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В работе исследовано in vitro взаимодействие рекомбинантных белков-паралогов се-
мейства НР1 (HP1a, HP1b и HP1c) с 5'-нетранслируемыми регуляторными областями ре-
тротранспозонов группы gypsy у Drosophila melanogaster: gypsy, Springer, Tirant, ZAM, Rover и 
17.6. С использованием конкурентной ДНК подобраны условия, позволяющие добиться 
специфичного связывания с матрицей. Показано, что белки семейства HP1 эффективно 
связываются с 5'-нетранслируемой областью ретротранспозонов, имеющих в ее составе 
тандемные повторы. Обнаружено, что повторы абсолютно необходимы для связывания 
белка HP1a с 5'-нетранслируемой областью мобильных генетических элементов Tirant и 
ZAM. Отсутствие повторов в случае элемента ZAM или их число менее двух – в случае 
Tirant делает невозможным такое взаимодействие. Таким образом, наличие тандемных 
повторов в 5'-нетранслируемой области ретротранспозонов группы gypsy является важ-
ным инструментом регуляции их транспозиции гетерохроматиновыми белками.
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Гетерохроматиновый белок НР1 (Heterochro-
matin Protein 1), кодируемый геном Su(var)2-5, 
принимает активное участие в формировании ге-
терохроматина и ассоциированном подавлении 
активности генов и мобильных генетических эле-
ментов (МГЭ). В геномах большинства эукарио-
тических организмов имеется, по меньшей мере, 
один паралог гена Su(var)2-5, в то время как в ге-
номе Drosophila melanogaster обнаружено пять па-
ралогов гена hp1: hp1a (Su(var)2-5), hp1b, hp1c, hp1d 
(rhino), hp1e [1]. Белки, кодируемые этими генами, 
имеют высококонсервативную сходную структуру, 
содержащую два ключевых домена: N-терминаль-
ный хромодомен (chromo), участвующий в связы-
вании НР1 с N-концевым доменом гистона H3K9, 
и С-терминальный домен (chromoshadow), отвеча-
ющий за гомо- и гетеромеризацию НР1 [2].

Анализ экспрессии паралогов hp1 у D. melano-
gaster выявил, что hp1a, hp1b и hp1c экспрессиру-
ются во всех тканях взрослой мухи, а hp1d и hp1e – 
только в герминальных тканях самок и самцов 
соответственно [3]. Исследование хромосомной 
локализации белков семейства НР1 у дрозофилы 
показало, что паралоги HP1 имеют различное по-
ложение в хроматине: белок НР1а ассоциирован 
с гетерохроматином, белок НР1с обнаруживается 
исключительно в районах транскрипционно актив-
ного хроматина, а НР1b встречается как в гетеро- 
так и в эухроматине [4, 5]. Белок HР1d локализован 
в гетерохроматине, в областях, содержащих кластеры 

малых РНК. Он является важным компонентом 
процессинга piРНК [1, 6]. Белок НР1е изучен мало. 
Известно, что он экспрессируется в герминальных 
тканях самцов. Предполагается, что каждый из па-
ралогов выполняет специфичную функцию, а не 
дублирует уже имеющуюся. В то время как НР1a и 
HР1b подавляют транскрипцию генов, НР1с вызы-
вает прямо противоположный эффект, активируя 
транскрипцию [4, 5]. Показано, что выключение 
гена Su(var)-2-5 (НР1а) является летальным [7], 
а инактивация гена rhino (НР1d) приводит к сте-
рильности у самок [8].

Считается, что белок HP1 способен напрямую 
связываться с двух- и одноцепочечными молекулами 
ДНК, но точно установить участки взаимодействия 
пока не удалось. В некоторых работах утверждается, 
что белки HP1 связываются в основном с промо-
торной областью генов [9]. Отмечается, что при 
пониженном содержании белка HP1a у мутантов 
линии D. melanogaster Su(var)2-505 наблюдается сни-
жение уровней метилирования H3K27me3 в обла-
стях промоторов ряда генов, в то же время не наблю-
дается изменений в 3’-нетранслируемых областях 
тех же генов [10]. 

