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Оогенез дрозофилы, включая формирование дорзальных выростов хориона, 
контролируется большим количеством генов и сигнальных путей; одним из та-
ких путей является сигнальный путь Decapentaplegic (Dpp). Недавно было обна-
ружено, что мутации гена Trithorax-like (Trl), кодирующего транскрипционный 
фактор GAGA, также приводят к дефектам во время развития дорзальных 
выростов хориона. Несмотря на то что наиболее хорошо изученной функцией 
белка GAGA является регуляция экспрессии генов дрозофилы, до сих пор не было 
показано взаимодействие GAGA с компонентами сигнального пути Dpp в ходе 
оогенеза. В данной работе было продемонстрировано, что GAGA важен для 
нормальной экспрессии гена saxophone (sax), кодирующего рецептор I типа Dpp-
пути. Кроме того, было обнаружено генетическое взаимодействие Trl с генами 
decapentaplegic (dpp) и thickveins (tkv) во время развития яйцевых камер дрозофи-
лы, в том числе во время формирования дорзальных выростов хориона. В регуля-
торных районах исследуемых генов также были обнаружены множественные 
сайты связывания GAGA-фактора, что, по-видимому, свидетельствует об уча-
стии GAGA в регуляции экспрессии этих генов в других тканях и органах либо на 
других стадиях развития дрозофилы.

Ключевые слова: Trithorax-like; сигнальный путь Dpp; оогенез; Drosophila; 
GAGA.

Введение

Оогенез дрозофилы представляет собой прекрасную модель для иссле-
дования различных процессов. Например, развитие дорзальных выростов 
хориона (ДВХ), респираторных филаментов, которые расположены на пе-
реднем конце яйца дрозофилы, происходящее на поздних стадиях развития 
оогенеза, является популярной моделью для изучения тубулогенеза. Тубу-
логенез (реорганизация эпителиальной ткани в трубчатые структуры) – это 
фундаментальный процесс развития таких органов, как сердце, почки, нерв-
ная трубка, кишечник и т.д. [1]. Формирование ДВХ контролируется многи-
ми сигнальными путями, включая Epidermal growth factor receptor (EGFR), 
Notch, Wingless и Decapentaplegic (Dpp) пути [2–5]. Известно, что сигналь-
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ный путь Dpp необходим для поддержания целостности яйцевой камеры 
дрозофилы, формирования передних структур яйцевой оболочки и переноса 
содержимого питающих клеток в ооцит. Снижение количества белка Dpp 
приводит к потере передних структур яйцевой оболочки [4]. Белок Dpp дро-
зофилы является гомологом белков BMPs, bone morphogenetic proteins, вхо-
дящих в состав семейства трансформирующих факторов роста β (TGF-β). 
Члены семейства TGF-β контролируют большое количество клеточных про-
цессов, включая пролиферацию клеток, взаимодействие, дифференцировку, 
апоптоз в ходе развития и в тканях имаго, у различных видов животных от 
мух до млекопитающих [6]. Белок Dpp действует через серин/треонин ки-
назные рецепторы, известные как рецепторы I и II типов [7], различающиеся 
своими последовательностями и лиганд-связывающими характеристиками 
[8]. Рецепторы I типа кодируются генами saxophone (sax) и thickveins (tkv) [7, 
9, 10], рецептор II типа – геном punt [11, 12]. Лиганд Dpp запускает передачу 
сигнала, связываясь с рецепторами I и II типов и тем самым сближая их на 
поверхности клетки [13]. Это позволяет рецептору II типа фосфорилировать 
киназный домен рецептора I типа, который затем передает сигнал через фос-
форилирование белков Smad. Активные комплексы белков Smad накаплива-
ются в ядре, где они регулируют транскрипцию генов-мишеней [7]. 

