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В настоящее время ретротранспозоны D. mela-

nogaster, имеющие в структуре три открытые рамки
считывания (ОРС), аналогичные ОРС ретровиру-
сов позвоночных, исследуются очень активно. Их
типичным представителем является мобильный ге-
нетический элемент (МГЭ) gypsy (МДГ4). Наличие
функционально активной ОРС3, обеспечивающей
инфекционные свойства gypsy, а также способность
gypsy к горизонтальному переносу, позволяют от-
нести его к ретровирусам [1]. Эти МГЭ с недавних
пор действительно рассматривают как отдельную
систематическую группу ретровирусов — группу
gypsy [2]. Вирусно-инфекционные свойства впервые
были документированы для gypsy, который таким
образом стал первым ретровирусом, обнаруженным
у беспозвоночных [3]. Позднее похожие характери-
стики были обнаружены и у других ретротранспо-
зонов группы gypsy: Idefix [4] и ZAM [5]. Ретрови-
русы D. melanogaster получили название “эрранти-
вирусы” — эндогенные ретровирусы насекомых и
под этим названием включены в международную
классификацию вирусов [2]. Очевидно, у беспозво-
ночных ретровирусы распространены намного шире,
чем это было принято считать.

Внутригеномные перемещения ретротранспозо-
нов влекут за собой массу негативных последст-
вий, поэтому строго контролируются со стороны хо-
зяйского (дрозофилиного) генома. В редких случаях
вследствие нарушения такого контроля, или “ге-
номного иммунитета”, появляются мутантные линии
мух, которые характеризуются свойствами генети-
ческой нестабильности, в том числе высокой час-
тотой возникновения мутаций, вызванных активны-

ми транспозициями МГЭ. Исследование таких ли-
ний позволяет выявить гены, участвующие в конт-
роле транспозиционной активности МГЭ. Так, при
изучении линий, характеризующихся повышенной
частотой транспозиций gypsy, был обнаружен ген
flamenco, в норме подавляющий транспозиции этого
элемента [3, 6]. Ген flamenco генетически картиро-
ван в районе 20А1-3 Х хромосомы, между локусами
extra organ (eo) и wings apart (wap) [6]. Он располо-
жен в прицентромерном районе, богатом повторяю-
щимися последовательностями. Сложная структура
этого района до сих пор не позволила клонировать
ген flamenco.

При исследовании нестабильных линий, харак-
теризующихся повышенной частотой транспозиций
ретротранспозонов Idefix и ZAM также были най-
дены генетические элементы, участвующие в конт-
роле их транспозиции, которые были названы COM
(centre organisateur de mobilization) [7]. На генети-
ческой карте D. melanogaster локус СОМ локализо-
ван рядом локусом flamenco — в районе 20A2-3
Х хромосомы. Закономерно возникает вопрос о том,
идентичны ли flamenco и COM. Это объясняется
топографической близостью flamenco и COM на ге-
нетической карте, а также тем, что они регулиру-
ют транспозиции МГЭ одного типа — gypsy, Ide-
fix и ZAM (ретротранспозоны-ретровирусы группы
gypsy). Если flamenco и COM — это один и тот же
ген, то контроль транспозиций всех МГЭ ретро-
элементов группы gypsy может быть единым. Груп-
па gypsy включает как минимум десять изолирован-
ных семейств ретротранспозонов. Если же flamenco
и COM представляют собой разные гены, то транс-
позиции элементов группы gypsy будут контроли-
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роваться по-разному. С целью исследования учас-
тия гена flamenco в генетическом контроле транс-
позиций проведен анализ транспозиционной ак-
тивности всех десяти МГЭ группы gypsy в линиях
D. melanogaster, мутантных и нормальных по гену
flamenco.

Материалы и методы

Линии дрозофилы и условия культивирования.
В исследованиях использовали линии с мутацией
flamenco: flamSS (SS) и flamMS (MS) [1]. Дрозофилу
культивировали в стандартных условиях: при тем-
пературе 25° на общепринятой питательной агари-
зованной среде.

