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В статье предпринята попытка ретроспективного воссоздания последовательности событий, при-
ведших к образованию трех регуляторных piРНК-кластеров у Drosophila melanogaster. Исследованы
piРНК-кластеры 20А, 38С и flamenco. Построены схемы их последовательного формирования и вы-
явлены структурные особенности. В двух из трех исследованных кластеров, 38С и flamenco, обнару-
жены инвертированные последовательности, потенциально способные приводить к образованию
двухцепочечных шпилек в РНК-транскрипте. Приведены доводы в пользу известной гипотезы о
piРНК-кластерах как о “ловушках транспозонов”. Согласно этой модели, присутствие в геноме
только одной копии транспозона свидетельствует о том, что его экспрессия была подавлена меха-
низмами РНК-интерференции сразу после попадания мобильного элемента в piРНК-кластер. При-
ведены доказательства высокой структурной изменчивости piРНК-кластеров дрозофилы и событий
горизонтального переноса мобильных элементов между родственными видами.
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ВВЕДЕНИЕ
Геном Drosophila melanogaster населяет множе-

ство мобильных элементов, составляющих до
22% от всего генома [1]. Интактные, потенциаль-
но активные, копии мобильных элементов лока-
лизуются как в эухроматине, так и в прицентро-
мерном и теломерном гетерохроматине. Кроме
них в геноме дрозофилы присутствуют “молеку-
лярные ископаемые” ‒ дефектные копии, давно
утратившие способность к перемещениям. По
последним данным, до 77% гетерохроматина дро-
зофилы представлено мобильными элементами.
Бóльшая их часть разрушена инсерциями других
транспозонов. Они не способны автономно пере-
мещаться и сконцентрированы в прицентромер-
ных областях хромосом. Эти регионы, первона-
чально рассматриваемые как кладбища мобиль-
ных элементов, вовлечены в систему защиты
генома от нестабильности и исполняют роль регу-
ляторов транспозиций [2, 3]. Такие кластеры
транскрибируются, после чего транскрипты под-
вергаются процессингу и образуют короткие РНК,
взаимодействующие с белком Piwi (piРНК), и эн-
догенные малые интерферирующие РНК (endo-
siРНК). Короткие РНК в свою очередь приводят к
блокировке перемещений мобильных элементов

в гонадах и соматических тканях. Защитные ме-
ханизмы, основанные на РНК-сайленсинге и на-
правленные против распространения в геноме
мобильных элементов, очень консервативны у
эукариот [4].

На сегодняшний день крайне мало известно о
судьбе деградировавших копий мобильных эле-
ментов, несмотря на их важную роль в формиро-
вании кластеров, принимающих участие в РНК-
интерференции. В данной статье мы попытались
воссоздать последовательность образования та-
ких piРНК-кластеров.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использована пятая сборка генома
D. melanogaster, доступная в базе данных FlyBase
(ftp://ftp.f lybase.net/genomes/Drosophila_melano-
gaster/dmel_r5.49_FB2013_01/), и “канонический”
набор последовательностей мобильных элемен-
тов (https://f lybase.org/static_pages/downloads/
FB2015_02/transposons/transposon_sequence_set.
embl.txt.gz). Для выравнивания нуклеотидных
последовательностей использовали программы
BLAST+ и MEGA5.
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Выравнивание протяженных последователь-
ностей piРНК-кластеров против всего набора мо-
бильных элементов с помощью BLAST+ позволя-
ет легко найти интактные копии мобильных эле-
ментов, а также их крупные фрагменты. В случае
сильного повреждения копии мобильного элемен-
та в результате множества делеций и вставок алго-
ритм BLAST способен найти и выровнять с кано-
нической последовательностью только короткие ее
фрагменты, которые получают небольшой скоринг
и оказываются беспорядочно разбросанными в
огромном массиве данных. С целью найти такие
дефектные копии мы сначала сортировали резуль-
таты работы BLAST+ не по скорингу, а по положе-
нию внутри последовательности piРНК-кластера,
а затем обрабатывали эти данные с помощью не-
скольких простейших скриптов и вручную.