Несмотря на то что формирование ДВХ является хорошо изученным про-
цессом, в настоящее время известны не все гены, участвующие в развитии 
ДВХ. Так, например, недавно было показано, что мутации гена Trithorax-like 
(Trl), кодирующего белок GAGA, также нарушают формирование передних 
дорзальных структур яйцевой оболочки дрозофилы [14]. ДВХ яиц, отложен-
ных Trl-мутантами, укорочены и не имеют лопастей; размеры оперкулумов 
и яиц таких мутантов также могут быть уменьшены. Белок GAGA наиболее 
хорошо известен как транскрипционный фактор, т.е. регулятор экспрессии 
генов дрозофилы. Известно, что GAGA может регулировать экспрессию 
генов несколькими путями. Во-первых, GAGA принимает участие в ремо-
делировании структуры хроматина, вызывая формирование и поддержание 
открытой структуры хроматина, что, в свою очередь, усиливает связывание 
транскрипционных факторов и Pol II с регуляторными районами [15–23]. Из-
вестно, что GAGA также участвует в элонгации транскрипции путем коопе-
рирования с гистоновым шапероном FACT, facilitates chromatin transcription 
[17, 24, 25]. Кроме того, было показано, что GAGA обеспечивает механизм 
контроля «паузирования» Pol II, удерживая белок Negative elongation factor 
(NELF), необходимый для «паузирования», на промоторе [26, 27]. Несмотря 
на то что сайты связывания GAGA обогащены на «паузированных» генах 
дрозофилы, только около 20% «паузированных» генов связываются с белком 
GAGA [26, 28–29]. Также было показано, что в случае гена Krüppel GAGA 
выступает скорее в роли антирепрессора, нежели активатора [30]. Вместе с 
ролью в активации / антирепрессии транскрипции генов GAGA также может 
участвовать в подавлении экспрессии генов [31–39].
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Ранее в промоторном районе гена dpp был найден и экспериментально 
подтвержден один GAGA-сайт [40]. Наличие сайтов связывания опреде-
ленного транскрипционного фактора в регуляторных районах гена с боль-
шой вероятностью свидетельствует о том, что регуляция экспрессии этого 
гена осуществляется данным транскрипционным фактором. Поэтому целью 
данной работы было исследование потенциальной связи между GAGA-
фактором и сигнальным путем Dpp. Поскольку и GAGA, и компоненты Dpp-
пути являются эволюционно консервативными [13, 41, 42] и участвуют в 
формировании многих органов и тканей [7, 43–47], результаты данной рабо-
ты могут быть полезны для исследования взаимоотношений между GAGA 
и компонентами сигнального пути Dpp не только у дрозофилы, но и у по-
звоночных. 

Для оценки взаимоотношений между белком GAGA и компонентами 
сигнального пути Dpp в ходе оогенеза дрозофилы мы использовали комби-
нированный подход, сочетающий: (1) идентификацию сайтов связывания 
GAGA в регуляторных районах генов с помощью компьютерного анализа; 
(2) исследование генетического взаимодействия Trl с ключевыми компонен-
тами Dpp-пути; (3) анализ относительной экспрессии генов в яичниках мух 
дикого типа и Trl-мутантов. 

Материалы и методики исследования

Линии Drosophila melanogaster.
Использованы следующие линии D. melanogaster: Trl362 (Trl362/TM3, Sb1 Ser 

y+) была любезно предоставлена А. Огиенко (Институт цитологии и генети-
ки СО РАН, Россия; [45]), TrlR85 (TrlR85/TM3, Sb1 Ser y+) была любезно предо-
ставлена Ф. Карчем (Университет Женевы, Швейцария; [48]). Линии 3555 
(dppd14/CyO), 12379 (cn1 P{PZ}dpp10638/CyO; ry506), 2069 (dpphr92 cn1 bw1/SM6a), 
427 (tkv1), 3242 (tkv7 cn1 bw1 sp1/CyO), 8785 (y1 w*; sax5/SM6a) и 5404 (y1 w*; 
P{FRT(whs)}G13 sax4/SM6a) были получены из Блумингтоновского центра ли-
ний дрозофилы (США). Линия Oregon R была взята из фонда лаборатории. 

Распознавание потенциальных сайтов связывания GAGA-фактора.
Сайты связывания транскрипционного фактора GAGA распознавали с 

помощью программы SITECON (http://www.mgs.bionet.nsc.ru/mgs/programs/
sitecon/; [49]), с использованием ранее разработанного компьютерного под-
хода [50].

Идентификация эволюционно консервативных сайтов связывания 
GAGA-фактора.

Последовательности регуляторных районов генов dpp, tkv и sax были 
проанализированы с помощью ресурса BLAT Search Genome (http://genome.
ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat).
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Приготовление препаратов яйцевых камер дрозофилы и микроскопия.
Яйцевые камеры из яичников дрозофилы фиксировали и окрашивали 

TRIC-коньюгированным фаллоидином («Sigma», США) в соответствии с 
протоколом [51]. Яичники раскладывали на стекла в растворе 50% глицери-
на, разведенного в 1×PBS  (1,7 мМ KH2PO4, 5,2 мМ Na2HPO4, 150 мМ NaCl) 
и содержащего DAPI в концентрации 1 мкг/мл («Sigma», США). Микроско-
пический анализ проводили на микроскопе LSM 510 Meta; обработка изо-
бражений, полученных с помощью микроскопов LSM 510 Meta и LSM 780 
NLO, проводилась с использованием специальной программы Zeiss LSM 
Image Browser Version 3.5 (все микроскопы – «Zeiss», Германия). 

Характеристика фенотипов яйцевых оболочек и дорзальных выростов 
хориона.

