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ИНСУЛЯТОРНЫЙ БЕЛОК CP190 РЕГУЛИРУЕТ ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ СПЕРМАТОЦИТОВ В КЛЕТКАХ
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Белок CP190 – один из ключевых компонентов инсуляторных комплексов дрозофилы, изучение
которого важно для понимания механизмов регуляции генов в процессе дифференцировки клеток.
Однако мутанты по гену Cp190 погибают, не доживая до взрослого состояния, что существенно
усложняет изучение функций этого гена в клетках взрослого организма. Чтобы преодолеть эту про-
блему и исследовать регуляторные эффекты CP190 в развитии тканей имаго, мы разработали систе-
му условного спасения мутантов Cp190. Спасающая конструкция, содержащая кодирующую после-
довательность гена Cp190, направленно удаляется при помощи Cre/loxP-опосредованной рекомби-
нации только в половых клетках семенников, что позволяет изучать эффекты мутации в клетках
мужского зародышевого пути. С использованием высокопроизводительного транскриптомного
анализа установлено, что инактивации CP190 влияет на экспрессию генов в клетках зародышевого
пути. Обнаружено, что мутация Cp190 противоположным образом влияет на тканеспецифичные ге-
ны, экспрессия которых подавляется CP190, и гены домашнего хозяйства, активатором которых
выступает CP190. Мутация Cp190 также приводила к активации экспрессии субпопуляции генов
дифференцировки сперматоцитов, которые регулируются транскрипционным комплексом tMAC.
Полученные результаты указывают на то, что основной функцией CP190 в процессе сперматогенеза
является координация взаимодействий между генами дифференцировки и специфичными для них
транскрипционными активаторами.
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ВВЕДЕНИЕ

Специализация клеток многоклеточного орга-
низма сопровождается активацией “генов разви-
тия” под воздействием энхансеров [1], а ключе-
вую роль в регуляции промотор–энхансерных
взаимодействий играют инсуляторные белки [2].
Они образуют физические контакты между спе-
циальными участками ДНК-инсуляторами, и тем
самым обеспечивают пространственные взаимо-
действия промоторов и цис-регуляторных эле-
ментов. Сходным образом инсуляторные белки
блокируют неспецифичные промотор–энхансер-
ные взаимодействия и устанавливают барьеры
между соседними доменами на хромосомах.

У Drosophila melanogaster обнаружена почти
дюжина специализированных белков, которые в
различных комбинациях связываются с инсуля-

торами [3–6]. Один из ключевых – белок CP190,
взаимодействует с большинством известных ин-
суляторов. Белок CP190 участвует в формирова-
нии физических ДНК-контактов, регуляции
трехмерной архитектуры ядра, а также в блоки-
ровке промотор-энхансерных взаимодействий
[7–9]. В ряде случаев CP190 выступает в роли
транскрипционного фактора и привлекает к ге-
нам-мишеням регуляторные белки и эпигенети-
ческие модификаторы [6, 10–12].

Потеря функции CP190 сопровождается нару-
шениями транскрипции, которые, в частности,
затрагивают гомеозисные гены, кодирующие
ключевые регуляторы развития [8, 13, 14]. Нуль-
мутации гена Cp190 являются рецессивными ле-
талями, приводящими к гибели D. melanogaster на
стадии куколки [15, 16], что затрудняет исследо-
вание регуляторных эффектов CP190 в клетках
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имаго. По этой причине влияние этого белка на
экспрессию генов и морфологию ядра изучали
либо на культурах клеток, либо на ранних стадиях
развития [8, 13], что накладывает ряд ограниче-
ний при интерпретации результатов.

В нашей работе в качестве модельной системы
клеточной дифференцировки мы использовали
сперматогенез D. melanogaster. В ходе дифферен-
цировки клеток мужского зародышевого пути
под воздействием специализированных тран-
скрипционных факторов tMAC и tTAF активиру-
ются более 1000 специфичных генов [17, 18]. При
этом лишь небольшая доля геномных сайтов свя-
зывания tMAC и tTAF находится в непосред-
ственной близости от генов-мишеней [18]. Это
может предполагать регуляцию генов посред-
ством сети пространственных взаимодействий
между регуляторными элементами генома при
участии инсуляторных белков. Чтобы изучить
влияние CP190 на регуляцию генов в процессе
клеточной дифференцировки, разработана гене-
тическая система, которая позволяет избиратель-
но исследовать проявления летальных мутаций
Cp190 в клетках зародышевого пути взрослых сам-
цов. С использованием этого подхода мы оценили
влияние белка CP190 на экспрессию генов в се-
менниках и проанализировали его влияние на ре-
гуляцию генов дифференцировки сперматоцитов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Молекулярное клонирование и трансформация

дрозофилы. Спасающая конструкция (GenBank
ON783212), содержащая кодирующую последова-
тельность гена Cp190 под контролем промотора
гена Ubi63E, создана на основе вектора pUAST-
attB, как описано в разделе “Результаты иссле-
дования”. С использованием этой конструкции
проведен phiC31-опосредованный трансгенез
линии y–w–;P{y[+t7.7] = CaryP}attP40;M{vas-
int.B}ZH-102D, несущей сайт интеграции attP40
во второй хромосоме, в результате чего получили
линию y1w67;CP190-mCD8-GFP [19].