В каноническом наборе есть мобильные эле-
менты, очень близкие друг другу. Их последова-
тельности схожи, поэтому при сравнении набора
с какой-то третьей последовательностью с помо-
щью алгоритма BLAST можно обнаружить в ней
участки, схожие не с одним, а сразу с нескольки-
ми мобильными элементами. В первую очередь
мы отфильтровывали такие перекрывающиеся
результаты BLAST+, оставив в наборе данных ва-
рианты, имеющие наибольший скоринг и протя-
женность. Те области piRNA кластеров, в кото-
рых несколько фрагментов одного мобильного
элемента были расположены близко друг к другу,
анализировали вручную. Если эти фрагменты
оказывались однонаправленными и следовали в
геноме в точности в той же последовательности,
что и в каноническом варианте мобильного эле-
мента, или с небольшими перестройками, этот
участок идентифицировали как дефектную ко-
пию мобильного элемента.

Предположения об очередности встраивания
мобильных элементов в геном строили на основа-
нии анализа последовательностей, фланкирую-
щих вставку мобильного элемента. Если элемент А
был фланкирован в геноме справа и слева последо-
вательностями, похожими на элемент Б, причем
точка разрыва элемента Б совпадала слева и справа
(с учетом дупликации сайта-мишени), то мы пред-
полагали, что элемент А встроился в элемент Б.

Предположения о времени встраивания стро-
или только для некоторых ретротранспозонов,
имеющих длинные концевые повторы (LTR).
Механизм их перемещения таков, что LTR у но-
вой копии ретротранспозона в геноме всегда бу-
дут идентичными. Наличие внутри копии пере-
строек, к сожалению, не позволяет судить о вре-
мени ее перемещения, так как известны случаи
перемещения дефектных копий ретротранспо-
зонов с нарушенной кодирующей частью за счет
активности белков, синтезированных на других,
полноценных, копиях этого элемента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В 2007 году Brennecke с соавт. [2] продемон-
стрировали, что последовательности, с которых
транскрибируются piРНК в геноме дрозофилы,
не разбросаны по геному, а кластеризуются в не-
большом числе дискретных локусов. Они опреде-
лили 142 места в геноме, активно генерирующих
короткие РНК. Эти сайты продуцируют 81% всех
уникальных piРНК. Среди указанных 142 класте-
ров piРНК только 7 расположены в потенциально
эухроматических областях, а остальные локализу-
ются в прицентромерном и теломерном гетерохро-
матине. Размеры этих кластеров у D. melanogaster
существенно различаются. Наибольшую извест-
ность среди них приобрел локус flamenco, охаракте-
ризованный как регулятор транспозиций мобиль-
ных элементов задолго до открытия механизма
РНК-интерференции.

В конце 1980-х–начале 1990-х было получено
несколько генетически нестабильных линий
D. melanogaster, в яичниках которых активно пе-
ремещался ретротранспозон gypsy. Оказалось, что
нестабильность в этих линиях была вызвана ком-
бинацией двух факторов: 1) присутствием транс-
позиционно активной копии gypsy и 2) мутацией,
регулирующей перемещения этого мобильного
элемента. Генетическими методами эта мутация
была картирована в позиции 65,9 Х-хромосомы
(секция 20A1‒А3) ‒ в непосредственной близо-
сти от β-гетерохроматина, накапливающего мно-
жество деградировавших мобильных элементов
[5]. Локус получил название flamenco, поскольку
“заставлял цыгана (gypsy) танцевать”. Примерно
в этой же области Х-хромосомы в 1997 году карти-
ровали мутацию, контролирующую перемещения
двух других ретротранспозонов: ZAM и Idefix. В
связи с тем, что в мутантной линии с активно пе-
ремещающимися ZAM и Idefix не было обнаруже-
но активных перемещений gypsy, Goriaux и др. [5]
считали, что имеют дело с двумя различными ген-
ными локусами, расположенными по соседству:
flamenco и COM. В последующие годы в лаборато-
риях разных стран проводились интенсивные, но
не увенчавшиеся успехом исследования, направ-
ленные на клонирование гена flamenco. Только
после открытия явления РНК-интерференции
появились предположения, что flamenco может
оказаться не классическим геном-репрессором, а
источником коротких регуляторных РНК. Но на-
стоящий прорыв в понимании структуры локуса
flamenco/COM произошел только в 2007 году, ко-
гда Brennecke с соавт. [2] охарактеризовали его
как один из значимых piРНК-кластеров.