Проанализировали 100 яиц, отложенных самками 2–7-дневного возрас-
та, содержащихся при температуре 25°С. Яйца собирали и погружали в 
раствор среда Хойера: молочная кислота в отношении 1:1 [4]. Препараты 
инкубировали в течение ночи при температуре 65°С. Микроскопировали 
яйца в темном поле с использованием микроскопа AxioImager Z1 («Zeiss», 
Германия). 

В норме средняя длина яйца, оперкулума и ДВХ составляет 652±36, 
139±21 и 675±41 мкм соответственно.

ПЦР в реальном времени.
Для анализа экспрессии генов на фоне снижения количества белка GAGA 

брали яичники двухдневных самок мух Oregon R и трехдневных самок Trl362/ 
TrlR85. РНК выделяли из яичников с использованием реагента TRIzol («In-
vitrogen», США) согласно рекомендациям изготовителя. Обратную транс-
крипцию проводили в расчете на 5 мкг РНК с использованием RevertAid 
H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase («Thermo Fisher Scientific», США) c 
олиго(dT) праймерами («Биоссет», Россия) в соответствии с рекомендаци-
ями изготовителя. Количество кДНК анализировали с помощью ПЦР в ре-
альном времени с использованием SYBR Green I/ Rox («Синтол», Россия) и 
ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System («Applied Biosystems», США). 
Равные количества мРНК и кДНК были использованы в анализе для опреде-
ления относительной экспрессии генов dpp, tkv и sax в яичниках мух дикого 
типа и Trl362/ TrlR85-мутантов. 

Ген β-Tubulin at 85D (βTub85D), характеризующийся относительно низ-
ким уровнем экспрессии [52], использовали в качестве референсного гена 
при анализе экспрессии гена dpp. Ген Ribosomal protein L32 (RpL32) исполь-
зовался как референсный в экспериментах по измерению относительной 
экспрессии генов tkv and sax. 

Для анализа экспрессии генов были использованы следующие прайме-
ры (прямые и обратные соответственно): RpL32: ATGA…ATAC, CTGC…
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CCAG; β-tub: GTAC…GTCA, TCCA…TTGC; tkv: TCGC…TGGT, CAAG…
TCGT; sax: TGCG…AAGT, GCAC…TCAC.

ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System Software («Applied Biosys-
tems», США) была использована для оценки C(t) и относительного количе-
ства мРНК генов dpp, tkv и sax.

Результаты исследования и обсуждение

Идентификация сайтов связывания транскрипционного фактора GAGA 
в регуляторных районах гена decapentaplegic.

Следует отметить, что ранее в проксимальном промоторном районе гена 
dpp (рис. 1) был обнаружен и экспериментально подтвержден один сайт свя-
зывания транскрипционного фактора GAGA [40]. Недавно было показано, 
что отличительной чертой потенциальных генов-мишеней GAGA-фактора 
может быть высокая плотность GAGA-сайтов в 5’-некодирующей области, 
включая 5’-некодирующие области экзонов и первые интроны [50]. Поэтому 
в данной работе был проведен поиск GAGA-сайтов не только в промоторной 
области (–4  000/ 0 п.н. относительно старта транскрипции), но также и в 
5’-некодирующих частях экзонов и первом интроне гена dpp. Для распоз-
навания сайтов связывания GAGA мы использовали ранее разработанный 
подход [50] с использованием программы SITECON [49]. Ранее было по-
казано [50], что GAGA-сайты можно разделить на 4 структурных варианта: 
сайты типа GAGnGAG и GAGnnnGAG, а также их повторы; сайты, содер-
жащие одиночный мотив GAGAG; (GA)3–9-микросателлитные повторы. Для 
компьютерного распознавания были использованы выборки сайтов типа 
GAGnGAG и GAGnnnGAG [50]. Экспериментальные данные подтвердили 
связывание белка GAGA с 72% сайтов, предсказанных с использованием 
выборки сайтов типа GAGnGAG и 94,5% сайтов, предсказанных с использо-
ванием выборки сайтов типа GAGnnnGAG [50]. С помощью данного экспе-
риментально подтвержденного подхода, мы обнаружили 18, 5 и 14 потенци-
альных GAGA-сайтов в промоторной области, 5’-некодирующих областях 
экзонов и первом интроне гена dpp соответственно (рис. 1). 