Белки семейства НР1 принимают участие не 
только в регуляции активности генов, но и в сай-
ленсинге МГЭ. Подавление экспрессии МГЭ у 
D. melanogaster может осуществляться путем непо-
средственной компактизации участков хромосом, 
содержащих МГЭ, или путем РНК-интерферен ции. 
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Известно, что эти два пути тесно связаны между 
собой: РНК-интерференция играет важную роль 
в формировании гетерохроматина и, по-видимому, 
направляет его формирование [11]. Методом DamID 
было показано, что у D. melanogaster белки НР1 
взаимодействуют с ДКП-ретротранспозонами, т.е. 
ретротранспозонами, содержащими длинные кон-
цевые повторы (ДКП), – 17.6, Springer, McClintock 
и др. [12], однако экспериментов, доказывающих 
непосредственное взаимодействие, довольно мало. 
В другой работе показали взаимодействие HP1a 
c ретротранспозонами, не имеющими ДКП, – HeT-A 
и TART [13]. Обнаружено, что HP1a ассоциирован 
с РНК, транскрибируемой с повторяющихся по-
следовательностей ДКП gypsy, ДКП сopia и других 
ДКП-ретротранспозонов [6]. Продемонстрировано 
прямое взаимодействие белка НР1а с 5’-нетранс-
лируемой областью (5’-UTR, 5’ untranslated region) 
ДКП-ретротранспозона ZAM в эксперименте in vitro 
[14]. Предполагается, что взаимодействие осуще-
ствляется благодаря имеющимся в повторах ретро-
транспозона инициаторным АТ-богатым участкам. 
Хромодомен HР1а напрямую узнает эти участки, 
образуя ДНК-белковый комплекс, от которого 
в обоих направлениях распространяются НР1а-
ДНК-филаменты.

Показано, что ДКП-ретротранспозоны группы 
gypsy с тремя открытыми рамками считывания 
(эррантивирусы) обладают специфичностью инте-
грации в определенные последовательности ДНК. 
Группа gypsy подразделяется на три подгруппы в за-
висимости от специфичности интеграции: ZAM, 
Idefix и gypsy [15]. Кроме того, некоторые ДКП-ре-
тротранспозоны ассоциированы с гетерохромати-
ном. В частности, инсерции ретротранспозона 
ZAM у D. melanogaster обнаруживаются преимуще-
ственно в районах гетерохроматина [16].

Известно, что 5'-UTR ДКП-ретротранспозо-
нов содержат тандемные повторы разного нуклео-
тидного состава, роль которых в регуляции актив-
ности этих МГЭ слабо изучена. Целью данной 
работы стало исследование роли тандемных по-
второв в 5'-UTR ДКП-ретротранспозонов под-
групп ZAM, Idefix и gypsy группы gypsy D. 
melanogaster во взаимодействии с ключевыми бел-
ками семейства НР1 – HP1a, HP1b и HP1c.

Материалы и методы

Получение рекомбинантных белков HP1a, HP1b 
и HP1c. Для амплификации полноразмерных ко-
пий генов семейства hp1 использовали пары прай-
меров: HP1a (5'-TATATACATATGATGGGCAAGA
AAA-3' и 5'-TTAATTCTCGAGATCTTCATTATCA-3'), 
HP1b (5'-TATATACATATGGCCGAATTCTCAG-3' 
и 5'-TTAATTCTCGAGGTCATCCGCATCC-3'), HP1c 
(5'-TATATACATATGGTTAAAAACGAGC-3' и 
5'-TTAATTCTCGAGTTGATTTTCCGCC-3'). Кло-
нирование генов проводили в плазмиде для экспрес-
сии и очистки белков pET30 (Novagen, Германия) 

по сайтам рестрикции NdeI и NotI. Рестрикцию 
проводили с применением рестриктаз NdeI и NotI 
фирмы (Thermo Fisher Scientific, США) по прото-
колам производителя. Для лигирования с вектором 
использовали ДНК-лигазу фага T4 (Thermo Fisher 
Scientific, США) согласно протоколу фирмы.

Для получения рекомбинантных белков штамм 
Escherichia coli BL21 трансформировали рекомби-
нантными плазмидами pET30::hp1a, pET30::hp1b 
и pET30::hp1c, содержащими полноразмерные ко-
пии генов hp1a, hp1b и hp1c соответственно. Выде-
ление и очистка белков проводилась по методике, 
описанной нашей лабораторией ранее в статье 
Кузьмина и др. [17].