Линии мух. Все линии D. melanogaster содержа-
ли при температуре 25°С на стандартном корме.
В работе использовали следующие линии:
y1w67;CP190-mCD8-GFP, несущую спасающую
конструкцию; y1w67;nanos-Cre, содержащую
трансген nanos-Cre, интегрированный в сайт
attP40 [18, 20]; y1w67;+/+;Cp1902,e1/TM6 [15] и
y1w67;+/+;Cp1903,e1/TM6 [16], содержащие му-
тантные аллели Cp190. Стандартными генетиче-
скими скрещиваниями получены линии
y1w67;CDSCP190;Cp1902,e1/TM6 и y1w67;nanos-
Cre;Cp1903,e1/TM6. Для проведения Cre/loxP-
опосредованной рекомбинации скрещивали самок,
несущих спасающую конструкцию, с самцами, не-
сущими конструкцию nanos-Cre. При проведении

контрольных экспериментов в рамках тран-
скриптомного анализа использовали линию
y1w67;{Ubi>stop>mCD8-GFP}, несущую трансген
{Ubi>stop>mCD8-GFP} в сайте attP40 [20].

Выделение РНК и обратная транскрипция. Для
анализа экспрессии в целых семенниках диссек-
тировали 25 пар семенников и выделяли РНК с
использованием реагента TRIZOL (“Invitrogen”,
CША, 15596018). кДНК нарабатывали, используя
1 мкг суммарной РНК, обратную транскрипцию
проводили с помощью Superscript II Reverse Tran-
scriptase (“Invitrogen”, 18080093) c использовани-
ем dT-олигонуклеотидов в качестве затравки.

Количественная ПЦР. Количественную ПЦР
проводили с использованием реакционной
смеси БиоМастер HS-qPCR SYBR Blue (“Био-
лабмикс”, Россия, MHC030). Последователь-
ности использованных праймеров приведены в
табл. S1 (см. Дополнительные материалы на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_
Romanov_rus.pdf). Эффективность удаления спа-
сающей кассеты оценивали при помощи метода
ΔΔCt, экспрессию CP190 измеряли методом стан-
дартной кривой. Для нормирования использова-
ли ген Actin42A. Стандартную кривую строили,
используя серийные разведения образцов геном-
ной ДНК личиночных имагинальных дисков са-
мок у1w67;CP190-mCD8-GFP.

Микроскопия. Для анализа флуоресценции
GFP in vivo семенники переносили на предметное
стекло в каплю PBS, накрывали покровным стек-
лом и сразу анализировали на флуоресцентном
микроскопе. Семенники для иммуноокрашива-
ния фиксировали стандартным методом (2%-ный
раствор формальдегида в PBST) [21]. В работе ис-
пользовали первичные антитела крысы к CP190
(любезно предоставлены А.К. Головниным) [22]
и вторичные антитела (anti-Rat Cross-Adsorbed
A568, “Thermo Fisher Scientific”, США, A-11077).
Препараты анализировали на конфокальном
микроскопе Сarl Zeiss LSM 710 (Германия).

Анализ транскриптома методом РНК-seq. В экс-
перименте использовали семенники самцов ге-
нотипов y1w67;CP190-mCD8-GFP/nanos-Cre и
y1w67;CP190-mCD8-GFP/nanos-Cre;Cp1902/Cp1903.
Контролем служили семенники самцов
y1w67;Ubi>stop>mCD8-GFP/nanos-Cre с репортер-
ной конструкцией Ubi>stop>mCD8-GFP, интегри-
рованной в сайт attP40 во второй хромосоме [20].
Суммарную РНК выделяли из 25 пар семенников
с использованием реагента TRIZOL. Пробопод-
готовку библиотек проводили с использованием
набора TruSeq RNA Sample Preparation v2 Kit (“Il-
lumina”, США, RS-121-2002). Секвенирование
библиотек проводили на платформе Illumina
MiSeq в режиме парных прочтений 2 × 75 п.н. По-
лучено от 3.7 до 6.5 млн парных прочтений на об-
разец.
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Геномное выравнивание осуществляли с по-
мощью инструмента HiSat2 [23] (сборка генома
dm6, Release 6 plus ISO1 MT, Aug. 2014) со стан-
дартными параметрами. Количество прочтений для
каждого гена суммировано при помощи Feature-
Counts [24] с использованием геномной аннотации
UCSC refGene (https://hgdownload.soe.ucsc.edu/golden-
Path/dm6/bigZips/genes/dm6.refGene.gtf.gz). Использо-
вали от двух до трех биологических повторов экс-
перимента с каждым генотипом; профили экс-
прессии генов в образцах разных генотипов показали
высокую корреляцию (рис. S1, см. Дополнительные
материалы на сайте http://www.molecbio.ru/down-
loads/2023/1/supp_Romanov_rus.pdf). Дифференци-
альную экспрессию генов анализировали при по-
мощи алгоритма DESeq2 [25] с параметрами
“ashr” [26] и “ihv” [27]. Данные по экспрессии ге-
нов в целых семенниках мутантов can, comr,
mip40, bam получены ранее и доступны в базе дан-
ных Gene Expression Omnibus (GSE97182) [18].
Данные по экспрессии генов в тканях дрозофилы
получены из базы modENCODE [28] и кластери-
зованы при помощи программы Cluster 3.0 [29].
Обогащение тканеспецифичными генами анали-
зировали при помощи пакета TissueEnrich [30].
Данные секвенирования транскриптома единич-
ных клеток семенников получены из базы Fly Cell
Atlas и проанализированы с использованием про-
граммного пакета Seurat [31, 32]. Результаты се-
квенирования доступны в базе данных Gene Ex-
pression Omnibus (PRJNA847720).