Нами предпринята попытка исследовать фор-
мирование трех таких кластеров и определить в
них последовательности инсерций различных мо-
бильных элементов.
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Формирование piРНК-кластера flamenco

Локус flamenco, также известный как COM-ло-
кус, – главный регулятор перемещений gypsy, а
также некоторых других ретротранспозонов, в
частности ZAM и Idefix. Flamenco имеет длину при-
мерно 180 т.п.н. и расположен в прицентромерном
гетерохроматине в области 20А1‒А3 Х-хромосомы.
Его последовательность большей частью составле-
на из фрагментов мобильных элементов, принад-
лежащих главным образом к семейству LTR-ретро-
транспозонов. В яичниках дрозофилы локус fla-
menco служит источником piРНК, а в соматических
тканях – источником endo-siРНК. Роль flamenco
заключается в предотвращении экспрессии gypsy и
других мобильных элементов, фрагменты которых
расположены в этом локусе. По этой причине он
считается компонентом “адаптивного иммуните-
та” против ретротранспозонов [4].

Изучение локуса flamenco сыграло важную
роль в понимании того, как малые некодирую-
щие РНК репрессируют транспозиции мобиль-
ных элементов. От других piРНК-локусов flamenco
отличается по некоторым параметрам. Во-пер-
вых, 94% всех уникальных РНК, кодируемых
этим локусом, оказались партнерами белка Piwi.
Во-вторых, большинство копий ретротранспозо-
нов встроились во flamenco в одной и той же ори-

ентации, поэтому локус продуцирует piРНК с за-
метной ассиметрией цепей [5].

Следует сказать, что flamenco относится не толь-
ко к самым изученным, но и к самым интригующим
piРНК-кластерам, поэтому мы проанализировали
его в первую очередь. На рис. 1 приведена схема, ил-
люстрирующая последовательность встраивания
мобильных элементов при формировании локуса
flamenco.

Мы предполагаем, что основой для образова-
ния локуса flamenco стала дуплицированная не-
сколько раз последовательность, содержащая
дивергировавшую копию мобильного элемента
stalker или его предка. В данном случае речь идет
не о нескольких независимых инсерциях этого
мобильного элемента в близлежащие участки
хромосомы, а о рекомбинационных событиях в
геноме. Это подтверждается тем фактом, что
внутри дуплицированного фрагмента обнаруже-
ны одни и те же перестройки и мутации.

На начальном этапе формирования кластера в
эту последовательность встроились ретротранс-
позоны ZAM, gypsy, gypsy2, gypsy3, gypsy6, а также
недавно описанные agoriino, lycido, vatovio и adoxo.
Все эти элементы представлены в составе flamenco
сильно деградировавшими фрагментами, что сви-
детельствует о давности произошедших событий.

Рис. 1. Схема строения локуса flamenco. Светло-серым цветом обозначены деградировавшие фрагменты мобильных
элементов (“молекулярные ископаемые”), темно-серым ‒ копии, имеющие значительное сходство с каноническими.
Не закрашены делетированные области. Треугольниками обозначены длинные концевые повторы (LTR). Рамкой вы-
делена область, потенциально способная формировать участки двухцепочечной РНК.
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Относительно недавно в локус flamenco попа-
ли мобильные элементы doc, G6, F-element, ре-
тротранспозоны 412, blood, springer, HMS-Beagle2
и MDG1. Кроме того, нами обнаружены довольно
свежие копии stalker и stalker2. По-видимому, эти
события произошли в более поздний период, так
как указанные мобильные элементы накопили
мало замен по сравнению с образцом из канони-
ческого набора, а в LTR-ретротранспозонах при-
сутствуют идентичные LTR. Известно, что в про-
цессе обратной транскрипции таких элементов у
новообразовавшейся копии формируются пол-
ностью идентичные друг другу концевые повторы
[6, 7], поэтому по числу накопленных в LTR мута-
ций можно очень приблизительно оценить дав-
ность вставки.

