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Комплексы белков семейства Piwi и коротких piPHK (Piwi:interacting RNA) осуществляют репрессию транс:
позонов в репродуктивных органах животных. Семейство Piwi у Drosophila melanogaster представлено тремя
белками: Piwi, Aub и Ago3. Белок Piwi функционирует в ядрах соматических и герминальных клеток яичников,
а Aub и Ago3 локализуются в цитоплазме герминальных клеток и участвуют в цикле амплификации piРНК в
околоядерных гранулах, составляющих особую органеллу – nuage (oблако). Известно, что мутации в генах си:
стемы piРНК влияют на дерепрессию отдельных мобильных элементов. В представленной работе мы количе:
ственно сравнили уровень экспрессии большего числа элементов при мутации в гене piwi, в генах aub, mael и
spn�E, кодирующих белки гранул nuage, и в гене РНК:хеликазы armi, отсутствие которой не препятствует ци:
топлазматической амплификации piPНК, но нарушает ядерную локализацию белка Piwi. Обнаружено, что для
репрессии ряда ретротранспозонов (HMS�Beagle, Gate и HeT�A) нужны гены piwi, armi, aub, spn�E и mael, ко:
торые действуют взаимосвязано, тогда как в репрессии мобильных элементов I и G участвуют все эти гены,
кроме piwi. Мы предполагаем, что роль Armi не ограничивается его участием в обеспечении ядерной локализа:
ции Piwi. Полученные данные указывают на связь цитоплазматических белков nuage Aub, Spn:E и Mael с ре:
прессией ретротранспозонов Gate и HMS�Beagle, осуществляемой Piwi в ядре. В целом, наши результаты под:
тверждают представление о стабилизации генома с использованием разных стратегий подавления экспрессии
ретротранспозонов, специфичных в отношении отдельных элементов. В то же время, они свидетельствуют о
существовании невыясненных пока механизмов взаимодействия между ядерными и цитоплазматическими
компонентами piРНК:системы в герминальных клетках. 

Ключевые слова: piPHK, короткие РНК, дрозофила, герминальные клетки, мобильные элементы, ре:
тротранспозоны, сайленсинг, nuage, Piwi, репрессия генов.

THE INTERPLAY OF TRANSPOSON SILENCING GENES IN THE Drosophila melanogaster GERM:
LINE, by O. A. Sokolova, E. Yu. Yakushev, A. D. Stolyarenko, E. A. Mikhaleva, V. A. Gvozdev*, M. S. Klenov
(Institute of Molecular Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123182 Russia; *e:mail: gvozdev@img.ras.ru).
Complexes of Piwi proteins and Piwi:interacting RNAs (piRNAs) carry out the repression of transposable elements in an:
imal gonads. The Piwi protein clade is represented in D. melanogaster by three members: Piwi, Aub and Ago3. Piwi pro:
tein functions in the nuclei of somatic and germinal ovarian cells, whereas Aub and Ago3 are cytoplasmic proteins of ger:
minal cells. Aub and Ago3 interact with each other in the perinuclear nuage organelle to perform piRNA amplification via
the ping:pong mechanism. Previously, derepression of several transposable elements as a result of mutaions in the piRNA
silencing system was shown. Here we quantify the increase in expression level of an enlarged number of retrotransposons
due to the mutations in the piwi gene, nuage components coding aub, mael and spn�E genes and the RNA helicase armi
gene mutation that impairs Piwi nuclear localization, but not the ping:pong cycle. We reveal that piwi, armi, aub, spn�E
and mael genes participate together in the repression of several transposons (HMS�Beagle, Gate and HeT�A), whereas
silencing of I and G elements requires the same genes except piwi. We suggest that Armi has other functions besides the
localizing of Piwi protein in the nuclei. Our data suggest also a role of cytoplasmic Aub, Spn:E and Mael nuage proteins
in Piwi:mediated repression of Gate and HMS�Beagle transposons in the germline nuclei. As a whole, our results corrob:
orate the idea that genome stabilization in the germline is realized by different silencing strategies specific for different
transposable elements. At the same time, our data suggest the existence of yet unknown mechanisms of interplay between
nuclear and cytoplasmic components of the piRNA machinery in the germline. 