Выделение хромосомной ДНК. Для выделения
геномной ДНК 50—100 самцов гомогенизирова-
ли тефлоновым пестиком в микропробирке. Затем
добавляли 500 мкл лизирующего раствора (0,1 M
Tris-HCl, pH 9,0; 0,1 М EDTA; 1% SDS; 1% DEPC)
и инкубировали 30 мин при 70°. ДНК из раство-
ра осаждали ацетатом калия (1М) и изопропано-
лом (0,5 объема). После промывки 70%-м этано-
лом осадок ДНК растворяли в буфере ТЕ (10 mM
Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA).

Постановка эксперимента по инвертированной
полимеразной цепной реакции (ПЦР). Использовали
рестриктазы BamHI, BclI, DraI, EcoRI, Eco32I, Eco52I,
HindII, NcoI, SphI, PstI, XbaI, XhoI (“Fermentas”). Ре-
стрикционную смесь, содержащую 100—150 нг ге-
номной ДНК, готовили по протоколу фирмы-про-
изводителя в объеме 30 мкл, инкубацию с фермен-
том проводили при 37° в течение 12 ч.

После этого ставили реакцию самолигирования
полученных рестриктных фрагментов. По заверше-
нии реакции полученную ДНК после переосажде-
ния использовали в качестве матрицы для ПЦР.

Амплификацию ДНК-окружения ретротранспо-
зонов проводили с использованием соответствую-
щих пар праймеров, направленных к концам ана-
лизируемых элементов (таблица), в амплификаторе
Amply4 (“Biokom”) в течение 30 циклов по схе-
ме: денатурация 95° — 30 с, отжиг праймеров 55° —
1 мин, синтез (72°) — 3 мин. ПЦР ставили в трех
повторах.

Саузерн-блот-гибридизация. Зонды для гибриди-
зации получали путем амплификации участков рет-
ротранспозонов ZAM и Idefix с помощью пар прай-
меров ZAM-P f и ZAM-P r, Idefix-P f и Idefix-P r
соответственно (таблица; рис. 3, А). Амплифициро-
ванные фрагменты были клонированы в векторе
pGEM-T Easy (“Promega”) по протоколу фирмы-
производителя. Выделение и очистку плазмидной
ДНК проводили с использованием реактивов и ко-
лонок фирмы “Helicon” по протоколу фирмы-про-
изводителя.

Для подготовки геномной ДНК к гибридиза-
ции рестриктазы подбирали таким образом, чтобы

сайты их узнавания находились внутри последо-
вательности ретротранспозона близко к месту по-
садки зонда. Перенос ДНК осуществляли на ней-
лоновую мембрану Hybond N+ (“GE Healthcare”)
в 0,4 М NaOH по протоколу фирмы-производите-
ля. Для проведения реакции мечения зонда исполь-
зовали реактивы фирменного набора DNA Labeling
Kit фирмы “Fermentas” и �-[P32]dATP (5 мкКю).
Меченую пробу очищали от несвязавшейся метки,
пропуская через микроколонку Probe QuantTM G-50
с сефадексом (“GE Healthcare”). Гибридизацию
проводили по стандартной методике [8] в буфере
следующего состава: 0,2% BSA; 0,2% поливинил-
пирролидона; 0,2% фикола; 5 мМ EDTA; pH 8,0;
0,1% SDS; 6-х SSC.

Филогенетический анализ ретротранспозонов. Ин-
формация об аннотированных нуклеотидных после-
довательностях копий МГЭ приведена в базе дан-
ных GenВank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/).
Проанализированы последовательности ретротранс-
позонов D. melanogaster : gypsy (AF033821), ZAM
(AJ000387), Idefix (AJ009737), nomad (AY180918), 17.6
(X01472), rover (AF492764), Tirant (AY928610), Quasi-
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Праймеры, использованные в работе

