировали мутированную кДНК
гена Chriz вместе с 5′ и 3′ нетранслируемыми по-
следовательностями, включающими промотор
гена и сигнал полиаденилирования в вектор
pCaSpeR3. Затем эмбрионы дрозофил были инъ-
ецированы плазмидной ДНК, содержащей кон-
струкцию ChrizΔМ. Несущие трансген мухи отби-
рались по проявлению маркерного гена mini white,
отвечающего за окраску глаз. С помощью серии ге-
нетических скрещиваний была получена линия,
несущая на хромосоме II гомозиготу по кон-
струкции ChrizΔМ, а на хромосоме III – гомозиго-
ту по мутации ChroKG03258, полностью инактивиру-
ющей нативный ген Chriz. В качестве положи-
тельного контроля в экспериментах in vivo
использовалась линия, экспрессирующая полно-
размерный белок Chriz+, полученная по выше-
описанной схеме. Экспрессируемые белки Chriz+

и ChrizΔМ были маркированы эпитопом FLAG. В
дальнейших экспериментах для детекции вариан-
тов Chriz использовались антитела к этому эпито-
пу. Эффективность экспрессии белков была под-
тверждена с помощью Вестерн-блоттинга.

Мы обнаружили, что, подобно инактивации
Z4, экспрессия мутантного белка ChrizΔМ нега-
тивно влияет на выживаемость и иммунитет мух.
Жизнеспособность гомозиготных по конструк-
ции ChrizΔМ мух была значительно снижена в
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сравнении с диким типом. Кроме того, примерно
у 30% куколок и взрослых мух наблюдалось раз-
витие меланотических опухолей. Поскольку на-
рушение иммунного ответа связано с JAK/STAT

сигнальным путём регуляции транскрипции, мы
протестировали влияние мутантного белка
ChrizΔМ на экспрессию 16 STAT-зависимых генов.
Модельные гены были выбраны на основе опуб-

Рис. 1. Взаимодействие белка Chriz и его делеционных производных с белком Z4 в ДДС. Домены белка Chriz изобра-
жены схематично. Обозначения: N – N-концевой консервативный домен; Chro – хромодомен; positive – район, обо-
гащённый положительно заряженными аминокислотами; С-1,С-2,С-3 – консервативные С-концевые районы белка.
Цифрами обозначены аминокислотные остатки, ограничивающие домены и производные формы. Справа от схем
обозначена сила взаимодействия между белками: “+++” – сильное; “++” – умеренное; “+” – слабое; “–“ – отсут-
ствие взаимодействия. В реципрокных экспериментах были получены аналогичные результаты.
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Рис. 2. Тестирование связывания белков Chriz+ и ChrizΔМ с промоторами STAT-зависимых генов методом ChIP-qPCR.
В эксперименте использовали антитела против эпитопа FLAG. Кодирующая область гена ras64B (Ras) использовалась
как контроль, не содержаший сайты связывания белкa Chriz. Процент обогащения иммунопреципитированной ДНК
(ось Y) рассчитывали относительно количества загруженной ДНК. Внизу (ось Х) указаны названия выбранных STAT-
зависимых генов. Показано стандартное отклонение для трёх независимых биологических повторностей. IgG – им-
муноглобулины. Ген Socs16D не относится к STAT-зависимым (no STAT).
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Рис. 3. RT-qPCR анализ экспрессии STAT-зависимых генов в линиях мух, экспрессирующих Chriz+ и ChrizΔМ. Уро-
вень экспрессии (ось Y) измерялся относительно экспрессии в линии Chriz+. Названия тестируемых STAT-зависимых
генов указаны внизу (ось Х). Показано стандартное отклонение для трёх независимых биологических повторностей.
Ген Socs16D, не относящийся к STAT-зависимым (no STAT), использовался в качестве контроля. Его экспрессия в ли-
нии ChrizΔМ оставалась такой же, как и в линии Chriz+.
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ликованных данных [14]. Cвязывание белков
Chriz+ и ChrizΔМ с тестируемыми промоторными
последовательностями было подтверждено мето-
дом ChIP-qPCR (рис. 2). Уровень транскрипции
выбранных генов анализировали с помощью
RT-qPCR (рис. 3). Неожиданно оказалось, что бе-
лок ChrizΔМ связывается со всеми последователь-
ностями примерно в два раза слабее, чем полно-
размерный белок Chriz+ (рис. 2). Однако уровень
транскрипция модельных генов, за исключением
гена aur и контрольного STAT-независимого гена
Socs16D, на фоне экспрессии ChrizΔМ повысился в
1.5–2 раза (рис. 3). Таким образом, делеция по-
следовательности белка Chriz, отвечающей за
взаимодействие с белком Z4, так же как и ноль-
мутация по белку Z4, приводит к активации экс-
прессии STAT-зависимых генов.

Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что наблюдаемые при экспрессии белка
ChrizΔМ эффекты обусловлены отсутствием белка
Z4. Следовательно, делеция района Chriz от 273
до 503 а.к. препятствует рекрутированию белка
Z4 на хроматин. Однако эта делеция ослабляет и
связывание самого мутантного белка Chriz с хро-
матином. Наши данные демонстрируют, что бе-
лок Z4 рекрутируется на промоторы STAT-зави-
симых генов через взаимодействие с белком
Chriz, но при этом стабилизируется и связывание
самого белка Chriz с этими сайтами. Возможно,

связывание Chriz со специфичными сайтами ста-
билизируется какими-то белками, с которыми
одновременно взаимодействуют и Chriz и Z4. Для
детального изучения механизма рекрутирования
белков Chriz и Z4 на хроматин, а также для выяв-
ления их роли в функционировании генома необ-
ходимы дальнейшие исследования.
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THE CHRIZ PROTEIN PROMOTES THE RECRUITMENT OF Z4 PROTEIN 
TO THE STAT-DEPENDENT PROMOTERS

L. S. Melnikovaa,#, M. V. Kostyuchenkoa, Academician of the RAS P. G. Georgieva, and A. K. Golovnina

a Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
#e-mai: lsm73@mail.ru

Proteins Z4/putzig and Chriz/Chromator are involved in the chromatin organization on the promoters of
most Drosophila genes. It was shown that Chriz protein region from aa 273 to 503 is required for the interac-
tion with the Z4 protein. Deletion of this sequence leads to derepression of a number of STAT-dependent
genes and the development of melanotic tumors in f lies. The results of this study suggest that Chriz protein
promotes the recruitment of Z4 protein to chromatin.

Keywords: Chriz/Chromator, Z4/putzig, protein-protein interaction, JAK/STAT signaling pathway, tran-
scriptional regulation
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