Keywords: piRNA, short RNA, drosophila, germline, transposable elements, retrotransposons, silencing, nu:
age, Piwi, gene repression.
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Принятые сокращения: piРНК – короткие РНК, взаимодействующие с белками Piwi (Piwi�interacting RNA); siРНК – ко�
роткие интерферирующие РНК (short interfering RNA); МЭ – мобильные элементы, или транспозоны; LTR – длинные
концевые повторы (long terminal repeats); АР – щелочная фосфатаза.
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Участие коротких РНК и РНК�интерференции в
подавлении экспрессии транспозонов (мобильных
элементов, МЭ) обнаружили около 10 лет назад [1, 2].
По современным представлениям подавление ак�
тивности транспозонов может происходить с помо�
щью всех трех основных типов коротких (21–30 н.)
РНК – siРНК [3, 4], piРНК [5, 6] и даже микроРНК
[7], но главная роль, особенно в герминальных
клетках, отводится piРНК. Короткие РНК всех ти�
пов функционируют в составе комплексов с белка�
ми семейства Argonaute, в которое входят подсемей�
ства Ago и Piwi. Эндогенные siРНК образуются при
процессинге двухцепочечной РНК (дцРНК) бел�
ком Dicer и находятся в комплексе с белками подсе�
мейства Ago, тогда как биогенез piРНК, связывае�
мой белками подсемейства Piwi, не зависит от Dicer
и, как считается, происходит при участии нуклеаз,
расщепляющих одноцепочечный РНК�предше�
ственник [5, 6, 8]. siРНК, направленная на репрес�
сию МЭ, функционирует в соматических клетках
разных организмов и в оогенезе млекопитающих [3,
4]. piРНК обнаружены в семенниках и яичниках
разных животных [6, 8].

Способы образования piРНК и ее вклад в подав�
ление экспрессии транспозонов лучше всего изуче�
ны у дрозофилы [6, 8]. piРНК образуется при про�
цессинге протяженных транскриптов гетерохрома�
тиновых областей генома (мастер�локусов),
которые содержат фрагменты МЭ [9]. В ходе так на�
зываемого “первичного процессинга” не иденти�
фицированная пока нуклеаза вырезает piРНК из
транскриптов мастер�локусов. Подсемейство Piwi у
Drosophila melanogaster представлено тремя белками:
ядерным Piwi и цитоплазматическими Aub и Ago3.
Все три белка связывают piРНК и обладают эндо�
нуклеазной (“слайсерной”) активностью, необхо�
димой для расщепления мишеней – РНК МЭ,
участки которой комплементарны piРНК [9–11].
Предполагается, что piРНК в комплексе с ядерным
белком Piwi могут не только осуществлять пост�
транскрипционную регуляцию экспрессии МЭ, но
и вызывать изменения структуры хроматина ком�
плементарных участков ДНК в ядре [12, 13].

Необходимо отметить, что в репродуктивных ор�
ганах клетки разного типа могут различаться по со�
ставу белков, участвующих в piРНК�зависимой ре�
прессии МЭ. В настоящей работе мы изучали зако�
номерности подавления экспрессии транспозонов
в яичниках дрозофилы, содержащих герминальные
и соматические клетки. Развивающийся ооцит на�
ходится в яйцевой камере, которая состоит из гер�
минальных питающих клеток и окружена слоем со�
матических фолликулярных клеток. Яйцевые каме�
ры образуются в результате деления стволовых
клеток, расположенных в особых зонах яичников –
гермариях. В соматических клетках яичников при�
сутствует белок Piwi, но не Aub и Ago3, здесь piРНК
образуется исключительно за счет первичного про�
цессинга [14, 15]. В герминальных клетках помимо
первичного процессинга существует также меха�

низм амплификации piРНК при участии белков
Aub и Ago3 – так называемый цикл “пинг�понг” [9,
11, 14, 15]. В ходе этого цикла расщепляемая с уча�
стием антисмысловой piРНК и белка Aub смысло�
вая мРНК МЭ служит источником смысловой
piРНК, которая, в свою очередь, включается в ком�
плекс с белком Ago3 и используется для разрезания
антисмыслового предшественника. piРНК, “запус�
кающая” этот цикл, может образоваться за счет пер�
вичного процессинга, либо наследуется от матери
(материнская piРНК) [9, 16]. Модель пинг�понг�
цикла была предложена в результате обнаружения
при секвенировании piРНК, образующих комплек�
сы с разными белками подсемейства Piwi, пинг�
понг�пар – частично перекрывающихся компле�
ментарных последовательностей [9, 11]. Пинг�
понг�цикл, по�видимому, осуществляется в около�
ядерной органелле герминальных клеток – nuage, в
которой колокализуются Aub и Ago3 [9, 14], а также
находятся белки Spn�E, Maelstrom (Mael) и ряд дру�
гих белков, участвующих в piРНК�зависимом сай�
ленсинге [17–19]. Мутация гена предполагаемой
РНК�хеликазы Spn�E полностью нарушает пинг�
понг�цикл [14]. В процессах биогенеза piРНК
участвует также предполагаемая РНК�хеликаза
Armi, отсутствие которой препятствует транспорту
Piwi в ядро, снижает количество piРНК, но лишь
частично нарушает функционирование цикла
пинг�понг [14]. Результаты, полученные в нашей
работе, указывают на существование дополнитель�
ных, еще не выявленных функций этого белка, а
также дополняют и расширяют представления о
взаимосвязи разных стратегий репрессии МЭ, обес�
печивающих стабильность генома в клетках заро�
дышевого пути.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Линии D. melanogaster. Мух содержали при 25°C
на стандартной среде. Использовали следующие
линии, несущие мутации в генах piРНК�системы:
spindle#E (spn#E1), генотип – ru1 st1 spn#E1 e1ca1/TM3,
Sb1 es (точечная замена в хеликазном домене, индуци�
рована этилметансульфонатом) и ru1 st1 spn#Ehls3987 e1