Праймер Последовательность (5ґ—3ґ)

springer f ATATTGTCGGAATGACTCGC

springer r GAAATCTACAGCCCAACTGA

rover f CCTGACTCATATTTGAGTCG

rover r CACTTGGAATCTAAACAACACT

17.6 f GGCACAATTGCTGGTTCTTG

17.6 r GAAGACGTTCCATTACCCCT

297 f GGCTTCGGCAAGGTTTATGT

297 r AATGATCATTGTAATAATCGCAC

Idefix f GTGCGCCATCGTAGTAGTTT

Idefix r GTAAGCAAAAAGAACACACGC

ZAM f CTAACACGGAGCGAGTTGTT

ZAM r CTTCCAATCGTCGCTCCAC

nomad f TTGGCTGGTTGCCTATCAAG

nomad r CGACAATGAGACGATAATGGT

Tirant f TGGTGGAACTCCAACAACTG

Tirant r CGTCATCCATACCTTCGCTA

gypsy f CAGCTATCCTCGCTTTCGTA

gypsy r AGACGAGCCTCTAGGGAGA

Quasimodo f GTGCCATGTTGTTGGCTATA

Quasimodo r TATCCTAGAATATCCGCCTG

ZAM-P f CATTGACCCAGAATCTGCAA

ZAM-P r TCGTTTGAGGTGAAGGAATG

Idefix-P f GGACATACAAGTCCCTATGT

Idefix-P r AAGATCTGGTTTCCTGTGAG



modo (AF364550), 297 (X03431), springer (AF364549).
Классификация генов и МГЭ использована в со-
ответствии с номенклатурой, приведенной в базе
данных FlyBase (http://flybase.bio.indiana.edu/). Вы-
равнивание аминокислотных последовательностей
обратных транскриптаз (RT) проводили в програм-
ме ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/clustalw2/).
Для построения дерева методом максимального
правдоподобия использовали программы из пакета
Phylip3.67. Bootstrap-анализ проводили с использо-
ванием 100 реплик.

Результаты и обсуждение

В настоящее время анализ секвенированного
генома D. melanogaster позволяет выделить более де-
сяти различных семейств ретротранспозонов, име-
ющих структуру, принципиально сходную с МГЭ
gypsy и характеризующуюся наличием трех ОРС.
К мобильным элементам группы gypsy помимо
него самого относятся ZAM, Idefix, Tirant, nomad,
springer, 17.6, 297, springer и rover [9]. Все эти рет-
ротранспозоны относятся к эррантивирусам дрозо-
филы. Среди них для gypsy, ZAM и Idefix ретрови-
русные свойства реально показаны [1, 4, 5], осталь-
ные же можно рассматривать как потенциальные
ретровирусы.

Сравнительный анализ ретротранспозонов груп-
пы gypsy, основанный на сопоставлении наиболее
консервативных доменов обратных транскриптаз,
кодируемых в составе ОРС2, показал, что они от-
личаются по степени филогенетического родства.
Тем не менее среди них можно выделить МГЭ, об-
разующие компактную группу и очень близкие по
структуре. Это МГЭ 17.6 и 297, gypsy и springer,
ZAM и Tirant (рис. 1). Вероятно, процесс их дивер-
генции начался совсем недавно.

Ранее в нашей лаборатории была получена си-
стема продленной генетической нестабильности в
виде двух линий дрозофилы с нарушенным конт-
ролем транспозиции gypsy (с мутацией в гене fla-
menco) — SS и MS [1, 10, 11]. Линия SS не содер-
жит транспозиционно активных копий gypsy. Пу-
тем введения в нее активных копий gypsy можно
воспроизводить новые генетически нестабильные ли-
нии типа MS, характеризующиеся высоким темпом
транспозиций gypsy [1]. С целью выяснения гене-
тического контроля перемещений ретротранспозо-
нов группы gypsy у дрозофилы мы исследовали их
способность к транспозиции в системе генетиче-
ской нестабильности SS—MS в присутствии мута-
ции гена flamenco.