Связывание Can, Comr и Mip40 c CP190-зависи-
мыми генами. Данные по связыванию белков Can,
Comr и Mip40 с хромосомами клеток мужского
зародышевого пути получены ранее при помощи
метода DamID-seq (GSE97182) [18]. Сайты связы-
вания белков картировали с использованием на-
бора программ DamID-Seq [33]. Все гены в геноме
были разделены на заданное число фрагментов.
Обогащение связывания белков в области генов
исследуемой выборки оценивали, сопоставляя ча-
стоту встречаемости центров GATC-фрагментов,
связанных белком (согласно данным DamID-seq),
в каждом фрагменте гена, со средним значением
по всем генам D. melanogaster. Статистическую
значимость обогащения оценивали с помощью
точного теста Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Система условного спасения обеспечивает 

жизнеспособность мутантов Cp190
Мутанты по гену, кодирующему инсулятор-

ный белок CP190, не доживают до взрослой ста-
дии [15, 16], поэтому исследование функции это-
го гена в тканях имаго D. melanogaster сопряжено с
экспериментальными трудностями. Чтобы пре-
одолеть эту проблему и установить регуляторную
функцию CP190 в клетках зародышевого пути

взрослых самцов, мы разработали генетическую
систему для тканеспецифичного условного спа-
сения мутации Cp190 (рис. 1а).

Система состоит из двух генетических кон-
струкций. Первая – спасающая конструкция
CP190-mCD8-GFP – содержит кодирующую по-
следовательность гена Cp190 под контролем кон-
ститутивного промотора гена Ubi63E, который
успешно использовали ранее для спасения ле-
тальной мутации Cp190 [34, 35]. Вслед за кодиру-
ющей последовательностью Cp190 помещен ги-
бридный терминатор транскрипции HIS3-SV40 и
кодирующая последовательность гена химерного
репортерного белка mCD8-GFP [36, 37]. Кодиру-
ющая последовательность Cp190 и терминатор
транскрипции фланкированы loxP-сайтами узна-
вания рекомбиназы Cre и образуют спасающую
генную кассету (рис. 1а). Вторая конструкция со-
держит ген рекомбиназы Cre под управлением
промотора гена nanos, что обеспечивает наработ-
ку белка исключительно в клетках зародышевого
пути (рис. 1а) [18, 20]. При наличии обеих кон-
струкций в организме мутантов Cp190 спасающая
кассета будет специфически удалена из клеток за-
родышевого пути рекомбиназой Cre. В соматиче-
ских  клетках спасающая кассета не вырезается,
обеспечивая  жизнеспособность организма.  При
удалении кассеты в клетках зародышевого пути
кодирующая последовательность гена химерного
репортерного белка mCD8-GFP сближается с
промотором гена Ubi63E, что позволяет получить
клетки с дефицитом Cp190, помеченные GFP
(рис. 1б).

С использованием системы phiC31-опосредо-
ванного трансгенеза генетическая конструкция
CP190-mCD8-GFP была встроена в сайт attP40 во
второй хромосоме [19]. Трансгенные мухи как с
одной, так и с двумя копиями конструкции жиз-
неспособны и фертильны (данные не показаны).
При этом одной копии оказалось достаточно для
спасения летального фенотипа компаунд-гетеро-
зигот Cp1902/Cp1903, у которых не образуется
функциональный белок CP190 [15, 16]. Одновре-
менно с этим экспрессия одной или двух копий
спасающей конструкции не вызывала аномалий
развития как в комбинации с Cp1902/Cp1903, так и
на фоне дикого типа. Это свидетельствует об уме-
ренном уровне эктопической экспрессии CP190,
поскольку сильное повышение экспрессии этого
гена вызывает серьезные дефекты развития [34].

В серии генетических скрещиваний получены
самцы, несущие конструкции CP190-mCD8-GFP
и nanos-Cre на фоне мутации Cp190 (y1w67; CP190-
mCD8-GFP/nanos-Сre; Cp1902/Cp1903). В клетках
зародышевого пути таких самцов выявлена акти-
вация репортерного белка mCD8-GFP, начиная
со стадии ранних сперматоцитов, что свидетель-
ствовало об удалении спасающей генной кассеты
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Рис. 1. Генетическая система для условного спасения мутантов с потерей функции Cp190. а – Схема спасающей
конструкции Cp190-mCD8-GFP и конструкции nanos-Cre для экспрессии рекомбиназы Cre в клетках зародышевого
пути дрозофилы. б – Принципиальная схема условного спасения мутантов Cp1902/Cp1903 (см. пояснения в тексте).
в – Снимки семенников самцов, не несущих спасающую конструкцию, с одной дозой спасающей конструкции и с
условным спасением мутации Cp190. Режим фазового контраста (верхний ряд) и детекция флуоресценции GFP
(нижний ряд). Желтым пунктиром обозначены границы семенников. Условные обозначения: Ст.т – хвосты спер-
матид; Ст – головы сперматид; Тр – дыхательные трубочки; Сг – область семенника, содержащая сперматогонии
(непрерывная линия); Сц – область семенника, содержащая сперматоциты (пунктирная линия).
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(рис. 1в). Такие самцы обладали нормальной
жизнеспособностью и не имели видимых нару-
шений сперматогенеза. GFP-негативные сперма-
тоциты и GFP-позитивные соматические клетки
оболочки визуально не обнаружены, что указыва-
ет на высокую эффективность и специфичность
удаления спасающей конструкции.

В контрольных образцах семенников y1w67, а
также семенников самцов, несущих спасающую
конструкцию в отсутствие Cre-рекомбиназы, на-
блюдалась только фоновая автофлуоресценция,
характерная для дыхательных трубочек и фраг-
ментов сперматид (рис. 1в). Это подтверждает на-
дежное блокирование экспрессии репортерного
белка во всех типах клеток семенника.

Дополнительная проверка эффективности
удаления спасающей кассеты из генома клеток
зародышевого пути при помощи количественной
ПЦР показала, что спасающая конструкция сохра-
няется в 49.6% клеток целого семенника (рис. 2а).
Это значение соответствует доле соматических
клеток в семеннике (50.4%), оцененной исходя из
данных секвенирования транскриптома единич-
ных клеток семенника [31]. Этот результат свиде-
тельствует о том, что спасающая кассета удаляет-
ся в подавляющем большинстве половых клеток.