ca1/TM3, Sb1 es (мутация вызвана встраиванием Р�эле�
мента) [20, 21]; armi1, генотип – w; armi72.1/TM3 Sb1

Ser1 (мутация обусловлена встраиванием Р�элемен�
та, что привело к делеции части 5'�нетранслируемой
области гена armi) [22]; aub, генотип – w1118; aubQC42

cn1 bw1/CyO и w1118; aubHN cn1 bw1/CyO (точечные
замены в гене aubergine) [23]; piwi, генотип –
piwi2/CyO (мутация вызвана встраиванием элемен�
та P�ry11) [24, 25]; mael, генотип – w*; maelr20/TM3,
Sb1 [26] и y1 w67c23 maelEY08554/TM3, Sb1 (мутация вы�
звана встраиванием Р�элемента в 5'�нетранслиру�
емую область гена maelstrom); flamenco – flamOR

[27], любезно предоставленная А. Кимом.
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Обратная транскрипция и количественная ПЦР в
реальном времени. РНК выделяли с использованием
реактива Trizol (“Invitrogen”) согласно инструкциям
производителя. После осаждения этанолом РНК
переосаждали LiCl в конечной концентрации 3 M,
обрабатывали ДНКазой I (“Ambion”) и проводили
обратную транскрипцию с oligo�dT�праймером и
ревертазой SuperScript II (“Invitrogen”) согласно ин�
струкциям производителя. Параллельно ставили
контрольные опыты без добавления фермента (�RT).
Во всех реакциях обратной транскрипции�ПЦР, при�
веденных в работе, продукты амплификации в �RT
при тех же условиях не выявлялись.

Количественную ПЦР использовали для оценки
количества транскриптов МЭ в яичниках мух, го�
мо� и гетерозиготных по мутациям. Количество
ПЦР�продукта в реакционной смеси определяли
после каждого цикла амплификации по флуорес�
ценции красителя SYBR Green. В реакцию добавля�
ли 3 мкл кДНК, по 2 мкл каждого праймера в кон�
центрации 3.3 пМ, 3 мкл 10× буфера (0.67 М Tрис�
HCl, pH 8.8, 166 мМ (NH4)2SO4, 0.1% Tween�20),
6 мкл 25 мМ MgCl2, 6 мкл смеси четырех dNTP
(концентрация каждого dNTP 1 мМ), SYBR Green I
(1/10000 из стока стандартной концентрации,
“Синтол”, Россия), ROX (1/3000 из стока с концен�
трацией 100 пмоль/мкл, “Синтол”) и 0.6 мкл ДНК�
полимеразы Hot Start Taq (“СибЭнзим”, Россия).
ПЦР проводили в амплификаторе Chromo4
(“BioRad”). Амплифицировали в тех же пробах и ис�
пользовали для нормирования РНК генов Аdh и rp49. 

Использовали следующие праймеры: gypsy�for –
5'�CTTCACGTTCTGCGAGCGGTCT�3', gypsy�rev –
5'�CGCTCGAAGGTTACCAGGTAGGTTC�3' – для
выявления транскриптов МЭ gypsy; gtwin�s1 –
5'�GCCTCTAAAATTAGGGTTCTTCAGTCC�3',
gtwin�as1 – 5'�TCGCAGGATTGTCTGATAGTGT�
GATAC�3' – для выявления транскриптов МЭ gtwin;
MDG1�d – 5'�AACAGAAACGCCAGCAACAGC�3',
MDG1�r – 5'�CGTTCCCATGTCCGTTGTGAT�3' –
для выявления транскриптов МЭ МДГ1; GATE�s1 –
5'�CCTTTGGGAAGCAGGCGTAAA�3', GATE�as1 –
5'�TCTTCAGACATAGGAGAGAGCGGC�3' – для
выявления транскриптов МЭ Gate; Het�A s2 – 5'�
CGCAAAGACATCTGGAGGACTACC�3', Het�A as –
2 5'�TGCCGACCTGCTTGGTATTG�3' – для вы�
явления транскриптов МЭ HeT#A; Beagle–s –
5'�TGATGAAACACATTACCAGAACCTTGA�3',
Beagle–as – 5'�AAT GCCCTTGTCGGACACGA�3' –
для выявления транскриптов МЭ HMS#Beagle; I�el�
s2 – 5'�TGAAATACGGCATACTGCCCCCA�3', I�el�
as2 – 5'�GCTGATAGGGAGTCGGAGCAGATA�3' –
для выявления транскриптов I�элемента; G�el�s1 –
5'�CAGAACAAGTGCCTGAGTCAATCG�3', G�el�
аs1 – 5'�GTCCAGTCGTTTAGCGTATCTCTCG�3' –
для выявления транскриптов G#элемента. 