Мобильный элемент pifo представлен одиноч-
ным LTR, что свидетельствует о вставке этого эле-
мента и последующем его вырезании в результате
гомологичной рекомбинации по LTR. Позднее
внутрь оставшегося во flamenco LTR pifo встроилась
копия ретротранспозона HMS-Beagle2.

Довольно интересна, с нашей точки зрения,
вставка в локус flamenco мобильного элемента
MDG1, содержащая сложную перестройку, пред-
ставляющую сочетание инверсий и дупликаций
(выделена рамкой на рис. 1). При транскрипции
такой последовательности в РНК могут образо-
вываться двухцепочечные участки, потенциально
способные запускать механизм РНК-интерфе-
ренции.

В 2013 году Zanni и др. [8] уже исследовали ло-
кус flamenco, однако их внимание было сосредо-
точено не на происхождении этого локуса, а на
его функции как регулятора экспрессии мобиль-
ных элементов. Zanni с соавт. сравнивали “рабо-
ту” локуса flamenco в трех различных линиях дро-
зофилы, характеризующихся разным уровнем
экспрессии ретротранспозонов ZAM и Idefix (ли-
нии wIR6, Iso1A и Rev). Авторы определили, что
структурные отличия локуса между линиями до-

вольно велики: многочисленные случаи гомоло-
гичной и негомологичной рекомбинации, деле-
ции, сегментальные дупликации, утеря и новые
инсерции мобильных элементов. Построенная
нами карта во многом сходна с опубликованной в
статье Zanni и др. [8]. Так, по мнению авторов, ос-
новой образования локуса flamenco послужила
дуплицированная несколько раз последователь-
ность элемента stalker4, в которую встраивались в
разное время мобильные элементы gypsy, MDG1,
412, F, doc, ZAM и другие. Но есть и немало отли-
чий между предложенной нами картой и опубли-
кованной Zanni и др. Например, в области flamenco
нами выявлены ретротранспозоны gtwin, helena,
agoriino, springer, lycido, vatovio и другие, не пред-
ставленные на схеме Zanni с соавт. Кроме того,
нами обнаружен еще один, ранее неизвестный
мобильный элемент, пока не получивший соб-
ственного названия и обозначенный на схеме как
“new”. Мы не выявили эухроматических копий это-
го элемента в геноме D. melanogaster, но обнаружили
их у родственных видов: D. erecta и D. yakuba. По
всей видимости, мы имеем дело со случаем гори-
зонтального переноса ретроэлемента new в геном
D. melanogaster.

Формирование piРНК-кластера 20А

В силу того, что исследовать структуру перво-
го, самого протяженного piРНК-кластера, 42AB,
вышеописанным способом оказалось невозмож-
ным именно по причине его протяженности, по-
сле flamenco мы изучили строение кластера 20А
(аннотирован под номером 2 у Brennecke с соавт.
[2]). Он расположен в секции 20А Х-хромосомы,
его длина составляет примерно 40 т.п.н. Как и в
случае flamenco, кластер 20А следует отнести к од-
нонаправленным: почти все детектируемые внут-
ри него piРНК считываются с плюс-цепи (78.4%
против 0.2% по минус цепи) [2]. Схема строения
кластера 20А представлена на рис. 2.