Мы сравнивали данные, полученные с помощью SITECON, с результата-
ми экспериментов по иммунопреципитации хроматина (ChIP-chip) из базы 
данных modENCODE (http://modencode.oicr.on.ca/fgb2/gbrowse/fly/). Для 
сравнения мы использовали данные ChIP-chip-экспериментов, проведенных 
на эмбриональной культуре клеток дрозофилы Kc167 и личиночной культу-
ре клеток дрозофилы ML-DmBG3-c2. Как показано на рис. 1, расположение 
GAGA-сайтов, предсказанных с помощью SITECON, не полностью перекры-
вается с локализацией сайтов, найденных с использованием экспериментов 
ChIP-chip. По-видимому, это связано с тем, что с помощью SITECON рас-
познаются все сайты, расположенные в последовательности ДНК. Следова-
тельно, сайты, которые не определяются методом ChIP-chip, но в то же время 
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выявляются программой SITECON, являются функционально неактивными 
в определенном типе клеток и / или на определенной стадии развития. Экс-
прессия / регуляция экспрессии гена dpp, по-видимому, является тканеспеци-
фичной, и в различных типах клеток или на разных стадиях развития дрозо-
филы функционально активными могут быть разные GAGA-сайты. 

Рис. 1. Локализация GAGA-сайтов в регуляторных районах гена dpp.  
GAGA-сайты, предсказанные с помощью SITECON в регуляторных областях гена dpp,  
показаны зелеными точками. Красной точкой обозначен экспериментально доказанный  

GAGA-сайт [40]. Эволюционно консервативные сайты показаны в виде синих точек.  
Распределение GAGA-сайтов, обнаруженных с использованием метода  

ChIP-chip, показано в нижней части рисунка 
(http://modencode2.oicr.on.ca/cgi-bin/gb2/gbrowse/fly/)

GAGA-сайты, предсказанные в регуляторных районах гена dpp, были 
проанализированы с целью поиска эволюционной консервативности, по-
скольку сохранение структуры сайта на протяжение эволюции дрозофилы 
указывало бы на вероятную значимость этих сайтов для функционирования 
гена dpp. В результате было обнаружено два эволюционно консервативных 
сайта (рис. 1). Для этого мы анализировали последовательности регуля-
торных районов и предсказанных сайтов у 10 видов Drosophila: D. melano-
gaster, D. simulans, D. sechellia, D. yakuba, D. erecta, D. ananassae, D. pseu-
doobscura, D. virilis, D. mojavensis и D. grimshawi с помощью ресурса BLAT 
Search Genome (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat). Сохранение после-
довательности сайтов во многих видах Drosophila указывает на функцио-
нальную значимость этих сайтов [53–56]. Поскольку эволюционное рассто-
яние между D. melanogaster и D. virilis достаточно для оценки вероятной 
функциональности некодирующих последовательностей [57], справедливо 
предположить, что сайты, идентичные во всех выше перечисленных видах 
дрозофилы, являются эволюционно консервативными и, следовательно, с 
большой вероятностью – важными для регуляции экспрессии dpp.
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Таким образом, в данной работе в регуляторных районах гена dpp были 
обнаружены множественные сайты связывания транскрипционного фактора 
GAGA (включая два эволюционно консервативных) в дополнение к ранее 
идентифицированному GAGA-сайту [40]. Кроме того, мы исследовали взаи-
моотношения между GAGA-фактором и геном dpp в ходе оогенеза дрозофи-
лы, в том числе в процессе формирования ДВХ. 

Генетическое взаимодействие Trithorax-like и decapentaplegic.
Для анализа генетического взаимодействия Trl и dpp мы исследовали 

ДВХ в яйцах, отложенных самками мух дикого типа и мутантами. ДВХ 
представляют собой длинные трубки, расположенные на переднем конце 
яйца, которые обеспечивают дыхание развивающегося эмбриона. В норме 
ДВХ состоят из двух частей – ножки и лопасти (рис. 2). Также на переднем 
конце яйца расположены оперкулум (хорионическая структура, обеспечива-
ющая выход личинки из яйца) и микропиле (канал для проникновения спер-
мы внутрь яйца). В соответствии с [4] мы измеряли 4 параметра передних 
дорзальных структур яйца: длину и морфологию ДВХ, размер оперкулума 
и длину яйца. 

Рис. 2. Передние дорзальные структуры оболочки яйца, отложенного самкой  
D. melanogaster дикого типа (A); увеличенное изображение переднего дорзального 

района яйцевой оболочки (Б): ДВХ – дорзальные выросты хориона, 
O – оперкулум, M – микропиле, Н – ножка ДВХ, 
Л – лопасть ДВХ (фотографии Е.С. Омелиной)

Ранее было обнаружено, что ДВХ яиц, отложенных самками Trl-мутантов, 
могут быть короткими и / или аномальными по форме (например, могут не 
иметь развитых лопастей). Размер оперкулума и яиц таких мутантов также 
может быть уменьшен [14]. Для исследования генетического взаимодей-
ствия Trl и dpp мы использовали две мутации гена Trl: TrlR85 [48] и Trl362 [45]. 
TrlR85 является нуль-аллелем (делеция протяженной части Trl-транскрипта); 
Trl362 (гипоморфная мутация) обусловлена вставкой P-элемента в 5’-некоди-
рующую область гена Trl и прилежащей делецией размером 97 п.н., уда-
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ляющей два проксимальных сайта инициации, которые являются функцио-
нально активными в яичниках дрозофилы. В яйцевых камерах Trl-мутантов 
транскрипция гена Trl приблизительно в 10 раз ниже по сравнению с ди-
ким типом, что сопровождается значительным снижением количества белка 
GAGA в питающих клетках [45]. 