Транскрипты Adh выявляли с использованием
праймеров Adh�d3 – 5'�CGGCATCTAAGAAGT�
GATACTCCCAAAA�3', Adh�r3 – 5'�TGAGTGTG�

CATCGAATCAGCCTTATT�3'; для выявления
транскриптов rp49 – rp49�s2 – 5'�TCCGCCCAG�
CATACAGGC�3' и rp49�as2 – 5'�CAATCCTCGTTG
GCACTCACC�3'.

Гибридизация РНК in situ. РНК�зонд получали с
помощью in vitro транскрипции с T7�РНК�поли�
меразой (“Promega”) и DIG RNA Labeling Mix
(“Roche”) согласно инструкциям фирм�произво�
дителей на матрице линеаризованной плазмидной
ДНК или ПЦР�продукта, несущего на одном кон�
це T7�промотор. Зонд, выявляющий смысловую
РНК МДГ1, получали с использованием любезно
предоставленного А. Калмыковой вектора pBS
SK(�), содержащего фрагмент геномной ДНК раз�
мером 350 п.н. [28]. Смысловую РНК HMS#Beagle
и Gate выявляли с использованием ПЦР�продуктов,
полученных при амплификации геномной ДНК со
следующими праймерами: 5'�GAATTAATAC�
GACTCACTATAGGGAGA AATGCCCTTGTCG�
GACACGA�3' и 5'�TGATGAAACACATTACCA�
GAACCTTGA�3' для HMS#Beagle; 5'�GAATTA�
ATACGACTCACTATAGGGAGAGATTATGGCA�
CTGCCAAGAAGGATAGCTC�3' и 5'�GCCATA�
ACCCTCACTAAAGGGAACTTGGTGGCCGGCA�
TCACACG�3' – для Gate [29].

ДНК�матрицы очищали с помощью колонок
Qiaquick (“Qiagen”) согласно инструкциям фирмы.
После T7�транскрипции в течение 15 мин проводи�
ли обработку ДНКазой RQ1 (“Promega”). После
осаждения и промывки 70%�ным этанолом РНК
растворяли в 20 мкл обработанной диэтилпирокар�
бонатом (DEPC) воды и добавляли 80 мкл гибриди�
зационного буфера HS (50% формамид, 5× SSC, 0.1%
Tween 20, 100 мкг/мл денатурированной ДНК из
спермы лосося, 50 мкг/мл гепарина). Яичники пре�
парировали в 1× PBS (137 мМ NaCl, 2.68 мМ KCl,
10.14 мМ Na2HPO4, 1.76 мМ KH2PO4), фиксирова�
ли в растворе 4%�ного параформальдегида в 1x PBS в
течение 1 ч на льду, промывали 2 раза по 5 мин раство�
ром PBT (1× PBS, 0.1% Tween 20) и в течение 10 мин
обрабатывали раствором протеиназы К (“Boehring�
er Mannheim”) с концентрацией 50 мкг/мл в 1× PBS.
Реакцию останавливали, добавляя раствор глицина
с концентрацией 2 мг/мл в PBT в течение 2 мин. По�
сле этого органы промывали в PBT (2 раза по 5 мин),
повторно фиксировали в течение 20 мин в 4%�ном
растворе параформальдегида в 1× PBS и промывали
2 раза по 5 мин в PBT. Препарат промывали HS и
PBT (1 : 1) и предгибридизовали в HS при 60°C в те�
чение 1–3 ч. Гибридизацию проводили при 60°C в те�
чение ночи в буфере HS, содержащем 2.5–5 нг/мкл
зонда, и предварительно прогретом при 80°C в тече�
ние 3 мин. После гибридизации препарат последо�
вательно промывали при 60°C: 3 раза по 30 мин бу�
фером HS; 2 раза по 15 мин раствором 2× SSC с 0.1%
Tween 20; 2 раза по 15 мин раствором 0.2× SSC c 0.1%
Tween 20; 1 раз в течение 15 мин PBT при комнатной
температуре. 
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Детекция при помощи щелочной фосфатазы.
Препарат блокировали в течение 1–2 ч при ком�
натной температуре в растворе 1× PBT�Triton
0.3% (PBT�Tr 0.3%) с добавлением козьей сыворот�
ки до 3% и инкубировали в том же растворе с добав�
лением антител в течение 1 ч. Использовали антите�
ла anti�DIG�AP (“Roche”), конъюгированные со
щелочной фосфатазой (АР), в разведении 1 : 2000.
Препарат последовательно промывали при ком�
натной температуре раствором PBT�Tr 0.3% (5 раз
по 15 мин) и 1× PBТ (1 раз, 15 мин). Для детекции
AP препарат промывали буфером для AP (100 мМ
NaCl, 50 мМ MgCl2, 100 мМ Tрис pH 9.5, 0.1%
Tween 20, 1 мМ левамизол) в течение 10 мин и инку�
бировали в том же буфере с добавлением субстрата
для АР NBT/BCIP (20 мкл стокового раствора
(“Roche”) на 1 мл буфера AP) при комнатной тем�
пературе. Развитие реакции наблюдали визуально,
реакцию останавливали через 0.5–1 ч с помощью
нескольких промывок в PBT. Препарат помещали в
70%�ный раствор глицерина в 1× PBS и наносили на
предметное стекло.