Диализ растворов белков проводили в диализ-
ных трубках SERVAPOR (Serva, Германия). 1 мл рас-
твора белка в буфере для элюции с колонки 
HisTrap FF диализовали против 200 мл раствора 
(10 мМ Tris-HCl, 50 мМ KCl, pH 7,4) при 4°С в трех 
сменах буфера: по 3 ч в двух первых сменах и ночь 
в последней смене. Выпавший осадок отделяли 
центрифугированием в течение 30 мин на охлаж-
даемой центрифуге 5415R (Eppendorf, Германия) 
при 12000 g, супернатант собирали и использовали 
в дальнейшей работе.

Измерение концентрации белка проводили 
с помощью набора реактивов “Bicinchoninic Acid 
Kit for Protein Determination” (Sigma, США) по про-
токолу фирмы.

Фрагменты ДНК ретротранспозонов получали 
с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Матрицей для ПЦР служила хромосомная ДНК, 
выделенная из особей D. melanogaster лаборатор-
ной линии SS из коллекции кафедры генетики 
биологического факультета МГУ имени М.В. Ло-
моносова. Для амплификации использованы пары 
праймеров, подобранные в программе UGENE 
(ugene.net) к области, охватывающей ДКП и не-
транслируемую область МГЭ: Springer 
(5'-TTAACTAAGTTAACCG-3' и 
5'-ATGACTCGCTCATGG-3'); 17.6 
(5'-GTTCTTGAGCCATTT-3' и 
5'-TGACATATTCACAT-3'); gypsy 
(5'-AACAACTAACAATG-3' и 
5'-CCCAACTCATTGGTT-3'); Rover 
(5'-TAACATAATATGCT-3' и 
5'-GACCATATTTGAGT-3'); ZAM 
(5'-TTACCGACCCATC-3' и 
5'-GATCGTGTAACTCT-3'); Tirant 
(5'-CGGACACTCAACC-3' и 
5'-AATTCATTTGAGGTTACTTA-3' – для полно-
размерного фрагмента регуляторной области); 
(5'-GTCGACTGAAAGTGACTAGGA-3' и 
5'-CGGTACAGTACGTGGTGTATT-3' – для ампли-
фикации участков, содержащих разное количество 
тандемных повторов (6 полиморфных вариантов)). 
Для поиска тандемных повторов использовали 
компьютерную программу Tandem Repeats Finder 
(tandem.bu.edu). Для амплификции конкурентной 
ДНК использовали праймеры СG4680 
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(5'-GAACTTCGATGGCAGTGATC-3' и 
5'-GGTTGCCAATGCTCTTGAAC-3'; 
5'-ATGGATCCCGAGTTCGTG-3' и 
5'-CTACTTCTTCCAAGCACTAGC-3').

ПЦР проводили с использованием Taq-поли-
меразы (Евроген, Россия) (2,5 ед/мкл), концентра-
ция MgCl2 – 2,5 мМ, каждого праймера – 0,4 мкМ. 
ПЦР проводили в амплификаторе ТП4-ПЦР-01 
“Терцик” (ДНК-Технология, Россия). Схема этапов 
ПЦР: предварительный этап плавления ДНК – 2 мин 
при 95°С; 30 циклов – плавление 30 сек при 95°С, 
отжиг праймеров 1 мин при 55–60°С (в зависимости 
от температуры плавления праймеров) и синтез 
1–2 мин (в зависимости от длины фрагмента) при 
72°С; заключительная инкубация 10 мин при 72°С.

Фрагменты ДНК, которые планировали ис-
пользовать для связывания, выделяли из агарозного 
геля с помощью набора Cleanup Mini (Евроген, 
Россия), в соответствии с протоколом, приложен-
ным к набору.

Связывание белков HP1 с 5’-UTR ретротран-
спозонов методом гель-шифт. Связывание белка 
с ДНК проводили в пробирке объемом 0,5 мл в бу-
фере, содержащем 10 мМ Tris-HCl, 0,5 M KCl pH 
7,4 в течение 30–60 мин при 0°С. Очищенные 
фрагменты (100 нг) смешивали с 8 мкг белка. В не-
которых экспериментах, проведенных на нетранс-
лируемой области элементов ZAM и Tirant, ис-
пользовали концентрацию белка 0,125 мкг/мкл. 
В смеси присутствовала конкурентная проба ДНК – 
амплификат гена СG4680. Связывание анализиро-
вали в 8%-ном полиакриламидном геле (ПААГ). 
Оценка эффективности связывания проводилась 
визуально, после окрашивания ПААГ в растворе 
бромистого этидия. Об образовании ДНК-белко-
вых комплексов можно было судить по снижению 
количества целевых фрагментов и появлению ДНК-
белковых комплексов, обладающих низкой элек-
трофоретической подвижностью в геле.