Рис. 2. Схема строения piРНК-кластера 20А. Светло-серым цветом обозначены деградировавшие фрагменты мобиль-
ных элементов (“молекулярные ископаемые”), темно-серым – копии, имеющие значительное сходство с канониче-
скими. Треугольниками обозначены длинные концевые повторы (LTR).
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Этот кластер сформировался на базе дегради-
ровавшей копии ретротранспозона roo, содержа-
щей вставки фрагментов других мобильных эле-
ментов: MDG1, lycido, rooA и 17.6, ‒ возраст кото-
рых определить не представляется возможным.
Относительно недавно в этот кластер встроился
мобильный элемент 297, в который, в свою оче-
редь, внедрились ретротранспозоны blood и roo. Хо-
тя внутри тела этих ретротранспозонов присутству-
ют делеции и вставки, мы полагаем, что инсерции
произошли сравнительно недавно, так как LTR
этих ретротранспозонов полностью идентичны
друг другу. Кроме того, ретротранспозоны с внут-
ренними делециями в некодирующих областях
иногда способны перемещаться посредством ре-
тротранспозиции за счет активности белков, син-
тезированных на других, полноценных копиях это-
го элемента.

Формирование piРНК-кластера 38С

Кластер 38С piРНК (аннотирован под номе-
ром 5 у Brennecke с соавт. [2]) заинтересовал нас
как потенциальный регулятор ретротранспози-
ций элемента gtwin, который был впервые клони-
рован и много лет изучался в нашей лаборатории
[9‒14].

Этот локус протяженностью свыше 79 т.п.н.
локализован в секции 38С в левом плече хромосо-
мы 3. Свыше 63% piРНК считываются по минус-
цепи ДНК, в то время как по плюс-цепи ‒ 23.4%
[2]. Схема строения piРНК-кластера 38С приве-
дена на рис. 3.

Несколько деградировавших копий мобиль-
ных элементов, подвергшихся неоднократным
перестройкам, стали основой для формирования
piРНК-кластера 38С. Одна из перестроек привела
к дупликации значительного участка кластера,
содержащего мобильные элементы G-element,
1360 и hopper2. Другая перестройка, по всей види-
мости, сопровождалась дупликацией и инверсией
одной из копий элемента hopper2, что привело к

образованию структуры, на которой, предполо-
жительно, может формироваться двухцепочечная
РНК (выделена рамкой на рис. 3). О рекомбина-
ционном происхождении этих фрагментов гено-
ма свидетельствуют идентичные перестройки в
одних и тех же местах мобильных элементов.

Этот локус содержит несколько относительно
недавно появившихся вставок мобильных элемен-
тов, принадлежащих к различным группам (про-
цент их гомологии с последовательностями из ка-
нонического набора очень велик, а LTR идентич-
ны). Вероятно, последней из них была вставка трех
копий ретротранспозона gtwin, соединенных друг с
другом общими LTR.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Не вызывает сомнения тот факт, что piРНК-
кластеры могут быть устроены по-разному, что
наводит на мысль о существовании различных
механизмов их образования. Еще до открытия
механизмов РНК-интерференции, при изучении
случаев гибридного дисгенеза, исследователи на-
блюдали целый спектр негативных последствий
вспышек транспозиционной активности для ор-
ганизма-хозяина, но нестабильность всегда ока-
зывалась временным событием. Организм хозяи-
на успешно брал “захватчика” под свой контроль
[15‒18]. Для некоторых мобильных элементов –
например, P-элемента – удалось показать суще-
ствование молекулы-репрессора, кодируемой са-
мим транспозоном. Для других транспозонов – в
частности gypsy – были картированы генные ло-
кусы, контролирующие их перемещения, однако
механизм такого репрессирования долгое время
оставался неизвестным. Даже для P-элемента, ав-
торегуляция которого за счет репрессора уже была
детально изучена, обнаружили, что инсерция ко-
пии или ее фрагмента в определенные места генома
может приводить к стабилизации дисгенной линии
[19, 20]. С открытием РНК-интерференции стало
очевидным, что любая из описанных выше моде-

Рис. 3. Схема строения piРНК-кластера 38С. Светло-серым цветом обозначены деградировавшие фрагменты мобиль-
ных элементов (“молекулярные ископаемые”), темно-серым ‒ копии, имеющие значительное сходство с канониче-
скими. Рамкой выделена область, потенциально способная формировать участки двухцепочечной РНК.
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лей устойчивости к транспозициям может быть на-
прямую связана с воздействием разных видов ко-
ротких РНК.