В случае гена dpp мы использовали мутации dppd14, P{PZ}dpp10638 и             
dpphr92. Гипоморфный аллель dppd14 был получен с помощью облучения, что 
вызвало делецию фрагментов 2L хромосомы – 22F1–22F2 и 23A2 [58]. Му-
тация dpp10638 (леталь) обусловлена встройкой P{PZ}-транспозона в 5’-об-
ласть гена dpp (BDGP Project Members, 1994–1999). Мутация dpphr92 («loss 
of function», [59]) вызвана нуклеотидной заменой и, как следствие, заменой 
аминокислоты [60]. 

Для анализа изменения проявления фенотипа dpp-мутантов на фоне сниже-
ния количества белка GAGA мы использовали контроли – яйца, отложенные 
гетерозиготами dpp/+ или Trl/+. В яйцах таких мутантов мы не обнаружили 
значительных отличий от дикого типа. Анализ фенотипов ДВХ и яиц, отло-
женных мутантами dpp/+; Trl/+, показал, что яйца таких мух меньше по раз-
меру по сравнению с нормой, а форма таких яиц также различна, например, с 
частотой 2% встречаются аномально толстые и короткие яйца (рис. 3, Б). Так-
же были обнаружены яйца (2%), по форме напоминающие куриное яйцо – с 
широкой передней частью и суженной задней. ДВХ яиц, отложенных самками 
dpp/+; Trl/+, также были различными: 3,5–19% ДВХ были короткими (рис. 3, 
Б); некоторые ДВХ (6,5–12%) были тонкими и короткими либо неправиль-
ной формы (рис. 3, В). Кроме того, два яйца, отложенных мухами dpp10638/+; 
TrlR85/+, имели 4 ДВХ. Таким образом, в данной работе было обнаружено уси-
ление фенотипа dpp-мутантов на фоне снижения количества белка GAGA.

Известно, что нарушение длины и морфологии ДВХ может быть результа-
том дефектов во время морфогенеза ДВХ. Размеры оперкулума и яйца зави-
сят от правильной миграции центрипетальных клеток, поскольку оперкулум 
формируется из фолликулярных клеток, включая центрипетальные. Кроме 
того, миграция центрипетальных клеток важна для нормального протекания 
фазы быстрого транспорта питательных веществ и цитоплазмы питающих 
клеток в ооцит. Нарушение этого процесса приводит к формированию яиц 
меньшего размера по сравнению с диким типом [4]. Можно предположить, 
что дефекты, наблюдаемые в структуре яйцевых оболочек мутантов dpp/+; 
Trl/+, могут быть результатом того, что экспрессия обоих генов, Trl и dpp, 
важна для правильной миграции центрипетальных клеток [4, 46]. 

Анализ относительной экспрессии гена decapentaplegic в яйцевых каме-
рах мух дикого типа и Trithorax-like-мутантов.

С помощью ПЦР в реальном времени мы анализировали относительную 
экспрессию гена dpp в яичниках мух дикого типа и мутантов Trl362/TrlR85. Ген 
dpp экспрессируется сначала в 20–30 фолликулярных клетках на переднем 
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конце яйцевой камеры на стадии 8 оогенеза [4]. На стадии 10А количество 
dpp-экспрессирующих клеток возрастает приблизительно до 50 фоллику-
лярных клеток, расположенных на границе ооцит / питающие клетки. На 
стадии 10B dpp экспрессируется в лидирующей группе (около 20 клеток) 
центрипетальных клеток [4]. 

Рис. 3. Взаимодействие Trl и dpp в процессе формирования ДВХ. Яйца, 
отложенные самками: (A) Oregon R; (Б) dpp10638/+; Trl362/+; (В) dppd14/+; Trl362/+. ДВХ 

– дорзальные выросты хориона. Масштаб: 100 мкм (фотографии Е.С. Омелиной)

В результате анализа относительной экспрессии dpp с помощью метода 
ПЦР в реальном времени было обнаружено, что в яичниках Trl-мутантов от-
носительный уровень мРНК гена dpp меняется незначительно по сравнению 
с нормой (рис. 4). 