Флуоресцентная гибридизация РНК и иммуно:
окрашивание. Флуоресцентный сигнал (FISH) вы�
являли методом тирамидной амплификации. После
гибридизации препарат блокировали в течение 1 ч
при комнатной температуре в растворе PBT�Tr 0.3%
с добавлением сыворотки до 3% и перекиси водоро�
да до 1% (для избавления от активности эндогенных
пероксидаз). Затем препарат последовательно про�
мывали при комнатной температуре раствором
PBT�Tr 0.3% (4 раза по 15 мин) и инкубировали в
растворе PBT�Tr 0.3% с добавлением антител в тече�
ние 1–2 ч при комнатной температуре (либо в тече�
ние ночи при +4°С). Использовали антитела anti�
DIG�POD, Fab�фрагменты (“Roche”), конъюгиро�
ванные с доменом пероксидазы, с разведением 1 : 500.
Препарат промывали при комнатной температуре
(4 раза по 15 мин) раствором PBT�Tr 0.3%, после че�
го инкубировали в том же растворе в течение 30 мин
с добавлением Тирамид�FAM (20 мкл стокового
раствора на 500 мкл PBT�Tr 0.3%), затем добавляли
перекись водорода до концентрации 0.015% и инку�
бировали в течение 30–40 мин. Препарат промыва�
ли (4 раза по 15 мин) раствором PBT�Tr 0.3% и окра�
шивали ДНК раствором 1× DAPI в PBS в течение
10–20 мин. Для иммуноокрашивания белка Piwi
яичники инкубировали в течение 1 ч при комнат�
ной температуре с первичными кроличьими полик�
лональными антителами (1 : 500 в PBT�Tr 0.3%),
предоставленными А. Аравиным и Г. Хэнноном [9],
промывали 3 раза по 15 мин в PBT и инкубировали
с вторичными антителами Alexa Fluor 488 (“Invitro�
gen”) в течение 3 ч при комнатной температуре или
18 ч при 4°C. Препараты помещали в раствор Slow�
Fade® Gold (“Invitrogen”) и наносили на предмет�
ное стекло. Препараты анализировали с помо�
щью конфокального микроскопа LSM 510 META
(“Carl Zeiss”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Взаимосвязь регуляции соматических 
и герминальных мобильных элементов

Мы сравнили влияние мутаций, нарушающих
образование белков piРНК�зависимого сайленсин�
га (Piwi, Armi, Spn�E, Aub и Mael), на количество
транскриптов различных ретротранспозонов в яич�
никах дрозофилы. Использовали мутации piwi2, armi1,
spn#E1, трансгетерозигот aubQC42/aubHN (далее aub), а
также линии maelr20 и maelEY08554 (суммарно обозна�
чены как mael). На рис. 1 представлены отношения
количества транскриптов у гомозигот по мутациям
к их количеству у гетерозигот, измеренные методом
ОТ�ПЦР. Ранее сообщалось о влиянии некоторых из
этих мутаций на накопление транскриптов отдель�
ных ретротранспозонов [2, 12, 18, 28–32]. Как видно
из рис. 1, эффекты мутаций сильно различаются.
Кроме того, варьирует спектр мутаций, вызывающих
дерепрессию разных МЭ, что отчасти можно объяс�
нить различиями в их транскрипции в разных клет�
ках яичника. LTR�содержащие ретроэлементы gypsy
и gtwin экспрессируются в соматических фоллику�
лярных клетках яичника, где их репрессия обеспечи�
вается геном piwi [14, 33–35]. Мутация piwi2 приводит
к сильному накоплению (в 15–25 раз) РНК этих
элементов, тогда как мутации aub, mael, spn#E1 и
armi1 влияют незначительно или же совсем не влия�
ют на экспрессию gypsy и gtwin (рис. 1а). Этот ре�
зультат хорошо согласуется с опубликованными
данными, показавшими, что в соматических клет�
ках в отличие от герминальных отсутствует пинг�
понг�цикл амплификации piРНК, зависимый от ге�
нов aub и spn#E [14]. Отсутствие эффекта мутации
armi1 на экспрессию МЭ в фолликулярных клетках
может быть связано с тем, что она нарушает синтез
белка Armi только в герминальных клетках, но не
затрагивает регуляторный элемент, обеспечиваю�
щий транскрипцию гена armi в соматических клет�
ках яичников [36].