Система условного спасения значительно снижает 
уровень эктопической экспрессии Cp190 в клетках 

мужского зародышевого пути имаго

Мы проанализировали уровни экспрессии
мРНК эндогенного и трансгенного гена Cp190
методом количественной ПЦР с праймерами на
кодирующую область гена Cp190 и 3′-нетрансли-
руемую область эндогенного Cp190 (рис. 2б). Пер-
вая пара праймеров позволяет измерить уровень
экспрессии и эндогенного, и трансгенного Cp190,
а вторая пара – только эндогенной мРНК Cp190.
Установлено, что удаление спасающей кассеты
под воздействием nanos-Cre приводило к сниже-
нию экспрессии кодирующей последовательно-
сти Сp190 в целых семенниках в 3.8 раза (рис. 2в).
Вместе с тем, уровень экспрессии кодирующей
последовательности Cp190 оставался в 2.4 раза
выше по сравнению с контролем дикого типа,
что, по всей видимости, можно объяснить повы-
шенным (в сравнении с эндогенным) уровнем
экспрессии трансгенного Cp190 в соматических
клетках, а также сохранением спасающей кон-
струкции в единичных сперматоцитах (рис. 2г).

Получение мутантных по Cp190 клеток заро-
дышевого пути подтверждено иммуноокрашива-
нием (рис. 2г). В семенниках y1w67;CP190-mCD8-

GFP/nanos-Cre;Cp1902/Cp1903 белок CP190 обна-
ружен в ядрах клеток на апикальном конце семен-
ника, где располагаются недифференцированные
сперматогонии, а также в ядрах соматических кле-

ток оболочки. Вместе с тем, экспрессия CP190 на-
блюдалась лишь в единичных ядрах сперматоцитов.
В семенниках дикого типа стабильный уровень экс-
прессии CP190 наблюдался как в соматических, так
и в половых клетках. Таким образом, разработан-
ная система обеспечивает спасение мутантного
фенотипа Cp190 в соматических клетках, а также
достаточно эффективное удаление спасающей
кассеты в клетках мужского зародышевого пути,
что на фоне мутации позволяет изолированно
воспроизвести мутантный фенотип Cp190 в поло-
вых клетках взрослых самцов.

Мутация Cp190 влияет на экспрессию генов 
дифференцировки в клетках мужского 

зародышевого пути

Влияние CP190 на экспрессию генов в семен-
никах имаго оценивали с помощью высокопро-
изводительного секвенирования транскриптома
(РНК-seq) и последующего анализа дифференци-
альной экспрессии (табл. S2, см. Дополнитель-
ные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/1/supp_Romanov_rus.zip).
В экспериментах использовали трехнедельных
самцов, так как в этом возрасте семенники
y1w67;CP190-mCD8-GFP/nanos-Cre и y1w67;CP190-

mCD8-GFP/nanos-Cre;Cp1902/Cp1903 имеют эк-
вивалентный уровень экспрессии Cp190 (рис. S2,
см. Дополнительные материалы на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_Romanov_
rus.zip). Важно отметить, что активность спасаю-
щей кассеты контролируется промотором гена
Ubi63E, из-за чего уровень транскрипции Cp190
превышает эндогенный (рис. 2в), что может вли-
ять на экспрессию генов. Чтобы аккуратно учесть
этот эффект в нашем эксперименте, мы оценили
влияние повышенной экспрессии Cp190 в сома-
тических клетках на транскриптом целых семен-
ников.

С этой целью мы измерили экспрессию генов в
семенниках самцов y1w67;CP190-mCD8-GFP/nanos-
Cre;+/+, в которых экспрессируется эндогенный
функциональный ген Cp190, а спасающая кассета
активна только в соматических клетках. Для срав-
нения использовали экспрессию генов в семен-
никах самцов контрольной линии. Присутствие
спасающей конструкции привело к умеренным
изменениям транскрипции: экспрессия 12 генов
изменялась более чем в 8 раз (рис. 3а). Анализ
семенников с условным спасением мутации
Cp190 в соматических клетках (y1w67;CP190-

mCD8-GFP/nanos-cre;Cp1902/Cp1903) выявил 89
генов, чья экспрессия изменялась более чем в 8
раз в сравнении с контролем (рис. 3а).

Кроме того, из 226 генов, дифференциально
экспрессирующихся на фоне условного спасения
мутации Cp190 (экспрессия 154 генов повыси-
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Рис. 2. Cre-опосредованная рекомбинация приводит к удалению спасающей кассеты и утрате CP190 в клетках муж-
ского зародышевого пути. а – Количество копий спасающей кассеты в семенниках c условным спасением сравни-
вали с количеством в имагинальных дисках личинок, несущих двойную дозу конструкции CP190-mCD8-GFP. Число
копий спасающей кассеты нормировали на дозу конструкции. Пунктирной линией обозначена доля соматических
клеток в семенниках дрозофилы по данным секвенирования транскриптома единичных клеток [31]. б – Расположе-
ние мишеней для ОТ-кПЦР в гене Cp190. Соответствующие праймеры использованы для измерения экспрессии эн-
догенного и трансгенного Cp190. в – Нормированная экспрессия Cp190 в семенниках трехдневных имаго с кон-
струкциями CP190-mCD8-GFP и nanos-Cre. Экспрессию измеряли при помощи праймеров к локусам, обозначен-
ным на диаграмме б – Экспрессию нормировали на активность гена домашнего хозяйства Actin42A. Величина P-value
получена с помощью теста Стьюдента с двусторонним распределением. г – Конфокальные изображения семенни-
ков с иммуноокрашиванием антителами анти-CP190. В верхнем ряду – семенник дикого типа (y w). В нижнем ряду –
семенник с условным спасением. ДНК окрашивали красителем Hoechst. Непрерывной желтой линией подчеркну-
ты границы семенников. Звездочкой отмечен апикальный конец семенника. Длинной стрелкой показаны сомати-
ческие клетки оболочки. Пунктирной линией показано скопление CP190-негативных сперматоцитов. Короткой
стрелкой показан CP190-позитивный сперматоцит. Масштаб 10 мкм.