Таким образом, в данной работе было показано, что несмотря на то, что 
GAGA не участвует в регуляции экспрессии гена dpp в ходе оогенеза дро-
зофилы, наблюдается генетическое взаимодействие dpp and Trl во время 
развития яйцевых камер, в том числе в процессе формирования ДВХ. Мы 
предлагаем две гипотезы для объяснения этого явления. Во-первых, можно 
предположить скооперированное действие GAGA-фактора и сигнального 
пути Dpp во время оогенеза дрозофилы. Под скооперированным действи-
ем мы понимаем такой процесс регуляции экспрессии, когда для нормаль-
ной транскрипции гена требуется одновременное действие двух белков или 
транскрипционных факторов. Однако на сегодняшний день остается неиз-
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вестным ген, регулируемый как транскрипционным фактором GAGA, так 
и сигнальным путем Dpp. Поэтому мы предполагаем, что наличие генети-
ческого взаимодействия dpp и Trl также может объясняться тем, что GAGA 
участвует в регуляции экспрессии других компонентов пути Dpp. Для про-
верки этой гипотезы мы выбрали два гена, кодирующие рецепторы I типа 
Dpp-пути, – sax и tkv. Следует отметить, что sax- и tkv-мутанты характеризу-
ются более сильными дефектами в структуре яйцевой оболочки по сравне-
нию с dpp-мутантами [4]. 

Рис. 4. Анализ относительной экспрессии dpp с помощью ПЦР в реальном вре-
мени в яичниках дикого типа и Trl362/TrlR85-мутантов. Относительный уровень 
мРНК гена dpp не меняется в результате снижения количества белка GAGA

Распознавание GAGA-сайтов в регуляторных районах генов thickveins и 
saxophone.

С использованием экспериментально подтвержденного подхода, как и в 
случае гена dpp, мы искали GAGA-сайты в регуляторных районах генов tkv 
и sax. В промоторном районе, 5’-некодирующей области экзонов и первом 
интроне гена tkv было найдено 16, 2 и 28 GAGA-сайтов соответственно 
(рис. 5, А). В промоторном районе гена sax было обнаружено 11 потенци-
альных сайтов (рис. 5, Б), тогда как в 5’-некодирующей области экзонов и 
первом интроне не было выявлено GAGA-сайтов. Следует отметить, что 
один GAGA-сайт, предсказанный в промоторном районе гена sax, был экс-
периментально подтвержден ранее [50] (рис. 5, Б). 

Поиск новых генов-мишеней транскрипционного фактора



142

Рис. 5. Распределение GAGA-сайтов в регуляторных районах генов tkv (A) и sax (Б). 
Зелеными точками отмечены GAGA-сайты, предсказанные с помощью SITECON. 

Синие точки обозначают эволюционно консервативные GAGA-сайты. GAGA-сайты, 
обнаруженные с помощью метода ChIP-chip, показаны в нижней части рисунка (из базы 

данных modENCODE http://modencode2.oicr.on.ca/cgi-bin/gb2/gbrowse/fly/ с модифи-
кациями). (A) Желтая точка соответствует экспериментально неподтвержденному 

GAGA-сайту; (Б) Экспериментально подтвержденный сайт показан красной точкой [50]

Как показано на рис. 5, количество GAGA-сайтов, предсказанных с по-
мощью SITECON в регуляторных районах анализируемых генов, превышает 
количество сайтов, идентифицированных с помощью метода ChIP-chip. Ве-
роятно, это связано со структурой хроматина и доступностью / активностью 
различных сайтов в разных типах клеток дрозофилы на разных стадиях раз-
вития. Однако в 5’-некодирующей области экзонов и первом интроне гена 
sax с помощью SITECON не были выявлены GAGA-сайты, тогда как в тех 
же самых районах GAGA-сайты были показаны с использованием метода 
ChIP-chip. Это может быть связано с тем, что ошибка I рода составляет 0,64 
и 0,52 для выборок сайтов типа GAGnGAG и GAGnnnGAG, соответственно 
[50], т.е. большой процент сайтов такого типа не распознается с помощью 
SITECON. Кроме того, с использованием этого подхода нельзя идентифици-
ровать сайты, содержащие одиночный мотив GAGAG. 

Анализ эволюционной консервативности предсказанных сайтов показал, 
что 8 сайтов в промоторе гена tkv и 5 сайтов в промоторной области гена sax 
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идентичны по структуре во всех анализируемых 10 видах Drosophila. Спра-
ведливо предположить, что эти сайты являются функционально значимыми 
для регуляции экспрессии анализируемых генов.

Анализ генетического взаимодействия Trithorax-like с thickveins и saxo-
phone. 

