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Белки с кластерами доменов цинковых пальцев С2Н2-типа (С2Н2-белки) являются наиболее об-
ширным классом транскрипционных факторов высших эукариот. На N-конце большой группы
С2Н2-белков членистоногих были найдены домены ZAD (zinc finger-associated domain), основной
функцией которых является формирование гомодимеров. Одним из таких белков является белок
Fu2, кодируемый геном piragua. С помощью метода CRISPR/Cas9 была получена делеция гена, не
имеющая фенотипического проявления. С помощью ϕC31-зависимой attP/attB сайт-специфиче-
ской интеграции была получена трансгенная линия, экспрессирующая белок Fu2 с НА эпитопом,
что позволит в дальнейшем провести детальное исследование распределения сайтов связывания и
функций белка.
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ДНК-связывающие белки с кластерами доме-
нов цинковые пальцы типа Cys2His2 (ZF-С2Н2)
являются самой распространенной группой тран-
скрипционных факторов у высших эукариот [1].
К этой группе относится хорошо описанный
C2H2-белок млекопитающих, СTCF, который вы-
полняет ключевую роль в формировании архи-
тектуры хромосом [2]. У дрозофилы был описан
его гомолог, dCTCF, а также ряд других С2Н2-бел-
ков, названных архитектурными, которые участ-
вуют в формировании регуляторных элементов, и
могут поддерживать специфичные дистанцион-
ные взаимодействия между ними [2, 3]. Обычно
для специфичного связывания с мотивами из
12–15 пн архитектурные белки используют 4–5
ZF-С2Н2 [2]. У членистоногих значительная
часть С2Н2-белков содержит на N-конце ZAD-
домен, который обеспечивает гомодимеризацию
[4, 5]. Белки с ZAD-доменами составляют при-
мерно одну треть от общего числа С2Н2-белков и
одну десятую часть от всех ТФ в геноме D. melan-
ogaster [6]. К настоящему моменту изучены функ-
ции только небольшой части белков ZAD-С2Н2,
большинство из которых экспрессируются в про-
цессе оогенеза и в раннем эмбриогенезе [4].

Ген piragua (другое название fu2, CG9233) ко-
дирует ДНК-связывающий транскрипционный
фактор Fu2, который содержит N-концевой
ZAD-домен и два  кластера  доменов из 6 и 3
ZF-С2Н2, разделенных 40 аминокислотами [7]
(рис. 1а).

По структуре Fu2 можно отнести к классу ар-
хитектурных белков. Ранее с помощью мутагене-
за, опосредованного мобилизацией Р-элемента,
были получены мутации piragua, которые значи-
тельно снижали количество белка Fu2 и приводи-
ли к летальности на разных стадиях развития от
эмбриогенеза до 1–2 стадии личинки [7]. Был
сделан вывод, что Fu2 нужен в процессе форми-
рования имагинальных дисков и кутикулы. Дан-
ные, полученные методом РНК-интерференции
[8], указывают на роль данного белка в клеточной
конкуренции, опосредованной flower. РНК-ин-
терференция под контролем драйвера pnr приво-
дила к нехватке щетинок, дефектам пигментации
и куколочной смерти [9].

Основной целью настоящего исследования
является делеция гена piragua, что позволит ис-
следовать роль белка Fu2 in vivo и тагировать (т.е.,
получить линию мух, экспрессирующую белок,
слитый с удобным для исследователя эпитопом)
Fu2 для картирования его сайтов связывания. С
этой целью был использован подход, который
включает удаление гена piragua с заменой его на
сайт attP с помощью системы CRISPR/Cas9 [11] и
последующей ϕC31-зависимой attP/attB сайт-
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специфической интеграцией тагированной ко-
пии гена [12]. Гидовые РНК были выбраны с ис-
пользованием “CRISPR optimal target finder” [12]
таким образом, чтобы удалить последовательно-
сти всего гена, не затрагивая регуляторные
области окружающих генов: 5' tcgatactatcgtggtagat –
2 пн от точки старта транскрипции гена piragua, и
3' ctgccgagggacgcactagc – в 94 пн (32 кодонах)
ниже стоп-кодона (рис. 1б). Гидовые последова-
тельности клонировали в плазмиду pCFD4-