CP190-mCD8-GFP

CP190-mCD8-GFP

yw + имагинальные 
+

y
w

+ +
+ +

;
;

; ;

CP190-mCD8-GFP

CP190 CP190Hoechst
Hoechst

CP190 CP190Hoechst
Hoechst

nanos-Cre

yw
; ;

Cp1902

Cp1903

C
P

1
9

0
-m

C
D

8
-G

F
P

n
a

n
o

s-
C

re

y
w

;
;

C
p

1
9

0
2

C
p

1
9

0
3

10 мкм 10 мкм 10 мкм

10 мкм 10 мкм 10 мкм

С
па

са
ю

щ
ая

 к
ас

се
та

, %

Кодирующая
НТО

Интроны
Мишени для кПЦР

Н
ор

м
ал

из
ов

ан
на

я

Доля соматических клеток в семеннике

100

75

50

25

0

а

0.4

P = 0.01
P = 0.02

0.3

0.2

0.1

0

б в

г

Cp190

Кодирующая
последовательность

Кодирующая
последовательность

3'-НТО

3'-НТО

диски

семенники

C
P

19
0-

m
C

D
8-

G
F
P

/+

C
p1

90
2 /C

p1
90

3

yw

C
P

19
0-

m
C

D
8-

G
F
P

/n
an

os
-C

re

C
p1

90
2 /C

p1
90

3

эк
сп

ре
сс

ия

последовательность



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 1  2023

ИНСУЛЯТОРНЫЙ БЕЛОК CP190 115

Рис. 3. Истощение CP190 в клетках мужского зародышевого пути сопровождается активацией семенник-специфич-
ных генов и инактивацией генов домашнего хозяйства. а – Дифференциальная экспрессия генов в семенниках с по-
вышенной экспрессией CP190 в соматических клетках (диаграмма слева) или в семенниках с условным спасением
(диаграмма справа) по результатам РНК-seq. По вертикальной оси отложен логарифмированный диапазон изменения
экспрессии (Log2FoldChange, LFC) трансгенных семенников по сравнению с контролем. По горизонтальной оси от-
ложена нормированная средняя экспрессия в семенниках контрольной линии. Гены со статистически значимым из-
менением экспрессии (|LFC| > 1, P < 0.05) помечены красным цветом. Значения LFC генов с незначимым изменением
экспрессии (серые точки, N.S.) были для наглядности усечены при помощи эмпирического байесовского подхода.
Пунктирными линиями указаны значения LFC ± 3 и 0. Красным показано число красных точек со значением LFC в
интервале между ближайшими пунктирными линиями. б – Пересечение между множествами генов, экспрессия ко-
торых значимо повысилась и понизилась в семенниках с условным спасением или в семенниках с повышенной экс-
прессией CP190 в соматических клетках (красные точки на диаграмме а. Гены, экспрессия которых изменилась толь-
ко на фоне условного спасения, обозначены как Набор № 1 и Набор № 2. в – Нормированная экспрессия генов из
Наборов № 1 и № 2 в разных тканях дрозофилы по данным modENCODE [28]. г – Анализ тканеспецифичной экспрес-
сии CP190-зависимых генов в клетках мужского зародышевого пути.
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лась, 72 – понизилась), транскрипция 43 изменя-
лась и на фоне повышенной экспрессии Сp190 (у
34 генов повысилась, у 9 снизилась) (рис. 3б). Эти
43 гена были исключены из дальнейшего анализа,
направленного на выделение специфического
эффекта мутации в гене Cp190 на экспрессию ге-
нов в клетках зародышевого пути.

После этой поправки обнаружили 120 генов,
чья экспрессия усиливалась на фоне мутации
Cp190 (Набор № 1), и 63 гена, уровень экспрессии
которых снижался (Набор № 2) (рис. 3б). Чтобы
охарактеризовать эти выборки, мы проанализи-
ровали профили экспрессии входящих в них ге-
нов в разных тканях с использованием тран-
скриптомных данных базы modENCODE [28].
Оказалось, что в Наборе №1 можно выделить три
основных кластера, представленных генами, ак-
тивными в мужской репродуктивной, нервной и
пищеварительной системах (рис. 3в). Гены же
Набора № 2 экспрессируются повсеместно и
лишь 14 из них можно причислить к семенник-
специфичным. Анализ паттернов экспрессии ге-
нов в различных тканях дрозофилы с использова-
нием программы TissueEnrich [30] подтвердил
преобладание семенник-специфичных генов в
Наборе № 1, но не в Наборе № 2 (рис. 3г). Таким
образом, белок CP190 может участвовать как в
поддержании экспрессии повсеместно активных
генов в семенниках, так и в репрессии (или моду-
ляции) активности тканеспецифичных генов, в том
числе и генов, участвующих в сперматогенезе.

Вместе с тем, необходимо учитывать, что кле-
точный состав семенника достаточно разнообра-
зен, он представлен несколькими типами сомати-
ческих клеток, а также клетками зародышевого
пути, находящимися на разных стадиях диффе-
ренцировки. Различные клеточные типы имеют
характерные отличия в профиле экспрессии, что
подтверждается данными секвенирования тран-

скриптома единичных клеток семенников. Оха-
рактеризованные профили экспрессии отдель-
ных клеточных популяций позволяют выделить
специфичные гены-маркеры, а также установить,
в каких клетках активен тот или иной ген в норме.