В случае гена tkv мы использовали гипоморфную мутацию tkv1 [61] и 
«loss of function» аллель [62], который содержит точечную замену, при-
водящую к замене аминокислоты [9, 63]. Для анализа изменения феноти-
па tkv-мутантов на фоне снижения количества GAGA были использованы 
контроли – яйца, отложенные гетерозиготами tkv/+ и Trl/+. В яйцах таких 
мутантов мы не обнаружили значительных отклонений в структуре яйце-
вой оболочки по сравнению с нормой. Яйца, отложенные мутантами tkv/+; 
Trl/+, могли быть как тонкими и удлиненными, так и достаточно толстыми. 
5% яиц, отложенных мухами tkv7/+; Trl362/+, были укорочены. ДВХ яиц му-
тантов tkv/+; Trl/+ (рис. 6, Б) также были короткими (8–31,5% ДВХ). Кроме 
того, 11–20,5% ДВХ таких мутантов были тонкими и / или сближенными. 
Оперкулум яиц, отложенных мухами tkv7/+; Trl/+, был укорочен в 8–9% яиц.

Рис. 6. Генетическое взаимодействие Trl с генами: (Б) tkv; (В) sax. 
(A) Яйцо, отложенное самкой D. melanogaster дикого типа (фотографии Е.С. Омелиной)

Для анализа изменения проявления фенотипа sax-мутантов при сниже-
нии уровня белка GAGA мы использовали «amorphic allele» sax5 [64] и «loss 
of function, amorphic allele» sax4 [62, 64, 65]. Исследование фенотипов яиц, 
отложенных контрольными мухами (Trl/+ и sax/+), показал, что яйца таких 
мух не имеют достоверных отличий от Oregon R. 10% яиц, отложенных му-
тантами sax5/+; TrlR85/+, были укорочены по сравнению с нормой. ДВХ яиц 
мутантов sax/+; Trl/+ также могли быть короткими (7–29% ДВХ), тонкими, 
либо без выраженных лопастей (8–17% ДВХ; рис. 6, В). В 4–9% яиц, отло-
женных мухами sax5/+; Trl/+, был уменьшен оперкулум. 

Таким образом, мы показали, что проявление фенотипов tkv- и sax-
мутантов усиливается на фоне снижения количества белка GAGA по срав-
нению с контролем. Следовательно, Trl взаимодействует с tkv и sax в ходе 
оогенеза дрозофилы. 
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Относительная экспрессия thickveins и saxophone в яйцевых камерах мух 
дикого типа и Trl362/TrlR85-мутантов

Относительный уровень мРНК генов tkv и sax в яичниках мух Oregon R 
и Trl362/TrlR85-мутантов был проанализирован с помощью ПЦР в реальном 
времени. Ген tkv экспрессируется во всех фолликулярных клетках, покры-
вающих ооцит на ранних стадиях развития; позже (на стадии 10В) tkv акти-
вен только в двух группах дорзально-латеральных фолликулярных клеток 
[66]. Ген sax экспрессируется повсеместно во всех тканях и на всех стадиях 
развития [7]. В результате мы обнаружили, что относительная экспрессия 
tkv в яйцевых камерах Trl-мутантов не имеет достоверных отличий от нор-
мы (рис. 7), тогда как относительное количество транскриптов гена sax в 
яичниках Trl362/TrlR85-мутантов более чем в два раза меньше по сравнению 
с Oregon R (рис. 7).

Рис. 7. Относительный уровень мРНК генов tkv и sax в яичниках мух дикого типа 
и Trl362/TrlR85-мутантов. Относительная экспрессия tkv в яйцевых камерах  

Trl-мутантов не изменяется значительно по сравнению с нормой.  
Уровень относительной экспрессии гена sax в 2,15 раз ниже  

в яичниках Trl-мутантов в сравнении с диким типом

Заключение

Таким образом, в данной работе мы показали, что транскрипционный 
фактор GAGA контролирует активность сигнального пути Dpp посредством 
регуляции экспрессии гена sax в ходе оогенеза дрозофилы. Мы полагаем, что 
GAGA-опосредованная регуляция экспрессии гена sax может быть связана с 
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модификацией структуры хроматина в промоторном районе этого гена, по-
скольку в данном районе были найдены сайты связывания GAGA-фактора. 
Кроме того, GAGA, по-видимому, может участвовать в регуляции экспрес-
сии sax через «паузирование» полимеразы, поскольку ранее был показано, 
что и GAGA, и NELF связываются с геном sax [26]. Пик GAGA наблюдается 
в районе -200/ +100 п.н. относительно инициаторного элемента; пики белков 
NELF-B и NELF-E находятся в районе 500 п.н. около старта транскрипции 
гена sax [26].