В качестве контроля использовался бычий сы-
вороточный альбумин (Sigma-Aldrich, США). Белок 
добавлялся в реакционную смесь вместо HP1 до 
конечной концентрации 0,5 мкг/мкл.

Результаты и обсуждение

Ранее было установлено, что у D. melanogaster 
ретровирусы (эррантивирусы) с тремя открытыми 
рамками считывания (ОРС) и производные от них 
ДКП-ретротранспозоны группы gypsy с двумя ОРС 
проявляют специфичность в отношении выбора 
ДНК-мишени [15], в связи с чем ДКП-ретро-
транспозоны группы gypsy можно разделить на три 
подгруппы: gypsy, ZAM и Idefix. ДКП-ретротранс-
позоны подгруппы Idefix встраиваются в ТА-повторы 
(от 3 до 20 динуклеотидов), ДКП-ретротранспо-
зоны подгруппы gypsy – преимущественно встраи-
ваются в последовательность 5'-ATАТAT-3', а 
ДКП-ретротранспозоны подгруппы ZAM предпо-
читают для встраивания мишень 5'-GCGCGC-3'.

Известно, что инсерции ДКП-ретротранспо-
зонов обнаруживаются преимущественно в гетеро-
хроматине [18]. Мы решили выяснить, различаются 
ли представители трех подгрупп ретротранспозонов 
группы gypsy по способности связываться с гетеро-
хроматиновыми белками семейства НР1. Проанали-
зировав последовательности ДКП-ретротранспо-
зонов Springer, gypsy, Rover, 17.6, Tirant и ZAM 
в секвенированном геноме D. melanogaster, мы обна-
ружили, что пять из них имеют тандемные повторы 
в 5'-UTR (таблица). По биоинформатическим дан-
ным, у элемента Springer в нетранслируемой обла-
сти тандемные повторы отсутствуют, а элемент 
gypsy содержит наименьшее число повторов среди 
представленных элементов и наименьшую их про-
тяженность. МГЭ Tirant – единственный МГЭ 
с варьирующим числом повторов (до шести). При-
мечательно, что и у ZAM, и у Tirant повторы харак-
теризуются меньшим содержанием нуклеотидов 
А/Т, чем у других ДКП-ретротранспозонов.

Для исследования взаимодействия 5'-UTR 
ДКП-ретротранспозонов с гетерохроматиновыми 
белками нами были выделены и очищены белки 
HP1a, HP1b и HP1c (рис. 1А). Далее были постав-
лены эксперименты по связыванию этих белков с 
ДНК ДКП-ретротранспозонов in vitro. В качестве 
контроля использовали бычий сывороточный аль-

Таблица

Содержание и нуклеотидный состав тандемных повторов в нетранслируемых областях ДКП-ретротранспозонов группы gypsy

МГЭ Длина тандемного 
повтора

Число повторяющихся модулей 
в нетранслируемой области

Длина области, занимаемой 
тандемными повторами (п.н.)