Чтобы определить, в каких конкретно клетках
семенника в норме активны Cp190-зависимые ге-
ны, мы использовали гены-маркеры различных
клеточных популяций семенников дрозофилы из
базы данных DRscDB [31, 38]. В Наборе № 1 об-
наружены лишь единичные гены-маркеры сома-
тических клеток, тогда как маркеры сперматоци-
тов в сумме составляли 10% (рис. 4а). В Наборе
№ 2 маркерами жировых и пигментных клеток
были 22% генов, маркеры же клеток зародышевого
пути были единичными (рис. 4а). Кластеризация
выборки генов Набора № 1 по уровню экспрес-
сии в разных клеточных популяциях семенника с
использованием базы данных транскриптома
единичных клеток Fly Cell Atlas [31] позволила
установить, что транскрипция 66% генов харак-
терна для сперматоцитов (рис. 4б). Не менее 60%
экспрессии таких генов обеспечивается клетками
зародышевого пути, что позволяет отнести боль-
шинство генов Набора № 1 к генам дифференци-
ровки сперматоцитов (рис. 4б). Напротив, лишь
пятую часть генов Набора № 2 можно идентифи-
цировать как гены дифференцировки спермато-
цитов, а их общее количество в 5.7 раза меньше,
чем в Наборе № 1. Все вместе это позволяет пред-
положить, что CP190 оказывает преимуществен-
но репрессорное воздействие по отношению к ге-
нам дифференцировки сперматоцитов.

Основная часть генов из Набора № 2 в норме
активна преимущественно в соматических клет-
ках семенников (рис. 4б). Вместе с тем, оставался
открытым вопрос, изменяется ли уровень экс-
прессии этих генов в клетках зародышевого пути
на фоне истощения Cp190. С использованием

Рис. 4. Утрата CP190 в клетках мужского зародышевого пути приводит к нарушению активности генов дифференци-
ровки сперматоцитов. а – Обогащение генов-маркеров клеточных типов в Наборах № 1 и № 2 по данным DRscDB
[38]. Клеточные типы аннотированы в эксперименте по секвенированию транскриптома единичных клеток [31], в не-
которых случаях они включают несколько субпопуляций с собственным набором генов-маркеров. Принадлежность
субпопуляций клеточным типам обозначена цветными прямоугольниками. Размер кругов характеризует представ-
ленность маркеров во всем наборе. Статистическая значимость обогащения вычислена в точном тесте Фишера. Мар-
керы со значимым обогащением обведены красным. б – Экспрессия генов из Наборов № 1 и № 2 в клеточных попу-
ляциях семенника по данным Fly Cell Atlas [31]. Принадлежность популяций клеточным типам и анатомическим
структурам в семеннике закодирована цветными прямоугольниками. Цвет точек характеризует уровень экспрессии
гена в сравнении со средней экспрессией в клетках семенника. Размер точек описывает долю клеток в популяции, в
которых обнаружены транскрипты данного гена. На столбчатой диаграмме показан вклад клеток зародышевого пути
и соматических клеток в общую транскрипцию каждого гена в целом семеннике. При помощи иерархической класте-
ризации по уровням экспрессии в популяциях клеток гены в каждом наборе разделены на два кластера. В Наборе № 1
отчетливо выделяются гены с высокой активностью в сперматоцитах (гены дифференцировки сперматоцитов). В На-
боре № 2 кластеры можно охарактеризовать как гены соматической специализации и гены дифференцировки спер-
матоцитов. в – Сравнение оценок изменения экспрессии в двух кластерах из Набора 2. Оценки диапазона изменений
экспрессии (Log2FoldChange) получены отдельно для генов дифференцировки сперматоцитов (красный цвет) и генов
соматической специализации (синий цвет) из предположения, что в семенниках с условным спасением инактивация
произошла только в клетках зародышевого пути (темно-серые прямоугольники) или только в соматических клетках
(светло-серые прямоугольники). Наблюдаемые значения Log2FoldChange показаны белыми прямоугольниками.
Условные обозначения: ***P < 5 × 10–8 в тесте Вилкоксона, N.S. – P > 0.05.
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данных о транскриптомах единичных клеток [31],
позволяющих оценить вклад отдельной клеточ-
ной популяции семенников в уровень экспрессии
генов, мы смоделировали два профиля экспрес-
сии, соответствующих образцам целых семенни-
ков, в одном профиле исследуемые гены были
инактивированы в клетках зародышевого пути, а
в другом – в соматических клетках. На следую-
щем этапе мы сопоставили реальные изменения
экспрессии генов Набора № 2 с моделями инакти-
вации генов в отдельных клеточных популяциях.
Инактивация генов, активных преимущественно
в соматических клетках, только в соматических
или только в половых клетках не позволяет смо-
делировать такое же сильное падение транскрип-
ции, какое мы наблюдали в семенниках с услов-
ным спасением (P < 5 × 10–8 в тесте Вилкоксона)
(рис. 4в). Напротив, оценка генов дифференци-
ровки сперматоцитов, полученная на основе ги-
потезы об инактивации в зародышевом пути, не

отличается от реальных значений (P = 0.23 в тесте
Вилкоксона) (рис. 4в). Такое наблюдение может
указывать на то, что падение транскрипции генов
Набора № 2, характерных для соматических кле-
ток, происходит как в половых, так и в соматиче-
ских клетках.

Интересно отметить, что схожие регуляторные
эффекты CP190 обнаружены и в культуре сомати-
ческих клеток дрозофилы. С использованием по-
лученных ранее данных транскриптомного ана-
лиза клеток Kc167 на фоне инактивации Cp190
посредством РНК-интерференции мы обнаружи-
ли повышение экспрессии 820 генов и снижение
только 260 (рис. 5а) [13]. Активирующиеся гены
также представлены преимущественно генами,
специфичными для семенников, нервной ткани и
пищеварительной системы (рис. 5б, в). Гены же,
экспрессия которых снижалась на фоне истоще-
ния Cp190, имели неспецифичные профили экс-
прессии (рис. 5б, в).