В представленной работе мы попытались воссо-
здать ретроспективную последовательность образо-
вания трех piРНК-кластеров, контролирующих пе-
ремещения мобильных элементов в геноме D. mela-
nogaster, изучить их детальное строение и сравнить
между собой их внутреннее устройство.

Ранее показано, что при определенных услови-
ях даже единичные копии мобильных элементов
могут стать основой для формирования piРНК-
кластеров [21]. Так, Оловников с соавт. [22] показа-
ли, что попадание в геном конструкции, содержа-
щей транскрибируемый фрагмент I-элемента,
приводит к образованию нового piРНК- и endo-
siРНК-продуцирующего локуса. Короткие РНК
обеих полярностей генерировались как с введен-
ного в геном участка, так и с фланкирующих ге-
номных последовательностей; при этом транс-
генные транскрипты распознавались белком Piwi
наравне с эндогенными I-специфичными piРНК.
Подобное образование кластера piРНК, зависи-
мое от сайта встраивания, наблюдается для всех
классов мобильных элементов и добавляет новый
уровень к piРНК-обеспечиваемой защите от экс-
пансии мобильных элементов. Однако наши кол-
леги (Шпиз и др. [21] и Оловников и др. [22]) об-
наружили, что не все копии мобильных элемен-
тов или инсерции трансгенных конструкций
индуцируют образование мощных piРНК-кла-
стеров. По всей видимости, формирование ма-
стер-локуса de novo зависит от транскрипционно-
го и хроматинового статуса мишени [23]. Можно
предположить, что исследованные нами piРНК-
кластеры формировались именно по такому пути:
древняя инсерция мобильного элемента в опре-
деленный участок гетерохроматина по какой-то
причине вызвала образование коротких РНК, по-
сле чего все последующие встроившиеся туда мо-
бильные элементы оказывались “в ловушке”.

На сегодняшний день не удалось получить чет-
кого представления о том, какой именно меха-
низм играет роль пускового крючка для запуска
экспрессии коротких РНК на определенных
участках генома, что служит сигналом к их обра-
зованию и как регулируются эти процессы. Так, в
2016 году Guida и соавт. [4] показали, что способ-
ность локуса flamenco контролировать транспози-
ции мобильных элементов довольно изменчива и,
по всей видимости, тесно связана с его хромосом-
ным окружением, а также с “потерями” (делеция-
ми) и “приобретениями” (инсерциями) мобиль-
ных элементов внутри самого локуса. Они описали
механизм косупрессии, вызванной инсерцией в
эухроматин (не в локус flamenco!) новой копии
gypsy, в линии D. melanogaster, до этого не подав-
ляющей перемещения этого ретротранспозона.

Авторы обнаружили, что “умолкание” gypsy со-
провождалось “умолканием” других мобильных
элементов, перемещения которых также регули-
рует flamenco. Этот механизм косупрессии зави-
сел от посттранскрипционной регуляции с во-
влечением путей как endo-siРНК, так и piРНК.
Предполагается, что новая инсерция gypsy вызва-
ла посттранскрипционный сайленсинг как смыс-
ловых, так и антисмысловых последовательно-
стей gypsy, что в итоге привело к изменениям в ак-
тивности локуса flamenco [4].