U6:1_U6:3tandemgRNAsplasmid (Addgene # 49411).
В качестве основы для клонирования плазмиды-
донора использовали вектор pHD-DsRed, полу-
ченный от K. O’Connor-Giles (Addgene no. 51434).
Данный вектор содержит сайт attP и репортерный
ген dsRed, фланкированный lox-сайтами. dsRed,
кодирующий красный флуоресцентный белок,
находится под минимальным промотором hsp70,
усиленным тремя сайтами связывания белка
pax6, который активирует промотор в глазах. По-

Рис. 1. Стратегия замены гена piragua на его тагированную копию. (a) Структура белка Fu2. ZAD-домен обозначен бе-
лым прямоугольником, цинковые пальцы типа С2Н2 (ZF) обозначены черными прямоугольниками. Цифрами обо-
значены координаты доменов в аминокислотах. (б) Схема геномного локуса piragua и получения линий fu2attPR+и fu2-HA.
Кодирующие участки гена piragua обозначены белыми прямоугольниками, серыми прямоугольниками отмечены не-
кодирующие участки генов. Черными флажками обозначены промоторы генов. Узкими вертикальными белыми пря-
моугольниками отмечены CRISPR-мишени. Черными горизонтальными прямоугольниками обозначены фрагменты,
использованные в качестве плеч для гомологичной рекомбинации. Черным овалом обозначен промотор hsp70. Три бе-
лых кружка обозначают сайты связывания pax6. Белой, серой и темно-серой пятиугольной стрелкой обозначены со-
ответственно маркерные гены yellow, dsRed и mCherry. Серой горизонтальной полоской обозначен терминатор SV40.
Черными треугольниками обозначены lox-сайты. Белой горизонтальной стрелкой обозначен attP-сайт, комбинации
белой и черной стрелок соответствуют рекомбинантным attP/attB. Серыми кругами обозначен промотор glass. Серыми
кругами с черным контуром обозначен HA-таг. Черными полустрелками обозначены праймеры, использованные для
проверки делеции: 1 – Fu2GRdir, 2 – H70rev, 3 – Sv40RT, 4 – Fu2GRr.
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сле репортерного гена расположен терминатор
SV40. В вектор были клонированы плечи для го-
мологической рекомбинации, которые амплифи-
цировались путем ПЦР с геномной ДНК линии
58492 (Bloomington Drosophila Stock Center) с ис-
пользованием следующих праймеров: Fu2 5'dir
aagagctcgcagcatctgcagtgcaataaa – Fu2 5'rev cacga-
tagtatcgatatgtcg (734 п.н. фрагмент), и Fu2 3'dir
aactcgaggaactgtcgttctacagcaac – Fu2 3'rev aagggc-
cccttcttcgtatcggacaacgt (500 п.н. фрагмент) (рис. 1б).

Плазмиду для рекомбинации вместе с плазми-
дой, экспрессирующей гидовые РНК, инъециро-
вали в эмбрионы линии 58492 из Bloomington
Drosophila Stock Center. Развившихся мух скре-
щивали с линией y1w1; CyO/If. В потомстве были
отобраны мухи по флуоресценции dsRed в глазах,
их скрещивали с линией y1w1; CyO/If. В результате
была получена линия с делецией размером 1770 пн,
имеющей координаты: 2L:8464499..8466269
(6.40). Всего была получена 1 линия с сигналом
dsRed. Полученную делецию, fu2attPR+, проверяли
методом ПЦР с праймеров Fu2GRdir (ctgcgtaggc-
gtaacagttg) – H70rev (cgcttgtttatttgcttagc), и Fu2GRr
(cgtacggggcgaactcaa) – sv40RT_2 (agccataccacatttg-
tagag) (рис. 1б). Делеция гена не влияет на пиг-
ментацию кутикулы, расположение и размер ще-
тинок и волосков, форму тергитов и стернитов,
размер и строение глаз и крыльев, фертильность и
жизнеспособность самцов и самок. Это противо-
речит фенотипу мутации, полученной путем ре-
мобилизации транспозонов [7], а также результа-
там, наблюдавшимся при РНК-интерференции
под драйвером pnr [9]. Мы полагаем, что наблю-
давшиеся авторами этих статей фенотипы явля-
ются артефактами использованных ими методов.

Так как экспрессия dsRed в полученной линии
находится под контролем регуляторных элемен-
тов piragua, то сигнал dsRed должен отражать ло-
кализацию экспрессии piragua в организме. Ока-

залось, что репортер помимо глаз преимуще-
ственно активируется в задних брюшных
сегментах (А2–А6), причем экспрессия затухает у
взрослых мух в течение 3 дней (рис. 2а).