Рис. 5. CP190 подавляет активность тканеспецифичных генов и способствует активации генов домашнего хозяйства в
клетках Кс167. а – Эффект инактивации Cp190 в клетках Kc167 согласно данным эксперимента [13]. Дифференциаль-
ную экспрессию анализировали таким же способом, как на рис. 3а. б – Экспрессия CP190-зависимых генов (красные
точки на диаграмме а) в тканях дрозофилы согласно данным modENCODE [28]. в – Анализ тканеспецифичной экс-
прессии CP190-зависимых генов клеток Kc167.
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Мутация Cp190 нарушает экспрессию
генов-мишеней tMAC

Активация генов дифференцировки происхо-
дит скоординировано в фазе роста сперматоцитов
первого порядка. Описано несколько мутаций,
которые нарушают этот процесс [17]. Так, мута-
ция гена bam вызывает остановку сперматогенеза
на стадии сперматогониев, в результате чего се-
менники обогащаются слабо дифференцирован-
ными клетками зародышевого пути [39]. Гены
mip40, comr и can являются генами задержки мей-
оза, они кодируют транскрипционные факторы,
а их мутации приводят к остановке сперматогене-
за на стадии первичных сперматоцитов [17].

Нарушения в работе Mip40 и Comr, которые
входят в состав семенник-специфичного ком-

плекса задержки мейоза tMAC, вызывают драма-
тичные изменения экспрессии генов в семенни-
ках [17, 18]. Нарушения же в работе белков из
группы семенник-специфичных факторов тран-
скрипции tTAF, включая Can, вызывают менее
выраженные изменения в транскриптоме семен-
ников. Вместе tTAF и tMAC обеспечивают акти-
вацию программы дифференцировки спермато-
цитов, причем только часть генов регулируется
этими факторами напрямую [18].

Учитывая связь CP190 с генами дифференци-
ровки, мы предположили функциональное взаи-
модействие между CP190, tTAF и tMAC. Ранее мы
получили профили экспрессии генов в семенни-
ках мутантов bam, mip40, comr и can, а также кар-
тировали сайты связывания Mip40, Comr и Can с
хромосомами в клетках зародышевого пути [18].

Рис. 6. Делеция CP190 в клетках мужского зародышевого пути приводит к нарушению активности tMAC-зависимых
генов дифференцировки сперматоцитов. а – Экспрессия генов из двух кластеров Набора № 1 в семенниках дикого ти-
па и мутантов с нарушением дифференцировки клеток мужского зародышевого пути. Цветными прямоугольниками
показано на каких стадиях сперматогенеза останавливается дифференцировка клеток в семенниках каждого геноти-
па. Гены mip40 и comr кодируют компоненты семенник-специфичного транскрипционного активатора tMAC. Ген can
кодирует один из белков tTAF. Статистическая значимость отличий экспрессии генов в семенниках мутантов и дикого
типа установлена в тесте Вилкоксона. б – Обогащение Набора № 1 генами, вокруг которых в хромосомах клеток за-
родышевого пути самцов в разных участках связываются транскрипционные факторы Can, Comr и Mip40 [18]. Стати-
стическая значимость обогащения измерена с помощью точного теста Фишера. Обозначения: TSS – сайт начала тран-
скрипции; TES – сайт завершения транскрипции. в – То же, что в а, для генов из двух кластеров Набора № 2. г – То
же, что в б, для генов из Набора № 2.
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Мы проанализировали экспрессию генов, кото-
рые активируются в семенниках с условным спа-
сением (Набор № 1), в семенниках дикого типа и
мутантов bam, mip40, comr и can (рис. 6а).

Активность генов дифференцировки сперма-
тоцитов из Набора № 1 (рис. 4б) значительно сни-
жена у мутантов bam, mip40 и comr, но не у мутан-
тов can (рис. 6а). Остальные гены из Набора № 1
почти не реагируют на мутации mip40, comr и can,
только мутация bam приводит к незначительному
снижению их экспрессии, что можно объяснить
присутствием среди них генов с высокой актив-
ностью в сперматоцитах (рис. 4б). Таким обра-
зом, CP190 ограничивает активность tMAC-зави-
симых генов дифференцировки сперматоцитов.

Профили распределения Comr, Mip40 и Can на
хромосомах показывают, что эти белки чаще
ожидаемого связываются с генами из Набора № 1,
причем наиболее интенсивно связывается тран-
скрипционный фактор Comr (рис. 6б). Таким
образом, мутация Cp190 затрагивает активность
генов, непосредственно регулируемых комплек-
сом tMAC.

Для экспрессии генов Набора № 2 характерны
менее выраженные различия между мутантами
bam, mip40, comr и can, и диким типом (рис. 6в),
хотя и у мутантов с нарушениями в tMAC, и у му-
тантов bam снижается экспрессия генов диффе-
ренцировки сперматоцитов и генов, характерных
для соматических клеток. Гены из Набора № 2
имеют некоторую связь с транскрипционным
фактором Comr (рис. 6г), что указывает на воз-
можность прямой активации их экспрессии ком-
плексом tMAC, и белок CP190 участвует в этом
процессе.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В этой работе мы подробно изучили влияние

белка CP190 на активность генов в клетках заро-
дышевого пути D. melanogaster. Как оказалось, ос-
новное влияние мутация Cp190 оказывает на субпо-
пуляцию генов дифференцировки сперматоцитов,
которые регулируются транскрипционным ком-
плексом tMAC. Интересно, что в отсутствие бел-
ка CP190 активность этих генов усиливается в
2 раза и более, что позволяет сделать вывод о мо-
дуляции их активности этим белком в норме,
ограничивающим уровень их экспрессии.