В структуре piРНК-кластеров 20А и flamenco
нами обнаружены инвертированные последова-
тельности, которые могут облегчать формирова-
ние двухцепочечных участков РНК-транскрипта.
Подобные структуры довольно часто можно
встретить в гетерохроматине. Иногда инвертиру-
ются сравнительно небольшие участки ДНК, но в
некоторых случаях речь идет о тысячах пар нук-
леотидов [24]. Выполняемая ими функция на
данный момент остается неясной, однако их кон-
сервативность рассматривается как косвенное
свидетельство важности выполняемых ими функ-
ций. Они могут участвовать в пока неизвестных
механизмах репрессии транспозиций мобильных
элементов или/и принимать участие в формиро-
вании устойчивых эпигенетических связей.

В 2006 году Bergman с соавт. [25] предположи-
ли, что “гнезда” подвергшихся перестройкам
транспозонов, расположенные в β-гетерохрома-
тине, служат ловушкой для новых инсерций мо-
бильных элементов, таким образом играя роль
компонента “адаптивного иммунитета” хозяй-
ского генома. Разные линии дрозофилы заметно
отличаются друг от друга по составу мобильных
элементов, попавших в кластеры piРНК, что мо-
жет быть причиной наблюдаемых различий в их
способности подавлять разные семейства мо-
бильных элементов. Присутствие в piРНК-кла-
стерах, в том числе и в локусе flamenco, только од-
ной копии транспозона свидетельствует о том,
что это семейство мобильных элементов было по-
давлено механизмами РНК-интерференции сра-
зу после попадания в локус, что предотвратило
образование новых копий [25]. В 2013 году кол-
лектив авторов из Франции проверил гипотезу
Bergman и др. на разных линиях дрозофилы. Zanni
и др. [8] обнаружили, что среди 52 различных мо-
бильных элементов, присутствующих в локусе
flamenco, подавляющее большинство (49) пред-
ставлено в виде уникальной копии [8]. Это на-
блюдение согласуется с выдвинутой Bergman
и др. [25] гипотезой о функционировании piРНК-
кластеров как “ловушек транспозонов”. Резуль-
таты проведенного нами исследования также
подтверждают эту гипотезу. В случае кластера
20А, как и в случае flamenco, только один элемент –
roo – встречается более одного раза. Остальные
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инсерции уникальны. Возможно, древняя копия
ретротранспозона roo, послужившая родоначаль-
ником кластера 20А, стала слишком сильно отли-
чаться от современного варианта, поэтому в него
смогла встроиться еще одна, “свежая”, копия это-
го мобильного элемента.

Основа кластера 38С была сформирована за
счет дупликаций и инверсий участков генома, со-
держащих G-element, 1360 и hopper2 (здесь речь
идет о рекомбинационных процессах, а не о мно-
гократном встраивании в локус одного и того же
транспозона). А три копии gtwin могли попасть в
локус вместе, в виде своеобразного тримера, либо
дуплицироваться во время репликации. Ранее на-
ми показано, что формирование таких структур
характерно для gtwin [13].

Во многих исследованиях локуса flamenco вы-
явлена его высокая структурная изменчивость.
Так, между разными линиями D. melanogaster вы-
явлено множество различий, возникающих в ре-
зультате делеций, инсерций или дупликаций.
Кроме того, при анализе последовательностей
мобильных элементов, содержащихся в локусе
flamenco, обнаружено, что многие из них, по всей
видимости, только недавно встроились в этот ло-
кус. В работе Zanni и др. [8] в составе flamenco вы-
явлено 12 новых мобильных элементов. Интерес-
но, что 8 из них оказались близки к мобильным
элементам D. simulans, D. sechellia, D. yakuba или
D. erecta, что, по всей видимости, свидетельствует
о случаях недавнего горизонтального переноса
между видами Drosophila, принадлежащими к
подгруппе melanogaster (см. [8, 12, 26] и элемент
new в этой статье). Полученные нами результаты
хорошо согласуются с этими данными: свежие
инсерции мобильных элементов обнаружены и в
локусе 20А (297, blood, roo), и в локусе 38С (pogo,
copia, hobo, gtwin), и во flamenco (doc, G6, F-element,
ретротранспозоны 412, blood, springer, HMS-Bea-
gle2, MDG1 и др.). Следовательно, можно гово-
рить о том, что piРНК-кластеры представляют
собой довольно динамичные структуры.