Содержание A/T 
в тандемных повторах

Springer – 0 – –

gypsy 109 2 229 73,36%

Rover 151 3 462 76,84%

17.6 6 39 251 96,85%

Tirant 102 1–6 102–610 54,10%

ZAM 307 2,3 699 65,76%
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для связывания добавляли конкурирующую ДНК, 
с которой ДНК-белковые комплексы образовы-
ваться не должны. Конкурирующая ДНК высту-
пает контролем, подтверждающим, что исследуе-
мый белок связывается специфически, игнорируя 
конкурента. В качестве конкурирующей ДНК ис-
пользовали амплификат гена D. melanogaster СG4680, 
полученный с двух пар праймеров таким образом, 
чтобы образовывались фрагменты двух близких 
размеров – 900 и 1100 п.н. (рис. 1В). Этим мы про-
веряли возможность избирательного связывания 
белка НР1а с фрагментами разной длины. В ходе 
проведения экспериментов было обнаружено, что 
при низкой ионной силе раствора (0,1–0,2 М KCl) 
белок HP1a эффективно (неспецифично) связы-
вается с конкурирующей ДНК (рис. 1В). Однако 
при концентрации KCl 0,4–0,5 М связывание кон-
курирующей ДНК с белком HP1a не происходит. 
При этом никакой избирательности белка НР1а 
в отношении длины ДНК мы не обнаружили. В 
дальнейших экспериментах по связыванию исполь-
зовали 0,5 М KCl. В работе [19] исследовали ста-
бильность комплексов ДНК-HP1 в различных со-
ставах солей. При высоких концентрациях KCl 
стабильность снижалась. Однако в наших экспе-
риментах высокая концентрация KCl не влияла на 
стабильность ДНК-белковых комплексов, образо-
ванных белком НР1 и регуляторными областями 
ретротранспозонов, в отличие от ситуации с комп-
лексами, образованными при участии контроль-
ных фрагментов ДНК. 

Кроме этого, было исследовано влияние различ-
ных концентраций белка НР1a на силу связывания. 
В результате проведенных экспериментов выявле-
но, что белок HP1a в концентрации 0,5 мкг/мкл 
способен связываться с 5’-UTR всех исследуемых 
МГЭ. Однако предпочтительнее HP1a связывается 
с нетранслируемыми областями элементов, содер-
жащими тандемные повторы, богатые A/T-по сле-
довательностями (Tirant, ZAM, rover и 17.6). Хуже 
всего прошло связывание белка HP1a с 5'-UTR 
МГЭ Springer, не содержащей повторов (рис. 2). 
На электрофореграмме можно заметить неполное 
истощение его целевого продукта. Отметим, что 
используемая нами конкурирующая ДНК не со-
держит в своем составе повторяющихся последо-
вательностей. 

Анализ связывания белков HP1b и HP1c пока-
зал, что оба белка способны образовывать ДНК-
белковые комплексы с регуляторными областями 
МГЭ gypsy, Springer, Rover и 17.6 (рис. 2). Однако 
в случае белка HP1c связывание с фрагментами 
происходит слабее в сравнении с опытами, прове-
денными с белками HP1a и HP1b. Примечательно, 
что только в случае элементов ZAM и Tirant сила 
связывания белков НР1а, HP1b и HP1c с матри-
цей была одинаковой: белок HP1c образовывал 
ДНК-белковые комплексы с той же эффективно-
стью, что и HP1b и HP1a.

Рис. 1. А – электорофореграмма белков HP1a, HP1b и HP1c. 
Белок HP1a представлен в виде тримера и димера, HP1b – 
в трех вариантах макромолекулярных комплексов (моно-, ди- 
и тример); HP1c представлен в виде мономера и димера. 
Б – контрольная электрофореграмма. Связывание белка HP1a 
с амплификатами элемента ZAM. Знаком “+” обозначено при-
сутствие в пробе ДНК; “–“ – отсутствие. Во всех пробах ис-
пользовался 0,5 М KCl. В – электрофореграмма эффективно-
сти связывания белка HP1a с амплификатами гена СG4680 
(900 и 1100 п.н.) при различной концентрации KCl (от 0,1 

до 0,5 М). БСА – бычий сывороточный альбумин
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бумин, который добавляли к матрице вместо бел-
ка НР1а (рис. 1Б). В качестве матрицы для связы-
вания использовали амплификаты, содержащие 
5'-UTR элементов ZAM, Tirant, 17.6, Rover, gypsy и 
Springer (рис. 2). Для исследования взаимодействия 
использовали метод анализа изменения электро-
форетической подвижности ДНК в ПААГ (гель-
шифт). Помимо целевых фрагментов в общую смесь 
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Рис. 2. Анализ гель-шифт связывания белков семейства HP1 с регуляторными участками ДКП-ретротранспозонов группы gypsy. 
Связывание белков HP1a, HP1b и HP1c с регуляторными участками элементов группы gypsy (gypsy, Springer, Tirant, ZAM, Rover 

и 17.6). Концентрация белка во всех пробах – 0,5 мкг/мкл. Во всех пробах использовался 0,5 М KCl

Таким образом, 5'-UTR всех исследованных 
элементов, кроме Springer, хорошо связываются 
в белком НР1а, и это, очевидно, обусловлено на-
личием повторов в 5'-UTR. Два из шести исследо-
ванных МГЭ (ZAM и Tirant) одинаково эффективно 
связываются как с белком-маркером гетерохрома-
тина (HP1a), так и с белком-маркером эухроматина 
(HP1c).