В целом, на культурах клеток дрозофилы пока-
заны умеренные изменения транскриптома на
фоне истощения инсуляторного белка CP190 [8,
13, 40]. Нами также выявлены лишь 183 гена, экс-
прессия которых зависит от CP190 в сперматоци-
тах. Экспрессия 120 из этих генов повышалась на
фоне мутации Cp190, а 63 – снижалась, что гово-
рит в пользу превалирующей репрессорной
функции CP190. На культурах клеток показано

также, что CP190, как и другие инсуляторные
белки, в большей степени склонен к подавлению
транскрипции, несмотря на одновременную ак-
тиваторную функцию [13, 41].

Мы обнаружили, что CP190 противополож-
ным образом влияет на активность тканеспеци-
фичных генов и генов домашнего хозяйства, что
указывает на возможность существования не-
скольких механизмов, с помощью которых CP190
контролирует активность этих генов. Можно
предположить, что CP190 способен выступать в
качестве транскрипционного фактора для генов,
активация которых зависит от CP190. Это кос-
венно подтверждается тем, что для активации
CP190-связанных генов требуется кооперативное
действие CP190 и фактора M1BP – регулятора ге-
нов домашнего хозяйства [13]. Причем промото-
ры генов, экспрессия которых снижается в клет-
ках с нокдауном, обогащены CP190, в то время
как репрессорный эффект CP190, по всей вероят-
ности, реализуется не напрямую [13].

Важно отметить, что активация генетической
программы дифференцировки клеток мужского
зародышевого пути сопровождается значитель-
ной перестройкой архитектуры хроматина [42].
Так, на стадии сперматоцитов уменьшается коли-
чество дистальных контактов, а промоторы ак-
тивных генов дифференцировки оказываются в
изолированном окружении [42]. Показано уча-
стие CP190, наряду с белком Chro, в формирова-
нии и поддержании топологически ассоцииро-
ванных доменов (ТАД) [41]. Причем обнаружено,
что нарушение экспрессии генов в результате
удаления CP190 коррелирует с изменением гра-
ниц окружающего их ТАД [41]. Более того, ТАДы,
содержащие гены домашнего хозяйства, имеют
тенденцию к более высокой стабильности [41].
Это позволяет предположить, что наблюдаемое
дифференциальное влияние CP190 на экспрес-
сию тканеспецифичных генов и генов домашнего
хозяйства может быть обусловлено различиями в
механизмах регуляции на уровне структуры хро-
матина, в результате чего гены домашнего хозяй-
ства активируются под действием CP190, тогда
как тканеспецифичные гены подавляются.

Учитывая отсутствие влияния на дифферен-
цировку клеток мужского зародышевого пути,
нормальную фертильность мутантных самцов, а
также умеренный эффект на изменение паттерна
экспрессии генов, инсуляторный белок CP190
вряд ли можно рассматривать в качестве ключе-
вого регуляторного фактора сперматогенеза. Для
сравнения, мутация сomr (tMAC) затрагивает экс-
прессию более 2500 генов и вызывает задержку
мейоза [43]. Однако с учетом ключевой роли
CP190 в регуляции архитектуры ядра можно
предположить, что недостаточность CP190 при-
водит к сбоям в коммуникации специфичных
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факторов транскрипции и их регуляторных эле-
ментов, а также к более общим нарушениям
структуры хроматина, что вызывает нарушения в
механизмах тонкой регуляции экспрессии.

В ходе исследования мы обнаружили, что на-
рушение экспрессии CP190 приводит к инактива-
ции tMAC-зависимых генов дифференцировки
сперматоцитов. Примечательно, что в соматиче-
ских клетках дрозофилы функционирует гомо-
логичный tMAC репрессорный комплекс
dREAM – партнер CP190, основная функция ко-
торого состоит в регуляции генов дифференци-
ровки и клеточного цикла [44–47]. Взаимодей-
ствие CP190 и dREAM в культурах клеток играет
важную роль в управлении парами дивергентных
генов – близлежащих генов с противоположно
направленными промоторами [46]. Привлечение
dREAM к дивергентным генам дрозофилы про-
исходит за счет CP190 и позволяет добиваться
снижения экспрессии только одного гена в паре.
Наличие у dREAM и tMAC общих субъединиц
(например, Mip40 и Caf1), а также связь между
CP190 и tMAC-зависимыми генами позволяет
предположить, что CP190 участвует в привлече-
нии tMAC к хромосомам. Дальнейшие исследо-
вания позволят объяснить, почему основной эф-
фект истощения CP190 в клетках мужского заро-
дышевого пути заключается в дерегуляции генов
дифференцировки сперматоцитов.
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Insulator Protein CP190 Regulates Expression оf Spermatocyte Differentiation Genes
in Drosophila melanogaster Male Germline
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CP190 protein is one of the key components of Drosophila insulator complexes, and its study is important for
understanding the mechanisms of gene regulation during cell differentiation. However, Cp190 mutants die
before reaching adulthood, which significantly complicates the study of its functions in imago. To overcome
this problem and to investigate the regulatory effects of CP190 in adult tissues development, we have designed
a conditional rescue system for Cp190 mutants. Using Cre/loxP-mediated recombination, the rescue con-
struct containing Cp190 coding sequence is effectively eliminated specifically in spermatocyte, allowing us to
study the effect of the mutation in male germ cells. Using high-throughput transcriptome analysis we deter-
mined the function of CP190 on gene expression in germline cells. Cp190 mutation was found to have oppo-
site effects on tissue-specific genes, which expression is repressed by CP190, and housekeeping genes, that
require CP190 for activation. Mutation of Cp190 also promoted expression of a set of spermatocyte differen-
tiation genes that are regulated by tMAC transcriptional complex. Our results indicate that the main function
of CP190 in the process of spermatogenesis is the coordination of interactions between differentiation genes
and their specific transcriptional activators.

Keywords: CP190, insulator proteins, Drosophila melanogaster, RNA-seq
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