Таким образом, ранее описанная гипотеза о
“приручении чужака” [12, 27] подтверждена и ре-
зультатами проведенного нами исследования. Для
мобильного элемента выгоднее всего попасть в
“девственный” геном, не содержащий гомологич-
ных ему последовательностей. Наилучший способ
найти такой геном – это заразить животных близ-
кого вида посредством горизонтального переноса.
Попав в новый для себя организм, мобильный
элемент не подвергается никаким репрессирую-
щим механизмам и его копии успешно “расселя-
ются” по геному (период нестабильности). В этом
случае вставки новых копий в какой-либо ма-
стер-локус регуляции довольно вероятны, так
как, по всей видимости, в этот процесс вовлечены
неизвестные пока механизмы, делающие эти ло-

кусы ловушками для новых инсерций. Попадание
нового элемента в piРНК-кластер приводит к об-
разованию соответствующих коротких РНК, ре-
прессирующих его дальнейшую экспрессию. На-
ступает период стабильности. В пользу этой гипо-
тезы свидетельствуют данные, что в большинстве
случаев в мастер-локусе регуляции присутствует
только одна копия подавляемого локусом эле-
мента. Последующие делеционные перестройки
локуса могут привести к потере одной или не-
скольких копий мобильного элемента; при этом
присутствующие в геноме копии элемента снова
приобретают способность размножаться и начи-
нается новый виток нестабильности. Таким об-
разом, транспозиционные всплески, периоды
стабильности/нестабильности напрямую связа-
ны с мутационными событиями, затрагивающи-
ми piРНК-кластеры, подобные flamenco.

Раунды высокой транспозиционной активности
могут вызывать генетическую нестабильность и со-
пряженные с нею вредные мутации, но нет никаких
сомнений, что они также играют важную роль в
эволюции видов. Геном дрозофилы можно рас-
сматривать как некий отпечаток, или даже истори-
ческий срез, таких транспозиционных всплесков
для большинства семейств мобильных элементов,
так как в нем присутствуют и древние, и недавно
встроившиеся копии. К ним относятся и иденти-
фицированные нами blood, stalker, roo; тогда как
древних копий pifo в геноме D. melanogaster не обна-
ружено, из чего можно сделать вывод о недавно про-
изошедшем случае его горизонтального переноса.

Таким образом, вопросы о начальных этапах
формирования piРНК-кластеров, последующих
перестройках и детальных механизмах их функ-
ционирования до сих пор остаются открытыми, и
для ответа на них необходимы дальнейшие иссле-
дования.

Работа поддержана грантом Программы фун-
даментальных исследований Президиума РАН
“Постгеномные технологии и перспективные ре-
шения в биомедицине” по теме: “Сборка РНП-ча-
стиц некодирующих транскриптов и транскриптов
с отложенной трансляцией”.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE STRUCTURE OF THREE piRNA 
CLUSTERS IN THE Drosophila melanogaster GENOME

A. P. Kotnova1, * and Yu. V. Ilyin1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: alina_kotnova@mail.ru

Here we attempt to reconstruct the sequence of events that led to the formation of three regulatory piRNA
clusters, namely, 20A, 38C and flamenco, in Drosophila melanogaster genome. Both 38C and flamenco clus-
ters include inverted sequences, which may potentially form double-stranded RNA hairpins. We present
evidence in favor of the well-known hypothesis of piRNA clusters as “transposon traps”. According to this
model, the presence of the only copy of the transposon in the genome indicates that its expression was sup-
pressed by an RNA-interference mechanism immediately after the mobile element entered the piRNA clus-
ter. We also discuss high structural variability of piRNAs in Drosophila clusters and the cases of horizontal
transmobile elements between related species.

Keywords: piRNA clusters, mobile elements, RNA-interference, repression of transpositions, flamenco, 20A
piRNA cluster, 38C piRNA cluster, Drosophila melanogaster
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