Для того чтобы определить концентрацию 
белка в пробе, достаточную для эффективного свя-
зывания с матрицей, мы провели эксперименты 
по связыванию 5'-UTR ZAM (содержит три повто-
ряющихся модуля) и Springer (не содержит повто-
ров) с разведениями белка НР1а (рис. 3). Обнару-
жено, что ПЦР-фрагмент ДНК, содержащий 5'-UTR 
элемента ZAM с тремя повторяющимися модуля-

ми, образует комплексы с HP1a уже при концен-
трации белка 0,125 мкг/мкл. В то же время полное 
связывание амплификата 5'-UTR элемента Springer 
обнаруживается только при концентрации белка 
0,25 мкг/мкл. Таким образом, мы установили, что 
элемент Springer обладает наименьшим сродством 
к белкам семейства HP1 среди элементов его группы, 
поскольку для образования ДНК-белковых комп-
лексов со всеми специфичными молекулами ДНК 
(амплификаты элемента Springer) требуется боль-
шее количество белка.

Мы предположили, что в случае с ZAM и Tirant 
важную роль при связывании с белками НР1 играет 
наличие крупных и множественных тандемных 
повторов в регуляторных областях элементов со-
ответственно. Для подтверждения нашего предпо-
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Рис. 3. Связывание белка HP1a в различных разведениях 

(0,5 мкг/мкл, 0,25 мкг/мкл, 0,125 мкг/мкл и 0,0625 мкг/мкл 

белка) с элементами ZAM и Springer. Три амплификата элемента 

ZAM на электрофореграмме представляют собой фрагменты, 

содержащие разное количество тандемных повторов (от 1 до 3). 

Во всех пробах использовался 0,5 М KCl

ложения мы провели серию экспериментов по 
связыванию различного числа тандемных повто-
ров 5'-UTR Tirant и ZAM с белком HP1a.

Ранее было показано, что у D. melanogaster лабо-
раторной линии SS из коллекции кафедры генетики 
биологического факультета МГУ имени М.В. Ло-
моносова присутствуют все возможные поли-
морфные варианты МГЭ Tirant, различающиеся 
количеством повторов в 5'-UTR [20]. С использова-
нием праймеров, локализованных вблизи области 
тандемных повторов, мы провели амплификацию 
фрагментов Tirant, включающих 5'-UTR, исполь-
зуя в качестве матрицы геномную ДНК дрозофил 
линии SS. В результате амплификации мы получили 
набор фрагментов 5'-UTR, содержащих от одного 
до шести повторяющихся модулей по 102 п.н. 
Далее мы выделяли и очищали каждый из ПЦР-
фрагментов и составляли их смеси. Всего было со-
ставлено четыре смеси. Первая смесь содержала 
все шесть возможных вариантов 5’-UTR (от самого 
длинного до самого короткого). Каждая последу-
ющая смесь отличалась от предыдущей отсутствием 
самого длинного фрагмента (рис. 4А).