Мы также продемонстрировали генетическое взаимодействие Trl с гена-
ми dpp и tkv и выявили множественные GAGA-сайты в регуляторных райо-
нах этих генов, в том числе эволюционно консервативные сайты. Однако мы 
не обнаружили значительных изменений относительной экспрессии этих 
генов в яичниках Trl-мутантов по сравнению с диким типом. Можно пред-
положить, что GAGA регулирует экспрессию dpp и tkv в других органах, 
поскольку ген Trl и компоненты Dpp-пути экспрессируются повсеместно. 
Например, недавно с помощью микрочипового анализа было показано, что 
экспрессия dpp понижается при снижении уровня белка GAGA в эмбрио-
нальной культуре клеток S2 [67]. Наличие множественных GAGA-сайтов и 
снижение экспрессии dpp при уменьшении количества GAGA в S2-клетках 
указывает на вероятную регуляцию экспрессии dpp GAGA-фактором в тече-
ние эмбриогенеза. Следует отметить, что dpp ассоциируется только с GAGA 
[26], тогда как tkv связывается с GAGA и NELF-B [26] подобно гену sax. 
Следовательно, GAGA может участвовать в регуляции экспрессии tkv по-
средством контроля механизма «паузирования» полимеразы. 

Поскольку ген Trl и компоненты Dpp-пути участвуют в формировании 
большого числа органов дрозофилы на различных стадиях развития (глаза, 
крылья, оогенез, эмбриогенез и т.д.), мы надеемся, что данная работа будет по-
лезной при исследовании не только оогенеза, но и других тканей дрозофилы. 
Кроме того, мы продемонстрировали взаимосвязь GAGA-фактора с сигналь-
ным путем Dpp в процессе развития ДВХ, которые рассматривают как модель 
тубулогенеза в мировой литературе [1]. Также белок GAGA и Dpp-сигнальный 
путь являются эволюционно консервативными. Следовательно, исследование 
их взаимосвязи может быть интересным для исследований, проводимых не 
только на дрозофиле, но и на млекопитающих, включая человека. 
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Identification of the new GAGA transcription factor 
target genes during Drosophila melanogaster oogenesis

D. melanogaster oogenesis, including dorsal appendage (DA) formation, is 
controlled by numerous genes and signaling pathways, e.g. EGFR, Notch, Wingless, 
Decapentaplegic (Dpp) pathways. Since these signaling pathways participate in the 
formation of many Drosophila organs and tissues and are evolutionary conserved, their 
regulation and relationships between themselves are well-studied. However, so far 
association of these pathways with the GAGA protein, taking part in the expression 
regulation of many Drosophila genes, has not been shown. In this paper, the association 
between the GAGA transcription factor and key components of the Dpp signaling 
pathway (decapentaplegic (dpp), thickveins (tkv), and saxophone (sax)) were studied. 
The dpp gene encodes ligand of the Dpp pathway, tkv and sax encode the type I receptors. 
This work was performed using combined computer-experimental approach, which 
included: (1) recognition of the GAGA binding sites in the regulatory regions of genes, 
using computational approach; (2) analysis of the genetic interaction of the Trl gene with 
the components of the Dpp signaling pathway; (3) analysis of the relative expression 
of the genes in the ovaries of wild type females and Trl mutants, using real-time PCR. 

As a result, in the regulatory regions of all analyzed genes, numerous GAGA binding 
sites, including experimentally verified and evolutionary conserved, were found. 
Besides, the genetic interaction of the Trl gene, encoding the GAGA protein, with the 
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dpp, tkv, and sax genes during DA formation was demonstrated, i.e. an enhancement 
of the dpp, tkv and sax mutants, when the GAGA level was reduced. DAs of the eggs 
laid by the flies carrying both mutations on the Trl gene and dpp/ tkv/ sax gene were 
shortened, abnormal or had no paddles. At the same time DAs of the Trl/+, dpp/+, tkv/+, 
and sax/+ heterozygotes didn’t have significant distinctions as compared with norm. 
Additionally, we investigated an alteration of the relative expression of the dpp, tkv and 
sax genes in the ovaries of wild type females and Trl362/TrlR85 mutants. As a result, it was 
found that only sax expression was reduced more than two-fold as compared with wild 
type. In the case of other genes, expression was changed insignificantly.

Thus, in this manuscript we have shown that the GAGA transcription factor 
participates in the expression regulation of the sax gene during D. melanogaster 
oogenesis. Since the relative level of the mRNA of the dpp and tkv genes didn’t change 
significantly when GAGA level was reduced, we suppose that GAGA can participate in 
the transcription regulation of the dpp and tkv genes at other stages of development/ in 
other Drosophila organs and tissues.

Key words: Trithorax-like; Dpp signaling pathway; oogenesis; Drosophila; GAGA.
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