На первом этапе исследования к последователь-
ностям ретротранспозонов группы gypsy, помещен-
ным в базе данных GenBank, подбирали пары прай-
меров, направленные из центральной части МГЭ
к концам. Затем выделяли геномную ДНК из мух
линий SS и MS и гидролизовали рестриктазами, по-

добранными таким образом, чтобы внутри после-
довательности ретротранспозона не было сайтов
узнавания для этих рестриктаз (рис. 2). В незави-
симых экспериментах использовали 3—5 рестрик-
таз. После рестрикции фрагменты лигировали и ам-
плифицировали. При этом ПЦР-амплифицикации
подвергались фрагменты геномного окружения рет-
ротраспозона, ограниченные, с одной стороны, по-
следовательностью МГЭ (сайты связывания с прай-
мерами) и сайтами узнавания соответствующих ре-
стриктаз — с другой. Анализ продуктов ПЦР прово-
дили с помощью электрофореза в агарозном геле.
Типичная картина распределения фрагментов ДНК
показана на рис. 2.

В результате проведенных экспериментов в ис-
следованных линиях выявлен целый спектр амп-
лифицированных фрагментов, различающихся по
размерам. Однако нас интересовали только те из них,
величина которых различалась в линиях SS и MS.
Поскольку эти линии имеют единое происхожде-
ние (MS получена из SS методом трансформации)
и полностью изогенны, SS может служить контро-
лем для MS и наоборот. Если бы транспозиции
gypsy не происходили, набор амплифицированных
ПЦР-фрагментов геномного окружения gypsy был бы
одинаковым в обеих линиях. Если же линии отли-
чаются набором ПЦР-фрагментов, это однозначно
свидетельствует о разном геномном окружении ко-
пий gypsy и, следовательно, об их перемещениях
внутри генома.

В результате проведенных экспериментов раз-
личное генетическое окружение было обнаружено
только у двух МГЭ, кроме gypsy: ZAM и Idefix.
Однако для ZAM мы выявили отличия между ли-
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Рис. 1. Филогенетическое дерево ретротранспозонов дрозофилы,
которые имеют структурное сходство с ретровирусами, постро-
енное на основании выравнивания аминокислотных последова-

тельностей обратных транскриптаз

3 ВМУ, биология, № 2



ниями только при использовании трех рестриктаз
из пяти, а для Idefix — одной из пяти. Это мо-
жет быть связано с тем, что некоторые сайты рест-
рикции могут находиться на большом удалении от
ДКП ретротранспозонов, что приводит к образо-
ванию более длинных фрагментов (свыше 5 т.п.н.)
после лигирования, которые не могут амплифици-
роваться в стандартной реакции ПЦР.

Для подтверждения полученных результатов нами
была поставлена саузерн-блот-гибридизация с зон-
дами к элементам Idefix и ZAM (рис. 3, А). В ре-
зультате саузерн-блот-гибридизации были выявле-
ны отличия между линиями SS и MS (рис. 3, Б).
Наряду с полосами, идентичными в образцах, об-
наружены несколько различающихся полос. Полу-
ченные данные подтверждают результаты ПЦР, что
свидетельствует как о пригодности метода ПЦР для
выявления транспозиций МГЭ, так и о перемеще-
ниях МГЭ Idefix и ZAM в линии MS.

Дальнейшие исследования бу-
дут направлены на идентификацию
сайтов транспозиции этих МГЭ,
которые можно установить либо
методом гибридизации in situ, ли-
бо секвенированием различающих-
ся в линиях SS и MS ПЦР-фраг-
ментов.

Примечательно, что из десяти
проанализированных МГЭ в ге-
номе нестабильной линии MS пе-
ремещаются только три — gypsy,
Idefix и ZAM. Причем эти элемен-
ты не являются ближайшими “род-
ственниками” (рис. 1). Возникает
вопрос, почему перемещается ZAM,
но не перемещается Tirant (кото-
рый наиболее близок к нему по
последовательности), почему не пе-
ремещаются springer и Quasimodo,
наиболее близкие по последова-
тельности к gypsy и Idefix соответ-
ственно. Это может объясняться
несколькими причинами. Прежде
всего это может быть обусловлено
отсутствием в исследуемых гено-
мах функциональных (способных
к транспозиции) копий анализи-
руемых ретротранспозонов. С дру-
гой стороны, могут существовать
разные механизмы контроля транс-
позиций для отдельных ретротранс-
позонов или их групп.