При связывании белка HP1a с набором всех 
возможных полиморфных вариантов 5'-UTR МГЭ 
Tirant ДНК-белковые комплексы образовывались 
с ДНК-фрагментами, содержащими шесть тан-
демно повторяющихся модулей (рис. 4А1). Если 
мы убирали из общей смеси фрагмент, содержащий 
шесть повторяющихся модулей, связывание и об-
разование ДНК-белковых комплексов происходило 
с амплификатами, имеющими четыре и пять повто-
ряющихся модулей, а связывания с оставшимися 
амплификатами (1–3 повторяющихся модуля) не 
происходило (рис. 4А2). Похожая картина наблю-
далась при удалении из смеси фрагмента с пятью 
повторяющимися последовательностями: несвязав-
шимися оставались амплификаты с 1–3 повторами, 
а связывание происходило с фрагментом, имею-
щим четыре повторяющихся модуля (рис. 4А3). 
Наконец, при тех же концентрациях HP1a и отсут-
ствии амплификатов с четырьмя, пятью и шестью 
повторяющимися модулями связывания с оставши-
мися амплификатами (1–3 повторяющихся модуля) 
не происходило (рис. 4А4). Результат эксперимен-
та говорит о том, что трех повторов недостаточно 
для эффективного связывания с белком HP1. От-
метим, что избирательность связывания не зави-
сит от длины фрагмента, это мы доказали с ис-
пользованием фрагментов конкурирующей ДНК 
разной длины (рис. 1В).
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Рис. 4. Связывание белка HP1a с амплификатами, содержащими различное число тандемных повторов в 5' UTR мобильных 
генетических элементов Tirant и ZAM. А1 – шесть амплификатов, содержащих от 1 до 6 тандемнах повторов в 5' UTR Tirant; А2 – 
от 1 до 5 повторов в 5' UTR Tirant; А3 – от 1 до 4 повторов в 5’ UTR Tirant; А4 – от 1 до 3 повторов в 5' UTR Tirant; Б1 – связывание 
белка HP1a с двумя вариантами амплификатов 5’ UTR ZAM, содержащими три повторяющихся модуля и один повторяющийся 
модуль соответственно, Б2 – с двумя вариантами амплификатов 5’ UTR ZAM, содержащими два повторяющихся модуля и один 
повторяющийся модуль соответственно, Б3 – с двумя вариантами амплификатов 5’UTR ZAM, содержащими три повторяющихся 
модуля и два повторяющихся модуля соответственно. Цифры рядом со стрелками соответствуют количеству тандемно повторя-

ющихся модулей в 5' UTR. “+” – присутствие в пробе белка; “–” – отсутствие
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Подобная картина наблюдалась и с элементом 
ZAM. Мы составляли разные комбинации ампли-
фикатов, содержащих от одного до трех повторя-
ющихся модулей (тандемных повторов) длиной 
307 п.н. в нетранслируемой области ZAM. Во всех 
трех экспериментах HP1a связывался полностью 
с фрагментами, имеющими два и три повторяю-
щихся модуля (рис. 4Б). Амплификат с одним по-
вторяющимся модулем связывался слабее, что на-
блюдали на электрофореграмме как небольшое 
смещение ПЦР-продукта (рис. 4Б1, Б2).

Таким образом, повторы абсолютно необхо-
димы для связывания белка HP1a с 5'-UTR МГЭ 
Tirant и ZAM. Отсутствие повторов в случае эле-
мента ZAM или их число менее двух – в случае 
Tirant делает невозможным такое взаимодействие.

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
тандемные повторы служат затравкой для первич-
ного связывания белков HP1. От точки связывания 
может происходить дальнейшее распространение 
молекул гетерохроматиновых белков по всей ДНК. 
По-видимому, большее число повторов привлекает 
большее количество белковых молекул HP1, обес-
печивая кооперативное связывание. То же касается 
и длины повторов: чем длиннее тандемный повтор, 
тем эффективнее связывание. Можно заключить, 
что наличие тандемных повторов в 5’-UTR мо-
бильных элементов является важным инструмен-
том регуляции их транспозиции гетерохроматино-
выми белками.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского фонда фундаментальных 
исследований (проект № 16-34-00729).
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UNTRANSLATED REGULATORY REGIONS OF THE GYPSY RETROTRANSPOSONS OF 

DROSOPHILA MELANOGASTER

A.R. Lavrenov, L.N. Nefedova, A.I. Kim*

Department of Genetics, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye gory 1–12, Moscow, 119234, Russia

*e-mail: aikim57@mail.ru

We have investigated the in vitro interaction of recombinant HP1 family protein paralogs 
(HP1a, HP1b and HP1c) and the 5’ untranslated regulatory regions of gypsy retrotransposon 
group in Drosophila melanogaster: gypsy, Springer, Tirant, ZAM, Rover and 17.6. With the use of 
competitive DNA, conditions for specific binding were obtained. It is shown that HP1 family 
proteins effectively bind to the 5’ untranslated region of retrotransposons, which have tandem 
repeats in their composition. It has been found that repeats are absolutely necessary for binding 
HP1a protein to the 5’ untranslated region of Tirant and ZAM mobile genetic elements. The ab-
sence of repeats in the case of ZAM element or their number less than two—in the case of Tirant 
makes such interaction impossible. Thus, the presence of tandem repeats in the 5’ untranslated 
region of retrotransposons of the gypsy group is an important tool for regulating their transposi-
tion by heterochromatin proteins.

Keywords: heterochromatin proteins, Drosophila, gypsy, mobile elements, retrotransposons, un-
translated regions
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