Необычна регуляция экспрессии другого LTR�
транспозона – МДГ1. Как и в случае соматических
МЭ gypsy и gtwin, наиболее сильная дерепрессия
МДГ1 наблюдается при мутации piwi2, а мутации
armi1, aub и mael не оказывают значительного эф�
фекта (рис. 1а). Однако в отличие от соматических
МЭ транскрипты МДГ1 обнаруживаются методом
гибридизации in situ как в соматических, так и в
герминальных клетках яичников у мутантов piwi2

(рис. 2а). Отсутствие влияния мутации armi1, под�
твержденное с помощью гибридизации in situ
(рис. 2а), свидетельствует о том, что белок Piwi участ�
вует в репрессии МДГ1 исключительно в соматиче�
ских, но не в герминальных клетках, поскольку му�
тация armi1 полностью нарушает функционирова�
ние Piwi в ядрах герминальных клеток [14]. Таким
образом, накопление транскриптов МДГ1 в герми�
нальных клетках на фоне мутации piwi2 не связано с
нарушением репрессии в самих герминальных
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клетках, а происходит, по�видимому, в результате
транспорта транскриптов из соматических клеток.
Возможность такого транспорта РНК некоторых
LTR�содержащих МЭ, экспрессирующихся в фол�
ликулярных клетках, показана ранее [37, 38]. Воз�
можность транспорта транскриптов МДГ1 в герми�
нальные клетки подтверждается тем, что мутация
мастер�локуса flamenco, генерирующего piРНК в
соматических клетках [14], также приводит к на�
коплению транскриптов МДГ1 не только в сомати�
ческих, но и в герминальных клетках (рис. 2б). 

Другая особенность регуляции элементов MДГ1 –
их заметная дерепрессия при мутации spn#E1 (рис. 1а).
С помощью in situ гибридизации РНК обнаружено,
что мутация spn#E1 вызывает накопление тран�
скриптов МДГ1 преимущественно в гермарии – как
в соматических, так и герминальных клетках, а так�
же в яйцевых камерах ранних стадий, тогда как му�
тации piwi2 и flamenco приводят к накоплению РНК
МДГ1 в яйцевых камерах всех стадий (рис. 2). Таким
образом, в регуляции МДГ1 принимают участие ло�
кус flamenco, а также гены piwi и spn#E, но не участвует
piРНК�система герминальных клеток, нарушаемая
мутациями аub, mael и armi1. Это беспрецедентный
случай регуляции МЭ, который предполагает, что ген
spn#E отвечает не только за пинг�понг�амплифика�
цию piРНК в герминальных клетках, но и, возможно,
обеспечивает функционирование Piwi в соматиче�
ских клетках гермария.

Роль Armi в герминальных клетках 
не ограничивается участием 

в обеспечении ядерной локализации Piwi

В герминальных клетках, наряду с ядерным бел�
ком Piwi, функционируют цитоплазматические
piРНК�связывающие белки Aub и Ago3, которые
взаимодействуют друг с другом и осуществляют ам�
плификацию piРНК по механизму пинг�понг [14,
15]. Предполагается, что в пути сайленсинга с помо�
щью Piwi участвует РНК�хеликаза Armi, поскольку
в мутантах armi сохраняется пинг�понг�цикл, но на�
рушается локализация белка Piwi в ядрах герми�
нальных клеток. В пути сайленсинга вместе с
Aub/Ago3 функционируют РНК�хеликаза Spn�E и
ряд других белков, входящих в состав nuage [14].
Остается непонятным, почему в герминальных
клетках одни piРНК попадают в комплекс с Piwi, а
другие – в комплекс с Aub и Ago3. Неясно также,
насколько взаимосвязаны пути сайленсинга с по�
мощью Piwi и Aub/Ago3, или они не зависят друг от
друга, существуют ли общие стадии и общие компо�
ненты этих двух путей. На рис. 1б представлены ре�
зультаты анализа влияния различных мутаций на
экспрессию I# и G#элементов LINE�типа. Известно,
что piРНК, комплементарные этим элементам, ак�
тивно амплифицируются в пинг�понг�цикле в гер�
минальных клетках [9, 14, 15]. Кроме того показано,
что количество соответствующих этим транспозо�

нам piРНК, находящихся в комплексах с белками
Ago3 и Aub, во много раз превышает их количество
в комплексе с Piwi [9]. Действительно, мы обнару�
жили, что количество транскриптов I# и G�элемен�
тов возрастает при мутациях aub и spn#E, но не piwi2

(рис. 1б). Неожиданностью оказалась дерепрессия
этих элементов и при мутации armi1, что особенно
ярко выражено в случае I#элемента (рис. 1б) [12, 31].
Дерепрессию, вызванную мутацией armi1, нельзя
объяснить внеядерной локализацией Piwi, посколь�
ку полное отсутствие Piwi при мутации piwi2 не ска�
зывается на накоплении транскриптов этого эле�
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Рис. 1. Изменения количества транскриптов мобиль�
ных элементов при мутациях в генах системы piРНК�
сайленсинга. Представлены отношения количества
транскриптов, оцениваемых методом количествен�
ной ОТ�ПЦР, у гомозигот по этим мутациям к их коли�
честву у гетерозигот, нормированные по количеству
РНК генов adh и rp49. Анализировали мобильные эле�
менты, экспрессирующиеся в соматических (а) и гер�
минальных (б, в) клетках яичников Drosophila. 
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мента (рис. 1б). Таким образом, можно предпола�
гать, что белок Armi не только выполняет функции,
связанные с ядерным импортом Piwi, но он вовле�
чен также в функционирование цитоплазматиче�
ской piРНК�системы Aub/Ago3 в герминальных
клетках, причем эта роль Armi не связана непосред�
ственно с пинг�понг�амплификацией, поскольку
значительное количество комплементарных пинг�
понг�пар piРНК сохраняется у мутантов armi1 [14].
Мутация armi1 приводит к сильной дерепрессии

герминального ретротранспозона НeT#A, во много
раз превышающей эффекты других мутаций, на�
пример spn#E и aub (рис. 1в) [31]. Влияние мутации
piwi2 в этом случае несравненно слабее эффекта му�
тации armi1. Это также свидетельствует о том, что
влияние мутации armi1 вряд ли определяется только
лишь ядерной делокализацией Piwi. Недавно полу�
чены данные, предполагающие, что белок Armi
участвует в первичном процессинге piРНК в цито�
плазме соматических клеток яичников [36]. Наши

Рис. 2. Локализация РНК ретротранспозона МДГ1 в яичниках мух, несущих мутации генов piРНК�сайленсинга (piwi2,
armi1, spn#E1) и мастер�локуса flamenco. а – Гибридизация in situ с DIG�РНК зондом с последующей детекцией с помо�
щью щелочной фосфатазы. Мутация piwi2 вызывает накопление транскриптов в соматических фолликулярных (FC) и
в герминальных питающих (NC) клетках яичников. Мутация armi1 не приводит к значительному накоплению транскрип�
тов. Мутация spn#E1 приводит к накоплению РНК в соматических и герминальных клетках, преимущественно в гермариях
(G) и ранних яйцевых камерах. б – Гибридизация in situ с последующей детекцией с помощью флуоресцентных антител.
DAPI выявляет ядра клеток. В диком типе транскрипты МДГ1 не детектируются. Мутация локуса flamenco вызывает накоп�
ление транскриптов МДГ1 в соматических и герминальных клетках яйцевых камер различных стадий и гермария, spn#E1 –
преимущественно в клетках гермариев. 
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результаты можно интерпретировать, если предпо�
ложить, что аналогичную роль Armi играет и в гер�
минальных клетках. Механизм первичного процес�
синга, по�видимому, необходим для образования
piРНК, загружаемых в комплекс с Piwi, а также с
Aub [9]. Поэтому предположение об участии Armi в
первичном процессинге в герминальных клетках
позволяет объяснить влияние мутации armi1 на экс�
прессию I# и G�элементов, регулируемых с помо�
щью Aub/Ago3�системы, но не Piwi. Сохраняющие�
ся у мутантов armi пинг�понг�пары piРНК [14] мо�
гут образоваться в результате амплификации
piРНК, унаследованных от матери, но не piРНК,
полученных в результате первичного процессинга.
По�видимому, в piРНК�процессинге участвует
РНК�хеликазный домен белка Armi. Известно, что
РНК�хеликазы способны расплетать РНК, а также
перестраивать РНК�белковые комплексы [39].