Современные данные о гене-
тическом контроле транспозиций
ретротранспозонов весьма противо-
речивы. Известно, что перемещения
МГЭ gypsy регулируются геном fla-
menco [6]. Однако в целом его

функция и механизмы регуляции все еще остаются
неизученными. Неизвестно, с какими другими ком-
понентами генома и как он взаимодействует, хотя
показано, что в функционирование этого гена мо-
жет быть вовлечен другой ген DIP1. Особенно ярко
это проявляется в таких его вариантах, которые не-
сут специфическую последовательность IdSS, фраг-
мент транспозона НВ [12]. Несмотря на то что DIP1,
по-видимому, обычно не вовлечен в функциони-
рование гена flamenco [13], в системе генетической
нестабильности SS—MS и некоторых других линиях
наблюдаются четкие корреляции между статусом
flamenco и наличием инсерции IdSS [12]. Наличие
последовательности IdSS может приводить к измене-
нию конформационного состояния ДНК и специфи-
ческому изгибанию ее молекулы в месте инсерции,
что может влиять на экспрессию гена DIP1 [12].

Недавно французскими авторами показано, что
ген flamenco подавляет транскрипцию элемента
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Рис. 2. Схема проведения эксперимента и результаты разделения в агарозном геле
продуктов ПЦР, полученных при амплификации геномного окружения ретротранс-

позонов ZAM и Idefix.

Показаны размеры фрагментов, различающихся в линиях SS и MS. R — рестрикта-
за, М — маркер размеров ДНК (DNA Ladder mix, “Fermentas”)



ZAM [14]. В линиях мух OreR, мутантных по гену
flamenco, происходит транскрипция этого элемен-
та, но его транспозиции не продемонстрированы.
Надо отметить, что линии OreR и MS получены
независимо. Несмотря на то что мутации гена fla-
menco в этих линиях проявляют аллельность, фе-
нотип flamenco в них имеет разное проявление:
если в линии OreR транспозиции происходят толь-
ко в половых клетках с высокой частотой, то в ли-
нии MS транспозиции происходят как в половых,
так и в соматических клетках, но с более низкой
частотой [11].

Сейчас известно, что в контроле транспозиций
важную роль играет механизм РНК-интерференции
и соответственно гены, которые ее обеспечива-
ют [15]. Недавно показано, что экспрессия ретро-
транспозонов подавляется на посттранскрипционном
уровне с участием rasiRNA (миРНК, ассоциирован-

ными с ретротранспозонами) [16, 17]. Этот механизм,
по-видимому, связан с функцией гена flamenco.

В связи с вышеизложенным большое значение
приобретает поиск и обнаружение новых генов,
контролирующих перемещения ретротранспозонов.
Полученную в наших экспериментах картину транс-
позиций МГЭ в системе линий MS—SS можно
было бы объяснить общим или перекрывающимся
генетическим контролем. Для выяснения этого во-
проса необходимо исследовать аллельные отноше-
ния flamenco и COM, чему будут посвящены даль-
нейшие исследования.

* * *
Работа выполнена при поддержке Россий-

ского фонда фундаментальных исследований
(грант № 05-04-49080, 08-04-00693).
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RETROTRANSPOSONS IDEFIX AND ZAM ARE ABLE TO TRANSPOSE
IN MS STRAIN OF DROSOPHILA MELANOGASTER MUTANT
FOR THE FLAMENCO GENE

L.N. Nefedova, D.T. Dyikanov, I.A. Martirosyan, A.I. Kim

Transposition activity of Drosophila melanogaster gypsy retrotransposon is controlled by fla-
menco locus. Transposition activity of the gypsy, ZAM, Idefix, springer, nomad, rover, Quasimodo,
17.6, 297, Tirant retrotransposons has been investigated in genomes of D. melanogaster SS and MS
strains mutant for the flamenco gene. It has been shown that gypsy, ZAM and Idefix have different
genomic surrounding in studied strains, that is the evidence of their transposition.

Key words: Drosophila, gypsy, retrotransposon, flamenco.
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