Для тагирования Fu2 геномная область коди-
рующей части гена piragua была амплифициро-
вана с праймеров Fu2 5'f Nhe tgtgctagctagggataa-
cagggtaataggcctgcagtgcaataaattccactaaac – Fu2 5'r
Xho aaactcgagctcgggacgagtctcgctgtag – для подня-
тия фрагмента, включающего промоторную и
всю кодирующую область, и Fu2 3'Ud ggtctagaa-
caacatatttacatgtttaataag – Fu2 3'Ur gtgcggccgctgttg-
gtctgagacgactgc – для поднятия 3'UTR. В рамку
считывания гена piragua на 3'-конец перед 3'UTR

был клонирован HA-таг. Для интеграции в геном
полученной тагированной копии гена использо-
вали описанный ранее вектор attB-glass-mCherry-

mini-yellow [13]. Полученная плазмида была инъе-
цирована в эмбрионы линии fu2attPR+ вместе со
вспомогательной плазмидой, экспрессирующей
интегразу ϕC31 [12]. Неожиданно оказалось, что
репортер mini-yellow в геномном районе piragua не
экспрессируется. Вследствие этого успешные ин-
теграции отбирали на основе экспрессии репор-
тера mCherry в глазах.

Успешность интеграции подтверждали ПЦР.
Было отобрано 4 линии, fu2-HAR+. С помощью
Cre-опосредованной рекомбинации по lox-сай-
там все репортерные гены были удалены и полу-
чена линия fu2-HA (рис. 1б). Для подтверждения
экспрессии тагированного белка были произве-
дены вестерн-блоты с антителами к HA-тагу с ли-
затом из взрослых самок и из эмбрионов линии
fu2-HA (рис. 2б). Белок преимущественно присут-
ствует в эмбрионах, что соответствует доступным
данным относительно экспрессии гена piragua

[FlyBase, modENCODE Development RNA-Seq].

Рис. 2. (а) Флуоресценция мух линии fu2attPR+. У молодых мух наблюдается интенсивная флуоресценция в 4 и следу-
ющих брюшных сегментах. Со временем она угасает, и остается слабая флуоресценция участка в 6–7 сегменте брюш-
ка. Снимки получены на микроскопе Leica. (б) Экспрессия тагированного белка Fu2-HA. Слева показан вестерн-блот
белковых экстрактов, выделенных из мух линий fu2attPR+, fu2-HAR+, fu2-HA, справа – вестерн-блот белкового экстрак-
та, выделенного из эмбрионов линии fu2-HA.
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Таким образом, получена делеция гена piragua,

fu2attPR+, которая не имеет мутантного фенотипа.
Эти результаты предполагают, что функции белка
Fu2 компенсируются другими архитектурными
белками. Экспрессия dsRed в линии fu2attPR+ в зад-
них брюшных сегментах молодых мух может ука-
зывать на сегмент-специфичную экспрессию
данного белка и предполагает его функциониро-
вание в процессе формирования задних брюш-
ных сегментов дрозофилы. Полученная платфор-
ма fu2attPR+ может быть использована в дальней-
шем для изучения свойств белка Fu2 и его
отдельных доменов. В настоящей работе была по-
лучена трансгенная линия, которая экспрессиру-
ет Fu2-HA, что позволит исследовать распределе-
ние сайтов связывания белка в эмбрионах дрозо-
филы и определить мотив, с которым связывается
белок.
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PIRAGUA GENE IS NOT ESSENTIAL 
FOR DROSOPHILA DEVELOPMENT
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Proteins with clusters of C2H2 zinc finger domains (C2H2-proteins) constitute the most abundant class of
transcription factors in higher eukaryotes. N-terminal ZAD (zinc finger-associated domain) dimerization
domain has been identified in a large group of C2H2-proteins mostly in insects. piragua gene encodes one of
these proteins, Fu2. We have generated CRISPR/Cas9-mediated deletion of the piragua gene that has no
phenotype. We have used ϕC31-mediated attP/attB recombination to generate a transgenic line expressing
Fu2 protein fused with HA epitope. This line will be useful for analysis of DNA binding profile and functions
of Fu2 protein.

Keywords: ZAD-domain, CYS2-HIS2 Zinc Fingers, architectural proteins, regulation of transcription
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