Взаимосвязь ядерного белка Piwi 
и компонентов nuage

Самый сильный эффект мутации piwi2 на дере�
прессию герминально экспрессирующихся транс�
позонов обнаружен у LTR�содержащего элемента
HMS#Beagle (рис. 1в). РНК HMS#Beagle накаплива�
ется в питающих клетках и в развивающихся ооци�

тах (рис. 3а), что похоже на описанный ранее харак�
тер распределения транскриптов I#элемента и НeT#A
[30, 32]. Примерно одинаковая степень дерепрес�
сии HMS#Beagle (в 60–80 раз) обнаружена при мута�
циях piwi, armi, а также генов aub, spn#E и mael, коди�
рующих белки, входящие в состав околоядерных
гранул nuage (рис. 1в). Эти данные показывают, что
белок Piwi и цитоплазматические белки nuage ре�
прессируют этот МЭ не независимо, а, скорее всего,
совместно, поскольку нарушение любого компо�
нента в этой системе приводит к одинаковым эф�
фектам дерепрессии. Мы также обнаружили сходное
влияние всех исследованных мутаций на дерепрес�
сию элемента Gate (рис. 1в). С помощью гибридиза�
ции in situ мы выявили транскрипты Gate [29] в ядрах
питающих клеток в случае мутаций piwi2, armi1, spn#E
(рис. 3б), aub и mael (данные не приведены). По�ви�
димому, способность транскриптов этого МЭ к
ядерному экспорту значительно снижена. Посколь�
ку экспрессия Gate регулируется в клеточном ядре,
логично предположить, что непосредственную ре�
прессию этого МЭ осуществляет ядерный белок Piwi,
а не цитоплазматические белки Aub/Ago3. Влияние
на репрессию Gate мутаций в генах aub, spn#E и mael,
кодирующих компоненты nuage, можно объяснить,
если предположить, что эта структура участвует в
функционировании Piwi. Возможно, созревание

Дикий

piwi2 armi1

а

spn#E1

spn#E1armi72#1piwi2

Дикий тип

тип

б

DO

NC

NCN

HMS#Beagle

Gate

DO

DO

NC

NCN NCN

NCN

Рис. 3. Локализация РНК ретротранспозонов HMS#Beagle и Gate в яичниках мух, несущих мутации генов piРНК�сай�
ленсинга. а – Мутации piwi2, armi1 и spn#E1 вызывают накопление транскриптов HMS#Beagle в развивающихся ооци�
тах (DO) и герминальных питающих клетках (NC) яичников. б – Tранскрипты Gate накапливаются преимущественно
в ядрах питающих клеток (NCN).
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комплексов Piwi�piРНК и их транспорт в ядро пита�
ющих клеток происходят при участии компонентов
nuage. Известно, что в соматических фолликуляр�
ных клетках загрузка коротких РНК в комплекс с
Piwi происходит в цитоплазме [36, 40]. Высказанное
нами предположение позволяет объяснить ранее
обнаруженное влияние гена spn#E, кодирующего
белок nuage, на структуру хроматина МЭ и ядерную
репрессию HeT#A [12, 41].

Для понимания взаимосвязи nuage с ядерным
сайленсингом МЭ особый интерес могут представ�
лять эффекты мутаций гена mael. Кодируемый этим
геном белок Mael, содержащий домены HMG (High
mobility group), характерные для негистоновых бел�
ков хроматина [42], локализуется преимущественно
в nuage, но также мигрирует в ядро [17], однако роль
этих перемещений и функции Mael в целом остают�
ся непонятными. Мы обнаружили, что ядерная ло�
кализация Piwi сохраняется у мутантов по гену mael
(рис. 4). Таким образом, Mael не участвует в ядер�
ном импорте Piwi, что, тем не менее, не исключает
его возможного участия в функционировании белка
Piwi в ходе ядерного сайленсинга. В отличие от од�
них данных [15] и в соответствии с другими [14] мы
показали, что мутация aub также не приводит к на�
рушению ядерной локализации Piwi, тогда как в му�
тантах spn#E значительное количество Piwi обнару�
живается в цитоплазме, а в мутантах armi1, как уже
отмечалось, Piwi полностью исчезает из ядер герми�
нальных клеток (рис. 4). 

Наши данные свидетельствуют о том, что раз�
личные компоненты системы piРНК в яичниках
D. melanogaster взаимодействуют значительно более
тесно, чем это предполагалось. На примере транс�
позона МДГ1 мы показали возможное пересечение
соматического и герминального путей piРНК�сай�
ленсинга. Наши результаты также указывают на не�
обходимость гена armi не только для Piwi�, но и для
Aub�зависимой репрессии МЭ и на возможную
роль nuage в ядерном сайленсинге МЭ с помощью
Piwi, что позволяет рассматривать пути Piwi и
Aub/Ago3 как единую взаимосвязанную систему
сайленсинга МЭ в герминальных клетках.
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